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基于 )*+, 数据库分析甲基化促进精原细胞瘤进程
的作用机制
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睾丸生殖细胞瘤（)9RK79AN6J +9JL *9NN )ALCJ，

)+*)R）占睾丸原发性恶性肿瘤的 "%^以上，是 0_`

a_ 岁男性最常见的实体瘤b0c。临床上将 )+*) 分为

精原细胞瘤和非精原细胞瘤两大类，后者可细分为

胚胎细胞癌、绒毛膜癌、卵黄囊瘤和畸胎瘤 b-c。

,L9J7P6: >C7:K *CLL7KK99 C: *6:P9Jd,>**e根据精原

细胞瘤的增殖和转移的程度分为精原细胞瘤#期、

!期和"期。#期精原细胞瘤术后通过密切随访<药

物辅助化疗和辅助放疗可以完全治愈b(c。然而<!期、

"期的术后的存活率较低< 术后一般以放疗和化疗

为主b&c。目前精原细胞瘤的组学研究进展尚不完善，

因此< 探索精原细胞瘤的基因表达谱对了解原始生

殖细胞与肿瘤形成的关系是非常重要的。I/, 甲基

化是一种重要的表观遗传修饰，它可以在不改变

I/, 序列的情况下改变基因组的表达。I/, 甲基

化的主要机制是将甲基f*3(e与 *+ 二核苷酸的细

胞因子结合，从而改变染色质结构、I/, 构象、I/,

稳定性，以及诱导 I/, 与蛋白质相互作用以控制

基因表达的方式b_c。许多研究表明，I/, 甲基化在肿

瘤的发生发展过程中起着至关重要的作用，主要表

现为 I/, 甲基化模式和 I/, 甲基转移酶表达水

平的改变b'c。然而，到目前为止还没有系统的分析甲

基化在精原细胞瘤进展中的作用。 )*+, f)B9

*6:P9J +9:CL9 ,KN6Re 中有 0_' 例精原细胞瘤的

&_%. 甲基化数据和 0_' 例精原细胞瘤的 1/, R9X

数据。因此笔者将 )*+, 甲基化芯片数据与 1/,

R9X 数据进行整合，分析甲基化调控的基因表达在

精原细胞瘤恶性进展过程中发挥作用。

B ;<=)*

0W0 "#$%&'( 从)*+,数据库中下载0%'例

精原细胞瘤!期、"期和 -' 例#期样本的转录组测

序数据，使用 +I*1/,KCCNR 1 软件包进行差异基因

天津医科大学学报
>CAJ:6N CG )76:S7: T9Q7P6N M:7U9JR7KO

第 -_卷 _期
("0" 年 " 月

*+,- -_. /+- _

598W ("0"

&'(



分析，并取 !"#$ %&'()* 为 +，,-. 为 /0/1 作为筛选阈

值，并将筛选的差异基因进行 2344信号通路分析。

50+ !"#$%&'()* 在分析甲基化数据

时，使用 3673. . 软件包来进行甲基化差异位点

分析。3673. . 包参数设定

%8*'9*7:3 函数：#;(*'8;<*0*=> ? @.A3

B*90$CDD0E*9& 函数：EC(FGH)8"G>,8'% ? 5I JC)0$CD ?

/0+I %"8*J?5，>K'LG*?/0/1I E"$*?MJG>*8K;J*$M

4*9N*'84*(*J 函数：(GE,L'(O;()4*(*J?+/

) *90>';8 函数：E;(FGH)8"G>,8'%?5I 8'P0>K'#G*?

/0/1I D;#9*80>8"H*?,:6F3I %"8*J?5I E"$*?MJG>*8K;J*$MI

Q* ? /0/1

*(8;%&*$0E"9;D0&R>*8 函 数 ：E;(0;(%;$*(%* ?5/I

#"P*80S.?505

其他参数保持默认。对 @T4: 数据库中的 51U

例精原细胞瘤标本的 V1/2 甲基化数据进行差异表

达分析，每个芯片有 VW1 1XX 个甲基化检测位点，获

取!期、"期和#期的差异甲基化位点，然后将关

联差异甲基化位点的前后 +/ 个基因作为可能受甲

基化调控的基因。

50Y +%!"#&,($%"-./01 将获

得差异甲基化位点的关联基因与!期、"期和#期

的差异基因取交集，找出差异甲基化位点周围有显

著表达差异的基因，并将基因表达量与甲基化位点

的甲基化水平进行相关性分析。

50V +%"-(234501 将差异甲基化位

点Z差异基因配对进行生存分析，寻找显著影响精原

细胞瘤患者的生存情况的受甲基化调节的差异基因。

! !"

