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摘　要 ：DNA 甲基化是甲基选择性添加到胞嘧啶上形成 5- 甲基胞嘧啶的过程，作为表观遗传修饰的重要

方式，可以在不改变 DNA 序列的情况下调控基因的表达。肿瘤抑制基因的表观遗传沉默是导致人类癌症

发生、发展的主要事件。肝癌是严重威胁人类生命健康的恶性肿瘤，其发展是一个从慢性肝炎、肝硬化、

原发性肝癌到转移性肝癌的多步骤过程。表观遗传调控的分子机制与肝癌密切相关。除了传统的血清学标

志物和影像学检查，一些高灵敏度和特异性的肿瘤标志基因甲基化检测在恶性肿瘤的早期诊断、治疗监测

及预后评估方面具有很好的潜力。因此，该文对可能用于肝癌高危人群早期筛查和风险评估的异常 DNA
甲基化相关的生物标志物进行综述。
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The role of DNA methylation in hepatocellular carcinoma
YANG Chao-Qi, LIU Song-Mei*

(Department of Clinical Laboratory, Zhongnan Hospital of Wuhan University, Wuhan 430071, China)

Abstract: DNA methylation is an epigenetic mechanism involving the transfer of a methyl group onto the C5 
position of the cytosine, which regulates gene expression without changing DNA sequence. Epigenetic silencing of 
tumor suppressor genes is a major event leading to the occurrence and progression of cancers. Hepatocellular 
carcinoma (HCC) is the primary form of malignant liver cancer and it has been the main cause of cancer-related 
death. Development of HCC is a multistep process going from chronic inflammation, cirrhosis, and primary HCC to 
metastatic HCC. Epigenetic modifications have been considered as an important mechanism associated with HCC. 
In addition to traditional serological markers and imaging tests, some highly sensitive and specific methylation 
biomarkers do have great potentials for the early diagnosis and treatment efficiency evaluation of cancers. Here, we 
summarized the biomarkers related to aberrant DNA methylation that could be used for early screening and risk 
assessment in populations at high-risk of HCC.
Key words: DNA methylation; hepatocellular carcinoma; biomarker; epigenetics

原发性肝癌 (primary liver cancer, PLC) 简称肝

癌，是常见的致命恶性肿瘤，是全球发病率和死亡

率最高的十大癌症之一。2018 年，肝癌在全球癌症

中的发病率和死亡率分别排第六位和第四位 [1]。根

据 GLOBOCAN 2018，全球肝癌总发病 84 1080 例，

而中国肝癌发病 39 2868 例，占全球总发病例数的

46.71% [2]。中国的肝癌死亡率 (25.9/10 万 ) 是全球

肝癌死亡率 (10.2/10 万 ) 的 2.54 倍，远高于其他国

家 [2]。美国的肝癌死亡率也呈上升趋势，从 2000

年到 2016 年，肝癌的死亡率上升了 43%[3]。目前，

肝癌以其 18% 的 5 年生存率成为仅次于胰腺癌的

第二大致死肿瘤 [4]，严重威胁人类的生命健康。肝

细胞癌 (hepatocellular carcinoma, HCC) 是最常见的
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原发性肝癌，约占肝癌的 90%，是肝硬化结节经历

“多步骤癌变 (multistep process of hepatocarcino genesis 
in cirrhosis)”的结果 [5]。HCC 的高发病率是由环境

因素、遗传因素以及遗传和表观遗传的相互作用所

造成的。

目前，临床上常用于 HCC 诊断的实验室指标

是血清甲胎蛋白 (alpha-fetoprotein, AFP)，虽然其敏

感度和特异性较低，但仍是最广泛使用的监测和

筛查 HCC 的生物标志物；甲胎蛋白异质体 (Lens 
culinaris-agglutinin-reactive fraction of AFP, AFP-L3)
的升高与肝癌的一些病理学特征相关，是病理侵犯

性的一个指标；异常凝血酶原 (protein induced by 
vitamin K absence or antagonist-II, PIVKA-II) 是一种

