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［摘要］ 目的 通过生物信息学分析和机器学习模型挖掘公共数据库中的有效信息，识别子痫前期相关的候选基

因，以提高子痫前期早期诊断的准确性并为发病机制和诊疗研究提供靶点。方法　从基因表达综合数据库中检索子痫

前期患者和正常孕妇胎盘组织样本的 RNA-seq 数据集，利用生物信息分析工具完成数据下载、质量控制、比对及定量后

获得基因表达矩阵。采用 DESeq2 1.38.3 工具筛选差异表达基因，通过基因本体和京都基因与基因组百科全书数据库确

定富集通路，利用加权基因共表达网络分析（WGCNA）构建共表达网络，利用随机森林算法建立机器学习预测模型。 
结果　4 个数据集 156 例孕妇（70 例子痫前期患者、86 例正常孕妇）胎盘组织样本共筛选出 49 个共有差异表达基因，

这些基因显著富集在细胞外区域、卵泡刺激素分泌的正向调节通路、激素活性通路及细胞因子 -细胞因子受体相互作用

等信号通路。通过WGCNA将 49 个差异表达基因分为 7 个共表达模块，鉴定出与子痫前期高度相关的关键模块，并筛选

出 6 个候选关键基因，分别为 fms 相关受体酪氨酸激酶 1（FLT1）、冠毛素 2（PAPPA2）、蛋白磷酸酶 1 调节抑制因子 
亚基 1C（PPP1R1C）、肌球蛋白ⅦB（MYO7B）、长基因间非蛋白编码RNA 2009（LINC02009）和抑制素亚基α（INHA）。

基于这 6 个关键基因构建的随机森林模型对子痫前期有较好的预测价值（AUC＝0.978）。结论　子痫前期可能与激素

分泌、免疫反应、血管生成因子、妊娠相关血浆蛋白、抑制素等有关，相关基因或可成为子痫前期诊断的候选标志物。
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［ Abstract ］ Objective　To mine valid information in public databases through bioinformatics analysis and machine 
learning models and to identify candidate genes related to preeclampsia, so as to improve the accuracy of early diagnosis 
and provide targets for pathogenesis, diagnosis and treatment research. Methods　The RNA-seq datasets of placental tissue 
samples of preeclampsia patients and healthy pregnant women were retrieved from the Gene Expression Omnibus, and the gene 
expression matrix was obtained after data download, quality control, comparison and quantification through bioinformation 
analysis. The differentially expressed genes were screened by DESeq2 1.38.3, the enrichment pathway was determined using 
Gene Ontology and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, the co-expression network was constructed using weighted 
gene co-expression network analysis (WGCNA), and the machine learning prediction model was established by random forest 
algorithm. Results　A total of 49 common differentially expressed genes were screened from placental tissue samples of 156 
pregnant women (70 preeclampsia patients and 86 healthy pregnant women) in 4 datasets and they were significantly enriched 
in extracellular regions, positive regulation pathway of follicle-stimulating hormone secretion, hormone activity pathway, and 
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cytokine-cytokine receptor interaction pathway, etc. The 49 differentially expressed genes were categorized into 7 co-expression 
modules by WGCNA, and key modules highly related to preeclampsia were identified. Six candidate key genes (fms related 
receptor tyrosine kinase 1 ［FLT1］, pappalysin 2 ［PAPPA2］, protein phosphatase 1 regulatory inhibitor subunit 1C ［PPP1R1C］, 
myosin ⅦB ［MYO7B］, long intergenic non-protein coding RNA 2009 ［LINC02009］, and inhibin subunit α ［INHA］) were 
screened. The random forest model based on these 6 key genes had good predictive value for preeclampsia (area under curve was 
0.978). Conclusion　Preeclampsia may be associated with genes for hormone secretion, immune response, angiogenic factors, 
pregnancy-associated plasma proteins, and inhibin, and these genes may be candidate diagnostic markers of preeclampsia.

［ Key words ］ preeclampsia; biomarkers; weighted gene co-expression network analysis; random forest model
［ Citation ］ YAO R, YU D, XUE G. Mining diagnostic markers of preeclampsia based on weighted gene co-expression 

network analysis［J］. Acad J Naval Med Univ, 2024, 45(12): 1529-1539. DOI: 10.16781/j.CN31-2187/R.20240049.

