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【摘要】 目的 筛选椎间盘退变（IDD）组织与非退变组织间的关键（hub）基因，并进一步分析 IDD

组织中免疫细胞浸润情况。方法 从GEO数据库下载 IDD表达谱芯片数据集，利用R软件筛选退变组

织与非退变组织中的差异表达基因（DEGs），然后构建蛋白质-蛋白质相互作用网络（PPI），筛选出 hub

基因。最后首次利用科学的反卷积算法（CIBERSORT）分析 IDD组织中免疫细胞的浸润情况，以揭示免

疫细胞浸润在 IDD中的作用。结果 共筛选出166个 DEGs和10个hub基因。免疫细胞浸润分析发现，

IDD组织中单核细胞与调节性T细胞正相关，嗜酸性粒细胞与单核细胞和调节性T细胞负相关；CD8+T

细胞、滤泡辅助性T细胞在 IDD组织中浸润较少，而浆细胞在 IDD组织中浸润则相对较多；静止期树突

状细胞、浆细胞、静止期NK细胞调节性T细胞与其他免疫细胞互作较强，而滤泡辅助性T细胞、M2型巨

噬细胞与幼稚性B细胞与其它免疫细胞互作较弱。结论 本结果揭示了 IDD中的hub基因，进一步免

疫细胞浸润分析表明，CD8+T细胞、滤泡辅助性T细胞和浆细胞与 IDD发生发展密切相关，为进一步探

讨 IDD的分子机制提供新思路。
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Bioinformatics analysis of CD8+ T cells, follicular helper T cells and plasma cells infiltration in interver-

tebral disc degeneration Gao Yicheng1, 2, Zhang Guangzhi1, 2, Xie Qiqi1, 2, Deng Yajun1, 2, Ren Enhui1, 2, Wu
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tal, Lanzhou 730030, China; 2Key Laboratory of Osteoarthritis of Gansu Province, Lanzhou 730030, China

【Abstract】 Objective To screen the key genes of intervertebral disc degeneration (IDD) tissues and

non-degeneration tissues, and to further analyze the infiltration of immune cells. Methods Download the

IDD expression profile chip dataset from the GEO database, and use R software to screen differentially ex-

pressed genes (DEGs) in degenerate and non-degenerate tissues, and then construct a protein-protein interac-

tion network (PPI). Screen out the hub gene. Finally, for the first time, a scientific deconvolution algorithm

(CIBERSORT) was used to analyze the infiltration of immune cells in IDD tissues to reveal the role of im-

mune cell infiltration in IDD. Results A total of 166 DEGs and 10 hub genes were screened. Immune cell

infiltration analysis found that monocytes in IDD tissues were positively correlated with T cells regulatory,

and eosinophils were negatively correlated with monocytes and T cells regulatory; CD8+T cells and follicular

helper T cells were less infiltrated in IDD. while plasma cells are more infiltrated in IDD tissues; dendritic

cells resting, plasma cells, NK cells resting and T cells regulatory interact strongly with other immune cells.

T cells follicular helper, Macrophages M2, and B cells naïve assist weak interaction with other immune cells.

Conclusions Our results reveal the hub gene in IDD and immune cell infiltration analysis shows that CD8+

T cells, follicular helper T cells, and plasma cells are closely related to the development of IDD. To provide a

new idea for further exploring the molecular mechanism of IDD.

【Key words】 Intervertebral disc degeneration; CD8 + T cells; Follicular helper T cells; Plasma

cells; CIBERSORT

··193



中华老年骨科与康复电子杂志 2021年8月 第7卷 第4期 Chin J Geriatr Orthop Rehabil (Electronic Edition), August 2021, Vol.7, No.4

