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类风湿关节炎生物标志物开发及潜在治疗中药预测*

张 琳 1，毛 伟 2，刘 芳 1，枉 前 1，吕 军 1△

（1. 中国人民解放军陆军军医大学第一附属医院，重庆 400038； 2. 重庆市南岸区人民医院，重庆 400060）
摘要：目的 预测类风湿关节炎（RA）生物标志物及 RA潜在治疗中药。方法 从 GPL96平台的相关数据集中采集 33例 RA患者（RA组）

和 20 例健康者（HC 组）的 mRNA 表达谱，使用 limma R 包筛选差异表达基因（DEGs），以基因本体论（GO）功能富集和京都基因与基

因组百科全书（KEGG）通路富集分析验证。构建加权基因共表达网络，采用机器学习等方法，筛选出潜在的核心基因及生物标志物。采

用反转录聚合酶链反应（RT - PCR）法和 Western blot法验证生物标志物。利用中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP）预测潜在可

用于治疗 RA的中药。结果 CKAP2为 RA潜在的生物标志物。CKAP2的表达水平与 CD8 +T淋巴细胞、浆细胞和 CD27水平呈显著正相

关（P < 0. 01）。预测出苍耳子、黄芩、党参等 11种中药对 RA有潜在治疗作用。结论 CKAP2可作为 RA早期诊断的候选生物标志物，苍

耳子、黄芩、党参等 11种中药对 RA具有潜在治疗作用。该研究为治疗 RA的中药研发提供了新思路。

关键词：类风湿关节炎；生物标志物；CKAP2；中药；预测；基因表达综合数据库；免疫浸润

Development of Biomarkers for Rheumatoid Arthritis and Prediction of Potential Therapeutic
Traditional Chinese Medicines

ZHANG Lin1，MAO Wei2，LIU Fang1，WANG Qian1，LYU Jun1

（1. The First Affiliated Hospital of Army Medical University，Chongqing，China 400038； 2. Nan'an District People's Hospital，Chongqing，China 400060）

AbstractAbstract：：Objective To predict the biomarkers of rheumatoid arthritis（RA） and potential therapeutic traditional Chinese medicines
（TCMs） for RA. Methods The mRNA expression profiles of 33 RA patients（RA group） and 20 healthy individuals（HC group）
were collected from the relevant datasets of GPL96 platform. The limma R package was used to screen differentially - expressed
genes（DEGs），the Gene Ontology（GO） functional enrichment and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG） pathway
enrichment analyses were performed for verification. Weighted gene co - expression network was constructed，and machine learning
and other methods were used to screen potential core genes and biomarkers. The biomarkers were verified by the reverse
transcription - polymerase chain reaction （RT - PCR） and Western blot. The potential TCMs for RA were predicted by the
Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology Database and Analysis Platform （TCMSP）. Results CKAP2 was a potential
biomarker for RA. The expression level of CKAP2 was significantly positively correlated with the CD8+ T lymphocytes，plasma cells
and CD27 levels （P < 0. 01）. Eleven TCMs with potential therapeutic effects on RA were predicted，including Xanthii Fructus，
Scutellariae Radix，Codonopsis Radix and so on. Conclusion CKAP2 is a candidate biomarker for early diagnosis of RA，and 11
TCMs such as Xanthii Fructus，Scutellariae Radix and Codonopsis Radix have potential therapeutic effects on RA. This study can
provide new ideas for the research and development of TCMs for RA.
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类风湿关节炎（RA）属全身性难治性自身免疫性疾

