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摘要 目的：分析三棱内酯 B在人冠状动脉内皮细胞中的表达谱数据集，寻找三棱内酯 B调控血管内皮功能的关键作用靶点。方

法：基于 GEO公共数据库，下载原始表达谱数据集（GSE44598），经过差异基因筛选，功能注释，通路富集，信号通路网络以及基因

互作网络分析，找出三棱内酯 B对人冠状动脉内皮细胞基因表达谱产生影响的关键基因和信号通路。结果：同对照组相比，三棱

内酯 B给药组共有 5224个基因有显著性差异，包括 2628个上调基因和 2596个下调基因。基因功能注释和信号通路富集分析表

明，差异基因主要参与了细胞周期过程。网络分析显示，MAPK信号通路、细胞周期通路以及 PLCG2，PRKACA和 ADCY4等为

关键信号通路和基因。结论：三棱内酯 B通过影响 PLCG2，PRKACA，ADCY4等基因的表达，参与 MAPK和细胞周期等信号通

路，从而调节人冠状内皮细胞的功能。这些关键基因和信号通路是三棱内酯 B在心血管疾病治疗应用中潜在的作用靶点。
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Bioinformatics Analysis on Gene Expression Profile Alterations of HCAEC
Regulated by Sparstolonin B*

To find the key therapeutic targets involved in Sparstolonin B-regulated human coronary arterial endothelial

cells (HCAECs) by using a bioinformatics analysis. Based on the GEO public database, the original expression profile data

(GSE44598) were obtained, and a series of analysis, including differential expression gene screening, function annotation, pathway cluster-

ing, pathway-net and signal-net analysis were conducted to find the key genes and signaling pathways related to Sparstolonin B.

Compared with control group, 5224 genes were found in Sparstolonin B group, including 2628 up-regulated genes and 2596 down-regu-

lated genes, respectively. Gene function annotation and signaling pathway enrichment analysis manifested that the differently expression

genes were primarily involved in cell cycle regulation process. Network analysis indicated that the MAPK signal pathway, cell cycle sig-

nal pathway and PLCG2, PRKACA and ADCY4 were the key pathways and genes. Our findings revealed that Sparstolonin

B played a key role in regulating the function of HCAEC by affecting the expression of many genes, like PLCG2, PRKACA and ADCY4,

which were involved in MAPK and cell cycle signaling pathways. These key genes and pathways were identified as potential therapeutic

targets of Sparstolonin B on cardiovascular disease.
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前言

三棱内酯 B（Sparstolonin B, SsnB）是从黑三棱块茎中分离

得到的生物活性化合物，其具有氧二苯甲酮和异香豆素结构[1]。

研究表明，SsnB是一种选择性的 TLR2和 TLR4拮抗剂，有明

显地抗炎作用 [2-4]。同时，SsnB可以抑制血管平滑肌细胞的增
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殖、迁移、炎症反应和脂质累积[5]，减轻高脂饮食诱导的大鼠肥

