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基于生信分析玫瑰痤疮毛细血管增生相关关键基因的筛选

孙 露，李 想，王金秋，张 恋，顾洪芝，陈 沁，葛 兰，翟志芳  陆军军医大学（第三军医大学）第一附属

医院皮肤科，重庆

［摘要］ 目的 利用生物信息学方法分析玫瑰痤疮（rosacea，RA）毛细血管增生相关差异表达基

因，筛选关键基因并验证其在 RA 中的表达水平。方法 从基因表达综合数据库（Gene Expression 
Omnibus，GEO）获取基因芯片数据集GSE65914，应用R语言分析得到与RA相关的差异表达基因，并与

GeneCards数据库中的血管增生相关基因取交集，获得RA血管增生相关基因，进一步基于蛋白质-蛋白

质相互作用（protein-protein interaction， PPI）网络分析及Cytoscape算法筛选关键基因。建立RA小鼠模

型，通过RT-qPCR验证以上关键基因在RA皮损组织中的mRNA表达水平。结果 从GEO中分析获得

947个RA相关差异表达基因，进一步获得 202个RA血管增生相关基因，最终筛选出具有显著差异的三

个关键基因 CXCL8、IL-1B、STAT1。RT-qPCR 结果表明，MIP-2、GCP-2、IL-1B、STAT1 在 RA 皮损中的

mRNA表达水平显著高于正常对照（P<0. 05）。结论 本研究通过生物信息学方法筛选并验证了RA血

管增生的关键基因 CXCL8、IL-1B和 STAT1，为揭示 RA血管增生可能机制及研究靶向治疗方案提供了

理论依据。
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［Abstract］ Objective　To investigate the differential expression genes (DEGs) related to 
angiogenesis in rosacea (RA) by utilizing bioinformatics analysis in order to screen the key genes and verify 
their mRNA expression levels.  Methods　The gene microarray dataset GSE65914 was retrieved from the 
Gene Expression Omnibus (GEO) repository.  Analyzed by R programming, the dataset was refined to identify 
DEGs related to RA, and then cross-referenced with angiogenesis-related genes from the GeneCards database 
to get a subset specific to RA angiogenesis.  The process of identifying key genes was augmented by employing 
protein-protein interaction (PPI) network analysis and Cytoscape-based computational algorithms.  The mRNA  
expression levels of the aforementioned pivotal genes were detected by real-time fluorescent quantitative 
reverse transcription PCR (RT-qPCR).  Results　A total of 947 RA-associated DEGs were identified from 
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GEO dataset, and then 202 genes related to RA angiogenesis were further delineated.  PPI network analysis 
and Cytoscape algorithm finally identified 3 key genes, that is, CXCL8, IL-1B, and STAT1.  The results of RT-

qPCR showed that the mRNA expression levels of MIP-2, GCP-2, IL-1B and STAT1 in RA lesions were 
significantly higher than those in normal controls (P<0. 05).  Conclusion　With aid of bioinformatics 
analysis, our study has screened and validated key genes associated with angiogenesis in RA, namely CXCL8, 
IL-1B, and STAT1, which providing a theoretical basis for elucidating the potential mechanisms underlying 
RA-induced angiogenesis and developing targeted therapeutic strategies.  

［Key words］ rosacea； angiogenesis； bioinformatics analysis； differentially expressed gene
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　　玫瑰痤疮（rosacea，RA）是一种临床上反复缓解和

加重的慢性炎症性皮肤病，主要影响面部皮脂及毛细

血管分布丰富的区域，常有水肿、潮红、丘疹、红斑、毛

细血管扩张和脓疱等临床表现［1］。已知其发病机制包

括遗传易感性，免疫异常和神经血管失调［2］。在 RA
发病机制中，尤其是在表现严重的临床亚型中，血管

生成在其疾病过程中发挥重要作用。ARONI 等［3］研
究发现微血管密度和总血管面积与丘疹脓疱型RA临

床分型和眼部表现有显著相关性，提示血管分级与

RA 的临床严重程度密切相关。此外，巨噬细胞产生

许多有效的血管生成细胞因子和生长因子，如VEGF、
TNF-α、IL-8和βFGF等，但其相关机制并不完全清楚。

本研究拟通过生物信息学分析技术［4］，初步探索血管

生成在RA中发挥作用的关键基因，并利用RA动物模

型样本进行初步验证，为后续深入探索 RA 血管增生

的机制并为靶向血管增生的治疗提供理论依据。

1　资料与方法

1. 1　获取基因数据

根 据 美 国 国 立 生 物 技 术 信 息 中 心（National 
Center for Biotechnology Information， NCBI） 的基因表

