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基于转录组学测序与生物信息学筛选低氧诱导

小鼠肾脏炎症反应的关键基因并验证

许鑫桐，龙启福，胡英，贾茹涵，马如雪，永胜
（青海大学医学院基础医学部，西宁  810016）  

摘要  目的  利用转录组学测序与生物信息学挖掘低氧诱导小鼠肾脏炎症反应的关键基因并验证。方法  于海拔4 200 m和海

拔400 m分别饲养C57/BL6小鼠，构建高原低氧组和平原常氧组小鼠模型，30 d后无菌取出小鼠肾脏组织，HE染色分析肾脏病理

学变化，并测定低氧暴露下小鼠血气分析和肾脏指数改变。然后对高原低氧组和平原常氧组小鼠肾脏组织进行转录组学测序

分析，并利用生物信息学技术筛选关键基因，通过实时定量逆转录PCR （RT-qPCR）和Western blotting对关键基因进行验证。结

果  HE染色结果显示与平原常氧组比较，高原低氧组小鼠肾小球萎缩，低氧暴露下小鼠血气分析和肾脏指数均下降。转录组学

测序分析结果显示，高原低氧组中共有3 007个差异表达基因，其中123个是与炎症相关的差异表达基因 （IR-DEGs）。对IR-DEGs

进行GO和 KEGG富集分析结果显示，在细胞因子-细胞因子受体相互作用、趋化因子等炎症相关信号通路显著富集。对IR-DEGs

构建蛋白质-蛋白质相互作用 （PPI） 网络结果显示，共鉴定出STAT3、TLR7、CD68、NFKBIA、LEP 、APOE 6个Hub基因。RT-qPCR 

检测结果显示，6个Hub基因的mRNA 表达均上调，与转录组测序结果一致。Western blotting检测结果显示，CD68、NFKBIA、LEP、

TLR7和APOE蛋白表达上调，STAT3表达下调。结论  STAT3、CD68、NFKBIA、LEP、TLR7和APOE是低氧诱导炎症反应的关键基

因。低氧环境通过上调机体TLR7、CD68、STAT3、LEP、APOE的表达，诱导小鼠肾脏组织发生炎症反应。
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Screening and validation of key genes for hypoxia-induced renal inflammatory reaction in 
mice by transcriptome sequencing and bioinformatics

XU Xintong，LONG Qifu，HU Ying，JIA Ruhan，MA Ruxue，YONG Sheng
（Department of Basic Medicine，College of Medicine，Qinghai University，Xining 810016，China） 

Abstract  Objective  To screen and validate the key genes involved in hypoxia-induced inflammatory reactions in mice using transcrip-
tome sequencing and bioinformatics. Methods  C57/BL6 mice were bred at altitudes of 4 200 m and 400 m，and mouse models were con-
structed for the plateau hypoxia （HKT） group and the plain normoxia （PKC） group. Kidney tissues were aseptically removed after 30 days，

renal pathological changes were analyzed by HE staining，blood gas analysis and renal index changes were measured in the mice under 

hypoxia. The kidney tissues of mice in the HKT and PKC groups were analyzed using transcriptome sequencing，key genes were screened 

using bioinformatics technology，and these genes were verified using real-time quantitative reverse transcription PCR （RT-qPCR） and Western 

blotting. Results  HE staining showed glomerular atrophy in mice in the HKT group compared with the PKC group，and a decrease in blood 

gas analysis and renal index occurred in mice exposed to hypoxia. Transcriptome sequencing analysis revealed 3 007 differentially expressed 

genes （DEGs） in the HKT group，of which 123 were inflammation-related DEGs （IR-DEGs）. GO and KEGG enrichment analyses of IR-DEGs 
showed significant enrichment in inflammation-related signaling pathways，such as cytokine-cytokine receptor interactions and chemokines. 

