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  [摘要] 目的 识别结核病患者中关键的代谢基因,并探讨这些基因的诊断价值。方法 使用GEO数据库下

载数据集GSE83456和GSE42834。通过差异分析、通路富集分析、机器学习算法等方法,对结核病中关键代谢基

因进行了挖掘与分析。结果 在结核病患者和对照人群中发现了1170个差异表达的基因,其主要富集在与免疫相

关的通路。与代谢相关基因集取交集后,使用机器学习算法筛选出了5个关键的代谢基因(PRDX6、MGLL、

RENBP、WASF3、IDO1),通过神经网络模型展现了较高的预测准确性。结论 通过综合的生物信息学分析,鉴定

了5个关键代谢基因,为结核病的早期诊断和治疗提供了新的思路。
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Theexcavationandanalysisofkeymetabolicgenesintuberculosis
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[Abstract] Objective Toidentifykeymetabolicgenesintuberculosis(TB)patientsandto
exploretheirdiagnosticvalue.Methods DatasetsGSE83456andGSE42834weredownloaded
fromtheGEOdatabase.Differentialexpressionanalysis,pathwayenrichmentanalysis,and
machinelearningalgorithmswereemployedtoidentifyandanalyzekeymetabolicgenesinTB.
Results Atotalof1170differentiallyexpressedgenes(DEGs)wereidentifiedbetweenTB
patientsandhealthycontrols,primarilyenrichedinimmune-relatedpathways.Afterintersecting
withmetabolicgenesets,fivekeymetabolicgenes(PRDX6,MGLL,RENBP,WASF3,and
IDO1)werescreenedusingmachinelearningalgorithms.Aneuralnetworkmodeldemonstrated
highpredictiveaccuracyforthesegenes.Conclusion Throughcomprehensivebioinformatics
analysis,fivekeymetabolicgenesareidentified,providingnewinsightsfortheearlydiagnosis
andtreatmentofTB.
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  结 核 病 是 由 结 核 分 枝 杆 菌(mycobacterium
tuberculosis,MTB)引起的慢性传染病,是全球重大

公共卫生问题之一[1]。MTB感染可导致宿主细胞

代谢重编程[2],这种代谢变化与免疫应答的平衡密

切相关[3-4]。研究[5]表明,代谢基因多态性与结核

病的易感性、进展及治疗反应相关:全基因组测序发

现脂肪酸代谢基因突变影响 MTB传播。此外,特
定代谢物可能增强宿主对 MTB的抵抗力,氨基酸

代谢则可能通过调节T细胞功能参与免疫应答[6]。
然而,目前针对结核病代谢基因生物标志物的研究

仍有限,本研究旨在筛选结核病关键代谢基因,为诊

断和治疗提供新思路。

1 资 料 与 方 法

1.1 一 般 资 料  结 核 病 基 因 表 达 谱 数 据 集
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GSE83456 和 GSE42834 下 载 于 GEO 数 据 库

[Home-GEO-NCBI(nih.gov)]。GSE83456作为训

练集,包含结核病患者92例和健康对照61例,

GSE42834作为验证集,包括结核病患者40例和健

康对照118例。

1.2 基因来源 代谢基因来源于基因集富集分析

(genesetenrichmentanalysis,GSEA)中的 KEGG
数据集[GSEA(gsea-msigdb.org)],包含1851个代

谢基因。

1.3 差异分析 对于芯片数据的表达矩阵,首先用

对基因名称重注释,对于多个探针对应同一个基因,
则取平均值。随后使用“limma”包进行差异分析,
识别出差异表达的 mRNA。使用“venn”包将差异

mRNA与代谢基因取交集,得到差异代谢相关基

因。使用“pheatmap”包对差异代谢相关基因绘制

热图。

1.4 差异代谢相关基因功能注释和通路富集 基

因本体论(geneontology,GO)是一种用于描述基因

功能的标准化分类系统。它是一个由3个独立但相

互关 联 的 分 类 组 成 的 层 次 结 构,包 括 分 子 功 能

(molecularfunction,MF)、细 胞 组 分 (cellular
component,CC)和 生 物 过 程(biologicalprocess,

BP)。京 都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书 (Kyoto
EncyclopediaofGenesandGenomes,KEGG)是一

