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【摘要】 目的 通过生物信息学方法分析脑卒中和骨质疏松症之间发生发展相关的差异基因与调

控信号通路。方法 分别检索美国国立生物技术信息中心（NCBI）公共基因芯片数据平台（GEO）数

据库中脑卒中和骨质疏松症表达基因的芯片数据，并按照纳入标准筛选芯片样本。对数据进行汇总，运

用R语言和GEO2R在线工具获取矫正后差异基因表达水平的标准化数据。借助基因本体论数据库、京

都基因和基因组数据库（KEGG）、WikiPathways 、Reactome数据库、基因/蛋白质相互作用关系检索工

具、R 语言、Cytoscape 分析软件及 Metascape 等数据库和分析工具，进行差异表达基因分析、功能注释

和富集分析。结果 筛选出与脑卒中和骨质疏松症二者均相关的72个DEGs，GO分析显示DEGs生物

学功能主要涉及干细胞分化过程的负向调控，KEGG、WikiPathways 、Reactome等数据库显示DEGs主

要参与免疫系统中的细胞因子信号转导等信号通路。蛋白质相互作用网络筛选出SMARCA4、SMAR-

CA2、SMC1A、MSL3、CBX5、NFKB2、HIRA、CASP1、VCP和CD86共 10个关键基因。结论 采用生物

信息学技术筛选出与脑卒中骨质疏松患者发病相关的DEGs主要参与免疫系统中的细胞因子信号转导

等信号通路，为进一步探讨二者发生发展的关联及其分子机制提供新的研究线索及方向。
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【Abstract】 Objective To analyse the key differential expressed genes and regulatory signaling path-

ways between stroke and osteoporosis by bioinformatics methods. Methods The microarray data of stroke

and osteoporosis genes were retrieved from the GEO database of the National Center for Biotechnology In-

formation (NCBI), and the microarray samples were screened according to the inclusion criteria. The data

were aggregated and were normalized before analysis by the R language and the GEO2R online tool to ob-

tain differential expressed genes between patients and controls. Then, the Gene Ontology database, Kyoto

Gene and Genome Database (KEGG), WikiPathways, Reactome database, gene/protein interaction retrieval

tool, R language, Cytoscape analysis software and Metascape databases and analysis tools were used to per-

form differentially expressed gene analysis, functional annotation, and enrichment analysis. Results A total

of 72 DEGs associated with both stroke and osteoporosis were screened out. GO analysis showed that the bio-

logical function of DEGs was mainly involved in the negative regulation of stem cell differentiation. KEGG,
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脑卒中（Stroke），又称为脑血管意外或脑中风，

