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摘要： 目的 探讨呼吸机相关肺损伤（ventilator-induced lung injury，VILI）发生过程中基因表达和生物学过程的改变，为VILI
的分子机制研究提供生物信息学依据。方法 在公共基因表达数据库（gene expression omnibus）检索2019年12月前与VILI相
关的基因表达谱数据，下载GSE86229基因表达谱数据，并选择其中两组数据（对照组和高潮气量机械通气组）进行后续分析。

首先通过标准化和注释对基因表达谱进行预处理，然后选用 Limma方法筛选差异表达基因（differentially expressed genes，
DEGs）。随后对筛选出的DEGs进行聚类分析，以及基因本体论（gene ontology，GO）和信号通路（KEGG）富集分析。最后，通过

STRING数据库、Cytoscape分析蛋白质相互作用网络中关键蛋白质。结果 数据预处理后初步获取了 20 310个基因，并筛选

出 337个DEGs。富集分析结果显示DEGs主要参与细胞对炎症、脂多糖和中性粒细胞趋化的生物过程，并主要富集于TNF信
号通路；蛋白质相互作用网络分析发现白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、整联蛋白αM（ITGAM）、白细胞介素 1β
（IL-1β）和Toll样受体 2（TLR-2）为关键蛋白质。结论 生物信息学分析结果显示VILI与炎症反应过程密切相关，可能与 IL-6、
TNF-α、ITGAM、IL-1β和TLR-2免疫因子密切相关，TNF信号通路在VILI发生过程中起到重要的作用。
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Abstract： Objective To explore the changes of gene expression and biological process during the occurrence of ventilator-induced
lung injury (VILI), and to provide a bioinformatics basis for the study of the molecular mechanism of VILI.Methods VILI-related
gene expression profile data from the Gene Expression Omnibus before December 2019 were retrieved, the GSE86229 gene expression
microarray were downloaded, and two of the data (control group and high tidal volume mechanical ventilation group) for follow-up analy‑
sis were selected. Firstly, the gene expression microarray was pretreated by standardization and annotation, and then the differentially
expressed genes (DEGs) were screened by the limma method. Then the selected DEGs were analyzed by cluster analysis, Gene Ontolo‑
gy (GO), and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment analysis. Finally, the key proteins in the protein-protein
interaction network were analyzed by the STRING database and Cytoscape.Results After data preprocessing, 20310 genes were ob‑
tained and 337 DEGs were screened out. The results of enrichment analysis showed that DEGs were mainly involved in the biological
process of cell chemotaxis to inflammation, lipopolysaccharide, and neutrophils, and were mainly enriched in TNF signaling pathway.
Protein-protein interaction network analysis showed that interleukin-6 (IL-6), Tumor necrosis factor α (TNF-α), Integrin αM (ITGAM),
Interleukin 1β (IL-1 β), and Toll-like receptor 2 (TLR-2) were key proteins.Conclusion Results of bioinformatics analysis show that
VILI is closely related to the inflammatory process, and maybe closely related to IL-6, TNF-α, ITGAM, IL-1 β, and TLR-2 immune fac‑
tors. TNF signal pathway plays an important role in the development of VILI.
Key words： Ventilator-induced lung injury; Computational biology; Bioinformatics analysis; Interleukin- 6; Tumor necrosis
factor-α

目前，机械通气（mechanical ventilation，MV）作 为重要的生命支持手段之一，在全身麻醉和危重病
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人的治疗中发挥着重要作用。不恰当的机械通气

可能导致严重的肺部并发症，如呼吸机相关肺损伤

（ventilator-induced lung injury，VILI）。既往研究表

明，长时间的机械通气可诱导局部肺组织产生多种

促炎介质，破坏肺泡毛细血管屏障功能，导致肺水

肿［1-2］。然而，机械通气所致肺损伤的机制尚不清

楚，也无治疗VILI的好方法。VILI引起的严重术后

肺部并发症可导致住院时间、ICU住院率、死亡率和

经济负担显著增加［3-4］。因此，探讨VILI相关免疫因

子和信号通路对于预防和改善呼吸机通气病人术

后肺功能具有重要意义。本研究应用生物信息学

分析方法对VILI基因表达谱进行分析，筛选VILI发
生过程中重要的免疫因子及可能的信号通路。

1 资料与方法

1.1 一般资料 在美国国家生物技术信息中心

（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/）的基因表达总库

（GEO）检索 2019年 12月前与VILI相关的基因表达

谱数据，下载 GSE86229基因表达谱数据进行后续

分析，该芯片表达谱基于GPL6246平台（MoGene-1_
0-st）Affymetrix Mouse Gene 1.0 ST Array。选择基因

表达谱中两组数据，非机械通气组（对照组）样本 5
个，高潮气量组样本 5个。此外，从 Bioconductor
（www. bioconductor. org）下 载 探 针 注 释 包（mo‑
gen10sttransptcluster.db）用于将数据的探针名称映

