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基于人类信号网络和表达谱数据研究静脉血栓复发机制 *
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摘要 目的：静脉血栓是一种高复发风险和高致死率的疾病，其形成和复发的分子机制尚不明确。基于人类信号网络和基因表达

谱数据可针对静脉血栓经华法令抗凝治疗后的复发机制进行研究。方法：结合表达谱数据和人类信号网络，设计差异模块筛选策

略，通过功能分析、差异表达分析和已知血栓相关基因及药物靶基因的互作关联研究，获得与静脉血栓复发相关的显著差异模

块。结果：最终获得 8个与静脉血栓复发密切相关的显著差异模块，评估了华法令治疗静脉血栓的效能，提出了联合用药的 3种

可能途径。结论：应用本文提出的整合筛选策略，能识别与静脉血栓复发相关的模块，探究静脉血栓复发的分子机制和评估华法

令的治疗效能。还提供了潜在的联合用药途径，这对治愈血栓、防治血栓复发及复发机制的研究具有重要意义。
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Researching Recurrence Mechanism of Venous Thromboembolism
Based on Human Singaling Network and Gene

Expression Profile Data*

Venous thromboembolism is a disease having high risk recurrence and mortality, and the molecular

mechanism of formation and recurrence is not clear. Recurrence mechanism of venous thromboembolism after anticoagulation therapy

with warfarin could be investigated based on human singaling network and gene expression profile date. We integrated gene

expression profile data and human singaling network in order to design a screening significant differential module strategy. We obtained

significant differential modules related to recurrence venous thromboembolism via functional analysis, differential expression analysis

and interaction analysis of known genes and drug target genes associated with thromboembolism. : Finally eight significant

differential modules closely related to recurrence venous thromboembolism were obtained, and then were used to assess the efficacy of

warfarin. Three possible ways of drug combination were also presented. Our integrated screening strategy not only identified

modules closely related to recurrence venous thromboembolism, but also investigated recurrence mechanism of venous thromboembolism

and assessed the efficacy of warfarin. Our research provided potential route of administration of drug combination. It would be greatly

significant for curing venous thromboembolism, the prevention and treatment of recurrence venous thromboembolism and recurrence

mechanism study.

Venous thromboembolism; Warfarin; Gene expression profile; Human signaling network; Module
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前言

