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糖尿病肾病中与铁死亡相关中枢基因的识别

赵升，李文川，董兰，连容，李玥娇，何凤 
（华南理工大学附属第二医院肾内科，广东 广州 510180）

【摘要】  目的  通过生物信息学分析，识别在糖尿病肾病（DN）进展中发挥重要作用的铁死亡相关基因，为 DN
的治疗提供新见解。方法  对 RNA 测序数据集 GSE142025 进行 DN 差异表达基因（DEGs）的分析和筛选，并进行了

基因本体论（GO）功能注释和基因集富集分析（GSEA）。随后，构建加权基因共表达网络分析（WGCNA）来识别关

键基因。通过韦恩图将 DEGs 和关键基因所共有的铁死亡相关基因（FRGs）确立为中枢（hub）基因。应用受试者操

作特征（ROC）曲线验证 hub 基因的临床诊断价值，并采用免疫组织化学染色（IHC）法检测 hub 基因在 3 例 DN 患
者及 3 例正常肾组织中的表达量。结果  在 DN 组和对照组（NC 组）筛选出 1 916 个 DEGs。GO 功能富集分析显示，

DEGs 主要参与炎症相关的生物过程，GSEA 分析提示 DEGs 在铁离子结合的生物过程中显著富集。WGCNA 构建的 12
个共表达模块中，grey60、turquoise 和 grey 模块与 DN 的相关性最高。根据筛选标准从 3 个模块中挑选出 188 个关键

基因，其中与 DEGs 共有的 FRGs 有 2 个，分别为铜蓝蛋白（CP）基因和脂质运载蛋白 -2（LCN2）基因。ROC 曲线

验证二者皆具有良好的临床诊断价值。IHC 结果显示，2 个基因在 DN 患者组织样本中表达均上调（P 均 < 0.05），与

生物信息学的分析结果相一致。结论  CP 和 LCN2 可能通过抑制肾组织中的铁死亡参与 DN 疾病的发展，可作为 DN
潜在的生物标志物和治疗的新靶点。
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【Abstract】  Objective  To identify hub genes associated with ferroptosis in the progression of diabetic nephropathy （DN） 
through bioinformatics analysis， offering novel insights into DN treatment. Methods  Differentially expressed genes （DEGs） in DN 
were screened using RNA sequencing dataset GSE142025， and Gene Ontology （GO） and Gene Set Enrichment Analysis （GSEA） were 
utilized for functional annotation. Subsequently， the Weighted Gene Co-expression Network Analysis （WGCNA）was conducted to 
pinpoint key genes. Venn diagrams aided in identifying hub genes among ferroptosis-related genes （FRGs） common to DEGs and key 
genes. ROC curves were employed to assess the clinical diagnostic potential of these hub genes. Immunohistochemistry （IHC）was 
conducted to detect the expression levels of hub genes in DN patients and normal kidney tissues. Results  1 916 DEGs were identified 
between the DN and control （NC） groups. GO enrichment analysis revealed that DEGs were mainly involved in inflammation-related 
biological processes. GSEA analysis found significant enrichment in processes related to iron ion binding. Among 12 co-expression 
modules constructed by WGCNA， grey60， turquoise， and grey modules showed the highest correlation with DN. 188 key genes were 
selected from 3 modules based on the screening criteria， among which 2 were FRGs shared by DEGs， namely ceruloplasmin （CP） 
gene and lipocalin-2 （LCN2） gene. ROC curves confirmed high clinical diagnostic value of these two genes. IHC results showed 
upregulated expression of both two genes in DN patient samples （both P < 0.05）， consistent with the findings of bioinformatics analysis.  
Conclusion CP and LCN2 could be involved in the progression of DN by inhibiting ferroptosis， serving as promising biomarkers and 
treatment targets for DN.
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糖尿病肾病（DN）是糖尿病的微血管并发

