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摘要 目的：筛选遗传性骨病相关的致病基因和其相关的 miRNA，并研究两者相互作用关系以及在遗传性骨病中的作用。方法：本

研究应用生物信息学的方法，首先应用 mirwalk和《国际遗传性骨病分类标准》分析遗传性骨病的致病基因，根据筛选出来的致病

基因利用 mirwalk的 10个预测 mirna搜索引擎功能，搜索致病基因的相关 miRNA，并应用 excel工作表统计分析 mirna的靶向致

病基因；再应用 Cytoscape软件分析致病基因和相关 mirna之间的相互作用关系。结果：本研究中与遗传性骨病密切相关的基因

可以分为四类：第一类为成骨不全类基因 COL1A1、COL1A2等；第二类为骨密度降低类基因如 ACVR1、ALX1等；第三类为骨密

度增加类基因如 CASR、DMTF1等；第四类为通过作用骨干参与骨密度增加的基因如 TGFBR1、MYCN等。其中与成骨不全关系

最为密切的 mirna是 hsa-miR-26b、hsa-miR-19、hsa-miR-200c；与骨密度降低关系最为密切的 mirna是 hsa-miR-138、hsa-miR-505；

与骨密度增加关系最为密切的 mirna是 hsa-miR-196a、hsa-miR-200b、hsa-miR-19b。结论：mirna可通过调控遗传性骨病致病基因

在其病理过程中起到重要作用，提示上述 mirna可能是成为遗传性骨病产前筛查和临床药物治疗的新靶点。
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Interaction Analysis of Disease Genes and Related miRNA
in Genetic Bone Disease*

To screen the disease genes and its related miRNA, and to study the interaction between the two and the

role of genetic bone disease. This study applied the method of bioinformatics, firstly analyzed pathogenic gene of genetic bone

disease by mirwalk and "international standard classification of genetic bone disease". According to the screening out of the pathogenic

genes, Used mirwalk's 10 prediction miRNA search engine function, searched for the disease genes related to miRNA, and the excel

work table was used to analyze the target genes of miRNA, cytoscape software was used to analyze the interaction between pathogenic

genes and miRNA. This study was closely associated with genetic bone disease genes can be divided into four categories: The

first category was osteogenesis imperfecta type gene such as COL1A1, COL1A2, etc; The second category was the decreased bone densi-

ty genes such as ACVR1, ALX1, etc; The third category was the increased bone density genes such as CASR, DMTF1, etc; The fourth

category was functional backbone participates in bone density increase genes such as TGFBR1, MYCN, etc. With osteogenesis imperfec-

ta which most closely mirna was hsa-miR-26b, hsa-miR-19, hsa-miR-200c, the hsa-miR-138 and hsa-miR-505 were the most closely re-

lated to the decreased bone density, the mirna with most closely related to the increased bone density was hsa-miR-196a, hsa-miR-200b,

hsa-miR-19b. Mirna play an important role in the pathogenesis of genetic bone disease by regulating pathogenic genes,which

show that the above mirna may become a new therapeutic target of prenatal screening and clinical drugs.
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·生物信息学·

前言
遗传性骨病通常是由于遗传物质（deoxyribonucleic acid，
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DNA）发生变异后，产生的骨骼畸形或者发育不全的病症，可导