病［1］，最终可导致关节畸形和功能丧失［2］，可并发肺部

疾病［3］、心血管疾病［4］、恶性肿瘤、抑郁症等［5］。不仅会

造成患者身体机能、生活质量和社会参与度下降，也给

患者家庭和社会带来了巨大的经济负担。迄今为止，其

病因及具体发病机制尚未完全明确。故RA早期的诊断

具有重要意义。部分生物标志物已被常规用于RA的诊

断和治疗［6］，但仍不能满足临床实践和药物开发的需

求。有研究发现，免疫功能紊乱与 RA的发病密切相

关［7］。以 T淋巴细胞、B淋巴细胞、中性粒细胞、巨噬细

胞为代表的免疫细胞参与并介导RA的自身免疫反应，

诱导细胞因子、趋化因子扰乱免疫系统平衡，进而加快

软骨和骨侵蚀［8］。因此，从免疫细胞浸润的角度研究RA
的发病机制是目前RA研究的热点和发展趋势［9］，对于

开发新的免疫治疗靶点具有重要价值。基于此，本研究

中利用生物信息学的方法探索RA的生物标志物，并预

测可能用于治疗RA的中药，为今后诊断和治疗RA提

供新思路。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器、试药与细胞

仪器：DS - 11FX +超微量 /荧光分光光度计（美国

Denovix公司）。

试药：Trizol试剂盒（天根生化科技 < 北京 > 有限

公司，批号为DP424）；TaKaRa PrimeScriptTM反转录聚合

酶链反应（RT - PCR）试剂盒（日本 TaKaRa株式会社，

批号为RR092A）；蛋白酶抑制剂（批号为 ST506）、RIPA
裂解缓冲液（批号为P0013B）、甘油醛 - 3 -磷酸脱氢酶

（GAPDH，批号为A0208），均购自美国Beyotime Biotech‐
nology公司；BCA试剂盒（广州硕谱生物科技有限公司，

批号为BL521A）；Dulbecco改良Eagle培养基（美国Gibco
公司，批号为C11995500BT）；兔抗细胞骨架相关蛋白 2
（CKAP2）多 克 隆 抗 体（英 国 Abcam 公 司 ，批 号 为

ab227214）。

细胞：人成纤维细胞样滑膜细胞系（MH7A），购自

中国科学院上海细胞生物研究所。

1. 2 患者（基因）收集

选 择 GPL96 平 台 的 3 个 数 据 集 GSE55235，
GSE55457，GSE55584收集患者滑膜组织基因表达情

况。共收集到33例RA患者，20例健康者，分别纳入RA组

和HC组。其中3个数据集分别含RA患者、健康者各10例；

RA患者13例，健康者10例；RA患者10例。

1. 3 基因筛选与分析

数据获取与差异表达基因的筛选：在Gene Expres‐
sion Omnibus（GEO）数据库以“rheumatoid arthritis”“sy‐
novial”为关键词检索人类mRNA表达谱。以前述 3个数

据集联合分析，采用GPL8300平台的GSE10500数据集

和 GPL570平台的 GSE77298数据集（分别采自滑液的

巨噬细胞和滑膜组织分别含RA患者 5例、健康者 3例
和RA患者 16例、健康者 7例）进行外部验证。利用 lim‐
ma R包以 adjusted P < 0. 05，|log2FC| > 1为条件筛选差

异表达基因（DEGs）。

加权基因共表达网络（WGCNA）的构建：计算整合

后的数据集中每个基因的中位数绝对偏差，选取其中

最大的 5 000个基因构成表达矩阵。利用WGCNA包进

行层级聚类，计算软阈值，并构建共表达网络。

核心基因与生物标志物的筛选：将与临床症状相

关性最高的模块基因导入 Cytoscape 3. 7. 1软件，利用

MCODE插件筛选得分最高模块。将模块中的基因进行

单因素逻辑回归，筛选P < 0. 05的基因为核心基因。以

数量7∶3随机分为训练集和测试集。训练集使用随机森

林递归特征消除（RF - RFE）、支持向量机递归特征消除

（SVM - RFE）2种算法进行特征选择，重叠基因即为RA
的生物标志物。使用 GSE10500和 GSE77298进行外部

验证。

基因集富集分析（GSEA）：使用 clusterProfiler包，分

别以“c5. go. bp. v7. 4. entrez. gmt”“c2. cp. kegg. v7. 4.
entrez. gmt”为参考基因集对 RA和生物标志物进行

GSEA，以P < 0. 05和 adjusted P < 0. 05筛选显著通路。

免疫细胞浸润的评估：使用CiberSort算法获取22种
免疫细胞浸润水平，比较RA组与HC组免疫细胞浸润

的差异；从 InnateDB数据库（https：// www. innatedb. ca /）
中获取先天免疫基因，进行相关性分析。

1. 4 mRNA 表达水平检测

采用RT - PCR法。取对数生长期的MH7A细胞，用

含10%胎牛血清、100 U / mL青霉素和100 mg / mL链霉

素的Dulbecco改良Eagle培养基，于 37 ℃、5% CO2条件

下培养，4 ℃下 12 000 r / min离心 15 min，提取总RNA，
并测定RNA的浓度和纯度。反转录得到 cDNA，反应体

系 20 μL，循环程序：94 ℃ 5 min，94 ℃ 30 s，57 ℃ 30 s，
40个循环；72 ℃ 30 s。引物序列：CKAP2为 5' - AGGCT‐
GTTACAACATAAGAG - 3'和 5' - GAAACTGACAAGG‐
TACGATTAG - 3'；GAPDH 为 5' - CACCCACTCCTC‐
CACCTTTG-3'和5'-CCACCACCCTGTTGCTGTAG -3'。

