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基于生物信息学筛选骨关节炎关键基因与信号通路
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泸州 646000)

【摘要】目的:基于生物信息学挖掘骨关节炎(OA)的关键基因和通路,并利用体外软骨细胞模型进行验证。方法:本

研究基于GEO数据库中的GSE269735数据集,运用加权基因共表达网络分析(WGCNA)识别关键基因模块,结合差异表达

基因(DEGs)分析筛选候选基因。对DEGs与 WGCNA关键基因模块的共同基因进行GO和KEGG通路分析,通过STRING
数据库和Cytoscape软件识别DEGs中的关键基因。为验证筛选结果的稳健性,选用GSE2204879数据集进行交叉验证,并以

CSF-1为候选基因,构建质粒在OA软骨细胞中进行转染干扰实验。最终通过 Western
 

blot检测CSF-1在细胞水平的表达变

化,并评估其对细胞功能的影响,验证其在 OA中的潜在作用。结果:WGCNA分析识别出多个与 OA表型密切相关的模

块,与DEGs共同筛选出关键基因。GO与KEGG分析显示,主要生物过程涉及细胞因子活性、趋化因子活性、胶原结合等。

关键基因包括CCL20、CSF-1、CXCL11、CXCL3、CXCL5、CXCR4。在GSE2204879数据集中,CSF-1和CXCR4仍表现出一致

的表达趋势。细胞水平方面,CSF和CXCR4在OA模型细胞中表达增加。进一步构建CSF-1敲低质粒并转染 OA软骨细

胞,结果显示,CSF-1敲低伴随CXCR4的表达水平下降,并降低了细胞中 MMP3和 MMP13的表达水平,增加了Col2a1的蛋

白表达水平,提示CSF-1可能通过调控CXCR4参与OA炎症反应与基质降解过程。结论:本研究基于生物信息学与细胞实

验相结合的方法,筛选出多个与OA密切相关的关键基因。其中CSF-1和CXCR4在OA中呈高表达,表明CSF-1可能通过

调控CXCR4表达,参与OA炎症反应和基质降解过程。CSF-1可能是OA的关键致病因子和潜在治疗靶点。
【关键词】骨关节炎;基因表达数据库;加权基因共表达网络;软骨细胞
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【Abstract】Objective:To
 

mine
 

key
 

genes
 

and
 

pathways
 

of
 

osteoarthritis
 

(OA)
 

based
 

on
 

bioinformatics
 

and
 

validate
 

them
 

using
 

an
 

in
 

vitro
 

chondrocyte
 

model.Methods:
 

This
 

study
 

was
 

based
 

on
 

the
 

GSE269735
 

dataset
 

from
 

the
 

GEO
 

database,using
 

Weighted
 

Gene
 

Co-expression
 

Network
 

Analysis
 

(WGCNA)
 

to
 

identify
 

key
 

gene
 

modules,combined
 

with
 

differential
 

expression
 

gene
 

(DEGs)
 

analysis
 

to
 

screen
 

candidate
 

genes.GO
 

and
 

KEGG
 

pathway
 

analyses
 

were
 

performed
 

on
 

the
 

common
 

genes
 

between
 

DEGs
 

and
 

WGCNA
 

key
 

gene
 

modules,with
 

STRING
 

database
 

and
 

Cytoscape
 

software
 

used
 

to
 

identify
 

key
 

genes
 

in
 

DEGs.To
 

validate
 

the
 

robustness
 

of
 

the
 

screening
 

results,the
 

GSE2204879
 

dataset
 

was
 

used
 

for
 

cross-validation,and
 

a
 

plasmid
 

was
 

constructed
 

with
 

CSF-1
 

as
 

the
 

candidate
 

gene
 

for
 

transfection
 

interference
 

experiments
 

in
 

OA
 

chondrocytes.
Finally,the

 

