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　　摘　要：　目的　慢性鼻窦炎伴鼻息肉（ＣＲＳｗＮＰ）是一个全球性的健康问题，现有的诊断技术存在一定局限
性，因此有必要开发新的诊断模型来补充现有的诊断方法。方法　利用ＣＲＳｗＮＰ患者（ＧＳＥ２３５５２、ＧＳＥ３６８３０）的公
开基因表达数据来识别潜在的差异基因，应用随机森林算法和人工神经网络进一步筛选特异性基因，建立 ＣＲＳｗ
ＮＰ的早期诊断模型。结果　共发现 ７８个上调基因和 ２５个下调基因，随机森林算法筛选了 ４个特异性基因
（ＨＰＧＤＳ、ＩＬ１ＲＬ１、ＦＭＯ３、ＤＯＫ３），人工神经网络构建出基于上述基因的预测模型，该模型具有良好的预测效果
（ＡＵＣ＝０．９８６），独立数据集ＧＳＥ１９４２８２进一步验证了其准确性（ＡＵＣ＝０．８８８）。结论　采用机器学习方法建立了
一个基于基因表达水平的预测模型，该模型可以预测早期ＣＲＳｗＮＰ，有助于早期诊断和改善临床决策。
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ｎａｓａｌｐｏｌｙｐｓ，ＣＲＳｗＮＰ）是一种鼻腔黏膜和鼻窦的慢

性炎症性疾病，在成人中的患病率大约 ２．５％ ～
５．８％，约占鼻窦炎患者的 ２０％ ～３０％［１２］，由于
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ＣＲＳｗＮＰ患者人群常常合并哮喘等呼吸道疾病，或
者需要反复使用皮质类固醇和／或鼻腔手术以缓解
症状，这严重降低了患者生活质量，带来了极大的身

体和心理负担。截至目前研究证实，ＣＲＳｗＮＰ的发
病机制主要涉及鼻腔黏膜上皮重塑、黏液纤毛功能

缺陷、嗜酸性粒细胞增多、免疫功能缺陷等［２］，但尚

未完全阐明，有待进一步研究。此外，目前对于

ＣＲＳｗＮＰ的诊断存在局限性，ＣＲＳｗＮＰ的主要临床
症状包括持续１２周以上的鼻塞、嗅觉丧失、鼻漏、鼻
后滴漏、面部充血和疼痛，但临床患者可能仅伴随其

中两个或两个以上症状，增加了漏诊的概率。虽然

鼻内镜或鼻窦 ＣＴ等诊断工具已广泛运用于临床，
但此法受限于个人的操作能力和专家的诊断经验，

并且在大规模人群研究中难以应用。此外，基于症

状的诊断存在不准确性，有研究表明约４０％的基于
症状的诊断患者没有显示出明确的内镜或放射学证

据［２］。因此，ＣＲＳｗＮＰ的诊断通常需要具有丰富临
床经验的医生结合内镜或 ＣＴ给出较为准确的结
论，特别是在该病的早期诊断中。

对ＣＲＳｗＮＰ的早期诊断、早期切入治疗有助于
预测疾病自然病程、逆转疾病进展，改善预后，并有

助于减少哮喘等并发症的发生率，因此，亟待开发新

的诊断模型以补充现有诊断措施。近年来，第二代

测序技术的快速发展为多种疾病相关基因的鉴定提

供了基础，在本研究中，我们在 ＧＥＯ数据库中筛选
了ＣＲＳｗＮＰ和正常鼻黏膜样本之间的差异表达基
因，基于这些数据，使用随机森林算法来识别在

ＣＲＳｗＮＰ中表达的关键基因，随后通过人工神经网
络方法，构建了ＣＲＳｗＮＰ的早期诊断模型（图１）。

差异基因筛选
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图１　流程图

１　材料与方法

１．１　数据下载和处理
从ＧＥＯ数据库下载３个ＣＲＳｗＮＰ患者相关数据

集（ＧＳＥ２３５５２、ＧＳＥ３６８３０、ＧＳＥ１９４２８２）的基因表达谱
和临床数据（表１），将ＧＳＥ２３５５２、ＧＳＥ３６８３０作为训练
集构建诊断模型，将ＧＳＥ１９４２８２作为验证集以验证准
确性。使用Ｒ软件（４．１．０）对原始数据进行标准化
和归一化处理，使用ｓｖａ包消除训练集中２个数据集
的批次效应并进行合并，以供进一步分析。

