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ABCA2基因 mRNA在结核分枝杆菌不同感染阶段的表达
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摘要 目的：比较 ATP结合转运蛋白 A2（ATP-binding cassette transporterA2，ABCA2）基因 mRNA在活动性结核病和结核分枝杆

菌潜伏感染状态下的表达差异及其作为诊断标志物的能力。方法：收集活动性结核病患者、结核分枝杆菌潜伏感染者和健康人外

周血，荧光定量 PCR检测受试者外周血单个核细胞中 ABCA2的 mRNA水平，统计学分析各组 ABCA2基因表达差异，及其鉴别

活动性结核和潜伏感染的能力。结果：活动性结核病患者外周血单个核细胞中 ABCA2的 mRNA表达显著低于潜伏感染者和健

康人（（H=83.38，P＜0.0001）。ABCA2鉴别诊断活动性结核和潜伏感染的曲线下面积为 0.9235，灵敏度为 73.53%（95%的置信区

间为 63.87%~81.78%），特异性为 93.55%（95%的置信区间为 78.58%~99.21%）。结论：外周血单个核细胞中 ABCA2基因 mRNA

是鉴别活动性结核病和潜伏感染者的潜在标志物，有助于活动性结核病的辅助诊断。
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The mRNA Expression of ABCA2 Gene from Individuals in Different
Infection Stages of Mycobacterium Tuberculosis and its Potential as

a Diagnositic Biomarker*

To investigate the mRNA level of ATP-binding cassette transporterA2 (ABCA2) gene from individuals in

different infection states of Mycobacterium tuberculosis and its ability as a diagnostic marker. The peripheral blood from

patients with active tuberculosis, individuals with latent tuberculosis infection and healthy people was collected. The mRNA level of

ABCA2 in peripheral blood mononuclear cells was detected by fluorescence quantitative PCR. The difference of ABCA2 mRNA in

groups and its diagnostic ability to distinguish patients with active tuberculosis from individuals with latent tuberculosis infection were

analyzed by statistical softwares. The mRNA expression of ABCA2 from patients with active tuberculosis was significantly

lower than that from individuals with latent infection and healthy people (H=83.38, P<0.0001). The area under the curve of ABCA2
mRNA in discriminating patients with active tuberculosis from individuals with latent tuberculosis infection was 0.9235, the sensitivity

and specificity were 73.53% (95% confidence interval, 63.87% ~ 81.78%) and 93.55% (95% confidence interval, 78.58% ~ 99.21%)

respectively. The mRNA of ABCA2 gene in peripheral blood mononuclear cells is a potential marker to distinguish active

tuberculosis from latent tuberculosis infection, and is helpful to tuberculosis diagnosis.
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前言

结核病（Tuberculosis，TB）是由结核分枝杆菌（Mycobac-

terium tuberculosis，M.tb）感染引发的慢性传染性疾病，严重威

胁人类健康。人类感染M.tb后，约 5%~10%的感染者会发展为

活动性结核病（Active tuberculosis，ATB），绝大多数处于不发病
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的带菌状态，称为潜伏感染（Latent tuberculosis infection，LTBI）

