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动脉粥样硬化患者血液转录组中关键基因的筛选

玛伊拜·木沙江, 钱勇江, 王中群
江苏大学附属医院心内科,江苏省镇江市 212001

[摘　 要] 　 [目的] 　 基于血液转录组学探讨动脉粥样硬化患者血液转录组中的关键基因。 [方法] 　 从 GEO 数

据库中选取三个数据集 GSE12288、GSE27034 和 GSE90074,进行合并和归一化处理,分析动脉粥样硬化患者和对照

者外周血样本之间的差异基因,对差异表达基因进行富集分析,然后对所有基因进行加权基因共表达网络分析,利
用差异表达基因构建蛋白质-蛋白质相互作用(PPI)网络,利用 CytoHubba 基于共表达网络和 PPI 网络筛选关键基

因。 通过 RT-qPCR 检测关键基因的表达。 [结果] 　 在动脉粥样硬化患者和对照者之间鉴定出 74 个下调基因和

145 个上调基因,通过 GO 和 KEGG 富集分析发现其主要在中性粒细胞活化、粒细胞活化、细胞因子-细胞因子受体

相互作用和趋化因子信号通路等方面显著富集。 此外,还鉴定出共表达网络中的前 10 个基因和 PPI 网络中的前

20 个基因,其中 PRF1、NKG7、GZMB 和 CCL5 在 PPI 网络和共表达网络中具有较高的核心地位。 RT-qPCR 结果显

示,与非冠状动脉动脉粥样硬化者相比,冠状动脉粥样硬化患者外周静脉血外周血单个核细胞(PBMC)中 PRF1 和

GZMB 的 mRNA 表达水平显著降低(P<0. 05),而 NKG7 和 CCL5 的 mRNA 表达水平显著升高(P<0. 05)。 [结论]
PRF1、GZMB、NKG7 和 CCL5 可能是动脉粥样硬化患者血液转录组中的关键基因,有望成为诊断和治疗动脉粥样硬

化的潜在生物学标志。
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Screening of key genes from blood transcriptome of patients with atherosclerosis
MAYIBAI Mushajiang, QIAN Yongjiang, WANG Zhongqun
Department of Cardiology, Affiliated Hospital of Jiangsu University, Zhenjiang, Jiangsu 212001, China
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the key genes in the blood transcriptome of atherosclerosis patients based on blood
transcriptomics. 　 　 Methods　 Three datasets GSE12288, GSE27034 and GSE90074 were extracted from the GEO data-
base and performed the merging and normalization processing. 　 The differential genes in peripheral blood samples of ather-
osclerosis patients and controls were analyzed, and enrichment analysis of differentially expressed genes were performed. 　
Then weighted gene co-expression network analysis was performed for all genes. 　 Using differentially expressed genes to
construct protein-protein interaction (PPI) network, and using CytoHubba to screen key genes based on co-expression net-
work and PPI network. 　 And the expression levels of key genes were detected by RT-qPCR. 　 　 Results　 74 down-regu-
lated genes and 145 up-regulated genes were identified between atherosclerosis patients and controls. 　 GO and KEGG en-
richment analyses revealed that they were significantly enriched in neutrophil activation, granulocyte activation, cytokine-
cytokine receptor interaction and chemokine signaling pathway. 　 In addition, the top 10 genes in the co-expression network
and the top 20 genes in the PPI network were also identified, in which PRF1, NKG7, GZMB and CCL5 played a high core
role in the PPI network and co-expression network. 　 The RT-qPCR results showed that compared with the non coronary
atherosclerosis controls, the mRNA expression levels of PRF1 and GZMB in peripheral venous blood peripheral blood mono-
nuclear cell (PBMC) of coronary atherosclerosis patients were significantly reduced (P<0. 05), while the mRNA expres-
sion levels of NKG7 and CCL5 were significantly increased (P<0. 05). 　 　 Conclusion 　 PRF1, GZMB, NKG7 and

