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［摘 要］ 目的：通过对肿瘤基因组图谱（The Cancer Genome Atlas，TCGA）数据库内胰腺导管腺癌（pancreatic ductal adreno⁃
carcinoma，PDAC）相关数据的研究，从全基因组水平发现影响PDAC预后的甲基化位点及基因。方法：从TCGA网站下载2016
年 1月 28日更新版本的有关PDAC的临床数据、甲基化数据（基于 Illumina Methylation 450芯片）及转录组数据（基于 Illumina
Hiseq测序）。纳入兼具预后数据和甲基化数据的患者179例，应用Cox比例风险模型分析每个位点甲基化水平与PDAC患者

总体生存率的关系。进一步纳入兼有甲基化数据及转录组数据的患者 173例，分析甲基化水平与对应mRNA表达水平的关

系。最后分析mRNA表达水平与 PDAC患者总体生存率的关系。结果：用于甲基化预后分析的 179例患者年龄为（64.64±
10.96）岁，用于相关性分析和mRNA预后分析的173例患者年龄为（64.46±10.91）岁，两者中位生存时间均为20.1个月。本研究

发现的与PDAC预后关系最显著的前20个甲基化位点中，11个位点的高甲基化水平为PDAC预后的危险因素，9个为保护因

素。位于ZNF438基因5′UTR区的cg01656216探针靶向的位点与PDAC预后相关最显著（HR=0.37，95%CI：0.24~0.56，P=4.11×
10-6）。进一步发现8个位点甲基化水平与相应mRNA表达水平呈负相关（r<-0.3，P < 0.05），其中PKP3（cg20268054）和EFNB2
（cg22179913）的mRNA表达水平还与预后有关（HR=1.66，95%CI：1.06~2.61，P=0.027；HR=1.86，95%CI：1.21~2.88，P=0.005）。

结论：通过对TCGA数据库PDAC样本的分析发现，PKP3和EFNB2基因的甲基化水平与PDAC预后相关，可进一步发掘其作为

PDAC预后相关生物标志物的潜能。

［关键词］ 胰腺导管腺癌；TCGA；甲基化；mRNA；预后

［中图分类号］ R735.9 ［文献标志码］ A ［文章编号］ 1007⁃4368（2020）08⁃1135⁃06
doi：10.7655/NYDXBNS20200810

Identification of DNA methylation sites related to the prognosis of pancreatic ductal
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［Abstract］ Objective：To investigate the DNA methylation sites related to the prognosis of patients with pancreatic ductal
adenocarcinoma（PDAC）at the whole ⁃genome level by utilizing The Cancer Genome Atlas（TCGA）database. Methods：The clinical
data，DNA methylation data detected on Illumina Humanmethylation450k beadchip and transcriptome data produced by Illumina
Hiseq of PDAC patients were downloaded from TCGA database（version 2016_01_28）. We finally chose 179 cases containing both of
clinical data and methylation expression profiles to analyze the effect of methylation level on survival by Cox’s proportional hazards
model. Five factors including age，sex，location，histological grade and pathological stage were used to correct hazard ratio and P value.
Next we chose 173 cases containing both of gene expression and methylation expression profiles to explore correlation between
methylation level and mRNA expression level. Furthermore，we also evaluated the expression level of mRNAs with the prognosis.
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胰腺癌是一种临床表现隐匿、进展迅速、恶性