是以脑组织缺血或出血性损伤症状为主要临床表

现的一组急性脑血管病 [1]，具有发病率高、致残率

高、死亡率高和复发率高的特点。据 2016 年全球

疾病负担研究估计，中国是全球卒中终生风险最高

的国家，从 25岁起，卒中的终生风险高达 39.3%[2]。

2018 年数据显示，我国居民脑卒中死亡率为

149.49/10万（死亡人数约 157万人）[3-4]，占总死亡人

数的 22.33%，每 5 位死者中至少有 1 人死于脑卒

中。在所有死亡原因中，脑卒中位列恶性肿瘤和心

脏病之后，位列我国居民死因第三位[3-4]。随着我国

人口老龄化的加剧，我国脑卒中发生率正在以每年

8.7%的速度增加[5]，带病生存的脑卒中患者在我国

已多达1 300万，卒中已成为造成致残、过早死亡和

疾病负担的首位原因。

骨质疏松症（osteoporosis，OP）是一种以骨量减

少和骨组织微结构破坏为特征的全身性骨病，导致

骨脆性增加和骨折风险[6-7]。在世界范围内，骨质疏

松症导致超过 890万例骨折，大约每 3秒就会发生

1 例骨质疏松性骨折 [8-10]。中老年人群发生脑卒中

后，很快即可出现明显骨吸收增加，骨密度下降，继

发出现骨质疏松[11-12]。此外，近年来越来越多的研究

发现骨质疏松反过来也可能与脑卒中的发生存在重

要关联[13]。有研究显示有骨质疏松病史的患者发生

脑卒中的风险显著高于没有骨质疏松病史者[14]，骨

质疏松也可能是脑白质改变和沉默型脑梗死的一个

独立危险因素[12，15]。提示两者可能互为因果，然而二

者间是否存在基因水平的关联目前仍不十分清楚。

本研究通过对基因芯片公共数据库（Gene Ex-

pression Omnibus，GEO）中收录的脑卒中和骨质疏

松症及其对照人群两组外周血基因芯片数据资料进

行生物信息学分析，研究共同影响脑卒中和骨质疏

松症的关键基因及其分子网络，探讨可能涉及的分

子生物学功能，为揭示二者潜在的关联及其分子机

制提供一定的理论参考依据。

材料与方法

一、数据来源

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

geo/）在线检索人类基因芯片样本，分别检索以

“Stroke”和“Osteoporosis”为检索策略，满足以下纳

入标准：（1）脑卒中诊断及骨质疏松症诊断分别符

合国际诊断标准；（2）样本包含卒中或是骨质疏松

症患者和对照健康人群血液中提取的RNA检测数

据；（3）患者与对照组样本量为数据库中样本量较

大，且具有可重复性。获得GSE58294和GSE56815

两个数据集，二者均为mRNA基因芯片数据集，其

中GSE58294芯片数据集包括 69例脑卒中患者（心

源性卒中）和 23例健康对照。GSE56815芯片数据

集包括40例低骨密度患者即骨质疏松症患者和40例

高骨密度组即健康对照。

二、数据的处理与差异基因（ differentially ex-

pressed genes，DEGs）筛选

采用R语言对芯片进行分析，读取下载矩阵文

件，使用 limma包分析数据，并运用GEO2R在线工

具（https：//www.ncbi.nlm. nih.gov/geo/ geo2r /）分析

上述两个数据集的差异表达基因，数据标准化后，设

置筛选条件为脑卒中较健康对照人群 log2基因表

达差异倍数（fold change，FC）绝对值＞0.5，adj. P＜

0.05；骨质疏松症较健康对照人群 log2FC绝对值＞

0.1，adj. P＜0.05，确定差异表达基因。对两个数据

集获得的差异表达基因分别绘制火山图，并对两个

数据集筛选得到的差异表达共同上调或是共同下调

基因进行取交集，运用“VennDiagram”R语言包绘制

韦恩图。

三、共同的差异表达基因的 GO（ gene ontolo-

gy，GO）富集及（Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes，KEGG）信号通路富集分析

对上述共同的差异表达基因，运用Metascape在

线数据库（https://metascape.org/gp/index.html#/main/

WikiPathways, Reactome and other databases show that DEGs is mainly enriched in cytokine signal trans-

ductions and other signaling pathways in the immune system. Ten key genes, SMARCA4, SMARCA2,

SMC1A, MSL3, CBX5, NFKB2, HIRA, CASP1, VCP and CD86, were screened by protein interaction net-

work. Conclusion The DEGs screened by bioinformatics technology, which related to the pathogenesis of

stroke patients and osteoporosis, mainly involved in cytokine signaling in immune system, providing new re-

search clues and directions for further exploring the correlation between the occurrence and development of

the two and their molecular mechanism.

【Key words】 Stroke; Osteoporosis; Differential gene expression; Bioinformatics
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step1）进行GO富集分析，分别按照生物进程（biolog-

ical process，BP）、细胞组成（cellular component，

CC）、分子功能（ molecular function，MF）对基因进行

注释和分类，同时进行KEGG、WikiPathways 、Reac-

tome、Hallmark Gene Sets等信号通路的富集分析，用

以发现可能涉及的生物学通路，以调整后P＜0.05为

阈值筛查差异基因的主要富集功能和通路。

四、共同的差异表达基因的蛋白互作网络分析

（PPI）网络构建和关键基因筛选

采用 STRING 在线数据库（https：//string- db.

