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  [摘 要] 目的 通过生物信息学方法探索婴幼儿血管瘤(IH)的潜在生物标志物。方法 2022年2月

从GEO数据库中下载基因表达谱数据集(GSE127487)。利用R语言limma软件包分析IH组和健康对照组

差异表达基因(DEGs)。对DEGs进行基因本体和京都基因与基因组百科全书富集分析。通过STRING分析

蛋白质互作网络,利用Cytoscape软件根据不同算法筛选关键基因———hub基因。计算各个hub基因在IH组

和健康对照组中的表达,最后通过受试者工作特征(ROC)曲线验证hub基因的诊断价值。结果 GSE127487
中有416个DEGs,主要富集于血管发育、血管生成、心血管系统的发育等,参与细胞外基质结构形成、分子功能

调控、生长因子结合等,富集于白细胞跨内皮的迁移、细胞黏附分子、血管平滑肌收缩等信号通路。共筛选出

PECAM1、CD34、CDH5、TEK、THY1
 

5个hub基因,并且在IH组中的表达均上调,且ROC曲线的曲线下面积

均大于0.7。结论 IH的hub基因与疾病发生、发展相关,是IH潜在的生物标志物,有望成为IH诊治的靶点。
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[Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

potential
 

biomarkers
 

of
 

infantile
 

hemangioma
 

(IH)
 

by
 

bioinfor-
matics

 

methods.Methods The
 

gene
 

expression
 

profile
 

dataset
 

(GSE127487)
 

was
 

downloaded
 

from
 

the
 

GEO
 

database
 

in
 

February
 

2022.The
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

(DEGs)
 

in
 

the
 

IH
 

group
 

and
 

the
 

healthy
 

control
 

group
 

were
 

analyzed
 

with
 

limma
 

software
 

package
 

of
 

R.Gene
 

ontology
 

and
 

Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes
 

enrichment
 

analyses
 

were
 

performed
 

on
 

DEGs.The
 

protein
 

interaction
 

network
 

was
 

analyzed
 

by
 

STRING,and
 

hub
 

gene,the
 

key
 

gene,was
 

selected
 

by
 

different
 

algorithms
 

using
 

Cytoscape
 

software.The
 

ex-
pression

 

of
 

each
 

hub
 

gene
 

in
 

the
 

IH
 

group
 

and
 

the
 

healthy
 

control
 

group
 

was
 

calculated,and
 

finally
 

the
 

diag-
nostic

 

value
 

of
 

hub
 

gene
 

was
 

verified
 

by
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve.Results There
 

were
 

416
 

DEGs
 

in
 

GSE127487,which
 

were
 

mainly
 

concentrated
 

in
 

vascular
 

development,angiogenesis,development
 

of
 

cardiovascular
 

system,etc,involved
 

in
 

the
 

formation
 

of
 

extracellular
 

matrix
 

structure,molecular
 

function
 

regulation,growth
 

factor
 

binding,etc,and
 

were
 

enriched
 

in
 

signaling
 

pathways
 

such
 

as
 

leukocyte
 

transendo-
thelial

 

migration,cell
 

adhesion
 

molecules,and
 

contraction
 

of
 

vascular
 

smooth
 

muscle.A
 

total
 

of
 

five
 

hub
 

genes,including
 

PECAM1,CD34,CDH5,TEK
 

and
 

THY1,were
 

screened,and
 

their
 

expressions
 

were
 

up-regu-
lated

 

in
 

the
 

IH
 

group,and
 

the
 

area
 

under
 

the
 

ROC
 

curve
 

was
 

greater
 

than
 

0.7.Conclusion The
 

hub
 

gene
 

of
 

IH
 

is
 

related
 

to
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

disease,and
 

is
 

a
 

potential
 

biomarker
 

of
 

IH,which
 

is
 

expec-
ted

 

to
 

become
 

a
 

target
 

for
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

IH.
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  婴幼儿血管瘤(IH)是婴幼儿最常见的良性肿瘤,
发病率为3%~10%[1]。有研究发现,女性、高加索

人、低体重早产儿、多胞胎、大龄婴儿更易患病[2]。约

10%的IH患儿在1年内可自行缓解,而其余90%的
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IH患儿需3~10年或更长时间才能好转[3],部分患