子痫前期（preeclampsia）是妊娠期特有的一

种多系统进展性疾病，其特点是妊娠 20 周以后出

现新发高血压和蛋白尿，或出现新发高血压和终

末器官功能障碍伴或不伴蛋白尿，占所有妊娠的

2%～8%［1］。在临床实践中，子痫前期通常分为早

发型（妊娠 34 周内）和晚发型（妊娠 34 周后）、

轻度和重度（基于血压、临床表现和蛋白尿程度）［2］。 
研究证实从妊娠早期开始使用阿司匹林可以降低子

痫前期的患病率［3-4］。然而，目前对阿司匹林用药

的适宜人群、开始和结束用药的时机及剂量等仍在

不断探索中，阿司匹林在临床研究中的应用并未如

预期可明显降低子痫前期的发病率，其用于预防子

痫前期仍存在一定的局限性［5］，当前唯一有效治

疗子痫前期的方法是终止妊娠。因此对子痫前期的

早期预测和诊断极其重要，了解子痫前期发生和发

展的分子机制可能会改善治疗现状。

由于患有子痫前期的孕妇症状通常在分娩后

缓解，且分娩后可以检测到胎盘的组织病理学变

化，因此胎盘功能不全一直被认为是导致子痫前期

的根本原因，胎盘标志物对预测子痫前期可能具有

特异性和灵敏性。由于样本量小或数据分析不充

分，许多芯片研究未能确定独特的胎盘分子标志

物。转录组测序（RNA-seq）可对包括编码和非编

码转录本在内的转录组进行全测序，对探索疾病机

制和生物标志物有参考价值［6］。Kaartokallio 等［7］

针对子痫前期胎盘的 RNA-seq 数据进行了分析，观

察到子痫前期患者的胎盘存在血管功能和免疫平衡

紊乱，并鉴定出了一些或许可以预测和诊断子痫前

期的差异表达基因。Ren 等［8］通过 RNA-seq 发现

早发型和晚发型重度子痫前期的分子机制不同，晚

发型轻度子痫前期可能没有胎盘特异性致病因素。

这些研究表明分析子痫前期胎盘组织的转录组数据

将有助于发现子痫前期发展的分子机制，以及筛选

出预测、诊断子痫前期的标志物。

随着各种生物信息学工具和公共数据库的出

现，研究人员利用生物信息学方法能够高效且经济

地从高通量测序数据中挖掘出疾病的致病基因及有

潜力的诊断靶标。一般的生物信息学方法在处理

高维数据时往往存在困难，因为高维数据之间的相

关性和交互作用复杂且难以解释。加权基因共表

达网络分析（weighted gene co-expression network 
analysis，WGCNA）是一种描述大样本基因间强关

联性的高级生物信息学方法［9］。WGCNA 的独特

优势在于能将基因表达数据转化为共表达模块，从

而深入了解可能导致相关表型特征的信号网络［10］。 
WGCNA 可用于寻找与疾病高度相关的基因模块，

并能够将模块的特征基因或关键基因与样本的表

型特征联系起来。该方法被广泛应用于各种疾病

研究，对鉴定候选生物标志物或治疗靶点有很大帮 
助［11-13］。另外机器学习算法能够从新视角分析大

群体基因测序或微阵列数据，随机森林算法的优势

在于其分类表现较好，抗过拟合能力较强，具有较

好的鲁棒性，对噪声和异常值有较好的容忍性［14］。

来自美国国家生物技术信息中心（National Center 
for Biotechnology Information，NCBI）的基因表达

综合数据库（Gene Expression Omnibus，GEO）是

当今最大、最全面的公共测序数据资源，包含了多

种疾病的多组学高通量测序的原始数据，提供了大

量的数据资源。

本研究整合了来自 NCBI GEO 的 4 个 RNA-seq 
数据集（每个数据集都包含子痫前期孕妇的胎盘组

织样本和正常孕妇的胎盘组织样本），对比鉴定了

4 个数据集共有的差异表达基因并对这些差异表达

基因进行了功能富集，然后通过 WGCNA 构建了子
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痫前期的共表达网络，鉴定出与子痫前期高度相关

