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摘　 要：肠道病毒 ７１ 型（ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１）是引起婴幼儿手足口病的重要病原体，目前尚无特效抗病毒药物，并且宿主对病毒感

染的应答研究有限。 为深入研究病毒感染后宿主调控机制，分析了 ＥＶ７１ 感染 ＲＤ 细胞的基因表达芯片数据，筛选到与感染时

间相关的 ６ ６４２ 个差异基因；同时使用加权基因共表达网络分析方法（ＷＧＣＮＡ）构建基因调控网络，得到和病毒感染时间呈强

正负关联的 ｐｉｎｋ 模块和 ｄａｒｋｇｒｅｅｎ 模块。 结果表明：ＧＯ 分析发现目标模块分别富集于前剪切体的反式组装与翻译起始，
ＫＥＧＧ Ｐａｔｈｗａｙ 富集分析发现 ｐｉｎｋ 模块没有显著的通路富集，ｄａｒｋｇｒｅｅｎ 模块通路富集于核糖体相关通路；Ｖｉｓａｎｔ 展示目标模块

的调控网络并筛选出 ｐｉｎｋ 模块枢纽基因 ＲＰＳ４Ｘ、ＨＳＰＡ１３、ＣＸＣＬ９、ＣＤ５５ 与 ｄａｒｋｇｒｅｅｎ 模块枢纽基因 ＡＢＬＩＭ１、ＭＰＤＵ１、ＳＵＰＴ７Ｌ、
ＣＴＳＳ。 ｑＰＣＲ 验证的 ３ 个持续上调的基因 ＴＸＮＩＰ、ＥＧＲ１、ｃ⁃ＦＯＳ 和 ８ 个枢纽基因的转录水平与芯片数据一致，其中 ＴＸＮＩＰ、ＥＧＲ１、
ｃ⁃ＦＯＳ 表达上调超过 ２．５ 倍，ＣＸＣＬ９ 下调 ４．５ 倍。 这些关键基因的发现可能为 ＥＶ７１ 感染机理的研究和药物研发提供参考。
关键词：肠道病毒 ７１ 型（ＥＶ７１）；加权基因共表达网络分析；ＧＯ 分析；枢纽基因；感染关联模块
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　 　 依据中国国家疾病控制中心数据，手足口病

（ｈａｎｄ ｆｏｏｔ ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ，ＨＦＭＤ）年感染率位居丙类

传染病首位，肠道病毒 ７１ 型（ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１，ＥＶ７１）
是引起手足口病的常见病原体，是继脊髓灰质炎病

