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·基础研究·

强直性脊柱炎关键基因的多芯片联合分析

甘露，李中耀，吴毅东，于康康，李春宝*

（中国人民解放军总医院第四医学中心骨科医学部运动医学科，北京 100048）

摘要：［目的］分析基因表达综合（GEO）数据库中的强直性脊柱炎（ankylosing spondylitis, AS）及正常人的膝关节滑膜组

织的 RNA 测序结果，筛选出相关的差异表达基因（differentially expressed genes, DEGs），为 AS 的诊疗提供新的生物学靶向策

略。［方法］从 GEO 数据库下载 GSE41038 和 GSE39340 数据集，质控后筛选 AS 的 DEGs，并进行功能富集和通路分析。随后

利用在线数据库（Search Tool for Retrieval of Interacting Genes, STRING）构建已鉴定基因的蛋白-蛋白相互作用（protein-protein
interaction, PPI）网络，并通过 Cytoscape 软件筛选出连接度最高的基因，评估关键基因对 AS 的诊断效能。［结果］在 AS 患者

和正常人之间共鉴定出 433 个 DEGs，其中 276 个上调，157 个下调，GO 分析显示这些 DEGs 主要参与 T 细胞激活的正向调控、

细胞外基质结构成分；KEGG 富集结果主要与类 NF-κB 信号通路、TNF 信号通路结合等功能相关；运用 STRING 数据库构建 PPI
网络并筛选出 10 个网络中的核心基因：CASP3、CD36、CXCR4、EGFR、FGF10、IL-1β、MMP1、MMP3、SELL、TLR2。［结

论］采用生物信息学方法分析 AS 的潜在机制，并筛选出 10 个重要分子，可能是 AS 潜在的关键基因和生物学标志物。
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Bioinformatic analysis of crucial genes in ankylosing spondylitis across multiple microarrays // GAN Lu, LI Zhong-yao, WU

Yi-dong, YU Kang-kang, LI Chun-bao. Division of Sport Medicine, Department of Orthopedic Medicine, The Fourth Medical Center, PLA

General Hospital, Beijing 100048, China
Abstract: [Objective] To utilize bioinformatics methods to screen for differentially expressed genes (DEGs) associated with ankylosing

spondylitis (AS) in the Gene Expression Omnibus database (GEO), aiming to provide new biological targeting strategies for the clinical diag⁃
nosis and treatment of AS. [Methods] Datasets GSE41038 and GSE39340 were downloaded from the GEO database. After data processing,
DEGs related to AS were selected. Functional enrichment and pathway analyses were then performed on these DEGs. Subsequently, the pro⁃
tein-protein interaction (PPI) network of the identified genes was constructed using the online database (Search Tool for Retrieval of Interact⁃
ing Genes, STRING) and visualized using Cytoscape software. [Results] A total of 433 DEGs were identified between AS patients and
healthy individuals, with 276 upregulated and 157 downregulated. GO analysis revealed that these DEGs were mainly involved in positive
regulation of T cell activation and collagen-containing extracellular matrix. KEGG enrichment results were primarily associated with NF-
kappa B signaling pathway and TNF signaling pathway. Using the STRING database, a protein interaction network was constructed, with Cy⁃
toscape identified the top 10 genes with the highest connectivity, including CASP3, CD36, CXCR4, EGFR, FGF10, IL-1β, MMP1, MMP3,
SELL and TLR2. [Conclusion] In this study, the potential mechanism of AS was analyzed by bioinformatics method, and 10 important mole⁃
cules were screened, which may be the potential key genes and biological markers of AS.
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强直性脊柱炎（ankylosing spondylitis, AS）是一

种以中轴骨骼为主要受累部位的炎症性自身免疫性疾

病，其特征为引发剧烈疼痛［1］，随着病程的进展，还

可能出现脊柱和骶髂关节的融合，导致脊柱畸形及功

能障碍［2］。强直性脊柱炎主要影响年轻人，症状通常

在 26 岁左右首次出现。相较于女性，男性更有可能

患此病，发病比例大约为 2∶1［3，4］。AS 的病因是多

因素的，其中遗传和环境因素共同发挥着决定性作

用［5，6］。HLA-B27 是迄今为止确认的最主要的遗传

易感因素［7］，与 AS 的发病密切相关。尽管如此，AS
的完整病理机制尚未完全揭示。目前，AS 尚无法根

治，药物疗法依然是治疗 AS 的核心手段，而对于病
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情较为严重的患者，手术干预成为必要选择［8］。传统

