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骨髓微环境中不同细胞对多发性骨髓瘤骨病外泌体环状 RNA 的贡献及相互作用
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文题释义：

多发性骨髓瘤骨病：是多发性骨髓瘤的特征性表现之一，初诊多发性骨髓瘤患者中高达80%存在溶骨性损害。骨放射学检查可见1个或1个
以上穿凿样溶骨性骨破坏病灶(≥5 mm)。多发性骨髓瘤骨病的发病机制与骨髓微环境失调密切相关，多发性骨髓瘤细胞与骨髓间充质干细

胞、破骨细胞、成骨细胞、骨细胞和免疫细胞之间的相互作用导致骨代谢和骨重塑失衡，引发多发性骨髓瘤骨病的发生。

外泌体：是直径为30-150 nm的囊泡类小体，携带有蛋白质、脂类、DNA和RNA等重要信息，不仅能反映来源细胞的类型，还能反映来源

细胞的生理功能或病理状态。外泌体可由大多数活细胞分泌，广泛存在多种生物体液中，如血液、尿液、唾液、脑脊液等，具有成为某些

疾病诊断标志物的潜力。在多发性骨髓瘤中，外泌体通过介导骨溶解、血管生成、免疫抑制和耐药性等过程发挥重要作用。

摘要

背景：多发性骨髓瘤骨病是多发性骨髓瘤的严重并发症，其发病机制与骨髓微环境失调密切相关。外泌体环状RNA因高稳定性、高丰度、

高特异性、高保守性等特点，正逐渐成为液体活检的焦点。在多发性骨髓瘤骨病中，外泌体环状RNA的作用尚缺乏相关研究。随着单细胞

RNA测序技术的发展，明确骨髓微环境中各类型细胞对多发性骨髓瘤骨病相关外泌体环状RNA的贡献及相互作用，有助于为多发性骨髓瘤

骨病的诊疗提供新的生物标志物。

目的：初步明确多发性骨髓瘤骨病相关外周血外泌体环状RNA的骨髓微环境来源细胞，并在单细胞水平上探究骨髓微环境中各细胞相互作

用对多发性骨髓瘤骨病的影响。

方法：对6例多发性骨髓瘤骨病患者和5名健康志愿者的外周血外泌体进行高通量测序，筛选差异环状RNA，并进行GO和KEGG富集分析。

从GEO数据库中获取多发性骨髓瘤骨病患者的骨髓单细胞RNA测序数据集GSE271107，对其中的4例多发性骨髓瘤骨病患者数据进行整合，

完成质控和过滤后，利用Harmony法去除批次效应，UMAP进行亚群聚类，SingleR自动注释后手动矫正细胞群，CellChat对单细胞RNA测序

数据中的细胞间通讯进行推断和可视化，分析配体、受体间的相互作用。

结果与结论：①相较于健康志愿者，多发性骨髓瘤骨病患者外周血外泌体中1 265个环状RNA表达水平显著上调；②GO和KEGG分析差异环

状RNA的亲本基因主要富集在神经系统发育、癌症中的通路、PI3K-Akt信号通路、Hippo信号通路、致心律失常性右心室心肌病、扩张型心

肌病等，这与骨髓瘤细胞的增殖、黏附、迁移、归巢，以及多发性骨髓瘤相关并发症(如多发性骨髓瘤骨病、周围神经病变、心脏事件)关
系密切；③多发性骨髓瘤骨病相关差异环状RNA的亲本基因主要来源于骨髓微环境中的T细胞/自然杀伤细胞、B细胞和单核/巨噬细胞，通

过调节多种细胞因子的分泌影响破骨细胞功能；④单核细胞/巨噬细胞作为破骨细胞前体细胞与骨髓瘤细胞及其他免疫细胞间均有相互作

用，MIF通路是其参与的主要通路。以上结果初步明确了多发性骨髓瘤骨病相关外周血外泌体环状RNA的骨髓微环境来源细胞，并发现单

核/巨噬细胞与骨髓瘤细胞及免疫细胞间的MIF通路配体-受体相互作用可能是多发性骨髓瘤骨病发生的重要因素。
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采集多发性骨髓瘤患者及健康志愿

者外周血外泌体进行高通量测序，

筛选差异环状 RNA。

分析骨髓微环境中骨病相关差异环

状 RNA 的来源细胞与单核 / 巨噬细

胞的交互作用，初步明确信号通路。

对差异环状 RNA 进行 GO 和 KEGG
分析，筛选和多发性骨髓瘤骨病相

关的信号通路。

利用 GEO 数据库中单细胞 RNA 测

序数据，分析多发性骨髓瘤骨病相

关的差异环状 RNA 的来源细胞。
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0   引言   Introduction
多发性骨髓瘤是一种起源于骨髓的浆细胞恶性疾病，其

