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摘　要:目的　探究转录组学结果对筛选用于诊断活动性结核的宿主蛋白靶标的指导意义.方法　检测并分析３０例活

动性结核和３０例非结核全血中FCGR１A、DUSP３、SEPT４和BATF２蛋白的差异.对于差异蛋白,使用１６０份活动性结核和

１１６份非结核进行验证.结果　在３０例活动性结核和３０例非结核患者队列中,活动性结核患者全血 FCGR１A 蛋白水平为

２４２４ng/mL,高于非结核患者组２．１５４ng/mL(Z＝－２．９７９,P＝０．０３６),其他几个靶标的全血蛋白水平在两组中差异无统

计学意义.在验证队列中,全血FCGR１A蛋白水平在活动性结核患者组(３．３７７ng/mL)依旧显著高于非结核患者组２００３
ng/mL(Z＝－５．７３８,P＜０．００１),ROC曲线分析表明其对活动性结核和非结核肺病具有一定的区分能力 AUC＝０７０２(P＜
０．０１).结论　宿主转录标志物和其对应蛋白对活动性结核诊断价值存在差异,提示转录组学结果对指导研制宿主免疫检测

试剂指导价值有限.
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Abstract:Thisstudyexploredtheimplicationsoftranscriptomicresultsforscreeninghostproteintargetsinthediagnosisof
activetuberculosis．ThelevelsofFCGR１A,DUSP３,SEPT４andBATF２proteinsinthewholebloodof３０patientswithactive
tuberculosisand３０patientswithothernonＧtuberculosisdiseaseweremeasured,andthedifferenceswereanalyzed．Atotalof
１６０activetuberculosissamplesand１１６nonＧtuberculosissampleswereusedtoverifythisdifference．ThewholebloodFCGR１A

proteinlevelwassignificantlyhigherinthe３０patientswithactivetuberculosis(２．４２４ng/mL)thanthe３０patientswithnonＧ
tuberculosisdisease２．１５４ng/mL(Z＝－２．９７９,P＝０．０３６)．Nosignificantdifferencewasobservedinotherproteinlevelsinthe
wholebloodbetweengroups．Intheverificationcohort,thelevelofwholebloodFCGR１Aproteinwassignificantlyhigherinthe
activetuberculosisgroup(３．３７７ng/mL)thanthenonＧtuberculosisgroup２．００３ng/mL(Z＝－５．７３８,P＜０．００１)．Inaddition,

ROCcurveanalysisindicatedthattheFCGR１AproteinleveldistinguishedactivetuberculosisfromnonＧtuberculosislungdisＧ
ease(AUC＝０．７０２,P＜０．０１)．Ingeneral,differencesexistbetweenhosttranscriptionalmarkersandtheirtranslatedproteins
inthediagnosisofactivetuberculosis,thussuggestingthatthetranscriptomicresultshavelimitedvalueinguidingthedevelopＧ
mentofhostimmunedetectionreagents．

Keywords:activetuberculosis;biomarkers;transcriptomics;proteinlevel;wholeblood

Supportedbythe National NaturalScience Foundationof
China(No．３１９７１３６９)

Correspondingauthor:GeShengＧxiang,Email:sxge＠xmu．
edu．cn

０１２



　　结核病是由结核分枝杆菌引起的慢性传染病,
至今仍是全球十大致死因素之一[１].根据世界卫生

组织«２０２０年全球结核病报告»,２０１９年全球约有

１０００万人罹患结核病、１２０万结核病死亡病例[１].
早期诊断有助于结核病患者得到及时治疗,以及隔

离传染源从而减少疾病传播.然而,据估计,全球每

年漏诊３６％结核病新发病例[２].传统的结核病诊

断依赖于痰培养、涂片镜检和 X光胸片.痰培养是

结核病诊断的金标准,但检测周期长;涂片镜检灵敏

度低,且无法区分结核分枝杆菌和非结核分枝杆菌;

X光胸片检查也难以获得令人满意的临床诊断灵敏

度和 特 异 性.新 兴 的 分 子 生 物 学 检 测 方 法 如

GeneXpert等,其在涂阳标本中具有极高的灵敏度

和特异度,然而在涂阴标本中诊断性能依旧不佳[３].
此外,上述检测方法大都基于痰液标本,对于肺外结

核和不易获取合格痰液标本的肺结核患者(如人免

疫缺陷病毒共感染患者、老人和小孩等),临床应用

具有较大的样本获取限制.当前亟需发展新的结核

病临床诊断方法,世界卫生组织(WorldHealthOrＧ
ganization,WHO)在其发布的«结核病诊断高优先

级目 标 产 品 文 件»(HighＧprioritytargetproduct
profilesfornewtuberculosisdiagnostics,TPP)中,
明确提出了对发展非痰液标本诊断方法的需求[４].

