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基于生物信息学分析筛选强直性脊柱炎的关键诊断标志物

王晨峰，卢旭华*

海军军医大学（第二军医大学）第二附属医院骨科，上海 200003

［摘要］ 目的 通过生物信息学策略探索强直性脊柱炎（AS）相关的差异基因，寻找疾病的新型诊断标志物。

方法 通过美国国立生物技术信息中心的基因表达汇编（GEO）数据库下载 AS 相关的芯片数据，分析筛选出 AS 患

者和健康人外周血之间的差异表达基因，利用注视、可视化和集成发现数据库（DAVID）对差异表达基因进行基因

本体（GO）功能和京都基因与基因组百科全书（KEGG）信号通路分析，然后利用在线数据库 String 构建蛋白质 -蛋

白质相互作用（PPI）网络，利用 Cytoscape 3.7.1 软件筛选 PPI 网络中显著的蛋白质模块获取关键基因。计算 ROC 曲

线的 AUC 值，评估关键基因对 AS 的诊断效能。结果 共筛选出 187 个差异表达基因，其中包含 96 个上调基因和 91
个下调基因。GO 功能分析结果显示差异表达基因参与的生物学过程主要为核糖核苷一磷酸代谢过程、核苷一磷酸代

谢过程和嘌呤核糖核苷一磷酸代谢过程等，KEGG 信号通路分析结果显示差异表达基因参与的主要信号通路富集于

非酒精性脂肪肝、亨廷顿病和氧化磷酸化等。基于 PPI 网络分析结果筛选出 5 个关键基因：ATP 合成酶 H＋转运线粒

体 F0 复合体亚基 F6（ATP5J）、NADH：泛醌氧化还原酶亚基 B3（NDUFB3）、泛醇 - 细胞色素 c 还原酶结合蛋白

（UQCRB）、细胞色素 c 氧化酶亚基 7A2（COX7A2）、泛醇 - 细胞色素 c 还原酶铰链蛋白（UQCRH）。它们对 AS
的诊断效能显著，AUC 值分别为 0.859、0.852、0.840、0.820、0.805。结论 ATP5J、NDUFB3、UQCRB、COX7A2
和 UQCRH 也许可作为外周血 AS 疾病相关的新型诊断标志物。
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Screening hub genes as diagnostic biomarkers for ankylosing spondylitis: a bioinformatics analysis

WANG Chen-feng, LU Xu-hua*

Department of Orthopaedics, The Second Affiliated Hospital of Naval Medical University (Second Military Medical University), 
Shanghai 200003, China

［ Abstract ］ Objective To explore the differentially expressed genes (DEGs) related to ankylosing spondylitis 
(AS) through bioinformatics strategies, and to find new diagnostic markers for the disease. Methods The microarray data 
related to AS were downloaded from the Gene Expression Omnibus (GEO) database of the National Center of Biotechnology 
Information, and the DEGs between the AS patients and healthy population in the peripheral blood were analyzed and 
screened. The Database for Annovation, Visualization, and Integrated Discovery (DAVID) was used to complete the Gene 
Ontology (GO) function and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) signaling pathway analyses of the DEGs, 
and then the online database String was used to construct a protein-protein interaction (PPI) network, and the Cytoscape 3.7.1 
software was used to screen the significant protein modules in the PPI network to obtain hub genes. The area under curve (AUC) 
values of the receiver operating characteristic (ROC) curves were calculated to evaluate the diagnostic efficacy of hub genes 
for AS. Results A total of 187 DEGs were screened out, including 96 up-regulated genes and 91 down-regulated genes. The 
results of GO function analysis showed that the DEGs were mainly involved in ribonucleoside monophosphate metabolism 
process, nucleoside monophosphate metabolism process and purine ribonucleoside monophosphate metabolism process. And 
the results of KEGG signaling pathway analysis showed that DEGs mainly participated in non-alcoholic fatty liver disease, 
Huntington’s disease and oxidative phosphorylation. Five hub genes (adenosine triphosphate synthase, H＋ transporting, 
mitochondrial F0 complex, subunit F6 ［ATP5J］, NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit B3 ［NDUFB3］, ubiquinol-
cytochrome c reductase binding protein ［UQCRB］, cytochrome c oxidase subunit 7A2 ［COX7A2］, and ubiquinol-cytochrome 
c reductase hinge protein ［UQCRH］) were screened out based on the results of PPI network analysis, showing significant 
diagnostic efficacy for AS (AUC values were 0.859, 0.852, 0.840, 0.820, and 0.805, respectively). Conclusion ATP5J, 

