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［摘 要］ 目的：研究慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmonary disease，COPD）患者外周血α2巨球蛋白（alpha 2 macro⁃
globulin，A2M）与免疫细胞浸润的相关性。方法：对GSE38974数据集进行综合分析。GO富集、KEGG分析和GSVA分析用于

探索潜在的功能和通路。CIBERSORT用于评估组织浸润性免疫细胞。收集25例稳定期COPD患者和26例健康对照，分析外

周血A2M水平与免疫细胞计数的相关性。ELISA检测血浆中A2M的浓度。RT⁃qPCR检测细胞和外周血中A2M mRNA的表达

水平。Western blot法检测M2型巨噬细胞表面标志物精氨酸酶（arginase⁃1，Arg⁃1）的表达水平。采用Pearson相关分析进行相

关性分析。ROC曲线判断A2M的诊断灵敏度与特异度。结果：对GSE38974数据集的差异表达基因进行生物信息学分析发

现，A2M在COPD患者肺组织中表达下降，且与COPD患者肺组织的免疫细胞浸润相关。RT⁃qPCR和ELISA结果显示，A2M水

平在COPD患者外周血中下调，与COPD患者淋巴细胞、单核细胞具有相关性。ROC曲线提示A2M具有诊断COPD的价值。进一

步的通路分析提示A2M可能与巨噬细胞等调节免疫途径相关。在M2巨噬细胞中敲低A2M后Arg⁃1的表达降低。结论：A2M
在COPD患者肺组织与外周血中表达降低，与COPD患者免疫细胞计数、免疫细胞浸润等密切相关，A2M可能在巨噬细胞向

M2型极化的过程中发挥了重要作用。
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［Abstract］ Objective：To investigate the correlation between peripheral blood alpha 2 macroglobulin（A2M）and immune cell
infiltration in patients with chronic obstructive pulmonary disease（COPD）. Methods：Comprehensive analysis of the GSE38974
dataset was performed. GO enrichment，KEGG analysis，and GSVA analysis were used to explore potential functions and pathways.
CIBERSORT was used to assess tissue⁃ infiltrating immune cells. Peripheral blood A2M levels and immune cell counts were analyzed
in 25 stable COPD patients and 26 healthy controls. ELISA was used to detect the concentration of A2M in plasma. RT⁃qPCR was used
to measure A2M mRNA expression levels in cells and peripheral blood. Western blot was used to measure the expression levels of the
M2 macrophage surface marker arginase⁃1（Arg⁃1）. Pearson correlation analysis was used for correlation analysis. ROC curve was used
to determine the diagnostic sensitivity and specificity of A2M. Results：Bioinformatics analysis of differentially expressed genes in
GSE38974 dataset revealed that A2M expression was decreased in lung tissue of COPD patients and was correlated with immune cell
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慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmonary
disease，COPD）是一种以不完全可逆的气流阻塞为

特征的肺部状态。有呼吸困难、慢性咳嗽或咳痰，

存在反复发作的下呼吸道感染史或有危险因素史

的患者均应考虑COPD。目前COPD的诊断和气流

受限的严重程度分级主要由肺功能检查确定，吸入

支气管舒张剂后1秒钟用力呼气量（forced expiratory
volume in one second，FEV1）/用力肺活量（forced vital
capacity，FVC）<0.7提示存在不完全可逆的气流受

限即确诊COPD［1］。COPD发病机制复杂且存在多

种表型［2］，当前的诊断方法无法解释COPD的病因，

难以确定COPD特异性治疗靶点。大量研究发现生

物学标志物与疾病的发生、发展密切相关［3-4］，因此

在高危人群和 COPD患者中寻找分子生物学标志

物，有助于COPD的诊断与治疗。

COPD的特征在于下呼吸道的异常免疫反应，

其进展与形成淋巴滤泡的先天和适应性炎症免疫细

胞对肺的浸润有关。近年来，越来越多的证据强调了

免疫细胞浸润在COPD发生发展中的重要性［5-7］。因

此，在免疫细胞成分中寻找有效的COPD诊断生物

标志物是一种很有意义的研究途径。我们前期研

究表明α2巨球蛋白（alpha 2 macroglobulin，A2M）是

COPD的生物标志物且与炎症反应密切相关［8- 9］，本

研究进一步探讨了A2M与COPD中免疫细胞的相

关性，并探究其潜在的功能及通路。

A2M是一种急性期蛋白，当与蛋白酶反应时，

A2M被转化并获得与细胞因子、生长因子和细胞受

体结合的能力［10］。因此，A2M在维持蛋白酶介导的

细胞因子和生长因子的稳态方面发挥重要作用。

此外，A2M还参与控制肺蛋白酶活性［11］。肺泡巨噬

细胞在肺内局部合成A2M的能力以及A2M蛋白酶

复合物的吞噬作用在减少肺蛋白酶负荷中可能发

挥了重要作用。我们推测，A2M可能与免疫细胞的

肺部浸润有关。

本研究从GEO数据库中筛选出一个COPD微阵

列数据集。在健康样本和COPD样本之间进行差异

表达基因（differential expressed gene，DEG）分析。

鉴定A2M在DEG里的表达，使用CIBERSORT分析

免疫细胞基因表达，CIBERSORT成功地鉴定和定量

了在COPD和对照样本中渗入肺实质的各种免疫细

胞，此外，本研究还描述了免疫细胞和A2M之间的

关系。

1 对象和方法

1.1 对象

本研究选取 2022年 1月—2023年 1月于南京

医科大学附属常州第二人民医院呼吸与重症医学

科就诊的 25例稳定期 COPD患者作为研究对象。

入选标准：①符合 2022年 COPD全球倡议中的诊

断标准［12］；②临床稳定至少 3个月，无急性发作；

③年龄≥40岁。这些患者的影像学检查结果符合

COPD，吸入β2激动剂后，支气管扩张试验呈阴性，

FEV1/FVC<70%。本研究中所有COPD患者根据肺

功能分为4组（Ⅰ：FEV1%pred≥80%；Ⅱ：50%≤FEV1%
pred<80%；Ⅲ：30%≤FEV1%pred<50%；Ⅳ：FEV1%
pred<30%）。所有受试者均需排除感染、支气管扩

