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Abstract
AIM: To investigate methylation-related 
m o l e c u l a r  p a t h w a y s a s s o c i a t e d w i t h 
hepatocellular carcinogenesis and determine 
the clinical implications of representative genes 

involved in these pathways.

METHODS: A PubMed search was performed 
to retrieve and analyze relevant publications 
during the past 10 years via literature mining. 
Related methylated genes were classified accord-
ing to Gene Ontology criteria. The methylation 
of adenomatous polyposis coli (APC) and cyclin-
dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A) genes 
was quantitatively determined in 46 paired tumor 
and adjacent non-tumor tissues by MethyLight 
assay. The methylation levels of the two genes 
were evaluated to determine their implications 
for diagnosis of hepatocellular carcinoma (HCC). 

RESULTS: Bioinformatic analysis revealed that 
methylated genes were mainly involved in the 
Wnt/-catenin, p16 and p53 molecular pathways. 
The methylation level of CDKN2A was signifi-
cantly higher in tumor tissues than in adjacent 
non-tumor tissues (P < 0.0001). Moreover, the 
methylation level of CDKN2A was significantly 
higher in older patients than in younger ones (P 
= 0.0027). Receiver operating characteristic (ROC) 
analysis demonstrated that CDKN2A methyla-
tion level could be used to distinguish neoplastic 
lesions from non-malignant tissues. 

CONCLUSION: Elevation of CDKN2A methyla-
tion level may play an important role in hepato-
carcinogenesis. CDKN2A methylation level can 
serve as a biomarker for distinguishing tumor 
tissues from non-tumor tissues and be used for 
screening or diagnosis of HCC. 
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摘要
目的: 系统分析基因甲基化在肝癌发生中涉
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■背景资料
肝细胞癌是临床
上常见且病死率
较高的恶性肿瘤, 
早期诊断及早期
治疗对提高患者
的生存率具有极
其重要的意义. 随
着表观遗传学的
深入研究, 基因的
甲基化检测有望
应用于肝细胞癌
的早期诊断. 

■同行评议者
陈洪, 副教授, 东
南大学附属中大
医院消化科; 肖恩
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及的分子途径, 从中选取代表性基因进一步分
析其甲基化在细胞癌变过程中的生物学及临
床意义. 

方法: 对10年间关于肝癌基因甲基化相关文献
进行数据发掘与功能分类, 在其中2个与肝癌
发生相关的生物途径中选取APC和CDKN2A
基因, 采用实时定量甲基化特异性PCR技术对
46例成对肝癌与癌旁组织中基因的甲基化水
平进行定量分析并评估其诊断价值.  

结果: 生物信息学分析显示肝癌中发生甲基
化的基因主要涉及Wnt/β-catenin、p16及p53 
3个主要分子途径; 甲基化分析表明CDKN2A
基因在肝癌组织中甲基化水平极显著高于癌
旁组织(P <0.0001), 并且癌组织中甲基化程度
在高龄患者中较高(P  = 0.0027); ROC曲线分
析表明通过CDKN2A甲基化定量分析能够高
效区分癌与非癌组织(AUC = 0.8526). APC基
因在癌与癌旁间总体甲基化水平无显著性差
异(P  = 0.0656). 

结论: CDKN2A基因甲基化水平的升高在肝
细胞癌变过程中可能具有重要作用, 其甲基化
水平的升高可作为一种鉴别癌与非癌组织的
分子标志物. CDKN2A甲基化模式的特异性
使其在肝癌早期筛查和诊断中具有一定的临
床应用价值.