特征是克隆异质性和骨髓依赖性，目前仍无法治愈
[1]
。多发性

骨髓瘤骨病是多发性骨髓瘤的严重并发症，大约 80% 的多发

性骨髓瘤患者在初诊时存在溶骨性病变，并且常常伴有骨骼

相关事件，严重影响多发性骨髓瘤患者的生活质量和生存
[2]
。 

目前多发性骨髓瘤及多发性骨髓瘤骨病的诊断主要依靠骨髓

检查及影像学检查，但由于侵入性及辐射性难以获得持续性

样本，相比之下，非侵入性液体活检具有便捷、无创、可重

复性等优势，逐渐成为肿瘤精准诊治的焦点。外泌体相较于

其他分析物 ( 如循环肿瘤细胞、循环肿瘤 DNA 等 ) 在外周血中

含量较高，而且携带信息更加丰富，由多种类型细胞分泌，

能反映肿瘤微环境等多种信息
[3]
。越来越多的证据揭示了多发

性骨髓瘤骨病的发病机制与骨髓微环境失调密切相关，多发

性骨髓瘤细胞与骨髓间充质干细胞、破骨细胞、成骨细胞、

骨细胞和免疫细胞之间的相互作用导致骨代谢和骨重塑的失

衡，从而发生多发性骨髓瘤骨病
[4]
。外泌体是介导细胞间通讯

的重要递质，明确骨髓微环境中不同细胞亚群分泌外泌体携

带的遗传信息及其介导的细胞间的相互作用，将有助于发现

新的生物标志物及治疗靶点
[5]
。目前，关于外泌体介导的细

胞通讯对多发性骨髓瘤骨病的影响多集中在多发性骨髓瘤细

胞分泌的外泌体，例如 miR-92a-2-5p 和 miR-373-3p 经由骨髓

瘤细胞分泌的外泌体抑制单核细胞或间充质干细胞中 IRF8、

RUNX2 表达，诱导破骨细胞激活，抑制成骨细胞分化
[6]
。骨

髓瘤细胞中 lncRNA RUNX2-AS1 经由外泌体介导，通过下调间

充质干细胞中的 RUNX2 抑制成骨分化
[7]
。骨髓微环境中的其

他细胞分泌的外泌体对多发性骨髓瘤骨病的作用尚缺乏相关

研究。环状 RNA 在外泌体中大量富集，与来源细胞相比，外

泌体中的环状 RNA 含量更丰富，相较于其他遗传信息，具有

稳定性强、半衰期长和抗降解性等特点，可广泛存在于体液

中
[8]
。另外，环状 RNA 具有细胞类型特异性和发育阶段特异

性的表达模式，可反映疾病某个阶段的整体生理、病理状态，

显示出作为疾病诊断或预后生物标志物的巨大潜力
[9]
。

该研究对多发性骨髓瘤骨病患者及健康志愿者的外周血

外泌体进行全转录组测序，筛选差异表达的环状 RNA，分析

对多发性骨髓瘤骨病起关键作用的环状 RNA，并综合单细胞

RNA 测序 (single cell RNA sequencing，scRNA-seq) 技术，解析

关键外泌体环状 RNA 的来源细胞，并在单细胞水平上明确骨
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Abstract
BACKGROUND: Multiple myeloma bone disease is a serious complication of multiple myeloma, and its pathogenesis is closely related to the dysregulation of 
the bone marrow microenvironment. Peripheral blood exosomes are secreted by various cell types and can reflect a variety of information such as the tumor 
microenvironment. Exosomal circular RNA is gradually becoming the focus of liquid biopsy due to its high stability, high abundance, high specificity, and high 
conservation. In multiple myeloma bone disease, there is still a lack of relevant research on the role of exosomal circular RNAs. With the development of single-
cell RNA sequencing technology, clarifying the contribution of each cell type in the bone marrow microenvironment to multiple myeloma bone disease-related 
exosomal circular RNAs and the interaction between each cell type will help provide new biomarkers for the diagnosis and treatment of multiple myeloma bone 
disease.
OBJECTIVE: To preliminarily determine which cells in the bone marrow microenvironment the multiple myeloma bone disease-related peripheral blood 
exosomal circular RNAs originated from, and explore the effects of cell interactions in the bone marrow microenvironment on multiple myeloma bone disease 
at the single-cell level.
METHODS: Peripheral blood exosomes from six multiple myeloma bone disease patients and five healthy controls were collected for high-throughput 
sequencing, differently expressed circular RNAs were screened, and GO and KEGG enrichment analyses were performed. The bone marrow single-cell RNA 
sequencing dataset GSE271107 was obtained from the GEO database. The data of four multiple myeloma bone disease patients were integrated. After 
quality control and filtering, the batch effect was removed by Harmony method. Subgroup clustering was performed by UMAP, and cell groups were manually 
corrected after automatic annotation by SingleR. CellChat was used to infer and visualize the intercellular communication in single-cell RNA sequencing data, 
and analyze the interaction between ligands and receptors.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Compared with healthy controls, the expression levels of 1 265 circular RNAs in peripheral blood exosomes of multiple 
myeloma bone disease patients were significantly upregulated. (2) GO and KEGG analyses suggested that the parent genes of differently expressed 
circular RNAs were mainly enriched in pathways in nervous system development, pathways in cancer, PI3K-Akt signaling pathway, Hippo signaling pathway, 
arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy, dilated cardiomyopathy, etc., which were closely related to the proliferation, adhesion, migration, and 
homing of myeloma cells, and multiple myeloma-related complications (such as multiple myeloma bone disease, peripheral neuropathy, and cardiac events). 
(3) The parent genes of multiple myeloma bone disease-related differential circular RNAs were mainly derived from T cells/natural killer cells, B cells and 
monocytes/macrophages in the bone marrow microenvironment, which affected osteoclast function by regulating the secretion of multiple cytokines. (4) 
Monocytes/macrophages, as osteoclast precursor cells, interacted with tumor cells and other immune cells. The MIF pathway was the main pathway involved. 
The above data preliminarily identified the source cells of multiple myeloma bone disease-related peripheral blood exosomal circular RNA in the bone marrow 
microenvironment, and found that the ligand-receptor interaction of the MIF pathway between monocytes/macrophages and tumor cells and immune cells 
may be an important factor in the occurrence of multiple myeloma bone disease.
Key words: multiple myeloma bone disease; exosome; circular RNA; single-cell RNA sequencing; bone marrow microenvironment; osteoclast; PI3K-Akt signaling 
pathway; Hippo signaling pathway; engineered exosome
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髓微环境中的细胞相互作用，揭示骨髓微环境对多发性骨髓

瘤骨病的影响，为多发性骨髓瘤骨病的发病机制、诊疗及监

测提供了新的见解。

1   对象和方法   Subjects and methods
1.1    设计   外周血临床样本试验。使用 R 软件 ( 版本 4.2.2)

