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非酒精性脂肪性肝病及动脉粥样硬化的基因串扰综合分析
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[摘　 要] 　 [目的] 　 使用生物信息学的方法寻找非酒精性脂肪性肝病(NAFLD)和动脉粥样硬化(As)的共同转

录特征,通过两种疾病的基因串扰分析,挖掘 NAFLD 相关 As 新的潜在机制和关键靶点,并进一步在动物组织和人

血清样本中验证关键靶点的表达水平。 [方法] 　 GEO 数据库下载 NAFLD(数据集 GSE89632) 和 As(数据集

GSE43292)的基因表达谱,进行差异基因分析和加权基因共表达网络分析,筛选两种疾病的共享基因。 通过 String
数据库、蛋白质互作分析和 R 软件等工具对共享基因进行富集分析。 利用 Cytoscape 软件计算、外部数据集

(GSE100927)验证及机器学习方法(LASSO 回归)筛选出核心基因。 最后,通过构建高脂饮食非酒精脂肪肝和 As
小鼠模型以及收集 NAFLD 合并冠心病患者的外周血清,验证重要的核心基因。 [结果] 　 识别出两种疾病的 75 个

共享基因,发现共享基因的主要富集通路,包括细胞因子-细胞因子受体相互作用、IL-17 信号通路、脂质和 As、NF-
κB 信号通路等。 综合多种生物信息学方法,最终筛选出 2 个重要的核心基因(MMP-9 和 CCL3)。 动物实验验证结

果表明,高脂饮食组小鼠肝脏和主动脉窦组织的 MMP-9 和 CCL3 含量都明显升高,高脂饮食组小鼠肝脏组织的

MMP-9 和 CCL3 含量分别为对照组的 2. 43 倍(P<0. 001)和 1. 35 倍(P<0. 01),高脂饮食组小鼠主动脉窦组织的

MMP-9 和 CCL3 含量分别为对照组的 2. 10 倍(P<0. 001)和 1. 58 倍(P<0. 01)。 人血清样本验证结果表明,NAFLD
合并冠心病患者血清中的 MMP-9 和 CCL3 含量分别为单纯冠心病患者的 1. 21 倍(P<0. 01)和 1. 29 倍(P<0. 01)。
[结论] 　 本研究基于生物信息学分析发现 MMP-9 和 CCL3 可能是 NAFLD 相关 As 中发挥关键作用的核心基因,为
研究 NAFLD 相关 As 提供一定的靶点参考。
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Integrated analysis of gene crosstalk in non-alcoholic fatty liver disease and athero-
sclerosis
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Department of Cardiology, the Affiliated Huai􀆳an No. 1 People􀆳s Hospital of Nanjing Medical University, Huai􀆳an, Jiangsu
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[ABSTRACT] 　 　 Aim 　 To investigate the shared transcriptional characteristics of non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD) and atherosclerosis (As) using bioinformatics techniques. 　 The goal is to identify potential mechanisms and
key targets of As that are linked to NAFLD through gene crosstalk analysis of both diseases. 　 Additionally, the study will
validate the expression levels of these key targets in animal tissues and human serum samples. 　 　 Methods　 The gene ex-
pression profiles of NAFLD (dataset GSE89632) and As (dataset GSE43292) were obtained from GEO database. 　 Differ-
ential gene analysis and weighted gene co-expression network analysis were conducted to identify common genes between the
two diseases. 　 These shared genes were further analyzed using the String database for protein interaction analysis and R
software. 　 Core genes were identified through calculations in Cytoscape software, validation with external datasets
(GSE100927), and machine learning techniques (LASSO regression). 　 Finally, key core genes were determined by crea-
ting nonalcoholic fatty liver and As mouse models on a high-fat diet and collecting peripheral serum samples from patients
with NAFLD and coronary heart disease (CHD). 　 　 Results　 Seventy-five shared genes were identified between the two
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diseases, with major enrichment pathways including cytokine-cytokine receptor interaction, IL-17 signaling pathway, lipid
and atherosclerosis, and NF-κB signaling pathway. 　 Through integration of multiple bioinformatics methods, two core
genes (MMP-9 and CCL3) were identified. 　 Subsequent animal experiments demonstrated a significant increase in MMP-9
and CCL3 levels in the liver and aortic sinus of mice fed with high-fat diet, MMP-9 and CCL3 levels in the liver tissue of
high-fat diet-fed mice were 2. 43 times (P<0. 001) and 1. 35 times (P<0. 01) higher than the control group, in the aortic
sinus tissue, MMP-9 and CCL3 levels were 2. 10 times (P<0. 001) and 1. 58 times (P<0. 01) higher. 　 Human serum
sample verification further supported these findings, showing MMP-9 and CCL3 levels in patients with both NAFLD and
CHD to be 1. 21 times (P<0. 01) and 1. 29 times (P<0. 01) higher than in patients with CHD alone. 　 　 Conclusion　
This study identified MMP-9 and CCL3 may play key roles in NAFLD-related As, providing potential targets for the study of
NAFLD-related As.
[KEY WORDS]　 non-alcoholic fatty liver disease;　 atherosclerosis;　 bioinformatics analysis;　 machine learning;　 core gene

