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摘  要 

目的：利用生物信息学技术分析生酮饮食对治疗脊髓损伤的潜在分子靶点和相关通路，同时通过靶基因

预测潜在的中药药物用于治疗脊髓损伤。在GEO数据库中提取与脊髓损伤治疗相关的生酮饮食芯片组数

据，并利用R语言软件对芯片数据进行分析，找出差异表达的基因。然后对这些差异基因进行功能富集

分析，以获取与差异基因相关的信号通路和分子功能。并构建基因–蛋白网络，然后使用Cytoscape对
该网络进行分析，以获取治疗脊髓损伤的关键基因。接着将这些基因映射到CTD数据库获得的脊髓损伤

疾病基因网络中，以确定生酮饮食治疗脊髓损伤过程中的核心基因。最后，通过将核心基因与医学本体

信息检索平台(Coremine Medical)相互映射，筛选出治疗脊髓损伤的中药。结果：GEO芯片组数据分析

得出生酮饮食治疗脊髓损伤的差异基因有237个，最后筛选出10个核心基因包括LCN2、TTR、ORM1、
ATP6V0D2、TNS1、HTR2C、ACTRT2、UOX、KCNAB3、RAB9B。治疗脊髓损伤的潜在中药药物有：

大黄、三七、黄芪、充蔚子。 
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Abstract 
Objective: To analyze potential molecular targets and related pathways of ketogenic diet in the 
treatment of spinal cord injury using bioinformatics techniques, and predict potential Chinese 
herbal medicines for the treatment of spinal cord injury through target gene analysis. Method: Mi-
croarray data of ketogenic diet treatment for spinal cord injury in the GEO database were extracted, 
and differentially expressed genes were obtained through analysis using R software. Functional 
enrichment analysis was performed on the differentially expressed genes to identify related sig-
naling pathways and molecular functions. Using STING, a protein-protein interaction network of 
the genes was constructed, and Cytoscape was used to analyze the network and identify key genes 
in the treatment of spinal cord injury. The identified genes were mapped to the spinal cord injury 
disease gene network obtained from the CTD database, and core genes of the ketogenic diet treat-
ment process for spinal cord injury were obtained. Finally, using Coremine Medical, the core genes 
were mapped to the medical ontology information retrieval platform to screen potential Chinese 
herbal medicines for the treatment of spinal cord injury. Results: Analysis of GEO microarray data 
revealed 237 differentially expressed genes associated with ketogenic diet treatment for spinal 
cord injury. Ten core genes, including LCN2, TTR, ORM1, ATP6V0D2, TNS1, HTR2C, ACTRT2, UOX, 
KCNAB3 and RAB9B, were selected. Potential Chinese herbal medicines for the treatment of spinal 
cord injury included Rhubarb, Sanqi, Astragalus and Chongweizi. 
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1. 引言 

脊髓损伤是一种中枢神经系统疾病，能够造成严重的神经损害及功能障碍。一般见于车祸、暴力外

伤、坠落等，是机体致残的常见原因，会导致损伤平面以下自主神经、运动和感觉功能障碍，脊髓损伤

的流行病学研究表明[1] [2]，在我国，主要患者群体为男性，40~60 岁的年龄段占比最大。造成脊髓损伤

的主要原因是交通意外，其次是高处坠落。经过住院治疗，极少的人能够在出院时恢复正常的神经功能。

大量研究阐明了脊髓损伤发生后的病理生理过程，但目前仍缺乏明确有效的治疗方法，对于如何使其神

经修复依然是困扰我们的一大难题。近年来，随着基因芯片和相关技术的进步，越来越多的研究借助数

据分析软件和在线数据平台对疾病基因进行筛选、分类、分析以深入研究其发病机制。根据研究结果，

脊髓损伤的进展与多个基因的参与密切相关，这些基因可能通过控制蛋白质合成和基因转录，以及调节

细胞信号传递通路，在脊髓损伤的发展过程中发挥重要作用。例如，CDK1 主要参与了脊髓损伤过程中

的凋亡机制，通过下调 CDK1 基因的表达，可以抑制脊髓损伤后前角星形胶质细胞和小胶质细胞的激活，

促进运动神经元修复，抑制神经元凋亡和自噬，从而促进脊髓损伤后运动功能的恢复[3]。尽管如此，我

们对于基因在治疗脊髓损伤过程中的分子机制了解甚少，然而通过预测脊髓损伤潜在的治疗靶点，或许
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能够为我们揭示治疗脊髓损伤的分子机制提供新的视角。 
生酮饮食是一种饮食疗法，其特点是摄入大量脂肪和极少碳水化合物[4]。20 年代起，生酮饮食

