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【摘要】 　 目的　 建立基于细胞程序性死亡(PCD)方式及其相关基因对动脉粥样硬化的预测模型。 方法 　 整合 18 种

PCD 类型,构建 PCDScore,通过 ROC 曲线分析筛选曲线下面积(AUC)值>0. 8 的关键 PCD 类型。 结合 Lasso 回归和差异表达

分析筛选核心基因,基于多个 GSE 数据集构建并验证预测模型。 对 GSE159677 数据集进行单细胞测序分析。 结果　 坏死性

凋亡对动脉粥样硬化具有最强的预测能力(AUC=0. 84);分化簇 38(CD38)、颗粒酶 B(GZMB)、角蛋白 8 (KRT8)是与动脉粥

样硬化显著相关的核心基因;预测模型在训练集和验证集表现出良好的预测性能;三种基因在 B 细胞、T 细胞、NK 细胞等免疫

细胞中表达差异显著。 结论　 坏死性凋亡与动脉粥样硬化的联系最为密切,基于 CD38、GZMB 及 KRT8 的动脉粥样硬化风险

预测模型性能稳定可靠,具备潜在临床应用价值。
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Study on the prediction model of atherosclerosis based on programmed cell death-related
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【Abstract】　 Objective　 To establish a prediction model for atherosclerosis (AS) based on programmed cell death (PCD) and
its related genes. Methods　 Eighteen PCD types were integrated to construct PCDScore, and key PCD types with an AUC value greater
than 0. 8 were screened by ROC curve analysis. Lasso regression and differential expression gene (DEG) analysis were combined to
screen core genes. The prediction model was constructed and validated based on multiple GSE datasets. Single-cell sequencing analysis
was performed on the GSE159677 dataset. Results　 Necroptosis had the strongest predictive ability for AS (AUC = 0. 84). Cluster of
differentiation 38 (CD38), granzyme B (GZMB), and keratin 8 (KRT8) were core genes significantly associated with AS. The pre-
diction model showed good prediction performance in the training set and validation set. The three genes were differentially expressed in
immune cells such as B cells, T cells, and NK cells significantly. Conclusions　 Necroptosis is most closely related to AS. The AS risk
prediction model based on CD38, GZMB, and KRT8 is stable and reliable. It has potential clinical application value.
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　 　 心血管疾病为全球死亡率最高的疾病[1],其中

动脉粥样硬化的全球发病率仍然呈现逐年上升的

趋势[2]。 另外,全球年轻人(20 ~ 54 岁)动脉粥样硬

化相关疾病患病率情况同样不容乐观,截至到 2019
年,患病率已达到 7. 3% [3]。 在中国,动脉粥样硬化

患病率在老年人中高达 92% [4]。 因此,动脉粥样硬

化的准确诊断及治疗已成为刻不容缓的问题。 细

胞程序性死亡(programmed cell death,PCD)是一种

高度调控的细胞死亡形式,对机体稳态、发育、免疫

调节与肿瘤清除具有核心意义[5]。 近年来,随着科

技的发展以及人们对分子生物学领域认知的加深,
被发现的 PCD 类型越来越多。 目前,已经被人们研

究的类型主要包括免疫原性细胞死亡( immunogenic
cell death ) [6]、 内 吞 性 细 胞 死 亡 ( entotic cell
death) [7]、铁死亡( ferroptosis) [8]、溶酶体相关死亡

(lysosome) [9]、坏死性凋亡( necroptosis)、焦亡( py-

roptosis)、凋亡(apoptosis) [10]、自噬(autophagy) [11]、
内陷凋亡(entosis) [12]、失巢凋亡( anoikis) [13]、铜死

亡(cuproptosis) [14]、碱死亡( alkaliptosis)、甲基化诱

导死亡(methuosis)、氧化凋亡(oxeiptosis) [15]、PARP
依赖死亡( parthanatos) [16]、副凋亡( paraptosis) [17]、
中性粒细胞胞外陷阱死亡(NETosis) [18]、网络细胞

