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摘   要 背景与目的：胰腺癌具有早期阶段的检测率低，远处转移风险高，以及化疗的效果较差等特点，大多

数患者的预后不良，因而开发早期诊断胰腺癌的工具意义重大。本研究利用生物信息学及机器学习的

方法，筛选可用于鉴别样本类型的血清 miRNA，并构建聚类树。

方法：从 GEO 数据库下载 GSE113486 及 GSE85589 的血清 miRNA 表达谱及分组信息，利用 ComBat

函数移除批次效应，通过 LASSO 回归筛选出用于鉴别肿瘤与非肿瘤样本的关键 miRNA，基于关键

miRNA，利用 rpart 函数构建决策树。ROC 曲线用于评价决策树的预测效果，Wilcoxon 检验用于比较

决策树观测指标在肿瘤及正常组样本中的表达差异。最后，利用 miRDB、miRTarBsae 及 TargetScan

预测关键 miRNA 的靶向 mRNA，并行富集分析。

结果：去除批次效应后，共 119 例健康对照和 128 例胰腺癌样本的血清 miRNA 表达谱纳入研究，进行

LASSO 回归分析，采用 10 倍交叉验证，筛选出 33 个 miRNA，进一步将样本随机分为训练集（60%）

和测试集（40%）。在训练集中，将 33 个 miRNA 用于构建决策树，通过剪枝，最后保留 miR-4532 和

miR-4668-5p 作为决策树的观测指标。ROC 曲线评价结果显示，训练集中曲线下面积（AUC）为 0.948 1，

测试集中 AUC 为 0.902 4。且 miR-4532 和 miR-4668-5p 在胰腺癌血清样本高表达，与正常血清样本

中的表达量相比具有统计学差异（P<0.05）。预测到 6 个 miR-4532 靶 mRNA，73 个 miR-4668-5p 靶

mRNA，它们可能与转录调节复合物、核染色质、转录阻遏物复合体、巨核细胞分化的调控、黏着剂组装、

细胞 - 底物连接组织、巨核细胞分化、黏着斑组装的负调节等功能有关；主要富集于癌症中的转录失调、

FoxO、黏附连接、胰腺癌、乙型肝炎、肝细胞癌、TGF-β，MAPK 等信号通路中。

结论：miR-4532 和 miR-4668-5p 所构建的决策树在区分正常与胰腺癌血清样本中具有良好的效果，对

于胰腺癌的早期诊断有一定的价值。
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胰 腺 癌 是 第 七 常 见 的 恶 性 肿 瘤 ， 在 中 国 ， 也