椎间盘退变（intervertebral disc degeneration，

IDD）是一种常见的肌肉骨骼系统退行性疾病，也是

导致慢性腰背部疼痛的主要原因之一，严重影响患

者的生活质量[1-2]。据估计，约 20%的青少年有轻度

的椎间盘退变，并且 80%的人在一生中出现过背部

疼痛症状[3]。目前研究认为，IDD是一种复杂的细胞

介导过程，最终导致功能和结构的改变，然而 IDD

的具体发病分子机制目前仍不完全清楚[4-5]。研究表

明，在 IDD进展期间各种促炎细胞因子（如 IL-1、IL-

6、IL-17和TNFα等）水平显著增加，并在局部产生

自身免疫炎症反应进而导致椎间盘功能紊乱和结构

改变 [6- 8]，提示免疫细胞在 IDD 中扮演者重要的作

用。然而，目前尚缺乏关于 IDD中免疫细胞浸润的

研究。

生物信息学是一门生物学与信息学交叉的新兴

学科，广泛用于筛选基因组水平的遗传改变[9]，这有

助于我们识别参与 IDD 发生进展的关键（hub）基

因，为实验研究提供可行的思路。CIBERSORT软

件是一种可以从特殊组织的基因表达谱中分析各种

免疫细胞组成的一种方法[10]。当应用于新鲜、冷冻

和固定组织的RNA混合物时，CIBERSORT在噪声、

未知混合物含量和密切相关的细胞类型方面优于其

他方法[11]。该方法在临床其他疾病中通过流式细胞

术得到很好的验证，可大规模应用于基因表达谱数

据的分析[12]。因此，我们应用CIBERSORT对 IDD组

织进行免疫细胞浸润分析。本研究结果为 IDD提供

新的有效治疗靶点，并为进一步研究 IDD的分子机

制提供新的思路，甚至可成为一项细胞治疗的手段。

材料与方法

一、数据下载及预处理

GEO（Gene Expression Omnibus，https://www.

ncbi.nlm.nih.gov/geo/）[13]是一个国际公共存储库，存

储并免费发布微阵列、第二代测序和其他形式的高

通量功能基因组数据集。采用R语言GEOquery包[14]

从GEO数据库中下载并分析样本来源可靠的 IDD

表达谱数据集GSE70362[15]，数据集物种来源均为人

类、平台是基于 GPL17810（[HG-U133_Plus_2] Af-

fymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array）。

GSE70362数据集包括 48个椎间盘组织样本，并根

据Thompson分级[16]法对退变的椎间盘组织进行分

级。其中，I～Ⅱ级组织样本 16 例，定义为非退变

组。Ⅲ～V级组织样本 32例，定义为退变组，用于

进行后续分析。我们应用 affy包[17]将GSE70362数

据集原始的CEL文件通过RMA算法进行背景校正

及数据归一化处理，样本间校正效果则用二维PCA

聚类图进行展示，然后在Bioconductor（http://www.

bioconductor.org/）[18]应用 GPL570 平台所对应的基

因注释文件对探针矩阵进行注释。

二、差异表达基因筛选、蛋白互作网络构建及

hub基因的选择

数据预处理后，以|log2 fold change（log2FC）|＞2

且P＜0.05为差异截取标准，通过 limma软件包[19]筛

选出差异表达基因（differentially expressed genes，

DEGs）。Search Tool for the Retrieval of Interacting

Genes（STRING）（http://string‐db.org; version:11.0）[20]

是用于评估蛋白质与蛋白质相互作用信息的在线工

具。Cytoscape用于复杂网络的可视化，并可以将其

与任何类型的属性数据集成[21]，其插件cytoHubba可

用于计算基因所得度值，常用来筛选 hub 基因 [22]。

我们首先将已选出的DEGs导入STRING中构建蛋

白质-蛋白质相互作用（protein-protein interaction，

PPI）网络，然后使用Cytoscape软件将PPI网络进行

可视化，并用 cytoHubba 以 MCC 算法为标准筛选

hub基因，定义得分前10为所得hub基因。

三、免疫细胞浸润的评估

CIBERSORT是基于线性支持向量回归的原理

对转录组表达矩阵进行反卷积，且能够利用标准化

的基因表达数据估算不同肿瘤样本中的细胞组成，

具有分辨率高及可同时量化多种类型免疫细胞的优

势，其优越性能已在多种疾病中得以验证[23]。我们

将前期获得的GEO具有标准注释的基因表达矩阵

数据上传到 CIBERSORT（https://cibersort.stanford.

