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下肢动脉硬化闭塞症膝下病变潜在机制的加权基因
共表达网络和免疫浸润分析

李 见1, 王玉涛2, 王世信1

(1. 徐州市中心医院检验科,江苏省徐州市 221009;2. 济南市中医医院周围血管病科,山东省济南市 250012)

[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨下肢动脉硬化闭塞症膝下病变的潜在机制和免疫相关性。 [方法] 　 从高通量基因表达

数据库下载 GSE100927 数据集,利用 R 语言软件 Limma 数据包和加权基因共表达网络分析筛选与下肢动脉硬化

闭塞症膝下病变相关的基因并进行信号通路富集分析;构建蛋白-蛋白相互作用网络并筛选下肢动脉硬化闭塞症

膝下病变相关的核心基因,分析核心基因在下肢动脉硬化闭塞症膝下病变样本与对照样本间的差异,利用受试者

工作特征曲线下面积评价核心基因的诊断效能。 采用反卷积算法(CIBERSORT)评估各样本中免疫细胞分布并计

算不同免疫细胞在下肢动脉硬化闭塞症膝下病变样本与对照样本间的差异。 [结果] 　 筛选获得下肢动脉硬化闭

塞症膝下病变差异表达上调基因 153 个,差异表达下调基因 63 个,加权基因共表达网络分析结果表明下肢动脉硬

化闭塞症膝下病变基因差异表达以上调为主,涉及胆固醇代谢、血小板活化等信号通路;蛋白酪氨酸磷酸酶受体 C
型(PTPRC)、Spi-1 原癌基因(SPI1)、集落刺激因子 1 受体(CSF1R)和 Fcγ 受体Ⅲa(FCGR3A)可能是下肢动脉硬化

闭塞症膝下病变的核心基因,且诊断效能较好。 下肢动脉硬化闭塞症膝下病变与单核细胞的浸润程度呈正相关

( r=0. 419,P=0. 037),与 M2 型巨噬细胞的浸润程度呈负相关( r= -0. 491,P = 0. 013)。 [结论] 　 下肢动脉硬化闭

塞症膝下病变涉及胆固醇代谢、血小板活化等多种信号通路;与单核细胞、巨噬细胞介导的免疫反应密切相关;PT-
PRC、SPI1、CSF1R 和 FCGR3A 可能是下肢动脉硬化闭塞症膝下病变的核心基因。
[关键词] 　 下肢动脉硬化闭塞症;　 膝下病变;　 免疫浸润;　 加权基因共表达网络分析
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Analysis of potential mechanisms of below-the-knee atherosclerosis obliteran based on
weighted correlation network analysis and immune infiltration
LI Jian1, WANG Yutao2, WANG Shixin1

(1. Department of Clinical Laboratory, Xuzhou Central Hospital, Xuzhou, Jiangsu 221009, China; 2. Department of Periph-
eral Vascular Disease, Jinan Municipal Hospital of Traditional Chinese Medicine, Jinan, Shandong 250012, China)
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the potential mechanisms and immunological correlation of below-the-knee ather-
osclerosis obliteran (BTK). 　 　 Methods　 The GSE100927 dataset was downloaded from the Gene Expression Omnibus.
Differentially expressed genes of BTK were screened by using “limma” package of the R and weighted correlation network
analysis (WGCNA). 　 Signaling pathway enrichment analysis was performed by “clusterProfiler” package of the R. 　 The
protein-protein interaction network was constructed, and the core genes associated with BTK were screened. 　 The differ-
ences of the core genes’ expression between the BTK samples and normal samples were analyzed, and the area under the
receiver operating characteristic curve was used to evaluate the diagnostic efficacy of the core genes. 　 The CIBERSORT
was used to evaluate the distribution of immune cells in each sample and to calculate the differences between the BTK sam-
ples and normal samples. 　 　 Results 　 153 genes were up-regulated and 63 genes were down-regulated in BTK. 　
WGCNA results indicated that the differential expression genes in BTK were mainly up-regulated, involving signaling path-
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ways such as cholesterol metabolism and platelet activation; protein tyrosine phosphatase receptor type C (PTPRC), Spi-1
proto-oncogene (SPI1),colony stimulating factor 1 receptor (CSF1R), and Fc gamma receptor Ⅲa (FCGR3A) were prob-
ably the core genes in BTK, which have good diagnostic efficacy. 　 BTK was positively correlated with the degree of infil-
tration of monocytes ( r=0. 419, P = 0. 037) and negatively correlated with the degree of infiltration of M2 macrophages
( r=-0. 491, P=0. 013). 　 　 Conclusion　 The BTK involved various signaling pathways such as cholesterol metabolism
and platelet activation and was closely related to monocyte- and macrophage-mediated immune responses. 　 PTPRC, SPI1,
CSF1R, and FCGR3A may be the core genes of BTK.
[KEY WORDS]　 atherosclerosis obliteran;　 below-the-knee;　 immune infiltration;　 weighted correlation network
analysis

