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基于双硫死亡的心肌缺血再灌注损伤相关风险
基因筛选及分析

杨 林，方 林，陈 蔼，夏 冰，戴佳琳，乐翠云，段智奥，汪家文

（贵州医科大学法医学院/法医司法鉴定中心，贵阳 550004）

【摘 要】目的：筛选基于双硫死亡的心肌缺血再灌注损伤（myocardial ischemia reperfusion injury，MIRI）相关风险基因及探索其

可能的作用途径。方法：用R语言 limma分析并筛选MIRI相关风险基因 24 h组与Control组之间的差异表达基因。基于GO和

KEGG数据库利用 R语言 cluterProfiler包对其进行功能富集分析。根据双硫死亡基因集以及GSE160516的表达数据，利用R
语言 GSVA包中的 ssgsea法对其进行富集分析，并利用 Venn图获得心肌缺血再灌注中双硫死亡相关基因的表达。用 R语言

psych包中的 corr.test计算双硫死亡相关基因与凋亡因子、线粒体、铁死亡及炎症等相关基因的相关性，并绘制热图。利用R语

言Mfuzz包来进行不同时间点心肌缺血再灌注转录组数据的表达模式聚类分析并利用Venn图获取时序性差异表达的双硫死

亡基因。结果：本研究共筛选出 17个差异表达双硫死亡相关基因，经过双硫死亡相关基因与炎症、凋亡、铁死亡、线粒体基因

相关性分析，以及双硫死亡相关基因与心肌缺血再灌注时序性分析的差异表达基因筛选，最终得到双硫死亡相关基因Flna、

Myl6、Tln1在MIRI不同时间的特异性表达。结论：Flna、Myl6、Tln1在MIRI中可能起着关键作用，其基于双硫死亡同时与线粒

体相关基因密切相关，可作为MIRI患者风险因素的筛选指标。
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Analysis of risk genes associated with disulfidptosis-related 
myocardial ischemia-reperfusion injury

Yang　Lin，Fang　Lin，Chen　Ai，Xia　Bing，Dai　Jialin，Le　Cuiyun，Duan　Zhiao，Wang　Jiawen
（School of Forensic Medicine/Department of Forensic Medicine，Guizhou Medical University）

【Abstract】Objective：To select genes associated with disulfidptosis-related myocardial ischemia-reperfusion injury（MIRI），and to 
explore their possible pathways of action. Methods：We selected differentially expressed genes associated with MIRI between the 24 h 
group and the control group with the use of the limma R package； performed functional enrichment analysis on the genes through the 
Gene Ontology and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes databases with the use of the clusterProfiler R package；conducted en⁃
richment analysis based on disulfidptosis-related gene set and GSE160516 expression data using the ssgsea method of the GSVA R 
package，and identified the expression of disulfidptosis-related genes in myocardial ischemia-reperfusion using a Venn diagram；calcu⁃
lated the correlations between disulfidptosis-related genes and genes associated with apoptosis factors，mitochondria，ferroptosis，and 
inflammation using the corr. test of the psych R package，and generated a heatmap； and clustered the expression patterns of MIRI tran⁃
scriptome data at different time points using the Mfuzz R package，and identified time series-related differentially expressed 

disulfidptosis-related genes using a Venn diagram. Results：A total 
of 17 differentially expressed disulfidptosis-related genes were 
determined in this study. Through correlation analysis of 
disulfidptosis-related genes and genes associated with inflamma⁃
tion，apoptosis，ferroptosis，and mitochondria as well as analysis of 
time series-related differentially expressed genes associated with di⁃
sulfidptosis during myocardial ischemia-reperfusion，we finally 
identified the specific expression of disulfidptosis-related Flna，

Myl6，and Tln1 genes at different time points pf MIRI.Conclusion：
The Flna，Myl6，and Tln1 gens may play crucial roles in MIRI，and 
these disulfidptosis-related genes are closely associated with 
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mitochondria-related genes，which can be screening indicators for risk factors in patients with MIRI.
【Key words】myocardial ischemia-reperfusion；disulfidptosis；bioinformatics analysis；risk factor screening indicator