达综合数据库（Gene Expression Omnibus，GEO）数据

库 （https：/ / www.  ncbi.  nlm.  nih.  gov/ geo/）下载数据

集 GSE65914，该数据集基于 GPL570 芯片分析平台，

由 BUHL等［5］于 2015 年提交，包括19 名RA患者和10名
健康者皮肤组织基因数据。从 GeneCards 数据库

（https：//www. genecards.  org）中下载血管增生相关基

因作为后续分析的待选基因。

1. 2　筛选差异表达基因

运用 R 4. 4. 1 软件的“GEOquery”包从 GEO 数据

库中下载RA相关数据集GSE65914，通过GEO2R分析

得到数据集标准化箱线图；使用“limma”R包进行两组

的差异分析，设置筛选标准为 |LogFC|>1 及校正后的

P<0. 05，其中 FC 表示基因在不同条件下表达量的差

异倍数，经筛选后得出数据集的差异表达基因

（differentially expressed genes，DEGs），再运用“ggplot2”
R包对差异分析结果进行可视化，绘制DEGs火山图；

用“pheatmap”包对显著差异表达的基因用热图形式进

行可视化。

1. 3　构建PPI网络

运用 SangerBox（http：//sangerbox. com）在线绘图

工具将上述 RA 的 DEGs 与从 GeneCards 数据库获的

2 444 个血管增生相关基因取交集并绘制韦恩图，交

集基因即RA血管增生相关DEGs。
1. 4　RA血管增生DEGs功能富集分析

利用 Metaspace 数据库（https：//metascape. org/gp/
index. html）对RA血管增生DEGs进行GO和KEGG富

集分析，并通过 SangerBox （http：//sangerbox. com）在线

绘图工具对结果进行可视化。

1. 5　RA 血管增生 DEGs 的 PPI 网络构建及关键基因

筛选

在 STRING 数据库（https：//cn. string-db. org）中构

建RA血管增生差异表达基因的PPI网络，设定筛选阈

值为≥0. 7，去掉孤立的节点并对网络进行优化，获得DEGs
的 PPI 数据，运用 Cytoscape 软件（https：//cytoscape.
org）对该数据进行可视化处理。利用 Cytoscape 软件

CytoNCA插件计算Betweenness值，并按该值进行图形

绘制，筛选得到关键基因。

1. 6　RT-qPCR 检测 RA 小鼠血管增生相关基因的

表达

1. 6. 1　RA 小鼠模型建立　　10 只 SPF 级 BALB/c 雌

性小鼠（8 周龄，体质量 18~22 g），由陆军军医大学实

验动物中心提供。将小鼠按随机数表法分为实验组

与对照组，各 5 只，实验组注射抗菌肽 LL-37 注射液

（640 μmoL/L），对照组注射同等剂量 PBS 液，分别于

2 组小鼠背部备皮处皮内注射，每 12 h 一次，每次

40 μL，共注射 4次［6］。颈脱臼处理后取皮损组织，用于

RT-qPCR验证实验。以上所有操作符合陆军军医大学动
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物实验伦理学要求（AMUWEC20242075）。

