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　　[摘要]　目的:基于生物信息学选定 NCF2后通过临床实验验证 NCF2在慢性鼻窦炎伴鼻息肉(chronicsi-
nusitiswithnasalpolyps,CRSwNP)中表达从而研究其相关性。方法:使用基因表达综合数据库 GEO中CRS相

关数据集挖掘CRSwNP与非CRS患者之间差异表达基因(DEGs),加权基因共表达网络(WGCNA)进行聚类分

析,WGCNA相关性最高模块与 DEGs相交确定核心基因 NCF2,通过单基因富集分析(GSEA)、免疫炎性浸润分

析、主成分(PCA)分析确定 NCF2在组织中表达情况及细胞分布情况,运用免疫组织化学实验测定 NCF2在研究

对象组织中表达程度,同时检测研究对象外周血中EOS百分比并进行相关性分析,镜下计数研究对象组织中嗜

酸粒细胞(EOS)并进行比较分析。结果:①DEGs结果与 WGCNA相关性最高模块相交得到韦恩图,确定核心基

因 NCF2;②GSEA分析显示 NCF2与异体排斥反应、哮喘等免疫反应过程显著相关;③ROC曲线下面积为1,显
示 NCF2对CRSwNP具有诊断价值;④免疫炎性浸润及PCA分析显示 NCF2在鼻息肉组织中高表达,主要分布

在单核细胞及EOS;⑤苏木精-伊红染色结果显示ECRSwNP组织中EOS计数及外周血中EOS的百分比均高于

非ECRSwNP(nonECRSwNP)组与对照组;⑥免疫组织化学结果显示 NCF2在 EOS型 CRSwNP(eosinophilic
CRSwNP,ECRSwNP)患者鼻息肉组织中表达显著,高于nonECRSwNP组和对照组患者鼻腔黏膜中表达水平;

⑦NCF2在组织中的表达与 ECRSwNP组中的 EOS计数及外周血中 EOS表达均呈正相关。结论:NCF2在

CRSwNP组织中表达增高,与外周血及组织中EOS表达相关性显著,提示 NCF2或可作为CRSwNP的内在分型

依据及临床诊疗参考。
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Abstract　Objective:AfterselectingNCF2basedonbioinformatics,clinicalexperimentswereconductedto
verifytheexpressionofNCF2inchronicrhinosinusitiswithnasalpolypstostudyitscorrelation.Methods:The
differentiallyexpressedgenes(DEGs)betweenCRSwNPandnon-CRSpatientswereexploredusingtheCRS-relat-
eddatasetfromthegeneexpressionomnibusGEOdatabase.Theweightedgeneco-expressionnetwork(WGCNA)

wasusedforclusteranalysis.TheexpressionandcelldistributionofNCF2inthetissuesweredeterminedbysin-
glegeneenrichmentanalysis(GSEA),immuneinflammatoryinfiltrationanalysis,andprincipalcomponent(PCA)

analysis.TheexpressiondegreeofNCF2inthetissuesofthesubjectswasdeterminedbyimmunohistochemistry,

andthepercentageofEOSintheperipheralbloodofthesubjectswasdetectedandthecorrelationwasanalyzed.
EOSinthetissuesofthesubjectswerecountedunderamicroscopeandcompared.Results:①TheVenndiagram
wasobtainedbycrossingthemodulewiththehighestcorrelationbetweenDEGsand WGCNAtodeterminethe
coregeneNCF2.②GSEAanalysisshowedthatNCF2wassignificantlyrelatedtotheimmunologicalprocesses
suchasallogeneicrejectionandasthma.③TheareaundertheROCcurvewas1,indicatingthatNCF2haddiag-
nosticvalueforCRSwNP.④NCF2washighlyexpressedinnasalpolyps,mainlydistributedinmonocytesandeo-
sinophils.⑤HEstainingshowedthatthenumberofEOSinECRSwNPtissuesandthepercentageofeosinophils

·303·



inperipheralbloodwerehigherthanthoseinnonECRSwNPandcontrolgroups.⑥Theimmunohistochemistryre-
sultsshowedthatNCF2wassignificantlyexpressedinthenasalpolypsofECRSwNPpatients,whichwashigher
thanthatinthenasalmucosaofnonECRSwNPgroupandcontrolgroup.⑦TheexpressionofNCF2intissueswas
positivelycorrelatedwithEOScountinECRSwNPgroupandEOSexpressioninperipheralblood.Conclusion:The
expressionofNCF2isincreasedineosinophilicchronicrhinosinusitiswithnasalpolyps,anditissignificantlycorrelated
withtheexpressionofeosinophilsinperipheralbloodandtissues,suggestingthatNCF2maybeusedasabasisforthein-
trinsicclassificationofECRSwNPandareferenceindexforclinicaldiagnosisandtreatment.

