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基于线粒体相关的活性氧和谷胱甘肽探讨脑卒中的发病机制 *
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摘要 目的：基于生物信息学探究线粒体相关的活性氧（ROS）和谷胱甘肽（GSH）的相关基因在脑卒中中的作用及临床意义，进行

关键基因的筛选。方法：利用高通量基因表达数据库（GEO）获取脑卒中相关靶点，并通过 FerrDb数据库获取线粒体相关的 ROS

和 GSH的有关靶点。通过使用 R语言，对线粒体相关的 ROS和 GSH的相关基因在脑卒中中的基因集打分与表达差异进行评

估，并免疫浸润分析、聚类分析及聚类后亚组相关特征差异分析。结果：线粒体相关的 ROS和 GSH基因集在正常组与脑卒中组中

有表达差异，且两组免疫细胞与炎症因子表达水平具有较大不同。聚类分析分出的亚组 1与亚组 2在临床表型特征、基因表达水

平、免疫细胞比例、炎症因子水平及蛋白富集等方面均具有一定不同。结论：线粒体相关的 ROS和 GSH相关基因在脑卒中的免疫

中发挥重要作用，且其关键基因的表达水平不同或可影响不同的免疫途径与临床表型特征。

关键词：线粒体；活性氧；谷胱甘肽；脑卒中；生物信息学；免疫浸润

中图分类号：R734.2 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2024）23-4595-06

Explore the Pathogenesis of Stroke Based on Mitochondrial Related Reactive
Oxygen Species and Glutathione*

To explore the role and clinical significance of mitochondria related reactive oxygen species (ROS) and

glutathione (GSH) related genes in stroke based on bioinformatics, and to screen the key genes. Stroke related targets were

obtained by gene expression omnibus (GEO) database, and mitochondria related ROS and GSH were obtained by FerrDb database. R

language was used to evaluate the gene set scores and expression differences of mitochondria associated ROS and GSH related genes in

stroke, as well as immune infiltration analysis, cluster analysis and post-cluster subgroup related feature differences. The

expression of mitochondrial related ROS and GSH gene sets was different between the normal group and the stroke group, and the

expression levels of immune cells and inflammatory factors were significantly different between the two groups. Subgroup 1 and

subgroup 2 were different in clinical phenotype, gene expression level, proportion of immune cells, level of inflammatory factors and

protein enrichment. Mitochondria-related ROS and GSH genes play an important role in the immunity of stroke, and the

different expression levels of their key genes may affect different immune pathways and clinical phenotypes.
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前言

线粒体是细胞进行有氧呼吸，制造能量的主要场所，大脑

神经元细胞的产电活动主要依赖于线粒体通过电子传递链的

氧化磷酸化产生 ATP所提供的细胞生物能[1]。值得注意的是，

在脑卒中发生后，细胞会产生过量的 ROS 导致谷胱甘肽

（GSH）等抗氧化物无法控制其引起的氧化损伤，使氧化应激增

加并激活细胞凋亡的发生，最终引起脑组织的损伤[2]，并且这类

损伤会导致患者的感觉和认知运动功能衰弱且在很大程度上

不可逆转地退化[3]。由此可见，线粒体相关的 ROS和 GSH对脑

卒中预后可能有着重大影响，因此，本研究希望能通过生物信

息学从线粒体相关的 ROS和 GSH的角度明确脑卒中的治疗

靶点，以期为临床治疗提供思路。

1 资料和方法

1.1 脑卒中数据集收集及预处理

·生物信息学·

4595窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.24 NO.23 DEC.2024

图 1数据集去批次前后与 ssGSEA分析结果

Fig.1 Data set before and after batch removal and ssGSEA analysis results

Note: Fig.A: PCA presentation of data before batch removal. Fig.B: PCA presentation of data after batch removal.

Fig. C: Differences in ssGSEA scores of mitochondria-related ROS and GSH genes between normal group and stroke group.

在 GEO数据库（https://www.ncbi.nlm. nih.gov/gds/）中检索

有关脑卒中的数据集，以 "脑卒中 "、"人类 "作为筛选条件，获

得数据集 GSE58294与数据集 GSE16561，使用 R语言 4.2.3版

本，利用其中的 limma包完成所有数据集内部的标准化处理，

以降低基因属性及测序深度的批次效应，并应用 log2转化基

因表达量。获得不同数据集之间共同存在的基因，不同数据集

之间的去批次处理通过使用 SVA包进行，将去批次前与去批

次后的效果差异使用主成分分析（PCA）图来展示。

1.2 线粒体相关 ROS和 GSH的基因收集与单样本基因集富集

分析(ssGSEA)