治疗主要依赖于非甾体抗炎药和物理疗法，多数患者

需长期服药以控制症状［9，10］。因此，探索新的诊断方

法和治疗靶点已成为当务之急。

通过深入探究 AS 的分子机制，有望为该病的未

来治疗开辟新的途径。生物信息学作为一门新兴的交

叉学科，它运用计算机作为工具，对生物学信息进行

存储、检索以及分析［11］，尤其在基因组学和蛋白质

组学领域表现突出［12］，即通过对核酸和蛋白质序列

的研究，分析其所表达的结构功能信息。在人类疾病

的研究中，生物信息学扮演着极其重要的角色［11］。

本研究以 AS 患者膝关节滑膜的基因芯片为研究对

象，利用生物信息学分析来筛选差异表达基因（dif⁃
ferentially expressed genes, DEGs），同时对 DEGs 进行

功能富集和通路分析，随后构建已鉴定基因的蛋白-
蛋白相互作用 （protein- protein interaction, PPI） 网

络，探讨 AS 的分子机制。

1 材料与方法

1.1 数据来源

从 GEO 数 据 库 （https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
gds） 下载关于 AS 的基因芯片数据 GSE41038 和

GSE39340，平台文件分别为 GPL6883 、GPL10558。
GSE41038 数据集共涉及 15 例滑膜样本，其中 8 个

属于 AS 及分类未定脊柱炎的样本，7 个属于骨关节

炎及健康正常组织的样本；GSE39340 数据集共涉及

22 例滑膜样本，包括 5 例 AS 样本、7 例 OA 样本、

10 例 RA 样本。本实验选择 GSE41038 和 GSE39340
数据集中 13 个强直性脊柱炎及分类未定脊柱炎的滑

膜组织样本为实验组，7 个骨关节炎及健康正常组织

的膝关节滑膜组织样本作为对照组。

1.2 基因芯片的处理及 DEGs 的筛选

利用 R 语言软件（版本 4.2.4）对表达矩阵执行

了探针整合、校正以及标准化处理。利用“limma”
包［13］对 AS 组与对照组进行了差异基因筛选。筛选

条件为 P<0.05， |logFC| ≥0.5。进一步利用“pheat⁃
map”“dplyr”“ggplot2”包［14，15］绘制 DEGs 的热图和

火山图。

1.3 GO 功能注释和 KEGG 信号通路分析

为了进一步了解 DEGs 的生物学过程（biological
process, BP）、细胞组分（cellular component, CC）和

分子功能 （molecular function, MF），本研究使用

“clusterProfiler”包进行了 GO 功能注释，还使用

“enrichment”包进行了 KEGG 通路分析，以进一步

探索 DEGs 可能参与的关键生物学通路。设置阈值为

调整后 P 值（false discovery rate, FDR） <0.05。使用

R 中的“ggplot2”包可视化结果。

1.4 PPI 网络构建和 Hub 基因的筛选

为了在蛋白质水平上探讨 DEGs 之间的相关性，

本研究利用相互作用基因库检索工具数据库（search
tool for the retrieval of interacting genes, STRING）构建

了差异基因编码 PPI，筛选条件为代表高度相互作用

可能性的阈值（结合分值>0.7）。使用 Cytoscape（版

本 3.10.1） 可视化 PPI 网络的结果，使用 Cytoscape
的插件 MCODE 提取 PPI 网络中最重要的模块来找到

连接程度最高的集群。使用 CytoHubba 插件计算蛋白

节点的度中心性，采用最大团中心性 （maximum
clique centrality, MCC）的方法筛选出前 10 个枢纽基

因。

1.5 ROC 曲线

为了评估关键基因对 AS 的诊断价值，本研究利

用 R 语言软件的“pROC”包绘制受试者工作特征曲

线 （receiver operating characteristic, ROC） 并计算曲

线下面积（area under the curve, AUC）值，使用“Gg⁃
plot2”包进行进一步可视化。

1.6 统计学方法

采用 R 软件进行统计学分析，P<0.05 为差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 基因芯片数据