expression
 

changes
 

of
 

CSF-1
 

at
 

the
 

cellular
 

level
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot,and
 

its
 

effects
 

on
 

cellular
 

function
 

were
 

evaluated
 

to
 

verify
 

its
 

potential
 

role
 

in
 

OA.Results:WGCNA
 

analysis
 

identified
 

multiple
 

modules
 

closely
 

related
 

to
 

OA
 

phenotypes,and
 

key
 

genes
 

were
 

co-screened
 

with
 

DEGs.GO
 

and
 

KEGG
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

main
 

biological
 

processes
 

involved
 

cytokine
 

activity,chemokine
 

activity,collagen
 

binding,etc.Key
 

genes
 

included
 

CCL20,CSF-1,CXCL11,CXCL3,

CXCL5,CXCR4.In
 

the
 

GSE2204879
 

dataset,CSF-1
 

and
 

CXCR4
 

still
 

showed
 

a
 

consistent
 

expression
 

trend.At
 

the
 

cellular
 

level,CSF
 

and
 

CXCR4
 

were
 

upregulated
 

in
 

OA
 

model
 

cells.Further,a
 

CSF-1
 

knockdown
 

plasmid
 

was
 

constructed
 

and
 

transfected
 

into
 

OA
 

chondrocytes,and
 

the
 

results
 

showed
 

that
 

CSF-1
 

knockdown
 

suppressed
 

CXCR4
 

expression,reduced
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

MMP3
 

and
 

MMP13
 

in
 

the
 

cells,and
 

increased
 

the
 

protein
 

expression
 

level
 

of
 

Col2a1,suggested
 

that
 

CSF-1
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may
 

participate
 

in
 

OA
 

inflammatory
 

response
 

and
 

matrix
 

degradation
 

process
 

by
 

regulating
 

CXCR4.Conclusion:This
 

study,

combining
 

bioinformatics
 

and
 

cellular
 

experiments,has
 

screened
 

out
 

multiple
 

key
 

genes
 

closely
 

related
 

to
 

OA.Among
 

them,

CSF-1
 

and
 

CXCR4
 

show
 

high
 

expression
 

in
 

OA.The
 

experiments
 

indicate
 

that
 

CSF-1
 

may
 

participate
 

in
 

OA
 

inflammatory
 

response
 

and
 

matrix
 

degradation
 

process
 

by
 

regulating
 

CXCR4
 

expression.In
 

summary,CSF-1
 

may
 

be
 

a
 

key
 

pathogenic
 

factor
 

and
 

potential
 

therapeutic
 

target
 

for
 

OA.
【Key

 

words】Osteoarthritis;Gene
 

expression
 

database;Weighted
 

gene
 

co-expression
 

network;Chondrocytes

  骨关节炎(osteoarthritis,OA)是一种以关节软骨

退变、滑膜炎症及骨赘形成为特征的慢性退行性疾

病,是中老年人群致残的主要原因之一[1]。其病程缓

慢但不可逆,不仅严重影响患者的活动能力与生活质

量,还给社会带来严重的经济负担[2]。尽管目前临床

干预手段包括药物缓解、物理治疗及关节置换等[3],
但仍缺乏针对疾病本质机制的早期诊断标志物及有

效靶向治疗手段。OA的发生发展过程受多种因素

调控,包括机械刺激、细胞因子、炎症通路及细胞外基

质的动态变化等[4-6]。近年来,随着转录组高通量测

序技术的快速发展,系统生物学方法被广泛应用于

OA相关基因网络的挖掘,为揭示其潜在的分子机制

提供了新思路。其中,加权基因共表达网络分析

(weighted
 

gene
 

co-expression
 

network
 

analysis,WGC-
NA)可基于基因表达谱构建协同表达模块,并结合表

型数据识别关键调控基因,在OA研究中具有广泛应

用前景。同时,差异表达基因(differentially
 

expressed
 

genes,DEGs)分析作为传统的筛选手段,能够捕捉在

病理状态下显著变化的功能基因。通过将 WGCNA
与DEG筛选结果交叉分析,进一步进行功能富集与

蛋白互作网络(protein-protein
 

interaction,PPI)构建,
有助于从全局视角定位OA中的核心调控因子。因

此,本研究基于GEO数据库中的 GSE269735数据

集,综合运用 WGCNA与DEG分析方法,筛选与OA
密切相关的关键基因,并通过GO/KEGG功能注释

及蛋白互作网络分析,识别潜在调控靶点。最后结合

软骨细胞炎症模型,通过蛋白水平验证候选基因的表

达变化,以期为OA的分子机制研究及靶向治疗提供

理论依据与实践基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物与细胞 本实验设计经西南医科

大学动物研究委员会批准(批准号:20251203-001),
所使用的动物均获得了合法的使用许可,许可证编

号为SYXK(川)2023-0017。所有动物饲养与处置

均符合西南医科大学实验动物伦理委员会相关规

定。取大鼠膝关节软骨组织消化获得软骨细胞,采
用DMEM/F12培养基于37

 

