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［摘　要］　目的　鉴定结核性脊柱炎（ＴＳ）的潜在病理机制。方法　收集２０２１年３月—２０２３年３月在某医院接

受治疗的１３例ＴＳ患者和１３例对照者的脊柱标本。随机选取ＴＳ患者和对照者标本各３例，使用ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏ

ｖａＳｅｑ６０００进行高通量ｌｎｃＲＮＡｓ和ｍＲＮＡｓ测序。通过差异表达分析鉴定ＴＳ中的差异表达ｌｎｃＲＮＡｓ（ＤＥｌｎｃＲｓ）

和ｍＲＮＡｓ（ＤＥｍＲｓ），并对其进行富集分析。通过蛋白质－蛋白质相互作用（ＰＰＩ）网络识别连接度最大的前２０个

ＤＥｍＲｓ，并构建ＤＥｌｎｃＲｓ和ＤＥｍＲｓ的调控网络。最后，通过ｑＲＴＰＣＲ检测剩余标本中基因的表达。结果　共鉴

定出１２４３个ＤＥｍＲｓ和２６２个ＤＥｌｎｃＲｓ。富集分析发现肌肉收缩、肌肉系统过程、肌肉结构发育、ＰＩ３ＫＡｋｔ信号

通路、钙信号通路、ｃＡＭＰ信号通路在ＴＳ中激活，而对细胞因子的反应、细胞因子介导的信号通路、免疫系统过程

的调节、细胞因子－细胞因子受体相互作用、人Ｔ细胞白血病病毒１型感染、吞噬体在ＴＳ中受到抑制。ＰＰＩ发现

了３个子网络，其中 ＭＹＬ１、ＴＴＮ、ＬＯＣ１０２７２３４０７、ＨＬＡＡ、白细胞介素（ＩＬ）－６、ＩＬ１β的连接度最高，被鉴定为关

键ＤＥｍＲｓ，ＭＹＬ１、ＴＴＮ和ＩＬ６受到ＤＥｌｎｃＲｓ的调控。ｑＲＴＰＣＲ验证了关键ＤＥｍＲｓ在ＴＳ中的差异表达。结论　

ＤＥｍＲｓ受到ｌｎｃＲＮＡｓ的调控并参与ＴＳ病理过程，且免疫反应在疾病状态下被抑制。本研究揭示了ＴＳ中的关键

分子和信号通路，为理解ＴＳ的病理机制提供了新的见解，并可能为开发新的治疗靶点提供科学依据。
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　　结核病由结核分枝杆菌引起，全球每年报告超

过１０００万例新的活动性结核病病例，是全球持续

的公共卫生挑战［１］。尽管结核病可以预防和治疗，

但尚未在全球范围内完全控制。结核性脊柱炎（ｔｕ

ｂｅｒｃｕｌｏｕｓｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ，ＴＳ）是由结核分枝杆菌引起

的肺外结核病［２］。ＴＳ是骨骼结核的主要形式，约占

骨骼病例的４４％，约占所有肺外结核病例的１０％，

给患者和社会带来沉重的疾病负担［３］。ＴＳ发病隐

匿，早期难以诊断，随着疾病发展，其通常会导致脊

柱不稳定、驼背、瘫痪，严重影响患者生活质量［４］。

ＴＳ可能与邻近神经结构受压和严重脊柱畸形导致

的神经功能缺损有关。ＴＳ病变多数位于胸腰椎节

段，影像学检查常显示多个相邻椎骨和椎间盘的破

坏，其中大多数伴有椎旁脓肿［５］。早期识别和及时

治疗可改善ＴＳ患者的预后。

目前，结核分枝杆菌诱导ＴＳ的机制尚未明确，

其临床表现提示致病细菌和宿主免疫反应之间存在

复杂的相互作用。机体对结核分枝杆菌感染的免疫

反应包括先天免疫反应和适应性免疫反应，分别由

巨噬细胞和 Ｔ淋巴细胞发挥作用
［６］。本研究利用

高通量测序技术，对ＴＳ患者和对照者的脊柱标本

进行全面分析，揭示ＴＳ发病过程中的基因表达模

式变化及其在ＴＳ发展中的潜在作用，通过功能富

集分析、蛋白质－蛋白质相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）网络等方法，探讨ＴＳ的分子机制。