Key wordsKey words：：rheumatoid arthritis；biomarker；CKAP2；traditional Chinese medicines；prediction；Gene Expression Omnibus；immune
infiltration
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以GAPDH为内参，通过 2 - ΔΔCT分析mRNA的相对表达

水平。所有样品重复3次。

1. 5 蛋白表达水平检测

采用Western blot法。收集MH7A细胞，裂解得上清

液，使用 BCA试剂盒测定蛋白质浓度。将 20 μL上清

液与 5 × loading buffer混合，98 ℃煮沸，12 000 r / min
离心 1 min，12% SDS - PAGE凝胶电泳，转移至 PVDF
膜，5%脱脂乳（以含吐温 - 20的Tris缓冲盐溶液为溶剂）

封闭 1 h，4 ℃兔抗CKAP2多克隆抗体（1∶1 000，V / V）孵

育过夜，二抗孵育2 h，检测。

1. 6 相关中药预测

从 TCMSP数据库（https：// tcmspw. com /）中获取

所有中药的活性成分及其对应基因，将其与DEGs的重叠

基因作为中药治疗RA的靶基因，统计中药对应的靶基因

数量。筛选类药性（DL）> 0. 18的活性成分，以及靶基因

数量大于上四分位数的中药，利用 Cytoscape 3. 7. 1构
建中药 -活性成分 -靶基因网络图，使用MCODE插件

筛选评分最高的模块，其包含的中药可能是用于治疗

RA的中药。

1. 7 数据分析

采用 GraphPad Prism 5. 0软件进行统计学分析。计

量资料以 X ± s表示，行 t检验。P < 0. 05为差异有统计

学意义。

2 结果

2. 1 差异表达基因分析

共有706个差异表达基因，其中包括上调基因410个，

下调基因 296个。详见图 1（火山图中，红色表示上调，蓝

色表示下调，灰色表示不显著）。

2. 2 GSEA
基因本体论（GO）功能富集中的生物过程（BP）分

析显示，RA主要富集在B淋巴细胞受体信号通路、抗原

受体介导的信号通路、免疫反应调节细胞表面受体信

号通路、免疫球蛋白的产生等生物学途径；京都基因与

基因组百科全书（KEGG）通路富集分析显示，RA主要

富集在原发性免疫缺陷、免疫球蛋白A（IgA）产生的肠

道免疫网络、抗原加工和呈递、自身免疫性甲状腺疾病

等信号通路。详见图2。
2. 3 WGCNA

共得到 5个模块。模块与临床症状相关性分析显

示，绿松石（颜色）模块中的基因不仅与模块相关度高，

而且与RA也高度相关（r = 0. 87，P < 0. 001）。详见图3。
2. 4 核心基因与潜在生物标志物的筛选与验证

获得 32个核心基因。通过 2种算法筛选得到重叠

基因CKAP2（见图 4）。使用受试者操作特征（ROC）曲线

检验CKAP2的诊断效能。训练集中 CKAP2的药 - 时曲

线下面积（AUC）为 0. 994，测试集中为 0. 963。与HC组

比较，RA组患者CKAP2表达水平显著上调（见图 5）。外

部验证其 AUC分别为 0. 933和 0. 866，表明CKAP2具有

较高的诊断价值。BP的GSEA分析显示，CKAP2主要富

集于 T淋巴细胞选择、B淋巴细胞受体信号通路、肽抗

原的抗原加工和呈递等生物途径；KEGG的GSEA分析

显示，CKAP2主要富集于同种异体排斥、原发性免疫缺

陷、IgA产生的肠道免疫网络、抗原加工和呈递、系统性

红斑狼疮和细胞黏附分子（CAM）等信号通路。

2. 5 免疫浸润分析

与HC组比较，RA组患者M1巨噬细胞、浆细胞、活

化的记忆T淋巴细胞CD4 + 、T淋巴细胞CD8 +、滤泡辅助

T淋巴细胞等浸润较多，而在静息的树状细胞、活化的

自然杀伤（NK）细胞、活化的肥大细胞、静息的记忆T淋
巴细胞CD4 + 等浸润较少。详见图 6。CKAP2表达量与免

疫细胞相关性分析显示，CKAP2的表达与浆细胞、T淋
巴细胞 CD8 +呈显著正相关（r = 0. 84，P = 5. 0 × 10 - 15；

A. 主成分分析聚类图 B. 差异表达基因火山图 C. 显著差异表达基因热图

图1 差异表达基因分析

A. Cluster diagram of principal component analysis B. Volcano plot of differentially - expressed genes C. Heatmap of significantly differentially -
expressed genes

