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  [摘要] 目的 通过生物信息学分析探究 m6A甲基化调节因子在肺腺癌中的表达及预后。方法 通过TCGA
数据库下载516例肺腺癌患者的转录组数据及其临床数据,使用R软件分析比较肺腺癌组织和癌旁组织中20个

m6A甲基化调节因子的表达差异,并通过单变量Cox回归分析进行生存分析。通过ConsensusClusterPlusR非

监督类的方法进行 m6A聚类生存分析。结果 16个 m6A甲基化调节因子在肺腺癌中差异表达,其中有5个 m6A
甲基化调节因子(IGF2BP1、IGF2BP3、HNRNPC、RBMX、YTHDC2)与肿瘤分期、7个 m6A 甲基 化 调 节 因 子

(IGF2BP1、IGF2BP3、HNRNPC、RBMX、METTL3、YTHDF2、METTL14)与 T期和2个 m6A甲基化调节因子

(IGF2BP3、YTHDC2)与N期显著相关。Cox回归分析结果表明6个 m6A甲基化调节因子(IGF2BP1、IGF2BP2、

IGF2BP3、HNRNPA2B1、HNRNPC、RBM15)是影响肺腺癌患者预后的独立危险因素。结论 m6A甲基化调节因

子与肺腺癌进展有关,6个 m6A甲基化调节因子可以作为预测肺腺癌患者预后的潜在生物标志物。
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Analysisoftheeffectofm6Amethylationregulatoryfactorsontheprognosisof
lungadenocarcinomabasedonTCGAdatabase
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[Abstract] Objective Toinvestigatetheexpressionandprognosisofm6A methylation
regulatory factors in lung adenocarcinoma by bioinformatics analysis.Methods  The
transcriptomedataandclinicaldataof516casesoflungadenocarcinomaweredownloadedfrom
TCGAdatabase.Theexpressiondifferencesof20m6A methylationregulatoryfactorsinlung
adenocarcinomatissuesandparacanceroustissueswerecomparedusingRsoftwareanalysis,and
survivalanalysiswasperformedbyunivariateCoxregressionanalysis.ConsensusClusterPlusR
methodwasusedtoperform m6Aclustersurvivalanalysis.Results Sixteenm6A methylation
regulatoryfactors weredifferentiallyexpressedinlungadenocarcinoma,ofwhich5 m6A
methylationregulatoryfactors (IGF2BP1,IGF2BP3,HNRNPC,RBMX,YTHDC2)were
significantlyassociatedwithtumorstage,7 m6A methylationregulatoryfactors(IGF2BP1,

IGF2BP3,HNRNPC,RBMX,METTL3,YTHDF2,METTL14)weresignificantlyassociated
with T stage,and 2 m6A methylation regulatoryfactors (IGF2BP3,YTHDC2)were
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significantlyassociatedwithNstage.Coxregressionanalysisshowedthat6m6A methylation
regulatoryfactors(IGF2BP1,IGF2BP2,IGF2BP3,HNRNPA2B1,HNRNPC,RBM15)were
independentprognosticfactorsoflungadenocarcinoma.Conclusion m6Amethylationregulatory
factorsareassociatedwiththeprogressionoflungadenocarcinoma.Inaddition,the6 m6A
methylationregulatoryfactorscanbeusedaspotentialbiomarkerstopredicttheprognosisof
lungadenocarcinomapatients.

