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基于生物信息学分析鉴定哮喘潜在的
关键自噬和铁死亡相关基因

张秋萍１ꎬ２ꎬ朱慧志３ꎬ吕川１ꎬ夏咏琪１ꎬ张秀１
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摘要:目的　 利用生物信息学分析方法ꎬ鉴定自噬和铁死亡过程的共同哮喘基因ꎮ 方法　 从基因表达综合(Ｇｅｎｅ
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｏｍｎｉｂｕｓꎬ ＧＥＯ)数据库中获取哮喘相关的 ＧＳＥ７４９８６ 数据集ꎬ利用 ＧＥＯ２Ｒ 在线工具进行分析ꎬ通过设

定 ｜ ｌｏｇ２ ＦＣ ｜≥１ 和 Ｐ校正< ０.０５ 的标准ꎬ筛选出差异表达基因(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓꎬ ＤＥＧｓ)ꎮ 使用韦恩图获

得重叠的铁死亡和自噬相关 ＤＥＧｓꎮ 进行功能和通路富集分析、蛋白质－蛋白质相互作用网络分析和 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软

件算法鉴定枢纽基因ꎮ 构建转录因子( ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬ ＴＦ)、ｍｉＲＮＡ 与枢纽基因之间的相互作用网络ꎮ 分析枢

纽基因在哮喘组织中免疫细胞浸润情况ꎮ 通过受试者工作特征( ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃꎬ ＲＯＣ)曲线分析

来验证枢纽基因的诊断价值ꎮ 动物实验验证枢纽基因ꎮ 结果　 共鉴定出 １０５ 个自噬相关的 ＤＥＧｓ 和 ３７ 个铁死亡

相关的 ＤＥＧｓꎮ 这些 ＤＥＧｓ 分别参与自噬、ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ、铁死亡、ＰＰＡＲ 等信号通路ꎮ 筛选出 １０ 个枢纽基因(ＨＳＰＡ８、
ＮＰＭ１、ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１、ＨＮＲＮＰＡ１、ＨＳＰＡ５、ＥＥＦ１Ａ１、Ｇ３ＢＰ１、ＴＦＲＣ、ＧＡＢＡＲＡＰＬ１ 和 ＸＢＰ１)ꎬ其可靶向 ６１ 种 ｍｉＲＮＡｓ
和 １７ 种 ＴＦｓꎮ 免疫浸润分析表明ꎬ枢纽基因与 Ｍ０ 型巨噬细胞、活化的 ＮＫ 细胞及 Ｍ１ 型巨噬细胞之间存在相关

性ꎮ ＲＯＣ 曲线分析结果表明ꎬ枢纽基因在哮喘诊断中具有较高价值ꎮ 动物实验证实ꎬ模型组肺组织中ＨＳＰＡ８、
ＮＰＭ１、ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１、ＨＮＲＮＰＡ１、ＨＳＰＡ５ 的蛋白表达水平低于正常组ꎮ 结论 　 筛选的枢纽基因ＨＳＰＡ８、ＮＰＭ１、
ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１、ＨＮＲＮＰＡ１、ＨＳＰＡ５、ＥＥＦ１Ａ１、Ｇ３ＢＰ１、ＴＦＲＣ、ＧＡＢＡＲＡＰＬ１ 和 ＸＢＰ１ 可能是哮喘患者的潜在治疗靶点ꎮ
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　 　 哮喘是一种慢性气道炎症性疾病ꎬ涉及多种

细胞及其组分ꎬ其临床表现主要包括反复发作的

喘息、呼吸急促ꎬ可能伴或不伴随胸闷和咳嗽等症

状ꎮ 哮喘发病率呈逐年上升趋势ꎬ全球受影响的

人数已超 ３ 亿[１] ꎮ 尽管哮喘靶向治疗取得一定进

展ꎬ但目前具体分子机制尚不完全清楚ꎬ因此ꎬ深
入了解哮喘的分子机制ꎬ可为新药物治疗靶点的

发现和丰富哮喘的治疗方式提供有效途径ꎮ
自噬和铁死亡在哮喘的发病机制中扮演着关

键角色[２] ꎬ并可能成为未来哮喘治疗的新靶点ꎮ
自噬参与并调节哮喘的遗传和免疫机制ꎬ调节先

天免疫反应ꎬ并促进程序性细胞死亡ꎮ 在病原体

感染的过程中ꎬ自噬可通过清除宿主内的病原体ꎬ
保护机体免受病毒的侵害ꎮ 此外ꎬ自噬是哮喘气

道纤维化发展过程中的关键调节剂[３] ꎮ 铁死亡是

一种与细胞内铁积累和脂质过氧化相关的细胞死

亡机制ꎮ 研究表明ꎬ铁死亡与哮喘有关ꎬ是治疗哮

喘的重要靶点[４￣５] ꎮ
自噬和铁死亡在哮喘疾病中存在交叉关

联[６] ꎮ 自噬在铁死亡过程中发挥着至关重要的作

用[７￣９] ꎬ甚至有助于铁死亡的进程[１０] ꎮ 但对其交叉

关联的共同靶点尚不完全清楚ꎬ目前缺乏系统性

地整合自噬和铁死亡的基因特征及其潜在调控网

络的研究ꎮ 因此ꎬ深入研究自噬和铁死亡两种程

序性细胞死亡方式在哮喘中的交叉作用ꎬ对于完

善哮喘的发病机制具有重要意义ꎮ 本研究利用生

物信息学方法ꎬ分析哮喘中自噬和铁死亡的共同

关键基因ꎬ并构建其相互作用网络ꎬ以揭示两者在

哮喘中的潜在协同作用机制ꎮ 此外ꎬ本研究还结

合免疫浸润分析、ＲＯＣ 曲线与动物实验验证ꎬ评估

枢纽基因的生物学功能与临床价值ꎬ筛选共同关

键基因ꎬ以期为哮喘的分子靶向治疗提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 数据库分析

１.１.１ 　 基因表达综合(Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｏｍｎｉｂｕｓꎬ
ＧＥＯ)数据库数据集

本研究的流程图如图 １ 所示ꎮ 哮喘相关数据集

来自美国国家生物技术信息中心(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ
ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ＮＣＢＩ)的 ＧＥＯ 数据

