
JOURNAL OF ZHEJIANG UNIVERSITY（MEDICAL SCIENCES）
浙 江 大 学 学 报（ 医 学 版 ） 2024 年 12 月

December 2024

骨质疏松铁死亡相关基因的生物信息学
分析及实验验证
夏玉双 1，王 博 2，潘鹏飞 1，任祥顺 2，高李侠 2，熊 键 2，马 艳 2

1. 湖北中医药大学第一临床学院，湖北 武汉 430061
2. 湖北中医药大学附属武汉市第一医院（武汉市中西医结合医院）康复医学中心，

湖北 武汉 430022

［摘 要］　目的: 借助生物信息学技术探究骨质疏松中铁死亡的基因靶点并利

用体外实验验证骨质疏松中铁死亡关键基因，探讨铁死亡在骨质疏松中的作用机

制。方法: 在基因芯片公共数据库中筛选骨质疏松相关基因数据集 GSE35958 并

进行数据矫正分析；在 FerrDb 数据库中筛选铁死亡相关基因，并与数据集

GSE35958 差异表达基因取交集得到骨质疏松中铁死亡相关差异表达基因，然后

进行差异表达基因的基因本体（GO）与京都基因和基因组数据库（KEGG）富集分

析；分析差异表达基因的 Spearman 相关系数，并绘制蛋白质-蛋白质相互作用网

络，然后利用 Cytoscape 软件 CytoHubba 插件中 Degree、MNC、EPC、MCC 和 DMNC
五种方法筛选出骨质疏松铁死亡关键基因；采用受试者操作特征（ROC）曲线评估

关键基因对骨质疏松的诊断价值；将非骨质疏松患者来源的骨髓间充质干细胞作

为对照组，骨质疏松患者来源的骨髓间充质干细胞作为骨质疏松组，采用定量逆

转录聚合酶链反应法对两组铁死亡关键基因的信使 RNA 表达进行验证。结果:
共筛选出 32 个骨质疏松铁死亡相关差异表达基因，包括 26 个上调基因和 6 个下

调基因。GO 富集分析表明，32 个基因主要参与细胞间黏附、脂质代谢过程、细胞

因子反应等过程；KEGG 富集分析表明这些基因主要参与黏着斑、丝裂原活化蛋

白激酶（MAPK）、PI3K-Akt、Wnt 等信号通路。Spearman 相关性分析显示差异表达

基因之间存在一定相关性。进一步分析获得 MAPK3、CDKN1A、MAP1LC3A、TNF、

RELA 和 TGF-β1 等六个骨质疏松铁死亡关键基因。ROC 曲线显示，这六个关键基

因在骨质疏松中具有良好的诊断性能，有望成为骨质疏松潜在生物标志物。体外

实验证实六个骨质疏松铁死亡关键基因在对照组与骨质疏松组间差异有统计学

意义（均 P<0.05）。结论: 确定了六个骨质疏松铁死亡关键基因可以作为骨质疏松

的生物标志物，为骨质疏松的早期诊断和治疗提供了新思路。
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Ferroptosis-related genes in osteoporosis: a bioinformatics 
analysis and in vitro study
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［Abstract］  Objective: To explore ferroptosis-related genes in osteoporosis through 
bioinformatic analysis and in vitro study. Methods: Osteoporosis-related genes were 
identified from dataset GSE35958 in the Gene Expression Omnibus database; and the 
ferroptosis-related genes were identified from the FerrDb database. These were intersected 
with the differentially expressed genes in GSE35958 to obtain ferroptosis-related genes 
in osteoporosis. Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
(KEGG) enrichment analysis were performed for the differentially expressed genes. And 
Spearman correlation and protein-protein interaction network analysis were performed. 
Then, the hub genes of ferroptosis in osteoporosis were screened by Degree, MNC, EPC, 
MCC and DMNC in Cytoscape software CytoHubba plugin; and analyzed with receiver 
operating characteristic (ROC) curves. The bone marrow mesenchymal stem cells from 
osteoporosis patients (osteoporosis group) and non-osteoporosis patients (control group) 
were subjected to quantitative reverse transcription polymerase chain reaction to detect 
the messenger RNA expression of ferroptosis hub genes in both groups. Results: A total 
of 32 differentially expressed genes related to ferroptosis in osteoporosis were identified, 
including 26 up-regulated genes and 6 down-regulated genes. GO enrichment analysis 
showed that the identified genes were mainly involved in intercellular adhesion, lipid 
metabolism and cytokine response. KEGG enrichment analysis showed that the genes 
were mainly involved in signaling pathways of adhesive plaques, MAPK, PI3K-Akt, and 
Wnt. Spearman correlation analysis showed correlation among differentially expressed 
genes. Six hub genes for ferroptosis in osteoporosis were obtained, namely MAPK3, 
CDKN1A, MAP1LC3A, TNF, RELA, and TGF-β1. ROC curve analysis showed that these 
hub genes had good diagnostic performance in osteoporosis and may become potential 
biomarkers of osteoporosis. In vitro experiments confirmed significant differences in 
these hub genes between the control group and the osteoporosis group (all P<0.05). 
Conclusion: This study has identified six ferroptosis-related hub genes in osteoporosis, 
which may be used as novel biomarkers for the early diagnosis and treatment of 
osteoporosis.

