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摘   要：青少年(adolescents and young adults, AYA)是结核病的主要患病群体之一。为了研究针对

这个群体的独特性诊断标志物，本研究招募了 81 名 AYA 受试者，通过定量蛋白质组学的方法，绘

制了 AYA 结核病患者高质量的血清蛋白质图谱。血清蛋白组数据表明，活动性肺结核(active 
tuberculosis, ATB)患者中血红蛋白和载脂蛋白相对丰度显著降低。通路富集分析表明，ATB 组下调

蛋白显著富集于抗氧化、细胞脱毒相关通路，表明存在广泛的氧化应激损伤。通过随机森林(random 
forest, RF)和极致梯度提升(extreme gradient boosting, XGBoost)联合评估蛋白重要性，获得了一组

区分 ATB 和非 ATB 的候选蛋白标志物。基于特征递归消除的支持向量机算法，发现载脂蛋白 A1 
(apolipoprotein A-I, APOA1)、血红蛋白亚基 α (hemoglobin subunit alpha-1, HBA1)、血红蛋白亚基 β 
(hemoglobin subunit beta, HBB)这 3 个蛋白的组合在诊断 ATB 过程中具有最高的准确性和敏感性。

临床生化常规检测的血红蛋白 (hemoglobin, HGB)和白蛋白 (albumin, ALB)含量可以作为评估

APOA1、HBB 蛋白表达变化的血液生化指标。本研究建立了 AYA 结核病患者的血清蛋白组全貌，

获得了该类群结核病的新诊断标志物。 
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Serum proteomics and machine learning unveil new diagnostic 
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Abstract: Adolescents and young adults (AYAs) are one of the major populations susceptible to 
tuberculosis. However, little is known about the unique characteristics and diagnostic biomarkers 
of tuberculosis in this population. In this study, 81 AYAs were recruited, and the high-quality 
serum proteome of the AYAs with tuberculosis was profiled by quantitative proteomics. The data 
of serum proteomics indicated that the relative abundance of hemoglobin and apolipoprotein was 
significantly reduced in the patients with active tuberculosis (ATB). The pathway enrichment 
analysis showed that the downregulated proteins in the ATB group were mainly involved in the 
antioxidant and cell detoxification pathways, indicating extensive oxidative stress damage. 
Random forest (RF) and extreme gradient boosting (XGBoost) were employed to evaluate protein 
importance, which yielded a set of candidate proteins that can distinguish between ATB and 
non-ATB. The analysis with the support vector machine algorithm (recursive feature elimination) 
suggested that the combination of apolipoprotein A-I (APOA1), hemoglobin subunit beta (HBB), 
and hemoglobin subunit alpha-1 (HBA1) had the highest accuracy and sensitivity in diagnosing 
ATB. Meanwhile, the levels of hemoglobin (HGB) and albumin (ALB) can be used as blood 
biochemical indicators to evaluate changes in the protein levels of APOA1 and HBB. This study 
established the serum proteome landscape of AYAs with tuberculosis and identified new 
biomarkers for the diagnosis of tuberculosis in this population. 
Keywords: tuberculosis; serum proteomics; machine learning; diagnostic biomarkers; 
apolipoprotein 
 

结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis, 
Mtb)感染导致的结核病是全球公共卫生重大威

胁，每年新发结核病患者超过 1 000 万[1]。在感

染 Mtb 的人群中，约 5%–15%最终会发展成活动

性肺结核(active tuberculosis, ATB)[1]。结核病监

测通常将人群简单分为“儿童” (0–14 岁)和“成人” 
(≥15 岁)，而忽视了青少年(adolescents and young 

adults, AYA)这一特殊群体(定义为 10–24 岁)[2]。

最近一项研究表明，全球每年新增约 180 万

AYA 结核病患者，占新发结核病总患者总数的

17%[3]。自 1990 年以来，AYA 结核病发病率有

所下降，但其中耐药结核病的发病率却在增加[4]。

尽管 AYA 的结核病风险正处于上升时期，但 AYA
在结核病控制工作中尚未被视为独特人群[2]。然
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而，AYA 群体社会接触较为密集，这意味着该

