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＜０．００１）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＧＢＰ１ｍａｙｂｅａｂｉｏｍａｒｋｅｒｆｏｒＴＵｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｐｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｆｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｕｌｃｅｒ；ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ；ｇｅｎｅ；ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ；ＧＢＰ１

　　结核病是在世界范围内流行的传染病，是单一

传染源导致死亡的主要原因之一，仅次于新型冠状

病毒 肺 炎 （ＣＯＶＩＤ１９）。根 据 世 界 卫 生 组 织

（ＷＨＯ）
［１］估计，我国２０２０年新发结核病患者数为

８４．２万，发病率为８．５％，居结核病高负担国家的第

二位；同时，受ＣＯＶＩＤ１９的影响，基本结核病服务

中断，全球因结核病死亡的患者约增加１０万例。近

年来，在ＣＯＶＩＤ１９肆虐、结核分枝杆菌变异以及

耐药菌种增多等多种因素影响下，结核病发病率上

升，治疗难度加大，结核病的防治显得尤为重要。

结核性溃疡（ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｕｌｃｅｒ，ＴＵ），又称皮肤

结核，是指结核分枝杆菌、牛分枝杆菌以及卡介苗侵

犯机体局部组织，引起病灶周围软组织、皮下及皮肤

坏死，最终液化破溃形成的创面，是临床上最常见的

一类特异感染性疾病。临床主要表现为创周皮色

暗红，肉芽苍白水肿，脓液稀薄，形成窦道或慢性

溃疡［２］。虽破溃口一般较小，但深层次多有潜行空

腔，迁延难愈。目前ＴＵ的病因及发病机制不清，早

期诊断困难，缺乏敏感和特异性高的诊断标志物，常

与其他慢性创面混淆，发病周期长，缠绵难愈，严重

影响患者日常生活，给ＴＵ的防治带来极大的负担。

迄今为止，国内外文献对结核病的研究以肺结核为

主，ＴＵ属于肺外结核，其发病机制研究较少，以个

案报道较为多见。因此，寻找ＴＵ病变发生的机制，

找到精确的治疗靶点，获得良好预后，从根本上解决

ＴＵ的问题已成为当务之急。

高通量测序技术迅速发展，生物信息学分析逐

步成为科研领域中重要的研究方法。该方法在识别

可靠的功能差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ）及筛选疾病候选生物标志物方面显示

出了巨大的优势。本文通过对基因表达综合数据库

及课题组前期基因测序数据集进行筛选，应用多种

生物信息技术进行基因分析，采用临床试验进行验

证，以期发现与ＴＵ高度相关的特异性指标，为ＴＵ

的靶向研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　数据采集　选取课题组前期基因测序的相关

数据集［３］，纳入３例ＴＵ组织标本和３例ＴＵ旁正

常组织标本，所有标本均经过病理切片鉴定。研究

从公共数据库ＧＥＯ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／ｇｅｏ／）下载肺外结核（ｅｘｔｒａｐｕｌｍｏｎａｒｙｔｕｂｅｒｃｕ

ｌｏｓｉｓ，ＥＰＴＢ）相关数据集 ＧＳＥ８３４５６，其平台为

ＧＰＬ１０５５８（ＩｌｌｕｍｉｎａＨｕｍａｎＨＴ１２Ｖ４．０Ｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎＢｅａｄＣｈｉｐ）。其中纳入ＧＳＥ８３４５６数据集４７例

