
·综  述·

游离DNA甲基化在非肿瘤性疾病中的应用研究进展*

魏丽荣
 

综述,杜玉珍△
 

审校

上海交通大学医学院附属第六人民医院检验科,上海
 

201306

  摘 要:游离DNA已成为新兴的、非侵入性的重要临床样本类型,游离DNA甲基化具有组织特异性,可以

反映来源细胞的DNA甲基化状态,在临床疾病诊疗中可能成为重要的潜在标志物。该文旨在综述近年常用的

游离DNA甲基化检测技术,以及游离DNA甲基化在神经退行性疾病、精神性疾病、心血管疾病、糖尿病和出生

缺陷等非肿瘤疾病中的应用研究进展。
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Abstract:Cell-free

 

DNA
 

has
 

emerged
 

as
 

a
 

novel
 

and
 

non-invasive
 

clinical
 

sample
 

type.The
 

methylation
 

patterns
 

of
 

cell-free
 

DNA
 

are
 

tissue-specific
 

and
 

can
 

reflect
 

the
 

DNA
 

methylation
 

status
 

of
 

the
 

source
 

cells.
Therefore,they

 

have
 

the
 

potential
 

to
 

serve
 

as
 

important
 

biomarkers
 

in
 

clinical
 

disease
 

diagnosis
 

and
 

treat-
ment.The

 

article
 

aims
 

to
 

review
 

the
 

recent
 

developments
 

in
 

commonly
 

used
 

cell-free
 

DNA
 

methylation
 

detec-
tion

 

techniques,as
 

well
 

as
 

the
 

research
 

progress
 

of
 

cell-free
 

DNA
 

methylation
 

in
 

non-neoplastic
 

diseases
 

such
 

as
 

neurodegenerative
 

diseases,psychiatric
 

disorders,cardiovascular
 

diseases,diabetes
 

mellitus,and
 

birth
 

de-
fects.
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  游离DNA是细胞凋亡、坏死和自噬等过程中释

放到血液、腹水、脑脊液、唾液、胸腔积液和尿液等体

液中的 DNA 片段,长度为150~200
 

bp[1]。游 离

DNA的产生和清除是一个动态过程,半衰期为5~
150

 

min,因此游离DNA可以对全身死亡细胞进行

“快照”,这一特点使其成为许多疾病的检测目标[2]。
健康人的血浆中含有0~100

 

ng/mL的游离DNA,而
在以细胞死亡和损伤为特征的疾病(包括癌症、创伤、
败血症和糖尿病等)患者的血浆中游离DNA水平可

高达1
 

000
 

ng/mL[3],但这种游离DNA水平的显著

升高是非特异性的,无法明确游离DNA的组织细胞

来源[4]。对游离DNA甲基化模式进行分析,则可以

溯源到相应的组织或细胞,从而帮助判断特定疾病的

发生和进展。

DNA甲基化是最广泛存在并深入研究的表观遗

传修饰类型,参与调控基因转录、基因组印记、维持X

染色体失活、染色体维持和基因组稳定性等重要过

程,同时在个体发育、癌症、自身免疫性疾病、代谢紊

乱、神经系统疾病和衰老等生理病理过程中发挥重要

作用[5-9]。游离DNA甲基化模式具有组织特异性,与
基因碱基突变信息相比,与来源细胞具有更好的一致

性,因此,液体活检样本游离DNA甲基化的研究为特

定疾病的微创检测和监测潜在病变提供了可能。游

离DNA甲基化已应用于多种异常疾病的诊断[10-12],
特别在肿瘤早筛、微小病灶残留和复发预测中的运用

是目前研究的热门领域[13]。除肿瘤之外,游离DNA
甲基化还与其他疾病的诊疗密切相关,包括神经退行

性疾病、精神性疾病、心血管疾病、糖尿病及出生缺陷

等。本文将重点阐述游离DNA甲基化检测技术及其

在上述非肿瘤疾病中的应用研究进展。

1 游离DNA甲基化检测技术

  DNA甲基化是指胞嘧啶或腺嘌呤在甲基化结合
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蛋白(MBDs)和DNA甲基转移酶的作用下,从S-腺
苷甲硫氨酸中获得甲基基团的化学修饰。人体基因