维生素 K 缺乏或拮抗剂 -II 诱导的蛋白质，对 AFP
阴性的 HCC 患者的早期筛查有一定的作用；影像

学检查同样可以有效地监测肝硬化患者早期 HCC
的发生。超声检查联合血清 AFP 监测，对于肝硬

化患者早期 HCC 的诊断灵敏度仅仅只有 63% (95% 
CI, 48%~75%)[6]。由于缺乏有效的分子标志物，无

法实施靶向性的精准治疗，HCC 确诊时大多数患者

为终末期或发生远端转移，5 年生存期不到 10%[7]。

因此，动态监测肝功能和肝癌标志物以预测不良事

件，早期诊断肝癌是临床提高 HCC 疗效，控制转

移和复发，改善患者生存期的关键。

在过去的 40 年里，有大量研究表明，异常 DNA
甲基化与肿瘤的发生发展密切相关 [8]。肿瘤细胞中

的抑癌基因异常甲基化，在肿瘤早期诊断方面具有很

大的潜力。寻找可以早期诊断 HCC 的生物标志物成

为当今肿瘤领域的研究热点和当务之急。因此，本文

将主要对可能用于 HCC 高危人群早期筛查和风险评

估的异常 DNA 甲基化相关的生物标志物进行综述。

1　DNA甲基化的生理功能与调控机制

DNA 甲基化 (DNA methylation) 是一种常见的

化学修饰形式，由 DNA 甲基转移酶 (DNA methyl-
transferases, DNMTs) 催化，活性甲基从 S- 腺苷甲

硫氨酸 (S-adenosyl methionine, SAM) 转移到胞嘧啶

的 5 位碳上，形成 5- 甲基胞嘧啶 (5-methylcytosine, 
5mC)，在不改变 DNA 序列的前提下，引起 DNA
构象、DNA 稳定性以及 DNA 与蛋白质相互作用方

式的改变，从而控制基因表达 [9]。CpG 二核苷酸是

由胞嘧啶 (C) 和鸟嘌呤 (G) 组成的一个核苷酸链。

某些基因上游的转录调控区及其附近存在着成串的

CpG 二核苷酸序列，这些区段被称作 CpG 岛。作

为一种表观遗传调控机制，5mC 主要发生在 CpG
二核苷酸序列，通过与转录因子相互作用或改变染

色质结构调控基因功能 [10]。哺乳动物的 DNA 甲基

化主要发生在胚胎发育早期和原始生殖细胞中 [11]，

在不同的发育阶段和细胞分化的过程中，DNA 甲

基化图谱 (DNA methylation profiles) 均受到调节。

DNA 甲基化在几乎所有生物体的细胞生理、DNA
复制和转录、组织特异性基因表达、基因组印迹、

X 染色体失活中都发挥着重要的作用 [12]。DNA 甲

基化和去甲基化保持动态的平衡，发挥正常的生理

调控功能 [13]。

2　DNA甲基化在癌症中的作用机制

DNA 甲基化异常包括基因组重复区域的整体

DNA 低甲基化和特定基因启动子区域的 DNA 高甲

基化。肿瘤细胞中可能存在这两种类型的 DNA 甲

基化异常 [14]。基因组重复区域 DNA 低甲基化激活

转录，引起染色质结构改变，而 CpG 岛 DNA 高甲

基化造成基因沉默和表达下降，这两种效应都会影

响细胞的正常生物学进程 ( 图 1)。
在肿瘤基因组的整体 DNA 低甲基化过程中，

5mC 水平存在轻度到中等程度的减少，平均减少约

5%~20%[15]。甲基化水平降低使得染色质的结构不

够紧密，基因组的不稳定性增加。例如，DNMTs
缺陷的小鼠患肿瘤的风险增加，这可能归因于 DNA
低甲基化造成抑癌基因的杂合性丢失以及基因组稳

定性的降低 [16]。基因组整体 DNA 低甲基化的另一

个结果是可能对基因转录模式产生影响，尽管其在

基因表达中的作用尚不清楚，但有研究表明，DNA
低甲基化将通过基因转录过程中的异常转录激活而

增加“转录噪声”，可能干扰编码链的转录 [17]。基

因特异性的 DNA 低甲基化事件也与癌症的发生有

关。例如，生殖系特异基因通过启动子区域 DNA
低甲基化而在肿瘤中被激活，这些生殖系表达的基

因被称为“癌 - 睾丸基因 (cancer testis genes)”或

“癌 - 生殖系基因 (cancer germ line genes)”，通常只

在精子发生过程中起作用，而在大多数体细胞组织

中被 DNA 甲基化沉默 [18]。

CpG 岛的 DNA 高甲基化不仅见于大多数原发

性和转移性肿瘤灶，而且还可见于癌前病变组织的

基因组中 [19]。特定基因启动子的 DNA 高甲基化使

启动子沉默，导致转录过程中特定亚型的表达改变；

当这种情况发生在抑癌基因时，DNA 高甲基化就

可能通过抑癌基因的失活导致癌症发生 [20]。
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无论是 DNA 低甲基化还是 DNA 高甲基化，异

