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摘　要 ：DNA 甲基化 (5mC) 状态与疾病的发生发展密切相关，异常甲基化状态是肿瘤的重要特征，包括基

因组整体甲基化水平降低和 CpG 岛局部甲基化程度的异常升高。近期研究还发现，DNA 甲基化可以继续

氧化为 DNA 羟甲基化 (5hmC)，而 5hmC 可能是一种新的表观修饰或者参与 DNA 去甲基化。随着 DNA 甲

基化测序技术的发展，可以得到全基因组单碱基分辨率的 5mC 和 5hmC 图谱，深入研究 5mC 和 5hmC 的

动态变化对发育和肿瘤的影响，并期望找到潜在应用于肿瘤诊断和治疗的表观标志物。该文主要总结了

DNA 甲基化 / 去甲基化及其在肿瘤发生发展过程中的动态变化、潜在的表观标志物以及检测和治疗研究

进展。
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DNA methylation and demethylation in disease
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Abstract: DNA methylation (5mC) is widely distributed in mammal cells. DNA methylation reprogramming has 
been proposed to be involved in development and tumorigenesis. Previous studies indicate that DNA 
hydroxymethylation (5hmC) generated from 5mC oxidation is not just an intermediate of DNA demethylation, but 
may be functional as a stable epigenetic mark. With the development of 5mC and 5hmC sequencing techniques, we 
can achieve 5mC and 5hmC patterns at single-nucleotide resolution. By further exploring the DNA methylation/
DNA demethylation reprogramming during embryonic development and tumorigenesis, we aimed to evaluate the 
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functional role of DNA methylation reprogramming and the potential intervention strategies for cancers. Thus, in 
this review, we provide an overview of the DNA methylation/demethylation reprogramming during embryonic 
development and tumorigenesis, and discuss recent findings on the potential epigenetic markers for tumour 
detection and treatment.
Key words: DNA methylation; DNA hydroxymethylation; epigenetic markers; cancer detection and treatment

早在 1988 年，约翰 • 霍普金斯大学医学院教

授 Bert Vogelstein 就在 New Engl J Med 上指出，恶

性肿瘤的本质是“Tumorigenesis in large part is owning 
to the discovery of genes, that when mutated, lead to 
cancer”[1]。基因突变确实可以使罹患肿瘤的风险上

