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摘  要 

阿尔茨海默症是一种复杂的神经退行性疾病，铜、铁和锌的代谢异常与该疾病的发生和发展密切相关。

本研究基于GEO和GeneCards公共数据库，筛选得到针对该疾病的24个与金属代谢相关的差异表达基因，

并通过GO和KEGG富集分析发现这些基因大多与细胞的能量物质代谢密切相关。通过构建蛋白–蛋白互

作网络筛选出其中7个枢纽基因，进而根据诊断ROC曲线确定其中5个基因(GOT1、GPI、LDHA、SDHB及
UQCRFS1)具有潜在的诊断价值，并利用其构建了多基因联合诊断模型。 
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Abstract 
Alzheimer’s disease (AD) is a complex neurodegenerative disorder where abnormal copper, iron, 
and zinc metabolism plays a key role in its development. Our study screened 24 AD-related metal 
metabolism genes using GEO and GeneCards databases, revealing through GO and KEGG enrichment 
analyses that most of these genes are closely associated with cellular energy metabolism. By construct-
ing a protein-protein interaction network, we identified seven hub genes. Using diagnostic ROC 
curves, we determined five genes (GOT1, GPI, LDHA, SDHB, and UQCRFS1) with potential diagnostic 
value, which were then integrated into a multi-gene diagnostic model. 
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1. 引言 

