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　　［摘要］　目的　研究组蛋白Ｈ３Ｋ２７ａｃ修饰在肠型胃癌的全基因组分布情况，探讨其增强子及相关
调控组重塑特征，建立临床预后评估模型。方法　收集于２０２２年１－１２月在我院消化内科就诊患者的
１５例肠型胃癌组织与１８例正常胃黏膜组织进行靶向 Ｈ３Ｋ２７ａｃ修饰的染色质靶向捕获（ｃｌｅａｖａｇｅｕｎｄｅｒ
ｔａｒｇｅｔｓａｎｄｔａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ，ＣＵＴ＆Ｔａｇ）测序，采用生物信息学分析，比较两种组织Ｈ３Ｋ２７ａｃ修饰在基因组的
分布差异；基于Ｈ３Ｋ２７ａｃ修饰分布特征，鉴定增强子元件，探讨增强子及相关调控组的重塑特征；采用
单因素Ｃｏｘ和多因素Ｃｏｘ等回归分析方法，构建增强子相关靶基因的预后预测模型。结果　两种组织
的Ｈ３Ｋ２７ａｃ修饰的基因组分布特征无明显差异，主要位于增强子区域；与正常胃黏膜相比，肠型胃癌增
强子Ｈ３Ｋ２７ａｃ修饰的整体水平更高；共鉴定出８８４７个在肠型胃癌中活性增加的增强子（获得性增强
子），占所有增强子的８．３％，其可能促进胃癌细胞增殖、黏附等恶性行为；联合６个获得性增强子相关
靶基因（ＢＨＬＨＥ４１、ＣＥＰ９７、ＣＨＩ３Ｌ２、ＮＲ６Ａ１、ＳＵＰＴ３Ｈ和 ＴＯＭＭ２０）构建的预测模型，能够较好地推测患
者总体生存期。结论　增强子重塑是肠型胃癌显著的表观遗传学特征之一，增强子可能通过上调
ＭＹＣ、Ｅ２Ｆ３等基因表达促进癌细胞恶性增殖与黏附行为，并基于增强子靶基因构建预后模型。
　　［关键词］　 肠型胃癌；表观基因组学；Ｈ３Ｋ２７ａｃ；增强子；预后
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　　胃癌是我国常见的恶性肿瘤之一，每年确诊约４２
万例，其发病率和病死率居恶性肿瘤的第３位［１］。按

照组织病理学特征，胃癌主要分为肠型（５３％）、弥漫
型（３３％）和混合型（１４％）［２－３］，其中肠型胃癌较为常
见。大量研究表明，肠型胃癌遵循 Ｃｏｒｒｅａ多步骤发生
模式［３］，即浅表性胃炎慢性萎缩性胃炎肠上皮化生
异型增生胃癌，而肠型胃癌发生的分子机制仍未完全
阐明。

　　肿瘤发生发展伴随异常的基因表达谱征，其中表
观调控组紊乱发挥重要作用［４］。表观调控组是由顺

式作用元件以及各种表观遗传学机制共同决定，包括

ＤＮＡ修饰、组蛋白修饰、核小体位置以及染色质空间
结构。表观调控组整合 ＤＮＡ及组蛋白修饰（如甲基
化、乙酰化、磷酸化、泛素化等），改变顺式调节元件

（ｃｉｓｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｓ，ＣＲＥｓ）与转录起始复合物的亲
和力，决定 ＣＲＥｓ的层次结构、可及性和活性［５］，调控

基因表达水平，从而决定细胞异质性表型［６－７］。ＤＮＡ
甲基化改变是胃癌重要特征［８］，但对其他表观遗传紊

乱在胃癌发生中功能和机制的认识仍有限。

　　组蛋白Ｈ３第２７位赖氨酸乙酰化修饰（Ｈ３Ｋ２７ａｃ）
标记的增强子（ｅｎｈａｎｃｅｒ）［９－１０］是表观调控组的重要顺
式作用元件，其通过招募转录因子及染色质重塑复合

物等驱动细胞分化基因的转录程序，从而决定细胞功

能与组织形态。近期有研究描绘了间充质型胃癌（主

要为弥漫型胃癌）的特异性增强子图谱特征［１１］，但肠

型胃癌的增强子状态及功能尚不清楚。

　　鉴于此，本研究利用染色质靶向捕获（ｃｌｅａｖａｇｅ
ｕｎｄｅｒｔａｒｇｅｔｓａｎｄｔａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ，ＣＵＴ＆Ｔａｇ）测序技术，系
统性描绘肠型胃癌组蛋白 Ｈ３Ｋ２７ａｃ修饰的全基因组
图谱，发现肠型胃癌存在增强子重塑现象，初步解析增