群体的结核病高效诊断对于结核病防控至关重

要[5]。Mtb 培养是结核病诊断的金标准，但耗时

较长，需要 4–8 周 [6] 。 γ-干扰素释放试验

(interferon-γ release assay, IGRA)可用于辅助诊

断 Mtb 感染，但不能区分活动性结核病(active 
tuberculosis, ATB) 和 潜 伏 性 结 核 感 染 (latent 
tuberculosis infection, LTBI)[7]。传统的诊断方法

复杂、耗时，不利于结核病的快速诊断。因此，

寻找结核病的快速诊断标志物，建立新的结核

病诊断模型尤为迫切。 
关于结核病诊断新方法的研究非常多。粪

便定量 PCR 可以提高成人和青少年结核病的检

出率[8]；另外由于外周血易于收集，近年来筛

选和识别血浆或者血清中的标志物越来越受到

研究人员重视[9-10]。结核病患者外周血细胞的基

因转录水平变化，特别是特定基因转录水平的

变化可用于结核病诊断[11-13]。然而，由于转录

后修饰、翻译和翻译后修饰等机制的影响，基

因转录水平的变化并不总能真实反映最终人体

蛋白质水平的变化。Mtb 感染与特定蛋白质的表

达水平、蛋白质-蛋白质或蛋白质-核酸的相互作

用有关[3]。目前蛋白质组学技术已经广泛用于癌

症诊断标志物的研发[14]。例如，部分血清蛋白

被发现与特定疾病高度相关[15]；而经过筛选的

血清蛋白集合能够提前多年预测癌症风险[16]。

对于结核病患者，特定血清蛋白同样可作为潜

在的诊断标志物[17]。然而，人群遗传背景、环

境、Mtb 流行菌株的基因组差异等均可能导致

血清蛋白组的差异[17]。 
本研究使用无标记定量蛋白组学技术，建

立了我国 AYA 结核病患者的血清蛋白质组图

谱，并系统比较了其与同龄 LTBI 或健康对照

(healthy control, HC)的血清蛋白质组特征；还采

用多种机器学习算法，挖掘并鉴定了我国 AYA

结核病诊断的新型标志物，以期为未来结核病

高效诊断提供新方法，并为 AYA 结核病的深入

研究奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  样本采集 

使用人类蛋白质组组织(Human Proteome 
Organization, HUPO)建议的标准操作程序处理

样本。对于每个参与者，空腹采集全血 2 mL。

对于 ATB 患者，在治疗前收集血样。全血于室

温放置 2 h 后，4 ℃、3 000×g 离心 20 min，并

收集上清。加入乙二胺四乙酸(ethylene diamine 
tetraacetic acid, EDTA)后，将血清样品分配到 1 mL
低蛋白吸附管中，并储存在–80 ℃超低温冰箱中

备用。本实验由沈阳市第十人民医院医学伦理委

员会审查批准(批准号：KYXM-2021-003-1)。 

1.2  血清蛋白组样品制备 
通过加入预冷的 6 倍体积丙酮沉淀血清样

品中的总蛋白，并在–20 ℃下孵育过夜。离心后，

将干燥的蛋白质沉淀重悬于 0.1 mol/L 四乙基溴

化铵(tetraethylammonium bromide, TEAB)缓冲

溶液中。通过二辛可酸测定法测量蛋白质浓度。

通过 SDS-PAGE 和银染法确认蛋白质完整性。

使用 5 mmol/L 二硫苏糖醇(dithiothreitol, DTT)在
32 ℃下进行 30 min 的二硫键还原，然后在室温

下用 10 mmol/L 碘乙酸酯在黑暗中烷基化 45 min。
然后，将血清蛋白质用 1.5 μg 胰蛋白酶在 37 ℃
下消化过夜。消化的肽段随后用 10%三氟乙酸

酸化并使用 C18 离心柱进行脱盐。干燥脱盐后

的肽段用缓冲液(1%甲酸和 1%乙腈)溶解。 

1.3  蛋白组质谱法定量 
液相色谱分离后，在 Orbitrap Fusion Lumos

质谱仪(ThermoFisher Scientific)上使用数据非

依赖采集(data independent acquisition, DIA)模
式分析肽混合物。将样品加载到毛细管柱，并
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用非线性梯度(600 nL/min)洗脱 150 min。肽在