升，甚至诱发癌症 [2]，比如 BRCA1 基因的突变会

导致女性乳腺癌和卵巢癌高风险 [3]，EGFR 基因的

突变在非小细胞肺癌 (NSCLC) 中有重要作用 [4]，而

FAT4 和 ARID1A 基因的突变则可能引发胃癌 [5] ；

但是，随着研究的深入，研究人员发现，很多基因

突变并非是驱动癌症的关键因素，很多重要蛋白在

肿瘤中的水平异常升高或降低也同该基因的突变无

直接关联 [6-8]。越来越多的研究表明，除基因组变

异之外，还有另外一种不依赖 DNA 序列改变的方

式——表观遗传变异对癌症的发生发展也起到了重

要的作用 [9]，其中DNA甲基化水平改变是最早发现，

也是较为重要的表观遗传改变之一。

1　肿瘤组织DNA整体的去甲基化状态

DNA 甲基化紊乱与肿瘤密切相关，异常的甲

基化状态是肿瘤的重要特征 [10-12]。如图 1 所示，肿

瘤细胞中发生了全基因组水平的去甲基化和启动子

区域的高甲基化过程。20 世纪 80 年代，研究者首

次通过液相色谱的方法发现肿瘤呈现全基因组低甲

基化的特征，原发性恶性肿瘤 DNA 低甲基化的比

例介于转移和良性肿瘤之间 [13-14]。另有研究发现，

全基因组水平的去甲基化可以发生在大片段的区

域，并且与基因表达的随机波动相关，可能进而对

肿瘤的发生发展产生影响 [15]。小鼠体外实验和体内

实验均表明，全基因组水平的去甲基化可能导致基

因组不稳定，增加肿瘤发生几率 [11,16]，也可能诱导

癌基因激活，如在结直肠癌中 R-ras 基因激活 [17]。

Vaz 等 [18] 研究表明，香烟烟雾能导致 DNA 甲基化

修饰重要的蛋白 DNMT1 等的异常表达，进而促使

细胞的 DNA 甲基化紊乱，抑癌基因表达下调，导

致 KRAS 基因上调，触发肺癌的发生。

因此，探索肿瘤中 DNA 去甲基化的机制对于

了解肿瘤的发生发展非常重要。直到 2009 年，DNA

双加氧酶——TET (ten-eleven-translocation) 蛋白的

发现，才揭开了 DNA 去甲基化研究的新篇章 [19]。

TET 可以将 5- 甲基胞嘧啶 (5mC) 氧化成 5- 羟甲基

胞嘧啶 (5hmC)，然后，进一步氧化成 5- 甲酰胞嘧

啶 (5fC) 和 5- 羧甲基胞嘧啶 (5caC)，最后通过特异

识别 5caC 的糖苷酶介导的碱基切除修复 (BER) 途
径转变成未甲基化的胞嘧啶 [20]。所以，理论上，肿

瘤细胞中 TET 蛋白家族发生突变应该比正常癌旁

组织累积更多的 5mC 修饰。然而，研究结果却不

甚相同 [21-23] ：在一些没有 TET 突变的患者中依然

呈现较显著的去甲基化状态。因此，TET 突变同甲

基化、去甲基化的水平变化的关联仍需进一步探索

研究。然而，以往甲基化研究的金标准重亚硫酸盐

测序 (BS-seq)[24]，并不能区分 5mC 和 5hmC ；而作

为新的 DNA 表观遗传修饰方式，5hmC 近年来受

到了广泛关注，要进一步了解 5hmC 表观遗传修饰

的作用和功能，就必须区分 5mC 和 5hmC 并且确定

它们在基因组的位置。2012 年，5hmC 测序技术的

突破，如 TET 依赖的重亚硫酸盐测序 (TAB-seq)[25]，

为我们深入探索 DNA 表观遗传修饰在肿瘤中的作

用机制提供了技术支持。

对多种肿瘤的研究发现，在肿瘤组织中 5hmC
水平更低。在 5hmC 单碱基测序技术开发之前，主

要通过免疫组化、斑点杂交、质谱检测发现不同

肿瘤组织均存在 5hmC 水平降低的现象。2011 年，

研究者通过液相色谱串联质谱等发现，鳞状细胞肺

癌、脑癌、乳腺癌等肿瘤中 5hmC 含量大幅下降；

而免疫组化结果表明，在不同类型的恶性肿瘤中均

有 5hmC 的显著下降 [26]。同时，研究者通过免疫组

化、斑点杂交以及羟甲基化和甲基化敏感标签测序

(HMST-seq) 发现，肝癌样本中 5hmC 显著降低 [27-29]。

2016 年，一项利用 5hmC 单碱基测序技术的研究发

现，肾癌肿瘤细胞中并非是全基因组甲基化水平降

低，而是 5hmC 水平的降低 [30]。

2　抑癌基因的高甲基化状态

抑癌基因启动子区域 CpG 岛高甲基化是许多

肿瘤发生的早期重要事件 [10-12]。多项研究结果提示，
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抑癌基因启动子区 CpG 岛的异常高甲基化在没有

