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组蛋白Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３沉默子重塑上调胃黏膜高级别上皮内瘤变磷酸甘油醛激酶１表达
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　　［摘要］　目的　绘制胃黏膜高级别上皮内瘤变（ＨｉｇｈＧｒａｄｅＩｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌＮｅｏｐｌａｓｉａ，ＨＧＩＮ）组织的
组蛋白Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３沉默子图谱，寻找沉默子调控的重要靶基因。方法　从本院内镜中心收集 ＨＧＩＮ与
正常胃黏膜组织各 ２４例，采用 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３染色体靶向切割和标签化（ＣｌｅａｖａｇｅＵｎｄｅｒＴａｒｇｅｔ＆
Ｔａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ，ＣＵＴ＆Ｔａｇ）测序技术捕获基因组修饰区域。通过生物信息学分析比较两类组织的沉默子
信号特征以及差异；整合ＲＮＡ测序数据及高通量染色体构象捕获技术（ＨｉＣ）公共数据，分析沉默子重
塑调控的靶基因及调控的潜在生物学过程。结果　与正常胃黏膜相比，ＨＧＩＮ组织 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３修饰数
量减少，信号强度全局性降低，呈现Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号峰重塑现象；转录组差异分析结果显示，与正常胃黏
膜组织相比，ＨＧＩＮ共有８８８７个差异表达基因，其中表达上调基因４３３５个，表达下调基因４５５２个，其
中ＣＴＮＮＢ１等肿瘤发生相关基因显著上调；整合分析表观组学和转录组学数据，发现沉默子丢失可能在
转录水平上调氨基酸生物合成、精氨酸与脯氨酸代谢和糖酵解等关键代谢基因，如糖酵解关键酶磷酸甘

油醛激酶 １（ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅｋｉｎａｓｅ１，ＰＧＫ１）表达，进而促进胃黏膜上皮内瘤变。结论　组蛋白
Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３沉默子信号丢失是ＨＧＩＮ表观重塑特征之一，沉默子丢失可能与ＰＧＫ１等糖酵解和氨基酸代
谢基因表达紊乱相关。
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　　胃癌是我国发病和死亡人数最多的恶性肿瘤之
一［１］，其中肠型胃癌发生是一个炎癌转化过程，包括
正常胃黏膜、慢性浅表性胃炎、慢性萎缩性胃炎、肠上

皮化生、异型增生、胃癌等级联步骤。异型增生是最重

要的胃癌前病变之一，与上皮内瘤变含义相似，即胃黏

膜产生肿瘤上皮细胞但没有侵袭性生长，根据细胞和

结构的异型程度分为低级别上皮内瘤变（ＬＧＩＮ）和高
级别上皮内瘤变（ＨｉｇｈＧｒａｄｅＩｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌＮｅｏｐｌａｓｉａ，
ＨＧＩＮ）两个类型［２－３］。ＬＧＩＮ相当于胃黏膜轻、中度异型
增生，而ＨＧＩＮ为重度异型增生［４－５］。研究表明 ＨＧＩＮ
在４～４８个月内进展为胃癌的概率高达６０％～８５％且突
变负荷较低、发病机制尚不清楚［６］。因此，解析 ＨＧＩＮ
的表观调控机制，对研发胃癌诊疗策略具有重要意义。

　　ＨＧＩＮ病理特征表现为胃黏膜上皮细胞出现胞核
增大、深染、核浆比失调、极性丧失等细胞异型性；上皮

细胞排列拥挤、腺体结构扭曲折叠等结构异型性［７，８］，

提示ＨＧＩＮ发生过程中胃黏膜细胞发生异常分化。
　　表观调控的方式主要包括组蛋白修饰、ＤＮＡ甲基
化、染色质重塑等，其中组蛋白修饰与癌症发生密切相

关［９］。组蛋白 Ｈ３第 ２７位赖氨酸三甲基化修饰
（ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｈｉｓｔｏｎｅＨ３ａｔｌｙｓｉｎｅ２７，Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３）是一
种抑制性修饰，其标记的远端基因组为沉默子

