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摘要：目的 应用生物信息学分析方法筛选结核肉芽肿差异表达的自噬相关基因（DEARG），并分析其与免疫浸润的相

关性，为探究结核病（TB）发病机制提供理论依据。方法 通过Gene Expression Omnibus（GEO）数据库获取人结核

肉芽肿GSE184537数据集作为分析集、GSE157671数据集作为验证集，通过人类自噬基因数据库自噬相关基因（ARG）
获取232个ARG，筛选结核肉芽肿组织差异表达的ARG（DEARG）。对DEARG进行富集分析、蛋白互作网络分析，筛

选关键基因；采用单样本基因集富集分析评估24种免疫细胞浸润丰度，并采用Spearman秩相关分析关键基因与免疫细

胞浸润丰度的相关性。采用GSE157671数据集验证关键基因表达差异。结果 GSE184537数据集与232个ARG取交集，

共获得 24个DEARG；富集分析结果显示，其生物过程显著富集于自噬、蛋白质磷酸化和细胞生长调节，并富集于自

噬、细胞凋亡、低氧诱导因子-1信号通路和丝裂原活化蛋白激酶信号通路等10条通路。蛋白互作网络分析筛选BIRC5、

IFNG、CXCR4、FOS、ERBB2、TNFSF10、EGFR和CTSB共 8个关键基因。免疫浸润分析结果显示，结核肉芽肿组织

CD4+ T淋巴细胞、iTreg细胞和Tfh细胞浸润丰度较高，单核细胞、中性粒细胞和NK细胞浸润丰度较低（均P<0.05）；

Spearman秩相关性分析显示，8个关键基因与24种免疫细胞浸润水平存在相关性，其中ERBB2与NK细胞呈强正相关，

CXCR4与NK细胞呈强负相关（均P<0.05）。GSE157671数据集验证结果显示，6个关键基因与GSE184537数据集差异

分析趋势一致。结论 本研究筛选出BIRC5、IFNG和CXCR4等8个关键ARG，可通过调控免疫细胞浸润参与TB发生发

展，可作为TB发病机制研究的潜在候选基因。
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Abstract: Objective To screen differentially expressed autophagy-related genes (DEARGs) in tuberculous granuloma us⁃
ing bioinformatics analysis and to analyze their correlation with immune infiltration, so as to provide a theoretical basis
for investigating the pathogenesis of tuberculosis (TB). Methods The GSE184537 dataset of human tuberculous granulo⁃
ma was obtained from the Gene Expression Omnibus (GEO) database as the analysis set, and the GSE157671 dataset
was used as the validation set. A total of 232 autophagy-related genes (ARGs) were retrieved from the Human Autopha⁃
gy Gene Database. DEARGs in tuberculous granuloma tissues were screened. Enrichment analysis and protein-protein in⁃
teraction network analysis were performed on the DEARGs to identify key genes. Single-sample gene set enrichment
analysis was used to evaluate the infiltration abundance of 24 immune cell types, and Spearman's rank correlation analy⁃
sis was used to examine the correlation between key genes and immune cell infiltration abundance. The GSE157671 da⁃
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taset was used to validate the expression differences of key genes. Results A total of 24 DEARGs were obtained by in⁃
tersecting the GSE184537 dataset with 232 ARGs. Enrichment analysis showed that the biological processes were signifi⁃
cantly enriched in autophagy, protein phosphorylation, and cell growth regulation, and the pathways were enriched in 10
pathways including autophagy, apoptosis, hypoxia-inducible factor-1 signaling pathway, and mitogen-activated protein ki⁃
nase signaling pathway. Protein-protein interaction network analysis was performed to screen a total of 8 key genes, in⁃
cluding BIRC5, IFNG, CXCR4, FOS, ERBB2, TNFSF10, EGFR, and CTSB. Immune infiltration analysis showed that the
infiltration abundances of CD4+ T lymphocytes, iTreg cells, and Tfh cells were relatively high in tuberculous granuloma
tissues, while those of monocytes, neutrophils, and NK cells were relatively low (all P<0.05). Spearman's rank correla⁃
tion analysis showed that the eight key genes were correlated with the infiltration levels of 24 immune cell types.
Among them, ERBB2 exhibited a strong positive correlation and CXCR4 exhibited a strong negative correlation with NK
cells (both P<0.05). Validation results in the GSE157671 dataset showed the differential expression trends of the 6 key
genes were consistent with those in the GSE184537 dataset. Conclusion This study identified eight key ARGs, includ⁃
ing BIRC5, IFNG, and CXCR4, which may participate in the development and progression of TB by regulating immune
cell infiltration and could serve as potential candidate genes for further research on the pathogenesis of TB.
Keywords: autophagy; immune infiltration; bioinformatics analysis; tuberculous granuloma; tuberculosis