　 　 非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver
disease,NAFLD)是常见的肝脏疾病,近来被更名为代

谢相关脂肪性肝病(metabolic dysfunction-associated
fatty liver disease, MAFLD ) [1]。 在 全 球 范 围 内,
NAFLD 的患病率约占世界人口的 25% ,预计 2030
年将占到 33. 5% [2-3]。 NAFLD 是一种在排除过量饮

酒和其他明确的肝脏损伤因素之外,以肝细胞脂肪

过度沉积为特征的临床病理综合征。 目前 NAFLD
病因尚未明确,通常认为与高血脂、肥胖、糖尿病、
高血压等代谢综合征相关[4]。 研究表明,NAFLD 与

动脉粥样硬化(atherosclerosis,As)密切相关,近一半

的 NAFLD 患者都合并有冠心病(coronary heart dis-
ease,CHD),超过三分之一的 NAFLD 患者合并有颈

动脉 As[5]。 As 心血管疾病是 NAFLD 患者死亡的

主要原因[6]。 研究表明这两种疾病都涉及脂质代

谢紊乱、炎症反应和氧化应激等共同病理生理过

程[3,7-8]。 目前还没有使用生物信息学的方法来探

讨 NAFLD 相关 As 潜在机制的相关报道。 本研究利

用多种生物信息学分析和机器学习方法来识别

NAFLD 和 As 的串扰基因和核心基因,并通过动物

实验和临床血清样本分别验证核心基因的表达,旨
在进一步探索 NAFLD 相关 As 的潜在机制。

1　 材料和方法

1. 1　 数据来源

以“Atherosclerosis”或“As”或“Non-alcoholic fatty
liver disease”或“NAFLD”为关键词,限定人种为“智
人”,从 GEO 数据库(https: / / www. ncbi. nlm. nih. gov /
geo / )中下载编号为GSE43292、GSE100927 和GSE89632
的数据集。 其中,GSE43292 和 GSE100927 数据集分

别作为 As 的测试和验证数据集,GSE43292 数据集

包括 32 例 As 患者的颈动脉 As 斑块组织样本和配

对的比较完整的颈动脉组织样本;GSE100927 数据

集包括 69 例 As 和 35 例对照患者外周动脉组织样

本。 GSE89632 数据集包括 39 例 NAFLD 患者和 24
例对照患者肝脏组织的基因表达谱。
1. 2　 筛选差异表达基因

使用 limma R 软件包,分别对两个数据集进行

归一化和分析。 采用调整后 P 值<0. 05 和 log2FC 的

绝对值≥0. 58 作为差异基因的筛选标准。 根据基因

的 log2FC 值是大于 0. 58 还是小于-0. 58,将基因分为

上调还是下调。 分别使用 ggplot2 和 pheatmap R 软件

包绘制火山图和热图,以便可视化差异表达基因

(differentially expressed gene,DEG)。
1. 3　 加权基因共表达网络分析

分别对两个数据集进行加权基因共表达网络

分析 (weighted gene co-expression network analysis,
WGCNA),首先使用“pickSoftThreshold”函数来选择

