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基于生物信息学与机器学习识别阿尔茨海默病铜死亡
生物标志物及临床验证与潜在中药预测
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［摘要］ 目的：该研究旨在利用生物信息学与机器学习方法识别阿尔茨海默病（AD）中铜死亡相关基因生物标志物，并在

临床标本水平进行验证及预测潜在中药。方法：利用基因表达综合数据库（GEO）数据库获得 AD 组与正常组的差异表达基

因，与已报告的铜死亡基因取交集，获取差异表达的铜死亡相关基因；运用机器学习方法识别 AD 核心铜死亡差异基因。收集

临床 AD 患者的外周血单个核细胞，采用实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）技术对基因相对表达量进行临床验

证。通过 COREMINE 数据库预测潜在调控铜死亡治疗 AD 的中药。结果：总共获得 12 个铜死亡相关标志物，主要参与三羧酸

循环、2-氧羧酸代谢和碳代谢的通路。采用 4 种机器方法最终筛选得出 5 个核心基因，二氢硫辛酰胺脱氢酶（DLD）、谷氨酰胺

酶（GLS）、丙酮酸脱氢酶 E1 亚基 β（PDHB）、核因子（红细胞衍生 2）相关因子 2（NFE2L2）和二氢硫辛酰胺支链转酰酶 E2

（DBT）。临床收集正常组和 AD 患者各 30 例，与正常组比较，AD 组中简易精神状态检查表（MMSE）、蒙特利尔认知评估量表

（MoCA）显著降低（P<0.01），高半胱氨酸（Hcy）、白细胞介素 -6（IL-6）、C 反应蛋白（CRP）、β淀粉样蛋白（Aβ）指标显著上升

（P<0.01），丙二醛（MDA）指标显著下降（P<0.01），超氧化物歧化酶（SOD）水平显著下降（P<0.01），NFE2L2 和 DBT mRNA 相

对表达量上调（P<0.05），DLD、GLS、PDHB mRNA 相对表达量显著下调（P<0.01）。调控铜死亡基因治疗 AD 的中药主要以温、

平、寒四气，苦、甘、辛五味，归肝、脾、胃、肾经，功效以补气活血、祛痰化湿为主。结论：DLD、GLS、NFE2L2、PDHB 和 DBT 可作

为 AD 铜死亡相关基因的新型诊断分子标志物，对应的潜在治疗中药可为中医药治疗 AD 提供新思路。
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Identification of Cuproptosis-related Biomarkers in Alzheimer's Disease Based on 

Bioinformatics and Machine Learning and Clinical Validation and Prediction of 

Potential Traditional Chinese Medicine
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（The First Affiliated Hospital of Anhui University of Traditional Chinese Medicine，  Hefei 230031，  China）

［［Abstract］］  Objective：： This study aims to identify cuproptosis-related gene biomarkers in Alzheimer's disease（AD） using 

bioinformatics and machine learning methods， validate them at the clinical specimen level， and predict potential traditional Chinese 

medicine（TCM）. Methods：： Differentially expressed genes in the AD group and normal group were obtained using the Gene 

Expression Omnibus （GEO） database， and intersections were taken with reported cuproptosis-related genes to obtain differentially 

expressed cuproptosis-related genes. Machine learning methods were applied to identify core differential genes of cuproptosis in 

AD. Peripheral blood's single nucleated cells from clinical AD patients were collected， and the relative gene expression was 

clinically verified by real-time polymerase chain reaction（Real-time PCR）. Potential TCM regulating cuproptosis for AD were 
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predicted by COREMINE database. Results：： A total of 12 cuproptosis-related genes were obtained， mainly involved in pathways 

of tricarboxylic acid cycle， 2-oxocarboxylic acid metabolism， and carbon metabolism. Five core cuproptosis-related genes， 

dihydrolipoamide dehydrogenase （DLD）， glutaminase （GLS）， pyruvate dehydrogenase E1 subunit beta （PDHB）， full name 