强子调控胃癌发生发展相关基因表达的表观遗传机

制，探究了增强子相关靶基因表达水平对评估肠型胃

癌临床预后的潜在价值。

１　材料与方法

１．１　临床生物样本
　　本研究共收集 １８例正常胃黏膜、１５例肠型胃癌
组织，均来自陆军特色医学中心消化内科 ２０２２年 １－
１２月就诊患者。样本用液氮保存，组织病理类型由
２名病理医师确认后，用于后续检测。该研究已通过
陆军特色医学中心伦理审批［医研伦审（２０２１）第２６０
号］，样本收集前已获患者知情同意。

１．２　ＣＵＴ＆Ｔａｇ文库构建及测序
　　组织样本经充分研磨后，采用碘沙醇梯度溶液提
取细胞核，随后用台盼蓝染色并计数，收集１０５个细胞
核，使用诺唯赞 ＴＤ９０３试剂盒以及 Ｈ３Ｋ２７ａｃ抗体（中
国Ａｂｃｌｏｎａｌ公司），按照试剂盒说明书完成 Ｈ３Ｋ２７ａｃ
修饰的 ＣＵＴ＆Ｔａｇ文库构建，在 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑＸ测序
仪进行上机测序。

１．３　ＲＮＡｓｅｑ转录组文库构建及测序
　　对样本进行总ＲＮＡ的提取并进行质控，首先检测
ＲＮＡ降解程度（ＲＩＮ≥７），并获取足够量（ＲＮＡ含量≥
１μｇ）合格 ＲＮＡ样品。利用 ＲｉｂｏＺｅｒｏｒＲＮＡＲｅｍｏｖａｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ（美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司）去除 ｒＲＮＡ，获取 ｍＲＮＡ
样本，并对提取的ｍＲＮＡ进行片段化处理。随后采用
逆转录方法合成双链ｃＤＮＡ，连接接头，纯化后ＰＣＲ扩
增，再次质检通过后，上机测序。

１．４　ＣＵＴ＆Ｔａｇ数据质控及初步分析
　　获得测序仪下机数据，采用 Ｆａｓｔｐ和 Ｃｕｔａｄａｐｔ工
具进行初步质控以及去除接头序列。随后使用

Ｂｏｗｔｉｅ２工具将序列比对到人参考序列 ｈｇ３８上，使用
Ｓａｍｔｏｏｌｓ工具过滤掉低质量和重复 ｒｅａｄｓ后，使用
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ＭＡＣＳ２工具寻找 Ｈ３Ｋ２７ａｃ富集的基因组信号峰区域
（ｐｅａｋ）［１２］。进一步使用Ｒ包Ｃｈｉｐｓｅｅｋｅｒ对 ｐｅａｋ进行
初步注释，得到ｐｅａｋ所处基因组位置。
１．５　ＲＮＡｓｅｑ数据质控及差异分析
　　对于 ＲＮＡｓｅｑ测序数据，首先运用 Ｆａｓｔｐ工具进
行初步质控，过滤掉接头序列，再利用 Ｓｏｒｔｍｅｒｎａ工具
过滤 ｒＲＮＡ序列，随后使用 Ｈｉｓａｔ２工具将序列比对到
人参考基因组ｈｇ３８上，再用Ｓａｍｔｏｏｌｓ工具过滤掉低质
量和重复ｒｅａｄｓ后，进一步使用 ＲＳｅＱＣ软件进行测序
饱和度、ＤＮＡ片段分布评估。数据通过质控后，运用
ＦｅａｔｕｒｅＣｏｕｎｔｓ工具对基因表达进行定量分析，再通过
ＤＥＳｅｑ２工具［１３］寻找差异基因［差异基因：差异倍数≥
１．５，错误发生率（ｆａｌｓｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ，ＦＤＲ）＜０．０５］。
１．６　增强子及差异增强子鉴定
　　根据Ｈ３Ｋ２７ａｃ修饰富集的信号峰所处的基因组
位置，位于基因转录起始位点（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓｔａｒｔｓｉｔｅ，
ＴＳＳ）上下游 ２０００个碱基内的 Ｈ３Ｋ２７ａｃ修饰信号峰
被鉴定为启动子元件（ｐｒｏｍｏｔｅｒ），位于基因转录起始
位点上下游２０００个碱基外区域的Ｈ３Ｋ２７ａｃ修饰信号
峰被鉴定为增强子元件［１４］。再运用 ＭＡｎｏｒｍ２工具对
增强子元件进行合并，得到共识增强子集合，随后用