edu/），过滤输出P＜0.05的样本，确保CIBERSORT

产生的免疫细胞群的推导部分是准确的，最后得到

免疫细胞浸润矩阵。

四、免疫细胞浸润的可视化及评价

为了分析免疫细胞浸润在 IDD中的作用，我们

使用R语言 corrplot包[24]绘制相关热图以可视化免

疫细胞浸润的相关性。使用R语言 ggplot2包 [25]绘

制小提琴图用于可视化免疫细胞浸润的差异；免疫

细胞浸润在非退变组与退变组织中的差异。使用R

语言 igraph 包 [26]绘制免疫细胞浸润的相关网络图

以可视化免疫细胞浸润的互作情况，以P＜0.05且

｜相关系数｜＞0.15为互作标准。
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结 果

一、数据预处理

数据校正前后的结果以箱式图展示（图1、2），每个

样本的基因表达均值基本相同，表明数据均一化成

功。处理前后组间差异对比通过二维主成分分析

（principal component analysis，PCA）进行展示，结果表

明样本数据源可靠（图3、4）。

二、DGEs筛选及PPI网络分析

从GSE70362数据集中共筛选出 166个DEGs，

然后我们使用 STRING在线工具构建DEGs的 PPI

网络，并应用Cytoscape软件将其可视化（图 5）。此

外，为了筛选该PPI网络中的重要聚类模块，我们利

用 cytoHubba插件选择最大相关标准（MCC）中的前

10个基因作为 hub基因，即TP53、SLC2A8、BMP4、

CALM1、KLC4、LTV1、WDR46、NDUFS4、AMPH和

SH3GL2为所得hub基因（表1）。

三、椎间盘组织免疫细胞浸润结果

免疫细胞相关性热图结果显示，单核细胞与调

节性T细胞存在明显正相关关系（图6），嗜酸性粒细

表1 10个Hub基因

排名

1

2

2

4

4

6

6

6

6

6

基因简写

TP53

SLC2A8

BMP4

CALM1

KLC4

LTV1

WDR46

NDUFS4

AMPH

SH3GL2

基因全称

Tumor Protein P53

Solute Carrier Family 2 Member 8

Bone Morphogenetic Protein 4

Calmodulin 1

Kinesin Light Chain 4

LTV1 Ribosome Biogenesis Factor

WD Repeat Domain 46

NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit S4

Amphiphysin

SH3 Domain Containing GRB2 Like 2, Endophilin A1

评分

15

5

5

4

4

3

3

3

3

3

图1～4 箱式图和PCA图。图1 GSE70362数据集标准化处理之前的箱式图；图2 GSE70362数据集标准

化处理之后的箱式图；图3 GSE70362数据集标准化处理之前的二维PCA图；图4 GSE70362数据集标准

化处理之后的二维PCA图

① ②

③ ④
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胞与单核细胞和调节性T细胞存在明显负相关（图

7、8）。免疫细胞浸润差异的小提琴图结果显示，与

非退变椎间盘组织相比，CD8+T细胞、滤泡辅助性T

细胞在退变椎间盘组织中浸润较少，而浆细胞在退

变椎间盘中浸润则相对较多（图9）。免疫细胞互作

网络结果显示，静止期树突状细胞、浆细胞、静止期

NK细胞和记忆性T细胞与其他免疫细胞互作较强，

而滤泡辅助性T细胞、M2型巨噬细胞和幼稚性B细

胞与其它免疫细胞互作较弱（图10）。

讨 论

随着老龄化社会的到来，IDD引起的下腰部疼

痛日益威胁人们的健康，严重影响患者的生活质量，

给家庭和社会带来了沉重的经济负担 [27]。目前，

IDD临床治疗常依赖于手术治疗，以减轻神经压迫

及维持脊柱稳定性为主要治疗目标。然而并没有可

从根本上防治椎间盘退变发生和发展的方法 [28-29]。

因此，寻找 IDD潜在治疗靶点至关重要。微阵列分

析是一种可以同时检测许多基因表达水平的高通量

技术。如今，基因的异常表达被认为是 IDD发生和

发展的因素之一，并且越来越多的研究表明 IDD中

一些失调的基因可能成为预防或治疗 IDD的潜在

治疗靶点[30-32]。相关研究表明，免疫浸润参与多种疾

病的发生发展[33-35]。然而由于技术上的局限性，研究

人员通常使用免疫组化的方法进行免疫细胞浸润，

但这种方法在鉴别相关细胞类型方面效果较差，可

能被其他标记蛋白误导，导致对免疫应答的相对狭

隘的认识 [11]。整合基因组图谱和反卷积算法

CIBERSORT可以解决免疫细胞浸润的分析并克服

了免疫组化分析的这个缺陷。作为一项新兴技术，

目前为止，尚无研究使用CIBERSORT对 IDD中的

免疫细胞浸润进行分析。因此，我们通过生物信息

学方法分析GEO数据库中 IDD的基因表达谱，并使

用CIBERSORT对表达谱数据进行免疫细胞浸润分

析，然后分析免疫细胞浸润的差异，并进一步探讨免

