
Advances in Clinical Medicine 临床医学进展, 2023, 13(12), 20013-20024 
Published Online December 2023 in Hans. https://www.hanspub.org/journal/acm 
https://doi.org/10.12677/acm.2023.13122819   

文章引用: 杨春生, 韩啸, 王宝兰. 骨关节炎差异表达基因和关键基因的生物信息学分析[J]. 临床医学进展, 2023, 
13(12): 20013-20024. DOI: 10.12677/acm.2023.13122819 

 
 

骨关节炎差异表达基因和关键基因的生物信息

学分析 

杨春生，韩  啸，王宝兰* 

新疆医科大学第一附属医院康复医学科，新疆 乌鲁木齐 
 
收稿日期：2023年11月27日；录用日期：2023年12月21日；发布日期：2023年12月28日 

 
 

 
摘  要 

目的：通过对GEO数据库中骨关节炎相关基因芯片数据分析，探究骨关节炎相关的差异和关键基因、信

号通路等。方法：采用生物信息学分析方法，从GEO数据库下载人OA相关数据集GSE16464、GSE169077，
应用Perl语言、R语言、R软件和Rstudio软件，进行基因的差异表达分析、功能注释等，并应用GSE117999
数据集进行验证。结果：共筛选出108个差异表达基因，其中34个上调，74个下调，ABCA6、AOX1为
关键基因。通路水平主要与昼夜节律、ECM-受体相互作用、p53信号通路相关。结论：多种途径参与了

骨关节炎发病过程，关键基因ABCA6、AOX1在骨关节炎发病过程中起重要作用。 
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Abstract 
To explore the differences, key genes and signaling pathways related to osteoarthritis by analyz-
ing the gene chip data related to osteoarthritis in GEO database. Methods: Bioinformatics analysis 
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method was used to download human OA related datasets GSE16464 and GSE169077 from GEO 
database. Perl language, R language, R software and Rstudio software were used to analyze the 
differential expression of genes, functional annotation, etc., and the GSE117999 dataset was used 
for verification. Results: A total of 108 differentially expressed genes were screened, of which 34 
were up-regulated and 74 were down-regulated. ABCA6 and AOX1 were key genes. The pathway 
level is mainly related to circadian rhythm, ECM-receptor interaction, and p53 signaling pathway. 
Conclusion : A variety of pathways are involved in the pathogenesis of osteoarthritis, and the key 
genes ABCA6 and AOX1 play an important role in the pathogenesis of osteoarthritis. 
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1. 引言 

骨关节炎(Osteoarthritis, OA)是一种严重危害人类身心健康的慢性致残性疾病，具有高患病率、高致

残率的特点，是全球十大致残疾病之一。据统计，2020 年全球 40 岁以上人群的患病率为 22.9%，相当于

全球 6.541 亿人[1]。除了个人负担外，骨关节炎的社会经济成本也是非常高的。在 2010 年全球疾病负担

研究中，骨性关节炎在 291 种疾病中排名第 11 位[2]。因此，这是我们要面临的重大公共问题。OA 的发

病机制复杂，由多种因素引起，目前年龄的增长和肥胖症的流行是世界范围内骨性关节炎患病率稳步上

升的主要原因[3] [4]。在目前保守治疗不能有效逆转病情，手术患者增加的情况下，OA 已经引起广泛关

注。近年来，随着该疾病的病理生理学和细胞分子生物学更深入的理解，多学科的交叉渗透，涉及 OA
信号通路中生物标志物的研究成为关注的重点、热点[5]。生物信息学是生物学与信息学的交叉科学，可

将疾病的临床特征在基因、蛋白质水平相联系，进行功能富集、特征基因和主要通路识别，在生命科学

中发挥着重要作用[6]。本研究用生物信息学分析的方法对 GEO (Gene Expression Omnibus, GEO)数据库中

OA 患者的基因芯片数据进行差异富集分析，分析 OA 相关基因和信号通路以及作用，筛选关键基因，进

一步探讨 OA 发病的分子机制。 

2. 资料与方法 

2.1. 检索 GEO 数据库  

GEO 数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo)是一个公共基因组数据库，储存芯片、二代测序以及其

