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［摘要］　目的　利用生物信息学分析方法寻找慢性髓系白血病干细胞（ＣＭＬＬＳＣｓ）的潜在靶
点。方法　从ＧＥＯ数据库中选择合适的数据集，下载后通过 ｐｅｒｌ语言及 Ｒ语言联合对数据进行
整理和清洗。使用Ｒ语言进行差异表达分析，筛选出差异微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）。通过
ｍｉＲＷａｌｋ数据库对差异ｍｉＲＮＡｓ进行靶基因预测，同时构建 ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络，从中筛选出
关键ｍｉＲＮＡｓ。运用Ｍｅｔａｓｃａｐｅ数据库对关键ｍｉＲＮＡｓ的靶基因进行基因本体（ＧＯ）和京都基因和
基因组百科全书（ＫＥＧＧ）富集分析。利用 ＳＴＲＩＮＧ数据库构建靶基因蛋白质蛋白质作用网络
（ＰＰＩ），通过Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ插件筛选出核心基因。运用Ｒ语言对核心基因再次进行 ＧＯ和 ＫＥＧＧ富集
分析。结果　筛选出６个与ＣＭＬ发病及耐药相关的基因：ＣＣＮＤ１、ＫＩＴ、ＹＷＨＡＺ、ＢＣＬ２Ｌ１１、ＭＣＬ１、
ＳＩＲＴ１。ＧＯ富集分析结果发现，其与生殖系统发育、性别分化、转录抑制因子复合物、死亡域结合等
生物过程和分子功能相关。ＫＥＧＧ富集分析结果发现，其主要参与ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路、ＦＯＸＯ信号
通路及急性髓系白血病等信号通路。通过构建ＰＰＩ网络发现，这６个靶基因主要受 ｍｉＲ１９３ｂ３ｐ、
ｍｉＲ９５ｐ调控。结论　通过生物信息学确定了调控 ＣＭＬＬＳＣｓ的两个关键 ｍｉＲＮＡｓ：ｍｉＲ１９３ｂ３ｐ、
ｍｉＲ９５ｐ，以及受其调控的靶基因：ＣＣＮＤ１、ＫＩＴ、ＹＷＨＡＺ、ＢＣＬ２Ｌ１１、ＭＣＬ１、ＳＩＲＴ１。因此针对 ｍｉＲ
１９３ｂ３ｐ、ｍｉＲ９５ｐ的后续研究有利于为 ＣＭＬＬＳＣｓ的治疗提供新的靶点和生物标志物，有助于提
高对其作用机制的理解，为ＣＭＬ的治疗提供了新的策略。

［关键词］　慢性髓系白血病；　白血病干细胞；　微小ＲＮＡ；　生物信息学；　ＧＥＯ数据库
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　　慢性髓系白血病（ＣＭＬ）是一种发生在造血干细
胞水平的骨髓恶性增殖性疾病，其典型特征是表达具

有强酪氨酸激酶活性的ＢＣＲＡＢＬ１融合基因。随着酪
氨酸激酶抑制剂（ＴＫＩ）的应用，ＣＭＬ患者的生存期和
生存质量得到极大改善［１］。不过，尽管ＴＫＩ治疗使患者
长期总生存率达９０％，但仍有约１／４的患者在治疗期
间出现ＴＫＩ耐药［２］，且在大多数停止ＴＫＩ治疗的 ＣＭＬ
患者中可检测到白血病细胞重新生长和疾病分子学复

发。究其耐药和复发原因，主要是由于白血病干细胞

（ＬＳＣｓ）的存在。ＬＳＣｓ对ＴＫＩ不敏感，能够通过不完全
依赖ＢＣＲＡＢＬ融合基因活性的生存机制在 ＴＫＩ治疗
下存活，一旦ＴＫＩ治疗中断，其可能具有恢复白血病进

程的克隆能力［３］。因此，针对ＬＳＣｓ展开研究可为ＣＭＬ
提供新的治疗策略。微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是
一类小的非编码 ＲＮＡ，参与恶性肿瘤的形成，在恶性
肿瘤的发病中具有类似癌基因或抑癌基因的生物学

