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摘 要：目的：研究线粒体自噬在脊髓损伤（Spinal cord injury， SCI）治疗中的作用机制与潜在靶点，以明确其治疗

潜力，从而为改善 SCI预后提供新策略。方法：从 GEO数据库中小鼠脊髓数据集 GSE5296和 GSE47681获取表达

谱数据，用于识别 SCI与线粒体自噬相关基因间的差异表达基因（Differentially expressed genes，DEGs）。通过通路

富集分析揭示DEGs的功能特征，构建蛋白质-蛋白质相互作用网络，并系统解析 SCI微环境中的免疫细胞浸润特

征。采用受试者工作特征（Receiver operating characteristic，ROC）曲线分析DEGs在 SCI诊断中的效能。进一步通

过逆转录定量聚合酶链反应（Quantitative real-time polymerase chain reaction，qRT-PCR）技术验证关键差异表达基

因的转录水平，并借助蛋白质印迹法（Western blot）检测相关蛋白的表达水平，以综合评估其生物学意义。结果：

筛选出 55个与 SCI和线粒体自噬相关的DEGs，其富集的信号通路与炎症、凋亡和细胞存活密切相关。基于PPI网
络筛选出 6 个关键基因（Ulk1、Atg14、Map1lc3b、Gabarap、Gabarapl2 和 Fundc1），qRT-PCR 分析结果显示，Atg14、

Map1lc3b 和 Gabarapl2 表达下调，Gabarap 表达上调。免疫浸润分析显示，脊髓损伤后，10 种免疫细胞丰度显著

改变，其中中性粒细胞与 M0 巨噬细胞呈显著负相关（r =−0. 56，P<0. 05），Gabarap 与 M0 巨噬细胞呈显著正相关

（r =0. 58，P<0. 05），Gabarapl2 与 M0 巨噬细胞呈显著负相关（r =−0. 56，P<0. 05）。Western blot 结果显示，SCI 后
NF-κB和 p-ERK表达增加。结论：通过验证关键基因并识别免疫细胞的相互作用，确定了线粒体自噬在 SCI治疗

中的潜在靶点，为后续开发有效的SCI治疗方案指明了方向。
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Abstract  :  Objective  : To explore the mechanisms and potential targets of mitophagy in the treatment of spinal cord injury 

（SCI） to clarify its therapeutic potential， thereby providing novel strategies for improving the prognosis of SCI.  Methods  : 
Expression profiles were obtained from the Gene Expression Omnibus （GEO） mouse and spinal cord datasets GSE5296 

and GSE47681 to identify differentially expressed genes （DEGs） between SCI and mitophagy-related genes.  Analyzed 

DEGs for pathway enrichment， constructed protein-protein interaction networks， and analyzed immune cell infiltration 

patterns in SCI.  Receiver operating characteristic （ROC） curve analysis was used to evaluate the diagnostic value of 

DEGs in SCI.  Verified the expression levels of key DEGs with reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction 

（qRT-PCR）.  Analyzed protein levels with western blotting to comprehensively evaluate its biological significance.  Results  : 
We identified 55 DEGs associated with SCI and mitophagy ， with their enriched signaling pathways closely related to 

inflammation， apoptosis， and cell survival.  Six key genes were identified （Ulk1， Atg14， Map1lc3b， Gabarap， Gabarapl2， 
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and Fundc1）.  The qRT-PCR analysis results showed that the expression of Atg14， Map1lc3b， and Gabarapl2 was 

downregulated， while the expression of Gabarap was upregulated.  Immune infiltration analysis revealed significant alterations 

in the abundance of 10 immune cell types after spinal cord injury.  Among these， neutrophils showed a strong negative 

correlation with M0 macrophages （r= − 0. 56，P<0. 05）.  Meanwhile， Gabarap was significantly positively correlated 

with M0 macrophages （r=0. 58，P<0. 05）， while Gabarapl2 was significantly negatively correlated with M0 macrophages 

（r=−0. 56，P<0. 05）.  Western blot results indicated increased expression of NF-κB and p-ERK following SCI.  Conclusion  : 
By validating the hub genes and identifying immune cell interactions， the potential targets of mitochondrial autophagy in 

SCI treatment were identified， which pointed out the direction for the subsequent development of effective SCI treatment.