静脉血栓（Venous thromboembolism，VTE）为常见的血栓

性疾病，它已成为一个重要的且日益增长的公共健康问题，是

可发生在所有种族、年龄组和男女中的一种疾病[1]，静脉血栓形

成主要是由于血流滞缓、血液高凝及血管壁损伤，其遗传和获

得性风险因素都会增加患静脉血栓的风险[2-4]。静脉血栓已列于

癌症患者死亡原因的第二位[5]。由于血栓形成早期可能没有明

显症状，致使静脉血栓容易被忽略，如若得不到很好的治疗，

DVT发展最为严重的临床表征为肺栓塞，死亡率超过癌症及

意外事故致死人数的总和[6]。

静脉血栓存在很高的复发率，但其复发的分子机制尚不明

确。近年来研究表明 FVIII的高水平可以使静脉血栓复发的风

险增加，这两者间存在着明显的转化关系[2]。蛋白 C缺乏和口

服避孕药能增加静脉血栓复发风险[7,8]，凝血酶原 G20210A 在
一定条件下突变，并且与获得性风险因子如口服避孕药相互作

用，也会提高脑静脉血栓患者复发的风险[9]。

抗血栓药物可分为三大类：抗血小板凝聚类药物、抗凝血

药和溶血栓药。抗血小板凝聚药物有阿司匹林和氯吡格雷，溶

血栓药有尿激酶和链激酶，抗凝血药物有华法令和低分子肝

素。目前，通常采用维生素 K拮抗剂 --华法令来预防静脉血栓

复发[10]。对于伴有复发性静脉血栓的癌症患者，在对标准剂量

的低分子肝素或维生素 K拮抗剂有抗药性的情况下，不断增

加低分子肝素的剂量可有效治疗静脉血栓的复发[11]。

多项研究显示静脉血栓患者使用华法令进行抗凝治疗后

仍存在复发风险，但其复发的原因并不清晰[12-15]。随着高通量技

术的发展，基因表达数据愈来愈多地被用于研究疾病的药物治

疗效果、药物作用途径、药物副作用和揭示潜在发生耐药性的

分子途径迁移[16,17]。对基因调控网络的识别和构建研究，是进行

疾病治疗策略和药物设计的基础[18]。将药物靶点、药物应答表

达谱和功能蛋白质互作网络相结合，能够更有效的预测药物靶

点和鉴别药物的作用途径[19-22]。Verschuren L et al.通过瑞舒伐他

汀和依折麦布的联合用药对心血管疾病的危险因素、炎症和动

脉粥样硬化的影响研究分析，表明结合基因表达和生物信息学

通路分析有助于预测和确定药物组合的互补性和副作用[23]。

鉴于网络和高通量数据相结合带来的诸多好处，本文借鉴

此思路来研究静脉血栓复发机制。即在研究中选择具有三种分

类特征的全血细胞表达谱数据，以人类信号网络的功能模块为

研究对象，提出一个新的差异显著模块筛选策略，挖掘表达谱

中不同分类样本之间存在的显著差异模块，探讨静脉血栓复发

可能的分子机制和药物应答途径，希望能找到可用于联合用药

的潜在药物靶点及其作用途径，以提高静脉血栓的治愈率，减

少静脉血栓的复发率。

1 材料与方法

1.1 实验数据
1.1.1 人类信号网络和全血表达谱数据 人类信号网络是来

自 Cui Q et al.[24]所构建的，包含了 1634个结点和 5089个互作

关系，这些互作关系可分为三种，分别为抑制、激活和物理互

作。表达谱是从 GEO数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)

下载的经华法令处理的用于区分静脉血栓复发患者的全血基

因表达谱 GSE19151，它包括健康对照组、单次静脉血栓用药组

及用药后静脉血栓复发组这三组分类样本。GSE19151共包含
133个样本，其中 63个正常对照样本，32个未复发样本、38个

复发样本，分别记为 A、B、C类样本。
1.1.2 已知血栓相关基因和相关药物靶基因 从 OMIM数据
库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim)和 GAD 数据库(http://ge-

neticassociationdb.nih.gov/)查找并下载与血栓形成相关的基因，

在这里不仅局限于单一静脉血栓相关基因，同时也要考虑多种

可形成血栓的相关疾病的致病基因，经过整理后作为已知的血

栓相关基因。通过文献检索和查询 DrugBank数据库(http://red

poll.pharmacy.ualberta.ca/drugbank/) 获得血栓相关治疗药物的

图 1 静脉血栓复发机制流程图

Fig.1 Flow diagram for recurrence mechanism of venous thromboembolism
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药物靶基因。

1.2 实验方法
结合人类信号网络和表达谱数据研究静脉血栓复发机制

的具体流程见图 1。
1.2.1 差异模块筛选方法 首先，针对人类信号网络，利用马尔

可夫聚类方法，挖掘至少包含 4个节点的模块。

然后，考虑不同分类样本下，针对每个模块，计算模块中每

一个基因的平均表达差值，进而获得整个模块的平均表达差

值，以此作为该模块的表达值。通过对每个模块进行 1000次随
机，每次随机都用人类信号网络中相同度的节点随机替换模块

中的节点，计算每次随机模块在两种分类下的平均表达差值，

最后计算每个模块随机出现的表达值大于真实情况下的表达

值的频率 p值，作为评定模块显著性的依据。计算平均表达差

值的公式和 p值公式如下：

D=

k

i = 1
移(Xi-Yi)

k （1）

D=

k

j = 1
移(Xi-Yi)