（Ｓｉｌｅｎｃｅｒ），下调靶基因转录活性［１０］。研究表明细胞

分化、胚胎发育、炎症损伤以及肿瘤发生发展等过程均

发生沉默子数量与基因组分布的重塑现象［１１－１２］，提示

ＨＧＩＮ病理改变可能与沉默子重塑有关。由于沉默子
对ＨＧＩＮ的调控作用尚不清楚，本文采用 ＡＴＡＣ测序
技术识别全基因组内染色质开放区域，利用 ＣＵＴ＆Ｔａｇ

测序技术捕获、检测Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３修饰标记的沉默子，结
合ＲＮＡｓｅｑ转录组数据，探讨 ＨＧＩＮ的沉默子特征及
下游基因调控网络，有望为解析 ＨＧＩＮ发生机制、开发
胃癌预防新策略提供思路。

１　材料与方法

１．１　临床组织标本
　　本研究纳入的２４例正常胃黏膜和２４例ＨＧＩＮ样
本，均来自陆军特色医学中心消化内科。样本由内镜

下活检或内镜下胃黏膜剥离术后获得，并经过两名病

理科医师确认病理状态。样本收集后用液氮保存。临

床样本采集方案已由陆军特色医学中心伦理委员会通

过［医研伦审（２０２１）第２６０号］，所有患者均已书面知
情同意。

１．２　实验过程
１．２．１　冻存组织细胞核的提取　　利用 ＯｍｎｉＡＴＡＣ
的方法对冰冻组织提取细胞核［１３］，计数取１０５个细胞
核用于ＡＴＡＣ建库和ＣＵＴ＆Ｔａｇ建库。
１．２．２　ＡＴＡＣ文库构建　　试剂盒 ＴＤ５０１购自诺唯
赞公司。将提取的细胞核加入转座酶 Ｔｎ５打断，片段
化的ＤＮＡ进行纯化，ＰＣＲ扩增目的片段。将 ＰＣＲ扩
增后的产物进行浓度测定，完成 ＡＴＡＣ文库构建。采
用 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＸ测序仪进行测序。
１．２．３　ＣＵＴ＆Ｔａｇ文库构建　　试剂盒ＴＤ９０３购自诺
唯赞公司。将细胞核中加入靶向 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３的一抗，
二抗放大信号，在 Ｍｇ２＋的催化下使用 ＰＡ／ＧＴｎ５酶将
目的蛋白周围的 ＤＮＡ片段化并加上接头，ＰＣＲ扩增
目的片段形成高通量测序文库。采用 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ
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Ｘ测序仪进行测序。
１．２．４　ＲＮＡ文库构建　　将样本总 ＲＮＡ的提取并
检测 ＲＮＡ是否降解 （ＲＩＮ值≥７），获得足够量（１～
４μｇ）的合格 ＲＮＡ样品，利用 ｏｌｉｇｏｄＴ引物反转录，捕
获带有ｐｏｌｙ（Ａ）的 ｍＲＮＡ，再进行 ｃＤＮＡ的接头添加、
打断及后续扩增，纯化ＰＣＲ扩增后产物测浓度检测文
库质量，文库质检合格后送样测序。

１．３　数据的分析过程
１．３．１　ＣＵＴ＆Ｔａｇ数据和 ＲＮＡ数据质量控制　　使
用ＦａｓｔＱＣ软件对单个 ＣＵＴ＆Ｔａｇ数据的 ｆａｓｔｑ文件进
行质量评估筛选质量合格样本。ＲＮＡ数据通过
ＲｓｅＱＣ工具从 ｂｅｄ格式的基因组文件中获取注释信
息，利用 ｊｕｎｃｔｉｏｎｓａｔｕｒａｔｉｏｎ和 ｇｅｎｅｂｏｄｙｃｏｖｅｒａｇｅ检测
ＲＮＡ数据质量。
１．３．２　数据比对　　使用 Ｆａｓｔｐ去除原始数据的接
头；Ｂｏｗｔｉｅ２工具将去除接头后的数据比对到参考人类
基因组 ｈｇ３８上，得到 ｓａｍ文件用来计算 ｒｅａｄｓ的
ｍａｐｐｉｎｇｒａｔｉｏ；比对完成后使用 ｓａｍｂａｍｂａ工具将 ｓａｍ
文件转换为ｂａｍ文件，利用Ｐｉｃａｒｄ工具过滤ＰＣＲ扩增
引入的重复序列；使用ＭＡｎｏｒｍ２工具将ｓａｍ文件转为
ｂａｍ文件，将排序好的ｂａｍ文件进行ｐｅａｋｃａｌｌｉｎｇ，绘制
饱和曲线。Ｃｈｉｐｓｅｅｋｅｒ工具注释信号峰后的 ｇｅｎｏｍｉｃ
ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ可视化，观察信号峰在全基因组的分布位置。
１．３．３　Ｎｇｓ．ｐｌｏｔ可视化基因组功能区域　　利用
Ｍａｃｓ软件采用 ｐｅａｋｃａｌｌｉｎｇ算法识别 ｒｅａｄｓ中峰富集
的区域并获得 ｓｕｍｍｉｔｓ．ｂｅｄ文件，计算 ＴＳＳ、信号峰数
和基因体区域的富集信号丰度，绘制峰线图。

