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摘要 甲基化异常是肿瘤早期的频发事件，DNA甲基化随着时间的推移相对稳定，并且可以在血液中非侵入性地检测到，

因此DNA甲基化具有成为癌症早期诊断生物标志物的巨大潜力 . 为了找到肺鳞状细胞癌（LUSC）潜在的诊断标志物，本文

提出了一种LUSC特异性候选诊断标志物的识别方法，使用癌症基因组图谱数据库（TCGA）的LUSC的甲基化数据集，通

过比较LUSC与正常肺组织和其他癌症类型，得到了6个LUSC特异性甲基化位点，使用支持向量机建立诊断模型，采用六

折交叉划分数据集，验证特异性标志物的有效性 . 6个标志物的组合在预测LUSC方面达到约93%~99%的灵敏度，在排除正

常组织时达到100%的特异性，在排除其他癌症时达到约99％的特异性 . 我们的研究为LUSC的早期诊断提供了潜在的生物

标志物 .
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肺癌作为最常见和死亡率最高的原发性恶性肿

瘤严重危害人类健康 . 肺癌主要分为小细胞肺癌和

非小细胞肺癌，在非小细胞肺癌中 30% 以上为鳞

状细胞癌（LUSC） . 肺鳞状细胞癌的5年生存期仅

为15%［1］，70%的患者确诊时已是局部晚期或远处

转移（Ⅳ期），错过了手术治疗的最佳机会；如果

患者可以在Ⅰa 期被确诊，5 年生存率可提高到

80%［2］ . 因此，早期发现LUSC对于增加有效治疗

的机会和提高存活率是非常重要的 .

血清肿瘤标志物的检测是一种广泛用于筛查和

诊断肺癌的方法 . 肺鳞癌特异性较好的标志物有鳞

癌 细 胞 抗 原 （SCC） 和 细 胞 角 蛋 白 19 片 段

（CYFRA21-1） . 鳞癌细胞抗原 （SCC） 是肺鳞癌

较特异的标志物，肺鳞癌患者中 SCC 阳性率为

40%~55%［3］ . 细胞角蛋白 19 片段 （CYFRA21-1）

是NSCLC最灵敏的肿瘤标志物，尤其对肺鳞癌更

是如此 . CYFRA21-1 对肺鳞癌的敏感性高达 70%

以上，然而CYFRA21-1依赖肿瘤阶段，晚期肿瘤

（T3 和 T4） 表现出较高的血清 CYFRA 21-1 水平

（P < 0.05）［4］ . 因此需要更有效的生物标志物来提

高肺鳞状细胞癌早期诊断的准确性 .

已经在各种癌症中观察到 DNA 甲基化异常，

并且认为其是癌症发生的主要原因 . 启动子区高甲

基化和基因组整体低甲基化普遍存在于多种肿瘤细

胞［5］，基因组整体低甲基化常见于高度和中度重

复的DNA序列，并在染色体不稳定中起着关键作

用［6-8］ . 在基因的启动子区域的高甲基化，通常与

基因沉默有关［9］ . 一些DNA甲基化涉及癌发生的

早期阶段，如卵巢癌中的 RASSF1A［10］ . 此外，

DNA甲基化随着时间的推移相对稳定并且可以在

血液中非侵入性地检测到［11］ . 因此，DNA甲基化

具有成为癌症的早期诊断生物标志物的巨大潜力 .

已经开发了越来越多的基于甲基化的生物标志物以

帮 助 癌 症 的 早 期 诊 断［12］ . Sharma 等［13］ 使 用

p16INK4A、p14ARF、Cyclin D2 及 Slit2 对乳腺癌
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进行联合检测，特异性达到 100% ，灵敏度达到

83%，且肿瘤和血清情况符合 . Anglim 等［14］使用

GDNF、MTHFR、OPCML、TNFRSF25、TCF21、

PAX8、PTPRN2和PITX2可以在LUSC患者中区分

肿瘤和正常组织，敏感性和特异性均达到 95.6%.