　 　 下肢动脉硬化闭塞症(atherosclerosis obliteran,
ASO)是常见的血管外科疾病,好发于老年人。 据统

计,我国 2020 年 ASO 发病人数高达 4 113 万,约有

70%的 ASO 患者生活在农村地区[1]。 腔内手术是

目前 ASO 主要的治疗方案[2],随着 Angiosome 理念

的提出和应用,越来越多的研究证实,干预 ASO 膝

下病变(below-the-knee,BTK)可有效提高 ASO 患者

缺血性创面的愈合率和保肢率[3-4]。 但由于膝下动

脉管径小、钙化程度重等特点,远期通畅率远低于

髂、股、腘动脉[5-6],BTK 病变是目前腔内治疗的难

点,及早诊断和预防 BTK 病变具有重要意义。 既往

研究发现,ASO 与免疫调节紊乱和慢性炎症密切相

关[7],但其具体机制尚未完全明确。 本研究拟通过

生物信息学技术和加权基因共表达网络分析

(weighted correlation network analysis,WGCNA),探
讨 BTK 发生的潜在机制以及与免疫细胞浸润的相

关性,为 BTK 病变的基础研究提供参考。

1　 资料和方法

1. 1　 基因芯片及差异分析

通过美国国家生物技术信息中心高通量基因

表达数据库(gene expression omnibus,GEO)平台[8]

下载基因芯片数据集 GSE100927,利用 R 语言软件

Limma 数据包[9] 对数据进行质量控制和归一化处

理,并对基因表达量进行差异分析,以校正后的 P<
0. 05 且 | log2FC |值≥1. 5 为筛选条件获取差异表达

基因,绘制火山图和热图进行可视化。
1. 2　 WGCNA 筛选 BTK 病变相关基因模块

利用 R 语言软件 WGCNA 数据包构建共表达

网络[10]。 利用 pickSoft Threshold 函数估算软阈值,
根据软阈值计算拓扑重叠矩阵( topological overlap
matrix,TOM)。 最后利用数据包中的“ hclust”函数

进行层次聚类,并根据拓扑重叠异度(1-TOM)对基

因进行分组,利用剪切树状图“Dynamic Tree Cut”算

法划分基因模块,并利用“Module Membership”法筛

选与 BTK 病变相关的基因模块。
1. 3　 KEGG 信号通路富集分析

将 WGCNA 筛选获得的 BTK 病变相关的基因

模块与差异表达基因取交集,筛选 BTK 病变相关基

因。 利用 R 语言软件 clusterProfiler 数据包[11] 对与

BTK 病变相关的基因进行 KEGG 信号通路富集分

析。 以 P<0. 05 为条件,筛选与 BTK 病变相关的信

号通路并进行可视化。
1. 4　 蛋白-蛋白相互作用网络构建

将与 BTK 病变相关的基因导入 STRING 平

台[12],隐藏离散的基因,构建蛋白-蛋白相互作用

(protein-protein interaction,PPI)网络。 将 PPI 网络

导入 Cytoscape 3. 9. 1 软件中可视化,依照 cytoHubba
插件[13] 中的最大集团中心度(maximal clique cen-
trality,MCC)、亲密度( closeness)、中介中心度( be-
tweenness)和节点度值(degree)筛选 PPI 网络中的