张、结核病、哮喘、恶性肿瘤和其他混杂的炎症性疾

病，如关节炎、结缔组织疾病或炎症性肠病。另选

取本院同期进行体检的健康志愿者 26例作为健康

对照组。入选标准：①年龄≥40岁；②肺功能正常。排

除标准为：①临床资料不完整；②有高血压、糖尿病、

呼吸系统疾病、自身免疫性疾病等。本研究获得常

州市第二人民医院伦理委员会批准（2022KY113⁃01），
所有参与者均签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 采集血液样本

用EDTA抗凝管收集患者和健康对照的静脉外

周血 10 mL，其中 5 mL低速离心机 3 000 r/min离心

infiltration in lung tissues of COPD patient. RT⁃qPCR and ELISA results showed that A2M levels were down⁃regulated in peripheral
blood of COPD patients，and were correlated with lymphocytes and monocytes in COPD patients. ROC curve analysis showed that A2M
had a diagnostic value for COPD. Further pathway analysis suggested that A2M might be associated with macrophages and other
regulatory immune pathways. Knocking down of A2M in M2 macrophages resulted in decreased expression of Arg⁃1. Conclusion：The
expression of A2M is decreased in lung tissue and peripheral blood of COPD patients and is closely related to the immune cell counts
and immune cell infiltration in COPD patients. A2M may play an important role in the polarization of macrophages to the M2 phenotype.
［Key words］ chronic obstructive pulmonary disease；alpha 2 macroglobulin；immune cell infiltration
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10 min，分离血清，通过ELISA检测A2M蛋白水平；

另留存 5 mL全血用于RT⁃qPCR测定A2M的mRNA
表达水平。所有受试者的血液样本均储存于-80 ℃。

1.2.2 细胞培养及处理

巨噬细胞系Raw264.7（武汉普诺赛公司）使用

DMEM培养基培养于 37 ℃、5%CO2的恒温培养箱

内，DMEM含有 10%胎牛血清和 1%双抗。使用终

浓度为 50 ng/mL 的白细胞介素（interleukin，IL）⁃4
和 IL⁃13诱导Raw264.7细胞 24 h成为M2型巨噬细

胞（细胞形态为类圆形或纺锤形贴壁）；随后用脂质

体3 000（赛默飞公司，美国）将A2M siRNA（福州尚亚

公司）转染至M2型巨噬细胞；最后分别于转染48 h和
72 h后提取RNA和蛋白用于进一步研究。

1.2.3 ELISA测定

根据制造商的说明，使用ELISA试剂盒（江苏酶

标公司）检测血浆样品中A2M的总浓度。在450 nm
处获得标准品和样品的吸光度值，并比较为每种测

定构建的标准曲线，并用于最小化测定间差异。

1.2.4 RT⁃qPCR检测

使用 RNAliquid超速全血总 RNA提取试剂盒

（北京汇天东方科技有限公司）提取总RNA，实验步

骤按照说明书进行。使用紫外线分光光度计对提

取的RNA浓度及纯度进行检测。使用第一链cDNA
合成试剂盒（南京诺唯赞公司）合成第一链互补

DNA。使用AceQ qPCR SYBR Green Master Mix（南

京诺唯赞公司）进行RT⁃qPCR，以评估mRNA表达

的程度。用ABI 7300型荧光定量PCR仪，采用2-ΔΔCT

法进行数据的相对定量分析。引物由苏州吉玛公

司提供，序列如下：homo⁃A2M（F：5ʹ⁃AGGAAATCG⁃
CATCGCACAATG ⁃ 3ʹ；R：5ʹ ⁃ ACGGTGAAAGGGT⁃
GCTCTG⁃3）́；homo⁃β⁃actin（F：5ʹ⁃CGTGGACATCCG⁃
CAAAGA⁃3ʹ；R：5ʹ⁃GAAGGTGGACAGCGAGGC⁃3）́；

mus⁃A2M（F：5ʹ⁃AGGAATCTGCCCGAGCTTCT⁃3ʹ；R：

5ʹ ⁃ATGGCCTTGGTCTTGATCTCC⁃ 3）́；mus ⁃β ⁃ actin
（F：5ʹ ⁃ TGTCCACCTTCCAGCAGATGT ⁃ 3ʹ；R：5ʹ ⁃
AGCTCAGTAACAGTCCGCCTAG⁃3）́。
1.2.5 Western blot实验

收集经处理的各组细胞，4 ℃下 12 000 g离心

10 min后，在含有蛋白酶和磷酸酶抑制剂的裂解液

（上海碧云天公司）中裂解 30 min。使用BCA蛋白

测定试剂盒（上海碧云天公司）测定蛋白含量。蛋

白质样品经 10%凝胶（上海雅酶公司）电泳后转移

到PVDF膜上，利用快速封闭液（上海碧云天公司）

对PVDF膜封闭20 min，加入抗精氨酸酶（arginase⁃1，

Arg⁃1）和抗内参 GAPDH 的一抗（Abcam 公司，英

国），4 ℃摇床孵育过夜。次日TBST洗涤 3次，山羊

抗兔 IgG二抗（上海碧云天公司）在室温下孵育1.5 h
后，再用TBST洗涤 3次。使用ECL显影液（上海碧

云天公司）在化学发光成像程序系统进行曝光拍

照。Image J软件用于结果分析。

1.2.6 肺功能的测定

本研究使用肺功能仪（耶格公司，德国），根据

2019年肺活量测定标准［13］对受试者进行坐位肺功

能检查，在整个测试过程中操作者持续观察容积和

流量曲线，并测量FVC、FEV1和FEV1/FVC以及其他

肺功能测试参数并计算预期值，记录3次测量数值，

将最高值认定为基值，同时FVC和FEV1的最佳值和

次佳值之间的差异应小于0.10 L。
1.2.7 生物信息学分析

从GEO数据库（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo）
中筛选芯片数据集，选择标准如下：①数据集必须