［Key words］ Osteoporosis; Ferroptosis; Bioinformatics; In vitro test; Biomarker
[J Zhejiang Univ (Med Sci), 2024, 53(6): 680-690.]
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［缩略语］ 基因芯片公共数据库（Gene Expression Omnibus，GEO）；倍数变化（fold 
change，FC）；用于注释、可视化及集成发现数据库（the Database for Annotation， 
Visualization and Integrated Discovery，DAVID）；基因本体（Gene Ontology，GO）；京

都基因和基因组数据库（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）；蛋白

质 -蛋 白 质 相 互 作 用（protein-protein interaction，PPI）；受 试 者 操 作 特 征 曲 线

（receiver operating characteristic curve，ROC曲线）；曲线下面积（area under the curve，
AUC）；定量逆转录聚合酶链反应（quantitative reverse transcription polymerase chain 
reaction，qRT-PCR）；互补 DNA（complementary DNA，cDNA）；甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）；丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-

activated protein kinase，MAPK）；磷脂酰肌醇3-激酶（phosphoinositide 3-kinase，PI3K）；

肌 球 蛋 白 重 链（myosin heavy chain，MYH）；二 氢 硫 辛 酰 胺 S- 琥 珀 酰 转 移 酶

（dihydrolipoamide S-succinyltransferase，DLST）；异质核核糖核蛋白 L（heterogeneous 
nuclear ribonucleoprotein L，HNRNPL）；酪氨酸 3-单加氧酶/色氨酸 5-单加氧酶活

化蛋白（tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein 
beta，YWHAB）；短/支链酰基辅酶 A 脱氢酶（acyl-CoA dehydrogenase short/branched 
chain，ACADSB）；酰基辅酶 A 合成酶家族（acyl-CoA synthetase family，ACSF）；热

休克转录因子（heat shock transcription factor，HSF）；早幼粒细胞白血病基因

（promyelocytic leukemia，PML）；肿瘤蛋白（tumor protein，TP）；肿瘤坏死因子（tumor 
necrosis factor，TNF）；葡萄糖 -6-磷酸脱氢酶（glucose-6-phosphate dehydrogenase，
G6PD）；原癌基因，NF-κB亚基（RELA proto-oncogene， NF-κB subunit，RELA）；转化

生长因子（transforming growth factor，TGF）；细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 1A
（cyclin dependent kinase inhibitor 1A，CDKN1A）；微管相关蛋白 1 轻链 3（microtubule 
associated protein 1 light chain 3 alpha，MAP1LC3A）；免 疫 球 蛋 白 超 家 族

（immunoglobulin superfamily，IGSF）；分化抗原（cluster of differentiation，CD）；突触后

致密蛋白（postsynaptic density protein，PSD）；核因子 κB 配体受体激活剂（receptor 
activator of nuclear factor-κB ligand，RANKL）

