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【摘要】 目的 利用秀丽隐杆线虫（Caenorhabditis elegans）阿尔茨海默病（AD）模型，通过转录

组测序分析探究其早期分子病理机制，为口腔-神经疾病研究提供实验平台。方法 采用 Illumina
HiSeq平台对野生型N2和泛神经元表达人源Aβ1⁃42的AD模型（CL2355）线虫进行转录组测序。通过差

异表达分析、基因本体（GO）功能富集分析、京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路分析和基因集富

集分析（GSEA），系统研究基因表达谱的改变。结果 与野生型相比，AD模型中鉴定出1 899个上调基

因和2 018个下调基因。GO分析显示，上调基因显著富集于神经突起导向和细胞分化等过程，下调基

因主要涉及mRNA剪接和DNA修复。KEGG分析发现，药物代谢和异物代谢通路显著上调，而RNA
监控和内吞作用通路下调。GSEA分析揭示，细胞凋亡通路显著下调（经归一化的富集分数NES=
-1.775，P=0.008 1），其关键基因ced⁃9、ced⁃3等表达降低。结论 本研究通过转录组分析揭示了AD线

虫模型中基因表达的系统性变化，为探索口腔感染因素在AD发病中的作用提供了理想的实验模型。
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【Abstract】 Objective To investigate the molecular pathological mechanisms of Alzheimer′ s
disease（AD）through transcriptome analysis using Caenorhabditis elegans as a model organism，aiming to
provide an in vivo experimental platform for oral ⁃ neural disease research. Methods Transcriptome
sequencing was performed on wild ⁃ type N2 and AD model worms（CL2355）expressing pan ⁃ neuronal
human Aβ1⁃42 using Illumina HiSeq platform. Differential expression analysis，gene ontology（GO）enrichment
analysis，Kyoto encyclopedia of genes and genomes（KEGG）pathway analysis，and gene set enrich
analysis（GSEA）were conducted to systematically detect changes in gene expression. Results Compared
to wild ⁃ type，1 899 upregulated and 2 018 downregulated genes were identified in the AD model. GO
analysis revealed significant enrichment of upregulated genes in neurite guidance and cell differentiation，
while downregulated genes were enriched in mRNA splicing and DNA repair. KEGG analysis showed
significant upregulation of drug and xenobiotic metabolism pathways，and downregulation of RNA
surveillance and endocytosis pathways. GSEA revealed significant downregulation of the apoptosis pathway
［normalized enrichment score（NES）=- 1.775，P = 0.008 1］with decreased expression of key genes
including ced⁃9 and ced⁃3. Conclusions This study revealed systematic changes in gene expression in the
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阿尔茨海默病（Alzheimer′s disease，AD）是一种

进行性神经退行性疾病，已成为全球重要的公共卫

生问题。据世界卫生组织报道，截至2023年全球约

有超过 5 500万AD患者，受人口老龄化影响，预计

到2050年患病人数将激增至1.52亿［1⁃2］。我国60岁
及以上人群中AD患者约为 983万，预计到 2050年

中国AD患者数量将显著增加，相关治疗总费用将

超1.8万亿美元［3］。AD的主要临床表现为进行性认

知功能障碍，特别是记忆力减退和智力衰退。其病

理特征包括β淀粉样蛋白（amyloid β⁃protein，Aβ）的

细 胞 内 沉 积［4 ⁃ 5］、微 管 相 关 蛋 白（microtubule ⁃
associated protein Tau，Tau蛋白）的异常磷酸化及胆

碱能神经元的进行性丧失［4，6 ⁃ 7］。秀丽隐杆线虫

（Caenorhabditis elegans）作为模式生物，在神经退行

性疾病研究中具有独特优势。其基因组已完成全

序列测序，拥有超过 2 000个位点的精确遗传图谱，

并且约60% ~ 80%的人类疾病相关基因在线虫中具

有同源基因［8］。与哺乳动物模型相比，秀丽隐杆线

虫虽然不会自发形成Aβ沉积和 Tau蛋白异常聚集

（与异常磷酸化密切相关），但可通过基因编辑方式

引入人源性基因，构建特异性表达Aβ病理［9⁃10］及Tau
病理的AD模型［11 ⁃12］。近年来，口腔-神经轴（oral⁃
neural axis）的概念逐渐获得关注。研究发现，口腔