℃、5%
 

CO2 恒温培养

箱中培养,传至第3代细胞用于后续实验。

1.1.2 主 要 试 剂 与 仪 器 DMEM/F12培养基

(Gibco
 

批号:6124050),胎牛血清(Viva
 

Cell批号:

2408213),0.25%胰蛋白酶,PBS缓冲液(Solarbio
 

批号:P1022);II型胶原酶(Gibco
 

批号:17101015);
甲苯胺蓝染色液(solarbio

 

批号:G3660);重组鼠白

细胞介素
 

1β(Abcam
 

批号:GR3384878-2);Col2a1
(abcam批号:ab188570)、GAPDH(proteintech

 

批

号:60004-1-Ig)、CXCR4(proteintech批号:60042-1-
Ig)、CSF-1(sigma

 

批 号:SAB2109050),MMP3
(proteintech

 

批号:17873-1-AP);MMP13(protein-
tech

 

批号:83188-4-RR)山羊抗小鼠/兔IgG复合物

(中杉金桥,PV-9000)

1.2 方法

1.2.1 芯片数据处理 从GEO数据库中选择与

骨关节炎有关的GSE269735作为研究数据集。共

有8例样本,其中4例对照组,4例OA组。利用R
软件(Rstudio

 

V4.4.2)中的“GEOquery”包下载表

达数据及平台注释信息。随后对芯片数据进行质量

检验,去除注释信息不完整的探针以及重复的基因。
对数据进行标准化处理,并通过计算样本之间的相

关性生成样本的层次聚类图,用于评估样本间的相

似性。

1.2.2 软阈值选择与邻接矩阵构建 使用 WGC-
NA包中的pickSoftThreshold函数,根据相关系数

P>0.9的标准,确定合适的软阈值。该阈值确保

网络具备尺度无关性,且能精确反映基因之间的关

系。基于选定的阈值计算邻接矩阵,将基因之间的

共表达关系进行加权计算,以生成共表达网络。

1.2.3 拓扑重叠矩阵(topological
 

overlap
 

matrix,

TOM)与模块识别 将邻接矩阵通过拓扑重叠矩阵

(TOM)进行转换,用以计算不同基因的拓扑相似

性。随后使用动态剪切树算法,识别共表达模块,确
保模块内部的基因具有高度的共表达。随后,计算

各基因模块与表型的相关性。筛选出与表型关联最

强的模块,作为关键基因模块

1.2.4 筛选的基因的差异表达基因(differentially
 

expressed
 

genes,DEG)分析 使用1imma包进行

线性模型拟合,基于OA患者样本和正常对照样本,
筛选出差异表达基因(DEG)。设定|log2FC|>
1.5,P<0.05)为差异有统计学意义的筛选标准,使
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用log2FC和P 值来判断基因的上调或下调,绘制

出差异基因的火山图,利用韦恩图与 WGCNA中的

关键基因模块挑选出显著基因用于后续分析。

1.2.5 GO和KEGG分析与PPI网络的构建 通

过R中的clusterProfiler包,对DEG基因进行GO
和KEGG富集分析。筛选出显著富集的GO条目

和KEGG通路(P<0.05)。将筛选出的DEG基因

导入 STRING 数 据 库 中 绘 制 蛋 白-蛋 白 互 作

(portein-protein
 

interaction,PPI)网络。将得出的

网络导入Cytoscape软件中使用Mcode插件计算进

一步识别关键子网络。

1.2.6 蛋白互作网络构建及关键基因筛选 通过

STRING数据库(https://string-db.org/)构建PPI
网络,最低互作分数设定为0.4。PPI网络结果导

入Cytoscape(v3.9.1)软件,使用 Mcode筛选联系

紧密的基因。

1.2.7 软骨细胞提取 取1周龄SD大鼠颈椎脱臼

处死,75%乙醇浸泡5
 

min消毒后,在无菌条件下剥

离膝关节软骨,剪碎为约1
 

mm3 小块。PBS冲洗2~
3次后加入0.25%胰蛋白酶,37

 