程度很高的消化道肿瘤，90%以上为胰腺导管腺癌

（pancreatic ductal adrenocarcinoma，PDAC）类 型 。

2020年美国最新统计数据显示，胰腺导管腺癌居恶

性肿瘤病死率（男女性合并）第 3位，仅次于肺癌和

结直肠癌。目前胰腺癌5年生存率仅为9%，手术治

疗仍为唯一可能治愈的手段［1］。近年来PDAC的发

病率呈逐渐上升趋势，研究PDAC发生发展机制、开

发新型治疗手段、提高生存率已显得尤为重要。多

项研究表明DNA甲基化在肿瘤发生发展中起重要

作用，某些基因的异常DNA甲基化水平可影响胰腺

癌患者预后［2-4］，肿瘤细胞可发生异常甲基化使得基

因表达的稳态失衡，从而获得强增殖活性及免疫逃

避等能力。从人类基因组计划完成以来，针对全基

因组的芯片及测序技术日趋成熟，为识别早期检测

的生物标志物和新治疗靶点提供了便利。然而现

阶段的研究大多只分析了个别基因的甲基化，尚缺

乏在人类全基因组水平对PDAC预后影响的研究。

基于此，通过深入挖掘肿瘤基因组图谱（The Cancer
Genome Atlas，TCGA）数据库，探索与 PDAC预后相

关的基因甲基化，进一步研究甲基化与相关mRNA
水平的关系，以及影响PDAC预后的mRNAs。
1 资料和方法

1.1 资料

从TCGA数据库下载有关PDAC数据（2016⁃01⁃
28更新版本），其中有临床预后信息的癌样本185例，

全基因组甲基化数据 184例，全基因组转录组表达

谱数据 178例（图 1）。三者数据均包含的 178例样

本共剔除 5例，其中 2例组织学分级无法评估、2例
病理分期缺失和1例样本随访0天。没有转录组数

据的7例样本中有1例因组织学分级无法评估而被剔

除。因此可用于甲基化预后分析的样本有179例，可

用于基因甲基化与mRNA相关性分析和mRNA预后

分析的样本有 173例。甲基化数据以β值来表示甲

基化程度，转录组数据以 log2（RSEM+1）形式来衡量

基因表达量。共发现 485 577个甲基化位点探针，

按照UCSC基因组研究数据库（University of Califor⁃
nia，Santa Cruz Genome Browser）过滤探针/位点的方

法：①超过 5%样本的 beta值为NA的探针；②匹配

基因位于性染色体X或Y的探针；③无匹配基因的

探针。根据上述方法过滤剩下298 508个探针。

1.2 方法

所有分析均在R程序（3.3.2版本）上完成。采

用多元Cox比例风险回归模型分析各甲基化位点的

甲基化水平或基因的mRNA水平对PDAC总体生存

率的影响。根据甲基化水平或mRNA水平的中位

Results：The age of 179 patients was 64.64±10.96 years and that of 173 patients was 64.46 ± 10.91 years. The median survival times
were both 20.1 months. Among the top 20 methylation sites，hypermethylation of 11 sites and hypomethylation of other 9 sites were
associated with worse prognosis. The strongest site influencing the survival for PDAC in this study was cg01656216，which was located
in the 5′UTR region of ZNF438（P=4.11×10- 6，HR=0.37，95%CI：0.24⁃0.56）. The methylation levels of 8 sites showed significant
inverse correlation with mRNA expression levels（r<-0.3，P < 0.05）. In addition，the mRNA expression level of PKP3（cg20268054）
and EFNB2（cg22179913）were also related to the survival of PDAC（HR=1.66，95%CI：1.06⁃2.61，P=0.027；HR=1.86，95%CI：1.21⁃
2.88，P=0.005）. Conclusion：Based on the analysis of TCGA database，methylation sites in PKP3 and EFNB2 genes regions are
significantly associated with PDAC prognosis，whose potential for predicting prognosis of PDAC can be further studied.
［Key words］ pancreatic ductal adrenocarcinoma；TCGA；methylation；mRNA；prognosis

［J Nanjing Med Univ，2020，40（08）：1135⁃1139，1162］

图 1 本研究纳入TCGA数据库中PDAC相关数据样本例

数的示意图

Figure 1 A schematic diagram of the number of samples
of PDAC⁃related data from TCGA database in⁃
cluded in our study
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数分成高低表达两组。用年龄、性别、肿瘤部位、组

织学分级以及病理分期5个变量来校正危险比和P
值。危险比均是高表达组比低表达组，年龄为连续

性变量，用均数±标准差（x ± s）表示，其余 4个为分

组变量。校正后的P值≤1.667×10-7（0.05/300 000）
表示对PDAC预后影响有统计学意义。采用程序包

ggm的偏相关分析来评估各位点甲基化水平与对应

基因 mRNA表达的相关性。同样地，用上述 5个临

床变量来做相关系数和P值的校正。|r|≥0.3且P＜

0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 纳入人群的基本特征

用于甲基化位点预后分析的 179例胰腺癌患

者，男 98例（54.7%），女 81例（45.3%）；年龄（64.64±
10.96）岁；胰头肿瘤 142例（79.3%），胰体或胰尾肿

瘤27例（15.1%），多灶性等其他肿瘤10例（0.6%）；组

织学分级G1+G2有 126例（70.4%），G3+G4有 53例
（29.6%）；病理分期Ⅰ期 20例（11.2%），Ⅱ期 140例

（78.2%），Ⅲ+Ⅳ期 10 例（0.6%）。中位生存时间

20.1个月。

用于mRNA相关分析的 173例胰腺癌患者，男

94例（54.3%），女79例（45.7%），年龄（64.46±10.91）
岁；胰头肿瘤136例（78.6%），胰体或胰尾肿瘤27例
（15.6%），多灶性等其他肿瘤10例（0.6%）；组织学分