ＦｅａｔｕｒｅＣｏｕｎｔｓ工具对共识增强子集合进行定量，再通
过ＤＥＳｅｑ２工具寻找差异增强子（差异增强子：差异倍
数≥１．５，ＦＤＲ＜０．０５）。
１．７　增强子与靶基因注释
　　在评估增强子与基因的调控关系时，根据ＧＲＥＡＴ
数据库对增强子进行注释，随后基于增强子的

Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号水平与预测靶基因的表达水平计算
Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数，当相关系数＞０，并且 Ｐ＜０．０５时，
鉴定该基因是增强子的靶基因［１５］。

１．８　功能富集分析
　　运用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ工具［１６］以及其插件 ＣｌｕｅＧＯ和
ＣｌｕｅＰｅｄｉａ程序做京都基因与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏ
ＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）基因富集
分析。

１．９　预后模型构建和验证
　　利用 Ｒ软件“ｓｕｒｖｉｖａｌ”包，基于 ＴｈｅＣａｎｃｅｒ
ＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ（ＴＣＧＡ）ｓｔｏｍａｃｈａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＳＴＡＤ）
数据集中肠型胃癌患者的基因表达矩阵和临床信息，

以患者的总生存期（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）为应变量，以
增强子靶基因的基因表达量为自变量，通过单因素

Ｃｏｘ回归分析、最小绝对收缩和选择操作符（ｌｅａｓｔ

ａｂｓｏｌｕｔｅｓｈｒｉｎｋａｇｅａｎｄｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｐｅｒａｔｏｒ，ＬＡＳＳＯ）回归
分析和多因素Ｃｏｘ逐步回归分析筛选了基因构建预后
模型，建立风险分数方程［１７

!

１９］。风险分数（ｒｉｓｋｓｃｏｒｅ）＝
ＢＨＬＨＥ４１表达量×０．０１３０４９９＋ＣＥＰ９７表达量×
（－０．５７１８９４５）＋ＣＨＩ３Ｌ２表达量×０．０４５７８０８＋ＮＲ６Ａ１
表达量×（－０．５６７９５１４）＋ＳＵＰＴ３Ｈ表达量×０．２５７４０８２＋
ＴＯＭＭ２０表达量×０．０１３２９３３。以风险分数的中位数为
分界值，将患者分为高风险和低风险组，进行生存分析

和绘制受试者工作特征（ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ，
ＲＯＣ）曲线，当ＡＵＣ值＞０．７时，提示预后模型的预测
效能较好［２０］。

１．１０　ＡＢＣ模型构建
　　ＡＢＣ（ａｃｔｉｖｉｔｙｂｙｃｏｎｔａｃｔ）模型有利于预测增强子
在特定细胞类型上调节的靶基因。综合利用 ＭＫＮ７
和ＳＮＵ７１９细胞系的 Ｈｉｃ测序数据、ＲＮＡｓｅｑ测序数
据、靶向 Ｈ３Ｋ２７ａｃ的 ＣＵＴ＆Ｔａｇ数据和 ＡＴＡＣｓｅｑ数
据，按照流程构建ＡＢＣ模型：定义候选增强子区域、量
化增强子活动、计算 ＡＢＣ分数。当 ＡＢＣ得分＞０．０２
时，提示该增强子与靶基因在三维基因组上有较强的

