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要#在恶性肿瘤的发生及发展过程中!遗传异常以及基因表观遗传学的改变起到了重要的作用&同遗

传学异常一样!表观遗传的改变也是一种可反映肿瘤发生早期的分子机制&

:!&

甲基化作为表观遗传学的一

种重要方式!在控制基因的表达%维持基因组稳定性%细胞分化和胚胎发育中起着重要的作用#

L!&

甲基化则

主要包括后转录过程对真核基因表达的调控&因此!检测肿瘤细胞中这
(

种甲基化的异常成为早期诊断肿瘤

的重要手段&本文就
:!&

及
L!&

甲基化与肿瘤的关系以及这
(

种甲基化检测方法做一综述&

关键词#
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基因甲基化是表观遗传学中的一个重要组成部

分#是在不改变基因组核苷酸序列的情况下#将有活

性的甲基化合物在相关转移酶的催化下结合到其他

化合物上的过程(目前已发现的基因甲基化形式主

要有
:!&

甲基化)

L!&

甲基化以及组蛋白甲基化#

在多种生物学过程中发挥着重要的作用#包括基因的

表达)干细胞的自我更新和分化)组织发育)

L!&

的

稳定性等等(本文将从基因甲基化的概念)在肿瘤中

的作用机制)检测方法等方面做一综述#为后续研究

提供理论基础(

B

"

甲基化的概念

B*B

"

:!&

甲基化
"

:!&

甲基化是
:!&

甲基转移

酶&

:!"6

'介导的一种化学修饰过程#在
:!"6

催

化下#通过
9%

腺苷甲硫氨酸&

9&"

'提供甲基#将甲基

转移到相应碱基上(在哺乳动物中#

:!&

甲基化主

要发生在
$

2

3

岛
+d

端胞嘧啶上#生成为
+d

甲基胞嘧

啶*

'

+

(

$

2

3

岛为富含
3

)

$

碱基的
:!&

区域#主要位

于基因的启动子(人类的
$

2

3

以
(

种形式存在#一种

分散于
:!&

中#另一种是
$

2

3

结构高度聚集的
$

2

3

岛(在正常组织中#前者多被甲基化修饰#而后者常

以非甲基化状态存在于启动子区*

(

+

#大约有
/-[

的人

类基因存在于启动子区的
$

2

3

岛(在高等真核生物

中已 发 现 的
:!"6=

有!

:!"6'

)

:!"6(

)

:!%

"6)N

)

:!"6)A

)

:!"6)D

*

)

+

(

:!"6'

是一种维持

甲基化的甲基化转移酶#它能识别
:!&

复制时生成

的,半甲基化
:!&

-#即其亲代链已经甲基化#进一步

促进子链形成新的甲基化
$

2

3

二核苷酸$

:!"6)N

和
:!"6)A

则主要在胚胎形成时期促进新的甲基化

形成*

.

+

(

B*C

"

L!&

甲基化
"

L!&

甲基化一般是指
H/&

基
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因的甲基化(即碱基
&

第
/

位
!

原子上增加一个甲

基(

H/&

主要存在于
HL!&

的
$:9

区&蛋白质编码

区'和
)d̀ 6L

区#影响信使
L!&

&

HL!&

'的稳定性)

翻译效率)可变剪接和定位等#在后转录层面参与真

核基因的表达调控*

(

+

(

L!&

甲基化在体内受到
)

种效应蛋白的调控#

,书写器-),消除器-和,阅读器-

*

(

+

(,书写器-是指

H/&

甲基化转移酶#介导
L!&

的甲基化修饰过程#

主要指
"466D)%"466D'.

复合物*

+%/

+

#两者可在体

外和体内催化
HL!&

&和其他细胞核
L!&

'的
H/&

甲基化$另一种常见转移酶是肾母细胞瘤
'

结合蛋白

&

;6&8

'

*

K

+

$,消除器-是指去甲基化酶#介导
L!&

的

去甲基化修饰过程#主要包括
_6\

*

,

+和
&D̂ E#+

*

1

+

(

,阅 读 器-主 要 包 括
06#:_'

)

06#:_(

)

06#%

:_)

*

'-

+

#可识别
L!&

甲基化修饰的信息#并参与下游

L!&

的翻译)降解等过程(比如#

06#:$'

可与

HL!&

上的
H/&

结合#将
HL!&

转运出核(

06#%

:_'

"

06#:_)

识别
H/&

后可促进
HL!&

的翻译#

而
06#:_(

与
H/&

的结合则会促进
HL!&

的

降解(

C

"

