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癫痫大鼠海马组织的转录组学特征分析

黄亚辉 1，匡卫平 1，朱勇 1，王琴 1，卢军 1，张熙 2，贺冰 3，杨萍 1

1.湖南省脑科医院神经外科，湖南 长沙 410007
2.湖南中医药大学临床医学院，湖南 长沙 410208
3.湖南中医药大学附属第二医院中医科，湖南 长沙 410007

摘 要：目的 探究癫痫的转录组学特征，寻找癫痫诊治的潜在靶点。方法 选取雄性幼龄 SD大鼠 17只，采用抽签法随机将大

鼠分为 2组：对照组（8只）、CSRS组（9只）。基于氯化锂－匹罗卡品构建的慢性自发性癫痫(CSRS)大鼠模型，取CSRS大鼠及对照

组大鼠海马组织进行转录组测序(RNA-seq)，并对信使RNA(mRNA)及微小RNA(miRNA)进行差异分析、信号通路富集分析及差异

表达蛋白互作用网络构建寻找核心调控基因。结果 对照组及 CSRS组的mRNA进行差异分析获得的 354个差异表达基因

(DEGs)，信号通路富集分析DEGs与离子转运调控、组织发育、应激反应等相关。蛋白互作网络分析发现WDR88、SHANK2、TEC、
NFKBIZ、EPHA8等为DEGs中主要的核心调控基因。同时获得差异表达miRNA，并进行靶基因预测及GO通路富集分析，发现靶

基因主要与离子型谷氨酸受体复合物、谷氨酸受体活性、谷氨酸盐化的钙离子通道活性、NF-κB诱导激酶活性等分子功能相关。

结论 基于RNA-seq发现差异基因表达异常是癫痫发生的重要原因，是导致神经元发生异常的、同步化放电的关键因素。
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Abstract： Objective To investigate the transcriptomic characteristics of epilepsy and explore potential targets for the di⁃
agnosis and treatment of epilepsy.Methods A total of 17 young male Sprague-Dawley rats were randomly divided intocon⁃
trol group（n=8）and chronic spontaneous recurrent seizures（CSRS）group（n=9）. Lithium chloride-pilocarpine was used
to establish a rat CSRS model. Transcriptome sequencing（RNA-seq）was performed on the rat hippocampal tissues from the
CSRS and control groups. A differential analysis and a signaling pathway enrichment analysis on messenger RNA（mRNA）
and microRNA（miRNA）were performed，and a differentially expressed protein-protein interaction network was construct⁃
ed to search for core regulatory genes.Results A total of 354 differentially expressed genes（DEGs）were obtained via the
differential analysis on mRNA between the control group and the CSRS group. The signaling pathway enrichment analysis
showed that DEGs were related to ion transport regulation，tissue development，stress response，etc. The protein-protein in⁃
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teraction network analysis revealed that WDR88，SHANK2，TEC，NFKBIZ，EPHA8，etc.，were the main core regulatory
genes in DEGs. In addition，differentially expressed miRNA was obtained. Target genes were predicted，and the GO path⁃
way was enriched. It was found that the target genes were mainly related to the molecular functions such as ionic glutamate
receptor complex，glutamate receptor activity，glutamate-dependent calcium channel activity，and NF-κB-inducing kinase
activity.Conclusions Based on the results of RNA-seq，it was found that abnormal expression of differentially expressed
genes is an important cause of epilepsy，and it is a key factor leading to abnormal and synchronized discharge of neurons.

［Journal of International Neurology and Neurosurgery, 2021, 48(3): 249-255］
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癫痫是以脑神经元过度放电导致的发作性中枢神经

系统功能障碍为特征的脑部疾病，在任何年龄段均可患

病，且近年来发病率逐渐上升，目前尚无理想的治疗方

法，其治疗局限性原因在于对癫痫病因和发病机制研究

不足［1-3］。新一代测序技术（next-generation sequencing，
NGS）实现了对细胞内全部RNA反转录形成的DNA（cD⁃
NA）文库进行高通量测序，这种技术称为转录组测序

