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摘要院 目的 研究高原肺水肿的发生和早期进展潜在生物标志物袁 进一步为高海拔肺水肿的发病和早期进展机制提供理论基

础遥方法 从 GEO数据库中提取出人类基因表达谱 GSE52209袁使用 R软件在数据集中筛选急进入高原 48~72 h内高原适应组

和高原肺水肿组的差异表达基因渊DEGs冤袁通过 GO和 KEGG探究高原肺水肿的发生和早期进展机制袁利用 cytoscape软件的

MCC算法鉴定枢纽基因袁利用 Lasso-Cox回归分析和 ROC曲线分析预测和验证诊断标记物袁利用 R软件检测数据集枢纽基

因的相对表达水平袁 利用 networkanalyst和 cytoscape软件鉴定与枢纽基因作用的 miRNA和枢纽 miRNA遥 结果 共鉴定出

DEGs 216个袁 其中 196个基因表达上调袁20个基因表达下调曰GO和 KEGG分析结果显示袁DEGs主要与代谢异常和氧化应激

相关曰共筛选出 7个高原肺水肿诊断标记物渊ARRB2尧RPLP0尧JAK2尧ICAM1尧ESPL1尧RAD54L尧SEC61A1冤袁结合 gene-miRNA

网络袁hsa-miR-335-5p尧hsa-miR-16-5p尧hsa-miR-149-5p和 hsa-miR-615-3p可能是高原肺水肿发生和早期进展相关的枢

纽 miRNA遥 结论 ARRB2尧RPLP0尧JAK2尧ICAM1尧ESPL1尧RAD54L尧SEC61A1尧hsa-miR-335-5p尧hsa-miR-16-5p尧hsa-miR-

149-5p 和 hsa-miR-615-3p 可能是高原肺水肿发病和早期进展的重要生物标记物袁 其中 ARRB2尧RPLP0尧JAK2尧ICAM1尧

ESPL1尧RAD54L和 SEC61A1可能是高原肺水肿的早期诊断标记物遥
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Research on Novel Biomarkers of High Altitude Pulmonary Edema
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Abstract：Objective To study the potential biomarkers of the occurrence and early progression of high altitude pulmonary edema, and to further

provide a theoretical basis for the pathogenesis and early progression of high altitude pulmonary edema.Methods The human gene expression profile

GSE52209 was extracted from the GEO database. R software was used to screen differentially expressed genes (DEGs) between the high-altitude

adaptation group and the high-altitude pulmonary edema group within 48-72 h after rapid entry into the plateau in the data set. GO and KEGG were

used to explore the mechanism of the occurrence and early progression of high-altitude pulmonary edema. The MCC algorithm of cytoscape software

was used to identify hub genes. Lasso-Cox regression analysis and ROC curve analysis were used to predict and verify diagnostic markers. R software

was used to detect the relative expression level of hub genes in the data set. Networkanalyst and cytoscape software were used to identify miRNAs and

hub miRNAs that interact with hub genes.Results A total of 216 DEGs were identified, of which 196 genes were up-regulated and 20 genes were

down-regulated. GO and KEGG analysis showed that DEGs were mainly related to metabolic abnormalities and oxidative stress. A total of 7 diagnostic

markers of high altitude pulmonary edema (ARRB2, RPLP0, JAK2, ICAM1, ESPL1, RAD54L, SEC61A1) were screened out. Combined with gene-

miRNA network, hsa-miR-335-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-149-5p and hsa-miR-615-3p may be hub miRNAs related to the occurrence and early

progression of high altitude pulmonary edema.Conclusion ARRB2, RPLP0, JAK2, ICAM1, ESPL1, RAD54L, SEC61A1, hsa-miR-335-5p, hsa-miR-

16-5p, hsa-miR-149-5p and hsa-miR-615-3p may be important biomarkers for the pathogenesis and early progression of high altitude pulmonary

edema. ARRB2, RPLP0, JAK2, ICAM1, ESPL1, RAD54L and SEC61A1 may be early diagnostic markers for high altitude pulmonary edema.