健康状况与多种神经退行性疾病的发生、发展密切

相关［13］。在AD患者中，慢性牙周炎的发生率显著

升高，提示口腔感染可能是AD发病的重要危险因

素［14］。然而，口腔微生物及其代谢产物如何影响神

经系统功能、加速神经退行性病变的分子机制尚未

完全阐明。这在很大程度上受限于缺乏合适研究

口腔-神经相互作用的实验模型。

本研究采用的CL2355转基因线虫模型具有独

特优势。首先，通过温控启动子snb⁃1调控人源Aβ1⁃42

在泛神经元中表达［9⁃10］，可以精确控制疾病模型的建

立时间；其次，该模型在温度上升至 23 ℃时会诱导

Aβ的表达，表现出显著的行为缺陷，包括趋化行为

异常、运动协调能力下降等神经功能紊乱表型，与

AD早期症状相似［9⁃10］。最重要的是，线虫简单透明

的身体和遗传背景使其特别适合研究外源性因素

（如口腔微生物及其代谢产物）对神经系统的影

响。本研究通过转录组测序分析该模型，旨在筛选

和鉴定与 AD 相关的差异表达基因（differentially
expressed gene，DEG）及其调控通路，为研究口腔-
神经疾病的分子机制奠定基础。

材料与方法

一、秀丽隐杆线虫的培养

实验所用野生型 N2［基因型：C. elegans wild
isolate］和 AD模型 CL2355［基因型：smg⁃1（cc546）
dvIs50 I］［9⁃10］线虫均购自线虫遗传中心（Caenorhabditis
Genetics Center，CGC；https：//cgc.umn.edu/）。线虫

在 20 ℃培养于线虫生长培养基（Nematode Growth
Medium，NGM）的平板上，以大肠杆菌OP50为食物

源。CL2355转基因株系在23 ℃培养以诱导Aβ1⁃42的

表达。收集同步化的第 3天成年线虫用于后续实

验，每组各有5个生物学重复。

二、转录组测序

使用 TRIzol 试剂（Invitrogen，Life technologies，
California，美 国）提 取 线 虫 总 RNA。 首 先 使 用

NanoDrop、Qubit 2.0和Agilent 2100生物分析仪分别

检测RNA样品的纯度、浓度和完整性［RNA完整值

（RNA integrity number，RIN）＞8.0］。合格RNA样品

的文库构建按以下步骤进行：（1）利用Oligo（dT）磁

珠富集mRNA；（2）在片段化缓冲液中将mRNA随机

打断；（3）以片段化的mRNA为模板，使用随机六聚

体引物合成 cDNA第一链，随后加入聚合酶链反应

（PCR）缓冲液、dNTPs、RNase H和DNA聚合酶Ⅰ合

成第二链，使用AMPure XP磁珠纯化 cDNA；（4）对

双链 cDNA进行末端修复，加A尾并连接测序接头，

使用 AMPure XP 磁珠选择 300 ~ 400 bp 大小的片

段；（5）对获得的 cDNA片段进行 PCR扩增，构建最

终的 cDNA 文库。文库质控采用 Qubit 2.0 测定

cDNA浓度，Agilent 2100检测插入片段大小，并通过

C.elegans AD model，providing an ideal experimental model for investigating the role of oral infection
factors in AD pathogenesis.

【Key words】 Alzheimer′ s disease； Caenorhabditis elegans； Transcriptome； Differential gene
expression； Apoptosis pathway
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定量PCR获得准确的文库浓度（＞2 nmol/L）。合格

的文库使用 Illumina NovaSeq 6000平台进行 PE150
双端测序。

三、生物信息学分析

1. 数据处理与基因表达分析：原始测序数据经

质控和过滤后，使用HISAT2将高质量读段（clean
reads）比对至秀丽隐杆线虫参考基因组（https：//
www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_0000029
85.6/，WBcel235/ce11）。使用 StringTie定量基因和

