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摘要　DNA 甲基化异常是人类肿瘤中常见的表观

遗传变化之一 ,伴随着肿瘤的发生和发展 ,且该异常

现象在肿瘤患者的外周循环血清 、血浆和尿液等体

液中都可检测到 。因此 ,利用 DNA 甲基化分析技术

检测体液中特定分子 DNA 甲基化水平是肿瘤早期

诊断 、病程监控和疗效评估的潜在手段 ,对临床肿瘤

的诊治意义重大 。
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随着人类基因组测序工作的基本完成 ,深入研

究生命过程中基因表达的调控及其在疾病发生中的

异常 ,已成为这一领域的关键课题之一。在这一背

景下 ,以不改变基因组的碱基序列只改变基因组的

修饰为研究内容的表观遗传学(epigenetics)已成为

生命学科的研究前沿 ,而 DNA甲基化修饰是基因组

表观遗传调控中主要的方式 ,它在胚胎发育 、转录 、

染色体结构 、X性染色体失活 、基因组印迹和染色体

稳定性中起着重要的调控作用 。近年越来越多的研

究显示人类肿瘤的发生 、发展与 DNA甲基化的异常

有关 ,而且早在肿瘤临床确诊之前就可检测出特异

基因的甲基化异常现象。因此特异基因的甲基化可

以作为癌症早期诊断的分子标记物 、治疗的靶点和

判断预后手段 ,这对临床肿瘤的诊治将起着重要的

意义。

1　DNA甲基化及其意义

在哺乳动物中 ,DNA 甲基化主要发生在二核苷

酸胞嘧啶(CpG)第 5位碳原子上 ,即 5-甲基胞嘧啶

(5-mC)。人类基因组中的 CpG以两种形式存在 ,一

种是分散于 DNA中 ,另一种是 CpG结构高度聚集的

CpG岛。虽然目前对 DNA 甲基化的起源和生理功

能不是很清楚 ,但已有的研究表明 ,在哺乳动物进化

过程中大部分 CpG 位点被丢失 ,仅存留 1%人类

DNA中的 CpG未丢失
[ 1 , 2]
,大部分存留的 CpG在成

人组织细胞中是被甲基化的 。人类基因组中将近一

半基因的启动子区域富含 CpG 岛 ,但在正常组织

里 ,不管基因是否表达 ,其启动子区域的 CpG 岛通

常都是未甲基化的 。然而在基因组沉默区域 ,如女

性的一条缢缩 X染色体及其它印记失活基因 ,它们

启动子中 CpG岛普遍的被甲基化 ,且甲基化是维持

该区域转录失活状态的必要因素 。在不同组织或同

一类型细胞的不同发育阶段 ,基因组 DNA上各 CpG

位点甲基化状态的差异构成基因组 DNA甲基化谱 ,

基因 DNA异常甲基化会导致人类多种疾病的发生

和发展
[ 3]
。

一般来说 ,DNA 甲基化程度越高 ,这段 DNA被

转录成 RNA并翻译成有功能蛋白质的可能性越小。

推测甲基化沉默基因的主要机制是 ,甲基化的 CpG

能结合甲基-CpG结合(Methylated DNA Binding Doma-

in ,MBD)蛋白 ,再募集组蛋白脱乙酰化酶形成复合

物 ,使核心组蛋白尾区去酰化 ,发生局部区域的染色

质重塑(Chromatin remodeling),导致形成更紧密的

DNA包装 ,限制了转录因子到达相应结合部位 ,从

而抑制该基因的表达
[ 4]
。DNA 甲基化不仅可影响

基因的表达 ,而且这种影响还可随细胞分裂而遗传

持续下去 ,或受某种影响而改变 ,所以 DNA甲基化

是一种不同于基因序列突变的表观基因表达调控机
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制。DNA的甲基化对维持染色体的结构 、X染色体