的关键基因模块，而且这些关键基因在随机森林预

测模型中得到验证。

1　材料和方法

1.1　数据集选择与预处理　从 NCBI GEO 中检索

获得子痫前期患者的胎盘组织 RNA-seq 数据集，

分 别 为 GSE114691、GSE186257、GSE148241 和

GSE218039。使用 SRA-Toolkit 软件下载原始数据

SRA 文件，通过 Fastq-dump 命令获得 FASTQ 文

件。使用 FastQC 软件对原始数据进行质量评估，

并通过 trim_galore 软件进行质量控制。然后利

用 Hisat2 软件将质控后的序列与人类基因组序列

（GRCh38）进行比对，使用 FeatureCounts 软件对

基因表达进行定量，最终获得基因表达矩阵。

1.2　统计学处理　使用 R 4.2.3 软件对测序数据进

行统计分析。使用 R 4.2.3 软件中 DESeq2 1.38.3 包

鉴定子痫前期患者与正常孕妇胎盘组织中的差异表

达基因，|log2(FC)|≥1（其中 FC 为差异倍数）且校

准 P＜0.05 被认为是差异表达的基因。使用 R 4.2.3
软件 randomForest 4.7-1.1 包建立预测子痫前期的

随机森林模型，训练集与测试集分别为每个数据集

中 70% 和 30% 的数据，通过 Predict 函数计算模型

的预测概率分值，并使用 R 4.2.3 软件 pROC 1.18.2
包绘制模型的 ROC 曲线，计算 AUC 值以衡量模型

的预测性能。

1.3　基因富集分析　利用注释、可视化和集成发现

数据库（Database for Annotation，Visualization，and 
Integrated Discovery；DAVID）（https://david.
ncifcrf.gov/）对差异表达基因进行基因本体（Gene 
Ontology，GO）分析，确定基因富集的生物学过

程、分子功能和细胞组分［15-16］。在KOBAS 3.0 网站 
（http://kobas.cbi.pku.edu.cn/）进行京都基因与基

因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes，KEGG）通路富集分析［16-17］。通过R 4.2.3
软件 ggplot2 包将 P＜0.05 的通路可视化于气泡 
图中。

1.4　WGCNA 共表达网络分析　基因表达数据通过

方差稳定变换（variance stabilizing transformation， 
VST）及对数转换后，利用 R 4.2.3 软件 WGCNA 
1.72-1 包构建共表达网络。具有相似表达模式的

差异表达基因被归入一个模块，每个模块被赋予

一种颜色。通过计算基因的模块隶属度（module 
membership，MM）和基因显著性（gene significance， 
GS）识别与临床表型相关的关键基因［18］。然后利用 
modulePreservation 函数计算保守性 Z-summary 得

分，以剔除保守性较差的模块。最后使用Cytoscape 
3.10.0 软件对关键基因网络进行可视化。

2　结　果

2.1　研究队列及基因表达分析　通过检索 NCBI 
GEO 共收集到 4 个与子痫前期相关的数据集，其

中 2 个数据集明确了样本的亚型分别为重度子痫前

期和早发型重度子痫前期（表 1）。4 个数据集共

包括 156 例孕妇胎盘组织样本的 RNA-seq 数据，

其中 70 例为子痫前期患者样本、86 例为正常孕妇

样本。主成分分析结果显示，子痫前期患者与正常

孕妇的胎盘组织样本可分为 2 个明显的聚类，说明

子痫前期患者与正常孕妇胎盘组织间的基因表达差

异显著（图 1A）；而且在所有数据集中显著上调的

差异表达基因数量均多于显著下调的差异表达基因 
（图 1B）。

表 1　4 个子痫前期相关数据集的样本信息

Tab 1　Basic information of 4 preeclampsia-related datasets

Item GSE114691 GSE148241 GSE186257 GSE218039
Assay type RNA-seq RNA-seq RNA-seq RNA-seq
Tissue source Placenta Placenta Placenta Placenta
Sample size, n
　Total 41 41 44 30
　Preeclampsia 20   9 26 15
　Control 21 32 18 15
Subtype of preeclampsia － Early-onset severe preeclampsia Severe preeclampsia －