合适的软阈值,以构建基于无标度拓扑准则的邻接

矩阵;然后将邻接矩阵转换为拓扑重叠矩阵( topolo-
gical overlap matrix,TOM);接下来使用平均连锁层

次聚类方法对具有相似表达谱的基因进行聚类,其
中最小模块尺寸设置为 30,切割高度设置为 0. 25。
灰色模块表示无法合并的基因;最后进行 Pearson 相

关分析,计算各模块和性状之间的相关性,筛选相关

性系数 cor 大于 0. 5 的模块中的所有基因。
1. 4　 NAFLD 和 As 共享基因的功能分析

使用在线工具 Jvenn(https: / / jvenn. toulouse. in-
rae. fr / app / example. html)将 GSE43292 和 GSE89632
数据集得到的差异基因和关键模块基因取交集,获
取 NAFLD 和 As 的共享基因。 应用 R 中的“clusterPro-
filer”包完成 GO 和 KEGG 富集分析,阐明共享基因参

与 NAFLD 相关 As 发生和发展的潜在通路和可能机

制。 GO 和 KEGG 富集分析的筛选阈值均为 P<0. 05。
1. 5　 筛选核心基因

首先,基于 String 数据库(http: / / string-db. org)
构建共享基因的蛋白质-蛋白质相互作用( protein-
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protein interaction,PPI)网络。 利用 Cytoscape3. 10. 1
软件 cytoHubba 插件中的归一化互相关(normalized
cross correlation,NCC)算法筛选出总网络中相关性最

强的前 10 个基因;利用分子复合物侦测(molecular
complex detection,MCODE)算法识别出总网络中相关

性最强的子网络,取两种算法的交叉基因作为初步的

关键基因。 为了提高筛选核心基因的准确性,在GEO
数据库中获取 As 数据集 GSE100927(69 例 As 动脉

样本和 35 例对照样本)的表达矩阵,作为验证数据

集,验证初步关键基因的差异情况。 最后,利用最小

绝对收缩和选择 LASSO 回归算法进一步筛选具有更

高诊断价值的中枢基因。 glmnet 包提供了一系列函

数来拟合 LASSO 回归模型,并根据正则化参数来控

制特征的稀疏性程度。
1. 6　 免疫组织化学染色鉴定核心基因

10 只 6 周龄 SPF 级 ApoE- / -小鼠由江苏苏州西

山生物技术有限公司提供,动物生产许可证号为

SCXK(苏) 2018-0008。 高脂饲料(22. 3% 酪蛋白、
0. 3% L-胱氨酸、23. 6% 玉米淀粉、7. 9% 麦芽糖糊

精、12. 6%蔗糖、5. 6%纤维素、2. 8%大豆油、17. 3%
可可油、1. 25%胆固醇、6. 35%其他矿物质和维生素

成分)由江苏协同医药生物有限公司提供,货号为

D12108C。 普通饲料喂养作为对照组(n = 5),高脂

饲料喂养作为 NAFLD 和 As 模型组(n = 5),实验周

期为 12 周。 成模后,CO2 安乐死处理小鼠,立即剖

开小鼠的胸腔和腹腔,预冷的生理盐水灌流清除残

留在主动脉和心脏中的血液,取小鼠肝脏组织、主
动脉窦组织,4%甲醛溶液固定,常规石蜡包埋,从肝

脏组 织、 主 动 脉 窦 处 分 别 进 行 连 续 石 蜡 切 片

(5 μm),每间隔 5 张收集一张,每只小鼠肝脏组织

和主动脉窦组织各取 5 张。 切片脱蜡行 HE 染色检

测小鼠肝脏和主动脉窦组织病理学变化,免疫组织

化学染色检测基质金属蛋白酶 9(matrix metallopep-
tidase-9,MMP-9)和趋化因子细胞因子配体 3(che-
mokine cytokine ligand 3,CCL3)的蛋白表达情况。
1. 7　 NAFLD合并冠心病患者外周血清鉴定核心基因