甲基化与肿瘤

C*B

"

异常
:!&

甲基化与肿瘤发生的关系
"

在肿瘤

细胞中#常常有正常
:!&

甲基化模式异常改变#常表

现为全基因组广泛低甲基化及抑癌基因
$

2

3

岛区域

高甲基化$除此之外#基因错配修复系统的失活)微小

L!&

&

HJL!&

'表达缺失等均和
:!&

甲基化有着千

丝万缕的联系(

C*B*B

"

抑癌基因
$

2

3

岛区域高甲基化
"

正常情况

下#抑癌基因的
$

2

3

岛为非甲基化状态$而在某些肿

瘤中抑癌基因启动子区
$

2

3

岛区域发生高甲基化#

抑制了其转录和表达#使抑癌基因失活#导致肿瘤的

产生(吴亮等*

''

+发现抑癌基因
:&$#'

启动子甲基

化程度与食管鳞癌分化程度成反比#提示
:&$#'

启

动子甲基化有很大可能促进食管癌的发生)发展(

C*B*C

"

癌基因组的广泛低甲基化
"

肿瘤细胞中常见

全基因组的低甲基化会导致基因的突变率增加#特异

基因尤其是启动子区域的低甲基化则会激活癌基因#

促进肿瘤生长及转移*

'(

+

(

C*B*D

"

基因错配修复与
:!&

甲基化
"

:!&

错配修

复系统&

""L

'能够修复几乎所有碱基的错配#最大

程度避免基因突变(而有研究发现#当
""L

缺陷

时#

$

2

3

岛会出现较强的甲基化*

')

+

#碱基错配将不能

被修复#因此造成的基因突变也是肿瘤发生的机制

之一(

C*B*E

"

$

2

3

甲基化促进肿瘤相关基因突变
"

研究证

明#甲基化的
$

2

3

岛基因突变的频率远高于正常水

平(比如在结肠癌患者的
2

+)

基因中#

++[

左右的突

变发生在
$

2

3

位点上#其中
1.[

是
$

&

6

的突变#甲

基化的
$

2

3

突变为
6

2

3

#经过
:!&

复制#最终从

$f3

转换为
6f&

#导致遗传信息的改变#最终可导

致肿瘤的发生*

'.

+

(

C*B*F

"

:!"6

与肿瘤
"

作为
:!&

甲基化的催化

酶#

:!"6

基因在异常甲基化中起着不可替代的作

用(肿瘤细胞中某些部位基因的高甲基化往往预示

着
:!"6

表达的增加#相反#

:!"6

表达的异常增

加也可能导致部分基因尤其是抑癌基因的异常高甲

基化#进一步促进肿瘤的产生(

L&Y!449#

等*

'+

+发

现#与乳腺干细胞相比#

:!"6'

在肿瘤干细胞中表达

增加#而
:!"6'

基因的功能缺失则通过阻断肿瘤干

细胞的形成来保护小鼠免受乳腺肿瘤的影响(方钦

亮等*

'/

+采用免疫组织学技术检测了
,1

例手术切除肝

癌组织与癌旁组织中
:!"6'

和
:!"6)A

的表达情

况#发现肝癌组织中
:!"6'

和
:!"6)A

普遍存在

过表达#且显著高于癌旁组织#提示了这
(

种甲基化

转移酶与肝癌的发生和进展可能存在密切的关系(

7̂"

等*

'K

+对
'-(

例非小细胞肺癌进行研究#结果发

现
:!"6'

和
:!"6)AHL!&

表达提高#同时检出

相关抑癌基因高甲基化(

C*B*G

"

微小
L!&

&

HJL!&

'编码
:!&

甲基化与肿

瘤
"

HJL!&

通过降解目标
HL!&

或抑制其翻译从

而实现对细胞生物学功能的调节(某些
HJL!&

在癌

旁组织和肿瘤组织中出现表达差异*

',

+

#表现为表达增

加或表达下降#罗顺容等*

'1

+采用实时荧光定量
8$L

法对
(K

份非小细胞肺癌&

!9$D$

'组织及其癌旁正常

组织标本的
HJL!&%(-+

进行相对定量分析#发现肺

鳞癌的
HJL!&%(-+

表达水平升高#这可能与其编码

基因启动子低甲基化有关$某些具有抑癌基因功能的

HJL!&

的编码基因启动子区在癌症中呈现出高甲基

化状态#而使其表达受到抑制*

(-

+

(

C*C

"

L!&

甲基化与肿瘤
"

近年来很多研究表明

L!&

甲基化与肿瘤的发生)发展密不可分#包括,书

写器-),消除器-及,阅读器-的异常都可导致肿瘤的

产生与进展(有研究表明#包括
"466D%)

和
"46%

6D'.