核心基因。
1. 5　 核心基因表达量与诊断效能分析

提取核心基因表达量,分析其在 BTK 样本与对

照样本间的差异,利用受试者工作特征( receiver op-
erating characteristic,ROC)曲线下面积( area under
the ROC curve,AUC)评价核心基因的诊断效能。
1. 6　 免疫浸润分析

利用 R 语言软件通过反卷积算法 ( CIBER-
SORT) [14]对数据集中各样本的免疫细胞丰度进行

计算,绘制堆叠柱状图展示各样本中免疫细胞分布

情况,利用箱线图对比对照样本与 BTK 患者间免疫

细胞差异。

2　 结　 果

2. 1　 差异基因筛选

GSE100927 数据集中包含 BTK 病变样本 14
个,对照样本 11 个。 经 R 语言软件 Limma 数据包
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质量控制、归一化处理及差异分析,获得 BTK 相关

差异表达上调基因 153 个,差异表达下调基因 63
个,绘制相对对数表达(relative log expression,RLE)
箱线图、火山图和热图进行可视化(图 1)。

图 1. GSE100927 数据集差异基因可视化

A 为归一化处理前的 RLE 箱线图;B 为归一化处理后的 RLE 箱线图;C 为差异基因火山图;D 为差异基因热图。

Figure 1. Visualization of differentially expressed genes in the GSE100927 dataset

2. 2　 WGCNA 分析

WGCNA 分析结果表明,软阈值为 26 时,构建

的网络最接近无尺度网络分布,且能保证基因的连

接度较大(图 2A)。 以最小模块值为 25 来定义邻接

矩阵(图 2B),利用剪切树状图“Dynamic Tree Cut”
算法划分基因模块,绘制基因树状图(图 2C)。 通

过“Module Membership”法分析,发现 5 个基因模块

与 BTK 病变呈显著正相关(P<0. 05),分别为黑色

(MEblack)(相关系数 = 0. 652,P<0. 001)、黄绿色

(MEgreenyellow)(相关系数 = 0. 559,P = 0. 004)、青
色(MEcyan) (相关系数 = 0. 493,P = 0. 012)、蓝色

(MEblue) (相关系数 = 0. 845, P < 0. 001) 和紫色

(MEpurple)(相关系数 = 0. 614,P = 0. 001),共 706
个基因(图 3A)。 将 WGCNA 筛选获得的 BTK 病变

相关的基因模块与差异表达基因取交集,结果表

明,共有 150 个差异表达上调基因与 BTK 病变密切

相关,是 BTK 病变相关基因(表 1 和图 3B)。

2. 3　 KEGG 信号通路富集分析

富集结果表明,以 P<0. 05 为条件,BTK 病变相

关基因富集在 147 条信号通路上,涉及胆固醇代谢、
血小板活化、Toll 样受体、细胞黏附分子等信号通

路,以富集强度为条件,筛选前 10 条进行可视化

(图 4)。
2. 4　 PPI 网络构建

将筛选获得的 150 个与 BTK 病变密切相关的

基因 导 入 STRING 平 台, 物 种 设 定 为 “ Homo
sapiens”,并设置置信分数>0. 4,构建 PPI 网络,以
MCC、Closeness、Betweenness 和 Degree 值为条件筛

选 PPI 网络中的核心基因(图 5A)。 结果表明,蛋白

酪氨酸磷酸酶受体 C 型(protein tyrosine phosphatase
receptor type C,PTPRC)、Spi-1 原癌基因(Spi-1 proto-
oncogene,SPI1)、集落刺激因子 1 受体(colony stimu-
lating factor 1 receptor,CSF1R)和 Fcγ 受体Ⅲa(Fc
gamma receptor Ⅲa,FCGR3A)可能是 BTK 发病的核
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心基因(图 5B)。