ＥＰＴＢ血标本和６１例健康人体对照（ｈｅａｌｔｈｙｃｏｎ

ｔｒｏｌｓ，ＨＣ）的血标本。ＧＥＯ芯片样本数据均下载以

供进一步分析。

１．２　差异基因的筛选和京都基因与基因组百科全

书（ＫＥＧＧ）／基因本体论（ＧＯ）富集分析　用 Ｒ语

言（版本：４．１．２）对基因测序及ＧＳＥ８３４５６的数据列

进行处理。采用ＬＩＭＭＡ软件包比较试验组和正

常对照组之间的差异，识别ＤＥＧｓ，对于具有重复基

因符号的探针，使用平均值作为唯一表达值。两组设

定犘值＜０．０５和｜ｌｏｇｆｃ｜＞１为筛选条件，筛选获得

ＤＥＧｓ。用维恩图将基因测序的ＤＥＧｓ和ＧＳＥ８３４５６

的ＤＥＧｓ相交，筛选与该病相关的靶基因。通过使

用Ｒ语言中的‘ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ’包对交集基因进行

富集分析，然后使用“ｇｇｐｌｏｔ２”包进行可视化。设定

犘值＜０．０５为筛选条件，分别筛选出明显富集的

ＧＯ分析，以及ＫＥＧＧ相关富集通路分析。

１．３　ＰＰＩ网络的构建　使用检索工具检索相互作

用基因（ＳＴＲＩＮＧ）在线数据库（ｈｔｔｐ：／／ｓｔｒｉｎｇｄｂ．

ｏｒｇ；ｖｅｒｓｉｏｎ１１．５）构建蛋白质－蛋白质相互作用

（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）网络。ＰＰＩ可以

揭示疾病发生发展的机制。在此项研究中，使用

ＳＴＲＩＮＧ数据库构建相交基因的ＰＰＩ网络，得分＞

０．４的交互作用被认为具有统计学意义。Ｃｙｔｏ

ｓｃａｐｅ（版本：３．９．０）是一个开源软件平台，用于可视

化复杂网络并将其与任何类型的属性数据集成。

ＣｙｔｏＨｕｂｂａ是一个用于发现ＰＰＩ网络中枢基因的

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ插件。使用ＣｙｔｏＨｕｂｂａ插件中的最大相

关准则（ＭＣＣ）对相交基因进行 ＭＣＣ评分，并将评

分按照从高到低的顺序排列，顺序越高，基因的红色

越深。

１．４　基因组富集分析（ＧＳＥＡ）　ＧＳＥＡ是一种计

算方法，用于确定一组先验定义的基因是否在两

种生物状态（如表型）之间存在差异。使用ＧＳＥＡ

（４．２．１）确定ＧＢＰ１参与淋巴结结核病潜在的生物

学机制。通过进行１０００次基因组排列获得标准

化的富集分数（ＮＥＳ）。在当前的研究中探索特征
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［ｈ．ａｌｌ．ｖ７．５．１．ｓｙｍｂｏｌｓ．ｇｍｔ（Ｈａｌｌｍａｒｋｓ）］基因组。

