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【摘要】 目的　 基于时间序列分析,研究产黑普氏菌(Prevotella
 

melaninogenica,
 

Pm)刺激原代人口腔角质形成细

胞(primary
 

human
 

oral
 

keratinocytes,
 

pHOKs)后基因表达的时间趋势,以探究 Pm 与 pHOKs 相互作用的潜在机制。
方法　 利用生物信息学方法分析 pHOKs 分别与 Pm 共培养 4、24 h 后的高通量测序结果,使用 Mfuzz 聚类算法将具

有相似时间表达模式的基因划分聚类,并进行 GO、KEGG 以及 STRING 网络分析,进一步利用 Cytoscape 软件取交

集得到枢纽基因(Hub 基因)。 采用实时荧光定量 PCR 检测 Hub 基因的表达。 结果　 Pm 刺激 pHOKs
 

4、24 h 分别

有 1 456 个和 1 386 个差异表达基因。 通过 Mfuzz 将其划分为 3 个聚类,其中簇 1 基因随时间延长其表达呈现下降

的趋势,主要参与上皮细胞分化和上皮细胞向间充质细胞转化等生物学过程;簇 2 基因随时间延长其表达呈现上

升的趋势,主要参与细菌感染、视黄醇代谢等过程;簇 3 基因表达在刺激前期上调、后期下调,主要参与细胞因子相

关信号通路等过程。 在 PPI 网络中筛选出簇 1
 

Hub 基因为
 

VEGFA、GDNF;簇 2 中的 Hub 基因为 PTGS2、ICAM1
等;簇 3 中的 Hub 基因为 IL-6、CCL2 等。 RT-qPCR 检测结果显示,VEGFA、PTGS2、IFIT1、IRF1 与测序数据中随着

时间延长基因的表达趋势一致。 结论　 本研究对 Pm 刺激 pHOKs 过程中相关生物学分子的动态模式进行了深度

挖掘,发现与视黄醇代谢相关的基因以及负调控 EMT 的基因在 OLP 中异常表达,Pm 入侵上皮细胞后可能通过一

些适应性机制逃避免疫监视,该发现有助于进一步探究 Pm 在口腔扁平苔藓中的致病机理。
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【Abstract】 Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

time
 

trend
 

of
 

gene
 

expression
 

of
 

primary
 

human
 

oral
 

keratinocytes(pHOKs)
 

stimulated
 

with
 

Prevotella
 

melaninogenica(Pm),
 

and
 

to
 

explore
 

the
 

potential
 

mechanism
 

of
 

interaction
 

between
 

Pm
 

and
 

pHOKs.
 

Methods　 The
 

high-throughput
 

sequencing
 

results
 

of
 

pHOKs
 

co-cultured
 

with
 

Pm
 

after
 

4 h
 

and
 

24 h
 

were
 

analyzed
 

using
 

bioinformatics
 

methods.
 

Mfuzz
 

clustering
 

algorithm
 

was
 

used
 

to
 

cluster
 

genes
 

with
 

similar
 

temporal
 

expression
 

patterns,
 

and
 

GO,
 

KEGG
 

and
 

STRING
 

network
 

analysis
 

were
 

utilized.
 

Hub
 

genes
 

were
 

obtained
 

using
 

Cytoscape.
 

RT-
qPCR

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

Hub
 

genes.
 

Results　 A
 

total
 

of
 

1 456
 

and
 

1 386
 

differentially
 

expressed
 

genes ( DEGs)
 

in
 

pHOKs
 

were
 

screened
 

out
 

after
 

stimulated
 

by
 

Pm
 

for
 

4 h
 

and
 

24 h,
 

respectively.
 

These
 

genes
 

were
 

divided
 

into
 

three
 

clusters
 

based
 

on
 

Mfuzz.
 

The
 

expression
 

of
 

cluster
 

1
 

genes
 

showed
 

a
 

downward
 

trend
 

with
 

time,
 

which
 

were
 

mainly
 

involved
 

in
 

biological
 

processes
 

such
 

as
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epithelial
 

cell
 

differentiation
 

and
 

epithelial-to-mesenchymal
 

transition.
 

