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[摘　 要] 　 [目的] 　 通过生物信息学方法筛选出动脉粥样硬化坏死性凋亡关键基因,并借助体外实验加以验证,
从坏死性凋亡的角度来为预防和治疗动脉粥样硬化提供新策略。 [方法] 　 从 GEO 数据库下载与动脉粥样硬化斑

块相关的基因,从 GeneCards 数据库下载与坏死性凋亡相关的基因,将两者取交集从而获得动脉粥样硬化坏死性凋

亡基因,进一步对基因的作用机制和信号通路进行 GO 和 KEGG 富集分析,并构建蛋白质-蛋白质相互作用(PPI)网

络和筛选关键基因,最后用终浓度为 100 mg / L 的氧化型低密度脂蛋白(ox-LDL)处理巨噬细胞,通过 RT-PCR 和

Western blot 检测关键基因的表达情况。 [结果] 　 共获得动脉粥样硬化坏死性凋亡基因 81 个,通过 GO 和 KEGG
富集分析发现其主要在内多肽酶活性的正向调节、IκB 激酶( IKK) / 核因子 κB(NF-κB)信号传导和自噬信号通路等

方面显著富集;利用 Cytoscape 软件中 cytoHubba 插件的 5 种算法得到 HSPA8、STAT3、HMOX1、SQSTM1 和 FAS 5 个

关键基因。 与正常对照组相比,ox-LDL 处理的 THP-1 巨噬细胞中 HMOX1 基因呈高表达(P<0. 05),而 HSPA8、
STAT3、SQSTM1 和 FAS 基因表达则无明显变化(P>0. 05);ox-LDL 处理的 RAW264. 7 巨噬细胞中 HMOX1、SQSTM1
基因呈高表达(P<0. 05),而 HSPA8、STAT3 和 FAS 基因表达无明显变化(P>0. 05)。 THP-1 巨噬细胞中 HMOX1 蛋

白表达也相应升高。 [结论] 　 HMOX1 可能是动脉粥样硬化坏死性凋亡的关键基因,并有望成为动脉粥样硬化防

治的新靶点。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 The key genes for necroptosis in atherosclerosis were screened by bioinformatics methods and
verified with the help of in vitro experiments to provide new strategies for the prevention and treatment of atherosclerosis
from the perspective of necroptosis. 　 　 Methods　 Genes related to atherosclerotic plaques were downloaded from GEO da-
tabase, and genes related to necroptosis were downloaded from GeneCards database and intersected to obtain atherosclerotic
necroptosis genes, and the mechanism of action and signalling pathways of the genes were further analysed by GO and
KEGG enrichment analysis, and the protein-protein interaction (PPI) network was constructed and screened for key genes.
Finally, macrophages were treated with oxidized low density lipoprotein (ox-LDL) at a final concentration of 100 mg / L,
and the expression of key genes was detected by RT-PCR and Western blot. 　 　 Results　 A total of 81 atherosclerotic nec-
roptosis genes were obtained. 　 GO and KEGG enrichment analyses revealed that they were mainly enriched in the positive
regulation of endopeptidase activity, IκB kinase ( IKK) / nuclear factor-κB (NF-κB) signalling, and autophagy signalling
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pathway. 　 Five key genes including HSPA8, STAT3, HMOX1, SQSTM1 and FAS were obtained by using five computa-
tional methods of Cytoscape software cytoHubba plug-in. 　 Compared with the normal control group, the HMOX1 gene was
highly expressed in THP-1 macrophages treated with ox-LDL (P<0. 05), while the expression of the HSPA8, STAT3,
SQSTM1 and FAS genes showed no significant changes (P>0. 05); the HMOX1 and SQSTM1 genes were highly expressed
in RAW264. 7 macrophages treated with ox-LDL (P<0. 05), while HSPA8, STAT3 and FAS genes showed no significant
changes (P>0. 05). 　 The expression of HMOX1 protein in THP-1 macrophages was also increased. 　 　 Conclusion　
HMOX1 may be the key gene of atherosclerotic necroptosis, and it is expected to become a new target for the prevention and
treatment of atherosclerosis.
[KEY WORDS]　 atherosclerosis;　 necroptosis;　 key genes;　 bioinformatics