复合体)

L!&

结合蛋白
'+

等甲基化转移酶复

合物在髓系白血病中高度表达#它们的改变往往预示

着预后不良#如
H/&

水平的升高可能预示着髓系白

血病的发生*

('

+

(除此之外#

"466D%)

和
"466D'.

复合体还可影响某些信号因子活性来发挥其对肿瘤

细胞的作用(研究表明
HL!&

甲基化可以通过调节

蛋白激酶
E

&

&̂ 6

'的活性促进子宫内膜癌细胞的增

殖和致癌性#其机制之一就是
"466D'.

热点
L(1,8

的突变和
"466D%)

表达减少#导致
&̂ 6

负调节器

8#D88(

表达降低以及正向调节器
H6\L$(

表达增

高#导致
&̂ 6

表达增加#而
&̂ 6

又可促进细胞的存

活和生长#进一步证实
HL!&

甲基化的降低可以增

加子宫内膜癌细胞的增殖和致癌性*

((

+

(

去甲基化酶的表达也与肿瘤关系密切#例如!低

氧促进乳腺癌的表达#部分是通过增加去甲基化酶

&D̂ E#+

的表达#进而减少
H/&

表达水平来实现

的*

()

+

$有研究者也发现#在某些急性粒细胞白血病亚

%

K+)'

%
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型中出现
_6\

的高表达#具体机制为!

_6\

基因促

进细胞增殖或转化和体外抑制细胞凋亡#而某些白血

病相关致癌基因会使
_6\

的表达水平上调$使用

"<L78%=<

]

测序法证实
_6\

过表达和敲除会分别降

低和提升靶基因
&9E(

和
L&L&

的
H/&

水平#进一

步证实
_6\

可促进
&"D

的发展#在
&"D

中发挥着

,原癌基因-的作用*

(.

+

(除此之外#免疫组化分析表明

阅读器
06#:_'

表达与多种恶性肿瘤的行为有关#

如肿瘤侵犯深度)淋巴结转移)恶性肿瘤的分期#

!79#7Z&;&

等*

(+

+对结直肠癌患者生存期的研究表

明#高
06#:_'

表达的患者有显著较差的总生存期#

06#:_'

表达是影响患者预后的独立危险因素#体

外研究表明#敲除
06#:_'

基因后#使用抗癌药物氟

尿嘧啶和奥沙利铂等可抑制肿瘤的生长(

D

"

分子甲基化的检测

D*B

"

:!&

甲基化的检测
"

检测基因组
:!&

甲基化

水平的方法有很多#总体分为
(

大类!一类是检测基

因组总体甲基化水平#包括变性高效液相色谱法)基

于抗
+H$

的免疫化学法)

9==7

甲基转移酶法等#另一

类方法则可检测到具体的甲基化位点#例如甲基化敏

感限制性内切酶
%9CQ>T<?@

印记杂交技术)重亚硫酸

氢钠修饰后测序法)甲基化特异性
8$L

)亚硫酸氢钠

联合限制性内切酶分析法等(

D*B*B

"

变性高液相色谱法&

:#8D$

'

"

:#8D$

技术

可对
:!&

甲基化进行定量检测#由于异源双链
:!&

和同源双链
:!&

被色谱柱保留的时间不同#导致了

:!&

片段的洗脱特性差异(

:!&

片段的保留时间

由
:!&

序列的
3

"

$

含量和存在的
:!&

失配来确

定(序列中
$

2

3

位点的甲基化导致
8$L

产物的
3

"

$

含量比未甲基化基因组的含量增加#导致更高的熔融

温度#进一步增加了保留时间(在部分变性条件下#

通过监测由硫酸氢盐处理的
:!&

扩增子保留时间#

可以揭示
:!&

甲基化的差异*

(/

+

(

D*B*C

"

基于抗
+H$

抗体免疫化学法
"

利用
+H$

抗

体能够与
+H$

发生特异性反应!应用荧光素标记该

抗体使之与预先已固定在
:4&4

膜上的样品
:!&

特异性结合#对
:4&4

膜上的荧光素进行测量即可得

到
+H$

的水平#荧光素强度与
+H$

水平成正比(抗

体的设计决定了该方法的灵敏度和特异度(

D*B*D

"

$

2

3

甲基转移酶&

"*9==7

'法
"

