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基于生物信息学分析探究肺动脉高压关键基因和通路
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摘要 目的摇 通过生物信息学方法寻找肺动脉高压中差异表达的基因,为肺动脉高压的预防和早期诊断及治疗提供新思路。
方法摇 从公共基因数据库(GEO)中下载基因芯片数据集 GSE113439,使用在线分析工具 GEO2R 筛选出肺动脉高压肺组织和正常

肺组织的差异表达基因。 利用在线数据库 DAVID 和 STRING 分别进行功能、通路富集分析和蛋白互作分析,使用 Cytoscape 软件来

筛选蛋白相互作用网络中的核心网络基因及显著相互作用模块。 结果摇 共筛选出 559 个差异基因,其中 87 个为上调基因,472 个

为下调基因(调整后 P<0郾 05, | log2FC | >1)。 对差异基因进行 GO 和 KEGG 富集分析,GO 富集分析(P<0郾 05)结果提示:(1)生物过

程:差异表达基因显著富集于 DNA 双解、DNA 修复、有丝分裂等;(2)细胞单位:差异表达基因显著富集于核质、膜、核仁、细胞质、
中心体、核、核斑点、染色体、高尔基体等;(3)分子功能:差异表达基因显著富集于聚(A)RNA 结合、ATP 结合、蛋白质结合、解旋酶

活性、微管结合、ATP 依赖性 DNA 解旋酶活性等。 KEGG 富集分析结果提示差异表达基因显著富集于真核生物的核糖体生物发

生、RNA 转运、类风湿性关节炎、RNA 降解、血管平滑肌收缩、疟疾、癌症中的蛋白多糖等(P<0郾 05)。 STRING 分析发现了蛋白质网

络互作图中的 10 个关键基因,分别为 CDK1、CDC5L、KIF11、SMC2、CENPE、TOP2A、NCAPG、CENPF、SMC4 和 SKIV2L2。 结论摇 细胞

增殖与凋亡等生物学过程和肺血管平滑肌等通路可能在肺动脉高压发生发展过程中起着重要的作用,采用生物信息学方法筛选可

能的核心靶点有利于从基因层面上了解疾病的发生机制,为肺动脉高压发生机制的进一步研究提供方向。
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Abstract Objective摇 To find the differentially expressed genes in pulmonary arterial hypertension by bioinformatics method, and to
provide new ideas for the prevention and early diagnosis and treatment of pulmonary hypertension. Methods 摇 The gene chip dataset
GSE113439 was downloaded from the Gene Expression Omnibus ( GEO), and differentially expressed genes in pulmonary arterial
hypertension lung tissue and normal lung tissue were screened using the online analysis tool GEO2R. We used the online databases DAVID
and STRING for functional, pathway enrichment analysis and protein interaction analysis, and Cytoscape software was also used to screen
core network genes and significant interaction modules in protein interaction networks. Results 摇 A total of 559 differential genes were
screened, of which 87 were up鄄regulated and 472 were down鄄regulated (P<0郾 05 after adjustment, | log2FC | >1). GO and KEGG enrichment
analysis of differential genes, GO enrichment analysis (P<0郾 05) showed that:(1) Biological process:differentially expressed genes are
significantly enriched in DNA duplex unwinding, DNA repair, mitotic nuclear division, etc; (2) Cellar locution:differentially expressed
genes are significantly enriched in nucleoplasm, membrane, nucleolus, cytoplasm, centrosome, nucleus, nuclear speck, chromosome,
Golgi apparatus, etc; (3) Molecular functions: differentially expressed genes are significantly enriched in poly ( A) RNA binding, ATP
binding, protein binding, helicase activity, microtubule binding, ATP鄄dependent DNA helicase activity, etc. KEGG enrichment analysis
suggested that differentially expressed genes were significantly enriched in Ribosome biogenesis in eukaryotes, RNA transport, rheumatoid
arthritis, RNA degradation, vascular smooth muscle contraction, malaria, proteoglycans in cancer and so on (P<0郾 05). STRING analysis
found 10 key genes in the protein network interaction map, namely CDK1, CDC5L, KIF11, SMC2, CENPE, TOP2A, NCAPG, CENPF,
SMC4, SKIV2L2. Conclusion摇 Biological processes such as cell proliferation and apoptosis and pulmonary vascular smooth muscle may
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play an important role in the development of pulmonary hypertension. The use of bioinformatics methods to screen possible core targets is
beneficial to understand the mechanism of disease at the genetic level and provide direction for further research on the mechanism of
pulmonary arterial hypertension.
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摇 摇 肺 动 脉 高 压 ( pulmonary arterial hypertension,
PAH)是一种罕见的进行性血管疾病,主要由小血管

