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  摘 要:目的 挖掘冠心病(CHD)发展过程中的关键差异表达基因,了解其参与的主要生物过程,结合临

床检测指标综合分析,并对核心基因进行蛋白印记实验验证。
 

方法 从GEO数据库获得两个CHD基因表达

芯片原始数据,通过插件GEO2R对差异表达基因进行筛选,采用生物信息学技术进行基因本体(GO)分析、京

都基因与基因组百科全书(KEGG)分析和蛋白质互作网络(PPI)分析,结合常规检测指标综合评价,以CHD大

鼠模型心肌组织验证核心基因表达情况。
 

结果 两个数据库共筛选出458个共有差异表达基因,主要涉及炎症

过程和脂质代谢通路。PPI分析显示Toll样受体4(TLR4)、共济失调毛细血管扩张突变(ATM)和亚甲基四氢

叶酸还原酶(MTHFR)等关键基因参与了CHD中炎症相关通路;临床检测指标中CHD患者总胆固醇、同型半

胱氨酸、超敏C反应蛋白等与健康人群比较,差异均有统计学意义(P<0.05);CHD大鼠心肌组织TLR4和

ATM蛋白低表达。结论 炎症反应和脂质代谢异常在CHD发展中发挥了重要作用,TLR4、ATM 基因有望

成为诊断CHD的潜在生物标志物。
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Abstract:Objective To

 

dig
 

the
 

key
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

in
 

the
 

development
 

process
 

of
 

coronary
 

heart
 

disease
 

(CHD)
 

and
 

understand
 

their
 

involvement
 

in
 

the
 

main
 

biological
 

processes,and
 

to
 

conduct
 

the
 

comprehensive
 

analysis
 

by
 

combining
 

with
 

the
 

clinical
 

detection
 

indexes
 

and
 

Western
 

blot
 

verification
 

on
 

the
 

core
 

genes.Methods The
 

original
 

data
 

of
 

two
 

CHD
 

gene
 

expression
 

chips
 

were
 

obtained
 

from
 

GEO
 

database,
and

 

the
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

were
 

screened
 

by
 

GEO2R
 

plug-in.The
 

bioinformatics
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

conduct
 

the
 

gene
 

ontology
 

(GO)
 

analysis,Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes
 

(KEGG)
 

analysis
 

and
 

protein-protein
 

interaction
 

network
 

(PPI)
 

analysis,and
 

the
 

comprehensive
 

evaluation
 

by
 

combining
 

with
 

the
 

conventional
 

detection
 

indicators,and
 

the
 

expressions
 

of
 

core
 

genes
 

were
 

verified
 

by
 

using
 

the
 

myocardial
 

tis-
sue

 

of
 

CHD
 

rat
 

model.Results A
 

total
 

of
 

458
 

common
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

were
 

screened,which
 

were
 

mainly
 

involved
 

in
 

the
 

inflammatory
 

processes
 

and
 

lipid
 

metabolic
 

pathways.The
 

PPI
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

key
 

genes
 

such
 

as
 

TLR4,ATM,and
 

MTHFR
 

genes
 

participated
 

in
 

the
 

inflammation
 

related
 

pathway
 

in
 

CHD.Among
 

the
 

clinical
 

test
 

indexes,TC,Hcy
 

and
 

hs-CRP
 

had
 

statistically
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

patients
 

with
 

CHD
 

and
 

healthy
 

people
 

(P<0.05).TLR4
 

and
 

ATM
 

protein
 

were
 

lowly
 

expressed
 

in
 

myo-
cardial

 

tissue
 

of
 

rats
 

with
 

CHD.Conclusion The
 

inflammatory
 

reaction
 

and
 

lipid
 

metabolism
 

abnormality
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

development
 

of
 

CHD.TLR4
 

and
 

ATM
 

gene
 

may
 

be
 

expected
 

to
 

be
 

the
 

potential
 

biomarkers
 

for
 

diagnosing
 

CHD.
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  冠心病(CHD)是心血管疾病中最常见的一种类

