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基于生物信息学探索支气管哮喘中的
潜在差异免疫基因和免疫浸润特征
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摘要:目的　 识别支气管哮喘发生发展过程中差异表达的免疫关键基因和免疫细胞ꎬ并探讨两者之间的相关性ꎮ
方法　 从公共基因表达数据库(ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｍｎｉｂｕｓꎬ ＧＥＯ)和 Ｉｍｐｏｒｔ 数据库中分别下载哮喘相关数据集和免

疫相关基因ꎬ利用 Ｒ 软件分析获得 ＧＳＥ７６２６２ 中差异表达的免疫相关基因(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｍｍｕｎｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓꎬ ＤＥ￣ＩＲＧｓ)ꎮ 在 ＳＴＲＩＮＧ 数据库中明确 ＤＥ￣ＩＲＧｓ 间的相互作用ꎮ 使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件中的 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 插件

筛选关键的 ＤＥ￣ＩＲＧｓꎬ并在 ＧＳＥ１３７２６８ 中进行验证ꎮ 利用受试者工作特征( ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃꎬ ＲＯＣ)
曲线评估关键 ＤＥ￣ＩＲＧｓ 作为生物标志物的潜力ꎮ 此外ꎬ单样本基因集富集分析(ｓｉｎｇｌｅ￣ｓａｍｐｌｅ ｇｅｎｅ ｓｅｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｓｓＧＳＥＡ)算法被用来分析 ２８ 种免疫细胞在哮喘和健康者中的表达差别ꎬ使用斯皮尔曼相关系数评估关

键免疫基因与免疫细胞之间的相关性ꎮ 结果 　 在 ＧＳＥ７６２６２ 中鉴定出 １７ 个 ＤＥ￣ＩＲＧｓꎬ经 ＰＰＩ 网络的筛选和在

ＧＳＥ１３７２６８ 中的验证ꎬＣＣＬ２２、ＣＣＲ７、 ＩＬ１Ｒ２、 ＩＬ１８Ｒ１、ＴＮＦＡＩＰ３ 和 ＶＥＧＦＡ 被识别为哮喘患者诱导痰中的关键

ＤＥ￣ＩＲＧｓ且具有较高的诊断价值ꎮ 此外ꎬｓｓＧＳＥＡ 的结果提示哮喘患者存在明显的免疫失衡ꎬ与健康者相比ꎬ１１ 种

免疫细胞在哮喘患者诱导痰中的浸润明显增加ꎮ 同时ꎬＣＣＬ２２、ＣＣＲ７、ＩＬ１Ｒ２、ＩＬ１８Ｒ１、ＶＥＧＦＡ、ＴＮＦＡＩＰ３ 与浸润的

免疫细胞呈显著正相关ꎮ 结论　 ＣＣＬ２２、ＣＣＲ７、ＩＬ１Ｒ２、ＩＬ１８Ｒ１、ＶＥＧＦＡ、ＴＮＦＡＩＰ３ 可作为哮喘的潜在生物标志物ꎬ
且可能参与调控其发病过程中免疫细胞的浸润ꎮ
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　 　 支气管哮喘是一种常见的慢性呼吸系统疾病ꎬ
主要症状包括反复出现的喘息、咳嗽、胸闷和呼吸困

难等[１]ꎮ 据报道ꎬ我国 ２０ 岁及以上人群的哮喘患病

率为 ４.２％ꎬ其中 ２６.２％的患者已出现不可逆性气流

受限ꎬ对个人生活质量和国家医疗保健造成了显著

的负担[２]ꎮ 哮喘的病理生理机制十分复杂ꎬ肺部免

疫反应的异常在其发生发展中起到关键作用ꎮ 例

如ꎬ母亲孕期及婴幼儿期的危险因素暴露会影响发

育中的免疫系统ꎬ从而增加哮喘的易感性[３￣４]ꎮ 受

损的气道上皮会释放多种细胞因子和趋化因子ꎬ以
启动和调节固有免疫和适应性免疫的进程ꎬ导致树

突状细胞、嗜酸性粒细胞、中性粒细胞、淋巴细胞、先
天性淋巴细胞和肥大细胞等在气道周围大量浸润并

被激活[５￣６]ꎮ 而这些免疫细胞与邻近结构细胞之间

也存在着复杂的相互作用ꎬ并与气道高反应性、气道

重塑等特征紧密相关[７￣８]ꎮ
近年来ꎬ随着生物信息学的发展ꎬ基因组学、转

录组学、蛋白质组学等多种方法已被用于探索疾病

相关生物标志物、分子机制和治疗靶点[９]ꎮ 本研究

拟分析公共基因表达数据库(ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｍｎｉ￣
ｂｕｓꎬ ＧＥＯ)中与哮喘相关的数据集ꎬ旨在鉴定其中

的关键免疫基因和免疫细胞浸润状态ꎬ为发现更多

潜在的免疫治疗靶点提供参考ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 资料

在 ＧＥＯ 数据库中下载哮喘相关数据集的 ＲＮＡ
表达文件 (ＧＳＥ７６２６２ 和 ＧＳＥ１３７２６８)ꎮ ＧＳＥ７６２６２
数据集包含 １３９ 个诱导痰样本ꎬ其中 １１８ 个来自哮

