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摘要

哺乳动物基因组中 DNA甲基化是指CpG二核苷酸中的

胞嘧啶第5位碳原子被甲基化. DNA甲基化是一种基因外修

饰 不改变DNA的一级结构; 他在细胞正常发育 基因表

达模式以及基因组稳定性中起着至关重要的作用. 全基因组

低甲基化 维持甲基化模式酶的调节失控和正常非甲基化

CpG岛的高甲基化是人类肿瘤中普遍存在的现象. DNA高

甲基化是导致抑癌基因失活的又一个机制. 本文综述了抑癌

基因的高甲基化 DNA修复基因的高甲基化 甲基化与转

录的关系以及导致转录失活可能存在的作用机制 寻找甲

基化相关基因的依据原则 甲基化的检测方法 肿瘤甲基

化图谱的特征 甲基化与突变的相互作用 导致甲基化产

生的原因 及其广泛的应用前景.
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0   引言

在哺乳动物基因组中 胞嘧啶的第5位碳原子可以被

的胞嘧啶[1]. DNA甲基化是一种基因外(epigenetic)修饰

他不改变DNA的一级结构并且在细胞正常发育 基因

表达模式以及基因组的稳定性中起着至关重要的作用.

DNA 甲基化模式是动态的. 例如 在早期发育阶段

受精后发育的特征是在全基因组范围内发生去甲基化

接下来又发生区域性的甲基化 这种基因组范围的

DNA甲基化改变使甲基化模式得以建立. 甲基化模式的

混乱与异常发育有关 包括癌症.

        DNA甲基化的改变 与遗传因素改变一样都是人

类肿瘤的特点之一. 许多基因 尤其是管家基因的启动

子区富含 CpG 二核苷酸 诸如此类启动子区定义为

CpG岛. 除定位于失活X染色体上的基因和印迹基因

外 正常细胞的CpG岛由于被保护而处于非甲基化状

态.全基因组低甲基化 维持甲基化模式酶的调节失控

和正常非甲基化CpG岛的高甲基化是人类肿瘤中普遍

存在的现象. 以往的研究证明启动子区的高甲基化导致

抑癌基因失活是人类肿瘤所具有的共同特征之一 而

且这种高甲基化是导致抑癌基因失活的又一个机制.

1986年 有文章报道在肺癌和淋巴瘤中发现了位于11

号染色体短臂的calcitonin基因存在高甲基化现象. 这一

发现使更多的学者致力于CpG岛异常甲基化的研究中.

1   抑癌基因的高甲基化

人类肿瘤中 抑癌基因CpG 岛高甲基化1989 年首次

在视网膜母细胞瘤(Rb)基因中发现 继首次在H-ras基

因中发现突变之后. 后来证明Rb基因启动子的高甲基

化可以显著下调体外报告基因的表达. 除了视网膜母细

胞瘤中未发现该基因的甲基化.

      直到 1994 年发现VHL基因的失活也与甲基化相

关 才确定肿瘤中启动子CpG岛高甲基化是基因失活

的一个作用机制. 但是 肿瘤中基因外失活现阶段的研

究是始于Stephen Baylin et al发现抑癌基因p16的失活

通常都采用CpG岛高甲基化的作用机制. p16基因 即

CDKN2A 基因 一种细胞周期素依赖性激酶抑制蛋

白 他可以抑制通过磷酸化使Rb 蛋白失活细胞周期

素D依赖性激酶的活性. p16基因的失活将导致细胞丧

失激活Rb基因的能力进而使细胞生长失去控制. p16基

因位于染色体9p的区域内 许多肿瘤中该区段经常发

生缺失 纯合性缺失和一些点突变 这一现象提示该

基因在肿瘤形成中发挥重要作用. 但是 大量的研究表

明在很多类型原位癌中很少能检测到该基因的纯合性

缺失 且在肿瘤中也很少能检测到p16基因的点突变.

事实上 与p16基因失活相关的高甲基化是肿瘤中经常

发生的事件之一. 最初有关p16基因甲基化的报道主要

存在于肺癌 头颈癌 神经胶质瘤 结直肠癌和乳腺癌

中.后来这些研究几乎涉及所有上皮来源的癌 但p16

基因的甲基化不存在于小细胞肺癌和部分血癌中.