FerrDb平台是一个标记因子及与铁死亡关联疾病、收集铁

死亡调节因子的数据库，线粒体相关 ROS和 GSH的基因通过

FerrDb平台（http://www.zhounan.org/ferrdb/）收集。这些基因在

每个样本中的表达量通过使用 GSVA包中的 ssGSEA方法进

行打分，并分析线粒体相关 ROS和 GSH的基因在正常组与脑

卒中组的差异情况，以观察这些基因在正常组与脑卒中组中的

整体表达差异。

1.3 线粒体相关 ROS和 GSH的基因集差异基因分析及关键基

因的获取

线粒体相关 ROS和 GSH的基因集差异基因的分析通过

使用 limma包进行，差异基因的筛选标准为 P.adj<0.05。并通过

支持向量机(SVM)算法及随机森林(RF)算法对获取的线粒体相

关 ROS和 GSH的差异基因进行重要性排序，分别使用支持向

量机算法及随机森林获得重要性排名前 15的基因，两者取交

集，获得的基因作为该疾病的关键基因，并分析关键基因及其

在脑卒中样本之中的基因相关性。

1.4 免疫浸润分析

免疫浸润的结果通过 R包 "CIBERSORT"包来计算，求得

每种炎症因子与免疫细胞在不同组别中的相对含量；利用该结

果得到炎症因子和免疫细胞在不同组别之间的相对含量的差

异，随后评估线粒体相关 ROS和 GSH的特征基因与免疫细胞

之间的相关性。

1.5 聚类分析及聚类亚组信息比较

一致性聚类分析通过使用 Consensus Cluster Plus包完成，

并比较不同聚类亚组相关临床信息，观察不同组别的临床表型。

随后选取不同组别的 P.adj<0.05且 |logFC|≥ 0.5的基因并转化

为蛋白名称，并使用 proteomaps数据库将其蛋白功能进行聚类。

2 结果

2.1 脑卒中数据集收集及预处理结果

下载数据集 GSE16561与数据集 GSE58294，将两个数据

集中脑卒中样本与正常样本进行数据集内部的标准化与数据

集间的去批次处理，可知两个数据集的批次效应已经去除，可

进行下一步的分析。如图 1所示。

2.2 线粒体相关 ROS和 GSH的相关基因收集与 ssGSEA分析

结果

将在 FerrDb网站获得的在整合的数据集中存在相关信息

的基因使用 GSVA包中的 ssGSEA方法，对正常组与脑卒中组

进行Wilcoxon分析，可知线粒体相关 ROS和 GSH的相关基

因在脑卒中组中表达较高，具有统计学差异（P<0.05）。如图 1

所示。

2.3 线粒体相关 ROS和 GSH的基因集差异基因分析及关键基

因的获取结果

进行差异分析后，使用 SVM算法获得的前 15个关键基因

为 GPX4、SOD1、MSRB2、MGST1、MSRA、TXN2、NIT1、PRDX3、

PRDX2、PRDX5、TXNRD1、GPX1、SOD2、ALDH9A1、HAGH，

随后使用 RF算法对基因的重要性进行排序，结果通过使用

Mean Decrease Gini展示如下。将 SVM算法与 RF算法的重要
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图 2基因重要性排序及差异基因分析

Fig. 2 Sequencing of gene importance and analysis of differential genes

Note: Fig.A: Random Forest algorithm gene importance ranking.Figure B:Expression difference of key genes in normal group and IS group Boxplot.

Fig. C: Differential gene volcano map. Fig. D: Differential gene heat map. Fig. E: IS sample key gene correlation heat map.

性前 15的基因取交集，作为该疾病的关键基因，关键基因为：

GPX4、MGST1、MSRA、MSRB2、NIT1、PRDX2、SOD1、TXN2。

由箱线图可知，关键基因的表达在两组样本中均具有统计学差

异（P<0.05）。由基因相关性热图可知，8个关键基因在脑卒中样
本中，MGST1与 MSRB2正相关性最强，而负相关性最强的则

是 SOD1与 NIT1基因。如图 2所示。

2.4 免疫浸润分析结果

通过免疫浸润分析发现，T细胞、CD8T细胞、髓样树突状

细胞在脑卒中组中相对含量较低，而细胞毒性淋巴细胞、B系

细胞、自然杀伤细胞、巨噬细胞与中性粒细胞在脑卒中组中相

对含量较高。CD4、IFNA1、IL11与 IL5在脑卒中组相对含量较

低，IL15、IL4、IL6在脑卒中组相对含量较高。且 8个关键基因

均与多种免疫细胞和炎症因子存在较为显著的相关性，证明或

可通过这些关键基因调节疾病免疫相关表型。如图 3所示。

2.5 聚类分析及聚类亚组信息比较结果

根据 8个关键基因的表达量使用 R语言的 Consensu Clus-

ter Plus包对脑卒中样本进行聚类分析，可将样本分为亚组 1

和亚组 2。由图可知，脑卒中样本在亚组 1中男性与女性发病

数量等同，而亚组 2 则大多为女性。且 MSRA、MSRB2、

MGST1、NIT1、TXN2 基因在亚组 1 中相对表达较低，GPX4、

PRDX2则在亚组 1中相对表达较高，这些基因的表达差异可

能与亚组的临床表型具有一定的关联性。除此之外，T细胞、

CD8T细胞与髓样树突状细胞在亚组 1中相对含量较高，而细

胞毒性淋巴细胞、B系细胞、自然杀伤细胞、巨噬细胞与中性粒

细胞则在亚组 2中相对含量较高。从炎症因子层面进行分析，

则 CD4、CSF2、CSF3、IFNA1、IL11、IL13、IL3、IL5、IL6、PDGFA、

TGFB1、TGFB2、TGFB3与 TNF在亚组 1中相对含量较高，而

HLA-DRB4、IFNG、IL10、IL15、IL1A、IL2、IL4、IL6 与 IL7 在亚

组 2中相对含量较高。如图 4、图 5所示。
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图 3免疫浸润分析

Fig. 3 Analysis of immune infiltration

Note: Fig. A: Difference in the content of immune cells between the normal group and the stroke group. Fig. B: Difference in the content of inflammatory

factors between the normal group and the stroke group. Fig. C: Heat map of the correlation between immune cells and key genes.