Key words  :  Mitochondrial autophagy； Spinal cord injury； Biomarkers； Immune cell infiltration； Molecular verification； 

Receiver operating characteristic curve

脊髓损伤（Spinal cord injury，SCI）属于中枢神

经系统创伤性疾病，其不仅引发感觉、运动及自主

神经功能异常，还常伴随高致死率和高致残率［1］。

SCI 患者常出现长期的体感功能障碍、运动功能障

碍、括约肌收缩和舒张功能受损、自主功能障碍以

及神经病理性疼痛等［2］。目前，SCI 的主要临床干预

措施包括早期手术减压、维持脊髓适当灌注、药物

治疗、电刺激、康复训练和细胞治疗等，但 SCI 的预

后仍不佳［3］。

SCI 的分子作用机制包含原发性损伤与继发性

损伤 2 个关键病理进程。原发性损伤是由外部因素

（如脊髓创伤、压迫或牵拉）直接引起的机械性损

伤，这种创伤破坏了细胞完整性，导致离子失衡、细

胞死亡和轴突断裂，同时，早期即可观察到炎症细

胞浸润与细胞因子释放等免疫反应。继发性损伤

则是在原发性损伤基础上启动的一系列病理生理

过程，主要包括细胞凋亡、神经退行性变以及胶质

细胞异常增殖等［4］。在损伤区域，血管收缩与局部

缺氧共同破坏细胞结构完整性，进而触发大量自由

基和炎症因子的释放，这一过程不仅引起线粒体膜

氧化损伤，还导致细胞内钙离子超载，最终引发线

粒体功能障碍并促使细胞凋亡［5］。

线粒体自噬通过溶酶体靶向降解受损线粒体，

可调控氧化应激与炎症反应通路［6-7］。现有治疗策

略（如增强线粒体抗氧化能力或调节钙稳态）虽能

部分减轻线粒体损伤并保护神经功能，却未能针对

受损线粒体清除的关键机制进行干预［8］。尽管线粒

体自噬在神经退行性疾病和癌症等领域已有研究

积累［9-10］，但其在脊髓损伤中的动态调控规律、作用

机制和治疗潜力仍未明确。本研究运用生物信息

学方法，旨在阐明线粒体自噬相关基因在脊髓损伤

中的调控机制与功能角色，识别出潜在的治疗靶

点，为后续开发针对线粒体自噬的脊髓损伤治疗策

略提供理论依据。

1 材料与方法 

1. 1　数据来源 本研究通过 R 包 GEOquery 从基因

表 达 数 据 库（Gene expression omnibus，GEO）获 取

SCI 数 据 集 GSE5296 和 GSE47681，基 于 GeneCards
和 既 往 研 究 筛 选 130 个 人 源 线 粒 体 自 噬 基 因

（Mitophagy-related genes，MRGs），经 homologene 跨

物种转换，获得 115 个小鼠同源 MRGs；采用 sva 和

limma 包对数据集进行批次效应校正，构建 79 例 SCI
与 51 例 对 照 的 标 准 化 矩 阵 ，再 通 过 主 成 分 分 析

（Principal component analysis，PCA）验证表达矩阵中

批次效应的消除效果。

1. 2　 SCI 相 关 线 粒 体 自 噬 差 异 表 达 基 因

（Mitophagy-related differentially expressed genes，
MRDEGs）的鉴定及通路富集分析 本研究将样本

分为 SCI 组和对照组，基于 Benjamini-Hochberg 校正

的 P＜0. 05 筛 选 显 著 差 异 表 达 基 因（Differentially 
expressed gene，DEGs），并 通 过 logFC 值 的 正 负

