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摘要 目的：基于生物信息数据库进行数据挖掘，探究儿童系统性红斑狼疮（cSLE）发生的关键基因并构建风险评分模型。
方法：从基因数据库中提取 cSLE数据，通过多种机器学习识别与 cSLE发病相关的基因并构建风险评分模型。通过 ELISA验证
基因表达，并利用流式细胞术分析 TNFAIP6对细胞凋亡和周期的影响。结果：TNFAIP6、B4GALT5、HLX、ANXA3和 DYSF与
cSLE发病相关，且对 cSLE具有较强的诊断价值，其曲线下面积分别为：TNFAIP6：0.866、B4GALT5：0.891、HLX：0.914、ANXA3：
0.878、DYSF：0.929。利用 TNFAIP6和 DYSF构建的风险评分模型能够有效诊断 cSLE（曲线下面积：0.969）。与低风险组相比，中
性粒细胞在高风险组中显著增加（t=268.5，P=0.009）。实验结果表明 TNFAIP6在 cSLE患者血清中高表达，且沉默其表达能够促
进 THP-1细胞凋亡和阻滞细胞周期。结论：利用 TNFAIP6和 DYSF构建的 cSLE风险评分模型可有效识别 cSLE；TNFAIP6可能
是 cSLE潜在的生物标志物。
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Abstract Objective：To conduct data mining based on bioinformatics databases to explore key genes related to the occurrence of
childhood systemic lupus erythematosus（cSLEs）and build a risk score model. Methods：cSLE-related data were obtained from the
Gene Expression Comprehensive Database. Genes related to the onset of cSLE were identified through various machine learning
methods and a risk score model was constructed. TNFAIP6 expression was verified by ELISA，and the effect of TNFAIP6 on cell
apoptosis and cell cycle was analyzed by flow cytometry. Results：TNFAIP6，B4GALT5，HLX，ANXA3 and DYSF were related to
the onset of cSLE and had strong diagnostic value for cSLE.Their areas under the curve were TNFAIP6：0.866，B4GALT5：0.891，
HLX：0.914，ANXA3：0.878，DYSF：0.929. The risk score model constructed using TNFAIP6 and DYSF could effectively diag原
nose cSLE（areas under the curve was 0.969）. Neutrophil levels were significantly elevated in the high-risk group compared to the low-
risk group（t=268.5，P=0.009）. Experimental results showed that TNFAIP6 was highly expressed in the serum of cSLE patients，and
its silencing might promote THP-1 cell apoptosis and arrest the cell cycle. Conclusion：The cSLE risk score model constructed us原
ing TNFAIP6 and DYSF can effectively identify cSLE；TNFAIP6 may be a potential biomarker for cSLE.
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儿童系统性红斑狼疮（cSLE）是一种自身免疫
性疾病，占所有系统性红斑狼疮（SLE）病例的 15%~
20%[1]。成人 SLE和 cSLE的发病机制类似，但 cSLE
病情更严重，损伤更重，致残和死亡率更高 [2-4]。因

此，筛选准确有效的生物标志物并探究分子机制对

于 cSLE的诊断和治疗具有十分重要的意义。
WGCNA常用于识别共表达基因模块，探索基

因模块与相关表型之间的关联，并识别网络中的核

心基因[5]。最近，机器学习大大提高了基于微阵列和

新一代测序数据识别关键基因的预测价值和准确

性[6]。因此，本研究整合基因表达综合数据库（Gene
Expression Omnibus database，GEO）中 cSLE 和对照
样本的表达数据，通过多种机器学习方法识别潜在

的 cSLE生物标志物并构建风险评分模型。
1 材料和方法

1.1 数据获取 通过 R包 GEOquery（version 2.69.0）
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从 GEO数据库下载了两个 cSLE患者数据集，包括
GSE8650（GPL96）和 GSE65391_visit1（GPL10558）。
GSE8650 包含 38 例 cSLE 样本和 21 个健康样本，
GSE65391_visit1包含 924例 cSLE全血样本和 72个
健康样本。

1.2 WGCNA分析 通过WGCNA包（version 1.72-
1）构建加权基因共表达网络。使用“hclust”函数对
cSLE样本表达量数据进行层次聚类分析，排除离群
样本。使用“pickSoftThreshold”函数筛选最佳软阈值
茁。通过 Pearson相关性分析计算所有基因对之间的
相关性矩阵，并构建邻接矩阵。从邻接矩阵转换得

