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摘 要：【目的】应用生物信息学方法探讨脂多糖(LPS)诱导小鼠急性肺损伤（ALI）的相关基因，为阐明ALI
的发病机制提供新思路。【方法】从NCBI(美国国立生物技术信息中心)公共数据平台GEO (Gene Expression Om⁃
nibus)下载基因芯片数据集GSE2411、GSE17355和GSE18341，使用在线分析工具GEO2R筛选出正常肺组织与急

性肺损伤组织的差异表达基因。筛选出的差异表达基因利用在线数据库DAVID 进行功能注释（GO）和通路分析

（KEGG），利用 STRING在线数据库和 Cytoscape软件进行蛋白互作网络分析并计算网络及各个节点的拓扑特

性。【结果】初筛出 98个差异表达基因，其中上调的 93个，下调的 5个。GO分析发现它们主要富集在胞外区，

主要参与炎症反应、免疫反应、脂多糖反应等生物学过程，主要参与细胞因子活性、趋化因子活性、CXCR趋化因

子受体结合等细胞功能；KEGG分析发现它们参与了 TNF信号通路，军团病信号通路和 NF-κB信号通路等。

STRING在线数据库和Cytoscape软件分析发现 Il6、Tlr2、Cxcl2、Ccl3、Myd88、Timp1、Tnfaip3、Fpr2、Nfkbia、Cd274等

为 LPS诱导小鼠ALI相关的关键基因。【结论】采用生物信息学方法能够有效分析 LPS诱导小鼠ALI差异表达

的基因，其中Cxcl2、Timp1和Fpr2三个基因极少或尚未研究，表明其可能是急性肺损伤发病机制的研究新靶点。
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Abstract:【Objective】Bioinformatics analysis was used to screen the related genes of Lipopolysaccharide (LPS) in⁃
duced acute lung injury (ALI) in mice and find new clues for the mechanism of ALI.【Methods】We downloaded the gene
data sets GSE2411, GSE17355 and GSE18341 from the GEO database, and screened the differentially expressed genes be⁃
tween normal tissues and ALI by using GEO2R analysis tools. Then, we did GO analysis and KEGG pathway analysis by
the DAVID online database. Lastly, we analyzed the protein-protein interaction network by the STRING online database,
and computed the network topology by the Cytoscape software.【Results】We found that 98 differentially expressed genes,
of which 93 genes were up-regulated and 5 were down-regulated. GO analysis found that these genes were mainly concen⁃
trated in extracellular space, and extracellular region. Biological processes were involved in inflammation, immune re⁃
sponse, lipopolysaccharide reaction, cellular chemotaxis, immune system processes. Molecular function was involved in cy⁃
tokine activity, chemokine activity and CXCR chemokine receptor binding. KEGG pathway analysis showed that these
genes were mainly involved in the TNF signal pathway, Legionnaires disease signal pathway and NF-κB signal pathway.
Finally, Il6, Tlr2, Cxcl2, Ccl3, Myd88, imp1, Tnfaip3, Fpr2, Nfkbia, Cd274 were identified as the key genes associated
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with ALI induced by LPS.【Conclusions】The bioinformatics method can be used to analyze the differentially expressed
genes of ALI induced by LPS in mice. Cxcl2, Timp1 and Fpr2 genes which have not been studied, may become new re⁃
search targets for the pathogenesis of acute lung injury.
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急性肺损伤（acute lung injury，ALI）是临床上

