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摘　要:目的　通过生物信息学分析方法探讨布鲁氏杆菌病的关键失调免疫基因和分子机制.方法　从 GSE６９５９７中

获取布鲁氏杆菌病患者全血转录组表达数据.通过差异分析筛选布鲁氏杆菌病患者和对照之间的差异表达基因(DEGs),并
利用immport数据库调取 DEGs中免疫相关的基因集(immuneＧDEGs).通过Enirchr在线富集工具对immuneＧDEGs进行富

集分析.构建immuneＧDEGs的蛋白质Ｇ蛋白质互作(PPI)网络,并鉴定网络中的高度互联的核心(hub)基因.利用qRTＧPCR
验证hub基因的表达,并绘制hub基因的ROC曲线.使用ssGSEA算法评估布鲁氏杆菌病患者中免疫细胞的评分,并通过流

式细胞术检测血液样本中免疫细胞的水平.结果　共获得３９０个immuneＧDEGs,富集结果中发现了 T细胞受体信号通路和

Th１７细胞分化等.在１０个hub基因中IFNG和TNF在布鲁氏杆菌组中显著高表达.ROC曲线表明IFNG对布鲁氏杆菌病

具有良好诊断意义.此外,活化型CD４ T细胞、效应型CD４ T细胞、效应记忆型CD８ T细胞和２型 T辅助细胞因子在布鲁氏

杆菌患者中明显增多.流式细胞术检测发现与健康对照组相比,布鲁氏杆菌病患者外周血中 Th２和 Th１７细胞比例增高,

Th１和 Treg细胞比例则降低.结论　本研究结果不仅提高了我们对布鲁氏杆菌感染后机体免疫反应的认识,还为诊断和治

疗布鲁氏杆菌病提供了更多的方向.
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Abstract:ThisstudyaimedtoexplorethekeydysfunctionalimmunegenesandmolecularmechanismsofbrucellosisbyuＧ
singbioinformaticsanalysis．Wholebloodtranscriptomeexpressiondatafrom patientswithbrucellosiswereacquiredfrom
GSE６９５９７．Differentiallyexpressedgenes(DEGs)betweenpatientswithbrucellosisandcontrolswerescreenedthroughdifferＧ
entialanalysis,andimmunerelatedgenesets(immuneＧDEGs)intheDEGswerecalledwiththeimmportdatabase．Enrichment
analysisofimmuneＧDEGswasperformedwiththeenirchronlineenrichmenttool．ToconstructaproteinＧproteininteraction
(PPI)networkofimmuneＧDEGsandidentifythehighlyinterconnectedcore(hub)genesinthenetwork,weusedqRTＧPCRto
verifytheexpressionofthehubgenes,andweplottedROCcurvesofthehubgenes．Thescoringofimmunecellsinpatients
withbrucellosiswasevaluatedwiththessGSEAalgorithm,andthelevelsofimmunecellsinbloodsamplesweredetectedby
flowcytometry．Atotalof３９０immuneＧDEGswereobtained,andtheTcellreceptorsignalingpathwayandTh１７celldifferenＧ
tiationwerefoundintheenrichmentresults．Amongthetenhubgenes,IFNGandTNFhadsignificantlyhigherexpressionin
theBrucellagroup．TheROCcurvesindicatedagooddiagnosticvalueofIFNGforbrucellosis．Inaddition,activatedCD４ T
cells,effectorCD４ Tcells,effectormemoryCD８ Tcellsandtype２Thelpercytokinesweresignificantlyelevatedinpatients

with Brucella． Flow cytometry analysis identified higher
proportionsofTh２andTh１７cells,andlowerproportionsofTh１
andTregcells,intheperipheralbloodinpatientswithbrucellosis
thanhealthycontrols．Theresultsofthisstudynotonlyimprove
understandingoftheimmuneresponseafterBrucellainfectionbut
alsoprovidedirectionsforthediagnosisandtreatmentofbrucelloＧ
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　　布鲁氏杆菌病是世界上最常见的人兽共患传染

