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摘要  表观遗传修饰在人体细胞分化和适应环境上均发挥重要调控作用. 一方面, 细胞分化相

关表观遗传非常稳定, 具有明显的组织器官和细胞类型特异性; 另一方面, 机体对环境的适应性

表观遗传则因环境因素不同而异, 稳定性较低. 这两类不同的表观遗传修饰在医学上具有不同

的转化应用范围. 恶性转化是机体组织中少数干细胞对环境致癌因素暴露做出的病理性适应反

应的结果——细胞通过去分化重编程, 获得无限制增殖和运动侵袭能力, 同时拥有分化和适应性

表观遗传变化特征. DNA 甲基化变异的分析方法极其灵敏, 可准确检出组织中少数细胞存在的

变化, 在识别癌前病变组织中的恶性转化细胞和肿瘤组织中的转移干细胞方面有重要应用前景. 

在前期研究中, 我们已经证明肿瘤抑制基因 p16 甲基化失活可用作胃等器官上皮异型增生癌变

的早期标志物. 通过对胃癌发生发展相关 DNA 甲基化组扫描获得的 90 余个基因的 DHPLC 大规

模验证, 发现 GFRA1 的去甲基化激活、SRF 和 ZNF382 的甲基化失活可用作胃癌等恶性肿瘤的

转移标志物, 已经在中、日、韩三国验证队列中得到证明; 通过人群研究还发现血浆 miR-221 等

含量的进行性升高可能是胃癌发生的预警信号.  
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1  分化性和适应性表观遗传修饰 

细胞通过 DNA 甲基化、组蛋白修饰和非编码

RNA (ncRNA)等表观遗传网络, 稳定地调节基因组

的有序表达 , 控制细胞分化和胚胎发育 [1]. 与基因

DNA 序列比较, 表观遗传网络有较高的可塑性. 正

是在表观遗传网络精确、稳定的调控下, 受精卵按照

固有的时空程序, 发育成了人体不同的组织和器官, 

分化成了基因组完全相同而形态和功能则各异的不

同细胞群体. 如果该过程发生紊乱, 不仅直接导致停

育、流产、畸胎、神经管畸形、心血管畸形等先天性

疾病, 还可能影响许多后天性疾病的发生.  

表观遗传网络在后天性环境适应和个体老化等

正常生命活动过程中也发挥着关键作用 [2]. 在营养

素、环境因素、心理和精神因素等的长期影响下, 机

体将发生一系列的营养素消化/吸收、组分代谢、生 

物转化、内分泌、记忆等方面的适应性改变. 其中稳

定性的长期变化主要通过表观遗传修饰来维持 . 这

种适应性表观遗传变化不仅能够在体细胞分裂过程

中稳定保持, 甚至可通过生殖细胞跨代传递. 当这种

变化的程度超出细胞的生理范围时 , 即导致疾病的

发生, 甚至进展为去分化、过分化、转分化等细胞分

化异常. 恶性肿瘤、高血压、糖尿病、神经精神疾病, 

均与体细胞表观遗传病理性适应反应关系密切.  

表观遗传修饰及其组合复杂多样[3], 不仅为胚胎

发育和细胞分化提供了动力 , 而且赋予了机体灵活

有效地适应各种生存环境的能力 . 表观遗传网络的

复杂性使得有待阐明的问题无穷无尽 , 同时也为我

们认识肿瘤等疾病的发生/发展规律, 分子分型 , 建

立新疗法和开发新药物提供了丰富的路径和分子靶

标. 尽管现代表观遗传研究的历史迄今只有 15 年左 
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右 , 目前在其临床转化应用上已经展现出诱人的前

景, 如不仅有包括 DNA 甲基化阻断剂 5′氮杂脱氧胞

苷和多种组蛋白去乙酰化酶抑制剂在内的表观遗传

临床治疗药物的出现, 而且包括 Septin9 和 p16 及

MGMT 甲基化在内的几个 DNA 甲基化标志物也在临

床实验中[3]. 笔者认为, 如果以转化医学研究为目标, 

将疾病相关的表观遗传变异从体内复杂的表观遗传

修饰中提炼出来, 进行适当的分类, 可大幅度减少选

择研究靶点的盲目性, 加速表观遗传转化研究进程.  