１　材料与方法

１．１　标本收集　收集某医院２０２１年３月—２０２３

年３月接受治疗的１３例ＴＳ患者标本。所有患者

均处于疾病活动期，于手术期间采集脊柱组织标

本。同时招募了１３例因创伤接受脊柱手术的患

者，并收集其脊柱组织标本作为对照。所有标本

均置于－８０℃冰箱中保存。所有参与者均签署了

知情同意书，且本研究获得了该院伦理委员会批准

（２０２０ＸＥ０１３２）。

ＴＳ诊断基于临床症状（发热、乏力、体重减轻、

局部背痛等）、实验室检查（脊柱组织中存在结核分

枝杆菌感染、结核菌素试验呈阳性反应）和影像学检

查（脊柱椎体压缩变形、骨质疏松、椎体边缘破坏、脊

柱结核的软组织损伤等）结果。ＴＳ患者纳入标准：

确诊为ＴＳ；处于疾病活动期；符合手术治疗的指征。

ＴＳ患者排除标准：合并严重系统性疾病；处于抗结

核治疗中或已完成治疗。对照组纳入标准：因创伤

接受脊柱手术；与 ＴＳ患者在年龄和性别上匹配。

对照组排除标准：任何感染性、肿瘤性、免疫性等非

创伤性脊柱疾病患者；结核病患者。

１．２　标本处理与高通量测序　随机选择３例 ＴＳ

患者和３例对照组患者的脊柱标本进行高通量ｌｎ

ｃＲＮＡｓ和 ｍＲＮＡｓ测序。采用 Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，

ＵＳＡ）法从各标本中提取总 ＲＮＡ，使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ

２０００（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＵＳＡ）检测 ＲＮＡ

的浓度和纯度。使用ＲｉｂｏＺｅｒｏｒＲＮＡ去除试剂盒

（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，ＵＳＡ）去除ｒＲＮＡ，并将 ｍＲＮＡ 和ｌｎ

ｃＲＮＡ随机中断为２００～５００ｎｔ的短片段。将短片

段逆转录成ｃＤＮＡ，使用随机引物合成双链，随后进

行末端修复、加 Ａ尾和接头连接，并选择合适的长

度构建完整的ｃＤＮＡ文库。使用ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａＳｅｑ

６０００测序平台进行高通量测序，选择双端测序模

式，测序长度设置为１５０ｂｐ。

１．３　 生 物 信 息 学 分 析 　 首 先 通 过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ

ｂｃｌ２ｆａｓｔｑ软件将原始测序数据转换为ＦＡＳＴＱ 格

式，然后使用Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ工具去除接头序列和低

质量序列，以获得ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ。采用 ＨＩＳＡＴ２工具

将ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ与参考基因组比对，使用ＳｔｒｉｎｇＴｉｅ

定量基因表达水平，并应用 ＨＴＳｅｑ软件进行基因

计数。使用每百万转录本（ＴＰＭ）对数据进行标准

化处理。在Ｒ软件中使用ｅｄｇｅＲ包对ＴＳ组和对照

组患者数据进行差异表达分析。差异表达 ｍＲＮＡｓ

（ＤＥｍＲｓ）的筛选阈值设定为｜ｌｏｇ２ 倍变化（ＦＣ）｜＞１
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且犘＜０．０５，差异表达ｌｎｃＲＮＡｓ（ＤＥｌｎｃＲｓ）的筛选

阈值设定为犘＜０．０５。在 Ｒ软件中使用ｃｌｕｓｔｅｒ

Ｐｒｏｆｉｌｅｒ包将筛选出的ＤＥｍＲｓ映射到 ＧＯ和京都

基因与基因组百科全书（ＫＥＧＧ）中进行富集分析，

鉴定与ＤＥｍＲｓ显著关联的生物过程、细胞组分、分

子功能和信号通路。通过基因集变异分析（ＧＳＶＡ）

评估富集结果在ＴＳ中被激活和被抑制情况。利用

ＳＴＲＩＮＧ数据库构建ＰＰＩ网络。在ＰＰＩ网络中计

算每个蛋白质节点的连接度，连接度越高，表明该蛋

白质越处于网络中心。应用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件对ＰＰＩ

网络及其关键组分进行可视化处理。基于差异表达

分析结果，应用ｓｔａｒＢａｓｅｖ２．０预测 ＤＥｌｎｃＲｓ与

ＤＥｍＲｓ之间潜在的直接相互作用。

１．４　实时定量聚合酶链式反应（ｑＲＴＰＣＲ）　Ｔｒ

ｉｚｏｌ法提取剩余ＴＳ患者和对照组患者（各１０例）的

脊柱标本总 ＲＮＡ，并使用 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＩＩＩＦｉｒｓｔ

ＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｙｓｔｅｍ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）将总ＲＮＡ转

