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摘要 目的：鉴定疾病蛋白对深入理解致心律失常性右心室心肌病(ARVC)致病机制至关重要。可以采用计算生物学的方法，在

ARVC 疾病相关网络中挖掘新的潜在的致病蛋白。方法：本文整合 HPRD 和 BioGRID 的蛋白质互作数据，获得了较为全面且真

实可靠的蛋白质互作数据；通过结合文本挖掘和统计学检验筛选出 ARVC 种子蛋白，应用最近邻居扩增的方法，构建 ARVC 蛋

白质互作网络(PPIN)，并采用 PRINCESS 法则对网络中每对互作蛋白加权；最后，基于 ARVC 关联得分策略对网络中的每个蛋白

质打分并排秩。结果：分析发现排秩前 50 的候选蛋白大都与 ARVC 关系密切，如 PRKCA，CDH1，SMAD4，SMAD2，CDH5，

CTNNA1，DSC1 等在调节心肌收缩、细胞程序性死亡、心脏的发育过程及维持桥粒的完整性方面起重要作用。结论：我们提出的

方法为鉴定与 ARVC 致病机制相关的新致病蛋白提供了有效的途径。
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ABSTRACT Objective: Identification of disease proteins is important to understand the mechanism of Arrhythmogenic Right Ven-
tricular Cardiomyopathy (ARVC). Computational biological methods can be used to mine potential disease proteins in disease-related
network. Methods: We integrated protein-protein interaction data from HPRD and BioGRID databases to obtain a more comprehensive
and trustworthy protein-protein interaction data. The method of text mining combined with statistical tests was used to screen ARVC can-
didate proteins. ARVC-Protein-Protein Interaction Network (PPIN) was built through the nearest-neighbor expansion method and weighted
each protein pair in the network using PRINCESS. Then an ARVC-related score strategy was presented to rank each protein of the
network. Results: Top 50 candidate proteins were analyzed, and most candidate proteins were closely associated with ARVC, such as
PRKCA, CDH1, SMAD4, SMAD2, CDH5, CTNNA1, DSC1. They played an important role in regulating myocardial contractility, cell
degeneration, heart development and maintaining the integrity of desmosomes. Conclusions: Our approach reported here provides new
insights for the identification of disease genes, and will be helpful for the studies on the pathogenesis of ARVC in depth.

Key words: Arrhythmogenic Right Ventricular Cardiomyopathy; Protein-protein interaction network; Disease protein
Chinese Library Classification(CLC): R541.7, R542.2 Document code: A
Article ID: 1673-6273(2012)18-3425-05

* 基金项目：黑龙江省教育厅基金（12511271）；黑龙江省自然科学基金（D200834）

作者简介：崔丹（1985-），女，硕士，主要研究方向：遗传学，生物信息学，电话：0451-86674768，E-mail：cuidan61@sina.com

△通讯作者：闫玉清 ，E-mail: yanyq66@hotmail.com，陈丽娜，E-mail:chenlina@ems.hrbmu.edu.cn

（收稿日期：2012-02-10 接受日期：2012-03-20）

前言

致心律失常性右心室心肌病 （Arrhythmogenic Right Ven-
tricular Cardiomyopathy ，ARVC）是一种原发性心肌病，主要特

征为右心室心肌部分或全部被纤维或脂肪组织所替代，从而导

致心力衰竭、心律失常、猝死。严重威胁着人类的健康。研究认

为 ARVC 是一种复杂遗传病[1]。它具有明显的家族倾向，主要

是常染色体显性遗传，也存在少数常染体隐性遗传（如 NAXOS
病）其发生与发展是在生物环境因素背景下，多个致病基因相

互作用的结果[2]。一些分子遗传学研究证实编码桥粒蛋白的基

因突变能够导致 ARVC。目前已确定遗传位点的致病基因有

12 个，如斑珠蛋白 (JUP)，桥粒斑蛋白 （DSP），亲斑蛋白 2
（PKP2）以及桥粒芯蛋白等的突变均能引发 ARVC[3]。预测并鉴

定 ARVC 的致病基因对深入理解疾病的分子基础，从而进一

步提高疾病的诊断及治疗手段有着重要的意义。
近年来，复杂疾病候选基因的挖掘方法主要是基于蛋白互

作网络[4]。蛋白质是通过相互协作发挥其功能的[5]。基于人类疾

病网络及疾病基因网络的研究证明，致病基因比非致病基因彼

此之间有更多的互作，并共享相同的 GO terms[6]。直接互作的

蛋白质之间有相同或相似的作用[7]。可以基于网络研究蛋白质
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与疾病的关联性。但任何一个数据库都不可能收录所有的蛋白