骨质疏松是常见的代谢性骨病，好发于中老

年人群，尤其是绝经期女性。由于骨量丢失和骨

组织微结构破坏，骨脆性增加，导致患者发生骨

折的可能性增加，不仅严重影响患者的生活质

量，还会增加患者死亡的风险［1］。随着人口老龄

化的不断加剧，骨质疏松逐渐成为一个日益严重

的公共卫生问题，不仅给患者的日常生活带来不

便，导致其生活质量下降，还会增加其经济压力。

目前骨质疏松的具体发病机制尚未完全阐明，治

疗方法也有限。

铁死亡于 2012 年被描述为铁依赖性非凋亡

细胞死亡形式，是一种新型细胞死亡，其关键因

素是铁代谢异常导致的铁过载和脂质过氧化［2］。

研究表明，铁过载会减弱成骨细胞的活性并降低

其分化，同时会加强破骨细胞的增殖和分化，从

而导致体内骨重塑异常，引起骨质疏松［3］。Cheng

等［4］研究发现，体内铁含量超载会降低骨密度，主

要是促进Ⅰ型胶原蛋白的降解，并引发严重炎症

反应，最终导致骨质疏松。对 167 名绝经后妇女

的临床资料进行研究的结果表明，脂质过氧化标

志物氢过氧化物的血清水平与全身骨密度相关，

其水平升高，则骨密度降低［5］。上述研究表明，铁

死亡与骨质疏松关系密切，但铁死亡在骨质疏松

中的具体作用机制仍未阐明。本研究拟通过美

国国家生物信息技术中心 GEO 数据库，挖掘骨质

疏松铁死亡相关生物标志物，并通过体外试验进

行验证，从而为骨质疏松的诊治提供新的思路。

1　材料与方法

1. 1　数据收集和整理

在 GEO 数据库（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/
geo/）中检索人类基因芯片样本，检索词设置为
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“Osteoporosis”，筛选得到 GSE35958 数据集。该

