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基于 ＧＥＯ 数据库筛选年龄相关性听力损失关键基因的分析
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摘要:目的　 应用生物信息学方法筛选年龄相关性听力损失的关键基因ꎬ探讨为年龄相关性听力损失的临床诊断和治疗提供

新理论依据ꎮ 方法　 从 ＧＥＯ 数据库中获取与年龄相关性听力损失相关的两个数据集ꎬ通过 ＧＥＯ２Ｒ 工具分析差异表达基因ꎻ
利用 ＤＡＶＩＤ 在线软件对差异表达基因进行功能富集分析ꎻ利用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库和 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件构建蛋白互作网络图ꎻ利用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件中的 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 插件筛选出关键基因ꎬ最后在动物模型中加以验证ꎮ 结果　 从 ＧＳＥ１２７２０４ 和 ＧＳＥ１９６８７０ 数据

集中选出 １００ 个共有差异基因(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬ ＤＥＧｓ)ꎻＧＯ(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)和 ＫＥＧＧ(ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅꎬ ＫＥＧＧ)富集分析发现差异表达基因主要富集在细胞因子￣细胞因子受体相互作用等通路ꎻ利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
软件筛选出关键基因ꎬ包括 ＩＲＦ７、ＰＴＰＲＣ、ＣＸＣＬ１０、ＩＦＩ４４、ＩＦＩ２０４、ＵＳＰ１８ 和 ＣＤ４ ꎮ 在此基础上通过 ＲＴ￣ｑＲＣＲ 检测小鼠耳蜗组

织中 ７ 个关键基因的表达ꎬ进一步验证以上 ７ 个基因在年龄相关性耳聋中均为高表达ꎮ 结论　 本研究利用生物信息学筛选结

合 ＲＴ￣ｑＲＣＲ 检测小鼠耳蜗组织等实验结果ꎬ证实在年龄相关性听力损失中 ７ 个关键基因表达显著升高ꎮ 该研究为年龄相关

性听力损失的前期诊断和临床治疗提供新思路和理论依据ꎮ
关键词:年龄相关性听力损失ꎻ枢纽基因ꎻ蛋白互助作用ꎻ富集分析
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　 　 听力损失(ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓꎬ ＨＬ)发病率高于心血

管疾病、糖尿病和癌症[１]ꎮ ２０２１ 年世界卫生组织发

布的«世界听力报告»中指出全世界 ＨＬ 发病率超过

５％ꎬ预计到 ２０２５ 年 ＨＬ 患者将达到 ２５ 亿[２]ꎮ 年龄

相关性听力损失(ａｇｉｎｇ￣ｒｅｌａｔｅｄ ＨＬꎬ ＡＲＨＬ)也称为

老年性耳聋ꎬ是一种由于听觉系统老化的累积效应

引起的疾病ꎬ患者存在言语辨别以及声音检测和定

位困难的问题ꎬ进而导致患者孤立、与他人沟通困

难、认知能力下降等症状[３]ꎮ 考虑到 ＡＲＨＬ 可能是

痴呆患病的一个危险因素ꎬ因此亟需通过治疗和干

预措施来改善 ＡＲＨＬꎮ
有研究[４￣５] 发现遗传易感性是 ＡＲＨＬ 的一项重

要诱导因素ꎬ全基因组关联研究被广泛用于 ＡＲＨＬ
的遗传成分去研究分析ꎬ目前已发现许多候选基因

与 ＡＲＨＬ 相关ꎬ这些基因可能在耳蜗微环境的信号

转导和维持中发挥重要作用ꎮ 治疗 ＡＲＨＬ 的先决

条件是了解其潜在的分子机制ꎬ然而目前我们对

ＡＲＨＬ 的分子机制的认知非常有限ꎮ 因此进一步研

究 ＡＲＨＬ 潜在的分子机制对于疾病的治疗和预防

具有重要意义ꎮ
本研究通过美国国家生物技术信息中心基因表

达综合数据库( ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｍｎｉｂｕｓꎬ ＧＥＯ)的

公共数据集 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｇｅｏ / ) 的

ＡＲＨＬ 相关基因表达谱数据集ꎬ分析其差异表达基

因并构建蛋白互助作用(ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎꎬ
ＰＰＩ)网络ꎬ进一步挖掘影响 ＡＲＨＬ 发生发展中的潜

在的功能分子和枢纽基因(ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ)ꎮ 在此基础

上进一步通过 ＲＴ￣ｑＲＣＲ(实时荧光定量 ＰＣＲꎬｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ)验证了 ＡＲＨＬ 小

鼠耳蜗组织中 ｈｕｂ 基因 ( ＩＲＦ７、ＰＴＰＲＣ、ＣＸＣＬ１０、
ＩＦＩ４４、ＩＦＩ２０４、ＵＳＰ１８、ＣＤ４)的表达水平ꎮ 该研究为

ＡＲＨＬ 前期诊断的临床治疗提供新的理论依据ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 数据来源

从 ＧＥＯ 数据库中检索与“ＡＲＨＬ” 或“ ｈｅａｒ￣
ｉｎｇ ｌｏｓｓ”相关的数据集ꎬ筛选符合以下标准的数

据集:① 对人类或者模式动物的耳聋样本进行微

阵列或高通量测序谱研究ꎬ并提供对照 /健康样

本进行比较ꎻ②数据集与年龄相关性听力损失相

关ꎻ③有足够样本量的分析报告( ｎ≥３)ꎻ④样本

有明确分组以及处理方式ꎻ⑤原始数据的可被

调用ꎮ
经过筛选确定 ２ 个 ｍＲＮＡ 的测序数据集:

ＧＳＥ１２７２０４ 和 ＧＳＥ１９６８７０ꎮ ＧＳＥ１２７２０４ 数据集总

共有 ６ 个小鼠样本ꎬ包括 ３ 个对照组样本(年龄为

１ 个月)、３ 个年龄相关性耳聋组(ＡＲＨＬ 组)样本

(年龄为 １２ 个月)ꎮ ＧＳＥ１９６８７０ 数据集总共有 ８ 个

小鼠样本ꎬ包括 ４ 个对照组样本(年龄为 ２ 个月)、
４ 个年龄相关性耳聋组(ＡＲＨＬ 组)样本(年龄为 １２
个月)ꎮ 使用 ＧＥＯ２Ｒ (ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｇｅｏ /
ｇｅｏ２ｒ)对数据集进行分析ꎬ按照 Ｐ<０.０５ 和 ｜ ｌｏｇＦＣ ｜
≥０.５ 的筛选标准ꎬ在 ＧＳＥ１２７２０４ 和 ＧＳＥ１９６８７０ 两

个数据集中确定对照组和 ＡＲＨＬ 组的差异表达基

因(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬ ＤＥＧｓ)ꎮ 通过 Ｒ 语言

软件(版本 ３.６.０)中的“ｇｇｐｌｏｔ２”和“ｐｈｅａｔｍａｐ”安装

包对 ＤＥＧｓ 分别绘制火山图和热图进行可视化ꎮ 此

外ꎬ利用 Ｒ 语言软件中的“ＣｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ”安装包ꎬ
分别对 ＧＳＥ１２７２０４ 和 ＧＳＥ１９６８７０ 数据集中的所有

ＤＥＧｓ 进行 ＧＳＥＡ 通路富集分析ꎮ 最后ꎬ通过韦恩

作图确定出 ＧＳＥ１２７２０４ 和 ＧＳＥ１９６８７０ 数据集中的

共有差异表达基因ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 差异表达基因的功能富集

使用生物信息学数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｄａｖｉｄ. ｎｃｉｆｃｒｆ.
ｇｏｖ / ｓｕｍｍａｒｙ.ｊｓｐ)对共有差异表达基因进行 ＧＯ 富

集分析(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ)和 ＫＥＧＧ
富集 ( ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ) 分 析ꎬ 通 过 微 生 信 ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ. ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｃｏｍ. ｃｎ / ｌｏｇｉｎ / ) 从差异表达基

因的 ＧＯ、ＫＥＧＧ 富集分析中挑选 Ｐ 值最小(即富集

最显著)的结果绘制富集分析柱状图和富集分析气

泡图ꎮ
１.２.２　 ＰＰＩ 网络的建设和 Ｈｕｂ 基因的鉴定

利用 ＳＴＲＩＮＧ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ. ｏｒｇ / )
在线数据库分析 ＤＥＧｓꎬ预测可能在 ＡＲＨＬ 发病机

制中发挥重要作用的基因编码的蛋白之间的相互

作用关系ꎬ置信交互作用评分的显著性标准设定

为０.４００ꎮ 随后ꎬ使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件(ｗｗｗ. ｃｙｔｏ￣
ｓｃａｐｅ.ｏｒｇ / )对 ＰＰＩ 网络进行可视化ꎮ 在 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
软件中ꎬ通过 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 插件中的节点度算法计

算评分ꎬ选择排列在前 ７ 位的基因作为 Ｈｕｂ 基因

并进行后续研究ꎮ
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１.２.３　 关键基因分析和表达

利用 Ｒ 软件中的“ＧＯｐｌｏｔ”包绘制了关键基因的

ＧＯ 富集弦图ꎻ通过基因表达谱交互分析(ｈｔｔｐ: / /
ｇｅｐｉａ.ｃａｎｃｅｒ￣ｐｋｕ. ｃｎ / ) 绘制受试者工作特征 ( ａｒｅａ
ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅꎬ ＡＵＣ)曲线ꎬ相应的 ＲＯＣ 曲线下面

积( ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｕｒｖｅꎬ ＲＯＣ)评

估所选基因的诊断准确性ꎬ并分析关键基因在耳聋

模型和正常组织中的表达谱ꎻ利用 Ｒ 软件中的

“ｇｇｒｉｄｇｅｓ”安装包绘制了关键基因表达的山脊线

图ꎻ选用 Ｈｕｂ 基因在原始样本数据中的表达量作为

变量进行主成分分析ꎬ用 Ｒ 软件中的“ ｆａｃｔｏｅｘｔｒａ”安
装包进行 ＰＣＡ 主成分分析ꎬ得到 ＰＣ１ 与 ＰＣ２ 两个

主成分变量ꎮ
基于 ＧＳＥ１２７２０４ 和 ＧＳＥ１９６８７０ 的样本数据ꎬ

用 Ｒ 软件中的“ｇｇｐｌｏｔ２”包绘制了 ７ 个关键基因表

达的小提琴图ꎮ
１.２.４　 动物实验验证关键基因

所有研究方案均得到了本院动物护理和使用委

员会的批准(ＹＸＬＬ￣２０２３￣２９０)ꎮ 选取 ２、１２、１８、２４
个月龄 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠各 ６ 只(斯贝福公