库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｇｅｏ / )ꎮ 搜索关

键词为“ａｓｔｈｍａ”ꎬ物种为“ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”ꎬ研究类型

为 “ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｂｙ ａｒｒａｙ ”ꎬ 样 本 类 型 为

“ｈｕｍａｎ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｃｅｌｌ”ꎮ 数据集必须

包含对照组和哮喘组ꎬ每组样本量>１０ꎮ 本研究最

终选取哮喘相关数据 集 ＧＳＥ７４９８６[１１]ꎬ 其 使 用

ＧＰＬ６４８０ [ Ａｇｉｌｅｎｔ￣０１４８５０ Ｗｈｏｌｅ Ｈｕｍａｎ Ｇｅｎｏｍｅ
Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ４ｘ４４Ｋ Ｇ４１１２Ｆ (Ｐｒｏｂｅ Ｎａｍｅ Ｖｅｒｓｉｏｎ)]
测序平台ꎬ共包含 ８６ 个样本ꎬ其中 １２ 个为正常样

本、７４ 个为哮喘样本ꎮ ＧＥＯ 数据库为面向学术研究

开放的公共数据库ꎬ不需要额外的知情同意或伦理

批准ꎮ
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图 １　 本研究的流程图
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｆｌｏｗｃｈａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

１.１.２　 差异表达基因(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓꎬ
ＤＥＧｓ)识别

根据 ＧＳＥ７４９８６ 样本的标注信息ꎬ样本被分为

对照组和哮喘组ꎮ 采用 ｓｖａ 包消除批次效应ꎬ通过

插补法补全缺失表达值ꎬ应用 ｌｉｍｍａ 包 ｎｏｒｍａｌｉｚｅ￣
ＢｅｔｗｅｅｎＡｒｒａｙｓ 函数进行标准化处理ꎮ 使用在线分

析工具 ＧＥＯ２Ｒ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ /
ｇｅｏ / ｇｅｏ２ｒ / )来识别 ＤＥＧｓ[１２]ꎬ筛选标准为 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜
≥１ 且Ｐ校正<０.０５ꎮ 为了获取自噬相关基因ꎬ本研究

以 “ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ” 为 关 键 词ꎬ 分 别 检 索 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｇｅｎｅｃａｒｄｓ.ｏｒｇꎬ访问时间为 ２０２４ 年 ６
月 ２５ 日) [１３]、ＭＳｉｇＤＢ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｇｓｅａ￣ｍｓｉｇｄｂ.
ｏｒｇ / ｇｓｅａ / ｍｓｉｇｄｂꎬ访问时间为 ２０２４ 年 ６ 月 ２５ 日)[１４]和

人类 自 噬 数 据 库 ( Ｈｕｍａｎ Ａｕｔｏｐｈａｇｙ Ｄａｔａｂａｓｅꎬ
ＨＡＤｂ)(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ａｕｔｏｐｈａｇｙ.ｌｕ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌꎬ访问

时间为:２０２４ 年 ６ 月 ２５ 日)ꎮ 为了获取铁死亡相关

基因ꎬ以 “ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ” 为关键词ꎬ分别检索 Ｇｅｎｅ￣
Ｃａｒｄｓ、 ＭＳｉｇＤＢ 和 ＦｅｒｒＤＢ Ｖ２ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｚｈｏｕｎａｎ.ｏｒｇ / ｆｅｒｒｄｂ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌꎬ访问时间为:２０２４ 年

０６ 月 ２５ 日) [１５] 数据库ꎮ 将获得的自噬相关基因和

铁死亡相关基因分别与ＧＳＥ７４９８６ 数据集中ＤＥＧｓ 绘
制韦恩图ꎬ筛选出铁死亡和自噬相关的 ＤＥＧｓꎮ 随后ꎬ
通过对铁死亡和自噬相关的 ＤＥＧｓ 进行韦恩图交集

分析ꎬ得到候选基因ꎮ
１.１.３　 功能富集分析

基因本体论(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)注释分析是

富集研究的常用方法ꎮ ＧＯ 富集分析包括生物过

程、细胞成分和分子功能ꎮ 京都基因与基因组百科

全书 (Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓꎬ

ＫＥＧＧ)分析包含有关基因组和生物学途径的信息ꎮ
将铁死亡和自噬相关的 ＤＥＧｓ 使用仙桃学术网站

(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｘｉａｎｔａｏｚｉ. ｃｏｍ) 进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ
分析ꎮ
１.１.４　 蛋白质－蛋白质相互作用网络分析

将铁死亡和自噬相关的候选基因上传到在线数

据库 ＳＴＲＩＮＧ( ｈｔｔｐｓ: / / ｃｎ. ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ. ｏｒｇ) [１６] 来预测

ＰＰＩ 网络ꎬ网络节点代表蛋白质ꎬ设置中等置信度的

最低所需交互分数为 ０.４００ꎬ并将网络中断开连接的

节点进行隐藏ꎮ 采用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ｖ３.８.２ 软件[１７] 对

ＰＰＩ 网络进行可视化ꎬ并使用 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 插件筛选出

排名前 １０ 的枢纽基因ꎮ
１.１.５ 　 枢纽基因的基因￣ｍｉＲＮＡ、基因￣ＴＦ 的调控

网络

利用 ｍｉＲＷａｌｋ 数据库 ( ｈｔｔｐ: / / ｍｉｒｗａｌｋ. ｕｍｍ.
ｕｎｉ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅꎬ访问时间为:２０２４ 年 ７ 月 ３ 日)[１８]建

立基因￣ｍｉＲＮＡ 相互作用网络ꎬ预测枢纽基因与

ｍｉＲＮＡ 的关系ꎮ 基于以下标准构建基因￣ｍｉＲＮＡ
相互作用网络:ｓｏｒｅ >０.９、３′非翻译区(ＵＴＲ)作为靶

基因结合区ꎬ并且在 ｍｉＲＤＢ 和 ｍｉＲＴａｒＢａｓｅ 也有相应

ｍｉＲＮＡꎮ 利用 ＴＲＲＵＳＴ ｖｅｒｓｉｏｎ２ 数据库(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｇｒｎｐｅｄｉａ.ｏｒｇ / ｔｒｒｕｓｔꎬ访问时间为:２０２４ 年 ７ 月 ３ 日)[１９]

预测哮喘中枢纽基因的靶 ＴＦꎬ物种选择“ｈｕｍａｎ”ꎮ
利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ｖ３. ８. ２ 软件进行可视化ꎬ构建了

ｍＲＮＡ￣ｍｉＲＮＡ和 ｍＲＮＡ￣ＴＦ 相互作用网络ꎮ
１.１.６　 免疫浸润分析

利用 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴｘ(ｈｔｔｐｓ: / / ｃｉｂｅｒｓｏｒｔｘ.ｓｔａｎｆｏｒｄ.
ｅｄｕ / ｒｕｎｃｉｂｅｒｓｏｒｔｘ.ｐｈｐꎬ访问时间为:２０２４ 年 ７ 月 ３
日) [２０]ꎬ根据基因表达数据分析不同免疫细胞类型