的常见急重症，主要为肺泡上皮和毛细血管内皮

细胞损伤，表现为弥漫性肺间质及肺泡水肿，发病

时可导致急性呼吸功能障碍。目前，虽然提出一

些新的治疗方案，但其病死率仍很高，可达 35%-
40%［1］。ALI的发病机制至今尚未明确，可能是一

个涉及多基因以及多信号通路的疾病。现阶段，

部分研究围绕ALI的发病机制进行单基因或多基

因探讨，虽然它们能够揭示部分基因在ALI的发

生发展的作用，但一般较单一且无法全面系统地

阐明ALI发生过程中多基因和多信号通路之间的

相互作用和关系［2］。近年来，随着现代生物技术

的迅速发展如基因芯片、高通量测序等，为全面研

究 ALI 发病的分子机制提供了新的手段［3］。因

此，本研究希望通过应用生物信息学方法探讨分

析脂多糖（LPS）诱导小鼠ALI的致病相关基因，为

进一步阐明ALI发病的分子机制提供新的研究线

索。

1 材料与方法

1.1 材 料

从 NCBI公共数据平台 GEO（Gene Expression
Omnibus）搜索“急性肺损伤”，选择种属为小鼠

系列，下载基因芯片数据集 GSE2411（https：//
www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi？ acc＝
GSE2411）、GSE17355（https：//www.ncbi.nlm.nih.
gov/geo/query/acc.cgi？ acc ＝GSE17355） 和

GSE18341 （https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/
acc.cgi？acc＝GSE18341）。GSE2411包含 6个 LPS
标本和 6个正常肺组织标本，GSE17355包含 LPS
1d、LPS 4d、LPS 10d 标本，本项目选取 LPS 1d的 3
个标本和 3个正常肺组织标本，GSE18341包含 4
个LPS标本和 4个正常肺组织标本。

1.2 研究方法

1.2.1 差异基因筛选及数据处理 使用 GEO2R
（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov /geo/geo2r/）对数据集

进行处理，GSE2411下载的基因数目为 22690个，

GSE17355 下载的基因数目为 13029个，GSE18341
下载的基因数目为 45037个。对这些基因进行筛

选，条件为 adj.P.Val＜0.01和|logFC|＞1，得出差异

表达基因（differentially expressed genes，DEG）进

行 韦 恩 图（http：//bioinformatics.psb. ugent. be /
webtools/Venn/）分析。

1.2.2 GO 富集分析和 KEGG 通路分析 生物信

息学软件DAVID（http：//david.abcc.ncifcrf. gov/con⁃
version.jsp）是一个在线生物信息数据库，它包含

了生物数据和分析工具，其中 GO分析用于注释

基因生物学过程，KEGG富集分析用于了解其相

关信号通路。

1.2.3 蛋白质相互作用网络建设与模块分析 将

上述分析得到的 DEG 导入 String 在线分析网站

（http：// www. string-db.org/）（version10.5），设置可

信度为 0.4（confidence：0.4）则认为具有统计学意

义，得出蛋白质相互作用网络图。Cytosscape（版

本 3.6.1）是一个开源性的生物信息学软件平台，

用于可视化分子相互作用网络。运用插件

MCODE（参数为：DegreeCutoff：2，Node Score Cut⁃
off：0.2，K- Core：2，Max. Depth：100）对关键基因

的模块进行可视化图形展示。使用在线 Uniprot
数据库（https：//www.uniprot.org/）对互作的节点度

均大于 7的 10个基因进行功能分析。

2 结 果

2.1 确定DEG

GEO数据库平台中获得符合标准的基因芯片

数据集 3 个，GSE2411、GSE17355 和 GSE18341。
对它们进行 DEG 分析，分别筛选出 282、611 和

659个基因。利用韦恩图（图 1）可知重叠 3数据
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集包含了 98个基因，其中 93个表达上调，5个表