Cheng等［15］使用6个CpGs实现了HCC的特异性诊

断，6 个位点的组合在预测 HCC 方面达到约 92%

的灵敏度，在排除正常肝脏时达到约 98% 的特异

性，并且在排除其他癌症方面具有约 98% 的特异

性 . 以上研究让我们看到了甲基化对于癌症早期诊

断和癌症特异性诊断的可行性 .

在这项研究中，我们通过比较LUSC与正常肺

组织和其他癌症类型，确定了6种LUSC特异性甲

基化候选生物标志物 . 6个特异性标志物对于LUSC

的预测达到约 99%的敏感性以及 100%的特异性，

在排除其他癌症时达到约 93%的敏感性和 99%的

特异性，并且在排除多种正常组织样本方面达到约

98%的敏感性和100%的特异性 .

1 材料与方法

1.1 数据准备

从癌症基因组图谱 （TCGA） 项目 （https：//

portal.gdc.cancer.gov/）收集乳腺癌（BRCA，95正

常人，126 癌症）、肾透明细胞癌（KIRC，154 正

常人，152癌症）、肾乳头状细胞癌（KIRP，45正

常人，168 癌症）、肝细胞癌（LIHC，49 正常人，

174 癌症）、肺鳞状细胞癌 （LUSC，42 正常人，

172 癌症） 和甲状腺癌 （THCA，56 正常人，287

癌症）的甲基化数据和临床数据，其中癌症样本为

癌症Ⅰ期样本 . 此外，从Gene Expression Omnibus

（GEO）数据库收集了 184名年轻芬兰人的血液样

本 数 据 （GSE69270） . 甲 基 化 阵 列 平 台 是

HumanMethylation450 BeadChip （GPL13534）［16］，

CpG 注 释 从 ENCODE project （http：//genome.

ucsc.edu/ENCODE/downloads.html）下载［17］ .

1.2 差异甲基化筛选

删除所有样本中“NA”数目大于 10% 的位

点，剩余“NA”采用 K近邻插补法进行插补［18］，

然后使用单因素方差分析鉴定两类样本之间的差异

CpG. 使用错误发现率 （FDR） 方法调整 P 值，

FDR小于 0.05并且 β差异的绝对值大于 0.2的CpG

被认为是差异甲基化CpG.

1.3 鉴定LUSC特异性候选诊断标志物

本文通过比较LUSC与正常肺组织和其他癌症

类型样本，提出一种LUSC特异性诊断标志物的识

别流程，如图1所示 .

具体操作流程如下：

第一步，鉴定在正常和LUSC癌症Ⅰ期样本之

间的差异CpG；

第二步，使用置信区间筛选［19］在癌症和正常

样本中甲基化分布有明显差异的CpG位点，置信

区间筛选的计算公式为：

[ μ - i × σ, μ + i × σ ] (1)

其中 μ为基因在癌旁或Ⅰ期中的甲基化均值，

σ为标准差，为保证区间的有效性，i取值为1，分

别计算每一个基因在癌旁和Ⅰ期样本的置信区间，

比较两区间是否有重合来筛选对分类结果有差异性

的位点；

第三步，根据弹性网络选择［20］对分类具有显

著贡献的CpG；

第四步，配对正常和癌症样本，删除在配对样

本中无差异的CpG；

第五步，将所有的癌症Ⅰ期样本与正常人群的

血液样本进行比较，删除在两类样本中无差异的

CpG［15］；

第六步，删除在其他癌症类型中正常样本和癌

症样本甲基化水平均值差异大于0.1的CpG；

第七步，比较不同癌症类型正常样本的甲基化

均值，删除在不同癌症类型中正常样本甲基化均值

差异大于0.1的CpG；

第八步，使用弹性网络筛选对LUSC癌症样本

与其他癌症样本的分类具有显著贡献的CpG；

第九步，提取弹性网络系数排名靠前的CpG，

作为最终的候选诊断生物标志物 .