张秋萍ꎬ等.基于生物信息学分析鉴定哮喘潜在的关键自噬和铁死亡相关基因 ７７　　　 　

的比例ꎮ 再利用仙桃学术网站进行可视化展示出

２２ 种免疫细胞类型的浸润情况ꎮ
１.１.７　 枢纽基因诊断模型构建

利用仙桃学术网站构建枢纽基因的受试者工作

特征( ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃꎬ ＲＯＣ)曲线ꎬ
并计算曲线下面积(ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅꎬ ＡＵＣ)值ꎬ
以评估枢纽基因的诊断性能ꎮ
１.２　 动物实验

１.２.１　 材料

ＳＰＦ 级健康雄性 ＳＤ 大鼠 ６ 只ꎬ体质量 １８０ ~
２２０ ｇꎬ购自辽宁长生生物技术股份有限公司ꎬ生产

许可证号: ＳＣＸＫ (疗) ２０２０￣０００１ꎮ 大鼠饲养于

安徽中医药大学第一附属医院实验动物中心ꎻ
实验环境为光照与黑暗周期各 １２ ｈꎬ室内温度

(２２±２)℃ ꎬ湿度(５５±５)％ꎮ 所有实验均通过安徽

中医药大学第一附属医院实验动物伦理委员会批

准(批准号:ＡＺＹＦＹ￣２０２４￣１００７)ꎬ符合动物实验伦

理规范ꎮ
１.２.２　 动物分组、造模与给药

本实验采用随机数字表法将 ＳＤ 大鼠分为正常

组与模型组ꎬ每组 ３ 只ꎬ通过致敏与激发两阶段建立

哮喘动物模型ꎮ 致敏阶段于第 １、８ 天腹腔注射 １０％
ＯＶＡ 致敏液 １ ｍＬꎻ激发阶段自第 １５ 天起ꎬ每日按

照 １ ｍＬ / １００ ｇ 进行灌胃生理盐水 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ模型组

给予 １％ ＯＶＡ 雾化液雾化吸入ꎬ持续 ３０ ｍｉｎꎬ每天

１ 次ꎬ共 ４ 周ꎬ期间放置于不完全封闭的玻璃雾化箱

内以模拟哮喘环境ꎻ正常组则在相同条件下用生理

盐水替代 ＯＶＡ 激发液进行雾化吸入ꎮ 大鼠出现明

显的点头呼吸、呼吸急促、烦躁不安、毛色枯黄、抓耳

挠腮等呼吸道及全身症状ꎬ则表明哮喘模型成功复

制ꎮ 每组大鼠于末次激发 ２４ ｈ 后ꎬ给予戊巴比妥腹

腔注射麻醉后取材ꎮ
１.２.３　 ＨＥ 染色

取大鼠右肺组织ꎬ置于 １０％甲醛溶液中固定

２４ ｈꎬ随后脱水、石蜡包埋ꎬ制作厚度为 ３ ~ ４ μｍ 的

连续切片ꎮ 切片经苏木精染色 ２ ~ ５ ｍｉｎꎬ流水冲洗

至组织蓝化ꎬ再浸入伊红染液染色 １ ｍｉｎꎬ随后乙醇

脱水ꎬ二甲苯透明处理后ꎬ中性树胶封片ꎬ显微镜下

观察肺组织病理变化ꎮ
１.２.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测

收取右肺组织样本约 ０.１ ｇꎬ使用 ＲＩＰＡ 裂解液

提取总蛋白ꎮ 经 ＢＣＡ 法定量后ꎬ取 ３０ μｇ 蛋白经

９５ ℃变性 ５ ｍｉｎꎬ与预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ 共同上样至

１０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶ꎬ８０Ｖ 恒压电泳 ３０ ｍｉｎ 后切换

至 １２０ Ｖ 继续电泳 ６０ ｍｉｎꎮ 采用湿转法(３００ ｍＡꎬ

６０ ｍｉｎ)转移蛋白至 ＰＶＤＦ 膜ꎮ 膜经 ５％脱脂牛奶封

闭 １ ｈ 后ꎬ４ ℃孵育一抗过夜:ＨＳＰＡ８ (１ ∶２ ０００ꎬｂｉｏｓｓꎬ
ＡＤ１９２０１１２５)ꎬＨＳＰＡ５(１ ∶１ ０００ꎬｂｉｏｓｓꎬＡＨ１９２７８１０５)ꎬ
ＧＡＰＤＨ (１ ∶ ５ ０００ꎬＺｓｂｉｏꎬ２４００４０９２２)ꎬＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１
(１ ∶１ ０００ꎬｂｉｏｓｓꎬＡＪ１０２６９９８１)ꎬＨＮＲＮＰＡ１(１ ∶ １ ０００ꎬ
ｂｉｏｓｓꎬＡＤ１９２１００７８)ꎬ ＮＰＭ１(１ ∶２ ０００ꎬｂｉｏｓｓꎬ ＡＨ１０４１０４７８)ꎬ
ＴＢＳＴ 漂洗后ꎬ室温孵育对应 ＨＲＰ 标记二抗 １ ｈꎬ
ＥＣＬ 发光试剂盒显影ꎮ
１.３　 统计学处理

本文的生信作图统计分析使用仙桃学术平台ꎬ
这是一个基于 Ｒ 语言开发的在线生物信息学分析

工具ꎮ 连续数值以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ采用 Ｒ (４.２.１)软件ꎬ
使用ｇｇｐｌｏｔ２[３.４.４]Ｒ 包ꎬ采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 统计方法

对数据中变量进行两两相关性分析ꎬ使用 ｐＲＯＣ
[１.１８.０]Ｒ 包对数据进行 ＲＯＣ 分析ꎮ 实验数据分析

采用 ＳＰＳＳ ２１.０ 软件ꎬ数据符合正态分布和方差齐

性采用两独立样本 ｔ 检验ꎬ对不符合正态分布或方

差不齐ꎬ使用Ｍａｎｎ￣Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验进行比较ꎮ 检验

水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 在 ＧＳＥ７４９８６ 数据集中 ＤＥＧｓ 的识别

在进行数据分析之前ꎬ对数据集 ＧＳＥ７４９８６ 进

行校正处理ꎮ 使用在线分析工具 ＧＥＯ２Ｒ 进行哮

喘组和对照组之间的差异表达分析ꎬＧＳＥ７４９８６ 中

得到 ５８９ 个 ＤＥＧｓꎬ其中有 ５０８ 个下调基因和 ８１
个上调基因ꎮ 生成火山图进行可视化展示ꎮ 在

ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库中ꎬ以“ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｄｉｎｇ” 且 “ ｒｅｌｅ￣
ｖａｎｃｅ ｓｃｏｒｅ 大于 ２”为筛选条件ꎬ获得 １ ０６７ 个自噬