The results of  the protein-protein interaction （PPI） network construction of IR-DEGs showed that six hub genes，STAT3，TLR7，CD68，

NFKBIA，LEP，and APOE，were identified，and the mRNA expression of these six genes was upregulated according to RT-qPCR results，
which was in agreement with the results of transcriptome sequencing. Western blotting showed that CD68，NFKBIA，LEP，TLR7，and APOE 

expression was upregulated while STAT3 expression was downregulated. Conclusion  STAT3，CD68，NFKBIA，LEP，TLR7，and APOE are 

the key genes involved in hypoxia-induced inflammatory reactions. A hypoxic environment induced inflammatory reactions in mouse kidney 

tissues by upregulating the expression of TLR7，CD68，STAT3，LEP，and APOE.
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高海拔环境具有低压、低氧的特点，能使人体

动脉血氧分压 （partial pressure of oxygen，PaO2）和血

氧饱和度 （saturation oxygen，SaO2） 降低；当低氧应激

超过机体的适应能力时，会导致组织缺氧而影响机

体正常的生理功能，轻者表现为高原反应，重者则

会诱发高原肺水肿、高原脑水肿等急性反应［1-2］。肾

脏由于具有复杂的血管结构、溶质重吸收功能及抗

氧化防御能力较弱等特征，更容易缺氧［3］。肾耗氧

量与钠转运关系密切，肾小管中的钠离子重吸收消

耗约80%总氧，而其余20%总氧消耗与肾脏的基础

代谢相关［4］。此外，低氧环境可以刺激高原居民不

同组织和细胞中促炎和抗炎细胞因子的表达［5］。

缺氧诱导因子-1α （hypoxia-inducible factor-1α，

HIF-1α） 表达和炎症反应的发生关系密切。研究［6］发

现，小鼠体内缺乏HIF-1α的巨噬细胞不能对炎症刺

激产生炎症反应。在机体处于低氧状态时，HIF-1α

在细胞中不断累积，激活氧化应激［7］，此过程对慢性

肾脏病 （chronic kidney disease，CKD） 的发生发展具

有重要作用。氧化应激激活肾脏细胞内的炎性细胞

因子，损伤肾小球内皮细胞，引起内皮功能紊乱，促

进CKD发病［8-9］。此外，活性氧 （reactive oxygen spe-

cies，ROS） 可以激活相关转录因子，启动肾间质纤维

化过程［10］，从而参与CKD的进展。研究发现，相比于

健康人群，CKD未透析患者血清中白细胞介素 （in-

terleukin，IL） -16、C反应蛋白 （C-reactive protein，CRP） 

水平显著升高［11］。CKD患者机体长期处于微炎症

状态，表现出微炎症标志物增加，并随着CKD加重而

增长［12］。炎症反应通过激活中性粒细胞的NADPH

氧化酶，促进ROS大量产生，而体内大量ROS激活核

转录因子促进炎症介质释放［13］，炎症介质也可以进

一步促进ROS的产生，加剧CKD的发生和发展［14-15］。

然而，低氧环境引起肾脏组织发生炎症反应的关键

基因及相关机制尚未明确。

本研究选取高原低氧条件下小鼠作为研究

对象，对其进行转录组学测序分析，利用生物信息

学筛选关键的差异表达基因 （differential expressed 

genes，DEGs） 并验证，旨在为明确高原低氧环境下

小鼠肾脏组织炎症反应的分子机制提供依据。

1 材料与方法

1.1  实验动物及低氧模型构建

10只6~8周龄C57BL/6雄性小鼠，体重 （18±2） g，

购自西安交通大学医学部实验动物中心，动物许可

证号为SYXK （陕） 2020-005。随机将小鼠分为平原

常氧组 （PKC组） 和高原低氧组 （HKT组），每组5只。

PKC组饲养于海拔400 m的西安交通大学实验动物

中心，HKT组饲养于海拔4 200 m的青海省玛多县人

民医院实验动物房，期间保证饲养条件一致。30 d

后无菌采集小鼠肾脏组织，一部分组织于4%多聚甲

醛中固定保存，另一部分置于液氮中速冻保存。本

研究获得青海大学医学伦理委员会批准。

1.2  肾脏指数测定

测量小鼠空腹时体重，随后将小鼠双侧肾脏组

织取出，滤纸吸干肾脏表面血水并使用电子天平称

量，计算肾脏指数：肾脏指数=双侧肾重量 （g） /体重 

（g） ×100%。

1.3  动脉血气分析

麻醉小鼠后打开腹腔，用注射器无菌抽取小鼠

右侧腹主动脉血。PT1000湿式血气分析仪及配套

试剂 （武汉明德生物科技股份有限公司） 测量小鼠

动脉SaO2及PaO2。

1.4  HE染色检测肾脏组织病理学改变

取浸于4%多聚甲醛固定48 h的小鼠肾脏组织，

石蜡包埋，切片机切成5~6 μm薄片，脱蜡、苏木精和

伊红染色。光学显微镜下观察肾脏组织切片。

1.5  高通量转录组学测序

使用TRIzol试剂盒提取肾脏组织总RNA，并评

估RNA质量，测量其浓度、纯度及完整性。随后进行

cDNA文库构建，使用PCR技术扩增文库，为降低杂

质对构建文库的影响对文库进行纯化。测序由北京

诺禾致源有限公司运用Illumina测序平台完成。

1.6  DEGs分析

通过R语言包DESeq2对基因表达矩阵进行分

析，将调整P < 0.05且|log2FC|≥0作为筛选DEGs的表

达阈值。使用R语言包ClusterProfiler对DEGs进行基因

本体 （gene ontology，GO；http：//www.geneontology.org/）、

京都基因和基因组数据库 （Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes，KEGG；http：//www.genome.jp/

kegg/pathway.html） 富集分析。

1.7  炎症相关的差异表达基因 （inflammation related-

differential expressed genes，IR-DEGs） 筛选及功能分析

从Ensembl在线数据库 （https：//asia.ensembl.org/
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index.html） 获得760个炎症反应相关基因 （inflamma-

