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糖尿病肾病核心基因的筛选与鉴定
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摘要　目的　基于生物信息学筛选糖尿病肾病（ＤＫＤ）核心
基因，探究ＤＫＤ的治疗靶点，讨论其可能的调控机制。方法
　提取ＧＥＯ数据库（ＧＳＥ３０５２８，ＧＳＥ４７１８３）ＤＫＤ患者肾小球
转录组表达数据矩阵，采用生物信息学方法对差异表达基因

（ＤＥＧｓ）进行筛选，鉴定出核心差异基因，对核心差异基因进
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行基因表达与富集分析（ＧＳＥＡ），预测有效靶点。结果　通
过对ＤＫＤｍＲＮＡ表达矩阵的筛选和鉴定，共筛选出５个核
心基因，其中Ｃ１ｏｒｆ２１、ＮＰＨＳ１表达显著下调，ＣＤ４８、ＣＯＬ１Ａ２、
ＴＧＦＢＩ表达上调，研究得知，ＮＰＨＳ１、ＣＤ４８与免疫差异、细胞
间交流及细胞表面相互作用等有显著相关性。通过受试者

工作特征曲线（ＲＯＣ）分析、ＧＳＥＡ分析及药物靶点与ｍｉＲＮＡ
预测显示，这些差异基因可能对ＤＫＤ的治疗具有重要意义。
结论　 该研究筛选的核心基因与ＤＫＤ具有显著相关性，有
可能作为糖尿病治疗有效标志物，为 ＤＫＤ的治疗与鉴定提
供理论依据。

关键词　糖尿病肾病；ＧＥＯ数据库；转录组；生物信息学；基
因筛选；药物靶点
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＤＫＤ）是
糖尿病发展的常见并发症，主要特征是尿白蛋白、肾

小球过滤功能障碍，是终末期肾病的主要原因，严重
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增加了糖尿病患者的死亡率［１］。肾小球的功能障

碍在ＤＫＤ的病程发展中起着重要的作用，高浓度的
血糖可诱导氧化应激、细胞凋亡［２］、免疫反应［３］等。

近年来，内皮素拮抗剂、肾素－血管紧张素－醛固酮
系统阻滞剂、血管紧张素转换酶抑制剂等的研究进

展，为ＤＫＤ的治疗提供了方向［４］。目前仍缺乏对

ＤＫＤ病理机制和药物靶点的探究，且临床治疗结果
不理想［５］。然而，生物信息学的发展为疾病研究提

供了新的视角［６］。基于对 ＤＫＤ肾小球基因表达矩
阵进行的加权共表达网络分析（ｗｅｉｇｈｔｅｄｇｅｎｅｃｏ-ｅｘ-
ｐｒｅｓｓｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋａｎａｌｙｓｉｓ，ＷＧＣＮＡ）、最小绝对收缩和
选择算法（ｌｅａｓｔａｂｓｏｌｕｔｅｓｈｒｉｎｋａｇｅａｎｄｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｐｅｒ-
ａｔｏｒ，ＬＡＳＳＯ）、特征选择之支持向量机递归特征消除
（ｓｕｐｐｏｒｔｖｅｃｔｏｒｍａｃｈｉｎｅ-ｒｅｃｕｒｓｉｖｅｆｅａｔｕｒｅｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ，
ＳＶＭ-ＲＦＥ）等分析方法，有助于对 ＤＫＤ的机制进行
深入研究，筛选核心生物学标志物与治疗靶点，寻找

与ＤＫＤ相关的潜在治疗基因。

１　材料与方法

１．１　数据资料来源　使用基因表达数据库（ＧＥＯ）
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏ／），搜索关键
词“Ｄｉａｂｅｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ”和“Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ”，选择
“Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｉｎｇｂｙａｒｒａｙ”以获得ＤＫＤ的ｍＲＮＡ
微阵列基因表达矩阵。筛选得到了 ＧＳＥ４７１８３和
ＧＳＥ３０５２８及对应数据平台文件（包括３０个正常对
照样本，２３个ＤＫＤ肾小球样本），运用 Ｒ（４.２.１）将
基因表达数据整合并进行生物信息学分析。ＧＥＯ
属于公共数据库，数据库中涉及的患者已获得伦理