喘患者ꎬ２１ 个来自健康者ꎻＧＳＥ１３７２６８ 数据集包含

６９ 个诱导痰样本ꎬ其中 ５４ 个来自哮喘患者ꎬ１５ 个来

自健康者ꎮ 同时ꎬ在 Ｉｍｐｏｒｔ 数据库( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.
ｉｍｍｐｏｒｔ.ｏｒｇ / ｓｈａｒｅｄ / )中获取 １ ７９３ 个免疫相关基因

( ｉｍｍｕｎｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓꎬ ＩＲＧｓ)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 差异表达免疫相关基因数据分析

使用 Ｒ 软件(４.１.３ 版本)中的“Ｌｉｍｍａ”包对样

本数据进行归一化ꎬ基于 ｜ ｌｏｇ２ ＦＣ ｜ >１ 和 ａｄｊｕｓｔ Ｐ<
０.０５的标准筛选哮喘与健康者诱导痰中的差异表达

基因(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬ ＤＥＧｓ)ꎮ ＤＥＧｓ
和 ＩＲＧｓ 重叠的基因被定义为差异表达的免疫相关

基因(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｍｍｕｎｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓꎬ
ＤＥ￣ＩＲＧｓ)ꎮ
１.２.２　 ＤＥ￣ＩＲＧｓ 的功能富集分析

使用 Ｒ 软件中“ＣｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ”包对 ＤＥ￣ＩＲＧｓ
进行基因本体(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)、京都基因与基

因组百科全书(Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅ￣
ｎｏｍｅｓꎬ ＫＥＧＧ)富集分析ꎮ Ｐ<０.０５ 为富集分析有统

计学意义ꎮ
１.２.３　 蛋白质－蛋白质相互作用(ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ￣

ｔｅｒａｃｔｉｏｎꎬ ＰＰＩ)网络构建和关键基因的识别

使用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库分析 ＤＥ￣ＩＲＧｓ 之间的相

互作用ꎬ并用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件将结果可视化ꎬ随后分

别以 ＭＣＯＤＥ 插件进行模块分析ꎬ以 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 插

件中的四种算法(ＭＣＣ、ＭＮＣ、ＥＰＣ 和 ＤＭＮＣ)识别

关键基因ꎮ
１.２.４　 关键基因的验证和诊断价值的评估

对 ＧＳＥ１３７２６８ 的 ＲＮＡ 数据以“ｇｇｐｕｂｒ”包绘制

箱型图验证关键基因的表达差异ꎬ进一步使用

“ｐＲＯＣ”包绘制受试者工作特征( ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃꎬ ＲＯＣ)曲线来评估关键基因的诊断能

力ꎮ 此外ꎬ还使用“ ｒｍｓ”包建立了关键免疫基因的

列线图模型ꎮ
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１.２.５　 免疫浸润分析

基于单样本基因集富集分析 ( ｓｉｎｇｌｅ ｓａｍｐｌｅ
ｇｅｎｅ ｓｅｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｓｓＧＳＥＡ)算法ꎬ评估哮

喘和健康者诱导痰中 ２８ 种免疫细胞的比例和差异ꎮ
１.２.６　 关键 ＤＥ￣ＩＲＧｓ 与差异免疫细胞的相关性分析

基于筛选到的关键 ＤＥ￣ＩＲＧｓ 和差异免疫细胞ꎬ
进一步使用斯皮尔曼相关系数评估了两者间的相关

性ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
１.３　 统计学处理

本研究使用 Ｒ 软件(版本 ４.１.３)进行数据分

析ꎮ 独立样本 ｔ 检验和 Ｍａｎｎ￣Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验分别

被用来比较正态分布和非正态分布的两组计量资料

的差异ꎮ 通过 ＲＯＣ 曲线来评估关键基因的诊断能

力ꎮ 采用斯皮尔曼进行相关性分析ꎮ Ｐ<０.０５ 为差

异有统计学意义(双尾)ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＤＥ￣ＩＲＧｓ 的筛选

根据设置的筛选标准( ｜ ｌｏｇ２ ＦＣ ｜ > １ 和 ａｄｊｕｓｔ
Ｐ<０.０５)ꎬ在 数 据 集 ＧＳＥ７６２６２ 中 筛 选 出 ７４ 个

ＤＥＧｓꎮ 将 ７４ 个 ＤＥＧｓ 与 Ｉｍｐｏｒｔ 数据库中的 １ ７９３
个免疫相关基因取交集ꎬ得到 １７ 个 ＤＥ￣ＩＲＧｓꎬ其中

高表达的 １３ 个、低表达的 ４ 个ꎮ 见图 １ꎮ

图 １　 ＧＳＥ７６２６２ 中的 ＤＥ￣ＩＲＧｓ
Ａ:ＧＳＥ７６２６２ 中 ＤＥＧｓ 的热图ꎻＢ:ＧＳＥ７６２６２ 中 ＤＥＧｓ 的火山图ꎻＣ:ＧＳＥ７６２６２ 中 ＤＥＧｓ 与 Ｉｍｐｏｒｔ 数据库中免疫相关基因
的交集ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＤＥ￣ＩＲＧｓ ｉｎ ＧＳＥ７６２６２
Ａ: Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎ ＧＳＥ７６２６２ꎻ Ｂ: Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎ ＧＳＥ７６２６２ꎻ Ｃ: Ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎ ＧＳＥ７６２６２
ｗｉｔｈ ｉｍｍｕｎｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｉｍｐｏｒｔ ｄａｔａｂａｓｅ.

