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基于外周血单个核细胞 ＡＴＭ 基因甲基化的
联合模型在胰腺癌早期诊断中的价值

祝永才１ꎬ谢艳２ꎬ齐秋晨１ꎬ李培龙１ꎬ王传新１ꎬ杜鲁涛２

(１.山东大学第二医院检验医学中心ꎬ山东 济南 ２５００３３ꎻ２.山东大学齐鲁医院检验医学中心ꎬ山东 济南 ２５００１２)

摘要:目的　 利用随机森林算法建立并验证基于共济失调毛细血管扩张突变(ａｔａｘｉａ ｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉａ ｍｕｔａｔｅｄꎬ ＡＴＭ)
基因甲基化和临床检验指标的胰腺癌联合诊断模型ꎬ为胰腺癌的早期诊断提供新途径ꎮ 方法　 回顾性收集 １１８ 例

胰腺癌患者(胰腺癌组)和 ７３ 例健康对照者(健康对照组)的外周血单个核细胞(ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ
ｃｅｌｌｓꎬ ＰＢＭＣｓ)标本以及临床检验指标检测结果ꎬ分为发现集、训练集和验证集ꎮ 在发现集中ꎬ利用 ９３５Ｋ 甲基化芯

片对两组的 ＰＢＭＣｓ 样本进行差异甲基化位点(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ｐｏｉｎｔｓꎬ ＤＭＰｓ)分析ꎮ 在训练集和验证集样

本中ꎬ采用焦磷酸测序对候选 ＤＭＰ 进行验证ꎮ 在训练集中ꎬ利用随机森林算法进行变量筛选并构建联合诊断模

型ꎬ并采用受试者工作特征( ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃꎬ ＲＯＣ)曲线在验证集中评价模型在胰腺癌各期以及在

糖类抗原 １９￣９(ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ １９￣９ꎬ ＣＡ１９￣９)阴性患者中的诊断效能ꎮ 结果　 甲基化芯片结果显示ꎬ以 ｜ Δβ ｜
≥０.１ꎬ且 Ｐ<０.０１ 的筛选条件ꎬ获得 １３２ 个 ＤＭＰｓꎬ其中 ＡＴＭ 基因 ＤＭＰ 的甲基化水平在胰腺癌组的 ＰＢＭＣｓ 中显

著高表达ꎬ且能够区分胰腺癌组和健康对照组(ＡＵＣ ＝ ０.８７１ꎬＰ<０.００１)ꎮ 焦磷酸测序结果进一步表明ꎬ胰腺癌组

ＰＢＭＣｓ 的 ＡＴＭ 基因 ＤＭＰ 呈高甲基化水平ꎮ 基于随机森林算法的变量筛选获得 ３ 个变量 ＡＴＭ 基因 ＤＭＰ、
ＣＡ１９￣９ 和白蛋白(ａｌｂｕｍｉｎꎬ ＡＬＢ)ꎬ在训练集和验证集中ꎬＣＡ１９￣９ 表达水平在胰腺癌组中显著升高(Ｐ<０.００１)ꎬ
ＡＬＢ 表达水平明显降低(Ｐ<０.００１)ꎮ 以上述 ３ 个变量水平为特征ꎬ训练集中通过随机森林构建的联合诊断模型

(“ＡｍＣＡ”)对胰腺癌诊断效能的曲线下面积(ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅꎬ ＡＵＣ)为 ０.９９２(９５％ＣＩ:０.９５２~ １.０００)ꎮ 验证

集中模型对胰腺癌诊断效能的 ＡＵＣ 为 ０.９８２ (９５％ＣＩ:０.８９５~１.０００)ꎬ优于单独 ＣＡ１９￣９ 的 ＡＵＣ 值[０.８４０(９５％ＣＩ:
０.７０５~０.９３０)]ꎻ模型对早期胰腺癌诊断效能良好ꎬⅠ期和Ⅱ期胰腺癌诊断效能的 ＡＵＣ 分别为１.０００(９５％ＣＩ:
０.８６３~１.０００)和 ０.９７９(９５％ＣＩ:０.８４０ ~ １.０００)ꎮ 模型对 ＣＡ１９￣９ 阴性胰腺癌患者诊断效能的 ＡＵＣ 为 ０.７５１(９５％
ＣＩ:０.６３９~０.８４３)ꎬ敏感度为 ５２.２％ꎬ特异度为 ９８.１％ꎮ 结论　 ＡＴＭ 基因在胰腺癌患者的 ＰＢＭＣｓ 中呈高甲基化水

平ꎬ以 ＡＴＭ 基因高甲基化、高 ＣＡ１９￣９ 和低 ＡＬＢ 水平为特征ꎬ借助随机森林算法构建的联合诊断模型在胰腺癌的

早期诊断中具有重要临床价值ꎬ并能够弥补常规标志物 ＣＡ１９￣９ 诊断性能不足ꎮ
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(ＡＴＭ) ｇｅｎｅ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｅｓｔ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｒａｎｄｏｍ ｆｏｒｅｓｔ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ １１８ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ



