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线粒体相关的程序性细胞死亡基因在慢阻肺中的鉴定
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摘　要：目的：为了研究线粒体相关的程序性细胞死亡基因在慢性阻塞性肺疾病（COPD）中的表达，探讨线粒体相关的

程序性细胞死亡基因在慢阻肺中的可能发病机制。方法：先从 GEO 数据库下载慢阻肺数据集 GSE76925，然后用 WGCNA

选出关键的 blue 模块，将得到的 blue 模块与 PCD 相关基因与线粒体相关基因取交集得到 12 个关键基因。然后对 12 个

关键基因进行 GO 富集分析和 KEGG 通路富集分析。对 12 个关键基因进行 Lasso 分析，选出 8 个关键基因。在数据集

GSE76925、GSE38974、GSE42057、GSE20257、GSE11784 分别验证 8 个关键基因的表达情况，选出最有意义的 2 个关键

基因 GHITM、CISD1，并用 CIBERSORT 算法计算这两个基因在与 COPD 相关的免疫细胞中的相关性。结果：关键基因

GHITM、CISD1 在慢阻肺人肺数据集 GSE76925、GSE38974 中表达有统计学意义。GHITM 在慢阻肺人血数据集 GSE42057

中有统计学意义，CISD1 在慢阻肺人血数据集 GSE42057 中无统计学意义。GHITM、CISD1 在慢阻肺人肺上皮细胞数据

集 GSE20257、GSE11784 中表达有统计学意义。GHITM 与 γδT 细胞、M2 型巨噬细胞正相关，且具有统计学意义。发

现 CISD1 与 γδT 细胞、初始 B 细胞正相关，且具有统计学意义。 结论：线粒体与程序性细胞死亡关键基因 GHITM、

CISD1 参与了 COPD 的发生发展，可能是预防吸烟相关 COPD 的潜在靶点。
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研究背景：

