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烧伤后瘢痕组织内甲基化基因的加权基因
共表达网络分析
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通信作者：郭鹏，Email：277051445@163.com

【摘要】 目的 采用加权基因共表达网络分析（WGCNA）探讨烧伤后瘢痕组织内甲基化基因，

发掘瘢痕形成过程中的分子标志物及治疗靶点。 方法 采用观察性研究方法。从美国国家生物技

术 信 息 中 心 基 因 表 达 综 合 数 据 库 筛 选 出 同 一 批 次 分 别 进 行 了 mRNA 测 序 和 甲 基 化 测 序 的

GSE136906和 GSE137134数据集（数据集的样本数均为 6），并利用数据集 GSE108110（样本数为 9）纳

入支持向量机及建模分析。采用“Limma”软件包对烧伤后瘢痕和正常组织之间的差异表达基因和差

异甲基化基因进行鉴定。使用WGCNA筛选和瘢痕组织临床特征相关性强且基因数目多的模块。对

模块内的基因进行功能富集分析并寻找模块内异常甲基化状态的基因，使用受试者操作特征（ROC）
曲线判断异常甲基化基因对瘢痕的诊断效能，并使用支持向量机模型进行验证。 结果 共鉴定出

10个共表达基因模块，棕色模块与烧伤后瘢痕组织形成相关性高且基因数目多。棕色模块内的基因

主要富集在雄激素受体信号通路的调控、细胞因子-细胞因子受体相互作用、胰岛素分泌的正调节等

方面。棕色模块内显示 35个基因甲基化状态异常，ROC曲线（曲线下面积>0.9）与支持向量机模型

（准确率为 93.3%）表明基因 CCR2、LMO7、STEAP4、NNAT和 TCF7L2具有良好的瘢痕诊断效能。 结论

CCR2、LMO7、STEAP4、NNAT和 TCF7L2可作为烧伤后瘢痕治疗的潜在靶点。
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【Abstract】 Objective To investigate the methylated genes in burn scar tissue by weighted gene
co-expression network analysis (WGCNA), and to discover molecular markers and therapeutic targets of scar
formation. Methods An observational research method was used. Datasets were downloaded from the
National Center for Biotechnology Information Gene Expression Omnibus Database of America. The
GSE136906 (n=6) and GSE137134 (n=6) datasets in the same batch were screened out for mRNA
sequencing and methylation sequencing respectively, and the dataset GSE108110 (n=9) was incorporated
into support vector machine and modeling analysis. The Limma software package was used to identify the
differentially expressed genes and differentially methylated genes between scar tissue after burn and normal
tissue. WGCNA was used to select the module with strong correlation with clinical features of scar tissue and
large number of genes. Functional enrichment analysis of the genes in the module was performed to find
genes with abnormal methylation. The receiver operating characteristic (ROC) curve was used to judge
diagnostic efficacy of genes with abnormal methylation for scar, and support vector machine (SVM) was used
to verify. Results A total of 10 modules were identified, and the brown module with large number of
genes was highly correlated to burn scar tissue formation. The genes in the brown module were mainly
concentrated in "regulation of androgen receptor signaling pathway", "cytokine-cytokine receptor
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interaction", "positive regulation of insulin secretion", and so on. The model showed 35 genes with abnormal
methylation status. The ROC curve (area under the curve>0.9) and SVM modeling (accuracy=93.3%)
indicated that CCR2, LMO7, STEAP4, NNAT, and TCF7L2 genes had good diagnostic performance for
scar. Conclusions CCR2, LMO7, STEAP4, NNAT, and TCF7L2 can be used as potential targets for burn
scar treatment.

