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基于转录组学和蛋白质组学的黄连素抗脑缺血
关键转录因子分析
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［摘要］ 目的：在确定黄连素保护脑缺血的基础上，采用转录组和蛋白质组测序的方法探究黄连素抗脑缺血的关键转录

因子（TFs）。方法：采用线栓法制备大脑中动脉栓塞（MCAO）模型，并将其分为假手术组、模型组及黄连素低、高剂量组（37.5，

75 mg·kg-1·d-1），连续灌胃 7 d 后处死大鼠，取脑组织。通过 Longa 评分法和脑梗死率测定进行药效学评价，采用酶联免疫吸附

测定试验（ELISA）测定白细胞介素-1β（IL-1β），肿瘤坏死因子-α（TNF-α）和单核细胞趋化蛋白-1（MCP-1）的表达。采用 RNA-

Seq 技术检测黄连素干预前后的差异表达基因（DEGs），使用 DAVID 6.8 对 DEGs 进行富集分析；通过 catTFREs 技术检测黄连

素干预前后的差异 TFs，使用 DAVID 6.8 和 STRING 11.0 进行富集分析和 TFs 关联分析；通过整合 TFs 活性及其下游靶基因的

变化情况，识别关键 TFs，并通过 Cytoscape 3.7.1 构建相关的调控网络。结果：与假手术组比较，模型组大鼠神经功能显著缺损

（P<0.01）；与模型组比较，黄连素低、高剂量组均能显著减轻大鼠神经功能损伤（P<0.01），并降低脑梗死率（P<0.01）。转录组

数据分析表明黄连素主要是通过影响细胞黏附、脑发育、神经元迁移、钙信号通路、环磷酸腺苷信号通路、炎症反应等生物学过

程和信号通路参与脑缺血后的恢复过程。蛋白质组数据分析表明黄连素干预后的差异表达 TFs主要通过调控细胞分化、免疫

系统过程、细胞增殖等生物学过程干预脑缺血。此外，对 TFs 和 DEGs 的整合分析发现，转录因子 CP2 样 1（TFCP2L1），核因子

红细胞 2 相关因子 1（NFE2L1），神经源性分化蛋白 6（NeuroD6）和 POU 域类 2 转录因子 1（POU2F1）4 个 TFs是黄连素介导的抗

脑缺血再灌注损伤的关键 TFs。结论：黄连素对脑缺血再灌注损伤具有明显的保护作用，其关键 TFs 有 TFCP2L1，NFE2L1，

NeuroD6 和 POU2F1。
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［［Abstract］］ Objective：：On the basis of determining the protective effect of berberine（BBR）on cerebral

ischemia， crucial transcription factors（TFs） of BBR against cerebral ischemia was identified by using

transcriptome and proteome sequencing. Method：：The model of middle cerebral artery occlusion（MCAO）was

established by thread embolization. The sham operation group，model group，low-dose group of BBR（dose of
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37.5 mg·kg-1·d-1）and high-dose group of BBR（75 mg·kg-1·d-1）were set up. The rats were killed after

continuous intragastric administration for 7 days. The pharmacodynamics was evaluated by Longa score and

cerebral infarction rate，and the expressions of inflammatory cytokines，such as interleukin（IL）-1β，tumor

necrosis factor（TNF）- α and monocyte chemotactic protein-1（MCP-1）were measured by enzyme-linked

immunosorbent assay（ELISA）. Then，RNA-Seq technique was used to detect the differentially expressed genes

（DEGs）before and after BBR intervention，and DAVID 6.8 was used for enrichment analysis of DEGs.

CatTFREs technique was used to detect differential TFs before and after BBR intervention，and DAVID 6.8 and

