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基于加权基因共表达网络分析和机器学习的肛瘘
潜在生物标志物筛选及实验研究

庞　雪
（山东第一医科大学第一附属医院肛肠科，济南　２５００１２）

摘要　目的　利用加权基因共表达网络分析（ＷＧＣＮＡ）、机器学习算法、免疫浸润分析和动物实验筛选肛瘘（ＡＦ）潜在的生物
标志物。方法　下载基因表达数据库中包含ＡＦ和瘘管旁组织（ＰＦ）的转录组数据进行差异分析，对差异表达基因（ＤＥＧｓ）进
行基因本体（ＧＯ）和京都基因与基因组百科全书（ＫＥＧＧ）信号通路富集分析。整合ＷＧＣＮＡ结果和ＤＥＧｓ，筛选ＡＦ相关基因。
利用最小绝对收缩和选择算子（ＬＡＳＳＯ）、支持向量机递归特征消除（ＳＶＭ-ＲＦＥ）和随机森林（ＲＦ）等机器学习方法筛选 ＡＦ的
潜在生物标志物，并进行免疫浸润分析，复制ＡＦ大鼠模型进行验证。结果　共获得３７７个 ＤＥＧｓ，主要富集在 Ｂ细胞受体信
号通路、趋化因子信号通路等。机器学习算法筛选出ＡＦ的潜在生物标志物基质金属蛋白酶１３（ＭＭＰ１３）。ＡＦ样本中记忆 Ｂ
细胞、浆细胞、Ｍ０巨噬细胞、Ｍ１巨噬细胞比例高于ＰＦ样本，静息ＣＤ４记忆Ｔ细胞、静息树突细胞比例低于ＰＦ样本。ＭＭＰ１３
与Ｍ０巨噬细胞、活化肥大细胞和幼稚Ｂ细胞呈正相关；与静息肥大细胞呈负相关。实验结果显示，大鼠ＡＦ样本中ＭＭＰ１３表
达水平高于对照组。结论　ＡＦ发病涉及多种免疫细胞和信号通路，ＭＭＰ１３在ＡＦ组织中表达显著增高，与多种免疫细胞具有
相关性，可能成为ＡＦ潜在的生物标志物。
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ｍａｉｌ：ｐａｎｇｘｕｅ＿ｓｄｕｔｃｍ＠１６３．ｃｏｍ

　　肛瘘（ａｎａｌｆｉｓｔｕｌａ，ＡＦ）是指肛管与肛门周围皮
肤之间的窦道，以肛门瘙痒、潮湿、疼痛和反复破溃

流脓为主要临床表现［１］。在中国，ＡＦ的发病率仅次
于痔疮，约占肛门直肠疾病的１.７％ ～３.６％，国外
ＡＦ的发病率约为８％ ～２５％［２］。以清除瘘管和内

口为目标的手术是目前肛瘘治疗的主要方法，但术

中易出现肛门括约肌损伤，术后创面易愈合不良，影

响治疗效果和患者的生活质量［３］。ＡＦ术后复发率
高，据统计，ＡＦ术后 １年内复发率约 ８.９４％ ～
１２.９２％［４］，瘘管反复发作，可增加癌变的风险［５］。

ＡＦ的基础研究主要聚焦于术后创面愈合，涉及炎
症、血管生成和细胞凋亡等表型，ＡＦ发病的机制尚
未明确［６］。目前，挖掘 ＡＦ生物标志物的研究开展
较少，新的 ＡＦ生物标志物亟待探索。该研究通过
分析ＡＦ样本的转录组测序数据，利用加权基因共
表达网络分析（ｗｅｉｇｈｔｅｄｇｅｎｅｃｏ-ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋ

ａｎａｌｙｓｉｓ，ＷＧＣＮＡ）、最小绝对收缩和选择算子（ｌｅａｓｔ
ａｂｓｏｌｕｔｅｓｈｒｉｎｋａｇｅａｎｄｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｐｅｒａｔｏｒ，ＬＡＳＳＯ）、支
持向量机递归特征消除（ｓｕｐｐｏｒｔｖｅｃｔｏｒｍａｃｈｉｎｅｒｅ-
ｃｕｒｓｉｖｅｆｅａｔｕｒｅｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ，ＳＶＭ-ＲＦＥ）和随机森林
（ｒａｎｄｏｍｆｏｒｅｓｔ，ＲＦ）等机器学习方法筛选 ＡＦ的潜
在生物标志物，探讨标志物和浸润性免疫细胞之间