966CN 43-1262 / R　 中国动脉硬化杂志 2024 年第 32 卷第 8 期



CCL5 may be key genes in the blood transcriptome of atherosclerosis patients, and are expected to be potential biomarkers
for diagnosis and treatment of atherosclerosis.
[KEY WORDS]　 atherosclerosis;　 key genes;　 blood transcriptome;　 weighted gene co-expression network analysis

　 　 动脉粥样硬化是导致心肌梗死、脑卒中以及外周

动脉疾病等心血管疾病的重要原因,病理机制复

杂[1]。 临床上主要通过影像学检查进行动脉粥样硬

化诊断,以非侵入性超声、CT、MRI、PET 为最常用[2],
但侵入性血管造影仍为其“金标准”。 除了血清心肌

酶谱、肌钙蛋白可以比较敏感且特异地诊断动脉粥样

硬化晚期疾病急性心肌梗死,目前大部分动脉粥样硬

化性疾病尤其是早期发病时缺乏敏感而特异的血液

学诊断标志物。 因此,寻找一种可高效诊断和评估动

脉粥样硬化性疾病的血液生物化学指标具有重要意

义。 鉴于此,本研究借助 GEO 数据库中的三个数据

集,经过批次矫正进行差异表达基因(differentially
expressed gene,DEG)分析,鉴定动脉粥样硬化患者和

对照者外周血样本之间的差异表达基因。 通过对差

异表达基因进行富集分析,探讨其作用机制和相关通

路,利用加权基因共表达网络分析(weighted gene co-
expression network analysis,WGCNA)探索与其表型相

关的基因,通过对蛋白质-蛋白质相互作用(protein-
protein interaction,PPI)网络的挖掘和共表达网络筛

选 hub 基因,并利用临床样本进行验证,以期成为诊

断和治疗本病的潜在生物学标志。

1　 资料和方法

1. 1　 数据检索

在 GEO 数据库中搜索关键字“动脉粥样硬化和

血液”,选择物种为“人类”,检索出 197 个数据集,
通过人工去除与动脉粥样硬化患者血液无关且分

组不明确的 mRNA 芯片数据集,最终选出 3 个数据

集:编号为 GSE12288 的冠心病患者外周静脉血白

细胞转录组测序数据集(110 个冠心病患者和 112
个非冠心病对照者) [3]、编号为 GSE27034 的外周动

脉粥样硬化患者外周静脉血外周血单个核细胞(pe-
ripheral blood mononuclear cell,PBMC)转录组测序

数据集(19 个外周动脉粥样硬化患者和 18 个外周

动脉正常对照者) [4] 和编号为 GSE90074 的冠心病

患者外周静脉血 PBMC 转录组测序数据集(93 个冠

心病患者和 50 个非冠心病对照者) [5]。
1. 2　 数据预处理

根据患者信息,将样本分为病例组和对照组,
然后使用 SVA 包去除批次效应,使用 ComBat 函数

直接调整已知的批次效应,并使用主成分分析

(principal component analysis,PCA)对标准化数据矩

阵进行数据降维和可视化,比较归一化的效果。
1. 3　 差异表达基因及富集分析

根据 GEO 中的患者信息,将样本分为病例组和

对照组,其表达分布无统计学差异。 利用 R 软件

Limma 包分析差异基因。 为了探究差异表达基因的

功能,利用 R 软件 clusterProfiler 包进行 GO 富集分析

和 KEGG 通路富集分析,以矫正 P<0. 05 为显著富集。
1. 4　 WGCNA

对病例组和对照组的样本进行 WGCNA,使用 R
软件中 WGCNA 包构建动脉粥样硬化和正常样本中

所有基因的加权基因共表达网络。 选择合适的“软阈

值”,设置网络构建参数的选择范围,并计算无标度分

布拓扑矩阵。 基于表达式矩阵和估计的最佳 β 值,直
接构建共表达式矩阵。 计算基因间的邻接度,根据邻

接度计算基因之间的相似度,然后推导出基因之间的

不相似系数,从而得到基因之间的系统聚类树。 根据

杂交动态剪切树的标准,将每个基因模块中的最小基

因数设为 30 个。 表达矩阵为 HCLUST 后,加入表达

矩阵中样本的分组信息对应的颜色,并通过 PlotDen-
droandColors 函数进行可视化。 选取最相关的模块进

行分析,并得到其共表达的网络。
1. 5　 PPI 网络和网络数据挖掘

利用差异表达基因计算基因的差异倍数和 P
值,再利用 String 数据库和通过 WGCNA 得到的基

因共表达网络,构建显著差异表达基因的 PPI 网络。
随后,利用 Cytoscape 软件可视化 PPI 网络,利用 Cy-
toHubba 插件中的 MCC 算法,从 PPI 和共表达网络

