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摘要:为解决目前黑腹果蝇(Drosophila
 

melanogaster)组织标志基因鉴定结果不统一、不准确的问题,分别利用Fly
 

Cell
 

Atlas和FlyAtlas2数据库中7个共有组织的转录组学数据,通过Seurat以及计算差异表达倍数的方法鉴定果蝇组织标志

基因;经过跨数据集交叉验证、文献比对和基因功能检索,最终确定准确的组织标志基因。从上述2个数据集中分别鉴定

出575和5
 

202个组织标志基因,经过跨数据集交叉验证后得到366和2
 

671个组织标志基因,通过文献比对和FlyBase
数据库基因功能检索,共得到55个核心组织标志基因和22个候选组织标志基因。建立了准确的果蝇组织标志基因集,

为将来果蝇组织类型区分和细胞类型标志基因的鉴定提供了重要参考。
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组织标志基因是在某一种组织中高表达而在其他组织中低表达或不表达的一类基因。准确的组织标志基

因鉴定不仅有利于组织划分,还有助于了解组织的发育和分化,例如有研究者通过鉴定胚胎不同发育时期的标

志基因定义了囊胚的3种细胞谱系,为研究胚胎的发生及与干细胞的关系提供了分子蓝图[1]。此外,还有研究

者利用组织标志基因可对肿瘤和非肿瘤组织进行区分[2],以利于后续疾病诊断和药物开发。由此可见,使用准

确的组织标志基因对发育生物学和医学领域的研究来说非常重要,而使用不准确的组织标志基因将导致相关研

究走向错误的方向并严重影响研究结果的准确度。
黑腹果蝇(Drosophila

 

melanogaster)作为模式生物之一,已被广泛应用于遗传学、发育生物学、医学等领域

的研究中[3-5]。果蝇组织标志基因推动了有关发育过程中不同组织和器官形成和分化机制的研究[6]。作为个别

疾病的研究模型,研究人员可通过组织标志基因的表达水平评估药物对组织的影响[7]。因此,对果蝇组织标志

基因的鉴定至关重要。在高通量测序技术成熟前,研究者主要通过研究基因功能与组织的关系[8]、原位杂交[9]

等技术进行组织标志基因鉴定。但这些研究有的是基于单个组织进行实验,忽视了基因可能同时在不同组织中

高表达的情况,因此鉴定出的组织标志基因准确性不高。此外,目前仍然没有研究系统全面地收集和整理果蝇

的组织标志基因。
鉴于目前果蝇组织标志基因鉴定结果不统一、不准确的现状,系统全面地收集整理和鉴定果蝇组织标志基

因十分必要。本研究利用2类转录组测序(RNA-Seq)数据即单细胞转录组测序(scRNA-Seq)和传统转录组测

序(bulk
 

RNA-Seq)的数据进行组织标志基因鉴定,然后通过跨数据集验证、文献比对及基因功能检索,共筛选出

77个最适合的组织标志基因。本研究结果有望为将来果蝇组织区分或细胞类型标志基因鉴定提供参考,让果蝇

在各个生物学及医学研究领域中得到更好的应用。

1 数据来源与基因鉴定

1.1 分析设计

本研究过程在R语言环境下实现。首先利用Fly
 

Cell
 

Atlas数据库[10]中的scRNA-Seq数据和FlyAtlas2
数据库[11]中的RNA-Seq数据进行组织标志基因鉴定并进行跨数据集交叉验证。将验证后的组织标志基因再经
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过文献比对和基因功能检索,最终确定核心和候选组织标志基因(图1)。
1.2 数据的获取

检索Fly
 

Cell
 

Atlas和FlyAtlas2数据库得到7个共有组织:卵巢(ovary)、头部(head)、马氏管(malpighian
 

tubule)、脂肪体(fat
 

body)、气管(trachea)、精巢(testis)和肠道(gut)。分别从以上2个数据库下载这7个组织

的scRNA-Seq数据和RNA-Seq数据。
1.3 组织标志基因鉴定

1.3.1 Fly
 

Cell
 

Atlas数据组织标志基因的鉴定

以scRNA-Seq数据作为输入文件,使用Seurat
 

R包[12]进行组织标志基因鉴定,具体步骤有以下9步。
1)

 

表达矩阵构建:使用Connect函数提取单细胞数据中的基因名、细胞名及相应表达值,并构建表达矩阵。
2)

 