的关系，以期为ＡＦ发病机制研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　转录组数据分析
１．１．１　数据来源　登录基因表达数据库（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏ），下载基因芯片数据集
“ＧＳＥ１５７０２０”，该数据集包含６例非克罗恩ＡＦ和６
例瘘管旁组织（ｐｅｒｉｆｉｓｔｕｌｅ，ＰＦ）。
１．１．２　差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，
ＤＥＧｓ）筛选和富集分析　使用Ｒ语言“ｌｉｍｍａ”数据包
读取样本测序数据矩阵，标准化分析后，以基因差异

表达倍数绝对值（｜ｌｏｇＦＣ｜）＞１和矫正后Ｐ值＜０.０５
为标准，筛选ＤＥＧｓ，绘制火山图和热图可视化ＤＥＧｓ。
使用Ｒ语言“ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ”数据包对 ＤＥＧｓ进行基
因本体论（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）和京都基因和基因组
百科全书（ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，
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ＫＥＧＧ）信号通路富集分析。
１．１．３　ＷＧＣＮＡ分析和 ＡＦ相关 ＤＥＧｓ筛选　利用
Ｒ语言“ＷＧＣＮＡ”数据包基于 ＧＳＥ１５７０２０数据集中
基因表达数据，计算基因间的加权相关性，构建共表

达网络。筛选最佳软阈值，根据最佳软阈值构建加

权共表达网络。使用“ｈｃｌｕｓｔ”函数将基因按照表达
模式进行层次聚类，将模式相似的基因归为同一个

模块，计算每个基因模块与 ＡＦ病变的相关性。将
ＤＥＧｓ和模块基因取交集，获得ＡＦ相关ＤＥＧｓ。
１．１．４　机器学习筛选 ＡＦ生物标志物　使用 Ｒ语
言的 “ｒａｎｄｏｍＦｏｒｅｓｔ”数据包行 ＲＦ分析，使用“ｇｌｍ-
ｎｅｔ”数据包进行ＬＡＳＳＯ回归，使用“ｅ１０７１”数据包
进行ＳＶＭ-ＲＦＥ分析，筛选与 ＡＦ的生物标志物。将
３种机器学习方法筛选获得的生物标志物取交集，
筛选ＡＦ关键生物标志物。
１．１．５　免疫浸润分析　使用反卷积算法（ＣＩＢＥＲ-
ＳＯＲＴ）分析 ＧＳＥ１５７０２０数据集中 ＡＦ组和 ＰＦ组样
本免疫细胞浸润水平，计算每种免疫细胞在两组样

本中的比例以及不同免疫细胞之间的相关性。

１．１．６　免疫细胞与 ＡＦ生物标志物相互作用分析
　使用Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关检验分析免疫细胞与ＡＦ生
物标志物之间的关系，使用“ｇｇｐｌｏｔ２”Ｒ包进行可视
化。

１．２　动物实验
１．２．１　实验动物　雄性ＳＰＦ级ＳＤ大鼠２０只（６周
龄，体质量范围２００～２２０ｇ），购自济南朋悦实验动
物繁育有限公司［合格证号：３７０７２６２２１１００５４５６２４；
生产许可证号：ＳＣＸＫ（鲁）２０１９０００３］。
１．２．２　试剂与仪器　兔多克隆抗 ＭＭＰ１３（ＡＨ-
１０３１７５３９，北京博奥森生物技术有限公司），ＳＡＢＣ
免疫组化试剂盒（ＳＡ１０５２，武汉博士德生物工程有
限公司），蛋白浓度测定试剂盒（ＲＰＮ２２３２，美国ＡＭ-
ＥＲＳＨＡＭ 公司），ＳＤＳ-ＰＡＧＥ凝胶制备试 剂 盒
（Ｇ２０３７，武汉赛维尔生物科技有限公司）。ＢＸ４１显
微镜（日本ＯＬＹＭＰＵＳ公司），ＩｍａｇｅＪ医学图像处理
系统（美国国立卫生研究院），ＳＤＳ-ＰＡＧＥ电泳仪、
Ｍｉｎｉ-ＰＲＯＴＥＡＮＴｅｔｒａ电泳槽、ＭｉｎｉＴｒａｎｓ-Ｂｌｏｔ转膜槽
（美国伯乐公司）、凝胶成像系统（上海天能科技有

限公司）。

１．２．３　实验动物分组及造模方法　将大鼠随机分
为模型组和对照组，每组１０只。随机平均分笼饲
养。考虑到实验过程中可能出现的大鼠死亡情况，

每组选用６只取材研究。对照组不进行任何操作。
ＡＦ模型复制方法：参照Ａｒａｋａｋｉｅｔａｌ［７］ＡＦ模型复制

方法，模型组大鼠禁食禁水１２ｈ后，按照３ｍｌ／ｋｇ的
剂量，以１０％水合氯醛腹腔注射麻醉，碘伏消毒大
鼠肛周手术区，以大鼠鼠尾根部为６点位，在大鼠膝
胸位３点位，从肛内距肛缘１ｃｍ处，用缝合针连带
螺纹钢丝，穿透肛门括约肌肌肉，贯穿后固定钢丝。