到拓扑重叠矩阵（TOM）和相应的相似性。进一步构
建层次聚类树状图，将表达相似的基因分为不同模

块。通过模块特征基因总结每个模块的表达谱，并

计算模块特征基因与临床特征之间的相关性，识别

和鉴定出模块基因。

1.3 差异表达分析 使用“limma”R软件包（version
3.57.7）鉴定 cSLE样本与健康对照样本之间的差异
表达基因（differentially expressed genes，DEGs）。以
|log2（Foldchange）|逸1和 P<0.05为标准，筛选 DEGs
并绘制热图和火山图。

1.4 功能富集分析 使用“clusterProfiler”R包（ver原
sion 4.9.2）进行基因本体（gene ontology，GO）和京都
基因和基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes
and genomes，KEGG）通路富集分析，检测与关键模
块基因相关的生物功能和潜在信号途径。显著富集

的 GO 和 KEGG 通路分别以 P<0.05 和 FDR<0.05
为标准进行筛选。

1.5 单因素 Logistic 回归、多因素 Logistic 回归和
LASSO回归分析 使用“glm”函数进行单因素和多
因素 Logistic 回归分析，根据 P<0.05进行筛选。使
“glmnet”包（version：4.1-7，https：//doi.org/10.18637/
jss.v033.i01）进行 LASSO分析。
1.6 受试者工作特征（ROC）分析 使用 R包“mul原
tipleROC”（version 0.1.1，https：//github.com/cardiomoon/
multipleROC）进行关键基因的 ROC分析及绘图。
1.7 免疫浸润分析 采用 CIBERSORT 方法分析
cSLE患者的免疫细胞浸润。CIBERSORT采用反卷积
算法，通过具有 22种免疫细胞类型的参考集（LM22），
估计免疫细胞的组成和相对丰度。Wilcoxon秩和检
验用于比较组间免疫细胞浸润比例的差异。R 包
“ggplot2”用于结果可视化。
1.8 患者血液样本和细胞系 于 2022年 11月至2023
年 10月从天津市儿童医院获得 10例 cSLE患者[平
均年龄（12.30依0.48）岁]、10例其他免疫系统疾病患

者[平均年龄（11.80依1.40）岁]和 10名健康儿童[平均
年龄（11.00依1.76）岁]的血清样本。所有研究均经国
家重点研发计划课题组伦理委员会批准（编号：

2022001）。人单核细胞白血病细胞系 THP-1购自普
诺赛生命科技有限公司（CL-0233，武汉，中国），采
用 THP-1细胞专用培养基（CM-0233，普诺赛生命
科技有限公司，武汉，中国），置于 37毅C、CO2浓度为

5%的细胞孵育箱中培养。
1.9 ELISA实验 将全血收集至不含抗凝剂的试

管内，4益下约 1 000伊g离心 10 min，取黄色上清即
为血清。根据生产商的说明，使用 TNFAIP6酶联免
疫吸附测定试剂盒（酶联生物，m1061137，上海）
特异性检测血清中 TNFAIP6的浓度。用酶标仪在
450 nm波长处测定 OD值。
1.10 细胞转染 靶向 TNFAIP6 的小干扰 RNA
（siRNA：si-TNFAIP6#1、si-TNFAIP6#2、si-TNFAIP6#3）
及其相应的对照组（si-NC）购自生工生物工程股份
有限公司（上海，中国），见表 1。根据 LipofectamineTM

3000（2343152，Thermo Fisher Scientific，USA）的实
验要求进行转染。

1.11 qRT-PCR实验 使用 TRNzolUniversal总RNA
提取试剂[天根生化科技（北京）有限公司，DP424，
中国，上海]从细胞中提取总 RNA。采用 RevertAid
第一链 cDNA合成试剂盒（Thermo Fisher Scientific，
K1622，USA）进行逆转录。使用 2伊 SYBR Green
qPCR Master Mix（Selleck，B21203，USA）在 PCR 系
统（ABI，Veriti，USA）上进行 qRT-PCR。程序如下：
94益，30 s 预变性；40 个循环如下：94益，5 s，60益，
30 s，反应体积为 20 滋L，内参基因使用 茁-actin，引
物序列见表 2，每个样本 3个重复。mRNA表达水平
用 2-吟吟CT公式计算。