组中含量最高的甲基化修饰是5-甲基胞嘧啶(5mC),
以及5mC经TET蛋白催化形成的5-羟甲基胞嘧啶

(5hmC)修饰[14]。5mC和5hmC修饰具有组织特异

性,也是目前游离DNA甲基化检测技术的主要分析

目标。
游离DNA甲基化检测技术一般需要5个步骤,

包括体液样本采集、游离DNA提取、游离DNA预处

理、甲基化位点的检测和数据分析。由于游离DNA
甲基化并没有产生碱基序列的差异,5mC和5hmC的

甲基基团位于DNA双螺旋的沟槽中,因此直接采用

传统PCR、杂交或测序的方法检测,无法判别胞嘧啶

是否发生了甲基化修饰。早期的游离DNA甲基化分

析方法都需要先对DNA序列进行预处理,然后再通

过PCR扩增、测序或杂交等方法进行后续的分析。
目前主要有4种预处理方法:重亚硫酸盐转化法、限
制性内切酶法、亲和富集法和TET酶转化法[15-16]。4
种预处理方法的原理和基于该预处理方法的游离

DNA甲基化检测技术如下:(1)重亚硫酸盐转化法原

理是亚硫酸氢盐处理后,5mC不变,非甲基化的胞嘧

啶(C)变为尿嘧啶(U),再通过PCR反应转换为胸腺

嘌呤(T),从而将甲基化修饰的差异转化为序列的差

异,最后通过识别C或T来鉴定胞嘧啶是否被甲基化

修饰;基于该预处理法的技术有全基因组甲基化测

序、亚硫酸盐后接头标记测序、甲基化CpG串联扩增

和测序、靶基因重压硫酸盐测序、甲基化芯片、氧化亚

硫酸氢盐测序和 TET辅助的重亚硫酸盐测序等。
(2)限制性内切酶法原理是基于特定的限制性内切酶

特异性剪切甲基化或非甲基化序列,经大小选择后,
对未甲基化的CpG岛区域进行检测;基于该预处理

法的技术有简化基因组甲基化测序、单细胞简化代表

性重亚硫酸盐测序、甲基化特异性PCR、甲基化特异

性数字PCR等。(3)亲和富集法原理是利用抗体或

MBDs的特异性来富集甲基化的基因组区域,用于后

续分析;基于该预处理法的技术有甲基化cfDNA免

疫沉淀测序、甲基-CpG结合域测序、甲基化芯片和

5hmC选择性化学标记方法等。(4)TET酶转化法原

理是利用TET蛋白将5mC先转化为5hmC,进而转

化为5-羧基胞嘧啶(5caC),随后5caC经吡啶硼烷处

理和PCR扩增等过程转化为T,再进行下一步分析;
基于该预处理法的技术有TET辅助吡啶硼烷测序和

酶法甲基化测序等。上述基于4种预处理方法的甲

基化检测技术中,重亚硫酸盐转化法是最常用和高效

的方法;限制性内切酶法简单、省时且特异度强,但游

离DNA的高度碎片化特征导致的基因组覆盖率低和

限制位点丢失,会对结果造成一定的干扰;亲和富集

法适合CpG密度较高的序列;TET酶转化法较为温

和,并且可以降低成本[16-24]。
随着第三代测序技术的兴起,目前还出现了无须