STRING 11.0 were used for enrichment analysis and TFs association analysis. Finally，by integrating the activity

of TFs and the changes of downstream target genes，crucial TFs were identified and the related regulatory

network was constructed by Cytoscape 3.7.1. Result：： Compared with the sham operation group， the

neurological impairment was significant in the model group（P<0.01），and compared with the model group，the

low and high dose BBR groups could significantly reduce the neurological function damage（P<0.01）and

decrease the rate of cerebral infarction（P<0.01）. Transcriptome data analysis showed that BBR was involved in

the recovery process after cerebral ischemia mainly by affecting cell adhesion，brain development，neuron

migration， calcium signaling pathway， cyclic adenosine monophosphate （cAMP） signaling pathway，

inflammatory response and other related functions and signaling pathways. Proteomic data analysis showed that

the differentially expressed TFs after BBR intervention interfered with cerebral ischemia mainly by regulating

cell differentiation， immune system process，cell proliferation and other biological processes. In addition，

integration analysis of TFs and DEGs revealed that transcription factor CP2-like 1（TFCP2L1），nuclear factor

erythroid-2 like 1（NFE2L1），neurogenic differentiation protein 6（NeuroD6）and POU domain，class 2，

transcription factor 1（POU2F1）were crucial TFs against cerebral ischemia-reperfusion injury mediated by BBR.

Conclusion：： BBR has obvious protective effect on cerebral ischemia-reperfusion injury and its crucial TFs

include TFCP2L1，NFE2L1，NeuroD6 and POU2F1.

［［Keywords］］ berberine；cerebral ischemia；RNA-Seq；catTFREs；transcription factors；inflammatory

factors；middle cerebral artery occlusion（MCAO）model

我国缺血性脑卒中占所有类型脑卒中的 85%，

其死亡率高、致残率高及复发率高，已经超过心血

管疾病，成为导致死亡和残疾的主要因素［1-2］。脑缺

血再灌注损伤是缺血性脑卒中后重要的病理环节

之一［3］，是由多种因素和机制介导的一个极其复杂

的病理过程［4-6］。目前，对于缺血性脑卒中的治疗缺

乏有效的药物。因此，急需寻找有效治疗脑缺血再

灌注损伤的药物，并深入研究其抗脑缺血的信号转

导调控机制。

黄连素是从黄连、黄柏等植物中提取分离的一

种季胺型生物碱，具有抗炎、抗凋亡、抗氧化等多种

脑保护作用［7-8］。有研究显示，黄连素能够通过降低

脑缺血再灌注大鼠 DNA（胞嘧啶 -5）甲基转移酶 1

（DNMT1）和 DNA（ 胞 嘧 啶 -5）甲 基 转 移 酶 3α

（DNMT3A）的表达水平，抑制过氧化物酶体增殖物

激活受体 γ（PPARγ）启动子甲基化［9］，减少细胞间黏

附分子 -1（ICAM-1）的表达［10］，降低 B 细胞淋巴瘤 -2

（Bcl-2）/自噬关键分子酵母 Atg6 同系物（Beclin-1）

比值［11］，减少缺氧诱导因子 1α（HIF-1α）的表达［12］发

挥脑保护作用。此外，其还能激活磷酸腺苷活化蛋

白激酶（AMPK）并调控其下游如红系衍生的核转录

因子 E2相关因子 2（Nrf2）信号通路、核转录因子-κB

（NF- κB）通 路 、磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶/蛋 白 激 酶 B

（PI3K/Akt）通路等减少氧化应激损伤［13］和细胞凋

亡［14］、抑制炎症介质表达［15］，促进血管生成［16］，以防

治缺血性脑卒中［17］，但其作用机制有待进一步揭

示，尤其是在转录因子（TFs）的层面上。

TFs 是一种能够与真核基因发生特异性相互作

用，并对基因转录的有激活和抑制作用的 DNA 结合

蛋白，在生物生长发育和逆境防御反应等过程具有

重要调控作用［18］。而转录组测序技术能够从基因

的整体水平揭示脑缺血再灌注中涉及的基因表达

情况和重要生物学过程［19］。通过对 TFs和其下游基

因表达的整合分析，不仅能在 TFs 和基因水平 2 个

不同层面上透视生物体生理病理的规律与本质，还

能揭示二者间的相互调控作用及关联，可以更加
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准确地掌握转录因子与基因的作用。目前将蛋白

