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MiR-106b-5p 调控老年骨质疏松性骨折的分子网络

王海龙 1，李  龙 1，伊力哈木·托合提 1，刘  旭 2，那次克道尔吉 2，陈洪涛 2，崔  泳 3

文题释义：

老年骨质疏松性骨折：骨质疏松症是最常见的全身性和代谢性骨骼疾病，骨质疏松性骨折是继发于骨质疏松症、低能量暴力导致的骨折。

伴随中国进入老年社会，骨质疏松性骨折发病率逐年快速升高，逐渐成为骨质疏松症患者的首发症状和就诊原因。

MicroRNAs：MicroRNAs在多种生物功能中的关键调节作用是一个成熟的概念，其与多种生理和病理条件的关系也在推动MicroRNAs作为生

物标志物的临床应用。MicroRNAs的识别应该是骨质疏松性骨折的诊断学和治疗学中向前迈出的重要一步。新的生物标记物对于改善骨质

疏松性骨折患者的治疗是可取的。

摘要

背景：骨质疏松性骨折是与年龄有关的疾病，由于人口老龄化，其发病率和患病率不断上升。

目的：鉴定miRNA与老年骨质疏松性骨折有关。

方法：通过limma包分析GSE93883中骨质疏松性骨折相关的差异表达miRNA；通过RAID数据库预测差异表达miRNA的靶标基因，并通过

PPI(蛋白质-蛋白质相互作用)网络识别关键miRNA及靶标基因；富集分析识别靶标基因参与的生物功能和信号通路。最后，收集5例老年骨

质疏松性骨折和5例老年非骨质疏松性骨折患者的骨组织，利用qPCR和Western blot验证关键miRNA及信号通路。

结果与结论：①共获得21个骨质疏松性骨折相关的差异表达miRNA并预测得到530个靶标基因；通过PPI网络鉴定miR-106b-5p为关键调控基

因，其靶标基因主要与MAPK活性的激活等生物功能以及PI3K-Akt和转化生长因子β信号通路相关；②qPCR结果验证了miR-106b-5p在老年骨

质疏松性骨折骨组织中的表达较对照骨组织显著下调(P < 0.05)；Western blot结果显示PI3K-Akt和转化生长因子β信号通路在老年骨质疏松

性骨折中被激活；③提示：miRNA参与老年骨质疏松性骨折，并与PI3K-Akt和转化生长因子β信号通路相关。miR-106b-5p可能抑制骨质疏

松性骨折的发生，并成为潜在的标志物和治疗靶标。
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0   引言   Introduction
骨质疏松症是临床最常见的骨骼疾病之一，它可以在任

何年龄发生。骨质疏松症的主要特点是骨量和质量的下降，

使患者容易发生骨质疏松性骨折 ( 脆性骨折 )，造成创伤
[1]
。

骨质疏松症在老龄人口中普遍存在，并已成为世界范围内健

康威胁的主要因素之一。随着社会经济的快速改善，人类预

期寿命的延长和出生率的降低，中国人口在过去几十年中已

大幅老龄化，导致骨质疏松等与老龄化有关的慢性病的发病

率随之上升
[2]
。据报道，2010 年，全世界约有 2 100 万男性

和 1.37 亿女性在 50 岁及以上时处于骨质疏松性骨折的高风

险期
[3]
。在中国，超过 1/3 的女性和大约 1/10 的男性患有严

重的骨质疏松性骨折
[4]
。有研究表明，骨质疏松性骨折与后

续发生骨折的高风险和高死亡率密切相关
[5]
。此外，骨质疏

松性骨折对患者和医疗系统造成很大的经济压力
[6-7]

。因此，

预防和治疗骨质疏松性骨折尤为重要。

在目前正在开发的几种新技术中，使用 microRNAs 

(miRNAs) 作为骨质疏松性骨折的生物标志物是很有吸引力

的。miRNAs 是一种小的内源性调节 RNA，通过充当调控基

因表达的表观遗传关键因素，影响许多生理和病理生理过 

程
[8]
。尽管 miRNAs 并不完全互补于 mRNA 序列，miRNAs

与具有相似序列的目标基因相互作用，抑制了不同基因的翻

译。许多研究报道，miRNA 通过其在成骨细胞和破骨发生

中的活性来调节骨的发育和稳态
[9]
。有趣的是，miRNAs 也

参与了骨重塑和骨质疏松等许多骨代谢疾病的过程。miRNA

在骨质疏松症和难治性骨质疏松性骨缺损方面显示出前所

未有的诊断和治疗潜力
[10-11]