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是心脑血管

疾病的主要病理基础。 As 斑块在中国老年人群中

非常普遍,并且相当大比例(约 40% )的个体狭窄达

到 50%或更高[1]。 As 斑块的形成受年龄、肥胖、生
物钟紊乱和高血压等多种危险因素的协同影响[2]。
As 斑块是血管内皮细胞凋亡、脂质代谢紊乱、炎症

细胞浸润、血管平滑肌细胞迁移和新生血管浸润等

多种复杂条件下整合作用的结果,其中血管炎症是

As 进展和斑块破裂的关键驱动因素[3-4]。
坏死性凋亡是一种程序性坏死,由各种细胞因

子和模式识别受体介导,受体相互作用蛋白激酶 3
( receptor interacting protein kinase 3,RIPK3) 激活

后,进而使混合谱系激酶结构域样蛋白 ( mixed-
lineage kinase domain-like protein,MLKL)发生磷酸

化及寡聚化,最终导致细胞坏死[5-6]。 研究发现,在
颈动脉斑块患者中 RIPK3 和 MLKL 的表达增加,并
且在晚期 As 中检测到磷酸化 MLKL[7],这一发现有

力地证明了坏死性凋亡在 As 发生发展中可能存在

重要的作用。 目前,对 As 坏死性凋亡的系统性研究

鲜有报道,其发生机制也不清楚。 由于高通量测序

和多组学研究的快速发展,能够获得有关 As 斑块的

大量可靠信息[8]。 因此,利用有效手段探讨坏死性

凋亡在 As 发生发展中的作用机制,对 As 患者的诊

断和治疗具有重要的意义。
目前,生物信息学被广泛应用于各种疾病的研

究,通过对患者的基因组、转录组、蛋白质组等数据

进行分析和整合,揭示了疾病的发病机制和潜在靶

点,对患者的诊断和治疗意义匪浅。 因此,本研究

采用生物信息学方法,通过对 As 坏死性凋亡的关键

基因进行预测,并在体外进行验证,以期为深入研

究 As 的发病机制和寻找潜在靶点提供新策略。

1　 材料和方法

1. 1　 实验细胞

人源性 THP-1 细胞和小鼠 RAW264. 7 巨噬细

胞。 THP-1 细胞用含 10% 胎牛血清的 RPMI-1640
培养基在 37 ℃、5%CO2 的细胞培养箱中培养,用终

浓度为 100 μg / L 的佛波酯诱导 48 h 后分化为 THP-
1 巨噬细胞;RAW264. 7 巨噬细胞用含 10% 胎牛血

清的 DMEM 培养基在 37 ℃、5% CO2 的细胞培养箱

中培养,用终浓度为 100 mg / L 的氧化型低密度脂蛋

白( oxidized low density lipoprotein,ox-LDL)处理细

胞 12 h,然后进行后续实验。
1. 2　 实验试剂

RPMI-1640 培养基(C11875500BT,Gbico);DMEM
培养基(C11995500CP,Gibco);胎牛血清(10270-106,
Gibco);佛波酯 (HY-18739,MedChemExpress); ox-
LDL(YB-002,Yiyuan Biotechnologies);总 RNA 抽提

试剂 ( 15596026CN, Invitrogen ); 磷 酸 盐 缓 冲 液

(C10010500BT,Gibco);反转录试剂盒(HY-K0511A,
MedChemExpress);荧光定量 PCR 试剂盒(HY-K0501A,
MedChemExpress);裂 解 液 ( 9806, Cell Signaling );
BCA 蛋白浓度测定试剂盒(GK10009,Glpbio);上样

缓冲液(GF1811,Genefist);GAPDH(AF7021,Affini-
ty);HMOX1 (A11102,ABclonal);PMLKL(AF7420,
Affinity)。
1. 3　 实验设备