转录本表达水平，以每百万个转录本千碱基的片段

数（fragments per kilobase of transcript per million，
FPKM）为表达量单位［15］。差异表达分析采用

DESeq2 R包进行［16］，以倍数变化（FoldChange）＞1.5且
调整后 P值（P⁃adj）＜0.05为标准筛选 DEG，通过

Benjamini⁃Hochberg校正用于控制错误发现率（false
discovery rate，FDR），确保在多重假设检验中显著结

果的可靠性。计算Spearman′s变异系数，评估基因

表达在重复样本间的一致性。

2. 功能富集分析：使用 clusterProfiler R包进行

功能富集分析：

（1）基因本体（gene ontology，GO）功能富集分

析：基于Gene Ontology数据库，从分子功能（molecular
function，MF）、细胞组分（cellular component，CC）和

生物过程（biological process，BP）3个层面注释DEG
功能［17］。

（2）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：利用KEGG数据库对差异表达基因进行通路

映射和富集［18］。

（3）基因集富集分析（gene set enrichment analysis，
GSEA）：使用 fgsea R包进行GSEA，评估预定义基因

集在基因表达谱中的分布特征［19］。

四、统计学处理方法

实验分为野生型组（对照组）和AD模型组（实

验组）两组进行比较。采用GraphPad Prism10对目

标基因的FPKM值进行组间比较，使用独立样本 t检

验计算统计学差异，检验水准双侧α=0.05。
结 果

一、阿尔茨海默病模型中基因表达谱的整体

变化

DEG分析表明，与野生型相比，AD模型中共有

1 899个基因表达上调，2 018个基因表达下调。展

示差异分析的散点图MA图（minus⁃ versus⁃add，图
1A）和相关性分析（图 1B）显示样本间数据质量良

好，具有较高的可重复性。聚类热图进一步证实了

差异基因在野生型和AD模型样本中具有显著的表

达模式差异（图1C）。
二、差异表达基因的功能分类

GO功能富集分析揭示DEG在 3个主要维度均

表现出显著差异（图 2）。在生物过程方面，差异基

因主要富集于细胞过程、代谢过程和生物调节等功

能类别，其中上调基因数量在细胞过程中最为显著

（约 650个）。细胞组分方面，差异基因主要富集于

细胞解剖实体、细胞内结构和蛋白质复合物等，其

中细胞解剖实体相关基因数量最多（约950个）。分

子功能方面，结合活性、催化活性和转运体活性是

主要富集类别，其中结合活性相关基因数量最多

（约650个）。

三、差异表达基因的基因本体功能富集分析

进一步对富集基因的生物过程进行详细分析

发现，上调基因主要富集于神经突起导向、铁离子

稳态、P颗粒组装、细胞分化和细胞质翻译起始复合

物形成等生物过程（图 3A）；下调基因主要富集于

mRNA加工剪接、碱基切除修复、RNA聚合酶Ⅱ转

录延伸和胚胎发育形成等过程（图 3B）。这些结果

提示，AD模型中基因表达调控、RNA加工和DNA修

复等基本细胞功能发生显著改变。

四、京都基因与基因组百科全书通路注释及分类

KEGG通路分析结果显示，差异基因主要富集

于细胞过程、环境信息处理、遗传信息处理、代谢和

生物系统5大类（图4）。通路总体分析表明，溶酶体

（6.70%）、内吞作用（3.89%）和自噬（3.67%）在细胞

过程类中占比最高；丝裂原活化蛋白激酶（mitogen⁃
activated protein kinase，MAPK）信号通路（3.46%）和

Wnt信号通路（3.13%）在环境信息处理类中突出；蛋

白质加工和剪切体（3.89%和 3.78%）在遗传信息处

理类中显著；药物代谢（3.67%）和脂肪酸代谢等在

代谢类中占主导；轴突再生（3.56%）和长寿调节通

路（3.35%）在生物系统类中最为显著。

五、差异基因的京都基因与基因组百科全书通

路富集分析

进一步富集分析发现，上调基因主要富集于以

下通路：过氧化物酶体、药物代谢、脂肪酸代谢和视

黄醇代谢等代谢相关通路（图 5A）。下调基因显著

富集于mRNA监控通路、内吞作用和剪切体等通
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图1 野生型与阿尔茨海默病（AD）模型秀丽隐杆线虫（C. elegans）的转录组分析 A：MA图显示差异表达基因（DEG）的分布，红点表示上调基

