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治疗新型生物标志物的筛选*

刘柯妤1,骆婷婷1,沈世杰1,邓思齐1,Saeed
 

El-Ashram2,曹城彰1,张万江1,陈瑞平3,王优月3,吴江东1**,宋雯3**

(1.石河子大学医学院新疆地方病与民族疾病教育部重点实验室,新疆石河子
 

832000;

2.卡夫雷尔谢赫大学理学院;3.新疆建设兵团第九师医院感染科)

【摘要】 目的 利用生物信息学方法筛选结核病诊断和治疗的潜在新型生物标志物。 方法 从美国基因表达数据

库(the
 

Gene
 

Expression
 

Omnibus,GEO)下载数据集GSE34608和GSE54992用于筛选结核病的差异表达基因(DEG),

通过R软件对DEGs进行基因本体论(Gene
 

Ontology,GO)和京都基因与基因组百科全书数据库(Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes,KEGG)通路富集分析,登陆STRING网站进行差异表达基因间的蛋白-蛋白相互作用(Protein-Pro-
tein

 

Interaction,PPI)分析,并利用 Cytoscape软件分析 PPI的关键模块和关键基因。利用基因数据集 GSE116542、

GSE34608、GSE25435筛选共同差异表达 miRNA(DE
 

miRNA),采用实时定量聚合酶链反应(qRT-PCR)验证筛选的关

键基因,采用Cytoscape软件构建DEG-DE
 

miRNA网络。 结果 共筛选出379个差异表达基因,其中225个基因表

达上调,154个基因表达下调。这些DEGs主要与先天免疫反应、炎症反应、NOD样受体信号通路及吞噬体等有关。从

中筛选出10个关 键 基 因(STAT1、DDX58、TLR8、TLR7、SAMD9L、IFI44、IFI44L、XAF1、UBE2L6、IFITM1),其 中

STAT1、SAMD9L和IFI44被验证。两个miRNA用于构建DEG-DE
 

miRNA网络。 结论 共筛选出379个差异表达

基因,其中的10个关键基因可能成为结核病诊断和治疗的新生物标志物。
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【Abstract】 Objective To
 

search
 

for
 

potential
 

novel
 

biomarkers
 

for
 

the
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

tuberculosis
 

(TB)
 

by
 

bioinformatics
 

methods. Methods The
 

datasets
 

GSE34608
 

and
 

GSE54992
 

were
 

downloaded
 

from
 

the
 

Gene
 

Expres-
sion

 

Omnibus
 

(GEO)
 

database,the
 

GEO2R
 

online
 

tool
 

was
 

used
 

to
 

screen
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

(DEGs)
 

of
 

tu-
berculosis.

 

And
 

the
 

DEGs
 

were
 

enriched
 

for
 

Gene
 

Ontology
 

(GO)
 

and
 

Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes
 

(KEGG)
 

pathways
 

by
 

R
 

softwarecluster
 

profile
 

package.The
 

STRINGwas
 

used
 

to
 

analyze
 

Protein-Protein
 

Interaction
 

(PPI)
 

of
 

DEGs,and
 

utilized
 

the
 

Cytoscape
 

software
 

plug-in
 

APP
 

Molecular
 

Complex
 

Detection
 

(MCODE)
 

to
 

create
 

a
 

cluster
 

network
 

and
 

identify
 

the
 

top
 

module.
 

The
 

CytoHubba
 

plug-in
 

discovered
 

the
 

top
 

ten
 

hub
 

genes
 

and
 

quantitative
 

re-
al-time

 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(qRT-PCR)
 

was
 

utilized
 

to
 

validate
 

these
 

hub
 

genes.Finally,the
 

gene
 

datasets
 

GSE116542,GSE34608,GSE25435
 

were
 

used
 

to
 

screen
 

for
 

co-differentially
 

expressed
 

miRNAs
 

(DE
 

miRNAs).
 

To
 

pre-
dict

 

miRNA
 

target
 

genes,the
 

DE
 

miRNAs
 

were
 

submitted
 

to
 

TargetScan,miRDB,and
 

miRWalk,and
 

used
 

the
 

Venn
 

on-
line

 

tool
 

to
 

look
 

for
 

common
 

genes
 

among
 

DEGs
 

and
 

DE
 

miRNAs
 

target
 

genes.Then
 

the
 

DEG-DE
 

miRNA
 

network
 

was
 

constructed
 

using
 

Cytoscape
 

software. Results A
 

total
 

of
 

379
 

DEGs
 

were
 

screened,of
 

which
 

225
 

were
 

up-regulated
 

and
 

154
 

were
 

down-regulated.
 

