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  摘 要:脓毒症是感染诱发的宿主失调性炎症反应所致的器官功能障碍,具有高发病率和高病死率。循环

游离DNA(cfDNA)作为一种来源于细胞凋亡、坏死及免疫过程的分子标志,近年来受到广泛关注。cfDNA不

仅在浓度水平上反映机体组织损伤,其片段组学和甲基化特征更携带组织来源及免疫状态信息,为脓毒症的诊

断、分型及预后评估提供了新的思路。该文总结了cfDNA甲基化的检测方法、脓毒症患者cfDNA甲基化特征的研

究进展,分析其在器官损伤监测、免疫失衡评估及疾病预后中的应用潜力,并提出当前研究尚待解决的问题。
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Abstract:Sepsis

 

is
 

a
 

life-threatening
 

organ
 

dysfunction
 

caused
 

by
 

a
 

dysregulated
 

host
 

response
 

to
 

infec-
tion,characterized

 

by
 

high
 

incidence
 

and
 

mortality.Circulating
 

cell-free
 

DNA
 

(cfDNA),released
 

from
 

apopto-
sis,necrosis,and

 

immune
 

processes,has
 

attracted
 

increasing
 

attention
 

in
 

recent
 

years
 

as
 

a
 

molecular
 

biomark-
er.Beyond

 

reflecting
 

tissue
 

injury
 

at
 

the
 

concentration
 

level,cfDNA
 

fragmentomics
 

and
 

methylation
 

profiles
 

also
 

carry
 

information
 

on
 

tissue
 

origins
 

and
 

immune
 

status,providing
 

new
 

insights
 

into
 

the
 

diagnosis,subtyp-
ing,and

 

prognostic
 

evaluation
 

of
 

sepsis.This
 

review
 

summarizes
 

current
 

methodologies
 

for
 

cfDNA
 

methyla-
tion

 

detection,highlights
 

recent
 

advances
 

in
 

the
 

study
 

of
 

cfDNA
 

methylation
 

features
 

in
 

sepsis
 

patients,and
 

discusses
 

their
 

potential
 

applications
 

in
 

monitoring
 

organ
 

injury,assessing
 

immune
 

dysregulation,and
 

predic-
ting

 

outcomes.Furthermore,we
 

outline
 

the
 

key
 

challenges
 

that
 

remain
 

to
 

be
 

addressed
 

in
 

this
 

emerging
 

field.
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  循环游离DNA(cfDNA)是存在于血浆中的无细

胞DNA片段,其甲基化图谱具有组织特异性,可作为

“分子指纹”指示受损组织[1]。近些年随着高通量测

序与解卷积算法的发展,cfDNA甲基化的组织溯源能

力被系统证实[2],MOSS等[1]构建的人体细胞类型甲

基化图谱为其奠定了基础。随后多项工作在重症与

感染场景中揭示了cfDNA与病情严重度及器官损伤

的相关性,提示其在脓毒症监测中的潜在价值[3-4]。

1 cfDNA甲基化检测与分析方法

  cfDNA的片段通常较短且丰度有限,在有限样本

条件下准确检测cfDNA甲基化一直是该领域的技术

难点。随着测序及分子检测技术的发展,cfDNA甲基

化分析方法不断演进,从早期的全基因组检测逐渐拓

展到低输入量富集策略和靶向定量检测,并结合计算

方法实现组织来源的推断。这些进展不仅提升了检

测灵敏度和特异度,也为cfDNA在脓毒症等复杂疾

病中的应用奠定了技术基础。以下将对主要检测方

法及其特点进行概述。

1.1 传统方法与局限性 在cfDNA甲基化研究的

早期,亚硫酸氢盐测序(BS)被广泛应用,并被视为获取
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全基因组CpG位点甲基化信息的“金标准”[5]。该方法

