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椎间盘退变纤维环及髓核异常表达基因的比较及生物信息学分析
万中元 1 宋 芳 2 任大江 1 单建林 1 赵广民 1 李 放 1Δ
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摘要目的：通过对已公开发表的基因芯片表达谱数据进行研究，探究椎间盘退变过程中纤维环与髓核组织的基因表达差异，并采

用生物信息学方法对差异进行分析。方法：经 GEO数据库选取两组椎间盘退变相关的基因芯片表达谱数据 GSE23130 及

GSE67567，GSE23130所研究标本来源于正常及退变纤维环组织，GSE67567标本来源于正常及退变髓核组织。对上述数据系列

进行质量分析，GSE23130及 GSE67567各有 10例样本数据被纳入实验。采用 GeneSpring 13.0软件对 GSE23130正常及退变纤

维环间差异表达基因及 GSE67567正常及退变髓核间差异表达基因分别进行筛选，利用 KEGG PATHWAY和 DAVID功能注释

簇集分析分别对 GSE23130及 GSE67567上调及下调基因进行生物信息学分析。结果：GSE23130及 GSE67567各筛选出差异表

达基因 3182 个和 3017 个，其中 135 个基因在上述两个基因表达谱数据中均存在差异表达。针对两组数据进行的 KEGG

PATHWAY分析发现 TGF-beta signaling pathway和 regulation of apoptosis等数个相同的生物学通路及 DAVID功能注释簇集；此

外，还发现了数个与 GSE23130及 GSE67567单独相关的 DAVID功能注释簇集。结论：椎间盘退变过程中纤维环及髓核组织内基

因表达情况存在差异，两种组织内发生的生物过程不尽相同。某些生物学过程在两种组织内均出现异常改变，这些生物学过程中

的异常变化可能是椎间盘退变的关键环节，值得进行深入研究。
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Comparison and Bioinformatics Analysis of the Aberrantly Expressed Genes
between Degenerated Annulus Fibrous and Nucleus Pulpous

In this paper, two released microarray datasets were employed for the comparison of the gene expression

profiles between annulus fibrous and nucleus pulpous in intervertebral disc degeneration (IDD). Several bioinformatics analysis were also

applied for the differentially expressed genes. Two IDD related microarray datasets GSE23130 and GSE67567 were selected

from the Gene Expression Omnibus. Samples of GSE23130 were derived from normal and degenerated annulus fibrous. GSE67567

samples were collected from normal and degenerative nucleus pulpous tissue. Quality filtering were applied for the data series. 10

samples of GSE23130 and GSE67567 were included respectively in the current study. GeneSpring 13.0 software were applied to screen

the differentially expressed genes in GSE23130 and GSE67567 respectively. KEGG PATHWAY analysis and DAVID functional

annotation clustering analysis were performed for the up-regulated and down-regulated genes respectively in two datasets. While

3,182 and 3,017 differentially expressed genes were found in GSE23130 and GSE67567 respectively, only 135 of which were both

differentially expressed in two datasets. Several KEGG biological pathways such as hsa03040:Spliceosome and hsa04350:TGF-beta

signaling pathway and a number of DAVID functional annotation clusters such as nuclear lumen and the regulation of apoptosis were

both noted in GSE23130 and GSE67567. However, several DAVID functional annotation clusters were also found relative to GSE23130

and GSE67567 respectively alone. The current study showed differences of gene expression profile between annulus fibrous

and nucleus pulpous in IDD. Subsequent bioinformatics analysis indicated that biological processed in the two tissue were not all the

same. Biological processes which were aberrantly changed in both tissue might be the key links in IDD deserved further investigating.
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前言