[Keywords] lungadenocarcinoma;m6Amethylation;TCGAdatabase

  肺癌是世界上最常见的恶性肿瘤,据估计,全球

每年约有2万新发病例,病死率为20%。在影响肺

部系统的所有癌症类型中,非小细胞肺癌占所有肿

瘤80%~85%,包括腺癌、鳞癌、大细胞癌等多种类

型[1]。研 究[2] 表 明,N6-甲 基 腺 嘌 呤 (N6-
methyladenosine,m6A)甲基化调节因子在癌症发

展和预后预测中起着至关重要的作用,但是对 m6A
修饰与肺腺癌之间的关系却知之甚少,m6A甲基化

调节与肺腺癌预后之间的关系仍需进一步验证。本

研究通过生物信息学方法探究 m6A甲基化调节因

子在肺腺癌中的表达情况,并分析其与肺腺癌预后

的相关性。

1 资 料 与 方 法

1.1 数据收集 对于癌症基因组图谱(TheCancer
GenomeAtlas,TCGA)数据库的516例肺腺癌肿瘤

患者,可从GenomicDataCommons(GDC)数据门

户网站下载肿瘤RNA-seq数据(TCGA)(https://

portal.gdc.cancer.gov/),见表1。m6A相关基因来

源于Li等[2]在33种癌症类型中 m6A调节因子的

分子表征和临床意义的研究。

1.2 m6A甲基化调节因子在肺腺癌中的表达 通

过R(v4.0.3)软件包ggplot2和pheatmap分析肺腺

癌中m6A甲基化调节因子的表达与临床病理变量

之间的关系。采用 Wilcox检验分析516个肿瘤组

织和59个癌旁组织中相关m6A甲基化调节因子的

表达水平。癌旁组织样本的所有数据均来 TCGA
数据库中的癌旁样本及 GTExV8版本(https://

gtexportal.org/home/datasets)。采 用 Spearman
相关性分析,探究不同 m6A甲基化调节因子之间

的相关性。

1.3 m6A甲基化调节因子与肺腺癌患者临床病理

特征的关系 为了研究 m6A甲基化调节因子与肺

腺癌患者临床病理特征之间的关系,分别分析在肺

腺癌中差异表达的 m6A 甲基化调节因子与肿瘤

TNM分期、T分期、N分期之间的关系。

表1 肺腺癌患者的临床病理

Table1 Clinicalpathologyofpatientswithlung

adenocarcinoma
(n=516,例数,%)

临床特征 TCGA数据

年龄(岁)

 ≤60 177(34.3)

 >60 339(65.7)
性别

 女性 278(53.9)

 男性 238(46.1)

TNM分期

 Ⅰ 276(53.5)

 Ⅱ 122(23.7)

 Ⅲ 92(17.8)

 Ⅳ 26(5.0)

T分期

 T1 169(32.8)

 T2 278(53.9)

 T3 47(9.1)

 T4 19(3.7)

 TX 3(0.5)

M分期

 M0 347(67.3)

 M1 29(5.6)

 MX 140(27.1)

N分期

 N0 332(64.4)

 N1 97(18.8)

 N2 74(14.3)

 N3 2(0.4)

 NX 11(2.1)

1.4 m6A甲基化调节因子的聚类分析 为了确定

肺腺癌患者中20个 m6A甲基化调节因子的 m6A
修饰模式,使用ConsensusClusterPlusR软件包进

行非监督类聚类分析(consensusclustering),根据

累积分布函数(cumulativedistributionfunction,

CDF)曲线的聚类分数,并评估Delta面积确定最佳

聚类数(k值),从而评估TCGA肺腺癌队列中m6A
甲基化调节因子的m6A修饰特征。

1.5 统计学方法 应用R软件包(v4.0.3)分析数

据。采用单因素Cox回归分析 m6A甲基化调节因

子和临床表型之间进行生存分析,采用 Kaplan-
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Meier法和log-rank检验分析高危组和低危组的

OS;采用多变量Cox回归分析确定影响肺腺癌患者

预后的独立危险因素。P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 m6ARNA甲基化调节因子在肺腺癌中的表