重构引起,从而导致肺血管阻力升高,其特征是由于

内皮细胞功能障碍以及肺动脉平滑肌细胞和成纤维

细胞非控制性增殖而导致肺小动脉的闭塞。 其发病

率为 1 ~ 2 / 100 万[1]。 在无任何潜在的心脏或肺部疾

病的情况下,PAH 患者的共同特征主要包括劳累性无

力或晕厥、呼吸困难和右心室肥大[2],并最终导致心

力衰竭[3]。 家族性 PAH 常具有常染色体显性遗传模

式,PAH 的发病机制受遗传因素的影响并与基因相关

关系密切[4]。 PAH 的一般治疗主要是对症治疗,取决

于疾病的类型、严重程度以及患者的需求,除了传统

的吸氧、利尿、强心和抗凝等治疗,新型治疗方法如免

疫调节治疗、离子通道治疗、细胞治疗及表观遗传学

治疗也在进一步研究中,但其治疗效果仍不理想[5鄄6]。
因此,当前迫切需要寻找 PAH 治疗的新靶点,来调节

PAH 发生发展的异常基因及信号通路途径。
近年来,随着高通量测序平台及研究方法的产生

和发展,基于高通量数据的基因表达分析在研究疾病

发生发展的相关机制及分子诊断方面发挥了重要作

用[7]。 本文基于基因表达综合数据库(gene expression
omnibus,GEO),选取 GSE113439 数据集,通过生物信

息 学 的 方 法, 寻 找 差 异 表 达 基 因 ( differentially
expressed gene,DEG),对差异基因进行功能(GO)分

析和信号通路(KEGG)分析及蛋白质相互作用(PPI)
网络整合,筛选有意义的 PPI 模块,筛选关键基因,为
进一步了解 PAH 的分子机制提供基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 数据来源

从 GEO 数据库( http: / / www. ncbi. nlm. nih. gov /
geo / )下载基因芯片数据集 GSE113439,由 Marco Mura
等提交,包括 26 个样本,其中 15 例为 PAH 患者肺组

织和 11 例正常对照肺组织(取自肺癌切除术旁的正

常肺组织)。
1. 2摇 筛选 DEG

利用 GEO 自带的 GEOR2 在线网络分析工具对数

据集 GSE113439 进行数据分析,以调整后 P <0郾 05,
| log2FC | >1 为条件筛选出 DEG。
1. 3摇 DEG 生物信息学分析

利用 DAVID 在 线 分 析 软 件 ( https: / / david.
ncifcrf. gov / )对 PAH 相关 DEG 进行 GO 富集分析和

KEGG 通路分析。 以 P < 0郾 05 为差异具有统计学

意义。
1. 4摇 PPI 网络构建及分析

将筛选出的差异基因导入在线数据库 String 中进

行 PPI 分析,PPI 网络图中综合得分>0郾 7 的蛋白具有

统计学意义。 利用 Cytoscape 插件 MCODE 筛选出最

有意义的两个模块及关键基因。
2摇 结果

2. 1摇 筛选 DEG
以 P<0郾 05, | log2FC | >1 为标准筛选出 559 个差

异基因,其中 87 个上调基因,472 个下调基因。 上调

和下调表达差异前 10 的基因见表 1、表 2。

表 1摇 上调 DEG(TOP 10)