质组学和转录组学的数据整合分析已成为一种组

学研究的趋势。本课题组前期对蛋白质组和转录

组的整合分析，确定了益心舒胶囊和丹红注射液保

护心肌细胞免受过氧化氢（H2O2）损伤的关键 TFs，

揭示了心肌细胞损伤保护的潜在治疗靶点［20-21］。因

此，本研究拟采用 RNA-Seq 转录组学和 catTFREs蛋

白质组学相结合的策略，系统探讨黄连素抗脑缺血

再灌注损伤的关键 TFs，以揭示缺血性卒中治疗的

潜在关键靶点 ，为治疗脑缺血的药物开发提供

参考。

1 材料

2100 型生物分析仪（美国 Agilent 公司），HiSeq

6000 型测序系统（美国 Illumina 公司），Centrifuge

5424R 型 低 温 离 心 机（ 德 国 Eppendorf 公 司 ），

SpectraMax M5 型酶标仪（美国 Molecular Devices公

司），LTQ-Orbitrap Velos 型 质 谱 仪（美 国 Thermo

Fisher 公司）。黄连素［22］（由西南大学提供，纯度

95%），2，3，5-氯化三苯基四氮唑（TTC）和戊巴比妥

钠（ 美 国 Sigma 公 司 ，批 号 分 别 为 BCBR5462，

P3761-25G），TRIzol（美国 Life Technologies公司，货

号 15596-018），4% 组织固定液（北京索莱宝生物科

技有限公司，货号 P1110），核蛋白提取试剂盒（美国

Thermo Fisher 公司，货号 78835）；白细胞介素 -1β

（IL-1β），肿瘤坏死因子 -α（TNF-α），单核细胞趋化

蛋白 -1（MCP-1）检测试剂盒（武汉云克隆科技股份

有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 SEA564Ra，SEA133Ra，

SEA087Ra）；神经源性分化蛋白 6（NeuroD6）检测试

剂盒（上海研谨生物科技有限公司，货号 F07932），
胰蛋白酶（罗恩试剂，货号 9002-07-7），RNA 6000

Nano 检测试剂盒（安捷伦公司，货号 5067-1511）。
成年雄性 SPF 级 SD 大鼠，体质量（280±10）g，

购自北京华阜康生物科技股份有限公司，合格证号

SCXK（京）2014-0004。适应性喂养 3 d，自由进食

水，室温 22~26 ℃，相对湿度 55%。实验中所有操作

均遵循谱尼测试集团股份有限公司实验动物伦理

委员会的批准，批准号 PONY-2020-FL-76。

2 方法

2.1 大脑中动脉栓塞（MCAO）模型建立 用改良

的线栓法制备［23］。大鼠用戊巴比妥钠（55 mg·kg-1）
腹腔注射麻醉并固定于手术台上，用剃毛器剃去颈

部手术区毛发，碘伏消毒，经颈正中剪开皮肤、钝性

分离皮下结缔组织及肌肉，使颈内动脉、颈总动脉

和颈外动脉暴露，小心分离血管，结扎颈外动脉远

