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骨性关节炎%

/N.5/*-.'-(.(N

'

,=

&是一种复杂多病

因退变性关节疾病'涉及关节所有组织'以关节软骨

退行性变(软骨下骨硬化(囊性化(无菌性坏死及骨

赘形成等改变为主)

8

*

+以往对
,=

致病机制及治疗靶

点研究主要集中在关节软骨' 但近年来越来越多研

究将研究方向转移到非软骨组织' 其中软骨下骨的

重要性越来越受到关注)

!

*

+ 目前基因芯片技术正日

益成为
,=

研究领域重要的高效新手段之一 '而

GK,

%

G5)5 KR0-5NN(/) ,3()62N

&数据库是世界上规

模最大(收录最全(免费共享的综合型数据库'收录

了大量的基因芯片实验数据' 为后期数据挖掘和信

息推广提供了良好的平台+然而'大量的生物数据只

有通过生物信息学进行分析归纳' 才能选择出所在

研究领域的正确方向)

%

*

+ 本研究首次利用最新的生

基于全基因表达谱的骨关节炎软骨下骨转录因子

预测及分析
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!摘要" 目的!利用生物信息分析方法对骨关节炎软骨下骨全基因表达谱进行转录因子预测及分析" 方法!下载

基因芯片实验数据#

GCK%"%!!

$%使用软件包
:(33* 0*EL*B5() T

#版本!

%7%78

$筛选差异表达基因%筛选差异基因的标准

以基因表达上调或下调的倍数
!!

为标准#

!U"7"<

$%进一步使用
&D./NE*05

软件#版本!

%7>7"

$的
(T5B2:/)

插件预测分

析调控这些差异表达基因的转录因子%并分析预测的转录因子所调控的差异表达基因& 结果!发现上调的差异表达基

因可能相关
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个转录因子及其相对应的靶基因 !
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等&发现下调的差异表达基因可能相关
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等&结论!预测分析

的转录因子可能在骨关节炎软骨下骨致病机制调控中起了重要作用%其有可能成为新的防治骨关节炎的靶点&
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与上调差异表达基因相关的转录因子

"#$%! "&#'()&*+,*-' .#),-&(

!

"/(

"

#((-)*#,01 2*,3 4+ &0546#,01 1*..0&0',*#667 08+&0((01 50'0(

基因符号 全称
;<=

靶基因数 调控元件数

4,>;? @/-A'5*B 6/C ;? ?7D$? %8 %

;E;,=8 )*)/F &!G& .H05 I()J @()K5- # ?7#? %L ?

<!4M <!4 .-*)FJ-(0.(/) @*J./- M %7LD DN 88

OEP!8 OEP!8 J/'5F() J/30:5C J/30/)5). %7$LM D! D

Q<&,Q QP=8 *)B <9R8 J/30:5C :/J2F %7$N% !N ?

<1=8 <1= 0-/./ /)J/K5)5 8

!

.-*)FJ-(0.(/) @*J./- %7N?? !D 88

Q<4!E 3H/JH.5 5)'*)J5- @*J./- !E %7N 8L !

S,T!4% S,T J:*FF ! '/35/6/C % %7DML !N %

UO&E8 UO&E8

!

P;E -50*(- *FF/J(*.5B %7D8$ !N 8

VE1E% VE1E 6()B()K 0-/.5() % %7?N8 8? 8

W;4N"M I()J @()K5- 0-/.5() N"M %7%"M 8% 8

WU1U%% I()J @()K5- *)B U1U B/3*() J/).*()()K %% %7!N 8! 8

=TW8! =TW8! 0/:HJ/36 -50-5FF(X5 J/30:5C ! F262)(. %7!D$ L 8

PUS P 6/C 6()B()K SEO 6WRS .-*)FJ-(0.(/) @*J./- %78%M 8" 8

=<1PU8 =<1 B/3*() 6(@2-J*.5B 8 %7"! L 8

物信息分析方法对
,E

软骨下骨全基因表达谱进行

转录因子预测及分析! 为阐述
,E

致病机制提供新

的研究思路与方向!有利于
,E

的早期诊断"治疗#

?