造模后每天检查并活动钢丝，避免脱落及粘连。３０
ｄ后取材组织病理学检查和实验。该研究已获山东
第一医科大学第一附属医院伦理委员会批准（批准

文号：２０２４０３０４０１）。
１．２．４　取材及苏木精 －伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅｏ-
ｓｉｎ，ＨＥ）染色　造模第３０ｄ，用１０％的水合氯醛按
３ｍｌ／ｋｇ体质量进行腹腔麻醉，剔除瘘管组织，均分
为两份，分别置于４％多聚甲醛组织固定液和液氮
中保存。取材后大鼠予颈椎脱臼处死。取 ＡＦ组
织，石蜡包埋、切片、ＨＥ染色后镜下观察。
１．２．５　免疫组化法（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）检
测样本ＭＭＰ１３蛋白水平　取样本石蜡切片，脱蜡、
脱水、透明后，操作步骤如下：① 滴加１∶２００稀释
的ＭＭＰ１３一抗孵育过夜；② 滴加生物酶标记二抗
孵育；③ 二氨基联苯着色并在显微镜下观察。阳性
染色为棕黄色。使用 ＩｍａｇｅＪ软件分析平均积分吸
光度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定样本 ＭＭＰ１３蛋白水平
　将组织裂解，匀浆离心后，吸取上清液，进行蛋白
定量。加入蛋白上样缓冲液混匀，变性并还原蛋白

样本后，依次进行凝胶分离、转膜、封闭。滴加

１∶１０００稀释的 ＭＭＰ１３和１∶５０００稀释的 ＧＡＰＤＨ
一抗孵育过夜。ＴＢＳＴ清洗，加入１∶５０００稀释的二
抗孵育２ｈ，曝光并采集图像。使用 ＩｍａｇｅＪ软件进
行灰度值分析。

１．３　统计学处理　采用２人３次测量后取平均值
的方法统计 ＩＨＣ阳性产物 ＯＤ值和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ条
带的灰度值。使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８.０统计学软件
对数据进行分析。符合正态分布的计量资料用 �ｘ±
ｓ表示，组间数据比较采用 ｔ检验，以 Ｐ＜０.０５表示
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　转录组测序数据分析结果
２．１．１　ＧＳＥ１５７０２０数据集 ＤＥＧｓ筛选　ＧＳＥ１５７０２０
测序数据标准化处理后，消除了不同样本间的系统性

差异，使数据更加适合进行下游分析（图１Ａ、１Ｂ）。共
获得表达量大于０的基因４０９４１个，ＤＥＧｓ３７７个，其
中差异表达上调基因３１４个，差异表达下调基因６２
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个。使用火山图和热图可视化ＤＥＧｓ（图１Ｃ、１Ｄ）。
２．１．２　ＤＥＧｓ富集分析　富集分析结果显示，ＤＥＧｓ
显著富集于 Ｂ细胞受体信号通路、趋化因子信号通
路等信号通路（图２Ａ），以及 Ｂ细胞活化的调节等
生物学过程、免疫球蛋白复合物等细胞组分和抗原

结合等细胞功能上（图２Ｂ）。

２．１．３　ＷＧＣＮＡ和ＡＦ相关基因筛选　筛选最佳软
阈值为６，构建无尺度网络（图３Ａ）。聚类获得基因
模块２１个（图３Ｂ），钢蓝色和三文鱼红色模块与ＡＦ
相关（图３Ｃ），差异有统计学意义。两个模块共包含
１９５１个基因。ＤＥＧｓ和模块基因取交集，获得 ＡＦ
相关基因２９６个（图３Ｄ）。

图１　ＧＳＥ１５７０２０数据集ＤＥＧｓ筛选

Ｆｉｇ．１　ＤＥＧｓｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｔｈｅＧＳＥ１５７０２０ｄａｔａｓｅｔ

Ａ：Ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂａｒｐｌｏｔｂｅｆｏｒｅｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ；Ｂ：Ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂａｒｐｌｏｔａｆｔｅｒｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ；Ｃ：ＶｏｌｃａｎｏｐｌｏｔｏｆＤＥＧｓ；Ｄ：ＨｅａｔｍａｐｏｆＤＥＧｓ．
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图２　ＤＥＧｓ的ＫＥＧＧ信号通路富集结果和ＧＯ富集结果

Ｆｉｇ．２　ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙａｎｄＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒＤＥＧｓ

Ａ：ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓ；Ｂ：ＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓ．