常的 DNA 甲基化都可能通过调控细胞增殖、诱导

细胞凋亡或衰老、血管生成、细胞黏附、细胞侵袭

和转移、DNA 修复和基因组稳定性、抗炎反应以

及其他机制促进肿瘤的发生、发展 [15]。在肝癌的发

生与发展过程中，DNA 甲基化修饰的异常变化也

参与其中。甲基化异常的基因有助于理解基因的表

达调控，相关的生物标志物将为肝癌的诊断和治疗

提供新的理论依据。

3　DNA甲基化与肝癌

鉴于血清蛋白标志物 AFP、AFP-L3 和 PIVKA-II
的灵敏度和特异性的局限性，如一些良性肝病、转移

性肝癌、其他恶性肿瘤如胃癌、胰腺癌等也表现出

AFP 升高，以及基于影像学诊断的费用较为昂贵，因

此，寻找基于外周血的新型早期肝癌分子标志物已成

为临床迫切需要解决的问题，利用甲基化标志物来

实现肝癌的无创早期筛查成为近年来研究的热点。

3.1　肝癌组织中的异常DNA甲基化

Hou 等 [21] 报道，与正常肝组织相比，HCC 患

者癌组织的 44 个基因中，54 个 CpG 岛发生了高甲

基化，而在这些基因中，EYA4 的甲基化水平与无病

生存率 (disease free survival, DFS) 和总生存率 (overall 

survival, OS) 呈负相关，说明 EYA4 异常的高甲基化

可能促进 HCC 进展。Ding 等 [22] 通过实时荧光定量

PCR (quantitative real-time PCR, qRT-PCR) 检测得出，

HCC 癌组织的甲基化程度 ( 平均水平 59.1%) 比邻近

的非肿瘤组织 ( 平均水平 36.9%) 更高，且癌组织中

的抑癌基因 PDCD4 高甲基化与其表达下调存在显

著的相关性。Villanueva 等 [23] 的研究证实，HCC 患

者的肿瘤组织与癌旁非肿瘤性组织相比，RASSF1、
IGF2、APC、NKX6-2 和 NEFH 基因均出现异常甲

基化，能够作为标志物预测患者的肝癌发病率和生

存率。Sueoka 等 [24] 则在肝癌组织中发现了 SAMSN1
启动子的高甲基化导致 SAMSN1 mRNA 表达降低，

而 SAMSN1 的 mRNA 水平与肿瘤大小呈负相关。

Chen 等 [25] 分析发现肝癌组织中 ACADS 水平明显下

调，并参与了 HCC 细胞的增殖和转移，敲除 DMNT
以后，ACADS在HCC细胞中的表达显著增加。此外，

2020 年的一项 160 例 HCC 患者 ADRA1A 启动子区

域的甲基化水平与临床特征的研究结果显示，与正

常组织相比，肝癌患者肿瘤组织中的 ADRA1A 启动

子区域甲基化水平显著升高，ADRA1A 的 mRNA 和

蛋白水平降低，而 DNA 甲基转移酶抑制剂可以增加

肝癌细胞株 ADRA1A 的 mRNA 表达，说明 ADRA1A
基因高甲基化可能参与了 HCC 的发生 [26]。

图1　DNA甲基化在癌症中的作用机制示意图
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3.2　肝癌外周血中异常DNA甲基化

相对于组织标本来说，外周血中 DNA 甲基化

改变更具有无创检测和早期发现癌变的价值。Liu
等 [27] 报道，66.7% 的肝癌患者血清 DNA 中 LINE-1
低甲基化，73.3% 的肝癌患者血清 DNA 中 RASSF1A
启动子高甲基化，且 LINE-1 低甲基化和 RASSF1A 启

