
·论  著·

原发性干燥综合征患者唾液腺中染色质调节因子相关基因的
表达分析及其与免疫浸润的关系*

张乃丹,刘利洪,孙家祥,袁成良△

德阳市人民医院检验科,四川德阳
 

618000

  摘 要:目的 分析染色质调节因子(CRs)相关基因在原发性干燥综合征(pSS)患者唾液腺中的表达情

况,并探讨其与pSS患者唾液腺免疫浸润的相关性。方法 通过下载并整合基因表达综合数据库(GEO)的3
个包含pSS患者和健康对照者唾液腺基因表达阵列的数据集,纳入38例pSS患者作为pSS组,32例健康对照

者作为对照组,并对22
 

189个基因的表达情况进行分析,包括筛选与CRs有关的差异表达基因(DEGs)、基因

本体论(GO)富集分析。所有数据集都在R语言(4.0.3)中使用相关程序包进行分析,采用ssGSEA算法获得

不同免疫细胞和免疫功能的免疫浸润评分,并对不同免疫细胞间和不同免疫功能间的免疫浸润评分进行相关

性分析。对pSS组和对照组的免疫浸润评分进行差异分析。结果 从22
 

189个基因中共筛选出850个与CRs
有关的基因表达,差异分析共筛选出11个DEGs,其中包括10个上调基因和1个下调基因。GO富集分析提

示,频率最高的4种生物学过程为正向调控DNA修复、调节DNA损伤刺激反应、非同源端连接修复双链DNA
和DNA修复,所涉及的细胞组分包括性染色体、PML核体、染色体端粒和核心蛋白复合体。对免疫细胞的相

关性分析提示,肿瘤浸润淋巴细胞(TIL)和B细胞的相关性最高(r=0.90,P<0.001),其次为滤泡辅助性T细

胞(Tfh)和TIL(r=0.72,P<0.001);在免疫功能方面,免疫检查点和T细胞共刺激的相关性最高(r=0.92,
P<0.001),其次为免疫检查点和CC趋化因子受体(r=0.89,P<0.001)。pSS组9种免疫细胞和8种免疫功

能的免疫浸润评分较对照组显著上调(P<0.05)。结论 pSS患者唾液腺中DEGs数量较少,但是与受损唾液

腺免疫浸润异常有关,值得临床医生的关注。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

expression
 

of
 

genes
 

related
 

to
 

chromatin
 

regulators
 

(CRs)
 

in
 

the
 

sali-
vary

 

glands
 

of
 

patients
 

with
 

primary
 

Sjogren's
 

syndrome(pSS)
 

and
 

to
 

explore
 

their
 

relevance
 

to
 

salivary
 

gland
 

immunoinfiltration
 

in
 

pSS
 

patients.Methods Three
 

datasets
 

containing
 

salivary
 

gland
 

gene
 

expression
 

arrays
 

from
 

the
 

Gene
 

Expression
 

Omnibus
 

(GEO)
 

of
 

pSS
 

patients
 

and
 

healthy
 

controls
 

were
 

downloaded
 

and
 

inte-
grated.A

 

total
 

of
 

38
 

patients
 

with
 

pSS
 

were
 

included
 

as
 

the
 

pSS
 

group
 

and
 

32
 

healthy
 

controls
 

as
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

expression
 

of
 

22
 

189
 

genes
 

were
 

analyzed
 

which
 

included
 

screening
 

of
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

(DEGs)
 

related
 

to
 

CRs
 

and
 

gene
 

ontology
 

(GO)
 

enrichment
 

analysis.All
 

datasets
 

were
 

analyzed
 

in
 

the
 

R
 

language
 

(4.0.3)
 

using
 

the
 

associated
 

package,ssGSEA
 

algorithm
 

was
 

used
 

to
 

obtain
 

immunoinfiltration
 

scores
 

of
 

different
 

immune
 

cells
 

and
 

immune
 

functions,and
 

the
 

correlation
 

analysis
 

of
 

immune
 

invasion
 

scores
 

between
 

different
 

immune
 

cells
 

and
 

different
 

immune
 

functions
 

was
 

carried
 

out.The
 

difference
 

of
 

immunoin-
filtration

 

score
 

between
 

pSS
 

group
 

and
 

control
 

group
 

was
 

analyzed.Results A
 

total
 

of
 

850
 

CRs-related
 

genes
 

were
 

identified
 

from
 

22
 

189
 

genes,and
 

11
 

DEGs
 

were
 

identified
 

by
 

differential
 

analysis,including
 

10
 

up-regula-
ted

 

