
前 言

骨性关节炎（Osteoarthritis, OA）是一种伴随着衰

老和损伤的慢性退行性病变。软骨和滑膜作为关节

重要的结构在OA的发展过程中不断发生病变，最终

导致软骨损伤和滑膜炎症［1］。学者们对 OA 的软骨

损伤机制已经研究多年，然而对滑膜病变关注相对

较少。但滑膜炎症贯穿OA发展的始末，并起着至关

重要的作用。而且，滑膜中多种细胞产生大量的细

胞因子及炎性介质，共同调控OA的发生发展。

已有研究发现，IL6、IL8、AP1 等多个因子在 OA

的发展中起到了重要的作用［2］。CXCL2、CXCL8、

PTGS2 和 JUN、MYC、VEGFA 和 EGR1 等也是调控

OA 的 关 键 节 点［3-4］。 转 录 因 子（Transcriptional

Factors, TFs）调节基因表达并参与细胞作用的发

挥［5-6］，miRNA（microRNA）是一种小非编码 RNA，发

挥着转录抑制的作用，并参与炎症反应［7-8］、滑膜炎

症［9］以及软骨损伤［10］等。miR-206 能够抑制软骨细

胞增殖并促进其凋亡［11］，而且其能够通过 SOCS3 以
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及 Foxp3 调控 Th17 和 Treg 细胞进而影响 OA 的进