        与 p16基因相邻的p15基因 在Rb基因的磷酸化

调节中具有与其相似的结构和功能. p15基因与p16基

因经常同时缺失. 但是 上述涉及的肿瘤中p15基因很

少通过甲基化失活. 在许多血癌中可以检测到p15基因

的高甲基化频繁发生.

        乳腺癌散发性病例的乳腺癌易感基因BRCA1中没

有检测到体细胞突变 这一点提示可能是甲基化导致

该基因的失活. 近来的研究工作已经证明在一小部分乳

腺癌和乳腺癌细胞系的CpG岛中存在甲基化[2-4]. 但没有

发现BRCA2基因存在甲基化[5].



        p73基因 p53基因的同源基因 定位于1号染色

体. 大量的报道表明 与p53 基因不同 在该基因中

很少能检测到突变. 近来的两篇报道已经发现在急性淋

巴细胞白血病和淋巴瘤中p73基因表达失活与甲基化有

关[6, 7]. p14ARF基因具有调节p53蛋白稳定性的作用 在

部分结直肠癌细胞系中发生甲基化[8].

2   DNA修复基因的高甲基化

在肿瘤中 可以发现参与DNA修复的基因经常由于启

动子区高甲基化而失活. 第一个在前列腺癌中被证明的

此类基因是谷胱甘肽转移酶(GSTπ) 实验证明甲基化
异常发生在大多数前列腺癌中 并且他还是导致该基

因失活的原因.  同时也在乳腺癌和肾癌中发现这一基因

被甲基化 但在其他的肿瘤中很少发现这一现象[9].

        第二个具有肿瘤特异性甲基化的DNA修复基因是

O6-甲基鸟嘌呤DNA甲基转移酶(MGMT). 近来的研究证

明存在于该基因启动子区或第一外显子内的CpG岛甲

基化与其转录失活有关[10] 而且这种变化可以使染色

质进入关闭状态 进而导致核小体定位异常[11]. 该变化

不仅存在于细胞系中 也发生在原位癌中. MGMT基因

的甲基化异常多见于结直肠癌 部分淋巴瘤 肺癌以及

脑肿瘤[12, 13].

        最后一个 DNA修复基因是MLH1.许多工作发现存

在于散发性结直肠癌 子宫内膜癌和胃癌中的微卫星

不稳定性经常是该基因被甲基化后造成的[14-16].

      除上述基因外 还发现其他一些基因 如细胞因

子信号抑制子(SOCS1) [17] 骨形成蛋白(BMP3B) [18]

RAS 效应同源物(RASSF1) [19] E- 钙黏素 胆固醇受

体 雌激素受体 雄激素受体 维甲酸受体 β CD44
FHIT等基因在不同肿瘤中存在着甲基化现象.

3   甲基化与转录

现在已知DNA甲基化参与了基因的转录调节. 一些具有

CpG二核苷酸结合位点转录因子间的相互作用属于甲

基化敏感型. 但是甲基化DNA对转录的影响更多情况下

是通过与甲基化CpG结合蛋白和改变染色质结构的相

关因子之间的相互作用实现的.

        MeCP1 和MeCP2是首先鉴定出的两个甲基化CpG

结合蛋白. MeCP2 是单一多肽链 包含一个与甲基化

CpG结合的结构域(MBD)和一个转录抑制结构域(TRD)[20].

另外四个甲基化 CpG 结合蛋白也具有MBD(MBD1

MBD2 MBD3 MBD4) 并且MBD2 具有使MeCP1

复合物更易结合甲基化DNA的作用; 这些甲基化CpG结

合蛋白具有直接抑制转录的作用 也能够与转录共抑

制子形成复合物; 后来发现DNA甲基转移酶(DNMTs)也

具有这两种功能. 具有甲基化CpG结合活性蛋白抑制转

录的机制有待于研究. 有证据表明这一过程是由许多复

杂机制完成的. 一个主要机制包括甲基化DNA在MBD

介导下与Sin3或Mi-2/NuRD形成共抑制复合物 他们

反过来再与HDAC1 HDAC2 两个Rb相关的组蛋白

结合蛋白 RbAP46 和RbAP48组成核心组蛋白去乙酰

化复合物[21-24]. 此外还存在其他共抑制复合物 但是还

没有证明他们在转录失活机制中的扮演什么样的角色.

