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　 　 【摘要】 　 目的　 ＤＮＡ 甲基化微单倍型是指极短范围内多个甲基化位点的组合，其单倍型具有丰富的多样性。
筛选和验证小鼠血液中年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型。 方法　 首先，构建基于小鼠参考基因组的 ＤＮＡ 甲基化

微单倍型理论数据集。 其次，利用网络数据库中小鼠血液 ＤＮＡ 甲基化高通量测序信息，采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩相关分析

方法筛选年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型。 最后，以验证数据集交叉验证。 结果　 小鼠基因组中 ５０ ｂｐ 范围内的

ＤＮＡ 甲基化微单倍型位点数量共计 ６７８７ １４２ 个，由个位数的 ＣｐＧ 位点所组成的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型占比

９８􀆰 ６４％。 在 ５８ 个小鼠血液样本中共筛选出 ５８３５ 个年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型（Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩相关检验，
｜ ｒｈｏ ｜ ＞ ０􀆰 ５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），在 ＤＮＡ 甲基化微单倍型中占 ０􀆰 ０８６％。 最后，在 ９５ 例独立的样本中对具有高相关性的前

１００ 个年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型进行验证，最终得到 ４４ 个位点。 结论　 本研究筛选出的年龄相关的 ＤＮＡ
甲基化微单倍型可以为后续小鼠血液表观年龄预测及衰老研究提供借鉴。

【关键词】 　 血液；ＤＮＡ 甲基化微单倍型；Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩相关系数；年龄；筛选
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　 　 衰老是指生命过程中细胞、组织和机体功能的

逐渐衰退，最终导致与年龄相关的疾病［１］。 衰老受

遗传、环境、生活方式和疾病等多种因素的影响，亦
包括 ＤＮＡ 甲基化这一重要因素。 ＤＮＡ 甲基化发生

在 ５⁃ＣｐＧ 二核苷酸序列中的胞嘧啶残基上［２］，整体

甲基化水平随着年龄的增加而降低，而局部甲基化

水平会升高或降低［３］。 ２００９ 年，研究发现特定 ＤＮＡ
甲基化位点与年龄有显著的相关性［４］。 ２０１１ 年，
ＢＯＣＫＬＡＮＤＴ 等［５］提出了 ＤＮＡ 甲基化年龄估计器，
即一种基于（唾液）甲基化数据估计人的实际年龄

的数学算法。 ２０１３ 年，ＨＯＲＶＡＴＨ［６］ 通过整合 ３５３
个 ＣｐＧ 位点建立了基于 ＤＮＡ 甲基化的“表观遗传

时钟”。 近几年，利用亚硫酸盐测序也建立了数十

个至数百个位点的小鼠多组织［７－９］、血液［１０］、肝［１１］

等表观遗传时钟。 甚至，利用少量 ＣｐＧ 位点建立的

模型同样可以用来预测年龄［１２－１８］，例如 ３ 个 ＣｐＧ 位

点的 ＤＮＡ 甲基化水平建立的模型也能够预测人类

年龄［１２，１７］。
单个 ＣｐＧ 位点具有二态性，分析一连串共同变

化的 ＤＮＡ 甲基化信号比单个 ＣｐＧ 位点信号变化所

提供的信息更丰富。 哺乳动物 ＣｐＧ 甲基化是一种

相对稳定的表观遗传修饰［１９］，并由一系列酶动态建

立或去除［２０］。 由于酶的局部空间可及性，同一

ＤＮＡ 分子上相邻的 ＣｐＧ 位点具有相似的甲基化状

态［２１］。 微单倍型是指在一定 ＤＮＡ 片段范围之内，
由至少 ２ 个单核苷酸多态性位点组成的多等位基因

遗传标记［２２］。 微单倍型的理论框架应用到 ＣｐＧ 共甲

基化，则有 ＤＮＡ 甲基化微单倍型（ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｍｉｃｒｏｈａｐｌｏｔｙｐｅ，ＤＭＨ），即分析在一定的片段范围区