。目前，已有大量研究证实了

骨质疏松性骨折中 miRNAs 与骨折及愈合受损相关
[12-13]

。鉴

于这些结果，miRNAs 或许可以作为诊断骨质疏松性骨折的

生物标志物，也可以作为治疗骨质疏松性骨折患者骨丢失

的靶点。

越来越多的 miRNA 阵列数据被上传并存储在基因表达

总括 (GEO) 数据库中。利用 GEO 数据库，一些研究通过高

通量 miRNA 阵列分析 miRNA 的表达特征，以进行生物标志

物鉴定。这项研究通过 GSE93883 明确骨质疏松性骨折和

miRNA 之间的联系，并收集老年骨质疏松性骨折的临床样本

进行验证，以了解骨质疏松性骨折的特征性 miRNA 及其调控

网络机制，为鉴定老年骨质疏松性骨折的生物标志物和治疗

靶标奠定理论基础。

1   资料和方法   Data and methods
1.1   分子网络学分析

1.1.1   数据收集及差异分析   收集 GEO 数据库 (https://www.

ncbi.nlm.nih.gov/gds/) 的 GSE93883 数据集，其中包含 6 例

骨质疏松性骨折样本、6 例骨质疏松非骨折样本、6 例非骨

质疏松非骨折样本的 miRNA 表达谱。通过 limma R 软件包

计算骨质疏松性骨折与对照样本，以及骨质疏松非骨折与对

照样本之间的差异表达 miRNA(DEM)。P < 0.05 且 |log2 fold 

change (FC)| ≥ 2 筛选显著差异表达的 miRNA。此外，利用

RAID 数据库 (http://www.rna-society.org/raid) 设置筛选得分

大于 0.7，预测 miRNA 的靶标基因。

1.1.2   PPI 网络分析和富集分析   根据 String 数据库 (http://

string-db.org/) 中蛋白质相互作用信息，构建靶标基因的 PPI

网络，并进行连接度 (degree) 排序。利用 clusterProfiler R 软

件包进行基因本体论 (gene ontology，GO) 与京都基因与基

因组百科全书 (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，
KEGG) 途径分析。设置筛选阈值 P < 0.05。
1.2   核心 miRNA 和信号通路的验证

1.2.1   时间及地点   实验于 2020 年 5 月至 6 月在新疆医科大

学第七附属医院骨科实验室完成。

1.2.2   样本收集   5 例老年骨质疏松性骨折和 5 例老年非骨

质疏松性骨折患者的骨组织收集自新疆医科大学第七附属医

院。T 值 [( 骨密度 - 骨峰值 )/ 标准差 ]< -2.5 的老年骨折为

老年骨质疏松性骨折的纳入标准。纳入研究的非骨质疏松性

骨折患者为 T 值 > -2.5 且由创伤所致骨折。这项研究得到了

新疆医科大学伦理委员会的批准。所有患者均充分了解这项

研究，并签署了书面同意书。

Abstract
BACKGROUND: Osteoporotic fractures are age-related diseases, with increasing incidence and prevalence due to the aging population. 
OBJECTIVE: To identify whether miRNA is associated with osteoporotic fracture. 
METHODS: The differential expression of miRNA (DEM) related to osteoporotic fracture in GSE93883 was analyzed by limma package. The target genes of 
differentially expressed miRNA were predicted by RAID database, and the key miRNAs and target genes were identified by protein-protein interaction network. 
Enrichment analysis identified the biological functions and signaling pathways involved in target genes. Finally, qPCR and western blot were used to verify the 
key miRNAs and signal pathways in bone tissue of five elderly patients with osteoporotic fractures and five elderly patients with non-osteoporotic fractures. 
RESULTS AND CONCLUSION: A total of 21 differentially expressed miRNAs related to osteoporotic fracture were obtained and 530 target genes were predicted. 
MiR-106b-5p was identified as a key regulatory gene by protein-protein interaction network. The target genes were mainly related to the activation of MAPK 
activity, PI3K-Akt signaling pathway and transforming growth factor β signaling pathway. In addition, qPCR results confirmed significant downregulation of 
miR-106b-5p in elderly osteoporotic fracture (P < 0.05). Western blot results showed that PI3K-Akt and transforming growth factor β signaling pathways 
were significantly activated in elderly osteoporotic fractures. Therefore, miRNA is involved in elderly osteoporotic fracture and is associated with PI3K-Akt 
and transforming growth factor βsignaling pathways. MiR-106b-5p may inhibit the occurrence of osteoporotic fractures and become a potential marker and 
therapeutic target.
Key words: osteoporotic fracture; miR-106b-5p; PI3K-Akt; transforming growth factor β; differential expression
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1.2.3   实时定量 PCR   利用 Trizol 提取 200 μg 液氮研磨的骨组