通过将未甲基化的胞嘧啶转化为尿嘧啶,从而实现对甲

基化状态的识别。然而,BS在处理过程中往往导致

DNA片段的大量降解,对样本起始量和测序深度要求

较高,对于本身含量低、片段短的cfDNA并不适用[6]。
尽管近年来出现了酶促甲基化测序(EM-seq)、碱基转

化辅助测序(TAPS)等改良技术,能在一定程度上降低

DNA损伤,但成本和应用范围仍存在局限[7-8]。

1.2 富集与低输入技术 针对cfDNA样本量有限

的特点,富集型甲基化检测方法逐渐兴起。以细胞游

离DNA甲基化免疫沉淀测序(cfMeDIP-seq)为代表

的技术,利用抗5-甲基胞嘧啶抗体富集甲基化DNA
片段,从而显著提高了检测灵敏度,并避免了亚硫酸

盐处理带来的额外降解。该方法能在极低输入量条

件下获得可靠的甲基化谱,适合脓毒症等急危重症患

者血浆样本的分析[9]。需要注意的是,这类方法通常

以区域水平检测为主,难以实现单碱基分辨率,但在

实际应用中依然显示出较高的可行性[10]。

1.3 靶向与数字定量方法 在临床应用层面,靶向

检测和数字化定量技术的优势更加突出。靶向甲基

化测序可针对特定的组织特异性位点进行检测,灵敏

度和特异度均较高,且具有较好的成本效益。对于明

确的甲基化标志物,数字PCR[如微滴式数字PCR
(ddPCR)]可实现绝对定量,即使在cfDNA丰度极低

的情况下也能获得准确结果。例如,Septin
 

9基因

(SEPT9)甲基化标志在结直肠癌筛查中已有商业检

测应用(Epi
 

proColon检测系统),虽然当前主要采用

甲基 定 量 PCR 方 法,但 最 近 也 有 研 究 尝 试 利 用

ddPCR检测SEPT9和SHOX2基因等标志物,其在

低丰度cfDNA 样本中表现出良好灵敏度和定量精

度[11-12]。这类方法为脓毒症相关器官损伤标志物的

快速检测提供了可借鉴的思路。

1.4 解卷积算法与组织来源分析 除了实验技术的

进步,算法的发展也极大拓展了cfDNA甲基化的应

用空间。通过参考甲基化图谱(如 MethAtlas),结合

解卷积算法(如cfSort),能够在血浆cfDNA中分离出

不同组织的甲基化信号,从而推断cfDNA的组织来

源。在脓毒症研究中,这一方法已被用于揭示免疫细

胞和肝脏来源cfDNA的比例变化,与临床器官功能

障碍情况高度一致[13]。但是在全身炎症和多器官损

伤并存的情况下,血液细胞片段往往占据主导地位,
可能掩盖其他组织信号[14],提示现有算法在临床应用

中仍需进一步优化。

2 cfDNA甲基化与脓毒症发生发展

  脓毒症最严重的后果之一是多器官功能障碍综

合征(MODS)。传统上是通过临床指标和生化参数

来判断器官损伤程度,但这些指标往往缺乏特异性,
并且往往滞后于器官组织损伤的分子或细胞改变。
基于cfDNA甲基化的分析有潜力实现对器官损伤的

早期、动态监测,由于不同组织或细胞释放到循环中

的cfDNA携带其独有的甲基化“指纹”,检测这些信

息可在分子水平捕捉各器官的损伤信号。

2.1 cfDNA总量与病情严重度的关联 DADAM
等[15]研究表明,脓毒症组cfDNA水平较对照组大幅

升高(标准差约3.30),且非存活者的cfDNA水平也

显著高于存活者[15]。此外,cfDNA水平随着脓毒症

严重度[如序贯器官衰竭(SOFA)评分]的增加而上

升,并与28
 

d病死率相关[16]。在最近的一项前瞻性

研究中,DE
 

MIRANDA等[16]在94例脓毒症及感染

患者中分析了核cfDNA(cf-nDNA)与线粒体cfDNA
(cf-mtDNA)水平与临床严重度指标的关联性。研究

结果显示,仅用L1PA2_90靶点检测的cf-nDNA即可

将“感染”与“脓毒症”两组区分开来,曲线下面积

(AUC)为0.817(95%CI:0.725~0.909),灵敏度与

特异度分别约为77.0%和79.3%;而将cf-nDNA与

SOFA评分联合使用后,该模型诊断分层能力显著提

升,AUC提高至0.916(95%CI:0.853~0.979),灵
敏度为88.1%,特异度为80.0%。该研究还发现,在
被诊断脓毒症后需要ICU收治者中,联合模型在识别