nuclear factor （erythroid-derived 2）-related factor 2 （NFE2L2）， and dihydrolipoamide branched-chain transacylase E2 （DBT） 

were finally screened using four machine methods. Thirty cases each of normal and AD patients were collected clinically. Compared 

with those in the normal group， minimum mental state examination （MMSE） and Montreal cognitive assessment （MoCA） were 

significantly decreased in the AD group （P<0.01）， Homocysteine（Hcy）， interleukin（IL）-6， C-reactive protein（CRP） ， and β 

amyloid protein（Aβ） indexes were significantly increased （P<0.01）， and malondialdehyde（MDA） indexes were decreased （P<

0.05）. Superoxide dismutase（SOD） levels were significantly decreased （P<0.01）. The mRNA relative expressions of NFE2L2 and 

DBT were up-regulated （P<0.05）， and those of DLD， GLS， and PDHB were significantly down-regulated （P<0.01）. The TCM 

regulating cuproptosis-related genes for the treatment of AD were mainly based on the four Qi such as warmth， calmness， and cold， 

and the five flavors including bitterness， sweetness， and pungency， and it was attributed to the meridians of the liver， spleen， 

stomach， and kidney， with the efficacy of tonifying Qi， activating blood， eliminating phlegm， and resoling dampness. 

Conclusion：： DLD， GLS， NFE2L2， PDHB， and DBT can be used as novel diagnostic molecular markers for AD cuproptosis-

related genes， and the corresponding potential therapeutic TCM can provide new ideas for the treatment of AD by TCM.

［［Keywords］］ Alzheimer'disease； cuproptosis； bioinformatics； machine learning； traditional Chinese medicine prediction