他高通量测序数据。我们以“osteoarthritis、arthritis”为检索词，下载人类基因表达数据集 GSE16464、
GSE169077 和 GSE117999，分别为 GPL570、GPL96 和 GPL20844 平台。OA 组定义为实验组，非 OA 组

为对照组。用于分析的样本总共为 17 个，OA 软骨细胞和正常软骨细胞样本 6 个，OA 患者相对正常和

明显异常的膝骨关节软骨组织标本 11 个。数据集 GSE117999 为验证组，样本共 24 个，为行半月板部分

切除术且没有任何 OA 证据患者和 OA 行膝关节置换患者的软骨组织。 

2.2. 基因数据预处理  

对下载的原始数据样本进行数据预处理，以减少原始数据的误差，增强进一步数据挖掘分析的信度。
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我们在分析过程中主要借助了 GO、KEGG 通路分析，以及基因/蛋白质作用关系检索工具等信息数据库，

和 R 语言、Perl 语言、Rstudio、Cytoscape 分析软件及 DAVID (https://david.ncifcrf.gov/home.jsp)等在线分

析工具。使用 Perl 语言编辑软件对来自 GPL570、GPL96 的平台的数据集进行基因注释，将探针 ID 转化

为基因名称。使用 R 语言编辑软件进行芯片数据预处理和分析，使样本之间归一化具有可比性，用 R 语

言中的 limma、sva 包对注释后的两个数据集进行合并归一化处理，数据汇总后获取矫正后表达水平的标

准化数据。 

2.3. 筛选差异表达基因 

应用 Rstudio 软件加载 R 语言中 Limma、pheatmap 包行差异表达基因筛选，分析条件为：① logFC = 
1；② P < 0.05。 

2.4. 基因富集分析 

2.4.1. GO 和 KEGG 富集分析 
利用 Rstudio 软件，加载 clusterProfiler、org.Hs.eg.db、enrichplot、ggplot2 包，进行富集分析。GO

分析主要在生物学过程、细胞成分和分子功能 3 个方面对基因及其产物的功能进行定义。KEGG 分析则

是通过对基因产物在细胞中的代谢途径以及这些基因产物功能的计算，对基因的功能进行注释和分析，

筛选出与 OA 相关的通路。 

2.4.2. DO 和 GSEA 富集分析 
利用 Rstudio 软件，加载 clusterProfiler、org.Hs.eg.db、enrichplot、ggplot2、GSEABase、DOSE 包，

进行富集分析。DO 分析差异基因和疾病的相关性。GSEA 主要分析实验组和对照组中基因集的富集趋势。 

2.5. 筛选特征基因和准确性验证 

主要应用机器学习中 LASSO 回归和 SVM-RFE 的方法，加载 glmnet、e1071、kernlab、caret 包，对

差异表达基因分别进行分析，将两种方法的结果取交集，结果为 OA 的特征基因。通过加载 pROC 包形

成 ROC 曲线，与差异表达基因进行准确性比对。 

2.6. 验证组差异分析和关键基因筛选 

首先对验证组 GSE117999 数据集进行基因注释和分组，Rstudio 软件加载 ggpubr、limma、pROC 包，

然后将筛选的特征基因和验证组通过箱线图和 ROC 曲线的形式进行分析对比。 

3. 结果  

3.1. 差异表达基因  

共筛选出 108 个差异表达基因，其中 34 个上调，74 个下调，见图 1。 

3.2. 差异表达基因分析 

3.2.1. GO 和 KEGG 分析 
GO 富集分析主要在生物学过程、细胞组分、分子功能 3 方面进行。结果表明，OA 在生物学过程方

面与细胞对酸性物质和外界刺激的反应有关，细胞组分的变化在纤维胶原，分子功能与细胞外基质结构

成分、抗张强度及血小板衍生生长因子相关。KEGG 分析结果显示，OA 与昼夜节律通路、ECM 受体及

p53 信号通路相关，见表 1。 
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红点代表上调基因，绿点代表下调基因，黑点代表无差异基因。 