达下调（表 1）。

2.2 DEG的GO分析和KEGG通路分析

通过生物信息学软件 DAVID对 DEG进行分

析。通过GO 富集分析这些DEG的主要生物学过

程（biological process）、分子功能（molecular func⁃
tion）以及细胞组件（cellular component），发现它们

主要参与了炎症反应、免疫反应、脂多糖反应、细

胞趋化作用、免疫系统过程等生物学过程（图

2A）；分子功能包括细胞因子活性、趋化因子活

性、CXCR趋化因子受体结合、CCR趋化因子受体

结合、GTP酶活性等的功能（图 2B）；而细胞组成

分析显示这些基因大多集中在细胞外区（图

2C）。KEGG 通路分析显示主要集中的信号通路

有 3 条，包括 TNF 信号通路（mmu04668：TNF sig⁃
naling pathway），军团病信号通路（mmu05134：Le⁃
gionellosis）和 NF-κB 信号通路（mmu04064：NF-
κB signaling pathway）（图 2D）。

2.3 DEG的蛋白互作网络分析

在机体内，基因或蛋白的功能发挥通常需要

彼此之间进行相互作用或联系。为了查找LPS诱

导小鼠ALI相关的关键基因，从蛋白水平探究这

些差异表达基因在机体内全方面的相互作用和关

系，我们构建了DEG编码蛋白的互作网络。对上

A：Differentially expressed genes；B：Up-regulated genes；C：Down-regulated genes
图 1 GSE2411、GSE17355、GSE18341 中差异表达基因的表达

Fig.1 Identifications of DEG in mRNA expression profile of GSE2411，GSE17355 and GSE18341

AA BB CC

表 1 差异表达基因

Table 1 Differentially expressed genes

Up- or Down-regulated
Up-regulated

Down-regulated

number
93

5

Differentially expressed genes
Ctps Cd274 Gpx2 Samsn1 Sod2 Tubb6 Tlr2 Ccl12 Nfkbia Rhou

Slc7a2 Timp1 Irgm2 Clec4e D17H6S56E-5 Litaf Map3k8 Cxcl2 Plaur

Mt1 Gch1 Ccl3 Csf1 Serpina3n Noct Myd88 Ifit3 Il1r2 Lcn2

Adamts4 Akr1b8 Ccl9 Rsad2 Slc15a3 Gadd45g Sphk1 Ms4a6d Clec4d

Asprv1 Oasl1 Mt2 Fpr2 Saa3 Il6 Bcl3 Tnfaip3 St3gal1 Cxcl10 Rgs16

Tnfrsf9 Snx10 Slfn2 Osmr Slc26a4 Cfb Cebpd Slpi Ccl4 Tnfaip2 Ccl17

Parp14 Socs3 Gclc Cd14 Arg2 Plek Upp1 Vcam1 Csf2 Clip4 Icam1

Irgm1 Cxcl5 Casp4 Selp Birc3 Ch25h Tnip1 Serpina3m Ifit2 Orm1

Adm Igtp Ifi47 Tifa Nfil3 Nfkb2 Il1b Slfn1 Gbp3 Nfkbiz Mefv Cxcl1

Elf5、Ppp1r14c、Tnfrsf19、Meis1、Etv5
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述 98个 DEG行 STRING 在线数据库蛋白质相互