$

%

!

材料与方法

!% !

研究对象与分组

从
V<,

数据库 &

'..0

'

Y Y ZZZ7)J6(7):37)('7K/X Y

K5/

(下载前期实验基因芯片数据&

V=<%[%!!

(!本实

验所采用的安捷伦大鼠全基因表达谱芯片含
?8 [[[

个

基因探针% 选手术建模术后
?

周大鼠实验数据为分

析研究点!包含
8[

个样本!实验组与对照组各
D

例%

!% 9

实验方法

实验组为内侧副韧带切断
\

内侧半月板切除手

术导致右膝关节不稳构建骨关节炎模型) 对照组大

鼠只切开右膝关节囊!其他处理与实验组相同%建模

术后第
?

周取材并提取软骨下骨
O;E

进行全基因

芯片实验#

D

$

%

!% :

统计学处理

从网站
'..0F

'

Y Y ZZZ7-]0-/^5J.7/-K

下载软件包

_(33* 0*JA*K5() O

&版本'

%7%78

(

#

M

$

!对基因芯片原始

数据进行预处理!筛选差异表达基因!筛选标准为基

因表达上调或下调倍数
!!

&

!`[7[D

(%使用
&H./FJ*05

软件&版本'

%7?7[

(的
(O5K2:/)

插件预测分析调控这

些差异表达基因的转录因子! 并分析预测转录因子

所调控的差异表达基因#

N

$

%

9

结果

9% !

上调差异表达基因相关转录因子分析

发现上调差异表达基因可能相关
8D

个转录因

子&表
8

('

4,>;?

!

;E;,=8

!

<!4M

!

OEP!8

!

Q<&,Q

!

<1=8

!

Q<4!E

!

S,T!4%

!

UO&E8

!

VE1E%

!

W;4N[M

!

W

U1U%%

!

=TW8!

!

PUS

!

=<1PU8

% 每个预测转录因子相

对应的靶基因如图
8

所示%

9% 9

下调差异表达基因相关转录因子分析

发现下调差异表达基因可能相关
8!

个转录因

子 &表
!

('

EORP%E

!

aa8

!

OPUS

!

E148

!

&O>

!

1E48

!

>US8

!

=,>%

!

<!4?

!

SVO

!

1RQQ$E

!

G,>E!

% 每个预

测转录因子相对应的靶基因如图
!

所示%

:

讨论

:% !

高通量基因调控研究概述

从基因表达为切入点探索
,E

的病因和发病机

制! 寻找
,E

预防和早期治疗的有效方法重要而迫

切% 转录因子分为诱导子和抑制子!分别起催化"促

进或抑制转录过程! 可通过与其靶基因的上游调控

区的一段特定序列&调控元件(进行结合!从而控制

靶基因的表达及其表达水平% 对转录因子的调控机

制研究首先在于识别转录因子! 判别转录因子调控

的靶基因! 以及找出对靶基因的调控关系和调控条

件等#

$

$

% 随着高通量实验技术的发展!如基因测序"

基因芯片"染色质免疫沉淀测序等!为基因调控的研

究提供了大量的数据#

L]8[

$

%为了探讨机械应力刺激在

活体组织中对
,E

关节软骨下骨的影响! 在前期的

实验中! 建立机械应力与
,E

关系的动物模型***

大鼠膝关节不稳
,E

模型 #

88

$

!模拟关节机械应力改

变!首次利用基因芯片新技术全面"系统从基因表达

入手!研究了该
,E

模型软骨下骨
3O;E

变化!筛选

8MM
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图
!

与上调差异表达基因相关的转录因子的靶基因!

<=>?

"#绿色为预测的转录因子#橙色为靶基因
!"# 4,@;A

及基靶基因
!$# ;B;,C8

及基靶基因
!%# =!4D

及基靶基因
!&# EB<!8

及基靶基因
!'# F=&,F

及基靶基因
!(# =1C#

及基靶基因
!)# F=4!B

及基靶基因

!*# G,H!4%

及基靶基因
!+# IE&B#

及基靶基因
!,# >B1B%

及基靶基因
!-# J;4KLD

及基靶基因
!.# JI1I%%

及基靶基因
!/# CHJ8!

