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[摘　 要] 　 目的　 利用加权基因共表达网络分析(WGCNA)来识别动脉粥样硬化(As)合并糖尿病有关的功能基

因模块。 方法　 从基因表达数据库(GEO)中下载 GSE23304 数据集,其中包含 101 例 As 外周斑块样本(其中 25 例

患有糖尿病)的基因表达谱,使用 WGCNA 对数据集进行模块化分析并关联临床表型数据,根据相关系数大小,识
别出与 As 最为相关的表型所在的模块,并对模块内基因进行功能注释(DAVID),最后使用 STRING 进行蛋白互作

网络分析。 结果　 使用 WGCNA 分析,最终得到了 33 个模块,其中 As 中识别到的 Darkturquoise 模块与糖尿病最为

相关,认为 Darkturquoise 为糖尿病合并 As 的关键基因模块。 结论　 WGCNA 分析方法识别出的 As 关键基因模块

Darkturquoise 在糖尿病中可能起到重要作用。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To identify functional gene modules related to atherosclerosis (As) with diabetes by weighted
gene co-expression network analysis (WGCNA). 　 　 Methods　 GSE23304 data set containing 101 samples of atheroscle-
rotic peripheral plaques (25 of them had diabetes) was downloaded from the gene expression omnibus (GEO), then the
gene expression profile was correlated with phenotypic data and analyzed by WGCNA. 　 According to the correlation coeffi-
cient size, the study identified the module which phenotype is the most highly associated with atherosclerosis, with function-
al annotation (GO) of the genes in the module, and then used STRING for protein interaction network analysis. 　 　 Re-
sults　 33 modules were obtained by WGCNA analysis, of which the Darkturquoise module identified by atherosclerosis is
the most relevant to diabetes, and Darkturquoise is considered to be a key gene module for diabetes in atherosclerosis. 　 　
Conclusion　 The atherosclerosis key gene module identified by WGCNA analysis may play an important role in diabetes.

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是心血管系

统中常见的慢性血管炎性病变,是许多心脑血管疾

病的病理基础。 已有调查显示,每年约有 0. 3% 的

中老年糖尿病患者死于心血管疾病[1],由此可见心

血管疾病合并糖尿病的严重性。 另外,As 也是糖尿

病致死的主要原因之一,糖尿病患者较未患糖尿病

者更易发生 As。 在糖尿病前期中,多数患者合并存

在血脂代谢异常、血管钙化、胰岛素抵抗等,这些因

素既能够导致 As 的发生,同时还可能使得不稳定的

As 斑块发生破裂,导致血栓形成以及血流中断,甚
至会危及生命[2]。 因此,本研究就 As 合并糖尿病

构建加权基因共表达网络,探究在 As 合并糖尿病中

共表达的基因模块,希望可以作为 As 合并糖尿病的

分子标志物,为后续研究和治疗 As 合并糖尿病提供

更多线索。
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1　 材料和方法

1. 1　 数据来源

　 　 本课题所研究的 As 组织样本(GSE23304) [3]来

自基 因 表 达 数 据 库 ( gene expression omnibus,
GEO) [4],平台号为 GPL4372,该数据集包括 67 例

As 患者的 101 个 As 外周斑块样本的基因表达谱数

据,其中有 25 例 As 患者患有糖尿病。 本研究所使

用的基因表达数据为 101 例样本的全基因组表达原

始数据,而非经作者分析后筛选出的特异表达的

基因。
1. 2　 共表达网络的构建和模块的识别

1. 2. 1　 软阈值的选择与模块的初步划分　 　 基因

共表达网络应满足无尺度网络原则[5],即服从幂律

分布。 加权基因共表达网络分析(weighted gene co-
expression network analysis,WGCNA)通过对加权系

数 β 的选择使得基因共表达网络更加符合无尺度

特征。 满足无尺度网络的标准:在无尺度网络中,
包含连接度为 k 的节点的个数的对数[ log(k)]与

该节点出现的概率的对数[ log(p(k))]要呈现负相

关关系,且二者的相关系数要大于 0. 85,此系数越

高,表明该网络越符合无尺度网络规则。 同时,对
于每一个模块来说,每一个基因的平均连接度应需

较高,这样的模块被检测到才有意义。
在本课题中,我们使用 R 语言运行 WGCNA

包[6],以此来构建基因共表达网络并识别出模块。
首先选择合适的加权系数 β(软阈值)使得构建的

基因共表达网络满足上述无尺度网的标准,并使用

加权系数将相关矩阵转换为邻接矩阵,进一步转换

为拓扑重叠矩阵( topological overlap matrix,TOM),
并计算相异度。 然后使用相异度作为距离测度,并
设定最小模块中包含的基因个数为 30 个基因,之后

采用动态剪枝法对模块进行初步划分并绘制基因

树状图,其中使用聚类树的分支以及不同的颜色来

代表不同的基因模块。
1. 2. 2　 模块的合并与临床信息关联　 　 使用 PCA
主成分分析对每个模块内的所有基因进行降维,选
择每个模块中的第一主成分基因作为代表该模块