Fig. 1 Analysis of differentially - expressed genes
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r = 0. 70，P = 4. 1 × 10 - 9），与静息的记忆 T淋巴细胞

CD4 +、活化的肥大细胞呈显著负相关（r = - 0. 69，P =
1. 5 × 10 - 8；r = - 0. 56，P = 1. 2 × 10 - 5）。详见图7。

从 InnateDB数据库获取先天免疫基因，分析CKAP2
与先天免疫基因的相关性。结果显示，CKAP2的表达与

CD27，PLCG2，UCP2呈显著正相关，与 IL1R1，EGFR，

PARD3呈显著负相关（P < 0. 05）。其中，CKAP2与CD27
表达的相关性最高（r = 0. 92，P < 0. 001）。

2. 6 CKAP2 体外表达水平的验证

与不含白细胞介素 1β（IL - 1β）的MH7A细胞比

较，含 IL - 1β的MH7A细胞中CKAP2的mRNA、蛋白表

达水平均显著升高（P < 0. 05）。详见图 8。与前述分析结

A，C. 生物学过程 B，D. KEGG通路

图2 基因集富集分析

A，C. Biological processes B，D. KEGG pathways
Fig. 2 Analysis of gene set enrichment

A B

C D

Ru
nni
ng
Enr
ich
me
ntS

cor
e

0. 75

0. 50

0. 25

0

Ran
ked

Lis
tM
etri
c

5. 0
2. 5
0

- 2. 5
- 5. 0

Rank in Ordered Dataset
2 500 5 000 7 500 10 000 12 500

GOBP_ ANTIGEN_ RECEPTOR_MEDIATED_SIGNALING_ PATHWAY
GOBP_B_CELL_ RECEPTOR_ SIGNALING_ PATHWAY
GOBP_IMMUNE_ RESPONSE_ REGULATING_ CELL_SURFACE_ RECEPTOR_ SIGNALING_PA
GOBP_ IMMUNOGL OBULIN PRODUCTION

Ru
nni
ng
Enr
ich
me
ntS

cor
e

0. 75

0. 50

0. 25

0

Ran
ked

Lis
tM
etri
c

5. 0
2. 5
0

- 2. 5
- 5. 0

Rank in Ordered Dataset
2 500 5 000 7 500 10 000 12 500

KEGG_ANTIGEN PROCESSING_AND_PRESENTATION
KEGG_AUTOIMMUNE_THYROID_DISEASE
KEGG_INTESTINAL_IMMUNE_NETWORK_FOR_IGA_PRODUCTION
KEGG_PRIMARY_IMMUNODEFICIENCY

•药学论著•
Pharmacy Articles

P adjust
0. 002 5
0. 002 0
0. 001 5
0. 001 0
0. 000 5

Count
50
100
150
200

P adjust

1. 045 957 × 10 - 8

Count
100
200
300
400

51



2024年 3月 20日 第 33卷第 6期

Vol. 33，No. 6，March 20，2024China Pharmaceuticals

表达水平
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A. 不同软阈值下的拟合优度 B. 模块与RA相关性热图 C. 聚类分析树状图 D. 绿松石模块特征散点图

图3 加权基因共表达网络分析

A. Goodness of fit under different soft thresholds B. Heatmap of correlation between module and RA C. Tree diagram of cluster analysis
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Fig. 3 Analysis of weighted gene co - expression network
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Fig. 5 Efficacy testing and differential expression of CKAP2
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Wilcoxon，P = 1. 9 × 10 - 13
****

Module membership vs. gene significance
cor = 0. 87，P < 1 × 10 - 200
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A. 样本中免疫细胞比例 B. 免疫细胞浸润水平热图 C. 免疫细胞浸润差异

图6 免疫浸润分析

A. Proportion of immune cells B. Heatmap of immune cell infiltration level C. Differences of immune cell infiltration
Fig. 6 Analysis of immune infiltration
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果一致，表明数据分析中鉴定出的RA潜在生物标志物