致患者体格矮小、局部骨骼不成比例生长、局部骨骼发育不全

等畸形症状，从而严重威胁患者的身体健康和儿童的正常发

育[1-3]。根据国内外临床研究结果显示[4-6]，遗传性骨病具有遗传

性、临床出现多种病变、危害巨大及临床效果不理想等特征，目

前遗传性骨病的防治主要措施还是在于致病基因的筛查。如

Ho Duy B 的研究结果指出，COL1A1、COL1A2基因的突变会

导致骨质疏松、骨脆性增加、结缔组织异常等成骨不全类疾病

的发生[7]。但是也有不同的观点指出，单纯性研究遗传性骨病的

突变基因还是存在一定的局限性。由于致病性基因在人体内的

表达受到其相关 miRNA的调控，研究遗传性骨病致病基因和

相关 miRNA的相互作用变得非常重要，如丁永利[8]的研究成

果表明 miR-133a能通过靶向钙结合蛋白（grancalcin）进而抑制

其蛋白表达量，最终抑制成骨细胞的分化。因此，本文通过筛选

遗传性骨病的主要致病基因以及其相关的 miRNA，并分析两

者的相互作用在遗传性骨病的作用，从而为全面系统的研究遗

传性骨病的发病机理提供理论基础和研究意义。

1 材料和方法

1.1 实验材料 本实验中所用的实验工具为 mirwalk、excel、

Cytoscape软件，其中应用 mirwalk分析遗传性骨病的致病基

因，根据筛选出来的致病基因利用 mirwalk的 10个预测 mirna

搜索引擎功能，搜索致病基因的相关 miRNA，并应用 excel工

作表统计分析 mirna的靶向致病基因；再应用 Cytoscape软件

分析致病基因和相关 mirna之间的相互作用关系。

1.2 实验方法

1.2.1 应用《国际遗传性骨病分类标准》初步筛选遗传性骨病的

致病基因 应用《国际遗传性骨病分类标准》初步筛选遗传性

骨病的致病基因，确定了 372种遗传性骨病的类型[9]，参考夏欣

一等[10]在遗传性骨病的分子遗传学进展研究中的成果，确定了

以骨密度降低、长骨发育不良等为代表的 37种疾病进行了致

病基因的筛选，从而确定其中 37组遗传性骨病的致病基因。

1.2.2 mirwalk 筛选致病基因和 miRNA 在使用 mirwalk 筛

选致病基因和 miRNA中，首先登录 mirwalk网站，点击左上角

第二行基因预测，底部十个预测引擎全勾选上，点击预测，预测

结果以 txt格式下载，导入 excel软件，每个基因单独一个工作

表，每组做一个总表；其次统计各组各基因及全部 mirnas及非

重复 mirnas在十个预测引擎下预测数 N≥ 9、N≥ 8、N≥ 7、N≥

6、N≥ 5 的数量（http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mir-

walk2/）。

1.2.3 excel统计 miRNA 的靶向致病基因 根据 mirwalk 筛

选的四种不同类型的致病基因组，分别构建四个基因组文件夹

下分别建立四个 excel工作表，各自导入 8，7，6，5的两列基

因和对应的 mirnas数据，建立原始数据，非重复 mirnas，不同基

因对应的 mirnas，重复与非重复 mirnas清单四个工作表，其中

原始数据工作表含基因和对应的 mirnas两列，非重复 mirnas

工作表含有基因，mirnas，重复次数三列，不同基因对应的 mir-

nas工作表含有 mirnas，基因数量，基因清单三列，重复与非重

复 mirnas清单含有 mirnas和重复次数两列。

1.2.4 Cytoscape软件分析致病基因靶向 miRNAs之间的相互

网络作用关系 在 Cytoscape 软件分析致病基因靶向 miR-

NAs之间的相互网络作用关系中，首先打开 cytoscape软件，左

上角 file，import，network，file，倒入两列数据，如果以 mirnas为

起点，基因为目标，则可以突出对基因影响较大的 mirnas，如果

以基因为起点，mirnas为目标，则可以显示出哪个基因受 mir-

nas的影响比较大。在导入数据后，通过 style对样式进行调节，

包括节点和边的各种样式选择，通过 layout进行布局的逻辑调

整。Mirnas与基因的关系简单，但数据庞大，是调整的难点。通

过 tools进行网络分析，包括节点大小和颜色等的渐变等结果

选择以图片形式导出，各种参数调到最大 (http://www.cy-

toscape.org/)。

2 结果

2.1 遗传性骨病致病基因类型的筛选结果

通过使用 mirwalk 和《国际遗传性骨病分类标准（2006

版）》筛选遗传性骨病致病基因，得到了四类不同的致病基因，

分别为：第一类为成骨不全类基因如 COL1A1、COL1A2等；第

二类为骨密度降低类基因如 ACVR1、ALX1等；第三类为骨密

度增加类基因如 CASR、DMTF1等；第四类为通过作用骨干参

与骨密度增加的基因如 TGFBR1、MYCN等，见表 1。

表 1 mirwalk和《国际遗传性骨病分类标准(2006版)》共同筛选遗传性骨病致病基因结果

Table 1 Mirwalk and "international standard classification of genetic bone disease(2006 Edition)" together to screen the genetic results of hereditary