机体大部分体细胞的分化状态将维持终生 , 决

定其分化状态的表观遗传网络也终身不变. 换言之, 

控制细胞分化状态的分化性表观遗传修饰不易受环

境因素影响, 具有极高的稳定性和严格的组织/细胞

特异性. 机体适应环境的表观遗传变化则不然, 易被

环境因素左右 , 可能是局部的或者全身性的适应反

应. 显然, 这两类表观遗传网络不论是在生物学功能

还是在稳定性和基因组中的分布位置方面均存在重

要的差别 . 在不同性质的疾病中发生变异的表观遗

传修饰类型也不同 . 分化性表观遗传修饰异常可用

作各种细胞分化障碍性疾病的诊断标志物和治疗靶

点. 这类疾病包括细胞去分化性疾病(如肿瘤和癌前

病变)、细胞过度分化性疾病(如牛皮癣、老年性痴呆、

骨质增生)、细胞转分化性疾病(如肠上皮化生、鳞状

上皮化生、子宫内膜异位症)及细胞退行性疾病(如糖

尿病、白内障、白癜风、再生障碍性贫血). 适应性

表观遗传修饰则可用于营养状态和环境因素的长期

影响评估、疾病易感性预测、放化疗敏感性和耐药性

预测、新型药物设计等. 尽管国际 ENCODE 研究计

划的完成为认识细胞分化相关的表观遗传修饰提供

了宝贵资料[3], 目前, 对机体细胞中哪些基因位点上

的哪些表观遗传修饰是细胞分化相关的稳定性修饰, 

哪些是与机体适应环境相关的表观遗传修饰的认识

仍然非常不足 , 选择不同类型表观遗传修饰来研究

不同疾病诊治标志物的观念还有待形成.  

此外 , 因为分化性表观遗传修饰组合具有组织

细胞特异性, 所以测定组织/细胞的表观遗传学修饰

需要使用相应的组织标本. 越来越多的证据显示, 肿

瘤的发生、复发/耐药和转移均与癌前病灶或肿瘤组

织中存在的数目很少的肿瘤干细胞有关 . 由于众多

非干细胞的稀释/淹没, 使用传统的蛋白质印迹或免

疫组化染色技术分析蛋白和使用 RT-PCR 或原位杂

交技术测定 mRNA 均存在灵敏度不足, 难以检出数

目有限的干细胞中发生的基因表达变化. 相反, DNA

甲基化状态不仅是可塑性最小的表观遗传修饰 , 能

与 DNA 一起在各种方法保存标本中稳定保持, 而且

甲基化和非甲基化的 CpG 岛能够互不稀释/淹没地分

别检测, 即使组织细胞群体中只有 0.1%的细胞发生

异常甲基化也能被准确检出[4]. 我们认为, DNA 甲基

化变异的这些特征使得其可能在恶性肿瘤预防和治

疗领域中发挥独到的作用 , 并且已经在癌前病变恶

变能力预测方面取得了突破 . 我们发现控制细胞周

期 G1→S 转换的抑癌基因 p16 甲基化失活可用于预

测上皮异型增生的癌变潜能 [5,6], 国际同行随后也反

复观察到了类似的现象[7~9]. 目前我们已经建立了符

合诊断试剂注册要求的 p16 甲基化荧光定量分析技

术[10], 诊断试剂盒的开发已经进入临床实验.  

2  分化性和适应性表观遗传修饰研究进展 

各种高通量组学研究平台的出现为医学生物学

研究提供了有力的工具 , 借助生物信息学的分析手

段和系统生物学的观念 , 这些平台的使用克服了既

往分子生物学研究仅局限于某个分子靶点的缺陷 [3]. 

然而, 面对这些平台产生的海量初始数据, 由于人力

和财力的限制, 几乎不可能开展仔细的核实验证, 常

见的只是在对所获组学数据进行一番信息分析后 , 

从中挑选几个靶基因验证, 总结发表了事. 人类基因

组中 2%的序列编码蛋白, 包括看家基因、组织特异

性表达基因、生物转化和环境适应基因. 哪些基因表

达属于细胞分化特异性的? 哪些属于环境适应性的? 

哪些变化是疾病发生相关的? 哪些具有临床诊断和

治疗应用价值? 尽管还有大量的研究有待开展 , 人

们已经开始用更宽的视野来审视表观遗传等各种生

命活动.  

目前在全基因组水平的高分辨率表观遗传组学

(包括 DNA 甲基化、各种组蛋白修饰、ncRNA 转录、

染色质构象等)和疾病相关的表观遗传修饰差异筛选

方面已经取得了一定的进展 . 例如利用第二代深度

测序技术 , 人们已经完成了包括人胚胎干细胞和人

胚肺成纤维母细胞在内的全基因组高分辨率 DNA 甲

基化组亚硫酸氢钠测序分析 [11,12], 全基因组染色质

核小体分布与 DNA 甲基化关系分析[13], 以染色质共

沉淀为基础的全基因组多种蛋白修饰等表观遗传组

学分析 [14], 为分析这些细胞分化过程中表观遗传网

络的具体构成及其变化规律提供了宝贵的资源 . 全
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基因组水平的高分辨率表观遗传组学研究格局正在

发生剧烈变化 , 已经从对个别代表性的单克隆培养

细胞进行测定 [15,16], 转变为对人体众多种类型细胞

进行高分辨率的表观遗传组和转录组分析数据进行

分析的时代 [3], 以揭示基因内和基因间非编码 DNA

区域的不同类型的表观遗传修饰组合及其功能.  

