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  [摘 要] 目的 利用生物信息学方法筛选骨关节炎进展相关的差异表达基因
 

(DEGs)。方法 在基因

表达组学数据库(GEO)下载GSE206848数据集,运用GEO2R在线工具进行分析,并筛选DEGs;利用R语言

绘制火山图和热图。然后对DEGs进行GO功能富集分析和KEGG通路富集分析;将获得的DEGs数据导入

STRING数据库构建蛋白互作网络(PPI),并通过CytoHubba插件以5种算法取交集筛选关键基因(Hub
 

gene)。结果 经GEO2R筛选,从GSE206848数据集中获得DEGs
 

1
 

592个(545个上调基因、1
 

047个下调基

因)。GO功能富集分析发现,DEGs的生物学过程主要富集在DNA代谢过程的调节、超分子纤维组织的调控、
细胞器组织的负调控;细胞定位主要富集细胞边缘、肌动蛋白细胞骨架、核散斑;分子功能主要富集微管蛋白结

合、蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶活性、蛋白丝氨酸/苏氨酸/酪氨酸激酶活性。KEGG通路富集分析结果主要涉及

PI3K-Akt信号通路、肌动蛋白细胞骨架调控等。应用CytoHubba插件筛选得到3个关键基因(PIK3CA、EG-
FR、SRC)。结论 该研究共筛选出3个与骨关节炎进展相关的关键基因,分别为EGFR、PIK3CA、SRC。
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[Abstract] Objective To

 

screen
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

(DEGs)
 

related
 

to
 

the
 

progression
 

of
 

os-
teoarthritis

 

by
 

bioinformatics
 

method.Methods The
 

GSE206848
 

dataset
 

was
 

downloaded
 

from
 

the
 

gene
 

ex-
pression

 

omics
 

database
 

(GEO),analyzed
 

by
 

GEO2R
 

online
 

tool,and
 

screened
 

for
 

DEGs.R
 

software
 

was
 

used
 

to
 

draw
 

volcano
 

and
 

heat
 

maps,then
 

GO
 

functional
 

enrichment
 

analysis
 

and
 

KEGG
 

pathway
 

enrichment
 

anal-
ysis

 

were
 

performed
 

for
 

DEGs.The
 

DEGs
 

data
 

were
 

imported
 

into
 

STRING
 

database
 

to
 

construct
 

protein-pro-
tein

 

interaction
 

(PPI)
 

network,the
 

hub
 

genes
 

were
 

screened
  

through
 

5
 

algorithms
 

for
 

intersection
 

selection
  

of
 

the
 

CytoHubba
 

plugin.Results After
 

GEO2R
 

screening,1
 

592
 

DEGs
 

(545
 

upregulated
 

genes
 

and
 

1
 

047
 

down-
regulated

 

genes)
 

were
 

obtained
 

from
 

the
 

GSE206848
 

dataset.GO
 

funtional
 

enrichment
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

biological
 

process
 

of
 

DEGs
 

was
 

mainly
 

enriched
 

in
 

the
 

regulation
 

of
 

DNA
 

metabolism,the
 

regulation
 

of
 

su-
pramolecular

 

fibrous
 

tissue,and
 

the
 

negative
 

regulation
 

of
 

organelle
 

tissue.Cell
 

localization
 

mainly
 

enriched
 

cell
 

margin,actin
 

cytoskeleton
 

and
 

nuclear
 

speckle.Molecular
 

functions
 

mainly
 

enrich
 

tubulin
 

binding,protein
 

serine/threonine
 

kinase
 

activity,and
 

protein
 

serine/threonine/tyrosine
 

kinase
 

activity.The
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

KEGG
 

pathway
 

mainly
 

involved
 

PI3K
 

Akt
 

signaling
 

pathway,actin
 

cytoskeleton
 

regulation,etc.After
 

using
 

the
 

CytoHubba
 

plugin
 

to
 

screen
 

three
 

hub
 

genes
 

(PIK3CA,EGFR,and
 

SRC).Conclusion In
 

this
 

study,three
 

hub
 

genes
 

related
 

to
 

the
 

progression
 

of
 

osteoarthritis
 

were
 

screened,namely
 

EGFR,PIK3CA
 

and
 

SRC.
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  骨关节炎(OA)是以关节疼痛为主要症状的退行