edgeR 包进行数据标准化和差异表达环状 RNA 筛选，根据

每千碱基转录本每百万映射读数 (fragments per kilobase of  

transcript per million mapped reads，FPKM)值计算差异表达倍数。

1.2   时间及地点   实验于 2020 年 10-11 月在山东中医药大学

附属医院实验中心和上海云序生物科技有限公司完成。

1.3   对象   共采集 6 例多发性骨髓瘤骨病患者和 5 名健康对

照者的外周血样本。患者的详细信息见表 1。

现潜在健康问题；⑤无严重过敏史或药物不良反应史；⑥无

家族遗传性疾病史；⑦精神健康，能够理解并自愿参与研究；

⑧未参加其他临床研究；⑨无妊娠或哺乳期女性。

将外周血收集在血凝固用真空采血管中，1 500×g 离心

10 min，收集血清，然后 3 000×g 离心 15 min 去除细胞和细

胞碎片，将上清液转移到无菌容器中，使用 ExoQuick 外泌体

沉淀试剂盒 ( 美国 System Biosciences 公司 ) 分离外泌体，每

250 μL 血清加入 63 μL ExoQuick 溶液，混合后冷藏 30 min，

然后 1 500×g 离心 30 min，吸出上清液，再 1 500×g 离心 

5 min，小心吸除残留的液体，加入 PBS 重悬外泌体，储存在 

-80 ℃直至使用。

该研究经山东中医药大学附属医院伦理委员会批准，伦

理号：(2020) 伦理第 (010) 号 -KY，并获得所有参与者的书面

知情同意。

1.4   方法   

1.4.1   高通量测序   所有样本均送至上海云序生物科技有限

公司进行全转录组测序。使用 Ribo-Zero rRNA 去除试剂盒

( 美国 Illumina 公司 ) 去除核糖体 RNA，使用 TruSeq Stranded 

Total RNA样本制备试剂盒 (美国 Illumina公司 )制备RNA文库，

使用 BioAnalyzer 2100 系统 ( 美国 Agilent 公司 ) 分析 RNA 文

库的数量和质量，然后将 RNA 文库反转录为 cDNA，通过

illumina 流动池捕获、原位扩增，最后使用 HiSeq 4000 测序系

统 ( 美国 Illumina 公司 ) 进行测序。

1.4.2   GO 和 KEGG 富集分析   以差异倍数≥ 2.0 且 P ≤ 0.05

为标准，筛选两组样本间差异表达的环状 RNA。使用 GO 数

据库 (http://www.geneontology.org) 和 KEGG 数据库 (http://

www.genome.jp/kegg) 对差异环状 RNA 的亲本基因分别进行

GO 和 KEGG 富集分析 (P ≤ 0.05 为差异显著 )，用 R 包 ggolot2 

绘制示意图。

1.4.3   单细胞 RNA 测序数据获取和预处理   从 GEO 数据库

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) 中 下 载 GSE271107 单 细 胞

RNA 测序数据集文件，包括 5 例健康志愿者，4 例冒烟型骨

髓瘤患者，6 例意义未明单克隆丙种球蛋白血症患者和 4 例

多发性骨髓瘤患者 ( 均为黄色人种 )。该研究选取 4 例多发

性骨髓瘤患者进行分析。使用 Seurat 包“CreateSeuratObject”

函数将多发性骨髓瘤样本转换为 Seurat 对象，以 feature 值 >  

200 且 < 3 000，count 值 < 40 000，线粒体基因含量 < 20% 为

标准对细胞进行质控和过滤，并按照 4% 的预测值去除双细

胞。质控前为 36 012 个细胞，质控后剩余 21 868 个细胞。

1.4.4   单 细 胞 RNA 测 序 数 据 分 析   使 用 Seurat 包 

“FindIntegrationAnchors”函数对标准化数据进行整合。使

用“SelectIntegrationFeatures”选择 3 000 个高度可变的基因

表 1 ｜入组的多发性骨髓瘤骨病患者特征
Table 1 ｜ Characteristics of enrolled multiple myeloma bone disease 
patients

编

号

性

别

年龄
( 岁 )

骨髓瘤细

胞比例 (%)
M 蛋白

比例 (%)
总蛋白
(g/L)

矫正后血钙
(mmol/L)

骨破坏

数量

ISS
分期

DS
分期

类型

B01 男 58 8 4.5 61.54 2.33 1 1 2 IgG-λ
B02 男 51 33.8 47.4 101.71 2.72 4 3 3 IgA-k
B03 男 58 14.8 5.4 54.55 3.355 11 3 3 Kappa
B04 男 80 59.5 9.6 60.47 2.392 5 3 2 3 IgG-k
B05 女 74 47.3 40.4 84.26 2.452 5 8 3 3 IgA-k
B06 男 85 8 19.5 63.98 2.447 5 8 3 3 IgG-λ

多发性骨髓瘤骨病患者纳入标准：①符合《中国多发性

骨髓瘤诊治指南 (2022 年修订 )》中活动性多发性骨髓瘤的

诊断标准，且放射学检查 (X 射线片、CT、低剂量 CT、MRI

或 PET-CT) 可见 1 个或 1 个以上穿凿样溶骨性骨破坏病灶 ( ≥ 

5 mm)，既往未接受过治疗；②年龄≥ 18 岁；③预计患者生

存期≥ 3 个月；④基线状态下意识清醒，无记忆力、理解力

及注意力障碍；⑤未合并其他血液疾病或第二恶性肿瘤、肝、

肾、心脏等主要脏器非肿瘤性严重疾病和功能障碍、活动性

脑血管病变、不受控制的感染和代谢性疾病，以及自身免疫

性疾病；⑥未参加其他临床研究。排除标准：①合并有其他

血液疾病或第二恶性肿瘤、循环、呼吸、消化和泌尿系统等

严重原发病者，或影响其生存的严重疾病；②有毒物接触史

者；③孕妇及哺乳期产妇；④有严重认知障碍无法进行沟通

者；⑤依从性差，或正在参加其他临床研究者。所有病例均

由经验丰富的临床医生诊断。

健康对照组为进行健康检查招募的性别、年龄与多发

性骨髓瘤骨病患者相匹配的健康志愿者。纳入标准：①年 

龄≥ 18 岁；②无重大基础疾病 ( 如心血管病、糖尿病、癌症、

免疫系统疾病等 )；③无长期使用免疫抑制剂、激素类药物

等可能干扰研究的药物史；④身体健康，通过常规体检未发
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进行主成分分析，使用 Harmony 法去除批次效应。均匀流形