设定犘值＜０．０５，错误发现率（犉犇犚）＜０．０５为筛

选条件，以量化统计上的显著富集。

１．５　临床试验验证

１．５．１　试验材料及仪器　包括ＴＲＩｚｏｌＴＭＬＳＲｅ

ａｇｅｎｔ（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），ＤＥＰＣ

水，５００ｍＬＢＲ０．１％（上海源叶生物科技有限公

司），ＰｒｉｍＳｃｒｉｐｔＲＴ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（日本 ＴａＫａＲａ公

司），ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（南 京

Ｖａｚｙｍｅ公司），引物（上海生工生物公司），高速低

温离心机（德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ公司），ＩＭＳ２５全自动雪花

制冰机（常熟雪科公司），超微量分光光度计（美国

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），Ｔ１００梯度ＰＣＲ仪

（购自美国ＢＩＯＲＡＤ公司），全自动荧光ＰＣＲ分析

仪（瑞士Ｒｏｃｈｅ公司）。

１．５．２　纳入及排除标准　纳入标准：（１）符合ＴＵ

中西医诊断标准的患者；（２）溃疡面积４～２５ｃｍ
２；

（３）患者未接受抗结核及免疫学治疗；（４）患者一般

临床资料完整且同意参加本次研究并签署知情同意

书。排除标准：（１）合并有造血系统、肝、肾及心脑血

管等严重原发性疾病及继发疾病者；（２）免疫功能受

损者，如人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）感染、白血病、淋

巴瘤或全身性恶性疾病等；（３）正在接受免疫抑制治

疗的患者，如使用糖皮质激素、烷化剂、抗代谢药物

以及放射治疗等；（４）活动性肺结核患者
［４］。

１．５．３　研究对象　选择２０２１年７月—２０２２年３

月在南京中医药大学附属南京市中西医结合医院瘰

疬科就诊的６０例ＴＵ患者为研究对象，所有患者均

经过病理诊断确诊，其中男性２３例，女性３７例，年

龄２３～７２岁，平均年龄（３９．２±８．９）岁。同期选取

本院健康体检者６０例作为对照组，其中男性２６例，

女性３４例，年龄２５～６７岁，平均年龄（４１．７±１１．４）

岁。受试者自愿参加此项研究并已签署同意书，本

研究已获得南京中医药大学附属南京市中西医结合

医院伦理科的批准，符合世界医学会赫尔辛基宣言。

１．５．４　血标本采集　采集所有 ＨＣ及ＴＵ患者治

疗前和治疗２周后清晨空腹静脉血３ｍＬ，置于离心

管中，４℃３０００×ｇ，离心１０ｍｉｎ，之后转移上清至

新离心管中，保存在－８０℃冰箱备用。

１．５．５　ＲＮＡ提取及逆转录聚合酶链反应（ｑＲＴ

ＰＣＲ）检测　按照试剂说明书对血清进行提取，并逆

转录为ｃＤＮＡ，随后将ｃＤＮＡ产物进行１０倍稀释，

并使用ｑＰＣＲ试剂盒进行实时荧光定量ｑＲＴＰＣＲ

分析。每个样品设１个复孔，重复三次试验。ｑＲＴ

ＰＣＲ对所有受试者 ＴＵ及 ＨＣ血清中 ＧＢＰ１的表

达水平进行检测。ｑＲＴＰＣＲ反应条件为：９５℃预变

性３０ｓ，９５℃变性１０ｓ，６０℃退火与延伸３０ｓ，共计

４０个循环。采用２－△△犆狋对检测数据进行相对定量

分析，通过内参基因 ＧＡＰＤＨ 的犆狋值对靶基因

ＧＢＰ１的相对表达水平进行归一化处理，并利用

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ（８．０．１）对试验结果进行处理。引

物序列见表１。

表１　ｑＲＴＰＣＲ引物序列

犜犪犫犾犲１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｑＲＴＰＣＲ

名称 正向引物序列（５’－３’） 反向引物序列（５’－３’）

ＧＢＰ１ ＡＧＧＡＧＴＴＣＣＴＴＣＡＡＡＧＡＴＧＴＧＧＡ ＧＣＡＡＣＴＧＧＡＣＣＣＴＧＴＣＧＴＴ

ＧＡＰＤＨ ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ

１．６　统计分析　统计分析均由Ｒ语言（版本：４．１．

２）软件及ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ（８．０．１）软件进行。狋检

验用于检验两组之间的差异，犘值为双侧，犘≤０．０５

认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＥＰＴＢ中ＤＥＧｓ的鉴定　从ＴＵ患者组织的

基因表达序列中筛选出２４９０个差异基因，其中

１２７６个基因上调，１２１４个基因下调，绘制相应的火

山图（见图１Ａ）和热图（见图１Ｂ）。此外，从ＥＰＴＢ

患者血液基因表达序列中筛选出７９个差异基因，其

中６９个基因上调，１０个下调，绘制相应的火山图

（见图１Ｃ）和热图（见图１Ｄ）。设置 犘＜０．０５和

｜ｌｏｇＦＣ｜＞１ 为 选 择 标 准。基 因 测 序 序 列 与

ＧＳＥ８３４５６的交叉点分别为：ＣＸＣＬ１０、ＳＬＡＭＦ８、

Ｃ１ＱＢ、ＷＡＲＳ、ＩＤＯ１、ＡＮＫＲＤ２２、ＣＡＲＤ１７、ＬＡＰ３、

ＧＢＰ１、ＥＴＶ７、ＡＰＯＬ６、ＧＢＰ３、ＴＲＩＭ２２、ＲＴＰ４、

ＯＡＳ１、ＳＡＭＤ９Ｌ、Ｐ２ＲＹ１４、ＤＤＸ６０、ＸＡＦ１（见 表

２），绘制相应的韦恩图（见图１Ｅ）和圈图（见图１Ｆ）。
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　　注：Ａ为基因测序中ＤＥＧｓ的火山图；Ｂ为基因测序中ＤＥＧｓ的热图；Ｃ为ＧＳＥ８３４５６中ＤＥＧｓ的火山图；Ｄ为ＧＳＥ８３４５６