org/）对共同的差异表达基因进行蛋白质相互作用网

络的分析[14]，并将所得结果导入Cytoscape 软件，进行

可视化和关联性分析，运用分子复合物检测（molecu-

lar complex detection，MCODE）插件挖掘PPI网络中

连接最为紧密的集簇，此外应用cytoHubba插件筛选

出PPI网络中处于关键位置的前10个基因。

结 果

一、差异表达基因筛选结果

基因表达芯片 GSE58294 和 GSE56815 应用 R

语言及GEO2R在线工具分析后，在脑卒中和骨质疏

松症人群分别较健康对照人群筛选出有意义的差异

表达基因（校正后P＜0.05），在火山图用不同颜色进

行展示，表达下调的基因标注为蓝色，表达上调的基

因标注为红色（图1～2）。根据筛选条件，在脑卒中

和骨质疏松症人群分别较健康对照人群筛选出

4 311 和525个差异表达基因，将脑卒中和骨质疏松

症人群中筛选出的DEGs绘制韦恩图，共有140个基

因为2种疾病共有的DEGs，其中共同上调的基因有

37个，共同下调的基因有35个（图3～4）。

二、脑卒中和骨质疏松症相关的共同差异表达

基因的GO及KEGG等信号通路富集分析

运用Metascape在线数据库对筛选得到共同上

调和下调的差异表达基因（共72个）进行背景为Ho-

mo sapiens的富集分析，得到关于GO的富集信息。

差异基因富集到的“生物进程”主要参与干细胞分化

过程的负向调控，包含 4个基因；在“细胞组成”方

面，差异基因主要富集在晚期内涵体，包含 5个基

因；而“分子功能”方面，则提示差异基因主要与转录

因子结合相关，包含10个基因。

信号通路富集分析结果：Reactome数据库显示

差异基因主要与免疫系统中的细胞因子信号转导有

关，包含14个基因；CORUM数据库显示主要与WI-

NAC复合体形成有关，包含3个基因；WikiPathways

显示与GABPα/β复合物对造血干细胞基因的调控

图1～4 芯片数据集差异表达火山图和韦恩图。图1～2 GSE58294和GSE56815芯片差异表达基因的火

山图；图3～4 两组芯片共同表达上调和共同表达下调差异基因韦恩图

① ②

④③
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有关，包含 3 个基因；Canonical Pathways 显示与