℃消化6~8
 

h,弃上

清后换0.25%
 

II型胶原酶继续孵育过夜。次日离心

收集细胞,以含10%胎牛血清的DMEM/F12培养基

重悬,接种于培养瓶,37
 

℃、5%
 

CO2 培养,隔日换液。
待细胞融合达70%~80%传代,实验取第3代细胞,
以2×105 个/孔密度接种6孔板备用。

1.2.8 软骨细胞鉴定 细胞形态通过倒置显微镜

观察并拍照,为检测细胞合成的硫酸化糖胺聚糖,使
用甲苯胺蓝染色。细胞用PBS洗涤后以4%多聚甲

醛固定10
 

min,加入0.1%甲苯胺蓝染液染色30
 

min,洗净多余染液后,于显微镜下观察。此外,对
软骨细胞进行Col2a1免疫荧光染色,将细胞接种于

爬片上,PBS洗涤后以4%多聚甲醛固定10
 

min,随
后用0.2%

 

Triton
 

X-100透化10
 

min,并用5%
 

BSA封闭1
 

h。之后孵育一抗于4
 

℃过夜,再孵育

Alexa
 

Fluor
 

488标记的二抗(绿色),DAPI用于核

染色(蓝色)。最终在荧光显微镜下观察并成像。

1.2.9 骨关节炎模型建立 通过IL-1β(10
 

ng/mL)
刺激软骨细胞24

 

h建立OA炎症模拟模型,用于验

证关键基因在OA环境下的表达变化。

1.2.10 蛋白表达检测 细胞经收集后以12
 

000
 

r/min离心30
 

min,取上清液提取总蛋白。采用

BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度,确保样品加载

量一致。等量蛋白样品经SDS-PAGE凝胶电泳分

离后转移至PVDF膜上。膜经5%脱脂奶粉封闭

1
 

h,随后加入一抗(稀释比例1∶1
 

000)于4
 

℃条件

下孵育过夜。次日用TBST缓冲液洗膜3次,每次

10
 

min;接着加入 HRP标记的二抗(稀释比例1∶
10

 

000),室温孵育1
 

h后再次用 TBST洗膜3次。
最后采用化学发光法进行显影,图像采集与分析使

用ImageJ软件完成。

1.2.11 质粒转染方法 CSF-1转染质粒购买于淼

灵公司,将软骨细胞接种于6孔板中(2×105 个/孔),
培养至70%~80%融合度后进行转染。实验分为

三组:对照组(NC)、空载质粒阴性对照组(Sh-NC)
和 CSF-1 基 因 敲 低 组 (Sh-CSF)。使 用 Lipo-
fectamine

 