阿尔茨海默病（AD）是一种表现为记忆功能衰

退和认知能力损伤的神经退行性疾病。病情呈持

续性进展［1］，其发病人群多为中老年人。随着人口

老龄化的不断加剧，AD 已成为全球第五大死亡原

因［2］。但 AD 的发病机制复杂，目前市面上研发的

抗 AD 药物疗效仍不显著，且不良反应众多［3］，因此

探索安全有效的药物刻不容缓。中医药治疗 AD 在

我国长期临床实践中验证了其具有的独特优势，如

多成分、多靶点的特点有助于全面调节机体功能，

天然药物的特点也在一定程度上保证了安全性，因

此本研究聚焦中药与 AD 病理机制，旨在为 AD 治疗

提供新的分子靶点和中药候选药物。

近年来，诸多研究表明不同类型的细胞程序性

死亡以单独或联合串扰模式参与了 AD 的发生、发

展及预后［4-5］。铜死亡是一种区别于凋亡、焦亡、铁

死亡等传统细胞程序性死亡的新型细胞死亡途径，

其分子机制主要涉及大量铜离子在细胞内累积并

与乙酰化蛋白发生结合，导致三羧酸循环受阻，进

而大量产生活性氧化物质，最终引起细胞死亡［6］。

铜稳态失衡已被证明与 AD 密切相关。SCALI 等［7］

曾报道铜离子可以影响外周中性粒细胞的增殖与

分裂，且与 AD 的严重程度呈正相关。CHEN 等［8］提

出铜能够直接与 β淀粉样蛋白（Aβ）结合，进而促进

其聚集和寡聚体的形成，这一过程加剧了活性氧

（ROS）的产生，并抑制了线粒体脱氢酶的活性，从而

导致神经元损伤。此外，铜的过量存在会激发星形

胶质细胞，触发神经炎症和 Aβ的沉积，减少星形胶

质细胞的活性，损害线粒体功能，积累氧化产物，对

大脑的认知功能产生负面影响［9-10］。本研究利用生

物信息学方法筛选 AD 与铜死亡相关基因（CRGs），

并收集一定的临床样本进行临床验证，预测调控铜

死亡治疗 AD 的潜在中药，为中医药治疗 AD 提供新

的思路与方法。

1 材料

1.1　研究对象     选择 2022 年 6 月至 2024 年 10 月期

间在安徽中医药大学第一附属医院脑病中心接受

诊疗的患者。依据纳入和排除标准，对参与者的外

周血中关键铜死亡指标水平及其基本信息进行了

系统性收集，包括性别、年龄、既往病史及神经心理

学量表评分等。同时，选取与 AD 组在基线资料上

具有可比性的健康体检者作为健康组。所有研究

对象均签署了知情同意书，本研究方案已通过安徽

中医药大学第一附属医院医学伦理委员会的审查

与批准，伦理审批编号 2022AH-01。

1.2　纳入标准     ①符合美国国立老化研究所和阿

尔茨海默病学会（NIAAA-2024）制定的最新诊断标

准［11］及国家“十四五”规划教材《中医内科学》痴呆

诊断标准（2021 年版）［12］；②年龄 55~85 岁；③简易

精神状态检查表（MMSE）量表评分：小学、中学及以

上患者分数分别低于 20、24 分；④有知情者陪同参

与，能配合进行血样采集、递交知情同意书。

1.3　排除标准     ①严重的贫血、肝肾功能异常；
②不能配合相关检查及全套神经心理学测试者；
③患有其他类型痴呆及重大心脑血管疾病和精神

疾病病史。

1.4　试剂与仪器     白细胞介素 -6（IL-6）、C 反应蛋

白（CRP）、高半胱氨酸（Hcy）试剂盒（上海科艾博生

物 技 术 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 CB10373-Hu、

CB10116-Hu、CB11376-Hu）；Aβ试剂盒（北京百奥

莱特科技有限公司，货号 LA10421）；超氧化物歧化
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酶（SOD）试 剂 盒（陕 西 普 因 特 生 物 公 司 ，货 号

SF1002）；丙二醛（MDA）试剂盒（北京索莱宝科技有

限公司，货号 BC0025）；实时荧光定量聚合酶链式

反应（Real-time PCR）试剂盒（美国 Gene Copeia 公

司，批号 QP056T）；RNA 提取试剂盒说明书、转录试

剂盒（广州信天翁生物科技有限公司，货号分别为

400-100、500-101）；新 贝 2×S6 Universal SYBR 

qPCR Mix 试剂盒（上海新贝生物科技有限公司，货

号 Q204）；L4-5K 型台式低速离心机（湖南可成仪器

设备有限公司）；LightCycler 480 Instrument Ⅱ型

Real-time PCR 仪（德国罗氏诊断有限公司）。
2 方法

2.1　差异表达 CRGs 识别和功能分析     CRGs 数据

来源于已发表的文献［6，13］，并从基因表达综合数据

库（GEO）中提取了公开数据集（GSE5281）。使用 R

中的“limma”包对 AD 组与健康组之间的差异表达

CRGs 进行分析，显著性阈值设定为 P<0.05。此外，

为了更好地解释差异表达 CRGs（DE-CRGs）潜在生

物学作用，使用 R 中“clusterProfiler”包进行基因本

体（GO）和京都基因与基因组百科全书（KEGG）富
集分析，显著性阈值设定均为 P<0.05。

2.2　 机 器 学 习 筛 选     利 用 R 语 言 中 的“caret”