Cluster
 

2
 

genes
 

showed
 

an
 

upward
 

trend
 

with
 

time,
 

which
 

were
 

mainly
 

involved
 

in
 

bacterial
 

infection
 

and
 

retinol
 

metabolism.
 

Cluster
 

3
 

genes
 

were
 

up-regulated
 

in
 

the
 

early
 

stage
 

of
 

stimulation
 

and
 

down-regulated
 

in
 

the
 

late
 

stage,
 

which
 

were
 

mainly
 

involved
 

in
 

cytokine-related
 

signaling
 

pathways.
 

VEGFA
 

and
 

GDNF
 

were
 

selected
 

as
 

Hub
 

genes
 

in
 

cluster
 

1
 

within
 

the
 

PPI
 

network.
 

Hub
 

genes
 

in
 

cluster
 

2
 

were
 

PTGS2,
 

ICAM1,
 

etc.
 

Hub
 

genes
 

in
 

cluster
 

3
 

were
 

IL-6,
 

CCL2,
 

etc.
 

The
 

results
 

of
 

RT-qPCR
 

showed
 

that
 

VEGFA,
 

PTGS2,
 

IFIT1,
 

and
 

IRF1
 

were
 

consistent
 

with
 

the
 

expression
 

trend
 

of
 

the
 

genes
 

in
 

the
 

sequencing
 

data
 

over
 

time.
 

Conclusion　 The
 

study
 

has
 

revealed
 

the
 

dynamic
 

patterns
 

of
 

pHOKs
 

stimulated
 

by
 

Pm,
 

and
 

suggests
 

that
 

genes
 

related
 

to
 

retinol
 

metabolism
 

and
 

genes
 

negatively
 

regulating
 

EMT
 

are
 

abnormally
 

expressed
 

in
 

oral
 

lichen
 

planus(OLP)
 

and
 

Pm
 

may
 

evade
 

immune
 

surveillance
 

through
 

some
 

adaptive
 

mechanisms
 

after
 

invading
 

epithelial
 

cells.
 

It
 

is
 

helpful
 

to
 

further
 

explore
 

the
 

pathogenic
 

mechanism
 

of
 

Pm
 

in
 

OLP.
【Key

 

words】 Prevotella
 

melaninogenica;
 

primary
 

human
 

oral
 

keratinocytes;
 