Keywords　NCF2;chronicrhinosinusitiswithnasalpolyps;eosinophils;bioinformaticsanalysis

　　慢性鼻窦炎(chronicrhinosinusitis,CRS)是持

续超过12周的鼻腔鼻窦黏膜慢性炎症,鼻息肉是继

发于CRS的鼻腔及鼻窦黏膜组织的非肿瘤性增生,
与哮喘、变应性鼻炎(AR)合并出现,表现为鼻塞、流
涕、嗅觉减退等,可引起耳鸣及听觉敏感度下降[1]。
CRS依据是否伴有鼻息肉分为CRS伴鼻息肉(chro-
nicsinusitiswithnasalpolyps,CRSwNP)和CRS不

伴鼻息肉(chronicrhinosinusitiswithoutnasalpol-
yps,CRSsNP),亦可依嗜酸粒细胞(EOS)浸润程度

分为 嗜 酸 型 CRSWNP(ECRSwNP)和 非 嗜 酸 型

CRSWNP(nonECRSwNP)[2]。基 于 目 前 CRSwNP
治疗效果并未达到临床满意,部分患者通过现有治

疗方法仍存在复发情况,需要进行进一步的研究以

解决临床问题。NCF2是编码p67phox蛋白的基因,
参与炎症免疫反应,同时 NCF2在鼻息肉组织中表

达上调[3],本研究运用生物信息学分析,在 GEO数

据库中筛选核心基因 NCF2,分析其在CRSwNP中

的潜在生物学进程,通过临床实验验证 NCF2在鼻

息肉组织中的表达情况及其与EOS之间的相关性,
为CRSwNP临床诊疗提供潜在治疗靶点,助力于改

善CRSwNP患者的生活质量。
1　资料与方法

1.1　临床资料

选取朝 阳 市 中 心 医 院 2018 年 6 月 -2023
年5月60例CRSwNP患者的鼻黏膜组织作为实

验组,根据Jesrec评分分为嗜酸组(ECRSwNP组)
和非嗜酸组(nonECRSwNP组)[4],以同时间段内

21例非鼻息肉鼻窦炎患者的钩突黏膜组织作为对

照组。患者临床资料见表1。
1.2　纳入与排除标准

纳入标准:符合《欧洲鼻窦炎和鼻息肉意见书

(2020)》[5]诊断标准;病理学及影像学结果明确,支
持CRS诊断;入组前3个月未使用药物治疗;年龄

14~80岁;患者自愿参与并签署知情同意书,经医

院医学伦理委员会批准同意。
排除标准:鼻息肉术后复发;患有慢性肉芽肿

病,恶性肿瘤及血液系统疾病;真菌性鼻炎、后鼻孔

息肉、鼻内翻性乳头状瘤、鼻纤维血管瘤;临床资料

不完整;妊娠期、哺乳期妇女。
1.3　样本收集

实验组患者于鼻内镜视野下取适量鼻息肉组

织,对照组取钩突黏膜组织,与息肉组织标本等量,
制成组织切片,同时采集患者相关临床资料。

表1　研究对象一般临床资料

组别
嗜酸组

(n=29)
非嗜酸组

(n=31)
对照组

(n=21)
年龄/例

　<60岁 25 25 20
　≥60岁 4 6 1
性别/例

　男 20 21 16
　女 9 10 5
吸烟史/例 10 9 10
哮喘病史/例 5 0 0
AR史/例 13 5 0
　NCF2(+/-)/例 22/7 0/31 0/21
NCF2评分 3.79±1.80 1.42±0.72 1.62±0.86