胖症状[6]。然而，目前对于 SsnB的研究主要以药效学为主，其发

挥药效作用的机制还未被完全揭示。

组学技术系统、全面、高通量的优势与中医药多靶点、多效

应、整体观的理论具有同一性[7,8]，其中基因组学和转录组学在

中医[9,10]和中药[11-13]领域的应用逐渐增多，为揭示中医药的科学

理论和作用机制提供了技术支持。基于表达谱芯片数据的生物

信息学深入分析，可以充分挖掘利用其中的潜在研究价值[14-16]。

Bateman, HR等 [17] 对三棱内酯 B在人冠状动脉内皮细胞

（Human coronary artery endothelial cell, HCAEC）中的表达谱进

行了初步探索分析，揭示了 SsnB在血管生成中的重要作用。但

该研究主要结合相关的分子生物学进行，对表达谱数据的挖掘

还不够深入，对其中潜在的核心靶点没有进一步分析。在本文

中我们基于该表达谱数据集，在差异基因筛选、注释、富集的基

础上，用新的生物信息学方法构建相关的网络图，寻找三棱内

酯 B调控血管内皮功能的关键作用靶点和信号通路，揭示其抗

心血管疾病的作用机制，为三棱内酯 B的临床应用提供思路。

1 材料与方法

1.1 表达谱数据来源

实验所用原始表达谱数据集（GSE44598）从公共数据库

GEO（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）平台筛选获得。数据集

背景为：HCAEC常规培养，分为对照组和试验组，每组 3个生

物学重复。对照组在培养基中加入 0.1 % DMSO，试验组为培

养基中加入 100 滋M三棱内酯 B。孵育 24小时后，提取细胞中

的 RNA，经处理后，用 Affymetrix 公司的 GeneChip Human

Genome U133 Plus 2.0 Array芯片进行表达谱分析[17]。

1.2 实验方法和步骤

1.2.1 差异基因筛选 利用 GCBI分析平台（https://www.gcbi.

com.cn/gclib/html/index），读取 6个样本原始数据集中的基因

表达谱信号值，以 P＜0.05，Q＜0.05，差异倍数（Fold Change,

FC）≥ 1.2作为筛选条件，获得药物处理对细胞内基因表达谱

影响的上调基因和下调基因。差异基因的分析和聚类方法参考

文献报道进行[18,19]。

1.2.2 差异基因的功能注释和信号通路富集 基于 DAVID

(Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery)

在线可视化基因注释系统数据库[20,21]，对所得差异表达基因进

行基因本体（Gene Ontology, GO）功能注释，得到每个基因在细

胞组分（cellular component），生物过程（biological process）和分

子功能（molecular function）三个层面的功能解析。同时将所得

差异表达基因上传至 KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes）京都基因与基因组百科全书数据库[22,23]，分析差异基

因所参与的信号通路。

1.2.3 网络分析 基于 KEGG数据库中的相互作用关系，构

建差异基因互作网络（Singal-net）和显著性信号通路网络（Path-

way-net）。在网络中，基因或者通路用圆圈节点表示，如果某个

基因或者通路发挥核心作用，根据权重则节点面积越大，位置

越靠近网络的中心[24,25]。两个基因或通路之间的关系用箭头或

直线表示。从网络中可以全局性系统地分析网络中上游具有调

控作用的基因和信号通路，以及下游的效应基因和信号通路[26]。

1.3 统计学分析

双侧 Fisher's精确检验和 x2检验用来进行 GO和 Pathway

分析。FDR（False Discovery Rate）用来校正 P值[27]，FDR＜0.05

作为筛选标准。

2 结果

2.1 差异表达基因

经过分析，HCAEC细胞经三棱内酯 B处理后，共有 5224

个基因表达与对照组相比有显著性差异，其中有 2628个基因

显著性上调，2596个基因显著性下调。上调基因中差异倍数最

大的为 SPC25（FC=23.1，P=5.20E-05），下调基因中差异最大的

为 CYP1A1（FC= -13.1，P=2.10E-05）。差异结果以热图和火山

图形式展示（图 1）。从热图可以看出，实验组和对照组差异基

因的聚类对比非常明显，说明三棱内酯 B对 HCAEC细胞的作

用较大。

图 1 三棱内酯 B处理的 HCAEC细胞与对照组差异表达基因图。A.差异基因热图。B.差异基因火山图

Fig. 1 The differentially expressed genes between the HCAEC stimulated with SsnB and control group. A. Hierarchical clustering for the differentially

expressed genes; B. Volcano plot of the microarray data
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2.2 差异基因功能分析

