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甲基化是表观遗传修饰的主要形式! 基因 甲基化是导致细胞增殖失控的重要原因! 甲基化改

变基因表达的速率!并使重要的细胞过程失活!如细

胞周期调节"

:9;

修复"细胞黏附"侵袭和迁移"凋

亡! 进而导致包括癌症在内的各种人类疾病的基因

差异甲基化区域与肺腺癌发生发展的关系
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摘 要!&目的' 探讨差异化甲基区域与肺腺癌发生发展的关系( &方法' 收集新疆医科大学附属肿
瘤医院

!"<>

年
<

)

<!

月肺腺癌患者及健康对照组外周血各
?

例!采用
@++'A/)*

高通量测序平台和
#B"C

芯片甲基化检测平台分别检测
#

例外周血基因谱数据! 并以
D!"8"B

为标准筛选差异表达基
因*

E/,,0(0)F/*++5 0GH(0110E 40)01

!

:IJ1

%及差异甲基化区域!进一步行
:9;

甲基化
K

基因表达联合分
析得到目的基因( &结果' 筛选出

< <<<

个有意义的
:IJ1

$针对
:IJ1

各个区段甲基化的情况!筛选
出

? B<>

个差异甲基化基因!对比各组
:9;

甲基化和组间差异表达的全部基因!筛选出显著性差
异表达基因和差异甲基化的基因 ! 筛选得到

L

个目的基因 ! 即
--M$

+

-:!$

"

:N-<

"

OIP<";N<

"

NO-#;<

和
OMM9=

(

J2

功能分析显示差异甲基化区域在生物学途径"细胞成分和分子功能等方面
密切相关( 在

J2

功能和
CIJJ

通路中!肺癌发生可能涉及
--O<>

和
--O!<

信号通路"缝隙连接"

桥粒等分子机制! 以及参与
3JQD

,

DCJ

信号通路及钙离子信号通路等相关通路( &结论'

--M$

"

-:!$

"

:N-<

等甲基化的状态以及
9PCR<"--M$

"

NS;S=":N-<

"

ND<"--M$

等转录因子
K

基因表达调
控网络可能参与肺癌的发生发展$差异甲基化区域在

%9C

通路及钙离子等信号通路中发挥着重要
作用(
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甲基化可能参与包括肺腺癌在内

的恶性肿瘤发生# 本研究拟通过
)**+,-./

高通量测

序平台筛选肺腺癌患者组与健康对照组外周血中差

异表达基因$

0-11232.4-/**5 267328820 92.28

%

&:;8

&%

#<"=

芯 片 甲 基 化 检 测 平 台 '

)**+,-./ ).1-.-+,

>24?5*/4-@. :A)B C2/0B?-7

芯片& 在全基因组水平

检测差异甲基化区域% 根据差异表达基因各个区段

的差异甲基化情况筛选出显著性相关的目的基因%

同时对目的基因行转录因子
D

靶基因进行预测%从而

构建转录因子
D

基因表达调控网络% 并利用
;2.2

E.4@*@95

数据库和
=EC(F

软件对差异甲基化区域

所对应目的基因行进一步
;E

功能 '

92.2 @.4@*@95

%

;E

&和
=::;

通路分析%旨在探讨差异甲基化引起

的基因表达在肺腺癌发病中的作用机制% 为肺腺癌

的诊治提供参考依据#

%

资料与方法

!"!

研究对象

选取新疆医科大学附属肿瘤医院
!"%G

年
%

(

%!

月肺腺癌患者与正常对照人群外周血标本各
H

例%并对外周血白细胞进行
&'(

提取#

纳入标准) 经组织病理学诊断为肺腺癌且无其

他病理学类型肿瘤*排除标准)无心脑血管疾病+传

染病+肝肾疾病+肺栓塞的患者#对照组选取标准)同

时期就诊新疆医科大学附属肿瘤医院的无恶性肿瘤

病史%无心血管疾病+肝肾疾病+传染病+血液病等年

龄相当者作为对照组#研究获取新疆医科大学附属肿

瘤医院伦理委员会批准 '伦理审批号)

!"%GCB""$

&%

研究对象均签署知情同意书#

!"#

实验方法

&'(

提取!抽取患者及对照组人群外周血液标

本于全血
&'(

试管内%储存于
D#" !

