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应用基因共表达网络分析在系统性红斑狼疮中鉴定中性粒细胞	

浸润相关生物标志物

李慧娟，马向波，袁立平，徐雪阳，刘德林，项丹丹，刘小红，王俊霞

(邯郸市第一医院风湿免疫科，河北 邯郸 056000)

[摘　要]	 目的：系统性红斑狼疮(systemic  lupus  er y thematosus，SLE)是一种临床表现多样、累及多个器

官的自身免疫性疾病。本研究试图识别中性粒细胞相关的SLE生物标志物，为SLE的治疗和管理

提供潜在的理论依据。方法：使用加权基因共表达网络分析来自基因表达汇编(Gene Ex pression 

Omnibus，GEO)数据库的SLE表达数据，并识别与中性粒细胞相关的模块。结果：鉴定出FPR1、

SLC2A3、TLR2、TLR4、CXCR1、MMP25、MGAM和KLHL2共8个关键基因。8个关键基因与中性

粒细胞高度相关，并且在SLE中的表达显著上调。结论：通过各种分析和验证，8个关键基因是

SLE中与中性粒细胞浸润相关的潜在生物标志物，这为SLE免疫治疗提供了潜在的靶点。
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Abstract Objective: Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease with a large variety of clinical 

manifestations and involving many organs. The purpose of this study was to attempt to identify neutrophil-related 

SLE biomarkers to provide a potential rationale for the treatment and management of SLE. Methods: Weighted 

gene co-expression network analysis was used to analyze SLE expression data from the Gene Expression Omnibus 

(GEO) database, and identify modules related to Neutrophils. Results: Eight key genes (FPR1, SLC2A3, 

TLR2, TLR4, CXCR1, MMP25, MGAM and KLHL2) were identified. Furthermore, 8 key genes were highly 

correlated with neutrophils and were significantly upregulated in SLE. Conclusion: Through various analyses 

and confirmations, 8 key genes are potential biomarkers associated with Neutrophils infiltration in SLE. It also 

provides a potential target for SLE immunotherapy. 
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系统性红斑狼疮(systemic lupus erythematosus，