“dalex”“randomForest”和“xgboost”库，本研究成功

构 建 了 4 种 机 器 学 习 模 型 预 测 函 数 ：随 机 森 林

（RF）［14］、支 持 向 量 机（SVM）［15］、广 义 线 性 模 型

（GLM）［16］及极端梯度提升（XGB）［17］。。运用 R 语言

“ROC”包 绘 制 的 受 试 者 工 作 特 征 下 曲 线 面 积

（AUC）评估预测模型准确性，AUC 值越大说明预测

越准确。

2.3　观察指标检测     受试者空腹状态下采集静脉

血 5 mL，采用低速离心机 1 000 r·min-1 离心 5 min

（离心半径 10 cm，下同），分层，吸取上清液，按照酶

联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒说明书分别检测

IL-6、CRP、Aβ、SOD、MDA 水 平 ，酶 循 环 法 检 测

Hcy。下层红细胞加入磷酸盐缓冲液（PBS）2 mL，

充分吹打后加至红细胞裂解液中 2 300 r·min-1离心

10 min 后收集外周血单核细胞（PBMC），随后采用

RNA 提取试剂盒提取外周血中 RNA，并检测其浓

度与质量，逆转录为 cDNA。使用试剂盒进行 Real-

time PCR 扩 增 ，反 应 体 系 为 2×SYBR qPCR 

SuperMix Plus 5 μL，Primer1 0.2 μL，Primer 2 

0.2 μL，cDNA 1 μL，RNase Free ddH2O 3.6 μL，反应

条件为 95 ℃预变性 2 min，共扩增 40 个循环，其中

每个循环 95 ℃扩增 15 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸

30 s。所有样品均重复检测 6 次，采用 2-ΔΔCt法对目的

基因进行相对定量分析，内参引物由通用生物公司

合成。引物序列见表 1。

2.4　核心基因验证分析     使用 R 语言中“limma”包

读取数据集 GSE33000 中 AD 组与健康组的表达数

据，以验证核心基因在 AD 组与健康组之间是否有

差异表达，并进行可视化分析。

2.5　AD 中 DECRGs 的中药预测     在 COREMINE

数 据 库 中 设 定 P<0.05 的 阈 值 ，分 别 搜 索 关 键

DECRGs 获得相关的中药。对筛选出的中药参照

2020 年版《中华人民共和国药典》和《中药学》［18］进

行对比，对比内容包括中药名称及四气、五味、归

经、功效等属性，删除不规范药物，利用中医药数据

挖掘平台统计中药的性味归经和药物功效分类。

2.6　统计学分析     使用 R4.3.0 和 GraphPad Prism 

9.5.0 软件来绘制图表。通过 SPSS 25.0 软件对搜集

到的病人基本信息进行统计分析。计数数据以个

案数呈现，并通过 χ2检验来比较组间数据。对于符

合正态分布的计量数据，采用 x̄± s 表示，并使用独立

样本 t 检验来比较组间差距。P<0.05 为差异有统计

学意义。

3 结果

3.1　DE-CRGs 识别及功能分析     为了阐明 CRGs

在 AD 进展中的作用，使用 GSE5281 数据集评估了

87 名 AD 患者和 74 名健康者样本中的基因表达谱。

与健康组比较，AD 患者的细胞周期蛋白依赖性激

酶抑制因子 2A（CDKN2A）、二氢硫辛酰胺支链转酰

酶 E2（DBT）、全称核因子（红细胞衍生 2）相关因子

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

GAPDH

DLD

PDHB

GLS

NFE2L2

DBT

序列（5′-3′）
上游 GAGAAGGCTGGGGCTCATTT

下游 AGTGATGGCATGGACTGTGG

上游 CAAGACAGTCTGCATTGAGAAAAA

下游 AACTTCTGAACCCGTGGCTAT

上游 TGAAGAGGCGCTTTCACTG

下游 CCATTGGGCCCTCTGAAGAC

上游 TTCAGTCCCGATTTGTGGGG

下游 AAGGAATGCCTTTGATCACCA

上游 AGTCACTTGTTCCTGATATTCCC

下游 GGTTGGGGTCTTCTGTGGAG

上游 GCCTCCAGAAATTGGGCTCT

下游 AGCGTGACATTGTAGCACCA

长度/bp

231

367

391

893

372

261
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2（NFE2L2）、甘氨酸裂解系统蛋白 H（GCSH）、丙酮