1.12 蛋白质印迹实验 使用 RIPA裂解液和PMSF
提取蛋白。蛋白应激实验和前人方法一致[7]。实验中

使用的一抗是重组 Anti-TSG6抗体（1 颐 1 000，Ab原
cam，ab267469，英国）和重组 anti-GADPH抗体（1 颐

名称 序列（5忆寅3忆）

si-TNFAIP6#1
F UGGCACAUUAGACUCAAGUAUTT

R AUACUUGAGUCUAAUGUGCCATT

si-TNFAIP6#2
F UGGAAGAUUUAGCCACUUAUATT

R UAUAAGUGGCUAAAUCUUCCATT

si-TNFAIP6#2
F UGGCUGAUUAUGUUGAAAUAUTT

R AUAUUUCAACAUAAUCAGCCATT

表 1 si-TNFAIP6引物序列
Tab.1 Primer sequences of si-TNFAIP6
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2 000，天津优抗生物技术有限公司，UM4002，天津，
中国），二抗是羊抗兔 IgG-HRP（1 颐 4 000，Affinity，
S0001，美国）和羊抗小鼠 IgG-HRP（1 颐 4 000，Affin原
ity，S0002，美国）。最后使用软件 Image J对条带进
行灰度值分析。

1.13 细胞活力实验 在 96孔板中加入 100 滋L细
胞悬液，在 37益含有 5% CO2的培养箱过夜培养。在

培养板中加入 10 滋L不同浓度的待测物质，置于培
养箱中培养。在培养 24、48和 72 h后分别加入 10 滋L
CCK-8溶液，孵育 2 h（37益，5% CO2），用酶标仪在

450 nm处测定吸光度。
1.14 细胞凋亡和周期实验收集 取对数期细胞，

用 0.25%胰蛋白酶消化各组细胞，取适量重悬细胞
离心后取上清。随后，按照生产商的说明使用细胞

凋亡和周期试剂盒（C1052，碧云天，上海，中国）处
理细胞。使用流式细胞仪（ACEA NovoCyte，安捷伦，
美国）检测细胞凋亡率和细胞周期，利用流式分析

软件对实验结果进行分析。

1.15 统计学处理 均使用 R语言（版本 4.3.1）进
行。采用 Pearson方法进行相关性分析，当 P<0.05
且相关性系数的绝对值逸0.3时，两者之间具有显
著相关性。Wilcoxon秩和检验用于比较组间差异。

符合正态分布的数据以 x依s。所有实验数据均
使用 SPSS 26统计软件进行分析，并使用 GraphPad
Prism软件（版本 6）进行绘图。采用单因素 ANOVA
检验比较多组样本均值之间的差异，并使用 t检验
比较两组样本均值之间的差异。P<0.05表示差异具
有统计学意义。

2 结果

2.1 WGCNA 鉴定 cSLE 疾病活动相关基因 在

GSE8650数据集中，笔者收集了 38个 cSLE样本的
转录组数据进行 WGCNA分析。通过聚类分析，删
除 6个离群样本（图 1A），并计算软阈值。

选取 power=5为最优的软阈值（图 1B）构建基
因网络，共获得 14个基因模块（图 1C）。基因模块和
样本性状相关性分析结果显示，棕色基因模块与

SLE疾病活动指数（SLEDAI）显著相关（图 1D、1E），
共得到 386个 cSLE疾病活动相关基因。

3.2 鉴定 cSLE 疾病活动和发生相关的基因 对

GSE8650数据集的分析发现，在 cSLE样本和正常
样本中共鉴定出 329个 DEGs，即为 cSLE相关基因
（图 2A）。此外，交叉分析表明 64 个基因可能在
cSLE疾病活动和进展中起作用（图 2B）。
在 64个基因中，有 52个为疾病发生的危险因

素，10个为保护因素。根据 WGCNA结果，笔者在
52 个基因中筛选了 7 个与 SLEDAI 显著相关的基
因。通过回归分析，确定了 TNFAIP6、B4GALT5、
HLX、ANXA3、DYSF 5 个基因与 cSLE 的发生密切
相关（姿=0.032），见图 2C、2D。
如图 3A、3B 所示，在 GSE8650 和 GSE65391_

visit1数据集中，与健康个体相比，TNFAIP6、B4GALT5、
HLX、ANXA3、DYSF在 cSLE 患者中显著上调（均
P<0.001）。
在 GSE8650数据集中，5个基因的曲线下面积

（AUC）（TNFAIP6：0.866、B4GALT5：0.891、HLX：0.914、
ANXA3：0.878、DYSF：0.929）均大于 0.8（图 3C）。
同样地，在 GSE65391_visit1 数据集中，5 个基因的
AUC（TNFAIP6：0.926、B4GALT5：0.8、HLX：0.733、
ANXA3：0.818、DYSF：0.81）均大于 0.7（图 3D）。
3.3 构建 cSLE相关诊断模型 为了降低用于构建

