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骨质疏松症是一种常见的骨代谢疾病，其特征

为骨密度降低和骨微结构恶化，进而导致骨脆性增

加和对骨折的易感性升高[1]。骨质疏松性骨折是一

种低能量、非暴力的骨折，是指日常活动中受到不明

显外力或者本不能引起骨折的创伤而发生的骨折[2]。

骨质疏松性骨折作为骨质疏松症患者最常见和最严

重的并发症，在55岁后的女性和65岁后的男性中越

来越常见，已成为一个世界性的问题[3]。在我国约
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【摘要】 目的 通过生物信息学的方式筛选骨质疏松症关键基因，并进一步分析其与骨质疏松症

的联系及作用机制。方法 从公共基因表达数据库下载基因表达谱数据集，通过R软件筛选差异表达

基因并进行功能与通路分析。使用在线工具String构建蛋白质互作网络，导入 cytoscape软件筛选关键

基因并构建集簇模块。结果 共筛选出1 334个差异表达基因，其中上调基因722个，下调基因612个。

GO分析显示功能主要富集在细胞外基质结构成分，信号受体激活剂活性，跨膜转运蛋白结合及细胞因

子结合等方面。KEGG通路富集中显示差异基因主要参与PI3K-Akt信号通路、MAPK信号通路、Rap1

信号通路以及Ras信号通路等通路。根据蛋白质互作网络筛选出AKT1、EGF、VEGFA、PROM1、TP53、

NES、CD21、SNAI1、FGF13、LIF共十个关键基因，以及一个集簇模块。结论 筛选并分析了关键基因

与集簇模块的功能、作用及其与骨质疏松可能存在的联系，为揭示骨质疏松症潜在的的分子机制和药物

靶点提供新的思路。
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【Abstract】 Objective In this study, we screened the hub genes of osteoporosis by bioinformatics,

and further analyzed their relationship with osteoporosis and their mechanism of action. Methods Firstly,

the gene expression profile data set was downloaded from the public gene expression database, and the differ-

entially expressed genes were screened by R software, and their functions and pathways were analyzed.

Then, the online tool String was used to construct the protein interaction network, and the software cytoscape

was imported to screen the core genes and construct the clustering module. Results A total of 1334 differ-

entially expressed genes were screened, including 722 up-regulated genes and 612down-regulated genes. GO

analysis shows that the functions are mainly concentrated in extracellular matrix structural constituent, signal

receptor activator activity, transmembrane transporter binding and cytokine binding. The enrichment of

KEGG pathway shows that the differential genes are mainly involved in PI3K- Akt signaling pathway,

MAPK signaling pathway, Rap1 signaling pathway and Ras signaling pathway. Ten key genes, namely

AKT1, EGF, VEGFA, PROM1, TP53, NES, CD21, SNAL1, FGF13, LIF, and one clustering module were se-

lected according to protein interaction network. Conclusion The functions and roles of key genes and clus-

tering modules and their possible relationship with osteoporosis were screened and analyzed, which provided

new ideas for revealing the potential molecular mechanism and drug targets of osteoporosis.
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有 1.4亿的骨质疏松患者，男性和女性的 10年骨质