结核病 （tuberculosis，TB） 是由结核分枝杆菌

（Mycobacterium tuberculosis，MTB） 感染引起的慢性

传染病，肺结核最常见［1］。TB 具有传染性强、早期

诊断困难和易产生耐药性等特点［2］，深入阐明其发

病机制，是实现 TB 精准诊断与高效临床治疗的关

键。结核肉芽肿是肺内 MTB 感染形成的核心病理结

构［3］，与 TB 病程密切相关；其功能具有双重性，既

是宿主包裹病原体的防御结构，也可能成为 MTB 潜

伏的“避难所”［4］。结核肉芽肿的形成与免疫细胞浸

润高度相关，其内部巨噬细胞、淋巴细胞等免疫细胞

的浸润状态直接影响肉芽肿功能及 TB 病情进展［5］。

此外，结核肉芽肿的形成与功能依赖巨噬细胞活化、

信号转导、细胞凋亡及自噬等多种细胞生物过程，其

中自噬发挥关键调控作用［6-7］。自噬是溶酶体介导的

降解过程，可通过促进吞噬溶酶体融合清除胞内

MTB，调控肉芽肿免疫微环境［8］。自噬相关基因

（autophagy-related genes，ARG） 是自噬功能的核心

调控因子［9］，其在结核肉芽肿的异常表达可能通过

调控自噬及免疫浸润参与 TB 的发病。本研究采用生

物信息学分析方法，识别结核肉芽肿组织差异表达的

ARG （differentially expressed ARG，DEARG），并分

析其与免疫浸润的相关性，为探究 TB 发病机制提供

理论依据。

1 资料与方法

1.1 资料来源

通过 Gene Expression Omnibus （GEO） 数据库

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo）检索人结核肉芽肿

相关基因表达数据集。基于 GPL20301 平台，本研究

选取样本量较大、样本定义明确且无其他疾病干扰的

GSE184537 数据集作为分析集，包括 14 例结核肉芽

肿 组 织 样 本 和 14 个 正 常 肺 组 织 样 本 。 基 于

GPL11154 平台，选取 GSE157671 数据集作为关键

基因的验证集，包括 4 例结核肉芽肿样本和 3 个正

常肺组织样本。通过人类自噬基因数据库 （https://
autophagy. lu / v1 / clustering / index. html） 获取 232 个

ARG。

1.2 方法

1.2.1 差异表达分析

对 GSE184537 数据集中基因表达矩阵原始数据

进行均一化标准校正处理，以校正后 P<0.05 和

|log2FC|≥1 为筛选标准，采用 R 4.5.0 软件的 limma
软件包筛选差异表达基因 （differentially expressed
genes， DEG）， 与 232 个 ARG 取 交 集 ， 获 得

DEARG。

1.2.2 富集分析

采用 clusterProfiler 软件包中 enrichGO 函数对

DEARG 进行 Gene Ontology （GO） 功能富集分析，

获取其在生物过程、细胞组分和分子功能 3 个层面

的功能注释。采用 enrichKEGG 函数进行京都基因与

基因组百科全书 （Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes，KEGG） 通路富集分析，获取 DEARG 在

各种信号通路中的富集水平。采用 Benjamini-Hoch⁃
berg 进行多重检验校正，以校正后 P<0.05 为显著富

集项的筛选标准。

1.2.3 蛋白互作网络分析和关键基因筛选

采用 Spearman 秩相关分析 DEARG 的相关性。

采用 STRING 数据库 （https://cn. string-db. org） 对
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DEARG 进行蛋白互作网络分析，构建蛋白互作网

