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癌症相关的 ＤＮＡ 甲基化连锁区域

王丽波，王　 芳∗，张　 岩∗

（哈尔滨医科大学生物信息科学与技术学院，黑龙江 哈尔滨 １５００８６）

摘　 要：ＤＮＡ 甲基化是重要的表观遗传标记之一，在转录调控中起直接作用。 ＤＮＡ 甲基化的异常与癌症的发生发展密切相

关。 高通量测序使得在单碱基分辨率下检测全基因组的 ＤＮＡ 甲基化水平成为可能。 本文基于临近 ＣｐＧｓ 位点甲基化水平的

相关性挖掘 ＤＮＡ 甲基化连锁区域。 结果发现 ＤＮＡ 甲基化连锁区域的甲基化水平和模式在癌症中存在异常，而且显著富集到

分化 ／ 发育相关的生物学功能。 ＤＮＡ 甲基化连锁区域的挖掘有助于对具有生物学功能的表观遗传标记的进一步理解，有助于

对癌症诊断的表观遗传标记的挖掘。
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　 　 ＤＮＡ 甲基化是表观遗传的重要修饰之一，并被

广泛研究。 ＤＮＡ 甲基化一般发生于 ＣＧ 相连的二核

苷酸部位（ＣｐＧｓ），通过改变染色质结构、ＤＮＡ 构造

和稳定性等对基因表达具有重要的调控作用［１］。
随着表遗传学的发展， 人们认识到肿瘤不仅是遗传

性疾病， 同时也是由 ＤＮＡ 甲基化异常引起的基因

调控失常的表观遗传性疾病［２］。 人类基因组 ＤＮＡ
存在广泛的甲基化修饰。 在早期发育阶段，甲基化

和去甲基化的交替进行是细胞得以生长和分化的关

键程序， 且在细胞正常发育以及保持基因组稳定性

中起着至关重要的作用。 正常细胞内， 启动子区的

ＣＰＧ 岛呈非甲基化状态， 而大部分散在分布的 ＣｐＧ
岛二核苷酸多发生甲基化［３］。 肿瘤中常伴随基因

组整体甲基化水平降低和某些基因 ＣｐＧ 岛区域甲

基化水平异常升高（如抑癌基因），并且这两种变化

可在一种肿瘤中同时发生。 基因组整体甲基化水平

降低可导致原癌基因活化等，进一步促进了肿瘤的

发生。 基因启动子区的 ＣｐＧ 岛发生异常高甲基化

可导致基因转录沉默， 使重要基因如抑癌基因等表

达极度降低或不表达， 进而也促进了肿瘤细胞的形



成［４－５］。 Ｐ１６ＩＮＫ４ａ 是一种细胞周期调控蛋白，通过

与细胞周期蛋白依赖激酶 ＣＤＫ４ 及 ＣＤＫ６ 结合而抑

制后者的蛋白激酶活性，从而抑制细胞的增殖。 而

Ｐ１６ＩＮＫ４ａ 基因启动子 ５’端的 ＣｐＧ 岛甲基化或外显

子 １α 的 ＣｐＧ 甲基化可导致 ｐ１６ 表达缺失，从而导

致该基因的失活，促进了癌症的形成，这一基因的灭

活主要与胃癌的发生相关［６］。 随着高通量测序技

术的发展，单碱基分辨率下检测 ＤＮＡ 甲基化的水平

已经得以实现，促进了全基因组范围更高精度甲基

化水平和模式的分析。 重亚硫酸氢钠测序技术的短

序列片段中包含多个 ＣｐＧ 位点，而且这些位点之间

的甲基化水平高度连锁，即其中一个 ＣｐＧ 位点的甲

基化改变能够通过另一 ＣｐＧ 位点的甲基化变化来

解释［７］。 本文基于临近 ＣｐＧ 位点之间的 ＤＮＡ 甲基

化水平高度相关这一假设，挖掘 ＤＮＡ 甲基化连锁区

域有助于挖掘基因组中有功能的甲基化区域，进一

步理解这些区域在癌症中的改变模式，有助于挖掘

癌症的表观遗传学诊断标记。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

　 　 ＵＣＳＣ 的 ｅｎｃｏｄｅ 数据库中（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．
ｅｄｕ ／ ＥＮＣＯＤＥ ／ ｄａｔａＭａｔｒｉｘ ／ ｅｎｃｏｄｅＤａｔａＭａｔｒｉｘＨｕｍａｎ．
ｈｔｍｌ）下载ＲＲＢＳ 的ＤＮＡ 基甲基化数据，包括 ５２ 个正