录成ｃＤＮＡ。使用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲ试剂盒（Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ）在７３００实时ＰＣＲ系统（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓ

ｔｅｍｓ）中进行ｑＰＣＲ反应。反应条件为：９４℃，５ｍｉｎ；

９４℃，２０ｓ，５８℃，３０ｓ，７２℃，１ｍｉｎ，共４０个循环；

７２℃，１０ｍｉｎ。ＧＡＰＤＨ 作为内参基因，采用２－ΔΔＣｔ

方法计算基因的相对表达水平。引物序列见表１。

１．５　统计分析　应用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件进行统

计分析。数据以均数±标准差表示。使用狋检验进

行组间比较，犘≤０．０５为差异具有统计学意义。

表１　ｑＲＴＰＣＲ引物序列

犜犪犫犾犲１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｑＲＴＰＣＲ

基因 引物序列（５’－３’）

ＭＹＬ１ Ｆ：ＴＧＡＧＧＧＴＣＴＧＣＧＴＧＴＣＴＴＴＧＡＣ

Ｒ：ＣＣＡＴＣＡＧＧＧＣＴＴＣＣＡＣＴＴＣＴＴＣＣ

ＴＴＮ Ｆ：ＡＣＴＧＴＴＧＴＴＧＣＴＧＣＣＧＴＴＧＡＴＡＴＧ

Ｒ：ＡＧＴＣＴＴＣＴＣＣＧＣＴＴＣＣＴＴＴＣＴＴＡＣＣ

ＬＯＣ１０２７２３４０７ Ｆ：ＧＧＣＴＧＧＡＧＴＧＧＡＴＴＧＧＧＡＧＴＡＴＣ

Ｒ：ＡＣＴＧＧＴＴＣＴＴＧＧＡＣＧＴＧＴＣＴＡＣＴＧ

ＨＬＡＡ Ｆ：ＣＴＧＣＧＧＡＧＡＴＣＡＣＡＣＴＧＡＣＣＴＧ

Ｒ：ＣＴＣＣＡＧＡＡＧＧＣＡＣＣＡＣＣＡＣＡＧ

白细胞介素

（ＩＬ）－６

Ｆ：ＧＡＧＡＧＴＡＧＴＧＡＧＧＡＡＣＡＡＧＣＣＡＧＡＧ

Ｒ：ＴＴＧＧＧＴＣＡＧＧＧＧＴＧＧＴＴＡＴＴＧＣ

ＩＬ１β Ｆ：ＣＡＧＴＧＧＣＡＡＴＧＡＧＧＡＴＧＡＣＴＴＧＴＴＣ

Ｒ：ＣＴＧＴＡＧＴＧＧＴＧＧＴＣＧＧＡＧＡＴＴＣＧ

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＧＡＡＣＧＧＧＡＡＧＣＴＣＡＣＴＧＧ

Ｒ：ＧＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴ

２　结果

２．１　差异表达分析　本研究通过高通量测序技术

分析了３例ＴＳ患者与３例对照者的脊柱标本，鉴

定出１２４３个 ＤＥｍＲｓ（图１Ａ）和２６２个 ＤＥｌｎｃＲｓ

（图１Ｂ）。ＴＳ患者中，８９１个ＤＥｍＲｓ表达上调，３５２

个ＤＥｍＲｓ下调；１４０个ＤＥｌｎｃＲｓ表达上调，１２２个

ＤＥｌｎｃＲｓ下调。
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　　注：Ａ为ＤＥｍＲｓ火山图；Ｂ为ＤＥｌｎｃＲｓ火山图。

图１　ＴＳ患者和对照患者的差异表达基因

犉犻犵狌狉犲１　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｏｆＴＳａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｐａｔｉｅｎｔｓ
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２．２　ＤＥｍＲｓ参与的生物功能和信号通路　对