中鉴定 hub 基因。
1. 6　 关键基因临床验证

募集 2024 年 4 月 1 日─4 月 20 日在江苏大学

附属医院心内科住院的冠状动脉粥样硬化患者和

非冠状动脉粥样硬化对照者各 10 例,年龄 40 ~ 70
岁,性别不限。 经肝素抗凝管采集 4 mL 空腹外周静

脉血。 纳入标准:(1)首次因胸闷、胸痛就诊的心内

科住院患者;(2)所有患者均行冠状动脉造影,且造

影提示存在冠状动脉斑块或冠状动脉光滑无病变。
排除标准:(1)不稳定型心绞痛、急性心肌梗死患

者;(2)肝、肾功能不全患者;(3)存在抗凝、抗血小

板禁忌症者;(4)造影剂过敏者;(5)精神认知行为
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障碍者;(6)资料不全者。 本研究已获得本院伦理

委员会批准,患者及家属均知情,并签署知情同意

书。 Ficoll-Paque PLUS 密度梯度离心新鲜外周静脉

血,分离 PBMC,提取总 RNA,再使用反转录试剂盒

HiScript  II Q RT SuperMix for qPCR ( + gDNA
wiper)(Vazyme Biotech Co. ,Ltd. )及荧光定量 PCR
试剂盒 AceQ qPCR SYBR Green Master Mix(Vazyme
Biotech Co. ,Ltd. )进行 RT-qPCR 检测,实验操作均

按说明书进行。 所选基因引物由生工生物工程(上
海)股份有限公司合成,引物序列见表 1。
1. 7　 统计学分析

使用 R4. 3. 0 版本进行生物信息学分析,使用

GraphPad Prism 9. 5 软件进行 RT-qPCR 数据分析。
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。

表 1. 引物序列

Table 1. Primer sequences

基因 正向序列(5′-3′) 反向序列(5′-3′)
PRF1 TGAGGAGAAGAAGAAGAAGCACAAG CAGCAGGTCGTTAATGGAGGTG
NKG7 GCCTGATGTTCTGCCTGATTGC CGTGGATGTAGCCTGATATGATGTC
GZMB TGCGGTGGCTTCCTGATACG TCGGCTCCTGTTCTTTGATATTGTG
CCL5 CGCTGTCATCCTCATTGCTACTG GCCACTGGTGTAGAAATACTCCTTG
GAPDH AGTCCACTGGCGTCTTCACC TGATCTTGAGGCTGTTGTCATACTTC

2　 结　 果

2. 1　 数据预处理

通过 PCA 可以观察到三个数据集整合后是否

存在批次效应。 三个批次的样本的散点在组内呈

现相互聚集的情况,即存在一定的批次效应 (图

1A);消除批次效应之后,三个批次的样本和病例组

与对照组重叠在一起(图 1B、1C 和 1D),证明批次

效应已消除,可用于后续分析。

图 1. 动脉粥样硬化患者与对照者外周静脉血细胞的 PCA 图

A 为批次效应消除之前的 PCA 图,三个批次的样本组内聚集在一起,存在批次效应;B 为批次效应消除之后的 PCA 图,三个批次的样本重叠在一起,
批次效应已消除,蓝色点、红色点、黄色点分别代表三个批次样本;C 为批次效应消除之后的 PCA 图,病例组和对照组样本重叠在一起,批次效应