模型基因的多重共线性，笔者分析了以上 5个基因
的表达量相关性（图 4A）。基于相关性结果，纳入
TNFAIP6、HLX、ANXA3、DYSF用于构建诊断模型，
并根据模型因子显著性大小，最终排除 HLX 和
ANXA3。因此，用 TNFAIP6 和 DYSF构建 cSLE 风
险评分模型；风险评分=-60.759 444+2.195 246伊TN原
FAIP6+4.839 523伊DYSF。在数据集GSE8650 中，风
险 评 分模 型 ROC 的 AUC 为 0.969（95% CI：
0.934耀1），见图 4B，校准曲线证明预测结果与实际
值较为一致（图 4C）。在数据集 GSE65391_ visit1中
ROC的AUC为 0.852（95%CI：0.778耀0.927），见图4D。
3.4 风险评分与免疫细胞浸润比例的相关性 使

用 CIBERSORT分析高和低风险评分患者免疫细胞
的比例发现，在数据集 GSE8650和GSE65391_ visit1
中，cSLE 患者的免疫细胞存在个体差异（图5A、
5B）。在数据集 GSE8650中，与低风险评分组相比，
激活的树突状细胞（t=253，P=0.035）和中性粒细胞
（t=268.5，P=0.009）比例在高风险评分组中显著增加，
而 CD8+T细胞（t=81，P=0.003）比例显著降低（图
5C）。在数据集 GSE65391_visit1中，与低风险评分
组相比，中性粒细胞（t=2135，P<0.000 1）和 M0型巨
噬细胞（t=1 989，P<0.000 1）的比例在高风险评分组
中显著增加，而初始 B细胞（t=911.5，P=0.008）、静息

表 2 基因引物序列

Tab.2 The sequences of primer

引物名称 序列（5忆寅3忆） 大小（bp）

TNFAIP6
F GGATTTGGAAAAACTGGCATTATTG

094

茁-actin
F TGGCACCCAGCACAATGAA

167
R GAAGCATTTGCGGTGGACG

R ACTCCTTTGCGTGTGGGTTGTAG
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图 1 WGCNA鉴定 cSLE疾病活动相关基因
Fig.1 Identification of cSLE activity-related genes via WGCNA
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注：A：GSE8650数据集中差异表达基因的火山图；B：交叉分析；C：单因素 Logistic回归分析；D：LASSO回归分析；cSLE：儿童系统性红斑狼疮
图 2 鉴定 cSLE疾病活动和发生相关的基因

Fig.2 Identification of cSLE activity and occurrence-related genes
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GSE65391_visit1数据集（D）中的受试者工作特征曲线的曲线下面积；cSLE：儿童系统性红斑狼疮；AUC：曲线下面积；***P<0.001

图 3 基因在 cSLE样本和正常样本中的表达和对 cSLE患者的诊断价值
Fig.3 Expression of genes in cSLE samples and normal samples and diagnostic value for cSLE patients
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注：A：5个基因之间的共表达；B：GSE8650 数据集中风险评分模型的 ROC 曲线；C：GSE8650 数据集中风险评分模型的校准曲线；D：
GSE65391_visit1数据集中风险评分模型的 ROC曲线；cSLE：儿童系统性红斑狼疮；ROC：受试者工作特征

图 4 构建 cSLE相关诊断模型
Fig.4 Construction of cSLE-related diagnostic models
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Fig.5 Analysis of immune cell infiltration
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注：A：TNFAIP6在 cSLE患者血清中的表达；B、C：qRT-PCR和蛋白质印迹实验验证 TNFAIP6在 THP-1细胞中的敲低效率；D：CCK8实验
结果；E：细胞凋亡实验结果；F：细胞周期实验结果；cSLE：儿童系统性红斑狼疮；NC：对照组；*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001；****P<0.000 1

图 6 沉默 TNFAIP6能够增加 THP-1细胞凋亡和阻止细胞 S期进程
Fig.6 Silencing TNFAIP6 increased THP-1 cell apoptosis and blocked cellular S-phase progression
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3.5 沉默 TNFAIP6能够增加 THP-1细胞凋亡和阻
止细胞 S期进程 如图 6A所示，与健康组相比，
TNFAIP6 的浓度在 cSLE患者血清中显著增加（P=
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和 si-TNFIP6#3组中 TNFIP6基因 mRNA的表达显
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-6.92，t48 h= -17.21，t72 h=-9.66，均 P<0.01），见图6D。
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3 讨论

cSLE是一种涉及多个系统和器官的自身免疫
性疾病，临床表现多样，首发症状各异。其病因和发

病机制非常复杂，目前尚未完全阐明，可能与遗传

易感性、感染、药物以及环境因素（如紫外线）等有

关。因此，研究与 cSLE发病相关的关键基因至关重
要。在本研究中，通过 WGCNA和差异表达分析在
GEO公共数据库中鉴定出 52个与 cSLE发生和疾
病活动相关的风险基因，其中 7个基因与 SLEDAI
显著相关。通过 LASSO分析进一步筛选出与 cSLE
发生和活动密切相关的 5 个关键基因（TNFAIP6、
B4GALT5、HLX、ANXA3、DYSF）。随后，利用基因表
达相关性分析，纳入 TNFAIP6、DYSF构建了一个风
险评分模型。

