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基于GEO数据库尘螨过敏发病机制的研究*

陈明明1,张紫涵1,黄海溶1,龙文芳1,曹文婷1,杜冠魁2,张荣光1**

(1.海南医学院公共卫生与全健康国际学院和第一附属医院,海南海口
 

571000;2.海南医学院基础医学与生命科学院)

【摘要】 目的 通过对尘螨过敏人群呼吸道上皮细胞基因芯片的生物信息学分析,获得尘螨过敏的生物标志物。 方

法 从美国国立生物技术信息中心(NCBI)公共基因表达数据平台(GEO)下载GSE9150mRNA基因芯片数据集,对呼

吸道上皮细胞样本进行分析。样本来源包括过敏人群上皮细胞10例(5例暴露于尘螨,5例暴露于生理盐水)和健康人

群上皮细胞10例(5例暴露于尘螨,5例暴露于生理盐水)。采用R语言“limma”函数包筛选差异表达基因(DEGs),设定

阈值logFC绝对值≥1且P<0.05。用DAVID数据库对靶基因进行基因本体(GO)功能分析和京都基因与基因组百科

全书(KEGG)信号通路分析,及应用STRING数据库构建蛋白质相互作用网络,再以Cytoscape对模块中的基因共表达

关系进行可视化并筛选关键基因。 结果 暴露于尘螨的健康组和过敏组共筛选出1
 

247个 DEGs,GO分析显示

DEGs生物学功能主要涉及炎症细胞活化、细胞交流和糖基化等。KEGG信号通路分析表明:NOD样受体信号通路、

Toll样受体信号通路、TGF-β信号通路、IL-17信号通路、Th1和Th2细胞分化有关。基于蛋白质相互作用网络筛选出

10个关键基因RSAD2/ISG15/IFIT1/OASL/MX1/IFIT3/
 

OAS3/IFIH1/IFI44/DDX58。 结论 通过生物信息学筛

选发现了有关尘螨过敏患者与健康人群之间的DEGs,并通过PPI网络获得10个hub基因,为尘螨过敏机制与防治研究

提供了新思路。
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【Abstract】 Objective To
 

obtain
 

biomarkers
 

of
 

dust
 

mite
 

allergy
 

by
 

performing
 

bioinformatics
 

analysis
 

on
 

gene
 

chips
 

of
 

respiratory
 

epithelial
 

cells
 

in
 

dust
 

mites
 

allergic
 

population. Methods The
 

GSE9150
 

mRNA
 

gene
 

microarray
 

database
 

was
 

downloaded
 

from
 

the
 

National
 

Center
 

for
 

Biotechnology
 

Information(NCBI)s
 

Gene
 

Expression
 

Database
(GEO)

 

to
 

analysis
 

respiratory
 

epithelial
 

cell
 

samples.
 

The
 

sample
 

sources
 

included
 

10
 

epithelial
 

cells
 

from
 

the
 

allergic
 

population(5
 

exposed
 

to
 

dust
 

mites
 

and
 

5
 

exposed
 

to
 

saline)
 

and
 

10
 

epithelial
 

cells
 

from
 

healthy
 

people(5
 

exposed
 

to
 

dust
 

mites
 

and
 

5
 

exposed
 

to
 

saline).Differentially
 

expressed
 

genes(DEGs)
 

were
 

screened
 

using
 

the
 

R
 

“limma”
 

function
 

package,and
 

the
 

threshold
 

of
 

logFC
 

absolute
 

value
 

was
 

set
 

at
 

≥1
 

and
 

P<0.05.The
 

target
 

genes
 

were
 

perform
 

gene
 

ontology(GO)
 

function
 

analysis
 

and
 

kyoto
 

encyclopedia
 

of
 

genes
 

and
 

genomes(KEGG)
 

signaling
 

pathways
 

by
 

DAVID
 

database,and
 

then
 

the
 

STRING
 

database
 

was
 

used
 

to
 

construct
 

protein
 

interaction
 

networks.
 

Finally,Cytoscape
 

visualized
 

the
 

gene
 

co-expression
 

relationships
 

in
 

the
 

module
 

and
 

screen
 

key
 

genes. Results A
 

total
 

of
 

1247
 

DEGs
 

were
 

screened
 

in
 

the
 

healthy
 

and
 

allergic
 

groups
 

exposed
 

to
 

dust
 

mites.
 