包含全基因组表达mRNA微阵列数据；②数据集应

包括COPD患者和正常吸烟者的肺组织标本；③数

据集样本数量必须>20。基于以上标准，获得了

GSE38974基因表达谱数据集，GSE38974包含来自

COPD患者的23个肺组织样品和来自正常吸烟者的

9个肺组织样品。

1.2.7.1 差异表达基因和富集分析

使用R软件“Limma”识别COPD样本和健康对

照组样本之间的差异表达基因。以调整后的P < 0.05
和 |log2 fold change| ≥1 作为截断值。使用 R 软件

clusterProfiler包进行GO和KEGG分析。

1.2.7.2 GSVA分析

GSVA能评估每个样本中通路活性的潜在变

化。使用R软件中的“GSVA”包进行分析，计算所有

样本中通路的富集评分。

1.2.7.3 免疫细胞浸润的评估

本研究使用“CIBERSORTx”网站（https：//ciber⁃
sortx.stanford.edu）估算了GSE38974样本中 22种免

疫细胞的比例。

1.3 统计学方法

使用 SPSS26.0和GraphPad Prism7对实验数据

进行统计分析。采用Kolmogorov⁃Smirnov检验测量

数据的正态性。符合正态分布的测量数据表示为

均数±标准差（x ± s），分类变量数据表示为例数（百

分率）［n（%）］。组间比较采用χ2检验或Fisher确切

概率法检验。若符合正态分布，对连续变量使用

t检验。采用Pearson相关分析对正态分布的资料进
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行相关性分析。采用受试者工作特征（receiver operating
characteristic，ROC）曲线确定诊断的灵敏度和特异

度，曲线下面积（area under the curve，AUC）确定诊

断效果。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 研究对象临床特征

本研究纳入 25例稳定期COPD患者及 26例健

康对照，两组年龄、性别、体重指数、吸烟史无统计

学差异。与健康对照组比较，COPD组患者外周血

中性粒细胞（neutrophil，NEU）、单核细胞（monocyte，
MONO）、嗜酸性粒细胞（eosinophil，EOS）绝对值显

著升高，而淋巴细胞（lymphocyte，LYM）、嗜碱性粒

细胞（basophil，BASO）无明显差异（表1）。由于EOS
关系到稳定期COPD患者治疗方案的拟定，因此我们

以EOS在300个/μL为界值进一步进行亚组分析，结

果表明，EOS < 300个/μL组和EOS≥300个/μL组在年

龄、性别、体重指数、吸烟史、FEV1/FVC 和 FEV1%
pred均无明显差异，但 EOS≥300个/μL组患者的呼

出气一氧化氮（fraction of exhaled nitric oxide，FeNO）
水平显著高于EOS < 300个/μL组（表2）。
2.2 COPD患者DEG的鉴定和富集分析