3000转染试剂按照说明书操作,转染体

系为每孔加入2.5
 

μg质粒,置于无血清培养基中孵

育8
 

h后更换为完全培养基。于转染后72
 

h收集

细胞,用于 Western
 

blot实验。

1.3 统计学分析

采用GraphPad
 

Prism
 

9.0或SPSS
 

26.0软件进

行统计分析。所有实验数据以(x-±s)表示;两组间比

较采用独立样本t检验,多组间比较采用单因素方差

分析(one-way
 

ANOVA),非正态数据以[M(P25,

P75)]表示并采用
 

Kruskal-Wallis
 

H 检验。所有检验

均为双侧检验,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 芯片数据预处理

对GSE269735芯片数据进行质量检验,去除注

释信息不完整的探针以及重复的基因。经标准化处

理与过滤后,筛选出表达变异程度最高的前25%基

因用于 WGCNA分析,并通过计算样本之间的相关

性生成样本的层次聚类图(图1A),样本分组与聚类

趋势基本一致(图1B)。

2.2 WGCNA构建与模块识别

为构建符合无尺度网络特性的共表达网络,通
过软阈值筛选(β=3)获得最优构建条件(图1C)。
根据TOM矩阵的聚类结果共识别出10个基因模

块,颜色深浅代表Pearson相关系数大小,括号内为

相关性数值与P 值(图1D)。

2.3 模块与OA表型的相关性分析

将模块特征基因(ME)与 OA/Normal表型进

行Pearson相关性分析,发现蓝色模块(blue)与OA
表型正相关(cor=0.96,P<1e-200),为后续分析的

重点模块(图2A)。

2.4 核心基因的筛选

通过R软件的“limma”包对上述筛选出的关键

基因进行差异分析(|1og2FC|>1,P<0.05),共有

14
 

643个基因,其中上调基因282个,下调基因144
个(图2B)。利用韦恩图挑选出与蓝色模块中相同

的关键基因369个进行后续分析(图2C)。
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图 1 WGCNA 分析结果
A. 样本聚类图用于检测离群样本；B. 样本聚类与性状热图；C. 软阈值筛选图；D. 模块与表型的相关性热图。
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2.5 核心基因富集分析

GO功能富集分析中包括生物过程(biological
 

process,BP)、细胞组分(cellular
 

component,CC)和
分子功能(molecular

 

function,MF),每个条目的富

集程度以 Enrichment
 

Score表示。在BP类条目

中,显著富集于对脂多糖应答、细胞因子介导的信号

通路、细菌来源分子应答等炎症相关过程,提示这些

基因可能参与OA软骨的免疫激活与感染应答;在

CC类条目中,基因主要定位于内质网腔、血小板α
颗粒、胶原含量细胞外基质等结构域,说明其在软骨

结构成分及胞外基质降解中的作用;在 MF类条目

中,富集于细胞因子活性、趋化因子活性、胶原结合等

功能,表明该模块基因可能通过调节细胞因子与胶原

相关通路参与OA的炎症与组织重塑过程(图2D)。

KEGG通路分析显示,富集于炎症和免疫相关

通路,如细胞因子-受体相互作用、肿瘤坏死因子信

号通路、白细胞介素-17信号通路;关键基因如CSF-
1、IL1B、TNF 等 在 多 个 通 路 中 呈 现 高 表 达

(图2E-F)。

2.6 PPI网络构建

将 DEGs基 因 导 入 STRING 数 据 库,构 建

DEG基因网络的PPI网络,随后将PPI网络导入到

Cytoscape软件中(图3A),利用 MCODE聚类分析

进一步识别关键子网络(图3B),筛选出以CXCL1、

CCL20、CXCL11为核心的免疫调控子模块,显示这

些基因在趋化因子信号通路中具有强耦合关系(图

3C)。在GSE269735数据集中对候选枢纽基因表

达水平进行比较,骨关节炎组(OA)与正常组(NC)
软骨细胞样本中8个筛选出的关键基因的表达量情

况比较。结果显示,CCL20、CSF-1、CXCL11、CX-
CL3、CXCL5、CXCR4在OA组中上调(P<0.05),
其中CSF-1和CXCR4的表达水平差异有统计学意

义(P<0.001)。提示其在OA发病中的重要作用。
相比之下,CSF2在OA组中虽有升高趋势,但差异

无统计学意义(P>0.05,图3D)。CSF-1和CX-
CR4在 GSE220487数 据 集 中 表 达 量 也 增 加(图

3E)。这些结果与 WGCNA筛选结果及功能富集分

析高度一致,进一步支持了该等关键基因在 OA炎

症反应和细胞间信号调控中的潜在机制价值。

2.7 软骨细胞鉴定与关节炎模型

通过倒置显微镜观察,细胞呈多角形贴壁生长,
排列均匀,状态良好(图4A)。甲苯胺蓝染色结果显

示,细胞外基质中存在明显的紫蓝色染色区域,提示

细胞具备糖胺聚糖的合成能力(图4B)。免疫荧光

结果显示,目标蛋白主要定位于细胞质中,表现为绿

色荧光信号,细胞核经DAPI染色呈蓝色(图4C)。
结果表明,II型胶原在在细胞中表达丰富,为软骨

细胞。
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图 2 关键基因的差异表达与功能富集分析
A. 模块特征基因聚类热图；B. 火山图；C. 蓝色模块与 DEGs 交叉韦恩图；D. 关键基因 GO 富集分析；E. 关键基因 KEGG 富集