【Key words】 Burns; Cicatrix; Methylation; Weighted gene co-expression network; CCR2;
LMO7

烧伤是常见的损伤之一，我国每年有数十万人

因为烧伤而致残或致畸。烧伤后病理性瘢痕组织

的形成是烧伤患者康复过程中的重要并发症之一，

不仅严重影响患者的外观，而且可引起器官及组织

的功能障碍，严重影响患者生活质量及身心健康［1］。

对于瘢痕产生的机制，目前在微观方面的研究仅涉

及 细 胞 因 子 、ECM 等 ，而 其 分 子 机 制 尚 不 十 分

明确［2］。

有研究显示，青光眼滤过术后使用表观遗传修

饰可减少瘢痕组织的产生［3］，表明瘢痕产生的过程

中可能存在表观遗传改变。DNA甲基化是一种重

要的表观遗传修饰机制，可在不改变 DNA序列的情

况下改变基因表达量［4-5］。甲基化水平的高低会显

著影响蛋白的最终翻译。生物信息学分析是一项

新兴的研究方法，可结合测序数据进行全基因组分

析 ，有针对性地寻找与疾病相关的基因或基因

集［6-7］。甲基化研究在瘢痕中较为常见，但检索显示

以生物信息学为基础，探究甲基化与瘢痕形成关系

的研究罕见，因此以生物信息学为基础探讨甲基化

与瘢痕形成的关系显得十分必要。

加 权 基 因 共 表 达 网 络 分 析（weighted gene
co-expression network analysis，WGCNA）可对大量芯

片来源的基因数据进行有效分析，是生物信息学研

究的重要工具［8］。本观察性研究使用WGCNA对正

常组织和瘢痕组织的 mRNA表达谱进行分析并结

合甲基化数据集对选定模块内的基因进行甲基化

状态判断，对烧伤后瘢痕组织形成的分子机制进行

探讨，并使用支持向量机（support vector machine，
SVM）模型进行进一步验证，为临床治疗烧伤后瘢痕

组织提供新思路。

1 资料及方法

1. 1 数据收集

从美国国家生物技术信息中心基因表达综合

数据库（https：//www. ncbi. nlm. nih. gov/geo/）内检索

并下载相关数据集，即检索基因表达数据库（gene
expression omnibus，GEO）中烧伤后瘢痕组织相关数

据集，结果显示 mRNA数据集 GSE136906及甲基化

数据集 GSE137134是同一批次的 12个样本（均由澳

大利亚大学生物医学院烧伤研究组上传，每个数据

集均为 6个样本），分别进行了 mRNA测序和甲基化

测序，因此纳入本研究；数据集 GSE108110在剩余

数据集中样本量相对较大，因此纳入 SVM及建模分

析（表 1）。

1. 2 GEO数据集的分析

下载 GSE137134与 GSE136906数据集并将数

据集中的探针代码转换成基因符号。使用 R语言中

的“Limma”软件包寻找 GSE137134中瘢痕组织与正

常组织的差异甲基化基因（differentially methylated
genes，DMG）和 GSE136906 中 的 差 异 表 达 基 因

（differently expressed genes，DEG），即 寻 找 P<
0. 05相关基因并记录，将这些基因纳入 WGCNA
分析。

1. 3 WGCNA构建及临床相关性分析

使用 R语言软件中的“FlashClust”软件包对样

本进行聚类分析。使用“pickSoftThreshold”函数来

调节参数 β的权重以尽量符合无尺度网络。使用

WGCNA软件包将有相关性和相邻关系的 DMG计

算 成 为 拓 扑 重 叠 矩 阵（opological overlap matrix，
TOM）并计算其相应的相异度 1-TOM。使用 1-TOM
作为距离度量，进行分层聚类以识别模块。设定模

块内最少的基因个数为 30个，将高度相似的模块通

过聚类标记并合并。使用“plotDendroAndColors”函
数对基因模块进行可视化，并选取模块内基因绘制

热图。将临床特征和模块内的基因联合分析，寻找

表 1 烧伤后瘢痕组织相关数据集的详细信息

数据集

GSE137134
GSE136906
GSE108110

测序平台

GPL13534-11288
GPL16686
GPL570

Affymetrix
eneChip文件

1
2
3

样本数

（个）

6
6
9

瘢痕数

（个）

6
6
9

注：1、2、3分别为 Illumina HumanMethylation450 BeadChip (Hu⁃
manMethylation450_15017482)、[HuGene-2_0-st] Affymetrix Human
Gene 2.0 ST Array [transcript (gene) version]、[HG-U133_Plus_2] Af⁃
fymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array
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与瘢痕组织密切相关的模块并探究模块内基因的