作用网络分析，结果显示，大部分蛋白间都存在着

相互作用，且有多个蛋白位于网络的中心，与周围

蛋白关系密切（图 3A）。 插件 MCODE 分析后发

现满足其参数要求的有 3个子模块，第一个子模

块由 8个节点和 16条边组成（图 3B），第二个子模

块由 4个节点和 6条边组成（图 3C），第三个子模

块由 7个节点和 10条边组成（图 3D）。

按照互作关系从多到少的原则，初步确定了

Il6、Tlr2、Cxcl2、Ccl3、Myd88、Timp1、Tnfaip3、Fpr2、

Nfkbia、Cd274这 10个基因，它们的基因名称、缩写

和功能如表 2所示。这 10个基因与其它基因存在

较强的相互作用关系，互作的节点度均大于 7，可
能为LPS诱导小鼠ALI相关的关键基因。

3 讨 论

近年来，随着现代生物技术的高速发展如生

物芯片、高通量测序等的出现，使生物信息学越来

越备受关注。通过大数据分析，挖掘与疾病发展

过程中起主导作用的相关基因，为疾病的机制研

究提供思路是生物信息学的一个重要应用。如邢

静等［4］利用生物信息学方法筛选特发性肺纤维相

关基因，揭示特发性肺纤维的发生是由多种基因

表达改变所致。ALI是临床常见病，近年来虽然

有多种药物进行了基础研究和临床试验，但其治

疗仍没取得令人满意效果［5］。目前ALI发病机制

尚未被完全阐明［6］，因此本研究应用生物信息学

方法，通过分析筛选与该疾病相关的基因，为进一

步揭示ALI发病的分子机制提供新的研究线索，

同时为疾病治疗新靶点的寻找提供理论依据。

在本研究中，我们通过对三个基因芯片数据

集进行分析，初步筛选出具有表达差异的基因 98
个，其中 93个表达上调，它们为 Il6、Tlr2、Cxcl2、

Ccl3、Myd88等，5个表达下调，即 Elf5、Ppp1r14c、

Tnfrsf19、Meis1、Etv5。IL6是炎症和免疫中一个重

要细胞因子，它的主要表达激活因子是 IL1b和肿

瘤坏死因子，而且也是 TNF信号通路的参与者。

在一些动物模型中，通过敲除 Il6 或施用 IL6 或

IL6R的抗体可以明显预防或抑制疾病进展。如

敲除 Il6可以明显改善大鼠肠道缺血再灌注引起

的急性肺损伤［7］。TLR2是 TOLL样受体家族（Toll
like receptors，TLRs）成员，它们一般与先天性免

疫应答相关，能感受不同相关分子模式的病原体

A：Biological Process；B：Molecular Function；C：Cellular Component；D：KEGG Pathway
图 2 GO 富集分析和 KEGG 通路分析

Fig.2 GO and KEGG pathway enrichment analysis of DEG

AA BB

CC DD
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A：PPI network；B，C，D：Significant modules
图 3 差异表达基因的蛋白-蛋白相互作用图和差异表达蛋白的子模块相互作用图

Fig.3 The PPI network of DEG were constructed using Cytoscape and Significant modules

AA

BB CC DD

分子，从而活化下游信号通路，启动免疫应答。其

中的信号通路涉及两种模式，即髓样分化因子

（Myd88）依赖型和非依赖型［8］。前者以TLR3为代

表，后者包括 TLR2 在内的其他 TLR 家族成员。

Tianzhu Z 等研究发现，通过调节基因 Tlr2、Tlr4、

Myd88、NF-κB的表达能改善 LPS诱导的小鼠急

性肺损伤［9］。CCL3（亦称MIP1）属于趋化因子家

属，它们是机体内炎性反应和免疫应答的重要参

与者。研究证明 CCL3可以在机械通气引起的急

性肺损伤中作为早期的炎症指标［10］。TNFAIP3
（亦称A20）是NF-κB的抑制物，它可以使酶活性

具有双重泛素化，在NF-κB以及 TNF介导的细胞

凋亡信号通路中发挥负调控作用［11］，从而缓慢或

抑制炎症发生。研究发现，TNFAIP3在过敏性哮

李金河，等 . 急性肺损伤差异表达基因的生物信息学分析 925
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喘、类风湿关节炎、炎症性肠炎和系统性红斑狼疮

等炎症性疾病中确实起关键的炎症和免疫调控作

用［12］。另外，在LPS诱导的鼠急性肺损伤模型中，

TNFAIP3可以抑制 NF-κB信号通路和调节巨噬

细胞的极化来减轻炎症情况［13］。CD274（cluster
of differentiation 274）也称细胞程式死亡-配体 1
（Programmed cell death 1 ligand 1，PDL1），由Cd274

