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  [摘要] 目的 探索糖尿病(diabetesmellitus,DM)铜死亡(Cuproptosis)生物标志物以及进行药物筛选。方法

利用GEO数据库获取糖尿病GSE25724数据集作为训练集并筛选其差异表达基因,从文献获取19个铜死亡相关

基因,两者取交集得到糖尿病铜死亡相关基因,对此基因进行验证(GSE23343与GSE20966作为测试集)。对DM
铜死亡基因进行基因相关性分析和富集分析。使用DSBIOVIADiscoveryStudio2016软件对关键基因与所预测

的化合物进行分子对接。结果 共获得6个糖尿病相关的铜死亡基因(DBT、DLD、GLS、PDHB、NFE2L2和

LIPT1),他们主要通过调控三羧酸循环的脂化、丙酮酸代谢、糖酵解糖质新生、HIF-1等信号通路而参与有机酸代

谢分解、丙酮酸乙酰辅酶A的合成和氨基酸代谢等生物学过程。这6个基因中DLD、DBT、NFE2L2在测试集样本

中差异表达显著,且有较好的诊断价值,分子对接显示DLD、DBT可以与叶酸,NFE2L2可与紫铆素,NFE2L2可与

木犀草素有较高的结合能力。结论 铜死亡相关基因DLD、DBT、NFE2L2在糖尿病的发生发展中起重要作用,本
研究为糖尿病的发病机制及治疗研究提供数据支撑。
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[Abstract] Objective Toexplorethebiomarkersofcuproptosisindiabetesmellitus(DM)

fordrugscreening.Methods TheGEOdatabasewasusedtoobtainGSE25724datasetofDMas
atrainingsetandscreenitsdifferentiallyexpressedgenes,and19cuproptosis-relatedgeneswere
obtainedfromtheliterature.Theintersectionofthetwowasusedtoobtaincuproptosis-related
genesinDM,whichwerethenvalidated(GSE23343andGSE20966wereusedasatestset).Gene
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correlationandenrichmentanalyses wereperformedoncuproptosis-related genesin DM.
MoleculardockingofkeygeneswithpredictedcompoundswasperformedusingDSBIOVIA
DiscoveryStudio2016software.Results Atotalofsixdiabetes-associatedcuproptosis-related
genes(DBT,DLD,GLS,PDHB,NFE2L2,andLIPT1)wereobtained,andtheywereinvolved
inbiologicalprocessessuchasmetaboliccatabolismoforganicacids,synthesisofpyruvate-acetyl-
coenzymeAandaminoacidmetabolism,mainlythroughtheregulationofthesignalingpathways
ofthetricarboxylicacid(TCA)cycleoflipidation,pyruvatemetabolism,glycolyticglucosede
novo,and HIF-1.Amongthesesix genes,DLD,DBT and NFE2L2 weresignificantly
differentiallyexpressedinthetestsetsamplesandhadgooddiagnosticvalue.Moleculardocking
showedthatDLDandDBTcouldhaveahighbindingcapacitywithfolicacid,NFE2L2with
Butin,andNFE2L2withLuteolin.Conclusion Cuproptosis-relatedgenesDLD,DBT,and
NFE2L2playanimportantroleintheoccurrenceanddevelopmentofDM,andthisstudy
providesdatasupportforthestudiesofthepathogenesisandtreatmentofDM.

[Keywords] diabetesmellitus;cuproptosis;computationalbiology

  糖尿病(diabetesmellitus,DM)的典型特征是

葡萄糖、蛋白质和脂肪代谢紊乱[1]。DM的发生、发
展及其并发症会造成很多器官和组织损伤,致死致

残的危险性非常大[2]。铜死亡即铜离子积累引起活

性氧积累、蛋白酶体抑制和抗血管生成[3],进而导致

细胞死亡,铜离子参与了人体细胞中的许多氧化还

原反应[4]。铜可以促进胰岛素样生长激素、生长素

释放肽的分泌,降低血糖水平[5]。铜水平的升高与

DM的风险增加有着很大的关系[6]。本研究运用生

物信息学以及分子对接筛选DM 铜死亡潜在生物

标志物及活性化合物,希望能为DM 机制研究以及

药物发现提供新思路。

1 材 料 与 方 法

1.1 DM 差 异 基 因 的 筛 选  从 GEO 数 据 库

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)获 取 DM
的GSE25724数据集作为训练集(正常组,n=7;