近似与投影 (uniform manifold approximation and projection，

UMAP) 可聚类出 7 个细胞亚群，分辨率设置为 0.1。利用

SingleR 包对细胞类型进行初步注释，将自动注释结果与既往

发表的研究相结合，手动矫正细胞群
[10]
。

1.4.5   细胞通讯分析   使用 R 包 CellChat 对单细胞 RNA 测序

数据中的细胞间通讯进行推断和可视化，分析配体、受体间

的相互作用。

1.5   主要观察指标   ①与健康志愿者比较，多发性骨髓瘤骨

病患者外周血外泌体中差异表达的环状 RNA，以差异倍数≥ 

2.0 且 P ≤ 0.05 为筛选标准；②通过 GO 和 KEGG 富集分析，

探索差异环状 RNA 的亲本基因主要参与的生物学通路，及其

与多发性骨髓瘤及相关骨病的关系；③通过单细胞 RNA 测序

分析，推测与多发性骨髓瘤骨病相关的差异环状 RNA 的骨髓

微环境来源细胞；④细胞间通讯分析，特别是单核 / 巨噬细

胞与其他细胞的交互作用及分子途径。

2   结果   Results 
2.1   差异环状 RNA的筛选   以差异倍数对数的绝对值 (log2|fold  

change (FC)|)> 1 且矫正后的 P 值 < 0.05(Q 值 ) 为阈值，筛选

并鉴定出 2 052 个差异表达的环状 RNA，聚类分析图展示了

每个样本中差异基因的表达概况，见图1。与健康志愿者相比，

多发性骨髓瘤骨病患者表达上调的环状 RNA 有 1 265 个，下

调的环状 RNA 有 787 个。从中获得差异表达最显著的上调及

下调的环状 RNA 各 10 个，相关信息见表 2。

2.2   GO 分析和 KEGG 分析   对多发性骨髓瘤骨病患者中表

达水平显著上调的环状 RNA 进行 GO 和 KEGG 富集分析 ( 图

2A，B)，结果显示差异环状 RNA 的亲本基因主要富集在神

经系统发育、谷氨酸受体信号通路、细胞信号转导、癌症通

路、PI3K-Akt 信号通路、Hippo 信号通路、致心律失常性右

心室心肌病、扩张型心肌病、昼夜节律同步、肥厚型心肌病

通路。相关研究表明，PI3K-Akt 信号通路和 Hippo 信号通路

与骨髓瘤细胞的存活、增殖、迁移和代谢密切相关
[11-12]

。此

外，PI3K-Akt 信号通路在骨重塑中发挥重要作用，抑制 PI3K

可以促进矿化，并抑制破骨细胞生成
[13]
；Hippo 信号通路可

以与 Wnt 通路相互作用调节骨生成，其通路成分如 YAP/TAZ/

TEAD 复合物、RASSF2、MST2 等也与破骨细胞成熟和功能有

关，是多发性骨髓瘤骨病的重要调节因子
[14-15]