表１　训练／验证数据集基本信息

基因 平台文件 样本量 ＣＲＳｗＮＰ 正常

ＧＳＥ２３５５２ ＧＰＬ５１７５ ３４ ２１ １３
ＧＳＥ３６８３０ ＧＰＬ５７０ ２４ １８ ６
ＧＳＥ１９４２８２ ＧＰＬ１７６９２ １４ ７ ７

１．２　差异表达和富集分析
使用ｌｉｍｍａ包筛选训练集中ＣＲＳｗＮＰ样本和正

常样本的差异表达基因（筛选标准：Ｐ＜０．０５，｜ｌｏｇＦＣ｜
＞１），使用ｐｈｅａｔｍａｐ包和ｇｇｐｌｏｔ２包对差异表达基因
进行可视化处理，绘制差异基因热图和火山图。

将差异表达基因导入 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ网站（ｈｔｔｐ：／／
ｍｅｔａｓｃａｐｅ．ｏｒｇ），进行基因功能注释和通路富集分
析，以识别训练集中显著富集的生物学功能和信号

通路（筛选标准：Ｐ＜０．０５，富集基因数≥３），然后使
用Ｒ软件的ｅｎｒｉｃｈｐｌｏｔ、ｇｇｐｌｏｔ２、ＧＯｐｌｏｔ包进行ＧＯ和
ＫＥＧＧ分析并可视化。
１．３　对差异基因进行随机森林筛选

使用ｒａｎｄｏｍＦｏｒｅｓｔ包构建差异基因的随机森林
模型。首先，设定最大决策树为５００，通过有放回的
随机抽样方式构建分类树，并计算误差值，以最低的

错误率和最佳的稳定性来确定最优的树数，根据Ｇｉ
ｎｉ系数法选择重要性评分大于２的基因作为特异性
基因，进行后续的模型构建。

将特异性基因的表达数据转换为基因评分表，

具体转换规则如下：将基因的表达值与所有样本表

达值的中位值进行比较，如果上调基因的表达值大

于中位值，则其值为１，否则为０；同样，如果下调基
因的表达值大于中位值，则其值为０，否则为１。
１．４　人工神经网络构建疾病分类模型

使用 ｎｅｕｒａｌｎｅｔ和 ＮｅｕｒａｌＮｅｔＴｏｏｌｓ包构建人工神
经网络模型，将疾病属性设置为 ｙ，基因得分设置为
ｘ，神经网络由一个输入层、一个隐藏层和一个输出
层组成，隐藏层中包括５个隐藏节点，输出层包括

·５２·
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２个节点（疾病和正常），通过获得的基因权重信息
构建 ＣＲＳｗＮＰ疾病分类模型，该模型中，权重得分
乘以疾病特异性基因表达水平的乘积之和作为疾病

分类得分。最后，使用 ｐＲＯＣ包绘制接收者操作特
征 曲 线 （ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｕｒｖｅ，
ＲＯＣ），并计算 ＲＯＣ曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒＲＯＣ
ｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）以验证模型准确性。
１．５　独立数据集验证

使用独立数据集（ＧＳＥ１９４２８２）对构建的 ＣＲＳｗ
ＮＰ和正常样本的分类评分模型进行了有效性验证，
首先根据人工神经网络模型计算特异性基因的疾病

分类得分，然后使用 ｐＲＯＣ包绘制 ＲＯＣ曲线，计算
ＡＵＣ以验证分类效率，ＡＵＣ值大于０．８被认为准确
度较高［３］。

１．６　免疫细胞浸润分析
使用ｐｒｅｐｒｏｃｅｓｓＣｏｒｅ包对训练集数据进行归一

化处理后，采用ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ反卷积算法对浆细胞、
活化记忆性 ＣＤ４＋Ｔ细胞、活化 ＮＫ细胞等２２种免
疫细胞在样本中的表达进行模拟计算（设定模拟次

数为１０００次），然后使用 ｃｏｒｒｐｌｏｔ、ｖｉｏｐｌｏｔ包进一步
进行相关性分析及可视化。

２　结果

２．１　差异基因表达分析
训练集中，ＧＳＥ２３５５２包含 ３４个样本，包括

２１个ＣＲＳｗＮＰ样本和１３个正常样本，ＧＳＥ３６８３０数
据集包含 ２４个样本，包括 １８个 ＣＲＳｗＮＰ样本和
６个正常样本。将训练集数据合并后，通过差异分
析得到了１０３个差异基因，包括７８个上调基因和
２５个下调基因，差异基因的结果显示在火山图
（图２Ａ）和热图（图２Ｂ）中。
２．２　差异基因功能富集分析