time
 

series
 

analysis

　 　 口腔扁平苔藓(oral
 

lichen
 

planus,
 

OLP)是一种

常见的口腔黏膜慢性炎症性疾病。 据估计,该疾病

影响了大约 1%的普通人群,平均发病年龄约为 60
岁,女性较为多见。 该疾病被 WHO 归类于口腔潜

在恶性疾病,恶性转化率为 0. 44% 1. 4%。 OLP 病

理学表现为固有层存在具有带状外观的炎性浸润以

及上皮基底细胞层液化变性,浸润的淋巴细胞主要

CD4+和 CD8+T 细胞,其发病机制目前尚不清楚[1] 。
微生物在维持口腔健康方面起着重要的作用。

特定情况下,微生物与人体之间的动态平衡被打破,
导致菌群失衡,一些共生菌群转化成致病菌,诱发多

种疾病[2] 。 近年来,微生物感染在 OLP 发病机制中

的作用引起人们的广泛关注,最近多个研究证明了

OLP 患者的唾液和组织样本中微生物群落多样性和

组成与健康受试者相比存在显著差异[3-4] 。 本课题组

前期研究发现,OLP 患者颊黏膜表面微生物群落结构

与健康人群相比明显不同。 进一步通过高通量测序

分析发现,产黑普氏菌(Prevotella
 

melaninogenica,
 

Pm)在 OLP 颊黏膜表面构成比显著增加,并且 Pm
侵入 OLP 组织的上皮层和固有层[5-6] ,这均提示我

们 Pm 可能在 OLP 的发生发展中起到重要作用。
本研究对 Pm 刺激原代人口腔角质形成细胞

(primary
 

human
 

oral
 

keratinocytes,
 

pHOKs)的转录

组测序数据,通过 Mfuzz 包进行时间序列分析,以探

讨相关生物学分子的动态模式以及 Pm 与宿主细胞

相互作用的潜在机制。

1　 材料与方法

1. 1　 Pm-pHOKs 细胞共培养模型及转录组数据的

获取

　 　 Pm-pHOKs 细胞共培养模型及转录组数据来自

课题组前期郭等人的研究[7] 。
1. 2　 数据预处理和差异表达基因的筛选

用 HTSeq 分别对共培养组和对照组样本进行

reads 计 数。 使 用 DESeq2 进 行 差 异 表 达 基 因

(differentially
 

expressed
 

genes,
 

DEGs)筛选,Ashr 算
法对 logFC 进行校正。 取差异倍数绝对值≥1 且 P≤
0. 01 的基因筛选为差异具有统计学意义的 DEGs。
1. 3　 DEGs 的聚类分析

用于软聚类微阵列数据的 Mfuzz[8] 克服了传统

聚类的弱点。 在这项研究中,Mfuzz 用于进行 DEGs
的聚类分析。 其中 C 值设为 3,m 值为 3. 71。 分别

在 Pm 处理不同时间下筛选具有一致表达趋势的基

因。 根据聚类结果鉴定上调基因和下调基因,簇中

上调基因表现为持续上升趋势,下调基因表现为持

续下降趋势。
1. 4　 功能富集分析

利用 R 语言富集常用包 ClusterProfiler 分别对

3 个簇中包含的基因进行功能富集分析,包括基因

本体论“生物学过程”注释类别和重要的京都基因

和基因组百科全书 ( Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes,
 

KEGG) 途径。 校正后 P< 0. 05 表示

DEGs 的显著富集的 GO 和 KEGG 途径。
1. 5　 蛋白质 蛋白质相互作用网络和模块分析

用于检索相互作用基因的搜索工具 STRING 是

一种探索潜在蛋白质 蛋白质相互作用的在线工具,
它由已知的和预测的 PPI 组成。 分别提取 3 个簇中

的 DEGs,利用 STRING 数据库( https:∥cn. string-
db. org / )进行蛋白 蛋白互作分析。 使用 Cytoscape
软件(版本 3. 9. 1)对蛋白互作结果进行可视化,进
一步利用 Cytohubba 插件对 DEGs 按 EPC、Degree、
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Closeness、MNC 算法计算评分位于前 10 的基因,再
取交集,得到枢纽基因(Hub 基因)。
1. 6　 HaCaT 细胞培养

将 HaCaT 细胞(中国科学院细胞库)接种于含

有 10%的胎牛血清的 DMEM 培养基(Hyclone,美
国)中,并在 37 ℃,5%CO2 环境下培养。 培养基 2
3 d 更换 1 次。 常规传代,取对数生长期细胞进行后

续实验。
1. 7　 细菌培养

将 P.
 

melaninogenica(ATCC®
 

25845TM)涂布于

厌氧基础血平板,厌氧环境下培养,挑取单个菌落接

种于厌氧基础肉汤中,置于 37 ℃摇床过夜培养,用
新鲜肉汤将菌液稀释至 OD600 为 0. 1,培养至对数

期收集菌液,离心(离心半径 10 cm,3 000 r / min,
5 min)弃上清液,PBS 清洗 3 次后,用新鲜培养基调

整 OD600 = 1. 0,用于实验。
1. 8　 实时荧光定量 PCR 验证 Hub 基因

将 HaCaT 细胞以 2×105 个 / mL 的细胞密度均

匀种植于 12 孔板,24 h 后去除培养基,PBS 清洗 3
次后加入不含胎牛血清的 DMEM 培养基,感染组和

对照组分别吸取 1 μL 菌液和 1 μL 的 DMEM 培养

基,放置于含 5%CO2 的 37 ℃孵箱内培养 4、24 h 后

去除培养基,PBS 清洗 3 次,加入 TRIzol 试剂,冰上

孵育 5 min 后将 RNA 收集至离心管内,氯仿法提取

RNA。 根据反转录试剂盒(TaKaRa,日本) 说明书

将每个样本的总 RNA 转化为 cDNA。 根据实时荧

光定量试剂盒(TaKaRa,日本)说明,确定相应的反

应条件:
 