２.２　 ＤＥ￣ＩＲＧｓ 的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析

ＧＯ 富集分析主要包括生物过程 ( ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｓꎬ ＢＰ )、 分 子 功 能 ( ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓꎬ
ＭＦ)和细胞成分( ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓꎬ ＣＣ)三个方

面ꎮ ＤＥ￣ＩＲＧｓ 的富集结果提示 ＤＥ￣ＩＲＧｓ 的 ＢＰ 主要

集中在细胞因子介导的信号通路、细胞因子的产生

和免疫应答的调控上ꎻＭＦ 的富集条目涉及细胞因

子受体活性、免疫受体活性和 ＮＡＤ(Ｐ) ＋核苷酶活

性等ꎻＣＣ 主要富集在质膜外侧、胶原三聚体和内吞

囊泡膜等ꎮ ＫＥＧＧ 富集分析表明ꎬＤＥ￣ＩＲＧｓ 主要参与

细胞因子－细胞因子受体相互作用、病毒蛋白与细胞

因子及细胞因子受体相互作用等ꎮ 见表 １、表 ２ꎮ
表 １　 支气管哮喘中差异表达的免疫相关基因的 ＧＯ 富集分析

Ｔａｂｌｅ １　 ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｍｍｕｎｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ａｓｔｈｍａ
ＧＯ 分类名 ＧＯ 编码 ＧＯ 条目名称 基因数 Ｐ

ＢＰ ００１９２２１ 细胞因子介导的信号通路 １１ ２.５２×１０－１４

ＢＰ ００９７５２９ 髓样白细胞迁移 ５ １.１８×１０－６

ＢＰ ００３２１０３ 对外界刺激反应的正向调节 ６ １.３６×１０－６

ＢＰ ０００２８２５ Ｔｈ１ 型免疫反应的调节 ３ １.７９×１０－６
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续表

ＧＯ 分类名 ＧＯ 编码 ＧＯ 条目名称 基因数 Ｐ
ＢＰ ０００１８１９ 细胞因子产生的正向调节 ６ ２.２８×１０－６

ＭＦ ０００４８９６ 细胞因子受体活性 ７ １.７１×１０－１２

ＭＦ ０１４０３７５ 免疫受体活性 ７ ２.８６×１０－１１

ＭＦ ００５０１３５ ＮＡＤ(Ｐ)＋核苷酶活性 ４ ９.０７×１０－１０

ＭＦ ００６１８０９ ＮＡＤ＋核苷酸酶ꎬ环状 ＡＤＰ 核糖的产生 ４ ９.０７×１０－１０

ＭＦ ００１９９５５ 细胞因子的结合 ６ １.９５×１０－９

ＣＣ ０００９８９７ 质膜的外侧 ４ ４.００×１０－４

ＣＣ ０００５５８１ 胶原蛋白三聚物 ２ ２.５０×１０－３

ＣＣ ００３０６６６ 内吞囊泡膜 ２ １.２０×１０－２

表 ２　 支气管哮喘中差异表达的免疫相关基因的 ＫＥＧＧ 富集分析
Ｔａｂｌｅ ２　 ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｍｍｕｎｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ａｓｔｈｍａ

通路编号 通路名称 基因数 Ｐ
ｈｓａ０４０６０ 细胞因子－细胞因子受体相互作用 ９ ３.９３×１０－１０

ｈｓａ０４０６１ 病毒蛋白与细胞因子及细胞因子受体的相互作用 ５ ６.８７×１０－７

ｈｓａ０５４１８ 流体剪切应力与动脉粥样硬化 ３ １.９０×１０－３

２.３　 ＤＥ￣ＩＲＧｓ 的 ＰＰＩ 网络构建、模块分析和关键

基因的筛选

在 ＳＴＲＩＮＧ 中分析上述 ＤＥ￣ＩＲＧｓ 之间的相互

作用关系ꎮ 随后将上述结果用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 可视化

(图 ２Ａ)ꎬ基于 ＭＣＯＤＥ 插件识别到一个具有 １２ 个

节点和 ５９ 条边ꎬ得分为 １０. ７２７ 的关键模块 (图

２Ｂ)ꎮ 同时ꎬ利用 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 中的 ＭＣＣ、ＭＮＣ、ＥＰＣ
和 ＤＭＮＣ 四种算法分别获取相对应的前 １０ 个基