数 据 集 基 于 GPL570 平 台 ，是 由 Benisch 等［6］于

2012 年 2 月 21 日提交至国家生物技术信息中心

基因表达综合中心数据库中骨髓来源的数据集，

包括 5 例老年骨质疏松间充质干细胞捐献者（均

为女性，年龄分别为 79、94、87、82、89 岁）和 4 名

年龄匹配的非骨质疏松间充质干细胞捐献者（三

女 一 男 ，年 龄 分 别 为 79、80、89、79 岁）。 通 过

FerrDb 数据库（http：//zhounan.org/ferrdb/）检索获

取 铁 死 亡 相 关 基 因 。 收 集 2022 年 1 月 1 日 至

2023 年 12 月 31 日在武汉市第一医院康复医学科

行全髋关节置换术患者的骨髓标本，根据其骨密

度检查结果分为对照组和骨质疏松组。

1. 2　筛选骨质疏松差异表达基因

对 GSE35958 进行数据校正和数据归一化；

利用主成分分析法观察整体分布，并识别是否具

有离散样本的存在；利用 t 检验分析并基于假设

检验对 P 值进行校正，筛选出校正后 P<0.05 且

|logFC|>1 的基因作为差异表达基因，并构建火山

图，通过 R 软件 pheatmap 包构建热图从而进行可

视化处理。

1. 3　筛选骨质疏松铁死亡差异表达基因

利用 Hiplot 在线工具（https：//hiplot.com.cn/）
将骨质疏松差异表达基因与铁死亡相关基因进

行交集并绘制韦恩图，交集基因即为骨质疏松铁

死亡相关基因。

1. 4　骨质疏松铁死亡差异表达基因功能富集

分析

利用 DAVID 数据库（http：//david.ncifcrf.gov）
对骨质疏松中铁死亡差异表达基因进行 GO 和

KEGG 富集分析。

1. 5　 不 同 骨 质

疏松铁死亡差异

表达基因的相关

性分析

利 用 Hiplot
在线工具（https：//
hiplot. com. cn/）对

铁死亡差异表达

基因的表达水平

进 行 Spearman 相

关 性 分 析 ，以 探

索骨质疏松中这

些基因之间的内在关系。

1. 6　骨质疏松铁死亡差异表达基因蛋白网络构

建及模块分析

在 STRING 数 据 库（https：//string-db. org/）中

构建铁死亡差异表达基因的 PPI 网络，设定筛选

阈值为不小于 0.4，去掉孤立的节点并对网络进

行优化，获得铁死亡差异表达基因 PPI 数据，并使

用 Cytoscape 软件（https：//cytoscape.org/）对 PPI 数

据进行可视化处理。

1. 7　骨质疏松铁死亡关键基因筛选及其诊断价

值判断

利用 Cytoscape 软件 CytoHubba 插件中 Degree、

MNC、EPC、MCC 和 DMNC 等五种方法筛选出前十

个节点基因并作交集，得到铁死亡关键基因。通

过 Sangerbox 平台（http：//vip.sangerbox.com/home.
html）内置的工具绘制 ROC 曲线，分析关键基因

的特异性表达情况，并挖掘骨质疏松诊断的生物

标志物。AUC 是评价关键基因的诊断性能的特

异性指标。AUC 取值范围为 0.5~1.0，取值越接近

1，诊断性能越好。

1. 8　qRT-PCR 法检测骨质疏松患者铁死亡相关

基因表达

采用既往分离培养骨髓间充质干细胞的方

法［7］，将对照组和骨质疏松组骨髓间充质干细胞

培养至第三代细胞用于后续实验。将两组骨髓间

充质干细胞用磷酸盐缓冲液冲洗两遍，加入 1 mL 
TRIzol 试剂提取总 RNA，取 1 µL 测定其浓度，逆

转录生成 cDNA 后进行定量聚合酶链反应。引物

序 列 见 表 1。 反 应 体 系 为 20 µL，包 含 SYBR 
Green qPCR Mix 10 µL、上下游引物（10 µmol）各

表1　qRT-PCR 引物序列
Table 1　Primer sequences of qRT-PCR

基 因

MAPK3

MAP1LC3A

TNF

TGF-β1

CDKN1A

RELA

GAPDH

引物序列（5´→3´）
上游：GGACCTGATGGAGACTGACCTG，下游：TGGCGGAGTGGATGTACTTGAG
上游：GCCTTCTTCCTGCTGGTGAAC，下游：AAGCCGTCCTCGTCTTTCTCC
上游：CTCATCTACTCCCAGGTCCTCTTC，下游：CGATGCGGCTGATGGTGTG
上游：GCAACAATTCCTGGCGATACCTC，下游：CCTCCACGGCTCAACCACTG
上游：CCTGCCGCCGCCTCTTC，下游：CTCCAGTGGTGTCTCGGTGAC
上游：CCTGTCCTTTCTCATCCCATCTTTG，下游：GCTGCCAGAGTTTCGGTTCAC
上游：CCTGCACCACCAACTGCTTA，下游：GGTCAGGTCCACCACTGACA

产物大小
（bp）

116
92
82

112
131

87
287

qRT-PCR：定量逆转录聚合酶链反应；MAPK：丝裂原活化蛋白激酶；MAP1LC3A：微管相关蛋白 1 轻链 3；

TNF：肿瘤坏死因子；TGF-β1：转化生长因子 β1；CDKN1A：细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 1A；RELA：原癌

基因，NF-κB 亚基；GAPDH：甘油醛-3-磷酸脱氢酶 .
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1 µL、cDNA 模板 2 µL 和去 RNA 酶水 6 µL。反应