生物安全柜(1374,Thermo);细胞培养箱(Thermo);
-4 ℃冰箱(HYC-390,Haier);-20 ℃低温保存冰箱

(DW-40L508J,Haier);移液枪(Eppendorf);10 mm 培

养皿(TCD010100,JETBIOFIL);75 T 瓶(TCF012250,
JETBIOFIL); 六 孔 板 ( TCP011006, JETBIOFIL );
35 mm 培养皿(430165,CORNING);一次性细胞计

数板( JSP-GM010,BodBoge);细胞计数仪( JSY-FL-
045N,BodBoge);台式低速离心机(GENIUS 5K-C);
高速台式冷冻离心机(Centrifuge 5810R);旋涡混合

器(MET VX200-T);紫外分光光度仪(Thermo nano-
drop one);普通 PCR 扩增仪(Bio-Rad T100);荧光

PCR 仪 ( Bio-Rad CFC-CONNEC ); 电 泳 仪 ( Bio-
Rad);凝胶成像仪(ChemiDoc)。
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1. 4　 As 斑块基因的筛选

在 GEO 数据库 ( https: / / www. ncbi. nlm. nih.
gov / geo / )以“ atherosclerotic plaque”作为关键词检

索,筛选出与 As 斑块相关的基因,选中 GSE41571
数据集,该数据集包含 5 个破裂斑块样本和 6 个稳

定斑块样本的基因表达数据。
1. 5　 As 坏死性凋亡基因的筛选

在 GeneCards 数据库( https: / / www. genecards.
org / )以“necroptosis”作为关键词检索,筛选出与坏

死性凋亡相关的基因。 利用 R 语言软件的 VennDi-
agram 包将 As 斑块基因与坏死性凋亡基因作交集,
从而获得 As 坏死性凋亡基因。
1. 6　 GO 和 KEGG 富集分析

利用 R 语言的 clusterProfiler 包对 As 坏死性凋

亡基因进行 GO 和 KEGG 分析。
1. 7　 关键基因的筛选

在 STRING 数据库 ( https: / / string-db. org / cgi /
input. pl)以生物种类“Homo Sapiens”,置信度≥0. 4

为输出条件,构建 As 坏死性凋亡差异表达基因

(differentially expressed gene,DEG)的蛋白质-蛋白

质相互作用( protein-protein interaction,PPI)网络,
最后用 cytoHubba 插件中的 5 种算法,即度中心性

(Degree)、接近中心性(Closeness)、中介中心性(Be-
tweenness)、压力中心性(Stress)及瓶颈中心性(Bot-
tleNeck),筛选出关键基因。
1. 8　 RT-PCR 检测关键基因的表达

利用总 RNA 抽提试剂提取 RNA,并通过反转

录试剂盒将其反转录为 cDNA,最后以 GAPDH 作为

内参,进行荧光定量 PCR。 反应体系: 2 × SYBR
qPCR Master Mix 10 μL,RNase Free ddH2O 7. 2 μL,
正、反向引物各 0. 4 μL, cDNA 2 μL;反应程序:
95 ℃预变性 30 s,循环 1 次,退火和延伸 55 ℃ 30 s,
循环 40 次。 引物由天一辉远基因科技有限公司合