毒之后严重危害幼儿身体健康的重要病原体之

一［１］。 目前国内已有 ＥＶ７１ 灭活疫苗上市，对于病

毒预防已有保障，但无抗 ＥＶ７１ 特效药物，急需深入

研究病毒感染过程中的宿主调控机制，发现新颖的

抗病毒治疗靶标，助力抗 ＥＶ７１ 特效药开发。
ＥＶ７１ 和宿主细胞因子作用复杂，现有报道显示

细胞转录因子 Ｚｉｆ２６８ 由 ＥＧＲ１ 基因表达，发现可以直

接和 ＥＶ７１ 的 ＲＮＡ 结合促进病毒的复制［２］。 另外发

现病毒的 ２Ａ 蛋白酶 １ 裂解宿主的 ｅＩＦ４ＧＩ 或是

ｅＩＦ４ＧＩＩ，转换宿主依赖帽子的翻译过程为不依赖帽子

的 ＩＲＥＳ 翻译过程［３］。 此外有研究发现病毒非结构蛋

白与宿主有较为复杂的相互作用，其中 ２Ａ、３Ｃ 蛋白

是病毒的前体蛋白水解酶，具有阻断宿主自身抗病毒

反应的作用。 ２Ａ 蛋白既可抑制 Ｉ 型干扰素的产生又

可阻断细胞中少量 β 干扰素激活的 Ｉ 型干扰素信号

通路，在 ＥＶ７１ 免疫逃逸过程中发挥重要作用。 ２Ａ 蛋

白具有蛋白酶活性和转录激活因子功能，并切割

Ｎｕｐ６２ 而抑制其核转运过程［４］。 ２Ｃ 蛋白通过结合

ＲｅｌＡ（ｐ６５）蛋白抑制 ＮＦ⁃ｋＢ 的激活，并且重排宿主膜

蛋白［５］。 ３Ｃ 蛋白切割干扰素调节因子 ７（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ７，ＩＲＦ７）抑制细胞应答［６］，并通过抑

制维甲酸诱导基因⁃Ｉ（ ｒｅｔｉｎｏｉｄ ａｃｉｄ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｇｅｎｅ⁃Ｉ，
ＲＩＧ⁃Ｉ）介导的干扰素调控因子 ３（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒ ３，ＩＲＦ３）的活性和切割接头蛋白 ＴＲＩＦ 起到抑制

干扰素产生的作用［７］，因此干扰素不能用于治疗

ＥＶ７１ 引起的手足口病。 ３Ｄ 蛋白充当病毒基因组复

制酶，具有 ＲＮＡ 依赖的 ＲＮＡ 聚合酶功能，Ｙｕ 等［８］发

现 ＥＶ７１ 可以通过 ３Ｄ 蛋白使细胞周期停滞于 Ｓ 期，
并可以结合 ＮＬＲＰ３ 增强炎症小体的组装［９］。 Ｗｏｎｇ
等［１０］研究发现 ＥＶ７１ 感染 Ｖｅｒｏ 细胞 ０．５ ～ ６．０ ｈ期间

能够活化 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路并且通过抑制 ＧＳＫ⁃３ 过活

性抑制细胞凋亡的发生。 对于病毒感染研究发现“细
胞因子风暴”可能与疾病的进程密切相关。 所以仅仅

从局部出发关注某几个基因的表达差异不足以描述

这种高度复杂的调控关系。 ＲＤ 细胞是研究 ＥＶ７１ 与

宿主相互作用的常用感染细胞系［１１］。 本文使用

ＷＧＣＮＡ 方法构建了与感染时间相关差异基因共表

达网络，通过差异基因间的关联度识别与 ＥＶ７１ 感染

相关的关键基因，为抗 ＥＶ７１ 药物研究提供新视角。

１　 材料与方法

１．１　 数据与材料

　 　 本研究 ９ 个样本（０、４、８ ｈ 各 ３ 个）表达谱数据集

来源于 ＢＥＩ 数据库中的数据集 ＧＥＯＤ⁃１５３２３，对应的

ＮＣＢＩ 数据集是 ＧＳＥ１５３２３（ｈｔｔｐｓ：／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ． ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ ／ ｇｅｏ ／ ｑｕｅｒｙ ／ ａｃｃ．ｃｇｉ？ ａｃｃ＝ＧＳＥ１５３２３）。 ｑ⁃ＰＣＲ 引物