图３　ＷＧＣＮＡ和ＡＦ相关基因筛选
Ｆｉｇ．３　ＷＧＣＮＡａｎｄＡＦ-ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

Ａ：Ｏｐｔｉｍａｌｓｏｆｔ-ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓｅｌｅｃｔｉｏｎｉｎＷＧＣＮＡ；Ｂ：ＤｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆｇｅｎｅｍｏｄｕｌｅｓｅｌｅｃｔｉｏｎｉｎＷＧＣＮＡ；Ｃ：Ｈｅａｔｍａｐｏｆｍｏｄｕｌｅ-ｔｒａｉｔａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎａｎａｌｙ-
ｓｉｓ；Ｄ：ＶｅｎｎｄｉａｇｒａｍｏｆＡＦ-ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇ．
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２．１．４　ＡＦ生物标志物识别　ＳＶＭ-ＲＦＥ法识别出
生物标志物１２个（图４Ａ），ＬＡＳＳＯ回归识别出生物
标志物９个（图４Ｂ），ＲＦ算法识别出生物标志物１６
个（图４Ｃ、４Ｄ），将３种机器学习筛选出的生物标志
物取交集，获得１个关键生物标志物基质金属蛋白
酶１３（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ１３）（图４Ｅ）。
２．１．５　免疫浸润分析　使用 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ算法对
ＧＳＥ１５７０２０数据集 ＡＦ和 ＰＦ样本进行免疫浸润分
析（图５Ａ）。２２个免疫细胞相关性热图结果显示，
滤泡辅助 Ｔ细胞与活化树突细胞、中性粒细胞，活
化树突细胞与中性粒细胞呈显著正相关；Ｍ２巨噬细
胞滤泡辅助 Ｔ细胞、活化树突细胞、中性粒细胞，
Ｍ０巨噬细胞与幼稚ＣＤ４Ｔ细胞、嗜酸性粒细胞、静
息肥大细胞，静息肥大细胞与活化肥大细胞、幼稚Ｂ
细胞呈负相关（图５Ｂ）。ＡＦ样本中记忆 Ｂ细胞、浆
细胞、Ｍ０巨噬细胞、Ｍ１巨噬细胞比例高于 ＰＦ样
本；ＡＦ样本中静息ＣＤ４记忆Ｔ细胞、静息树突细胞
比例低于ＰＦ样本（图５Ｃ）。
２．１．６　ＭＭＰ１３与免疫细胞的相关性分析　根据
ＡＦ与ＰＦ样本的相关性分析结果，ＭＭＰ１３与 Ｍ０巨
噬细胞（Ｒ＝０.９４，Ｐ＝０.０１７）、活化肥大细胞（Ｒ＝

０.８５，Ｐ＝０.０３４）和幼稚 Ｂ细胞（Ｒ＝０.８８，Ｐ＝
０.０２１）呈正相关；与静息肥大细胞（Ｒ＝－０.９３，Ｐ
＝０.００７７）呈负相关（图６）。
２．２　动物实验
２．２．１　一般情况观察　两组大鼠均无死亡。模型
组大鼠可见钢丝活动度可，ＡＦ外口可见分泌物，未
见明显红肿（图７Ａ）。与对照组样本比较，ＡＦ组织
ＨＥ染色可见炎性肉芽组织、纤维结缔组织，伴大量
炎性细胞浸润（图７Ｂ、７Ｃ）。
２．２．２　大鼠ＡＦ组织ＭＭＰ１３表达量测定　免疫组
化结果，模型组大鼠ＡＦ组织 ＭＭＰ１３表达高于对照
组，差异有统计学意义（ｔ＝５.７５９，Ｐ＝０.０００２）（图
８）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果，模型组 ＡＦ样本
ＭＭＰ１３蛋白表达量高于对照组，差异有统计学意义
（ｔ＝１９.２５５，Ｐ＜０.００１）（图９）。

３　讨论

　　据统计，约９０％的ＡＦ为腺源性感染导致的，一
方面，排泄物附着于肛隐窝，细菌经肛隐窝侵入肛

腺，诱发感染；另一方面，克罗恩病等炎性肠病、手术

创伤、放射治疗等也可损伤肛管皮肤或直肠黏膜，导

图４　机器学习识别ＡＦ生物标志物

Ｆｉｇ．４　ＭａｃｈｉｎｅｌｅａｒｎｉｎｇｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＡＦｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ

Ａ：ＬＡＳＳＯｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＡＦｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ；Ｂ：ＳＶＭ-ＲＦＥｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＡＦｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ；Ｃ：ＲＦｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＡＦｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ；Ｄ：

ＬｏｌｌｉｐｏｐｐｌｏｔｏｆｔｈｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｏｆＡＦｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＲＦ；Ｅ：ＶｅｎｎｄｉａｇｒａｍｏｆＡＦｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｍａｃｈｉｎｅｌｅａｒｎｉｎｇ．
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图５　免疫浸润分析

Ｆｉｇ．５　Ｉｍｍｕｎｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

Ａ：Ｈｅａｔｍａｐｃｏｍｐａｒｉｎｇ２２ｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｓｕｂｔｙｐｅｓｂｅｔｗｅｅｎＡＦａｎｄＰＦｓａｍｐｌｅｓ；Ｂ：Ｈｅａｔｍａｐｏｆｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓａｍｏｎｇ２２ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｓｉｎＡＦ

ａｎｄＰＦｓａｍｐｌｅｓ，ｗｉｔｈｒｅｄｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ，ｂｌｕｅｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ，ａｎｄｄｅｅｐｅｒｃｏｌｏｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｓｔｒｏｎｇｅｒｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ；Ｃ：

Ｂａｒｐｌｏｔｏｆｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆ２２ｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｔｙｐｅｓｂｅｔｗｅｅｎＡＦａｎｄＰＦｓａｍｐｌｅｓ．

图６　ＭＭＰ１３与免疫细胞的相关性分析

Ｆｉｇ．６　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＭＰ１３ｗｉｔｈｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｓ

Ａ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＭＰ１３ｗｉｔｈＭ０ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ；Ｂ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＭＰ１３ｗｉｔｈｎａｉｖｅＢｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＭＰ１３

ｗｉｔｈａｃｔｉｖａｔｅｄｍａｓｔｃｅｌｌｓ；Ｄ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＭＰ１３ｗｉｔｈｒｅｓｔｉｎｇｍａｓｔｃｅｌｌｓ；Ｅ：ＬｏｌｌｉｐｏｐｐｌｏｔｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＭＭＰ１３ａｎｄｖａｒｉｏｕｓｉｍ-

ｍｕｎｅｃｅｌｌｓ．

致肛隐窝感染，继发ＡＦ［８］。
　　该研究通过对ＡＦ组织转录组测序数据分析显
示，ＡＦ相关ＤＥＧｓ显著富集于Ｂ细胞受体信号通路
和趋化因子信号通路。Ｂ细胞是免疫系统的重要组

成之一，主要通过 Ｂ细胞表面的受体介导适应性免
疫应答。Ｂ细胞受体信号通路广泛参与感染过程中
的免疫反应，感染后的组织抗原暴露后，机体产生免

疫应答，诱导Ｂ细胞产生特异性抗原，阻止感染进
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图７　ＡＦ大鼠模型复制和病理切片

Ｆｉｇ．７　ＲｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＡＦｒａｔｍｏｄｅｌａｎｄｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｃｔｉｏｎｓ

Ａ：ＡＦｒａｔｍｏｄｅｌｓｈｏｗｉｎｇｓｅｃｒｅｔｉｏｎａｔｔｈｅＡＦｅｘｔｅｒｎａｌｏｐｅｎｉｎｇ；Ｂ：

ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｒａｔｓａｍｐｌｅ×１００；Ｃ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐｒａｔｓａｍｐｌｅ×１００．

图８　两组大鼠样本ＭＭＰ１３蛋白表达

Ｆｉｇ．８　ＭＭＰ１３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔ

ｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍｂｏｔｈｇｒｏｕｐｓ

Ａ：Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｒａｔｓａｍｐｌｅ ×４００

（ＳＡＢＣ）；Ｂ：Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｒａｔｓａｍｐｌｅ×４００

（ＳＡＢＣ）；Ｃ：ＢａｒｐｌｏｔｏｆＯＤｖａｌｕｅｓ；**Ｐ＜０.０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图９　两组大鼠样本ＭＭＰ１３蛋白表达

Ｆｉｇ．９　ＭＭＰ１３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔ

ｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍｂｏｔｈｇｒｏｕｐｓ

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｂａｎｄｓ；Ｂ：Ｂａｒｐｌｏｔｏｆｇｒａｙｓｃａｌｅｖａｌｕｅｓ；***Ｐ＜