间，多个相邻且具有不同甲基化模式位点的组合，
其高多样性可能比单个 ＣｐＧ 位点具有更高的生物

学标志潜能。 例如，ＧＵＯ 等［２１］ 利用 ＤＮＡ 甲基化单

倍型来进行血浆 ＤＮＡ 的肿瘤起源组织定位。
本文首先构建了小鼠参考基因组范围内的

ＤＮＡ 甲基化微单倍型数据集。 其次，利用数据库中

小鼠血液 ＤＮＡ 甲基化高通量测序数据，筛选年龄相

关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型。 最后，在独立的样本中

对具有高相关性的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型进行验证，
证明了甲基化微单倍型具有生物标志物的潜能。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 ＤＮＡ 甲基化微单倍型的组装

对所构建 ＤＮＡ 甲基化微单倍型的要求：全基因

组范围内所有长度在 ５０ ｂｐ 以内，至少包含 ２ 个

ＣｐＧ 位点的 Ｃ 碱基。 ＤＮＡ 甲基化微单倍型示意图

如图 １ 所示。
从 ＧＥＮＣＯＥ（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｃｏｄｅｇｅｎｅｓ． ｏｒｇ ／ ）

下载小鼠参考基因组（ＧＲＣｍ３８． ｐ２ ／ ｍｍ１０），提取所

有常染色体上 ＤＮＡ 正链上每个 ＣｐＧ 位点中 Ｃ 碱基

的坐标，获得每条染色体上 Ｃ 碱基物理坐标依次递

增的预筛选集合。 首先，以某一条染色体上的第

１ 个 Ｃ 碱基作为 ＤＭＨ 的“起始 Ｃ 碱基”。 然后，比
较第 ２ 个 Ｃ 碱基与“起始 Ｃ 碱基”的坐标距离是否

小于 ５０，如果小于 ５０，继续判断第 ３ 个 Ｃ 碱基与“起
始 Ｃ 碱基”的坐标距离。 如果满足 ＤＭＨ 的要求，继
续上述过程；如果不满足，则把前两个 Ｃ 碱基作为

一个 ＤＭＨ，并输出该 ＤＭＨ。 同时，把“起始 Ｃ 碱基”
依次向后移动，循环上述过程。 当“起始 Ｃ 碱基”移
动至预筛选集合的最后一个 Ｃ 碱基时，该染色体检

索结束。 最后，对所有常染色体进行检索，并对输

出的 ＤＭＨ 进行编号。 以上组装过程基于 Ｐｙｔｈｏｎ 脚

本实现。

图 １　 ＤＮＡ 甲基化微单倍型示意图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ

３９５
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１􀆰 ２　 年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型的筛选与

验证

１􀆰 ２􀆰 １　 公共数据收集

本文所分析的全部数据来自于 ＧＥＯ （ Ｇｅｎｅ
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｏｍｎｉｂｕｓ）数据集 ＧＳＥ８０６７２。 此数据集

包含 １５３ 个 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠血液样本（图 ２）。
选择 ０􀆰 ６７、１􀆰 １７、３、６、１２、２０、３０ 月龄共 ７ 个年龄点

共 ５８ 个样本为筛选数据集，剩余 ９５ 个样本为验证

数据集。

图 ２　 １５３ 个 ０􀆰 ６７ ～ ３５􀆰 ００ 月龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性

小鼠血液样本

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ １５３ ｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ
ａｇｅｄ ０􀆰 ６７ ～ ３５􀆰 ００ ｍｏｎｔｈｓ

１􀆰 ２􀆰 ２　 数据预处理

从 ＧＥＯ 数据库中下载小鼠血液 ＤＮＡ 甲基化高

通 量 测 序 数 据。 使 用 ＦａｓｔＱＣ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｂａｂｒａｈａｍ． ａｃ． ｕｋ ／ ｐｒｏｊｅｃｔｓ ／ ｆａｓｔｑｃ ／ ； ｖ．
０􀆰 １１􀆰 ９）对 ｒｅａｄｓ 进行质控，评估数据质量；使用

Ｔｒｉｍ Ｇａｌｏｒｅ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｂａｂｒａｈａｍ．
ａｃ． ｕｋ ／ ｐｒｏｊｅｃｔｓ ／ ｔｒｉｍ＿ｇａｌｏｒｅ ／ ；ｖ． ０􀆰 ６􀆰 ７）去除接头和低

质量的碱基，获得 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ。 对小鼠参考基因组

（ＧＲＣｍ３８． ｐ２ ／ ｍｍ１０） 建立索引，用 Ｂｉｓｍａｒｋ［２３］ 把

ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 比对到参考基因组上，获得 ｂａｍ 文件，再
对 ｂａｍ 文件进行排序， 构建索引。 最后， 利用