分析COPD患者中的差异表达基因（图 1A），其

中，A2M在COPD组患者中的表达水平下降（图1B）。

GO富集分析显示，这些差异表达基因主要涉及白

细胞迁移、细胞趋化、受体配体活性、信号受体激活

活性、细胞因子活性等（图 1C、D）。KEGG结果提

示，在COPD发生过程中，细胞因子⁃细胞因子受体

相互作用、癌症的转录失调、肿瘤坏死因子信号通

路、凋亡、脂质与动脉粥样硬化等信号通路显著富

集（图1E、F）。
2.3 A2M与COPD免疫浸润

采用 CIBERSORT方法进行免疫浸润分析，计

算两组肺组织中22种免疫细胞的相对比例（图2A）。
表1 研究对象临床特征

Table 1 Clinical characteristics of subjects

Clinical characteristics
Gender［n（%）］

Male
Female

Age（years，x ± s）

BMI（kg/m2，x ± s）

Smoking history［n（%）］

Yes
No

FEV1% pred（x ± s）

GOLD stage［n（%）］

Ⅰ（FEV1% pred≥80%）

Ⅱ（50%≤FEV1% pred < 80%）

Ⅲ（30%≤FEV1% pred < 50%）

Ⅳ（FEV1% pred <30%）

NEU（×109/L，x ± s）

LYM（×109/L，x ± s）

MONO（×109/L，x ± s）

EOS（×109/L，x ± s）

≥300 cells/μL［n（%）］

<300 cells/μL［n（%）］

BASO（×109/L，x ± s）

NLR（x ± s）

MLR（x ± s）

COPD（n=25）

22（88.0）
03（12.0）

68.04 ± 10.03
23.90 ± 3.010

17（68.0）
08（32.0）

56.02 ± 19.03

04（16.0）
12（48.0）
07（28.0）
2（8.0）

4.95 ± 2.61
1.82 ± 0.77
0.66 ± 0.26
0.22 ± 0.17

8（32）
17（68）0.
0.03 ± 0.02
3.43 ± 3.01
0.42 ± 0.23

Statistic
χ2=0.123

t=-0.839
t=1.783
χ2=0.579

t=10.445

-
-
-
-

t=-2.226
t=-0.425
t=-3.484
t=-2.560

-
-

t=-0.669
t=-1.791
t=-2.877

P

<0.725

<0.407
<0.081
<0.447

< 0.001

-
-
-
-

<0.033
<0.673
<0.001
<0.015

-
-

<0.507
<0.084
<0.007

Control（n=26）

22（84.6）
0 4（15.4）

66.12 ± 5.66
25.48 ± 3.29

15（57.7）
11（42.3）

102.86 ± 12.10

-
-
-
-

03.68 ± 1.14
01.74 ± 0.44
00.46 ± 0.13
00.12 ± 0.09

0（0）0
26（100）

00.03 ± 0.02
02.29 ± 1.03
00.28 ± 0.09

BMI：body mass index；FEV1：forced expiratory volume in one second；FVC：forced vital capacity；FEV1%pred：forced expiratory volume in 1 sec
percent predicted；NEU：neutrophil；MONO：monocyte；EOS：eosinophil；LYM：lymphocyte；BASO：Basophil；NLR：neutrophil⁃lymphocyte ratio；MLR：

monocyte⁃lymphocyte ratio.
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CD8+T细胞、激活的自然杀伤（natural killer，NK）细

胞、M2巨噬细胞在COPD患者肺组织中异常下调，

而M0巨噬细胞上调（图2B）。此外，通过Pearson相
关分析发现A2M与M0巨噬细胞呈负相关，与M2巨
噬细胞和静息肥大细胞呈正相关（图2C）。
2.4 A2M与COPD免疫相关通路