Key words：High altitude pulmonary edema;Pathogenesis;Diagnosis;Biomarkers;Key hub genes;miRNA

高海拔地区的平原旅行者可能患高原肺水肿

（high altitude pulmonary edema，HAPE），这是一种在

高原地区严重和较为常见的疾病 [1]，其症状与海拔

上升的高度和速度有关[2]。急性高原肺水肿发生时，

首先表现为间质性肺水肿，后发展为肺泡性肺水肿。

间质性肺水肿症状不明显，这些患者经常被误诊，导

致预后不良。目前，HAPE的常规诊断是基于临床表

现和医学影像学表现，通常表现为无或少痰和非特

异性胸片表现，与典型 HAPE不同[3]。因此，迫切需

要在早期 HAPE 患者中检测出新的生物标志物来

明确高原肺水肿从而改善患者预后，检测血液的非
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侵入性生物标志物创伤小，灵敏性较高，其也可能是

高原肺水肿靶向治疗的重要基因。高通量技术已被

用于探索生物标志物 [4]，生物信息学分析已经探索

出了多种疾病的生物标志物[5，6]。本研究通过生物信

息学方法分析高原肺水肿分子机制和潜在生物标志

物，利用 GEO数据库鉴定适应高原组和高原肺水肿

组中的差异表达基因（differentially expressed genes，

DEGs）和枢纽基因，对 DEGs 进行 GO 和 KEGG 富

集分析，探索高原肺水肿的发生机制，构建与枢纽基

因作用的 gene-miRNA网络，确定靶向枢纽基因的

枢纽 miRNA，寻找高原肺水肿潜在的生物标记物。

1资料与方法

1.1高原肺水肿 DEGs的鉴定 使用 R软件的 GEO原

query 软件包 （版本 4.0.3，http://r -project.org/）从

GEO数据库（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo）中下载

mRNA高通量测序数据集 GSE52209，数据集为急进

入高原后 2~3 d内适应高原和发生高原肺水肿两组

转录组数据。使用 R软件的“limma”包鉴别数据集

中的 DEGs，用 “ggplot2”包 制 作火 山 图 ，用

“pheatmap”包制作热图，adj. 约0.05和|log2FC|跃1的

基因被认为是 DEGs。

1.2 DEGs 的富集分析 上传 DEGs 到在线网站

metascape（https://metascape.org/），选择 custom anal原

ysis选项 Enrichment 中 GO Molecular Functions、GO

Biological Processes、GO Cellular Components 和

KEGG Pathway分析后得出包含分子功能、生物学过

程、细胞组分 3种分析的 GO分析和 KEGG分析。

1.3蛋白-蛋白相互作用（PPI）网络的建立和枢纽基

因的鉴定 PPI分析使用在线网站（https://cn.string-

db.org/）进行，使用置信值跃0.4 来识别 PPI 对，用

“igraph”包绘制 PPI网络图。然后，用 cytoscape软件

建立一个基于 DEGs 的 PPI 网络，使用该软件的

CytoHubba 插件中 MCC 算法通过计算不同 DEGs

连接度鉴定出 DEGs的枢纽基因。

1.4 预测和验证诊断性生物标记物及其表达水平比

较 使用“glmnet”包，整合患病状态和基因表达数据

进行 Lasso-Cox回归分析，使用十折交叉验证构建疾

病诊断模型，进行诊断标记物的预测。使用“pROC”

包对数据集的枢纽基因进行 ROC曲线分析，并使用

“ggplot2”包对结果进行可视化，曲线下面积（area

under the curve，AUC）跃0.7 的基因被认为具有良好

的诊断价值。将数据矩阵按照生物标记物分组，使用

基于 R语言的生物信息学分析平台“Sangerbox 3.0”

