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ERCC1、SYK、GNAS在急性缺血性脑卒中中的
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摘要      急性缺血性脑卒中(acute ischemic stroke, AIS)的核心病理生理特征为脑血流急性中

断导致的局部脑组织缺血缺氧和神经元损伤, ERCC1、SYK和GNAS分别参与DNA损伤修复、免疫炎

症应答及G蛋白信号转导, 均与AIS病理过程密切关联, 但三者在AIS中的协同表达特征及整合调控机

制尚不清楚。该研究通过整合GEO数据库(GSE37587、GSE140275)及GeneCards数据库中的AIS患者

基因表达谱数据, 采用生物信息学方法筛选差异表达基因(differentially expressed genes, DEGs), 并进行

GO/KEGG通路富集分析、免疫细胞浸润分析及多层级调控网络构建, 同时结合GTEx数据库探讨目

标基因与血栓相关分子标志物的相关性, 进一步通过建立大鼠大脑中动脉闭塞(MCAO)模型, 开展体

内实验对上述生信分析结果进行验证。结果共鉴定出14个AIS相关关键DEGs, GO/KEGG分析显示, 
这些基因主要参与DNA损伤修复、免疫调控及G蛋白偶联信号通路等生物学过程。TIMER数据库分

析显示, 3个目标基因ERCC1、SYK及GNAS与免疫浸润程度呈显著相关性(P<0.05); GTEx分析进一步

提示其与多种血栓形成相关分子标志物存在调控关系。多层级网络分析识别出靶向ERCC1/GNAS的
转录因子5个(MXD3、KLF9、DPF2、MAZ、ATF1)、靶向GNAS/SYK的转录因子3个(KLF4、SUZ12、
EZH2), 以及同时靶向ERCC1、SYK和GNAS的miRNA 6个(hsa-miR-7-5p、hsa-miR-15a-5p、hsa-miR-
18a-5p、hsa-miR-218-5p、hsa-let-7a-5p、hsa-let-7b-5p); 蛋白互作分析显示UBC为三者唯一共同互作蛋白, 
CALM1为SYK与GNAS共同互作蛋白。动物实验显示, 与对照组相比, MCAO模型组大鼠在手术后24 
h神经功能缺损评分明显升高, 脑梗死体积显著增加(P<0.001), HE染色可见典型的缺血性病理改变(神
经元空泡变性、炎性浸润)。Western blot结果显示, 与对照组相比, 模型组大鼠脑组织中ERCC1、SYK
及GNAS蛋白表达水平均显著升高(P<0.001)。以上结果表明, ERCC1、SYK和GNAS在AIS中协同上调, 
三者通过调控免疫炎症、DNA修复及血管稳态等机制参与AIS的病理生理过程。
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Abstract       The core pathophysiological feature of AIS (acute ischemic stroke) is local cerebral ischemia/hy-
poxia and neuronal damage resulting from acute interruption of cerebral blood flow. ERCC1 (excision repair cross-
complementing group 1), SYK (spleen tyrosine kinase), and GNAS [guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit 
alpha] are involved in DNA damage repair, immune-inflammatory response, and G protein signaling, respectively, 
and are all closely associated with the pathological process of AIS; however, their co‑expression characteristics and 
integrated regulatory mechanisms in AIS remain unclear. This study integrated gene expression profile data from the 
GEO databases (GSE37587, GSE140275) and the GeneCards database of AIS patients, employed bioinformatics ap-
proaches to screen for DEGs (differentially expressed genes), and performed GO/KEGG pathway enrichment analy-
sis, immune cell infiltration analysis, and multi‑layered regulatory network construction. Meanwhile, the cor-
relations between target genes and thrombosis‑associated molecular markers were investigated using the GTEx 
database. Furthermore, a rat model of middle cerebral artery occlusion (MCAO) was established, and in vivo 
experiments were performed to validate the above bioinformatics analysis results. A total of 14 key AIS‑related 
DEGs were identified. GO and KEGG analyses revealed their involvement in DNA damage repair, immune regu-
lation, and G protein-coupled signaling pathways. Literature review confirmed the close association of ERCC1, 
SYK, and GNAS with AIS pathophysiology. TIMER analysis demonstrated significant correlations between these 
genes and immune infiltration levels (P<0.05). GTEx further suggested their regulatory relationships with mul-
tiple thrombosis-related markers. Multi‑layered network analysis identified five transcription factors (MXD3, 
KLF9, DPF2, MAZ, ATF1) co‑targeting ERCC1 and GNAS, and three transcription factors (KLF4, SUZ12, 
EZH2) co‑targeting GNAS and SYK, as well as six miRNAs (hsa‑miR‑7‑5p, hsa‑miR‑15a‑5p, hsa‑miR‑18a‑5p, 
hsa‑miR‑218‑5p, hsa‑let‑7a‑5p, hsa‑let‑7b‑5p) commonly targeting all three genes. Protein‑protein interaction 
analysis revealed that UBC was the sole shared interactor among the three proteins, while CALM1 was the 
shared interactor between SYK and GNAS. Animal experiments showed that, compared to controls, MCAO 
rats exhibited significantly higher neurological deficit scores at 24 h post-surgery, increased infarct volumes 
(P<0.001), and typical ischemic pathology (HE staining: neuronal vacuolar degeneration and inflammatory in-
filtration). Western blot revealed markedly elevated ERCC1, SYK, and GNAS protein levels in MCAO rat brains 
(P<0.001). These results indicate that ERCC1, SYK, and GNAS are coordinately upregulated in AIS and partici-
pate in its pathophysiological process through regulating immune inflammation, DNA repair, and vascular ho-
meostasis.