（|logFC|＞0）区分基因表达方向。采用 ggplot2 工

具 生 成 火 山 图 ，并 对 DEGs 与 线 粒 体 自 噬 相 关 基

因 进 行 了 交 集 分 析 ，成 功 筛 选 出 一 组 SCI 相 关

MRDEGs。随后通过热图展示对这些 MRDEGs 进

行 可 视 化 呈 现 。 同 时 还 运 用 京 都 基 因 与 基 因 组

百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，

KEGG）和 基 因 本 体 论（Gene ontology，GO）数 据 库

结合 R 包 clusterProfiler 对目标基因进行了功能富

集分析，统计学显著性设置为 P<0. 05，假发现率

（False discovery rate，FDR）<0. 25。涵盖生物过程

（Biological process，BP） 、细 胞 组 分 （Cellular 
component，CC）和 分 子 功 能（Molecular function，

MF）3 个部分。

1. 3　 基 因 集 富 集 分 析（Gene set enrichment 
analysis，GSEA） 采用 GSEA 按 logFC 排序的基因

列表，通过 clusterProfiler 工具进行功能富集评估，
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参数设定为种子数 2 020、置换计算 1 000 次、基因集

规模 10~500，其分析依托分子标志物数据库完成。

1. 4　蛋白质 -蛋白质相互作用（Protein-protein 
interaction， PPI）网络分析及关键基因筛选 基于

PPI 网络的拓扑特性，解析蛋白质分子间的相互作

用关系可间接反映基因功能关联。本研究将最小

相互作用分数大于 0. 900 的 MRDEGs 作为构建 PPI
网络的标准。应用 Cytoscape 软件的 CytoHubba 插件

中 的 5 种 算 法 ：Maximal clique centrality（MCC）、

Degree、Stress、Edge percolated component（EPC）、

Closeness 对 MRDEGs 进行评分排序，并通过 5 种算

法结果的交集筛选枢纽基因，使用维恩图可视化交

叉分析结果。

1. 5　差异表达验证及受试者工作特征（Receiver 
operating characteristic， ROC）曲线分析 关键基

因的 ROC 曲线通过 R 包 pROC 构建，同时进行组间

差异表达分析，并计算曲线下面积（Area under the 
curve， AUC）。AUC>0. 9 表示具有较高准确性。

1. 6　免疫浸润分析 通 过 CIBERSORT 对 表 达

矩 阵中的免疫细胞类型进行解卷积分析。P<0. 05
的细胞通过 ggplot2 进行可视化，并使用 Spearman 相

关性评估基因与免疫细胞之间的关系。

1. 7　实验动物 选取 7～8 周龄（体重 30～35 g）的

SPF 级健康雌性昆明小鼠，分为假手术组与 SCI 组。

所有动物实验方案均获得中南大学湘雅医学院伦

理审查委员会的批准（批准号：014861，中国长沙），

并严格遵循国际疼痛研究协会的操作指南。本研

究采用脊髓半横断损伤（半切 SCI）模型。假手术组

小鼠接受了与 SCI 组相同的手术程序，但未诱导脊

髓半横断。2 组小鼠均在建模后第 7 d 被处死以进

行后续实验。

1. 8　RNA提取及逆转录聚合酶链反应 取小鼠脊

