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酒精使用障碍的潜在关键基因生物信息学分析
赵 容，朱有为，谢 斌*
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【摘要】 背景　酒精使用障碍（AUD）是一类慢性复发性脑病，遗传因素在AUD的发病过程中起重要作用。明确AUD的

关键分子标志物对于进一步阐明疾病的发病机制，探索新的治疗靶点和预防复发具有重要意义。目的　应用生物信息学方

法，筛选AUD的核心基因和信号通路，为AUD的防治提供新的方向。方法　从基因表达综合数据库（GEO）下载基因表达数据

集 GSE161986。应用 R 软件的 limma 包筛选差异表达基因（DEGs）。使用 DAVID 数据库进行基因富集分析（GSEA）。使用

STRING数据库和Cytoscape软件构建蛋白-蛋白互作网络（PPI）并寻找网络核心基因。使用GSE44456验证筛选潜在核心基因。

结果　共筛选出114个DEGs。富集分析表明，差异基因主要参与信号转导、蛋白结合、细胞膜以及MAPK信号通路等功能的调

控。PPI 及验证分析显示，GAD1、TIMP1 和 CD44 可能是 AUD 发病的潜在关键基因。结论　GAD1 和 TIMP1 表达异常以及

MAPK信号通路可能在AUD的发病过程中起关键作用，并可能作为AUD诊断和治疗的潜在分子靶点。
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【Abstract】 Background　Alcohol use disorder （AUD） is a type of chronic relapsing brain disorder.  Genetic factors play an 
important role in the pathogenesis of AUD.  And screening for molecular markers of AUD is of great significance for further elucidating 
the pathogenesis of the disease， discovering novel therapeutic targets and preventing relapse. Objective　To explore relevant hub 
genes and potential signal pathways associated with the development of AUD through bioinformatics analysis， and to provide a new 
direction for the prevention and treatment of AUD. Methods　 The GSE161986 dataset was acquired from the Gene Expression 
Omnibus （GEO） database.  The limma package in R was utilized to identify differentially expressed genes （DEGs）.  Gene set 
enrichment analysis （GSEA） was carried out using the Database for Annotation， Visualization and Integrated Discovery （DAVID）.  A 
protein–protein interaction （PPI） network of DEGs was assessed using the STRING database and visualized by Cytoscape software.  
Finally， hub genes were validated in GSE44456 dataset. Results　A total of 114 DEGs were identified.  GSEA revealed that these 
genes were mainly involved in the regulation of signal transduction， protein binding， membrane trafficking and MAPK signaling 
pathway.  PPI network and validation study indicated that GAD1， TIMP1 and CD44 were potential hub genes involved in AUD.
Conclusion　Aberrant expression of GAD1 and TIMP1 as well as MAPK signaling pathway may play a key role in the pathogenesis of 
AUD， and may serve as potential molecular targets for the diagnosis and treatment of AUD.  ［Funded by "Flying Project" of Shanghai 
Mental Health Center （number， 2022-FX-01）］
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酒精使用障碍（alcohol use disorder，AUD）是一

类常见的物质使用障碍，具有流行率高、共病率高、

治疗率低等特点，已成为世界范围内严重的公共卫

生问题。世界卫生组织全球酒精与健康报告显示，

全球每年约有 300万人死于酒精滥用［1］。美国的一

项研究显示，AUD 终生患病率高达 29. 1%，但仅有

19. 8% 的患者接受过治疗［2］。在我国，AUD 的问题

同样不容忽视：一项山东地区的研究显示，AUD 的

12个月患病率为4. 4%，且男性患病率高于女性［3］。
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遗传因素在AUD的发病过程中起重要作用［4］，

