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结核潜伏感染和活动性结核病患者血浆外泌体
mRNA表达谱分析
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摘要：目的 了解结核潜伏感染（LTBI）和活动性结核病（ATB）患者血浆外泌体差异mRNA表达，为鉴别诊断LTBI
与ATB提供参考。方法 选择杭州师范大学附属医院确诊的ATB患者21例和LTBI患者16例，使用外泌体提取纯化试

剂盒分离血浆外泌体，通过透射电镜观察其大小形态，采用免疫印迹法鉴定；提取血浆外泌体总RNA进行高通量测序；

鉴定差异表达mRNA，并进行基因本体论（GO）分析和京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路分析；筛选差异表达

倍数最大的mRNA，另选取ATB患者5例和LTBI患者3例，采用实时荧光定量PCR法进行临床样本验证。结果 高通

量测序结果显示，与ATB患者比较，LTBI患者血浆外泌体有 2 875个差异表达mRNA，其中 1 873个表达下调，以

M6PR的差异表达倍数最大；表达上调1 002个，以RGPD5的差异表达倍数最大。GO富集分析和KEGG通路分析结果

显示，差异表达mRNA主要富集于丝氨酸蛋白激酶激活、rRNA结合等分子功能，以及人巨细胞病毒感染、胰腺癌、子

宫内膜癌、胰岛素信号通路和 FoxO 信号通路等。临床样本验证结果显示，LTBI患者血浆外泌体M6PR相对表达量

（0.954±0.212）较ATB患者（2.168±0.226）下调，RGPD5相对表达量（2.126±0.200）较ATB患者上调（0.588±0.129）
（均P＜0.05）。结论 LTBI患者和ATB患者血浆外泌体中mRNA表达存在差异，M6PR和RGPD5可考虑作为区分LTBI
与ATB的潜在生物标志物。
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Expression profile of mRNA sequencing for plasma exosomes among patients
with latent tuberculosis infection and active tuberculosis
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Abstract: Objective To analyse the expression of differential mRNA in the plasma exosomes in patients with latent tu⁃
berculosis infection (LTBI) and active tuberculosis (ATB) using high-throughput sequencing, so as to provide insights in⁃
to differential diagnosis of LTBI and ATB. Methods The plasma samples were collected from the patients treated at
The Affiliated Hospital of Hangzhou Normal University, including 16 cases of LTBI and 21 cases of ATB. The exo⁃
somes were extracted by Invitrogen extracellular extracts purification kit, and the size and morphology of exosomes were
observed by transmission electron microscope (TEM). The exosomes were identified by Western blotting. Total RNA was
extracted from plasma exosomes using high-throughput sequencing, differential expression mRNA was identified, and
gene ontology (GO) analysis and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway analysis were performed.
Two differential mRNAs with the highest differential expression fold were selected, and five patients with ATB and
three patients with LTBI were recruited for verification using real-time quantitative PCR. Results The sequencing re⁃
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sults of plasma exosomes showed that compared with ATB patients, 2 875 differentially expressed mRNAs were detected
in exosomes of LTBI patients, of which 1 002 mRNAs were up-regulated and 1 873 mRNAs were down-regulated. The
most significant differentially expressed downregulated and upregulated mRNA were M6PR and RGPD5, respectively. GO
analysis and KEGG pathway analysis showed that differential mRNAs were enriched in protein serine kinase activity,
rRNA binding molecular function, human cytomegalovirus infection, pancreatic cancer, endometrial cancer, insulin sig⁃
naling pathway and FoxO signaling pathway. The real-time quantitative PCR showed that the expression of differential
mRNA was consistent with sequencing. Compared with ATB patients, the relative expression level of M6PR in plas⁃
ma exosomes in LTBI patients (0.954±0.212) was downregulated compared with that of ATB patients (2.168±0.226),
while the relative expression level of RGPD5 (2.126 ± 0.200) was upregulated compared with that of ATB patients
(0.588±0.129) (both P<0.05). Conclusions There is a difference in mRNA expression of plasma exosomes between
patients with LTBI and ATB. M6PR and RGPD5 may become markers for distinguishing plasma exosomes between
LTBI and ATB.
Keywords: latent tuberculosis infection; active tuberculosis; exosome; mRNA; high-throughput sequencing

结核潜伏感染（latent tuberculosis infection，LTBI）
是结核分枝杆菌 （Mycobacterium tuberculosis，MTB）
感染的亚临床疾病，因无典型临床表现，容易漏诊，