０.００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

展［９］。趋化因子可诱导免疫细胞定向趋化，与免疫

和炎症密切相关［１０］。研究［１１］表明，ＡＦ患者血清趋
化因子５水平呈上调趋势，术后趋化因子５水平显
著下降。

机器学习是生物信息学研究中的重要手段，可

从大量数据中识别并筛选出关键信息，并借助数据

分析、模型训练等步骤，挖掘并构建其中最准确的预

测模型［１２］。机器学习已在疾病诊断标志物筛选、治

疗靶点的识别和预测模型的构建等方面广泛应用，

准确度较高［１３－１４］。

该研究通过 ＳＶＭ-ＲＦＥ、ＲＦ和 ＬＡＳＳＯ等机器学
习方法，筛选出 ＡＦ的生物标志物 ＭＭＰ１３。目前暂
无ＭＭＰ１３与ＡＦ直接的相关性报道，ＭＭＰ１３可能通
过介导炎性浸润、脂肪分化等途径，参与 ＡＦ病理过
程。该研究复制 ＡＦ大鼠模型，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＩＨＣ
实验结果提示，ＡＦ模型组织中 ＭＭＰ１３表达呈上调
趋势，进一步验证了转录组分析结果，提示 ＭＭＰ１３
可能是新的ＡＦ发病的关键靶点。

该研究进行了免疫浸润分析，进一步筛选与

ＭＭＰ１３相关的免疫细胞，结果显示，ＭＭＰ１３与 Ｍ０
巨噬细胞、活化肥大细胞和幼稚 Ｂ细胞呈正相关，
与静息肥大细胞呈负相关。一般状态下，巨噬细胞

分化为Ｍ１和Ｍ２表型，这两种表型均参与肛瘘术后
创面愈合过程［１５］。此外，还存在一种非极化状态的

Ｍ０巨噬细胞，Ｍ０巨噬细胞和肥大细胞与 ＡＦ的相
关性尚未明确，与 ＡＦ发病密切相关的细胞类型有
待单细胞转录组测序等技术进一步明确。

综上所述，该研究通过对 ＡＦ样本转录组测序
数据分析显示，ＡＦ发病涉及 Ｂ细胞受体信号通路、
趋化因子信号通路等途径，ＭＭＰ１３可能是 ＡＦ发病
的关键基因，Ｍ０巨噬细胞、肥大细胞和 Ｂ细胞可能
是与ＡＦ发生发展密切相关的免疫细胞亚群。
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ｇｉｎｇ-ｂａｓｅｄｄｅｃｉｓｉｏｎ-ｍａｋｉｎｇｔｏｏｌｆｏｒｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘａｎａｌｆｉｓｔｕ-
ｌａｓｈｅａｌｉｎｇｉｎｔｈｅｅａｒｌｙｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｐｅｒｉｏｄ［Ｊ］．ＢＭＣＧａｓｔｒｏｅｎ-
ｔｅｒｏｌ，２０２３，２３（１）：３７２．ｄｏｉ：１０．１１８６／ｓ１２８７６－０２３－０２９６３
－５．

［４］　徐玉宝，郑　洁，胡丰良．视频辅助肛瘘治疗术对比切开挂
线术治疗复杂性肛瘘有效性与安全性的 ｍｅｔａ分析［Ｊ］．中国
普外基础与临床杂志，２０２３，３０（３）：３３８－４４．ｄｏｉ：１０．７５０７／
１００７－９４２４．２０２２０８０５８．

［４］　ＸｕＹＢ，ＺｈｅｎｇＪ，ＨｕＦＬ．Ｅｆｆｉｃａｃｙａｎｄｓａｆｅｔｙｏｆｖｉｄｅｏ-ａｓｓｉｓｔｅｄａ-
ｎａｌｆｉｓｔｕｌａｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｉｎｃｉｓｉｏｎａｎｄｔｈｒｅａｄｄｒａｗｉｎｇｉｎ
ｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｃｏｍｐｌｅｘａｎａｌｆｉｓｔｕｌａ：Ａｍｅｔａ-ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪ
ＢａｓｅｓＣｌｉｎＧｅｎＳｕｒｇ，２０２３，３０（３）：３３８－４４．ｄｏｉ：１０．７５０７／
１００７－９４２４．２０２２０８０５８．

［５］　ＰｅｒｅｚＳ，ＥｉｓｅｎｓｔｅｉｎＳ．Ｃａｎｃｅｒｉｎａｎａｌｆｉｓｔｕｌａｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｏｌｏｎ
ＲｅｃｔａｌＳｕｒｇ，２０２４，３７（１）：４１－５．ｄｏｉ：１０．１０５５／ｓ－００４３－
１７６２９２８．

［６］　刘　颖，余　炼，尹园缘，等．基于Ｆａｓ／ＦａｓＬ通路探讨象皮生
肌膏对肛瘘术后模型大鼠创面细胞凋亡的影响［Ｊ］．世界科
学技术 －中医药现代化，２０２３，２５（８）：２８００－９．ｄｏｉ：１０．
１１８４２／ｗｓｔ．２０２３０１０２００３．