酒精可以改变脑部与奖赏环路密切相关的神经递

质受体基因表达［5］，下丘脑中Alpha 2a-肾上腺素能

受体基因低表达与早期生活应激事件导致的饮酒

行为易感性呈正相关［6］。Clarke 等［7］针对成年人和

青少年人群的研究显示，KCNJ6是酒精依赖发病的

重要基因，其基因多态性可能参与社会心理应激因

素诱发的青少年危险性饮酒行为。Brückmann 等［8］

对 49例酒精依赖患者的流行病学研究显示，GDAP1
甲基化与酒精成瘾的病程呈负相关，GDAP1是预测

AUD严重程度及其治疗预后的潜在生物标志物。

目前，针对 AUD 的治疗方式以戒酒治疗、对症

治疗和社会心理干预等为主。因此，深入研究与

AUD 发病相关的关键基因和信号通路，对于揭示

AUD 的生物学机制以及开发新的治疗方法具有重

要意义。本研究应用生物信息学方法，分析基因表

达综合数据库（Gene Expression Omnibus，GEO）中

AUD相关基因芯片数据，筛选AUD发病的潜在关键

基因，分析与关键基因密切相关的生物学功能和信

号通路，以期在分子生物学水平上为AUD发病机制

的研究及治疗提供参考。

1 资料与方法  
1. 1　GEO芯片数据获取　

从GEO数据库（http：//www. ncbi. nlm. nih. gov/geo）
中下载 AUD 芯片数据集（GSE161986）。该芯片数

据集基于 GPL571平台，数据来源于 18例 AUD患者

以及与之年龄和性别相匹配的 17 例健康对照者的

大脑前额叶和伏隔核组织。

1. 2　共同差异表达基因筛选　

采用 R 软件处理基因芯片数据集中的原始数

据，通过 limma包［9］对数据进行标准化处理，分析芯

片数据集中 AUD 组和健康对照组之间的差异表达

基因（differential expression genes，DEGs）。DEGs
的筛选标准：①P<0. 05；②基因差异倍数的绝对值

（| fold change （FC） |）>1. 5。
1. 3　差异基因功能富集分析　

使用DAVID 6. 8（Database for Annotation，Visual⁃
ization and Integrated Discovery，DAVID）［10］对筛选出

的 DEGs进行基因本体论（Gene Ontology，GO）、京都

基因和基因组数据库（Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes，KEGG）分析。以P<0. 05为标准。

1. 4　蛋白-蛋白相互作用网络构建及核心基因模块

筛选　

首先，将筛选出 DEGs 导入 STRING 11. 5 数据

库［11］，以结合分数>0. 4作为构建标准，绘制蛋白-蛋
白互作（protein-protein interaction，PPI）网络。使用

Cytoscape 3. 7. 2对 PPI网络进行可视化处理。使用

Cytohubba插件的MCC算法，计算所有节点的分数，

选取得分前 10位的节点，构建核心基因网络 1，计算

PPI网络中每个基因节点的连接度（degree）、紧密度

（closeness）和边界数（edge betweeness），选择 PPI 网
络中三项指标均大于中位数的基因节点构建核心

基因网络 2。对核心基因网络 1和 2取交集，将交集

中的基因作为PPI网络中的核心基因。

1. 5　核心基因生物信息学验证　

从 GEO 数据库下载酒精成瘾芯片数据集

GSE44456对筛选出的核心基因进行验证。该芯片

数据集基于GPL6244平台，数据来源于 20例酒精成

瘾患者以及与之年龄和性别相匹配的 19 例健康对

照者的海马组织。采用 limma包对芯片数据进行预

处理和注释，采用独立样本 t 检验比较 GSE161986
芯片中筛选到的核心基因与 GSE44456芯片中筛选

到的核心基因的表达差异。

2 结  果

2. 1　DEGs筛选

从基因表达芯片GSE161986中共筛选出 114个

DEGs，其中表达上调的基因 92个，表达下调的基因

22个。排名前 10位的表达上调和表达下调的差异

基因见表1。
2. 2　DEGs富集分析　

利用DAVID数据库网站进行富集分析，结果显

示，在生物学过程方面，DEGs 主要参与信号转导

（GO：0007165-signal transduction，P<0. 01）、RNA
聚合酶 II 启动子的转录正向调控（GO：0045944-
positive regulation of transcription from RNA poly⁃
merase II promoter，P=0. 01）和 凋 亡 的 负 性 调 控

（GO：0043066-nega t ive  regulation of apoptotic 
process，P<0. 01）等。

在细胞成分方面，DEGs 主要富集在细胞膜

（GO：0005886-plasma membrane，P<0. 01）、细胞质

（GO：0005737-cytoplasm，P<0. 01）和细胞核（GO：

0005634-nucleus，P=0. 01）中。
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在分子功能方面，DEGs主要参与蛋白结合（GO：

0005515-protein binding）、同 类 蛋 白 结 合（GO：

0042802-identical protein binding）及 钙 离 子 结 合

（GO：0005509-calcium ion binding）等（P均<0. 01）。

KEGG生物学通路富集分析显示，DEGs主要参

与 MAPK 信 号 通 路［hsa04010-mitogen-activated 
protein kinase （MAPK） signaling pathway，P=0. 01］、