参考相关文献或是自行设计，引物合成由昆泰瑞公司

完成。 ＲＤ 细胞（ｒｈａｂｄｏｍｙｏｓａｒｃｏｍａ ｃｅｌｌｓ）和 ＥＶ７１ 病毒

来源于武汉大学中国典型培养物保藏中心。 培养细胞

用含 １０％胎牛血清（ＦＢＳ）的 ＤＭＥＭ 培养基（血清和培

养基购自 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ ©）
１．２　 加权基因共表达网络构建

１．２．１　 构建差异表达谱矩阵数据

芯片数据中实际每一行对应一个探针序列号，
多个探针对应同一个基因，通过数据控制将探针检

测值的差异系数小于 ５０％的探针剔除，并采用 ＳＡＭ
方法对保留的探针组进行筛选，设定 ＳＡＭ 参数为

ＦＤＲ≤０．０５。 通过 ３ 个时间点之间的两两比较，对
筛选的探针组取合集，构建基因表达谱矩阵。
１．２．２　 离群样本的检测

离群样本定义为在聚类树图中某个样本高度分

离于集体样本或是分类样本。 离群样本对网络模块

的分析结果具有较大的影响，进行网络构建前需要

检查离群样本的存在性，去除离群值。 本研究将 ９
个样本的基因表达值矩阵根据其马氏距离绘制树形

图，剔除离群样本。
１．２．３　 基因模块分析

ＷＧＣＮＡ 方法在生物信息学中属于系统生物学

分析工具，使用该方法依赖的前提假设是生物网络

中节点的连接度分布分析服从幂律分布。 ＷＧＣＮＡ
方法使用一种巧妙的方法将基因表达数据进行幂律

分布拟合。 具体方法为对基因表达值的皮尔森相关

系数取 ｎ 次幂指数加权，转换基因表达皮尔生相关

系数矩阵 Ｓｉｊ为邻接系数矩阵 Ａｉｊ。 相关系数值的分

布在 β 次幂作用下逐渐趋于无尺度分布。 其中算法

定义了无尺度分布的拟合系数应满足方程的 Ｒ２ ＞
０．８，表达数据可转换为调控关系数据。 动态剪切数

聚类方法对拟合后的无尺度分布数据进行聚类分析

获取共表达模块，模块内的基因代表着一类表达模

式类似的基因簇，使用颜色命名模块。 如图 １ 所示

显示 ＷＧＣＮＡ 算法的基本步骤。
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图 １　 ＷＧＣＮＡ 算法基本步骤

Ｆｉｇ．１　 ＷＧＣＮＡ ｂａｓｉｃ ｓｔｅｐｓ

１．３　 基因富集分析

　 　 利用生物信息学在线软件 ＤＡＶＩＤ 进行基因富集

分析和通路富集分析［１２］，使用统计学方法 Ｆｉｓｈｅｒ Ｅｘａｃｔ
检验计算 ｐ 值，注释模块所具有的生物学功能。
１．４　 枢纽基因筛选

　 　 枢纽基因的筛选可以直接使用阈值法，选择连

接度排在网络模块前 ３ 位的基因，或是使用 ＴＯＭ
（拓扑矩阵）导出网络图到 ＶｉｓＡＮＴ 软件对网络模块

进行可视化，设定权重值筛选枢纽基因。
１．５　 ｑＰＣＲ 验证筛选基因的转录水平

　 　 为了验证枢纽基因在病毒感染中的表达差异，
本文使用 ＥＶ７１ 感染 ８ ｈ 后的细胞进行提取总

ＲＮＡ、反转录和 ｑＰＣＲ 检测［１１］。
选择基因表达时间序列数据中持续性上调 ３ 个

基因，合并上述 ８ 个枢纽基因进行转录本表达情况

验证。 本文涉及到的基因引物见表 １，引物由昆泰

锐（武汉）公司合成。 ｑＰＣＲ 试验按照 Ｔａｋａｒａ 公司的

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ ｋｉｔ 反转录试剂盒和 ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ 试剂盒说明书操作。