高压(2.2 kV)下电离。质谱仪调查扫描的分辨率

为 120 000，目标值设定为 400 000 个离子，扫描

的质量范围为 350–1 500 m/z。使用 Spectronaut
软件(v15.7)对 Uniprot 数据库中的人类蛋白序列

文件进行搜索，使用默认参数，设置错误发现

率(false discovery rate, FDR)<0.01。 

1.4  蛋白通路富集分析 
使用 limma 包[18]，以差值倍数>1.5 或<0.67

和错误发现率 FDR<0.05 筛选显著差异表达的

蛋白。使用 ClusterProfiler 包进行通路富集分

析[19]，以 FDR<0.05 筛选显著富集的通路。使用

STRINGdb 包对差异蛋白构建蛋白互作网络[20]。 

1.5  机器学习鉴定蛋白诊断标志物 
对于数据预处理，采用分位数法对蛋白质

组数据集进行归一化，并去除缺失率超过 20%
的蛋白质。使用均值填补法填补缺失值。利用

mlr3verse 包(https://github.com/mlr-org/mlr3verse)，
通过 XGBoost 和 RF 机器学习算法筛选区分组间

差异的重要血清蛋白。对于极致梯度提升(extreme 
gradient boosting, XGBoost)使用默认参数提取

重要变量；对于随机森林(random forest, RF)，
保留 Mean Decrease Gini>0.5 的变量。将 2 种

机器学习算法筛选得到的变量取并集后作为候

选蛋白。使用基于特征递归消除的支持向量机

(support vector machine feature based recursive 
feature elimination, SVM-RFE)算法，并进行 5 折