症之一，也是终末期肾病（ESRD）的主要原

因［1-2］。尽管对糖尿病患者已有全面的医疗健康

管理策略，但 DN 发病率仍呈逐年上升的趋势［3］。

DN 发病的机制涉及血流动力学的变化、代谢失

衡以及炎症免疫等多重因素［4-7］。目前尚无有效

延缓 DN 进展的特效药物，因此需要研究新的

生物标志物来提高 DN 的早期诊断准确性，从

而及时干预，延缓 ESRD 的发生。DN 与细胞程

序性死亡如自噬、细胞凋亡和坏死相关［7-8］。铁

死亡作为一种由氧化应激损伤引发的细胞程序

性死亡形式，引发脂质氧化产物过度堆积以及

谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）活性降低，可

导致肾脏组织受到严重的活性氧（ROS）损 
害［9-10］。近年来，越来越多的科学研究证明，铁死

亡可能在 DN 的进展中发挥重要作用［11］。因此，深

入研究 DN 发生、发展过程中铁死亡的相关病理机

制成为目前研究的焦点。随着高通量测序技术的

持续发展，利用基因数据库和生物信息学技术对

海量的数据分析可深入挖掘疾病进展过程中的分

子功能及变化联系，为揭示疾病的起因和发展机

制提供了更多的可能性。

本课题拟通过从 DN 中筛选出有差异表达的、

与铁死亡相关的基因（FRGs），同时从加权基因共

表达网络分析（WGCNA）高度相关的基因模块中

识别并鉴定具有潜在价值的 FRGs 作为 DN 的潜在

生物标志物，为 DN 的早期诊断和治疗提供了新方

向，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 标本来源

本课题收集来自华南理工大学附属第二医院

收治的 3 例经活组织检查（活检）确诊的 DN（尿

白蛋白与肌酐质量比 >30 mg/g）肾组织样本，以及

3 例肾切除术后未受影响的正常（NC）肾组织作

为对照。本研究经医院伦理委员会批准（批件号：

S-2021-065），所有参与者均已签署知情同意书。

1.2 获取数据集及筛选差异基因

从 GEO 数据库下载糖尿病肾组织活检样本的

RNA 测序数据集GSE142025，包含正常对照组（NC
组）9 例和 DN 组 27 例。使用 R 软件中的“limma”
包对 NC 组和 DN 组进行差异表达基因（DEGs）的

分析和筛选，筛选标准为 P < 0.05 且 |Log2FC| > 1。
随后使用“ggplot2”包绘制火山图以可视化 DEGs。
1.3 基因功能富集分析

为了探索 DEGs 的生物功能和参与的生物过

程，使用 R 软件的“clusterProfiler”包对 DEGs 进

行基因本体论（GO）功能分析和基因集富集分析

（GSEA）。

1.4 获取与铁死亡相关的基因集

在 FerrDb 网站（http： //www.zhounan.org/ferrdb）
上获得经证实在人体组织中表达的与铁死亡相

关 的 基 因 集， 包 括 265 个 Driver 基 因、280 个

Suppressor 基因和 3 个 Marker 基因。排除重复的基

因，最终筛选出 396 个 FRGs。
1.5 WGCNA 的构建

使用 R 软件的“WGCNA”包，根据方差排名，

在数据集中选取 17 182 个在前 25% 的基因构建共

表达网络。通过“pickSoftThreshold”函数确定适当

的软阈值，使构建的基因网络更符合无标度网络

特征。然后根据基因加权的相关系数，将基因按

照表达模式分类，得到基因树状聚类图。再计算

基因表达谱和给定模型的相关性，对相关性较高

的模块进行合并后得到 12 个模块。最后计算基因

模块和临床状态之间的相关性及统计学 P 值，r 的
绝对值越接近 1，说明相关性越大；P < 0.05 为具

有统计学意义。

1.6 关键模块和中枢基因的识别

将与临床特征关联度最高的模块确立为关键

模 块， 将 Gene Significance（GS）>0.2 和 Module 
Membership（MM）>0.8 的基因定为关键基因。对

DEGs、WGCNA 和 FRGs 取交集，确定交集处的基

因为中枢（hub）基因。

1.7 免疫组织化学染色（IHC） 
将所收集的 3 例 DN 肾组织和 3 例 NC 肾组

织样本进行常规石蜡包埋，切片后使用特异性抗

体进行 IHC。使用的抗体为：铜蓝蛋白基因（CP，
21131-1-AP），脂质运载蛋白 -2（LCN2，26991-1-
AP）。然后应用 Image J 软件的 IHC-Toolbox 软件对

400 倍视野的 IHC 结果进行定量分析。

1.8 统计学处理

使用 SPSS 26.0 和 GraphPad Prism 8.0 进行统

计分析和绘制统计图。所有计量资料均符合正态

分布，以 表示，组间比较采用独立样本 t 检
验。P < 0.05 为差异具有统计学意义。
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2 结 果

