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· 论著 ·

基于生物信息学筛选阿尔茨海默病和慢性牙周炎的

关键基因

杨延延1，方玲玉2，马雪静1，刘畅1，任丽莉1，王鹏1

（1. 锦州医科大学基础医学院神经生物学教研室，辽宁省神经退行性疾病重点实验室，辽宁  锦州  121000；2. 锦州医科大学口腔医学院口腔修

复科，辽宁  锦州  121000）  

摘要  目的 通过生物信息学方法分析阿尔茨海默病 （AD） 和慢性牙周炎 （CP） 潜在的生物学联系。方法  分析基因表达综合

（GEO） 数据库中AD和CP的2个数据集。识别数据集的差异表达基因 （DEGs），使用加权基因共表达网络分析 （WGCNA） 识别最

相关的模块，对共同基因进行功能富集分析并构建蛋白质-蛋白质相互作用 （PPI） 网络，使用MCODE识别关键模块，并通过机

器学习发现关键基因。此外，利用基因集富集分析 （GSEA） 和CIBERSORT算法研究KLRB1相关的分子途径和免疫细胞分布。结

果  本研究确定了AD和CP共有的18个基因。MCODE确定了5个关键基因，机器学习确定了AD的13个基因，CP的8个基因，最终

确定KLRB1为AD和CP的共同关键基因。GSEA揭示了这些基因在疾病相关途径中的复杂作用。免疫细胞分析强调了KLRB1与

γδT细胞的强相关性。结论  本研究强调KLRB1是AD和CP的关键基因，并为二者的分子联系提供了新的见解。
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Abstract  Objective To analyze the potential biological relationship between Alzheimer disease （AD） and chronic periodontitis （CP） 

by bioinformatics. Methods  We analyzed two datasets of AD and CP from the Gene Expression Omnibus database，and differentially 

expressed genes （DEGs） were identified from these datasets. Weighted gene co-expression network analysis （WGCNA） was used to identify 

the most relevant modules. Functional enrichment analysis of shared genes was performed，and a protein-protein interaction （PPI） network 

was constructed. MCODE was used to identify key modules，and machine learning was used to discover key genes. In addition，Gene Set 

Enrichment Analysis （GSEA） and CIBERSORT were used to investigate KLRB1-related molecular pathways and immune cell distribu-
tion. Results  The study identified 18 genes common to both AD and CP. MCODE analysis revealed five pivotal genes，machine learning 

identified 13 genes for AD，eight for CP，and KLRB1 was determined as a common gene for AD and CP. GSEA demonstrated the intricate 

involvement of these genes in disease-related pathways. Immunocellular analysis underscored a significant association between KLRB1 

and γδT cells. Conclusion  This research highlighted KLRB1 as a key gene for AD and CP，providing new insights into their molecular 

linkages.
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阿尔茨海默病 （Alzheimer disease，AD） 是一种

严重的进行性神经退行性疾病，表现为记忆丧失和

认知障碍。淀粉样蛋白和tau蛋白病理是AD的核心

特征，小胶质细胞反应、血管系统、血脑屏障、外周

免疫系统、淋巴以及胃肠道微生物组也影响疾病的

临床进展［1］。关于其致病因素和发病机制，目前尚

无定论。

慢性牙周炎 （chronic periodontitis，CP） 是由口

腔生物膜失调引起的常见的口腔炎症性疾病。当宿

主免疫和炎症反应功能持续失调时，牙周炎症就会
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变成慢性炎症，导致破坏性炎症细胞的释放时间延

长，牙周炎症持续进展并出现牙槽骨破坏和牙齿脱

落，严重影响患者的日常生活［2］。研究［3-4］表明，牙

周炎患者AD的发病率高于一般人群，但这2种疾病

的具体联系和分子机制尚不清楚。本研究利用生物

信息学方法筛选CP和AD的关键基因，为探讨CP与

AD的潜在联系提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 数据收集

通过基因表达综合 （Gene Expression Omnibus，

GEO） 数 据 库 （https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/） 获

取AD和CP的相关数据集，使用R软件 （4.2.1） 进行数

据分析。AD数据集GSE63060包含104个对照样本

和225个AD样本，CP数据集GSE16134包含69个健康

牙龈样本和241个CP牙龈样本。

1.2 差异表达基因 （differentially expressed genes，DEGs） 

分析

采用R语言“limma”包筛选AD、CP和对照组之

间的DEGs，以P <  0.05，显著性阈值|log2FC | > 0.5为

标准。

1.3 加权基因共表达网络分析 （weighted gene coex-

pression network analysis，WGCNA） 

使用R语言“WGCNA”包构建WGCNA网络，对

数据集的基因表达数据进行聚类分析，确定最佳的

软阈值使各基因调控关系符合无尺度分布，构建共

表达网络绘制模块聚类树状图，并将表达谱相似的

基因分组到不同的模块中，使用Pearson法分析基因

间的相关性，获得关系矩阵，选择相关性最高的模

块作为关键基因模块。

1.4 共同基因鉴定

将DEGs和WGCNA获得的基因取交集，使用R

语言“ggVennDiagram”包获取AD和CP的共同基因。

1.5 共同基因功能富集分析

通过基因本体论 （Gene Ontology，GO） 和京都基

因 与 基 因 组 百 科 全 书 （Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes，KEGG） 富集分析观察AD和CP患者中