k （2）

P= m
1000 （3）

式中 i表示真实情况下模块中基因，j表示随机情况下模

块中基因，k表示某一模块中基因的个数，Xi、Yi、Xj、Yj分别表

示真实和一次随机情况下两类样本被研究模块中基因的平均

表达值，D、D1分别表示此模块在真实和随机情况下的表达值。

对每一个模块都依照上述方法进行 1000 次随机，m 表示
D1>D在 1000 次随机中出现的累计次数，设定阈值为 p，将 p

小于等于 0.05的模块定义为显著差异模块。
1.2.2 功能富集分析 利用累计超几何分布的统计方法对模

块中基因进行功能富集分析，公式如下：

P(X>q)=1-
q

x = 1
移 Cx

nCM-x
N-n

CM
N

（4）

其中 N表示注释系统中基因总数，n表示将要考察的节点

或通路本身注释的基因数，M 为模块中基因数，x为模块中基
因与节点或通路的交集数目。

2 结果

2.1 显著差异模块

我们进行了三次差异筛选：正常对照组与未复发组

（A-B），正常对照组与复发组（A-C），未复发组与复发组（B-C）。
共筛选出 22个显著差异模块见附表 1。

研究的主要目的是寻找静脉血栓复发的分子机制，所以这

里我们将以 A-C组以及 B-C组获得的显著差异模块作为主要

研究对象，筛选获得的部分显著差异模块的详细信息列于表1。

表 1 A-C组和 B-C组部分显著差异模块

Table 1 A-C group and B-C group part of significant difference modules

Module Gene Name A-C B-C

m15

m18

m19

m25

m33

m35

m38

m82

m86

m104

CCR5,FLT4,GSN,PIP5K1A,PELP1,INPP5J

ETS1,ETS2,FOS,JUN

HINT1,RAF1,RHEB,BAG2,CNKSR1

IL2RG,IL6R,JAK1,JAK3,STAT1,STAT2,STAT4,STAT6,TYK2,PTPRU,IRF9

ACTN1,CAPZB,EPB41,RDX,VASP,VCL,ZYX,ARPC1B,PPP1R9A,DLGAP1

RHOA,ARHGAP4,ARHGAP6,LPAR1,GNA12,PKN1,PRKCSH,ARHGEF5,ARHGEF1,ARHGEF11,FARP1,GNA13,AKAP13

CD3E,CD4,CD28,CTLA4,TRA@,CXCR4

CLCA1,COL17A1,DAB2,DSP,ITGA6,ITGB4,EIF6,KRT18,RPSA,MMP7,PIK3CB,PIK3CD,PLEC1,PRKCD,VIM,PIK3R3,

MTMR12,PTPN5

AKT1,CDC42,INPP5A,MAP3K9,PAK1,PDK1,PDK2,PTEN,MAP4K2,TP53BP1,TNKS,ARHGEF2,ARHGEF6

APLP1,CDC34,GFAP,MDM2,PSMB6,PSMD9,SNCA,U

√

√

√

√

√

√

√

√

√

√

-

-

-

√

-

-

-

√

-

-

注：'√ '表示显著差异，'-'表示不显著差异。

Note: '√ 'denotes significant differential , '-' denotes not significant differential.

2.2 显著差异模块分析
2.2.1 功能分析 利用 David 数据库（http://david.abcc.ncifcrf.
gov/）对每一个显著差异模块进行 GO和 KEGG功能富集，设

定 p≤ 0.05的功能类为显著功能类。以模块为研究对象，每个

模块除自身存在较重要的功能类与静脉血栓相关外，多个显著

差异模块其共享的相同功能类，也与药物应答、静脉血栓形成

及复发密切相关（图 2）。我们发现 m19、m25、m35、m48、m86和
m110 这 6 个显著差异模块同时富集到 intracellular signaling

cascade 功能类，而外源性凝血是公认的“诱导型”信号级联，

如：凝血酶原 FVII在炎症或组织损伤部位时组织因子（TF）表

达上调，随着信号级联的实质性启动，蛋白水解激活的阵列产

生介导的信号（活性丝氨酸蛋白酶：FVIIa，FXa和 FIIa）导致血

纤维蛋白生产过剩呈现高凝状态进而形成血栓[25]。m38、m48、
m82、m86和 m110这 5个显著差异模块功能富集结果中都注

释到 T cell receptor signaling pathway功能类（图 3）。在内皮细

胞中，受抗原刺激的 iNKT细胞会导致 IL-8R CXCR2的上调和
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表皮生长因子受体和多种细胞内信号效应的磷酸化，包括

FAK、Src、和 STAT1 等，作用于动脉粥样硬化斑块、炎性细胞
与斑块内新生血管的区域，有助于斑块内新生血管和幼芽形

成[26]。

图 2 部分模块的基因显著富集的功能类

Fig.2 Genes of part of modules significantly enriched functional classes

Note: a denotes m82's Enrichment, b denotes m25's Enrichment, c denotes m86's Enrichment.