但其具有进展为活动性结核病 （active tuberculosis，
ATB）风险［1-2］。及早识别高风险 LTBI 患者并提供

预防性药物是全球消除结核病和阻断传播链的关键策

略［3］。目前世界卫生组织（WHO）认可的两种 LTBI
检测方法是结核菌素皮肤试验（tuberculin skin test，
TST）和 γ 干扰素释放试验（interferon-γ release as⁃
say，IGRA），但均无法区分 ATB 与 LTBI。

外泌体是直径 30～100 nm、具有脂质双分子层

膜结构的细胞囊泡，大多数细胞可分泌，分布于血

液、尿液、唾液和乳汁等体液中［4］。外泌体中包含

RNA，RNA 具有完整的序列结构和生物活性，可以

作为疾病早期分子诊断标志物，成为近年研究的热

点［5］。人体感染 MTB 后，基因转录会发生动态变

化，本研究应用高通量测序技术检测 LTBI 患者和

ATB 患者血浆外泌体 mRNA，并进行生物学信息分

析，以期发现可用于鉴别 LTBI 与 ATB 的差异血浆

外泌体 mRNA。

1 对象与方法

1.1 对象

选择 2021 年 1 月—2022 年 7 月杭州师范大学

附属医院确诊的 ATB 患者 21 例和 LTBI 患者 16
例。ATB 诊断依据 WS 288—2017 《肺结核诊断标

准》［6］。LTBI 诊断依据美国疾病预防控制中心推荐标

准［7］。本研究通过杭州师范大学附属医院伦理委员

会审查，审批号：2021（E2）-HS-007。研究对象均

签署知情同意书。

1.2 主要试剂与仪器

主要试剂包括外泌体提取纯化试剂盒（Invitro⁃

gen， Thermo Fisher Scientific，批号： 00955374）、

CD9 （Abclonal，货号：A1703）、肿瘤易感基因 101
蛋白（tumor susceptibility gene 101 protein，TSG101；
Abcam，货号：ab125011）、Calnexin （SAB，货号：

12186）、 Small RNA Library Prep Kit （KT-Bio，批

号 ： AT4208）、 20 bp Marker （Takara， 批 号 ：

3420A）、核酸染料 （TIANGEN，批号：RT210）、

RT-PCR 扩增试剂盒（Takara，批号：RR086A）。主

要仪器包括透射电镜（Hitachi，HT-7700）、化学发

光凝胶成像系统 （ChemiScope 3000mini，CLINX）、

超微量紫外分光光度计 NanoDrop 2000 （美国 Ther⁃
mo Fisher Scientific）、荧光定量仪 （Invitrogen Qubit
3.0，美国 Fluorometer Thermo Fisher Scientific）、安

捷伦生物分析仪 Agilent 2100 bioanalyzer （美国 Agi⁃
lent Technologies）、 Illumina novaseq 6000 测序平台

（美国 Illumina） 和荧光定量 PCR 分析仪 （ABI
7500，美国 Applied Biosystems）。
1.3 方法

1.3.1 血浆外泌体分离与鉴定

收集 EDTA-K2 （乙二胺四乙酸二钾） 抗凝血，

于 4 ℃、1 175 ×g 离心 10 min 获取血浆，取 400 μL
血浆转移至新离心管，加入 200 μL 的 1×磷酸盐缓

冲液，用旋涡混匀器充分混匀。加入 20 μL 蛋白酶

K，混匀后于 37 °C 干式恒温器中孵育 10 min。向样

品中加入 120 μL 外泌体沉淀剂，上下颠倒充分混

合，管中呈现白色云雾状浑浊。将样品在 4 ℃冰箱

孵育 30 min 后，室温下 10 000×g 离心 5 min，弃上

清液，底部沉淀物为外泌体颗粒。通过透射电镜观察

外泌体形态，采用免疫印迹法检测阳性标记蛋白

CD9 鉴定外泌体［8-9］。

1.3.2 外泌体 RNA 提取及测序

按照 Trizol 总 RNA 提取试剂说明书提取外泌体
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总 RNA，并使用 NanoDrop 2000 检测光密度 （opti⁃
cal density，OD）值，通过 A260/280 和 A260/230 确

定 RNA 纯度；使用 Invitrogen Qubit 3.0 精确定量

RNA 浓度和总量；通过琼脂糖凝胶电泳和 Agilent
2100 Bioanalyzer 检测 RNA 完整值 （RNA integrity
number，RIN）。RNA 样品质量检测合格后，去除

rRNA，进行小 RNA 文库构建，步骤如下：3’ADT
接头连接，RT 引物结合，5’ADT 接头连接，反转录

合成 cDNA，PCR 扩增，文库制备后经聚丙烯酰胺凝

胶电泳 （polyacrylamide gel electrophoresis， PAGE）
分离纯化。构建好的文库采用 Agilent 2100 Bioana⁃
lyzer 确定文库片段大小分布，采用 Invitrogen Qubit
3.0 进行文库定量，采用 Illumina Novaseq 6000 测序

