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  [摘 要] 目的 探讨GZMB、SMARCD3在结核病和结节病中的差异性表达及其在二者鉴别诊断中的

价值。方法 在Gene
 

Expression
 

Omnibus数据库中下载结核病和结节病相关的数据集,采用生物信息技术分

析找到结节病和结核病的差异表达基因,使用Venn在线软件选取在结核病和结节病中呈反向调节的基因,并

使用数据集进行验证。选取2017年8月至2024年6月安徽医科大学第一附属医院、安徽医科大学第二附属医

院、皖南医学院弋矶山医院病理科具有完整临床病理资料的46例结核病、35例结节病和24例其他肉芽肿性炎

(19例异物肉芽肿,5例真菌肉芽肿)手术切除石蜡标本采用免疫组织化学(免疫组化)EnVision法检测其石蜡

切片中GZMB、SMARCD3蛋白的表达,观察其在结核病和结节病中的差异表达,探讨其鉴别诊断结核病和结

节病的价值。结果 生物信息学分析:结核病GZMB、SMARCD3的表达与结节病比较,差异均有统计学意义

(P<0.05);GZMB在结节病中呈高表达,在结核病中呈相对低表达,鉴别诊断结核病和结节病的受试者工作

特征曲线下面积(AUC)为0.731,SMARCD3在结核病中呈高表达,在结节病中呈相对低表达,鉴别诊断结核

病和结节病的AUC为0.803,差异均有统计学意义(P<0.05)。临床病例免疫组化:结核病肉芽肿中GZMB、
SMARCD3的表达与结节病肉芽肿比较,差异均有统计学意义(P<0.05);GZMB预测结节病的 AUC为

0.800,SMARCD3预测结核病的AUC为0.778,二者联合检测辅助鉴别诊断结核病和结节病AUC为0.875,
差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 GZMB在结节病中呈高表达,SMARCD3在结核病中呈高表达,二者可作

为鉴别诊断结核病和结节病的潜在辅助指标,二者联合应用可提高鉴别诊断结核病和结节病的灵敏度和特异度。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

differential
 

expression
 

of
 

GZMB
 

and
 

SMARCD3
 

in
 

tuberculo-
sis

 

and
 

sarcoidosis
 

as
 

well
 

as
 

their
 

value
 

in
 

their
 

differential
 

diagnosis.Methods Datasets
 

related
 

to
 

tuberculo-
sis

 

and
 

sarcoidosis
 

were
 

downloaded
 

from
 

the
 

Gene
 

Expression
 

Omnibus
 

database.Bioinformatics
 

technology
 

was
 

adopted
 

to
 

screen
 

out
 

the
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

between
 

sarcoidosis
 

and
 

tuberculosis.The
 

Venn
 

online
 

software
 

was
 

used
 

to
 

select
 

the
 

genes
 

with
 

inverse
 

regulation
 

in
 

tuberculosis
 

and
 

sarcoidosis,and
 

the
 

se-
lected

 

genes
 

were
 

verified
 

with
 

the
 

above
 

datasets.Paraffin-embedded
 

surgical
 

specimens
 

with
 

complete
 

clini-
copathological

 

data
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

Department
 

of
 

Pathology
 

of
 

the
 

First
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Anhui
 

Medical
 

University,the
 

Second
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Anhui
 

Medical
 

University
 

and
 

Yijishan
 

Hospital
 

of
 

Wan-
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nan
 

Medical
 

College,including
 

46
 

cases
 

of
 

tuberculosis,35
 

cases
 

of
 

sarcoidosis
 

and
 

24
 

cases
 

of
 

other
 

granulom-
atous

 

inflammation
 

(nineteen
 

cases
 

of
 

foreign
 

body
 

granuloma
 

and
 

five
 

cases
 

of
 

fungal
 

granuloma).The
 

speci-
mens

 

were
 

collected
 

from
 

August
 

2017
 

to
 

June
 

2024.The
 

EnVision
 

immunohistochemistry
 

(IHC)
 

method
 

was
 

applied
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

GZMB
 

and
 

SMARCD3
 

in
 

the
 

paraffin
 

sections.The
 

differential
 

ex-
pression

 

of
 

the
 

two
 

proteins
 

in
 

tuberculosis
 

and
 

sarcoidosis
 

was
 

observed,and
 

their
 

value
 

in
 

the
 

differential
 

di-
agnosis

 

of
 

tuberculosis
 

and
 

sarcoidosis
 

was
 

explored.Results Bioinformatics
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

