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摘要 目的：筛选不稳定型心绞痛与急性心肌梗死患者外周血差异表达基因，探究差异表达基因的分子功能分类、生物学网络调控及关键节点。方法: 从基因表达综合数据库（Gene expression omnibus，GEO）中下载急性冠脉综合征患者外周血的基因芯片数据，利用数据库可视化和集成发现工具网站（Database for annotation, visualization and integrated discovery，DAVID）进行通路和功能富集，利用检索相互作用基因搜索工具（Search tool for recurring instances of neighbouring genes，STRING）网站构建蛋白质-蛋白质相互作用网络，同时从PPI网络中筛选出关键基因。结果：获得750个差异表达基因，其中急性心肌梗死较不稳定心绞痛表达上调的基因 370个，表达下调的基因 380个。GO富集分析显示差异表达基因主要参与细胞外基质组成、转录活性调控等生物学过程，KEGG通路分析显示差异表达基因主要参与氨基酸代谢信号通路、肿瘤相关信号通路等。Degree算法分析获得了20个关键基因分别为IGF1、MDM2、KCNA1、OPALIN、AQP4、SMAD4、AKT2、PML、UBE3A、CDK6 、VEGFA、POMC、BDKRB1、BDKRB2、AGTR2、CPR39、EDNRA、SOX9、CD274和CTLA4。结论： 本研究通过生物信息学分析差异基因及通路，为急性冠状动脉综合征的机制、诊断标志物及治疗靶点提供依据。
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Bioinformatics analysis of differentially expressed genes in peripheral blood of patients with unstable angina pectoris and acute myocardial infarction#
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Abstract Objective: To screen the differentially expressed genes in the peripheral blood of patients with unstable angina and acute myocardial infarction, and to explore the molecular function classification, biological network regulation, and key nodes of differentially expressed genes. Methods: Gene chip data of the peripheral blood of patients with acute coronary syndrome were downloaded from Gene Expression Omnibus (GEO) database, functional enrichment analysis was conducted by Database for annotation, visualization and integrated discovery (DAVID) website, protein-protein interaction (PPI) network was constructed by Search tool for recurring instances of neighbouring genes (STRING)website, and Cytoscape software. Hub genes were screened out from the PPI network. Results: 750 differentially expressed genes were screened, of which 370 genes were up-regulated, and 380 genes were down-regulated. GO enrichment analysis showed that differentially expressed genes were mainly involved in biological processes such as extracellular matrix composition and regulation of transcriptional activity. KEGG pathway analysis showed that differentially expressed genes were mainly involved in amino acid metabolism signaling pathways and tumor-related signaling pathways. 20 hub genes were obtained by Degree algorithm analysis, IGF1, MDM2, KCNA1, OPALIN, AQP4, SMAD4, AKT2, PML, UBE3A, CDK6, VEGFA, POMC, BDKRB1, BDKRB2, AGTR2, CPR39, EDNRA, SOX9, CD274 and CTLA4. Conclusion: This study provides a basis for understanding the mechanisms, diagnostic biomarkers, and therapeutic targets of acute coronary syndrome through bioinformatics analysis of differentially expressed genes and pathways.
Key words: Bioinformatics; Acute Coronary Syndrome; Peripheral Blood; Differentially Expressed Genes
冠状动脉疾病（Coronary artery disease，CAD）主要是指因冠状动脉粥样硬化性疾病导致严重的冠状动脉狭窄，从而引起心肌供血不足[1]。急性冠状动脉综合征（Acute coronary syndrome，ACS）包括不稳定型心绞痛（Unstable angina，UA）、非ST段抬高型心肌梗死（Non-ST-elevation myocardial infarction，NSTEMI）和ST段抬高型心肌梗死（ST-elevation myocardial infarction，STEMI），目前急性冠状动脉综合征仍然是许多国家主要死因之一[2]。

心肌梗死（Myocardial infarction，MI）通常被定义为由于氧供需失衡引起持续的心肌缺血所致的心肌细胞死亡。根据心电图的结果，心肌梗死可分为STEMI和NSTEMI[3]。STEMI是跨壁缺血的结果，其梗死区波及到整个心肌壁，而NSTEMI没有扩散到整个心肌壁[4]。心外膜冠状动脉内粥样硬化斑块脱落而阻塞血管是大多数急性心肌梗死患者发病的主要原因[1]。