(ketogenic diet, KD)开始被用于治疗癫痫，至今仍然对该疾病有着重要的治疗作用[5]。作为一种非药物性

治疗措施，长期采用生酮饮食在神经内科疾病治疗中展现出神经保护的效果，适用于神经退行性疾病、

脑功能衰老和损伤等情况[6]，根据现有研究结果，生酮饮食已被证明对脊髓损伤大鼠的肢体功能具有改

善作用[7]，有实验表面，与对照组相比，生酮饮食组的 Montoya 阶梯测试(被认为是对前肢伸展和抓握技

能的有效评估)表现出显著改善[8]，它可能通过抑制受损后的炎症反应和氧化应激来发挥作用[9] [10]，但

对于这种治疗方法在神经保护方面的作用机制，我们还需要进一步研究。基于此，本次研究从 GEO 数据

库中筛选出生酮饮食治疗脊髓损伤的芯片数据，通过生物信息学分析，从基因方面探讨生酮饮食治疗脊

髓损伤的作用机制，同时通过差异表达基因预测治疗脊髓损伤的中药。 

2. 材料和方法 

2.1. 数据提取 

使用关键词“Spine Cord Injury”，在 GEO 数据库中进行了相关芯片的检索。经过筛选，获取了矩

阵文件 GSE159555 和芯片 GPL15084，下面是该数据的实验设计：首先制备脊髓损伤大鼠模型，大鼠被

随意喂食串联或对照饮食(SD)或生酮饮食(KD)后，在受伤后 1 周测量受伤脊髓中基因表达的变化。 

2.2. 芯片数据处理 

首先使用 R 语言从芯片注解文件中提取基因名，为了获取喂食生酮饮食脊髓损伤大鼠和对照组饮食

大鼠的基因表达矩阵，需要对矩阵文件中的基因名进行注释。然后，使用 R 语言对基因表达水平进行标

准化处理。接下来进行差异分析，选取在 P 值小于 0.05 且|log2 fold change (FC)| ≥ 0.5 的条件下，具有显

著差异表达的 mRNA。最终，运用 R 语言进行可视化分析基因表达情况。 

2.3. 差异基因的功能富集分析 

为了研究生酮饮食对脊髓损伤发展过程中关键基因的影响，使用 R 语言进行 GO 和 KEGG 通路的富

集分析[11]。通过这种分析，我们可以进一步了解生酮饮食在治疗脊髓损伤中所涉及的信号通路和生物功

能，并利用 R 语言对分析结果进行可视化。  

2.4. 获取核心基因 

首先将上述分子靶点导入 STRING 数据库的“Multiple Proteins”模块[12]，并设置连接评分 > 0.4。
然后删除网络中联系不强的蛋白互作的节点，从中得到蛋白互作(PPI)关系。将结果导入 Cytoscape 软件。

利用“CytoHubba”工具筛选出关键基因。接下来，使用 CTD 疾病数据库[13] (http://ctdbase.org/)筛选脊

髓损伤相关的靶点基因。最后，将该靶点数据与前面获得的差异基因取交集，得到生酮饮食治疗脊髓损

伤的核心基因。 

2.5. 潜在中药的筛选预测 

Coremine Medical 数据库是一个全球领先的医学信息检索平台，它提供了丰富的数据、文献、信息

和知识资源，并具备强大的检索和分析功能。通过输入基因名称，可以搜索与该基因相关的疾病和可能

的治疗药物。本次研究将关键基因的 1.4 版本输入到数据库中，采用秩和检验进行统计分析，以 P 值小

于 0.05 作为筛选的标准，从中筛选出具有潜在治疗作用的中药。然后将筛选出的中药结果输入到

Cytoscape 软件中进行可视化，并进行统计，得出频次最高的中药。 
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3. 结果 

3.1. 差异表达的基因 

结果显示，相较于对照组，生酮饮食的脊髓损伤大鼠筛选出 237 个差异表达基因，其中包括 125 个

下调基因和 112 个上调基因。 
通过火山图进行可视化，见图 1(a)，并选取差异表达最显著的 20 个基因绘制聚类热图，见图 1(b)。 

3.2. 差异基因的功能注释 

GO 功能富集分析分为以下 3 组：BP 组、CC 组和 MF 组，见图 2(a)。在 BP 组中，DEGs 主要富集

抗原的加工和呈递、多肽抗原的抗原加工和呈递、内源性肽抗原的抗原加工和呈递、内源性抗原的抗原

加工和呈递、正向调节 T 细胞介导的免疫、正向调控 T 细胞介导的细胞毒性、尿酸代谢等过程。在 CC  
 

 
(a)                                                 (b) 