tion related genes，IRGs）。DEGs与IRGs交集获得IR-

DEGs。对IR-DEGs进行GO和KEGG富集分析。

1.8  IR-DEGs的蛋白质-蛋白质相互作用 （protein-

protein interaction，PPI） 网络构建与Hub基因筛选

使用STRING数据库 （http：//string-db.org/） 和Cy-

toscape软件3.9.1 （http：//cytoscape.org/） 分析IR-DEGs

的相互作用构建PPI网络［16］。利用CytoHubba插件根

据最大集团中心性 （maximum clique centrality，MCC）、

度和边缘渗透分量 （edge percolated component，EPC） 

算法进行筛选，利用3种不同计算方法分别筛选出

排名前10位的基因，然后取交集获得排名前6位的

基因为Hub基因。

1.9  实时定量逆转录PCR （real-time quantitative reverse 

transcription PCR，RT-qPCR） 检测

使用PrimeScriptTM RT反转录试剂盒合成cDNA，

并采用TB Green嵌合荧光法进行RT-qPCR。β-actin
作为内参，Livak法计算基因mRNA相对表达量，引

物序列见表1。20 μL的反应体系中包括TB Green® 

Premix Ex Taq™Ⅱ10 μL，dH2O 6.4 μL，cDNA 2 μL，正

向和反向引物各0.8 μL。

1.10  Western blotting检测

表1  基因引物序列

Tab.1  Gene primer sequences

Gene Primer sequence Length （bp） 

β-actin Forward，5’-CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC-3’ 25

Reverse，5’-ATGGAGCCACCGATCCACA-3’ 19

NFKBIA Forward，5’-CTGAAAGCTGGCTGTGATCCTGAG-3’ 24

Reverse，5’-CTGCGTCAAGACTGCTACACTGG-3’ 23

STAT3 Forward，5’-AATCTCAACTTCAGACCCGCCAAC-3’ 24

Reverse，5’-GCTCCACGATCCTCTCCTCCAG-3’ 22

TLR7 Forward，5’-AAAGCCCTTTACCTGGATGGAAAC-3’ 24

Rreverse，5’-TCGTGATGGAGAAGATGTTGTTAGC-3’ 25

CD68 Forward，5’-CCTCTTGCTGCCTCTCATCATTGG-3’ 24

Reverse，5’-GGCTGGTAGGTTGATTGTCGTCTG-3’ 25

LEP Forward，5’-TCCTGTGGCTTTGGTCCTATCTG-3’ 23

Reverse，5’-CCTGGTGACAATGGTCTTGATGAG-3’ 24

APOE Forward，5’-CGAGGGCGGCTGGAGGAAG-3’ 23

Reverse，5’-TGCAAGTGCATCATCGTTGTTC-3’ 22

无菌取出小鼠肾脏组织，研磨、裂解、超声处理

后取上清液，BCA试剂盒测定蛋白浓度。30 μg/孔上

样，随后电泳、转膜，5%脱脂牛奶进行封闭、洗膜、加

入稀释后一抗4 ℃孵育过夜，取出后加入相关二抗

室温孵育1 h。ECL化学发光液显色，使用凝胶成像

系统 （法国VILBER  BIO IMAGING公司） 观察并检测

蛋白质条带信号，采用ImageJ软件分析蛋白表达量。

