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基于生物信息学和机器学习鉴定慢性阻塞性肺病合并肺动脉高压标志物及实验验证
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［摘要］ 目的 利用生物信息学筛选诊断慢性阻塞性肺病（chronic obstructive pulmonary disease， 
COPD）合并肺动脉高压（pulmonary arterial hypertension， PAH）的关键生物标志物，并验证其临床意义。
方法 通过高通量测序数据分析鉴定了 COPD 合并 PAH 的差异表达基因（differentially expressed 
genes， DEGs），并通过功能富集分析探讨了这些基因的生物学功能。利用最小绝对收缩与选择算子
（least absolute shrinkage and selection operator， LASSO）、随机森林（random forest， RF）、支持向量机递归
特征消除（support vector machine-recursive feature elimination， SVM-RFE）机器学习方法筛选出 5个潜在
的生物标志物。通过单细胞分析揭示了关键基因在巨噬细胞中的表达模式。提取肺组织巨噬细胞进
行细胞水平验证，观察肺 PAH 关键生物标志物表达差异。通过外周血单个核细胞（peripheral blood 
mononuclear cells， PBMC）数据验证关键生物标志物临床意义。利用缺氧方法建立 COPD 合并 PAH 小
鼠模型，将 16只 8周龄普通级COPD小鼠（雌雄不限，体质量 20~22 g）按随机数字抽样法分为（n=8）：缺
氧组（氧浓度为 10%±0. 5%，COPD 合并 PAH 组）和常氧组（COPD 组）。使用免疫荧光技术标记关键生
物标志物，计算表达情况。结果 COPD 合并 PAH 筛选出 28个 DEGs（|Log2FC|≥2， P<0. 05）。功能富
集分析显示，COPD合并 PAH的DEGs与主要组织相容性复合体（majorhistocompatibility complex，MHC）
Ⅱ和细胞分裂相关，参与溶酶体、氧化磷酸化及细胞周期通路 （P<0. 05）。机器学习得到 5个潜在的生
物标志物（GRN、KLF4、SHTN1、LRP1和GPNMB），进一步的单细胞分析揭示了这些标志物在疾病发展
中存在逆向表达模式。从 PBMCs中构建的诺模图模型，用于诊断COPD合并 PAH［受试者操作曲线下
面积（area under the subject curve，AUC）为 0. 907］。COPD 合并 PAH 组 GRN、KLF4、SHTN1、LRP1 和
GPNMB蛋白和基因显著高表达（P<0. 05）。结论 本研究发现了GRN、KLF4、SHTN1、LRP1和GPNMB可
作为COPD合并PAH预测和诊断的关键生物标志物，为COPD合并PAH的临床治疗提供了新的见解。
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their clinical significance.  Methods High-throughput sequencing data analysis was employed to identify 
differentially expressed genes (DEGs) in COPD-PAH.  Functional enrichment analysis was then conducted to 
explore the biological functions of these DEGs.  Machine learning methods, including least absolute shrinkage 
and selection operator (LASSO), random forest (RF), and support vector machine-recursive feature elimination 
(SVM-RFE), were utilized to screen 5 potential biomarkers.  Single-cell analysis was performed to reveal the 
expression patterns of these key genes in macrophages.  The clinical significance of these biomarkers was 
further validated using peripheral blood mononuclear cells (PBMC) data.  A mouse model of COPD-PAH was 
established using hypoxia exposure.  Sixteen mice (either sexes, 8 weeks old, weighing 20~22 g) were 
randomly divided into a hypoxia group [O2 (10. 0±0. 5)%, COPD-PAH, n=8] and a normoxia group (COPD, 
n=8).  Immunofluorescence assay was used to label the key biomarkers, and their expression levels were 
quantified.  Results A total of 28 DEGs (|Log2FC| ≥2, P<0. 05) were identified in COPD-PAH patients.  
Functional enrichment analysis indicated that DEGs in COPD were primarily associated with major 
histocompatibility complex (MHC) Ⅱ and cell division, and involved in lysosomes, oxidative phosphorylation, 
and cell cycle pathways (P<0. 05).  Machine learning identified 5 potential biomarkers (GRN, KLF4, SHTN1, 
LRP1, and GPNMB), and subsequent single-cell analysis revealed that these markers exhibited reverse 
expression patterns during disease progression.  A nomogram model constructed based on PBMC data yielded 
an area under the curve (AUC) of 0. 907 in diagnosing COPD-PAH.  GRN, KLF4, SHTN1, LRP1 and GPNMB 
were significantly upregulated in the COPD-PAH group (P<0. 05). Conclusion　GRN, KLF4, SHTN1, LRP1 
and GPNMB are identified as key biomarkers for the prediction and diagnosis of COPD-PAH, which providing 
new insights for the clinical and treatment of the condition.  