是 导 致 癌 症 相 关 死 亡 的 第 六 位 因 素 [ 1 ]。 其 5 年 生

存 率 仅 有 5 % ~ 1 0 % ， 在 确 诊 胰 腺 癌 后 ， 患 者 的 中

位生存时间约为5~6个月 [2-3]。实际上，绝大多数

胰 腺 癌 患 者 都 出 现 了 局 部 进 展 ， 甚 至 是 远 处 转 移

（80%~85%），只有极少数患者是可以手术切除

的 （ 1 5 % ~ 2 0 % ） [ 4 - 5 ]。 胰 腺 癌 的 不 良 预 后 原 因 众

多 ， 例 如 ， 系 统 免 疫 炎 症 指 数 可 能 是 胰 腺 癌 患 者

预 后 不 良 的 独 立 危 险 因 素 [ 6 ]， 早 期 阶 段 的 检 测 率

低 ， 具 有 远 处 转 移 的 高 风 险 ， 以 及 化 疗 的 效 果 较

差等 [7]，手术仅在诊断为早期胰腺癌的15%~20%

的患者中被认为是可行的[8]，由于胰腺癌患者往往

到 了 晚 期 ， 才 开 始 出 现 少 量 症 状 ， 因 而 ， 开 发 能

够 早 期 诊 断 胰 腺 癌 的 工 具 是 有 重 大 意 义 的 [ 9 ]。 血

清碳水化合物抗原19 -9（CA19 -9）是目前用作评

估 胰 腺 癌 临 床 治 疗 疗 效 的 标 志 物 ， 尽 管 它 低 灵 敏

度 和 低 特 异 性 ， 但 它 仍 然 是 胰 腺 癌 中 唯 一 获 得 美

国 食 品 药 品 监 督 管 理 局 批 准 的 标 志 物 ， 其 他 抗 原

（例如CEA和CA125）作为早期标记完全无效，但

一些肿瘤学家仍将其用作治疗反应性的标记 [ 10]。

因 此 ， 寻 找 更 为 有 效 的 胰 腺 癌 诊 断 分 子 标 志 物 ，

依旧是个值得深入探讨的课题。

microRNA（miRNA）是长度约为18~25个核

苷酸的非编码RNA，发挥着调控基因表达和RNA

Abstract Background and Aims: Pancreatic cancer is characterized by features such as low early detection rate, high 

distant metastasis risk, and poor chemotherapy response. The majority of the patients with pancreatic cancer may 

face a dismal prognosis. So, development of early diagnostic tools for pancreatic cancer is of great importance. This 

study was conducted to serum miRNAs that can be used for differential detection among samples and construct a 

decision tree model using bioinformatics approaches and machine learning method. 

Methods: Serum miRNA expressions datasets of GSE113486 and GSE85589 were downloaded from the Gene 

Expression Omnibus (GEO) database. Batch effect removal was performed using the ComBat function. The hub 

miRNAs for distinguishing the tumor from normal serum samples were screened by LASSO regression analyses. 

Decision-tree model was constructed based on the hub miRNAs by rpart software package. The diagnostic efficacy 

of the decision tree was evaluated with ROC curves. The expression differences of the variables of the decision 

tree between the tumor and normal serum samples were compared by Wilcoxon test. Finally, the target mRNAs of 

the hub miRNAs were predicted using miRDB, miRTarBsae and TargetScan databases, and enrichment analysis 

was also performed.

Results: After removing the batch effects, the serum miRNA expression profiles of 119 healthy controls and 128 

pancreatic cancer samples were included in the study. Using LASSO regression with 10-fold cross validation, 33 

miRNAs were screened. Next, all samples were randomly divided into a training set (60%) and a validation set 

(40%). In training set, 33 hub miRNAs were used for construction of decision tree model. After pruning, miR-

4532 and miR-4668-5p were selected as observation variables of the decision tree. The results of ROC curve 

evaluation showed the area under the curve (AUC) was 0.948 1 in training set and was 0.902 4 in validation set. 

In addition, miR-4532 and miR-4668-5p were significantly overexpressed in the pancreatic cancer serum samples 

compared to the normal serum samples. Six target mRNAs were predicted for miR-4532, and 73 target mRNAs 

predicted for miR-4668-5p. They were mainly associated with the functions such as transcription regulator 

complex, nuclear chromatin, transcription repressor complex, cell-subtrate junction organization, regulation 

of megakaryocyte differentiation, and negative regulation of focal adhesion assembly, and mainly enriched in 

the pathways involving the transcriptional misregulation in cancer, FoxO, adherens junction, pancreatic cancer, 

hepatitis B, hepatocellular carcinoma, TGF-β and MAPK.

Conclusion: The decision tree constructed by miR-4532 and miR-4668-5p has a good efficacy in distinguishing 

normal and pancreatic cancer serum samples, and it has certain value in early detection of pancreatic cancer.
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沉默中的功能。异常的miRNA在多种肿瘤及良性