Lv等[8]利用 6个基底膜相关基因（AGRN、PHF13、
SPOCK2、TGFBI、COL4A3和 COLQ）构建的诊断模型
能够有效识别 SLE。利用自噬相关基因（DDIT3、
GNB2L1、CTSD、HSPA8、ULK1、DNAJB1、CANX）构建
的人工神经网络诊断模型能够有效预测 cSLE[9]。然

而，这些研究并没有揭示诊断模型与临床特征和免

疫细胞之间的关系。cSLE是一种累及多系统、多脏
器的常见疾病，其中血液系统经常受到影响。研究

指出，全血细胞计数亚群在 SLE患者中的改变可以
引发全身炎症，特别是淋巴细胞和中性粒细胞的减

少[10]。高达 41%的 SLE患者在病程中出现白细胞减
少[11]。其中，淋巴细胞减少是最常见的白细胞异常。

Rivero等[12]发现 75%患有活动性疾病的 SLE患者存
在淋巴细胞减少症，有 18%的患者在疾病复发后出
现淋巴细胞减少症。Jallouli等[13]对 146例 SLE患者
进行了为期 11年的随访后发现，47.3%的患者出现
了淋巴细胞减少。此外，有 40%的 SLE患者报告出
现过中性粒细胞减少的症状[10]。本研究发现与低风

险组相比，在高风险组中中性粒细胞的比例显著增

加。以上结果显示，利用 TNFAIP6和 DYSF构建的诊
断模型可能有助于预测 cSLE的血液系统状况。

研究表明，SLE的病理过程与基因突变和异常
表达相关[14]。之前的一项研究表明，与对照组相比，

在 cSLE中 TRAF6的表达显著升高，而 NFKB1的
表达显著下降[15]。在人类 SLE单核细胞中，IFIT3的
异常升高与环 GMP-AMP合成酶/干扰素基因信号
转导过度活跃有关[16]。此外，有研究表明，在 TREX1
突变小鼠模型中，cGAS激活会导致红斑狼疮样自
身免疫性疾病 [17]。在本研究中，与正常样本相比，

TNFAIP6在 cSLE患者血清中的表达显著增加，并
且对 cSLE具有良好的诊断效能。

TNFAIP6由单核细胞/巨噬细胞和间充质干细
胞产生，在炎症和组织重塑过程中发挥着重要作用[18]。

此外，作为间充质干细胞的标志物，高表达 TNFAIP6
的间充质干细胞亚群具有更强的免疫抑制能力[19]。

Gu 等 [20]研究表明，骨髓间充质干细胞分泌的 TN原
FAIP6能够调节小鼠滤泡辅助性 T细胞和滤泡调节
性细胞的平衡，从而减轻 2，4，6-三硝基苯磺酸诱
发的结肠炎。TNFAIP6编码的蛋白质 TSG-6可抑制
趋化因子在内皮表面的表达，从而在炎症期间减少

T细胞和树突状细胞的浸润[21]。Saeed[22]研究表明，

TNFAIP6的功能缺失变体可能会导致 SLE。本研究
发现在 THP-1细胞中敲低 TNFAIP6能够显著增加
细胞凋亡，并将 THP-1细胞阻止在 S期。这些发现
表明，TNFAIP6高表达可能是 cSLE的危险因素。
综上所述，本研究通过生物信息学工具，利用

TNFAIP6和 DYSF构建了一个 cSLE风险评分模型。
该模型能够有效识别 cSLE，并与免疫细胞浸润相
关。此外，研究结果揭示了 TNFAIP6在 cSLE中的新
作用，即其可能是潜在的分子生物标志物。TNFAIP6
可通过影响细胞活力、细胞凋亡和细胞周期等多方

面促进了 cSLE的进展。本研究结果为未来的研究
指明了方向，可以在生物信息学的指导下，进一步

设计相关细胞或动物实验，研究 TNFAIP6在 cSLE
免疫微环境和病程进展中的作用，并发现新的靶向

药物。
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