动子高甲基化之间存在显著的相关性。这与 Harada
等 [28] 在 208 例 HCC 患者中的研究结果一致，说明

LINE-1 可能作为一种生物标志物来识别肝癌患者，

而 LINE-1 与 RASSF1A 联合检测可以更有效地预测

早期 HCC。Wei 等 [29] 通过检测肝癌患者和健康人的

116 例肝组织样本、326 例血浆样本的 DNA 甲基化

状态，发现 SOCS3 在组织和血浆中的甲基化状态与

AFP400、肿瘤大小和肿瘤分化程度有关，SOCS3 甲

基化可作为筛选 HCC 高危个体的无创分子标志物。

3.3　肝炎病毒感染与肝癌异常DNA甲基化

肝炎病毒感染是肝癌的重要危险因素，尤其是

中国的肝癌患者，慢性乙肝病毒感染是首要病因。

研究证实，乙型肝炎病毒 (HBV) 和丙型肝炎病毒

(HCV) 感染可以引起多种基因的甲基化异常，甚至

在感染的早期阶段，DNA 甲基化就已经发生改变。

Nishida 等 [30] 通过全基因组分析发现了 HCC 组织中

DNA 甲基化的 CpG 位点的分布改变及这种改变在

HCC 进展过程中的逐步积累。2019 年的一项 meta
分析评估了 HBV 感染对 HCC 中 DNA 甲基化的作

用，被纳入的研究都关注了 HBV 阳性和 HBV 阴性

患者肝癌组织之间的 13 个基因的区别，结果显示，

其中 6 个基因 (p16、RASSF1A、GSTP1、APC、p15 和

SFRP1) 的甲基化水平存在显著差异，提示 HBV 感

染可诱导这些基因在 HCC 中发生甲基化 [31]。Dou
等 [32] 证实了在 HBV 阳性的 HCC 患者中，CDH1、
DNMT3b 和 ESR1 的甲基化频率明显高于肝硬化、

慢性乙型肝炎患者和正常对照。Dong 等 [33] 采用荧

光定量法 (Methy Light) 评估血清中 RASSF1A、APC、
BVES、TIMP3、GSTP1 和 HOXA9 等多个基因启动

子甲基化对 HBV 阳性 HCC 患者的诊断价值，结果

表明，结合血清中 RASSF1A、BVES 和 HOXA9 基因

启动子的甲基化程度可以提高 HBV 阳性 HCC 患者

的诊断性能。Tian 等 [34] 报道 HBV 阳性 HCC 患者

的 HCCS1 启动子甲基化频率明显高于健康对照组。

此外，血清 IGFBP7 启动子甲基化也可以提高 HBV
阳性 HCC 患者筛查的准确性 [35]。

总之，这些研究都表明，异常 DNA 甲基化是

肝癌早期诊断的潜在生物标志物，基于血液样本中

的甲基化标志物的检测有望为肝癌无创筛查提供一

种经济、高效的手段。表 1 总结了肝癌中 DNA 甲

基化的相关研究。

4　DNA甲基化检测方法

5mC 作为最常见的 DNA 修饰碱基，目前已有

不少成熟的检测方法。亚硫酸氢钠转化法 (sodium 
bisulfite treatment) 作为 5mC 的金标准方法，已被广

泛用于全基因组的 5mC 分析，包括单碱基分辨率

的检测 [36]。其原理是利用亚硫酸盐将单链 DNA 中

未甲基化的胞嘧啶转化为尿嘧啶，而甲基化的胞嘧

啶不发生改变。

亚硫酸氢钠转化测序法 (bisulfite sequencing) 于
1992 年由 Frommer 等 [37] 首次提出。该方法是 DNA
经亚硫酸盐处理后，进行 PCR 扩增、纯化、克隆、

测序等步骤，得到基因组 DNA 分子的精确甲基化

图谱，其中测序凝胶上的清晰阳性条带显示出每个

5mC 的位置。

焦磷酸测序 (pyrosequencing) 是另一种广泛使

用的甲基化分析方法，同样基于亚硫酸氢钠转化法

建立。亚硫酸盐处理后的 DNA 进行 PCR 扩增反应，

并使用焦磷酸测序仪定量分析每个 CpG 位点的甲

基化状态，可以得到甲基化分子的比率 [38]。此方法

需要克隆，只能分析小范围的 CpG 位点，适合全

基因组范围的检查，但不适合大规模的癌症筛查 [39]。

甲基化特异性 PCR (methylation specific PCR, 
MSP) 也是一种经典的检测方法，于 1996 年由

Herman 等 [40] 提出。此方法需要设计可以识别甲基

化 CpG 的 M 探针和非甲基化 CpG 的 U 探针，然后

根据亚硫酸氢钠转化后甲基化位点和非甲基化位点

碱基的差异，设计两对不同的引物进行 PCR 扩增，

再通过凝胶电泳检测扩增片段，判断基因是否发生

甲基化。MSP 法可以检测较低浓度的甲基化水平，

但只能对已知序列的甲基化状态进行分析，不能定

量分析甲基化水平 [39]。

荧光定量法 (MethyLight) 是一种基于实时荧

光定量 PCR 的高通量甲基化检测技术 (quantitative 
methylation specific PCR, qMSP)，通过设计特异性的

引物和 TaqMan 荧光探针，最终根据荧光信号的强

度定量检测甲基化水平 [41]。MethyLight 法使容易出

现假阳性的 MSP 法的特异性增加，且不需要进行

额外的电泳分离，减小检测误差 [42]，不仅具有高度

敏感性和可重复性，而且能够快速检测患者样本中

的生物相关信息。此外，数字 PCR 技术的蓬勃发
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展使其在检测微量的 DNA 甲基化异常时具有巨大