髓组织半切块，采用 TRIzol 法提取总 RNA。随后，

使用 FastQuant RT 试剂盒将 RNA 反转录为 cDNA。

以 cDNA 为模板，使用 SYBR Premix Ex Taq 试剂盒

在 实 时 荧 光 定 量 PCR 仪 上 进 行 扩 增 与 检 测 ，以

Gapdh 为内参基因计算目标基因的表达水平。引物

序列参见表 1。

1. 9　蛋白质免疫印迹法（Western blot） 采用含

蛋白酶/磷酸酶抑制剂的 RIPA 裂解液从脊髓半切

组织中提取总蛋白，经冰上匀浆（30 s）、冰浴裂解

（30 min）及 4 ℃离心（12 000 rpm，30 min）后，通过

BCA 法 定 量 并 取 30 µg 蛋 白 进 行 SDS-PAGE 电 泳

（120 V，90 min）。蛋白质转印至 PVDF 膜（100 V，

1 h），5%脱脂牛奶-PBS-T封闭后，依次与一抗（NF-κB、

ERK、p-ERK、β-微管蛋白）4 ℃孵育过夜、二抗室温

孵育 2 h，Clarity Western ECL 显影后经 ChemiDoc 成

像系统采集，最终由 ImageJ 软件定量分析。

1. 10　统计学处理　数据采用 R 软件（版本 4. 3. 0）
进行分析。2 组独立样本的比较，符合正态分布时

采用 t 检验，不符合正态分布时采用 Mann-Whitney 
U 检验；多组间比较采用 Kruskal-Wallis 检验。相

关性分析采用 Spearman 秩相关。采用 2-ΔΔCt 法计算

相对基因表达水平。检验水准 α=0. 05。

2 结果 

2. 1　数据预处理 利 用 R 包 sva 对 SCI 数 据 集

GSE5296 和 GSE47681 的批次效应进行校正，获得合

并后的 GEO 数据集。基于箱线图与 PCA 图的分析

结果显示，经过批次效应校正处理后，SCI 数据集中

的批次效应已被有效消除（图 1）。

2. 2　 SCI 相 关 线 粒 体 自 噬 差 异 表 达 基 因

（MRDEGs） 将整合后的 GEO 数据集分为 SCI 组

和对照组样本。差异分析筛选出 P<0. 05 的 DEGs，

并通过 logFC 值区分上下调基因（|logFC|>0），共获得

8 489 个 DEGs。其中，上调基因 3 334 个，下调基因

表1　引物序列

引物

Fundc1

Ulk1

Map1lc3b

Gabarap

Atg14

Gabarapl2

Gapdh

序列（正向 5'→3'）
CGAGCAAATAAAGCAGCACCTGAA
TTGTAATGGTGGAGACCTGGCTGA
CTCAATGCTAACCAAGCCTTCTTC
ATGAAGAAGACTTCTTTCTATAC
CTCAATGCTAACCAAGCCTTCTTC
AGATTGTTGACATAGACAAGAGG
CGACTTCAACAGCAACTCCCACTCTTCC

序列（反向 5'→3'）
CTTCTTCAATTATATTGTTGATTT
GACGCCGCCGCGGCCCGGCTCCAT
TTATCTTGATGAGCTCGCTCATGT
GTGCTGAAGATGCCTTGTTTTTC
TCCCTTCCCACTGGGAGACGCCAT
CCTCTTGTCTATGTCAACAATCT
TGGGTGGTCCAGGGTTTCTTACTCCTT
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5 155 个 。 采 用 火 山 图 可 视 化 DEGs 的 分 布 特 征