Total read count 47 401 50 134 54 249 49 779

“－”: Not mentioned.
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2.2　差异表达基因的通路富集分析　有 49 个差异

表达基因是 4 个数据集共有的，其中 44 个表达上

调、5 个表达下调（表 2、图 2A）。GO 功能分析结

果显示，在生物学过程中这些差异表达基因显著富

集在卵泡刺激素分泌的正向调节通路；在细胞组分

中，有 10 个基因［蛋白 C 受体（protein C receptor，
PROCR）、嗅觉调节素样蛋白 3（olfactomedin  
like 3，OLFML3）、瘦素（leptin，LEP）、谷氨酰胺 
酰肽环转移酶（glutaminyl-peptide cyclotransferase， 
QPCT）、黄体生成素亚基 β（luteinizing hormone 
subunit β，LHB）、HtrA 丝氨酸肽酶 4（HtrA serine 
peptidase 4，HTRA4）、抑制素亚基α（inhibin subunit α， 
INHA）、卵泡抑素样蛋白 3（follistatin like 3，
FSTL3）、冠毛素 2（pappalysin 2，PAPPA2）和 
糖基磷脂酰肌醇锚定高密度脂蛋白结合蛋白 1
（glycosylphosphatidylinositol anchored high density 
lipoprotein binding protein 1，GPIHBP1）］富集在

细胞外区域，除 OLFML3 外其余 9 个基因均表达上

调；在分子功能中，差异表达基因显著富集在激素

活性通路（图 2B）。KEGG 通路富集分析结果显

示，最显著的是细胞因子 -细胞因子受体相互作用 
通路，C-X3-C 基序趋化因子受体 1（C-X3-C motif 
chemokine receptor 1，CX3CR1）、LEP 和 INHA

均富集在该通路上（图 2C）。这些结果说明，在

子痫前期患者与正常孕妇胎盘组织之间的差异表

达基因可能与激素分泌、免疫应答与免疫调节等 
有关。

2.3　加权基因共表达网络的建立　为进一步探

讨这 49 个差异表达基因与疾病表型的相关性，

选择疾病样本量最大的数据集 GSE186257 进行

WGCNA，挖掘可能与子痫前期发生和发展密切

相关的共表达模块。共构建了 7 个共表达模块，

这些模块均独立于其他模块，可见棕色和蓝色模

块与胎儿性别相关（均 P＝0.01，图 3A），并且

在这 2 个模块中 INHA、长基因间非蛋白编码 RNA 
2009（long intergenic non-protein coding RNA 2009，
LINC02009）和MIR31 宿主基因（MIR31 host gene， 
MIR31HG）是与胎儿性别相关的重要基因（均 
GS＞0.5，图 3B）。然而，这 7 个共表达模块与患有

子痫前期的孕妇是否早产并不相关（图 3A）。此外，

红色模块和蓝色模块之间具有强相关性（图 3C），

并且这 2 个模块内的 8 个基因［fms 相关受体酪氨

酸 激 酶 1（fms related receptor tyrosine kinase 1，
FLT1）、INHA、肌球蛋白Ⅶ B（myosin Ⅶ B，

MYO7B）、蛋白磷酸酶 1 调节抑制因子亚基 1C
（protein phosphatase 1 regulatory inhibitor subunit 1C， 

PPP1R1C）、LINC02009、PAPPA2、FSTL3 和 LEP］
与这 2 个模块高度相关（均MM＞0.8，图 3D）。

图 1　4 个数据集的主成分分析（A）和差异表达基因的火山图（B）

Fig 1　Principal component analysis (PCA) (A) and volcano plot of differentially expressed genes (B) of 4 datasets
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表 2　4 个子痫前期相关数据集共有的 49 个差异表达基因的表达趋势及差异倍数

Tab 2　Expression trends and fold change of 49 common differentially expressed genes in 4 preeclampsia-related datasets

Gene ID|name Trend
log2(fold change)

