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癌症中 ＤＮＡ 甲基化基因模块筛选
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摘　 要：肿瘤的发生受遗传学和表观遗传学修饰的共同影响。 ＤＮＡ 甲基化是一种重要的表观遗传修饰，在癌症的发生与发展

中起着重大的作用。 因此找到癌症的甲基化标记物在癌症的诊断和治疗中具有重大意义。 本文利用权重基因共表达网络分

析的方法（ＷＧＣＮＡ）筛选出甲基化基因模块，并分析模块向量基因，进行功能注释，最后对基因模块进行功能分析， 得到 ＤＮＡ
甲基化与肿瘤间的关系。 结果显示，这些甲基化异常的基因模块与癌症的发生有着显著的关联。 同时还发现某些甲基化异

常的基因模块与多种癌症的发生都有着显著的关联。
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　 　 目前，癌症是严重威胁人类健康的三大杀手之

一，对于这种严重危害人类健康的顽疾，现在的医学

界并不十分清楚它的发病机制。 同时，人们对基因

的本质也渐渐有了更深入地认识。 很长一段时间

里，人们认为癌症的形成只与基因突变有关［１－４］。
但是，越来越多的证据表明，表观遗传修饰对癌症的

发生也起着十分重要的作用。 基因序列不变，而基

因的表型发生了可遗传的变化，称为表观遗传［５］。
这是由表观遗传修饰造成的。 ＤＮＡ 甲基化是一种

重要的表观遗传修饰，它制约着基因的表达。

据报道，人类的基因只是果蝇的 ２ 倍多。 很难想

象 ＤＮＡ 的遗传信息可以调控人类这样复杂的生命体

发育和生存的全过程［１－４］。 维持细胞的功能，决定哪

些基因表达、哪些基因不表达，是非常重要的，几个基

因的错误表达便会诱发正常细胞发生癌变［２］。
目前普遍认为，ＤＮＡ 甲基化与癌症的发生有密

切关系［６］。 癌症的甲基化异常表现为总体的甲基

化水平降低与启动子区域的甲基化水平升高［７］。
例如，抑癌基因与修复基因的高甲基化会导致它们

的失活，造成肿瘤抑制丧失与基因损伤增加。



由于涉及基因的“开”与“关”，ＤＮＡ 甲基化对

肿瘤的产生起着重大的作用。 同时研究表明，某些

基因的异常甲基化与多种癌症的产生有着显著的关

联［８］。 例如，基因 Ｐ１５ 的甲基化会使基因沉默，并
使细胞过度激活与增殖，而这与白血病、淋巴瘤、鳞
状细胞癌、肺癌的发生都有重要的联系［９］。 是否存

在一组甲基化异常的基因，与多种癌症的发生有着

重要的关联以及这些基因在不同的癌症中是否起着

不同的作用，成为本文关心的问题。 通过研究这些

问题，会为癌症的预测提供必要的方法，同时也增强

了人们对癌症与 ＤＮＡ 甲基化关系更进一步的认识。
表观遗传标记可以在被割除的肿瘤和体液中探

测到。 例如，超甲基化的癌症基因可以在尿斑中探

测到，这在膀胱癌的检测中很有意义［１０］。 ＤＮＡ 甲

基化的生物标记物在疾病诊断和预后的领域正在兴

起，并且需要在临床实践中广为应用和扩展。
本课题首先通过对不同癌症 ＤＮＡ 甲基化数据

进行预处理，利用权重基因共表达网络分析方法

（ＷＧＣＮＡ）筛选出甲基化基因模块，并分析模块向

量基因，利用 ＤＡＶＩＤ（Ｔｈｅ Ｄａｔａｂａｓｅ ｆｏｒ Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ，
Ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ） 进行功能注