Figure 1. Volcano map of differentially expressed genes 
图 1. 差异表达基因火山图 

 
Table 1. GO functional annotation and KEGG pathway enrichment analysis results 
表 1. GO 功能注释和 KEGG 通路富集分析结果 

GO-term description Count P Value 

GO-BP    

GO:0071229 cellular response to acid chemical 7 3.42E−07 

GO:0071230 cellular response to amino acid stimulus 6 2.91E−06 

GO:0071496 cellular response to external stimulus 10 5.83E−06 

GO-CC    

GO:0005583 fibrillar collagen trimer 5 2.66E−09 

GO:0098643 banded collagen fibril 5 2.66E−09 

GO:0098644 complex of collagen trimers 5 8.50E−08 

GO-MF    

GO:0005201 extracellular matrix structural constituent 11 2.93E−09 

GO:0030020 extracellular matrix structural constituent conferring 
tensile strength 6 9.58E−08 

GO:0048407 platelet-derived growth factor binding 3 2.64E−05 

KEGG pathway    

hsa04974 Protein digestion and absorption 7 1.58E−05 

hsa04512 ECM-receptor interaction 5 0.000645 

hsa04115 p53 signaling pathway 4 0.002640 
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3.2.2. DO 和 GSEA 富集分析 

 
(A) 

 
(B) 

(A) 柱状图横坐标是富集基因数目，纵坐标是富集疾病的名称，颜色越红代表富集越显著；(B) 气泡图横坐标是富

集基因所占比例，纵坐标是富集疾病的名称，气泡大小代表富集基因数目，颜色越红代表富集越显著。 

Figure 2. DO enrichment analysis: Diseases with major enrichment of differentially expressed genes 
图 2. DO 富集分析：差异表达基因主要富集的疾病 
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非 OA 对照组中基因多富集在排序基因的底部，与肌丝滑动、肌肉构成和发育、有机酸代谢、DNA 结合转录激活因

子活性有关。 

Figure 3. GSEA enrichment analysis: Analysis of the trend of genes in the gene set in the sorted genes 
图 3. GSEA 富集分析：分析基因集中基因在排序基因中的变化趋势 

 

 
OA 实验组的基因多富集在排序基因的顶部，与结构组织封装、细胞外基质胶原蛋白、内质网腔、细胞外基质的结构

和化学成分有关。 

Figure 4. GSEA enrichment analysis: Analysis of the variation trend of genes in the gene set in the sorted genes 
图 4. GSEA 富集分析：分析基因集中基因在排序基因中的变化趋势 
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通过 DO 分析差异表达基因，发现这些基因多富集在结缔组织，与肿瘤相关见，图 2(A)、图 2(B)。
GSEA 分析基因集中基因在排序基因中的变化趋势，总体上看，富集在非 OA 组中基因领头亚集位于排

序基因底部，主要与肌丝滑动、肌肉构成和发育、有机酸代谢、DNA 结合转录激活因子活性等有关，见

图 3；富集在 OA 组的基因领头亚集位于排序基因顶部，与结构组织封装、含有细胞外基质的胶原蛋白、

内质网腔、细胞外基质的结构和化学成分等有关，见图 4。 

3.3. 特征基因和准确性验证 

LASSO 回归和 SVM-RFE 方法取交集分析后共得到 11 个特征基因 ADM、SLC7A8、FNDC4、AOX1、
HIST2H2BE、CD14、FUT4、MYL1、ENPP4、ABCA6、C8B，其中 FUT4 和 C8B 表达上调，其余表达

下调，见图 5(A)、图 5(B)。特征基因在差异表达基因中 ROC 曲线验证提示，特征基因的曲线下面积均>0.9，
准确性高，见表 2。 

 
Table 2. ROC curve analysis table of 11 characteristic genes 
表 2. 11 个特征基因的 ROC 曲线分析表 

Gene name AUC 95% CI 
ABCA6 0.976 0.875~1.000 
ADM 1.000 1.000~1.000 
AOX1 1.000 1.000~1.000 
C8B 0.958 0.847~1.000 