。

2.3   单细胞降维、聚类分析   为了推测与多发性骨髓瘤骨病

相关的差异环状 RNA 的来源细胞，选取 GSE271107 数据集中

4 例多发性骨髓瘤患者的骨髓单细胞 RNA 测序数据。通过对

单细胞 RNA 测序数据的质控、UMAP 降维，获得了 21 868 个

细胞的转录组数据。根据基因的表达对细胞进行自动注释和

手动矫正，分别是 T 细胞 / 自然杀伤细胞 (7 351 个 )、单核细

胞 / 巨噬细胞 (4 077 个 )、红细胞祖细胞 (2 849 个 )、红细胞 

(2 585 个 )、骨髓瘤细胞 (2 508 个 )、B 细胞 (2 380 个 )、树

突状细胞 (118 个 )，见图 3A，B。通过对 7 个注释出的细胞

亚群进行差异化分析，并绘制火山图，可以看出在不同细胞

亚群中显著上调和下调的前 3 位差异基因，见图 3C。

2.4   外泌体环状 RNA 溯源   将多发性骨髓瘤骨病相关差异环

状 RNA 的亲本基因 ( 参与 PI3K-Akt 通路和 Hippo 通路的差异

基因 ) 通过单细胞 RNA 测序的聚类特征图 ( 图 4) 可视化，发

现 GNB1、JAK1、THEM4、TCF7L2、GSK3B 分布在特定的细胞

亚群中，GNB1 和 JAK1 主要分布在 T 细胞 / 自然杀伤细胞、

B 细胞和单核 / 巨噬细胞中，GSK3B 主要分布在 T 细胞 / 自

然杀伤细胞和单核 / 巨噬细胞中，TCF7L2 主要分布在单核 /

巨噬细胞中，THEM4 主要分布在 T 细胞 / 自然杀伤细胞中，

由此推测多发性骨髓瘤骨病相关差异环状 RNA 主要来源于骨

髓微环境中的 T 细胞 / 自然杀伤细胞、B 细胞和单核细胞 /

巨噬细胞。

2.5   单核 / 巨噬细胞与其他细胞的交互作用   单核 / 巨噬细

胞作为破骨细胞的前体细胞，其向破骨细胞的分化在多发性

骨髓瘤骨病的病理过程中发挥重要作用。为了在单细胞水平

上探究单核 / 巨噬细胞与骨髓微环境中其他细胞类型的交互

作用，利用 CellChat 检测不同细胞间的配体 - 受体对及分子

相互作用，细胞间互作强度网络见图 5A，B，单核 / 巨噬细

胞与红细胞祖细胞、红细胞、骨髓瘤细胞、B 细胞、树突状

表 2 ｜与健康对照组相比，多发性骨髓瘤骨病患者外周血外泌体中前
10 个上调和下调最显著的环状 RNA
Table 2 ｜ Top 10 significantly upregulated and downregulated circular 
RNAs in peripheral blood exosomes of multiple myeloma bone disease 
patients compared to healthy controls

上调的环状 RNA 下调的环状 RNA

环状 RNA Q 值 log2FC 环状 RNA Q 值 log2FC

chr2:2744264-
2744443+

0.002 8 8.11 chr7:151946961-
151948051-

0.004 3 -7.717

chr2:2744228-
2744407+

0.002 8 8.11 chr11:108046973-
108047817-

0.004 7 -7.64

chr7:75847812-
75847976+

0.006 9 7.27 chr5:138699448-
138700432+

0.005 8 -7.46

chr19:42853602-
42853758-

0.010 9 6.90 chr6:18236683-
18258636-

0.006 0 -7.44

