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　　近年来，在肿瘤表观遗传学研究领域，ＤＮＡ甲基化受到越

来越多的关注。原因可能是ＤＮＡ的分子结构相对稳定，提取

及保存更为容易，在不同的组织标本中均能被有效检出。然

而，要将其真正应用于临床，还亟需发展一种兼具灵敏性、特异

性及可操作性的检测手段。目前一般认为有两种甲基化检测

思路［１］：即甲基化分型和甲基化组学。前者通常是对单个基因

或较少基因进行检测，后者则是对全基因组进行甲基化分析，

又叫甲基化谱。本文围绕这两类检测技术及其在临床检验方

面的应用价值进行综述。

１　甲基化分型

１．１　甲基化特异的聚合酶链反应（ＭＳＰ）　ＭＳＰ的原理是将

重亚硫酸盐处理后的ＤＮＡ作为模板，在基因启动子５′端富含

胞嘧啶鸟嘌呤二核苷酸（ＣｐＧ）位点的甲基化多发区域设计两

对引物，一对针对甲基化的模板，另一对针对未甲基化的模板，

通过凝胶电泳法，判定哪一对引物能有效扩增出目标基因，以

此作为甲基化与否的标准。此法简单且易于操作，是目前应用

最为广泛的甲基化定性分析手段。Ｂａｌａńａ等
［２］用 ＭＳＰ法对恶

性胶质瘤的石蜡包埋标本及血清标本中的 ＭＧＭＴ基因进行

甲基化分析，发现组织与血清中的甲基化状态基本一致（总符

合率为８１．１％）。在组织中甲基化阴性的患者，用 ＭＳＰ法检

测血液中的甲基化状态，其敏感性为９５．５％，特异性为６０％。

该研究证明 ＭＳＰ在甲基化状态的检测中具有良好的灵敏性，

在难以获取肿瘤组织的情况下，通过血清中肿瘤相关基因的

ＭＳＰ测定，同样可以获得满意的结果。

虽然 ＭＳＰ在甲基化研究中被广泛使用，但其亦有不足之

处。同样用 ＭＳＰ法检测乳腺癌患者中ＲＡＳＳＦ１Ａ基因启动子

区域的甲基化率，Ｔａｎ等
［３］的实验结果（４２．１％，８／１９）与 Ｈｅｌｌ

ｅｒ等
［４］的检测数据（７８．１％，７５／９６）存在较大不同。分析原因，

标本差异固然是其中重要因素（Ｈｅｌｌｅｒ选用石蜡包埋的组织标

本，而Ｔａｎ选用了血清标本），但不可否认，ＭＳＰ法在甲基化检

测时除仅能定性分析外，还存在明显的缺陷。首先，ＭＳＰ需要

两组已知的ＣｐＧ位点设计上、下游引物，并且这些位点必须完

全甲基化或完全不甲基化，事实上完全满足上述条件的基因并

不多，在扩增时常形成许多非特异性产物，影响对结果的判定。

第二，在重亚硫酸盐预处理时可能因处理不完全导致最终结果

出现假阳性。第三，在一些需要配对样本比较的研究中，癌组

织和癌旁正常组织间必然存在ＤＮＡ拷贝数的偏差，因此难以

顾及甲基化的组织特异性和不均一性。因此，人们在传统

ＭＳＰ的基础上发展了一些新的检测手段，提高实验的准确性。

Ｓｕｉｊｋｅｒｂｕｉｊｋ等
［５］采用传统 ＭＳＰ，定量多重 ＭＳＰ（ＱＭ

ＭＳＰ）和甲基化特异性多连接依赖性探针扩增（ＭＳＭＬＰＡ）这

３种方法比较乳腺癌中４个基因的甲基化状态。结果发现：有

１０％用传统 ＭＳＰ判定为未甲基化的样本，使用ＱＭＭＳＰ分析