（图 2A），通过上述 DEGs 与 MRGs 进行交集分析，

筛选出 SCI 相关的 MRDEGs，并利用维恩图展示基

因交集结果（图 2B），最终，共筛选出 55 个 MRDEGs。

进一步分析在不同样本组中，整合 GEO 数据集中

排名前10的上调和下调MRDEGs，利用R包pheatmap
生成热图进行可视化（图 2C）。

2. 3　蛋白质-蛋白质相互作用网络构建及关键基

因筛选 利 用 STRING 数 据 库 构 建 了 包 含 55 个

MRDEGs 的 PPI 网 络（图 3），结 果 显 示 其 中 31 个

MRDEGs 之间存在相互关联。随后，采用 Cytoscape
的 CytoHubba 插 件 中 的 5 种 算 法（MCC、degree、

MNC、EPC 和 closeness）对这 31 个 MRDEGs 的得分

进行计算 ，并基于这些算法的结果分别构建 PPI
网络。最终，通过维恩图可视化所有 5 种算法共同

识别的基因，以便进一步分析。这些交集基因包括

6 个 关 键 基 因 ：Ulk1、Atg14、Map1lc3b、Gabarap、

Gabarapl2 和 Fundc1，它们是与线粒体自噬相关的关

键基因。这些关键基因可能通过协同作用调控线

粒体自噬的核心生物学过程。

2. 4　基于 MRDEGs 的功能富集分析 对 55 个

MRDEGs 进行 GO 和 KEGG 富集分析（图 4A）。GO
富集分析结果显示，在生物过程层面，MRDEGs 显著

　A. 批次校正前整合 GEO 数据集分布的箱线图；B. 批次校正后整合 GEO 数据集分布的箱线图；C. 批次校正前数据集的二维

PCA 图；D. 批次校正后数据集的二维 PCA 图。红色表示 SCI 数据集 GSE5296，黄色表示 SCI 数据集 GSE47681。

图1　GEO数据集GSE5296与GSE47681的批次效应校正

　A. 展示 SCI 组和对照组样本中 DEGs 的分布情况的火山图。图中红色点表示上调基因，蓝色点表示下调基因，灰色点表示

未显著差异的基因；B. 维恩图：展示 DEGs 与 MRGs 的交集；C. 热图：展示整合 GEO 数据集中排名前 10 的上调和下调 MRDEGs
的表达水平，热图中的红色方块表示高表达水平，蓝色方块表示低表达水平。

图2　差异表达基因分析
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富集于线粒体动态调控相关通路，具体涉及线粒体