可能 需 要ICU 收 治 的 患 者 时 表 现 尚 可(AUC=
0.753),但特异度偏低(仅约50.0%),这提示在不同

临床情境下联合模型的性能可能受限制。

2.2 特定器官来源的甲基化标志物在器官损伤中的

作用 脓毒症相关急性肾损伤(SI-AKI)是脓毒症常

见的并发症之一[17]。肾脏细胞损伤(包括肾上皮与肾

内皮细胞)可释放肾源性cfDNA 进入循环[4],通过

cfDNA甲基化解卷积,可定量评估肾来源cfDNA的

比例变化。YOU等[4]的研究首次验证了肾特异甲基

化标记对SI-AKI的监测价值:与无AKI的脓毒症患

者相比,SI-AKI患者血浆中源自肾小管上皮细胞的

cfDNA相对贡献显著升高(中位数1.34%,脓毒症无

AKI者为0.83%,健康对照者为0.84%)。更重要的

是,肾源性cfDNA这一指标对SI-AKI的判别具有较

高准确性,其AUC达到0.920,而同期总cfDNA水平

的AUC约为0.890。这提示相对于粗略的总cfDNA
量,甲基化分析得到的肾特异cfDNA指标具有更优

的诊断效能。此外,肾源性cfDNA水平与传统肾功

能指标并不直接相关,其水平与同期血清肌酐无显著

相关性(r=0.44,P>0.05),与同期尿量也无相关性

(r≈0.00,P≈0.99),表明cfDNA甲基化检测反映肾
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脏组织细胞的真实损伤程度早于功能障碍指标的