GZMB
 

and
 

SMARCD3
 

in
 

tuberculosis
 

were
 

significantly
 

different
 

from
 

those
 

in
 

sarcoidosis
 

(P<
0.05).GZMB

 

was
 

relatively
 

lowly
 

expressed
 

in
 

tuberculosis
 

but
 

highly
 

expressed
 

in
 

sarcoidosis,with
 

the
 

area
 

under
 

the
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

0.731
 

for
 

differentiating
 

tuberculosis
 

from
 

sarcoid-
osis.SMARCD3

 

was
 

highly
 

expressed
 

in
 

tuberculosis
 

but
 

relatively
 

lowly
 

expressed
 

in
 

sarcoidosis,with
 

the
 

AUC
 

of
 

0.803
 

for
 

the
 

differential
 

diagnosis
 

of
 

the
 

two
 

diseases.All
 

the
 

above
 

differences
 

were
 

statistically
 

sig-
nificant

 

(P<0.05).Immunohistochemical
 

results
 

of
 

clinical
 

cases
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

GZMB
 

and
 

SMARCD3
 

in
 

tuberculosis
 

granulomas
 

were
 

significantly
 

different
 

from
 

those
 

in
 

sarcoidosis
 

granulomas
 

(P<0.05).The
 

AUC
 

of
 

GZMB
 

for
 

the
 

diagnostic
 

prediction
 

of
 

sarcoidosis
 

was
 

0.800,and
 

the
 

AUC
 

of
 

SMARCD3
 

for
 

the
 

diagnostic
 

prediction
 

of
 

tuberculosis
 

was
 

0.778.The
 

AUC
 

of
 

combined
 

detection
 

of
 

the
 

two
 

proteins
 

for
 

assisting
 

in
 

the
 

differential
 

diagnosis
 

of
 

tuberculosis
 

and
 

sarcoidosis
 

reached
 

0.875,with
 

all
 

differ-
ences

 

being
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion GZMB
 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

sarcoidosis
 

while
 

SMARCD3
 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

tuberculosis.Both
 

of
 

them
 

can
 

serve
 

as
 

potential
 

auxiliary
 

indicators
 

for
 

the
 

differential
 

diagnosis
 

of
 

tuberculosis
 

and
 

sarcoidosis.The
 

combined
 

application
 

of
 

the
 

two
 

indicators
 

can
 

im-
prove

 

the
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

of
 

the
 

differential
 

diagnosis
 

of
 

tuberculosis
 

and
 

sarcoidosis.
[Key

 

words] Tuberculosis; Sarcoidosis; GZMB; SMARCD3; Differential
 

expression; Differen-
tial

 

diagnosis

  我国是全球结核病高发病率国家之一[1]。结核

病的病理学特征性表现为结核性肉芽肿(结核结节)
形成,典型的结核结节中心可见干酪样坏死,若在肉

芽肿病变内找到结核分枝杆菌则是确诊结核病的强

有力证据[2]。结节病是一种病因不明、以非干酪样坏

死性肉芽肿形成为病理特征的系统性肉芽肿性疾

病[3]。二者的共同病理特征均表现为肉芽肿形成,患
者临床表现也相似。以增生性病变为主的结核病可

表现为不伴干酪样坏死的肉芽肿,仅通过光镜表现难

以与结节病区分[4]。据统计,我国21.0%~40.4%的

肺结节病被误诊为肺结核[5-6]。结核病使用化学疗法

进行治疗[7],结节病首选糖皮质激素治疗[8],诊断错

误会导致2种截然不同的治疗方法,因此,二者的鉴

别诊断十分重要。目前,临床病理诊断常用的2种结

核杆菌检查法中抗酸染色灵敏度和特异度均不高,分
子病理检测技术又对实验室和操作人员要求高,价格

高昂[9]。病理学家也尝试使用免疫组织化学(免疫组

化)检测,但缺乏可靠的结核杆菌抗体,给疾病的鉴别

诊断带来挑战。因此,查找鉴别诊断结节病和结核病

的分子标志物可能为疾病确诊带来新思路。本研究

在生物信息学分析的基础上采用免疫组化法观察了

GZMB、SMARCD3在结核病和结节病组织中的表达

情况,分析了其对结核病和结节病的鉴别诊断价值,
现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 样本来源 选取2017年8月至2024年6月