预处理,直接检测游离DNA甲基化的技术,即PacBio
单分 子 实 时 测 序 (SMRT)法 和 Nanopore 测 序

法[25-26]。PacBio
 

SMRT法测序原理是通过荧光信号

时间延迟效应检测DNA甲基化修饰,在测序过程中,
聚合酶遇到碱基上带有甲基化修饰的碱基时,合成速

度变慢导致光谱发生改变,从而检出碱基甲基化修

饰;而Nanopore测序法原理是4种碱基(A、T、C、G)
及带有甲基化修饰的碱基通过单纳米孔时,孔两侧产

生电信号差异不同,从而实现甲基化修饰的检测。这

两种方法均可实现单碱基分辨率,避免游离DNA预

处理过程对游离DNA的损耗;同时二者无需PCR扩

增过程,极大减少了因扩增导致的误差。另外,Nano-
pore测序法对于长碱基测序具有独特优势,因此也受

到了越来越多的关注。以上的游离DNA甲基化检测

技术各有优缺点,由于血浆或其他体液中游离DNA
水平极低,应根据游离DNA样本起始量及实际的分

析目的,选择合适的方法进行检测[21,27]。

2 游离DNA甲基化在非肿瘤疾病中的研究现状

  游离DNA的甲基化可以进行器官和组织溯源,
发生病变的器官会增大释放到血液中的游离DNA的

量,同时一些慢性病还有特殊的甲基化信号。这些信

息为DNA甲基化进行器官和组织的衰老和疾病评估

提供了基础。通过比较非肿瘤疾病患者与健康者的

游离DNA甲基化模式,可以鉴别出疾病相关的特征,
从而实现疾病的早期诊断。非肿瘤疾病进展和治疗

过程中,相关细胞的死亡和损伤程度的变化也会反映

在游离DNA甲基化模式的改变上,因此游离 DNA
甲基化还可用于评估疾病进展或治疗效果。目前,对
于游离DNA甲基化在一些非肿瘤性疾病诊疗中的运

用已经取得了一些进展。

2.1 游离DNA甲基化与神经退行性疾病

2.1.1 阿尔茨海默病(AD) AD的早诊对于治疗有

很高的价值,CHEN等[28]对于在阿尔兹海默症不同

阶段的双胞胎的血液游离DNA的甲基化进行检测,
发现11个基因位点的甲基化水平有差异。BAHA-
DO-SINGH等[29]通过对26名AD患者和26名健康

对照组的血液游离DNA的全基因组DNA甲基化分

析,筛选获得3
 

684个有显著差异的CpG甲基化位

点,然后使用6种人工智能算法构建了AD的诊断模

型,曲线下面积(AUC)可达0.949~0.998,提示游离

DNA甲基化可用于AD的诊断。

2.1.2 早发性帕金森病(EOPD) EOPD是一种罕

见的帕金森病亚型,有研究者通过分析EOPD患者和

对照人群的脑脊液中游离 DNA 的全甲基化谱,在
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EOPD中鉴定出2
 

