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[摘　 要] 　 [目的] 　 通过生物信息学的方法筛选出与铜死亡相关的早、晚期动脉粥样硬化的差异基因,探讨其作

用机制,并预测其潜在标志物。 [方法] 　 从 GEO 数据库中下载符合早、晚期动脉粥样硬化相关的信息(GSE28829
和 GSE43292 数据集),进行标准化处理等,从文献中获得 19 个铜死亡相关基因,并对铜死亡相关基因进行差异分

析、富集分析、共识聚类算法、主成分分析、免疫细胞浸润和筛选核心基因以找到其作用机制及潜在标志物。 [结
果] 　 最终筛选出 10 个铜死亡相关差异基因表达,铜死亡相关差异基因相关性分析显示 GLS 与 DBT 呈强正相关

( r=0. 78,P<0. 001),NLRP3 与 DBT、GLS 呈强负相关( r= -0. 62,P<0. 001);铜死亡相关差异基因的 GO 富集分析

显示,主要与铜离子输运、铜离子稳态等过程有关,且 KEGG 分析显示主要富集在铂耐药性、矿物质吸收、癌症中的

中心碳代谢通路上。 通过 MCODE 插件筛选出核心基因 SLC31A1、MTF1、ATP7B 和 ATP7A 4 种;免疫细胞浸润以

M2 巨噬细胞、M0 巨噬细胞、静息 CD4+T 细胞和 CD8+T 细胞为主(P<0. 05);免疫细胞与铜死亡相关差异基因相关

性分析显示,在动脉粥样硬化早期,GLS 与激活 NK 细胞呈强正相关( r= 0. 52,P<0. 001),FDX1、SLC31A1 与 CD8+T
细胞呈强负相关( r = -0. 51,P<0. 001);在动脉粥样硬化晚期,FDX1 与 M0 巨噬细胞呈强正相关( r = 0. 58,P<
0. 001),FDX1 与 CD8+T 细胞呈强负相关( r= -0. 55,P<0. 001);主成分分析显示,根据铜死亡相关差异基因的表达

可以明确区分出 C1 和 C2 两种亚型。 [结论] 　 铜死亡与动脉粥样硬化发展之间的免疫相关变化很可能是诊治早、
晚期动脉粥样硬化的关键,核心基因 SLC31A1、MTF1、ATP7B 和 ATP7A 可能是动脉粥样硬化发展的潜在标志物及

治疗靶点。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To screen the early and advanced atherosclerosis differential genes associated with cuproptosis
by bioinformatic methods, and analyze their mechanisms of action, and predict potential biomarkers. 　 　 Methods　 The
information related to early and advanced atherosclerosis (GSE28829 and GSE43292 data sets) was downloaded from GEO
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database and standardized. 　 19 cuproptosis genes were obtained from the literature. 　 Difference analysis, enrichment a-
nalysis, consensus clustering algorithm, principal component analysis, immune cell infiltration and screening core genes
were used to find their action mechanisms and potential biomarkers. 　 　 Results　 Finally, 10 differential genes related to
cuproptosis were screened. 　 The correlation analysis of differential genes related to cuproptosis showed a strong positive
correlation between GLS and DBT ( r=0. 78, P<0. 001), while NLRP3 showed a strong negative correlation with DBT and
GLS ( r= -0. 62, P<0. 001). 　 GO enrichment analysis of differential genes related to cuproptosis was mainly related to
copper ion transport and copper homeostasis, and KEGG analysis showed that it was mainly enriched in platinum resist-
ance, mineral absorption and central carbon metabolic pathway in cancer. 　 The PPI network analysis and MCODE were
used to screen core genes. 　 The results of immune cell infiltration showed that M2 macrophages, M0 macrophages, resting
CD4 memory T cells, and CD8+T cells were dominant (P<0. 05). 　 The correlation analysis of differential genes related to
immune cells and cuproptosis showed that in the early stage of atherosclerosis, GLS was strongly positively correlated with
activated NK cells ( r=0. 52, P<0. 001), FDX1 and SLC31A1 was strongestly negatively correlated with CD8+T cells ( r=
-0. 51, P<0. 001); in the advanced stage of atherosclerosis, FDX1 was strongestly positively correlated with M0 macro-
phages ( r=0. 58, P<0. 001) and FDX1 was strongestly negatively correlated with CD8+T cells ( r= -0. 55, P<0. 001). 　
Principal component analysis showed that two subtypes C1 and C2 could be clearly distinguished according to the expression
of cuproptosis-related differential genes. 　 　 Conclusion　 The immune-related changes between cuproptosis and the devel-
opment of atherosclerosis may be the key to the diagnosis and treatment of early and advanced atherosclerosis, and the core
genes SLC31A1, MTF1, ATP7B and ATP7A may be potential markers and therapeutic targets for the development of ather-
osclerosis.
[KEY WORDS]　 atherosclerosis;　 cuproptosis;　 difference analysis;　 immune cell infiltration;　 bioinformatics