平台，2×150 bp 双端测序策略进行测序。

1.3.3 差异表达 mRNA 筛选与生物学信息分析

采用 edgeR 法检测差异表达 mRNA，统计样本

mRNA 表达量后，筛选差异表达 mRNA，筛选标准：

（1）计算表达倍数变化（fold change，FC），满足|log⁃
FC| ＞1；（2） P≤0.05。采用 R 4.3 软件包对差异表

达的 mRNA 进行基因本体论 （gene ontology，GO）
分析、京都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclope⁃
dia of genes and genomes，KEGG）通路分析，计算其

mRNA 功能的显著性水平 （P 值） 和误判率 （false
discovery rate，FDR），推算出差异有统计学意义的基

因功能和生物学途径富集度。

1.3.4 临床样本验证差异表达 mRNA
选择 2022 年 8 月后就诊的 ATB 患者 5 例和

LTBI 患者 3 例，对差异表达 mRNA 进行临床验证。

基于测序结果中 reads 读数，选择差异表达倍数最大

的 2 个 mRNA 采用实时荧光定量 PCR 进行临床样

本验证。实时荧光定量 PCR 反应条件：95 ℃预变性

10 min，95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 1 min，72 ℃延

伸 30 s，共 40 个循环。采用 2-ΔΔCt 法计算相对表达

量。引物由上海生工生物工程股份有限公司设计并合

成，以 GAPDH 为内参。引物序列见表 1。

表 1 目的基因引物序列

Table 1 Target gene primer sequences
目的基因

M6PR

RGPD5

GAPDH

引物序列（5’-3’）

F：CACCTCAGTGTGGGTTCCATCT
R：ATCCTGCCAGAAGGCTAAGTGG
F：CTCAAGGCTTGAAACAAATGCGC
R：GATAGGAGCTATGGTGAGAATTAC
F：CATCACCATCTTCCAGGAGC
R：CTGACCTTGCCCACAGCCTT

1.4 统计分析

采用 SPSS 19.0 软件统计分析。定量资料服从正

态分布的采用均数±标准差（x̄ ± s）描述，组间比较

采用 t 检验；定性资料采用相对数描述，组间比较采

用 χ2 检验。以 P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 基本情况

ATB 患者 21 例，男 13 例，女 8 例，年龄

（47±12）岁；LTBI 患者 16 例，男 10 例，女 6 例，

年龄 （39 ± 9） 岁。两组患者性别 （χ2=0.001，P=
0.970）和年龄（t=2.058，P=0.052）比较，差异均无

统计学意义。

2.2 血浆外泌体提取鉴定结果

两组患者提取的血浆外泌体在透射电镜下可见典

型的双层膜结构的圆形囊泡；免疫印迹试验显示典型

的外泌体标记分子 CD9 蛋白条带，位置符合外泌体

特性，提示血浆外泌体提取成功。OD 值 A260/280
处于 1.8～2.2 之间，A260/230≥2.0；RNA 样品浓度

≥100 ng/µL，总量＞2 μg；RIN≥7，表明 RNA 样品

质检合格。ATB 和 LTBI 患者血浆样品的文库浓度分

别为 1.86 和 1.84 ng/µL，均＞1.8 ng/µL，符合上机

测序要求。

2.3 差异表达 mRNA 筛选结果

与 ATB 患者相比，LTBI 患者血浆外泌体共有

2 875 个差异表达 mRNA，其中 1 873 个 mRNA 表

达下调，1 002 个 mRNA 表达上调，以 M6PR 表达

下调、RGPD5 表达上调的差异倍数最大，logFC 值

分别为-8.87、5.82（均 P＜0.001）。
2.4 差异表达 mRNA 的生物信息学分析

GO 富集分析结果显示，LTBI 和 ATB 患者的差

异表达 mRNA 在生物学功能方面主要富集于染色质、

细胞成分大小调节和凋亡信号通路的调控；在细胞组

分方面主要富集于细胞-基质结合、黏着斑和核糖体

等；在分子功能方面主要富集于丝氨酸蛋白激酶激

活、rRNA 结合、肌动蛋白结合与钙黏蛋白结合等。

KEGG 信号通路分析结果显示，LTBI 和 ATB 患者的

差异表达 mRNA 主要富集于人巨细胞病毒感染、胰腺

癌、子宫内膜癌、胰岛素信号通路和 FoxO 信号通路。

2.5 临床样本验证结果

ATB 患者 M6PR 相对表达量为 2.168±0.226，
LTBI 患者为 0.954±0.212；ATB 患者 RGPD5 相对表

达量为 0.588±0.129，LTBI 患者为 2.126±0.200；与

ATB 患者比较，LTBI 患者 M6PR 表达下调，RGPD5
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表达上调，差异有统计学意义（t=8.761、14.443，均