司ꎬ北京)ꎮ 置动物中心独立通风饲育盒饲养ꎬ温度

２４ ℃ꎬ相对湿度 ５５％ ~ ６５％ꎬ１２ ｈ 昼夜节律ꎬ自由饮

食和饮水ꎮ
采用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂法提取各组耳蜗组织细胞总

ＲＮＡꎬＳＹＢＲ 法对 ｃＤＮＡ 样品进行 ｑＰＣＲ 检测ꎮ
具体步骤如下:取 ５ μＬ 总 ＲＮＡ 样品ꎬ用无 ＲＮＡ
酶超纯水稀释 ２０ 倍ꎬ紫外分光光度计测定 ＲＮＡ
的浓度及 ２６０ ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ 处的吸收值ꎬＯＤ２６０ /
ＯＤ２８０为 １ .９ ~ ２ .０ 时说明纯度较高ꎬ能够满足后

续实验需要ꎮ 在 ＰＣＲ 扩增仪 (赛默飞公司ꎬ美

国)进行逆转录合成 ｃＤＮＡ 模版ꎬ用 ＡＢＩ７５００ 定

量 ＰＣＲ 仪 ( 应 用 生 物 系 统 公 司ꎬ 美 国 ) 进 行

ＲＴ￣ｑＰＣＲ实验ꎬ反应条件为:９５ ℃ 预变性 ３０ ｓꎬ
９５ ℃变性１０ ｓꎬ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ ＧＡＰ￣
ＤＨ 为内参ꎮ 得到的循环阈值 ( ｃｙｃｌｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄꎬ
ＣＴ)采用 ２ －ΔΔＣｔ 法进行分析ꎬ公式如下:ΔΔＣｔ ＝
[Ｃｔ(目的基因) －Ｃｔ(内参基因) ] 实验组 － [ Ｃｔ
(目的基因) ￣Ｃｔ(内参基因) ]对照组ꎮ Ｃｔ 为反应

的实时荧光强度达到设定的阈值时所经过的扩

增循环数ꎬ此时扩增呈对数期增长ꎮ 实验重复 ３
次ꎬ引物序列见表 １ꎮ

表 １　 引物序列信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物名称 引物序列(５′￣３′)

ＧＡＰＤＨ￣Ｆ ＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴ

ＧＡＰＤＨ￣Ｒ ＴＴＧＡＴＴＴＴＧＧＡＧＧＧＡＴＣＴＣＧ

Ｉｒｆ７￣Ｆ ＣＣＡＧＴＴＧＡＴＣＣＧＣＡＴＡＡＧＧＴ

Ｉｒｆ７￣Ｒ ＧＡＧＣＣＣＡＧＣＡＴＴＴＴＣＴＣＴＴＧ

Ｐｔｐｒｃ￣Ｆ ＡＡＡＣＣＣＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧＴ

Ｐｔｐｒｃ￣Ｒ ＴＴＴＧＣＴＧＴＧＧＣＣＡＴＴＣＡＴＡＡ

Ｃｘｃｌ１０￣Ｆ ＣＣＣＡＣＧＴＧＴＴＧＡＧＡＴＣＡＴＴＧ

Ｃｘｃｌ１０￣Ｒ ＣＡＣＴＧＧＧＴＡＡＡＧＧＧＧＡＧＴＧＡ

ＩＦＩ４４￣Ｆ ＣＡＧＧＣＴＴＧＧＴＣＡＣＴＧＡＧＡＣＡ

ＩＦＩ４４￣Ｒ ＣＴＧＣＡＣＡＣＴＣＧＣＣＴＴＧＴＡＡＡ

ＩＦＩ２０４￣Ｆ ＣＴＧＧＡＴＴＧＧＧＣＡＡＡＣＴＧＡＴＴ

ＩＦＩ２０４￣Ｒ ＣＴＣＴＴＣＣＴＧＧＧＴＴＧＣＡＧＡＡＧ

ＵＳＰ１８￣Ｆ ＴＧＡＡＡＧＣＴＣＡＣＡＣＡＣＧＧＡＡＧ

ＵＳＰ１８￣Ｒ ＧＴＡＴＣＣＣＣＣＡＣＡＴＴＴＧＣＡＴＣ

Ｃｄ４￣Ｆ ＣＡＧＧＡＡＧＴＧＡＡＣＣＴＧＧＴＧＧＴ

Ｃｄ４￣Ｒ ＴＣＣＴＧＧＡＧＴＣＣＡＴＣＴＴＧＡＣＣ

１.３　 统计学处理

应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 进 行 数 据 处 理ꎮ
ＲＴ￣ｑＲＣＲ检测小鼠耳蜗组织中 ｈｕｂ 基因表达采用