通过对结核患者全血转录组学研究产生的一系

列转录组标志物,为基于血液检测的结核诊断候选

靶标筛选提供了依据.２０１０年,«自然»杂志发表了

一篇基于不同人群的外周血全基因组转录谱学研

究,获得了一组由３９３个转录子组成的活动性结核

特征基因群,为结核病诊断提供了丰富的潜在靶

标[５].在随后的十余年里,随着结核病患者外周血

转录组学研究的深入,越来越多结核病患者与其他

组别之间差异表达的宿主基因被发现和后续评价.

EmilyMacLean等学者对已有的结核转录组学研究

进行了系统性综述[６],表明共有４组转录组标志

物[７Ｇ９]在病例对照研究中达到了 WHOTPP对于非

痰液样本的结核病筛查产品的最低性能要求,即灵

敏度达到９０％的同时特异度达到７０％.２０１９年,

Warsinske等[１０]利用 NCBIGEO 和 EBIArrayExＧ
press数据库对１６组已报道用于结核诊断研究的转

录 组 标 志 物 进 行 了 系 统 性 评 价,其 结 果 表 明

Sweeney[１１]andSambarey[１２]这２组标志物达到了

WHOTPP结核筛查产品的最低要求.２０２０年,

Turner等[１３]对２７组高质量的结核转录组标志物开

展了前瞻性临床诊断准确性研究,其中４组标志物

达到或接近达到 WHO TPP结核筛查产品的最低

要求,分 别 为 Sweeney[１１]、Kaforou[７]、Roe[１４] 和

BATF[１５].
上述符合 WHO TPP结核筛查实验标准的９

组转录组学标志物,具备良好的应用前景,有望向临

床转化,弥补基于痰液诊断方法的不足.但这些标

志物的临床应用仍存在一些限制因素.一方面,这

９组转录组学标志物包含基因数目较多,且相互之

间重叠基因较少,大部分基因仅出现在某一组标志

物中,需对这些基因进行筛选以减少纳入使用的基

因数目.另一方面,转录组学标志物依赖于核酸检

测技术,由于核酸检测对设备、设施和人员素质的要

求较高,不利于在结核负担严重的基层和边远地区

的推广应用[１６].
由于基因转录水平越高其蛋白表达水平也高,

因此上述结核患者外周血宿主标志物也可能在蛋白

水平上具有区分活动性结核和非结核患者的能力,
但目前尚无相关研究予以验证.如果确实存在具有

结核病区分能力的外周血宿主蛋白,建立相应免疫

检测试剂,则更便于在不同应用场景下的临床推广

应用.为了验证外周血转录水平存在差异的靶标基

因是否在蛋白水平上也同样存在差异,我们选择４
个转录组学发现的代表性基因(９组转录组学标志

物中高频出现的FCGR１A 出现４次、DUSP３出现

４次和BATF２出现２次,以及其他研究中被多次

报道的SEPT４出现１次,表１).其中FCGR１A 和

BATF２基因已知均由干扰素介导表达,FCGR１A
编码高亲和力的I型免疫球蛋白 Fc受体(FcγR１,
也称CD６４),在细菌侵袭和促炎性细胞因子作用

下,中性粒细胞表面 FCGR１A 蛋白表达量迅速增

加;BATF２编码的碱性亮氨酸拉链转录因子２,属
于激活蛋白１(APＧ１)转录因子家族,在内毒素作用

下在单核巨噬细胞中表达上调;DUSP３ 基因是

ERK 和JNK 通路的负调节因子;SEPT４基因属

于GTP酶基因家族,主要与细胞分裂、囊泡运输、
细胞支架以及凋亡等相关.建立上述４个基因的全

血蛋白水平免疫检测体系,评估其在活动性结核患

者和非结核肺病患者之间的差异,为基于结核外周

血转录组学标志物免疫检测试剂的研究提供指导和

依据.
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表１　基因FCGR１A、DUSP３、SEPT４和BATF２
在９组转录组标志物中出现的情况