genes
 

and
 

1
 

down-regulated
 

gene.GO
 

enrichment
 

analysis
 

indicated
 

that
 

the
 

four
 

biological
 

processes
 

with
 

the
 

highest
 

frequency
 

were
 

positive
 

regulation
 

of
 

DNA
 

repair,positive
 

regulation
 

of
 

response
 

to
 

DNA
 

damage
 

damage
 

stimulus,positive
 

regulation
 

of
 

double-strand
 

break
 

repair
 

via
 

nonhomologous
 

end
 

joining
 

and
 

regula-
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tion
 

of
 

DNA
 

repair,and
 

the
 

cell
 

components
 

involved
 

included
 

sex
 

chromosomes,PML
 

body,chromosome
 

tel-
omeres

 

region
 

and
 

core
 

protein
 

complex.The
 

correlation
 

analysis
 

of
 

immune
 

cells
 

suggested
 

that
 

tumour
 

infil-
trating

 

lymphocytes
 

(TIL)
 

and
 

B
 

cells
 

had
 

the
 

highest
 

correlation
 

(r=0.90,P<0.001),followed
 

by
 

follicular
 

helper
 

T
 

cells
 

(Tfh)
 

and
 

TIL
 

(r=0.72,P<0.001);in
 

terms
 

of
 

immune
 

function,immune
 

checkpoints
 

and
 

T
 

cell
 

co-stimulation
 

had
 

the
 

highest
 

correlation
 

(r=0.92,P<0.001),followed
 

by
 

immune
 

checkpoints
 

and
 

CC
 

chemokine
 

receptors
 

(r=0.89,P<0.001).Immunoinfiltration
 

scores
 

for
 

nine
 

immune
 

cell
 

types
 

and
 

eight
 

immune
 

functions
 

were
 

significantly
 

upregulated
 

in
 

the
 

pSS
 

group
 

compared
 

to
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).
Conclusion The

 

amount
 

of
 

DEGs
 

in
 

salivary
 

glands
 

of
 

pSS
 

patients
 

is
 

small,but
 

those
 

DEGs
 

are
 

associated
 

with
 

abnormal
 

immunoinfiltration
 

of
 

damaged
 

salivary
 

glands,which
 

deserves
 

the
 

attention
 

of
 

clinicians.
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 immunoinfiltration