内基因表达的整体水平的特征向量基因,然后根据

特征基因的表达量进行聚类,并规定高度小于 0. 25
也就是模块特征值之间的皮尔森相关系数大于

0. 75 为相似度较高的两个模块,将被合并为一个新

的模块,并绘制各模块特征向量基因的相关性图。
下一 步 关 联 临 床 信 息 表 型 数 据, 本 研 究 根 据

GSE23304 数据集样本临床信息,决定纳入的临床信

息有年龄(Age)、性别(G)、吸烟(S)、糖尿病(D)、
血管紧张素转换酶抑制剂(ACEI)、血管紧张素受体

拮抗剂(ARB)、调血脂治疗(AntiLip)以及钙通道阻

滞剂(CCB)。 由于只有连续型性状才能进行计算,
所以我们将临床信息表转为 0-1 矩阵。 其中使用模

块的特征向量基因与纳入的临床信息变量的皮尔

森相关系数,代表模块与临床信息的相关性,得到

相关性最高的模块与表型进行后续分析。 其中,本
研究计算了每个基因的表达量与临床信息表型的

皮尔森相关系数,即基因显著性( gene significance,
GS),以及每个基因与其所属模块的相关系数,即模

块隶属度(module membership,MM)来衡量该模块

内基因与表型、基因与模块之间的相关性。
1. 3　 模块的功能富集及蛋白互作网络分析

为了解识别到的模块内基因所涉及的生物学

功 能, 本 课 题 将 使 用 DAVID ( https: / / david-d.
ncifcrf. gov / )网站的在线基因本体( gene ontology,
GO)富集分析工具及京都基因与基因组百科全书

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes,KEGG)
通路分析工具进行注释[7]。 蛋白互作网络分析使

用 STRING(https: / / string-db. org) [8]。

2　 结　 果

2. 1　 共表达网络的构建和模块的识别

2. 1. 1　 软阈值的选择与模块的初步划分　 　 为挑

选最为符合无尺度网络构建的 β 值,同时需考虑对

网络节点(node)平均连接度的适当保留,最终本研

究以 log(k)与 log(p(k))的相关系数大于 0. 85 的

β=4 作为软阈值来构建共表达网络(图 1)。 在本

文中我们采用动态剪枝法进行模块的初步划分,最
终划分得到 55 个模块(图 2)。
2. 1. 2　 模块的合并与临床信息关联　 　 经过模块

的初步划分,合并相似度较高的模块后得到 33 个模

块(图 3),通过绘制 33 个模块相关性图验证各模块

之间相对独立,可根据划分出的 33 个模块进行后续

分析。
将各个划分出的模块与 As 样本的临床信息进

行关联分析,得到与临床信息最为相关的模块进行

后续研究。 结果发现,糖尿病(D)与 Darkturquoise
模块较为相关( r= 0. 29,P = 0. 03;图 4)。 通过计算

Darkturquoise 模块内基因 GS 与 MM 相关系数( r =
0. 57,P=1. 5×10-8) (图 5),也进一步验证了 Dark-
turquoise 模块与糖尿病关联程度最大。
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图 1. 加权基因共表达网络分析软阈值(β)的确定　 　 左图为不同 β 下计算的无尺度符合指数,右图为不同 β 下计算的平均连接度。

Figure 1. Determination of soft threshold (β) of weighted gene co-expression network analysis

图 2. 基因聚类树状图　 　 基于邻接相似性的层次聚类获得的基因聚类树(树状图),树状图下方的彩色行表示通过动态树切割方法识别

的模块。

Figure 2. Clustering dendrograms of genes
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图 3. 模块相关性图　 　 X 和 Y 轴上的不同颜色表示不同的模块,红色或蓝色的亮度表示不同模块的相关性,颜色越红表示相关性越强。

Figure 3. Correlation diagram between modules
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图 4. 基因模块与临床信息关联性　 　 每行代表模块特征基因,每列代表临床特征信息;每个单元格内第一行为相应的相关性值,第二行

为 P 值;单元格颜色越红越正相关,越蓝越负相关。

Figure 4. Module-feature associations
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图 5. 基因显著性(GS)与模块隶属度(MM)相关性