［６］　ＬｉｕＹ，ＹｕＬ，ＹｉｎＹＹ，ｅｔａｌ．ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＸｉａｎｇｐｉ
Ｓｈｅｎｇｊｉｏｉｎｔｍｅｎｔｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｗｏｕｎｄｃｅｌｌｓｉｎｍｏｄｅｌｒａｔｓａｆｔｅｒ
ａｎａｌｆｉｓｔｕｌａｏｐｅｒａｔｉｏｎｂａｓｅｄｏｎｆａｓ／ｆａｓＬｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＭｏｄＴｒａｄｉｔ
ＣｈｉｎＭｅｄＭａｔｅｒＭｅｄＷｏｒｌｄＳｃｉＴｅｃｈｎｏｌ，２０２３，２５（８）：２８００－
９．ｄｏｉ：１０．１１８４２／ｗｓｔ．２０２３０１０２００３．

［７］　ＡｒａｋａｋｉＭＳ，ＳａｎｔｏｓＣＨＭＤ，ＦａｌｃñｏＧＲ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｍｏｄｅｌｏｆａｎａｌｆｉｓｔｕｌａｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＪＣｏｌｏｐｒｏｃｔｏｌｏｇｙ，２０１３，３３（３）：
１３５－８．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｊｃｏｌ．２０１３．０４．００５．

［８］　ＴａｎＺ，ＺｈｕＳ，ＬｉｕＣ，ｅｔａｌ．Ｃａｕｓａｌｌｉｎｋｂｅｔｗｅｅｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅａｎｄｆｉｓｔｕｌａ：ｅｖｉｄｅｎｃｅｆｒｏｍＭｅｎｄｅｌｉａｎｒａｎｄｏｍｉｚａｔｉｏｎ
ｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｅｄ，２０２３，１２（７）：２４８２．ｄｏｉ：１０．３３９０／
ｊｃｍ１２０７２４８２．

［９］　ＬｉｎｄｅｎｂａｕｍＯ，ＮｏｕｒｉＮ，ＫｌｕｇｅｒＹ，ｅｔａｌ．Ａｌｉｇｎｍｅｎｔｆｒｅｅｉｄｅｎｔｉ-
ｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｌｏｎｅｓｉｎＢｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒｒｅｐｅｒｔｏｉｒｅｓ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓ
Ｒｅｓ，２０２１，４９（４）：ｅ２１．ｄｏｉ：１０．１０９３／ｎａｒ／ｇｋａａ１１６０．

［１０］张倩倩，柴向斌．趋化因子配体 ＣＣＬ２１与慢性炎症性疾病的
关系［Ｊ］．中华临床免疫和变态反应杂志，２０２１，１５（２）：２０７
－１２．ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－８７０５．２０２１．０２．０１４．

［１０］ＺｈａｎｇＱＱ，ＣｈａｉＸＢ．Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｃｈｅｍｏｋｉｎｅｌｉｇａｎｄ
ＣＣＬ２１ａｎｄｃｈｒｏｎｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＡｌｌｅｒｇｙＣｌｉｎ

Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０２１，１５（２）：２０７－１２．ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－
８７０５．２０２１．０２．０１４．

［１１］梁　艳．肛瘘病人手术前后血清中ＩｇＡ、血清淀粉蛋白Ａ、趋化
因子５和炎性因子水平变化与肛门功能及疗效的关系［Ｊ］．
临床外科杂志，２０２０，２８（５）：４６０－３．ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．
１００５－６４８３．２０２０．０５．０１７．

［１１］ＬｉａｎｇＹ．ＣｈａｎｇｅｓｏｆｓｅｒｕｍＩｇＡ，ｓｅｒｕｍａｍｙｌｏｉｄＡ，ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃ
ｆａｃｔｏｒ５ａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎｐａ-ｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｎａｌｆｉｓｔｕｌａ
ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｉｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈａｎａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ
ａｎｄｅｆｆｉｃａｃｙ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＳｕｒｇ，２０２０，２８（５）：４６０－３．ｄｏｉ：１０．
３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００５－６４８３．２０２０．０５．０１７．

［１２］ＧｒｅｅｎｅｒＪＧ，ＫａｎｄａｔｈｉｌＳＭ，ＭｏｆｆａｔＬ，ｅｔａｌ．Ａｇｕｉｄｅｔｏｍａｃｈｉｎｅ
ｌｅａｒｎｉｎｇｆｏｒｂｉｏｌｏｇｉｓｔｓ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０２２，２３（１）：
４０－５５．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１５８０－０２１－００４０７－０．

［１３］吴贞琳，吴煜佳，张悦瑶，等．流感病毒性肺炎线粒体相关生
物标志物识别及银翘败毒散潜在作用机制［Ｊ］．中草药，
２０２４，５５（３）：８８２－９４．ｄｏｉ：１０．７５０１／ｊ．ｉｓｓｎ．０２５３－２６７０．
２０２４．０３．０１９．