检测到超过５０％的甲基化率。在灵敏度方面，ＱＭＭＳＰ最少

能在１ｎｇ的ＤＮＡ中检测到甲基化，是另两种方法的１０倍。

可见 ＱＭＭＳＰ是传统 ＭＳＰ基础上更加优化的检测方法。

Ｍａｌｐｅｌｉ等
［６］用 ＭＳＰ和焦磷酸测序法结合分析胰腺内分泌肿

瘤及相应正常组织中 ＲＡＳＳＦ１基因的甲基化状态。结果在

８０％（１６／２０）的肿瘤组织和６５％（１３／２０）的正常胰腺组织中检

测到ＲＡＳＳＦ１基因甲基化。研究者将两种检测手段结合，提

高了实验的可信度。

１．２　甲基化敏感的高分辨率熔解分析（ＭＳＨＲＭ）　ＭＳ

ＨＲＭ的设计原理是：样本ＤＮＡ经重亚硫酸盐处理后，因胞嘧

啶转化为尿嘧啶，而５甲基胞嘧啶则不发生转化，故原 ＤＮＡ

中未被甲基化的ＣＧ碱基对（３个氢键）均变为 ＡＴ碱基对（２

个氢键），而甲基化的ＣＧ则不发生改变。ＣＧ含量高的ＤＮＡ

解链温度（Ｔｍ）更高，因此通过对熔解曲线分析，就可知Ｔｍ值

越高，基因甲基化程度就越深。借此便可区分完全甲基化、部

分甲基化及未甲基化状态。

ＭＳＨＲＭ技术的使用，使人们得以区分部分甲基化在标

本中的存在，因此更具有临床应用价值。在关于皮肤癌的研究

中，有人对１９５例病变组织中的 ＡＫＡＰ１２基因启动子区域进

行 ＭＳＨＲＭ分析，发现ＡＫＡＰ１２的甲基化率明显高于正常组

织，因此研究者认为 ＭＳＨＲＭ法是一种快速及高通量的甲基

化检测手段［７］。Ｋｒｉｓｔｅｎｓｅｎ等
［８］在５４例非小细胞肺癌的石蜡

标本中对ＣＤＫＮ２Ａ基因和ＲＡＲＢ基因进行甲基化分析，发现

使用 ＭＳＨＲＭ 能对超过３０年历史的石蜡标本进行准确测

定，证明该方法具有相当的灵敏性和稳定性。在实践中人们还

发现，不同检测方法的联合使用可使实验结果更为可靠。Ｃａｎ

ｄｉｌｏｒｏ等
［９］在１０例慢性淋巴细胞性白血病标本中对 ＤＡＰＫ１

基因的异构甲基化进行综合分析，他们首先使用 ＭＳＨＲＭ 对

目标基因进行扩增和分析，去除掉非甲基化样品，再以焦磷酸

测序法直接利用前一步中甲基化阳性的扩增产物，定量分析

ＤＡＰＫ１中每一个ＣｐＧ二核苷酸的甲基化信息。研究者认为，

两种方法具有良好的互补性，即保证精确定量，又可减少不必

要的浪费，非常适合联合应用。

与 ＭＳＰ相比，ＭＳＨＲＭ仅需一对ＰＣＲ引物，因此操作更

为简单；不需要内参基因，因此结果误差更小；可对杂合基因进

行检测，因此实验灵敏度更高。然而，ＭＳＨＲＭ对实验条件和

设备要求相对 ＭＳＰ而言较高，在精确检验方面又不如基因测

序，还需要进一步改进及完善。

１．３　甲基荧光法　该法同样需要先用重亚硫酸盐处理待测

ＤＮＡ片段，再进行ＰＣＲ扩增。不同之处在于其上下游引物及

探针的设计。探针的５′端标记报告荧光，３′端标记猝灭荧光。

退火阶段，ＴａｑＤＮＡ聚合酶从５′端到３′端外切探针，导致报告

荧光与淬灭荧光分离，从而产生与扩增产物的量呈正比的荧光
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信号，并由此分析ＤＮＡ模板的甲基化状态
［１０］。