相关基因ꎬ同时分别从 ＭＳｉｇＤＢ 数据库和 ＨＡＤｂ
数据库中获得 ６７０ 和 ２３２ 个自噬相关基因ꎬ删除

重复值后获取自噬相关基因 １ ３７６ 个ꎮ 在 Ｇｅｎｅ￣
Ｃａｒｄｓ 数据库中ꎬ以 “ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｄｉｎｇ” 且 “ ｒｅｌｅｖａｎｃｅ
ｓｃｏｒｅ 大于 １”为筛选条件ꎬ获得 ６３４ 个铁死亡相关

基因ꎻ从ＭＳｉｇＤＢ 数据库获得 ６６ 个铁死亡相关基因ꎻ
在 ＦｅｒｒＤＢ Ｖ２ 数据库中ꎬ下载 Ｄｒｉｖｅｒ、Ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ 和

Ｍａｒｋｅｒ 三 个 部 分 的 基 因 列 表ꎬ ｔｅｓｔｉｎ 中 选 择

“ｈｕｍａｎ”、ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ 选择“ ｖａｌｉｄａｔｅｄ”进行筛选ꎬ得
到 ２５０ 个铁死亡相关基因ꎮ 以上基因删除重复值后

获取 ７４８ 个铁死亡相关基因ꎮ 再 分 别 与 来 自

ＧＳＥ７４９８６ 数据集的 ＤＥＧｓ 作韦恩图ꎬ鉴定出 １０５ 个

自噬相关 ＤＥＧｓ 和 ３７ 个铁死亡相关 ＤＥＧｓꎮ 见

图 ２ꎮ
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图 ２　 在 ＧＳＥ７４９８６ 数据集中对 ＤＥＧｓ 的识别
Ａ:ＧＳＥ７４９８６ 数据集样本校准前的箱线图ꎻ Ｂ:ＧＳＥ７４９８６ 数据集样本校准后的箱线图ꎻ Ｃ:火山图ꎻ Ｄ:ＧＳＥ７４９８６ ＤＥＧｓ
与自噬相关基因的韦恩图ꎻ Ｅ:ＧＳＥ７４９８６ ＤＥＧｓ 与铁死亡相关基因的韦恩图ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎ ＧＳＥ７４９８６ ｄａｔａｓｅｔ
Ａ: Ｂｏｘｐｌｏｔ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ＧＳＥ７４９８６ ｄａｔａｓｅｔ ｂｅｆｏｒｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎꎻ Ｂ: Ｂｏｘｐｌｏｔ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ＧＳＥ７４９８６ ｄａｔａｓｅｔ ａｆｔｅｒ ｃａｌｉｂｒａ￣
ｔｉｏｎꎻ Ｃ: Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔꎻ Ｄ: Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ＤＥＧｓ ｆｒｏｍ ＧＳＥ７４９８６ꎻ Ｅ: Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ＤＥＧｓ ｆｒｏｍ ＧＳＥ７４９８６.

２.２　 自噬相关 ＤＥＧｓ 的富集分析

共识别出 １０５ 个与自噬相关的 ＤＥＧｓꎬ其中 ８ 个

上调、９７ 个下调ꎮ 丰富的生物过程包括自噬的调

节、大自噬、细胞对外部刺激的反应、对营养水平的

反应等ꎮ 主要富集的细胞成分包括液泡膜、溶酶体

膜、细胞质应激和自噬体等ꎮ 主要富集的分子功能

包括钙黏蛋白结合、ＧＴＰ 酶活性、泛素样蛋白连接

酶结合以及鸟苷核苷酸结合等ꎮ ＫＥＧＧ 富集分析结

果显示ꎬ自噬相关 ＤＥＧｓ 主要富集到自噬、脂质和动

脉粥样硬化、细胞凋亡、内质网中的蛋白质加工、
ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信号通路和 ＮＯＤ 样受体信号通路等ꎮ 见

图 ３ꎮ

２.３　 铁死亡相关 ＤＥＧｓ 的富集分析

共识别出 ３７ 个与铁死亡相关的 ＤＥＧｓꎬ其中 ３
个上调、３４ 个下调ꎮ ＧＯ 富集的生物过程包括对营

养水平的反应、对细胞外刺激的响应、细胞对外部刺

激的反应以及对饥饿状态的反应等多个方面ꎮ 主要

富集的细胞成分包括细胞器外膜、外膜、细胞基底结

合、液泡膜和自噬体等ꎮ 主要富集的分子功能包括

ｍｉＲＮＡ 结合、调节性 ＲＮＡ 结合、Ｔａｔ 蛋白结合和花

生四烯酸辅酶 Ａ 连接酶活性等ꎮ ＫＥＧＧ 富集分析

到铁死亡、ＰＰＡＲ 信号通路、脂肪酸代谢、内质网中

的蛋白质加工、脂肪酸生物合成和脂肪细胞因子信

号通路等ꎮ 见图 ４ꎮ
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图 ３　 自噬相关 ＤＥＧｓ 的功能富集分析
Ａ: 自噬相关 ＤＥＧｓ 的 ＧＯ 富集气泡图ꎻ Ｂ: 自噬相关 ＤＥＧｓ 的 ＫＥＧＧ 富集气泡图ꎻ Ｃ:自噬相关 ＤＥＧｓ 的 ＧＯ 富集圈图
(结合 ｌｏｇ２ＦＣ)ꎻ Ｄ:自噬相关 ＤＥＧｓ 的 ＫＥＧＧ 富集圈图(结合 ｌｏｇ２ＦＣ)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ＤＥＧｓ
Ａ: Ｂｕｂｂｌｅ ｍａｐｓ ｏｆ ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ＤＥＧｓꎻ Ｂ: Ｂｕｂｂｌｅ ｍａｐｓ ｏｆ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ＤＥＧｓꎻ Ｃ: Ｃｉｒｃｏｓ ｍａｐｓ ｏｆ ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ＤＥＧｓ ( ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｎｇ
ｌｏｇ２ＦＣ)ꎻ Ｄ: Ｃｉｒｃｏｓ ｍａｐｓ ｏｆ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ＤＥＧｓ ( ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｎｇ ｌｏｇ２ＦＣ) .
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图 ４　 铁死亡相关 ＤＥＧｓ 的功能富集分析
Ａ: 铁死亡相关 ＤＥＧｓ 的 ＧＯ 富集气泡图ꎻ Ｂ: 铁死亡相关 ＤＥＧｓ 的 ＫＥＧＧ 富集气泡图ꎻ Ｃ:铁死亡相关 ＤＥＧｓ 的 ＧＯ 富
集圈图(结合 ｌｏｇ２ＦＣ)ꎻ Ｄ:铁死亡相关 ＤＥＧｓ 的 ＫＥＧＧ 富集圈图(结合 ｌｏｇ２ＦＣ)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ＤＥＧｓ
Ａ: Ｂｕｂｂｌｅ ｍａｐｓ ｏｆ ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ＤＥＧｓꎻ Ｂ: Ｂｕｂｂｌｅ ｍａｐｓ ｏｆ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ＤＥＧｓꎻ Ｃ: Ｃｉｒｃｏｓ ｍａｐｓ ｏｆ ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ＤＥＧｓ ( ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｎｇ
ｌｏｇ２ＦＣ)ꎻ Ｄ: Ｃｉｒｃｏｓ ｍａｐｓ ｏｆ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ＤＥＧｓ ( ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｎｇ ｌｏｇ２ＦＣ) .

