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 文献综述 REVIEW

血浆游离DNA的甲基化与食管癌的关系

李 莹, 黄晓俊

®

■背景资料
DNA甲基化是影
响表观遗传的重
要机制之一, 与细
胞增殖、凋亡、
分化有关的基因
表达大多受甲基
化的影响. 研究表
明, 食管癌患者的
血浆游离DNA与
组织中基因的甲
基化状态具有高
度一致性, 血浆游
离DNA的甲基化
检测有助于食管
癌的早期诊断、
治疗效果监测及
预后评估. 
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Abstract     
DNA methylation is one of the important epi-
genetic mechanisms, playing an important role 
in epigenetic gene regulation. Studies have 
shown that DNA methylation has an impor-
tant role in the occurrence and development 
of esophageal cancer. The levels of gene meth-
ylation in plasma and tissues in patients with 
esophageal cancer have a good consistency, so 
plasma is a reliable resource for the study of 
methylation. The detection of DNA hypermeth-
ylation in plasma has good value for early diag-
nosis and monitoring of therapeutic effect and 
prognosis of esophageal cancer. 
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摘要  
D N A甲基化是影响表观遗传的重要机制之
一, 其在基因表观遗传调控中起重要作用. 研
究表明, DNA甲基化在食管癌的发生发展中
起重要作用, 食管癌患者血浆和癌组织中基
因甲基化水平具有良好一致性, 血浆是研究
甲基化的可靠资源. 血浆DNA启动子异常甲
基化的检测对食管癌的早期诊断、病情和治
疗效果的监测、预后评估等具有良好的应用
价值. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 研究表明, DNA甲基化与食管癌的发

生、发展密切相关, 食管癌患者的血浆游离DNA
与组织中基因的甲基化状态具有高度一致性, 是
研究甲基化的可靠资源. 本文综述了血浆游离

DNA的甲基化在食管癌中的研究进展. 
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0  引言

食管癌是常见的消化系恶性肿瘤之一, 其发生

是一个涉及多因素、多阶段、多基因变异积累

及相互作用的复杂过程, 这个过程可能发生在

基因组DNA水平上, 也可能在mRNA或蛋白质

水平上. 表观遗传学指DNA序列不发生变化但

基因表达却发生了可遗传的改变, 包括DNA甲

基化、组蛋白修饰、染色质重塑、非编码RNA
调控等形式. DNA甲基化是影响表观遗传的重

要机制之一, 与细胞增殖、凋亡、分化有关的

基因表达大多受甲基化的影响. 研究显示食管

癌患者的血浆游离DNA与组织中基因的甲基化

状态具有高度一致性[1], 血浆游离DNA的甲基化

检测有助于食管癌的早期诊断、治疗效果监测

及预后评估[2-4]. 

■同行评议者
高英堂 ,  研究员 , 
天津市第三中心
医院

2014-11-18|Volume 22|Issue 32|WCJD|www.wjgnet.com



4916             ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2014年11月18日   第22卷   第32期 

■研发前沿
DNA甲基化与食
管癌的发生、发
展密切相关, 有助
于食管癌的早期
诊断、治疗效果
监测及预后评估. 
近年来研究发现, 
血浆DNA与组织
中基因的甲基化
状态具有高度一
致性 ,  血浆DNA
因为取材方便、
微创等优点有望
成为研究甲基化
的可靠资源. 

1  DNA甲基化

1.1 DNA甲基化的概念 DNA甲基化是指生物

体在DNA甲基转移酶(DNA methyltransferase, 
DNMT)的催化下, 以S -腺苷甲硫氨酸(S -adeno-
syl-methionine, SAM)为甲基供体, 将甲基转移到

特定的碱基上的过程. 在哺乳动物中, DNA的甲

基化主要发生在5'-CpG-3'序列的胞嘧啶的C-5位
上, 生成5-甲基胞嘧啶(5mC)(图1).  