组织EOS/HP
159.19±
108.46

54.74±
37.28

8.90±
3.49

血液EOS/% 6.10±3.29 1.98±1.19 2.61±2.05

1.4　方法

1.4.1　生物信息学分析　①数据处理及差异基因

鉴定:在基因表达综合数据库(GEO,http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/geo/)中用关键词“慢性鼻窦炎伴

鼻息肉”检索,得到基因表达数据集 GSE36830(平
台:GPL570),用 GEOquery包读取数据得到基因矩

阵。用 WGCNAR包,选择 WGCNA数据集表达矩

阵中中位绝对偏差的前5000个基因,使用“pick-
SoftThreshold”函数选择13为最佳软阈值构建拓扑

重叠矩阵(TOM)。随后在层次聚类鉴定共表达模

块的表达谱中选择与鼻息肉组织相关系数高的模

块。利用limmaR包鉴定正常组和 CRSwNP组以

及正常组和CRSsNP组的差异基因(DEGs)分析,以
P 值[错误发现率(FDR)]<0.05和|log2FC(倍数变

化)的基因|≥1被鉴定为DEGs。根据log2FC值≥1
或≤-1,将基因分为上调或下调。利用 VeenR包

将获得的2组差异基因与通过 WGCNA分析得出的

模块基因进行交集取得重叠的 DEG作为核心研究

基因,得到“NCF2”确定为核心基因。②差异基因的

通路分析:通过GSVA R软件包量化在CRS伴鼻息

肉组中显著上调基因的标志性途径的活性,查找在

鼻息肉生物学过程的相关途径。用Pearson相关系
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数评价枢纽基因与通路的相关性,R包“ggplot2”和
“pheatmap”用于可视化。③接受者操作特征曲线

(ROC):利用矩阵数据,鉴定 NCF2的临床价值,使
用Rglm函数、pROC包进行建模、分析,用ggplot2
包进行可视化绘制 ROC。AUC值越趋近于1则检

测方法真实性越高。④免疫炎性浸润分析:用 R包

GSVA 中ssGSEA算法来计算富集评分,箱线图显

示免疫浸润的差异。⑤单细胞主成分(PCA)分析:
GEO 下 载 scRNA-seq 数 据 集 GSE202100。使 用

SeuratR软件包(版本4.1.0)进行下游分析。在质

量控制(QC)之后,排除表达基因少于200个和线粒

体相关基因少于10%的细胞。用经典标记基因和

SingleR算法鉴定细胞类型。利用 UCellR包、irG-
SEAR包,得到NCF2在各个细胞中的表达密度。
1.4.2　苏木精-伊红染色及免疫组织化学法　选

取相关组织标本用石蜡填埋法处理组织,经病理医

师切片制备组织玻片,分别进行苏木精-伊红染色、
免疫组织化学染色,在100倍高倍镜下及400倍高

倍镜下观察,分别记录400倍镜下 EOS占炎性细

胞百分比、组织中EOS染色程度、组织中 NCF2的

染色程度并进行评分。
1.5　统计学方法

采用SPSS26.0软件进行分析。符合正态分

布的计量资料以 ■X±S 表示,2组间比较采用t检

验,多组间比较采用单因素方差分析,组间两两比

较采用q检验;计数资料以%表示,组间比较采用

χ2 检验;相关性采用 Pearson相关分析,以 P<
0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　生物信息学分析

2.1.1　差异基因可视化　以P<0.05,|logfc|>
1做标准,筛选出DEGs制作火山图(图1a、1b),并
依据最显著的60个差异基因制作热图(图1c)。
2.1.2　加权基因共表达网络(WGCNA)分析　数

