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基于虚拟基因敲除的疾病分子网络
关键节点辨识方法＊

□尤章林 王 耘＊＊ 顾 浩 乔延江＊＊

（北京中医药大学中药信息工程研究中心 北京 100102）

摘 要：目的：建立基于虚拟基因敲除的关键节点辨识方法。方法：以疾病相关分子网络为载体，
针对网络中节点进行虚拟敲除，通过敲出前后其他节点对生物标记物的节点影响力值变化来评价该
节点的关键性，以阿尔茨海默病相关疾病分子网络为例来验证方法的可靠性。结果：阿尔茨海默病已
知靶点的虚拟敲除，使其他节点的节点影响力值均有显著下降，而随机节点的敲除无此现象。结论：本
方法能够验证已知靶点的关键性并筛选出新的关键节点，具有可行性和可靠性。
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生物分子网络是描述复杂系统的一种有效工具。
目前复杂生物网络在网络简化 [1]、网络解析 [2]等方面

开展了相应的研究，但由于网络规模较大、节点和边

代表的分子类型和关系类型较多、动力学过程复杂

以及网络动态进化等原因，目前复杂网络研究尚缺

乏有效利用生物分子网络信息的分析方法，尤其在

疾病层面上，疾病复杂网络中承载的生物分子间相

互作用信息在疾病诊断、药物设计等方面的应用还

缺乏相应的研究。针对网络中关键节点的研究可有

效分析复杂网络生物分子间相互作用信息。目前关键

节点研究工作主要针对网络的整体拓扑结构特征和

拓扑参数特征[3,4]等进行研究，方法较为单一。
针对疾病而言，复杂疾病在发病机理上可以

用复杂网络的形式表达，疾病复杂网络关键节点

的 针对性干预 可以 对 复 杂 疾 病 的 治 疗 起 到 作 用。
因此，疾病分子网络中关键节点的辨识对于发现

疾病靶点和针对复杂疾病的多靶点药物设计具有

重要价值。
针对上述现状，本文提出基于虚拟基因敲除的

疾病分子网络关键节点辨识方法，以疾病相关分子

网络为载体，通过考察网络中节点虚拟敲除前后对

于其他节点的节点影响力值变化，来判定被敲除节
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点的关键性，从而在宏观和微观两个层面上对关键