正常组织和病变组织比较表观遗传组学分析对

转化医学研究也有重要价值. DNA 甲基化是各种表

观遗传修饰中稳定性最高的 . 新近有研究提示某些

基因区域的 DNA 甲基化状态可能是甲基化与羟甲基

化 /去甲基化动态平衡的结果 [17~19]. 在不同组织中 , 

许多基因在生理条件下的表达不是全或无的差别 , 

而是转录水平的差异, 其 DNA 甲基化的差别多存在

于 CpG 岛的周围(CpG island shores), 而不是在转录

起始点附近的 CpG 岛核心区域[20,21]. 在细胞分化和

正常环境适应等生理条件下, 这种非核心 CpG 岛区

的 DNA 甲基化差异与基因的转录活性差异一致. 我

们和其他人的研究表明 , 肿瘤抑制基因从头甲基化

的建立可能是从 CpG 岛的一侧向核心区扩展的过

程[22~24]. 在组织和细胞系中, CpG 岛甲基化和去甲基

化的扩展过程可能是以核小体为基本单元 , 脉冲式

地推进的过程[24,25]. 在肿瘤等病理条件下, 尤其是在

筛选 DNA 甲基化标志物时, 人们更关心的则是能够

导致基因转录完全沉默/激活的 CpG 岛核心区域 CpG

位点的甲基化/去甲基化. 因此, 在 DNA 甲基化标志

物试剂盒开发过程中 , 建议尽量选择包括连接区

DNA 在内的 CpG 岛核心区域 2 个核小体 DNA 来设

计引物.  

特别要指出的是, 肿瘤组织中的 DNA 甲基化稳

定性因基因不同而异. 例如, 肿瘤细胞中 p16 基因甲

基化失活, 即使是在用 DNA 甲基化阻断剂暂时去除

后, 仍然能够在 2 周后逐渐恢复, 联合使用组蛋白去

乙酰化抑制剂也不例外[26]. 我们发现, 将 p16 甲基化

的 AGS 细胞与非甲基化的 MGC803 细胞融合后, 在

融合细胞中 p16 基因位点主要维持其母细胞的甲基

化状态, 即 AGS 细胞来源的位点甲基化和 MGC803

来源的位点非甲基化, 与 p16 在 HCT116 细胞中长期

维持半甲基化状态极为相似; 相反, Spint2/Bikunin 基

因在 AGS 细胞中为非甲基化, 而在 MGC803 细胞中

为完全甲基化 , 在两者的融合细胞中则呈现出

MGC803 细胞来源等位基因第一外显子编码区核小

体 DNA 仍然甲基化, 而启动子区和 5′UTR 区 2 个核

小体完全非甲基化的特征(陆哲明等, 未发表). 显然, 

明确肿瘤组织中哪些基因甲基化变异是稳定的和哪些

是不稳定的及其与分化性和适应性表观遗传分类的关

系, 对肿瘤表观遗传标志物等转化医学研究至关重要.  

在组织的组蛋白修饰方面 , 目前还停留在某种

组蛋白修饰的总体水平变化与疾病的转归关系研究

上. 种种迹象表明, 组蛋白修饰变化可能也与肿瘤的

转归密切相关 . 利用组蛋白修饰特异性抗体来共沉

淀组织染色质, 借助寡核苷酸芯片或者 DNA 深度测

序技术来显示存在明显修饰差别的基因位点/染色质

区段 , 将有助于阐明这些组蛋白修饰变化通过何种

基因通路来影响肿瘤的生物学行为[27].  

