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结 直 肠 癌
(colorectal cancer, 
C R C ) 在 世 界 范
围内具有很高的
发病率和死亡率, 
研究表明表观遗
传学在CRC发展
过程中有重要角
色 ,  表观遗传学
的研究进展不仅
可以提供自身在
CRC中的致癌作
用 ,  而且也引导
潜在新颖的生物
标志物的发展.  
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Abstract 
Colorectal cancer is a common malignant 
tumor and the fourth cause of cancer related 
death in the world. Colorectal cancer is a 
consequence of the accumulation of multiple 
genetic and epigenetic changes that transform 
colon epithelial cells into invasive malignant 
adenoma. Epigenetic changes, especially CpG 
island methylation in the promoter region, 
occur more frequently than genetic mutations 
in colorectal cancer. Hypermethylation 
contributes to carcinogenesis by inducing 
transcriptional silencing or downregulation 
of tumor suppressor genes. Up to now, more 
than 600 hypermethylated gene candidates 
have been identified. The use of methylated 
tumor suppressor genes as minimally invasive 
biomarkers has broad prospects, and great 
progress has been made in this area. These 
biomarkers, either stool-based or blood-based, 
are now commercially available for diagnostics. 
However, hypermethylated tumor suppressor 
genes as prognostic and predictive markers are 
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■研发前沿
CRC中表观遗传
学DNA甲基化作
为潜在生物标志
物正逐渐吸引很
多人 ,  他作为诊
断性标志物的发
展已经取得很大
的进步 ,  目前有
两方面 :  一个是
基于血液 ,  另一
个是基于粪便排
泄物 ,  而预后和
预测性甲基化标
志物仍然在发展
的初级阶段. 

still at the primary stage of development. 
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摘要
结直肠癌是一常见的恶性肿瘤, 在全世界癌
症死亡例数中居第4位, 这是由于多基因组
学累积和表观遗传学改变使结肠上皮细胞
转变为侵袭性的恶性腺瘤所造成的, 结直肠
癌中表观遗传学改变, 尤其是启动子区CpG
岛甲基化比基因突变更是频繁发生, 高甲基
化通过诱导转录沉默或抑癌基因下调而致
癌, 目前超过600个高甲基化基因的候选者
已经被识别. 表观遗传学中DNA甲基化是其
代表中最大的体系之一, 他对微创生物标志
物的发展有广阔的前景. 甲基化中诊断性标
志物的发展已经取得很大的进步, 目前分别
是基于血液与粪便排泄物, 其在市场上是可
以购买到的, 预后和预测性的甲基化标志物
仍然在发展的初级阶段. 
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核心提示: 本文综述了DNA甲基化与结直肠癌

相关性的研究进展, 重点是甲基化和CpG岛甲基

化子表型, 同时也讨论了表观遗传学中基于生

物标志物的DNA甲基化的研究发展及其在临床

上作为诊断性、预后性、预测性的工具, 而且

探索无数的技术将用于发现甲基化生物标志物.
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0  引言 

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)在全国范围

内是一常见的恶性肿瘤, 其发病率在世界范

围内男性居第3位和女性居第2位[1], 在全世界

癌症死亡例数中居第4位, 占所有癌症死亡数

的8.5%, 并且每年接近69400例. 不幸的是, 从
2008-2012年CRC的高发病率与高死亡率一直

都没有得以改善[2], 因此提出根治性疗法是不

太可能的. 总体来说, 由于大部分CRC是散发

的, 但是要预防他却主要依靠早期诊断, 而筛选

和早期检测的意义还是不清楚的[3,4]. 有研究[5]

发现CRC与表观遗传学改变有关, 在癌变过程

中, 这些改变通常会导致致癌基因获得功能或

者抑癌基因丢失功能. 在基因表达中表观遗传

学是可遗传式的改变, 而不是DNA序列改变的

结果, 所以表观遗传学在癌症的发展过程中有

一定的角色, 包括CpG岛、组蛋白修饰、微小

RNA、非编码RNA以及核小体定位中的DNA
甲基化[6]; 表观遗传学的研究进展不仅可以提

供自身在CRC中的致癌作用角色, 而且也可以

引导潜在新颖的生物标志物的发展. 为了提升

诊断技术、优化治疗方案以及最终实现早期

诊断和降低CRC的发病率和死亡率, 发展生物

标志物将有重大意义[4]. 