Keywords       acute ischemic stroke; ERCC1; SYK; GNAS; bioinformatics analysis; immune infiltration

急性缺血性脑卒中 (acute ischemic stroke, AIS)
是全球范围内致死和致残的主要原因之一 [1]。世界

卫生组织统计数据显示 , 脑卒中每年导致超过1 200
万例死亡和约5 000万例长期残疾 [2]。AIS的高发病

率和高致残率使其成为重大公共卫生问题 , 尤其在

老龄化社会背景下 , 其疾病负担日益加重 [3]。AIS的
核心病理生理特征为脑血流急性中断导致的局部脑

组织缺血缺氧和神经元损伤。其中, 血栓形成在AIS
发病机制中扮演着关键角色 , 尤其是动脉粥样硬化

斑块破裂或血栓栓塞引起的脑血管阻塞 [4]。随着分

子生物学技术的发展, 分子标志物在AIS早期诊断和

干预中得到了广泛关注[5]。大量研究表明, 多种分子

标志物与AIS的发生发展密切相关 [6], 尤其是在血栓

形成、炎症反应和细胞凋亡等病理过程中[7-8]。这些

标志物不仅有助于疾病早期诊断 , 还为靶向治疗提

供了新思路。然而 , 目前临床可用的生物标志物仍

然有限, 需要进一步研究和验证。

ERCC1(ERCC excision repair 1, endonuclease 
non-catalytic subunit)、脾酪氨酸激酶(spleen tyrosine 
kinase, SYK)和GNAS(guanine nucleotide binding 
protein, alpha stimulating)作为参与细胞修复、免疫

反应和代谢调控的关键因子, 近年来受到广泛关注。

虽然ERCC1在DNA损伤修复中的作用已被多次研

究 , 然而其在脑缺血性损伤中的具体机制尚未被完



1995郑建彪等: ERCC1、SYK、GNAS在急性缺血性脑卒中中的生物信息学分析及机制验证

全阐明 [9]。SYK在免疫细胞活化及炎症反应中的作

用日益被认可 , 但其在脑卒中中的潜在机制尚不清

晰 [10]。GNAS参与的G蛋白信号转导途径与多种神

经系统疾病的发生发展相关[11], 但其在AIS中的作用

仍缺乏系统研究[12]。

本研究采用生物信息学方法分析 ERCC1、
SYK和GNAS在AIS中的表达特征及作用机制 , 并通

过动物实验进行验证。研究结果有望填补该领域

的研究空白 , 阐明这些分子在急性AIS中的生物学

作用 , 为AIS的早期诊断和靶向治疗提供新的思路

和依据。

1   材料与方法
1.1   生物信息学分析

1.1.1   GEO数据库差异表达分析      从GEO数据库

下载GSE37587数据集 (包含34例AIS患者发病后24 
h和48 h内的血清基因表达谱 )和GSE140275数据集

(包含3例AIS患者和3例健康对照者的血清基因表达

谱)。为消除数据集间的批次效应, 采用ComBat算法

对合并后的表达矩阵进行批次校正 , 以数据集来源

作为批次变量。

基于批次校正后的联合表达矩阵 ,  以 AIS患
者与健康对照为分组变量 ,  使用 limma包进行差

异表达基因 (differentially expressed genes, DEGs)
筛选。对于GSE140275的RNA-seq数据 , 分析前

首先将每百万映射读段中每千碱基转录本的片段

数 (fragments per kilobase of transcript per million 
mapped reads, FPKM)值进行 log2转换 , 使用 limma-
voom方法进行差异表达分析。筛选标准为 |log2(fold 
change)|≥1且校正后 P值 (Benjamini-Hochberg
法)<0.05。同时整合GeneCards数据库中与疾病相关

的基因数据(筛选条件: 蛋白编码基因>50个, 相关性

评分>10), 最终获得DEGs的交集。

1.1.2   GO/KEGG富集分析      将DEGs列表导入

DAVID数据库分析平台 (https://david.ncifcrf.gov/), 
选取Homo sapiens(人类 )作为参考基因组背景 , 分
别进行基因本体 (Gene Ontology, GO)功能注释和

京都基因与基因组百科全书 (Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes, KEGG)通路富集分析。以

P<0.05作为统计学显著性阈值 , 对分析结果进行系

统分类整理并采用可视化方法呈现。

1.1.3   免疫浸润分析      为系统评估目标基因在肿

瘤微环境中的免疫调控作用 , 本研究采用TIMER数
据库 (tumor immune estimation resource, http://timer.
cistrome.org/)进行免疫细胞浸润分析。该数据库

基于癌症基因组图谱 (The Cancer Genome Atlas, 
TCGA)的肿瘤转录组数据 , 通过去卷积算法定量评

估六种主要免疫细胞亚群(包括B细胞、CD4+ T细胞、

CD8+ T细胞、中性粒细胞、巨噬细胞和树突状细胞)
的浸润丰度。本研究重点利用TIMER数据库的基

因功能模块, 探究目标基因表达水平与中性粒细胞、

巨噬细胞浸润程度的相关性 , 采用Spearman秩相关

系数进行统计学分析 , 以P<0.05为差异具有统计学

意义。

1.1.4   目标基因与血栓标志分子的相关性      为探

讨目标基因与血栓形成关键标志物之间的表达调

控关系 , 采用GEPIA2在线分析平台 (http://gepia2.
cancer-pku.cn/), 基于GTEx数据库中正常人脑组

织的 RNA测序表达数据 , 计算目标基因 ERCC1、
SYK、GNAS与血栓相关分子 [血酶 –抗凝血酶复合

物 (thrombin-antithrombin complex, TAT)、P-选择素

(selectin P, CD62P)、血管性血友病因子 (von Wil-
lebrand factor, vWF)、内皮素 -1(endothelin-1, ET1)]
的Pearson相关性。采用 log2(TPM+1)标准化转换后

的表达量进行计算 , 并自动剔除异常值。以Pearson
相关系数 (r)评估基因表达的相关性程度 , 以P<0.05
为统计学显著阈值。通过散点图形式呈现分析结果, 
并标注 r值及P值 , 为后续分子机制研究提供数据支