选取 2023 年 9 月─2024 年 2 月因胸痛或胸闷

症状首次在南京医科大学附属淮安第一医院心内

科行冠状动脉造影检查的 153 名住院患者,其中男

性 85 例,女性 68 例。 所有入院患者均排除既往经

皮冠状动脉介入治疗术后、合并全身严重感染性疾

病、合并严重贫血、肿瘤性疾病、自身免疫性疾病或

结缔组织疾病、合并严重肝肾功能障碍者。 收集患

者包括年龄、性别、饮酒史等基线信息。 冠状动脉

造影术前,完善所有患者的腹部超声检查。 采集所

有患者的空腹静脉血,行常规生物化学指标检测。
留取部分静脉血,室温静置 1 h,4 ℃、3 000 r / min 离

心 15 min,收集上清,-80 ℃保存。 采用 ELISA 测定

测定血清 MMP-9、CCL3 水平(武汉三鹰生物技术有

限公司,货号分别为 KE00164、KE00092)。 NAFLD
的诊断标准符合《非酒精性脂肪性肝病防治指南

(2018 年更新版)》的诊断标准[9]。 依据冠状动脉

造影术后结果建立 CHD 诊断,满足至少有一支主要

冠状动脉管腔直径狭窄≥50% 诊断为 CHD。 将所

有患者根据腹部超声和冠状动脉造影结果分为四

组:正常对照组( n = 53)、NAFLD 组( n = 42)、CHD
组(n = 28)、NAFLD+CHD 组(n = 30)。 患者均书面

知情同意,本研究通过南京医科大学附属淮安第一

医院伦理委员会批准(批准号:KY-2023-147-01)。
1. 8　 统计学分析

利用 GraphPad Prism 9 软件对定量数据进行正

态性检验,符合正态分布特征的计量资料采用 t 检
验或方差分析进行组间差异比较,否则采用非参数

检验进行组间差异比较,多组间两两比较采用 LSD-
t 检验。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 筛选差异基因

使用 limma R 包,基于 As 数据集 GSE43292,根
据上述差异基因筛选标准,筛选出 894 个 DEG。 其

中,As 组中有 520 个上调基因和 374 个下调基因。
基于 NAFLD 数据集 GSE89632,筛选出 1 862 个

DEG。 其中, NAFLD 组中有 835 个上调基因和

1 027 个下调基因。 火山图(图 1A 和图 1B)和热图

(图 1C 和图 1D)显示识别出的所有 DEG。
2. 2　 筛选模块基因

使用 WGCNA R 软件包分别探索两个数据集的

临床特征和基因之间的相关性。 在进行数据分析

之前,聚类分析检测到 GSE43292 数据集中有一个

离群样本 GSM1060144,GSE89632 数据集中有 2 个

离群样本 GSM2385767 和 GSM2385782,离群样本不

纳入接下来的 WGCNA 分析。 软阈值 β 分别设置为

16 和 14。 GSE43292 数据集共获得 11 个模块基因。
其中,苍绿色模块(cor = 0. 52,P = 1e-05)、深品红色

模块( cor = 0. 53,P = 8e - 06)、深桔色模块 ( cor =
0. 58,P=8e-07)、深橄榄绿色模块( cor = 0. 57,P=
1e-06)与 As 正相关性更强;蓝色模块(cor = -0. 53,
P=9e-06)与 As 负相关性更强。 GSE89632 数据集
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最终共获得 10 个基因模块。 其中,绿色模块与

NAFLD 的正相关性最强(cor = 0. 78,P = 1e-13);棕
色模块与 NAFLD 的负相关性最强( cor = 0. 88,P=
2e-20;图 2)。

