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摘  要 

目的：动脉闭塞性疾病(arterial occlusive disease, AOD)是一种动脉疾病，其最常见的原因是动脉粥样

硬化(atherosclerosis, AS)。凋亡相关基因在AOD的病理生理过程中起着至关重要的作用。因此，利用

凋亡相关基因的表达谱来探讨凋亡与AOD之间的关系可能为其预防和治疗提供新的见解。方法：

GSE57691数据集的差异表达的凋亡相关基因来自分子特征数据库(Molecular Signature Database, 
MSigDB)和基因表达(Gene Expression Omnibus, GEO)数据库，通过基因本体(Gene Ontology, GO)分析、

京都基因与基因组百科全书(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG)、蛋白质互作网络

(Protein-Protein Interaction Networks, PPI)分析GSE57691数据集的差异表达的凋亡相关基因。结果：

基于GSE57691数据集，共选择了18个差异表达的凋亡相关基因。GO分析显示凋亡相关基因主要富集在

胶质细胞发育及活化、生长因子受体结合等。KEGG分析表明凋亡相关基因主要富集在晚期糖基化终末

产物(advanced glycation end products, AGE)与糖基化终末产物受体(receptor for advanced glyca-
tion end products, RAGE)信号通路糖尿病并发症、辅助性T细胞17 (T helper cell 17, Th17)细胞分化等。

IL1B、IL6、SOD1、PPP3R1、APP等的表达被认为是PPI调控网络的重点。结论：凋亡和凋亡相关基因

可能在调节AOD的病理生理学方面发挥重要作用。 
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Abstract 
Objective: Arterial occlusive disease (AOD) is an arterial disease, the most common cause of which 
is atherosclerosis (AS). Apoptosis related genes play a crucial role in the pathophysiological process 
of AOD. Therefore, exploring the relationship between apoptosis and AOD using the expression 
profile of apoptosis related genes may provide new insights for its prevention and treatment. Me-
thod: The differentially expressed apoptosis related genes in GSE57691 data set came from Mole-
cular Signature Database (MSigDB) and Gene Expression Omnibus (GEO) database. The differen-
tially expressed apoptosis related genes in GSE57691 data set were analyzed through Gene Ontol-
ogy (GO) analysis, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) and Protein-Protein Interac-
tion Networks (PPI). Result: Based on the GSE57691 dataset, a total of 18 differentially expressed 
apoptosis related genes were selected. GO analysis shows that apoptosis related genes are mainly 
enriched in the development and activation of glial cells, as well as the binding of growth factor 
receptors. KEGG analysis showed that apoptosis related genes are mainly enriched in the ad-
vanced glycation end products and receptor for advanced glycation end products (AGE-RAGE) sig-
naling pathways diabetic complications, as well as in T helper cell 17 (Th17) cell differentiation. The 
expression of IL1B, IL6, SOD1, PPP3R1, APP, etc. is considered key focus of the PPI regulatory 
network. Conclusion: Apoptosis and apoptosis related genes may play an important role in regu-
lating the pathophysiology of AOD and AS. 
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1. 引言 