１．３．４　捕获染色质开放Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３区域　　将
ＡＴＡＣ数据获得的ｏｐｅｎｃｈｒｏｍ．ｂｅｄ与 ＣＵＴ＆Ｔａｇ数据的
ｂｅｄ文件对信号峰位点取交集，同时去除ｐｒｏｍｏｔｅｒ（ＴＳＳ
上下游２ｋｂ）区域以及ｂｌａｃｋｌｉｓｔ（测序深度普遍高的基
因组区域），获得染色质开放Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号区域。
１．３．５　鉴定沉默子　　使用 ＭＡｎｏｒｍ２＿ｕｔｉｌｓ从 ｓａｍ
和峰值文件生成读取计数矩阵，计算高级别上皮内瘤

变样本与正常胃黏膜组织之间的差异峰，通过阈值差

异倍数（ｌｏｇ２ＦＣ＞０．５８）以及 Ｐ值（Ｐ＜０．０５）筛选高级
别上皮内瘤变样本与正常样本之间的丢失信号（ｌｏｓｓ
ｐｅａｋ）与获得信号（ｇａｉｎｐｅａｋ）峰，使用 ｃｈｉｐｓｅｅｋｅｒ注释
基因后与 ＲＮＡ表达差异基因关联，鉴定沉默子区域。
使用Ｒ包ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ软件以 ｍｓｉｇｄｂ数据库为背景
基因集，将沉默子重塑调控的靶基因进行 ＫＥＧＧ富集
分析（Ｐ＜０．０５）。
１．３．６　预测沉默子重塑调控的靶基因　　统计沉默
子信号强度减弱且表达上调的靶基因，结合 ｍＲＮＡ水
平的表达情况以及与沉默子信号丢失信号峰的相互作

用关系预测调控的靶基因。利用 ｐｙＧｅｎｏｍｅＴｒａｃｋｓ工
具将靶基因位点的 ＡＴＡＣ、Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３、ＲＮＡ信号以及
信号峰与基因的调控关系进行ＩＧＶ可视化。
１．３．７　免疫组织化学法检测 ＰＧＫ１和 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３的
表达情况　　采用免疫组织化学染色技术在正常组织
（ｎ＝１６）和 ＨＧＩＮ组织（ｎ＝１６）的石蜡样本中检测
ＰＧＫ１和Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３的表达情况。首先将石蜡切片于
６５℃烘箱中烘烤１～２ｈ；置于二甲苯、梯度乙醇中脱
蜡后，浸泡于纯水中进行水化；将切片置于柠檬酸钠

（ｐＨ＝６．０）或ＥＤＴＡ抗原修复液（ｐＨ＝９．０）对组织进
行抗原修复，高温高压蒸汽加热 ３ｍｉｎ后自然冷却至
３７℃以下；将切片放入３％过氧化氢溶液中室温浸泡
１５ｍｉｎ去除过氧化物酶；滴加山羊血清封闭液３７℃封
闭１ｈ；滴加一抗 ＰＧＫ１（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，稀释比为
１∶２０００），Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，
稀释比为１∶４００）置于暗盒４℃孵育过夜；滴加兔二步
法检测试剂盒（中杉金桥，ＰＶ９００１）３７℃孵育３０ｍｉｎ；
随后ＤＡＢ显色，苏木素染液染细胞核。将显色后的切
片置于梯度乙醇中脱水，待切片干燥后中性树脂封片。