1. 6. 2　RT-qPCR验证关键基因表达　　在研磨后的

RA 小鼠皮损组织样本中加入 1 mL Trizol试剂提取总

RNA，取 1 μL 测定其浓度，逆转录生成 cDNA 后进行

qPCR。反应体系为 10 μL，包含 SYBR Green qPCR 
Mix 5 μL、上下游引物（10 μmol/L）各 0. 5 μL、cDNA模

板 1 μL和去 RNA 酶水 3 μL。反应条件：95 ℃预变性

30 s；95 ℃变性 10 s，60 ℃退火延伸 30 s，40个循环，每

个样本重复 2次。采用 2-△△Ct法计算目的基因经内参

β-actin标准化后的相对表达量。

1. 7　统计学方法

采用 GraphPad Prism 9. 5 软件进行统计学分析，

计量资料符合正态分布，采用 x̄±s表示，两两比较采用

LSD-t检验。P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　RA毛细血管增生DEGs的筛选

对 GSE65914 进行 GEO2R 分析，数据集标准化结

果显示，29个样本的中位数基本位于一条水平直线，

提示基因芯片质量良好，两组间的数据具有比较意义

（P>0. 05）。基于Padj<0. 05且|Log FC|>1的筛选标准，

其中 Padj 为通过矫正调整后的 P 值，在健康者和 RA
患者中共鉴定出 947个DEGs，其中 576个DEGs上调，

371个DEGs下调，结果采用热图（图 1A）和火山图（图

1B）可视化。

将 947个 RA的 DEGs与 2 444个血管增生相关基

因取交集，筛选出 202个重叠基因（图 1C），其中 102个

DEGs上调，100个DEGs下调。

2. 2　DEGs功能及相关分子通路分析

进一步对 202个重叠基因进行GO和KEGG分析，

包括生物过程、细胞组分、分子功能部分，取 P<0. 05
的通路，按照 Count 值，以差异显著性水平进行排列。

结果显示，重叠基因相关生物过程主要富集于炎症反

应、对细菌的反应、细胞间黏附的调控、外部刺激反应

的正调节、细胞群体增殖的负调控、脉管系统发育的

调节等；重叠基因相关细胞组分主要富集于细胞外基

质、质膜外侧、细胞质囊泡腔、分泌颗粒膜、内吞囊泡

等；重叠基因的分子功能主要包括细胞因子活性、

CXCR 趋化因子受体结合、丝氨酸型内肽酶活性、Toll
样受体结合、脂多糖免疫受体活性、DNA 结合转录激

活剂活性等。KEGG 富集分析主要集中于细胞因子-

细胞因子受体相互作用、Toll 样受体信号通路、NF-

kappa B信号通路等（图2）。

2. 3　构建PPI网络并筛选关键基因

利用 STRING 数据库构建 PPI网络互作图进而识

别 202个基因之间的交互关系，设置最低相互作用评

分为0. 7，在PPI网络中总共确定了202个节点和690条
边缘（图3A），再利用 Cytoscape软件中的CytoNCA插件

根据算法选择排列前3的关键基因依次为：CXCL8、IL-1B
和STAT1（图3B）。
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图1　RA毛细血管增生DEGs的筛选
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A：生物过程；B：细胞组分；C：分子功能；D：KEGG通路富集分析

图2　RA血管增生相关DEGs的GO和KEGG富集分析图

A：PPI网络互作图；B： CytoNCA插件算法基因筛选结果

图3　构建 PPI网络筛选关键基因
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2. 4　RA血管增生相关基因mRNA表达验证

由于 CXCL8 基因在人类中表达而不表达于小鼠

中，研究表明小鼠组织中 MIP-2 和 GCP-2 基因可以反

映 CXCL8 基 因 的 表 达 情 况 。 根 据 引 物 数 据 库

PrimerBank（https：//pga. mgh. harvard. edu/primerbank/）
设计上述基因引物序列。RT-qPCR结果表明，与对照