1.4 评估候选诊断标志物

基于候选诊断生物标志物的甲基化水平构建支

持向量机模型 . 该模型用于预测肿瘤和正常样品，

计算灵敏度和特异性以评估预测模型的准确性，使

用六折交叉验证优化模型 . 灵敏性和特异性计算公

式如下：

SEN = TP
TP + FN (2)

SPE = TN
FP + TN (3)

正样本是 LUSC 癌症Ⅰ期样本，负样本是非

LUSC样本，TP表示正确分类的正样本的数量，即

被正确识别为LUSC的样本数目，TN表示正确分

类负样本的数量，即被正确识别为非LUSC的样本
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数目，FP表示非LUSC样本被误判为LUSC的样本

数目，FN 表示 LUSC 被误判为非 LUSC 的样本

数目 .

2 结 果

2.1 差异甲基化分析

本节分析了 6种实体瘤全基因组（WGS）、启

动 子 区 域 （Promoter） 以 及 启 动 子 区 CpG 岛

（Pro&CGI）的差异甲基化的分布，如图2所示 .

启动子区高甲基化和基因组整体低甲基化普遍

存在于多种肿瘤细胞 . 由图 2可以看出，肾透明细

胞癌（KIRC）、肝细胞癌（LIHC）、肺鳞状细胞癌

（LUSC）以及甲状腺癌（THCA）在基因启动子区

域则表现出广泛的低甲基化，同时肾透明细胞癌和

甲状腺癌在启动子区域CpG岛上也存在广泛的低

甲基化，这与前面提到的肿瘤细胞中甲基化的分布

Fig. 1 Protocol for finding candidate diagnostic biomarkers for LUSC
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具有不一致性，究其原因可能是癌症发生早期低甲

基化起重要作用，而低甲基化与炎症和免疫反应相

关，所以炎症反应和免疫相关功能的缺失或异常可

能是上述癌症早期发生的主要原因［21-23］ .

2.2 LUSC特异性候选诊断标志物

为了鉴定LUSC特异性甲基化诊断标志物，我

们设计了一个工作流程并从LUSC的全基因组CpG

中筛选得到 6 个 CpG （cg21026460、cg08445080、

cg16628135、 cg16476940、 cg22098115、

cg00532449），其中4个为低甲基化，2个为高甲基

化，图 3显示了 6个CpG在LUSC癌旁和癌症Ⅰ期

样本中的甲基化水平分布 .

如 图 3 所 示 ， cg21026460、 cg08445080、

cg16628135、cg16476940 在正常样本中甲基化水

平接近 1.0，其在癌症Ⅰ期的样本中甲基化水平则

低于 0.8，cg22098115、cg00532449 在正常样本中

甲基化水平远小于 0.1，在癌症Ⅰ期样本中则高于

0.3，这 6个CpG 在正常和癌症Ⅰ期样本中具有显

著差异 .

6 个 LUSC 特 异 CpG 定 位 于 6 个 基 因 ：

ARHGEF4（cg22098115）、PLCH2（cg00532449）、

SH2B2 （cg16476940）、 BAIAP3 （cg16628135）、

HDAC11 （cg21026460） 、 RP11-681L4.2

（cg08445080） . 除RP11-681L4.2外，其余5个基因

均是蛋白质编码基因，其功能主要涉及细胞内信号

转导、细胞凋亡调控、能量代谢过程的调节、转录

Fig. 2 Distribution of differential methylation CpG
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调控以及免疫相关调控（细胞因子介导的信号通

路、Ras蛋白信号转导调控、抗原受体介导的信号

通路），上述功能均与癌症发生密切相关 .

2.3 评估LUSC的特异性甲基化候选标志物

2.3.1 对LUSC和正常肺组织的识别能力

使用支持向量机建立肿瘤分类模型，同时使用

六折交叉验证优化模型 . 使用 6个LUSC特异性的

CpG对正常肺组织和LUSC肿瘤Ⅰ期样本的分类敏

感性和特异性分别为 99.41%和 100%，图 4显示了

LUSC癌旁和Ⅰ期样本的分类情况 . 由图可以看出

使用 6个LUSC特异性标志物，所有的正常样本全

部预测为正常，即误诊率为0，与此同时癌症样本

中仅有1例样本被错误地预测为正常，即漏诊率仅

为 0.58%，说明该 6 个 LUSC 特异性候选标志物对

癌症具有极高的识别度 .