􀭰ｘ±ｓ表示ꎬ多组间比较采用单因素方差分析ꎬ单因素

方差分析后的两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 多重检验法ꎮ 检

验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 差异基因鉴定

ＧＳＥ１９６８７０ 数据集中总共筛选出 １ ０２５ 个

ＤＥＧｓꎬ包括 ８６３ 个上调基因和 １６２ 个下调基因ꎮ
ＧＳＥ１２７２０４ 数据集中总共筛选出 １ ４９６ 个 ＤＥＧｓꎬ包
括 ７８８ 个上调基因和 ７０８ 个下调基因ꎮ 对两个数据

集中这些差异基因进行聚类分析ꎬ得到差异基因的

火山图(图 １Ａ 和 １Ｂ)ꎮ
随后分别绘制了 ＧＳＥ１９６８７０ 和 ＧＳＥ１２７２０４ 数

据集中的上调和下调的前 １５ 个 ＤＥＧｓ 的表达热图

(图 １Ｃ 和 １Ｄ)ꎮ 韦恩图显示ꎬＧＳＥ１９６８７０ 数据集和

ＧＳＥ１２７２０４ 数据集的交集处有 １００ 个 ＤＥＧ (图

１Ｅ)ꎮ 并对两个数据集中的上调和下调的前 １５ 个

ＤＥＧｓ 进行展示(表 ２、３)ꎮ
对两个基因集的所有的 ＤＥＧｓ 进行基因集层面

的富集分析ꎬ并选择最显著的三条通路进行展示

(图 ２Ａ、２Ｂ)ꎮ
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图 １　 差异表达基因鉴定
Ａ:ＧＳＥ１９６８７０ 数据集中 ＤＥＧｓ 的火山图ꎻＢ:ＧＳＥ１２７２０４ 数据集中 ＤＥＧｓ 的火山图ꎻＣ:ＧＳＥ１９６８７０ 数据集中前 １５ 个上调
和下调 ＤＥＧｓ 的热图ꎻＤ:ＧＳＥ１２７２０４ 数据集中前 １５ 个上调和下调 ＤＥＧｓ 的热图ꎻＥ:ＧＳＥ１９６８７０ 与 ＧＳＥ１２７２０４ 共有差异
基因 Ｖｅｎｎ 图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ
Ａ: Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎ ｔｈｅ ＧＳＥ１９６８７０ ｄａｔａｓｅｔꎻ Ｂ: Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎ ｔｈｅ ＧＳＥ１２７２０４ ｄａｔａｓｅｔꎻ Ｃ: Ｈｅａｔ ｍａｐ
ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｐ １５ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＤＥＧｓ ｉｎ ｔｈｅ ＧＳＥ１９６８７０ ｄａｔａｓｅｔꎻ Ｄ: Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｐ １５ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ａｎｄ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＤＥＧｓ ｉｎ ｔｈｅ ＧＳＥ１２７２０４ ｄａｔａｓｅｔꎻ Ｅ: Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｓｈａｒｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ＧＳＥ１９６８７０
ａｎｄ ＧＳＥ１２７２０４
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表 ２　 ＧＳＥ１２７２０４ 数据集上调和下调的前 １５ 的差异表达基因
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｏｐ １５ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＧＳＥ１２７２０４ ｄａｔａｓｅｔ
基因名 ｌｏｇ２ＦＣ Ｐ 表达水平