的失活 、基因印记和肿瘤的发生发展都起重要的作

用。

目前已知有两类 DNA甲基转移酶(DNA methyl-

transferase ,DNMT)参与 DNA甲基化的建立和调节 ,

一类是重新甲基化的 DNA 甲基转移酶 DNMT3a 和

DNMT3b;另一类是维持甲基化的 DNA甲基转移酶

DNMT1。哺乳动物生殖细胞的基因组在前囊胚期早

期经历了去甲基化 ,而在胚胎植入期经历一个重新

甲基化的过程 ,此时大部分 CpG 岛在 DNMT3a 和

DNMT3b的作用下被甲基化 ,在以后的发育阶段 ,组

织特异性基因通过选择性的去甲基化而形成特异的

细胞表达类型。最近研究表明两类 DNMTs 有可能

共同作用参与维持 DNA的甲基化状态 ,细胞在单独

缺失 DNMT1或DNMT3b的情况下 ,会引起总的 DN-

MT 活性的降低 ,但对基因组总体 DNA甲基化水平

和启动子区域的甲基化都几乎没有影响 ,但同时缺

失 DNMT1和 DNMT3b时 ,细胞会失去大部分 DNMT

的活性和95%基因组的甲基化
[ 5 , 6]
。至于DNMTs是

如何共同作用 ,如何识别特异 DNA位点使其甲基化

的确切机制还待继续深入研究。

2　肿瘤中异常的 DNA甲基化

肿瘤的形成最终源于基因的异常表达 ,而近些

年研究表明 DNA 甲基化这一表观遗传机制是影响

基因表达的重要因素 ,毫无疑问 ,DNA 甲基化异常

在肿瘤生成中起着重要角色 , 事实上自 1983 年

Feinberg 等首次发现在癌细胞中基因组甲基化水平

偏低后 ,越来越多的实验表明 ,在肿瘤的发生和发展

中存在 DNA甲基化水平和模式的混乱 ,包括基因组

总体甲基化水平过低和某些基因启动子区域甲基化

过高(表 1),而且不同的肿瘤表型甲基化异常状况

也不相同。最近利用细胞核转移技术证实了改编受

精卵的表观遗传信息会逆转肿瘤的表型
[ 7]
。

表 1　几种肿瘤中 DNA异常甲基化状况

肿瘤表型 异常高甲基化基因 异常低甲基化基因

乳腺癌[ 8]

抑癌基因

修复相关基因

激素反应相关基因

细胞粘连相关基因

p16(INK4a), Line1 repetitive sequence

BRCA1 , hMLH1 ,HMSH2 Pericentromeric DNA

Estrogen receptor , RARβ2 , Global hypomethyl -ation , Progesteronereceptor , MAG ,
SYNUCLEINγ
E-cadherin , TIMP-3 , uPA , etc.

前列腺癌[ 9 ,10]

细胞周期相关基因

肿瘤细胞转移 侵入相关基因
激素反应相关基因

抑癌基因

修复相关基因

CDKN2A , RASSF1 A Global hypomethylation

CDH1 , CD44 , APC CYP1B1(Cytochrome P450 1B1)
AR , ESR1 , ESR2 , RARRES1 , RAR EGR1

KAI-1 , CAV1 , DAB2IP
GSTP1

肺癌[ 11]

DNA 修复基因

细胞周期相关基因

生长相关基因

抑癌基因

凋亡基因

MGMT , BRCA1 , hMLH1 , hMSH2 Global hypomethyl-ation
p15(INK4b), p16(INK4a), RB p53

Estrogen receptor , SOCS-3 , ETBR
hSRBC , RAR-β , TSLC1 ,MYO18B , RASSF1A
Caspase8 , TMS1 , DAPK

　　此外 ,研究发现发生于家族性癌中抑癌基因的

胚系(germ-line)突变 ,在散发性(sporadic cancer)癌中

这些基因被异常的高甲基化 ,如以前认为 BRCA1基

因只与家族性乳腺癌有关(通过 BRCA1 的胚系突

变),后来发现在散发性乳腺癌中该基因启动子区被

异常高甲基化 ,且在两类癌中的 BRCA1 表达量相

似
[ 12 , 13]

;最近 Marcella等
[ 14, 15]

