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摘要　目的　基于ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＯｍｎｉｂｕｓ（ＧＥＯ）数据集结
合ＬＡＳＳＯ逻辑回归、ｓｓＧＳＥＡ和 ＷＧＣＮＡ等生物信息学及统
计学方法，筛选与特定免疫细胞浸润相关的类风湿关节炎

（ＲＡ）诊断标志物，并分析土茯苓黄酮类化合物与其结合情
况。方法　通过ＧＥＯ数据库获取正常对照组和 ＲＡ组基因
芯片。利用Ｒ４３０“ＷＧＣＮＡ”软件包对数据集进行整合分
析，识别其中的共表达模块信息，筛选出与 ＲＡ密切相关的
关键模块。基于Ｒ软件中“ｇｌｍｎｅｔ”包对差异表达基因进行
ＬＡＳＳＯ回归分析，筛选 ＲＡ的特征基因。受试者工作特征
（ＲＯＣ）曲线下的面积用来评估特征基因对ＲＡ的诊断价值。
通过 Ｒ中的 “ＧＳＶＡ”、“ｌｉｍｍａ”和“ＧＳＥＡＢａｓｅ”程序包对正
常对照组和 ＲＡ组的基因表达数据进行量化免疫细胞浸润
分析。基于超高效液相色谱 －四极杆 －静电场轨道阱高分
辨质谱（ＵＨＰＬＣＱＥｘａｃｔｉｖｅ／ＭＳ）技术鉴定土茯苓黄酮类化
合物。通过分子对接技术分析黄酮类化合物与特征基因的

结合情况。结果　ＬＡＳＳＯ回归算法共筛选出５个特征基因
（载脂蛋白Ｄ，含锌指和 ＢＴＢ域 １６，趋化因子 Ｃ－Ｃ亚族受
体５，基质金属蛋白酶１和冠蛋白１Ａ），５个特征基因的ＲＯＣ
曲线下面积均大于０．８５，特征基因与多种免疫细胞呈正相
关。通过ＵＨＰＬＣＱＥｘａｃｔｉｖｅ／ＭＳ鉴定出土茯苓黄酮类化合
物共２０个，其中 Ｍｕｌｂｅｒｒｉｎ和 Ｎｅｏｂａｖａｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ化合物与 ５
个免疫特征基因均有较好的结合。结论　土茯苓黄酮类化
合物与ＲＡ免疫特征基因有较好的结合，能够为 ＲＡ免疫调
节治疗和早期诊断提供科学依据。

关键词　类风湿关节炎；土茯苓；免疫细胞浸润分析；特征基
因；分子对接；黄酮类化合物
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　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种
慢性的、高度致残的自身免疫性疾病。ＲＡ患者关
节滑膜液中存在大量的炎性细胞浸润，如巨噬细胞、

树突状细胞、Ｔ细胞等［１］。土茯苓是百合科植物光

叶菝葜的干燥根茎，其在抗炎、免疫系统和肿瘤等方

面具有明显的药理活性。已有研究［２］表明土茯苓

具有免疫调节作用，其主要成分落新妇苷具有抗痛

风性关节炎的作用。目前，生物信息学技术与高通

量测序快速发展，能快速获取疾病相关的生物分子

信息，并对相关的生物分子进行功能研究。同时，基

因共表达网络分析（ｗｅｉｇｈｔｅｄｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋａ
ｎａｌｙｓｉｓ，ＷＧＣＮＡ）在寻找ＲＡ潜在生物标志物、疾病
治疗特征基因等中发挥重要作用［３］。该研究利用

了ＧＥＯ数据集结合最小绝对收缩和选择算法（ｌｅａｓｔ
ａｂｓｏｌｕｔｅｓｈｒｉｎｋａｇｅａｎｄｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｐｅｒａｔｏｒ，ＬＡＳＳＯ）、单
样本基因集富集分析（ｓｉｎｇｌｅｓａｍｐｌｅｇｅｎｅｓｅｔｅｎｒｉｃｈ
ｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ｓｓＧＳＥＡ）和 ＷＧＣＮＡ等筛选与特定免
疫相关的ＲＡ诊断标志物。并通过超高效液相色谱
－四极杆 －静电场轨道阱高分辨质谱 （ＵＨＰＬＣＱ
ＥｘａｃｔｉｖｅＯｒｂｉｔｒａｐＭＳ）技术鉴定土茯苓黄酮类化合
物，分子对接筛选土茯苓黄酮类化合物与靶点的结

