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基于布尔网络的造血细胞谱系分化选择分析
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(上海大学 理学院,上海200444)

摘 要:造血干细胞通过分化获得不同的成熟血细胞类型以满足不同的生理需求.通过整合两个已有的基因

调控网络并进行修正,构建了综合调控网络以及对应的逻辑模型,可以更全面地反映不同基因在造血干细胞分化过

程中的作用.该网络的稳态结果包含了两个小网络中涉及的大部分细胞类型,与实际的ChIP-seq数据结果一致.对综

合调控网络进行瞬态扰动与持续扰动,分析了6种主要细胞类型之间正常分化所需要的最简扰动策略.获得的整合

调控网络与逻辑模型可以为理解造血干细胞的分化特异性选择提供一些定性的参考依据,同时分析得到的扰动策

略可以为实际的细胞培养实验提供一些方案上的建议.
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1 问题描述

造血细胞谱系中所有细胞类型的数量通过造血干细胞(HematopoieticStemCells,HSCs)不断生长分

化的方式保持动态平衡[1-2].若体内不同细胞类型之间的数量平衡因外部因素影响而被破坏,则会引发严重

的血液疾病,如白血病等[3].为了解此类疾病的发病原因以及寻找治疗方法,需要了解正常条件下影响造血

细胞分化选择的因素.
通常情况下,生物实验的结果最为可靠且直观,但进行广泛试验意味着较高的试验成本与实验周期,因

此引入数学建模的分析方式.布尔网络作为用于定性分析的建模方式,广泛应用于构建基因调控网络,也同

样应用于造血细胞谱系分化的分析中[4-8].在布尔网络中可以利用基因之间的调控作用获得调控规则,进而

模拟细胞内基因状态随时间的变化过程以及最终稳态.
布尔网络在用于模拟造血细胞谱系分化时,通常针对部分细胞类型进行建模,这意味着会忽略一些重要

的细胞转化过程.而增加网络涉及的细胞类型时,网络构建过程所需的节点和调控关系也同步增加,使得构

建更为全面的网络时工作量更多,难度也更大.因此考虑通过整合现有小网络的方式在网络全面性和建模工

作量之间取得平衡.

2 建模过程

2.1 确定分析范围

为了更加全面地分析造血细胞的分化过程,从造血细胞谱系的经典分化路径中选择了几种主要的细胞

类型[2].通常来说,HSCs被看作是造血细胞分化的起点,但在HSCs分化到本文主要讨论的分化阶段之前还

需要经历一系列的生长分化过程,因此本文以多能祖细胞(MultipotentProgenitors,MPs)作为分化的起始

细胞类型,具体的分化路径如图1所示.MPs向不同的细胞类型分化的选择过程主要由不同的转录因子影
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响[9].为了构建一个更加全面的涉及更多细