生物学意义，对生成模块与临床特征之间的相关性

热图进行聚类。

1. 4 模块内基因功能富集分析

使用 Metascape数据库和基因探针富集分析

（gene set enrichment analysis，GSEA）软件对模块内

的基因进行基因本体论（gene ontology，GO）分析和

京都基因与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes，KEGG）富集分析和注释。

1. 5 模块内基因甲基化状态的探究

基于瘢痕组织 mRNA数据集 GSE136906及其

甲基化数据集 GSE137134属于同一批次的样本，本

研究利用数据集 GSE136906探究模块内基因的甲

基化状态。使用 Funrich软件将模块内高甲基化状

态的基因与低表达的基因取交集，将模块内低甲基

化状态的基因与高表达的基因取交集，在交集内的

基因是具有异常甲基化状态的基因。

1. 6 统计学处理

依据受试者操作特征（ROC）曲线下面积，评估

基 因 的 诊 断 价 值 。 使 用 数 据 集 GSE136906 及

GSE108110进行机器学习，将这 2个数据集内异常

甲基化基因的表达量依次纳入 SVM模型并进行标

准化，构建 SVM分类器，使用交叉验证的方法选取

惩罚参数 c和核函数参数 g，随机选取 2/3的样本作

为训练集，其余 1/3则作为验证集，当 SVM分类器的

效能达到 90%时则不再纳入新基因。

使用 SPSS 22. 0、GraphPad Prism 8统计软件进

行数据处理及统计学分析，使用 Matlab软件进行支

持向量机模型构建，P<0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 WGCNA网络构建及临床相关性分析

从数据集 GSE136906中筛选出 1 061个 DEG，
见图 1。从数据集 GSE137134中筛选出 16 141个

DMG。聚类结果显示没有明显离群的样本，因此

2 个 数 据 集 中 12 个 样 本 均 被 纳 入 共 表 达 网 络 。

“pickSoftThreshold”函数的结果显示，当权重参数

β=9时，log（k）与 log［p（k）］之间相关系数的平方>
0. 9，k表示节点的连接度，p（k）表示WGCNA网络具

有无标度网络的特征。选取软阈值 β=9来构建

WGCNA网络（图 2）。模块的相关性热图与聚类分

析展示在图 3中。筛选后得到 10个相应的模块，临

床相关性结果显示棕色模块与瘢痕组织形成相关

性较高（图 4），该模块内共有 2 646个基因。在所有

相关系数>0. 7的模块中，棕色模块内基因数目最

多，因此选择该模块进行进一步研究。

注 ：P-value 为 差 异 表 达 分 析 后 未 经 校 正 的 P 值 ，Fold
change为瘢痕组织与正常组织差异表达倍数；图中绿色为

低表达且差异有统计学意义的基因，红色为高表达且差异

有统计学意义的基因 ,黑色为差异无统计学意义的基因

图 1 GSE136906数据集中烧伤后瘢痕和正常组织的差异

表达基因火山图

图 2 烧伤后瘢痕和正常组织的加权基因共表达网络分析

网络模块

注：MEgreen、MEbrown、MEturquoise、MEmagenta、MEpink、
MEblack、MEyellow、MEblue、MEred分别表示绿、棕、蓝绿、

洋红、粉、黑、黄、蓝、红色模块；图中横向刻度值为各模块

聚类分析相对聚类距离；图中纵向刻度值为数据模块色值

图 3 加权基因共表达网络分析网络模块之间的相互作用
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2. 2 棕色模块中基因功能富集分析