分析；F. 关键基因的富集分析 cnet 图。
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图 3 骨关节炎相关关键基因的 PPI 网络及表达验证
A. 蛋白鄄蛋白互作网络；B. MCODE 筛选得到的高密度子网络；C. KEGG 通路图注释；D. 基因表达量验证；E. GSE220487 的

火山图。

图 4 软骨细胞的形态学观察与表型鉴定
A. 显微镜下观察细胞形态；B. 甲苯胺蓝染色结果；C. 免疫荧光染色结果。 比例尺：100 μm。

A B C

2.8 骨关节炎模型细胞中的表达与验证

利用免疫印记(WB)检测CXCR4与CSF-1在

正常软骨细胞(NC组)与骨关节炎细胞(OA组)中
的蛋白表达水平。结果显示,与NC组相比,OA组

中CXCR4与CSF-1的表达水平均升高(图5A)。
热图分析(图5B)与灰度值定量结果(图5C)一致,

CXCR4与CSF-1在 OA 组中均表现出上调趋势

(P<0.01)。以上结果提示,CXCR4与CSF-1可能

参与OA的发生发展过程,具有潜在的诊断或干预

价值。

2.9 CSF-1影响ECM的合成与降解

为探究CSF-1对CXCR表达的调控作用,首先

通过质粒转染敲低OA软骨细胞中CSF-1表达,并
观察转染效率(图6A-B),随后采用 WB检验CX-
CR4与CSF-1蛋白在各组间的表达变化(图6C)。
结果显示,与NC组相比,Sh-NC组表达水平无明显

差异(P>0.05),而Sh-CSF组中CXCR4及CSF-1
表达水平均下降(P<0.05)。与热图及灰度值定量

结果(图6D-E)一致。提示,CSF-1敲低可有效下调

CXCR4的表达。进一步探究CSF-1在ECM 中的

作用,利用WB检测ECM合成与代谢的重要蛋白

表达水平。结果显示,与Sh-NC组相比,Col2a1在

Sh-CSF组中表达水平升高(P<0.05),而 MMP13
与 MMP3的表达水平均下降(图6F)。热图分析

(图6G-I)结果进一步验证上述变化趋势。这些结

果提示 敲 低 CSF-1可 促 进 ECM 主 要 结 构 蛋 白

Col2a1的 合 成,并 抑 制 MMPs介 导 的 基 质 降 解

过程。

图 5 骨关节炎模型软骨细胞中 CSF鄄1和 CXCR4的表达变化
A. 两组 CXCR4 和 CSF 的蛋白印迹图；B. 3 组独立实验中 CSF

与 CXCR4 的相对表达热图；C. CXCR4 与 CSF 的灰度值定量柱状

图，①P<0.05；②P<0.01。
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图 6 CSF鄄1 敲低对 CXCR4 及 ECM 相关蛋白表达的影响
A鄄B. 荧光显微镜观察 sh鄄CSF 转染效率；C. WB 检测 NC、Sh鄄NC 及 Sh鄄CSF 组中 CXCR4 和 CSF 的表达；D鄄E. 对应的 CXCR4

和 CSF 灰度热图及定量分析；F. WB 检测 Sh鄄NC 与 Sh鄄CSF 组中 Col2a1、MMP13、MMP3 表达；G鄄I. 各蛋白热图与灰度定量分析。

①P<0.05；②P<0.01；③P<0.001。
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3 讨论