自噬、细胞器解聚以及基于自噬机制的线粒体结构

解体等过程。这些基因影响的主要细胞组分包括

线粒体外膜、细胞器外膜、自噬体以及线粒体外膜

的内层组分。此外，MRDEGs 还涉及泛素蛋白连接

酶结合活性、微管蛋白特异性结合以及 β-微管蛋

白与三磷酸鸟苷酶活性协同作用分子功能。根据

KEGG 通路富集分析，这些基因富集于线粒体自噬

调控、神经退行性疾病通路以及脊髓小脑共济失

调等关键通路。

MRDEGs显著富集于 IL-18信号通路、JAK-STAT
信号转导通路、TGF-β 通路、NF-κB 转录调控网络、

TP53 介导的细胞周期调控以及 MAPK 级联反应等

关键通路（图 4B）。这些特征表明炎症通路在 SCI 发

病过程中扮演重要角色。

2. 5　ROC 曲线评估诊断效能 Atg14、Fundc1、

Gabarapl2、Map1lc3b、Ulk1 表达下调，Gabarap 表达上

调（图5A）。基于ROC曲线（图5B、5C、5D、5E、5F、5G）

结果显示，Atg14、Fundc1、Gabarap、Gabarapl2 和 Ulk1
区分 SCI 样本与对照样本的 AUC 值为 0. 7～0. 9，可

能作为潜在的 SCI 血清生物标志物，Map1lc3b 的区

分 SCI 样本与对照样本的 AUC 值为 0. 659，提示其

单独应用的局限性，可能需要联合其他指标提升诊

断特异性。

2. 6　SCI的免疫浸润分析 通过对包含 25 种不同

免疫细胞类型的整合 GEO 数据集，采用 CIBERSORT
算法进行免疫细胞浸润丰度分析。研究绘制了条

形图（图 6A）直观展示整合数据集中各类免疫细

胞的比例分布。此外，比较整合 GEO 数据集中 SCI
样本与对照样本之间免疫细胞浸润丰度的表达差

异（图 6B）。分析结果显示，SCI 样本与对照样本之

间 10 种免疫细胞类型的表达水平差异有统计学意

义（P<0. 05）。SCI 样本与对照样本之间，活化树突

状细胞、未成熟树突状细胞和滤泡辅助性 T 细胞的

表达水平差异有统计学意义（P<0. 05）；而 M2 巨噬

图3　差异表达基因的PPI网络

　A. MRDEGs 的 GO/KEGG 条形图；B. 整合数据集的 GSEA 结果的生物学功能气泡图。气泡的大小表示富集基因的数量，气泡

的颜色表示标准化富集分数（NES）的大小。气泡越红表示 NES 值越高，气泡越蓝表示 NES 值越低。BP：生物过程，CC：细胞成

分，MF：分子功能。

图4　MRDEGs的GO/KEGG富集分析及整合数据集的GSEA
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细胞和静息自然杀伤细胞在 2 组间的表达差异有统

计学意义（P<0. 01）。此外，M0 巨噬细胞、中性粒细

胞、浆细胞、CD4 初始 T 细胞以及辅助性 T 细胞 17（T 
helper cell 17，Th17）在 SCI 样本与对照组之间的表

达差异也有统计学意义（P<0. 001）。为探究免疫细

胞浸润丰度间的相关性，本研究构建了相关性热图

（图 6C），结果显示，中性粒细胞与浆细胞呈强正相

关（r=0. 39），而中性粒细胞与 M0 巨噬细胞之间则存

在最强的负相关性（r=−0. 56）。

最后，通过相关性气泡图（图 6D）展示整合 GEO
数据集中关键基因与免疫细胞浸润丰度之间的关

系。分析发现，Gabarap 与 M0 型巨噬细胞的丰度之

间 存 在 最 显 著 的 正 相 关 性（r=0. 58，P<0. 05），而

Gabarapl2 与 M0 型巨噬细胞的丰度之间存在最显著

的负相关性（r=−0. 56，P<0. 05）。

上述结果提示，这些 MRDEGs 可能在 SCI 中具

有免疫调节作用，影响着 SCI 的免疫微环境。

2. 7　使用小鼠SCI模型验证关键MRDEGs及相关

信号通路 本研究利用小鼠脊髓组织验证了关键

MRDEGs 的表达水平。qRT-PCR 分析显示，SCI 组

中 Atg14、Map1lc3b 和 Gabarapl2 的 mRNA 表达水平

显著低于假手术组，而 Fundc1、Ulk1 和 Gabarap 表

达显著上调（图 7A～7F）。Western blot 结果显示，

SCI 组中 p-ERK 和 NF-κB 表达增加（图 7H、7I）。

　A. 6 个关键基因（Atg14、Fundc1、Gabarap、Gabarapl2、Map1lc3b、Ulk1）的 SCI 与对照样本组间比较图，红色：SCI 组，黄色：对照

组；B～G. 基于 Atg14、Fundc1、Gabarap、Gabarapl2、Map1lc3b、Ulk1 的表达水平绘制 ROC 曲线。**P<0. 01，***P<0. 001。

图5　差异表达验证及ROC曲线分析
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3 讨论 

本研究旨在探讨 SCI 与线粒体自噬的关联，以

揭示 SCI 的分子机制。基于功能富集分析，本研究

筛选出的 55 个在 SCI 与线粒体自噬间具有共同关联

的 DEGs，主要富集于自噬相关的生物学过程，表明

线粒体自噬可能在 SCI的病理过程中发挥重要作用。

本研究进一步分析发现，这些 DEGs 还富集于 IL-18、

JAK-STAT、TGF-β、NF-κB、TP53 和 MAPK 等信号通

路。这些通路的失调与炎症、凋亡和细胞存活等过

程密切相关，表明它们可能在 SCI 中调节线粒体自

噬［11-12］。本研究Western blot结果也显示，SCI后NF-κB
和 p-ERK 的表达增加。研究发现，直接在脊髓中抑

制 NF-κB 信号通路可抑制小胶质细胞表达促炎细胞

　A. 整合 GEO 数据集中免疫细胞比例条形图；B. 2 组样本在不同免疫细胞的浸润丰度；C. 整合 GEO 数据集中免疫细胞浸润丰

度的相关热图；D. 气泡图：展示了 Atg14、Fundc1、Gabarap、Gabarapl2、Map1lc3b、Ulk1 与免疫细胞浸润丰度的相关性。*P<0. 05，