节点进行研究。其中关键节点是指在生物分子网络

中存在部分节点因其在位置、连接、功能上等的重

要性，在生物系统中处于主调节地位的节点，如关

键的调控基因、功能强大的蛋白质、生化反应的关

键酶等。基因敲除是指以胚胎干细胞技术和 DNA
同源重组技术为基础和原理，通过对某个基因的完

全敲除或部分敲除、基因序列的成段敲除或单一序

列的敲除，来观察生物或细胞发生的表型变化，从

而达到对特定基因功能研究的目的。虚拟基因敲除

是指在生物体外，利用生物分子网络模拟体内的生

化反应环境及信号通路传递过程，通过对生物分子

网络中特定基因节点或其他分子节点的虚拟敲除，

使得该基因节点或其他分子节点在网络中丧失相

应的动力学特性和功能，进而分析敲除前后对网络

环境或特定蛋白节点的影响，从而模拟体内实体基

因敲除前后对生物体所产生影响的方法。

一、方 法

1. 原 理
以构建的疾病分子网络为研究载体，针对网络

中疾病的已知治疗靶点进行虚拟敲除，通过考察

网络中靶点敲除后对其他节点的节点影响力值变

化（影响的范围及影响的幅度）来验证被敲除靶点

的关键性，并在后续研究中针对其他的非靶点节

点进行虚拟敲除，通过与靶点节点敲除后产生影

响的比较，从而发现可能的关键节点作为药物的

新治疗靶点。
基于虚拟基因敲除的疾病分子网络关键节点

辨识方法相关基本原理如下。
（1）建立疾病分子网络形式化模型原理。
构建疾病分子网络，需建立网络形式化模型。

本文的形式化模型中定义了一个基本生化反应单

元，包含 CONTAINS、LEFT、RIGHT、CONTROLLER、
ACTIVATION、INHIBITION、PARTICIPANT 7 种 关 系

类型（图 1），一个基本生化反应单元形式化模型构

建方法为：主框架为反应物 D 经反应 X 生成产物

E、F，其中反应物 D 是由上游途径中单一分子 A、
B、C 经复合反应生成的复合物，此步体现出分子

A、B、C 包含于并形成分子 D，即 CONTAINS 的分子

作用关系；对于反应 X，分子 D 为反应的输入分子，

即 LEFT 作 用 关 系 ； 分 子 E、F 为 输 出 分 子 ，即

RIGHT 作用关系；分子 a 通过控制反应 X 的激活剂

b，从而激活促进反应 X，即 CONTROLLER 和 ACTI－
VATION 作用关系；同理，分子 c 抑制反应 X，即

INHIBITION 作用关系；最后反应 X 参与了某一细胞

信号通路 Y，记为 PARTICIPANT 作用关系。将人体

内基本生化反应单元采用生物分子网络来体现，网

络中节点代表基本生化反应中的所有参与分子，网

络中的边代表分子间相互作用关系，并依据反应作

用类型形成有向作用的边，由此形成有向网络形式

化模型，如图 1 所示。
（2）虚拟基因敲除原理。
虚拟基因敲除的基本原则是节点被敲除后，所

有与该节点直接相连的边都将被删除，并同时遵循

以下原则：若被敲除节点为一个生化反应的输入分

子，且该生化反应的输出分子可由其他反应生成，

则该生化反应将被删除，但输出分子不被删除；若

被敲除节点为一个生化反应的输入分子，且该生化

反应的输出分子不能由其他反应生成，则该生化反

应及输出分子都将被删除；若被敲除节点为一个生

化反应的激活剂或抑制剂，且该生化反应可由其他

调节剂激活或抑制，则该反应调节剂的删除不影响

反应继续进行，故该生化反应将不被删除；若被敲

除节点为一个生化反应的激活剂或抑制剂，且该生

化反应不能由其他调节剂激活或抑制，则该生化反

应及输出分子都将被删除。
（3）节点影响力值计算原理。
本文首次提出基于疾病网络生物标记物的节

点影响力值的概念。生物标记物 [5]是指生物体在损
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害发生的前期，在分子、细胞等水平上产生的异常

变化的生物信号指标。因此各种生物分子对生物标

记物的影响在一定程度上反映出了该生物分子对

疾病的影响。而网络生物标记物 [6,7]将疾病的临床生

物标记物映射于网络中，为网络的研究提供新思

路。节点影响力是指在生物分子网络中的节点通过

网络动力学的传播从而对网络生物标记物节点产

生影响，即节点对其具有影响力。这里定义节点影

响 力 值 (Node Impact Counter, NIC)为 x/L,其 中 x∈
{0,1}, 即一个节点对网络生物标记物节点无影响即

记为 0，有影响则记为 1；L 表示节点到网络生物标

记物节点的最短路径长度，L∈[1,+∞), 节点具有影

响力，则 L 的最小取值为 1，若节点不具有影响力，

认为该节点到网络生物标记物节点间具有无限远

的路径，永远不能到达网络生物标记物节点，则 L
取值为+∞；一个节点的影响力值可根据疾病网络

生物标记物的个数 n 分为 n 个部分，也就是说节点

影响力值等于该节点对 n 个网络生物标记物节点

各自的影响力值的总和，NIC∈[0,n]。
2. 步 骤
基于虚拟基因敲除的疾病分子网络关键节点

辨识方法步骤如下：

（1）选择合适的目标疾病。
（2）构建目标疾病的相关疾病分子网络。
（3）选择疾病对应的网络生物标记物。
（4）验证疾病已知治疗靶点的关键性。
依据虚拟基因敲除原理敲除疾病分子网络中

疾病的已知治 疗靶点；已知治疗靶点虚拟敲除前

后网络中其他节点的节点影响力值计算；网络中

其他节点的节点影响力值的变化 分析；验证 靶点

的关键性。
（5）关键节点辨识。
疾病分子网络中非靶点的虚拟敲除；非靶点虚

拟敲除前后网络中其他节点的节点影响力值的计

算；网络中其他节点的节点影响力值的变化分析；

被敲除节点若对其他节点的节点影响力值产生较

大影响则可能为关键节点。
3. 适用范围
基于虚拟基因敲除的疾病分子网络关键节点

辨识方法适用范围为：研究目标是疾病发生机理和

作用机制相对较明确、疾病生物标记物数量较多且

研究较充分的疾病；研究的网络对象为须由一步接

一步的生化反应所构成的有向疾病网络。
4. 数据来源
本文以阿尔茨海默病 (Alzheimer's Disease, AD)

