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【摘要】 目的 应用生物信息学方法鉴定绝经后骨质疏松症的差异表达的基因并收集临床样本进

行验证。方法 利用GEO数据库筛选绝经后骨质疏松症患者和健康对照组基因表达谱芯片。采用

GEO2R筛选出差异表达的miRNAs，利用miRDB、miRTarBase、Targetscan在线数据库进行靶基因预测，

利用DAVID数据库对靶基因进行GO富集分析以及KEGG信号通路分析，并利用STRING在线网站构

建蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络并在Cytoscape软件中进行可视化。使用MCODE插件对PPI网络

进行了模块分析，使用Hubba插件以关联度＞10为标准筛选Hub基因。收集临床样本应用qRT-PCR和

Western blot在基因和蛋白水平验证上述鉴定出的关键基因。结果 本研究共鉴定出46个差异表达的

miRNAs，利用miRDB、miRTarBase、Targetscan在线数据库进行靶基因预测，并对预测的结果进行多个

数据库的筛选、并取交集，最终挑选出三个数据库共筛选出的靶基因97个。经过GO、KEGG富集分析，

观察到差异表达的基因在生物学过程中主要富集在横纹肌调控；在细胞定位中，基因主要富集在细胞质

和核质中；分子功能上看，基因主要集中转录共激活因子结合；在信号通路方面基因主要富集在FoxO

信号通路等。利用STRING在线网站构建PPI网络并在Cytoscape软件中进行可视化，得出PPI网络中

的Hub基因分别为：CCND1、FOSL1、JUNB、IGF1R、BTG2等。用qRT-PCR和Western blot方法验证临床

样本中上述鉴定出的基因，其中：BTG2、CCND1、JUNB、IGF1R在骨质疏松组表达增高，差异有统计学

意义（P＜0.05），而FOSL1表达两组无统计学意义（P＞0.05）。结论 本研究应用生物信息学方法鉴定

得出了差异表达的关键基因并收集临床样本进行验证，有助于探索绝经后骨质疏松症新的诊断和治疗

靶点，为研究绝经后骨质疏松症的临床诊断和治疗提供新的切入点。
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【Abstract】 Objective The differentially expressed genes of postmenopausal osteoporosis were iden-

tified by bioinformatics and clinical samples were collected for verification. Methods The gene expression

microarray of postmenopausal osteoporosis patients and healthy controls was screened by GEO database; the

differentially expressed miRNAs was screened by GEO2R, and the target genes were predicted by miRDB,

miRTarBase and Targetscan online databases; the target genes were analyzed by GO enrichment analysis and

KEGG signal pathway analysis by DAVID database; protein-protein interaction (PPI) network was construct-

ed by STRING online website and visualized in Cytoscape software. The MCODE plug-in was used to ana-

lyze the PPI network, and the Hubba plug-in was used to screen the Hub gene with the correlation degree >

10 as the standard. Collect clinical samples and use qRT-PCR and Westernblot to verify the key genes identi-

fied above at gene and protein level. Results In this study, 46 differentially expressed miRNAs were identi-

fied, and the target genes were predicted by miRDB, miRTarBase and Targetscan online databases. The pre-

dicted results were screened and intersected by multiple databases, and 97 target genes were selected from
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绝经后骨质疏松症（postmenopausal osteoporo-