根据染色强度（无染色 ０分，弱染色 １分，中度染色
２分，强染色 ３分）和阳性细胞百分比（＜２５％：１分，
２６％～５０％：２分，５１％７５％：３分，＞７５％：４分）评分相
乘作为评分结果。

１．３．８　统计分析方法　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９软
件进行统计并分析。所有的统计分析均以 珋ｘ±ｓ表示，
使用 ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ工具进行正态分布检验，使用
Ｂａｒｔｌｅｔｔ检验方差。采用ｔ检验分析组间数据水平的差
异，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＧＩＮ组织与正常胃黏膜 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３修饰的全
基因组分布图谱

　　 收集正常胃黏膜组织与 ＨＧＩＮ组织，进行
ＣＵＴ＆Ｔａｇ、ＡＴＡＣｓｅｑ、ＲＮＡｓｅｑ建库、测序及生信分析
（图１Ａ）。质控分析表明，Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３的信号峰数量均
大于５×１０４；基因组的比对率（ｍａｐｐｉｎｇｒａｔｉｏ）均大于
９０％；位于信号峰区域的 ＤＮＡ片段比例（ＦＲｉＰ）均大
于２０％；片段重复率（ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎｒａｔｉｏ）均小于 ３０％
（图１Ｂ）。转录组测序质控分析结果表明，转录本在
基因体区域均匀覆盖且有足够的测序深度（图１Ｃ）。
　　分析Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号峰的全基因组分布情况，发
现Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号主要分布在远端基因间区和非编码
内含子区域（图 １Ｄ）；两种样本 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３富集峰的
分布模式相同，且与其它组织类型相似［１４］。综上，本

文获得的文库质量良好，满足下游分析要求。
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Ａ：模式图展示了本研究所用的不同阶段组织数量及组学信息；Ｂ：正常胃黏膜组织与ＨＧＩＮ组织Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３ＣＵＴ＆Ｔａｇ数据质
控，包括信号峰数量、基因组的比对率、位于信号峰区域的 ＤＮＡ片段比例、片段重复率；Ｃ：两种组织转录组数据的质控分析，
包括测序丰度和测序覆盖均匀度；Ｄ：两种组织整体与单个样本Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号峰的全基因组分布图谱

图１　ＨＧＩＮ组织与正常胃黏膜组蛋白Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３修饰的全基因组分析

００６ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．２　ＨＧＩＮ基因组染色质开放区域内大量Ｈ３Ｋ３７ｍｅ３
信号丢失

　　为了探究ＨＧＩＮ组织中Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３修饰信号的改
变，首先分析正常胃黏膜组织和 ＨＧＩＮ组织的信号差
异。主成分分析（ＰＣＡ）表明两种组织的 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３
修饰信号差异显著（图 ２Ａ），ＨＧＩＮ组织中 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３
信号强度整体低于正常胃黏膜组织（图２Ｂ）。这些结
果提示ＨＧＩＮ组织中存在Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号重塑现象。
　　定量识别 ＨＧＩＮ组织 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号变化区域，
我们首先分析正常胃黏膜组织、ＨＧＩＮ组织、进展期胃
癌组织的染色质开放区域，并与正常胃黏膜组织和

ＨＧＩＮ组织的差异 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号峰取交集，获得两
种组织的染色质开放区域中差异 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号数
量。热图结果表明，ＨＧＩＮ组织在３６９２个基因组区域

获得 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号，在 ４３１６个基因组区域丢失
Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号（图２Ｃ）。
　　由于Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号重塑与基因的转录激活或抑
制有关，我们进一步探讨 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号重塑潜在调
控的靶基因，发现 ＣＤＸ２、ＣＣＮＤ２、ＣＬＤＮ３［１５－１６］等与胃
癌发生发展相关的基因（图２Ｄ）。
　　 ＫＥＧＧ 富 集 分 析 提 示 ＨＧＩＮ 组 织 中 丢 失
Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号影响的基因，多富集在钙信号通路、
Ｗｎｔ信号通路、干细胞多能性信号通路、ＰＩ３ＫＡｋｔ信号
通路等胃癌发生相关重要通路［１７］。然而，获得

Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号潜在调控的基因，多富集在细胞黏附、
蛋白质消化与吸收等通路［１８］。这些结果提示 ＨＧＩＮ
组织中Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号重塑可能调控胃癌相关基因，
是ＨＧＩＮ的表观紊乱特征。