据集中具有相似表达谱的基因进行聚类分析,软阈

值为13(R2=0.09)保证无标度网络,筛选出36个

基因模块(图2),其中与CRSwNP相关性最显著的

基因模块是 MEturquoise(RS=0.83,P=7e-04)。

a、b:蓝色标记点表示基因倍数变化(FC)>1且P<0.05的上调差异基因;黄色标记点表示基因倍数变化(FC)<1且

P<0.05的下调基因;灰色标记点表示无显著差异的基因;c:CRSwNP与对照组的差异表达基因热图:蓝色表示上调

差异基因,黄色表示下调差异表达基因。
图1　差异表达基因火山图及热图

图2　模块-性状关系图

2.1.3　差异基因鉴定　DEGs与 WGCNA中显著

性最高模块 MEturquoise中基因进行交集,可视化

得到韦恩图(图3),得到基因 NCF2和 SIRPB1。
NCF2在 CRSwNP与 CRSsNP、对照组中的表达

差异有统计学意义(P<0.05),但在CRSsNP与对

照组中的表达差异无统计学意义(P>0.05),所以

选择 NCF2为研究对象。
2.1.4　单基因集富集(GSEA)分析　对 NCF2行

GSEA分析,得到前5个通路分别是异体排斥反

应、哮喘、移植物抗宿主病、造血细胞谱系疾病、Ⅰ
型糖尿病功能通路(图4)。
2.1.5　接受者操作特征(ROC)曲线　通过 ROC
曲线得到AUC面积为1(图5),NCF2在CRSwNP
中的表达具有诊断意义。
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将模块基因与差异基因做交集,得到2个核心基因。
图3　韦恩图交集

NES为正,头部富集,峰值出现在左侧,基因集中的

分子主要集中在左侧高表达组中;中间竖线表示基因集

中分子。
图4　NCF2的GSEA分析

图5　NCF2的AUC面积为1

2.1.6　免疫炎性浸润分析　各种免疫细胞的共表

达相关性显示 NCF2与 NK 细胞、巨噬细胞、树突

状细胞、肥大细胞、EOS相关,见图6。
2.1.7　主成分(PCA)分析　NCF2主要分布于单

核细胞及EOS,见图7。
2.2　临床实验验证

2.2.1　外周血及组织中 EOS表达差异性　实验

组患者外周血EOS百分比及组织中 EOS计数百

分比均 高 于 对 照 组,差 异 有 统 计 学 意 义 (P<
0.05),见表2。嗜酸组的外周血 EOS百分比及

组织中EOS计数均高于非嗜酸组,差异有统计学

意义(P<0.05),见表3。苏木精-伊红染色结果

见图8。

图6　免疫炎性浸润分析
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图7　NCF2在各类细胞中分布密度

表2　实验组与对照组外周血及组织中EOS表达差

异性

组别 外周血EOS/% 组织中EOS/HP

实验组 4.04±2.25 106.97±72.87

对照组 2.61±2.05 8.90±3.49

P <0.001 <0.001

表3　嗜酸组与非嗜酸组外周血及组织中EOS表达

差异性

组别 外周血EOS/% 组织中EOS/HP

嗜酸组 6.10±3.30 159.19±108.46

非嗜酸组 1.98±1.19 54.74±37.28

P <0.001 <0.001

a:非嗜酸组;b:嗜酸组;c:对照组。
图8　苏木精-伊红染色结果×400

2.2.2　NCF2表达水平

3组研究对象组织中 NCF2表达水平比较见

图9,嗜酸组患者鼻息肉组织中 NCF2表达水平高

于非嗜酸组和对照组患者黏膜组织中 NCF2表达

水平,差异均有统计学意义(P<0.05),见表4。
2.2.3　NCF2表达评分与组织及外周血 EOS的

相关性

将 NCF2在组织中的表达评分与EOS的表达

进行相关性分析,结果显示嗜酸组中,NCF2在组

织中的表达与组织中 EOS计数及外周血中 EOS
表达均呈正相关(P<0.05);对照组及非嗜酸组中

NCF2的表达与组织中及外周血中 EOS的表达差

异无统计学意义(P>0.05),见表5。

表4　各组NCF2阳性表达率

组别 例数
NCF2
(+)

NCF2
(-)

阳性表达率

/%
P

实验组 <0.001
　嗜酸组 29 22 7 75.86
　非嗜酸组 31 0 31 0
对照组 21 0 21 0
P <0.001

a:非嗜酸组;b:嗜酸组;c:对照组。
图9　免疫组织化学染色结果×400
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表5　各组NCF2表达评分与组织及外周血EOS的相关性

组别
NCF2评分

组织EOS/HP P r
NCF2评分

血液EOS(%) P r
嗜酸组 159.1±108.38 0.030 0.716 6.1±3.3 0.009 0.678
非嗜酸组 57.74±37.28 0.671 -0.134 1.98±1.19 0.798 0.66
对照组 8.90±3.49 0.860 0.302 2.61±2.05 0.626 0.112