常样本（胚胎干细胞、成纤维细胞、主动脉平滑肌细

胞、肾、脑、血、肝、肺、胰腺、心脏、胎盘、骨骼肌、皮肤、
胃、睾丸、子宫、Ｂ－淋巴细胞、星形胶质细胞、成骨细

胞）和 ２３ 个癌症样本（白血病、肺癌组织、子宫颈癌、
肝癌、乳腺腺癌、神经母细胞瘤、大肠腺癌、子宫内膜

腺癌、前列腺癌、胚胎性癌、卵巢腺癌、胰腺癌、脑肿

瘤、神经细胞株） ［８］。 在每个样本中将多次的生物学

重复进行合并，同一个 ＣＧ 位点的甲基化水平取均

值。 统计所有 ＣＧ 位点所在的参考基因组位置

（Ｈｇ１９）、覆盖度以及相应的 ＤＮＡ 甲基化水平。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 皮尔森相关系数的计算

根据 ＣｐＧ 位点所在的参考基因组的位置从小

到大进行排序，然后分别提取每个 ＣｐＧ 位点对应的

正常和癌症样本中的甲基化水平，分别构成正常和

癌症的 ＤＮＡ 甲基化水平向量。 在正常和癌症样本

中，基于 ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数计算临近一个 ＣｐＧ 位点

之间的相关系数，公式如下：

ｒ＝
∑
ｎ

ｉ＝１
（ｘｉ－ｘ－）（ｙｉ－ｙ－）

∑
ｎ

ｉ＝１
（ｘｉ－ｘ－） ２ · ∑

ｎ

ｉ＝１
（ｙｉ－ｙ－） ２

。 （１）

其中，ｎ 代表正常（癌症）样本的个数；ｘｉ 和 ｙｉ 分别

代表第 ｉ 个正常（癌症）样本中 ＣｐＧ 位点及下一个

ＣｐＧ 的甲基化水平；ｘ－ 和 ｙ－ 分别代表正常（癌症）样
本中两个 ＣｐＧ 位点 ＤＮＡ 甲基化水平的均值。
１􀆰 ２．２　 相关系数阈值的确定

为了确定临近 ＣｐＧ 位点之间相关系数的阈值，本
文从基因组中随机抽取两个 ＣｐＧ 点按照上述公式计算

其相关系数。 定义错误发现率（ＦＤＲ）的公式如下：

ＦＤＲ＝
＃（ ｒｒａｎｄｏｍ＞ｒ０）
＃（ ｒｏｂｓｅｒｖｅ）

＞ｒ０。 （２）

其中，分子表示随机情况下相关系数大于 ｒ０ 的数

目；分母表示真实情况下相关系数大于 ｒ０ 的数目。
根据 ＦＤＲ＝ ０􀆰 ０１ 确定相关系数的阈值。 当 ＣｐＧ 对

之间的相关系数高于此阈值时则认为二者的 ＤＮＡ
甲基化水平连锁，否则为不相关。

大量的含有少量 ＣｐＧ 位点的区域被获得。 这

些含有少量的 ＣＧ 位点的区域，临近之间的相关性

与样本数量的偶然因素相关，尤其是含有两个 ＣＧ
位点的区域。 我们认为只有多个 ＣＧ 位点相邻并且

具有高度连锁的甲基化模式的区域才具有调控的功

能。 为了确定区域内含有的 ＣＧ 位点的数目的阈

值，打乱了临近 ＣｐＧ 位点的样本标签，重新计算 ｒ
值。 然后根据阈值筛选 ＤＮＡ 甲基化区域，得到随机

情况下 ＤＮＡ 甲基化 ｂｌｏｃｋ 所含有的 ＣＧ 位点的数目

的零分布。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＤＮＡ 甲基化连锁区域的定义

如果临近的 ＣｐＧ 位点之间甲基化水平的相关

系数大于阈值，则将 ＣｐＧ 连接然后向下一个 ＣｐＧ 位

点延伸，直到相关系数小于阈值则延伸停止。 该区

域被定义为 ＤＮＡ 甲基化连锁区域。 计算该区域中

所有 ＣｐＧ 位点在所有样本中的甲基化水平的均值，
定义为 ＤＮＡ 甲基化连锁区域的甲基化水平。

２　 结果分析