HDACs可以使组蛋白H3和H4的N末端赖氨酸残基去

乙酰化[25] 从而导致组蛋白所带正电荷增加.该组蛋白

与带负电荷的DNA相互作用造成染色质结构压缩 进

一步可能通过限制转录因子的结合抑制转录作用. Mi-2/

NuRD共抑制复合物也包含通过ATP依赖机制重新包装

染色质的因子. 上述活动可以使核小体在DNA上的定位

发生改变 进而可能限制DNA和转录因子之间的相互

作用.

        这一描述可能是比较简单.首先 染色质的重包装

和组蛋白的去乙酰化是相互依赖的.其次 DNA甲基化

可能需要HDAC的活动或染色质的重包装中的成分的

参与. 第三 事实上 HDACs 产生序列特异性的转录

抑制因子导致基因失活 因而通过HDACs发挥作用的

转录抑制因子可能不仅仅作用于甲基化相关的位点. 类

似地 乙酰化和甲基化介导的抑制作用也可能单独发

挥功能. 综合起来 这些现象进一步体现了抑制基因的

表达是DNA 甲基化 组蛋白乙酰化 染色质的重包

装和序列特异的失活机制彼此之间复杂的相互作用所

导致的.

       尽管甲基化通常与转录失活有关 但在印迹座位

中至少有两个例子是例外的 他们的甲基化可以使转

录激活.

4   甲基化的检测方法

科研工作者的首要目标应该是对通常情况下认为CpG

岛的甲基化与转录失活相关的甲基化进行研究. 图 1列

出在肿瘤中寻找甲基化相关基因的一个依据原则.

        有关特定基因RNA转录起始位点的描述为发现DNA

甲基化可能在哪里发挥作用提供了线索. 如果GenBank

中没有此方面的报道 可以参考其他物种如老鼠启动

子的相关信息. 同时也要考虑假基因的影响 以便避免

产生假阳性结果.最后是以往研究发现并没有确凿的证

据证明在体外利用去甲基化抑制剂使细胞系中失活的

基因恢复表达 该基因的失活就一定与甲基化有关. 原

因在于该药可能间接地诱导基因表达. 获得确凿的证据

的唯一方法是分析CpG岛的甲基化状态.

        原则上首先可以利用亚硫酸氢盐和非亚硫酸氢盐的

方法在肿瘤细胞系详细地研究CpG岛的甲基化.亚硫酸

氢盐测序的研究有利于设计出区别甲基化和非甲基化

模式的引物. 细胞系也允许利用去甲基化抑制剂对其进

行处理 以便研究基因去甲基化和恢复表达的情况. 对

于原位癌 诸如甲基化特异性PCR(MSP)的方法可进行

大量标本的筛查.

       要对CpG岛的DNA 甲基化模式进行较深入的了

解 必须利用亚硫酸氢盐修饰过的DNA进行研究. 亚
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硫酸氢盐可以使非甲基化的胞嘧啶转变成尿嘧啶 而

甲基化的胞嘧啶不发生改变. 这种方法造成甲基化和非

甲基化DNA序列的差异. 该方法中DNA的完全变性以

及胞嘧啶完全转变为尿嘧啶均可避免产生假阳性结果.

怎样寻找CpG岛被甲基化的重要基因

侯选基因方法:          基因组方法:

肿瘤中表达量下调;          利用DNA: 如限制性标志基因组扫描法

缺少突变; 启动子区有CpG岛  (restriction landmark genomic scanning);

          利用RNA: 如5-阿扎胞苷与微阵列相结合

在细胞系中用亚硫酸氢盐和非亚硫酸氢盐的方法分析CpG岛的甲基化状态

确定是否与基因表达有关 甲基化抑制剂处理是否可以恢复表达

利用MSP分析原位癌中CpG岛的甲基化状态以及与基因失活的关系

证明特定基因遗传外失活在肿瘤形成中发挥一定的作用

图1  寻找与转录失活相关甲基化的方法.