220个差异甲基化基因,结果显示

EOPD患者中高甲基化的基因数量远远超过了低甲

基化,这些基因与神经元功能和免疫反应相关,提示

脑脊液游离DNA甲基化有作为EOPD诊断标志物

的潜力[30]。

2.1.3 癫痫 颞叶内侧面癫痫伴海马硬化(MTLE-
HS)是常见的癫痫综合征,MTLE-HS患者的脑组织

中存在显著的DNA甲基化差异[31],在此基础上,研
究人员分析了内侧颞叶癫痫患者的血清游离DNA样

本的DNA甲基化谱,并将其与从健康对照中获得的

样本进行了比较,结果显示 MTLE-HS患者的游离

DNA甲基化组分析可以作为癫痫患者神经元细胞死

亡的预测、诊断或预后工具[32]。

2.1.4 肌萎缩侧索硬化(ALS) ALS是一种进行性

的神经退行性疾病,可导致肌肉无力、语言和吞咽障

碍,最终导致呼吸衰竭和死亡的瘫痪。对20名诊断

患有ALS的患者的血浆游离DNA分析结果显示,与
健康者相比,ALS患者RHBDF2基因的启动子增强

子区有2个CpG的甲基化状态升高[33]。另外有研究

分析了96名ALS患者的血液游离DNA甲基化水平

的分析,结果也显示了血液游离DNA甲基化模式对

ALS患者的诊断潜力[34-35]。

2.2 游离DNA甲基化与精神性疾病

2.2.1 精神分裂症 精神分裂症目前还没有可以帮

助其诊断和病程预测的生物标记物。LUBOTZKY
等[36]开发了一种大脑特异性DNA甲基化标记物检

测方法,用于评估首次精神病发作患者血浆中是否存

在脑源性游离DNA,结果显示该方法对首次精神分

裂症发作的患者诊断的 AUC为0.770,对精神病发

作患者的灵敏度为65%,特异度为90%。表明脑特

异性游离DNA甲基化标记物可能有助于精神分裂症

的早期检测和监测,从而实现早期干预和充分治疗。

2.2.2 双相情感障碍(BD) 快速循环型BD患者是

指1年内有4次以上的躁狂和抑郁发作,此类患者有

更严重的自残和自杀倾向。目前的研究发现游离

DNA甲基化对于快速循环型BD患者的鉴别诊断也

具有重要价值,HO等[37]的一项研究分析了46名快

速循环型BD患者和47名非快速循环型BD患者的

血浆 游 离 DNA,并 使 用 850K
 

Infinium
 

Methyla-
tionEPIC芯片检测游离DNA甲基化水平,从中筛选

获得了4个对快速循环型BD患者有诊断价值的CpG
甲基化位点,表明游离DNA甲基化具有作为快速循

环型BD患者生物标志物的潜力。

2.3 游离DNA甲基化与心血管疾病

2.3.1 胸主动脉夹层(TAD) TAD是致命的主动

脉疾病之一,目前对其发病机制的了解有限。有研究

使用全基因组亚硫酸氢盐分析了 TAD患者中游离

DNA中甲基化谱的变化,结果显示 TAD患者游离

DNA中存在许多差异甲基化区域,相关基因在脉管

系统和心脏发育功能富集,基于此构建的预测模型可

以实现TAD患者的分类诊断[38]。

2.3.2 心肌梗死和体外循环(CPB)损伤 心肌梗死

过程中,有大量的心肌细胞死亡并释放游离DNA到

血浆中。ZEMMOUR等[39]发现心脏特异性的血浆

游离DNA非甲基化FAM101A,在ST段抬高性心肌

梗死患者中高于健康对照者,可用于诊断心梗。LIU
等[40]通过甲基化CpG短串联扩增与测序技术(MC-
TA-Seq)鉴定了6个心脏特异性高甲基化模式的

CGCGCGG位点,并开发了一种检测CORO6甲基化

位点的ddPCR检测方法,用于心肌梗死的诊断,诊断

灵敏度为46%,特异度为80%。

CPB是将患者的血液从心肺流转到体外构建新

循环的治疗手段,CPB被认为会导致延迟性的心脏损

伤。有研究分析42名接受开胸手术的婴儿血浆中的

心脏游离DNA甲基化标志物,结果显示游离 DNA
甲基化可以提示与CPB相关的心脏损伤,监测心脏细

胞死亡,从而达到预测手术的临床结果和评估心脏保

护性干预措施的效果[41]。

2.3.3 妊娠期高血压(HDP) 妊娠期高血压(HDP)
对围生期发病率和病死率有很大影响。SPINELLI
等[42]通过分析妊娠11~14周的 HDP患者的游离