D N A甲基化模式的改变包括整体基因组

的低甲基化和启动子的高甲基化, 目前备受关

注的是启动子区域CpG岛的高甲基化导致的抑

癌基因转录沉默. 多数CpG岛位于基因启动子

区域, 也可延伸到基因外显子区域, 这些区域的

CpG岛正常情况下处于非甲基化状态, 这对维持

机体的功能是必需的, 如基因印记、X染色体失

活、细胞分化、胚胎发育等[5]; 而当启动子区域

CpG岛发生异常甲基化时, 则可引发人类各种疾

病甚至肿瘤的发生, 异常CpG的重新甲基化通常

被认为是人类癌症发生的一个早期特征[6]. 
1.2 DNA甲基化的特点 人类DNA的甲基化有4
个特点: (1)基因组内甲基化多数发生在与鸟嘌

呤相连的胞嘧啶上, 形成mCpG, 基因组中有3%
的胞嘧啶是甲基化的, 而CpG中70%的胞嘧啶是

甲基化的; (2)G+C丰富区域的CpG岛是非甲基

化的; (3)启动子区的CpG被甲基化时转录受到

抑制, 基因下游即非岛区的CpG甲基化不抑制基

因的转录; (4)启动子区CpG甲基化的密度与转

录的抑制程度有关, 弱的启动子能被密度较低

的甲基化完全抑制, 当启动子被增强子增强时, 
恢复转录功能; 如果甲基化的密度进一步增加, 
转录也进一步被完全抑制[7]. 

2  DNA甲基化的检测方法

目前, 可以分辨出甲基化修饰的方法有以下几

种[8]: (1)甲基化敏感性内切酶; (2)亚硫酸氢盐的

修饰; (3)特异性识别甲基化修饰DNA的抗体或

蛋白; (4)质谱或色谱等精密检测手段. 由于仪器

等条件的制约, 目前应用比较广泛的是前三种

方法. 
2.1 甲基化敏感的限制性内切酶方法 甲基化敏

感的限制性内切酶方法是经典的甲基化分析

方法, 优点是相对简单、成本低廉、甲基化位

点明确、实验结果易解释. 缺点是容易忽略非

CCGG序列中的CG, 方法较复杂, 需要的样本量

大, 存在着酶不完全消化引起的假阳性问题, 不
适用于混合样本. 
2.2 NaHSO3法(Sodium bisulfite法) NaHSO3法(So-
dium bisulfite法)属于位点特异性DNA甲基化检

测技术. 包括BSP测序法(BSP)、PCR(COBRA、

MSP等)、芯片杂交技术(microarray)等. 其中, 
MSP是目前应用最广泛的CpG岛甲基化检测方

法, 可检出比例为千分之一的甲基化片段, 敏感

性、特异性高, 且可用于全血、血浆及石蜡包

埋样本的检测, 但是只能用于定性研究. 
2.3 芯片技术方法 芯片技术方法主要包括以下

3种: 甲基化高密度芯片(CpG islands microarr- 
ay)、差异甲基化杂交和甲基化特异性寡核苷酸

芯片(MSO microarray). 该法适于临床样本, 可用

于多样本、多位点甲基化的检测, 样本需要量

少, 是一种有效检测特定基因的不同甲基化位点

的高通量、高灵敏度的甲基化检测方法. 

3  DNA甲基化与食管癌

研究表明[9-13], DNA甲基化是食管癌发生中的一

种早期、普遍事件. 不同作用的基因在食管癌

的不同病理类型甚至癌前病变中的甲基化频率

不尽相同. Kaz等[14]在对与食管癌表观遗传生物

标志物相关的研究文献进行总结时发现, 发生

异常甲基化的各个基因在正常食管与食管癌、

食管腺癌(esophageal adenocarcinoma, EAC)与
食管鳞癌(esophageal squamous cell carcinoma, 
ESCC)以及他们各自的癌前病变组织中的甲基

2014-11-18|Volume 22|Issue 32|WCJD|www.wjgnet.com

DNMT

S-adenosyl-methionine

CH3

NH2

4
3

2
1

6

5N

O N

5-Methyl Cytosine

NH2

4
3

2
1

6

5N

O N

Cytosine

图  1  胞嘧啶的甲基化过程. DNMT: DNA甲基转移酶.



李莹, 等. 血浆游离DNA的甲基化与食管癌的关系							                 4917

■相关报道
研 究 发 现 ,  血 浆
DNA的甲基化不
仅与食管癌的发
生、发展密切相
关, 还与肝癌、大
肠癌、胰腺癌、
肺癌、乳腺癌、
宫 颈 癌 、 白 血
病、脑胶质瘤等
肿瘤密切相关. 

化频率不尽相同, 如p16基因在EAC及其癌前病

变中的甲基化频率为: Barrett食管3%-77%, 不
确定的异常增生60%, 低度异型增生20%-56%, 
高度异型增生60%-75%, EAC 39%-85%; 在
ESCC及其癌前病变中的甲基化频率为: 低度异

型增生31%, 中度异型增生42%, 高度异型增生

33%, ESCC 40%-62%. 相关研究亦证明, DNA
的异常甲基化与食管癌患者对放-化疗治疗的

敏感性[15,16]、治疗后生存期的长短[17,18]、肿瘤

复发及预后[19-22]等密切相关. 

