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摘要:
 

目的:本研究旨在通过对子痫前期(PE)患者基因数据集进行加权基因共表达网络分析

(WGCNA),寻找PE的分子标志物。方法:从GEO数据库下载GSE10588表达数据集,该数据集

包括17例PE患者和26例对照者的胎盘组织转录组数据。使用差异表达分析及WGCNA筛选与

PE相关的重点差异表达基因(DEGs),利用基因本体论(GO)和京都基因与基因组百科全书

(KEGG)通路分析来探索重点基因的生物学作用。构建蛋白-蛋白相互作用(PPI)网络筛选关键枢

纽基因,并通过风险预测模型和受试者工作特征(ROC)曲线评价这些枢纽基因对PE的预测效果。
结果:共获得138个DEGs,其中包括100个上调和38个下调DEGs。通过 WGCNA确定了23个

与PE发病最相关的重点DEGs。GO和KEGG通路分析显示,这些重点DEGs在调节促性腺激

素分泌、白细胞分化、造血功能、内分泌功能及B细胞的激活等生物学作用中发挥重要作用。在

PPI网络中,卵泡抑素相关基因3(FSTL3)、酪氨酸激酶受体1(FLT1)、抑制素亚单位A(INHBA)、
N-myc下游调节基因1(NDRG1)和瘦素(LEP)等成为节点最多的基因。风险预测和ROC曲线表

明,FSTL3和LEP具有较高的风险得分和诊断价值。结论:FSTL3和LEP可以作为预测和诊断

PE的生物标志物。
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Abstract Objective:
 

To
 

search
 

for
 

molecular
 

markers
 

of
 

preeclampsia(PE)
 

by
 

using
 

weighted
 

gene
 

co-
expression

 

network
 

analysis
 

(WGCNA)
 

on
 

a
 

genetic
 

dataset
 

of
 

patients
 

with
 

preeclampsia
 

(PE).
 

Methods:
 

The
 

GSE10588
 

expression
 

dataset
 

was
 

downloaded
 

from
 

the
 

GEO
 

database
 

and
 

included
 

placental
 

tissue
 

transcriptome
 

data
 

from
 

17
 

PE
 

patients
 

and
 

26
 

controls.
 

Differential
 

expression
 

analysis
 

and
 

WGCNA
 

were
 

used
 

to
 

screen
 

key
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

(DEGs)
 

associated
 

with
 

PE,
 

and
 

gene
 

ontology
 

(GO)
 

and
 

Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes
 

(KEGG)
 

pathway
 

analysis
 

were
 

used
 

to
 

explore
 

the
 

biological
 

roles
 

of
 

key
 

genes.
 

The
 

protein-protein
 

interaction
 

(PPI)
 

network
 

was
 

constructed
 

to
 

screen
 

key
 

hub
 

genes,
 

and
 

the
 

predictive
 

effect
 

of
 

these
 

hub
 

genes
 

on
 

PE
 

was
 

evaluated
 

by
 

risk
 

prediction
 

model
 

and
 

receiver
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operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve.
 

Results:
 

A
 

total
 

of
 

138
 

DEGs
 

were
 

obtained,
 

including
 

100
 

up-regula-
ted

 

and
 

38
 

down-regulated
 

DEGs.
 

The
 

WGCNA
 

identified
 

23
 

key
 

DEGs
 

that
 

were
 

most
 

associated
 

with
 

the
 

onset
 

of
 

PE.
 

GO
 

and
 

KEGG
 

pathway
 

analysis
 

showed
 

that
 

these
 

key
 

DEGs
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

regula-
ting

 

gonadotropin
 

secretion,
 

leukocyte
 

differentiation,
 

hematopoietic
 

function,
 

endocrine
 

regulation,
 

and
 

B-cell
 

activation.
 

In
 

the
 

PPI
 

network,
 

follistatin-related
 

gene
 

3
 

(FSTL3),
 

tyrosine
 

kinase
 

receptor
 

1
 

(FLT1),
 

statin
 

subunit
 

A
 

(INHBA),
 

N-myc
 

downstream
 

regulatory
 

gene
 

1
 

(NDRG1)
 

and
 

leptin
 

(LEP)
 

were
 

the
 

genes
 

with
 

the
 

most
 

nodes.
 

Risk
 

prediction
 

and
 

ROC
 

curve
 

showed
 

that
 

FSTL3
 

and
 

LEP
 

had
 

high
 

risk
 

scores
 

and
 

diagnostic
 

value.
 