Fig. D: Heat map of the correlation between inflammatory factors and key genes.

3 讨论

本文结果发现，在脑卒中中与线粒体相关 ROS及 GSH发

挥关键作用的基因可能包括：GPX4、MGST1、MSRA、MSRB2、

NIT1、PRDX2、SOD1、TXN2 等，8 个关键基因在脑卒中样本

中，MGST1与MSRB2正相关性最强，而负相关性最强的则是

SOD1与 NIT1基因。MGST1编码的蛋白质是细胞内可以催化

GSH与脂质氢过氧化物发生还原反应的酶，其在细胞铁死亡

的过程中可以减少过氧化脂质的产生[4]。此外，线粒体内膜中的

MGST1可以与线粒体通透性转换调节蛋白相互作用，减少

ROS对线粒体通透性孔氧化应激诱导的影响，防止进一步引起

线粒体功能障碍导致的细胞凋亡和坏死死亡[5]。MSRA编码是

一种普遍存在且高度保守的蛋白质，它是已知唯一能够还原蛋

氨酸 -S-亚砜的酶，而MSR蛋白家族中另一种蛋白质 MSRB2

专门用于还原蛋氨酸 -R-亚砜[6]，这两种蛋白通过定向清除蛋

氨酸 -R，S-亚砜来支持氧化蛋白修复和蛋氨酸代谢功能，进而

减少 ROS对蛋氨酸残基的氧化所可能导致的蛋白质功能丧失

和结构变化[7]。SOD1是一种保护细胞免受超氧自由基有害影

响的关键抗氧化酶，在脑卒中发生后，超氧自由基的产生是加

重脑损伤的重要原因，其高反应性引起脂质、DNA和蛋白质的

损伤，最终导致神经元死亡[8]，而 SOD1对超氧自由基的清除作

用可能是保护线粒体功能的重要途径，以减轻脑卒中后 ROS

对神经元细胞的损伤。NIT1主要存在于胞质溶胶和线粒体中，

它具有修复代谢物的功能，可以催化脱氨谷胱甘肽中酰胺键的

水解，以处理有害的脱氨谷胱甘肽[9]。NIT1对脱氨谷胱甘肽的

修复作用可以增强脱氨谷胱甘肽的代谢，这可能是维持脑卒中
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图 4聚类及亚组临床特征分析

Fig. 4 Clustering and subgroup analysis of clinical features

Note: Fig.A: Cluster classification results of key genes (1-cluster 1,2-Cluster 2).

Fig.B: Subgroup and clinical information, gene expression calorimetry map. Fig. C: Subgroup sex histogram.

后谷胱甘肽氧化还原系统稳定的关键，因此，NIT1可能是减轻

脑卒中后氧化应激损伤的重要治疗靶点。

同时，线粒体相关的 ROS和 GSH亦与免疫密切相关，脑

卒中发生后由其诱导的氧化应激反应与免疫反应密切相关[10]，

研究表明，炎症和氧化应激是中风后损伤的主要原因，线粒体

相关 ROS与 GSH之间失衡所导致的氧化应激会进一步诱发

炎症[11]，且有研究表明线粒体相关的 ROS与 GSH在免疫反应

中起着直接作用 [12]。CD8 T细胞作为免疫系统的关键组成部

分，其功能失调可能引发过度的免疫反应，从而导致免疫介导

的机体损伤或病理反应。CD8 T细胞的胞内结构域上附着结合

着 Src酪氨酸激酶家族的成员淋巴特异性 Src激酶 p56（Lck），

Lck已被证明其可以通过触发线粒体细胞色素 c释放和半胱

天冬酶活化，参与线粒体细胞凋亡途径的激活[13]。此外，CD8 T

细胞可以促进 Lck激活 T细胞受体（TCR），参与 T 细胞的活

化，启动适应性免疫应答，引起整体神经炎症水平的升高，加重

缺血性脑卒中的神经损伤[14]。并且，通过观察卒中后小鼠的大

脑组织，中风侧大脑可以观察到免疫细胞的大量浸润，CD8 T

细胞的百分比显着增加，加重了脑卒中后继发性神经变性介导

的神经元细胞死亡[15]。

综上所述，本研究采用生物信息学方法对 GEO数据库的

脑卒中数据进行分析，以线粒体相关的 ROS和 GSH作为切入

点，从而得出线粒体相关 ROS和 GSH与脑卒中具有显著的相

关性，为治疗脑卒中提供新的思路和方法。
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