DM,n=6)。使用SangerBox数据库(http://vip.
sangerbox.com/)中的limma快速差异分析对数据

集GSE25724进行预处理(疾病组vs.对照组),以

P<0.050、|log2FC|≥1为条件筛选差异表达基因

(DEGs)。筛 选 DM 的 数 据 集 GSE23343 与

GSE20966作为测试集进行验证。

1.2 铜死亡相关基因与GSE25724交集基因的筛

选 从 文 献[7]中 收 集 铜 死 亡 相 关 基 因,并 使 用

Venny2.1.1在线工具(https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/geo/)获取GSE25724数据集的DEGs和铜死

亡相关基因的交集基因。

1.3 交集基因的相关性分析使 用GeneMANIA

数据库(http://genemania.org/)预测交集基因及邻

近基因之间的关联后进行基因功能分析,并构建了

基因-基因交互网络图。

1.4 GO 功能以及 KEGG 通路富集分析 GO
(GeneOntology,基因本体论)是基因本体论联合会

建立的一个数据库,主要包括生物过程、细胞成分和

分子功能,旨在建立一个适用于各种物种的对基因

和蛋白功能进行限定和描述,是将基因、基因产物和

序列 注 释 为 潜 在 生 物 现 象 的 常 用 方 法。KEGG
(KyotoEncyclopediaofGenesandGenomes,京都

基因与基因组百科全书)一个整合了基因组、化学和

系统功能信息的综合数据库,专门存储不同物种中

基 因 通 路 的 信 息。因 此,将 交 集 基 因 导 入

SangerBox数据库进行富集分析。

1.5 交集基因的验证与ROC分析 从GEO数据

库寻找相关DM 的数据集GSE20966与GSE23343
作为测试集来验证交集基因的表达差异值,以及进

行特 异 性 敏 感 度 分 析 即 ROC 曲 线。通 过

GraphPadPrism 9 以 及 微 生 信 (http://www.
bioinformatics.com.cn/)进行数据分析和 ROC曲

线绘制。

1.6 关键交集基因的潜在药物预测与分子对接 
CTD数据库整合了大量化学物质、基因、功能表型

和疾病之间相互作用数据,为药物潜在作用机制研

究提供极大便利。将关键交集基因导入CTD数据

库(http://ctdbase.org/)搜寻关键交集靶点的潜在

药物。利用 TCMSP数据库(https://old.tcmsp-e.
com/tcmsp.php)搜索化合物的结构式,以OB(口服

利用度)≥30,DL(drug-likeliss,类药性)>0.18为
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筛 选 条 件。从 UniProt(https://www.uniprot.
org/)数据库中检索关键基因蛋白质结构,并从

RCSBPDB(https://www.rcsb.org/)数据库中下

载相关蛋白结构。将关键交集靶点的蛋白结构和对

应的化合物结构导入DSBIOVIADiscoveryStudio
2016软件进行分子对接。

2 结  果

2.1 DM 差异基因分析 从 GEO 数据库获取

GSE25724数据集(正常组n=7,DM 组n=6),使
用GEO2R对其进行预处理(疾病组vs.对照组),
以P<0.050、|log2FC|≥1为条件筛选差异表达基

因。通过R语言(3.6.3版本)绘制均一化小提琴

图、PCA图、火山图和热图。图1A所示为经均一化

处理的GSE25724数据集结果,小提琴图中横坐标

表示样本名,纵坐标表示基因在每一个样本中的表

达值,箱体中横线为各样本的中位数。图1B所示

PCA图显示了不同样本的差异性。图1C所示火山

图,选定的阈值为|log2FC|≥1、P<0.050,满足这

一阈值的个数有1526个,其中,红色点代表上调基

因1448个,蓝色点代表下调基因78个。图1D所

示热图,展示了多个基因在数据集GSE25724不同

样本中的表达水平。

图1 GSE25724数据集差异基因表达结果图

A.均一化集箱图;B.PCA图;C.火山图;D.热图

Figure1 DifferentialgeneexpressionresultsfortheGSE25724dataset

2.2 DM铜死亡交集基因的获取 从文献中收集

铜死亡基因19个,使用 Venny2.1.1在线工具将从

GSE25724数据集中获取的1266个DEGs与从文

献获取的19个铜死亡相关基因取交集,共获得6个

交 集 基 因,分 别 是 DBT、DLD、GLS、PDHB、

NFE2L2和LIPT1(图2)。

图2 糖尿病铜死亡交集基因

Figure2 Intersectingcuproptosis-relatedgenesindiabetes

mellitus

2.3 基因相关性分析 利用GeneMANIA数据库

预测了DBT、DLD、GLS、PDHB、NFE2L2和LIPT1
6个基因以及邻近基因的相关性,构建基因与基因

互作网络图(图3)。并进行基因功能注释,发现其

主要参与氧化还原酶复合物、三羧酸循环酶复合物

的形成与细胞氨基酸分解代谢过程等。

图3 基因相关性分析
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Figure3 Geneticcorrelationanalysis

