
· 837 ·神经疾病与精神卫生 2023 年 12 月 20 日第 23 卷第 12 期  Journal of Neuroscience and Mental Health， December 20，2023，Vol.23，No.12

·论著·

基于生物信息学及机器学习算法筛选诊断
帕金森病的枢纽基因

王子豪 夏欢 冯婷婷 张明洋 杨新玲

830000 乌鲁木齐，新疆医科大学第二附属医院重点实验室（王子豪、夏欢、冯婷婷、 
张明洋），神经内科（杨新玲）

通信作者：杨新玲，Email：yangxinling2014@163.com
DOI：10.3969/j.issn.1009-6574.2023.12.001

【摘要】 目的 基于生物信息学和机器学习算法探索帕金森病（PD）诊断的生物标志物及其与

免疫浸润的相关性。方法 选择基因表达综合数据库（GEO）中的 GSE20164、GSE20314、GSE20333 和

GSE24378数据集进行分析，筛选PD患者和健康对照者大脑黑质中的差异表达基因。采用GO富集分析、

KEGG 通路富集分析、LASSO 逻辑回归算法和随机森林算法筛选枢纽基因，并计算枢纽基因诊断 PD 的

受试者工作特征（ROC）曲线下面积（AUC）。采用 RNA 转录相关子集进行细胞类型识别（CIBERSORTx）评

估 PD 患者中 22 种免疫细胞的浸润特性。结果 共筛出 20 个与 PD 相关的差异表达基因，包括 5 个高表

达差异基因和 15 个低表达差异基因。GO 富集分析和 KEGG 通路富集分析结果显示，20 个差异表达基

因涉及多巴胺生物合成、胺类生物合成、对毒物反应、酪氨酸代谢、多巴胺能突触、PD、突触囊泡循环等

方面。LASSO 逻辑回归算法和随机森林算法筛选出 KCNMB3、SDC1 和 EPYC 3 个诊断枢纽基因。ROC

曲线分析显示，3 个枢纽基因综合诊断 PD 的 AUC 为 0.783。免疫浸润分析显示，PD 组中的幼稚 B 细胞、

单核细胞比例高于健康对照组，差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；幼稚 NK 细胞与激活的 CD4+T 细胞呈正相

关（P ＜ 0.05）。结论 通过 LASSO 算法和随机森林算法筛选出的 KCNMB3、SDC1 和 EPYC 枢纽基因在

PD 的诊断中展现出良好的效能。
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【Abstract】 Objective To explore biomarkers for the diagnosis of Parkinson disease （PD） and their 
correlation with immune infiltration based on bioinformatics and machine learning algorithms. Methods The 
GSE20164， GSE20314， GSE20333， and GSE24378 datasets from the Gene Expression Omnibus （GEO） 
were selected for analysis to screen for differentially expressed genes in the substantia nigra of PD patients 
and healthy controls. Gene Ontology （GO） enrichment analysis， Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

（KEGG） pathway enrichment analysis， LASSO Logistic regression algorithm， and random forest algorithm were 
used to screen hub genes， and the area under the receiver operating characteristic （ROC） curve （AUC） of hub 
genes for diagnosing PD was calculated. CIBERSORTx was used to evaluate the infiltration characteristics of  
22 immune cells in PD patients. Results A total of 20 differentially expressed genes related to PD were 
screened， including 5 upregulated genes and 15 downregulated genes. GO enrichment analysis and KEGG 
pathway enrichment analysis showed that 20 differentially expressed genes were involved in dopamine 
biosynthesis， amine biosynthesis， toxin response， tyrosine metabolism， dopaminergic synapses， PD， synaptic 
vesicle circulation， and other aspects. LASSO Logistic regression algorithm and random forest algorithm 
screened out three diagnostic hub genes， KCNMB3， SDC1， and EPYC. The ROC curve analysis showed that 
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随人口老龄化日益严重，PD发病率持续上升［1-2］，