Tab．１　FrequenciesofFCGR１A,DUSP３,SEPT４andBATF２

genesinninesignificanttranscriptionalsignatures

　文献 FCGR１A DUSP３ SEPT４ BATF２

Kaforou[７] － DUSP３ SEPT４ －

Laux[９] FCGR１A － － －

Laux[９] FCGR１A － － －

Francisco[８] － DUSP３ － －

Sweeny[１１] － DUSP３ － －

Sambarey[１２] FCGR１A － － －

Kaforou[７] FCGR１A DUSP３ － －

Roe[１４] － － － BATF２

Roe[１５] － － － BATF２

　　注:“－”为未纳入.

１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　临床标本　３３６例临床患者的抗凝全血标本

均采集自厦门大学附属第一医院杏林分院肺科的住

院患者(２０２０年３月至２０２０年８月),均为治疗前

使用肝素锂抗凝管采集患者静脉全血,并于－２０℃
保存.其中１９０例活动性结核患者依据新版«肺结

核诊断标准»(WS２８８Ｇ２０１７)[１７]确诊,其他１４６例非

结核肺病患者为肺炎、肺部感染、肺部肿瘤等其他疾

病.随机将其中３０例结核患者与３０例非结核患者

作为前期筛选队列,其余纳入验证队列.本研究经

厦门大学公共卫生学院伦理委员会批准,所有患者

均知情同意.

１．１．２　主要试剂耗材　FCGR１A、DUSP３、SEPT４
和BATF２重组蛋白及相应单克隆鼠抗由本实验室

前期制备,９６孔微孔板购于厦门怡佳美公司,酶联

免疫吸附实验(ELISA)检测使用的稀释液、封闭液、
洗涤液和显色底物均由北京万泰生物药业有限公司

提供.

１．１．３　主要仪器　小型台式高速离心机购于美国

Thermo公司,自动洗板机购于北京拓普分析仪器

有限公司,酶标仪购于安图实验仪器(郑州)有限

公司.

１．２　实验方法

１．２．１　双抗体夹心法ELISA 建立　用２０mmol/L
磷酸盐缓冲液(pH７．４)将包被抗体稀释至４００ng/mL,

１００μL/孔加入至微孔板,３７℃恒温包被２h;PBST
洗液 (２０ mmol/L 磷 酸 盐 缓 冲 液,pH ７．４,１５０

mmol/LNaCl,０．０５％ 吐温－２０)洗板１次后,加入

封闭液(１％ BSA)２００L/孔,３７ ℃恒温封闭 ２h.
标记抗体则采用过碘酸钠法标记辣根过氧化物酶,
工作浓度为１g/mL.检测流程:在已包被的微孔板

中每孔加入１００μL样本(已知浓度的系列稀释抗原

或全血裂解后的临床标本),３７ ℃恒温孵育１h,

PBST洗板５次;加入１００μL工作浓度的标记抗体

３７℃恒温孵育１h后,用PBST洗板５次;加入１００
L辣根过氧化物酶底物,３７℃避光显色１５min;每
孔加入５０L终止液终止反应后,检测４５０nm 处(参
考波长６３０nm)的光密度(OD值).

１．２．２　ELISA检测体系线性范围测定　将４个重

组蛋白分别用 ２０％ 小牛血清进行倍比稀释,用

１．２．１所建立的方法进行测定.每个浓度的样品均

重复测定２次,以２次 OD 值的平均值进行数据

分析.

１．２．３　全血标本检测　全血裂解液按１％ NPＧ４０
和０．２５％过氧胆酸钠配制,按照１份全血加３份裂

解液的比例进行样本和裂解液混合,涡旋震荡后使

用 小 型 台 式 高 速 离 心 机 离 心 １０ min (１２０００
r/min),吸取上清按照１．２．１所述方法进行检测.