Ｉｍｍｐ２ｌ ５.３１ ０.０００ ２５９ 上调

Ｇｌｙｃａｍ１ ３.５４ ０.０２２ ４５１ 上调

Ｉｒｆ７ ３.０８ ０.００５ ５４４ 上调

Ｃｘｃｌ１３ ２.８１ ０.０００ １８０ 上调

Ｈ２￣Ａｂ１ ２.６７ ０.０００ ４８３ 上调

Ｈ２￣Ａａ ２.６６ ０.００１ ９５０ 上调

Ｉｆｉｔ３ ２.５８ ０.００７ ２３０ 上调

Ｌｙｚ２ ２.５２ ０.０００ ０４５ 上调

Ｈ２￣Ｅｂ１ ２.４６ ０.００１ ２６４ 上调

Ｏａｓ１ａ ２.４１ ０.００５ ２１３ 上调

Ｇｂｐ６ ２.３４ ０.００３ ０８０ 上调

Ｉｆｉｔ３ｂ ２.３１ ０.０１０ ０５３ 上调

Ｔｇｔｐ１ ２.２２ ０.００５ ９８０ 上调

Ｃｃｌ１２ ２.２０ ０.０４１ ６９７ 上调

Ｉｆｉ４４ ２.１６ ０.０１４ ６３３ 上调

Ｎｍｅ７ －１.３３ ０.０３３ ２３８ 下调

Ｍｅｐｅ －１.３９ ０.０３５ ３０６ 下调

Ｓｕｌｔ１ｅ１ －１.４１ ０.０００ ３３０ 下调

Ｚｆｐ６７２ －１.４２ ０.００３ ７４７ 下调

Ｗｗｐ１ －１.５１ ０.０１９ ８１５ 下调

Ｍａｐ２ －１.５２ ０.００７ １９６ 下调

Ｖｓｎｌ１ －１.５２ ０.００２ ０９９ 下调

Ｃａｍｋ２ｇ －１.５５ ０.０２８ ４６６ 下调

Ｐｐｐ１ｒ２６ －１.６３ ０.０００ ００１ 下调

Ｔｒｉｍ３９ －１.７８ ０.０２４ ８８２ 下调

Ｃｏｌ１ａ２ －１.８７ ０.０００ ８２５ 下调

Ｅｉｆ４ａ２ －１.８７ ０.００５ １６６ 下调

Ｃｏｌ３ａ１ －１.９１ ０.００２ ９９０ 下调

Ｉｂｓｐ －２.２０ ０.００８ １１７ 下调

Ｓｔ６ｇａｌｎａｃ６ －２.３６ ０.００２ １２４ 下调

表 ３　 ＧＳＥ１９６８７０ 数据集上调和下调的前 １５ 的差异表达基因
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｏｐ １５ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＧＳＥ１９６８７０ ｄａｔａｓｅｔ
基因名 ｌｏｇ２ＦＣ Ｐ 表达水平

Ｉｇｈｇ３ ２.０５ ０.０００ ０１７ 上调

Ｉｇｋｖ９￣１２４ ２.０３ ０.０００ ０２６ 上调

Ｉｇｈｖ１￣５０ １.８４ ０.００３ ８６８ 上调

Ｉｇｋｖ４￣８０ １.８０ ０.０００ ０５８ 上调

Ｉｇｋｖ４￣７２ １.７９ ０.０００ ８２０ 上调

Ｉｇｈｖ８￣１２ １.７６ ０.０００ ０２７ 上调

Ｉｇｋｖ４￣７０ １.７６ ０.０００ ２６０ 上调

Ｉｇｈｖ１￣７２ １.７６ ０.０００ ７８３ 上调

Ｉｇｈｖ３￣６ １.６３ ０.００２ １１０ 上调

Ｉｇｈｖ１￣５８ １.６２ ０.００２ ９８９ 上调

Ｉｇｈｖ１￣９ １.６１ ０.００３ ８１１ 上调

Ｉｇｋｖ１５￣１０３ １.５９ ０.００２ ４２３ 上调

Ｉｇｈｖ２￣９￣１ １.５７ ０.００１ １６２ 上调

Ｉｇｋｖ２￣１０９ １.５５ ０.０００ ６４４ 上调

Ｉｇｋｖ５￣３９ １.５４ ０.００８ ３９５ 上调

Ｃｈｒｎｂ３ －０.８７ ０.００９ ４４２ 下调

Ｍｙｌｋ４ －０.８７ ０.０１０ ４６２ 下调

Ｄｐｔ －０.９１ ０.０００ ０３２ 下调

Ｃｌｅｃ３ｂ －０.９３ ０.０００ ０３２ 下调

ｍｔ￣Ｃｏ２ －０.９４ ０.０００ ０４４ 下调

Ｃｙｐ２ａ５ －０.９４ ０.０００ ８８２ 下调

Ｓｅｃ１４ｌ３ －０.９４ ０.０００ ７０８ 下调

Ｇｍ１６２７６ －０.９５ ０.０１７ ５８６ 下调

Ｍｙｈ２ －０.９６ ０.０２０ ５７６ 下调

Ｔｈｂｓ４ －０.９８ ０.０００ ０３０ 下调

Ｇｍ２２６１３ －１.０３ ０.０００ ０８０ 下调

Ｔｆｆ２ －１.０５ ０.００８ １０１ 下调

Ｈａｍｐ －１.０９ ０.００６ ３６８ 下调

Ｆｇｆ２３ －１.１４ ０.０００ １１２ 下调

Ｂｐｉｆｂ１ －１.６４ ０.００４ ２６６ 下调

图 ２　 ＧＳＥＡ 富集分析
Ａ:ＧＳＥ１２７２０４ 数据集ꎻＢ:ＧＳＥ１９６８７０ 数据集

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＧＳＥＡ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ
Ａ:ＧＳＥ１２７２０４ ｄａｔａｓｅｔꎻ Ｂ: ＧＳＥ１９６８７０ ｄａｔａｓｅｔ
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２.２　 ＤＥＧｓ 的功能富集分析

根据前面的结果ꎬ对 ＧＳＥ１９６８７０ 和 ＧＳＥ１２７２０４
数据集共有的 ＤＥＧｓ 进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 功能分