交叉验证，以获取诊断效果最优的蛋白组合。此

外，使用 2 个外部队列的结核病血清蛋白组数据

验证 3 个蛋白的表达变化，并构建受试者工作曲

线(receiver operating characteristic, ROC)[10,17]。 

1.6  单细胞转录组中 APOA1 表达量分析 
从 NCBI 下载结核病患者外周血单细胞转录

组数据集[21]。利用 Seurat 包整合并标准化处理

基因表达数据[22]。使用 Celltypist 包自动化注释

细胞亚群[23]，并进行人工校正。 

1.7  统计分析及可视化 
所有统计分析及可视化过程均在 R studio

中使用 R 语言(v4.3.1)进行。使用 Benjamini- 
Hochberg 法校正 P 值。符合参数模型的数据以

平均值±标准差(mean±SD)表示，符合非参数模

型的数据以中位数(范围)表示。连续变量采用 t
检验或 Mann-Whitney 检验。 

2  结果与分析 
2.1  人口统计学及血液生化指标 

共收集了 81 例受试者的血清蛋白组数据，

包括 30 例 HC、21 例 LTBI 和 30 例 ATB。对于

LTBI 和 ATB 组，获取了人口统计学信息、血

液指标以及免疫细胞亚群的比例(表 1)。所有样

本年龄在13–24岁之间。LTBI组中男性占比61.9%；

ATB 组中男性占比 30%。绝大多数血液生化指

标在 LTBI 组和 ATB 组中无显著差异，但 HGB
和 ALB 的浓度在 ATB 组中相较于 LTBI 组显著

降低(表 1 中加粗的部分，P<0.05)。 

2.2  结核病患者血清蛋白组学特征 
血清蛋白质组共鉴定并定量了 1 252 种蛋

白质(图 1A)。主成分分析结果表明，LTBI 组与

HC 组具有较为相似的血清蛋白质组特征，而

ATB 组的血清蛋白质组特征与两者差异较大

(图 1B)。差异分析表明，与 HC 组相比，ATB
组有 35 个显著上调表达的蛋白质和 63 个显著

下调表达的蛋白质，其中 A2J1M4 (rheumatoid 
factor RF-ET7)、H0Y300 (haptoglobin)、CRP 等

蛋白质上调表达倍数最高，而 ECI1、HBG2、
F5 等蛋白质下调幅度最多；与 LTBI 组相比，

ATB 组有 33 个显著上调的蛋白质和 57 个显著

下调的蛋白质。其中 CRP、KCRM、PSPB 等蛋

白质上调表达倍数最高，而 HBG2、F5、GALA
等蛋白质下调最多(图 1C)。 
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表 1  受试者人口统计学及血液生化指标 
Table 1  Demographics and blood biochemical indicators of participants 
Item LTBI ATB FDR 
Participants (n) 21 30 – 
Age [Median, (min–max)] 18, 15–23 18, 13–24 NS 
Male (n, %) 13 (61.90%) 9 (30.00%) 0.048 
Blood sugar (mmol/L) 5.18±0.52 5.20±0.58 NS 
White blood cells (×109/L) 9.25±12.59 7.17±2.23 NS 
Neutrophils (%) 60.19±11.24 65.24±11.28 NS 
Lymphocytes (×106/L) 2 057.86±508.14 1 894.53±700.35 NS 
Lymphocytes (%) 26.67±9.19 23.32±9.90 NS 
Hemoglobin (g/L) 139.48±19.01 121.87±15.52 0.026 
Platelets (×109/L) 278.00±79.32 303.00±66.36 NS 
Glutathione aminotransferase (U/L) 18.19±3.91 19.10±7.29 NS 
Alanine aminotransferase (U/L) 15.10±9.49 15.33±9.33 NS 
Albumin (g/L) 44.32±3.95 40.79±4.28 0.043 
Total bilirubin (μmol/L) 9.09±5.20 7.82±3.19 NS 
Direct bilirubin (μmol/L) 3.98±2.35 3.69±2.05 NS 
T cells, CD3+/CD45+ (×106/L) 1 413.62±434.95 1 345.33±520.09 NS 
T cells (%) 68.14±7.8 70.93±8.44 NS 
Helper T cells (×106/L) 777.33±211.75 710.17±347.77 NS 
Helper T cells (%) 37.76±5.69 37.33±9.07 NS 
Inhibitory T cells (×106/L) 553.57±189.61 557.17±225.85 NS 
Inhibitory T cells (%) 26.76±5.23 29.47±7.14 NS 
B cells (×106/L) 338.81±176.57 322.37±243.36 NS 
B cells (%) 16.57±7.59 16.40±7.48 NS 
Natural killer cells (×106/L) 251.05±157.93 151.23±72.47 NS 
Natural killer cells (%) 12.29±7.32 8.87±5.07 NS 

NS: No significant difference. 
 
2.3  差异蛋白质互作网络及差异通路

分析 
基于蛋白差异分析得到的显著差异蛋白，构

建了基于 STRING 数据库的蛋白互作网络(图 2)。
结果显示，在 ATB 组相较于 HC 组或 LTBI 组显著

下调的蛋白质中，均包含大量载脂蛋白(APOA1、
APOA2、APOA4、APOC3)或血红蛋白家族(HBB、

HBD、HBG1、AHSP)相关蛋白，且具有较高的

互作得分。GO 富集分析表明，与 HC 组或 LTBI
组相比，在生物过程 (biological process, BP)  
(图 3A)和分子功能(molecular function, MF)方面

(图 3B)，ATB 组的抗氧化、解毒、脂质代谢相关

通路显著下调，而内肽酶活性的抑制通路显著

上调；在细胞成分(cellular component, CC)方面

(图 3C)，ATB 组表现为胞外基质、血红蛋白复合

体等显著下调，而囊泡腔相关成分显著上调。 

2.4  机器学习筛选 TB 血清蛋白质诊断

标志物 
基于 XGBoost 和 RF 评估了不同血清蛋白

质区分 ATB 组和非 ATB 组的重要性，最终保

留了 APOA1、HBA1、A0A193CHR5 (10E8 light 
chain variable region)、A0A024QZT9 [NAD(P)H  
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图 1  ATB 组与 LTBI 组和 HC 组具有不同的血清蛋白质组学特征   A：每组样本鉴定到的蛋白质数量；

B：血清蛋白质组学主成分分析；C：差异蛋白质火山图。 
Figure 1  Serum proteomic characteristics of ATB were different from LTBI or HC. A: The number of 
proteins identified in each group; B: Principal component analysis of serum proteome; C: Volcano plot of 
differential protein. 
 

