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　　[摘要]　目的:探究慢性儿童免疫性血小板减少症(ITP)的关键基因和信号通路,为研究慢性ITP的潜在分

子机制提供新的思路。方法:从 GEO 数据库获得 mRNA 表达芯片数据集 GSE46922,利用 GEO2R 筛选出

DEGs,并利用 DAVID对 DEGs进行 GO功能富集分析和 KEGG信号转导通路富集分析。随后,构建 PPI蛋白

互作网络,筛选核心靶标。结果:筛选出274个表达上调基因,主要参与细胞骨架组构,基于肌动蛋白丝的过程,
肌动蛋白纤维组织等生物过程。筛选出496个表达下调基因,主要参与动作电位和肌肉收缩等过程。KEGG分

析发现,上调基因主要参与 HIF-1信号通路。下调基因主要涉及焦点黏附、Rap1信号通路、PI3K-Akt信号通路、
神经信号传递通路、肌动蛋白细胞骨架调控等信号通路。获得11个核心靶标:VEGFA,CCND1,ESR1,MYH14,

ERBB2,CDKN3,PVALB,CDC20,CHEK1,MTOR和 CFTR。结论:本研究通过生物信息学分析获得慢性ITP
的关键基因和信号通路,为研究慢性ITP的发病机制提供了新的思路。核心靶标基因可作为诊断和预后评估的

生物标志物。
[关键词]　生物信息学分析;慢性儿童免疫性血小板减少症;差异表达基因;血管内皮生长因子 A
doi:10.13201/j.issn.1004-2806-b.2019.10.006
[中图分类号]　R457.1　　[文献标志码]　A

Identificationofkeygenesandpathwaysassociatedwithchronic
pediatricITPbybioinformaticsanalysis

XIAYuexin　WANGNi　ZHANGLi　SONGWenqian
SHAOLinnan　QINing　YU Weijian

(DalianBloodCenter,Dalian,116000,China)
Correspondingauthor:YU Weijian,E-mail:yuweijiandl@163.com

Abstract　Objective:Toidentifycriticalgenesandpathwaysinordertounravelthemolecularmechanismsas-
sociatedwithchronicITP.Method:Thegeneexpressionprofiledataset(GSE46922)wasdownloadedfrom GEO
database.TheDEGswereidentifiedbyGEO2R.GOandKEGGpathwayenrichmentanalyseswerecarriedoutu-
singDAVIDdatabase.Furthermore,PPInetworkwasconstructedbySTRINGdatabase.Result:Totally274up-
regulatedgeneswereidentified,whichwereenrichedinbiologicalprocessesofcytoskeletonorganization,actinfila-
ment-basedprocessandactinfilamentorganization.Additionally,496down-regulatedgeneswereidentified,which
demonstratedenrichmentinbiologicalprocessesincludingactionpotential,musclecontractionandbehavior.Path-
wayanalysisrevealedthattheup-regulatedDEGswereparticularlyinvolvedinHIF-1signalingpathway,whilethe
down-regulatedDEGsweremainlyinvolvedinfocaladhesion,Rap1signalingpathwayandPI3K-Aktsignaling
pathway.Thetop11hubgenesofPPInetworkwereVEGFA,CCND1,ESR1,MYH14,ERBB2,CDKN3,PVALB,

CDC20,CHEK1,MTORandCFTR.Conclusion:ThepresentstudyidentifiedtheDEGsandpathwaysinchronic
ITPbybioinformaticsanalysis,whichmightprovidenovelinsightsforunravelingpathogenesisofchronicITP.The
hubgenesmightserveasbiomarkersfordiagnosisandprognosisevaluation.

Keywords　bioinformaticsanalysis;chronicpediatricimmunethrombocytopenia;differentiallyexpressed
genes;VEGFA

　　儿童免疫性血小板减少症(pediatricimmune
thrombocytopenia,ITP)是一种自身免疫系统介导

的血液病,其特点是血小板计数低、自发性瘀伤、紫
癜性皮疹和黏膜出血〔1〕,发病率为4~5/10万。根

据血小板减少症的持续时间,将ITP分为3个阶

段,即新诊断ITP(病程<3个月)、持续性ITP(病

程3~12个月)和慢性ITP(病程>12个月)〔2〕。儿

童新诊断ITP和持续性ITP通常具有自限性〔3〕,
约20%的患儿会发展成为慢性ITP。由于长期的

血小板减少,慢性ITP通常需要长期利用免疫抑制

剂进行治疗,甚至在难治性病例中进行脾切除术。
因此,在新诊断的ITP病例中,对其远期病程进行

准确的预测有着极为重要的临床意义。
之前的研究发现,相对于自限性ITP,慢性

ITP的患儿年龄更大,血小板计数更高(>20×
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109/L),黏膜出血较少,并且在诊断前发生病毒感