表 １　 引物列表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｌｉｓｔ

基因名 ＮＣＢＩ 号 引物 序列

ＣＸＣＬ９ ＮＭ＿００２４１６．２ Ｆ ＣＣＡＧＴＡＧＴＧＡＧＡＡＡＧＧＧＴＣＧＣ
ＣＸＣＬ９ ＮＭ＿００２４１６．２ Ｒ ＡＧＧＧＣＴＴＧＧＧＧＣＡＡＡＴＴＧＴＴ
ＣＤ５５ ＮＭ＿０００５７４．４ Ｆ ＴＴＣＣＡＧＴＣＧＧＴＡＣＴＧＴＴＧＴＧＧ
ＣＤ５５ ＮＭ＿０００５７４．４ Ｒ ＣＣＣＧＧＡＴＴＡＧＧＧＣＡＴＧＡＴＴＴＣＴ
ＲＰＳ４Ｘ ＮＭ＿００１００７ Ｆ ＧＡＧＧＡＧＧＣＣＡＡＧＴＡＣＡＡＧＴＴＧ
ＲＰＳ４Ｘ ＮＭ＿００１００７ Ｒ ＣＡＣＡＧＧＴＴＡＣＣＡＧＴＧＴＣＧＡＡＣ
ＨＳＰＡ１３ ＮＭ＿００６９４８ Ｆ ＡＴＡＧＧＣＡＡＧＡＴＴＴＴＴＡＣＣＧＣＡＧＡ
ＨＳＰＡ１３ ＮＭ＿００６９４８ Ｒ ＴＴＧＧＣＡＡＣＴＧＧＣＡＴＴＣＣＡＡＧＡ
ＡＢＬＩＭ１ ＮＭ＿００１００３４０８ Ｆ ＡＣＣＡＧＧＡＴＧＴＴＣＧＧＧＡＴＣＧ
ＡＢＬＩＭ１ ＮＭ＿００１００３４０８ Ｒ ＧＧＧＡＣＧＴＧＧＴＴＧＧＡＧＴＧＴＡ
ＳＵＰＴ７Ｌ ＮＭ＿０１４８６０ Ｆ ＡＧＣＣＡＴＧＴＡＧＴＣＴＣＡＣＣＡＴＣＣ
ＳＵＰＴ７Ｌ ＮＭ＿０１４８６０ Ｒ ＣＧＡＧＧＧＡＡＧＡＧＧＴＴＣＡＣＴＣＴＣ
ＭＰＤＵ１ ＮＭ＿００４８７０ Ｆ ＴＧＧＣＴＣＡＣＴＴＣＴＡＧＴＡＡＡＧＣＴＧＣ
ＭＰＤＵ１ ＮＭ＿００４８７０ Ｒ ＧＣＴＴＣＡＣＣＣＣＡＡＧＡＧＣＴＧＡＡＴ
ＣＴＳＳ ＮＭ＿００１１９９７３９ Ｆ ＴＧＡＣＡＡＣＧＧＣＴＴＴＣＣＡＧＴＡＣＡ
ＣＴＳＳ ＮＭ＿００１１９９７３９ Ｒ ＧＧＣＡＧＣＡＣＧＡＴＡＴＴＴＴＧＡＧＴＣＡＴ
ＥＧＲ１ ＮＭ＿００１９６４ Ｆ ＣＣＡＣＧＣＣＧＡＡＣＡＣＴＧＡＣＡＴＴ
ＥＧＲ１ ＮＭ＿００１９６４ Ｒ ＧＡＧＧＧＧＴＴＡＧＣＧＡＡＧＧＣＴＧ
ＴＸＮＩＰ ＮＭ＿００６４７２ Ｆ ＴＧＴＧＴＧＡＡＧＴＴＡＣＴＣＧＴＧＴＣＡＡＡ
ＴＸＮＩＰ ＮＭ＿００６４７２ Ｒ ＧＣＡＧＧＴＡＣＴＣＣＧＡＡＧＴＣＴＧＴ
ＦＯＳ ＮＭ＿００５２５２ Ｆ ＣＡＣＴＣＣＡＡＧＣＧＧＡＧＡＣＡＧＡＣ
ＦＯＳ ＮＭ＿００５２５２ Ｒ ＡＧＧＴＣＡＴＣＡＧＧＧＡＴＣＴＴＧＣＡＧ

