
[收稿日期] 　 2018-11-12 [修回日期] 　 2019-01-05
[基金项目] 　 湖北省自然科学基金(2018CFB737);湖北科技学院科学基金(2018-19XZY02,2019-20XZ01)
[作者简介] 　 夏红利,博士,副主任医师,研究方向为动脉闭塞症及周围动脉病变,E-mail 为 mobei_hu@ 126. com。 通信作者

李敏才,博士,教授,研究方向为动脉硬化及成体干细胞,E-mail 为 mincaili@ 163. com。

[文章编号] 　 1007-3949(2019)27-08-0661-06 ·实验研究·
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[摘　 要] 　 目的　 基于颈动脉粥样硬化斑块中基因芯片数据分析差异性基因表达、信号传导通路及蛋白质网络分

析。 方法　 从基因表达数据库(GEO)下载 GSE43292 基因芯片数据,数据预处理后,使用在线 R 软件分析颈动脉

斑块和斑块旁组织中差异表达的基因,运用生物医学信息学 GSEA 方法进行富集 GO 分析和 Pathway 分析,并对差

异性基因行蛋白质网络分析。 结果　 芯片数据分析显示,颈动脉斑块和斑块旁组织中表达水平显著上调的有 87
个基因,表达水平显著下调的有 60 个基因(P 均<0. 01),并绘制成热图。 GSEA 的 GO 功能富集分析发现,差异表

达多与抗原结合、丝氨酸水解酶活性、趋化因子受体结合相关。 GSEA 的 Pathway 富集分析显示,差异表达上调基

因与造血干细胞系、溶酶体、细胞因子受体相互作用等通路中富集。 STRING 分析筛选出 IL-8、CXCL-10、SELE、
MMP-9、IL-18 共 5 个核心基因。 结论　 通过生物信息学方法对 GEO 基因芯片数据分析,发现了动脉粥样硬化斑块

中差异性基因的相关信号传导通路及蛋白质的核心基因,为动脉粥样硬化研究提供基础资料。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 The differential gene expression, signaling pathways and protein network were analyzed from
the gene chip data for carotid atherosclerotic plaques. 　 　 Methods　 GSE43292 was downloaded from the gene expression
omnibus (GEO) database and the data was adjusted. 　 The significant differential genes were analyzed by R software in
GSE43292. 　 The geneontolgy (GO) analysis and pathway analysis were performed by bioinformatics GSEA, and the sig-
nificant differential gene was analyzed by Cytoscape. 　 　 Results 　 After GSE42392 was analyzed, the 87 up-regulated
genes and the 60 down-regulated genes were found as the significant different expression gene (P<0. 01) between the ather-
osclerotic plaques and the distant tissues in carotid artery. 　 The heatmap showed the different expression genes. 　 The en-
riched GO analysis of GSEA revealed that the main differential expressions were associated with the antigen binding, the
serine hydrolase activity and the chemokine receptor binding. 　 The pathway analysis of GSEA revealed that the main differ-
ential expression were associated with hematopoietic stem cells, lysosomal and cytokine receptor interactions. 　 Cytoscape
analysis performed the five core genes, including IL-8, CXCL-10, SELE, MMP-9 and IL-18. 　 　 Conclusions 　 The
bioinformatics analysis of GSE42392 data revealed that the differential genes enriched the related signaling pathways and the
core genes were found between the atherosclerotic plaque and the distant tissue in carotid atherosclerotic plaques. 　 These
research provided the basic data for atherosclerosis research and treatment.
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　 　 在当今社会中动脉粥样硬化( atherosclerosis,
As)是众多心血管疾病共同的病理基础,As 病理特

征为不稳定斑块形成、动脉管壁硬化、管腔狭窄,其
狭窄程度与急性心血管事件的发生相关[1]。 As 普

遍被认为是慢性进展性炎症性疾病[2],与炎症反

应、细胞大量凋亡、新生血管形成等相关[3-4],诱导

这些病理生理过程的基因表达、分子机制、蛋白质

网路相互作用并不完全清楚。 研究 As 基因表达谱、
探讨基因之间的调节关系对揭示 As 发病机制、防治

心脑血管疾病发生发展有重要意义。
生物学研究的新领域———大数据基因表达芯片

技术的出现,通过比较基因表达谱变化,筛选出与疾

病相关的基因[5],还可以对差异性基因参与的生物学

过程、通路分析研究[6]。 为研究比较 As 斑块与周围

组织的基因表达谱的差异性,以 GSE43292 芯片数据

为样本[7],运用基因富集分析(gene set enrichment a-
nalysis,GSEA)软件,采用生物信息学方法对基因本

体(gene ontology, GO)、京都基因和基因组百科全书

(kyoto encyclopedia of gene and genomes, KEGG)通路

(pathway)和蛋白质相互网络(STRING)分析可能存

在的分子机制,探索相关生物学通路和风险预测,为
As 治疗靶点奠定理论基础。

1　 材料和方法

1. 1　 样本数据来源

在 PUBMED 的 GEO 数据库中输入“atheroscle-
rosis”,选择 GSE43292 的芯片数据作为研究对象。
该芯片数据样本来自 32 例颈动脉 As 患者,每例患