射为基因名称［5］。

1.2 研究方法

1.2.1 数据处理 使用 R软件中的“affy”包通过

RMA算法对基因表达谱原始数据进行预处理，包括

背景校正、归一化和表达值计算，并绘制原始数据

和处理后数据的箱线图，对数据进行可视化处理。

然后，使用R软件的“annotate”包将两组数据探针名

称注释为基因名称进行后续分析［6］。对于数据中映

射多个探针名称的基因，选择最大探针表达值作为

该基因的表达值。

1.2.2 差异表达基因分析 通过R软件的“limma”
包筛选DEGs［7］，标准为 adj.P.val<0.05和|Log2FC|>1。
然后，通过“Pheatmap”包（https：//cran. r-project. org/
package=pheatmap）进行聚类分析和绘制热图，进一

步分析DEGs。
1.2.3 DEGs的富集分析 使用基因本体论（gene
ontology，GO）分析对基因进行功能注释［8］，包括生物

过程（biological process，BP），分子功能（molecular
function，MF）和细胞成分（cellular component，CC）三

个方面。京都基因和基因组百科全书（KEGG）信号

通路数据库包含许多生化通路，可以为生命科学研

究提供更多的生物信息。使用在线数据库Database

for Annotation，Visualization and Integrated Discovery
（DAVID；version 6.8）进行 GO和 KEGG分析［9］。阈

值设置为Bonferroni校正P<0.05，富集计数>2。
1.2.4 蛋白质相互作用网络分析 在线数据库

STRING （string；version11.0；http：//www. string-db.
org/）可从已知和预测的蛋白质数据中获得蛋白质全

面相互作用信息［10］。研究中选择高置信系数（>0.7）
作为选择标准，通过Cytoscape（3.5.0）软件进行网络

可视化［11］，并通过插件 cytoHubba寻找关键蛋白质以

确定与VILI发生相关的关键蛋白质和关键基因。

2 结果

2.1 数据处理 本研究中，基于 GPL6246平台的

GSE86229基因表达谱芯片经过标准化和注释，共获得

了20 310个基因。绘制对照组和高潮气量组所有基因

标准化前后的对数表达值箱线图（图1）。标准化后，组

内和组间数据的中位数水平近似同一水平，表明不同

芯片间的数据具有可比性，可以进行后续分析。

2.2 差异表达基因分析 在对照组和高潮气量组

之间共筛选出 337个 DEGs（高潮气量组/对照组），

其中包括 279个上调基因和 58个下调基因（图 2A）。

通过构建基因热图进行聚类分析（图 2B），结果显示

DEGs主要聚类为两组：对照组和高潮气量组，与基

因表达谱芯片分组一致，表明纳入的组内样本之间

存在较高的同质性。

2.3 DEGs的富集分析 337个 DEGs主要富集在

46个GO和13个KEGG类型中（见表1）。结果表明，

DEGs显著分布于细胞外间隙和细胞质膜外侧，主

A

B

图1 呼吸机相关肺损伤基因表达谱的数据预处理：A为标准化前

数据；B为标准化后数据
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要参与细胞对炎症、脂多糖和中性粒细胞趋化的生