酸脱氢酶 E1 亚基 α1（PDHA1）、金属调节转录因子 1

（MTF1）基因表达水平升高，同时溶质载体家族 31

成员 1（SLC31A1）、NOD 样受体热蛋白结构域相关

蛋白 3（NLRP3）、二氢硫辛酰胺脱氢酶（DLD）、谷氨

酰 胺 酶（GLS）、二 氢 硫 辛 酰 胺 S- 乙 酰 转 移 酶

（DLAT）、丙酮酸脱氢酶 E1 亚基 β（PDHB）基因表达

水平降低。并对 DE-CRGs进行相关性分析，其中呈

正 相 关 包 括 DLD 与 DLAT、NLRP3、PDHB、GLS、

DLAT；SLC31A1 与 DLAT、PDHB、GLS、GCSH、

NLRP3、MTF1；DLAT 与 PDHB、GLS、MTF1；
PDHA1 与 CDKN2A、DBT；MTF1 与 NFE2L2、

GCSH；GLS 与 PDHB、NLRP3；CDKN2A 与 GCSH、

NFE2L2、DBT；DBT 与 GCSH；GCSH 与 NFE2L2；呈
负相关的包括：DBT 与 NFE2L2、NLRP3、SLC31A1、

DLD、DLAT、PDHB、GLS；CDKN2A 与 NLRP3、

SLC31A1、DLD、DLAT、PDHB 等；GO 富集分析显

示在生物过程（BP）方面，DE-CRGs 在三羧酸循环、

葡萄糖代谢和氧化应激中表现出富集。细胞组分

（CC）的结果表明，线粒体基质可能涉及其中。此

外，在分子功能（MF）方面，丙酮酸脱氢酶（NAD+）
活性被突出显示。KEGG 富集分析显示，DE-CRGs

主要集中在三羧酸循环、2-氧羧酸代谢和碳代谢的

通路中。见增强出版附加材料。

3.2　机器学习筛选结果     基于上述得到的 DE-

CRGs，利用 4 种机器学习模型构建预测函数，分析

残差箱线图和残差反向累积分布图，发现 XGB 模型

的残差均方根最大，RF 模型的残差中位数最大，而

GLM 模型的曲线下面积最小。基因重要性分析显

示 ，GLM 模 型 中 前 5 位 重 要 基 因 是 DLD、GLS、

PDHB、NFE2L2 和 DBT；RF 模 型 中 是 DLAT、

MTF1、GLS、NFE2L2 和 DBT；SVM 模 型 中 是

SLC31A1、GLS、DLAT、NFE2L2 和 DBT；XGB 模型

中是 MTF1、GLS、DLAT、NFE2L2 和 DBT。ROC 曲

线表明，RF 模型的曲线下面积为 0.843，SVM 为

0.832，XGB 为 0.811，GLM 为 0.876。 因 此 ，选 择

GLM 模型中评分最高的前 5 位基因进行临床验证。

见增强出版附加材料。

3.3　临床样本验证结果     

3.3.1　基线资料     根据纳入标准、排除标准，分别

收集 AD 组和健康组各 30 例，其中 AD 组女性 17 人，

男性 13 人，有高血压病史 18 人，有糖尿病病史 8 人，

平均年龄（67.13±7.48）岁，平均体质量指数（BMI）
（23.17±3.42） kg·m-2。两组患者在性别、年龄、病

史、BMI 等基线资料上基本一致，具有一定的可比

性。见表 2。

3.3.2　临床指标     与健康组比较，AD 组患者蒙特

利尔认知评估量表（MoCA）、MMSE 显著降低（P<

0.01），见表 3。Hcy、IL-6、CRP、Aβ指标水平显著上