两组基因芯片数据的样本表现出良好的一致性，

所有样本均适合进行下一步析，无需剔除。

2.2 差异基因筛选

整合数据集 GSE41038 和 GSE39340 进行去批次

效应和标准化处理后，获得了 433 个差异基因，其中

276 个基因上调，157 个基因下调。所有差异基因用

火山图表示（图 1a），前 10 个上调和下调基因用热

图表示（图 1b）。
2.3 GO 功能注释

GO 富集分析结果显示：在生物学过程层面

DEGs 主要富集于细胞粘附的正向调控、神经胶质形

成、T 细胞激活的正向调控等过程（图 2）；在细胞

组分层面 DEGs 主要富集于细胞外基质、胞外区、细

胞外间隙等组分；在分子功能层面 DEGs 主要富集于

肌动蛋白纤维结合、细胞外基质结构成分、生长因子
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结合等功能。

图 1. 差异基因筛选。1a: AS 患者与健康志愿者差异表达基因的火山图，红色代表上调基因，蓝色代表下调基因；1b: AS 患

者与健康志愿者差异表达基因的热图。

Figure 1. Differential gene screening. 1a: Volcano map of differentially expressed genes between AS patients and healthy volunteers, with
red representing up-regulated genes and blue representing down-regulated genes; 1b: Heat maps of differentially expressed genes in AS
patients and healthy volunteers.

2.4 KEGG 信号通路分析

KEGG 信号通路富集分析表明：DEGs 主要参与

免疫系统疾病、类风湿性关节炎、NF-κB 信号通

路、利什曼病、TNF 信号通路。

2.5 编码 PPI 的构建及核心基因的筛选

为了进一步在蛋白质水平上探索 DEGs 之间的相

互作用，利用 STRING 数据库构建了蛋白质-蛋白质

PPI 网络，并使用 Cytoscape 软件进行了可视化。利

用 MCODE 插件分析检测到的 PPI 网络由 318 个节点

和 793 条边组成。使用 cytoHubba 插件计算 MCC 评

分，选择前 10 个关键基因，这 10 个节点被定义为

PPI 网络中的关键节点，表明它们在 AS 的基因表达

调控中发挥着重要作用（图 3）。进一步分析了这些

Hub 基因，它们的名称、缩写和功能如表 1 所示。其

中，IL-1β 和 CXCR4 是该 PPI 中蛋白存在相互作用

量最多的 2 个蛋白，删除 IL-1β 和 CXCR4 使该蛋白

相互作用网络结构涣散，蛋白之间相互作用关系明显

减少，因而 IL-1β 和 CXCR4 为 PPI 的核心节点，提

示 IL-1β 和 CXCR4 对 AS 的发病、诊断或者预后有

重要的作用。

2.6 关键基因的 ROC 曲线分析

使用 RStudio 进行 ROC 曲线分析（Receiver Op⁃
erating Characteristic curve analysis），来评估上述 10
个关键基因诊断 AS 的灵敏度和特异度。如图 4 所

示，CASP3（AUC=0.846）、CD36（AUC=0.747）、CX⁃
CR4（AUC=0.857）、EGFR（AUC=0.857）、FGF10（AU
C=0.956）、IL-1（AUC=0.868）、MMP1（AUC=0.912）、

MMP3（AUC=0.846）、 SELL（AUC=0.824）、 TLR2
（AUC=0.857），所有 AUC 的值都>0.700，表明这 10

图 2. AS 患者与健康志愿者差异表达基因的 GO 生物过程。

Figure 2. GO enrichment analysis of DEGs between AS and
normal groups.
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个关键基因可以作为 AS 的诊断标志物。