胞类型的基因调控网络,利用了两个已知的

有关 造 血 细 胞 谱 系 分 化 的 基 因 调 控 网

络[7-8].两个网络都只讨论了与造血细胞谱

系中的部分细胞类型有关的转录因子.因此,
本文通过特定的整合规则将两个子网络进

行整合,从而获得一个可以同时讨论包括巨

噬细胞、B细胞、粒细胞和红细胞在内的不同

细胞类型间的调控网络,使得对于造血细胞

谱系分化过程有更加全面的理解.获得的整

合网络不但能够保持原有子网络所能够反

映的部分细胞类型的调控规则,同时可以利

用两个子网络之间的联系获得更多细胞类

型之间的转化关系.因此本文的首要任务是

通过特定的整合规则将两个子网络进行整合,
同时通过广泛的文献查找获得额外的基因调

控规则,对整合后的网络加以修正.
2.2 构建整合调控网络

在整合两个网络时,以两个子网络中共

有的4个节点(Cebpa,Spi1,Gfi1和Egr2)作为连接点,使得这4个节点同时在两个网络中生效,并将分属于

两个网络中的节点利用调控规则连接到这4个公共节点上,从而获得一个结构整合后的调控网络.除了结构

整合之外,还应当把两个网络中公共节点对应的布尔调控规则进行整合.在整合的过程中,由于公共节点在

两个子网络中均存在相应的调控规则,因此对两条调控规则的整合方式进行了规定.假如两条规则所涉及的

布尔规则完全不同,将其理解为两条规则在实际调控作用中需要同时生效,因此通常利用“&”语句,也就是

“和”逻辑进行整合,表示两条规则在影响相应节点表达情况时需要同时生效.假如两条规则中的内容有部分

相似,则利用“|”语句,也就是“或”逻辑进行整合,表示这两条规则可以单独发挥作用.另外在整合时,为了网

络的精简考虑,不区分基因与其对应生成的蛋白质,只采用基因作为网络的节点.通过以上的整合规定,可以

获得一个初步的整合网络及其对应的布尔调控规则.
在修正初始整合网络之前,必须确定各个细胞分化阶段的稳态,也就是对应细胞类型的布尔值,从而为

判断构建的网络是否准确提供原始依据.因此首先需要补全所有细胞类型基因表达情况的布尔值.对于某一

基因来说,可以获得其在部分细胞类型中已有的布尔值以及文献中参考的实验数据[7-8].在所有已知该基因

布尔值的细胞类型中,可以在所有布尔值表达为“0”的细胞中确定一个最大的基因表达数值,这确定了令布

尔值表达为“0”的阈值,对于所有低于该值的基因表达数值,均可将布尔值定为“0”.这一阈值确定的原则适

用于大部分基因.同理可以获得令基因布尔值表示为“1”的最小基因表达数据,也就是另一个阈值,对于所有

高于该阈值的实验数据,均可将布尔值定为“1”.因此对于缺少的布尔值,即可通过实验数据与两个阈值进行

比较,当低于第一个阈值时,缺少的布尔值表示为“0”,表示这个基因没有被激活,若高于第二个阈值,则布尔

值为“1”,表示这个基因已经被激活了.对于未能依靠阈值判定的布尔值,依据实验数据与阈值的距离确定归

属.总的来说,结合文献[7-8]中已有的布尔值以及通过阈值判断得到的缺失布尔值,得到了所有细胞类型

完整的标准布尔值,如表1所示,表中加黑字体表示的布尔值代表根据阈值判断得到的布尔值,其他表示的

布尔值代表参考子网络中原有的布尔值.
本文的目的是获得能够反映造血细胞分化情况的整合调控网络,验证网络准确性的方式是判断整合调

控网络获得的稳态结果与本文依据阈值和基因表达数据获得的标准布尔值是否匹配,因此需要对整合调控

网络的稳态进行分析.利用GINsim运行初步整合调控网络得到布尔值,并与此前确定的标准布尔值进行比

较.由于两者的表达情况有明显的差异,通过查阅文献获得了部分实验结果并在现有网络的基础上增加了相
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应的调控规则[10-18],结果如表2所示.
表1 所有细胞类型的布尔值