心端，电凝器阻断颈外动脉远心端，在颈外动脉残

端打一松结作为固定线，动脉夹夹闭颈总动脉近心

端和颈内动脉，颈外动脉残端剪一小口，向颈内方

向插入线栓，扎紧固定线，松开颈内动脉动脉夹，轻

推线栓入颈内动脉，一般插入 18~20 mm，松开颈总

动脉近心端动脉夹。90 min 后，轻轻拔出线栓，扎紧

颈外动脉残端。假手术组不插入线栓，其余手术操

作相同。

2.2 分组与给药 术后，待大鼠完全清醒，对其进

行神经功能评分，按照神经功能评分结果，将神经

功能损伤的大鼠平均分为 3 组，即模型组和黄连素

低、高剂量组（37.5，75 mg·kg-1·d-1），每组 16 只。另

设假手术组，共 16 只。分组后开始灌胃给药，每天

1 次。黄连素使用的时候分别用 0.9% 生理盐水配

成质量浓度为 3.75，7.5 g·L-1的溶液，按大鼠体质量

0.01 mL·g-1灌胃给药。模型组和假手术组给予等量

生理盐水。连续给药 7 d，再次进行神经功能评分。

2.3 神经功能评分与脑梗死率测定 参考 Longa

评分法［24］对 4 组大鼠进行神经功能评分。正常，无

症状计 0 分；患侧前爪不能完全伸展计 1 分；行走时

大鼠向患侧转圈计 2 分；行走时大鼠身体向患侧倾

倒计 3 分；不能自发行走，有意识丧失计 4 分。神经

功能评分后，大鼠用戊巴比妥钠（55 mg·kg-1）腹腔

注射麻醉，断头处死后取脑组织，沿冠状面将脑组

织切为 6 片，每片 2 mm。其中每组随机选择 8 只大

鼠的脑组织置于预温的 1% TTC 染色液中避光孵育

15 min，用 4% 组织固定液固定 30 min，取出拍照。

使用 Image J 2.1.0 进行分析，按脑梗死率=（梗死区

域面积/总面积）×100% 计算脑梗死率。其余大鼠脑

组织经液氮速冻后置于-80 ℃冰箱冻存，每组随机

选择 3 只大鼠的脑组织进行转录组测序分析，1 只大

鼠的脑组织进行蛋白质组测序分析，6 只大鼠的脑

组织进行相关试剂盒测定。

2.4 酶联免疫吸附测定试验（ELISA） 所有操作

按照试剂盒说明书进行，将 100 μL 的大鼠脑组织蛋

白提取液加入相应的酶标板中孵育 60 min，加入生

物素抗体孵育 60 min，辣根过氧化物酶标记的亲和

素孵育 30 min 及 3，3ʹ，5，5ʹ-四甲基联苯胺（TMB）底
物溶液孵育 15 min。最后加入终止液停止反应并立

即使用酶标仪于 450 nm 处测定吸光度 A。

2.5 统计分析 采用 SPSS 22.0 软件进行单因素方

差分析（One-way ANOVA），各组均数间多重比较

前，先对数据采用 Levene 检验方差齐性，若方差齐，

采用最小显著性差异法（LSD）检验；若方差不齐，则
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采用 Dunnett′s T3 检验；P<0.05 表示差异具有统计