型,发病率和病死率逐年上升且已经超过大多数肿瘤

性疾病。有研究表明,高脂血症、糖尿病、高血压和吸

烟是 CHD 高发的危险因素,且随着年龄的增加,
CHD发病率也显著提高[1]。当冠状动脉发生粥样硬

化,会引起管腔狭窄或闭塞,造成心肌缺血、缺氧性损

伤或坏死。CHD的发生是由不同因素所致,病因尚

不完全清楚,目前较多研究表明,脂质代谢异常和激

活的炎症反应在CHD中起关键作用[2-3]。近年来,许
多研究发现,炎症因子参与和调控着CHD的发生、发
展过程,临床检测指标,如同型半胱氨酸(Hcy)、超敏

C反应蛋白(hs-CRP)、白细胞介素等已经成为诊断

CHD的关键指标被广泛研究[4-5]。本研究旨在通过

生物信息学分析技术从GEO数据库下载CHD基因

表达芯片数据,对差异表达基因进行分析,揭示CHD
发生中涉及的相关生物过程和参与的信号通路,了解

生物标志物潜在的分子机制,结合临床检测指标综合

分析并对相关基因进行验证,为CHD的诊断与预防

提供新的思路。
1 材料与方法

1.1 基因微阵列数据的获取 以“Coronary
 

Heart
 

Disease”为关键词在GEO数据库(https://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/geo/)进行检索获得样本的基因表达

芯片,下载GSE71226和GSE66360两个数据集。其

中GSE71226包括3例CHD患者样本和3例健康对

照样本;GSE66360包括21例CHD患者样本和22例

健康对照样本的基因表达矩阵,实验平台均来自Af-
fymetrix

 

Human
 

Genome
 

U133
 

Plus
 

2.0
 

Array。
1.2 方法

1.2.1 原始数据预处理及差异表达基因的挖掘 下

载原始数据,利用R语言对芯片数据进行差异表达分

析(以P<0.05,|logFC|≥0.5为筛选条件)和聚类

分析,获得差异表达基因。
1.2.2 共 有 差 异 表 达 基 因 Venn 分 析  通 过

TBtools软件对两个数据集的共有差异表达基因进行

分析,得到交叉表达基因 Venn图及共有基因列表

信息。
1.2.3 基因本体(GO)和京都基因与基因组百科全

书(KEGG)分析 GO分析是高通量基因数据功能分

析最常用的方法,研究目标基因在细胞组分、分子功

能和生物过程3个层面的功能作用。KEGG分析包

含了多种生物化学通路,可以更清楚地了解目标基因

参与人体哪些通路。通过将待分析基因列表上传至

DAVID生物信息学资源数据库,即可关联到基因相

关功能注释和通路富集情况,将结果下载为文本文

件,使用R语言(ggplot)对结果进行可视化处理。
1.2.4 基因富集(GSEA)分析 GSEA分析对基因

表达量矩阵进行计算,分析基因集合,可以更全面地

分析基因的富集情况。下载两个数据集的基因表达

原始数 据 并 进 行 整 理,使 用 GSEA 线 上 软 件(ht-
tps://www.omicshare.com/tools/Home/)进 行 可

视化分析,筛选条件为 P<0.01,错误发现的比率

(FDR)<25%。
1.2.5 蛋白质互作网络(PPI)分析 PPI分析使用

STRING(https://cn.string-db.org/)在线软件。将

基因列表上传即可展示PPI分析结果,下载数据后通

过Cytoscpe插件筛选 Hub基因,并对PPI图进行可

视化。采用GeneMINIA在线分析软件对 Hub基因

进行基因功能预测。
1.2.6 临床指标检测 根据心血管病学分会介入心

脏病学组制订的CHD诊断标准,选取包头市第八医

院收治的CHD患者74例[平均年龄(57.53±5.37)
岁]和健康体检者71例[平均年龄(52.44±8.43)
岁]。排除标准:并发自身免疫性疾病和急/慢性感染

性疾病;合并恶性肿瘤、肾功能不全和肝胆疾病;近1
个月服用过糖皮质激素和免疫抑制剂。检测指标包

括白细胞计数(WBC)、中性粒细胞计数(NEUT#)、
淋巴细胞计数(LYMPH#)、单核细胞计数(MONO
#)、红细胞计数(RBC)、血红蛋白(Hb)、血小板计数

(PLT)、hs-CRP、总胆红素(TBIL)、总胆固醇(TC)、甘油

三酯(TG)和Hcy。本研究获得包头市第八医院伦理委

员会审批,所有研究对象知情并同意参与本研究。
1.2.7 蛋白印记法(Western

 

blot)检测大鼠Toll样

受体(TLR)4、共济失调毛细血管扩张突变(ATM)蛋
白表达 选取清洁级SD大鼠15只,体质量220~
250

 

g。随机抽取9只每天给予高脂饲料连续喂养6
周后,腹腔注射垂体后叶素30

 

