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【摘要】　目的　基于加权基因共表达网络分析（WGCNA）和机器学习算法探究葡萄糖代谢参与缺血性脑卒中

（IS）的机制及其关键基因。方法　本实验时间为2022年11月—2023年6月。从GEO数据库GPL6883平台下载IS芯片

数据集GSE16561，其包括39例IS患者（IS组）和24例健康受试者（对照组）外周血的总RNA表达谱数据，对其进行

预处理，基于WGCNA筛选与IS组相关性最强的模块内基因，将其与在GeneCards数据库选取的相关性得分＞5分的基

因取交集，得到IS葡萄糖代谢相关基因并对其进行基因本体论（GO）功能富集分析。基于蛋白质相互作用（PPI）网

络分析，采用机器学习算法〔随机森林（RF）、支持向量机递归特征消除（SVM-RFE）算法〕筛选IS葡萄糖代谢关

键基因。比较GSE16561中IS组和对照组IS葡萄糖代谢关键基因表达量，同时绘制IS葡萄糖代谢关键基因诊断IS的ROC
曲线，通过曲线下面积（AUC）评估其诊断效能。结果　WGCNA共得到了11个基因共表达模块，其中棕色模块与IS
组相关性最强（r=0.56，P=2×10－6），其共包含461个基因。GeneCards数据库中相关性得分＞5分的基因共2 386个，

将其与棕色模块基因取交集，共得到85个IS葡萄糖代谢相关基因。GO功能富集分析结果显示，IS葡萄糖代谢相关基

因主要涉及的生物学过程（BP）为对肽的反应、对肽激素的反应、细胞碳水化合物代谢过程，主要涉及的细胞成分

（CC）为富含纤维胶凝蛋白1的颗粒、分泌颗粒腔、细胞质囊泡腔，主要涉及的分子功能（MF）为类泛素蛋白连接酶

结合、磷蛋白结合、蛋白酶结合。PPI网络分析结果显示，得到了1个包含12个基因的核心模块。将RF算法以及SVM-
RFE算法得到的关键基因取交集，最终得到4个IS葡萄糖代谢关键基因，分别为MMP9、STAT3、ITGAM、TLR2。IS组
MMP9、STAT3、ITGAM、TLR2表达量高于对照组（P＜0.05）。ROC曲线分析结果显示，MMP9、STAT3、ITGAM、

TLR2诊断IS的AUC分别为0.855〔95%CI（0.762～0.948）〕、0.872〔95%CI（0.784～0.960）〕、0.842〔95%CI
（0.747～0.936）〕、0.829〔95%CI（0.727～0.931）〕。结论　IS葡萄糖代谢相关基因主要通过影响炎症反应及氧化