DEGs的生物学功能，GO富集分析包括生物过程 （bio-

logical process，BP）、细胞成分 （cellular component，

CC） 和分子功能 （molecular function，MF）。使用R语

言“cluster Profiler”包对基因进行富集，P < 0.05为

差异有统计学意义。使用R语言“ggplot2”包展示富

集分析结果。

1.6 蛋白质-蛋白质相互作用 （protein-protein interac-

tion，PPI） 网络构建和关键基因筛选

采用STRING数据库 （http：//string-db.org/） 构建

AD和CP之间共同基因的PPI网络，导入Cytoscape3.7.2

软件进行可视化，应用插件MCODE预测出AD和CP 

的关键基因。

1.7 关键共同基因鉴定

使用R语言“glmnet”包进行 LASSO 回归算法

分析，进一步从共同基因中筛选关键基因。将筛选

出来的关键基因与MCODE插件预测出AD和CP 的

关键基因取交集，得到AD和CP的关键共同基因。

1.8 基因富集分析 （gene set enrichment analysis，GSEA） 

根据关键DEGs的中位表达水平将样本分为高

表达组和低表达组，使用R语言“clusterProfiler”包

进行GSEA。通过R语言“enrichment”包对结果进行

可视化处理。

1.9 免疫浸润分析

通过CIBERSORT算法对AD和CP样本进行免疫分

析，使用CIBERSORT算法进行100次迭代，基于LM22

基因标记量化了22种不同类型的免疫细胞。对患病

和正常样本的免疫细胞浸润进行了比较分析。采用

Spearman等级相关系数对关键共同基因表达水平与

浸润免疫细胞数进行相关性分析。

1.10 统计学分析 

采用R Studio软件制图并进行统计学分析。绘

制受试者操作特征 （receiver operating characteristic，

ROC） 曲线，LASSO回归算法筛选关键基因，计算

ROC曲线下面积 （area under the curve，AUC） 以评估

关键基因的诊断效能。 P < 0.05 为差异有统计学意

义。

2 结果

2.1 共同基因鉴定

应 用R语 言“limma”包 识 别AD和CP的DEGs，

AD共检测到1 073个基因，其中上调基因466个，下

调基因607个；CP共检测到1 292个DEGs，其中上调

基因793个，下调基因499个。以AD和CP的样本构建

共表达网络，AD共鉴定出16个共表达模块，MEtur-

quoise模块的相关性最强 （r = 0.38，P < 0.000 1），该
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模块包含1 558个基因（图1A）。同样，将WGCNA应

用于CP，共鉴定出18个模块，其中MEgreenyellow模

块表现出最强的相关性 （r = 0.58，P < 0.000 1），包含

68个基因 （图1B）。随后对DEGs和WGCNA鉴定的基

因进行了交叉分析，共鉴定出18个共同基因 （TXN、

KLRB1、DYNLT3、TBXAS1、ARHGAP9、GLRX、

ITGB2、LY96、GZMA、SELPLG、COQ2、FAM107B、

CD52、CD163、CD14、ACTA2、OGT、GZMK）。

A，the interconnections between the various modules and traits in AD，the correlation coefficients and P are contained in each cell；B，associations be-

tween modules and traits in CP，correlation coefficients and P are included in each cell.

图1  加权基因共表达网络分析

Fig.1  Weighted gene co-expression network analysis

2.2 共同基因功能富集分析

对AD和CP的共同DEGs分别进行GO和KEGG

富集分析，BP结果显示，DEGs与Toll样受体信号通

路、程序性坏死细胞死亡和模式识别受体信号通路

密切相关；CC结果显示，DEGs主要富集于细胞膜相

关过程；MF结果显示，DEGs在氧化还原酶活性、脂

多糖结合和模式识别受体活性等过程中可能发挥

重要作用 （图2A）。此外，KEGG富集分析结果表明，

这些DEGs主要富集于菌群感染、NF-κB信号通路、

Toll样受体信号通路和酒精性肝疾病通路 （图2B）。

2.3 关键共同基因筛选

将获取到的18个共享基因导入STRING数据库

获得PPI信息TSV文件，在Cytoscape 3.7.2软件中通过

MCODE插件识别出由GZMK、GZMA、KLRB1、CD52、

CD163组成的核心模块。LASSO回归结果显示，AD鉴

定出13个候选基因 （图3A、3B），CP筛选出8个特征基

因 （图3C、3D）。通过交叉验证AD、CP的LASSO结果

与MCODE模块基因，确定KLRB1为最终的共同关键

基因。

2.4 关键共同基因的单基因GSEA

在AD中，KLRB1在 代 谢 途 径 （丙 酮 酸 代 谢、肾

素-血管紧张素系统、氧化磷酸化等）和免疫反应相

关的途径 （中性粒细胞胞外陷阱形成、趋化因子信号

通路，TNF信号通路等） 中发挥重要作用 （图4A）。在

CP中，KLRB1与免疫反应 （自然杀伤细胞介导的细胞

毒性、TNF信号通路、肠道免疫网络产生IgA、原发性

免疫缺陷） 和代谢途径 （组氨酸代谢、苯丙氨酸代谢、

牛磺酸和次牛磺酸代谢、氧化磷酸化） 相关 （图4B）。
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A，GO enrichment analysis；B，KEGG enrichment analysis.