These
 

DEGs
 

were
 

mainly
 

associated
 

with
 

innate
 

immune
 

response,inflammatory
 

response,
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NOD-like
 

receptor
 

signaling
 

pathway,phagosome,etc.
 

Ten
 

hub
 

genes
 

(STAT1,DDX58,TLR8,TLR7,SAMD9L,IFI44,

IFI44L,XAF1,UBE2L6,IFITM1)
 

were
 

screened,of
 

which
 

STAT1,SAMD9L
 

and
 

IFI44
 

were
 

validated.
 

Two
 

miRNAs
(hsa-miR-361-5p

 

and
 

hsa-miR-425-3p)
 

were
 

selected
 

for
 

the
 

construction
 

of
 

the
 

DEG-DE
 

miRNA
 

network. Conclusion
 A

 

total
 

of
 

379
 

DEGs
 

were
 

screened
 

out,of
 

which
 

10
 

hub
 

genes
 

may
 

become
 

novel
 

biomarkers
 

for
 

the
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

tuberculosis.
【Key

 

words】 Tuberculosis;biomarkers;bioinformatics
 

analysis;hub
 

genes;miRNA

  结核病(tuberculosis,TB)是由结核分枝杆菌

(Mycobacterium
 

tuberculosis,Mtb)引起的一种慢性

传染病。在许多国家和地区,结核病仍然是导致疾病

和死亡的一个重要原因[1]。高效、准确的诊断是防治

结核病最有效的方法之一。结核病临床诊断方法主要

包括 Mtb镜检、Mtb培养、干扰素释放试验(IGRA)
等,但这些方法或不敏感或耗时久[2-3]。生物标志物能

在短时间内观察到,并且可以替代并合理预测临床相

关终点或难以观察的中间结果,因此广泛运用于疾病

的诊断和治疗,如支气管哮喘、系统性红斑狼疮、败血

症等[4-6]。同时,也可用于结核病的诊断、治疗和控

制[7]。本研究采用生物信息学方法从多个基因数据集

中筛选关键基因,为结核病的临床诊断、治疗提供新的

生物标志物。

材料与方法

1 数据集选择和数据集处理

从GEO中下载基因表达数据集 GSE34608[8]和

GSE54992[9],以及 miRNA表达数据集 GSE116542、

GSE34608和 GSE25435[9](数据集微阵列信息如表

1),运用 GEO2R在线网络工具筛选差异表达基因

(DEG)和差异表达 miRNA(DE
 

miRNA),阈值设定

为P<0.05和|log
 

fold
 

change
 

(FC)|>1。运用

Venn在线网络工具查找共同表达的差异基因和共同

表达的差异 miRNA,并用微生信在线网站构建火山

图将其可视化。

表
 

1 基因表达数据集和 miRNA数据集微阵列信息
Table

 

1 Gene
 

expression
 

dataset
 

and
 

miRNA
 

dataset
 

microarray
 

information

类型
Type

数据集
Dataset

国家
Country

来源
Source

样品Sample
正常
Normal

结核病
Tuberculosis

平台
Platform

mRNA
GSE34608 德国 血液 18 8 GPL6480

 

Platform
 

(Agilent-014850
 

Whole
 

Human
 

Genome
 

Microarray
 

4x44K
 

G4112F
 

(Probe
 

Name
 

version))

GSE54992 中国 血液 6 9 GPL570
 

Platform
 

([HG-U133_Plus_2]
 

Affymetrix
 

Human
 

Genome
 

U133
 

Plus
 

2.0
 

Array)

miRNA

GSE116542 中国 血液 8 11 GPL19117
 

Platform
 

([miRNA-4]
 

Affymetrix
 

Multi-species
 

miRNA-4
 

Array)

GSE34608 德国 血液 8 8 GPL7731
 

platforms
 

(Agilent-019118
 

Human
 

miRNA
 

Microarray
 

2.0
 

G4470B
 

(Feature
 

Number
 

version))