GSE114691 GSE148241 GSE186257 GSE218039
ENSG00000054179|ENTPD2 Up 1.59 2.57 2.37 1.96
ENSG00000061656|SPAG4 Up 2.25 2.38 1.08 2.05
ENSG00000070404|FSTL3 Up 3.60 4.89 2.00 1.69
ENSG00000101000|PROCR Up 1.73 1.97 1.08 1.33
ENSG00000102755|FLT1 Up 3.08 3.62 1.63 2.69
ENSG00000104826|LHB Up 1.75 1.80 1.25 1.75
ENSG00000105205|CLC Up 1.25 1.34 1.14 1.95
ENSG00000115828|QPCT Up 1.95 2.26 1.66 1.17
ENSG00000116183|PAPPA2 Up 2.42 2.51 1.08 2.07
ENSG00000123999|INHA Up 2.40 1.29 1.09 1.93
ENSG00000130822|PNCK Up 2.66 2.78 1.42 1.68
ENSG00000148488|ST8SIA6 Up 1.82 1.22 1.02 1.19
ENSG00000149256|TENM4 Up 1.60 1.88 1.18 1.24
ENSG00000150722|PPP1R1C Up 2.03 3.09 1.49 2.56
ENSG00000162753|SLC9C2 Up 1.46 2.44 1.41 1.84
ENSG00000165810|BTNL9 Up 3.59 2.56 1.54 2.30
ENSG00000168490|PHYHIP Up 1.87 1.71 1.32 1.25
ENSG00000169495|HTRA4 Up 3.58 4.73 2.34 2.48
ENSG00000169994|MYO7B Up 2.37 3.08 1.28 2.28
ENSG00000171124|FUT3 Up 3.43 2.43 2.71 2.78
ENSG00000171889|MIR31HG Up 1.41 2.07 1.03 3.27
ENSG00000174697|LEP Up 4.59 6.50 2.61 5.17
ENSG00000177628|GBA1 Up 1.42 1.69 1.03 1.10
ENSG00000186806|VSIG10L Up 1.04 1.93 1.04 1.86
ENSG00000214946|TBC1D26 Up 2.68 3.53 1.43 2.10
ENSG00000237949|LOC102724768 Up 2.21 1.97 1.45 1.95
ENSG00000247095|MIR210HG Up 2.38 2.82 1.09 1.88
ENSG00000277494|GPIHBP1 Up 2.19 1.68 1.53 1.85
ENSG00000283646|LINC02009 Up 4.01 3.53 1.78 4.56
ENSG00000287315|LOC101927401 Up 1.72 1.47 1.07 2.27
ENSG00000224658 Up 6.20 3.79 2.38 2.92
ENSG00000226022 Up 1.49 2.28 1.83 1.56
ENSG00000233002 Up 3.30 3.96 1.54 1.89
ENSG00000237514 Up 2.19 2.74 1.20 2.28
ENSG00000241219 Up 2.22 1.73 1.12 1.04
ENSG00000254592 Up 1.13 1.72 1.08 1.67
ENSG00000255104 Up 2.41 3.45 3.18 3.04
ENSG00000279393 Up 2.53 2.98 1.17 1.84
ENSG00000284309 Up 1.92 1.84 1.02 1.58
ENSG00000285424 Up 1.58 1.99 1.35 1.28
ENSG00000286754 Up 2.29 2.16 1.10 3.11
ENSG00000287233 Up 2.08 1.09 1.37 1.74
ENSG00000290531 Up 2.21 1.21 1.09 1.93
ENSG00000291137 Up 1.01 1.50 1.15 1.41
ENSG00000116774|OLFML3 Down －1.19 －1.01 －1.10 －1.49
ENSG00000117090|SLAMF1 Down －3.02 －2.00 －1.99 －2.98
ENSG00000162706|CADM3 Down －1.31 －2.01 －1.18 －1.71
ENSG00000168329|CX3CR1 Down －1.14 －1.43 －1.47 －1.66
ENSG00000233725|NRAD1 Down －1.17 －2.02 －1.80 －2.67
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图 2　4 个子痫前期相关数据集中 DEG 的维恩图（A）及 GO（B）、KEGG（C）富集分析结果

Fig 2　Venn diagram (A) and GO (B) and KEGG (C) enrichment analysis results of DEGs in 4 preeclampsia-related datasets
DEG: Differentially expressed gene; GO: Gene Ontology; KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; Padj: Adjusted P value.