改变基因序列的情况下，调控基因的表达，导致转

录失活，使该基因表达沉默，由此提出抑癌基因启

动子高甲基化是遗传性肿瘤发生过程的第二次打击

的理论 [31-32]。从基因组范围内看，在多种肿瘤中都

表现出启动子区域特异高甲基化的特征 [10]，如肾癌

VHL 基因 [33]、黑色素瘤 P16 基因 [34]、直肠癌 APC
基因 [35] 等。抑癌基因启动子区域的 CpG 岛高甲基

化可以影响参与细胞周期、细胞凋亡、DNA 修复、

血管生成等的基因，而这些基因的失活均与癌症的

发生发展密切相关。

3　DNA甲基化/去甲基化与疾病的诊断和治疗

广泛的研究认为 DNA 甲基化发生在肿瘤的早

期，促进肿瘤的发生和发展。因此，DNA 甲基化

作为一个潜在的诊断和治疗靶点，是目前肿瘤研究

的重点之一。现有的肿瘤检测方法缺乏灵敏性和特

异性，很多肿瘤检测出来已是中晚期。早期诊断可

以实现肿瘤的有效预防甚至治愈，所以实现肿瘤的

早期诊断一直是肿瘤研究领域的重点。以下为不同

肿瘤中 DNA 甲基化作为诊断标志物的潜在应用。

现有的结直肠癌 (CRC) 检测的手段主要是通

过粪便隐血检测和肠镜检测。粪便检测稳定性不够，

且灵敏度很有限。而肠镜有侵略性，患者需要承受

一些痛苦，并且一些特殊疾病的患者无法进行肠镜，

这些都限制了它的应用。目前我国结直肠癌的早诊

率较低，明显低于日本及欧美国家。因此，急需无

侵略性的敏感的早期诊断的标志物。2008 年，

Lofton-Day 等 [36] 在结直肠癌患者血浆样本和正常

对照中检测了 TMEFF2、 NGFR 和 SEPT9 的甲基化

状态，其结果表明，SEPT9 的检测特异性和灵敏度

最好。紧接着，有多个研究报道证明 SEPT9 启动

子高甲基化是结直肠癌检测的甲基化标志物，并提

供了优化的检测方法 [37-42]。研究已经证明，SEPT9
是结直肠癌特异的甲基化诊断标志物，在 CRC 的

所有分期的样本中均检测到。SEPT9 标志物检测主

要靶向检测 SEPT9_V2 转录本的第三个 CpG 岛 ( 包
含启动子和转录起始位点 )，这个区域在 CRC 和腺

瘤中呈现高甲基化，并且 CRC 和腺瘤中的甲基化

模式存在差异，腺瘤的这个区域的 5' 端保持未甲基

化状态，这也代表了肿瘤发展过程中甲基化的一个

过渡状态以及肿瘤恶性进展的生物学进程。SEPT9
甲基化检测阳性率伴随结直肠癌进展呈上升趋势。

对结直肠癌Ⅰ期检出率平均约为 50% ；Ⅱ期和Ⅲ期

检出率约为 70% ；而Ⅳ期检出率几乎能到 100% ；

同时检测能保持高达 90% 以上的特异性
[43]。SEPT9

检测是现有的 CRC 检测中最敏感的单一标志物，

但目前关于 SEPT9 能否将腺瘤 ( 息肉 ) 与正常样本

区分开的研究还非常有限。几项前瞻性研究表明，

虽然 SEPT9 检测能部分将腺瘤 ( 息肉 ) 与正常样本

区分开，但灵敏度非常有限 [37,40,42,44]。这些结果表明，

SEPT9 甲基化检测需提高对早期结直肠癌和进展期

腺瘤的灵敏度。SEPT9 甲基化检测已经证实是早期

结直肠癌筛查的最佳方法之一，其在临床应用中非

常广泛。由于其在检测无明显症状的癌前病变如结

直肠腺瘤中灵敏度不符合要求，因此 SEPT9 甲基

化检测在成为常规筛查方法和癌前检测的有效工具

之前还有很多问题需要解决。除了 SEPT9 以外，也

图1  DNA甲基化/去甲基化与肿瘤
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有一些关于其他潜在的甲基化标志物的研究。其中