4  血浆游离DNA

游离D N A是存在于血液中游离于细胞外的

DNA, 血清和血浆中均含有, 最初由Mandel等[23]

于1948年报道. 游离DNA在健康人血清中的含

量为0-100 ng/mL, 平均为30 ng/mL, 而在肿瘤患

者血清中, 血清游离DNA的含量在个体之间的差

异比较大, 为0-1000 ng/mL, 平均约为180 ng/mL. 
在肿瘤研究中, Gormally等[24]研究显示1个有质

量为100 g肿瘤的患者, 每天约有3.3%以上的肿

瘤DNA释放入循环中, 而对游离DNA的稳定性

研究未见报道. 关于血清游离DNA来源的确切

机制还不清楚, 目前认为, 主要存在以下两种机

制: (1)细胞分离和外渗到血液中, 随后发生裂

解释放出DNA; (2)细胞发生调亡/坏死后DNA
释放入血循环中[25]. 也有研究指出, 当对循环游

离DNA(circulating free DNA, cfDNA)的长度进

行测量时, 经典的梯度模式经常被假定在180
个碱基对的整数倍上[26], 这是凋亡的过程所特

有的[25,27,28]; 而事实上, 大部分cfDNA的片段在

180-200个碱基对之间, 提示大多数cfDNA很可

能是由细胞凋亡产生的[29-32]. 由细胞凋亡或坏

死被动释放于血液中的cfDNA依赖于肿瘤的位

置、大小及血管供应, 这可能是cfDNA水平变

异性的原因[33], 而从反方面来看, 对cfDNA的实

时监测将有助于动态的了解和监测肿瘤的发展

变化. 
目前, 食管癌的诊断仍然依赖于内镜检查

及组织活检, 辅助以影像学检查技术. 作为食管

癌临床诊断的金标准, 组织活检在采集和实用

性方面仍存在着许多障碍[33]: (1)不利于患者的

行程安排; (2)属于有创检查, 给患者带来了一定

的痛苦, 增加了患者临床护理等方面的费用; (3)
也是最重要的, 活检过程中存在着一定的风险

及并发症. 美国德克萨斯大学MD安德森癌症中

心的一项关于活检的调查研究显示[34], 胸部活检

和腹部/盆腔取样的不良事件比率分别为17.1%
和1.6%. 因此, 发展能够捕捉到肿瘤的异质性和

分子变化的微创技术显得十分必要. 血浆游离

DNA在原则上可以提供相同的遗传信息, 而且

获得的血液有着十分明显的优势[33]: 血液是新

鲜DNA的来源, 不受防腐剂的影响; 血液通过细

针抽取获得, 创伤性小, 避免了组织活检的危险; 
血液在治疗过程中的任何时间都可以采集, 能
够动态的检测肿瘤中的分子变化而不是依赖于

某一个静态的时间点. Ghorbian等[35]认为循环游

离DNA作为生物标志物的应用, 为多种癌症早

期检测的非侵入性测试的构建, 恶性肿瘤预后

和治疗之后的癌症患者的管理提供了一个最佳

地机会. 相对于组织生物标志物, 循环生物标志

物由于易于测试、成本低更适合于大规模人群

的筛查策略[36]. 因此, 血浆游离DNA因其方便、

经济、快捷及微创的特点有望在食管癌高发区

人群筛查、早期诊断、治疗后监测及预后评估

等方面发挥潜在的生物学指标作用. 

5  血浆游离DNA的甲基化与食管癌

5.1 p16基因 p16基因又称多瘤抑制基因, 位于人

类第9号染色体短臂2区1带(9p21), 全长8.5 kb. 
他直接参与细胞周期调控, 在细胞周期G1/S限
制点起关键负调控作用, 调节细胞的增殖. Wang
等[1]应用实时甲基化特异性PCR(methylation-
specific PCR, MSP)的方法对76例ESCC组织、癌