也发现 ,在散发性人类

眼癌和肺癌中 ,Rb2 p130基因启动子区的异常甲基

化是除 Rb2外显子 1纯合子变异外第二个致癌因

素。

虽然目前对 DNA 异常甲基化发生的机理以及

DNA 异常甲基化是否是肿瘤形成的起始因素还是

肿瘤导致的一个副产物等问题都还未阐明 ,但肿瘤

中存在异常的 DNA甲基化已是不争的事实 ,这有望

给临床肿瘤的诊断提供新的方法和指标。

3　DNA甲基化在肿瘤诊断上的应用前景

癌症的早期发现对癌症患者的有效治疗是非常

重要的。目前对癌症的诊断主要依据临床症状 、直

接触疹 、图象信号检测(visual detection)和组织病理
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学检查等 ,但有许多癌症临床症状出现较晚 ,并且活

体取样检测也困难 ,严重影响了癌症的早期诊断和

病人的愈后 。然而随着在癌症的发生和发展中

DNA甲基化异常现象的发现 ,且此现象在确诊前就

能被检测出
[ 16]
,提示某些基因的DNA甲基化水平有

望成为肿瘤早期诊断的潜在指标 ,甚至可以作为患

病风险预测 、临床病程监控和疗效评估的指标 。

3.1　DNA甲基化检测方法　由于甲基化的胞嘧啶

并不影响 C:G 核苷酸的配对 ,且在聚合酶链反应

(PCR)过程中 ,胞嘧啶上的甲基通常会被丢失 ,所以

检测 DNA甲基化比检测 DNA 碱基序列相对困难 。

随着技术的进步 ,现在不仅可以探测某段 DNA序列

的甲基化分布 ,而且还能大通量地了解整个基因组

甲基化的程度。常用的方法是
[ 17]
通过亚硫酸氢钠

修饰 ,将目的序列中未甲基化状态的胞嘧啶脱氨基

转变成尿嘧啶 ,但5-甲基胞嘧啶不发生转变 ,之后样

品经 PCR、测序 、Southern blot和电泳等分子生物学

技术 ,达到检测甲基化胞嘧啶的目的 ,如亚硫酸钠依

赖的基因测序法 、亚硫酸钠联合限制性内切酶分析

法(COBRA)和甲基化特异性 PCR(MSP)等 ,此外还

有甲基化敏感的限制性内切酶法(如 RLGS 、DMH 和

MCA等)和单核苷酸鉴定法及基因表达列阵法等 。

其中 ,MSP是目前在研究 CpG 岛甲基化中 ,应用最

广泛的一种技术 ,它利用亚硫酸氢盐修饰造成甲基

化和非甲基化 DNA序列差异 ,设计出各自特异性引

物 ,再根据 PCR和电泳结果来判断原始序列是否甲

基化 ,该技术的极高灵敏度允许它对小量样本的

DNA进行甲基化研究 ,包括来自石蜡包埋样品或显

微切割组织的 DNA。由于 MSP 方法的多种优点 ,它

被认为在人类肿瘤甲基化分析中是一种快速 、高效

临床研究手段。

3.2　肿瘤诊断分子标记物　肿瘤诊断分子标记物

的确定取决于标记物的灵敏度和特异性 ,灵敏度是

指标记物在癌症患者中能被检出阳性的百分比 , 而

特异性是指在健康对照者中标记物检出阴性的百分

比
[ 18]
。灵敏度高特异性好的分子是较理想的肿瘤

诊断标记物 。目前研究者一般通过甲基化检测方

法 ,将患者肿瘤组织 、其平行的正常组织和处于不同

肿瘤期的同一组织的甲基化水平进行对比 ,而从基

因组众多基因的甲基化中筛选出可用于临床肿瘤诊

断的特异 DNA甲基化分子标记物。

目前研究显示 GSTP1(Glutathione S-transferase)