［Key words］ chronic obstructive pulmonary disease with concomitant pulmonary arterial 
hypertension； diagnostic biomarkers； machine learning； bioinformatics analysis； 
pulmonary macrophages
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慢性阻塞性肺病（chronic obstructive pulmonary 
disease， COPD）是一种全球性公共卫生挑战，临床特

征表现为不完全可逆的气流受限，并伴有慢性全身性

炎症［1］。但 COPD 的影响不仅限于呼吸系统，它还可

能导致全身性的健康问题［2］。肺动脉高压（pulmonary 
arterial hypertension， PAH）是由于肺动脉压力异常升高

导致的血流动力学异常状态，其特征包括内皮功能障碍

和血管重塑［3］。PAH对全球约1%人口的生活质量产生
显著影响，且在≥65 岁老年群体中的患病率高达

10%［4］。PAH是COPD的严重并发症，当COPD患者合
并PAH时，更容易出现心力衰竭等严重临床症状，预后

差、死亡率高［5］。目前尽管存在有效的治疗药物，但对于

COPD合并PAH的患者长期治疗效果并不理想。因此，

亟需早期筛查和干预以降低死亡率并改善患者预后。

单细胞测序技术近年来在生命科学研究中取得

了重大突破，使研究人员能够在单细胞水平上探究复

杂疾病的细胞异质性及其分子机制［6］。COPD 合并

PAH作为重要的肺部疾病，严重影响患者的生活质量
和生存率。单细胞技术的研究为揭示这两种疾病在

细胞类型、基因表达及信号通路方面提供了识别新型

生物标志物和治疗靶点的机会。目前，单细胞RNA测

序已被用于识别COPD患者肺组织中的特异性细胞亚
群及其炎症反应［7］；在 PAH 研究中，单细胞技术帮助
解析出肺血管重塑过程中的关键细胞和分子机制［8］，
这些研究为疾病的早期诊断和个性化治疗提供了重
要线索。本研究旨在通过结合 COPD 合并 PAH 患者
的转录组和单细胞测序数据，在细胞水平上揭示这两
种合并疾病的分子机制和疾病发展特征，为寻找潜在
的生物标志物和治疗靶点提供新的视角。

1　材料与方法

1. 1　主要实验试剂

4% 多聚甲醛购自武汉博士德生物工程有限公
司，Triton X-100、山羊血清、RIPA 裂解液、脱脂奶粉、
TRIzol试剂、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔和辣根过
氧化物酶标记山羊抗小鼠二抗购自上海碧云天生物
科技有限公司，RT Master Mix 反转录试剂盒和 SYBR 
Green MasterMix购自美国MedChemExpress公司，兔抗

GRN 抗体购自北京博奥森生物技术有限公司，兔抗

KLF4、兔抗 LRP1抗体购自武汉爱博泰克生物科技有
限公司，鼠抗GPNMB、兔抗 SHTN1抗体购自武汉三鹰
生物技术有限公司，免疫组化兔二步法试剂盒、小鼠
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二步法试剂盒和 DAB 显色液购自北京中杉金桥生物
技术有限公司。
1. 2　数据来源

COPD及PAH转录组数据分别来源于基因表达数
据库（Gene Expression Omnibus， GEO）数据库（http： //
www. ncbi. nlm. nih. gov/geo/） GSE212331、GSE217438
和 GSE33463 数据集［9］。单细胞 RNA-seq 数据分别来
源于GSE173896和GSE210248数据集［10-11］，见表1。