吞噬体（hsa04145-Phagosome，P<0. 01）以及细胞黏

附分子（hsa04514-Cell adhesion molecules，P<0. 01）
等信号通路的调控。见图1。

表1　排名前10位的表达上调和表达下调的DEGs
Table 1　Top 10 up-regulated and down-regulated DEGs

基因名

SERPINA3

S100A8

IFITM3

IFITM2

SLC14A1

TXNIP

SRGN

IFITM1

C1QB

HLA-DRA

CRH

NR4A2

TAC1

PVALB

PPEF1

STYK1

TYRP1

EPHA3

RELN

ELOVL4

表达趋势

Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up

Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down

logFC
1. 98
1. 88
1. 41
1. 37
1. 24
1. 21
1. 17
1. 16
1. 12
1. 10

-1. 09
-1. 01
-0. 91
-0. 87
-0. 77
-0. 76
-0. 74
-0. 69
-0. 68
-0. 65

基因注释

serpin family A member 3
S100 calcium binding protein A8

interferon induced transmembrane protein 3
interferon induced transmembrane protein 2

solute carrier family 14 member 1 （Kidd blood group）
thioredoxin interacting protein

serglycin
interferon induced transmembrane protein 1

complement C1q B chain
major histocompatibility complex， class II， DR alpha

corticotropin releasing hormone
nuclear receptor subfamily 4 group A member 2

tachykinin precursor 1
parvalbumin

protein phosphatase with EF-hand domain 1
serine/threonine/tyrosine kinase 1

tyrosinase related protein 1
EPH receptor A3

reelin
ELOVL fatty acid elongase 4

图1　DEGs富集分析结果

Figure 1　Enrichment analysis of DEGs
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2. 3　PPI网络构建及核心基因筛选　

将 DEGs 上传至 STRING 数据库得到 PPI 网络，

并通过 Cytoscape 3. 7. 2 进行 PPI 网络可视化处理。

PPI网络共包含 80个蛋白节点和 186个蛋白相互作

用关系，见图 2。应用 Cytohubba 筛选 PPI 网络中的

关键基因。Cytohubba 插件分析共筛选出得分最高

的基因节点 10个，节点图形的大小与节点的连接度

成正比（核心基因网络 1），见图 3A；CytoNCA插件分

析共筛选出得分最高的关键节点 23个，节点图形的

大小与节点的连接度成正比（核心基因网络 2），见

图 3B。将核心基因网络 1 和 2 中的节点取交集，获

得核心基因集，包含 8 个基因：GAD1、CD44、VIM、

TIMP1、ITGB2、HSPB1、TAC1和 GFAP，其中 GAD1和

TAC1 表达下调，CD44、VIM、TIMP1、ITGB2、HSPB1
和GFAP表达上调。

注：按照连接度（degree）对所有节点的大小进行排序
图2　PPI网络构图

Figure 2　PPI network

注：A为核心基因网络1；B为核心基因网络2
图3　cytohubba及 cytoNCA核心基因网络图

Figure 3　Hub gene network illustrated using modules of cytohubba and cytoNCA
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2. 4　生物信息学验证　