死亡(netotic cell death) [19]。 目前,PCD 在动脉粥样

硬化中的研究较为成熟,研究人员揭示了多种程序

性死亡在动脉粥样硬化中的作用及机制。 例如,氧
化低密度脂蛋白能够通过诱导 E 蛋白( gasdermin
E,GSDME)的表达进一步促进细胞焦亡的发生,从
而促进动脉粥样硬化的进展[20]。 另外,多种 PCD
方式的交互作用也能影响动脉粥样硬化的发展,研
究发现,缺氧诱导因子 -1α 能够诱导自噬的抑制和

铁死亡的发生,从而加剧动脉粥样硬化的程度[21]。
该结果为未来针对 HIF-1α 为靶标设计针对动脉粥

样硬化的药物提供了理论支持。 尽管目前已经有

大量研究阐述 PCD 在动脉粥样硬化中的作用,但是

基于 PCD 基因建立的动脉粥样硬化风险预测模型
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甚少。 本研究旨在通过结合机器学习、单细胞测序

与 ssGSEA 开发一种预测动脉粥样硬化发生的风险

模型,为准确诊断动脉粥样硬化提供新的方法及

策略。
1　 资料与方法

1. 1　 PCD 基因集的获取　 本研究于 2025 年 2 月 1
日至 2025 年 5 月 30 日进行。 收集 18 种 PCD 和关

键调控基因,包括 580 个与细胞凋亡相关基因,367
个自噬相关基因,7 个碱死亡相关基因,338 个失巢

凋亡相关基因,19 个铜死亡相关基因,15 个内吞性

细胞死亡相关基因,87 个铁死亡相关基因,34 个免

疫原性细胞死亡相关基因,220 个溶酶体相关死亡

相关基因,101 个坏死性凋亡相关基因,8 个网络细

胞死亡相关基因,24 个中性粒细胞胞外陷阱死亡相

关基因,5 个氧化凋亡相关基因,52 个焦亡相关基

因,9 个 PARP 依赖死亡相关基因,66 个副凋亡相关

基因,8 个甲基化诱导死亡相关基因和 23 个内吞性

细胞死亡相关基因。 基因集来源于 https: / / doi.
org / 10. 1186 / s12967-023-04468-x。
1. 2　 PCDScore 计算与 PCD 筛选　 PCDScore 使用

R 包“GSVA”的”ssGSEA”方法计算这些基因的富集

分数。 基于 PCDScore,使用 ROC 曲线计算曲下面

积 AUC,筛选 AUC 值 >0. 8 的 PCD。
1. 3　 候选 PCD 的核心基因筛选 　 基于 AUC 值 >
0. 8 的 PCD 相关基因,通过“ glmnet”包筛选 Lasso
算法,lambda min =0. 0259844 筛选基因,以及 Case
与 Control 组的差异分析( | logFC | >0. 5 and padj <
0. 05)得到差异基因,对两者取交集为核心基因。
1. 4　 风险预测模型的构建　 采用多变量逻辑回归

分析建立预测模型,GSE43292 数据集用作发现队

列,GSE100927 用作验证队列。 通过构建列线图,并
使用 ROC 曲线、校准曲线评估模型预测能力。
1. 5 　 单细胞数据分析 　 使用 Seurat 软件包处理

GSE159677 单细胞转录组数据。 首先,对单细胞数

据进行质量控制,过滤出低质量的细胞。 去除核糖

体基因表达百分比大于 20% 和红细胞基因表达百

分比高于 3%的细胞。 Normalize Data 函数用于归一

化单细胞数据,Find Variable Features 函数用于寻找

高变基因,Scale Data 函数用于对高变基因进行归一

化。 利用高变基因进行主成分分析, 通过 Find
Neighbors 和 Find Clusters 函数对细胞进行聚类。 细

胞类型注释基于文献: https: / / pubmed. ncbi. nlm.
nih. gov / 36224302 / 。
1. 6　 统计学方法 　 所有的统计分析采用 R v4. 2.
1。 采用单因素方差分析或 t 检验来比较不同组之

