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生物信息学联合机器学习鉴定重症登革热的预警标志物
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摘要  目的 基于生物信息学联合机器学习鉴定重症登革热的预警标志物，探讨临床重症登革热发生风险的评价体系。方

法 通过基因表达综合 （GEO） 数据库分析普通登革热与重症登革热患者的差异表达基因，并进行基因本体论 （GO）、京都基因

与基因组数据库 （KEGG） 富集分析； 通过随机森林模型筛选重症登革热预警基因，并利用受试者操作特征 （ROC） 曲线验证基

因的准确性； 最后采用列线图对预警基因进行量化，通过预警基因的表达量预测普通登革热进展为重症登革热的风险。

结果 共获得817个差异表达基因，抗微生物体液反应、体液免疫反应、丝氨酸水解酶活性和花生四烯酸代谢等生物过程可能与

重症登革热的发生发展密切相关； 筛选出AZU1、PDCD4、COL4A3BP、TRPM4、ATP4A 5个重症登革热预警基因，其中ATP4A、

COL4A3BP、TRPM4呈低表达，而AZU1、PDCD4呈高表达，ROC曲线提示基因准确性良好； 列线图提示模型预测准确度、临床

获益率、临床有效性均良好。结论 测定AZU1、PDCD4、COL4A3BP、TRPM4、ATP4A 5个预警基因的表达量有助于评估重症登

革热的发生风险。
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Abstract  Objective The goals of this study were to identify early warning markers of severe dengue based on bioinformatics com-
bined with machine learning，and explore the evaluation system of the risk of occurrence of severe dengue. Methods Based on the Gene 

Expression Omnibus database，the differentially expressed genes between dengue and severe dengue were analyzed，and Gene Ontology 

and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes enrichment analyses were conducted. Early warning genes of severe dengue were screened 

using a random forest model，and the accuracy of the genes was verified using receiver operating characteristic （ROC） curves. Finally，

nomograms were constructed to quantify the warning genes and predict the risk of progression from dengue to severe dengue based on the 

expression level of these genes. Results A total of 817 differentially expressed genes were identified，along with the associated biolo-
gical processes that may be closely related to the occurrence and development of severe dengue，namely，antimicrobial humoral response，

humoral immune response，serine hydrolase activity，and arachidonic acid metabolism. Based on this analysis，five early warning genes 

were isolated：AZU1，PDCD4，COL4A3BP，TRPM4，and ATP4A. Among these，ATP4A，COL4A3BP，and TRPM4 showed low 

expression levels，whereas AZU1 and PDCD4 were highly expressed. The ROC curves indicated that these genes were accurate pre-
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登革热是由登革病毒 （dengue virus，DENV） 感

染引起的、全球传播最广泛的蚊媒传染病之一［1］。

据统计，登革热已于全球100多个国家流行，发病率

在近几十年迅速升高。2000年各地向世界卫生组织

报告了505 430例登革热，2019年增加到520万例［2］。

临床上登革热分为普通登革热和重症登革热，普通

登革热表现为发热、头痛、全身肌肉关节疼痛等症

状，部分患者可进展为重症登革热，出现严重出血、

四肢渗漏征、休克等，危及生命［1］。重症登革热的发

生机制尚不清楚，目前认为可能和宿主的年龄、性

别与基础疾病，病毒毒力，抗体依赖增强感染作用

等多种因素有关［3］。尽早诊断与治疗是降低重症登

革热致残率与病死率，提高患者生活质量的关键［3］。

探讨重症登革热发生的风险基因、潜在生物过程及

通路，有助于挖掘重症登革热预警的生物标志物和

临床上对普通登革热患者的重症风险评估，同时有

助于重症登革热疾病机制的阐明，也有利于特异性

治疗药物的研发。

本研究基于生物信息学与机器学习，以登革热

患者的基因芯片为基础，探讨与重症登革热预警相

关的生物标志物，为临床重症登革热发生的风险评

估提供参考。

1 材料与方法

1.1 数据来源

2009年世界卫生组织把传统的登革热与登革

热出血热/登革热休克综合征，更新为有或无预警指

征的登革热和重症登革热［4］。我国也在《中华人民

共和国卫生行业标准-登革热诊断 （WS216-2018） 》 ［5］

中进行了同样的修改，故本研究将登革热出血热、

登革休克综合征归为重症登革热。

通过基因表达综合 （Gene Expression Omnibus，

GEO） （https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/） 下载基因芯

片GSE96656和GSE25001。芯片以患者的全血为样

本。GSE96656取7例登革热出血热患者为实验组，

24例普通登革热患者为对照组。GSE25001取12例

登革休克综合征患者为实验组，30例普通登革热患

者为对照组。芯片间的批次效应去除则通过R4.1.2

软件的“sva”包完成。

1.2 基因差异表达分析

基于R4.1.2软件的“limma”包，以|log2FC|>0.5，

P < 0.05为标准，计算出重症登革热与普通登革热之

间的差异表达基因，视为普通登革热发展为重症登

革热的潜在基因。

1.3 富集分析

通 过 微 生 信 网 站 （https：//www.bioinformatics.

