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缺血性脑卒中患者双硫死亡相关基因的差异表达及其
与免疫调节的关联研究

郝 月1, 先思羽2, 应莉琴2, 刘 昊2

1. 宁波大学附属人民医院 宁波大学医学部,2. 宁波大学医学部基础医学院,浙江省宁波市 315000

[摘　 要] 　 [目的] 　 缺血性脑卒中( IS)是由于脑血管局部急性缺血诱发的脑组织损伤与神经元凋亡,其发病机

制复杂,涉及细胞焦亡、铁死亡和双硫死亡等多种细胞死亡方式。 双硫死亡是一种新近发现的死亡形式,有助于从

新的视角探究各种疾病的病理机制。 本研究旨在发现与验证缺血患者血液样本中双硫死亡相关基因的差异表达

及其与免疫调节的关联。 [方法] 　 通过网络大数据获得临床患者的相关数据集(GSE16561 和 GSE37587),基于该

数据集对双硫死亡相关基因进行差异分析和基因富集分析。 随后对免疫细胞浸润进行分析,以研究 IS 背景下免疫

细胞的失调。 最后通过 ROC 曲线、列线图、校准曲线和决策曲线等验证关键基因的准确性和构建疾病预测模型以

预测脑卒中患病的风险。 [结果] 　 基于 GSE16561、GSE37587 数据集确定了 9 个双硫死亡相关基因的显著差异表

达。 外部数据集 GSE58294 验证显示,在 69 例 IS 患者和 23 例正常对照者血液样本中,LRPPRC、MYH9、NDUFA11、
PRDX1 和 RPN1 这 5 个差异表达基因的趋势一致。 免疫浸润分析发现,TLN1、MYH9、PRDX1、LRPPRC、NDUFA11
等差异基因与 IS 患者 CD8+T 细胞、活化 NK 细胞、巨噬细胞、中性粒细胞有强相关性。 功能富集分析显示,局灶性

黏附、血小板聚集与活化等途径在 IS 疾病的发生发展中有重要作用。 线图模型风险预测表明,这些差异基因准确

性良好,双硫死亡相关基因优化的 ROC 曲线 AUC 值可达 0. 844。 外部数据集 GSE58294 验证发现,双硫死亡相关

基因优化的 ROC 曲线 AUC 值可达 0. 989,对 IS 的患病风险有良好的临床指导意义。 [结论] 　 本研究通过数据集

证实了 IS 患者中存在 5 个双硫死亡相关基因,其中 MYH9 上调,LRPPRC、NDUFA11、PRDX1 和 RPN1 下调,这些基

因的变化可能从免疫炎症、出血风险等方面影响 IS 疾病进展及预后。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 Ischemic stroke ( IS) is caused by acute ischemia of cerebral blood vessels, leading to brain
tissue damage and neuronal apoptosis. 　 The pathogenesis is complex, involving multiple cell death modes such as pyropto-
sis, ferroptosis and disulfide death. 　 Disulfide death is a newly discovered form of death that helps to explore the patholog-
ical mechanisms of various diseases from a new perspective. 　 The aim of this study is to discover and validate the differen-
tial expression of disulfide death-related genes in blood samples of ischemic patients and their association with immune regu-
lation. 　 　 Methods　 The relevant datasets of clinical patients (GSE16561 and GSE37587) were obtained through online
big data. 　 Differentially expressed genes related to disulfide death were identified, and gene enrichment analysis was con-
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ducted to further explore the potential mechanisms. 　 Subsequently, immune cell infiltration was analyzed to investigate the
dysregulation of immune cells in the context of IS. 　 Finally, the accuracy of key genes was verified through ROC curves,
column charts, calibration curves, and decision curves, and a disease prediction model was constructed to predict the risk
of stroke. 　 　 Results　 Based on this dataset, significant differential expression of 9 genes related to disulfide death was
identified. 　 Independent external validation was conducted using the microarray dataset GSE58294. 　 Single item compari-
sons were performed on these differentially expressed genes in blood samples from 69 IS patients and 23 normal individuals.
The results showed that the trends of LRPPRC, MYH9, NDUFA11, PRDX1 and RPN1, the 5 differentially expressed
genes, were consistent. 　 Immune infiltration analysis found that differentially expressed genes such as TLN1, MYH9,
PRDX1, LRPPRC, NDUFA11 were also strongly correlated with CD8+T cells, activated NK cells, macrophages, and neu-
trophils in IS patients. 　 Functional enrichment analysis emphasized the important role of pathways such as focal adhesion,
platelet aggregation, and activation in the occurrence and development of diseases. 　 By using a column chart model for risk
prediction, it was shown that the accuracy of these differentially expressed genes was good, and the ROC curve AUC value
of the optimized combination of disulfide death-related genes could reach 0. 844. 　 Further validation through an external
dataset (GSE58294) revealed that the ROC curve AUC value optimized for disulfide death-related genes reached 0. 989,
which had good clinical guidance significance for the risk of IS. 　 　 Conclusions　 This study confirmed the existence of 5
disulfide death-related genes in IS patients through a dataset, including upregulation of MYH9 and downregulation of LRP-
PRC, NDUFA11, PRDX1 and RPN1. 　 These gene alterations are suggested to influence IS disease progression and prog-
nosis through immune inflammation and bleeding risk.
[KEY WORDS]　 ischemic stroke;　 disulfide death-related genes;　 immune cell infiltration;　 risk model construction;
ROC curve optimization