学意义。

2.6 RNA-seq 转录组测序分析 RNA-Seq 转录组

测 序 方 法 参 照 本 课 题 组 前 期 文 献 报 道 方 法 进

行［20-21，25-28］，使用 TRIzol 裂解液提取脑组织 RNA，

RNA 6000 Nano 检测试剂盒分析 RNA 的完整性。

使用带有寡核苷酸（Oligo）的磁珠，通过碱基互补配

对与信使 RNA（mRNA）3ʹ-末端多聚 A（ployA）尾部

结 合 的 方 式 富 集 真 核 生 物 的 mRNA，随 后 以 被

fragmentation buffer 打断成短片段的 mRNA 为模

板，合成双链互补 DNA（cDNA）。对于双链 cDNA

进行末端修复、加 A 尾并连接测序接头，用 AMPure

XP beads 进行片段大小选择，通过聚合酶链式反应

（PCR）试验富集得到最终的 cDNA 文库。在流动槽

的各通道中加入 cDNA 文库，利用 HiSeq 6000 型测

序系统进行测序分析，质量分值由计算机软件给

出。每个样品的 1 µg RNA 用于文库构建，每组进行

3 个生物学重复。

2.7 差异表达基因（DEGs）筛选与富集分析 以显

著性水平和差异倍数（FC）为条件，设置筛选条件为

P<0.05，|log2FC|≥1 进行 DEGs 筛选。使用 DAVID

6.8 对 DEGs 进行基因本体（GO）和京都基因与基因

组百科全书（KEGG）富集分析，对富集度显著（P<

0.05）的 GO 和 KEGG 条目进行柱状图的绘制。

2.8 catTFREs 蛋白质组定量测定 TFs 根据试剂

盒说明，使用核蛋白提取试剂盒提取大鼠脑组织样

本，获得核蛋白提取液。将核蛋白提取液与预固定

生物素化 DNA 的免疫磁珠混合。混合溶液于 4 ℃

孵育 2 h，去除上清液，磁珠用胰蛋白酶浸泡过夜。

按报道的方法进行液相色谱 -质谱法（LC-MS/MS）
和 蛋 白 质 组 学 分 析［20-21，29］。 蛋 白 鉴 定 软 件 为

Proteome Discovery V1.3，基 于 RefSeq 数 据 库 ，对

TFs 类别进行判定，汇总蛋白总强度和肽段数后进

行基于强度的 iBAQ 蛋白绝对定量，以 |log2FC|≥1 为

筛选条件进行 TFs筛选。

2.9 TFs的关联分析与富集分析 将筛选得到的所

有 TFs 导入 STRING 11.0 进行关联分析，将有关联

的 TFs 导入 Cytoscape 3.7.1，构建差异表达 TFs 网络

图。将黄连素干预后的 TFs 导入 DAVID 6.8 进行

GO 和 KEGG 富集分析，对富集度显著（P<0.05）的
GO 和 KEGG 条目进行柱状图的绘制。

2.10 关键 TFs 的筛选 参照本课题组前期研究方

法对 catTFREs 检测到的 TFs 和 RNA-Seq 检测下游

靶 基 因（TG）进 行 整 合 分 析［24-25］，利 用 Cytoscape

3.7.1，基于关键 TFs（ |log2FC|≥2）及其差异表达 TG

调控关系，构建 TFs-TG 网络。

3 结果

3.1 对大鼠神经功能评分的影响 Longa 评分显

示，模型组神经功能评分为（1.88±0.35）分，表明模

型组大鼠有明显的肢体偏瘫等神经功能缺失症状，

且与假手术组比较差异具有统计学意义（P<0.01）；
与模型组相比，黄连素高、低剂量组对大鼠神经功

能均有显著改善（P<0.01），二者神经功能评分分别

为（0.94±0.18），（1.19±0.26）分。

3.2 对缺血再灌注损伤大鼠脑梗死率的影响 与

假 手 术 组 比 较 ，模 型 组 大 鼠 脑 梗 死 率（16.40±

4.37）%，梗死率显著升高（P<0.01）；与模型组比较，

黄连素高、低剂量组的脑梗死率显著降低（P<0.01），
二 者 脑 梗 死 率 分 别 为（7.76±3.02）% ，（10.47±

2.55）%，且黄连素高剂量组的作用优于低剂量组，

但差异无统计学意义。见图 1。

3.3 对缺血再灌注损伤大鼠脑组织炎症因子表达

的影响 与假手术组比较，模型组的 IL-1β，TNF-α

A. 假手术组；B. 模型组；C. 黄连素低剂量组；D. 黄连素高剂量组

图 1 黄连素对缺血再灌注损伤大鼠脑组织的影响

Fig. 1 Effect of berberine on brain tissue of rats with ischemia-

reperfusion injury
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和 MCP-1 表达均显著升高（P<0.01），而高、低剂量