2.2.1 与复发相关分析 为了分析显著差异模块对于静脉血栓

的形成、复发产生的影响，通过考察其在三组中的表达差异改

变的情况，将这些模块分成三类来研究。

第一类：m82 是在 A-C组和 B-C 组都显著差异的，而在
A-B组不显著差异的模块，即在复发状态与正常和未复发状态

相比，模块均呈现显著的表达差异性，而未复发与正常间无差

异，说明该模块的表达差异改变不仅能够显示出与静脉血栓复

发相关，同时还能够揭示出华法令治疗静脉血栓的有效性。如：

ITGA6是细胞外基质粘附受体之一，有证据表明，细胞外基质

和细胞粘附分子在血栓形成和炎症中起到至关重要的作用[27]。

包含 ITGB4的内皮细胞系可提供一种体外模型用于对心血管

血栓形成和癌症进行药物和基因治疗的研究 [28]。m82中基因
COL17A1与已知血栓相关基因 AR 互作，同时又与基因 IT-

GB6协同改变促进细胞黏连的增加，可能引起静脉血栓的复

发。

功能分析表明，m82 主要富集到 phosphate metabolic pro-

cess和 cell adhesion等 GO功能类，以及 T cell receptor signal-

ing pathway、Jak-STAT signaling pathway 和 Chemokine signal-
ing pathway等 KEGG通路（图 2）。T细胞通过直接损伤细胞的
效应功能，破坏组织结构进而形成斑块[29]；T细胞的活化过程是

功能性的，它不仅促进抗原提呈细胞结合 T细胞受体，而且也

提供必要的共刺激信号，T细胞上表达的 CD28/B7结合抗原提

呈细胞上的 CD80和 CD86参与共刺激通路，且原发性 T细胞

的活化可呈现斑块内的功能性促炎症反应程序[30]。趋化因子通

过募集和活化白细胞亚群有效地介导炎症反应，而局部的炎症

反应促进了不稳定斑块的形成与破溃，进而通过血小板活化及

纤维蛋白原的介导形成血栓[31]。炎性趋化因子 CXCL16引发血

小板活化和粘附，通过 CXC motif受体 6-依赖磷脂酰肌醇 3 -

激酶 / Akt信号和旁分泌活化，在血栓闭塞性疾病中起决定性

作用[32]。乙型肝炎病毒感染和活化的 TGF-茁-miR-34a-CCL22过

程可作为诱发肝癌患者门脉癌血栓发展的有力致病因素[33]。

为了考察华法令的药物作用效果，我们分析了模块 m82

真实表达值（D 值）的波动情况。m82 在 A-C 组的 D 值

（0.154399959）远大于在 B-C组的 D值（0.065837319），表明此

模块能够反映出华法令对静脉血栓具有很好的抑制效果。

第二类：m25是在三组中都显著差异的模块，不仅揭示了

该模块是引起复发的可能根源，还表明了华法令对静脉血栓的

治疗效果不佳。m25 模块中大部分基因主要富集在 protein
amino acid phosphorylation、intracellular signaling cascade、pro-

tein kinase cascade 和 phosphate metabolic process 等 GO 功能
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类，以及 Jak-STAT signaling pathway 和 Chemokine signaling

pathway这两个 KEGG通路中（图 2）。在 Jak-STAT signaling

pathway中包含了模块 m25（11个基因）中 10 个基因，富集程

度高达 90.91%，研究表明，Stat3和 Stat4蛋白可能参与配体结
合 c-MpI后的信号转导，在巨核细胞 /血栓形成或血小板凝聚

方面起作用[34]。促红细胞生成素诱导持久的MAPK P42 / 44的

磷酸化，当这些细胞暴露于流动的血液中时，激活此信号通路

形成血栓[35]。有研究证实，用维生素 K拮抗剂对血栓患者进行

抗凝治疗后，可使血浆促凝磷脂（PPL）活性降低并与纤维蛋白
原含量相关[36]。

比较模块 m25 真实表达值（D值）的波动情况，以此分析

华法令的药物作用效果。该模块的真实 D 值在 A-C 组

（0.251270556）远大于在 A-B组（0.155499285），表明此模块反

映了华法令对静脉血栓的疗效不佳。差异分析后发现 m25中
有 9 个下调基因（IL2RG、IL6R、JAK1、JAK3、STAT2、STAT6、
TYK2、PTPRU和 IRF9）和 2 个上调基因（STAT1 和 STAT4），