个综合性的生物信息学数据库,提供了基因组、代谢

通 路、疾 病 和 药 物 等 方 面 的 信 息。 使 用

“clusterProfiler”,“org.Hs.eg.db”软件包进行 GO
和KEGG途径富集分析,以了解差异代谢相关基因

的潜在功能。使用“enrichplot”、“ggplot2”包对富集

结果进行可视化,前10个结果显示出来。

1.5 构建差异代谢基因的的蛋白质-蛋白质相互

作用网络 蛋白质-蛋白质相互作用网络(Protein-
ProteinInteraction Networks,PPI)是 通 过 使 用

STRING 数 据 库 [STRING:functionalprotein
associationnetworks(string-db.org)]来分析差异代

谢基因之间如何相互作用的。随后,利用Cytoscape
软件3.8.0构建并可视化了PPI网络。

1.6 机器学习算法 最小绝对值收敛和选择算子

(leastabsoluteshrinkageandselectionoperator,

LASSO)是一种通过在回归分析中引入L1正则化

来实 现 变 量 选 择 和 模 型 简 化 的 统 计 算 法,使 用

“glmnet”包进行分析。随机森林特征递归消除算法

(randomforest-recursivefeatureelimination,RF-
RFE)是以随机森林作为底层函数进行特征的向后

消除算法,当准确度达到最高时可以获得与疾病相

关的最优子集,使用“caret”包进行分析。

1.7 神经网络模型 神经网络是一种模拟人脑神

经系统的计算模型。它由一组相互连接的节点组

成,这些节点可以接收输入信号、处理信息并产生输

出信号。使用 R语言中的“neuralnet”和“Neural
NetTools”实现。

1.8 受 试 者 工 作 特 征 (receiver operating
characteristiccurve,ROC)曲线分析和表达分析 
在GSE83456数据集中,对筛选的每个关键基因进

行了ROC曲线分析,以验证其准确性。“pROC”软
件包用于ROC曲线分析。曲线下面积(areaunder
curve,AUC)>0.7的hub基因被认为对疾病诊断

有用[7]。结核病患者和对照样本之间的hub基因

表达水平显示在R包“ggplot2”生成的箱线图中。

1.9 列线图 列线图又称诺莫图,它是建立在回归

分析的基础上,使用多个临床指标或者生物属性,然
后采用带有分数高低的线段,从而达到设置的目的,
基于多个变量的值预测一定的临床结局或者某类事

件发生的概率。使用“rms”和“rmda”包进行分析。

1.10 使用cibersort算法估算结核病患者中的免

疫细胞浸润情况 CIBERSORT是一种基于线性支

持 向 量 回 归 (linearsupportvectorregression,

SVR)原理的分析工具,专门用于从复杂的组织样本

中估算不同细胞类型的组成。使用 R 语言中的

“CiberSortR”包进行CiberSort分析。

1.11 统计学方法 应用Rstudio4.2.2版本统计软

件分析数据。正态分布的计量资料比较采用t检

验,相关性分析使用Pearson相关性分析;非正态分

布的计量资料比较采用 MannWhitney秩和检验,
相关性分析使用 Spearmman相关性分析。P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 结 核 病 患 者 中 差 异 表 达 的 mRNAs 对

GSE83456数据集进行差异分析,当|log2(FC)|>
0.5,P<0.05时,共识别出1170个差异表达的

mRNAs(789 个 上 调 mRNAs,381 个 下 调

mRNAs)。其 表 达 情 况 通 过 火 山 图 来 可 视 化

(图1)。
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图1 结核病患者和健康样本中差异表达的 mRNAs的火山

图

Figure1 ThevolcanoplotofdifferentiallyexpressedmRNAs

betweentuberculosispatientsandhealthycontrols

2.2 结核病患者中差异表达的 mRNAs的功能富

集分析 为了进一步探索差异mRNAs所涉及的生

物学功能,进行了 GO 和 KEGG 功能富集分析。

KEGG结果表明,这些基因主要富集在核苷酸结合

寡聚 结 构 域(nucleotideoligomerizationdomain,

NOD)样受体信号通路、金黄色葡萄球菌感染、抗原

处理和呈递、细胞黏附分子、补体和凝血级联、C型

凝集素受体信号通路、核因子κB(nuclearfactor
kappa-B,NF-κB)信号通路、中性粒细胞外陷阱形

成、坏死性凋亡及肿瘤坏死因子信号通路等免疫相

关的通路(图2A)。GO注释结果表明,在分子功能

方面,这些基因主要富集在先天免疫反应的调节、细
胞因子介导的信号传导通路、免疫效应过程的调节

及抗原处理和呈递等相关免疫通路。在细胞组分方

面,这些基因主要富集在炎症小体复合体、还原型辅

酶Ⅱ氧化酶复合体、吞噬性囊泡和吞噬性囊泡膜、主
要组 织 相 容 性 复 合 体 (majorhistocompatibility
complex,MHC)蛋白复合体等相关免疫通路。在生