据估计世界有 1/3的人感染M.tb，这些无临床症状的潜伏感染

者是活动性结核病患者的重要来源。潜伏感染与活动性结核病

的鉴别诊断至关重要[1]。

我们前期的转录组测序结果发现活动性结核病患者和健

康人外周血单个核细胞（peripheral blood mononuclear cells，

PBMCs）中 ABCA2基因 mRNA的表达存在显著差异（结果部

分图 1）。ABCA2基因编码 ABCA2蛋白，属于 ABC转运子家

族，表达于神经细胞、巨噬细胞、单核细胞和造血干细胞等多种

细胞中，主要作用是保持细胞内脂类成分的内平衡和代谢。

ABCA2 也可表达于肿瘤细胞中，有助于肿瘤细胞的增殖。

ABCA2与早期动脉粥样硬化、丹吉尔病、小细胞肺癌、急性白

血病和阿尔茨海默病的发病相关，还与癌症化疗的耐药相关[2-6]。

据我们所知，ABCA2与结核病的相关研究较少。

为了进一步研究 ABCA2在结核病中的表达情况，本研究

收集活动性结核病患者、结核潜伏感染者和健康人的外周血，

通过荧光定量 PCR（fluorescence quantitative PCR，qPCR）方法

检测 ABCA2基因转录水平，并分析了该基因 mRNA鉴别活动

性结核病和潜伏感染的能力。

1 材料与方法

1.1 研究对象

本研究纳入了 2018年 2月到 7月期间解放军总医院第八

医学中心的结核病住院患者，结核病的诊断依据为 "肺结核病

诊断 [7]"，包括临床表现、CT检查、抗酸染色（acid fast stain，

AFB）、细菌培养和核酸检测等。按 AFB或细菌培养结果分组，

结果为阳性者定为菌阳结核组，结果为阴性者定为菌阴结核

组。按结核发病部位分组，肺部发病为肺结核组，其他器官发病

为肺外结核组。结核潜伏感染者和健康人为 2018年 3月到 6

月期间解放军总医院第八医学中心的体检人员，两组受试者均

没有结核病史和结核病临床表现，X-ray检查正常，IGRA阳性

者为结核潜伏感染者[8]，IGRA阴性者为健康人。纳入的研究对

象均没有肝炎、艾滋病和自身免疫相关疾病。本研究通过解放

军总医院第八医学中心伦理委员会批准，所有受试者均签署知

情同意书。

1.2 样本采集与处理

抽取受试者的外周血并置于肝素抗凝管中，4~6小时内用

Ficoll 分离液（美国 GE）分离 PBMCs，用 RPMI-1640 培养液

（美国 Invitrogen）洗涤细胞 2 遍，沉淀用 1 mL的 Trizol（美国

Invitrogen）溶解并冻于 -80℃备用。

1.3 RNA提取和 cDNA合成

Trizol法提取细胞总 RNA。具体操作如下：1 mL的 Trizol

细胞裂解液中加入 0.2 mL氯仿，涡旋后静置 5 min，4℃ 12000

r/min离心 15 min，取上层无色水相至新离心管中并加入 0.5

mL异丙醇，混匀后室温放置 10 min，4 ℃ 12000 r/min 离心

10 min，弃去上清加入 1 mL的 75%乙醇，4℃ 10000 r/min离

心 10 min，弃上清，RNA沉淀在室温中干燥 10 min，加入 40 滋L
无 RNase的 ddH2O溶解 RNA，冻于 -80℃备用。

TaKaRa反转录试剂盒（大连宝生物）用于 cDNA的合成，

具体操作参照产品说明书。

1.4 引物序列及 qPCR检测

利用 NCBI网站 Primerblast进行引物设计，ABCA2的参

照基因序列为 NM_ 001606.5，上游引物为 5'-CTCGTGCAC-

CTCATGACCAG-3'，下游引物为 5'-GAGTCACGTTGCCCA-

CAAAA-3'。选 GAPDH 为内参基因，参照的基因序列为

NM_002046，上游引物为 5'-TGTTGCCATCAATGACCCCT-3'，

下游引物为 5'-TCGCCCCACTTGATTTTGGA-3'。SYBR Green

Ⅰ试剂（美国 KAPA）用于 qPCR 检测，每个反应设 2个复孔。

反应程序如下：95℃ 3 min，1个循环；95℃ 5 s，60℃ 30 s，共

40个循环。溶解曲线进行引物特异性检验。反应在 LightCycle誖
480Ⅱ（瑞士 Roche）上进行。

1.5 研究对象血常规检测

活动性结核病患者的血常规由解放军总医院第八医学中

心检验科按相关操作流程进行检测，潜伏感染者和健康人的血

常规由解放军总医院第八医学中心健康体检科按相关操作流

程进行检测。

1.6 数据整理与统计学分析

所有反应的 Ct值均为 2个复孔的平均值，ABCA2基因的

表达 =2-△ Ct（ABCA2-GAPDH），单核细胞 / 淋巴细胞的比率 = 单核细

胞百分比 /淋巴细胞百分比（monocyte/lymphocyte ratio，MLR），

数值用 "平均值± 标准差 "表示。采用 Graphpad 5.0软件进行

统计学分析。Mann-Whitney或 Kruskal-Wallis用于 2组或 3组

数据的统计学分析，Spearman用于相关性分析，受试者工作特