图 2. WGCNA 软阈值筛选和邻接矩阵构建

A 为不同软阈值对应的基因邻接系数;B 为拓扑重叠矩阵;C 为基因树状图。

Figure 2. WGCNA soft threshold screening and adjacency matrix construction

表 1. BTK 病变相关基因

Table 1. Associated genes of BTK

BTK 病变相关基因
FAM78A NFAM1 MDK COL1A1 COL1A2 KAT2A
MARCKS CEBPA STAC3 PLCB2 JAK3 IFI30
MILR1 INPP5D LGALS9C GBP5 IL7R EGFL7
PRAG1 HCLS1 IRF7 PDGFB TLR7 SLCO2B1
MPEG1 C16ORF54 PTPRC SLAMF7 ROBO4 BCL6B
ARHGAP25 STAB1 DENND2D CD68 SHANK3 C1QA
GMFG RHPN1 ANPEP STMN2 LY6H CPNE7
LRMP TSPAN18 CCL3 TLE2 CCR1 CX3CR1
PYCARD TNFAIP8L2 IGLL1 FAM43A CD52 RNASE1
TRPM2 SPI1 ARHGAP9 MT1F CCL5 CPXM1
TBC1D10C PCOLCE FABP5 MS4A7 CHI3L1 C4B
LTB MYO1F CCR5 HLA-DMA TPSAB1 PNOC
STK10 MAFB IL10RA FCGR2A CD84 FNDC1
C1QC CD53 CD36 MDFI HLA-DRB1 CSF3R
PCDH12 ITGAL VAV1 CCL4 FCGR3A GZMA
SIGLEC1 SYK GPIHBP1 THY1 PLTP C1QB
GMIP CD163L1 NCF1 LCP2 VSIG4 ADAM8
ADAP2 SLAMF8 DDIT4L APOBR HDC APOE
TNFRSF25 ADA2 SAP25 JCHAIN LAPTM5 MMP9
ARHGAP27 EVI2A HCST DPP4 GZMK CCL18
FGD3 RNF125 HLA-B ACP5 FOLR2 IL4I1
TRAF3IP3 VAMP8 SECTM1 LILRB3 IBSP MMP1
RASAL3 FSCN1 ARAP3 RHBDF2 MS4A4A APOC1
PLXND1 EVI2B ATG16L2 SH2D3C PDE2A HLA-DQA1
ARHGAP45 GIMAP1 CSF1R LPL DLX5 SPP1
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图 3. 共表达基因模块与 BTK 发病的相关性及相关基因筛选

A 为相关性热图;B 为相关基因筛选韦恩图。

Figure 3. Correlation of co-expressed gene modules with BTK pathogenesis and screening of BTK related genes

图 4. KEGG 信号通路富集

Figure 4. KEGG signaling pathway enrichment

2. 5　 核心基因表达量和诊断效能评价

结果表明,PTPRC、SPI1、CSF1R 和 FCGR3A 在

BTK 样本中的表达量分别为对照样本的 1. 16 倍、
1. 20 倍、1. 17 倍和 1. 15 倍( t 分别为 5. 970、6. 669、
5. 298 和 4. 308,P 均<0. 001)(表 2),PTPRC、SPI1、
CSF1R 和 FCGR3A 的 AUC 分别为 0. 955、0. 955、
0. 935 和 0. 857(图 6),具有较好的诊断效能,提示

上述基因可能作为 BTK 病变诊断的潜在指标。

表 2. 核心基因表达量

Table 2. Expression of core genes

基因 对照样本 BTK 样本 t P

PTPRC 6. 56±0. 48 7. 64±0. 43 5. 970 <0. 001

SPI1 6. 05±0. 43 7. 24±0. 45 6. 669 <0. 001

CSF1R 8. 33±0. 57 9. 73±0. 71 5. 298 <0. 001

FCGR3A 7. 33±0. 57 8. 45±0. 69 4. 308 <0. 001
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图 5. PPI 网络构建和核心基因筛选