关键词: 甲基化; 肝细胞癌; 生物标志物; APC; 

CDKN2A
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0  引言

基因组DNA甲基化模式的异常改变是癌细胞的

一个重要特征, 在1996年Herman et al建立了针

对特定基因区域进行甲基化检测技术之后[1], 近
十多年来抑癌基因启动子区甲基化在癌症发生

与发展中的机制得到了深入研究, 同时也积累

了大量相关的文献报道. 对这些文献进行系统

分析与数据发掘, 不仅有助于全面理解DNA甲

基化这一表观遗传学方式在肿瘤形成过程的详

细作用, 同时也可为用于癌症筛查、诊断或预

后等各类甲基化生物标志物的开发提供选择依

据. 本研究在文献发掘基础上, 从肝癌发生的相

关分子途径中选取APC和CDKN2A 2个典型基
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因, 运用定量甲基化分析技术对成对肝癌与癌

旁组织间甲基化水平进行比较分析, 探讨了其

甲基化在肝癌发生过程中的生物学意义; 同时

也依照生物标志物的发现、筛选、验证与鉴定

等技术流程对这两个基因甲基化在肝癌中的诊

断价值进行了评估. 

1  材料和方法

1.1 材料 46例肝细胞癌组织取自天津市第三中

心医院2001-2005年手术切除标本并经病理确诊, 
标本在术后立即置于-70℃低温冰箱冷冻保存备

用. 标本取材获得患者书面知情同意, 并经本院

医学伦理委员会批准. 
1.2 方法 
1 .2 .1 文献发掘及基因分类的生物信息学分
析: 首先以“hepatocel lular carcinoma”和

“methylation”为关键词, 在NCBI生物医学文

献数据库中检索1997-2007年肝癌中基因甲基化

的文献, 经过鉴别和筛选后运用文献发掘工具

BiblioSphere(V7.12, Genomatix Software)对与肝

癌发生或临床表现密切相关的研究论文及其中

涉及的基因[2]进行相关性(gene connection)分析

与分类(gene ontology, GO)(www.geneontology.
org).
1.2.2 APC与CDKN2A基因启动子区序列分析: 
在Ensemble基因组浏览器中获取2个基因的结

构和序列后, 用EBI的CpG Plot工具扫描鉴定基

因启动子区域的CpG岛(CG>50%, Obs/Esp>0.6), 
以此作为甲基化检测与分析的目的片段. 
1.2.3 MethyLight定量PCR方法及相关引物和探
针: MethyLight是一种建立在TaqMan探针法实

时荧光PCR技术上的甲基化定量分析技术, 他通

过一对甲基化特异性扩增引物和一条覆盖若干

CpG二核苷酸的水解探针来对目的基因进行定

量[3]; 在本实验中通过ACTB(β-actin)参比基因来

校正样品间在模板量上的差异. 引物和探针由

上海超世生物科技有限公司合成, 序列见表1. 
1.2.4 MethyLight定量PCR体系与扩增条件: 标本

组织基因组DNA的提取、模板的亚硫酸氢化修

饰、甲基化特异性PCR(Methylation-Specific PCR, 
MSP)检测、扩增片段的序列验证、重组质粒的

制备、定量标准曲线的构建等具体操作方法参

照前文所述[4-5]. 定量PCR使用ABI Prism® 7000型
荧光定量PCR仪(Applied Biosystems)在96孔板

上进行扩增, 25 μL反应体系包含1×Real time 
PCR Master Mix(Toyobo Co., Ltd)、400 nmol/L

www.wjgnet.com

■研发前沿
肝细胞癌的表观
遗传学方向的研
究前景比较乐观, 
但是目前尚处于
起步阶段, 表观遗
传改变的一个重
要特点在于其改
变是可逆的, 即在
药物作用下可以
发生逆转, 肿瘤的
分子靶向药物治
疗可能成为继分
子诊断的又一热
点与重点. 
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引物、200 nmol/L探针以及修饰后的DNA模板; 
PCR使用两步法进行扩增: 95℃预变性2 min后, 
95℃变性15 s, 60℃退火/延伸45 s, APC基因扩增

40个循环, CDKN2A基因扩增45个循环. 每次检

测通过质粒标准品制作定量标准曲线, 并同时

设置阴性对照(健康人白细胞基因组DNA)、阳

性对照(SssI甲基转移酶体外修饰基因组DNA)
和空白对照. 定量PCR实时数据的采集和分析

用ABI公司的Sequence Detection Systems(V1.1, 
Applied Biosystems)软件完成. 
1.2.5 定量PCR的数据处理: 在本研究中使用