中ＤＥＧｓ的热图；Ｅ为显示基因测序和ＧＳＥ８３４５６中差异基因交集的韦恩图；Ｆ为显示交集基因在染色体上相应位置的圈图。

图１　ＥＰＴＢ和 ＨＣ之间基因的差异表达

犉犻犵狌狉犲１　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｅｎｅｓｂｅｔｗｅｅｎｅｘｔｒａｐｕｌｍｏｎａｒｙｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓａｎｄｈｅａｌｔｈｃｏｎｔｒｏｌ

２．２　差异基因的富集分析　富集分析用于分析

ＤＥＧｓ的生物学功能，对１９个交集ＤＥＧｓ进行ＧＯ

和ＫＥＧＧ途径富集分析（见图２）。ＧＯ分析结果表

明，ＤＥＧｓ在抗病毒免疫反应、单核细胞趋化性调

节、干扰素β相关信号通路中显著富集，主要集中

在生物学功能（ＢＰ）上。ＫＥＧＧ途径分析表明，交集

ＧＥＧｓ在ＮＯＤ样受体信号通路、感染性疾病方面显

著富集。
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表２　基因测序和ＧＳＥ８３４５６中ＤＥＧｓ的交集候选靶基因

犜犪犫犾犲２　ＧｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎｄｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇｃａｎｄｉｄａｔｅｇｅｎｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｉｎＧＳＥ８３４５６

基因
基因测序（组织标本）

ｌｏｇＦＣ 犘

ＧＳＥ８３４５６（血液标本）

ｌｏｇＦＣ 犘

ＧＢＰ１ ４．１７９ ＜０．００１ １．７９２ ＜０．００１

ＣＸＣＬ１０ ７．５１３ ＜０．００１ １．４７６ ＜０．００１

ＳＬＡＭＦ８ ６．６４９ ＜０．００１ １．０９８ ＜０．００１

Ｃ１ＱＢ ５．２３５ ＜０．００１ ２．３４４ ＜０．００１

ＷＡＲＳ ３．６３３ ＜０．００１ １．０８３ ＜０．００１

ＩＤＯ１ ５．２５９ ＜０．００１ １．４０２ ＜０．００１

ＡＮＫＲＤ２２ ４．８７５ ＜０．００１ ２．６４２ ＜０．００１

ＣＡＲＤ１７ ３．６３４ ＜０．００１ １．８７１ ＜０．００１

ＬＡＰ３ ２．４６２ ＜０．００１ １．１９４ ＜０．００１

ＥＴＶ７ ４．５１０ ＜０．００１ １．４７２ ＜０．００１

基因
基因测序（组织标本）

ｌｏｇＦＣ 犘

ＧＳＥ８３４５６（血液标本）

ｌｏｇＦＣ 犘

ＡＰＯＬ６ ２．５３４ ＜０．００１ １．０７８ ＜０．００１

ＧＢＰ３ ３．６１８ ＜０．００１ １．０７１ ＜０．００１

ＴＲＩＭ２２ ２．９７１ ＜０．００１ １．０１９ ＜０．００１

ＲＴＰ４ ２．３６５ ＜０．００１ １．５５４ ＜０．００１

ＯＡＳ１ ３．８２８ ＜０．００１ １．１７５ ＜０．００１

ＳＡＭＤ９Ｌ ３．００６ ＜０．００１ １．０４１ ＜０．００１

Ｐ２ＲＹ１４ ２．０４９ ＜０．００１ １．５４５ ＜０．００１

ＤＤＸ６０ ２．３７１ ＜０．００１ １．０５８ ＜０．００１

ＸＡＦ１ １．７４４ ＜０．００１ １．１７３ ＜０．００１

!

"

#

$%&'()

*+,

*+-

*+.

"
/

#
#

0
1

#2(34

* - 5 6

7)8)39) :)9;239) 42 %<:(9

7)8)39) :)9;239) 42 9=>?<234

:)9;239) 42 %<:(9

@)''('&: :)9;239) 42 %<:(9

&34<%<:&' <33&4) <>>(3) :)9;239)

:)A('&4<23 28 >232@=4) @B)>24&C<9

:)9;239) 42 <34):8):23!?)4&

>232@=4) @B)>24&C<9

3)A&4<%) :)A('&4<23 28 <33&4) <>>(3) :)9;239)

#&D&' ?27=

@2''&A)3 4:<>):

?'227 ><@:2;&:4<@')