序号 P 值摇 摇 摇 基因名摇 摇 摇 摇 基因注释摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
1 0郾 000 000 000 075 SCARNA4 small Cajal body鄄specific RNA 4
2 0郾 000 004 96 SOSTDC1 sclerostin domain containing 1
3 0郾 000 000 306 S100A3 S100 calcium binding protein A3
4 0郾 000 000 006 9 RAMP2 receptor activity modifying protein 2
5 0郾 000 019 5 RNU5D鄄1 RNA, U5D small nuclear 1
6 0郾 000 004 73 MS4A15 membrane spanning 4鄄domains A15
7 0郾 000 000 13 HIGD1B HIG1 hypoxia inducible domain family member 1B
8 0郾 000 003 94 MYOZ1 myozenin 1
9 0郾 000 000 000 010 6 GPR146 G protein鄄coupled receptor 146

10 0郾 000 000 279 VTRNA1鄄1 vault RNA 1鄄1

2. 2摇 对 DEG 进行 GO 富集分析和 KEGG 分析

应用 DAVID 在线工具对 559 个 DEG 进行 GO 富

集分析和 KEGG 分析,GO 分析(见表 3)结果提示:
(1)生物过程:DEG 显著富集于 DNA 双解、DNA 修复

·924·心血管病学进展 2020 年 4 月第 41 卷第 4 期摇 Adv Cardiovasc Dis,April 2020,Vol. 41,No. 4



和有丝分裂等;(2)细胞组成:DEG 显著富集于核质、
膜、核仁、细胞质、中心体、核、核斑点、染色体和高尔

基体等;(3)分子功能:DEG 显著富集于聚(A)RNA 结

合和 ATP 结合、蛋白质结合、解旋酶活性、微管结合和

ATP 依赖性 DNA 解旋酶活性等。 KEGG 分析(见表

4)结果提示 DEG 显著富集于真核生物的核糖体生物

发生、RNA 转运、类风湿性关节炎、RNA 降解、血管平

滑肌收缩、疟疾和癌症中的蛋白多糖等。

表 2摇 下调 DEG(TOP10)

序号 P 值摇 摇 摇 基因名摇 摇 摇 摇 摇 基因注释摇 摇 摇 摇 摇
1 0郾 000 000 407 POSTN periostin
2 0郾 000 000 406 SLC7A11 solute carrier family 7 member 11
3 0郾 000 000 275 PI15 peptidase inhibitor 15
4 0郾 000 071 2 TDO2 tryptophan 2,3鄄dioxygenase
5 0郾 001 28 VSIG1 V鄄set and immunoglobulin domain containing 1
6 0郾 000 804 SPP1 secreted phosphoprotein 1
7 0郾 000 001 11 TTN titin
8 0郾 000 702 MMP8 matrix metallopeptidase 8
9 0郾 000 000 522 HSPH1 heat shock protein family H (Hsp110) member 1

10 0郾 000 000 104 SNORD20 vault RNA 1鄄1

表 3摇 DEG 的 GO 分析

类型 分类编号 基因数 P 值摇 摇 摇 摇 摇 基因功能
GOTERM_BP GO:0032508 12 0郾 000 000 027 9 DNA 双解

GO:0006281 23 0郾 000 000 985 DNA 修复
GO:0007067 22 0郾 000 008 46 有丝分裂

GOTERM_CC GO:0005654 146 0郾 000 000 000 000 001 31 核质
GO:0016020 113 0郾 000 000 000 029 2 膜
GO:0005730 59 0郾 000 000 000 169 核仁
GO:0005737 199 0郾 000 000 044 8 细胞质
GO:0005813 34 0郾 000 000 083 3 中心体
GO:0005634 198 0郾 000 001 25 核
GO:0016607 20 0郾 000 002 8 核斑点
GO:0005694 14 0郾 000 005 72 染色体
GO:0005794 47 0郾 000 012 4 高尔基体

GOTERM_MF GO:0044822 83 0郾 000 000 000 000 000 979 聚(A)RNA 结合
GO:0005524 95 0郾 000 000 000 000 043 1 ATP 结合
GO:0005515 307 0郾 000 000 011 6 蛋白质结合
GO:0004386 16 0郾 000 000 012 3 解旋酶活性
GO:0008017 22 0郾 000 000 417 微管结合
GO:0004003 8 0郾 000 023 8 ATP 依赖性 DNA 解旋酶活性