甲基化百分比参数(percentage of methylated 
reference, PMR)来描述基因在组织中的甲基化

水平 [6]; 其计算过程是首先通过ACTB参比基

因来对目的基因进行相对定量, 然后再用甲基

化酶体外修饰DNA的相对定量值对实验样品

值进一步作归一化处理. 计算公式如下:  PMR 
= (GENEsample/REFsample)/(GENEIVD /REFIVD)×
100%(GENE: 目的基因; REF: 参比基因; Sample: 
样品; IVD: 体外修饰DNA).
统计学处理 肝癌与癌旁组织中总体甲基化

水平以“PMR中位值(IQR, 25%-75%)”表示; 
二者间甲基化水平的比较用Mann-Whitney U检

验; 病例个体中癌与癌旁甲基化水平的比较用

Wilcoxon配对秩和检验; 通过ROC曲线分析来

根据甲基化水平鉴别肝癌的灵敏度与特异性; 
基因甲基化程度与临床病理特征间的联系通过

Fisher精确检验分析; 不同甲基化水平患者术后

总体生存期、无瘤生存期的比较通过Kaplan-
Meier生存曲线进行分析. 以上检验均为双侧检

验, P <0.05为有显著性差异, 分析使用GraphPad 
Prism(V5.0, GraphPad Software)进行. 

2  结果

2.1 肝癌相关基因甲基化的文献发掘及基因分
类 通过对文献数据库检索, 得到10年间共330篇
关于肝癌中基因甲基化的文献; 对其中91篇研

究性论文中涉及的153个基因进行基于文本的

相关性分析与GO分类(图1). 如图1A所示, 153
个基因分别以CTNNB1、TP53和CDKN2A 3个
节点(node)为中心形成3个基因簇(cluster); 此外, 
153个基因中145个具有GO注释, 分类结果表明

这些基因广泛地参与分子功能(molecular func-
tion, 143个)、生物过程(biology process, 142个)
及细胞组成(cell component, 139个)3类生物学活

动(图1B). 

2.2 CDKN2A与APC基因的MSP定性检测 根据

对肝癌相关基因生物信息学分析的结果, 分别

选取上述基因簇1和3中的代表性基因A P C和

CDKN2A(P16, INK4A)进行分析. 经基因结构

分析和CpG岛扫描后, 选择位于转录起始位点

(transcription start site, TSS)附近的区段作为检测

的目的片段(图2A). 为了对所用引物和扩增条件

进行验证, 首先对10例肝癌组织标本进行MSP
扩增, 其中7例的电泳分析如图2B所示, 检测结

果表明对2个目的基因扩增片段大小正确; MSP

图  1  肝癌相关基因甲基化的文献发掘及GO示意图. A: 153
个基因以3个节点为中心形成3个基因簇; B: 参与的3种生物

学活动.
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■相关报道
Yang et al通过对
肝细胞癌的癌组
织及手术切缘的
C D K N 2 A基因
在26个CpG二核
苷酸位点具体甲
基化状态分析得
出 ,  肝细胞癌中
C D K N 2 A基因
在体内甲基化的
延伸过程是一种
“渐进式”的方
式, 而不是“全或
无”的方式. 
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阳性片段的测序结果进一步显示, 序列中CG二

核苷酸中的C保持不变, 而CG二核苷酸之外的C
均已转变成为T(图2C). 因此, MSP定性检测和测

序结果证实了引物扩增及模板修饰的正确性. 
2.3 CDKN2A与APC基因的MethyLight定量分析

图2D所示为APC和CDKN2A两个基因在46例癌

组织中的实时荧光PCR扩增曲线, 所测标本约

在25个循环后相继进入指数扩增期, 35个循环

后到达平台期; 这一阶段曲线呈陡峭坡度上升, 
且在样本间具有较好的平行性; 同时, 实验中阴
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■创新盘点
本研究对10年间
关于肝癌基因甲
基化相关文献进
行数据发掘与功
能分类, 选取APC
和CDKN2A基因, 
采用实时定量甲
基化特异性PCR技
术检测基因的甲
基化水平对肝细
胞癌的诊断价值. 
为肝癌其他甲基
化标志物的研发
提供参考. 