95 ℃
 

30 s,随后进行 40 个 95 ℃
 

5 s 和

60 ℃
 

31 s 的循环。 所有样本一式 3 份。 GAPDH 作

为内部对照,所用引物信息见表 1。

表 1　 关键基因的引物序列
Tab. 1　 Primer

 

sequences
 

of
 

key
 

genes

基因 正向引物(5′→3′) 反向引物(5′→3′)

GDNF GGCAGTGCTTCCTAGAA-
GAGA

AAGACACAACCCCGGTT-
TTTG

PTGS2 CTGGCGCTCAGCCATAC-
AG

CGCACTTATACTGGTCA-
AATCCC

IRF1 ATGCCCATCACTCGGAT-
GC

CCCTGCTTTGTATCGGC-
CTG

IFIT1 TTGATGACGATGAAATG-
CCTGA

CAGGTCACCAGACTCCT-
CAC

GAPDH GGACCTGACCTGCCGTC-
TAG

GTAGCCCAGGATGCCCT-
TGA

1. 9　 统计学处理

目的基因相对表达量采用 CT 对比法确定水平

(2-ΔΔCt)。 采用单因素方差分析对多组数据间进行

比较,P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 　 果

2. 1　 DEGs 筛选

通过分析 Pm 刺激 pHOKs 的高通量测序数据

发现,在本次测序所获取的全部基因中,相较于对照

组,4 h 组与 24 h 组分别有 1 455 个、1 385 个基因的

表达存在统计学差异,见图 1。

图 1　 实验组和对照组的基因表达
Fig. 1　 Gene

 

expression
 

in
 

experimental
 

and
 

control
 

groups
A:

 

Pm 与 pHOKs 共培养 4 h 组的火山图;B:
 

Pm 与 pHOKs 共培
养 24 h 组的火山图

2. 2　 DEGs 的聚类分析

通过软 Mfuzz 聚类算法,将 4 h 和 24 h 组的

DEGs 按照其随时间变化表达的相似性分为 3 个

簇,分别获得簇 1(包括 561 个基因),簇 2(包括 262
个基因),和簇 3(包括 303 个基因)。 簇 1 中的基因

随时间延长其表达呈现下降的趋势,相反,簇 2 中的

基因表达值呈现上升的趋势,簇 3 的基因表达值在

刺激前期(4 h)显著上调,后期(24 h)显著下调,见
图 2。
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图 2　 3 个聚类的基因表达变化
Fig. 2　 The

 

gene
 

expression
 

changes
 

in
 

three
 

clusters

2. 3　 DEGs 的 GO 功能富集分析

图 3 显示了 3 个簇包含的 DEGs 生物学过程功

能富集结果。 其中,横轴代表各个簇,纵轴代表

GeneOntology 数据库中对应GO 的条目名称。 与簇 1
中的 DEGs 相关的生物学过程为上皮细胞分化的

调控、上皮细胞向间充质细胞转化的负调控、间充

质细胞生长。 簇 2 中的 DEGs 主要富集的生物学

过程为细菌来源的分子的反应、对脂多糖的反应、
烯烃化合物代谢过程、二萜代谢过程、视黄醇代谢

过程、细胞对生物刺激的反应。 簇 3 中的 DEGs 主

要富集的生物学过程为对脂多糖的反应、细胞因

子介导的信号通路、白细胞迁移、细胞趋化作用、
对 IL-1 的反应。

图 3　 差异表达基因 GO 功能富集分析结果示意图
Fig. 3　 Schematic

 