DOI：10.16781/j.CN31-2187/R.20211281



· 889 ·

强直性脊柱炎（ankylosing spondylitis，AS）是

一种病因未明、具有致残性、以骶髂关节和脊柱附

着点炎症为主要症状的疾病，多见于男性，其发病

年龄趋于年轻化［1］。AS 是脊柱外科和风湿免疫科

的研究重点之一，现有研究显示 AS 主要与遗传、环

境、免疫和内分泌等病理因素密切相关［2-4］。目前

临床中仍缺乏用于早期诊断和治疗 AS 的生物标志

物，因此探索 AS 相关的重要靶点十分必要。近年

来，随着生物信息学技术的发展，许多疾病相关的

全基因组测序成为研究热点。有研究采用环形 RNA

芯片技术检测 AS 患者外周血单核细胞中环形 RNA

的表达谱，发现环形 RNA 或许可成为 AS 诊断和进

展观察的重要标志物［5］。单细胞测序技术在 AS 疾

病中的应用进一步揭示了 AS 进展的潜在机制［6］。

本研究拟通过检索基因表达汇编（Gene Expression 

Omnibus，GEO）公共数据库中 AS 相关基因芯片数

据，分析、筛选差异表达基因，并对差异表达基因进

行功能、信号通路富集分析及蛋白质 -蛋白质相互

作用（protein-protein interaction，PPI）网络分析，挖

掘 AS 诊断的新型标志物，以期为 AS 的早期诊治提

供新思路。

1 资料和方法

1.1 数据收集 从美国国立生物技术信息中心

（National Center of Biotechnology Information，

NCBI）的 GEO 数据库中检索 AS 相关的芯片数

据，并下载获得芯片 GSE25101 数据集［7］，平台

文件均为 GPL6947 （Illumina HumanHT-12 V3.0 

expression beadchip）。GSE25101 数据集中包含健

康志愿者和 AS 患者外周血全血样本各 16 例。 

1.2 差异表达基因筛选 通过R语言 4.0 Bioconductor

项目中的 limma 数据分析包比较健康志愿者和 AS

患者外周血中的基因表达改变来识别差异表达基

因。差异表达基因的筛选标准均设定为校正后 P＜ 

0.05 和差异倍数≥1.25 或≤0.8，根据结果绘制火

山图，观察上调和下调基因的表达改变，然后通过

聚类分析进一步明确基因间和样本间的分布关系。

1.3 基因功能与信号通路富集分析 利用注视、 

可视化和集成发现数据库（Database for Annovation，

Visualization，and Integrated Discovery；DAVID）

（https://david.ncifcrf.gov/）对差异表达基因进行基

因本体（Gene Ontology，GO）功能和京都基因与

基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes，KEGG）信号通路分析，仅错误发现率

（false discovery rate，FDR）＜0.05具有统计学意义。

1.4 PPI 网络构建与关键基因筛选 将得到的差异

表达基因导入在线数据库 String（http://string-db.

org/）构建 PPI 网络，然后利用 Cytoscape 3.7.1 软

件中的 MCODE 和 cytoHubba 插件筛选 PPI 网络中

最为显著的蛋白质模块获取关键基因。

1.5 关键基因对 AS 的诊断价值分析 利用 R 语言

4.0 绘制 ROC 曲线并计算 AUC 值，评估关键基因

对 AS 的诊断价值。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 差异表达基因分析结果 从健康志愿者和 AS