全球患病率约为 0.3%［3］。PD 的主要症状包括震颤、

肌肉僵硬、运动缓慢和平衡困难［4］。此外，PD 患者

还可能存在非运动症状，如抑郁、焦虑、嗅觉丧失和

认知功能下降［5］。研究表明，PD 患者和模型动物大

脑中的神经胶质细胞活化和促炎因子水平较高，外

周血重促炎因子也较高且存在 B 细胞浸润，而免疫

性炎症反应主要受免疫细胞、细胞因子及趋化因子

的调节［6-9］。另一项研究显示，虽然非甾体类抗炎

药与PD发生风险之间没有明显的相关性，但药物在

减轻PD患者临床症状方面发挥了保护作用［10］。提

示炎症因子在 PD 的病理机制中扮演着重要的角色。

目前，PD 发病机制的研究涉及遗传学、微生物

群、免疫、环境及肠道黏膜屏障等多方面，但其确切

的发病机制尚未被完全揭示［11-14］。随着基因测序

技术推广，基因表达芯片在研究潜在疾病生物标志

物方面得到了广泛使用［15-16］。由于样本量有限，单

一芯片数据分析可能出现假阳性的问题，较难获得

可靠结果［17-18］。为找到与 PD 特异性相关的差异基

因，本研究采用生物信息学的多芯片联合分析方法，

对基因表达综合数据库（GEO）中有关 PD 样品为大

脑黑质的基因测序芯片全面查询，结合机器学习算

法筛选核心基因，考察相关枢纽基因涉及的特定富

集途径和免疫浸润机制，为揭示疾病相关的病理机

制提供依据。

资料与方法

1. 微 阵 列 数 据 筛 选：在 GEO（http：//www.ncbi.

nlm.nih.gov/geo）中 使 用 关 键 词“Parkinson”检 索

相关的芯片测量数据。纳入标准：（1）仅涵盖人类

mRNA 表达数据集；（2）数据集必须包含对照组和研

究组，且每组样本数量必须≥ 3 个；（3）样本组织为

人类死后大脑黑质。筛选出 GSE20164、GSE20314、

GSE20333 和 GSE24378 共 4 个黑质样本的基因表达

谱数据集作为聚合芯片数据集，并获取各个矩阵数

据集文件和相应的芯片平台文件。对 4 个数据集中

健康对照样本和 PD 样品数目分别组合，在聚合芯

片数据集获得 24 个 PD 患者样本和 24 个健康对照样

本，见表 1。

表1 GEO 微阵列数据信息

数据集 探针
样品数量（个）

样本组织 最近更新日期
健康对照 PD

GSE20164 GPL96 5 6 大脑黑质 2018 年 10 月

GSE20314 GPL96 4 4 大脑黑质 2018 年 10 月

GSE20333 GPL201 6 6 大脑黑质 2022 年 10 月

GSE24378 GPL1352 9 8 大脑黑质 2012 年 3 月

  注：GEO 基因表达综合数据库；PD 帕金森病

2. 识 别 差 异 表 达 基 因（differentially expressed 

genes， DEGs）：使用 R 软件对联合芯片集的表达矩

阵进行校正和归一化处理，PD 和健康对照样本之间

的 DEGs 通过 R 中的“limma”包确定，将 P ＜ 0.05 和

|log2（FC）| ＞ 1 作为筛选阈值，筛选出的 DEGs 采用热

图展示。

3. DEGs 的 功 能 富 集 分 析：使 用 R 软 件 中 的

Bioconductor、ClusterProfiler 和 ggplot 程序包及相关

附加包的 Rstudio 软件中工具包对 DEGs 进行基因本

论富集分析（gene ontology，GO）和京都基因组百科

全书（kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）

通路富集分析，绘制 GO 圈图和 KEGG 气泡图。筛选

P ＜ 0.05 的生物过程、细胞成分、分子功能以及信号

通路。

4. 枢纽基因的鉴定：采用 LASSO 逻辑回归算

法和随机森林算法，通过交叉验证筛选与 PD 相关

的 DEGs。使用正则化提高预测精度，在 R 软件的

“glmnet”包里运用 LASSO 逻辑回归算法，调整转

向或惩罚参数，并通过构建和评估决策树分类器模

型，使用随机森林算法反复迭代以提取出高精度的

the AUC for the comprehensive diagnosis of PD by the three hub genes was 0.783. Immune infiltration analysis 
showed that the proportion of immature B cells and monocytes in the PD group was higher than that in the 
healthy control group， and the difference was statistically significant （P ＜ 0.05）. There is a positive correlation 
between immature NK cells and activated CD4+T cells， and the difference was statistically significant （P＜0.05）. 
Conclusions The KCNMB3， SDC1， and EPYC hub genes screened through LASSO algorithm and random 
forest algorithm show good performance in the diagnosis of PD. 