因ꎬ进一步将其交集获得的基因视为关键基因(图
２Ｃ)ꎬ包括 Ｃ￣Ｃ 基序趋化因子配体 ２２ (Ｃ￣Ｃ ｍｏｔｉｆ
ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ ２２ꎬ ＣＣＬ２２)、Ｃ￣Ｃ 基序趋化因子

受体 ７(Ｃ￣Ｃ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ７ꎬ ＣＣＲ７)、白
介 素 １ 受 体 ２ ( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｐｅ ２ꎬ
ＩＬ１Ｒ２)、白介素 １８ 受体 １ ( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１８ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｔｙｐｅ １ꎬ ＩＬ１８Ｒ１)、血管内皮生长因子 Ａ(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎ￣
ｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ Ａꎬ ＶＥＧＦＡ)、肿瘤坏死因子

α 诱导蛋白 ３( ｔｕｍｏｕｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ａｌｐｈａ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ３ꎬ ＴＮＦＡＩＰ３ )、 颗 粒 酶 Ｂ ( ｇｒａｎｚｙｍｅ Ｂꎬ
ＧＺＭＢ)、白介素 １ 受体 １( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｐｅ
１ꎬ ＩＬ１Ｒ１)、白介素 １ 受体样分子 １( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １ ｒｅ￣
ｃｅｐｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅ １ꎬ ＩＬ１ＲＬ１)ꎬ其表达差异如图 ３
所示ꎮ

图 ２　 ＤＥ￣ＩＲＧｓ 的 ＰＰＩ 网络和关键基因的筛选
Ａ:ＤＥ￣ＩＲＧｓ 的 ＰＰＩ 网络ꎻＢ:ＤＥ￣ＩＲＧｓ 中的关键模块ꎻＣ:基于 ＭＣＣ、ＭＮＣ、ＥＰＣ 和 ＤＭＮＣ 四种算法筛选的关键基因ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ＤＥ￣ＩＲＧｓ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ
Ａ: ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ＤＥ￣ＩＲＧｓꎻ Ｂ: Ｋｅｙ ｍｏｄｕｌｅｓ ｏｆ ＤＥ￣ＩＲＧｓꎻ Ｃ: Ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ａｌｇｏｒｉｔｈｍｓ ｏｆ
ＭＣＣꎬ ＭＮＣꎬ ＥＰＣ ａｎｄ ＤＭＮＣ.
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图 ３　 数据集 ＧＳＥ７６２６２ 中哮喘患者和对照者的 ＣＣＬ２２、ＣＣＲ７、ＩＬ１Ｒ２、ＩＬ１８Ｒ１、ＶＥＧＦＡ、ＴＮＦＡＩＰ３、ＧＺＭＢ、ＩＬ１Ｒ１、ＩＬ１ＲＬ１ 表
达水平比较

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＣＣＬ２２ꎬ ＣＣＲ７ꎬ ＩＬ１Ｒ２ꎬ ＩＬ１８Ｒ１ꎬ ＶＥＧＦＡꎬ ＴＮＦＡＩＰ３ꎬ ＧＺＭＢꎬ ＩＬ１Ｒ１ꎬ ａｎｄ ＩＬ１ＲＬ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ ａｓｔｈｍａｔｉｃｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｉｎ ＧＳＥ７６２６２

２.４　 关键基因的表达验证和诊断价值评估

在验证集 ＧＳＥ１３７２６８ 中进一步比较上述关键基

因的表达差异ꎬ结果显示 ＣＣＬ２２、ＣＣＲ７、 ＩＬ１Ｒ２、
ＩＬ１８Ｒ１、 ＶＥＧＦＡ、 ＴＮＦＡＩＰ３ 的 表 达 差 异 与 在

ＧＳＥ７６２６２ 中一致ꎬ即在哮喘患者的诱导痰中显著升

高(Ｐ<０.０５)ꎮ 两个数据集中 ＣＣＬ２２、ＣＣＲ７、ＩＬ１Ｒ２、
ＩＬ１８Ｒ１、ＶＥＧＦＡ、ＴＮＦＡＩＰ３ 的 ＲＯＣ 曲线下面积均>
０.６５０ꎮ 此外ꎬ基于 ６ 个关键基因建立的列线图模型

显示其综合诊断价值为 ０.８７４(ＧＳＥ７６２６２)和 ０.７８
(ＧＳＥ１３７２６８)ꎬ具有较高的诊断价值ꎮ 见图 ４~图 ６ꎮ

图 ４　 数据集 ＧＳＥ１３７２６８ 中哮喘患者和对照者的 ＣＣＬ２２、ＣＣＲ７、ＩＬ１Ｒ２、ＩＬ１８Ｒ１、ＶＥＧＦＡ、ＴＮＦＡＩＰ３ 表达水平比较
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＣＣＬ２２ꎬ ＣＣＲ７ꎬ ＩＬ１Ｒ２ꎬ ＩＬ１８Ｒ１ꎬ ＶＥＧＦＡꎬ ａｎｄ ＴＮＦＡＩＰ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｓｔｈｍａ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ

ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｉｎ ＧＳＥ１３７２６８
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图 ５　 数据集 ＧＳＥ７６２６２ 中 ＣＣＬ２２、ＣＣＲ７、ＩＬ１Ｒ２、ＩＬ１８Ｒ１、ＴＮＦＡＩＰ３、ＶＥＧＦＡ 表达诊断哮喘的 ＲＯＣ 曲线图(Ａ)、基于表达建立
的列线图模型(Ｂ)和联合诊断哮喘的价值(Ｃ)

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＲＯＣ ｃｕｒｖｅ (Ａ)ꎬ ｎｏｍｏｇｒａｍ (Ｂ) ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ (Ｃ) ｏｆ ａｓｔｈｍａ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＣＣＬ２２ꎬ
ＣＣＲ７ꎬ ＩＬ１Ｒ２ꎬ ＩＬ１８Ｒ１ꎬ ＴＮＦＡＩＰ３ꎬ ａｎｄ ＶＥＧＦＡ ｉｎ ＧＳＥ７６２６２
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图 ６　 图 ６ 数据集 ＧＳＥ１３７２６８ 中 ＣＣＬ２２、ＣＣＲ７、ＩＬ１Ｒ２、ＩＬ１８Ｒ１、ＴＮＦＡＩＰ３、ＶＥＧＦＡ 表达诊断哮喘的 ＲＯＣ 曲线图(Ａ)、基于表
达建立的列线图模型(Ｂ)和联合诊断哮喘的价值(Ｃ)

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ＲＯＣ ｃｕｒｖｅ (Ａ)ꎬ ｎｏｍｏｇｒａｍ (Ｂ) ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ (Ｃ) ｏｆ ａｓｔｈｍａ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＣＣＬ２２ꎬ
ＣＣＲ７ꎬ ＩＬ１Ｒ２ꎬ ＩＬ１８Ｒ１ꎬ ＴＮＦＡＩＰ３ꎬ ａｎｄ ＶＥＧＦＡ ｉｎ ＧＳＥ１３７２６８

２.５　 哮喘患者的免疫浸润改变

ｓｓＧＳＥＡ 算法提示哮喘患者诱导痰中存在 １１ 种

免疫细胞浸润增加ꎬ包括嗜酸性粒细胞(Ｐ<０.００１)、
肥大细胞(Ｐ<０.００１)、单核细胞(Ｐ ＝ ０.０１１)、巨噬细

胞(Ｐ＝ ０.００３)、活化 Ｂ 细胞(Ｐ＝ ０.００４)、活化 ＣＤ４ Ｔ
细胞(Ｐ<０.００１)、ＭＤＳＣ(Ｐ<０.００１)、调节性 Ｔ 细胞

(Ｐ ＝ ０. ０１９)、Ｔｈ１７ 细胞(Ｐ ＝ ０. ０１３)、中枢记忆性

ＣＤ４ Ｔ 细胞(Ｐ ＝ ０.０３７)、效应记忆性 ＣＤ８ Ｔ 细胞

(Ｐ＝ ０.００４)ꎬ同时自然杀伤细胞(Ｐ ＝ ０.００５)、γδＴ 细

胞(Ｐ<０.００１)、未成熟树突状细胞(Ｐ ＝ ０.０４７)明显

减少ꎮ 见表 ３ꎮ

２.６　 关键免疫基因与免疫细胞的相关性分析

关键免疫基因 ＣＣＬ２２、ＣＣＲ７、 ＩＬ１Ｒ２、 ＩＬ１８Ｒ１、
ＶＥＧＦＡ、ＴＮＦＡＩＰ３ 均与嗜酸性粒细胞、单核细胞、巨
噬细胞、肥大细胞、活化 Ｂ 细胞、ＭＤＳＣ、调节性 Ｔ 细

胞、Ｔｈ１７ 细胞、活化 ＣＤ４ Ｔ 细胞、效应记忆性 ＣＤ８
Ｔ 细 胞 的 显 著 浸 润 呈 正 相 关ꎮ 同 时ꎬ ＩＬ１Ｒ２、
ＩＬ１８Ｒ１、ＶＥＧＦＡ、ＴＮＦＡＩＰ３ 与自然杀伤细胞、γδＴ 细

胞、未成熟树突状细胞呈负相关ꎬ提示 ＣＣＬ２２、
ＣＣＲ７、ＩＬ１Ｒ２、ＩＬ１８Ｒ１、ＶＥＧＦＡ、ＴＮＦＡＩＰ３ 可能在哮

喘的免疫变化中发挥了重要作用ꎮ 见图 ７ꎮ

表 ３　 哮喘患者与健康者间 ２８ 种免疫细胞的浸润得分
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ２８ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｓｔｈｍａｔｉｃｓ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