2.1 DN 组与 NC 组的 DEGs 筛选

使用 R 软件分析并筛选数据集 GSE142025 中

的 DEGs，得到 1 916 个 DEGs，火山图见图 1A，

其中上调的基因为 1 071个，下调的基因为 845个。

2.2 GO 功能分析和 GSEA
DEGs 的 GO 功能分析见图 1B。与 NC 组相比，

DN 组的 DEGs 主要富集于与炎症相关的生物过程，

涉及炎性细胞的激活、分化和增殖。GSEA 结果提

示，DEGs 的分子功能富集于铁离子结合的生物过

程（图 1C）。因铁离子的结合过程可能与 DN 疾病

进展中的铁死亡过程相关，故从 FerrDb 网站获取

396 个已被证实在人体组织表达的 FRGs，其中 32
个 FRGs 为与 DEGs 共有的基因（图 1D）。热图展

示了 FRGs 在数据集 GSE142025 中的表达和差异

情况（图 1E）。
2.3 构建 WGCNA 并筛选关键基因

使 用 数 据 集 GSE142025 中 的 36 个 样 本 构

建 WGCNA（图 2A），选取最佳的软阈值 20（图

2B），代入模型构建无标度网络，获得拟合指数

R2=0.97（图 2C）。利用基因树状图进行层次聚类

以生成模块，合并具有相似特征基因的模块，最

终得到 12 个共表达模块（图 2D）。评估基因模

块与临床状态之间的相关性（图 2E），结果显示

grey60（r=-0.53）、turquoise（r=-0.48） 和 grey 模

块（r=0.46）与 DN 的相关性最高且具有统计学意 
义（P 均 < 0.05）。绘制这 3 个模块的散点图（图

2F~H），选取 GS>0.2 和 MM>0.8 的基因，共获得

188 个关键基因。

注：A 为 NC 组和 DN 组间 DEGs 的火山图；B 为 DEGs 的 GO 功能分析气泡图；C 为 GSEA 结果中铁浓缩相关途径 
（GOMF _IRON_ON_BINING）；D 为 DEGs 和 FRGs 的韦恩图；E 为 DEGs 和 FRGs 共有的基因在 GSE142025 中的差异表达

热图。

图 1 NC 组与 DN 组 DEGs 的表达及功能富集分析

Figure 1 Expression and functional enrichment analysis of DEGs in NC group and DN group
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2.4 Hub 基因的筛选和验证

将 通 过 WGCNA 获 得 的 关 键 基 因 与 32 个

FRGs 绘制韦恩图（图 3A），取交集为 hub 基因，

即铜蓝蛋白基因（CP）和脂质运载蛋白 -2（LCN2）。
ROC 曲线验证了 hub 基因，结果显示 CP 和 LCN2
的 AUC 均为 0.852，均 >0.80 的标准（图 3B）。绘

制散点图可视化 hub 基因在数据集 GSE142025 中

的表达情况（图 3C），用 IHC 交叉验证（图 3D、

E），检测 hub 基因的蛋白表达量，结果显示 2 个

基因在 DN 肾组织中的表达均上调，与生物信息学

分析的结果一致。

3 讨 论

DN 因其逐年升高的发病率和致死率以及昂贵

的医疗费用，正在成为世界性的公共卫生问题［12］。

由于 DN 的发病机制尚不明确，目前尚无有效的

药物或方法预防 ESRD。铁死亡是一种由氧化应激

损伤引发的铁依赖性细胞程序性死亡的形式，已

有研究证实其参与多种疾病的炎症和氧化的病理

过程［13-16］。鉴于炎症和氧化在 DN 的疾病进展中扮

演的重要角色，探究 DN 发生、发展过程中与铁死

亡相关的分子机制成为近年研究的热点。早期研

究揭示，铁在肾脏中的过度累积会加速糖尿病大

鼠的肾损伤［17］。在此基础上，Feng 等［18］的研究发

现，在高糖环境的刺激下，肾脏组织细胞显现出

明显的铁死亡特征，包括膜密度的增加、线粒体

的体积缩小、线粒体嵴的减少甚至消失，以及脂

质过氧化产物丙二醛和 4- 羟基壬烯醛等相关分子

的过表达。Kim 等［11］进一步的研究表明，铁死亡

注：A 为 GSE142025 数据集样本的层次聚类树状图；B 为软阈值；C 为无标度网络的直方图；D 为基因聚类的树状图；

E 为基因模块与临床状态的相关性所绘制热图；F~H 为关键模块基因的散点图。

图 2 构建 WGCNA 及筛选关键基因

Figure 2 Construction of WGCNA and screening of key genes
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抑制剂 Fer-1 能够显著改善 TGF-β1 诱导的肾小管