【Key words】 Parkinson disease； Computational biology； Nigra； Machine learning； Immune 
infiltration

Fund programs： National Natural Science Foundation of China （81960243）；Central Government's Guide 
to Local Science and Technology Development Special Fund Project （ZYD2022C17）



· 839 ·神经疾病与精神卫生 2023 年 12 月 20 日第 23 卷第 12 期  Journal of Neuroscience and Mental Health， December 20，2023，Vol.23，No.12

分类特性。使用 R 软件包中的“Venn”确定两种算

法筛选出的 DEGs 重叠部分，绘制枢纽基因的火山

图。使用 R 包“pROC”评估枢纽基因在 PD 诊断中

的效能。为评估算法的预测效果，聚合 GSE20291、

GSE20292 和 GSE202665 共 3 个人类 PD 样本的基因

表达谱数据集作为验证数据集，计算受试者工作特

征（receiver operating characteristic，ROC）曲线下面积

（area under the curve，AUC）。双侧检验，P ＜ 0.05 为

差异有统计学意义。

5. 免疫浸润相关性分析：使用 R 软件进行免

疫浸润分析，对聚合芯片数据集中的基因表达矩

阵进行处理。为获取 22 种免疫细胞的基因表达

数据，从 CIBERSOFT 官网下载相应数据，并使用

CIBERSORTx 计算每个样品中 22 种免疫细胞的比

例，绘制免疫浸润图。为分析免疫细胞浸润分布的

相关性和差异，采用 corrplot 包和 vioplot 包绘制相关

性热图和箱图。计算免疫浸润细胞与特征基因之间

的相关系数，采用 Spearman 相关分析方法进一步研

究，使用 R 软件包 ggplot 绘制棒棒糖图。采用基因

集富集分析（gene set enrichment analysis， GSEA）方

法分析 PD 枢纽基因在不同通路上的表现。

结  果

1. PD 相关 DEGs 的识别：聚合芯片数据集共包

括 24 例 PD 患者和 24 名健康对照者，主成分分析标

准化后，数据分布趋向一致，见图1。按照筛选标准，

相较于健康对照者，找到 20 个与 PD 相关的 DEGs，

其中 5 个基因表达下调，15 个基因表达上调，见图 2。

2. GO 富集分析和 KEGG 通路富集分析：GO 富

集分析得到 93 个条目，涉及多巴胺的生物合成、对

毒物反应、对金属离子的应答等；KEGG 通路富集得

到 10 个通路，涉及 PD、突触囊泡循环、多巴胺能突

触、酪氨酸代谢等。见图 3。

3. 免疫浸润分析：24 名健康对照者和 24 例 PD

患者的 22 种免疫细胞在不同样本中的分布差异见

图 4。与健康对照者相比，PD 患者中的 22 种免疫细

胞组间浸润存在差异，特别是幼稚 B 细胞、单核细

胞在 PD 组中的比例高于对照组，见图 5。免疫细胞

相关性分析结果显示，幼稚 NK 细胞数量与激活的

CD4+T 细胞数量呈正相关（r=0.88，P ＜ 0.05），见图 6。

4. 筛选 PD 枢纽基因：LASSO 逻辑回归分析显

示，具有最小误差表达的基因有 11 个，见图 7A、7B。

随机森林算法筛选出 4 个诊断基因，见图 7C、5D。

两种算法识别出 KCNMB3、SDC1 和 EPYC 共 3 个枢

纽基因，见图 7E。

5. 枢纽基因在验证集中的表达水平分析：聚合

芯片数据集富集分析显示，SDC1 表达水平降低，

KCNMB3和EPYC表达水平上调，见图8A。3个枢纽基

