
第 １９ 卷 第 ４ 期

２ ０ ２ １ 年 １ ２ 月
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

生 物 信 息 学

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ
Ｖｏｌ．１９ Ｎｏ．４

Ｄｅｃ． ２０２１

收稿日期：２０２０－０８－１２；修回日期：２０２０－０９－２９．
基金项目：国家自然科学基金项目（Ｎｏ．６１９７２１１６）；黑龙江省应用技术研究与开发计划项目（Ｎｏ．ＧＡ２０Ｃ０１８）．
作者简介：刘阳，女，本科生，研究方向：生物工程． Ｅ－ｍａｉｌ： １１６２８００１０６＠ ｓｔｕ．ｈｉｔ．ｅｄｕ．ｃｎ．
∗通信作者：张岩，女，教授，研究方向：生物信息学，计算表观遗传学． Ｅ－ｍａｉｌ： ｚｈａｎｇｔｙｏ＠ ｈｉｔ．ｅｄｕ．ｃｎ．

ＤＯＩ：１０．１２１１３ ／ ２０２００８００６

基于 ＤＮＡ甲基化模式筛选评估结肠腺癌预后的标记物

刘　 阳，王丽茹，张　 岩∗

（哈尔滨工业大学 生命科学与技术学院计算生物学研究中心， 哈尔滨 １５０００１）

摘　 要：为了通过分析 ＤＮＡ 甲基化谱识别出与预后相关的结肠腺癌亚型。 从 ＴＣＧＡ 数据库获取了结肠腺癌患者的甲基化数

据，通过差异甲基化分析和构建 ＣＯＸ 比例风险回归模型筛得与预后显著相关的 ＣｐＧ 位点，并通过一致性聚类识别出 ７ 个亚

型。 生存分析和临床特征检验显示 ７ 个亚型间预后差异显著且亚型特征可由多种临床特征反映。 此外，用 ７ 个亚型间识别出

的差异甲基化位点构建的基于 ＳＭＯ（序列最小最优化）的预测模型在各亚型上都有较高的 ＡＵＣ 值，并用检验集进行了验证。
综上，本研究利用生物信息学算法识别了 ７ 个预后差异的结肠腺癌亚型并挖掘了它们的特异性甲基化标记。 该研究结果或

可使得结肠腺癌预后被更精准地评估，为早期诊断及治疗方案提供新思路。
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　 　 结直肠癌（Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ， ＣＲＣ）是一种发生

率 极 高 的 恶 性 肿 瘤［１］。 结 肠 腺 癌 （ Ｃｏｌｏｎ
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＣＯＡＤ）是结直肠癌最常见的病理

类型之一（约占 ９５％） ［２］。 然而目前现有的结肠腺

癌的治疗手段（包括手术和化疗等综合治疗）仍然

不能达到令人满意的效果，结肠腺癌的五年生存率

依然不容乐观［３］。 大部分患者发现和初诊为结肠

腺癌时已处于癌症晚期，因此，现阶段的医疗诊治过

程中晚就诊、缺乏可靠的生物标志物和不精准的治

疗靶点已成为治疗结肠腺癌的主要障碍［４］，而早期

诊断和治疗对于改善患者的预后和生活质量至关重

要。 最新的研究表明，除了遗传变异以外，扰乱的、



不平衡的表观遗传基因组也是癌症发生发展的重要

原因［５］。 ＤＮＡ 甲基化是一种重要的调控基因表达

的表观遗传修饰，与癌症的发生和发展紧密相

关［６］。 异常的 ＤＮＡ 甲基化通过激活癌基因和 ／或使

肿瘤抑制基因失活诱导癌症的发生发展［７］。 通过

因此本课题旨在通过结肠腺癌 ＤＮＡ 甲基化谱，分析

患者的 ＤＮＡ 甲基化模式并识别出与预后相关的结

肠腺癌亚型。

１　 材料与方法

１．１　 ＤＮＡ 甲基化数据的获取和预处理

　 　 从癌症基因组图谱（Ｔｈｅ Ｃａｎｃｅｒ Ｇｅｎｏｍｅ Ａｔｌａｓ，
ＴＣＧＡ，ｈｔｔｐｓ：／ ／ ｗｗｗ． ｃａｎｃｅｒ． ｇｏｖ ／ ａｂｏｕｔ⁃ｎｃｉ ／ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ／
ｃｃｇ ／ ｒｅｓｅａｒｃｈ ／ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ⁃ｇｅｎｏｍｉｃｓ ／ ｔｃｇａ）数据库中下载

了结肠腺癌样本 ＤＮＡ 甲基化数据和这些样本对应

病人的临床信息， 甲基化数 据 全 部 由 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｉｎｆｉｎｉｕｍ ＨｕｍａｎＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ４５０ ＢｅａｄＣｈｉｐ 芯片平台产