3　讨论

CRS是一种反复发作迁延难愈的慢性疾病,鼻
腔黏膜受刺激后水肿、增生,进而发展为息肉组织,
依据外周血液 EOS计数及鼻内镜、鼻窦 CT 评分

分为ECRSwNP和nonECRSwNP。本研究通过生

物信息学分析确定 NCF2为核心基因,NCF2是编

码p67phox蛋白的基因,p67phox蛋白是参与释放

活性氧(ROS)氧化酶的重要组成部分,与 Gp91、

p47phox、p22phox、p40phox、Rac一起组成 NAD-
PH 氧化酶复合物,ROS参与体内细胞增殖、分化、
凋亡并影响细胞信号传导及机体内先天免疫反

应[5],但过量ROS会破坏正常细胞,引起一系列炎

症反应。研究发现 NCF2参与调控 AR,慢性鼻-鼻

窦炎 (CRS),哮 喘 (AS)和 慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病

(COPD)等免疫炎症相关性疾病的发生发展,具体

免疫机制尚待进一步研究。
本研究通过 GSEA 分析得到 NCF2显著性最

高的前5个通路分别为同种异体移植排斥、哮喘、
移植物抗宿主病、造血细胞谱系疾病、Ⅰ型糖尿病

功能通路,均与免疫炎症反应机制有关,推测该基

因参与免疫系统相关的生物机制网络来影响鼻息

肉的进程,在 Yao等[6]学者针对ECRSwNP与no-
nECRSwNP炎症介质谱的研究显示ECRSwNP的

炎症介质主要富集于白细胞趋化、哮喘反应、Th2
细胞分化,细胞分子 间 相 互 作 用 等 通 路,nonE-
CRSwNP的炎症介质富集于细胞因子间相互作用

与IL-17信号通路。但是仅对2组研究对象的炎

症介质谱做高通量数据分析,未进行 GSVA 阐述

差异基因的机制通路,且缺少单基因细胞定位。通

过PCA分析显示 NCF2在细胞集群中主要富集于

单核细胞及 EOS,免疫炎性浸润分析显示 NCF2
与EOS、肥大细胞、巨噬细胞、树突状细胞相关,与
本次GSEA分析结果一致,从侧面证实NCF2与白

细胞趋化过程、哮喘反应有关,提示CRSwNP是免

疫相关性疾病,计算 ROC 曲线下面积为1说明

NCF2在CRSwNP中具有诊断意义。NCF2参与

CRSwNP黏膜损伤重建过程,与哮喘反应、白细胞

趋化等过程存在共同通路,且该结果与临床病理学

镜下结果一致,可以推测鼻腔黏膜受外界刺激后大

量白细胞向病变处迁移聚集,内皮细胞被激活,继
而内皮钙通道被激活,蛋白激酶传递信号,机体产

生大量ROS进一步刺激组织细胞并破坏正常组织

释放炎症因子,引起中性粒细胞及 EOS进一步聚

集,引 发 连 锁 炎 症 反 应。PI3K/Rac1 通 路 介 导

NADPH 氧化酶活化,NADPH 复合酶作为 Rac1
下游蛋白,受调控产生并释放 ROS,过量 ROS攻

击自身正常组织引发自身免疫炎症反应,外在表现

于黏膜水肿、增生,基于此推测息肉组织是黏膜组

织在外界炎症刺激下的异常增生。
EOS产生于白细胞中的 Th2组细胞,浸润于

黏膜组织后诱导炎性介质释放,引发一系列炎症连

续反应[7],EOS可产生释放毒性蛋白损伤上皮细

胞,导致鼻腔正常黏膜组织受损,血管通透性增加,
趋化因子进一步使 EOS大量浸润于鼻腔黏膜,
EOS浸润程度可以影响炎症反应的严重程度[8]。
本研究中EOS在实验组外周血液及组织中的表达