diagram
 

of
 

GO
 

function
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

differentially
 

expressed
 

genes

2. 4　 DEGs 的信号通路分析

对 3 个簇中的 DEGs 进行了 KEGG 信号通路

分析,如图 4 所示,簇 1 中的基因没有富集到相

关通路,簇 2 中的基因主要参与金黄色葡萄球菌

感染、类风湿性关节炎、TNF 信号通路、 IL-17 信

号通路、甾类激素生物合成、细胞因子与细胞因

子相互作用等通路。 簇 3 中的基因主要富集在

类风湿性关节炎、TNF 信号通路、 IL-17 信号通

路、细胞因子与细胞因子相互作用、病毒蛋白与

细胞因子及细胞因子受体的相互作用、癌症中的

转录失调、脂质和动脉粥样硬化、Toll 样受体信

号通路等通路。

图 4　 差异表达基因 KEGG 富集分析
Fig. 4　 KEGG

 

enrichment
 

analysis
 

of
 

differentially
 

expressed
 

genes

2. 5　 PPI 网络和 Hub 基因

通过利用 STRING 在线工具,构建 3 个簇中

DEGs 的 PPI 网络,见图 5。

图 5　 3 个聚类中差异基因的 PPI 网络
Fig. 5　 PPI

 

networks
 

of
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

in
 

the
 

three
 

clusters
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在 PPI 网络中筛选出簇 1 中的 2 个 Hub 基因为

VEGFA、GDNF;簇 2 中的 8 个 Hub 基因分别为

CSF2、 CCL5、 CXCL1、 PTGS2、 ICAM1、 CD86、

MYD88、TNFAIP3;簇 3 中的 8 个 Hub 基因分别为

TNF、 IL-6、 CXCL8、 CXCL10、 CCL2、 IRF1、 MX1、
IFIT1,见图 6。

图 6　 用 Cytohubba 插件中 4 种不同算法所确定的 Hub 基因
Fig. 6　 Hub

 

genes
 

identified
 

by
 

using
 

four
 

different
 

algorithms
 

in
 

the
 

Cytohubba
 

plugin

2. 6　 实时荧光定量 PCR 验证结果

随机选取 3 个簇中部分 Hub 基因进行实时荧

光定量 PCR 检测,结果表明,簇 1 中的 GDNF 在 4 h
时与对照组相比显著下调(P<0. 05),24 h 时下调趋

势更为显著(P<0. 01)。 而簇 2 中的基因 PTGS2 则

随着时间延长其表达量逐渐上调。 簇 3 中的基因

IRF1 及 IFIT1 在 4 h 时均显著上调(P< 0. 01),而
24 h 时与对照组相比差异无统计学意义,实时荧光

定量 PCR 结果与转录组测序结果一致,见图 7。

图 7　 实时荧光定量 PCR 验证 RNA-Seq 结果
Fig. 7　 The

 

results
 

of
 

RNA-Seq
 

were
 

verified
 

by
 

Real-time
 

quantitative
 

PCR
A:

 

簇 1 中的Hub 基因GDNF 的mRNA 表达水平;B:
 

簇 2 中的Hub
基因 PTGS2 的 mRNA 表达水平;C:

 

簇 3 中的 Hub 基因 IRF1 的
mRNA 表达水平;D:

 