GSE25435 中国 血液 3 3 GPL10850
 

Platform
 

(Agilent-021827
 

Human
 

miRNA
 

Microarray
 

(V3)
 

(miRBase
 

release
 

12.0
 

miRNA
 

ID
 

version))

2 DEGs的Go和KEGG富集分析

Go功能分析通常在三个层面进行:生物过程(bi-
ological

 

process,BP)、分子功能(molecular
 

function,

MF)和细胞成分(cellular
 

component,CC)。KEGG
是一个全面的数据库,包含新陈代谢、其他细胞过程、
机体功能和人类疾病的信息[10]。利用R软件的clus-
ter

 

profile文件包进行 Go和 KEGG通路分析,P<
0.05和FDR<0.05认为具有统计学意义。通过微生

信在线网站对富集结果进行可视化。

3 PPI网络的构建以及关键模块和关键基因的筛选

筛选出的DEGs上传至STRING数据库用于构

建蛋白-蛋白互作网络(PPI),设置交互得分<0.4。利

用Cytoscape软件的 MCODE插件和CytoHubba插

件筛选顶层模块和关键基因。

4 DE
 

miRNAs-DEGs网络的构建

将 所 有 DE
 

miRNAs 上 传 至 TargetScan、

miRDB、miWalk网站,预测 miRNA 的靶基因。此

外,使用Venn在线工具筛选靶基因和DEGs的共同

基因,并将这些基因导入Cytoscape软件,构建DEG-
DE

 

miRNA网络。

5 Thp-1细胞的培养和诱导分化

人白血病单核细胞系(Human
 

leukemia
 

mono-
cytic

 

cell
 

line,THP-1)分离自1岁急性单核细胞白血

病患儿外周血,被广泛用于炎症和免疫的研究[11-12]。
取实验室保存的 THP-1细胞用 THP-1专用培养基

(Procell公司产品)在37
 

℃、5%
 

CO2 条件下培养。
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用 160
 

nmol/L
 

phorbol
 

12-myristate
 

13-acetate
 

(PMA)诱导THP-1细胞分化为巨噬细胞,24
 

h后丢

弃含PMA的培养基,用磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤3
次,补充新的培养基。

6 BCG侵染和RNA提取

卡介苗(Bacillus
 

Calmette-Guerin,BCG)和 Mtb
诱导的免疫应答非常相似,在建立人类感染模型时,

BCG接种被认为是 Mtb感染的替代[13]。使用BCG
对THP-1进行侵染,感染复数(MOI)为10。感染4

 

h
后用PBS洗涤细胞3次,在THP-1专用培养基中培

养24
 

h。使用超纯 RNA试剂盒(DNase
 

I
 

(CWBIO
中国公司产品)提取总RNA,使用PerfectStart

 

Uni
 

RT&qPCR试剂盒(TransGen
 

Biotech中国公司产

品)将RNA反转录为cDNA。

7 qRT-PCR验证关键基因

使 用 PerfectStart
 

Uni
 

RT&qPCR 试 剂 盒

(TransGen
 

Biotech中国公司产品)和 QuantStudio
 

Real-Time
 

PCR 系统进行实时定量聚合酶链反 应

(qRT-PCR)(美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司产

品)。内参 基 因 选 择β-actin。2
-ΔΔCT 方 法 用 于 确 定

RNA的相对表达水平。引物序列见表2。

表
 

2 引物序列
Table

 

2 The
 

sequences
 

of
 

primer
基因名称
Name

前序列
Forward

 

sequence(5'-3')
后序列

Reverse
 

sequence(5'-
 

3')

STAT1 CAGCTTGACTCAAAATTCCTGGA TGAAGATTACGCTTGCTTTTCCT
DDX58 TGTGCTCCTACAGGTTGTGGA CACTGGGATCTGATTCGCAAAA
TLR8 ATGTTCCTTCAGTCGTCAATGC TTGCTGCACTCTGCAATAACT
TLR7 CACATACCAGACATCTCCCCA CCCAGTGGAATAGGTACACAGTT
SAMD9L GAAACAGGAGCACTCAATCTCA CAGCCTTACTGGTGATTTTCACA
IFI44 TTTTCGATGCGAAGATTCACTGG CCTGATGCGTTACATGCCCTT
IFI44L TCTGCCATTTATGTTGTGTGACA CAGGTGTAATTGGTTTACGGGAA
XAF1 GCTCCACGAGTCCTACTGTG GTTCACTGCGACAGACATCTC
UBE2L6 TGGACGAGAACGGACAGATTT GGCTCCCTGATATTCGGTCTATT
IFITM1 TCAACATCCACAGCGAGACC TGTCACAGAGCCGAATACCAG
GAPDH GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