染的可能性也较小〔1〕。最近的研究发现,与自限性

ITP相比,慢性ITP患儿血浆样本中白细胞介素2
(interleukin2,IL-2)、白细胞介素10(interleukin
10,IL-10)和干扰素γ(interferon-γ)的表达水平较

高〔4-5〕。Zhang等〔6〕研究发现,与自限性ITP相比,
慢性ITP患儿全血中vanin-1mRNA 表达水平较

高。目前为止参与慢性ITP的关键调控基因和潜

在分子机制尚未清晰,并且没有生物标志物能够在

诊断早期准确地预测自限性ITP发展为慢性ITP
的可能性。

基因芯片是一种高通量的基因表达分析平台,
目前已得到广泛应用〔7〕。本研究从 GeneExpres-
sionOmnibus(GEO)数据库获得 mRNA表达芯片

数据集 GSE46922,将慢性ITP患儿 T细胞样本的

表达谱与新诊断ITP患儿的表达谱进行比较,筛选

出差异表达基因(differentiallyexpressedgenes,
DEGs),并对DEGs进行 Geneontology(GO)功能

富集分析和 KyotoEncyclopediaofGenesandGe-
nomes(KEGG)信号转导通路富集分析。随后,通
过蛋白-蛋白相互作用网络(protein-proteininter-
action,PPI)的构建,获得慢性ITP的核心靶标基

因。本研究旨在利用生物信息学方法初步探究慢

性ITP的关键基因和途径,为研究慢性ITP的发

病机制提供了新的思路,有助于探索新的生物标志

物以进行慢性ITP的诊断和预后评估。

1　资料与方法

1.1　研究对象

从 GEO 数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/geo/)获得 mRNA表达芯片数据集 GSE46922。
该数据集由Jernås等〔8〕提交,包括7例新诊断ITP
患儿T细胞样本和6例慢性ITP患儿T细胞样本。
1.2　数据来源

利用 GEO2R(http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/geo/geo2r/)筛选 DEGs;利用 DAVID数据库

(https://david.ncifcrf.gov/)对 DEGs进行 Gene
ontology-Biologicalprocess(GO-BP)功能富集分

析 和 KEGG 信 号 转 导 通 路 富 集 分 析;利 用

STRING(http://www.string-db.org/)数据库和

可视化分析软件 Cytoscape构建差异表达基因的

PPI网络。
1.3　方法

1.3.1　DEGs的筛选 　 利用在线工具 GEO2R
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/)筛

选DEGs,筛选条件:P<0.05,|logFC|≥2〔9-11〕。
1.3.2　GO及 KEGG分析　利用 DAVID数据库

(https://david.ncifcrf.gov/)对靶基因进行 GO
功能 富 集 分 析 和 KEGG 信 号 转 导 通 路 富 集 分

析〔12-13〕。筛选条件:P<0.05。
1.3.3　PPI网络构建　首先从STRING(http://
www.string-db.org/)数据库获得差异基因相互作

用的数据〔14〕,筛选条件:confidentinteractionscore
>0.4。利用可视化分析软件 Cytoscape获得差异

基因PPI互作网络〔15〕。节点连接边数degrees>
20的 基 因 称 为 核 心 靶 标。利 用 插 件 Molecular
ComplexDetection(MCODE)进行模块分析,筛选

条件:degreecut-off=2,haircuton,nodescorecut-
off=0.2,k-core=2,and max.depth=100,
MCODEscores≥3.96,hubnodes≥6.83anded-
ges≥14.83,Pvalue<0.05〔16〕。