A 为 PPI 网络;B 为 PPI 网络中核心基因筛选。

Figure 5. PPI network construction and core gene screening

图 6. 核心基因表达量和诊断效能评价

Figure 6. Evaluation of core gene expression and diagnostic efficacy

2. 6　 免疫浸润分析

利用 CIBERSORT 算法对数据集进行免疫微环

境分析,绘制 BTK 样本和对照样本的 22 种免疫细

胞比例分布图(图 7A)。 进一步分析比较 BTK 样本

和对照样本免疫细胞差异分布,结果表明,BTK 样

本中单核细胞占比高于对照样本[(0. 16±0. 06)比

(0. 10±0. 06),P = 0. 013],BTK 样本中 M2 型巨噬

细胞占比低于对照样本[(0. 22 ±0. 04) 比(0. 25 ±
0. 04),P=0. 038],两组样本 M1 型巨噬细胞占比差

异无显著统计学意义 [( 0. 05 ± 0. 01 ) 比 ( 0. 05 ±
0. 02),P= 0. 334] (图 7B)。 提示 BTK 与单核细胞

免疫浸润呈正相关(r=0. 419,P=0. 037),与 M2 型巨
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噬细胞免疫浸润呈负相关(r=-0. 491,P=0. 013)。

图 7. 免疫浸润分析

A 为免疫细胞比例分布图;B 为 BTK 样本和对照样本免疫细胞差异分布。

Figure 7. Immunological infiltration analysis

3　 讨　 论

本研究利用生物信息学技术对 GSE100927 数

据集进行了挖掘和分析,探讨了 BTK 病变发病的潜

在机制。 通过 WGCNA 筛选与 BTK 发病相关的基

因模块后,与差异表达基因取交集,得到与 BTK 病

变密切相关的基因 150 个,PPI 网络分析结果提示,
PTPRC、SPI1、CSF1R 和 FCGR3A 可能是 BTK 病变

的核心基因,4 个核心基因在 BTK 样本中表达均显

著高于对照样本,且有较好的诊断效能。
PTPRC 也称 CD45,是白细胞特异抗原分子,参

与多种免疫过程[15]。 既往已有研究证实 CD45 表

达水平与动脉粥样硬化的发生和发展密切相关。
彭进[16]通过尸检发现,冠心病和冠心病猝死患者冠

状动脉组织中 CD45 表达均升高,而猝死患者冠状

动脉组织 CD45 表达更高;CD45 在动脉粥样硬化小
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鼠模型主动脉斑块中的炎症细胞胞膜也呈高表达。
王玉等[17] 研究证实,CD45 在冠状动脉粥样硬化斑

块中呈高表达,合并血栓形成、斑块破裂、斑块内出

血等继发病变的斑块内 CD45 水平显著高于稳定性

斑块。 上述研究表明,PTPRC 可介导免疫炎症反

应,影响斑块稳定性参与动脉粥样硬化发病过程。
内皮细胞分泌的集落刺激因子 1( colony-stimulating
factor-1,CSF1)通过 CSF1 受体(CSF1R)调节巨噬细

