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【摘要】  目的　通过整合生物信息学和机器学习算法及实验研究，筛选并鉴定心房颤动（AF）的潜在生物标志物。

方法　从GEO和MSigDB数据库中获取AF转录组学并筛选差异表达基因（DEGs），从炎症相关基因集（IRGs）。取交集形成

DE-IRGs基因集。采用机器学习算法过滤AF相关DE-IRGs基因后获得特征基因。取12只SPF级雄性SD大鼠，分为对照组和

AF组。其中AF组大鼠连续5周尾静脉注射乙酰胆碱（66 μg/mL）和氯化钙（10 mg/kg）构建AF模型；HE染色观察心房肌细胞

形态特征、RT-qPCR和免疫组织化学染色测定特征基因表达mRNA和蛋白质变化。结果　训练集发现119个DEGs，IRGs与
两个共表达模块相关性最高（r=0.6和0.56，P<0.000 1）。DEGs与IRGs取交集获得9个DE-IRGs；SVM-RFE和RF算法筛选出的

4个特征基因5羟色胺受体2B基因（ 5-hydroxytryptamine receptor 2B gene, HTR2B）、潜在转化生长因子β结合蛋白 2基因

（latent-transforming growth factor beta-binding protein 2 gene, LTBP2）、基质重塑关联蛋白5基因（matrix remodeling
associated protein 5 gene, MXRA5）和转化生长因子β诱导蛋白基因（transforming growth factor β-induced protein gene,
TGFBI）在训练集和验证集AF组均呈高表达且诊断效能较高（AUC>0.77）。AF大鼠心电图肢体导联出现大量AF特征性

f波。HE染色显示AF组心房肌细胞排列紊乱、炎性细胞浸润。TUNEL荧光检测AF组凋亡率为（55.34±4.29）%，而对照组为

（8.69±3.12）%（P=0.000 1）。LTBP2和TGFBI基因相对表达量在AF组（4.97±4.20，2.62±1.85）和对照组（1.12±0.21，1.18±0.77）间
差异存在统计学意义（P=0.013  7，P=0.044  4）。免疫组织化学染色检测AF组LTBP2和TGFBI蛋白阳性率分别为

（36.50±1.31）%和（27.39±4.57）%，而对照组分别是（22.95±2.62）%和（18.26±3.70）%（P=0.000 8，P=0.048 5）。结论　特征基因

LTBP2和TGFBI在AF中高表达，且较有诊断价值的生物标志物。
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[Abstract]   Objective　To  identify  potential  biomarkers  of  atrial  fibrillation  (AF)  using  bioinformatics,  machine
learning (ML) and experimental methods. Methods　AF transcriptomic data were obtained from the GEO and MSigDB
databases  to  screen  for  differentially  expressed  genes  (DEGs)  and  inflammation-related  gene  sets  (IRGs).  The  overlap
between DEGs and IRGs was used to identify the DE-IRGs set. Two machine learning algorithms were used to filter AF-
related  DE-IRGs.  Twelve  male  SD  rats  were  randomly  divided  into  a  control  group  and  an  AF  group.  Rats  received
acetylcholine (66 μg/mL) and calcium chloride (10 mg/kg) via tail vein injection for five consecutive weeks to establish the
AF  model.  Morphological  characteristics  of  atrial  myocytes  were  assessed  with  HE  staining,  while  RT-qPCR  and
immunohistochemistry (IHC) were used to measure changes in mRNA and protein levels. Results　In the training set,
119 DEGs were identified, with IRGs showing the highest correlation with two co-expression modules (r = 0.60 and 0.56,
P < 0.000 1). The intersection of DEGs and IRGs yielded nine DE-IRGs. The SVM-RFE and RF algorithms identified 5-
hydroxytryptamine receptor 2B gene (HTR2B),  latent-transforming growth factor beta-binding protein 2 gene (LTBP2),
matrix remodeling associated protein 5 gene ( MXRA5), and transforming growth factor β-induced protein gene (TGFBI)
as  highly  expressed  in  both  the  training  and  test  sets  in  AF  groups  with  high  diagnostic  efficacy  (AUC  >  0.77).  The
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electrocardiogram  limb  leads  of  AF  rats  showed  numerous  f-waves.  HE  staining  revealed  disorganized  atrial  myocyte
arrangement and inflammatory cell infiltration in the AF group. The TUNEL fluorescence assay showed an apoptosis rate
of (55.34 ± 4.29)% in the AF group, compared to (8.69 ± 3.12)% in the control group (P = 0.000 1). There were statistically
significant differences  in  the  relative  expression  levels  of LTBP2 and TGFBI between the  AF group (4.97  ±  4.20,  2.62  ±
1.85) and the control group (1.12 ± 0.21, 1.18 ± 0.77) (P = 0.013 7, P = 0.044 4). IHC revealed positive rates of LTBP2 and
TGFBI proteins in the AF group of (36.50 ± 1.31)% and (27.39 ± 4.57)%, respectively, compared to (22.95 ± 2.62)% and
(18.26 ± 3.70)% in the control group (P = 0.000 8, P = 0.048 5). Conclusion　The characteristic genes LTBP2 and TGFBI
are highly expressed in AF and serve as valuable diagnostic biomarkers.
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心房颤动（atrial fibrillation, AF）是一种常见心律失