com.cn/）、“clusterProfiler”等R语言包对差异表达基

因进行基因本体论 （Gene Ontology，GO） 功能富集分

析，京都基因与基因组数据库 （Kyoto Encyclopedia of  

Genes and Genomes，KEGG） 通路富集分析，其中GO

功能富集分析包括分子功能 （molecular function，MF） 

分析、细胞组分 （cellular component，CC） 分析、生物

过程 （biological process，BP） 分析。设置P < 0.05，对结

果作可视化展示。

1.4 筛选重症登革热预警基因

以差异表达基因为基础，利用随机森林模型预

测普通登革热发展为重症登革热的预警基因。采用

R软件包“randomForest”构建随机森林模型。根据

基因的重要性评分挑选出分数最高的5个基因，作

为普通登革热发展为重症登革热的预警基因，对预

警基因的表达水平进行可视化处理。

1.5 重症登革热预警基因的准确性验证

采用R4.1.2软件的“pROC”包绘制受试者操作

特征 （receiver operating characteristic，ROC） 曲线，评

估普通登革热发展为重症登革热预警基因的准确

性。

1.6 列线图的构建

构建列线图模型以量化预警基因。通过预警

基因的表达量预测普通登革热进展为重症登革热

的风险。基于logistic回归模型，采用R4.1.2软件的

dictors of severe dengue. The nomograms indicated good predictive accuracy，clinical benefit rate，and clinical effectiveness of the 

model. Conclusion Measuring the expression levels of five warning genes （AZU1，PDCD4，COL4A3BP，TRPM4，and ATP4A） may help 

to evaluate the risk of severe dengue.

Keywords  severe dengue； warning； gene； biological process； risk assessment

中国医科大学学报  第53卷



·585·

“rms”包构建列线图模型，绘制校准曲线展现模型

的预测符合度，并采用“rmda”R语言包绘制临床决

策曲线分析 （decision curve analysis，DCA） 与临床

影响曲线。

2 结果

2.1 基因差异表达分析

对登革热基因进行差异表达分析，共得到817

个差异表达基因，其中，上调基因404个，下调基因

413个，见图1。

图1  重症登革热差异表达基因火山图

Fig.1  Volcano plot of differentially expressed genes of severe dengue 

2.2 富集分析

对差异表达基因进行GO功能富集分析，包括

BP、CC、MF分析。P值越小，显著性越高。每个分析

都挑选出显著性较高的条目进行柱状图展示，见图

2。GO富集分析主要涉及抗微生物体液反应、杀死

其他生物的细胞、体液免疫反应、分泌颗粒腔、细胞

质泡腔、丝氨酸型肽酶活性、丝氨酸水解酶活性、细

胞-细胞黏附介质活性，作为受体作用于过氧化物等。

对差异表达基因进行KEGG通路富集分析，选

取显著性较高的条目进行展示，见图3。KEGG富

集分析结果提示，催乳素信号通路、糖鞘脂生物合

成-乳糖和新内酯系列、内分泌和其他因素调节钙

重吸收、花生四烯酸代谢等与普通登革热发展为重

症登革热相关。

2.3 重症登革热预警基因筛选 

对差异表达基因进行随机森林模型构建，得到

随机森林树的数量与模型误差之间的相关图，接着

根据基尼系数法计算每个基因的重要性得分，评分

越高，基因越重要 （图4）。重要性评分最高的5个基

因 （AZU1、PDCD4、COL4A3BP、TRPM4、ATP4A）作

为普通登革热进展为重症登革热的预警基因。

2.4 预警基因表达情况

比较普通登革热发展为重症登革热的预警基

因的表达量 （图5）。结果显示，相比于普通登革热患

者，ATP4A、COL4A3BP、TRPM4在重症登革热患者

呈现低表达状态；AZU1、PDCD4在重症登革热患者

中的表达量偏高，提示ATP4A、COL4A3BP、TRPM4

可能通过基因表达水平的下调影响重症登革热的

发生，而AZU1、PDCD4则相反。

2.5 预警基因准确性验证

为进一步验证上述5个基因作为普通登革热发

展为重症登革热预警基因的准确性，对其进行ROC

曲线分析。结果显示，5个基因的AUC均在0.7以上，

准确性良好，见图6。
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图3  重症登革热的差异表达基因的KEGG通路富集分析

Fig.3  KEGG pathway enrichment analysis on differentially expressed genes of severe dengue

图2  重症登革热的差异表达基因的GO功能富集分析

Fig.2  GO functional enrichment analysis on differentially expressed genes of severe dengue 
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A，random forest model；B，score chart of gene importance. The horizontal coordinates indicate the number of trees. The vertical coordinates indicate the 

cross-validation error. The green and red curves represent the errors of the control and experimental groups，respectively. The black curve represents the 

errors of all the samples.

图4  重症登革热的预警基因筛选

Fig.4  Screening of warning genes of severe dengue  

A，ATP4A；B，AZU1；C，COL4A3BP；D，PDCD4；E，TRPM4.