成,引物序列见表 1。 关键基因的相对表达量采用

2-ΔΔCt 法计算。

表 1. 引物序列
Table 1. Primer sequences

基因 引物序列 扩增产物长度 / bp 退火温度 / ℃
人 GAPDH F 5′-CCTCAAGATCATCAGCAATGCC-3′ 101 59. 71

R 5′-TGGTCATGAGTCCTTCCACGAT-3′ 101 61. 15
人 HSPA8 F 5′-ACCTACTCTTGTGTGGGTGTT-3′ 87 58. 88

R 5′-GACATAGCTTGGAGTGGTTCG-3′ 87 58. 73
人 STAT3 F 5′-ACCAGCAGTATAGCCGCTTC-3′ 124 59. 89

R 5′-GCCACAATCCGGGCAATCT-3′ 124 60. 75
人 HMOX1 F 5′-AAGACTGCGTTCCTGCTCAAC-3′ 247 61. 14

R 5′-AAAGCCCTACAGCAACTGTCG-3′ 247 60. 88
人 SQSTM1 F 5′-GACTACGACTTGTGTAGCGTC-3′ 139 58. 50

R 5′-AGTGTCCGTGTTTCACCTTCC-3′ 139 60. 47
人 FAS F 5′-TCTGGTTCTTACGTCTGTTGC-3′ 197 58. 25

R 5′-CTGTGCAGTCCCTAGCTTTCC-3′ 197 60. 68
小鼠 GAPDH F 5′-TGACCTCAACTACATGGTCTACA-3′ 85 58. 59

R 5′-CTTCCCATTCTCGGCCTTG-3′ 85 58. 21
小鼠 HSPA8 F 5′-CCAAGGTCCAAGTGGAATACAAA-3′ 111 58. 80

R 5′-TCTTTCCGAGGTACGCTTCTG-3′ 111 59. 80
小鼠 STAT3 F 5′-AATATAGCCGATTCCTGCAAGAG-3′ 95 58. 43

R 5′-TGGCTTCTCAAGATACCTGCTC-3′ 95 59. 83
小鼠 HMOX1 F 5′-CACAGCACTATGTAAAGCGTCT-3′ 80 58. 75

R 5′-GTAGCGGGTATATGCGTGGG-3′ 80 60. 39
小鼠 SQSTM1 F 5′-GAGGCACCCCGAAACATGG-3′ 79 61. 05

R 5′-ACTTATAGCGAGTTCCCACCA-3′ 79 58. 54
小鼠 FAS F 5′-GCGGGTTCGTGAAACTGATAA-3′ 61 58. 93

R 5′-GCAAAATGGGCCTCCTTGATA-3′ 61 58. 61
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1. 9　 Western blot 检测 HMOX1 和 pMLKL的蛋白表达

使用裂解液冰上裂解细胞 15 min 以收取总蛋

白,通过 BCA 法测定蛋白浓度,并加入上样缓冲液,
于 100 ℃ 金属水浴锅中反应 10 min 使蛋白变性。
取 20 μg 蛋白样品上样, 初始电压 80 V 电泳

30 min,然后增至 120 V 继续电泳 2 h。 之后,以恒

流 250 mA 电流转膜 105 min,再使用 5% 脱脂牛奶

封闭非特异性结合位点。 随后,将膜与目标蛋白

(HMOX1 和 pMLKL)、内参(GAPDH)的一抗于 4 ℃
摇床孵育过夜。 次日,使用相应二抗室温孵育 1 h。
孵育完成后,洗膜并显影。 最后,通过 Image J 图像

分析软件计算条带灰度值。
1. 10　 统计学分析

所有实验进行 3 次独立重复,两组数据之间的

差异比较采用 t 检验,P<0. 05 为差异有统计学意

义。 所有数据分析应用 GraphPad Prism 8. 0 软件

进行。

2　 结　 果

2. 1　 As 斑块 DEG 的获得

利用 R 语言中的 limma 包对 As 斑块数据集

GSE41571 进 行 DEG 分 析 统 计, 以 P < 0. 05 和

| log2FC |≥1 为阈值,筛选出 As 斑块 DEG,获得差

异表达上调基因 882 个,差异表达下调基因 913 个,
并绘制相对对数表达箱线图(图 1A)、火山图(图
1B)、主成分分析图(图 1C)和热图(图 1D)进行可

视化。

图 1. GSE41571 数据集 DEG 可视化

A 为相对对数表达箱线图;B 为火山图,蓝色为差异基因下调,红色为差异基因上调;C 为主成分分析图;
D 为热图,蓝色为低表达基因,红色为高表达基因。 RP:ruptured plaque,SP:stable plaque。

Figure 1. Visualisation of DEG in the GSE41571 dataset

2. 2　 As 坏死性凋亡基因的获得

利用 R 语言中的 VennDiagram 包将筛选出的

2 084 个 As 斑块基因与 1 670 个坏死性凋亡基因作

交集,可视化生成维恩图(图 2),共获得 81 个 As 坏

死性凋亡基因。
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图 2. As 斑块基因与坏死性凋亡基因交集图