Ｐｙｔｈｏｎ 第三方模块 ｐｙｓａｍ 提取 ＤＮＡ 甲基化微单

倍型。
１􀆰 ２􀆰 ３　 年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型的筛选

本文采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩相关方法计算每个 ＤＮＡ
甲基化微单倍型的等位基因频率与年龄的相关性。
按照年龄从小到大的顺序排列样本，得到每个样本

中每个 ＤＮＡ 甲基化微单倍型的等位基因频率，进而

计算与年龄的相关性。 当一个 ＤＮＡ 甲基化微单倍

型的一个等位基因的 Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩相关系数（ ｒｈｏ），Ｐ
值同时满足以下两个标准： ｜ ｒｈｏ ｜ ＞ ０􀆰 ５ 和 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１
时，该 ＤＮＡ 甲基化微单倍型就被认为与年龄相关。

在进行统计分析之前，首先过滤含有大于或等

于 ４ 个连续 ＣｐＧ 位点的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型，其
目的是去除重复序列。 其次，去除少于 ５ 条 ｒｅａｄｓ 覆
盖的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型。 在计算年龄关联之前，
进一步过滤 ＤＮＡ 甲基化微单倍型，使其至少在 ９５％
的样本中被覆盖。 最后，计算每个 ＤＮＡ 甲基化微单

倍型下每个等位基因的频率与年龄的 Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩

相关系数和 Ｐ 值，并进行判断。
１􀆰 ２􀆰 ４　 年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型的验证

为了分析年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型是

否具有普适性，根据相关系数 ｜ ｒｈｏ ｜ 的大小进行排

序，选择前 １００ 个具有高相关性的 ＤＮＡ 甲基化微单

倍型在独立的样本中进行验证，评估其可重复性。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠基因组中 ＤＮＡ 甲基化微单倍型的数量

对小鼠基因组进行初步筛选后，在 １９ 条常染色

体上共得到 ２０ ３８３ ６２３ 个 ＣｐＧ 位点。 按照既定组

装策略，获取 ＤＭＨ 共计 ６７８７ １４２ 个，其中 １ 号染色

体的 ＤＭＨ 数量最多，１９ 号染色体的 ＤＭＨ 数量最

少，分别为 ４７４ ５９３ 和 １９７ ５８３（表 １）。

表 １　 ＣｐＧ 及 ＤＭＨ 在不同染色体上的数量统计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＣｐＧ ａｎｄ ＤＭＨ ｏｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ

染色体
Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ＃ＣｐＧｓ ＃ＤＭＨ ≤ ５０ ｂｐ

１ １４７７ ５６１ ４７４ ５９３
２ １５２１ ４３７ ４２８ ６９１
３ １１９１ ２１６ ３８１ ２５８
４ １３３２ ９７４ ４５８ １３７
５ １３５２ ６２５ ４７１ ７６５
６ １１６５ ９９８ ３７９ ４６１
７ １２２４ ９３９ ４１６ ３０６
８ １１３３ ９７１ ３９４ ２７７
９ １０７０ ７０７ ３６５ ２７７
１０ １１０６ ７０５ ３７６ ７８２
１１ １１６３ ５４３ ４１６ ９８７
１２ ９５６ ５１５ ３１５ ８２６
１３ ９８３ ７８４ ３２８ １０５
１４ ９４１ ３６９ ３００ ８０９
１５ ８７０ ９３４ ２９６ ９６６
１６ ７５５ ２９１ ２４４ ２８６
１７ ８５４ ４５７ ３０１ ６３３
１８ ７２１ ５４１ ２３８ ３７３
１９ ５５８ ０５６ １９７ ５８３

总计 Ｔｏｔａｌ ２０ ３８３ ６２３ ６７８７ １４２

４９５
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　 　 图 ３ 以密度图的形式展示了每条染色体上 ＤＭＨ
的分布情况。 大部分 ＤＭＨ 均匀地分布在各个染色体