（ＢＰ）效应［４］。有大量研究结果表明 ｍｉＲＮＡｓ在 ＣＭＬ
ＬＳＣｓ自我更新、维持和 ＴＫＩ耐药中发挥重要作用，如
ｍｉＲ１２６水平降低会使 ＣＭＬＬＳＣｓ对 ＴＫＩ敏感；此外，
将ＣＭＬＬＳＣｓ暴露于伊马替尼下会增加ｍｉＲ２１水平，从
而导致 ＴＫＩ耐药［５］。以上结果均证明 ｍｉＲＮＡｓ在 ＣＭＬ
诊断和治疗中具有极大的潜力。因此我们希望基于生

物信息学分析，构建 ＣＭＬ潜在的 ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控
网络，为ＣＭＬ提供新的治疗靶点。

材料与方法

１．材料：以“Ｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＬＳＣｓ”作为
搜索关键词在 ＧＥＯ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ，ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ）获得本研究的数据集 ＧＳＥ９０７７３。该数据集
由５例 ＣＭＬ患者和 ４例健康供者外周血分离出的
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ＣＤ３４＋ＣＤ３８－干细胞样本组成。
２．方法
（１）差异表达 ｍｉＲＮＡｓ筛选：运用 ｐｅｒｌ语言将

ＧＳＥ９０７７３的原始表达矩阵进行 ＩＤ转换和分组得到
ＣＭＬ和健康供体的 ｍｉＲＮＡｓ表达矩阵。通过 Ｒ语言
的“ｌｉｍｍａ”包对 ｍｉＲＮＡｓ的表达矩阵进行数据矫正和
归一化处理，然后筛选出同时满足｜Ｌｏｇ２｜＞２，矫正后
的Ｐ值＜０．０５的差异ｍｉＲＮＡｓ。

（２）ｍｉＲＮＡｓ靶基因预测及 ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网
络构建：使用 ｍｉＲｗａｌｋ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｍｉｒｗａｌｋ．ｕｍｍ．
ｕｎｉｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）对差异 ｍｉＲＮＡｓ进行靶基因预测，
同时为提高准确性，将ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ和ｍｉＲＴａｒｂａｓｅ数据库
中共有的靶基因用于后续研究。然后通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
软件构建ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络，将调节靶基因最多
的ｍｉＲＮＡｓ作为关键ｍｉＲＮＡｓ用作后续分析。

（３）关键ｍｉＲＮＡｓ靶基因的基因本体（ＧＯ）及京都
基因和基因组百科全书（ＫＥＧＧ）富集分析：将关键
ｍｉＲＮＡｓ预测得到的靶基因上传至 Ｍａｔｅｓｃａｐｅ（ｈｔｔｐ：／／
ｍｅｔａｓｃａｐｅ．ｏｒｇ）进行ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析，将输入物
种和分析物种均设置为“Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓ”，筛选条件设置
为：Ｐ＜０．０５、ＭｉｎＯｖｅｒｌａＰ＝２、ＭｉｎＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔ＝１．５。

（４）靶基因的蛋白互作网络构建及核心靶基因筛
选：利用 Ｓｔｒｉｎｇ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｎ．ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ／）构
建蛋白质相互作用（ＰＰＩ）网络，然后将ＰＰＩ网络图上传
至Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ，使用“ｃｙｔｏｈｕｂｂａ”插件的ｄｅｇｒｅｅ算法分析
ＰＰＩ网络结构中的靶基因，得到核心基因。

（５）核心基因ＢＰ功能及信号通路分析：运用Ｒ语
言中的“ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ”、“ｏｒｇ．Ｈｓ．ｅｇ．ｄｂ”、“ｅｎｒｉｃｈｐｌｏｔ”
及“ｇｇｐｌｏｔ２”软件包对核心基因进行ＧＯ和ＫＥＧＧ富集
分析，并将结果进行可视化。

结　　果

１．差异ｍｉＲＮＡｓ筛选结果：在获得的差异ｍｉＲＮＡｓ中
有９个上调ｍｉＲＮＡｓ（ｈｓａｍｉＲ７０８５ｐ、ｈｓａｍｉＲ１９３ｂ３ｐ、
ｈｓａｍｉＲ９５ｐ、ｈｓａｍｉＲ２１３ｐ、ｈｓａｍｉＲ６６０５ｐ、ｈｓａｍｉＲ
３６２３ｐ、ｈｓａｍｉＲ２１５ｐ、ｈｓａｍｉＲ２２３ｐ、ｈｓａｍｉＲ３２５ｐ）
及２个下调ｍｉＲＮＡｓ（ｈｓａｍｉＲ４８６３ｐ、ｈｓａｍｉＲ４８６５ｐ）。
２．差异 ｍｉＲＮＡｓ靶基因预测结果：在 ｍｉＷＡＬＫ数