图 1. 数据集 GSE43292 和 GSE89632 的 DEG 的火山图和热图

A、B 分别是数据集 GSE43292 和 GSE89632 差异基因的火山图,C、D 分别是数据集 GSE43292 和 GSE89632 差异基因的热图。

Figure 1. Volcano plots and heat maps of DEG in GSE43292 and GSE89632 datasets

图 2. 数据集 GSE43292 和 GSE89632 的 WGCNA 分析结果

A、B 分别是数据集 GSE43292 和 GSE89632 聚类树下原始模块和合并后模块,C、D 分别是数据集 GSE43292 和

GSE89632 模块基因特征和临床特征的相关性热图。

Figure 2. WGCNA analysis results of GSE43292 and GSE89632 datasets
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2. 3　 NAFLD 与 As 的共享基因的功能分析

将 NAFLD 和 As 数据集中得到的差异基因和关

键模块基因取交集,共获得参与 NAFLD 和 As 调控

过程的 75 个共享基因。 随后,对这些基因进行 GO
和 KEGG 功能富集分析,GO 富集分析结果显示

NAFLD 和 As 的共享基因机制涉及白细胞迁移、白
细胞趋化性、骨髓白细胞迁移、中性粒细胞迁移、对
细菌来源分子的反应、细胞因子活性、趋化因子受

体结合、细胞因子受体结合、受体配体活性和糖基

化终末产物受体( receptor for advanced glycation end
product,RAGE)结合反应等功能;KEGG 富集分析结

果显示这些基因大多富集在细胞因子-细胞因子受

体相互作用、IL-17 信号通路、脂质和 As、NF-κB 信

号通路、NOD 样受体信号通路、糖尿病并发症中的

AGE-RAEG 受体信号通路等(图 3)。

图 3. NAFLD 和 As 共享基因的维恩图和共享基因的功能富集

A 为 NAFLD 和 As 共享基因的维恩图,绿色和蓝色分别是数据集 GSE43292 的差异基因和功能模块基因,粉色和黄色分别是

数据集 GSE89632 的差异基因和功能模块基因;B 为共享基因的 GO 富集分析图,绿色代表共享基因的生物过程富集,蓝色代表

共享基因的分子功能富集;C 为共享基因的 KEGG 富集分析图,调整后的 P<0. 05 被认为是显著的,条形图越接近蓝色显著性越强。

Figure 3. Venn diagram and functional enrichment analysis of the shared genes of NAFLD and As

2. 4　 识别枢纽基因

String 数据库用于构建 75 个共享基因的 PPI 网
络,将文件导入 Cytoscape 软件,根据方法学部分所

述原则,使用 MCODE 和 cytoHubba 插件处理后,共
得到 10 个交叉基因,包括 MMP-9、 IL1RN、 IL1B、
ICAM-1、CXCL8、CXCL2、CCR1、CCL8、CCL3、CCL2。
As 数据集 GSE100927 的表达矩阵作为验证数据集。
组间差异比较显示, 只有 CXCL8、 IL1RN、 IL1B、
MMP-9、CCL3、CCR1 在 As 组和对照组之间有显著

差异(P<0. 05)。 使用机器学习算法 LASSO 回归进

一步缩小核心基因的范围,结果发现,当模型系数

值(λ 为调控回归模型的复杂程度的变量)的对数

值逐渐变为 0 时基因被排除,只有 3 个基因可以保

证模型均方误差最小,即 MMP-9、 CCL3 和 CCR1
(图 4)。 考虑到 NAFLD 可能是通过分泌蛋白来影

响 As 的发生发展,通过在线人类蛋白质图谱数据库

(https: / / www. Proteinatlas. org / )下载编码分泌蛋白

的 3 969 个基因,发现 MMP-9 和 CCL3 可作为分泌

蛋白发挥作用,最终认为 MMP-9 和 CCL3 可能是

NAFLD 相关 As 最重要的分泌蛋白。
2. 5　 MMP-9、CCL3 在高脂饮食喂养小鼠肝脏及主

动脉窦组织中的表达

2. 5. 1　 小鼠肝脏和主动脉窦组织 HE 染色特征 　
　 小鼠肝脏组织 HE 染色显示,对照组小鼠肝脏组

织肝细胞排列整齐有序,肝窦未见扩张,细胞未见

明显变性,组织未见明显炎症细胞浸润;高脂饮食
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组小鼠肝组织结构异常,肝细胞排列紊乱,肝窦扩