细胞死亡以及脂质过氧化物的累积。Feng 等［19］指

出，铁死亡可能通过激活低氧诱导因子 / 血红素氧

合酶 1 途径促进 DN 进展，从而损害肾小管。Chen
等［20］的研究则显示，通过抑制糖尿病小鼠足细胞

中 GPX4 的泛素化，可以保护肾脏免受铁浓缩和

氧化应激损伤，进而改善 DN。此外，Lu 等［21］的

研究表明，恩格列净可能通过促进 AMP 活化蛋白

激酶介导的核转录因子红系 2 相关因子 2 激活途

径减轻 DN 小鼠以及 HK-2 细胞高糖模型的铁死亡

损伤，从而改善 DN 肾脏组织的病变。上述研究均

表明，铁死亡在 DN 的进展中发挥着重要的促进作

用，探索铁死亡相关调控途径中新的生物标志物

有望为减缓 DN 进展的治疗提供新的研究方向。

本研究利用生物信息学的方法在 DN 组和 NC
组鉴定出 1 916 个 DEGs，其中上调的基因有 1 071

个、下调的基因有 845 个。GO 功能分析显示，

DEGs 主要参与炎症相关的生物过程，而 GSEA 结

果提示 DEGs 的分子功能显著富集在铁离子结合的

生物过程上，表明在 DN 的发生发展中铁死亡可能

与 DN 的炎症过程相关。本研究通过韦恩图获得

DN 组与 NC 组间差异表达的 32 个 FRGs，随后使

用 WGCNA 获得存在差异性和与临床状态相关性

最高的 3 个模块中的 188 个关键基因，联合关键

基因和 FRGs 鉴定出 2 个 hub 基因即 CP 和 LCN2。
CP 是一种携带铜的金属酶，其主要作用是通

过将二价铜离子还原成一价，从而充当促氧化剂，

把亚铁转化为可以与转铁蛋白结合的三价形态［22］。

早期研究发现，糖尿病患者血清 CP 水平升高［23-24］。

Yamazaki 等［25］的研究表明，血清 CP 水平升高是

DN 进展的危险因素，对患者不良预后有一定的预

测价值。Tsai 等［26］的研究指出，尿液中 CP 水平与

注：A 为 FRGs 和 WGCNA 关键基因的韦恩图；B 为 GSE142025 验证 hub 基因的 ROC 曲线图；C 为 GSE142025 中 hub
基因的表达水平；D（IHC 染色，×400）、E 为 IHC 验证 CP 和 LCN2 基因在 NC 肾组织和 DN 肾组织中的表达及定量分析；

组间比较，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。
图 3 Hub 基因筛选及表达水平验证

Figure 3 Hub gene screening and expression level validation
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近端肾小管细胞的损伤呈正相关，提示 CP 可能通

过铁死亡在早期 DN 中发挥病理生理作用。另外，

Shang 等［27］的研究表明，CP 的过表达可抑制铁死

亡诱导剂在细胞内诱导的铁、丙二醛和脂质 ROS
的沉积，从而减少肝癌细胞中的铁死亡。本研究

ROC 曲线分析结果显示，CP 的 AUC>0.80，对临

床 DN 具有一定的诊断效能，且 IHC 结果显示 DN
组中 CP 的表达量明显上调。

LCN2 在大多数组织的上皮细胞和中性粒细

胞中产生，也被称中性粒细胞明胶酶相关脂质运

载蛋白（NGAL），是免疫调节蛋白亚家族的一部

分，在炎症环境中已成为一种关键的铁调节蛋白。

LCN2 的表达上调可以募集炎症细胞和诱导促炎细

胞因子的释放［28-29］。已有研究显示，在急性肾损伤

和慢性肾脏病中，血清及尿液中 LCN2 的含量会随

着估计肾小球滤过率的下降和白蛋白尿的增加而

升高，其可作为肾小管损伤的标志物［30-32］。Jaberi
等［33］的研究表明，高血糖刺激下 LCN2 的合成增

加。Tang 等［34］的研究发现，尿液中 NGAL 水平与

DN 的肾损伤分期相关。Song 等［35］的体外实验研

究表明，NGAL 促进 HK-2 细胞的增殖以及减少细

胞铁死亡的发生。本研究 LCN2 的 ROC 曲线分析

结果表明，LCN2 对 DN 进展的诊断有一定临床价

值（AUC 为 0.825）。
另外，本研究中 IHC 结果显示，DN 组织的

CP 和 LCN2 的表达水平升高，提示其可能是机体

对 DN 氧化和免疫环境失衡的一种稳态反应。这种

上调可能是机体的一种代偿机制，旨在通过负调

控铁死亡以延缓 DN 的疾病进展，但发挥该作用的

具体机制尚需进一步利用体外细胞实验和动物模

型实验研究阐明，以期为 DN 治疗靶向的药物研发

提供新的见解和方向。
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