2.3.2 识别LUSC和其余癌症的能力

接下来我们验证了 LUSC 特异性标志物区分

LUSC和其他癌症的能力 . 使用支持向量机建立肿
瘤分类模型，同时使用六折交叉验证优化模型，表1

显示了 6个LUSC特异性CpG对于LUSC和其余癌

症样本以及LUSC和正常人群的模式识别结果 .

由表 1可知，LUSC特异性CpG在排除正常样

本时达到100%的特异性和98%的敏感性，同时在

排除其余癌症时达到 99.44%的特异性和 93%的敏

感性，表明使用6个CpG既能够对LUSC样本有极

高的识别度，同时也能完成对 LUSC 的特异性

识别 .

图 5显示了 6个LUSC特异性候选标志物在不

同癌症类型中的平均甲基化水平 . 由图 5可以看出

LUSC特异性候选标志物在其余 5种癌症中均未发

生差异甲基化，且在除LUSC样本外，其余所有样

本的甲基化水平几乎一致，表明该 6 个 CpG 对

LUSC具有特异性的差异甲基化 .

Table 1 Pattern recognition results of LUSC-specific CpG

Samples

LUSC--Normal

LUSC--Other cancer

SEN

98.25%

93.02%

SPE

100%

99.44%

Fig. 4 Prediction matrix of LUSC samples
True Label P， The cancer samples； True Label N， The normal

samples；Predicted P，Predicted to be cancer samples；Predicted N，

Predicted to be normal samples.

Fig 3 Box chart of methylation levels of six LUSC-
specific CpGs in normal and stage Ⅰ

Fig. 5 The average methylation level of six LUSC-specific CpGs in LUSC and other cancers
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2.4 筛选其他癌症的特异性候选诊断标志物

本文尝试将LUSC特异性标志物识别流程应用

于识别LIHC特异性候选诊断标志物，结果得到 7

个可用于在LIHC早期进行诊断的特异性候选诊断

标志物 （cg15625324、 cg01794405、 cg06620541、

cg14821923、 cg08162372、 cg26301389、

21074827） . 图 6，7 分别显示了 7 个 LIHC 特异性

CpG在LIHC和正常肝脏中的甲基化水平，以及在

LIHC和非LIHC样本中的平均甲基化水平 .

由图6可以看出7个CpG在正常肝组织和癌症

Ⅰ期样本中甲基化水平具有显著差异，由图7可知

7个CpG在非LIHC样本中甲基化水平均值几乎一

致 . 同时LIHC特异性候选标志物模式识别结果显

示，7个CpG对于LIHC与正常肝脏样本的分类敏

感性为 95%，特异性为 100%，对LIHC与非LIHC

癌症样本的分类敏感性为89%，特异性为98%，其

对LIHC有较高的辨识能力，但是其特异性识别能

力相对较弱 .

同时本节还对其余4种癌症进行特异性候选标

志物的识别，我们发现经过第七步筛选过后，4种

癌症候选CpG的数量明显减少，其中肾乳头状细

胞癌和甲状腺癌分别减少至 2和 4个 . 经最后一步

弹性网络筛选，肾乳头状细胞癌没有得到相应的标

志位点，乳腺癌得到9个候选CpG，肾透明细胞癌

得到 4 个候选 CpG，甲状腺癌得到 4 个候选 CpG.

除肾乳头状细胞癌外，其余3种癌症候选CpG对相

应癌症样本的特异性识别能力如表2所示 .

由表 2可以看出，3种癌症的候选CpG对相应

癌症样本的特异性的识别敏感性均低于83%，对癌

症样本的识别能力较低，而对其余样本的识别准确

率都远高于98%，两者差距高于15%，不利于临床

诊断 .