释，然后对基因模块进行功能分析， 得到 ＤＮＡ 甲基

化与肿瘤间的关系。 本课题有助于发现癌症中

ＤＮＡ 甲基化的生物标记物，为肿瘤的诊断及治疗提

供可能的靶点。

１　 数据及方法

１．１　 数据获取

本课题所用的癌症甲基化数据来自于 ＧＥＯ 数

据库， 包 括 乳 腺 导 管 癌 甲 基 化 数 据 （ 编 号 为

ＧＳＥ１４８６５，平台为 ＧＰＬ４１２６，６ 个样本） ［１１］、胃癌甲

基化数据（编号为 ＧＳＥ１５２９１，平台为 ＧＰＬ４１２６，７ 个

样本）、前列腺癌甲基化数据（编号为 ＧＳＥ１５２９８，平
台为 ＧＰＬ４１２６，２０ 个样本） ［１２］、白血病甲基化数据

（编号为 ＧＳＥ１８４００，平台为 ＧＰＬ４１２６，６０ 个样本，样
本为婴儿期白血病数据和 １ 个对照组）、食管鳞状

细胞瘤甲基化数据 （编号为 ＧＳＥ２１２３８， 平台为

ＧＰＬ４１２６，６ 个样本，其中包括有淋巴结转移食道癌

和无淋巴结转移食道癌样本以及转移淋巴结细胞样

本）、肺鳞状细胞瘤甲基化数据（编号为 ＧＳＥ９６２２，
平台为 ＧＰＬ４１２６，５ 个样本）。

首先进行数据的预处理和标准化，标准化的原

则是对同一基因的不同探针对应的数值取平均值，
并且只选择对应于启动子的探针。 最后获得包含

４ ０２９个基因的甲基化数据。

１．２　 权重基因共表达网络分析（ＷＧＣＮＡ）的简介

网络分析在生物信息学中得到越来越多的应用。
ＷＧＣＮＡ（Ｗｅｉｇｈｔ Ｇｅｎｅ Ｃｏ⁃ｅｘｐｒｅｓｓ Ｎｅｔｗｏｒｋ Ａｎａｌｙｓｉｓ）是
一种描述各个样本的基因芯片相关的系统生物学方

法。 这种方法可以找到高相关的基因模块，可以使

用模块特征基因（ ｅｉｇｅｎｇｅｎｅ）或 ｈｕｂ 节点间的基因

彼此间和外部采样特征来聚类［１３］。 相关网络促进

了基于基因筛选的方法的发展，可以用于识别候选

生物标记物或治疗靶点。
１．３　 甲基化基因模块筛选的原理

本文通过构建权重基因共表达网络来识别癌症

中甲基化基因模块。
首先，利用公式 ａｉｊ ＝ ｃｏｒ（ｘｉ，ｘ ｊ） β 构建邻接矩

阵，其中 ｘｉ，ｘ ｊ分别代表两个基因的甲基化值、参数 β
根据模型适应指数，使得邻接矩阵大约是无尺度的。
这个指数是线性模型的确定系数（Ｒ 的平方），线性

模型是在 ｌｏｇ （ｋ）上回归 ｌｏｇ（ｐ（ｋ））所得到的，其中

Ｋ 代表给定节点的度，ｐ（ｋ）代表度 Ｋ 在网络中的频

率分布。
为了便于把显著差异的甲基化基因分类成模

块，邻接矩阵被转换成拓扑重叠矩阵。 拓扑重叠矩

阵不仅可以捕捉到 ｘｉ，ｘ ｊ的直接互作，也可以捕捉到

间接互作。 这样，定义了一个相似性测度：

ＴＯＭｉｊ ＝
∑ｕαｉｕαｕｊ＋αｉｊ

ｍｉｎ（ｋｉ，ｋ ｊ）＋１－αｉｊ
。 （１）

其中，ｋｉ ＝∑
ｕ
αｉｕ代表点的连通性。 １－ＴＯＭｉｊ是层

次聚类的距离矩阵。
１．４　 基因模块的功能分析

通过 ＷＧＣＮＡ 筛选出甲基化基因模块并量化模

块与表型的关系。 分析与癌症表型显著相关的基因

模块。 挖掘出基因模块的向量基因，并利用 ＤＡＶＩＤ
生物信息学分析工具对基因模块进行 ＧＯ 功能注释

与 ＫＥＧＧ 通路富集研究。

２　 结　 果

２．１　 选择合适的阈值：网络拓扑结构分析

构建一个权重基因网络，选择一个合适的邻接

矩阵的阈值 β，得到的阈值满足网络接近无于尺度

的标准。 通过 ＷＧＣＮＡ，选择一组候选的阈值，并返

回被检测的网络参数（见图 １）。 从图中可看出阈值

选择为 ５ 最合适，它既保证了网络接近于无尺度网

络（模型指数大于 ０．９，完美无尺度网络的模型适应

指数是 １），同时也是使曲线趋于平滑的最小阈值，并
且它也使得网络的平均链接程度不会太小，这有利于

网络包含足够的信息（例如，挖掘模块）。

０９１ 生　 物　 信　 息　 学　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 １２ 卷
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图 １　 阈值分析