模块整体是受到抑制的。除了基因 PTPRU外，其他基因全部富

集到 Jak-STAT signaling pathway（图 4）。已知血栓相关基因
IL6和 AGTR1是通过 Jak-STAT signaling pathway内信号级联
反应导致血栓形成 [37]，而位于 IL6下游的基因 IL2RG、IL6R、

图 3 T细胞受体信号通路

Fig.3 T cell receptor signaling pathway

Note: Pathway genes identified colors represent the corresponding module.

图 4 Jak-STAT信号通路

Fig.4 Jak-STAT signaling pathway

Note: Red denotes genes of m25.
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JAK1、JAK3、STAT2、STAT6和 TYK2，它们的差异表达和协同

作用也可能是通过此信号级联导致静脉血栓形成和复发。另

外，m25 中的基因 JAK1 和 STAT1 与已知血栓相关基因 AR

的作用相似，对有机物质刺激产生响应并经由细胞内信号级联

影响血栓形成和药物的治疗效果。

第三类：在 A-B和 A-C组都呈现显著差异，B-C组不显著

差异的模块，能够揭示出华法令对静脉血栓疗效不够显著，进

而导致了复发。这类模块包括 m15、m18、m19、m33、m35、m59、
m86、m104和 m110。功能富集分析发现其中多个模块富集到
intracellular signaling cascade、phosphate metabolic process、Reg

ulation of actin cytoskeleton 和 T cell receptor signaling pathway

等功能类，其中 m86的部分功能类见图 2。有研究发现，酪氨酸

磷酸化事件介导血小板活化可调节血管损伤部位血小板粘附

和凝聚，功能 CLP36的缺乏会加速血栓形成和增强促凝活性[38]。

PI3K 活性升高可使 Akt 磷酸化增强，进而通过 mTORs 与
VASP来活化血小板表面的 GpⅡ b/Ⅲ a受体，导致血小板形状

改变，最后促进血小板的粘附、聚集，导致血小板血栓形成[39]。

为了能够进一步了解这类模块在形成静脉血栓过程中所

起的作用，或对复发产生的影响。我们将此类模块在 A-B与
A-C两组差异筛选过程中分别得到的真实 D值进行比较分析，

具体的结果见表 2。

表 2 真实 D值比较结果

Table 2 Comparison of results of real D value

module D12 D13 result

m15

m18

m19

m33

m35

m59

m86

m104

m110

0.229667622

0.454817475

0.208707722

0.17372174

0.225736346

0.399123388

0.158441046

0.193052426

0.10524163

0.266182599

0.418023513

0.25069317

0.233983648

0.27560081

0.350961353

0.204316732

0.234545073

0.103963277

D12< D13

D12< D13

D12< D13

D12< D13

D12< D13

D12< D13

D12< D13

D12< D13

D12< D13

Note: 'D12' denotes module's real D value at A-B group, 'D13' denotes module's real D value at A-C group.