慢性阻塞性肺疾病（COPD）是一种终末期肺病，目前

临床无法治愈，且会造成严重的医疗负担，重症患者也会因

为器官衰竭死亡。目前慢阻肺主张以预防为主，慢阻肺病因

复杂，目前不能完全认知，可能与多种因素综合作用有关。

现已证明吸烟是慢阻肺的主要危险因素，吸烟者慢阻肺的患

病率比不吸烟者高 2 -8 倍，慢阻肺的主要病理特征是肺气

肿。但是不吸烟也会引起慢阻肺，比如 α1- 抗胰蛋白酶缺

乏也会引起慢阻肺，目前新的慢阻肺预防靶点正在研究中。

香烟烟雾 (CS) 诱导的线粒体损伤积累与慢性阻塞性肺疾病

(COPD) 的发病机制有广泛的关系 [1]。线粒体结构和功能完

整性受损伴随着活性氧 (ROS) 的过量产生，导致 CS 暴露过

程中程序性细胞死亡 (PCD）[2,3]。研究发现肺泡破坏主要

与线粒体结构功能障碍、氧化应激发生、蛋白酶 / 抗蛋白酶

的平衡破坏和细胞凋亡等过程有关 [4]。香烟烟雾可引起内质

网产生应激和线粒体功能障碍，导致 NLRP3 炎性小体活化，

激 活 的 NLRP3 炎 性 小 体 引 起 Caspase-1 介 导 的 IL-1β 和

IL-18 的释放，导致炎症爆发 [5，23]。由此可见，线粒体功能

障碍与肺泡破坏、慢性炎症、细胞凋亡均有一定关系。最近

几年，生物信息学的快速发展引起了人们对疾病发展过程中

基因表达的关注，关注基因表达对疾病发生发展的影响。目

前高通量基因数据库（GEO）和人类基因数据库（GeneCards）

被大规模用于研究人类疾病的发生发展 [24]。加权基因共表

达网络分析（WGCNA）算法可以通过研究基因组与临床表

型的关联关系，选出与疾病临床表型密切相关的基因模块，

为下一步实验研究提供依据。

1 材料和方法

1.1 数据来源

从 GEO 数 据 库（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo） 下 载

数据集 GSE76925。包含 111 例 COPD 吸烟者和 40 例健康吸

烟者的肺组织中的基因。

1.2 得到特征基因（ME）模块

先计算软阈值，然后用动态剪切法得到 10 个特征基因

（ME），然后对特征基因进行模块 - 临床表型的相关性分析，

选出二者相关性最大的蓝色模块。然后分析 blue 模块中的

基因与疾病临床表型相关性，发现二者相关性好。

1.3 得到关键基因

从 GEO 数据库中得到与 18 种 PCD 相关的 1548 个基因。
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将与 COPD 表型相关的 bule 模块与线粒体相关基因与程序

性死亡基因交集得到 12 个关键基因。

1.4 富集分析

对 12 个关键基因进行 GO 富集分析和 KEGG 通路富集

分析。

1.5 Lasso 回归算法

对 12 个关键基因进行 Lasso 分析，选出 8 个关键基因。

1.6 验证关键基因

在数据集 GSE76925、GSE38974、GSE42057、GSE20257、

GSE11784 分 别 验 证 8 个 关 键 基 因 的 表 达 情 况， 选 出 具

有 统 计 学 意 义 的 2 个 关 键 基 因 GHITM、CISD1， 并 用

CIBERSORT 算法计算这两个基因在与 COPD 相关的免疫

细胞中的相关性。

2 结果

2.1 软阈值计算

计算软阈值，使构建的网络更符合无标度网络特征。

一般取 R2 ＞ 0. 8，且稳定。本数据集中软阈值取 5 满足条件。

图 1  图 1A 对 1 ～ 20 的软阈值进行网络拓扑分析。1B 用动态剪切法创造疾病相关基因模块。1C 对基因模块与疾病临床表型的相关性分析。

1D blue 蓝色模块内基因与临床表型的关联性。

2.2 WGCNA 选择基因共表达模块

使用动态剪切法选择特征基因（ME）相似度高的模块，

得到 10 个模块基因，不同的基因模块使用不同的颜色，聚

合基因较多的模块为蓝色、蓝绿色，可以从中找到与疾病相

关的关键基因。

2.3 基因模块与临床表型的相关性分析

使用热图分析 10 个基因模块与疾病临床表型相关性，

选出与 COPD 临床表型相关性最大的 blue 模块，r 值最大为
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0.29，提示二者相关性最大。