1. 3　数据预处理

RNA-seq 数据进行如下处理：①利用 R 包将探针
ID转换为基因名；②移除对应多个基因的探针；③对具
有多个基因名的表达值取中位数作为表达值。单细胞
RNA-seq 数据作如下处理：①使用 CreateSeuratObject
建立 Seurat对象，设置最小细胞数为 3，最小特征数为
200，并对基因和细胞进行首次筛选；②使用以下阈值
再次筛选细胞：特征数在250~7 500内，计数>500，过表
达双阈值为0. 15，线粒体基因的比例<5%，红细胞读数
的百分比<20%；③选取前 2 000个高变异基因作为主
成分分析 （principal component analysis， PCA）输入。
1. 4　差异表达基因分析

使用“线性模型用于微阵列数据” （linear models 
for microarray data analysis，limma）R软件包，基于批量
RNA测序数据［12］，识别病例组和正常样本之间的差异
表达基因（differentially expressed genes， DEGs）。使用
Benjamini-Hochberg校正P值。采用P<0. 05和|Log2FC|
≥2作为阈值来识别DEGs。通过VennDiagram包获取
COPA 和 PAH 共同的 DEGs。clusterProfiler R 包用于
富集分析［13］。
1. 5　生物标志物与潜在靶点筛选

本研究采用3种机器学习方法：最小绝对收缩与选
择算子（least absolute shrinkage and selection operator， 
LASSO）、随机森林（random forest， RF）、支持向量机递
归特征消除（support vector machine-recursive feature 
elimination， SVM-RFE）对得到的生物标志物进行筛选
鉴定。LASSO 回归分析用于统计模型中的变量选择
和正则化。RF预测连续变量和生成稳健预测。SVM-

RFE用于最大边距特征选择。
1. 6　单细胞分析

使用 FindClusters 算法识别不同的细胞亚群。统

一流形逼近与投影（uniform manifold approximation 
and projection， UMAP）用于PCA后降维，使用Harmony
进行去批次处理。使用 ACT（http：//xteam. xbio. top/
ACT/index. jsp）对细胞类型进行注释。已有的研究表
明，免疫反应在COPD和PAH发展中有重要作用［14-15］，
因此，使用 monocle2 进行细胞轨迹及拟时分析，降维
方法为“DDRtree”。
1. 7　诺模图的构建与验证

为了评估模型的适用性能力，使用外周血数据集
GSE33463 进一步确认了关键生物标志物的适用性。
受试者操作曲线下面积（area under the subject curve，
AUC）被用来评估模型的区分能力。此外，校准曲线
用于评估校准程度，决策曲线分析（decision curve 
analysis， DCA）对模型临床的有效性进行评价。
1. 8　小鼠模型构建

利用缺氧方法建立 COPD 合并 PAH 小鼠模型。
16 只 8 周龄普通级 COPD 组小鼠（雌雄不限，体质量
20~22 g，购自北京维通利华实验动物技术有限公司），按简
单随机抽样分为（n=8）：缺氧组［氧浓度为（10. 0±0. 5）%，
COPD合并 PAH组］、常氧组（COPD组）［16］。每周更换
1次食物、水和垫料。每天光照与黑暗周期为12 h/12 h，
持续 14 d。14 d后，给予安乐死，收集小鼠肺组织，提
取小鼠肺组织巨噬细胞［17］。动物实验经陆军军医大学
实验动物福利伦理委员会审核（AMUWEC20245279），
符合动物伦理和动物福利要求。
1. 9　小鼠肺组织形态鉴定

取小鼠右肺叶及后叶病理学检查。在 4%多聚甲
醛溶液中固定，固定后的组织块经过标准的脱水、透
明、浸蜡和石蜡包埋处理，将石蜡包埋的组织块切成
4 μm厚的连续切片，使用苏木精-伊红染色（hematoxylin-

eosin staining，HE）进行染色。采用测量平均线性截距

和平均肺泡数评估COPD程度。

1. 10　免疫组化实验

将组织切片或提取的肺部巨噬细胞用 4%多聚甲

醛固定 15 min，随后用含 0. 2% Triton X-100 的 PBS 进
行渗透处理 10 min。在室温下，样品用含 5% 正常山
羊血清的PBS封闭 1 h。样品在封闭液中与一抗（兔抗
p-GRN、兔抗 p-KLF4、兔抗 p-LRP1、鼠抗 p-GPNMB、兔