条件：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 10 s，60 ℃退火

延伸 30 s，40 个循环。每个样本重复三次。采用

2－ΔΔCt法计算目的基因经内参 GAPDH 标准化后的

相对表达量。

1. 9　统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析。计量资

料符合正态分布，采用均数±标准差（x̄±s）表示，

两两比较采用 LSD-t 检验。P<0.05 为差异有统计

学意义。

2　结 果

2. 1　骨质疏松差异表达基因筛选结果

运用主成分分析法降维分析 GSE35958 数据

集，结果表明该数据的可重复性是可靠的（图 1）。

对 GSE35958 数据集中的 9 例骨髓间充质干细胞

样本表达数据进行差异分析，筛出差异表达基因

共 1177 个，包括 997 个上调基因和 180 个下调基

因，见图 2。

2. 2　骨质疏松铁死亡差异表达基因筛选结果

通过 FerrDb 数据库获得铁死亡相关基因 469
个，与骨质疏松差异表达基因取交集共获得 32 个

骨质疏松铁死亡基因，其中 26 个上调基因和 6 个

下调基因，见图 3 和附表 1。

2. 3　骨质疏松铁死亡相关差异表达基因 GO 和

KEGG 富集分析结果

对 32 个骨质疏松铁死亡相关差异表达基因

进行 GO 和 KEGG 富集分析显示，生物过程主要

涉及细胞间黏附、脂质代谢过程、细胞因子反应

等；细胞成分显示其主要存在于细胞-细胞黏附

连接、黏着斑中；分子功能主要在蛋白质结合中

发挥作用。KEGG 富集分析表明，骨质疏松中铁

死亡基因主要在黏着斑和 MAPK、PI3K-Akt、Wnt
等信号通路发挥作用。见图 4。

2. 4　骨质疏松铁死亡相关差异表达基因之间的

相关性

对 32 个骨质疏松铁死亡相关差异表达基因

进行 Spearman 相关性分析结果显示，MYH10 与

DLST、HNRNPL 正相关，YWHAB 与 ACADSB、ACSF2
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图1　GSE35958 数据集的主成分分析结果
Figure 1　Results of principal component analysis in 

the GSE35958 dataset
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Figure 2　Heat map and volcano diagram of deferentially expressed genes in the GSE35958 dataset
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以及 MYH10 正相关，提示上述基因

之间的表达呈现相互促进的作用；

而 HSF1 与 DLST，PML 与 DLST、

HNRNPL 及 MYH10 负相关，表明这

些基因呈现相互抑制的作用。见

附图 1。

PPI 分析结果显示，PPI 网络

一共由 27 个节点和 120 条边组成，

其 中 TP53、TNF、MAPK3、G6PD、

RELA、TGF-β1、CDKN1A、MAP1LC3A
具有较高节点度（图 5），提示其相

应基因可能是骨质疏松铁死亡的

关键靶点基因。

2. 5　骨质疏松铁死亡关键基因筛

选结果

通过 CytoHubba 五种算法计算

PPI 网络中前十个基因作为枢纽基

因 ，并 进 行 交 叉 映 射 ，最 终 确 定

MAPK3、CDKN1A、MAP1LC3A、TNF、

RELA 和 TGF-β1 为骨质疏松铁死
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Figure 3　Hierarchical clustering heat map of genes related to ferroptosis 

in osteoporosis
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图4　32 个骨质疏松铁死亡相关差异表达基因的 GO 分析和 KEGG 通路功能富集分析结果
Figure 4　GO analysis and KEGG pathway functional enrichment analysis of 32 differentially expressed genes related to 

ferroptosis in osteoporosis
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亡关键基因。