  干燥综合征(SS)也称为自身免疫性外分泌疾病,
口干和眼干是SS的主要临床表现。根据病因是否明

确通常将该病分为原发性和继发性。原发性干燥综

合征(pSS)是一种发病率较高的自身免疫性疾病,由
于起病隐匿,在早期诊断方面存在困难。目前临床治

疗主要以替代治疗和缓解症状为主。关于pSS的发

病机制目前尚不清楚,其中遗传背景和免疫因素被认

为是pSS发生和发展的重要基础[1-2]。表观遗传学是

研究基因表达可遗传变化的一门学科,其特点为

DNA序列不发生变化。表观遗传学机制通过调节基

因表达在pSS的发病中发挥重要作用[3]。染色质调

节因子(CRs)是表观遗传学中不可或缺的上游调控因

子,主要包括DNA甲基化、组蛋白修饰和染色质重塑

3大类。已有研究提示,基因突变可以干扰CRs的功

能,CRs功能失调会进一步导致染色质结构异常并出

现与致病相关的表观遗传学改变,最终导致疾病预后

不佳[4]。随着对免疫病理机制的深入研究,免疫浸润

及细胞异质性在pSS中的研究越来越受到学者的关

注。为了进一步研究CRs与pSS免疫浸润特征的关

系,本课题组尝试从差异表达基因(DEGs)和免疫浸

润的角度进行研究,可能有助于发现预测和诊断pSS
的潜在生物标志物。
1 资料与方法

1.1 一般资料 从 GEO 数据库下载了3个包含

pSS患者和健康对照者唾液腺基因表达阵列的数据

集,分别是GSE7451、GSE23117和GSE40611。其中

GSE7451包含10例pSS患者和10例健康对照者唾

液腺样本;GSE23117包含11例pSS患者和4例健康

对照者唾液腺样本;GSE40611包含17例pSS患者、
14例非pSS患者和18例健康对照者唾液腺样本。本

研究最终纳入38例pSS患者作为pSS组,32例健康

对照者作为对照组,14例非pSS患者被排除。
1.2 方法

1.2.1 筛选DEGs 对所有纳入研究的基因表达阵

列采用R语言(版本号4.0.3)进行预处理,包括数据

合并、归一化和log2对数转换,最终得到22
 

189个基

因的表达情况。当多个探针对应同一基因时,取其平

均值作为表达值。本研究采用代理变量分析(SVA)
程序包消除批量效应。通过查阅已有文献,共收集了

870个 CRs相 关 基 因 的 信 息,并 将 P <0.05 和

|log2FC|>0.50设为筛选DEGs的条件,FC为倍数

改 变。采 用 LIMMA 程 序 包 筛 选 CRs 相 关 的

DEGs[5]。
1.2.2 基因本体论(GO)对DEGs的富集分析 本

研究使用enrichment
 

plot程序包对DEGs进行 GO
富集分析。GO富集分析将分别从生物学过程、细胞

组分和分子功能3方面进行分析。使用barplot程序

包绘制条形图。对于差异有统计学意义的数据,展示

前4条分析结果;对于差异不具有统计学意义的结果

不进行展示。
1.2.3 免疫细胞和免疫功能的相关性分析 为了评

估pSS患者唾液腺免疫微环境的变化情况,采用基因

集变异分析(GSVA)计算出上述3个唾液腺基因表达

阵列中共22
 

189个基因的变异分数。通过GSEA官

网下载并整理了与16种免疫细胞与13种免疫功能

相关的基因集。采用ssGSEA算法分析上述2个数

据集并取交集,计算免疫浸润评分,比较对照组与

pSS组免疫细胞和免疫功能的评分差异。采用cor-
rplot程序包分别分析16种免疫细胞与13种免疫功

能的相关性并绘制相关性热图。采用相关系数来评

价免疫细胞与免疫功能的相关性,分为极强相关、强
相关、中等相关、弱相关和极弱相关。16种免疫细胞

包括树突状细胞(DCs)、活化的树突状细胞(aDCs)、
未成熟树突状细胞(iDCs)、浆细胞样树突状细胞

(pDCs)、B细胞、T辅助细胞、细胞毒性(CD8+)T细

胞、滤泡辅助性 T 细胞(Tfh)、1型辅助性 T 细胞

(Th1)、2型辅助性T细胞(Th2)、肿瘤浸润淋巴细胞

(TIL)、调节性T细胞(Treg)、NK细胞、巨噬细胞、肥
大细胞和中性粒细胞。13种免疫功能包括抗原提呈

细胞(APC)共抑制、APC共刺激、CC趋化因子受体

(CCR)、免疫检查点、细胞杀伤活性、T细胞共抑制和

共刺激、人白细胞抗原(HLA)、主要组织相容性复合

体Ⅰ类分子(MHC
 

Ⅰ类)、炎症反应、副炎症反应、Ⅰ
型和Ⅱ型干扰素反应。
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1.4 统计学处理 使用SPSS22.0软件进行统计学

处理。正态分布数据以x±s表示,非正态分布数据

以M(P25~P75)表示,组间比较采用正态分布的独立

样本t检验或非正态分布的wilcoxon秩和检验。使

用ggpubr程序包绘制pSS组和对照组之间免疫浸润

评分差异的箱线图。P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 DEGs筛选 本研究共筛选出11个与CRs相

关的DEGs,其中10个基因上调,1个基因下调。上

调居前5位的DEGs分别是干扰素诱导的四肽重复

序列蛋白3、载脂蛋白B
 

MRNA编辑酶催化亚基3G
(APOBEC3G)、SP110、E2 泛 素 结 合 酶 家 族 D1
(UBE2D1)和SMCHD1,下调基因为EYA3,差异表

达的火山图见图1。
2.2 GO富集分析在DEGs中的应用 对筛选出的

11个DEGs进行GO分析,找出DEGs频率最高的4
种生物学过程,包括正向调控DNA修复、调节DNA
损伤刺激反应、非同源端连接修复双链DNA和DNA
修复。细胞组分功能富集前4位依次为性染色体、
PML核体、染色体端粒和核心蛋白复合体。分子功

能由于未富集到DEGs,暂无数据展示。
2.3 免疫浸润评分及相关性分析 本研究采用ssG-
SEA算法,共获得了16种免疫细胞和13种免疫功能

的免疫浸润评分。在16种免疫细胞中,免疫浸润评

分相关性排前5位的组合分别为TIL和B细胞(r=
0.90,P<0.001)、Tfh和TIL(r=0.72,P<0.001)、

B细胞和 Tfh(r=0.70,P<0.001)、pDCs和 TIL
(r=0.69,P<0.001)、Treg和 TIL(r=0.68,P<
0.001)。在13种免疫功能中,免疫浸润评分相关性