祝永才ꎬ等.基于外周血单个核细胞 ＡＴＭ 基因甲基化的联合模型在胰腺癌早期诊断中的价值 ７９　　　 　

ｏｆ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓ (ＰＢＭＣｓ) ｆｒｏｍ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ (ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｕｐ) ａｎｄ ７３ ｓｐｅｃ￣
ｉｍｅｎｓ ｆｒｏｍ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌｓ (ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ) ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ. Ｔｈｅｙ
ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｓｅｔꎬ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｓｅｔ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｓｅｔ. Ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｓｅｔꎬ ９３５Ｋ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｃｈｉｐ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ｐｏｉｎｔｓ (ＤＭＰｓ) ｏｆ ＰＢＭＣｓ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｂｏｔｈ ｇｒｏｕｐｓ. Ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｓｅｔ ａｎｄ ｖａｌｉｄａ￣
ｔｉｏｎ ｓｅｔ ｓａｍｐｌｅｓꎬ ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｖａｌｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ＤＭＰｓ. Ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｓｅｔꎬ ｒａｎｄｏｍ ｆｏｒｅｓｔ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｍｏｄｅｌ. Ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｉｎ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ａｎｄ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ １９￣９ (ＣＡ１９￣９) ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｓｅｔ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ (ＲＯＣ) ｃｕｒｖｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｂｅａｄｃｈｉｐ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｜ Δβ ｜ ≥０.１ ａｎｄ Ｐ<０.０１ꎬ １３２ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ｐｏｉｎｔｓ
(ＤＭＰｓ) ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍꎬ ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ＡＴＭ ｇｅｎｅ ＤＭＰｓ ｉｎ ＰＢＭＣｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｉｔ ｃｏｕｌｄ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ ｔｈｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｕｐ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ＡＵＣ＝ ０.８７１ꎬ Ｐ<０.００１) . Ｔｈｅ ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ＡＴＭ ｇｅｎｅ ＤＭＰｓ ｉｎ ＰＢＭＣｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｎ ａ ｈｉｇｈ￣ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ. Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｖａｒｉａｂｌｅ
ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｎｄｏｍ ｆｏｒｅｓｔ ａｌｇｏｒｉｔｈｍꎬ ｔｈｒｅｅ ｖａｒｉａｂｌｅｓꎬ ＡＴＭ ｇｅｎｅ ＤＭＰꎬ ＣＡ１９￣９ꎬ ａｎｄ ａｌｂｕｍｉｎ (ＡＬＢ)ꎬ ｗｅｒｅ
ｏｂｔａｉｎｅｄ. Ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｓｅｔ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｓｅｔꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＣＡ１９￣９ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.００１)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＬＢ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.００１) . Ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｔｈｒｅｅ ｖａｒｉａｂｌｅｓ ａｓ ｆｅａｔｕｒｅｓꎬ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｍｏｄｅｌ (" ＡｍＣＡ" ) ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｒａｎｄｏｍ ｆｏｒｅｓｔ
ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｓｅｔ ｈａｄ ａｎ ＡＵＣ ｏｆ ０.９９２ (９５％ＣＩ: ０.９５２￣１.０００) ｆｏｒ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ. Ｔｈｅ ＡＵＣ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｉｎ
ｔｈｅ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｓｅｔ ｗａｓ ０.９８２ (９５％ＣＩ: ０.８９５￣１.０００)ꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｕｐｅｒｉｏｒ ｔｏ ｔｈｅ ＡＵＣ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＣＡ１９￣９ ａｌｏｎｅ (０.８４０ꎬ
９５％ＣＩ: ０.７０５￣０.９３０)ꎻ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｈａｄ ｇｏｏｄ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｆｏｒ ｅａｒｌｙ￣ｓｔａｇｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒꎬ ｗｉｔｈ ＡＵＣ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ
１.０００(９５％ＣＩ: ０.８６３￣１.０００) ａｎｄ ０.９７９ (９５％ＣＩ: ０.８４０￣１.０００) ｆｏｒ ｓｔａｇｅ Ｉ ａｎｄ ｓｔａｇｅ ＩＩ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
Ｔｈｅ ＡＵＣ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｎｇ ＣＡ１９￣９￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗａｓ ０.７５１ (９５％ＣＩ: ０.６３９￣０.８４３)ꎬ
ｗｉｔｈ ａ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ５２.２％ ａｎｄ ａ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ９８.１％. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ＡＴＭ ｇｅｎｅ ｉｓ ｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ｉｎ ＰＢＭＣｓ ｏｆ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂｙ ＡＴＭ ｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎꎬｈｉｇｈ ＣＡ１９￣９ ａｎｄ ｌｏｗ ＡＬＢ ｌｅｖｅｌｓꎬ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｍｏｄｅｌ ｂｕｉｌｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒａｎｄｏｍ ｆｏｒｅｓｔ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ ｈｏｌｄｓ ｇｒｅａｔ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｖａｌｕｅ ｆｏｒ ｅａｒｌｙ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｓꎬ
ａｎｄ ｃａｎ ｍａｋｅ ｕｐ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ＣＡ１９￣９.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒꎻ Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓꎻ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎꎻ Ｅａｒｌｙ ｄｉａｇｎｏｓｉｓꎻ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍａｒｋｅｒ

　 　 近年来ꎬ国内外胰腺癌发病率和死亡率均呈明

显上升趋势ꎮ 其恶性程度较高ꎬ进展迅速ꎬ且早期症
状不典型ꎬ大部分患者在首次就诊时已进展至中晚
期[１]ꎬ导致胰腺癌患者预后差ꎬ五年生存率不足
１０％ꎬ远低于其他常见恶性肿瘤ꎮ 因此提高胰腺癌
的早期诊断率是改善胰腺癌患者整体预后的关键ꎮ
然而胰腺癌的早期诊断是世界性难题ꎬ其早诊率仅
为 ５％左右[２]ꎮ 影像检查、以糖类抗原１９￣９( ｃａｒｂｏ￣
ｈｙｄｒａｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ １９￣９ꎬ ＣＡ１９￣９)为代表的血清学标志
物检查、“金标准”病理学检查等是现有的临床诊断
方法ꎬ但是受到敏感度和准确度较低以及病理检查
的有创性等因素影响ꎬ在早期胰腺癌的诊断方面未
能获得理想效果[３￣６]ꎮ 因此ꎬ需寻找新型无创诊断
标志物ꎬ推动实现胰腺癌的早期发现ꎮ

在现代肿瘤诊疗领域ꎬ肿瘤 ＤＮＡ 甲基化标志
物在癌症早期诊断中扮演着重要角色ꎮ ＤＮＡ 甲基
化是指 ＤＮＡ 甲基转移酶(ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓꎬ
ＤＮＭＴｓ)将甲基加到 ＤＮＡ ＣｐＧ 序列中胞嘧啶的
５′碳位ꎬ形成 ５￣甲基胞嘧啶的过程ꎬ是一种 ＤＮＡ 的

共价修饰形式ꎮ ＤＮＡ 甲基化异常可发生在肿瘤形

成的早期阶段ꎬ通过检测与肿瘤发生发展相关的甲

基化标志物如差异甲基化位点(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｍｅｔｈ￣
ｙｌａｔｅｄ ｐｏｉｎｔｓꎬ ＤＭＰｓ)ꎬ可以辅助癌症早期诊断[７]ꎮ
有研究表明ꎬ外周血单个核细胞( ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ
ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓꎬ ＰＢＭＣｓ)中存在与肿瘤相关的特

异性甲基化变化ꎬ为癌症早期诊断生物标志物研究

提供了一个新方向[８]ꎬ但在胰腺癌中的诊断价值有

待进一步探索ꎮ
随着机器学习大数据分析技术的发展ꎬ临床检

验指标在肿瘤诊断中的作用日益凸显ꎮ 本研究旨在

利用随机森林算法联合 ＰＢＭＣｓ 的 ＤＮＡ 甲基化位

点即共济失调毛细血管扩张突变(ａｔａｘｉａ ｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａ￣
ｓｉａ ｍｕｔａｔｅｄꎬ ＡＴＭ)基因 ＤＭＰ 甲基化水平、肝功能

指标和 ＣＡ１９￣９ 等指标开发一种胰腺癌早期无创辅

助诊断模型ꎬ为胰腺癌筛查和分子诊断标志物研发

提供实验依据和新思路ꎬ从而有助于提高胰腺癌的

早期诊断率ꎮ
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１　 资料与方法

１.１　 临床资料

１.１.１　 研究对象

选取 ２０２４ 年 ５ 月 ３０ 日至 １０ 月 ３０ 日于山东大

学齐鲁医院确诊的 １１８ 例胰腺癌患者临床资料ꎬ进
行回顾性病例对照分析ꎬ其中男 ７４ 例ꎬ女 ４４ 例ꎬ
３８~７５岁ꎬ平均 ５８ 岁ꎮ 随机选取 １４ 例胰腺癌样本