中的“多组箱线图”模块绘制箱式图得到两组生物标

记物基因表达水平的比较，统计学分析采用双侧

检验，约0.05被认为差异有统计学意义。

1.5 作用于枢纽基因的 miRNAs 鉴定 使用在线网

站 networkanalyst 3.0（https://www.networkanalyst.ca/）

相关联 miRTarBase v8.0数据库鉴定出与枢纽基因

作用的 miRNA，并用 cytoscape3.7.2 软件绘制它们

与枢纽基因的相互作用网，根据 miRNA与枢纽基因

作用的个数鉴定枢纽 miRNA。

2结果

2.1 DEGs 的数据预处理和鉴定 共鉴定 216 个

DEGs，其中上调DEGs有 196个，下调DEGs有 20个，

见表 1；差异基因火山图见图 1A；基因热图中，G1

为高原适应组，G2为 HAPE组，见图 1B。

2.2 DEGs的富集分析 GO分析显示，DEGs主要与

无机分子实体跨膜转运转运蛋白活性、抑制蛋白家

族结合、乳腺发育、嘌呤核碱基跨膜转运蛋白活性、

细胞对氧化应激的反应等功能有关，见图 2A；

KEGG通路分析显示，DEGs在多种通路中富集，包

括 cAMP信号通路、甲状旁腺激素合成、分泌和作

用、促性腺激素释放激素分泌、生长激素合成、分泌

和作用、胶质瘤、甲型流感通路，见图 2B。
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表 1 采用 MCC算法对相互作用个数排名前 10的 hub基因进行评分排序
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2.3 PPI 网络的构建与枢纽基因的鉴定 利用 Cy原

toscape 进行 PPI 分析和可视化（图 3A），根据每个

枢纽基因与其它差异基因作用的个数，确定 AR

RB2、RPSA、RPLP0、JAK2、ICAM1、ESPL1、GNG13、

GNRH1、RAD54L、SEC61A1 可作为枢纽基因（图

3B），枢纽基因可能对高原肺水肿的发生和早期进

展有重要作用。

2.4诊断性生物标记物的筛选和鉴定 使用 Lasso-

Cox回归算法从枢纽基因中识别出 7个可能具有诊

断效用的生物标志物 ARRB2、RPLP0、JAK2、I原

CAM1、ESPL1、RAD54L和 SEC61A1（图 4A、图 4B），

Lasso-Cox回归算法是一种建立模型预测生物标记

物的常用方法。因为高原肺水肿患者样本数量较少，

为了评估以上生物标记物的诊断效用，绘制了ROC

曲线进行数据集内部验证，并计算了 AUC，7 个

生物标记物的 AUC均跃0.7（图 4C）。因此，上述 7个

基因的 mRNA表达作为外周血生物标志物具有较

高的诊断价值。

2.5 生物标记物表达比较 与高海拔适应组相比，

HAPE 组 ARRB2、JAK2、ICAM1、ESPL1、RAD54L 和

SEC61A1mRNA 表达上调，RPLP0 表达下调，见

图 5。

A B

注：A：DEGs的火山图；B：DEGs的热图

图 1 DEGs的鉴定

注：A：GO富集分析；B：KEGG富集分析

图 2 DEGs的 GO和 KEGG富集分析

A

B
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A B

注：A：PPI相互作用网络；B：DEGs枢纽基因的鉴定

图 3 PPI网络构建和枢纽基因鉴定

图 5 7个生物标记物的相对表达水平比较

注：A：Lasso-Cox回归分析建模筛选枢纽基因；B：Lasso-Cox回归惩罚值 姿的筛选；C：ROC曲线验证筛选基因的诊断效用

图 4 诊断标志物的筛选和验证

A B

C

姿=0.11
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2.6 gene-miRNA调控网络构建 通过 gene-miRNA