批准，因此本研究不涉及伦理问题及其他利益冲突。

１．２　生物信息学数据分析　使用 Ｒ中的 ｌｉｍｍａ包
对数据归一化处理，通过ＷＧＣＮＡ分别对ＧＳＥ４７１８３
和ＧＳＥ３０５２８数据聚类分析，筛选与疾病具有显著
相关性的核心基因集，并通过韦恩图（Ｖｅｅｎｄｉａ-
ｇｒａｍ，Ｖｅｅｎ）对基因集进行重叠，对共有的显著核心
基因使用ＬＡＳＳＯ和 ＳＶＭ-ＲＦＥ算法进一步分析，筛
选目标核心基因。同时，为了得到与目标核心基因

相关的药物靶点，运用基因药物分析网络分析（ｈｔ-
ｔｐｓ：／／ｄｇｉｄｂ．ｇｅｎｏｍｅ．ｗｕｓｔｌ．ｅｄｕ／）预测基因药物作用
靶点，并且使用基因集合富集分析（ｇｅｎｅｓｅｔｅｎｒｉｃｈ-
ｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＧＳＥＡ）筛选目标核心基因可能参与调
控的信号通路。

１．３　ＲＮＡ提取及实时荧光定量 ＰＣＲ　使用南京
诺唯赞ＲＮＡ抽提试剂盒（Ｌ／Ｎ７Ｅ６３２Ｋ２）提取高脂
饮食（ｈｉｇｈ-ｆａｔｄｉｅｔ，ＨＦＤ）喂养糖尿病小鼠与同龄健

康Ｃ５７小鼠肾脏组织总 ｍＲＮＡ，使用 Ｔａｋａｒａ试剂盒
将ＲＮＡ逆转录为模板 ｃＤＮＡ，检测样本量为１μｇ，
依照ＳＹＢＲＥｘＴａｐⅡ试剂说明书进行扩增，β-ａｃｔｉｎ
为内参，验证核心基因足细胞标记蛋白（ＮＰＨＳ１）、
Ⅰ型胶原蛋白 α２链（ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅＩａｌｐｈａ２ｃｈａｉｎ，
ＣＯＬ１Ａ２）、转化生长因子 β诱导蛋白（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａｉｎｄｕｃｅｄ，ＴＧＦＢＩ）、分化集群 ４８
（ｃｌｕｓｔｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ４８，ＣＤ４８）、１号染色体开放
阅读框 ２１（ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ２１，
Ｃ１ｏｒｆ２１）在肾脏中的基因表达水平。
１．４　统计学处理　差异表达水平使用Ｒ（４.２.１）及
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｍｅ８.０统计分析，使用 ｔ检验，以标准
误差（ＳＥＭ）表示平均值的误差，Ｐ＜０.０５表示差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　差异基因 ｍＲＮＡ的筛选和分析　提取 ＧＥＯ
数据库 ＧＳＥ３０５２８和 ＧＳＥ４７１８３中 ＤＫＤ肾小球的
ｍＲＮＡ数据，作火山图分析。结果表明，ＤＫＤ数据
ＧＳＥ３０５２８共有 ３１７个具有显著性差异的基因
（Ｐ．ａｄｊ＜０.０５，｜ｌｏｇ２ＦＣ｜＞１），２３５个基因表达下调
（绿色），８２个基因表达上调（红色）（图 １Ａ）。
ＧＳＥ４７１８３数据共有２０９个具有显著表达的差异基
因（Ｐ．ａｄｊ＜０.０５，｜ｌｏｇ２ＦＣ｜＞１），１００个基因表达下
调（绿色），１０９个基因表达上调（红色）（图 １Ｂ）。
使用Ｖｅｅｎ图重叠差异基因，６２个差异基因在两个
数据库均表达（图１Ｃ）。对此 ６２个差异基因进行
ＫＥＧＧ分析，结果显示这些差异基因与细胞外基质
（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）受体相互作用，ＰＩ３Ｋ-Ａｋｔ
信号通路具有显著相关性。ＧＯ结果表明，差异基
因主要与细胞因子的正调节具有相关性，主要在细

胞外间质结构成分中起作用（图２Ｂ-２Ｄ）。
２．２　ＷＧＣＮＡ筛选疾病核心基因　将 ＤＫＤ表达
矩阵 ＧＳＥ３０５２８和 ＧＳＥ４７１８３分别用 Ｒ（ｌｉｍｍａ包）
对数据归一化，皮尔逊相关系数对样品聚类，进行