Tab.1 Booleanvaluesforallcelltypes

基因(别名) MP CLP GMP EryB B MAC Gran

Egr2(EgrNab) 0 0 0 0 1 1 0

Cebpa(C/EBP) 0 0 1 0 0 1 1

Spi1(PU.1) 1 1 1 0 1 2 2

Gfi1 1 1 1 0 1 0 1

Itgam(Mac1) 0 0 0 0 0 1 1

Id2 0 0 0 0 0 1 0

Cebpb 0 0 0 0 0 1 1

Csf1r 1 1 1 0 0 1 1

Runx1 1 1 1 1 1 1 1

Ikzf1 1 1 0 0 1 0 0

Flt3 1 1 0 0 0 0 0

Mef2c 1 1 0 0 1 0 0

Ets1 1 1 0 0 1 0 0

基因(别名) MP CLP GMP EryB B MAC Gran

Il7ra(Il7r) 0 1 0 0 1 0 0

Tcf3(E2A) 1 1 0 0 1 0 0

Foxo1 0 1 0 0 1 0 0

Ebf1 0 0 0 0 1 0 0

Pax5 0 0 0 0 1 0 0

Cd19 0 0 0 0 1 0 0

Zfpm1(FOG-1) 0 0 0 1 0 0 0

Fli1 0 1 0 0 1 0 0

GATA1 0 0 0 1 0 0 0

GATA2 0 0 0 0 0 0 0

Tal1(SCL) 0 0 0 1 0 0 0

Klf1(EKLF) 0 0 0 1 0 0 0

Jun(cJun) 0 1 0 0 0 1 0

表2 整合调控网络的布尔调控规则

Tab.2 Booleanregulationrulesofintegratedregulationnetwork

基因 布尔调控规则

Egr2 (Spi1:1&Jun&! Gfi1)|(Spi1:2&! Gfi1)|(Pax5&! Id2)

Cebpa Spi1&Runx1&! Foxo1&! (GATA1&Zfpm1&Tal1)

Spi1∶1
((Spi1&Runx1&! ((Cebpa&Cebpb&Csf1r)|(Foxo1&! Ikzf1)|! Gfi1))|(Foxo1&Ebf1&Ikzf1&!

(Spi1|Runx1)))&(Cebpa|Spi1)&! GATA1&! GATA2
Spi1∶2 Runx1&Spi1&! GATA1&! GATA2&((Cebpa&Cebpb&Csf1r)|! (Gfi1|(Foxo1&Ikzf1)))

Gfi1 ((Ikzf1|Cebpa)&! Egr2)|(Pax5&! Id2)

Itgam Spi1:2

Id2 Cebpa&Cebpb&Spi1&! Ebf1&! Gfi1

Cebpb Spi1:2&(Cebpa|Cebpb)

Csf1r Spi1&! (Pax5&! Id2)

Runx1 Spi1|GATA1

Ikzf1 Mef2c|(Pax5&! Id2)

Flt3 Ikzf1&Spi1&! (Pax5&! Id2)

Mef2c Spi1&! (Cebpa|Cebpb)

Ets1 Tcf3&! Id2

Il7ra ((Spi1& Mef2c)|(Ebf1&Foxo1))&! (Cebpa|Cebpb)

Tcf3 Ikzf1&(Spi1|(Ebf1&Pax5&! Id2))

Foxo1 Tcf3&! Id2&! (Cebpa|Cebpb)

Ebf1 Tcf3&! Id2&Foxo1&Ets1&((Runx1&Spi1&Il7ra&Il7)|(Pax5&! Id2&Ebf1))&! (Cebpa|Cebpb)& Mef2c

Pax5 Ebf1&! (Cebpa|Cebpb)

Cd19 Pax5&! Id2&! Cebpa

Zfpm1 GATA1

Fli1 (GATA1|Ets1)&! Klf1
GATA1 ! Spi1&(GATA1|GATA2|Fli1)

GATA2 GATA2&! (GATA1&Zfpm1)&! Spi1
Tal1 GATA1&! Spi1
Klf1 GATA1
Jun Spi1&(! Gfi1|Flt3)
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  比较了整合调控网络在修正后所得到的所有细胞的布尔值与文献[19]中的细胞实验表达值.当连续的

实验数据与离散的布尔值整体相同时,则说明整合网络可以得到对应细胞类型的稳态结果,比较结果如图2
所示.在选择适当的阈值之后,可以发现除GATA-2外的大部分基因在不同细胞类型上的实验表达情况与

整合调控网络输出的布尔值类似.对于GATA-2的差别,首先根据文献[8]中子网络的结构,当GATA2被

激活之后,由GATA1和Zfpm1所组成的抑制性相干前馈环会重新抑制GATA2,这意味着GATA2在表达

时通常是处于持续波动的状态,在稳态中的表现则通常为不表达.同时在文献[8]分析造血细胞分化过程中,
当早期祖细胞分化为髓系祖细胞时,GATA2已经被下调,这说明GATA2在GMP等髓系细胞中不会被激

活,而根据基因表达数据来看,GATA2在GMP中的表达值为最高,这意味着GATA2在所有细胞中都不会

被激活,另外由于抑制性相干前馈环的作用,GATA2的变化过程会被延迟,而GATA2的实验表达数据在

GMP细胞向 MAC细胞转化过程中显著减少说明GATA-2在分化过程中确实会明显下降,同样说明GA-
TA2在分化潜能较低的这几类细胞类型中不会被激活.总的来说,以上的比较结果意味着构建的整合网络

可以再现细胞分化过程中各个细胞类型的基因表达特征,为进一步分析不同细胞类型间的分化作用提供了

有效的分析基础.