（RNA sequencing，RNA-seq），基于 NGS的 RNA-Seq让研

究人员能够突破芯片等传统技术低效率和高成本的限

制，并使我们进一步加深对转录组的认识，诠释基因功

能，指导探究疾病发生发展机制［4-6］。本研究通过构建慢

性 自 发 性 癫 痫（chronic spontaneous recurrent seizures，
CSRS）大鼠模型，取CSRS大鼠及对照组大鼠海马组织进

行RNA-seq，分析了CSRS大鼠转录组学特征，并对mRNA
及miRNA进行差异分析及信号通路富集分析，同时对差

异表达miRNA进行靶基因预测，以期从基因组学层面进

一步深入研究癫痫的发病机制，为临床寻找癫痫治疗提

供新的靶点及新机制。

1 材料与方法

1. 1 实验动物及分组

选取无特定病原体级21 d雄性幼龄SD大鼠17只，周龄

8~10周，体重180~220 g，购自湖南斯莱克景达实验动物有

限公司［许可证编号：SCXK（湘）2016-0002］。采用抽签法

随机将所有大鼠分为2组：对照组（8只）、CSRS组（9只）。

1. 2 试剂及造模方法

氯化锂（Sigma公司，1001011078）和匹罗卡品（ABCR
公司，ab141301）。CSRS组大鼠采取氯化锂-匹罗卡品构

建CSRS大鼠模型［7］，4只对照组大鼠腹腔注射等量 0.9%
的NaCl溶液。采用Racine分级法评估大鼠癫痫程度，达

到4级及以上发作视为建模成功［8］，造模成功后28 d，CSRS
组平均发作次数（7.11±2.03）/周。取新鲜海马组织行HE
染色［9］，剩余的大鼠取新鲜海马组织行全转录测序。

1. 3 转录组测序及差异表达基因筛选

采用 Illumina高通量测序平台行转录组测序，对原始

数据进行严格的质量控制。所有样本进行 150 bp长度的

paired end测序，转录组数据去除低质量 reads之后样本均

有超过 140 m的 reads，符合分析标准；Q30（评估 reads测

序质量的参数）均超过 95%，说明样本测序质量较高。测

序完成后，通过R语言（version 3.6.3）中的 Limma包（ver⁃
sion 3.44.3）计算继续对照组及CSRS组之间的差异基因，

以P<0.05、差异倍数绝对值≥2为筛选阈值，获得对照组及

CSRS组之间的显著差异表达基因（differentially expresse
dgenes，DEGs）。

1. 4 差异表达基因的信号通路富集

将计算得到的显著差异表达基因进行基因本体分析

（gene ontology，GO）及通路富集分析（Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes，KEGG）。其中GO分析包括：细胞

组分（cellular component，CC）、分子功能（molecular func⁃
tion，MF）、生物过程（biological process，BP）。