椎间盘退变导致的颈椎病、腰椎间盘突出症等脊柱退行性

疾病是影响中老年人生活质量的重要慢性疾病，这些疾病不仅

会引起严重的躯体痛苦，还给患者带来了沉重的经济负担[1,2]。

椎间盘组织由外层纤维环、中心区髓核及上、下软骨终板所构

成。在正常情况下，髓核发挥了承载轴向负荷的作用，并且将其

转化为外周向的张力负荷，纤维环则将这些应力吸收，并维持

椎间盘的稳定[3]。纤维环及髓核在结构和功能方面的差异决定

了椎间盘退变时二者的病理改变的不同，但到目前为止此差异

内在的基因背景尚不明了。

基因芯片作为一种高通量的基因检测技术被广泛用于新

基因的发现、基因诊断等研究过程中，利用基因芯片可以快速

获得样本内所有基因同一时间点的表达信息，故其适用于差异

表达基因的筛选分析[4]。基因芯片的应用过程中产生了海量的

基因表达谱数据，通过生物信息学技术可以对差异表达的基因

进行功能注释及预测，了解这些基因所参与的生物学过程以及

发挥的具体功能。本研究分别对两组椎间盘退变基因表达谱数

据中与纤维环退变及髓核退变有关的差异表达基因进行了筛

选，并采用生物信息学工具对这些基因进行了比较分析和功能

预测。

1 材料与方法

1.1 材料

本研究中所用两组椎间盘退变相关基因芯片表达谱数据

均来源于美国国立生物技术信息中心 (The National Center for

Biotechnology Information，NCBI) 基因表达数据库 (Gene Ex-

pression Omnibus，GEO)，基因系列号分别为 GSE23130 及

GSE67567，其中 GSE23130所研究标本来源于正常及退变椎

间盘纤维环组织，GSE67567所研究标本来源于正常及退变椎

间盘髓核组织。采用 GeneSpring 13.0 (Agilent Technologies，

Santa Clara，CA，US)对上述系列样本数据进行质量分析，最终

GSE23130和 GSE67567各有 10例样本数据被纳入实验。

1.2 方法

将上述两组系列样本数据分别导入 GeneSpring 13.0 软

件，并命名为 GSE23130及 GSE67567，随后对 GSE23130正常

及退变纤维环间差异表达基因及 GSE67567正常及退变髓核

间差异表达基因分别进行筛选，差异表达筛选条件设置为成组

Student's t检验 P＜0.05(双尾)，且基因表达水平相差超过两倍
[5]。将差异表达上调及下调基因分别导入 KEGG PATHWAY数

据库进行生物学通路分析，经数据库默认的统计学算法计算 p

值，p值小于 0.05的生物学通路认定为具有统计学意义。同时，

采用 DAVID(The Database for Annotation, Visualization and In-

tegrated Discovery，DAVID)(version 6.7)数据库对筛选出的差异

表达上、下调基因分别进行功能注释簇集分析，簇集分析时选

择 DAVID数据库默认的注释类别和 " 高 " 簇集分类标准选

项，簇集评分大于 1.3的簇集认定为具有显著性[6]。

2 结果

GSE23130及 GSE67567各筛选出差异表达基因 3182 个

及 3017个。其中，135个基因在上述两个基因表达谱数据系列

中均存在差异表达。GSE23130中表达上调的基因有 1735个，

表达下调的有 1447个，其中 116个基因表达上调超过 10倍，

28 个表达下调超过 10 倍。GSE67567 中表达上调的基因有

2208个，809个表达下调，其中表达上调超过 10倍的基因有

140个，表达下调超过 10倍的有 125个。

针对上述两个基因表达谱数据系列进行的 KEGG PATH-

WAY生物学通路分析结果显示如下(见表 1、表 2)。

针对上述两个基因表达谱数据系列进行的 DAVID功能注

释簇集分析结果显示如下(见表 3、表 4)。

3 讨论

既往的研究发现退变椎间盘内存在细胞凋亡增加、基质降

解加速、基质合成改变等一系列病理改变[7]，随后针对退变椎间

盘进行的基因芯片研究发现大量蛋白编码基因的异常表达[8,9]，

基因的异常表达是造成上述病理改变的内在原因。纤维环和髓

核作为椎间盘的主要组成部分，二者的胚胎来源不同[10]，然而，

纤维环和髓核退变时的病理改变却表现出某些共同特征 [3]，这

提示二者在基因表达上可能存在某些共性。为了比较椎间盘退

变过程中纤维环和髓核基因表达谱的差异，本研究对椎间盘退

变相关的两组基因表达谱数据进行了分析。结果显示不仅退变

纤维环与正常纤维环间存在基因表达差异，退变髓核与正常髓

核组织间也存在差异；退变时两种组织的差异表达基因谱不尽

相同，135个基因在两者间同时存在差异表达。这些结果提示

差异表达基因谱的部分一致是导致纤维环和髓核病理变化存

在部分共性，而又各有特点的主要原因。

为了进一步了解椎间盘退变时纤维环和髓核内生物学过

程的差异，本研究采用 KEGG PATHWAY和 DAVID功能注释

簇集对两组差异表达基因进行了分析。KEGG PATHWAY分

析结果显示两组中表达上调的基因均参与了 hsa03040:Spliceo-

some等数个生物学通路，与此类似 DAVID功能注释簇集分析

结果显示两组中表达上调的基因均与 regulation of apoptosis等

部分生物学过程有关。两组中表达上调的基因均参与了

TGF-beta signaling pathway，过去的研究指出 TGF-beta信号通

路的激活在椎间盘细胞的生长、增殖、基质产生等方面发挥重

要作用[11,12]。GSE23130中表达上调的基因参与了Wnt signaling

pathway，椎间盘内Wnt通路的激活被认为与椎间盘细胞外基