持。

1.1.5   ERCC1、SYK与GNAS的多级调控网络构

建      为探究ERCC1、SYK与GNAS之间的潜在调控

关系 , 本研究采用NetworkAnalyst在线平台 (https://
www.networkanalyst.ca/)进行多层级网络分析。以

ERCC1、SYK和GNAS的基因符号 (gene symbol)作
为输入 , 物种设定为Homo sapiens(人类 ), 通过EN-
CODE ChIP-seq数据库和miRNet数据库分别预测靶

向三个基因的转录因子和miRNA, 并通过IMEx数据

库构建蛋白互作 (protein-protein interaction, PPI)网
络。

1.2   分组与动物模型构建

1.2.1   实验分组      本研究选取 12只健康成年雄

性SD(Sprague-Dawley)大鼠 [体质量为 250~280 g, 
购自成都达硕实验动物有限公司 , 生产许可证号 : 
SCXK(川 ) 2020-030], 采用随机数字表法将其分为
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以下2组 (n=6), ①对照组 : 仅行颈动脉暴露术 , 不实

施线栓插入干预; ②模型组(MCAO组): 采用线栓法

构建大脑中动脉闭塞 (middle cerebral artery occlu-
sion, MCAO)模型 , 实施 90 min缺血后行再灌注处

理。

1.2.2   饲养条件      所有实验动物在标准 SPF级
环境中饲养 , 环境参数恒定 [(22±2) ℃、相对湿度

(50±10)%和12 h/12 h明暗循环 ], 自由摄食饮水。实

验前适应性饲养 7 d。本实验方案经河北省沧州中

西医结合医院实验动物伦理委员会审批通过 [批准

编号: CZX2024138(申)]。
1.2.3   MCAO模型构建方法      采用改良Longa线栓

法构建MCAO模型。具体操作流程如下 : 大鼠经腹

腔注射3%戊巴比妥钠(50 mg/kg)或吸入2%异氟烷麻

醉后 , 取仰卧位固定于手术台 ; 行颈部正中切口 , 依
次分离右侧颈总动脉 (common carotid artery, CCA)、
颈外动脉 (external carotid artery, ECA)和颈内动脉

(internal carotid artery, ICA); 结扎ECA近心端后离

断其远心端, 将经聚乙烯醇涂层处理(直径0.26~0.28 
mm, 头端圆钝)的尼龙线栓经ECA残端插入 , 沿ICA
向颅内推进 18~20 mm至大脑中动脉始部。线栓留

置90 min后缓慢撤出, 建立再灌注模型。

1.2.4   模型成功标准      采用Longa神经功能缺损评

分系统评估造模效果, 具体标准见表1。
1.2.5   质量控制      模型成功判定标准为术后1 h神
经功能评分≥1分。评分工作由两名实验人员在不

知实验分组的情况下独立完成 , 评分取平均值作为

最终得分。

1.2.6   动物样本分配与检测流程说明      为减

少个体差异并提高不同检测结果之间的可比

性 ,  本研究中 Western blot、三苯基氯化四氮唑

(triphenyltetrazolium chloride, TTC)染色及苏木精–
伊红 (hematoxylin-eosin, HE)染色均采用同一批实验

动物完成。各组大鼠(n=6)在术后24 h达到实验终点

后统一处死, 迅速取脑组织。

每只大鼠脑组织按解剖部位进行分区处理 : 同
侧缺血半球皮层组织用于蛋白提取及Western blot分
析 ; 相邻冠状切片用于TTC染色以评估脑梗死体积 ; 
剩余脑组织经固定、包埋后用于HE染色进行病理

学观察。该处理流程确保不同检测结果来源一致 , 
避免重复取样对实验结果造成干扰。

1.3   分子与组织学检测

1.3.1   Western blot检测ERCC1、SYK和GNAS蛋白

表达情况      采用RIPA裂解缓冲液(含蛋白酶抑制剂, 
P0013B, 上海碧云天生物技术股份有限公司 )冰上裂

解细胞 , 12 000 ×g、4 ℃离心10 min后收集上清。使

用二喹啉甲酸法(bicinchoninic acid assay, BCA)法测定

蛋白浓度。取等量蛋白样品 (30~50 μg), 经10%十二

烷基硫酸钠–聚丙烯酰胺凝胶电泳 (sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)
分离后 , 通过湿转法将其转移至0.22 μm聚偏二氟乙

烯 (polyvinylidene fluoride, PVDF)膜 (Millipore公司 )。
转膜结束后 , 用5%脱脂奶粉或牛血清白蛋白 (bovine 
serum albumin, BSA)室温封闭1 h, 再分别与一抗4 ℃
孵育过夜, 一抗包括抗ERCC1(兔多抗, 1000 1׃, A4971, 
武汉爱博泰克生物科技有限公司 )、抗SYK(兔多抗 , 
、(A25741, 武汉爱博泰克生物科技有限公司 ,000 1׃1
抗GNAS(兔多抗 A5546, 武汉爱博泰克生 ,000 1׃1 ,

物科技有限公司)及内参抗GAPDH(兔多抗, 1000 5׃, 
A19056, 武汉爱博泰克生物科技有限公司)。次日用

TBST缓冲液洗涤3次(每次10 min), 加入HRP标记的

山羊抗兔二抗 AC054, 武汉爱博泰克生物 ,000 5׃1)

科技有限公司)室温孵育1 h, ECL化学发光试剂(Mil-
lipore公司 )显影后 , 使用 ImageJ分析条带灰度值 , 目
标蛋白条带的灰度值均以GAPDH作为内参进行标

准化。

表1   Longa神经功能缺损评分标准

Table 1   Longa neurological deficit scoring scale
评分

Score
神经行为学表现

Neurobehavioral manifestation

0 No neurological deficit

1 Incomplete extension of contralateral forepaw (mild deficit)

2 Circling to the contralateral side (moderate deficit)

3 Falling to the contralateral side (severe deficit)

4 Loss of consciousness with absence of spontaneous motor activity (very severe deficit)
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1.3.2   TTC染色法评估脑梗死体积      为定量分析