1. 5 差异表达蛋白互作用网络构建

基于对照组及 CSRS组大鼠的差异表达基因，使用

STRING数据库（https：//string-db.org）构建了蛋白质相互

作用（protein-protein interaction，PPI）网络，该数据库中存

储了基因的上下游调控关系，其中蛋白质之间的关联是

根据既往实验验证、文献挖掘、基因融合、共表达分析、以

及计算预测的，例如基因组荟萃分析等技术方法获得，该

分析主要用以寻找并探究网络中的基因相互调控关系，

然后通过Cytoscape软件中的 cytoHubba算法将该调控网

络中的基因进行加权计算，得到处于网络最核心位置的

基因（hub genes）。

2 结果

2. 1 两组大鼠HE染色情况

对照组海马 CA1区神经元排列整齐，CSRS组海马

CA1区神经元排列疏松，出现细胞肿胀，伴有不同程度的

细胞固缩。见图1。

A：对照组；B：CSRS组

图1 HE染色结果
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2. 2 转录组测序一般性结果描述

转录组数据去除低质量 reads之后样本均有超过140 m
的 reads，符合分析标准——Q30（评估 reads测序质量的

参数）均超过 95%，可进行下一步实验。利用基因组 reads
与当前已知数据库进行比较分析，接近一半 reads位于基

因编码区；约 75%的 reads位于功能已知的基因组区域，

另有接近 25%的 reads位于新发现的基因组区域；这显示

转录组测序数据主要分布 gene的中间位置，靠近UTR区

的 reads较少，符合RNA测序的特点（图 2）。将所有比对

成功的 reads统计在基因组上的分布，其中 22.4%位于基

因上游区，最多的分布在 intron区约 41%（图 3）。与已知

小RNA数据进行对比，其中 71%为未知信息的RNA，提
示基因组中尚有大量未知区域可能在生物学中有功能；

其次为核糖体RNA（rRNA）及miRNA（小分子RNA，一般

调控基因表达功能）（图4）。

2. 3 差异mRNA功能注释

将对照组及CSRS组的mRNA进行差异分析，获得的

354个DEGs（图 5），然后将DEGs进行GO分析，在生物过

程（biological process，BP）层面，DEGs富集于脂质转运的

调节、离子传输、多细胞生物过程的调控、脂质转运、脂质

定位等通路；在细胞组分（cellular component，CC）层面，

DEGs主要富集于质膜的外侧、受体复合体、中间丝、蛋白

质细胞外基质、MHC I类蛋白复合物等；在分子功能（mo⁃
lecular function，MF），主要与DEGs细胞外基质结合、配体

门控离子通道活性、配体门控通道活性、ATP依赖性蛋白

结合、钙离子跨膜转运蛋白活性、神经肽受体活性以及钙

通道活性等功能相关（图6）。

KEGG通路富集分析发现主要与神经活性配体-受
体相互作用、细胞因子与细胞因子受体的相互作用、色氨

酸代谢、酪氨酸代谢以及细胞黏连等通路相关。上述结

果表明 CSRS组大鼠与对照组大鼠海马组织存在神经信

号转导相关通路上的基因表达水平的变化，差异表达基

因主要表现为离子转运调控，组织发育，应激反应等功

能（图7）。

2. 4 差异表达蛋白的互作网络

通过对差异表达蛋白的相互作用分析寻找核心基因

（hub-gene），其 中 WDR88、SHANK2、TEC、NFKBIZ、
EPHA8、UBD、ZPF84、ZPF438等基因处于较核心的地位。

见图8。

A：接近一半 reads位于基因编码区；B：约75%的 reads位于已知基因组区域；C、D：转录组测序数据分布情况
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A：CSRS组与对照组大鼠对比两组样本的差异表达mRNA火山图，蓝绿色点代表在G2（对照组）中高表达，紫色代表在G1
（CSRS组）中高表达；B：差异基因表达热图

图5 对照组及CSRS组的mRNA差异分析
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2. 5 差异表达miRNA的靶基因Go富集

将对照组及CSRS组的miRNA差异分析获得的 57个
DEGs（图 9），通过 TargetScan（http：//www.targetscan.org/）
预测其调控的靶基因，并计算靶基因的GO富集，结果发

现在BP层面，靶基因主要富集于RNA聚合酶 II的转录调

控、细胞生物合成过程的负调控、基因表达的负调控等生

物过程；在CC层面，靶基因主要与受体复合体、质膜受体

复合物、NMDA选择性谷氨酸受体复合物、离子型谷氨酸

受体复合物等细胞组分形成相关；在MF层面，靶基因主

要与谷氨酸受体活性、谷氨酸盐化的钙离子通道活性、

NF-κB诱导激酶活性等分子功能相关（图 10）。表 1中我

们列出了评分较高的 6组差异表达 miRNA及其调控

基因。

3 讨论

癫痫是最常见的慢性神经系统疾病，全世界约有

7 000万人受到影响。疾病基因的发现改变了癫痫遗传

学的临床实践，但目前尚未见癫痫大鼠脑组织的基因表

达谱特点的研究［10-11］。为了探究癫痫的发生机制，本研

究构建了CSRS大鼠模型，通过HE染色发现CSRS组存在

一定程度的神经元损伤；对CSRS组大鼠及对照组大鼠的

海马组织进行RNA-seq，分析了两组大鼠差异表达基因

的特征。

在本研究共鉴定了 354个mRNA，包括 194个上调基

因和 160个下调基因。差异表达基因GO功能富集分析

图9 CSRS组大鼠与对照组大鼠对比两组样本的差异表达miRNA火山图
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发现，主要表现为离子转运调控尤其是钙离子跨膜转运