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种慢性

炎症性病变,可涉及多条血管。 早期 As 可以没有临

床表现,但当血管狭窄时,可导致部分器官缺血,As
的临床表现也会随着血管狭窄的范围不同有所差

异;As 晚期易形成不稳定性斑块,进而发生破裂或

糜烂,导致心肌梗死和脑卒中等[1]。 不稳定性 As
斑块的主要特征:薄纤维帽、大脂质坏死核心及斑

点样钙化等[2]。 目前,对于早、晚期 As 的潜在标志

物及作用机制尚不明确,需要深入研究,为 As 进展

的靶向治疗和基因治疗提供依据。
铜死亡是一种依赖于细胞内铜的积累导致铜

离子载体诱导细胞死亡的一种新型细胞死亡方式。
铜以 Cu+和 Cu2+形式存在于生物体内,参与调节细

胞的生理或病理过程[3]。 Cu2+过度积累在依赖线粒

体呼吸的细胞中,Cu2+ 与二氢硫辛酸转乙酰基酶

(dihydrolipoyl transacetylase,DLAT) 结合,使 DLAT
发生异聚化。 不溶性 DLAT 的增加将会产生细胞毒

性,诱导细胞死亡[4-5]。 铜在组织修复、新内膜增厚

和 As 中的作用已被提出,但其潜在的详细机制仍然

未知。 Bagheri 等[6] 发现 As 患者的血清铜水平升

高,并随 As 的严重程度而升高。 As 引发的并发症

也与铜死亡密切相关,血浆铜水平升高与脑卒中风

险增加有关[7],饮用水中的铜污染也可能是脑卒中

的危险因素[8],这些金属离子水平的升高可能会影

响 As 斑块的稳定性和破裂的程度。

目前,生物信息学分析已广泛用于各类疾病的

研究中,但有关早、晚期 As 的铜死亡相关基因(cu-
proptosis-related genes,CRG)尚无相关报道。 在本研

究中,将GSE28829 和GSE43292 数据集合并,共45 例

As 早期斑块样本和 48 例 As 晚期斑块样本,消除批

处理效应,根据 Tsvetkov 等[5] 提供的 19 个铜死亡相

关基因,分析 As 不同阶段的免疫细胞浸润及与 CRG
之间的差异性,并进行 PPI 网络、GO、KEGG 富集分析

等确定早、晚期 As 与 CRG 作用的分子机制及潜在标

志物。 通过对早期 As 斑块样本与晚期 As 斑块样本

的数据集进行深入分析,探讨 As 斑块进展过程中的

免疫学变化,并从中寻找新的靶点来预防 As 的进展。

1　 材料和方法

1. 1　 基因数据来源及预处理

本研究以“atherosclerosis”为关键词,通过 GEO
数据库( https: / / www. ncbi. nlm. nih. gov / geo)下载

GSE28829 和 GSE43292 两个数据集,GSE28829 数

据集由 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2. 0 阵

列检测出 13 例 As 早期斑块样本和 16 例 As 晚期斑

块样本,GSE43292 数据集由 Affymetrix 人类基因

1. 0ST 阵列检测出 32 例 As 早期斑块样本和 32 例

As 晚期斑块样本。
1. 2　 数据处理及差异基因识别

通过 R 语言对两个数据集的数据及差异基因

939CN 43-1262 / R　 中国动脉硬化杂志 2023 年第 31 卷第 11 期



进行处理及识别,合并数据、较正数据及标准化等,
如果有多个探针对应同一基因时,取其平均值作为

表达值。 通过 R 语言中的 SVA 包、combat 函数将矫

正后的数据与收集到的铜死亡基因取交集,消除批

处理效应,得到 CRG,运用 limma 包进行差异基因分

析,最终得到差异表达的铜死亡相关基因(differenti-
ally expressed cuproptosis-related genes,DE-CRG)。
1. 3　 DE-CRG 的 GO、KEGG 富集分析及核心基因

的筛选

使用 在 线 工 具 ( https: / / www. bioinformatics.
com. cn)对差异基因进行 GO、KEGG 富集分析,并将

其导入到 STRING 11. 0 数据库( https: / / string-db.
org / cgi / input. pl)中,生物类型设为“Homo sapiens”,
最低要求交互分数>0. 4 高置信度,构建靶点蛋白相