２.４　 候选基因的表达和功能富集分析

将铁死亡相关的 ＤＥＧｓ(３７ 个)和自噬相关的

ＤＥＧｓ(１０５ 个)进行韦恩图交集分析ꎬ得到 １９ 个候

选基因ꎮ ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析显示ꎬ候选基因富集于

细胞对营养水平的反应及对细胞外刺激的反应等生

物过程ꎬ细胞成分的液泡膜、自噬体和 Ｔａｔ 蛋白结

合、富含 Ｇ 链的端粒 ＤＮＡ 结合的分子功能以及

ＫＥＧＧ 的铁死亡信号通路等ꎮ 在 ＧＳＥ７４９８６ 数据集

中ꎬ只有 ＰＩＭ１ 这 １ 个基因在哮喘患者中表达上调ꎬ
１８ 个 基 因 ( ＮＡＭＰＴ、 Ｇ３ＢＰ１、 ＨＳＰＡ５、 ＮＣＯＡ４、
ＵＳＰ１４、 ＧＡＢＡＲＡＰＬ１、 ＵＢＥ２Ｄ３、 ＰＳＥＮ１、 ＮＰＭ１、
ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１、 ＬＤＨＡ、 ＨＮＲＮＰＡ１、 ＴＦＲＣ、 ＳＣＤ、
ＨＳＰＡ８、ＸＢＰ１、 ＰＳＡＰ 和 ＥＥＦ１Ａ１) 表达下调ꎮ 见

图 ５ꎮ
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图 ５　 候选基因的表达和功能富集分析
Ａ: 铁死亡相关的 ＤＥＧｓ 和自噬相关的 ＤＥＧｓ 的韦恩图ꎻ Ｂ: 候选基因的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 网络图ꎻ Ｃ:候选基因在
ＧＳＥ７４９８６ 数据集的热图ꎮ 上调基因标记为红色ꎬ下调基因标记为蓝色ꎻ Ｄ:候选基因在 ＧＳＥ７４９８６ 数据集表达情况的
散点图ꎻ Ｅ:候选基因在 ＧＳＥ７４９８６ 数据集表达情况的小提琴图ꎮ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ
Ａ: Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ￣ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ＤＥＧｓꎻ Ｂ: Ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＧＯ ａｎｄ ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓꎻ Ｃ: Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＧＳＥ７４９８６ ｄａｔａｓｅｔ. Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ
ｍａｒｋｅｄ ｉｎ ｒｅｄ ａｎｄ ｂｌｕｅꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｄ: Ｓｃａｔｔｅｒｐｌｏｔ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＧＳＥ７４９８６ ｄａｔａｓｅｔꎻ Ｅ: Ｖｉｏｌｉｎ ｐｌｏｔ
ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＧＳＥ７４９８６ ｄａｔａｓｅｔ.∗∗∗Ｐ<０.００１.

２.５　 ＰＰＩ 网络分析

候选基因网络共包含 １９ 个节点、３５ 个边、平均

节点度为 ３. ６８ꎮ 使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ｖ３. ８. ２ 将获得的

ＰＰＩ 网络可视化ꎬ并使用 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 插件通过 ＭＣＣ
算法鉴定出前 １０ 个枢纽基因ꎬ 分别为 ＨＳＰＡ８、
ＮＰＭ１、ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１、ＨＮＲＮＰＡ１、ＨＳＰＡ５、 ＥＥＦ１Ａ１、
Ｇ３ＢＰ１、ＴＦＲＣ、ＧＡＢＡＲＡＰＬ１ 和 ＸＢＰ１ꎬ其 中 ＨＳＰＡ８、
ＮＰＭ１、ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１、ＨＮＲＮＰＡ１ 和ＨＳＰＡ５具有较强的

蛋白质相互作用ꎬ见图 ６ꎮ
２.６　 枢纽基因￣ｍｉＲＮＡ 和枢纽基因￣ＴＦ 网络的构建

ｍＲＮＡ￣ｍｉＲＮＡ 网络预测ꎬ哮喘中 １０ 个枢纽基

因可靶向 ６１ 种 ｍｉＲＮＡｓꎬ 且 １０ 个基因均能靶向到

ｍｉＲＮＡｓꎮ ｍＲＮＡ￣ＴＦ 网络图表明ꎬ哮喘中有 ６ 个

(ＨＮＲＮＰＡ１、 ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１、 ＨＳＰＡ５、 ＨＳＰＡ８、 ＴＦＲＣ、
ＸＢＰ１) 枢纽基因可靶向 １７ 种 ＴＦｓꎻ预计 ＮＰＭ１、
ＥＥＦ１Ａ１、Ｇ３ＢＰ１ 和 ＧＡＢＡＲＡＰＬ１ 基因不会靶向任何

ＴＦｓꎮ 见图 ６ꎮ
２.７　 免疫浸润分析

ＧＳＥ７４９８６ 数据集中哮喘组 ２２ 种免疫浸润细

胞的相关性和枢纽基因与免疫浸润细胞的相关性分

析结果见图 ７ꎮ 在 ＧＳＥ７４９８６ 数据集中ꎬ基因 ＴＦＲＣ
(ｒ＝ ０.７５５ꎬＰ校正 ＝ ７.９９ × １０－１５ )、Ｇ３ＢＰ１( ｒ ＝ ０.５２８ꎬ
Ｐ校正 ＝ １. ３１ × １０－６ )、 ＸＢＰ１ ( ｒ ＝ ０. ７１８ꎬ Ｐ校正 ＝

５.８１×１０－１３)、ＨＳＰＡ５( ｒ ＝ ０.７６１ꎬＰ校正 ＝ ３.５３×１０－１５)、
ＨＳＰＡ８( ｒ ＝ ０.６８５ꎬＰ校正 ＝ １.６９×１０－１１)、ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１