CD14 0.958 0.833~1.000 
ENPP4 0.972 0.875~1.000 
FNDC4 1.000 1.000~1.000 
FUT4 1.000 1.000~1.000 

HIST2H2BE 1.000 1.000~1.000 
MYL1 0.903 0.708~1.000 

SLC7A8 1.000 1.000~1.000 
 

 
(A) 
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(B) 

(A) LASSO 回归筛选出差异表达基因 11 个；(B) SVM-REF 筛选出差异表达基因 108 个。 

Figure 5. Screening of characteristic genes 
图 5. 特征基因的筛选 

3.4. 特征基因验证和筛选关键基因 

将特征基因在 GSE117999 数据集进行验证，ABCA6 在箱线图中 P < 0.001，AOX1 的 P 值 < 0.05，
余均 > 0.05，见图 6；在 ROC 曲线中，ABCA6 的 AUC > 0.9，AOX1 的 AUC > 0.7，其余基因 AUG 介

于 0.5~0.7 之间见图 7。结果表明，ABCA6 和 AOX1 在非 OA 组、OA 组中差异性最显著，与 OA 的关系

最密切，可作为关键基因。 
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箱线图显示，ABCA6 和 AOX1 在对照组和实验组中差异显著，P < 0.05。 

Figure 6. Data set GSE117999 verifies characteristic genes 
图 6. 数据集 GSE117999 验证特征基因 

 

 
ROC 曲线显示，ABCA6 在对照组和实验组中差异最显著，AUC > 0.9，
为关键基因。 

Figure 7. Data set GSE117999 verifies characteristic genes 
图 7. 数据集 GSE117999 验证特征基因 
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4. 讨论 