１．３　统计学分析　利用SPSS２２．０软件对数据进

行统计学分析,利用 GraphPadPrism８软件进行图

表绘制.对非正态分布数据采用中位数和四分位数

间距(IQR)进行描述,组间数据比较采用双侧非参

数秩和检验.生物标志物区分活动性结核和非结核

肺病以受试者工作曲线(ReceiveroperatingcharacＧ
teristic,ROC)进行分析,计算其曲线下面积(Area
underROCcurve,AUC),根据最大约登指数确定

最优Cutoff值并以此计算灵敏度和特异度.P＜
０．０５表示差异具有统计学意义.

２　结　果

２．１　研究队列的人口学与临床信息资料比较　在

筛选队列中,活动性结核组与非活动性结核组的年

龄分布差异无统计学意义(t＝１．１８,P＞０．０５),而
在验证队列中,分布差异有统计学意义(t＝－５．３７,

P＜０．０５);在筛选队列和验证队列中,活动性结核

组(χ２＝５．７１,P＜０．０５)与非活动性结核组(χ２＝
５．９６,P＜０．０５)的性别分布差异有统计学意义.在

两个队列中,活动性结核组IGRA 阳性、培养阳性、
涂片阳性、Xpert阳性比率均高于非结核肺病组,差
异具有统计学意义,详见表２.
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表２　研究队列的人口学与临床信息资料

Tab．２　Demographicandclinicalcharacteristicsofanalyzedparticipants

活动性结核组 非结核肺病组 χ２/t P 值

筛
选
队
列

数量(n) ３０ ３０

年龄中位数(四分位数间距,IQR) ５９．５０(４３．７５~６７．２５) ４９(２７．２５~６７) １．１８ ０．２４

性别(男/女) ２３/７ １４/２６ ５．７１ ０．０２

IGRA阳性例数(％) ２６(８６．６７) ５(１６．６７) ２６．７０ ０．００

培养阳性例数(％) １４(４６．６７) ０(０．００) １７．９６ ０．００

涂片阳性例数(％) １２(４０．００) １(３．３３) ９．８２ ０．００

Xpert阳性例数(％) １３(４３．３３) ０(０．００) １１．６８ ０．００

验
证
队
列

数量(n) １６０ １１６

年龄中位数(IQR) ５１(３１~６５) ６１(５３~６９．７５) －５．３７ ０．００

性别(男/女) １０７/５３ ９３/２３ ５．９６ ０．０２

IGRA阳性例数(％) １３４(８３．７５) ３５(３０．１７) ８１．３２ ０．００

培养阳性例数(％) ７６(４７．５０) １３(１１．２１) ４０．５４ ０．００

涂片阳性例数(％) ６５(４０．６３) ６(５．１７) ４４．２４ ０．００

Xpert阳性例数(％) ５４(３３．７５) ９(７．７６) ２５．７９ ０．００

２．２　双抗体夹心法ELISA检测的线性范围　将真

核 细 胞 表 达 的 FCGR１A、DUSP３、SEPT４ 和

BATF２蛋白采用２０％ 小牛血清进行倍比稀释后,
系列稀释标本分别用相应的双抗体夹心法 ELISA
试剂进行双孔重复检测.将每种蛋白的蛋白浓度和

OD值取以２为底数的对数后,分别绘制散点图,取
线性回归相关系数的平方在０．９８以上的蛋白浓度

范围作为试剂检测的线性范围(图１),其结果显示,

４种双抗体夹心法 ELISA 检测试剂的线性范围分

别 为 ０．１５６~１０ng/mL(FCGR１A)、１．５６~５０
ng/mL(DUSP３)、０．０５９~１．８７５ng/mL(SEPT４)和

００３９~２．５ng/mL(BATF２).

２．３　全血中 FCGR１A、DUSP３、SEPT４和 BATF２
蛋白的水平　为探究FCGR１A、DUSP３、SEPT４和

BATF２的全血蛋白水平在活动性结核患者和非结

核肺病患者之间是否存在差异,分别用４种ELISA
试剂检测３０例活动性结核患者和３０例非结核肺病

患者的外周全血标本.FCGR１A 蛋白在活动性结

核患者全血中的水平为２４２４(IQR:２．１７９~２．８１０)

ng/mL,而 在 非 结 核 肺 病 患 者 全 血 中 的 水 平 为

２１５４(IQR:２．０１５~２．３３５)ng/mL(表３),秩和检

验表明两者差异有统计学意义(Z＝－２．９７９,P＜
００５).其他３个标志物在两组患者之间差异无统

计学意义(图２).