排前5位的组合分别为免疫检查点和T细胞共刺激

(r=0.92,P<0.001)、免疫检查点和CCR(r=0.89,
P<0.001)、免疫检查点和T细胞共抑制(r=0.88,
P<0.001)、CCR和 T 细胞共刺激(r=0.86,P<
0.001)、CCR和T细胞共抑制(r=0.82,P<0.001)。
见图2。

  注:绿色表示显著下调(P<0.05),黑色代表差异无统计学意义(P
<0.05),红色表示显著上调(P<0.05)。

图1  DEGs火山图

  注:A为免疫细胞的相关性分析;B为免疫功能的相关性分析;方格内数字代表相关系数,红色代表正相关,蓝色代表负相关。

图2  免疫细胞和免疫功能的相关性分析

2.4 对照组与pSS组的免疫浸润评分比较 对pSS
组和对照组分别进行了免疫细胞和免疫功能的免疫
浸润评分差异分析。16种免疫细胞中,9种免疫细胞
的免疫浸润评分(pSS组

 

vs.
 

对照组)显著上调(P<

0.05),分别为aDCs、中性粒细胞、pDCs、TIL、Treg、B
细胞、巨噬细胞、辅助性T细胞和Th2细胞。在13种
免疫功能中,8种免疫功能显著上调(P<0.05),分别
为HLA、炎症反应、MHCⅠ类分子、副炎症反应、Ⅰ
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型干扰素反应、APC共抑制、CD8+T细胞杀伤活性和 T细胞共抑制。见图3。

  注:A为免疫细胞的免疫浸润评分;B为免疫功能的免疫浸润评分;*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001,ns表示差异无统计学意义。