冰箱%由北京博

奥晶典技术公司对样本进行总
&'(

提取和质量检查#

&'(

甲基化! 采用
#<"=

芯片甲基化检测平台

对各样本差异甲基化区域进行检测和分析% 经过芯

片 扫 描 和 数 据 提 取 得 到 原 始 数 据 % 通 过
I

包

B?(>A

% 获得每个位点的原始信号值和
&242J4-@.A

等信息%然后对数据进行质控%再对探针类型偏倚校

正后得到最终可用于差异分析的甲基化水平'

C24/

值&%采用
C+,7?+.423

方法寻找差异甲基化区域'

A"

"K"<

&%其中
L@9

!

MB#"

为高甲基化%

L@9

!

MB""

为低甲

基化#

差异表达基因的筛选! 采用
)**+,-./

高通量测

序对
#

个样本进行测序% 结果数据在质控后与参考

基因组序列比对及序列组装%采用
F43-.9N-2

软件进

行表达量
I2/0J@+.4

计算% 然后计算基因和转录本

的碱基片段'

MA=>

&# 通过样品间的皮尔逊相关系

数
O3O!%

来评估样本一致性# 利用
L-,,/

包进行生

物学重复或配对的差异比较%差异基因筛选标准为)

OL@9

!

MBO"%

且
AP"K"<

%分析上调和下调的
&:;8

%提

取的
&:;8

进行基因名注释#

&'(

甲基化
Q

基因表达联合分析! 整理
&:;8

各个区段的差异甲基化情况%根据
&'(

甲基化和基

因表达数据共表达分析% 计算基因上游区域
R,I'(

指基因的
NFF%<""

+

NFF!""

+

<$SNI

和
%84:6@.T&'(

甲基化
C24/

值和基因表达值的
A2/38@.

相关性%筛

选显著性负相关的基因#

构建转录因子
Q

基因表达调控网络! 采用
U(F%

A(I

或
NI('FM(B

数据库对筛选到的基因进行转

录因子
Q

靶基因预测%从而构建转录因子
Q

基因表达

调控网络#

功能富集分析!采用
=@V/8

软件%根据筛选出来

的
&:;8

进行
;E

功能分析和
=:;;

通路分析%了

解其功能及可能参与的通路#

!"$

统计学处理

符合正态分布的计量资料以
!&"

表示% 两组间

独立样本均数间比较采用
4!

检验* 计数资料采用
!

!

检验%两变量之间的相关性采用
F72/3,/.

相关性分

析#

A""W"<

为差异有统计学意义#

!

结 果

#"!

肺腺癌患者和健康对照组基因表达谱比较

&'(

测序及
I

语言筛选结果显示%对比健康对

照组外周血标本% 肺腺癌组共筛选出
% %%%

个有意

义的
&:;8

'

A""W"<

&%包括
<X%

个上调基因'

L@9

!

MB#

"

&和
<<"

个下调基因'

L@9

!

MB""

&#

针对
&:;8

各个区段甲基化的情况 %筛选出

H <%G

个差异甲基化基因'

A""W"<

&%其中
Y !!Y

个表

现为高甲基化 '甲基化
#C24/

值
#"

&%

% !GX

个表现

为低甲基化'甲基化
#C24/

值
""

&#

,I'(

可将基因

<$<
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B -&((0+*?/&)

C-D-@EF=!

:F9F@9GHF

--E$ I$ JI8"!K "8IIL "8"I$ M"8#"I NDDIO""

-A!$ I! MI8I"# "8"PP "8"I$ M"8#"! NDDIO""

AD-I I# ML8#!L "8"P" "8"I$ M"8#"" NDDIO""

<F=I!GDI L M!8I## "8"!! "8""Q M"8##K NDDIO""

D<-#GI ! I8IPO M"8"!# "8"IO M"8#II NDDIO""

-A!$ I! MI8I"# "8ILI "8"LI M"8$!$ NDD!""

<EE9Q $ MQ8I!O "8"!P "8"!L M"8$$P O"CNE

区 域 分 为
NDDIO""

!

NDD!""

!

O" CNE

!

I1?

FR&)

和
Q"CNE

"

对
A9G

甲基化和基因表达数据进行

联合分析# 筛选出
NDD

区域以及
O"CNE

区域差异甲基化且与表达负相关的基因#

结果发现
P

个目的基因# 即位于
I$

号染

色体的
--E$

$

NDDIO""

#

B#"8"I$

%! 位于

I!

号染色体的
-A!$

$

NDDIO""

#

B$"8"I$

%!

位于
I#

号染色体的
AD-I

$

NDDIO""

#

B$

"8"I$

%! 位 于
L

号 染 色 体 的
<F=I!GDI

$

NDDIO""

#

B$"8""Q

%! 位于
!