作为发现集的胰腺癌组ꎬ其他样本以 ７ ∶３的比例随

机划分为训练集胰腺癌组(ｎ ＝ ７２)和验证集胰腺癌

组(ｎ＝ ３２)ꎻ胰腺癌患者Ⅰ期 ３０ 例ꎬⅡ期 ３６ 例ꎬⅢ期

２２ 例ꎬⅣ期 ３０ 例ꎮ ＣＡ１９￣９ 阴性的胰腺癌患者是指

其患有胰腺癌但血清 ＣＡ１９￣９ 水平低于 ３７ Ｕ / ｍＬꎮ
本研究 ＣＡ１９￣９ 阴性的胰腺癌患者 ２３ 例ꎮ 同时选

取山东大学齐鲁医院健康管理中心健康对照者

７３ 例ꎬ其中男 ４８ 例ꎬ女 ２５ 例ꎬ４０~７０ 岁ꎬ平均 ５７ 岁ꎬ
随机选取 ２０ 例与发现集胰腺癌组性别、年龄相匹配

的样本作为发现集健康对照组ꎬ其他样本以７ ∶３的比

例随机划分为训练集健康对照组(ｎ ＝ ３７)和验证集

健康对照组(ｎ＝ １６)ꎮ 本研究通过山东大学齐鲁医

院伦理委员会批准许可(ＫＹＬＬ￣２０２３０８￣００３)ꎬ所有

研究对象知情同意ꎮ
１.１.２　 纳入标准

胰腺癌组:①均为初诊患者ꎬ且无相关手术、放
射和化疗治疗史ꎻ②经病理切除或者穿刺组织细胞

学确认为胰腺癌且明确 ＴＮＭ 分期ꎮ 胰腺癌诊断依

据国家卫生健康委办公厅«胰腺癌诊疗指南(２０２２
年版)» [１]ꎬＴＮＭ 分期参考国际抗癌联盟 /美国癌症

联合会发布的第 ８ 版胰腺癌 ＴＮＭ 分期标准[９]ꎮ 健

康对照组:①无肿瘤病史ꎻ②影像学 ＣＴ 检查等无明

显异常ꎻ③无心、肝、肾等重大疾病ꎮ
１.１.３　 排除标准

胰腺癌组:①合并其他来源的恶性肿瘤ꎻ②患有

自身免疫疾病ꎻ③有传染病或为携带者ꎻ④外周血标

本的血液量过少ꎮ 健康对照组:①有肿瘤病史ꎻ②患

有自身免疫疾病ꎻ③有传染病或为携带者ꎻ④外周血

标本的血液量过少ꎮ
１.１.４　 主要试剂与仪器

Ｈｉｓｔｏｐａｑｕｅ￣１０７７ 人淋巴细胞分离液购自美国

Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ磷酸盐缓冲盐溶液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓａｌｉｎｅꎬ ＰＢＳ)购自中国上海索莱宝科技有限公司ꎬ血
液 /细胞 /组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购自中国北

京天根生化科技有限公司ꎬＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ￣ＧｏｌｄＴＭ Ｋｉｔ
试剂盒购自美国 Ｚｙｍｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ 公司ꎬＰＣＲ 扩增引

物和焦磷酸测序引物购自中国苏州金唯智生物科技

有限公司ꎬＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ 预混型 ｑＰＣＲ 试

剂盒购自中国湖南艾科瑞生物工程有限公司ꎮ
Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 超微量分光光度计(美国 Ｔｈｅｒｍｏ

公司)ꎬＩｌｌｕｍｉｎａ Ｉｎｆｉｎｉｕｍ 􀅺 Ｈｕｍａｎ Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ９３５
ＢｅａｄＣｈｉｐ 测序平台(美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司)ꎬＰｙｒｏＭａｒｋ
Ｑ４８ 焦磷酸测序仪(德国 Ｑｉａｇｅｎ 公司)ꎬ实时荧光定

量 ＰＣＲ 仪(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎬ台式高速离心机

(中国上海索莱宝科技有限公司)ꎬ－８０ ℃超低温冰

箱(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 胰腺癌组和健康对照组的临床资料

收集两组的一般资料信息ꎬ包括性别、年龄、吸烟

史、饮酒史和既往史等ꎻ临床检验指标包括 ＣＡ１９￣９、
丙氨酸氨基转移酶(ａｌａｎｉｎｅ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅꎬ ＡＬＴ)、天
门 冬 氨 酸 氨 基 转 移 酶 ( ａｓｐａｒｔａｔｅ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅꎬ
ＡＳＴ)、γ￣谷丙酰基转移酶(ｇａｍｍａ￣ｇｌｕｔａｍｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ
ＧＧＴ)、碱性磷酸酶(ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬ ＡＫＰ)、总胆

红素(ｔｏｔａｌ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎꎬ ＴＢＩＬ)、白蛋白(ａｌｂｕｍｉｎꎬ ＡＬＢ)和
血小板计数(ｐｌａｔｅｌｅｔ ｃｏｕｎｔꎬ ＰＬＴ)等ꎮ
１.２.２　 ＰＢＭＣｓ 的分离

使用 Ｈｉｓｔｏｐａｑｕｅ￣１０７７ 人淋巴细胞分离液ꎬ严格

按照说明书提取ꎮ 步骤为:在 １５ ｍＬ 离心管中加入

约 ４ ｍＬ 的分离液ꎬ用吸管将约 ２~４ ｍＬ 的外周血沿

管壁缓慢加入离心管ꎬ呈现出初步的分层状态ꎬ
４００×ｇ离心 ３０ ｍｉｎꎮ 离心后ꎬ得到中间的白膜分层ꎬ
用吸管小心吸取白膜层至新的 １５ ｍＬ 离心管ꎬ加入

１０ ｍＬ ＰＢＳꎬ洗涤 １ 次ꎬ２５０×ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ
底部沉淀即为 ＰＢＭＣｓꎬ放置于－８０ ℃冰箱备用ꎮ
１.２.３　 ＤＮＡ 提取与转化

使用血液 /细胞 /组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂

盒ꎬ严格按照说明书提取 ＤＮＡꎬ提取后用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ
２０００ 超微量分光光度计测定浓度ꎮ 使用 Ｍｅｔｈｙｌａ￣
ｔｉｏｎ￣ＧｏｌｄＴＭＫｉｔ 试剂盒ꎬ严格按照说明书对 ＤＮＡ 进

行亚硫酸氢盐转化ꎬ转化后的 ＤＮＡ 放入－８０ ℃冰箱

备用ꎮ
１.２.４　 ９３５Ｋ 甲基化芯片检测

胰腺癌组(１４ 例)和健康对照组(２０ 例)ＰＢＭＣｓ
的 ＤＮＡ 甲基化水平采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｉｎｆｉｎｉｕｍ 􀅺 Ｈｕｍａｎ
Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ９３５ ＢｅａｄＣｈｉｐ 进行全基因组(覆盖基因

的不同区域ꎬ包括 ＣｐＧ 岛、启动子、编码区、开放染

色质和增强子等约 ９３５ ０００ 个 ＣｐＧ 位点)甲基化测

序ꎬ使用 Ｒ 包中的 ＣｈＡＭＰ 包对测序数据进行分析ꎬ
确定高甲基化和低甲基化差异位点ꎮ β 值表示

ＤＮＡ 的甲基化水平ꎬΔβ 表示胰腺癌组的平均甲基

化水平减去健康对照组的平均甲基化水平ꎮ 两组间

的差异甲基化位点被定义为: ｜ Δβ ｜ ≥０.１ꎬ且 Ｐ<０.０１
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的甲基化位点ꎮ
１.２.５　 引物设计

由 ＰｙｒｏＭａｒｋ Ａｓｓａｙ Ｄｅｓｉｇｎ ２.０ 软件依据 ９３５Ｋ
芯片中候选目标基因甲基化位点(即 ＡＴＭ 基因

ＤＭＰ)的“ ｆｏｒｗａｒｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ”碱基序列进行 ＰＣＲ 扩

增引物(包括正向引物和反向引物)和焦磷酸测序

引物的设计ꎬ生成的碱基序列为:正向引物 ＧＡＴＡＴ￣
ＡＧＴＧＡＡＡＧＡＴＴＴＡＴＴＴＡＡＴＧＧＴＧＴＴꎻ 反 向 引 物

(５′修饰) ＣＡＣＣＡＡＴＡＴＴＴＴＣＴＣＡＣＡＡＡＡＡＡＡＡＴ￣
ＡＴＣＴꎻ 测 序 引 物 ＴＧＡＡＡＧＡＴＴＴＡＴＴＴＡＡＴＧＧＴ￣
ＧＴＴＡꎮ
１.２.６　 焦磷酸测序

取亚硫酸氢盐转化后的 ＤＮＡ 标本ꎬ在冰上融

化 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ 预混型 ｑＰＣＲ 试剂盒ꎮ
按照如下条件配制每个八连排孔的反应体系:
６.５ μＬ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ 预混型 ｑＰＣＲ 试剂