作用关系［２１－２２］，且ＡＢＣ得分越高，增强子与靶基因的
潜在调控关系越强。

２　结果

２．１　肠型胃癌Ｈ３Ｋ２７ａｃ修饰的全基因组分布特征
　　为描述肠型胃癌组织的组蛋白 Ｈ３Ｋ２７ａｃ修饰特
征，对正常胃黏膜（ｎ＝１８）及肠型胃癌（ｎ＝１５）组织进
行靶向Ｈ３Ｋ２７ａｃ的ＣＵＴ＆Ｔａｇ及 ＲＮＡｓｅｑ建库和测序
（图１Ａ）。质控分析提示：ＣＵＴ＆Ｔａｇ测序数据的 ＤＮＡ
片段数（ｒｅａｄｓｎｕｍｂｅｒ）均＞５×１０６个，提示获得足够
Ｈ３Ｋ２７ａｃ修饰信号用于下游分析；基因组比对率
（ｍａｐｐｉｎｇｒａｔｅ）均＞９０％，提示文库无显著的接头污染
等情况；片段重复率（ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎｒａｔｅ）均＜３０％，提示文
库复杂性良好；信号峰数量（ｐｅａｋｃｏｕｎｔ）均＞２×１０４个，
表明捕获的Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号富集较为集中；位于信号峰
区域的 ＤＮＡ片段比例（ｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｒｅａｄｓｉｎｐｅａｋｓ，
ＦＲｉＰ）均＞１０％，提示捕获到的Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号较特异富
集在染色质上特定信号峰区域（图１Ｂ）；ＲＮＡｓｅｑ测序
数据的ＤＮＡ片段在基因编码区分布无明显偏移，且测
序深度饱和（图１Ｃ）。因此，两种组织的２个组学数据
均达到下游分析的质控标准。Ｈ３Ｋ２７ａｃ修饰的基因组
分布表明，正常及癌变组织Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号均主要分布
在启动子、基因间区及内含子区域（图１Ｄ、Ｅ）。
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Ａ：研究流程图；Ｂ：靶向 Ｈ３Ｋ２７ａｃ的 ＣＵＴ＆Ｔａｇ测序数据的 ＤＮＡ片段数、基因组比对率、重复率、信号峰数量和
ＦＲｉＰ值；Ｃ：ＲＮＡｓｅｑ数据ＤＮＡ片段的分布情况、饱和度曲线；Ｄ：各个样本的组蛋白Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号分布；Ｅ：各组
间总体组蛋白Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号分布

图１　ＣＵＴ＆Ｔａｇ及ＲＮＡｓｅｑ测序绘制肠型胃癌的全基因组Ｈ３Ｋ２７ａｃ修饰全景图谱
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２．２　肠型胃癌增强子元件Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号强度显著高
于正常胃黏膜组织

　　启动子和增强子是调控基因表达的重要功能元
件，组蛋白 Ｈ３Ｋ２７ａｃ修饰信号主要存在于这两类元
件，并提示其处于激活状态。按照既往报道，基因转录

起始位点上下游２０００个碱基内的Ｈ３Ｋ２７ａｃ修饰信号
峰为启动子元件，其余Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号峰被鉴定为增强
子元件（图２Ａ）。两种组织中增强子元件数量均显著
高于启动子数量（正常组启动子平均数为 ２７３２２个，
增强子平均数为５０２３８个，Ｐ＝０．０００２，图２Ｂ；肠型胃
癌组启动子平均数为 ２７５４８个，增强子平均数为
５５８９４个，Ｐ＝０．０１８１，图２Ｂ、Ｃ）。
　　增强子饱和曲线提示，总体样本量累计至 ３１例
时，增强子数量达到饱和（图 ２Ｄ），说明本研究使用
３３个样本量足以发现胃黏膜与肠型胃癌的增强子，样
本数量充分。分析增强子信号强度发现，肠型胃癌的

增强子信号明显高于正常胃黏膜（图 ２Ｅ）。２组样本
的增强子信号的主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）表明，增强子信号可以明显区分正常胃
黏膜和肠型胃癌组织（图２Ｆ），提示二者具有明显异常
的增强子特征。上述结果提示，肠型胃癌发生明显的

增强子重塑。

２．３　肠型胃癌的增强子重编程可能调控肠型胃癌相
关基因表达

　　利用差异分析工具 ＤＥＳｅｑ２分析正常胃黏膜和肠
型胃癌的增强子Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号差异，共识别出１９３０５个
差异增强子位点，占全部增强子的１８．１％。相较于正
常胃黏膜，肠型胃癌Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号增加的获得性增强
子８８４７个，占全部增强子８．３％；肠型胃癌丢失性增
强子１０４５８个，占全部增强子９．８％（图３Ａ）。差异分
析显示肠型胃癌获得性增强子信号明显升高，而丢失