2. 6　骨质疏松铁死亡关键基因的诊断价值

ROC 曲 线 显 示 ，RELA、MAPK3、MAP1LC3A、

TNF、CDKN1A 和 TGF-β1 诊断骨质疏松的 AUC 分

别为 1.00、0.85、0.85、0.80、0.80 和 0.50（图 6），提示

这六个关键基因在骨质疏松中具有良好的诊断

性能，有望成为骨质疏松的潜在生物标志物。

2. 7　骨质疏松铁死亡基因表达离体细胞验证

结果

qRT-PCR 法结果表明，与对照组比较，骨质

疏松组 TNF、MAPK3、RELA、MAP1LC3A、TGF-β1、

CDKN1A mRNA 表达增加（均 P<0.05，附图 2），与

生物信息学分析结果一致。

3　讨 论

骨质疏松是一种与全身代谢密切相关的疾

病，由多种原因引起骨代谢、骨重塑异常，导致骨

密度降低，严重时可并发骨折。近年来，铁死亡

对骨质疏松调控作用的相关研究逐渐增多。骨

质疏松患者往往会有铁代谢紊乱、脂质过氧化

等，并进一步出现铁死亡［8］。有研究发现铁死亡

可以调控骨重塑，导致骨吸收增多，进而使骨质

脱失发展为骨质疏松［9］，但其具体机制和相关信

号通路及靶分子尚未明确。探究铁死亡对于成

骨细胞和破骨细胞的调节作用，挖掘其生物标志

物，可能可以为骨质疏松的防治提供新的思路。

TGF-β1MAPK3TRIM28

SNRPA

HNRNPL

ALYREF

CDKN1A

FSCN1

PGD

G6PD

GPI

UBA1

TXNIP
TNFRELA

BAP1

TP53

HIC1

PML

BANF1

MAP1LC3A

ULK1

ATG13

HSF1

YWHAB

FASN

DLST

每个节点代表一种蛋白质，每条边代表一种蛋白质-

蛋白质相互作用 . 红色表示上调，绿色表示下调 .
图5　骨质疏松铁死亡相关差异表达基因蛋白质-

蛋白质相互作用网络
Figure 5　Protein-protein interaction network of 

ferroptosis-related differential genes in 
osteoporosis
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本文在 GEO 数据库中获得骨质疏松表达基