质互作数据，通过整合网络可以获得真实可靠且较为全面的蛋

白质互作数据。JAKE 等利用 OMIM 数据库中检索描述中包含

" 疾病名称 " 的基因作为已知的致病基因，通过最近邻居扩增

法构建疾病关联网络来挖掘可能与疾病相关联的候选基因，但

这种简单的基于条件匹配的致病基因检索方法比较粗糙，可能

存在假阳性或漏掉假阴性基因[8]。Ozgur 等提出基于网络分析

并结合文献挖掘的方法预测疾病相关的基因能够改善这种情

况[9]。为了更准确而全面的阐述疾病和基因之间的关系，应在网

络分析基础上，结合功能富集分析来进一步证实。可根据功能

相似的基因可能表现相似的疾病表型这一理论，对网络预测得

到的候选蛋白进行 GO 功能富集分析研究[6, 7]。
本文利用 ARVC 的 " 种子蛋白 " 及整合网络中的蛋白质

互作数据，构建 ARVC 关联的蛋白质互作网络（ARVC-Related
Proteins and Protein Interaction Network，ARVC-PPIN）。并通过

功能富集分析和文献对网络中挖掘到的 ARVC 候选蛋白进行

证实，来了解 ARVC 致病机制和发现潜在的疾病相关联的候

选蛋白。

1 材料和方法

1.1 ARVC" 种子蛋白 " 的筛选

首先从 KEGG 数据库（http://genome.jp/kegg/）下载人类全

部通路（共 216 条），通过文献挖掘的方法在 NCBI 数据库中查

询有文献记载的和 ARVC 相关联的通路。筛选与 ARVC 疾病

显著相关的通路（卡方检验 P<0.05），再对每一条筛选出的通

路中的每个基因分别进行文献挖掘，筛选出 ARVC 疾病显著

相关的基因（卡方检验 P<0.05）。通过两次筛选共获得 32 个与

ARVC 相关联的致病基因，即种子基因。
利用 HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee. http:

//www.genenames.org）数据库[10]，将得到的种子基因转化为相

应的蛋白质的标准符号，得到与 32 个种子基因一一对应的相

关蛋白，本研究将其命名为 " 种子蛋白 "。
1.2 加权 ARVC-PPIN 的构建

HPRD 数据库（版本 9）是一个整合了来自真实的人类蛋白

质相互作用实验的数据库，包括蛋白质互作，翻译后修饰及组

织表达等信息，且所有的信息均通过生物学家阅读文献并分析

整合而来[11]。去掉其中蛋白质的自身互作，包含了 9 871 个蛋白

质，40 618 对互作的人类蛋白质互作网络。BioGRID 数据库（版

本 3.1.81）是一个有文献记载的蛋白质及遗传互作数据库。包

含 39 155 个蛋白及 219 750 对互作。本文整合了 HPRD 及 Bi-
oGRID 这两个信息量大且相对真实可靠的数据库获得较为全

面的蛋白质互作数据，并从中提取互作蛋白。通过最近邻扩增

的方法，提取 32 个 "ARVC 种子蛋白 " 及与其直接互作的蛋白

质，构建整合的 ARVC-PPIN。网络中，去掉其中蛋白质的自身

互作，共包含 761 个节点，887 条边。并对网络中的每个边设定

互作可信度得分。
PRINCESS 采用 Bayesianr 的方法来评估蛋白质及其互作

蛋白的生物相关性。PRINCESS 的主要策略是基于标准数据库

的黄金准则用似然比来评估生物证据的可信度。Bayesian 网络

方法，整合了多种混杂的生物学证据，包括模式生物的蛋白质

互作，功能注释，基因表达，基因组背景，网络拓扑结构等资源

计算出整合得分 " 似然比 " 来评估通过高通量实验鉴定了的

人类蛋白互作可信度，具有出高度敏感及特异性[12]。
本研究采用 PRINCESS 人类高通量蛋白质互作可信度打

分系统对网络中的每条边设定可信度得分。对将得分进行 0-1
标准化处理。作为互作蛋白的 " 可信度 "，并以此获得加权的

ARVC-PPIN。
1.3 ARVC 疾病关联性得分

我们提出一个 ARVC 疾病关联性得分策略，对网络中每

一个蛋白质进行打分，来衡量每一蛋白质对 ARVC-PPIN 的贡

献程度。ARVC-PPIN 中蛋白质与网络中其它蛋白质连接的能

力的强弱，体现了此蛋白质与 ARVC 的关联程度。因此，我们

对网络中的每个蛋白 i 引入一个相关功能关联得分 Si，即该蛋

白质的 ARVC 疾病关联性得分[8]：

Si=exp k×ln
j∈N(i)
ΣP(i,jΣ Σ) -ln

j∈N(i)
ΣN(i,jΣ Σ)Σ Σ （2）

其中，i 和 j 代表网络中的蛋白质：k 是一个经验常数(k>1；

这里我们设 k=2) ；N(i)是 ARVC-PPIN 中与蛋白质 i 互作的蛋

白质集合；P(i,j)是蛋白质 i 和 j 互作可信度；如果蛋白质 j 与 i
互作且属于 ARVC-PPIN，则 N(i,j)的值为 1，否则为 0。

ARVC-PPIN 中的蛋白质 Si 得分越大，这个蛋白质与疾病

越相关。根据计算出的 Si 得分对网络中的蛋白质排秩，排秩在

前的非种子蛋白则可作为 ARVC 候选蛋白。
1.4 ARVC 种子蛋白与候选蛋白的功能富集分析

利 用 DAVID 数 据 库 （版 本 6.7，http://david.abcc.ncifcrf.
gov/）下的功能注释工具，通过超几何分布对种子蛋白和其它

排秩在前 150 的候选蛋白进行 Gene Ontology 功能富集分析

(显著性水平为 0.01)，来进一步考察得到的候选蛋白与 ARVC
的功能关联性[13, 14]。

2 结果

2.1 候选蛋白质排秩结果及分析

在 ARVC-PPIN 网络中，疾病关联性得分在前 18 位的蛋

白质均为种子蛋白对候选蛋白进行排秩，其中排秩在 1-10 位

的候选蛋白（见表 1）。
分析发现这些蛋白质大多数与各类心肌病有着密切的关

系。如 Kooij 等在小鼠研究中发现蛋白激酶 PRKCA（rank 2），

能够调节心肌收缩和 Ca2+ 平衡[15]。Martínez 等在研究中发现

CDH1（rank 3）是上皮细胞转型成间叶细胞过程（EMT）中的主

要调节者之一，而 EMT 能够使心脏血管祖先细胞分化成各类

细胞，如心脏间隙纤维及心肌细胞在内的冠状动脉平滑肌细

胞、内皮细胞等[16]。它的发现有利于从分子水平深入认识心脏

病的致病机制。SMAD4(rank 4)能够编码 TGF-β 超家族通路中

一些常见的细胞内介质[17]。它们能调节多个细胞进程，如细胞

分化、细胞程序性死亡等。而目前的研究认为 ARVC 的疾病机

理可能与细胞的程序性死亡有密切相关。CTNNA1 (rank 5)和
DSC1（rank 9）均属于钙粘着蛋白家族中的成员。钙粘着蛋白通

过内聚力控制细胞间联接，而粘着连接是心脏组织的完整性的

重要组成部分[18, 19]。且钙粘着蛋白是桥粒的组分之一，也是细胞

连接、细胞粘着形成所必需的。桥粒的完整对维持间隙连接、细
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表 1 ARVC-PPIN 中候选前 10 的蛋白质

Table 1 Top 10 candidate proteins in the ARVC-PPIN

胞间电偶联的应答通道的正常功能、及心肌细胞的生长和分化

起到必不可少的作用[20]。而目前的研究普遍认为 ARVC 是一种

桥粒疾病[21]。此外，SMAD2 (rank 6) 是一个信号转导蛋白及调

控子，能调节多种信号通路及细胞进程。如细胞增殖，细胞程序

性死亡及分化。CDH5（rank 7）在心脏中表达，它在心脏的发育

中起重要作用[16]。PSEN1(rank 8)目前还没有文献证实与及心脏

的关系，但突变能导致在培养细菌模型中细胞粘着紊乱[22]。而

ARVC 的疾病机制可能与细胞粘着有关。SMAD3(rank 10)可能

整合到 TGFB1 信号通路中，TGFB1 信号在心脏重构及纤维化

及过度生长中起重要作用[23]。TGFB1 受体 I 和 II 与 SMAD3 磷

酸化的降低及心脏收缩性的下降相关[24]。Amati 等认为 ARVC
的发病机制是由于肌细胞向成熟的脂肪细胞转分化的结果[25]。
SMAD3 的正常表达能够防止心肌细胞的纤维化[26]。它的缺失

能够导致成纤维细胞的过度生长及损伤纤维细胞的转分化[27]。
因此它们都很可能是 ARVC 致病蛋白。

Rank Score Gene Symbol Protein Description

1 4.198945 SRC V-src sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2)