展［7］。此外，miR-10a-5p［12］、miR-93［13］和 miR-363-

3p［14］也参与调节OA软骨细胞的凋亡。近年来，多项

研究报道了 OA 过程中软骨及滑膜的基因表达变

化［2-4, 15-16］，而滑膜组织差异基因、TFs 以及 miRNA 的

关系少有提及。

本研究选择的GSE12021和GSE55235数据集来

自于GEO（Gene Expression Omnibus）数据库，对多项

数据分析得出 249个差异基因（Differential Expressed

Genes, DEGs），随后通过功能富集分析、蛋白互作网

络、hub 基因分析、TFs-hub 基因网络分析以及与

miRNA作用分析的研究，揭示了OA滑膜病变的调节

因子变化，也为今后的治疗提供了分子基础。

1 方 法

1.1 基因表达数据获取

在 GEO 数据库（https://www. ncbi. nlm. nih. gov/

geo/）中检索关键字“人类”、“OA滑膜组织”、“完整数

据”，经过筛选获得 GSE12021 和 GSE55235 数据集，

均为 GPL96平台。GSE55235包含 10个对照组和 10

个 OA 组；GSE12021包含 9个对照组和 10个 OA 组。

详细数据如表1所示。

数据集

GSE55235

GSE12021

测序平台

GPL96

GPL96

样本

对照组

GSM1332201~GSM1332210

GSM302859、GSM302864、

GSM302866、GSM302870、

GSM303522、GSM303523、

GSM303525、GSM303531、

GSM303533

OA组

GSM1332211~GSM1332220

GSM302876、GSM302880、

GSM302930、GSM303326、

GSM303341、GSM303356、

GSM303358、GSM303360、

GSM303362、GSM303370

组织来源

滑膜组织

滑膜组织

表1 GEO中筛选出的数据集简明信息

Table 1 Brief information of datasets selected from GEO

1.2 DEGs分析以及热图

原始数据下载后去除信息不全基因，在R4.2.0软

件中用 RMA（Robust Multiarray Average）算法“affy

包”进行分析。“Limma包”和“sva包”用于去除批间差

并进行DEGs分析。节点值为 log2倍数>2.0和调整P

值<0.05。并绘制热图。

1.3 功能富集分析

通过 DAVID（https://david.ncifcrf.gov/）对 DEGs

数据进行生物学过程（Biological Process，BP）、细胞

学 组 分（Cellular Component，CC）、分 子 功 能

（Molecular Function, MF）和京都基因与基因组百科

全 书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes,

KEGG）分 析 ，数 据 通 过 R 软 件 绘 制 ，并 通 过

“enrichplot 包 ”和“GOplot 包 ”绘 制 GO（Gene

Ontology）功能图，图中显示前5功能簇。调整P<0.05为

差异有统计学意义。

1.4 蛋白互作网络及hub 基因分析

采用STRING 11.5（https://cn.string-db.org）进行蛋

白互作分析（PPI）。在 Cytoscape 3.9.1 中绘图。用

“CytoHubba”包的MCC方法分析出前10个基因作为hub

基因。MCODE进行模块化分析，规定：Node score cut-off

=0.2，K-Core=2，max.depth=100，MCODE score>4.0。

1.5 TFs-hub基因以及hub基因-miRNA互作分析

hub 基因的 TFs 和 miRNA 通过 NetworkAnalyst

3.0 进行预测，TFs 数据来源于 ENCODE 数据库，

miRNA数据来源于miRTarBase v8.0数据库。互作网

络使用Cytoscape绘制。

2 结 果

2.1 DEGs分析

GSE55235 和 GSE12021 来源于 GEO 数据库，两

组数据集信息如表 1所示。通过对照组和OA组比较

分析，得到 249 个 DEGs，其中 111 个 DEGs 上调，138

个DEGs下调。

2.2 功能富集分析

DEGs 数 据 在 DAVID 中 进 行 BP、CC、MF 和

KEGG分析。各项分析排名前10的结果见图1。在BP

分析中（图 1a），DEGs 主要涉及炎症反应、细胞因子

介导的信号通路、细胞外基质、机械刺激反应以及细

胞连接方面。不论从错误发现率（False Discovery

Rate, FDR）维度还是基因数量维度，炎症反应在其中

都发挥着重要作用。在CC分析方面（图 1b），细胞外

区域占有优势。而对于MF分析（图 1c），细胞外结构

具有最小的 FDR，蛋白连接具有最多的基因富集数
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量。KEGG分析发现 TNF信号通路在众多调控途径

中是最具有优势的（图 1d）。通过 GO 分析（图 1e）发

现基因主要分布于细胞外基质组织、细胞外结构组

织、白细胞迁移调控等功能区域。

图1 DEGs的功能富集分析

Figure 1 Functional enrichment analysis of DEGs
a：DEGs的BP分析；b：DEGs的CC分析；c：DEGs的MF分析；d：DEGs的KEGG分析；e：DEGs的GO分析
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随后，分别对上调 DEGs 和下调 DEGs 进行分析

（图 2）。在上调DEGs中，细胞黏附是主要的BP功能

（图 2a），而细胞因子介导的信号通路则为下调DEGs

中最主要的功能（图 2b）。与总体 DEGs的 CC和 MF

分析类似，上调DEGs的细胞外区域和细胞外基质结

构为主要功能富集区域（图 2c、e）。对于下调DEGs，

细胞核和蛋白连接则是CC和MF分析的主要功能区

域（图 2d、f）。蛋白消化和吸收通路对于上调 DEGs

是很重要的，而TNF信号通路对于下调DEGs是影响

最大的（图2g、h）。

图2 上调及下调DEGs的功能富集分析

Figure 2 Functional enrichment analyses of up- and down-regulated DEGs
a：上调DEGs的BP分析；b：下调DEGs的BP分析；c：上调DEGs的CC分析；d：下调DEGs的CC分析；e：上调DEGs的MF分析；f：下调DEGs的MF

分析；g：上调DEGs的KEGG分析；h：下调DEGs的KEGG分析

b

dc

a
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2.3 PPI网络分析和模块分析

DEGs 数据通过 STRING 进行分析，去除离散数

据 ，得 到 231 个 节 点 以 及 1 064 个 连 接 。 规 定

minimum required interaction scores=0.4，average

node degree=9.21。模块分析中，规定 k-core=2，max.