升（P<0.01），MDA 水平显著上升（P<0.01）；SOD 水

平显著下降（P<0.01），见表 4。通过运用 Real-time 

PCR 技术，对 AD 组和健康组的外周血样本中 DLD、

GLS、PDHB、NFE2L2 及 DBT mRNA 相对表达水平

进行了测定。研究结果显示，AD 组中 NFE2L2 和

DBT mRNA 相对表达水平呈现上升趋势（P<0.05，

P<0.01），而 DLD、GLS、PDHB mRNA 相对表达水平

则显著降低（P<0.01）。见表 5。

3.3.3　核心基因验证分析     通过验证发现核心基

因在验证数据集 GSE33000 的表达水平与训练集表

达水平趋势基本一致。结果显示在 AD 样本中，

NFE2L2 与 DBT 表达上调，DLD、PDHB、GLS 表达

表 2　AD 组与健康组患者基线资料比较

Table 2　 Comparison of baseline data between AD group and 

health group

组别

健康组

AD 组

χ2/t

P

性别/例

女

15

17

0.268

0.605

男

15

13

病史/例

高血压病

17

18

0.069

0.793

糖尿病

7

8

0.089

0.766

年龄（x̄± s）

/岁

63.50±9.79

67.13±7.48

1.614

0.112

BMI（x̄± s）

23.48±2.41

23.17±3.42

-0.402

0.689

注：两组患者性别、病史、年龄、BMI的 P 均>0.05

表 3　AD 组与健康组患者 MoCA、MMSE 比较  （x̄± s，n=30）

Table 3　　 Comparison of MoCA and MMSE between AD group 

and health group patients （x̄± s，n=30） 分

组别

健康组

AD 组

MoCA

22.2±2.83

12.2±2.592）

MMSE

25.57±2.58

13.4±2.762）

注：与健康组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 4、表 5 同）

表 4　AD 组与健康组外周血指标比较  （x̄± s，n=30）

Table 4　Comparison of peripheral blood indices between AD group and health group （x̄± s，n=30）

组别

健康组

AD 组

Aβ/ng·L-1

7.25±2.06

17.85±3.042）

IL-6/ng·L-1

4.67±3.07

14.35±3.012）

CRP/ng·L-1

1.32±0.55

8.91±1.902）

Hcy/μmol·L-1

20.97±4.62

23.71±5.382）

MDA/μmol·L-1

2.64±0.52

3.06±0.612）

SOD/U·L-1

156.50±9.76

92.39±10.102）
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下调，这与临床验证结果一致，证明本研究具有一