注：Ｆ 为上游引物，Ｒ 为下游引物。

２　 结果分析

２．１　 数据基本信息

　 　 ＧＳＥ１５３２３ 全基因组表达数据包含有 ９ 个样本

的病毒感染细胞数据，这些数据均经过了背景校正

和标准化处理。 由于数据中包含的探针数量太大，
含有 ５６ ４７５ 个探针组，质量低且差异性不强的数据

太多，会造成数据分析时背景过大的情况，为了减少

噪音和计算机分析的运行负荷，先筛选差异基因保

留显著性较高的探针组。 使用 Ｒ 语言中的 ｓｉｇｇｅｎｅ
包实现差异基因筛选，滤除不显著的探针组后得到

６ ６４２ 个探针组（ｑ＜０．０５）纳入本文的重点研究。
２．２　 样本数据初筛

　 　 通过聚类得到病毒感染细胞的样本聚类图，发
现 ９ 个样本可明显分为 ３ 类，这和试验设计一致，因
为设计的感染时间是分为 ３ 个时间点，０、４ ｈ 感染时

间点内的类中距离相对较近说明组内的样本一致性

较强，８ ｈ 感染时间点内的类中距离较远，说明该组

内样本因为病毒感染持续到后期有大量基因出现表

达变化导致样本一致性较弱。 图 ２ 聚类树图结果显

示 ９ 个样本不存在离群样本，将所有样本纳入后续

网络建模分析。

图 ２　 样本聚类树

Ｆｉｇ．２　 Ｓａｍｐｌｅｓ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ

２．３　 阈值选择与网络拓扑结构分析

　 　 选择合适的邻接矩阵权重参数 β 进行基因表示

数值无尺度拟合。 参数的拟合区间为 １～３０，对某节

点连接度的对数 ｌｏｇ（ ｉ）与该节点出现概率的对数

ｌｏｇ（ｐ（ ｉ））建立线性模型，参数 β 拟合情况通过线性

回归系数 Ｒ２反映，选择 Ｒ２首次接近 ０．９ 的 β 作为构
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建网络模块的目标 β 值。 针对本文芯片数据选择 β
为 ９。 β 拟合情况如图 ３ 所示。 其中， 图 ３ 的横轴

代表权重参数 β， 图 ３（ａ）的纵轴表示对应网络中

ｌｏｇ（ ｉ）和 ｌｏｇ（ｐ（ ｉ））的线性相关系数 Ｒ２，该系数越高

（至少要达到 ０．８，完美的无尺度网络模型适用指数

是 １），表明该网络越趋近于无尺度网络；图 ３（ｂ）的
纵轴代表模型中所有基因接邻系数的均值，反映网

络的平均连接水平。

图 ３　 参数 β 拟合情况

Ｆｉｇ．３　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒ β ｆｉｔｔｉｎｇ

２．４　 ＴＯＭ 模块聚类和模块与感染时间关联

　 　 选择 β＝ ９ 计算网络拓扑重叠 ＴＯＭ，利用层次聚

类法得到基因系统聚类树。 根据动态分层剪切数算

法挖掘出基因模块，设定每一个基因模块的最小基

因数为 １００，基因聚类的高度上限为 ０．９９５。 基因模

块构建完成后，计算每个基因模块的特征向量基因

（ｍｏｄｕｌｅ ｅｉｇｅｎｇｅｎｅ，ＭＥ）。
如图 ４ 所示，通过动态层次聚类本文得到了

１８ 个模块，其中 ｇｒｅｙ 模块表示不属于任何模块的

聚类。

图 ４　 动态分层聚类

Ｆｉｇ．４　 Ｄｙｎａｍｉｃ ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｃｌｕｓｔｅｒ

　 　 对于这 １８ 个模块和感染时间的关联性，本文使

用模块的第一主成分和感染时间的相关系数进行定

量化。 分析得出 ｐｉｎｋ 模块和 ｄａｒｋｇｒｅｅｎ 模块和感染

时间的关联性最高， 如图 ５ 所示。

图 ５　 模块与感染时间的关联性

Ｆｉｇ．５　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｏｄｕｌｅｓ ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｔｉｍｅ

　 　 从图 ５ 中可以看出 ｐｉｎｋ 模块和感染时间呈负

关联性，相关系数为－０．９４，ｄａｒｋｇｒｅｅｎ 模块和感染时

间呈正关联性，相关系数为 ０．９７。 还有相关性较强

的其他模块比如 ｏｒａｎｇｅ 模块和 ｂｌａｃｋ 模块，本文对

关联性最强的 ｐｉｎｋ 模块和 ｄａｒｋｇｒｅｅｎ 模块进行生物

功能注释。
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呈现加权基因共表达网络的一种直观方式是

热图，将所有基因加权共表达值转换得到的拓扑

重叠矩阵绘制于一副全像素图中，可以明显看到

图 ６ 中有颜色较深区域，展示的即是加权共表达

模块。

图 ６　 基于 ＴＯＭ 矩阵的加权基因共表达网络热图

Ｆｉｇ．６　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｎｅｔｗｏｒｋ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＴＯＭ ｍａｔｒｉｘ

注：图中基于所有基因的 ＴＯＭ 矩阵绘制，热图中每行及每列均对应

一个基因，颜色越深，提示基因间的拓扑重叠度越高，基因间的

调控关系越强。 图中的左侧和上侧为基因聚类树图中的基因

模块。

２．５　 基因模块的功能分析

　 　 通过 ＧＯ 富集分析和通路富集分析可以得到目

标模块在基因本位角度和代谢通路角度的信息。 其

中 ｐ 值小于 ０．０５ 的结果见表 ２。 ＧＯ 富集分析结果

显示目标模块主要参与前剪切体的反式组装、ｃＡＭＰ
的应答、Ｕ５ ｓｎＲＮＰ、翻译起始、膜结构、多聚腺苷酸

尾的结合，可能与手足口病的发生有一定的关联。
通路富集分析结果显示目标模块高度富集于核糖体

通路。
２．６　 枢纽基因网络展示

　 　 结合模块基因富集分析和通路富集分析的结

果，将目标模块ｐｉｎｋ模块和ｄａｒｋｇｒｅｅｎ模块中的基因

调控关系进行可视化展示。 如图 ７、８ 所示（同一模

块中拓扑重叠值相同），其中 ｐｉｎｋ 模块的权重值区

间设置为０．４０～１．００，选择连接度大于或等于 ７ 视为

枢纽基因，设置 ｄａｒｋｇｒｅｅｎ 模块的权重值区间为

０．３８～１．００，选择连接度大于或等于 ８ 视为枢纽基

因。 从 ｐｉｎｋ 模块的共表达网络可以看出 ３ 个基因

ＡＢＬＩＭ１、ＣＴＳＳ 和 ＳＵＰＴ７Ｌ 形成一定的核心，其余基

因围绕在其周围，这种状态呈现出小世界性。

表 ２　 ＧＯ 功能富集分析和 ＫＥＧＧ 代谢通路富集分析结果

　 Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＯ ａｎｄ
ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ

Ｍｏｄｕｌｅ Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐ⁃ｖａｌｕｅ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ

ｃｉｓ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｏｆ
ｐｒｅ⁃ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｐｌｉｃｅｏｓｏｍｅ

３．１×１０－５ ＧＯ

Ｕ５ ｓｎＲＮＰ ９．７×１０－５ ＧＯ

ｐｉｎｋ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃＡＭＰ １．３×１０－４ ＧＯ

Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓ ｄｉｓｅａｓｅ ７．０×１０－３ ｐａｔｈｗａｙ

ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ２．１×１０－７ ＧＯ

ｍｅｍｂｒａｎｅ ７．２×１０－６ ＧＯ

ｄａｒｋｇｒｅｅｎ ｐｏｌｙ（Ａ） ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ １．０×１０－４ ＧＯ