UA被认为是心肌梗死的前兆，与NSTEMI具有相似的病理生理基础，统称为非ST段抬高型急性冠脉综合征(NSTE-ACS)[5]。由于其独特的病理生理机制和临床预后，UA患者如治疗不当可发展为急性心肌梗死，大约30%的UA患者可能在发病后3个月内发生心肌梗死[6-8]。目前关于UA如何进展为急性心肌梗死文献报道尚少，其相关机制有待深入研究。

生物信息学与组学方法近年已被广泛用于在基因组水平上寻找差异，但大多集中于肿瘤相关领域[9-13]，心血管的生物信息学研究目前较少，且多集中于探究非编码RNA与心血管疾病的关系或寻找急性心肌梗死的诊断标志物[14]。本研究从基因芯片公共数据库 GEO中挖掘了相关数据集，以获得不稳定型心绞痛和急性心肌梗死患者外周血之间的差异表达基因，为探索不稳定型心绞痛发生发展的机制提供了线索。

1 材料与方法

1.1 数据来源  
使用GEO（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo）数据库筛选数据集。以“急性冠脉综合征”为检索词，获得基因表达综合数据集（Gene Expression Omnibus Series，GSE）数据集GSE29111。GES29111是人外周血mRNA基因芯片数据集，注释平台为GPL570， 纳入16个不稳定的心绞痛患者样本和32个急性心肌梗死患者样本。数据已经标准化，并且排除了重复和无效的基因。

1.2 差异表达基因筛选  
GEO2R（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/）用于鉴定差异表达基因。GEO2R是基于R语言的GEO数据库工具。GSE29111中满足 |log FC|> 1和P<0.05的基因被定义为差异表达基因。火山图是由GraphPad软件8.0版绘制的。使用Heatmap Illustrator的1.0版绘制GSE29111中|log FC|排名前10的差异表达基因的热图，并通过min-max标准方法对数据进行标准化。

1.3差异表达基因GO分析与KEGG分析  
基因本体论（Gene Ontology，GO）提供不同物种的、从分子到有机体水平的、生物系统的计算模型分析，包括：生物过程（Biological Process，BP），细胞成分（Cellular Component，CC）和分子功能（Molecular Function，MF）。京都基因与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）是基于基因组测序的分子水平信息和其他高通量实验技术而建立的，用于分析生物系统的高级功能和实用性的数据库。使用Database for Annotation，Visualization, and Integrated Discovery (DAVID) 6.8 (https://david.ncifcrf.gov/)对差异表达基因进行GO富集和KEGG通路分析，根据p值大小筛选排名前三的结果。

1.4蛋白互作网络 (PPI) 分析  
蛋白质之间功能相互作用的分析有助于理解疾病发生和发展的机制。使用STRING 11.0在线数据库（http://string-db.org）分析GSE29111中差异表达基因的PPI网络，并认为相互作用的总得分> 0.4 具有统计意义。PPI网络由Cytoscape 3.6.1绘制，并通过cytoHubba插件基于Dgree值即在PPI网络中的连接度确定关键基因，PPI网络图展示了排名前50基因。

2 结果 

2.1 不稳定型心绞痛与急性心肌梗死的基因表达差异

基因芯片GSE29111从GEO数据集下载。如图1所示，通过GEO2R软件进行的聚类分析（| log FC |> 1，P<0.05为临界值）显示，急性心肌梗死患者血样中与不稳定型心绞痛患者相比有370个显著上调基因和380个显著下调基因。图1A显示所有差异表达基因的火山图，图1B显示排名前10的差异表达基因的热图。
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图1 不稳定型心绞痛与急性心肌梗死差异表达基因的火山图（A）和热图（B）

2.2差异表达基因的GO富集分析

我们使用在线软件DAVID对差异表达基因进行GO富集分析。图2显示了BP， CC和MF分析的排名前三的结果。上调的差异表达基因分析结果如图2A所示，GO分析结果主要涉及转录活性正调控、转录辅因子活性、质膜成分、细胞外基质成分等。下调的差异表达基因分析结果如图2B所示，GO分析结果主要涉及药物反应性、细胞生长负调控、质膜成分、细胞外基质成分、细胞因子活性等。
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图2 上调（A）和下调（B）的差异表达基因的GO分析

2.3差异表达基因的KEGG通路分析

我们接下来进行了差异表达基因的KEGG通路分析。上调的差异表达基因分析结果如图3A所示，分析结果主要涉及癌症相关通路、慢性粒细胞白血病相关通路、弓形虫病相关通路。下调的差异表达基因分析结果如图3B所示，分析结果主要涉及精氨酸和脯氨酸代谢相关通路、神经刺激的受体配体交互作用相关通路、cAMP信号通路。
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图3  上调（A）和下调（B）的差异表达基因的KEGG通路分析