定可靠性。见图 1。

3.3.4　 中 药 预 测 结 果     将 关 键 DECRGs（DLD、

GLS、PDHB、NFE2L2 和 DBT）导入 COREMINE 数

据库，规范中药名后共得到包括人参、黄芪、川芎、

丹参、苍术、石斛等 161 种中药，见增强出版附加材

料。将预测中药导入中医药数据挖掘平台进行用

药规律分析，显示中药四气以温、平、寒为主，五味

以甘、苦、辛味为主，主归肝、脾、胃、肾经，见图 2，主

要功效以补气活血、祛痰化湿药为主，见表 6。

4 讨论

AD 因其发病机制尚未明确，病理复杂多样，目

前仍缺乏 AD 疾病进展及预后评估的有效方法，生

物标志物对于 AD 的早期诊断至关重要［19-20］，相较

于以往主要依据临床症状、影像学、认知评估量表

来诊断 AD，近年来外周血相关的生物标志物因简

便易得在 AD 诊断中越来越重要［21］。最新研究表明

铜代谢能够影响 AD 的发病机制［22-23］。因此本研究

旨在整合 GEO 生物信息资源和机器学习策略，初步

识别 AD 铜死亡相关的候选生物标志物，纳入临床

患者检测指标进行验证，并筛选 AD 铜死亡基因相

关的潜在中药，为中医药治疗 AD 的早期诊断和治

疗提供新的思路。

通过整合 GEO 数据集、筛选处理后最终获得

12 个 AD 铜死亡相关基因。根据富集分析，这些差

异表达的铜死亡相关基因主要参与三羧酸循环、

2-氧羧酸代谢和碳代谢机制。利用机器学习技术确

定了 5 个与 AD 核心铜死亡密切相关的生物标志物

（DLD、GLS、PDHB、NFE2L2 和 DBT）。 Real-time 

PCR 分析显示，与健康组比较，AD 患者的 DLD、

注：1）P<0.01

图 1　外部验证分析箱形

Fig. 1　External validation analysis box plot

表 5　AD 组与健康组核心基因的 mRNA 在外周血相对表达量比较

（x̄ ± s，n=30）

Table 5　 Comparison of relative mRNA expression levels of core 

genes in peripheral blood between AD group and health group 

（x̄± s，n=30）

组别

健康组

AD 组

PDHB

1.00±0.10

0.49±0.052）

DLD

1.00±0.05

0.85±0.062）

GLS

1.00±0.16

0.54±0.182）

DBT

1.00±0.06

1.35±0.162）

NFE2L2

1.00±0.28

1.60±0.401）

注：A.四气；B.五味；C.归经

图 2　中药的性味归经

Fig. 2　Nature，flavor and meridian tropism of traditional Chinese medicine

表 6　中药功效类别统计

Table 6　 Statistics of categories of efficacy of traditional Chinese 

medicines

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

功效类别

补气药

活血化瘀药

收涩药

化痰止咳平喘药

清热解毒药

理气药

祛风湿药

补阴药药

止血药药

清热燥湿药

温里药

芳香化湿药

辛温解表药

频数/次

15

14

12

11

9

8

8

7

7

7

6

6

6

No.

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

功效类别

补阳药

利水渗湿药

清热凉血药

清热泻火药

辛凉解表药

养心安神药

息风止痉药

补血药

峻下逐水药

攻毒杀虫止痒药

清虚热药

平抑肝阳药

消食药

频数/次

6

6

5

5

5

4

3

3

2

2

2

1

1
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GLS、PDHB mRNA 水平有所降低，而 NFE2L2 和