Conclusion:
 

FSTL3
 

and
 

LEP
 

can
 

be
 

used
 

as
 

biomarkers
 

for
 

the
 

prediction
 

and
 

diagnosis
 

of
 

PE.
Keywords preeclampsia; weighted

 

gene
 

coexpression
 

network
 

analysis(WGCNA); biomarkers; follista-
tin-related

 

gene
 

3(FSTL3); leptin(LEP)

  子痫前期(preeclampsia,
 

PE)是一种妊娠期的特

异性疾病,约占所有妊娠疾病的3%~5%[1]。该疾

病的特征是高血压引起血管内皮功能障碍,导致肝

脏、肾脏、大脑以及胎盘等多器官损伤。在全世界范

围内,PE是孕产妇疾病发生和死亡的重要原因之

一[2]。此外,PE还容易引发早产,导致新生儿疾病的

发生和围产期死亡等问题。因此,PE生物标志物的

筛选有助于疾病的早期诊断和及时治疗,对于提高孕

产妇及新生儿的存活率具有重要意义。
可溶性纤维样酪氨酸激酶1(soluble

 

fms-like
 

tyrosine
 

kinase
 

1,
 

sFlt-1)和胎盘生长因子(placental
 

growth
 

factor,
 

PlGF)的检测已在临床广泛应用。孕

周<37周时,若sFlt-1:PlGF≤38,可排除后一周内

发生PE的可能性,该指标阴性预测值可达99.3%,敏
感性为80.0%,特异性为78.3%;若sFlt-1:PlGF>
38,则其预测4周内发生 PE 的阳性准确值只有

36.7%,敏感性为66.2%,特异性为83.1%,不足以

满足临床需要[3-4]。
为了寻找更有效的PE预测和诊断生物标志物,

本研究利用基因表达综合(gene
 

expression
 

omni-
bus,

 

GEO)数据库的PE患者和健康对照者的基因

表达谱进行分析,通过差异表达基因(differentially
 

expressed
 

genes,
 

DEGs)筛选和加权基因共表达网

络分析(weighted
 

gene
 

co-expression
 

network
 

analy-
sis,

 

WGCNA),获得疾病相关重要基因。WGCNA
在转录组学、蛋白质组学、遗传组学和代谢组学等领

域都得到广泛应用,并可用于筛选候选生物标志物或

治疗靶点[5-6]。本研究旨在筛选PE生物标志物,以
期为PE患者的早期诊断及治疗提供参考依据。

1 资料与方法

1.1 资料来源

从GEO数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.

gov/geo/)中的搜索界面输入“preeclampsia”,下载数

据集GSE10588及其相应的平台文件GPL2986。该

数据集中包含17例PE患者和26例对照者的胎盘

组织转录组测序数据。

1.2 DEGs鉴定

采用R
 

4.2.2软件中的“limma”数据包进行

DEGs的分析和筛选[7]。筛选标准为:差异倍数(fold
 

change,
 

FC)的绝对值取对数≥1及矫正后的 P≤
0.05。使用“pheatmap”和“ggplot2”R包进行DEGs
的可视化,生成火山图和热图。

1.3 构建 WGCNA网络

使用“WGCNA”R包构建PE患者 WGCNA网

络[5],并评估不同模块与PE发病机制的相关性,选
择与PE疾病最相关的模块作为 WGCNA基因集团

做后续分析。

1.4 重点基因的筛选

使用“VennDiagram”R 包 获 得 DEGs集 团 与

WGCNA产生的与疾病最相关基因集团的交集基

因,这些交集基因被认为是与PE发病机制相关的重

点DEGs。

1.5 功能富集分析

使用“clusterProfiler”R包进行基因本体论(gene
 

ontology,
 

GO)和京都基因与基因组百科全书(kyoto
 

encyclopedia
 

of
 

genes
 

and
 

genomes,
 

KEGG)通路富

集分析,以了解潜在重点基因在PE发生发展中的生

物学机制[8]。

1.6 构建PPI网络和枢纽基因的鉴定

使用STRING在线工具(https://cn.string-db.
org/)预测和可视化分子的相互作用和PPI网络[9]。
将重点基因输入到STRING工具中,得到PPI网络。
之后,将获得的PPI网络导入Cytoscape软件(版本

号:3.9.1)中,并使用Degree算法计算出节点最多的

前10个基因,选择前5个基因作为关键枢纽基因进

行评估。
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1.7 构建风险预测模型及诊断评估

风险预测列线图模型是通过计算哈雷尔一致性

指数来评估对危险因素的预测风险[10]。使用“rms”