疏松症增长率分别约为15%和20%，40岁以上人群

骨质疏松症发病率约为25%[4]。

生物信息学是一门生物学与信息学交叉的新兴

学科，为生物医学大数据转化为有价值的知识提供

了无限可能 [5]。基因测序和微阵列分析技术的出

现，为了解相关基因及通路对骨质疏松症的影响提

供了有力支持。基因关联研究表明，骨质疏松症是

一种受多基因和多种信号通路调节的疾病，其易感

性已被定位到多个位点[6]。然而，目前对骨质疏松

症患者的药物靶点和基因通路注释尚不够明确，针

对骨质疏松患者的治疗药物双膦酸盐、核因子κB受

体活化因子配体（receptor activator of nuclear factor-κ
B ligand，RANKL）抑制性抗体和特立帕肽等由于不

良反应和长期效益等原因不能完全满足临床需要[7]。因

此，本论文旨在通过对基因芯片数据进行分析，筛选

出骨质疏松症相关的差异表达基因、关键基因及关

键网络，为揭示骨质疏松症潜在的分子机制和药物

靶点提供可能。

材料和方法

一、研究资料

公共基因表达数据库（gene expression omni-

bus，GEO）（https: //www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）是一

个公共功能基因组数据库，从GEO下载GSE35955、

GSE35956 以及 GSE35957 的基因表达谱数据集。

三个数据集均由GPL570[Hg-U133plus 2]Affimetrix

人类基因组 U133Plus2.0 阵列平台（Affymetrix 公

司，美国加利福尼亚州）注释，共包括19例老年骨质

疏松症患者和健康老年的mRNA微阵列数据。

二、芯片质量分析与数据预处理

首先，通过R软件（4.1.2）对芯片数据进行相对对

数表达、相对标准差和RNA降解等分析，选择合适的

样本进行下一步分析。然后，我们使用Affy软件包将

CEL文件中的探针数据转换为探针表达式矩阵，并通

过RMA算法对不同的芯片数据进行标准化与归一

化。最后，通过数据集芯片的平台注释包将矩阵中的

探针序列号转换为基因名称。我们将所有探针表达

值的平均值作为单个基因的表达值，并使用最近邻居

法（K-NearestNeighbor，KNN）来补充缺失值。

三、差异表达基因的筛选

我们使用R软件中的 limma软件包筛选差异基

因，并通过火山图可视化差异基因，筛选标准为：

P＜0.05和| log FC |＞1。为了确定筛选的差异基因

在患者和正常对照组之间的表达是否不同，我们对

差异基因进行了聚类分析，用热图进行可视化。

四、差异基因的GO与KEGG富集途径

为了进一步了解骨质疏松患者差异表达基因的

细胞组分、分子功能、生物过程及相关通路，本研究

使用在线分析工具DAVID和R软件中的ClusterPro-

filer程序包共同对差异基因进行基因本体（gene on-

tology，GO）与京都基因和基因组百科全书（Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）通路富

集分析，筛选标准为P＜0.05。

五、PPI网络构建与关键基因、模块分析

本研究使用在线分析工具 STRING（https://cn.

string-db.org/）用于分析蛋白质相互作用（protein-

protein interaction，PPI）网络，选择置信度得分为高

置信度（＞0.700）的点与线构成蛋白质网络。然后，

我们将相关数据导入Cytoscape软件，使用其内置的

软件包 cytoHubba，通过MMC算法筛选骨质疏松患

者的 10个关键基因。最后，我们使用Cytoscape软

件内置MCODE软件包筛选和构建核心模块，并对网

络评分最高的核心模块内的基因进行进一步的分析。

结 果

一、差异表达基因的筛选

对三个数据集中的数据进行处理，构建相对对

数表达图、相对标准差图及RNA降解图进行芯片质

量分析（图 1～3）。我们发现编号为GSM878105的

样本一致性较低且RNA降解较多，因此我们在随后

的分析中剔除了该样本。用R软件中的 limma软件

包对剩余 18个样本筛选差异基因，取值P＜0.05 和

| log FC |＞1，共得到1 334个差异表达基因，其中上

调基因722个，下调基因612个。绘制火山图对差异

基因进行可视化，红色代表上调基因，绿色代表下调

基因（图4）。我们使用热图对前50个差异基因进行

聚类及可视化，热图的颜色代表基因表达水平，红色

为升高，蓝色为降低，颜色越亮代表基因升高及降低

的程度越高（图5）

二、GO与KEGG富集分析

对差异基因进行GO富集分析，可知差异基因

的功能主要富集在细胞外基质结构成分（extracellu-

lar matrix structural constituent）跨膜转运蛋白结合
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（transmembrane transporter binding）、细胞因子结合