经过对所有差异基因进行功能注释并聚类分析，共得到

545个 GO功能条目。GO结果表明，有丝分裂细胞周期（mi-

totic cell cycle），细胞分裂（cell division），有丝分裂前中期（mi-

totic prometaphase），有丝分裂 M期（M phase of mitotic cell cy-

cle），DNA 复制（DNA replication）等与 SsnB 的作用密切相关

（图 2）。从条形图可以看出，聚类排名第一的功能为 mitotic

cell cycle，其 P=6.04E-105，与其他基因功能相比更为突出，是

差异基因主要的生物功能。

2.3 差异基因信号通路分析

在 KEGG数据库中，5224个差异基因共富集到 139个信

号通路上，图 3展示了前 12个显著性差异的信号通路。这些通

路可归结为三个主要方面，即代谢、细胞周期和癌症。其中代谢

相关通路包括代谢通路（Metabolic pathways），嘌呤代谢（Purine

metabolism）和嘧啶代谢（Pyrimidine metabolism）等。细胞周期

相关通路包括细胞周期（Cell cycle）和 DNA复制（DNA replica-

tion）等。癌症相关通路包括癌症通路（Pathways in cancer），

PI3K-Akt 信号通路（PI3K-Akt signaling pathway），黏着斑通路

（Focal adhesion）以及 p53信号通路（p53 signaling pathway）等。

通路富集分析表明，三棱内酯 B通过调控以上通路的信号传递

过程从而影响血管内皮功能。

2.4 差异基因通路网络分析

为进一步研究信号通路之间的相互作用关系，寻找关键信

号通路，我们基于 KEGG数据库进行了信号通路的网络分析

（图 4），该网络图包括 72个节点（代表差异基因所参与的信号

通路）和 264条边线（代表信号通路之间的相互作用）。从信号

通路网络可明显看出，丝裂原活化蛋白激酶信号通路（MAPK

signaling pathway），癌症通路（Pathways in cancer），凋亡通路

（Apoptosis）以及细胞周期（Cell cycle）等处于网络图中心位置，

节点面积较其他更大（网络图中标红色边框的节点），为潜在的

关键信号通路。前十位信号通路排序见表 1。

图 2 前 12个显著性差异的 GO条目

Fig. 2 Histogram of significant GO analysis of dysregulated genes related

to SsnB

图 3 前 12个显著性差异的信号通路

Fig. 3 Histogram of significant pathway analysis of dysregulated genes

related to SsnB

图 4 三棱内酯 B相关的差异基因信号通路网络图

Fig. 4 Pathway-net analysis of the significant pathways associated with SsnB
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2.5 差异基因互作网络分析

基因互作网络可以直观地分析差异基因之间的相互调节

关系，明确差异基因中起主导作用的关键基因。该基因互作网

络图由 30个节点（代表差异基因）和 62条边线（代表差异基因

之间的相互作用）构成（图 5）。网络图中边线上的字母代表两

个基因的作用方式（a代表激活，b代表结合，c代表代谢，u代

表泛素化，exp 代表激活表达，inh 代表抑制，ind 代表间接作

用，pho代表磷酸化）。从表 2中基因之间的相互作用值（Be-

tweenness）可以看出，PLCG2，PRKACA，ADCY4等基因在信号

传递过程中作用最强，这些关键基因在网络图中也处于核心地

位（网络图中标红色边框的节点）。

3 讨论

血管内皮细胞是衬贴于血管腔面的单层扁平上皮细胞，参

与了机体的多种生理过程。内皮细胞功能障碍与高血压、动脉

Note: Outdegree indicates the down-stream pathway numbers; Indegree indicates the up-stream pathway numbers; Degree indicates the sum of outdegree

and indegree.

图 5 三棱内酯 B相关的差异基因互作网络图

Fig.5 Signal-net analysis of differentially expressed genes related to SsnB

Note: Betweenness indicates the mediation center of signaling, the larger the value, the stronger the ability of the gene in signal transmission process.