8 统计学分析

采用SPSS
 

17.0软件进行统计学分析。方差分析

中实验组与对照组的比较采用Students
 

t检验,P<
0.05为差异有统计学意义。组间差异性采用 Graph

 

Pad
 

Prism
 

7.0可视化。

结 果

1 结核病差异表达基因的筛选

在数据集GSE34608和GSE54992中共有3
 

340
个DEGs(1

 

364个上调和1
 

976个下调)和4
 

707个

DEGs(2
 

396个上调和2
 

311个下调)(P<0.05和|
log

 

fold
 

change(FC)|>1)。通过Venn网站筛选出两

个数据集的共同DEGs
 

397个(225个上调和154个下

调)(图1A-C)。GSE116542、GSE34608和GSE25435
中分别发现了81、174和44个DE

 

miRNA,并筛选出

两个共同 DE
 

miRNA(hsa-miR-361-5p和hsa-miR-
421-5p),表达均上调(图1D)。

  A 显示上调的共同DEGs数量的 VENN图 B 显示下调的共
同DEGs数量的VENN图 C 上调和下调DEGs的火山图 D 共
同DE

 

miRNA的VENN图

图
 

1 DEGs和DE
 

miRNAs的筛选

A Venn
 

diagram
 

showing
 

the
 

number
 

of
 

the
 

upregulated
 

common
 

DEGs B The
 

downregulated
 

common
 

DEGs C Volcano
 

plot
 

for
 

upregulated
 

and
 

downregulated
 

DEGs D Venn
 

diagram
 

for
 

common
 

DE
 

miRNAs
Fig.1 Identification

 

of
 

DEGs
 

and
 

DE
 

miRNAs

2 Go及KEGG富集分析

运用R软件对DEGs进行富集分析。Go分析显

示,在BP,上调的DEGs主要富集在固有免疫反应、免
疫反应、炎症反应、肿瘤坏死因子产生的正向调节、炎
症反应的正向调节等;在CC中,上调的DEGs富集区

域主要包括质膜、细胞质、胞浆、胞外区等;MF中下调

的DEGs主要与蛋白结合相关(图2A-C和表3)。

KEGG通路分析显示,下调的DEGs在癌症中显著富

集于蛋白聚糖。相比之下,上调的DEGs在 NOD样

受体信号通路、吞噬体和百日咳中显著增加(图2D-E
和表4)。

表
 

4 DEGs的KEGG富集分析

Table
 

4 KEGG
 

pathway
 

analysis
 

of
 

DEGs
类别

Category
通路名称
Term

富集数
Count

P 值
P

 

Value
标准P 值
FDR

KEGG_PATHWAY hsa04621:NOD-like
 

recep-
tor

 

signaling
 

pathway
10 5.04E-04 0.043620888

KEGG_PATHWAY hsa04145:Phagosome
 

9 6.45E-04 0.043620888
KEGG_PATHWAY hsa05133:Pertussis

 

7 3.75E-04 0.043620888

KEGG_PATHWAY hsa05205:Proteoglycans
 

in
 

cancer 10 6.49E-05 0.013232768

  注:除KEGG_PATHWAY为KEGG的Go富集分析下调外,其余均为上调。
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表
 

3 DEGs的Go富集分析
 

Table
 

3 Go
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

DEGs
类别

Category
通路名称
Term

富集数
Count

P 值
P

 

value
标准P 值
FDR

BP GO:0045087~innate
 

immune
 

response 27 3.11E-10 4.70E-07
BP GO:0006955~immune

 

response 21 1.23E-07 3.73E-05
BP GO:0006954~inflammatory

 

response 19 1.82E-07 4.60E-05
BP GO:0032760 ~ positive

 

regulation
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

production
12 1.14E-08 5.25E-06

BP GO:0050729~positive
 

regulation
 

of
 

in-
flammatory

 

response
12 1.39E-08 5.25E-06

BP GO:0051092~positive
 

regulation
 

of
 

NF-
kappaB

 