Figure 2. As plaque gene and necroptosis gene
intersection map

2. 3　 GO 和 KEGG 富集分析

利用 R 语言中的 clusterProfiler 包对获得的 81
个 As 坏死性凋亡基因进行 GO 分析,生物过程图

(图 3A)、细胞组成图(图 3B) 和分子功能图 (图

3C)显示 As 坏死性凋亡基因主要在内多肽酶活性

的正向调节、IκB 激酶(IκB kinase,IKK) /核因子 κB
(nuclear factor-κB,NF-κB)信号传导等方面显著富

集。 KEGG 富集分析(图 3D)发现 As 坏死性凋亡基

因主要在自噬信号通路等方面显著富集。

图 3. GO 和 KEGG 富集分析

A 为生物过程图,B 为细胞组成图,C 为分子功能图,D 为 KEGG 富集分析图。

Figure 3. GO and KEGG enrichment analysis

2. 4　 PPI 网络构建和关键基因的鉴定

利用 STRING 数据库构建 As 坏死性凋亡基因

的 PPI 网络(图 4A),并运用 Cytoscape 软件中 cyto-
Hubba 插件的 5 种算法(图 4B),选取各自排名前

10 的基因,进行交集后获得 As 坏死性凋亡关键基

因。 可 视 化 结 果 显 示, HSPA8、 STAT3、 HMOX1、
SQSTM1 和 FAS 可能是 As 坏死性凋亡的关键基因

(表 2)。
2. 5　 关键基因的相对表达量

分别使用 THP-1 巨噬细胞(图 5A)和 RAW264. 7
巨噬细胞(图 5B)检测 5 个关键基因的相对表达量。
与正常对照组相比,ox-LDL 处理的 THP-1 巨噬细胞

表 2. 关键基因的 5 种不同算法得分情况

Table 2. The scores of 5 different algorithms for key genes
单位:分

关键基因 度中心性
接近

中心性
中介

中心性
压力

中心性
瓶颈

中心性

HSPA8 13 33 725 2 398 17
STAT3 16 35 1 180 3 348 34
HMOX1 7 29 653 1 676 6
SQSTM1 11 31 538 1 606 14
FAS 9 31 416 1 960 7

中 HMOX1 基因呈高表达 (P < 0. 05),而 HSPA8、
STAT3、SQSTM1 和 FAS 基因表达无明显变化(P>
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0. 05 ); ox-LDL 处 理 的 RAW264. 7 巨 噬 细 胞 中

HMOX1、SQSTM1 基因呈高表达(P<0. 05),而 HSPA8、
STAT3 和 FAS 基因表达无明显变化 ( P > 0. 05)。

Western blot 实验证实 ox-LDL 处理的 THP-1 巨噬

细胞中 HMOX1 蛋白和坏死性凋亡激活的关键执

行蛋白 pMLKL 的表达升高(P<0. 05;图 6)。

图 4. PPI 网络和关键基因筛选

A 为 PPI 网络图,B 为 5 种算法的交集图。

Figure 4. PPI network and key gene screening

图 5. 5 种基因相对表达量的变化(n=3)
A 为 THP-1 巨噬细胞,B 为 RAW264. 7 巨噬细胞。 a 为 P<0. 05,与正常对照组组比较。

Figure 5. Changes of relative expression levels of 5 genes(n=3)

图 6. THP-1巨噬细胞中 HMOX1 和 pMLKL 蛋白表达水平(n=3)
A 为 Western blot 检测 HMOX1 和 pMLKL 的蛋白表达,B 为蛋白相对表达量柱状统计图。 a 为 P<0. 05,与正常对照组比较。

Figure 6. Expression levels of HMOX1 and pMLKL proteins in THP-1 macrophages(n=3)
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3　 讨　 论