$

2

3

甲基转

移酶&

"*9==7

'能识别双链
:!&

上的
$

2

3

二核苷酸

序列#并甲基化其中的胞嘧啶残基(由
)#%9%

腺苷甲

硫氨酸&

)#%9&"

'提供甲基#在
"*9==7

甲基转移酶

催化下转移到基因组
:!&

的
$

2

3

胞嘧啶使其发生

甲基化*

(K

+

(剩余腺苷甲硫氨酸&

9&"

'放射性强度与

所测
:!&

甲基化水平成反比(但因
"*9==7

甲基转

移酶不稳定#导致结果不够精确#可以用设置
"*9==7

甲基转移酶自身对照组这一办法解决(

D*B*E

"

甲基化敏感的限制性内切酶
%9CQ>T<?@

印记

杂交技术
"

甲基化敏感限制性内切酶只切割非甲基

化
:!&

片段$而甲基化不敏感的限制性内切酶无论

:!&

片段是否甲基化都会切割(根据这一特性#将

:!&

分别用两种内切酶切割#用放射性标记
)(8

的

探针对目的片段作
9CQ>T<?@

杂交(比较两组条带的

差异即可得到目的位点的甲基化状态(该法简便)快

捷#可定位具体甲基化位点(

D*B*F

"

重亚硫酸氢钠修饰后测序法*

(,

+

"

待测
:!&

片段中非甲基化的胞嘧啶经重亚硫酸盐修饰后#转变

为尿嘧啶#而甲基化的胞嘧啶不变#进一步通过高通

量测序比较就可间接判断样品中的胞嘧啶甲基化与

否(该方法分辨率高#可检测出
:!&

序列上的全部

甲基化信息#但费用较高(

D*B*G

"

甲基化特异性
8$L

&

"98

'

"

首先将
:!&

经

亚硫酸氢钠处理#其次进行
8$L

反应#针对经亚硫酸

氢钠处理后的甲基化或非甲基化
:!&

链设计出两种

引物对#若用前者能扩增出片段#说明该检测位点发

生了甲基化$若用后者能扩增出片段#说明该检测位

点没有甲基化(王春华*

(1

+通过实时荧光定量
8$L

法

&

L6%8$L

'和测序法 检测 支气管肺 泡灌洗 液中

9#\5(

和
L&99_'&

基因甲基化情况#发现
L6%

8$L

与测序法检测
9#\5(

和
L&99_'&

甲基化的

一致率达到了
11[

和
'--[

(该法具有较高的特异

度)灵敏度#但待测序列需已知#引物设计不足或亚硫

酸氢钠对
:!&

处理不完全易致假阳性(

D*B*J

"

重亚硫酸氢钠联合限制性内切酶分析法&

$\%

EL&

'

*

)-

+

"

将亚硫酸氢钠处理后的
:!&

进行
8$L

扩增#用限制性内切酶酶切
8$L

产物#后根据电泳条

带的不同位置及亮度即可检测出
:!&

的甲基化状态

及甲基化程度(

Y&$\E

等*

)'

+应用
$\EL&

与测序相

结合&

$\EL&%9<

]

'检测出在卵巢癌中
3E36'

基因

启动子区出现高甲基化(该法简便)可定量#避免了

由甲基化敏感性酶产生的假阳性#但检测位点受限#

不能除外假阴性检测的可能性(

D*B*R

"

8$L

荧光法
"

早在
(---

年#

4&:9

等*

)(

+就

报道了采用荧光实时
8$L

的定量检测
:!&

甲基化

的技术#该方法基于
6N

]

HN@

* 探针实时定量检测(

其中探针的设计是关键(首先由重亚硫酸盐联合限

制性内切酶分析法检测
:!&

甲基化状态#其次设计

与待测甲基化
:!&

位点互补的探针#探针的
+d

端连

接上一个荧光报告寡核苷酸基团&

/_&"

'#

)d

端连接

荧光淬灭寡核苷酸基团&

6&"L&

'#当探针与待测

:!&

杂交时#在
8$L

引物延伸至探针时#

6N

]

:!&

聚合酶
+d

至
)d

外切酶活性会将探针
+d

端的荧光报告

基团切下#

)d

荧光猝灭基团则不能再将其抑制#荧光报

告基团释放荧光即可被检测#荧光强度和甲基化水平

成正比(但该方法前提是待测
:!&

序列已知(

D*C

"

L!&

甲基化检测方法
"

同
:!&

甲基化检测方

法相类似#

L!&

甲基化检测同样分为整体水平和精

确到特异位点的检测方法(整体甲基化检测方法主

要有
D$%"9

"