生。 选取 ３２４ 个记录了患者生存状态的结肠腺肿瘤

样本数据进行接下来的分析。 研究表明，发生在

ＤＮＡ 启动子区的异常甲基化对癌症的发生发展起

着重要调控作用。 在本研究中启动子区域定义为转

录起始位点上游 ２ ｋｂ 至下游 ０．５ ｋｂ。 首先选取癌症

样本数据中属于启动子区的位点，去除其中的 ＳＮＰ
位点、对应于性染色体上的位点和一个位点对应多

个基因的位点。 接下来去除 ７０％以上的样本中有

缺失的位点，最后使用 ｋ 近邻算法（ｋｎｎ）补全其余

的缺失值，该算法使用“ ｉｍｐｕｔｅ” Ｒ 包中的 ｉｍｐｕｔｅ．
ｋｎｎ（）函数实现，其中参数 ｋ 取 １０、ｍａｘｐ 取３ ０００。
１．２　 提取分类特征

　 　 为寻找在癌症和癌旁样本中甲基化水平有差异

且差异具有显著性的 ＣｐＧ 位点，计算每个位点在癌

症和癌旁样本中的甲基化水平平均值，求出均值差

并用 ｔ 检验方法计算该差异的显著性。 本研究将均

值差绝对差异＞０．１ 且经 Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ⁃Ｈｏｃｈｂｅｒｇ 多重检

验校正方法校正后 ｐ ＜ ０．０５ 的 ＣｐＧ 位点视作差异

甲基化位点。 将 ３２４ 个样本按７ ∶ ３的比例划分为训

练集与测试集，分组原则为随机分组且死亡率相似。
最后分为 ２２６ 个样本的训练集和 ９８ 个样本的测

试集。
为获得与预后相关的结肠腺癌分子亚型，将使

用显著影响生存的 ＣｐＧ 位点作为分类特征。 首先，
使用每个样本所对应患者的生存状态和生存时间为

每个差异甲基化 ＣｐＧ 位点和患者的性别、年龄、临
床分期构建单变量 ＣＯＸ 比例风险回归模型，分析每

个 ＣｐＧ 位点的甲基化水平、年龄、阶段与预后的关

系。 再将单变量中显著影响预后的临床因素作为协

变量引入多变量模型筛选得到独立影响预后的 ＣｐＧ
位点。 对于每个 ＣｐＧ 位点 ｉ，单变量和多变量 ＣＯＸ
比例风险回归模型的公式定义如下：

ｈ（ ｔ，ｘ） ｉ ＝ ｈ０（ ｔ）ｅｘｐ （βｍｅｔｈｙ ｍｅｔｈｙｉ） （１）
ｈ（ ｔ，ｘ） ｉ ＝ ｈ０（ ｔ）ｅｘｐ （βｍｅｔｈｙ ｍｅｔｈｙｉ ＋ βｓｔａｇｅｓｔａｇｅ）

（２）
式中 ｈ０（ ｔ） 是基准风险方程，可以是任意一个针对

时间 ｔ 的非负方程， ｍｅｔｈｙｉ 是代表 ＣｐＧ ｉ 甲基化水平

的矢量，ｓｔａｇｅ 是代表患者临床分期的矢量， βｍｅｔｈｙ 和

βｓｔａｇｅ 代 表 回 归 系 数。 该 模 型 使 用 Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ⁃
Ｈｏｃｈｂｅｒｇ 多重检验校正方法对 Ｐ 值进行校正。
１．３　 识别预后相关的 ＤＮＡ 甲基化亚组

　 　 在 指 定 聚 类 算 法 和 度 量 距 离 时， 使 用

ＣｏｎｃｅｎｓｕｓＣｌｕｓｔｅｒＰｌｕｓ 包内嵌的多种聚类算法和距离

进行尝试，以探寻最优的聚类结果。 根据输出的结

果文件，使用欧几里得距离为度量的 Ｋ 均值聚类算

法被纳入考虑范围。
分组数 ｋ 的确定是本研究要解决的一个重要问

题，对从 ｋ＝ ２ 到 ｋ＝ １０ 的不同分组数，应用上一步的

聚类方法，除了固有的输出结果外，对不同分组数下

类别的平均一致性和一致性变异系数进行了计算。
最终用于确定聚类方法和聚类数的标准是：在某一

聚类数 ｋ 下，组间的一致性数值相对较高、变异系数

相对较低，并且 ＣＤＦ 曲线下面积在相邻的两个类别

数量间的改变趋势较缓。 变异系数根据下式计算：

ＣＶ ＝ ＳＤ
ＭＮ

æ

è
ç

ö

ø
÷ × １００％ （３）

式（３）中 ＳＤ 是同一分类数下不同分组间一致性的

标准差，ＭＮ 是同一分类数下不同分组间的平均一

致性。 根据上述标准，最终选择使用 Ｋ 均值算法，
以欧几里得距离作为相似度指标的聚类方法，确定

聚类数目 ｋ 为 ７。
１．４　 不同甲基化亚组间的预后分析

　 　 通过与预后相关的 ＣｐＧ 位点区分出了七个亚

组，自然应该考察这七个 ＤＮＡ 甲基化亚组间的预后

情况。 对得到的甲基化亚组进行 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 生存

分析。 这一分析通过“ｓｕｒｖｉｖａｌ”Ｒ 包中的函数 ｓｕｒｖｆｉｔ
（）和 ｓｕｒｖｄｉｆｆ（ ）完成。 并使用对数秩检验（ ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ
ｔｅｓｔ）分析生存差异的统计学显著性。
１．５　 各甲基化亚组间的特征描述

