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摘要　目的　通过生物信息学方法及实验验证探索抗中性
粒细胞胞质抗体（ＡＮＣＡ）相关性血管炎炎症应答候选基因
及潜在的分子机制，为治疗ＡＮＣＡ相关性血管炎潜在炎症靶
标提供科学的理论依据。方法　从 ＧＥＯ数据库检索获得
ＧＳＥ１０８１０９芯片数据，利用Ｒ语言相关程序包处理、分析并
筛选出差异基因。利用ＤＡＶＩＤ在线网站进行京都基因与基
因组百科全书（ＫＥＧＧ）和基因本体（ＧＯ）富集分析，并通过
ＳＴＲＩＮＧ网站构建炎症候选基因编码蛋白的相互作用网络。
进一步通过ｍｉＲＷａｌｋ和ＤＩＡＮＡ-ＬｎｃＢａｓｅ数据库预测并构建
内源性竞争性 ＲＮＡ（ｃｅＲＮＡ）调控网络，并从网络中筛选出
关键基因绘制ＲＯＣ曲线。纳入西南医科大学附属医院确诊
并经肾穿刺活检证实的 ＡＮＣＡ相关性血管炎患者肾组织标
本进行验证，以非ＡＮＣＡ相关性血管炎患者肾组织标本（ＩｇＡ
肾病、微小病变型肾病）为对照组。对收集到的肾组织标本

进行免疫组化染色，并通过免疫组化染色半定量分析计算平

均光密度，进一步验证生信分析筛选出的关键基因的表达情

况，同时将关键基因的平均光密度值与炎症指标进行 Ｐｅａｒ-
ｓｏｎ线性相关性分析。结果　共筛选出差异表达基因 ８４６
个，其中４４４个基因表达明显上调，４０２个基因表达明显下
调。通过ＫＥＧＧ和ＧＯ富集分析获得了与炎症调控相关的
重要差异表达基因，其中ＣＳＦ１Ｒ和ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ为首次在ＡＮ-
ＣＡ相关性血管炎中报道的差异基因。同时构建了包括ＫＣ-
ＮＱ１ＯＴ１-ｈｓａ-ｍｉＲ-１２５ａ-５ｐ-ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ在内的多条内源性竞
争ＲＮＡ（ｃｅＲＮＡ）调控轴。收集到 ＡＮＣＡ相关性血管炎标本
１５例，ＩｇＡ肾病标本６例，微小病变型肾标本３例。肾穿组
织标本的免疫组化结果提示 ＣＳＦ１Ｒ、ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ在 ＡＮＣＡ相
关性血管炎肾组织表达较对照组均有升高，对ＡＮＣＡ组患者
临床数据做Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析，得出ＣＳＦ１Ｒ的表达量与中
性粒细胞计数含量呈正相关（ｒ＝０.５８７），ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ的表达
量和血清Ｃ反应蛋白含量呈正相关（ｒ＝０.６４６）。结论　通
过生物信息学的方法筛选出 ＣＳＦ１Ｒ和 ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ等参与炎
症调节的关键基因，构建了严密的ｃｅＲＮＡ调控网络，并通过

免疫组化验证了ＣＳＦ１Ｒ和ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ在ＡＮＣＡ血管炎中的
表达较对照组升高。为深入探究 ＡＮＣＡ相关性血管炎发生
发展的炎症分子机制及发掘新的炎症治疗靶点提供科学的

理论依据。
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　　抗中性粒细胞胞质抗体（ａｎｔｉｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｃｙｔｏｐｌａｓ-
ｍｉｃａｎｔｉｂｏｄｙ，ＡＮＣＡ）相关性血管炎是一类由 ＡＮＣＡ
导致的以小血管壁炎症和纤维素样坏死为特征的一

类系统性自身免疫性疾病。ＡＮＣＡ相关性血管炎的
核心发病机制是ＡＮＣＡｓ导致中性粒细胞过度激活，
释放炎性细胞因子、活性氧和裂解酶，从而损伤血管

内皮细胞［１］。既往对 ＡＮＣＡ相关性血管炎炎症应
答机制并不完全清楚，新近兴起的基于 ＮＣＢＩ-基因
表达综合（ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）数据库等
资源的生信分析方法为进一步探索 ＡＮＣＡ相关性
血管炎炎症应答机制提供了可能。该研究拟综合使