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｖａｌｕｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
注：左图横坐标为候选的阈值，纵坐标为对应的无尺度网络模型指数；右图代表了各阈值对应的网络的平均链接程度。
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２．２　 使用 ＴＯＭ（拓扑重叠矩阵）聚类

为了减少噪声和伪关联的影响，将邻接矩阵转

换为拓扑重叠矩阵（ＴＯＭ）。 通过 ＴＯＭ，利用层次聚

类产生一个基因的层次聚类树（见图 ２）。
在层次聚类树中，通过各个分支的识别（即从

树图“剪枝”）得到模块。 使用 Ｄｙｎａｍｉｃ Ｔｒｅｅ Ｃｕｔ 的
方法［１４］，期望获得较大较少的模块，所以设定参数

最小模块大小（ｍｉｎＭｏｄｕｌｅＳｉｚｅ）为 ５０，这样从树图中

剪枝共得到 １０ 个模块，标签为 １ 至 １０，模块大小依

次递减，从 ８０６ 至 ６５ 个基因。 模块 ０ 保存着所有模

块外的基因。
树图中不同的深浅区域代表了不同的模块。 找

到匹配的模块，并返回各基因模块的宽度（见表 １）。
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图 ２　 聚类树图

Ｆｉｇ．２　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ｔｒｅｅ
注：树图中每个叶节点代表一个基因，其中密集连接的分支代表了甲基化数值接近的基因；图中不同的颜色代表不同的模块。
Ｎｏｔｅｓ：Ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｄｉａｇｒａｍ， ｅｖｅｒｙ ｌｅａｆ ｎｏｄｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａ ｇｅｎｅ， ａｎｄ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｄｅｎｓｅｌｙ ｃｏｎｎｅｃｔｅｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｗｈｉｃｈ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｖａｌｕｅｓ． Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｄｕｌｅｓ．
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表 １　 各基因模块中的向量基因

Ｔａｂｌｅ１　 Ｖｅｃｔｏｒ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｕｌｅｓ

模块 ０ １ ２ ３ ４ ５

基因 １ ６２０ ８０６ ３７２ ３２２ ２７７ １９１

模块 ６ ７ ８ ９ １０

基因 １６０ ８１ ６８ ６７ ６５

２．３　 量化模块与表型的关联

分析模块与模型的显著关联。 由于已有每个模

块的特征基因（ｅｉｇｅｎｇｅｎｅ），使特征基因（ｅｉｇｅｎｇｅｎｅ）
与表型相关联，并找到最大相关性。 由于已有模块

与表型，可以可视化这种关联，用颜色标注相关性。
图 ３ 中可以清晰地看到模块与癌症表型的相关

性。 模块 ０ 的基因是树图中剔除的基因，从图 ３ 中也

可看出它与各癌症表型的相关性较差，因此不予

考虑。
可以看到，胃癌（ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ）与模块 １、４、１０

有较强的相关性 （ ｐ⩽０． ０５）；前列腺癌 （ ｐｒｏｓｔａｔｅ
ｃａｎｃｅｒ）与模块 ２ 有较强的相关性（ｐ⩽０．０５）。 说明

这两种癌症在上述模块中甲基化程度较高。
同时，可以看到各种婴儿期白血病（ＡＬＬ），如

ＭＬＬ－ＡＦ４ 白血病、ＭＬＬ－ＥＮＬ 白血病、未扩散白血病

（Ｕｎｔｒａｎｓｌｏｃａｔｅｄ ｉｎｆａｎｔ ＡＬＬ）在模块 ７、９ 都有较强的

相关性（ｐ⩽０．０５），而正常人体细胞在这两个模块中

ｐ 值都大于 ０．０５，没有显著的相关性。 由于选用的

基因来自于启动子区域，可以得出结论：在上述基因

模块中，白血病对应基因的甲基化程度要比正常细

胞的甲基化程度高。
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图 ３　 模块与癌症表型关系图

Ｆｉｇ．３　 Ｍｏｄｕｌｅ⁃ｔｒａｉｔ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
注：每一行对应一个模块，每一列对应一个癌症表型，其中每一单元对应相关值。
Ｎｏｔｅｓ：Ｅａｃｈ ｒｏｗ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ ａ ｍｏｄｕｌｅ ａｎｄ ｅａｃｈ ｃｏｌｕｍｎ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ ａ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ， ｅａｃｈ ｃｅｌｌ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｖａｌｕｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｏｄｕｌｅ ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ．