阿尔茨海默症(Alzheimer’s disease, AD)是一种复杂的神经退行性疾病，其病理机制尚未完全阐明。近

年来的研究发现，铜、铁和锌的代谢异常与阿尔茨海默症的发生和发展密切相关。这些金属元素对神经

递质合成、氧化应激调节和细胞信号传导等多种生物过程至关重要，当这些金属元素失调时，可能导致

神经毒性效应，进而引发神经元死亡和认知能力衰退[1]。 
铜是多种酶的必需辅因子，这些酶参与能量代谢、神经递质合成、抗氧化防御等关键过程。铜在神

经元的发育和功能维持中，尤其是在突触传递和神经元的信号传导中发挥着重要作用。研究表明，阿尔

茨海默症患者的脑组织中铜的浓度异常升高，这种铜的累积与 β-淀粉样蛋白(Aβ)的沉积密切相关。铜能

够与 Aβ 结合，促进其聚集并形成毒性复合物，从而加剧神经元的氧化损伤和细胞死亡[2]。此外，铜的

过量还可能通过诱导特定形式的细胞死亡(如 cuproptosis)来加速神经退行性变[3] [4]。铁在神经元中不仅

作为酶的辅因子，还在维持细胞的抗氧化能力和促进神经保护方面发挥着重要作用。铁代谢的异常被认

为是阿尔茨海默症发病机制中的关键因素之一。研究表明，铁的过量积累可导致神经元的凋亡和功能障

碍，进而影响认知能力[5]。在阿尔茨海默症患者中，铁的异常代谢与神经炎症、氧化应激及细胞死亡密

切相关，这些因素共同促进了该疾病的进展[6]。此外，铁的代谢失调还可能影响神经元的再生能力，进

一步加重认知障碍的发生[7]。锌在人体的中枢神经系统中发挥着重要的生物学功能。其在神经元中的浓

度相对较高，主要储存在突触囊泡中，参与突触传递和神经可塑性[8]。锌的动态变化能够调节神经元的

兴奋性和突触强度，影响学习和记忆等认知功能[9]。研究表明，锌的不足可能促进 β-淀粉样蛋白的聚集

[10]，低锌水平的患者表现出更高的脑内 β-淀粉样蛋白沉积[11]。此外，锌缺乏还可能通过激活 NLRP3 炎

症小体，增强神经炎症反应，加速阿尔茨海默症的进展[12]。 
生物信息学的发展为阿尔茨海默病的研究带来了革命性影响，其创新性的分析方法和工具显著推动

了该领域的发展。通过整合多组学数据，研究人员能够系统挖掘 AD 相关的生物标志物，并深入解析其

潜在的病理机制。前沿研究显示，对疾病特异性表型进行系统分析，并识别差异表达基因，已成为发现

新型诊断标志物的重要途径[13]-[16]。本研究基于 GEO 数据库和 GeneCards 数据库，筛选出与阿尔茨海

默病相关的金属代谢差异表达基因。之后进行蛋白质相互作用网络分析以确定枢纽基因，进而通过诊断

受试者工作特征曲线评估其作为 AD 生物标志物的应用潜力，最终筛选出 AUC 值较高的基因构建多基因

诊断模型，并通过独立外部数据集进一步确认结果。本研究采用多表型分析策略，旨在识别出与 AD 患

者铜、铁、锌代谢同步失调相关的核心基因。这些发现不仅拓展了 AD 潜在生物标志物的范围，更为未

来诊断技术进步和疾病机制探索奠定了重要理论基础。 

2. 方法 

2.1. 数据集获取 

通过 GEO 数据库 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)获得 AD 相关微阵列数据集 GSE5281 和
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GSE132903。GSE5281 数据集包含 87 个 AD 患者样本和 74 个健康人群样本。GSE132903 数据集包括

97 个 AD 患者样本和 98 个健康人群样本。两个数据集中所有的样本部位均为脑组织。利用 R 软件对

数据进行标准化预处理。从 GeneCards 数据库(https://www.genecards.org/)下载铜、铁及锌代谢相关基因，

并设定其相关度评分的筛选阈值(铜 > 8，铁和锌 > 16)，以获得一定数量的相关度较高的基因，便于后

续分析。 

2.2. 差异基因筛选 

本文采用 R 软件的 limma 软件包对 GSE5281 数据集中的 AD 患者样本和健康对照样本进行差异分

析[17]，筛选条件确定为“log2FC 的绝对值 > 1 且调整后的 p 值 < 0.05”。使用 R 软件中的 ggplot2(3.4.4)
包绘制火山图对结果进行可视化。将 GSE5281 数据集中获得的差异基因与铜、铁、锌代谢相关基因取交

集，得到 AD 金属代谢差异基因，绘制韦恩图和热图。 

2.3. 差异基因功能富集分析 

为了阐明所得到的铜铁代谢差异基因的生物学过程和分子功能，使用 R 软件中的 clusterProfiler(4.4.4)
包进行 GO 和 KEGG 通路富集分析[18]，分析结果使用 R 软件中的 ggplot2(3.4.4)包进行可视化，绘制柱

状图。 

2.4. 蛋白–蛋白互作网络构建及枢纽基因确定 

使用 STRING 数据库(https://string-db.org/)对金属代谢差异基因进行蛋白–蛋白互作网络构建[19]。
使用 Cytoscape(3.10.2) 软件检测 PPI 对(置信度值 > 0.4)，使用 MCODE 分析模块筛选枢纽基因，并可视

化结果。通过 Spearman 相关统计分析确定枢纽基因之间的相互作用关系，使用 R 软件中的 ggplot2(3.4.4)
包绘制相关性饼图。 

2.5. 诊断 ROC 曲线构建 

采用逻辑回归评估枢纽基因的诊断价值。AD 样本的反应变量被赋值为 1，健康对照样本的反应变量

被赋值为 0。使用 R 软件中的 pROC(1.18.0)包绘制受试者工作特征曲线(receiver operating characteristic, 
ROC)，结果通过 ggplot2(3.4.4)可视化。通过曲线下面积(area under curve, AUC)评估诊断效能，选择 AUC > 
0.7 的枢纽基因作为潜在诊断标志物。 

2.6. 外部数据集验证 

使用 GSE132903 作为验证集，进一步确认筛选出的诊断标志物的在病理组和正常组中的差异表达情

况，使用 Mann-Whitney U 检验评估统计学显著性，显著性水平表示为：*** p < 0.001；** p < 0.01；* p 
< 0.05。分析结果通过 R 语言(4.2.1)中的 ggplot2(3.4.4)生成豆荚图进行可视化。 