甲基荧光法不仅将传统的 ＭＳＰ检测定量化，更能有效减

少因预处理不完全导致的假阳性结果，是目前ＤＮＡ甲基化相

关的临床检验学研究中广泛采用的方法之一。在宫颈上皮不

典型增生的诊断方面，过去仅靠镜下判断，这种方法很大程度

上受病理科医师的主观因素影响。人类乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎ

ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）的测定可帮助判断病变的危险程度，但

ＨＰＶ感染与否并不能反映宫颈上皮细胞分子水平的改变。因

此有人研究宫颈上皮不典型增生与基因甲基化的关系。他们

发现从正常组织依次到低度鳞状上皮内病变、高度鳞状上皮内

病变，再到鳞状上皮癌，待测基因的甲基化率逐渐升高，并发现

ＨＳ３ＳＴ２基因是区别高度鳞状上皮内病变／鳞状上皮癌和正常

组织／低度鳞状上皮内病变的最佳生物标记（犘＜０．０１）
［１１］。基

荧光法在甲基化检验中的准确性和可靠性由此得到了很好的

证明。

甲基荧光法不但可用于检测新鲜组织中的ＤＮＡ甲基化

水平，还可在石蜡包埋组织或外周血中进行定量甲基化测

定［１２１３］，而且通过对引物不同颜色的荧光标记组合，亦能检测

多个位点的甲基化水平。Ｈｅ等
［１２］采用多重甲基荧光法分析

结直 肠 癌 患 者 新 鲜 组 织 及 外 周 血 中 ＡＬＸ４、ＳＥＰＴ９ 与

ＴＭＥＦＦ２基因的甲基化状态，结果待测基因的甲基化率在组

织中和外周血中的甲基化率基本相符，其敏感性分别为８４％

和８１％，特异性分别是８７％和９０％，显示了令人满意的多位

点甲基化测定优势。在临床和科研实践中，人们通过对引物长

度和结合位点的设计，不断完善甲基荧光法的灵敏度和特异

性。Ｚｈｏｕ等
［１４］在口腔黏膜组织中检测ｐ１６基因的甲基化水

平，通过将传统的７０ｂｐ扩增产物变为１１５ｂｐ扩增产物，覆盖

了更多的 ＭＳＰ扩增位点，从而将甲基化特异性从８４．５％提高

到９８．３％，很大程度上提高了实验精确度。

总体来说，甲基荧光法的优点是高灵敏度，高通量，重复性

好，能快捷地检测样品中的相关生物学信息［１５］。即使在非甲

基化等位基因超过１００００倍的情况下仍可定量检测到甲基化

信息［１６］。缺点是费用高，测定每个位点都需两端标有荧光素

的探针，并且对非均质的ＤＮＡ甲基化检测结果不可靠。

１．４　焦磷酸测序法　该法被称为甲基化分析的金标准。其原

理主要是：ＤＮＡ聚合酶在催化脱氧核苷酸按照互补配对原则

连接成脱氧核苷酸链的过程中，释放出焦磷酸盐，后者在ＡＴＰ

硫酸化酶的催化下变成 ＡＴＰ，又在荧光素酶催化作用下转化

为光能。在此基础上，有人将四种不同的碱基逐步加入ＤＮＡ

延伸反应体系中，根据反应信号的有无来判断延伸上去的是哪

种碱基，通过测序引物将待检测片断扩增出来之后，采用焦磷

酸测序仪测序，杂合子样本在ＣｐＧ位点会出现两种碱基序列，

根据阳性样本与阴性样本含量的不同，峰值高低会有所不同，

就以不同的信号峰作为定量分析的根据。

许多临床研究均采用了该技术进行甲基化分析。如Ｓｈａｗ

等［１７］在７９例口腔鳞癌组织中进行５个基因的甲基化位点检

测，发现Ｐ１６基因是口腔肿瘤高度特异性的甲基化模型，这在

以往使用 ＭＳＰ法的口腔肿瘤研究中从未被报道。此足可证明

该法是一种精确定量并多位点检测的先进检验手段。而

Ｂｒａｋｅｎｓｉｅｋ等
［１８］通过该法测定骨髓增生异常综合征（ＭＤＳ）和

急性髓细胞样白血病（ＡＭＬ）患者骨髓中的ＣＤＫＮ２Ｂ基因启

动子上６８个ＣＧ位点的甲基化状态，发现 ＭＤＳ的４个分型之

间以及ＡＭＬ与对照组间都具有各自不同的特异性甲基化模

式，利用该技术能有效区分各个亚型和用于该疾病的辅助诊

断。焦磷酸盐测序法的优点是引入内部对照，能检测并定量甲

基化水平上的细微改变，既适用于甲基化程度不均一的样本检

测，又适用于测定单个位点甲基化的频率。不足是检测ＣｐＧ