1.11  统计学分析

采用SPSS 27.0软件进行数据分析，计量资料采

用x-±s表示。2组比较采用独立样本t检验。P < 0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1  2组小鼠HE染色、肾脏指数和血气分析结果

结果显示，与PKC组比较，HKT组小鼠肾小球

明显萎缩，提示高原低氧环境下小鼠肾脏组织发生

病理改变。见图1。与PKC组比较，HKT组小鼠体重、

肾重量和肾脏指数均显著下降 （P < 0.001）。动脉血

气分析结果显示，与PKC组比较，HKT组小鼠PaO2、

SaO2均显著下降 （P < 0.001），表明低氧动物模型构

建成功。见表2。

2.2  测序数据质量评估

对转录组测序结果进行质量评估发现，PKC

组和HKT组中过滤后的读长分别占原始数据的

95.19%、90.45% （图2A），而且每个样本的Q20和Q30

分别>98.1%和>94.64% （图2B），说明样本的测序数

据过滤情况良好，测序准确度较高，可用于后续分

析。

第12期  许鑫桐等.  基于转录组学测序与生物信息学筛选低氧诱导小鼠肾脏炎症反应的关键基因并验证



·1074·

A，percentage of clean reads in the HKT group versus the PKC group；B，percentage of Q20 and Q30 for each sample.

图2  测序数据质量评估

Fig.2  Sequencing data quality assessment

A，PKC group；B，HKT group.

图1  2组小鼠肾脏组织HE染色结果

Fig.1  HE staining of kidney tissues in two groups of mice

表2  各组肾脏指数和血气分析结果比较

Tab.2  Comparison of renal index and blood gas analysis between two groups

Group Kidney weight （g） Body weight （g） Kidney index （%） PaO2 （mmHg） SaO2 （%） 

PKC 0.064±0.003 22.602±0.990 0.283±0.008 94.115±7.715 95.612±1.136

HKT   0.045±0.002 19.283±0.538 0.223±0.008 63.563±7.187 81.565±2.792

t 10.250   5.904 10.390 5.795 9.187

P    <0.000 1 <0.001    <0.000 1 <0.001  <0.000 1

2.3  DEGs筛选及富集分析

肾脏组织测序结果显示，HKT组有1 096个特

有表达基因，PKC组有327个特有表达基因，PKC组

和HKT组有12 326个共表达基因 （图3A）。共鉴定
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筛选出3 007个DEGs，其中1 349个基因表达上调，

1 658个基因表达下调 （图3B）。KEGG通路富集分析

表明，DEGs主要富集到IL-17、PPAR、mTOR、AMPK、

凝血与补体、B细胞受体等炎症反应相关通路 （图

4A）。GO富集分析显示，DEGs主要分布在生物过

程的核糖磷酸代谢、细胞组分的线粒体蛋白复合

体、分子功能的核糖体结构等 （图4B）。

2.4  IR-DEGs筛选和功能富集分析

A，Wayne diagram；B，expression profile analysis of DEGs.