黄连素干预后均可显著降低 IL-1β，TNF-α和 MCP-1

的表达（P<0.01）。见表 1。

3.4 RNA-Seq 技术鉴定 DEGs 由上述结果可知，

高剂量黄连素减轻脑缺血再灌注损伤的作用较低

剂量好，故后续研究中黄连素组采用 75 mg·kg-1·d-1

剂量。根据 EBSeq 算法，筛选出各组的 DEGs。与

假手术组比较，模型组大鼠脑组织中显著表达的

DEGs 有 3 249 个（显著上调的 2 401 个，显著下调的

848 个）；与模型组比较，黄连素组差异表达的基因

为 430 个（显著上调的 281 个，显著下调的 149 个）。
3.5 DEGs 的富集分析 为了进一步分析黄连素干

预后的 DEGs 参与的生物学过程，采用 DAVID 6.8

对黄连素干预后的 DEGs 进行 GO 和 KEGG 富集分

析。黄连素干预后的 DEGs 主要富集的 GO 条目为

细 胞 黏 附（cell adhesion），神 经 元 迁 移（neuron

migration），学习或记忆（learning or memory），神经

元 发 育（neuron development），海 马 发 育

（hippocampus development），Wnt 信 号 通 路（Wnt

signaling pathway），脑发育（brain development），炎
症反应（inflammatory response）等；黄连素干预后

DEGs 主 要 富 集 于 刺 激 神 经 组 织 的 中 的 交 互

（neuroactive ligand-receptor interaction），钙信号通

路（calcium signaling pathway），河 马 信 号 通 路

（hippo signaling pathway），环 磷 酸 腺 苷 信 号 通 路

（cAMP signaling pathway），调控干细胞多能性信号

通 路（signaling pathways regulating pluripotency of

stem cells）等信号通路。说明黄连素通过调控炎症

反应、脑发育、神经元迁移、钙信号通路等与脑缺血

密切相关的生物学过程干预脑缺血后的恢复，见增

强出版附加材料。

3.6 catTFREs 技术鉴定差异表达的 TFs 与假手

术组比较，模型组共检测到 176 个差异表达的 TFs；
与模型组比较，黄连素干预后共检测到 32 个差异表

达的 TFs。其中包括 NeuroD6，核因子红细胞 2 相关

因子 1（NFE2L1），转录因子 CP2 样 1（TFCP2L1），
DnaJ/Hsp40 同源物亚家族 C 成员 2（DNAJC2），组蛋

白赖氨酸特异性去甲基化酶 1A（KDM1A），POU 域

类 2 转录因子 1（POU2F1），JUN，B 淋巴细胞瘤 -6

（Bcl-6）辅 抑 制 因 子（BCOR），孤 儿 核 受 体 α

（RORA），8-羟基鸟嘌呤 DNA 糖基化酶 1（OGG1）在
内的 10 个 TFs是 3 个组别中共有的差异表达 TFs。

3.7 TFs的关联分析和富集分析 进一步对所有差

异表达的 TFs进行关联分析，发现共有 107 个 TFs能

相互关联，其中 89 个 TFs 仅是模型组与假手术组比

较的差异 TFs，9 个 TFs 仅在黄连素干预后被检测

到，而 NeuroD6，KDM1A，RORA，NFE2L1，BCOR，

TFCP2L1，POU2F1，JUN，OGG1 这 9 个 TFs 不仅是

模型组与假手术组比较的差异 TFs，也是黄连素组

与模型组比较的差异 TFs，见增强出版附加材料。

此外，对黄连素干预后的差异 TFs 进行富集分析后

发现，黄连素干预后的差异 TFs 主要富集在细胞分

化（cell differentiation），免 疫 系 统 过 程（immune

system process），环 磷 酸 腺 苷 反 应（response to

cAMP），细胞增殖（cell proliferation）等相关功能和

信号通路，说明黄连素干预后的 TFs 通过调控细胞

分化、免疫系统过程、细胞增殖等与脑缺血密切相

关生物学过程和信号通路参与脑缺血再灌注损伤

的恢复，见增强出版附加材料。

3.8 TFs 及其下游 TG 调控关系的分析与关键 TFs

的识别 通过对 TFs和 TG 的整合分析，发现黄连素

干预后共鉴定出 22 个差异表达的 TFs 和其下游的

68 个 TG，见表 2。进一步，筛选 |log2FC|≥2 的差异表

达 TFs，构建 TFs-TG 网络图，见增强出版附加材料。

结 果 发 现 黄 连 素 干 预 后 共 有 11 个 TFs，包 括

TFCP2L1，NeuroD6，POU2F1，NFE2L1，Sal 样蛋白 1

（SALL1），RAS 反应元件结合蛋白 1（RREB1），转录

因子 FLI1，Smad3，JUNB，FOS 样抗原 2（FosL2）和
转 录 因 子 25（TCF25）。 其 中 TFCP2L1，NFE2L1，

NeuroD6 和 POU2F1 不仅在黄连素干预后被检测

到，同时也是模型组与假手术组比较后得到的差异

表达 TFs，提示这四者可能是黄连素抗脑缺血再灌

注损伤的关键 TFs。

3.9 关键 TFs 的验证 综上分析，使用 ELISA 对关

键 TFs NeuroD6 的表达进行了测定，结果其在假手

术组、模型组和黄连素组的表达量分别为（30.17±

3.00），（12.39±2.95），（23.64±2.42）ng·g-1（以蛋白量

计）。与假手术组比较，NeuroD6 在模型组的表达

表 1 黄连素对缺血再灌注大鼠炎症因子表达的影响（x̄± s，n=6）

Table 1 Effect of berberine on expression of inflammatory

cytokines in rat with ischemia-reperfusion injury（x̄± s，n=6） ng·g-1

组别

假手术

模型

黄连素

剂量

/mg·kg-1·d-1

37.5

75.0

IL-1β

3.31±0.87

8.93±0.941）

5.84±0.812）

3.37±1.122）

TNF-α

2.20±0.21

7.13±0.731）

4.55±1.062）

4.50±0.572）

MCP-1

9.70±0.88

43.40±5.821）

22.59±2.372）

17.83±0.932）

注：与假手术组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01。
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显著降低（P<0.01）；与模型组比较，黄连素干预后