位点的数量有限，只能针对已确定的目标区域进行甲基化定量

分析。

２　甲基化谱

随着单基因的甲基化检测方法日益完善，人们更渴望实现

全基因组水平的甲基化分析。在这一领域，先后曾涌现出第一

代液相色谱法和第二代凝胶基础的甲基化图谱分析，但２０世

纪九十年代中期的基因芯片技术的产生成为了甲基化组学的

革命性成果，从此人们在甲基化组学方面进行了大量研究，使

得全基因组的甲基化分析逐渐走向现实。

基因芯片是将数以万计的ＤＮＡ探针有序地固化于支持

物表面，产生二维ＤＮＡ探针阵列，然后与标记的样品进行杂

交，通过检测杂交信号来实现对待测ＤＮＡ进行快速、高效的

检测及诊断。Ｍａｒｓｉｔ等
［１９］通过对１１２例膀胱癌患者和１１８例

健康人血液中的甲基化谱分析，发现甲基化水平最高的人群患

膀胱癌的概率可上升５．２倍，证明了可通过基因芯片检测甲基

化水平反映患膀胱癌的风险程度。这一结果对未来的临床肿

瘤防治具有重要意义。基于基因芯片技术的ＤＮＡ甲基化检

测方法有很多。如全基因组的瓦片阵列，它常常和免疫共沉淀

法（ｍｅＤＩＰ）联合应用，虽然当存在高密度的ＣｐＧ位点时，免疫

共沉淀结果可能产生偏移。但该方法理论上能检测全基因组

的任何序列，仍不失为一种较可靠的检测手段。Ｈａｙａｓｈｉ等
［２０］

用上述方法检测了三个结肠癌细胞株的编码区，可测定达７００

个候选位点的甲基化水平。此外，ＢＡＣ微阵列技术也同样适

用于大规模、多位点的甲基化检测，Ｃｈｉｎｇ等
［２１］曾采用此法检

测不同组织中基因组范围的 ＣｐＧ 岛甲基化水平，而 Ａｒａｉ

等［２２２３］在肝癌和肾癌中利用ＢＡＣ微阵列技术进行的大范围的

甲基化分析，其结果准确可靠，具有较好的可重复性。但是该

方法受到酶切位点限制，样品中关键碱基的突变可能造成结果

的假阳性或假阴性。

以测序为基础的甲基化谱分析是一种重要的全基因甲基

化检测手段。Ｅｃｋｈａｒｄｔ等
［２４］曾使用这一技术成功地对１２种

不同组织中的３条人类染色体进行了甲基化谱的分析。获取

了约１９０万个ＣｐＧ位点的甲基化信息，揭示了不同组织中表

观遗传学的差异。高通量测序仪是近年来发展起来的对全基

因组进行快速测序的一项高新技术，并且其成本较以往的检测

方法更为低廉。目前已有四种高通量测序仪投放市场，分别是

４５４测序仪、Ｓｏｌｅｘａ测序仪、ＳｏＬｉＤ测序仪和单分子测序仪。新

兴的大规模平行测序法又被称为＂下一代＂的测序方法，它使获

取目标基因的大量信息变得更加容易。在未来，开发高通量、

高精度和低成本的测序技术是应该是甲基化组学研究的发展

方向。

３　展　　望

综上所述，ＤＮＡ甲基化水平的测定是相关研究的基础，可

靠的甲基化信息可能对发病风险评估、早期诊断、疗效评价及

预测复发等具有重要意义。目前常用的甲基化检测方法中，并

没有一种能同时满足高灵敏度及高特异性的要求。为了获取

更为精确的甲基化数据，也许不同分析方法的联合使用及互相

验证是其解决之道，而在技术细节方面的微调有时亦能起到积

极作用，如付文荣和程正江［２５］通过对分析顺序的调整便有效

提高了ＰＣＲ结果的准确性。当然，找到一种理想的新检测方

法对于ＤＮＡ甲基化的研究更是具有重要的意义，需要更多的

研究和关注。
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适体在均相检测中的应用
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　　核酸适体是通过指数式富集法配体进化（ＳＥＬＥＸ）技术从

人工合成的ＤＮＡ或ＲＮＡ随机库中筛选出来的，能够与目标

分子进行高亲和性和高特异性结合的寡核苷酸序列［１２］。适

体，经常被称作＂合成抗体＂，可以在疾病的诊断和治疗方面与

抗体相媲美：适体与靶物质结合具有很高的亲和力，解离常数

可达ｎｍｏｌ，甚至ｐｍｏｌ水平，有时甚至优于抗体；适体的靶分子
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