的甲基化可以作为前列腺癌早期诊断的潜在分子标

记物 , GSTP1 甲基化存在于 90%的前列腺癌患者

中
[ 19]
,且在不同肿瘤临床分期中甲基化程度各

异
[ 20]
,良性前列腺增生中为 2%,前列腺上皮内瘤变

为 29%,早期癌症患者为 68%,局部进展和全身性

扩展癌为 78%。Liu等
[ 21]
在多种肿瘤里比较 PR基

因和 ERα基因启动子区的甲基化状态后 ,认为 PR

基因启动子的甲基化可以作为多种肿瘤诊断的标记

物 ,而 ERα具有特异性。有的标记物还可以鉴别诊

断出早期难以判断的肿瘤类型 ,如发生于胸膜的恶

性间皮瘤(Malignant mesothelioma ,MM)与肺腺癌形成

方式类似 ,较难区别 ,尤其是在缺少足够检测样本原

料情况下 ,但以 14染色体位点上的甲基化作为诊断

标记物 ,就能容易区别
[ 22]
。

除可进行诊断外 ,某些标记物甲基化的状态还

可预测患者治疗的预后情况 ,如 APC(Adenomatous

polyposis coli)基因启动子的甲基化可预示宫颈癌的

转移和复发 ,并提示肿瘤处于高危状态
[ 23]
;肿瘤中

若伴随诱导凋亡的基因发生甲基化 ,如死亡相关蛋

白(DAP)基因甲基化则预后往往不佳。此外 ,Yegna-

subramanian等
[ 24]
研究结果显示联合用多个标记物

作为诊断指标 ,可以极大地提高灵敏度和特异性 。

3.3　检测样本　由于肿瘤组织会释放 DNA 进入血

液循环 ,成为血浆或血清游离 DNA ,因此某些肿瘤

DNA甲基化分子标记物除在肿瘤组织中存在外 ,在

外循环体液中也能检测到。事实上研究发现 ,与肿

瘤有关的基因突变和表观遗传变化如 Ras和 p53的

突变 、微卫星不稳定现象 、某些基因的异常甲基化和

线粒体 DNA变异等都能在肿瘤患者的血浆和血清

中检测到
[ 25]
。由于实体肿瘤取材困难 , 体液循环

DNA容易获得 ,因此在体液中寻找更多的肿瘤特异

DNA甲基化分子标记物的研究也备受关注。已有

研究显示某些 DNA 甲基化标记物在体液中的检测

也能达到较高的灵敏度和特异性 ,如检测膀胱癌患

者尿液中 RARB的甲基化灵敏度可达 68%,特异性

达 76%
[ 26]
;检测前列腺癌患者血清中GSTP1的甲基

化 ,灵敏度达 70%,特异性达 100%
[ 27]
。然而由于体

液中除了肿瘤组织释放的 DNA 外 ,淋巴细胞 、白细

胞裂解也会释放 DNA ,如果标记物在这些细胞中也

是甲基化的就会造成诊断中的假阳性 ,因此如何排

除外来 DNA对诊断的影响也是个待解决的问题。

4　展望

利用有效灵敏的甲基化检测技术 ,检测血浆 、血

清 、尿液和唾液等体液中肿瘤分子标记物的甲基化

水平是方便 、快捷 、特异和无创的分子生物学检测手
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段 ,跨越了由于获取肿瘤组织不便所引起的障碍 ,有

利于肿瘤的早期诊断 、预后监测及跟踪随访 ,然而将

其应用于大规模的临床还有待于认真评估这些样本

中DNA标记物的检测结果与大宗的 、随机的 、前瞻

性的临床资料间的吻合程度。同时也需要提高精确

分析肿瘤分子标记物的敏感性及特异性 ,以期建立

能够用于临床的明确的诊断标准和随访指标 。总

之 ,对这些领域的进一步探讨研究 ,对于阐明肿瘤发

生的机制 、肿瘤的早期预防 、早期诊治以及正确评估

预后等都具有重要意义。
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ABSTRACT　Abnormal methylation of DNA in certain

genomic regions is a frequent epigenetic alteration that is

involved in Human tumorigenesis and development.Vari-
ous studies have shown that this aberrant DNA modifica-

tion can be detected in body fluids of tumor patients , e.

g.circulating blood , sputum , urine.So the evaluation of

DNA methylation in these body fluids by methylaion de-

tection methods can be utilized as a potential biomarker

for early cancer detection and accurately clinical assess.

This plays a significant role in cancer diagnosis and treat-
ment.
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