胞的存活、增殖和分化,从而促进动脉粥样硬化[18]。
研究证实,micoRNA-155 可靶向 CSF1R 抑制巨噬细

胞的增殖,延缓动脉粥样硬化进展[19]。 免疫球蛋白

G 的 Fc 受体Ⅲa(FcγRⅢA),又称 FCGR3A、CD16。
研究证实,ApoE 基因敲除小鼠 CD16+单核细胞数量

增加,单核细胞 CD16 水平升高,且单核细胞表面

CD16 表达的增强与主动脉壁基质金属蛋白酶 9 含

量升高及血清炎症细胞因子水平升高密切相关[20]。
本研究发现,SPI1 与 BTK 发病显著相关,但目前

SPI1 与动脉粥样硬化疾病相关的研究较少,可能是

潜在的干预靶点。
富集分析结果表明,BTK 发病与胆固醇代谢及

血小板活化等信号通路相关。 胆固醇是动脉粥样

硬化的重要致病因素。 直径≤70 nm 的脂蛋白可进

入动脉内膜,被单核细胞摄取并在巨噬细胞中积

聚,形成泡沫细胞[21]。 血小板活化及其诱导的炎性

反应参与动脉粥样硬化[22]。 活化后的血小板可分

泌血小板因子 4,血小板因子 4 可促进单核细胞聚

集,还可激活单核细胞的吞噬作用,加速动脉粥样

硬化进展[23]。 Toll 样受体信号通路参与机体免疫

炎症反应,可介导动脉内膜脂质沉积和炎性细胞因

子水平加速动脉粥样硬化进展[24]。 细胞黏附和跨

内皮迁移参与动脉粥样硬化病理过程。 在促炎细

胞因子肿瘤坏死因子 α 的调控下,血管内皮细胞黏

附分子可高表达,促使单核细胞黏附并迁移至内膜

下,促进局部炎症与粥样硬化斑块发展[25]。 酪氨酸

蛋白激酶 /信号转导子和转录激活子信号通路具有

促进炎症的作用并在动脉粥样硬化中发挥重要的

调控作用[26]。 Th1、Th2 是一组人体免疫调节细胞,
可以分泌白细胞介素 2 和肿瘤坏死因子 α 等炎症

细胞因子[27]。 Th17 是调节免疫炎症的关键 T 细胞

亚群,可以促进炎症发展,参与动脉粥样硬化的免

疫炎症进程[28]。 磷脂酰肌醇 3 激酶 /蛋白激酶 B 信

号通路是细胞生存与自噬调控的关键信号通路,研
究证实,中药复方解毒活血方可能通过拮抗磷脂酰

肌醇 3 激酶 /蛋白激酶 B /哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

信号通路,增强巨噬细胞自噬活性,发挥改善脂质

代谢、抑制动脉粥样硬化易损斑块炎症反应的作

用[29]。 过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 在内皮细

胞、平滑肌细胞等血管细胞中含量丰富,对于血管

细胞的稳定十分重要,且这些细胞在动脉粥样硬化

斑块的发展中发挥作用[30]。
动脉粥样硬化血管壁中异常累积的脂质可诱

发慢性炎症,慢性炎症进一步激活机体的免疫过

程,因此免疫慢性炎症反应贯穿动脉粥样硬化的发

病过程[31]。 机体的固有免疫过程和适应性免疫过

程均高度参与动脉粥样硬化的发生和发展[32]。
CIBERSORT 反卷积算法是基于线性支持向量回归

原理对人类免疫细胞亚型的表达矩阵进行去卷积

的工 具, 该 算 法 以 已 知 的 白 细 胞 特 征 矩 阵

(LM22) [33]为参考,计算芯片表达矩阵中 22 种免疫

细胞的浸润丰度,结果可信。 本研究免疫浸润分析

结果表明,BTK 样本中单核细胞占比高于对照样本

[(0. 16±0. 06)比(0. 10 ±0. 06),P = 0. 013],M2 型

巨噬细胞占比低于对照样本[(0. 22±0. 04)比(0. 25±
0. 04),P=0. 038];两组样本 M1 型巨噬细胞占比差

异无统计学意义[(0. 05 ±0. 01) 比(0. 05 ±0. 02),
P=0. 334]。 巨噬细胞与动脉粥样硬化发生发展的

相关性已得到证实[34]。 刘继军等[35] 研究发现,沙
格列汀可诱导动脉粥样硬化模型小鼠主动脉中的

巨噬细胞向 M2 型极化,减轻动脉粥样硬化病变程

度。 免疫炎症是动脉粥样硬化重要的致病和加剧

因素,与动脉粥样硬化斑块失稳甚至破裂密切相

关[36]。 单细胞转录组研究发现,动脉粥样硬化斑块

中巨噬细胞迁移抑制因子活化,加速了单核细胞募

集,激活了免疫炎症相关的信号通路,诱导巨噬细

胞转化为泡沫细胞[37]。
综上所述,BTK 病变涉及胆固醇代谢、血小板

活化等多种信号通路;与单核细胞、巨噬细胞介导

的免疫反应密切相 关; PTPRC、 SPI1、 CSF1R 和

FCGR3A 可能是 BTK 病变的核心基因。
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