常类型，严重影响患者生活质量，增加心肌缺血、心力衰

竭、心源性猝死等心血管不良事件风险[1]。约93%AF发

作无症状，常规检测手段敏感性和特异性有限[2-4]。AF还

会被其他心脏疾病掩盖，如心力衰竭患者的N末端B型利

钠肽原（NT-pro BNP）水平的升高可能会导致AF被忽视[5]。

消融术后患者心房瘢痕改变了预期的P波形态，会增加心

电图识别难度[6]。因此，有必要深入探究AF发病机制，筛

选有效便捷的新生物标记物提高诊断率和治疗率。

炎症反应在AF的发生和维持中发挥关键作用，参与

心房结构重塑与心脏电生理改变[7]。C反应蛋白、纤维蛋

白原、可溶性细胞间黏附分子-1以及心房肌细胞炎性小

体在AF的发病中具有重要作用[7]。血管紧张素Ⅱ能上调

IL-6、TNF-α等表达，其与JAK/STAT3和NF-κB等信号通

路的激活有关[8-9]。CD4+ T细胞和巨噬细胞浸润与AF易

感性增加密切相关[10]。炎性因子与心房肌细胞之间的相

互作用能导致电学特性变化，引起心律失常发生[11]。炎

性细胞因子影响心房肌细胞内离子通道功能，导致电传

导紊乱和不应期延长，损害心肌细胞收缩的同步性，形成

促AF发展微环境[12]。深入了解理解炎性机制有助于发现

新的AF诊断标志物。

本研究基于GEO数据库AF患者和窦性心律志愿者

的样本，联合生物信息学技术和机器学习算法筛选AF相

关炎性标志物，并通过大鼠AF模型加以验证，旨在为AF

的临床诊断和治疗提供新的理论依据和治疗靶点。

 1     材料与方法

 1.1    实验材料

 1.1.1    实验动物

S P F级雄性 S D大鼠，共 1 2只，周龄 8周，体质量

250 g/只，购自SBF（北京）公司（许可证号SCXK-京2019-

0010），实验在云南贝斯泰生物科技有限公司动物实验平

台进行，并通过该公司实验动物伦理委员会批准（BST-

PZ-RAT-20240815-01），遵循NIH实验动物使用指南。

 1.1.2    主要试剂

苏木精-伊红染液和TUNEL细胞凋亡检测试剂盒购

于Servicebio；SweScript RT Ⅱ第一链cDNA合成试剂盒

（含gDNA去除剂）购于Servicebio；抗TGFBI抗体和抗

LTBP2抗体购自于Abcam；Alexa Fluor 488标记的山羊抗

兔IgG二抗购于Abcam；水合氯醛溶液购于生工；乙酰胆

碱（Ach，66 μg/mL）和氯化钙（CaCl2，10 mg/kg）；2×T5 Fast

qPCR Mix（SYBR Green Ⅰ）试剂购于擎科生物。

 1.1.3    主要设备

生理数据采集设备Powerlab 15T购自ADInstruments；

组织研磨仪三维冷冻型 S W E - 3 D购于 S e r v i c e b i o ；

NanoPhotometer N50分光光度计购自于Implen公司；

HistoCore BIOCUT石蜡切片机由于莱卡公司；ECLIPSE

Ts2R荧光显微镜购于尼康；CFX96TM实时荧光定量

PCR仪购于Bio-rad公司。

 1.2    实验方法

 1.2.1    数据获取

从公共数据库GEO下载AF相关数据集GSE115574和

GSE41177。GSE115574含28例AF患者和31例窦性心律

（sinoatrial rhythm, SR）对照心房组织样本；GSE41177数据

集共38例样本：AF患者32例和SR对照者6例。此外，从分

子特征数据库MSigDB获取炎症相关基因集（Inflammation

Related Genes, IRGs），共200个基因。

 1.2.2    生物信息学分析

使用R语言limma软件包对GSE115574数据集的AF组

与对照组进行差异表达基因（differentially expressed genes,

DEGs）分析，筛选标准设定为|log 2FC|>0.5、P<0.05且

Q < 0 . 0 5。 I R G s构建使用加权基因共表达网络分析

（WGCNA, Weighted correlation network analysis）[13]。基

于200个IRGs采用GSVA包计算GSE115574集的单样本基

因集富集分析（single-sample gene set enrichment analysis,

ssGSEA）评分，并分析其与基因标志物的相关性，筛选标准

为相关系数绝对值大于0.3且P值小于0.05，再调用stats包

“Hclust”函数进行分层聚类分析以排除异常值样本[14]。此
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后，据无标度网络的标准（scale-free networks）signed R2大