图5  重症登革热预警基因表达情况 

Fig.5  Expression of warning genes of severe dengue 

2.6 列线图

进一步量化5个预警基因对普通登革热发展为

重症登革热的诊断价值，针对5个基因构建列线图

模型 （图7）。通过Bootstrap法对列线图作内部验证，

以原始数据重复抽样1 000次，结果显示，平均绝对

误差为0.046，预测曲线和标准曲线拟合度良好，表
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明模型预测准确度良好。DCA曲线结果显示，当列

线图的预测概率为0.10~0.99时，列线图的临床获益

率良好。临床影响曲线结果显示，高风险阈值>0.8，

预测事件发生与实际事件发生高度重叠，提示列线

图的临床有效性较好。因此，检测普通登革热患者

ATP4A、COL4A3BP、TRPM4、AZU1和PDCD4基 因 的

表达量以评估该患者发展为重症登革热的风险，具

有一定的可行性。

A，ATP4A；B，AZU1；C，COL4A3BP；D，PDCD4；E，TRPM4.

图6  重症登革热预警基因的ROC曲线

Fig.6  ROC curves of warning genes of severe dengue 

3 讨论

本研究挖掘了重症登革热风险评估模型。结果

显示，ATP4A、COL4A3BP、TRPM4在重症登革热中

呈低表达，而AZU1、PDCD4相反。AZU1又称肝素结

合蛋白，可促进炎症、诱导血管渗漏及水肿形成，进

而造成器官功能障碍，人体在发生低血压或器官功

能障碍前的数小时内，血浆AZU1水平升高［6］。而血

管渗漏、严重脏器损伤与休克是重症登革热的主要

表现［1］。细胞凋亡是DENV感染后的宿主反应之一，

病毒复制会引起细胞紊乱，触发细胞凋亡相关的信

号通路或特定传感器［7］。PDCD4与细胞凋亡有关，

参与细胞周期调节、衰老和炎症反应等生物过程［8］。

抑制PDCD4介导的细胞凋亡能够缓解病毒性心肌

炎［9］。在重症登革热中，PDCD4水平上调可能与病

毒性心肌损害有关。COL4A3BP又称神经酰胺转移

蛋白，可将神经酰胺从内质网转移至高尔基体，促

进鞘磷脂合成［10］。而COL4A3BP失活与高尔基体拆

卸均有助于促凋亡应激期间鞘磷脂合成的减少［11］。

TRPM7下调可明显减少T细胞迁移数量及平均速

度［12］。TRPM7可能通过T细胞影响宿主免疫反应，

进而影响登革热的发生发展。ATP4A表达下调与

结肠炎有关，药物可减少ATP4A下调引起的缺氧诱

导糖酵解，从而改善结肠腔pH值、缓解结肠黏膜上

皮细胞缺氧诱导的糖酵解［13］。DENV可诱导糖酵

解途径以支持有效的病毒复制［14］。故ATP4A下调可

能通过诱导糖酵解来支持DENV复制。综上，AZU1、

PDCD4、COL4A3BP、TRPM4、ATP4A均 可 能 与 重 症

登革热密切相关，这为重症登革热风险预测模型提

供了理论支持。
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A，nomograms；B，calibration curve；C，clinical decision curve；D，clinical impact curve.

图7  基于预警基因的重症登革热风险预测模型

Fig.7  Risk prediction model for severe dengue based on warning genes 

GO富集分析提示细胞质泡腔、丝氨酸型肽酶活

性、抗微生物体液反应、体液免疫反应、丝氨酸水解

酶活性等与重症登革热的发生有关。适应性免疫系

统中的体液免疫由B细胞与中和抗体介导［15］。B细

胞激活后，可生成病毒特异性抗体，部分抗体与病

毒包膜蛋白结合并中和病毒粒子，阻止病毒进入靶

细胞［16］。DENV丝氨酸蛋白酶在病毒复制中起着

关键作用，已被视为DENV感染的关键药物靶标［17］。

在普通登革热进展为重症登革热时，上述生物过程

可能发挥重要作用。

KEGG富集分析结果主要涉及花生四烯酸代谢

等通路。研究［18］发现，2型DENV感染人神经母细胞

瘤细胞后，由磷脂酶A2激活、花生四烯酸升高、超氧

化物阴离子生成与核因子κB （nuclear factor kappa-B，

NF-κB） 激活组成的通路会被活化，最终导致细胞凋

亡。因此，花生四烯酸代谢通路可能通过细胞凋亡

影响重症登革热的发生发展。

综 上 所 述，本 研 究 提 出 了AZU1、PDCD4、CO-
L4A3BP、TRPM4、ATP4A的重症登革热风险评估模

型。GO和KEGG富集分析结果显示，丝氨酸型肽酶、

丝氨酸水解酶以及花生四烯酸代谢等可能与DENV

密切相关。但本研究结果为计算机分析所得，仍需

进一步的动物实验与临床研究加以验证。
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