抗 p-SHTN1，均为 1∶200）孵育，4 ℃过夜。用 PBS洗涤

后，样品与相应的兔/鼠二抗（1∶200）在室温下孵育2 h，
PBS洗涤后，使用DAB显色液进行显色并在显微镜先

观察拍照。图像采集使用 Easyscaner 软件，并使用

MoticDSM V3. 0. 6进行了图像分析。此外，使用 Image J
软件计算了平均光密度（average optical density，AOD）。

1. 11　Western blot检测

提取的肺巨噬细胞在 4 ℃使用 RIPA 缓冲液进行

匀浆和裂解。蛋白质通过 10%SDS-PAGE 分离，并将

表1　COPD 及PAH转录组数据来源

数据集编号

GSE212331
GSE217438
GSE173896
GSE210248
GSE33463

平台

GPL10558
GPL2112

GPL20795
GPL20301
GPL6947

组织

肺

心肺

肺

肺

外周血

健康组

15
5
7
3

41

疾病组

72
5
9
3

30
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分离后的蛋白质电转移至硝酸纤维素膜，使用 5% 脱

脂奶封闭，并在 4 ℃下与一抗孵育过夜。用TBST溶液

洗涤 3次，在室温下与二抗孵育 1 h。经过进一步洗涤

后，使用BIO-RAD的ChemiDoc MP成像系统进行蛋白

质检测。

1. 12　qRT-PCR检测

利用 TRIzol 法提取细胞总 RNA，Nanodrop2000 微

量分光光度计检测总 RNA 浓度及纯度，取吸光度

D（260）/D（280）在 1. 8~2. 0 的总 RNA 样本，置-80 ℃
保存。取 2 μg 总 RNA 样本，去除基因组 DNA 并逆转

录成 cDNA，样本置-80 ℃保存。PCR引物由擎科生物

公司合成，引物序列见表 2。利用逆转录试剂盒逆转

录为 cDNA，随后按照 SYBR Green MasterMix试剂盒说

明书配置 qRT-PCR反应体系，采用实时荧光定量PCR
仪进行扩增和检测，结果采用 2-ΔΔCt计算分析目的基因

的mRNA相对表达量。

1. 13　统计学分析

实验数据利用R 4. 3. 3软件进行统计分析。采用

Wilcoxon符号秩检验分析两组样本间的差异，多组间

比较采用 Kruskal-Wallis H 检验，P<0. 05 表示差异具

有统计学意义。

2　结果

2. 1　鉴定差异表达基因

使用高通量基因表达数据集GSE212331对COPD
患者组与健康对照组进行差异表达分析时，发现 561
个显著差异表达的基因，其中 192 个基因在 COPD 患

者组表现为上调，而369个基因则表现为下调（图1A）。

基因表达数据集 GSE217438 对 PAH 患者组与健康对

照组进行对比分析，结果表明存在 953个差异表达基

因，其中 520个基因上调，433个基因下调（图 1B）。进
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图1　COPD和PAH的基因表达差异分析

表2　目的基因引物序列

基因

GRN

KLF4

SHTN1

LRP1

GPNMB

引物序列（5′→3′）
上游：TCCCCTTCTGGACAAATGGC
下游：TAAAGATGCAGGAGTGGCCG
上游：GGGCCCAATTACCCATCCTT
下游：GGCATGAGCTCTTGGTAATGG
上游：TTCCCTTTTATTCCCGGCCC
下游：TCGCCTATTGCTTGCTCCTT
上游：TGACATGGATGGGCAGAACC
下游：CCCCCACAAAACCTCAGACA
上游：CGGCCAAAGCCATCATAACG
下游：GGTTCGTCTCACAGTCAGCA
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一步利用这2个数据集差异表达基因取交集得到28个

共同的差异表达基因（图 1C）。COPD合并 PAH的GO
富集结果表明，共同差异表达基因（common differentially 
expressed genes，Co-DEGs）与主要组织相容性复合体