簇 3 中的 Hub 基因 IFIT1 的 mRNA 表达水平

3　 讨　 　 论

宿主和微生物之间的相互作用在时间和空间上

是高度动态的,特别是在感染的情况下,病原体数

量、微生物表型和宿主反应的性质通常会随着时间

的推移而发生巨大变化[9] 。 对时间序列中动态变

化的基因的探究有助于更好地理解宿主与微生物相

互作用的机制,为疾病预防与临床治疗提供信息。
故本研究基于时间序列分析,对 Pm 刺激 pHOKs 的

RNA-seq 数据进行数据挖掘,根据数据的特点及需

要采用 Mfuzz 算法将 DEGs 划分为 3 个聚类,并对

每个聚类中的基因进行 GO、KEGG 以及 STRING
网络分析,并筛选出 Hub 基因,利用实时荧光定量

PCR 对部分基因进行验证。
Mfuzz 算法可以对来自不同时间点的 DEGs 进

行聚类,以显示它们的渐进式表达式动态[10] 。 分析

微阵列数据时常用的方法是聚类技术,但通常是基于

硬聚类方法,即其中一个基因(或样本)被精确地分配

到一个聚类。 然而,硬聚类存在信息丢失等缺点。 相

比之下,软聚类方法可以将一个基因分配到多个聚

类,它克服了传统硬聚类技术的不足,并具有进一步

的优势[11] 。 除了 Mfuzz 算法之外,还有一些类似的

基于模糊聚类的算法,例如:
 

Fuzzy
 

C-means(FCM)
算法[12] 、Possibilistic

 

C-means(PCM)算法等[13] 。
上皮 间 充 质 转 化 ( epithelial-mesenchymal

 

transition,
 

EMT)是指上皮细胞通过特定程序转化

为具有间质表型细胞的生物学过程,已被证明为一

种可逆过程[14] 。 当负调控上皮细胞向间充质细胞

转化过程相关基因下调时可促进 EMT,上皮细胞失

去细胞 细胞连接和基底 顶端极性。 此前有研究报

道称 EMT 相关标志物 claudin-1,claudin-4 和 E-钙
黏蛋白在 OLP 中的表达与对照组相比显著降低。
提示 OLP 的上皮层存在细胞黏附和极性失调[15] 。
本研究结果显示,簇 1 中的基因与上皮细胞向间充
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质细胞转化的负调控相关,提示 EMT 可能是 OLP
的早期病理过程,当 Pm 与口腔角质形成细胞相作