于0.85，用WGCNA包的“pickSoftThreshold”函数选择合适

的软阈值β，再采用Pearson分析计算出的软阈值β对应基

因相关邻接矩阵后，转换为拓扑重叠矩阵，而后构建分层

聚类树状图，将相似的基因表达分为不同的共表达模块[14]。

最后，通过Pearson分析计算各个模块与ssGSEA评分之间

的相关性。依据相关系数|cor|>0.5且P<0.05筛选关键模块，

并提取关键模块中的全部基因作为IRGs进行后续分析。

1.2.3    机器学习算法筛选特征基因

采用支持向量机递归特征消除（support  vector

machine-recursive feature elimination, SVM-RFE）和随机

森林（random forest, RF）算法对DEGs与IRGs取交集获得

DE-IRGs行最佳特征基因提取并取交集，作为“AF相关特

征基因”。GSE115574为训练集构建机器学习算法模型，

GSE41177作为验证集检测模型效能并绘制受试者工作特

征（receiver operating characteristic, ROC）曲线，提取特征

基因。在GSE115577和GSE41170集中，同时满足以下3个

条件的特征基因定义为AF相关特征基因：（1）基因表达均

存在明显差异；（2）基因表达趋势在不同数据集中一致；

（3）ROC曲线下面积（area under the curve, AUC）值大于0.7。

1.2.4    基因集富集分析和KEGG通路分析

将GSE115574数据集依照特征基因分为高表达和低

表达组，limma包分析组间的差异表达基因并按log2FC值

降序排列生成基因列表，利用clusterProfiler软件包，以

MSigDB数据库中KEGG基因集（C2类别）为参考进行

GSEA，且对Q<0.05的显著富集通路并进行可视化[15]。最

后通过Spearman相关性分析评估特征基因与KEGG通路

关键基因的相关性。

1.2.5    大鼠AF模型构建

将SD大鼠为两组：对照组和AF组（每组n=6）。对照

组SD大鼠均为窦性心律、无心电图异常。AF组SD大鼠

连则连续5周行尾静脉注射Ach（66 μg/mL）和CaCl 2

（10 mg/kg）混合溶液（每100 g体质量注射0.1 mL），然后麻

醉后仰卧位固定，行心电图检测[16]。AF模型构建成功判

断标准需同时满足以下条件：（1）形态、振幅和频率不一

致的f波出现，（2）P波消失，（3）R-R间期绝对不齐，（4）QRS

波变异。建模成功后采用戊巴比妥钠联合氯胺酮麻醉处

死两组大鼠并收集心脏组织用于后续实验。

1.2.6    组织学染色

体积分数为4%多聚甲醛固定心脏组织24 h后用

PBS冲洗，再采用石蜡包埋后制备成厚度为4 μm切片，经

二甲苯脱蜡、梯度乙醇水化，行HE染色，脱水透化后中性

树胶封片，显微镜观察并采集5个非重叠视野图像。免疫

组织化学染色切片制备同HE染色，后将切片依次置于二

甲苯和梯度乙醇中脱蜡水化，再移入10 mmol/L EDTA

（pH=8.0）溶液中，在微波中火下修复8 min，停火7 min，重

复2次后置室温冷却30 min；再在3%H2O2溶液下室温处理

10 min，PBS漂洗后10%FBS封片处理10 min；漂洗后分别

滴加TGFBI抗体（1∶100）及LTBP2抗体（1∶100）4 ℃孵育