利用 GSVA和 ssGSEA评估正常样本和 COPD
样本之间KEGG富集通路以及免疫相关通路的差异

（图3A、B），共获得184个KEGG通路评分矩阵。各

通路在不同亚组中的不同评分提示COPD患者与健

康人之间各通路活性存在差异，这可能是决定

COPD发生发展的重要因素。此外，Pearson相关分

析揭示了A2M基因和富集分子途径之间的相关性

（图 3C），结果显示，A2M与凋亡、B细胞受体通路、

趋化因子通路、细胞因子⁃细胞因子受体相互作用及

NK细胞介导的细胞毒性呈负相关。

2.5 COPD患者与健康对照组外周血中A2M的表达

RT⁃qPCR结果显示，与对照组相比，A2M mRNA
在COPD患者外周血有核细胞中表达明显降低（图

4A），ELISA实验结果显示，COPD患者外周血血浆

A2M的蛋白表达较对照组下降（图 4B）。ROC曲线

评估A2M作为COPD生物标志物的价值（图4C），当

界值（cut ⁃ off value）为 5.495 时，A2M mRNA 作为

COPD 生物标志物的灵敏度为 92.0%，特异度为

61.5%，AUC为0.815（95%CI：0.698~0.932，P < 0.001），

此指标作为COPD生物标志物的诊断价值最佳。

2.6 A2M与免疫细胞的相关性

进一步验证 25例COPD患者外周血中A2M蛋

白水平与免疫细胞的相关性（表 3）。结果显示，

A2M与LYM（图 5A）和MONO（图 5B）呈正相关（P <
0.05），与NEU、EOS、BASO、中性粒细胞/淋巴细胞比

值（neutrophil⁃lymphocyte ratio，NLR）、单核细胞/淋
巴细胞比值（monocyte⁃lymphocyte ratio，MLR）无明

显相关。我们前期研究表明A2M与肺功能相关［9］，

因此，本研究进一步分析了GOLD Ⅰ~Ⅱ级和GOLD
Ⅲ~Ⅳ级中 A2M与 COPD患者免疫细胞的相关性

（表4），结果显示，在GOLD Ⅰ~Ⅱ级中A2M与MONO
呈正相关。同时，EOS关系到COPD稳定期的治疗，

我们分析了EOS ≥300个/μL组和EOS < 300个/μL
组中A2M与COPD患者免疫细胞的相关性（表 4），

结果显示，EOS < 300个/μL组中A2M与MONO呈正

相关，与EOS呈负相关，EOS≥300个/μL组中A2M与

LYM呈正相关，与MLR呈负相关。

2.7 A2M与巨噬细胞Raw264.7细胞向M2型极化

的相关性

与正常巨噬细胞相比，IL⁃4和 IL⁃13共刺激组的

M2型巨噬细胞表面标志物Arg⁃1表达升高（图6A），

提示M2型巨噬细胞诱导成功。在M2型巨噬细胞

中敲低A2M后，A2M mRNA表达降低（图6B），且M2
型巨噬细胞表面标志物Arg⁃1表达降低（图6C）。

表2 不同EOS水平COPD患者的临床特征

Table 2 Clinical characteristics of COPD patients with different EOS levels

Clinical characteristics
Gender［n（%）］

Male
Female

Age（years，x ± s）

BMI（kg/m2，x ± s）

Smoking history［n（%）］

Yes
No

FEV1/FVC（x ± s）

FEV1%pred（x ± s）

FeNO（ppb，x ± s）

GOLD stage［n（%）］

Ⅰ（FEV1% pred ≥80%）

Ⅱ（50%≤FEV1% pred < 80%）

Ⅲ（30%≤FEV1% pred < 50%）

Ⅳ（FEV1% pred < 30%）

EOS≥300 cells/μL（n=8）

7（87.5）
1（12.5）

67.88 ± 9.340
23.52 ± 3.380

7（87.5）
1（12.5）

45.37 ± 10.16
52.92 ± 18.10
31.85 ± 10.07

1（12.5）
4（50.0）
2（25.0）
1（12.5）

P

0.958*

0.956*

0.668*

0.152*

0.302*

0.587*

0.021*

0.933*

-
-
-
-

EOS<300 cells/μL（n=17）

15（88.2）
02（11.8）

68.12 ± 10.62
24.09 ± 2.910

10（58.8）
07（41.2）

50.27 ± 11.10
57.47 ± 19.81
22.18 ± 8.630

03（17.6）
08（47.1）
05（29.4）
1（5.9）

Statistic
χ2=0.003

t=-0.055
t=-0.434
χ2=2.056

t=-1.056
t=-0.550
t=2.480

-
-
-
-

EOS：eosinophil；FeNO：fraction of exhaled nitric oxide. *Fisher exact test.
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A：Volcano plot of differentially expressed genes in GSE38974 dataset. B：Expression levels of the A2M gene between the control and COPD group
in GSE38974 dataset. C，D：GO enrichment bar plot（C）and dotplot（D）analysis of differentially expressed genes in GSE38974 dataset. E，F：KEGG
pathway enrichment barplot（E）and dotplot（F）analysis of differentially expressed genes in GSE38974 dataset. BP：biological process；CC：cellular
component；MF：molecular function.

图1 GSE38974数据集中COPD肺组织和正常样本差异表达基因的鉴定和富集分析

Figure 1 Identification and enrichment analysis of differentially expressed genes between COPD lung tissue and normal
samples in GSE38974 dataset
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A，B：Bar graphs（A）and violin graphs（B）show the distribution of 22 immune cells in COPD patients. C：Association of A2M with immune cells in
COPD. Compared with the control group，*P < 0.05，**P < 0.01。

图2 肺组织浸润免疫细胞的分布

Figure 2 The landscape of lung tissue⁃infiltrating immune cells

3 讨 论

免疫细胞浸润错综复杂地参与了COPD的发生

和发展［14-16］。我们前期研究表明A2M是COPD的生

物标志物，且A2M与炎症反应密切相关［8-9］，本研究

在前期研究基础上利用生物信息学分析与临床相

关资料进一步探讨了A2M与COPD中免疫细胞的相

关性，并探究其潜在的功能及通路。

基于近年来COPD免疫机制的理论，多种新型

免疫调节药物可以促进受损气道的修复或免疫重

建，从而降低COPD发作的频率和严重程度，改善健

康状况和运动耐受性。因此，本研究使用 CIBER⁃
SORT评估来确定COPD患者和健康对照者中免疫

细胞浸润的概况，表征了与COPD相关的免疫细胞

亚型，为COPD的治疗提供新思路。

在本研究中，4种类型的免疫细胞均与COPD显

著相关，包括CD8+T细胞、激活的NK细胞、M0巨噬

细胞和M2巨噬细胞。这些不同的免疫细胞在肺组

织微环境中可能并不单独发挥作用，而是更倾向于

与其他细胞相互作用，协同影响 COPD的进程［17］。

COPD患者 IL⁃8、IL⁃17水平明显升高［18］，这可能是巨

噬细胞在烟雾、病原体或其他因素刺激下分泌的，

并进一步引起中性粒细胞的募集。这些促炎细胞

通过释放活性氧（reactive oxygen species，ROS）、蛋

白酶、一些炎症因子和趋化因子参与细胞外基质

降解、黏液分泌和细胞损伤，从而促进 COPD的发

展［19］。本研究发现M0巨噬细胞的比例显著增加，

可以作为极化刺激的储备。M1巨噬细胞主要参与
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A：Heat map of differential pathways between normal and COPD samples. B：Violin plot of the distribution of immune⁃related pathways in COPD
patients. C：Association of A2M with immune⁃related pathways in COPD. Compared with the control group，*P < 0.05，**P < 0.01。

图3 COPD相关的免疫信号通路分析

Figure 3 Analysis of immune signaling pathways associated with COPD

A

促炎反应，然而，在本研究的免疫浸润分析中未观

察到M1巨噬细胞在对照组和COPD组之间存在差

异。M2巨噬细胞主要参与抗炎反应，在COPD组中

显著减少，表明其功能可能在COPD中受损。研究

还发现 COPD 患者肺组织中 CD8+T细胞的表达减

少。CD8+T细胞主要分泌IL⁃4和IL⁃5，这两种细胞因

子都与加重肺气肿发展的肺实质组织损伤有关［20］。

然而，本研究观察到的CD8+T减少与以前的研究不

一致。COPD患者肺部产生γ干扰素的CD8+和CD4+

淋巴细胞数量增加［21］。与正常对照组和非吸烟

者相比，COPD 患者的 CD8+T 细胞亚群频率显著

增加［22］。这可能由于生物信息学方法和流式细胞
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术测定之间的差异。此外，COPD患者肺组织中活

化的NK细胞减少。NK细胞可以分泌细胞毒性介

质，如颗粒酶B和穿孔素，它们可能在诱导肺细胞凋

亡中起重要作用，从而促进肺气肿［23］。有研究表

明，NK细胞对COPD患者肺上皮细胞具有细胞毒性

作用，并通过 IL⁃1受体亚单位的树突状细胞转运 IL⁃1
而得到增强［24］。以上研究均证明了免疫细胞在

COPD发病中的直接或间接作用，这与本研究结果

一致。因此，寻找COPD免疫疗法的潜在靶点具有

重要意义。

A2M是控制蛋白酶活性的核心调节剂，在充当

蛋白酶抑制剂、激素、免疫调节剂和细胞因子中发

挥着重要作用［25］。研究发现，A2M作为血液中的一

种大分子血浆蛋白，可以通过抑制纤溶酶和激肽释

放酶来灭活多种蛋白酶［26］，还可以充当结合生长因

子、激素和细胞因子的载体蛋白，如血小板衍生生

长因子、碱性成纤维细胞生长因子、胰岛素样生长

因子和白细胞介素［27］。Poller等［28］鉴定了 1例A2M
基因突变和部分血清A2M缺乏症的患者，该患者慢

性气道阻塞发生早，并迅速进展为极其严重的

COPD。

本课题组前期研究发现A2M mRNA在COPD患

者外周血中下调［29］，此结果在本研究中得到进一步

验证。本研究发现，A2M与M0巨噬细胞呈负相关，

与M2巨噬细胞和静息肥大细胞呈正相关，且A2M
与凋亡、B细胞受体通路、趋化因子通路、细胞因子⁃
细胞因子受体相互作用及NK细胞介导的细胞毒性

呈负相关。此外，本研究进一步证实了A2M与淋巴

细胞、单核细胞具有显著相关性。单核细胞作为先

天免疫系统的重要组成部分，可以直接发挥吞噬作

用或分化为巨噬细胞进而影响疾病进程［30］。上述

A：Correlation between the expression of A2M and lymphocytes. B：
Correlation between the expression of A2M and monocytes.