用,可激活 EMT,使上皮去极化并破坏其紧密和黏

附,导致细菌进一步地侵入上皮与固有层。
此外,簇 2 的差异表达基因随时间延长其表达

持续上调,通过 GO 分析提示与视黄醇代谢过程相

关。 进一步分析数据发现,在 Pm 刺激原代人口腔

角质形成细胞模型中与视黄醇代谢途径相关的基因

AKR1B10 的表达显著上调。 AKR1B10 是视黄酸代

谢中的关键酶,即醛固酮还原酶家族 1 成员 B10。
目前研究表明,AKR1B10 在乳腺癌[16] ,口腔鳞状细

胞癌[17] ,肺癌[18] ,肝癌[19] ,喉癌[20] 等肿瘤中过表

达,此外 AKR1B10 的上调还见于银屑病、瘢痕疙

瘩、特应性皮炎等患者的皮肤慢性炎症中。 OLP 相

关转录组数据集 GSE52130[21] 中,AKR1B10 的表达

水平较健康人群的上皮样本高,提示该基因可能在

OLP 病理过程中起到重要作用。
簇 3 中的基因主要富集于与对脂多糖的反应、

细胞因子介导的信号通路、白细胞迁移、细胞趋化作

用等生物学过程相关,其表达在刺激前期上调,后期

下调。 有研究发现一些微生物已经进化出许多适应

性机制逃避免疫监视,如牙龈卟啉单胞菌通过利用

宿主自噬机制在牙龈上皮细胞中成功存活[22] ,此外

牙龈卟啉单胞菌能够在细胞间传播,有学者研究发

现牙龈卟啉单胞菌的细胞间易位是通过基于肌动蛋

白的膜突起介导,绕过了将细菌释放到细胞外基质

中的需要,从而避开免疫系统的清除[23] 。 综合上

述,我们推测早期 Pm 黏附于上皮细胞表面,细胞分

泌细胞因子、趋化因子和防御素等免疫效应物抵抗

其入侵。 后期 Pm 可能通过类似机制入侵上皮细

胞,逃避免疫监视,从而导致炎症的慢性迁延与复

发。 对 Pm 可能产生的适应性机制进行研究有助于

深入理解 OLP 的病理过程。
本研究进一步筛选了 3 个簇的 Hub 基因,簇 1

中的 GDNF 负责编码神经营养因子,该因子的下调

与炎症性肠病患者的屏障功能降低密切相关[24-25] 。
在本研究中 GDNF 的转录在 Pm 刺激的 pHOKs 中

显著下调,这表明 GDNF 可能在介导 Pm 刺激后

pHOKs 屏障功能障碍中发挥重要作用。 簇 2 中

PTGS2 又称为 COX2,是产生疼痛介质 PGE2 的重

要酶,PGE2 的水平升高可能使周围感觉神经敏感,
导致疼痛信号更频繁地传递到大脑[26] 。 有学者发

现与 OLP 网状型相比,糜烂型病变中 COX-2 的表达

显著增加[27] 。 临床上,OLP 患者通常会表现为口腔

的烧灼感或疼痛症状,这可能与 Pm 刺激后 pHOKs
中 COX-2 表达升高有关。 此外簇 2 中还包括基因

GM-CSF,有文献报道,口腔鳞状细胞癌患者存在唾

液微生物组生态失调,产黑普氏菌的丰度较高,且患

者唾液中 IL-8、IL-6、TNF-α、GM-CSF 和 IFN-γ 显著

升高,表明产黑普氏菌有可能增加口腔鳞癌患者口

腔唾液中 GM-CSF 的表达,促进鳞癌的发展[28] 。 提

示 OLP 中 GM-CSF 的表达上调可能与产黑普氏菌的

毒力相关。 我们还注意到簇 3 的 Hub 基因包括 IL-6,
研究表明铜绿假单胞菌(Pseudomonas

 

aeruginosa,
 

PA)分泌的胞外毒力蛋白 LasB 是炎症反应的触发

因素,在 PA 感染急性期,LasB 激发宿主产生大量促

炎细胞因子,如 IL-6[29] 。 同时 LasB 可降解宿主细

胞表面受体及细胞因子,直接破坏宿主组织细胞和

免疫防御系统。 如在囊性纤维化患者中,LasB 下调

IL-6 / STAT3 通路,抑制上皮细胞修复,导致慢性炎

症的建立和维持[30] 。 故推测早期 Pm 刺激 pHOKs
诱导免疫反应,导致促炎因子 IL-6 上调,后期 Pm 可

能产生某种毒力因子通过直接降解免疫介质 IL-6
或间接下调 IL-6 的产生来逃避免疫调节。 为检验

转录组数据是否准确,随机选取 4 个 Hub 基因进行

实时荧光定量 PCR 检测,结果表明测定结果与转录

组测序结果得到的差异基因表达变化趋势一致,表
明本研究中转录组测序得到的数据是可信的。

本研究旨在通过时间序列分析,全面了解人口

腔角质形成细胞对 Pm 感染反应的动态变化。 通过

研究我们发现与视黄醇代谢相关的基因以及负调控

EMT 的基因在 OLP 中异常表达可能与 Pm 入侵上

皮细胞有关,并且 Pm 入侵上皮细胞后可能通过一

些适应性机制逃避免疫监视,从而导致慢性炎症持

续存在。 这些发现将有助于更好地理解 Pm 在 OLP
的发生发展过程中与宿主细胞相互作用的潜在机

制,同时为 Pm 感染所致疾病的发病机理研究提供

一定的参考,为 Pm 感染相关疾病的预防和临床治

疗提供理论基础。 但本研究仍存在一些局限性:
 

在

本次实验中,只选择了 3 个时间点收集样本,对于分

析的结果有待进一步通过扩大不同时间点的样本量

来验证。 此外我们只分析了部分基因,还有更多生

物分子信息有待深入研究。 针对已挖掘的关键基

因,后续将在实验样本中验证其在 Pm 与细胞相互

作用中发挥的功能,以期为 Pm 感染相关疾病的临

床治疗提供理论基础和实验证据。
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