级 G1 + G2 有 123 例（71.1%），G3 + G4 有 50 例

（28.9%）；病理分期Ⅰ期 20例（11.6%），Ⅱ期 145例

（83.8%），Ⅲ+Ⅳ期8例（0.5%）。中位生存时间20.1个
月。

2.2 与PDAC预后相关的甲基化位点

本研究模型中纳入了各位点甲基化水平、年

龄、性别、肿瘤部位、组织学分级以及病理分期 6个
变量行多因素分析。将甲基化位点按照Cox生存分

析结果的P值从小到大进行排序，选取P值最小的

前 20个甲基化位点（表 1）。位于基因ZNF438的甲

基化位点 cg01656216与PDAC的预后分析显示P值

最小（P=4.110×10- 6），对应的 HR 值为 0.37（0.24~
0.56）。所有20个甲基化位点中，9个甲基化位点对

应的HR值在 0.37~0.42，提示这些甲基化位点的高

甲基化水平可能是PDAC预后的保护性因素。另外

有11个甲基化位点对应的HR值在2.42~2.69之间，

提示这些甲基化位点的高甲基化水平为可能影响

表1 与PDAC患者预后有关的前20个甲基化位点

Table 1 Top 20 methylation sites associated with prognosis of PDAC patients

甲基化位点

cg01656216
cg20914464
cg08279008
cg02550425
cg22379708
cg00778995
cg20268054
cg12699371
cg21850852
cg07467482
cg14769121
cg11304682
cg22179913
cg18547371
cg01031032
cg14144352
cg20048037
cg08521684
cg11597131
cg15504747

基因

ZNF438
NOL4
POLR1A
DPP6
AGRN
POU3F3
PKP3
GALR1
ITGB4
DPP6
SMURF1
PDZRN3
EFNB2
SSBP4
CD200
PLEC1
ENPP2
MUC4
HOXD9
PLXND1

染色体

10
18
02
07
01
02
11
18
17
07
07
03
13
19
03
08
08
03
02
03

Genomic_Coordinate
031 273 710
031 803 674
086 263 224
154 455 543
000 982 918
105 470 558
000 393 029
074 961 424
073 746 186
154 006 066
098 722 470
073 451 011
107 183 635
018 539 843
112 051 894
145 045 851
120 605 539
195 488 725
176 988 939
129 312 979

HR
0.37
2.69
2.64
0.38
2.59
2.55
0.39
2.52
2.50
0.39
0.41
0.41
0.41
2.49
2.47
0.42
0.41
2.43
2.54
2.42

95%CI
0.24~0.56
1.76~4.10
1.73~4.04
0.24~0.58
1.69~3.98
1.67~3.91
0.26~0.60
1.65~3.86
1.64~3.82
0.25~0.60
0.27~0.62
0.27~0.62
0.27~0.62
1.62~3.82
1.60~3.80
0.28~0.63
0.26~0.63
1.58~3.73
1.62~3.97
1.58~3.72

P值

4.110×10-6

4.589×10-6

7.415×10-6

1.018×10-5

1.330×10-5

1.620×10-5

1.773×10-5

2.103×10-5

2.156×10-5

2.479×10-5

2.777×10-5

3.147×10-5

3.303×10-5

3.342×10-5

4.129×10-5

4.346×10-5

4.794×10-5

4.883×10-5

4.909×10-5

5.293×10-5

调整了年龄、性别、肿瘤部位、组织学分级、病理分期。
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PDAC预后的危险因素。

2.3 甲基化水平与相应mRNA表达水平的关系

进一步分析不同位点的甲基化水平与相应

mRNA表达水平之间的关系，具体结果见表 2。甲

基化位点所在的20个基因中，甲基化水平与其相应

mRNA表达水平有显著相关性的基因有 12个。其

中 SMURF1（cg14769121）、PLEC（cg14144352）、

PKP3（cg20268054）、EFNB2（cg22179913）、CD200
（cg01031032）、GALR1（cg12699371）、NOL4（cg2091
4464）、SSBP4（cg18547371）共 8个基因的甲基化水