chr7:33923121-
33923277-

0.011 3 6.88 chr8:71126138-
71128999-

0.006 8 -7.35

chr1:181379313-
181379498-

0.012 1 6.82 chr9:79996892-
80022523+

0.007 2 -7.31

chr11:85831034-
85831205-

0.012 9 6.77 chr2:89100616-
89104394+

0.007 2 -7.31

chr12:69748686-
69748849-

0.013 2 6.75 chr17:30267305-
30315516+

0.008 0 -7.23

chr3:3830938-
3831112+

0.014 4 6.67 chrX:76907604-
76912143-

0.008 2 -7.21

chr7:30728074-
30728244+

0.014 6 6.66 chr19:23541232-
23545527-

0.008 3 -7.21
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图 1 ｜差异环状 RNA 的聚类分析

Figure 1 ｜ Cluster analysis of differentially expressed circular RNAs

图注：图 A 为 GO 富集分析的前 10 个生物学过程；B 为 KEGG 富集分析的前 10 条信号通路。

图 2 ｜多发性骨髓瘤骨病中显著上调的环状 RNA 的 GO 和 KEGG 富集分析

Figure 2 ｜ GO and KEGG enrichment analysis of significantly upregulated circular RNAs in multiple myeloma bone disease

多发性骨髓瘤骨病患者 1 

多发性骨髓瘤骨病患者 2 

多发性骨髓瘤骨病患者 3 

多发性骨髓瘤骨病患者 4 

多发性骨髓瘤骨病患者 5 

多发性骨髓瘤骨病患者 6 

健康对照者 1 

健康对照者 2 

健康对照者 3 

健康对照者 4 

健康对照者 5

细胞、T 细胞 / 自然杀伤细胞均有交互作用，其与树突状细

胞和 B 细胞交互作用较强，这表明骨髓微环境中的多种细胞

均与破骨细胞的前体细胞间存在细胞通讯。

2.6   配体受体互作分析   为进一步明确细胞间相互作用的分

子途径，利用 CellChat 探究单核 / 巨噬细胞作为受体参与的

信号通路 ( 图 6A)，其主要参与的 MIF 通路在单核 / 巨噬细

胞向破骨细胞分化过程中发挥重要作用。作用于单核 / 巨噬

细胞的 MIF 主要来源于 T 细胞 / 自然杀伤细胞、树突状细胞、

骨髓瘤细胞、B 细胞以及单核 / 巨噬细胞 ( 图 6B)。

3   讨论   Discussion
该研究利用全转录组测序获得了多发性骨髓瘤骨病患

者与健康志愿者外周血外泌体环状 RNA 表达谱，并通过 GO

和 KEGG 分析预测差异环状 RNA 参与多发性骨髓瘤骨病病理

过程的可能机制。综合单细胞 RNA 测序结果推测关键环状

RNA 的骨髓微环境来源细胞，并提出单核 / 巨噬细胞作为破

骨细胞前体细胞，其与骨髓瘤细胞及其他免疫细胞间的 MIF

通路配体 -受体互作是导致多发性骨髓瘤骨病发生的关键。

外泌体是介导细胞间通讯的重要递质。在多发性骨髓

瘤中，骨髓瘤细胞及肿瘤微环境中其他细胞分泌的外泌体

参与多发性骨髓瘤血管生成、免疫抑制、诱导耐药以及相

关并发症的发生
[16-19]