达水平 通过从TCGA数据库中获取的516例肺

腺癌患者的RNA-seq转录组数据及其临床信息,分
析比较了肿瘤组织和癌旁组织中20个 m6ARNA
甲基化调节因子的表达,显示了16个差异表达的调

节因 子。热 图 和 小 提 琴 图 显 示 RBM15B(P<
0.05)、ALKBH5(P<0.05)、YTHDF2(P<0.01)、

IGF2BP1(P<0.001)、IGF2BP3(P<0.001)、

VIRMA(P<0.001)、HNRNPC(P<0.001)、

RBMX(P<0.001)、METTL3(P<0.001)、RBM15
(P<0.001)、HNRNPA2B1(P<0.001)、YTHDF1
(P<0.001)在癌组织中高表达;而 WTAP(P<
0.001)、METTL14(P<0.001)、ZC3H13(P<
0.001)、FTO(P<0.001)在癌旁组织中高表达,见
图1A,1B。Spearman相关性分析显示,在这16个

m6A甲基化调节因子中,每两个调节因子之间相互

比较,其中 m6A甲基化调节因子之间相关性最强

的是 METTL14和ZC3H13,见图1C。

2.2 m6A甲基化调节因子与肺腺癌患者临床病理

特征的关系 结果显示,在16个 m6A甲基化调节

因子 中,IGF2BP1、IGF2BP3、HNRNPC、RBMX、

YTHDC2在不同的TNM分期(Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ)中表

达 差 异 有 统 计 学 意 义 (P<0.05),见图2A。

IGF2BP1、IGF2BP3、HNRNPC、RBMX、METTL3、

YTHDF2、METTL14在不同的 T 分期(T1、T2、

T3)中表达差异有统计学意义(P<0.05),见图2B。

IGF2BP3、YTHDC2在不同的N分期(N0、N1、N2、

N3)中表达差异有统计学意义(P<0.05),见图2C。

2.3 m6A甲基化调节因子的聚类分析 根据20
个甲基化调节因子的表达水平进行非监督类聚类分

析,结果显示聚类数为2时,CDF值增速平缓,没有

样品特别小的分组,聚类稳定性最佳,见图3A、3B。
此时分为2种不同的 m6A修饰模式,称为 m6A聚

类C1、C2。对2组m6A聚类患者的预后分析,显示

2组总体生存率比较差异无统计学意义(P>0.05),
见图3C。然而当聚类数为6时,此时分为6中不同

的m6A修饰模式,称为 m6A聚类C1、C2、C3、C4、

C5、C6,见图3D。对6组 m6A聚类患者的预后分

析,显示6组总体生存率比较差异有统计学意义

(P<0.05),其中C3组预后最好。
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图1 m6A甲基化调节因子在肺腺癌中的表达

A.癌旁组织和肿瘤组织中20个 m6A甲基化调节因子的表达

热图;B.20个 m6A甲基化调节因子的小提琴图。癌旁组织标

记为蓝色,肿瘤组织标记为红色;C.16个 m6ARNA甲基化调

节因子的Spearman相关性分析

*P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001
Figure1 Expressionofm6Amethylationregulatoryfactorsin
lungadenocarcinoma

图2 m6A甲基化调节因子与肺腺癌患者临床病理特征的关系

A.m6A甲基化调节因子与TNM分期的关系;B.m6A甲基化调节因子与T分期的关系;C.m6A甲基化调节因子与N分期的

关系

*P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001

Figure2 Relationshipbetweenm6Amethylationregulatoryfactorsandclinicopathologicalfeaturesoflungadenocarcinoma
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图3 m6A调节因子在肺腺癌中的聚类分类

A.聚类累积分布函数和Delta面积;B.k=2时聚

类矩阵;C.k=2时 m6A聚类的生存分析;D.k=
6时 m6A聚类的生存分析

Figure3 Clusterclassificationofm6Aregulatory
factorsinlungadenocarcinoma

2.4 m6A甲基化调节因子对肺腺癌中预后的影响

 通过单因素Cox回归分析,分析 m6A甲基化调

节因子在肺腺癌中的预后作用,见图4A。其中值得

注意的是IGF2BP3的高表达导致了肺腺癌患者较

差的生存[危险比(hazardratio,HR)为1.624,95%
可 信 区 间 (confidenceinterval,CI)为 1.210~
2.178]。Kaplan-Meier曲 线 结 果 显 示IGF2BP1、