张充血及炎症细胞浸润,肝细胞脂肪变性,胞质内

可见大小不一圆形空泡,小叶内可见炎症细胞浸

润。 小鼠主动脉窦组织 HE 染色显示,对照组小鼠主

动脉窦结构正常,管壁较薄,内皮细胞排列有序,未见

明显变性脱落,组织未见明显炎症细胞浸润;高脂饮

食组小鼠主动脉窦内皮细胞受损,内膜增厚,管腔狭

窄,大量脂质斑块形成,部分区域可见纤维帽(图 5)。

图 4. 综合多种生物信息分析学方法筛选核心基因

A、B 分别是 MCODE 和 cytoHubba 插件筛选出的重要基因;C 是在数据集 GSE190627 中验证交叉基因的表达,a 为 P<0. 001,与对照组比较;
D、E 是 LASSO 回归结果图,模型系数值变为 0 时该基因被排除,模型均方误差最小时对应的基因数为筛选出的基因数目。

Figure 4. Screening the hub genes by integrated bioinformatics analysis

图 5. 小鼠肝脏组织和主动脉窦组织的 HE 染色(n=5)
A 为小鼠肝脏组织的 HE 染色结果,B 为小鼠主动脉窦组织的 HE 染色结果。

Figure 5. HE staining of mouse liver tissue and aortic sinus tissue(n=5)

2. 5. 2　 小鼠肝脏组织中 MMP-9 和 CCL3 的表达

免疫组织化学染色显示,高脂饮食组小鼠肝脏

组织中 MMP-9 和 CCL3 的表达量明显增加。 定量

分析结果显示,高脂饮食组小鼠肝脏组织 MMP-9 的

表达量是对照组的 2. 43 倍(P<0. 001),CCL3 的表

达量是对照组的 1. 35 倍(P<0. 01;图 6)。

2. 5. 3　 小鼠主动脉窦组织中 MMP-9 和 CCL3 的表达

免疫组织化学染色显示,高脂饮食组小鼠主动

脉窦组织中 MMP-9 和 CCL3 的表达量明显增加。
定量分析结果显示,高脂饮食组小鼠肝脏组织

MMP-9 的表达量是对照组的 2. 10 倍(P<0. 001),
CCL3 的表达量是对照组的 1. 58 倍(P<0. 01;图 7)。
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图 6. 小鼠肝脏组织中 MMP-9和 CCL3 的免疫组织化学染色及定量分析(n=5)
A、B 分别为小鼠肝脏组织中 MMP-9 的免疫组织化学染色及定量分析结果,C、D 分别为小鼠肝脏组织中 CCL3 的

免疫组织化学染色及定量结果。 a 为 P<0. 01,b 为 P<0. 001,与对照组比较。

Figure 6. Immunohistochemical staining and quantitative analysis of MMP-9 and
CCL3 in mouse liver tissues(n=5)

图 7. 小鼠主动脉窦组织中 MMP-9和 CCL3 的免疫组织化学及定量分析(n=5)
A、B 分别为小鼠主动脉窦组织中 MMP-9 的免疫组织化学染色及定量分析结果,C、D 分别为小鼠主动脉窦组织中

CCL3 的免疫组织化学染色及定量分析结果。 a 为 P<0. 01,b 为 P<0. 001,与对照组比较。

Figure 7. Immunohistochemical staining and quantitative analysis of MMP-9 and
CCL3 in mouse aortic sinus tissue(n=5)
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2. 6 　 NAFLD 合并 CHD 患者血清 MMP-9 和 CCL3
水平