μg/kg,连续3次,间隔

24
 

h,建立CHD大鼠模型,选取建模成功的CHD模

型6只,其余6只作为对照组。取大鼠心肌组织100
 

mg加入适量放射免疫沉淀测定(RIPA)裂解液提取

蛋白,使用试剂盒进行蛋白定量。将蛋白溶液与缓冲

液进行混合并煮沸,短暂离心后根据目标蛋白相对分

子质量配制不同浓度分离胶,设置电泳时间,电泳后

的样本转移至聚偏二氟乙烯膜(PVDF)上,按照顺序

放置于转印夹低温转印150
 

min;取出PVDF用Tris缓

冲液(TBS)清洗1
 

min,快速转移至一抗中,4
 

℃孵育过

夜,次日取出用加吐温20的TBS(TBST)清洗10
 

min,
共3次,移入荧光二抗中避光孵育2

 

h,移出用TBST清

洗10
 

min,共3次,随后进行X光显影检测。
1.3 统计学处理 Western

 

blot实验结果采用Im-
age

 

J软 件 进 行 统 计 分 析。临 床 检 测 指 标 采 用

SPSS21.0统计软件进行统计分析,符合正态分布的

计量资料以x±s表示,组间比较采用独立样本t检

验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 差异基因的筛选 为寻找CHD相关差异表达

基因,进一步分析疾病发生中基因的相互作用,以P<
0.05,|LogFC|≥0.5 为 筛 选 条 件 进 行 分 析。
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GSE71226中共鉴定出3
 

348个差异基因,其中包括

1
 

509个上调基因,1
 

839个下调基因;GSE66360共鉴

定出2
 

820个差异基因,其中包括1
 

724个上调基因,
1

 

096个下调基因。
2.2 共有差异表达基因的Venn分析 为找到CHD
患者具有显著差异的共表达基因,通过Venn分析将

两个数据集的差异表达基因进行筛选,结果显示,两
个数据集有458个共有差异表达基因,其中上调基因

171个,下调基因287个。见图1。
2.3 GO 和 KEGG 分析 为了解两个数据集中

CHD患者共有差异表达基因的生物学功能,对458
个共有差异表达基因进行了 GO 分析,结果显示,
CHD中共有差异表达基因主要参与的生物学功能包

括RNA聚合酶Ⅱ启动子转录调控和DNA模板化;

所属的细胞成分主要包括细胞核、细胞质等;其分子

功能主要为蛋白质结合、金属离子结合。KEGG分析

显示,共有差异表达基因显著富集的信号通路包括单

纯疱疹病毒Ⅰ型感染、破骨细胞分化、花生四烯酸代

谢通路、核因子(NF)-κB信号通路等,表明这些基因

主要参与一些病毒感染、炎症和免疫相关代谢通路。
见表1。

  注:A为上调基因;B为下调基因。

图1  共有差异表达基因Venn分析

表1  部分共有差异表达基因KEGG通路分析

KEGG通路 基因数(n) 基因信息

单纯疱疹病毒Ⅰ型感染 24
ZNF320、ZNF382、ZNF140、SRSF1、POU2F2、ZNF57、EIF2S1、ZFP90、SOCS3、OAS2、ZNF814、

ZNF84、ZNF439、AKT3、ZNF30、ZNF404、ZNF568、ZNF567、ZNF677、ZNF578、ZNF721、ZNF226、

ZNF248、ZNF302

癌症通路 20
RALB、ROCK1、EPAS1、MAX、DAPK2、PTCH1、TCF7、PTEN、PTGS2、MMP9、RASGRP4、RAS-
GRP3、NFKB2、BMP4、AKT3、MDM2、PLCG2、GNAS、PLCG1、IL13RA1