析ꎮ 按照分子功能、生物过程和细胞组分进行

ＧＯ 分类ꎬ挑选富集最显著的前 １０ 个 ＧＯ ｔｅｒｍ 条

目制作气泡图(图 ３Ａ ~ ３Ｃ) ꎬ横坐标代表富集倍

数ꎬ纵坐标代表富集条目ꎬ节点大小代表富集到

的基因数目ꎬ节点颜色代表 Ｐ 值大小ꎬ结果显示

共有的 ＤＥＧｓ 主要与双链 ＲＮＡ 结合、ＧＴＰ 酶活

性和糖胺聚糖结合等分子功能显著相关ꎮ 此外ꎬ
ＤＥＧｓ 主要参与对病毒的防御反应、细胞对 β￣干

扰素的反应和细胞因子介导的信号通路等生物

学过程ꎮ
细胞组分分析结果显示 ＤＥＧｓ 主要与炎症小

体复合物、早期内质体膜和早期内质体具有显著

相关性ꎮ 根据基因的 ＫＥＧＧ 富集分析结果ꎬ筛选

Ｐ 值最小即富集程度最高的前 １０ 的通路制作气泡

图(图 ３Ｄ)ꎬ横坐标代表富集倍数ꎬ纵坐标代表富

集条目ꎬ节点大小代表富集到的基因数目ꎬ节点颜

色代表 Ｐ 值大小ꎬ结果显示共有 ＤＥＧｓ 主要集中在

ＮＯＤ 样受体信号通路、细胞因子￣细胞因子受体相

互作用和 ＲＩＧ￣Ｉ 样受体信号等通路中ꎮ

图 ３　 共有 ＤＥＧｓ 的功能富集分析
Ａ~Ｃ:共有 ＤＥＧｓ 分子功能、生物过程和细胞组分的 ＧＯ 富集分析气泡图ꎻ Ｄ:共有 ＤＥＧｓ 的 ＫＥＧＧ 气泡图

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ＤＥＧｓ
Ａ￣Ｃ: Ｂｕｂｂｌｅ ｐｌｏｔ ｏｆ ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ＤＥＧｓ: Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ、Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｐｒｏｃｅｓｓ、Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｃｏｍ￣
ｐｏｎｅｎｔꎻ Ｄ: Ｂｕｂｂｌｅ ｐｌｏｔ ｏｆ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ＤＥＧｓ

２.３　 Ｈｕｂ 基因的鉴定和分析

利用 ＳＴＲＩＮＧ 工具进行差异基因的相互作用分

析ꎬ构建基于 ＤＥＧｓ 的 ＰＰＩ 网络 (图 ４Ａ)ꎮ 利用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件对 ＰＰＩ 网络模型进行分析ꎮ 通过

ｃｙｔｏＨｕｂｂａ中的节点度算法筛选出 ｔｏｐ ７ 评分的基

因ꎬ 包 括: ＩＲＦ７、 ＰＴＰＲＣ、 ＣＸＣＬ１０、 ＩＦＩ４４、 ＩＦＩ２０４、
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ＵＳＰ１８ 和 ＣＤ４ꎬ相关图形直接从 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件中

输出(图 ４Ｂ)ꎮ
我们根据选定的 ７ 个 ｈｕｂ 基因在 ＧＳＥ１９６８７０

原始样本数据中的表达量作为变量进行了主成分ꎬ
表达分布和相关性分析ꎮ 主成分分析得到了 ＰＣ１
与 ＰＣ２ 主成分变量ꎬ它们合计可以提供 ９７.３％的解

释率ꎬ可以作为区分对照组样本与模型组样本的依

据 (图 ５Ａ)ꎮ 然后ꎬ我们利用 Ｒ 语言绘制了关键基

因表达的山峦图ꎬ揭示了基因在样本中的密度分布

(图 ５Ｂ)ꎮ 此外ꎬ为了揭示所选基因之间的相关性ꎬ
研究绘制了关键基因的相关性热图(图 ５Ｃ)ꎮ 结果

显示ꎬ ＩＲＦ７ 与 ＩＦＩ４４、 ＩＦＩ２０４、ＵＳＰ１８ꎬ以及 ＩＦＩ４４ 与

ＵＳＰ１８ꎬＩＦＩ２０４ 与 ＣＤ４、ＵＳＰ１８ 之间具有显著的正相

关性ꎮ ＣＸＣＬ１０ 与 ＣＤ４、ＰＴＰＲＣ 之间具有负相关性ꎮ

图 ４　 Ｈｕｂ 基因分析
Ａ:ＤＥＧ 蛋白的 ＰＰＩ 网络ꎻ Ｂ:基于 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 的 ｄｅｇｒｅｅ 分析鉴定得分最高的前 ７ 个基因

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｈｕｂ ｇｅｎｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
Ａ: ＰＰＩ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ＤＥＧｓꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｔｏｐ ｓｅｖｅｎ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｓｃｏｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｄｅｇｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ Ｃｙｔｏ￣
Ｈｕｂｂａ
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图 ５　 关键基因分析
Ａ:ＰＣＡ 主成分分析ꎻ Ｂ:关键基因表达的山峦图ꎻ Ｃ:矩阵相关性分析

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｈｕｂ ｇｅｎｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
Ａ: ＰＣＡ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ Ｂ: Ｍｏｕｎｔａｉｎ ｐｌｏｔ ｏｆ ｈｕｂ ｇｅｎｅꎻ Ｃ: Ｍａｔｒｉｘ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

２.４　 关键基因在 ＡＲＨＬ 中高表达

为了验证上述 ７ 个 ｈｕｂ 基因在两个数据集中的

表达是否一致ꎬ我们利用基因在 ＧＳＥ１２７２０４ 和

ＧＳＥ１９６８７０ 的样本数据分别绘制了表达的小提琴

图进行可视化ꎬ见图 ６ꎮ 结果显示ꎬ两个数据集中表

达趋势相似ꎬ与对照组相比较ꎬ７ 个关键基因在年龄

相关性听力损失组中的表达显著升高ꎮ
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图 ６　 在 ＧＳＥ１２７２０４ 和 ＧＳＥ１９６８７０ 数据集中ꎬ关键基因在年龄相关性耳聋中的表达水平
Ａ:在 ＧＳＥ１２７２０４ 数据集中ꎬ对 ｈｕｂ 基因的表达进行可视化ꎻＢ:在 ＧＳＥ１９６８７０ 数据集中ꎬ对 ｈｕｂ 基因的表达进行可视化ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ａｇｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｅａｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ＧＳＥ１２７２０４ ａｎｄ ＧＳＥ１９６８７０ ｄａｔａｓｅｔｓ
Ａ: Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ｖｉｓｕａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＧＳＥ１２７２０４ ｄａｔａｓｅｔꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ｖｉｓｕａｌｉｚｅｄ
ｉｎ ｔｈｅ ＧＳＥ１９６８７０ ｄａｔａｓｅｔ