心肌梗死（myocardial infarct，MI）是心源性猝死

的主要类型，心肌急性缺血缺氧是其重要的发生机

制。急性心肌梗死得到及时治疗后，血管损伤反而

呈现短暂加重的现象，被称为心肌缺血再灌注损伤

（myocardial ischemia reperfusion injury，MIRI）。

目前，关于心肌缺血再灌注的病理生理学机制

方面的研究已有不少。有研究表明，当心肌血管梗

阻再通时，可以通过加重血管炎症导致这种现象的

发生[1]。线粒体动力学被认为在 MIRI 扮演着中心

环节的作用，线粒体功能障碍可能是导致梗阻血管

再通后血管损伤加重的潜在机制[2]。线粒体在心肌

梗死后促进炎症消退和心肌组织修复，当其出现功

能障碍时，梗死组织炎症加重并抑制其修复[3]。此

外，氧化应激也被认为参与心肌缺血再灌注的病理

过程[4]。虽然已经明确了心肌缺血后血管再通会导

致更严重的心肌及血管损伤，但是其具体的机制仍

然有待研究。

低血糖是心血管疾病的危险因素之一，常常导

致心律失常、心肌梗死甚至死亡[5]。最新的研究发

现，在葡萄糖缺乏的条件下，SLC7A11 的高表达会

导致细胞的双硫死亡[6]。双硫死亡（disulfidptosis）是

一种新的细胞死亡方式，它是由细胞葡萄糖缺乏诱

导的 SLC7A11 高表达的细胞内二硫化物的异常积

累导致的细胞死亡[6]。心肌梗死后，常常因为胰岛

素分泌不足而导致低血糖。在葡萄糖缺乏的情况

下引起细胞双硫死亡导致心肌细胞进一步损伤，这

可能是 MIRI 的机制之一，目前很少相关研究。因

此，筛选双硫死亡相关基因（disulfidptosis-related 
genes，DRG）的表达对于诊断和治疗 MIRI 非常重

要。本文旨在筛选 MIRI特征基因并分析其生物学

功能，探索DRG与心肌梗死后不同时间的特征基因

的关联性，提供潜在的 MIRI风险因素筛选指标，为

MIRI的临床防治提供参考依据。

1　资料与方法

1.1　数据获取及差异表达分析

从 GEO 数据库（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/）下载

小鼠MIRI数据。数据集GSE160516。根据文献中最佳灌注

时间，使用 R包 limma分析并筛选 IR24h组与 Control组之间

的差异表达基因，筛选标准为：FC>1.5，P<0.05[7]。

1.2　功能分析

根据得到的差异基因，利用 cluterProfiler 包进行功能富

集分析。基于Gene Ontology数据库，以及KEGG PATHWAY 
DATABASE 生物化学通路的数据库，对候选基因进行了功

能富集分析[8-9]。利用统计学算法（Fisher’s exact test）寻找出

一组基因和哪些具体的功能条目联系最大，分析结果中每个

条目都对应一个统计值P来表示显著性。

1.3　ssGSEA分析

根据双硫死亡基因集以及 GSE160516 的表达数据，利

用 GSVA包中的 ssgsea法进行富集分析，最终得到各样本对

应各基因集的 ssgsea得分[10]。利用 wilcox.test计算组间各基

因集得分差异情况，多组间差异则利用 kruskal.test计算各基

因集得分差异情况。

1.4　双硫死亡相关基因的相关性分析

根据双硫死亡相关基因在 GSE160516 中的表达量，用

psych中的 corr.test计算双硫死亡相关基因与凋亡因子、线粒

体、铁死亡及炎症等相关基因的相关性，并绘制热图[11]。凋亡

因子、线粒体、铁死亡及炎症等相关基因筛选条件：|logFC|>1。
1.5　双硫死亡相关基因时序分析

对心肌缺血再灌注样本的表达矩阵以6、24、72 h的时间

顺序研究表达差异。利用 Mfuzz 包来进行不同时间点转录

组数据的表达模式聚类分析。参数选择α=0.5，基因筛选的

标准偏差为0.3。
1.6　统计学方法

本研究数据处理和分析均使用 R 语言进行。不同的

分析用相应的R包进行。功能富集分析用Fisher’s exact test
对对应条目进行注释。在 ssGSEA 分析中，利用 R 包中的

wilcox.test和kruskal.test比较组间差异。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　差异分析