用ＧＥＯ数据库、ＤＡＶＩＤ６.８在线平台对ＡＮＣＡ相关
性血管炎差异表达基因进行筛选、京都基因与基因

组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅ-
ｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）和基因本体（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）富集
分析以及识别这些差异基因编码的蛋白质之间的相

互作用及通路关系，最终筛选出 ＡＮＣＡ相关性血管
炎炎症表达候选基因，并通过 ｍｉＲＷａｌｋ和 ＤＩＡＮＡ-
ＬｎｃＢａｓｅ数据库预测并构建内源性竞争性 ＲＮＡ
（ｃｏｍｐｅｔｉｎｇｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓＲＮＡｓ，ｃｅＲＮＡ）调控网络，为
进一步进行验证试验提供科学基础，为治疗 ＡＮＣＡ
相关性血管炎提供新的思路和靶点。

１　材料与方法

１．１　ＡＮＣＡ相关性血管炎微阵列数据集采集及下
载　从 ＧＥＯ数据库中下载 ＡＮＣＡ相关性血管炎基
因表达谱。筛选条件如下：① 关键词：ＡＮＣＡ相关
性血管炎；② 条目类型：系列（ｓｅｒｉｅｓ）；③ 研究类型：
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表达谱分析；④ 属性：组织；⑤ 物种：人类；⑥ 肾脏
组织定位：肾小球。

１．２　筛选差异表达基因　利用 Ｒ软件（版本：
４.０.２）进行数据的预处理。使用 Ｒ软件的 ｌｉｍｍａ
软件包进行差异表达基因的筛选。将 Ｐ值小于
０.０５且ｌｏｇＦＣ（差异倍数）的绝对值大于１作为筛选
差异表达基因的条件，当同时满足上述条件是认为

差异基因的表达具有统计学意义。利用 ｇｇｐｌｏｔ２软
件包制作差异表达基因的火山图。利用 ｐｈｅａｔｍａｐ
软件包（版本：１.０.１２）制作前５０个差异表达基因
的热图。

１．３　差异基因富集分析　利用 ＤＡＶＩＤ６.８（ｈｔ-
ｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ／）在线平台对所有差异表达
基因进行 ＧＯ和京都基因与基因组百科全书通路
（ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ）富集分析。设置 Ｐ＜０.０５。利用
在线绘图工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｃｏｍ．ｃｎ）
将富集分析结果进行可视化，结果分别以柱状图及

气泡图展示。

１．４　炎症应答相关差异基因的 ＰＰＩ网络构建　通
过上述富集分析，鉴别出富集在炎症应答集群中的

差异表达基因。利用 ＳＴＲＩＮＧ（ｈｔｔｐ：／／ｓｔｒｉｎｇ-ｄｂ．
ｏｒｇ／）来识别这些差异基因编码的蛋白质之间的相
互作用及通路关系，并利用作图软件Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ将结
果进行可视化（版本：３.７.１）。
１．５　预测炎症应答相关基因微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲ-
ＮＡ，ｍｉＲＮＡ）　使用在线数据库 ｍｉＲＷａｌｋ３.０预测
富集在炎症应答集群中的差异表达基因的 ｍｉＲＮＡ。
筛选出同时在 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ和 ｍｉＲＤＢ数据库中存在
的ｍｉＲＮＡ，建立 ｍＲＮＡ-ｍｉＲＮＡ相互作用网络，并利
用作图软件 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ将结果可视化 （版本：
３.７.１）。
１．６　构建炎症相关基因ｃｅＲＮＡ网络　使用ＤＩＡＮ-
Ａ-ＬｎｃＢａｓｅｖ.２数据库筛选与上述 ｍｉＲＮＡ相互关联
的长非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎ-ｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ＬｎｃＲＮＡ）。
筛选条件如下：① ｍｉＲＮＡ与ＬｎｃＲＮＡ相互作用经过
免疫沉淀法证实；② ＬｎｃＲＮＡ富集在肾脏；③ 评分
（ｐｒ．ｓｃｏｒｅ）＞０.９。在 ｍｉＲＮＡ-ｍＲＮＡ和 ｌｎｃＲＮＡ-
ｍｉＲＮＡ相互作用的基础上，建立了 ｃｅＲＮＡ调控网
络，利用在线绘图工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．
ｃｏｍ．ｃｎ）将结果进行可视化，结果以对冲图展示。
１．７　关键基因疗效评价　通过上述 ＰＰＩ分析及
ｃｅＲＮＡ调控网络构建，筛选出富集在炎症应答集群
中的关键差异表达基因 ＣＳＦ１Ｒ和 ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ。通
过在线绘图工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｃｏｍ．