><7?27=

<34):>)7<&4) 8<'&>)34 @=429E)')423

4:&39!F2'A< 3)4G2:E

F2'A< &;;&:&4(9 9(?@2>;&:4>)34

)&:'= )37292>)

3(@')&: 9;)@E

72(?')!94:&37)7 HI! ?<37<3A

@!0/!7);)37)34 ;:24)<3 E<3&9) :)A('&42: &@4<%<4=

@&9;&9) ?<37<3A

F ;:24)<3!@2(;')7 ;(:<3):A<@ 3(@')24<7) :)@);42: &@4<%<4=

#J#H @B)>2E<3) :)@);42: ?<37<3A

;(:<3):A<@ 3(@')24<7) :)@);42: &@4<%<4=

3(@')24<7) :)@);42: &@4<%<4=

2C<72:)7(@4&9) &@4<%<4=K &@4<3A 23 9<3A') 7232:9 G<4B <3@2:;2:&4<23 28 >2')@('&: 2C=A)3K <3@2:;2:&4<23 28 4G2 &42>9 28 2C=A)3

2C<72:)7(@4&9) &@4<%<4=K &@4<3A 23 9<3A') 7232:9 G<4B <3@2:;2:&4<23 28 >2')@('&: 2C=A)3

I(>?): 28 A)3)9

I(>?): 28 9)')@4

H<@B 8&@42: L*M,N

,

O

- -

-

P

Q

5

.

5

.

6

R

5

5

-

6

O

-

6

O

FST *,5*.R5

F

S

T

*

*

P

*

*

-

O

F

S

T

*

*

P

Q

O

Q

6

F

S

T

*

*

*

P

6

,

O

F

S

T

*

,

5

*

O

5

6

F

S

T

*

*

O

,

6

*

R

,

*

*

.

*

*

,

*

*

-

*

*

.

*

*

-

*

*

,

*

*

.

*

*

-
*
*

,

*

*

.

*

*

-

*

*

,

*

*

.

*

*

-

*

*

,

*

*

.

*

*

-

*

*

UV V)9@:<;4<23

FS

!

**O,6*R

FS

!

*,5*O56

FS

!

***P6,O

FS

!

**PQOQ6

FS

!

*,5,.R5

FS

!

**P**-O

7)8)39) :)9;239) 42 %<:(9

7)8)39) :)9;239) 42 9=>?<234

:)9;239) 42 %<:(9

@)''('&: :)9;239) 42 %<:(9

&34<%<:&' <33&4) <>>(3) :)9;239)

:)A('&4<23 28 >232@=4) @B)>24&C<9

"<2'2A<@&' ;:2@)99

02')@('&: 8(3@4<23

#)''('&: @2>;23)34

SIWSXSFY

M'2A,* Z/%&'()[

"

*

#

-

$

%

-

&

5

$

%

5

&

6

$

%

6

&

Q

$

%

Q

&

,*

$

%

,*

&

,O

$

%

,O

&

-*

$

!-*

#2(34

.

;+&7D(94

*+*-5R-QO.

F)3)H&4<2

*+.* *+.-*+.5*+.6*+.Q

ISV!'<E) :)@);42: 9<A3&'<3A ;&4BG&=

#2:23&%<:(9 7<9)&9) "#,P

注：Ａ为ＧＯ功能富集柱形图；Ｂ为ＧＯ功能富集圈图；Ｃ为ＫＥＧＧ的通路富集分析气泡图。

图２　差异基因ＧＯ及ＫＥＧＧ的富集情况
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２．３　ＰＰＩ网络构建及相应生物标志物的选择　使