据库中获得差异 ｍｉＲＮＡｓ在 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ和 ｍｉＲＴａｒｂａｓｅ
共预测靶基因１０１个，其中 ｈａｓｍｉＲ１９３ｂ３ｐ、ｈａｓｍｉＲ
２２３ｐ、ｈａｓｍｉＲ９５ｐ调控的靶基因最多，且均为上调
ｍｉＲＮＡｓ，故将这３个 ｍｉＲＮＡｓ作为关键 ｍｉＲＮＡｓ并进
一步分析。

３．靶基因富集分析结果：对 ｈａｓｍｉＲ１９３ｂ３ｐ、ｈａｓ
ｍｉＲ２２３ｐ、ｈａｓｍｉＲ９５ｐ预测得到的全部靶基因进行

富集分析，发现这些基因主要在调节氧化应激反应、酶

联受体蛋白信号通路、细胞生长维持、造血、髓系分化

等ＢＰ过程中富集。在 ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路、恶性肿瘤
中的ｍｉＲＮＡｓ、内分泌抵抗及细胞自噬等 ＫＥＧＧ信号
通路上富集。

４．靶基因ＰＰＩ网络分析及核心基因ＢＰ功能分析：
构建靶基因的 ＰＰＩ网络，使用 ＣｙＨｕｂｂａ插件对 ＰＰＩ网
络进行分析，根据ｄｅｇｒｅｅ算法筛选出前十的核心基因：
ＥＳＲ１、ＳＩＲＴ１、ＣＣＮＤ１、ＫＩＴ、ＹＷＨＡＺ、ＢＣＬ２Ｌ１１、ＭＣＬ１、
ＴＩＡＭ１、ＣＤＸ２、ＡＣＬＹ。核心基因 ＧＯ富集分析结果表
明，核心基因主要参与的 ＢＰ过程包括生殖系统发育、
生殖结构发育及性别分化等；细胞成分（ＣＣ）主要集中
于转录抑制因子复合物、细胞质膜、纤维中心等；分子

功能（ＭＦ）主要为转录辅抑制因子活性、死亡域结合、
ＢＨ域绑定等。见图１。而 ＫＥＧＧ富集的信号通路有
ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路、ＦＯＸＯ信号通路及急性髓系白血
病等。见图２。

图１　核心基因的ＧＯ富集分析

图２　核心基因的ＫＥＧＧ富集分析

讨　　论

通过生物信息学分析，我们筛选出３个可能影响
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ＬＳＣｓ的 ｍｉＲＮＡｓ：ｍｉＲ１９３ｂ３ｐ、ｍｉＲ２２３ｐ、ｍｉＲ９５ｐ。
在急性髓系白血病（ＡＭＬ）中，ｍｉＲ１９３ｂ３ｐ通过靶向
多个步骤的ＭＡＰＫ信号级联来充当肿瘤抑制因子，从
而严格控制细胞增殖和细胞周期进程［６］。所以靶向

ｍｉＲ１９３ｂ３ｐ可能同样对ＬＳＣｓ的生长、死亡等细胞周期
活动产生影响；ｍｉＲ２２３ｐ能够通过靶向 ＮＥＴ１来增强
膀胱癌中的多重化学耐药，而在急性淋巴细胞白血病

（ＡＬＬ）中有研究发现，ＮＥＴ１可增强白血病细胞的增殖
和耐药［７］，所以在ＣＭＬＬＳＣｓ中或可通过同样的作用途
径对ＴＫＩ产生耐药；在人白血病 Ｋ５６２细胞的耐药性
研究中发现ｍｉＲ９５ｐ过表达，导致 Ｋ５６２细胞中的拓
扑异构酶ⅡＡ蛋白降低，使依托泊苷诱导的ＤＮＡ损伤
减少，导致细胞耐药［８］。所以，ＬＳＣｓ所具有的调控细
胞生长、死亡、细胞周期的 ＢＰ行为及对 ＴＫＩ的耐药可
能通过ｍｉＲＮＡｓ的介导发挥作用。