ｃｎ）绘制关键基因的 ＲＯＣ曲线。ＲＯＣ曲线采用敏
感性、特异性和 ＲＯＣ曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅ
ｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）进行解释，以此来评估关键基因区分对
照组和ＡＮＣＡ相关性血管炎患者的效能。
１．８　关键差异基因的验证　经检索本院 ＬＩＳ系统
及病理诊断系统，纳入２０１３年１月－２０２２年３月在
西南医科大学附属医院就诊的患者，其中 ＡＮＣＡ相
关性血管炎１５例，微小病变型肾病３例，ＩｇＡ肾病
１５例，所有患者均按照肾活检诊断要求行ＨＥ、ＰＡＳ、
Ｍａｓｓｏｎ染色及电镜诊断。在光镜下重新阅片，评估
间质炎症细胞浸润程度，对照组为 ＨＥ染色光镜下
观察无明显炎症细胞浸润者纳入研究：微小病变性

肾病３例，ＩｇＡ肾病６例，实验组为１５例ＡＮＣＡ相关
性血管炎。以上病例均为初诊，取材时未行糖皮质

激素及免疫抑制剂治疗。选择合适的切片进行免疫

组织化学染色，烤片 １ｈ后依次进行脱蜡、水化，使
用 ３％Ｈ２Ｏ２抑制内源性过氧化物酶，用枸橼酸钠缓
冲液在微波炉中进行抗原修复，５％牛血清白蛋白
（ＢＳＡ）常温封闭 １ｈ，弃去封闭液后加入一抗稀释
液，切片置于湿盒中放 －４℃冰箱过夜。次日使用
磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）清洗后继续予以二抗稀释液孵
育，室温孵育３０ｍｉｎ后用 ＰＢＳ清洗，加入二氨基联
苯胺（ＤＡＢ）显色，显微镜下观察效果，苏木精复染
细胞核，脱水透明后中性树脂封片，通风处晾干于明

场显微镜下观察拍摄。同时将 ＡＮＣＡ组的平均光
密度值（ｍｅａｎｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＯＤ）值与临床炎症指
标（包括白细胞计数、中性粒细胞计数、Ｃ反应蛋
白）做Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析。
１．９　统计学处理　使用 ＳＰＳＳ（Ｖｅｒｓｉｏｎ：２６.０）进行
统计学分析，符合正态分布的计量资料以 �ｘ±ｓ表
示。组间两两比较采用 ｔ检验，非参数检验采用卡
方检验，多组间比较采用单因素方差分析，相关性分

析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ线性相关分析，并用 Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ
（Ｖｅｒｓｉｏｎ：８.０.１）绘制图片。

２　结果

２．１　ＡＮＣＡ相关性血管炎差异基因的筛选结果　
基于 上 述 筛 选 条 件，收 集 并 下 载 了 数 据 集

ＧＳＥ１０８１０９。该数据集平台为 ＧＰＬ１９９８３，其中包括
６个对照组标本和１５个ＡＮＣＡ相关性血管炎标本。
通过 Ｒ语言对数据集 ＧＳＥ１０８１０９进行标准化预处
理（图１Ａ）。利用 Ｒ软件的 ｌｉｍｍａ软件包，总共得
到差异表达基因（ＤＥＧｓ）８４６个，其中 ４４４个基因表
达明显上调，４０２个基因表达明显下调。火山图展
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图１　ＡＮＣＡ相关性血管炎差异表达基因