免疫细胞类型 健康者 哮喘患者 Ｐ
Ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｂ ｃｅｌｌ ０.２１２(０.１８５~０.２４７) ０.２６８(０.２０２~０.３１４) ０.００４
Ａｃｔｉｖａｔｅｄ ＣＤ４ Ｔ ｃｅｌｌ ０.４１９±０.０１５ ０.４６７±０.００５ <０.００１
Ａｃｔｉｖａｔｅｄ ＣＤ８ Ｔ ｃｅｌｌ ０.４７０(０.４５４~０.４８７) ０.４７１(０.４３６~０.５２６) ０.８３１
Ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ ０.７７９±０.００６ ０.７８５±０.００２ ０.２８６
ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔ ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌ ０.５１７±０.００４ ０.５０８±０.００２ ０.１２８
ＣＤ５６ｄｉｍ ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌ ０.５１５±０.００５ ０.５２７±０.００３ ０.１０５



　 ５０　　　 山　 东　 大　 学　 学　 报　 (医　 学　 版) ６２ 卷 ５ 期　

续表

免疫细胞类型 健康者 哮喘患者 Ｐ
Ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌ ０.４６８±０.０１４ ０.５４０±０.００７ <０.００１
Ｇａｍｍａ ｄｅｌｔａ Ｔ ｃｅｌｌ ０.６３４(０.６１８~０.６５２) ０.６０２(０.５６９~０.６２９) <０.００１
Ｉｍｍａｔｕｒｅ Ｂ ｃｅｌｌ ０.４７７±０.００８ ０.４９１±０.００４ ０.１７２
Ｉｍｍａｔｕｒｅ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ ０.６９９(０.６７７~０.７１５) ０.６８３(０.６４２~０.７０９) ０.０４７
ＭＤＳＣ ０.８５４±０.００５ ０.８７７±０.００３ <０.００１
Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ０.５７０±０.００８ ０.５９４±０.００３ ０.００３
Ｍａｓｔ ｃｅｌｌ ０.５４９±０.０１０ ０.５８９±０.００４ <０.００１
Ｍｏｎｏｃｙｔｅ ０.７７１±０.００７ ０.７９５±０.００４ ０.０１１
Ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ Ｔ ｃｅｌｌ ０.４６３(０.４４３~０.４８１) ０.４６９(０.４４８~０.４８６) ０.３５１
Ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌ ０.５９３(０.５８１~０.６０４) ０.５７９(０.５６４~０.５９５) ０.００５
Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ０.６７２(０.４８３~０.７７５) ０.７２２(０.５８６~０.８２４) ０.０６８
Ｐｌａｓｍａｃｙｔｏｉｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ ０.７７６(０.７３５~０.７９３) ０.７７９(０.７５８~０.７９５) ０.２１１
Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌ ０.５６１(０.５１６~０.６１８) ０.５９８(０.５７０~０.６３６) ０.０１９
Ｔ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌ ０.５３１±０.００３ ０.５２５±０.００２ ０.２３９
Ｔｙｐｅ １ Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌ ０.４６７±０.００３ ０.４６７±０.００２ ０.８９９
Ｔｙｐｅ １７ Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌ ０.３２１±０.００７ ０.３４２±０.００３ ０.０１３
Ｔｙｐｅ ２ Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌ ０.２７７±０.００７ ０.２６７±０.００３ ０.２１８
Ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｍｅｍｏｒｙ ＣＤ４ Ｔ ｃｅｌｌ ０.２８２(０.２３１~０.３０８) ０.２８２(０.２２６~０.３６０) ０.２７０
Ｍｅｍｏｒｙ Ｂ ｃｅｌｌ ０.１７６±０.０１１ ０.１７８±０.００５ ０.９１４
Ｃｅｎｔｒａｌ ｍｅｍｏｒｙ ＣＤ４ Ｔ ｃｅｌｌ ０.１４０±０.０１６ ０.１８３±０.００８ ０.０３７
Ｃｅｎｔｒａｌ ｍｅｍｏｒｙ ＣＤ８ Ｔ ｃｅｌｌ ０.５０３±０.００４ ０.５０１±０.００３ ０.７２１
Ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｍｅｍｏｒｙ ＣＤ８ Ｔ ｃｅｌｌ ０.５８４±０.００８ ０.６２２±０.００５ ０.００４

图 ７　 ＣＣＬ２２、ＣＣＲ７、ＩＬ１Ｒ２、ＩＬ１８Ｒ１、ＴＮＦＡＩＰ３、ＶＥＧＦＡ 与差异免疫细胞的相关性
Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＣＬ２２ꎬ ＣＣＲ７ꎬ ＩＬ１Ｒ２ꎬ ＩＬ１８Ｒ１ꎬ ＴＮＦＡＩＰ３ꎬ ａｎｄ ＶＥＧＦＡ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ

３　 讨　 论

哮喘是一种异质性疾病ꎬ包括复杂的表型和内

型ꎮ 哮喘表型指生物体由基因型和环境相互作用后

而被观察到的特征ꎬ内型则强调识别到的用于解释

表型的生物途径ꎬ后者可以更好地指导临床治

疗[１０]ꎮ 依据不同的免疫分子机制ꎬ哮喘内型可被分
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为 ２ 型炎症型哮喘和非 ２ 型炎症型哮喘[１０￣１１]ꎮ 目