变化。
肝脏是清除cfDNA的重要器官,同样易受脓毒

症影响[18-19]。脓毒症时,肝细胞受损可释放肝源性

cfDNA,而肝清除功能下降又可能加剧cfDNA在循

环中的积聚[3],使肝来源cfDNA 的变化更为复杂。
目前肝源cfDNA的特定甲基化标志物在肝损伤监测

中已显示出良好的作用。在LEHMANN-WERMAN
等[20]的研究中,通过鉴定肝实质细胞特异性去甲基化

CpG位点(如靠近ITIH4、IGF2R和 VTN基因的区

域),成功将这些标志物用于检测肝源cfDNA在混合

样本中的水平。在健康个体中这些肝源标志物水平

较低,而在脓毒症患者中,其水平显著升高,并与丙氨

酸氨 基 转 移 酶(ALT)及 天 门 冬 氨 酸 氨 基 转 移 酶

(AST)等传统肝功能损害指标显著相关。在CANO-
GAMEZ等[13]的研究中,甲基化基础的组织溯源分析

进一步证明,在肝功能不全的脓毒症患者中,肝实质

肝细胞与Kupffer细胞来源的cfDNA占比有明显增

加,这也与临床上 ALT等肝酶指标同步上升。该研

究强调,利用甲基化图谱识别组织来源变化,能为判

断肝脏受损的严重程度提供补充信息。
脓毒症可引发急性心肌功能抑制,即所谓的脓毒

症心肌病[21],其特点是可逆的心排出量下降和射血分

数降低,被认为与炎症因子冲击和心肌微循环障碍有

关[22-23]。尽管脓毒症心肌损伤不像心肌梗死那样造

成大量心肌细胞坏死,但仍可能有心肌细胞凋亡及损

伤发生[24-25]。ZEMMOUR等[26]通过鉴定心肌细胞

特异性去甲基化基因座FAM101A,实现心肌来源

cfDNA在血浆中的量化。他们发现脓毒症患者中心

肌cfDNA水平显著升高,并且与病死率高度相关,优
于肌钙蛋白等部分传统心肌标志物。而cfDNA甲基

化分析为检测微小的心肌损伤进一步提供了新思路。
已有研究在非感染情况下(心肌梗死)建立了心脏特

异性cfDNA标志物检测方法:REN等[27]应用高通量

甲基化测序筛选出6个心脏特异高甲基化的CpG位

点(位于CORO6、CACNA1C、OBSCN等基因),并据

此开发了针对其中核心位点CORO6的ddPCR检测。
该方法能够清晰地检测出心肌梗死患者入院时血浆

中心源性cfDNA水平的升高。不过,目前专门针对

脓毒症患者中心肌cfDNA或心肌特异性甲基化位点

的研究仍然非常有限,大多数为单个时间点或横断面

分析,关于不同严重度分层及纵向动态监测的研究仍

显不足。
重症肺损伤和急性呼吸窘迫综合征(ARDS)是脓

毒症器官功能障碍的重要组成部分[28]。相比其他脏

器,肺组织在脓毒症中常出现弥漫性肺泡损伤和上皮

细胞受损[29]。利用cfDNA甲基化解卷积可以量化肺

组织来源的cfDNA,从而无创监测肺损伤程度。以新

型冠状病毒感染(COVID-19)的重症肺损伤为模型的

研究提供了有力证据:LI等[30]分析COVID-19患者

血浆中cfDNA的甲基化图谱,发现重症患者中肺泡

上皮、支气管上皮和肺内皮来源cfDNA水平显著高

于非重症患者或健康对照者;肺泡上皮来源的cfDNA
在区分COVID-19重症与非重症患者中的 AUC达

0.958和0.941,并且该指标预测SOFA评分及住院

死亡率的AUC分别为0.919和0.955,表明肺源特异

性cfDNA信号与肺损伤严重度及患者预后密切相

关。此外,MAGENHEIM等[31]开发的肺上皮特异性

甲基化标记可用于敏感检测肺源cfDNA,在肺疾病

(包括慢性阻塞性肺疾病急性加重、肺癌)中肺源cfD-
NA水平升高已被观察到,支持肺损伤监测的可能性。

2.3 免疫细胞甲基化重塑与炎症状态 脓毒症患者

的cfDNA部分来源于免疫细胞的凋亡和细胞外释

放。在这些来源中,先天免疫细胞(如中性粒细胞、单
核/巨噬细胞)与适应性免疫细胞(如淋巴细胞)都有

重要贡献[1]。因此,cfDNA的细胞来源特征能够部分

反映免疫系统在感染过程中的受损程度与炎症负

荷[32]。例如,在重症感染中,大量中性粒细胞趋化到

感染灶并经历细胞死亡的过程,其中包括产生网状中

性粒细胞胞外陷阱(NETs)等,会造成粒细胞来源

cfDNA急剧升高[33-34]。LI等[30]的研究显示,重症

COVID-19患者的cfDNA中B细胞、T细胞和中性粒

细胞来源比例明显高于轻症患者,而自然杀伤细胞

(NK细胞)来源的cfDNA占比相对降低。这提示重

症状态下适应性免疫损耗加强,同时先天免疫过度激

活,而NK细胞来源比例下降提示其在重症状态下可

能存在功能受损或免疫抑制。类似的现象亦在脓毒

症人群中存在,有研究显示,NK细胞数量和活性下降

与免疫抑制及不良预后密切相关[35]。目前鲜见对脓

毒症患者cfDNA来源构成的纵向监测研究,但现有

证据提示cfDNA来源比例的动态变化可能与脓毒症

免疫反应由高炎症向免疫抑制转变的阶段性过程相

对应。
目前关于淋巴细胞、NK细胞甲基化的研究仍有

限,大多数证据集中在单核/巨噬细胞,因此后文重点

介绍该细胞类型的甲基化异常。单核/巨噬细胞在经

历内毒素耐受后表现为促炎基因表达下降、抗炎基因

上调,以及抗原呈递能力减弱(HLA-DR下降,PD-L1
等抑制性分子上调)[36]。这一功能表型的维持部分依

赖于表观遗传调控,其中DNA甲基化的作用日益受
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到关注[37]。LORENTE-SOROLLA 等[36]对脓毒症