　 　 目前结肠腺癌还没有通过临床病理特征定义的

细分亚型，在分析并确定了不同 ＤＮＡ 甲基化亚型间

的预后差异之后，进一步分析各个甲基化亚型与临

床特征的相关性，所有检验方法若无特殊说明均采

取双侧检验。

１４２第 ４ 期 刘阳，等：基于 ＤＮＡ 甲基化模式筛选评估结肠腺癌预后的标记物



根据临床数据的情况，使用费希尔精确检验

（Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ ｅｘａｃｔ ｔｅｓｔ）分析各临床特征在不同甲基化

亚型间的分布是否有显著差异。
在每个甲基化亚型内，对每个临床特征和总体

之间进行超几何检验，以分析各临床特征在各甲基

化亚型内的富集是否具有显著性。
１．６　 筛选甲基化亚型的特异性标记

　 　 使用一种基于香农熵模型可从全基因组甲基化

谱中鉴定差异甲基化区域（ＤＭＲ）的软件 ＱＤＭＲ［１２］

（Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ Ｒｅｇｉｏｎｓ），从用

于识别七个甲基化亚组的 １３７ 个 ＣｐＧ 位点中筛选

每个亚组的特异性甲基化标记。 由于在前述亚组确

定的过程中采用了一致性聚类的方法，这意味着各

个亚组内的样本有着相似的甲基化模式。 因此，本
研究计算用于一致性聚类的 １３７ 个特征位点在七个

亚组中的甲基化均值，以该均值来表征各位点在不

同亚组中的甲基化状态，将得到 ２８５×６ 维矩阵作为

ＱＤＭＲ 的输入。 在衡量特异性的过程中，参数 ＳＤ
被设置为 ０．０７。
１．７　 构建和评估甲基化亚型预测模型

　 　 本研究的 ＤＮＡ 甲基化亚型由前述无监督的一

致性聚类方法得到，为了验证 ＤＮＡ 甲基化分型结果

并建立更为便捷精确的结肠腺癌甲基化分型方法，
使用有着 ７ 个甲基化亚型标签的训练集构建有监督

的 ＳＭＯ 分类模型。 在 ９８ 个样本的测试集中使用

１．２中得到的预测模型，根据样本的甲基化数据将患

者划分到 ７ 个 ＤＮＡ 甲基化亚型中，也就是使用 ＳＭＯ
分类模型将训练集得到的 ７ 个甲基化亚型标签分配

给测试集中的样本。 然后对测试集中 ７ 个甲基化亚

型进行生存分析，验证模型的稳定性和准确性。

２　 结果和分析

２．１　 结肠腺癌 ＤＮＡ 甲基化特征的筛选

　 　 本研究将均值差绝对差异＞ ０．１ 且 ｐ ＜ ０．０５ 的

ＣｐＧ 位点视作样本对之间显著差异的 ＣｐＧ 位点。
最终得到 ２６ １５８ 个差异甲基化位点，这一结果可视

化使用 Ｒ 包 ｇｇｐｌｏｔ（见图 １）。
　 　 为获得与预后相关的结肠腺癌分子亚型，使用

显著影响存活的 ＣｐＧ 位点作为分类特征。 首先将

所有结肠腺癌样本按照 ７ ∶ ３ 的比例划分为训练集

和测试集，分别包含 ２２６ 个样本和 ９８ 个样本。 接

着，为训练集中的样本基于生存时间和存活情况构

建 ＣＯＸ 比例风险回归模型。 单变量 ＣＯＸ 模型获得

的 ２ ８３８ 个与预后显著相关位点被用于多变量 ＣＯＸ
模型构建，３ 个显著的临床因素“分期”（ｇｅｎｄｅｒ： ｐ ＝

０．０１７， ａｇｅ： ０．００４， ｓｔａｇｅ： ０．０１６）被作为协变量也引

入其中，最终多变量的回归模型获得 １３７ 个依旧显

著的位点，部分位点所对应的基因（见表 １）。

图 １　 结肠腺癌差异甲基化位点火山图

Ｆｉｇ．１　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ
ｃｏｌｏｎ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ

注：横坐标是癌症癌旁样本间不同 ＣｐＧ 位点的均值差，纵坐标是经

过多重检验校正后的 ｐ 值负对数。 在均值差阈值和 Ｐ 值分别设置为

０．１ 和 ０．０５ 的情况下，红色区域为差异且显著的低甲基化位点，蓝色

区域是差异且显著的高甲基化位点。

表 １　 特异性位点基因对应表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｇｅｎｅ ｓｙｍｂｏｌｓ

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｔｓｉｃｓ Ｇｅｎｅ Ｓｙｍｂｏｌ

ｃｇ００３２８９３５ ＦＬＪ４３８６０
ｃｇ００３４５８６２ ＬＥＣＴ１
ｃｇ００５４７０７７ ＺＮＦ１３２
ｃｇ００６８９５８０ ＴＦＡＰ２Ａ
ｃｇ０１１９６５３１ ＯＮＥＣＵＴ１
ｃｇ０１２２７５５８ ＯＤＺ２