已消除,蓝色点代表病例组,黄色点代表对照组;D 为批次效应消除之后的 PCA 图,三个病例组与三个对照组样本重叠在一起,批次效应已消除。

Figure 1. PCA diagram of peripheral venous blood cells from atherosclerosis patients and controls
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2. 2　 差异表达基因及富集分析

根据矫正 P<0. 05 鉴定出 74 个下调基因和 145
上调基因,绘制 MA 图和火山图(图 2)。 其中下调

显著的前 10 个基因为 GZMB、IL18RAP、GZMH、GN-
LY、KLRF1、CD3G、LILRA4、RETN、CCR7 和 GZMA,
而上调显著的前 10 个基因为 KCNJ13、MS4A4A、
CST5、 ZMAT5、 TBC1D1D22B、 SEMA3C、 NT5DC2、
XYLT1、EPHA2 和 GPR15,对显著差异表达的基因

进行富集分析。 GO 富集分析描述包括分子功能

(molecular function,MF)、细胞组分( cellular compo-
nent,CC)和生物过程(biological process,BP)三个方

面。 中性粒细胞活化、粒细胞活化、白细胞脱颗粒

和髓系介导的免疫力在 BP 中最显著(图 3A),膜侧

在 CC 中最显著(图 3B),而免疫受体活性、细胞因

子结合和细胞因子受体活性在 MF 中最显著(图

3C)。 KEGG 通路富集分析显示差异表达的基因主

要包括细胞因子-细胞因子受体相互作用、趋化因子

信号通路、病毒蛋白与细胞因子和细胞因子受体的

相互作用、破骨细胞分化、自然杀伤细胞介导的细

胞毒性等(图 3D)。 上调基因主要位于亨廷顿病和

轴突引导通路(图 3E),而下调基因主要位于细胞

因子-细胞因子受体相互作用、趋化因子信号通路、
病毒蛋白与细胞因子和细胞因子受体相互作用以

及破骨细胞分化途径通路(图 3F)。

图 2. 动脉粥样硬化患者与对照者外周静脉血细胞之间的差异基因分析

A 为差异基因的 MA 图,横坐标为表达量,纵坐标为 FC 值,颜色代表 P 值;B 为差异基因的火山图,横坐标为 FC 值,代表差异倍数的变化,
纵坐标为矫正 P 值,蓝色点代表动脉粥样硬化患者中下调的基因,黄色点代表对照者样本与动脉粥样硬化患者样本之间

无显著差异的基因,红色点代表动脉粥样硬化患者中上调的基因。

Figure 2. Differential gene analysis of peripheral venous blood cells between atherosclerosis patients and controls

图 3. 动脉粥样硬化患者与对照者外周静脉血细胞差异表达基因的富集分析

A 为 GO 富集分析-BP,B 为 GO 富集分析-CC,C 为 CGO 富集分析-MF,D 为 KEGG 富集分析揭示动脉粥样硬化患者差异表达基因的通路,
E 为上调基因所在通路,为 F 下调基因所在通路。 图中每一个气泡代表一个基因或通路,气泡的大小与基因数目成正比,

气泡的不同颜色代表 P 值,颜色越红代表差异越大。

Figure 3. Enrichment analysis of differentially expressed genes in peripheral venous blood cells of
atherosclerosis patients and controls
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2. 3　 共表达网络的数据挖掘

对所有样本进行 WGCNA,利用基因间的相异

系数为基本元素构建聚类树图,对基因进行模块划

分,构建了 26 个共表达模块,包含大多数基因的模

块是 Turquoise 模块,其次是 Grey 模块(图 4A)。 将

鉴定的模块与样本特征相关联,构建了模块与样本特

征相关性图(图 4B)。 模块特征相关性分析显示,4 个

模块(Royalblue、Magenta、Darkred、Darkgreen)与病例

组和对照组显著相关,其中 Royalblue 模块具有最佳

的相关性( r = 0. 24,P = 2E-06;图 4B)。 Royalblue
模块中通过 MCC 算法鉴定前 10 个 hub 基因,按分

值从大到小依次为 NKG7、PRF1、GZMH、RUNX3、
MATK、CD8A、CCL5、CCL4、KLRF1 和 PPP2R2B,并
导出其共表达网络图(图 4C 和 4D)。 通过 WGCNA
可知,PRF1 和 NKG7 与动脉粥样硬化的关联度较大。