Seurat对象构建:删除表达矩阵中基因表达值小于或等于300的细胞和在小于或等于3个细胞中表达的

基因,根据表达矩阵和细胞所属组织信息,利用CreateSeuratObject函数构建Seurat对象。
3)

 

细胞过滤:使用Subset函数选择细胞内总表达值在300~6
 

000的细胞,并删除表达线粒体基因的细胞

(表达值大于或等于5%)。
4)

 

数据标准化:使用NormalizeData函数中的LogNormalize方法对数据进行归一化,然后进行对数转换。
5)

 

高变基因筛选:使用FindvariableFeature函数中的vst方法选出前2
 

000个高变基因。
6)

 

数据降维:使用ScaleData函数将数据归一化处理后,通过主成分分析(principal
 

components
 

analysis,
PCA)进行数据降维。

7)
 

细胞聚类:使用FindNeighbors函数在PCA空间内构建基于欧氏距离的K 临近(K-nearest
 

neighbors)
图,聚类数(组织数)n=7。
8)

 

低维可视化:使用RunUMAP函数进行细胞聚类和可视化。
9)

 

组织标志基因筛选:使用FindAllMarkers函数进行基因差异表达分析,以差异表达倍数值大于或等于2
为标准筛选组织标志基因。
1.3.2 FlyAtlas2数据组织标志基因鉴定

使用utils包中download.file
 

函数下载FlyAtlas2数据库中每个基因在7个组织中的表达矩阵,并将基因的

FlyBase
 

gene
 

ID转换为Gene
 

Symbol。为了避免0值影响,对表达矩阵中所有数值加上0.01后,进行底数为2
的对数转换,即:

F=log2(ax/bx),
其中:ax 和bx 分别代表基因x 在组织a和b中的表达值,而F 代表基因x 在组织a和b中的表达值之比经过底

数为2的对数转化后得到的差异表达倍数,以F≥2为标准筛选组织标志基因。
1.4 组织标志基因验证

为保证组织标志基因的准确性和可靠性,首先对组织标志基因进行跨数据集交叉验证。将由Fly
 

Cell
 

Atlas
数据鉴定的组织标志基因代入FlyAtlas2数据中,以前文1.3.2节中的计算方法进行差异表达倍数计算,以F 大

于或等于2为标准筛选组织标志基因。FlyAtlas2数据鉴定的组织标志基因采取同样的验证方法。另外,以
“Drosophila

 

melanogaster”“marker
 

gene”和组织名称“fat
 

body”“gut”“head”“malpighian
 

tubule”“ovary”
“testis”“trachea”为关键词检索PubMed文献数据库(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/),提取整合文献中有

实验证据的组织标志基因。通过数据集交叉验证、文献比对以及FlyBase数据库[13]基因功能查询,最终筛选出

核心和候选组织标志基因。

2 结果与分析

2.1 Fly
 

Cell
 

Atlas数据中的组织标志基因

整合Fly
 

Cell
 

Atlas数据库中7个组织的scRNA-Seq数据后,得到的基因表达谱共含有10
 

580个基因和

255
 

943个细胞,后者经进一步过滤后得到255
 

938个细胞。数据经Seurat分析和降维后的 UMAP(uniform
 

manifold
 

approximation
 

and
 

projection)可视化结果如图2所示。从图中可以看出:气管与肠道、卵巢的细胞在

二维空间有一定交集但边界清晰,因而不影响组织标志基因鉴定。除精巢外,其它组织被分为多个细胞团,说明

它们具有区分明显的多种细胞类型。通过差异基因表达分析共鉴定出575个组织标志基因(存在1个基因属于

多个组织的标志基因的情况),脂肪体、肠道、头部、马氏管、卵巢、精巢和气管的组织标志基因分别有66、51、177、
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73、24、173和16个。

2.2 FlyAtlas2数据中的组织标志基因

通过整合FlyAtlas2数据,获得13
 

959个基因在7个不同组织的表达矩阵。根据差异表达倍数大于或等于2
的条件,共鉴定出5

 

202个组织标志基因(存在1个基因属于多个组织的标志基因的情况)。脂肪体、肠道、头部、
马氏管、卵巢和精巢中的组织标志基因个数分别为219、644、1

 

278、402、216和2
 

510。主要组织标志基因在不同

组织的表达情况如图3所示。

图1 黑腹果蝇组织标志基因鉴定流程

Fig.1 Process
 

for
 

identification
 

of
tissue

 

marker
 

genes
 

in
 

D.
 

melanogaster

图2 Fly
 

Cell
 

Atlas数据低维可视化的UMAP图

Fig.2 Low-dimensional
 

visualization
 

of
UMAP

 

plot
 

for
 

Fly
 

Cell
 

Atlas
 

data

 注:原始数据已进行归一化处理,将基因在不同组织的表达值等比例放缩到0~1。

图3 FlyAtlas2
 

数据中主要组织标志基因的热图

Fig.3 Heatmap
 

of
 

major
 

marker
 

genes
 

in
 

FlyAtlas2
 

data
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2.3 组织标志基因的交叉验证的结果

通过跨数据集交叉验证,分别从Fly
 

Cell
 

Atlas和FlyAtlas2数据中筛选出366和2
 

670个适用于外部数据

的组织标志基因;整合271篇文献的结果,共有393个组织标志基因(存在1个基因属于多个组织的标志基因的

情况)。如图4所示,本研究所鉴定的基因当中仅有36个通过数据集交叉验证并被以往文献报道,各个组织标

志基因集均有大量组织标志基因不能在其他组织标志基因集中复现。

图4 数据集交叉验证和文献收集的组织标志基因比较

Fig.4 Comparison
 

of
 

marker
 

genes
 

in
 

cross-data
 

validation
 

and
 

literature
 

searching

基于以上情况,本研究按照如下条件进行最终筛选:1)
 

通过跨数据集验证;2)
 

被以往文献报道;3)
 

有明确的

和组织相关的基因功能。满足条件1)、2)、3)的基因为核心组织标志基因,满足条件1)、2)或条件1)、3)的基因

为候选组织标志基因。最终在7个组织中鉴定出55个核心组织标志基因和22个候选组织标志基因(表1)。

表1 黑腹果蝇组织标志基因

Tab.1 Tissue
 

marker
 

genes
 

in
 

D.
 

melanogaster

组织 组织标志基因

肠道
Amy-p、Amy-d、betaTry、alphaTry、thetaTry、Mal-A1、Mal-A6、mesh、LManVI、Pgant4、CG43774、PGRP-SC1a、

CG5065

头部 Rh2、Rh3、Rh6、Rh5、sNPF、ninaC、ninaE、pros、Pdh、SoxN、retinin、Cpr72Ec、Drgx、bi、Sh

马氏管 Irk1、Irk3、Dh31-R、Eglp2、CapaR、salt、Uro、Tsh、CG16762、Lkr、SecCl、Alp4

卵巢 CP19、CP15、Cp18、CP36、Vm32E、Cp38、CG31926、Vml、Femcoat、CP7Fb、yellow-g、yellow-g2

精巢
kl-2、kl-3、kl-5、w-cup、c-cup、p-cup、CG18628、soti、whip、sunz、hale、aly、Rbp4、kmg、dany、fest、CG3927、schuy、

Nep5

气管 trh、wat

脂肪体 ACC、Gnmt、CecA2、LpR2

  注:加粗部分为核心组织标志基因,不加粗部分为候选组织标志基因。

3 讨论

在组织标志基因鉴定过程中,本研究发现仅有约占文献总数1/4的文献中的组织标志基因与转录组学数据

鉴定结果相吻合。深入分析后发现,有关文献中的部分组织标志基因组织表达的特异性不高,例如基因 Mhc编

码的运动蛋白与肌肉运动密切相关且在肌肉细胞中高表达,然而肌肉细胞广泛分布在肠道、头部、马氏管等多个

组织中,因此该基因不适合成为单一组织的标志基因。另外有研究通过单细胞核转录组测序(snRNA-Seq)发现

基因FASN2在绛色细胞中特异性表达[14],但本研究在FlyAtlas2数据库中发现该基因在心脏中表达量最高,在
脂肪体中的表达量次之,因此FASN2 的多组织表达特点使之不能作为脂肪体的组织标志基因。此外,又如基