osteopathy

Type of disease Pathogenicity gene

Osteogenesis imperfecta COL1A1、COL1A2、GNPTA、COL3A1、COL5A2、COL9A1

Decreased bone density ACVR1、ALX1、LBR、NOG、COL2A1

Increased bone density CASR、DMTF1

Functional backbone participates in bone density increase TGFBR1、MYCN、FBN1、HOXA11、GJA1、LEMD3

2.2 遗传性骨病致病基因靶向的 miRNA数量分析

在遗传性骨病致病基因类型的筛选中，根据致病基因基因

所靶向的 miRNAs在不同数据库中的共有情况得出结果，通过

分 析 可 以 看 出 ，COL1A1、COL1A2、ACVR1、ALX1、CASR、

DMTF1、TGFBR1、MYCN靶向的 mirna数量最多，见表 2。

2.3 miRNA靶向遗传性骨病致病基因的分析

在 miRNA靶向遗传性骨病致病基因的分析中，利用 Cy-

toscape 软件分析致病基因靶向 miRNAs 之间的相互网络作
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用，与成骨不全（COL1A1、COL1A2等）最为密切的 mirna是

hsa-miR-26b、hsa-miR-19、hsa-miR-200c； 与 骨 密 度 降 低

（ACVR1、ALX1 等）关系最为密切的 mirna 是 hsa-miR-138、

hsa-miR-505；与骨密度增加（CASR、DMTF1等）关系最为密切

的 mirna是 hsa-miR-196a、hsa-miR-200b、hsa-miR-19b，见表 3。

Gene 10 ≥ 9 ≥ 8 ≥ 7 ≥ 6 ≥ 5 ≥ 4 ≥ 3 ≥ 2 ≥ 1

COL1A1 0 7 9 18 44 93 148 213 338 528

COL1A2 0 5 12 25 46 69 93 136 228 392

GNPTA 0 0 0 3 6 18 39 69 99 126

COL3A1 0 2 9 21 38 76 127 203 315 509

COL5A2 0 1 6 19 28 56 82 169 256 358

COL9A1 0 0 0 7 15 28 57 123 196 292

ACVR1 0 4 11 26 57 138 207 367 523 856

ALX1 0 3 9 15 29 49 96 203 420 593

LBR 0 0 2 7 16 29 56 123 204 297

NOG 0 0 1 5 16 27 49 99 156 207

表 2 遗传性骨病致病基因靶向的 miRNA数量分析

Table 2 MiRNA quantitative analysis of miRNA target gene targeting of hereditary osteopathy