2.4 blue 模块中的疾病基因与临床表型的相关性分析

分析 blue 蓝色模块内基因与临床表型的关联性， 二者

相关性好。

2.5 得到关键基因

从 GEO 数据库中得到与 18 种 PCD 相关的 1548 个基因。

将与 COPD 表型相关的 bule 模块与线粒体相关基因与程序

性死亡基因交集得到 12 个关键基因。

图 2A 18 种 PCD 相关的 1548 个基因。2B 与 COPD 表型相关的 blue 模块基因与程序性细胞死亡与线粒体相关基因之间的韦恩图。

2.6 富集分析结果

对 12 个关键基因进行 GO 基因富集分析和 KEGG 基因

富集分析。

GO 基因分析结果如下图所示，其中生物过程最显著富

集的是纤毛组织（cilium organization），细胞组成最显著富

集的是微管（microtubule），分子功能最显著富集的是作

用于 DNA 的催化活性（catalytic activitiy,acting on DNA）。

KEGG 富集分析结果表明最显著的是氮代谢信号通路，见图。

2.7 Lasso 回归算法

对 12 个关键基因进行 Lasso 分析，选出 8 个关键基因。

2.8 关键基因的验证

将得到的 8 个关键基因在 GSE76925 数据集中再次验

证，结果提示 ，GHITM、CS、FASN、BNIP3L、CISD1 上调 

，在 GSE38974 数据集中的验证结果为 SLC25A5、GHITM、

CISD1 下调，最后选择在两个验证数据集均有显著差异的两

个关键基因 GHITM、CISD1。在与 COPD 相关的 PBMC 差异

基因数据集 GSE42057（包含 94 例 COPD 患者和 42 例吸烟

肺功能正常患者）进一步验证两个关键基因，发现 GHITM

表达有统计学差异（p<0.05）、CISD1 无意义。在与 COPD

相关的支气管上皮细胞差异基因数据集 GSE11784（包含

157 例样本）进一步验证两个关键基因，发现 GHITM、

CISD1 表达均有统计学差异。在与 COPD 相关的支气管上皮

细胞差异基因数据集 GSE20257（包含 23 例 COPD、59 例吸

烟肺功能正常、53 例不吸烟肺功能正常）进一步验证两个

关键基因，发现 GHITM、CISD1 表达均有统计学差异。
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图 3A,B,C GO 富集分析。3D KEGG 富集分析。3F 根据十折交叉验证结果选择最优 λ 值 , 在 λ 值最小时筛选出 8 个基因，横坐标：λ

的对数值，纵坐标：模型均方误差。
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图 4A,B8 个关键基因在数据集 GSE76925、GSE38974 中的表达情况。4C,D,E2 个关键基因在数据集 GSE42057、GSE11784、

GSE20257 中的表达情况。

2.9 免疫浸润验证

本 研 究 使 用 CIBERSORT 算 法， 研 究 了 22 个 免 疫 细

胞亚群中 COPD 与吸烟肺功能正常患者之间免疫浸润的差

异。结果显示 CD8T 细胞（P=0.002），滤泡辅助性 T 细胞

（P=0.031），γδT 细胞（p=0.015），单核细胞（p=0.047），

M1 型巨噬细胞（p=0.042），静息树突细胞（ p=0.029），

有统计学差异。将两个关键基因与 22 种免疫细胞进行相关

性分析，发现 GHITM 与 γδT 细胞、M2 型巨噬细胞正相关，

且具有统计学意义。发现 CISD1 与 γδT 细胞、初始 B 细

胞正相关，且具有统计学意义。

3 讨论

最近几年与生物信息学相关的基因研究方法成为疾病

研究的热门，生物信息学也可以用于研究慢阻肺，为慢阻肺

的防治提供新的方向。我用生物信息学相关研究方法发现，

线粒体相关程序性细胞死亡基因 GHITM、CISD1 与慢阻肺

的关系密切。线粒体作为真核生物能量代谢的主要场所，线

粒体功能障碍会释放过多的活性氧导致支气管上皮细胞程

序性死亡，破坏肺泡壁结构。线粒体功能障碍也会

激活的 NLRP3 炎性小体引起 Caspase-1 介导的炎症因

子 IL-1β 和 IL-18 的释放，引起慢性炎症，可见 COPD 的

发生与线粒体功能障碍、支气管上皮细胞程序性死亡均有一

定关系。

生长激素诱导的跨膜蛋白基因 (GHITM) 首次发现是在

小鼠的肩胛间棕色脂肪组织，由生长激素诱导产生，并参与

细胞程序性死亡 [6]。JNAGEL 等 [7]2004 年报道 GHITM 基因

的 mRNA 可由 T 细胞中的趋化因子 CXCL12 and CXCL10 所

诱导改变。GHITM 有 6 ～ 7 个跨膜结构域 ，是一个典型的

跨膜蛋白，因为生长激素诱导产生而取名生长激素诱导的跨

膜蛋白。Reimers 等人 [8] 在研究该跨膜蛋白的氨基酸序列特

点时发现，其 C 末端有特别结构域，为 BI-1 样超家族的结

构域 ，所以将它分类为 BI-1 样超家族的新成员 TMBIM5。

有研究发现 ，所有的 BI-1 样超家族成员有促进 BCL-2 或

抑制 BAX 的作用，从而抑制细胞凋亡 [9]。Henke 等人研究

发现 ,GHITM 可以维持线粒体内的细胞色素 C，通过抑制细

胞色素 C 的凋亡 , 保持线粒体的结构功能正常 [10]。Kim 等人

(2012) 研究发现 BI-1 样超家族成员有抑制抗肿瘤药物依托
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泊苷和抑制应激反应引起的细胞凋亡，表明所有的 BI-1 样