　 　 流行病学报告指出,缺血性脑卒中( ischemic
stroke,IS)的致死致残率较高,在全球范围造成沉重

的社会经济负担[1]。 在我国,IS 的患病率特别高,
而且由于治疗时间窗短,得到溶栓有效救治的患者

比例依然有限[2]。 IS 是由于脑血管局部急性缺血

诱发的脑组织损伤与神经元凋亡,其发病机制复

杂,涉及细胞焦亡、铁死亡和双硫死亡等多种细胞

死亡方式[3-4]。 双硫死亡是一种新发现的死亡形式,
能从更多维度探究各种疾病的病理机制。 双硫死亡

是指在葡萄糖饥饿状态下,细胞内出现胱氨酸等二硫

化物的异常积累,引起二硫化物应激反应,使肌动蛋

白细胞骨架中二硫键的含量增加,从而导致细胞死

亡,其主要发生在高度自由基化的生物体内,如缺氧

导致的自由基过量、生物氧化酶系统失衡等情况下。
针对特定细胞死亡途径的抑制剂已被用于治疗各种

疾病,包括神经退行性疾病[5]。 细胞骨架中二硫键诱

导细胞死亡这种新型细胞凋亡机制的发现,将为这种

细胞死亡的治疗干预提供新的潜在靶点[6]。
突触功能及其可塑性与 IS 的发病机制之间有

着密切的联系[7]。 越来越多的证据表明,肌动蛋白

细胞骨架对突触功能和可塑性至关重要[8]。 肌动

蛋白细胞骨架动力学失调与 IS 的发生发展有关[9]。
二硫键积累是双硫死亡的机制,也可导致肌动蛋白

细胞骨架损伤。 这提示了双硫死亡与 IS 之间的潜

在联系,尽管这种联系的具体过程需要进一步的分

析和探索。 鉴于双硫死亡的研究尚处于起步阶段,
且目前主要的研究集中在肿瘤疾病方面,非肿瘤疾

病方面的研究甚少,尤其是 IS 与双硫死亡之间的联

系尚不清楚。 因此,本研究将基于机器学习与生物

信息学的方法探究双硫死亡基因与 IS 的关系。

1　 资料和方法

1. 1　 大数据来源

基于 NCBI 大数据的 GEO,以“ Ischemic stroke”
为关键词检索查找与 IS 相关的数据集,获得数据集

GSE16561 和 GSE37587,共包含 107 例 IS 患者和 24
例正常对照者外周血的数据信息。 并用微阵列数

据集 GSE58294 进行独立的外部验证,包括来自 69
例 IS 患者和 23 例正常对照者外周血的数据。
1. 2　 差异表达分析

从文献检索中收集 16 个双硫死亡相关基因

(disulfide death-related genes,DRG) [10]。 使用 R 软

件中的 limma 包对 DRG 进行差异分析并生成 DRG
相关的热图和相关性图,P<0. 05 的差异基因被认为

是显著的。
1. 3　 功能富集分析

为了进一步了解 DRG 在 IS 中的生物学功能和

意义,进一步进行 GO 和 KEGG 分析(以 P<0. 05 为

筛选的基本标准)。
1. 4　 免疫细胞浸润分析

利用 CIBERSORT 算法来确定 22 种从外周转移并

浸润脑组织病灶的免疫细胞类型在每个组织中的相对
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比例。 每个样本的免疫学分数都是用 ESTIMATE 算法