为了进一步了解差异基因相关的功能和代谢途

径，通过Ｍｅｔａｓｃａｐｅ进行了富集分析，并对差异基因显
著富集的前２０个聚类进行了可视化（图３Ａ、Ｂ）。在
生物过程中，显著富集的条目为炎症应答、中性粒细

胞脱颗粒、外部刺激和免疫效应过程的正向调节等。

另外，ＫＥＧＧ通路富集分析表明差异基因主要参与病
毒蛋白与细胞因子和细胞因子受体的相互作用通路、

趋化因子信号通路、细胞因子－细胞因子受体的相互
作用等通路（图３Ｃ）。鉴于这些生物过程或者通路均
在ＣＲＳｗＮＰ中显著富集，因此，抑制相关信号通路可
能是未来的补充或替代治疗措施之一。

２．３　差异基因的随机森林筛选
运用随机森林算法对１０３个差异基因进行了分

析，为了找到最优的参数，对所有可能的变量都进行

循环随机森林分类，并计算平均错误率，选择稳定性

最优的模型进行后续分析，最终根据 Ｇｉｎｉ系数确定
了４个重要性＞２的基因作为后续分析的特异性候
选基因（图４Ａ）。在４个基因中，造血前列腺素 Ｄ
合 成 酶 （ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＤ ｓｙｎｔｈａｓｅ，
ＨＰＧＤＳ）和白细胞介素１受体样１（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅ
ｃｅｐｔｏｒｌｉｋｅ１，ＩＬ１ＲＬ１）最为重要，其次是含黄素单氧
化酶３（ｆｌａｖｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｄｉｍｅｔｈｙｌａｎｉｌｉｎｅｍｏｎｏｘｙｇｅｎａｓｅ
３，ＦＭＯ３）和对接蛋白３（ｄｏｃｋｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３，ＤＯＫ３）。
在热图中（图４Ｂ），４个候选基因可用于区分疾病和
正常样本，其中，ＨＰＧＤＳ、ＩＬ１ＲＬ１和 ＤＯＫ３在 ＣＲＳｗ
ＮＰ中高表达，在正常组织中低表达，而 ＦＭＯ３在
ＣＲＳｗＮＰ中低表达。
２．４　人工神经网络模型的构建与验证

基于随机森林筛选的特异性基因，构建了一个

人工神经网络模型（图５Ａ）。首先将４个特异性基
因的表达数据转换为“基因评分”，然后采用神经网

络算法计算每个基因的权重值，通过“基因评分”和

“基因权重”计算模型分类评分，具体公式如下：

ＣＲＳｗＮＰ神经网络模型评分 ＝∑（基因表达水平 ×
基因权重）。然后，将５８个样本的模型评分设为预
测值，将 ＣＲＳｗＮＰ和正常样本设为结果值，使用
ｐＲＯＣ包对模型的分类能力进行验证，结果发现模
型的ＡＵＣ为０．９８６（图５Ｂ），提示模型具有准确的
预测效果。

为了进一步验证模型准确性，使用另一个数据

集（ＧＳＥ１９４２８２）来验证模型在一个独立的数据集中
是否具有同样的预测能力。运用同样的方法计算出

了４个特异性基因的“基因评分”和“基因权重”，然
后通过神经网络模型计算评分，并通过ＲＯＣ曲线进
行验证，结果发现，验证集的 ＡＵＣ为 ０．８８８
（图５Ｃ），进一步证明了模型的有效性和稳定性。
２．５　免疫细胞浸润分析

为了进一步了解差异基因相关免疫细胞浸润情

况，采用 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ反卷积算法对差异基因进行
了分析。在小提琴图中，未活化的肥大细胞（Ｐ＝
０．０２１）、Ｍ２型巨噬细胞（Ｐ＝０．００７）、嗜酸性粒细胞
（Ｐ＝０．００４）在ＣＲＳｗＮＰ中出现不同程度的高表达，
而未活化的记忆 ＣＤ４＋Ｔ细胞（Ｐ＝０．００２）、未活化
的自然杀伤（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒ，ＮＫ）细胞（Ｐ＝０．００９）、
单核细胞 （Ｐ＝０．０４２）在 ＣＲＳｗＮＰ中低表达
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（图６Ａ），热图（图６Ｂ）进一步展示了２２种免疫细
胞在各样本中的分布。在相关性分析（图 ６Ｃ）中，
ＧａｍｍａＤｅｌｔａＴ细胞和记忆 Ｂ细胞（ｒ＝０．７０）、未活
化的肥大细胞和嗜酸性粒细胞（ｒ＝０．４６）、未活化的