平与相应mRNA表达负相关；MUC4（cg08521684）、

ITGB4（cg21850852）、AGRN（cg22379708）、DPP6
（cg07467482）共 4 个基因的甲基化水平与相应

mRNA表达正相关。

2.4 相应基因mRNA表达水平与PDAC预后的关系

采用Cox比例分析模型分析了各基因mRNA表

达水平与PDAC预后之间的关系（表 3）。模型中调

整了年龄、性别、肿瘤部位、组织学分级、病理分期5

个变量。结果显示，与 PDAC 预后相关的基因有

PKP3（cg20268054，HR=1.66，95%CI：1.06~2.61，P=
0.027）、PDZRN3（cg11304682，HR=0.61，95% CI：
0.39~0.95，P=0.028）、EFNB2（cg22179913，HR=1.86，
95%CI：1.21~2.88，P=0.005）、ENPP2（cg20048037，
HR=0.64，95%CI：0.41~0.98，P=0.042）共4个基因。

综合上述分析结果可以发现，PKP3（cg202680
54）和 EFNB2（cg22179913）的甲基化位点不仅与

PDAC预后有关，同时也与相应的mRNA表达水平

呈负相关，说明这些相应基因的mRNA表达水平可

能会影响PDAC预后（表4）。
3 讨 论

PDAC由于其生物学特性，目前诊断和治疗仍

面临着巨大挑战。深入了解PDAC发生发展的生物

学机制、寻找高特异性及敏感性的诊断标志物以及开

发个性化的靶向治疗是研究热点［5］。

表 2 前 20个预后相关甲基化位点表达水平与对应的

mRNA表达水平的相关性分析

Table 2 Correlation analysis of the expression level of the
top 20 prognostic ⁃ related methylation sites and
the expression level of their respective mRNAs

甲基化位点

cg14769121
cg14144352
cg20268054
cg22179913
cg01031032
cg12699371
cg20914464
cg18547371
cg00778995
cg15504747
cg11597131
cg01656216
cg08279008
cg11304682
cg02550425
cg20048037
cg07467482
cg22379708
cg21850852
cg08521684

基因

SMURF1
PLEC
PKP3
EFNB2
CD200
GALR1
NOL4
SSBP4
POU3F3
PLXND1
HOXD9
ZNF438
POLR1A
PDZRN3
DPP6
ENPP2
DPP6
AGRN
ITGB4
MUC4

Entrez_ID
057 154
005 339
011 187
001 948
004 345
002 587
008 715
170 463
005 455
023 129
003 235
220 929
025 885
023 024
001 804
005 168
001 804
375 790
003 691
004 585

r值

-0.640
-0.569
-0.509
-0.489
-0.428
-0.326
-0.319
-0.314
-0.239
-0.199
-0.125
-0.070
0.068
0.122
0.230
0.230
0.353
0.358
0.486
0.589

P值

1.050×10-20

8.326×10-16

1.914×10-12

1.705×10-11

7.477×10-9

1.629×10-5

2.498×10-5

3.421×10-5

0.002
0.010
0.106
0.368
0.378
0.116
0.003
0.003

2.763×10-6

1.903×10-6

2.307×10-11

4.479×10-17

调整了年龄、性别、肿瘤部位、组织学分级、病理分期。

表3 前20个预后相关甲基化位点对应mRNA表达水平在

PDAC患者中的预后分析

Table 3 Prognostic analysis of the expression level of
mRNAs corresponding to the top 20 prognostic⁃
related methylation sites in PDAC patients

基因

ZNF438
NOL4
POLR1A
DPP6
DPP6
AGRN
POU3F3
PKP3
SSBP4
ITGB4
SMURF1
PDZRN3
EFNB2
GALR1
CD200
PLEC
ENPP2
MUC4
HOXD9
PLXND1

Entrez_ID
220 929
008 715
025 885
001 804
001 804
375 790
005 455
011 187
170 463
003 691
057 154
023 024
001 948
002 587
004 345
005 339
005 168
004 585
003 235
023 129