性疾病,主要表现为关节软骨纤维化、皲裂、溃疡、脱
失[1],是全球疼痛、残疾和社会经济成本升高的主要

因素,该病的流行病学是复杂和多因素的,与遗传、生
物学和生物力学因素有关[2]。OA病因尚不明确,随

着疾病的进展最终可导致患者关节功能丧失或残疾,
给个人和社会带来巨大的经济负担。随着我国老龄

化进程加速,OA的患病率逐年上升,约10%的男性

和18%的女性在60岁以后患有OA相关症状[3]。患

者早期关节结构并无明显改变,症状亦不明显,往往
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到疾病发展后期才进行影像学检查。目前,临床还未

出现可以早期诊断 OA及判断预后的相关生物标志

物。近年来,分子生物学不断发展,已有证据表明,较
多细胞因子及蛋白参与了 OA的病理变化,其与滑

膜、关节软骨、软骨下骨的功能改变有关
 [4]。

基因 芯 片,又 称 DNA 微 阵 列(DNA
 

microar-
ray),属于高通量基因分析技术,运用核酸分子碱基

互补配对原理和原位杂交技术,密集、固定核苷酸,在
生物芯片技术中较为成熟,目前认为此技术可运用于

鉴定潜在治疗靶点,但大部分用于肿瘤的研究,随着

一些新的数据分析方法不断地被开发,基因芯片也可

以应用于其他疾病的诊断与治疗。目前,有研究运用

表达谱芯片发现了与神经损害和疼痛相关的基因和

潜在的治疗靶点,阐述了加巴喷丁运用于疼痛治疗的

分子机制[5]。利用基因芯片技术,可以检测生物样本

基因的表达水平,通过分析后可以获得基因的功能及

相互作用关系。检测 OA与正常骨关节之间的差异

表达基因,将有助于分析OA发生和发展的关键基因

和通路,指导临床针对性的早期治疗,从而提高患者

的治疗效果,让更多患者尽早重返工作和生活。
1 材料与方法

1.1 数据来源 登录GEO数据库(https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/geo/),以“Osteoarthritis”为检索

词,筛选获得GSE206848数据集。GSE206848数据集

是基于GPL570平台,采用Affymetrix
 

Human
 

Genome
 

U133
 

Plus
 

2.0
 

Array阵列芯片检测。GSE206848数据

集含有14例组织样本,其中OA组织样本7例,正常组

织样本7例。技术路线流程图见图1。

图1  工作流程图

1.2 方法

1.2.1 DEGs筛选 通过在线分析工具GEO2R获

取GSE206848数据集中的差异基因,以adj-P<0.05
且丨log2FC丨>1(FC为差异倍数)为筛选条件进行

筛选,利用 R语言对 GSE206848数据集中的DEGs
进行火山图、热图绘制。
1.2.2 GO功能富集分析和KEGG通路富集分析 
在R软件中安装“org.Hs.eg.db”和“cluster

 

profiler”
R包,进行 GO功能富集分析和 KEGG通路富集分

析[6-7]。GO功能富集分析包含生物学过程(BP)、细

胞组分(CC)和分子功能(MF)。然后使用气泡图表来

显示GO和KEGG分析中的前10个富集结果,P<
0.05为差异有统计学意义。
1.2.3 蛋 白 互 作 网 络(PPI)构 建 与 关 键 基 因 筛

选 通过STRING数据库(https://string-db.org)构
建PPI网络,随后利用Cytoscaper软件里的 MCODE
插件筛选PPI网络中的关键模块,选择的标准:degree