质的破坏有关[13]，而 TGF-beta具有对抗 Wnt信号通路激活效

应的作用 [14]。由于椎间盘中 TGF-beta信号通路的异常改变，

TGF-beta失去对Wnt的拮抗作用，导致退变椎间盘难以进行

自身修复，加速了退变的发生。

正常情况下，仅外层纤维环有少量神经、血管分布，退变时

神经、血管沿外层纤维环裂隙深入椎间盘内[15,16]。在本研究中，

GSE23130中表达上调的基因与 regulation of axonogenesis、reg-

ulation of neurogenesis等生物学过程有关，这些基因还同时参

与了 VEGF signaling pathway。此外，GSE67567中表达上调的

基因与 blood vessel morphogenesis等功能注释簇集有关，上述

基因可能诱导了退变时血管、神经向椎间盘内的生长。

蛋白聚糖及胶原纤维是椎间盘细胞外基质的主要成分，在

椎间盘退变过程中有大量的细胞外基质被降解[17]。本研究结果
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表 2 GSE67567的 KEGG PATHWAY分析结果

Table 2 Results of KEGG PATHWAY analysis for GSE67567

KEGG_PATHWAY Term %* P-Value

Pathways of up-regulated genes

hsa03010:Ribosome# 1.085884 0.003145

hsa03040:Spliceosome# 1.332675 0.010293

hsa00511:Other glycan degradation 0.345508 0.011997

hsa00600:Sphingolipid metabolism 0.542942 0.024296

hsa04142:Lysosome 1.1846 0.026248

hsa04350:TGF-beta signaling pathway# 0.937808 0.028975

hsa04520:Adherens junction# 0.839092 0.036758

hsa04510:Focal adhesion# 1.7769 0.041189

hsa04120:Ubiquitin mediated proteolysis# 1.283317 0.047756

Pathways of down-regulated genes

hsa04623:Cytosolic DNA-sensing pathway 0.948509 0.039959

hsa03010:Ribosome 1.219512 0.046644

*差异表达基因数目占该生物学通路总基因数目的百分比

* Percentage of the number of differentially expressed gene over the total gene count of the pathway

#在 GSE23130和 GSE67567的 KEGG PATHWAY分析结果中均出现的簇集条目

# Pathway which were presented in both KEGG PATHWAY results of GSE23130 and GSE67567

表 1 GSE23130的 KEGG PATHWAY分析结果

Table 1 Results of KEGG PATHWAY analysis for GSE23130

KEGG_PATHWAY Term %* P-value

Pathways of up-regulated genes

hsa03040:Spliceosome# 1.976048 1.32E-07

hsa03010:Ribosome# 1.556886 2.57E-07

hsa04520:Adherens junction# 1.197605 7.56E-05

hsa00190:Oxidative phosphorylation 1.616766 1.80E-04

hsa04110:Cell cycle 1.317365 0.006841

hsa04350:TGF-beta signaling pathway# 0.958084 0.016435

hsa04510:Focal adhesion# 1.736527 0.02491

hsa04120:Ubiquitin mediated proteolysis# 1.257485 0.034467

hsa00900:Terpenoid backbone biosynthesis 0.299401 0.047704

hsa04310:Wnt signaling pathway 1.317365 0.048571

hsa04370:VEGF signaling pathway 0.778443 0.049961

hsa04662:B cell receptor signaling pathway 0.778443 0.049961

Pathways of down-regulated genes

hsa00601:Glycosphingolipid biosynthesis 0.528634 0.006745

hsa04512:ECM-receptor interaction 0.881057 0.022289

hsa04650:Natural killer cell mediated cytotoxicity 1.145374 0.031218

*差异表达基因数目占该生物学通路总基因数目的百分比

* Percentage of the number of differentially expressed genes over the total genes count of the pathway