凋亡是一个受到高度监管的细胞死亡过程[1]。与坏死等创伤性的细胞死亡不同，凋亡是一个理性和

积极的决定，牺牲特定的细胞来获得更大的生物体的利益。这是多细胞生物常见的正常生理过程[2]。尽

管许多谜团仍然存在于相关的研究领域，但是今天已经有充分的证据表明，凋亡以一种协调的方式赋予

多细胞生物以优势，从而使生物体维持体内平衡和微调生活史[3]。凋亡与多种疾病密切相关，如癌症、

心血管疾病、免疫功能紊乱等[4] [5] [6]。随着凋亡成为研究的焦点，凋亡的深远治疗潜力使研究人员能

够开发出有前途的治疗方案，重点是异常细胞的自愿死亡，临床上有用的化疗药物抑制生长或增殖所必

需的过程，例如阻断 DNA、mRNA 或蛋白质产生，直接损伤 DNA 或抑制 DNA 复制或染色体分离所需

的组分，如此，细胞可能发生有丝分裂突变，失去维持质膜活性的能力或变得衰老，即使它们的凋亡应

激反应已经失能[7]。一系列利用凋亡的药物和疗法已被证明对疾病有效，基于细胞凋亡的研究和临床试

验正在得到广泛的资金和研究工作的投入。 
心血管疾病仍然是世界范围内死亡率和发病率的普遍原因，每年影响 1670 万人[8]。急性心血管死亡

的主要原因之一是动脉闭塞性疾病(arterial occlusive disease, AOD)，不良预后的 AOD 患者的血管事件影

响四肢以及心血管事件[9] [10]。AOD 是一种常见的慢性炎性疾病，表现为远端组织缺血、缺氧等，其最
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常见的原因是动脉粥样硬化(atherosclerosis, AS) [11]。 
研究表明，凋亡可能参与调节 AS 发生和发展过程中的细胞存活和死亡。AS 病变中的凋亡是由炎症

过程触发的，包括细胞与细胞的接触以及细胞因子和氧化类脂。凋亡在 AS 形成中的作用是双重的，这

取决于斑块的分期：在早期阶段，平滑肌和炎症细胞(如淋巴细胞和巨噬细胞)的凋亡死亡可能会延缓 AS
的进程。然而，一旦斑块形成，凋亡可能导致斑块破裂和血栓形成。目前，越来越多的证据表明，内皮

细胞凋亡是 AS 的第一步，过量的凋亡内皮细胞可能是 AS 发育过程中的一个初步事件[12]。 
然而，目前对 AOD 中凋亡相关基因的研究是有限的。近年来，生物信息学技术被广泛应用于发掘多

种疾病的遗传靶点，有助于研究人员识别差异表达的基因和潜在的不同信号传导途径[13]。然而，很少有

研究应用于探讨凋亡与 AOD 之间的关系。在本研究中，我们使用凋亡相关基因来探讨 AOD 与凋亡的关

系。筛选差异表达的凋亡相关基因，并对相关数据进行了基因本体(Gene Ontology, GO)分析、京都基因

与基因组百科全书(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG)和蛋白质互作网络(Protein-Protein 
Interaction Networks, PPI)分析。 

2. 材料与方法 

2.1. 资料收集 

基因表达(Gene Expression Omnibus, GEO)数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)是一个高通量的

资源功能基因组学数据库，包括芯片、微阵列和基因表达数据。从 GEO 数据库中获取 GSE57691 数据集，

包含 9 个主动脉粥样硬化组织和 10 个正常主动脉组织。分子特征数据库(Molecular Signature Database, 
MSigDB, https://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb/)包含 H 和 C1-C7 八个系列，其中 
HALLMARK_APOPTOSIS 为细胞凋亡特征基因集。 

2.2. 差异表达基因分析 

为获得微阵列数据的标准化表达矩阵，我们从数据集中下载了信息，并利用平台上的注释信息将探

针转换为同源基因符号。主成分分析用于测试 GSE 中数据的可重复性，并使用 R 软件(4.0.0 版)中的“SVA”

工具包去除批次效应，使用“Limma”工具包对数据进行了标准化。阈值为校正 P 值 < 0.05 和|log2fold 
change(FC)| > 2。热图是使用“heatmap”工具包绘制的。 

2.3. PPI 分析 

Cytoscape 软件(3.8.1 版)和 STRING 数据库(11.0 版，https://STRING-db.org/)用于对差异表达的凋亡相

关基因进行交互分析。首先，利用 STRING 数据库构建包含差异表达凋亡相关基因的 PPI 网络，综合得

分 > 0.4 被认为是统计学显着的相互作用。然后将 PPI 调节网络分析结果导入到 Cytoscape 中进行可视化。 

2.4. GO 与 KEGG 分析 

GO 和 KEGG 分析是使用 R 软件中的“clusterProfiler”工具包进行的。GO 分析的主要领域是细胞组

分(cellular component, CC)、生物过程(biological process, BP)和分子功能(molecular function, MF)。 