M     1      2      3      4     5     6     7    BC

W: C   C   C   G    T  C   G   G   G   A  G   C    C  C   G 

M: T   T   C   G    T  C   G   G   G   A  G   T   T  C   G

1                11              21               31              41
       循环数

1              11            21             31             41
     循环数

D
el

ta
 R

n

D
el

ta
 R

n

APC CDNKN2A

图  2  甲基化定量检测方法的验证. A: 检测位点(竖线为GpG二核苷酸位点; 折线箭头为TSS, 直线箭头为引物结合位点, 横
线为探针结合位点); B: MSP检测(M: DNA相对分子质量标准; 1-7: 病例标本; BC: 空白对照); C: 测序验证(W: 基因序列; M:

甲基化基因经亚硫酸氢化后的序列); D: 定量检测(绿色横线为检测阈值).
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M     1      2      3      4     5     6     7    BC

100 bp
50 bp

A

B

C

D

XhoⅠ

表  1  MethyLight定量检测的引物及探针序列

     
基因	         		             PCR引物及TaqMan探针序列(5'-3')

APC (98 bp)             	       F: TATTGCGGAGTGCGGGTC

    		         R: TCGACGAACTCCCGACGA

    		         P: FAM-ACGCCCTAATCCGCATCCAACGA-BHQ 

CDKN2A (83 bp)	        F: TCGAATAGTTACGGTCGGAGGTC

   		         R: GTCCTCCAAAATCGCCCG

    		         P: FAM-CATCCCCTACTCCCGCTACAAACCCTC-BHQ

ACTB (133 bp)	        F: TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT

    		         R: AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA

    		         P: FAM-ACCACCACCCAACACACAATAACAAACACA-BHQ

F: 上游引物; R: 下游引物; P: TaqMan探针.
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性对照、空白对照以及阴性标本在扩增终点的

ΔRn值均保持在较低水平, 为检测阈值的设定提

供了较宽的选择范围. 这些结果反映出PCR扩增

的高效性以及水解探针与目的片段结合的高特

异性, 这也是保证定量数据准确性的前提条件. 
2.4 肝癌与癌旁组织中A P C及C D K N2A基因
甲基化水平的定量分析  2个基因在肝癌与癌

旁组织中甲基化水平的比较如图3A所示: 46
例标本中 ,  A P C在癌组织中P M R的中位值为

0.0472(IQR, 0.0098-0.1025), 在癌旁组织中为

0.0230(IQR, 0.0040-0.0637); CDKN2A在癌组织

中PMR的中位值为0.0048(IQR, 0.0008-0.0293), 
在癌旁组织中为0(IQR, 0-0.0006). 其中APC基
因在肝癌与癌旁组织中总体甲基化水平无显

著性差异(P  = 0.0656), 但对个体而言, 癌组织

中甲基化程度略高于癌旁组织(P = 0.0329); 而
CDKN2A基因无论是在总体还是个体水平, 癌
组织中甲基化程度均极显著地高于癌旁组织

(P <0.0001). 
2.5 APC及CDKN2A基因甲基化水平诊断价值
的评估 通过ROC曲线来分析基因甲基化的定

量值能否以较高的效率(灵敏度和特异性)将癌

组织与非癌组织进行区分. 如图3B所示, 以癌组

织中的PMR值作为病例组, 癌旁组织中的PMR
值作为对照组, APC基因的AUC值(0.6025)仅略

高于0.5, 统计学比较表明该基因在癌与癌旁甲

基化的定量分析不足以将二者区分(P = 0.0653); 
而CDKN2A基因甲基化水平的差异则可以使其

高效地从非癌组织中鉴别出癌变组织(AUC = 
0.8526, P <0.0001). 
2.6 肝癌组织中APC及CDKN2A基因甲基化水
平与临床病理特征相关性的分析 首先以各自基

因PMR值的中位值作为阈值, 通过二分法将连

续型的PMR值转换为离散型数据, 即PMR值高

于中位值的组织为高甲基化, 低于中位值的组

织为低甲基化. 将分层后的甲基化数据与临床
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图  3  甲基化定量分析及其诊断或预后价值的评估. A: 甲基化定量分析(T: 癌组织; N: 癌旁组织); B: ROC曲线分析; C: 无
瘤生存期分析; A1, B1, C1: APC; A2, B2, C2: CDKN2A.

