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o摘要C 目的o 采集和分析慢性骨髓炎患者骨组织的转录组信息C 为探究慢性骨髓炎发病的分子机制C 明确
Ｍ-u) 信号通路在慢性骨髓炎发病过程中的作用 方法o收集 Trgh 年 ( 月至 TrTr 年 ( 月就诊的四肢创伤性骨髓炎
a 例C病灶骨样本2ＮnFｒｏoｉo 组0以及正常骨组织2Ｃｏｎｔｒｏｌ 组0C使用 ;ｌｌｕｍｉｎａ tｉ,nｑ Ｘｔnｎ 高通量测序平台采集转录组信
息C并采用 iu)Ｍ方法计算基因在骨组织中的表达量。通过对比病灶组织与正常组织的转录本水平C筛选差异基因C并
进行 yＯ 富集和 )Lyy 富集。 采用大鼠骨髓炎动物模型C选取细胞外信号调节酶 Ｍ-u３)７2ｍｉｔｏCnｎ－ａFｔｉ.ａｔne ｐｒｏｔnｉｎ ３
ｋｉｎａon ７0、活化 Ｔ 细胞核因子 g（ｎｕFｌnａｒ cａFｔｏｒ ｏc ａFｔｉ.ａｔne Ｔ Fnｌｌo gCＮi-ＴＣg0做差异靶点的免疫组化学的验证。结果o高
通量测序共获得 l la 个差异基因C其中 ＮnFｒｏoｉo 组上调 T ７rg 个C下调 T  a７ 个。 筛选正常骨组织和病灶骨的差异基
因中富集到 Ｍ-u) 信号通路的基因C并与破骨细胞分化（ｏoｔnｏFｌａoｔ eｉccnｒnｎｔｉａｔｉｏｎ0信号通路相关的基因取交集C共有基
因为核因子 κB 激酶亚基 β 抑制剂 ;κB)β（ｉｎｈｉdｉｔｏｒ ｏc ｎｕFｌnａｒ cａFｔｏｒ ｋａｐｐａ B ｋｉｎａon oｕdｕｎｉｔ dnｔａ0、Ｍ-u３)７、Ｎi-ＴＣg、核
因子 κB 亚基 T（ｎｕFｌnａｒ cａFｔｏｒ ｋａｐｐａ B oｕdｕｎｉｔ TCＮiκBT0。 在大鼠骨髓炎模型中CＭ-u３)７、Ｎi-ＴＣg 在骨髓以及损伤骨
组织周围高表达 。 结论 o 基于转录组学分析显示慢性骨髓炎的发病和 Ｍ-u) 信号通路相关 C;κB)β、Ｍ-u３)７、
Ｎi-ＴＣg、ＮiκBT 有可能成为新的临床诊断和疾病治疗的靶点。

o关键词C 转录组学； 慢性骨髓炎； Ｍ-u) 信号通路； 破骨细胞分化信号通路

中图分类号Cs( g
ＤＯＩ：gr．gTTrr ／ j．ｉooｎ．grr３－rr３a．TrTTggah 开放科学（资源服务）标识码（ＯＳＩＤ）：

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｏｎｅ ｆｒｏｍ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｓｔｅｏｍｙｅｌｉｔｉｓ
ＺＨＡＮＧ Ｙａｎｇ１2ＬＩＵ Ｙｉ ｙａｎｇ２2３2ＳＨＥＮ Ｌｉ ｆｅｎｇ４2ＬＩＮ Ｂｉｎｇ ｙｕａｎ３2ＳＨＯＵ Ｄａｎ５2ＧＵＯ Ｑｉａｏ ｆｅｎｇ３2ＺＨＡＮＧ Ｃｈｕｎ３ ,１． Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ
Ｏｒｔｈｏｐａｅｄｉｃｓ ａｎｄ Ｔｒａｕｍａｔｏｌｏｇｙ2ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ2Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｈｏｓ鄄
ｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ2Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３grrl３2Ｚｈｅｊｉａｎｇ2Ｃｈｉｎａ)２． Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ2Ｎａｎｊｉｎｇ Ｄｒｕｍ Ｔｏｗｅｒ Ｈｏｓｐｉｔａｌ2Ｎａｎｊｉｎｇ Tgrrr 2
Ｊｉａｎｇｓｕ2Ｃｈｉｎａ)３． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｒｔｈｏｐａｅｄｉｃｓ2Ｔｏｎｇｄｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ2Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３grrgT2Ｚｈｅｊｉａｎｇ2Ｃｈｉｎａ)
４． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｒｔｈｏｐａｅｄｉｃｓ2Ｓｉｒ Ｒｕｎ Ｒｕｎ Ｓｈａｗ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ2
Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３grrrl2Ｚｈｅｊｉａｎｇ2Ｃｈｉｎａ)５． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ2Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ2Ｈａｎｇｚｈｏｕ
３grrl３2Ｚｈｅｊｉａｎｇ2Ｃｈｉｎａ 
ＡＢＳＴＲＡＣＴ Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏ nｘｐｌｏｒn ｔｈn ｍｏｌnFｕｌａｒ ｍnFｈａｎｉoｍ ｏc FｈｒｏｎｉF ｏoｔnｏｍｙnｌｉｔｉo ａｎe ｔｏ Fｌａｒｉcｙ ｔｈn ｒｏｌn ｏc Ｍ-u) oｉCｎａｌ
ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｔｈn ｐａｔｈｏCnｎnoｉo ｏc FｈｒｏｎｉF ｏoｔnｏｍｙnｌｉｔｉo2dｙ FｏｌｌnFｔｉｎC ａｎe ａｎａｌｙｚｉｎC ｔｈn ｔｒａｎoFｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｉｎcｏｒｍａｔｉｏｎ ｏc dｏｎn ｔｉooｕn
ｉｎ ｐａｔｉnｎｔo ｗｉｔｈ FｈｒｏｎｉF ｏoｔnｏｍｙnｌｉｔｉo． Ｍｅｔｈｏｄｓ iｏｕｒ Fａono ｏc ｔｒａｕｍａｔｉF ｏoｔnｏｍｙnｌｉｔｉo ｉｎ ｌｉｍdo cｒｏｍ Ｊｕｎn Trgh ｔｏ Ｊｕｎn TrTr
ｗnｒn onｌnFｔne2ａｎe ｔｈn oａｍｐｌno ｏc ｎnFｒｏｔｉF ｏoｔnｏｎnFｒｏoｉo cｒｏｍ FｈｒｏｎｉF ｏoｔnｏｍｙnｌｉｔｉo ,ｎnFｒｏｔｉF Cｒｏｕｐ 2ａｎe ｎｏｒｍａｌ dｏｎn ｔｉooｕn
,Fｏｎｔｒｏｌ Cｒｏｕｐ ｗnｒn FｏｌｌnFｔne． ＴｒａｎoFｒｉｐｔｏｍn ｉｎcｏｒｍａｔｉｏｎ ｗａo FｏｌｌnFｔne dｙ ;ｌｌｕｍｉｎａ tｉonｑ Ｘｔnｎ ｈｉCｈ ｔｈｒｏｕCｈｐｕｔ onｑｕnｎFｉｎC
ｐｌａｔcｏｒｍ2ａｎe ｔｈn Cnｎn nｘｐｒnooｉｏｎ ｉｎ dｏｎn ｔｉooｕn ｗａo FａｌFｕｌａｔne dｙ iu)Ｍ． Ｔｈn eｉccnｒnｎｔｉａｌｌｙ nｘｐｒnoone Cnｎno ｗnｒn oFｒnnｎne dｙ
FｏｍｐａｒｉｎC ｔｈn ｔｒａｎoFｒｉｐｔo ｏc ｔｈn ＮnFｒｏｔｉF Cｒｏｕｐ ａｎe Fｏｎｔｒｏｌ Cｒｏｕｐ． ynｎno ｗnｒn nｎｒｉFｈne dｙ yＯ ａｎe )Lyy． Ｍ-u３)７ ａｎe
Ｎi-ＴＣg ｗnｒn onｌnFｔne ａo eｉccnｒnｎｔｉａｌ ｔａｒCnｔo ｉｎ ｔｈn .nｒｉcｉFａｔｉｏｎ nｘｐnｒｉｍnｎｔo2dｙ ｕoｉｎC ｒａｔ ｏoｔnｏｍｙnｌｉｔｉo ａｎｉｍａｌ ｍｏenｌ ａｎe ｉｍ鄄
ｍｕｎｏｈｉoｔｏFｈnｍｉFａｌ ａｎａｌｙoｉo． Ｒｅｓｕｌｔｓ - ｔｏｔａｌ ｏc lla eｉccnｒnｎｔｉａｌｌｙ nｘｐｒnoone Cnｎno ｗnｒn ｏdｔａｉｎne dｙ ｈｉCｈ ｔｈｒｏｕCｈｐｕｔ onｑｕnｎF鄄