潜力，基于磁珠和油包水微液滴结构的数字 PCR
技术，即 BEAMing 技术也被应用到 DNA 甲基化

的检测中 [43]。使用数字 MethyLight 法检测 DNA 甲

基化在癌症早期诊断和长期病情监测中具有十分广

阔的前景。

表1　肝癌中DNA甲基化的相关研究

研究 检测方法 样本 样本类型 基因标志物 参考文献

Hou 2014 qRT-PCR 肝癌154例 组织 EYA4 [21]
  正常对照6例
Ding 2016  qRT-PCR 肝癌56例 组织 PDCD4 [22]
  正常对照56例
Villanueva 2015 焦磷酸测序 实验组 组织 RASSF1、IGF2、APC、 [23]
  肝癌221例  NKX6-2、NEFH
  正常对照10例
  确认组

  肝癌83例
Sueoka 2015 qRT-PCR 肝癌144例 组织 SAMSN1 [24]
  正常对照144例
Harada 2015 焦磷酸测序 肝癌208例 血清 LINE-1 [28]
  正常对照79例
Dou 2016 MSP 肝癌183例 血清 CDH1、DNMT3b、 [32]
  肝硬化47例  ESR1
  慢性乙肝126例
  正常对照50例
Liu 2017 MSP 肝癌75例 血清 LINE-1、RASSF1 [27]
  正常对照50例
Wei 2018  qRT-PCR 组织 组织、血清 SOCS3 [29]
  肝癌48例
  配对对照48例
  肝硬化10例
  良性肝病6例
  健康个体4例
  血清

  肝癌119例
  肝硬化105例
  良性肝病52例
  健康个体50例
Dong 2017 qMSP 肝癌98例 血清 RASSF1A、BVES、 [33]
  肝硬化75例  HOXA9
  慢性乙肝90例
  正常对照80例
Tian 2017 MSP 肝癌20例 血清 HCCS1 [34]
  慢性乙肝146例
  正常对照27例
Tao 2018 qMSP HBV相关肝癌80例 血清 IGFBP7 [35]
  慢性乙肝35例
  正常对照20例
Chen 2019 qRT-PCR 肝癌282例 组织 ACADS [25]
  正常对照47例
Chen 2020 qRT-PCR 肝癌160例 组织 ADRA1A [26]
  正常对照160例
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2019 年，牛津大学的华人科学家宋春啸教授

等发展了一种不需要亚硫酸盐处理的、效率高、覆

盖范围广的 DNA 甲基化测序方法——TAPS，可以

对目标序列直接进行 DNA 甲基化单碱基分辨率的

测序，相对于亚硫酸氢钠转化法，具有对 DNA 损

伤小、所需起始样本量低、成本更低的特点，更容

易推广应用 [44]，如血浆游离 DNA 甲基化的检测实

现早期癌症的无创检测，单细胞 DNA 甲基化测序

提示肿瘤异质性等。

5　小结与展望

随着研究的不断深入，越来越多的癌症早期诊

断、分类或分级的生物标志物不断被发现，极大地

推进了研究者和临床工作者从分子水平对肿瘤的认

识，包括癌症的发病机制和基于基因的早期诊断、

病情监测以及预后评估。表观遗传修饰，特别是

DNA 甲基化在肿瘤发生发展中的作用越来越受到

关注。

包括肝癌在内的多种肿瘤的发生是一个复杂的

多步骤过程，涉及多级反应和突变的积累，包括一

系列遗传和表观遗传的改变。既往研究发现，在部

分肝癌患者的组织、血液、粪便、尿液和其他体液

中检测到的异常甲基化 DNA，可能成为肝癌早期诊

断的生物标志物。此外，大量研究表明，DNA 甲

基化生物标志物有望为了解食管癌、胃癌、结直肠

癌、乳腺癌、肺癌、膀胱癌和急性髓性白血病等恶

性肿瘤提供有价值的信息
[45-52]。尽管如此，表观遗

传学的确切调控机制，以及 DNA 甲基化改变与临

床表现是否具有相关性仍缺乏充足的证据，这些研

究结果与实际的诊断和治疗之间仍存在一定的差

距，这些问题仍有待进一步的基础研究和大规模的

临床研究证实。
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