3. 结果 

3.1. AOD 中差异表达的凋亡相关基因 

首先，对两组数据进行主成分分析(Principal Component Analysis, PCA)，结果显示在对照组或 AOD
组中的每个样本之间的距离在维度上很接近，对照组和 AOD 组之间的距离很远(图 1(a))，因此 GSE57691
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数据集的组内重复性是可以接受的。随后，以校正 P 值 < 0.05 和|log2fold change (FC)| > 2 为标准，在 AOD
组鉴定出 18 个差异表达的基因在热图(图 1(b))及火山图(图 1(c))中表示，其中包括 7 个上调基因，如白细

胞介素-1β (IL-1B)、白细胞介素-6 (IL-6)、早期应答基因 3 (IER3)、转录激活因子 3 (ATF3)等；以及和 11
个下调基因，如血小板衍生生长因子受体 β (PDGFRB)、谷胱甘肽过氧化物酶 4 (GPX4)、转化生长因子 β
受体 3 (TGFBR3)、细胞周期素 D2 (CCND2)、周期素依赖性激酶抑制因子 1B (CDKN1B)等。 
 

 
Figure 1. Differentially expressed apoptosis related genes in AOD and healthy samples. (a) 
Results of the PCA. AOD samples of GSE57691 are marked in red, healthy samples are marked 
in blue. (b) Heatmap of 18 differentially expressed apoptosis related genes in AOD and healthy 
samples. (c) Volcano plot of differentially expressed apoptosis related genes. Significantly up 
regulated and down regulated genes are represented by red and blue dots, respectively 
图 1. AOD 和健康样本中差异表达的凋亡相关基因。(a) PCA 分析的结果。GSE57691 中的

AOD 标记为红色，对照标记为蓝色。(b) AOD 和健康样本中 18 个差异表达的凋亡相关基

因的热图。(c) 差异表达的凋亡相关基因的火山图。显著上调和下调的基因分别用红点和

蓝点表示 

3.2. 候选凋亡相关基因的 GO 和 KEGG 分析 

在 GO 分析的基础上，我们发现 BP 中的候选凋亡相关基因在胶质细胞活化、胶质细胞发育等显著富

集；CC 中的候选凋亡相关基因在细胞器包膜腔、核膜等显著富集；MF 中的候选凋亡相关基因在生长因

子受体结合、谷胱甘肽过氧化物酶活性等显著富集(图 2(a)和图 2(b))。我们还进行了 KEGG 通路富集分

析，结果表明候选凋亡相关基因在在晚期糖基化终末产物(advanced glycation end products, AGE)与糖基化

终末产物受体(receptor for advanced glycation end products, RAGE)信号通路糖尿病并发症、辅助性 T 细胞

17 (T helper cell 17, Th17)细胞分化等通路中富集(图 2(c)和图 2(d))。 
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Figure 2. GO and KEGG enrichment analysis of 18 differentially expressed apoptosis related 
genes. (a) GO analysis Classification bar chart. (b) GO analysis chord diagram. (c) KEGG 
enrichment analysis histogram. (d) KEGG enrichment analysis circle plot 
图 2. 18 个差异表达凋亡相关基因的 GO 和 KEGG 富集分析。(a) GO 分析分类柱状图。

(b) GO 分析弦图。(c) KEGG 富集分析直方图。(d) KEGG 富集分析圈图 

3.3. 候选凋亡相关基因中的 PPI 网络及枢纽基因的鉴定 

我们构建了差异表达的凋亡相关基因的 PPI 调控网络，包含 17 个节点和 26 个相互作用对，没有相

互作用的候选基因被排除(图 3(a))。在 PPI 网络中，筛选出得分最高的 5 个基因构成了枢纽框架：IL1B、
IL6、一氧化氮岐化酶(SOD1)、蛋白磷酸酶 3 调节因子亚基 1 (PPP3R1)和淀粉样前体蛋白(APP) (图 3(b))。 