间的结果。 变量之间的关系分析采用皮尔逊相关

系数,其中 | r | = 0. 3 为具有相关性。 P<0. 05 为差异

有统计学意义。
2　 结果

2. 1　 坏死性凋亡对动脉粥样硬化的预测效能分析

　ssGSEA 分析得到的 ssGSEAScore 揭示了 PCD 方式

与动脉粥样硬化之间的关系。 首先,对疾病组和正

常组中的 ssGSEA 分数进行比较,发现内吞性细胞

死亡、铁死亡、溶酶体相关死亡、坏死性凋亡、自噬、
内陷凋亡、失巢凋亡、碱死亡、免疫原性细胞死亡等

15 种 PCD 在疾病组和正常组间均存在显著差异,
且疾病组得分均高于正常组。 仅有铜死亡、甲基化

诱导死亡及副调亡在正常组和疾病组中的得分没

有显著差异(图 1a)。 热图显示多种 PCD 方式之间

显著相关,例如失巢凋亡与凋亡显著正相关,铜死

亡与碱死亡显著负相关(图 1b)。 这表明在动脉粥

样硬化疾病中,存在多种 PCD 方式的协同或拮抗关

系。 ROC 曲线展示不同 PCD 的 ssGSEA Score 对动

脉粥样硬化的预测能力。 结果显示,免疫原性细胞

死亡、凋亡、细胞焦亡、溶酶体相关死亡、坏死性凋

亡的 AUC 分数均大于 0. 8,其中坏死性凋亡分数最

高(0. 84),甲基化诱导死亡分数最低(0. 52)(图 1c
和 1d)。
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图 1　 不同 PCD 方式与动脉粥样硬化的相关性　 a:每种 PCD 在疾病组中与正常组中的 ssGSEAScore 差异;b:不同 PCD ssGSEA 相关

性热图;c:不同 PCD 的 ROC 曲线;d:AUC >0. 8 的 PCD 的 ROC 曲线 ∗P < 0. 05, ∗∗P < 0. 01, ∗∗∗P < 0. 001; ns: 不显著

2. 2　 CD38、GZMB 及 KRT8 为泛凋亡核心基因　
结合 Lasso 回归分析(图 2a),Lasso 交叉验证(图

2b),及 DEG 分析得到了与动脉粥样硬化相关差异

表达基因,其中高表达基因 107 个,低表达基因 16
个(图 2c)。 最后,对 Lasso 分析及 DEG 分析基因进

行交集处理,得到 3 个交集基因,分别是 CD38、
GZMB 及 KRT8(图 2d)。
2. 3　 构建基于 CD38、GZMB 和 KRT8 的预测模型

　通过构建预测模型并对其性能进行检测,探讨

CD38、GZMB 及 KRT8 是否能够预测动脉粥样硬化

的发生。 首先,采用单因素逻辑回归模型分析每个

基因与动脉粥样硬化发病的关联强度及显著性,结
果显示,CD38 和 GZMB 的 OR 值远大于 1,提示这

两个基因高表达显著增加动脉粥样硬化发病的风

险,可能是促病的危险因素,而 KRT8 的 OR 值显著

小于 1,提示其高表达降低动脉粥样硬化发病的风

险,可能是保护因素。 并且 3 个基因的 P 值均< 0.
01,表明结果可信度高(图 3a)。 多因素逻辑回归模

型同样验证了 CD38 和 GZMB 在动脉粥样硬化中起

促进作用,而 KRT8 可能具有抑制作用(图 3b)。 然

后,将 GSE43292 数据集作为训练集,GSE100927 数

据集作为验证集建立了预测模型。 列线图显示,
CD38 和 GZMB 轴范围数值从左到右递增,KRT8 轴

范围数值从左到右递减,再次表明了 CD38 和 GZMB
与疾病发生的正向关联,KRT8 与疾病发生的负向

关联(图 3c)。 对训练集和验证集进行了校准后(图
3d 和 3e),检测预测模型的灵敏度,结果显示训练

集及验证集 AUC 值均大于 0. 8(训练集=0. 8753;验
证集=0. 8299),表明该模型具有较好的灵敏度(图
3f)。 最后,对训练集和验证集中 CD38、GZMB 及