互作用(protein-protein interaction,PPI)网络,最后将

得到的 PPI 网络导入到 Cytoscape3. 9. 1 中,运用

MCODE 插件进行核心基因筛选。
1. 4　 免疫细胞浸润

采用 R 语言中 CIBERSORT 包对 As 进行免疫

细胞浸润分析,CIBERSORT 是基于线性支持向量回

归原理进行反卷积分析,预测基因表达谱中多种细

胞类型的比例。 以 P<0. 05 为标准进行过滤,以此

来确定 As 免疫微环境中的 22 种免疫细胞比例,用
vioplot 包进行可视化分析;利用 R 语言对 CRG 进行

相关性分析。

1. 5　 DE-CRG 亚型的识别及分析

引用 Consensus Cluster Plus 包对 CRG 进行聚类

分析,进行一致性打分得到分型结果,并进行主成

分分析(principal component analysis,PCA),绘制箱

线图进行描述。
1. 6　 统计学分析

使用 R4. 2. 1 版本进行统计分析,两组之间的差异

比较采用 t 检验。 P<0. 05 表示差异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 差异基因的识别

对两组数据集进行差异基因分析,早期 As 与晚

期 As 样本之间 CRG 的表达差异均具有统计学意义

(P<0. 05),最终得到 10 个 DE-CRG(图 1A)。 与晚

期 As 相比,ATP7A、GLS、DBT、ATP7B 和 PDHA1 在

早期 As 中呈现高表达,而 FDX1、CDKN2A、NLRP3、
SLC31A1 和 MTF1 在晚期 As 中呈现高表达。 DE-
CRG 的相关性分析显示,GLS 与 DBT 呈强正相关

( r=0. 78),ATP7A 与 DBT( r = 0. 53)呈中等强度正

相关,起协同作用;NLRP3 与 DBT、GLS 呈强负相关

( r= -0. 62),NLRP3 与 ATP7B 呈中等强度负相关

( r= -0. 56),CDKN2A 与 GLS 呈中等强度负相关

( r= -0. 52),起拮抗作用(图 1B)。

图 1. CRG 差异表达及相关性分析

CRG 的差异分析(A):红色代表高表达,蓝色代表低表达;∗∗∗为 P<0. 001,∗∗为 P<0. 01,∗为 P<0. 05。
DE-CRG 的相关性分析(B):红色代表两者正相关,绿色代表两者负相关;红色越深代表正相关越显著,绿色越深代表负相关越显著。

Figure 1. Differential expression and correlation analysis of CRG

2. 2　 GO、KEGG 富集分析及核心基因的识别

为了探讨 DE-CRG 的作用通路,使用在线工具

对 DE-CRG 进行 GO、KEGG 富集分析,选择前 10 的

通路(图 2A、2B)。 DE-CRG 的生物学过程(biological
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process,BP)主要富集在铜离子输运、铜离子稳态、
过渡金属离子输运等, DE-CRG 的细胞学组分

(cellular components,CC)主要富集在线粒体基质、
晚期胞内体、反式-高尔基网络膜等,DE-CRG 的分

子功能(molecular function,MF)主要富集在过渡金

属离子跨膜转运体活性、ATP 酶-偶联阳离子跨膜转

运体活性、铜离子结合等。 KEGG 富集分析显示,

DE-CRG 主要以铂类耐药、矿物质吸收、癌症的中枢

碳代谢通路为主。 将 10 个 DE-CRG 输入到 STRING
数据库中构建 DE-CRG 的 PPI 网络(图 2C),并将其

导入到 Cytoscape3. 9. 1 中,通过 MCODE 插件筛选

出核心基因 SLC31A1、 MTF1、 ATP7B、 ATP7A (图

2D),这 4 种基因可能是通过 DE-CRG 治疗 As 的关

键基因。

图 2. DE-CRG 的 KEGG、GO 富集分析及核心基因

A、B 为 DE-CRG 的 GO、KEGG 富集分析,C 为构建 DE-CRG 的 PPI 网络,D 为 MCODE 筛选出的核心基因。

Figure 2. KEGG and GO enrichment analysis of DE-CRG and core genes

2. 3　 免疫细胞浸润

根据两个数据集的基因表达谱,运用 CIBERSORT
算法计算出多种细胞类型比例,并通过 barplot 包进行

可视化分析。 免疫细胞浸润差异分析显示,在 As 斑
块中免疫细胞浸润程度最高的是 M0 巨噬细胞、M2
巨噬细胞、静息 CD4+T 细胞和 CD8+T 细胞,而嗜酸