( ｒ ＝ ０. ７３９ꎬＰ校正 ＝ ５. ６６ × １０－１４ )、ＧＡＢＡＲＡＰＬ１ ( ｒ ＝

０.８４８ꎬＰ校正 ＝ １.５５×１０－２１)、ＮＰＭ１( ｒ ＝ ０.６１３ꎬＰ校正 ＝

６.２９× １０－９ )、 ＨＮＲＮＰＡ１ ( ｒ ＝ ０. ７１６ꎬ Ｐ校正 ＝ ７. １７ ×

１０－１３)、ＥＥＦ１Ａ１(ｒ＝ ０.７８４ꎬＰ校正 ＝ １.４７×１０－１６)与 Ｍ０
型巨噬细胞呈正相关ꎮ 基因 ＴＦＲＣ(ｒ＝ ０.４４６ꎬＰ校正 ＝

６.７４ × １０－５)、ＸＢＰ１ ( ｒ ＝ ０. ４４７ꎬＰ校正 ＝ ６. ５６ × １０－５ )、
ＨＳＰＡ５(ｒ ＝ ０.３９７ꎬＰ校正 ＝ ４.６３ × １０－４ )、ＨＳＰＡ８ ( ｒ ＝

０.４４７ꎬＰ校正 ＝ ６.５６×１０－５)、ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１ ( ｒ ＝ ０.４０７ꎬ
Ｐ校正 ＝ ３.１５×１０－４)、ＧＡＢＡＲＡＰＬ１ ( ｒ ＝ ０.４４４ꎬＰ校正 ＝

７.３２×１０－５)、ＮＰＭ１ ( ｒ ＝ ０.３５２ꎬＰ校正 ＝ ２.１０×１０－３)、
ＨＮＲＮＰＡ１ ( ｒ ＝ ０. ３６０ꎬＰ校正 ＝ １. ６１ × １０－３ )、ＥＥＦ１Ａ１
(ｒ＝ ０.４２２ꎬＰ校正 ＝ １.７８×１０－４)与 Ｍ１ 型巨噬细胞呈正

相关ꎮ 基因 ＴＦＲＣ( ｒ ＝ －０.５５８ꎬＰ校正 ＝ ２.３９×１０－７)、
Ｇ３ＢＰ１ (ｒ＝ －０.６１８ꎬＰ校正 ＝ ４.５６×１０－９)、ＸＢＰ１ ( ｒ ＝
－０.３５１ꎬＰ校正 ＝ ２. １８ × １０－３ )、ＨＳＰＡ５ ( ｒ ＝ － ０. ４８２ꎬ
Ｐ校正 ＝ １.３６×１０－５)、ＨＳＰＡ８( ｒ ＝ －０.３３２ꎬＰ校正 ＝ ３.８８×

１０－３)、ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１ (ｒ＝ －０.５２１ꎬＰ校正 ＝ １.９７×１０－６)、
ＧＡＢＡＲＡＰＬ１ (ｒ ＝ －０.５６１ꎬＰ校正 ＝ ２.０４×１０－７)、ＮＰＭ１
(ｒ ＝ － ０. ３０６ꎬ Ｐ校正 ＝ ７. ９４ × １０－３ )、ＨＮＲＮＰＡ１ ( ｒ ＝
－０.４２６ꎬＰ校正 ＝ １. ５６ × １０－４ )、ＥＥＦ１Ａ１ ( ｒ ＝ － ０. ４２５ꎬ
Ｐ校正 ＝ １.６１ × １０－４)与激活的 ＮＫ 细胞呈负相关ꎮ
ＣＤ８＋ Ｔ 细胞、ＣＤ４ 记忆 Ｔ 细胞激活以及调节性 Ｔ
细胞与多数的枢纽基因存在关联ꎮ
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图 ６　 候选基因的 ＰＰＩ 网络及 ｍｉＲＮＡｓ、ＴＦｓ 和枢纽基因之间的相互作用网络
Ａ: 基于 ＳＴＲＩＮＧ 数据库的候选基因的 ＰＰＩ 网络ꎻ Ｂ: 通过 ＭＣＣ 算法鉴定的 １０ 个枢纽基因的 ＰＰＩ 网络ꎮ 红色越深表示
预测的准确性越高ꎬ范围从蓝色到红色ꎻ Ｃ:枢纽基因和靶向 ｍｉＲＮＡｓ 之间的相互作用网络ꎮ 红色为枢纽基因ꎻ蓝色为
ｍｉＲＮＡꎻ Ｄ:ＴＦｓ 和枢纽基因的相互作用网络ꎮ 红色为枢纽基因ꎻ蓝色为 ＴＦｓꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ｏｆ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｍｉＲＮＡｓ ａｎｄ ＴＦｓ
Ａ: ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｆｏｒ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＳＴＲＩＮＧ ｄａｔａｂａｓｅꎻ Ｂ: ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ １０ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ＭＣＣ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ. Ａ ｄａｒｋｅｒ ｒｅｄ ｃｏｌｏｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａ ｈｉｇｈｅｒ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｃｃｕｒａｃｙꎬ ｒａｎｇｉｎｇ ｆｒｏｍ ｂｌｕｅ ｔｏ ｒｅｄꎻ Ｃ: Ｎｅｔ￣
ｗｏｒｋ ｏｆ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｉＲＮＡｓ. Ｒｅｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｈｕｂｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｂｌｕｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｍｉＲＮＡｓꎻ
Ｄ: Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ＴＦｓ ａｎｄ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ. Ｒｅｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｂｌｕｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ＴＦｓ.

图 ７　 ＧＳＥ７４９８６ 数据集中免疫细胞浸润分析
Ａ:ＧＳＥ７４９８６ 数据集中哮喘组患者免疫细胞的相关性分析ꎻ Ｂ:１０ 个枢纽基因与 ２２ 个免疫浸润细胞之间的关系ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ＧＳＥ７４９８６ ｄａｔａｓｅｔ
Ａ: Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｓｔｈｍａ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ＧＳＥ７４９８６ ｄａｔａｓｅｔꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ １０ ｈｕｂ
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ２２ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ￣ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ.
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２.８　 诊断模型构建

ＨＳＰＡ８、 ＮＰＭ１、 ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１、 ＨＮＲＮＰＡ１、
ＨＳＰＡ５、 ＥＥＦ１Ａ１、 Ｇ３ＢＰ１、 ＴＦＲＣ、 ＧＡＢＡＲＡＰＬ１ 和

ＸＢＰ１ 的 ＡＵＣ 分别为 ０.８５９、０.８９６、０.８８７、０.８５８、
０.９２１、 ０. ８７６、 ０. ８９５、 ０. ８９３、 ０. ８９１ 和 ０. ８４５ꎮ 见