盒试剂、１.３ μＬ 转化后的 ＤＮＡ 模版、０.２６ μＬ 正向

引物(１０ ｍｍｏｌ)、０.２６ μＬ 反向引物(１０ ｍｍｏｌ) 和

４.６８ μＬ无菌无酶水ꎮ
随后将配置好的体系(１３ μＬ)及亚硫酸氢盐转

化后的 ＤＮＡ 模板(１.３ μＬ)加入 ＰＣＲ 反应的八连

排管孔中ꎬ盖紧盖子ꎮ 将用于 ＰＣＲ 反应的八连排放

置于实时荧光定量 ＰＣＲ 仪中ꎬ对转化后的 ＤＮＡ 进

行 ＰＣＲ 扩增ꎬ反应程序: ９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ１ 次ꎻ
９５ ℃ 变性 １５ ｓꎬ３５ 次ꎻ ５５ ℃ 退火 １５ ｓꎬ３５ 次ꎻ ７２ ℃
延伸 １５ ｓꎬ３５ 次ꎻ７２ ℃终末延伸 １ ｍｉｎꎬ１ 次ꎮ

向样本盘中的各孔加入 １０ μＬ 扩增后产物和

３ μＬ磁珠ꎬ使用 ＰｙｒｏＭａｒｋ Ｑ４８ 焦磷酸测序仪检测目

标基因位点的甲基化水平ꎮ
１.２.７　 特征筛选

通过随机森林算法完全随机化分组ꎬ以 ７ ∶ ３
的比例划分为训练集和验证集ꎬ在训练集利用随

机森林构建本研究 １１ 个变量的全变量模型并训

练模型ꎬ调整超参数ꎬ建立包含全部特征的预测

模型ꎬ得到各个特征的变量重要性ꎻ根据变量重

要性ꎬ逐个纳入变量到随机森林模型中ꎬ并计算

纳入不同数量变量时的模型评价指标ꎻ选择随着

变量增加ꎬ而模型性能提高不明显时的模型所包

含的最少数量特征ꎬ作为后续模型构建的特征

变量ꎮ
１.２.８　 模型构建

利用随机森林算法在训练集上进行重抽样成五

份ꎬ用于构建超参数网格搜索ꎬ寻找模型最优的超参

数组合ꎻ将超参数应用于训练集进行模型的训练ꎬ其
截止值(Ｃｕｔ￣ｏｆｆ 值)设定为使约登指数值达到最大

时的模型预测值ꎻ固定模型参数应用于验证集来验

证模型的性能ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.３.０ 和 ＳＰＳＳ ２６.０ 统计学

软件ꎮ 采用 Ｓｈａｐｉｒｏ￣Ｗｉｌｋ 方法检验计量资料是否符

合正态分布ꎮ 符合正态分布的计量资料以􀭰ｘ±ｓ表示ꎬ
两组间比较采用两独立样本 ｔ 检验ꎻ偏态分布的计

量资料资料以 Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)表示ꎬ两组间比较采用

Ｍａｎｎ￣Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验ꎮ 分类变量用 ｎ(％)表示ꎬ两
组间比较采用 χ２ 检验ꎮ 随机森林机器学习算法在

Ｒ ４.４.１ 上进行ꎬ采用随机抽样ꎬ其中 ７０％的数据集作

为训练集ꎬ３０％作为验证集ꎮ 采用 ＭｅｄＣａｌｃ ２０.０.２２
软件绘制受试者工作特征( ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃ￣
ｔｅｒｉｓｔｉｃꎬ ＲＯＣ) 曲线ꎬ曲线下面积 (ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ
ｃｕｒｖｅꎬ ＡＵＣ)用于分析联合模型对胰腺癌患者的辅

助诊断价值ꎬ采用 ＤｅＬｏｎｇ 检验比较两组 ＡＵＣ 值间

的差异ꎮ 使用 Ｒ 包的京都基因与基因组百科全书

(ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓꎬ ＫＥＧＧ)
进行 ＫＥＧＧ 富集分析ꎬ富集分析使用 Ｆｉｓｈｅｒ 精确检

验ꎮ 检验水准 α＝ ０.０５(双侧)ꎮ

２　 结　 果

２.１　 临床资料比较

胰腺癌组和健康对照组性别、年龄差异无统

计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ胰腺癌组血清学肿瘤标志物

ＣＡ１９￣９ 表达水平显著高于健康对照组(Ｐ<０.０５)ꎻ
其他 部 分 指 标 健 康 对 照 组 缺 失 未 统 计 差 异ꎬ
见表 １ꎮ

表 １　 胰腺癌组与健康对照组的临床资料比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄａｔａ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

项目

胰腺癌组

发现集
(ｎ＝ １４)

训练集
(ｎ＝ ７２)

验证集
(ｎ＝ ３２)

总计
(ｎ＝ １１８)

健康对照组

发现集
(ｎ＝ ２０)

训练集
(ｎ＝ ３７)

验证集
(ｎ＝ １６)

总计
(ｎ＝ ７３)

ｔ / Ｚ / χ２ Ｐ

年龄 ６２.１±６.９ ５７.０±８.０ ５８.８±７.０ ５８.１±７.８ ６１.１±６.７ ５５.３±５.２ ５４.７±６.１ ５６.７±６.１ １.３４０ ０.１８１ ９
性别 / ｎ(％) ０.１８１ ０.６７１ ０
　 男 ７(５０.０) ４７(６５.３) ２０(６２.５) ７４(６２.７) １０(５０.０) ２８(７５.７) １０(６２.５) ４８(６５.８)
　 女 ７(５０.０) ２５(３４.７) １２(３７.５) ４４(３７.３) １０(５０.０) ９(２４.３) ６(３７.５) ２５(３４.２)
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续表

项目

胰腺癌组

发现集
(ｎ＝ １４)

训练集
(ｎ＝ ７２)

验证集
(ｎ＝ ３２)

总计
(ｎ＝ １１８)

健康对照组

发现集
(ｎ＝ ２０)

训练集
(ｎ＝ ３７)

验证集
(ｎ＝ １６)

总计
(ｎ＝ ７３)

ｔ / Ｚ / χ２ Ｐ

ＣＡ１９￣９
/ (Ｕ / ｍＬ)

２２９.５
(４０.４ꎬ
６ ０７０.５)

２０９.５
(４３.７ꎬ
８００.０)

１５９.０
(２５.４ꎬ
６０８.８)

１８６.５
(４３.３ꎬ
８００.０)

１３.０±６.６
９.８

(７.６ꎬ
１４.７)

１０.０±４.４
９.８

(７.５ꎬ
１５.４)

８.７０９ <０.００１

有吸烟史 /
ｎ(％) ４(２８.６) ２９(４０.３) ８(２５.０) ４１(３４.７) — — — —

有饮酒史 /
ｎ(％) ６(４２.９) ２５(３４.７) ９(２８.１) ４０(３３.９) — — — —

ＴＮＭ 分期 /
ｎ(％)