3. 结果 

3.1. 差异基因筛选 

除对 GSE5281 数据集进行差异基因分析，结果显示出 1191 个差异表达基因，通过火山图(图 1(a))可
视化结果。设定铜代谢相关基因的筛选阈值为>8，铁和锌代谢相关基因的筛选阈值为>13，分别得到 1008、
1007 和 1026 个与铜、铁、锌代谢相关度高的基因。将这些基因与上述 1191 个差异表达基因取交集(图
1(b))，共得到 24 个与金属代谢相关的差异表达基因。热图显示了所获得的这些基因在 AD 患者和健康人
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群之间的显著差异表达水平(图 1(c))。 
 

 
Figure 1. Identification of differentially expressed metal metabolism-related genes (DEMGs). (a) volcano plot exhibiting dif-
ferential gene analysis in the GSE5281 datase; (b) Venn diagram showing 24 DEMGs; (c) heatmap indicating the expression 
levels of DEMGs in AD and normal samples 
图 1. 与金属代谢相关的差异表达基因(DEMGs)的筛选。(a) 火山图显示了 GSE5281 数据集中的差异表达基因；(b) 
韦恩图显示了 24 个 DEMGs；(c) 热图显示了 DEMGs 在病理组和健康组中的表达水平 

3.2. GO 和 KEGG 富集分析 

采用 GO 富集分析阐明以上 24 个金属代谢相关差异表达基因的潜在生物学功能。结果显示(图 2)，
这些基因集中参与的生物过程为“胆固醇储存”、“胆固醇储存的调节”、“胆固醇储存的负调控”等；

主要涉及的细胞组分有“氧化还原酶复合体”、“髓鞘”、“神经胶质细胞凸起”等；重点参与的分子功

能包括“配体激活的转录因子活性”、“细胞核受体活性”、“长链脂肪酸结合”等。进一步通过 KEGG
富集分析探究这些基因对应的主要通路。结果显示(图 2)，“非酒精性脂肪肝”、“碳源代谢”以及“糖

酵解/糖异生”是其集中参与的通路。 
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Figure 2. Bar chart of GO and KEGG enrichment analysis: the cell composition, molecular function and pathway involved in 
copper and iron metabolism-related differential genes are shown from top to bottom 
图 2. GO 和 KEGG 富集分析的柱状图：从上至下分别显示与铜铁代谢相关的差异基因的细胞成分、分子功能和参与

途径 

3.3. 蛋白–蛋白互作网络构建及枢纽基因的确定 

使用 STRING 在线数据库对 24 个交集基因构建蛋白–蛋白互作网络(图 3(a))。将上述分析结果导入

Cytoscape(3.10.2)软件，使用 MCODE 模块确定出该网络中有 7 个枢纽基因，分布在同一个网络中，分别

为 GLUL、GOT1、GPI、LDHA、PKM、SDHB 和 UQCRFS1 (图 3(b)，表 1)。 
 

 
Figure 3. Identification of hub genes. (a) Protein-protein interaction network of 24 DEMGs constructed using STRING; (b) 7 
hub genes (yellow) determined using MCODE analysis module of Cytoscape 
图 3. 枢纽基因的筛选。(a) 使用STRING在线数据库对24个交集基因构建蛋白–蛋白互作网络；(b) 使用Cytoscape
软件中的 MCODE 插件确定 7 个枢纽基因(黄色) 
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Table 1. Information of 7 hub genes 
表 1. 7 个枢纽基因的信息 

基因名 logFC 值 调整后的 P 值 描述 

GLUL 1.18 6.53 × 10−12 谷氨酸氨裂解酶 

GOT1 −1.77 5.44 × 10−12 谷草转氨酶 1 

GPI −1.44 1.07 × 10−12 葡萄糖-6-磷酸异构酶 

LDHA −1.29 1.47 × 10−9 乳酸脱氢酶 A 

PKM −1.09 3.05 × 10−5 丙酮酸激酶 M1/2 

SDHB −1.55 1.23 × 10−11 琥珀酸脱氢酶复合物铁硫亚基 B 

UQCRFS1 −1.13 1.91 × 10−11 泛素醇–细胞色素 c 还原酶，Rieske 铁硫多肽 1 

3.4. 枢纽基因的相关性分析 

通过 Spearman 相关性统计揭示枢纽基因之间的相互作用关系，其两两之间的相关系数值和统计 P 值

用饼图表示(图 4)。饼图中心的标注为相关系数值或 p 值的范围，饼图的颜色以及填充比例都为相关性系

数。结果显示，多数基因对呈现正相关性关系，其中呈现最强正相关性的三对基因为 GOT1 与 GPI、GPI
与 LDHA 以及 GOT1 与 UQCRFS1，相关系数分别为 0.82、0.81 和 0.77，而呈现最强负相关性的两对基因