号染色体的

D<-#GI

$

NDDIO""

#

B$"8"IO

%!位于
$

号染色

体的
<EE9Q

$

NDDIO""

#

B$"8"!L

%$

N*S+0 I

%"

根据
NDD

区域与基因表达显著性负

相关表达分析出来的结果# 采用
%GDBGB

或者
NEG9D=G-

数据库对以上筛选出来

的目的基因进行预测调控这部分基因的

转录因子$

?(*)13(/T?/&) ,*3?&(

#

N=

%#筛选到

DNGNQ

!

9=U>I

!

DBI

!

HGV

!

>-<IIG

等
!#

个#进而构建转录因子
M

基因表达调控网络#

即
9=U>I!--E$

!

DNGNQ!AD-I

!

DBI!--E$

!

-N-=!<EE9Q

等调控网络$

=/4'(0 I

%"

!"! #$$

区域差异甲基化且差异表达基因的

%&

功能和
'(%%

通路分析

!8!8I :2

功能分析

:2

功能分析主要包括三个部分#即

生物学途径! 细胞成分和分子功能"

:2

功能以
B%

"8"O

为标准筛选出的
P

个目的基因 # 即
--E$

!

-A!$

!

AD-I

!

<F=I!GDI

!

D<-#GI

和
<EE9Q

" 在生物

学途径方面# 主要在
--<!I

!

%9U

等途径中发挥作

用&在细胞成分中#主要与桥粒!缝隙连接等组分密

切相关&在分子功能中#主要在
--<IK

!

--<!I

等功

能中有着一定的关系$

N*S+0 !

%"

!8!8! UF::

通路分析

根据筛选出的
P

个目的基因# 即
--E$

!

-A!$

!

AD-I

!

<F=I!GDI

!

D<-#GI

!

<EE9Q

进行
UF::

通路

分析# 以
B&"8"O

为筛选标准得到最显著性的
Q"

条

通路" 目的基因主要富集于
3:HB

'

BU:

信号通路#

钙通道以及肾上腺素能等信号通路与肺腺癌的发

生!转移!预后等存在密切的联系$

N*S+0 Q

%"

Q

讨 论

基因表达是指
A9G

通过转录编码为有生物学

活性的
E9G

#再经过翻译合成蛋白质的过程(

!

)

"本研

究利用高通量甲基化检验平台检测肺腺癌患者及健

康对照在全基因组中的
AF:1

及目的基因甲基化水

平# 进而得到
P

个
AF:1

# 即
--E$

!

-A!$

!

AD-I

!

<F=I!GDI

!

D<-#GI

和
<EE9Q

" 已有研究表明
--E$

基因在肺腺癌中表达上调# 随着肿瘤进展而表达降

低#其中
--E$

中有一个
;/E9G

靶点可作为预测肺

癌靶向治疗的指标 (

Q

)

" 本研究结果显示
--E$

高甲

基化# 据此推测
--E$

高甲基化可能使该基因表达

降低# 或与晚期肺腺癌发生密切相关" 本研究表明

-A!$

高甲基化与肺腺癌的发生密切相关" 研究表
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%&'' ()*+,)- ./ 0)*+,)- 123456(*678

+3)"9":" ;-*7<68 2!4-*7<68 5242(*75 68*25)4*678

+3)"9=$9 057*268 16>23*678 )81 )?375(*678

+3)"9"!! 4'@0

!

0%' 36>8)A68> ()*+,)-

+3)"B!"! C5)83456(*678)A D6352>EA)*678 68 4)8425

+3)"9":! ;+2D7<682 36>8)A68> ()*+,)-

+3)"9=:F &81745682 )81 7*+25 G)4*75!52>EA)*21 4)A46ED 52)?375(*678

+3)"9=$# @6825)A )?375(*678

+3)"9"!" ;)A46ED 36>8)A68> ()*+,)-

+3)"9$9" HAG)4*75- *5)831E4*678

+3)"9!:I J152825>64 36>8)A68> 68 4)5167D-74-*23

明
;/!$

作为新一代免疫检查点抑制剂" 目前正作

为肺癌在内的多种肿瘤辅助疗法"研究证实阿霉素#

米托蒽醌和伊立替康在
KL;M;

患者中对
;/!$

有

抑制作用 $

9

%

& 已有学者研究发现
/L;I

在肺腺癌中

高表达"其表达降低与肺癌的预后不良有关$

B

%

& 本研

究结果表明
/L;I

高甲基化导致其水平降低& 已有

大量研究证实
M&NI!JLI

在肺癌中过表达" 可通过

M&NI!JLIOD6P!B99)ONHQ0I

轴#

M&NI!JLI

调节
D6P!