因 GSE35958 数据集，并对其 9 名捐献者间充质干

细胞基因表达数据进行差异分析，从 FerrDb 数据

库筛选铁死亡相关基因。然后将骨质疏松差异

表达基因和铁死亡相关基因相交集后得到 32 个

骨质疏松铁死亡基因。对筛选出来的 32 个骨质

疏松铁死亡基因进行 GO 功能注释发现，其在生

物过程中主要参与了细胞间黏附、脂质代谢过

程、细胞因子反应等。研究显示，破骨细胞的成

熟需要来自细胞表面受体的相关信号传导，其中

细胞黏附分子家族的 IgSF11 和 CD44 对破骨细胞

分化起着重要的调节作用：IgSF11 通过与 PSD-95
结合在破骨细胞分化中起着重要作用，IgSF11 缺

乏会导致破骨细胞分化受损；当细胞间相互作用

条件不佳时，表达 CD44 的破骨细胞可以通过与

PSD-95 结合来弥补 IgSF11 的缺乏［10-11］。脂质代

谢过程中胆固醇代谢在各种类型的骨质疏松中

发挥了重要作用：血清胆固醇水平升高，相关氧

化应激和全身炎症增加，使骨吸收增加和骨形成

减少，从而破坏骨代谢的内在平衡，导致骨质流

失［12-13］。如他汀类药物不仅可以用于降脂，还可

用于促进骨生成和抑制溶骨转移，从而起到骨骼

保护的作用［14］。在炎症反应过程中，细胞因子被

激活的同时分泌增加，破坏了成骨细胞，促进破

骨细胞的分化，因此被认为是炎症相关骨质疏松

的介质［15］。有研究表明，IL-6 多态性与骨密度显

著相关，在骨质流失中发挥重要作用［16-17］。本研

究中，GO 细胞成分分析显示骨质疏松铁死亡基

因主要存在于细胞-细胞黏附体连接、黏着斑中，

这些基因所在细胞成分对基于铁死亡挖掘骨质

疏松发病机制及干预治疗可能有帮助，而在分子

功能上主要在蛋白结合中发挥作用。研究发现，

低血清维生素 D 结合蛋白水平与低骨密度相关，

可用于骨质疏松早期检测［18］。RNA 结合蛋白人

抗原 R 可以促进低密度脂蛋白受体相关蛋白 6 的

表达，激活下游 Wnt 通路，促进成骨分化，从而缓

解骨质疏松的进展［19］。因此，探讨铁死亡在骨代

谢尤其是成骨细胞和破骨细胞中的调节作用或

许对于骨质疏松机制的研究具有重要意义。

KEGG 富集分析表明，骨质疏松铁死亡基因

在 黏 着 斑 中 发 挥 作 用 ，同 时 也 参 与 了 MAPK、

PI3K-Akt、Wnt 等信号通路。研究发现，黏着斑蛋

白 Kindlin-2 缺失促进破骨细胞形成，减少成骨细

胞，从而控制骨重塑并调节骨稳态，或可为骨质

疏松提供潜在靶点［20］。研究还发现，黏着斑信号

通 路 是 泼 尼 松 龙 所 致 骨 质 疏 松 的 关 键 信 号 通

路［21］。研究发现，Wnt 信号通路与骨代谢密切相

关，可促进成骨细胞的增殖分化；Wnt 信号传导

还可以调节破骨细胞的分化，Wnt 信号传导增强

可抑制破骨细胞分化，反之则诱导破骨细胞分化

并促进骨吸收［22］。因此，Wnt 信号通路或许可以

成为骨质疏松新的治疗途径。MAPK 信号通路

是巨噬细胞集落刺激因子和 RANKL 在调控破骨

细胞增殖分化和骨吸收的必要途径［23］，前者通过

MAPK 信号通路活化调节破骨细胞前体增殖，后

者则调节破骨细胞的分化［24-25］。此外，研究还发

现 MAPK 信号通路可以通过炎症反应诱导铁死

亡［26］。益骨汤可以通过 PI3K-Akt 信号通路调控

骨髓基质干细胞分化为成骨细胞，从而预防和治

疗骨质疏松［27］，但其与其他信号通路之间的相互

作用尚未明确。以上结果表明，骨质疏松铁死亡

基因能够通过调节成骨细胞和破骨细胞的增殖

分化从而影响骨代谢、骨重塑，但其具体机制有

待进一步研究。

基于 Spearman 相关性分析和 PPI 网络，本文

资料显示骨质疏松铁死亡基因之间关系密切。通

过 CytoHubba 插件最终确定了六个骨质疏松中与

铁死亡有关的关键基因，包括 MAPK3、CDKN1A、

MAP1LC3A、TNF、RELA 和 TGF-β1。ROC 曲线结

果显示，这六个铁死亡相关关键基因的 AUC 均大

于 0.50，在骨质疏松标本中具有较高的诊断价

值，其中 RELA 的诊断价值最高（AUC=1.00）。因

此，上述六个关键基因有望成为骨质疏松潜在生

物标志物。qRT-PCR 法结果也显示了六个关键

基 因 在 对 照 组 与 实 验 组 中 具 有 显 著 差 异 。

MAPK3 也称为 ERK1，是 MAPK 信号通路中的关

键靶点之一，能够正向调节破骨细胞分化和骨吸

收，表明了 MAPK3 靶向治疗骨质疏松的潜力［28］。

CDKN1A 调控的基因主要参与破骨细胞分化的上

游调节因子，通过调节破骨细胞分化参与骨质疏

松的发病机制，并提出将 CDKN1A 作为骨质疏松

发病的早期预警信号，可以针对该指标设计治疗

方法，从而提高对骨质疏松分子发病机制的理解，

以 便 早 期 诊 断 甚 至 缓 解［29］。 MAP1LC3A 是

MAP1LC3 的两种形式之一，可以通过诱导自噬影

响骨稳态，调节成骨细胞和破骨细胞等［30］，并且
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自 噬 功 能 障 碍 或 可 导 致 骨 质 疏 松 的 发 生 和 加