　 　 Ｐ 值使用 Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ⁃Ｈｏｃｈｂｅｒｇ 方法进行了多重

检验校正，Ｈａｚａｒｄ．Ｒａｔｉｏ 代表着 ＣＯＸ 模型的风险比，
风险比是相对而言的，风险比大于 １ 的位点被认为

与不良预后相关，小于 １ 的位点被认为与良好预后

相关。 １３７ 个 ＣｐＧ 位点将被用作分组特征。
２．２　 基于一致性聚类的结肠腺癌亚组识别

　 　 进一步对所获得的 １３７ 个 ＣｐＧ 位点进行一致

性聚类以获得与预后相关的结肠腺癌 ＤＮＡ 甲基化

亚型。 本研究计算每个类别的平均聚类一致性和聚

类之间的变异系数，结合 ＣｏｎｃｅｎｓｕｓＣｌｕｓｔｅｒＰｌｕｓ 包的

输出结果（见图 ２），根据 １．３ 中描述的方法来确定

选择最优的聚类算法和类别数 ｋ。
　 　 对于 Ｋ 均值算法，ＣＤＦ 曲线下面积改变趋势从

聚类数目 ｋ＝ ６ 开始明显趋缓且分类数为 ７ 时，其平

均聚类一致性曲线和变异系数曲线有一个明显的拐

点，拥有相对高的一致性系数和相对低的变异系数。

２４２ 生　 物　 信　 息　 学　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 １９ 卷



因此，对于 Ｋ 均值算法，认为它在聚类数为 ７ 时具

有较高的聚类稳定性，ｋ ＝ ７ 是最适聚类数。 最终确

定使用聚类数 ｋ＝ ７ 时 Ｋ 均值算法的聚类结果用于

下一步的分析。

图 ２　 基于 Ｋ 均值算法的结肠腺癌亚型分类标准
Ｆｉｇ．２　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｆｏｒ ｃｏｌｏｎ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ

ｓｕｂｔｙｐｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｋ⁃ｍｅａｎｓ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ

注：（ａ）表示每个类别号 ｋ 与 ｋ －１ 相比的累积分布函数（ＣＤＦ）曲线

下面积的相对变化。 横轴表示类别编号 ｋ，纵轴表示 ＣＤＦ 曲线下面

积的相对变化。 （ｂ）中红线代表平均类一致性，蓝线代表类间的变

异系数。

２．３　 七个 ＤＮＡ 甲基化亚组的预后分析

　 　 因为使用的是与预后相关的 ＣｐＧ 位点区分的

亚组，进一步本研究对 ７ 个亚组进行 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ
生存分析，并使用对数秩检验（ ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ ｔｅｓｔ）研究生

存差异的统计学显著性（见图 ３）。 与其他癌症类型

相比较而言，结肠腺癌属于恶性程度高、预后状况差

的一类肿瘤，目前还没有应用于临床的可以区分肿

瘤预后的分型方法。 在本文的 ＤＮＡ 甲基化亚组中，
生存分析显示这 ７ 个 ＤＮＡ 甲基化亚组主要分为两

大组，之间的预后差异存在显著性。 三年（１ ０９５ ｄ）
存活率分析结果表明， ｃｌｕｓｔｅｒ１、 ｃｌｕｓｔｅｒ３、 ｃｌｕｓｔｅｒ４、
ｃｌｕｓｔｅｒ６ 生存时间明显优于其他亚型。

图 ３　 训练集中甲基化亚组的生存曲线

Ｆｉｇ．３　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｕｂｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｓｅｔ

注：横坐标是存活时间（ｄ），纵坐标是存活概率．

２．４　 不同甲基化亚型的临床特征描述

　 　 对各个亚型中样本的临床特征进行分析，临床

特征年龄、肿瘤分期、Ｔ 分期、Ｎ 分期、Ｍ 分期、组织

学类型等较为经典的 ６ 个指标，同时，历年来有多篇

ＮＣＳ 文章表明微卫星不稳定性与结肠腺癌的发生发

展密切相关，故也将其选出作为结肠腺癌的重要临

床特征。 其中 Ｔ 分期是对原发肿瘤的评估，随着肿

瘤体积的增加和邻近 组织受累范围的增加，依次用

Ｔ１～ Ｔ４ 来表示；Ｎ 分期是对区域淋巴结的评估，本
研究中患者该项指标被纳入分析的分期有 Ｎ０ 和

Ｎ１，分别表示着没有区域淋巴结转移和 １～３ 枚区域

淋巴结转移；Ｍ 分期是对肿瘤是否有远端转移的评

估；肿瘤解剖学细分评估了肿瘤位置，不同位置的结

肠腺癌肿瘤侵犯范围、术式选择等方面存在差异。
本研究在 ７ 个 ＤＮＡ 甲基化亚型之间，使用

Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ ｅｘａｃｔ ｔｅｓｔ 分析各临床特征在不同亚型之间

的分布差异是否具有显著性（见表 ２）。 结果显示：
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年龄（ｐ＝ ０．０１７）、组织学类型（（ ｐ ＝ ０．０３９）、微卫星