因elav 在神经细胞的发育过程中调节神经细胞的分型[15]且已被作为果蝇神经细胞的组织标志基因[16],但由于

果蝇的神经系统存在于大脑和胸腹神经节中,因此该基因可以作为神经细胞的标志基因而不能作为头部的组织

标志基因。
基因Amy 编码的淀粉酶在昆虫碳水化合物代谢中起到了重要作用;在碳水化合物存在的条件下,Amy-p、

Amy-d 可在果蝇肠道中高表达[17]。Li等人[18]利用scRNA-Seq数据进行细胞分型时已将Amy-p 作为果蝇前

肠细胞的组织标志基因。基于scRNA-Seq分析,有研究发现alphaTry
 

和betaTry 这2个胰蛋白酶基因在前肠
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中特异性高表达,并将它们定为肠道细胞的组织标志基因[19]。编码溶酶体α-甘露糖苷酶的LManVI 虽未被作

为肠道的组织标志基因,但通过凝胶电泳实验在果蝇肠道中却能检测到该酶的存在[20]。在分析过程中,本研究

发现LManVI在肠道中的表达值是在其他组织中表达值的18倍。因此,LManVI 可以作为肠道的候选组织标

志基因。
有研究通过原位杂交技术发现,Rh2 和Rh3 分别在果蝇单眼和复眼的感光细胞中特异性表达[9],Rh5 和

Rh6 在果蝇复眼的感光细胞中特异性表达[8,21]。上述这些基因编码的光敏感蛋白对果蝇的视觉至关重要,因此

可作为头部或眼部的核心组织标志基因。sNPF 编码的短神经肽F参与调节食物摄入量和体型大小,Johard等

人[22]通过原位杂交实验和免疫血清分析发现该基因在果蝇头部的凯尼恩细胞(Kenyon
 

cell)中特异性表达。此

外,bi编码的T-box转录因子能促进大脑和眼球的发育,而 Michki等人[23]通过scRNA-Seq分析发现bi在果蝇

头部视叶(optic
 

lobe)区域中高表达。
在马氏管的8个核心组织标志基因和4候选组织标志基因中,Evans等人[24]通过原位杂交将钾离子通道蛋

白编码基因Irk1、Irk2 和Irk3 定位到马氏管的主节段,进一步的定量RT-PCR实验证明了它们在马氏管中高

表达。但本研究发现Irk2 也在果蝇后肠中高表达,且目前尚无更多实验证明Irk2 是马氏管的组织标志基因,因
此本研究只将Irk1 和Irk3 作为马氏管的核心组织标志基因。另外,基因Dh31-R 和CapaR 在马氏管中均有明

显的高表达,两者分别编码利尿激素Dh31受体和Capa神经肽受体,而这2种受体都有利尿功能,可控制果蝇排

泄并保持体液平衡。虽然CG16762 目前没有明确的功能,但本研究发现它在马氏管中的表达量是在它在其他组

织中平均表达量的64倍。同时有研究表明CG16762 在马氏管中特异性表达[25]。因此,本研究认为CG16762
可以作为马氏管的候选组织标志基因。

编码卵黄膜蛋白的Vm32E 以及编码绒毛膜蛋白的Cp19、Cp15、Cp18、Cp36、Cp38 等在卵形成过程中的不

同时期具有选择性表达特点[26-27]。Vm32E 在卵形成阶段10特异性表达,Cp19、Cp36 和Cp38 在卵形成阶段10~
14特异性表达表达,而Cp18 在卵形成阶段11~14特异性表达。Gigliotti等人[28]利用Northern

 

blot实验比较

了不同年龄雄性和雌性果蝇中Vm32E 的表达模式,发现Vm32E 的表达与卵巢发育高度相关,并进一步分析发

现该基因在卵形成阶段10有明显的高表达。虽然yellow-g 和yellow-g2 在FlyBase数据库中没有明确的功能

注释,但有研究表明两者可能编码多巴胺转化酶。它们与早期绒毛膜基因的表达一致,且yellow-g 已被证明对

卵黄膜的完整性至关重要[29]。因此,本研究认为yellow-g 和yellow-g2 可以作为卵巢的候选组织标志基因。
定位于果蝇Y染色体长臂上的kl-2、kl-3 和kl-5 编码的微观动力蛋白是轴丝的关键组成部分,轴丝是形成

精子鞭毛核心的基于微管的细胞骨架结构[30]。有研究发现上述3个基因只有在精子伸长过程中的轴丝伸长时

期特异性高表达[31]。此外,利用CRISPR/Cas9技术使kl-2 和kl-5 产生突变会导致雄性果蝇不育[32]。Barreau
等人[33]发现p-cup、c-cup 和w-cup 在精子发育的后期高表达,而最近一项单细胞转录组学研究也将上述3个