疾病中被发现，并且发挥着重要的作用 [ 11]。研究

发现，许多miRNA可以在血浆、血清等体液中稳

定存在，这也使得研究循环miRNA以检测疾病的

进展成为可能 [12-13]。由于miRNA可以在体液（例

如 血 清 或 血 浆 ） 中 检 测 到 ， 因 此 它 们 已 成 为 潜 在

的 有 用 的 生 物 标 志 物 ， 用 于 风 险 评 估 ， 诊 断 和 预

后 [14]。例如，Mar t ínez -Hernández等 [15]的研究发

现血清miR-19b和miR-26b可能用于预测免疫介导

的 炎 症 性 疾 病 的 发 生 ， H u a n g 等 [ 1 6 ]发 现 循 环 中 的

miR-487a，miR-493-5p，miR-501-3p和miR-502-5p是

骨 肉 瘤 的 新 型 潜 在 诊 断 生 物 标 志 物 。 可 见 ， 血 清

miRNA作为预测疾病的生物标志物的巨大潜力。

决 策 树 是 一 种 用 于 判 别 分 析 的 监 督 式 机 器 学

习 算 法 ， 它 易 于 理 解 和 解 释 。 它 允 许 通 过 以 分 层

树 或 规 则 集 的 形 式 生 成 可 理 解 的 知 识 结 构 并 以 图

形 直 观 的 方 式 呈 现 它 们 ， 从 而 从 数 据 中 提 取 知 

识 [ 1 7 ] 。 决 策 树 也 已 用 于 鉴 定 癌 症 中 的 生 物 标 志

物 ， 例 如 ， 利 用 m i R N A 表 达 数 据 进 行 肺 癌 诊 断

和 亚 型 分 型 [ 1 8 ] ， 使 用 核 受 体 表 达 定 义 一 组 肺 癌

的 预 后 生 物 标 志 物 [ 1 9 ] 等 。 本 研 究 旨 在 通 过 分 析

GEO（Gene Expression Omnibus）数据库中血清

miRNA的测序数据，将决策树的方法应用于胰腺

癌的预测中，确定胰腺癌的生物标志物。

1　资料与方法

1.1  数据下载

这项研究中我们比较了来自GEO数据库的胰

腺癌患者和健康对照人群的血清miRNA表达谱。

其中纳入研究的数据集包括：GSE113486，包含

40例胰腺癌患者血清miRNA样本，和100例非肿瘤

对照样本；GSE85589包含19例健康对照和88例胰

腺癌患者血清样本。GEOquery R包用于下载临床

信息及表达谱。

1.2  去除批次效应

由 于 本 研 究 下 载 的 表 达 谱 数 据 是 经 过 预 先

处 理 及 标 准 化 的 ， 这 里 无 需 进 一 步 处 理 ， 但 由 于

GSE113486及GSE85589非同批次测序结果，这里

需 要 进 一 步 去 除 批 次 效 应 ， 以 利 进 一 步 研 究 。 批

次 效 应 是 指 表 示 测 序 样 本 在 不 同 的 批 次 处 理 和 测

量 时 引 入 的 与 生 物 状 态 不 相 关 的 系 统 性 的 技 术 偏

差 。 本 研 究 采 用 s v a  R 包 的 C o m B a t 函 数 移 除 批 次

效应，并使用主成分分析（princ ipa l  componen t 

analysis，PCA）评估批次效应移除前后的差异。

1.3  关键 miRNA 的初步筛选

L A S S O （ l e a s t  a b s o l u t e  s h r i n k a g e  a n d 

selection operator）回归是拟合高维广义线性模型

的 一 种 流 行 的 变 量 选 择 方 法 ， 通 过 构 造 惩 罚 函 数

以减少变量数并有效避免过度拟合，可以得到更精

细的模型。为了筛选出用于鉴别肿瘤与非肿瘤样本

的关键miRNA，本研究通过R软件中的glmnet软件

包，使用LASSO回归分析筛选重要的miRNA。

1.4  决策树的构建及评价

R语言中的set .seed函数及sample函数可用于