为 GLUL 与 LDHA，以及 GLUL 与 GPI，相关系数分别为−0.29 和−0.28。 
 

 
Figure 4. Correlation analysis of 7 hub genes. (a) The circle in the figure shows the P-value (b) The circle in the figure shows 
the correlation coefficient. 
图 4. 7 个枢纽基因的关联性分析。(a) 图中圆形内显示 P 值 (b) 图中圆形内显示相关系数 

3.5. ROC 曲线评估诊断效能 

统一为了评估 7 个枢纽基因的潜在诊断价值，对每个基因构建 ROC 曲线。曲线下面积(AUC)值越接

近 1 表示准确性越高。结果显示，GOT1、GPI、LDHA、SDHB 及 UQCRFS1 5 个枢纽基因的 AUC 值大于

0.7，表明其预测模型具有合理性。其中，GPI 与 LDHA 的 AUC 值均大于 0.8，说明二者所构建的模型具

有较强的判别能力(图 5)。 
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Figure 5. ROC curves for diagnosis of 7 hub genes 
图 5. 7 个枢纽基因的诊断 ROC 曲线 

3.6. 外部数据集验证 

选择 AUC 值大于 0.7 的 5 个枢纽基因，在 GSE132903 数据集中进行验证，进一步确认其差异表达

情况。结果显示，5 个基因均在病理组和健康组之间呈现显著的表达差异，且在病理组呈现显著的下调趋

势，与在 GSE5281 数据集中所呈现的趋势一致(图 6)。 
 

 
Figure 6. Validation of 5 hub genes in GSE132903 dataset 
图 6. 5 个枢纽基因在 GSE132903 数据集中的验证情况 

 

 
Figure 7. Construction of multi-gene diagnostic ROC models. (a) In GSE5281 dataset; (b) In GSE132903 dataset  
图 7. 多基因诊断 ROC 模型构建。(a) 在 GSE5281 数据集 (b) 在 GSE132903 数据集 
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3.7. 多基因联合诊断模型构建 

选取上述 5 个枢纽基因，基于 GSE5281 数据集，构建多基因联合 ROC 模型。结果显示，其 AUC 为

0.874，说明该模型具有较强的预测性(图 7(a))。将其进一步在 GSE132903 数据集中验证，结果显示 ROC
曲线的 AUC 值为 0.816，进一步确认了该模型预测的准确程度(图 7(b))。以上结果说明，GOT1、GPI、
LDHA、SDHB 及 UQCRFS1 可作为潜在的 AD 诊断标志物。 

4. 讨论 

阿尔茨海默症与脑部金属代谢的失衡密切相关[20] [21]，借助生物信息学方法，探索 AD 中差异表达

的金属代谢相关基因将有助于进一步理解这种疾病的病理机制，并发现的新的生物标志物。本研究从铜、

铁及锌代谢的角度，基于 GSE5281 数据集中 AD 患者脑组织样本的表达谱数据，确定了 24 个与这三种

金属代谢共同相关的差异表达基因，并通过 GO 和 KEGG 富集分析探究了其生物功能和通路。通过 PPI
网络构建，从 24 个差异基因中确定出 7 个发挥关键作用的枢纽基因。通过 ROC 曲线评估这些基因的潜