２.５　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 验证关键基因的表达

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 结果显示ꎬ与 ２ 月龄小鼠相比较ꎬ１２、
１８、２４ 月 龄 组 小 鼠 耳 蜗 组 织 中 ＩＲＦ７、 ＰＴＰＲＣ、

ＣＸＣＬ１０、ＩＦＩ４４、ＩＦＩ２０４、ＵＳＰ１８ 和 ＣＤ４ 表达均显著

升高(Ｐ<０.０１)ꎬ这也于先前的生物信息学分析结果

一致ꎮ 见图 ７、表 ４ꎮ

图 ７　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 验证候选基因表达水平
Ｆｉｇｕｒｅ７　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ

注:∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ. ２ 月龄组ꎮ

表 ４　 ＲＴ￣ＰＣＲ 验证候选基因表达水平
Ｔａｂｌｅ ４　 ＲＴ￣ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ

基因
１２ 月龄组 ｖｓ.

２ 月龄组
１８ 月龄组 ｖｓ.

２ 月龄组
２４ 月龄组 ｖｓ.

２ 月龄组

ＩＲＦ７ ０.０１６ ４ ０.０００ ３ <０.０００ １
ＰＴＰＲＣ ０.０００ ３ <０.０００ １ <０.０００ １
ＣＸＣＬ１０ ０.０１４ ０ ０.０００ ４ <０.０００ １
ＩＦＩ４４ ０.００３ ６ ０.０００ １ <０.０００ １
ＩＦＩ２０４ ０.００１ ４ <０.０００ １ <０.０００ １
ＵＳＰ１８ ０.０００ ５ <０.０００ １ <０.０００ １
ＣＤ４ ０.０４０ ４ <０.０００ １ <０.０００ １
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３　 讨　 论

ＡＲＨＬ 是一种与遗传和环境因素有关的多因素

疾病ꎬ阐明老年性耳聋的发病机制和进展将有助于

其预防和治疗ꎬ随着微阵列和生物信息学分析技术

的进步ꎬ我们可以在此基础上研究 ＡＲＨＬ 发生发展

及其潜在的分子机制ꎮ 在本研究中我们使用了两个

公开的 ＡＲＨＬ 小鼠 ｍＲＮＡ 微列阵数据集(ＧＳＥ１２７２０４
和 ＧＳＥ１９６８７０)ꎮ 在数据集 ＧＳＥ１２７２０４ 和 ＧＳＥ１９６８７０
中ꎬ我们总共获得 １００ 个 ＤＥＧｓꎮ 对这 １００ 个共有的

ＤＥＧｓ 进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 功能富集分析显示ꎬＤＥＧｓ
主要富集在对病毒和干扰素￣β 的反应ꎬＮＯＤ 样受

体信号通路ꎬ细胞因子￣细胞因子受体相互作用的通

路ꎬ和肿瘤坏死因子超家族细胞因子产生的调控通

路中ꎮ ＡＲＨＬ 受病毒感染的影响ꎬ尤其是人类巨细

胞病毒[６]ꎮ 人类巨细胞病毒感染成纤维细胞会诱

导 ＤＦＮＡ７ 和 ＤＦＮＡ４９ 位点之间 １ｑ２３.３ 处的染色体

断裂ꎬ这两个基因位点均与显性遗传、感音神经、听
力障碍有关ꎮ 干扰素￣β 在免疫系统应对病毒感染

和其他刺激时发挥重要作用ꎮ 一项研究显示褪黑素

治疗通过抑制干扰素￣β、干扰素￣α 和 ＩＬ￣６ 等炎症细

胞因子的表达ꎬ延缓了 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 老年性耳聋小鼠

模型中的听力损失的发展[７]ꎮ 细胞因子是由细胞

合成、分泌的具有生物活性的小分子蛋白质ꎬ与受体

结合后具有调控细胞生长分化、调节免疫等作用ꎮ
前期研究[８]发现细胞因子￣细胞因子受体相互作用

通路在免疫方面具有重要作用ꎬ在发生炎症时调控

细胞因子与受体结合发挥作用ꎮ 例如ꎬＴＮＦ￣α 和

ＰＴＧＳ２ 能够与 ＮＦ￣κＢ 相互作用调节炎症和免疫反

应[９]ꎮ 以上结果证明ꎬＧＳＥ１２７２０４ 和 ＧＳＥ１９６８７０ 数

据集的 ＤＥＧｓ 主要富集在炎症和免疫相关信号通

路上ꎮ
通过 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 中的节点度算法分析筛选出 ７

个关键基因ꎬ包括: ＩＲＦ７、ＰＴＰＲＣ、ＣＸＣＬ１０、 ＩＦＩ４４、
ＩＦＩ２０４、ＵＳＰ１８ 和 ＣＤ４ꎮ ＩＲＦ７ 是一种转录因子ꎬ在
病毒感染的先天免疫反应中起着至关重要的作用ꎮ
ＴＬＲ９ 激动剂 ＣｐＧ 寡脱氧核苷酸加剧了卡那霉素诱