PID-P53下游信号通路有关，包含 5个基因；KEGG

Pathway显示与矿物质吸收等有关，包含 3个基因。

详见图5～8及表1、2。

三、共同差异表达基因的PPI网络分析结果

运用STRING在线数据库对共同差异表达基因

进行蛋白互作网络构建。得到的PPI网络由72个节

点蛋白以及相互作用关系线构成（enrichment P=

0.00654），并将得到的结果导入Cytoscape 软件对蛋

白互作网络进行可视化分析与筛选，见图9，黄色代

表表达下调的基因。利用 MCODE 插件对蛋白分

子，以默认参数Node Score Cutoff 为 0.2，K-core为

2，Max. Depth为100进行聚类关联分析，得到3个得

分较高的Cluster，分别是Cluster1（10个节点，得分

6，图 10），Cluster 2（6个节点，得分 4，图 11），Cluster

3（8个节点，得分3.14，图12）。通过 cytoHubba插件

按照MCC为标准，最终筛选出处于关键位置的 10

个基因，分别为 SMARCA4、SMARCA2、SMC1A、

MSL3、CBX5、NF-KB2、HIRA、CASP1、VCP、CD86

10个关键基因（图13）。

讨 论

一、DEGs富集信号通路在脑卒中和骨质疏松

症发生中的意义

骨质疏松是一种以骨量降低，骨组织微结构损

坏为特点的全身性骨病，导致骨骼脆性增加，从而易

于发生骨折。随着年龄增加，骨质疏松症发病率明

显增加[7]。以往研究表明我国 40岁以上群体中，有

13.2%罹患骨质疏松 [17]，60岁以上人群骨质疏松症

总体患病率高达 36%[18]，而在脑卒中群体中罹患骨

质疏松的概率较健康人群明显增加，且中风幸存者

在中风后 5 年的骨折风险超过 8%。轻度中风严重

程度和骨质疏松症与中风后骨折风险显着相关[19-20]。

严重的骨质疏松是导致脑卒中患者在正常康复强度

下骨折的主要原因。此外有研究发现骨质疏松反过

来也可能与脑卒中的发生存在关联[[12，14-15，21]，提示两

者有可能互为因果，然而具体分子机制仍不清楚。

本研究应用生物信息学方法，运用 GEO 数据

库，选取了两张基因数据芯片，运用GEO2R在线差

异基因分析方法分别筛选与脑卒中和骨质疏松症发

图5～8 差异表达基因GO 和KEGG等数据库富集分析结果。 图5、7 差异表达基因GO富集分析；图6、8 KEGG等数据

库富集分析

⑤ ⑥
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表1 GO富集分析结果

名称

GO:2000737

GO:0008134

GO:0034504

GO:0016032

GO:0033151

GO:0007052

GO:0042393

GO:0003714

GO:0006511

GO:0043122

GO:0032768

GO:0072657

GO:0071396

GO:0019900

GO:0005770

GO:0046332

GO:0019221

GO:0019080

GO:0005262

GO:0071216

GO：基因本体论；Log10（P）：以10为底的P-值的对数；Log10（q）：多重测试调整了的 log以10为底的p值

类别

GO 生物进程

GO 分子功能

GO 生物进程

GO 生物进程

GO 生物进程

GO 生物进程

GO 分子功能

GO 分子功能

GO 生物进程

GO 生物进程

GO 生物进程

GO 生物进程

GO 生物进程

GO 分子功能

GO 细胞组成

GO 分子功能

GO 生物进程

GO 生物进程

GO 分子功能

GO 生物进程

描述

负调控干细胞分化

结合转录因子

蛋白核定位

病毒的过程

V（D）J再结合

有丝分裂纺锤体形成

结合组蛋白

转录抑制活性

泛素依赖的蛋白质降解过程

调控 I-kappaB kinase/NF-kappaB 信号通路

单加氧酶活性的调节

蛋白质膜定位

细胞对脂质的反应

结合激酶

晚期内涵体

结合SMAD

细胞因子介导的信号通路

病毒基因表达

钙通道活性

细胞对生物刺激的反应

Gene Count

4

10

7

8

3

5

6

5

8

5

3

7

7

8

5

3

6

3

3

4

Log10(P)

-6.47

-5.64

-5.03

-4.95

-4.82

-4.79

-4.41

-3.92

-3.66

-3.35

-3.33

-3.18

-3.18

-3.15

-3.1

-2.96

-2.88

-2.74

-2.45

-2.44

Log10(q)

-2.12

-1.59

-1.28

-1.28

-1.28

-1.28

-1.07

-0.85

-0.63

-0.46

-0.45

-0.44

-0.44

-0.44

-0.42

-0.33

-0.3

-0.22

-0.01

0

表2 KEGG 等数据库信号通路富集分析结果

名称

R-HSA-1280215

CORUM:1230

R-HSA-3108232

WP3657

M145

R-HSA-162906

R-HSA-5673001

ko04978

ko05134

R-HSA-9658195

R-HSA-5358351

M40

R-HSA-1169410

ko05152

ko05202

R-HSA-6798695

WP4258

R-HSA-382551

WP411

WP4657

Log10（P）：以10为底的P-值的对数；Log10（q）：多重测试调整了的 log以10为底的p值

类别

Reactome基因集

CORUM

Reactome基因集

WikiPathways

Canonical信号通路

Reactome基因集

Reactome基因集

KEGG 信号通路

KEGG 信号通路

Reactome基因集

Reactome基因集

Canonical信号通路

Reactome基因集

KEGG 信号通路

KEGG 信号通路

Reactome基因集

WikiPathways

Reactome基因集

WikiPathways

WikiPathways

描述

免疫系统中的细胞因子信号转导

WINAC 复合体

SUMO E3连接酶 sumo化的靶蛋白

GABP α / β复合物调控造血干细胞基因

PID P53 下游信号通路

HIV 感染

RAF/MAP 激酶级联反应

矿物质养分吸收

军团菌病

Leishmania感染

Hedgehog调控的信号通路

PID E2F 信号通路

干扰素刺激基因的抗病毒机制

结核病

癌症中的转录失调

中性粒细胞脱颗粒

lncRNA在典型Wnt信号通路和结直肠癌中的作用

小分子运输

mRNA 加工

22q11.2拷贝数变异综合征

Gene Count

14

3

6

3

5

6

6

3

3

5

4

3

3

4

4

6

3

7

3

3

Log10(P)