! "#
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Ａ：ＨＧＩＮ组织与正常胃黏膜组织的Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号的主成分分析（ＰＣＡ）；Ｂ：ＨＧＩＮ组织与正常胃黏膜组织的Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号
强度的峰图；绿色为正常胃黏膜组织，红色为ＨＧＩＮ组织；Ｃ：两种组织染色质开放区域内的差异Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号热图；Ｄ：按照
差异倍数排列差异Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３ｐｅａｋ注释的基因，红色代表Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号上调，蓝色代表Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号下调；Ｅ：ＨＧＩＮ组织
上调信号峰与下调信号峰分别注释基因后的ＫＥＧＧ富集分析

图２　ＨＧＩＮ组织发生显著的Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号重塑现象
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２．３　ＨＧＩＮ组织与正常胃黏膜的基因表达谱存在明
显差异

　　分析转录组发现，ＨＧＩＮ组织与正常胃黏膜的基
因表达谱差异存在显著差异（图３Ａ），ＨＧＩＮ组织中上
调和下调的基因分别为４３３５个和４５５２个，其中表达
上调基因ＣＤＸ２、ＣＣＮＥ１等与胃癌发生相关，表达下调
基因ＣＤＨ５等为抑癌基因（图３Ｂ）。
　　基因集合富集分析（ＧＳＥＡ）发现，ＨＧＩＮ组织中表
达上调的基因主要富集在细胞周期、癌症以及炎症、增

殖相关等通路，下调的基因主要富集在静止干性样上

皮细胞通路［１９］。这些结果说明，ＨＧＩＮ组织中肿瘤发
生相关基因的表达水平已发生显著改变。

２．４　沉默子重塑可能调控多种胃癌相关靶基因表达
　　为探讨Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号改变是否调控胃癌相关靶
基因表达，我们整合分析两种组织的差异 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３

信号峰数据与转录组数据。ＨＧＩＮ的染色质开放区域
内，一部分基因组区域获得性 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号峰伴随
靶基因表达水平下调（Ⅰ型，Ｔｙｐｅ１），另一部分Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３
信号峰丢失伴随靶基因转录水平上调（Ⅱ型，Ｔｙｐｅ２），
这两类顺式元件都符合沉默子特征（图４Ａ）。
　　与正常组织相比，Ⅰ型沉默子获得可能下调 ６３７
个靶基因，包括ＫＬＦ２、ＬＲＩＧ１［２０］等抑癌基因，Ⅱ型沉默
子丢失可能上调 ３３７个靶基因（图 ４Ｂ），包括 ＣＤＸ１、
ＭＵＣ１７、ＰＧＫ１等致癌基因（图４Ｂ和４Ｃ）。
　　ＫＥＧＧ富集分析提示Ⅱ型沉默子相关上调基因与
氨基酸生物合成、精氨酸与脯氨酸代谢、糖酵解等代谢

过程有关，可能导致代谢紊乱并促进胃癌发生［２１］，而

Ⅰ型沉默子相关下调基因可能调控蛋白质消化与吸收、
胃酸分泌等过程，提示正常胃黏膜功能的丧失（图４Ｄ）。
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Ａ：ＨＧＩＮ组织与正常胃黏膜组织转录组数据的主成分分析（ＰＣＡ）；Ｂ：ＭＡ散点图 （ＭｖｅｒｓｕｓＡｐｌｏｔ）展示ＨＧＩＮ组织与正常胃
黏膜的差异基因表达，横坐标为差异基因的ＦＰＫＭ值，纵坐标用ｌｏｇ２（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ）表示，红色的为表达上调的基因，蓝色为表达
下调的基因，灰色为没有表达改变的基因；Ｃ：两种组织差异基因的ＧＳＥＡ富集分析通路，其中ＮＥＳ＞１，Ｐ＜０．０５；Ｄ：两种组织差
异基因的ＧＳＥＡ富集分析通路，其中ＮＥＳ＜１，Ｐ＜０．０５