ＮＫ细胞和单核细胞（ｒ＝０．４５）呈正相关，而浆细胞
和Ｍ２型巨噬细胞（ｒ＝－０．５６）、未活化的肥大细胞
和Ｍ０型巨噬细胞（ｒ＝－０．５１）、Ｍ０型巨噬细胞和
Ｍ２型巨噬细胞（ｒ＝－０．５４）呈负相关。
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图６　免疫细胞浸润分析　Ａ：ＣＲＳｗＮＰ和正常样本中免疫细胞浸润差异小提琴图；Ｂ：ＣＲＳｗＮＰ和正常样本中免疫细胞浸润分
布；Ｃ：免疫细胞浸润差异性分析

３　讨论

近年来，机器学习算法的发展和公共数据库中

基因表达数据的应用为研究疾病诊断或预后的生物

标志物提供了更多的方法。在 ＣＲＳｗＮＰ早期诊断
的研究领域中，既往已经通过差异性分析和功能注

释确定了部分核心基因［４６］，这些核心基因的确定

有望提高该病的早期诊断率。与这些研究相比，本

研究在差异性分析的基础上进一步进行了诊断模型

的构建与验证，并成功构建了一个 ＣＲＳｗＮＰ的早期
诊断模型，进一步提高了筛选基因和预测模型的准

确性。该模型将复杂的基因表达值转化为简单的临

床评分，便于为早期疑似 ＣＲＳｗＮＰ患者提供诊断，

也便于临床医生为患者制定合理、个性化、经济的诊

疗方案。

对差异基因的富集结果显示，大多数差异基因

参与了炎症应答、中性粒细胞脱颗粒、外部刺激和免

疫效应过程的正向调节等。目前已知的在 ＣＲＳｗＮＰ
的慢性炎症和组织学改变过程中，黏液纤毛功能的

改变、鼻窦上皮细胞屏障的异常和组织重塑以及宿

主先天性和适应性免疫反应是主要原因［６］，富集结

果证明了在ＣＲＳｗＮＰ发病过程中，上述功能的异常
或缺陷最终导致了复杂的下游免疫反应和慢性炎

症。此外，ＫＥＧＧ通路分析表明上调基因主要参与
病毒蛋白与细胞因子和细胞因子受体的相互作用通

路、趋化因子信号通路、金黄葡萄球菌感染等，金黄

色葡萄球菌的定植增加和Ｔｈ２型炎症是ＣＲＳｗＮＰ的
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主要特点［７］，作为鼻部的常见定植菌，金黄色葡萄

球菌同样也是常见的病原体，与炎症反应和慢性感

染高度相关［２］，而趋化因子同样可诱发一系列免疫

炎症反应，诱导组织重塑［８］，在 ＣＲＳｗＮＰ的免疫炎
症反应中亦发挥了重要作用。

本研究确定的 ４个特异性基因中，ＨＰＧＤＳ和
ＩＬ１ＲＬ１已在既往研究中得到了证实。既往大量的
临床及实验研究表明，ＩＬ１ＲＬ１编码的膜受体与白细
胞介素３３（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ３３，ＩＬ３３）结合，参与一系列
２型免疫、过敏性疾病的发病过程［９］，ＩＬ３３在
ＣＲＳｗＮＰ中高度表达，参与中性粒细胞募集和重塑
等生物过程，促进 Ｔｈ２型炎症反应［１０１１］，进一步促

进ＣＲＳｗＮＰ的疾病进展。目前，针对ＣＲＳｗＮＰ的ＩＬ
３３靶向生物制剂也正在临床研究之中，有望提高难
治性ＣＲＳｗＮＰ患者的临床疗效［１２］。ＨＰＧＤＳ催化前
列腺素 Ｈ２转化成前列腺素 Ｄ２，参与介导气道炎
症，是重要的炎症反应调节因子［１３］，ＨＰＧＤＳ在
ＣＲＳｗＮＰ患者的鼻黏膜中高度表达，并且相对于钩
突黏膜，ＨＰＧＤＳ在鼻息肉组织中表达水平更高，提
示ＨＰＧＤＳ不但具有促炎作用，同时还可能参与鼻息
肉的发生与进展［１４１５］。ＤＯＫ３是一种酪氨酸残基磷
酸化蛋白，在 Ｂ细胞中高度表达，参与细胞增殖、凋
亡、生长和迁移等多种过程，目前研究中，ＤＯＫ３主
要参与肿瘤的免疫过程，发挥促癌或者抑癌作