病之一,每年有 ５０多万人感染布鲁氏杆菌病.尽

管人们已经努力尝试控制布鲁氏杆菌病的传播,但
它仍然世界上大多数地方流行,特别是在发展中国

家[１Ｇ３].布鲁氏杆菌病是由布鲁氏杆菌引起的[４Ｇ６],
人类是这种细菌的随机宿主.我国所有省市自治区

均有人感染布鲁氏杆菌的病例报告,但发病人群仍

以牧民为主.近些年来,新疆地区人和家畜的布鲁

氏杆菌病发病率均呈急速的高发病趋势,据不完全

统计每年新疆因布鲁氏杆菌病导致的直接经济损失

可达上亿元.
人类免疫系统与布鲁氏杆菌之间的相互作用对

于病原体的清除或存活是必不可少的[７Ｇ８].先天免

疫和适应性免疫反应都参与了对布鲁氏杆菌感染的

防控,这主要依赖于细胞介导的免疫反应.因此,抗
原提呈细胞(巨噬细胞和树突状细胞)的贡献以及

CD４ 和CD８ T淋巴细胞的诱导在这些免疫反应中

起着至关重要的作用.大量证据及经验表明,复杂

疾 病 的 特 征 受 到 多 个 基 因 相 互 作 用 的 共 同 影

响[９Ｇ１２].而目前对布鲁氏杆菌病的免疫分子失调机

制仍然未达成共识.需要更深入的研究来探讨布鲁

氏杆菌感染过程中的免疫分子失调以及潜在的调控

机制.
本文从 GEO数据库中获取布鲁氏杆菌病患者

和对照组的基因表达谱数据,整合了对布鲁氏杆菌

病患者和健康人的外周血的免疫相关差异表达基

因.通过生物信息学分析方法探讨布鲁氏杆菌病的

关键失调免疫基因和分子机制.

１　材料与方法

１．１　数据来源　从美国国家生物信息中心(NCBI,

https://www．ncbi．nlm．nih．gov/)GEO公共数据库

调取 GSE６９５９７获取布鲁氏杆菌病人及健康对照的

全血转录组表达数据.

１．２　差异免疫基因的鉴定　使用 R 语言 DESeq２
对布鲁氏杆菌病患者和对照之间的基因表达进行差

异分析,设置筛选条件P＜０．０５鉴定差异表达基因

(DEGs).使用immport数据库调取差异表达基因

中免疫相关的基因集(immuneＧDEGs).

１．３　免疫基因集 GO 和 KEGG 富集分析　使用

Enrichr(http://amp．pharm．mssm．edu/Enrichr/)
在线富集工具对鉴定到的immuneＧDEGs进行生物

功能(GO)和 KEGG信号途径分析.P＜０．０５为富

集有统计学意义.

１．４　免疫基因集蛋白网络互作分析(PPI)及核心

(hub)调控基因的鉴定　我们将immuneＧDEGs上

传到STRING数据库,并筛选综合得分＞０．４的蛋

白质Ｇ蛋白质互作(PPI)网络.用Cytoscape软件(３．
８．０版)鉴定PPI网络中连接度最高的前１０个基因

为核心(hub)基因.

１．５　ROC曲线　我们使用SPSS２４．０对hub 基因

进行受试者工作特征(ReceiverOperatingCharacＧ
teristic,ROC)曲线分析.曲线下面积越大,则基因

的诊断能力越强.

１．６　样本收集　各收集１０例急性期首次确诊的布

鲁氏杆菌患者及健康对照的外周血样本.所有的样

本均获得了患者的知情同意并获得了昌吉市人民医

院的伦理委员会批准.

１．７　实时定量PCR(qRTPCR)检测 TNF和IFNG
的 mRNA水平　利用 Trizol(Invitrogen)制备２０
例外周血样本的总 RNA.根据制造商的说明利用

PrimescriptTM RTReagentKit(TaKaRa)逆转录为

cDNA.用SYBRPremixExTaqTM(TaKaRa)试剂

盒进行qRTPCR反应.以GAPDH 为内参基因,使
用２－ΔΔCT的方法进行数据分析.所有的实验均进行

了３次重复.

１．８　单样本基因集富集分析(ssGSEA)　我们使用

ssGSEA算法来评估布鲁氏杆菌患者及对照的全血

中２８种免疫细胞的免疫评分.P＜０．０５表明布鲁

氏杆菌患者与对照组之间的免疫细胞含量差异有统

计学意义.