As 是一种炎症因子介导的慢性病变,目前具体

的发病机制仍有待研究[9]。 虽然已有研究表明坏

死性凋亡在炎症反应中发挥着重要的作用[10],但具

体的作用机制尚不清楚。 因此,通过生物信息学方

法探究 As 坏死性凋亡的关键基因,并借助体外实验

加以验证,将为从坏死性凋亡这一新的视角探索 As
的发病机制提供新思路。

考虑到坏死性凋亡可能是人类斑块不稳定性

的基础[7],本研究在选择 GEO 数据集的时候,特意

选择了破裂斑块样本和稳定斑块样本的对比数据,
也就是 GSE41571 数据集。 GO 和 KEGG 富集分析

发现 As 坏死性凋亡基因主要在内多肽酶活性的正

向调节、IKK / NF-κB 信号传导和自噬信号通路等方

面显著富集。 蛋白酶体在 As 等多种病变中发挥着

关键作用[11]。 中性内肽酶与已知的其他蛋白酶不

同,它是一种多催化蛋白酶复合物,含有多个不同

的活性位点,可以在碱性、酸性或疏水性残基后切

割肽[12-13]。 破坏多肽酶催化活性的突变可阻止泛

素底物降解并最终导致细胞死亡[14],提示坏死性凋

亡可能通过调节酶活性,进而调控 As 的稳定性。 坏

死性凋亡广泛存在于 As 等多种炎性病变并发挥调

控作用。 NF-κB 是炎症反应的关键介质,可调节各

种促炎基因的表达[15]。 研究发现坏死性凋亡可通

过激活 NF-κB 通路来介导炎症因子的合成和释放,
而 IKK / NF-κB 的激活可促进 As 的发展[16-17],由此

推测坏死性凋亡可能通过激活 NF-κB 通路,促进炎

性细胞因子的释放,导致 As 斑块的破裂。 此外也有

研究表明,坏死性凋亡可通过受体相互作用,促进

脂质活性氧的积累,引起炎症反应,进而通过自噬

信号通路调节脂质代谢和炎症反应,在 As 斑块的稳

定性中发挥重要作用[18-19]。
进一步利用 STRING 数据库构建 PPI 网络,cy-

toHubba 插件筛选关键基因,获得 HSPA8、STAT3、
HMOX1、SQSTM1 和 FAS 5 个 As 坏死性凋亡关键基

因。 As 主要是巨噬细胞驱动的炎症病变,巨噬细胞

的募集和增殖在斑块进展中发挥重要作用[7],故而

采用人源性 THP-1 细胞和小鼠 RAW264. 7 巨噬细胞

进行实验验证。 与正常对照组相比,HMOX1 基因在

ox-LDL 处理的 THP-1 巨噬细胞中呈高表达,HSPA8、
STAT3、SQSTM1 和 FAS 基因表达无显著差异;HMOX1、
SQSTM1 基因在 ox-LDL 处理的 RAW264. 7 巨噬细胞中

呈高表达,而HSPA8、STAT3 和 FAS 基因表达无显著差

异。 HMOX1 是人体中重要的酶,主要调节游离血红

素浓度,且与 As 的发生发展密切相关[20]。 在人类

巨噬细胞和小鼠巨噬细胞中发现 HMOX1 的过表达

增加了血红素的分解,分解的血红素代谢产物可通

过 AMPK 和激活转录因子 1 系统地诱导巨噬细胞

中的 As 保护基因,从而抑制 As 形成[21]。 SQSTM1
是一个多功能的支架蛋白,参与各种信号通路的调

节,在 As 进展中具有重要作用[22]。 在对载脂蛋白

E 基因敲除小鼠的研究中发现,增加自噬相关 14 基

因的表达可逆转小鼠斑块中巨噬细胞的自噬功能

障碍,减弱 SQSTM1 的积累,抑制炎症,并上调调节

性 T 细胞群,从而缓解 As 病变[23]。 查阅相关文献,
虽未发现 HMOX1、SQSTM1 有从坏死性凋亡这一视

角调控 As 的研究,但却与 As 及坏死性凋亡存在密

切关联[24-25]。 SQSTM1 在人源性和鼠源性细胞中的

表达差异,可能与种属不同有关,但具体机制还需

要进一步探究。
综上所述,通过生物信息学方法及细胞实验的

综合分析发现,HMOX1 可能是 As 坏死性凋亡的关

键基因,这为今后 As 防治提供了一种新策略。 本研

究也有局限之处,虽然进行了细胞实验,但只在巨

噬细胞上进行验证,难免出现分析偏差,需进一步

在动物模型上进行验证。
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