Figure 1. Differential mRNA expression on GEO chip 
图 1. GEO 芯片差异 mRNA 表达 
 

 
(a)                                                (b) 

Figure 2. KEGG and Go analysis 
图 2. KEGG 和 GO 分析 
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组中，DEGs 主要富集在细胞内小泡、内吞囊泡膜、吞噬囊泡膜、内质网膜腔侧的组成部分、内质网膜的

管腔侧、膜腔侧、在 MF 组中，DEGs 主要富集在肽抗原结合、酰胺结合、酪胺酸酶活性。KEGG 主要富

集到人乳头瘤病毒感染、吞噬小体、抗原的加工和呈递、人巨细胞病毒感染、单纯疱疹病毒 1 型感染、

病毒性癌变、细胞粘附分子、脂肪消化吸收等，见图 2(b)。 

3.3. PPI 网络构建与 hub 基因筛选 

应用 STRING 数据库对 237 个差异基因进行 PPI 网络构建，结果显示共有 206 个节点和 68 条边，将

其导入 Cytoscape 软件，见图 3(a)，并采取 CytoNCA 插件的 BC 算法筛选出 11 个 PPI 网络中互作关系最

紧密的 hub 基因，分别是：Actrt2、Orm1、Ttr、Lcn2、Kcnab3、Uox、Rab9b、Atp6v1g2、Tns1、Htr2c、
Atp6v0d2。将上述靶点转化为人源基因后同 CTD 数据库所建立的脊髓损伤基因网络取交集，见图 3(b)，
最终获得 10 个差异基因：LCN2、TTR、ORM1、ATP6V0D2、TNS1、HTR2C、ACTRT2、UOX、KCNAB3、
RAB9B。这些基因可看作是脊髓损伤治疗中生酮饮食疗法的关键基因。 
 

  
(a)                                                (b) 

Figure 3. Construction of PPI network for differentially expressed genes and key intersecting genes 
图 3. 差异表达基因的 PPI 网络构建和交集基因 

3.4. 脊髓损伤潜在治疗中药 

将 10 个核心基因导入到 CoremineMedical 数据库，以 P < 0.05 为选择标准，得出 77 种潜在中药与治

疗脊髓损伤可能相关。将结果导入 Cytoscape 软件进行可视化展示，见图 4。在该网络中，大黄、三七、

黄芪和充蔚子的度值最高，表明它们可能是治疗脊髓损伤的潜在药物靶点。 

4. 讨论 

脊髓损伤(SCI)可以从病理角度分为原发性和继发性两个阶段。原发性损伤是由于机械刺激直接导致

轴突、血管和神经细胞等受损，而继发性损伤则包括电解质紊乱、能量衰竭、缺血、水肿、炎症和凋亡

等，这些因素可能导致神经髓鞘脱失、神经元死亡和瘢痕形成[14] [15]。事实上，这种能量衰竭部分是由

线粒体功能受损和活性氧(ROS)过量产生引起的氧化应激增加引起的[16] [17]。ROS 产量的增加对形成线

粒体电子传递系统(ETS)，细胞膜和线粒体 DNA 的蛋白质造成的损害[18] [19]而生酮状态有益于抵消 SCI 
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Figure 4. Predicted network graph of traditional Chinese medicine 
图 4. 预测中药网络图 
 

后发生的线粒体生物能量功能障碍的机制。生酮饮食下，参与细胞线粒体转录的特定激酶以及抗氧化剂

防御机制的激活有助于减轻 SCI 中的线粒体氧化损伤和功能障碍，挽救颈脊髓损伤后的线粒体生物能量。

此次研究利用差异基因富集出许多功能通路，这些通路与 SCI 的发生和发展都有一定的联系。有研究表

明，线粒体 ETC 和 TCA 周期功能对于 Th1 细胞因子的产生至关重要。促进线粒体代谢的辅因子四氢生

物蝶呤在 T 细胞中的合成减少，能够消除 T 细胞介导的体内自身免疫和过敏性炎症[20]。 
LCN2 是一种属于脂蛋白家族的分泌型蛋白，它参与了多种细胞活动，包括细胞自我死亡、肾脏的

发育以及机体的先天免疫过程[21]。根据早期研究结果，LCN2 的不足会导致海马神经元的存活能力减弱，

从而导致认知能力降低[22]。在脑室内注射 LCN2 的重组蛋白会导致海马神经元的死亡和 POCD 的发生。

此外，LCN2 通过 JAK2/STAT3 通路对抑制神经炎症损伤起到调节作用，对治疗脑缺血具有明显的疗效[23]。 
TTR 基因在生物体内负责合成 TTR 蛋白，该蛋白也被称为前白蛋白或维生素 A 结合蛋白，在生物
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体内具有重要的功能，参与了甲状腺素的运输和维生素 A 的代谢过程。TTR 基因发生突变会导致 TTR
蛋白的结构发生变化，而致病性 TTR 基因突变则会破坏 TTR 四聚体的稳定结构，使其热稳定性下降，