织中的总 RNA。随后，通过 miScript Ⅱ RT Kit (Qiagen) 将 RNA

反转录成互补 DNA(cDNA)。最后，用 miScript SYBR Green PCR 

Kit 检测 miR-106b-5p 的表达。U6 为内参基因，基因表达结

果以 2−ΔΔCt
方法计算。引物序列为：miR-106b-5p(F：5‘-TGC 

GGC AAC ACC AGT CGA TGG-3’，R：5‘-CCA GTG CAG GGT CCG 

AGG T-3’)；U6(F：5‘-CTC GCT TCG GCA GCA CA-3’，R：5‘-AAC 

GCT TCA CGA ATT TGC GT-3’)。
1.2.4   Western blot   采用 Western blot 方法检测骨组织样本

中 Akt 和转化生长因子 β(transforming growth factor-beta，
TGF-β) 蛋白的表达水平。从骨组织中提取总蛋白，用 Bio-Rad

进行定量分析。然后用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE) 分离蛋白质，并转印到 PVDF 膜上。分别与 Akt 

(Abcam) 和 TGF-β(Abcam) 抗体在 37 ℃下孵育过夜后，用辣根

过氧化物酶结合二抗 (Abcam) 在 37 ℃孵育 1 h。以 GAPDH 为

内参对照。最后，利用凝胶成像系统 (Bio-Rad) 对蛋白质表达

进行评价。

1.2.5   主要观察指标   骨组织中 miR-106b-5p 含量，以及

TGF-β 和 AKT 蛋白表达水平。

1.2.6   统计学分析   在 SPSS 22.0 中进行统计学分析，结果以

柱形图形式给出，用 x-±s 表示。学生 t 检验用于两组之间的

比较，双边 α=0.05。采用 Lasso Cox 比例风险回归分析确定

骨质疏松性骨折的独立危险因素。P < 0.05 认为差异有显著

性意义。

2   结果   Results 
2.1   分子网络学分析

2.1.1   骨质疏松性骨折的差异表达 miRNAs   为了确定在骨质

疏松性骨折中差异表达的 miRNAs，获得了骨质疏松性骨折、

骨质疏松性非骨折和对照样本的 miRNA 表达谱，见图 1A。

以 P < 0.05 且 |log2 FC| ≥ 2 为标准，骨质疏松性骨折和对照

之间获得了 37 个差异表达的 miRNAs，见图 1B；骨质疏松

性非骨折和对照之间获得了 51 个差异表达的 miRNAs，见图

1C。在这些差异表达 miRNAs 中，鉴定出 21 个 miRNAs 为骨

质疏松性骨折相关的 miRNAs，见图 1D。

2.1.2   DEM 及靶基因的筛选与鉴定   利用 RAID 数据库预测

21 个 miRNAs 的调控靶标基因，共得到了 530 个骨质疏松性

骨折相关 miRNA 的靶标基因。通过构建靶标基因的 PPI 网络，

鉴定出连接度 (degree) 最高的前 10 个靶标基因，见图 2A，

并进一步识别了 10 个靶标基因所对应的 DEM，见图 2B。

其中，miR-106b-5p 调控最多的靶标基因 (CCND1，MAPK1，
STAT3，VEGFA 和 MYC) 而被筛选为核心 miRNA。与对照组相

比较，miR-106b-5p 在骨质疏松性骨折中差异表达下调 (P < 

0.01)，见图 2C。

2.1.3   miRNAs 靶基因的 GO 和 KEGG 途径   GO 功能注释分析

结果表明，骨质疏松性骨折相关 miRNAs 的靶标基因主要参

与凋亡进程， MAPK( 丝裂原活化蛋白激酶 ) 活性的激活等

生物进程，见图 3A。

KEGG 通路分析表明，靶标基因主要富集的途径是

“PI3K-Akt( 磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶 / 蛋 白 激 酶 B) 信 号 通