性增强子信号明显降低（图 ３Ｂ）。参照 ＧＲＥＡＴ数据
库分析发现，获得性增强子富集于胃癌、炎症、肿瘤形

成等疾病过程（图３Ｃ），提示可能调控胃癌发生。
　　增强子 Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号与其靶基因的表达水平密
切相关。分析发现２３２８０个增强子靶基因的对应关
系正相关（Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数范围为 ０．３４４～０．８７６，
Ｐ＜０．０５），其中３４０４个获得性增强子可能调控１５４０个
基因，其中包括 ＣＤＨ１、ＣＤＸ１、ＣＤＸ２、ＨＮＦ４Ａ、ＴＦＦ３等
胃癌发生相关基因（图３Ｄ）。有３５６７个丢失性增强
子可能调控１１４４个靶基因，提示靶基因可能受多个
增强子调控。以 ＣＤＸ２和 ＴＦＦ３为例，ＣＤＸ２、ＴＦＦ３的
ＲＮＡ水平与其增强子 Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号正相关（图３Ｅ），
ＩＧＶ可视化显示增强子 Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号强度与靶基因
表达水平正相关（图３Ｆ），表明获得性增强子可能上调
胃癌相关基因表达。
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Ａ：鉴定增强子与启动子流程图；Ｂ：正常胃黏膜样本的启动子与增强子数量；Ｃ：肠型胃癌样本的启动子与增强子
数量；Ｄ：增强子元件数量的饱和度分布；Ｅ：正常胃黏膜和肠型胃癌胃黏膜组织中增强子 Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号强度比
较；Ｆ：增强子Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号的主成分分析

图２　肠型胃癌增强子元件的Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号重塑特征
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Ａ：肠型胃癌及正常胃黏膜组织的差异增强子图谱；Ｂ：肠型胃癌组相比于正常组获得与丢失的增强子 Ｈ３Ｋ２７ａｃ
信号强度；Ｃ：肠型胃癌获得性增强子可能影响的疾病表型；Ｄ：差异增强子Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号强度与其靶标基因ＲＮＡ
表达水平；Ｅ：ＣＤＸ２、ＴＦＦ３两个基因分别与其增强子的 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数；Ｆ：正常组和肠型胃癌组中 ＣＤＸ２、
ＴＦＦ３两基因表达水平以及其增强子Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号强度

图３　肠型胃癌差异增强子图谱与其可能的靶基因

２．４　肠型胃癌增强子重编程可能调控的细胞功能与
生物学行为

　　转录组数据分析发现，肠型胃癌中有 ２３８９个基
因的表达相较于正常胃黏膜显著上调，包括了 ＣＤＸ１、
ＣＤＸ２、ＣＤＨ１、ＴＦＦ３等肠型胃癌相关基因；有３５４０个
基因的表达显著下调（图４Ａ）。整合差异增强子和差
异表达基因分析，发现在肠型胃癌中有５７７个基因的
增强子 Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号和 ＲＮＡ表达水平同步上调，占
肠型胃癌上调基因数量的２４．２％；同时有６８４个基因
的增强子 Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号和 ＲＮＡ表达水平同步下调，
占肠型胃癌下调基因数量的１９．３％（图４Ｂ）。
　　ＫＥＧＧ富集分析提示，同步显著上调的基因主要
富集在细胞周期和细胞黏附分子通路上（图４Ｃ），其中
包括ＭＹＣ、Ｅ２Ｆ３、ＩＴＧＡＭ、ＩＴＧＢ１等基因，提示肠型胃癌
获得性增强子可能通过上调这些基因表达，促进癌细