从GSE160516数据集中筛选Control与 IR 24 h之间的差

异表达基因，结果表明有 2 291个基因表达上调，2 251个基

因表达下调（图 1A）。其中，Fn1、Chil3、ll1rn、serpina3n、

Ccr2、Ccl12 等 20 个基因上调最明显；Ciart、Pkd212、Dusp18、

Kcnip2、Lgals4、lgi1 等 20 个基因表达水平下降幅度最大

（图 1B）。

2.2　功能富集分析

为了确定差异表达基因的生物学功能，对差异表达基因
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（不分上调与下调）进行了 GO/KEGG 功能富集分析。在生

物学过程层面主要包括Cellular macromolecule metabolic pro⁃
cess、Multicellular organismdevelopment、Organelle organiza⁃
tion、Positive regulation of cellular metab...、Protein metabolic 
process 5类功能变化，并且展示其功能变化对应的基因名称

（图 2A）。在分子功能的分析中，发现其主要富集于 purine 
nucleotide binding、purine ribonucleotide binding、ribonucleo⁃
tide binding、adenyl nucleotide binding、adenyl ribonucleotide 
binding以及ATP binding处（图 2B）。在细胞组成的分析中，

分 析 出 Intracellular membrane − bounded organelle、Nucleo⁃
plasm、Nucleus等细胞定位功能变化（图 2C）。表明MIRI后，

Biological Process（BP）、Molecular Function（MF）、Cellular 
Component（CC）3类基因功能均发生变化。为了探索这些功

能变化所属Gene Ontology数据库数据集，将所有表达上、下

调的基因进行了富集分析，发现富集数量最多的是 GO：

0043231、GO：0005829基因注释条目，其代表的细胞组成分

别是 Intracellular membrane − bounded organelle、Cytosol。功

能变化程度最明显的是GO：0005634（nucleus）、GO：0031981
（nuclear_lumen）、GO：0046872（metal_ion_binding） 3 个条目

（图2D）。

为了确定差异表达基因对应的生物学通路，利用 cluter⁃
Profiler 包基于 KEGG PATHWAY DATABASE 数据库分析这

些基因的生物学通路。分析发现，差异表达基因主要集中在

Proteoglycans in cancer、Chemokine signaling pathway 通路，而

上调最显著的基因 Spp1、Thc 对应 Focal adhesion 通路（图

3A），还分析 MAPK signaling pathway、Metabolic pathways、
Pathways in cancer、PI3K − Akt signaling pathway、Proteogly⁃
cans in cancer 5个条目对应得的上、下调表达基因（图 3B）。

与上面的分析显示出类似的结果，MIRI后差异表达基因对

应的生物学通路条目热图显示，上调程度最明显的 Spp1、Thc

基因都对应PI3K−Akt信号通路、Focal adhesion通路，下调程

度最显著的 Zbtb16 基因对应 Transcriptional misregulation in 
cancer、Pathways in cancer通路（图3C）。