GO
 

analysis
 

revealed
 

that
 

the
 

biological
 

functions
 

of
 

DEGs
 

were
 

mainly
 

involved
 

in
 

inflammatory
 

cell
 

activation,cellular
 

communication,and
 

glycosylation.
 

Among
 

the
 

KEGG
 

signaling
 

pathways
 

indicated
 

the
 

NOD-like
 

receptor
 

signaling
 

pathway,TGF-βsignaling
 

pathway,IL-17
 

signaling
 

pathway,Th1
 

and
 

Th2
 

cell
 

differentiation.
 

Ten
 

key
 

genes
 

were
 

screened
 

based
 

on
 

protein
 

interaction
 

network:RSAD2/ISG15/IFIT1/

OASL/MX1/IFIT3/OAS3/IFIH1/IFI44/
 

DDX58. Conclusion The
 

bioinformatics
 

screening
 

identified
 

DEGs
 

about
 

dust
 

mite
 

allergy
 

between
 

patients
 

and
 

healthy
 

population,and
 

10
 

hub
 

genes
 

were
 

obtained
 

through
 

the
 

PPI
 

network,thus
 

providing
 

new
 

insight
 

for
 

dust-mite
 

allergy
 

mechanism
 

and
 

prevention
 

research.
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expression;protein
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  尘螨(House
 

Dust
 

Mites,HDM)是环境中普遍存

在的重要过敏原之一,主要附着在室内灰尘和床单、床
垫、衣物等物品,以人类或动物脱落的皮屑为食,可诱

发过敏性皮炎、过敏性哮喘和过敏性鼻炎等变态反应

性疾病[1-2]。据报道,近85%的过敏性疾病患者对

HDM过敏[3]。Beutner等[4]报道吸入尘螨的致敏率

在近20年显著增加,已从37.8%升至50.1%。彭晓

林等[5]报道天津地区屋尘螨致过敏性鼻炎发病率为

55.4%。同时,由于虾与屋尘螨具有共同抗原表位,二
者导致的过敏常发生于同一患者[6]。HDM 过敏源可

在人类的肠道中发现,能诱发局部炎症和增加肠道上

皮通透性,从而加剧消化道对食物的过敏[7]。因此,探
讨尘螨过敏潜在发病机制对过敏性疾病的防治具有重

要意义。
本研究应用生物信息学方法分析尘螨过敏病例和

健康正常人群的呼吸道上皮细胞样本中基因表达谱的

差异性,旨在探讨尘螨对过敏人群上皮细胞基因表达

的影响以及可能的作用机制,为该病防治提供线索。

材料与方法

1 数据来源

以 GPL570
 

[HG-U133_Plus_2]
 

Affymetrix
 

Human
 

Genome
 

U133
 

Plus
 

2.0
 

Array为 平 台,从

GEO 数 据 库 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
 

geo/)下载来源于包含尘螨过敏人群和健康人群的呼

吸道上皮细胞的基因芯片数据集GSE9150。本数据

集由阿姆斯特丹大学学术医学中心实验室测序并上传

至GEO数据库的公共芯片。GSE9150芯片数据集包

括:过敏人群上皮细胞10例(5例暴露于尘螨,5例暴

露于生理盐水)和健康人群上皮细胞10例(5例暴露

于尘螨,5例暴露于生理盐水)。

2 差 异 表 达 基 因 (differentially
 

expressed
 

genes,

DEGs)筛选

应用R语言对芯片 GSE9150进行分析,读取下

载矩阵文件,通过PCA图查看样本分组间聚类情况。
应用limma软件包对尘螨过敏组和健康组进行差异

分析,从而获取DEGs。筛选标准为log2基因表达差

异倍数(fold
 

change,FC)绝对值≥1,P<0.05。用

“ggplot2”R语言软件包绘制火山图。

3 DEGs的基因本体论(gene
 

ontology,GO)、京都基

因和基因组百科全书(Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes,KEGG)分析

应用在线数据库DAVID(https://david.
 

ncifcrf.
gov/)提供分析所需的GO功能富集数据,分别按照生

物途径(biological
 

process,BP)、细胞定位(cellular
 

component,GC)、分子功能(molecular
 

function,MF)