骨关节炎是一种以软骨退变和滑膜炎症为核心

特征的慢性退行性疾病,已成为中老年人群致残的

主要原因之一。其发病机制复杂,涉及多种炎症因

子、趋化因子及细胞外基质调控信号[7]。尽管目前

临床上已有部分对症治疗手段,但缺乏早期诊断标

志物和明确的分子干预靶点,严重限制了疾病的早

期干预和精准治疗[8]。因此,系统挖掘 OA相关的

调控因子并进行功能验证,具有重要的理论意义与

应用前景。
本研究通过对 GEO 数据库 GSE269735的表

达数据进行综合分析,联合使用 WGCNA与差异表

达分析,系统识别出多个与 OA表型密切相关的基

因模块及差异表达基因。通过GO与 KEGG功能

富集分析发现,这些关键基因主要参与“细胞因子活

性”“趋化因子活性”“胶原结合”等生物过程,提示免

疫炎症与ECM代谢紊乱在OA发病中可能发挥重

要作用。
进一步结合蛋白互作网络分析,本研究识别出

连接度较高的6个核心基因:CCL20、CSF-1、CX-
CL11、CXCL3、CXCL5、CXCR4。这些基因在网络

中形成紧密互作,且大多属于趋化因子及其受体家

族成员,可能参与OA相关的炎症激活、免疫细胞浸

润和组织破坏过程[9-10]。
在OA病理过程中,软骨细胞可分泌多种趋化

因子(如CCL20、CXCL5),可以吸引T细胞、单核细

胞和中性粒细胞等免疫细胞浸润滑膜,从而形成局

部慢性炎症环境[11]。CXCL11、CXCL3等趋化因子

已被证实在OA患者的血清和滑液中升高,促进炎

症级联反应的持续活化[12]。既往研究[13-15]多集中

于CSF-1或CXCR4的单独作用,CXCR4作为经典

的G蛋白偶联趋化因子受体,其配体CXCL12也称

为基质细胞衍生因子1(SDF-1)在 OA滑膜组织中

表达增强,巨噬细胞和内皮细胞的趋化和活化,诱导

滑膜血管新生和炎症因子释放。此外,CXCR4/CX-
CL12轴的激活可增强 MMPs、IL-6、TNF-α等介质

表达,从而加速软骨基质降解与滑膜增生[16-18]。
CSF-1则是 OA炎症微环境中的另一关键因

子,主要由滑膜成纤维细胞和滑膜巨噬细胞分泌,通
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过与其受体CSF-1R结合,不仅可驱动巨噬细胞的

增殖、分化和活化,还可诱导其持续释放IL-1β、
TNF-α等炎症因子,造成滑膜持续激活状态[19-20]。

虽然CXCR4与CSF-1在炎症相关疾病、肿瘤转

移及免疫调控中的作用已有大量研究报道,但是目前

关于二者协同机制仍知之甚少。不同的疾病中,CSF-
1与CXCR4之间的趋势不尽相同,在动脉粥样硬化

中CSF-1能促进CCL2的表达,从而抑制CXCR4进

而影响巨噬细胞的增殖与分化[21]。而在前列腺癌中

CSF-1能刺激分泌更多的CXCL12,激活CXCR4,促
进癌细胞在化疗反应中的存活率[22]。课题组发现

CSF-1与CXCR4之间的关联呈多样性,在不同的疾

病当中CSF-1调控CXCR4的表达方式存在差异。基

于上述结果,本研究组提出假设,在OA的病理过程

中CSF-1能否通过激活滑膜巨噬细胞,诱导其产生多

种趋化因子(如CXCL5、CCL20),这些趋化因子与

CXCR4协同募集免疫细胞,形成滑膜局部的慢性炎

症微环境,进一步促进血管新生、MMPs表达与软骨

基质降解。这种“免疫放大-组织破坏”闭环有助于解

释OA慢性进展的特征。在细胞实验中,CXCR4与

CSF-1在IL-1β诱导的OA模型软骨细胞中表达水平

均升高,进一步印证了其在OA炎症环境中的激活状

态。进一步构建并转染CSF-1敲低质粒后发现,CX-
CR4的表达明显下调,同时MMP3和MMP13表达降

低,而Col2a1水平上调。这些结果提示,CSF-1不仅

可能通过炎症因子间接与CXCR4协同,还可能直接

正向调控CXCR4的表达,从而参与OA炎症反应与

基质降解过程。
综上,本研究通过生物信息学与实验手段联合,

识别并验证了CSF-1与CXCR4在 OA中的潜在作

用,为揭示OA的炎症机制与寻找新的干预靶点提供

了理论依据。未来可围绕其上下游通路开展功能研

究,为OA的早期诊断及精准治疗提供新的突破口。
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