用ＳｔｒｉｎｇＯｎｌｉｎｅ数据库对１９个交叉基因进行分

析，获得１９个交叉基因的相互作用数据，构建ＰＰＩ

网络（见图３Ａ）。统计基因的连接节点数并进行可

视化（见图３Ｂ），将数据作为节点导出供进一步分

析。导出的数据采用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件进行可视化处

理，并使用ｃｙｔｏＨｕｂｂａ插件分析 ＭＣＣ的 ＨＵＢ基

因（见图３Ｃ），其中ＧＢＰ１的连接节点数及 ＭＣＣ评

分均处于核心地位。根据 ＧＢＰ１ 的表达量，将

ＧＳＥ８３４５６的样本分为两组：ＧＢＰ１ 低表达组和

ＧＢＰ１高表达组，然后采用ＧＳＥＡ对两组数据进行

分析（见图３Ｄ）。再对 ＧＳＥ８３４５６样本中的ＥＰＴＢ

组和ＨＣ组进行ＧＳＥＡ分析（见图３Ｅ）。ＧＳＥＡ结

果显示，高表达ＧＢＰ１组血标本中显著富集的途径

与ＥＰＴＢ组基本一致。免疫系统相关途径如白细

胞介素（ＩＬ）６／ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３和干扰素γ（ＩＮＦγ）反

应等与ＥＰＴＢ高度相关。
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　　注：Ａ为１９个交集基因的相互作用；Ｂ为ＰＰＩ网络核心基因的连接节点数；Ｃ为１９个交集基因中 ＨＵＢ基因的相互作用，

颜色越红，ＭＣＣ评分越高；Ｄ为ＧＳＥ８３４５６中 ＧＢＰ１高表达组和低表达组中 Ｈａｌｌｍａｒｋｓ基因集的 ＧＳＥＡ；Ｅ为 ＧＳＥ８３４５６中

ＥＰＴＢ组和 ＨＣ组中 Ｈａｌｌｍａｒｋｓ基因集的ＧＳＥＡ。

图３　ＥＰＴＢ的ＰＰＩ网络及ＧＳＥＡ富集分析
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２．４　ｑＲＴＰＣＲ检测血清中ＧＢＰ１的 ｍＲＮＡ表达

水平 　ｑＲＴＰＣＲ 检测 ＴＵ 患者及 ＨＣ 血清中

ＧＢＰ１的表达水平，结果发现ＴＵ患者血清内ＧＢＰ１

的表达水平较ＨＣ中高，差异具有统计学意义（犘＝

０．００７，见图４Ａ）。治疗２周后，ＴＵ 患者血清内

ＧＢＰ１的表达水平较治疗前明显下降，差异具有统

计学意义（犘＜０．００１，见图４Ｂ）。
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　　注：Ａ为ｑＲＴＰＣＲ方法检测 ＧＢＰ１在 ＴＵ患者及 ＨＣ血清中