图 3　子痫前期相关数据集 GSE186257 加权基因共表达网络的建立

Fig 3　Establishment of a weighted gene co-expression network for preeclampsia-related dataset GSE186257
A: Correlation analysis of the modules with fetal gender and premature delivery; B: A scatterplot of module membership and gene 

significance in the blue and brown modules, with the color of the points corresponding to the color of the module to which they 

belong; C: Module-eigengene (ME) adjacency heatmap; D: A scatterplot of module membership and gene significance in the blue and 

red modules, with the color of the points corresponding to the color of the module to which they belong. ME is defined as the first 

principal component of a co-expression module matrix. INHA: Inhibin subunit α; LINC02009: Long intergenic non-protein coding 

RNA 2009; MIR31HG: MIR31 host gene; FLT1: Fms related receptor tyrosine kinase 1; MYO7B: Myosin ⅦB; PPP1R1C: Protein 

phosphatase 1 regulatory inhibitor subunit 1C; PAPPA2: Pappalysin 2; FSTL3: Follistatin like 3; LEP: Leptin.
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2.4　关键基因模块的验证　为了评估 GSE186257
网络模块在其他数据集上的表达模式，使用 
modulePreservation 函 数 计 算 模 块 的 保 守 性

Z-summary 得分（图 4A）。蓝色模块在其他 3 个

数据集（GSE114691、GSE148241、GSE218039）
均得分较高，表明该基因模块在不同数据集中均

表现稳定。然而，Z-summary 得分较低的红色和绿

色模块在不同数据集中保守性较低，表明这 2 个

基因模块可能能够较好地区分子痫前期的不同亚

型。基于以上结果，推测蓝色模块是与子痫前期

高度相关的关键模块。蓝色模块内的 12 个基因中

有 4 个基因（FLT1、PAPPA2、INHA 和 MYO7B）
表达量相对较高（图 4B），并且网络拓扑图显

示这 4 个基因之间存在强相关性（图 4C），提 
示 FLT1、PAPPA2、INHA 和 MYO7B 这 4 个基因可

能是子痫前期网络中的关键基因。

图 4　数据集 GSE186257 的共表达模块在数据集 GSE114691、GSE148241 和 GSE218039 中的验证

Fig 4　Validation of gene co-expression modules of GSE186257 in GSE114691, GSE148241, and GSE218039
A: The Z-summary score of the co-expression modules of preeclampsia-related dataset GSE186257 in the other 3 datasets (GSE114691, 

GSE148241, and GSE218039) (below the blue line represents no conservatism, i.e. Z-summary score＜2); B: The heatmap of 

differentially expressed genes in the blue module; C: Visual network of blue module (the thickness of the line represents the weight 

of the network between genes, with thicker lines indicating stronger relationships between genes on both sides). VST: Variance 

stabilizing transformation; FLT1: Fms related receptor tyrosine kinase 1; LHB: Luteinizing hormone subunit β; PAPPA2: Pappalysin 2; 

INHA: Inhibin subunit α; ST8SIA6: ST8 α-N-acetyl-neuraminide α-2,8-sialyltransferase 6; TENM4: Teneurin transmembrane protein 

4; PPP1R1C: Protein phosphatase 1 regulatory inhibitor subunit 1C; MYO7B: Myosin ⅦB; FUT3: Fucosyltransferase 3; NRAD1: 

Non-coding RNA in aldehyde dehydrogenase 1A pathway; LINC02009: Long intergenic non-protein coding RNA 2009.

