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·论著·

基于生物信息学分析方法和机器学习算法探究
铁死亡参与糖尿病心脏病的机制

杨启帆1，方柔柔1，邬东东1，骆家引2，徐守竹1，赵晶3

【摘要】　目的　基于生物信息学分析方法和机器学习算法探究铁死亡参与糖尿病心脏病（DHD）的机制。方

法　从美国国家生物技术信息中心（NCBI）基因表达综合（GEO）数据库下载数据集GSE4745（大鼠心肌细胞测序数

据）和数据集GSE26887（人心肌细胞测序数据），通过铁死亡数据库获得铁死亡基因数据集。应用R软件（4.2.1版

本）中的“Limma”包分析数据集GSE4745中DHD的差异表达基因；应用“WGCNA”包构建加权基因共表达网络以筛

选DHD相关基因模块；应用“Venn”包取DHD差异表达基因、DHD相关基因模块及铁死亡基因数据集交集以获取DHD
相关铁死亡基因。然后针对DHD相关铁死亡基因进行LASSO回归分析以筛选DHD相关铁死亡核心基因。最后通过数据

集GSE26887、蛋白质组学原始数据及既往研究验证DHD相关铁死亡核心基因。结果　从数据集GSE4745中获得491个

DHD差异表达基因，其中上调基因252个、下调基因239个。以软阈值为7将DHD差异表达基因构建邻接矩阵，最终选

择品红色和蓝色模块为DHD相关基因模块，共1 092个基因。进一步分析获得28个DHD相关铁死亡基因。LASSO回归分

析结果显示，从28个DHD相关铁死亡基因中获得6个DHD相关铁死亡核心基因，分别为H19、Nr4a1、Decr1、Gstm1、

Slc3a2、Por。根据数据集GSE26887、蛋白质组学原始数据及既往研究结果最终确定H19、Nr4a1、Decr1、Por为DHD相

关铁死亡的核心基因。结论　铁死亡参与DHD的机制可能与H19、Decr1、Por表达上调及Nr4a1表达下调有关，这为铁

死亡参与DHD提供了新的证据。
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【Abstract】　Objective　To explore the mechanism of ferroptosis participating in diabetic heart disease (DHD) based on 
bioinformatics analysis methods and machine learning algorithms. Methods　The dataset GSE4745 (rat cardiomyocyte sequencing 
data) and dataset GSE26887 (human cardiomyocyte sequencing data) were downloaded from the Gene Expression Omnibus (GEO) 
database of National Center for Biotechnology Information (NCBI) . The ferroptosis gene dataset were selected from ferroptosis 
database. The "limma" package in R software (version 4.2.1) was used to analyze the differentially expressed genes of DHD in the 
dataset GSE4745; the "WGCNA" package was used to construct a weighted gene coexpression network to screen DHD related gene 
modules; the "Venn" package was used to package the intersection of differentially expressed genes, DHD-related gene modules 
and ferroptosis gene datasets, that DHD-related ferroptosis gene. Then LASSO regression analysis was performed on DHD-
related ferroptosis genes to screen DHD-related ferroptosis core genes. Finally, the DHD related ferroptosis core genes was verified 
by dataset GSE26887, proteomics raw data and previous studies. Results　A total of 491 DHD differentially expressed genes 
were obtained from the dataset GSE4745, including 252 up-regulated genes and 239 down regulated genes. DHD differentially 
expressed genes were constructed into an adjacency matrix with a soft threshold of 7. Finally, magenta and blue modules were 
selected as DHD related gene modules, with a total of 1 092 genes. Further analysis obtained DHD related ferroptosis genes. LASSO 
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regression analysis results showed that six DHD related ferroptosis core genes were obtained from 28 DHD related ferroptosis 
genes, which were H19, Nr4a1, Decr1, Gstm1, Slc3a2 and Por, respectively. H19, Nr4a1, Decr1 and Por were finally identified as 
the DHD related ferroptosis core genes according to the dataset GSE26887, the proteomics raw data and previous research results. 
Conclusion　The mechanism of ferroptosis participating in DHD may be related to the up regulation of H19, DECR1 and Por 
expression and the down regulation of NR4A1 expression, which provides new evidence for ferroptosis participating in DHD.

【Key words】　Diabetic angiopathies; Diabetic heart disease; Ferroptosis; Bioinformatics; LASSO regression