3 讨 论

AS 是一种慢性非特异性炎症，主要影响骶髂关

节［8，16］，导致身体功能受限，工作效率明显下降，

生活质量受到严重负面影响［17］。AS 的发病机制涵盖

遗传、环境和免疫等因素［18］，但具体分子机制尚未

完全阐明。迄今为止已经确定了 116 个 AS 的易感基

因［19，20］，其中最重要的是 HLA-B27［8］。关于 HLA-
B27 在 AS 中的致病机制，目前存在两种主要的假

设：一是 HLA-B27 参与抗原呈递，进而促成关节炎

原性肽的形成；二是 HLA-B27 涉及内质网应激和

自噬过程的激活［21］。尽管 HLA-B27 在强直性脊柱

炎发病机制中有关键作用，但最新的研究表明，它

仅占该疾病总遗传性的 20%~25%和遗传风险的

40%，携带 HLA-B27 的人群中只有不到 5%最终会

发展成 AS［21］。可能还存在其他影响 AS 发生与进展

的易感因素。因此，确定 AS 的新分子靶点和潜在机

制以提供潜在的生物标志物或治疗方法非常重要。

图 3. 10 个 Hub 基因编码蛋白之间的相互作用网络。
Figure 3. Top 10 genes in degree score from CytoHubba.

表 1. AS 患者与健康志愿者差异表达基因中前 10 个关键 Hub 基因

基因名

CXCR4

IL1-β
CASP3
EGFR

TLR2

MMP3
MMP1
CD36

FGF10

全称

C-X-C Motif Chemokine Receptor 4

Interleukin 1 Beta
Caspase 3
Epidermal Growth Factor Receptor

Toll Like Receptor 2

MatrixMetallopeptidase 3
Matrix Metallopeptidase 1
CD36 Molecule

Fibroblast Growth Factor 10

功能

CXC 趋化因子 CXCL12/SDF- 1 的受体，通过增加细胞内钙离子水平和增

强 MAPK1/ MAPK3 激活来转导信号，在细胞迁移调节中发挥作用

该细胞因子是炎症反应的重要介质，参与多种细胞活动，包括细胞增殖、

分化和凋亡

编码半胱氨酸-天冬氨酸蛋白酶，在细胞凋亡的执行阶段发挥核心作用。

一种细胞表面蛋白，可与表皮生长因子结合，从而诱导受体二聚化和酪氨

酸自磷酸化，从而导致细胞增殖

编码的蛋白质是 Toll 样受体 (TLR) 家族的成员，在病原体识别和先天免疫

激活中发挥着重要作用

可以降解纤连蛋白、层粘连蛋白、I、III、IV 和 V 型明胶；胶原蛋白 III、
IV、X 和 IX，以及软骨蛋白聚糖

可以裂解 VII 型和 X 型胶原蛋白

结合长链脂肪酸并促进其转运到细胞中，从而参与肌肉脂质利用、脂肪能

量储存和肠道脂肪吸收

具有广泛的有丝分裂和细胞存活活性，并参与多种生物过程，包括胚胎发

育、细胞生长、形态发生、组织修复、肿瘤生长和侵袭

Table 1. Top 10 key hub genes in DEGs between AS and Normal groups

本 研 究 综 合 分 析 了 2 组 芯 片 GSE41038 和

GSE39340，鉴定出 DEGs，并对其进一步进行了 GO
功能分类、KEGG 通路富集分析以及 KEGG 疾病富集

分析，旨在深入探讨它们在 AS 中的潜在功能和作用

机制。此外，本团队还构建了基于这 2 组芯片数据的

蛋白质-蛋白质 PPI 网络，以揭示基因之间的相互关

系。通过对这些分析结果的综合考察，筛选出了关键

的通路和核心基因。为评估这些关键基因在 AS 诊断

中的效能，本研究绘制了 ROC，并计算 AUC 值，旨

在验证其作为 AS 生物标志物的潜力。这种多角度、

多层次的分析方法可提供对 AS 复杂病理机制的更深

入理解，并指明了未来研究的方向。

通过对强直性脊柱炎与对照的膝关节滑膜组织的

比较，共得到 433 个差异基因，其中上调的基因 276
个，下调的基因 157 个。通过 GO 分析发现 DEGs 主
要富集于 T 细胞活化、细胞外基质、生长因子结合