患者外周血全血样本中共筛选出差异表达基因 187

个，其中上调基因 96 个、下调基因 91 个。聚类分

析结果显示两组样本质量合格，差异表达基因的热

图见图 1。

2.2 差异表达基因的 GO 功能和 KEGG 信号通路

分析 GO 功能分析结果显示，差异表达基因参与

的生物学过程主要为核糖核苷一磷酸代谢过程、核

苷一磷酸代谢过程和嘌呤核糖核苷一磷酸代谢过程

等（图 2A），细胞组分主要为线粒体呼吸链、呼

吸链和线粒体膜部分等，而分子功能则以氢离子跨

膜转运活性和晚期糖基化终末产物受体（receptor 

of advanced glycation end product，RAGE）结合等

为主。KEGG 信号通路分析结果显示，差异表达基

因主要富集于非酒精性脂肪肝、亨廷顿病和氧化磷

酸化等通路（图 2B）。

NDUFB3, UQCRB, COX7A2 and UQCRH may be used as new diagnostic markers related to AS in peripheral blood.
［ Key words ］ ankylosing spondylitis; Gene Expression Omnibus; bioinformatics; differentially expressed genes; 

biomarkers
［Acad J Naval Med Univ, 2022, 43(8): 888-894］
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图 1 AS 患者与健康志愿者差异表达基因的热图

Fig 1 Heatmap of differentially expressed genes between AS patients and healthy controls
AS: Ankylosing spondylitis; FC: Fold change.
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图 2 AS 患者与健康志愿者差异表达基因的 GO 生物过程和 KEGG 信号通路分析

Fig 2 GO biological process and KEGG signaling pathway analyses of differentially expressed genes between  

AS patients and healthy controls
A: The biological process of GO function analysis; B: The enrichment result of the KEGG signaling pathway. GO: Gene Ontology; 

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; ATP: Adenosine triphosphate.

2.3 PPI 网络构建和蛋白质模块分析 将 187 个

差异表达基因导入在线数据库 String，按照组合得

分＞0.400 的标准并隐藏未参与构建 PPI 网络的蛋

白，将输出结果导入 Cytoscape 3.7.1 软件，结果显

示蛋白质网络共有 134 个节点（蛋白）和 311 条 
边（蛋 白 之 间 的 相 互 联 系）（图 3A）。 利 用

MCODE 插件进行蛋白质模块分析，获得最为显

著模块和 10 个关键基因（图 3B）：模块由 10 个

节点和 42 条边组成，这 10 个节点分别为 NADH:
泛 醌 氧 化 还 原 酶 亚 基 S4（NADH:ubiquinone 
oxidoreductase subunit S4，NDUFS4）、 细 胞 色

素 c 氧化酶亚基 5B（cytochrome c oxidase subunit 
5B，COX5B）、泛醇 -细胞色素 c 还原酶结合蛋白

（ubiquinol-cytochrome c reductase binding protein，
UQCRB）、细胞色素 c 氧化酶亚基 7B（cytochrome 
c oxidase subunit 7B，COX7B）、泛醇 -细胞色素 c
还原酶铰链蛋白（ubiquinol-cytochrome c reductase 
hinge protein，UQCRH）、ATP 合成酶 F1 亚基 ε 假

基因 2（ATP synthase F1 subunit epsilon pseudogene 
2，ATP5EP2）、ATP 合 成 酶 H＋ 转 运 线 粒 体 F0
复 合 体 亚 基 F6（ATP synthase, H＋ transporting, 
mitochondrial F0 complex, subunit F6；ATP5J）、