用［１６］，但有研究表明ＤＯＫ３在病毒感染的细胞中上
调［１７］，推测可能与 ＣＲＳｗＮＰ的慢性病毒感染有关，
但其在ＣＲＳｗＮＰ中的作用有待进一步研究。ＦＭＯ３
最近已被证明和多种慢性疾病有关，有研究发现

ＦＭＯ３的酶产物三甲胺Ｎ氧化物可能是炎症性疾病
的致病介质［１８］，但其在 ＣＲＳｗＮＰ中的作用仍不清
楚，本研究发现ＦＭＯ３在ＣＲＳｗＮＰ中低表达，其可能
作为一种抑制基因的机制尚需进一步验证。

ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ反卷积算法是基于线性支持向量
回归的可靠机器学习方法，采用 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ反卷
积算法对两组免疫相关差异基因进行筛选，结果提

示未活化的肥大细胞、Ｍ２型巨噬细胞、嗜酸性粒细
胞在ＣＲＳｗＮＰ中高表达，而未活化的记忆ＣＤ４＋Ｔ细
胞、未活化的ＮＫ细胞、单核细胞在ＣＲＳｗＮＰ中低表
达。肥大细胞和嗜酸性粒细胞在 ＣＲＳｗＮＰ中的作
用已被证实，二者在鼻息肉中的表达呈正相关，嗜酸

性粒细胞产生的 ＩｇＥ可以激活肥大细胞，分泌大量
２型细胞因子，促进 ＣＲＳｗＮＰ中的２型炎症反应和
嗜酸性炎症［１９］。与之相反，同样在鼻息肉中高度表

达的Ｍ２型巨噬细胞被认为是一种保护机制，Ｍ２型

巨噬细胞通过产生细胞外基质成分和血管生成因

子，参与促进组织重塑，协调适应性免疫应答，发挥

抗炎、营养和调节作用［２０］，然而，组织中持续存在的

巨噬细胞反而不利于结束炎症反应，Ｍ２型巨噬细
胞产生的白细胞介素１０缺乏可能导致嗜酸性粒细
胞型ＣＲＳｗＮＰ的持续炎症反应［２１］，提示 Ｍ２型巨噬
细胞在ＣＲＳｗＮＰ中可能存在抗炎与促炎的双向作
用，尚需进一步研究。此外，在 ＣＲＳｗＮＰ患者的鼻
息肉组织中已经观察到ＮＫ细胞的低表达，ＮＫ细胞
成熟过程的紊乱可能是 ＣＲＳｗＮＰ的发病机制中的
一个重要因素［２２］，有研究发现 ＣＤ４＋Ｔ细胞在鼻息
肉中低表达［２３］，但低表达的未活化的 ＣＤ４＋Ｔ细胞
在ＣＲＳｗＮＰ中的作用仍需进一步研究。尽管本研
究发现嗜酸性粒细胞在 ＣＲＳｗＮＰ中高表达，但也存
在一些不足，就目前研究而言，ＣＲＳｗＮＰ的鼻息肉组
织常见有嗜酸性粒细胞浸润，可根据嗜酸性粒细胞

的浸润程度分为两个亚型：嗜酸性粒细胞型 ＣＲＳｗ
ＮＰ和非嗜酸性粒细胞型 ＣＲＳｗＮＰ。其中，嗜酸性粒
细胞型ＣＲＳｗＮＰ表现出更高的炎症水平和复发倾
向，预后更差［２４］。若能根据嗜酸性粒细胞浸润程度

将患者进行分组，进一步分析其基因差异，以及在更

大的样本量中验证，有可能为 ＣＲＳｗＮＰ的个体化精
准治疗提供更可靠的参考价值，这也是我们的下一

步研究方向。

综上所述，本研究建立了一个基于机器学习和

基因表达水平的预测模型，该模型能够用于 ＣＲＳｗ
ＮＰ的早期诊断，并基于 ＧＥＯ数据库的独立样本验
证了该模型的准确性。本研究为临床医生提供了一

种新的诊断策略，便于提高早期诊断效率，改善治疗

决策。
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