肺结核 10 EEA1、ITGAM、NFYB、CLEC7A、VDR、AKT3、ATP6V0A2、PLA2R1、TLR4、FCGR2C

破骨细胞分化 9 SOCS3、SOCS1、AKT3、BLNK、PLCG2、SIRPA、FCGR2C、SIRPB1、NFKB2

NF-κB信号通路 8 BLNK、PLCG2、ATM、PLCG1、LTBR、PTGS2、TLR4、NFKB2

白细胞经内皮细胞迁移 7 ITGAM、ROCK1、PLCG2、ESAM、PLCG1、ARHGAP5、MMP9

花生四烯酸代谢通路 6 PTGIS、GPX3、CYP4F2、CYP4F3、PTGS2、PTGES

肌醇磷酸盐代谢 6 INPP4A、PTEN、PLCG2、PLCG1、PI4K2A、PIK3C2B

幽门螺杆菌感染中的上

皮细胞信号传导
6 CLEC7A、AKT3、MDM2、PLCG2、PTGS2、NFKB2

霍乱弧菌感染 5 TJP1、PLCG2、ATP6V0A2、GNAS、PLCG1

2.4 GSEA富集分析 为进一步分析CHD差异表

达基因可能参与的信号通路,对两个数据集的基因表

达谱进行GSEA分析,结果显示,两个数据集差异表

达基因主要富集于Toll样受体信号通路、炎症反应、
白细胞迁移和花生四烯酸代谢通路等,表明CHD中

差异表达基因主要在炎症反应中富集,并表现为负反

馈调节,与KEGG分析结果一致。
2.5 PPI分析 为筛选CHD中的关键基因,对458
个共有差异表达基因进行PPI分析,使用 MCODE插

件对PPI图进行聚类(node
 

score
 

cut-off
 

=0.2,K-
core=2),通过 K-means聚类算法将得分排序,筛选

出前两条基因簇。见图2。使用Cytohubba插件以

MCC算法筛选出20个关键基因。上调基因包括细

胞因子信号传导抑制因子3(SOCS3)、白细胞介素1
受体拮抗剂(IL1RN)、整合素αM(ITGAM)、CXC基

序趋化 因 子 受 体1(CXCR1)、双 特 异 性 磷 酸 酶1
(DUSP1)、Fc

 

γ受体ⅡA(FCGR2A)、甲酰肽受体2

(FPR2)、含7A的C型凝集素结构域(CLEC7A)、细
胞因子信号传导抑制因子1(SOCS1)等,下调基因包

括前列腺素-过氧化内合酶2(PTGS2)、磷酸酶和张力

素同系物(PTEN)、过氧化物酶体增殖物激活受体ɑ
(PPARA)、TLR8、TLR4、基 质 金 属 蛋 白 酶 9
(MMP9)、GATA结合蛋白3(GATA3)、ATM 基因、
维甲酸诱导基因Ⅰ(DDX58)、白细胞介素1受体Ⅱ型

(IL1R2)、人抑瘤素 M(OSM)等。这提示这些基因的

异常表达可能与CHD的发生与发展有着密切关联。
使用GeneMINIA软件对Hub基因互作关系进行分析,
结果显示,TLR4、ATM 基因和亚甲基四氢叶酸还原酶

(MTHFR)基因相互作用明显,表明其可能在CHD的

发生中共同参与调控。
2.6 临床检测指标结果 CHD患者 MONO#、hs-
CRP、TC、Hcy水平均明显高于健康对照者,LYMPH
#、Hb水平均明显低于健康对照者,差异均有统计学

意义(P<0.05)。见表2。
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  注:A为基因簇1(score:5.8);B为基因簇2(score:4.0)。

图2  共表达差异基因PPI图

表2  CHD患者与健康对照者临床检测指标水平比较(x±s)

项目 n
WBC

(×109/L)
NEUT#
(×109/L)

LYMPH#
(×109/L)

MONO#
(×109/L)

RBC
(×1012/L)

Hb
(g/L)

健康对照者 71 6.44±0.23 3.63±0.16 2.19±1.04 0.30±0.11 4.85±0.55 150.70±2.05

CHD患者 74 6.52±0.22 4.08±0.19 1.81±0.69 0.38±0.15 4.86±0.54 147.26±1.57

t -0.162 -1.412 -0.618 -3.954 0.078 -1.343

P 0.871 0.158 0.009 <0.001 0.473 0.028

项目 n PLT(×109/L) hs-CRP(mg/L) TBIL(μmol/L) TC(mmol/L) TG(mmol/L) Hcy(mmol/L)

健康对照者 71 242.15±6.67 1.03±0.20 16.28±0.88 4.11±0.16 2.07±0.24 15.49±1.23

CHD患者 74 205.25±7.07 2.01±0.24 13.79±0.83 4.82±0.12 1.90±0.18 21.15±1.92

t -3.791 -2.533 -1.916 -3.918 -0.757 -2.836

P 0.727 0.011 0.055 <0.001 0.449 0.005

2.7 TLR4、ATM 在CHD大鼠心肌组织中的表达

水平 与健康大鼠心肌组织比较,CHD大鼠心肌组

织TLR4、ATM 蛋白表达水平显著下调,差异均有统

计学意义(P<0.05)。见表3。
表3  TLR4、ATM在CHD大鼠心肌组织和健康大鼠心肌

  组织中蛋白表达水平比较(x±s)