为例，对以上方法进行举例说明。以题名中包含“阿

尔茨海默病”及“信号通路”或“阿尔茨海 默病”及

“发病机制”的检索方式，在中国知网（CNKI）中国学

术文献网络出版总库中搜索文献，分别得到 13 篇

和 95 篇文献，发表于 1998 年 1 月~2012 年 2 月。选

择其中有文献佐证的，的确与 AD 发病机制相关的

18 条信号通路 [8~16]。同理以题名中包含“阿尔茨海默

病”及“生物标记物”的检索方式，在 CNKI 中搜索得

到 6 篇 AD 生物标记物相关文献，发表于 2006 年 5
月~2011 年 6 月。选择其中与 AD 相关且有文献佐

证的 4 种生物标记物 [17]作为 AD 网络生物标记物。
此外，AD 相关信号通路网 络的数据 来源于 Nature
所属 PID（Pathway Interaction Database）[18]数据库。

二、结果与讨论

因阿尔茨海默病 (Alzheimer's Disease, AD)等神

经退行性疾病是继心脑血管疾病之后的世界第二

大疾病，且 AD 的发病机制较明确，便于后期结果

验证，故本文以 AD 为例，对以上方法进行验证。
本文按照上述方法，首先明确并收集了与 AD

相关的 18 条细胞信号通路。其次依据疾病分子网

络形式化模型原理，整合 18 条信号通路，构建阿尔

茨海默病相关疾病分子网络，包含 2009 个节点，

3366 条边。再次根据文献确定 AD 的 4 种网络生物

标记物，如表 1 所示。
针对阿尔茨海默病分子网络，基于虚拟基因敲

除原理，本文对阿尔茨海默病的主要治疗靶点如

GSK3-beta(3β-糖原合成酶 )、APP(Aβ 淀粉样 A4 蛋

白)、CDK5(细胞周期蛋白依赖性激酶 5)等进行了虚

拟敲除，结果显示这些靶点的敲除对网络中其他节

点的节点影响力值产生很大影响，其他节点的节点

影响力值均有显著下降。其中 GSK3-beta 的敲除对

网络中 2005 个节点中的 153 个节点的节点影响力

值产生了影响，且节点影响力值平均下降 60.7%；

APP 的虚拟敲除，对 109 个节点的节点影响力值产

生了影响，且平均下降 43.2%；CDK5 的虚拟敲除，

对 147 个节点的节点影响力值产生了影响，且平均

下降 51.3%；此外，本文亦随机选择了处于网络中

心的非靶点 进行敲除，如 beta-catenin (β 连环蛋
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白)、Ras 蛋白的敲除，分别对 24 个节点和 29 个节

点的节点影响力值产生了影响，且节点影响力值

下降幅度均极小。以上结果显示，靶点与非靶点的

敲除对其他节点的节点影响力值是不同的，且靶

点敲除后的影响面和影响程度比非靶点的敲除大

得多，以上方法验证了靶点的关键性，有利于对疾

病网络的解析。

三、结 论

基于虚拟基因敲除的疾病分子网络关键节点

辨识方法能够验证已知治疗靶点的关键性，并具有

后续研究价值。该方法的应用将进一步深入体现出

生物网络中节点所处的地位和所起的作用，为复杂

网络的解析提供思路与方法。但由于工作量巨大，

本文尚缺乏针对非靶点的虚拟敲除，可在后续研究

中进一步敲除非靶点节点，通过与靶点敲除后产生

影响的比较，从而发现可能的关键节点以作为药物

的新治疗靶点。只要我们充分利用系统生物学整体

性、大规模的优势，充分结合生命科学内的交叉学

科和其他科学，可以说网络生物学将拥有更为广泛

的应用前景。
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表 1 阿尔茨海默病的相关网络生物标记物

网络生物标记物 与 AD病理关联性 可以测量的体液 AD脑脊液中发现

Aβ42 多见于老年斑，FAD中生成增加 脑脊液，血浆，尿液 降低

t-tau 见于 AD脑内神经纤维缠结，神经元损伤后分泌 脑脊液 增加

AGEs 促进 AD相关病理形成，导致神经元死亡 循环组织 未知

Neuron apoptosis AD的发生伴随神经元的丢失和死亡 脑组织 无
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Abstract: This paper was aimed to establish essential nodes identification method based on the virtual gene
knockout. The disease-related molecular network was used as a subject. This paper virtually knocked-out certain
node of the network and thus evaluated the importance of a particular node by introducing the Node Impact
Counter (NIC). At last Alzheimer's disease-related network was taken as an example to validate the method. The
results showed that the NIC of other nodes decreased significantly after knocking out the known target for
Alzheimer's disease, while such phenomenon is not observed when knocking out the non-target nodes. It was con-
cluded that this method can be used to screen out new essential nodes. Examples on Alzheimer's disease-related
network show that the method is feasible and reliable.
Keywords: Essential node, Alzheimer's disease, biomarker, virtual gene knockout, node impact counter
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