合情况，为本课题组后面的实验研究以及未来相关

的科学研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　药材　２０２２年４月土茯苓药材采自贵州省
安顺市，由贵州中医药大学魏升华教授鉴定为百合

科植物光叶菝葜（ＳｍｉｌａｘｇｌａｂｒａＲｏｘｂ．）的干燥根
茎，植物标本存放在贵州中医药大学栋垣楼４１７（标
本号：ＴＦＬ２０２２．０４）。
１．１．２　主要试剂　甲醇、乙腈和甲酸（货号：３４８６０
１ＬＲ、３４８５１１Ｌ、Ｆ０５０７１Ｌ，美国ｓｉｇｍａ公司），Ｌ２氯
苯丙氨酸（货号：Ｃ２００１，上海恒柏生物科技有限公
司）。

１．１．３　主要仪器　离心机（型号：ＨｅｒａｅｕｓＦｒｅｓｃｏ
１７）、高分辨质谱仪（型号：ＱＥｘａｃｔｉｖｅＦｏｃｕｓ）和超高
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效液相色谱（型号：Ｖａｎｑｕｉｓｈ）均购自赛默飞世尔科
技中国有限公司，电子天平（型号：ＢＳＡ１２４ＳＣＷ，德
国赛多利斯科学仪器有限公司），研磨仪（型号：

ＪＸＦＳＴＰＲＰ２４，上海净信科技有限公司），超声仪（型
号：ＹＭ０８０Ｓ，深圳市方奥微电子有限公司），色谱柱
（型号：ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ１８，沃特世科技上海
有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　基因芯片处理　借助美国国立生物技术信
息中心的ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＯｍｎｉｂｕｓ（ＧＥＯ）数据库检
索 “ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ”样本。将Ｒ４３０软件的“
ｓｕｒｒｏｇａｔｅｖａｒｉａｂｌｅａｎａｌｙｓｉｓ（ＳＶＡ）”软件包用于消除
批间差异后使用二维主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏ
ｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）群集图显示样本间校正的效
果［４］。正常对照组和 ＲＡ组差异基因识别采用
（ＬｉｎｅａｒＭｏｄｅｌｓｆｏｒＭｉｃｒｏａｒｒａｙＤａｔａ，Ｌｉｍｍａ）程序包，
差异基因筛选条件为 ｜ｌｏｇ２Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ｜＞１及校正
Ｐ＜００５被认为差异有统计学意义。
１．２．２　加权共表达网络构建和模块识别　ＷＧＣＮＡ
分析基因网络服从无尺度分布的假设，根据基因的

表达相似性将其划分为不同的模块，并与表型进行

关联分析，最后识别感兴趣的基因集。基于 Ｒ语言
“ＷＧＣＮＡ”软件包构建了基于差异基因表达情况的
加权共表达网络［５］。分别定义了基因显著性（ｇｅｎｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ，ＧＳ）及基因与模块的相关性（ｍｏｄｕｌｅ
ｍｅｍｂｅｒｓｈｉｐ，ＭＭ）。ＧＳ和 ＭＭ的绝对值越大，代表
基因与其所属模块以及临床表型的相关性越大。

１．２．３　筛选特征基因　基于 Ｒ语言软件中“ｇｌｍ
ｎｅｔ”包对差异表达基因进行 ＬＡＳＳＯ回归分析，筛选
ＲＡ的特征基因。ｌａｍｂｄａｓ增加，自由度和残差减
少，因此选取最小ｌａｍｂｄａ值。然后通过ｇｌｍｎｅｔ函数
进行交叉检验，选择均方误差最小时的 ｌａｍｂｄａ值并
输出图形。将ｌａｍｂｄａ带入模型，筛选最终输出的变
量作为ＲＡ的特征基因［６］。通过Ｒ语言软件在数据
集中绘制受试者工作特征曲线（ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｏｒ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｕｒｖｅ，ＲＯＣ）曲线，为了进一步验证这
５个特征基因，计算 ＲＯＣ曲线下的面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒ
ｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）评估特征基因用于ＲＡ诊断的价值，且
使用标准正态分布计算了 ＡＵＣ的 ９５％置信区间
（ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ，ＣＩ），ＡＵＣ＞０８０且Ｐ＜００５的
基因作为后续分析的重点。