及基

靶基因
!0# <IG

及基靶基因
!1# C=1<I8

及基靶基因

2+)#! 1'5 5?.*6:(?'5M .-*)?N-(0.(/)*: -5O2:*./-P )5.Q/-R /S .'5 .-*)?N-(0.(/) S*N./-?

!

14?

"

-5:*.5M ./ 20 -5O2:*.5M M(SS5-5).:P 5T0-5??(/) O5)5?

!

<=>?

"

U

>-55) (? * 0-5M(N.(V5 .-*)?N-(0.(/) S*N./- *)M /-*)O5 (? .'5 .*-O5. O5)5 !"# 1'5 5?.*6:(?'5M .-*)?N-(0.(/)*: -5O2:*./-P )5.Q/-R /S 4,@;A -5:*.5M ./ (.? .*-W

O5. <=>? !$# 1'5 5?.*6:(?'5M .-*)?N-(0.(/)*: -5O2:*./-P )5.Q/-R /S ;B;,C8 -5:*.5M ./ (.? .*-O5. <=>? !%# 1'5 5?.*6:(?'5M .-*)?N-(0.(/)*: -5O2:*./-P

)5.Q/-R /S =!4D -5:*.5M ./ (.? .*-O5. <=>? !&# 1'5 5?.*6:(?'5M .-*)?N-(0.(/)*: -5O2:*./-P )5.Q/-R /S EB<!8 -5:*.5M ./ (.? .*-O5. <=>? !'# 1'5 5?.*6W

:(?'5M .-*)?N-(0.(/)*: -5O2:*./-P )5.Q/-R /S F=&,F -5:*.5M ./ (.? .*-O5. <=>? !(# 1'5 5?.*6:(?'5M .-*)?N-(0.(/)*: -5O2:*./-P )5.Q/-R /S =1C8 -5:*.5M ./

(.? .*-O5. <=>? !)# 1'5 5?.*6:(?'5M .-*)?N-(0.(/)*: -5O2:*./-P )5.Q/-R /S F=4!B -5:*.5M ./ (.? .*-O5. <=>? !*# 1'5 5?.*6:(?'5M .-*)?N-(0.(/)*: -5O2:*W

./-P )5.Q/-R /S G,H!4% -5:*.5M ./ (.? .*-O5. <=>? !+# 1'5 5?.*6:(?'5M .-*)?N-(0.(/)*: -5O2:*./-P )5.Q/-R /S IE&B8 -5:*.5M ./ (.? .*-O5. <=>? !,# 1'5

5?.*6:(?'5M .-*)?N-(0.(/)*: -5O2:*./-P )5.Q/-R /S >B1B% -5:*.5M ./ (.? .*-O5. <=>? !-# 1'5 5?.*6:(?'5M .-*)?N-(0.(/)*: -5O2:*./-P )5.Q/-R /S J;4K"D

-5:*.5M ./ (.? .*-O5. <=>? !.# 1'5 5?.*6:(?'5M .-*)?N-(0.(/)*: -5O2:*./-P )5.Q/-R /S JI1I%% -5:*.5M ./ (.? .*-O5. <=>? !/# 1'5 5?.*6:(?'5M .-*)?N-(0W

.(/)*: -5O2:*./-P )5.Q/-R /S CHJ8! -5:*.5M ./ (.? .*-O5. <=>? !0# 1'5 5?.*6:(?'5M .-*)?N-(0.(/)*: -5O2:*./-P )5.Q/-R /S <IG -5:*.5M ./ (.? .*-O5. <=>?

!1# 1'5 5?.*6:(?'5M .-*)?N-(0.(/)*: -5O2:*./-P )5.Q/-R /S C=1<I8 -5:*.5M ./ (.? .*-O5. <=>?