24 h；加入HRP标记二抗和显色剂；最后用苏木精复染细

胞核，经脱水处理后封片完成染色。显微镜下观察记录

5个非重叠视野，计算阳性细胞百分比。

 1.2.7    TUNEL染色

操作参照TMR（红色）标记的TUNEL细胞凋亡检测

试剂盒说明书进行。Alexa Fluor 488标记山羊抗兔二抗

（1∶2 000）室温避光孵育1 h，PBS漂洗3次，每次15 min，荧

光显微镜采集图像并分析。

 1.2.8    RT-qPCR实验

收集A F模型组和对照组心房组织4  ℃下研磨，

TRIzol试剂提取组织总RNA，测定RNA浓度。以10 ng

RNA为模板，在55 ℃条件下将RNA逆转录成cDNA。随

后使用2×T5 Fast qPCR Mix （SYBR Green Ⅰ）试剂检测

mRNA表达，反应条件如下：95 ℃预变性60 s，然后以

95 ℃持续10 s，不同退火温度持续5 s，72 ℃持续15 s为一

个循环，重复40个循环。LTBP2、TGFBI、HTR2B、MXRA5

和GAPDH退火温度分别为60 ℃、65 ℃、60 ℃、55 ℃和

60 ℃。以GAPDH作为内参基因，采用2－ΔΔCt法对比AF组

与对照组间基因表达差异。引物序列见表1。

表 1    PCR检测基因相对表达量引物

Table 1    PCR primers for genes expression

Gene name Primer Primer sequences from 5’ to 3’

LTBP2 Forward AGCACCAACCACTGTATCAAAC

Reverse CTCATCGGGAATGACCTCCTC

TGFBI Forward TACAGCACGGTATGCAAGCC

Reverse GCAACCGATCTAGCTCACAGAG

HTR2B Forward TGATTTGCTGGTTGGATTGTTTG

Reverse ATGGATGCGGTTGAAAAGAGAA

MXRA5 Forward CATCCCCGATGGAGCTTTAAG

Reverse TCAATGTGCAGCCTCATTAAGTT

GAPDH Forward GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT

Reverse GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

　LTBP2: latent-transforming growth factor beta-binding protein 2 gene;
TGFBI: transforming growth factor β-induced protein gene; HTR2B: 5-
hydroxytryptamine receptor 2B gene; MXRA5 :  matrix remodeling
associated protein 5 gene.

 1.2.9    统计学方法

使用R（4.1.3）和GraphPadPrism 9.0进行统计学分

析。计量资料以均值±标准误进行统计描述；符合正态分
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布且方差齐的，两组间比较采用Student's T检验；若不符

