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基于生物信息学探讨MEF2C在铁死亡相关哮喘中的分子机制

姜海松，宋艺兰
（延边大学医学院解剖学教研室，吉林省过敏性常见疾病免疫与靶向研究重点实验室，吉林  延吉  133002） 

摘要  目的  基于生物信息学方法筛选铁死亡相关哮喘的关键基因，并探讨其在哮喘发生中的分子机制。方法  通过GEO数据

库获取哮喘相关数据集，并在铁死亡数据库（FerrDB）中下载铁死亡相关基因，两者取交集得到铁死亡相关哮喘差异表达基因。

通过LASSO回归和SVM-RFE算法进一步筛选核心基因。对上述筛选所得基因进行分子生物学验证，并通过哮喘小鼠中的miRNA

微阵列数据联合miRWalk与TargetScan预测上游miRNA。结果  首先从GSE43696数据集中筛选出在中、重度哮喘中表型一致的

差异表达基因212个，其中包含5种铁死亡相关基因，分别为HCAR1、NOS2、MEF2C、IL6和NOX1。SVM-RFE算法显示，MEF2C

对模型的影响最大，实验验证后发现其mRNA与蛋白产物的表达在哮喘小鼠中均下调，且主要在气道上皮细胞核内表达。靶向

MEF2C的miRNA预测分析结果发现在哮喘小鼠中上调miR-2861表达可能靶向MEF2C，且miR-2861的表达在IL-17A敲除后显著

下调。结论  MEF2C是铁死亡相关哮喘的关键调控因子，其表达下调可能与IL-17A介导的miR-2861表达上调有关。
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Molecular mechanism of MEF2C in ferroptosis-related asthma based on bioinformatics
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Abstract  Objective  Key genes related to ferroptosis in asthma were screened using bioinformatics，and their molecular mechanisms 

of action in the development of asthma were investigated. Methods  Data sets related to asthma were obtained from the GEO database，

and ferroptosis-related genes in FerrDB were downloaded to screen differentially expressed genes related to ferroptosis in asthma. LASSO 

regression and SVM-RFE algorithm were used to further screen the core genes. Molecular biology verification of these screened genes was 

performed，and miRNA microarray data from asthmatic mice combined with miRWalk and TargetScan were used to predict the upstream 

miRNA. Results  From GSE43696，212 differentially expressed genes with consistent phenotypes in moderate-to-severe asthma were 

screened，including five ferroptosis-related genes：HCAR1，NOS2，MEF2C，IL6 and NOX1. The SVM-RFE results indicate that MEF2C 

has the greatest  impact on the model. Experimental validation showed that  the expression of both its mRNA and protein products was 

downregulated in asthmatic mice and was primarily expressed in the airway epithelium as well as within the cell nucleus. The prediction 

analysis results of miRNA targeting MEF2C revealed that miR-2861，which is upregulated in asthmatic mice，may target MEF2C，and that 

the expression of miR-2861 was significantly downregulated after IL-17A knockout. Conclusion  MEF2C is a key regulator in ferropto-
sis-related asthma. Its down regulation may be associated with IL-17A-mediated upregulation of miR-2861.
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哮喘是一种复杂的异质性气道疾病，表现为肺

部炎症、气道高反应、黏液分泌过多和气道重塑［1］。

目前，全球有超过3亿哮喘患者［2］。随着患病率的不

断上升，2025年哮喘患者的数量可能达到4亿［3］。因

此，进一步筛选更有效的哮喘治疗方案有重要意义。

探究哮喘的分子机制可能是发现新药靶点和

丰富哮喘治疗的有效方法［4］。DIXON等［5］提出铁死

亡是一种由脂质过氧化引起的铁依赖性程序性细

胞死亡，与其他形式的程序性细胞死亡不同，铁死

亡时没有细胞肿胀、质膜破裂、染色质凝聚和核碎

裂，主要表现为线粒体密度增加、外膜破裂、线粒体
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嵴减少甚至消失。目前，关于铁死亡在哮喘中的作