2.4 GO 功能以及 KEGG 通路富集分析 使用

SangerBox进行分析,其结果如图4A所示,KEGG
信号通路的分析结果显示6个基因主要参与的通路

涉及于三羧酸循环的脂化、丙酸盐代谢、丙酮酸代

谢、糖酵解和糖质新生和 HIF-1信号通路,结果和

图3契合。如图4B~D的GO功能富集分析显示,

6个基因所参与的生物学过程主要涉及有机酸代

谢、有机酸分解、丙酮酸乙酰辅酶 A的合成和氨基

酸代谢过程;在细胞组成方面主要涉及线粒体基质、
氧化还原酶复合物、丙酮酸脱氢酶复合物和三羧酸

循环酶复合物;在分子功能方面主要涉及丙酮酸脱

氢酶活性、氧化还原酶活性、脂肪酸结合和有机酸

结合。

图4 GO功能以及KEGG通路富集分析

A.KEGG信号通路分析;B.生物过程;C.分子功能;D.细胞成分

Figure4 GOfunctionaswellasKEGGpathwayenrichmentanalysis

2.5 交集基因的验证与ROC分析 我们使用两个

数据集GSE20966和GSE23343作为测试集,对交

基因进行进一步验证以确保DM 铜死亡基因筛选

的准确性,有利于下一步药物筛选。该表达谱分别

出自于GPL1352和GPL570两个平台。将这两个

数据集里的6个基因表达值导入GraphPadPrism9
软件进行分析,根据独立样本t 检验显示 DLD、

NFE2L2在数据集GSE23343中差异有统计学意义

(P<0.05),DBT在数据集GSE20966中差异有统

计学意义(P<0.05)。GLS、LIPT1、PDHB三个基

因在数据集GSE20966和GSE23343各样本中差异

值不明显(图5)。利 用 微 生 信 在 线 工 具 将 基 因

DLD、NFE2L2、DBT 在 各 样 本 中 的 表 达 值 进 行

ROC曲线的绘制,ROC曲线将敏感度和特异度以

图示的方法结合在一起,可准确地反映两者的关系,
纵坐标的值代表的是敏感度,该值越高代表诊断的

准确率越高;横坐标的值代表的是特异度,该值越低

就代表误判率越低。AUC越大代表准确率越高,结
果如图5显示,DLD、DBT、NFE2L2在DM 中有较

好的诊断价值。

图5 交集基因DLD、DBT、NFE2L2的验证与ROC分析

Figure5 ValidationandROCanalysisoftheintersecting
genesDLD,DBT,NFE2L2
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2.6 关键交集基因的潜在药物预测与分子对接 
上步我们确定了影响DM 的关键铜死亡基因,接着

对关键铜死亡基因进行化合物筛选。将关键基因导

入CTD 数 据 库 预 测 相 关 基 因 的 潜 在 药 物。在

TCMSP数据库中以口服生物利用度≥30,类药

性>0.180筛选出4种候选化合物,即叶酸(Folic
Acid)、紫铆素(Butin)和木犀草素(Luteolin)。将筛

选 的 蛋 白 结 构 和 对 应 的 化 合 物 结 构 导 入 DS
BIOVIADiscoveryStudio2016软件进行分子对

接。结果表1和图6所示,DLD与叶酸结合,对接

分数为157.760;DBT 与 叶 酸 结 合,对 接 分 数 为

134.540;NFE2L2 与 紫 铆 素 结 合,对 接 分 数 为

105.350;NFE2L2与木犀草素结合,对接分数为

99.909。

图6 分子对接结果

A.DLD-叶酸;B.DBT-叶酸;C.NFE2L2-紫铆素;D.NFE2L2-木犀草素

Figure6 Moleculardockingresults
表1 分子对接结果

Table1 Moleculardockingresults

蛋白 成分 OB值 DL值 对接分数

DLD  叶酸  68.960 0.710 157.760
DBT  叶酸  68.960 0.710 134.540
NFE2L2 紫铆素 69.939 0.210 105.350
NFE2L2 木犀草素 36.163 0.250 99.909