计算。 此外,特征基因与浸润免疫细胞数量的关联通

过 Spearman 等级相关分析来确定。 ggplot2 软件包的

图表方法被用来显示所产生的相关关系。
1. 5　 风险预测模型的构建及验证

根据选定的关键 DRG,使用列线图模型预测 IS
患病率。 完成决策曲线分析,并基于列线图模型的

校准曲线分析。 针对 DRG 的诊断价值评估,采用

“pROC”包绘制 ROC 曲线(对每个关键基因单独分

析时采用逻辑回归模型;对多个基因组合的分析时

采用 LASSO 回归模型),并通过曲线下面积( area
under the curve,AUC)来判断预测模型的准确性。
AUC 值越大,说明预测模型的准确性越高。
1. 6　 统计学分析

本研究的数据统计是基于 GraphPad Prism 软件

(8. 0. 2 版),采用 R 软件(4. 1. 1 版)绘图。 正态分

布变量采用 Students t 检验,非正态分布变量采用

Wilcoxon 秩和检验。 相关性分析采用 Spearman 相

关性检验。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 双硫死亡相关差异基因

将 GSE16561 和 GSE37587 数据集合并,完成批

量数据校正,并将数据表达矩阵与 DRG 合并得到

DRG 的表达矩阵。 共获得 9 个差异表达基因,结果

见箱线图和热图。 IS 组上调基因为 FLNA、TLN1、
MYH9 和 ACTB,下调基因为 PRDX1、FLNB、RPN1、
LRPPRC 和 NDUFA11。 在 69 例 IS 患者和 23 例正

常对照者血液样本中分别对这些差异基因进行单

项对 比, 结 果 显 示 LRPPRC、 MYH9、 NDUFA11、
PRDX1 和 RPN1 这 5 个差异表达基因的趋势一致,
表明大数据集的数据可信度较高(图 1)。 相关性分

析显示,MYH9 和 PRDX1 边线均为 5,且两者呈负

相关 ( r = - 0. 309, P = 0. 001 ); PRDX1 与 RPN1、
NDUFA11 和 LRPPRC 呈正相关 ( r= 0. 250, P =
0. 009;r = 0. 406,P = 0. 000; r = 0. 244,P = 0. 011),
MYH9 与 NDUFA11 呈负相关 ( r = -0. 303, P =
0. 001),证明这 3 个基因存在密切关联(图 2)。

图 1. DRG 差异分析及大数据集验证

A 为箱线图,横坐标为与双硫死亡相关的基因,纵坐标为基因的表达;B 为热图,横坐标为样本,纵坐标为基因。 红色为高表达基因,
蓝色为低表达基因;C-K 为 GSE58294 数据集中 DRG 表达的单项对比。 ∗为 P<0. 05,∗∗为 P<0. 01,∗∗∗为 P<0. 001,与正常对照组比较。

Figure 1. DRG difference analysis and big dataset validation
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图 2. DRG 的相关性分析

A 为矩阵图,横线和竖线是 DRG,红色表示正相关,蓝色表示负相关;B 为蛋白质相互作用网络。
∗为 P<0. 05,∗∗为 P<0. 01,∗∗∗为 P<0. 001,与正常对照组比较。

Figure 2. Correlation analysis of DRG

2. 2　 双硫死亡相关基因的富集分析

GO 分析显示,DRG 与血小板聚集、局灶性黏

附、钙黏蛋白结合、同型细胞间黏附、细胞基质连

接、肌动蛋白丝结合、血小板活化、黏附蛋白连接、
肌动蛋白结合等生物学功能有关(图 3)。 KEGG 分

析显示,局灶性黏附、血小板活化、紧密连接、运动

蛋白、致病性大肠杆菌感染、癌症蛋白聚糖、Rap1 信

号通路、肌动蛋白细胞骨架调节、产热作用、志贺菌

病、MAPK 信号通路被明显富集(图 4)。 以上结果

表明,DRG 可能通过局灶性黏附、血小板活化、紧密

连接、运动蛋白等的调节在 IS 的发生发展中发挥不

可忽视的作用。

图 3. GO 富集分析图

Figure 3. GO enrichment analysis

图 4. KEGG 富集分析图

Figure 4. KEGG enrichment analysis

2. 3　 免疫细胞浸润分析

IS 样本中单核细胞、巨噬细胞 M0 和中性粒细

胞的比例高于正常对照样本,CD8+ T 细胞、调节性 T
细胞和活化 NK 细胞的比例低于正常对照样本。
TLN1、MYH9 与 CD8+ T 细胞和活化 NK 细胞呈负相

关,PRDX1、NDUFA11、LRPPRC 与中性粒细胞呈负

相关,而 TLN1、MYH9 与巨噬细胞、中性粒细胞呈正

相关。 这些证据表明,IS 患者免疫微环境的变化可

能与 TLN1、MYH9、PRDX1、LRPPRC、NDUFA11 密

切相关。
通过大数据集的验证,在 69 例 IS 患者和 23 例

正常对照者血液样本中对这些初筛的差异化免疫

细胞进行单项对比。 结果显示,CD8+ T 细胞、调节
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性 T 细胞、活化 NK 细胞、巨噬细胞、单核细胞和中