等功能。有报道称 IL-23、IL-17 细胞因子在 AS 的

发病机制中扮演关键角色［22］，而 IL-23 是 Th17 细胞

的上游驱动因子，这些 T 细胞产生 IL-17，与 AS 的

发展有着密切的关系。有研究探讨了一组细胞外基质
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生物标志物与 AS 疾病活动的关系［23，24］，结果表明

PRO-C1（一种胶原蛋白）的水平在治疗后 2 周显著

增加，而 C6M（代表胶原蛋白降解的一种标志物）

水平在治疗后 2 周和 22 周显著减少。这些发现表

明，细胞外基质代谢标志物的变化与 AS 治疗响应密

切相关，可能作为监测疾病发展的候选标记物。通过

KEGG 分析本研究发现 DEGs 主要在 NF-κB 信号通

路、TNF 信号通路中富集。有研究报道 NF-κB 信号

通路在 AS 中起着关键作用［25］，特别是在促进 M1 型

巨噬细胞极化和破骨细胞分化方面，突出了 NF-κB
在 AS 炎症反应和骨破坏中的重要性。研究表明

TNF-α 是 AS 病理中一个关键的炎症因子［26］，通过

其与 TNF 受体（TNFR1 和 TNFR2）的相互作用［27］，

影响 T 细胞和负调节细胞的免疫平衡，尤其是在调

节 CD4+调节性 T 细胞 （Treg） 方面，但对 CD8+ T
细胞的影响较小。TNFR1 主要触发促炎症途径，而

通过 mTNF 与 TNFR2 结合通常启动免疫调节和组织

再生。临床试验数据表明，TNF-α 在 AS 病理中扮演

着重要的角色，尤其是在非甾体抗炎药失败后用于

AS 治疗时表现出的有效性。因此，TNF 信号通路在

AS 中的作用复杂多样，既包括促进炎症反应，也涉

及免疫调节和可能的组织修复。所以 T 细胞活化、

细胞外基质、TNF 通路可能在 AS 发病及进展过程中

扮演了重要角色。

图 4. 10 个 Hub 基因诊断模型的 ROC 曲线及 AUC 值结果。
Figure 4. ROC curves and AUC values for the 10 hub gene diagnostic model.

为了深入探索 DEGs 之间的相互作用，本研究利

用 STRING 数据库构建了蛋白质-蛋白质 PPI 网络并

筛选出 10 个关键基因：CASP3、CD36、CXCR4、
EGFR、 FGF10、 IL- 1β、 MMP1、 MMP3、 SELL、
TLR2。进一步分析发现，IL-1β 和 CXCR4 为 PPI 的
核心节点。IL-1β 是炎症反应的重要介质，Monnet
等 ［28］ 通过分析 IL-1 家族基因在 SpA 患者中的表

达，发现某些 IL-1β 的变异与 AS 的发病风险显著相

关，提示其可能在 AS 的发病与进展中发挥重要作

用。CXCR4 编码位于细胞表面的基质细胞衍生因子-
1 特异性 CXC 趋化因子受体［29］，可以结合细菌脂多

糖并介导脂多糖诱导的炎症反应，包括单核细胞分泌

TNF，它在乳腺癌细胞中也高度表达。He 等［30］发现

抑制 CXCR4 能阻止 AS 成纤维细胞的增殖及其成骨

能力，提示 CXCR4 可能在促进关节僵硬的形成和维

持过程中扮演了关键角色。这一发现突显了 CXCR4
在疾病进程中的重要性，并为未来的治疗策略提供了

新的方向。

综上所述，本研究通过生物信息学技术分析了

GEO 数据芯片，鉴定出 10 个 AS 发生网络中的关键

基因，可能是 AS 潜在的关键基因和标志物，为 AS
的诊疗提供了理论基础和新的研究方向，为 AS 的发

病和进展提供新的见解。本研究基于生物信息学开展

的分析，还需进一步实验验证。
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