合正态分布或方差不齐，则采用Mann-Whitney U检验。

单次假设检验P<0.05为差异具有统计学意义，多重检验

假设P校正采用Benjaminiand-Hochberg方法进行，

Q<0.05为差异有统计学意义。

 2     结果

 2.1    获取AF的DE-IRGs

GSE115574数据集共鉴定出119个DEGs，对比SR组，

AF组基因表达上调52个基因，下调67个（附图S1A、1B）。

ssGSEA评分前后的分层聚类分析显示，AF组与对照组样

本具有显著区分度，故未剔除任何样本。WGCNA软阈

值为7（signed R2=0.85）时，网络呈现无尺度拓扑特征且邻

接函数均值趋近于0，见附图S1C，最终识别出7个共表达

模块（不含灰色模块）（附图S1D）。相关性分析筛选出与

ssGSEA评分显著相关的黑色模块（含153个基因）和红色

模块（含703个基因），其相关系数和P值分别为R=0.6，

P=6.0×107和R=0.56，P=5.0×106（附图S1E）。856个模块基

因与D E G s取交集，最终获得9个D E - I R G s，分别是

HTR2B、LTBP2、MXRA5、TGFBI、LOXL1、FMOD、COL1A2、

COL3A1和CFD（附图S1F）。附图见网络资源附件。

 2.2    机器学习算法筛选AF特征基因

SVM-RFE算法从9个DE-IRGs筛选出5个特征基因

（HTR2B、TGFBI、MXRA5、LTBP2和LOXL1）（图1A）；

RF模型依据基尼系数从9个DE-IRGs选出5个特征基因

（HTR2B、TGFBI、CFD、LTBP2和MXRA5）（图1B）。取交

集后确定4个与AF相关的特征基因（HTR2B、LTBP2、

MXRA5和TGFBI）（图1C）。4个基因在区分训练集AF与

SR组时判别效能较好，ROC的AUC均大于0.7，且在AF组

的表达水平高于SR组（P < 0.01），见图2。此外，验证集

4个基因诊断效能较高，HTR2B、LTBP2和TGFBI的

AUC均高于0.9，MXRA5则为0.771（图2）。而且该数据集

中，对比S R组，A F组的4个特征基因表达水平较高

（P<0.001和P<0.05），见图2。

 2.3    特征基因的生物学功能

4个特征基因GSEA结果显示，HTR2B、LTBP2和

MXRA5在细胞外基质受体相互作用（Extracellular Matrix

Receptor Interaction）通路中富集，而TGFBI在同种异体排

斥（Allografts Rejection）通路中呈现显著的富集（图3A）。

HTR2B、LTBP2和MXRA5与细胞外基质受体相互作用通

路包含的基因呈正相关，相关系数分别是0.52、0.63和

0.65（P=2.72×10－5、8.58×10－8和2.15×10－8），TGFBI与同种

异体排斥通路包含的基因也呈正相关（ r = 0 . 6 1，P =

2.21×10－7），见图3B。

 2.4    大鼠AF模型特征和组织病理学改变

与对照组SD大鼠心电图对比，AF组Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ导联

显示P波消失，f波大量出现，RR间期绝对不齐，QRS波的

形态和振幅不一致，见图4A。HE染色显示，对照组心房

肌细胞形态规则、排列紧密规整、胞质均匀，炎性细胞浸

润少、无组织水肿；AF组心房肌细胞排列紊乱、细胞萎缩

变形、核深染或空泡化、胞浆疏松，炎性细胞浸润明显增

多（图4B）。TUNEL荧光检测提示，对照组凋亡率为

（8.69±3.12）%，AF组为（55.34±4.29）%，组间差异有统计学

意义（P=0.000 1），见图4C和4D。

 2.5    生物标志物的表达验证

AF组LTBP2基因相对表达量为4.97±4.20，对照组较

低为1.12±0.21（P=0.013 7）。AF组和对照组TGFBI基因相

对表达量分别为2.62±1.85和1.18±0.77，且差异具有统计

学意义（P=0.044 4）。然而，HTR2B和MXRA5基因相对表

达量，AF组低于对照组，P值分别为0.015  4和0.003  4
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图 1  机器学习算法筛选特征基因

Fig 1  Feature genes screen by machine learning

A, Feature gene selection using the SVM-RFE algorithm. B, Feature gene selection using the RF algorithm. C, Venn diagram showing the intersection of feature genes

selected by SVM-RFE and RF algorithms.
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（图5A）。免疫组织化学染色与RT-qPCR检测结果一致，

与对照组〔（22.95±2.62）%〕相比，AF组中LTBP2蛋白阳性

细胞率达到（36.50±1.31）%（P=0.000  8）；AF组和对照组

T G F B I蛋白阳性细胞率分别为 （ 2 7 . 3 9 ± 4 . 5 7）%和

（18.26±3.70）%（P = 0.048 5）（图5B和5C）。

 3     讨论

AF是一种复杂的心律失常，其特征是心房内出现混
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图 2  4个特征基因在训练集和验证集中的诊断效能