P＜0.001）。
3 讨 论

随着高通量测序技术的应用及各种生物学信息分

析平台功能的完善，转录组学研究使人们更好地了

解宿主对疾病的反应，识别潜在生物标志物用于疾

病的诊断、预后、治疗和监测。外泌体作为一种信

息传递媒介，在 MTB 感染过程中既可转运 MTB 自

身分子，也可携带 RNA 在细胞之间穿梭，并通过细

胞通信影响受体细胞［10］。LYU 等［11］发现 4 个血清

外泌体来源的微 RNA 在 LTBI 患者中特异性表达，

可能是诊断 LTBI 的潜在生物标志物。ESTEVEZ
等［12］发现通过 RNA-seq 筛选出的差异表达基因建

立的诊断模型可用于鉴别 ATB 与 LTBI。因此，利用

高通量测序技术对 MTB 感染不同状态下患者的血浆

外泌体 mRNA 表达谱进行差异分析，将有助于鉴别

ATB 与 LTBI 患者。

本研究对 LTBI 和 ATB 患者血浆外泌体 mRNA
进行高通量测序分析，结果显示，两组患者血浆外泌

体存在 2 875 个差异表达 mRNA，提示在 MTB 感染

不同状态下，宿主细胞内免疫应答状态有较大差异。

与 ATB 患者相比，LTBI 患者下调 mRNA 中差异表

达倍数最大的是 M6PR。有报道称 M6PR 存在于肿瘤

（如慢性 B 细胞白血病［13］和卵巢癌［14］）细胞外泌体

中，但尚无结核病患者血浆外泌体存在 M6PR 的报

道，本研究证明结核病患者血浆外泌体中存在

M6PR，且在不同 MTB 感染状态下差异表达显著。

与 ATB 患者相比，LTBI 患者上调 mRNA 中差异表

达倍数最大的是 RGPD5。研究表明，RGPD5 可能参

与细胞增殖和分化的信号传导，尤其在胚胎发育、神

经系统发育和免疫反应中扮演重要角色［15］，提示

RGPD5 对 MTB 感染宿主可能发挥不同的免疫调节作

用。实际临床样本实时荧光定量 PCR 验证结果与测

序结果一致。

经 GO 功能富集分析，本研究筛选出的差异表达

mRNA 包括 M6PR 和 RGPD5，在分子功能方面主要

富集于丝氨酸蛋白激酶的激活，丝氨酸蛋白激酶是一

类真核细胞样的蛋白激酶［16］，是生长和代谢的重要

调节因子，参与分枝杆菌多种细胞活动的调节如吞噬

体溶酶体降解等。KEGG 通路分析结果显示，差异表

达基因主要富集于人巨细胞病毒感染、胰腺癌、子宫

内膜癌等疾病、胰岛素信号通路和 FoxO 信号通路

等。丝氨酸蛋白激酶是 FoxO 信号通路激活因子之

一，调节目标基因转录活性，参与细胞增殖、凋亡、

代谢和应激响应等多种生物学过程。因此推测丝氨酸

蛋白激酶活化激活 FoxO 信号通路，调控 FoxO 转录

因子活性，引起 M6PR 和 RGPD5 的表达和功能改

变，进而影响 MTB 感染者巨噬细胞溶酶体的降解能

力和免疫反应。

综上所述，LTBI 患者血浆外泌体中存在较 ATB
患者差异表达的 mRNA，多富集于恶性肿瘤、胰岛

素信号通路和 FoxO 信号通路等相关通路，具有激活

丝氨酸蛋白激酶等分子功能。下调的 M6PR 和上调

的 RGPD5 有望作为 LTBI 患者血浆外泌体转录组学

的潜在生物标志物，其应用前景需扩大样本量后进一

步研究。
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血性脑卒中患者的诊断与治疗方法，有效提高了早发

现和早诊断水平［20］。

综上所述，2015—2022 年永康市脑卒中发病率

呈上升趋势，男性、老年人是主要发病人群，发病类

型以缺血性脑卒中为主。建议根据脑卒中发病特点，

加大健康教育力度，推广健康生活方式，加强高危人

群筛查。
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