ｍＲＮＡ的相对表达量；Ｂ为ｑＲＴＰＣＲ方法检测ＧＢＰ１在ＴＵ患者治

疗前及治疗２周后血清中ｍＲＮＡ的相对表达量。

图４　血清中ＧＢＰ１的ｍＲＮＡ表达水平

犉犻犵狌狉犲４　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｓｅｒｕｍＧＢＰ１

３　讨论

目前临床上报道的结核病以肺结核为主，ＴＵ

属于ＥＰＴＢ，较为少见。加上临床上多药耐受性结

核分枝杆菌层出不穷，ＴＵ又常易与其他慢性创面

混淆导致误诊漏诊，给ＴＵ的防治带来极大的负担，

探索其潜在的发病机制和治疗指标是当务之急。

本研究从ＴＵ组织基因测序及ＧＥＯ数据库提

取ＥＰＴＢ的原始数据着手，使用生物信息学分析分

别挖掘ＴＵ组织与ＴＵ旁正常组织的差异基因，以

及ＥＰＴＢ血液与ＨＣ血液之间的ＤＥＧｓ。总共筛选

出１９个交集的 ＤＥＧｓ，均为上调基因。对比这些

ＤＥＧｓ在组织和血液中的表达水平，发现组织中的

差异表达普遍较血液更为明显。据相关文献［５］报

道，超过半数的 ＥＰＴＢ患者可引起病灶周围软组

织、皮下及皮肤的损伤，最终导致ＴＵ的形成。ＴＵ

形成后，结核分枝杆菌在病灶组织中聚集，通过直接

蔓延的方式继续侵犯周围软组织，扩大感染范围，而

血液是结核分枝杆菌传播的一个途径，并在全身扩

散，推测可能是因为结核分枝杆菌在血液中相较于

局部组织含量较低，故因感染引发的变化不明显。

ＧＯ分析结果显示，ＤＥＧｓ主要富集在抗病毒免

疫反应、单核细胞趋化性调节、干扰素β（ＩＦＮβ）等

方面。单核细胞的趋化性是指单核细胞移行至炎症

区域或其他趋化刺激物处执行功能，趋化因子在单

核细胞趋化的过程中行使调节作用［６］。在结核病

中，趋化因子可趋化单核细胞向被结核分枝杆菌感

染的部位聚集，参与机体的慢性炎症反应及肉芽肿

的形成［７］。ＩＦＮβ属于Ⅰ型干扰素家族，常在临床上

应用于调节免疫、抑制肿瘤生长和抗病毒等方面［８９］。

Ⅰ型干扰素会促进慢性细菌感染，据相关文献
［１０１１］

报道，ＩＦＮβ在结核分枝杆菌感染期间会抑制宿主

抗菌免疫反应并促进发病机制。

ＫＥＧＧ富集分析显示，ＤＥＧｓ主要富集在 ＮＯＤ

样受体信号通路、感染性疾病等信号通路上。ＮＯＤ

样受体（Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ

ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＮＬＲ）为模式识别受体，由介导配体

蛋白的Ｃ端亮氨酸富集重复结构域（Ｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈ

ｒｅｐｅａｔｄｏｍａｉｎ，ＬＲＲｓ）、具有ＡＴＰ酶结构域的中心

核 酸 结 合 结 构 域 （Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ，

ＮＢＤ）和结合下游分子的 Ｎ 端结构域组成
［１２］。

ＮＯＤ样受体是结核分枝杆菌激活机体促炎反应的微

生物传感器。通过其ＬＲＲ结构域感知细菌，从而激

活ＮＦκＢ和ＭＡＰＫ等信号通路，启动机体炎症反应。

同时，ＮＯＤ样受体会激活巨噬细胞及其他免疫细胞，

将其招募到感染部位参与慢性炎症的形成。ＮＯＤ１

样受体可以促进趋化因子的产生和中性粒细胞的募

集，ＮＯＤ２样受体可以调节人类巨噬细胞中结核分枝

杆菌的促炎反应和宿主反应［１３１５］。

对交集基因进行蛋白相互作用分析，筛选出关

键基因ＧＢＰ１。ＧＢＰ１又称鸟苷酸结合蛋白，是一种

在ＩＮＦγ刺激下大量表达的基因，属于ＧＴＰａｓｅ家

族，在巨噬细胞等多种细胞类型中表达，并在炎症组

织中上调［１６］。ＧＢＰ１的高表达可增加结核分枝杆菌

感染后细胞因子ＩＬ１β的释放，保护结核分枝杆菌

在细胞内存活。ＧＢＰ１为脂多糖（ＬＰＳ）的传感器，

可作为一种模式识别受体与ＬＰＳ直接相连，从而激

活炎性小体，触发机体炎性反应［１７］。同时，ＧＢＰ１具

有抗血管生成活性，一方面通过抑制ＶＥＧＦＡ的表

达直接抑制血管的生成，另一方面通过诱导血管抑

制细胞因子／趋化因子的释放如ＣＸＣＬ９１１的表达

间接抑制血管生成［１８１９］。而血管新生与创面的愈合

息息相关，是愈合过程中的重要机制，更是创面修复

愈合的关键环节。

通过 ＧＳＥＡ富集分析对 ＧＳＥ８３４５６芯片进行

验证，发现高表达ＧＢＰ１组血标本中显著富集的途

径与ＥＰＴＢ组基本一致。随后，通过ｑＲＴＰＣＲ验

证人体血液中ＧＢＰ１的表达水平，证实ＧＢＰ１在ＴＵ

患者的血清中高表达并在ＴＵ患者接受治疗２周后

明显下降。据此推测，ＴＵ的创面久不愈合，与ＧＢＰ１

促进炎症反应的发生、结核分枝杆菌感染及抑制机体

血管的形成密不可分。抑制ＧＢＰ１可能加速ＴＵ创
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面的愈合，减轻患者痛苦，提高患者的生存质量。

综上所述，本研究揭示ＧＢＰ１在ＴＵ的发病机

制中发挥了重要作用，有可能成为ＴＵ的药物靶点

和诊断标志物。但是，由于慢性创面久不愈合时，都

有着类似的炎性过程，以 ＧＢＰ１能否作为区别ＴＵ

与其他慢性创面的指标，尚待进一步验证。本研究

对ＴＵ的分子生物学有了新的认识，也为将来研究

ＴＵ新的生物标志物及作用机制提供了新思路。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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