（cytokine binding）、受体配体活性（receptor ligand

activity）、肌动蛋白结合（actin binding）以及信号受

体激活剂活性（signaling receptor activator activity）

等方面（图 6）。在KEGG通路富集中，我们对P值

＜0.05的通路按照基因富集数排序，得到了 PI3K-

Akt信号通路、MAPK信号通路、Rap1信号通路以及

Ras信号通路等通路的信息（表1）。

三、关键基因筛选和集簇模块的构建

使用在线分析工具STRING构建差异表达基因

蛋白质相互作用网络，筛选标准为高信服度（＞0.700）

最终得到由 964个点与 2 796条线构成的 PPI网络

（图 7）。将 PPI网络导入Cytoscape，使用内置的软

件包CytoHubba，通过MMC算法筛选骨质疏松患者

的 10 个关键基因：AKT1、EGF、VEGFA、PROM1、

TP53、NES、CD24、SNAI1、FGF13、LIF，AKT1、

VEGFA、TP53、NES、CD24、SNAI1、LIF 为上调基

因，EGF、PROM1、FGF13为下调基因（图8）。最后，

我们通过 MCODE 插件筛选并构建了网络评分为

11.000的模块，见图 9。对模块中的相关基因进行

GO分析，发现模块里面的基因生物过程主要富集

在MAPK的正向调节上，而功能主要富集在生长因

子活性之上（表 2），这与以往对骨质疏松的研究相

符，进一步证明了通过以上方法探究骨质疏松的分

子机制与通路是可行的。

讨 论

骨质疏松症是全球最常见的骨骼疾病之一，由

于骨质疏松症引发的骨折已成为世界性的难题[8]。

虽然已经证实骨矿物质密度，骨质疏松症和骨质疏

松性骨折具有高度遗传性，与特定基因的表达有关，

但想要阐明遗传结构，特别是潜在的基因组和分子

机制仍然具有极大的挑战性[9]。

在本研究中，通过对 GSE35955、GSE35956 以

及 GSE35957 的基因表达谱芯片进行分析，获得

1 334 个差异表达基因，并对其进行GO与KEGG富

集分析。GO 功能主要富集在细胞外基质结构成

分，信号受体激活剂活性，跨膜转运蛋白结合及细胞

因子结合等方面。因此，我们推测差异基因可能通

过降低受体配体结合及跨膜转运蛋白结合等结合能

图 1 GSE35956芯片表达数据的相对对数表达图 图 2 GSE35956芯片表达数据的

相对标准差图 图3 GSE35956芯片表达数据的RNA降解图 图4 差异表达基因的

火山图

① ②

③ ④

表1 差异表达基因的KEGG富集分析结果

通路

hsa04151：PI3K-Akt signaling pathway

hsa04010：MAPK signaling pathway

hsa04015：Rap1 signaling pathway

hsa04014：Ras signaling pathway

基因数目

23

19

12

11
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力，影响相关信号通路，进一步影响成骨细胞的相关

功能，导致骨质疏松症的发生。KEGG通路分析表

明，骨质疏松症与多条信号通路有关，包括：PI3K-

Akt信号通路、MAPK信号通路、Rap1信号通路以及

Ras信号通路等通路，这些通路可能成为骨质疏松

研究的新思路。

本研究通过构建PPI网络，应用MCC算法进一

步筛选出 10个关键基因及其编码的蛋白质。Akt1

编码丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，可通过磷脂酰肌醇 3

激酶（phosphatidylin-ositol-3-kinase，PI3K）依赖的机

制被胞外信号激活。已有研究表明，Akt1为成骨细

胞中独特的信号中间体，可以控制成骨细胞和破骨

细胞分化 [10]。Akt1的上调表达会降低成骨细胞分

化，增强破骨细胞分化能力，导致骨质疏松症的发生

与发展。表皮细胞生长因子（epidermal growth fac-

tor，EGF）属于表皮生长因子家族，其作用已被确定：