transcription
 

factor
 

activity
12 6.53E-07 1.41E-04

BP GO:0051607~defense
 

response
 

to
 

virus 12 2.24E-05 0.003309244
BP GO:0042742~defense

 

response
 

to
 

bacterium 12 2.52E-05 0.003309244

BP GO:0032731~positive
 

regulation
 

of
 

in-
terleukin-1

 

beta
 

production
11 8.99E-10 6.80E-07

BP GO:0043123~positive
 

regulation
 

of
 

I-
kappaB

 

kinase/NF-kappaB
 

signaling
11 2.47E-05 0.003309244

BP GO:0071222~cellular
 

response
 

to
 

lipopo-
lysaccharide

11 2.59E-05 0.003309244

BP GO:0032496~response
 

to
 

lipopolysac-
charide 10 2.84E-05 0.003309244

BP GO:0032757~positive
 

regulation
 

of
 

in-
terleukin-8

 

production
7 4.74E-05 0.005125991

BP GO:0032755~positive
 

regulation
 

of
 

in-
terleukin-6

 

production
7 5.99E-04 0.045365583

BP GO:0045429~positive
 

regulation
 

of
 

nitric
 

oxide
 

biosynthetic
 

process
6 1.28E-04 0.012115656

BP GO:0019731~antibacterial
 

humoral
 

re-
sponse

6 3.10E-04 0.026076733

BP GO:1903428~positive
 

regulation
 

of
 

reac-
tive

 

oxygen
 

species
 

biosynthetic
 

process
5 2.68E-05 0.003309244

BP GO:0002224~toll-like
 

receptor
 

signaling
 

pathway
5 8.88E-05 0.008966537

BP GO:0002227~innate
 

immune
 

response
 

in
 

mucosa 5 1.66E-04 0.014774427

BP GO:0050832~defense
 

response
 

to
 

fungus 5 4.02E-04 0.032003925
CC GO:0005886~plasma

 

membrane 83 7.54E-07 5.84E-05
CC GO:0005737~cytoplasm 78 6.33E-04 0.011626084
CC GO:0005829~cytosol 76 0.001045409 0.018004262
CC GO:0005576~extracellular

 

region 57 5.72E-12 1.77E-09
CC GO:0070062~extracellular

 

exosome 56 9.55E-11 1.48E-08
CC GO:0005615~extracellular

 

space 43 1.06E-06 6.58E-05
CC GO:0005794~Golgi

 

apparatus 30 2.39E-06 1.24E-04
CC GO:0005764~lysosome 14 1.44E-05 5.59E-04
CC GO:0035580~specific

 

granule
 

lumen 11 5.30E-10 5.48E-08
CC GO:0035579~specific

 

granule
 

membrane 8 3.51E-05 0.001088308
CC GO:0034774~secretory

 

granule
 

lumen 8 1.55E-04 0.00370647
CC GO:0072562~blood

 

microparticle 8 6.38E-04 0.011626084
CC GO:1904724~tertiary

 

granule
 

lumen 7 1.76E-05 6.05E-04
CC GO:0070821~tertiary

 

granule
 

membrane 7 8.89E-05 0.002504558
CC GO:0030667~secretory

 

granule
 

mem-
brane 7 5.25E-04 0.01085952

CC GO:0098794~postsynapse 7 0.001137303 0.018556001

CC GO:1904813~ficolin-1-rich
 

granule
 

lu-
men 7 0.001533392 0.023767569

CC GO:0035577~azurophil
 

granule
 

mem-
brane 6 2.79E-04 0.006181982

CC GO:0030141~secretory
 

granule 6 0.00313778 0.046319608
CC GO:0042581~specific

 

granule 5 6.38E-06 2.83E-04
CC GO:0042582~azurophil

 

granule 4 1.11E-04 0.002870653
MF GO:0005515~protein

 

binding 116 5.89E-05 0.019032617
  注:除 MF为DEGs的Go富集分析下调外,其余均为上调。

  A Go-BP富集分析 B Go-CC富集分析 C Go-MF富集分析

 D 上调DEGs的KEGG通路分析 E 下调DEGs的KEGG通路
分析

图
 

2 DEGs的Go和KEGG富集分析

A The
 

result
 

of
 

Go-BP
 

enrichment
 

analysis B The
 

result
 

of
 

Go-CC
 

enrichment
 

analysis C The
 

result
 

of
 

Go-MF
 

enrichment
 

anal-
ysis D KEGG

 