脑组织梗死范围 , 于造模后24 h处死实验动物并迅

速取脑。剥除脑膜后, 将脑组织于–20 ℃预冷5 min, 
再沿冠状面连续切割为厚度约 2 mm的脑片。将脑

片浸没于2%的2,3,5-三苯基氯化四氮唑[2,3,5-triphe-
nyltetrazolium chloride, TTC, Sigma公司 ]溶液中 , 
37 ℃避光孵育15 min, 使TTC与线粒体内脱氢酶反

应生成红色甲臢产物。染色完成后, 脑片转移至4%
多聚甲醛中4 ℃固定过夜。染色结果显示 , 正常脑

组织因脱氢酶活性保留呈现红色, 而缺血梗死区因

酶活性丧失呈白色。使用 ImageJ软件对每片脑组

织中红白区域面积进行测量 , 并计算梗死体积百分

比, P=(V梗死体积/V全脑体积)×100%, P代表梗死体积比。

1.3.3   HE染色      脑组织经4%多聚甲醛固定24~48 
h后 , 依次进行常规脱水、透明及石蜡包埋处理 , 切
片厚度为 4~5 μm。切片贴附于载玻片后 , 60 ℃恒

温烘烤 1 h以增强组织黏附性。脱蜡流程包括二甲

苯浸泡 (2次 , 每次10 min)及梯度乙醇 (100%、95%、

80%、70%)水化。在室温条件下 , 苏木素染色5~10 
min后 , 以1%盐酸乙醇分化数秒 , 流水冲洗返蓝 ; 再
经伊红复染1~3 min。染色后组织经梯度乙醇脱水、

二甲苯透明 , 中性树胶封固。于光学显微镜下观察

脑组织的细胞排列、核固缩、神经元坏死及血管结

构损伤等病理学改变, 并采集图像进行后续分析。

1.4   统计学方法

所有实验数据均采用GraphPad Prism 9.0软件

进行处理分析。计量资料以均数±标准差(x
_
±s)表示 , 

组间比较采用独立样本 t检验。P<0.05为差异具有

统计学意义。

2   结果
2.1   AIS相关血栓分子标志物的筛选

将GSE37587数据集及GSE140275数据集进

行均一化 , 结果显示 , 去批次后样本未出现明显分

离 , 后续可基于联合数据集进行差异表达分析。结

合GeneCards数据库 (筛选条件 : 蛋白编码基因>50
个 , 相关性评分>10), 最终鉴定出 14个共同DEGs: 
CASP3、SP1、HSPB1、NFKB1、FYN、SYK、

PTPN11、ITGB1、CALR、TNFSF10、STAT1、
ERCC1、IFNG、GNAS(图1)。
2.2   关键DEGs的富集分析

GO/KEGG分析显示 , 14个DEGs显著富集于

DNA修复、免疫调节和G蛋白信号通路(图2)。其中, 
通路网络图 (cnetplot)展示差异表达基因与富集GO-
生物过程 (biological process, BP)/细胞组分 (cellular 
component, CC)/分子功能(molecular function, MF)条
目之间的关系, 每个节点表示一个基因或通路, 颜色

表示显著性 , 连接表示其参与的通路 ; BP/CC/MF富
集结果的关系图 (emapplot): 各圆圈表示不同的GO-
BP/CC/MF条目 , 颜色表示显著性 , 边表示不同条目

之间的基因重叠程度。富集得分气泡图 (dotplot): 横
坐标表示基因比例 , 颜色表示P值 , 气泡大小表示基

因数量 , 用于展示显著富集的BP/CC/MF条目。GO
三大类 (BP、CC、MF)功能富集分析结果的综合气

泡图 , 整合展示三类GO功能条目 (BP/CC/MF)的显

著性、基因数量与富集程度 ; GO三大类 (BP、CC、
MF)功能注释柱状图 : 根据功能显著性和基因富集

量筛选前若干GO功能条目进行可视化。此外, 桑基

图 (Sankey plot)展示基因与其参与的KEGG通路之

间的多对多映射关系, 直观反映基因功能分布。

2.3   目标基因与免疫浸润相关性

TIMER数据库分析表明, ERCC1、SYK和GNAS
与巨噬细胞 /中性粒细胞浸润显著相关 , 提示其通过

免疫调控参与AIS进展(图3)。
2.4   关键DEGs与血栓标志分子的相关性

相关性分析显示 , ERCC1基因与TAT表现出显

著正相关 (r=0.16, P<0.001), 提示其可能在促进凝

血过程中发挥调控作用 ; 而与CD62P的相关性较弱

(r=0.008, P=0.94), 说明其与血小板活化的关联性

不显著 ; 此外 , ERCC1与 vWF(r=0.059, P=0.4)及
ET1(r=–0.052, P=0.46)相关性较弱。SYK基因与

CD62P呈显著正相关 (r=0.48, P<0.001), 提示其可

能在促进血小板活化中发挥关键作用; 与vWF呈显

著正相关 (r=0.53, P<0.001), 与ET1也具有显著正

相关性 (r=0.34, P<0.001), 进一步提示其可能参与

血管内皮功能与血管反应性的调控 ; 而与TAT的相

关性较弱(r=0.18, P=0.069), 尚无明确结论。GNAS
基因与vWF表现出轻度负相关(r=–0.14, P=0.048), 
与CD62P几乎无相关性(r=–0.061, P=0.38), 提示其

在血小板活化调控中的作用有限; 然而, 其与TAT呈
弱正相关 (r=0.12, P=0.021), 与ET1呈显著负相关

(r=–0.33, P<0.001), 提示GNAS可能通过影响内皮

功能和凝血通路 , 在血栓形成中具有一定的调节作

用(图4)。
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2.5   ERCC1、SYK与GNAS的调控网络分析