胞的增殖、黏附行为；另一方面，同步下调的基因主要

富集在胃酸分泌、钙离子传递等信号通路（图 ４Ｄ）。

这些结果表明，增强子重编程既可能正向调控癌细胞

增殖、黏附等恶性生物学行为，也可能导致胃黏膜上皮

泌酸等正常生理功能的异常。

２．５　肠型胃癌获得性增强子靶基因的预后模型构建
及其临床意义

　　为进一步探究肠型胃癌获得性增强子及靶基因的
临床意义，对ＴＣＧＡＳＴＡＤ数据中的１５０例具有预后信
息的肠型胃癌数据（其中４９例患者预后不良，１０１例患
者预后良好）进行单因素 Ｃｏｘ分析，结果显示，共有
２３个获得性增强子调控的靶基因对肠型胃癌患者的
总生存期具有预测潜力（Ｐ＜０．０５），其中１３个基因是
肠型胃癌预后的保护因素，１０个基因是肠型胃癌预后
的危险因素（图５Ａ）。随后进行 ＬＡＳＳＯ回归分析，进
一步筛选得到 １５个最优预后相关基因（图 ５Ｂ、Ｃ）。
基于多因素Ｃｏｘ回归分析，构建由６个基因（ＢＨＬＨＥ４１、
ＣＥＰ９７、ＣＨＩ３Ｌ２、ＮＲ６Ａ１、ＳＵＰＴ３Ｈ和 ＴＯＭＭ２０）组成的
预后模型（图５Ｄ）。

００７ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：肠型胃癌的差异基因图谱；Ｂ：肠型胃癌中增强子Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号和靶基因表达水平同步上调、同步下调的基因数目；
Ｃ：肠型胃癌中增强子Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号和靶基因表达水平同步上调基因的 ＫＥＧＧ功能富集分析以及富集的相关基因；
Ｄ：肠型胃癌中增强子Ｈ３Ｋ２７ａｃ信号和靶基因表达水平同步下调基因的ＫＥＧＧ功能富集分析以及富集的相关基因

图４　肠型胃癌增强子重编程与其可能调控的细胞生物学功能

　　为进一步阐明肠型胃癌获得性增强子对预后模型
基因的潜在调控关系，分别整合 ＧＳＥ１３５１７６数据集中
肠型胃癌细胞系 ＭＫＮ７、ＳＵＮ７１９的 ＨｉＣ测序数据，基
于增强子图谱，构建ＡＢＣ模型，以ＳＵＰＴ３Ｈ基因为例，
展示其附近的 ＨｉＣ图谱、增强子与靶基因的关系（图
５Ｅ），最终的结果表明 ６个预后相关基因与其增强子
在同一个拓扑结构域内，并在三维基因组上可能有较

强的作用关系（ＡＢＣ得分 ＞０．０２，图５Ｆ）。
　　根据预后模型计算每个肠型胃癌患者的风险分数，
以风险分数中位数作为分界点（ｃｕｔｏｆｆ＝１．４２４９３４），
将患者分为高低风险２组（图６Ａ），发现高风险组患者
的生存时间更短、死亡人数更多（图６Ｂ）。ＢＨＬＨＥ４１、
ＣＨＩ３Ｌ２、ＳＵＰＴ３Ｈ和ＴＯＭＭ２０在高风险组中表达水平
更高，ＣＥＰ９７和 ＮＲ６Ａ１在低风险组中表达水平更高
（图６Ｃ）。为了进一步评估临床价值，采用 Ｋａｐｌａｎ
Ｍｅｉｅｒ法对ＴＣＧＡＳＴＡＤ训练集进行生存分析，结果提

示低风险组患者的生存概率显著高于高风险组（Ｐ＜
０．０５，图６Ｄ），在ＧＳＥ６２２５４验证集中得到了一致的结
果（Ｐ＝０．００１７，图６Ｅ），表明基于肠型胃癌获得性增
强子靶基因的预后模型划分的高低风险组患者在总生

存时间上存在明显的差异。为评估该模型的预测效

能，计算该预后模型时间依赖性的 ＲＯＣ曲线，ＴＣＧＡ
ＳＴＡＤ数据集中肠型胃癌患者的１年、２年、３年的 ＯＳ
的ＡＵＣ值分别是０．８４２、０．７９６、０．７４６（图６Ｆ）。在对
ＴＣＧＡＳＴＡＤ数据集中肠型胃癌患者的预后预测中，患
者１年内的预后预测灵敏度和特异度分别为８７．５％和
５６．３４％，患者２年内的预后预测灵敏度和特异度分别
为７９．４９％和５９．４６％，患者３年内的预后预测灵敏度
和特异度分别为 ７５．５６％和 ６０％。因此，基于 ６个获
得性增强子靶基因可构建肠型胃癌预后模型，该模型

稳定性和预测效能较好。

１０７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（７）
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Ａ：２３个与预后显著相关的获得性增强子靶基因的森林图；Ｂ：２３个基因在 ＬＡＳＳＯ回归模型中的系数变化轨迹；
Ｃ：ＬＡＳＳＯ回归模型中的最优参数和最优预后相关基因（虚线处）；Ｄ：６个预后模型基因的森林图；Ｅ：ＭＫＮ７胃癌
细胞系中ＳＵＰＴ３Ｈ基因附近的ＨｉＣ图谱、增强子与靶基因的关系；Ｆ：６个预后相关基因在ＭＫＮ７、ＳＵＮ７１９细胞系
中的最大ＡＢＣ得分