对基因进行注释和分类;采用 KEGG分析,探索可能

涉及的生物学通路。GO和 KEGG筛选条件为P<
0.05。根据分析结果,应用“ggplot2”R语言包绘制气

泡图。

4 DEGs 的 蛋 白 质 相 互 作 用 (protein-protein
 

interaction,PPI)网络构建和关键基因筛选

应用在线分析工具STRING(https://string-db.
org/)呈现和评估PPI网络[8]。将本研究筛选出的差

异表达基因导入STRING,利用STRING分析工具,
分析这些DEGs之间的潜在联系。筛选条件设置:置
信度≥0.15,互作最大值=0。将STRING的计算结

果导入Cytoscape(版本3.7.2)[9],应用分子复合物聚

类算法(molecule
 

complex
 

detection,MCODE)插件进

行聚类分析,挖掘PPI网络中连接最为紧密的集簇,
以默认参数为筛选参数。此外,应用cytoHubba插件

筛选出PPI网络中处于关键位置的前10个基因。

结 果

1 尘螨过敏相关差异表达基因的筛选

经纳入条件的筛选,本研究纳入来源于芯片数据

集GSE9150的尘螨过敏人群5例(病例年龄19~55
岁,经过敏皮肤过敏原测试,仅为尘螨过敏的患者且在

4周前未接受抗过敏治疗)和正常人群5例(病例年龄

21~33岁,且无吸烟史)。对该芯片数据进行PCA主

成分分析,并用散点图展示。散点图中每一个点代表

一个样本。PCA聚类图中两组样本散点分开,表明组

间差异显著(图1)。基于前述筛选条件,共筛选出1
 

247个差异基因,在火山图中将差异表达基因用不同

颜色显示(图2)。图3所示热图代表上调差异基因最

大的20个基因和下调差异最大的20个基因(group1
健康组,group2过敏组)。

图
 

1 芯片数据集GSE9150的PCA分析

Fig.1 PCA
 

analysis
 

plot
 

of
 

GSE9150
 

gene
 

chip,Red
 

and
 

blue
 

spots
represent

 

samples
 

from
 

Normal
 

group
 

and
 

HDM
 

allergy
 

group
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图
 

2 差异表达基因火山图

Fig.2 Volcano
 

map
 

of
 

DEGs

图
 

3 热图

Fig.3 Heatmap
 

of
 

GSE9150
 

gene
 

chip

2 差异基因的GO分析和KEGG通路分析

应用 DAVID 在线数据库,对筛选得到的所有

DEGs进行 GO和 KEGG信号通路富集分析。结果

发现,根据差异基因得到的“生物过程”主要涉及炎症

细胞活化、细胞交流和糖基化等(图4A);在“细胞组

分”分析方面,差异基因表达产物主要分布于细胞外基

质、细胞膜和细胞核区域(图4B);在“分子功能”方面,
差异基因主要与生长因子及其受体、细胞因子、丝氨酸

和苏氨酸激酶有关(图4C)。KEGG信号通路分析显

示(图4D),差异基因富集于 NOD样受体信号通路、

Toll样受体信号通路、TGF-β信号通路、IL-17信号通

路、Th1和Th2细胞分化等生物过程,而这些过程与

过敏反应关系密切,可能参与该病的发病机制。

图
 

4 生物过程(A)、细胞组分(B)、分子功能(C)的富集信息
以及相关细胞通路分析(D)

Fig.4 Functional
 

and
 

signaling
 

pathway
 

analysis,including
biological

 

process(A),cellular
 

component(B),molecular
function(C)

 

and
 

KEGG
 

pathway(D)

3 PPI网络和Hub基因

利用STRING数据库构建PPI网络,并将结果数

据导入Cytoscape软件,对蛋白互作网络进行可视化

分析与筛选。利用 MCODE插件分析,以默认参数

Node
 

Score
 

Cutoff为0.2、K-core为2、Max.Depth为

100进行聚类分析,得分最高的1组集簇含29个节

点,得分24(图5)。采用CytoHubba插件共得到10
个 Hub基因:RSAD2、ISG15、IFIT1、OASL、MX1、

IFIT3、OAS3、IFIH1、IFI44、DDX58(图6)。

图
 

5 MCODE插件分析得分高的集簇

Fig.5 The
 

cluster
 

module
 

is
 

obtained
 

by
 

MCODE

讨 论

尘螨变应原通过IgE介导过敏反应性疾病的发

生。呼吸道上皮是人体抵抗环境中过敏原、病毒等危

害的第一道防线。在蠕虫感染中,上皮细胞通过模式

识别受体结合相关配体并活化,分泌IL-25、IL-33促

进Th2型细胞因子IL-4、IL-5和IL-13产生,造成机

体Th1/Th2失衡,并偏向Th2型反应[10]。Th2型细
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胞因子分泌增加将启动过敏反应机制,包括嗜酸性炎