2.4差异表达基因的PPI网络分析

使用STRING分析差异表达基因相应的蛋白互作关系，通过Cytoscape软件识别并展示PPI网络中排名前50的关键基因。上调的差异表达基因分析结果如图4A所示，筛选出排名前10的基因分别为IGF1、MDM2、KCNA1、OPALIN、AQP4、SMAD4、AKT2、PML、UBE3A、CDK6。下调的差异表达基因分析结果如图4B所示，筛选出排名前10的基因分别为VEGFA、POMC、BDKRB1、BDKRB2、AGTR2、CPR39、EDNRA、SOX9、CD274、CTLA4。
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图4  上调（A）和下调（B）的差异表达基因的蛋白互作网络

3 讨论
1937年Sampson、Eliaser和Feil首次报道了在静息状态下不规则而长期的心绞痛但未发展为急性心肌梗死的病例，这种疾病自此被认为是处于稳定型心绞痛与急性心肌梗死的中间灰色地带[6]。随着冠状动脉造影与介入治疗等技术的发展，人们对于冠脉疾病患者的关注越来越多。近年发现不稳定心绞痛非常的普遍，是目前心脏疾病患者住院的主要原因之一。2008年世界卫生组织对不稳定心绞痛提出的定义为“有缺血的症状或缺血的心电图改变，而典型的生物标记物正常”[15]。由于其独特的病理生理机制和临床预后，不稳定心绞痛患者如治疗不当可发展为急性心肌梗死。而不稳定心绞痛患者如何进展为心肌梗死，或者说是否有相关的诊断标志物可以进行预警，是本研究想要探究的内容。

我们从GEO数据库中挖掘了GSE29111数据集，纳入了其中16个不稳定心绞痛与32个心肌梗死（包括 STEMI和NSTEMI）外周血样，目的是寻找到两者之间的差异表达基因进行后续分析。从GO结果来看，急性心肌梗死相较于不稳定心绞痛的上调基因主要与转录因子活性的调控、质膜以及细胞外基质组分等相关，下调基因主要与药物反应性、细胞生长负调控、质膜以及细胞外基质组分等相关。从KEGG结果来看，差异表达基因主要与氨基酸代谢通路与肿瘤信号通路等相关。

有文献报道不稳定心绞痛的粥样斑块的稳定性是其病理生理进展的主要原因，即斑块是否脱落或破裂随即完全堵塞下游血管或血栓形成引起心肌细胞坏死[1, 16]。本研究的富集结果提示差异表达基因与质膜和细胞外基质组成密切相关。我们猜测可能存在两种情况：第一，有关键基因能够影响粥样斑块的形成及其稳定性，这类关键基因可通过调控转录因子活性或者调控细胞生长的信号通路参与和脱落（破裂）斑块密切相关的质膜或细胞外基质的合成；第二，基因芯片结果来自外周血mRNA，当粥样斑块脱落（破裂），其斑块内相关成分可随血液流动，分析所得差异基因可来自粥样斑块的表面。无论是哪一种情况，都可为探究急性冠状动脉综合征发生发展的相关分子机制、发掘潜在诊断标志物提供理论依据。

本研究通过STRING PPI网络分析从750个差异基因中筛选出了10个上调关键基因IGF1、MDM2、KCNA1、OPALIN、AQP4、SMAD4、AKT2、PML、UBE3A、CDK6以及10个下调的关键基因VEGFA、POMC、BDKRB1、BDKRB2、AGTR2、CPR39、EDNRA、SOX9、CD274、CTLA4。上调基因中排名最高的IGF1，即胰岛素样生长因子-1，是一种在分子结构上与胰岛素相似的多肽蛋白质,在机体的生长与合成代谢上具有重要的意义，有文献报道IGF1在心肌梗死后的细胞损伤修复与心室重构中发挥重要作用[17-19]。而下调基因中排名最高的VEGFA，即血管内皮生长因子A，是血管内皮生长因子家族主要成员之一，具有促进血管通透性增加、细胞外基质变性、血管内皮细胞迁移、增殖和血管形成等作用。有研究显示血管内皮生长因子能促进梗死区域的血管再生、刺激内皮细胞生长，在急性心肌梗死的治疗方面具有重要意义[20-22]。此外，有研究发现APQ4、MDM2、SMD4等可作为急性心梗患者的生物诊断标志物[23, 24]。

综上所述，我们利用生物信息学的方法筛选出了20种关键基因。这些基因在急性冠状动脉综合征中的潜在作用，将在我们未来的工作中通过体内和体外实验进行验证。
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