表 3 miRNA靶向遗传性骨病致病基因的分析

Table 3 Analysis of pathogenic genes of miRNA targeted hereditary osteopathy

MiRNA Gene number Gene type

hsa-miR-138 1 ALX1

hsa-miR-21 2 SEC24, DALPL

hsa-miR-26b 2 COL1A1, COL3A1

hsa-miR-196a 2 CASR, DMTF1

hsa-miR-505 4 ACVR1, COL2A1, LBR, NOG

hsa-miR-519a 2 COL1A1, COL3A1

hsa-miR-135b 5 COL1A2, COL2A1, COL3A1, COL5A2, COL9A1

hsa-miR-135a 1 SLCO5A1,

hsa-miR-299-5p 4 COL1A1, GNPTAB, COL3A1, GNPTAB

hsa-miR-144 2 COL1A1, COL3A1

hsa-miR-182 5 COL1A1, COL1A2, GNPTAB, COL3A1, SLCO5A1

hsa-miR-214 4 COL1A1, GNPTAB, COL3A1, GNPTAB

hsa-miR-145 2 COL1A1, COL3A1

hsa-miR-103 4 COL1A1, COL1A2, GNPTAB, COL3A1

hsa-miR-107 1 COL1A1

hsa-miR-181b 4 ACVR1, COL2A1, LBR, NOG

hsa-miR-19b 2 CASR, DMTF1

hsa-miR-19a 4 COL1A2, COL2A1, COL3A1, COL5A2

hsa-miR-142-5p 4 COL1A2, COL5A2, FBN1, COL9A1

hsa-miR-200c 6 COL1A2, COL2A1, COL3A1, COL5A2, COL9A1, FBN1

hsa-miR-200b 7 HOXA11, GJA1, LEMD3, MYCN, TRIP11, SLCO5A1, TGFBR1

hsa-miR-369-3p 2 SEC24, DALPL

hsa-miR-433 5 LRP5, GJA1, TRIP11, SLCO5A1, TGFBR1
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3 讨论