Figure 5. Correlation between GS and MM

2. 2　 模块的功能富集及蛋白互作网络分析

使用 DAVID 对识别出来的 Darkturquoise 模块

内的所有基因进行富集分析,结果发现,模块内的

基因大多数参与了信号转导与通信等生物学过程,
正如我们所知,糖尿病与许多胰岛素等信号转导通

路相关,这也部分解释了 Darkturquoise 模块与糖尿

病之间的关联(表 1 及图 6)。 在分子功能上,模块

内基因与同一蛋白结合紧密相关。 另外,在细胞组

分方面,与细胞质部分、细胞内以及细胞内细胞器

等组分相关。 除此之外,本文还研究了识别到的

Darkturquoise 模块中蛋白质相互作用情况(图 7)。

3　 讨　 论

As 合并糖尿病发病机制尤为复杂,涉及到多种

基因[9],以往的对于单个基因的研究分析方法已经

不能够对 As 以及糖尿病进行深入的研究。 因此,本
研究选用了 WGCNA 方法,此方法构建了一个复杂

的基因共表达网络,并在该高通量数据中划分并筛

选出功能相关的模块。 通过该生物信息方法,研究

人员可以得到模块内基因的相关性,以及模块与模

块间基因的相关性,还可以与临床信息相关联,得
到与疾病相关的临床信息,并进行进一步的研究。
以往有研究报道,He 等[10] 学者应用 WGCNA 方法

鉴别出与乳头状肾细胞癌相关的生物标志物,可见

WGCNA 方法更加能够从整体来分析基因的功能以

及基因间的内在联系[11]。
本研究应用 WGCNA 方法,对纳入的 GSE23304

数据集中的 101 例 As 外周斑块样本展开分析,最终

表 1. Darkturquoise 模块富集分析结果

Table 1. The result of enrichment analysis about Darkturquoise
module

模块 功能 数量 P 值

GO_MF 同一蛋白质结合 15 0. 003014

GO_MF 热休克蛋白结合 4 0. 007648

GO_MF p53 结合 3 0. 037778

GO_MF 阴离子结合 5 0. 040753

GO_MF 乙醇结合 3 0. 045222

GO_BP 单体分解代谢过程 11 0. 003079

GO_BP 信号转导调控 21 0. 010022

GO_BP 细胞应激反应 15 0. 018307

GO_BP 细胞组件组装 19 0. 027348

GO_BP 细胞通信调节 21 0. 028496

GO_BP 蛋白质折叠调控 2 0. 029863

GO_BP 高分子复合物亚基组织 18 0. 030879

GO_BP 细胞定位的建立 15 0. 046015

GO_CC 细胞质 61 0. 000424

GO_CC 细胞质部分 50 0. 000565

GO_CC 细胞内细胞器部分 49 0. 001974

GO_CC 细胞外 70 0. 002184

GO_CC 内质网 16 0. 003844

GO_CC 细胞内膜结合细胞器 59 0. 005068

GO_CC 细胞内 70 0. 006958

GO_CC 内膜系统 27 0. 008077

GO_CC 细胞内细胞器 62 0. 010698

GO_CC 液泡膜 8 0. 014932

GO_CC 内质网膜 10 0. 02546

GO_CC 内质网部分 11 0. 026903

GO_CC 核外膜-内质网膜网络 10 0. 028773

GO_CC 液泡部分 8 0. 032759

GO_CC 包涵体 3 0. 038617

GO_CC ESCRT Ⅲ复合体 2 0. 049862

划分出了 33 个功能模块。 本研究发现,由 As 样本

基因 表 达 谱 识 别 出 的 含 有 84 个 基 因 的

Darkturquoise 模块与糖尿病最为相关,并通过富集

分析发现,该模块在 GO 分类上与糖尿病相关进程

有很大关联:如信号转导的调节[12]、细胞通信的调

节[13] 等。 同时, STRING 蛋白互作网络显示, 从

Darkturquoise 模块中识别到多种已经有文献报道的

与糖 尿 病 相 关 的 “ 著 名 ” 基 因, 如 APOE[14]、
OGDH[15]等。 这意味着 Darkturquoise 模块中的基因

可能存在作为 As 合并糖尿病分子标志物的潜能,并
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图 6. Darkturquoise 模块的 GO 功能与 KEGG 通路富集分析结果　 　 点的大小表示基因数量,Y 轴表示 GO 和 KEGG 的功能;图例

颜色是根据-lg P 的值来标注的。

Figure 6. GO functional and KEGG pathway enrichment analysis for genes in the Darkturquoise module

图 7. 模块内蛋白互作网络　 　 每个节点代表一种蛋白质,节点之间的线表示该对蛋白质具有相互作用关系。 天蓝色和紫色线表示已知

的相互作用;绿色、红色、蓝色代表预测的相互作用;其他颜色表示其他交互,如黑色代表共表达。

Figure 7. Protein-protein interaction network
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且能够对二者起到调控作用,为后续研究 As 合并糖

尿病提供了更多的线索。
本研究的不足之处在于未能从 Darkturquoise 模

块中识别到与 As 合并糖尿病相关的枢纽(hub)基

因,原因在于该模块内基因连接度均差不多,没有

能够识别到连接度较大的节点,从而未能展示几个

较为相关的枢纽基因。 但同时,由于涉及 As 合并糖

尿病共同关联的基因的研究还不多,又是使用

WGCNA 方法从生物功能整体来识别模块,所以本

研究认为该模块中的基因均存在研究的价值,希望

能够为研究人员的深入分析提供一些线索。
综上,随着生物信息学的快速发展,生物信息

学现已逐步的应用于医学中。 一方面,符合“精准

医疗”的要求[16];另一方面,生物信息能够从高通量

的角度来分析和研究基础以及临床问题[17],为医学

领域提供了新的视角。 随着算法的不断更新,生物

信息将在医学领域发挥着更加重要的作用。
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