1  DNA甲基化与CRC

1.1 DNA甲基化 DNA甲基化是一个酶促反应

过程, 他涉及将甲基加入到胞嘧啶的第5位碳

原子上从而生成5-甲基胞嘧啶, 这个共价修

饰是被集中在CpG岛的CpG二核苷酸序列的

DNA甲基转移酶所催化, 并且这些区域有大量

的重复序列包括重复的着丝粒和rDNA[7]. CpG
岛与启动子区基因的60%-70%所重叠, 而且他

在正常黏膜中缺乏甲基化, 并且不依赖基因的

转录水平. 因此, 如果这种保障措施不存在, 那
么启动子区可能会异常地被甲基化, 结果是导

致转录抑制, 这可以通过多重的机制所实现, 
包括直接地从他们可以获得的目标结合部位

抑制顺式结合元件[8], 或者是为了甲基化结合

蛋白, 甲基化作用可以通过提供额外的结合位

点诱导一个染色质结构, 这会通过组蛋白去乙

酰化酶的相互作用来抑制基因表达. 
1.2 CpG岛甲基化表型 CRC中DNA甲基化有一

个独特的子型, 被称为CpG岛甲基化表型(CpG 
island methylator phenotype, CIMP), 他的特征

是具有高频率的启动子甲基化[8,9], 他展现出独

特的分子和临床病理特征, 这表明CIMP代表

了一个独特的致癌通路[10]. 定量DNA甲基化分
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■相关报道
本文阐述抑癌基
因 甲 基 化 作 为
CRC的诊断性标
志物是基于血液
和粪便排泄物两
方面, 目前有大量
文献也报道了两
者的最新研究和
已取得的进步, 并
对两者的精确度
加以分析和比较. 

析表明CRC患者中大约有20%是CIMP型的肿

瘤, 并且他与老年、女性、近侧结肠端、低分

化、微卫星不稳定性以及KRAS和BRAF突变

有很大的关系[11,12]; 有研究表明依据标志物标

准可以来鉴别CIMP子型[10,13], 被分为高表型

CIMP和低表型CIMP, 对125例CRC病例从基因

范围分析DNA甲基化显示高表型CIMP肿瘤具

有高的BRAF突变(61%), 但是他们有微卫星不

稳定性[14], 然而低表型CIMP肿瘤很少有BRAF
突变, 但是他具有高FRAS突变(45%). CRC中
的CIMP型肿瘤被假设是增生性息肉通过锯齿

状通路发展而来的[15], 锯齿状病变包括广基锯

齿状腺瘤(sessile serrated adenomas, SSAs)和传

统的锯齿状腺瘤(traditional serrated adenomas, 
TSAs), 广基锯齿状腺瘤具有高CIMP、BRAF
突变和近侧结肠段的特点, 并且他是高CIMP
型CRC的前体细胞[10]. 
1.3 DNA甲基化和miRNAs 最近, 已经表明

CRC中各种表观遗传学的改变有复杂的相互

作用, 尤其是通过启动子CpG甲基化的肿瘤抑

制性miRNAs沉默被报道之后[16]. miRNAs是小

的非编码RNA, 并且他在基因表达的转录后调

节方面有一个角色[17], 他们通过变异退化、翻

译抑制或者脱腺苷化在mRNA分子上连接互

补序列去诱导mRNA沉默[18]. 因此, miRNA会

依靠被灭活的基因作为致癌基因或肿瘤抑制

基因来起作用[19], 而且甲基化可以使这些致癌

的miRNA沉默而再次获得肿瘤抑制基因的生

理调节作用, 那么肿瘤抑制性基因中miRNA中

诱导DNA甲基化下调会促使CRC的形成也是

正确的[20]. 抑制miRNA表达之后的一个分子机

制之一已经被连接在DNMTs的超表达上, 这
可以帮助增加DNA甲基化[21,22], 因此, DNA甲

基化可以直接地诱导miRNA的转录抑制, 这
可能间接地造成进一步DNA甲基化. 然而, 重
要的是要识别出哺乳动物细胞中启动子区域

之外的CpG二核苷酸的DNA甲基化, 这是属于

常规机制. 他可以提供一个稳定的基因沉默机

制, 在调控基因表达和染色体结构方面有重要

作用[6]. 

