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摘  要  文章选取缺血性心肌病患者和对照组收集的外周血，对其采用微阵列数据集进行转录组分析，

分为两个部分进行。在第一部分，从 3 组缺血性心肌病患者样本与健康对照的数据集分析中，确定了 3 
个重要基因——成纤维细胞生长因子结合蛋白 2(FGFBP2)、葡萄糖-果糖氧化还原酶结构域(GFOD1)和
伴皮层下囊肿的巨脑性白质脑病(MLC1)，可作为潜在的 mRNA 生物标志物。在第二部分，从 3 个时间

点(发作当天、恢复 4～6 天及恢复 6 个月)收集了 2 组基因表达数据集。基因代谢途径的差异性分析表

明，与对照组对比，发作组和恢复组涉及到炎症和免疫途径；与恢复 6 个月组对比，发作组和恢复组

(4～6 天)涉及到代谢途径或神经分泌。这显示了缺血性心肌病的发作和恢复期间的生物学过程变化。实

验结果表明，3 种潜在的 mRNA 生物标志物——FGFBP2、GFOD1 和 MLC1，涉及到缺血性心肌病不同

的代谢通路，具有连续的生物学过程变化。
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Abstract In this study, transcriptome analysis was conducted on the microarray data sets of peripheral blood 
collected from patients with ischemic cardiomyopathy and controls. The analysis was carried out in two phases. 
In phase 1, by comparing three sets of ischemic cardiomyopathy samples versus healthy controls, we identified 
three key genes—fibroblast growth factor binding protein 2 (FGFBP2), glucose-fructose oxidoreductase domain 
containing 1 (GFOD1), and megalencephalic leukoencephalopathy with subcortical cysts 1 (MLC1). These 
were considered as the potential mRNA biomarkers candidates. In phase 2, two gene expression data sets were 
collected on three points in time (the day of attack, 4-6 days of recovery, and 6 months of recovery). Differential 
analysis of gene pathways revealed that the seizure and recovery group were involved in the inflammatory and 
immune pathways compared with the control group. The seizure and recovery group (4-6 days) were involved 



集  成  技  术 2017 年                   70

1 引  言 

  目前的研究已表明[1]，心血管疾病的死亡率

远远高于癌症和艾滋病，成为危害人类健康的

第一杀手。虽然近几年在血管重建技术、药物治

疗、心脏康复和器官移植等医疗技术方面获得了

重大进展，但心血管疾病，包括缺血性心肌病仍

然是发达国家人口死亡的首要原因。虽然吸烟、

高血清胆固醇、高血压和糖尿病等经典的疾病危

险因子，可在一定程度上预测疾病发生和预后情

况，但还不足以提供完全准确的疾病诊断[2]。这

是因为当前这些风险预测模型的预测价值的准确

率相当有限。而这种“检测差距”是因为缺血性

心肌病患者常常缺乏常规危险因子，高达 20％ 
的患者没有传统的危险因子，40％ 的患者往往只

有一个[3,4]。目前疾病风险的预测更加重视非传

统和遗传学风险因素的影响。因此，找到缺血性

心肌病相关的预测风险因子，降低死亡率和改善

预后是现阶段公共卫生的重点。

  目前，分子标记物如脑钠肽(Brain Natriuretic 
Pe p t i d e，B N P)、C  反应蛋白(C  R e a c t i v e 
Protein，CRP) 和其他血清炎症指标已经在缺血

性心肌病预测方面得到证实。然而，这些生物标

志物在甲状腺疾病、肾衰竭和充血性心力衰竭患

者中也具有较高的表达水平[5]。因此，亟需寻找

新的更敏感的风险标记及改善个人预防的疾病筛

选策略。这样的生物标志物必须具备：识别危险

个体的能力、能检测结果的重复稳定性、早期干

预的良好治疗效果以及能基于细胞的靶点治疗来

控制缺血性心肌病的病理过程等特点。而使用微

阵列的全基因组表达分析是检测新的生物标志物

和鉴定新药物靶点的方法[6,7]。因此，本文主要

围绕以下两个方面展开研究：(1)研究缺血性心

肌病患者外周血细胞模型中的基因表达模式，找

出病理发生的关键基因；(2)识别与缺血性心肌

病相关的生物学过程的动态变化和发展。

2 材料与方法

2.1 实验材料

  本实验材料分为两个部分，在第一部分，

我们选择了  3 个微阵列数据集(GSE66360、
GSE48060 和 GSE60993)，包含缺血性心肌病患

者和具有正常超声心动图的健康对照。其中，数

据集 GSE60993 使用 Illumina HumanWG-6 v3.0 
表达珠芯片，从含有 17 例患者和 7 个对照样品

的外周血中收集。另外 2 个数据集 GSE48060 和 
GSE66360 均使用 Affymetrix 人类基因组 U133 
Plus 2.0 阵列平台，分别包括 49 例患者与 50 例
来自循环内皮细胞的对照、31 例患者与 21 例外