遗传性骨病根据其发病特点和致病因素，可分为 372种不

同的不同类型。由于不同类型遗传性骨病之间除了具有其自身

特点外，也具有其共同点，因此国际骨骼发育不良协会制定了

《国际遗传性骨病分类标准》，并经过多次修订后，确定了以骨

密度降低、长骨发育不良、骨密度增加、骨骼系统发育紊乱、肢

端发育不良等 37种典型的遗传性骨病。然而 Gibson BG[11]等人

的研究中指出，遗传性骨病应该以骨密度降低和骨密度增加为

核心因素，正是由于骨密度的变化才诱导了骨骼发育的畸形。

同时，Havill LM[12]等人的研究成果却认为成骨不全和骨密度的

变化并没有直接关系，而是与骨骼发育过程中的生物力学因素

密切相关。因此，本文在结合《国际遗传性骨病分类标准》和

mirwalk筛选的结果上确定了成骨不全、骨密度降低、骨密度增

加等为主要的疾病研究类型。

致病基因是遗传性骨病发病的物质基础，也是其发病的根

源，正是由于致病基因的突变导致了骨骼在发育成长过程中受

到阻碍，导致了一系列遗传性骨病的产生[13-15]。目前国际上公认

的遗传性骨病基为成纤维细胞生长因子受体 FGFR3、Ⅰ型胶

原基因 COL1A1和 COL1A2、Ⅱ型胶原基因 COL2A1。Ⅰ型胶

原基因 COL1A1和 COL1A2是骨骼和肌腱发育的关键调控基

因[16]。Ⅰ型胶原基因 COL1A1和 COL1A2的突变体遗传，通常

是通过常染色进行显性遗传的，其突变可以分为四种类型，分

别是[17]：基因多态性、氨基酸替换、DNA关键位点缺失、RNA剪

切过程中信号链丢失，且 COL1A1和 COL1A2突变的位点分

布与整个基因序列上，突变具有多样性。Ⅰ型胶原基因

COL1A1和 COL1A2的突变通常会导致骨质疏松、骨脆性增

加、结缔组织异常等成骨不全类疾病的发生[18]。在我们的研究

中，利用 mirwalk筛选遗传性骨病的致病基因，得出影响成骨

不全的核心基因为 COL1A1、COL1A2，也充分证明了

COL1A1、COL1A2突变是诱发成骨不全类遗传性骨病的根源。

在遗传性骨病的发病机理中，骨密度下降是骨质疏松和脆骨病

的发病主要机理，是一种以骨量减少，骨微结构破坏，导致骨脆

性增加，骨折危险性增加为特征的全身性代谢骨病[19]。而我们

的研究结果表面，利用 mirwalk筛选遗传性骨病的致病基因可

知道，影响骨密度降低的核心基因为 ACVR1、ALX1。因此，

COL1A1、COL1A2、ACVR1、ALX1 是主要的遗传性骨病致病

基因，需要在临床上对产前 COL1A1、COL1A2、ACVR1、ALX1

基因进行严格筛查，从而避免遗传性骨病患儿的出生[20-22]。

miRNA参与遗传性骨病的形成在国内外的研究文献中已

经非常成熟和常见。有研究发现 [23]miR-489，miR-27a 和

miR-148b 在调节成骨分化中有重要作用，其中 miR-489，

miR-27a通过二者共同靶点 AHSG、PEX7ＲD上调骨分化，而

miR-148b则下调骨分化，并且 miR-148b，miR-27a可能是通过

抑制粒钙蛋白( GCA)而发挥负调节作用。同时也有报道中，通

过对 326例遗传性成骨不全的患者血液样本，进行差异化表达

miRNA的检测发现，miR-145、miR-30e和 miR-1297能通过影

响一些经典的骨相关信号通路如 Wnt、ERK/MEK、Hedgehog

去调节骨形成过程，还可以直接作用于骨细胞的增殖与凋亡，

从而导致遗传性成骨不全疾病的发生[24]。在本研究中，我们通

过对遗传性骨病的致病基因（COL1A1、COL1A2、ACVR1、等）

靶向 mirna的数量分析，得出遗传性骨病的致病基因都靶向不

同数量的mirna，尤以 COL1A1、COL1A2、ACVR1、ALX1、CASR、

DMTF1、TGFBR1、MYCN靶向的 mirna数量最多（如表 2.2）。

由此可以得出，遗传性骨病的致病基因都靶向不同类型的 mir-

na，即 mirna通过作用致病基因参与遗传性骨病的形成。

在遗传性骨病的发病机理中，miRNA能在体内通过与靶

向基因结合，通过调控靶向基因的转录后翻译过程，抑制靶基

因蛋白的表达量，从而作用与靶向基因下游功能的调控，进而

影响致病基因对遗传性骨病的影响 [25]。其中有研究表明 [26]，

miR-29b可以促进成骨细胞分化，其机制是可以和组蛋白去乙

酰化酶 4,转化生长因子 茁3,人连环蛋白 -茁互动蛋白 1等成骨

细胞分化抑制基因的 3'非编码端互补结合并抑制其表达，而

miR-29a 和 miR-210 也可分别通过抑制基因 Dikkopf-1 和 1B

型激活素 A受体的翻译来促进成骨细胞分化[27]。同时也有报道

指出[28]，miR138能抑制 FAK蛋白的表达和磷酸化过程，从而

对成骨细胞分化起到负调控作用，从而降低成骨细胞的分化能

力从而导致骨质疏松类疾病的发生。最近的研究也指出了，

miR-145、miR-30e和 miR-1297能通过影响一些经典的骨相关

信号通路如Wnt、ERK/MEK、Hedgehog去调节骨形成过程，还

可以直接作用于骨细胞的增殖与凋亡，从而导致遗传性成骨不

全疾病的发生[29]。姜徽等人的研究指出[30]，miR138能抑制 FAK

蛋白的表达和磷酸化过程，从而对成骨细胞分化起到负调控作

用，从而降低成骨细胞的分化能力从而导致骨质疏松类疾病的

发生。在本研究中，利用 Cytoscape 软件分析致病基因靶向

miRNAs 之间的相互网络作用（如表 2.3），与成骨不全

（COL1A1、COL1A2 等）最为密切的 mirna 是 hsa-miR-26b、

hsa-miR-19、hsa-miR-200c；与骨密度降低（ACVR1、ALX1 等）

关系最为密切的 mirna是 hsa-miR-138、hsa-miR-505；与骨密度

增 加 （CASR、DMTF1 等） 关 系 最 为 密 切 的 mirna 是

hsa-miR-196a、hsa-miR-200b、hsa-miR-19b。 这 也 充 分 说 明

hsa-miR-26b、hsa-miR-19、hsa-miR-200c 通过 调 控 COL1A1、

COL1A2 的表达来作用成骨不全的形成；hsa-miR-138、

hsa-miR-505通过调控 ACVR1、ALX1的表达来作用骨密度降

低的形成；hsa-miR-196a、hsa-miR-200b、hsa-miR-19b通过调控

CASR、DMTF1的表达来作用骨密度增加的形成。

因此，本文通过整合 mirwalk等各 mirna数据库资源，分析

遗传性骨病致病基因和 mirna之间的关系，尤其是与成骨不

全、骨密度降低和骨密度增加的致病基因和 mirna的调控关

系，从而揭示了遗传性骨病中 mirna和致病基因的调控机制，

为深入探讨遗传性骨病的机制提供了理论依据。同时成功筛选

的致病基因和 mirna也为遗传性骨病的预防和临床提供了药

物作用靶点。
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