EGF增强骨髓基质细胞的增殖和迁移，诱导成骨细

胞，软骨细胞和脂肪细胞的生成，是间充质组织再生

的来源[11]。因此，骨质疏松症患者EGF基因表达下

调，导致骨量降低，骨微环境恶化。血管内皮生长因

子 A（vascular endothelial growth factor A，VEGFA）

与骨质疏松症具有显著关联，并可作为支持向量机

（support vector machine，SVM）法筛选骨质疏松症

的指标之一[12]。然而，对于其影响骨质疏松症的发

展的具体机制仍需进一步实验探究。PROM1是一

种编码跨膜蛋白CD133的基因，该蛋白可作为重要

的细胞表面标志物。同时，使用CD133处理后的细

胞具有更好的血管生成能力与矿化能力，这与我们

的结果相一致[13]。TP53基因在血清中的表达水平

在骨质疏松症患者和小鼠骨质疏松模型中上调，升

高的p53水平与骨量的减少有关，可以通过敲低p53

来实现骨量的部分逆转[14]。NES基因编码的巢蛋白

是一种中间纤维蛋白，最初被用作神经上皮干细胞

的标记蛋白，进一步研究发现，巢蛋白可以作为成骨

细胞的有用标记蛋白[15]。CD24基因编码的蛋白被

称为热稳定抗原，是一种高度糖基化的糖基磷脂酰

肌醇锚定表面蛋白。研究表明，表面糖蛋白CD24

阳性的骨髓间充质干细胞增殖和细胞外基质矿化能

力降低[16]。由此可知，上调表达的CD24会降低骨骼

的再生潜能和细胞外基质的的矿化能力，进而导致

骨质疏松症的产生。SNAI1基因编码锌指转录抑制

因子，一项功能获得研究表明，小鼠长骨中 SNAI1

蛋白活性的上调会导致骨长度减少，对小鼠软骨合

成也有显著影响。因此，我们推测该基因的上调对

表2 模块中基因的GO富集分析结果

名称

GO:0008083

GO:0043410

GO:0005576

类别

分子功能

生物过程

细胞组分

描述

生长因子活性

MAPK级联的正向调节

细胞外区域

基因

GDNF，EGF，LIF，FGF13，VEGFA

EGF，LIF，TEK，VEGFA

NOTCH3，GDNF，EGF，LIF，TEK，FGF13，VEGFA

图 5 前 50个差异表达基因的热图 图 6 差异表达基因的GO富集分析结果 图 7 差异表达基因的蛋白质互作网

络 图8 PPI网络中前10个关键基因，颜色深度代表了结点在网络中的重要性 图9 PPI网络中的关键集簇模块

⑤ ⑥ ⑧

⑨⑦
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人类骨质疏松症的产生具有相同的机制与作用效

果。成纤维细胞生长因子13（ fibroblast growth factor

13，FGF13）基因在急性髓系白血病中异常表达，与骨

髓微环境密切相关[17]。骨髓微环境的变化是否会导

致骨密度降低和骨微结构变化仍需要更多的临床研

究证明。LIF基因编码白血病抑制因子，该因子是

一种多效性细胞因子，与各种病理状况有关，如类风

湿性关节炎和骨质疏松症[18]。根据目前研究进展，该

基因导致骨质疏松症的具体原因以及能否作为骨质

疏松易感人群的遗传标记仍需要探索与阐明。

我们通过Cytoscape的MCODE插件对PPI网络

进行处理，总共筛选构建了22个集簇模块。根据网

络评分排序，我们选择评分最高的模块进行研究。

该模块由 17个相关联基因与 176条线组成，评分为

11.000。对该模块进行GO分析，发现分子功能主要

富集于生长因子活性，生物过程主要富集在MAPK

级联的正向调节，而其作用的细胞组分为细胞外基

质，这与上述对十个关键基因的讨论与猜想相符。

综上所述，本文通过对10个关键基因研究现状

的检索分析，发现大部分基因在骨代谢领域已被初

步阐明，但多数缺乏临床与实验的验证。同时，对上

述模块的功能分析不仅证明了本研究的合理性，同

时为进一步揭示骨质疏松症潜在的的分子机制和药

物靶点提供新的思路。然而，本研究得出的结论仍

需进一步的具体实验来探究其可行性。
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