蛋白活性、应激反应等功能相关。目前多项研究发现，钙

离子跨膜转运失调是导致癫痫发生的重要机制，Ca2+的快

速内流导致了神经元去极化，并促进突触前膜的兴奋性

氨基酸谷氨酸（Glu）的释放增加，打破了中枢神经系统内

Glu与抑制性氨基酸 γ-氨基丁酸（GABA）的平衡，最终导

致神经元发生异常的、同步化放电导致癫痫症状发

生［13-14］。KEGG富集分析发现，主要与神经活性配体-受
体相互作用、细胞因子与细胞因子受体的相互作用、色氨

酸代谢、酪氨酸代谢以及细胞黏连等通路相关。

差异表达蛋白的相互作用分析发现ZBTB46（zinc fin⁃
ger and BTB domaincontaining 46）、WDR88（WD repeat do⁃
main 88）、SHANK2（SH3 and multipleankyrin repeat do⁃
mains 2）、TEC（tec protein tyrosine kinase）、NFKBIZ（nucle⁃
arfactor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells
inhibitor，zeta）、EPHA8（EPH receptor A8）等是DEGs的主

要核心基因，其中，Corrêa等［12］研究发现，ZBTB46是

20q13.33中缺失后果的影响基因之一，与癫痫相关。

SHANK2主要编码一种蛋白质，该蛋白质是 Shank突触蛋

白家族的成员，可以在兴奋性突触的突触后密度中充当

分子支架，Shank蛋白家族与神经元损伤及代谢性谷氨酸

受体在突触后膜的锚定作用相关。

NFKBIZ基因是锚蛋白重复家族的成员，由脂多糖

（LPS）诱导。包含锚蛋白重复序列的编码产物的 C端部

分与 IκB家族蛋白具有高度的序列相似性，后者通过锚蛋

白重复结构域与NF-κB蛋白相互作用而在 LPS的炎症反

应中起作用，小鼠的实验研究表明，该基因产物是NF-κB
核蛋白之一，是 IL-6产生的激活剂［15-16］。EPHA8基因编

码蛋白质酪氨酸激酶家族的 ephrin受体亚家族的成员，

与神经发育相关，在神经系统中，EPH亚家族中的受体通

常具有一个激酶结构域和一个胞外区域，其中包含一个

富含Cys的结构域和 2个纤连蛋白 III型重复序列。在哺

乳动物神经系统发育过程中在短距离接前在国内外与癫

痫的关系罕见研究报道，且与神经系统发育、损伤、修复

等关系密切，可能是癫痫的潜在治疗靶点［17-18］。

miRNA是在真核生物中发现的一类内源性的具有调

控功能的非编码RNA，具有抑制靶mRNA转录、翻译或者

能够剪切靶mRNA并促进其降解的功能，在细胞分化，生

物发育及疾病发生发展过程中发挥巨大作用［19-21］。本研

究获得 57个差异miRNA，并预测了它们的靶基因，进行

了信号通富集分析，结果显示靶基因主要与谷氨酸受体

活性、谷氨酸盐化的钙离子通道活性、NF-κB诱导激酶活

表1 差异miRNA与其预测调控靶基因

miRNA ID
17_34840
8_21373
9_22968
rno-miR-324-5p
X_38237
X_38237

CSRS组miRNA
下调

下调

下调

上调

下调

下调

靶基因

Fam107a
Cdkn1a
Prdm12
Trim29
Prdm12
Pou3f3

靶基因 . intron
family with sequence similarity 107, member A
cyclin-dependent kinase inhibitor 1A
PR domain containing 12
tripartite motif-containing 29
PR domain containing 12
POU class 3 homeobox 3

CSRS组mRNA
下调

下调

下调

上调

下调

上调

图10 CSRS与对照组大鼠差异表达miRNA预测靶基因GO富集分析
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性等癫痫相关信号通路相关。同时我们列出了评分较高

的 6组差异表达miRNA及其调控基因，这些miRNA可能

是癫痫重要的潜在靶点，我们将对其进行进一步的深入

研究。

综上所述，本研究发现差异表达基因异常是癫痫发

生的关键因素。由此引起的神经元兴奋性改变，是最终

导致神经元发生异常的、同步化放电导致癫痫症状发生

及发作的重要原因。不过，本研究存在一定的局限性，按

照伦理要求，人体正常脑组织无法取样，因此本研究采用

大鼠建模后的海马组织，但动物样本与人体组织存在物

种差异性，在后续实验中我们将继续思考该问题的解决

方法，并将进一步完善机制实验研究。但本研究结果为

揭示癫痫发生发展提供基因层面的依据，为癫痫的机制

研究提供新的实验依据和线索，为癫痫的早期诊断和治

疗提供新的思路及靶点。
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