IGF2BP2、IGF2BP3、HNRNPA2B1、HNRNPC 和

RBM15的高表达与不良预后显著相关(P<0.05),
见图4B~4G。考虑到临床病理特征对患者生存率

的影响,纳入患者年龄、性别和肿瘤TNM分期进行

多因素Cox回归分析,与单因素Cox回归分析结果

比 较, 显 示 IGF2BP1、IGF2BP2、IGF2BP3、

HNRNPA2B1、HNRNPC和RBM15是影响肺腺癌

患者预后的独立危险因素,见图4H。
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图4 m6A甲基化调节因子对肺腺

癌预后的影响

A.20个m6A甲基化调节因子的单变量

Cox 回 归 分 析;B - G.IGF2BP1、

IGF2BP2、 IGF2BP3、 HNRNPA2B1、

HNRNPC、RBM15的Kaplan-Meier生存

曲线;H.临床病理学特征和20个 m6A
甲基化调节因子的多变量Cox回归分析

Figure4 Effectofm6Amethylation
regulatoryfactors on prognosis of
lungadenocarcinoma

3 讨  论

N6甲基腺苷修饰,定义为在腺苷的N6位点添

加甲基,是真核生物中最普遍的内部化学修饰[3]。
由一组被称为“书写器”、“清除器”、“阅读器”的蛋白

质组成,其可以影响 RNA代谢的多个方面,包括

mRNA的剪接、稳定性、定位和翻译。参与 m6A甲

基化的蛋白质主要有甲基转移酶、去甲基化酶和

RNA结合蛋白3种类型[4]。m6A mRNA的甲基

化主要由“书写器”蛋白完成,包括甲基转移酶样14
(Methyltransferase-like14,METTL14)、Wilms肿

瘤 1 相 关 蛋 白 (Wilms'tumor 1-associating
protein, WTAP )、 甲 基 转 移 酶 类 3
(methyltransferase-like3,METTL3)、RNA结合蛋

白15(RNA-bindingmotifprotein15,RBM15)和含

锌指 CCCH 结构域的蛋白13(zincfingerCCCH
domain-containingprotein13,ZC3H13)。去甲基

化过程主要由“清除器”蛋白进行,包括 AlkB同系

物5(AlkBhomologous5,ALKBH5)以及脂肪量

和肥胖相关蛋白(fatmassandobesityassociated
protein,FTO)。“阅读器”蛋白主要是RNA降解和

翻译,包 括 5 个 YT521-B(YT521-Bhomology,

YTH)同源性 YTH 结构域家族成员、异质核核糖

核蛋白(Heterogeneousnuclearribonucleoprotein,

hnRNP)和胰岛素样生长因子2mRNA结合蛋白

(Insulinlike growthfactor2 mRNA binding
protein,IGF2BP)[5]。由于“书写器”、“清除器”和
“阅读器”基因协同控制可逆的 m6A修饰,因此在