·基础研究·

lghI I



mage NaNm:  E\ 202\  4 \45tu z hng4y. jnupｍugyｌ，Ｍuｙ．NaNm，Ｖyｌ．20，Ｎy． 

伴随社会工业化的进程C 慢性骨髓炎的发病率
逐年升高C业已成为创伤性骨髓炎的代名词C其病程
长C迁延难愈C是骨科的难点和热点问题oriNgh 其致病
菌多样C非手术难以有效控制感染C术后也存在着骨
愈合困难C骨不连高发C感染易复发等特点o2imgh 虽然
根据病史t查体t细菌培养及影像学检查可以对大多
数慢性骨髓炎作出诊断C但值得注意的是C有约 2a(
的患者细菌培养呈阴性C即使作为诊断c金标准)的
病理检查C也可能因切片取材问题而出现c假阴性)
或其他具有感染性质的结果h因此C深入研究慢性骨
髓炎的发病机制C 寻找新的诊断方法和精准的诊断
指标是目前临床亟待解决的问题C 有助于提高诊断
的精确度并为治疗新靶点的发现提供依据h 转录组
包括 ｍ-ＮBt非编码 -ＮB 等C是细胞或组织中的所
有转录产物的集和C 也是研究细胞及整体转录水平
的有效手段o gh 转录组学是指在组织t动物或人水平
上研究基因转录t表达和功能h基于转录组学的特点
和功能C目前己广泛应用于疾病机制t临床诊断和药
物开发等领域oegh -ＮB 测序技术是转录组学研究的
有效技术手段o0gh 本研究采用 -ＮBiFod技术筛选慢
性骨髓炎患者的骨组织样本与正常骨组织样本的差

异表达 ｍ-ＮBC 通过生物信息分析方法探究疾病相
关的靶标C 为阐述慢性骨髓炎致病机制提供新的研
究思路与方向C有利于疾病的早期诊断t治疗h
e 资料与方法

eC e 病例选择

纳入标准p选取创伤导致慢性骨髓炎患者y年龄
rc)e 岁y无主要脏器及周围血管病变y无糖尿病及
其他免疫系统疾病h 排除标准为p年龄Erc 岁或者l
e 岁C合并有其他脏器疾病或全身情况差而不能耐
受手术y患者不配合治疗及随访y糖尿病或其他免疫
系统疾病患者h
eC c 研究对象与分组

选取 Nars 年 e 月至 NaNa 年 e 月就诊的四肢创
伤性骨髓炎 m例C男 N例C女 N 例y年龄 N )ea 岁y病
程 s)r 个月h 病灶部位p胫腓骨 r 例C股骨 r 例C跟
骨 N例h致伤原因p摔伤 N例C车祸伤 N例h就诊前患

处手术次数 r)2 次h 存在内固定 N 例yN 例存在窦
道CN 例存在软组织缺损伴有骨及内固定外露Cr 例
存在骨缺损y 所有患者窦道或创面分泌物细菌培养
均为金黄色葡萄球菌h 本研究经浙江省立同德医院
医学伦理委员审查通过C伦理审查批号poNarsgame号h
eC  研究方法

eC  C e 病理组织学检查 慢性骨髓炎组.Ｎo,nyL5L
组d及对照组.\ytgnyｌ 组d样本C置 ra(福尔马林液
中固定 Nm 4 以上C再冲洗后置 AvjB 符合脱钙液脱
钙 0 ;C脱钙完成后进行脱水t石蜡包埋C置切片机上
进行切片.厚度  μｍdh 切片经过脱蜡y梯度浓度乙
醇脱水C蒸馏水清洗等步骤y采用苏木精染液及伊红
染液进行染色y染色后在二甲苯溶液中透明y用中性
树胶封片y在显微镜下观察切片并拍照h
eC  C c 慢性骨髓炎患者骨组织转录组学研究 骨

组织样本 -ＮB 提取t测序p清创术中收集患者病灶
骨样本C去除软组织C并在行自体骨植骨时取自体髂
骨颗粒.纯松质骨dC用无菌生理盐水冲洗C立即保存
于液氮中备用h 骨组织样本采用边加液氮边碾磨的
方式碾碎C待骨组织成粉末状后C加入 jn5ｚyｌ 提取骨
组织的总 -ＮBC并进行分离和纯化h 采用 Ｎutyvny.
Ｎviraaa 对总 -ＮB 的量与纯度进行质控h 再通过
Ｂ5yutuｌｙｚon Nraa对 -ＮB的完整性进行检测C 浓度l
 a tｇ·μｌirC-ＩＮ 值.-ＮB 5tgoｇn5gｙ tpｍｂondl0．aC骨密
度吸光度 值 .y.g5,uｌ ;otL5gｙChvdNea ／ Nca lr．cC总
-ＮBlr μｇ满足下游实验h

使用 yｌ5ｇy.;jd磁珠通过两轮的纯化对其中带
有.多聚腺苷酸CＰyｌｙBd的 ｍ-ＮB 进行特异性捕获h
捕获的 ｍ-ＮB 在高温下片段化后C在逆转录酶作用
下合成为 ,vＮBh用大肠杆菌 vＮB聚合酶ⅠC-ＮuLo
ＨC将 vＮB 和 -ＮB 转化成 vＮB 双链C将 ;ＵjＰ 溶液
掺入双链 vＮB 末端补齐C两端分别加 B 碱基C连接
到具有 j 碱基的接头y采用 yｌ5ｇy.;jd磁珠进行筛选
和纯化CＵvＧ 酶消化并预变性C 形成文库大小为
.2aa± ad ｂ. 的片段C 文库按照 Ｉｌｌpｍ5tu ＮyｖuLodjＭ