２．４　全血FCGR１A蛋白水平区分活动性结核能力

的验证　为进一步验证全血 FCGR１A 蛋白水平区

注:A为FCGR１A;B为 DUSP３;C为SEPT４;D为BATF２.

图１　双抗体夹心法ELISA检测的线性范围

Fig．１　LinearrangeofdoubleＧantibodysandwichELISA

分结核和非结核患者的能力,使用 FCGR１A 蛋白

ELISA试剂检测了另外１６０份活动性结核和１１６
份非结核肺病患者,结果显示活动性结核患者全血

中FCGR１A 蛋白的水平为３．３７７ (IQR:２．１８１~
６５８０)ng/mL,而非结核肺病患者为２．００３(IQR:

１．３９０~３．１０９)ng/mL,秩和检验表明两者差异具有

统计学意义(Z＝－５．７３８,P＜０．００１)(图３).ROC
曲线分析结果显示,FCGR１A 检测体系诊断结核病
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的 AUC为０．７０２(P＜０．０１)(图４).根据最大约登

指数确定最优Cutoff值为３．０３６ng/mL,此时灵敏

度为７３．２８％ (９５％CI:６４．５７％~８０４９％),特异度

为６０．６３％ (９５％CI:５２．８９％~６７８６％).

注:A为FCGR１A;B为 DUSP３;C为SEPT４;D为BATF２;TB为活动性结核患者;nonＧTB为肺结核肺病患者.

图中加黑短线为中位数,误差线为四分位间距.

图２　不同蛋白在活动性结核与非结核肺病患者外周血中的水平

Fig．２　ProteinlevelsinthewholebloodofpatientswithactivetuberculosisandnonＧtuberculosispulmonarydisease

表３　患者外周血中FCGR１A、DUSP３、SEPT４和BATF２的蛋白水平

Tab．３　 ProteinlevelsofFCGR１A,DUSP３,SEPT４andBATF２inpatientswholeblood

　　变量 活动性结核组(n＝３０) 非结核肺病组(n＝３０) Z 值 P 值

FCGR１A(ng/mL)

　中位数(IQR) ２．４２４(２．１７９~２．８１０) ２．１５４(２．０１５~２．３３５) －２．９７９ ０．００３

　范围 ０．１１０~１．８２０ ０．２２０~１．０７０

DUSP３(ng/mL)

　中位数(IQR) ３５．３５７(１２．０２８~６１．３０１) ２３．５４６(１２．７０４~３６．５９４) －１．４４９ ０．１４７

　范围 ７．２４０~８７．９６０ ５．６６０~７２．９６０

SEPT４(ng/mL)

　中位数(IQR) ０．０５４(０．０３９~０．０７２) ０．０５２(０．０４２~０．０６５) －０．１７０ ０．８６５

　范围 ０．０２０~０．８３０ ０．０２０~０．２３０

BATF２(ng/mL)