前ꎬ已有奥马珠单抗、美泊利单抗和度普利尤单抗等

多种生物制剂被开发用于 ２ 型炎症型哮喘的治疗ꎬ
但仍有部分患者治疗反应欠佳ꎬ最终发展至重症哮

喘[１２￣１４]ꎮ 因此ꎬ在精准医学的背景下ꎬ识别更多潜

在的内型及相关分子生物标志物可能为预测哮喘的

病情进展和治疗反应提供新的策略ꎮ
本研究通过分析数据集 ＧＳＥ７６２６２ꎬ发现哮喘

组和对照组之间存在 ７４ 个 ＤＥＧｓꎬ其中包括 １７ 个

ＤＥ￣ＩＲＧｓꎮ ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析提示 ＤＥ￣ＩＲＧｓ 主

要与免疫调节、细胞因子产生和相互作用等有关ꎬ突
出了免疫－炎症机制在哮喘发病过程中的重要性ꎮ
值得注意的是ꎬＦｅｎｇ 等[１５]也旨在利用 ＧＳＥ７６２６２ 数

据集探索哮喘中的免疫基因改变ꎬ但其主要对引起

哮喘中重要通路改变的 ＤＥ￣ＩＲＧｓ 进行了深入分析ꎮ
具体而言ꎬ基因富集分析提示 ＮＦ￣κＢ 信号通路在哮

喘患者中被显著激活ꎬ而参与该通路的免疫相关基

因 ＴＮＦＡＩＰ３、 ＩＬ１Ｒ１、 ＰＬＡＵ、 ＮＦＫＢＩＡ、 ＮＦＫＢ１ 和

ＩＣＡＭ１ 间存在着正向相互作用且对哮喘具有较高

的诊断价值ꎮ 与此不同ꎬ结合 ＰＰＩ 网络的筛选和数

据集 ＧＳＥ１３７２６８ 的验证ꎬ本研究将 ＩＬ１Ｒ２、ＩＬ１８Ｒ１、
ＣＣＲ７、ＣＣＬ２２、ＴＮＦＡＩＰ３ 和 ＶＥＧＦＡ 鉴定为哮喘的

潜在关键 ＤＥ￣ＩＲＧｓꎮ 此外ꎬ一些基础研究也观察到

免疫相关基因与哮喘的相关性ꎮ 例如ꎬ在遗传上ꎬ
ＩＬ１Ｒ２ 的单核苷酸多态性增加了哮喘的易感性[１６]ꎮ
ＶＥＧＦＡ 是血管生成的关键调节因子ꎬ被证实参与

了气道重塑的发展[１７]ꎮ Ｐｉｌｅｔｔｅ 等[１８] 发现ꎬＣＣＬ２２
在过敏性哮喘患者的支气管肺泡灌洗液中表达升

高ꎬ并与其中的淋巴细胞数量、ＩＬ￣５ 和 ＩＬ￣１３ 显著相

关ꎮ ＣＣＲ７ 的编码产物是具有 ７ 个跨膜结构域的 Ｇ
蛋白偶联受体ꎬ重度哮喘患者的成纤维细胞中

ＣＣＲ７ 的过表达似乎抑制了其对皮质类固醇的敏感

性[１９]ꎮ 此外ꎬＣａｍｉｏｌｏ 等[２０] 发现ꎬＩＬ１８Ｒ１ 也在肺功

能受损和频繁发作的哮喘患者中表达升高ꎬ并可能

通过激活 ＮＦ￣κＢ 促进哮喘气道炎症ꎮ 作为一种有

效的抗炎蛋白ꎬＴＮＦＡＩＰ３ 编码的 Ａ２０ 则通过抑制

ＮＦ￣κＢ 信号缓解哮喘气道炎症[２１]ꎮ 另外ꎬ基于

ＲＯＣ 曲线的结果ꎬ我们也注意到本研究识别的关键

免疫基因在哮喘中具有较高的诊断价值ꎬ可作为潜

在的生物标志物ꎮ
免疫细胞的浸润是哮喘发病的主要特征之一ꎮ

基于 ｓｓＧＳＥＡ 算法ꎬ本研究发现嗜酸性粒细胞、肥大

细胞、单核细胞、巨噬细胞、活化 Ｂ 细胞、活化 ＣＤ４
Ｔ 细胞、ＭＤＳＣ、调节性 Ｔ 细胞、Ｔｈ１７ 细胞、中枢记

忆性 ＣＤ４ Ｔ 细胞及效应记忆性 ＣＤ８ Ｔ 细胞在哮喘

中表达增加ꎬ提示其可能不同程度参与了哮喘的发

生发展ꎮ 此外ꎬ作为免疫浸润分析的另一种重要方

式ꎬＦｅｎｇ 等[１５]利用 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ 算法也发现活化的

肥大细胞、嗜酸性粒细胞、ＣＤ８ Ｔ 细胞在哮喘患者

的诱导痰中显著升高ꎮ 肥大细胞是不同哮喘表型的

中枢效应物ꎬ其释放的多种介质一方面募集和增强

其他免疫细胞的功能ꎬ另一方面作用于气道结构细