#在 GSE23130和 GSE67567的 KEGG PATHWAY分析结果中均出现的簇集条目

# Pathway which were presented in both KEGG PATHWAY results of GSE23130 and GSE67567
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Clusters of GSE23130* Clusters of GSE6756*

nuclear lumen# nuclear lumen#

ribosomal protein# nucleosome assembly

nuclear mRNA splicing, via spliceosome# ribosomal protein#

RNA recognition motif, RNP-1# Histone H2A

Cadherin lysosome

protein transport# protein transport#

mitochondrial respiratory chain complex I# heparin binding

mitochondrial inner membrane positive regulation of protein kinase activity

regulation of axonogenesis intracellular protein transport#

regulation of apoptosis# blood vessel morphogenesis

modification-dependent protein catabolic process negative regulation of cell growth

Immunoglobulin C1-set nuclear mRNA splicing, via spliceosome#

Ubiquitin RNA elongation from RNA polymerase II promoter

intracellular protein transport# regulation of apoptosis#

MHC class I protein complex mitochondrial respiratory chain complex I#

regulation of neurogenesis peroxidase activity

antigen processing and presentation of peptide antigen via MHC class I mitochondrial outer membrane

Nuclear factor of activated T cells (NFAT) Fibrillar collagen, C-terminal

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase, N-terminal region 2 RNA recognition motif, RNP-1#

cytoplasmic membrane-bounded vesicle# histone H2B

cytoplasmic membrane-bounded vesicle#

表 3 GSE23130及 GSE67567各自表达上调基因包含的簇集

Table 3 DAVID functional annotation clusters for up-regulated genes of GSE23103 and GSE67567 respectively

*簇集顺序按照 DAVID功能注释簇集分析簇集评分排列

* Order of the clusters was sequenced by DAVID functional annotation clustering enrichment score

#在 GSE23130和 GSE67567的 DAVID功能注释簇集分析结果中均出现的簇集条目

# Clusters which were presented in both DAVID functional annotation clustering results of GSE23130 and GSE67567

*簇集顺序按照 DAVID功能注释簇集分析簇集评分排列

* Order of the clusters was sequenced by DAVID functional annotation clustering enrichment score

#在 GSE23130和 GSE67567的 DAVID功能注释簇集分析结果中均出现的簇集条目

# Clusters which were presented in both DAVID functional annotation clustering results of GSE23130 and GSE67567

表 4 GSE23130及 GSE67567各自表达下调基因包含的簇集

Table 4 DAVID functional annotation clusters for down-regulated genes of GSE23103 and GSE67567 respectively

Clusters of GSE23130* Clusters of GSE6756*

cell adhesion focal adhesion

metal ion binding negative regulation of macromolecule biosynthetic process

metallopeptidase activity cytoplasmic membrane-bounded vesicle

extracellular matrix# protein complex biogenesis

antigen binding regulation of cell migration

extracellular matrix#

negative regulation of gene-specific transcription

显示 GSE67567 中上调表达的基因不仅参与了 Other glycan

degradation生物学通路，还与 lysosome生物学过程有关，而表

达下调基因也参与了 negative regulation of macromolecule

biosynthetic process、protein complex biogenesis等生物学过程，
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与此类似 GSE23130上调表达基因也与 modification-dependent

protein catabolic process 等簇集有关。此外，GSE23130 及

GSE67567上调表达基因还与 Ubiquitin mediated proteolysis等

生物通路有关，这些基因的表达改变可能是椎间盘退变时细胞

外基质产生减少、降解增加的重要原因，而 Ubiquitin mediated

proteolysis通路很可能充当了基质降解的主要途径[18]。

自体免疫损伤是导致椎间盘退变的一个重要因素[19]。本研

究结果发现 GSE23130中表达上调的基因与 DAVID功能注释

簇集 antigen processing and presentation of peptide antigen via

MHC class I、Nuclear factor of activated T cells (NFAT)、MHC

class I protein complex、Immunoglobulin C1-set有关，还同 B cell

receptor signaling pathway生物学通路有关。此外，表达下调的

基因也参与了 Natural killer cell mediated cytotoxicity、antigen

binding，这些结果再次证实椎间盘的自身免疫损伤过程中，不

仅有 T细胞的参与，B细胞及 NK细胞均扮演了重要角色[20]。

总之，本研究结果显示椎间盘退变过程中纤维环及髓核组

织内基因表达情况存在差异，生物学过程不尽相同，同时发现

了数个在两种组织内均出现异常改变的生物学过程，这些生物

学过程可能在椎间盘退变过程中的有着重要作用，针对这些生

物学过程背后的异常表达基因进行研究将有助于我们加深对

椎间盘退变机制的理解。
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