2.5　关键基因预测子痫前期模型的建立　在基因

模块中，与模块高度相关的同时与性状也高度相

关的基因被定义为该模块的关键基因。通过绘制

MM 与 GS 散点图筛选出蓝色模块的 6 个关键基

因，分别为 FLT1、PAPPA2、PPP1R1C、MYO7B、

LINC02009和 INHA（MM＞0.8、GS＞0.3，图 5A）。 

将这 6 个基因纳入随机森林模型，ROC 曲线分析结

果显示，在测试集中，所建立的模型对子痫前期有

较好的预测价值（AUC＝0.978，图 5B）。以上结

果表明，基于FLT1、PAPPA2、PPP1R1C、MYO7B、 

LINC02009 和 INHA 这 6 个基因所建立的预测模型

有助于诊断子痫前期。
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3　讨　论

子痫前期是导致孕产妇和胎儿发病与死亡的

主要原因之一［19］，当前唯一有效治疗子痫前期的

方法是终止妊娠，因此开发早期预测及诊断子痫前

期的标志物至关重要［20］。胎盘功能不全被认为是

导致孕妇患子痫前期的根本原因，然而源自胎盘的

分子机制在很大程度上仍不为人所知。RNA-seq 技

术的发展使许多基因的表达得以测量，通过数据挖

掘方法确定正常组织和患者组织之间的差异表达基

因有助于了解疾病的发病机制［21］。然而，在目前

的许多研究中数据分散及数据量较小的问题普遍存

在。因此，本研究整合并深度挖掘了 4 个 RNA-seq 

公共数据集，获得了更全面的生物学信息，有助于

理解子痫前期的发生、发展机制。一般的数据挖

掘方法缺乏对大规模的高维数据的系统性分析，

WGCNA 通过基因之间的相关系数构建分层聚类

树，根据聚类树的不同分支将大量基因分为不同的

基因模块，从而评估基因模块与临床特征间的关

联，该方法在筛选疾病特征标志物和潜在靶点中表

现出较其他分析方法更明显的优势［22］。机器学习

算法在数据挖掘中的应用也为探究疾病潜在的治疗

靶点提供了支撑［23］。本研究通过结合 WGCNA 与

机器学习算法挖掘潜在的子痫前期诊断标志物，并

证实这些基因对子痫前期的诊断价值，同时证明本

研究所使用挖掘方法的可靠性。 

本研究鉴定出的 49 个共有差异表达基因显著

富集在卵泡刺激素分泌的正向调节通路。卵泡刺激

素作用于其受体在刺激卵泡发育和成熟中起着关

键作用［24］，并且在子痫前期患者的胎盘样本中卵

泡刺激素受体 mRNA 的表达水平显著低于正常孕

妇的胎盘样本［25］。细胞外区域是最显著富集且基

因数量最多的细胞组分。细胞外区域对细胞维持

生理功能发挥着至关重要的作用，包括细胞间信号

传递、细胞黏附、细胞外基质形成等，已有研究表

明存在于细胞外区域的基因如高迁移率族蛋白 B1

（high mobility group box 1，HMGB1）具有促炎作

用且与子痫前期相关［26］。在本研究中显著富集在

细胞外区域的 PROCR、HTRA4 和 LHB 已在子痫前

期相关研究中被报道。PROCR是一种跨膜糖蛋白，

其在胎盘滋养层细胞中表达下调且与子痫前期有 

关［27］。HTRA4 和 LHB 在子痫前期患者的胎盘绒

毛组织中均明显上调，而且已有研究证实相较于健

康人群，LHB在子痫前期患者的血浆中显著上调［28］。 

图 5　子痫前期关键基因的筛选及随机森林模型的预测效能评价

Fig 5　Screening of key genes related to preeclampsia and prediction efficiency evaluation of random forest model
A: A scatterplot of module membership and gene significance in the blue module; B: ROC curves of FLT1, PAPPA2, PPP1R1C, MYO7B, 

LINC02009, INHA, and the random forest model in predicting preeclampsia. FLT1: Fms related receptor tyrosine kinase 1; PAPPA2: 

Pappalysin 2; PPP1R1C: Protein phosphatase 1 regulatory inhibitor subunit 1C; MYO7B: Myosin ⅦB; LINC02009: Long intergenic 

non-protein coding RNA 2009; INHA: Inhibin subunit α; ROC: Receiver operating characteristic; AUC: Area under curve.
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上述结果提示激素分泌和免疫反应可能在子痫前期