-8.5

-5.2

-5.1

-4.6

-4.6

-4.5

-4.1

-3.5

-3.4

-3.3

-3.2

-3.1

-2.9

-2.9

-2.9

-2.8

-2.6

-2.6

-2.3

-2.2

Log10(q)

-4.6

-1.9

-1.9

-1.6

-1.6

-1.6

-1.3

-0.9

-0.85

-0.8

-0.74

-0.63

-0.54

-0.54

-0.54

-0.49

-0.34

-0.32

-0.17

-0.11
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病相关的血液中差异表达基因。对两个数据集获得

的差异表达基因分别绘制火山图，对共同上调或是

共同下调基因通过Venn图取交集，得到 72个共同

上调和下调的差异基因。对差异基因的 GO 、

KEGG WikiPathways 、Reactome等信号通路富集分

析结果显示，差异基因主要集中在干细胞分化过程

的负向调控，富集在晚期内涵体，与转录因子结合相

关，并且主要与免疫系统中的细胞因子信号转导、

WINAC复合体、GABPα/β复合物对造血干细胞基

因的调控、P53信号通路及矿物质吸收等有关。以

往认为骨质疏松症的发病主要是由于内分泌紊乱、

代谢紊乱以及机械性因素，然而最近研究提出了“骨

免疫学”的观点，认为在骨质疏松症的发生发展中，

免疫细胞T 淋巴细胞和B淋巴细胞、树突状细胞等，

分泌多种细胞因子，并与多种细胞因子相互作用，通

过信号通路的正负反馈调控，精细调节成骨细胞和

破骨细胞的分化与增殖平衡，从而影响原发性骨质

疏松症的发生[22-25]。本研究中发现DEGs参与的信

号通路主要集中于免疫系统中的细胞因子信号转

导，与上述骨骼免疫机制相一致，而且为进一步研

究免疫系统中何种因子参与其中提供了方向。同时

免疫系统在脑卒中的发病中也发挥重要作用[26- 28]。

那么骨质疏松症患者免疫系统的异常是否增加发

生卒中的风险，这是否是有骨质疏松病史的患者发

生卒中风险显著高于无骨质疏松病史者的潜在原

因仍有待进一步探索。同样，脑卒中后免疫系统异

常介导患者发生骨质疏松，有可能是除了药物影响

外另一个重要原因。

二、关键的Hub基因功能及其在脑卒中和骨质

疏松症中的作用

本研究进一步将 72 个差异基因导入 STRING

数据库进行蛋白质互作网络分析，并进行MCODE

模块评分分析，得到了24个可能与脑卒中及骨质疏

松症发生发展均相关的基因，即易于发生脑卒中合

并骨质疏松相关基因或者易于骨质疏松后发生卒中

的相关基因。运用 cytoHubba插件最终筛选出处于

关键位置的 10 个基因 SMARCA4、SMARCA2、

SMC1A、MSL3、CBX5、NFKB2、HIRA、CASP1、

VCP、CD86。

SMARCA4 和 SMARCA2 分别编码 SWI/SNF

染色质重组复合体的重要组成部分 Brg1 及 Brm，

Brg1为转录激活因子，通过染色质重塑参与靶基因

的转录激活和抑制，据报道其在多种侵袭性肿瘤中

失活[29]。此外其在多种免疫细胞分化和功能中扮演

重要角色[30]。Brm主要构成 npBAF复合物和 nBAF

图9～12 PPI网络分析结果和集簇模块构建。图9 PPI网络分析结果；图10～12 集簇模块构建

图 13 cytoHubba插件筛选出PPI网络中处于关键位置的前

10个基因。结点的颜色深度代表了结点在网络中的重要性

⑨

⑩ 􀃊􀁉􀁓

􀃊􀁉􀁔

··369



中华老年骨科与康复电子杂志 2021年12月 第7卷 第6期 Chin J Geriatr Orthop Rehabil (Electronic Edition), December 2021, Vol.7, No.6