        以亚硫酸氢盐修饰为基础 用于CpG岛甲基化分

析的研究方法包括以下两种: (1)测序. 测定亚硫酸氢盐修

饰过DNA的序列是检测胞嘧啶甲基化最直接的方法. 利

用 PCR 反应扩增修饰过的DNA 获得目的基因双链

DNA. 可以对该产物直接进行序列分析; 也可以将其克隆

测序获得单链DNA的甲基化图谱. (2)MSP. 在研究CpG

岛甲基化中 MSP是应用最广泛的一种技术. 利用亚硫

酸氢盐修饰造成甲基化和非甲基化DNA序列差异 可

以设计出各自特异性引物. 该技术的极高灵敏度允许他

对小量样本的DNA进行甲基化研究 包括来自石蜡包

埋样品或显微切割组织的DNA. 由于MSP方法的多种优

点 他被认为在人类肿瘤甲基化分析中是一种快速 高

效临床研究手段. 最后 另外一种MSP是 Methylight

他利用荧光标记的时PCR技术进行检测[26] 荧光检测

大大提高了该方法的灵敏度. 别的方法包括结合亚硫酸

氢盐的限制性分析; 甲基化敏感的单核苷酸引物延伸法;

甲基化敏感的单链构象分析.

5   基因甲基化信号通路 图谱及意义

肿瘤是涉及多重信号通路和遗传损伤的一种疾病 他

们在肿瘤的形成中是必不可少的. 基因外损伤也同样如

此. CpG 岛甲基化所涉及的基因分别参与了细胞周期

(p16 INK4a Rb) DNA 修复(MGMT hMLH1) 细胞

黏附(CDH1)等过程. 过去的3 a中 肿瘤中启动子发生

甲基化的基因数量增加的相当快. 这种不断发现可能导

致研究者相信所有他们感兴趣的基因均可能发生异常甲

基化 并且在肿瘤形成中具有同等重要的作用. Esteller

同时对以往有关甲基化的部分工作进行了分析 发现

如下规律: (1)根据肿瘤类型可以建立CpG岛甲基化图谱.

Esteller et al [27]已经证明这种甲基化的特定模式同样存

在于肿瘤起源的组织中.参考以往报道的文献 可以发

现有些类型的肿瘤比别的肿瘤更易发生甲基化: 例如最

容易甲基化的肿瘤主要起源于胃肠管道 而诸如卵巢

癌一类的肿瘤则很少发生甲基化[27]. 另外一个结论是具

有不同程度CpG岛甲基化的肿瘤呈梯度分布. 因而 不

大可能存在一种所有CpG岛均甲基化的肿瘤. (2)染色体

上是否存在异常甲基化的热点 核内是否有控制甲基

化的因子 许多最近发表的文章已经报道出通过甲基

化导致转录失活的基因都位于3号染色体短臂附近的

同一区域[28, 29]. 该区段在许多肿瘤中存在很高频率的杂

合性丢失 尤其在非小细胞肺癌中.许多学者对该区段

进行突变检测 但一无所获. 答案似乎是一些基因的失

活可能与甲基化有关. 但还无法确定这一区域是否属于

异常甲基化热点. (3)大量CpG岛发生甲基化基因的基因

组结构具有如下特征: 他们通常具有两个不同的启动

子 且都有CpG岛. 主要转录产物来自于强启动子 而

弱启动子则是少量转录产物起始处.如APC ER等基

因均属于上述类型.

6   甲基化与突变的比较

过去一直认为许多肿瘤的形成主要是基因突变引起的.

但20年后只发现癌基因K-ras 和抑癌基因p53在许多

不同类型的肿瘤中存在较高频率的突变. 现在已发现越

来越多基因的失活可能与甲基化有关. 但是 赋予他在

肿瘤发生及发展过程中扮演着关键性的角色最重要的

发现是甲基化导致特定基因失活的证实. 如DNA修复基

因 他们由于甲基化失活可能改变细胞的整个遗传环

境. 甲基化相关MGMT的失活可以引起参与结直肠癌形

成过程的癌基因K-ras 中G到A的转换[30] 即外基因

损伤可以引起在肿瘤发展中起关键性作用基因的遗传

损伤[30, 31]. 由于启动子甲基化而失活的其他一些基因可

能与DNA损伤相关.

         遗传外损伤与遗传损伤可能是相互作用的. 遗传改

变同样也影响参与甲基化模式建立和维持过程中基因

作用. 如DNMT3b基因生殖细胞中的突变与异常甲基化

有关 但与肿瘤无关[32].