ＷＧＣＮＡ，筛选与疾病关系密切相关的核心基因。软
阙值分别为１６和１２时，满足 Ｒ２＝０.９的无标度的
网络拓扑关系（图３Ａ、３Ｂ）。将数据集的邻接矩阵
转换为 ＴＯＭ矩阵，对样本聚类，构建 ＷＧＣＮＡ网络
（图３Ｃ），筛选出不同颜色的模块基因集。值得关注
的模块分别是 ＧＳＥ３０５２８的 ＭＥｔｕｒｑｕｏｉｓｅ（ｒ＝０.９３，
Ｐ＝５ｅ-１０）和 ＧＳＥ４７１８３的 ＭＥｂｌｕｅ（ｒ＝０.７２，Ｐ＝
５ｅ-６），其与疾病状态最具有关联性（图３Ｄ）。同时，
证实了两个模块（ｔｕｒｑｕｏｉｓｅ模块，ｂｌｕｅ模块）中基因
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图１　差异基因的提取

Ａ：ＧＳＥ３０５２８差异基因火山图；Ｂ：ＧＳＥ４７１８３差异基因火山图；Ｃ：Ｖｅｅｎ图

图２　差异基因ＫＥＧＧ和ＧＯ分析

Ａ：ＫＥＧＧ分析；Ｂ：生物进程（ＢＰ）；Ｃ：细胞成分（ＣＣ）；Ｄ：分子功能（ＭＦ）

集的相关性和显著性，ｔｕｒｑｕｏｉｓｅ模块：Ｃｏｒ＝０.９２，Ｐ
＝３.８ｅ-１７２（ＧＳＥ３０５２８），ｂｌｕｅ模块：Ｃｏｒ＝０.６３，Ｐ＝
２.７ｅ-２１（ＧＥＳ４７１８３），见 图 ３Ｅ、３Ｆ。分 别 将
ＧＳＥ３０５２８、ＧＳＥ４７１８３的显著性差异基因与 ＷＧＣＮＡ
筛选的核心基因使用 Ｖｅｅｎ图重叠筛选，富集出３７
个核心基因（图４Ａ），对两组数据进行合并，热图展
现每个基因的表达水平，共有 １０个基因表达下调
（蓝色），２７个基因表达上调（红色）（图４Ｂ）。
２．３　机器学习算法筛选特征基因　对３７个核心基
因使用ＬＡＳＳＯ模型算法，绘制 ＬＡＳＳＯ回归图形和
交叉验证图形，筛选出６个特征基因（图５Ａ、５Ｂ）。
同时，使用 ＳＶＭ-ＲＦＥ算法对３７个核心基因进行过
滤，筛选特征基因的最优组合，１０个特征基因被显
著富集（图５Ｃ、５Ｄ）。Ｖｅｅｎ图对两种算法的核心基
因取交集，共同筛选出５个目标核心基因，这５个重

叠交叉的核心基因将是进一步研究的重点（图５Ｅ）。
２．４　目标核心基因的表达水平及相关性　 将ＧＥＯ
数据库中的ＧＳＥ３０５２８和ＧＳＥ４７１８３数据合并，共有
３０个正常肾小球样本，２３个ＤＫＤ肾小球样本，分析
５个核心基因在数据中的表达情况。结果表明，
ＣＤ４８、ＣＯＬ１Ａ２、ＴＧＦＢＩ的表达水平显著升高，
ＮＰＳＨ１、Ｃ１ｏｒｆ２１的表达水平显著降低（Ｐ.ａｄｊ＜
０.０５，｜ｌｏｇ２ＦＣ｜＞１）（图６Ａ-６Ｅ）。皮尔森相关性分
析确定５个基因间的相关性（图６Ｆ）。基于差异基
因集构建的逻辑回归模型，绘制的受试者工作特征

曲线（ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｕｒｖｅ，ＲＯＣ）显
示，５个核心基因的ＲＯＣ曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅ
ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）均大于
０.８（图７Ａ-７Ｅ），进一步表明这些核心基因可能与
ＤＫＤ疾病具有密切关系。
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图３　ＷＧＣＮＡ筛选疾病核心基因

Ａ、Ｂ：样品软阙值的拓扑关系及连通关系；Ｃ：基因聚类树状图；Ｄ：不同颜色代表的基因模块；Ｅ、Ｆ：ｔｕｒｑｕｏｉｓｅ模块和ｂｌｕｅ模块的基因显著性

图４　核心基因的筛选和展示

Ａ：Ｖｅｅｎ图筛选ＧＳＥ３０５２８和ＧＳＥ４７１８３共有的基因；Ｂ：３７个重叠基因热图
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图５　目标核心基因的筛选