2  鉴定和常规分析DNA甲基化标记的技术

分析DNA甲基化水平, 首先应该建立一个甲基

化的轮廓, 这在鉴定DNA甲基化在CRC的发病

机制中有很大的作用. 在全基因组筛选方法中, 

甲基化敏感的随机引物-聚合酶链反应(M S-
AP-PCR)可以用来分析两组临床DNA样本的

甲基化差异. MS-AP-PCR可以在聚丙烯酰胺凝

胶的PCR之后比较样本组织凝胶状斑点花样

的位置, 来快速鉴定不同甲基化的CpG岛[23]. 
甲基化生物标志物发展的最近研究进展

被基于技术的DNA甲基化所补充, 这个技术可

以被潜在的用于常规诊断中. 理想上, 他们是

划算的、敏感的、特异的、有一个速效剂; 而
且可以避免交叉污染和假阳性. 由于通过微创

技术所搜集到的样本中大多数生物标志物必

须是可检测的, 因此, 他们是易于从体液或组

织样本中提取DNA的, 焦磷酸测序、引物延伸

和实时荧光定量PCR是很适合从原始组织中

所提取DNA并做定量分析, 也适合监控已经接

受过外科手术治疗后的复发情况. 目前, 体液

中DNA甲基化检测分析技术相对来说是比较

有挑战的, 因为其的目的基因是低浓度的, 所
以适用的技术必需是具有高特异性和高灵敏

性的, 因此主要是基于实时PCR的方法, 有荧

光法[24]、实时甲基化特异性PCR分析之后的

甲基化敏感熔炼分析[25-27]. 2010年时, 有专家研

究出了一个多重的荧光PCR分析, 他可以特异

性的结合实时PCR、高通量的多重PCR和多基

因检测的高灵敏度分析, 这需要把临床应用的

所有参数考虑在内, 并且为了将来生物标志物

的筛选程序, 需要潜在的候选基因[28]. 

3  启动子甲基化作为生物标志物 

CRC中表观遗传学的普遍出现对于其的临床

应用有宽广的潜力. 他们作为生物标志物的潜

力正逐渐吸引很多人, 因为他们固有的稳定性

和对药物的可逆性[29], 这是建立在当前诊断方

法的不足之处的. 目前, 结肠镜检查和粪便潜

血试验是CRC诊断的金标准. 尽管他们在随

机对照试验中的减少死亡率方面展现出了成

功之处[30], 但是仅仅有一半的CRC患者是在晚

期诊断, 所以结合结肠镜检查相关的风险、

侵袭性和粪便潜血试验的低特异性, 更加敏

感、特异性的非侵入性的早期诊断方法是很

有必要的. 当前识别游离核酸甲基化生物标

志物的微创性方法可能进一步强调这些标志

物的潜力[4], 而且为了提高诊断水平, DNA甲

基化也被探索运用癌症风险评估、预后分层

和治疗反应预测[31]. 
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■创新盘点
本文较为全面的
从DNA甲基化与
CRC、鉴定和常
规分析DNA甲基
化标志的技术、
启动子甲基化作
为生物标志物等
3 个 方 面 诠 释 了
D N A 甲 基 化 与
CRC的相关性研
究 ,  而且主要探
讨了DNA甲基化
作为生物标志物
在诊断方面的最
新研究进展. 

3.1 诊断标志物 表观遗传学标志物在早期诊

断中有很大的作用, 既可以单独运用, 也可以

去辅助现存的诊断方法[32], 故我们必须在癌症

早期发现这些标志物的甲基化. 从不同来源的

DNA中发现启动子高度甲基化是有可能的, 包
括组织活检、血液样本、粪便、腹水、尿液

等. 我们将会检查血液和粪便样本中的生物标

志物, 因为他们对于CRC是更适用的. 
3.1.1 在血液中早期检测: 良性和恶性病变可

以使核酸循环的水平增加到15倍 ,  具有远

处转移的癌症患者的核酸浓度可以达到

500 n g/m L [26], 大量释放游离DNA可能是凋

亡和坏死细胞所为, 并且肿瘤相关的表观遗传

学改变可以在正常DNA中被具体量化[33]. 各
种基因包括: hMLH1 , CDKN2A  (p16), HLTF , 
ALX4 , TMEFF2 , NGFR , NEUROG1 , SFRP2和
RUNX3都已经为了CRC作为潜在的基于血液