２􀆰 １　 ＤＮＡ 甲基化连锁区域的挖掘

本文分别从正常样本和疾病样本 中 获 得

９０２ ８２５，９２０ ５１６ 个 ＣｐＧ 位点，全基因上临近 ＣｐＧ
位点之间的距离分布显示大部分 ＣｐＧ 位点之间的

距离不超过 １００ ｂｐ。 分别计算临近位点的皮尔森相

关系数，根据 ＦＤＲ＝ ０􀆰 ０１ 确定皮尔森相关系数平方

的阈值为 ０􀆰 ７５。 如果临近的 ＣｐＧ 位点之间的相关

系数超过阈值则将其相连并向下延伸，直到相关系

数的平方小于 ０􀆰 ７５ 为止，得到的区域被认为是

ＤＮＡ 甲基化连锁区域。 最终，７３７ 个 ＤＮＡ 甲基化连

锁区域在正常样本中获得，３ ３８４ 个 ＤＮＡ 甲基化连
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锁区域在癌症样本中获得。 ＤＮＡ 甲基化连锁区域

发现在正常样本和癌症样本中甲基化连锁区域的长

度没有差别（见图 １Ａ），但是区域内所含的 ＣＧ 位点

的数目、平均甲基化水平以及 Ｒ２ 存在显著差异（见
图 １Ｂ，１Ｃ，１Ｄ），而且区域内的 Ｒ２ 并没有随着区域

长度的增加而降低（见图 １Ｄ）。 意味着在癌症中临

近的 ＣｐＧ 位点之间倾向更强的连锁程度，而且这种

ＤＮＡ 甲基化连锁区域倾向于发生在 ＣｐＧ 密集的区

域倾向发生高甲基化变异，暗示着连锁区域内的

ＣｐＧ 位点可能共同发生异常导致癌症的发生。
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图 １　 ＤＮＡ 甲基化连锁区域的特征

Ｆｉｇ． １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｏｆ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｂｌｏｃｋ
注：Ａ：全基因组内临近的 ＣｐＧ 位点之间的距离；Ｂ：ＤＮＡ 甲基化连锁区域长度的分布；Ｃ：ＤＮＡ 甲基化连锁区域内 ＣＧ 位点的数目；Ｄ：ＤＮＡ 甲基化

连锁区域内甲基化水平的分布；Ｅ：ＤＮＡ 甲基化连锁区域长度与 Ｒ２ 的关系。
Ｎｏｔｅｓ：Ａ：Ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ａｄｊａｃｅｎｔ ＣＧｓ ｉｎ ｇｅｎｏｍｅ ｗｉｄｅ；Ｂ：Ｌｅｎｇｔｈ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｂｌｏｃｋ；Ｃ： Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＣＧｓ ｉｎ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｂｌｏｃｋ；
Ｄ： Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｂｌｏｃｋ；Ｅ： Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｒ２ ａｎｄ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｂｌｏｃｋ．
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２􀆰 ２　 ＤＮＡ 甲基化连锁区域的生物学意义