作用数据库鉴定与生物标记物作用的 miRNA。通过

构建 gene-miRNA网络图用于鉴定与枢纽基因作用

的枢纽 miRNA，7 个生物标记物及其相应的调控

miRNA 见图 6。在 7 个生物标记物中，JAK2、

SEC61A1 和 ICAM1 被 hsa -miR -335 -5p 调控，

JAK2、SEC61A1和 ICAM1被 hsa-miR-16-5p调控，

ARRB2、ESPL1和 RPLP0被 hsa-miR-149-5p调控，

ARRB2、ESPL1 和 SEC61A1 被 hsa-miR-615-3p 调

控。由以上结果可知 hsa-miR-335-5p、hsa-miR-16-

5p、hsa-miR-149-5p和 hsa-miR-615-3p 可能为高

原肺水肿的枢纽 miRNA。它们在高原肺水肿的发病

和早期进展可能发挥重要作用。

3讨论

既往研究证明[7-9]，利钠肽、超敏肌钙蛋白 T、代

谢物（c8-神经酰胺、鞘氨醇、谷氨酰胺）和 SULT1A1

是高原肺水肿的诊断性生物标志物。然而，这些生

物标志物对高原肺水肿的早期诊断仍然没有特异

性，目前有关 miRNA和其他非编码 RNA在高海拔

肺水肿诊断中作用的研究很少。本研究共鉴定出

216 个 DEGs，其中 20 个 DEGs 表达上调，196 个

DEGs表达下调。GO和 KEGG富集分析显示，DEGs

主要在代谢异常和氧化应激等功能和通路富集。有

研究表明[10]，神经酰胺增多可攻击肺内皮细胞导致

屏障功能下降，小鼠模型可出现高原肺水肿。PPI、

Lasso-Cox、ROC 分析显示，ARRB2、RPSA、RPLP0、

JAK2、ICAM1、ESPL1、GNG13、GNRH1、RAD54L、

SEC61A1 可能为高原肺水肿具有诊断效用的生物

标记物；hsa -miR -335 -5p、hsa -miR -16 -5p、hsa -

miR-149-5p 和 hsa-miR-615-3p 可能是高原肺水

肿的枢纽 miRNA。上述生物标记物可能在高原肺水

肿的发生发展中发挥重要作用。

ARRB2被认为参与了激动剂介导的 G蛋白偶

联受体的阻滞，可抑制来自激素、神经递质或感觉信

号的刺激 [11]，与阻滞素 茁1（Arrestin beta 1，ARRB1）

一样，体外实验证明它可以抑制肾上腺素能受体功

能[12]。在 NLRP3炎症小体的激活步骤中，ARRB2直

接与 NLRP3结合，通过抑制促炎细胞因子的释放来

抑制炎症反应[13]。JAK2介导造血素、血小板生成素、

粒细胞-巨噬细胞集落类似因子和颗粒细胞集落刺

激因子受体激活[14]。EPO促红细胞生成素受体（E原

PO-R）和 JAK2是促红细胞生成所必需的[15]。IL-6/

JAK2/STAT3信号通路可引起疾病炎症 [16]，JAK2基

因的激活也能增强细胞增殖和存活[17]。ICAM1是一

种表达于内皮细胞和免疫细胞表面的糖蛋白 [18]，

注：miRNA与枢纽基因作用网络构建

图 6 生物标记物 gene-miRNA调控网络
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ICAM1的上调促进了炎症细胞的募集[19]。RPLP0是

一个管家基因，其编码人酸性核糖体磷酸化蛋白的

大 P0亚基[20]。ESPL1是多种癌症的生物标记物，其

在染色体遗传中起重要作用，可增加肿瘤细胞的增

殖、侵袭和迁移[21，22]，其与 SEC61A1在肿瘤中发挥相

同作用，SEC61A1也可作为多种恶性肿瘤和的生物

标记物[23，24]。有研究表明[25]，Rad54L过表达可通过改

变细胞周期和细胞衰老促进肿瘤细胞异常增殖，其

可作为膀胱癌的生物标记物和精确治疗靶点。许多

关于肺部疾病的研究都着眼于 miRNA和枢纽基因

之间的关系，miRNA通过介导其靶基因 mRNA的降

解来调节基因的表达。有实验发现了 hsa-miR-335-

5p在巨噬细胞的成熟中发挥作用[26]。hsa-miR-335-

5p也被证明可以通过负调控 AKT/GSK3茁信号通路

来预防小鼠的慢性鼻窦炎[27]。研究发现[28]，肌萎缩性

脊髓侧索硬化症和 mir-335-5p下调可导致神经元

线粒体功能障碍和凋亡。hsa-miR-16-5p可调控脓毒

症的进展和预后。另有研究发现[29]，hsa-miR-615-3p

与慢性血栓栓塞性肺动脉高压的发生发展密切相

关。hsa-miR-149-5p在慢性阻塞性肺疾病中有抑制

IL-6表达，发挥抑炎的作用[30]。目前大部分研究表明

高原肺水肿的发生与免疫浸润无关，与肺泡毛细血

管内皮细胞间隙增大，引起液体进入肺泡间质和肺

泡，引起肺水肿，这与之前的研究相一致[31，32]。

本研究的局限性：淤只鉴定了 7个枢纽基因，对

其它差异基因没有过多的讨论；于样本量有限，需要

进一步用临床样本验证该结论。

综上所述，高原肺水肿的发生和早期进展可能

与代谢异常和氧化应激有关，上述 7种生物标记物

和枢纽 miRAN对高原肺水肿的发生和早期进展可

能有重要作用，并可能作为高原肺水肿治疗的靶基

因，这可能为高原肺水肿的治疗提供新的策略。
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