１．２．４　特征基因与免疫细胞的相关性分析　在
ＴＩＳＩＤＢ（ｈｔｔｐ：／／ｃｉｓ．ｈｋｕ．ｈｋ／ＴＩＳＩＤＢ／ｄｏｗｎｌ）下载免
疫细胞的数据集，包括２８种免疫细胞，分为适应性

免疫细胞类和先天性免疫细胞类。通过 Ｒ软件相
关程序输入免疫细胞浸润文件、４个 ＧＥＯ数据集合
并文件，绘制免疫特征基因与ＴＩＳＩＤＢ数据库中免疫
细胞的可视化图。

１．２．５　ＵＨＰＬＣＱＥｘａｃｔｉｖｅＯｒｂｉｔｒａｐＭＳ鉴定分析土
茯苓黄酮类化合物　按照文献中的方法进行操
作［７］，超高效液相色谱条件：ＵＰＬＣＢＥＨＣ１８色谱柱
（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１７μｍ）。进样体积为 ５μｌ。
流速单位为μｌ／ｍｉｎ，Ａ和Ｂ相中均加入０１％甲酸。
洗脱程序如下：０ｍｉｎ，５％Ｂ相；３５ｍｉｎ，１５％Ｂ相；６
ｍｉｎ，３０％Ｂ相；１２ｍｉｎ，７０％Ｂ相；１８ｍｉｎ，１００％Ｂ
相；２６ｍｉｎ，５％Ｂ相；３０ｍｉｎ，５％Ｂ相，流速为 ０３
ｍｌ／ｍｉｎ，进样量为１μｌ，柱温为４０℃。质谱条件：采
用电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子与负离子两 种扫描
模式，扫描模式为全扫描／数据依赖的二级扫描
（ｆｕｌｌ／ｄｄＭＳ２）。质量扫描范围ｍ／ｚ为１００～１２００，
毛细管温度３５０℃，鞘气流速３０ａｒｂ，辅助气流速１０
ａｒｂ，ＭＳ２采用低、中、高３种碰撞能。
１．２．６　分子对接分析　采用分子对接软件（ＳＹＢＹＬ
２１１）中的 ＳｕｒｆｌｅｘＤｏｃｋｉｎｇ模块分析土茯苓黄酮类
化合物与５个特征基因的结合情况，结果以总分值
（ｔｏｔａｌ＿ｓｃｏｒｅ，Ｔ＿Ｓｃｏｒｅ）＞５为阈值进行分析［８］。从

蛋白质晶体结构数据库 ＲＣＳＢ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．
ｏｒｇ／ｐｄｂ）中获取载脂蛋白 Ｄ（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＤ，ＡＰ
ＯＤ，ＰＤＢＩＤ：２ＨＺＱ），含锌指和 ＢＴＢ域 １６（ｚｉｎｃｆｉｎ
ｇｅｒａｎｄＢＴＢｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１６，ＺＢＴＢ１６，ＰＤＢＩＤ：
１ＢＵＯ），趋化因子 ＣＣ亚族受体 ５（ＣＣｃｈｅｍｏｋｉｎｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ５，ＣＣＲ５，ＰＤＢＩＤ：７Ｆ１Ｒ），基质金属蛋
白酶１（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１，ＭＭＰ１，ＰＤＢＩＤ：
３ＳＨＩ）和冠蛋白１Ａ（ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ，ＣＯＲＯ１Ａ，ＰＤＢＩＤ：
２ＡＱＦ）晶体结构。
１．３　统计学处理　采用 Ｒ４３０软件对数据进行
统计分析。连续变量以 珋ｘ±ｓ表示，用ｇｌｍｎｅｔ包进行
Ｌａｓｓｏ回归分析，选择变量和调整模型复杂度，从而
避免过度拟合；使用 ＲＯＣ曲线及 ＡＵＣ评价特征基
因诊断ＲＡ的价值，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＧＥＯ数据集处理及差异基因分析　４个数据
集合并作为训练数据集（表１），正常对照组３２个样
本，ＲＡ组４４个样本。以ＰＣＡ聚类图的形式展示消
除批次之间的差异前和后，ＰＣＡ结果显示，图１Ａ为
矫正前的ＧＥＯ数据集的分布情况，图１Ｂ为矫正后
的ＧＥＯ数据集的分布情况，在数据矫正前４个数据
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集有明显差异，而批次矫正后基本上消除了４个数
据集的批处理效应。