剧［31-32］。TNF 是一种炎症细胞因子，会导致多种炎

症相关疾病，其通过对成骨细胞和破骨细胞的影

响参与骨重塑的重要过程，直接激活破骨细胞前

体或通过诱导成骨细胞产生 NF-κB 配体的受体-

激活剂来增加骨质流失［33］，因此通过抗 TNF 治疗

或许可以改善骨质疏松患者的骨密度，延缓其进

展。NF-κB 是 TNF 信号通路的靶点之一，可以通

过介导炎症调节骨重塑［34］，而 RELA 是 NF-κB p65
亚基，能够调节炎症反应，对于破骨细胞至关重

要，能够阻断 RANKL 诱导的凋亡 JNK-Bid 信号通

路，从而促进破骨细胞的分化［35］，这说明 RELA 信

号通路是治疗骨质疏松表型的关键靶点。TGF-β
广泛存在于骨组织中，在骨骼重塑中起着重要作

用，参与成骨细胞和破骨细胞的调节，促进骨形

成［36］，抑制骨吸收［37］；参与软骨发育的过程，促进

软骨细胞分化并维持关节软骨的完整性［38-39］。

TGF-β1 是 TGF-β 的亚型，主要存在于骨骼中，由

成骨细胞产生，是骨质疏松研究的热门基因。一

方面，TGF-β1 促进前成骨细胞的增殖分化并诱导

成骨细胞的成熟［40］；另一方面，TGF-β1 因其浓度

的不同而对破骨细胞产生截然不同的影响，低浓

度 TGF-β1 可促进破骨细胞成熟，而高浓度则抑

制破骨细胞的成熟［41-42］。TGF-β1 可以通过诱导

间充质祖细胞中 TRAF3 的降解减少成骨细胞分

化及增加破骨细胞形成［43］。此外，有学者发现

TGF-β1 信号通路可能是天癸散治疗绝经后骨质

疏松的靶点［44］。相关研究表明，TGF-β1 可以通

过独立于 RANKL、TRAF6 和 NF-κB 的机制增强

TNF-α 诱导的破骨细胞形成［45］，然而其他分子之

间是否相互联系从而影响骨重塑目前未见报道，

因此进一步研究其分子关系是有必要的，或可为

骨质疏松提供新的治疗思路和方法。

综上，本研究利用生物信息学手段探究骨质

疏松铁死亡有关作用机制，发现铁死亡可以通过

调节成骨细胞和破骨细胞等的增殖分化而影响骨

稳态和骨密度，也可能与 MAPK、PI3K-Akt、Wnt 信

号通路等有关。本研究通过生物信息学和 qRT-

PCR 法证实 MAPK3、CDKN1A、MAP1LC3A、TNF、

RELA、TGF-β1 可作为骨质疏松铁死亡的生物标

志物，为骨质疏松的治疗提供了新的思路和方

向。同时，这些差异标志物可能独立存在，也可

能互相联系而影响骨重塑。由于 GEO 数据库中

有关骨质疏松的样本数有限，本研究的结果可能

与实际情况存在一定的偏差，需要进一步临床

验证。

本文附表、附图见电子版。
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· 学术动态 ·
张龙教授团队发现细胞内乳酸感知蛋白及其机制

2024 年 9 月 25 日，浙江大学生命科学研究院张龙教授团队在《自然》（Nature）发表了最新研究成果论文“AARS1 and 

AARS2 Sense L-lactate to regulate cGAS as globally lysine lactyltransferases”（DOI：10.1038/s41586-024-07992-y），揭示了

丙氨酰-tRNA 合酶（AARS）1 和 AARS2 感知 L-乳酸并通过乳酸化修饰调控关键免疫蛋白环鸟苷酸-腺苷酸合酶（cGAS）

的分子机制，为乳酸堆积与疾病之间的联系提供了全新视角，提示了开发针对乳酸相关疾病治疗策略的新思路。

研究人员通过全基因组 CRISPR 筛选发现，敲低 AARS1 或 AARS2 后，细胞内乳酸化修饰显著下降，验证了这两种酶

是乳酸感知和修饰的重要执行者。进一步的结构研究表明，AARS1 和 AARS2 通过结合 L-乳酸能够催化不依赖辅酶 A

的乳酸化反应，这是自酰化修饰发现 50 多年来首次发现的全新催化模式。

在高乳酸条件下，AARS2 直接与免疫“监视器”蛋白 cGAS 相互作用，导致其氨基端关键赖氨酸（Lys131 位点）发生

乳酸化修饰。这一修饰显著降低了 cGAS 与 DNA 结合的能力，使其无法产生环鸟苷酸-腺苷酸（cGAMP），从而抑制了下

游免疫反应。通过与未修饰的 cGAS 对比，研究人员发现乳酸化的 cGAS 不仅活性受损，还倾向于形成小且呈凝胶状的

液滴，而非具有较高流动性的免疫活性液滴。进一步的小鼠模型研究证实，cGAS 的乳酸化显著抑制了免疫监视功能，

从而加剧了多种乳酸相关疾病的病情。这一发现揭示了乳酸堆积通过“隐形”免疫监视器的分子机制，为癌症及免疫系

统疾病的治疗提供了潜在靶点。

该研究利用遗传密码扩展技术制备了特定位点乳酸化的蛋白质，成功解析了乳酸化修饰对蛋白质功能的影响。这

一技术为研究翻译后修饰的功能提供了全新工具，同时为开发特异性靶向 AARS1/2 的抑制剂以缓解高乳酸血症奠定了

基础。

李赫羽博士研究生为论文第一作者。研究获得国家杰出青年科学基金、国家重点研发计划等资助。

􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏􀤏

·· 690