SLE)是一种免疫系统攻击全身健康组织的疾病[1-2]。

S L E 以多种不同的自身抗体增加、免疫复合物沉

积、免疫系统浸润及受损器官炎症为特征[3]。尽管

SLE的治疗取得了较大进展，但其仍然与过早死亡

相关[4-5]。SLE的发展是由于对无处不在的核自身抗

原失去自我耐受。在系统水平上，免疫系统的适

应性和固有分支有助于SLE的发展[6-7]。SLE的临床

表现广泛，发病机制复杂。到目前为止，SLE表型

变异的原因尚不清楚。随着基因检测方法的广泛

应用，研究者[8-9]对SLE进行了高通量测序和大量的

微阵列数据分析研究，识别出多种差异表达基因

(differentially expressed genes，DEGs)和信号通路。

了解SLE表型发病机制背后的分子机制将有助于开

发更有效的治疗和预防策略。

研究 [ 1 0 - 1 2 ]发现免疫细胞在 S L E 进展中起重要

作用。 S L E 的发生和发病机制与树突细胞稳态和

功能的异常调节有关 [10]。调节性T细胞也参与SLE
的发病机制 [ 1 1 ]。此外，S L E中性粒细胞的表型不

同于健康个体的中性粒细胞， S L E 中的中性粒细

胞被激活并易于聚集 [ 1 2 ]。然而，S L E的具体免疫

机制尚不清楚。因此，探索与免疫细胞相关的基

因有助于SLE的免疫治疗和识别特异性免疫机制。

随着生物信息学技术的发展，人们可以使用多种

工具来识别生物标志物。例如机器学习 [13]和加权

基因共表达网络分析(weighted gene co-ex pression 
net work analysis，WGCNA) [14]已被广泛应用于生

物标志物的识别。为了探索免疫细胞的作用，识

别SLE潜在的生物标志物，本研究利用SLE基因表

达 数 据 进 行 W G C N A 分 析 。 W G C N A 用 于 描 述 微

阵列样本中基因之间的相关性模式，有助于探索

各种疾病的潜在生物标志物和治疗靶点 [ 1 4 - 1 5 ]。随

后，使用CIBER SORT算法计算样本中免疫细胞的

组成，确定与中性粒细胞水平相关的重要模块和

基因，并通过数据库分析验证了这些基因的免疫

和临床特征。这是 W G C N A 首次被用来鉴定中性

粒细胞相关的红斑狼疮生物标志物。

1  资料与方法

1.1  微阵列数据的选择和预处理

为 鉴 定 S L E 候 选 基 因 ， 从 基 因 表 达 汇 编

(Gene Expression Omnibus，GEO)数据库(https://
w w w. n c b i . n l m . n i h . g o v / g e o / ) 下 载 G S E 3 9 0 8 8 、

GSE50772、GSE61635和GSE121239数据集。纳入

标准：1)SLE患者与正常对照组的全基因组基因表

达谱阵列或高通量下一代测序数据；2 )全血或外

周血单核细胞(peripheral blood mononuclear cell，
P B M C ) ； 3 ) 样 品 数 量 不 少 于 2 0 个 ； 4 ) 处 理 后 的

数据或原始数据可以重新分析；5 )物种来源为智

人。最终得到4组数据集。其中，将G SE 3 9 0 8 8、

G S E 5 0 7 7 2 、 G S E 6 1 6 3 5 设 置 为 训 练 集 ， 将

GSE121239设置为验证集。原始数据从GEO数据库

下载并标准化。然后，通过Bioconductor (http://
www.bioconductor.org)中的aff y包(版本1.58.0)进行

数据标准化和背景校正。最后将探针数据转化为基

因表达值。所有分析均在R软件(3.6.3版)中进行。

1.2  免疫浸润细胞的评估

C I B E R S O R T 是 一 种 基 于 归 一 化 基 因 表 达

谱 的 反 褶 积 算 法 ， 已 经 通 过 荧 光 激 活 细 胞 分 选

(f luorescence-activated cel l  sorting，FACS)进行了

验证，它可以用来表征复杂样本的2 2种免疫细胞

浸润评分。采用CI B E R SO RT方法，利用L M 2 2签

名和 5 0 0 种排列对 2 2 种免疫浸润细胞组成的复杂

样本进行量化。将处理后的基因表达矩阵上传到

CIBER SORT(https://cibersort.stanford.edu/)网页

工具，然后，选择每个样品中的免疫细胞百分比

作为WGCNA的性状数据[16]。

1.3  共表达网络建设

使用WGCNA R软件包(版本1.67)对180例SLE
样本的基因表达矩阵变异系数前 2 5 % 的基因进行

W G C N A 分 析 [ 1 4 ] 。 首 先 ， 基 于 配 对 基 因 之 间 的

Pearson相关值，将单个转录本的表达水平转换为

相似度矩阵。接下来，将相似矩阵转换为邻接矩

阵。当β值为9时，邻接矩阵然后转换为拓扑重叠

矩阵。为了将具有相似表达模式的基因分类到不

同的模块中，采用动态混合切割方法，最小模块

尺寸截止值为30[17-18]。

1.4  构造模块特征关系

使 用 模 块 特 征 基 因 对 每 个 模 块 进 行 成 分 分

析。通过Pearson检验计算出模块特征基因与免疫

浸润细胞之间的相关性来确定模块的显著性。将

共表达模块的cut-off值设为P<0.05。然后进一步计

算和可视化模块特征基因的不同之处，为模块树

状图选择了一条切割线并合并了一些模块。本研

究选择感兴趣的免疫细胞和相关性最高的模块，

并将其定义为中枢模块。

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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1.5  富集分析

为了进一步探索中枢模块中基因的生物学功

能，使用在线工具Dav id 6.8(https://dav id.ncifcrf.
gov/)进行基因本体论(Gene Ontology，GO)分析和

京都基因与基因组百科全书(Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes，KEGG)途径富集分析。

1.6  关键基因的鉴定

根 据 中 枢 模 块 中 每 个 基 因 的 模 块 连 通 性

和 临 床 性 状 关 系 选 择 候 选 关 键 基 因 。 模 块 连 通

性 定 义 为 基 因 间 P e a r s o n 相 关 的 绝 对 值 ( m o d u l e 
m e m b e r s h i p ， M M ) 。 临 床 性 状 关 系 定 义 为 各 基