导的耳毒性ꎬ并增加耳蜗炎症ꎬ这与耳蜗中的 ＩＲＦ￣７
以及 ＴＮＦ￣αꎬ ＩＬ￣１ꎬ ａｎｄ ＩＬ￣６ 的转录水平具有一定的

相关性[１０]ꎮ ＰＴＰＲＣꎬ也称为 ＣＤ４５ꎬ是一种 Ｃ 型蛋

白酪氨酸磷酸酶受体ꎬ 它是调节免疫细胞信号传导

和功能的关键分子[１１]ꎮ 在听力损伤或耳毒性药物

治疗后ꎬ免疫系统细胞会浸润耳蜗ꎬＣＤ４５ 是第一个

用于识别噪声损伤后浸润耳蜗的免疫细胞的标记

物[１２]ꎮ ＣＸＣＬ１０ 是一种参与免疫反应和炎症的小

蛋白信号分子ꎬ由包括免疫细胞在内的各种细胞类

型产生ꎬ以应对感染、炎症或其他免疫相关刺激ꎮ 先

天性巨细胞病毒感染会引起感音神经性听力损失ꎬ
而一项研究显示先天性巨细胞病毒感染会导致小胶

质细胞衍生的趋化因子 ＣＸＣＬ９ / ＣＸＣＬ１０ 的表达急

剧增加[１３￣１４]ꎮ 在 ＡＲＨＬ 中ꎬ褪黑素治疗能够显著改

善听力ꎬ与其降低 ＣＸＣＬ１０ 的表达具有一定的相关

性[７]ꎮ 此外ꎬ声损伤后小鼠耳蜗先天免疫和糖皮质

激素信号通路基因的靶向 ＰＣＲ 阵列分析中ꎬ发现

ＣＸＣＬ１０ 在暴露于噪声的耳蜗中显著上调[１５]ꎮ 在

本研究中ꎬ我们发现 ＣＸＣＬ１０ 在 ＡＲＨＬ 中显著上

调ꎮ ＩＦＩ４４ 和 ＩＦＩ２０４ 是两种不同的干扰素诱导蛋

白ꎬ它们是对病毒感染的先天免疫反应的一部分ꎮ
这些蛋白质在对干扰素的反应中上调ꎮ ＩＦＩ４４ 是系

统性红斑狼疮的重要生物标志物[１６]ꎮ ＩＦＩ２０４ 作为

ｐ２００ 家族蛋白的成员ꎬ参与炎症反应和自身免疫调

节[１７]ꎮ 而有关于 ＩＦＩ４４ 和 ＩＦＩ２０４ 在 ＡＲＨＬ 中的作

用和机制的报道较少ꎮ 在本研究中ꎬ我们发现 ＩＦＩ４４
和 ＩＦＩ２０４ 在 ＡＲＨＬ 中表达上调ꎬ可能通过调节炎症

反应和免疫系统影响 ＡＲＨＬ 的进展ꎮ ＵＳＰ１８ 在干扰

素信号通路和先天免疫反应的调节中发挥关键的作

用ꎮⅠ型和Ⅲ型干扰素、Ｔｏｌｌ 样受体激动剂脂多糖

(Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬ ＬＰＳ) 和 ｐｏｌｙＩ:Ｃ 以及ＴＮＦ￣α都
会强烈诱导 ＵＳＰ１８ 的表达ꎮ 因此ꎬ病毒或细菌感染

后ꎬ细胞中 ＵＳＰ１８ 的 ＲＮＡ 和蛋白质水平会升

高[１８]ꎮ 目前ꎬＵＳＰ１８ 与 ＡＲＨＬ 之间的相关性还不

清楚ꎮ 在本研究中ꎬ我们发现 ＵＳＰ１８ 在 ＡＲＨＬ 中表

达增加ꎮ ＣＤ４ꎬ是一种细胞表面糖蛋白ꎬ主要存在于

Ｔ 辅助细胞或 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞的免疫细胞亚群中ꎮ
ＣＤ４ 在适应性免疫反应中起着核心作用ꎮ 研究显

示 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞参与 ＡＲＨＬ 的进展[１９]ꎮ 在生信分

析的基础上ꎬ本研究在老年小鼠中对 ７ 个候选基因

进行了表达验证ꎮ 实验结果与生信分析结果具有一

致性ꎮ
综上所述ꎬ我们得出结论:ＩＲＦ７、ＰＴＰＲＣ、ＣＸＣＬ１０、

ＩＦＩ４４、ＩＦＩ２０４、ＵＳＰ１８ 和 ＣＤ４ 基因是 ＡＲＨＬ 发生的

关键基因且在 ＡＲＨＬ 中都表现为高表达ꎮ 本研究

发现对于 ＡＲＨＬ 的诊断和治疗具有积极意义ꎬ但具

体的作用机制还需要进一步的探究ꎮ
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