依据表 2中的结果，m15、m19、m33、m35、m86和 m104这

六个模块是 D12< D13的，即在静脉血栓形成的过程中其模块

的表达改变量是持续增加的，则提示这些模块对于静脉血栓的

形成是重要的。m18、m59和 m110，虽然 D12> D13，但在复发

和未复发状态下表达也都发生了显著改变，此类模块可能是对

于华法令药物应答不显著，在血栓形成过程中也起重要的作

用。

在人类信号网络中，m15 中基因 PELP1 与已知血栓相关

基因 ESR1互作，并和 INPP5J共同激活已知的血栓相关基因
CCR5的表达，使得该基因在复发和未复发状态下表达下调，

可能导致血栓形成；m86中基因 AKT1在复发和未复发状态下
表达下调，且复发状态比未复发状态表达更低，AKT1能够影

响已知血栓相关基因 NR3C1、NOS3和 TERT的表达，它们共

同调节细胞凋亡功能及细胞内信号级联反应，引起静脉血栓复

发；m104中基因 MDM2像已知血栓相关基因 CDKN2A一样

可能是使细胞内蛋白质代谢过程调节紊乱，引发血栓的形成或

复发。

3 讨论

为研究静脉血栓患者经过华法令治疗后复发的分子机制，

我们采用具有三种对比数据的表达谱，结合人类信号网络采用

差异模块筛选策略获得不同状态间显著差异的模块，从功能层

面和互作分析其对静脉血栓形成和复发的影响，且同时评估华

法令在静脉血栓治疗中的有效性。研究结果得到了三类与华法

令治疗后静脉血栓复发相关的 8个模块，第一类：m82的表达

差异改变不仅能够显示出与静脉血栓复发相关，同时还能够揭

示出华法令治疗静脉血栓的有效性。第二类：m25表明华法令

对静脉血栓的治疗效果不佳，也是引起复发的根源之一。第三

类：m15、m19、m33、m35、m86和 m104能够揭示出华法令对静

脉血栓疗效不够显著，进而导致了复发。这些模块不仅与已知

静脉血栓相关基因存在紧密的互作关系，而且其模块中的基因

显著富集到 phosphate metabolic process、Jak-STAT signaling

pathway和 T cell receptor signaling pathway等被现有文献证实

与血栓形成密切相关的生物学功能类。模块中的基因大部分也

被证实与血栓形成有关，如：AKT1通过 cGMP依赖的信号通

路介导 GPIb-IX信号，进而介导血小板粘附[40]。血小板内皮细

胞粘附分子 -1（PECAM-1）通过抑制 GPVI受体 酌链信号，补充
SHP-2进而磷酸化免疫受体酪氨酸抑制基序的一部分，对血栓

形成和血小板活性起负调节的作用[41]。有研究表明，CDC42影
响血小板丝状伪足的形成、分泌及聚集，因此在介导止血和血

栓形成中起着重要的作用[42]。

通过与静脉血栓复发相关模块的分类研究，我们发现不同

分类的模块所表征的华法令对于静脉血栓的治疗效果有一定

的差异性，但都是其静脉血栓复发的重要根源。因此我们试图

从这些显著差异模块与已知血栓防治药物的靶基因在信号转

导网络中的关联性入手，来寻求新的治疗静脉血栓和防止静脉
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血栓复发的用药途径。三氟柳是一种抗血小板凝聚药，在 m15

中我们发现了与三氟柳的靶基因 NFKB1 相互作用的基因
INPP5J，进行华法令抗凝治疗时，也同时使用三氟柳，则可能降

低静脉血栓复发的几率。m18包含那屈肝素的靶基因 FOS，如

果将那屈肝素和华法令同时用作静脉血栓的治疗，则可能将

m18的表达恢复到正常状态，从而起到抑制静脉血栓复发的作

用。m38是 A-C特有的显著差异模块，也就是说 m38发生差异

改变，可导致复发的产生，在 m38中有和亭扎肝素钠的靶基因
CXCL12相互作用的基因 CXCR4，如果华法令和亭扎肝素钠
联合用药，则会抑制 m38表达的改变，可将引起静脉血栓复发

的根源清除。

本文从人类信号网络出发，通过考察正常、未复发及复发

三种状态表达数据，筛选出与复发显著相关的差异模块，结合

功能层面和表达层面的分析，最终我们识别了三类与复发密切

相关的 8个模块，并显示了其对华法令治疗静脉血栓效能的评

估性，进一步与已知血栓相关基因及其治疗药物靶基因的关联

性分析，提出了联合用药的可能途径。我们推测获得的与静脉

血栓复发密切相关的显著差异模块中的基因，可作为潜在的新

的治疗静脉血栓复发的药物靶点，对其进行深入探索性研究将

对治愈血栓、防止复发及研究复发机制具有重要的意义。
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√
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