图5 A2M蛋白与免疫细胞的相关性

Figure 5 Correlation between peripheral blood A2M pro⁃
tein and immune cells
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A：Expression levels of A2M mRNA in peripheral blood of COPD patients and healthy controls. B：The expression level of A2M protein in peripher⁃
al blood of COPD patients and healthy controls. C：ROC curve analysis of A2M as a COPD biomarker. Compared with the control group. ***P < 0.001.

图4 COPD患者与健康对照组外周血中A2M的表达水平

Figure 4 Expression levels of A2M in peripheral blood of COPD patients and healthy controls
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表3 A2M和COPD患者免疫细胞的相关性

Table 3 Correlation between A2M and immune cells in COPD patients

Protein
A2M

EOS
-0.231
0.267

MLR
0.157
0.455

Statistic
r

P

LYM
0.404
0.045

NEU
-0.067
-0.752

MONO
0.468
0.018

BASO
0.141
0.502

NLR
-0.166
0.428

第44卷第1期
2024年1月

肖心儒，范 亮，施宇佳，等. A2M在慢性阻塞性肺疾病中的表达及其与免疫细胞浸润的
相关性［J］. 南京医科大学学报（自然科学版），2024，44（01）：001-011，059 ·· 9



南 京 医 科 大 学 学 报
第44卷第1期
2024年1月

发现提示A2M可能与巨噬细胞相关，因此，本研究

探究了M2型巨噬细胞中A2M的表达水平，并在M2
型巨噬细胞中敲低A2M后进一步验证A2M与巨噬

细胞极化存在相关性。此外，本研究还探究了NLR
和MLR与A2M的相关性，NLR和MLR都是机体免

疫对不同应激刺激反应的指标［31-32］，可以放大中性

粒细胞、单核细胞和淋巴细胞对炎症反应的评价作

用。本研究中 COPD组患者的NLR高于健康对照

组，但差异无统计学意义，而 COPD组患者的MLR
高于健康对照组（P < 0.05）。然而，A2M与NLR和

MLR 均无明显相关性，但在 EOS≥300 个/μL 组中

A2M 和 MLR 呈负相关。以上结果提示 A2M 在

COPD 炎症和免疫中可能发挥重要功能，通过对

EOS进行亚组分析，本研究发现EOS ≥300个/μL组

较EOS < 300个/μL组有更高的FeNO水平，验证了

高 EOS与气道炎症相关，且 EOS ≥300个/μL组中

A2M与淋巴细胞呈正相关，提示A2M在高 EOS的

COPD中可能是通过淋巴细胞介导炎症反应的，而

在低EOS的COPD中可能是通过单核细胞介导炎症

和免疫反应的。

本研究有一定局限性。首先，样本量较小；其

次，只检测了外周血中A2M的表达，其在痰液和肺

泡灌洗液中的表达水平尚不清楚，这两种样本与气

道炎症关系更密切；最后，本研究表明A2M与巨噬

细胞向M2型极化的相关性，然而，A2M是否直接影

响巨噬细胞向M2型极化仍需进一步研究。

综上所述，本研究通过生物信息学分析发现

A2M在COPD患者肺组织与外周血中表达降低，且

与淋巴细胞、单核细胞、巨噬细胞、肥大细胞具有相

关性，A2M可能在巨噬细胞向M2型极化的过程中

发挥重要作用。这为未来研究COPD的发病机制以

及探索相关的免疫治疗奠定了理论基础。

［参考文献］

［1］ Global Initative for Chronic Obstructive Lung Disease.
Global strategy for prevention，diagnosis and manage⁃
ment of COPD：2023 report［R/OL］.（2023⁃12⁃17）［2022⁃
11⁃16］. https：//goldcopd.org/2023⁃gold⁃report⁃2.html

［2］ WANG C，ZHOU J，WANG J，et al. Progress in the mech⁃
anism and targeted drug therapy for COPD［J］. Signal
Transduction Targeted Ther，2020，5（1）：248

［3］ SERBAN K A，PRATTE K A，BOWLER R P. Protein bio⁃
markers for COPD outcomes［J］. Chest，2021，159（6）：

表4 不同分组中A2M和COPD患者免疫细胞的相关性

Table 4 Correlation between A2M and immune cells in COPD patients in different groups