两项研究表明，NDRG4 和 PHACTR3 启动子甲基化

是在粪便样本中实现无创检测的潜在标志物 [45-46]。

此外，2017 年，Li 等 [47] 研究表明，CMTM3、SSTR2
和 MDF1 基因的启动子在肿瘤样本中显著甲基化，

且与肿瘤的分期无显著关联性，暗示这些甲基化改

变可能发生在早期，但还需要进一步大样本验证。

总结来说，CRC 筛查和早期诊断的最优方法还需要

进一步研究确认。

在黑色素瘤的研究中发现，PTEN[48-49]、P16/14[50-54]

和 RASSF1A[55] 基因启动子呈现高甲基化。其中，

PTEN启动子区甲基化是患者不良预后的一个因素 [49]；

而 RASSF1A 启动子甲基化在转移样本中比例更高，

暗示可能参与肿瘤的进展过程 [56]。RASSF1A 启动

子甲基化会导致基因表达降低，而经过 DNA 甲基

化抑制剂 (5-aza-2-deoxycytidine, DEC) 处理后，基

因表达水平恢复 [57]。此外，其他的异常甲基化的基

因，如 HOXB13、SYK 和 LXN 可能作为肿瘤抑制

因子发挥功能 [58-59] ；同时，研究发现致癌基因的启

动子区域高甲基化，如 KIT 基因，但目前不清楚其

功能作用 [60]。

乳腺癌甲基化的标志物研究中，目前通常利用

全血或者血浆进行检测。然而，对全血 DNA 甲基

化的研究非常有限，并且结论也有矛盾的。总的来

说，由于全血背景比较杂，检测手段灵敏度有限，

还需要进一步的优化。而对全血特异基因甲基化的

研究中，BRCA1 的研究报道最多 [61-67]，这些报道

都发现了乳腺癌患者中 BRCA1 的甲基化水平更高，

其中 4 项研究显示差异显著。此外，有两项研究报

道显示，ATM 基因在乳腺癌中呈现基因体区域的

高甲基化 [68-69]。此外，在血浆的 DNA 甲基化研究中，

发现 RASSF1A、APC、RARB 基因在乳腺癌中呈

现特异的高甲基化 [70-76]。目前乳腺癌甲基化检测的

研究还需要进一步利用血浆游离 DNA 进行 DNA
甲基化组学的检测，并进行大规模的筛选和临床关

联研究，期望能找到可用于诊断的甲基化标志物。

在其他各种肿瘤中均发现了潜在的甲基化标志

物，如在肺腺癌中HOXA11基因启动子高甲基化 [77]、

前列腺癌中 GSTP1 启动子的甲基化 [78-79]。2006 年，

Muthusamy 等 [58] 在乳腺癌、结直肠癌、肝癌和肺

癌中通过寻找肿瘤共甲基化模块区域的甲基化模式

的改变预测存活，并寻找肿瘤组织中差异甲基化的

模块区域作为潜在的标志物。2017 年，Xu 等 [80] 在

研究中建立了通过检测少量血液中循环肿瘤 DNA

特定位点甲基化水平，对肝癌进行早期诊断及疗效

和预后预测的新方法，找到了 10 个早期诊断和疗

效相关以及 8 个预后相关的甲基化位点。Mundbjerg
等 [81] 研究发现了与前列腺肿瘤侵袭性相关的 25 个

DNA 甲基化位点，而以此预测出的具有侵袭性的

肿瘤呈现淋巴结转移和更高的肿瘤分期的特征。越

来越多的研究找到肿瘤特异甲基化的基因可能作为

潜在的甲基化标志物，但还需要大规模的临床数据

支持，并且还需要提高标志物的敏感性和特异性以

达到临床标准。

由于 DNA 甲基化是可逆的，因此，可以通过

改变肿瘤甲基化的状态来作为肿瘤治疗的一种新策

略。目前没有针对特定靶点的 DNA 甲基化抑制剂。

两种主要用于治疗的 DNA 甲基化抑制剂 ——5-aza-