周血对照组比较。

  在第二部分，为了找到与缺血性心肌病发作

和病情恢复的基因表达变化情况，我们选择了 2 
个微阵列表达数据集(GSE59867 和 GSE62646)
做进一步分析。其中，数据集 GSE59867 收集 
ST 段抬高型心肌梗死患者样品(n＝111)。为了

排除相关基因的影响，对照组为病情稳定且无疾

病史的患者(n＝46)，而不是健康对照组。数据

集 GSE62646 由 28 名患者和 14 名对照组患者组

成，具有相同的纳入标准。在 3 个时间点：急性

in the metabolic pathways or nerve secretion compared with the 6 months of recovery group. The experimental 
results show that the three potential mRNA biomarkers (FGFBP2, GFOD1 and MLC1) can be involved different 
pathways of ischemic cardiomyopathy, exhibiting continuous changes in the biological process. 

Keywords ischemic cardiomyopathy; bioinformatics; biomarker; microarray; transcriptome



刘志华，等：缺血性心肌病不同阶段基因表达的改变模式研究5 期 71

发作的第 1 天(简称“发作组”)、治疗恢复 4～6 
天(简称“恢复组”)、治疗恢复 6 个月后(简称

“6 个月组”)收集血液样品。 采用 Affymetrix 
HuGene 1.0 ST 阵列分析研究组和对照组分离的

外周血液单核细胞中的 mRNA 水平。

2.2 分析方法

2.2.1 加权基因共表达网络分析

  加权基因共表达网络分析(Weighted Gene co-
Expression Network Analysis，WGCNA)是一种共

表达网络的分析方法[8]。它在 R WGCNA 软件包

中实现，是基于基因表达数据来构建基因共表达

的网络。本文使用 WGCNA 方法对数据集的差异

表达基因进行独立分析。首先，对于每组基因，

通过计算相关矩阵构建加权相关网络。其次，通

过将相关矩阵提高到 8、10 或 12 的适当幂来构

建邻接矩阵。之后基于相邻矩阵，计算每对基因

的拓扑重叠度。最后，对拓扑重叠度进行了平均

层次聚类，并使用动态混合树切割算法来剪切聚

类树。为了获得大而不同的模块，我们将最小模

块的大小设置为 30 个基因，并将模块的最小高

度设置为 0.2。最终对每个基因模块和疾病状态

的 Pearson 相关系数值、模块显著性值和 Pearson 
相关系数检验值进行评估，为进一步分析提供补

充评估。

2.2.2 基因功能富集分析

  如果基因具有多个探针位点，则根据该探针

位点的平均值来过滤数据。预处理后，我们对这

些数据集进行患者组和对照组的差异分析，差异

表达基因的统计学显著性阈值为 0.05。
  对于模块的每个基因，使用超几何分布测试

来评估功能富集分析。计算公式如下[9]：

 