物过程方面,这些基因主要富集在肽抗原结合、免疫

受体活性、MHC蛋白复合物结合、MHCⅡ类蛋白

复合物结合及模式识别受体等相关免疫通路(图

2B)。

2.3 结核患者中差异表达的代谢 mRNAs的鉴定

及PPI网络 从GSEA数据库获得代谢相关基因

1851个,通过与之前获得的差异 mRNAs取交集,
一共提取出了86个差异表达的代谢mRNAs(69个

上调mRNAs,17个下调 mRNAs)(图3A,B)。为

了进一步研究这86个差异表达代谢基因的蛋白质

相互作用关系,构建了一个蛋白质相互作用网络。
将所有的差异代谢基因提交到了STING数据库

中。通过Cytoscape软件对获得的结果进行可视

化,展示了这些基因之间的网络相互作用。在移除

了没有相互作用的差异代谢基因后,网络包括了73
个节点和149条边,每条线段代表蛋白质之间存在

的一种相互作用(图3C)。

2.4 机器学习筛选结核病中关键的代谢基因 利

用机器学习特征筛选的经典算法对差异代谢基因进

行深层次地挖掘。通过LASSO算法,鉴定出了7
个特征基因作为候选的关键因子(图4A,B)。RF
分析依据基因重要性排序,取重要性评分>1的基

因作为关键的候选基因(图4C)。最后,通过将这两

种算法获得的候选基因进行交集(图4D),获得了5
个至 关 重 要 的 基 因,分 别 为 PRDX6、MGLL、

RENBP、WASF3和IDO1。

图2 结核病患者中差异表达的mRNAs的功能富集分析

A.在结核病患者和对照人群之间差异表达基因的KEGG通

路富集分析结果;B.GO通路富集分析的结果

Figure2 Functionalenrichmentanalysisofdifferentially
expressedmRNAsintuberculosispatients
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图3 结核病中差异代谢mRNAs的鉴定

A.差异 mRNAs与代谢基因的韦恩图;B.差异代谢 mRNAs
的热图;C.差异代谢 mRNAs的PPI网络

Figure3 IdentificationofdifferentiallymetabolisedmRNAs
intuberculosis

2.5 特征基因诊断及构建列线图 利用火山图和

箱线图对筛选出的5个特征基因进行展示(图5A,

B),结果发现,这5个基因均是在结核病中表达量

高于对照组的基因(P<0.001),即危险基因。利用

这5个代谢基因构建神经网络,结果表明,这5个代

谢基因预测对照组人群准确率为93.4%,预测结核

病患者的准确率是85.9%,能够较好地区分对照人

群和结核病人群(图5C)。为了进一步评估上述机

器学习方法筛选的5个特征代谢基因的诊断价值,
构建了ROC曲线,并计算AUC,结果表明,每个特

征代谢基因的 AUC范围为0.718~0.866,模型的

AUC值为0.943(95%CI:0.902~0.976)(图5D),
表明这些特征代谢基因具有良好的诊断性能。最

后,根据特征代谢基因的综合打分,预测患者的发病

风险(图5E)。

2.6 结核病的免疫细胞浸润状况及其与特征代谢

基因的相关性 为了了解结核病的免疫状况,采用

CIBERSORT算法分析了结核病患者与对照人群之

间的免疫细胞的表达情况。每个样本中22种免疫

细胞亚型的比例(图6),在对照组人群中,B细胞占

据了相对较高的百分比。在结核病患者中,T细胞

的比例有所上升,特别是CD8T细胞和CD4记忆

激活T细胞的百分比增加。同时,调节性T细胞、

NK细胞、巨噬细胞、树突状细胞在结核病组中的百

分比有所增加。结核病组和对照组之间有8种免疫

细胞类型显著不同,差异有统计学意义(P<0.05),
其中,有6个免疫细胞在结核病组中高表达,分别为

γδT细胞、单核细胞、M1型巨噬细胞、M2型巨噬

细胞、激活的树突状细胞和中性粒细胞。有2个免

疫细胞在对照组中高表达,分别为CD8T细胞和滤

泡辅助T细胞(图7)。
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图4 结核病中关键代谢基因的筛选