络；通过 Cytoscape 的 MCODE 和 CytoHubba 插件，

基于 5 种算法 （MCODE、MCC、MNC、Degree 和

Closeness）分别筛选出得分前 10 的候选关键基因，

以 5 种算法交叉重叠的候选关键基因作为关键基因。

1.2.4 免疫细胞浸润相关性分析

采用单样本基因集富集分析（single sample gene
set enrichment analysis，ssGSEA）方法分析结核肉芽

肿组织样本中 24 种免疫细胞浸润丰度。采用 Mann-
Whitney U 检验比较结核肉芽肿组织与正常肺组织的

免疫细胞浸润水平差异。采用 Spearman 秩相关分析

关键基因与 24 种免疫细胞浸润丰度的相关性。

1.2.5 关键基因验证

采用 GSE157671 数据集验证上述关键基因的表

达差异，采用 R 4.5.0 软件的 limma 软件包进行差异

分析，以校正后 P<0.05 和|log2FC|≥1 作为差异基因。

2 结 果

2.1 DEARG 的鉴定

GSE184537 数据集共筛选出 2 726 个 DEG，与

232 个 ARG 取交集，共获得 24 个 DEARG，其中

BIRC5、CTSB、CXCR4、IFNG 和 IKBKE 5 个基因上

调 表 达 ， CAPN2、 CX3CL1、 DAPK2、 DIRAS3、

DLC1、 EGFR、 ERBB2、 FKBP1B、 FOS、 HSPB8、

ITGA3、 MAPK8IP1、 NCKAP1、 NRG1、 NRG3、

PPP1R15A、TNFSF10、ULK2 和 VEGFA 19 个基因下

调表达。

2.2 GO 功能富集分析和 KEGG 信号通路分析

GO 功能富集分析结果显示，24 个 DEARG 在生

物过程方面显著富集于自噬、蛋白质磷酸化和细胞生

长调节；细胞组分方面显著富集于细胞突起膜、细

胞-基底连接和前缘膜；分子功能方面显著富集于细

胞因子活性、激酶调节活性和纤维连接蛋白结合。

KEGG 结果显示，24 个 DEARG 显著富集于自噬、

细胞凋亡、黏着斑、化学致癌-受体激活、低氧诱导

因子-1（hypoxia-inducible factor-1，HIF-1）信号通

路、丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein
kinase，MAPK）信号通路、膀胱癌、胰腺癌、表皮

生长因子受体家族信号通路和表皮生长因子受体酪氨

酸激酶抑制剂耐药性 10 条通路。

2.3 DEARG 蛋白互作网络分析和关键基因筛选

Spearman 秩相关分析结果显示，DEARG 间存在

弱至中等强度的相关性，其中 EGFR 与 CAPN2 呈强

正相关（rS=0.960，P<0.001），EGFR 与 IKBKE 呈强

负相关（rS=-0.956，P<0.001）。蛋白互作网络分析结

果显示，24 个 DEARG 中有 18 个基因相互作用。见

图 1。MCODE 插件的 MCODE 算法识别出 1 个基因

簇 模 块 ， 包 括 BIRC5、 IFNG、 CXCR4、 FOS、

ERBB2、TNFSF10、EGFR 和 CTSB 8 个候选关键基

因。 CytoHubba 插件的 MCC 算法识别出 EGFR、

IFNG、 ERBB2、 CXCR4、 FOS、 BIRC5、 TNFSF10、

CTSB、COL18A1 和 CX3CL1 10 个候选关键基因；

MNC 算法识别出 EGFR、ERBB2、 IFNG、CXCR4、

TNFSF10、 FOS、 COL18A1、 BIRC5、 CTSB 和

CX3CL1 10 个候选关键基因；Degree 算法识别出

ERBB2、 IFNG、 CXCR4、 EGFR、 FOS、 TNFSF10、

CTSB、COL18A1、BIRC5 和 CX3CL1 10 个候选关键

基因；Closeness 算法识别出 EGFR、ERBB2、IFNG、

CXCR4、FOS、CTSB、TNFSF10、BIRC5、COL18A1

和 ITGA3 10 个候选关键基因。上述 5 种算法识别出

的候选关键基因取交集，最终确定 BIRC5、IFNG、

CXCR4、FOS、ERBB2、TNFSF10、EGFR 和 CTSB 8
个关键基因。
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图 1 DEARG 蛋白互作网络图