Ａ、Ｂ：ＬＡＳＳＯ算法筛选核心基因；Ｃ、Ｄ：ＳＶＭ-ＲＥＦ算法筛选核心基因；Ｅ：Ｖｅｅｎ图

图６　目标核心基因的表达水平及皮尔森相关性分析
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图７　目标核心基因的ＲＯＣ曲线

２．５　核心基因的生物学功能和通路分析　使用
ＧＳＥＡ进行数据分析（ｃ２.ｃｐ.ａｌｌ基因集作富集使
用），结果显示 ＮＰＨＳ１在细胞外机制及细胞交流信
号通路显著富集（图８Ａ），ＣＯＬ１Ａ２主要与整合素细
胞表面互作相关（图８Ｂ），ＣＤ４８在自然杀伤细胞毒
性和细胞表面相互作用中起作用（图８Ｃ），而ＴＧＦＢＩ
与ＥＣＭ糖蛋白和整合素途径有关（图 ８Ｄ）。然而
Ｃ１ｏｒｆ２１的研究目前匮乏，功能尚不明确，无法进行
ＧＳＥＡ富集。
２．６　目标核心基因生物学验证　为进一步研究目
标基因在ＤＫＤ的表达，使用 ＨＦＤ（加小剂量链脲佐
菌素）诱导的糖尿病小鼠肾脏组织，检测５个核心
基因（ＮＰＨＳ１、ＣＤ４８、ＣＯＬ１Ａ２、ＴＧＦＢＩ、Ｃ１ｏｒｆ２１）表达
水平，如图９所示，ＮＰＨＳ１表达降低（图９Ａ），ＣＤ４８
表达升高（图９Ｂ），而ＣＯＬ１Ａ２、ＴＧＦＢＩ和 Ｃ１ｏｒｆ２１的
表达则无显著变化（图９Ｃ-９Ｅ）。结果表明，ＮＰＨＳ１
和ＣＤ４８符合上述的生物信息学分析结果，它们可
能与ＤＫＤ的发生和发展具有密切关系。
２．７　核心基因的药物治疗与靶点预测　为了研究
核心基因对ＤＫＤ的有效治疗，进行了目标基因的基
因－药物的靶点预测，以及指导 ｍＲＮＡ合成的有效
ｍｉＲＮＡ，通过基因药物相互作用网站预测基因靶点。
仅预测出 ＬＯＳＡＲＴＡＮ以 ＮＰＨＳ１为靶点发挥治疗作

用（图１０Ａ）。使用３种软件（ｍｉＲａｎｄａ、ｍｉＲＤＢ、Ｔａｒ-
ｇｅｔＳｃａｎ）分析 ＮＰＨＳ１合成相关的 ｍｉＲＮＡ，结果表
明，多种ｍｉＲＮＡ直接指导ＮＰＨＳ１的合成（图１０Ｂ）。

３　讨论

　　ＤＫＤ是导致肾衰竭的主要原因。尽管目前对
于ＤＫＤ疾病已有较清晰的了解，但是 ＤＫＤ的治疗
方法十分有限，具体病理机制仍不甚清楚［７］。近年

来，基于ｍＲＮＡ微阵列分析技术的生物信息学迅速
发展，为探究疾病发展的分子机制起到指导作用。

在本研究中，通过ＧＥＯ公共数据采用 ＷＧＣＮＡ对数
据进行分类，筛选出３７个与 ＤＫＤ具有密切相关性
的显著性差异基因，包括１０个下调基因和２７个上
调基因。对此 ３７个差异基因采用 ＬＡＳＳＯ、ＳＶＭ-
ＲＦＥ机器算法及皮尔森相关性分析进一步筛选出
与ＤＫＤ具有密切关联性的５个核心基因（ＮＰＨＳ１、
ＣＯＬ１Ａ２、ＣＤ４８、ＴＧＦＢＩ、Ｃ１ｏｒｆ２１），并通过 ＨＦＤ造模
糖尿病小鼠肾脏组织的ＲＮＡ检测，进一步验证了核
心基因的表达情况。

　　对核心基因的 ＧＳＥＡ分析结果发现，ＮＰＨＳ１与
ＮＥＰＨ１信号通路及细胞交流呈负相关。有研究［８］

表明，ＮＥＰＨ１是免疫球蛋白超家族中的一员，在结
构上与肾素相关，诱导细胞黏附。ＮＰＨＳ１和ＮＥＰＨ１
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图８　目标基因的ＧＳＥＡ分析