R包 进 行 枢 纽 基 因 与 PE 的 风 险 预 测[11]。使 用

“pROC”R包构建受试者工作特征(receiver
 

operator
 

characteristic,
 

ROC)曲线以评估枢纽基因的诊断有

效性[12]。ROC曲线下面积(area
 

under
 

the
 

curve,
 

AUC)用于评估准确度,一般定义为0.9≤AUC<1
表示良好的准确性。

2 结果

2.1 DEGs鉴定

根据DEGs筛选标准,对数据集GSE10588分析

后,总共获得138个PE患者与对照者的DEGs,包括

个100上调和38个下调的DEGs,见图1。

6

4

2

0
-2 0 2 4

Significant
Down
Not
Up

-l
og

 1
0（

ad
j.P

.V
al

）

图1 PE患者组与对照组差异表达基因图

2.2 WGCNA网络的构建及PE相关基因模块识别

为了 确 定 潜 在 基 因 模 块 是 否 与 PE 相 关,对

GSE10588数据集中的所有11
 

338个基因进行了

WGCNA。选择最佳软阈值为4,最终确定了19个不

同的基因模块,经过分析得出了模块中基因与PE的

相关系数,可以观察到绿色模块的基因与PE相关性

最大,见图2。

A

B

C

注:A:最佳软阈值拟合分析;
 

B:所有基因进行的树形聚类产生基因模块图;
 

C:聚类基因模块与PE相关性的模块-性状热图

图2 加权基因共表达网络的构建

2.3 重点DEGs的鉴定

对DEGs集团与WGCNA中绿色模块中的基因集

团取交集后,总共获得23个重点DEGs,这些基因可

能在PE疾病的发生发展过程中起重要作用,见图3。

2.4 GO和KEGG通路富集分析

GO注释分析由分子功能(biological
 

process,
 

BP)、细胞组分(cellular
 

component,
 

CC)和分子功能

(molecular
 

function,
 

MF)3个部分组成。CC分析结

果显示靠前的有:微纤维、细胞桥粒、细胞内不溶性

DEG WGCNA

图3 差异表达基因集团与 WGCNA中

绿色模块基因集团的韦恩图
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膜、肌球蛋白复合及黏着斑。BP中排名靠前的有:调
节促性腺激素分泌、白细胞分化、造血功能、内分泌功

能及B细胞的激活。MF分析结果显示,激活素的结

合、激素活性、跨膜受体蛋白激酶活性、生长因子结合

及受体配体的活性等排名靠前。KEGG富集分析显

示,重点基因主要影响细胞因子与细胞因子受体相互

作用、溶酶体信号通路、癌症的转录失调和其他聚糖

降解通路,见图4。

图4 GO和KEGG通路富集分析

2.5 枢纽基因的PPI网络分析

通过STRING在线工具构建了重点基因的PPI
网络,见图5A。随后,使用Cytoscape软件对节点最

多的前10个基因进行可视化,节点最多的基因分别

是卵泡抑素相关基因3(follistatin-related
 

gene
 

3,

FSTL3)、酪氨酸激酶受体1(serum
 

tyrosine
 

kinase
 

receptor
 

1,FLT1)、抑制素亚单位A(inhibin
 

subunit
 

beta
 

A,INHBA)、N-myc下游调节基因1(N-myc
 

downstream
 

regulated
 

gene
 

1,
 

NDRG1)、瘦素(lep-
tin,LEP)、抑制素α(inhibin

 

α,INHA)、内皮糖蛋白

(endothelial
 

glycoprotein,ENG)、SAM 和SH3域1
(SAM-and

 

SH3-domain
 

containing1,SASH1)、B细

胞淋巴瘤6(B-cell
 

lymphoma
 

6,BCL6)及微原纤维相

关蛋白5(microfibril-associated
 

protein
 

5,MFAP5),
见图5B。

A

B

注:A:重点基因的PPI网络图;
 

B:节点最多的前10个

枢纽基因的蛋白-蛋白相互作用网络图

图5 蛋白-蛋白相互作用网络图

2.6 PE的风险预测及ROC曲线

选择前5个枢纽基因,构建了风险预测模型。发

现FSTL3和LEP的高表达具有较高的风险得分,见
图6A,校准曲线显示列线图的预测和实际结果之间

具有较高的一致性,见图6B。随后,我们计算了这五

个枢纽基因的ROC曲线,以评估诊断的准确性,见图

6C。结果显示,FSTL3和LEP基因的 AUC值分别

为0.932和0.950,说明具有良好的诊断价值。
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0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
0.80.60.40.20.0

Predicted probability

A
ct

ua
l p

ro
ba

bi
lit

y

Se
ns

iti
vi

ty

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
0.80.60.40.20.0

1 Specificity-
1.0

Points

PLT1

FSTL3

INHBA

NDRG1

LEP

Total Points

Risk of Disease 0.1 0.5 0.9

Low

Low

Low

Low

High

High

High

High

High

Low

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

0 10050 200 300150 250 350

注:A:枢纽基因的风险预测列线图;
 

B:预测列线图的校准曲线图;
 