sis，PMOP）是一种与女性雌激素水平降低相关的慢

性全身代谢性疾病。症状的特点是患者的骨骼变

薄，骨折风险增加，骨折的好发部位主要为髋部、腕

部和椎体[1]。骨质疏松性骨折不仅会给患者带来巨

大的痛苦和经济负担，其较高的致残率、致死率也给

一个国家的公共卫生系统带来巨大压力。此外，骨

质疏松性骨折导致的压疮、坠积性肺炎和肺栓塞等

并发症，可导致近30%的患者在确诊后一年内死亡[2]。

随着世界各地预期寿命的增加，人们已经注意到，这

种与年龄相关的疾病的影响将继续扩大。例如，据

统计，目前美国50岁以上的人口已增加到1.2亿，其

中超过 300万人患有不同程度的骨质疏松性骨折。

这意味着，仅在美国治疗这种疾病的费用就将接近

250亿美元/每年 [3]。1994年，世界卫生组织（World

Health Organization，WHO）制定了通过骨密度

（bone mineral density，BMD）测试来确定骨质疏松

症的诊断标准：BMD＜-2.5可以诊断为骨质疏松症；

BMD在−1和−2.5之间，诊断为骨量减低。然而，随

着对骨质疏松症的最新研究，人们注意到BMD测

定是一个有限的临床诊断指标，因为确定骨质疏松

症需要对患者的骨折风险进行全面评估。目前有几

种骨折风险评估工具，包括骨折风险评估工具（frac-

ture risk assessment tool，FRAX）、Garvan 骨折风险

计算器和 QFractureScores-2016[4- 5]。这些工具与骨

密度测定一起使用时，这些工具可以帮助计算更准

确的总体骨折风险。然而，作为一个全球性的问题，

目前仍然缺乏有效的诊断工具和治疗手段。

MicroRNA（miRNA）是一种短的（约18-22个核

苷酸）、内源性、非编码单链 RNA 分子，其通过

mRNA降解或抑制mRNA翻译来负调控基因表达[6]。

研究表明miRNA在绝经后骨质疏松症的发生、发展

过程中扮演者重要的角色。在过去的20年里，由于

高通量测序技术的普及应用和生物信息学技术的快

速发展，基于测序技术的研究方法逐渐完善，诸多疾

病的基因数据库信息日渐丰富[7]，但目前国内关于

PMOP 的 miRNA 生物信息学研究报道仍有待深

入。本研究通过生物信息学分析，通过筛选其中差

异表达的miRNA，通过在线数据库预测靶基因，并

收集临床样本进行验证，旨在为PMOP的诊断和治

疗寻找潜在的新靶点。

材料和方法

一、数据来源

从基因表达数据库 GEO（www.ncbi.nlm.nih.

gov/geo）筛选并确定两个基因表达谱数据集

GSE93883 和 GSE74209。数据集 GSE93883 基于

GPL18058平台、ExiqonmiRCURYLNAmicroRNA阵

列，包括椎骨骨折的骨质疏松症患者、未骨折的骨质

疏松症患者以及非骨质疏松症患者各 6例miRNA

样 本 库 ；GSE74209，基 于 GPL20999 平 台 miR-

CURYLNAmicroRNA阵列，包括 6例因骨质疏松性

骨折和6例无骨质疏松症接受髋关节置换的女性新

鲜股骨颈小梁骨中提取总RNA。

二、数据处理

使用GEO的交互式网络工具GEO2R分析微阵

列数据，设置检验统计 P＜0.05、差异倍数（fold-

the three databases. Through GO and KEGG enrichment analysis, it was observed that differentially ex-

pressed genes were mainly enriched in striated muscle regulation in biological process; in Cellular Compo-

nent, genes were mainly enriched in cytoplasm and nucleus; in terms of molecular function, genes were main-

ly concentrated in transcriptional coactivator binding; in signal pathway, genes were mainly enriched in

FoxO signal pathway and so on. Using STRING online website to build PPI network and visualization in Cy-

toscape software, it is concluded that the Hub genes in PPI network are CCND1, FOSL1, JUNB, IGF1R,

BTG2 and so on. QRT-PCR and Westernblot methods were used to verify the above identified genes in clini-

cal samples. Among them, the expression of BTG2, CCND1, JUNB and IGF1R in osteoporosis group was

significantly higher than that in osteoporosis group, but there was no significant difference in FOSL1 expres-

sion between the two groups. Conclusions In this study, the differentially expressed key genes were identi-

fied by bioinformatics methods and clinical samples were collected for verification, which is helpful to ex-

plore new targets for diagnosis and treatment of postmenopausal osteoporosis. It provides a new starting

point for the clinical diagnosis and treatment of postmenopausal osteoporosis.