NeuroD6 的表达显著升高（P<0.01）。
4 讨论

缺血性脑卒中是人类发病率较高的疾病之一，

大脑中动脉（MCA）是人群脑卒中的多发部位 ，

MCAO 模型被普遍认为是局灶性脑缺血的标准动

物模型［30］。本研究基于 MCAO 模型，在黄连素抗脑

缺血药效研究的基础上，借助转录组学和蛋白质组

学技术对黄连素抗脑缺血关键 TFs 进行研究。结果

发现脑缺血再灌注后，神经功能缺损严重、脑梗死

率明显升高，炎症因子 IL-1β，TNF-α和 MCP-1 的表

达明显增多，而黄连素干预可明显改善缺血再灌注

损伤大鼠的神经功能，降低脑梗死率，减少 IL-1β，

TNF-α和 MCP-1 的表达。通过对筛选出的 TFs 和

DEGs 进行富集分析，发现黄连素干预的 TFs 与

DEGs 参与的生物学过程与脑缺血病理过程密切相

关。此外，通过对 TFs 及其下游 TG 的整合分析发

现，TFCP2L1，NFE2L1，NeuroD6 和 POU2F1 是黄连

素减轻脑缺血再灌注损伤的关键 TFs。

转录组测序能够从基因表达水平系统揭示特

定的生物学过程及疾病发生过程中的分子机制，具

有高通量、高灵敏度和低成本等优点［19，27，31］。TFs 是

通过与 DNA 序列中的增强子和启动子区域结合来

调控下游基因表达的蛋白质，是细胞中基因表达的

重要调节因子，在生命有机体的许多重要生化过程

中发挥关键性作用［18］。本课题组前期研究也表明

Nrf2 通过激活其下游的多个抗氧化基因来减少脑

缺血再灌注损伤及促进糖尿病溃疡修复［26，32］。

通过整合 TFs 与 DEGs 的调控关系，本文研究

发现黄连素抗脑缺血再灌注损伤的关键 TFs 有

4 个 ，即 TFCP2L1，NFE2L1，NeuroD6 和 POU2F1。

NeuroD6 是 NeuroD 亚家族中的一种 TFs，对胚胎期

脑组织发育、成体动物神经细胞的存活与再生过程

起着重要的调控作用。有研究表明 NeuroD6 在实

验性帕金森病等神经性疾病中具有重要作用［33-34］。

神经系统中的多巴胺神经元对调节认知、情感和运

动相关活动至关重要，多巴胺神经功能变性是帕金

森病的主要病因［35-37］。已有研究证实，实验性帕金

森病小鼠脑中 NeuroD6 明显降低［33］。此外，有报道

指出，通过对帕金森病患者和正常受试者大脑中完

整的 DEGs 进行比较分析，发现 NeuroD6 下调可作

为帕金森病的一个可能的生物标志物［38］。这与本

文的研究结果一致，既与假手术组比较，模型组中

NeuroD6 的表达降低，而黄连素干预可升高模型大

鼠 脑 组 织 中 NeuroD6 的 表 达 。 除 NeuroD6 外 ，

TFCP2L1，NFE2L1 和 POU2F1 也与神经系统密切相

关。TFCP2L1 是颗粒感头状（GRHL）TFs 亚家族的

成员之一［39］，对调节细胞周期、人体免疫［40］和调控

小鼠和人胚胎干细胞（ESC）多能性起着重要作

用［41-44］。POU2F1 是 POU 结构域因子家族的成员。

有研究发现 POU2F1 在胚胎组织中广泛表达，包括

在小鼠胚胎形成过程的神经系统中［45-46］。NFE2L1

是 CNC-bZIP TFs 家族成员，可维持蛋白质稳态［47］。

表 2 黄连素干预脑缺血再灌注损伤调控的 TFs与其下游 TG

Table 2 Berberine interferes with TFs and its downstream TG in

cerebral ischemia-reperfusion injury

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

TFs

Smad3

OGG1

RREB1

POU2F1

FLI1

TCF25

SALL1

BCOR

NFE2L1

JUN

NeuroD6

FosL2

TFCP2L1

JUNB

SREBF2