因 与 性 状 之 间 的 P e a r s o n 相 关 性 的 绝 对 值 ( g e n e 
s i g n i f i c a n c e ， G S) 。选择中枢模块中 M M > 0 . 8 ，

GS>0.6的基因作为候选关键基因。同时选择中枢

模块中的所有基因并利用 s t r i n g 数据库 ( h t t p s : / /
s t r i n g - d b.o r g / )，置信度设置为0 . 7，构建蛋白互

作(protein-protein interaction，PPI)网络。并使用

Cytoscape(3.7.2版)对网络进行可视化。Degree>10
的基因被认为是中心节点。使用在线工具对候选

关键基因和PPI网络中的中心节点进行了Venn分析

(http://www.bioinformatics.com.cn/)，交集基因被

认为是关键基因。

1.7  免疫细胞及关键基因的验证

我们使用G S E 1 2 1 2 3 9数据集来验证免疫细胞

的 浸 润 情 况 及 关 键 基 因 与 免 疫 细 胞 之 间 的 相 关

性。首先，使用 C I B E R S O RT 评估了 G S E 1 2 1 2 3 9
数据集中每个 S L E 样本和对照样本中中性粒细胞

的含量， w i l c o x . t e s t 比较两组中性粒细胞含量的

百分比。然后在 S L E 样本中计算了关键基因与中

性粒免疫细胞之间的S p e a r m a n 相关性，并使用R
包“gg plot2”(版本3.1.1)对结果进行可视化。随

后，使用w ilcox .test比较了关键基因在疾病组和正

常对照组中的表达。且找到GSE17755数据集对关

键基因的表达做进一步的验证。此外，为了为SLE
的诊断治疗和研究提供新视角，本研究基于DGIdb
数据库(https://dgidb.org/)，对筛选出的关键基因

进行相关药物分析。

2  结果

2.1  免疫浸润细胞的评价

为更好地了解SLE免疫浸润微环境，本研究使

用CIBER SORT计算SLE患者样本及对照样本中免

疫细胞浸润的情况。与对照样本相比，SLE样本中

中性粒细胞比例明显增加，初始CD4 T细胞、未活

化的CD4记忆性T细胞、未活化的自然杀伤细胞的

比例明显下降(图1)。表明SLE的发生发展与免疫

细胞密切相关。

2.2  SLE基因共表达网络

将 5  0 4 7 个 基 因 的 表 达 值 用 于 构 建 共 表 达 网

络。180个样本的树状图和特征热图(图2A)。选择
β=9作为软阈值来构建无标度网络(图2B)。采用动

态混合切割方法构建层次聚类树(图2C)。采用动

态树木切割的方法，对相异度<25%的模块进行合

并，最终确定14个模块(图2D)。

图1 TCGA中对照组与SLE组22种免疫细胞组分比较的小提琴图

Figure 1 Violin plot for comparing the fractions of 22 types of immune cells between control and SLE groups in TCGA
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2.3  中枢模块的识别和富集分析

14个模块中，浅蓝色模块(R2=0.72，P=1e-30)
与 初 始 B 细 胞 高 度 相 关 ， 黄 绿 色 模 块 ( R 2= 0 . 7 1 ，
P = 4 e - 2 9 ) 与 浆 细 胞 高 度 相 关 ， 浅 橙 色 模 块