路”“MAPK 信号通路”等，见图 3B。

另外，对 miR-106b-5p 的信号通路网络研究结果表明，

其与 TGF-β( 转化生长因子 β) 信号通路和 PI3K-AKT 信号通路

密切相关，见图 3C。

2.2   核心 miRNA 和信号通路的验证结果   通过 qPCR 实验，

验证了 miR-106b-5p 在老年骨质疏松性骨折与对照的骨组织

相比差异表达显著下调 (P < 0.05)，见图 4A。Western blot 实

验结果显示，老年骨质疏松性骨折的骨组织中 TGF-β 信号通

路和 PI3K-AKT 信号通路被激活，见图 4B。

3   讨论   Discussion
身体正常的骨形成和功能依赖于动态平衡过程，在动态

平衡过程中，成骨细胞诱导成骨，而破骨细胞诱导骨吸收。

因此，由于骨质疏松症等因素打破骨形成的动态平衡，一般

倾向于骨量丢失，削弱骨强度，相应地诱发骨质疏松性骨

折
[14]
。目前，人们已经做了大量的工作来识别和验证 miRNAs

作为骨折风险的循环生物标记物
[15-16]

。此次研究发现骨质疏

松性骨折和对照组织之间的 37 个差异表达 miRNA 中，有 21

个与骨折相关。其中，在骨质疏松性骨折中下调的 hsa-miR-

106b-5p 被鉴定为核心 miRNA。研究报道 miR-106b-5p 在绝

经后妇女椎体骨折中差异表达
[17]
。据报道，miR-106-5p 与

血清 17β- 雌二醇显著相关，并被预测为血管内皮生长因子

和 Smad 6/7 的上游调节因子
[18]
。在 FK506 促进成骨分化和

骨形成的过程中，miR-106b-5p 显著差异上调表达，参与干

细胞分化、TGF-β 受体信号转导
[19]
。miR-106b-5p 通过靶向

RANKL 和其他细胞因子 ( 白细胞介素 8、基质金属蛋白酶 2 和

TWIST)，被证实是一种新的破骨和骨溶解抑制剂
[20]
。还有研

究显示，miR-106b-5p 通过靶向 Smad 5 抑制成骨细胞分化
[21]
。

因此，作者认为 miR-106b-5p 可以作为骨质疏松性骨折的潜

在保护性治疗靶标。

miR-106b-5p 的靶标基因中，细胞周期调节蛋白 D1 

(Cyclin D1，CCND1) 与绝经后骨质疏松有关，在破骨细胞中

参与 Wnt/β-catenin 信号
[22]
。CCND1 通过促进细胞增殖，调

节细胞周期从 G1 期向 S 期的转变
[23]
。骨髓间充质干细胞在

维持骨质疏松相关的骨内动态平衡的微环境中具有重要作

用
[24]
。已有研究发现下调表达的 CCND1 可导致人骨髓间充

质干细胞向成脂而非成骨方向分化
[25]
。骨细胞通过细胞骨

架适应和 MAPK 通路在骨折中发挥抗炎作用
[1]
。MAPK1 是活

性氧、PI3K-Akt 信号通路、MAPK 信号通路中的常见基因，

MAPK 磷酸化后通过相关转录因子的分化来促进脂肪形成

和成骨，是间充质干细胞分化过程中唯一的活跃信号
[26]
。

MAPK 的激活在破骨发生中也起着关键作用
[27]
。人类和小鼠

信号转导与转录激活子 3(signal transducers and activators of 

transcription-3，STAT3) 的缺乏与骨异常和破骨细胞数量增加
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图注：图 A 为 miRNA 的表达热图；B 为骨质疏松性骨折与对照样本之间的差异表达 miRNA；C 为骨质疏松非骨折与对照样本之间的差异表达

miRNA；D 为两组差异表达 miRNA 的 veen 图。Ctrl：对照；ONVF：骨质疏松非骨折；OVF：骨质疏松性骨折

图 1 ｜骨质疏松性骨折相关 miRNA
Figure 1 ｜ Osteoporotic fracture-associated miRNAs

图注：图 A 为靶标基因参与的生物进程；B 为靶标基因参与的 KEGG 信号通路；C 为 miR-106b-5p
的调控网络

图 3 ｜骨质疏松相关 miRNA 靶标基因的功能富集

Figure 3 ｜ Functional enrichment of osteoporosis-related miRNA target gene

图注：图 A 为 PPI 网络中连接度前 10 的靶标基因；B 为靶向调节 10 个靶标基因的 miRNA；C 为 miR-106b-5p 在骨质疏松性骨折、骨质疏松非骨折