。外泌体在体液中大量富集，并且肿

瘤细胞及肿瘤微环境释放的外泌体含有大量特异性的遗传

信息，可以反映其亲本细胞生理、病理状态的改变，这些

A B

P 值

9×10-8

6×10-8

3×10-8

P 值

0.001 00 

0.000 75 

0.000 50 

0.000 25
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图注：UMAP 为均匀流形近似与投影。

图 4 ｜各个细胞亚群多发性骨髓瘤骨病相关差异

环状 RNA 亲本基因的表达分布

Figure 4 ｜ Distribution of differentially expressed 
circular RNA parental genes associated with multiple 
myeloma bone disease in various cell subsets

图注：图 A 为 7 种细胞亚群的 UMAP 可视化形式；B 为各细胞亚群的特征基因表达分布；C 为各细胞亚群显著差异基因火山图，以及显著上调和下

调的前 3 位差异基因。NK 细胞：自然杀伤细胞。

图 3 ｜多发性骨髓瘤骨病患者骨髓微环境的均匀流形近似与投影 (UMAP) 图谱

Figure 3 ｜ Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP) plot of the bone marrow microenvironment in multiple myeloma bone disease patients

A C

B
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图注：图 A 为不同细胞亚群间的通

讯强度；B 为单核 / 巨噬细胞与各

细胞亚群的通讯强度。NK 细胞：自

然杀伤细胞。

图 5 ｜多发性骨髓瘤骨病骨髓微环

境中的细胞间相互作用

Figure 5 ｜ Cell-cell interactions in 
the bone marrow microenvironment 
of multiple myeloma bone disease 

BA

特点导致循环外泌体可能成为肿瘤液体活检的新型生物标

志物
[3]
。该研究通过高通量测序技术识别出 1 265 个在多发

性骨髓瘤骨病外周血外泌体中显著上调的环状 RNA，生物

信息学分析显示其参与的主要通路在骨髓瘤细胞的增殖、

黏附、迁移、归巢、代谢 (PI3K-Akt 信号通路、Hippo 信号

通路 )[12，20-21]
，以及多发性骨髓瘤相关并发症，如：多发性

骨髓瘤骨病 (PI3K-Akt 信号通路、Hippo 信号通路 )[11， 22]
、 

心脏事件 ( 致心律失常性右心室心肌病、扩张型心肌病、

昼夜节律同步、肥厚型心肌病通路 ) 和周围神经病变 ( 神

经系统发育通路 ) 中发挥重要作用。PI3K-Akt 信号通路多

方面参与多发性骨髓瘤的发生和进展。白细胞介素 6 和胰

岛素样生长因子 1 等关键生长因子可激活 PI3K-Akt 通路，

促进骨髓瘤细胞的存活、增殖、迁移和耐药性
[23]
。此外，

AKT1 和 AKT2 作为 RANKL/NF-κB 轴的一部分参与破骨细

胞分化和激活
[24]
，AKT 还被证明介导转化生长因子 β1 依

赖的成骨细胞分化
[25]
。在多发性骨髓瘤中，PI3K 抑制剂

BKM120 能有效预防骨髓瘤小鼠模型的溶骨性病变
[26]
。

Hippo 信号通路是多发性骨髓瘤骨病的重要调节因子，

Hippo 通路中的 YAP 分子与胞质中的 APC/β-catenin 复合物

结合，促进其通过蛋白酶体的降解，从而对 Wnt 信号产生

拮抗作用，有利于成骨过程
[27]
。而核内 YAP 与 β-catenin 

相互作用，导致核内 β-catenin 水平持续增加，延长前成骨

效应
[14]
。通路中的 YAP/TAZ/TEAD 复合物、RASSF2、MST2 也

与破骨细胞成熟和功能有关
[15]
。此外，Hippo 信号通路中的

TAZ 分子在多发性骨髓瘤患者血清中的表达显著降低，TAZ

是转录因子 Runx2 的共激活因子，后者可以诱导间充质干细

胞向成骨细胞分化
[28]
。

该研究进一步探索了多发性骨髓瘤骨病相关环状 RNA

的来源细胞，基于单细胞 RNA 测序结果，发现多发性骨髓

瘤骨病相关环状 RNA 的亲本基因在单核细胞 / 巨噬细胞、

T 细胞 / 自然杀伤细胞、B 细胞等免疫细胞中富集。单核细

胞 / 巨噬细胞是破骨细胞前体细胞，在巨噬细胞集落刺激因

子和 RANKL 等信号分子的作用下，下游 PI3K-Akt、MAPK、

NF-κB 等信号通路被激活，促进破骨细胞前体的融合和分

化
[29-30]