图3  DEGs的筛选

Fig.3  Screening of DEGs

A，KEGG enrichment analysis of DEGs；B，GO enrichment analysis of DEGs.

图4  DEGs的功能富集分析

Fig.4  Functional enrichment analysis of DEGs
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A，KEGG enrichment analysis；B，GO enrichment analysis.

图6  IR-DEGs功能富集分析

Fig.6  IR-DEGs functional enrichment analysis

利用Emsemble数据库筛选出760个IRGs，DEGs

与IRGs取交集，共有123个IR-DEGs （图5）。IR-DEGs

进行KEGG富集分析结果显示，IR-DEGs主要富集

在细胞因子-细胞因子受体相互作用、趋化因子等

炎症相关信号通路 （图6A）。GO富集分析结果显

示，IR-DEGs主要在生物过程的炎症反应调节、炎症

应答，细胞组分的细胞外泌体、早期吞噬体及分子

功能的趋化因子结合、细胞因子结合显著富集 （图

6B）。
图5  IR-DEGs筛选

Fig.5  Screening of IR-DEGs
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A，PPI network map；B，hub genes.

图7  IR-DEGs的PPI网络和Hub基因筛选

Fig.7  PPI network and hub gene screening in IR-DEGs

2.5  Hub基因筛选

利用String数据库建立IR-DEGs的PPI网络。网络

节点数为123，边数为264 （图7A）。通过CytoHubba

插件分析，利用3种不同计算方法分别筛选出排名前 

10 位的基因，交集后获得信号转导及转录激活蛋白3

（signal transducer and activator of transcription 3，STAT3）、

瘦素 （leptin，LEP）、核因子-κB 抑制因子α （nuclear 

factor kappa-B inhibitory alpha，NFKBIA）、Toll样受体7 

（Toll-like receptors 7，TLR7）、载脂蛋白E （apolipopro-

tein E，APOE）、CD68 6个Hub基因 （图7B）。

2.6  Hub基因验证

RT-qPCR检测结果显示，与PKC组比较，HKT组

STAT3、NFKBIA、CD68、TLR7、LEP、APOE mRNA表

达均上调 （均P < 0.05，图8A），并且基因表达趋势与

转录组测序结果一致 （图8B）。Western blotting检

测结果显示，与PKC组比较，HKT组NFKBIA、LEP、

TLR7、CD68和APOE蛋白表达显著上调，而STAT3蛋

白表达显著下调 （均P < 0.05，图8C、8D）。

A，RT-qPCR results of hub genes；B，results of hub genes compared with transcriptome；C，protein expression of six hub genes；D，quantitative analysis of 

protein expression of six hub genes，* P < 0.05，** P < 0.01，*** P < 0.001.

图8  Hub基因验证

Fig.8  Hub gene validation
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3 讨论