基于ENCODE ChIP-seq数据库的转录因子预测

分析 , 识别出MXD3、KLF9、DPF2、MAZE(MAZ)
及ATF1共5个转录因子可同时靶向ERCC1和GNAS, 
KLF4、SUZ12及EZH2共 3个转录因子可同时靶向

GNAS和SYK, 但未检测到可同时靶向ERCC1、SYK
与GNAS 3个基因的共同转录因子(图5A)。

基于 I M E x 数据库的蛋白互作网络分析

显示 ,  UBC(ubiquitin C)是唯一同时与 ERCC1、
S Y K 和 G N A S 均存在互作关系的节点蛋白 , 
CALM1(calmodulin 1)同时与SYK和GNAS存在互作

关系(图5B)。
基于miRNet数据库的miRNA互作网络分析显

示, 可同时靶向ERCC1、SYK和GNAS的miRNA包括

hsa-miR-7-5p、hsa-miR-15a-5p、hsa-miR-18a-5p、
hsa-miR-218-5p、hsa-let-7a-5p、hsa-let-7b-5p, 可同

时靶向SYK和GNAS的miRNA包括hsa-miR-16-5p、

hsa-miR-17-5p、hsa-miR-93-5p、hsa-miR-99b-3p、
hsa-miR-361-5p, 可同时靶向ERCC1和SYK的miRNA
包括hsa-miR-1-3p、hsa-miR-23a-3p、hsa-miR-24-
3p、hsa-miR-30e-3p、hsa-miR92b-3p、hsa-miR139-
5p、hsa-miR-143-3p、hsa-miR-155-5p、hsa-let-7e-
5p(图 5C)。上述结果提示 , SYK同时与ERCC1和
GNAS存在多个共享miRNA, 且是三基因唯一共同

的互作蛋白UBC的关键连接节点之一 , 提示SYK可
能处于该多层级调控网络的核心位置。

2.6   动物模型验证 
MCAO模型组Longa评分显著升高(模型组vs对

照组 , P<0.000 1), TTC染色显示梗死体积占比增加

(模型组vs对照组, P<0.000 1), HE染色证实神经元缺

血性损伤(图6)。
为了验证生信分析的结果 , 进行了动物实验验

证 , 并建立了缺血性脑卒中大鼠模型 , 通过Longa评
分、TTC染色和HE染色验证模型建立是否成功。

A: 去批次前GSE37587数据集及GSE140275数据集的PCA图; B: 去批次后GSE37587数据集及GSE140275数据集的PCA图; C: 联合数据集的差

异基因火山图; D: 数据集差异基因Venn图。

A: PCA plot of the GSE37587 and GSE140275 datasets before batch effect removal; B: PCA plot of the GSE37587 and GSE140275 datasets after batch 
effect removal; C: volcano plot of differentially expressed genes in the combined dataset; D: Venn diagram of overlapping DEGs between datasets.

图1   AIS相关血栓分子标志物的筛选流程图

Fig.1   Workflow for screening AIS-related thrombotic molecular markers
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A: BP-通路网络图(cnetplot); B: BP富集结果的关系图(emapplot); C: 生物过程(BP)富集得分气泡图(dotplot); D: CC-cnetplot图; E: CC-emapplot图; 
F: CC-dotplot图; G: MF-cnetplot图; H: MF-emapplot图; I: MF-dotplot图; J: GO三大类(BP、CC、MF)功能富集分析结果的综合气泡图; K: GO三

大类(BP、CC、MF)功能注释柱状图; L: 显著KEGG通路–基因cnetplot图; M: KEGG通路富集-emapplot图; N: KEGG通路富集-dotplot图; O: 差异

表达基因与富集KEGG通路关系的桑基图(Sankey plot)。
A: cnetplot of BP-pathway network; B: emapplot of BP enrichment results; C: dotplot of BP enrichment scores; D: cnetplot of CC annotations; E: emap-
plot of CC enrichment results; F: dotplot of CC annotations; G: cnetplot of MF annotations; H: emapplot of MF enrichment results; I: dotplot of MF an-
notations; J: combined bubble plot of GO functional enrichment analysis across three categories (BP, CC, MF); K: bar plot of GO functional annotations 
across three categories (BP, CC, MF); L: cnetplot of significant KEGG pathway-gene network; M: emapplot of KEGG pathway enrichment; N: dotplot 
of KEGG pathway enrichment; O: Sankey plot illustrating the relationships between DEGs and enriched KEGG pathways.

图2   DEGs功能富集分析图

Fig.2   Functional enrichment analysis of DEGs
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对照组评分为0分 , 模型组评分集中于2~3分 , 与对

照组相比 , 模型组大鼠在手术后24 h神经功能缺损

评分明显升高 , 提示MCAO模型成功建立 , 诱导了

神经功能缺损 (图6A)。TTC染色结果显示 , 模型组

大鼠的脑梗死面积明显增大 , 梗死体积占比显著高

于对照组 (图6B)。HE染色结果显示 , 对照组大鼠脑

A: ERCC1与巨噬细胞的相关性; B: SYK与巨噬细胞的相关性; C: GNAS与巨噬细胞的相关性; D: ERCC1与中性粒细胞的相关性; E: SYK与中性

粒细胞的相关性; F: GNAS与中性粒细胞的相关性。红色代表正相关, 紫色代表负相关; 颜色越深, 相关性越强。

A: correlation between ERCC1 and macrophages; B: correlation between SYK and macrophages; C: correlation between GNAS and macrophages; D: 
correlation between ERCC1 and neutrophils; E: correlation between SYK and neutrophils; F: correlation between GNAS and neutrophils. Red represents 
positive correlation, and purple represents negative correlation. Darker color indicates stronger correlation.