pathway
 

analysis
 

of
 

upregulated
 

DEGs E KEGG
 

pathway
 

analysis
 

of
 

downregulated
 

DEGs
Fig.2 Go

 

and
 

KEGG
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

DEGs

3 关键基因和顶层模块的筛选

利用STRING网站构建PPI网络,包括307个节

点和1
 

072个边线,72个DEGs被排除在外,结果如图

3。应用Cytoscape软件的CytoHubba插件在PPI网

络中筛选出10个关键基因,分别为STAT1、DDX58、

TLR8、TLR7、SAMD9L、IFI44、IFI44L、XAF1、

UBE2L6、IFITM1。由 MCODE插件筛选出顶层模块

(图4A,B)。

注:红色节点代表上调基因,蓝色节点代表下调基因。
图

 

3 DEGs的PPI网络

Notes:The
 

red
 

nodes
 

represent
 

upregulated
 

genes,and
 

the
 

blue
 

nodes
 

represent
 

downregulated
 

genes。
Fig.3 The

 

PPI
 

network
 

of
 

DEGs
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  A PPI网络中筛选的10个关键基因 B PPI网络中获得的顶
部模块,红色节点代表上调基因

图
 

4 关键基因的筛选

A The
 

10
 

hub
 

genes B The
 

top
 

module
 

obtained
 

from
 

the
 

PPI
 

network.
 

Red
 

nodes
 

represent
 

upregulated
 

genes
Fig.4 Identification

 

of
 

hub
 

genes

4 关键基因的验证

利用PMA诱导Thp-1细胞分化,提取总RNA,
采用qRT-PCR验证关键基因的表达水平,其中3个

关键基因SATAT1,SAMD9L和IFI44表达水平显著

上调,与之前的预测一致(图5A-G)。

  A STAT1相对表达量 B DDX58相对表达量 C SAMD9L
相对表达量 D IFI44相对表达量 E XAF1相对表达量 F 
UBE2L6相对表达量 G IFITM1相对表达量。a

 

组间比较,P<0.
05。

图
 

5 qRT-PCR检测hub基因

A STAT1 B DDX58 C SAMD9L D IFI44 E XAF1
 F UBE2L6 G IFITM1.

 

a
 

P<0.05.
Fig.5 The

 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

hub
 

genes

5 DEG-DE
 

miRNA网络的构建

登陆TargetScan、miRDB和 miRWalk网站检索

miRNA的靶基因,登陆Venn网站寻找这些靶基因和

DEGs的重叠基因。结果显示,hsa-miR-361-5p的靶

基因与DEGs存在一个重叠基因,hsa-miR-423-5p与

DEGs存在两个重叠基因(图6A,B)。运用Cytoscape
软件构建DE

 

miRNA-DEGs网络PPI网络,结果如图

7。

  A VENN图筛选has-miR-361-5p靶基因与DEGs的共同基因 
B VENN图筛选hsa-miR-423-5p靶基因与DEGs的共同基因

图
 

6 基因筛选VENN图

A VENN
 

diagram
 

screened
 

the
 

common
 

genes
 

between
 

has-miR-
361-5p

 

target
 

genes
 

and
 

DEGs B VENN
 

diagram
 

screened
 

the
 

com-
mon

 

genes
 

between
 

hsa-miR-423-5p
 

target
 

genes
 

and
 

DEGs
Fig.6 VENN

 

diagram
 

of
 

the
 

gene
 

screen

  注:红色节点代表上调基因,蓝色节点代表下调基因,红色四边形

代表上调的miRNA。
图

 

7 基于DEGs和DE
 

miRNA的PPI网络

Notes:The
 

red
 

nodes
 

represent
 

up-regulated
 

genes,the
 

blue
 

nodes
 

represent
 

down-regulated
 

genes,and
 

the
 

red
 

quadrilateral
 

represent
 

up-
regulated

 

miRNAs。
Fig.7 The

 

PPI
 

network
 

based
 

on
 

DEGs
 

and
 

DE
 

miRNA

讨 论

结核病仍然是全球性的公共卫生问题,基于基因

表达数据库挖掘相关差异表达基因和信号通路的生物

信息学方法对于寻找结核病诊断和治疗的生物标志物

至关重要。
本研究从GEO数据库中下载了两个表达谱数据
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集GSE34608和GSE54992,使用Venn在线工具从两