应激等而参与IS的发生发展，且MMP9、STAT3、ITGAM、TLR2为IS葡萄糖代谢关键基因，这可为葡萄糖代谢参与IS的
相关研究提供新思路。
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【Abstract】　Objective　To explore the mechanism and key genes involved in glucose metabolism in ischemic stroke 
(IS) based on weighted gene co-expression network analysis (WGCNA) and machine learning. Methods　The experiment was 
conducted from November 2022 to June 2023. The IS chip dataset GSE16561 was downloaded from the GEO database GPL6883 
platform, which included the total RNA expression profile data of peripheral blood of 39 IS patients (IS group) and 24 healthy 
subjects (control group) . The total RNA expression profile data were preprocessed, and the genes in the module with the strongest 
correlation with the IS group were screened based on WGCNA. These genes were intersected with genes with correlation scores > 
5 in the GeneCards database to obtain the genes related to glucose metabolism of IS and gene ontology (GO) functional enrichment 
analysis was performed on them. Based on protein-protein interaction (PPI) network analysis, machine learning methods [random 
forest (RF) and support vector machine-recursive feature elimination (SVM-RFE) algorithm] were used to screen key genes in 
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glucose metabolism of IS. The expression levels of key genes in glucose metabolism of IS were compared between the IS group and 
the control group in GSE16561. ROC curve of key genes in glucose metabolism of IS in diagnosing IS was drawn, and area under the 
curve (AUC) was used to evaluate their diagnostic efficacy. Results　A total of 11 gene co-expression modules were obtained by 
WGCNA, among which the brown module had the strongest correlation with the IS group (r=0.56, P=2×10-6) , containing a total of 
461 genes. There were 2 386 genes with correlation score > 5 in GeneCards database, and 85 genes related to glucose metabolism of 
IS were obtained by intersected with brown module genes. The results of GO functional enrichment analysis showed that the genes 
related to glucose metabolism of IS were mainly involved in biological processes (BP) , such as peptide response, peptide hormone 
response and cellular carbohydrate metabolism, cell components (CC) , such as granules rich in ficolin-1, secretory granules and 
cytoplasmic vesicle cavities, and molecular functions (MF) , such as ubiquitin-like protein ligase binding, phosphoprotein binding 
and protease binding. PPI network analysis results showed that a core module containing 12 genes was obtained. The intersection of 
key genes obtained by RF algorithm and SVM-RFE algorithm was used to obtain 4 key genes of glucose metabolism of IS, namely 
MMP9, STAT3, ITGAM and TLR2. The expressions of MMP9, STAT3, ITGAM and TLR2 in IS group were higher than those in 
control group (P < 0.05) . The ROC curve analysis results showed that the AUC of MMP9, STAT3, ITGAM, and TLR2 for diagnosing 
IS was 0.855 [95%CI (0.762-0.948) ] , 0.872 [95%CI (0.784-0.960) ] , 0.842 [95%CI (0.747-0.936) ] , and 0.829 [95%CI 
(0.727-0.931) ] , respectively. Conclusion　Genes related glucose metabolism of IS are mainly involved in the occurrence and 
development of IS by influencing inflammation and oxidative stress, and MMP9, STAT3, ITGAM, TLR2 are key genes for glucose 
metabolism of IS, which can provide new ideas for the research on glucose metabolism involved in IS.

【Key words】　Ischemic stroke; Glucose metabolism; Weighted gene co-expression network analysis; Machine learning; 
Key genes

Expression Omnibus，GEO）数据库中的IS芯片数据与

GeneCards数据库中的葡萄糖代谢数据及WGCNA和机器

学习算法探究葡萄糖代谢参与IS的机制及其关键基因。

1　资料与方法

1.1　实验时间

本实验时间为2022年11月—2023年6月。

1.2　基于WGCNA探究葡萄糖代谢参与IS的机制

1.2.1　数据下载及预处理

从GEO数据库（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）
GPL6883平台下载IS芯片数据集GSE16561，其包括39
例IS患者（IS组）和24例健康受试者（对照组）外周