不稳定性（ｐ ＝ ０．００３）、Ｎ 分期（（ｐ＝ ０．０３８）在不同亚

型样本中的分布差异是显著的。 这说明基于 ＤＮＡ
甲基化谱分出的结肠腺癌亚型间的预后差异，一定

程度上可由患者的年龄、发生部位、淋巴结受累情

况、微卫星不稳定性去解释。 而临床分期、肿瘤的大

小和肿瘤转移情况，对于甲基化亚型的区分没有显

著的指导意义。
在确定了不同亚型间的临床特征有着差异性

后，进一步分析临床特征在各亚型内的富集情况是

否具有显著性。 对每个临床特征在各亚型内的分布

情况和在总体中的分布进行超几何检验，检验结果

（见表 ３）。

表 ２　 甲基化亚型间Ｆｉｓｈｅｒｓ ｅｘａｃｔ ｔｅｓｔ 结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｉｓｈｅｒｓ ｅｘａｃｔ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｍｏｎｇ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｕｂｔｙｐｅｓ

Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｔｔｒｉｂｕｔｅｓ Ｓｕｂｃｌａｓｓｅｓ Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

Ｓｔａｇｅ

ＳｔａｇｅＩ

ＳｔａｇｅＩＩ

ＳｔａｇｅＩＩＩ

ＳｔａｇｅＩＶ

０．２０６ ４

Ａｎａｔｏｍｉｃ
ｓｕｂｄｉｖｉｓｉｏｎ

Ｃｏｌｏｎ Ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ

Ｃｏｌｏｎ Ｍｕｃｉｎｏｕｓ Ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ

Ｔ１

０．０３９ ５

Ｔ ｓｔａｇｅ

Ｔ２

Ｔ３

Ｔ４

＜７０

０．７８５ １

Ａｇｅ
＞ ＝ ７０

Ｍ０
０．０１７ ０

Ｍ ｓｔａｇｅ
Ｍ１

Ｎ０
０．５２４ ７

Ｎ ｓｔａｇｅ Ｎ１ ０．０３８ ３

Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ
Ｈｉｇｈ

Ｌｏｗ
０．００２ ９

表 ３　 超几何检验各特征在亚型内富集的显著性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｈｙｐｅｒｇｅｏｍｅｔｒｉｃ ｔｅｓｔ ｆｏｒ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｆｅａｔｕｒｅ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｉｎ ｓｕｂｔｙｐｅｓ

Ｆｅａｔｕｒｅ Ｃｌａｓｓ Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

Ｃｏｌｏｎ Ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ １ ０．０３６ ３

＞ ＝ ７０ ２ ０．０３６ ６

Ｈｉｇｈ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ２ ０．０００ １

＜７０ ４ ０．０２２ ０

Ｔ２ ６ ０．０３９ ５

＞ ＝ ７０ ６ ０．０４６ ９

Ｎ０ ６ ０．００２ ７

　 　 根据上一步对亚型间进行 Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ ｅｘａｃｔ ｔｅｓｔ 的
结果，将 ７ 个甲基化亚型和基于这两个临床特征下

的样本分组进行比较（见图 ４）。
２．５　 不同甲基化亚型特异性标记的确定

　 　 提取训练集样本中通过 ＱＤＭＲ 得到的 ７９ 个特

征 ＣｐＧ 位点的甲基化数据，部分位点对应的基因

（见表 ４）。 生成特征位点甲基化矩阵。 使用 Ｒ 包

ｐｈｅａｔｍａｐ 为该矩阵绘制热图，并为它从 ０－１ 的甲基

化值关联上蓝色到红色。 每个类别中特性低甲基化

位点在热图中显示出蓝色，特异高甲基化位点显示

出红色（见图 ５）。 这 ７９ 个特征位点可以作为结肠

腺癌中不同 ＤＮＡ 甲基化亚型的特异性 ＤＮＡ 甲基化

标记，代表着每个亚型独特的 ＤＮＡ 甲基化模式（见
图 ５）。 ｃｌａｓｓ１ 具有最大数量的特异性低甲基化位

点，ｃｌａｓｓ２ 具有最大数量的特异性高甲基化 ＣｐＧ
位点。

表 ４　 特异性位点基因对应表

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｇｅｎｅ ｓｙｍｂｏｌｓ

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｔｓｉｃｓ Ｇｅｎｅ Ｓｙｍｂｏｌ

ｃｇ２１０３９７０８ ＯＴＸ２ＯＳ１

ｃｇ１１７８４０７１ ＡＳ３ＭＴ

ｃｇ２２８３１６０７ ＳＦＲＰ５

ｃｇ０６４８０７３６ ＳＬＣＯ４Ｃ１

ｃｇ０２５３９８５５ ＬＹ６Ｈ

ｃｇ１０７８４３８６ ＴＨＢＳ４

２．６　 构建 ＤＮＡ 甲基化预测模型

　 　 为了验证本研究获得的甲基化亚型及更为准确

高效地对样本进行分类，使用训练集样本构建基于

决策树学习有监督的 ＳＭＯ 分类模型（见表 ５），所得

到的模型有着 ８７．６１％的分类准确性，每一行代表模

型预测的样本类别，每列代表样本真实的类别。 Ｃ１⁃
Ｃ７ 对应着 ｃｌａｓｓ１⁃ｃｌａｓｓ７，表中对角线上的数字表示

每个 ｃｌａｓｓ 中预测类别与实际类别相符的样本数量。

表 ５　 ＳＭＯ 分类器的混淆矩阵

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｎｆｕｓｉｏｎ ｍａｔｒｉｘ ｏｆ ＳＭＯ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ

模型 Ｃ１ Ｃ２ Ｃ３ Ｃ４ Ｃ５ Ｃ６ Ｃ７

Ｃ１ ３８ ０ ０ １ ０ ０ ０

Ｃ２ ０ ３７ ０ ０ ０ ０ ０

Ｃ３ ０ ０ ４０ １ １ １ １

Ｃ４ ５ ０ ３ ２５ ０ ０ ０

Ｃ５ ０ ０ １ ０ ３８ ０ ０

Ｃ６ ０ ４ ２ ０ ４ １０ ０

Ｃ７ ０ ０ １ ０ １ ２ １０
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图 ４　 ＤＮＡ 甲基化亚型和 Ｎ 分期类型、组织学类型、年龄、微卫星不稳定性相互富集

Ｆｉｇ．４　 Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｃｌｕｓｔｅｒｓ，Ｎ ｓｔａｇｅ，ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｔｙｐｅ，
ａｇｅ，ａｎｄ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ

注：Ａ． Ｎ 分期类型对应于 ＤＮＡ 甲基化亚型。 Ｂ． ＤＮＡ 甲基化亚型对应 Ｎ 分期。 Ｃ． 组织学类型对应于 ＤＮＡ 甲基化亚型。 Ｄ． ＤＮＡ 甲基化亚型

对应组织学类型。 Ｅ．年龄对应于 ＤＮＡ 甲基化亚型。 Ｆ． ＤＮＡ 甲基化亚型对应年龄。 Ｇ． ＤＮＡ 甲基化亚型对应微卫星不稳定性。 Ｈ． 微卫星不稳

定性对应于 ＤＮＡ 甲基化亚型。
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图 ５　 七个甲基化亚型中特征 ＣｐＧ 位点甲基化水平

Ｆｉｇ．５　 ＣｐＧ ｓｉｔｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｍｏｎｇ ｓｅｖｅｎ ｓｕｂｔｙｐｅｓ

　 　 本研究的分类数量为 ７，而 ＲＯＣ 曲线通常针对二

分类的研究，故将 ７ 个亚型的真实值和模型的预测值

转化为 ７ 个二分类对象以适应 ＲＯＣ 曲线特征（见图

６），使用训练集样本训练出的该模型对 ６ 个亚型的分

类都具有较高的 ＡＵＣ 值（ＲＯＣ 曲线下面积），而模型

对 ｃｌａｓｓ６ 的特异性和敏感性则相对较低。

图 ６　 预测模型的敏感性和特异性

Ｆｉｇ．６　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｔｙ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ

　 　 将训练集中得到的模型应用到预留的检验集

中，对检验集中未知类别标签的患者进行 ＤＮＡ 甲基

化亚型的分类。 检验集中 ９８ 个样本根据特征 ＣｐＧ
位点的甲基化模式被分配到了 ７ 个不同的组内。 对

不同分组的 ３ 年（１０９ ５ ｄ）存活率进行分析，并使用

对数秩检验（Ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ ｔｅｓｔ）分析发现生存差异具有

较高的显著性（ｐ＝ ０．０５２）。 生存曲线（见图 ７）。

３　 讨　 论

　 　 诱发癌症的因素复杂而多样，众所周知，目前的

主流观点认为癌症由于基因突变引起［１０］，是一个累
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积渐进的过程，遗传改变的积累导致了恶性肿瘤的

发生和发展。 但是最新的研究表明，除了遗传变异

以外，异常的 ＤＮＡ 甲基化也在癌症的发生和发展中

起到重要作用［１１］。 目前，异常的 ＤＮＡ 甲基化在胃

癌中是被广泛研究的一种失调的表观遗传机制。 例

如，有研究证明胃癌中一些肿瘤抑制基因或者肿瘤

相关基因（如 ｐ１６、ＲＵＮＸ３、ＭＬＨ１ 和 ＣＤＨ１ 等）会被

启动子的甲基化沉默［１２］。 这些研究都验证了 ＤＮＡ
甲基化作为肿瘤标志物的重要价值。 在确定了

ＤＮＡ 甲基化与癌症的发生和进展相关联后，甲基化

模式的动态性可能有助于癌症的早期诊断和评估：
异常甲基化位点增加或减少的时间趋势可以帮助预

测恶性肿瘤转化的速率和概率。 因此，异常 ＤＮＡ 甲

基化被认为是可用来评估癌症前期进展的潜在早期

诊断生物标志物［１３］，是临床实践中癌症诊断的理想

靶标。 此外，识别癌症特异或亚型特异的生物标志

物也具有预测价值。

图 ７　 检验集生存分析结果

Ｆｉｇ．７　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｓｔ ｓｅｔ

　 　 本研究中包含了大量的结肠腺癌样本的

Ｉｎｆｉｎｉｕｍ ＨｕｍａｎＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ４５０ ＢｅａｄＣｈｉｐ 阵列数据