图3   基因–免疫细胞相关性图

Fig.3   Correlation between target genes and immune cell infiltration
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皮层及海马区神经元排列整齐, 胞体形态规则, 胞核

圆形、染色均匀, 无明显炎性细胞浸润及组织水肿。

而MCAO模型组可见脑皮层神经元排列紊乱 , 部分

神经元胞体缩小、核固缩或溶解, 染色加深, 形态不

规则 , 局部可见空泡变性、胶质细胞增生及血管周

围水肿 , 提示脑组织发生明显缺血性损伤。以上结

果均表明, MCAO模型成功建立, 且能有效诱导局部

脑梗死。

2.7   关键DEGs在AIS中大鼠脑组织的表达

Western blot结果如图7A所示 , 以GAPDH作为

内参蛋白进行灰度值标准化定量, 结果显示, 与对照

组比较 , 模型组的ERCC1、SYK、GNAS的相对表

达量分别为对照组的2.03倍、1.60倍和1.74倍 , 差异

均具有统计学意义(图7B~图7D, P<0.000 1)。

3   讨论
本研究经过GEO数据库差异表达分析与GeneCards

数据库联合筛选 , 共筛选得到 14个 AIS相关的关

键DEGs。通过对现有文献的系统回顾 , 发现其中

ERCC1在缺血性中风患者中的蛋白表达水平高于健

康对照 [9], SYK在小鼠缺血性中风后通过Dectin-1/Syk
信号触发神经炎症 [13-14], 而GNAS则被报道与血压调

节及心血管疾病风险相关 [12-15], 提示这3个基因可能

在缺血性中风中独立参与疾病进展的不同环节。基

于上述文献证据 , 本研究进一步选取ERCC1、SYK
和GNAS作为目标基因进行深入验证与分析。通过

TIMER数据库评估三者与免疫浸润的相关性后发

现, 3个目标基因与免疫细胞浸润程度具有不同程度

的相关关系, 提示其可能通过免疫调控途径参与AIS
的进展。

本研究通过整合生物信息学分析与动物实验

验证 , 系统性地揭示了ERCC1、SYK和GNAS在AIS
中的差异表达特征。数据分析结果表明 , SYK在

卒中模型中表达显著上调 , ERCC1与GNAS亦呈升

高趋势。此外 , 三者与血栓形成相关标志物 (TAT、
CD62P、vWF、ET1)呈现一定相关性 , 进一步支持

r: 相关性系数。

r: the correlation coefficient.
图4   ERCC1, SYK, GNAS分别与TAT、CD62P、vWF、ET1血栓标志分子相关性

Fig.4   Correlations of ERCC1, SYK, and GNAS with thrombotic markers TAT, CD62P, vWF, and ET1
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其在AIS病理机制中的潜在作用 [16-17]。尽管已有文

献分别报道了SYK在卒中后神经炎症中的作用 [13-14]

以及GNAS与心血管疾病风险的相关性 [12-15], 但既往

研究均聚焦于单一分子 , 尚未将这三种功能各异的

分子纳入统一的分析框架。本研究首次同时关注这

3个分别代表DNA修复 (ERCC1)、免疫激酶 (SYK)和
G蛋白信号 (GNAS)的分子在AIS中的协同上调现象 , 
并提出“损伤–免疫–信号轴”的多通路整合假说。此

外 , ERCC1在AIS脑组织中的表达变化此前研究较

少 , 本研究通过动物模型证实其在MCAO后表达显

A: 转录因子网络图; B: 蛋白互作网络图; C: miRNA网络图。

A: transcription factor network; B: protein-protein interaction network; C: miRNA network.
图5   ERCC1、SYK与GNAS的多级调控网络图

Fig.5   Multi-level regulatory network of ERCC1, SYK, and GNAS
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著上调 , 这与部分临床研究观察到的血清ERCC1下
降趋势[9]形成对比, 提示组织特异性调控的存在。

ERCC1作为核苷酸切除修复 (nucleotide exci-
sion repair, NER)通路中的核心成员 [18], 其与血栓及

免疫调控的关联近年来受到关注 [19]。Deng等 [9]在大

样本 (513例缺血性脑卒中患者和550例对照 )研究中

发现, ERCC1 rs3212986多态性与中国汉族人群缺血

性脑卒中易感性显著相关, A等位基因可增加缺血性

脑卒中的发病风险(OR=1.287, P=0.006)。该研究进

一步显示 , 缺血性脑卒中患者外周血单个核细胞中

A: 术后24 h Longa评分比较; B: TTC染色, 测量梗死体积与全脑体积的比值, 对照组大鼠脑组织正常, 呈鲜红色, 未见梗死灶, 模型组大鼠缺血区

呈白色, 正常脑组织呈红色, 梗死灶明显, 且大多数梗死区域位于大脑半球的中脑动脉供血区域; C: HE染色, 对照组大鼠脑皮层及海马区神经

元排列整齐, 胞体形态规则, 胞核圆形、染色均匀, 无明显炎性细胞浸润及组织水肿; 而MCAO模型组可见脑皮层神经元排列紊乱, 形态不规则, 
局部可见空泡变性、胶质细胞增生及血管周围水肿。

A: comparison of Longa scores at 24 h post-surgery; B: TTC staining showing the ratio of infarct volume to total brain volume. In the control group, 
brain tissue appeared normal and uniformly red without any infarct lesions. In the model group, ischemic areas appeared white while normal brain tis-
sue remained red, with obvious infarct lesions predominantly localized to the middle cerebral artery territory of the cerebral hemisphere; C: HE staining. 
In the control group, neurons in the cerebral cortex and hippocampus were well-arranged, with regular cell bodies, round and uniformly stained nuclei, 
and no significant inflammatory cell infiltration or tissue edema; in contrast, the MCAO model group exhibited disorganized neuronal arrangement in 
the cerebral cortex, and irregular morphology, as well as localized vacuolar degeneration, gliosis, and perivascular edema.