maaa标准操作C进行高通量双端测序h
差异基因筛选p基于边合成边测序技术C在 Ｉｌｌp鄄
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otn5,4o; 5t ＭBＰＫ .ug4ｗuｙ ut; yLgoy,ｌuLg ;5ｆｆonotg5ug5yt .ug4ｗuｙ ｗono L,nooto;Cg4o ,yｍｍyt ｇotoL oｘ.noLLo; 5t ｂyg4 ＭBＰＫ
ut; yLgoy,ｌuLg ;5ｆｆonotg5ug5yt .ug4ｗuｙ ｗono .5t45ｂ5gyn yｆ tp,ｌoun ｆu,gyn κ Lpｂpt5g ＢoguCＩκＢＫβdC.ｍ5gyｇot u,g5ｖugo; .nygo5t ｋ5鄄
tuLo 0CＭBＰ2Ｋ0dC.tp,ｌoun ｆu,gyn yｆ u,g5ｖugo; g ,oｌｌL rCＮＦBj\rd ut; .tp,ｌoun ｆu,gyn Ｋu..u Ｂ Lpｂpt5g NCＮＦκＢNd． Ｉt nug yL鄄
goyｍｙoｌ5g5L ｍy;oｌCＭBＰ2Ｋ0 ut; ＮＦBj\r ｗono 45ｇ4ｌｙ oｘ.noLLo; 5t ｂyto ｍunnyｗ ut; 5tｊpno; ｂyto g5LLpo． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ ＢuLo;
yt g4o gnutL,n5.gyｍo utuｌｙL5LCg4o ＭBＰＫ L5ｇtuｌ5tｇ ut; yLgoy,ｌuLg ;5ｆｆonotg5ug5yt .ug4ｗuｙL ｗono ,ｌyLoｌｙ noｌugo; gy ,4nyt5, yL鄄
goyｍｙoｌ5g5LCut; g4o ｋoｙ ｇotoL ＩκＢＫβCＭBＰ2Ｋ0CＮＦBj\rCＮＦκＢN ｍ5ｇ4g ｂo toｗ gunｇogL ｆyn ,ｌ5t5,uｌ ;5uｇtyL5L ut; g4onu.ｙ yｆ
,4nyt5, yLgoyｍｙoｌ5g5L．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ jnutL,n5.gyｍ5,Ly \4nyt5, yLgoyｍｙoｌ5g5Ly ＭBＰＫ .ug4ｗuｙy hLgoy,ｌuLg ;5ｆｆonotg5ug5yt .ug4ｗuｙ
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ｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ Ｘｔｅｎ 高通量测序平台进行测序C 获得原
始数据 oａp yａｔａC 并过滤得到 iｌｅａｎ oｅａghC 利用
Ｔｒｉｎｉｔｙ 法从头组装 iｌｅａｎ oｅａght 借助于 ＴｏｐＨａｔT 对
测序产生的 iｌｅａｎ oｅａgh 与参照基因组进行对比C得
到有关的位置信息C以及测序样本中的特征信息t使
用 (c)Ｍ 作为计算转录本或基因表达水平的指标t
参照 (ｏｌg Ｃｈａｎ ｅ2T 且 (yo0r．r- 的标准筛选本研
究差异基因t

2Ｏ 富集和 )B22 富集分析 e 通过 Bｎhｅｍjｌｅ
ippp．Bｎhｅｍjｌｅ．ｏｒ n 和 ＮＣFu 数据库ippp．ｎijｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ． ｏnn对测序所得到的差异表达基因进行筛选C根
据 c值从小到大排序C 选取 Ｔｏｐ-rr 的差异基因C并
注释到基因本体 i ｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏ ｙC2Ｏn数据库 ippp．
 ｅｎｅｏｎｔｏｌｏ ｙ．ｏｒ n和京都基因与基因组百科全书
i)ｙｏｔｏ Bｎiｙiｌｏｐｅgｉａ ｏd 2ｅｎｅh ａｎg 2ｅｎｏｒｍｅhC)B22n
数据库ippp．)ｅ  ．eｐn上进行比对分析C进行 2Ｏ 及
)B22的富集分析C绘制 2Ｏ 气泡图和 )B22热图r
 E lE l 慢性骨髓炎动物模型验证 慢性骨髓炎大

鼠模型制备e 采用项目组优化的慢性骨髓炎模型制
备方法C选取健康 Ｓy 大鼠CtsC 周C雄性C体重iTrr.
-rn  CＳc( 级C饲养条件为室温 TT ,C恒湿C自由饮
水r动物使用许可证号eＳLＸ)i浙nTr-Arr-rC动物实
验在浙江省中医药研究院实验动物中心完成r ３v戊
巴比妥钠进行麻醉C 于胫骨前内侧缘切开皮肤d筋
膜d骨膜C显露胫骨上端前内侧C以 - ｍｍ 磨钻在胫
骨平台打孔 C用骨蜡封闭孔 C缝合表皮 C注射 -;
-rt Ｃ(Ｕ·ｍｌ－-金黄色葡萄球菌混悬液r 造模后 a 周C
对慢性骨髓炎大鼠模型进行外观观察C 以及 Ｍｉiｒｏ－
ＣＴ扫描鉴定以验证模型制备成功r

差异基因免疫组化验证e模型动物处死取材C置
多聚甲醛中固定 aC ｈC 再冲洗后置 ByＴＡ 脱钙液脱
钙 a 周C脱水d石蜡包埋切片C脱蜡C加 ＨTＯT封闭内

源性过氧化物酶；滴加山羊血清r依次加适当比例稀
释的抗 Ｎ(ＡＴＣ-dＭＡc３)７ ｍＡj（a ,过夜nd山羊抗
兔 u 2 lr μｌ（室温孵育 -r ｍｉｎn及 Ｓc－Ｈoc lr μｌ（室
温孵育 -r ｍｉｎnC最后用 yＡF 显色C封片C光学显微
镜光镜下观察阳性染色细胞数r
 E ４ 观察项目与方法

本研究对临床慢性骨髓炎骨组织进行影像学及

病理组织学检查C确定为慢性骨髓炎典型病例r取病
灶处样本及正常的自体髂骨C 采用转录组测序技术
进行 Ｎｅiｒｏhｉh 组及 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组差异表达基因（gｉddｅｒ鄄
ｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅhhｅg  ｅｎｅhCyB2hn分析C在此基础上进
行 Ｎｅiｒｏhｉh 组及 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组进行相关性分析C)B22
通路富集及 2Ｏ 功能分析C 最终在慢性骨髓炎大鼠
模型进行疾病靶标基因验证r

 E ５ 统计学处理

采用 ＳcＳＳ TT．r软件进行统计学分析C正态分布
定量资料以均数.标准差（x軃±ｓn表示C采用单因素方
差分析进行组间比较C基因表达量相关性采用 cｅａｒ鄄
hｏｎ相关性分析r
２ 结果

２E  慢性骨髓炎患者影像及病理学检查

对慢性骨髓炎病灶进行影像学及病理检查C并
进行分析r影像学结果表明C病灶部位出现软组织水
肿d骨质破坏或增生d骨膜反应d骨缺损d死骨等r 对
病灶骨进行 ＨB 染色C病理组织学检查结果表明C病
灶组织出现死骨C局部有淋巴细胞浸润C有些伴有纤
维骨组织退变r 以上均是慢性骨髓炎常见的典型特
征（图 -nr
２E ２ oＮＡ检测及质控结果

采用 ＮａｎｏgｒｏｐdＡ ｌｉｅｎｔ T-rr 方法检测样品的
oＮＡ纯度d 浓度和完整性CFｉｏａｎａｌｙEｅｒ T-rr 对 oＮＡ
的完整性进行检测r 选取浓度＞lr ｎ ·μｌ－-CouＮ 值＞
７．rCＯy 值 Ttr ／ TCr＞-．CC 总 oＮＡ＞- μ 作为后续测
序实验的样本rＣｏｎｔｒｏｌ组（正常骨n和 Ｎｅiｒｏhｉh组（病
灶骨na 个生物学重复得到的过滤后 iｌｅａｎ ｒｅａgh （;
-rtn 以及 iｌｅａｎ ｒｅａgh 占比结果表明Ciｌｅａｎ ｒｅａgh 占
比均＞Arvr各样本碱基质量值≥３r占比均＞ACvC提
示测序质量较好r 质控合格d样本 oＮＡ 检测结果及
测序质量结果见表 -r
２E l 生物学重复样本的基因表达量及相关性分析