旁正常组织及外周血中的p16基因甲基化情况

进行检测, 发现p16基因在癌组织[86.8%(66/76)]
及外周血液[71.1%(54/76)]中的甲基化情况具有

良好的一致性; p16基因的异常甲基化与食管癌

的病理分期、淋巴结转移及神经血管侵犯密切

相关(P <0.05); DNA在外周血中的甲基化率先是

增加, 然后在术前、术中、术后阶段逐渐降低. 
因此, 血浆是研究甲基化的可靠资源; ESCC患

者血浆p16基因的甲基化检测可以反映身体的

荷瘤状态, 并有助于手术完整切除程度的判断. 
5.2 脆性组氨酸三联体基因(fragile histidine triad, 
FHIT )基因 FHIT基因定位于染色体3p14.2, 是近

年来发现的一种新型候选抑癌基因. 该基因跨

越了人类基因组中最常见的脆性部位, 故被命

名为FHIT . 郭晓青等[2]对10例慢性食管炎、44
例食管癌前病变(轻度不典型增生22例, 中度不

典型增生13例, 重度不典型增生9例)、14例食管

鳞状细胞原位癌及37例浸润性鳞癌患者血浆中

p16及FHIT基因的甲基化情况进行检测, 结果14
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■创新盘点
血浆游离DNA作
为循环生物标志
物具有易取材、
微创等特点, 本文
综述了血浆游离
DNA的特点及其
与组织生物标志
物相比的优点, 并
详细综述了其在
食管癌的早期诊
断、治疗效果监
测及预后评估等
方面的潜在应用
价值. 

例食管病变患者血浆中出现p16基因甲基化(2例
为原位癌, 12例为浸润性鳞癌), 16例患者血浆中

出现FHIT基因甲基化(2例为原位癌, 14例为浸

润性鳞癌); 在51例食管原位癌及浸润性鳞癌患

者中, 24例血浆中出现p16和/或FHIT基因甲基

化, 即两基因同时检测, 甲基化频率达47.06%. 
因此, 血浆FHIT基因的甲基化检测可以将食管

癌的筛查提前到原位癌阶段, 为食管癌的早期

发现提供帮助; 而血浆游离DNA基因的联合检

测能进一步提高甲基化的检出率, 有助于临床

食管癌患者的筛查. 
5.3 腺瘤样结肠息肉易感(adenomatosis polyposis 
coli, APC )基因 APC基因为家族性腺瘤样结肠息

肉病的易感基因, 位于染色体5q21. APC蛋白与β
连环蛋白(β-catenin)(一种转录因子)形成复合物, 
导致β-catenin降解. 如果APC基因表达异常, 就
会使游离β-catenin增多, 引起基因的不正常表达, 
导致细胞黏附、生长、分化等方面的重要改变, 
使细胞发生癌变. 程蕾等[37]对182例食管癌及癌

旁组织中APC启动子区5'-CpG岛的甲基化情况

进行了检测, 结果在182例食管癌组织中APC启

动子区5'-CpG岛的甲基化率为54.40%(99/182), 
相应癌旁组织中的甲基化率为9.90%(18/182), 
差异有统计学意义(P <0.05).  A P C 启动子区

5'-CpG岛甲基化分别与淋巴结转移、肿瘤远处

转移、临床分期及不良预后相关, 差异有统计

学意义(P = 0.000). 单因素结果提示, APC启动

子区5'-CpG岛甲基化与食管癌患者的生存期相

关(P <0.05). Cox多因素分析提示, APC启动子

区5'-CpG岛甲基化是独立的预后因素(P <0.05). 
Hoffmann等[20]对59例食管癌患者(其中腺癌35
例, 鳞癌24例)术前、术后血浆中DAPK、APC
启动子的甲基化情况进行检测, 发现术前血浆