A.随机森林模型误差随树数量的变化趋势;B.变量系数随正则化参数λ的变化路径;C.LASSO模型中选择λ最小时,有7个

变量被保留下来;D.得到了5个共有的关键代谢相关基因

Figure4 Screeningofkeymetabolicgenesintuberculosis
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图5 特征基因在预测结核病中的表达分析和诊断效果

A.特征基因差异分析的火山图;B箱线图显示了GSE83456数据集中特征基因在结核病患者和正常对照组中的 mRNA表达;

C.神经网络模型显示了5个特征基因区分结核病患者和正常人群的敏感度和特异度;D.特征基因诊断性能的ROC曲线;E.预
测结核病患者发病风险的列线图

Figure5 Expressionanalysisanddiagnosticeffectoffeaturegenesinpredictingtuberculosis

图6 每个样本中22种免疫细胞亚型的比例情况

Figure6 Proportionofthe22immunecellsubtypesineachsample

图7 结核病组和对照组之间免疫细胞类型的差异小提琴图

Figure7 Violinplotofthedifferencesinimmunecelltypesbetweenthetuberculosisandcontrolgroups
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2.7 外部数据集验证 为了验证5个特征基因是

否 在 其 他 结 核 数 据 集 中 差 异 表 达,选 择 了

GSE42834数据集进行外部验证。在结核组中,5个

枢纽基因表达均上调,与训练集的结果一致(图8)