**P<0. 01，***P<0. 001。C、D 中的蓝色代表负相关，红色代表正相关，颜色深浅反映相关性强弱。

图6　免疫浸润分析
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因子，从而减轻由炎症引起的继发性损伤［13］。据报

道，MAPK 信号通路的激活可促进 NF-κB 的激活，从

而引发 SCI 中的后续炎症反应［14］。这种激活也是

SCI 诱导炎症的关键机制。在 MAPK 信号通路中，

ERK 的磷酸化可促进促炎细胞因子的释放，并触发

一系列细胞死亡反应［15］。另一项研究表明，抑制

P38 MAPK 的活性可抑制 NF-κB 的活性，提示 P38 
MAPK 在炎症反应中正向调节 NF-κB 的活性［16］。因

此，NF-κB 和 MAPK 通路可能共同促进了 SCI 继发

性损伤中的炎症增加。

本研究构建了 PPI 网络，筛选出 6 个在 SCI 后

调 节 线 粒 体 自 噬 的 关 键 基 因（Atg14、Map1lc3b、

Gabarap、Gabarapl2、Fundc1 和 Ulk1），并 利 用 小 鼠

SCI 模型验证了这 6 个基因的表达水平，体外实验

进一步确认了其中 4 个基因（Atg14、Map1lc3b、Gab⁃
arap 和 Gabarapl2）的表达与生物信息学分析结果一

致。GABARAP 是一种自噬相关蛋白，在缺血条件

下其表达发生改变，并可能在脊髓缺血期间调节自

噬，其与 B细胞淋巴瘤-2的相互作用表明对延缓运动

神经元死亡具有保护作用［17］。ATG14 是自噬体形成

和成熟的关键调控蛋白，其稳定性主要通过 K6、K11
和 K63 链介导的泛素化修饰调控［18-19］。MAP1LC3B
是自噬过程中的关键蛋白，主要通过促进自噬体形

成、成熟及与溶酶体融合，加速细胞内废物降解，

MAP1LC3B 表达上调可降低肿瘤细胞的侵袭性［20-21］。

这些关键基因在 PPI 网络中与其他蛋白相互作用，

突显了它们在 SCI 和线粒体自噬相关生物学过程中

的重要性。本研究通过差异表达分析验证这些关键

　A、B、C、D、E、F：qRT-PCR 检测小鼠脊髓组织中 Fundc1、Atg14、Gabarap、Map1lc3b、Gabarapl2、Ulk1 的 mRNA 表达水平；G、H、I：
Western blot 检 测 小 鼠 脊 髓 组 织 中 ERK、p-ERK、NF- κB 的 蛋 白 质 含 量 ，以 β -Tubulin 作 为 内 参 。 *P<0. 05，**P<0. 01，

***P<0. 001，****P<0. 000 1。

图7　使用小鼠SCI模型验证关键MRDEGs及相关信号通路
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基因，进一步支持了它们作为 SCI 治疗潜在靶点的