超家族成员都有抗细胞凋亡作用 [11]。GHITM 蛋白在线粒体

基质中高度表达，并与线粒体氧化呼吸功能密切相关。有研

究发现，GHITM 基因敲除会导致线粒体内膜嵴紊乱和线粒

体断裂，严重影响线粒体功能 [12]。L.Orliaguet[13] 等研究发现

促炎因子 IRF5 可抑制线粒体基质成分生长激素诱导跨膜蛋

白 (GHITM) 基因的转录，从而抑制线粒体氧化呼吸。Bruno 

Seitaj 等 [14] 研究发现，与野生型相比，TMBIM5 敲除细胞体

积更小，增殖速度更慢 . 细胞线粒体膜电位降低，呼吸减弱，

线粒体 ATP 生成减少。TMBIM5 敲除细胞对 Staurosporine 和

BCL-2 和 BCL-XL 诱导的凋亡更敏感。

CISD1 基 因 编 码 mitoNEET 蛋 白。 线 粒 体 外 膜 蛋 白

图 5A，C22 个免疫细胞亚群中 COPD 与吸烟肺功能正常患者之间免疫浸润的差异。5B,D 两个关键基因与 22 种免疫细

胞进行相关性分析。

图 6  流程图
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mitoNEET 最开始是研究糖尿病治疗药物吡格列酮被发现，

因为它来源于线粒体且结构中含有 Asn-Glu-Glu-Thr 氨基酸

序列而被取名为 mitoNEET[15]。NEET 蛋白家族成员还包括

CISD2 和 CISD3，三者有共同的 CDGSH 结构域 , 该结构域

参与铁的转运 [16]。Stauch KL 等 [17] 研究表明，mitoNEET 蛋

白在调节线粒体功能时发挥关键作用。Wiley 等人 [18] 研究表

明，mitoNEET 基因敲除小鼠分离的心肌线粒体氧化能力明

显降低，氧化磷酸化和电子传递过程的发生明显障碍，这说

明 mitoNEET 是一种重要的含铁蛋白，参与线粒体的氧化供

能。Habener 等人 [19] 实验结果提示，利用 siRNA 技术干扰

mitoNEET 蛋白表达后小鼠缺血再灌注心肌细胞凋亡量增加

1.9 倍，而 mitoNEET 蛋白高表达后细胞凋亡率下降 53%，

提示 mitoNEET 蛋白对氧化应激引起的细胞凋亡具有很强的

抑制作用。Vernay 等人 [20] 研究提示，细胞中缺乏 mitoNEET

蛋白将会引起细胞内线粒体总量减少，细胞的氧化呼吸功能

减弱，提示 mitoNEET 蛋白参与维持线粒体的功能。Lipper

等 [21] 研究表明，mitoNEET 能够结合在电压依赖性阴离子

通道 (VDAC) 的中心腔内，并以氧化还原依赖性的方式调节

其门控。通过连接 VDAC 功能，mitoNEET 和铁凋亡、细胞

凋亡和铁代谢关系密切。Werner J 等 [22] 研究表明，从缺乏

mitoNEET 的小鼠中分离的线粒体功能失调，表现为活性氧

(ROS) 升高和产生 ATP 的能力降低。步态分析显示，敲除

mitoNEET 小鼠的步幅缩短，平衡、握力和运动协调性能下降，

与帕金森临床表型相似。

总之，GHITM、CISD1 在线粒体中均有表达，而线粒体

功能障碍与癌症、糖尿病研究报道较多，与 COPD 研究报道

较少。但是线粒体功能障碍会释放过多的活性氧破坏肺泡

壁结构。线粒体功能障碍也会激活的 NLRP3 炎性小体引起

Caspase-1 介导的炎症因子 IL-1β 和 IL-18 的释放，引起慢

性炎症。GHITM、CISD1 与慢阻肺的报道几乎没有，后续可

敲除 GHITM、CISD1 两个基因分别观察它们与慢阻肺、线

粒体功能的关系。
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