2.3　ssGSEA分析及双硫死亡基因筛选

为了确定双硫死亡基因与心肌缺血再灌注之间的内在

联系，再根据双硫死亡基因集以及GSE160516的表达数据，

利用 GSVA 包中的 ssgsea 法对每个样本进行打分，确定在

MIRI不同时间后双硫死亡相关基因的表达活性。随着血管

恢复灌流的时间推移，双硫死亡相关基因的活性也逐步下降

（图 4A）。随后，将差异表达基因与双硫死亡基因集取交集，

得到17个基因（图4B）。

2.4　双硫死亡基因表达相关性分析

为了探索双硫死亡导致损伤的可能机制，根据双硫死亡

相关基因在GSE160516中的表达量，用psych中的 corr.test计
算双硫死亡相关基因与凋亡因子、线粒体、铁死亡及炎症等

相关基因的相关性并绘制热图。筛选出的 17个双硫死亡基

因均与差异表达的凋亡因子存在不同程度的相关性，其中

jam3 基因与凋亡因子相关性均较弱（图 5A）。另外，除

Myh10基因与大部分铁死亡基因相关性较弱外，其余双硫死

亡相关基因与铁死亡基因相关性较强（图 5B）。在炎症相关

基因中，双硫死亡基因与 ccl基因家族呈显著的正相关或负

相关关系，少量双硫死亡基因与其他炎症相关基因相关，例

如：Gys1、Myh9、Oxsm、Slc3a2（图 5C）。随后分析了双硫死亡

相关基因与线粒体相关基因的相关性，jam3、Slc7a11与大部

分线粒体相关基因无相关性，其他基因与线粒体相关基因

相关性较强（图 5D）。与凋亡因子、铁死亡及炎症等相关基

因相比，线粒体相关基因与双硫死亡相关基因的相关性明显

更强。

图 1　正常组与心肌缺血再灌注组基因表达差异分析
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2.5　双硫死亡基因时序分析

为了确定在MIRI后不同时间段均有表达的双硫死亡基

因，利用Mfuzz包对心肌缺血再灌注样本的表达矩阵以 6 h、
24 h、72 h的时间顺序研究基因表达差异（图 6A）。将聚类得

到的基因与差异表达双硫死亡基因取交集，筛选出 3个基因

（Flna、Myl6、Tln1）（图6B）。

3　讨 论

心肌梗死发病率高，常引起严重后果。有研究

表明，心肌梗死再通后血液再灌注会造成更严重的

细胞损伤，被称为MIRI。研究MIRI的致病机制，可

为患者的治疗及预后提供参考依据和治疗靶点。

鉴于心肌缺血常因胰岛素分泌不足而导致低血糖、

葡萄糖获取不足，葡萄糖代谢障碍，此种情况下引

起的细胞双硫死亡可能进一步导致心肌细胞损伤。

因此，本研究设计本生信分析实验，旨在筛选基于

双硫死亡的 MIRI 的相关风险基因，为 MIRI 的预防

和治疗提供参考。

本研究基于 Gene Ontology 数据库的功能分析

显示，心肌缺血再灌注后，细胞大分子代谢过程、多

细胞生物的发育、细胞器组织、 细胞代谢的正向调

节、蛋白质代谢过程等生物学过程变化明显，包括

分子功能以及细胞定位均发生明显的变化，可能是

导致血液再通后更严重损伤的原因之一。基于

KEGG PATHWAY DATABASE 数据库分析差异表

达基因的生物学通路，发现高度上调差异表达基因

可以激活对应的Focal adhesion通路，抑制该通路可

减轻心肌纤维化并保护心肌功能[12]。MAPK信号通

路的激活也可能是双硫死亡导致MIRI的原因，有研

究表明抑制该信号通路可以预防MIRI[13]。然而，也

图 2　基于 Gene Ontology 数据库分析差异表达基因的生物学功能
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图 3　基于 KEGG PATHWAY DATABASE 数据库分析差异表达基因的生物学通路

图 4　双硫基因活性 ssgsea 得分组间差异及双硫死亡基因筛选
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有研究表明 MAPK 家族成员 MAPK3的上调会减轻

心肌缺血再灌注导致的细胞凋亡，换句话说，

MAPK3 在 MIRI 后起保护心肌的作用[14]。因此，双

硫死亡在MIRI中的作用及其机制仍有待深入研究。

趋化因子信号通路在癌症等多种疾病中发挥

作用已得到验证，研究也发现，CXCL16的激活会导

致更严重的缺血再灌注损伤[15]。同时，趋化因子通

常通过加重机体的炎症而导致病情进一步加重。

此外，富集在 PI3K−Akt 信号通路上的差异表达基

因也可以在 MIRI 后起到保护心肌的作用，Maciel 
等[16]的研究也验证这点。在缺氧/复氧的细胞模型

中，抑制PI3K−Akt信号通路降低中药对心肌细胞的

保护作用[17]。除此之外，MIRI 还上调癌症发病途

径、癌症蛋白聚糖信号通路的表达，这可能导致患

者癌症的风险增高，但其在心肌损伤中的作用机制

如何仍有待深入研究。

注：a，P<0.05；b，P<0.01；c，P<0.001
图 5　差异表达的 17 个双硫死亡基因与凋亡因子、铁死亡、炎症及线粒体相关基因的相关性热图
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有研究表明，可通过 PI3K − Akt 信号通路和