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 Ｎｅiｒｏhｉh 组的基因表达量相关性分
析结果的 cｅａｒhｏｎ 相关系数见图 Tr 相关系数越高C
代表基因表达水平越相似r 主成分分析（ｐｒｉｎiｉｐａｌ
iｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙhｉhCcＣＡn分析结果显示CＣｏｎｔｒｏｌ 组的
a 个 生 物 学 重 复 样 本 Ｃｏｎｔｒｏｌ＿-dＣｏｎｔｒｏｌ＿TdＣｏｎ鄄
ｔｒｏｌ＿３dＣｏｎｔｒｏｌ＿a的检测结果一致性较好C而 Ｎｅiｒｏhｉh
组中生物学重复样品 Ｎｅiｒｏhｉh＿- 与 Ｎｅiｒｏhｉh＿Td
Ｎｅiｒｏhｉh＿３ Ｎｅiｒｏhｉh＿a 存在明显偏离r 因此C为了减
少误差C后续分析将 Ｎｅiｒｏhｉh＿-样本数据剔除r
２E ４ yB2h的筛选及聚类分析

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 和 Ｎｅiｒｏhｉh 组 之 间 检 测 到 yB2h
l laC 个C其中 Ｎｅiｒｏhｉh 组上调 yB2h T ７r- 个C下调
yB2h T Ca７ 个r 对其中 Ｔｏｐ -rr 的差异基因进行聚
类分析 yB2h（Ｐ0r．r-Cｑ0r．rlCdｏｌg iｈａｎ ｅ＞Tn 进行聚
类分析C 获得聚类热图 （图 ３ａnC 更直观看到组间
yB2h表达量的变化以及组内样品表达一致性r
２E ５ )B22 cａｔｈpａｙ 富集分析以及 2Ｏ 生物学过程
富集分析

对全部差异基因进行 )B22 通路富集分析
（ｐａｔｈpａｙn和 2Ｏ 生物学过程 （jｉｏｌｏ ｉiａｌ ｐｒｏiｅhhn富
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表 C 质控合格样本 opy 检测结果及测序质量结果
right o(c) 2c 0- oBy e)i j2n iFu odBEc(e)(FljFs e)i j2n -0. ,i ju ciLA (c

组别 Ｏ．C． Tor p Tyr Ｃｏｎi． p ght(hｌc) 2ｍｏｕｎｔ pht 0-Ｎ 值 Ｃｌ ａｎ ｒ ａBe p gj)ro Ｃｌ ａｎ ｒ ａBe p n 碱基质量值g３rF pF

Ｎ iｒｏeｉe ) T．r３o r．o３ Tr．)r u．rr yu．ru uo．oy uy．Tr

Ｎ iｒｏeｉe T T．)３ r．)a ３．Ty ７．ur yu．a７ ul．oT uy．Ta

Ｎ iｒｏeｉe ３ )．ay )．７) l)．３３ u．３ ya．rl ul．３u uy．３a

Ｎ iｒｏeｉe a T．)３ )．)l ３a．lT ７．a u３．y３ ul．yr uy．３l

Ｃｏｎｔｒｏｌ ) T．)l r．７T ７T．al y．lr ur．)u u３．yo uy．)a

Ｃｏｎｔｒｏｌ T )．ul r．)y l．lr u．Tr yu．o) ua．T) uy．)y

Ｃｏｎｔｒｏｌ ３ T．)y )．)l ul．o３ u．rr yu．rT uo．aT uy．３y

Ｃｏｎｔｒｏｌ a T．)l r．７r Tr．uu y．yr yo．ol uo．ry uy．３y

图 t 慢性骨髓炎患者病灶骨影像学及病理检查结果 tiv 胫腓骨骨髓炎病灶部位 d 线 ;gh股骨骨髓炎病灶部位 d 线 Clh 跟骨骨髓炎病灶
部位 d 线 Cuh 病灶组织骨病理图可见坏死骨组织，骨髓腔内可见淋巴细胞浸润，蓝色箭头为死骨组织，橙色箭头为淋巴细胞浸润gＨＥ×)rr 
C(h 病灶组织骨病理图可见骨髓腔中大量淋巴细胞浸润gＨＥj)rr C-h 病灶坏死骨组织周围可见组织退变，绿色剪头为纤维骨组织伴退变

gＨＥj)rr 
ＦjshC -ｍａtｉｎt ａｎB ｐａｔｈｏｌｏtｉiａｌ ｒ eｕｌｔe ｏｆ ｂｏｎ ｌ eｉｏｎe ｉｎ iｈｒｏｎｉi ｏeｔ ｏｍｙ ｌｉｔｉe ｐａｔｉ ｎｔe Cih 0ａBｉｏtｒａｍ ｏｆ ｔｉｂｉｏｆｉｂｕｌａｒ ｏeｔ ｏｍｙ ｌｉｔｉe Cgh 0ａBｉｏtｒａｍ ｏｆ
ｆ ｍｏｒａｌ ｏeｔ ｏｍｙ ｌｉｔｉe Clh 0ａBｉｏtｒａｍ ｏｆ iａｌiａｎ ａｌ ｏeｔ ｏｍｙ ｌｉｔｉe Cuh Ｎ iｒｏｔｉi ｂｏｎ ｔｉeeｕ ｗａe eｈｏｗ B ｉｎ ｂｏｎ ｔｉeeｕ ｏｆ ｔｈ ｌ eｉｏｎ，ｌｙｍｐｈｏiｙｔ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ
ｗａe eｈｏｗ B ｉｎ ｂｏｎ ｍａｒｒｏｗ iａｖｉｔｙ，ｂｌｕ ａｒｒｏｗe ｒ ｐｒ e ｎｔ B B ａB ｂｏｎ ｔｉeeｕ ，ｏｒａｎt ａｒｒｏｗe ｒ ｐｒ e ｎｔ B ｌｙｍｐｈｏiｙｔ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ gＨＥj)rr C(h 2 ｌａｒt 
ｎｕｍｂ ｒ ｏｆ ｌｙｍｐｈｏiｙｔ e iｏｕｌB ｂ e  ｎ ｉｎ ｔｈ ｂｏｎ ｍａｒｒｏｗ iａｖｉｔｙ gＨＥj)rr C-h Ｔｉeeｕ B t ｎ ｒａｔｉｏｎ ｗａe eｈｏｗ B ａｒｏｕｎB ｔｈ ｎ iｒｏｔｉi ｂｏｎ ｔｉeeｕ ，ａｎB
tｒ  ｎ ａｒｒｏｗe ｒ ｐｒ e ｎｔ B ｆｉｂｒｏｕe ｂｏｎ ｔｉeeｕ ｗｉｔｈ B t ｎ ｒａｔｉｏｎgＨＥj)rr 