表１　ＲＡ基因芯片基本信息

数据集 平台 正常对照组（ｎ） ＲＡ组（ｎ） 实验类型

ＧＳＥ１９１９ ＧＰＬ ５ ５ Ａｒｒａｙ
ＧＳＥ５５２３５ ＧＰＬ １０ １０ Ａｒｒａｙ
ＧＳＥ５５４５７ ＧＰＬ １０ １３ Ａｒｒａｙ
ＧＳＥ７７２９８ ＧＰＬ ７ １６ Ａｒｒａｙ

２．２　关键模块与 ＲＡ的相关性　借助 Ｒ软件的
“ＷＧＣＮＡ”软件包对 ４个 ＧＥＯ数据集的表达谱数
据构建加权共表达网络，通过 ＷＧＣＮＡ分析将差异
表达的基因构建４个不同的模块。图 ２Ａ显示了蓝
色模块、蓝绿色模块、棕色模块、黄色模块与 ＲＡ的
相关性，其中蓝色模块和蓝绿色模块与 ＲＡ的相关
性较高（ｒ＝０７５、０７３），且蓝色模块和蓝绿色模块
中基因与 ＲＡ表型呈正相关（ｒ＝０８７、０９１，Ｐ＜
００５）（图２Ｂ、Ｃ），由于蓝色模块中基因与 ＲＡ表型

相关性低于蓝绿色模块，说明这些基因在蓝绿色模

块中具有重要角色，因此本研究选择蓝绿色模块中

的基因进行深入研究。

２．３　类风湿关节炎的特征基因　将蓝绿色模块中
连接性最高的６９个基因作为候选中心基因。４个
数据集合并处理后鉴定差异表达基因共 ６３个，图
３Ａ显示有９个交集基因。图３Ｂ为 ＬＡＳＳＯ回归的
１０折交叉验证图，显示基于ＬＡＳＳＯ回归算法对９个
基因进行筛选，图中的每一条曲线代表了每个自变

量系数的变化轨迹，纵坐标是系数的值，下横坐标是

Ｌ１范数，上横坐标是此时模型中非零系数的个数。
参数系数绝对值随着Ｌ１范数值变小而变大。当Ｌ１
范数达到一定值以后，一部分不重要的变量（特征

基因）将被压缩为０，代表该变量已被剔除。图３Ｃ
为最佳调谐参数选择图，得到交叉验证曲线和最小

化平均交叉验证误差的 ｌａｍｂｄａ的值。共筛选出 ５
个对 ＲＡ疾病具有诊断价值的特征基因，分别为
ＡＰＯＤ、ＺＢＴＢ１６、ＣＣＲ５、ＭＭＰ１和ＣＯＲＯ１Ａ。

图１　批次矫正前后ＰＣＡ结果

Ａ：批次矫正前ＰＣＡ结果；Ｂ：批次矫正后ＰＣＡ结果

图２　基因模块与类风湿关节炎的相关性分析图
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图３　类风湿关节炎特征生物标志物的鉴定和ＬＡＳＳＯ回归图

Ａ：交集基因韦恩图；Ｂ：ＬＡＳＳＯ的交叉验证图；Ｃ：最佳调谐参数选择图

图４　正常对照组和ＲＡ组特征基因表达的比较

与正常对照组比较：Ｐ＜０００１

２．４　特征基因的表达情况　基因 ＣＣＲ５、ＡＰＯＤ、
ＺＢＴＢ１６、ＭＭＰ１和ＣＯＲＯ１Ａ在数据集中均存在差异
表达（图 ４）。与正常对照组相比，ＲＡ组 ＣＣＲ５、
ＭＭＰ１和ＣＯＲＯ１Ａ表达增高 （Ｐ＜０００１）。ＡＰＯＤ
和ＺＢＴＢ１６表达降低（Ｐ＜０００１）。
２．５　特征基因的 ＲＯＣ曲线分析结果　从标准化
表达矩阵中获取 ＣＣＲ５、ＡＰＯＤ、ＺＢＴＢ１６、ＭＭＰ１和
ＣＯＲＯ１Ａ基因的表达情况，结果显示５个特征基因
的ＡＵＣ均大于０８５（图５）。
２．６　特征基因与免疫细胞浸润之间的关系　通过
Ｒ语言绘制５个特征基因与免疫细胞的相关性热
图，纵坐标代表免疫细胞，横坐标代表 ５个特征基
因，模块中颜色代表５个特征基因与免疫细胞间的
相关性，模块中颜色深浅代表该免疫特征基因与免