。免疫细胞通过分泌多种细胞因子参与调节骨代谢

和破骨细胞功能，如 Th17 细胞分泌白细胞介素 17，促进

破骨细胞生成
[31]
，调节性 T 细胞分泌的转化生长因子 β 和

白细胞介素 10 抑制破骨细胞分化
[32]
。PI3K-Akt 通路可以

正向调节 Th17 细胞的分化
[33]
，Hippo 通路在维持调节性 T

细胞池和功能，以及调节 Th17 细胞的产生中发挥重要作

用
[34]
。自然杀伤细胞通过产生 RANKL 和巨噬细胞集落刺

激因子促进单核细胞向破骨细胞分化，而 PI3K-Akt 通路和

Hippo 通路可以调节自然杀伤细胞的增殖，并维持细胞稳 

态
[35-37]

。B 细胞可以分泌多种细胞因子，包括白细胞介

素 1、白细胞介素 6、白细胞介素 7、白细胞介素 10、白

细胞介素 35、白细胞介素 37、肿瘤坏死因子 α 和转化

生长因子 β 等，在不同的环境中促进或抑制破骨细胞生

成
[38-40]

，而 PI3K-Akt 通路对 B 细胞的发育和免疫应答至关

重要
[41]
。因此，多发性骨髓瘤骨病相关外周血外泌体环

状 RNA 可能来源于骨髓微环境中的免疫细胞，通过调节

PI3K-Akt 通路和 Hippo 通路参与多发性骨髓瘤骨病的病理 

进程。

在单细胞水平上分析了多发性骨髓瘤骨髓微环境中单核

细胞 / 巨噬细胞与其他细胞类型的交互作用，并探索了其他

潜在的信号通路。单核细胞 / 巨噬细胞与骨髓瘤细胞及免疫

细胞均有交互作用，主要参与的通路有 MIF 通路。MIF 通过

与 CXCR 或 CD74 受体结合发挥其生物学作用，MIF 与 CD74

的结合诱导其磷酸化和 CD44 的募集，导致 ERK1/2 磷酸化和

ERK-MAPK 通路的持续激活。MIF 与 CXCR 结合还可诱导炎症

和免疫细胞趋化
[42]
。在多发性骨髓瘤骨病中尚未明确 MIF 信
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图注：图 A 为单核 / 巨噬细胞作为受体细胞与其他细胞间配体 -受体对介导的相互作用的气泡图；B 为 MIF 通路与细胞间通讯关系网络图。NK 细胞：

自然杀伤细胞。

图 6 ｜单核 / 巨噬细胞 ( 破骨细胞前体细胞 ) 与各细胞亚群间的细胞互作分析

Figure 6 ｜ Analysis of cellular interaction between monocytes/macrophages (osteoclast precursor cells) and various cell subsets

A

B

P > 0.05

P < 0.01

P 值
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号通路的作用，但是越来越多的证据表明 MIF 通路参与了各

种骨病的发展。靶向 MIF 抑制破骨细胞生成，减轻卵巢切除

引起的骨丢失，另外 MIF-CXCR4 轴是诱导破骨细胞前体归巢

到外周溶骨性病变的关键途径
[43]
。因此，单核细胞 / 巨噬细

胞与骨髓瘤细胞及免疫细胞间的 MIF 通路配体 - 受体互作可

能是多发性骨髓瘤骨病发生的重要因素。

综上所述，该研究首次基于外泌体测序数据和单细胞

RNA 测序数据，初步探索了多发性骨髓瘤骨病相关外周血外

泌体环状 RNA 的骨髓微环境来源细胞，并在单细胞层面刻画

了破骨细胞前体细胞与骨髓微环境的通讯图谱，MIF 通路可

能是多发性骨髓瘤骨病潜在的诊治靶点。在接下来的研究中，

将扩大样本量进行验证，并在体内、外实验中进一步明确筛

选出的外泌体环状 RNA 的来源细胞及其在多发性骨髓瘤骨病

中的作用机制。
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