基因作为精子标志基因用于区分精子不同发育时期[34]。总之,以上基因均可以作为精巢的核心组织标志基因。
本研究发现气管中的组织标志基因较少,原因在于果蝇气管系统由延伸到整个体腔的分支小管网络组成且

具有分布广特异性差的特点,而FlyAtlas2数据库中也没有成虫的气管组织数据用于鉴定。结合Fly
 

Cell
 

Atlas
数据鉴定结果、FlyBase数据库基因功能注释以及其他文献发现trh 编码气管形成所需的bHLH-PAS核转录因

子,而所有气管基因的表达都需要该因子,trh 基因的缺失将导致气管细胞无法内陷形成管[35]。wat编码的脂肪

酰辅酶A还原酶参与C24 和C26 长链脂肪酸的还原。还原后的脂肪醇作为疏水性物质覆盖气管内壁,促进气管

由充满水的状态过渡到充气状态[36]。trh 和
 

wat可作为目前最佳的气管组织标志基因。
脂肪体分布在昆虫全身各处,多位于体皮下方并围绕肠道和生殖器官,有储存和利用营养物质、分泌抗菌

肽、参与解毒等多种功能[37],分布广泛和功能多样的特点使得该组织的特异性标志基因较少。ACC 编码乙酰辅

酶A羧化酶,后者催化乙酰辅酶A羧化为丙二酰辅酶A,而丙二酰辅酶A是脂肪酸合成的限速底物。有相关研

究表明该基因高表达于脂肪体细胞,利用RNAi敲除ACC 后将导致甘油三酯存储量急剧下降[38]。到目前为止

该基因虽未被列为果蝇组织标志基因,但它的功能与脂肪体高度相关,且Fly
 

Cell
 

Atlas数据显示该基因高表达

于脂肪体。因此,本研究认为ACC 可作为脂肪体的候选组织标志基因。
总而言之,本研究基于scRNA-Seq和RNA-Seq数据,对果蝇7个主要组织进行了标志基因的鉴定。通过跨

数据集交叉验证、文献比对以及基因功能查询,最终鉴定出55个核心组织标志基因和22个候选组织标志基因。
研究结果部分解决了目前果蝇组织标志基因不统一和不准确的问题,也为将来果蝇组织分型和细胞类型标志基

因鉴定提供了重要参考。
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China)

Abstract:
 

To
 

solve
 

the
 

current
 

problem
 

of
 

inconsistent
 

and
 

inaccurate
 

results
 

of
 

tissue
 

marker
 

gene
 

identification
 

in
 

Drosophila
 

melanogaster.
 

Drosophila
 

tissue
 

marker
 

genes
 

were
 

identified
 

by
 

Seurat
 

as
 

well
 

as
 

calculation
 

of
 

differential
 

expression
 

folds
 

using
 

transcriptomics
 

data
 

of
 

seven
 

shared
 

tissues
 

from
 

Fly
 

Cell
 

Atlas
 

and
 

FlyAtlas2
 

databases,
 

respectively.
 

After
 

cross-validation
 

across
 

datasets,
 

literature
 

comparison
 

and
 

gene
 

function
 

searches,
 

accurate
 

tissue
 

marker
 

genes
 

were
 

finally
 

identified.
 

From
 

the
 

two
 

datasets,
 

575
 

and
 

5
 

202
 

tissue
 

marker
 

genes
 

were
 

identified,
 

respectively,
 

and
 

366
 

and
 

2
 

671
 

tissue
 

marker
 

genes
 

were
 

obtained
 

after
 

cross-validation
 

across
 

the
 

datasets,
 

and
 

a
 

total
 

of
 

55
 

core
 

tissue
 

marker
 

genes
 

and
 

23
 

candidate
 

tissue
 

marker
 

genes
 

were
 

obtained
 

through
 

literature
 

comparison
 

and
 

gene
 

function
 

search
 

in
 

the
 

FlyBase
 

database.
 

An
 

accurate
 

set
 

of
 

Drosophila
 

tissue
 

marker
 

genes
 

was
 

established,
 

providing
 

an
 

important
 

reference
 

for
 

future
 

Drosophila
 

tissue
 

type
 

differentiation
 

and
 

cell
 

type
 

marker
 

gene
 

identification.
Keywords:

 

Drosophila
 

melanogaster;
 

marker
 

gene;
 

transcriptome;
 

single-cell
 

transcriptome
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