 
 
图 2  差异蛋白质互作网络   A：ATB 组相较于 HC 组的显著差异蛋白质；B：ATB 组相较于 LTBI 组
的显著差异蛋白质。节点大小由每个节点与其他节点的连接数量决定。 
Figure 2  Differential protein interactions network. A: Significant difference in proteins between the ATB 
and the HC group; B: Significant difference in proteins between the ATB group and the LTBI group. The size 
of node is determined by the number of connections between the node and others. 
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图 3  差异蛋白质 GO 富集分析   基于生物过程(A)、分子功能(B)和细胞成分(C)的显著差异通路。 
Figure 3  Differential protein GO enrichment analysis. Significant enriched pathways based on biological 
processes (A), molecular functions (B), and cellular components (C). 
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dehydrogenase] 、 HBB 、 NCAM1 、 MUC18 、

CRAC1 等 8 个候选蛋白质用于对 ATB 诊断标志

物的筛选。通过 SVM-RFE 方法计算得出，使用

APOA1、HBB、HBA1 的蛋白质组合具有最高

的曲线下面积(area under curve, AUC) (95.42%) 
(图 4A)。此外差异分析表明，与 HC 或 LTBI 相

比，ATB 血清蛋白质组中 APOA1、HBB 和 HBA1
的蛋白质丰度均显著降低(图 4B)。对于单个蛋白

质，APOA1 诊断的特异性为 0.833，敏感度为

0.902；HBB 的特异性为 0.767，敏感度为 0.902；
HBA1 的特异性为 0.833，敏感度为 0.667 (图 4C)。
Spearman 相关性分析表明，APOA1、HBB 的