高于正常组,且嗜酸组的表达明显高于非嗜酸组,
提示鼻息肉的发生进展与 EOS的浸润程度有关。
嗜酸组组织中 NCF2的表达与外周血及组织中

EOS的表达水平均呈正相关,说明EOS在CRSw-
NP的发生发展中扮演重要角色,且内在基因型与

外在表型之间联系紧密,与蔡族苗等[9]在 CRS患

者鼻腔分泌物中 EOS表达水平检测结果相符,其
研究显示CRS患者鼻腔分泌物中 EOS水平均高

于对照组,且 EOS表达水平与疾病的严重程度呈

正相关,logistic回归分析显示 EOS表达水平越

高,疾病发病风险越大,与张志存[10]等对外周血与

息肉组织中 EOS的不同时期相关性研究结果一

致,外 周 血 EOS 及 组 织 中 EOS 计 数 可 作 为

ECRSwNP预判参考指标。
本研 究 免 疫 组 织 化 学 结 果 显 示 NCF2 在

ECRSwNP鼻息肉组织中呈现高表达,在 nonE-
CRSwNP和对照组中低表达,NCF2在组织中的表

达与嗜酸组中的 EOS计数及外周血中 EOS表达

均成正相关,P<0.05,相关性显著;对照组及非嗜

酸组中 NCF2的表达与组织中及血液中EOS的表

达,P>0.05,相关性不显著。这一结果进一步提

示 NCF2阳性表达程度可作为CRSwNP分型的检

测指标,为CRSwNP的临床分型提供参考依据,也
为内在型研究拓宽基因检测的广度;ECRSwNP与

NCF2表达程度、组织中EOS浸润程度有关,或可

将 NCF2表达程度与EOS浸润程度计分做比值为

评价依据,该评分或比值可以为临床诊断提供直观

的参考指标。
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既往研究中有学者进行基因谱筛查发现鼻息

肉组织中 NCF2等基因广泛表达[11],大量临床指

标及相关受体与EOS浸润的相关性研究[7]也有报

道,但是对于 NCF2基因编码的蛋白表达与 EOS
浸润程度、外周血EOS计数相关的研究较少,本研

究与以往研究不同的是运用生物信息学分析在数

据库中筛选出 NCF2作为研究对象,同时结合临床

实验加以验证,临床实验得到 NCF2 在 嗜 酸 型

CRSwNP中的表达具有显著性,与生物信息学的

假设结果一致,且 NCF2的表达与 EOS的表达程

度具有正相关,这可作为临床内在分型的参考指

标,同时也丰富了CRS伴鼻息肉的临床评估方法,
为今后嗜酸型与非嗜酸型CRSwNP的临床精准化

治疗提供参考依据。
虽然依靠免疫组织化学分析仪的检测,呈现出

非常好的抗体阳性表达结果,但是免疫组织化学评

分计算中仍不可避免人为因素干扰,如何避免偏倚

误差尚待进一步完善设计。而目前嗜酸型与非嗜

酸型的分型尚无统一标准,Jesrec评分基于日本多

中心研究,采用此评分为依据更符合本研究中亚洲

人群特征,但同时会忽略组织中 EOS及炎症细胞

的占比情况。研究结果显示对照组的外周血液

EOS百分比高于nonECRSwNP组,或与对照组研

究对象组织中炎症细胞总数较低有关,从而相对性

占比偏高,加大对照组样本量研究或许可以获得更

准确结果。从相关文献及生物信息学分析可以指

导 NCF2是参与多种疾病发展过程的调控基因,尤
其是免疫、排斥反应等与 CRSwNP致病通路可能

有重合部分,但本研究仅在生物信息学分析基础之

上进行临床初步验证,关于 NCF2在 CRSwNP发

生发展中的具体作用机制尚待进一步基础实验研

究,且缺乏外周血中 NCF2的表达程度的检测与组

织中 NCF2表达的对比,下一步研究可采用流式细

胞术检测外周血中 NCF2及相关因子表达情况,结
合疾病外在表型提供更精准的参考指标。

总之 NCF2 在 鼻 息 肉 组 织 中 呈 高 表 达,在

ECRSwNP 中 尤 为 显 著,提 示 NCF2 可 能 是

CRSwNP基因内在分型依据及临床诊疗潜在靶

点,以组织中 NCF2 表达程度评分结合 外 周 血

EOS%,结合鼻内镜和鼻窦 CT评分可制定分型指

标,这极大地拓展了今后精准化治疗的领域,加快

临床医生诊疗工作的精细化个体化发展,改善

CRSwNP患者诊疗困境及生活质量。
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