　 Ⅰ ２(１４.３) １９(２６.４) ９(２８.１) ３０(２５.４) — — — —

　 Ⅱ ５(３５.７) １９(２６.４) １２(３７.５) ３６(３０.５) — — — —

　 Ⅲ ２(１４.３) １５(２０.８) ５(１５.６) ２２(１８.６) — — — —

　 Ⅳ ５(３５.７) １９(２６.４) ６(１８.８) ３０(２５.４) — — — —

２.２　 ９３５Ｋ 甲基化芯片分析差异甲基化位点及其所

在基因的通路富集分析

９３５Ｋ 甲基化芯片结果显示ꎬ在 ｜ Δβ ｜ ≥０.１ꎬ且
Ｐ<０.０１的筛选条件下ꎬ共计发现 １３２ 个差异甲基化

位点ꎬ其中高甲基化位点 ２８ 个ꎬ低甲基化位点 １０４
个(图 １Ａ)ꎮ 转录起始位点( ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｓｔａｒｔ ｓｉｔｅꎬ
ＴＳＳ)上下游附近的 ＣｐＧ 位点在调控基因表达中

发挥重要作用ꎬ分析两组间 ＴＳＳ 上下游区域 ＣｐＧ
位点甲基化差异情况ꎬ显示胰腺癌组 ＴＳＳ 上下游

附近的 ＣｐＧ 位点整体甲基化水平明显低于健康对

照组(图 １Ｂ)ꎮ ＫＥＧＧ 分析显示ꎬ差异甲基化位点

所在的基因主要与癌症中的基因表达调控、细胞

周期和信号转导、脂质代谢等通路相关(图 １Ｃ)ꎮ

图 １　 ９３５Ｋ 甲基化芯片发现差异位点与 ＫＥＧＧ 通路富集分析
Ａ:９３５Ｋ 芯片差异甲基化位点火山图ꎻ Ｂ:ＴＳＳ 区域附近的差异 ＣｐＧ 位点甲基化水平ꎻ Ｃ:差异甲基化位点 ＫＥＧＧ 富集
分析的前 ３０ 条通路图ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ９３５Ｋ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ｆｏｕｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ
Ａ: ９３５Ｋ ｃｈｉｐ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＣｐＧ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｖｉｃｉｎｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＴＳＳ
ｒｅｇｉｏｎꎻ Ｃ: Ｔｏｐ ３０ ｐａｔｈｗａｙ ｍａｐｓ ｆｏｒ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ.
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２.３　 甲基化标志物的筛选及验证

共筛选到 ５ 个高甲基化基因 ＤＭＰｓꎬ将 ５ 个

ＤＭＰｓ 的 ＡＵＣ 值依次排序(图 ２Ａ)ꎬ显示两性蛋白

(ａｍｐｈｉｐｈｙｓｉｎꎬ ＡＭＰＨ)基因和 ＡＴＭ 基因 ＤＭＰｓ 的

ＡＵＣ 分别为 ０.８８２ 和 ０.８７１ꎬ能较好的区分胰腺癌

患者和健康对照者ꎮ 溶质载体家族 ２９ 成员 ３( ｓｏｌ￣
ｕｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆａｍｉｌｙ ２９ ｍｅｍｂｅｒ ３ꎬ ＳＬＣ２９Ａ３)基因、鸟
苷酸 结 合 蛋 白 ５ ( ｇｕａｎｙｌａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ５ꎬ
ＧＢＰ５)基因和突变 Ｓ 同源物 ３ (ｍｕｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇ ３ꎬ
ＭＳＨ３)基因 ＤＭＰｓ 的 ＡＵＣ 值分别为 ０.８０７、０.７６０
和 ０.７６０ꎬ明显低于 ＡＭＰＨ 和 ＡＴＭ 基因 ＤＭＰｓꎬ因

此未纳入这 ３ 个基因的 ＤＭＰｓ 进一步验证ꎮ 针对上

述诊断效能较好的 ２ 个 ＤＭＰｓꎬ采用 ＰｙｒｏＭａｒｋ Ａｓｓａｙ
Ｄｅｓｉｇｎ ２.０ 软件对候选甲基化位点进行引物序列的

设计ꎮ 但是 ＡＭＰＨ 基因 ＤＭＰ 的反向引物序列无法

生成ꎬ该基因 ＤＭＰ 无法进行后续的焦磷酸测序验

证ꎻＡＴＭ 基因 ＤＭＰ 在引物序列设计过程中表现良

好且未提示异常信息ꎬ将该位点进行后续的验证ꎮ
将 ＡＴＭ 基因 ＤＭＰ 在训练集和验证集样本中进行

焦磷酸测序验证ꎬ结果显示ꎬＡＴＭ 基因 ＤＭＰ 的甲

基化水平在胰腺癌患者中显著高表达(Ｐ<０.００１)ꎬ
趋势与 ９３５Ｋ 芯片发现集一致(图 ２Ｂ、Ｃ)ꎮ

图 ２　 甲基化位点 ＡＴＭ 基因 ＤＭＰ 的筛选及验证
Ａ:发现集筛选到 ５ 个基因 ＤＭＰｓ 的 ＡＵＣ 值排序棒棒糖图ꎻ Ｂ:ＡＴＭ 基因 ＤＭＰ 在 ９３５Ｋ 芯片中两组的甲基化水平比较ꎻ
Ｃ:ＡＴＭ 基因 ＤＭＰ 在训练集和验证集中的表达ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＴＭ ｇｅｎｅ ＤＭＰ ａｔ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ
Ａ: Ｔｈｅ ｓｏｒｔｅｄ ｂａｒ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＡＵＣ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ５ ＤＭＰｓ ｇｅｎｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇꎻ Ｂ: Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ
ｏｆ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＴＭ ｇｅｎｅ ＤＭＰ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｎ ９３５Ｋ ｃｈｉｐꎻ Ｃ: Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＴＭ ｇｅｎｅ ＤＭＰ ｗａｓ
ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｓｅｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｓｅｔ.

２.４　 随机森林模型变量特征的筛选及纳入

将胰腺癌组和健康对照组临床资料进行统计ꎬ
可用于变量筛选的变量共计 １１ 个:ＡＴＭ 基因 ＤＭＰ
甲基化水平、ＣＡ１９￣９、性别、年龄、ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＧＴ、
ＡＫＰ、ＴＢＩＬ、ＡＬＢ 和 ＰＬＴꎮ 通过随机森林算法ꎬ计算

每个变量特征的重要性ꎬ然后按照特征重要性排序

(图 ３Ａ)ꎬ依次纳入模型ꎬ通过观察模型在训练集的

性能表现ꎬ如准确度、ＡＵＣ、敏感度和特异度等指

标ꎬ经综合判断ꎬ最终筛选获得 ＡＴＭ 基因 ＤＭＰ 甲

基化、ＣＡ１９￣９ 和 ＡＬＢ 水平 ３ 个变量(图 ３Ｂ)ꎮ 在训

练集和验证集样本中ꎬ与健康对照组相比ꎬ胰腺癌组

ＡＴＭ 基因 ＤＭＰ 甲基化和 ＣＡ１９￣９ 水平均升高

[ＡＴＭ 基因 ＤＭＰ 为 ５５. ５ ± ８. ４ ｖｓ. ４４. ０ ± ６. ０ꎬ ｔ ＝
９.９４６ꎬＰ< ０.００１ꎻＣＡ１９￣９ 为 １８６.５(４３.７ꎬ７４９.８) ｖｓ.
９.７(７.２ꎬ１３.９)ꎬＺ＝ ７.６５６ꎬＰ<０.００１]ꎻＡＬＢ 水平降低