Figure 1 Protein-protein interaction network diagram of DEARG

2.4 免疫细胞浸润相关性分析

结核肉芽肿组织 CD4+ T 淋巴细胞、iTreg 细胞和

Tfh 细胞浸润丰度分别为 0.222、0.014 和 0.016，高

于正常肺组织的 0.069、 0.003 和 0.002 （均 P<

0.05）；正常肺组织单核细胞、中性粒细胞和 NK 细

胞浸润丰度分别为 0.092、0.197 和 0.114，高于结核

肉芽肿组织的 0.060、0.119 和 0.043 （均 P<0.05）。
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Spearman 秩相关分析结果显示，8 个关键基因与 24
种免疫细胞浸润水平存在相关性，其中 ERBB2 与

NK 细胞呈强正相关 （rS=0.908，P<0.001），CXCR4

与 NK 细胞呈强负相关（rS=-0.807，P<0.001）。
2.5 关键 ARG 的验证

基于 GSE157671 数据集验证 8 个关键基因的表

达水平，结果显示，结核肉芽肿肺组织 BIRC5、

IFNG 和 CTSB 上 调 表 达 ， ERBB2、 TNFSF10 和

EGFR 下调表达，其表达趋势与 GSE184537 数据集

差异分析趋势一致；而 FOS 和 CXCR4 未观察到显

著差异。

3 讨 论

TB 治疗存在疗程长、耐药性频发及药物不良反

应等问题，使其难以彻底根除［10］，深入阐明其分子

机制对挖掘新型诊断标志物与治疗靶点具有重要意

义。自噬在调控 MTB 存活与宿主免疫应答中发挥关

键作用［11］，自噬异常可影响 TB 病理进程［12］，但其

具体调控基因及与免疫微环境的关联仍有待挖掘。本

研究基于生物信息学分析，筛选结核肉芽肿组织中

DEARG，探究其功能富集特征、蛋白互作网络及与

免疫细胞浸润的相关性，为阐释结核病发病机制提供

依据。

本研究从 GSE184537 数据集 DEG 与 ARG 交集

中，鉴定出 24 个 DEARG。功能富集分析结果显示，

上述基因显著富集于自噬、细胞生长调控等生物过

程，同时参与黏着斑、HIF-1 信号通路、MAPK 信号

通路等关键通路，提示上述 DEARG 通过多通路协同

调控 MTB 感染过程。进一步通过蛋白互作网络分析

获得 BIRC5、CTSB、CXCR4、IFNG、FOS、ERBB2、

TNFSF10 和 EGFR 8 个关键基因，已有研究证实

这 些基因与 TB 易感性及疾病进展相关。其中，

CXCR4、 FOS 和 ERBB2 可作为 TB 潜在易感基

因［13-14］；BIRC5 可参与调控 MTB 感染进程中的免疫

应答反应［15］；CTSB 与 MTB 诱导的炎症小体激活密

切相关［16］；IFNG 可直接调节宿主细胞自噬水平［17］。

上述研究结果与本研究结果相互印证，支持上述

8 个基因作为 TB 关键 ARG，具备成为 TB 潜在诊断

标志物的价值。

免疫细胞浸润分析显示，结核肉芽肿组织 CD4+ T
细胞、iTreg 细胞和 Tfh 细胞的浸润水平升高，而单

核细胞、中性粒细胞和 NK 细胞的浸润水平降低，提

示免疫细胞失衡参与 TB 病理进程。Spearman 秩相

关分析进一步表明，8 个关键基因与免疫细胞浸润存

在相关性，其中 ERBB2 与 NK 细胞呈强正相关，

CXCR4 与 NK 细胞呈强负相关，提示关键 ARG 可通

过调控免疫细胞浸润水平影响 TB 进展，将 ARG 与

TB 免疫微环境建立关联，弥补了既往研究中二者关

联分析不足的缺陷［18］。

本研究筛选出 BIRC5、IFNG 和 CXCR4 等 8 个

关键 ARG，其可通过调控免疫细胞浸润参与 TB 发

生发展，为自噬介导的 TB 发病机制研究提供了新方

向，也为开发 TB 诊疗靶点奠定了理论基础。本研究

存在一定局限性：研究所采用的 GSE184537 与

GSE157671 数据集样本量有限，缺乏完整临床信息

及诊疗数据，可能对结果产生潜在偏倚；对照组样本

采用正常肺组织，与临床 TB 鉴别诊断场景存在差

异，可能限制了结论的临床适用性。本研究结果仅来

源于生物信息学分析，后续需通过细胞及动物实验进

一步验证关键基因的功能及分子调控机制。
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