了一系列与机械应力密切相关的差异表达基因$

X

%

&

3# 4

转录因子在
,B

调控的机制

本研究通过生物信息学分析出了一些与
,B

软

骨下骨高度相关的转录因子#其中有部分
14

在
,B

中的作用已得到实验证实& 比如本研究中发现与上

调
<=>

相关的转录因子
=1C8

# 属于
=1C

转录因子

8DK
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图
!

与下调差异表达基因相关的转录因子的靶基因!绿色为预测的转录因子!橙色为靶基因
!"# <=>?%<

及基靶基因
!$# @@8

及基靶基因

!%# =?AB

及基靶基因
!&# <148

及基靶基因
!'# &=C

及基靶基因
!(# 1<48

及基靶基因
!)# CAB8

及基靶基因
!*# D,C%

及基靶基因

!+# E!4F

及基靶基因
!,# BG=

及基靶基因
!-# 1>HH$<

及基靶基因
!.# I,C<!

及基靶基因

/+)#! 1'5 5J.*6:(J'5K .-*)JL-(0.(/)*: -5M2:*./-N )5.O/-P /Q .'5 .-*)JL-(0.(/) Q*L./-J

"

14J

#

-5:*.5K ./ K/O) -5M2:*.5K K(QQ5-5).:N 5R0-5JJ(/) M5)5J

"

?EGJ

$

() -*. ,< 3/K5:7 G-55) (J * 0-5K(L.(S5 .-*)JL-(0.(/) Q*L./- *)K /-*)M5 (J .'5 .*-M5. M5)5 !"# 1'5 5J.*6:(J'5K .-*)JL-(0.(/)*: -5M2:*./-N )5.O/-P /Q

DE1?A8 -5:*.5K ./ (.J .*-M5. ?EGJ !$# 1'5 5J.*6:(J'5K .-*)JL-(0.(/)*: -5M2:*./-N )5.O/-P /Q @@8 -5:*.5K ./ (.J .*-M5. ?EGJ !%# 1'5 5J.*6:(J'5K .-*)T

JL-(0.(/)*: -5M2:*./-N )5.O/-P /Q =?AB -5:*.5K ./ (.J .*-M5. ?EGJ !&# 1'5 5J.*6:(J'5K .-*)JL-(0.(/)*: -5M2:*./-N )5.O/-P /Q <148 -5:*.5K ./ (.J .*-M5.

?EGJ !'# 1'5 5J.*6:(J'5K .-*)JL-(0.(/)*: -5M2:*./-N )5.O/-P /Q &=C -5:*.5K ./ (.J .*-M5. ?EGJ !(# 1'5 5J.*6:(J'5K .-*)JL-(0.(/)*: -5M2:*./-N )5.O/-P

/Q 1<48 -5:*.5K ./ (.J .*-M5. ?EGJ !)# 1'5 5J.*6:(J'5K .-*)JL-(0.(/)*: -5M2:*./-N )5.O/-P /Q CAB8 -5:*.5K ./ (.J .*-M5. ?EGJ !*# 1'5 5J.*6:(J'5K .-*)T

JL-(0.(/)*: -5M2:*./-N )5.O/-P /Q D,C% -5:*.5K ./ (.J .*-M5. ?EGJ !+# 1'5 5J.*6:(J'5K .-*)JL-(0.(/)*: -5M2:*./-N )5.O/-P /Q E!4F-5:*.5K ./ (.J .*-M5.

?EGJ !,# 1'5 5J.*6:(J'5K .-*)JL-(0.(/)*: -5M2:*./-N )5.O/-P /Q BG= -5:*.5K ./ (.J .*-M5. ?EGJ !-# 1'5 5J.*6:(J'5K .-*)JL-(0.(/)*: -5M2:*./-N )5.O/-P

/Q 1>HH$< -5:*.5K ./ (.J .*-M5. ?EGJ !.# 1'5 5J.*6:(J'5K .-*)JL-(0.(/)*: -5M2:*./-N )5.O/-P /Q I,C<! -5:*.5K ./ (.J .*-M5. ?EGJ

!"