疫细胞间的相关性的强弱，蓝色代表负相关，红色代

表正相关（图６）。发现ＣＣＲ５、ＭＭＰ１和ＣＯＲＯ１Ａ与
多种免疫细胞呈正相关，其中 ＣＣＲ５、ＭＭＰ１和 ＣＯ
ＲＯ１Ａ均与伽马三角洲Ｔ细胞（γδＴ细胞）呈正相关
（均 Ｐ＜００５）。ＣＣＲ５和 ＣＯＲＯ１Ａ与巨噬细胞、调
节性 Ｔ细胞、单核细胞、骨髓源性抑制细胞呈正相
关（均Ｐ＜００５）。而ＡＰＯＤ基因与多种免疫细胞呈
负相关（Ｐ＜００５）。
２．７　土茯苓黄酮类化合物的基本信息　检测数据
经峰匹配与校准后共得到１３３个化合物离子用于后
续分析。通过与标准品、保留时间、精确分子量和二

级质谱比对共结构鉴定出２０个化合物（表２）。
２．８　土茯苓黄酮类化合物与特征基因的结合情况
　通过分子对接发现１４个化合物与 ＭＭＰ１有较好
的结合（Ｔ＿Ｓｃｏｒｅ＞５）；１６个化合物与 ＣＣＲ５有较好
的结合（Ｔ＿Ｓｃｏｒｅ＞５）；１７个化合物与ＡＰＯＤ有较好
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图５　特征基因的ＲＯＣ曲线

表２　鉴定出的土茯苓黄酮类化合物

编号 出峰时间 化合物名称 分子量 离子形式 质荷比

１ ０．７９ Ｔｒｉｌｏｂａｔｉｎ Ｃ２１Ｈ２４Ｏ１０ ［ＭＨ］－ ４３５．１３
２ ２．３６ （＋）Ｃａｔｅｃｈｉｎｈｙｄｒａｔｅ Ｃ１５Ｈ１６Ｏ７ ［ＭＨ］－ ２８９．０７
３ ３．２７ ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ７ｎｅｏｈｅｓｐｅｒｉｄｏｓｉｄｅ Ｃ２７Ｈ３０Ｏ１５ ［ＭＨ］－ ５９３．１５
４ ４．０２ Ｍｕｌｂｅｒｒｉｎ Ｃ２５Ｈ２６Ｏ６ ［ＭＨ］－ ４２１．１６
５ ４．０５ Ｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎ Ｃ２１Ｈ２４Ｏ１０ ［ＭＨ］－ ４３５．１３
６ ４．７９ Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ Ｃ１６Ｈ１４Ｏ６ ［ＭＨ］－ ３０１．０７
７ ５．０９ Ｐｈｌｏｒｅｔｉｎ Ｃ１５Ｈ１４Ｏ５ ［ＭＨ］－ ２７３．０８
８ ５．１２ Ｋａｅｍｐｆｅｒｉｔｒｉｎ Ｃ２７Ｈ３０Ｏ１４ ［ＭＨ］－ ７５５．２０
９ ５．７４ Ｔａｘｉｆｏｌｉｎ Ｃ１５Ｈ１２Ｏ７ ［ＭＨ］－ ３０３．０５
１０ ５．９３ Ｌｕｔｅｏｌｉｎ７ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅ Ｃ２１Ｈ１８Ｏ１２ ［ＭＨ］－ ４６１．０７
１１ ６．６１ Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ６ ［ＭＨ］－ ２８５．０４
１２ ６．６５ ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ Ｃ２８Ｈ３４Ｏ１５ ［ＭＨ］－ ６０９．１８
１３ ７．０６ Ａｐｉｇｅｎｉｎ７Ｏｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅ Ｃ２１Ｈ１８Ｏ１１ ［ＭＨ］－ ４４５．０８
１４ ８．２７ Ｉｓｏｓａｋｕｒａｎｉｎ Ｃ２２Ｈ２４Ｏ１０ ［ＭＨ］－ ４４７．１３
１５ ８．５６ Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｅｉｎ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ６ ［ＭＨ］－ ２８５．０４
１６ ９．４２ Ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ Ｃ１６Ｈ１２Ｏ４ ［ＭＨ］－ ２６７．０７
１７ ９．６０ Ｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ Ｃ１６Ｈ１２Ｏ６ ［ＭＨ］－ ２９９．０６
１８ １２．１４ Ｎｅｏｂａｖａｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ Ｃ２０Ｈ１８Ｏ４ ［ＭＨ］－ ３２１．１１
１９ １３．５９ ＬｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＣ Ｃ２１Ｈ２２Ｏ４ ［ＭＨ］－ ３３７．１４
２０ １６．４７ Ｉｓｏｘａｎｔｈｏｈｕｍｏｌ Ｃ２１Ｈ２２Ｏ５ ［ＭＨ］－ ３５３．１４