2 3.581556 PRKCA Protein kinase C, alpha

3 3.36539 CDH1 Cadherin 1, type 1, E-cadherin

4 2.948225 SMAD4 Mothers against DPP homolog 4

5 2.9403 CTNNA1 Catenin, alpha 1

6 2.896901 SMAD2 SMAD family member 2

7 2.757125 CDH5 Cadherin 5

8 2.663976 PSEN1 Presenilin 1

9 2.595321 DSC1 Desmocollin 1

10 2.475208 SMAD3 SMAD family member 3

2.2 ARVC 候选蛋白的功能富集

通过富集分析发现，大部分已知的致病基因及预测得到的

排秩在前 150 的候选基因主要分布在心肌收缩、心脏肌肉组织

发育及形态建成、心脏发育这几个生物学过程中。这些基因

(如 DSC2、PKP2、DSP、PG 等)与心脏形态的早期构建及心肌收

缩等功能密切相关[28, 29]。
ARVC 种子蛋白及预测得到的新蛋白主要富集在以下几

个功能类中 （如表 1 所示）：cardiac muscle tissue morphogene-
sis、heart contraction、cardiac muscle tissue development、heart de-
velopment、heart morphogenesis（P <0.05）。目前普遍认为 ARVC
的典型特点是心肌细胞逐渐被纤维或脂肪所替代，且有文献证

实这些功能类与心肌细胞的正常发育及 ARVC 的发病机制有

密切的关系。
通过富集分析可以发现每个与 ARVC 致病机制相关的

GOTERM 中所富集的蛋白质大部分是我们在初期通过文献挖

掘所获得的与疾病相关联的种子蛋白（见表 2），这些种子蛋白

主要包括 TNNT2、MYL2、TNNI3、TPM1、RYR2、PKP2、MYH7
、MYBPC3 等，这些蛋白所行使的功能与 ARVC 的发生与发展

进程密切相关，与种子蛋白富集在相同功能类中的候选蛋白有

SMAD7、SMAD2 等，它们均与 ARVC 的致病机制有着密切的

关系。

注：a 与 ARVC 疾病关联的功能类；b 排秩在前 1 到 150 候选蛋白；* 功能类中所包含的种子蛋白数目。
Note: a the ARVC-related GO Term; b the seed proteins and candidate proteins of top 1-150; * the numbers of seed proteins in the GO Term.

表 2 ARVC 疾病相关联的排秩前 150 蛋白质在功能类中的富集情况

Table 2 GO terms enriched in ARVC-related proteins and the top 150 candidates

Rankb

NO.

GO Terma

1-50 1-100 1-150

Cardiac muscle tissue morphogenesis 9(8)* 9(8) 9(8)

Heart contraction 6(6) 6(6) 6(6)

Cardiac muscle tissue development 9(8） 9(8) 9(8)

Heart development 17(12) 19(12) 20(12)

Heart morphogenesis 10(8) 10(8) 11(8)
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3 讨论

本研究利用文本挖掘结合统计学检验筛选 ARVC 相关的

种子蛋白。以种子蛋白为核心，用最近邻扩增的方法构建

ARVC-PPIN，并对网络中的蛋白质互作加权，提出 ARVC 疾病

关联性打分策略，以此对网络中的每一个蛋白质打分并排秩，

分析了前 150 的候选蛋白与疾病的关联性。通过以下几种方

法证明了我们方法的有效性。（1）文献证实。通过文献证实排秩

在前候选蛋白与疾病关联性更密切。（2）GO 富集分析。通过分

析发现种子蛋白及候选蛋白大多富集在疾病相关的功能类中。
本方法的优势在于，首先基于文本挖掘及统计学检验获得疾病

关联的通路，并从这些通路中获取种子蛋白及其互作蛋白来建

立疾病特异性网络，增加了种子蛋白的可信度。其次在以疾病

相关的种子蛋白为核心建立的 ARVC-PPIN 中，互作蛋白高特

异的与疾病蛋白连接，减少了混杂连接，具有较好的保真度和

较高的互作可信度，更易获得与疾病关联的候选蛋白。在加权

的 ARVC-PPIN 网络中，采用疾病关联性打分策略，可以衡量

网络中蛋白质与疾病关联强弱程度，高得分的候选蛋白，与疾

病关联程度更为紧密。因此，采用疾病关联性得分策略对网络

的种子蛋白及候选蛋白打分并排秩，获得了很多新的可能与

ARVC 疾病密切相关联的候选蛋白。

4 结论

通过以上分析，本研究发现这种基于种子蛋白建立的

ARVC-PPIN 的方法、疾病关联性得分策略的有效性，成功的完

成了 ARVC 相关的研究，为发现遗传的风险基因，理解遗传疾

病的分子基础起到重要作用。研究人类 ARVC 疾病进程、疾病

机制打开了新的研究思路，同时也给其它复杂疾病的研究提供

了参考。
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