患者单核细胞的甲基化组进行了分析,发现脓毒症患

者的单核细胞基因组甲基化出现广泛改变,相比健康

人呈现特定基因座的高甲基化或低甲基化。这些差

异甲基化与关键的免疫调节因子密切相关:研究证明

单核细胞DNA甲基化谱变化与患者血浆中白细胞介

素-6、白细胞介素-10等炎症因子水平呈显著相关,并
且与患者的SOFA评分等器官功能指标相关联。也

就是说,甲基化改变程度大的患者往往伴有更高的免

疫抑制因子水平和更严重的器官功能障碍。该团队

后续通过体外脂多糖刺激实验及离体单核细胞样本

分析发现,耐受性基因在第一次接触革兰阴性菌内毒

素时,其表达与DNA甲基化状态发生重编程,并且这

一重编程过程依赖于JAK2-STAT通路[38]。这一结

果支持这样一种观点:脓毒症中免疫细胞向耐受(低
反应性)表型转变,与DNA甲基化介导的基因沉默或

激活存在密切关联。因此,cfDNA甲基化不仅是反映

免疫细胞损伤与免疫表型转变的潜在分子标志物,也
可能在驱动免疫功能失衡过程中发挥重要作用。

2.4 释放机制与清除机制对甲基化图谱的影响 正

常情况下,细胞凋亡产生的短片段cfDNA可被血浆

中的核酸酶(如DNases
 

I)降解,并通过肝脾的巨噬细

胞吞噬系统清除,低分子量片段也可能被肾脏滤过以

维持血浆cfDNA的低稳态浓度[39-41]。健康人cfDNA
半衰期仅为几分钟至两小时[39],表明机体能迅速移除

大部分游离DNA碎片。在脓毒症等危重状态下,这
一动态平衡被打破:非常规死亡形式如凋亡、坏死及

NETs形成过程中可释放cfDNA片段[30,42]。同时,
肝脏等清除器官功能受损使cfDNA 的清除效率下

降。CANO-GAMEZ等[13]研究中发现脓毒症患者血

浆cfDNA较健康人升高约41倍,其组织来源组成在

两组间相似,但末端基序与片段长度分布发生了改

变,即cfDNA在循环中滞留时间延长,受到核酸酶持

续消化导致片段特征不同。如前文所述,脓毒症时中

性粒细胞、淋巴细胞、实质器官细胞均大量释放cfD-
NA,然而清除途径的削弱使这些来源的cfDNA在血

中大量滞留,最终体现在甲基化解卷积分析中表现为

各组织来源cfDNA绝对含量和相对贡献的改变。

3 cfDNA甲基化与脓毒症预后

  有研究通过临床队列分析证明,高水平的血浆

cfDNA与脓毒症患者不良预后(较高死亡率)之间存

在显著相关[43]。有研究进一步指出,cfDNA的预后

预测效能可优于传统 APACHEⅡ评分,将二者结合

能够提高死亡风险评估的准确性[44]。随着研究的深

入,针对cfDNA甲基化特征的分析为脓毒症预后评

估提供了新的视角。一项全基因组甲基化谱研究显

示,脓毒症患者外周血中多种免疫相关基因出现低甲

基化改变,且与SOFA评分及降钙素原等疾病严重程

度指标密切相关。其中,SLX4基因的低甲基化对预

测患 者 死 亡 等 不 良 结 局 具 有 较 高 价 值 (AUC≈
0.821)[45]。值得一提的是,脓毒症后期的免疫抑制状

态同样伴随特定基因甲基化异常。例如白细胞介素-
10、TREM1等免疫调节基因在脓毒症休克患者中甲

基化水平显著改变,提示cfDNA甲基化特征有望反

映机体免疫功能状态的动态变化[46]。
不只是观察性的临床研究,一些动物实验也从干

预角度支持DNA甲基化对预后可能具有调节作用。
在盲肠结扎穿孔或内毒素诱导的严重脓毒症动物模

型中,应用DNA甲基转移酶抑制剂(DNMT
 

抑制剂)
可显著降低DNMT1、DNMT3A等甲基化酶的表达,
抑制NF-κB通路活化,并减少炎症介质释放,从而改

善生存率[47]。在另外的肺损伤模型中,用DNMT抑

制剂干预可减轻肺组织炎症和结构损害,并降低血清

炎症因子水平[48]。这些研究表明,通过表观遗传机制

调节免疫与炎症反应是可行的,对脓毒症患者的预后

评估与治疗策略具有启示意义。
此外,如前文所述,利用cfDNA甲基化图谱还可

解析其组织来源可评估器官损伤程度。以上研究结

果揭示,血浆cfDNA甲基化在脓毒症预后评估中具

有重要潜力,不仅可用于预测患者的病死风险,还可

反映宿主免疫状态改变及提示特定器官功能障碍的

严重程度。但需要注意的是,当前有关cfDNA甲基

化用于脓毒症预后评估的研究多为探索性,各研究采

用的检测平台和分析策略存在较大异质性,尚未建立

统一的评价标准。

4 展  望

  近年来,有关cfDNA甲基化与脓毒症的研究逐

渐增多,但要实现其在重症精准监测中的临床应用,
仍面临诸多亟待解决的问题:(1)如何建立统一的

cfDNA样本前处理标准并开展大规模多中心验证?
 

不同研究在采血管类型、离心条件、样本保存等预分

析环节存在差异,可能导致血细胞裂解 和 基 因 组

DNA污染,从而干扰cfDNA检测结果。(2)如何完

善甲基化参考图谱并优化解卷积算法以适配复杂病

理?
 

脓毒症等多器官损伤状态下可能出现超出健康人

数据库的新颖甲基化模式,现有算法难以准确分类。
(3)如何开发快速经济的检测平台以实现床旁实时监

测?
 

当前的全基因组甲基化测序信息最全面但成本

高、耗时长,难以满足临床实时性要求。临床更需要

简便、迅速且费用可接受的cfDNA甲基化检测方法。
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(4)能否针对表观遗传靶点进行干预并整合cfDNA
标志用于个体化治疗?

 

已有研究提示,DNA甲基化等

表观遗传改变在脓毒症免疫失衡和器官损伤中发挥

一定作用。若能明确关键甲基化调控酶或通路,药物

干预可能改善预后。
围绕样本处理、算法优化、检测平台与干预策略

的深入研究,将为cfDNA甲基化在脓毒症精准监测

与个体化治疗中的应用奠定基础。随着检测技术的

发展和多组学数据的积累,cfDNA甲基化有望逐步进

入临床决策流程,成为危重症医学中的重要分子工

具,用于早期预警、风险评估与预后改善。
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