项目 n TLR4/GAPDH ATM/GAPDH

健康大鼠 6 1.021±0.05 1.029±0.050

CHD大鼠 6 0.896±0.04 0.931±0.050

3 讨  论

  我国心血管疾病的死亡人数仍在快速增长,患病

人群以老年人为主,伴有并发症多和病死率高的风

险。冠状动脉造影术不仅给患者带来痛苦,还要承担

昂贵的医疗费用[6]。CHD发生机制复杂,尚无确切

阐述,但已有大量实验证实,动脉粥样硬化与血管壁

炎症及脂质代谢紊乱密切相关[3,7]。本研究通过生物

信息学分析技术,筛选CHD差异表达基因,探究其发

生、发展中参与的生物过程,结合临床检测指标综合

分析,对核心基因进行验证,旨在为疾病的早期诊断

提供思路。
NF-κB是细胞中对免疫与炎症进行调节的重要

因子,具有促进炎性细胞因子活化、调节细胞增殖的

作用[8]。TLR4是Toll样受体家族在炎症反应中一

类高度保守的模式识别受体,其与特异性配体结合后

通过激活一系列下游蛋白质级联反应将刺激信号传

递到细胞核,激活免疫应答基因,如NF-κB,进而诱导

与炎症反应相关的各种细胞因子和黏附分子的表

达[9]。本研究临床指标中检测到 Hcy、hs-CRP、TC
水平在CHD患者中显著升高。C反应蛋白(CRP)是
机体受到感染或组织损伤后血浆中急剧上升的一种

急性蛋白质,是经典补体途径的激活剂[10]。PANG
等[11]发现,Hcy通过刺激CRP来启动血管平滑肌细

胞的炎症反应,而CRP通过NMDAr-ROS-ERK1/2/

p38-NF-κB信号通路介导炎症反应、刺激内皮细胞表

达黏附分子、抑制 NO的产生而损伤内皮细胞,从而

促进动脉粥样硬化的进展。血脂异常在CHD中起着

关键作用,机体内TC水平过高也是导致动脉粥样硬

化的 重 要 因 素。XIAO 等[12]发 现,TC 水 平 也 与

TLR4/NF-κB通路的激活有关。
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本研究在对 Hub基因互作关系研究中发现,
TLR4、ATM 与 MTHFR 存 在 相 互 作 用 关 系[13]。
MTHFR基因是Hcy代谢的关键酶,其677位容易发

生突变从而导致该酶活性降低,Hcy代谢能力受阻,
导致体内 Hcy水平升高[14]。同时,MTHFR基因可

通过损伤患者内皮细胞使血管弹性降低,从而促进冠

状动脉斑块形成[15]。ATM 蛋白属于磷脂酰肌醇3-
OH家族成员,是细胞管家基因,在DNA修复和细胞

凋亡中起着至关重要的作用[16]。动脉粥样硬化常伴

随氧化应激程度升高,其特征是血管壁中的脂质和蛋

白质氧化,血管内皮细胞损伤。动脉粥样硬化发生的

氧化应激和 DNA损伤均已被证明能激活 ATM 基

因[17-18]。本研究KEGG分析发现,ATM 基因也参与

了NF-κB信号通路的调控,通过调节细胞因子而发挥

作用。氧化激活的ATM 激酶具有促细胞增殖作用,
通过磷酸化下游底物,参与多条相关通路以维持氧化

还原稳态、调控代谢功能和增强信号通路[19]。本研究

在CHD大鼠心肌组织 Western
 

blot实验中发现,
TLR4和 ATM 蛋 白 在 心 肌 组 织 中 低 表 达(P <
0.05),提示在CHD发生过程中这两个基因参与了调

控,证实了本研究结果,因此,这两个基因有望成为

CHD的候选标志物。
综上所述,CHD的发生与发展伴随着炎症反应

和脂质代谢异常。TLR4、ATM参与的生物过程在动

脉粥样硬化发生过程中起着重要作用,通过对CHD
患者有显著差异表达的指标与差异表达基因参与的

通路进行综合分析,了解CHD关键指标检测的重要

性,为高危人群的筛查及诊断提供思路。本研究还具

有一定的局限性:首先,样本量较小导致一些检测指

标差异不明显;其次,针对核心基因的验证实验还不

够完善。后续将通过更加完善的研究对CHD的发生

机制进行探索,为疾病的诊断和预防提供更有意义的

指导。
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