dept from seed=100。得到3个显著模块（node score>4.0），

如图3a~c所示。模块1（score=14.973）包含38个节点

和 277个连接，例如 CXCL2、SELE、DUSP1、COL1A1

等。模块 2（score=6.5）包含 13 个节点和 37 个连接，

例如 GADD45A、EGR1、JUN、IER3等。模块 3（score=

4.4）包 含 6 个 节 点 和 11 个 连 接 ，例 如 TRA2A、

SRRM2、PCBP2、RBM25等。

2.4 hub基因分析

PPI分析后通过MCC算法得到前 10个基因定义

为 hub 基因。hub 基因以及联系最密切的基因如图

3d 和 e。hub 基因包括 JUN、IL-6、CXCL8、NFKBIA、

FOS、PTGS2、SOCS3、EGR1、DUSP1 和 ATF3。这些

hub 基因参与多条信号通路并有多种上游及下游调

节靶点。其中，IL-6具有最丰富的连接体系。此外，

与基因转录相关的细胞因子包括 JUN、FOS 和 ATF3

同样具有较高的活跃度。

图3 DEGs的hub基因及模块分析

Figure 3 Module analysis and hub genes of DEGs
a~c：3个显著模块网络（node score>4.0）；d：hub基因；e：DEGs与hub基因联系紧密的基因网络

e

a

d

c

b

2.5 TFs-hub基因相互作用

转录因子和hub基因相互作用通过NetworkAnalyst

绘制如图4所示，其中包含242个转录因子与hub基因

相互作用。145个转录因子调节超过1个基因。129个

转录因子调节DUSP1，远超过其他 hub基因。ELK1、

NZF644、NRF1和 SIN3A 等具有较高关联度。
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2.6 miRNA-hub基因相互作用

通过 NetworkAnalyst 分析 miRNA 与 hub 基因的

关系，如图 5 所示。笔者发现有 212 个 miRNA 与 10

个 hub 基因产生关联。其中 58 个 miRNA 调节 FOS。

在众多miRNA中，39个miRNA调节多个基因。hsa-

miR-155-5p参与调控CXCL8、FOS、SOCS3和 JUN。

3 讨 论

本研究中，数据集 GSE12021 和 GSE55235 来源

于 GEO 数据库。通过差异基因分析得到 249 个

DEGs，其中，上调 DEGs有 111个。随后，通过 GO和

KEGG 等对 DEGs 进行富集分析。总体 DEGs 的 BP

分析结果和下调 DEGs 的 BP 分析结果类似，炎性反

应和细胞因子介导信号通路具有显著的功能优势，

而细胞黏附作用则为上调 DEGs 的 BP 功能富集区

域。显然，炎性反应、免疫反应在 OA 发展中起着重

要的作用。从 CC 和 MF 分析也得到，细胞外基质结

构相关的功能是 DEGs 具有的重要功能。而 KEGG

通路分析中发现，基因在 TNF 和 IL-6 通路的富集体

现了炎症对OA影响的关键性。

滑膜炎是关节 OA 常见的表现。正常滑膜组织

中存在成纤维细胞样滑膜细胞（FLS）和巨噬细胞样

滑膜细胞（MLS）［17］。对于OA滑膜组织，滑膜中出现

炎性细胞浸润［18-19］，炎性细胞能够刺激 MLS 产生

TNF、IL-6 等［1］，而 TNF 是一种重要的炎性相关细胞

因子［20］。显然，本研究中展现的 TNF和 IL相关的免

疫因子调节 OA 滑膜炎与之前研究结果相符合。从

DEGs 网络分析，能够发现模块 1 涉及 38 个节点，远

多于其他 2 个模块，而且 10 个 hub 基因中有 6 个（分

别为 CXCL8、DUSP1、ATF3、IL-6、PTGS2 和 SOCS3）

分布于模块 1 中，其他的 4 个 hub 基因分布在模

块2中。

图4 TFs-hub基因互作网络

Figure 4 TFs-hub gene interaction network
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JUN和FOS是转录因子AP-1的亚结构［21］。AP-1