儿会留下瘢痕而影响美观[4],甚至造成永久性毁容。

IH并发症包括溃疡、出血、视力障碍、气道阻塞、充血

性心力衰竭等,在某些情况下IH 甚至可能导致死

亡[5]。如能在IH早期积极干预、促进自发消退过程、
减少血管瘤对周围组织的侵袭则能改善患儿预后。
因此,有必要深入探讨IH的调控过程,以更好地理解

IH的发病机制,对研发相关药物具有重要意义。本

研究采用生物信息学方法筛选IH 的差异表达基因

(DEGs)及其功能富集通路,筛选靶基因,旨在为后续

研究提供新思路。

1 资料与方法

1.1 研究对象 2022年2月通过公开的GEO数据

库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)检索与

IH相关文献,获取基因表达谱数据集(GSE127487)
进行分析。该基因表达谱种属为人类。样本来源于

皮 肤 组 织。芯 片 平 台:GPL10558
 

Illumina
 

Hu-
manHT-12

 

V4.0
 

expression
 

beadchip。选取该数据

集中IH患儿18例,健康对照组研究对象5例。

1.2 方法

1.2.1 DEGs的识别 通过R
 

4.1.0的GEOquery
包从GEO数据库中下载

 

GSE127487,去除一个探针

对应多个分子的探针,当遇到对应同一个分子的探针

时仅保留信号值最大的探针。然后通过箱式图查看

样本标准化的情况,利用R语言limma软件包进行

IH组和健康对照组 DEGs分析。统计学上显著的

DEGs定义为|logFC|≥2,P<0.05。
 

1.2.2 DEGs功能和通路富集分析 采用 WebGe-
stalt[6](http://www.webgestalt.org/)在线工具对

DEGs进行功能富集分析,即生物过程、细胞成分、分
子功能及京都基因与基因组百科全书(KEGG)富集

分析。

1.2.3 构建蛋白质互作网络(PPI) 通过在线分析

工 具 STRING 构 建 PPI[7]。由 Cytoscape 软 件

(3.8.1)对PPI进行可视化[8]。利用Cytohubba筛选

构成PPI稳定结构的hub基因,通过MCC、NNC、De-
gree、EPC、BottleNeck

 

5种算法,挑选出排名前10的

hub基因,然后通过在线工具InteractiVenn[9]取交集

后得到hub基因,并将其用于后续研究。

1.2.4 hub 基 因 表 达 量 分 析  通 过 Graphpad
 

prism
 

9分析hub基因表达差异,以箱式图显示。

1.2.5 hub基因的诊断效能评估 通过R
 

4.1.0进

行诊断效能评估,pROC包用于统计分析,ggplot2
 

进

行可视化分析。最终绘制5个hub基因的受试者工

作特征(ROC)曲线。

1.3 统计学处理 应用Graphpad
 

prism
 

9软件进行

数据分析,计量资料以x±s表示,采用独立样本t检

验;计数资料以率或构成比表示,采用χ2 检验。P<
0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 IH 的DEGs GSE127487中有416个DEGs。
其中350个基因表达上调,66个基因表达下调。见

图1。

  注:A.火山图;B.热图。

图1  DEGs火山图和热图

2.2 基因本体(GO)和 KEGG富集分析 416个

DEGs均用 WebGestalt在线工具进行分析。在生物

过程中DEGs富集于血管发育、血管生成、心血管系

统的发育、循环系统发育、参与形态发生的解剖结构

形成等。在细胞外基质结构形成、分子功能调控、生
长因子结合、具有抗拉强度的细胞外基质结构成分、
蛋白二聚体活性等方面显著富集。DEGs显著富集于

细胞的顶端部分、质膜的固有成分、顶端质膜、质膜的

组成部分、细胞外基质。主要富集在白细胞跨内皮的

迁移、细胞黏附分子、血管平滑肌收缩、细胞外基质受

体相互作用等信号通路。见图2。

2.3 PPI构建和hub基因筛选 共得到5个hub基

因,分别为PECAM1、CD34、CDH5、TEK、THY1。见

图3、4。

2.4 hub基因表达量 与健康对照组比较,IH 组

PECAM1、CD34、CDH5、TEK、THY1
 

mRNA表达均

明显升高,差异均有统计学意义(P<0.05)。见图5。
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  注:A.GO分析;B.KEGG分析。

图2  DEGs的GO分析和KEGG分析

图3  PPI

图4  Cytohubba筛选5个核心基因编码蛋白质

  注:A.PECAM1;B.CD34;C.CDH5;D.TEK;E.THY1。与健康对照组比较,aP<0.05。

图5  hub基因表达水平箱式图
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2.5 诊 断 效 能  PECAM1、CD34、CDH5、TEK、