Fig 2  Diagnostic performance of the four feature genes in the training and validation sets

AF: atrial fibrillation; SR: sinoatrial rhythm. GSE115574: AF group n = 28, SR group n = 31; GSE41177: AF group n = 32, SR group n = 6. *** P < 0.001, ** P < 0.01,
* P < 0.05.
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乱的电信号，导致心室收缩无效和充盈减少。房颤的基

本特征之一是心房重构，其特点是心肌细胞纤维化，增加

细胞外基质和胶原纤维沉积，导致电传导障碍的形成，直

接干扰心脏动作电位，并增加维持心房颤动的折返回路

的风险[17-18]。研究表明心房扩张和纤维化增加，如在心力

衰竭和AF患者中观察到的，对于心律失常的维持至关重

要[19-20]。AF电重塑通过离子通道功能和表达的变化表现

出来，导致动作电位持续时间和传导速度的改变。激酶

的活性，如Ca2+/钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱ在持续性房

颤期间增加能维持心律失常的电学基质[21]。另外，炎症

在房颤和心房重构中的作用也不容忽视。炎性标志物

（如TNF-α、IL-6等）水平升高与AF的病理生理学有关，影

响了心房组织纤维化和电学特性[22-24]。本研究将转录组

学与炎症相关基因集结合，通过WGCNA共表达分析识
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图 3  特征基因GSEA和KEGG通路分析

Fig 3  GSEA and KEGG pathway analysis of feature genes

A, GSEA plot of feature genes. B, Scatter plot shows the association between feature genes and KEGG pathways involved genes.
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图 4  两组大鼠心电图检测和组织病理学改变

Fig 4  Electrocardiogram examinations and histopathological changes in the two groups of rats

AF: atrial fibrillation. A, Electrocardiograph Ⅰ, Ⅱ, and Ⅲ limb leads between two groups. B, HE staining of cardiac tissues between the two groups. C, TUNEL

fluorescent labeling detection in the two groups. D, Comparison of apoptosis percentages between the two groups (n = 6 per group).
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别出与IRGs高度相关的模块（r=0.6～0.56），揭示了炎症