ＤＥｍＲｓ的功能富集分析显示，ＴＳ患者中，与肌肉

收缩、肌肉系统过程、肌肉结构发育相关的生物学过

程被激活（图２Ａ），而对细胞因子的反应、细胞因子

介导的信号通路、免疫系统过程的调节被抑制（图

２Ｂ）。ＫＥＧＧ结果显示，ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路、钙信

号通路和ｃＡＭＰ信号通路等在 ＴＳ患者中被激活

（图２Ｃ），而细胞因子－细胞因子受体相互作用、人

Ｔ细胞白血病病毒１型感染、吞噬体被抑制（图

２Ｄ）。
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　　注：Ａ、Ｂ分别为ＴＳ中显著激活和抑制的ＧＯ功能，包括生物进程（ＢＰ），细胞组成（ＣＣ）和分子功能（ＭＦ）。Ｃ、Ｄ分别为

ＴＳ中显著激活和抑制的ＫＥＧＧ信号通路。

图２　ＴＳ中ＤＥｍＲｓ功能的富集分析

犉犻犵狌狉犲２　ＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤＥｍＲｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎＴＳ

２．３　ＰＰＩ网络分析　构建ＰＰＩ网络并识别出３个

关键子网络，推测它们代表不同的分子机制（图

３Ａ）。其 中，ＭＹＬ１ 与 ＴＴＮ、ＬＯＣ１０２７２３４０７ 与

ＨＬＡＡ、ＩＬ６与ＩＬ１β分别在相应子网络中的连接

度最高，可能在ＴＳ组中具有关键作用。ＭＹＬ１和

ＴＴＮ 在 ＴＳ 组 中 的 表 达 水 平 低 于 对 照，而

ＬＯＣ１０２７２３４０７、ＨＬＡＡ、ＩＬ６、ＩＬ１β在ＴＳ组中的

表达水平高于对照（图３Ｂ）。此外，ＭＹＬ１、ＴＴＮ和

ＩＬ６的表达模式可能受到ＤＥｌｎｃＲｓ的调控（图３Ｃ）。

２．４　ｑＲＴＰＣＲ验证　对关键基因进行ｑＲＴＰＣＲ

验证，结果显示，与对照组相比，ＴＳ组患者标本中

ＭＹＬ１和 ＴＴＮ 的表达显著降低，ＬＯＣ１０２７２３４０７、

ＨＬＡＡ、ＩＬ６、ＩＬ１β的表达显著升高（均犘＜０．０５），

见图４。
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　　注：Ａ为ＰＰＩ分析中连接度最大的前２０个ＤＥｍＲｓ的网络图；Ｂ为关键ＤＥｍＲｓ在ＴＳ组和对照组患者中的差异表达；ａ表

示犘＜０．０１，ｂ表示犘＜０．００１；Ｃ为关键ＤＥｍＲｓ的ＤＥｌｎｃＲｓ的调控网络。

图３　ＰＰＩ网络鉴定关键ＤＥｍＲｓ

犉犻犵狌狉犲３　ＰＰＩｎｅｔｗｏｒｋｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｋｅｙＤＥｍＲｓ
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　　注：ａ表示犘＜０．０５，ｂ表示犘＜０．０１。

图４　ｑＲＴＰＣＲ检测关键基因在ＴＳ组和对照标本中的表达水平

犉犻犵狌狉犲４　ｑＲＴＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｋｅｙｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｓｉｎＴＳａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ
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３　讨论