血的总RNA表达谱数据。基于R语言（版本4.1.2）的

GEOquery包提取该数据集的样本表达矩阵和样本临

床信息，并基于R语言的limma包将样本表达矩阵标

准化，之后根据平台注释信息将样本表达矩阵的探针

名转换为对应的基因名，若多个探针对应同一基因

则取探针表达量均值作为该基因的表达量，再使用K
最近邻（K-nearest neighbor，KNN）算法填充样本表

达矩阵的缺失值，最后根据中位数绝对偏差（median 
absolute deviation，MAD）筛选出排序前5 000的基因进

行WGCNA。

1.2.2　WGCNA
首先，使用hclust函数进行聚类以剔除离群样本，

并基于WGCNA包的pickSoftThreshold函数筛选最佳软阈

值以使基因之间的调控关系符合无尺度网络分布；然

后，构建基因表达谱间的邻接矩阵，将其转换为拓扑重

叠矩阵（topological overlap matrix，TOM）后构建基因

脑卒中具有高发病率、高致残率、高死亡率、高

复发率、高经济负担的特点，是全球性的公共卫生问

题［1］。缺血性脑卒中（ischemic stroke，IS）占脑卒中

的70%以上，是主要的脑卒中类型［2］。血管再通和神

经保护是目前治疗IS的两种策略，但诸多因素的限制导

致多数患者难以采取血管再通策略［3］；此外，由于IS
的发生发展涉及多个病理环节，缺血引起神经元损伤的

相关生物学过程尚未完全阐明，导致神经保护策略的应

用也受到了极大限制［4］。因而继续探索IS的潜在机制

和分子靶标以寻找更为安全有效的治疗手段仍是脑卒中

领域的重点研究课题。

葡萄糖是大脑的主要能量来源，其代谢产生的ATP
可用于传递神经元信号、维持静息电位等复杂的神经

功能［5］。而脑缺血可导致葡萄糖供应减少、葡萄糖摄

入障碍以及葡萄糖代谢方式发生改变［6-7］，进而影响

能量生成、内质网应激、氧化应激等病理过程［8-9］。

多项研究表明，调节葡萄糖代谢可以减轻缺血性脑损 
伤［5，10］，提示靶向葡萄糖代谢是防治IS的一种思路，

但目前葡萄糖代谢参与IS的机制和关键基因尚不清楚。

加权基因共表达网络分析（weighted gene co-
expression network analysis，WGCNA）是一种系统筛选

基因的方法，该方法可将协同表达的基因划分为一个

模块，并将模块与表型相关联，这种方式更符合生物

学过程，因此其被广泛应用于多种疾病的生物信息学

研究［11-12］。机器学习作为统计学与计算机科学的交叉

学科，也被广泛应用于IS的诊断模型构建、生物标志物

筛选［13-14］。基于此，本研究基于基因表达综合（Gene 
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分层聚类树，并利用动态剪枝法识别基因共表达模块；

最后，计算各基因共表达模块与临床组别间的相关性，

选择与IS组相关性最强的模块内基因进行后续分析。

1.2.3　筛选IS葡萄糖代谢相关基因

在GeneCards数据库（https://www.genecards.org/）中

以“glucose metabolism”为检索词进行检索，选取相关

性得分＞5分的基因，将其与WGCNA获得的模块内基因

取交集，得到IS葡萄糖代谢相关基因。

1.2.4　基因本体论（Gene Ontology，GO）功能富集分析

利用R语言的clus terProf i ler包对 IS葡萄糖代谢

相关基因进行G O功能富集分析，分别从生物学过

程（biological process ，BP）、细胞成分（cellular 
component，CC）以及分子功能（molecular function，
MF）三个方面探讨葡萄糖代谢参与IS的可能机制。

1.3　基于机器学习算法筛选IS葡萄糖代谢关键基因

1.3.1　蛋白质相互作用（protein-protein interaction，
PPI）网络分析

使用String在线平台（https://cn.string-db.org/）构建

IS葡萄糖代谢相关基因的PPI网络，并使用Cytoscape软
件的MCODE插件筛选PPI网络中的核心模块。

1.3.2　采用随机森林（random forest，RF）算法筛选关

键基因

使用RF算法进一步筛选PPI网络中核心模块内的关

键基因，具体方法如下：首先计算不同变量个数下的袋

外错误率，选择袋外错误率最小时的变量个数作为最优

变量个数；基于最优变量个数继续构建RF模型以确定

袋外错误率最小的决策树数目；确定好上述模型参数

后，重新构建RF模型，并基于平均减少基尼指数对基

因重要性进行排序，选取排名前12位的关键基因。

1.3.3　采用支持向量机递归特征消除（support vector 
machine-recursive feature elimination，SVM-RFE）算法