图３　ＨＧＩＮ组织与正常胃黏膜的差异基因表达谱

２０６ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



　　为了鉴定沉默子相关促癌靶基因，我们按照如下
条件确定候选基因：（１）多条代谢通路中富集次数最
多的靶基因；（２）靶基因 ｍＲＮＡ表达水平在正常组织
与ＨＧＩＮ组织中具有显著差异；（３）靶基因沉默子区域
的Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号在ＨＧＩＮ组织中显著降低；（４）根据
公共胃癌ＨｉＣ数据分析沉默子重塑区域是否调控靶
基因。根据以上筛选策略确定磷酸甘油酸激酶 １
（ＰＧＫ１）可能是关键的沉默子相关促癌代谢基因，其
ｍＲＮＡ水平在ＨＧＩＮ组织中显著上调（图４Ｅ）。

　　利用 ＩＧＶ可视化以及公共胃癌 ＨｉＣ数据验证，
ＰＧＫ１相关沉默子区域的 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号显著下调，
且可能与 ＰＧＫ１基因发生远距离互作，促进 ＰＧＫ１转
录激活（图 ４Ｆ）。为检测在临床样本中沉默子信号
Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３与ＰＧＫ１的表达相关性，采用免疫组织化
学染色检测Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３与ＰＧＫ１的蛋白表达水平。结
果表明，在 ＨＧＩＮ组织中Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３修饰蛋白表达水平
显著下调，ＰＧＫ１表达水平显著上调（图４ＧＨ），提示沉默
子相关Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号丢失可能上调ＰＧＫ１表达水平，促
进胃癌发生。
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Ａ：桑基图显示两种组织Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信息峰与靶基因表达的相关性，利用Ｒ语言以差异ｐｅａｋ注释的基因、靶转录水平为单位作
图，纵坐标为出现的频率。Ⅰ型（Ｔｙｐｅ１）：ＨＧＩＮ组织 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号峰上调，且靶基因表达下调；Ⅱ型（Ｔｙｐｅ２）：ＨＧＩＮ组织
Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号峰下调，且靶基因表达上调；Ⅲ型（Ｔｙｐｅ３）：ＨＧＩＮ组织Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号峰上调，但靶基因表达无显著变化；Ⅳ型
（Ｔｙｐｅ３）：ＨＧＩＮ组织 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号峰下调，但靶基因表达没有变化；Ｏｔｈｅｒ：除此以外的所有情况；Ｂ：两种组织差异
Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号与基因表达的相关性；Ｃ：沉默子信号丢失与获得相关靶基因的转录水平，横坐标为平均表达量，纵坐标为 ＦＣ
（差异倍数）；Ｄ：沉默子信号变化相关靶基因的ＫＥＧＧ富集情况；

图４　ＨＧＩＮ组织的沉默子重塑可能调控多种胃癌相关靶基因的转录水平
（图４Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ续下页）

３０６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）
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Ｅ：靶基因按照多条代谢通路中富集次数排序，柱状图展示部分靶基因在正常胃黏膜组与 ＨＧＩＮ组的转录水平差异。ｎｓ没有
统计学意义，ａ：Ｐ＜０．００１，ｂ：Ｐ＜０．０００１；Ｆ：ＩＧＶ展示ＨＧＩＮ组织ＰＧＫ１基因的ＡＴＡＣ信号、Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号和ＲＮＡ表达水平，
以及沉默子区域与ＰＧＫ１基因调控区域的空间相互作用；Ｇ：正常和 ＨＧＩＮ组织中 ＰＧＫ１和 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３代表性免疫组化图片；
Ｈ：正常和ＨＧＩＮ组织中ＰＧＫ１和Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３免疫组化染色评分　ａ：Ｐ＜０．０１

续图４　ＨＧＩＮ组织的沉默子重塑可能调控多种胃癌相关靶基因的转录水平

２．５　沉默子重塑相关基因 ＰＧＫ１高表达与胃癌患者
的不良预后密切相关

　　为明确沉默子信号丢失相关靶基因ＰＧＫ１的潜在
临床意义，我们分析配对样本的转录组数据，发现胃癌

组织ＰＧＫ１的 ｍＲＮＡ水平显著升高（图５Ａ）。来自人
类蛋白组图谱（ＴｈｅＨｕｍａｎＰｒｏｔｅｉｎＡｔｌａｓ，ＨＰＡ）免疫组

织化学染色结果也表明，胃癌组织 ＰＧＫ１蛋白染色强
度显著高于正常胃黏膜（图 ５Ｂ和 Ｃ）。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ
ｐｌｏｔ生存分析发现，胃癌组织 ＰＧＫ１高表达与患者较
短生存时间相关（图５Ｄ）。这些结果提示ＨＧＩＮ沉默子
丢失相关靶基因ＰＧＫ１可能参与胃癌发生发展。