其中，N 是所有具有注释的基因数量；n 是 N 中

模块基因的数量；M 是注释到特定条目的所有基

因的数量；m 是 M 中模块基因的数量。计算的 P 
值通过 Bonferroni 校正，将校正的 P 值 0.05 作为

阈值。

3 实验结果

3.1 疾病和健康对照组基因微阵列差异分析

  分析结果显示，3 组病例中差异表达基因之

间存在非常显著的重叠，支持数据的鲁棒性，并

指示这 3 种情况下缺血性心肌病特异性表达变

化是一致的。我们在 GSE66360、GSE48060 和 
GSE60993 中分别鉴定出 4672、3185、3660 个基

因，显示患者和对照组之间的显著表达变化。

  接下来，应用 WGCNA 对基因表达差异进行

分析，并计算与疾病状态相关的模块值，提供模

块的定量评估。我们对每个模块参与的基因进行

功能注释和途径富集分析发现，选定的模块中差

异表达基因之间仅有 3 个基因重叠：成纤维细胞

生长因子结合蛋白 2(FGFBP2)、葡萄糖-果糖氧

化还原酶结构域(GFOD1)和伴皮层下囊肿的巨

脑性白质脑病(MLC1)，涉及到血管重建、糖代

谢、伴皮层下囊肿的巨脑性脑白质病。

3.2 疾病的发作、恢复及后期的基因表达分析

  为了研究从疾病发生到后期恢复不同时间点

的基因表达和涉及到的通路的变化，对发作和恢

复这两个时间点与恢复后 6 个月的时间点及对

照组分别作了基因表达差异分析(图 1)，分别为

发作组对比 6 个月组、恢复组对比 6 个月组、发

作组对比对照组、恢复组对比对照组。此外，应

用 WGCNA 来确定共表达基因的模块。我们对 
4 组数据选中的模块做重叠基因分析，分别获得 
427、179、172、157 个重叠基因。对这 4 组重

叠基因做通路富集分析后发现，与对照组相比，

发作组和恢复组涉及相似的代谢通路，如自然杀

伤细胞介导的细胞毒性、移植物抗宿主病、抗
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x 轴表示不同的分析组；y 轴表示 log2 归一化的基因表达水平；入院对应的是发作时间；出院对应的是恢复 4～6 天；

6 个月对应的是恢复 6 个月后

原加工和呈递反应；与恢复后 6 个月组相比，发

作组和恢复组涉及相似的代谢通路，如氧化磷酸

化、亨廷顿氏病和帕金森病等。

  此外，我们对上述 4 组重叠基因进行逐个

病例分析，并在所有患者中鉴定了 19 个常见基

因，前 10 个重要基因被选中做进一步分析。虽

然在患者之间基因相对表达水平不同，但其显著

变化趋势是相同的。

4 讨  论

4.1 患者与健康对照组基因表达差异分析

  在我们挑选的数据集  GSE66360、GSE48060 
和 GSE60993 中，GSE66360 并没有相关文献发

表，GSE48060 主要针对疾病组和对照组的差异

表达基因做了相关通路分析，发现与机体的免疫

应答相关，并寻找与临床复发相关的关键基因。

而 GSE60993 也是从疾病组和对照组寻找出差异

基因，并在相关组织中进行了酶联免疫吸附测定

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay，ELISA)

蛋白验证。

  我们通过使用 WGCNA 方法降低非重要基因

来减少数据集的复杂性，并筛选最相关的模块进

行分析。生物学过程主要涉及炎症和免疫应答途

径，其中包括自然杀伤细胞介导的细胞毒性、移

植物抗宿主病、同种异体移植排斥、抗原加工和

表达以及细胞因子-细胞因子受体相互作用与缺

血性心脏损伤后病理变化的相关机制。这也表明

免疫应答、炎症和凋亡途径相关的基因表达水平

升高，可能和心肌病理过程与循环细胞炎症转录

图 1 不同时间点所选基因表达曲线图

Fig. 1 Expression data from microarray experiments for chosen genes
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变化相关。实际上，通过直接多方面测量白细胞

的炎症 mRNA 谱的研究显示，涉及白细胞的炎

症反应与缺血性心肌病的发病机理密切相关[10]。

另一方面，在白细胞转录的调节机制研究中，

分析血液白细胞基因表达模式的变化进一步证

明了心肌缺血可以导致外周血相关转录基因的

表达变化[11,12]。

  值得一提的是，这些差异基因的功能分析

揭示其参与了 I 型糖尿病和自身免疫性甲状腺疾

病的代谢通路。与目前国内外已有的研究[13-15]相

比，有了新一步的进展。另有相关研究证明，亚

临床型甲状腺功能减退症(伴随着心脏收缩功能

减退、动脉粥样硬化脂质分布、高血压和炎症反

应)和甲状腺机能亢进(伴随着冠状动脉存储功能

下降、心律不齐、血液高凝固风险)等临床症状

对心血管系统具有负面影响[16,17]。因此，甲状腺

激素失调通常导致心脏功能和基因表达变化，即

使生理范围内的甲状腺激素的小变化也可能导致

心血管疾病的不良发展。

  在 关 键 基 因 的 获 取 上 ， 我 们 挑 选 了 
G S E 4 8 0 6 0  数据集、G S E 6 6 3 6 0  数据集及 
GSE60993 数据集中相关系数最高的 3 个模块取