　 　 食道鳞状细胞瘤 （ Ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ Ｓｑｕａｍｏｕｓ Ｃｅｌｌ
Ｃａｒｃｉｎｏｍａｓ）在模块 １、４、１０ 都有显著的相关性。 同

时还发现，有淋巴结转移食道鳞状细胞瘤 （ ＥＳＣＣ
ｗｉｔｈ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ） 和转移淋巴结 （ Ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｌｙｍｐｈ
ｎｏｄｅ）比无淋巴结转移食道鳞状细胞瘤在上面的模

块中具有更高的相关性。 可以得出结论：在上述模

块中，有淋巴结转移食道鳞状细胞瘤比无淋巴结转

移食道鳞状细胞瘤对应基因的甲基化程度高。
同时，也可看到胃癌与食管鳞状细胞瘤在模块

１、４、１０ 都有显著的相关性，说明在这几个基因模块

中，两者甲基化程度较高。
２．４　 基因模块的功能分析

为了进一步了解上面的基因模块与癌症发生与

发展的关系，挖掘上面得到的模块的向量基因。 并
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对这些向量基因进行基因本体功能分类及生物学通

路分析。
首先，对与胃癌与食管鳞状细胞瘤显著相关的

模块 １、４、１０ 的向量基因进行功能注释。 这些模块

中共得到 １ １４８ 个基因。

通过ＤＡＶＩＤ 分析，１ １４８ 个基因有６４７ 个注释到了

１８９类生物学过程，其余为未知功能基因。 设定阈值为

ｐ⩽０．０５，则基因注释到 ９６ 类生物学过程。 这些生物学

过程主要包括：基因沉默，蛋白质降解过程，己糖降解，
Ｗｎｔ 受体信号通路，蛋白激酶活性负调节等（见表 ２）。

表 ２　 与胃癌和食管鳞状细胞瘤显著相关的模块向量基因的功能富集聚簇

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｍｏｄｕｌｅ ｖｅｃｔｏｒ ｇｅｎｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ＥＳＣＣ

ＧＯ ｔｅｒｍ ｗｉｔｈ Ｐ⩽０．０５ Ｃｏｕｎｔ Ｇｅｎｅ ｉｎ Ｇｏ Ｔｅｒｍ

Ｐｒｏｔｅａｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃａｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ １９
ＡＮＡＰＣ１，ＲＡＤ２３Ｂ，ＴＢＬ１ＸＲ１，ＥＤＥＭ１，ＳＥＬＳ，ＯＳ９，ＣＵＬ３，ＵＳＰ１９，ＰＳＭＡ１，ＰＳＭＣ６，
ＭＡＤ２Ｌ１，ＰＳＭＥ１，ＶＣＰ，ＰＳＭＤ１１ ，ＰＳＭＣ２， ＰＳＭＡ３， ＰＰＰ２ＣＢ， ＢＵＢ１Ｂ， ＰＳＭＤ３

ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ １２
ＥＩＦ２Ｃ２， ＺＣＣＨＣ１１， ＨＤＡＣ２， ＥＩＦ２Ｃ１， ＤＧＣＲ８，

ＭＡＥＬ，ＳＩＲＴ５， ＭＢＤ３， ＫＣＮＱ１， ＥＩＦ２Ｃ３， ＨＥＬＬＳ， ＡＤＡＲ

ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ３２
ＰＡＬＭ， ＡＤＣＹ４， ＧＮＡＩ１， ＯＰＲＫ１， ＡＤＣＹ６， ＧＡＢＢＲ１，ＰＹＤＣ１，ＰＤＣＤ４，ＬＡＴＳ２，ＧＰＸ１，
ＳＰＲＹ２，ＨＲＨ３，ＨＥＸＩＭ１，ＡＲＧ２，ＰＳＭＤ３，ＡＮＡＰＣ１，ＤＵＳＰ２２，ＣＤＫＮ１Ｃ，ＰＳＭＡ１，ＰＳＭＣ６

ｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｐｒｏｔｅｉｎｃａｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ

６８
ＴＳＧ１０１，ＶＰＲＢＰ，ＯＳ９，ＣＵＬ３，ＵＳＰ１９，ＭＡＰ１ＬＣ３Ａ，ＰＳＭＤ３，ＵＳＰ１５，

ＵＳＰ１３， ＡＮＡＰＣ１， ＴＢＬ１ＸＲ１， ＦＢＸＬ２１， ＵＳＰ１， ＧＡＮ，ＵＢＥ２Ｉ

Ｗｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ １８
ＣＳＮＫ１Ａ１，ＤＩＸＤＣ１，ＴＢＬ１ＸＲ１，ＷＮＴ１０Ａ，ＮＫＤ１，ＣＳＮＫ１Ｇ２， ＷＮＴ３Ａ，

ＣＴＮＮＤ１，ＴＬＥ２，ＦＲＺＢ，ＦＺＤ４，ＦＺＤ６，ＷＮＴ４，ＫＲＥＭＥＮ２

注：表中为部分基因部分注释，ｃｏｕｎｔ 代表注释到 ＧＯ ｔｅｒｍ 中的基因个数。
Ｎｏｔｅｓ： Ｔｈｅ ｔａｂｌｅ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｓ ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｏｍｅ ｇｅｎｅｓ， Ｃｏｕｎｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ＧＯ ｔｅｒｍｓ．

　 　 同理，对与前列腺癌显著相关的模块 ２ 的向量

基因进行功能注释。 注释的 ３７２ 个基因有 ２０４ 个注

释到了 １２７ 类生物学过程。 设定阈值为 ｐ ⩽０．０５，则

基因注释到 ７９ 类生物学过程。 这些生物学过程主

要包括：蛋白激酶活性负调节，细胞增殖调节，调控

细胞死亡，参与细胞形态分化等（见表 ３）。

表 ３　 与前列腺癌显著相关的模块向量基因的功能富集聚簇

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｍｏｄｕｌｅ ｖｅｃｔｏｒ ｇｅｎｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ

ＧＯ ｔｅｒｍ ｗｉｔｈ Ｐ⩽０．０５ Ｃｏｕｎｔ Ｇｅｎｅ ｉｎ Ｇｏ Ｔｅｒｍ

ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ １０
ＳＨ３ＢＰ５，ＴＡＲＢＰ２，ＹＷＨＡＧ，ＰＡＫ２，ＰＳＥＮ１，ＮＦ１，

ＧＡＤＤ４５Ｇ， ＭＬＬＴ１， ＰＫＩＢ， ＧＰＳ２

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ３６

ＨＴＡＴＩＰ２，ＴＲＡＩＰ，ＧＣＬＭ，ＳＲＣ，ＭＯＡＰ１，ＢＬＯＣ１Ｓ２，ＢＯＫ，
ＮＰＭ１，ＰＬＥＫＨＧ５，ＣＨＳＴ１１，ＴＤＧＦ１，ＴＧＭ２，ＨＳＰＡ５，ＦＧＦ４，
ＥＧＦＲ，ＴＰ５３ＢＰ２，ＮＦ１，ＭＡＬ，ＳＲ２，ＹＷＨＡＥ，ＴＡＸ１ＢＰ１，

ＳＯＤ２，ＳＭＯ，ＡＭＩＧＯ２， ＴＮＦＲＳＦ１０Ｂ， ＵＡＣＡ

ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ １８
ＣＡＳＴ，ＮＦ１，ＰＫＩＢ，ＧＰＳ２，ＳＨ３ＢＰ５，ＰＳＭＦ１，ＳＭＯ，ＴＡＲＢＰ２，
ＹＷＨＡＧ， ＨＴＲ１Ａ， ＰＳＥＮ１， ＰＡＫ２， ＧＡＤＤ４５Ｇ， ＰＳＭＤ１，