疫细胞间的相互作用。

本研究，我们从 IDD组织和非退变椎间盘组织

中共鉴定出 166个DEGs。随后，我们构建了DEGs

的PPI网络来检测这些蛋白质之间的相互作用，并

选择 MCC 中前 10 个基因作为 hub 基因（TP53、

SLC2A8、BMP4、CALM1、KLC4、LTV1、WDR46、

NDUFS4、AMPH和SH3GL2）。以上基因中的一部

分已在先前的研究中被证明与 IDD密切相关，TP53

在体外培养髓核细胞建立的营养剥夺模型中显著上

调[36]，TP53还可通过抑制髓核细胞凋亡和自噬来阻

止压迫性椎间盘退变 [37]；BMP4参与椎间盘髓核细

胞外基质的产生[38-39]，以上研究与本研究结果相符。

研究表明，SH3GL2[40]、SLC2A8[41]和 CALM1[42]与退

行性疾病的发生发展密切相关。然而，目前尚缺乏

KLC4，SLC2A8，LTV1，WDR46，NDUFS4及AMPH

在 IDD 中的研究。多个研究表明 KLC4 ，LTV1，

WDR46，NDUFS4和AMPH参与炎症、氧化应激及

线粒体功能的调控过程[43-47]，而炎症、氧化应激及线

粒体功能失调可加速 IDD的发生进展。因此，我们

推测上述基因可能在 IDD的发生进展具有关键作

用，值得进一步研究。

我们的分析结果揭示了免疫细胞在 IDD中的

浸润细节。单核细胞表达与调节性T细胞表达密切

相关，嗜酸性粒细胞表达与调节性T细胞和单核细

胞表达密切相关。Silvia等[48]研究表明，在实验性过

敏性支气管肺曲霉病小鼠模型中静脉给予免疫球蛋

白后嗜酸性粒细胞募集增加，而调节性T细胞水平

降低。Katharina等[49]研究表明，单核细胞在链球菌

外毒素的作用下触发了细胞免疫抑制程序，从而介

导调节性T细胞的累积。另有研究表明，嗜酸性粒

细胞可以在体外培养单核细胞的上清液中被激活，

从而介导血吸虫患者肉芽肿的产生[50]。此外，我们

发现CD8+ T细胞、滤泡辅助性T细胞在 IDD中浸润

减少，而浆细胞浸润增多。值得关注的是，免疫细胞

浸润互作网路显示静止期树突状细胞与其他免疫细

胞互作最强，而幼稚性B细胞与其它免疫细胞互作

最弱。这些异常浸润的细胞可能参与 IDD的发生

发展。Deborah等[51]研究TNF-α水平升高对椎间盘

退变和突出的影响，在 TNF-α过表达转基因小鼠

（Tg197）中显示出CD8+T细胞浸润与纤维环撕裂和

髓核细胞突出有关。滤泡辅助性T细胞参与骨关节

炎、I型糖尿病、IgG4-相关疾病及恶性肿瘤等疾病的

免疫反应[52-55]。浆细胞浸润与炎症反应、移植物排斥

反应及恶性肿瘤等有关[56-58]。以上研究与我们的数

据挖掘结果一致。此外，许多疾病中免疫细胞浸润

与基因的异常表达有关，如Danka等[59]对 32例多发

性骨髓瘤组织中BMP家族分子表达和临床相关性

进行分析，发现多发性骨髓瘤组织中浆细胞浸润与

BMP4表达增加有关。另有研究表明，前列腺癌组织

中CD8+ T细胞浸润与TP53在细胞核内蓄积有关[60]。
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⑤

⑥

⑦ ⑧
图5 DEGs的PPI网络。PPI网络分析图，节点大小表示聚类系数，节点越大，聚类系数越大，基因在网络

中占据比重就越大；节点颜色表示度，黄色代表度较大，橙色代表度较小；连线粗细表示综合得分，打分越

高线越粗，越说明两蛋白间存在互作；红色字体标注为所得 hub基因 图 6～8 免疫细胞浸润相关性分

析。图6 免疫细胞浸润的相关性热图；图7 调节性T细胞和单核细胞相关性分析；图8 单核细胞与嗜

酸性粒细胞相关性分析
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图9～10 免疫细胞浸润比例的小提琴图及互作网络图分析图。图9 IDD组织与非退变

组织中免疫细胞浸润比例的小提琴图，红色标记代表两组样本之间存在浸润差异；图 10

免疫细胞互作的网络图，圆圈大小代表免疫细胞浸润细胞间的互作强度

因此，我们推测TP53和BMP4可能通过调控CD8+T

细胞、滤泡辅助性T细胞及浆细胞浸润参与 IDD的

发生进展。也有可能是TP53和BMP4的异常表达

是上述免疫细胞浸润的结果，这将是非常有意义的

研究方向之一。

然而，我们的研究也存在一定的局限性。首先，

CIBERSORT分析是基于有限的基因数据，这些数

据可能会偏离细胞的异型性相互作用、疾病诱导的

失调或者表型的可塑性。其次，本研究选取的数据

集具有一定的异质性；虽然我们对原始数据进行了

质量控制和标准化，但仍然需要更大的样本量和更

高质量的数据集来验证本研究结果的可靠性。第

三，我们的工作是对先前发布的数据集进行第二次

挖掘和分析，虽然之前的一些研究结果与我们的结

果一致，但需要在分子、细胞和组织水平上进一步验

证其相关分子机制。

总之，我们鉴定了 IDD中的hub基因，并进行了

免疫细胞浸润分析，为进一步研究 IDD的分子机制

提供理论依据，有助于开发治疗 IDD的潜在免疫靶

点，帮助 IDD患者从免疫调节疗法中获益。
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