2-deoxycytidine (DEC) 和 5-azacitidine (AZA) 为抑制

DNMTs 的抑制剂，并且被 FDA 批准用于治疗骨髓

增生异常综合征和急性髓细胞白血病 [82-83]，但

DEC 和 AZA 的反应效果有明显的剂量依赖性，并

且作用时间非常有限。目前仍然不清楚这些药物发

挥作用的具体机制以及如何提高合适的作用时间。

而在实体瘤中的临床试验很少，应用也受到极大的

限制。

4　DNA羟甲基化作为肿瘤诊断的新型标记物

和潜在靶点

2012 年，Lian 等 [84] 研究发现，在黑色素瘤中

5hmC 水平显著下降，而 IDH2 和 TET2 表达下调可

能是其中的原因，而通过上调 IDH2 或者 TET2 表

达水平，可以重建细胞内的 5hmC 水平，进而抑制

黑色素瘤的生长，暗示了肿瘤表观遗传治疗的新策

略。2016 年，Chen 等 [30] 的研究中通过 TAB-seq 和

BS-seq 的方法获得了透明肾细胞癌样本和癌旁组织

的单碱基分辨率的 5mC 和 5hmC 图谱，结果发现

在肾癌发生过程中 5hmC 重编程被抑制，导致肾癌

细胞中存在广泛的基因体区超甲基化。结合临床数

据也提示，5hmC 水平降低是肾癌更敏感的预后表

观标记物，而裸鼠实验中 5hmC 的回调抑制了肿瘤

的生长也说明了 5hmC 在肾癌中的重编程不是一种

伴随现象，更有可能是一种驱动力，暗示 5hmC 可

以作为肾癌预后监测的新型表观遗传标记物和靶

向治疗的靶点。2016 年，Johnson 等 [85] 通过 BS-seq
和 oxBS-seq 的方法得到胶质母细胞瘤的 5hmC 单

碱基图谱，发现肿瘤样本中 5hmC 水平降低，并且

5hmC 越低，患者的总生存期越短。根据以上研究
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结果，可以进一步提出肿瘤组织中 5hmC 和 5mC
变化的模型 ( 图 2)。这些研究都暗示 5hmC 可以作

为早期诊断和靶向治疗的靶点。2017 年，同时有两

项在多种肿瘤中对血浆中游离 DNA 的 5hmC 富集

测序分析的结果表明，5hmC 的信号可以用于预测

肿瘤类型和分期 [86-87]。研究发现，肺癌的进展过程

中游离 DNA 的 5hmC 逐步下降；而肝癌和胰腺癌

中则表现出某些区域显著的 5hmC 变化。结果表明，

游离 DNA 的 5hmC 变化不仅可用于诊断肿瘤类型，

同时在有些肿瘤中可以追踪肿瘤的进展情况。

5hmC 作为强组织特异性的表观遗传标志物，

可能是用于肿瘤诊断的更敏感标志物。通过研究不

同细胞类型的 5hmC 图谱的特征以及肿瘤中 5hmC

重编程的图谱，期望可以找到潜在的组织特异性

5hmC 检测标志物，用于肿瘤的早期诊断。而对肿

瘤组织中基因组 5hmC 图谱的重构，也是肿瘤诊断

潜在的治疗策略。2017 年，Cimmino 等 [88] 研究发现，

在缺失 TET2 的小鼠中静脉注射高剂量维生素 C 可

回复细胞 5hmC 的水平，促进 DNA 去甲基化，进

而诱导干细胞分化成熟，从而抑制了人白血病异种

移植小鼠的成瘤和进展。另一项研究发现，造血干

细胞摄取高水平的维生素 C 而调节其功能并抑制白

血病的发生 [89]。越来越多的研究表明，高剂量维生

素 C 是肿瘤辅助治疗的潜在药物 [90-92]，但具体的作

用机制是多方面的，还需要进一步深入研究和临床

验证。
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