游离DAPK、APC启动子甲基化的联合检测有

助于更好地估计食管癌患者尤其是腺癌患者术

后的生存概率, 其中血浆APC甲基化可能作为

术后检测肿瘤是否明显残留的标志物. 但由于

该研究以EAC为主, 其结论尚需进一步研究来

印证. 
5.4 RAS相关区域家族1A(ras-association domain 
family 1A, RASSF1A )基因 RASSF1A基因位于

3p21.3, 是一种新的抑癌基因. 该基因调控的

靶基因涉及Ras信号转导、细胞周期、基因转

录、细胞凋亡等方面, 但具体作用机制尚不完

全清楚. 秦豫培等[3]应用MSP方法对食管癌高

发区30例食管癌患者的血浆、肿瘤组织及癌

旁正常组织中RASSF1A基因甲基化情况进行

检测, 结果RASSF1A基因在食管癌组织中的甲

基化率为40%(12/30), 在12例癌组织甲基化阳

性的患者中, 有7例血浆甲基化阳性, 癌组织与

血浆RASSF1A甲基化阳性一致率为58%(7/12), 
18例癌组织甲基化阴性的患者其血浆也均为

阴性, 阴性一致率为100%(18/18). 癌旁正常食

管组织甲基化率为13%(4/30), 明显低于癌组织

(40%, 12/30)(P <0.05). 7例血浆甲基化阳性的患

者中, 淋巴结转移阳性5例(55%, 5/9), 阴性2例
(10%, 2/21), 差异有统计学意义(P <0.05). 低分

化鳞癌的RASSF1A甲基化阳性率(83%, 5/6)明
显高于中分化鳞癌(24%, 5/21)(P <0.05). 因此, 
血浆RASSF1A基因甲基化可以反映同一个体

ESCC组织中RASSF1A基因的甲基化状态, 可
能是高危人群筛查的重要候选分子标志之一. 
RASSF1A基因可能是食管癌发生的重要抑癌基

因, 而且RASSF1A基因甲基化与ESCC患者的预

后相关. 
5.5 SLC5A8 基因 溶质载体家族5成员8(solute 
carrier family 5 member 8, SLC5A8 )基因位于人

类染色体的12q13, 是一种新的候选抑癌基因. 
该基因属Na+/葡萄糖共转运蛋白家族成员, 是
由Na+偶联的转运短链脂肪酸(short-chain fatty 
acids, SCFAs)和其他单羧酸(如乳酸盐、丙酮酸

盐)的载体[38]. 目前有关控制SLC5A8基因表达的

转录机制还不是很清楚, 为了更好地了解调节

SLC5A8基因表达的分子机制, Zhang等[39]通过

质粒转染、PCR放大等方法对SLC5A8基因5'-调
节区及外显子1的一部分进行了研究, 结果SL-
C5A8启动子区缺失突变体的荧光素酶报告基因

分析证实, 一个295 bp的区域对于维持SLC5A8
基因的基本启动子活性是必需的. 进一步的分

析表明, CCAAT盒和GC盒参与了SLC5A8基因

的正调控. CCAAT/增强子结合蛋白β(C/EBPβ)
和特异转录因子1(specific transcription factor 1, 
SP1)的过表达对于人SLC5A8基因启动子活性

和蛋白表达的上调作用, 提示C/EBPβ和SP1在
SLC5A8的转录方面可能发挥作用. 雷霆等[4]采

用MSP法对45例食管癌、癌旁、切缘组织及30
例食管癌术前、术后血浆中SLC5A8基因的甲

基化状态进行了检测, 结果45例食管癌、癌旁

及切缘组织中SLC5A8基因的甲基化率分别为

68.8%、11.1%和4.4%, 癌组织的甲基化阳性率

显著高于癌旁及切缘组织(P <0.01). 30例术前血

浆、术后血浆中SLC5A8基因的甲基化率分别
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为43.3%和16.7%, 差异有统计学意义(P <0.05). 
食管癌组织中SLC5A8基因甲基化阴性的患者

其术前、术后血浆中均未检测到该基因的甲基

化. 因此, 血浆中SLC5A8基因的甲基化状态与

肿瘤组织的甲基化状态密切相关, SLC5A8基因

甲基化是食管癌发生的重要早期分子事件, 血
浆中SLC5A8基因甲基化检测可作为术前诊断

的重要参考指标, 并有可能成为监测治疗反应

与判断预后的一项生物学指标. 

6  结论

DNA甲基化与食管癌的发生发展密切相关, 血
浆游离D N A启动子的甲基化检测具有微创、

经济、方便、快捷的特点, 有望成为食管癌筛

查不可或缺的辅助检查手段. 但是目前与食管

癌有关的基因甲基化的研究大部分仍以组织

标本为主, 有关血浆DNA甲基化与食管癌发生

发展关系的研究还很少. 由于检测手段及方法

的限制, 食管癌血浆DNA的甲基化检测尚处于

“有”或“无”的阶段, 对于基因启动子甲基

化程度的判断缺乏一个明确的判定标准; 血浆

DNA甲基化检测的灵敏度及特异性还不是很高. 
这些都阻碍了血浆DNA的甲基化检测在食管癌

中的应用和发展, 进一步的大样本临床实验研

究仍然十分必要.  
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■同行评价
本文综述了血浆
游 离 D N A 启 动
子异常甲基化对
食管癌的早期诊
断、疗效监测和
预后评估等方面
的诊断价值, 具有
一定的指导意义.
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