细胞色素 c 氧化酶亚基 6A1（cytochrome c oxidase 

subunit 6A1，COX6A1）、NADH：泛醌氧化还原酶 
亚 基 B3（NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit 
B3，NDUFB3） 和 细 胞 色 素 c 氧 化 酶 亚 基 7A2
（cytochrome c oxidase subunit 7A2，COX7A2）。

再使用 cytoHubba 插件对 10 个关键基因进行评分

排序，获得最为显著的 5 个关键基因，即ATP5J、
COX7A2、NDUFB3、UQCRB和UQCRH（图 3C）。

2.4 关键基因对 AS 的诊断价值分析 利用 ROC
曲线评估上述 5 个关键基因诊断 AS 的灵敏度和

特异度。如图 4A 所示，ATP5J（AUC＝0.859）、

NDUFB3（AUC＝0.852）、UQCRB（AUC＝0.840）、

COX7A2（AUC＝0.820）和UQCRH（AUC＝0.805）
的 AUC 值均＞0.600，AUC 值越接近 1，表明这 5
个基因诊断疾病的灵敏度和特异度越高。联合 5 个

关键基因构建疾病诊断模型（图 4B），发现联合

诊断的 AUC＝0.875，进一步明确这 5 个关键基因

可作为 AS 的诊断标志物。

3 讨 论

AS是临床上的常见病，影响患者的生活质量，

严重者甚至可导致残疾，因此通过生物信息学技

术探索 AS 的发病机制，挖掘疾病相关的生物标志

物，对早期诊治 AS 具有重要意义。
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图 4 ROC 曲线评估关键基因对 AS 的诊断能力

Fig 4 ROC curves for evaluating the diagnostic performance of hub genes for AS
A: The diagnostic performance of the 5 hub genes; B: The diagnostic performance of the model constructed by the 5 hub genes. ROC: 

Receiver operating characteristic; AS: Ankylosing spondylitis; TPR: True positive rate; FPR: False positive rate; ATP5J: Adenosine 

triphosphate synthase, H＋transporting, mitochondrial F0 complex, subunit F6; COX7A2: Cytochrome c oxidase subunit 7A2; 

NDUFB3: NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit B3; UQCRB: Ubiquinol-cytochrome c reductase binding protein; UQCRH: 

Ubiquinol-cytochrome c reductase hinge protein; AUC: Area under curve; CI: Confidence interval. 

本研究通过生物信息学技术分析了健康人和

AS 患者外周血样本的基因表达情况，筛选出差异

表达基因 187 个，其中包含上调基因 96 个和下调

基因 91 个。GO 功能富集分析结果显示，差异表

达基因主要参与氧化磷酸化代谢等生物学过程。

AS 患者存在明显的氧化应激损伤，氧化应激损伤

与疾病活动度呈正相关［8］。有研究表明抗炎治疗

AS 可明显改善各类脂质和酶类的活性，这或许将

图 3 PPI 网络分析和关键基因获取 

Fig 3 PPI network analysis and hub gene acquisition
A: PPI network analysis. Cytoscape 3.7.1 software was used to visualize the interaction between differentially expressed genes;  

B: The most significant module in PPI network was obtained through MCODE plug-in analysis, which contained 10 hub genes; C: Hub  

genes were obtained by cytoHubba plug-in (the redder the node color is, the higher the score is). PPI: Protein-protein interaction. 
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成为 AS 治疗的方向之一［9］。应用黄芩清热除痹