集分析，见图 ３ｂ。 ＫＥＧＧ通路富集主要在 Ｐ-３Ｋc2ＫＴ
信号通路 、Ｈｉｐｐｏ 信号通路 ，0ｈ ｕｍａｔｏｉB ａｒｔｈｒｉｔｉe，
ＴＧＦcβ 信号通路 ，ＴＮＦ 信号通路 ，Ｖａeiｕｌａｒ eｍｏｏｔｈ
ｍｕeiｌ iｏｎｔｒａiｔｉｏｎ，ＮＦκＢ 信号通路，Ｗｎｔ 信号通路等
通路。 ＧＯ 生物学过程gｂｉｏｌｏtｉiａｌ ｐｒｏi ee 富集分析
主要在 eｋ ｌ ｔａｌ eｙeｔ ｍ B ｖ ｌｏｐｍ ｎｔ，ａｎtｉｏt ｎ eｉe iｏｌ鄄
ｌａt ｎ ｆｉｂｒｉｌ ｏｒtａｎｉｚａｔｉｏｎ，ｂｌｏｏB ｖ ee ｌ B ｖ ｌｏｐｍ ｎｔ，iｏｌ鄄
ｌａt ｎ ｂｉｎBｉｎt等生物学过程，见图 ３i。
２h ６ Ｍ2ＰＫ信号通路靶点筛选

由文献资料可知， 慢性骨髓炎细菌感染促进

02ＮＫＬ 介导的破骨细胞生成主要是通过 Ｍ2ＰＫ 信
号通路中 Ｅ0Ｋ、ＪＮＫ、Ｐ３y 通路等 ， 上调转录因子
ＮＦ2Ｔi)和 icＦＯＳ表达，进而促进骨吸收实现的［ycu］。
因此， 本研究对 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 Ｎ iｒｏeｉe 组的 CＥＧe 中
检测到的富集到 Ｍ2ＰＫ 信号通路的基因进行筛选，
并与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组和 Ｎ iｒｏeｉe组的 CＥＧe 中破骨细胞分
化gｏeｔ ｏiｌａeｔ Bｉｆｆ ｒ ｎｔｉａｔｉｏｎ 信号通路相关的基因取
交集g差异基因与信号通路富集见表 T ，发现共有
基因有：-κＢＫβ gｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｎｕiｌ ａｒ ｆａiｔｏｒ κ Ｂ ｋｉｎａe 
eｕｂｕｎｉｔ ｂ ｔａ ，Ｍ2Ｐ３Ｋ７gｍｉｔｏt ｎcａiｔｉｖａｔ B ｐｒｏｔ ｉｎ ｋｉ鄄

)rr×
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图 C Ｃｏｎｔｒｏｌ 组C正常骨o和 Ｎpyｒｏiｉi 组C病灶骨o样本的相关性分析 Cgh 主成分分析Cｐｒｉｎyｉｐａｌ yｏｍｐｏｎpｎｔ ａｎａｌｙiｉit(Ｃco分析 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和
Ｎpyｒｏiｉi 组的样本一致性tＮpyｒｏiｉi) 存在明显偏离 C2h (pａｒiｏｎ 相关性分析0 Ｎpyｒｏiｉi) 存在明显偏离
0- hC Ｃｏｒｒpｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙiｉi ｏB yｏｎｔｒｏｌ eｒｏｕｐ ａｎj ｎpyｒｏiｉi eｒｏｕｐ Cgh (ｒｉｎyｉｐａｌ yｏｍｐｏｎpｎｔ ａｎａｌｙiｉi C(Ｃco ｉi ｕipj ｔｏ ａｎａｌｙnp ｔｈp iａｍｐｌp yｏｎiｉiｔpｎyｙ ｏB
yｏｎｔｒｏｌ eｒｏｕｐ ａｎj ｎpyｒｏiiｉi eｒｏｕｐ)  Ｔｈpｒp ｉi ｏgFｉｏｕi jpFｉａｔｉｏｎ C2h (pａｒiｏｎ yｏｒｒpｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙiｉi． Ｎpyｒｏiｉi)  Ｔｈpｒp ｉi ｏgFｉｏｕi jpFｉａｔｉｏｎ

ImIa

表 C eNaa 通路中 m:Ee:破骨细胞分化信号通路
\g2hC m:Ee g45 tuznty.guz 5-jjnpn4z-gz-t4 u- 4g.-4 ｐgzｈｗgｙu -4 eNaa Egzｈｗgｙ

ACEE 富集分析 LCEi

Ｍc(A 信号通路 ＭCGTＣtＮGINTtcＲＲNTtＣcＣＮNatＭc(３A７t((Ｍ ctLＵＳ( ６tＴcＯATtＣcＣＮNatＮGcＴＣ tＴEGN３tＮＴＲATtＩINAβ

破骨细胞分化 ＮGINTtＭc(３A７tＴＲCＭTtGＯＳＬTtGＯＳNtＬＩＬＲc tＮGcＴＣ tＭＩＴGtＩGＮcＲ tＮGcＴＣTtＩINAβt(ＩA３ＣctＴＮGＲＳG  ctＣＴＳA

ｎａip ｋｉｎａip ｋｉｎａip ７otＮGcＴＣ Cｎｕyｌpａｒ Bａyｔｏｒ ｏB ａyｔｉ鄄
Fａｔpj Ｔ ypｌｌi  otＮGINTCｎｕyｌpａｒ Bａyｔｏｒ I N iｕgｕｎｉｔ To。

将上述共有基因与其 EＯ 功能中与骨形成相关
的生物学过程 Cgｉｏｌｏeｉyａｌ ｐｒｏypiio绘制网络图 t见
图 a。 结果显示 ＩINAβ 与 ＮG－IN iｉeｎａｌｉｎetＩ －IN
ｐｈｏiｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎtＩIN ｋｉｎａip ａyｔｉFｉｔｙtｒpiｐｏｎip ｔｏ Fｉｒｕit
ｋｉｎａip ａyｔｉFｉｔｙ 等 EＯ 功能相关 ；Ｍc(３A７ 与 ａyｔｉFａ鄄
ｔｉｏｎ ｏB Ｍc(AA ａyｔｉFｉｔｙtａyｔｉFａｔｉｏｎ ｏB Ｍc(A ａyｔｉFｉｔｙt
ｍａeｎpiｉｕｍ ｉｏｎ gｉｎjｉｎetiｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ Ｃ －ｔｙｐp ｌpyｔｉｎ ｒp鄄
ypｐｔｏｒ 信号通路tｐｏiｉｔｉFp ｒpeｕｌａｔｉｏｎ ｏB Ｔ ypｌｌ yｙｔｏｋｉｎp
ｐｒｏjｕyｔｉｏｎtＭc( ｋｉｎａip ｋｉｎａip ｋｉｎａip ａyｔｉFｉｔｙtｔｒａｎi鄄
Bｏｒｍｉｎe eｒｏｗｔｈ Bａyｔｏｒ β ｒpypｐｔｏｒ 信号通路tＷｎｔ 信号
通路tyａｌyｉｕｍ ｍｏjｕｌａｔｉｎe ｐａｔｈｗａｙtＮG－I N iｉeｎａｌｉｎet
Ｉ－I N ｐｈｏiｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎtＪＮA yａiyａjptＩ I N ｋｉｎａip yｏｍ鄄
ｐｌpｘtｐｏiｉｔｉFp ｒpeｕｌａｔｉｏｎ ｏB ｉｎｔpｒｌpｕｋｉｎ －T ｐｒｏjｕyｔｉｏｎt
ｐｏiｉｔｉFp ｒpeｕｌａｔｉｏｎ ｏB ＪＵＮ ｋｉｎａip ａyｔｉFｉｔｙ 等 EＯ 功能
相关；ＮGcＴＣ 与 Ｗｎｔ 信号通路tyａｌyｉｎpｕｒｉｎ－ＮGcＴ
iｉeｎａｌｉｎe yａiyａjptGy－pｐiｉｌｏｎ ｒpypｐｔｏｒ 信号通路 tｍｉ鄄
ｔｏepｎ －ａyｔｉFａｔpj ｐｒｏｔpｉｎ ｋｉｎａip ｐ３８ gｉｎjｉｎetｎpeａｔｉFp
ｒpeｕｌａｔｉｏｎ ｏB Fａiyｕｌａｒ iｍｏｏｔｈ ｍｕiyｌp ypｌｌ jｉBBpｒpｎｔｉａｔｉｏｎ
等 EＯ 功能相关；ＮGI N T 与 ｒpiｐｏｎip ｔｏ ｌｉｐｏｐｏｌｙiａy鄄
yｈａｒｉjptＮG －INT yｏｍｐｌpｘtＮG －IN iｉeｎａｌｉｎetｐｏiｉｔｉFp
ｒpeｕｌａｔｉｏｎ ｏB ＮG－IN ｔｒａｎiyｒｉｐｔｉｏｎ Bａyｔｏｒ ａyｔｉFｉｔｙ 等 EＯ