A2

B2

C2

■同行评价
本 研 究 发 现
CDKN2A甲基化
在肝癌早期筛查
和诊断中具有一
定的临床应用价
值, 具有一定特色.
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病理资料进行统计学分析, 结果表明CDKN2A
在高年龄(>55岁)组中的甲基化水平显著高于

低年龄(≤55岁)组患者(P = 0.0027)(表2). 此外, 
Kaplan-Meier分析显示癌组织APC及CDKN2A
基因高甲基化组与低甲基化组的患者的术后总

体生存期与无瘤生存期(图3C)均无显著差异. 

3  讨论

全基因组范围内的CpG岛芯片扫描技术和基于

文献发掘的生物信息学分析都是肿瘤表观遗传

学研究的重要手段[7], 同时也是筛选各类甲基化

生物标志物的主要方法, 如Zindy et al就将这两

方法相结合, 鉴定出一个在肝纤维化与肝癌发生

过程起重要作用的表达上调基因MEN1. 本研究

通过基于文献的数据发掘得到3个与肝癌发生

相关的分子途径, 即以β-catenin(CTNNB1基因产

物)为核心的Wnt途径、以p16(CDKN2A基因产

物)为核心的细胞周期途径、以及以p53(TP53基
因产物)为核心的细胞凋亡等多功能分子途径, 
这一生物信息学分析结果与多篇文献综述中总

结的肝癌发生的分子途径非常一致[8-9]. 这表明由
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甲基化导致的抑癌基因失调在肝细胞癌变过程