征曲线（receiver operator characteristic curve，ROC）用于曲线下

面积（area under curve，AUC）、诊断灵敏度和特异性分析。诊断

的灵敏度和特异性取尤登指数最大时所对应的数值。P＜0.05

为差异有统计学意义，P＜0.01为差异有显著统计学意义。

2 结果

2.1 研究对象的临床和人口特征

活动性结核病患者共计 102例，男女比例为 61：41，平均

年龄为 48岁（21~67）。102例结核病患者菌阳组有 43例，菌阴

组有 59例。102例结核病患者肺结核有 84例，肺外结核有 18

例。潜伏感染者共计 31例，男女比例为 19：12，平均年龄为 46

岁（28~59）。健康人共计 31例，男女比例为 18：13，平均年龄为

43岁（23~56）。三组受试者的年龄和性别组成没有统计学差异。

2.2 ABCA2基因 mRNA在结核分枝杆菌不同感染状态下的

表达

我们前期转录组测序结果显示活动性结核病患者 ABCA2

基因 mRNA的表达显著低于健康人（t=5.503，P=0.0006），结果
见图 1。本研究通过 qPCR 技术证实了活动性结核病患者

PBMCs中 ABCA2基因 mRNA表达显著低于潜伏感染者和健

康人（H=83.38，P＜0.0001）。我们比较了菌阳组和菌阴组结核

病患者 ABCA2基因 mRNA的表达，结果显示菌阳组和菌阴组

中 ABCA2 基因 mRNA 的表达没有显著差异（U=1518，

P=0.2397），我们又比较了肺结核和肺外结核病患者 ABCA2

基因 mRNA的表达，结果显示肺结核和肺外结核中 ABCA2基

因 mRNA的表达也没有显著差异（U=1095，P=0.7423），结果见
图 2。
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图 3 活动性结核病患者、潜伏感染者和健康人的单核细胞比例和MLR

注：TB为活动性结核病患者，LTBI为结核潜伏感染者，HC为健康对照。

Fig. 3 Percentage of monocytes and MLR in peripheral blood from patients with active tuberculosis, individuals with latent tuberculosis infection and

healthy controls

Notes: TB: tuberculosis, LTBI: latent TB infection, HC: healthy controls.

2.3 活动性结核病患者 ABCA2基因 mRNA表达与单核细胞

百分比、MLR的相关性分析

活动性结核病患者外周血中单核细胞百分比高于 LTBI和

健康人，MLR显著高于 LTBI和健康人（图 3）。为了研究活动

性结核病患者 ABCA2基因 mRNA的表达异常是否与单核细

胞百分比和MLR的异常相关，我们分析了活动性结核病患者

ABCA2基因 mRNA的表达与单核细胞百分比和MLR的相关

性。结果显示，活动性结核病患者外周血 ABCA2基因 mRNA

表达与单核细胞的百分比成负相关（r=-0.2071，P=0.0464），与
MLR成显著负相关（r=-0.4062，P＜0.0001），结果见图 4。

2.4 ABCA2基因 mRNA对活动性结核病和潜伏感染的诊断

分析

以潜伏感染为对照，我们用 ROC 分析了 ABCA2 基因

mRNA 诊断活动性结核的性能。ROC 分析显示，AUC 为

0.9235（95%CI为 0.717~0.896），诊断灵敏度为 73.53%，95%置

信区间（Confidence Interval, CI）为 73.55%~89.19%，特异性为

93.55%，95%CI为 78.58%~99.21%。结果见图 5。

图 1 转录组检测 ABCA2基因 mRNA的表达

Fig.1 The mRNA expression of ABCA2 gene detected by transcriptome

sequencing

注：TB为活动性结核病患者，HC为健康对照

Notes: TB: tuberculosis, HC: healthy controls

图 2 qPCR检测 ABCA2基因 mRNA的表达

Fig.2 The mRNA expression of ABCA2 gene detected by qPCR

注：TB为活动性结核病患者，LTBI为结核潜伏感染者，HC为健康对照，PTB为肺结核，extra-PTB为肺外结核，bacteria（-）为菌阴结核，

bacteria（+）为菌阳结核。

Notes: TB: tuberculosis, LTBI: latent TB infection, HC: healthy controls, PTB: pulmonary tuberculosis, extra-PTB: extra-pulmonary tuberculosis, bacteria