表 4摇 DEG 的 KEGG 分析

通路 ID 通路注释 基因数 P 值 基因

hsa03008 Ribosome biogenesis in eukaryotes 11 0郾 000 134
WDR75、WDR3、 NOP58、 NXF3、 HEATR1、 RIOK1、 GNL2、 WDR43、
XRN1、RIOK2、GNL3

hsa03013 RNA transport 13 0郾 002 881 539
UPF2、EIF5、 EIF5B、 NXF3、 FXR1、 PNN、 EIF3A、 EIF2S1、 EIF1AX、
EIF2S2、RANBP2、TPR、THOC2

hsa05323 Rheumatoid arthritis 8 0郾 010 877 559
ATP6V1C1、 CCL20、 TLR2、 HLA鄄DRB5、 CXCL8、 CCL5、
ATP6V1D、MMP1

hsa03018 RNA degradation 7 0郾 019 660 249 DIS3、TTC37、DHX36、SKIV2L2、HSPD1、XRN1、HSPA9

hsa04270 Vascular smooth muscle contraction 8 0郾 043 732 014
RAMP2、 ROCK1、 ROCK2、 CALD1、 PLA2G2A、 PPP1R12A、
PPP1R14A、ITPR2

hsa05144 Malaria 5 0郾 046 261 301 PECAM1、MET、TLR2、CXCL8、SELE

2. 3摇 PPI 分析

将所筛选出来的差异基因导入 String 数据库,绘
制 PPI 网络图(图 1)。 该图筛选出 523 个节点蛋白,
1 364条边,富集 P 值 < 0郾 001。 应用 Cytoscape 插件
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MCODE 对 PPI 网络图进行分析,筛选出 2 种最显著的

模块(图 2、图 3)及相关信息见表 5。 筛选出度值>10
且度值最高的 10 个枢纽节点为 CDK1、 CDC5L、
KIF11、SMC2、CENPE、TOP2A、NCAPG、CENPF、SMC4
和 SKIV2L2,此 10 个基因均为下调基因见表 6 及图 4。

图 1摇 PPI 网络图

图 2摇 模块一

图 3摇 模块二

表 5摇 模块信息

模块 MOCDE 得分 节点 边 基因

一 22. 929 29 321
MIS18BP1、 NUSAP1、 MKI67、 FANCI、 KIF20B、 CHEK1、 TOP2A、 TPX2、 KIF18A、 ASPM、 KIF20A、
ECT2、CENPU、 CENPE、 CENPF、 ARHGAP11A、 KIF11、 CDK1、 KIF23、 CEP55、 DLGAP5、 NCAPG、
CKAP2、ATAD2、SPDL1、SMC2、SMC4、ANLN、PLK4

二 19. 158 20 182
SDAD1、WDR75、NOC3L、WDR43、RSL1D1、UTP20、GNL2、DDX18、HEATR1、GNL3、ESF1、DDX10、
SKIV2L2、KRR1、NOP58、WDR3、RIOK2、LTV1、KIAA0020、DDX52

表 6摇 10 个关键基因列表

序号 度值 基因名摇 中文名称
1 55 CDK1 细胞周期蛋白依赖性激酶 1
2 51 CDC5L 细胞分裂周期 5 样
3 40 KIF11 驱动蛋白家族成员 11
4 37 SMC2 2 号染色体的结构维持
5 37 CENPE 着丝粒蛋白 E
6 37 TOP2A 拓扑异构酶 (DNA)域琢
7 33 NCAPG 非平滑肌浓缩素 I 复合亚单位 G
8 33 CENPF 着丝粒蛋白 F
9 32 SMC4 4 号染色体的结构维持

10 32 SKIV2L2 Ski2 样 RNA 螺旋酶 2
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图 4摇 关键基因蛋白互作网(颜色越深,度值越大)