个数据集中确定了379个共同DEGs。对差异表达基

因进行Go和KEGG富集分析,以更好地了解其在生

物学过程中的作用。Go富集分析显示,DEGs主要富

集在固有免疫反应、免疫反应、炎症反应、肿瘤坏死因

子产生的正向调节炎症反应的正向调节、蛋白结合等

方面。KEGG富集分析显示,差异表达基因主要与

NOD样受体信号通路、吞噬体和蛋白聚糖等相关。结

核病是一种慢性炎症性疾病。细胞因子是结核炎症反

应中的宿主细胞成分[14]。Mtb感染后,巨噬细胞发生

凋亡以清除细胞内细菌,并激活宿主的固有和适应性

免疫反应[15],与细胞凋亡相关的蛋白分泌也发生改

变。NOD样受体(NLR)与炎症性疾病相关[16],吞噬

体在固有免疫和适应性免疫中发挥重要作用[17]。富

集分析显示这些差异表达基因与 Mtb感染后的胞内

反应有关,在这些DEGs中有可能筛选出结核相关的

生物标志物。
应用STRING构建PPI网络,CytoHubba插件

识别出10个与结核病高度相关的关键基因,包括

STAT1、DDX58、TLR8、TLR7、SAMD9L、IFI44、

IFI44L、XAF1、UBE2L6和IFITM1。qRT-PCR显示

其中3个基因(STAT1、SAMD9L和IFI44)在 Mtb-
BCG感染后表达水平显著升高。信号转导与转录激

活因子1(signal
 

transducer
 

and
 

activator
 

of
 

transcrip-
tion

 

1,STAT1)是干扰素(IFN)信号传导的关键组成

部分,在细胞因子、生长因子和激素(如IFN和IL-6)
的刺激 下 介 导 各 种 细 胞 功 能[18]。STAT1是 应 答

IFN-γ和宿主防御 Mtb的关键介质[19]。已有研究表

明,在Mtb感染的早期阶段,磷酸化的STAT1可促进

下游凋亡因子的转录激活[20]。然而 Mtb感染后磷酸

化STAT1迅速升高,但仅持续数小时。连续数天,未
磷酸化的STAT1表达增加,抑制细胞凋亡,使Mtb逃

避宿主免疫反应[21]。此外,STAT1在肿瘤发展中发

挥双重作用,抑制和促进肿瘤生长[18]。SAMD9L是

一个与多种临床疾病相关的7号染色体基因,包括

MIRAGE综合征、共济失调-全血血细胞减少综合征、
骨髓增生异常相关综合征和白血病单体7综合征。

SAMD9L具有抗增殖特性,在乳腺癌、肝细胞癌和鳞

状细胞 癌 中 发 挥 抑 制 作 用,并 受 到 p53通 路 的 抑

制[22]。研究表明,SAMD9L在人血中表达显著升高,
且SAMD9L可抑制 Mtb感染后的细胞坏死[23]。干

扰素 诱 导 蛋 白 44
 

(interferon-induced
 

protein
 

44,

IFI44)是I型干扰素的关键基因,可能在自身免疫性

疾病的发病机制中发挥作用[24]。然而,IFI44在 Mtb
感染中 的 作 用 尚 不 清 楚。de

 

Oyarzabal等[25]报 道

IFI44在TST阳性和TST阴性细胞中表达不同,IFN

治疗6个月后IFI44表达下降。因此,在这些关键基

因中,STAT1是结核病生物标志物的首选,STAT1
及相关分子可能是活动性TB发生发展的潜在生物标

志物[26]。目前关于SAMD9L和IFI44在结核病中的

研究尚少,这两个基因在结核病中的发病机制尚不清

楚,一些类似研究认为SAMD9L可作为潜在的TB标

志物[23,26-27]。
其 他 关 键 基 因 如 DExD/H-box 解 旋 酶 58

 