+05 通过差异基因分析，笔者找到了 WUV 个差异基

因，其中上调基因有 V5/ 个，下调基因有 V1U 个，差

异表达火山图如图 5: 所示，差异基因类型的分布

如图 5[ 所示。

+0+ 将甲基化数据进行差异甲基化位点的分析，显

示!期、"期精原细胞瘤的平均甲基化水平高于#

期，如图 +。笔者对!期、"期精原细胞瘤与#期精

原细胞瘤之间的差异甲基化位点进行了分析，显示

5U+ 个在!期、"期精原细胞瘤中甲基化水平升高

的位点。

+0Y 将筛选出来的差异甲基化位点与前后最近的

+/ 个基因进行关联，并且将这些基因与差异表达基

因取交集，找出表达水平受甲基化调节的基因，得

到 ++ 个差异甲基化位点Z差异表达基因配对。对配

对的甲基化水平和基因表达水平进行了 Q*'8J"( 相

关分析，最终得到了差异基因的表达与甲基化水平

存在负相关的基因 2TNT5，具有较强的相关性，结

果如图 Y。

:0所有上调与下调的差异基因火山图；[0差异基因的类型分部
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!"# $%&'( 在线工具（)**+,--./+01"2132/45+67"23）对

!! 个差异甲基化位点5差异表达基因配对的基因进

行了生存分析，发现 89:9; 对精原细胞瘤患者的

生存期有显著影响，高甲基化与 89:9; 的低表达

相关，并且 89:9; 的低表达与更差的预后有关。笔

者比较了 89:9; 在精原细胞瘤和正常睾丸组织之

间的差异，结果显示精原细胞瘤中的 89:9; 表达

量较低，在正常睾丸组织以及!期和"期、#期精

原细胞瘤中的表达呈递减趋势，如图 #。

! !"

目前，对于精原细胞瘤的实验研究进展不是很

完善，最近的全基因组关联研究 <$=(>? 发现

8'@A$、>&BC#、@;、@%B@、(@DE'& 与睾丸生殖细胞

瘤的易感性相关FE5;!G。对于精原细胞瘤的基因组学的

研究也在逐渐开展。

H:( 甲基化是一种重要的表观遗传修饰，在肿

瘤的发生发展过程中起着至关重要的作用，然而不

同基因中肿瘤特异性甲基化的改变被证明具有不

同的生物学效应。一些研究表明，低甲基化通过激

活不同肿瘤中的致癌基因而促进肿瘤的发生F;IG。也

有证据表明，高甲基化可以抑制肿瘤抑癌基因的表

达，从而促进肿瘤的进展。例如J 在视网膜母细胞瘤

中高甲基化可以使肿瘤抑制基因 BK 的表达相比无

甲基化减少到 LM

FN，;IG。

本文通过生物信息学技术，分析筛选了 @9$(

上传的精原细胞瘤患者的转录组测序数据，确定了

!! 个差异基因在"期#期精原细胞瘤中表达随着

甲基化的程度降低，因此考虑高甲基化在精原细胞

瘤中通过抑制了这些基因的表达，进而促进了精原

细胞瘤的进展。通过分析差异基因的生存曲线，发

现高甲基化导致基因 89:9; 低表达的精原细胞瘤

患者生存期短，有统计学差异。随着精准医疗的推

广，精原细胞瘤的治疗不仅仅局限于手术治疗，通

过基因的靶向药物治疗，可以抑制精原细胞瘤的进

展，从而改善患者的预后。

89:9; 这个基因编码了一个完整膜蛋白家族，

该家族可介导兴奋膜的电压依赖性钾离子渗透性F;#G。

8

O通道是质膜中种类最丰富的离子通道，广泛分布

于包括癌细胞在内的各种细胞中。能与生化信号级

联进行串扰，通过调节细胞内 8 浓度、产生膜电位、

介导细胞体积变化、参与 91 信号传递、与膜受体和

下游效应子在分子复合物内直接相互作用等方式，

几乎调控所有细胞过程。在肿瘤细胞表现出 8 通道

的异常表达和活性模式通常通过影响 91 激活的 '8

或者 P8 通道，进而驱动肿瘤细胞的肿瘤转化、恶性

进展、转移或耐药F;Q5;NG。也有研究表明，8O通道在乳

腺癌中影响肿瘤细胞增殖和细胞周期进展F;EG。8

O通

道在精原细胞瘤中缺乏研究，在精原细胞瘤中发挥

的作用也不清楚，本文通过筛选得到 89:9; 基因，

高甲基化会降低 89:9; 的表达并且促进了精原细

胞瘤的进展。已有的研究表明 89:9; 能介导兴奋

膜的电压依赖性钾离子渗透性，促进 8

O通道的激活，

抑制精原细胞瘤的进展。
#$%&'
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("89:9; 在所有的肿瘤样本和配对的正常组织的样本的基因表达

谱；P"89:9; 在精原细胞瘤组织和正常组织中的表达；9"89:9; 在

精原细胞瘤中的无进展生存期
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?9@ 魏晓8欧三桃A综合防治8延缓进展B:C69 年版《中国糖尿病肾病

防治专家共识》解读?D@A实用医学杂志8 :56E8 7:;6<=6

?F@ 韩立坤8 李明举8 毛宇8 等A 糖尿病肾病大鼠铁超载对内皮功能

及氧化应激的影响?D@A 中国老年学8 :C6>8 7>;::<= FF6F

?E@ 张学磊8金明花8王莹8等A糖尿病肾病患者血清瘦素水平变化与

氧化应激的关系?D@A中国医药导报8 :C6E867;6E<= F9

?>@ 张冬燕 8刘保林 8刘康 A氧化应激与胰岛素抵抗分子机制之联
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