因（1 899个基因），蓝点表示下调基因（2 018个基因），灰点表示无显著变化的基因（筛选标准：倍数变化＞1.5且P⁃adj＜0.05）；B：样本间基因

表达水平的组内相关性分析，每个点代表1个基因，其 x轴和 y轴坐标分别对应实验组和对照组中经过转换后的表达水平，点聚集在对角线附

近表明组间相关性较高，而偏离对角线的点代表DEG；C：DEG的层次聚类热图，a1 ~ a5：野生型样本，b1 ~ b5：AD模型样本，红色表示高表达，

蓝色表示低表达。

A

C

B

图2 差异表达基因（DEG）的基因本体（GO）功能分类 柱状图显示DEG在BP、CC和MF 3个GO维度的分布；深色和浅色分别代表上调和下

调基因；其中BP主要涉及细胞过程和代谢过程，CC主要涉及细胞解剖实体和细胞内结构，MF主要涉及结合和催化活性。
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路。此外，多个与AD相关的信号通路如Wnt、MAPK
和转化生长因子β（transforming growth factor ⁃ β，
TGF⁃β）通路也呈现显著改变。这些结果揭示了AD
模型中代谢网络和信号转导的系统性变化（图5B）。

六、细胞凋亡通路的基因表达特征

GSEA富集分析发现多物种共有的细胞凋亡通

路在 AD 模型中显著下调（经归一化的富集分数

NES=-1.775，P=0.008 1，图 6A）。蛋白互作网络分

析进一步验证了关键基因间存在显著相互作用（PPI
富集，P=5.81e-14，图6B）。细胞凋亡通路中的4个
关键基因（ced⁃9、ced⁃3、bir⁃1和 bir⁃2）在AD模型中的