中具有普遍意义; 同时, 文献发掘的分析结果也

为我们探索肝癌相关基因甲基化的临床意义或

应用提供了线索和依据. 
在前期研究中, 我们用甲基化特异性PCR技

术检测了包括APC和CDKN2A基因在内的8个
肝癌相关基因在肝癌、癌旁、肝硬化、肝炎以

及正常组织中的甲基化发生频率[10]; 本研究的

重点在于通过分析成对癌与癌旁组织间基因甲

基化水平的变化程度, 探讨甲基化的积累在细

胞癌变这一特定阶段中的作用和意义. APC基因

的突变可以通过激活Wnt/β-catenin途径导致肝

癌形成[11], 然而这种情况在实际的肝癌病例中

却仅有个案报道[12]; 而APC在肝癌组织中发生

甲基化的现象却非常普遍, 但同时在肝硬化、

肝炎甚至正常肝组织中也观察到较高比例的甲

基化[13]. 本研究结果表明, APC基因的甲基化在

肝细胞癌变之前就已积累到较高水平, 因此, 即
使在癌变过程中仍略有持续升高, 但此时这种

高水平的甲基化现象显然不是导致癌变的一个

主要因素; 同时, 由于该基因在癌与非癌组织在

甲基化模式上相差不大, 因此其作为诊断标志

物的价值有限. 这一结论可以得到欧洲和亚洲

其他地区相关研究结果的支持[14-15]. 
C D K N2A基因的产物p16在细胞周期的

调控中处于核心地位, 因此该基因在肝癌中甲

基化也得到了广泛关注和研究. 然而, 由于肝

癌在不同地区或人种间具有不同的病因学, 各
研究小组所用检测方法也不尽相同, 因此对于

CDKN2A在肝癌中的甲基化模式及其临床相关

性, 很多文献报道尚存在差异, 尤其是对于甲基

化与病毒、年龄等因素在肝癌发生过程中的时

序与因果关系都还有待深入探讨[15-16]. 本研究所

观察到CDKN2A基因在癌与癌旁组织间甲基化

水平的显著差异, 反映了该基因甲基化在肝癌

发生中的阶段特异性; 或者说CDKN2A基因甲

基化水平的急剧升高是肝细胞癌变这一特定阶

段的重要事件, 随后由甲基化导致基因失活及

表达缺失进一步促进了细胞转化. 虽然在高龄

组肝癌患者癌组织中甲基化水平显著高于低龄

组, 然而无论高龄组还低龄组, 其癌旁组织中的

甲基化水平都仅维持在极低的水平, 这表明高

龄患者癌组织中的高甲基化并非是简单地通过

时间的积累而造成的, 这一现象可能是细胞在

衰老过程中, CDKN2A等衰老相关基因与致癌

因素交互作用下更容易发生甲基化的结果[17]. 

表  2  肝癌组织中APC和CDKN2A基因甲基化水平与临
床资料的关系

     	                   APC	                  CDKN2A

	    高甲基化   低甲基化    P值   高甲基化  低甲基化    P值

性别					   

    男 	        19            19	             17         21	

    女 	          4              4      1.000      6           2   0.2427

年龄(岁)				  

    ≤55 	        13            12	              7         18

    >55 	        10            11      1.000    16           5   0.0027

病毒感染				  

    阳性1 	        20            20	             21	       19	

    阴性 	          3              3      1.000      2           4   0.6652

AFP水平(mg/L)					   

    ≤400	        14            13	            16         11	

    >400               9            10      1.000     7          12   0.2307

肿瘤直径(cm)					   

    ≤5.0 	          8	         9	              7	        10 

     >5.0 	        15	       14      1.000    16         13   0.5420

肿瘤数目						    

    单发 	        14	       14	             13	       15	     

    多发 	          9	         9      1.000    10           8    0.7631

血管侵犯 				  

    有 	          9	         8	                8	          9	     

    无 	        14	       15      1.000    15         14   1.0000

1 包括38例HBV及2例HCV感染者.
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CDKN2A甲基化在肝癌早期筛查和诊断中

具有一定的临床应用前景, 在本研究中我们着重

评估了该基因甲基化水平在肝癌诊断上的可行

性. 由于DNA甲基化的异常改变要早于mRNA或

蛋白质表达等癌变过程中的分子事件, 更要早于

细胞形态上的改变, 因此, 对于CDKN2A这类具

有肿瘤特异性和阶段性的抑癌基因, 其甲基化水

平极有潜力作为一种分子诊断的手段. 基因甲基

化作为一种诊断标志物的关键在于他应当能够

高效地将癌变的组织从非癌组织中区分开. 本研

究中ROC曲线分析表明, 尽管在癌旁组织中由于

环境因素而存在相当比例的CDKN2A甲基化, 但
通过甲基化定量分析则可以高效地将癌组织从

这些低甲基化水平的“噪音”中区分出来. 目
前, 在肝炎或肝硬化等肝癌高危人群中, 通过超

声手段发现的可疑病灶往往需要穿刺活检进行

确诊, 考虑到基因甲基化标志物在肝癌诊断中的

角色是在血清学、影像学和病理学等多种传统

方法诊断基础上提供分子生物学上的证据, 因此

在诊断阈值的选择上优先考虑特异性(95%), 而
此时仍可保证较高的诊断灵敏度(65%). 这些结

果表明CDKN2A的甲基化水平可以作为一种肝

癌诊断的候选标志物. 
总之, 本研究通过对APC和CDKN2A两个

基因在癌变过程中甲基化水平的定量分析表明, 
CDKN2A基因甲基化的积累在肝细胞癌变过程

中可能具有重要作用, 而且这种具有组织和阶

段特异性的甲基化模式也使CDKN2A基因甲基

化可以作为一种具有临床诊断价值的分子标志

物; 同时, 本研究中所建立的候选生物标志物的

发现、筛选、验证与评价流程也可以为肝癌其

他甲基化标志物的研发提供参考. 
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