不同细胞类型的布尔值在整体上与实验表达数据相近,其中GATA-2的差别由抑制性相干前馈环等原

因解释.这意味着构建的整合调控网络可以正确地重现细胞分化过程中各细胞类型的基因表达特征.
总之,通过结合已有的两个布尔调控网络获得了一个初步的整合调控网络,并利用已知的实验结果对该

网络进行修正.最终根据整合调控网络得到的布尔值与实验数据的对比验证了所获整合网络的可靠性,网络

主体如图3所示.这一整合调控网络包含了多能祖细胞向下分化所得到的主要细胞类型,因此计划通过施加

扰动的方式了解实现细胞定向分化的主要影响因素.
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2.3 获得定向分化组合扰动策略

在分化过程中细胞的基因表达情况会发生变化,这些发生变化的基因通常与对应的分化选择有关,但其

中只有部分基因起到主导作用,其余的基因则是在前者的诱导下发生变化.当想要将一种类型的细胞定向分

化为另一种细胞时,最直接的策略是同时修改分化前后细胞类型之间全部表达有差异的基因,但更为合理的

策略是仅扰动起到主导作用的基因.
通过计算机模拟各类扰动策略为验证生物系统的合理性提供了可能,在模拟过程中所有网络中的节点

和边都可以作为扰动的对象.对于调控所采取的策略都有实际的实验原理与之对应,例如调控节点的敲除可

以通过破坏其调控启动子序列来实现,另一方面,过表达可以通过诱导结构等异位转录因子表达的方式来实

现,而调控相互作用的敲除则对应着转录因子与其靶基因的启动子区域的结合亲和力突变[20-23].通过修改

布尔模型中的节点状态来实现两种系统性扰动,即瞬态扰动或持续性扰动.对于瞬态扰动,仅在模拟初始时

修改被扰动节点的布尔值,使得该节点提供扰动信号给其他后续参与到分化过程的节点,而在模拟过程中,
该节点仍可能由于受到其他节点的反馈影响而改变布尔值,这一扰动方式主要是为了模拟实际情况下细胞

在受到转录因子瞬时诱导之后发生的分化过程.对于持续性扰动,则通过敲除或过表达等方式保持被扰动节

点的布尔值被永久改变,这一方式在实验过程中更容易实现.为了分析各个基因在扰动实验中对于分化选择

的影响,测试了7种血细胞类型之间的状态转换过程.
通过系统的组合扰动分析,确定了实现定向分化的最小组合扰动策略(最多扰动3个节点),如表3所

示.表中上标“T”或“P”分别表示扰动是瞬时的或持久的.例如,从 MP到GMP的转换中的扰动意味着Ceb-
pa在 MP处的布尔值为0,通过瞬时扰动转化为1.与扰动策略相关的实验依据如表3所示.这些扰动策略可

以为造血细胞谱系规范提供一些实验建议.例如,对于红细胞祖细胞的分化来说,调节红细胞生成的两种最

主要的细胞因子是促红细胞生成素(Epo)和干细胞因子(SCF)[24].发现当Spi1的布尔值从“1”扰动为“0”,同
时GATA1的布尔值从“0”扰动为“1”,即瞬时或持续性采用“Spi1-0,GATA1-1”这一扰动策略时,可以实现

MP向EryB的定向分化.通过查阅文献可知EpoR,也就是促红细胞生成素(Epo)的受体,是GATA1的目标

基因[25],而Epo是红细胞体外形成的重要细胞因子[24].同时,对于SCF(c-kit配体)来说,其受体c-kit主要

受SCL复合物的影响[26],合成SCL的Tal1的表达被Spi1抑制,被GATA1促进[27].这说明了本文的扰动

策略确实与对应的细胞分化过程有关,这些实验结果部分证明了所确定的组合扰动策略在生物学上是合理

的.对于两种类型的扰动,即瞬时扰动和持续扰动,得到了相同的结果,这表明扰动策略中确定的节点在造血
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细胞分化选择上起着重要作用.
表3 实现定向分化的最简扰动策略