CCL3 和 MMP-9 主要是分泌型蛋白。 考虑到

NAFLD 和 As 两种疾病的串扰可能是通过分泌蛋白

来实现, 故分析了 NAFLD 合并 CHD 患者血清

MMP-9 和 CCL3 的水平差异。 ELISA 结果显示,
NAFLD 患者的血清 MMP-9 和 CCL3 水平分别为对

照者的 1. 53 倍(P<0. 001)和 1. 31 倍(P<0. 05),
CHD 患者的血清 MMP-9 和 CCL3 水平分别为对照

者的 1. 55 倍 (P < 0. 001) 和 1. 42 倍 (P < 0. 001),
NAFLD 合并 CHD 患者的血清 MMP-9 和 CCL3 水平

分别为单纯 NAFLD 患者的 1. 22 倍 (P < 0. 01) 和

1. 40 倍(P<0. 001),NAFLD 合并 CHD 患者的血清

MMP-9 和 CCL3 水平分别为单纯 CHD 患者的 1. 21
倍(P<0. 01)和 1. 29 倍(P<0. 01;图 8)。

图 8. 各组患者血清 MMP-9和 CCL3 水平

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 001,与对照组比较;c 为 P<0. 01,
d 为 P<0. 001,与 NAFLD 组比较;e 为 P<0. 01,与 CHD 组比较。