[４２.７( ３９. ９ꎬ４５. ２) ｖｓ. ４６. ０ ± ２. １ꎬ Ｚ ＝ － ６. １７８ꎬＰ <
０.００１]ꎬ差异均有统计学意义(图 ２Ｃ、３Ｃ、Ｄ)ꎮ
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图 ３　 基于随机森林的变量特征的筛选及纳入
Ａ:１１ 个特征随机森林算法重要性得分ꎻ Ｂ:模型逐步纳入前 Ｔｏｐ￣Ｎ 个指标后的性能比较ꎻ Ｃ:两组在训练集和验证集中
ＡＬＢ 血清表达值ꎻ Ｄ:两组在训练集和验证集中 ＣＡ１９￣９ 血清表达值ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉａｂｌｅ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｒａｎｄｏｍ ｆｏｒｅｓｔ
Ａ: Ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ １１ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｄｏｍ ｆｏｒｅｓｔ ａｌｇｏｒｉｔｈｍꎻ Ｂ: Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｆｔｅｒ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｉｎｃｏｒｐｏ￣
ｒａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｔｏｐ￣Ｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌꎻ Ｃ: Ｔｈｅ ＡＬＢ ｓｅｒｕｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｓｅｔ ａｎｄ
ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｓｅｔꎻ Ｄ: Ｔｈｅ ＣＡ１９￣９ ｓｅｒｕｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｓｅｔ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｓｅｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ.

２.５　 基于随机森林的联合诊断模型构建及其诊断

效能的评价

以 ＡＴＭ 基因 ＤＭＰ 甲基化、ＣＡ１９￣９ 和 ＡＬＢ 水

平为特征ꎬ借助随机森林算法构建联合诊断模型

(“ＡｍＣＡ”)ꎬ训练集模型对胰腺癌诊断效能的 ＡＵＣ
值为 ０.９９２(９５％ＣＩ:０.９５２ ~ １.０００)ꎻ单独 ＡＴＭ 基因

ＤＭＰ 的 ＡＵＣ 值为 ０.８６１(９５％ＣＩ:０.７８２~０.９２０)ꎬ单
独 ＣＡ１９￣９ 的 ＡＵＣ 值为 ０. ８９３ ( ９５％ ＣＩ: ０. ８１９ ~
０.９４４)ꎬ单独 ＡＬＢ 的 ＡＵＣ 值为 ０. ７７８ ( ９５％ ＣＩ:
０.６８９~０.８５２)ꎬ可见“ＡｍＣＡ”模型对胰腺癌的诊断

效能优于单独 ＣＡ１９￣９(Ｚ ＝ ３.０７９ꎬＰ ＝ ０.００２ １ ꎬ见图

４Ａꎮ 训练集模型的 Ｃｕｔ￣ｏｆｆ 值设定为约登指数值达

到最大时的模型预测值ꎬ则“ＡｍＣＡ”模型的 Ｃｕｔ￣ｏｆｆ

值为 ０.７０５ꎮ 此时“ＡｍＣＡ”模型在训练集的敏感度

为 ９１.７％(９５％ＣＩ:８２.７％ ~ ９６.９％)ꎬ特异度为 １００％
(９５％ＣＩ:９０.５％ ~１００.０％)ꎮ

验证集“ＡｍＣＡ”模型 ＡＵＣ 值为 ０.９８２(９５％ＣＩ:
０.８９５~ １.０００)ꎬ敏感度为 ８４.４％ (９５％ＣＩ:６７.２％ ~
９４.７％)ꎬ特异度为 ９３.８％(９５％ＣＩ:６９.８％ ~ ９９.８％)ꎻ
单独 ＡＴＭ 基因 ＤＭＰ ＡＵＣ 值为 ０. ９１６ ( ９５％ ＣＩ:
０.７９９~０.９７６)ꎻ单独 ＣＡ１９￣９ 的 ＡＵＣ 值为 ０. ８４０
(９５％ＣＩ:０. ７０５ ~ ０. ９３０)ꎬ单独 ＡＬＢ 的 ＡＵＣ 值为

０.８６１(９５％ＣＩ:０. ７３１ ~ ０. ９４４)ꎬ可见 “ＡｍＣＡ” 模型

对胰腺癌的诊断效能优于单独的传统血清学标

志物 ＣＡ１９￣９(Ｚ＝ ２.５１５ꎬＰ＝ ０.０１１ ９)ꎬ见图 ４Ｂꎮ

图 ４　 “ＡｍＣＡ”模型与单个指标在训练集(Ａ)和验证集(Ｂ)上的 ＲＯＣ 曲线
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＲＯＣ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｊｏｉｎｔ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｓｅｔ (Ａ)ａｎｄ ｔｈｅ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｓｅｔ(Ｂ)

　 　 验证集“ＡｍＣＡ”模型对Ⅰ期胰腺癌的诊断效
能 ＡＵＣ 为 １.０００(９５％ＣＩ:０.８６３ ~ １.０００)ꎬ敏感度为
１００％(９５％ＣＩ:６６.４％ ~ １００.０％)ꎬ特异度为 ９３.８％

(９５％ＣＩ:６９.８％ ~ ９９.８％)ꎬ见图 ５Ａꎻ对Ⅱ期胰腺癌
的诊断效能 ＡＵＣ 为 ０.９７９(９５％ＣＩ:０.８４０ ~ １.０００)ꎬ
敏感度为 ９１.７％(９５％ＣＩ:６１.５％ ~ ９９.８％)ꎬ特异度
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为 ９３.８％(９５％ＣＩ:６９.８％ ~９９.８％)ꎬ见图 ５Ｂꎻ对Ⅲ和
Ⅳ期胰腺癌的诊断效能 ＡＵＣ 为 ０. ９７２ ( ９５％ ＣＩ:
０.８２４~１.０００)ꎬ敏感度为 ６３. ６％ (９５％ＣＩ:３０. ８％ ~

８９.１％)ꎬ特异度为 ９３.８％(９５％ＣＩ:６９.８％ ~ ９９.８％)ꎬ
见图 ５Ｃꎮ “ＡｍＣＡ”模型在验证集各期的诊断 ＡＵＣ
均高于单独 ＣＡ１９￣９ 的 ＡＵＣꎮ

图 ５　 验证集中“ＡｍＣＡ”模型与单个变量对胰腺癌各期的诊断 ＲＯＣ 曲线
Ａ:Ⅰ期ꎻ Ｂ:Ⅱ期ꎻ Ｃ:Ⅲ和Ⅳ期ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｔｈｅ ＲＯＣ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｖａｒｉａｂｌｅ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｏｆ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｓｅｔ
Ａ: Ｓｔａｇｅ Ⅰꎻ Ｂ: Ｓｔａｇｅ Ⅱꎻ Ｃ: Ｓｔａｇｅ Ⅲ ａｎｄ Ⅳ.