Tab.3 Thesimplestperturbationstrategiesfordirectionaldifferentiation

起始细胞 组合扰动策略 扰动结果 实验依据

MP Cebpa-1T(orCebpa--1P) GMP [28]

MP Foxo1-1T(orFoxo1--1P) CLP [29]

CLP Il7-1T(orIl7-1P) B [30]

MP GATA1-1T,Spi1-0T(orGATA1-1P,Spi1-KO) EryB [25,31-32]

GMP Cebpb-1T,Spi1-0T(orCebpb-1P,Spi1-2P) Gran [33-34]

CLP Ebf1-1T,Pax5-1T(orEbf1-1P,Pax5-1P) B [35-36]

GMP Egr2-1T,Spi1-2T,Gfi1-0T(orEgr2-1P,Spi1-2P,Gfi1-KO) MAC [37-40]

GMP Egr2-1T,Gfi1-0T,Jun-1T(orEgr2-1P,Gfi1-KO,Jun-1P) MAC [41]

3 结 论

本文通过整合两个已有的子网络,构建了一个更全面的基因调控网络来分析在单扰动或组合扰动下如

何实现不同类型血细胞之间的定向分化.当整合两个子网时,除了合并两个子网络中原有的调控规则外,还
需要补充一些额外的调控规则,使得整合调控网络的逻辑模型所获得的稳态与实验数据保持一致,这样的一

致性说明了本文构成的整合调控网络和逻辑模型是合理的.然后,通过确定最小扰动策略,也就是要扰动的

最小节点集以及确定如何扰动它们,从而可以实现不同的血细胞类型之间的定向分化,这些结果中的大部分

结论可以通过其他文献中的结论进行佐证.分析表明,某些特定的单扰动或组合扰动可引起定向细胞分化.
此处介绍的整合网络和逻辑模型可以为 HSC的分化选择提供良好的定性意见指导,也可以用于分析

实现HSC转分化定性机制相关的影响因素.另外对于两个子网的整合过程也可以用作整合更多的造血分化

和转分化调控规则的模板,以促进对造血体系的更全面的了解.此外,确定的扰动策略还可以为进一步的实

验分析所需要确定的扰动目标提供一些意见.所有结论可以为血液病的研究与治疗提供建议.
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AnalysisofhematopoieticcelldifferentiationselectionbasedonBooleannetwork

WangRuiqi,ChenQingxi,YeJianting

(CollegeofSciences,ShanghaiUniversity,Shanghai200444,China)

Abstract:Maturehematopoieticstemcellscandifferentiateintodifferentbloodcelltypes.Byintegratingtworeported
genenetworksandincorporatingmoreregulatoryinformation,weconstructacomprehensiveregulatorynetworkrelatedto
hematopoieticstemcells.Furthermore,aqualitativesystems-levellogicalmodelispresentedtounderstandthemechanismof
cellspecificationwithdifferentgenes.InagreementwithChIP-seqdata,steadystatespredictedbythemodelcorrespondtoter-
minallydifferentiatedcelltypes,whichincludesmostofcelltypesinthetwosubnetworks.Next,weexplorepossiblemecha-
nismsofhoweachlineagedifferentiationisrealizedbytwokindsofsystematicperturbations,i.e.,transientandpersistent

perturbations.Twokindsofperturbationsgiverisetothesameresults,indicatingtherobustnessoftheintegratednetworkand
logicalmodel.Theintegratednetworkandthelogicalmodelpresentedheremightbeagoodcandidateforprovidingqualitative
mechanismsofcellfatespecificationinvolvedinhematopoieticstemcells.Theidentifiedperturbationstrategiescanalsoprovide
somesuggestionaboutchoosingperturbationtargetsforfurtherexperimentalanalysis.

Keywords:hematopoietichierarchy;generegulationnetwork;Booleannetwork;perturbationanalysis
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