筛选关键基因

使用SVM-RFE算法进一步筛选PPI网络中核心模块

内的关键基因，具体方法如下：通过十折交叉验证确定

最佳核函数类型，随后基于最佳核函数类型使用rfe函数

筛选关键基因。

1.3.4　确定IS葡萄糖代谢关键基因

对RF算法及SVM-RFE算法获得的关键基因取交

集，得到IS葡萄糖代谢关键基因。

1.4　验证IS葡萄糖代谢关键基因

比较GSE16561中IS组和对照组IS葡萄糖代谢关键基

因表达量，同时采用R预言的pROC包绘制IS葡萄糖代

谢关键基因诊断IS的ROC曲线，通过曲线下面积（area 
under the curve，AUC）评估其诊断效能。

1.5　统计学方法

采用R 4.1.2以及GraphPad Prism 9.5.0软件进行数据

分析。计量资料以（x±s）表示，组间比较采用两独立

样本t检验；两变量间的相关性分析采用Pearson相关分

析。以P＜0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　IS葡萄糖代谢相关基因

W G C N A结果显示，样本聚类分析未发现明显

离群样本，因此将6 3个样本均纳入后续分析；当

软阈值为 8 时基因之间的调控关系符合无尺度网

络分布，见图 1；共得到 1 1个基因共表达模块，

其中棕色模块与 IS组相关性最强（r =0 .56，P =2× 
10－6），其共包含461个基因，见图2。在GeneCards数
据库中共检索到10 242个基因，其中相关性得分＞5分
的基因共2 386个，将其与棕色模块基因取交集，共得

到85个IS葡萄糖代谢相关基因，见图3。
2.2　GO功能富集分析

GO功能富集分析结果显示，IS葡萄糖代谢相关基

因主要涉及的BP为对肽的反应、对肽激素的反应、细

胞碳水化合物代谢过程、脂多糖反应、对细菌来源分子

的反应、细胞对生物刺激的反应、单糖代谢过程、细胞

对外界刺激的反应、活性氧代谢过程的调控、参与炎

症递质的产生，主要涉及的CC为富含纤维胶凝蛋白1的
颗粒、分泌颗粒腔、细胞质囊泡腔、囊泡腔、分泌颗

粒膜、富含纤维胶凝蛋白1的颗粒腔、特异性颗粒、初

级溶酶体、嗜天青颗粒、液泡腔，主要涉及的MF为类

泛素蛋白连接酶结合、磷蛋白结合、蛋白酶结合、作用

于糖基键的水解酶活性、水解N-糖基化合物的水解酶

活性、单羧酸结合、NAD＋核苷酸酶活性、糖脂结合、

Toll样受体（Toll-like receptors，TLR）结合、碳水化合

物激酶活性。

2.3　IS葡萄糖代谢关键基因

PPI网络分析结果显示，得到了1个包含12个基因

注：左侧为无尺度拓扑模型拟合指数与软阈值分析，右侧为平均

连通性与软阈值分析。

图1　软阈值选择
Figure 1　Soft threshold selection
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的核心模块，见图4。RF算法分析结果显示，当变量个

数为6、决策树数目为71时，袋外错误率最小，基于上

述参数构建RF模型，重要性排名前12位的基因分别为

MMP9、STAT3、ITGAM、NFKB1、TLR2、MYD88、
STAT5A、TLR4、SYK、LYN、CEBPB、MAPK3，见

图5。SVM-RFE算法分析结果显示，最佳核函数类型

为多项式核函数，得到4个关键基因，分别为MMP9、
STAT3、ITGAM、TLR2。将RF算法以及SVM-RFE算法

得到的关键基因取交集，最终得到4个IS葡萄糖代谢关

键基因，分别为MMP9、STAT3、ITGAM、TLR2。
2.4　验证IS葡萄糖代谢关键基因

IS组MMP9、STAT3、ITGAM、TLR2表达量高于对

照组，差异有统计学意义（P＜0.05），见表1。ROC

图3　棕色模块基因与相关性得分＞5分基因交集的韦恩图
Figure 3　Venn diagram of the intersection between brown module genes 
and genes with correlation scores > 5 points