骨性关节炎作为一种最常见的慢性和进行性关节疾病，其病因与软骨细胞、细胞外基质、软骨下骨

降解和合成不平衡等有关[7] [8]。生理状态下，软骨细胞的合成代谢、分解代谢间保持平衡，OA 时引起

两种代谢调节失衡，导致了软骨基质成分的进行性丢失，软骨细胞的结构和功能破坏。而关节软骨细胞

是关节软骨稳态的传感器，在维持关节软骨正常生理结构和功能方面起着重要作用。研究表明，关节软

骨细胞稳态可被多种因素破坏，包括生物因素和机械损伤因素的异常刺激、衰老等。在分子水平，多种

基因通过不同的信号通路在 OA 过程中发挥重要作用，包括基因表达、基质合成和降解、对内外环境刺

激反应、细胞周期等[9] [10]。我们通过生物信息学方法，筛选出的 108 个差异表达基因中，34 个表达上

调，74 个表达下调，在 OA 的过程中起重要作用。 
GO 富集分析中，OA 在生物学过程方面，与细胞对酸性物质和外界刺激的反应有关。酸性物质可以

破坏关节周围组织微环境，引起炎症因子释放，促使 OA 发生、进展。细胞组分的变化中，与 OA 相关

的纤维胶原主要为胶原蛋白 II 和 X。胶原蛋白 II 主要参与细胞外基质构成，由软骨细胞分泌；胶原 X 主

要由肥大细胞分泌，是软骨受到损害的标志，二者与软骨基质降解密切相关。分子功能方面与细胞外基

质结构成分、抗张强度及血小板衍生生长因子相关，软骨细胞外的基质破坏是 OA 发生的主要原因之一，

因此细胞外基质的成分和抗张强度在保护关节免受体内外因素损伤方面尤为重要；此外，血小板衍生生

长因子可促进损伤软骨修复和再生。KEGG 分析结果中 OA 与昼夜节律通路、ECM 受体及 p53 信号通路

相关。昼夜节律通路是生物钟系统的重要组成部分，慢性昼夜节律紊乱会使大鼠体重显著增加，软骨严

重磨损变薄、纤维样变、水肿，基质红染变浅且不均匀，出现 OA 样变。ECM 是组织中细胞以外的部分，

即细胞外基质，可由软骨细胞分泌。胞外基质为组织细胞正常生理活动提供支持，以及生存的微环境，

参与细胞之间的信息传递，调节细胞免疫反应、生长因子和其它生物活性分子，参与、调控细胞生理生

化行为，包括细胞的生长、分化、凋亡、修复、再生等。因此 ECM 受体在 OA 的发病中发挥重要作用。

p53 信号通路是机体非常重要的信号通路之一，参与体内多种生理活动。P53 通路激活可以引起某些

mRNA 异常表达，通过影响细胞周期和凋亡等，引起细胞衰老死亡。P53 可调节细胞周期，参与维持正

常免疫应答、组织修复和器官功能。此外，乙酰化状态 P53 参与 miR-34a 对 SIRT1/P53 信号通路的直接

调控，进而影响 OA 的发生发展。P53 也可调控软骨细胞的凋亡和自噬，而软骨细胞衰老凋亡被认为在

OA 的发展中发挥重要作用，它的激活被认为是衰老调控的重要步骤，可能对于 OA 具有治疗作用。 
DO 分析主要是疾病相关分析，发现差异表达基因多富集在结缔组织，包括骨关节炎、骨肉瘤等，富

集结果与预想一致。GSEA 分析主要涉及组织细胞结构组分与功能，结果多与 OA 的发生相关。非 OA
组中基因领头亚集多富集于排序基因底部，主要与肌丝滑动、肌肉构成和发育、有机酸代谢、DNA 结合

转录激活因子活性等有关；OA 组的基因领头亚集位于排序基因顶部，与结构组织封装、含有细胞外基质

的胶原蛋白、内质网腔、细胞外基质的结构和化学成分等有关。 
LASSO 回归和 SVM-RFE 方法取交集分析后共得到 11 个特征基因，其中 ABCA6 和 AOX1 在非 OA

组、OA 组中差异性最显著，与 OA 的关系最密切，可作为关键基因。ABC6A 基因是一种蛋白质编码基

因，该基因编码的膜相关蛋白是 ATP 结合盒(ABC)转运蛋白超家族成员，通过细胞外膜和细胞内膜运输

各种分子。该基因可能在巨噬细胞脂质转运和体内平衡中发挥作用，促进脂质转运蛋白活性。ABC6A 与

胆固醇代谢关系密切，根据胆固醇反应性，可以预期 ABCA6 可能参与细胞内脂质转运过程[10] [11] [12]。
研究表明，过量胆固醇与多种疾病的发病机制有关，包括肝脏疾病、糖尿病、骨质疏松症、骨关节炎等

[13] [14] [15]。骨关节炎的存在和进展与动脉粥样硬化有关，可由膳食胆固醇升高诱导发生[16] [17]。而

骨关节炎作为一种与代谢紊乱相关的疾病，软骨细胞中胆固醇代谢的 CH25H-CYP7B1-RORα 轴是骨关节
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炎发病的关键分解代谢调节剂[16]。AOX1 又名醛氧化酶，是一种蛋白质编码基因，属于钼黄素家族。

AOX1 可作为一种解毒酶参与体内代谢过程，主要参与着氧化还原反应，而这一过程可产生过氧化氢，

在一定条件下催化超氧化物的形成，ROS 生成增多，从而参与细胞凋亡、增殖及分化功能[18]。此外，

AOX1 可能参与活性氧稳态的调节，是分子氧的单电子还原产生超氧化物的重要来源，还可以通过使用

NADH 或醛作为电子供体将亚硝酸盐还原为 NO 的产生，并在脂肪形成中发挥作用。因此，可通过各种

途径直接或间接影响关节局部平衡，在 OA 发生、进展中发挥作用。 
总之，多种途径参与了 OA 的发生发展过程，我们利用生物信息学分析方法，发现多个差异表达基

因和相关通路，尤其是 ABCA6、AOX1 基因，可能在 OA 早期和晚期的进展中发挥重要作用，它们共同

影响 OA 的发生、进展，为 OA 分子机制研究提供了另一途径。然而，目前的研究存在局限性，需要进

一步细胞、动物实验和人体研究的证明，进一步了解引发骨关节炎的发病机制，为 OA 诊断和治疗提供

潜在的策略。以便开发有针对性、个性化的治疗方法，帮助人们预防或减缓 OA 的发展。 
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