【Key words】 Postmenopausal osteoporosis; Micro-ribonucleic acid; Bioinformatics
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change，FC）的对数绝对值 |logFC|＞1为筛选条件，

从 中 选 择 差 异 表 达 的 miRNA（differentiallyex-

pressedmiRNAs，DEmiRNAs）。识别两个数据集

GSE93883和GSE74209的共差异表达差异DEmiR-

NAs，并取交集，获得骨质疏松组与对照组差异表

达的miRNAs。

三、靶标基因预测

使用在线 miRNA 靶标基因预测工具 miRDB、

miTarBase 、Targetscan三个在线工具预测miRNA下

游靶基因，进行多重数据库的miRNA共筛选，取交

集后获得其中共有的靶标基因，增加靶基因预测的

置信度。

四、靶基因生物信息学富集分析

基因本体（Gene Ontology，GO）资源是世界上

关于基因和基因产物（蛋白质和非编码RNA）功能

的最全面的信息来源[8]，京都基因和基因组百科全

书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes、

KEGG）是一个广泛使用的存储有关基因组，生物途

径，疾病和药物等信息的数据库，通过信号通路分析

差异表达基因的生物学功能，评价生物通路或共调

控基因集水平上的基因表达变化[9]，以上两种方法

是目前生物信息学研究中使用最为广泛的两种途

径。本研究使用在线数据 DAVID（Bioinformatics

Resources 6.8https://david.ncifcrf.gov）[10]对靶基因进

行 GO 与 KEGG 富集分析。

五、构建蛋白质互作网络（PPI）和筛选Hub基因

并进行实验验证

为了进一步研究绝经后骨质疏松症患者中差异

表达的DEG的生物学功能，利用互作基因检索工具

STRINE（版本12.0）（STRING；http：//string-db.org）[11]