4. 讨论 

越来越多的证据表明，凋亡参与维持心血管健康。此外，凋亡相关基因通过调节巨噬细胞、血管平

滑肌细胞和内皮细胞来影响AOD [14]。比如，抑制PI3K/Akt信号能够促进泡沫细胞凋亡和AS的进展[15]；
lncRNA MIAT 作为晚期 AS 细胞过程的一种新型调节因子，能够控制平滑肌细胞的凋亡[16]；NRP2 通过

调节内皮细胞凋亡在 AS 前发挥重要作用[17]。 
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Figure 3. PPI analysis of candidate differentially expressed apoptosis related genes. (a) PPI networks of can-
didate genes. (b) PPI subnetwork of the top 5 hub candidate genes 
图 3. 候选差异表达凋亡相关基因的 PPI 分析。(a) 候选基因的 PPI 网络。(b) 前 5 个枢纽候选基因的

PPI 子网络 

 
基因芯片技术是探索新的疾病生物标志物的一种新方法。Huang 等通过 DNA 微阵列分析从 AOD 巨

噬细胞中筛选出 98 个差异表达的基因，然后通过一系列分析将 KDELR3，CD55 和 DYNC2H1 鉴定为关

键基因[18]。 
在本研究中，为了确定凋亡相关基因与 AOD 之间的关系，采用基因芯片技术从 AOD 组和对照组中

鉴定差异表达的凋亡相关基因。首先，我们在 AOD 组和对照组之间筛选了 18 个差异表达的凋亡相关基

因。然后，基于 GO 和 KEGG 分析，我们发现差异表达的凋亡相关基因涉及多种生物学过程和信号通路，

包括谷胱甘肽过氧化物酶活性、生长因子受体结合、AGE-RAGE 信号通路糖尿病并发症、Th17 细胞分

化通路等。最后，通过 PPI 调控网络鉴定总共 5 个枢纽基因(IL1B, IL6, SOD1, PPP3R1 和 APP)。 
活性氧是线粒体呼吸或新陈代谢的副产物，或由谷胱甘肽过氧化酶产生，在 AOD 病理情况下，活性

氧的释放超过内源性防老化剂的能力，导致细胞死亡。在心血管水平，氧化应激与 AOD 密切相关[19]，
例如，氧化应激反应凋亡诱导蛋白在阿霉素诱导的大鼠心肌细胞凋亡中起关键作用[20]。通过减少糖化终

产物的形成或交联断裂来抑制糖尿病中的 AGE 积累和 RAGE 表达与 AS 的减少有关，AGE 与 RAGE 结

合导致一系列炎症和纤维化途径的活化，引起组织损伤[21]。Dong 等发现抑制成纤维细胞生长因子信号

传导可抑制 AS 内皮–间质转化[22]。Zhang 等认为 Th17 细胞产生的炎性细胞因子 IL-17A 是 AOD 形成

的关键因素[23]。以上先前研究都证实了我们的生信分析的合理性。 
在 PPI 网络中共确定了 5 个枢纽目标，包括 IL1B、IL6、SOD1、PPP3R1 和 APP。据研究报道，血

管巨噬细胞中的嗅觉感受器 2 通过依赖于 NLRP3 的 IL1B 产生来驱动 AS [24]；NF-κB/IL-6 信号通路介

导巨噬细胞的炎症反应和 AS [25]；此外，中枢神经系统局部 APP 过表达产生的血管促炎作用导致 β-淀
粉样蛋白沉积和神经元功能不良之前的 AS 形成[26]。而我们的研究提示这些枢纽基因可能通过调控细胞

凋亡而影响 AOD 的发生。 
我们的研究基于 GEO 数据库和 MSigDB 对 AOD 中的凋亡相关基因进行了评估。我们发现凋亡相关

基因通过多种生物学过程和信号传导途径参与 AOD 的发生和发展。然而，相关基因的表达水平及其发挥

的确切调控机制仍有待进一步探究。综上所述，凋亡在 AOD 中扮演至关重要的角色。 
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