用鲜有报道。尽管铁死亡抑制剂对哮喘的作用已在

动物实验中得到证实，但尚未进行临床转化。本研

究应用生物信息学方法，系统地筛选出铁死亡相关

的哮喘基因靶点，并通过实验手段进行验证。

1 材料与方法

1.1  数据采集及处理

通过GEO数据库 （https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/） 

获取哮喘相关数据集，通过R软件 （4.3.1） 对哮喘相关

数据集GSE43696 （支气管上皮细胞的基因芯片数据

集） 进行差异分析，考虑到GSE43696数据集中的哮喘

组包括中度哮喘 （n = 50） 和重度哮喘 （n = 38） 患者，

本研究分别在中度哮喘和重度哮喘的样本中验证

了结果。同时，在铁死亡数据库 （FerrDB） 中分别下载

驱动基因、标记基因和抑制基因以获取铁死亡相关

基因。最后使用Venn图取交集，获得铁死亡相关哮喘

的靶点。

1.2  LASSO回归与SVM-RFE算法

LASSO回归和SVM-RFE算法分别采用R软件

“glmnet”包和R软件“e11071”包进行，均采用10倍

交叉验证。

1.3  数据集验证

分别在GSE143303数据集和GSE147878数据集

中验证结果，验证集均为支气管内活检的基因芯片

数据集。并通过R软件“pROC”包绘制受试者操作

特征 （receiver operator characteristic，ROC） 曲线，曲

线下面积 （area under the curve，AUC） >0.75的变量具

有良好的诊断性能［6］。

1.4  MEF2C的分子生物学验证

1.4.1  哮喘小鼠模型的建立：BALB/c雌性小鼠16只 

（无特异性病原体，8周龄，体重20~22 g），购自延边大

学实验动物中心。小鼠均在相对湿度为50％~60％、

室温为 （22±2） ℃、暗光循环12 h的条件下饲养，可

自由进食常规饲料 （3~7 g/d） 并饮用严格高压灭菌

水。所有动物实验过程按照《实验动物管理条例》执

行。本研究获得延边大学医学院伦理委员会批准，

批准文号：SYXK （JI） 2020-0009。将小鼠随机分为对

照组 （n = 8） 和哮喘模型组 （n = 8），哮喘模型组小鼠

于实验开始时通过鼻内滴注50 μg屋尘螨 （house dust 

mite，HDM），并在第7~11天鼻内滴注50 μg的HDM。对

照组小鼠在相同时间点接受等量PBS。在第14天处

死所有小鼠后，取出肺组织用于后续实验。实验所

用HDM购自美国Greer公司。

1.4.2  实时PCR：提取小鼠肺组织总RNA，并将其逆

转录成cDNA，随后以此cDNA为模板进行实时PCR。

总RNA提取试剂盒、cDNA第一链合成预混试剂、一

步法反转录荧光定量试剂盒均购自天根生化科技 

（北京） 有限公司。

1.4.3  Western blotting：提取小鼠肺组织蛋白，用

SDS-PAGE分离总蛋白20 μg。然后用一抗、二抗孵

育，随后显影。GAPDH和山羊抗兔抗体购自美国

CST公司；MEF2C和GPX4抗体购自美国MERCK公司；

蛋白水平由Quantity One软件计算。

1.4.4  免疫组织化学染色：肺组织切片经脱蜡、梯度

乙醇脱水、柠檬酸溶液抗原修复后，与MEF2C抗体进

行孵育，再与山羊抗兔二抗进行结合，最后，使用光

学显微镜 （日本Nikon公司） 对切片进行图像采集。

1.4.5  免疫荧光染色：人支气管上皮细胞株BEAS-2B

购自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中

心，在含10%胎牛血清、100 g/mL链霉素和100 U/mL青

霉素培养基中培养。然后用200 mg/mL内毒素处理的

HDM孵育24 h。将细胞固定、渗透并用MEF2C抗体进

行孵育。冲洗后，细胞与山羊抗兔抗体在37 ℃下孵

育1 h。

1.5  靶向MEF2C微RNA （microRNA，miRNA） 预测

分析

基于HDM诱导哮喘小鼠模型的miRNA微阵列数

据 （GSE207659） ，通过差异分析筛选上调的miRNA。

然后在miRWalk中预测人鼠共存且能靶向MEF2C的

miRNA。最后通过数据集GSE197090验证结果，并使

用TargetScan （https：//www.targetscan.org/） 预测其与

靶基因潜在的结合位点。此验证集由本课题组在雌

性BALB/c小鼠中建立卵清蛋白诱导的哮喘模型中

分析测得。

1.6  统计学分析

 采用SPSS 19.0软件进行统计分析。数据以x-±s

表示，每个实验重复3次。2组间差异比较采用t检验。

P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1  铁死亡相关哮喘差异基因的筛选

中国医科大学学报  第54卷
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差异分析 （|log2FC|>0.5，P < 0.05） 结果显示，中度

哮喘患者与健康对照者相比，上调和下调基因分别

有126个和183个；重度哮喘患者与健康对照者相

比，上调和下调基因分别有338个和415个。其中，上

调基因的共同部分有90个，下调基因的共同部分有

122个。同时，在FerrDB数据库中共获取484个铁死

亡相关基因，两者取交集得到5个铁死亡相关哮喘

差异表达基因，分别是HCAR1、NOS2、MEF2C、IL6和

NOX1。

2.2  LASSO回归与SVM-RFE算法筛选结果

LASSO回归结果显示，IL6的表达差异与哮喘模

型不明显相关，其余4个基因均通过了LASSO回归的

筛选。而在SVM-RFE的算法筛选中，仅有MEF2C与

NOX1通过筛选。MEF2C和NOX1的AvgRank值分别

是1和2.3，提示MEF2C对哮喘模型的影响较高。见图

1。

A，trajectory diagram；B，parametric diagram；C，10×CV accuracy；D，10×CV error.