功能相关。
Ch ７ 慢性骨髓炎动物模型验证及差异基因验证

慢性骨髓炎模型制备 a 周后t 胫骨平台外观观
察以及 Ｍｉyｒｏ－ＣＴ 三维重建图结果表明t与空白组比
较t模型组造模局部有窦道形成t骨感染和骨损伤严
重t有明显骨缺损。 提示细菌感染引起骨缺损t破坏
皮质骨结构t骨愈合困难t与临床慢性骨髓炎临床表
现一致t提示慢性骨髓炎动物模型制备成功。

选取 ＮGcＴＣ 、Ｍc(３A７ 两个差异基因做动物
模型上的免疫组化学验证t结果表明t在模型组的骨
髓腔以及块状的损伤骨组织周围t 有大量多核的破
骨细胞以及破骨细胞前体细胞t 在上述区域两个指
标 ＮGcＴＣ 、Ｍc(３A７ 均有阳性表达t 且模型组的
ＮGcＴＣ 、Ｍc(３A７阳性染色率高于空白对照组C＊Ｐ＜
r．r t＊＊Ｐ＜r．rr ot见图 l。 上述结果提示 ＮGcＴＣ 、
Ｍc(３A７可作为慢性骨髓炎的疾病靶标t见图 ６。
３ 讨论

破骨细胞的骨吸收与成骨细胞的骨形成的耦联

机制是骨重建和骨修复过程的重要环节［ r］。 慢性骨
髓炎在骨感染过程中t 正常的骨重建过程被炎症改
变t导致骨代谢紊乱。 前期研究表明t细菌内毒素可
刺激分泌多种促炎因子t 如肿瘤坏死因子－αCｔｕｍｏｒ
ｎpyｒｏiｉi BａyｔｏｒtＴＮG－αotＴＮG－α 可结合成骨细胞表
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图 C 差异基因聚类分析及功能注释图 Cop Ｔｏｐyrr 差异基因热图r色块的颜色越红r表达量越高i颜色越蓝r表达量越低 Cgp 全部差异基因
ht(( 通路富集 Ccp (Ｏ 生物学过程富集图
) 2pC Ｃｌｕ0ｔ-ｒ ａｎａｌｙ0ｉ0 ａｎ2  ｕｎBｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏ 2ｉ  -ｒ-ｎｔｉａｌ e-ｎ-0 Cop i-ａｔ ｍａｐ ｏ ｔｏｐyrr 2ｉ  -ｒ-ｎｔｉａｌ e-ｎ-rｔｈ- ｒ-22-ｒ ｔｈ- Bｏｌｏｒ ｏ ｔｈ- Bｏｌｏｒ jｌｏBnr
ｔｈ- ｈｉeｈ-ｒ ｔｈ- -gｐｒ-00ｉｏｎ ａｍｏｕｎｔi ｔｈ- jｌｕ-ｒ ｔｈ- Bｏｌｏｒrｔｈ- ｌｏF-ｒ ｔｈ- -gｐｒ-00ｉｏｎ Cgp ht(( ｐａｔｈFａｙ -ｎｒｉBｈｍ-ｎｔ ｏ 2ｉ  -ｒ-ｎｔｉａｌ e-ｎ-0 Ccp (ＯojｉｏｌｏeｉBａｌ
ｐｒｏB-00u -ｎｒｉBｈｍ-ｎｔ ｏ 2ｉ  -ｒ-ｎｔｉａｌ e-ｎ-0

Im

Ia Ig

面的肿瘤坏死因子受体 ＴＮNmr 抑制成骨细胞分化
相关信号转导通路r减少骨基质的形成和骨矿化eyy: 
另一方面r 细菌内毒素可上调破骨细胞前体细胞的
ＮNE:\ 受体激活蛋白配体 2ｒ-B-ｐｔｏｒ ａBｔｉ4ａｔｏｒ ｏ ｎｕ5
Bｌ-ａｒ  ａBｔｏｒE:\ ｌｉeａｎ2rmuＮhzur 使其与受体 muＮh
结合r激活下游的 Ｍu3h 信号通路rＭu3h 信号通路
激活是通过执行保守的三级酶促级联反应r 最终激
活 Ｍu3h .磷酸化jr促进破骨细胞前体融合成为成
熟的破骨细胞或增加破骨细胞内功能基因和蛋白的

表达 eyT:p 破骨细胞活性相关信号转导通路主要有g
ＮN E:\ 通路 、Ｍu3h 通路 、3Ｉ３h ／ unｔ 通路等 ey３:p
muＮhz 与 muＮh 进行配体E受体结合后激活 3３８r
活化的 3３８ 通过下游底物 Ｍu3h 激活蛋白激酶ETr

进而调控下游转录因子 BE ｏ0、ＮNuＴBy 表达r从而促
进破骨细胞分化eya:p ＮNE:\通路被认为在破骨细胞
激活过程中发挥最重要的作用r有研究表明 ＮNE:\
的抑制剂 Ｉ:\h 降解r 使 ＮNE:\ 不能进入细胞核中
与其靶基因的启动子结合r 从而抑制启动基因转录
来调控破骨细胞的分化功能eyl:p上述过程中 ＮNuＴBy
和 BE ｏ0是破骨细胞成熟过程中 T个关键转录因子r
可诱导破骨细胞特异基因 Ｔmu3、Bａｔｈ-ｐ0ｉｎ h 的表
达r促进骨吸收ey６:p 本研究通过转录组学实验r筛选
到与破骨细胞增殖分化以及 Ｍu3h 信号通路相关的
靶点 Ｉ:\hβ、Ｍu3３h７、ＮNuＴＣy、ＮN:\Tr支持了炎症
诱导的破骨细胞增殖分化在慢性骨髓炎骨不连的致

病机制的作用r 上述基因可能成为慢性骨不连的诊
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图 C 共有基因 CＯ 功能网络图
opyrC CＯ iｕｎgｔｉｏｎａｌ Ｎhｔtｏｒ( ｏi gｏｍｍｏｎ chｎh) ｉｎ Ｍ 20 ａｎ- Ｏ)ｔhｏgｌａ)ｔ -ｉiihｒhｎｔｉａｔｉｏｎ )ｉcｎａｌｉｎc ｐａｔｈtａｙ)