SOX6

KDM1A

ADAR

CHD9

ZFP422

RORA

DNAJC2

TG

MAP2K3，CLCN1，TNKS2

SENP5

TRAPPC2B，ESR1

RDH12，TMCO3，KLHL14，CASZ1，INS2，

TEKT4，FCRLA，SIGLEC10

SLCO4C1，ROBO4，MS4A6E，FCGR2B，

CD163，PRRG3，UNC45B

DCUN1D2，SLC13A5，MAP2K3

RIPK4，ESR1，TMEM72，HES5，TMCO3，

SOSTDC1，LOC360919，SLC6A12，DAO，

KLHL14，SLC22A2，ABCB11，SLCO4C1

ZFP84，MBOAT4

UNC45B，KIF9

CYR61

SSTR2，CPNE4，ST8SIA3，DCC，USP29，

ZFP804A，RAB3C，FSTL5，CALY，EPHA5，

TRIM67，CNTNAP4，GABRG2，LYPD1，

GNAL，RAB9B，OPRL1，SLC17A6，CDH9

AREG，SYTL2，CYR61

SLC22A2，GNAT2，F2RL1，SLCO4C1，

MGAT4C，KLHL14，SGSM1，SOSTDC1，

PNCK，RIPK4，TMEM72，DAO

LTBP2，PAK3，CYR61，SPHK1

TRAPPC2B

TRAPPC2B

HPRT1

ADAM33

CLCN1

PRRG3

MAP2K3

EPHX2

注：SREBF2. 固醇调节元件结合转录因子 2；SOX6.SRY 盒转录

因子 6；ADAR. 双链 RNA 特异性腺苷脱氨酶；CHD9. 染色体结构域

解旋酶 DNA 结合蛋白 9；ZFP422.锌指蛋白 422。
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前期研究表明神经细胞中 NFE2L1 缺失会导致小鼠

严重的神经变性［48］和神经功能障碍［49］。这些都与

本文研究结果相一致，

通 过 分 析 鉴 定 的 TFs 的 功 能 ，TFCP2L1，

NFE2L1，NeuroD6 和 POU2F1 均与神经系统密切相

关。这与转录组分析结果一致，既黄连素干预后的

DEGs 主要通过影响脑发育、神经元迁移、钙信号通

路、炎症反应等与脑缺血密切相关的生物学过程和

信号通路参与脑缺血后的恢复过程。越来越多证

据证明，大鼠脑缺血 1 h 后给予黄连素治疗，可减少

脑梗死体积、恢复运动功能，其可能是通过调控炎

症因子的表达，实现保护运动皮层神经的作用［50］。

此外，研究表明黄连素可减少中枢神经系统的少突

胶质细胞因氧糖剥夺造成的损伤，其作用与降低细

胞内钙离子（Ca2+）浓度有关［51］。帕金森病是一种常

见的神经退行性疾病，研究表明黄连素能抑制 6-羟

基多巴胺诱导的人神经胶质瘤细胞 SH-SY5Y 的神

经毒性［52］，减轻神经元的变性［53］，保护 SH-SY5Y 细

胞免受鱼藤酮诱导的损伤，改善小鼠运动功能障

碍［54］。这与本研究中 TFs 和 DEGs 的富集分析结果

一致，既黄连素通过参与脑发育、神经元迁移，钙信

号通路、炎症反应等与脑缺血密切相关的生物学过

程和信号通路参与脑缺血后的恢复过程。

综上所述，本研究发现黄连素对脑缺血再灌注

损伤有明显保护作用，通过整合转录组学和蛋白质

组学分析，鉴定出 TFCP2L1，NFE2L1，NeuroD6 和

POU2F1 是黄连素抗脑缺血再灌注损伤的关键 TFs。

本研究从 TFs 角度对黄连素抗脑缺血再灌注损伤的

作用机制进行了阐释，也揭示了缺血性卒中治疗的

潜在关键靶点，可为针对性地拟定脑缺血再灌注损

伤的保护策略提供参考。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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