stringdb.org/）进行蛋白-蛋白相互作用（protein-protein 
interaction，PPI）分析，其相互作用系数设置为0.15。

1.2.3　铁死亡核心基因筛选　针对DHD相关铁死亡基

因进行LASSO回归分析［6］以筛选DHD相关铁死亡核心

基因。

1.2.4　铁死亡核心基因验证　应用R软件（4.2.1版

本）中的“ggplot2”包分别对数据集GSE4745和数据集

GSE26887中的DHD相关铁死亡核心基因进行可视化分

析。此外，检索既往研究，并分析DHD相关铁死亡核心

基因表达趋势是否与既往研究结果一致。

1.2.5　铁死亡核心基因蛋白质组学验证　在PubMed下

载XI等［7］研究并整理文中蛋白质组学原始数据，根据

该原始数据对DHD相关铁死亡核心基因进行验证。

2　结果

2.1　DHD差异表达基因及相关基因模块　将数据集

GSE4745进行矫正、标准化处理、缺失值补充后获得 
4 000个DHD表达基因，进一步分析获得491个DHD差异

表达基因，其中上调基因252个、下调基因239个，见

图1。通过pick Soft Threshold函数计算相关系数为0.90时

对应的软阈值为7，见图2A、2B。以软阈值为7将DHD
差异表达基因构建邻接矩阵，基因模块的最小基因数为

30，最终选择品红色和蓝色模块为DHD相关基因模块，

共1 092个基因，见图2C。

近年来我国糖尿病的发病率急剧升高，患者人数高

达1.16亿，已成为威胁居民健康的主要疾病之一［1］。

糖尿病可导致多种并发症，如糖尿病心血管疾病、糖

尿病足、神经病变等［2］，其中糖尿病心脏病（diabetic 
heart disease，DHD）是引起糖尿病患者死亡的主要原

因之一［3］。目前，DHD的发病机制尚未完全阐明，仍

缺乏有效的治疗策略和药物。研究发现，调控铁死亡可

以延缓DHD的发生［4］。但对于铁死亡与DHD的关系尚

缺乏深入研究。近年来随着生物信息技术的成熟和机器

学习理论体系的发展，生物信息学分析方法和机器学习

算法被广泛用于揭示疾病的发生、发展［5］。本研究基

于生物信息学分析方法和机器学习算法探究铁死亡参与

DHD的机制，以期为寻找DHD新的治疗靶点提供理论

依据。

1　资料与方法

1 . 1 　 数 据 来 源 　 从 美 国 国 家 生 物 技 术 信 息 中 心

（National Center for Biotechnology Information，NCBI）
基因表达综合（Gene Expression Omnibus，GEO）数

据库（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）下载数据集

GSE4745（大鼠心肌细胞测序数据）和数据集GSE26887
（人心肌细胞测序数据），并根据平台文件对探针进行

注释。利用R软件对数据集进行矫正、标准化处理、缺

失值补充等，并对基因表达矩阵数据进行对数转换。

其中数据集GSE4745包含正常组样本4个和DHD组样本4
个，数据集GSE26887包含正常组样本5个和DHD组样本

7个。通过铁死亡数据库（http://www.zhounan.org/ferrdb/
current/）获取铁死亡基因数据集。

1.2　研究方法

1.2.1　DHD差异表达基因及DHD相关基因模块筛选

　应用R软件（4.2.1版本）中的“Limma”包分析数

据集GSE4745中DHD差异表达基因，设置P ＜0.05、

|log2FC|≥0.5；应用“ggplot2”包对DHD差异表达基因

进行可视化；应用“WGCNA”包构建加权基因共表达

网络，并通过pick Soft Threshold函数计算相关系数和软

阈值，然后根据软阈值计算拓扑重叠矩阵（topological 
overlap matrix，TOM）以筛选DHD相关基因模块。

1.2.2　DHD相关铁死亡基因筛选　应用R软件（4.2.1
版本）中的“Venn”包分析铁死亡基因数据集与DHD
差异表达基因、DHD相关基因模块的交集，即DHD
相关铁死亡基因，然后将其导入String数据库（https://

注：红色点为上调基因，蓝色点为下调基因

图1　DHD差异表达基因火山图
Figure 1　Volcano map of DHD differentially expressed gene
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注：A为不同软阈值对应的无尺度拓扑模型拟合（R2），B为不

同软阈值对应的平均连接度，C为基因模块

图2　加权基因共表达网络分析结果
Figure 2　Weighted gene co-expression network analysis results
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图3　DHD相关铁死亡基因韦恩图
Figure 3　Venn diagram of DHD-related ferroptosis gene
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图4　LASSO回归分析结果
Figure 4　LASSO regression analysis results

2.2　DHD相关铁死亡基因　应用“Venn”包共获得28
个DHD相关铁死亡基因，分别为H19、Nr4a1、Hspb1、

Decr1、Acot1、Ptpn18、Gja1、Ech1、Pparg、Alox15、

Mpc1、Smad7、Nr1d2、Atg13、Por、Enpp2、Arntl、
Pdk4、Ppara、Pgrmc1、Acadsb、Gstm1、Bcat2、

Slc3a2、Lamp2、Fabp4、Srebf1、Nr1d1，见图3。将28
个DHD相关铁死亡基因导入String数据库进行PPI分析，

结果显示，PPI网络共28个节点、118条边。

2.3　DHD相关铁死亡核心基因　LASSO回归分析结果

显示，从28个DHD相关铁死亡基因中共获得6个DHD
相关铁死亡核心基因，分别为H19、Nr4a1、Decr1、

Gstm1、Por、Slc3a2，见图4～5。

2.4　DHD相关铁死亡核心基因的验证结果　在数据集

GSE26887中，H19、Nr4a1、Decr1、Gstm1的表达趋势

与数据集GSE4745一致，而Por和Slc3a2的表达趋势与数

据集GSE4745不一致。在蛋白质组学原始数据中，可

以提取到Decr1、Gstm1、Por、Slc3a2的蛋白质数据，

其中Decr1、Por、Slc3a2的蛋白质表达趋势与数据集
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GSE4745中相关基因表达趋势一致，而Gstm1的蛋白质