C:ROC曲线

图6 PE的风险预测及诊断评估
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3 讨论

WGCNA作为一种系统的生物学研究方法,通
常用于表型-基因表达之间的遗传关联模式分析,可
有效识别候选基因[13]。鉴于此,本研究利用 WGCNA
和PPI网络分析技术,发现了参与PE患者发生发展

的枢纽基因和分子途径,旨在探索PE的病理生理机

制,为临床治疗提供新的预测、诊断和治疗靶点。
在本研究中,共筛选了138个 DEGs,包括100

个上调和38个下调的DEGs。WGCNA分析发现,
所有DEGs中有23个基因与PE存在密切的关系。

GO富集分析显示,这些 DEGs主要与激素分泌调

节、白细胞分化的负调控、造血的负调控、跨膜受体蛋

白激酶活性和生长因子的结合等生物学功能相关。
而KEGG通路富集分析显示,这些DEGs主要影响

细胞因子与细胞因子受体相互作用、溶酶体以及聚糖

降解通路。PPI网络筛选出FSTL3、FLT1、INHBA、

NDRG1及LEP五个枢纽基因,最后,经风险预测及

ROC曲线分析,确定FSTL3和LEP两个基因在PE
中具有较高的风险分数和诊断价值,可作为PE预测

及诊断潜在的生物标志物。

FSTL3是一种与转化生长因子β(transforming
 

growth
 

factor
 

β,
 

TGF-β)家族结合的蛋白,主要作用

是抑制TGF-β家族成员(包括激活素和肌肉生长抑

制素)的转录活性[14]。近年来研究发现[15],FSTL3
在调控多种生物过程中发挥重要作用,包括细胞分

化、衰老、肥胖、动脉硬化及肿瘤进展等。FSTL3在

人体多种组织中表达,以胎盘中的表达最高[16]。激

活素A是TGF-β超家族的成员,主要存在于子宫内

膜组织中,可促进滋养细胞增殖[17]。正常孕妇体内

激活素A水平在怀孕后逐渐升高,8至16周下降,在
妊娠晚期再次逐渐升高,足月时达到最大值,与妊娠

早期相比,足月妊娠母体血清内激活素A增加了7.8
倍[18]。FSTL3蛋白作为细胞外调节蛋白,可结合激

活素A,调控其活性。研究发现[19],FSTL3与激活素

A结合后,中和并抑制其功能,当激活素A的表达增

加时,FSTL3的表达也会随之增加;注射 FATL3
 

siRNA混合物的子宫角胚胎着床数量明显少于对照

组。这些研究说明FSTL3在正常妊娠的建立和维持

中发挥重要作用,激活素A通路的紊乱与PE有关,
并且母体血清中的FSTL3水平可以预测PE的发

生[16]。胎盘缺 氧 是 PE 患 者 的 特 征 之 一,研 究 显

示[20],将足月胎盘分离的原代胎盘滋养细胞暴露于

缺氧条件4小时后,FSTL3的表达增加了4~6倍。
本研究发现FSTL3参与PE发病机制,当FSTL3呈

高表达时,具有较高的风险得分,说明FSTL3极有可

能成为预测PE的生物标志物。

LEP是由肥胖基因在7号染色体上编码的蛋白

质产物,它由167个氨基酸组成,分子量为16
 

kDa。

LEP在调节脂肪组织能量平衡和分泌方面发挥着重

要作用[21]。此外,LEP在生殖成熟和生育方面也具

有多种调控作用,包括促进滋养细胞增殖、调控卵巢

功能和胚胎着床过程。[22]。在妊娠期间,母亲体内的

LEP处于较高水平,其血清 LEP浓度比非孕妇高

2~3倍,在妊娠28~32周左右达到峰值,分娩后其

水平迅速下降至孕前水平[23]。这种显著的LEP增

加主要是由脂肪组织和胎盘产生的,与妊娠期间母体

体重增加和脂肪沉积有关。目前,胎盘LEP在母体

和胎儿中的作用尚未完全阐明,但普遍认为胎盘

LEP在调节妊娠相关功能方面起着重要作用[24]。研

究显示[25],PE孕妇的胎盘中LEP基因附近的CpG
位点发生了低甲基化改变,这可能与PE的发生有显

著关系。在本研究中,高表达LEP时,具有较高的风

险得分,说明LEP也可能是预测PE的生物标志物。
综上所述,本研究结果表明FSTL3和 LEP与

PE患者的发生发展密切相关,可以作为预测和诊断

PE的有效生物标志物。然而,本研究存在一定的不

足之处,首先,研究仅在转录组测序数据中进行了分

析和预测,没有进行体内、体外或细胞试验验证。其

次,样本量较少,这可能影响到结果的可靠性。因此,
未来希望有更大样本量的相关研究开展,以进一步提

高研究质量获得更可靠的结果。
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