数据库建立了PPI网络（以交互作用得分0.4为截断

值）。随后，使用Cytoscape软件中的分子复合物检

测（MCODE），对PPI网络中的模块进行筛选，要求

MCODE评分＞3，节点数＞4。用CytoHubba插件、

以关联度>10为标准筛选Hub基因[12]。为了验证生

物信息学分析的结果，我们搜集2022年1月至10月

新疆维吾尔自治区人民医院收治的人工髋关节置换

患者12例，其中6例绝经后骨质疏松患者（OP组：术

前测骨密度 T 值小于-2.5）和 6 例健康对照组患者

（NC组：术前测骨密度T值大于-1），收集两组患者

的股骨头组织标本，采用qRT-PCR和Westernblot检

测方法对生信分析结果进行基因和蛋白水平的验

证。本研究通过新疆维吾尔自治区人民医院医学伦

理委员会审查批准（伦理批件号：KY2019051524）。

所用患者和参与者均签署本研究的书面知情同意书。

六、统计学方法

使用SPSS 23.0（IBM，美国）对实验数据进行统

计分析，qRT-PCR和WB结果均为计量资料，以 x̄ ±s

表示，组间比较采用 student t检验，P＜0.05为差异

有统计学意义。

结 果

一、鉴定差异表达的miRNA

利用 GEO 数据库在线软件工具 GEO2R 进

行基因芯片分析筛选两个数据集 GSE93883 和

GSE74209共差异表达差异的DEmiRNAs，并取交

集，获得骨质疏松组与对照组差异表达的DEmiR-

NAs。分别以下图1火山图和图2韦恩图进行显示。

二、DEmiRNAs预测靶基因

运用miRDB、Targetscan、miTarBase三个不同的

miRNA 在线靶基因预测工具进行 DEmiRNA 靶基

因预测，并对预测的结果进行筛选，确定其中共同预

测到的靶基因，最终挑选出 3个数据库共筛选出的

图 1 用 火 山 图 显 示 GSE93883 和

GSE74209 两个数据集中差异表达差异

的miRNAs
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靶基因97个。详见下图3。

三、GO-KEGG富集分析

将以上三个数据库共同筛选出的 97个靶基因

导入 DAVID 在线分析工具，物种选择“Homosapi-

ens”，经过GO-KEGG富集分析，观察到差异表达的

基因在生物学过程方面主要富集在横纹肌调控；在

细胞定位中，基因主要富集在细胞质中；分子功能

上看，基因主要集中转录共激活因子结合；在信号

通路方面基因主要富集在FoxO信号通路等。详见

下图4。

四、Hub基因的筛选

将获得的靶基因上传至STRING在线网站进行

靶标基因蛋白互作分析，并使用Cyto scape软件进

行蛋白互作网络构建，将所有节点按照关联度的大

小着色从而更直观的发现网络中的主要基因。使用

Cyto scape中的插件cyto Hubba以MCC算法标准进

行 hub gene的挖掘，按MCC结果打分降序排列，取

TOP5 的节点作为 hub 节点。这些基因分别为

BTG2、FOSL1、CCND1、BTG2、IGF1R（图 5）。为了

验证生物信息学分析的结果，我们收集了本单位的

图 2 用韦恩图显示两个数据集中共同表达差异的 miRNA 图 3 用韦恩图显示三个不同在线网站预测

DEmiRNA的靶基因 图4 差异基因的GO富集分析

② ③

④
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临床样本进行实验验证，采用 qRT-PCR和Western-

blot检测方法对生信分析结果进行了基因和蛋白水

平的验证结果如图 6、7所示，其中BTG2、CCND1、

JUNB、IGF1R与生信分析结果一致，骨质疏松组与

健康对照组存在表达差异（P＜0.05），而 FOSL1 两

组表达无统计学差异（P＞0.05）。

讨 论

一、绝经后骨质疏松目前全球诊疗现状

绝经后骨质疏松症是一种与雌激素水平降低有

关的慢性、全身代谢性疾病，这种疾病的症状特征是

骨代谢失衡，可能与遗传、环境等因素有关。根据世

界卫生组织根据骨密度值的测量将骨密度T值低

于-2.5定义为骨质疏松；T值在-1.0～2.5之间定义为

骨量减少。T值评分在-1.0或以上定义为骨密度正

常；约半数的50岁以上的女性会在一生中经历骨质

疏松性骨折[12]。

目前骨质疏松的药物治疗主要集中在以下几

种：双膦酸盐类，作为一种抗吸收药物，其代表药物

为阿仑膦酸钠和唑来膦酸，文献报道规范应用可以

减少了 47%的脊椎骨折和 51%的髋部骨折，其作用

机理是抑制破骨细胞活化因子受体，但停药后破骨

细胞介导的骨吸收明显反弹，所以目前临床上建议

准备停药的的患者在 6 个月内改用其他抗吸收治

疗，但疗效尚不清楚[13]；口服或外用雌激素的药物治

疗在骨骼中具有抗吸收和合成代谢的作用，但由于

其他非骨骼问题，雌激素用于预防和治疗骨质疏松

症的使用量大幅下降；骨合成代谢药，如特立帕肽，

可有效增加骨量（腰椎骨密度增加 9%；股骨颈骨密

图5 使用Cytoscape软件构建差异基因的互作网络
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度增加 3%），降低骨折发生率（脊椎骨折减少 63%；