因的热图见图8B。ROC曲线分析显示，SDC1、EPYC

和KCNMB3综合诊断PD的AUC为0.783，见图8C。

6. 枢纽基因与浸润免疫细胞相关性：聚合芯片

数据集中的 3 个枢纽基因的基因表达水平与免疫细

胞浸润的相关性分析显示，EPYC 基因与 NK 细胞活

化呈正相关（P ＜ 0.05），KCNMB3 和 SDC1 与 CD4+ 幼

稚T细胞呈负相关（P＜0.05），见图9。GSEA分析显示，

KCNMB3在基因表达谱中活跃，主要富集在PD、酪氨

酸代谢和氧化磷酸化调节等相关通路；EPYC 基因

主要富集在神经活性配体受体作用和核糖体相关的

调节等通路；SDC1 基因主要富集在 PD、泛素介导的

蛋白质降解和氧化磷酸化调节等相关通路，见图10。

图1 GSE20164、GSE20314、GSE20333 和 GSE24378 芯片数据集的标准化
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讨  论

PD 是进行性神经系统疾病，对机体功能产生不

同程度的影响［19］。由于症状与其他疾病重叠，PD易

被误诊［20］。目前，生物信息学的快速发展为发现和

筛选诊断基因提供有效的解决方案［21］。在机器学习

领域，LASSO 逻辑回归算法是最重要的方法之一，

用于基因表达数据的特征选择和基因与疾病之间

的关联分析［22-23］。调整正则化参数以最小化误差，

对基因和变量进行分类。随机森林算法是一种强大

而广泛应用于机器学习领域的监督学习方法，通过

构建多个决策树预测，适用于基因表达分析［24-25］。本

研究使用LASSO和RF模型研究KCNMB3、EPYC和

SDC1 3个特定基因，并使用聚合数据集进行了验证。

本研究结果显示，在 DEGs 基因富集分析中，

GO/KEGG 分析结果涉及多巴胺生物合成过程、多

巴胺能突触、PD、突触囊泡循环、酪氨酸代谢等

注：红色代表上调的差异表达基因；蓝色代表下调的差异表达基因

图2 帕金森病患者与健康对照差异表达基因热图

注：A 为 GO 富集分析图；B 为 KEGG 通路富集分析图

图3 帕金森病患者与健康对照差异表达基因富集分析图
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免疫相关信号通路，与 PD 的发病存在因果关系。

Amirian 等［26］证实炎症和免疫途径在 PD 发病中的

因果作用，进一步提示免疫反应机制与 PD 之间存

在紧密联系。本研究通过 LASSO 逻辑回归算法和

随机森林算法，筛选出 3 个 PD 相关枢纽基因，分别

为 KCNMB3、EPYC 和 SDC1。在 PD 的进展过程中，

这 3 个枢纽基因与 NK 细胞活化浸润、CD4+ 幼稚 T 细

胞浸润有关。

钾 钙 激 活 通 道 介 导 的 KCNMB3 基 因 在 控 制

平滑肌张力和神经元兴奋性中起着至关重要的作 

用［27-28］。KCNMB3 参与调解体内钙平衡，是与脑

衰老相关的神经元功能障碍和神经退行性疾病发

病机制的关键前兆［29］。Hayashi 等［30］的研究表明，

大钾通道（big potassium channel）作为一种高传导性

钙激活钾通道，其在小胶质细胞中受到 KCNMB3 基

因编码的亚基调控，直接影响神经兴奋性。另一项

研究表明，KCNMB3 的 delA750 截断突变会导致钾

电流激活电压依赖性右移，且影响含有 b3b 截断

图4 22 种免疫细胞在健康对照者与帕金森病患者中的分布图

注：红框标注区域为差异有统计学意义（P ＜ 0.05）的免疫细胞

图5 健康对照者与帕金森病患者 22 种免疫细胞浸润差异图
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的大钾离子通道的失活［31］。因此，b3b 截断可能会