DBT 的表达则有所增加，这与生物信息学分析的结

果大致相同。结合 ROC 曲线分析进一步验证了这

5 个标志物在诊断 AD 方面的显著效能。

PDHB 是丙酮酸复合物的重要组成部分，存在

于线粒体中可以介导细胞的氧化磷酸化［24］，有人通

过敲除脂质酰化蛋白靶标发现细胞可免受铜死

亡［6］，这证实了 PDHB 在铜诱导的细胞死亡中发挥

着重要的调节作用。此外，PDHB 的表达与一系列

复杂通路及包括 AD 在内的多种神经退行性疾病紧

密相关［25-26］，该基因可成为 AD 早期诊断与治疗的

潜在候选靶点之一。DLD 是一种高度保守的多功

能线粒体酶［27］，其主要作用是催化硫辛酸的氧化反

应，生成还原型辅酶 NADH。这一过程对于细胞的

能量代谢和功能调节至关重要，从而保障细胞能够

维持其正常的能量代谢和功能状态［28］。有学者指

出 DLD 的变异与晚发型 AD 相关，证实了能量代谢

在 AD 的重要性［29］。此外 DLD 是硫辛酸途径中的 1

个关键酶，而硫辛酸化的三羧酸循环蛋白是铜死亡

的必要靶点。这提示 DLD 可能是 AD 治疗的进步

提供潜在的治疗靶点。谷氨酸介导的神经元兴奋

性毒性是 AD 患者认知损伤的基础，GLS 又可分为

GLS1 和 GLS2 两种，GLS2 是一种 p53 诱导型谷氨酰

胺代谢和活性氧调节因子，可以抵御氧化应激，降

低 ROS 水平［30-32］。NFE2L2 又称核转录因子红系 2

相关因子 2（Nrf2），参与调节多个通路［33］。因此，

DLD、GLS、PDHB、NFE2L2 和 DBT5 个基因可以调

节 AD 进展，可能是 AD 的潜在诊断及治疗靶点。

临床指标提示 Hcy、IL-6、CRP、Aβ、SOD、MDA

具有统计学意义。结合既往研究证实 Hcy 是导致痴

呆或加速痴呆进程的关键因素之一，能够通过多种

机制对患者的认知功能造成损害［34］。 IL-6 作为一

种可溶性介质，在炎症和免疫反应中发挥多效性作

用［35］。Aβ过度沉积是 AD 的病理特征之一，是 AD

疾病进展的主要原因。在 AD 患者中，淀粉样斑块

周围的小胶质细胞被激活［36］，导致血清中促炎因子

CRP 和 IL-6 表达升高，进而会加剧 Aβ在脑内的沉

积［37］。SOD 与 MDA 作为关键的抗氧化酶，其主要

功能在于清除体内自由基，对抗并预防氧自由基所

引起的细胞损害［38］。此外，这些酶类还表现出抗

炎、抗癌以及抗衰老等生物学特性［39］，因此，他们可

作为 AD 及相关疾病的诊断生物标志物。综上，炎

症、氧化应激可能与铜死亡协同参与 AD 的进展。

中医古籍对 AD 没有明确记载，我国传统医学

将其归纳在“痴呆”“神呆”“健忘”“呆病”等范畴。

《黄帝内经》载“脑为髓海……则脑转耳鸣”“血并与

下，气并于上，乱而喜忘”“热气妄……善忘”，提示

AD 与肾精、气血、六淫相关；张仲景指出“其人喜忘

者，必有蓄血”，认为健忘与瘀血有关；隋代巢元方

认为健忘还与虚劳相关；金元时期的朱丹溪开创性

地提出痰为致病因素，此诸多医家提出痴呆与“肾

虚、痰、瘀”密切相关［40］，核心在于肾虚。肾为先天

之本，脾胃为后天之本，肾精不足，脾气虚弱，痰湿

内生，阻窍脑络；脾气不足，气血生化不畅，无法滋

养脑髓，脑髓失养，发为痴呆。脾弱肝滞，气机运行

不畅，瘀阻脑窍。故治法多以滋补肝肾、益气健脾、

燥湿化痰、活血化瘀为主［41］。杨文明教授秉承新安

医学思想创制的智脑胶囊，药物组成包括党参、川

芎、黄精、石菖蒲等，具有健脾益气，化湿祛痰等功

效，对 AD 临床疗效确切［42］。这与本次研究共预测

的 161 种潜在中药基本一致，涉及补气药（人参、党

参、黄芪、西洋参等）、活血化瘀药（川芎、红花、郁

金、川牛膝等）、化痰药（款冬花、白果、旋覆花等）、
祛湿药（黄芩、苍术、藿香、佩兰等）及安神药（远志、

茯神、酸枣仁等），四性以温、平、寒为主，五味以甘、

苦、辛味为主，苦寒燥湿以化痰，甘平补益脾胃，辛

温行气化瘀血，主归肝、脾、胃、肾经，这些药物在临

床治疗 AD 过程中应用广泛，例如常见黑逍遥散［43］、

黄连解毒汤［44］、开心散［45］等，这恰好证实了本研究

预测的中药具有一定有效性，也为今后临床中医药

治疗 AD 及新药研发提供了新的角度和思路。

本研究基于生物信息学及机器学习方法，在

AD 患者中发现了 5 个铜死亡相关基因存在差异表

达，推测这 5 个基因可能成为 AD 诊断、治疗的潜在

靶点，并依据相关基因预测治疗 AD 的中药以甘、

苦、辛味为主，主归肝、脾、胃、肾经。同时本研究通

过现代科学手段验证了传统中医药理论，具有一定

创新性，并与临床实践基本一致，这为中医药治疗

AD 提供了科学依据，推动了中医药现代化进程，有

一定参考价值。但由于本研究样本量较少，后续需

要扩大样本量并进一步完善细胞或动物实验阐明

机制。
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