反应在AF电重构中的核心调控作用。相较于传统单一

组学分析，该策略有效缩小了候选基因范围，提高了生物

标志物筛选的精准性。此外，采用SVM-RFE与随机森林

双算法交叉验证，避免了单一模型过拟合的风险，确保特

征基因（HTR2B、LTBP2、MXRA5、TGFBI）的稳健性。

多种生物标志物与房颤的发生、发展及预后密切相

关，涉及神经-体液内分泌（B型利钠肽、肾素血管紧张

素）、心肌纤维化（MMP-2、MMP-9、内皮素Ⅰ等）；炎症

及氧化应激的标志物包括：C反应蛋白、白介素6、同型半

胱氨酸和尿酸等[25]。但其临床应用仍面临诸多挑战。单

一生物标志物的预测价值有限，通常需要结合多种标志

物进行综合评估；其次，生物标志物的检测方法和标准化

尚未统一，不同研究之间的结果可能存在差异。吴希泽

等对GSE41177和GSE79768数据集进行生物信息学分析，

发现与AF相关的枢纽基因4个，分别是TYROBP、FCER1G、

EVI2B和SOD2调控免疫细胞激活及氧化应激等，可能成

为AF通用治疗靶点，但缺乏有效的实验验证[26]。我们不

仅整合生物信息学和机器学习算法筛选AF的炎性标志

物，还设计AF小鼠模型加以验证。鉴定出2个特征基因

LTBP2和TGFBI作为AF诊断的潜在生物标志物。

LTBP2属于LTBP（Latent Transforming Growth Factor

B e t a  B i n d i n g  P r o t e i n）家族成员，是细胞外基质

（extracellular matrix, ECM）的重要组成部分，它们与微纤

维蛋白微纤维相互作用，在微纤维生物学中发挥多种作

用[27]。PANG等[28]研究结果表明TGF-β的过度激活已经被

证实可促进心房纤维化，增加房颤的易感性，而LTBP2作

为TGF-β的调控蛋白，其表达异常可能致使信号通路失

调，加剧心房电生理紊乱。WANG等[29]发现敲除LTBP2

可减弱NF-κB信号通路和减少氧化应激，显著改善心肌肥

大小鼠的心脏纤维化和细胞凋亡。LTBP2的单核苷酸多

态位点（c.2206G>A）突变可影响心肌细胞的收缩性，对心

脏发育产生影响[30]。此外，LTBP-1基因敲除小鼠显示出

些小鼠表现出严重的发育性心血管异常并在围产期死

亡[31]。ZHOU等[32]使用不同数据集发现LTBP2在心衰和

AF患者中表达均升高，与本项目AF患者和小鼠LTBP2表

达增高结果相一致。TGF-β1作为多效性细胞因子，通过

调控心肌纤维化、炎症反应及电重构等机制参与房颤的

发生与发展。TGF-β1可通过Wnt和Notch信号通路激活

心脏成纤维细胞，促进胶原蛋白Ⅰ/Ⅲ的合成与沉积，导

致心房结构重构[33-34]。REN等[35]发现TGF-β1以剂量和时

间依赖性方式增加电压门控钠通道Nav1.3表达，进而改

变动作电位阈值，这种效应依赖于ERK1/2-JNK-MAPK通

路的激活，这一电生理异常可能促进房颤的触发和维

持。TGF-β1上调可促进IL-6等促炎因子的释放，而IL-6本

身又可进一步刺激TGF-β1的表达，形成正反馈循环[35-36]。

炎症-纤维化网络可能共同加剧心房基质的不均一性，为

房颤提供病理基础。TGFBI作为一种由TGF-β诱导的细
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图 5  RT-qPCR和免疫组织化学方法验证特征基因表达

Fig 5  Feature genes expression verification by the RT-qPCR and immunohistochemistry

AF: atrial fibrillation. A, Feature genes transcription detected with the RT-qPCR. B, Protein levels of feature genes verified by the immunohistochemistry. n = 6 per

group. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, vs control.
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胞外基质蛋白，在多种组织中参与调控细胞黏附、ECM

重塑及信号转导，这些功能与房颤的病理机制存在潜在

关联。TGFBI通过与胶原蛋白及整合素家族成员的相互

作用，参与ECM的结构维持和动态平衡[37]。研究表明，

TGFBI的缺失可降低炎症因子的表达，如IL-1B、IL-6和

JAK2的减少，从而减轻炎症反应[38]。然而，TGFBI的过表

达或功能异常可能通过激活JAK-STAT和PI3K-Akt信号

通路，促进炎症因子的释放和炎症细胞的浸润[39]。TGFBI

作为一种多功能的细胞外基质蛋白，可能通过调控ECM

重塑、炎症反应和细胞增殖，参与房颤的病理生理过程。

我们采用生物信息学整合机器学习算法筛选炎性相

关的AF特征基因，再通过动物模型验证后作为AF生物标

记物。但本项研究存在一定的局限性。首先，筛选出4个

A F组高表达特征基因（H T R 2 B、T G F B I、M X R A 5、

LTBP2），而AF大鼠模型验证基因表达和翻译水平均有上

调2个基因为LTBP2和TGFBI。AF模型多样，本实验采用

化学试剂诱导的方法建立模型，后续将研究不同AF动物

模型4种特征基因表达。其次，物种差异可能导致研究结

果出现偏差，收集AF患者心房样本进行生物标记物验

证。然后，还需探索类器官、微流控芯片等体外模型中

4种基因表达差异。最后，本研究尚未探讨LTBP2和

TGFBI与AF的因果关系及具体分子机制。

综上所述，通过结合生物信息学筛选、机器学习算法

过滤和动物实验验证，我们证实AF发生过程中LTBP2和

TGFBI这两个特征基因表达上调，其可作为AF生物标记

物的候选基因，有必要深入探索LTBP2和TGFBI在AF发病

机制中的作用，这将为后续研究及临床运用提供理论依

据和实验基础。
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