上，而在某些区域 ＤＭＨ 则高度聚集。 例如，在 ４、５、
８、１１ 号染色体的近端粒处分布着高密度的 ＤＭＨ。 结

构注释表明，ＤＭＨ 主要定位于启动子（６２􀆰 ６４％）、远
端基 因 间 （ １７􀆰 ９６％）、 内 含 子 （ １３􀆰 ０８％）、 外 显 子

（５􀆰 ０１％）、５’ＵＴＲ（０􀆰 ０９％）和 ３’ＵＴＲ（１􀆰 ２３％）。

图 ４　 ＤＮＡ 甲基化微单倍型的种类及数量

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ

图 ４ 列出了含有不同 ＣｐＧ 位点数的 ＤＭＨ。 由

图 ４ 可知，定义 ＤＮＡ 甲基化微单倍型的 ＣｐＧ 个数

在 ２ ～ １９ 之间。 其中由 ２ 个 ＣｐＧ 构成的 ＤＭＨ 最

多，占 ５７􀆰 ４％，由 ３、４、５、６、７ ～ １９ 个 ＣｐＧ 构成的

ＤＭＨ 分 别 占 ２１􀆰 ８７％、 ８􀆰 ７４％、 ４􀆰 ３４％、 ２􀆰 ４５％
和 ５􀆰 ２％。
２􀆰 ２　 年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型的筛选

根据年龄与 ６７８７ １４２ 个 ＤＮＡ 甲基化微单倍型

的 Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩相关分析，总共得到 ５８３５（０􀆰 ０８６％）
个年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型，定位到 ３３４６
个基因上。 功能富集分析表明这些基因主要与肌

动蛋白结合、ＧＴＰａｓｅ 调节活性、核苷三磷酸酶调节

剂活性、通道活性、ＤＮＡ 结合转录抑制因子活性、

图 ３　 小鼠基因组中 ＤＭＨ 的密度分布图

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｄｅｎｓｉｔｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＤＭＨ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｇｅｎｏｍｅ

ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ⁃特异性 ＤＮＡ 结合转录抑制因子活

性、细胞黏附分子结合等功能有关。
由图 ５ 可知，４ 号染色体上 ＡＲ⁃ＤＭＨ 分布最多，

１６ 号染色体上分布最少，１１、７、５ 号染色体也分布着

５９５
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相对较多的 ＡＲ⁃ＤＭＨ，５０％以上染色体上 ＡＲ⁃ＤＭＨ
分布低于平均数。

图 ５　 ＡＲ⁃ＤＭＨ 的染色体分布

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＡＲ⁃ＤＭＨ

注：数据来自 ５８ 个血液样本的 ＤＮＡ 甲基化分析结果。 ５８ 个样本的年龄分布范围为 ０􀆰 ６７、１􀆰 １７、３、６、１２、２０、３０ 个月。 根据 Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩

相关分析（ ｜ ｒｈｏ ｜ ＞ ０􀆰 ７ 和 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）筛选年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型。 有些年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型下有多个等位基因

与年龄相关，选择相关系数最大的等位基因来代表这个微单倍型进行作图。 所有位点的值经过归一化处理。 红色和绿色分别表示高和

低频率，灰色表示缺失值。

图 ６　 年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型的热图

Ｎｏｔｅ． Ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ５８ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｔｈｅ ａｇｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ５８ ｓａｍｐｌｅｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ０􀆰 ６７， １􀆰 １７，
３， ６， １２， ２０， ａｎｄ ３０ ｍｏｎｔｈｓ． Ａｇｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ Ｓｐｅａｒｍａｎ ｒａｎｋ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ （ ｜
ｒｈｏ ｜ ＞ ０􀆰 ７ ａｎｄ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ． Ｓｏｍｅ ａｇｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ｈａｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｌｅｌｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｇｅ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅｍ， ａｎｄ ｔｈｅ
ａｌｌｅｌｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｓｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｗａｓ ｃｈｏｓｅｎ ｔｏ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｉｓ ｍｉｃｒｏｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｆｏｒ ｐｌｏｔｔｉｎｇ． Ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｆｏｒ ａｌｌ ｌｏｃｉ． Ｒｅｄ ａｎｄ
ｇｒｅｅｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ｇｒａｙ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｍｉｓｓｉｎｇ ｖａｌｕｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ａｇｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ

　 　 图 ６ 采用一个更加严格的水平 ｜ ｒｈｏ ｜ ＞ ０􀆰 ７ 来

筛选高性能的年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型。
在该水平下，共得到 ４１７ 个年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化