在诊断价值，并取 AUC > 0.7 的 5 个基因构建了多基因联合诊断模型，并在 GSE13291 数据集中进行了

验证。 
铜是多种酶的辅因子，在神经系统中参与能量代谢、抗氧化防御和神经传递等关键生物过程[22]-[24]。

铁是血红蛋白的重要组成部分，参与氧气的运输。此外，铁还参与儿茶酚胺神经递质的代谢和神经系统

髓鞘形成[25] [26]。锌与多种神经递质受体相互作用并调节其活性。例如，锌与谷氨酸受体结合可影响神

经元兴奋性，并在突触传递中发挥重要作用[27]。本研究的 GO 和 KEGG 富集分析结果显示，24 个与金

属代谢相关的 AD 差异表达基因，主要与物质和能量代谢密切相关，比如参与胆固醇储存和调节、长链

脂肪酸结合、碳源代谢、糖酵解/糖异生、氧化还原酶复合体的构成等。此外，这些基因还主要与神经系

统的结构组成相关，比如参与髓鞘、神经胶质细胞凸起的组成等。有研究表明，AD 患者脑内脂质代谢紊

乱，胆固醇代谢异常可能导致 β-淀粉样蛋白(Aβ)的积累[28]，而磷脂代谢异常可能影响神经元膜的功能，

加剧神经元功能障碍[29]，且 AD 患者大脑中的葡萄糖代谢显著降低，这可能是由于神经元胰岛素抵抗和

线粒体功能障碍所致[30]。本结果与前人的研究结论形成相互印证，由此可见，AD 患者脑部的金属代谢

失衡，将会通过多种途径影响机体的生理功能。 
本研究通过构建 ROC 诊断曲线，筛选出了 AUC 值较好(>0.7)的 5 个枢纽基因作为潜在的 AD 诊断

标志物。这些基因在 AD 患者脑部均呈现显著的下调表达，且编码的产物均与能量物质代谢密切相关。

GOT1 编码谷氨酰–草酰乙酸转氨酶 1，该酶在细胞内可催化谷氨酸脱氨生成 α-酮戊二酸。而过量的谷氨

酸可以损害大脑功能[31]，其兴奋毒性也是 AD 的发病机制之一。谷氨酰–草酰乙酸转氨酶的催化作用可

促进谷氨酸从大脑中流出[32]，从而逆转 Aβ和 TNF-α对神经突触可塑性的破坏[33]。GPI 编码葡萄糖-6-
磷酸异构酶，主要参与糖酵解途径，催化葡萄糖-6-磷酸和果糖-6-磷酸之间的可逆转化。这一反应为细胞

提供能量和碳骨架，影响多种生物过程，如多糖合成和细胞能量稳态[34]。LDHA 编码乳酸脱氢酶 A。乳

酸脱氢酶是糖酵解通路中的关键酶，催化丙酮酸转化为乳酸，而乳酸可作为神经元的能量底物支持突触

功能并促进修复[35] [36]。LDHA 表达下降导致乳酸生成减少，加剧神经元能量代谢缺陷和 Aβ累积，进

而引发突触损伤和神经退行性变[35] [37]。SDHB 编码琥珀酸脱氢酶复合物铁硫亚基 B。琥珀酸脱氢酶在

三羧酸循环中负责将琥珀酸转化为延胡索酸，同时将电子传递给辅酶 Q，参与细胞的能量代谢。在阿尔

茨海默症中，其活性降低会导致线粒体功能障碍，增强氧化应激反应，进而引发神经炎症的加剧[38] [39]。
UQCRFS1 编码 Rieske 铁硫蛋白，该蛋白是线粒体电子传递链中复合体 III (泛醌–细胞色素 c 还原酶)的
一个关键亚基。在某些神经退行性疾病中，如亨廷顿病和阿尔茨海默症，线粒体复合体 III 和复合体 IV
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的活性可下降 30%~70% [40]。有研究发现，在敲除 Rieske 铁硫蛋白的细胞内，复合体 III 缺乏酶的催化

活性，且复合体 I 和 IV 表现出功能下降，并伴随 ROS 增加[41]，表明 UQCRFS1 在维持线粒体功能中的

重要性。 
本研究结果从不同的角度进一步补充了 AD 的潜在生物标志物，为探索该病的机制提供了更多理论

依据。研究仍存在一定局限性，未来可以通过分子实验，在细胞模型、动物模型甚至临床样本上将筛选

到的基因加以进一步验证。 
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