性粒细胞这 6 种免疫细胞存在显著性差异,趋势与

大数据集结果一致(图 5)。

图 5. IS 患者与正常对照者 22 种免疫细胞亚型比例比较及 DRG 与免疫细胞的相关性分析

A 为 IS 患者与正常对照者 22 种免疫细胞亚型比例比较,横坐标代表免疫细胞亚型的名称,纵坐标代表免疫细胞亚型的相对比例;
B 为 DRG 与免疫细胞的相关性分析;C-H 为数据集验证差异化免疫细胞的单项对比研究,横坐标代表免疫细胞亚型的名称,

纵坐标代表 DRG,红色表示正相关,蓝色表示负相关,颜色越深表示相关性越强。

Figure 5. Comparison of the proportion of 22 immune cell subtypes between IS patients and normal individuals,
and correlation analysis between DRG and immune cells

2. 4　 风险预测模型构建

基于 DRG 绘制列线图模型,以预测 IS 患病率。
决策曲线分析中的单一预测风险分数优于随机模

型的预测。 这些结果表明,基于线图模型的决策可

能对 IS 患者有益。 校准曲线显示,线图模型的预测

结果与理想模型的预测结果几乎一致。 上述证据

表明,对于区分 IS 患者和正常对照样本方面,关键

DRG 具有较高的准确性和特异性。 为了阐明关键

DRG 在区分 IS 样本和正常对照样本的潜在诊断价

值,绘制关键 DRG 的 ROC 曲线。 在对 9 个 DRG 进

行单独分析时,FLNA 的 AUC 值为 0. 657,TLN1 的

AUC 值为 0. 773,PRDX1 的 AUC 值为 0. 701,MYH9
的 AUC 值为 0. 714,ACTB 的 AUC 值为 0. 680,FLNB

的 AUC 值为 0. 694,RPN1 的 AUC 值为 0. 664,NDU-
FA11 的 AUC 值为 0. 747, LRPPRC 的 AUC 值为

0. 646。 9 个 DRG 优化组合的 ROC 曲线 AUC 值可

达 0. 844。 通过外部数据集 GSE58294 进一步验证

预测,结果显示,9 个 DRG 优化的 ROC 曲线 AUC 值

为 0. 989(图 6)。 以上结果表明,列线图模型具有

较好的诊断价值,推断这些基因能准确区分 IS 组和

正常对照组。

3　 讨　 论

作为世界范围内最常见的神经退行性疾病之

一,IS 得到了广泛的研究,并取得了一定的进展[11]。
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图 6. DRG 相关疾病的风险分析、决策曲线分析及 ROC 曲线的优化与验证

A 为 DRG 相关疾病的风险分析,B 为基于随机模型的决策曲线分析,C 为基于线图模型的校准曲线分析,D 为绘制关键 DRG 的 ROC 曲线,
E 为 9 个 DRG 进行组合优化的 ROC 曲线,F 为 GSE58294 数据集中 9 个 DRG 进行优化的 ROC 曲线。

Figure 6. Risk analysis of DRG-related diseases, decision curve analysis, and optimization and validation of ROC curves

然而,由于缺乏足够的神经生物学标志物,目前的

治疗效果仍不理想。 因此,确定更有效的诊断标志

物来指导 IS 的个体化治疗至关重要。 双硫死亡是

最近发现的一种新的细胞死亡模式,主要是由二硫

键的积累引起的,导致细胞骨架崩溃和随后的细胞

死亡,与肿瘤等疾病进展密切相关[12]。 最新研究指

出,双硫死亡是由于葡萄糖缺乏,使 SLC7A11 介导

的胱氨酸摄取异常,引起二硫键异常积累并诱发细

胞死亡[10]。 SLC7A11 不仅是双硫死亡的重要因素,
在铁死亡中同样扮演重要角色[13]。 它不仅参与胱

氨酸的胞外摄取,还促进谷氨酸释放和谷胱甘肽合

成,从而减少氧自由基诱导的氧化应激和铁死亡。
尽管铁死亡在脑卒中中发挥重要作用[14],然而双硫

死亡在 IS 等疾病中的具体调节机制还有待进一步

研究。 本研究试图阐明 DRG 在 IS 中的作用,将双

硫死亡与 IS 的发病机制联系起来,并通过生物信息

学分析发现潜在的关键基因,探索相关的分子机制。
本研究使用 GEO 数据库分析了 IS 患者和正常

对照者外周血中 DRG 的表达。 筛选出 9 个 DRG,
分别为 FLNA、TLN1、PRDX1、MYH9、FLNB、ACTB、
RPN1、NDUFA11 和 LRPPRC。 其中 FLNA 作为一种