使用数据芯片GSE44456对筛选出的核心基因

进行验证。结果显示，GAD1（P=0. 044）和 TIMP1

（P=0. 002）在AUD患者和健康对照者之间存在表达

差异。 CD44 的表达差异接近 0. 05（P=0. 057）。

见图4。

3 讨  论

本研究分析GEO数据库中GSE161986数据集，

得到 114个与 AUD 密切相关的 DEGs。富集分析显

示，DEGs主要参与信号转导、RNA聚合酶 II启动子

的转录正向调控和凋亡的负性调控。KEGG通路分

析显示，MAPK信号通路可能在AUD的发病过程中

起重要作用。

MAPK信号通路是介导生物细胞内外信号转导

和细胞内反应的重要通路之一［12］， 可以被多种成瘾

性物质激活［13］。动物模型研究显示，MAKP 信号通

路可能通过调控酒精暴露所致的神经元激活和神

经递质受体的级联反应［14］，诱导小鼠出现觅药行

为［15］。强迫性觅药行为的发生与MAPK信号通路存

在关联［16］，通过抑制小鼠体内MAPK激酶的表达，可

以降低相关生物学反应并减少小鼠觅药行为［17］。

PPI网络分析及基因芯片验证分析显示，GAD1、
TIMP1和CD44可能在AUD的发病过程中起关键调

控作用。GAD1通过与辅因子 5'-磷酸吡哆醛结合，

参与抑制性神经递质γ-氨基丁酸（GABA）及其受体

活性的调控［18］，GABA 及其受体的可塑性被认为是

影响 AUD 以及其他多种物质使用障碍发病的重要

因素。流行病学研究显示，GAD1 可能是物质使用

障碍的潜在调控基因。GAD1基因多态性与海洛因

成瘾表型的形成相关，基因多态性及表达水平与患

者的美沙酮使用情况以及记忆损伤情况存在关

联［19］。遗传学研究显示，GAD1 单倍型与甲基苯丙

胺成瘾及其相关精神障碍的发病相关，特别是

rs769404-rs701492 单倍型与甲基苯丙胺所致精神

障碍发病密切相关［20］。AUD的动物模型研究显示，

小鼠伏隔核和杏仁核的 GAD1 表达水平降低［21］，该

结果与人群流行病学研究结果一致，且这一改变与

AUD的患病风险相关［22］。

TIMP1属于TIMP基因家族，该基因家族的表达

产物可通过影响基质金属蛋白酶（matrix metallopro⁃
teinases，MMPs）的活性，参与细胞分化、迁移、死亡

以及突触可塑性等生物学过程的调控［24］，影响个体

与成瘾相关的学习和记忆功能［23］。针对阿片类物

质成瘾的研究显示，长期吸食海洛因后，患者体内

TIMP1 和 MMPs 水平升高［24］，与动物模型的研究结

果一致［25］。在酒精成瘾方面，既往研究显示，酒精

依赖患者 TIMP1 和 MMPs 水平较高，TIMP1 水平增

高与女性患者的抑郁和焦虑情绪以及记忆减退呈

正相关［26］。TIMP1表达水平增高还与酒精所致的肝

脏损伤有关［27］。研究显示，TIMP1在酒精所致的肝

纤维化和门静脉高压患者中表达升高［28］。通过抑

制下调 TIMP1 和 MMPs 的表达，可有效抑制肝纤维

化和肝星状细胞活化［29］。

免疫因素被认为在 AUD 的发病过程中起重要

作用［30］。CD44属于免疫相关的蛋白编码基因，其表

图4　GSE44456样本中核心基因差异表达图

Figure 4　Differential expression analysis of hub genes in GSE44456 dataset
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达产物通过跨膜信号受体活性和细胞因子受体活

性的调控，参与细胞间的相互作用、细胞黏附和细

胞迁移［31］。长期的酒精暴露可以刺激 T细胞活化，

提升 CD44 表达水平，这一研究结果在动物模型和

人体试验中均得到验证［32］。免疫组化研究显示，与

健康人群和戒酒后的AUD患者相比，酒精性肝损伤

患者的 CD44 水平更高［33］，戒酒有助于改善患者体

内CD44表达水平［34］。

本研究的差异基因表达分析芯片 GSE161986
的组织样本为受试者的前额叶组织，验证芯片

GSE44456的组织样本源于受试者的海马组织，上述

两部分脑区均与记忆和学习功能密切相关［35］。酒

精可以诱导前额叶和海马等前脑区域的氧化应激、

神经元凋亡以及表观遗传改变，进而影响个体的认

知功能［36］。动物模型研究提示，前额叶和海马区的

去甲肾上腺素能和胆碱能反应存在相互联系，共同

参与酒精成瘾相关记忆的形成［37］。这些脑区可能

存在相互联系的生物标志物表达和生物学过程改

变，共同参与酒精毒性所致的大脑皮层损伤和成瘾

行为的形成［38］。

综上所述，本研究使用生物信息学方法比较了

AUD患者和健康对照者相关基因的表达差异，发现

TIMP1 的表达异常及 MAPK 信号通路可能是 AUD
发病的关键核心基因和信号通路，为进一步研究

AUD 的发病机制和挖掘潜在的干预靶点提供了新

的方向。

本研究局限性在于：①药物治疗、性别、年龄以

及死亡等混杂因素可能对AUD患者的DEGs产生影

响；②本研究中 DEGs 筛选标准为 P<0. 05 且 |FC|>
1. 5，与精神疾病生物信息学研究中的筛选标准相

比（P<0. 05 且 log|FC|≥2）［39］，较为宽松；③未验证

筛选到的关键DEGs在AUD发生发展过程中的具体

作用，后续研究可进一步通过动物模型和临床研

究，验证该结果。
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