MAPK 信号通路抑制 GSK3 表达水平[18]，GSK3 在多

种细胞和组织中发挥作用，包括心脏。GSK3 的抑

制通过增加糖原合成和减少糖酵解在心肌组织中

起保护作用[19]。GSK3是一种高度保守的细胞内丝

氨酸/苏氨酸激酶，通过磷酸化抑制糖原合成酶并调

节葡萄糖代谢[20]。另外，PI3K−Akt 信号通路过度激

活导致糖酵解显著加速，阻止丙酮酸进入线粒体，

抑制线粒体生物发生和功能，导致能量代谢紊乱[21]。

因此在本研究的分析中，PI3K − Akt 信号通路和

MAPK信号通路的富集可能是心肌缺血再灌注后导

致葡萄糖代谢紊乱进一步引起心肌细胞双硫死亡

的机制之一。

随后，本研究在差异表达基因中筛选出 17个双

硫死亡相关基因，表明MIRI过程中存在引起细胞双

硫死亡基因激活，从而导致 MIRI。为了探索 MIRI
基于双硫死亡可能的机制，本研究分析了双硫死亡

相关基因与凋亡因子、铁死亡相关基因、炎症因子

以及线粒体相关基因之间的相关性。有研究发现，

在癌症中 Jam3基因的抑制可以促进肾癌细胞的迁

移并抑制其凋亡[22]。但本研究表明，Jam3基因与大

部分凋亡因子及线粒体相关基因无明显相关性，提

示 Jam3基因表达通过细胞凋亡及改变线粒体功能

导致MIRI可能性小。文献表明，Myh10基因与大部

分铁死亡及炎症相关基因无明显相关性，相关研究

寥寥无几。最新的研究表明，Myh10基因参与受损

线粒体自噬的诱导[23]；Myh10基因在MIRI中的具体

机制，仍有待深入研究阐明。

综上，差异表达双硫死亡相关基因与凋亡因

子、铁死亡相关基因、炎症因子以及线粒体相关基

因之间的相关性强，但其囊括范围较大，难以精确

定位 MIRI 风险因素筛选指标。因此，分析 MIRI 后
6 h、24 h、72 h 3 个时段均显著表达的基因，将它们

与差异表达双硫死亡基因取交集，得到Flna，Myl6，
Tln13个基因。Tln是细胞骨架蛋白，可以将整合素

和肌节联系起来[24]。整合素的活化在内皮细胞表型

转化中起重要作用，整合素亲和力的调节在体内和

体外导致动脉粥样硬化内皮活化[25]。此外，Tln在心

脏成纤维细胞中的流失引起心肌压力超负荷导致

心肌细胞肥大[26]。Tln1 还能调节局灶性黏附动力

学、细胞迁移和侵袭，因此，Tln1在肿瘤中表达并促

进肿瘤进展[27]。同样，Flna 是一种肌动蛋白结合蛋

白，参与细胞骨架的形成，将多种蛋白质锚定在细

胞骨架中并调节细胞黏附和迁移[28]，因此在肿瘤和

心血管疾病中发挥作用。Flna 基因的突变导致先

天的心血管、脑和肺的疾病[29]，在 MIRI 中的作用有

待研究阐明。

本研究仅对基于双硫死亡的 MIRI相关风险基

因在生信分析水平上进行探索，其具体的临床实

用价值还需要动物实验以及临床试验予以验证和

确认。

总之，本研究筛选出了 3个在MIRI表达明显的

图 6　双硫死亡差异表达基因时序分析与筛选
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基因，它们与细胞双硫死亡密切相关。时序性分析

提示，双硫死亡可能贯穿 MIRI的全程，其特异表达

的基因可能成为 MIRI 的风险因素筛选指标，为

MIRI的临床防治提供新的参考和借鉴。
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