　　Ａ：ＡＮＣＡ相关性血管炎基因微阵列数据集；Ｂ：ＡＮＣＡ相关性

血管炎差异基因火山图；红色点：上调基因；蓝色的点：下调基因；

灰色点：无显著差异的基因；Ｃ：前１０个显著上调和下调的差异表

达基因；红色：上调差异基因；绿色：下调差异基因

示了差异基因的表达水平（图１Ｂ）。前１０个差异显
著的上调基因是 ＦＣＥＲ１Ｇ、ＣＹＢＢ、ＵＣＰ２、ＬＹＺ、
Ｃ１ＱＣ、ＦＳＣＮ１、ＥＣＭ１、ＮＣＫＡＰ１Ｌ、Ｃ３ＡＲ１。前 １０个
差异 显 著 的 下 调 基 因 是 ＧＳＴＡ２、ＡＬＢ、ＡＦＭ、
ＧＬＹＡＴＬ１、 ＳＬＣ１２Ａ３、 ＣＴＰ４Ａ１１、 ＳＬＣ１６Ａ１２、
ＡＴＰ６Ｖ０Ｄ２、ＣＡＬＢ１、ＥＧＦ（图 １Ｃ）。使用 ｐｈｅａｔｍａｐ
软件包绘制了前５０个差异表达基因的热图（图２），
每一行代表一个独立的基因；每一列代表一个独立

的样本。层次聚类分析表明，根据 ｍＲＮＡ表达的不
同模式可以将对照组和 ＡＮＣＡ相关性血管炎患者
进行区分。

２．２　差异基因富集分析　利用ＤＡＶＩＤ在线分析工
具对ＡＮＣＡ相关性血管炎数据集（ＧＳＥ１０８１０９）中差
异表达基因进行 ＫＥＧＧ富集分析，其结果见图３Ａ。
ＫＥＧＧ分析显示差异表达基因主要富集在补体途
径、抗坏血酸和藻酸盐代谢、缬氨酸、亮氨酸和异亮

氨酸代谢、蛋白质消化和吸收、细胞色素 Ｐ４５０对异
种物质的代谢、癌症中的蛋白聚糖、耶尔森菌感染、

戊糖和葡萄糖醛酸转化、色氨酸代谢、精氨酸和脯氨

酸代谢、破骨细胞分化、金黄色葡萄球菌感染、丁酸

盐代谢、药物－细胞色素Ｐ４５０代谢、百日咳、糖尿病

图２　ＡＮＣＡ相关血管炎前５０个差异表达基因热图

并发症中的 ＡＧＥ-ＲＡＧＥ信号通路、甘氨酸、丝氨酸
和苏氨酸代谢途径等。同时，对所有差异表达基因

的细胞组成、生物过程和分子功能进行了富集分析，

结果见图３Ｂ，发现其主要富集于炎症反应、血管生
成、细胞迁移的正调节、细胞形状调节、外源代谢过

程、血红素结合、跨膜转运蛋白活性、蛋白质结合等。
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图３　ＡＮＣＡ相关性血管炎差异表达基因富集分析

Ａ：ＡＮＣＡ相关性血管炎ＫＥＧＧ富集分析；Ｂ：ＡＮＣＡ相关性血管炎ＧＯ富集分析

２．３　炎症应答相关差异基因的 ＰＰＩ网络构建　通
过ＧＯ富集分析，共得到３７个富集在炎症应答生物
学过程的差异表达基因。利用 ＳＴＲＩＮＧ（ｈｔｔｐ：／／
ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．ｏｒｇ／）构建炎症应答差异基因表达产物的
ＰＰＩ网络。去除孤立的节点，并利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件
可视化，结果如图４所示。该网络包含了３４个关键
基因，分别是 ＣＳＦ１Ｒ、ＨＤＡＣ５、ＳＥＭＡ７Ａ、ＮＲＲＯＳ、
ＣＳＦ１、Ｃ５ＡＲ１、ＰＴＧＥＲ３、ＩＴＧＢ２、ＴＮＦＲＳＦ１１Ｂ、ＦＰＲ３、
ＴＮＦ、ＲＥＬＡ、ＰＩＫ３ＣＧ、ＫＮＧ１、ＲＥＬＢ、Ｃ３、ＰＹＣＡＲＤ、
ＣＤ９７、Ｃ３ＡＲ１、ＣＣＲ１、ＬＹＮ、ＴＧＦＢ１、ＡＮＸＡ１、ＣＤ１８０、
ＣＹＢＢ、ＦＯＳ、ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ、ＬＹＺ、ＨＣＫ、ＢＭＰ２、ＶＮＮ１、
ＡＸＬ、ＮＯＸ４、ＴＬＲ７。这些差异表达基因可能是调控
炎症反应及参与炎症应答的关键候选基因。