图1  LASSO回归与SVM-RFE算法筛选结果

Fig.1  Screening results of LASSO regression and SVM-RFE algorithm

2.3  MEF2C的验证

MEF2C的表达在GSE43696数据集中可随着哮

喘的严重程度递减，GSE147878数据集也证实了这

一点。同时发现MEF2C在各类哮喘数据中均具有

较高的灵敏度和特异度 （AUC均>0.75）。在数据集

GSE143303中发现MEF2C的表达下调主要体现在寡

细胞型哮喘患者及嗜酸性粒细胞型哮喘患者中，尤

其在寡细胞型哮喘中ROC曲线的AUC达到0.846，而

在中性粒细胞型哮喘中未见统计学差异 （P > 0.05），

见图2。

2.4  MEF2C的分子生物学实验验证

实时PCR结果显示，HDM诱导的哮喘模型中

MEF2C的表达明显降低 （P < 0.01）。同时，Western 

blotting结果显示MEF2C和GPX4在哮喘模型中的表

达均明显下降 （P < 0.01）。且MEF2C的表达产物主要

集中在气道上皮，亚细胞定位在细胞核中。见图3。

2.5  靶向MEF2C的miRNA预测

差异分析 （|log2FC|>0.5，P < 0.05） 结果显示，

GSE207659数据集中共有82个表达上调的miRNA，

有13个具有潜在靶向MEF2C的能力，其中miR-204-

3p及miR-2861在微阵列数据集GSE197090中得到验

证。此外，在HDM诱导的哮喘模型基础上敲除白细

胞介素-17A （interlukin-17A，IL-17A） 基因能下调

miR-204-3p、miR-2861的表达 （图4A）。TargetScan
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预测结果显示，miR-2861与MEF2C之间有潜在作用

位点，且miR-2861的核苷酸序列在人鼠中高度同源 

（图4B）。而miR-204-3p未能成功预测出与MFE2C的

结合位点。

A，box plot of MEF2C based on GSE43696；B，box plot of MEF2C based on GSE147878；C，ROC curve of MEF2C based on GSE43696 and GSE147878；D，

box plot of MEF2C based on GSE143303；E，ROC curve of MEF2C based on GSE143303. *P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001.

图2  MEF2C的数据集验证

Fig.2  Dataset validation for MEF2C

A，flowchart of asthma model preparation；B，real-time PCR；C，Western blotting；D，bar chart for Western blotting；E，immunohistochemistry；F，immuno-

fluorescence. **P < 0.01.

图3  MEF2C的分子生物学实验

Fig.3  Molecular biology verification of MEF2C
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3 讨论

MEF2C作为一种转录因子，参与人体多种免疫

反应。MEF2C可促进M1巨噬细胞极化和Th1反应，

为炎症性疾病治疗干预的潜在靶点［7］。对铁死亡有

负调控作用。miRNA是由20~23个核苷酸组成的单

链非编码RNA，可直接参与转录后调控。其中，miR-

2861在成骨细胞分化中发挥重要的生理作用［8-9］。
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哮喘是异质性、复杂的基因-环境相互作用的

结果，气道炎症和气道重塑为其主要特征［10］。研究［11］

显示铁死亡在哮喘的发展中发挥重要作用。IL-17A
参与哮喘发病的多个方面，包括上皮细胞的结构改

变和平滑肌收缩［12］。IL-17A可以扰乱人体支气管

上皮细胞的铁稳态并诱导铁死亡，但具体的机制尚

不明确［13］。应用IL-17A抑制剂可能成为对抗过敏性

哮喘的新策略。

本研究基于GSE43696数据集，筛选出212个哮

喘差异表达基因，并在FerrDB数据库中下载铁死亡

相关基因，两者取交集得到5个铁死亡相关哮喘差

异表达基因：HCAR1、NOS2、MEF2C、IL6和NOX1。之

后通过LASSO回归和SVM-RFE算法的双重筛选，最

终确定MEF2C为铁死亡相关哮喘的核心基因。进一

步的分子生物学实验表明，在HDM诱导的哮喘小鼠

模型中，MEF2C在转录和蛋白水平均显著下调，其

表达主要富集于气道上皮细胞核内，提示其可能通

过转录调控参与哮喘的病理过程。结合miRNA微阵

列数据（GSE207659、GSE197090）和靶向预测工具

（miRWalk、TargetScan），发现miR-2861在哮喘小鼠中

显著上调，并可能通过与MEF2C结合抑制其表达。

然而，敲除IL-17A后miR-2861的表达水平显著下调，

提示IL-17A/miR-2861/MEF2C轴可能是铁死亡相关

哮喘的重要调控通路。

综上所述，本研究揭示了MEF2C在铁死亡相关

哮喘中的核心地位，并阐明了其潜在的上下游调控

网络。然而，本研究存在一定局限性，未能通过敲低

或过表达MEF2C验证其对哮喘炎症的影响。
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A，bar chart based on GSE207659；B，prediction of action sites between 

miR-2861 and MEF2C based on TargetScan. *P < 0.05，***P < 0.001.

图4  靶向MEF2C的miRNA预测

Fig.4  Prediction of miRNAs targeting MEF2C
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