2　结果

2.1　DEGs的筛选

从数据集 GSE46922中筛选出770个在儿童

慢性与新诊断ITPT细胞样本中差异表达的基因,
其中274个基因表达上调,496个基因表达下调。
2.2　GO及 KEGG分析

GO生物学过程分析发现上调的差异基因参

与多种生物过程,排名前5的为:细胞骨架组构、基
于肌动蛋白丝的过程、肌动蛋白纤维组织、细胞黏

连负调控、上皮细胞迁移负调控(表1)。下调基因

主要参与动作电位和肌肉收缩等过程。KEGG 分

析发现,上调基因主要参与 HIF-1信号通路(表
2)。下调基因主要涉及焦点黏附、Rap1信号通路、
PI3K-Akt信号通路、神经信号传递通路、肌动蛋白

细胞骨架调控信号通路。

表1　差异表达基因GO-BP分析

GO编号 GO-BP注释 基因/个数(%) P
上调基因

　GO:0007010 细胞骨架结构 31(11.40)9.80E-05

　GO:0030029
基于肌动蛋白丝

的过程
22(8.09)1.15E-04

　GO:0007015
肌动蛋白纤维组

织
14(5.15)3.26E-04

　GO:0007162 细胞黏连负调控 11(4.04)4.55E-04

　GO:0010633
上皮细胞迁移负

调控
6(2.21)5.70E-04

下调基因

　GO:0001508 动作电位 15(3.02)3.87E-06
　GO:0006936 肌肉收缩 23(4.64)1.98E-05
　GO:0007610 behavior 31(6.25)3.90E-05
　GO:0045595 调节细胞分化 63(12.70)4.86E-05
　GO:0019228 神经元动作电位 7(1.41)5.74E-05

2.3　PPI网络构建

PPI网络分析发现11个核心靶标:血管内皮

生长因子A(vascularendothelialgrowthfactorA,
VEGFA),细胞周期蛋白 D1(cyclinD1,CCND1),
雌激素受体1(estrogenreceptor1,ESR1),肌凝蛋
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白重链14(myosin,heavychain14,MYH14),erb-
b2受体酪氨酸激酶2(erb-b2receptortyrosineki-
nase2,ERBB2),细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂

3(cyclindependentkinaseinhibitor3,CDKN3),小
白蛋白(parvalbumin,PVALB),细胞分裂周期20
(celldivisioncycle20,CDC20),细胞周期检测点

激酶1(checkpointkinase1,CHEK1),雷帕霉素机

制性靶标(mechanistictargetofrapamycin,MTOR),
囊性 纤 维 化 跨 膜 传 导 调 节 蛋 白 (cysticfibrosis

transmembraneconductanceregulator,CFTR)(图
1)。其中ESR1、ERBB2和 MTOR表达上调,其余

基因表达下调。模块分析获得模块1和2(图2),
KEGG分析发现,模块1中的基因主要参与刺激神

经组织的配体受体相互作用通路,细胞周期和钙离

子信号通道(表3)。模块2中的基因主要参与焦点

黏附,PI3K-Akt信号通路,血小板激活和细胞外基

质受体相互作用等信号通路。

表2　差异表达基因KEGG通路路径列表

KEGG-ID 通路 % P 基因

下调基因

　hsa04510 焦点黏连 2.62 1.76E-03
MYL7,CAV2,CCND1,COL3A1,PAK5,VEGFA,ITGB4,

ITGB5,ITGA2,PDGFC,ITGB3,COL11A1,PARVB

　hsa04015 Rap1信号通路 2.22 1.64E-02
RAP1GAP,GRIN2B,FGF14,CNR1,VEGFA,P2RY1,

RAPGEF5,PDGFC,FGF12,PARD6G,ITGB3

　hsa04151 PI3K-Akt信号通路 2.82 3.82E-02
FGF14,COL3A1,ITGB4,ITGA2,ITGB5,FGF12,ITGB3,

RPS6,IFNA1,CCND1,IFNA5,VEGFA,PDGFC,COL11A1

　hsa04080
刺激神经组织的配体

受体相互作用通路
2.42 3.97E-02

GABRA2,GRIN2B,CCKBR,CHRM3,THRB,GRIK2,

NMUR2,CNR1,P2RY1,ADRA1A,NPY1R,CHRNA1

　hsa04810
肌动蛋白细胞骨架调

节
2.02 4.12E-02

MYL7,CHRM3,FGF14,PAK5,ITGB4,ITGB5,ITGA2,

PDGFC,FGF12,ITGB3
上调基因

　hsa04066 HIF-1信号通路 1.21 3.10E-02 ERBB2,IL6R,MTOR,ANGPT2,AKT2

图1　差异表达基因的PPI网络
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a:模块1;b:模块2。红色框代表上调基因;绿色框代表下调基因。
图2　差异表达基因的模块分析