KRT8 的表达进行了分析。 结果显示,在训练集中,
KRT8 在疾病组中的表达低于正常组, CD38 和

74　 实用医院临床杂志 2025 年 11 月第 22 卷第 6 期　



GZMB 在疾病组中的表达高于正常组(图 3g),在验 证集中呈现相似的表达趋势(图 3h)。

图 2　 泛凋亡核心基因的筛选　 a:Lasso 回归(Lasso Regression)系数路径图;b:Lasso 交叉验证(Lasso CV)结果图;c:差异

基因数量;d:Lasso 与 DEG 交集韦恩图

84 　 实用医院临床杂志 2025 年 11 月第 22 卷第 6 期　



图 3　 构建基于 CD38、GZMB 和 KRT8 的预测模型　 a:单因素逻辑回归图;b:多因素逻辑回归图;c: 训练集列线图;d:训练集

校准曲线;e:验证集校准曲线;f:训练集与验证集 ROC 曲线;g:CD38、GZMB 和 KRT8 基因在训练集中的表达热图;h:CD38、
GZMB 和 KRT8 基因在验证集中的表达热图

2. 4　 CD38、GZMB 和 KRT8 的单细胞分析　 为了

进一步探究 CD38、GZMB 和 KRT8 在动脉粥样硬化

中的作用,基于 GSE159677 数据集对这 3 个基因进

行了单细胞分析。 首先,细胞注释分析结果显示,
该数据集主要由 B 淋巴细胞、T 淋巴细胞、巨噬细

胞、NK 细胞、血管平滑肌细胞、内皮细胞组成(图
4a)。 另外,对这些细胞的 Maker 基因进行了识别和

分析(图 4b)。 此外,正常组和疾病组在上述细胞中

的分布上均存在差异,疾病组的表达高于正常组

(图 4c)。 最后,通过点图和箱图对 3 个基因的细胞

分布情况进行了可视化。 CD38 基因正常组和疾病

组在 B 淋巴细胞和 NK 细胞中的表达存在显著差异

(图 4d 和图 4e),GZMB 基因正常组和疾病组在 T
淋巴细胞中的表达存在显著差异(图 4f 和图 4g),
KRT8 基因正常组和疾病组在 T 淋巴细胞中的表达

存在显著差异(图 4h 和图 4i)。
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图 4　 核心基因的单细胞分析　 a:GSE159677 数据集细胞注释图;b:不同细胞的 Marker 基因图;c:疾病组和正常组的细胞组织分布图;d:
CD38 基因的表达点图;e:CD38 在各个细胞中疾病组与正常组之间的分布差异;f:GZMB 基因的表达点图;g:GZMB 在各个细胞中疾病组

与正常组之间的分布差异;h: KRT8 基因的表达点图;i:KRT8 在各个细胞中疾病组与正常组之间的分布差异 ∗P < 0. 05, ∗∗P < 0. 01,
∗∗∗P < 0. 001; ns: 不显著

3　 讨论

心血管疾病作为全球头号疾病杀手,已经严重

威胁到人类的生命健康。 尽管动脉粥样硬化不会

直接导致患者的死亡,但若不及时遏制其发展极有

可能导致更严重的后果,例如冠心病、中风等[22, 23]。
因此,患者的准确诊断和治疗已经成为刻不容缓的

问题。 近年来,PCD 在动脉粥样硬化中的作用逐渐受

到人们的关注。 本研究基于 GEO 等公共数据库,并
结合机器学习和单细胞分析筛选出泛凋亡核心基因

并基于这些基因构建了动脉粥样硬化风险预测模型。
本研究通过 ROC 曲线分析了不同 PCD 方式的

预测能力,其中坏死性凋亡的 AUC 值最高,提示其

具有最优的预测能力。 坏死性凋亡是一种非凋亡

的细胞死亡,其发生旨在对病原体进行检测并诱导

组织的修复[10]。 坏死性凋亡的发生机制主要与肿

瘤坏死因子 α、激活死亡受体[24]、Toll 样受体 4 / 3[25]