集从 ＴＣＧＡ 数据库下载，这些 数据可以用于本文

的结肠腺癌异质性分析。 庞大的样本量使得本研究

能够更全面地探索结肠腺癌的分子亚型和分子异

质性。
许多研究表明，表观遗传修饰（ＤＮＡ 甲基化）

在结肠腺 癌中的早期检测，以及改善分子分类，预
后和辅助治疗中发挥关键作用，体现了 基因组范围

的分子水平分析在精准医学时代具有重要的生物学

和临床意义［１４］。 利用基因启动子区域内筛选的预

后相关的 ＣｐＧ 位点进行无监督的聚类分析，通过一

致性聚类获得七个预后不同的分子亚型，深入分析

发现不同亚型之间有着分子或临床特征上的差异，
这证实了结肠腺肿瘤的异质性及对结肠腺癌详细分

类的必要性。
一致性聚类与其他无监督聚类方法（如层次聚

类）相比，提供了聚类的类别 数量的选取参考依

据［１５］。 本研究首次提出建议根据 ＤＮＡ 甲基化水

平将结肠腺肿分为七个预后分子亚型。 这种详细程

度带来了较高的类内一致性，可更好地指导个性化

医疗。 在本研究中，ＳＭＯ 模型的甲基化亚型分类能

力有着较高的稳定性。 但是，第六亚型的 ＡＵＣ 曲

线太直，分析可能是由于样本量过少，过拟合导致。
同时，在模型运用到检验集时，在训练集和检验集

中，ｃｌａｓｓ６，ｃｌａｓｓ５，ｃｌａｓｓ３，ｃｌａｓｓ２ 的生存曲线差异较

大，其可能是由于分类器对 ｃｌａｓｓ６ 的灵敏性和特异

性相对较低，导致预测类别有误所致。 观察混淆矩

阵可注意到实际类别为 ｃｌａｓｓ６ 的不少样本被错误划

分为 ｃｌａｓｓ３，ｃｌａｓｓ５ 和 ｃｌａｓｓ２，从而可以解释检验集中

ｃｌａｓｓ３，ｃｌａｓｓ５ 和 ｃｌａｓｓ２ 生存率提升的现象，这说明在

一定程度上本研究建立的分类模型对于结肠腺癌

ＤＮＡ 甲基化亚型的预测与预后情况相关联。 值得

注意的是，本研究建立的模型为各个甲基化亚型分

配的样本数量占总样本数的相对数目多少在训练集

和检验集中是相似的，例如：分配到 ｃｌａｓｓ３ 的样本数

目在训练集和检验集样本数均是最多。 这也从一定

程度上说明本研究建立的模型对甲基化亚型分类能

力的稳定性。
在使用 ＱＤＭＲ 的分析中，发现了 ７９ 个在亚型

中特异性高 ／低甲基化的 ＣｐＧ 位点，对应于 ７６ 个基

因，它们定义了结肠腺癌的特定 ＤＮＡ 甲基化亚组。
这些位点可以被视为诊断结肠腺癌的精准医疗的靶

标和生物标志物。 在这些特异性的 ＣｐＧ 位点对应

的基因中，需多先前已报道与结肠腺癌有关。 其中，
Ｓｆｒｐ５ 基因的甲基化被认为与结肠腺癌中致癌物诱

导过程 ＷＮＴ 基因的响应有关［１６］，Ｔｈｂｓ４ 基因是大

肠癌中一个与年龄相关的甲基化肿瘤抑制基因［１７］，
ＧＤＦ１０ 基因与结肠癌发生密切相关［１８］。

总之，使用 ＴＣＧＡ 数据库中的结肠腺肿瘤数据

识别出七种不同的 ＤＮＡ 甲基化预后分子亚型，这
些亚型在分子水平或临床特征上也存在着显著差

异。 这可以对单一肿瘤内部的异质性更详细地解

释。 同时，该研究方法也可以推广到其他肿瘤的分

型中。

４　 结　 论

　 　 使用 ＴＣＧＡ 中结肠腺癌的 ＤＮＡ 甲基化数据，筛
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选到 １３７ 个与预后相关的 ＣｐＧ 位点。 基于一致性

聚类方法识别出 ７ 个与预后相关的亚型，这些亚型

的预后差异显著且亚型特征可由年龄、Ｎ 分期、微卫

星不稳定性、解剖学发生部位反映。 在不同的结肠

腺癌亚型中筛选出 ７９ 个特异性高 ／低甲基化位点，
这些位点代表着每个亚型独特的甲基化模式。 利用

结肠腺癌亚型特异性 ＤＮＡ 甲基化特征构建了基于

序列最小最优化的分类模型，该模型对结肠腺癌亚

型的分类准确性达到 ８７．６１％，提供了用于结肠腺癌

分型的精确的 ＤＮＡ 甲基化标记。
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ｍｕｔａｔｉｏｎａｌ ｌａｎｄｓｃａｐｅ ｏｆ ｈｅａｄ ａｎｄ ｎｅｃｋ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉ⁃
ｎｏｍａ［ Ｊ］． Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１１，３３３（６０４６）： １１５７－ １１６０． ＤＯＩ：
ＤＯＩ： １０．１１２６ ／ ｓｃｉｅｎｃｅ．１２０８１３０．