甲基化位点

cg01656216
cg20914464
cg08279008
cg02550425
cg07467482
cg22379708
cg00778995
cg20268054
cg18547371
cg21850852
cg14769121
cg11304682
cg22179913
cg12699371
cg01031032
cg14144352
cg20048037
cg08521684
cg11597131
cg15504747

HR
0.94
0.85
1.15
0.76
0.76
1.45
—

1.66
0.70
1.16
1.20
0.61
1.86
1.02
0.92
1.35
0.64
1.49
0.78
0.86

95%CI
0.61~1.46
0.56~1.30
0.76~1.74
0.49~1.16
0.49~1.16
0.94~2.23

—

1.06~2.61
0.45~1.08
0.76~1.79
0.78~1.83
0.39~0.95
1.21~2.88
0.67~1.56
0.60~1.41
0.89~2.04
0.41~0.98
0.98~2.29
0.51~1.19
0.56~1.32

P值

0.782
0.458
0.523
0.205
0.205
0.089
—

0.027
0.107
0.486
0.403
0.028
0.005
0.913
0.701
0.158
0.042
0.064
0.253
0.488

调整了年龄、性别、肿瘤部位、组织学分级、病理分期；POU3F3
因中位表达值为0而无法分组。
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研究表明，人类基因组至少有 60%的基因启动

子区含有CpG岛，而理论上这些CpG岛均是潜在的

甲基化位点。但在实际情况中，仅有 5%的基因启

动子区发生甲基化。异常的高甲基化常发生于基

因启动子区的CpG岛上，抑癌基因启动子的高甲基

化将导致该基因的表达下调或沉默，而癌基因启动

子区的低甲基化则会使得该基因的表达上调，两者

都可促进肿瘤发生发展［6-9］。部分启动子异常的甲

基化已经能被实验室检测出，所以研究基因甲基化

位点对指导胰腺癌治疗具有深远意义［10］。

本研究通过对TCGA数据库内与PDAC有关的

基因数据的研究，初步发现20个与PDAC预后关联

性最强的基因甲基化位点，并在此基础上进一步分

析这些甲基化位点中哪些位点与相应mRNA的表

达水平相关，以及对应mRNA的表达水平对 PDAC
预后的影响，最后发现位于PKP3、EFNB2基因的甲

基化位点的甲基化水平不仅与PDAC预后有关，同

时与相应的mRNA表达水平相关，对应mRNA表达水

平也与PDAC的预后有关。由于样本量的限制，本研

究甲基化位点的P值未能达到标准≤1.667×10-7，最小

P值为4.110×10-6。但结合相关的分析结果，本研究

发现的甲基化位点的甲基化水平与PDAC预后的相

关性仍具有一定的生物学意义。

本研究发现了若干基因的表达水平可以影响

PDAC预后，相关功能研究支持这一相关性。比如

PKP3基因，其是染色体配体和功能的基础。研究发

现，PKP3表达上调与肿瘤进展阶段和淋巴结转移相

关［11-12］。这表明，高表达的PKP3在促进肿瘤发生发

展中起重要作用。EFNB2基因定位于人类 13号染

色体 q33，是目前已知的酪氨酸蛋白激酶家族中最

大的一个Eph/ephrin亚家族成员之一。胰腺癌中高

表达的EFNB2可通过靶向调控p53/p21通路和上皮

间充质转变从而促进胰腺癌细胞的增殖、迁移和侵

袭能力［13-14］。此外，有研究表明 SMURF1基因的主

要功能是通过结构域靶向降解底物蛋白来调节信

号通路［15］，SMURF1还可介导硼替佐米对大鼠慢性

移植肾间质纤维化的拮抗作用［16］。本研究发现

PDZRN3基因是肿瘤保护性因素，先前文献并未有

PDZRN3基因对肿瘤作用的报道，也期待于进一步

的研究。PDZRN3基因是含有 PDZ结构域的RING
蛋白家族的成员，介导蛋白质⁃蛋白质相互作用［17］。

已经在不同组织（包括心脏、脑、肝脏、肾脏等）中鉴

定了PDZRN3的几种蛋白质配体，表明其在不同的

转导信号中特异性的作用［18］。MUC4是本课题组

一直研究的基因，在促进肿瘤发生发展中起重要

作用［19-20］。

总之，本研究立足于 TCGA数据库内与 PDAC
预后相关数据的探究，在全基因组水平上初步发现

了一些影响PDAC预后的基因甲基化位点，为今后

研究PDAC预后影响因素提供了理论基础。
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