以及胞浆核酸传感器[26] 等肿瘤坏死受体有关。 坏

死性凋亡在动脉粥样硬化中的研究日趋成熟,人们

认为坏死性凋亡在内皮细胞、平滑肌细胞及巨噬细

胞中参与动脉粥样硬化的进展。 在内皮细胞中,研
究人员发现水通道蛋白 1 通过抑制受体结合丝氨酸

苏氨酸激酶 3 和混合谱系激酶结构域样假激酶的表

达进一步抑制动脉粥样硬化的坏死性凋亡,从而对

内皮细胞起到了修护作用[27]。 在平滑肌细胞中,环
状 RNA HIPK3 对动力蛋白相关蛋白 1 的靶向作用

能够促进平滑肌细胞的坏死性凋亡,进而促进易损

斑块的生成,并诱导动脉粥样硬化的发生[28]。 在巨

噬细胞方面,研究人员发现 TLR4 与巨噬细胞标记

物 CD68 在颈动脉动脉粥样硬化斑块中的分布高度

重叠且其表达显著高于对照组,该结果暗示巨噬细

胞中可能发生了坏死性凋亡[29]。 我们的研究结果

进一步证实了坏死性凋亡在动脉粥样硬化中的重

要作用,并且对于疾病发生的风险具有预测效果,
上述结果为我们的后续研究提供了思路和方向。

另外,我们基于 Lassoy 与 DEG 分析筛选出泛凋

亡核心基因:CD38、GZMB 和 KRT8,并将这 3 个核

心基因纳入预测模型的构建,训练集与验证集的

ROC 曲线表明该预测模型具有灵敏的预测效能。
CD38 在动脉粥样硬化中的作用仍然存在争议。 一

方面,CD38 基因敲除的小鼠的胶原沉积显著高于

未敲除基因组,而胶原沉积能够促进动脉粥样硬化

的进展,因此该实验结果提示 CD38 对疾病的抑制

作用[30];另一方面,CD38 能够阻断膳食天然营养素

对动脉粥样硬化的保护作用[31]。 我们的结果表明,
CD38 的高表达与动脉粥样硬化的的高风险相关,
支持其促进疾病发展的作用。 GZMB 在多个动脉粥

样硬化组织中高表达,且被发现其缺失与疾病改善

和患者生存率升高相关[32, 33]。 机制方面,GZMB 能

够加重 CD4+ 自然杀伤 T 细胞诱导的动脉粥样硬

化[33, 34]。 这与我们的结果一致,即 GZMB 的表达越

高,患者患病风险越高。 KRT8 在动脉粥样硬化中

的研究甚少,仅有的研究鉴定出 KRT8 为冠状动脉

疾病患者所特有的新型肽[35]。 我们的研究为 KRT8
降低动脉粥样硬化的患病风险提供了新的证据。
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本研究系统性地整合了多种 PCD 方式与动脉

粥样硬化的关联,构建了较为稳健的风险预测模

型,并验证了关键基因 CD38、GZMB 与 KRT8 的潜

在作用,但仍存在以下局限性:其一,所有分析基于

公开数据库,缺乏前瞻性临床样本的独立验证,存
在样本异质性偏倚的可能;其二,虽然结合了转录

组和单细胞数据,但未结合蛋白水平与空间转录组

信息,限制了对基因表达空间异质性的深入理解;
其三,研究采用的生物信息学方法虽然多样,但部

分关键结果缺乏功能实验验证,难以确证其在动脉

粥样硬化发生发展中的直接致病机制。 因此,后续

研究需结合临床样本和功能实验进一步验证本研

究发现的可靠性与生物学意义。
综上所述,本研究系统评估了 PCD 在动脉粥样

硬化发生中的作用及其潜在机制。 通过整合 18 种

PCD 相关基因集,采用 ssGSEA 算法计算 PCDScore,
筛选出与动脉粥样硬化显著相关的 PCD 类型,发现

坏死性凋亡具有最优的预测能力。 进一步结合

Lasso 回归与差异表达分析,筛选出 CD38、GZMB 和

KRT8 三种核心基因。 构建的多因素逻辑回归模型

在训练集和验证集中均表现出良好的预测性能。
单细胞转录组分析显示,三种基因在特定免疫细胞

中表达存在显著差异,提示其可能通过调控免疫微

环境参与疾病进程。 本研究揭示了 PCD 在动脉粥

样硬化中的关键作用,并构建了具有临床潜力的预

测模型,为疾病机制研究和风险评估提供了新的视

角与理论依据。
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