以及非骨质疏松非骨折 ( 对照 ) 样本中的表达。与对照比较，
aP < 0.01，bP < 0.001。Ctrl：对照；ONVF：骨质疏松非骨折；OVF：骨质疏松性骨折

图 2 ｜关键 miRNA 及靶标基因的筛选

Figure 2 ｜ Screening of key miRNAs and target genes

图 注： 图 A 为 miR-106b-5p 的 qPCR 验

证结果，与对照比较，
aP < 0.001；B 为

Western blot 检测 TGF-β 和 AKT 蛋白的表

达。Ctrl：对照；OVF：骨质疏松性骨折。

TGF-β：转化生长因子 β
图 4 ｜ miR-106b-5p 的表达和信号通路的

验证

Figure 4 ｜ Expression of miR-106b-5p and 

verification of signaling pathways
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有关，其发挥抗炎作用，是抑制破骨作用的一个重要分子途

径
[28]
。造血细胞特异性 STAT3 缺陷小鼠通过增加破骨作用而

发生骨质疏松，导致骨小梁和皮质骨的减少
[29]
。研究显示，

通过 STAT 途径发出信号对成骨细胞的分化是很重要的
[30]
。

此外，早期成骨细胞系细胞的血管内皮生长因子 A(vascular 

endothelial growth factor A，VEGFA) 是骨折愈合所必需的
[31]
。

VEGFA 由于对促进血管生成有很强的亲和力，而骨修复的过

程需要血管生成
[32]
。这在其他研究中得到了证实，组成型

Osx-Cre 小鼠中的 VEGFA 缺失在长骨发育和修复期间损害成

骨细胞生成
[33-34]

。成骨细胞中 MYC(c-Myc) 的减少具有抑制破

骨作用
[35]
。MYC 或许可以作为调控成骨细胞和破骨细胞分化

的靶标
[36]
。

为进一步探讨骨质疏松性骨折中 miRNA 的调控分子机

制，对靶标基因进行了功能富集分析。MAPK 信号通路是与骨

折相关的 miRNA 靶基因的富集结果，MAPK 信号的持续抑制

促进细胞外基质的早期成骨分化和矿化
[37]
。TGF-β 激活 MAPK

通路，抑制间充质多能细胞和成骨前细胞的成骨作用
[38]
。在

一些研究中，TGF-β3被认为是骨质疏松严重程度的一个指标。

TGF-β 在骨质疏松症中对骨形成和吸收具有双重作用 [3，39]
。有

研究表明，血清 TGF-β3 水平与骨密度 T 评分呈显著正相关，

与骨质疏松性骨折的发生呈负相关
[40]
。TGF-β 和 VEGF 在骨折

中迅速位于骨折部位，促进血管形成，同时从外周血中吸收

各种类型的干细胞，诱导其分化为成骨细胞，加速骨折修复
[41]
。

PI3K-Akt 途径的活化参与人骨质疏松过程中，促进成骨分化并

保护成骨损伤
[42-43]

。

miRNAs 在多种生物功能中的关键调节作用是一个成熟

的概念，其与多种生理和病理条件的关系也在推动其作为生

物标志物的临床应用。此次研究结果提示 miR-106b-5p 可以

作为老年骨质疏松性骨折的生物标志物和治疗靶标而进行深

入研究。miR-106b-5p 可能通过 TGF-β 和 PI3K-Akt 途径调节骨

质疏松性骨折的进展。

此次研究的局限性在于分析的基因表达谱收集自公共

数据库，样本数量相对较小。为了解决这一问题，需要进一

步收集临床样本进行实验验证重要的分析结果。尽管如此，    

miR-106b-5p 对老年骨质疏松性骨折的预测作用仍需要大量

临床样本进行验证。
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