微单倍型。 利用这些 ＡＲ⁃ＤＭＨ 的等位基因的频率

数据绘制热图，结果显示这些高性能的 ＡＲ⁃ＤＭＨ 的

频率随着年龄的增长而显著的持续上升或持续下

降，符合预期。
２􀆰 ３　 年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型在独立样

本中的验证

通过相关系数的大小对这些 ＡＲ⁃ＤＭＨ 进行排

序，选择前 １００ 个 ＡＲ⁃ＤＭＨ，在独立的 ９５ 例样本中，
年龄范围为 ４ ～ ３５ 个月，进行验证。 最终，得到了

４４ 个 ＡＲ⁃ＤＭＨ。 利用这 ４４ 个 ＡＲ⁃ＤＭＨ 在不同年龄

点的频率数据构成的热图（图 ７），结果显示这些

ＡＲ⁃ＤＭＨ 的频率整体上随着年龄的增长而持续上

升或持续下降。
这些 ＡＲ⁃ＤＭＨ 定位到 ２２ 个基因，包括 Ｚｃｃｈｃ３、

Ｆｕｔ９、ＸＲ ＿ ００１７８４２８９􀆰 １、 Ｒａｐ１ｇａｐ、 Ｃｌｅｃ１ａ、 Ｐｌｅｋｈａ５、
Ｐｌｘｎａ４、ＮＩｒｐ５⁃ｐｓ、Ｄａｃｔ３、Ｇａｂｒｇ３、Ｃｄｈ８、Ｈｓｆ４、Ｐｈｌｄｂ１、
Ｓｔｘ８、 Ｕｎｃ４５ｂ、 Ｒｕｎｄｃ３ａ、 ２４１００１８Ｌ１３Ｒｉｋ、 Ｇｃｎｔ２、
Ｎｒｂｐ２、Ｔｂｘ１、Ｆｂｘｏ４０、Ｃｙｐ４ｆ４０。 这些基因在细胞的

生长、分化、代谢、信号传导等方面发挥着重要的作

用，与细胞存活和发育显著相关（图 ８）。 上述基因

６９５
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注：数据来自 ９５ 个雄性小鼠血液样本的验证分析结果。 ９５ 个样本的年龄分布范围为 ４、８、１０、１６、２２、２４、２６、２８、３２、３４、３５ 个月。 通

过计算 Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩相关系数获得 ４４ 个 ＡＲ⁃ＤＭＨ。 有些年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型下有多个等位基因与年龄相关，选择相关

系数最大且稳定的等位基因来代表这个微单倍型进行作图。 所有位点的值经过归一化处理。 红色和绿色分别表示高和低频率，灰
色表示缺失值。

图 ７　 ４４ 个年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型热图

Ｎｏｔｅ． Ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ９５ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ａｇｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ９５ ｓａｍｐｌｅｓ
ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ４， ８， １０， １６， ２２， ２４， ２６， ２８， ３２， ３４， ａｎｄ ３５ ｍｏｎｔｈｓ． Ｆｏｒｔｙ⁃ｆｏｕｒ ＡＲ⁃ＤＭＨｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｃａｌｃｕｌａｔｉｎｇ Ｓｐｅａｒｍａｎ ｒａｎｋ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ． Ｓｏｍｅ ａｇｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ｈａｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｌｅｌｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｇｅ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅｍ， ａｎｄ ｔｈｅ
ａｌｌｅｌｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｓｔ ａｎｄ ｓｔａｂｌｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｉｓ ｍｉｃｒｏｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｆｏｒ ｐｌｏｔｔｉｎｇ． Ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｆｏｒ
ａｌｌ ｌｏｃｉ． Ｒｅｄ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ｇｒａｙ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｍｉｓｓｉｎｇ ｖａｌｕｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ４４ ａｇｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ

图 ８　 ＡＲ⁃ＤＭＨ 定位基因的功能分布

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＡＲ⁃ＤＭＨ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｇｅｎｅｓ

与衰老密切相关，在与衰老相关的生理过程中发挥

一定的作用。 例如，研究表明 Ｄａｃｔ３ 可能通过调控

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路参与某些与衰老相关的生

物学过程［２４］。

３　 讨论

目前 ＤＮＡ 甲基化已经成为预测年龄最受欢迎

的生物标志物［２５］。 研究者通过筛选年龄相关的

７９５
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ＤＮＡ 甲基化位点，再通过统计学或机器学习的方式