胶囊治疗 AS 的临床试验结果表明，黄芩清热除痹

胶囊可以改善 AS 患者的临床症状，其机制可能与

上调叉头框蛋白 O3a（forkhead box protein O3a，
FOXO3a）表达，减轻 AS 患者的免疫炎症和氧化

应激有关［10］。KEGG 信号通路富集分析结果显示，

差异表达基因主要富集于氧化磷酸化等信号通路。

PPI 网络分析和 ROC 曲线分析进一步明确 5 个关

键 基 因 ATP5J、NDUFB3、UQCRB、COX7A2 和

UQCRH 可作为 AS 的诊断标志物。

ATP5J 是一种连接 ATP 合酶 F0 和 F1 组分的

蛋白，参与肾癌、肝癌和消化道肿瘤等多种疾病进

展［11-13］，提示氧化磷酸化途径或许为 AS 的潜在治

疗方向。COX7A2 是细胞色素 c 氧化酶（cytochrome 
c oxidase，COX）的组成部分之一，而 COX 是线

粒体呼吸链的末端酶并参与合成生命活动所需物 
质［14］，且 COX 相关代谢途径包括 ATP 合成、呼

吸电子传递和产热等，与本研究的 GO 功能富集分

析结果一致。研究发现 COX7A2 表达升高与阿尔

茨海默病患者海马 Aβ 斑块负荷显著相关，可能是

阿尔茨海默病重要的风险因素之一［15］。NDUFB3
基因编码线粒体膜呼吸链还原型烟酰胺腺嘌呤二核

苷酸（reduced nicotinamide adenine dinucleotide，
NADH）脱氢酶的一个附属亚基，可诱导 NOD 样

受体热蛋白结构域相关蛋白 3（NOD-like receptor 
thermal protein domain associated protein 3，
NLRP3）激活和细胞焦亡［16］。UQCRB 基因编码

泛素 -细胞色素 c 氧化还原酶复合物的一个亚基，

减弱 UQCRB 的表达可抑制线粒体活性氧生成，进

而阻断缺氧诱导因子激活和血管内皮生长因子受体

2 信号转导［17-18］。UQCRH 分布于细胞核和线粒体，

主要参与线粒体氧化磷酸化，其异常高表达可能导

致细胞活性氧产生，从而促进癌基因的表达和肿瘤

的发生、发展［19］，该基因目前已被识别作为多种

疾病的治疗靶点和预后指标［20-21］。

筛选疾病相关的诊断标志物可为早期诊治疾

病提供方向。Kyritsis 等［22］通过分析鉴定脊髓损伤

急性期患者外周血基因差异表达情况，获取了与

脊髓损伤严重程度和预后相关的标志物。Yu 等［23］ 

采用色谱质谱法筛选 AS 组和非 AS 组的髋关节韧

带样本中差异表达蛋白，发现髓过氧化物酶或许可

成为 AS 诱发髋关节病变相关的重要标志物。采用

全血样本筛选疾病相关诊断标志物较获取组织样

本的方法更便捷。研究发现 lncRNA ITSN1-2［24］和

镁离子依赖的蛋白磷酸酶 1A（protein phosphatase 
magnesium-dependent 1A，PPM1A）［25］ 的 表 达

水平与经过 TNF-α 抑制剂治疗的 AS 患者疗效相

关，具有一定的临床价值。García-Salinas 等［26］ 

通过队列研究评估人体白细胞抗原 B27（human 
leukocyte antigen B27，HLA-B27）作为轴性脊柱炎

诊断标志物的效能，结果显示 HLA-B27 诊断轴性

脊柱炎疾病特异度良好，但灵敏度较低。本研究通

过生物信息学分析方法筛选出 AS 患者外周血诊断

标 志 物 ATP5J、NDUFB3、UQCRB、COX7A2 和

UQCRH，结果显示这 5 个基因联合应用可明显提

高 AS 的诊断效力。这些标志物亦可作为 AS 治疗

靶点，或许可成为未来 AS 非手术治疗的一种重要

方式，减少组织工程修复和外科手术等治疗方式的

风险。

综上所述，本研究通过生物信息学技术分析

了 GEO 数 据 芯 片， 识 别 出 ATP5J、NDUFB3、
UQCRB、COX7A2 和 UQCRH 可作为 AS 诊断的

标志物，为进一步明确 AS 的潜在病理机制及早期

临床诊治提供了理论参考，并为 AS 靶向治疗药物

的研发提供了方向。
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