（majorhistocompatibility complex，MHC）Ⅱ和细胞分裂

相关（图 2A、B），KEGG通路分析显示 COPD合并 PAH
差异表达基因主要参与溶酶体、氧化磷酸化及细胞周

期等通路（图 2C、D）。通过蛋白质-蛋白质相互作用网

络（protein-protein interaction networks，PPI）分析，进一

步揭示了 SHTN1、GPNMB、GRN和KLF4等基因在网络

中占有核心地位（图 2E），在COPD合并PAH病理过程

中可能具有重要功能。

2. 2　生物标志物的筛选与验证

通过 LASSO 逻辑回归从 28个 Co-DEGs中挑选出

变量，识别出 7个在 LASSO回归模型中具有非零系数

的潜在预测因子（图 3A）。RF方法被用来进一步验证

Co-DEGs，并根据重要性排名选择前 9个变量（图 3B）。

使用 SVM-RFE 选择变量，当特征变量数量为 5 时，关

联的误差错误率达到了的最小值 0. 005（图 3C）。最

后，通过重要性得分，将排名前 8的基因列出（图 3D）。

对 3种机器学习结果取交集确定了 5个关键生物标志

物（GRN、KLF4、SHTN1、LRP1和GPNMB）。

2. 3　单细胞分析

为了进一步研究 COPD 合并 PAH 在细胞水平上

的发展机制，将GSE173896和GSE210248数据集纳入

研究。COPD 及 PAH 2 个数据集经过质量控制，分别

有 24 469和 22 552个细胞被保留用于进一步分析（图

4A、B）。观察到 5个关键生物标志物在不同细胞中表

达模式存在显著差异，然而在巨噬细胞中均有表达

（图 4C、D）。我们采用 monocle2 R 包对 2 组数据中的

单核/巨噬/树突状细胞进行拟时序分析。结果表明，

在 COPD 组中，关键基因在单核细胞向树突状细胞演

化过程中表达先降低再升高（图 5A）。而在 PAH 组

中，关键基因在单核细胞向树突状细胞演化过程中表

达呈相反的趋势（图5B）。

2. 4　利用PBMC验证诊断模型

以上结果表明，生物标志物在COPD合并PAH中显

著差异表达，且具有枢纽作用。基于这些发现，本研

究利用外周血测序数据开发并验证了特征基因的诊

断模型。通过对COPD合并PAH患者PBMC的测序数

据分析，建立基于GRN、KLF4、SHTN1、LRP1和GPNMB
的生物标志物列线图模型（图6A）。此外，DCA曲线显

示，当列线图模型的阈值概率在0~0. 96时，净收益>0，
表明该模型在 COPD 合并 PAH 预测中具有更高的临

床价值（图 6B）。列线图模型的净收益曲线面积也超

过了单一生物标志物的曲线面积（图 6B），进一步表明

该模型在临床诊断中具有更高的诊断价值。校准曲

线分析显示，模型的逻辑回归线与最优曲线一致，表
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明模型的预测结果精确（图 6C）。最后，通过 ROC 曲

线分析评估了这些生物标志物及其列线图模型在疾

病诊断中的敏感性和特异性，结果显示，GRN（AUC=
0. 935）、KLF4（AUC=0. 938）、SHTN1（AUC=0. 952）、

LRP1（AUC=0. 900）和 GPNMB（AUC=0. 864）均具有一

定的诊断价值，而列线图模型（AUC=0. 907）则表现出

更高的诊断效率（图6D）。

2. 5　GRN、KLF4、SHTN1、LRP1 和 GPNMB 在 COPD
合并PAH小鼠中表达显著增加

为了验证 5个关键生物标志物结果的可靠性，通
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过 qRT-PCR 验证了标志物在肺巨噬细胞中的表达水