图3  
 

pSS组和对照组免疫浸润评分的比较

3 讨  论

  pSS是一种以特异性病理损害为特征的慢性炎

症性自身免疫性疾病。早期对pSS相关的DEGs研

究主要集中在与信号通路的相关性分析、蛋白相互作

用网络等方面[5-7]。从DEGs中筛选CRs相关基因并

从免疫浸润的角度来进行的研究比较少见。本研究

结果 显 示,在 pSS患 者 唾 液 腺 中,与 CRs相 关 的

DEGs以表达上调为主,表达下调的DEGs较少。干

扰素诱导的四肽重复序列蛋白3(IFIT3)是一种蛋白

编码基因,在干扰素信号转导方面具有重要的作用。
高表达IFIT3通过线粒体抗病毒信号途径(MAVS)
和干扰素基因刺激物途径(STING)介导TANK结合

激酶1(TBK1)活化,促进干扰素调节因子3(IRF3)从
胞浆转位到细胞核,导致Ⅰ型IFN的产生[8]。Ⅰ型

IFN与其受体结合,介导信号转导和转录激活因子1
(STAT1)磷酸化,促进干扰素诱导基因(ISGs)的表

达[9]。已有研究通过靶向TBK1抑制剂治疗pSS后

发现,Ⅰ型IFN 阳性患者外周血单个核细胞(PB-
MCs)表达的IFIT3较阴性患者显著降低[10]。上述研

究提示,IFIT3在Ⅰ型IFN信号通路调节中具有重要

作用。本研究结果提示,与健康对照者相比,pSS患

者Ⅰ型干扰素反应免疫浸润评分显著升高,提示IF-
IT3基因可能在pSS患者唾液腺损害中具有一定的

作用。
APOBEC3G 属 于 APOBEC3 家 族,具 有 催 化

RNA和单链 DNA 的位点特异性脱氨基的 作 用。
APOBEC3通过基因突变,导致DNA损伤和细胞周

期停滞,在IFN刺激下,APOBEC3相关蛋白在单核

细胞和巨噬细胞中大量表达,出现高水 平 的 循 环

DNA,加速炎症反应的发生[11]。本研究通过对pSS
患者唾液腺免疫浸润的研究发现,巨噬细胞在pSS患

者中显著升高,同时炎症反应也显著高于健康对照

者,这与已有研究结果一致。SP110基因是SP110核

蛋白的编码基因,SP110核蛋白可作为基因转录的激

活剂,在核糖体产生和诱导骨髓细胞分化中发挥了重

要作用[12]。UBE2D1通过与E1泛素激活酶和E3泛

素蛋白连接酶相互作用,参与调节细胞因子的产生。
已有研究提示,UBE2D1与pSS患者抗Ro52抗体的

E3泛素蛋白连接 酶 活 性 有 关[13]。目 前 暂 无 关 于

SMCHD1基因在pSS中的相关研究,由于本研究纳

入的样本量偏少,关于CRs相关基因在pSS中的筛选

还需要纳入更多样本,进行多中心的验证。
关于免疫微环境在pSS发生发展中的研究越来

越受到学者重视。本研究采用ssGSEA算法将免疫

细胞浸润评分扩展到16种常见的免疫细胞,并增加

了13种免疫功能分析。结果显示,在pSS患者中存

在免疫微环境的异常活化,并且异常活化的多种免疫

细胞和免疫功能评分均显著高于健康对照者(P<
0.05)。这些免疫浸润模式可能为pSS免疫治疗提供

重要线索。首先,本课题组研究了这些具有显著性差

异的免疫细胞之间以及免疫功能之间是否具有一定

的相关性,这是一个创新的尝试,以便更全面了解

pSS患者免疫微环境的特点。在16种免疫细胞中,
相关性较强的为TIL和B细胞,其次为Tfh和TIL。
TIL主要由CD8+T淋巴细胞和三级淋巴结构(TLS)
的B细胞组成,并能够产生Tfh细胞。功能实验提示
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活化的Tfh是激活TLS内免疫球蛋白和IFN-γ产生

的重要因素[14]。Tfh在维持B细胞生存和分化过程

中具有重要作用,在高度局灶性淋巴细胞性唾液腺炎

的pSS患者中,循环Tfh细胞的CCR7loPD-1hi亚群

增加,并与ESSDAI疾病活动度评分和活化的B细胞

显著相关[15]。而在13种常见的免疫功能中,相关性

较强的为免疫检查点和T细胞共刺激、免疫检查点和

CCR。已有研究提示,通过对骨肉瘤患者相关免疫功

能,包括APC共抑制、CCR、免疫检查点与T细胞共

刺激等进行评分,有助于预测患者对放疗的反应性和

总体存活率[16]。目前关于免疫功能评分在pSS患者

治疗监测和预后中的研究较少,因此本课题组也进一

步比较了pSS患者与对照组免疫浸润评分的差异。
本研究发现pSS患者有多种免疫细胞,包括aDCs、巨
噬细胞、Treg、CD8+T细胞、中性粒细胞、B细胞、Tfh
和TIL,以及多种免疫功能,包括 MHC

 

Ⅰ类、HLA、
Ⅰ型IFN反应、副炎症反应等显著高于健康对照者。
已有研究发现,在pSS患者中,记忆B细胞、Tregs和

aDCs的比例显着升高,并可能在疾病的发生发展中

具有重要作用[17]。另有研究发现,pSS患者唾液中干

扰诱导蛋白10(IP-10)和巨噬细胞炎性蛋白(MIP)显
著升高,并与临床口腔表现的严重程度有关,提示巨

噬细胞和先天免疫在pSS发病机制中具有重要作

用[18]。对CD8+T细胞的研究提示,pSS模型中浸润

性CD8+T细胞明显多于CD4+T细胞,减少CD8+T
细胞的浸润可有效减少对唾液腺的破坏[19]。此外,通
过对pSS患者唾液腺中 Tfh亚群进行分析,发现

Tfh1、Tfh2和Tfh17细胞在pSS患者唾液腺样本中

百分比较高,抗 Ro/SSA抗体与 Tfh17亚群呈正相

关,并且(Tfh2+Tfh17)/Tfh显著高于系统性红斑狼

疮,提示pSS与系统性红斑狼疮具有差异性的 Tfh
谱[20]。而本研究发现的异常活化的免疫功能与以往

文献报道不尽一致[17-20]。一项使用微阵列分析唾液

腺中基因表达的研究发现,pSS患者基因表达模式涉

及多种 慢 性 炎 症 通 路,包 括 趋 化 因 子、细 胞 因 子、
MHC和IFN[21]。与以往研究不同的是,本研究还发

现免疫功能中的副炎症反应的免疫浸润评分显著上

调。在肿瘤细胞系中,副炎症反应具有某些正常巨噬

细胞的功能,它可以根据肿瘤的需要模拟不同的免疫

亚群。此外,本研究中巨噬细胞的免疫浸润评分也显

著上调,提示未来对副炎症反应的研究也可能为pSS
的治疗提供重要线索。

本研究存在一定的局限性。因为本课题组主要

关注的是目前文献已经报道过的 CRs相关基因在

pSS中与免疫浸润的关系,可能忽略了目前文献尚未

报道的基因。其次,本研究纳入的样本量较少,对免

疫浸润评分未进一步进行验证,在今后的研究中,还
将对上述CRs相关基因进行功能实验,以明确CRs
在pSS致病过程中的作用。

综上所述,CRs相关基因虽然在pSS患者唾液腺

中的DEGs数量较少,但是与受损唾液腺的免疫浸润

异常有关,值得临床医生的关注。
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