的结合（Ｔ＿Ｓｃｏｒｅ＞５）；８个化合物与 ＣＯＲＯ１Ａ有较
好的结合（Ｔ＿Ｓｃｏｒｅ＞５）；３个化合物与ＺＢＴＢ１６有较
好的结合（Ｔ＿Ｓｃｏｒｅ＞５）；同时发现，Ｍｕｌｂｅｒｒｉｎ和
Ｎｅｏｂａｖａｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ化合物能同时与５个特征基因结
合（表３），有进一步研究的价值。

３　讨论

　　ＲＡ是一种常见的自身免疫性疾病，能反复和
持续激活先天性和获得性免疫系统，导致免疫耐受

失败、大量炎性细胞因子产生、致残性软骨和骨骼损
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图６　特征基因与免疫细胞的相关性热图

表３　土茯苓黄酮类化合物与特征基因结合总分

化合物名称 ＣＣＲ５ ＡＰＯＤ ＺＢＴＢ１６ ＭＭＰ１ ＣＯＲＯ１Ａ
Ｔｒｉｌｏｂａｔｉｎ ６．６ ６．５ ４．３ ８．１ ５．７
（＋）Ｃａｔｅｃｈｉｎｈｙｄｒａｔｅ ５．８ ５．０ ３．３ ３．６ ５．１
ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ７ｎｅｏｈｅｓｐｅｒｉｄｏｓｉｄｅ ７．３ ７．７ ３．３ ６．０ ４．６
Ｍｕｌｂｅｒｒｉｎ ６．３ ８．４ ５．４ ７．６ ５．１
Ｐｈｌｏｒｉｄｚｉｎ ５．６ ７．３ ４．４ ７．３ ４．５
Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ４．６ ３．６ ２．６ ４．３ ４．０
Ｐｈｌｏｒｅｔｉｎ ６．２ ６．４ ４．０ ５．７ ５．５
Ｋａｅｍｐｆｅｒｉｔｒｉｎ ５．４ ５．８ ２．４ ５．７ ５．０
Ｔａｘｉｆｏｌｉｎ ５．８ ６．０ ３．１ ５．６ ４．４
Ｌｕｔｅｏｌｉｎ７ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅ ６．１ ８．０ ４．３ ６．２ ２．１
Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ ４．０ ４．３ ２．０ ４．０ ４．２
ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ ７．１ ９．９ ３．９ ７．５ ３．６
Ａｐｉｇｅｎｉｎ７Ｏｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅ ７．７ ５．８ ３．８ ８．２ ６．５
Ｉｓｏｓａｋｕｒａｎｉｎ ５．８ ６．８ ３．３ ６．３ ４．２
Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｅｉｎ ３．９ ５．０ １．８ ４．１ ４．４
Ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ ４．２ ７．３ ２．０ ３．９ ３．４
Ｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ ５．５ ４．２ ２．３ ５．２ ４．１
Ｎｅｏｂａｖａｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ ５．４ ６．７ ５．１ ６．５ ５．４
ＬｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＣ ６．１ ７．３ ３．５ ６．０ ４．１
Ｉｓｏｘａｎｔｈｏｈｕｍｏｌ ５．５ ６．５ ５．２ ４．３ ５．０