影响突触抑制，从而增加神经元的兴奋性和癫痫易 

感性［32］。

EPYC 是硫酸皮肤素蛋白聚糖家族的第 3 个成

员，编码的蛋白质由 322 个氨基酸组成，属于细胞外

蛋白，表达于软骨、韧带和胎盘组织［33］。既往研究

表明，PD 患者出现软骨破坏的迹象［34-35］。随着 PD

病程的进展，软骨厚度相应减少。

SDC1 是硫酸乙酰肝素蛋白聚糖（heparan sulfate 

proteoglycan，HSPG）家族成员，主要在上皮细胞中表

达，并在免疫调节和肿瘤发展中发挥调控作用［36-39］。

相关研究表明，SDC1 表达在受损的初级感觉神经

元的神经再生和突触可塑性中起功能性作用［40］。

SDC1 还参与 PI3K/AKT 途径，参与 PD 的免疫和炎症

反应［41］。

Tan 等［42］的研究表明，免疫细胞浸润脑组织对

PD 疾病进程有加速作用。因此，采用 CIBERSORT 

算法计算免疫浸润对于发现与 PD 生物学过程密切

相关的几种免疫亚型具有重要意义。幼稚 B 细胞、

单核细胞浸润增加，幼稚 NK 细胞浸润减少，可能

通过神经损伤和炎症的方式与 PD 的发展相联系。

Calopa 等［43］报道 PD 患者外周血 CD4+T 细胞和 B 细

胞数量减少，同时外周血淋巴细胞的调亡相关标志

物表达量增高。目前，相关研究还表明，PD 患者血

浆中幼稚 B 细胞数量减少，NK 细胞数量增加［44］。

在 PD 患者中，这些改变可能导致炎症反应增强，并

加快 PD 的进展，与本研究结果一致。促炎细胞因

子增加与痴呆、PD 发病率和死亡率的高风险相关，

免疫应答和凋亡现象的正确调节可减轻与年龄相关

的退行性疾病及炎性疾病的发生发展［45-48］。

本研究结果显示，KCNMB3、EPYC和SDC1基因

生物标志物与浸润性免疫细胞存在相关性。EPYC

基因能增强NK细胞活化，KCNMB3 和SDC1 与CD4+

幼稚T细胞数量水平呈负相关。值得注意的是，PD的

病理生理机制包括大量炎症细胞改变和免疫疾病［49］。

未来，KCNMB3、EPYC 和 SDC1 通过这些炎症和免

疫细胞的作用参与 PD 病理生理过程的研究可进一

步开展，对 PD 免疫靶点的探索为进一步研究提供

图6 22 种免疫细胞的共表达相关性热图
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了参考。PD01 多肤诱导产生抗 α- 突触核蛋白抗

体的主动免疫疗法通过Ⅰ期临床试验研究，证明主

动免疫方法的安全性及诱导 IgG 抗体水平提升的

效用，其长期作用和对疾病治疗的有效性仍有待观

察［50］。此外，免疫疗法 prasinezumab 的临床试验亦

表现出良好的安全性和疗效。先前的一项 PD Ⅱ期

试验中，与安慰剂相比，该疗法能够在一年内减少

35% 的运动功能失调［51］。

  注：A、B 为 LASSO 逻辑回归算法中的回归系数路径图和交叉验证曲线图；C、D 为基于随机森林特征重要性的识别图；E 为 LASSO 逻辑回归算法和随机森林

算法识别出的存在交集的枢纽基因 Venn 图

图7 LASSO 逻辑回归算法和 RF 随机森林树方法筛选枢纽基因的可视化图
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综上所述，KCNMB3、EPYC 和 SDC1 作为 PD 的

特征基因具有潜在意义，NK 细胞和 CD4+ 幼稚 T 细

胞可能是 PD 疾病发生发展过程中的关键免疫细胞。

但是，针对特征基因的筛选仍需后续蛋白质水平的

验证及相应机制的探讨。本研究进一步阐明了在

PD 的发病与发展过程中，炎症反应的激活与神经元

损伤的潜在联系，并为探索延缓或阻止 PD 进展的

免疫治疗靶点提供了参考依据。
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图9 帕金森病患者中 KCNMB3、SDC1 和 EPYC 3 个枢纽基因与 22 种浸润免疫细胞的关联图
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