对核心基因的ＰＰＩ网络筛选，得到１０个核心基因。
核心基因富集的通路主要包括ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路、恶
性肿瘤中的ｍｉＲＮＡｓ、ＦＯＸＯ信号通路等。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信
号通路在 ＴＫＩ耐药中发挥重要作用，抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
活性可恢复对ＴＫＩ的敏感性，被认为是靶向代谢途径
之一［９］；ＦＯＸＯ３是造血干细胞维持的重要转录因子，
有研究结果证明，在 ＣＭＬ中 ＦＯＸＯ３的过表达能够抑
制ＣＭＬ细胞的增殖并增强达沙替尼活性［１０］，对 ＣＭＬ
有积极作用。其中ＳＩＲＴ１、ＣＣＮＤ１、ＫＩＴ、ＹＷＨＡＺ、ＭＣＬ１、
ＢＣＬ２Ｌ１１这６个基因在ＣＭＬ相关通路上富集。ＣＣＮＤ１
即细胞周期素Ｄ１，是调控细胞周期Ｇ１期的关键蛋白，
推动细胞周期由Ｇ１期进入Ｓ期。ＣＣＮＤ１上调可导致
Ｇ１／Ｓ期检测点缺陷从而促进肿瘤发生，导致细胞增殖
失控从而恶化。有研究提出在ＣＭＬ中，ｍｉＲ３４２５ｐ可
直接干扰ＣＣＮＤ１的３’非翻译区（ＵＴＲ），导致 ＣＣＮＤ１
表达降低，可能间接影响 ＢＣＲＡＢＬ１转录以降低其表
达［１１］；ＢＣＬ２Ｌ１１又称 ＢＩＭ基因，编码产物属于 ＢＣＬ２
家族成员之一的ＢＨ３ｏｎｌｙ蛋白家族，是活性最强的促
凋亡蛋白之一。有研究发现，表达 ＢＣＲＡＢＬ１的细胞
低表达 ＢＩＭ，抑制 ＢＣＲＡＢＬ１酪氨酸激酶会导致 ＢＩＭ
水平升高，提出细胞凋亡也可能是 ＣＭＬ治疗的新靶
点［１２］。ＭＣＬ１是一种抗凋亡蛋白，ＢＣＲＡＢＬ１的表达
与ＭＣＬ１的上调有关，ＭＣＬ１的抑制使 ＢＣＲＡＢＬ１阳
性细胞易发生细胞凋亡［１３］。ＳＩＲＴ１是一种ＮＡＤ＋依赖
的蛋白去乙酰化酶，其活化可促进ＣＭＬ细胞存活和增
殖，抑制ＳＩＲＴ１能够使ＣＭＬ细胞对伊马替尼诱导的细
胞凋亡敏感［１４］。ＫＩＴ是干细胞中细胞信号传导的重
要组成部分，其参与细胞维持和分化的关键功能，可替

代ＢＣＲＡＢＬ１酪氨酸激酶来激活生存信号［１５］，并且能

够调控ＣＭＬ细胞对ＴＫＩ的敏感性［１６］，在 ＣＭＬ中发挥

重要作用。因此，我们可以推断这些基因可能与 ＬＳＣｓ
促ＣＭＬ发生、复发和 ＴＫＩ耐药密切相关。此外，根据
ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络，可看出这些基因主要受ｍｉＲ
１９３ｂ３ｐ、ｍｉＲ９５ｐ调控，所以ｍｉＲ１９３ｂ３ｐ、ｍｉＲ９５ｐ可
能是消除ＣＭＬＬＳＣｓ的潜在治疗靶点。

综上，利用生物信息学可筛选出调控 ＣＭＬＬＳＣｓ
的关键ｍｉＲＮＡｓ及其靶基因，为ＣＭＬＬＳＣｓ的治疗提供
了新的治疗思路和策略。但是，因为本项研究是基于

芯片样本的生物信息学分析，目前只停留在前期基础

数据分析以及预测方面，结果往往由原始样本决定，很

多因素都会对结果产生干扰，所以需要大样本数据以

及基础实验对结果进行验证以及更加深入的研究。
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