可能性。

本 研 究 基 于 免 疫 细 胞 浸 润 特 征 的 分 析 结 果

表明，特定免疫亚群与 SCI 病理过程存在显著关联，

活化态树突状细胞、未成熟树突状细胞、滤泡辅助 T
细胞、M2 型巨噬细胞、静息态自然杀伤细胞、M0 型

巨噬细胞、中性粒细胞、浆细胞、CD4 初始 T 细胞及

Th17 细胞等 10 个免疫亚群呈现显著浸润特征，提示

这些细胞群体可能参与 SCI 的疾病进展。值得注意

的是，相关性分析显示，中性粒细胞与浆细胞间呈

现最强的正相关性，而中性粒细胞与 M0 型巨噬细

胞间则检测到显著的负相关性。

骨髓源性巨噬细胞作为先天免疫系统核心效

应细胞，在炎症发生、进展及消退等病理阶段发挥

着重要作用［22］。本研究结果显示 M2 型巨噬细胞与

M0 巨噬细胞均在 SCI 组发生显著变化。经典理论

认为 M0 巨噬细胞可极化为促炎的 M1 表型或抑炎/
修复的 M2 表型［23］。因此，本研究观察到的 M0 巨噬

细胞的显著变化，很可能意味着其正在向 M1 或 M2
表型进行大规模分化。有研究［24］显示，M1 型向 M2
型的转化在神经疾病中被证实具有神经保护作用

并改善预后，这提示干预 M0 巨噬细胞的极化方向，

可能是一个具有潜力的治疗策略。巨噬细胞的极

化与适应性免疫的激活协同发生。本研究还发现，

在 M0/M2 巨噬细胞发生显著变化的同时，滤泡辅助

T 细胞、CD4 初始 T 细胞及 Th17 细胞也呈现显著浸

润。T 细胞的激活有赖于识别巨噬细胞等抗原呈递

细胞表面的 MHC Ⅱ类分子［25］。这些细胞群体的同

步变化共同印证在 SCI 病理过程中存在一条从先天

免疫到适应性免疫的激活通路。

炎症应答的初始特征表现为中性粒细胞急剧

趋化聚集，继发阶段则呈现单核细胞向巨噬细胞

谱系定向分化的过程［26］。鉴于中性粒细胞的高度

促炎特性，越来越多的证据表明，组织驻留巨噬细

胞可向 M2 表型转变，以抑制过度炎症并促进组织

修复［27］。本研究揭示了中性粒细胞与 M0 型巨噬细

胞之间存在显著的负相关性［28］。这些发现为 SCI 中

的免疫反应提供了新的见解，并表明免疫调节可能

是 SCI 治疗的一种可行方法。在免疫细胞与关键基

因之间的关联中，关键基因 Gabarap 与 M0 型巨噬细

胞 表 现 出 最 强 的 正 相 关 性 。 生 物 信 息 学 分 析 和

qRT-PCR 结果表明，SCI 后 Gabarap 表达水平升高。

Gabarap 是巨噬细胞的调节因子，能与 WDFY3 结合

以提高巨噬细胞的效能［29］。尽管关于 Gabarap 与巨

噬细胞相关性的精确研究尚缺乏，但有研究［30］显

示，在帕金森病患者中，Gabarap 表达降低。帕金森

病与免疫细胞之间的关联为神经系统疾病研究开

辟了新方向。

本研究存在一定的局限性：⑴缺乏分析临床信

息所需要的临床研究；⑵遗漏了与运动神经元标志

物（如 ChAT 和 VAChT）相关的实验数据及其定量分

析，阻碍了对 Gabarap 与运动神经元之间相互作用

的全面理解。尽管现有数据提供了一些初步证据，

但缺乏这些特定标志物的详细信息使本研究的结

论受到一定限制，未来研究需要进一步明确标志物

的表达特征与临床意义。

综上所述，本研究筛选出的 6 个关键基因（Ulk1、

Atg14、Map1lc3b、Gabarap、Gabarapl2 和 Fundc1）可作

为 SCI 的生物标志物。这些关键基因的验证和免疫

细胞相互作用的识别为治疗干预提供了潜在靶点，

并为进一步开展实验和临床研究以开发针对 SCI 患

者的有效治疗方法指明了方向。

所有作者均声明不存在利益冲突关系。
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