3 讨  论

DM不但会让患者的心智和身体受到相当严重

的伤害,甚至也会给国家和社会造成沉重的经济负

担。按照现今的医疗水平来看,DM 依然是一种难

以攻克的疾病[8]。如果没有有效的方法来控制其发

生和发展,它的发病率仍将会持续增长。本研究通

过生物信息学及分子对接技术发现铜死亡相关基因

DLD、DBT、NFE2L2 与 DM 关 系 密 切,并 发 现

DLD、DBT 可 以 与 叶 酸,NFE2L2 可 与 紫 铆 素,

NFE2L2可与木犀草素有较高的结合能力。此研究

为DM机制研究以及药物发现提供新方法。
本研究使用DM 数据集GSE25724与19个铜

死亡 基 因 取 交 集 获 得 6 个 交 集 基 因,分 别 是

NFE2L2、DBT、DLD、GLS、LIPT1和 PDHB,GO
分析结果发现他们主要参与细胞氨基酸分解代谢过

程、线粒体活性、三羧酸循环的脂化、丙酸盐代谢、丙
酮酸 代 谢、糖 酵 解 和 糖 质 新 生 和 HIF-1信 号 通

路等。
本研究使用2个数据集对以上6个交集基因进

行验证,发现只有NFE2L2、DLD、DBT在正常组与

实验组表达具有显著差异,且ROC曲线结果显示

了这3个基因在 DM 中均具有较高的诊断价值。

DLD、DBT主要涉及三羧酸循环的脂化,代谢组学

分析发现Ⅱ型DM 患者的三羧酸循环周期代谢底

物水平紊乱[9]。DBT涉及丙酮酸脱氢酶复合物和

三羧酸循环酶复合物的形成。脂肪组织分解快速时

血循环中的游离脂肪酸增多就会引起细胞内乙酰

CoA堆积而抑制了丙酮酸脱氢酶活性,导致三羧酸

循环减弱最终使葡萄糖氧化速度降低,乙酰CoA也

可以增加ATP的产生,并促使丙酮酸羧化酶的产

生,从而使糖异生反应活跃达到能使肝糖原输出增

加的效果[10]。因此,三羧酸循环通路的增加可减缓

DM的症状,使肝糖原输出减少。DLD和DBT还
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涉及丙酮酸代谢。丙酮酸激酶在调节糖酵解和糖质

新生之间的平衡方面起着关键作用[11]。

DLD和NFE2L2两个基因涉及 HIF-1信号通

路。DM通常与缺氧和氧化应激有关,高血糖是其

驱动力[12]。缺氧诱导因子 HIF-1在缺氧条件下参

与调节细胞稳态是调节细胞内氧代谢的关键因子,

HIF-1α可以利用糖代谢关键酶的表达来启动糖酵

解的途径,促进能量代谢和稳定线粒体功能[13-14]。
对DM 及其并发症的发生、发展起促进作用[15]。

DM患者糖化终产物升高,与受体结合后促使活性

氧(reactiveoxygenspecies,ROS)的生成并产生氧

自由基,细胞膜发生超氧化,使膜蛋白功能受损,最
终导致细胞结构和功能代谢异常,进而诱发氧化应

激反应[16]。
分子对接结果显示,关键基因都能与所预测的

化合物叶酸、紫铆素和木犀草素很好的对接。DM
患者可能会出现氨基酸代谢异常[17],补充叶酸与循

环胰岛素和CRP水平的显着降低有关。此外,发现

补充叶酸可以减少氧化应激,改善内皮功能障碍,并
调节与胰岛素信号传导相关的基因的 DNA 甲基

化[18],因此叶酸会降低DM的发生并预防其并发症

的发生。影响DM 发生和发展的危险因素还包括

氧化应激和蛋白质晚期糖化终产物。叶酸具有抗糖

化潜力,也可通过减少氧化应激进一步改善β细胞

功能来减缓DM 并发症进程[19]。紫铆素使通过增

加氧化酶活性进而提高抗氧化的屏障从而抑制脂质

的过氧化反应,促进抗氧化进程,进一步抑制线粒体

氧化应激,进而控制DM的发展[20]。木犀草素摄入

可能对糖脂代谢紊乱有益,特别是胰岛素抵抗、DM
和肥胖症[21]。类黄酮还可以改变葡萄糖稳态的代

谢途径,它们可以促进糖酵解和糖生成,抑制糖异生

和糖原分解[22]。类黄酮可以通过抑制碳水化合物

水解酶,葡萄糖苷酶和双糖酶的作用而表现出低血

糖活性。木犀草素可以通过抑制产生ROS的酶来

防止ROS的产生,可以清除ROS并且可以保护其

他抗氧化系统的成分[23],木犀草素的抗氧化活性与

其低血糖潜力相结合,保护胰腺并促进胰岛素分泌

进而控制DM 的发生与发展。综上所述 NFE2L2、

DLD、DBT或许可以为DM治疗的进步提供潜在的

治疗靶点。
综上所述,本研究初步鉴定了DM 相关的三个

铜死亡基因DLD、DBT、NFE2L2,并预测了其化合

物叶酸、紫铆素和木犀草素。此研究为DM 机制研

究以及药物发现提供新方法。
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