１．９　流式细胞术检测 Th１/Th２/Th１７细胞和 Treg
细胞比例　取５例布鲁氏杆菌患者和５例健康对照

的１００μLEDTA 抗凝外周血加入流式管中,分别

加入５μL 流式抗体 CD４ＧPECY７、CD２５ＧBB５１５和

CD１２７ＧPE用作 Treg细胞的检测;CD４ＧFITC、CD１８３Ｇ
PECY５和 CD１９６ＧPE 用作 Th１/Th２/Th１７细胞的

检测,抗体均购自美国BD公司,混匀室温避光孵育

１５min后,加入溶血素２mL.室温孵育５min后,

１５００r/min离心５min,PBS洗１遍后,加入３００μL
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PBS重悬上流式机(美国贝克曼,DXflex)检测.

２　结　果

２．１　差异免疫基因的鉴定　我们共鉴定到布鲁氏

杆菌病患者与对照之间的差异表达的基因(P＜
０􀆰０５)有４９２４个,其中上调表达基因２５１０个,下调

基因２４１４个.通过immport数据库筛选出免疫相

关的差异表达基因共３９０个,上调基因２０８个,下调

基因１８２个.见表１,展示了上调和下调变化倍数

最大的前十个差异表达基因.

２．２　免疫基因的 GO 和 KEGG 富集分析　GO 功

能注释分析结果表明,对于３９０个 免疫相关 mRＧ
NAs的靶点,生物过程(BP)最丰富的术语是“cytoＧ
kineＧmediatedsignalingpathway(细胞因子介导的

信号通路)”(图１A)和“cellularresponsetocytoＧ
kinestimulus(细胞对细胞因子刺激的反应)”,细胞

组分 (CC)中 的 “integralcomponentofplasma
membrane(质膜的组成部分)”和“Tcellreceptor
complex(T细胞受体复合物)”(图１B),以及分子功

能(MF)中的“cytokinereceptoractivity(细胞因子

受体活性)”和“proteintyrosinekinaseactivity(蛋
白酪氨酸激酶活性)”(图１C).KEGG 途径分析结

果表明,富集最高的几条通路是 TcellreceptorsigＧ
nalingpathway(T 细胞受体信号通路),BcellreＧ
ceptorsignalingpathway(B细胞受体信号通路),

Th１７celldifferentiation(Th１７细胞分化)(图１D).