为了进一步研究 ＤＮＡ 甲基化连锁区域的生物

学功能及意义，分别将正常样本和癌症样本的 ＤＮＡ
甲基化连锁区域进行基因本体论（ＧＯ）的功能富集

分析。 如果一个 ＤＮＡ 甲基化连锁区域的上下游

５００ ｂｐ范围内存在基因，则该基因被认为是 ＤＮＡ 甲

基化连锁区域的相关基因。 我们在正常样本中找到

６１７ 个相关基因，在癌症样本中找到 ２ ５７５ 个相关基

因。 将 ＤＮＡ 甲基化连锁区域的相关基因采用

ＤＡＶＩＤ 工具（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄａｖｉｄ．ａｂｃｃ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ ／ ）进行基

因功能富集分析，多重检验矫正之后的显著性水平

定义为 ０􀆰 ０１。 癌症样本和正常样本中显著性水平

最高的前 １０ 个功能（见图 ２Ａ，Ｂ），结果显示正常和

癌症的 ＤＮＡ 甲基化连锁区域都富集到分化 ＼发育以

及表达调控的功能，尤其是在癌症中与神经元的发

育和分化相关。 此外，癌症中 ＤＮＡ 甲基化连锁区域

的 ＫＥＧＧ 富集分析显示富集到癌症通路和细胞形

成通路（见图 ２Ｃ）。 结果表明，癌症中 ＤＮＡ 甲基化

连锁区域可能促使癌症的发生。
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图 ２　 ＤＮＡ 甲基化连锁区域的功能富集

Ｆｉｇ．２　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｂｌｏｃｋ
注：Ａ：正常的 ＧＯ 富集结果；Ｂ：癌症的 ＧＯ 富集结果；Ｃ：癌症的 ＫＥＧＧ 富集结果；ｘ 轴表示富集分析的 Ｐ 值以 １０ 为底的负对数。
Ｎｏｔｅｓ：Ａ：ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ；Ｂ：ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ；Ｃ：ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ．

２􀆰 ３　 ＤＮＡ 甲基化连锁区域在癌症中的异常模式

ＤＮＡ 甲基化连锁区域尽管在正常样本和癌症

样本中均存在很强的连锁程度，但是在两类样本中

呈现的不同甲基化水平和模式。 以 ＨＩＣ１ 基因为

例，该基因对生长调节和肿瘤的抑制具有重要作用。
位于该基因中超甲基化区域的缺失与肿瘤、Ｍｉｌｌｅｒ⁃
Ｄｉｅｋｅｒ 综合征存在至关重要的联系。 图 ３ 显示，在
本研究中该基因位于 ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ １７ｐ１３􀆰 ３ 区域，在

正常样本和癌症样本中存在 ＤＮＡ 甲基化连锁区域。
该连锁区域在正常和癌症样本中均呈现了紧密的连

锁程度（ ｒ２ ＝ ０􀆰 ７８０，０􀆰 ７９８），然而该区域在两类样本

中的甲基化模式存在显著差异。 该区域的甲基化水

平在癌症样本中显著高于正常样本，而且连锁程度

的变异小于正常样本。 这意味着该连锁区域的异常

甲基化可能与癌症相关，甚至可以作为癌症的表观

遗传诊断标记。
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图 ３　 位于 ＨＩＣ１ 基因内的 ＤＮＡ 甲基化连锁区域

Ｆｉｇ．３　 ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｂｌｏｃｋ ｌｏｃａｔｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ＨＩＣ１ ｇｅｎｅ

３　 结　 论

近年来，随着表观遗传学的发展，越来越多的研

究表明 ＤＮＡ 甲基化的异常与癌症的发生发展密切

相关。 本文的结果显示 ＤＮＡ 甲基化连锁区域与癌

症的关联不仅仅体现在甲基化水平上而且体现在甲

基化模式上。 挖掘 ＤＮＡ 甲基化连锁区域有助于挖

掘基因组中有功能的甲基化区域，而这些区域在癌

症中的改变模式有助于挖掘癌症的表观遗传学诊断

标记。 希望能为研究者开启一个新的角度去探索

ＤＮＡ 的甲基化水平与癌症发生的联系，进而对疾病

能够更好的进行诊断和治疗。
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