Group
GOLD Ⅰ-Ⅱ

GOLD Ⅲ-Ⅳ

EOS < 300 cells/μL

EOS ≥300 cells/μL

EOS
-0.395
0.130
0.095
0.807

-0.586
0.014
0.295
0.479

MLR
0.237
0.377

-0.032
0.934
0.342
0.180

-0.735
0.038

Statistic
r

P

r

P

r

P

r

P

LYM
0.375
0.153
0.482
0.188
0.338
0.184
0.854
0.007

NEU
-0.270
0.312
0.284
0.458

-0.058
0.826

-0.225
0.593

MONO
0.632
0.009
0.142
0.716
0.539
0.026
0.076
0.859

BASO
0.089
0.744
0.328
0.388
0.138
0.598
0.284
0.496

NLR
-0.287
0.282
0.179
0.645

-0.122
0.641

-0.663
0.073

Arg⁃1
GAPDH

Control siA2M
40 kDa
36 kDa

M0 mac
rophag

e

M2 mac
rophag

e

2.0
1.5
1.0
0.5
0

Rel
ativ

eA
rg⁃1

pro
tein

exp
res

sion

* 1.5
1.0
0.5
0

**

Control siA2M

Rel
ativ

em
RN

A
exp

res
sion

ofA
2MArg⁃1

GAPDH

M0 M2
40 kDa
36 kDa

1.5
1.0
0.5
0

Rel
ativ

eA
rg⁃1

pro
tein

exp
res

sion ***

Control siA2M

A B C

A：Western blot analysis was performed to detect Arg⁃1 expression on Raw264.7 cells. B：The expression of A2M mRNA in Raw264.7 cells after
A2M knockdown was detected by RT⁃qPCR. C：Western blot detection of Arg⁃1 expression on Raw264.7 cells after A2M knockdown. *P < 0.05，
**P < 0.01，***P < 0.001（n=3）.

图6 A2M与Raw264.7细胞向M2型极化的相关性

Figure 6 Correlation between A2M and M2⁃type polarization of Raw264.7

·· 10



2244-2253
［4］ FERMONT J M，MASCONI K L，JENSEN M T，et al. Bio⁃

markers and clinical outcomes in COPD：a systematic re⁃
view and meta ⁃analysis［J］. Thorax，2019，74（5）：439-
446

［5］ MENG H，LONG Q，WANG R，et al. Identification of the
key immune⁃related genes in chronic obstructive pulmo⁃
nary disease based on immune infiltration analysis［J］.
Int J Chron Obstruct Pulmon Dis，2022，17：13-24

［6］ ZHANG Y，XIA R，LV M，et al. Machine⁃ learning algo⁃
rithm⁃based prediction of diagnostic gene biomarkers re⁃
lated to immune infiltration in patients with chronic ob⁃
structive pulmonary disease［J］. Front Immunol，2022，
13：740513

［7］ YANG Y C，ZHANG M Y，LIU J Y，et al. Identification of
ferroptosis ⁃ related hub genes and their association with
immune infiltration in chronic obstructive pulmonary dis⁃
ease by bioinformatics analysis［J］. Int J Chron Obstruct
Pulmon Dis，2022，17：1219-1236

［8］ XIAO X，CAI W，DING Z，et al. LincRNA00612 inhibits
apoptosis and inflammation in LPS ⁃ induced BEAS ⁃ 2B
cells via enhancing interaction between p ⁃ STAT3 and
A2M promoter［J］. Peer J，2023，11：e14986

［9］ XIAO X，CAI W，DING Z，et al. A2M serves as promising
biomarker for chronic obstructive pulmonary disease［J］.
Int J Chron Obstruct Pulmon Dis，2023，18：683-692

［10］VANDOOREN J，ITOH Y. Alpha⁃2⁃macroglobulin in in⁃
flammation，immunity and infections［J］. Front Immunol，
2021，12：803244

［11］CUÉLLAR J M，CUÉLLAR V G，SCUDERI G J. α2⁃Mac⁃
roglobulin：autologous protease inhibition technology［J］.
Phys Med Rehabil Clin N Am，2016，27（4）：909-918

［12］ Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease.
Global strategy for the prevention and diagnosis，manage⁃
ment of chronic obstructive pulmonary disease 2022 re⁃
port［R/OL］.（2021⁃11⁃22）［2021⁃11⁃15］. https：//gold⁃
copd.org/gold⁃reports.html

［13］GRAHAM B L，STEENBRUGGEN I，MILLER M R，et al.
Standardization of spirometry 2019 update. An official
American thoracic society and European respiratory soci⁃
ety technical statement［J］. Am J Respir Crit Care Med，
2019，200（8）：e70-e88

［14］ BU T，WANG L F，YIN Y Q. How do innate immune cells
contribute to airway remodeling in COPD progression?
［J］. Int J Chron Obstruct Pulmon Dis，2020，15：107-116

［15］ CARAMORI G，RUGGERI P，DI STEFANO A，et al. Au⁃
toimmunity and COPD：clinical implications［J］. Chest，
2018，153（6）：1424-1431

［16］ CRUZ T，LÓPEZ⁃GIRALDO A，NOELL G，et al. Multi ⁃
level immune response network in mild⁃moderate chronic
obstructive pulmonary disease（COPD）［J］. Respir Res，
2019，20（1）：1-9

［17］WORRELL J C，MACLEOD M K. Stromal ⁃ immune cell
crosstalk fundamentally alters the lung microenvironment
following tissue insult［J］. Immunology，2021，163（3）：

239-249
［18］丁 明，袁 成，李 萍，等. 稳定期慢性阻塞性肺疾病

患者肺泡灌洗液中 IL⁃8、IL⁃17水平的相关性研究［J］.
南京医科大学学报（自然科学版），2019，39（6）：884-
889

［19］ BELCHAMBER K B，DONNELLY L E. Targeting defec⁃
tive pulmonary innate immunity⁃a new therapeutic option?
［J］. Pharmacol Ther，2020，209：107500

［20］ BARCZYK A，PIERZCHALA W，KON O M，et al. Cyto⁃
kine production by bronchoalveolar lavage T lymphocytes
in chronic obstructive pulmonary disease［J］. J Allergy
Clin Immunol，2006，117（6）：1484-1492

［21］KAPELLOS T S，BONAGURO L，GEMÜND I，et al. Hu⁃
man monocyte subsets and phenotypes in major chronic
inflammatory diseases［J］. Front Immunol，2019，10：2035