安徽医科大学第一附属医院、安徽医科大学第二附属

医院和皖南医学院弋矶山医院病理科具有完整临床

病理资料的46例结核病、35例结节病和24例其他肉

芽肿性炎(19例异物肉芽肿,5例真菌肉芽肿)手术切

除石蜡标本,其中男50例,女55例;年龄20~79岁,
中位年龄56岁。本研究获得安徽医科大学第二附属

医院伦理委员会审批(批号:SL-YX2024-172)。
1.1.2 

 

纳入标准

1.1.2.1 结核病 (1)典型镜下表现为伴干酪样坏

死的肉芽肿;(2)病原学检测阳性,即抗酸染色阳性和

(或)T-SPOT阳性。
1.1.2.2 结节病 (1)镜下表现为不伴干酪样坏死

的肉芽肿;(2)抗酸染色阴性;(3)网状纤维染色阳性;
(4)临床诊断为结节病。
1.1.2.3 其他肉芽肿性炎 经病理检查确诊为异物

肉芽肿及真菌肉芽肿。
1.1.3 试剂 SMARCD3兔多克隆抗体(12838-1-
AP)购于武汉三鹰生物技术有限公司,GZMB鼠单克

隆抗体(clone
 

OTI4E4)购于OriGene中国公司,二氨

基联苯胺(DAB)显色试剂盒(ZLI-9018)购于北京中

杉金桥公司。
1.2 方法

1.2.1 生物信息学分析 从Gene
 

Experession
 

Om-
nibus(GEO)数据库中选取数据集GSE28623(结核病

患者46例、未感染结核病患者37例)、GSE16538(结
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节病患者6例、健康对照者6例)和GSE83456(结核

病患者45例、结节病患者49例、健康对照者61例)。
使用R语言“limma”R包鉴定结核病(GSE28623)和
结节病(GSE16538)的差 异 表 达 基 因(DEGs)。将

logFC
 

-0.5~0.5的DEGs分为下调、上调基因。采

用Venn在线软件选取在结核病中上调且在结节病中

下调的基因、在结节病中上调且在结核病中下调的基

因。对交集基因的logFC进行排序,选取差异表达最

明显的前10个基因,用 GSE83456数据集验证这些

基因是否在结节病和结核病之间存在差异性表达,对
满足条件的基因采用受试者工作特征(ROC)曲线评

价鉴别诊断结核病和结节病的价值,选取ROC曲线

下面积(AUC)最大的基因,若基因的AUC无显著差

异,选取表达量高的基因。
1.2.2 标本处理 所有标本均经10%中性福尔马林

固定,石蜡包埋,4
 

μm厚连续切片,分别进行苏木精-
伊红(HE)、免疫组化染色。
1.2.3 免疫组化检测 GZMB、SMARCD3采用免疫

组化EnVision两步法染色,主要步骤为切片,脱蜡水

化,柠檬酸钠溶液热修复,过氧化物酶阻断剂室温孵育

10
 

min,滴加一抗37
 

℃孵育1
 

h,二抗室温孵育20
 

min,
DAB显色,苏木精复染,脱水、透明后光镜下观察。
1.2.4 结果判读 在20倍物镜下随机选取视野中

肉芽肿的代表性区域,采用乘法积分法进行判定。参

考PENG等[10]的免疫组化判读方法,按阳性细胞占

计数细胞百分比及染色强度进行评分,阳性细胞占计

数细胞百分比阴性计0分,1%~<25%计1分,
25%~<50%计2分,55%~<75%计3分,≥75%

计4分;细胞染色强度为无着色计0分,淡黄色计1
分,棕黄色计2分,棕褐色计3分。综合评分为阳性

细胞百分比评分和细胞染色强度评分相乘,<3分为

弱阳性,3~6分为中等强度阳性,>6分为强阳性。
1.3 统计学处理 应用 GraphPad

 