发病机制中起着重要作用。KEGG 通路富集分析结

果显示，差异表达基因显著富集在细胞因子 -细胞

因子受体相互作用等信号通路，富集在该通路上的

基因 CX3CR1 是一种促血管生成因子，CX3CR1 表

达可能与子痫前期胎盘血管网发育不全有关［29］。

这一结果表明血管生成功能障碍可能是子痫前期的

发病机制之一［30］。

为了进一步探索与子痫前期高度相关的关键

基因，本研究通过 WGCNA 将差异表达基因分为

7 个共表达模块，结果提示蓝色与棕色模块中的

INHA、LINC02009 和 MIR31HG 与胎儿性别相关。

研究表明孕早期维生素 D 水平对胎儿性别有一定

影响［31］，Murata 等［32］发现在成年雌鼠的垂体前叶

中 INHA 和维生素 D 具有强正相关性，提示 INHA
与子痫前期患者的胎儿性别有一定关联。本研究

结果还提示，蓝色和红色模块中的 FSTL3、INHA

和 LEP 与模块高度相关。先前的研究表明，FSTL3
和 INHA 在子痫前期孕妇胎盘样本中明显上调，

被定义为枢纽基因，且在预测子痫前期的 logistic
回归模型中表现优秀［33］。此外，INHA 被认为是

母体子痫前期的易感基因，可能通过高度失调的

免疫和炎症反应促进子痫前期的发展［34］。LEP 也

被多项研究证明是与子痫前期发病相关的关键基

因［35-37］。蓝色模块进一步被鉴定为与子痫前期高

度相关的关键模块，FLT1、PAPPA2、PPP1R1C、

MYO7B、LINC02009 和 INHA 是与模块高度相关且

与性状显著相关的关键基因，其中 FLT1、PAPPA2

和 INHA 在所有样本中的表达量相对较高。这些基

因之间具有强相互作用，基于此构建的子痫前期的

随机森林模型表现优秀（AUC＝0.978）。FLT1、
PAPPA2 和 INHA 已被研究证实与子痫前期密切相

关。FLT1 是一种血管内皮生长因子受体（vascular 
endothelial growth factor receptor，VEGFR），研究 
报道VEGFR基因与血管生长和内皮功能障碍有关， 
这可能在一定程度上解释了子痫前期的发生［38］。

多项研究显示，可溶性 FLT1 在子痫前期早筛和诊

断中具有重要价值［39-40］。PAPPA2 编码蛋白质分裂

形成的胰岛素样生长因子结合蛋白 5 在子痫前期患

者的血浆中显著上调［41-43］。胰岛素样生长因子在

刺激绒毛外滋养层侵袭和子宫螺旋动脉重塑过程

中发挥着重要作用，PAPPA2 在子痫前期患者的血

浆中表达增加被认为与子宫胎盘缺血有关［44］。一

些血清学研究也证明了 PAPPA2 早期预测子痫前期

的潜在价值［45-46］。上述结果表明，本研究所使用

的方法挖掘出的大量靶标与子痫前期的发生、发展

高度相关。因此，尽管目前仅在少数研究中涉及的

MYO7B［7］，以及尚未有明确研究报道的 PPP1R1C
和 LINC02009 同样值得关注，它们也可能参与了

子痫前期的发生，并对患者的早期诊断及治疗有潜

在价值。

综上所述，本研究利用来自 NCBI GEO 的子痫

前期患者胎盘组织的 RNA-seq 数据，从 4 个数据集

中初步筛选出 49 个共有差异表达基因，并明确它

们的功能富集途径与激素分泌和免疫反应等相关；

进一步通过 WGCNA 筛选出共表达网络中的 6 个

关键基因（FLT1、PAPPA2、PPP1R1C、MYO7B、
LINC02009 和 INHA），并在随机森林模型中证实

了它们作为子痫前期早期筛查与诊断分子标志物的

潜力。这些包括血管生成因子、妊娠相关血浆蛋

白、抑制素在内的分子或许能够成为子痫前期早期

筛查、诊断的候选标志物，一些新发现的关键基因

也可能为子痫前期的治疗提供新的靶点。本研究同

时证实 WGCNA 方法能够显著增强数据挖掘的系

统性并提高效率，在筛选疾病诊断标志物和治疗靶

点方面的具有较高的优越性和可靠性。

本研究具有一定的局限性，一是本研究的 4 个

数据集之间存在一定异质性，尽管本研究选择了 
4 个数据集的共有差异表达基因，但在后续分析中

仍应继续扩大样本量，增加结果的可靠性和可重复

性；二是本研究筛选出的候选基因在未来需要更多

的工作来验证它们的实际临床应用价值，并探索它

们在子痫前期发病相关通路中的调控作用。
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