(DDX58/RIG-I),是一种病毒RNA模式识别受体,调
节I型IFN的产生,维持免疫稳态,并在抗病毒免疫中

发挥作用[28]。I型IFN通过在巨噬细胞中产生 NO
来保护 Mtb[29]。为了逃逸宿主防御机制,Mtb进化抑

制自分泌I型IFN信号。TLR7和TLR8是toll样受

体(TLR)家族成员。TLR7识别相 应 配 体 后 通 过

MyD88通路进行信号转导,引起DC细胞、T细胞、巨
噬细胞的细胞反应,并分泌IL、TFN、IFN等细胞因子

抵抗 Mtb侵袭[30]。此外,激活 TLR7可促进细胞自

噬,清除细胞内 Mtb。TB的易感性与TLR8多态性

相关[31]。研究表明,TLR4和TLR8异源二聚化通过

TLR8配体(如微生物RNA)参与 Mtb的识别,诱导

Th1反应[32]。IFI44L
 

(interferon-induced
 

protein
 

44-
like)是I型干扰素刺激基因(type

 

I
 

interferon-
 

stimu-
lating

 

gene,ISG),属于IFI44家族,在抗病毒活性中

发挥重要作用。有研究发现IFI44L在人巨噬细胞内

Mtb的正向调节和清除中起重要作用,敲除IFI44L可

影响 Mtb在 细 胞 内 的 存 活[33]。XIAP-相 关 因 子1
(XAF1)尚未被发现在结核病(TB)的发病机制中发挥

作用,Mtb可能通过增加XAE1的表达来诱导免疫细

胞凋亡,但尚需通过序列实验进行验证[27]。泛素结合

酶E2L6
 

(UBE2L6)与结核病中的蛋白质泛素化和I
型干扰素相关。I型IFN 能引起 UBE2L6的上调,

UBE2L6可抑制 Mtb感染后巨噬细胞的凋亡[34]。IF-
ITM家族包括干扰素诱导跨膜蛋白1(IFITM1),抑制

IFITM1可抑制IFN-γ的抗增殖作用[35]。这些基因

大多参与结核病的发生、发展或炎症反应,其作为结核

病生物标志物的可行性有待深入研究。
本研究筛选出两个与结核有关的 DE

 

miRNA
 

(hsa-mir-361-5p和hsa-mir-421-5p)。最近的研究表

明,hsa-mir-361-5p通过参与增殖、凋亡、转移和耐药

等生物学过程,在乳腺癌、宫颈癌等恶性肿瘤的发生和

进展中起重要作用[36-37]。有研究认为,与病毒性疾病

相比,has-mir-361-5p显 著 上 调 可 能 是 结 核 病 所 独

有[38]。此外,has-mir-421-5p可通过靶向低氧反应抑

制剂(hypoxia
 

response
 

inhibitors,HRR)破坏炎症和

抗炎过程的平衡,维持hif介导的炎症基因的持续过

表达[39]。
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综上所述,本研究共筛选出两个与结核有关的

DE
 

miRNA(hsa-miR-361-5p和hsa-miR-421-5p),富
集分析显示差异表达基因主要与蛋白质和细胞因子分

泌以及炎症反应相关。同时发现10个关键基因,其中

3个(STAT1、SAMD9L和IFI44)经qRT-PCR验证。
上述基因可能成为新的结核病诊断和治疗的生物标志

物。DEG-DE
 

miRNA
 

PPI网络有助于阐明结核病发

生发展的分子机制,为结核病的发病机制研究提供了

一种新的方法。
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白提取过程中通过将缓冲液的PH值维持在7.0左右

以维持HilD蛋白的稳定性。此外,可以添加2%甘油

和2%蔗糖作为保护剂。HilD通过凝胶过滤层析柱

纯化后大量丢失,因此通过透析的方法去除咪唑。该

方法纯化的蛋白具有生物活性,之后用于晶体培养。

HilD未培养出晶体,而HilD与hilA 复合物成功培养

了晶体,晶体形状均一,但复合物晶体生长相对缓慢,
晶体小。由此可见hilA 能够稳定 HilD蛋白,有利于

晶体生长。对晶体进一步优化,但尚未获得性质均一,
单晶性好用于X线衍射的晶体。后期将继续进行晶

体优化。虽然 HilD的功能已经被广泛研究,但其结

构仍未被解析,且数据库中并不存在高度同源的结构。
因此解析鼠伤寒沙门菌转录调控因子 HilD的结构对

于进一步分析HilD发挥功能的机制具有重要意义。
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