生理活动和人类疾病,特别是癌症中发挥至关重要

的作用[6]。
近年来,m6A修饰在免疫调节、代谢和细胞分

化等许多生物过程中的作用已被证实。研究[7]显示

RNA的m6A修饰通过调节癌蛋白表达,引起细胞

增殖和肿瘤进展,在癌症发展中发挥着重要的调控

作 用。本 研 究 结 果 表 明 RBM15B、ALKBH5、

YTHDF2、IGF2BP1 、IGF2BP3 、VIRMA 、

HNRNPC、 RBMX、 METTL3 、 RBM15 、

HNRNPA2B1和YTHDF1等12个调节因子上调

癌蛋白表达;而 WTAP、METTL14 、ZC3H13和

FTO等4个调节因子下调癌蛋白表达。在大多数

情况下,METTL3被认为是一种癌基因,促进多种

癌症的发生和发展。例如在肠道中,微生物代谢物

丁酸盐被认为下调 METTL3的表达并抑制结直肠

癌的发展[8]。Wang等[9]在胃癌中显示,P300介导

组蛋白H3在赖氨酸27(H3K27ac)处乙酰化并促进

METTL3转录。研究[10]报道了 METTL3在乳腺

癌中的过表达,并确定Bcl-2是 METTL3的靶标,
证明由于m6AmRNA的甲基化修饰,促进了癌细

胞增殖。而 METTL14被认为是一种抑癌基因,有
研究[11]表明 METTL14缺失与结直肠癌患者的不

良预后相关,敲低 METTL14显著增强了CRC细

胞体外的增殖和侵袭能力,促进了体内致瘤性和转

移性。METTL3和 METLL14虽然分别作为促癌

基因 和 抑 癌 基 因,但 在 本 研 究 中,METTL3 和

METTL14均在肺腺癌中差异表达,如何能针对两

者 设 计 出 有 效 的 靶 点 药 物 需 要 综 合 考 虑。

HNRNPC是一种RNA结合蛋白,Huang等[12]研

究显示HNRNPC的过表达通过上皮-间充质转化

(epithelial-mesenchymaltransition,EMT)促进口

腔鳞状细胞癌的致癌作用。此外,circBACH2(hsa_

circ_0001625)被证实通过 MAPK 信号通路刺激

HNRNPC的表达,从而促进乳腺癌细胞增殖[13]。
含YT521-B同源结构域的蛋白质指导不同的复合

物调节 RNA信号通路,包括 RNA折叠、RNA剪

接、蛋 白 质 翻 译 和 RNA 代 谢[14]。研 究[15]证 实

IGF1/IGF1R抑 制 剂 林 西 替 尼 优 先 靶 向 表 达

YTHDF2的细胞,降低胶质母细胞瘤干细胞活力而

不影响正常神经干细胞,抑制体内胶质母细胞瘤生
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长。研 究[16] 表 明 除 了 原 发 性 肝 细 胞 癌 中 的

YTHDF2以及在头颈部鳞状细胞癌中的YTHDC2
以外,几乎所有的YTH家族蛋白在各种类型的癌

症中 都 作 为 癌 基 因。IGF2BP 蛋 白 家 族 (包 括

IGF2BP1/2/3)作为一个独特的 m6A阅读器,已被

证明与癌症进展密切相关,IGF2BP蛋白家族识别

经甲基化修饰的mRNA,并在稳定的核糖核蛋白颗

粒的背景下延长其生命周期,以促进癌症进展[17]。
还有 研 究[18]证 明 circNDUFB2 作 为 支 架 增 强

TRIM25 和 IGF2BPs 之 间 的 相 互 作 用,促 使

IGF2BPs降解,从而参与非小细胞肺癌的进展。来

自 中 国 国 家 癌 症 中 心 的 队 列 研 究[19] 证 实 了

IGF2BP3高表达可能与性别、肿瘤长度、分化和 T
分期显著相关。本研究结果显示,IGF2BP蛋白家

族不仅参与调控肺腺癌的增殖、侵袭转移等多个生

物过程,还导致肺腺癌患者的不良预后。肺腺癌中

包含多个肿瘤位点,但是部分基因在不同的肿瘤类

型中表现出相互矛盾的作用,因此生物信息学分析

成为探索肺腺癌核心基因、为肿瘤治疗提供潜在靶

点的有效途径。
综上所述,m6A甲基化调节因子的表达与肺腺

癌患者的临床病理特征密切相关。6个 m6A调节

因子也是影响肺腺癌患者生存预后的独立危险因

素,可以作为预测肺腺癌患者预后的潜在生物标志

物。本研究基于TCGA数据库,是否适用于中国人

还有待于进一步研究。由于临床分析有一定的局限

性,接下来还需要开展基础实验来进一步验证结果

的可靠性。
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