４０６ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



! "

# $

%

%

Ａ：基于ＴＣＧＡ数据库，ＰＧＫ１基因在正常组织和胃癌组织中的表达　ａ：Ｐ＜０．０００１；Ｂ．基于ＨＰＡ公共数据库的组织免疫组织
化学结果展示ＰＧＫ１在正常组织与胃癌组织中表达的差异；Ｃ：基于ＨＰＡ数据库中正常组织和胃癌组织中 ＰＧＫ１的免疫组化
评分　ａ：Ｐ＜０．０１；Ｄ：ＰＧＫ１高表达和低表达组胃癌患者的生存分析，红线代表高表达，黑线代表低表达

图５　ＰＧＫ１基因在胃癌和正常组织中的表达

３　讨论

　　胃黏膜上皮内瘤变是胃癌前病变的关键阶段，以
往研究表明胃黏膜ＬＧＩＮ进展缓慢、一部分可逆转，而
ＨＧＩＮ癌变风险高［２２－２３］，因此研究 ＨＧＩＮ的调控机制，
为制定胃癌预防措施具有重要意义。由于表观遗传调

控机制如组蛋白修饰如何调控ＨＧＩＮ进程尚未完全阐
明，本研究系统描绘ＨＧＩＮ组织的沉默子表观图谱，首
次报道沉默子重塑可能与ＨＧＩＮ代谢相关基因表达异
常相关。

　　本研究采用新近报道的低起始量细胞数的
ＣＵＴ＆Ｔａｇ技术进行系统研究，与染色质免疫共沉淀技
术 （ＣｈｒｏｍａｔｉｎｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，Ｃｈｉｐ
ｓｅｑ）相比，ＣＵＴ＆Ｔａｇ技术所需样本量少，文库低背景、
质量高［２４］，可以更好地识别Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３标记的沉默子
元件。基于这个最新技术，本研究发现 ＨＧＩＮ组织发

生显著的沉默子重塑现象，沉默子信号丢失可能调控

氨基酸生物合成、精氨酸与脯氨酸代谢、糖酵解等大量

胃癌发生相关的代谢生物学过程，初步描绘了 ＨＧＩＮ
发生的表观遗传学特征。

　　启动子低甲基化是 ＰＧＫ１转录激活的潜在机
制［２５］，提示抑制性表观修饰紊乱与 ＰＧＫ１的异常表达
有关。本研究通过筛选ＨＧＩＮ组织中沉默子重塑可能
调控的靶基因，发现沉默子信号丢失与糖酵解关键酶

ＰＧＫ１表达上调显著相关，是 ＰＧＫ１转录激活的另一
潜在新机制。既往研究显示ＰＧＫ１与肿瘤发生发展密
切相关，ＰＧＫ１含量在早期胃癌患者血清中升高，可能
是早期胃癌候选诊断标志物［２６］。过表达 ＰＧＫ１促进
胃癌细胞侵袭和转移，提示其促癌作用［２７］。食管炎
癌转化过程ＰＧＫ１等糖酵解通路也异常激活，导致癌
细胞恶性增殖［２８］。综上所述，ＨＧＩＮ组织普遍存在沉
默子重塑现象，这种变化可能导致 ＰＧＫ１等代谢酶异

５０６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）



常表达，提示表观重塑可能驱动代谢重编程，参与胃癌

前病变的发生发展，这种变化可能是预防胃癌发生干

预新靶标。
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ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｏｒｉｇｉｎ［Ｊ］．ＥｕｒＪＳｕｒｇＯｎｃｏｌ，

２０２０，４６（４ｐｔａ）：６１３－６１９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｅｊｓｏ．２０２０．

０１．０１８．

［２８］ＬＩＬＬ，ＪＩＡＮＧ Ｄ Ｘ，ＺＨＡＮＧ Ｑ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ

ｐｒｏｔｅｏｇｅｎｏｍｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｅａｒｌｙｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒ

［Ｊ］．ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，２０２３，１４（１）：１６６６．ＤＯＩ：１０．１０３８／

ｓ４１４６７０２３３７４４０ｗ．
（收稿：２０２３１００１；修回：２０２４０１１５）

（编辑　邓强庭）

７０６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）