的甲基化标志物而出现, 其敏感性34%-90%, 
特异性69%-100%[34-38], 因此, 随着血液样本的

容易获得, 检测基于血液的生物标志物的方法

可以提供一个实用的筛选工具. 目前临床上已

经被认可是一个用于检测SEPT9甲基化的基于

血液的试验, SEPT9可以标记与细胞分裂有

关的G T P结合蛋白、细胞支架组织和膜改

造[39], SEPT9启动子的v2区域已经在CRC组织

中显示为被甲基化, 并且在正常肠黏膜中没有, 
SEPT9实现了95%的特异性、52%的敏感性和

0.80的药时曲线面积[36], 随后具有实时PCR的
测试进一步优化了SEPT9检测, 实现了90%的

敏感性和88%的特异性, 从而保证了CRC患者

中基于血液的筛选[40]. 
3.1.2 粪便中的早期检测: 在CRC患者的筛选

中, 粪便中生物标志物检测是另外一个有前途

的方法. 从患者的角度看, 粪便检测的实际性

远远高于抽血化验, 他是唯一一个非侵入性检

查, 然而, 技术性的挑战依然存在, 从CRC患

者的肿瘤上皮细胞的脱落物中分析人类DNA, 
表现为仅仅是所有粪便DNA的0.01%, 其余的

99.99%是非人类的, 要么来自于肠道微生物, 
要么来自于饮食[41]. 不可避免地是, 广泛的临

床性运用将会要求最好的甲基化生物标志物, 
并且某些研究结果支持粪便常规化验的优越

性高于血液检查. 在CRC发生过程中, 从细胞

中脱落释放进入到粪便中的标志物要比侵入

血管进入血液的标志物出现的早[42]; 也可以推

测, 通过粪便样本检测来诊断CRC的精确度是

较高的, 因为从粪便中提取出来的人类DNA来

自于CRC的可能性大于来自于转移癌或者是

其他的原发性肿瘤. 
3.2 预后型生物标志物 表观遗传学的资料作为

生物标志物对于CRC患者的预后是有用的, 他
们可以提供关于患者肿瘤结果、潜力的恶性

程度和肿瘤复发风险的信息, 并且也可以粗略

的评估降低存活的时间[26]; 因此, 他被用来肿

瘤的TNM分期, 目前这对于患者的预后来说

是最重要的临床预测者[43], 去指导临床管理的

重新评估, 从而避免由于无效的治疗失去宝贵

的时间, 目前临床上发现的预后生物标志物有

HLTF与HPP1/TPEF的启动子CpG岛甲基化、

TBX5与DACT2基因间的启动子CpG岛, 其在

原位癌中被检测到, 但在正常对照组中未检测到, 
并且被证明这与缩短生存其有重要的关系[40], 预
后型生物标志物的研究仍然在初始阶段, 并且

仍然没有适合临床发展的候选生物标志物, 他
们中的许多都依赖于其他标志物的甲基化与

辅助治疗[44]. 
3.3 预测性生物标志物 预测性表观遗传学的

标志物将会允许预测患者对于特定治疗的反

应, 并且因此依据患者个人的甲基化资料来

选择优化治疗方案, 结合CRC的异质性, 这是

极其有价值的, 并且患者会免受不良反应与

细胞毒药物治疗的花费[26,45], 2012年, 有学者

报道TFAP2E甲基化对于CRC患者的化疗是

没有临床应答的, 正常情况下, TFAP2E可以

通过直接绑定来抑制DKK4启动子活化, 因此, 
低TFAP2E或无TFAP2E表达会导致在CRC细
胞系的DKK4过度表达, 以前, DKK4与抗癌

药氟二氧嘧啶耐受有关, 这在CRC细胞系中

DKK4的过度表达会增加耐药性中所验证, 并
且TFAP2E成功的增加了氟二氧嘧啶的敏感性, 
进一步支持了低甲基化的患者会显示六倍高

的反应可能性[46], 对于CRC患者, 药理表观遗

传学在鉴定表观遗传学生物标志物方面是强

有力的, 这些标志物在治疗之前对于化疗和药

物耐受性的理解方面是有用的, 这对于表观遗

传学在药物疗法方面具有广阔的事业和潜力, 
并且这毫无疑问对于不同的患者和医疗保健

体系是有益的, 然而, 这是一个相对较新的研

究领域, 并且在基于个体之间药物反应的研究

机制仍然有待阐明[47]. 
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■应用要点
本文主要阐述了
抑癌基因甲基化
在CRC中作为生
物标志物的研究
进展 ,  为将来早
期诊断CRC提出
更加敏感、特异
性的非侵入性的
方 法 指 出 思 路 , 
而且运用于癌症
风险评估、预后
分层和治疗反应
预测. 

4  结论

调停肿瘤抑癌基因沉默的启动子C p G岛在

CRC的发病过程中有重要的作用, 他在识别

这些基因甲基化作为新颖的生物标志物发展

方面有重要的意义, 这可以作为微创性的诊断

性、预后性和预测性标志物的工具来试图提

高临床效率和改善治疗结果. 作为诊断标志物

的证据, 一些有运用价值的数据已经被最新改

进的技术所搜集, 并且得到了高敏感性和特异

性, 可见甲基化生物标志物用作全面的CRC患
者的筛查显示出了巨大的可能性. 如果被运用

的生物标志物都存在于粪便样本中, 那么以非

侵入性方式即一个单一的粪便样本去完成评

估是足够的; 因此, 表观遗传学与基因学标志

物在基于粪便方法的重大作用方面都相得益

彰[48,49], 本文大部分集中在诊断标志物方面, 他
依据早期诊断反响了一句话: 防病重于防治, 
发展为恶性肿瘤是完全可以避免的, 然而, 这
种理想状态不总是可以实现的, 并且表观遗传

学疗法最新出现的领域对于具有CRC表观遗

传学改变或CIMPs的患者可以证明是有用的[50], 
对于不同个体及广大人群的CRC患者来说, 这
些生物标志物的潜在影响和所作的贡献是不

朽的. 
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