把离散的年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化位点整合成一个

数学模型来预测年龄。 研究表明，相邻的 ＣｐＧ 位点

有共甲基化的现象［２６］，并且距离越近、共性越强。
基于此，本文提出 ＤＮＡ 甲基化微单倍型的概念，并
基于小鼠参考基因组构建了 ＤＮＡ 甲基化微单倍型

数据集，获得 ＤＭＨ ６７８７ １４２ 个。 同时，在小鼠血液

中筛选了 ５８３５ 个年龄相关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍

型，又在独立的样本中对前 １００ 个 ＡＲ⁃ＤＭＨ 进行了

验证，最终得到 ４４ 个 ＡＲ⁃ＤＭＨ。
本文构建的 ＤＭＨ 大多数是由少量 ＣｐＧ 位点组

成，尤其是由 ２ ～ ３ 个 ＣｐＧ 位点组成的 ＤＭＨ，占全

部 ＤＭＨ 的 ７９􀆰 ２６％。 虽然 ＤＭＨ 较为均匀地分布在

各个染色体上，但对得到的 ＤＭＨ 进行结构注释可

以发现，大部分 ＤＭＨ 被定位到启动子以及增强子

中。 这与本文利用的小鼠血液 ＤＮＡ 甲基化高通量

数据所采用的建库方式———简化还原亚硫酸盐测

序 （ ｒｅｄｕｃｅｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，
ＲＲＢＳ）有关。 ＲＲＢＳ 是利用限制性内切酶对基因组

进行酶切，富集启动子、ＣｐＧ 岛以及增强子区域等

的 ＣｐＧ 位点并进行重亚硫酸盐测序［２７］。 如果是全

基因组的甲基化测序，或许可以改善区域的偏向性。
筛选阶段，由于各种原因会引入假阳性位点。

为了剔除这些假阳性位点，在独立的样本对具有高

相关性的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型进行验证。 验证结

果得 到 了 ４４ 个 位 点， 文 献 检 索 发 现 ｃｈｒ６ ∶
１２９４５１７３６⁃１２９４５１７６７ （ Ｃｌｅｃ１ａ）、 ｃｈｒ８ ∶ １０５２７０９６５⁃
１０５２７１０１５ （ Ｈｓｆ４ ）、 ｃｈｒ１１ ∶ ８２９３１３０１⁃８２９３１３５１
（Ｕｎｃ４５ｂ）、 ｃｈｒ１１ ∶ ８２９３１３７３⁃８２９３１４１９ （ Ｕｎｃ４５ｂ）、
ｃｈｒ１６ ∶ ３６９９００８３⁃３６９９０１３１ （ Ｆｂｘｏ４０ ）、 ｃｈｒ１０ ∶
８１４３３７３８⁃８１４３３７８２ 共 ６ 个 ＡＲ⁃ＤＭＨ 所包含的部分

ＣｐＧ 位点已经包括在由 ＭＥＥＲ 等［９］、ＰＥＴＫＯＶＩＣＨ
等［１０］建立的多组织、血液表观遗传时钟中。 尤其是

ｃｈｒ８ ∶ １０５２７０９６５⁃１０５２７１０１５ （Ｈｓｆ４） 所包含的 ＣｐＧ
位点被证实与年龄有很强的相关性［２８］。 此外，基于

相关性的筛选方法易受到样本数量的影响。 故这

些 ＡＲ⁃ＤＭＨ 与年龄的关系还需要在更多的数据集

中去进行评估。 对这些 ＡＲ⁃ＤＭＨ 定位到的基因功

能进行研究，发现大部分基因参与细胞、神经和大

脑的发育。 例如，研究表明 Ｆｕｔ９ 在皮层和视网膜神

经前体细胞的分化、迁移和成熟中发挥了重要

作用［２９］。
综上所述，本研究基于小鼠参考基因组建立了

ＤＮＡ 甲基化微单倍型数据集；利用数据库中小鼠血

液 ＤＮＡ 甲基化高通量测序数据，筛选出了与年龄相

关的 ＤＮＡ 甲基化微单倍型，并对一部分具有高相关

性的位点进行了验证。 本研究所筛选出的位点可

以为后续小鼠血液表观年龄预测及衰老研究提供

借鉴。
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