图 ８ꎮ

图 ８　 ＧＳＥ７４９８６ 数据集中 １０ 个枢纽基因的 ＲＯＣ 曲线
Ａ: ＨＳＰＡ８ 和 ＮＰＭ１ 基因的 ＲＯＣ 曲线ꎻ Ｂ: ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１ 和 ＨＮＲＮＰＡ１ 基因的 ＲＯＣ 曲线ꎻ Ｃ: ＨＳＰＡ５ 基因的 ＲＯＣ 曲线ꎻ
Ｄ: ＥＥＦ１Ａ１ 基因的 ＲＯＣ 曲线ꎻ Ｅ: Ｇ３ＢＰ１ 和 ＴＦＲＣ 基因的 ＲＯＣ 曲线ꎻ Ｆ:ＧＡＢＡＲＡＰＬ１ 和 ＸＢＰ１ 基因的 ＲＯＣ 曲线ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 ＲＯＣ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ １０ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＧＳＥ７４９８６ ｄａｔａｓｅｔ
Ａ: ＲＯＣ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ＨＳＰＡ８ ａｎｄ ＮＰＭ１ ｇｅｎｅｓꎻ Ｂ: ＲＯＣ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１ ａｎｄ ＨＮＲＮＰＡ１ ｇｅｎｅｓꎻ Ｃ: ＲＯＣ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ
ＨＳＰＡ５ ｇｅｎｅꎻ Ｄ: ＲＯＣ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ＥＥＦ１Ａ１ ｇｅｎｅꎻ Ｅ: ＲＯＣ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ Ｇ３ＢＰ１ ａｎｄ ＴＦＲＣ ｇｅｎｅｓꎻ Ｆ: ＲＯＣ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ
ＧＡＢＡＲＡＰＬ１ ａｎｄ ＸＢＰ１.

２.９　 大鼠肺组织病理学

ＨＥ 染色结果显示ꎬ正常组大鼠的肺组织结构

完整ꎬ肺泡腔清晰ꎬ肺泡壁薄且均匀ꎬ未见明显增厚

或破坏ꎮ 管壁各层及周围组织均未见炎性细胞浸

润ꎬ肺泡结构清晰ꎬ无明显病理改变ꎮ 模型组大鼠的

肺组织则显示出显著的病理改变ꎬ气管壁结构受损ꎬ
管壁显著增厚ꎬ伴有大量炎症细胞浸润ꎬ气道内可见

炎性渗出物ꎬ形成黏液栓ꎬ导致气道管腔明显狭窄ꎮ
见图 ９ꎮ
２.１０　 大鼠肺组织中核心靶点蛋白表达水平

与正常组相比ꎬ模型组肺组织中 ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１、
ＨＮＲＮＰＡ１、ＨＳＰＡ５、ＨＳＰＡ８、ＮＰＭ１ 蛋白表达下降

(Ｐ<０.０１ 或 Ｐ<０.００１)ꎮ 见图 ９ꎮ
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图 ９　 各组肺组织的病理变化和核心靶点蛋白表达水平
Ａ: 正常组大鼠肺组织的病理变化(ＨＥ 染色ꎬ×４００)ꎻ Ｂ: 模型组大鼠肺组织的病理变化(ＨＥ 染色ꎬ×４００)ꎻ Ｃ: 各组肺组
织 ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１、ＨＮＲＮＰＡ１、ＨＳＰＡ５、ＨＳＰＡ８、ＮＰＭ１ 的代表性蛋白条带图ꎻ Ｄ: 各组肺组织 ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１、ＨＮＲＮＰＡ１、
ＨＳＰＡ５、ＨＳＰＡ８、ＮＰＭ１ 的蛋白定量分析柱状图ꎮ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｃｏｒｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
Ａ: Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ (ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ×４００)ꎻ Ｂ: Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ×４００)ꎻ Ｃ: Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｉｎｇ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１ꎬ ＨＮＲＮ￣
ＰＡ１ꎬ ＨＳＰＡ５ꎬ ＨＳＰＡ８ꎬ ａｎｄ ＮＰＭ１ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐꎻ Ｄ: Ｂａｒ ｃｈａｒｔｓ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ＨＮＲＮ￣
ＰＡ２Ｂ１ꎬ ＨＮＲＮＰＡ１ꎬ ＨＳＰＡ５ꎬ ＨＳＰＡ８ꎬ ａｎｄ ＮＰＭ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１.

３　 讨　 论

本研究通过生物信息学分析探讨自噬和铁死亡

共同基因在哮喘中的潜在作用ꎮ 在 ＧＳＥ７４９８６ 数据

集中鉴定出 １０５ 个自噬相关的 ＤＥＧｓ(８ 个上调、
９７ 个下调)和 ３７ 个铁死亡相关的 ＤＥＧｓ(３ 个上调、
３４ 个下调)ꎬ这些基因在自噬和铁死亡过程中可能

发挥重要作用ꎮ 通过功能和通路富集分析ꎬ发现自

噬相关 ＤＥＧｓ 参与自噬、脂质和动脉粥样硬化、细胞

凋亡、ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信号通路等的调控ꎮ 而铁死亡相关

ＤＥＧｓ 参与铁死亡、ＰＰＡＲ 信号通路、脂肪酸代谢等

的调控ꎮ 为了进一步揭示这些基因在哮喘病理机制

中的作用ꎬ本研究构建 ＰＰＩ 网络ꎬ筛选出前 １０ 的枢

纽基因 (ＨＳＰＡ８、 ＮＰＭ１、 ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１、 ＨＮＲＮＰＡ１、
ＨＳＰＡ５、 ＥＥＦ１Ａ１、 Ｇ３ＢＰ１、 ＴＦＲＣ、 ＧＡＢＡＲＡＰＬ１ 和