相关性得分＞5分基因         棕色模块基因

2 301 85 376

图5　基因重要性排序
Figure 5　Ranking of gene importance

图4　PPI网络中的核心模块
Figure 4　The core module in the PPI network
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注：IS=缺血性脑卒中。

图2　基因共表达模块与临床组别相关性的热图
Figure 2　Heat map of correlation between gene co-expression modules 
and clinical groups
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曲线分析结果显示，MMP9、STAT3、ITGAM、TLR2诊
断IS的AUC分别为0.855〔95%CI（0.762～0.948）〕、

0.872〔95%CI（0.784～0.960）〕、0.842〔95%CI
（ 0 . 7 4 7 ～ 0 . 9 3 6 ） 〕 、 0 . 8 2 9 〔 9 5 % C I
（0.727～0.931）〕，见图6。
3　讨论

葡萄糖是大脑的主要能量底物，脑缺血发生时局部

脑血流量的急剧减少可导致氧气和葡萄糖被剥夺，造成

葡萄糖代谢紊乱［6］。细胞葡萄糖代谢紊乱可影响ATP
的产生，也可激活炎症反应或促进氧化应激，从而导致

神经元损伤［5］。葡萄糖代谢在肿瘤疾病中的作用已被

广泛研究［15-16］，但其在IS中的作用机制尚不清楚，而

靶向葡萄糖代谢或许能成为防治IS的新方法。本研究基

于WGCNA和机器学习算法探究葡萄糖代谢参与IS的机

制及其关键基因。

本研究基于WGCNA共得到85个IS葡萄糖代谢相关

基因，GO功能富集分析结果显示，其主要涉及的BP为
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patterns，PAMPs），进而激活下游信号通路，引发炎

症级联反应［18］；另一方面，有研究发现，在缺血发生

前激活TLR信号通路可以增加脑组织对缺血的耐受性，

进而减轻脑损伤程度［19］。炎症反应对IS也具有双向调

节作用，急性脑卒中后的神经炎症既可以加重脑损伤，

也可以促进大脑功能恢复，故调节脑卒中后促炎因子与

抗炎因子的动态平衡是治疗IS的关键［20］。研究表明，

氧化应激在IS的病理进程中发挥重要作用，脑缺血时活

性氧的过度产生可导致机体氧化与抗氧化系统的失衡，

进而导致DNA损伤及脂质过氧化等［21］。NAD＋是细胞

能量代谢以及抗氧化的辅助因子，既往研究发现，外

源性给予NAD＋可以通过抑制氧化应激来改善小鼠脑缺

血再灌注损伤［10］，NAD＋还可以通过影响糖酵解、三

羧酸循环以及线粒体氧化磷酸化等过程而影响ATP的产

生，从而抑制氧化应激，发挥神经保护作用［22-23］。

本研究基于PPI网络分析，采用RF算法、SVM-RFE
算法得到4个IS葡萄糖代谢关键基因，分别为MMP9、
STAT3、ITGAM、TLR2。进一步验证这些关键基因，结

果显示，IS组MMP9、STAT3、ITGAM、TLR2表达量高

于对照组；ROC曲线分析结果显示，MMP9、STAT3、
ITGAM、TLR2诊断IS的AUC分别为0.855、0.872、
0.842、0.829，提示MMP9、STAT3、ITGAM、TLR2对
IS均具有一定诊断价值。MMP9属于MMP家族的一员，

MMP9的激活已被证明是脑缺血期间血脑屏障破坏、出

血转化的主要原因［24］，其可作为急性脑缺血的生物标

志物［25］，亦可用于预测急性IS后出血转化风险［26］，

但其是否参与调控IS患者的葡萄糖代谢仍需进一步实验

探索。STAT3是STAT家族的一员，其被激活后在调控

脑缺血后神经炎症、氧化应激、细胞凋亡、血管生成等

病理过程中发挥双刃剑作用［27］。值得注意的是，研究

表明，STAT3丝氨酸磷酸化是TLR4诱导代谢重编程和

IL-1β表达所必需的［28］，且STAT3的激活可促进缺血

后星形胶质细胞糖酵解代谢方式的转换［29］，因此笔者

推测STAT3可能参与调控IS患者的葡萄糖代谢。ITGAM
是负责编码整合素Mac-1αM亚基CD11b的基因，CD11b
一方面可介导白细胞滚动、黏附等促炎生物学过程，