表１　差异表达基因

Tab．１　Differentiallyexpressedgenes

ID号 基因
log２FoldChange

(差异系数) P 值

ENSG０００００１３１１４２ CCL２５ ２．１４３９３４０８７ １．２７×１０－５

ENSG０００００１０７５６２ CXCL１２ １．６８７８５８９３８ ０．００１０８４３０１

ENSG００００００８９６８５ BIRC５ １．６０３５４７８７５ ２．３８×１０－１０

ENSG０００００１３８７５５ CXCL９ １．４７３６２０１１１ ２．７７×１０－８

ENSG０００００１４５１４７ SLIT２ １．４２２９４９７３８ ０．０１８９６５６６４

ENSG００００００４９２４７ UTS２ １．４１７５２６９８８ ０．０００１１９５１６

ENSG００００００１１２０１ KAL１ １．３７０２４６９５２ ８．１７×１０－５

ENSG００００００８１９８５ IL１２RB２ １．２３４０５３１９６ ７．１７×１０－１３

ENSG０００００１１１５３７ IFNG １．１９５９０６４０１ ３．４６×１０－１１

ENSG０００００１９６４１５ PRTN３ １．１５９８５００６８ ０．０００１２０３５１

ENSG０００００２１１９３０ IGHD３Ｇ３ －０．８８２９９３７４２ ０．０３０９３９９０７

ENSG０００００１５８２７０ COLEC１２ －０．８９１６２１９１４ ０．０００７４０８６７

ENSG０００００２１１６７２ IGLV４Ｇ３ －０．９１８４７１２６７ ０．０１８５７０２５

ENSG０００００１１３５９４ LIFR －０．９２００１９３６１ ０．１１６０１９３９５

ENSG０００００１２１８５３ GHSR －０．９３８１４０１０９ ０．１８４９７４９３６

ENSG０００００１０８６９１ CCL２ －０．９８９５２５６５３ ０．００１６４２４９

ENSG０００００１０８７００ CCL８ －０．９９１０１７１９６ ０．０１９１０９４０８

ENSG０００００１０６１７８ CCL２４ －１．０８９５２５５６１ ０．１０４４５４７９１

ENSG０００００１６１０５５ SCGB３A１ －１．２３２９７８４４２ ０．００２７５４８７８

ENSG０００００１７１１１９ NRTN －１．２７５７９０９３９ ０．００３３７８３７

注:A差异基因参与的生物学进程;B差异基因参与的细胞成分;C差异基因参与的分子功能;D差异基因参与的信号通路

图１　差异基因参与的功能和信号通路

Fig．１　Functionandsignalpathwaysofdifferentiallyexpressedgenes
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２．３　免疫基因集PPI和hub 基因的鉴定　为了在

上述３９０个免疫相关差异表达基因中识别hub 基

因,我们筛选了在PPI网络中连接度最大的前１０个

基因(图２A).包括 TNF、IL６、AKT１、IL４、TLR４、

CTLA４、IFNG、STAT１、TLR２和 CD８６.与正常对

照(Control)组 相 比,IFNG、STAT１、CTLA４ 和

TNF在布鲁氏杆菌患者组中显著高表达,其余的则

是低表达(图２B).

A:预测到的hub基因;B:预测的hub 基因 mRNA 表达水平柱

状图;①:P＜０．０５;②:P＜０．０１;③:P＜０．００１.

图２　差异基因PPI和hub基因网络的构建

Fig．２　ConstructionofPPIandhubgenenetworks

２．４　hub基因的 ROC曲线　ROC曲线结果显示,

IFNG的曲线下面积大于０．７,说明其对布鲁氏杆菌

病具有良好的诊断意义,其余基因的曲线下面积均

小于０．７,见图３.

２．５　关键基因的验证　收集布鲁氏杆菌病患者和

健康对照的外周血样本,利用qRTPCR的实验方法

检测IFNG和 TNF的 mRNA 水平.结果发现,与
对照组比较,IFNG和 TNF在布鲁氏杆菌病患者中

表达上调有统计学意义(P＜０．０５)(图４).进一步

说明他们对布鲁氏杆菌病具有良好的诊断意义.

２．６　单样本基因集富集分析(ssGSEA)　单样本基

因集富集分析结果显示全血中与control(对照组)
组相比 ActivatedCD４ T(活化型 CD４ T 细胞)、EfＧ
fectormemeoryCD４T(效应型CD４T细胞)、EffecＧ
tormemeoryCD８ T(效应记忆型 CD８ T 细胞)、

图３　hub基因ROC曲线

Fig．３　ROCcurvesofhubgenes

①:P＜０．００１

图４　验证关键失调基因

Fig．４　Validationofkeydysfunctionalgenes

Type２Thelper(２型T辅助细胞因子ＧTh２)在布鲁

氏杆菌病患者组有显著上升;而效应型B细胞(AcＧ
tivatedB)、嗜酸性粒细胞(Eosinophil)、未成熟 B
(ImmatureB)、巨 噬 细 胞 (Macrophage)、记 忆 B
(MemoryB)、自然杀伤 T 细胞(NaturalkillerT,

NKT)、中性粒细胞(Neutrophil)、浆细胞树突状细

胞(Plasmacytoiddendritic)、调节性 T 细胞ＧTreg
(RegulatoryT)则下降,见图５.

２．７　流式细胞术验证 Th１/Th２/Th１７细胞和 Treg
细胞比例　流式结果显示,与健康对照组相比,布鲁

氏杆菌病患者外周血中 Th２和 Th１７细胞比例增

高,而 Th１细胞和 Treg细胞比例则降低,见图６.