(R2=0.68，P=4e-26)与CD8 T细胞相关，浅黄色模

块(R2=0.67，P=6e-25)与M0巨噬细胞相关，蓝色模

块(R 2=0.9，P=1e-66)与中性粒细胞相关(图3A)。

重 点 关 注 显 示 与 中 性 粒 细 胞 相 关 的 蓝 色 模 块 ，

并将其认为是中枢模块。接下来，使用在线工具

David 6.8(https://david.ncifcrf.gov/)分析了蓝色模

块中包含的853个基因，进行GO和KEGG富集分析

(图3B)。GO富集分析结果显示：中枢模块内的基

因大部分分布在细胞膜表面，参与免疫反应、炎

症反应。而 K EG G 富集分析结果显示，中枢模块

内的基因显著富集在SLE、细胞因子 -受体相互作

用、MAPK、趋化因子等信号通路。

2.4  关键基因的鉴定

根据 M M > 0 . 8 和 G S > 0 . 6 ，我们在蓝色模块中

选 择 1 1 1 个 基 因 作 为 候 选 关 键 基 因 。 在 P P I 网 络

中，以度为10的节点为中心节点。蓝色模块的PPI
网 络 中 有 6 0 个 中 心 节 点 ( 图 4 A ) 。 候 选 关 键 基 因

与中心节点的交叉基因被认为是真正的关键基因  
(图4B、4C)。
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图2 WGCNA的构建

Figure 2 Construction of WGCNA

(A)样本聚类：样本树状图和性状指标，热图中颜色越深表示22种免疫细胞的浸润程度越高；(B)分析1~20软阈值功率的无

标度匹配指数和1~20软阈值功率的平均连通性；(C)水平线定义模块合并阈值；(D)基因通过分层聚类分为不同的模块，不

同的颜色代表不同的模块。

(A) Sample clustering: sample dendrogram and trait indicator, the darker the color, the higher the degree of infiltration of the 22 kinds 

of immune cells in the heat map; (B) Analyze the scale-free fit index of the 1–20 soft threshold power and the mean connectivity of 1–20 

soft threshold power; (C) Horizontal lines define module merge thresholds; (D) Genes are grouped into various modules by hierarchical 

clustering, and different colors represent different modules.
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图3 关键模块和功能说明

Figure 3 Key modules and feature notes

(A)Heatmap显示模块特征基因与免疫细胞浸润的相关性；(B)前30个富集的氧化石墨烯在左边以气泡图的形式显示，KEGG

富集分析在右边以圈图形式显示。

(A) Heatmap shows correlations of module eigengenes with immune cell infiltration; (B) The first 30 enriched GO terms are shown as a 

bubble diagram on the left, KEGG enrichment analysis was shown as a circled graph on the right.
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图4 关键基因的识别

Figure 4 Identification of key genes 

(A)蓝色模块基因的PPI网络；(B)蓝色模块的基因显著性(GS)与模块连通性(MM)相关性散点图。顶部标注相关系数和 
P值；(C)基于PPIN和WGCNA的重叠部分选择关键基因。

(A) PPI network of genes in the blue module; (B) Scatter plot for correlation between the gene significance (GS) and module membership 

(MM) in the blue module. Correlation coefficients and P value is labeled at the top; (C) Key genes were selected based on the overlap 

between PPIN and WGCNA.

2.5  关键基因和免疫细胞的验证

利 用 G S E 1 2 1 2 3 9 数 据 集 验 证 免 疫 细 胞 百 分

比 。 结 果 显 示 ： 中 性 粒 细 胞 百 分 比 在 对 照 组 和

S L E 组 之 间 有 显 著 差 异 。 在 S L E 患 者 中 ， 中 性 粒

细 胞 百 分 比 明 显 增 加 ， 这 与 我 们 之 前 的 分 析 结

果一致 ( 图 5 A ) 。结果显示： 8 个基因的表达值与

中 性 粒 细 胞 呈 正 相 关 ( 所 有 基 因 的 相 关 系 数 均 在

0 . 6 以 上 ， 图 5 B) 。 图 5 C 示 M G A M 表 达 和 中 性 粒

细 胞 水 平 的 散 点 图 。 关 键 基 因 在 G S E 1 2 1 2 3 9 数

据 集 中 表 达 ( F P R 1 、 S L C 2 A 3 、 T L R 2 、 T L R 4 、
C XC R 1、M M P 2 5、M G A M和K L H L 2 )的箱线图如

图 6 A 所示。为进一步验证 8 个关键基因的表达，

在GSE17755数据集中验证(图6B)。结果显示疾病

组和对照组FPR1、CXCR1、TLR2和MGAM的表达

显著不同，并且与G SE 1 2 1 2 3 9数据集中的表达一

致。随后，在D G Id b数据库中筛选出和关键基因

相关的药物(图7)。除了KLH L2外，其他7个关键

基因均发现相关药物。
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图5 关键基因的验证

Figure 5 Validation of key genes

(A) GSE121239数据集中性粒细胞百分比(*P<0.05)；(B)数据集GSE121239中关键基因与中性粒细胞的相关性；(C)MGAM基

因与中性粒细胞的相关性。

(A) Percentage of Neutrophils in dataset GSE121239 (*P<0.05); (B) Correlation between key genes and Neutrophils in data set 

GSE121239; (C) Correlation between MGAM gene and Neutrophils.