图５　肠型胃癌获得性增强子靶基因的预后模型与ＡＢＣ模型

２０７ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：肠型胃癌获得性增强子靶基因预后模型ＴＣＧＡＳＴＡＤ训练集风险分数分布图；Ｂ：肠型胃癌获得性增强子靶基
因预后模型ＴＣＧＡＳＴＡＤ训练集生存状态分布图；Ｃ：ＴＣＧＡＳＴＡＤ训练集中 ６个关键预后基因的表达热图；
Ｄ：ＴＣＧＡＳＴＡＤ训练集肠型胃癌高、低风险组患者ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法生存分析；Ｅ：ＧＳＥ６２２５４验证集肠型胃癌高、低
风险组患者ＫＭ生存分析；Ｆ：肠型胃癌获得性增强子靶基因预后模型的时间依耐性ＲＯＣ曲线

图６　肠型胃癌获得性增强子靶基因预后模型的临床意义

３　讨论

　　肠型胃癌作为临床最常见的胃癌亚型，发病呈现年
轻化趋势，其发生发展的表观遗传学机制尚不清楚。既

往研究显示，胃癌与ＤＮＡ异常甲基化的关系密切，例如
抑癌基因Ｐ１６的高ＤＮＡ甲基化水平促进细胞发生恶性
增殖，导致胃癌的发生［２３］；ＣＤＨ１负责编码Ｅ钙黏蛋白，
是维持上皮细胞间黏附的主要蛋白，有研究表明，ＣＤＨ１
高甲基化在胃癌早期已经存在，可能和早期胃癌的侵袭

转移相关［２４］。增强子作为表观遗传调控的另一重要方

式，却少有报道其在胃癌发生发展中的作用。

　　本研究运用靶向 Ｈ３Ｋ２７ａｃ修饰的 ＣＵＴ＆Ｔａｇ测序
技术，全面揭示了肠型胃癌中存在的显著增强子重塑

特征。ＣＤＸ２和 ＨＮＦ４Ａ是维持胃癌特异性超级增强
子的关键转录因子，在胃癌中发挥着重要作用［２５］，本

研究进一步发现这些基因自身可能受获得性增强子调

控。因此，由于这些关键基因可通过维持增强子活性，

形成增强子靶基因转录因子的表达调控环路，进而
促进胃黏膜癌变。

　　本研究构建了由 ６个获得性增强子相关靶基因
（ＢＨＬＨＥ４１、ＣＥＰ９７、ＣＨＩ３Ｌ２、ＮＲ６Ａ１、ＳＵＰＴ３Ｈ 和

ＴＯＭＭ２０）形成的预后模型，具有较好的稳定性和预测
效能。ＣＨＩ３Ｌ２编码几丁质类蛋白的１个成员，可以诱
导抗炎信号因子产生，从而产生抑制性免疫微环

境［２６］；ＣＨＩ３Ｌ２还可以作为 Ｍ２型巨噬细胞的标志基
因，与胶质瘤、肾细胞癌等癌种的不良预后呈正相

关［２７］。ＮＲ６Ａ１是核受体家族６中的唯一成员，参与胚
胎发育等生物学过程，在本模型中是作为一种保护性

因素。有研究显示，ＮＲ６Ａ１可以通过调控脂质代谢影
响肝癌的发生发展，在肝癌细胞中敲低ＮＲ６Ａ１会导致
脂质的积累，促进肿瘤细胞的增殖和迁移。但在另外

一项肝癌预后相关模型中，ＮＲ６Ａ１显示与肝细胞癌患
者的不良预后相关［２８］。

　　综上所述，本研究系统性绘制肠型胃癌的组蛋白
Ｈ３Ｋ２７ａｃ修饰全基因组图谱，发现增强子可能通过上
调癌基因表达，进而促进癌细胞增殖、黏附行为的恶性

表型，初步提示胃癌发生发展可能的表观调控机制。

基于获得性增强子的靶基因构建预后模型，为临床判

断患者预后提供了参考工具，有助于提供个性化的诊

疗和随访方案。
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