ＸＢＰ１)ꎮ
上述枢纽基因在自噬和铁死亡的调控中扮演重

要角色ꎮ 研究发现ꎬ利福平抑制 ＨＳＰＡ８ 可增强自噬

并促进铁死亡[２１]ꎻＮＰＭ１ 在慢性肾病中过表达可减

轻铁死亡并加重肾纤维化[２２]ꎻＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１ 不仅介

导了乳腺癌细胞的自噬和细胞增殖[２３]ꎬ可通过调节

ＬＣＮ２ 促进子宫内膜癌耐药性并抑制铁死亡[２４]ꎬ还
通过抑制 ＴＦＲＣ 表达从而增强胰腺癌细胞对铁死亡

的抵抗[２５]ꎻＨＮＲＮＰＡ１ 通过调控 ＳＬＣ７Ａ１１ / ＧＰＸ４ 轴

抑制胃癌细胞的铁死亡[２６]ꎻＨＳＰＡ５ 通过与 ＧＰＸ４ 形

成复合物并抑制其降解ꎬ从而参与铁死亡的调

控[２７]ꎻＧ３ＢＰ１ 通过抑制 ｐ５３ 出核ꎬ促进肺癌细胞凋

亡和铁死亡[２８]ꎬ同时在椎间盘退变过程中影响髓核

细胞铁死亡[２９]ꎻｅｒａｓｔｉｎ 诱导了 Ｔ２４ 人膀胱癌细胞的

铁死亡ꎬ而下调 ＴＦＲＣ 的表达可抑制该细胞的铁死

亡[３０]ꎻＧＡＢＡＲＡＰＬ１ 的过表达可以触发小鼠睾丸间

质细胞的自噬ꎬ而敲除 ＧＡＢＡＲＡＰＬ１ 不仅可以抑制

自噬ꎬ还可以减轻丙烯酰胺诱导的细胞自噬[３１]ꎻ
聚￣Ｌ￣精氨酸通过下调 ＧＡＢＡＲＡＰＬ１ 促进哮喘气道

上皮细胞铁死亡[３２]ꎮ ＸＢＰ１ 通过正向调控 ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ 通路来抑制自噬[３３]ꎬ其下调促进了铁蛋白自

噬ꎬ并部分抵消了硒纳米颗粒对肾小管上皮细胞中

铁死亡抑制的保护作用[３４]ꎮ 这些研究结果进一步

支持枢纽基因在铁死亡和自噬的调控中的核心作

用ꎮ 本研究筛选出的部分枢纽基因在哮喘中的作用

虽有一定报道[３５￣３６]ꎬ但在自噬和铁死亡机制上研究

不足ꎮ 因此ꎬ这些基因可能是未来哮喘中自噬和铁

死亡调控的关键靶点ꎬ值得进一步研究ꎮ
为了进一步阐明这些蛋白参与哮喘相关自噬和

铁死亡中的作用ꎬ本研究进行了基因调控网络分析ꎬ
结果显示基于 ＰＰＩ 网络中筛选的前 １０ 个枢纽基因

可与 ６１ 种哮喘相关 ｍｉＲＮＡｓ 和 １７ 种 ＴＦｓ 形成靶向

调控关系ꎮ 其中ꎬ代表性 ｍｉＲＮＡ 包括 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣６１３、
ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１９７６、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１９ｂ￣３ｐ、ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３４０￣５ｐ、ｈｓａ￣



张秋萍ꎬ等.基于生物信息学分析鉴定哮喘潜在的关键自噬和铁死亡相关基因 ８５　　　 　

ｍｉＲ￣３０ｃ￣５ｐ、 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１７￣５ｐ、 ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１０６ａ￣５ｐ、 ｈｓａ￣
ｍｉＲ￣１３０ａ￣３ｐ 等ꎬ 涉及的 ＴＦｓ 包 括 ＭＹＣ、 ＡＴＦ４、
ＡＴＦ６、 ＢＲＣＡ１、 Ｅ２Ｆ１、 ＧＴＦ２Ｉ、 ＨＤＡＣ１、 ＨＤＡＣ９、
ＮＦＹＡ、ＹＹ１、ＫＬＦ４、ＨＩＦ１Ａ、ＶＨＬ、ＢＡＣＨ２、ＢＣＬ６、
ＣＥＢＰＢ、ＰＡＸ５ꎮ 此 外ꎬ 针 对 ＰＰＩ 网 络 中 显 示 的

ＨＳＰＡ８、ＮＰＭ１、ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１、ＨＮＲＮＰＡ１ 和 ＨＳＰＡ５
这 ５ 个蛋白相互作用较强的枢纽基因ꎬ本研究进一

步开展动物实验验证其表达水平ꎬ结果显示在哮喘

模型大鼠肺组织中ꎬ上述 ５ 个枢纽基因的蛋白表达

水平均显著低于正常组ꎬ与生物信息学预测的表达

趋势一致ꎮ 上述结果提示ꎬ这 ５ 个枢纽基因是哮喘

发生发展过程中自噬与铁死亡通路的核心调控因

子ꎮ 结合 ＰＰＩ 网络及基因调控网络分析结果可知ꎬ
其表达异常可能通过蛋白间相互作用网络以及

ｍｉＲＮＡ / ＴＦ 介导的靶向调控通路ꎬ共同参与哮喘肺

组织的炎症反应调控ꎮ 此结果不仅证实了前期生物

信息学预测的准确性与可靠性ꎬ为后续研究提供了

经过实验验证的靶标基因集ꎬ也为深入解析自噬￣铁
死亡通路交叉调控哮喘炎症进程的分子机制提供参

考ꎬ同时为哮喘的靶向治疗策略开发提供新的潜在

干预靶点ꎮ
在哮喘的病理过程中ꎬ气道上皮的损伤会引发

多种细胞因子和趋化因子的释放ꎬ这些因子在启动

和调节固有免疫及适应性免疫反应中发挥重要作

用ꎮ 此过程导致嗜酸性粒细胞、中性粒细胞、树突状

细胞、淋巴细胞以及肥大细胞等免疫细胞在气道周

围显著浸润并被激活[３７￣３８]ꎮ 而这些免疫细胞与邻

近结构细胞之间也存在复杂的相互作用ꎬ并与气道

高反应性、气道重塑等特征紧密相关[３９￣４０]ꎮ 本研究

分析了枢纽基因与免疫浸润细胞中的表达水平ꎬ以
探讨这些基因是否在哮喘患者的免疫调节中发挥关

键作用ꎬ结果表明所筛选的枢纽基因与 Ｍ０ 型巨噬

细胞、Ｍ１ 型巨噬细胞表达正相关ꎬ与激活的 ＮＫ 细

胞表达负相关ꎮ 这表明这些枢纽基因可能在巨噬细

胞极化、炎症反应及免疫细胞功能调控中发挥重要

作用ꎬ为开发新的免疫治疗策略提供潜在靶点ꎮ 此

外ꎬ还构建了哮喘疾病诊断模型ꎬ采用 ＲＯＣ 曲线分

析验证枢纽基因的诊断价值ꎬ结果显示 １０ 种枢纽基

因都具有良好的诊断性能ꎬ其中 ＨＳＰＡ５ 对哮喘患者

具有最好的诊断效果ꎬ有望作为一种新的诊断标志

物运用于临床ꎮ
综上所述ꎬ基于生物信息学分析ꎬ本研究鉴定了

自噬和铁死亡相关的哮喘关键基因 ( ＨＳＰＡ８、
ＮＰＭ１、ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１、ＨＮＲＮＰＡ１、ＨＳＰＡ５、 ＥＥＦ１Ａ１、
Ｇ３ＢＰ１、ＴＦＲＣ、ＧＡＢＡＲＡＰＬ１ 和 ＸＢＰ１)ꎬ这些基因在

哮喘的发病机制中可能发挥重要调控作用ꎮ
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