另一方面其可负向调控TLR依赖性信号通路，进而发挥

抗炎作用［30-31］。研究发现，脑缺血可引起CD11b表达

增加、诱导M1型小胶质细胞的活化［32］。但ITGAM是

否参与调控IS患者的葡萄糖代谢仍需进一步实验探索。

TLR2是TLR家族的成员，其在脑卒中期间表达明显增

加，可促进神经胶质细胞分泌炎症因子，参与脑卒中后

的炎症反应［19］。研究发现，TLR2可影响葡萄糖代谢稳

态［33］，同时其还可介导代谢重编程，进而影响巨噬细

胞表型及炎症反应［34］，上述证据表明TLR2可能是改善

IS患者葡萄糖代谢紊乱的关键靶点。

图6　MMP9、STAT3、ITGAM、TLR2诊断IS的ROC曲线
Figure 6　ROC curve of MMP9，STAT3，ITGAM，TLR2 for diagnosing IS
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对肽的反应、对肽激素的反应、细胞碳水化合物代谢过

程、脂多糖反应、对细菌来源分子的反应、细胞对生

物刺激的反应、单糖代谢过程、细胞对外界刺激的反

应、活性氧代谢过程的调控、参与炎症递质的产生，

主要涉及的CC为富含纤维胶凝蛋白1的颗粒、分泌颗粒

腔、细胞质囊泡腔、囊泡腔、分泌颗粒膜、富含纤维

胶凝蛋白1的颗粒腔、特异性颗粒、初级溶酶体、嗜天

青颗粒、液泡腔，主要涉及的MF为类泛素蛋白连接酶

结合、磷蛋白结合、蛋白酶结合、作用于糖基键的水

解酶活性、水解N-糖基化合物的水解酶活性、单羧酸

结合、NAD＋核苷酸酶活性、糖脂结合、TLR结合、碳

水化合物激酶活性，提示IS葡萄糖代谢相关基因主要

通过影响炎症反应及氧化应激等环节而参与IS的发生

发展。脂多糖在诱发IS炎症反应中起关键作用，其可

特异性结合TLR以及NOD样受体，激活NF-κB等炎症

信号通路，进而通过促进TNF-α等促炎细胞因子的释

放来诱导炎症反应［17］。TLR是参与天然免疫系统的一

类蛋白质，IS发生后TLR的激活对缺血脑组织具有双重

效应，一方面，TLR能够特异性识别结合损伤相关分子

模式（damage-associated molecular patterns，DAMPs）
与病原体相关分子模式（pathogen associated molecular 

表1　IS组和对照组MMP9、STAT3、ITGAM、TLR2表达量比较 
（x±s）
Table 1　Comparison of MMP9，STAT3，ITGAM，TLR2 expression 
levels between the IS group and the control group

组别 例数 MMP9 STAT3 ITGAM TLR2

对照组 24 －0.686±0.622 －0.236±0.275 －0.349±0.393 －0.230±0.328

IS组 39 0.679±1.075 0.273±0.374 0.290±0.475 0.328±0.518

t值 6.385 6.198 5.524 5.242

P值 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

注：IS=缺血性脑卒中。
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4　结论

综上所述，葡萄糖代谢相关基因主要通过影响

炎症反应及氧化应激等环节而参与IS的发生发展，且

MMP9、STAT3、ITGAM、TLR2为葡萄糖代谢关键基

因，这可能为葡萄糖代谢参与IS的相关研究提供新思

路。但本研究仅纳入了单个平台的单个数据集，可能存

在一定偏倚，尚需要通过基础研究进一步验证本研究

结论。
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