组比较，实验组小鼠皮损组织 MIP-2、GCP-2、IL-1B、

STAT1 mRNA 表达水平显著升高（P<0. 05， 图 4），与

生物信息学分析结果一致。

3　讨论

RA 是一种慢性炎症性皮肤病，主要表现为面中

部的多形性皮损，包括持续性红斑、阵发性潮红、炎症

性丘疹、脓疱以及毛细血管增生扩张等［7］。全球患病

率约为 5. 1%，东亚患病率最高，欧洲最低，女性与浅

肤色人群患病率更高［8-9］。由于累及面部，患者往往

会产生较严重的社会心理压力，影响社交和工作。临

床上RA分为毛细血管扩张型、丘疹脓疱型、肥大增生

型及眼型 4型。该病病因复杂，免疫和炎症失调、遗传

学、神经源性失调、面部及肠道微生物组失调、局部血

管舒缩神经失调和全身性疾病等都参与其中，但其确

切的发病机制尚不明确［10］。国内外研究认为，免疫炎

性反应在 RA 的临床发生发展中发挥重要作用，而遗

传和环境因素可能通过固有及适应性免疫系统的失

调引起RA的发生发展［11］。皮肤影像检查及组织病理

学上，RA均显示出显著的毛细血管增生扩张的变化，

临床上，治疗药物如卡维地洛、普萘洛尔以及激光、射

频等光化学疗法［12-14］治疗均可改善RA毛细血管增生

扩张，同时，对RA的基础研究也表明毛细血管增生扩

张在其发病中具有重要作用。然而，RA 毛细血管增

生扩张的机制尚未完全阐明。

近年，基因芯片技术及高通量平台提供了丰富的

生物学信息，许多生物学分析方法应用于医学相关疾

病的基因表达分析、基因组学分析、蛋白质结构及疾

病相关信号通路预测等方面。本研究通过对数据库

中RA患者及健康样本的DEGs进行分析，再将差异基

因与血管增生相关基因取交集进一步确定疾病中血

管增生相关的 DEGs。最终交集获得 202 个 DEGs，提
示血管增生与RA的发病机制之间的关系有一定的深

入研究价值。在此基础上，GO 和 KEGG 分析结果表

明，这些基因在炎症反应、对细菌的反应、细胞间黏附

的调控、外部刺激反应的正调节、细胞群体增殖的负

调控、脉管系统发育的调节等方面显著富集。通过

KEGG 通路富集分析，观察到这些基因主要集中于细

胞因子-细胞因子受体相互作用、Toll 样受体信号通

路、NF-kappa B 信号通路等。使用 String 数据库构建

202个DEGs的 PPI网络互作图进一步识别DEGs之间

的交互关系，再利用Cytoscape软件中的CytoNCA插件

计算，排列前五的基因分别为 CXCL8、IL-1Β、STAT1、
GNAI1、MMP9，其中GNAI1基因在疾病中表现为下调，

已有大量研究对MMP9在RA的发病机制的作用进行

探讨，故本次研究选择排列前 3 的关键基因（CXCL8、
IL-1B、STAT1）进行验证。

CXCL8基因在人类中表达而不表达于小鼠中，研

究发现检测小鼠组织中MIP-2和GCP-2基因可以反映

CXCL8 基因的表达情况［15-16］。研究表明 CXCL8 及其

同源受体CXCR1和CXCR2介导乳腺癌、前列腺癌、肺

癌、结肠直肠癌和黑色素瘤等多种肿瘤的发生发展［17］。
CXCL8 与多个细胞内信号通路整合发挥作用，其中，

新血管形成为促进肿瘤生长和转移提供了基础，现在

被认为是CXCL8在肿瘤微环境中的关键功能［18］。IL-1
家族是先天性免疫和炎症的中心介质［19］，研究发现，

IL-1家族成员常与炎性疾病的发生发展相关，在促炎

与血管生成中起着重要作用［20］。ROSELL 等［21］研究

显示，IL-1Β 可能通过 ERK 信号传导通路增加小鼠内

皮祖细胞数量、增强细胞活力和增殖能力，从而促进

体外血管生成。此外，BUCHS等［22］发现 IL-1与其竞争

性拮抗剂 IL-1受体拮抗剂（IL-1Ra）之间的平衡可能在
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图4　RA小鼠皮损组织MIP-2、GCP-2、IL-1B、STAT1 的mRNA表达
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类风湿关节炎发病中起重要作用，这种IL-1Β（+3954）基因

多态性可能是类风湿关节炎关节破坏严重程度的重要

标志物。信号转导和转录激活因子（signal transducer 
and activator of transcription，STAT）蛋白是 IFN/JAK 信

号传导通路的重要组成部分［23］。STAT家族中最早被

发现的 STAT1通常被认为是一种肿瘤抑制因子，因为

它在免疫应答中起重要作用，并保护免受病原体感

染［24］。在对 IFN 的应答中，STAT1 介导 CD4+和 CD8+T
细胞活化和向T辅助细胞的分化［25］。CHOU等［26］通过

建立结直肠癌小鼠模型，证明 STAT1在原发性和转移

性结直肠癌组织中均高表达，在肿瘤发展的血管生成

中发挥重要作用，同时发现针对 STAT1的一种新的抑

制剂 BODIPY-THIF 可减少结直肠癌的干细胞和血管

生成。

本研究通过RT-qPCR验证了RA小鼠模型皮损组

织中MIP-2、GCP-2、IL-1B及 STAT1表达均显著高于对

照组，提示其可能通过调节 RA 血管增生，参与了 RA
的疾病发生发展过程，为进一步阐明 RA 发病的机制

并为靶向血管增生的治疗提供了新的思路。

本研究采用生物信息学方法挖掘RA血管增生相

关关键基因，最终获得CXCL8、IL-1B、STAT1等基因可

能在RA血管增生机制中具有重要作用，为阐明RA的

发病机制，并为临床上 RA 靶向血管增生的治疗提供

新思路。然而，该研究仍有其局限性。首先目前关于

RA 相关的血管增生扩张基因机制研究相对较少，因

此，分析验证的数据库样本量偏小；同时，由于 RA 患

者临床组织样本获得的限制性，本研究仅通过小鼠动

物模型对 DEGs 进行了 mRNA 水平的验证，仍需要对

不同亚型RA患者进行深入研究。
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