图９　核心基因ｍＲＮＡ表达水平

　　Ａ：ＮＰＨＳ１的 ｍＲＮＡ表达水平；Ｂ：ＣＤ４８

的ｍＲＮＡ表达水平；Ｃ：ＣＯＬ１Ａ２的ｍＲＮＡ表达

水平；Ｄ：ＴＧＦＢＩ的 ｍＲＮＡ表达水平；Ｅ：

Ｃ１ｏｒｆ２１的ｍＲＮＡ表达水平；与ＬＦＤ比较：**Ｐ

＜０.０１，***Ｐ＜０.００１
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图１０　核心基因药物及靶点预测

Ａ：基因ＮＰＨＳ１的基因－药物预测；Ｂ：ＮＰＨＳ１的ｍｉＲＮＡ预测

的基因产物Ｎｅｐｈｒｉｎ和 ＮＥＰＨ１是 Ｉｇ超家族的足细
胞膜蛋白，ＮＰＨＳ１的缺乏会严重导致尿蛋白症，使
疾病迅速恶化［９］。在 ＤＫＤ中，分析结果表明，
ＣＯＬ１Ａ２的表达与 ＤＫＤ细胞外基质及细胞表面整
合素相互作用显著相关，ＣＯＬ１Ａ２是 Ｉ型胶原的成
员，属纤维化基因，因此 ＣＯＬ１Ａ２的高表达与 ＤＫＤ
中的肾纤维化有关［１０］。有证据指出 ＣＯＬ１Ａ２的表
达与 ＤＫＤ中由高糖诱导的炎症反应具有显著相关
性［１１］，针对ＣＯＬ１Ａ２的治疗，是 ＤＫＤ管理的潜在干
预策略，然而，在糖尿病小鼠肾脏组织中，ＣＯＬ１Ａ２
却没有显著变化。与此同时，越来越多的研究［１２］发

现，ＤＫＤ的发展中存在着免疫机制的参与，Ｔ淋巴
细胞、Ｂ淋巴细胞、巨噬细胞等与 ＤＫＤ密切相关，
ＣＤ４８主要参与自然杀伤细胞介导的细胞毒性及反
应体细胞表面相互作用（图 ８Ｃ）。ＣＤ４８是信号淋
巴细胞激活分子家族的成员，参与免疫细胞的黏附

和激活［１３］，在ＤＫＤ中的高表达激活了自然杀伤细
胞的活力，引起了免疫细胞的激活。同样的，ＴＧＦＢＩ
是转化因子诱导蛋白，参与细胞的生长、分化以及细

胞黏附等。在肿瘤研究中，ＴＧＦＢＩ在很大程度上促
进了肿瘤细胞的进展［１４］，在 ＤＫＤ中却没有报道。
然而，ＴＧＦＢＩ能够调控ＥＣＭ糖蛋白，而ＥＣＭ蛋白与
脂肪组织相关，并调节炎症、纤维化、血管生成和代

谢恶化［１５］。因此推测ＴＧＦＢＩ的表达调节ＤＫＤ中的
肾纤维化和免疫炎症具有密切关系，但本研究显示，

ＴＧＦＢＩ在 ＨＦＤ小鼠肾脏组织中并没有发生显著变
化。除此之外，发现 Ｃ１ｏｒｆ２１同样是被显著富集出
的基因，Ｃ１ｏｒｆ２１是一个目前还未功能注释的非特征
性蛋白质编码基因。针对 Ｃ１ｏｒｆ２１的研究十分匮
乏，其表达差异意味着１号染色体的功能性障碍，这
有待于进一步研究确认。综上所述，ＮＰＨＳ１、ＣＤ４８、
ＣＯＬ１Ａ２、ＴＧＦＢＩ、Ｃ１ｏｒｆ２１基因可能与ＤＫＤ具有密切
相关性，通过参与细胞表面相互作用，影响免疫细胞

的激活、细胞黏附以及促进肾纤维化影响疾病的恶

化。而基因靶点药物和有效 ｍｉＲＮＡ的预测为研究
ＤＫＤ的治疗提供了重要指导。本研究表明，
ＣＯＬ１Ａ２、ＣＤ４８与 ＤＫＤ的发展具有显著相关性，而
针对ＮＰＨＳ１的基因靶点药物治疗及ｍｉＲＮＡ的预测
在ＤＫＤ中有可能作为重要的突破点。
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