GO分析结果显示，模块内的基因主要富集在

“α-氨基-3-羟基-5-甲基-4-异恶唑-丙酸酯选择性

谷氨酸受体活性的调控”“雄激素受体信号通路的

调控”等，见图 5A。KEGG通路富集分析结果显示，

模块内的基因主要与“细胞因子-细胞因子受体相互

作用”“过氧化物酶体增殖物激活受体信号通路”等

相关，见图 5B。Metascape分析结果显示，模块内基

因主要富集在“急性粒细胞白血病”“半胱氨酸型内

肽酶抑制剂的活性”“胰岛素分泌的正调节”等方

面，见图 6。富集分析结果表明，这些基因可通过细

胞因子受体、胰岛素受体等调节瘢痕组织。

2. 3 棕色模块内基因甲基化状态

共有 35个具有异常甲基化状态的基因，其中的

高表达-低甲基化基因 21个（图 7A、7B），低表达-高
甲基化基因 14个（图 7C、7D）。

2. 4 统计分析结果

ROC 曲 线 分 析 结 果 显 示 ，CCR2、LMO7、

STEAP4、NNAT、TCF7L2、ZC3H12B等基因具有较好

的瘢痕诊断效能，其曲线下面积（AUC）值居于前列。

见表 2。
将这些基因按照 AUC 值从大到小依次纳入

SVM模型中，当纳入 CCR2、LMO7、STEAP4、NNAT和

TCF7L2这 5个基因时，惩罚参数 c和核函数参数 g
都 <0. 01，此时构建的分类器模型分类准确率为

93. 3%，表明上述基因有较好的分类功能（图 8）。

3 讨论

烧伤是临床上常见的疾病，其中相当一部分患

者为深Ⅱ度及以上烧伤。瘢痕是烧伤后康复期患

者最常见的并发症之一，该疾病会严重影响患者的

注：图左侧标注为加权基因共表达网络分析结果所示颜色

模块名称；模块中数据表示对应加权基因共表达网络分析

模块与临床性状的相关性系数以及其对应P值，括号内为P值

图 4 烧伤后瘢痕组织临床特征与模块之间的关联

注：图 5A中的绿、棕、蓝、黑、浅棕、紫色曲线分别表示对核因子 κB导入细胞核的负向调节、对白细胞介素 1产生的正向调节、对 α-氨
基-3-羟基-5-甲基-4-异恶唑-丙酸酯选择性谷氨酸受体的活性调控、雄激素受体信号通路调控、脂肪酸氧化的调控、泛酸样蛋白结合酶的

调节通路，图 5B中的绿、棕、蓝、黑、浅棕色曲线分别表示细胞因子-细胞因子受体的相互作用、Janus激酶/信号转导与转录激活子信号通

路、泛酸和辅酶 A生物合成、过氧化物酶体增殖物激活受体信号途径、转化生长因子 β信号途径

图 5 对烧伤后瘢痕组织相关性高的模块通过基因探针富集分析进行基因功能和通路分析。5A.基因本体论功能富集；5B.京都基因与基

因组百科全书功能富集
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外貌和生活质量。因此，探究烧伤后瘢痕组织的形