伤，也会出现肺部和心脏的全身性炎症反应。本研

究通过生物信息学方法，对 ＧＥＯ数据库中 ＲＡ相关
数据深度挖掘，发现５个 ＲＡ特征基因（ＣＣＲ５，ＡＰ
ＯＤ，ＺＢＴＢ１６，ＭＭＰ１，ＣＯＲＯ１Ａ），且 ５个 ＲＡ特征基
因与多种免疫细胞相关。ＲＡ的发病过程中趋化因
子通过调节免疫和炎症反应发挥介质作用。ＣＣＲ５
是一种Ｇ蛋白偶联受体。已有研究［９］发现ＣＣＲ５参
与了包括ＲＡ、骨质疏松症在内的多种疾病的发病。
滑膜Ｔ细胞中的 ＣＣＲ５水平升高，并与 ＲＡ的发生
发展有关，ＣＣＲ５在外周血单核细胞和 Ｔ细胞中的
表达水平低，但在体内外经炎症刺激后表达明显增

强；ＡＰＯＤ是多功能蛋白质，涉及炎症、抗氧化等。
在多种组学中 ＡＰＯＤ表达影响糖尿病的发生和发
展［１０］。但其在ＲＡ的表达情况尚未明确，值得进一

步深入研究；在基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏ
ｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）家族中，ＭＭＰ１属于胶原酶和间质
溶解素类，并且有研究［１１］证明 ＭＭＰ１的水平与 ＲＡ
疾病活动度相关，并且可以预测 ＲＡ的功能和影像
学结果，是预测 ＲＡ早期骨破坏的指标。ＣＯＲＯ１Ａ
基因参与自身免疫病的发生发展，其是特异性调节因

子，参与维持外周初始 Ｔ细胞稳态［１２］。以上提示这

些特征基因在ＲＡ的发生和发展中发挥重要作用。
　　ＲＡ发病机制复杂，多种免疫细胞参与ＲＡ的发
病及进展过程，通过探索 ＲＡ特征基因与免疫细胞
之间的关系，可以更好地了解 ＲＡ的免疫学机制。
本研究筛选特征基因与免疫细胞的相关性发现

ＣＣＲ５、ＭＭＰ１和 ＣＯＲＯ１Ａ与多种免疫细胞呈正相
关，其中 ＣＣＲ５、ＭＭＰ１和 ＣＯＲＯ１Ａ均与 γδＴ细胞呈
正相关。ＣＣＲ５和 ＣＯＲＯ１Ａ与巨噬细胞、调节性 Ｔ
细胞、单核细胞呈正相关。单核细胞和巨噬细胞在

ＲＡ的发病机制中起着核心作用，其能通过产生不
同种类的趋化因子、细胞因子和生长因子来调节免

疫和炎性反应，导致骨和软骨的破坏，诱导ＲＡ的发
生［１３］；调节性 Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）在多种疾病中发挥作
用。是辅助性Ｔ细胞的特殊亚群之一，Ｔｒｅｇ能有效
防止自身免疫性疾病的发展。ＲＡ患者的Ｔｒｅｇ细胞
以功能受损和表型改变为特征［１４］；γδＴ细胞是免疫
系统中的一类特殊细胞，已有研究［１５］显示γδＴ细胞
在ＲＡ发病中具有启动和保护双重作用。ＲＡ作为
自身免疫性疾病，其自身反应性 ＣＤ４＋Ｔ细胞、巨噬
细胞、炎症细胞因子、趋化因子等水平异常升高。而

本研究发现特征基因与免疫细胞的相关性，对未来

相关的科学研究提供理论依据。

综上所述，基于差异表达数据利用ＬＡＳＳＯ回归
筛选出 ５个 ＲＡ特征基因，在 ＲＯＣ曲线分析中，
ＣＣＲ５，ＡＰＯＤ，ＺＢＴＢ１６，ＭＭＰ１，ＣＯＲＯ１Ａ的 ＡＵＣ值
均大于０．８５，这５个 ＲＡ特征基因作为 ＲＡ诊断标
志物具有潜在价值。此外，本研究选发现土茯苓黄

酮类化合物与 ＲＡ诊断标志物均有结合作用，其治
疗机制可能与免疫相关，由于本研究尚未进行体内

实验研究，具体机制有待进一步体内实验验证。
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