图４　炎症应答相关差异表达基因ＰＰＩ相互作用网络

２．４　ｍｉＲＮＡ及 ｃｅＲＮＡ网络构建　共有 １９个
ｍｉＲＮＡ（如 ｈｓａ-ｍｉＲ-２２-３ｐ、ｈｓａ-ｌｅｔ-７ｅ-５ｐ、ｈｓａ-ｍｉＲ-
９２ａ-３ｐ和ｈｓａ-ｍｉＲ-３３１-３ｐ）、２个下调基因（ＰＴＧＥＲ３
和 ＦＯＳ）、７个 上 调 基 因 （ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ、ＣＳＦ１Ｒ、
ＡＤＧＲＥ５、ＨＤＡＣ５、ＣＤ１８０、ＡＸＬ和ＳＥＭＡ７Ａ）在ｍＲ-
ＮＡ-ｍｉＲＮＡ相互作用网络中（图５）。通过 ＤＩＡＮＡ-
ＬｎｃＢａｓｅｖ.２数据库筛选并构建 ｃｅＲＮＡ调控网络，
该网络包含 １２个 ｍｉＲＮＡ（如 ｈｓａ-ｍｉＲ-２２-３ｐ、ｈｓａ-
ｍｉＲ-１２５ａ-５ｐ和ｈｓａ-ｍｉＲ-３３１-３ｐ）、５个上调差异表达
基 因 （ＡＤＧＲＥ５、 ＡＸＬ、 ＣＳＦ１Ｒ、 ＨＤＡＣ５ 和

ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ），同时包括了 １９个 ｌｎｃＲＮＡ（如 ＫＣ-
ＮＱ１ＯＴ１、ＸＩＳＴ、ＮＥＡＴ１、ＣＡＳＣ７和 ＭＡＬＡＴ１等）。值
得注意的是，这许多相互作用的调控轴中包括 ＫＣ-
ＮＱ１ＯＴ１-ｈｓａ-ｍｉＲ-１２５ａ-５ｐ-ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ（图６）。

图５　ｍｉＲＮＡ-ｍＲＮＡ预测网络图

　　方形：ｍｉＲＮＡ；圆圈：差异基因；红色：上调基因；绿色：下调基因；

线条：ｍｉＲＮＡ和差异基因之间的相互调控网络
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图６　ｌｎｃＲＮＡ-ｍｉＲＮＡ-基因调控对冲图

２．５　关键炎症应答基因的筛查及疗效评价　用
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ中的ｃｙｔｏｈｕｂｂａ插件筛选关键炎症应答基
因。利用ＭＣＣ算法筛选出富集在炎症应答集群中
的关键差异表达基因，结果如表 １所示。在
ＰＵＢＭＥＤ在线网站上搜索与 ＡＮＣＡ相关性血管报
道较少的基因作为新的候选炎症应答差异表达基

因，最终筛选出 ＣＳＦ１Ｒ和 ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ这两个基因。
通过在线绘图工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．
ｃｏｍ．ｃｎ）绘制两个关键基因的 ＲＯＣ曲线，计算曲线
下面积。两个差异基因 ＣＳＦ１Ｒ和 ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ的曲
线下面积均大于０.９（图７）。说明这两个基因的表
达模式可以将对照组和 ＡＮＣＡ相关性血管炎患者
区分开来。