表3　模块1和模块2差异表达基因KEGG通路路径列表

KEGG-ID 通路 % P 基因

A,module1

　hsa04080
刺激神经组织的配体

受体相互作用通路
29.4 6.67E-04 CCKBR,CHRM3,NMUR2,P2RY1,ADRA1A

　hsa04110 细胞周期 23.5 8.38E-04 BUB1,CHEK1,CDC20,ESPL1
　hsa04020 钙信号通路 23.5 2.42E-03 CCKBR,CHRM3,GNA11,ADRA1A
　hsa04114 减数分裂 17.6 1.24E-02 BUB1,CDC20,ESPL1
　hsa04725 胆碱能突触 17.6 1.28E-02 CHRM3,GNA11,GNG4
B,module2

　hsa04510 焦点黏连 25.9 1.78E-05
CCND1,COL27A1,ERBB2,COL3A1,ITGA2,COL11A1,

AKT2

　hsa04151 PI3K-Akt信号通路 29.6 3.21E-05
IL4,CCND1, COL27A1, COL3A1,ITGA2, MTOR,

COL11A1,AKT2
　hsa04611 血小板激活 18.5 4.59E-04 COL27A1,COL3A1,ITGA2,COL11A1,AKT2

　hsa04512
细胞外基质受体相互

作用
14.8 1.88E-03 COL27A1,COL3A1,ITGA2,COL11A1

　hsa04974 蛋白质的消化和吸收 14.8 1.95E-03 COL27A1,COL3A1,COL22A1,COL11A1

3　讨论

阐明慢性ITP的关键基因和潜在分子机制对

慢性ITP 的 诊 断 和 预 后 评 估 具 有 重 要 意 义。
VEGFA是连接度最高的核心靶标,相对于新诊断

ITP,其在慢性ITP患儿 T细胞样本中的表达水平

下调。其作为血管内皮生长因子(VEGF)超级家

族的成员,编码血管内皮生长因子 A 〔17-18〕。VEG-
FA在血管内皮细胞的增殖、分化和迁移过程中起

着至 关 重 要 的 作 用,并 参 与 血 管 通 透 性 的 维

持〔19-20〕。VEGFA的异常表达可以破坏血管内皮

屏障〔21〕。VEGFA 的表达受 PI3K-Akt〔22〕和 HIF-
1〔23〕等调控,此外,活化的血小板可以启动 VEGFA
的释放〔24〕。VEGFA能够诱导焦点黏附激酶(focal
sdhesionkinase,FAK)酪氨酸磷酸化,进而在内皮

细胞中召集焦点黏附〔25〕。焦点黏附是指内皮细胞

与细胞外基质的特定位点结合〔26〕。大量证据表

明,焦点黏附在血管内皮细胞的增殖、分化和迁移

中起着重要的作用。我们由此推测,相对于新诊断

ITP,慢性ITP患儿 T细胞样本中 VEGFA表达水

平的下调影响了血管内皮细胞的增殖、分化和迁

移,以及血管通透性。最近的研究表明,VEGFA
在多种肿瘤组织中表达上调,其表达与肿瘤分期和

进展密切相关〔27〕。然而迄今为止,关于 VEGFA
在慢性ITP中功能的研究尚未见报道。

本研究是第一篇关于儿童新诊断ITP和慢性

ITP差异基因和关键信号通路的生物信息学分析,
为研究慢性ITP的发病机制提供了新的思路,有助

于探索新的生物标志物以进行慢性ITP的诊断和

预后评估。包括 VEGFA、CCND1、ESR1、MYH14
和ERBB2等在内的DEGs可能成为慢性ITP诊断

和预后评估的生物标志物。而焦点黏附,PI3K-
Akt信号通路,血小板激活和细胞外基质受体相互

作用等通路可能在慢性ITP中起重要作用。然而,
目前缺乏实验验证,因此需要进一步的分子生物学
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实验来验证 VEGFA、CCND1、ESR1、MYH14和

ERBB2等差异基因在慢性ITP中的功能。
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