DNA甲基化谱,发现差异甲基化区域和注释基因的

评估可以预测妊娠早期先兆子痫和心血管疾病易

感性。

2.4 游离DNA甲基化与糖尿病 甲基化修饰在糖

尿病进展中起着重要的作用,高甲基化和低甲基化都

会影响身体代谢[43]。研究发现差异甲基化的前胰岛

素原基因的游离DNA在检测β细胞死亡方面具有良

好的灵敏度和特异度[44-45]。此外,检测血清中β细胞

来源的差异甲基化胰岛素DNA可用于预测高危人群

患1型糖尿病的可能性,以及评估2型糖尿病、妊娠

糖尿病、胰岛移植和胰岛特异性免疫治疗中的β细胞

死亡,表明游离DNA甲基化对于糖尿病的诊断和治

疗检测具有潜在的运用价值[10,46-49]。

2.5 游离DNA甲基化与出生缺陷 胎儿和母体基

因组的甲基化状态不同,基于此,LUN等[50]在妊娠早

期、晚期及分娩后收集的母体血液样本,测序分析胎

儿、胎盘和母体血浆游离DNA甲基化谱,发现21三

体胎儿的游离DNA的21号染色体甲基化密度显著

降低;YU等[51]使用
 

PacBio
 

SMRT法分析母体血浆

当中的长片段游离DNA甲基化,发现该方法可应用

于 脆 性 X 综 合 征 风 险 的 无 创 产 前 检 测;

GORDEVIĈIUS等[52]通过uCG
 

特异性束缚寡核苷

酸引物测序和5hmC
 

特异性束缚寡核苷酸引物测序
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方法检测到胎儿绒毛膜组织样本中5hmC,在检测胎

儿唐氏综合征可以达到100%的准确性。说明游离

DNA甲基化是进行无创产前检测良好的标志物。

2.6 游离DNA甲基化与其他疾病 除了上述疾病,
还有一些研究发现游离DNA甲基化在异体移植不良

反应、重症急性胰腺炎和新型冠状病毒肺炎组织损伤

中也具有较好的诊断和预测价值[53-56]。对于非肿瘤

疾病,游离DNA甲基化相关研究还相对较少,并且现

有的人类DNA甲基化数据库还存在着很大的局限

性,缺乏组织常驻免疫细胞、成纤维细胞或内皮细胞

等的甲基化图谱,给游离DNA甲基化细胞溯源带来

了困难,限制了游离DNA的临床应用场景。在未来

还需要更多的研究,筛选特定疾病相关细胞的特异性

游离DNA甲基化图谱,为开发覆盖更大甲基化谱系

信息和更多疾病的游离DNA甲基化检测奠定基础。

3 小结与展望

  本综述小结了游离DNA甲基化检测技术及其在

各类非肿瘤性疾病中的研究进展。总的来说,目前随

着游离DNA甲基化检测技术的发展,检测的灵敏度

和准确度在不断提升,成本也越来越低,为未来的临

床运用奠定了良好的基础。对于非肿瘤疾病,目前的

游离DNA甲基化的相关研究还处于早期阶段,但已

经可以看出,基于其特有的组织细胞特异性,游离

DNA甲基化的检测在神经退行性疾病、心血管疾病、
糖尿病和出生缺陷等相关疾病的诊断方面具有独特

的优势,其在其他疾病中的运用也得到了越来越多的

重视。
在实际 应 用 层 面,目 前 有 部 分 肿 瘤 相 关 游 离

DNA甲基化检测产品进入商品化和临床使用,如第

一个获得美国食品药品监督管理局和我国国家药品

监督管理局(NMPA)批准用于结直肠癌的筛查和早

期诊断的 mSEPT9检测试剂盒,以及国内一些已获

NMPA批 准 的 血 浆 肿 瘤 基 因 甲 基 化 检 测 试 剂 盒

等[57]。但已有的这些产品均是针对肿瘤检测,对于非

肿瘤性疾病的商品化试剂的开发和临床验证还处在

起步阶段,后续还更进一步的研究来拓宽游离DNA
甲基化的临床运用场景。但可以预计,游离DNA甲

基化未来可能成为非肿瘤性疾病肿瘤液体活检中一

个极具价值的标志物。
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