性粒细胞浸润程度较少。 与晚期 As 斑块相比,早期

As 斑块中含有更高比例的 CD8+ T 细胞、CD4 记忆

休眠 T 细胞、激活 NK 细胞等(P<0. 05),而 CD4 记

忆激活 T 细胞和 M0 巨噬细胞含量较低(P<0. 05)。
免疫细胞与 DE-CRG 的相关性分析显示,As 早期

GLS 与激活 NK 细胞呈强正相关 ( r = 0. 52, P <
0. 001),FDX1、SLC31A1 与 CD8+T 细胞呈强负相关

( r= -0. 51,P<0. 001),NLRP3 与 CD8+ T 细胞呈中

等强度负相关性 ( r = - 0. 50,P < 0. 01); As 晚期

FDX1 与 M0 巨噬细胞呈强正相关 ( r = 0. 58,P <
0. 001), FDX1 与 CD8+ T 细胞呈强负相关 ( r =

-0. 55,P<0. 001)。 表明 DE-CRG 均与免疫浸润中

的多个细胞具有显著相关性,可能是调节 As 患者免

疫细胞浸润状态的重要因子(图 3)。
2. 4　 DE-CRG 亚型的识别及免疫学特征

运用一致聚类算法将早、晚期 As 与 DE-CRG 进

行免疫亚型分型,当 k = 2 时聚类分析最稳定(图
4A),最终将 45 例早期 As 斑块样本和 48 例晚期 As
斑块样本分为两种亚型:C1 和 C2。 PCA 分析表明,
根据 DE-CRG 的表达可以明确区分这两种亚型(图
4B)。 分型免疫细胞浸润差异性分析显示,在 As 早

期,C1、C2 两个亚型在 CD8+ T 细胞上存在差异;在
As 晚期,C1、C2 两个亚型在 CD8+ T 细胞、M0 巨噬

细胞有显著差异(图 4C、4D)。 热图显示两种免疫

亚型中的差异基因表达,FDX1、CDKN2A、NLRP3、
SLC31A1、MTF1 在 C2 中的表达高于 C1,ATP7A、
GLS、DBT、ATP7B、PDHA1 在 C2 中的表达低于 C1
(图 4E)。
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图 3. 免疫细胞浸润及相关性分析

A 为 As 斑块中免疫细胞浸润早期与晚期之间的差异分析,B 为免疫细胞与 DE-CRG 之间相关性分析;蓝色代表负相关,红色代表正相关,
横坐标代表免疫细胞名称,纵坐标代表 DE-CRG。

Figure 3. Immune cell infiltration and correlation analysis

图 4. DE-CRG 亚型

A 为 k=2 时 consensus matrix 热图;B 为 PCA 分析显示两种亚型;C、D 为 DE-CRG 分型免疫细胞分析,横坐标为免疫细胞名称,
纵坐标免疫细胞含量,蓝色代表 C1,红色代表 C2,∗∗∗为 P<0. 001,∗∗为 P<0. 01,∗为 P<0. 05;

E 为两种免疫亚型差异性热图,红色代表基因在样品中高表达,绿色代表基因在样品中低表达。

Figure 4. Subtypes of DE-CRG
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3　 讨　 论

As 是心脑血管疾病进展的重要因素[9],早期

As 斑块可发展到晚期且变成不稳定性斑块。 As 的

发病机制虽然提出了以脂质浸润、氧化应激、内皮

损伤、炎症反应等为主的各种观点,但病理过程比

较复杂,主要涉及到炎症、免疫相关机制等[10-14]。
目前尚无 CRG 与早、晚期 As 相关研究的报道,且
CRG 在 As 早期和晚期的表达不同,可影响到 As 的