Ｒｉｂｏｓｏｍｅ ２．９×１０－３ ｐａｔｈｗａｙ

图 ７　 ｐｉｎｋ 模块共表达网络

Ｆｉｇ．７　 Ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｐｉｎｋ ｍｏｄｕｌｅ

图 ８　 ｄａｒｋｇｒｅｅｎ 模块共表达网络

Ｆｉｇ．８　 Ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｄａｒｋｇｒｅｅｎ ｍｏｄｕｌｅ

　 　 ｄａｒｋｇｒｅｅｎ 模块形成的共表达网络没有明显的

小世界性或是成簇性， 只有 ４ 个基因 ＣＸＣＬ９、
ＲＰＳ４Ｘ、ＣＤ５５ 和 ＨＳＰＡ１３ 的连接度较高。 表 ３ 显示

目标模块中的关键节点基因。
２．７　 目标基因的验证结果

　 　 为了比较目标基因的检测可靠性，将 ３ 个持续

性上调的差异基因 ＴＸＮＩＰ、ＦＯＳ 和 ＥＧＲ１ 纳入验证

试验。 ｑ⁃ＰＣＲ 的结果如图 ９ 所示。 纵坐标是相对表

达值 ｌｏｇ ２ 处理后的数据，柱形图高度为 １ 表示感染
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２４ ｈ 该基因的表达强度为原来 ２ 倍。 比较芯片数据

和 ｑ⁃ＰＣＲ 数据发现 ９ 个基因的变化方向是一致的，
有 ２ 个基因上、下调情况不明显，其中 ３ 个持续性上

调基因在原始芯片和 ｑ⁃ＰＣＲ 试验中表达趋势相同。

表 ３　 目标模块中的关键节点基因

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｏｄｕｌｅｓ

Ｍｏｄｕｌｅ Ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ

Ｐｉｎｋ ｍｏｄｕｌｅ（０．４０～１．００） ＡＢＬＩＭ１， ＳＵＰＴ７Ｌ， ＭＰＤＵ１， ＣＴＳＳ

Ｄａｒｋｇｒｅｅｎ ｍｏｄｕｌｅ（０．３８～１．００） ＣＸＣＬ９， ＲＰＳ４Ｘ， ＣＤ５５， ＨＳＰＡ１３

图 ９　 １１ 个基因的相对表达

Ｆｉｇ．９　 Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ １１ ｇｅｎｅｓ

３　 讨　 论

　 　 本文首先从 ＮＣＢＩ 的 ＧＥＯ 数据库下载 ＥＶ７１ 感

染相关的表达谱数据集 ＧＳＥ１５３２３ （含有 ９ 个样

本），使用 ＷＧＣＮＡ 方法构建了 １８ 个模块，并重点关

注感染时间高关联性的 ｐｉｎｋ 模块和 ｄａｒｋｇｒｅｅｎ 模

块，对目标模块进行 ＧＯ 功能注释、ＫＥＧＧ 通路富集

分析和共表达网络可视化展示，从中筛选了 ８ 个

Ｈｕｂ 基因。 ｐｉｎｋ 模块 ＧＯ 术语富集为 ｃｉｓ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｏｆ
ｐｒｅ⁃ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｐｌｉｃｅｏｓｏｍｅ、 ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃＡＭＰ 和 Ｕ５
ｓｎＲＮＰ，ｄａｒｋｇｒｅｅｎ 模块 ＧＯ 术语富集为 ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ
ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ、ｍｅｍｂｒａｎｅ 和 ｐｏｌｙ （ Ａ） ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ； ｐｉｎｋ
模块没有富集到显著的通路，ｄａｒｋｇｒｅｅｎ 模块富集的