ＭＬＬＴ１， ＩＤ３， ＨＳＰＡ５， ＵＢＡ５２

ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ２４
ＥＧＦＲ， ＣＤＣ７， ＵＢＥ２Ａ， ＮＡＰ１Ｌ１， ＩＲＳ１， ＨＥＳ１， ＳＭＯ，

ＨＴＲ１Ａ， ＨＩＦ１Ａ， ＢＬＯＣ１Ｓ２， ＮＭＥ１， ＮＣＫ１， ＮＰＭ１， ＣＤ８１，ＴＤＧＦ１， ＴＧＭ２，
ＭＤＭ２， ＬＡＭＢ１， ＣＣＮＡ２， ＴＳＨＲ， ＰＧＧＴ１Ｂ，ＲＨＯＧ， ＡＬＯＸ１２， ＦＧＦ４

ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ １０
ＳＨ３ＢＰ５， ＴＡＲＢＰ２， ＹＷＨＡＧ， ＰＡＫ２， ＰＳＥＮ１， ＮＦ１，

ＧＡＤＤ４５Ｇ， ＭＬＬＴ１， ＰＫＩＢ， ＧＰＳ２

注：表中为部分基因部分注释，ｃｏｕｎｔ 代表注释到 ＧＯ ｔｅｒｍ 中的基因个数。
Ｎｏｔｅｓ： Ｔｈｅ ｔａｂｌｅ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｓ ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｏｍｅ ｇｅｎｅｓ， Ｃｏｕｎｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ＧＯ ｔｅｒｍｓ．
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　 　 同理，对与白血病显著相关的模块 ７、９ 的向量

基因进行功能注释。 注释的 １４８ 个基因有 １４１ 个注

释到了 ２７ 类生物学过程。 设定阈值为 ｐ ⩽０．０５，则

基因注释到 １４ 类生物学过程。 这些生物学过程主

要包括：磷代谢过程；ｍＲＮＡ 代谢过程；转录调控；磷
酸化蛋白质氨基酸等（见表 ４）。

表 ４　 与白血病显著相关的模块向量基因的功能富集聚簇

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｍｏｄｕｌｅ ｖｅｃｔｏｒ ｇｅｎｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｅｕｋｅｍｉａ

ＧＯ ｔｅｒｍ ｗｉｔｈ Ｐ⩽０．０５ Ｃｏｕｎｔ Ｇｅｎｅ ｉｎ Ｇｏ Ｔｅｒｍ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ １９
ＡＴＰ５Ｅ，ＰＴＰＲＫ，ＰＤＰ２，ＴＲＰＭ７，ＳＳＨ３，ＭＡＰ２Ｋ４，ＭＫＮＫ２，ＣＤＫＬ２， ＥＰＨＢ４， ＡＴＰ５Ｇ３，

ＭＡＲＫ２， ＣＤＫＬ１， ＥＲＮ１，ＬＭＴＫ２， ＳＹＮＪ２， ＰＲＫＡＡ１， ＢＭＰ７， ＩＧＦＢＰ３， ＭＥＬＫ

ｍＲＮＡ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ９ ＳＦＲＳ６，ＤＨＸ８，ＤＤＸ４６，ＭＡＧＯＨ，ＥＲＮ１，ＰＴＢＰ２，ＰＲＰＦ１８，ＳＮＲＰＦ， ＫＩＡＡ０４２７

ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ １７ ＭＲＰＳ１７， ＡＴＰ５Ｅ， ＳＬＣ１３Ａ５，ＫＣＮＡＢ３，ＭＦＳＤ３，ＴＲＰＭ７，

ｔｒａｎｓｐｏｒｔ
ＭＦＳＤ１， ＡＴＰ５Ｇ３， ＳＬＣ２Ａ８，ＫＣＮＳ３，ＮＵＰ２１４，ＳＬＣ２６Ａ５，

ＳＬＣ２Ａ２， ＳＬＣ３７Ａ２， ＫＣＮＱ２， ＥＩＦ５Ａ２， ＳＬＣ２５Ａ１７

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ６ ＴＮＲＣ６Ｃ，ＭＡＧＯＨ，ＭＫＮＫ２，ＧＣＮ１Ｌ１，ＥＩＦ５Ａ２，ＫＩＡＡ０４２７

ｐｏｓｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

７ ＴＮＲＣ６Ｃ， ＭＡＧＯＨ， ＭＫＮＫ２， ＧＣＮ１Ｌ１， ＥＩＦ５Ａ２， ＬＩＮ２８Ｂ，ＫＩＡＡ０４２７

注：表中为部分基因部分注释，ｃｏｕｎｔ 代表注释到 ＧＯ ｔｅｒｍ 中的基因个数。
Ｎｏｔｅｓ： Ｔｈｅ ｔａｂｌｅ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｓ ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｏｍｅ ｇｅｎｅｓ， Ｃｏｕｎｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ＧＯ ｔｅｒｍｓ．

　 　 接着，对与胃癌与食管鳞状细胞瘤显著相关的

模块 １、４、１０ 的向量基因进行 ＫＥＧＧ 通路分析。 这

些模块中共得到 １ １４８ 个基因。
通过 ＤＡＶＩＤ 分析，对向量基因进行生物学通路

富集分析。 采用 Ｆｉｓｈｅｒ 精确检验，ｐ＜０．０５ 表示一系

列基因能代表与某些生物学通路相关的生物学功能

发生了改变。 本次分析中通路发生改变的主要有：
产生癌症（Ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ），产生肾上皮细胞癌

（Ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ）（见表 ５）。

表 ５　 基因模块 １、４、１０ 生物学通路中富集情况

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｇｅｎｅ ｍｏｄｕｌｅｓ １、４、１０ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ

Ｔｅｒｍ Ｃｏｕｎｔ Ｐ－ｖａｌｕｅ Ｇｅｎｅｓ

Ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ４３ ４．４Ｅ－３

ＦＧＦ１９，Ｅ２Ｆ２，ＦＧＦＲ１，ＰＧＦ，ＧＲＢ２，ＷＮＴ３Ａ，ＡＲＮＴ２，ＴＧＦＢ１，ＧＬＩ１，ＷＮＴ４，ＣＤＫＮ２Ｂ，ＳＬＣ２Ａ１，
ＴＧＦＡ， ＷＮＴ６， ＭＹＣ， ＦＧＦ３， ＴＲＡＦ４，ＦＮ１，ＡＫＴ２，ＭＳＨ６， ＷＮＴ１０Ａ， ＲＥＴ， ＭＳＨ３， ＭＡＰ２Ｋ２，

ＭＥＴ，ＢＲＣＡ２， ＰＲＫＣＧ，ＦＡＤＤ，ＣＴＮＮＡ１，ＢＩＲＣ２，ＦＺＤ４，ＲＡＬＧＤＳ，ＤＡＰＫ１，ＲＡＤ５１，ＦＺＤ６，
ＣＢＬＢ，ＣＤＫＮ１Ｂ，ＨＤＡＣ２， ＬＡＭＡ５， ＮＴＲＫ１， ＰＬＣＧ２，ＴＣＥＢ２，ＰＩＡＳ１

Ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ １３ ７．１Ｅ－３
ＭＡＰ２Ｋ２， ＰＧＦ， ＧＲＢ２， ＭＥＴ， ＡＲＮＴ２， ＴＧＦＢ１，ＧＡＢ１，

ＳＬＣ２Ａ１， ＴＣＥＢ２， ＴＧＦＡ， ＲＡＰ１Ａ，ＲＡＰ１Ｂ，ＡＫＴ２

　 　 通过以上的富集情况，发现基因模块 １、４、１０ 的

相关基因富集到了产生癌症的通路。 由于基因的启

动子区域甲基化程度较高，会产生抑制表达的作用。
基因表达的缺失导致低氧诱导因子（缺氧诱导因子－
α）的积累，从而产生多种生长因子，如血管内皮生长

因子和血小板衍生生长因子，使细胞运动、细胞转

化、防止细胞凋亡等生物学效应的调节功能缺失，造
成了肿瘤的生成。

同时，模块 １、４、１０ 的基因也富集到了产生肾上

皮细胞癌的通路，这也说明了相关基因启动子区域

的甲基化程度较高，影响到多种癌症的发生。

再对与前列腺癌显著相关的模块 ２ 的向量基因

进行 ＫＥＧＧ 通路分析。 通过 ＤＡＶＩＤ 分析， 采用

Ｆｉｓｈｅｒ 精确检验，本次分析中通路发生改变的是：细
胞分裂周期（见表 ６）。

表 ６　 基因模块 ２ 生物学通路中富集情况

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｇｅｎｅ ｍｏｄｕｌｅ ２ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ

Ｔｅｒｍ Ｃｏｕｎｔ Ｐ－ｖａｌｕｅ Ｇｅｎｅｓ

Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ １０ ４．１Ｅ－３
ＣＤＣ７，ＭＡＤ１Ｌ１，ＣＣＮＢ３，ＹＷＨＡＧ，ＧＡＤＤ４５Ｇ，
ＭＤＭ２，ＡＴＲ， ＣＣＮＡ２， ＹＷＨＡＥ， ＣＤＣ２５Ａ

通过上面的富集，基因模块 ２ 的相关基因富集

到影响细胞分裂周期的通路上。 有丝分裂是一个重
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复序列的过程，细胞周期蛋白依赖性激酶（ＣＤＫｓ）是
关键调节酶，它通过调控细胞基质来控制细胞进程。
细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂（ ＣＫＩｓ），如基因

ＣＤＣ７、ＭＡＤ１Ｌ１、ＣＣＮＢ３ 等，参与 ＣＤＫｓ 的负调控，从
而提供了一个通过该细胞周期负调控的通路。 而它

又反过来激活 ｐ５３ 抑癌蛋白。 基因 ＣＤＣ７、ＭＡＤ１Ｌ１、
ＣＣＮＢ３ 的高甲基化，抑制 ｐ５３ 的表达，同时细胞不能

进行正常分裂，从而造成肿瘤细胞的产生。

３　 讨　 论

目前的研究认为 ＤＮＡ 甲基化与肿瘤密切相关。
肿瘤的 ＤＮＡ 甲基化改变表现为总体的甲基化水平降

低与启动子区域 ＣｐＧ 岛的甲基化水平升高。 所筛选

的基因模块的向量基因的甲基化水平普遍较高，就是

由于基因的启动子区域 ＣｐＧ 岛的甲基化异常造成的。
通过对基因模块进行 ＧＯ 功能注释，发现了与各

癌症显著相关的甲基化异常的基因模块内的相应基

因注释到了诸如基因沉默，Ｗｎｔ 受体信号通路；蛋白激

酶活性负调节；细胞增殖调节；调控细胞死亡；参与细

胞形态分化等生物过程，而这些生物学过程又与癌症

的发生有着显著的关联。 说明这些甲基化异常的基

因模块对肿瘤的发生与发展起着重大的作用。
同时，对与胃癌与食管鳞状细胞瘤显著相关的模

块 １、４、１０ 的向量基因进行生物学通路富集分析，得到

产生癌症的通路。 说明甲基化异常的基因模块确实与

肿瘤的生成有着重要的联系。 而对于与胃癌与食管鳞

状细胞瘤显著相关的模块 １、４、１０ 富集到产生肾上皮细

胞癌的通路。 也说明了甲基化异常的基因模块同时与

多种癌症的发生有着千丝万缕的联系。
在本课题中，首先下载了乳腺导管癌、胃癌、前列腺

癌、白血病、肺鳞状细胞瘤、食管鳞状细胞瘤等 ６ 种癌症

及亚型的 ＤＮＡ 甲基化数据，经过预处理后利用

ＷＧＣＮＡ 筛选出了甲基化基因模块，通过量化模块与癌

症表型的关系发现了与各癌症显著相关的 ６ 个基因模

块。 然后，挖掘这些基因模块的向量基因，对这些基因

进行 ＧＯ 功能注释和 ＫＥＧＧ 通路富集分析。 通过 ＧＯ
功能注释发现了基因模块内相应的基因与可能导致肿

瘤产生的生物学过程有关；利用 ＫＥＧＧ 数据库对基因模

块的向量基因进行功能聚类，发现模块内的基因富集到

产生癌症的通路也说明甲基化异常的基因模块与癌症

的发生有着显著的内在关联。 同时，也发现某些甲基化

异常的基因模块（模块 １、４、１０）与多种癌症的发生有着

显著的关联。 基于此，本文有助于发现癌症中的 ＤＮＡ
甲基化的生物标记物，为肿瘤的诊断及治疗提供可能的

靶点。
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