图6 8个关键基因(FPR1、SLC2A3、TLR2、TLR4、CXCR1、MMP25、MGAM和KLHL2)的电子验证

Figure 6 Electronic validation of 8 key genes (FPR1, SLC2A3, TLR2, TLR4, CXCR1, MMP25, MGAM and KLHL2)

(A)关键基因在GSE121239数据集中表达的箱式图；(B)关键基因在GSE17755数据集中表达的箱式图。**P<0.01，

****P<0.0001，ns为差异无统计学意义。

(A) Box plot of key genes expressed in GSE121239 dataset; (B) Box plot of key genes expressed in GSE17755 dataset. **P<0.01, 

****P<0.0001, ns represents no statistical significance.
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Figure 7 Screening of drugs related to key genes in the DGIdb database

3  讨论

中性粒细胞是白细胞中数量最多的一类细胞，

在免疫系统调控中发挥重要作用。长期以来，中性

粒细胞一直被认为是一种非特异性细胞。它们处于

对抗感染的第一线，在这一过程中往往会造成组

织损伤。现在越来越多的人认识到中性粒细胞在

自身免疫中参与复杂的调节过程 [12]。来自微阵列

和基因表达谱的数据使我们能够更深入地了解生

物系统复杂机制的内部分子途径。因此，通过检

测SLE患者和健康对照的外周血转录组来确定差异

调控基因及其靶通路。我们目前的研究是从GEO

数据库(GSE39088、GSE50772和GSE61635)中提

取了180名SLE患者和96名健康对照者的DEGs。使

用WGCNA鉴定与SLE中性粒细胞相关的生物标志

物。最终确定了FPR1、SLC2A3、TLR2、TLR4、

CXCR1、MMP25、MGAM和KLHL2为关键基因。

CXCR1是G蛋白偶联受体家族成员，也是IL -8
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受体。C XC R 1与 I L - 8高亲和力结合，通过G蛋白

激活的二级信使系统转导信号 [ 1 9 - 2 0 ]。研究 [ 2 1 - 2 2 ]表

明：刺激CXCR1中性粒细胞表面可导致中性粒细

胞趋化和激活，抑制CXCR1可减少中性粒细胞向

肿瘤区域的迁移。此外，肿瘤学研究表明：阻断

CXCR1可抑制乳腺癌干细胞的分化，CXCR1在恶

性黑色素瘤的发展过程中过表达，参与细胞生长

和血管生成 [ 2 3 ]。Yi n等 [ 2 4 ]报道SL E患者V δ 2  T细胞

中 C X C R 1 的 表 达 明 显 高 于 健 康 对 照 组 。 C X C R 1
在感染反应中起着重要的中性粒细胞转运和活化

作 用 ， 与 肺 损 伤 加 重 有 关 [ 2 5 ]。 中 性 粒 细 胞 表 面

C XCR 1和/或C XCR 2表达下调可减少中性粒细胞

迁移 [25]。TLR2基因编码的蛋白质是Tol l样受体家

族的成员，在病原体入侵时影响中性粒细胞的趋

化、吞噬和细胞因子释放 [ 2 6 ]。 T L R 2 能够增加中

性 粒 细 胞 的 功 能 寿 命 。 而 且 ， T L R 2 的 缺 失 导 致

中性粒细胞对感染部位的趋化性降低 [ 2 7 ]。 T L R 2
通过 N F - κ B 和 M A P K 信号通路调节过敏性气道炎

症 [28]。SLE患者外周血单个核细胞中TLR2 mRNA
水平显著升高 [29]。TLR4基因编码的蛋白质是Tol l
样受体家族的成员，其表达水平上调是 S L E 的致