!!IO0C&K

信号通路等促进肺肿瘤细胞的增殖# 转移

等$

:R$

%

& 本研究结果显示
M&NF!JLF

高甲基化在肺癌

患者外周血中高表达 " 我们推测

M&NF!JLF

可能通过自身的表观遗传

学修饰等机制在肺癌中有着双面效

应& 研究表明吸烟者的
MPPKS

启动

子区域
/KJ

低甲基化" 其作为
;/!

0;F

相关的转录本$

#R=

%

&

;/0;F

是一种

跨膜非催化受体"已被证明在肺癌细

胞中高表达&

LM;#JF

在原发性膀胱

癌组织和细胞中均下调 $

FT

%

"

LM;#JI

低甲基化对肺癌的影响较少报道"有

待进一步研究&

转录因子是一类具有特殊功能

的蛋白质" 可以与
/KJ

序列的特定

区域结合"进而对靶基因的表达及转

录进行调节& 根据
CLL

区域显著性差

异 甲 基 化 且 差 异 表 达 的 基 因 有

/L;I

#

;;P$

和
MPPKS

" 根据基因筛

选可调控这部分基因的转录因子有

LCJCS

#

KN%UI

#

L0I

等
!#

个"共同构

建了转录因子
R

基因表达调控网络&

研究表明
KN%UI

是一类重要的
CN

"

参与肺腺癌
CN!

基因表达调控网络"

KN%UI

作为
;;P$

的关键调节因子"

对目的基因
;;P$

在肺癌中的高表

达起着重要作用 $

S

%

"与肺癌的发生及

淋巴结转移有着密切联系"本研究结

果与其一致&

VJ%OLCJCS

信号通路可

导致炎症产生"

LCJCS

作为
CN

可抑

制
/L;I

的表达$

II

%

& 我们推测转录因

子
LCJCS

调控
/L;I

在肺癌中低表

达" 从而影响肺癌的发生&

;;P$

和

VJ%OLCJCS

信号通路在肺癌治疗中起着重要作用$

I!

%

&

在癌细胞中转录因子
L0I

可正向调节
;;P$

转录$

IS

%

"

;;P$

可能通过
L0I

上调乙酰肝素酶的表达" 并有

助于肺癌细胞的侵袭 $

I9

%

&

L0I!;;P$

调控网在本研

究中也得到了证实& 本研究所筛选出来的转录因子

CU0

#

;W/!

#

U;MIIJ

#

@JQ

#

;C;N

等 与 目 的 基 因

/L;I

#

;;P$

#

MPPKS

形成的转录因子
R

基因表达调

控网络&

根 据
'H

功 能 及
%&''

通 路 分 析 "

;;P$O

;;MI=

#

;;P$O;;M!I

轴与
KL;M;

侵袭#转移有着密
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%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!!67&+8!#69&8$

切的联系! 同时
--:!;

通过改变细胞内
-*

!<的浓度

促进肺癌的迁移"

;=>;?

#

$研究表明
%9@

通路%

3ABC

&

C@A

在肺癌中高表达 "

;$>;#

#

!

9/+11&)

等 "

;D

#学者研究证实肺

癌细胞表达
!!

肾上腺素能受体
E!!FG1H

$钙是调节许

多细胞过程所需的第二信使! 可在体外和体内促进

肿瘤细胞分裂%抑制细胞凋亡和加速肿瘤生长"

!"

#

$已

有大量研究表明!调节桥粒%缝隙连接的基因表达等

对肿瘤的产生%转移等有着重要的影响 "

!;

#

$ 本研究

A2

功能细胞成分显示! 细胞成分的变化和细胞之间

的连接方式等对肿瘤有着一定的影响$

综上所述!

I9F

甲基化%

JK

等都可能是导致肺

腺癌发生的重要因素$

--G$

%

-I!$

%

IL-;

等甲基化

的状态!以及
9K@M;!--G$

%

LJFJN!IL-;

%

LC;!--G$

%

-J-K!:GG9N

等转录因子
>

基因表达调控网络等调

控着肺癌的发生发展$在
A2

功能和
@OAA

通路中!

I9F

甲基化状态及转录因子可能参与肺腺癌的发

生$
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