通路为 Ｒｉｂｏｓｏｍｅ。
ＷＧＣＮＡ 方法筛选的基因 ＲＰＳ４Ｘ、 ＨＳＰＡ１３、

ＡＢＬＩＭ１、ＭＰＤＵ１、ＣＸＣＬ９、ＣＤ５５、ＳＵＰＴ７Ｌ 和 ＣＴＳＳ 在

ＥＶ７１ 感染中可能具有重要作用。 Ｗａｎｇ 等［１３］ 调研

细胞因子和病毒感染关系发现，ＣＸＣＬ９ 在脑干脑炎

患者血浆中含量比正常人有显著升高，比较 ＣＸＣＬ９
在感染 ＥＶ７１ 的肺水肿患者血浆中含量比无症状脑

干脑炎患者和正常组有显著升高，并且随着病情加

重 ＣＸＣＬ９ 表达值逐渐上升。 ＣＤ５５ 分子被确定为肠

道病毒属的 Ｅｃｈｏｖｉｒｕｓ １ 病毒的细胞受体，并且

ＣＤ５５ 会诱导骨肉瘤细胞的 ｃ⁃ＦＯＳ 基因表达［１４］。 其

余的 ６ 个基因 ＲＰＳ４Ｘ、ＨＳＰＡ１３、ＡＢＬＩＭ１、ＭＰＤＵ１、
ＳＵＰＴ７Ｌ 和 ＣＴＳＳ 没有发现和 ＥＶ７１ 有间接或是直接

的关系。 ＴＸＮＩＰ、ＥＧＲ１ 和 ｃ⁃ＦＯＳ 这 ３ 个基因中的

ＴＸＮＩＰ 和 ＥＧＲ１ 在病毒感染细胞过程中可能发挥重

要作 用。 硫 氧 蛋 白 相 互 作 用 蛋 白 （ ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＸＮＩＰ），该蛋白是细胞炎症反应

中的重要因子，维持细胞氧化还原压力的平衡，而
ＥＶ７１ 感染细胞后通过增加 ＮＯＸ２ 介导的 ＲＯＳ 产物

上调氧化还原压力［１５］。 ＥＧＲ１（ｅａｒｌｙ ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
１），是一种转录调控因子，又称为锌指蛋白 ２６８
（Ｚｉｆ２６８，ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ２６８）或神经生长因子诱

导 蛋 白 Ａ （ ＮＧＦＩ⁃Ａ， ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ），其靶向激活细胞分化和有丝分裂的必需

基因，被认为是一种肿瘤抑制基因［１６］，报道显示

ＥＧＲ１ 可以直接和 ＥＶ７１ 的 ＲＮＡ 结合促进病毒的复

制，并且其促进方式不依赖于病毒的 ＩＲＥＳ 结构。
有文献报道［１７］ＥＶ７１ 感染 ＲＤ 细胞８ ｈ后 ｃ⁃ＦＯＳ 基因

表达上调 ３．３４ 倍和本文的 ｑ⁃ＰＣＲ 结果较为接近。

４　 结　 语

　 　 本文成功构建了与 ＥＶ７１ 感染时间相关的差异

基因共表达网络，挖掘出 ８ 个关键基因 ＲＰＳ４Ｘ、
ＨＳＰＡ１３、 ＡＢＬＩＭ１、 ＭＰＤＵ１、 ＣＸＣＬ９、 ＣＤ５５、 ＳＵＰＴ７Ｌ
和 ＣＴＳＳ，经 ｑ⁃ＰＣＲ 实验验证 ３ 个持续上调的基因

ＴＸＮＩＰ、ＥＧＲ１、ｃ⁃ＦＯＳ和 ８ 个枢纽基因的转录水平与

芯片数据一致，其中 ＴＸＮＩＰ、ＥＧＲ１、ｃ⁃ＦＯＳ 表达上调

超过 ２．５ 倍，ＣＸＣＬ９ 下调 ４．５ 倍。 这些关键基因的

发现可能为 ＥＶ７１ 感染机制研究和抗病毒药物靶标

发现提供一定参考。
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