２．６　关键差异表达基因的验证　通过免疫组化染
色检测关键炎症应答基因在 ＡＮＣＡ相关性血管炎
患者肾脏组织中的表达，与上述生物信息学分析结

表１　ＭＣＣ方法筛选关键炎症应答差异表达基因

排序 基因名称 得分

１ ＴＮＦ ２０５８
２ ＣＳＦ１Ｒ １８５４
３ ＩＴＧＢ２ １７１８
４ ＣＣＲ１ １７１６
５ Ｃ３ＡＲ１ １５８４
６ ＣＹＢＢ １４７２
７ ＴＬＲ７ １０８２
８ ＨＣＫ ７２６
９ ＣＤ４４ ３９６
１０ ＣＳＦ１ ２７６
１１ ＦＯＳ １６０
１２ Ｃ５ＡＲ１ １４５
１３ ＴＧＦＢ１ １３２
１４ ＢＭＰ２ １２２
１５ Ｃ３ ３２
１６ ＬＹＺ ２６
１７ ＫＮＧ１ １４
１７ ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ １４
１７ ＲＥＬＡ １４
２０ ＲＥＬＢ １０

果一致，相比于对照组，ＣＳＦ１Ｒ和ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ在ＡＮ-
ＣＡ相关性血管炎患者中均显著表达，见图 ８Ａ、８Ｂ。
计算各组关键基因的平均光密度值，ＡＮＣＡ相关性
血管炎组ＣＳＦ１Ｒ平均光密度值为０.０６３６±０.０２００，
ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ平均光密度值为０.０５１６±０.０２５７，ＩｇＡ
肾病组ＣＳＦ１Ｒ平均光密度值为０.０３７９±０.００６３，
ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ平均光密度值为０.０２４５±０.００５５，微小
病变组ＣＳＦ１Ｒ平均光密度值为０.０２７７±０.００７８，
ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ平均光密度值为０.０２３４±０.００７６，ＡＮ-
ＣＡ相关性血管炎组的两个关键基因的平均光密度
值均较对照组明显升高，差异均有统计学意义（Ｐ＜

图７　ＣＳＦ１Ｒ和ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ的ＲＯＣ曲线

Ａ：ＣＳＦ１Ｒ的ＲＯＣ曲线；Ｂ：ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ的ＲＯＣ曲线
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０.０５），见图８Ｃ。同时将ＡＮＣＡ组患者的ＭＯＤ值与
临床炎症指标（包括白细胞计数、中性粒细胞计数、

Ｃ反应蛋白）做Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析，发现ＣＳＦ１Ｒ组
的表达量与中性粒细胞计数含量呈正相关（ｒ＝
０.５８７，Ｐ＜０.０５），ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ组的表达量和血清 Ｃ

反应蛋白含量呈正相关（ｒ＝０.６４６，Ｐ＜０.０５），见
图９。

３　讨论

　　ＡＮＣＡ相关性血管炎是一类由抗中性粒细胞胞

图８　对照组与ＡＮＣＡ组肾组织的 ＩＨＣ染色结果图 ×４００

Ａ：ＣＳＦ１Ｒ抗体标记；Ｂ：ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ抗体标记；Ｃ：ＣＳＦ１Ｒ和ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ在各组的平均光密度

图９　ＡＮＣＡ组ＣＳＦ１Ｒ、ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ的ＭＯＤ与炎症指标的相关性分析
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质抗体介导的慢性自身免疫性疾病。近来研究证实

ＡＮＣＡ可通过免疫系统过度激活、释放炎性细胞因
子溶解酶等机制致病［２］。ＡＡＶ的发生和多种免疫
细胞相关，目前已经有针对 Ｂ细胞、Ｔ细胞和补
体［３－４］的新型药物，除此之外，针对中性粒细胞、单

核－巨噬细胞及其相关衍生因子也是当下治疗的研
究热点之一［５］。

　　本研究通过分析 ＧＳＥ１０８１０９芯片数据集，筛选
出８４６个差异表达基因，其中４４４个基因表达上调，
４０２个基因表达下调。在 ＫＥＧＧ信号通路分析中，
发现差异基因主要富集在补体和凝血级联反应、金