［22］KNOBLOCH J，PANEK S，YANIK S D，et al. The mono⁃
cyte ⁃ dependent immune response to bacteria is sup⁃
pressed in smoking⁃induced COPD［J］. J Mol Med，2019，
97（6）：817-828

［23］ SUZUKI M，SZE M A，CAMPBELL J D，et al. The cellu⁃
lar and molecular determinants of emphysematous de⁃
struction in COPD［J］. Sci Rep，2017，7（1）：9562

［24］FINCH D K，STOLBERG V R，FERGUSON J，et al. Lung
dendritic cells drive natural killer cytotoxicity in chronic
obstructive pulmonary disease via IL ⁃ 15Rα［J］. Am J
Respir Crit Care Med，2018，198（9）：1140-1150

［25］ PERROT G，LANGLOIS B，DEVY J，et al. LRP⁃1⁃CD44，
a new cell surface complex regulating tumor cell adhesion
［J］. Mol Cell Biol，2012，32（16）：3293-3307

［26］ GOPAL U，GONZALEZ⁃GRONOW M，PIZZO S V. Acti⁃
vated α2 ⁃macroglobulin regulates transcriptional activa⁃
tion of c ⁃MYC target genes through cell surface GRP78
protein［J］. J Biol Chem，2016，291（20）：10904-10915

［27］ ARANDJELOVIC S，FREED T A，GONIAS S L. Growth
factor ⁃ binding sequence in human α2 ⁃ macroglobulin
targets the receptor ⁃ binding site in transforming growth
factor⁃β［J］. Biochemistry，2003，42（20）：6121-6127

［28］ POLLER W，BARTH J，VOSS B. Detection of an altera⁃
tion of the α2 gene in a patient with chronic lung disease
and serum α2 deficiency［J］. Hum Genet，1989，83（1）：

93-96 （下转第59页）

第44卷第1期
2024年1月

肖心儒，范 亮，施宇佳，等. A2M在慢性阻塞性肺疾病中的表达及其与免疫细胞浸润的
相关性［J］. 南京医科大学学报（自然科学版），2024，44（01）：001-011，059 ·· 11



diotherapy following radical surgery：SGSG/TGCU Inter⁃
group Surveillance［J］. Mol Clin Oncol，2013，1（4）：780-
784

［26］ TAKEUCHI S. Biology and treatment of cervical adeno⁃
carcinoma［J］. Chin J Cancer Res，2016，28（2）：254-262

［27］ ZHAO Z T，ZHANG X Y，ZHAO X H，et al. SOX1 and
PAX1 are hypermethylated in cervical adenocarcinoma
and associated with better prognosis［J］. Biomed Res Int，
2020，2020：3981529

［28］ HUANG B X，FANG F. Progress in the study of lymph
node metastasis in early ⁃ stage cervical cancer［J］. Curr
Med Sci，2018，38（4）：567-574

［29］ PEDONE ANCHORA L，CARBONE V，GALLOTTA V，

et al. Should the number of metastatic pelvic lymph nodes
be integrated into the 2018 figo staging classification of
early stage cervical cancer?［J］. Cancers，2020，12（6）：

1552

［30］HUANG H，FENG Y L，WAN T，et al. Effectiveness of se⁃
quential chemoradiation vs concurrent chemoradiation or
radiation alone in adjuvant treatment after hysterectomy
for cervical cancer：the STARS phase 3 randomized clini⁃
cal trial［J］. JAMA Oncol，2021，7（3）：361-369

［31］ LEE S I，ATRI M. 2018 FIGO staging system for uterine
cervical cancer：enter cross⁃sectional imaging［J］. Radio⁃
logy，2019，292（1）：15-24

［32］ SHU T，ZHAO D，LI B，et al. Prognostic evaluation of
postoperative adjuvant therapy for operable cervical can⁃
cer：10 years’experience of National Cancer Center in
China［J］. Chin J Cancer Res，2017，29（6）：510-520

［33］ÁYEN Á，JIMÉNEZ MARTÍNEZ Y，BOULAIZ H. Targeted
gene delivery therapies for cervical cancer［J］. Cancers，
2020，12（5）：1301

［收稿日期］ 2023-10-13
（本文编辑：蒋 莉）

［29］ QIAN Y，MAO Z D，SHI Y J，et al. Comprehensive analy⁃
sis of miRNA⁃mRNA⁃lncRNA networks in non⁃smoking
and smoking patients with chronic obstructive pulmonary
disease［J］. Cell Physiol Biochem，2018，50（3）：1140-
1153

［30］ JOGDAND P，SIDDHURAJ P，MORI M，et al. Eosino⁃
phils，basophils and type 2 immune microenvironments in
COPD ⁃ affected lung tissue［J］. Eur Respir J，2020，55
（5）：1900110

［31］ PALIOGIANNIS P，FOIS A G，SOTGIA S，et al. Neutro⁃

phil to lymphocyte ratio and clinical outcomes in COPD：

recent evidence and future perspectives［J］. Eur Respir
Rev，2018，27（147）：170113

［32］HLAPI I，DUGAC A V，POPOVI⁃GRLE S，et al. Influence
of disease severity，smoking status and therapy regimes on
leukocyte subsets and their ratios in stable chronic ob⁃
structive pulmonary disease［J］. Arch Med Sci，2020，18
（3）：672-681

［收稿日期］ 2023-06-13
（本文编辑：戴王娟）

（上接第11页）

􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂

第44卷第1期
2024年1月

宋佳成，蒋晓婷，张爱宁，等. 影像组学联合临床病理特征预测早期宫颈癌无病生存期的
效能［J］. 南京医科大学学报（自然科学版），2024，44（01）：052-059 ·· 59