交集，得到 3 个关键基因——FGFBP2、GFOD1 
和 MLC1，可作为缺血性心肌病早期诊断的潜在

生物标志物。这比从 3 个数据集中分别单独挑选

的关键基因更具可靠性。这一发现意味着缺血性

心肌病的致病机制与涉及血管内病变、免疫应答

和脑源性因子调节系统的基因表达相关。其中，

FGFBP2 编码成纤维细胞生长因子结合蛋白家族

的成员，通过调节蛋白激酶调控网络使心血管免

受缺血损伤。FGFBP2 是对葡萄糖代谢、脂质代

谢和胰岛素敏感性具有多效性的代谢激素[18]。

GFOD1 在抗细胞衰老中发挥了重要的作用，是

细胞能量的主要来源和细胞能量代谢的基础，在

衰老进程中处于中心地位[19]。MLC1 编码膜蛋

白，在脑星形胶质细胞和循环血细胞，特别是单

核细胞中高度表达。虽然已有研究提出 MLC1 具
有血脑屏障和脑-脑脊液屏障的作用[20]，但其功

能仍然未知。Lanciotti 等[21]观察到 MLC1 调节星

形胶质细胞中的表皮生长因子受体信号，提供了

关于 MLC1 发病机理的新信息。这些研究表明，

血液转录组大规模基因表达分析可用于缺血性心

肌病的诊断和鉴定疾病的相关机制。

4.2 患者不同时间点的基因转录组差异分析

  许多研究发现，外周血单核细胞在与血管

重塑和局部炎症反应中发挥着重要作用[22,23]。因

此，外周血单核细胞的激活表达反映炎症程度，

可能与缺血性心肌病患者的病情进展相关。急性

冠状动脉综合征(ACS)患者的预后很大程度上取

决于急性期心肌损伤的程度。在这部分，我们选

择了两个外周血单核细胞基因表达谱(GSE59867 
和 GSE62646)，用于鉴定缺血性心肌病随不同

时间变化的生物学相关过程的变化情况。其中 
GSE59867 和 GSE62646 数据集本身也进行了 4 
组差异基因比较：发作组对比对照组、恢复组

对比对照组、发作组对比恢复 6 个月组、恢复

组对比恢复 6 个月组。GSE59867 更侧重于发展

为或没有发展为心力衰竭的基因表达差别。而 
GSE62646 更侧重于这 4 组比较差异基因涉及的

代谢通路变化。而我们对这两组数据集进行组合

差异分析，并进行 WGCNA 模块筛选，对这 4 组
对照都涉及的差异基因挑选前 10 个关键基因进

行逐个病例分析。

  结果显示，与对照组相比，发作组和恢复组

涉及的生物学过程大致相同，与机体的炎症和免

疫反应相关，与第一部分的结果一致。与恢复 6 
个月组相比，发作组和恢复组涉及的生物学过程

大致相同，与机体代谢途径和神经系统相关。而

这种在不同时间涉及机体相似的代谢通路和神经

系统通路，在目前国内外已有的研究分析中并没

有发现这种规律。一种可能是与患者病情发作后

药物干预和心肌功能恢复相关，另一种可能是由
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于冠状动脉的部分或完全闭塞，神经分泌涉及对

心功能不全发展的保护性反应。已有研究证实，

酪氨酸激酶受体 B(TrkB)是脑源性神经营养因子

的高亲和力受体，可在动脉粥样硬化形成过程中

保护内皮完整性，并在缺血性心肌病发展中起到

未知的保护作用[24]。此外，自主神经系统的长期

激活可能增加动脉粥样硬化、心肌梗死或猝死的

风险[25,26]。

5 结  论

  精准诊断缺血性心肌病的病理特征的最大障

碍是心脏组织样本的限制性[27,28]。然而转录组技

术为发现疾病特异性机制提供了新的机会，并提

供诊断和预后价值。在本研究中，我们筛选出 3 
个重要的基因——FGFBP2、GFOD1 和 MLC1，
并且发现缺血性心肌病在  3 个不同时间段(发

作、恢复 4～6 天和恢复后 6 个月)内涉及到机体

的不同代谢通路。这为确定潜在的心肌缺血相关

生物标志物，并揭示与缺血性心肌病发展相关的

调节网络和代谢途径提供了一定的理论依据。
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