以筛选疾病相关 DNA 甲基化差异位点为目标的

各种微阵列芯片杂交和甲基化敏感酶切扫描技术

(restriction landmark genomic scanning, RLGS)是最早

出现的 DNA 甲基化组分析技术. 以目的 CpG 岛为靶

标 , 定制个性化的甲基化组测定芯片也已经非常便

利. 这类技术在确定 DNA 甲基化具有组织细胞和肿

瘤类型特异性等方面发挥了关键作用 [20,28], 常用于

与肿瘤发生发展相关的 DNA 甲基化差异位点的筛

选[29~31]. 然而, 基于芯片的全基因组扫描研究, 对于

肿瘤干细胞等少量细胞, 由于敏感性不足, 容易造成

漏检; 使用亚硫酸氢钠克隆测序技术对待核实 CpG

岛甲基化进行分析仍受人力和财力成本的限制难以

大规模展开; 由于甲基化分布位点未知, 使用各种位

点特异性甲基化分析技术 (如 MSP, COBRA, Me-

thyLight 等)开展核实实验可行性很差. 其结果是, 虽

然利用这些芯片平台产出了大量的数据 , 但是开展

了进一步核实验证的甲基化基因/CpG 岛非常少. 下

面将介绍我们用变性高效液相色谱(DHPLC)法对胃

癌 DNA 甲基化组进行大规模验证和表观遗传流行病

学方面的研究进展.  

3  转移性胃癌 DNA 甲基化标志物研究 

肿瘤是一种细胞去分化性疾病 , 本质上是环境

致癌物激发了细胞非生理性极端适应反应 . 癌变细

胞不仅本身发生了深刻的不可逆的表观遗传学重编

程和基因组稳定性降低 , 还诱导其周围间质细胞发

生如血管生成和细胞外基质降解等有利于癌细胞增

殖和运动等表观遗传学改变. 同时, 机体也会对肿瘤

细胞的出现做出局部和全身的防御反应.  

癌前病变进展和肿瘤侵袭、转移、治疗敏感性和
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耐药性等均为癌细胞的生物学特征 , 理论上有用表

观遗传等生物学手段进行识别的可能 . 肿瘤细胞运

动侵袭能力的获得及其周围间质限制肿瘤细胞迁移

运动能力的丧失, 均是肿瘤细胞摆脱原位组织束缚, 

侵入脉管或远处种植实现转移的关键性步骤 . 肿瘤

细胞群体中只有少数肿瘤干细胞兼具运动、侵袭和定

植成瘤的多能性, 特称为肿瘤转移干细胞. 鉴于组织

中少量细胞的 DNA 甲基化变化也可被灵敏地检出, 

我们推测 DNA 甲基化标志物在恶性肿瘤转移潜能预

测上亦可发挥特殊作用 . 因此 , 我们在研究胃癌

DNA 甲基化组时, 将重点放在了发现胃癌转移 DNA

甲基化标志物上.  

利用甲基化 CpG 岛扩增与芯片组合分析(methy-     

lated CpG island amplification, MCAM)[31]和甲基化敏

感酶切基因组扫描技术, 我们分别测定了 4 对转移性

胃癌和 4 对配对的非转移性胃癌及其切缘非癌组织

CpG 岛的甲基化信号. 对所筛选出的 90 余个转移和

发生相关候选基因 CpG 岛开展了 DHPLC 验证研

究[32].  

众所周知, CpG 岛中各个 CpG 位点的甲基化状

态影响基因转录的作用并不相同 , 一般将其甲基化

与基因转录完全沉默密切相关区域的那些 CpG 位点

称为关键性 CpG 位点, 多数关键性 CpG 位点位于转

录起始点上、下游 2 个核小体范围内. 由于基因组中

大部分基因 CpG 岛中的关键性 CpG 位点的具体分布

位置未知, 为了筛选出与基因转录功能相关的 DNA

甲基化变异, 我们采用自行创建的 DHPLC 定性和定

量快速测定 DNA 甲基化方法[33,34], 对候选探针(群)

所在的整个 CpG 岛或者转录起始点附近的 2~4 个核

小体区域的甲基化状态进行分析. 与 CpG 位点依赖

性的甲基化分析方法不同, 因为是对整个 CpG 岛的

总甲基化差别进行比较, 所以用 DHPLC 法时不需预

知关键性 CpG 位点信息. 此外, 该方法使用与亚硫

酸氢钠-测序法完全相同的无 CpG 位点引物对和 PCR

扩增条件, 很容易对测定结果进行克隆测序验证. 通

过比较一组基因转录状态和 CpG 岛甲基化不同的细

胞系或组织样品的甲基化 CpG 位点差异, 可确定关

键性 CpG 位点的位置.  