WASF32组间差异P=0.016,其余P<0.001。

图8 验证集中特征基因的表达分析

Figure8 Expressionanalysisoffeaturegenesinthevalidationset

3 讨  论

本研 究 首 先 识 别 出 1170 个 差 异 表 达 的

mRNAs,这些差异表达的mRNAs可能参与了结核

病的发病机制,通过GO和KEGG功能富集分析,
发现这些差异表达的mRNAs主要富集在与免疫相

关的通路中。这与结核病作为一种主要通过免疫系

统介导的感染性疾病的特点相符合。特别是NOD
样受体信号通路和NF-κB信号通路的富集,表明了

固有免疫系统在结核病发生中的中心作用。这些通

路的激活可能导致炎症细胞因子的释放,从而促进

免疫细胞的招募和活化。其次,通过与代谢相关基

因集的交集分析,鉴定了86个差异表达的代谢

mRNAs,并构建了它们的蛋白质相互作用网络。网

络分析揭示了这些基因之间的潜在协同作用。利用

机器 学 习 算 法,筛 选 出 了5个 关 键 的 代 谢 基 因

(PRDX6、MGLL、RENBP、WASF3、IDO1),这些基

因在结核病中的表达量显著高于对照组。构建的基

于这5个代谢基因的神经网络模型展现了较高的预

测准确性,ROC曲线和AUC值的结果进一步证实

了这些基因的诊断潜力。此外,通过列线图,能够预

测患者的发病风险,这可能对结核病的早期诊断和

治疗具有重要意义。CIBERSORT算法的应用揭示

了结核病患者与对照人群之间免疫细胞亚型比例的

差异,特别是T细胞亚群的变化,这可能反映了结

核病中免疫应答的激活状态。最后,在 GSE42834
数据集中的验证结果进一步支持了所鉴定的特征基

因在结核病中的表达差异,增强了这些基因作为潜

在生物标志物的可靠性。
吲 哚 胺-2,3-双 加 氧 酶 1(indoleamine2,3-

dioxygenase1,IDO1)是一种在细胞质中发现的酶,
是一种含血红素的双加氧酶类,被认为是一种经典

的免疫检查点,有助于肿瘤免疫逃逸[8]。IDO1在

色氨酸代谢中起着关键作用,它催化色氨酸转化为

犬尿氨酸,是该代谢途径中的限速酶[9-10]。IDO1
作为一个重要的肿瘤免疫治疗靶点,已有多种小分

子抑制剂被开发出来[11]。本研究发现IDO1在结

核病患者中也是高表达,暂未有文章报道过IDO1
抑制剂在结核病中的应用,猜测IDO1可能作为治

疗 结 核 病 的 生 物 标 志 物。单 酰 基 甘 油 酯 酶

(monoacylglycerollipase,MGLL)是一种在调节脂

质代谢中起着重要作用的代谢酶。研究[12-14]表明,

MGLL的表达降低与肿瘤患者的生存率呈正相关。
除了肿瘤,MGLL的功能失调也与其他代谢性疾病

相关。例 如,MGLL 的 活 性 影 响 能 量 平 衡 和 肥

胖[15]。MGLL作为潜在的治疗靶点,受到越来越多

的关注。近年来,针对 MGLL的小分子抑制剂或激

活剂的开发取得了一定进展。这些药物在临床前和

临床研究中显示出良好的应用前景,特别是在抗肥

胖和抗肿瘤治疗中。例如,JZL184作为一种不可逆

的 MGLL抑制剂,在动物模型中显示出抗肥胖潜

力,但需解决CB1过度激活的不良反应[16]。肾素结

合蛋白(reninbindingprotein,RENBP)基因编码一

种蛋白,该蛋白通过与肾素形成二聚体来抑制肾素
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的活性,这种复合物被称为高分子量肾素。它主要

在肾脏表达,并且与肾素-血管紧张素系统(renin-
angiotensinsystem,RAS)的调控密切相关,通过负

反馈调节维持 RAS系统稳态:如在低血容量时,

RENBP表达降低以释放活性肾素[17]。RENBP表

达异常还与糖尿病肾病进展相关,可能促进肾素介

导的纤维化通路[18-19]。目前靶向 RENBP的药物

开发面临二聚体稳定性高的挑战,但基因编辑技术

或为干预提供新思路。Wiskott-Aldrich综合征蛋

白家族成员3(Wiskott-Aldrichsyndromeprotein
familymember3,WASF3),是一种在细胞骨架重

组和细胞运动中起重要作用的蛋白。研究[20]表明,

WASF3的异常表达可能通过调节肌动蛋白细胞骨

架重 组,促 进 恶 性 肿 瘤 的 发 生 和 发 展。此 外,

WASF3的功能丧失可以显著抑制非小细胞肺癌细

胞的 增 殖、克 隆 形 成 和 迁 移 能 力[21-22]。鉴 于

WASF3在癌症发展中的重要性,针对 WASF3的

治疗策略正在被积极探索。一些研究已经鉴定出能

够抑制 WASF3激活促进的细胞侵袭和转移的小分

子化合物[23]。这些化合物可能通过干扰 WASF3
的功能,减少癌细胞的侵袭和转移,为癌症治疗提供

了新的策略。过氧化还原蛋白6(peroxiredoxin6,

PRDX6)是一种多功能抗氧化酶,兼具过氧化物酶

和磷脂酶 A2 活性,依赖谷胱甘肽清除活性氧并参

与脂质代谢[24]。在肿瘤中,PRDX6通过抑制氧化

应激和激活 表皮生长因子受体/细胞外调节蛋白激

酶通路促进癌细胞增殖,但其在某些背景下可能通

过p53调控发挥抑癌作用[25]。PRDX6在炎性疾病

中具有促炎和抗炎的双重作用[26]。
综合现有研究,这些关键代谢基因在肿瘤生物

学中的研究较为广泛,而在结核病领域的研究则相

对匮乏。因此,它们具有作为结核病潜在生物标志

物的巨大潜力,有望为结核病的预防和治疗提供新

的理论支持和分子靶点。
尽管本研究提供了关于结核病分子机制的一些

研究,但仍存在一些局限性。临床研究对于确认这

些发现的临床应用价值至关重要,由于结核病患者

具有传染性,其临床生物标志物标本不易获得,故本

研究并没有进行临床验证。未来的研究可以在人群

中验证这几个关键基因的表达情况,进一步探索这

些关键代谢基因在结核病发病机制中的具体作用。
综上所述,通过综合的生物信息学分析,揭示了结核

病患者中显著差异表达的 mRNAs,通过机器学习

筛选 了 5 个 关 键 代 谢 基 因 (PRDX6、MGLL、

RENBP、WASF3、IDO1),且显示出较高的诊断准

确性和预测能力。此外,免疫细胞浸润分析则揭示

了结核病患者免疫微环境的变化。
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