肌动蛋白交联蛋白,而 TLN1 作为黏着斑的组成部

分,在细胞骨架的黏附、增殖、存活、迁移以及分化

等多个方面发挥着重要作用。 这些过程也与斑块

的形成和稳定性有关,可能增加 IS 的风险。 PRDX1
属于过氧化物氧化还原酶蛋白家族成员,通过

PTEN / Akt 信号通路激活自噬,以保护螺旋神经节

免受顺铂诱导的神经元损伤[15]。 MYH9 是非肌肉

肌球蛋白重链 IIA,靶向 MYH9 能有效抑制 GSK3β
泛素化和肿瘤细胞增殖[16]。 ACTB 是一种参与维

持细胞结构和活性的细胞骨架蛋白,可诱导血管肥

大和高血压[17-18]。 肌动蛋白细胞骨架在神经元发

育和活动中起着至关重要的作用[19]。 已有研究证

实,下调 ACTB 表达在 IS 的防治中具有重要意

义[20]。 脱硫相关蛋白 RPN1 是非 ATP 酶亚基 1,通
过激活 PI3K / Akt / mTOR 信号通路促进乳腺癌症细

胞增殖和侵袭[21]。 NDUFA11 是线粒体超复合物围

绕单体复合物Ⅰ亚基,维持复合物Ⅰ及其超复合物

对线粒体结构、功能至关重要。 而 LRPPRC 作为一

种 RNA 结合蛋白,抑制自噬并促进动脉粥样硬化中

泡沫细胞的形成[22]。 分析显示,枢纽基因之间存在

明显的协同或拮抗效应。 在 IS 的发展过程中,众多

DRG 的作用尚未得到充分阐释。 进一步的实验是

必需的,以验证关键基因在 IS 中的具体功能。
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此外,GO 分析显示,这些 DRG 与血小板聚集和

血小板活化有关。 血小板聚集已被确定为急性 IS
患者不良临床结局的预后指标[23]。 卒中时血小板

活化与中性粒细胞主导的炎症反应有关[24]。 KEGG
分析显示,这些基因主要富集局灶黏附、血小板活

化、紧密连接、运动蛋白、致病性大肠杆菌感染、癌
症蛋白聚糖、Rap1 信号通路。 已发现局灶性粘连、
血小板活化和 Rap1 信号等通路与 IS 有关。 有研究

表明,Epac / Rap1 信号通路的激活可减轻脑缺血再

灌注损伤后血脑屏障的破坏和脑损伤[25]。
本研究进一步探讨了 IS 患者免疫细胞的浸润

水平,结果发现,IS 样本中单核细胞、巨噬细胞 M0、
中性粒细胞的比例高于正常对照样本,CD8+ T 细

胞、调节性 T 细胞、活化 NK 细胞的比例低于正常对

照样本。 另外,还分析了特征基因表达高低与免疫

微环境之间的关系。 中性粒细胞在 IS 发病时很早

就出现[26],中性粒细胞可产生 MMP-9,但 MMP-9 可

破坏血脑屏障所引发 IS 出血性转化[27]。 此外,中
性粒细胞与淋巴细胞比率同样是 IS 患者的预测因

子[28]。 外周 T 细胞的侵袭和浸润在 IS 进展中起重

要作用[29]。 在脑缺血的研究中,缺乏 T 细胞的小鼠

脑梗死面积减少[30]。 Shichita 等[31] 最近回顾了巨

噬细胞、中性粒细胞和 T 细胞在 IS 中的重要性。 最

近的一项生物信息学也表明,TLN1 是 IS 与中性粒

细胞和巨噬细胞 M0 相关的有前景的诊断标志

物[32]。 本研究结果与之一致。 但 TLN1 调节 IS 的

潜在机制尚不清楚。 以上研究进一步表明 DRG 可

能通过与免疫细胞的相互作用影响 IS 的免疫微

环境。
本研究还利用这 9 个枢纽基因建立了 ROC 曲

线、列线图、校准曲线和决策曲线,进一步通过数据

集 证 实 LRPPRC、 MYH9、 NDUFA11、 PRDX1 和

RPN1 这 5 个 DRG 在 IS 患者中的差异表达。 尽管

目前相关作用机制研究较少,但结合以往的研究和

本研究的结果,可以推测 DRG 可能在 IS 的发生发

展中发挥重要作用。
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