［１０］ＧＡＮ Ｋ Ａ， ＳＥＢＡＳＴＩＡＮ Ｃ Ｐ， ＳＥＷＥＬＬ Ｊ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉ⁃
ｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ｄｒｉｖｅｒ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ
ｃａｎｃｅｒ［ Ｊ ／ ＯＬ］． Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２０１８． ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄｏｉ．
ｏｒｇ ／ １０．３３８９ ／ ｆｇｅｎｅ． ２０１８． ０００１６， ２０１８ － ０２ － ０２． ＤＯＩ： １０．
１１２６ ／ ｓｃｉｅｎｃｅ．１２０８１３０．

［１１］ＦＥＩＮＢＥＲＧ Ａ Ｐ， ＫＯＬＤＯＢＳＫＩＹ Ｍ Ａ， ＧÖＮＤÖＲ Ａ， ｅｔ
ａｌ． Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｍｏｄｕｌａｔｏｒｓ， ｍｏｄｉｆｉｅｒｓ ａｎｄ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ ｉｎ
ｃａｎｃｅｒ ａｅｔｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ［ Ｊ］． Ｎａｔｕｒｅ Ｒｅｖｉｅｗｓ Ｇｅ⁃
ｎｅｔｉｃｓ，２０１６，１７（５）： ２８４－ ２９９． ＤＯＩ：１０． １０３８ ／ ｎｒｇ． ２０１６．
１３．

［１２］ ＬＥＥ Ｊ Ｈ， ＰＡＲＫ Ｓ Ｊ， ＡＢＲＡＨＡＭ Ｓ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｆｒｅｑｕｅｎｔ
ＣｐＧ ｉｓｌａｎｄ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｌｅｓｉｏｎｓ ａｎｄ ｅａｒｌｙ ｇａｓ⁃
ｔｒｉｃ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｓ［Ｊ］． Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２００４，２３（２６）：４６４６－
４６５４． ＤＯＩ：１０．１０３８ ／ ｓｊ．ｏｎｃ．１２０７５８８．

［１３］ＭＥＮＤＩＺＡＢＡＬ Ｉ， ＹＩ Ｓ Ｖ． Ｗｈｏｌｅ⁃ｇｅｎｏｍｅ ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ ｓｅｑｕｅｎ⁃
ｃｉｎｇ ｍａｐｓ ｆｒｏｍ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｈｕｍａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｒｅｖｅａｌ ｎｏｖｅｌ ＣｐＧ
ｉｓｌａｎｄｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｉｓｓｕｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ［ Ｊ］． Ｈｕ⁃
ｍａｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２０１６，２５（１）：６９ － ８２． ＤＯＩ：１０．
１０９３ ／ ｈｍｇ ／ ｄｄｖ４４９．

［１４］ＰＡＳＣＵＬＬＩ Ｂ， ＢＡＲＢＡＮＯ Ｒ， ＰＡＲＲＥＬＬＡ Ｐ． Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ
ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ： Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｅｒａ
ｏｆ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ［ Ｊ］． Ｓｅｍｉｎａｒｓ ｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ，
２０１８，５１：２２－３５． ＤＯＩ：１０．１０１６ ／ ｊ．ｓｅｍｃａｎｃｅｒ．２０１８．０１．００７．

［１５］ ＬＡＮＣＩＣＨＩＮＥＴＴＩ Ａ， ＦＯＲＴＵＮＡＴＯ Ｓ． Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｃｌｕｓｔｅ⁃
ｒｉｎｇ ｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ［ Ｊ］． Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓ， ２０１２，
３３６ （２）：１－７． ＤＯＩ：１０．１０３８ ／ ｓｒｅｐ００３３６．

［１６］ＺＨＡＮＧ Ｙ， ＬＩ Ｑ， ＣＨＥＮ Ｈ． ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｎｅ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｗｎｔ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ ｄｕｒｉｎｇ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃ⁃
ｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［ Ｊ］． Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，２０１３，３４（８）：１７５６－
１７６３． ＤＯＩ：１０．１０９３ ／ ｃａｒｃｉｎ ／ ｂｇｔ１２９．

［１７］ＧＲＥＣＯ Ｓ Ａ， ＣＨＩＡ Ｊ， ＩＮＧＬＩＳ Ｋ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｒｏｍ⁃
ｂｏｓｐｏｎｄｉｎ⁃４ ｉｓ ａ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｔｕｍｏｕｒ⁃ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｇｅｎｅ ｉｎ ｃｏｌｏｒ⁃
ｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｔｈａｔ ｅｘｈｉｂｉｔｓ ａｇｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ［Ｊ］． ＢＭＣ
Ｃａｎｃｅｒ，２０１０， ４９４，１－１０． ＤＯＩ：１０．１１８６ ／ １４７１－２４０７－１０－
４９４．

［１８］ＳＬＡＴＴＥＲＹ Ｍ Ｌ， ＬＵＮＤＧＲＥＥＮ Ａ， ＨＥＲＲＩＣＫ Ｊ Ｓ， ｅｔ ａｌ．
Ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ
ａｎｄ ｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃａｎｃｅｒ，
２０１２，１３０（３）： ６５３－６６４． ＤＯＩ：１０．１００２ ／ ｉｊｃ．２６０４７．
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