［１３］ＷｕＺＬ，ＷｕＹＪ，ＺｈａｎｇＹＹ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉ-
ａ-ｒｅｌａｔｅｄｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｉｎｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒａｌｐｎｅｕｍｏｎｉａａｎｄｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＹｉｎｑｉａｏＡｎｔｉ-ｉｎｆｅｃｔｉｖｅＰｏｗｄｅｒ［Ｊ］．ＣｈｉｎＴｒａｄｉｔ
ＨｅｒｂＤｒｕｇｓ，２０２４，５５（３）：８８２－９４．ｄｏｉ：１０．７５０１／ｊ．ｉｓｓｎ．０２５３
－２６７０．２０２４．０３．０１９．

［１４］季　杰，齐　健，洪　波，等．基于ｃｆＤＮＡ甲基化和机器学习
的男性胃癌早筛预测模型的建立［Ｊ］．安徽医科大学学报，
２０２２，５７（１２）：１９９１－６．ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－
１４９２．２０２２．１２．０２４．

［１４］ＪｉＪ，ＱｉＪ，ＨｏｎｇＢ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｍｏｄｅｌｆｏｒｅａｒ-
ｌｙｓｃｒｅｅｎｉｎｇｉｎｍａｌｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｂａｓｅｄｏｎｃｅｌｌ-ｆｒｅｅ
ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｎｄｍａｃｈｉｎｅｌｅａｒｎｉｎｇ［Ｊ］．ＡｃｔａＵｎｉｖＭｅｄＡｎ-
ｈｕｉ，２０２２，５７（１２）：１９９１－６．ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００
－１４９２．２０２２．１２．０２４．

［１５］曹若曦，冯文哲．基于巨噬细胞极化探讨“煨脓长肉”法促进
肛瘘术后创面愈合作用机制［Ｊ］．辽宁中医药大学学报，
２０２３，２５（６）：６５－８．ｄｏｉ：１０．１３１９４／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－８４２ｘ．２０２３．
０６．０１３．

［１５］ＣａｏＲＸ，ＦｅｎｇＷ Ｚ．Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆ“ｓｉｍｍｅｒｉｎｇ
ｐｕｓａｎｄｆｏｒｍｉｎｇｆｌｅｓｈ”ｍｅｔｈｏｄｐｒｏｍｏｔｉｎｇｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｆｔｅｒａｎａｌ
ｆｉｓｔｕｌａｓｕｒｇｅｒｙｓｔｕｄｙｂａｓｅｄｏｎｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＬｉａ-
ｏｎｉｎｇＵｎｉｖＴｒａｄｉｔＣｈｉｎＭｅｄ，２０２３，２５（６）：６５－８．ｄｏｉ：１０．
１３１９４／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－８４２ｘ．２０２３．０６．０１３．

Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｔｕｄｙｏｆｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ
ｆｏｒａｎａｌｆｉｓｔｕｌａｂａｓｅｄｏｎｗｅｉｇｈｔｅｄｇｅｎｅｃｏ-ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｎｅｔｗｏｒｋａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｍａｃｈｉｎｅｌｅａｒｎｉｎｇ
ＰａｎｇＸｕｅ

（ＤｅｐｔｏｆＰｒｏｃｔｏｌｏｇｙ，ＴｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＳｈａｎｄｏｎｇＦｉｒｓｔＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊｉｎａｎ　２５００１２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｓｃｒｅｅｎｆｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｏｆａｎａｌｆｉｓｔｕｌａ（ＡＦ）ｂｙｕｓｉｎｇｗｅｉｇｈｔｅｄｇｅｎｅｃｏ-ｅｘｐｒｅｓ-
ｓｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋａｎａｌｙｓｉｓ（ＷＧＣＮＡ），ｍａｃｈｉｎｅｌｅａｒｎｉｎｇ，ｉｍｍｕｎｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ，ａｎｄａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．Ｍｅｔｈ-
ｏｄｓ　ＤｏｗｎｌｏａｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｄａｔａｆｒｏｍｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｍｎｉｂｕｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＡＦａｎｄｐｅｒｉ-ｆｉｓｔｕｌａｔｉｓｓｕｅ（ＰＦ）ｆｏｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌａｎａｌｙｓｉｓ．Ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）ａｎｄＫｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ（ＫＥＧＧ）ｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈ-
ｍｅｎｔａｎａｌｙｓｅｓｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ（ＤＥＧｓ）ｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄ．ＷＧＣＮＡｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｗｉｔｈ
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