复合物，在神经发育中发挥作用。近来在日本老年

受试者中开展的关于心血管疾病（包括冠状动脉疾

病、心律失常和缺血性中风）的一项表观基因组广泛

关联性研究发现 SMARCA4中的 cg17218495 DNA

甲基化位点与心肌梗死独立且显著相关[31]。提示其

与心血管系统疾病可能有关，除了甲基化位点，其基

因表达水平的变化是否和疾病也存在关联仍是未

知，有趣的是本研究发现 SMARCA4和 SMARCA2

基因在卒中患者和骨质疏松患者中均显著下调。

CBX5，又叫HP1a，可识别和结合组蛋白H3尾

部的异染色质成分，在H3K9me处甲基化，导致表观

遗传抑制。由于组蛋白甲基化在骨髓间充质干细胞

和成骨细胞中的重要性，因此研究关键的甲基化受

体不仅在非骨骼细胞和软组织的癌症发展、细胞周

期进展、衰老和胚胎发育中很重要，同时也是间充质

干细胞谱系进化以及骨骼发育的关键调节因素[32]。

近来研究发现几种不同的miRNA及其靶基因被认

为与脑卒中的病理生理学有关，探讨其作为脑卒中

诊断和预后生物标志物，其中有miRNA的靶蛋白即

为CBX5[33]。本研究发现CBX5在卒中和骨质疏松

患者中均下调，进一步提示其与卒中发病有关。

Hira 编码HIRA，其为组蛋白的伴侣蛋白，最先

作为组蛋白基因表达的一种负调节因子从酵母中被

鉴定出来。现已证实，HIRA包含一组保守的蛋白

家族，该基因在衰老相关异染色质病灶的形成中起

重要作用。这些病灶可能介导衰老细胞中发生的不

可逆细胞周期变化。此外HIRA基因在法洛四联症

患者心肌中的低表达[34]，而且与本研究结果相一致，

以往生信研究也提示其可能与骨质疏松症的发病有

关[35]，本研究表明脑卒中患者中该基因也明显下调，

那么其是否能作为预测脑卒中患者发生骨质疏松的

生物标记物仍有待证实。

NFKB2编码转录因子复合核因子NF--kappa- b

（NF-κB）的一个亚基 p100亚单位。NF-κB是一种

存在于几乎所有细胞类型中的多效性转录因子，并

作为参与炎症和免疫功能的基因的中心激活物。

CASP1（caspase-1）通过介导白介素-1β和 18（inter-

leukin- 1β，IL- 1β; interleukin- 18，IL- 18）及 Gasder-

min D的成熟，启动炎症反应并诱导细胞焦亡，同时

也参与炎症小体的形成。之前有研究表明NF-κB

和MAPK信号通路能促进缺血性卒中后神经元NL-

RP炎症体激活[36]，近来发现破骨细胞介导糖尿病性

骨质疏松症中 ROS/MAPKs/NF-κB/NLRP3 的激活

和抑制效应细胞增生[37]。该基因和卒中及骨质疏松

均关系密切，但是本研究发现该基因在卒中患者和

骨质疏松症患者中均下调，那么其与二者的关联是通

过炎症小体还是别的致炎因子发挥作用仍是未知。

三、总结及展望

上述基因都不同程度地参与了脑卒中或是骨质

疏松症的发生发展，尤其是其中多个基因与炎症和

免疫功能异常有关，为今后深入研究免疫系统在二

者发病中的作用和关联提供新的思路。此外本研究

获得的结论尚需要进一步的实验研究来验证。

综上所述，通过数据挖掘，探究与两种疾病均相

关的靶基因，一方面为脑卒中后患者并发骨质疏松

或者骨质疏松症患者发生脑卒中提供新的预警指

标，另一方面为下一步揭示二者间关联的机制研究

提供参考。
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