本研究采用高通量测序技术分析了ＴＳ患者与

对照者的脊柱标本，鉴定出大量ＤＥｍＲｓ和ＤＥｌｎ

ｃＲｓ，提示 ＴＳ的病理过程涉及广泛的基因表达改

变。ＴＳ患者标本中一系列关键分子和信号通路的

变化不仅确认了已知的病理机制，还发现了新的潜

在治疗靶点，为ＴＳ研究提供了新的方向。

功能富集分析显示，肌肉收缩、肌肉系统过程和

肌肉结构发育等生物学过程在ＴＳ中显著活化，这

可能与其典型临床表现（如脊柱畸形和功能障碍）有

关。在约１０％ 涉及肌肉骨骼的结核病病例中，一半

患者影响脊柱［７］。ＴＳ患者神经功能受损后需进行

肌肉活动训练，从而维持肌肉的体积和力量，防止或

减轻运动功能障碍。通过加强脊柱旁肌肉和臀肌的

等长练习来实现康复是治疗ＴＳ的主要目标，对后

期的站立、平衡和行走练习至关重要［８］。这一结果

可能反映了ＴＳ患者脊柱结构改变和功能受损的分

子基础。此外，ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路在调控结核分枝

杆菌促炎和抗炎细胞因子的产生中起到关键作用［９］。

周期性机械拉伸通过调节ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路减轻

髓核细胞的变性，改善退行性病变［１０］。为防止与吞

噬体－溶酶体融合并促进其在细胞内存活，结核分

枝杆菌抑制人类巨噬细胞中的钙信号传导［１１］。ＴＳ

患者中存在钙代谢异常，服用碳酸钙可改善骨量［１２］。

ｃＡＭＰ是一种普遍存在的第二信使，具有重要的抗

炎作用，增加ｃＡＭＰ水平可以促进脊髓损伤后轴突

再生和髓鞘形成，避免生长抑制微环境的形成［１３］。

这些生物学过程和信号通路的抑制可能与ＴＳ感染

后组织修复能力下降有关。

ＧＯ和 ＫＥＧＧ分析显示，ＴＳ中对细胞因子的

反应、细胞因子介导的信号通路以及免疫系统过程

的调节均显著增强。ＴＳ的发病机制与Ⅳ型超敏反

应密切相关。Ⅳ型超敏反应是一种涉及多种细胞因

子和信号通路的复杂炎症反应［１４］。细胞因子的抑

制可能导致局部和全身的炎症反应，这与ＴＳ的临

床特征（如疼痛和炎症）密切相关。单核细胞与淋巴

细胞比例是结核病的炎症标志物，高水平的单核细

胞与淋巴细胞比例与ＴＳ的严重程度有关
［１５］。ＴＳ

的核心病理特征包括炎性细胞浸润、血管周围脱髓

鞘、轴突损伤和神经胶质组织活化，这些炎性渗出物

可通过直接浸润并损伤神经实质，导致蛛网膜下腔

阻滞［１６］。免疫学检测炎症的间接血清学指标已经

获得应用［１７］。这一发现强调了炎症调整在ＴＳ管理

中的潜在价值，尤其是针对特定细胞因子和信号通

路的靶向治疗策略。

本研究通过构建ＰＰＩ网络，识别出三个关键的

子网络，提示了 ＴＳ中可能的分子互作机制，指出

ＭＹＬ１、ＴＴＮ、ＬＯＣ１０２７２３４０７、ＨＬＡＡ、ＩＬ６、ＩＬ１β

可能在ＴＳ病理过程中扮演核心角色。ＭＹＬ１和

ＴＴＮ表达降低可能反映了肌肉组织损伤或功能受

损的分子事件［１８］，而ＬＯＣ１０２７２３４０７、ＨＬＡＡ、ＩＬ６、

ＩＬ１β表达上调则可能与炎症反应和免疫应答激活

有关。ＴＴＮ的失活导致肌节分解、Ｚ盘变形、力损

伤、肌细胞去硬化、ＴＴＮ结合机械敏感蛋白的上调

和蛋白质质量控制途径的激活，伴随粗丝蛋白的优

先损失［１９］。ＴＳ患者ＩＬ１β和ＩＬ６水平升高，可能与

ＴＳ患者中观察到的炎症和组织损伤密切相关
［２０］。

ＩＬ６是一种已知的促炎和炎症细胞因子，具有与肿

瘤坏死因子α（ＴＮＦα）协同的活性，以持续晚期炎

症。ｑＲＴＰＣＲ对关键ＤＥｍＲｓ表达模式的验证结

果与高通量测序数据一致，进一步证实了这些基因

在ＴＳ患者中的表达变化，反映了结核分枝杆菌感

染引起的局部和系统性炎症反应，以及免疫调节机

制的改变。

此外，ＭＹＬ１、ＴＴＮ 和ＩＬ６的表达模式受到

ＤＥｌｎｃＲｓ调控，突显了ｌｎｃＲＮＡｓ在ＴＳ病理过程中

调控基因表达的重要作用［２１２２］，为理解 ＴＳ的复杂

分子机制提供了新视角。

综上所述，本研究揭示了ＴＳ病理过程中关键

分子和信号通路的变化，为理解ＴＳ的分子机制提

供了新见解，不仅有助于阐明ＴＳ的病理基础，也为

开发针对ＴＳ的新治疗策略提供了科学依据。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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