3 讨 论

该研究最重要的发现是鉴定了几种甲基化

CpG作为LUSC特异性候选诊断生物标志物 . 理想

的诊断生物标志物应具有高灵敏度，能够在早期检

测LUSC；应该特异于LUSC，而不是在其他肿瘤

Fig. 6 Box chart of methylation levels of seven LIHC-
specific CpGs in normal and stage Ⅰ

Fig. 7 The average methylation level of seven LIHC-specific CpGs in LIHC and other cancers

Table 2 Pattern recognition results of other three
cancers-specific CpG

Cancer type

BRCA

KIRC

THCA

SEN

80.95%

82.89%

82.98%

SPE

98.99%

99.41%

99.77%
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类型检测到；应该通过非侵入性和成本效益的技术

来衡量；并且应该在不同的人群中进行验证 . 在这

里，通过比较 LUSC 和正常样本以及 LUSC 和非

LUSC癌症样本，将 6种CpG鉴定为LUSC特异性

诊断生物标志物 . 在预测LUSC时，这些CpG的敏

感性为 93%~99%，特异性为 99%~100%. 然而，我

们尚未使用非侵入性生物样本验证其诊断能力，所

以接下来的工作需要比较癌组织和血液之间甲基化

的一致性，并通过测量血液中的DNA甲基化来验

证候选生物标记物的预测能力 . 同时，由于肺鳞状

细胞癌 450K 数据较少，无法完成 LUSC 特异性

CpG对不同数据集鲁棒性的验证 .

本流程同样应用于其他几种癌症中，我们发

现，除了肝细胞癌，其余的 4 种癌症得到的候选

CpG的特异性识别敏感性均低于83%，且模式识别

的敏感性和特异性的差距都在 15% 以上，其中肾

乳头状细胞癌甚至没有得到相应的候选标志物 . 在

实验过程中我们发现，甲状腺癌、肾透明细胞癌和

肾乳头状细胞癌的特异性差异甲基化位点（即仅在

单一癌症中发生差异甲基化的位点）数目非常少，

而乳腺癌的特异性差异甲基化位点数目相对较多，

但是其对不同的癌症样本的识别能力也偏低，究其

原因可能是乳腺癌的发病原因比较复杂，单纯的甲

基化可能无法完成特异性的早期诊断 .

4 结 论

本文通过分析172个LUSC样本和42个正常肺

组织样本以及其他5种癌症类型的正常组织样本和

癌症Ⅰ期样本的全基因组甲基化数据，发现了6种

基于甲基化的LUSC特异性候选诊断生物标志物 .

候选生物标志物对LUSC和正常组织样本的分类敏

感性高于 98%，特异性高达 100%，同时对 LUSC

和非LUSC癌症样本的分类敏感性高于93%，特异

性高于 99%. 然后，本文将LUSC的特异性标志物

识别流程应用于LIHC的分析，得到7个LIHC特异

性 CpG，其对于 LIHC 和正常样本以及 LIHC 和非

LIHC 具有良好的识别能力 . 然而，我们尚未使用

非侵入性生物样本验证其诊断能力，所以接下来的

工作需要比较癌组织和血液之间甲基化的一致性，

并通过测量血液中的DNA甲基化来验证候选生物

标记物的预测能力，同时未来的转化研究将加速候

选生物标志物的临床验证，并促进 LUSC 的早期

检测 .
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Identification of Lung Squamous Cell Carcinoma-Specific Methylation
Candidate Diagnostic Biomarkers*

WANG Xue-Dong, SHANG Wen-Hui, LI Xiao-Qin**, CHANG Yu
(School of Life Science and Bioengineering, Beijing University of Technology, Beijing 100124, China)

Abstract DNA methylation abnormalities are frequent events in early tumors. Additionally, DNA methylation is

relatively stable over time and can be non-invasively detected in blood. Therefore, DNA methylation has a great

potential to become an early diagnostic biomarker of cancers. In order to find potential diagnostic markers for

lung squamous cell carcinoma (LUSC), a method for identifying LUSC-specific candidate diagnostic markers was

proposed. We screened 6 LUSC-specific CpGs by comparing the methylation profiles of 172 samples from LUSC

patients, 42 normal lung samples, 184 normal blood samples, and 1 306 samples from patients with other cancers

which was collected from TCGA (The Cancer GenomeAtlas) database. A supportvector machine model was

constructed to distinguish LUSC patients from normal controls. The combination of six sites achieved 93%-99%

sensitivity in predicting LUSC, 100% specificity in excluding all normal samples, and ~ 99% specificity in

excluding other cancers. Overall, our study provides promising biomarkers for the diagnosis of LUSC.
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