图6   大鼠MCAO模型构建及验证

Fig.6   Construction and validation of the rat MCAO model

A: Western blot条带结果; B: ERCC1蛋白表达归一化量化图; C: SYK蛋白表达归一化量化图; D: GNAS蛋白表达归一化量化图。

A: Western blot bands; B: quantification of normalized ERCC1 protein expression; C: quantification of normalized SYK protein expression; D: quanti-
fication of normalized GNAS protein expression.

图7   大鼠脑组织中ERCC1、SYK、GNAS蛋白表达水平

Fig.7   Protein expression levels of ERCC1, SYK, and GNAS in rat brain tissues
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ERCC1 mRNA水平低于对照组 , 而血浆ERCC1蛋白

水平却高于对照组 (P<0.05), 提示ERCC1在缺血性

脑卒中中的表达调控可能存在转录后修饰机制。此

外, 内皮细胞特异性ERCC1 DNA修复缺陷可诱发血

脑屏障功能障碍 , 提示ERCC1不仅通过DNA修复发

挥神经保护作用 , 还可能通过维持脑血管内皮完整

性参与缺血后血管稳态的调控[20]。本研究中ERCC1
在MCAO模型大鼠脑组织中的表达显著上调 , 可能

反映了缺血应激下神经元和胶质细胞对DNA损伤

的代偿性修复反应。然而, 部分临床研究显示AIS患
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者血清ERCC1水平随病情进展呈进行性下降 [9]。这

种组织特异性差异 (中枢神经系统 vs外周循环 )可能

与血脑屏障通透性改变、疾病不同阶段的动态调控

或检测样本类型(全血vs脑组织)有关, 需通过纵向研

究进一步阐明。

SYK是一种非受体型酪氨酸激酶, 在免疫细胞信

号转导中发挥核心作用 , 尤其参与调控B细胞受体激

活、T细胞活化和巨噬细胞介导的炎症反应 [21-22]。在

卒中早期阶段 , 炎症反应对继发性脑损伤的发生具

有重要影响。SYK是连接血栓形成与神经炎症的关

键信号节点。在血小板中 , SYK是胶原受体GPVI信
号通路的核心信号分子 , GPVI偶联FcRγ链及其免疫

受体酪氨酸活化基序(immunoreceptor tyrosine-based 
activation motif, ITAM)后启动血小板活化; SYK同时

也是血小板FcγRIIa、CLEC-2信号通路以及整合素

αIIbβ3外向内信号转导所必需的[23]。van Eeuwijk等[24]

的研究证明 , 血小板特异性 SYK敲除在小鼠动脉血

栓形成和缺血性脑卒中模型中均表现出显著的保护

作用, 且该敲除不影响正常止血功能; 口服SYK抑制

剂BI1002494可减小梗死体积并改善神经功能预后。

在免疫细胞中 , SYK介导Dectin-1受体信号 , 触发缺

血性脑卒中后的神经炎症反应 [14]; Mincle/SYK信号

通路也在缺血再灌注后的固有免疫应答中发挥关键

作用 [25]。因此 , SYK通过同时调控血小板活化(促血

栓 )和小胶质细胞 /巨噬细胞炎症应答 (促神经炎症 ), 
成为连接“血栓–炎症”轴的核心分子。

GNAS基因编码的Gsα蛋白是异三聚体G蛋白

的刺激型α亚基 , 参与调控腺苷酸环化酶活性及下游

cAMP/PKA信号通路 [26]。该通路已被证实在神经保

护、血管舒张和血管内皮屏障维持中发挥关键作用。

现有证据表明 , cAMP通路在脑缺血再灌注过程中具有

抗氧化、抗炎症和抑制细胞凋亡等多重保护效应 [27-28]。

He等 [29]的研究发现 , 内皮特异性Gsα缺失会损害缺

血后血管生成, Gsα通过cAMP/CREB通路调节促血管

生成因子AGGF1的表达 , 从而影响缺血后血流恢复。

此外, Gsα作为S1PR1信号的中介分子, 通过稳定内皮

细胞连接处的VE-cadherin调控血管完整性 [30]。在慢

性脑缺血白质病变患者中 , 血清GNAS水平与Faze-
kas评分呈正相关 , 提示其在脑缺血相关白质损伤中

可能发挥代偿性保护功能 [31]。GNAS的表达异常可

能导致信号转导障碍 , 影响血管功能稳定性及神经

修复过程, 从而在AIS中发挥病理作用。

为进一步挖掘ERCC1、SYK与GNAS之间的潜

在调控关系, 本研究基于NetworkAnalyst平台的转录

因子预测分析识别出MXD3、KLF9、DPF2、MAZ
及ATF1共5个转录因子 , 它们可同时靶向ERCC1和
GNAS; KLF4、SUZ12及EZH2共3个转录因子可同

时靶向GNAS和SYK, 但未检测到三者共同的转录因

子 , 提示三个基因在AIS中的同步上调可能源于多

条上游信号通路的平行激活而非单一转录因子的驱

动。上述转录因子在缺血性卒中病理过程中具有明

确的生物学功能。KLF9是缺血后神经元损伤的关

键中介因子 [32]; DPF2已被鉴定为基于染色质调节因

子的缺血性卒中候选免疫生物标志物 [33]; KLF4在内

皮细胞中表达上调, 可通过促进NO合成、增强内皮

管形成、减轻氧化应激及改善平滑肌细胞功能 , 共
同促进缺血区域血流恢复 , 还可通过调节内皮细胞

黏附分子、核因子κB及紧密连接蛋白的表达减轻脑

缺血诱导的血管损伤 [34]; EZH2作为多梳抑制复合物

2(PRC2)的核心催化亚基, 在缺血性脑卒中后可通过

与 lncRNA Peg13协同作用 , 保护脑血管内皮细胞功

能 , 减轻缺血再灌注损伤 [35]; SUZ12作为PRC2的另

一核心组分 , 在局灶性脑缺血后室管膜下区神经干

细胞中富集 , 与长链非编码RNA H19协同通过染色

质重塑调控卒中诱导的神经发生 [36]。上述转录因子

分别通过调控神经元损伤(KLF9)、免疫炎症(DPF2)、
血管修复(KLF4、EZH2)及神经发生(SUZ12)等不同

途径参与AIS病理过程, 其同时靶向ERCC1/GNAS或
GNAS/SYK, 提示GNAS可能作为连接DNA修复、免

疫炎症与血管修复的转录调控枢纽。

本研究的miRNA互作网络分析显示 , hsa-miR-
7-5p、hsa-miR-15a-5p、hsa-miR-18a-5p、hsa-miR-
218-5p、hsa-let-7a-5p及hsa-let-7b-5p可同时靶向三个