"9

&液相二级质谱法'$而
"<L78%=<

]

)

%

,+)'

%
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HJ$D78

以及
9$&LD46

等方法则可明确甲基化位

点#稍有不同的是
"<L78%=<

]

法分辨率较低#为
'--

碱基左右#而
HJ$D78

和
9$&LD46

法可精确到单碱

基的程度(

D*C*B

"

D$%"9

"

"9

"

在液相质谱的基础上采用串联

质谱#能够获得分子离子峰和碎片离子峰#可对碱基

同时进行定性和定量分析(将消化为单碱基的
L!&

样本注入液相色谱仪#根据出峰的保留时间面积可计

算各个碱基的含量$而后进入质谱串联分析#将单个

核糖核苷酸打断成五碳糖和嘧啶或嘌呤#根据出峰的

保留时间计算
H/&

的面积(最后根据
H/&

和总腺

嘌呤的比例计算出
H/&

在
HL!&

上整体的甲基化

程度(该方法可定量#且简便)成本低#但不能对甲基

化位点准确定位(

D*C*C

"

"<L78%=<

]

"

H/&%=<

]"

该方法结合了免疫共

沉淀和高通量测序的方法#用
H/&

特异性抗体筛选

带有
H/&

的
HL!&

片段并将其沉淀#构建相应的

M:!&

测序文库#后进行高通量测序#对
H/&

甲基化

程度较高的区域进行定位(该法可以以较高的精确

度对全基因组进行测序#并得到较为精确的甲基化位

点*

))

+

(由于该方法的分辨率为
'--

碱基左右#所以只

能对大致的区域进行分析(

D*C*D

"

HJ$D78

"

HJ$D78

是一种结合免疫共沉淀)

共价交联及高通量测序的技术*

).

+

#它的基本检测原理

为!用紫外光诱导
H/&

抗体与含有
H/&

的
L!&

交

联#交联后该
L!&

反转录得到的
M:!&

会出现
$%6

突变或者就此截断#因此可以指示
H/&

的存在(

D*C*E

"

9$&LD46

"

9$&LD46

法是一种结合了特

定位点切割)放射性标记),夹板-辅助提取以及薄层

色谱法等多种技术的
L!&

测序法*

)+

+

(首先根据靶

HL!&

序列设计嵌合寡核苷酸#对目标核苷酸进行放

射性标记$其次利用,夹板-辅助将嵌合寡核苷酸同待

测
L!&

,结扎-在一起#后用
L!&

酶消化#待测序列

因受,夹板-固定保护免受酶解#从而可被检测(最后

利用薄层色谱法分析具体修饰位点(该法分辨率高#

但由于有放射性以及成本较高#使其开展受限(

E

"

展
""

望

""

:!&

及
L!&

的甲基化修饰在肿瘤发生)发展中

的重要作用已被大量专家学者研究所证实#其中

:!&

甲基化调控肿瘤的机制研究在近十几年已日趋

完善#某些研究较为成熟的基因已有商品化试剂盒流

通#各种
:!&

甲基化抑制药物推陈出新#为癌症患者

带来了福音(相比之下#近几年火热的以
H/&

修饰

为主的
HL!&

甲基化对肿瘤的调控机制研究还处于

初期阶段#因此各种
HL!&H/&

检测技术成为推动

其发展的重要手段#也为癌症患者的早诊)早治提供

了新的方法(本文简要介绍了两种表观遗传学修饰

与肿瘤的相互作用#以及相关检测方法#希望能对甲

基化领域初级研究者提供帮助(同时期待更方便)准

确)快速以及经济的检测手段的出现#进一步提高检

测的特异度和灵敏度#从而更好地服务于临床#推动

表观遗传学在肿瘤早期诊断以及分期)预后和治疗中

的发展#为肿瘤患者带来新的希望(
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$是指病原微生物侵入血液循环并在体内繁殖的一种全身感染性疾病&近年来因其

高发病率及病死率而受到越来越多的关注!如何实现
E97

致病菌的快速检测及其药敏结果的准确回报!是长期

困扰临床的问题&血培养是诊断
E97

病原微生物的)金标准*!但其阳性率低且结果报告周期长!因此需探索新

的技术以弥补此缺陷&近年来!微生物多种诊断技术!如阳性报警时间%核酸杂交技术%核酸扩增技术%质谱检

测技术%基因芯片和测序技术等逐步从研究阶段走向
E97

病原微生物诊断的临床应用阶段&本文旨在对
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