成机制并寻找潜在的治疗靶点对改善烧伤患者的

预后具有重要意义。本研究利用WGCNA分析寻找

与烧伤后瘢痕形成相关的基因模块，并探究了模块

内的基因生物功能和甲基化状态，该研究为治疗烧

伤后瘢痕提供了有意义的临床参考价值。

根据富集分析的结果，棕色模块内的基因具有

“雄激素受体信号通路的调控”功能，因此本研究认

为雄激素受体在瘢痕组织生成过程中具有一定作

用；且由于 DNA甲基化状态的改变，该通路状态发

生改变。而 Schierle等［9］研究结果显示，雄激素受体

DNA的含量在瘢痕组织与正常组织之间具有显著

差异；同时指出抗雄激素物质可通过竞争结合雄激

素受体导致瘢痕组织中Ⅰ型前胶原 mRNA低表达，

因此本研究认为抗雄激素物质具有治疗瘢痕的潜

力。“细胞因子-细胞因子受体相互作用”在 KEGG分

析中被富集到，研究表明多种细胞因子如血管源性

生长因子、IL家族等对瘢痕生成有重要影响［10-13］。

因此本研究认为模块内的基因可调节细胞因子受

体，与微环境内的细胞因子相互作用并诱导瘢痕组

织的形成。Metascape数据库的分析显示，“胰岛素

分泌的正调节”被显著富集，表明这些异常甲基化

的基因可能导致胰岛素相关通路的改变。因此本

研究认为胰岛素在瘢痕生成方面具有重要作用，

Hallam等［14］进行的一项随机对照实验显示，皮下注

射胰岛素可减少瘢痕产生。因此，本研究认为胰岛

素注射也可作为瘢痕治疗的潜在疗法。

在棕色模块内共显示了 35个异常甲基化基因，

其中 CCR2、LMO7、STEAP4、NNAT和 TCF7L2具有良

好 的 瘢 痕 诊 断 效 能 并 被 纳 入 到 SVM 模 型 中 。

CCR2编码单核细胞趋化蛋白-1，Frik等［15］研究显示

CCR2敲除小鼠脑损伤后单核细胞浸润减少且瘢痕

形成减少。本研究中观察到瘢痕组织中 CCR2是高

表达的，推测 CCR2可诱导瘢痕产生，是瘢痕治疗的

潜在靶点。本研究结果显示 LMO7在瘢痕组织中高

表达，推测 LMO7可促进瘢痕组织产生。Xie等［16］研

注：P-value为差异表达分析后未经校正的 P值；图 6A的

红、蓝、绿、紫、橙、黄、棕、浅紫、灰、浅绿、浅黄、浅紫、浅橙

色圆点分别与图 6B从上至下的条带一一对应，依次表示

急性粒细胞白血病、半胱氨酸型内肽酶抑制剂的活性、胰

岛素分泌的正调节、突触膜、脂肪细胞分化、高尔基体膜、

参与免疫反应的水解酶激活、溶酶体膜、参与免疫反应的

白细胞激活、核包膜、神经发生正向调节、中毒反应、心脏

发育通路

图 6 对烧伤后瘢痕组织相关性高的模块通过 Metascape
数据库进行基因功能和通路分析。6A.基因本体论功能富

集；6B.京都基因与基因组百科全书功能富集

注：“type”表示组织类型，“N”表示正常组织，“S”表示瘢痕

组织

图 7 烧 伤 后 瘢 痕 组 织 差 异 表 达 甲 基 化 基 因 的 热 图 。

7A.21个高表达-低甲基化基因的热图；7B.14个低表达-高

甲基化基因的热图

表 2 烧伤后瘢痕组织与正常组织异常甲基化基因

受试者操作特征曲线下面积及 P值

基因

CCR2

LMO7

STEAP4

NNAT

TCF7L2

ZC3H12B

AMPD3

BTBD17

PRICKLE1

曲线下面积

0.972
0.972
0.972
0.944
0.944
0.944
0.917
0.917
0.917

P值

<0.001
0.011
<0.001
<0.001
0.003
0.010
<0.001
0.039
<0.001
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究表明 LMO7由 TGF-β诱导并通过 TGF-β途径负反

馈调节在伤口愈合和瘢痕生成中发挥重要作用，这

与本研究结果一致。STEAP4、NNAT和 TCF7L2则未

见相应报道，其在瘢痕产生中的作用可能需要进一

步实验研究进行验证。

总之，本研究通过WGCNA初步分析了烧伤后

瘢痕产生的分子机制和异常甲基化基因，结果显示

基因 CCR2、LMO7、STEAP4、NNAT和 TCF7L2在瘢痕

形成中具有重要作用，可作为治疗的潜在靶点。
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图 8 烧伤后瘢痕组织差异表达甲基化基因的数据展示及 5个差异甲基化基因可视图。8A、8B、8C、8D、8E、8F.分别为数据的整体展示及

TCF7L2、NNAT、LMO7、CCR2和 STEAP4基因的分维可视化图
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