能够被 TNF 和 IL-1 诱导并参与炎性和免疫反应［22］。

JUN 和 FOS 调节细胞周期进程［23］。也参与 OA 的前

炎性和前损伤发展过程［21-22, 24］。此外，一些研究表明

FOS 和 JUN 调控软骨细胞 ATF3 的表达［25］，而 ATF3

在 OA 软骨细胞中上调［26］。但在破骨细胞中，ATF3

调节AP-1相关基因表达［27］。显然，在不同细胞系中，

ATF3的作用存在差异，而ATF3是否参与反馈调控还

有待确认。除了炎性过程外，ATF3还能够调节增殖

和分化。软骨细胞中，TNF和 IL-1β通过NF-κB调节

ATF3 进而调控 cyclin D1 表达［26, 28］。ATF3 还是神经

元损伤的标志并与神经痛有关［29］，这从侧面也印证

了 ATF3 和 OA 疼痛存在关联性［30］。CXCL8 是一种

趋化因子，引导细胞于损伤和炎症处富集［31］。在

SOCS家族中，SOCS1、SOCS3和CISH抑制 IL-6信号

通路［32-33］，而且在软骨细胞和骨细胞中，SOCS3存在

负反馈调控［34-37］。SOCS3抑制软骨细胞增殖［38］、骨形

成［35］以及作为炎性产物参与炎性反应［36, 39］。在软骨

细胞中，SOCS3 抑制 JAK 通路而且被下调［40-42］。然

而，有些研究表明SOCS3在正常软骨和OA软骨中变

化不明显［43］。CXCL8、TNF 和 PTGS2 的水平与滑膜

炎的程度存在关联性［44］。DUSP是胱氨酸相关酶，参

与 MAPK 通路［45］。DUSP1 的主要靶点是 ERK1/2、

p38和 JNK［46］，能够使MAPK家族成员去磷酸化进而

抑制下游蛋白的作用并下调MMP-13和COX-2的水

平［47-50］。DUSP1被认为能够负性调节炎症反应，并且

有研究也证实在OA滑膜细胞中DUSP1被抑制［50-51］。

EGR1 是一种细胞因子并参与调节细胞增殖、生存、

分化、DNA损伤以及炎症反应［52-54］，而且能够促进软

骨退化［55］、抑制细胞外基质相关基因表达［53］。血液

中 EGR1水平被认为是早期 OA的标志［56］。显然，本

研究分析的 hub基因都是在OA发生发展过程中至关

图5 miRNA-hub基因调控网络

Figure 5 miRNA-hub gene regulation network
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重要的调节因子。然而，这些研究也存在局限性。

大多数的研究都集中在软骨细胞，而滑膜细胞涉及

很少。滑膜组织中有多种细胞，而且同样的基因在

不同细胞中的作用可能存在差异。尽管滑膜纤维细

胞和滑膜巨噬细胞在OA滑膜组织中占据优势，但任

何一种都无法代表整体的变化［57］，而且在OA滑膜中

还有其他炎性细胞浸润的存在［19］。细胞之间的相互

影响是不可忽视的。

与 hub基因相连的miRNA作用网络如图 5所示。

其中，FOS 能被 miRNA 调节的数量是最多的，而

EGR1 被调节的数量最少。而 hsa-miR-26b-5p、hsa-

miR-155-5p、hsa-miR-335-5p以及 hsa-miR-146a-5p等

对 hub 基因调控更加密切。hsa-miR-146a-5p 与膝关

节置换术后疼痛有关，术前血液中 hsa-miR-146a-5p

越高，术后疼痛缓解越差［58］。另外，在OA的软骨中，

hsa-miR-146a-5p 被上调［59-60］。同样，hsa-miR-335-5p

也参加 OA 的调控。早期 OA 中，hsa-miR-335-5p 在

血液中的水平升高［61］。对于 hsa-miR-155-5p，已经有

研究表明其与类风湿关节炎密切相关［8］。目前对于

大多数与 hub基因相关的miRNA并没有得到充分的

探讨，需要进一步研究揭示其中的调控机制。

在 hub 基因与 TF 的关联研究中，笔者发现与

DUSP1 相关的 TF 最多。在互作网络中，ZNF644、

ELK1、NRF1和 MAZ等可能具有更多的作用。研究

表明，软骨细胞中ELK1能够介导MAPK调控的AP-1

和MMP-13表达，而且在滑膜细胞中，ELK1能直接被

NF-κB调节［62-65］。OA大鼠软骨组织中NRF1被抑制，

而 NRF1 是 miR-363-3p 的靶点。抑制 miR-363-3p 能

够提升NRF1的水平并抑制凋亡［14］。显然，还需要更

多的研究表明转录因子的调节作用。

本研究讨论了与 OA 发展相关的基因，包括 249

个差异表达基因和 10 个 hub 基因。随后对 hub 基因

进行了 miRNA 和 TF 互作网络分析。通过对多种基

因功能和信号通路的研究，为探索OA的发生发展分

子机制提供了新的思路。
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