黄色葡萄球菌感染、氨基酸代谢等信号通路。在

ＧＯ生物功能分析中，发现许多参与炎症调控的重
要差异表达基因，包括 ＣＳＦ１Ｒ、ＨＤＡＣ５、ＳＥＭＡ７Ａ、
ＮＲＲＯＳ、ＣＳＦ１、Ｃ５ＡＲ１、ＰＴＧＥＲ３、ＩＴＧＢ２、ＴＮ-
ＦＲＳＦ１１Ｂ、ＦＰＲ３、ＴＮＦ、ＲＥＬＡ、ＰＩＫ３ＣＧ、ＫＮＧ１、ＲＥＬＢ、
Ｃ３、ＰＹＣＡＲＤ、ＣＤ９７、Ｃ３ＡＲ１、ＣＣＲ１、ＬＹＮ、ＴＧＦＢ１、
ＡＮＸＡ１、ＣＤ１８０、ＣＹＢＢ、ＦＯＳ、ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ、ＶＮＮ１、
ＡＸＬ、ＮＯＸ４、ＴＬＲ７。因此本研究进一步构建了这些
炎症调控相关差异基因的ｃｅＲＮＡ调控互作网络，通
过ＭＣＣ算法筛选出富集在炎症应答集群中的关键
差异表达基因 ＣＳＦ１Ｒ和 ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ，并发现了包括
ＫＣＮＱ１ＯＴ１-ｈｓａ-ｍｉＲ-１２５ａ-５ｐ-ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ在内的多
条调控轴。同时在 ＡＮＣＡ相关性血管炎患者肾脏
组织上对两个关键基因的表达进行验证，其与生信

分析结果一致，证实了 ＣＳＦ１Ｒ和 ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ在 ＡＮ-
ＣＡ相关性血管炎患者肾脏中的表达较对照组均显
著升高。

　　ＣＳＦ１Ｒ是由 ＣＳＦ１Ｒ基因编码的一种细胞表面
蛋白，通过与配体 ＣＳＦ１和 ＩＬ-３４结合，参与调节巨
噬细胞稳态，在先天免疫和炎症中扮演重要角色。

ＣＳＦ１Ｒ最主要配体是 ＣＳＦ１，在肿瘤、炎症等病理状
态下，机体 ＣＳＦ１的水平显著上升，募集巨噬细胞向
炎症部位移动，控制组织的稳态和修复［６－７］。募集

巨噬细胞后，局部的 ＣＳＦ１显著增多以促进巨噬细
胞成熟［８］。Ｌｅｎｚｏｅｔａｌ［９］认为在稳态条件下和某些
炎症反应中，ＣＳＦ１Ｒ信号在相对较晚的阶段控制巨
噬细胞谱系的发展。越来越多的研究证实在 ＡＮＣＡ
相关性血管炎中存在众多与巨噬细胞极化相关的标

志物。对 ＡＡＶ患者的体外和组织学研究显示，
ＣＤ２０６和ＣＤ１６３的表达显著增加，这些标志物与选
择性激活的巨噬细胞（Ｍ２）相关［１０］。活化的巨噬细

胞可能释放多种炎症细胞因子，包括 ＩＬ-６、ＩＬ-８
等［１１－１２］，从而调节 ＡＮＣＡ相关性血管炎的炎症反

应。本研究中 ＧＯ分析证实 ＣＳＦ１Ｒ富集在炎症调
节生物作用中，同时 ＲＯＣ曲线证实 ＣＳＦ１Ｒ的差异
表达可以将正常人和 ＡＡＶ患者进行区分。在后续
的实验中观察到，在 ＡＮＣＡ相关性血管炎肾活检标
本中，ＣＳＦ１Ｒ的表达量较对照组明显升高。因此推
测ＣＳＦ１／ＣＳＦ１Ｒ通路很可能通过调控巨噬细胞产生
的级联反应，从而促进炎症的发生，故运用 ＣＳＦ１Ｒ
抑制剂可能成为 ＡＮＣＡ相关性血管炎潜在的治疗
策略。

　　ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ是肿瘤坏死因子受体超家族（ＴＮ-
ＦＲＳＦ）的成员之一，又称肿瘤坏死因子受体２（ＴＮ-
ＦＲ２），是 ＴＮＦ-α的主要受体之一，参与组织再生的
调控。由于ＴＮＦ-α的促炎作用，抗ＴＮＦ-α的药物被
用于治疗炎症和自身免疫性疾病。然而，抗肿瘤坏