!# !$

%&

%'

%(

%)

%*

!+ !,

!-

!.

家族的一员!具有调控血管生成的功能!在血管形成

初期阶段!内皮细胞
E1D8

明显表达!可能在类风性

关节炎%

=<

$血管形成中起了重要作用 &

8!

'

(

=5K:(L'

等&

8%

'进一步发现
1;4U!

及
>VU#

介导下可诱导类风

湿性关节炎滑膜细胞表达
E1D#

(

G/:K-()M

等&

#F

'通过

体内外实验研究发现
ABH

)

>VU#"

)

1;4U!

可诱导

,<

软骨细胞表达
E1D#

! 在
,<

软骨退变中起了重

要作用(笔者推测软骨下骨
E1D#

可能在
,<

致病调

控中也起了重要作用( 有意思的是!

45(

等&

#W

'采用与

笔者相同的分析方法! 分析
,<

患者关节滑液的基

因表达谱!发现一系列
14

!其中之一为
<=>?%<

转

录因子!并且与下调
?EG

高度相关!与笔者的研究

结果相同( 还有学者分析
,<

患者的滑膜组织!得到

一系列重要的
14

!其中包括
@@#

(最近!体外实验发

现
3(=U#X*

能通过促进成纤维样滑膜细胞产生各种

炎症因子!包括
1;4U!

及
>VU8"

!并促进了
@@8

的

表达!证实了
@@8

作为重要的调控因子在炎症反应

中起了重要作用( 上述的研究支持了笔者新发现的

14

在
,<

致病机制的作用! 提示了新发现的
14

可

能为
,<

的诊断和治疗提供了新的研究思路( 这些

转录因子在
,<

关节软骨下骨中的调控作用值得我

们进一步深入研究(

本研究尚存在不足之处( 由于在本
,<

模型在

建模术后
F

周时! 关节软骨破坏组织学分析相对其

它时间点比较典型! 与有症状的临床
,<

患者的组

织学特点更为相似! 因此本研究只选取了术后
F

周

8Y$

" "



!"#$ !"#$% !&' %#(' !) &'()* + ,-.'/0 1-*23*

!

4567!"8$

!

9/:7%8

!

;/7!

表
!

下调差异表达基因的转录因子

"#$%! "&#'()&*+,*-' .#),-&(

!

"/(

"

#((-)*#,01 2*,3 1-2' &0456#,01 1*..0&0',*#667 08+&0((01 40'0(

基因符号 全称
;<=

靶基因数 调控元件数

>?@A%> >1B-(C' ().5-*C.(/) D/3*() %> E7%F8 8GF F

HH8 H() H*)I8 .-*)JC-(0.(/) K*C./- F7LFF 8!% L

?AMN ;<O4<

!

?AMN

"

)5I*.(P5 5:/)I*.(/) K*C./- C/30:5Q 35365- < F7!$E !! 8

>148 *C.(P*.()I .-*)JC-(0.(/) K*C./- 8 F78FR LL F

&?S C/)5B-/D '/35/6/Q F78FL TE %

1>48 1>1>B6/Q 6()D()I 0-/.5() *JJ/C(*.5D K*C./- 8 %7R$ 8$E E

SMN8 SB6/Q 6()D()I 0-/.5() 8 %7RLE %8 %

=,S% =?HB6/Q % %7%RF %% F

<!4F <!4 .-*)JC-(0.(/) K*C./- F %7%FT 8$ 8

NU? 0-/I5J.5-/)5 -5C50./- %7% 8G% %

1@VV$> 0-/I5J.5-/)5 -5C50./- %7% !% !

W,S>! '/35/6/Q >! %78!E 8T 8

为预测分析转录因子#

E

$

% 但其他时间点与哪些转录

因子相关& 发现的这些转录因子的功能及其调控机

制如何&尚需进一步研究%本研究预测分析的转录因

子可能在骨关节炎软骨下骨致病机制中起了重要作

用& 其有可能成为新的防治
,>

的靶点& 同时也为

,>

的诊断和治疗提供了可靠的实验依据%
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