者有 As 斑块中心部位组织、As 斑块旁组织,均为经

颈动脉内膜剥脱术的病变血管。
1. 2　 数据分析

下载 GSE43292 的 CEL 文件,对探针水平的信

号值进行数据归一化和基因注释处理,最终转化为

基因表达水平的中位值[6,8]。
1. 3　 差异性基因分析

对 32 例颈动脉患者 As 斑块组织、斑块旁组织

基因表达值,通过在线工具 GEO2R 软件分析差异

性基因,继而对差异性基因进行火山图表示。 通过

倍比法( fold-change,FC)和假发现率( false-discovery
rate,FDR)筛选显著差异性基因,筛选条件:PDR 值

<0. 05,P 值≤0. 01 且 | logFC | >1。 对显著性差异化

基因进行聚类热图分析[9]。
1. 4　 GSEA 富集分析

对处理后的 GSE43292 数据表达值,采用 GSEA

软件进行 GO 功能富集的生物学过程和 KEGG 的

Pathway 富集分析[10],分析次数设置为 1 000,并按分

析的富集分数(ES)、ES 进行标准化(NES)值排序。
1. 5　 蛋白质网路分析及核心基因分析

对 GSEA 分析得到的显著性差异基因(阈值

>0. 4) 进 行 STRING 分 析 ( https: / / string-db-org.
com),将分析得到的数据导入 Cytoscape 得到蛋白

质表达网路图,并进行核心基因表达分析[11]。
1. 6　 统计学方法

结果均采用相关软件检验标准,P<0. 05 为差异

有统计学意义。 在线 R 软件 GEO2R 分析差异表达

基因,采用倍数变化和显著性分析,设置 P 值≤0. 01
且 | logFC | > 1。 GSEA 软件 GO 功能富集分析和

KEGG 通路富集分析采用软件推荐 P 值<0. 01。 PPI
软件和 Cytoscape 软件分析采用推荐 P 值<0. 05。

2　 结　 果

2. 1　 基因芯片数据差异性分析

　 　 通过对探针水平的信号值进行质控、变异稳定性

分析、背景矫正、数据归一化处理,对基因表达谱中位

值进行差异基因分析,发现 As 斑块中心组织与斑块旁

组织的差异表达基因 9 840 个(P<0. 05),9 840 个差异

性基因表达绘制成火山图(图 1)。 进一步筛选出极其

显著性差异表达基因,筛选条件为 P<0. 01 且 | logFC | >
1,共筛选出 147 个,其中表达上调基因(红色)87 个,表
达下调基因(绿色)60 个(图 1)。 为显示 147 个极其显

著性差异基因之间的关系,按 Person 系数进行聚类,绘
制成热图,其表达结果如图 2。

图 1. 火山图　 　 共有 9 840 个差异性基因,显著性差异性基因

147 个,上调基因 87 个(红色),下调基因 60 个(绿色)。

Figure 1. Volcano plot
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图 2. 147 个显著性差异表达基因的聚类热图

Figure 2. Clustering heat map of 147 significantly different expression genes

2. 2　 GO 功能富集分析

采用 GSEA 软件研究差异表达基因的富集分

析,经过 GSEA 做 GO 功能富集分析,发现许多生物

学过程参与 As 病变过程。 GO 功能分析显示斑块

中上调基因参与 36 个生物学过程,排在前三的生物

学过程(P 值≈0,FDR≈0)为抗原结合、丝氨酸水解

酶活性、趋化因子受体结合等,分析结果 NES、ES 值

见图 3。 GO 功能分析显示斑块中下调基因参与 35
个生物学过程,排在前三的生物学过程(P 值≈0,
FDR≈0)为肌性结构组成、细胞外谷氨酸门控离子

通道活性、WW 区域结合等,分析结果 NES、ES 值见

图 4。

图 3. GSE43292 显著性上调基因的 GO 分析

Figure 3. GO analysis of up-regulated genes in GSE43292
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图 4. GSE43292 显著性下调基因的 GO 分析

Figure 4. GO analysis of down-regulated genes in GSE43292

2. 3　 KEGG 通路富集分析

经过 GSEA 做 KEGG 通路富集分析,发现许多

通路调节参与 As 病变。 KEGG 通路分析显示斑块

中上调基因参与 5 个通路调节,排在前三的通路调

节为造血干细胞系、溶酶体、细胞因子受体相互作

用等,分析结果 NES、ES 值见图 5。 KEGG 通路分析

显示斑块中下调基因参与 6 个通路调节,排在前三

的通路调节为酪氨酸代谢、苯丙氨酸代谢、扩张型

心肌病等,分析结果 NES、ES 值见图 6。

图 5. GSE43292 显著性上调基因的 Pathway 分析

Figure 5. KEGG pathway analysis of up-regulated genes in GSE43292

图 6. GSE43292 显著性下调基因的 Pathway 分析

Figure 6. KEGG pathway analysis of down-regulated genes in GSE43292
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2. 4　 蛋白质相互作用和核心基因分析