 

cut-off=2,MCODE
 

scores>4,Max
 

depth=100,
node

 

score
 

cut-off=0.3和k-score=2。最后,运用

CytoHubba插件,以5种方法(MCC、MNC、Degree、
EPC和BottleNeck)获取排名前10位的关键基因。
2 结  果

2.1 OA
 

DEGs筛选 从GSE206848数据集中共获

取表达上调基因545个、表达下调基因1
 

047个。得

到的差异基因,利用R语言进行火山图可视化展示

(图2A),并筛选前200差异基因进行热图展示(图
2B)。

  注:A.差异基因火山图;B.排名前50的差异基因表达热图。

图2  OA
 

DEGs筛选

2.2 GO功能富集分析和 KEGG通路富集分析 
GO功能富集分析发现,在生物学过程中,DEGs主要

富集在DNA代谢过程的调节、超分子纤维组织的调

控、细胞器组织的负调控、温度稳态、适应性发热作用

等;细胞定位主要涉及细胞边缘、肌动蛋白细胞骨架、
核散斑、细胞间连接、细胞与底物连接;分子功能主要

涉及微管蛋白结合、蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶活性、蛋
白丝氨酸/苏氨酸/酪氨酸激酶活性(图3A)。KEGG
通路富集主要涉及PI3K-Akt信号通路、癌症中的蛋

白多糖、肌动蛋白细胞骨架调控、肌动蛋白结合、金属

离子跨膜转运体活性等(图3B)。
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图3  GO功能富集分析和KEGG通路富集分析

2.3 PPI构建与关键基因筛选结果 通过STRING
数据库构建PPI,见图4。随后采用Cytoscaper软件

里的 MCODE插件确认PPI中的重要模块,得到2个

关键模块(图5A、B)。随后利用CytoHubba插件运

用5种算法进行筛选。筛选PPI中相互作用排名前

10位的DEGs作为关键基因,见表1。随后将5种算

法所得的前10基因取交集,绘制韦恩图得到3个真

正的关键基因(图6),分别为PIK3CA、表皮生长因子

受体(EGFR)、SRC。

图4  蛋白质-蛋白质PPI

图5  MCODE得到的2个关键模块

表1  CytoHubba
 

5种算法所得前10位的关键基因

MCC MNC Degree EPC BottleNeck

SRC SRC SRC SRC SRC

EGFR PIK3CA PIK3CA PIK3CA RB1

PTPN11 PTPN11 PTPN11 EGFR MDM2

PIK3CA EGFR EGFR PTPN11 CCND2

MET PRKACB PRKACB GAB1 ITGB3

GAB1 PRKACG PRKACG MET HIST1H1E

CTNNA1 JAK1 JAK1 JAK1 EGFR
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续表1  CytoHubba
 