平。结果显示，GRN、KLF4、SHTN1、LRP1和GPNMB肺

巨噬细胞中表达显著升高（P<0. 05，图 7A）。为了进

一步验证 5个关键生物标志物在肺巨噬细胞中的蛋白

表达水平，进行了 Western blot 检测。结果显示，5 个

关键生物标志物蛋白的表达在肺巨噬细胞中显著增

加（P<0. 05，图7B）。

与野生型对照组相比，COPD 组小鼠肺泡腔大小

不一，部分肺泡壁破裂、融合，肺泡间隔增厚（图 7C）。

通过将COPD小鼠置于缺氧环境中诱导的COPD合并

PAH 的小鼠模型，与处于正常氧条件下的 COPD 组小

鼠相比，缺氧的COPD合并 PAH组肺动脉血管壁显著

增厚（图 7D）。免疫组化结果显示，COPD合并PAH小

鼠肺组织中的GRN、KLF4、SHTN1、LRP1和GPNMB表

达水平显著高于常氧组小鼠（图7E）。

3　讨论

3. 1　COPD 合并 PAH 生物标志物差异表达与功能

富集

本研究揭示了 COPD 合并 PAH 的 DEGs，并通过

生物信息学方法进一步确定了这些基因在疾病中的

生物学作用。已有研究表明，COPD 和 PAH 病理进程

涉及多个信号通路调控［18-19］。在对COPD患者和健康

对照组的比较分析中，本研究识别出了 561 个 DEGs，
在 PAH 患者中发现了 953 个 DEGs。筛选出 28 个

COPD合并PAH的DEGs，
这些基因可能在两种疾病中扮演关键角色。这

些基因除了参与免疫调节和血管重塑外［20-21］，还参与
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对外界刺激反应的调控及细胞-基质连接等生物过程。

GO 和 KEGG 通路分析证实，COPD 相关 DEGs 主要参

与免疫相关生物过程，如肽抗原呈递，而 PAH 相关

DEGs 则多与细胞周期调控和 DNA 修复过程有关，这

与之前的研究结果相似［22-23］。
3. 2　关键诊断标志物的筛选和生物学功能

本研究将机器学习应用于 COPD 与 PAH 共同生

物标志物的筛选，识别出了 GRN、KLF4等关键基因作

为潜在的诊断标志物。之前的研究较少将机器学习

技术应用于 COPD 合并 PAH 的联合研究中，多采用

LASSO、RF等算法对单一一种疾病生物标志物进行筛

选和验证［24-25］。通过结合 LASSO、RF 和 SVM-RFE 等

多种机器学习方法，本研究确认了 5个具有显著预测

能力的诊断标志物。此外，通过单细胞分析进一步揭

示了单核细胞经巨噬细胞向树突细胞分化过程中关

键诊断标志物的表达模式。COPD组中关键标志物的

表达先降低后升高，而 PAH 组呈现相反趋势，这些动

态变化提示了不同时期细胞的状态和功能，强调了在

疾病发展中免疫细胞塑造组织微环境的关键作用［26］。
本研究筛选的 5个标志物中，GRN 基因的产物作

为一种分泌蛋白，是溶酶体功能的关键调节因子，并

参与炎症、伤口愈合和细胞增殖等过程［27-29］。KLF4编

码一种属于 Kruppel 转录因子家族的蛋白质，参与上

皮细胞分化，有助于调节 p53/TP53的转录［30］。SHTN1
编码一种包含 SH3和 PTK结构域的蛋白质，这些结构

域参与 PPI和信号传导［31］。SHTN1在细胞骨架重构、

细胞迁移和黏附以及细胞信号传导中发挥重要作用。

LRP1 编码低密度脂蛋白受体 1。编码的前蛋白经蛋

白酶加工生成 515×103和 85×103的亚基，形成成熟的

内吞受体［32］，参与内吞作用和凋亡细胞的吞噬作

用［33］。GPNMB 基因的产物是一种Ⅰ型跨膜糖蛋白，

在骨髓单核细胞中由 G-CSF/CSF3 和 M-CSF/CSF1 上

调，因此GPNMB上调可能与单核细胞的分化有关［34］。
3. 3　诊断标志物的验证及临床意义

通过 qRT-PCR 和 Western blot 实验验证，关键标

志物在肺组织巨噬细胞中的表达与疾病状态具有显

著相关性。在 COPD 合并 PAH 模型鼠中，肺组织的

IHC实验也验证了关键生物标志物表达显著升高，此

外，外周血的数据也表明，这 5个关键生物标志物具有

较高的临床预测效能。尽管实验验证表明 GRN、

KLF4、LRP1、GPNMB 和 SHTN1 在病变细胞及组织中

显著上调，但仍需要更大规模的临床研究来确认这些

发现。

综上所述，本研究不仅加深了对这两种复杂疾病

的理解，也为个性化治疗和早期诊断提供了新的可能

性。未来的研究需要进一步验证这些标志物在更大

病患群体中的应用潜力，并探讨尚未明示的分子机制

及可能的治疗靶点。
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