图 4. 动脉粥样硬化患者与对照者外周静脉血细胞的 WGCNA
A 为聚类树状图,树状图下方的颜色代表不同的模块;B 为模块-特质相关性热图,每行代表不同的模块特征基因,第一列为病例组,

第二列为对照组,单元格颜色表示相关性,越红表示越正相关,单元格内的第一行为相应的相关性 r 值,第二行为 P 值;
C 为模块网络图;D 为共表达网络图,颜色代表核心程度,颜色越红代表越核心。

Figure 4. WGCNA of peripheral venous blood cells from atherosclerosis patients and controls

2. 4　 PPI 网络的数据挖掘

利用 String 绘制来自差异表达基因的矫正 P<
0. 05 基因的 PPI 网络(图 5),并用 MCC 算法计算

hub 基因,鉴定出前 20 个 hub 基因,按分值从大到小

依次为 PRF1、GZMB、TBX21、IL2RB、CD2、CD27、CCR7、

IL7R、 CCL5、 GZMA、 CD8A、 GZMK、 FASLG、 ITGAX、
IL2RG、CD244、GNLY、NKG7、CCL4 和 NCR3。 通过 PPI
网络可视化结果可知,PRF1 和 GZMB 可能是动脉

粥样硬化患者血液中的关键基因。
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图 5. 动脉粥样硬化患者与对照者外周静脉血细胞差异表达基因的 PPI 网络

A 为彩色圆球代表不同的蛋白质,圆球间的连线代表蛋白质相互作用关系,连线越粗越密集表示蛋白相互作用关系越强;
B 为颜色代表核心程度,颜色越红代表越核心。

Figure 5. PPI network of differentially expressed genes in peripheral venous blood cells of
atherosclerosis patients and controls

2. 5　 冠状动脉粥样硬化患者外周静脉血 PBMC 中

关键基因的表达

PRF1、NKG7、GZMB 和 CCL5 在 WGCNA 和 PPI
分析中具有较高的核心地位。 因此,使用冠状动脉

粥样硬化患者外周静脉血 PBMC 来检测这 4 种关键

基因的 mRNA 相对表达量(图 6)。 与非冠状动脉粥

样硬化对照者相比,冠状动脉粥样硬化患者外周静

脉血 PBMC 中 PRF1 和 GZMB 的 mRNA 表达水平显

著降低(P<0. 05),而 NKG7 和 CCL5 的 mRNA 表达

水平显著升高(P<0. 05)。

图 6. 冠状动脉粥样硬化患者外周静脉血 PBMC 中关键

基因的 mRNA 相对表达量(n=10)
Figure 6. Relative mRNA expression levels of key genes

in peripheral venous blood PBMC of patients
with coronary atherosclerosis(n=10)

3　 讨　 论

动脉粥样硬化是一种慢性炎症性病变[6],早期

可以没有明显的临床表现,但是随着动脉粥样硬化

斑块的不断演进,最终导致不同程度的血管狭窄乃

至闭塞,随之出现不同的临床表现,晚期不稳定斑

块破裂导致急性心血管事件,如急性心肌梗死的发

生发展,以及后续一系列并发症的产生[7]。 目前大

部分动脉粥样硬化疾病尤其是早期发病时缺乏敏

感而特异的血液诊断标志物,因此,探寻一种可用

于动脉粥样硬化疾病诊断的血液生物化学指标具

有重要意义。
本研究对三个公开的 GEO 数据集进行了数据

分析,在批量归一化的背景下,在动脉粥样硬化患

者和对照者外周血样本中鉴定出 74 个下调基因和

145 个上调基因,这些差异基因代表了动脉粥样硬

化环境下外周血细胞基因表达谱的变化。 为了进

一步探讨其生物学意义,进行了差异表达基因富集

分析,GO 和 KEGG 富集分析发现差异表达基因主

要在中性粒细胞活化、粒细胞活化、白细胞脱颗粒、
细胞因子-细胞因子受体相互作用、趋化因子信号通

路和自然杀伤细胞介导的细胞毒性等方面显著富

集。 进一步利用 WGCNA 筛选了与样本特征相关的
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基因,并根据其共表达网络确定了前 10 个 hub 基