病因素 [ 3 0 ]。 T L R 4 信号通路失活，抑制狼疮肾炎

(SLE最严重的表现)诱导的肾组织增生和系膜细胞

增殖 [31]。TLR4通过加速炎症中性粒细胞的消除，

在非感染性肺部炎症中发挥了新的稳态作用 [32]。

T L R 4 的 定 位 和 激 活 促 进 中 性 粒 细 胞 胞 外 陷 阱 炎

症 的 发 生 [ 3 3 ]。 本 研 究 中 C X C R 1 、 T L R 2 和 T L R 4
与中性粒细胞高度相关。因此，这进一步说明了

C XC R 1、T L R 2和T L R 4在S L E中是通过介导中性

粒细胞发挥调控作用。

MMP25是基质金属蛋白酶家族成员，在白细

胞和一些癌组织中高表达 [34]。MMP25能够调节中

性粒细胞的趋化性，并可能通过波形蛋白裂解时

产生的“eat - m e”信号增加中性粒细胞的吞噬作

用以解决炎症反应 [ 3 5 ]。 M M P 2 5 在头颈部肿瘤中

的表达水平与预后及免疫浸润水平相关，尤其是

CD4记忆T细胞活化水平 [36]。此外，M MP25的表

达与多种肿瘤相关通路的调控显著相关，如p53 信
号通路，PI3K/AKT/mTOR信号通路和JAK/STAT
信号通路 [36]。FPR1编码吞噬细胞的G蛋白偶联受

体，在炎症条件下，FPR1介导吞噬白细胞趋化和

响 应 细 菌 甲 酰 化 趋 化 肽 的 激 活 。 F P R 1 也 参 与 信

号传递，调节中性粒细胞对炎症部位的浸润 [37]。

S L C 2 A 3 又被称为 G LU T 3 ，在自身免疫性疾病中

具有重要的调控作用。SLC2A3缺失变异可能通过

限制葡萄糖摄取来抑制类风湿关节炎中病理细胞

的增殖 [38]。SLC2A3在癌症中高表达促进癌症的进

展 [39-40]。目前暂时没有发现关于MMP25、FPR1和

G LU T 3在SL E中作用的报道。本文可能是首次报

道MMP25、FPR1和GLUT3在SLE中具有重要的调

控作用。MMP25、FPR1和GLUT3与中性粒细胞高

度相关，猜测MMP25、FPR1和GLUT3可能通过靶

向中性粒细胞在SLE中起重要的分子调控作用。同

时，本研究也为进一步了解SLE的分子机制奠定了

基础。

MG A M编码麦芽糖淀粉酶，在肠道中表达以

催化淀粉消化。MG A M在正常乳腺组织中不表达

或低表达，而在基底样型乳腺癌中表达上调 [41]。

此外，MG AM在特发性间质性肺炎 [42]和冠心病 [43]

中表达异常。KLHL2是Kelch相关超家族的成员，

能够介导血管紧张素II调节的血管紧张[44]。KLHL2
在卵巢癌 [45]中异常表达调控疾病的进展。目前暂

未发现MGAM和KLHL2参与SLE的报道。本研究中
MG A M和K LH L2作为关键基因与中性粒细胞高度

相关。猜测MG AM和KLHL2可能通过调控中性粒

细胞的增殖在SLE中起重要的调控作用。

综上所述，本研究首次尝试使用 W G C N A 和

C I B E R S O RT 算 法 来 识 别 S L E 潜 在 的 中 性 粒 细 胞

相 关 生 物 标 志 物 。 8 个 关 键 基 因 在 S L E 中 过 表 达

并促进S L E进展。对于F P R 1、S LC 2 A 3、T L R 2、
TLR4、CXCR1、MMP25、MGAM和KLHL2的识别

为SLE免疫治疗提供了潜在的生物标志物和靶点。

但是，本研究有一定的局限性。本研究采用公共

数据库数据，需要收集临床样本来进行验证；这

些基因在SLE中的具体分子机制尚不清楚，需要进

一步研究。
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