Figure 8. Serum MMP-9 and CCL3 levels of
patients in each group

3　 讨　 论

大量的流行病学和临床证据表明,NAFLD 不仅

与肝脏疾病有关,而且与各种心血管疾病有关,尤
其是 As 心血管疾病[10-11]。 研究证实,NAFLD 可以

促进和加重 As 的发展,但确切的机制尚不清楚。 本

研究利用生物信息学方法,从基因和转录水平方面

确定 NAFLD 和 As 的关键串扰基因,探索 NAFLD 相

关 As 的可能机制。
本研究分别从 GEO 数据库中获取了与 NAFLD

和 As 相关的转录组测序数据集 GSE89632 和

GSE43292,进行了差异基因分析和关键模块基因筛

选,最终发现 NAFLD 和 As 存在一部分共享基因。
对这些共享基因进行功能富集分析,结果发现这些

共享基因在多个生物学过程和通路中发挥重要作

用,包括白细胞迁移、趋化因子受体结合、细胞因子-

细胞因子受体相互作用、IL-17、NF-κB 信号通路等

炎症反应和免疫过程。 其次,富集分析显示,RAGE
结合反应可能也在 NAFLD 相关 As 中发挥重要作

用。 由于胰岛素抵抗和脂肪酸代谢异常,NAFLD 患

者往往伴随着更高的血糖水平,导致糖基化终末产

物(advanced glycation end product,AGE)的生成增

加。 研究发现 AGE 参与内皮功能障碍、血管平滑肌

细胞增殖和胆固醇积累等, 促进 As 的发生发

展[12-14]。 另外,AGE 可以通过与各种细胞表面的

RAGE 结合来激活炎症反应和细胞损伤,进一步加

剧 NAFLD 患者的肝脏炎症和纤维化过程[15-16]。 结

合本研究分析结果,猜测 AGE 信号反应可能是

NAFLD 和 As 两种疾病联系的枢纽,抑制 RAGE 信

号通路可能是 NAFLD 和 NAFLD 相关 As 潜在的治

疗策略。
本研究通过构建 NAFLD 和 As 共享基因的 PPI

网络、Cytoscape 插件筛选、As 公共数据集 GSE100927
验证和 LASSO 回归等多种生物信息学方法,确定了

MMP-9、CCL3、CCR1 可能是 NAFLD 相关 As 重要的

核心基因。 另外,考虑到 NAFLD 可能是通过分泌蛋

白的释放来促进 As 的发生发展,通过在线数据库获

取所有分泌蛋白对应的编码基因,确定了 MMP-9 和

CCL3 两种分泌蛋白可能在 NAFLD 相关 As 机制中

发挥关键作用。 MMP-9 是一种胶原酶,主要参与胶

原蛋白的降解和细胞外基质重塑,破坏血管内皮完

整性。 已有大量的研究证实 MMP-9 参与 As 斑块的

形成、破坏和血管壁的重塑[17-18]。 血清MMP-9 水平

是 As 斑块发生不稳定进展的独立危险因素[19]。 最

近的研究发现,MMP-9 也参与肝细胞炎症反应、纤
维化和肝脏组织的重塑过程。 如高脂饮食喂养的

小鼠肝星状细胞激活、肝细胞分泌的 MMP-9 水平增

加、促进肝纤维化进展[20]。 也有研究表明非酒精性

脂肪性肝炎患者血清中 MMP-9 水平明显升高,
MMP-9 也许可以作为诊断非酒精性脂肪性肝炎的

有效生物标志物[21]。 有趣的是,本研究观察到

NAFLD 合并冠心病患者的血清 MMP-9 水平明显升

高,提示 MMP-9 对 As 的影响可能不止集中在炎症

反应和斑块的破坏方面,可能与 NAFLD 的疾病发展

也有关。 CCL3 是由巨噬细胞、T 细胞和其他炎症细

胞分泌的趋化因子,参与巨噬细胞炎症反应、白细

胞趋化和斑块形成过程[22-23]。 作为一种炎症蛋白,
早前已有研究发现 CCL3 可能诱导中性粒细胞在 As
斑块中聚集,从而加速病变形成[24]。 最近,还有研

究指出 CCL3 水平与冠状动脉病变的严重程度呈正
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相关[25-26]。 但是 CCL3 导致 As 的机制研究目前还

未明确。 有研究发现高脂饮食喂养的小鼠血浆

CCL3 水平更高,CCL3 敲除小鼠减轻了高脂饮食诱

导的脂肪性肝炎和纤维化,而 CCL3 促进脂肪性肝

炎进展可能与巨噬细胞浸润肝脏及 M1 型巨噬细胞

极化 有 关[27]。 目 前 还 没 有 研 究 涉 及 CCL3 与

NAFLD 相关 As 的可能机制,本研究提示 CCL3 可能

是 NAFLD 相关 As 的发生发展中一个关键的靶点。
本研究通过数据挖掘的方式筛选出了 2 个可能

参与 NAFLD 相关 As 机制的重要基因,分别是

MMP-9 和 CCL3。 为了确定生物信息分析学的准确

性,采用高脂饮食喂养 ApoE- / -小鼠 12 周,通过免疫

组织化学染色,发现 MMP-9 和 CCL3 在高脂饮食小

鼠肝脏组织和主动脉窦组织中高表达。 As 斑块的

形成和发展是 CHD 最重要的病理生理过程。 因此,
本研究还进行了单中心的病例对照研究,检测了

NAFLD 合并 CHD 患者和对照者血清 MMP-9 和

CCL3 水平,结果表明 NAFLD 合并 CHD 患者血清

MMP-9 和 CCL3 水平明显高于单纯 NAFLD 患者和

单纯 CHD 患者。
总的来说,综合多种生物信息学方法及实验验

证,本研究发现,除了各自在 NAFLD 和 As 中发挥作

用,MMP-9 和 CCL3 可能是两种疾病的关键枢纽,可
能是 NAFLD 相关 As 的潜在靶点,为 NAFLD 和

NAFLD 相关 As 进一步的研究和治疗提供了新的线

索和参考价值。 然而,本研究存在一定的局限性。
首先,在实验验证阶段,本研究缺乏 NAFLD 和 As 疾
病状态的人组织样本的 MMP-9 和 CCL3 的表达水

平评估,希望在未来的研究中进一步验证。 其次,
本研究临床验证部分属于单中心研究,且病例数有

限,未来需进行多中心大规模验证。 最后,MMP-9
和 CCL3 是否通过 NAFLD 相关机制来影响 As 及 As
心血管疾病的发生发展,以及两种分泌蛋白对

NAFLD 患者发生冠心病风险的诊断、预后及因果关

系都还需要进一步研究。 未来将通过更深入的研

究探索 MMP-9 和 CCL3 在这两种疾病发病机制及

其串扰关系中发挥的作用。
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