基因编码，与其配体结合，可以传导抑制性的信

号，减低淋巴结 CD8+ T 细胞的增生。有研究发

现，CD274可以通过抑制血细胞凝酸酶的激活减

轻由脓毒血症导致的急性肺损伤［14］。

CXCL2属于 CXC家族的一个趋化因子，通过

与细胞表面趋化因子 CXCR2 的互动而发挥作

用。和其他趋化因子类似，CXCL2也是一种强大

的嗜中性粒细胞趋化剂和许多免疫反应的参与

者。有研究表明在哮喘的发病过程中，CXCL2对

气道平滑肌细胞迁移起调节作用［15］。虽然目前极

少有研究证明 CXCL2与ALI相关，但 CXCL2能通

过促进炎症细胞在损伤和感染组织的浸润和活

化，提示其参与炎症过程，可能与ALI的发病形成

相关。TIMP1是基质金属蛋白酶的组织抑制剂，

能抑制细胞迁移和增殖。研究表明TIMP1能通过

CD63 和 ITGB1 激活细胞信号级联，调节细胞分

化、迁移和细胞死亡［16］。这种机制是否参与了

ALI的发病尚待进一步的研究。FPR2是G蛋白偶

联受体的经典化学引诱物受体，它的功能复杂，通

过识别不同起源和结构多样性的配体，可以刺激

或抑制炎症反应。如其结合配体脂氧素-A4
（LXA4）和膜联蛋白-A1（ANXA1）则起到抗炎作

用；而结合血清淀粉样蛋白-A（SAA）和抗菌肽

（LL-37）配体则起促炎作用。同样，ALI的发病是

否与 FPR2及其相应配体结合产生促炎或抗炎反

应有关，仍有待实验验证。

综上，本研究通过应用生物信息学方法对

GEO数据库中 LPS诱导ALI相关基因的数据集进

行挖掘，成功筛选 98个差异表达基因，然后对这

些基因行GO分析和KEGG通路分析，初步明确了

它们的功能和相关的信号通路。此外，通过构建

蛋白质互作网络图，从中选出了 Il6、Tlr2、Cxcl2、

Ccl3、Myd88、Timp1、Tnfaip3、Fpr2、Nfkbia、Cd274

这 10个基因，其中 7 个关键基因被验证在 ALI中
的发生中占重要地位，而 Cxcl2、Timp1和 Fpr2三

个基因极少或尚未在ALI中有研究，提示其可能

是ALI发病机制新的研究靶点，可能需要进一步

体内外实验及临床资料验证。

表 2 10 个关键基因的功能

Table 2 Functional roles of 10 genes

NO.
1
2

3
4
5
6
7
8
9

10

Gene
Il6

Tlr2

Cxcl2

Ccl3

Myd88

Timp1

Tnfaip3

Fpr2

Nfkbia

Cd274

Full name
Interleukin-6
Toll-like receptor 2

C-X-C motif chemokine 2
C-C motif chemokine 3
Myeloid differentiation primary re⁃
sponse protein MyD88
Metalloproteinase inhibitor 1
Tumor necrosis factor alpha-
induced protein 3
Formyl peptide receptor 2
NF-kappa-B inhibitor alpha

Cluster of differentiation 274

Function
Il6 is a potent inducer of the acute phase response.
Tlr2 can cooperate with TLR1 or TLR6 to mediate the innate immune re⁃
sponse to bacterial lipoproteins or lipopeptides.
Cxcl2 can induce the Chemotactic of human polymorphonuclear leukocytes.
Ccl3 can regulate the inflammatory, pyrogenic and chemokinetic properties.
Myd88 is the adapter protein involved in the Toll-like receptor and IL-1 re⁃
ceptor signaling pathway in the innate immune response.
Timp1 inhibits cell migration and proliferation.
Tnfaip3 is involved in immune and inflammatory responses signaled by cyto⁃
kines.
Fpr2 can stimulate or inhibit inflammatory responses.
Nfkbia can regulate immune and pro-inflammatory responses on cellular stim⁃
ulation.
Cd274 plays a critical role in induction and maintenance of immune tolerance
to self.
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