将 147 个极其显著性差异表达基因输入在线

STRING 软件,分析结果显示节点值 99,边缘值 81,
PPI 富集 P 值<1. 0e-16,主要有单-多细胞器官过

程、生物定量调节、血液循环、刺激反应等生物学过

程,有酪氨酸代谢、长期潜在性通路调节。 将分析

得到 的 蛋 白 质 之 间 的 相 互 作 用 得 分 值 输 入

Cytoscape,得到蛋白质相互作用网路图。 在评分>
300 条件下进行核心基因筛选,得到 IL-8、CXCL-10、
SELE、MMP-9、IL-18 共 5 个核心基因(图 7)。

图 7. 显著性差异基因的蛋白质网络图　 　 彩色标记的核心基因位于枢纽位置。

Figure 7. Protein network of differential expression genes

3　 讨　 论

颈动脉粥样硬化性血管疾病往往导致颅内或

颅外动脉的闭塞或严重狭窄,易造成缺血性脑卒

中。 血管狭窄程度越严重,斑块越不稳定,发生脑

卒中的风险越高。 发现 As 发展的分子机制,对发现

新药物靶点有重大的积极意义。
近来出现的芯片技术促进了生物信息学的迅猛

发展,基因芯片的微阵列研究具有很大的潜力,可以

为复杂疾病的发病机制提供新的见解。 基因芯片的

大数据测试能发现基因表达改变或基因表达谱改变,
为揭示疾病的分子机制提供了帮助。 本研究利用

PUBMED 已发表的 As 斑块基因芯片 GSE42392 数

据,按照 T 检验分析方法,共获取了 147 个极其显著

性差异表达基因,其中上调基因 87 个,下调基因 60
个,它们共同构成了斑块形成的显著性差异表达基因

谱,与斑块的发生、形成密切相关。
GSEA 是 GO 功能富集分析和 KEGG 通路富集

分析的常用分析软件。 GO 功能富集分析显示 As
斑块中心与斑块周边的差异在于:抗原结合[12-13]、
丝氨酸水解酶活性、趋化因子受体结合[14] 等。 丝氨

酸水解酶活性、趋化因子受体结合在以往研究被证

实[4]。 抗原结合是一个新的发现:我们一直认为 As
病变是炎症性反应,很少考虑有抗原-抗体反应过

程。 As 是否为免疫相关的病变过程,这应该是一个

新的方向和思路[2,13,15],需要在后续研究中验证;如
能验证 As 与免疫反应有关,可以为治疗提供新的策

略。 在 KEGG 通路富集研究中,发现 As 斑块中有

造血干细胞系、溶酶体、细胞因子受体相互作用等,
与我们以往研究巨噬细胞参与 As 形成的结论相一

致。 我们曾经研究过造血干细胞参与 As 的形成,特
别与平滑肌前体细胞的调控相关[16],骨髓干细胞参

与 As 平滑肌前体细胞调控过程[17]。
在 As 基因分析中,与斑块旁组织相比,我们发

现一些下调的的生物学过程和通路调节:如 GO 功

能富集的肌性结构组成[18]、细胞外谷氨酸门控离子
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通道活性、WW 区域结合生物过程下调,符合 As 中

平滑肌表型转化现象,与相关的文献报道研究相一

致[19];KEGG 通路调节的酪氨酸代谢[20]、苯丙氨酸

代谢、扩张型心肌病等通路下调,提示酪氨酸、苯丙

氨酸代谢途径被抑制,激活酪氨酸苯丙氨酸的代谢

途径、抑制扩张型心脏病对 As 预防提供了新思路。
我们需要了解 As 斑块中蛋白的相互作用,因而

在 As 斑块差异表达基因谱中,通过 STRING 分析结

果值导入 Cytoscape 分析:主要有 5 个重要的核心基

因 IL-8、CXCL-10、SELE、MMP-9、 IL-18。 核心基因

提示 As 中心部位的炎症因子[21]、趋化因子、基质金

属蛋白酶等关键性核心基因聚集[22],与相关文献报

道 As 中炎症、免疫应答、溶酶体通路、细胞因子信号

通路等相一致[22]。
我们从生物信息学角度分析了颈动脉斑块与

斑块旁组织之间基因表达差异,分析了主要差异表

达基因谱的生物学过程和通路调节,列出相关强度

值排在前 3 位 NES、ES 值,为 As 的病变过程和分子

通路调节提供基础数据支持。 我们根据差异表达

基因谱,分析了相关的蛋白质关系,列出相关强度

值最高的 5 个关键核心基因,可以作为临床 As 预防

提供参考意见。 在基因数据分析中,采用的分析方

法差异、阈值的不同可能会得出不同的分析结

果[23],这些分析结果为深层机制提供线索,进一步

通过实际的病例、样本予以验证,本研究需要在今

后的实验中收集样本验证上述分析结果。
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