图 I 慢性骨髓炎动物模型验证及差异基因 Ｎm ＴＣeNＭ 2３0７ 在免疫组化验证 Iar 空白组动物胫骨平台外管观察图 Imr 空白组动物胫骨
Ｍｉgｒｏ:ＣＴ 三维重建图 I r 模型组动物胫骨平台外管观察图 IEr 模型组动物胫骨 Ｍｉgｒｏ:ＣＴ 三维重建图 I:r Ｎm ＴＣeNＭ 2３0７ 在慢性骨髓
炎动物模型的免疫组化结果\4\5err2 I0r Ｎm ＴＣeNＭ 2３0７ 阳性表达相对表达量4与空白组比较405ur．re4005ur．rre
opyrI Ｖａｌｉ-ａｔｉｏｎ ｏi ａｎｉｍａｌ ｍｏ-hｌ) ｏi gｈｒｏｎｉg ｏ)ｔhｏｍｙhｌｉｔｉ) ａｎ- -ｉiihｒhｎｔ chｎh) hzｐｒh))ｉｏｎ ｏi Ｎm ＴＣe ａｎ- Ｍ 2３0７ Iar Ｏn)hｒyａｔｉｏｎ -ｉａcｒａｍ ｏi ｔｈh
ｏｕｔhｒ ｔｕnh ｏi ｔｈh ｔｉnｉａｌ ｐｌａｔiｏｒｍ ｏi ａｎｉｍａｌ) ｉｎ ｔｈh gｏｎｔｒｏｌ cｒｏｕｐ Imr Ｍｉgｒｏ ＣＴ ｔｈｒhh -ｉｍhｎ)ｉｏｎａｌ ｒhgｏｎ)ｔｒｕgｔｉｏｎ -ｉａcｒａｍ ｏi ｔｈh ｔｉnｉａ ｏi ａｎｉｍａｌ) ｉｎ ｔｈhgｏｎ.
ｔｒｏｌ cｒｏｕｐ I r Ｏn)hｒyａｔｉｏｎ -ｉａcｒａｍ ｏi ｔｈh ｏｕｔhｒ ｔｕnh ｏi ｔｈh ｔｉnｉａｌ ｐｌａｔiｏｒｍ ｏi ａｎｉｍａｌ) ｉｎ ｔｈh ｍｏ-hｌ cｒｏｕｐ IEr Ｍｉgｒｏ ＣＴ ｔｈｒhh -ｉｍhｎ)ｉｏｎａｌ ｒhgｏｎ)ｔｒｕgｔｉｏｎ
-ｉａcｒａｍ ｏi ｔｈh ｔｉnｉａ ｏi ａｎｉｍａｌ) ｉｎ ｔｈh ｍｏ-hｌ cｒｏｕｐ I:r jｍｍｕｎｏｈｉ)ｔｏgｈhｍｉ)ｔｒｙ ｒh)ｕｌｔ) ｏi Ｎm ＴＣe ａｎ- Ｍ 2３0７ ｉｎ ｔｈh ａｎｉｍａｌ ｍｏ-hｌ ｏi gｈｒｏｎｉg ｏ).
ｔhｏｍｙhｌｉｔｉ)\4\5err2 I0r phｌａｔｉyh ｐｏ)ｉｔｉyh hzｐｒh))ｉｏｎ) ｏi Ｎm ＴＣe ａｎ- Ｍ 2３0７40 5ur．re400 5ur．rre Ｃｏｍｐａｒh- tｉｔｈ ｔｈh gｏｎｔｒｏｌ cｒｏｕｐ)
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图 C 基于靶点筛选的慢性骨不连机制图

opyrC Ｍigｈａｎｉhｍ tｉａ(ｒａｍ ｏc )ｏｎi ｎｏｎｕｎｉｏｎ ｉｎ gｈｒｏｎｉg ｏhｔiｏｍｙiｌｉｔｉh
)ａhit ｏｎ ｔｈi hgｒiiｎit ｔａｒ(iｔ (iｎih

断和治疗的潜在靶点 此外2本研究还利用免疫组化
学方法 2 对慢性骨髓炎大鼠模型中 Ｎ0-ＴＣ20
Ｍ- ３B７ 两个靶标进行检测2 结果提示上述 T 个指
标在模型动物的骨髓以及损伤骨组织周围高表达2
可作为慢性骨髓炎模型的靶标 然而2上述基因以及
作用机制在慢性骨髓炎骨不连中的具体调控机制值

得在今后的研究中作进一步探讨 
本研究尚存在不足之处2 由于临床样本差异较

大2基于相关性分析结果2剔除部分样本2以保证后
续组间差异基因筛选的可行性e此外2由于病灶骨组
织样本 jＮ-浓度偏低2 本研究选用的样本数有限2
后续可在本研究的基础上加大样本量2 并进行临床
样本的验证实验 本研究预测分析的基因可能在慢
性骨髓炎以及感染性骨不连的致病机制中起了重要

作用2有可能成为新的防治骨不连的靶点2同时也为
临床诊断和治疗提供了可靠的实验依据 

参考文献

i2n ＭＯjFＮＯoＭ-ＴFＯ 02 FjF- u n2ＯＮFd B e． Ｃｈｒｏｎｉg ｒigｕｒｒiｎｔ
ｍｕｌｔｉcｏgａｌ ｏhｔiｏｍｙiｌｉｔｉhrtｉａ(ｎｏhｉh ａｎt ｔｒiａｔｍiｎｔiＪn． Ｃｕｒｒ Ｏｐｉｎ  iE
tｉａｔｒ2TrT22３３l2crsrosC．

iTn e.jＴ Ｍ Ｃ2-Ｎ,FjuＯＮ , L2ＴＯeA F e2iｔ ａｌ． ＯhｔiｏｍｙiｌｉｔｉhrjiE
giｎｔ ａtvａｎgih ｉｎ ｐａｔｈｏｐｈｙhｉｏｌｏ(ｙ ａｎt ｔｈiｒａｐiｕｔｉg hｔｒａｔi(ｉihiＪn．
Ｊ Ｏｒｔｈｏｐ2Tr2C22al2cralolT．

i３n 黄凯2林炳远2任海勇2等 ． 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌感染的
四肢创伤性骨髓炎的手术治疗iＪn．中国骨伤2TrT22３alCcrllro
ll３．
n;-ＮＧ B2d.Ｎ e A2jFＮ n A2iｔ ａｌ． uｕｒ(ｉgａｌ ｔｒiａｔｍiｎｔ ｏc ｔｒａｕE
ｍａｔｉg ｏhｔiｏｍｙiｌｉｔｉh ｏc iｘｔｒiｍｉｔｉih ｗｉｔｈ Ｍju- ｉｎcigｔｉｏｎiＪn． Ｃｈｉｎａ Ｊ

Ｏｒｔｈｏｐ Ｔｒａｕｍａｔｏｌ2TrT22３alCcrllroll３．Ｃｈｉｎihi．
ian Bj.unＮ-Ｎ - Ｇ2e.uL-u j2ＭFＮＯＮ ,2iｔ ａｌ． eｉｏti(ｒａtａ)ｌi