因。 此外,基于对 PPI 网络的挖掘,筛选了前 20 个

hub 基因。 其中 PRF1、 NKG7、 GZMB 和 CCL5 在

WGCNA 和 PPI 分析中具有较高的核心地位。 冠状

动脉粥样硬化是动脉粥样硬化导致器官病变的最

常见类型,因此,本研究采用冠状动脉粥样硬化患

者外周静脉血 PBMC 对关键基因进行了验证。 与非

冠状动脉粥样硬化对照者相比,冠状动脉粥样硬化患

者外周静脉血 PBMC 中 PRF1 和 GZMB 的 mRNA 表达

水平显著降低,而 NKG7 和 CCL5 的 mRNA 表达水平

显著升高。
PRF1 是一种从自然杀伤细胞和细胞毒性 T 淋

巴细胞的细胞毒性颗粒中释放的孔形成毒素,在免

疫反应期间,PRF1 被释放后聚集在靶细胞膜上并

形成膜孔,以便于丝氨酸蛋白酶(颗粒酶)进入靶细

胞从而引起细胞凋亡[8-9]。 本研究中 PRF1 的表达

下调,同样 Chen 等[10] 的研究也发现并验证了急性

心肌梗死患者外周血中 PRF1 的下调。 NKG7 是一

种新型的炎症介质,参与淋巴细胞毒性颗粒胞吐作

用和下游炎症的调节,阻断 NKG7 的表达可能会是

治疗炎症性疾病的新方法[11]。 NKG7 曾被鉴定为

糖尿病相关动脉粥样硬化发生发展的关键基因[12]。
GZM 属于丝氨酸蛋白酶大家族,储存在自然杀伤细

胞和细胞毒性 T 淋巴细胞的细胞毒性颗粒中,以便

于与被细胞内病原体感染的细胞接触时快速释

放[13]。 目前已发现 5 种(A、B、H、K 和 M)人 GZM,
其中 GZMB 的细胞毒性能力最大[14]。 GZM 在心血

管疾 病 的 发 病 机 制 中 发 挥 重 要 作 用, 尤 其 是

GZMB[15],抑制 GZMB 可以减轻缺血缺氧诱导的血

管内皮细胞损伤[16],GZMB 抑制剂治疗可有效改善

心肌梗死大鼠的心脏重塑和心脏功能[17]。 CCL5,
又称 RANTES(激活时调节正常 T 细胞表达和分泌)
属于 C-C 基序趋化因子配体家族,可表达于大多数

炎症细胞, 可以结合多种趋化因子受体, 包括

CCR1、CCR3、CCR4 和 CCR5,其中对 CCR5 的亲和

力最高[18], CCR5-CCL5 参与循环单核细胞的募

集[19]。 统计学研究发现,急性心肌梗死和稳定型心

绞痛患者血浆 RANTES 水平升高,并在稳定型心绞

痛患者中浓度最高,提示 RANTES 可能反映慢性冠

状动脉疾病的存在[20]。 Jongstra-Bilen 等[21] 在富含

胆固醇饮食喂养 3 周的 LDLR- / -小鼠主动脉内膜中

检测到 CCL5 mRNA 和蛋白表达水平显著升高。
综上所述,本研究通过生物信息学方法和 RT-

qPCR 的综合分析发现, PRF1、 NKG7、 GZMB 和

CCL5 是动脉粥样硬化患者血液转录组中的关键基

因,可能在动脉粥样硬化疾病的诊断和评估中发挥

作用。 本研究虽然在临床样本上进行了验证,但样

本量偏少且临床样本仅限于冠状动脉粥样硬化患

者外周静脉血,缺乏对其他动脉受累患者的研究和

分析,仍需要在大量临床样本和动物模型上进行

验证。
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