表达水平均显著低于野生型，csp⁃1的表达水平无差异

（图6C），提示细胞凋亡通路的功能发生异常。

讨 论

一、CL2355转基因线虫作为阿尔茨海默病模型

的特点与优势

本研究通过转录组测序分析揭示了泛神经元

表达人源 Aβ1 ⁃ 42 的线虫模型中的基因表达改变。

CL2355是一个独特的AD模型，其通过温度诱导在

神经元中表达人源Aβ1⁃42。该模型的特点是可以控

制Aβ1⁃42的表达时间［10，20］，能够研究Aβ1⁃42介导的早

期毒性效应。本课题组选择第3天成虫进行转录组

测序，这个时间点反映了Aβ1⁃42表达后神经系统的早

图3 差异表达基因（DEG）的生物过程（BP）富集分析 A：上调基因富集的前20个BP；B：下调基因富集的前20个BP。气泡大小表示基因数

量，颜色深浅表示富集显著性。

A

B
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期反应［21］，也为后续研究口腔因素对神经系统的影

响提供了合适的时间窗口。

二、转录组分析揭示的Aβ1⁃42诱导神经元反应的

两阶段模型

转录组分析结果揭示的差异基因表达模式提

示，神经元对Aβ1⁃42的反应可能经历了2个阶段：防御

期和功能障碍期。在防御期，细胞通过上调药物代谢

和异物代谢等解毒通路来应对Aβ1⁃42的毒性。这种

防御反应与其他神经退行性疾病模型中观察到的

相似［22］，表明这可能是神经元面对蛋白质毒性的共同

防御机制。然而，持续的Aβ1⁃42表达最终导致功能障

碍期的出现，表现为关键信号通路（如Wnt、MAPK
和TGF⁃β）的下调，而这些通路在调节神经元存活和

突触可塑性中发挥重要作用［23⁃26］，这些分子水平的

改变与CL2355模型表现出的行为学缺陷相一致。

三、基因表达改变揭示的神经元功能障碍机制

这些基因表达的变化不仅揭示了Aβ1⁃42对神经

元的直接影响，还可能反映了更广泛的细胞功能障

碍，包括代谢紊乱和信号传导异常。药物和异物代

谢通路的上调可能通过增加细胞对Aβ1⁃42的解毒能

力，缓解其诱导的蛋白毒性应激，反映了细胞的一

种代偿性防御机制［22］。药物和异物代谢通路的上

调还可能导致细胞能量代谢的重新分配，进而影响

神经元的正常功能。例如，能量代谢的改变可能影

响神经元的突触可塑性和信号传导，导致行为缺

陷，如趋化行为异常和运动协调能力下降。然而，

伴随mRNA监控和DNA修复通路的下调可能导致

异常RNA和DNA损伤的积累，进而影响蛋白合成

和基因组稳定性，加剧神经元功能障碍［23］。这些转

录改变可能与CL2355模型中观察到的趋化行为缺

陷和神经元功能障碍有关，进一步支持了Aβ1⁃42介导

的神经毒性机制。从而导致该模型存在趋化行为

缺陷和对5⁃羟色胺（5⁃HT）超敏感性［27］，提示神经元

中Aβ1⁃42的表达可能通过影响这些关键信号通路来

干扰神经系统功能。

四、细胞凋亡通路下调与阿尔茨海默病早期病

理特征的关系

值得注意的是，GSEA分析发现细胞凋亡通路

的显著下调，可能反映了AD早期神经元的功能障

碍，而非直接的细胞死亡。这与AD早期突触功能

障碍的观点一致，即神经元在死亡之前经历了功能

退化［28⁃29］。此外，通过比较药物代谢和异物代谢通

路的上调，以及mRNA监控、DNA修复和转录调控

相关通路的下调，推测CL2355模型中可能存在“代

图4 差异表达基因（DEG）的京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路分类 柱状图显示DEG在细胞过程、环境信息处理、遗传信息处理、代

谢和生物系统5大类KEGG通路中的分布。数字表示注释到相应通路的基因数量、括号内数字表示占总DEG百分比。
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偿-损伤”的双重效应：一方面细胞通过激活代谢通

路来应对 Aβ1 ⁃ 42 毒性，另一方面基因表达调控和

DNA修复等基本细胞功能受到抑制。这种分子水

平的改变模式为理解AD早期病理机制提供了新的

视角。

五、研究局限性与未来展望

本研究存在一些局限性需要在未来工作中进

一步完善。首先，对于转录组测序发现的DEG，尤

其是细胞凋亡通路相关基因（如 ced⁃9、ced⁃3等），需

要通过定量PCR进行验证。此外，对于发现的显著

变化的信号通路，如Wnt和MAPK通路，可以通过特

异性激活剂或抑制剂等来验证其在Aβ42介导的神

经毒性中的作用。这些验证实验将使研究者更准确

地理解转录组变化与表型之间的因果关系。

六、秀丽隐杆线虫模型在口腔-神经轴研究中

的应用前景

CL2355模型的独特优势在于可以研究神经元

早期对Aβ1⁃42的反应，这使其成为研究口腔-神经系

统相互作用的理想工具［30］。随着人口老龄化加剧，

老年性痴呆与口腔健康的关系，口腔-神经轴在神

经退行性疾病发病中的作用日益受到关注［31］。利

用CL2355模型研究口腔致病菌与Aβ1⁃42病理之间相

互作用，是基于日益认识到口腔-神经轴在AD中的

作用［14］。流行病学研究已将牙周病确定为AD的潜

在危险因素［13］，临床前证据表明，口腔致病菌来源

的毒力因子（如脂多糖、牙龈素和外膜囊泡）可加重

神经炎症和Aβ累积［31⁃34］。秀丽隐杆线虫模型提供

了一个独特平台，可直接评估这些毒力因子对暴露

图5 差异表达基因（DEG）的京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析 A：上调基因富集的前20个KEGG通路；B：下调基因富集的

前20个KEGG通路。柱长表示基因数量，颜色深浅表示富集显著性。

A

B
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于Aβ1⁃42的神经元的影响。具体的实验方法可包括：

在诱导Aβ1⁃42表达的同时共同给予纯化的LPS或牙

龈素，评估其对功能性神经元产生的影响及炎症信

号通路的变化［35］。此外，与活的口腔致病菌进行共

培养实验，可洞察细菌感染与Aβ1⁃42病理之间的动态

相互作用［36］。这些研究不仅有助于理解AD的复杂

病理机制，还可能为开发新的预防和治疗策略提供

重要线索。阐明口腔菌群失调与AD发病机制之间

的联系可能具有重要的临床意义［37⁃38］。

七、总结与展望

综上所述，本研究通过转录组分析揭示了AD
线虫模型中基因表达的系统性改变，特别是基因表

达调控通路的下调和代谢防御通路的上调。这些

分子水平的改变为理解Aβ1⁃42介导的神经元功能障

碍提供了新的机制见解。本研究建立的AD线虫模

型（CL2355）为研究口腔-神经系统相互作用提供了

理想平台，特别是在探究口腔致病菌毒力因子与

AD发病关系方面具有独特优势。未来研究可以进

一步验证这些转录改变与AD早期病理机制的因果

关系，特别是通过基因敲除或过表达实验来验证关

键基因和信号通路在特定神经元功能中的作用。

此外，可以探索口腔感染因素（如牙周病原菌）如何

通过影响这些转录改变来加剧AD的病理进程，为

老年口腔医学与神经退行性疾病的关系研究提供新

的思路，为开发新的预防和治疗策略提供重要线索。
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