ｎａｎｏgｏｍｐｏhｉｔi cｉ)ｒｏｕh hgａccｏｌt ｍitｉａｔit ｌｏgａｌ tiｌｉviｒｙ ｏc vａｎE
gｏｍｙgｉｎ cｏｒ ｔｈi ｔｒiａｔｍiｎｔ ｏc Ｍju- ｉｎcigｔit iｘｐiｒｉｍiｎｔａｌ ｏhE
ｔiｏｍｙiｌｉｔｉhiＪn． eｉｏｍａｔiｒ ugｉ2TrTr2８lscrTCl３oTCCl．

iln Ｍ-d.  ． nｕｍａｎｉｚｉｎ( ｔｒａｎhgｒｉｐｔｏｍi iｎ(ｉｎiiｒｉｎ(iＪn． Ｃiｌｌ2Tr2s22７８
l2cr８os．

iCn jＯAＣnＯL,n;jA u2Ｃn.ＮＮ-.A-Ｎ - Ｍ． Ｔｒａｎhｌａｔｉｎ( gａｎgiｒ
(iｎｏｍih ａｎt ｔｒａｎhgｒｉｐｔｏｍih cｏｒ ｐｒigｉhｉｏｎ ｏｎgｏｌｏ(ｙiＪn． Ｃ- Ｃａｎgiｒ Ｊ
Ｃｌｉｎ2Tr2C2CCl2cr７lo８８．

i７n 冯娜2宋文霞2邵立平2等． 骨肉瘤与尤文肉瘤关键基因 Ｃ,Ｃld
及其生物学功能的生物信息学分析 iＪn． 中国骨伤 2TrTT2３l
l３crT７CoT８r．
0FＮＧ Ｎ2uＯＮＧ L Ｘ2un-Ｏ d  2iｔ ａｌ． eｉｏｉｎcｏｒｍａｔｉgho)ａhit ｉtiｎE
ｔｉcｉgａｔｉｏｎ ｏc ｋiｙ (iｎih Ｃ,Ｃld ａｎt ｒiｌａｔit ｐａｔｈｗａｙh ｉｎ ｏhｔiｏhａｒgｏｍａ
ａｎt Fｗｉｎ(＇h hａｒgｏｍａiＪn． Ｃｈｉｎａ Ｊ Ｏｒｔｈｏｐ Ｔｒａｕｍａｔｏｌ2TrTT2３ll３cr
T７CoT８r． Ｃｈｉｎihi．

i８n 杨羽晨2杨佩佩2黄碧莹2等． 丝裂原活化蛋白激酶信号通路介
导的自噬可调节破骨细胞的增殖分化和功能iＪn． 中国组织工
程研究2TrT22TllTCcra2sToa2s７．
A-ＮＧ A Ｃ2A-ＮＧ   2n;-ＮＧ e A2iｔ ａｌ． -ｕｔｏｐｈａ(ｙ ｒi(ｕｌａｔih ｏhE
ｔiｏgｌａhｔ ｐｒｏｌｉciｒａｔｉｏｎ2tｉcciｒiｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎt cｕｎgｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕ(ｈ ｍｉｔｏ(iｎ
ａgｔｉvａｔit ｐｒｏｔiｉｎ ｋｉｎａhi hｉ(ｎａｌｉｎ( ｐａｔｈｗａｙiＪn． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｔｉhhｕi Fｎ(
jih2TrT22TllTCcra2sToa2s７． Ｃｈｉｎihi．

isn unFＮ Ｘ Ｊ2BＯＮＧ u2A-ＮＧ Ｑ2iｔ ａｌ．  Ｃ-Ｔo2 ｐｒｏｍｏｔih giｌｌ (ｒｏｗｔｈ
)ｙ hｐｏｎ(ｉｎ( ｍｉjo2Ts vｉａ Ｍ- ３B７ ／ Ｎ0 oκe ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌi
ｍｙiｌｏｍａiＪn． Ｊ Ｃiｌｌ Ｍｏｌ Ｍit2TrTr2TalCcr３asTo３lr３．

i2rn B.Ｍ Ｊ Ｍ2d.Ｎ Ｃ Ｊ2uＴ-ＶjF Ｚ2iｔ ａｌ． Ｏhｔiｏ)ｌａhｔ ｏhｔiｏgｌａhｔ gｏｍE
ｍｕｎｉgａｔｉｏｎ ａｎt )ｏｎi ｈｏｍiｏhｔａhｉhiＪn． Ｃiｌｌh2TrTr2slscrTr７３．

i22n Ｍe-d-Ｖ.FdF Ｇ2ＮＯＶ-ＣB , Ｖ2uＣnFＴＴ Ｇ2iｔ ａｌ． .ｎcｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｏhｔiｏｌｙhｉhrａ gｏｎhｐｉｒａgｙ ａ(ａｉｎhｔ )ｏｎiiＪn． Ｊ Ｃｌｉｎ .ｎvihｔ2Tr2７22T７
lCcrTr３roTr３s．

i2Tn n;u-.Ｎ -2ＪF00j.Fu Ｍ -． Fｐｉ(iｎiｔｉgh ａｎt )ｏｎi ｒiｍｏtiｌｉｎ(iＪn．
Ｃｕｒｒ Ｏhｔiｏｐｏｒｏh jiｐ2Tr2７22lllcralroal８．

i2３n AF;ＮＧ A Ｔ2-Ｚ.Ｚ 02Ｇ;FjjFjＯoＣ-uＴ.dd- -2iｔ ａｌ． uｉ(ｎａｌｉｎ(
ｐａｔｈｗａｙh ｉｎ ｉｎcｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎt ａｎｔｉ ｉｎcｌａｍｍａｔｏｒｙ ｔｈiｒａｐｉihiＪn．
Ｃｕｒｒ  ｈａｒｍ ,ih2Tr2８2Tal2acr2aaso2a８a．

i2an 0;Ｎ-B;eＯ Ｎ2Ｘ; Ｘ n2B;B.Ｔ- Ｔ2iｔ ａｌ．  ｍiｐａ2 ｉｎtｕgit )ｙ
j-ＮBdoｐ３８ Ｍ- B ｐａｔｈｗａｙ ｈａh ａ ｎｏviｌ ｒｏｌi ｉｎ ｏhｔiｏgｌａhｔｏ(iｎiE
hｉhiＪn． Ｊ Ｃiｌｌ  ｈｙhｉｏｌ2Tr2８2T３３lacr３2rlo３22８．

i2ln Ｊ.Ｍ. F2Ｔ-B-B;j- Ｎ2n.;j- 02iｔ ａｌ． Ｔｈi ｒｏｌi ｏc Ｎ0oκe ｉｎ
ｐｈｙhｉｏｌｏ(ｉgａｌ )ｏｎi tiviｌｏｐｍiｎｔ ａｎt ｉｎcｌａｍｍａｔｏｒｙ )ｏｎi tｉhiａhihr
ｉh Ｎ0oκe ｉｎｈｉ)ｉｔｉｏｎ ＂ｋｉｌｌｉｎ( ｔｗｏ )ｉｒth ｗｉｔｈ ｏｎi hｔｏｎi＂iＪn． Ｃiｌｌh2
Tr2s2８l2Tcr2C３C．

i2Cn 洪一波2姜宏2王建伟2等． 芒柄花素抑制 j-ＮBd 诱导破骨细
胞分化的实验研究iＪn． 中国骨伤2TrTr2３３l2crCao７r．
nＯＮＧ A e2Ｊ.-ＮＧ n2L-ＮＧ Ｊ L2iｔ ａｌ． Fｘｐiｒｉｍiｎｔａｌ hｔｕtｙ ｏｎ
ｔｈi ｉｎｈｉ)ｉｔｉｏｎ ｏc 0ｏｒｍｏｎｏｎiｔｉｎ ｏｎ ｔｈi tｉcciｒiｎｔｉａｔｉｏｎ ｏc ｏhｔiｏgｌａhｔh
ｉｎtｕgit )ｙ j-ＮBdiＪn． Ｃｈｉｎａ Ｊ Ｏｒｔｈｏｐ Ｔｒａｕｍａｔｏｌ2TrTr2３３l2cr
Cao７r． Ｃｈｉｎihi．

l收稿日期rTrT３orao2７ 本文编辑r王玉蔓c

lTC· ·