胞介导组织的破坏[２２]ꎮ 嗜酸性粒细胞是核心炎症

效应细胞ꎬＩＬ￣５ 等因子可以促进嗜酸性粒细胞的产

生、聚集和活化[２３]ꎬ进而释放大量细胞因子和毒性

蛋白等加剧哮喘的气道损伤、气道高反应性ꎬ促进黏

液产生和气道重塑等病理改变[２３]ꎮ 此外ꎬ哮喘患者

的嗜酸性粒细胞还存在凋亡延迟ꎬ组织驻留时间延

长ꎬ导致炎症加重[２４]ꎮ 在不同的刺激因素下ꎬ巨噬

细胞可极化为 Ｍ１ 和 Ｍ２ 两种表型ꎬ两者均可通过

产生趋化因子和激活炎症小体等方式诱导哮喘炎

症[２５]ꎮ 同时ꎬＭ２ 巨噬细胞衍生的转化生长因子￣β
还可促进哮喘患者气道平滑肌细胞增殖和纤维

化[２６]ꎮ 调节性 Ｔ 细胞是过敏性疾病的关键调节因

子ꎬ可以限制抗原特异性免疫反应ꎮ 一些研究表明ꎬ
成年哮喘患者的气道免疫耐受性受损并伴外周血调

节性 Ｔ 细胞百分比降低[２７]ꎮ 相反地ꎬ也有研究发现

与轻度哮喘患者和健康者相比ꎬ中重度哮喘患者的

气道调节性 Ｔ 细胞增加[２８]ꎮ 上述研究差异可能与

研究人群和调节性 Ｔ 细胞检测方法有关ꎮ 另外ꎬ尽
管调节性 Ｔ 细胞表达增加ꎬ但高表达 ＣＲＴＨ２ 和

ＩＬＴ３ 的调节性 Ｔ 细胞亚群的免疫抑制功能显著受

损ꎬ这一定程度上不利于哮喘的缓解[２９￣３０]ꎮ Ｔｈ１７ 细

胞和调节性 Ｔ 细胞似乎是相互制衡的细胞亚群ꎬ有
研究报道肺组织中 Ｔｈ１７ 细胞数量及相关因子的水

平增加可导致重症和类固醇抵抗性哮喘的发

病[３１￣３２]ꎮ 本研究结果显示ꎬＴｈ１７ 和调节性 Ｔ 细胞

在哮喘中均浸润增加ꎬ可能与我们未能对哮喘进行

分类分析有关ꎮ
值得注意的是ꎬ哮喘中免疫浸润的分子机制研

究有助于生物免疫靶向治疗的开展ꎮ Ｌｉｎ 等[３３] 对 ８
例哮喘患者的支气管肺泡灌洗液标本进行了单细胞

测序ꎬ发现 ＩＬ１８Ｒ１ 主要在肥大细胞中表达[３３]ꎬ本研

究也进一步证实了诱导痰中 ＩＬ１８Ｒ１ 与肥大细胞的

相关性ꎮ ＣＣＬ２２ 主要源于 Ｍ２ 型巨噬细胞和树突状

细胞ꎬ与 ＣＣＲ４ 结合后可选择性诱导 Ｔｈ２ 细胞迁移

到炎症部位ꎬ进而增强 Ｔｈ２ 免疫反应[３４]ꎬ本研究也

发现 ＣＣＬ２２ 与嗜酸性粒细胞的浸润明显相关ꎮ
ＣＣＲ７ 作为重要的趋化因子受体之一ꎬ通过与其配

体 ＣＣＬ１９ 和 ＣＣＬ２１ 结合ꎬ诱导树突状细胞、Ｔ 细胞
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等迁移到病变部位ꎬ产生炎症反应[３５￣３６]ꎮ 动物实验

表明ꎬＣＣＬ１９ / ＣＣＬ２１￣ＣＣＲ７ 轴的阻断可显著缓解气

道炎症和高反应性[３５]ꎮ 这些研究提示细胞因子和

免疫细胞可能协同作用ꎬ促进哮喘的发生发展ꎮ 本

研究的不足之处在于ꎬ仅初步探索了关键免疫基因

与免疫细胞之间的关系ꎬ仍需更多的实验性研究明

确两者之间的关联程度和调控机制ꎮ
综上所述ꎬ本研究通过生物信息学方法识别出

哮喘患者诱导痰中的关键免疫基因 ＣＣＬ２２、ＣＣＲ７、
ＩＬ１Ｒ２、ＩＬ１８Ｒ１、ＶＥＧＦＡ、ＴＮＦＡＩＰ３ 可作为潜在生物

标志物ꎬ进一步的分析提示关键免疫基因和诱导痰

中浸润的免疫细胞间也存在着复杂的相关性ꎮ 因

此ꎬ我们推测 ＣＣＬ２２、ＣＣＲ７、 ＩＬ１Ｒ２、 ＩＬ１８Ｒ１、ＶＥＧ￣
ＦＡ、ＴＮＦＡＩＰ３ 可能参与调控了哮喘发病过程中免疫

细胞的改变ꎮ
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