5种算法所得前10位的关键基因

MCC MNC Degree EPC BottleNeck

HNRNPC GAB1 GAB1 PTPN2 HSPA4

PTPN2 MET HSPA4 PTPN1 PIK3CA

HNRNPA1 PTPN2 MET CD247 MAPK8

图6  5种算法的韦恩图

3 讨  论

OA是骨科中最常见的慢性关节疾病,其发病率

随着年龄的增长而增加,并影响大多数65岁以上的

个体。关节软骨由浅表(切线)层、中间(移行)层、深
(放射)层和钙化软骨层构成,关节软骨在预防OA发

生过程中至关重要,在该病发生后,软骨细胞数量减

少,排列紊乱、成簇,关节镜下可见软骨表面不光滑、
皲裂,甚至出现软骨剥脱。目前,OA主要的临床症状

包括慢性疼痛、关节不稳、僵硬、关节畸形和影像学上

关节间隙狭窄,其治疗方法包括减轻疼痛、缓解僵硬、
维持功能,从而提高患者的生活质量[17]。其治疗方法

还包括低冲击有氧运动、减肥、针灸、服用氨基葡萄糖

及手术。虽然各界已经提出了一系列与 OA相关的

危险因素,包括遗传易感性、衰老、肥胖和关节排列不

良,但OA的发病机制目前仍不清楚。
本研究基于GEO数据库,利用生物信息学生物

工具筛选出上调基因545个、下调基因1
 

047个。GO
分析发现,在生物学过程中,DEGs主要富集在DNA
代谢过程的调节、超分子纤维组织的调控、细胞器组

织的负调控等;细胞定位主要富集在细胞边缘、肌动

蛋白细胞骨架、核散斑等;分子功能主要富集在微管

蛋白结合、蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶活性、蛋白丝氨

酸/苏氨酸/酪氨酸激酶活性等。KEGG通路富集主

要涉及PI3K-Akt信号通路、肌动蛋白细胞骨架调控

等。通过Cytoscaper软件,共筛选出2个关键模块。
然后通过CytoHubba插件,以5种算法取交集后共

筛选出 OA发生相关的3个关键基因,分别为EG-
FR、PIK3CA、SRC。

EGFR是一种酪氨酸激酶受体,最近研究证明了

EGFR及其同源配体之一:转化生长因子-α(TGF-α),

与软骨内骨化中的软骨基质降解有关。EGFR在关

节软骨发育过程中维持浅表软骨细胞中起着至关重

要的作用[8],是细胞增殖、分化、分裂、存活和癌症发

展的关键调节因子[9],可保护软骨细胞免受OA诱导

的细胞凋亡[10]。马小远[11]通过研究认为,EGFR通

路与保持表层细胞活性有关,比如保持细胞活性、抑
制软骨外基质,可以防止骨性关节炎的发生和进展。
此外,ZHANG

 

等[10]的研究发现,EGFR通过调节软

骨细胞存活和软骨降解,在OA进展过程中发挥了主

要的保护作用。
本研究中另一个关键基因为PIK3CA,目前,大

部分相关研究证实PIK3CA基因的改变与实体恶性

肿瘤预后不良有关,有研究中的可用数 据 强 调 了

PIK3CA突变通过增加PI3K/Akt/mTOR生存途径

的信号传导介导肿瘤发生的重要作用[12],但关于

PIK3CA 与 OA 的 报 道 较 少。WANG
 

等[13]报 道

PI3K/Akt/mTOR的遗传变异与 中 国 汉 族 人 群 中

OA易感性有关。有研究还发现,Akt信号通路的激

活促进软骨细胞合成代谢,而Akt信号通路活性受损

则抑制软骨细胞合成代谢。SUN
 

等[14]认为,根据现

有证据,PI3K/Akt/mTOR信号通路对关节组织的正

常代谢 至 关 重 要,但 也 参 与 OA 的 发 展,强 调 了

PI3K/AKT/mTOR信号传导在软骨退化、软骨下骨

功能障碍和滑膜炎症中的作用,所以PIK3CA的改变

是否通过此生物途径的信号传导而导致OA的发生,
抑制该通路活性是否对于防治OA有所帮助,还有待

于进一步研究。
本研究获得的最后一个关键基因为SRC,其是一

种酪氨酸蛋白激酶,可调节细胞代谢,存活和增殖。
研究表明,SRC在巨噬细胞的功能激活中起着关键作

用,而巨噬细胞参与各种免疫反应和炎症性疾病,包
括类风湿性关节炎,癌症、骨质疏松症等[15]。SUSVA
等[16]通过研究发现,SRC在骨代谢中的作用在SRC
缺乏的小鼠中变得明显。有研究表明,SRC抑制剂可

能在抑制骨吸收、缓解 OA进程中发挥作用。此外,
SRC抑制剂能使骨软骨外植体在24

 

h内减少软骨细

胞死亡[17]。
  

综上所述,本研究利用GEO数据库,运用生物信

息学方法共筛选出与 OA进展相关的关键基因共3
个,分别为PIK3CA、EGFR、SRC,这些关键基因的差

异表达可能与OA的发生有着紧密关系,为该病防治

的潜在分子靶点提供新的见解。因此,本研究结果可

为OA的治疗和后续的研究提供进一步的参考。
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