本研究构建平原常氧和高原低氧小鼠模型。血

气分析结果显示小鼠动脉血中PaO2、SaO2降低，提

示成功建立了高原低氧小鼠模型。HE染色结果发

现低氧暴露下小鼠肾小球发生明显萎缩，且小鼠体

重、肾重量、肾脏指数均下降。表明高原低氧环境诱

导肾脏产生了显著的病理改变。

进一步分析2组小鼠肾脏组织转录组学数据

发现，低氧诱导肾脏组织的DEGs主要富集在IL-17、

PPAR、mTOR、AMPK、凝血与补体、B细胞受体等炎

症反应相关通路。将DEGs与炎症数据库关联筛选出

123个IR-DEGs，KEGG和GO富集分析显示，IR-DEGs

在细胞因子、炎症反应的调节、炎症应答等通路显

著富集。

本研究通过构建PPI网络筛选出STAT3、NFK-
BIA、CD68、TLR7、LEP和APOE 6个关键基因。CD68

是巨噬细胞中表达的跨膜糖蛋白，常作为巨噬细胞

的特异性标志物。低氧环境可以通过激活HIF通路，

促进CD68等炎症相关基因的表达，导致炎症反应

加剧［17］。此外，低氧环境还可以诱导巨噬细胞表达

CD68等炎症相关标志物，并且通过上调超氧化物歧

化酶2的表达，进一步加剧炎症反应［18］。低氧环境可

以通过多种机制，如激活HIF通路，促进CD68在巨噬

细胞中表达等来引发持续的炎症反应。TLR7主要

表达于B细胞、树突状细胞中，在免疫调控、炎症作

用方面发挥关键作用。TLR7通过MyD88依赖途径

发挥作用，募集IL-1受体激酶4，通过NF-κB介导干扰

素的产生，促进促炎细胞因子的信号转导［19］。研究

显示［20］，TLR7激动剂可诱导Th1型细胞免疫应答，释

放细胞因子，并激活巨噬细胞，提升巨噬细胞的吞

噬能力。本研究结果提示，高原低氧环境通过上调

TLR7 mRNA与蛋白表达来刺激机体发生炎症反应。

研究［21-22］表明，低氧上调HIF-1α来增强LEP基因的

转录活性，同时上调LEP受体的转录和翻译，从而增

加细胞对LEP的响应性。LEP由脂肪细胞分泌，在

炎症急性期，LEP促进脂肪细胞分泌炎性细胞因子，

同时降低IL-10等抗炎症介质的分泌。此外，低氧环

境还通过刺激中性粒细胞的趋化活性和ROS的产生

来引发炎症反应［23-24］。低氧暴露导致LEP水平升高，

提示低氧通过上调LEP的表达诱导机体发生炎症反

应。APOE是广泛存在于星形胶质细胞中发挥脂质

代谢调控功能的糖蛋白。研究［25］表明，在低氧或缺

氧条件下，细胞内会产生大量ROS，从而导致APOE

的表达和分泌增加，这可能是一种细胞应对氧化应

激的适应性机制。APOE与增强炎症反应相关，研

究［26］发现APOE可以通过调节NF-κB信号级联反应

来增强大脑炎症反应，从而导致神经退行性变。低

氧暴露使APOE水平升高，表明低氧通过提高APOE

水平诱导炎症反应。

STAT3在细胞炎症和免疫调控等方面具有重要

作用［27］，它由多种细胞因子激活，并作用于细胞表面

的多肽发挥生物学效应［28］。活化的STAT3促进IL-6

与凋亡基因的表达以诱导炎症反应［29-30］。已有研

究［31］证实过度活化的STAT3可以诱导下游TNF-α表

达增加。本研究结果显示，低氧暴露下STAT3 mRNA

表达显著增高而蛋白表达显著下调，这表明低氧刺

激可能使STAT3发生磷酸化或乙酰化而激活来诱导

炎症反应。NFKBIA作为NF-κB抑制剂家族成员，在

失活状态下与NF-κB /REL复合物形成三聚体存在于

胞质中［32］。当外界刺激激活通路时，NF-κB抑制蛋白

激酶使NFKBIA蛋白发生磷酸化、泛素化并降解，释

放NF-κB复合物，经过转位进入细胞核，从而发挥炎

性细胞因子转录调控作用，诱发炎症反应［33］。本研

究发现，低氧刺激使NFKBIA表达上调并抑制NF-κB

通路降低炎症刺激，以适应低氧应激损伤。

综上所述，STAT3、CD68、NFKBIA、LEP、TLR7和

APOE是低氧诱导炎症反应的关键基因。低氧环境

通过上调机体TLR7、CD68、STAT3、LEP 、APOE的表

达，诱导小鼠肾脏组织发生炎症反应。本研究明确

了高原低氧可诱导小鼠肾脏组织发生炎症反应并

造成病理损伤，进一步筛选出了低氧诱导小鼠肾脏

组织发生炎症反应的关键基因，为高原医学研究提

供了新的理论依据。
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