蛋白质丰度与 ALB 和 HGB 显著正相关(图 4D)。
外部数据也表明，这 3 个蛋白质的相对丰度在

结核病患者中明显下调(图 4E，3 例 ATB、3 例

LTBI、3 例 HC)；而利用外部队列的 APOA1 和

血红蛋白质表达量预测结核病患者的结果表明，

这种蛋白质组合一定程度上能预测 AYA-TB，具

有相对较好的特异性 (0.746)和敏感度 (0.778) 
(图 4F，37 例 ATB、104 例 HC)。然而，在外

周血单个核细胞(peripheral blood mononuclear 
cell, PBMC)的单细胞转录组中，无论是来自结

核病患者还是健康对照的样本，均只有不超过

3%的细胞表达 APOA1 基因，表明 PBMC 并非

APOA1 蛋白的主要来源(图 5)。 

3  讨论与结论 
AYA 群体处于结核病患病概率的上升期[2]，

而常规的结核病诊断方法无法满足 AYA结核病

快速诊断的需求，因此，亟须开发新的结核病

快速诊断方法。本研究的结果显示，在我国 AYA
人群中，ATB 组与 LTBI 或 HC 组的血清蛋白组

明显不同，主要表现为 ATB 中抗氧化和解毒能

力的下降。这可能是由于宿主在抵抗结核分枝

杆菌过程中会产生大量活性氧，而当其含量超

过宿主的抗氧化能力时可能导致氧化应激，并可

以通过组织损伤和细胞死亡来放大该效应[24]。

本研究中的 CRP 是 ATB 组中表达量上调最多

的蛋白之一。CRP 即 C 反应蛋白，是炎症和组

织损伤的非特异性标志物，在结核病患者中通

常会增加[25]。在南非一项青少年结核病研究中，

CRP 被认为可作为结核病诊断的蛋白之一，但

其在部分队列中敏感性较低[17]。此外还发现，

基于 APOA1、HBB、HBA1 这 3 个蛋白在血清

中的相对表达量即能够实现 ATB 的精准诊断。

相较于 HC 或 LTBI 组，ATB 组中这 3 个蛋白的

表达量均显著下调，且这一结果在外部队列数

据中得到了验证。APOA1 是高密度脂蛋白的主

要载体蛋白，能够与其他脂质和胆固醇结合，

形成高密度脂蛋白颗粒。APOA 蛋白的下调可

能会削弱宿主对 Mtb 的免疫反应；而利福平或

异烟肼治疗后，APOA1 的表达量显著上升[26]。

此外，蛋白互作网络也显示大量载脂蛋白共同

下调，这可能表明 ATB 组脂质转运能力的广泛

受损。载脂蛋白被认为与结核病易感性有关，

例如敲除载脂蛋白 E 基因的小鼠对结核分枝杆

菌的敏感性增加，感染后细菌数量更多、肉芽

肿增大[26]。先前也有研究表明，APOA1 是结核

病诊断的潜在标志物[10]，这提示本研究结果可

能可以拓展到非 AYA 结核病患者。然而，

APOA1 蛋白在血清中的表达量与其在 PBMC
中的转录水平不一致。在 PBMC 的单细胞转录组

中，ATB 中 APOA1 的转录水平相较于 LTBI 与

HC 无显著差异。APOA1 主要在肝脏和小肠合

成，血液中 APOA1 转录水平较低，提示 APOA1
可能无法作为 ATB 的血液转录标志物，但可作

为蛋白质标志物来诊断结核病。 
活动性肺结核患者的血红蛋白水平通常会

降低[27]。本研究中，HGB 和 ALB 在 ATB 组显

著下调，这可能是结核分枝杆菌利用血红素作 
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图 4  机器学习鉴定结核病血清蛋白质诊断标志物   A：基于 SVM-RFE 算法鉴定结核病血清蛋白质

诊断标志物最优蛋白质组合。B：选定蛋白质的相对丰度在 ATB 组中显著下调。***：P<0.001；****：
P<0.000 1。C：基于 3 个蛋白质预测 AYA-ATB 的受试者工作曲线。D：选定蛋白质与临床血液指标的

Spearman 相关性分析。*：P<0.05；**：P<0.01。E：外部数据证实 3 个血清蛋白质在结核病患者的血

清蛋白质中下调表达。F：基于 3 个蛋白质预测的外部结核病患者队列的受试者工作曲线。 
Figure 4  Machine learning identification of tuberculosis serum protein diagnostic biomarkers. A: The 
optimal combination of serum protein diagnostic markers for tuberculosis was identified based on SVM-RFE 
algorithm. B: The relative abundance of selected proteins was significantly downregulated in the ATB group. 
***: P<0.001; ****: P<0.000 1. C: ROC curve analysis for predicting AYA-ATB based on three proteins. D: 
Spearman correlation analysis between selected proteins and clinical blood indicators. *: P<0.05; **: P<0.01. 
E: External data confirmed that the selected protein was down regulated in serum protein of tuberculosis 
patients. F: ROC curve analysis for predicting tuberculosis in an external cohort of tuberculosis patients 
based on the three proteins. 
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图 5  结核病患者 PBMC 中的单细胞转录组中 APOA1 表达量极低 
Figure 5  The mRNA level of APOA1 in the single cell transcriptome of PBMC from tuberculosis patients is 
extremely low. 
 
为铁的来源以满足自身生长需求[28]。同时，促

炎因子如 IL-6、TNF-α 和 IFN-γ 的过度释放也

会导致促红细胞生成素形成减少、骨髓反应受

损和铁代谢改变，进而导致缺铁性贫血[29-30]。

两个诊断标志物 HBB 和 HBA1 均属于血红蛋白

亚基，且 HBB 的蛋白相对丰度与临床指标 HGB
和 ALB 显著相关，提示 ATB 组血液运输氧能

力的下降。因此，临床上可以考虑在结核病诊

断过程中将这 2 个血液生化指标纳入诊断依据

中，并与血清蛋白诊断标志物联用，以提高结

核病诊断的敏感性和精度。需要指出的是，本

研究中蛋白组学为相对丰度。因此，未来需要

利用质谱法对血浆中 3 个蛋白的特异靶标肽段

进行绝对定量，并确定 ATB 诊断的阈值。此外，

本研究未比较 3 个蛋白在其他微生物感染或炎

症性疾病过程中的表达水平，因此对其诊断

ATB 的特异性仍需进一步评估。 
综上所述，本研究基于 AYA 群体的血清蛋

白组，系统比较了 AYA 结核病患者与健康人的

血清蛋白丰度差异，并通过机器学习方法挖掘

得到 AYA 结核病患者血清蛋白的诊断标志物。

然而，本研究仍然存在一些局限性：(1) 本研究

仅获取了 ATB 和 LTBI 组的血液生化指标，而

未获取 HC 组的血液生化指标。(2) 本研究利用

血清蛋白组学未能找到良好区分 LTBI 和 HC 的

诊断标志物。(3) 本研究的受试人群只局限在单

一地区。未来进行多中心的临床验证将有助于

加深对 AYA 结核病的认识，以及这几个标志物

在不同遗传背景人群中的诊断价值。 
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