物过程，以及具有细胞因子活性、趋化因子活性和

脂多糖结合的分子功能。KEGG分析表明DEGs主
要富集在肿瘤坏死因子和细胞因子-细胞因子受体

相互作用信号通路途径中。

2.4 蛋白质相互作用分析 使用 STRING数据库对

DEGs进行分析，将获得蛋白质相互作用网络数据

导入 Cytoscape。删除网络无连接的节点后，获得

158个节点（蛋白质）和 745个PPI边。通过 cytoHub‑
ba插件计算网络中关键蛋白质，不同算法获取的关

键蛋白质见表 2；取各算法结果交集，最终获得白细

胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、整联蛋

白αM（ITGAM）、白细胞介素 1β（IL-1β）和 Toll样受

体2（TLR-2）作为关键蛋白质。

3 讨论

随着目前社会科学技术的飞速发展，基因芯片

技术已成为研究生物科学的重要基石。基因芯片

利用高通量分子生物学技术同时检测数以万计的

基因表达情况，并可以通过生物信息学分析处理大

量烦琐的生物数据，为生命科学研究提供一定的帮

助［12］。目前机械通气所致肺损伤的机制尚不清楚，

因此明确VILI相关免疫因子和信号通路对于预防

和改善呼吸机通气病人术后肺功能具有重要意义。

本研究利用生物信息学方法对基于 GPL6246平台

的小鼠VILI肺组织样本基因表达谱（GSE86229）进

行分析，筛选了 337个 DEGs。通过富集分析明确

DEGs参与炎症反应过程；KEGG分析表明DEGs主
要富集在 TNF信号通路途径。最终，通过蛋白质相

互作用网络确定 IL-6、TNF-α、ITGAM、IL-1β和TLR-

2为关键蛋白质，并确定 IL-6、TNF-α、ITGAM、IL-1β
和TLR-2为VILI发展的关键基因。

机械通气已广泛应用于各种临床环境，但大量

的实验和临床证据表明尽管有保护性的小潮量通

气，机械通气仍可导致VILI的发生［13］。本研究通过

生物信息学分析发现，DEGs主要参与细胞对炎症、

脂多糖和中性粒细胞趋化的生物过程，以及具有细

胞因子活性、趋化因子活性和脂多糖结合的分子功

能。与本研究结果相似的是，虽然很多因素被认为

是VILI的可能危险因素，但炎症反应被认为是共同

的途径［14-15］。研究普遍认为机械通气所致的损伤，

表1 呼吸机相关肺损伤基因表达谱差异表达基因GO和KEGG富集分析（前3位）

类别

GO_BP
GO_BP
GO_BP
GO_CC
GO_CC
GO_CC
GO_MF
GO_MF
GO_MF
KEGG_PATHWAY
KEGG_PATHWAY
KEGG_PATHWAY

编号

GO：0006954
GO：0032496
GO：0030593
GO：0005615
GO：0005576
GO：0009897
GO：0005125
GO：0008009
GO：0001530
mmu04668
mmu04060
mmu05144

名称

炎症反应

对脂多糖的反应

中性粒细胞趋化性

细胞外空间

细胞外区域

质膜外侧

细胞因子活性

趋化因子活性

脂多糖结合

肿瘤坏死因子信号通路

细胞因子-细胞因子受体相互作用

疟疾

计数

43
26
16
64
64
21
21
9
6
18
25
10

Bonferroni
1.79×10-23

3.61×10-12

5.39×10-10

1.19×10-10

7.99×10-8

3.76×10-5

2.66×10-7

5.79×10-4

1.00×10-2

1.29×10-8

2.51×10-8

9.17×10-5

注：BP为过程，CC为细胞成分，MF为分子功能。

表2 cytoHubba不同算法筛选的呼吸机相关肺损伤基因表达谱关键蛋白质

类别

前10位
关键蛋白质

共同关键蛋白质

Betweenness
IL-6
TNF-α
ITGAM
IL-1β
TLR-2
HMOX-1
MMP-9
CD-14
TIMP-1
FOS

IL-6、TNF-α、IL-1β、ITGAM、TLR-2

BottleNeck
IL-6
ITGAM
MMP-9
IL-1β
CXCR-2
TNF-α
CCR-2
TLR-2
TIMP-1
HMOX-1

Closeness
IL-6
TNF-α
IL-1β
TLR-2
CXCL-2
ITGAM
CCL-2
CXCL-1
MMP-9
CXCR-2

Degree
IL-6
TNF-α
PTAFR
CXCL-2
CXCL-1
CXCR-2
ITGAM
TLR-2
IL-1β
SLC2A3

MNC
IL-6
TNF-α
CXCL-2
PTAFR
CXCL-1
CXCR-2
ITGAM
TLR-2
SLC2A3
IL-1β

Radiality
IL-6
TNF-α
IL-1β
TLR-2
CCL-2
ITGAM
MMP-9
CXCL-2
CD-14
CXCL-1

Stress
IL-6
TNF-α
HMOX-1
ITGAM
TLR-2
TIMP-1
IL-1β
MMP-9
CD-14
CCL-2
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包括气压伤、容积伤和肺不张伤，很可能发展为局