２.６　 “ＡｍＣＡ”模型对 ＣＡ１９￣９ 阴性胰腺癌患者的
诊断效能
当 “ ＡｍＣＡ” 模型预测值的 Ｃｕｔ￣ｏｆｆ 值设定

为 ０.７０５ 时ꎬ“ＡｍＣＡ” 模型对区分健康对照者和

ＣＡ１９￣９ 阴性胰腺癌患者的 ＡＵＣ 为 ０.７５１(９５％ＣＩ:
０.６３９~０.８４３)ꎮ “ＡｍＣＡ”模型对 ＣＡ１９￣９ 阴性胰腺癌
患者的诊断敏感度为 ５２.２％(９５％ＣＩ:３０.６％ ~７３.２％)ꎬ
特异度为 ９８.１％(９５％ＣＩ:８９.９％~１００.０％)ꎮ 见图 ６ꎮ

图 ６　 “ＡｍＣＡ”模型对 ＣＡ１９￣９ 阴性胰腺癌患者的诊断效能
Ａ:“ＡｍＣＡ”模型对 ＣＡ１９￣９ 阴性患者检测的 ＲＯＣ 曲线图ꎻ Ｂ:“ＡｍＣＡ”模型诊断 ＣＡ１９￣９ 阴性患者的混淆矩阵图ꎻ
Ｃ:“ＡｍＣＡ”模型对 ＣＡ１９￣９ 阴性患者的诊断散点图ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ " ＡｍＣＡ" ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＣＡ１９￣９ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ
Ａ: Ｔｈｅ ＲＯＣ ｃｕｒｖｅ ｏｆ " ＡｍＣＡ" ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ＣＡ１９￣９ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐａｔｉｅｎｔｓꎻ Ｂ: Ｃｏｎｆｕｓｉｏｎ ｍａｔｒｉｘ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ " Ａｍ￣
ＣＡ" ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ＣＡ１９￣９ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐａｔｉｅｎｔｓꎻ Ｃ: Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｓｃａｔｔｅｒｐｌｏｔ ｏｆ " ＡｍＣＡ" ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｍｏｄｅｌ
ｆｏｒ ＣＡ１９￣９ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ.
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３　 讨　 论

ＤＮＡ 甲基化是一种重要的表观遗传修饰方式ꎬ
可以作为肿瘤诊断的生物标志物ꎮ 近年来ꎬ大量的

胰腺癌组织和细胞系研究解析了胰腺癌的异常

ＤＮＡ 甲基化模式ꎬ可作为胰腺癌的诊断或预后工

具ꎮ 有研究报道ꎬ含钾通道四聚化结构域蛋白 ８
(ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ ｔｅｔｒａｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ８ꎬ
ＫＣＴＤ８)和富亮氨酸重复跨膜神经元蛋白 １(ｌｅｕｃｉｎｅ￣ｒｉｃｈ
ｒｅｐｅａｔ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬ ＬＲＲＴＭ１)基

因的启动子区域高甲基化状态影响基因发挥抑癌功

能ꎬ并且表明基因的异常甲基化状态可作为胰腺癌

诊断生物标志物[１０￣１１]ꎮ 目前对血液中胰腺癌甲基

化生物标志物的研究主要聚焦ｃｔＤＮＡ或循环游离

ＤＮＡ( ｃｅｌｌ￣ｆｒｅｅ ＤＮＡꎬ ｃｆＤＮＡ)ꎮ 有研究检测 ４ 个

ｃｔＤＮＡ 抑癌基因甲基化联合 ＣＡ１９￣９ 诊断胰腺癌的

敏感度为 １００％ꎬＡＵＣ 值为 ０.９６ꎬ但特异度仅为

７７.８１％[１２]ꎮ Ｗｕ 等[１３]基于血浆 ｃｔＤＮＡ 开发的靶向

甲基化测序分类器诊断胰腺癌的 ＡＵＣ 值为 ０.９１ꎬ
联合 ＣＡ１９￣９ 后 ＡＵＣ 值提升至 ０. ９４ꎮ Ｂｅｎ￣Ａｍｉ
等[１４]将 ９ 个 ｃｆＤＮＡ 甲基化标志物联合金属蛋白酶

抑制因子 １(ｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １ꎬ ＴＩＭＰ１)、
ＣＡ１９￣９ꎬ在验证集中将单独 ＣＡ１９￣９ 的 ＡＵＣ 值从

０.８２ 提升至 ０.８６ꎮ 以上研究表明ꎬｃｔＤＮＡ / ｃｆＤＮＡ甲

基化用于胰腺癌诊断具备一定的应用前景ꎬ然而

ｃｔＤＮＡ / ｃｆＤＮＡ 在血浆中的丰度较低、半衰期短以及

检测成本较高ꎬ严重制约甲基化标志物的临床推广

应用[１５￣１６]ꎮ
ＰＢＭＣｓ 可以反映癌症进展期间的系统免疫反

应[１７]ꎬ作为癌症早期诊断的潜在工具具有多种优

势ꎮ 首先ꎬ与 ｃｔＤＮＡ 或 ｃｆＤＮＡ 相比ꎬ外周血中的

ＰＢＭＣｓ 含量高且提取过程简单[８]ꎻ其次ꎬＰＢＭＣｓ 可

以反映全身免疫反应以及癌症发生和发展的过程ꎬ
使得其用于发现并鉴定出早期癌症检测和个性化癌

症管理的新型免疫相关生物标志物成为可能[１８]ꎮ
在描述 ＰＢＭＣｓ 的免疫学特征时ꎬ多个研究都对特

定癌症中的 ＰＢＭＣｓ 多样性进行描述[１９￣２０]ꎮ 有研究

报道ꎬ胃癌、肺癌、结直肠癌和乳腺癌患者全血中

ＰＢＭＣｓ 的 ＤＮＡ 甲基化水平用于早期诊断具有较好

的检测性能[２１￣２４]ꎮ 本研究利用 ９３５Ｋ 甲基化芯片发

现ꎬ健康对照者与胰腺癌患者 ＡＴＭ 基因 ＤＭＰ 的甲

基化水平存在显著差异ꎬ通过焦磷酸测序在更大的

队列中进行了差异的验证ꎬ明确了该位点在胰腺癌

患者 ＰＢＭＣｓ 中显著高表达ꎬ对区分胰腺癌有很好

的潜力ꎮ 基于随机森林算法筛选到 ＡＴＭ 基因 ＤＭＰ
甲基化水平、ＣＡ１９￣９ 和 ＡＬＢ３ 个变量ꎬ成功构建了

联合诊断“ＡｍＣＡ”模型ꎬ在胰腺癌诊断中具有较高

的诊断性能(训练集 ＡＵＣ ＝ ０.９９２ꎬ验证集 ＡＵＣ ＝
０.９８２)ꎬ其在早期阶段胰腺癌诊断中也表现出较高

的诊断效能(验证集Ⅰ期 ＡＵＣ ＝ １.０００ꎬⅡ期 ＡＵＣ ＝
０.９７９)ꎬ优于单一的 ＣＡ１９￣９ 或甲基化标志物ꎻ同
时ꎬ该联合模型在 ＣＡ１９￣９ 阴性的胰腺癌患者中也

具有一定的诊断性能(ＡＵＣ＝ ０.７５１)ꎬ可以作为现有

肿瘤标志物 ＣＡ１９￣９ 的重要补充ꎬ其具备作为胰腺

癌早筛和早诊工具的潜力ꎮ
有研究报道ꎬＡＴＭ 是一种重要的 ＤＮＡ 损伤修

复基因ꎬ属于磷酸肌醇 ３ 激酶相关激酶(ｐｈｏｓｐｈａｔｉ￣
ｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ￣３￣ｋｉｎａｓｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅｓꎬＰＩＫＫ)家族ꎬ主要