我们分别为上述 90 余个基因转录起始点附近

CpG 岛的甲基化状态建立了 DHPLC 测定方法, 发现

在胃癌与切缘(及非癌对照)之间, 15 个基因(BMP3, 

BNIP3, ECEL1, ELK1, GFRA1, HOXD10, KCNH1, p16,  

PSMD10 ,  PTPRT ,  SIGIRR ,  SRF ,  TBX5 ,  TFPI2 ,  

ZNF382)存在有统计学显著性的甲基化明显差别, 提

示这些基因甲基化变异与胃癌发生相关 .  其中 , 

GFRA1 的去甲基化激活和 SRF 以及 ZNF382 的甲基

化失活均与胃癌的转移和患者总生存时间存在明显

相关性, 并且在中、日、韩三国胃癌患者验证队列中

反复得到验证. 事实上, 它们在结肠癌和肝癌上也有

相似的作用. 这些病例对照研究结果说明, 这 3 个基

因在早期测定胃癌等恶性肿瘤转移状态方面可能有

重要应用价值, 以前未见类似报道(分别申报了国际

发明专利)[35~37]. 目前我们正筹划通过在手术时未见

转移的胃癌患者中开展前瞻队列研究 , 来确证这些

转移标志物在预测肿瘤转移复发上的价值. 此外, 我

们还发现 9 个 miR CpG 岛(miR-9-1, miR-9-3, miR-  

34b/c, miR-137, miR-193b/365a, miR-200b/200c/429,  
miR-210, miR-375, miR-663)的甲基化变化与胃癌发

生存在明显的相关性, 其中 miR-9-1 和 miR-137 甲基

化主要存在于胃癌组织中 , 提示可用作胃癌特异性

标志物; miR-9-1 的甲基化还与胃癌转移和患者生存

期存在弱相关性 . 与蛋白编码基因功能的完全甲基

化沉默不同, miRNA 主要对目的 mRNA 的含量进行

细调, 对 miR CpG 岛甲基化状态分析的临床应用价

值还有待进一步研究. 在培养细胞系中, 我们还发现

这些 CpG岛的甲基化均与相应的 miRNA转录水平存

在明显的负相关关系; 在胃组织中 miR-9-1, miR-9-3, 

miR-137, miR-200b 的转录与甲基化也呈负相关, 提

示基因组中 miR 的转录可能普遍受 5′端 CpG 岛甲基

化的影响[38].  

4  胃癌表观遗传流行病学研究进展 

幽门螺杆菌感染与慢性胃炎、消化性溃疡、胃癌

及胃黏膜相关性淋巴样组织淋巴瘤的发生密切相关. 

由于慢性萎缩性胃炎与胃癌发生之间存在密切关系, 

幽门螺杆菌感染也与肠型的胃腺癌发生可能存在密

切的关系 . 已知幽门螺杆菌感染可通过炎症介质诱

发大量的胃黏膜细胞 DNA 甲基化改变[39,40], 这种炎

症介质也会进入血液循环和造血组织中 . 为了研究

幽门螺杆菌感染是否会导致胃黏膜和外周血白细胞

DNA 甲基化的变化, 我们正在与韩国学者合作用高

通量甲基化分析平台比较幽门螺杆菌感染者化学清

除治疗前、后患者胃黏膜活检组织及其外周血白细胞

DNA 甲基化谱的变化, 以阐明这两种组织来源的细
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胞对幽门螺杆菌感染的存在是否有共同的 DNA 甲基

化变化规律.  

关于中晚期肿瘤患者存在血浆循环性 miRNA 水

平变化的报道已经很多 , 但是早期肿瘤或癌前病变

患者中是否也存在类似的变化尚无定论[4]. 有学者认

为血浆循环性 miRNA 存在肿瘤组织释放和非肿瘤组

织适应性转录上调两种来源 . 为了了解利用循环性

miRNA 变化来早期诊断胃癌的可行性, Song[41]等人

利用低密度的 miRNA 芯片对胃癌患者和胃炎对照者

的混合血清样品中 miRNA 的表达差异进行了初筛和

非混合样品验证分析, 发现在筛选队列(n=28)和验证

队列(n=136)的病例和对照患者之间 8 个 miRNA  

(miR-221, miR-744, miR-376c, miR-191, miR-27a, let-  

7e, miR-27b, miR-222)的表达的确存在差异; 胃黏膜

上皮异型增生患者血清 miR-221 的平均含量已经开

始高于对照者; 对 20 例胃癌患者胃癌诊断前 3 个时

间点(1989, 1992/1994, 1999/2003)采集的血清样品进

行动态比较发现, miR-221, miR-744, miR-376c 的含量

进行性升高 , 而在胃炎对照者中无此现象 [41]. 与其

他器官的肿瘤类似, 依靠单次血清 miRNA 测定结果

很难将胃炎对照与早期胃癌或非浸润性原位瘤(GIN, 

重度异型增生)者相区分 . 动态比较血浆 /血清目的

miRNA 含量变化是否可成为早期预测胃癌等恶性肿

瘤患病风险的新手段值得研究.  
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