表达趋势与数据集GSE4745中相关基因表达趋势不一

致；未提取到H19、Nr4a1的蛋白质数据，其中H19为

非编码RNA，见表1。鉴于测序数据和蛋白质组学数据

中样本量有限，将数据集GSE26887、蛋白质组学原始

数据及既往研究结果［8-13］中至少符合2项者认为验证成

功，故最终确定H19、Nr4a1、Decr1、Por为DHD相关铁

死亡核心基因。

3　讨论

DHD是一种致死率较高的疾病，属于糖尿病患者慢

性且严重的并发症。铁死亡是细胞依赖铁与氧化应激相

关的死亡方式，与经典细胞死亡方式不同，其具有独特

的形态学特征，主要包括线粒体嵴溶解和线粒体轮廓变

小等［14］。此外，脂质过氧化物在细胞内积聚是铁死亡

发生的直接原因，而细胞内铁离子和活性氧介导的芬顿

反应可进一步促进脂质过氧化物在细胞内积聚。研究发

现，调控铁死亡可以延缓DHD的发生［4］。本研究基于

生物信息学分析方法和机器学习算法探究了铁死亡参与

DHD的可能机制。

本研究结果显示，H19、Nr4a1、Decr1、Gstm1、

Por、Slc3a2是DHD相关铁死亡的核心基因，根据数据

集GSE26887、蛋白质组学原始数据及既往研究最终确

定H19、Nr4a1、Decr1、Por为DHD相关铁死亡的核心基

因。H19是一个在DHD发展过程中发挥重要调控作用的

长链非编码RNA，其与心脏肥厚、心肌纤维化的发生

密切相关［15］。ZHUANG等［8］研究证实，H19在衰老型

心肌细胞和衰老小鼠心脏组织中呈高表达，其可以通

过miR-19a/SOCS1/p53/p21途径促进心肌细胞衰老。此

外，在扩张型心肌病大鼠中抑制H19可减少心肌细胞凋

亡并改善大鼠左心室结构和功能［16］。另有研究表明，

H19表达下调后可通过调控miR-106b-5p/ACSL4轴而发

挥促进细胞增殖、提高细胞活力、抑制脑微血管内皮

细胞铁死亡的作用，进而防止脑出血事件的发生［17］。

故推测下调H19可以抑制铁死亡，进而保护心肌细胞。

Nr4a1又称为Nur77，是一种核激素受体，属于Nr4a亚家

族成员［18］，其被证实可以通过多种机制抑制巨噬细胞

的炎症反应，如抑制NF-κB信号通路或线粒体代谢重

编程［19］，因而上调Nr4a1表达可减轻巨噬细胞的炎症

注：A为H19，B为Nr4a1，C为Decr1，D为Gstm1，E为Por，F为Slc3a2
图5　DHD相关铁死亡核心基因表达箱式图

Figure 5　Box plot of the expression of DHD-related ferroptosis core gene
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表1　DHD相关铁死亡核心基因筛选结果
Table 1　Screening results of DHD-related ferroptosis core genes

基因
数据集

GSE4745
数据集

GSE26887
蛋白质组学

原始数据
是否与既往研究

结果一致

H19 ↑ ↑ - 是［8］

Nr4a1 ↓ ↓ - 是［9］

Decr1 ↑ ↑ ↑ 是［10］

Gstm1 ↑ ↑ ↓ 否［11］

Por ↑ ↓ ↑ 是［12］

Slc3a2 ↑ ↓ ↑ 否［13］

注：↑表示上调，↓表示下调，-表示无相关数据

A

D E F

B C
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反应并改善心功能［9］。由此推测，上调Nr4a1表达可抑

制铁死亡，减轻炎症反应，进而改善心功能。NASSAR
等［10］研究证实，Decr1可导致多不饱和脂肪酸在细胞

内积累，进而增强线粒体氧化应激和脂质过氧化，并诱

导铁死亡，推测Decr1可能是DHD的潜在治疗靶点。Por
是一种位于内质网的氧化还原酶，其可以参与能量调

节、调控糖异生和氧化还原稳态［20］。研究发现，Por缺
乏可以抑制铁死亡诱导剂引起的过氧化磷脂水平升高，

而Por升高可以促进细胞色素P450血红素成分发生芬顿

反应，从而促进脂质过氧化［12］，推测Por可能通过促进

脂质过氧化而促进铁死亡，进而调控DHD的发展。

综上所述，铁死亡参与DHD的机制可能与H19、

Decr1、Por表达上调及Nr4a1表达下调有关，这为铁死

亡参与DHD提供了新的证据，也为DHD的防治提供了

新策略，但该结论仍需进一步研究证实。
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