部的炎症失衡，甚至全身性炎症反应；表现为中性

粒细胞浸润增加、肺泡壁增厚与透明膜形成等［16］。

IL-6作为一种功能广泛的炎性因子，是炎症介

质网络的重要组成部分。小鼠高潮气量与低潮气量

机械通气相比，可导致 IL-6水平显著升高；临床研究

也发现给予大潮气量机械通气病人与接受小潮气量

机械通气病人相比，血浆中 IL-6水平显著升高高［17］。

此外，不恰当的机械通气也导致VILI的病人肺泡灌

洗液中 IL-6水平升高［18］。Meta分析结果显示 IL-6基
因与急性肺损伤的相关性有统计学意义［19］。

炎症细胞产生高水平的促炎细胞因子（如TNF-α）
进一步加重肺损伤［20-22］。在VILI动物模型中，高潮

气量及周期性的气道关闭和重新开放都与肺泡灌

洗液中 TNF-α水平的增加有关。高潮气量机械通

气显著增加 TNF-α的产生；提示 TNF-α的上调在机

械拉伸引起的肺部炎症中发挥关键作用［23］。Veld‑
huizen等［24］对离体小鼠肺脏进行潮气量为 20 mL/kg
的机械通气可显著增加支气管肺泡灌洗液中TNF-α
水平。此外，通过抗体阻断 TNF-α功能可减轻肺泡

表面活性物质缺乏大鼠的组织病理学损伤［25］。这

些数据提示TNF-α在VILI中的关键作用。

既往研究发现 IL-1β与VILI密切相关，肺内 IL-

1β的水平在机械通气过程中显著升高［26-27］。小鼠使

用高潮气量机械通气可导致支气管肺泡灌洗液中

IL-1β水平明显升高［28］。此外，高潮气量机械通气

增加血浆中炎性因子 IL-1β水平［29］。然而，对敲除

IL-1αβ基因后的小鼠进行机械通气并没有表现出

这种细胞因子的增加［26］。这些数据表明 IL-1β参与

了VILI的发生和发展。ITGAM为整联蛋白 αM，主

要在单核细胞、粒细胞和巨噬细胞中表达，并参与

吞噬、细胞介导的杀伤、趋化和细胞激活功能［30］。

细胞受到刺激时，ITGAM表达量增加。大鼠VILI模
型中肺灌洗液发现单个巨噬细胞 ITGAM的表达增

加［31］。TLR-2作为天然免疫系统中的一种模式识别

受体，在VILI模型中表达明显上调，从而导致肺部

炎症［32］，使用 TLR-2单克隆抗体拮抗 TLR-2后可减

轻VILI模型中肺脏的炎症反应［33］。

本研究中KEGG分析表明DEGs主要富集在TNF
信号通路途径。TNF-α是一种主要由感染或伤害的

反应激活的巨噬细胞分泌的促炎细胞因子［34］，其在炎

症、免疫反应和多种病理生理过程中都起到重要的调

节作用。TNF-α的这些功能均是通过TNF-α在细胞

膜表面的受体介导的。TNF-α的受体有两种，即Ⅰ型

TNF受体（TNFR1）和Ⅱ型TNF受体（TNFR2）［35］。这

两种受体在不同类型的细胞中均有表达，TNFR1主

要在上皮细胞和成纤维细胞中表达，而TNFR2在淋

巴细胞和巨噬细胞中表达。TNF-α与 TNFR1结合

不仅传递细胞毒信号，还传递抗凋亡信号，而TNF-α
与 TNFR2结合仅传递抗凋亡信号［35］。p-38丝裂原

活化蛋白激酶（MAPK）是细胞内广泛存在的丝苏氨

酸蛋白激酶超家族，是将细胞质的信号传递至细胞

核并引起细胞核发生变化的重要物质。环磷腺苷

效应元件结合蛋白（CREB）作为真核细胞核内转录

因子，通过磷酸化与去磷酸化的形式来实现其调节

细胞转录功能，其与细胞生长、增殖、分化、周期调

控等细胞生物活动密切相关。目前已报道CREB在

炎症过程的关键作用［36-37］。因此，我们推测 TNF-α
可能与细胞膜 TNFR1结合，通过MAPK途径进行信

号转导，最后经核内转录调节因子 CREB调控VILI
发展的炎症过程。

4 结论

综上所述，本研究采用生物信息学分析方法筛选

了VILI发生过程中的 337个DEGs，通过蛋白质相互

作用分析确定 IL-6、TNF-α、ITGAM、IL-1β和TLR-2是
VILI发生的关键免疫因子；KEGG分析表明DEGs主
要富集在TNF信号通路途径，推测TNFR1-p38-CREB
可能是VILI发展的信号通路之一。然而，本文的结

果存在一定的局限性，需要未来进一步的研究结果

进行验证。

（本文图2，3见插图1-1）
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