生 成 随 机 数 并 用 于 随 机 抽 样 分 组 ， 本 研 究 基 于 以

上两个函数，通过随机抽样，将247例样本，随机

分 为 训 练 集 （ 6 0 % ） 和 测 试 集 （ 4 0 % ） ， L A S S O

回归分析筛选的关键miRNA用于训练集中决策树

的构建。本研究使用rpar t  R包实现决策树算法，

rpar t函数用于决策树的生成，选择交叉验证误差

最小的树即最优的树。pred ic t函数用于测试集中

观测点的分类，使用ROC 曲线分析评价决策树的

预测效果，Informat ionValue R包的plotROC函数

用于ROC曲线绘制。

1.5  关键 miRNA 的组间差异

为 了 对 比 正 常 血 清 样 本 和 胰 腺 癌 血 清 样 本 中

关 键 m i R N A 的 表 达 差 异 ， 本 研 究 利 用 W i l c o x o n

检 验 对 比 了 关 键 m i R N A 分 别 在 G S E 1 1 3 4 8 6 及

GSE85589数据集中正常与肿瘤样本的表达差异，

以及在全部样本中正常与肿瘤样本的表达差异。

1.6  关键 miRNA 的功能注释

为 进 一 步 了 解 关 键 m i R N A 所 涉 及 的 功 能 ，

本研究利用miRDB、miRTarBsae及Targe tScan3

种数据库，预测mi RNA的靶向mRNA。其中，在

3 种 数 据 库 中 均 有 预 测 到 的 靶 向 m R N A 将 被 用 于

富 集 分 析 ， 注 释 关 键 m i R N A 可 能 涉 及 的 功 能 ，

c l u s t e r P r o f i l e r  R 包 用 于 富 集 分 析 （ e n r i c h m e n t 

analysis）[20]。

2　结　果

2.1  去除批次效应

去 除 批 次 效 应 前 ， 首 先 利 用 主 成 分 分 析 评

估 两 数 据 集 之 前 的 批 次 效 应 ， 分 析 结 果 如 图 1 A

所 示 ， 两 数 据 集 呈 现 分 别 聚 类 ， 差 异 明 显 。 经 过

ComBat函数移除批次效应后的主成分分析结果如

图1B，两数据集之间表达量没有出现分别聚类。
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2.2  关键 miRNA 的筛选

去 除 批 次 效 应 后 ， 纳 入 研 究 的 有 2 4 7 例 样 本

（ 1 1 9 例 健 康 对 照 和 1 2 8 例 胰 腺 癌 ） ， 共 2  5 2 6 个

miRNA。对2 526个miRNA进行LASSO回归分析，

采用10倍交叉验证，结果显示最佳的λ=0.027 221 2

（图2），其对应变量为33，即33个miRNA具有鉴

别肿瘤样本及正常样本的潜力。

2.3  决策树的构建及评价

为了通过血清miRNA中关键miRNA表达区分

肿瘤与正常患者，本研究纳入LASSO回归筛选出

的33个关键miRNA，构建决策树并验证决策树的

预测效果。研究中将247例样本按6:4的比例进行

随机分组，分为训练集（71例正常，77例肿瘤）

和测试集（48例正常，51例肿瘤）。将rpar t算法

应 用 于 训 练 集 ， 获 得 了 一 个 简 单 的 决 策 树 模 型 ，

模 型 包 含 两 个 m i R N A ， 分 别 是 m i R - 4 5 3 2 和 m i R -
4668-5p（图3）。
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Figure 3　The decision tree model
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使 用 测 试 数 据 集 （ 占 总 数 据 的 4 0 % ） 来 测 量