图2  共同基因功能富集分析

Fig.2  Functional enrichment analysis of common genes

2.5 免疫浸润分析

富集分析结果显示，鉴定的中心基因KLRB1与

炎症和免疫过程之间存在潜在联系。使用CIBER-

SORT算法对不同组中免疫细胞的丰度进行分析，评

估了AD和CP数据集样本中22种免疫细胞类型的比

例。在AD中，观察到初始CD4+ T细胞和Treg细胞下

调，静息CD4+记忆T细胞、活化CD4+记忆T细胞、γδT

细胞、静息的NK细胞、M2巨噬细胞以及静息肥大细

胞上调 （图5A）。CP样本 （图5B） 显示幼稚B细胞、浆

细胞、活化CD4+记忆T细胞、活化的NK细胞、单核细

胞和中性粒细胞表达上调，而记忆B细胞、静息CD4+ 

记忆T细胞、滤泡辅助性T细胞、Treg细胞、γδT细胞、

M1巨噬细胞、静息树突细胞和静息肥大细胞下调。

进一步分析AD和CP中KLRB1表达与免疫细胞比例

之间的相关性 （图5C、5D） 。结果显示，在AD样本中，

KLRB1表达与γδT细胞、M2巨噬细胞、Treg细胞和M0

巨噬细胞相关性较强。而在CP样本中，KLRB1表达

与γδT细胞、活化CD4+记忆T细胞、静息肥大细胞和

静息树突细胞有较强的相关性。
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3 讨论

近年来，AD与CP的关联性逐渐受到关注，但其

共同机制尚不明确。在本研究中，DEGs和WGCNA

的分析筛选出18个可能与AD和CP的共同发病机制

有关的共同基因。富集分析结果显示，共同基因显

A-B，LASSO logistic regression algorithm screened the key genes in AD；C-D，LASSO logistic regression algorithm screened key genes in CP.

图3  LASSO回归分析

Fig.3  LASSO regression analysis

A，GSEA analysis of KLRB1 in AD；B，GSEA analysis of KLRB1 in CP.

图 4  单基因GSEA分析

Fig.4  Single gene GSEA analysis
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A，box plot showed the comparison of 22 kinds of immune cells between AD group and control group；B，box plot showed the comparison of 22 kinds of 

immune cells between CP group and control group；C，correlation between KLRB1 expression and immune cells in AD group；D，relationship between 

KLRB1 expression and immune cells in CP group. *P <  0.05，**P <  0.01，***P <  0.001.

图5  免疫浸润分析

Fig.5  Analysis of immune infiltration

著关联于Toll样受体、NF-κB信号通路、程序性坏死

细胞死亡和氧化还原酶活性等过程。进一步通过

MCODE模块分析和LASSO机器学习算法筛选，最终

确定KLRB1为AD和CP的共同关键基因。

KLRB1编码CD161，属于c型凝集素家族，在NK

细胞、T细胞亚群中表达，参与免疫调节及炎症反

应［5］。研究［6-7］发现，KLRB1通过调控树突状细胞分

化和NK细胞功能，与自身免疫性疾病及肿瘤预后相

关。在AD与CP中，GSEA提 示KLRB1与 炎 症 及 免 疫

通路密切相关。进一步利用CIBERSORT算法分析免

疫细胞浸润模式发现，CP患者存在14种差异免疫细

胞，AD患者则显示8种，提示2种疾病均存在显著的

免疫失调。T/B细胞在CP中驱动牙周组织破坏［8-10］，

而AD中T细胞通过血脑屏障渗入脑实质加剧神经退

行性变［11］，此外，在AD患者的外周血中发现活化的

CD4+ 和CD8+ T细胞亚群显著增加［12］。

牙周病原体 （如牙龈卟啉单胞菌） 引发的慢性

炎症可通过全身循环加剧AD病理，细菌毒素渗透

导致系统性炎症，激活小胶质细胞并释放促炎因

子，加速神经损伤［2，13-14］。KLRB1在2种疾病中均与

γδ T细胞功能显著相关，该细胞亚群通过白细胞介

素-17A等因子募集中性粒细胞，可能同时参与牙周

骨吸收和脑缺血损伤［15］。因此，KLRB1作为免疫检

查点分子，可能通过调控γδ T细胞等免疫应答，成为
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AD与CP共病的潜在干预靶点。

本研究基于生物信息学分析筛选关键基因，但

缺乏实验验证，后续需通过基因敲除或过表达模型

明确KLRB1在共病中的具体机制。此外，数据来源

于公共数据库，样本异质性及混杂因素可能影响结

果的可靠性。未来需结合多组学数据及纵向临床研

究，进一步探索KLRB1的转化价值。
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