THY1对IH均具有较好的诊断效能(ROC曲线下面

积分别为1.000、0.991、1.000、0.965、0.965)。见

图6。

图6  hub基因诊断IH的ROC曲线

3 讨  论

IH是婴幼儿最常见良性肿瘤之一,在正常情况

下并不会出现,多在3~12个月内快速生长,部分患

儿在3~7年后自然消失。在新生儿中发病率为

10%~12%,在早产儿中发病率为20%,以女婴居

多[10]。尽管对IH进行了大量的研究,但IH发生、发
展机制尚不明确。目前,对IH的药物及激光治疗研

究较多,但从分子水平研究血管瘤发生、发展的重要

基因和途径较少见。因此,IH 的生物信息学研究对

阐明其发病的分子机制具有重要参考意义。
本研究通过对IH的微阵列数据集进行差异表达

分析,分别通过火山图和热图展示了表达上调和下调

的基因。对DEGs进行GO和KEGG分析发现,主要

富集于血管发育、血管生成、细胞外基质结构形成、分
子功能调控、生长因子结合等,主要参与白细胞跨内

皮的迁移、细胞黏附分子、血管平滑肌收缩、细胞外基

质受体相互作用等 KEGG信号通路,符合血管瘤生

长、发育过程。生物信息学方法能够将与每例患儿相

关的结果和模式与所有其他患儿的结果和模式联系

起来。通过生物信息学工具整合了来自分子、基因组

和生物链接研究的数据。揭示了生物过程的复杂性

和细节。这些生物系统的新概念将有助于理解和发

现疾病的发病机制,设计高度准确的诊断方法,并开

发新的治疗和预防策略[11]。

本研究通过STRING在线工具及Cytoscape对

DEGs进行PPI构建及可视化,并且筛选了hub基

因,结果显示,THY1、TEK、CD34、CDH5、PECAM1
在血管瘤患儿中其表达均明显升高。由于是取多个

结果交集找到的hub基因,因此,具有较高的准确性。
本研究结果显示,IH 组hub基因表达明显高于健康

对照组,可作为IH 的重要标志物。本研究判断了

hub基因的诊断效能,通过ROC曲线发现,上述基因

ROC曲线下面积均大于0.7,可见其具有较强的诊断

效能。

PECAM1是一种跨膜糖蛋白,属于免疫球蛋白家

族,在血小板、单核细胞、中性粒细胞表面表达。PE-
CAM1分子通过所谓的嗜酸性连接相互结合,导致内

皮形成一种特定的保护屏障。PECAM1表达下调导

致内皮屏障完整性破坏和通透性增加,从而导致动脉

内膜炎症过程的激活,影响血管粥样硬化病变的形成

和冠状动脉疾病的发展。因此,PECAM1可能是IH
的一种新的候选分子,为改善IH治疗策略提供了新

的视角。

CD34是一种高度糖基化的跨膜蛋白。首先在髓

系白血病细胞系中被发现,抗CD34抗体的免疫组织

学反应性也在非血淋巴肿瘤中被发现,包括血管肉

瘤、孤立性纤维性肿瘤、上皮样肉瘤、梭形细胞脂肪

瘤、隆突皮肤纤维肉瘤、肌成纤维细胞瘤等。因此,

CD34可能被认为是IH的一种新的生物标志物。

CDH5定位于内皮细胞的细胞间连接,在控制血

管完整性和通透性方面发挥重要作用,并有助于内皮

细胞在管状结构中的整合[12-13]。CDH5是血管内皮

生长因子在内皮细胞上的生存信号[14]。CDH5在肿

瘤血管生成中也很重要,其在乳腺癌血管系统中表达

上调,也被认为是乳腺癌的转移标志物[15-16]。因此,

CDH5可能是IH进展和靶向治疗的重要分子。

TEK是酪氨酸激酶受体亚家族成员,主要表达

于内皮细胞中,是血管生成素配体 ANGPT1、AN-
GPT2、ANGPT4的酪氨酸激酶受体[17]。TEK在调

节血管生成、血管重塑、成熟和完整性方面发挥重要

作用[18]。提示TEK可能参与了IH 的发病机制,对

TEK的进一步研究可能为开发治疗IH 及相关疾病

的药物提供了新靶点。

THY1也称为CD90,是一种以糖基磷脂酰肌醇

为基础的糖蛋白,主要表达于血干细胞、活化的微血

管内皮细胞和成纤维细胞上,是胸腺细胞祖细胞的标

志物。有研究发现,THY1能促进肝纤维化发展,是
肝纤维化驱动基因[19]。THY1可能与IH的发生、发
展密切相关。

 

综上 所 述,本 研 究 通 过 对IH 与 正 常 样 本 的

DEGs进行一系列生物信息学分析,找出了一些与IH
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密切相关的候选基因和通路调控网络。结果提示,

PECAM1、CD34、CDH5、TEK、THY1参与了IH 的

发病过程,有望成为IH 诊治的靶点,为进一步诊治

IH提供了依据。然而,本研究的局限性是缺乏实验

验证。这些通过生物信息学分析得到的预测结果还

需要实时荧光定量-聚合酶链反应和免疫印迹试验等

实验研究进一步证实。
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