相关分析。
免疫细胞参与 As 主要体现在早、晚期 As 之间

的差异表达。 免疫细胞浸润分析显示,早期 As 斑块

与晚期 As 斑块浸润免疫细胞亚群有所相似,其中以

激活 NK 细胞、CD8+T 细胞、M0 巨噬细胞、M2 巨噬

细胞和单核细胞浸润程度偏高。 T 细胞和巨噬细胞

代表了 As 斑块中最大的白细胞群[15],T 细胞在病

变血管中局部激活抗原是参与不稳定性斑块的先

决条件[16],并参与调节 As 各个阶段,揭示了其重要

的分子机制[17-18]。 As 生成过程中促炎物质的主要

来源是单核细胞,单核细胞的积累和高密度脂蛋白

胆固醇的减少与 As 的发生发展密切相关[19-20];巨
噬细胞可以调控炎症反应,其减少主要依赖于循环

单核细胞和血管壁中炎症和黏附分子表达减少[21];
而巨噬细胞死亡和坏死核心形成与 CD8+T 细胞的

细胞毒性作用有关;当铜缺乏时,活化的内皮细胞

在血管内粘附及黏附分子 ICAM-1 / VCAM-1 的表达

也会随之改变[22]。 之前多数研究的重点放在 T 细

胞、巨噬细胞和单核细胞上,其他免疫细胞如 NK 细

胞等较少被关注。 Nour-Eldine 等[23]发现,在 ApoE- / -

小鼠中用抗 asialo-GM-1 抗体将 NK 细胞耗尽,As 病

变的发展显著减少;Winkels 等[24] 发现经 IL-2 预激

活的 NK 细胞转移到 ApoE- / -Rag2- / - IL2rg- / -小鼠体

内,可促进 As 病变中坏死核心形成。 因此,NK 细

胞很可能是 DE-CRG 治疗 As 的关键免疫细胞。
本研究进行了 GO 和 KEGG 富集分析来探讨

As 的 DE-CRG 潜在作用通路,主要与铜离子输运、
铜离子稳态、线粒体基质等铜死亡过程密切相关。
铜离子促进细胞增殖与迁移,参与生理修复过程,
如血管形成、神经生成,以及各种病理过程,包括肿

瘤生长、As 和神经退行性疾病等[25];铜离子参与低

密度脂蛋白的氧化修饰,从而促进 As 斑块形成[26]。
线粒体是细胞稳态所必有的,参与凋亡、炎症、ROS
合成等[27],而 As 纤维帽和核心区表现出明显的线

粒体功能障碍,主要以线粒体 DNA 拷贝数减少和氧

耗减少为主,线粒体功能障碍与 As 之间密切相

关[28-29]。 线粒体氧化代谢有助于巨噬细胞的激活,

且 M2 巨噬细胞的诱导和维持需要线粒体的功

能[30],因此,可以通过调节铜离子稳态、改善线粒体

功能障碍来影响血管内皮功能、巨噬细胞极化等过

程来治疗 As。
本研究利用 MCODE 进行核心基因的筛选,筛

选出 ATP7B、ATP7A、SLC31A1 和 MTF1 这 4 种基因

作为 As 的 DE-CRG 的潜在标志物。 铜转运 P 型

ATP 酶,即 ATP7A、ATP7B,利用能量将铜离子泵送

过膜,是细胞和全身铜稳态所必需的离子门控通

道,在哺乳动物铜稳态中起着重要作用。 ATP7B 主

要与威尔逊氏病和神经退行性疾病等有关,通过调

节脂质代谢进而阻止 As 的发生[31];ATP7A 是一种

编码在 X 染色体上的多位点跨膜蛋白,在鼠 As 病

变中,ATP7A 在巨噬细胞中高表达,ATP7A 的下调

可以减弱 THP-1 巨噬细胞中低密度脂蛋白的氧

化[32],并可能减少巨噬细胞浸润[33]。 本研究发现,
在人体 As 晚期 ATP7A 与 M2 巨噬细胞高表达,有
强正相关性( r = 0. 46,P<0. 01),与文献报道一致。
高亲和力铜转运体 SLC31A1(又称 CTR1)是细胞摄

取铜的主要途径,ATP7A 和 SLC31A1 通过反式高尔

基体网络的铜依赖性易位共同调节细胞内铜离子

的生物利用度,其中 SLC31A1-ATP7A-Rac1 通路参

与板状伪足形成和血管平滑肌细胞迁移,在血管损

伤后形成新生内膜进而降低 As 的发生[34-35]。 MTF1
是重要的缺氧敏感转录因子,与核因子 E2 相关因

子 2(NF-E2 related factor 2,NRF2)共同控制金属硫

蛋白启动子,可保护内皮细胞免受重金属和 ROS 的

毒性 从 而 预 防 As 的 形 成 与 发 展[36]。 ATP7A、
ATP7B、SLC31A1 和 MTF1 这 4 种基因变化的分析

有助于早、晚期 As 的诊断与治疗策略的选择。
综上所述,本研究的分析结果对于后续铜死亡

在 As 进展方面的基础研究具有一定的参考价值。
虽然从生物信息学角度识别出与 As 相关的铜死亡

差异基因及潜在标志物,但仍需实验研究阐述其作

用机制。
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