Pathway Name Outdegree Indegree Degree

MAPK signaling pathway 4 31 35

Pathways in cancer 27 0 27

Apoptosis 3 21 24

Cell cycle 3 20 23

p53 signaling pathway 2 15 17

Pyruvate metabolism 7 8 15

Glycolysis / uconeogenesis 3 11 14

Adherens junction 6 8 14

ErbB signaling pathway 7 6 13

Wnt signaling pathway 7 6 13

表 1 信号通路网络中前十位关键信号通路

Table 1 The top 10 key pathways according to the degree size

Gene Symbol Gene Description Betweenness

PLCG2 phospholipase C, gamma 2 (phosphatidylinositol-specific) 45112.04

PRKACA protein kinase, cAMP-dependent, catalytic, alpha 31788.18

ADCY4 adenylate cyclase 4 30369.87

IGF1R insulin-like growth factor 1 receptor 22701.78

DGKH diacylglycerol kinase, eta 20167.41

EGFR epidermal growth factor receptor 19057.24

GSTM4 glutathione S-transferase mu 4 15891.50

ALOX5 arachidonate 5-lipoxygenase 15506.52

CBLB Cbl proto-oncogene, E3 ubiquitin protein ligase B 15385.38

GPX3 glutathione peroxidase 3 (plasma) 15105.99

表 2 基因互作网络中前十位关键基因

Table 2 The top 10 key genes according to the betweenness

粥样硬化、心力衰竭等心血管疾病密切相关[28]。三棱是常用中

药，具有破血行气，消积止痛的功效，其活性成分三棱内酯 B在

抗炎、抗肿瘤等方面发挥重要作用，但其发挥药效的作用机制

并不完全清楚。已有研究者利用基因表达谱方法对三棱内酯 B

在 HCAEC细胞中的作用做了探索研究，揭示了三棱内酯 B的

抗血管生成作用。但我们认为，该研究对表达谱数据的分析还

不够深入，未充分挖掘三棱内酯 B调控 HCAEC细胞功能的核

心靶点。

本文中，我们基于生物信息学方法，通过构建权值网络，对

三棱内酯 B在人冠状动脉内皮细胞中的表达谱数据集进行了
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深入挖掘分析，准确、全面地筛选其中的关键基因和通路。相比

常规的基因功能注释和通路富集分析，通过网络分析得到的结

果更具有靶向性，可信度更高。

同对照组相比，三棱内酯 B给药组共有 5224个基因有显

著性差异，包括 2628个上调基因，2596个下调基因。对这些差

异基因进行功能注释并聚类分析发现，在前 10项 GO功能排

序中，有 9项为细胞周期相关功能（图 2）。同样地，信号通路富

集结果表明，差异基因参与的信号通路与细胞周期非常密切

（图 3）。这与 Bateman, HR[17]的结论一致，印证了细胞周期在三

棱内酯 B药效机制中的重要作用。

为进一步分析其中的关键基因和信号通路，我们构建了相

应的权值网络。信号通路网络分析显示，MAPK信号通路、癌症

通路、凋亡通路、细胞周期通路等处于网络中心位置（表 1）。其

中，MAPK通路广泛存在于哺乳动物细胞中，主要由MAP3Ks、

MAP2Ks和 MAPKs三种保守的蛋白激酶组成[29]，调控细胞增

殖、分化、凋亡、炎症和免疫等多个生物过程[30,31]，在包括血管内

皮细胞损伤的多种病理过程中发挥重要作用[32,33]。基因互作网

络分析显示，PLCG2，PRKACA，ADCY4等基因在网络中处于

核心位置。其中，PLCG2 属于磷脂酶 C 酌 家族，研究表明
PLCG2在内皮细胞中有表达[34]，该基因的突变与免疫功能紊乱、

肿瘤发生等密切相关[35,36]。PRKACA基因是蛋白激酶 A的亚型

之一，该基因在细胞分化、增殖和凋亡过程中起重要作用，并且

与心血管疾病的发生密切相关[37]。这些研究表明，通过网络分

析筛选出的关键通路和基因在心血管疾病中发挥重要作用，是

三棱内酯 B治疗心血管疾病的作用靶点。

综上所述，三棱内酯 B通过影响 PLCG2，PRKACA，AD-

CY4等基因的表达，参与MAPK和细胞周期等信号通路，从而

调节人冠状内皮细胞的功能。这些关键基因和信号通路是三棱

内酯 B在心血管疾病治疗中潜在的靶点，为进一步的深入研究

和临床应用提供了方向和思路。
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