非脊椎骨折减少 53%）。这些药物为抗骨质疏松治

疗提供了多种治疗选择[14]。近年来，对绝经后骨质

疏松症细胞和分子机制的研究发现，大量RNA和蛋

白与绝经后骨质疏松症的发生发展有关[15]。因此，

有必要进一步探索绝经后骨质疏松症基因水平的差

异，并探讨其相互作用的分子机制。

二、生物信息学技术在本疾病诊疗过程的应用

探索和研究骨质疏松症的发病的分子机制有助

于对该病的诊断、治疗和预后提供客观依据。近年

来，随着生物信息学技术的快速发展和高通量测序

技术普及应用，人类对绝经后骨质疏松症的研究逐

渐深入到细胞和分子水平，现有研究已经发现大量

基因和蛋白与绝经后骨质疏松症的发生发展有关[16-18]。

通过现有的测序技术和生物信息学方法使得临床医

生和科研工作者从微观的细胞、分子水平认知该疾

病成为可能，且为探索该疾病新的诊断和治疗靶点

提供了一定程度的客观依据 [19]。近期的研究发现

miRNA在生物体内广泛参与各种生物学过程，其

表达水平的高低影响着许多疾病的发生发展过程，

⑥

⑦
注：“*”代表 P＜0.05

图 6 应用 qRT-PCR 对鉴定的 Hub 基因进行基因水平的验证 图 7 应用 Western

blot 对鉴定的 Hub 基因进行蛋白表达水平的验证
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其中在人类更是参与了约半数以上的基因转录和翻

译过程[20-22]。对PMOP差异表达基因探索及其其相互

作用的分子机制的研究仍是目前的研究热点和难题。

本研究运用现代生物信息学技术，从GEO数

据 库 中 筛 选 出 OP 的 miRNA 测 序 数 据 集

（GSE93883、GSE74209）进行数据挖掘，获得OP与

健康对照组的DEmiRNAs，并应用多个在线数据库

预测DEmiRNAs调控的靶基因，随后运用David在

线数据库进行富集分析结果显示，信号通路方面基

因主要富集在FoxO信号通路等。FoxO作为转录因

子信号通路，是调控细胞凋亡的重要通路，而细胞

凋亡目前已经被证实参与骨质疏松的发生和发展，

且该信号通路上游由多种信号通路参与调控，其

中：PI3K/AKT 信号通路激活后可上调成骨细胞

ALP、BMP2等的表达，促进成骨细胞增殖分化[23-24]。

创建PPI网络后，我们确定相关系数前 5的HUB基

因是BTG2、FOSL1、CCND1、JUNB、IGF1R。其中：

BTG2是肿瘤抑制因子之一，目前报导其参与多种

肿瘤的抑制和增殖过程，也有文献报导BTG2可调

控小鼠椎体的成骨分化，提示该基因可能参与骨质

疏松进展[25]；FOSL1基因的显着上调可能表明典型

的Wnt信号通路被激活，进而影响骨髓间充质干细

胞的成骨作用、成骨细胞的增殖和分化以及破骨细

胞的生成等，参与骨质疏松的调节[26]；CCND1可以

被 MiR-23b-3 靶向调节进而在 MC3T3-E1 细胞周

期、增殖、凋亡和分化中发挥作用，细胞凋亡和分化

异常会导致骨质疏松症已被多项研究证实[27]；JunB

表达可以负调节BMP9诱导的间充质祖细胞成骨分

化，参与调控骨质疏松进展[28]；IGF1R是一种跨膜酪

氨酸激酶，经常被肿瘤过度表达，并介导增殖和凋亡

保护，最新项研究发现，IPRN可以通过靶向EGFR，

AKT1，SRC，CCND1，ESR1（ER- α），AR，PGR，

BRCA1，PTGS2和 IGF1R来抵抗绝经后骨质疏松[29]。

我们进一步收集了临床样本对上述分析得出的Hub

基因进行了qRT-PCR 和 Western blotting验证，得出

了与生信分析类似的结果。

三、本研究的不足之处

研究的不足之处：第一，仅从数据库中两个基因

芯片数据集进行筛选并确定差异表达的 miRNA，

缺乏自己的临床样本测序数据验证；第二，因研究条

件限制，本研究未能深入验证干预Hub基因的表达

对下游骨量表达的影响，拟在后续研究中通过应用

基因编辑技术进一步验证Hub基因调控下游骨量表

达的必要性。

综上，本研究通过生物信息学方法确定了

PMOP患者与健康对照组差异表达的基因，富集分

析了差异基因的信号通路，并确定其中的Hub基因

及相关重要网络模块，其中Hub基因的发现为研究

人员确定绝经后骨质疏松的分子机制提供线索，

其中某些基因可能成为未来诊断和治疗绝经后骨

质疏松症的新的诊断标志物和治疗靶点，为临床上

对绝经后骨质疏松症诊断和治疗提供了一定的参考

意义。
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