死因子药物仍具有局限性，可能是因为其通过两种

不同的ＴＮＦ受体（ＴＮＦＲ１和 ＴＮＦＲ２）实现多效性生
物学功能。ＴＮＦＲ１主要介导 ＴＮＦ促凋亡和促炎功
能，而ＴＮＦＲ２激活后募集 ＴＲＡＦ２、ｃＩＡＰ１／ｃＩＡＰ２［１３］、
ＨＯＩＰ［１４］形成ＴＮＦＲ２信号复合物（ＳＣ），有利于免疫
调节和组织再生。ＴＮＦＲ２在体内外可促进调节性Ｔ
细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓ，Ｔｒｅｇ）的分化和功能，提示
ＴＮＦＲ２是一个关键的免疫调节因子。因此，选择靶
向ＴＮＦＲ２而不靶向 ＴＮＦ-α更为重要。研究表明
ＴＮＦ-ＴＮＦＲ２信号通路可抑制 Ｔｈ２和 Ｔｈ１７的极化缓
解气道过敏炎症［１５］，反之，ＴＮＦ／ＴＮＦＲ２信号通路受
损可增强 Ｔｈ２和 Ｔｈ１７极化，加重过敏性气道炎
症［１６］。许多 Ｔ细胞和 ＡＮＣＡ相关血管炎关系密
切［１７－１８］。在活动性 ＡＮＣＡ相关血管炎中，Ｔｈ１７相
关的ＣＣＬ２０表达升高，而Ｔｈ２相关的ＣＣＬ２２血浆趋
化因子表达降低［１９］，这两种细胞因子均涉及免疫调

节和炎症过程。结合本研究结果分析，ＴＮＦＲ２在
ＡＮＣＡ相关性血管炎患者中表达显著升高，其相关
通路信号激活，可能促进炎症的进展。因此，ＴＮＦＲ２
抑制剂可能会改善 ＡＮＣＡ相关性血管炎的炎症反
应，成为 ＡＮＣＡ相关性血管炎治疗的新选择。
　　本研究还进一步构建了炎症相关基因 ｃｅＲＮＡ
网络。其中值得注意的是 ＫＣＮＱ１ＯＴ１-ｈｓａ-ｍｉＲ-
１２５ａ-５ｐ-ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ调控轴。ｌｎｃＲＮＡＫＣＮＱ１ＯＴ１具
有调节炎症的作用，可通过 ｍｉＲ-３８１-３ｐ／ＥＴＳ２轴调
控ＡＲＤＳ小鼠的炎症反应［２０］，也可通过 ＩκＢａ抑制
内膜增生血管平滑肌细胞的炎症和增殖［２１］。ｍｉＲ-
１２５ａ-５ｐ参与调节巨噬细胞的激活和炎症反应［２２］，

通过 ｍｉＲ-１２５ａ-５ｐ／ＴＲＡＦ６／ＴＡＫ１轴促进巨噬细胞
Ｍ２极化，可改善脂多糖（ＬＰＳ）诱导的炎症［２３］。已
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有研究［２４］证实过表达 ｍｉＲ-１２５ａ-５ｐ可抑制 ＴＮ-
ＦＲＳＦ１Ｂ，促进破骨细胞分化。因此，根据 ｃｅＲＮＡ调
控网络推测在 ＡＮＣＡ相关性血管炎中，ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ
可能受到 ＫＣＮＱ１ＯＴ１-ｈｓａ-ｍｉＲ-１２５ａ-５ｐ-ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ
轴的调节，这需要进一步研究证实。

　　综上所述，本研究通过生物信息学分析揭示了
ＡＮＣＡ相关性血管炎中炎症应答候选基因及可能的
分子机制。筛选出 ＣＳＦ１Ｒ和 ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ这两个参
与炎症调节的关键基因，并通过不同的数据库构建

出严密的 ｃｅＲＮＡ调控网络，同时进一步证实了
ＣＳＦ１Ｒ和 ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ在 ＡＮＣＡ相关性血管炎患者
肾脏组织中表达明显升高。这些结果将有助于阐明

ＡＮＣＡ相关性血管炎发生、发展的炎症相关分子机
制，并为ＡＮＣＡ相关性血管炎的治疗提供全新的潜
在的靶点。
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