基因 , 且这些miRNA均被报道在缺血性脑卒中患者

中差异表达 , 进一步支持三者存在共同的转录后调

控机制 [37-39]。这些miRNA广泛参与缺血性卒中后的

神经元凋亡、血管内皮损伤、神经炎症及小胶质细

胞极化等关键病理过程 , 其同时靶向ERCC1、SYK
与GNAS, 提示三者可能通过共同的miRNA调控网

络在转录后水平实现协同表达调控。

基于 IMEx数据库的PPI分析发现UBC是唯一

同时与ERCC1、SYK和GNAS均存在互作关系的节

点蛋白 , CALM1同时与SYK和GNAS存在互作关系。

Wong等 [40]曾发现, 包括UBC在内的基因在卒中后不
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同时间差异表达 , 可作为缺血性卒中诊断和预后的

生物标志物之一。UBC编码的多聚泛素前体蛋白 , 
是泛素–蛋白酶体系统 (ubiquitin-proteasome system, 
UPS)的核心组分 , UBC作为唯一同时与ERCC1、
SYK和GNAS均存在互作的节点蛋白 , 提示泛素–蛋
白酶体系统可能通过调控这三个蛋白的稳定性或

降解速率, 在AIS病理过程中发挥多靶点调控作用。

CALM1编码钙调蛋白 , 是一种高度保守的钙离子

传感器。在脑缺血研究中, 缺血10 min即可引起钙–
钙调蛋白结合及不可逆的神经元损伤 [41]。急性缺

血性脑卒中患者血清miR-335表达水平明显下降 , 
CALM1是其直接靶点 [42]。CALM1同时与 SYK和

GNAS存在互作 , 提示钙信号通路可能通过钙调蛋

白介导免疫信号与G蛋白信号之间的交叉调控。

值得注意的是 , SYK同时与ERCC1和GNAS存
在多个共享miRNA, 且是三基因唯一共同的互作

蛋白UBC的关键连接节点之一 , 提示 SYK可能处

于该多层级调控网络的核心位置。综合转录因子、

miRNA与蛋白互作三个层面的分析结果 , 本研究提

出了一个 “转录因子 -miRNA-靶基因–互作蛋白 ”的
多层级整合调控模型: 在转录层面, KLF9/DPF2等因

子靶向ERCC1/GNAS, KLF4/EZH2/SUZ12等因子靶

向GNAS/SYK, 形成以GNAS为交汇点的差异化转录

调控 ; 在转录后层面 , hsa-miR-7-5p、hsa-miR-15a-
5p等多个miRNA同时靶向三个基因 , 实现协同表达

调控 ; 在蛋白层面 , UBC通过泛素–蛋白酶体途径调

控三个蛋白的稳定性 , CALM1通过钙信号通路连接

SYK与GNAS。上述三个层面的调控机制可能相互

协同 , 共同参与AIS中DNA损伤修复 (ERCC1)、免

疫炎症应答 (SYK)与G蛋白信号转导 (GNAS)的整合

调控。上述多层级网络分析结果 , 为后续深入探究

ERCC1、SYK与GNAS在AIS中的协同调控机制提供

了重要的理论线索与实验方向。

本研究的创新点在于首次综合评估了ERCC1、
SYK与GNAS三者在AIS中的表达特征、潜在机制及

组织定位特征 , 结合生物信息学与动物实验双重验

证 , 提升了研究的可信度与转化价值。尤其值得一

提的是 , 近年来多组学整合分析已成为揭示缺血性

卒中复杂分子机制的前沿范式 , 本研究紧跟该研究

趋势, 构建了“转录因子-miRNA-靶基因–互作蛋白”
的多层级调控网络。此外 , 本研究中三个基因的联

合表达特征为多靶点诊断 panel的构建提供了理论

基础 , 这与近期缺血性卒中多基因联合诊断策略的

研究方向一致。

然而 , 本研究亦存在一定局限性。首先 , 所用

生物信息学数据集样本量有限 , 不同平台之间的批

次效应虽经ComBat校正 , 但仍可能影响分析的稳定

性。其次, 本研究缺乏独立临床队列验证, 动物实验

虽证实目标基因的蛋白表达变化, 但生信结果与AIS
患者临床实际情况的关联仍需进一步证实 , 后续应

收集AIS患者外周血样本进行表达验证及临床相关

性分析。再次 , 本研究主要通过生物信息学预测和

蛋白表达检测揭示差异表达及调控网络 , 尚未通过

过表达/敲低、ChIP-qPCR、双荧光素酶报告基因及

免疫共沉淀等实验验证其调控关系 , 后续需在细胞

和动物模型中开展功能实验深入探究其分子机制及

因果效应。最后 , SD大鼠MCAO模型难以完全模拟

人类卒中的复杂病理过程 , 且本研究仅观察术后24 
h单一时间点, 后续应设置多时间点动态监测并结合

共病模型以提高临床转化价值。

综上所述 , 本研究为AIS相关分子标志物的筛

选与功能研究提供了新线索 , 提示SYK、ERCC1及
GNAS可能成为卒中早期诊断及靶向治疗的新靶点。

未来可结合大规模人类样本队列、单细胞测序等多

组学技术 , 深入揭示其在卒中发生发展中的动态调

控网络 , 并探索其在临床应用中的可行性与转化潜

力。
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