Prism8.0.1软

件、SPSS27.0统计软件进行数据分析,进行Shapiro-
Wilk检验及Levene方差齐性检验,评估计量资料的

正态性,符合正态分布的计量资料以x±s表示,不符

合正态分布的计量资料以 M(P25,P75)表示,采用单

因素方差分析、非参数检验;计数资料以率或构成比

表示,采用χ2 检验、Fisher确切概率法。采用传统诊

断试验公式计算灵敏度、特异度和诊断准确性,ROC
曲线分析诊断预测价值。采用多因素二元logistic回

归模型分析性别、结节直径对SMARCD3表达的影

响。P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 生物信息学分析 GSE16538中有1
 

162个上

调基因、617个下调基因,GSE28623中有948个上调

基因、1
 

263个下调基因。见图1A、B。GSE16538上

调基因和 GSE28623下调基因取交集得到74个基

因,GSE16538下调基因和 GSE28623上调基因取交

集得到33个基因。见图1C、D。交集基因logFC排

序见图1E、F。GZMB在结核病中呈低表达,并在结节

病中呈相对高表达,诊断结节病的AUC为0.731,差异

有统计学意义(P<0.05)。见图2A、B。SMARCD3在

结核病中呈高表达,并在结节病中呈相对低表达,诊断

结核病的 AUC为0.803,差异有统计学意义(P<
0.05)。见图2C、D。

  注:A.GSE16538
 

火山图和热图;B.GSE28623
 

火山图和热图;C.在肺结节病中上调且在肺结核中下调的基因;D.在肺结核中上调且在肺结节

病中下调的基因;E.GSE16538上调基因logFC排序;F.GSE28623上调基因logFC排序。

图1  生物信息技术筛选差异基因
 

2.2 GZMB、SMARCD3分子在结核病和结节病中的 表达情况 GZMB、SMARCD3阳性染色呈淡黄色至棕
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褐色,GZMB阳性表达定位于细胞质;SMARCD3阳性

表达定位于细胞核。见图3。GZMB主要在结节病中

表达,35例结节病组织中GZMB综合评分大于或等于

3分者26例,占74.3%,而结核病组织中仅为17.4%
(8/46),差异有统计学意义(P<0.05);SMARCD3主

要在结核病中表达,46例结核病组织中SMARCD3
综合评分大于或等于3分者27例,占58.7%,而结节

病中仅为22.9%(8/35),差异有统计学意义(P<
0.05)。见表1、2。

  注:A.GSE83456中GZMB在结核病和结节病中的差异表达;B.GSE83456中GZMB诊断结节病的ROC曲线;C.GSE83456中SMARCD3在

结核病和结节病中的差异表达;D.GSE83456中SMARCD3诊断结核病的ROC曲线。

图2  使用GSE83456验证标志物的差异性表达和诊断价值的ROC曲线

  注:A.结节病的 HE染色;B.GZMB在结节病中高表达;C.SMARCD3在结节病中低表达;D.结核病的 HE染色;E.GZMB在结核病中低表

达;F.SMARCD3在结核病中高表达。

图3  结核病与结节病中GZMB、SMARCD3的表达情况比较

表1  结核病和结节病组织中GZMB免疫组化

   染色比较[n(%)]

GZMB
结核病

(n=46)
结节病

(n=35)
χ2 P

阳性细胞百分比评分 13.530 <0.001

 0~1分 28(60.9) 7(20.0)

 2~4分 18(39.1) 28(80.0)

染色强度评分 7.863 0.005

 0~1分 35(76.1) 16(45.7)

 2~3分 11(23.9) 19(54.3)

续表1  结核病和结节病组织中GZMB免疫组化

   染色比较[n(%)]

GZMB
结核病

(n=46)
结节病

(n=35)
χ2 P

综合评分 28.548 <0.001

 <3分 38(82.6) 9(25.7)

 3~6分 8(17.4) 20(57.1)

 >6分 0 6(17.1)

2.3 GZMB、SMARCD3鉴别诊断结核病和结节病
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