３　讨　论

随着全球对布鲁氏杆菌病研究的深入,发现免

疫损伤在该病的发生发展,尤其是慢性化中起重要

作用[１３].宿主免疫反应在功能上分为先天性和适

应性免疫.而布鲁氏杆菌为胞内寄生菌,故以适应
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①:P＜０．０５;②:P＜０．０１;③:P＜０．００１;ns:无差别

图５　单样本基因集富集分析

Fig．５　Enrichmentanalysisofthesinglesamplegeneset

　　A:Th１/Th２/Th１７细胞比例;B:Treg细胞比例

图６　流式细胞术检测Th１/Th２/Th１７细胞和Treg细胞比例

Fig．６　FlowcytometrydetectionoftheratioofTh１/Th２/Th１７cellsandTregcells

性细胞免疫为主[１４].而适应性免疫由 T淋巴细胞

(细胞免疫)以及 B淋巴细胞(体液免疫)组成[１５].
我们的分析结果发现,活化和未成熟型B细胞在布

鲁氏杆菌患者显著低表达,而活化的 CD４
＋T 细胞

和CD８
＋T细胞均在人布鲁氏杆菌病患者中显著高

表达.布鲁氏杆菌感染宿主后,人体对病原学的清

除,主要是 T淋巴细胞在其中发挥了关键作用.T
淋巴细胞由不同的细胞亚群组成,各亚群 T细胞通

过分泌动态平衡的多种不同细胞因子来维持人体正

常的免疫功能,一旦这种平衡被打破就可以导致机

体内免疫紊乱[１６].作为适应性免疫应答的一部分,

CD８
＋T细胞通过鉴定和杀死受损宿主细胞来控制

细胞内感染[１７Ｇ１８].CD４
＋T 细胞在外来抗原作用下

分化为 各 种 效 应 T 细 胞 参 与 免 疫 应 答.Zheng
等[１９]研究发现,与健康受试者个体相比,人布鲁氏

杆菌病患者中 CD４
＋T细胞和 CD８

＋T细胞的比例

显著升高.因此,我们认为人布鲁氏杆菌病患者存

在 T淋巴细胞免疫功能异常,CD４
＋T和CD８

＋T细

胞可能是影响布鲁氏杆菌病进展的重要因素.

另一方面,本研究通过 PPI网络鉴定了１０个

hub基因.其中,IFNＧγ和 TNF在布鲁氏菌病患者

中显著高表达,TNF在PPI网络中处于最核心的调

控地位.当人体感染病原体后,在不同的细胞因子

和环境作用下,CD４
＋T细胞可以分化成不同类型细

胞,如 Thl,Th２,Thl７,Treg等细胞亚群释放IFN、

TNF、ILＧ４等细胞因子,进一步诱导细胞免疫或体

液免疫应答[２０].在 Mosmann描述 Th１/Th２“二分

法”概念中,布鲁氏杆菌病再次被用作感染与干扰

素Ｇγ(IFNＧγ)产生相关的模型[２１].因此,细胞免疫

和 Th１细胞因子(IFNＧγ,肿瘤坏死因子α)在布鲁

氏杆菌感染结果中的关键作用得到了证实.而本研

究通过ROC曲线同样验证了这一结果.
在 KEGG富集结果中鉴定了 T 细胞受体信号

通路和 Th１７细胞分化的显著富集.CD４
＋T 细胞

的三个亚群,Th１、Th２和 Th１７,是细胞内细菌免疫

反应的中心参与者.ILＧ１７A 是 Th１７细胞产生的

标志性细胞因子[２２Ｇ２５].虽然 Th１细胞在布鲁氏杆

菌病中的保护作用已被证明,但确定 Th１７细胞在
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布鲁氏杆菌免疫中的确切作用正在成为一个活跃的

研究领域.而我们的数据分析显示,Th１７信号通路

与布鲁氏杆菌病的发生发展有着密切关系.
综上所述,为了能更好的明确布鲁氏杆菌感染

后宿主体内的免疫调控,为今后患者的有效诊治提

供可靠的理论依据.我们通过生物信息学分析了布

鲁氏杆菌感染对免疫的影响.鉴于宿主对布鲁氏杆

菌的应答主要由免疫细胞介导,因此阐明感染患者

体内免疫细胞的调控机制,以及明确调控宿主体内

免疫细胞的靶点,可以为将来设计针对布鲁氏杆菌

的药物和疫苗提供是至关重要的理论基础.
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