分 类 树 的 性 能 。 然 后 通 过 曲 线 下 的 面 积 来 评 价 该

分 类 器 的 判 别 力 。 结 果 如 图 4 ， 在 训 练 集 中 R O C

曲线下面积（AUC）为0.948 1，测试集中AUC为

0.902 4。即由miR-4532和miR-4668-5p构成的决

策 树 在 训 练 集 及 测 试 集 中 均 表 现 出 良 好 的 区 分 肿

瘤与正常样本的能力。

2.4  关键 miRNA 的组间差异

通 过 W i l c o x o n 检 验 对 比 了 关 键 m i R N A 在 胰

腺 癌 血 清 样 本 和 正 常 血 清 样 本 中 的 差 异 ， 结 果 

表 明 ， 两 组 样 本 差 异 有 统 计 学 意 义  （P<0 . 0 5 ）

（图5）。

2.5  富集分析

利 用 3 种 数 据 库 分 别 预 测 m i R - 4 5 3 2 和 m i R -
4668 -5p的靶向mRNA，结果显示，miR -4532在3

种数据库中均预测到的mRNA有6个，miR -4668 -
5 p 在 3 种 数 据 库 中 均 预 测 到 的 m R N A 有 7 3 个 。 利

用clusterProf i ler  R包进行GO（Gene Ontology）

图 4　ROC 曲线　　A：训练集 ROC 曲线；B：测试集 ROC 曲线
Figure 4　ROC curves　　A: ROC curve for training set; B: ROC curve for validation set
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图 5　关键 miRNA 胰腺癌血清样本和正常血清样本中差异
Figure 5　Differences of the hub miRNAs in pancreatic and normal serum samples 
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富 集 分 析 ， 及 K E G G （ K y o t o  E n c y c l o p e d i a  o f 

G e n e s  a n d  G e n o m e s ） 通 路 富 集 。 G O 富 集 主 要

包 括 细 胞 组 分 （ c e l l u l a r  c o m p o n e n t ， C C ） 、 分

子 功 能 （ m o l e c u l a r  f u n c t i o n ， M F ） 、 生 物 过 程

（bi o l og i ca l  p r oc e s s ，B P）。结果如图6所示，

关键miRNA的靶基因可能与转录调节复合物，核

染 色 质 ， 转 录 阻 遏 物 复 合 体 ， 巨 核 细 胞 分 化 的 调

控，黏着剂组装，细胞-底物连接组织，巨核细胞

分化，黏着斑组装的负调节等功能有关。其KEGG

结果表明，关键miRNA的靶基因主要富集于癌症

中的转录失调，FoxO信号通路，黏附连接，胰腺

癌 ， 乙 型 肝 炎 ， 肝 细 胞 癌 ， T G F - β 信 号 通 路 ，

MAPK信号通路等信号通路中。
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图 6　GO 及 KEGG 分析
Figure 6　GO and KEGG enrichment analysis

3　讨　论

m i R N A 参 与 了 发 育 和 各 种 生 理 过 程 ， 其 失

调可能会导致多种疾病的进展 [ 21]。有研究表明，

m i R N A 可 以 反 映 病 理 过 程 ， 因 而 被 认 为 可 以 用

于 诊 断 及 鉴 别 不 同 的 肿 瘤 类 型 ， 甚 至 是 良 性 疾 病

的 识 别 。 例 如 ， 血 清 m i R N A 对 用 于 高 度 准 确 和

特 异 性 地 筛 查 肉 瘤 [ 2 2 ]， Z o u 等 [ 2 3 ]研 究 发 现 5 种 血

清 m i R N A 可 用 作 为 鼻 咽 癌 的 潜 在 生 物 标 志 物 ，

Zarecki等[24]发现血清miRNA作为骨质疏松性椎体

骨折的新型生物标志物等。

使 用 来 自 健 康 个 体 ， 胰 腺 癌 和 胰 腺 炎 患 者 的

胰腺组织的活检样品进行的比较miRNA表达谱差

异 的 研 究 ， 清 楚 地 表 明 了 与 正 常 细 胞 相 比 ， 各 种

miRNA在癌细胞中的差异表达，预示了miRNA在

胰腺癌诊断，预后和抗癌治疗中的潜在作用 [ 25]。

Hong等 [26]研究发现与邻近的正常胰腺组织相比，

胰 腺 癌 组 织 中 共 发 现 了 1 5 8 个 m i R N A 差 异 表 达 ，

例 如 m i R - 2 0 0 ， m i R - 9 6 和 m i R - 2 1 7 。 在 胰 腺 癌 患

者中，除了胰腺细胞和组织中miRNA的异常表达

外，在全身循环中也观察到miRNA失调。例如，

一 些 研 究 报 告 了 m i R - 1 8 a ， m i R - 2 1 ， m i R - 2 2 ，

m i R - 2 4 ， m i R - 2 5 ， m i R - 9 9 a ， m i R - 1 5 5 ， m i R -
1 8 5 ， m i R - 1 9 1 ， m i R - 1 9 6 a 在 胰 腺 癌 血 液 中 的 差