　中位数(IQR) ０．１８４(０．０８０~０．４６７) ０．１７０(０．０６６~０．４９９) －０．２４４ ０．８０７

　范围 ０．０１０~０．８８０ ０．０１０~０．７９０

３　讨　论

结核病是世界范围内严峻的公共卫生问题,而
诊断困难严重影响结核病的防治工作,且增加了患

者的负担.相较于传统痰培养、涂片镜检和核酸检

测等基于痰液标本的检测手段,基于非痰液标本(如
血液、尿液等)的检测方法可以对无痰肺结核、肺外

结核以及 HIV共感染等免疫能力低下的患者可以

具有更好的诊断效能.外周血转录组学标志物作为

基于血液的结核诊断候选靶标,受到越来越多的关

注.当前对于结核转录学组标志物的研究大多基于

微阵列(Illumina和Affymetrix等)和PCR检测,尽
管相关技术已经发展成熟,但在临床推广上仍会受

到设备和环境限制,而转化为简便、低成本的免疫检

测则更有利于向基层和资源匮乏的地区推广.理论

上基因转录水平的差异有可能体现在蛋白水平的差

异上,但尚无相关报道.本研究针对经过系统验证

过的外周全血转录标志物中的４种常见基因,通过

检测其在活动性结核患者和非结核肺病患者外周血

中的蛋白水平,发现与其转录水平的表现不一致,仅
有FCGR１A的全血蛋白水平在结核和非结核患者

间体现出差异.最近,JiangL等针对人体不同组织

脏器的转录组和蛋白质学研究发现,组织中 mRNA
的丰度与对应蛋白的丰度并不完全一致[１８].因此,
在转录水平上可区分结核病和非结核病的标志物,
其蛋白水平不一定具有完全相同的临床价值,结核

全血转录组学的研究成果尚不能完全指导结核相关

宿主蛋白标志物的开发应用.
虽然全血FCGR１A 蛋白水平在活动性结核患
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注:TB为活动性结核患者,nonＧTB为非结核肺病患者.图中加

粗的短线为中位数,误差线为四分位间距.

图３　FCGR１A蛋白在活动性结核与非结核肺病患者外

周血中的水平

Fig．３　FCGR１AproteinlevelsinthewholebloodofpaＧ
tientswithactivetuberculosisandnonＧtuberculosis

pulmonarydisease

图４　全血FCGR１A蛋白水平区分活动性结核和非结核

肺病的ROC曲线

Fig．４　ROCcurvesofFCGR１AproteinlevelsindifferenＧ
tiatingactivetuberculosisandnonＧtuberculosispulＧ
monarydisease

者和非结核肺病患者之间存在差异,但尚不能达到

WHOTPP对于基于非痰液结核筛选试剂的要求.
结核病相关的宿主标志物主要是因活动性结核病而

引起其转录、翻译水平的变化,单个基因的转录水平

或蛋白表达水平在灵敏度和特异性上一般难以具有

较好的临床诊断价值,往往需要多个宿主基因转录、
表达产物进行联合才能获得较好的诊断效能.如现

有已报道的宿主全血转录组学标志物,多有多个基

因的转录水平共同组成[６].因此,如需发展基于宿

主外周血蛋白水平的活动性结核免疫诊断技术,则
需要发现更多的能区分活动性结核和非结合肺病的

宿主全血蛋白标志物,并将其联合应用来提升该方

法的临床应用价值.发现更多有潜力的全血蛋白标

志物,一是可以将已报道的、在转录水平存在差异的

基因在蛋白水平上进行逐一验证;二是可以通过全

血质谱的方式在蛋白水平上直接进行筛选.
基于血液免疫检测的新型结核标志物开发具有

十分显著的临床意义,不仅可以克服基于痰液检测

面临的采样问题,如无痰肺结核、肺外结核等,还可

以规避分子检测在中低收入国家和基层医疗机构难

以推广应用的问题.但目前已有的基于血液样本的

结核免疫学检测方法或多或少都存在一些不足,尚
不能完全满足临床对活动性结核诊断的临床性能需

求,如结核菌素皮肤试验无法区分是结核感染还是

卡介苗接种导致的免疫反应[１９],γＧ干扰素释放实验

IGRA不受卡介苗接种的影响,但无法区分潜伏感

染和活动性结核[２０],结核抗体检测的灵敏度和特异

度均较低.目前基于结核全血转录组学的相关研究

已发现并验证了外周全血中部分宿主基因的转录水

平能有效区分活动性结核和非结核患者,提示外周

血中这些宿主基因的蛋白水平应也有区分二者的能

力,但尚无相关研究报道.本研究首次选取在转录

水平有差异的代表性基因,探索其在蛋白水平是否

也存在类似的活动性结核区分能力,结果表明某些

宿主基因的全血蛋白水平确实也同样在活动性结核

和非结核肺病间存在差异,但同时也有部分宿主基

因的蛋白水平没有表现出与转录水平一致的差异.
本研究结果提示全血宿主蛋白标志物的水平活动性

结核和非结核患者之间部分存在差异,研发基于蛋

白水平的活动性结核免疫检测试剂存在可能性,但
同时也发现全血结核转录组学的研究成果对该类试

剂研制的指导价值有限.
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