CKAP2在MH7A细胞中变化显著。

2. 7 相关中药预测

共筛选出 108种中药，构建中药 -活性成分 -靶基

因网络图，使用MCODE插件筛选高得分模块后得到11种
中药（包括苍耳子、黄芩、党参等）。详见图9。
3 讨论

RA病因复杂，由于关节破坏的不可逆性，早期诊

断对于预防RA进展有重要作用。目前已有的生物标志

物不能满足临床需求，仍有部分RA患者漏诊［10］，因此，

寻找新的、更有效的生物标志物，分析RA免疫细胞浸
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润情况，预测RA新的治疗药物，对于RA患者的诊断与

治疗具有重要意义。

本研究中发现，CKAP2可能为RA的潜在生物标志

物，且筛选出的CKAP2在内外部验证中均可靠，表明本

研究的整合策略是可行的。CKAP2为微管结合蛋白，具

有稳定微管的作用，可调节非整倍体、细胞周期和细胞

凋亡［11］。既往研究表明，CKAP2 在乳腺癌［12］、卵巢

癌［13］、胃癌［14］及其他恶性肿瘤［15］中可通过各种机制缩

短患者的总生存期。然而，其在RA中的表达水平与作用

尚无研究报道。有文献报道，肝癌细胞中CKAP2基因沉

默显著降低了其细胞内 JAK2和 STAT3的磷酸化水平，

抑制了 JAK / STAT信号通路的激活［16］。动物实验表明，

磷酸化 JAK2和 STAT3的表达与RA模型大鼠损伤程度

高度相关［17］。此外，RA中 JAK / STAT信号通路持续激活

可导致基质金属蛋白酶（MMP）基因表达水平升高，而

MMP可降解关节细胞外基质成分，导致关节软骨病

变［18］。且激活 JAK / STAT信号通路可阻碍成纤维样滑膜

细胞（FLS）生长而促进其凋亡，导致滑膜细胞增生［19］。
本研究中发现，CKAP2在RA患者中的表达上调，

推测其可能参与了 RA的病理过程。GSEA分析显示，

RA的发生及CKAP2高表达主要与 T淋巴细胞、树状细

胞迁移与趋化、B淋巴细胞、抗原加工、CAM及肠道分泌

型 IgA免疫作用有关。既往研究表明，树突状细胞、B淋

巴细胞可介导T淋巴细胞活化，活化的T淋巴细胞分泌

促炎细胞因子引起滑膜炎症，导致关节病理性损伤，促

进 RA疾病的进展［20］。CAM在 RA的发病中起关键作

用，其随白细胞浸润到滑膜室中，滑膜微血管中的内皮

细胞激活，CAM表达量增加［21］。这些研究结果进一步表

明 CKAP2与 RA 进展有关，且可能作为其潜在的生物

标志物。

通过分析CKAP2与免疫细胞和先天免疫基因的相

关性，发现CKAP2的表达与浆细胞、T淋巴细胞CD8 +和

A. 中药筛选 B. 中药 - 活性成分 - 靶基因网络 C. MCODE得分最高的模块

图9 中药预测

A. Screening of TCMs B. Network of TCMs - active components - targets C. Modules with the highest score of MCODE
Fig. 9 Prediction of TCMs
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CD27呈显著正相关，而与静息记忆 T淋巴细胞 CD4 +、
活化的肥大细胞呈显著负相关。既往研究表明，浆细

胞、T淋巴细胞、肥大细胞和自然杀伤细胞在 RA中起

重要作用［20，22］。此外，CD27已被证明可防止 T淋巴细

胞凋亡，并在RA的发生和发展中发挥重要作用［23］。本
研究结果表明，CKAP2与 CD27呈强相关，因此推测

CKAP2通过上调浆细胞、T淋巴细胞 CD8 +、CD27或下

调静息的记忆 T淋巴细胞CD4 + 、活化的肥大细胞来参

与RA的发生、发展。并验证了 CKAP2在MH7A细胞中

的 mRNA和蛋白表达水平与生物信息学分析结果一

致，进一步证明了本次分析的可靠性和CKAP2对RA发

展的重要性。此外，为寻找治疗RA的潜在中药，本研究

中利用 TCMSP数据库获得了DEGs相关的中药 11种。

这些中药未来均可能被开发为治疗RA的新药。

但本研究也存在一定不足，如初步筛选的所有数

据均来源于公共数据库，属回溯性研究，缺乏对其在

RA中的作用及其他基因间详细关系的具体研究。

综上所述，CKAP2可作为 RA早期诊断的候选生

物标志物，苍耳子、黄芩、党参等 11种中药对RA具有

潜在治疗作用。本研究可为治疗 RA中药的研发提供

新思路。
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