通过磷酸化一系列下游蛋白参与 ＤＮＡ 修复和维持

基因组稳定性[２５]ꎮ 研究表明ꎬ约 ５％ ~ １０％的胰腺

癌患者存在 ＡＴＭ 基因突变[２６]ꎮ ＡＴＭ 基因的突变

可导致细胞 ＤＮＡ 修复能力减弱ꎬ与胰腺癌的发生

风险增加密切相关[２７￣２８]ꎬ影响胰腺癌患者对 ＤＮＡ
损伤剂(如铂类药物)和靶向药(ＰＡＲＰ 抑制剂)的

敏感性[２５]ꎮ ＡＴＭ 基因除了在胰腺癌细胞中有所改

变外ꎬ本研究结果发现ꎬＡＴＭ 基因外显子区域的

ＤＭＰ 在胰腺癌患者的 ＰＢＭＣｓ 中呈现出高甲基化状

态ꎬ表明 ＡＴＭ 基因甲基化在胰腺癌患者的免疫细

胞群中发生了重要的改变ꎬ并可作为胰腺癌诊断的

分子标志物ꎮ 也有研究表明ꎬ乳腺癌患者的外周血

白细胞 ＡＴＭ 基因启动子区位点的甲基化水平明显

升高[２９]ꎬ支持了恶性肿瘤发生进展中免疫细胞

ＡＴＭ 基因甲基化模式发生改变ꎬ与本研究结果相

同ꎮ 已有研究报道ꎬＡＴＭ 在抗肿瘤免疫监视中具有

重要的作用ꎬ在一项对小鼠 Ｂ 细胞淋巴瘤的研究中

发现ꎬＡＴＭ 激活可上调肿瘤细胞表面 ＣＤ１５５ 等免

疫刺激分子的表达ꎬ增强 ＮＫ 细胞和 ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋Ｔ
细胞的抗肿瘤免疫作用ꎬ表明 ＡＴＭ 基因与机体免

疫细胞之间存在相互作用[３０]ꎮ 胰腺癌患者 ＰＢＭＣｓ
的 ＡＴＭ 基因高甲基化可能在癌症免疫监视和免疫

逃逸中发挥作用ꎬ但具体的调控作用及其机制尚需

进一步深入研究ꎮ
有研究表明ꎬ机器学习算法联合临床检验指标

明显提高了联合诊断模型对癌症的检测能力ꎮ 例

如ꎬ一项研究通过机器学习联合磁共振成像(ｍａｇ￣
ｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇꎬ ＭＲＩ)和经常被忽略的潜在

相关临床参数(如前列腺特异性抗原、前列腺体积

和年龄等)ꎬ提高了模型对于前列腺癌的诊断准确

性ꎬ多模式(结合了机器学习和临床参数)的联合诊



祝永才ꎬ等.基于外周血单个核细胞 ＡＴＭ 基因甲基化的联合模型在胰腺癌早期诊断中的价值 ８７　　　 　

断模型对早期诊断检测效能优于单一的临床指标和

ＭＲＩ 机器学习算法[３１]ꎮ 在另一项研究中ꎬ应用机器

学习算法成功鉴定出了 ９ 个关键基因用于诊断转移

性结直肠癌ꎬ精确率￣召回率曲线下面积平均提高了

２１.１６％ꎬ显著提高了预测模型的性能ꎮ 由此可见ꎬ
先进的特征选择方法ꎬ结合机器学习ꎬ在解决医学诊

断中的关键作用[３２]ꎮ ＣＡ１９￣９ 和 ＡＬＢ 作为常规检

验指标ꎬ已有报道将其用于联合建模诊断早期胰腺

癌[３３]ꎮ 在本研究中ꎬ基于随机森林算法依据变量的

特征重要性评分ꎬ由高到低依次纳入变量ꎬ此时算法

给出在联合模型达到较高诊断效能(之后若继续纳

入变量但模型的准确率和 ＡＵＣ 等性能指标提升不

再明显)时特征数量最简洁的 ３ 个变量(ＡＴＭ 基因

ＤＭＰ、ＣＡ１９￣９ 和 ＡＬＢ)ꎬ从而避免了潜在的模型过

拟合问题ꎬ并最终利用这 ３ 个变量成功构建了具有

良好的胰腺癌早期诊断潜力的联合诊断模型ꎬ优于

单一传统血清标志物 ＣＡ１９￣９ 的诊断性能ꎮ
ＣＡ１９￣９ 作为临床上常用的血液诊断标志物ꎬ由

于其在 Ｌｅｗｉｓ 抗原阴性基因型的患者中无法发挥作

用ꎬ从而造成假阴性ꎬ限制了其在胰腺癌早期诊断中

的应用[６]ꎮ 有报道表明ꎬＬｅｗｉｓ 抗原阴性的胰腺癌

患者拥有更差的预后和更高的转移率[３４]ꎮ 因此ꎬ尽
早识别出此类胰腺癌患者具有重要意义ꎮ 本研究中

构建的联合诊断“ＡｍＣＡ”模型对 ＣＡ１９￣９ 阴性胰腺

癌患者具有一定的诊断效能ꎬ在本研究设定的阈值

下能够在特异度达到 ９８. １％ 的情况下ꎬ诊断出

５２.２％的ＣＡ１９￣９ 阴性胰腺癌患者ꎬ提高了对于阴性

患者的诊断效能ꎬ可以一定程度上弥补现有传统肿

瘤标志物 ＣＡ１９￣９ 的不足ꎬ具备作为辅助胰腺癌早

期诊断工具的潜能ꎮ ＣＡ１９￣９ 作为“ＡｍＣＡ”模型中

具有重要贡献度的变量之一ꎬ针对 ＣＡ１９￣９ 阴性患

者的亚组分析显得尤为重要ꎬ当 ＣＡ１９￣９ 的诊断效

能受限时ꎬ联合诊断模型仍然具备 ５２.２％的诊断敏

感度ꎬ表明其较传统肿瘤标志物 ＣＡ１９￣９ 的诊断性

能有一定的提升作用ꎬ同时这也指导了我们未来优

化联合模型的方向:通过纳入更多的变量特征ꎬ包括

甲基化标志物(如 ＳＬＣ２９Ａ３ 基因 ＤＭＰ)、免疫相关

检测指标(如细胞因子、免疫球蛋白)及胰腺功能相

关检查指标 (如脂肪酶、淀粉酶) 等ꎬ以提高针对

ＣＡ１９￣９ 阴性胰腺癌患者的诊断敏感度和 ＡＵＣ 值ꎬ
并计划在更大的队列中进一步验证ꎮ

本研究将通过多中心研究ꎬ针对胰腺癌高危人

群[３５](包括胰腺癌家族史、慢性胰腺炎、胰腺囊性肿

瘤及新发糖尿病等)开展更大规模的前瞻性研究验

证ꎮ 将通过不断优化联合诊断模型ꎬ进一步明确其

在高危人群中的筛查性能及其临床诊断价值ꎮ
综上所述ꎬ本研究开发了一个基于外周血 ＰＢＭＣｓ

的 ＤＮＡ 甲基化ＡＴＭ 基因ＤＭＰ 与ＣＡ１９￣９和ＡＬＢ 水

平的联合诊断模型“ＡｍＣＡ”ꎬ该模型可以显著提高

胰腺癌早期阶段的诊断效能ꎬ一定程度上弥补了现

有常用的血清学标志物 ＣＡ１９￣９ 的不足ꎬ有助于临

床推广使用ꎮ
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