        CpG岛甲基化经常发生在缺乏基因突变的情况下

说明二者在导致基因失活的过程中发挥同等重要的作

用. 另一个证明基因启动子甲基化在肿瘤细胞中发挥重

要作用的途径是研究其恢复表达的效应. 例如通过去甲

基化或转基因的方法都可以恢复由于甲基化失活基因

的表达.

7   甲基化产生的原因

导致肿瘤甲基化模式改变的机制尚不清楚 其可能原

因有以下几种: (1)保护CpG岛免受甲基化因子的丢失.
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从以往的研究可知 Aprt 基因胚胎细胞的CpG岛通过

一个尚未证实的保护顺式作用元件与 CpG 岛边缘的

Sp1位点相结合 而使其处于去甲基化状态[33]. (2)肿瘤

中DNA methyltransferase (DNMT)的过度表达.大量证据表

明 DNMT1在肿瘤中的表达是上调的[34]. 但也有报道

显示CpG岛的高甲基化与DNMT1的表达水平无关. (3)

DNMT 复合物受到破坏. 另一个潜在的因素可能与

DNMT水平升高有关 即指这些酶的酶相关或抑制成

分的调节失控. 该失控可能由于与DNMTs形成复合物的

一种或几种因子(例如pRb  DMAP1-DNMT结合蛋白)

的丢失所致. (4)复制时序性的破坏. 基因组的复制在细胞

周期S期通过空间和短暂模式得以实现. 在此过程中的

变化使复制区域和染色质构成的区域无法正常地相互

作用.CpG岛可能通过复制时序紊乱发生异常甲基化. 有

证据表明 肿瘤细胞具有一个比较不同步的复制时序.

8   甲基化的应用

尽管基因启动子的高甲基化和基因表达失活之间的关

系有待于进一步阐明 但是人们日益重视DNA甲基化

在肿瘤早期诊断和预后分析中 以及在肿瘤的预防和

治疗中可能具有的重要作用. 以DNA甲基化为基础的标

志物可以应用于肿瘤细胞的检测 肿瘤类型的识别和

肿瘤治疗三个主要临床领域中.

       与基因突变不同 CpG岛启动子甲基化位点在同

一个基因中是恒定的. 对于所有的患者来说 在某一个

已知基因中只需单一类型的引物 利用甲基化特异性

PCR便可检测肿瘤特异性甲基化的变化情况. 且与杂合

性缺失不同 该PCR 产物呈阳性 这一特点为上述

检测提供方便.

        与基因改变不同 遗传外改变是可逆的. 恢复启动

子甲基化所引起失活关键基因的表达有助于逆转肿瘤

细胞的表型. 人们可以为DNA去甲基化设计出象5-Aza

C (5-aza-2-deoxycytidine)一样更为特异的药品用于肿瘤

治疗. 近期的研究发现 用HDAC (histone deacetylase)抑

制子使高甲基化基因发生部分去甲基化可以恢复其表达

活性 这一实验结果在临床上具有广泛的应用前景.

         遗传外改变已经成为肿瘤中最重要的分子事件之一.

某些抑癌基因CpG岛甲基化的发现将DNA甲基化与破

坏多种信号通路的遗传改变联系起来. 启动子的高甲基

化现在被认为是基因失活的真正的作用机制之一. 但是

还有许多重要问题有待解决 如保护CpG岛免受甲基

化因子的鉴定; 甲基化通过什么途径导致基因失活等. 最

后 甲基化在肿瘤患者的分子治疗中有广泛的用途 而

且可能成为未来治疗方法的作用靶点.
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世界华人消化杂志获得2001年度百种中国杰出学术期刊

本刊讯  期刊的学术质量是一个综合指标 1999年中国科技信息所研制了中国科技期刊综合指标评价体系 该指标体

系已应用于中国科协一年一度的期刊择优资助工作中. 综合指标评价体系是根据期刊的多项重要指标 如被引总频次

影响因子 即年指标 基金论文比 他引总引比 扩散因子等对期刊分学科进行综合打分. 通过对中国科技论文与

引文数据库收录的科技期刊进行综合评定 今年中国科学技术信息研究所首次评出了中国百种杰出学术期刊. 世界华人

消化杂志荣获2001年度百种中国杰出学术期刊称号.
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