进而在多个器官和组织中引起淀粉样纤维蛋白的异常沉积，从而导致多种疾病的发生，尤其是神经系统

疾病最为常见[24]。 
ORM1 基因所编码的 ORM 是一种分子量为 41~43 kDa 的蛋白质，属于急性时相血浆糖蛋白，在合成

后会从肝细胞释放到血液中。在慢性炎症、过敏和烧伤等情况下，ORM 的血浆水平会出现上升的趋势[25]。 
通过介导自噬体与溶酶体的融合，ATP6V0d2 能够抑制 BMDM(来自骨髓的巨噬细胞)炎症小体的激

活，并促进受损线粒体的降解。敲除 Atp6v0d2 基因的小鼠在炎性刺激诱导的内毒素和肠炎模型中显示更

严重的病理症状。当巨噬细胞受到炎性刺激时，ATP6V0d2 的下调抑制了自噬溶酶体的降解，从而促进

了炎症的发展[26]。 
同源蛋白张力蛋白是一种被广泛研究的细胞粘附成分。在很多疾病的发展过程中，它都扮演着至关

重要的角色。哺乳动物张力蛋白家族由四个成员组成：张力蛋白 1 (TNS1)、紧张蛋白 2、张力蛋白 3 和

紧张素 4。其中，TNS1 因其特殊结构特性而受到了许多研究者的关注。TNS1 通过与各种伙伴蛋白相互

作用，参与各种生物过程，如细胞粘附、极化、迁移、侵袭、增殖、凋亡和机械转导。此外，TNS1 在体

内的异常表达可以导致多种疾病，特别是与肿瘤的发展有关[27]。 
KCNAB3 的突变可以加速钾通道的失活过程，从而阻碍钾电流的流动，提高神经元的兴奋性，进而

促发癫痫发作。还需要进一步研究该基因与人类神经系统疾病之间的关联[28]。 
RAB 蛋白属于调节囊泡运输的小型 GTP 酶家族。RAB9A 和 RAB9B 通过替代自噬在线粒体自噬中

发挥作用[29]，同时通过囊泡运输促进自噬起作用。此外，RAB 是囊泡运输过程中具有多功能的因素，

其突变能够导致神经系统的疾病[30]。 
本研究筛选出的对 SCI 潜在靶点有干预作用的中药有：大黄、三七、黄芪、充蔚子。三七的主要活

性成分三七皂苷 R1 (Notoginsenoside R1, NGR1)已被研究证实与抗氧化应激、抗炎反应、抗血管生成和抗

凋亡等有关[31]。NGR1 可以减轻大鼠脊髓损伤后的氧化应激和组织细胞凋亡，促进运动功能的恢复，改

善神经炎症反应和线粒体功能。此外，NGR1 还能提高 PC12 细胞的活性，抑制细胞凋亡和炎症水平，并

通过激活 Nrf2/HO-1 信号通路发挥作用[32]。大黄素是中药大黄的主要活性成分，具有抗炎和免疫调节等

药理效应[33]。研究表明，大黄素对于脊髓损伤后的神经细胞有防护作用，并有助于肢体功能的后期恢复。

可能是激活 Nrf2-ARE 通路对降低 NF-κB、ED-1、TNF-α、IL-1β、IL-6 水平起作用，从而减少脊髓损伤

后的炎症反应和氧化应激，并且能够促进 GFAP 和 NG2 的表达，保护残存的神经细胞和有髓神经纤维，

最终促进脊髓损伤后大鼠的运动功能恢复[34]。黄芪在神经系统保护方面也显示出良好的效果[35]。在大

鼠急性脊髓损伤后，神经元细胞经历凋亡过程。使用黄芪注射液进行干预治疗可以通过抑制死亡受体途

径 TRAIL 和 Fas 蛋白的作用，从而影响神经元细胞的程序性凋亡，保护脊髓损伤后的神经，进而改善脊

髓组织损伤病变，并促进神经运动功能障碍恢复的进程[36]。 

5. 结论 

综上所述，本研究系统分析了生酮饮食治疗脊髓损伤的潜在机制，筛选出 10 个可能参与修复脊髓损

伤功能的基因和与这些基因有联系的中药，这些基因可能会成为未来研究脊髓损伤治疗的潜在靶点，但

是，对于这些基因在脊髓损伤发生过程中具体扮演的角色与作用，仍然需要进一步的临床实验来验证。 
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