(-): tuberculosis with M.tb negative in sputum sample, bacteria(+): tuberculosis with M.tb positive in sputum sample.
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图 5 ABCA2基因 mRNA鉴别活动性结核病和潜伏感染的 ROC

Fig. 5 The ROC of ABCA2 mRNA in differentiation ATB from LTBI

图 4 活动性结核病患者 ABCA2基因 mRNA与单核细胞比例、MLR的相关性

Fig. 4 The correlation of mRNA of ABCA2 with percentage of monocytes and MLR in patients with tuberculosis

3 讨论

本研究通过 qPCR方法对活动性结核病患者、结核潜伏感

染者和健康人外周血中 ABCA2转录水平进行检测，相比于转

录组测序，qPCR更加简便和经济，是目前基因检测的重要手

段。本研究结果证实活动性结核病患者 ABCA2的表达显著低

于潜伏感染者和健康人，潜伏感染者和健康人 ABCA2的表达

没有显著差异，提示活动性结核病患者 ABCA2的表达异常与

M.tb 感染后发病相关。外周血细胞亚群中 ABCA2的相关研究

较少，本研究分析了活动性结核病患者 ABCA2表达水平与单

核细胞百分比的相关性，令人意想不到的是，两者呈负相关，不

仅如此，活动性结核患者 ABCA2的表达水平与MLR呈显著

负相关性，提示活动性结核患者 ABCA2的表达降低不仅与单

核细胞百分比上升相关，还与淋巴细胞百分比降低相关。

本研究 ROC分析显示 ABCA2基因 mRNA能较好的区分

活动性结核病和潜伏感染，灵敏度和特异性分别达到了

73.53%和 93.55%。研究者通过转录组测序发现活动性结核病

和潜伏感染中存在多个差异基因，并将其作为潜在的诊断标志

物[9-14]。近年来研究人员不断的寻找诊断效果更好的差异基因

及其组合，比如 GBP1、GBP5、GZMA、CD64、FCGR1B和 C1QB

等多个差异表达基因是鉴别活动性结核和潜伏感染较好的标

志物[15-30]。

结核病的确诊依据是 AFB和细菌培养，但是由于两者灵

敏度较低，一半以上的结核病患者检测结果为阴性，称为菌阴

结核病。2018年新修订的结核病诊断标准将核酸检测纳入确

诊方法，极大提高了结核病的诊断水平，但是由于核酸检测自

身假阳性率较高的特点，菌阴结核病的诊断仍然是结核病诊断

的难点。本研究比较了纳入的活动性结核中菌阳结核患者和菌

阴结核患者ABCA2基因mRNA的表达，结果显示两组ABCA2

基因 mRNA的表达相似，提示 ABCA2基因 mRNA也可以用

于菌阴结核病的诊断。此外，结核病为全身性疾病，相比于肺结

核，肺外结核的诊断更困难，本研究的活动性结核病患者中有

18例肺外结核（约占纳入结核病例的 1/5），统计学分析发现肺

结核和肺外结核中 ABCA2基因 mRNA的平均表达水平相似，

提示该基因也可以用于肺外结核的诊断。

总之，本研究发现 ABCA2基因的 mRNA可以用于活动性

结核病和结核潜伏感染的鉴别诊断。但是本研究纳入的样本数

较少，ABCA2作为结核病诊断标志物的价值还需要在更大的

样本中进行验证。此外 ABCA2诊断的灵敏度还有待提高，是

否需要和其他差异基因联合诊断还需要进一步的研究。
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