3摇 讨论

PAH 在临床中并不少见,影响全球约 1% 的人

口[5],在 65 岁以上的人群中, PAH 的患病率约为

10% [8]。 但是,各种形式的 PAH 的发病率和患病率存

在着很大的差异。 左心疾病患者中约 50% 会发展为

PAH[8],而 80%的射血分数保留性心力衰竭患者会发

展为 PAH[9]。 虽然在过去三十年中,PAH 患者的预期

寿命有所增加,3 年生存率为 70% ~ 80% [10],但其仍

给人们的健康水平带来了巨大威胁。 本研究通过分

析 15 例 PAH 患者肺组织与 11 例正常患者肺组织的

基因表达谱进行生物信息学分析,筛选了涉及 PAH 发

生发展的差异基因,发现与正常对照组相比,PAH 患

者中有 87 个表达上调差异基因,472 个表达下调差异

基因。 GO 分析结果表明:(1)生物过程:DEG 显著富

集于 DNA 双解、DNA 修复、有丝分裂等;(2)细胞单

位:DEG 显著富集于核质、膜、核仁、细胞质、中心体、
核、核斑点、染色体和高尔基体等;(3)分子功能:DEG
显著富集于聚(A)RNA 结合、ATP 结合、蛋白质结合、
解旋酶活性、微管结合和 ATP 依赖性 DNA 解旋酶活

性等。 研究表明,在不同类型的 PAH 发生发展进程

中,肺血管重构是共有的病理特征[11-12]。 在正常生理

状况下,细胞的增殖与凋亡处于平衡状态,而当内皮

功能的这种平衡被打破时,会导致促生长因子相对增

多,进而 促 进 肺 血 管 重 构[13]。 血 小 板 衍 生 因 子

(platelet derived growth factor,PDGF)是一种强烈的促

有丝分裂剂,是促进细胞增殖、分化和迁移的生长因

子家族。 PDGF 主要通过激活 PDGF 受体(PDGFER)
发挥生物学效应,使 PAH 患者远端肺小动脉 PDGF 和

PDGFER 表达增加,而 PDGFER 抑制剂能改善野百合

碱诱导 PAH 大鼠和缺氧诱导 PAH 小鼠的肺动脉重

构[14],即表明有丝分裂生物过程参与了 PAH 的肺动

脉重构。 根据 GO 分析的结果可以发现,DEG 主要参

与了细胞的增殖与凋亡等生物学过程,从而影响肺血

管重构,参与 PAH 的发生发展,与本研究结果一致。

KEGG 富集分析结果表明:DEG 显著富集于真核生物

的核糖体生物发生、RNA 转运、类风湿性关节炎、RNA
降解、血管平滑肌收缩、疟疾和癌症中的蛋白多糖等

通路。 目前上述关于 PAH 信号通路研究最多的为血

管平滑肌,而 PAH 发病最关键的因素就在于肺血管平

滑肌细胞增殖、迁移。 研究表明,肺动脉重构主要是

由于平滑肌细胞的异常生长、过度增殖和抗凋亡能力

减弱所致[15鄄16]。 上述分析结果提示这些生物学过程

和信号通路的变化可能在 PAH 的演变过程中发挥着

重要的作用。
通过构建 PPI 网络图分析得到关键基因,筛选得到

10 个 最 重 要 的 DEG: CDK1、 CDC5L、 KIF11、 SMC2、
CENPE、TOP2A、NCAPG、CENPF、SMC4 和 SKIV2L2。 而

目前 PAH 相关性基因研究较多的主要为:BMPR2、
ACVRL1、CAV1、SERT 和 KCNK3 等基因[17鄄21]。 本文筛

选出的关键基因与 PAH 的关系研究较少,可能为 PAH
发病的新基因,这不仅为深入研究 PAH 发生机制提供

方向,也可能成为 PAH 潜在的分子诊断标志物。
综上所述,本研究采用生物信息学的方法对 GEO

数据库中 PAH 基因芯片数据进行了二次挖掘,筛选差

异基因并经 GO 及 KEGG 富集分析,得到可能与 PAH
相关的基因和信号通路。 其中,细胞增殖与凋亡和肺

血管平滑肌等可能在 PAH 发生发展过程中起着重要

的作用。 此外,通过构建蛋白互作网络图得到 10 个关

键基因,但其在 PAH 中的作用尚未明确,有待进一步

研究。
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