症、免疫球蛋白IgG转变为IgE、刺激B细胞增殖分

化、杯状细胞化生和以及粘液分泌增加[11]。

图
 

6 应用cytoHubba插件筛选PPI网络中10个处于关键位置的基因

Fig.6 The
 

top
 

10
 

hub
 

genes
 

in
 

the
 

PPI
 

netwoek
 

selected
by

 

cytoHubba

本研究对暴露于尘螨的过敏人群和健康人群的上

皮细胞样本基因表达谱进行分析。通过 KEGG分析

发现差异表达基因主要与NOD样受体信号通路、Toll
样受体信号通路、TGF-β信号通路、IL-17信号通路、

Th1和Th2细胞分化有关。早期研究表明,NOD样

受体在HDM 诱导的过敏性气道炎症病变中不可或

缺,该受体信号通路表达增加可诱导气道中Th2细胞

因子水平升高,免疫细胞浸润增强,尤其是嗜酸性粒细

胞增多,以促进 Th2型过敏哮喘发生发展[12]。Toll
样受体在气道上皮细胞上表达,其通过结合 HDM 脂

多糖(LPS)促进IL-1α的释放,IL-1α以自分泌方式靶

向作用于上皮细胞,促进 GM-CSF和IL-33释放,从
而招募树突状细胞以促使Th0向Th2方向极化,诱导

B细胞产生大量抗尘螨过敏原的IgE抗体。IgE
 

抗体

与
 

Fc
 

受体结合,激活效应细胞,并将其募集到炎症部

位,导致机体致敏和过敏反应[13-14]。上皮细胞在应激

或损伤时TGF-β表达增多[15]。Th1和Th2细胞分化

在过敏的发病机制中的作用较为明确,常用作过敏性

疾病的治疗靶标[16]。通过IL-17信号通路,Th17细

胞分泌的IL-17以活化上皮细胞分泌大量G-CSF和

GM-CSF,促进中性粒细胞的聚集与增殖,从而加剧过

敏症状[17]。
通过 构 建 PPI网 络 获 得 了 10 个 Hub 基 因:

RSAD2、ISG15、IFIT1、OASL、MX1、IFIT3、OAS3、

IFIH1、IFI44、DDX58。I型干扰素相关(Interferon-α/

β、
 

IFN-α/β)诱导基因是ISIG15、IFIT1、MX1、IFIT3
和IFI44。研究发现I型干扰素可诱导Treg细胞的增

殖[18],分泌IL-10、IFN-γ、TGF-β、IL-5等细胞因子,从
而使免疫反应趋向Th1型分化[19-20]。儿童过敏性疾

病研究发现,哮喘患儿IFN-a、IFN-β、IFN-λ1
 

和
 

IFN-

λ2/3
 

表达水平显著下降且相应诱导基因下调[21-22]。

Kirstin等[23]报道,相对于哮喘患者,健康人群 MX1、

IFI44基因表达显著增加。然而,关于I型干扰素抑制

过敏反应的机制仍存在争议[24-25]。DDX58隶属于经

典ATP依赖性解旋酶家族[26],主要发挥对RNA加工

修饰和代谢相关调控作用。DDX58可强化IFN-γ效

应信 号 通 路JAK1-STAT1的 磷 酸 化 活 化,以 增 加

IFN-γ的表达[27]。因此,细胞因子的变化影响Th1与

Th2细胞比势,导致免疫失衡[28]。研究发现1型糖尿

病患者过敏性疾病患病率较低,因IFIH1基因包含许

多单核苷酸 多 态 性(SNP)[29],而 非 同 义 单 核 苷 酸

(nsSNP)与1型糖尿病患者免疫性疾病发展的风险呈

正相关[30]。目前,关于READ2、OASL、OAS3在过敏

性疾病中的作用尚不清楚,有待进一步的生物实验验

证。
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