异表达 [27]，miR -486 -5p通过作用于体内多种信号

通路参与胰腺腺癌的发生发展 [ 28]，胰腺癌细 胞中

miR -519d减低，且对于胰腺癌细胞增殖和侵袭能

力有所增强[29]。

在本研究中，通过LASSO回归发现了33个具

有鉴定胰腺癌肿瘤潜力的血清miRNA，并通过机

器 学 习 的 方 法 构 建 了 决 策 树 ， 用 于 区 分 胰 腺 癌 肿

瘤患者和正常对照，其中miR -4532和miR -4668 -
5p这两个血清miRNA被认为是有效观测点。同样

的 ， 在 本 研 究 的 训 练 集 和 测 试 集 中 ， 该 决 策 树 表

现出了良好的预测效果，即AUC值分别为0.9481

和0.9024，miR -4532和miR -4668 -5p在肿瘤和正

常 样 本 中 也 表 现 出 了 明 显 差 异 ， 即 肿 瘤 样 本 血 清

中 表 达 相 对 较 高 。 实 际 上 ， 已 经 有 研 究 表 明 h s a -
miR-4532在肿瘤中发挥重要作用，hsa -miR-4532

下 调 癌 症 中 的 高 甲 基 化 可 能 促 进 乳 腺 癌 细 胞 中 的

阿霉素抗性 [30]，携带hsa -miR -4532的急性髓样白

血病细胞衍生的外泌体可以通过激活LDOC1依赖

性STAT3信号通路抑制正常的造血干细胞的造血作

用等[31]。也有研究表明miR-4668-3p参与结直肠癌

的细胞增殖，迁移，侵袭和上皮细胞-间充质转化

过程[32]，miR-4668-5p在预测舒尼替尼治疗转移性

肾细胞癌反应方面具有预测潜力[33]。

决 策 树 在 医 学 上 的 应 用 已 经 颇 为 广 泛 ， 例

如，用于肝癌肝切除手术方式选择的决策树 [ 34]，

基于MRI的决策树用于黄疸型婴儿的胆道闭锁诊断

中 [ 35]。随着基因组学的发展和二代测序的成本降

低 ， 越 来 越 多 的 测 序 可 供 我 们 进 一 步 研 究 ， 将 基

因 组 学 数 据 和 决 策 树 结 合 起 来 ， 将 是 一 个 很 好 的

思路，用于癌症研究。Shera fa t i an等 [18]基于数据

库中miRNA表达数据构建决策树进行肺癌诊断和

亚型分型。本研究发现miR -4532和miR -4668 -5p

在 胰 腺 癌 患 者 的 血 清 中 相 对 表 达 较 高 ， 并 通 过 构

建 决 策 树 ， 用 于 区 分 正 常 血 清 样 本 和 胰 腺 癌 患 者

血 清 样 本 。 这 将 有 益 于 胰 腺 癌 患 者 的 早 期 诊 断 ，

甚 至 有 可 能 通 过 进 一 步 研 究 ， 取 代 传 统 的 诊 断 方
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法 ， 为 胰 腺 癌 的 诊 断 提 供 一 个 简 单 准 确 的 策 略 。

同时，miR-4532和miR-4668-5p的预测作用也显示

出 了 其 在 胰 腺 癌 进 程 中 的 重 要 作 用 ， 有 可 能 作 为

潜在的治疗靶点，值得进一步研究。
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