
DNA 甲基化——新一代癌症早期诊断指标（肺癌篇） 

 

导读：在全世界范围内，肺癌是威胁公众健康的头号恶性肿瘤，早期诊断可大大提高 5 年存

活率。肺泡灌洗液（BALF）由于创伤小、毗邻肿瘤细胞，有望成为肺癌的早期诊断标本。

然而，受诸多因素影响，BALF 的细胞学检查灵敏度并不高。近年来，随着分子遗传学技术

的发展，灵敏度高、特异性强的肿瘤标志基因检测被广泛地应用于临床诊断、治疗及预后评

估。BALF 遗传学标志物的检测有望辅助肺癌早期诊断。 

 

1、肺癌与 DNA 甲基化 

 

DNA 甲基化是表型修饰的一种，与癌症的发生密切相关。尤其是 CpG 岛区的启动子超甲基

化可能会导致抑癌基因转录沉默，从而影响肿瘤发生的进程。由于 DNA 甲基化几乎在所有

癌症中均有发现，并且发生在癌前或者癌症早期阶段，因而有望成为癌症早期诊断的理想标

志物。矮小同源盒基因（SHOX2）和 RAS 相关家族 1A(RASSF1A)是常见的肺癌 DNA 甲基

化标志物。 

 

SHOX2 属 SHOX 基因家族，位于 3 号染色体 q25-q26.1 区域，编码 60 个氨基酸构成的 DNA

结合区域蛋白,是一种常见的转录调控因子。RASSF1A 是 Ras 信号通路的成员，位于 3 号染

色体 p21.3，调控细胞的增殖和自噬。研究显示，相比于肺腺癌，SHOX2 基因甲基化检测对

于小细胞肺癌和鳞癌具有更高的特异性。而RASSF1A的表达下调对肺腺癌的发展至关重要。 

 

2、DNA 甲基化检测方法 

 

对于特定片段的甲基化检测方法很多，包括甲基化特异性 PCR（MS-PCR）、亚硫酸盐处理

+测序、联合亚硫酸盐的限制性内切酶法（COBRA）、焦磷酸测序、PCR 荧光变性曲线分析

及荧光定量法（MethyLight）等。 

 

MS-PCR：DNA 经亚硫酸盐处理后, 非甲基化的胞嘧啶转变为尿嘧啶, 而甲基化的胞嘧啶保

持不变。在 PCR 反应时, 有两套不同的引物对，分别针对经处理后的甲基化和非甲基化链，

若甲基化的链被扩增出说明发检测位点生了甲基化，若非甲基化的链被扩增出，则说明无甲

基化。 

 

亚硫酸盐测序：DNA 经亚硫酸盐处理后，PCR 扩增待测片段，随后对产物进行测序，并于

未经处理的序列进行比对，判断是否发生甲基化。 

 

COBRA：DNA 经亚硫酸盐处理后, 对待测片段进行 PCR 扩增，并用限制性内切酶进行切割, 

完全甲基化的片段可被识别切割，非甲基化的则不能被识别切割。对酶切产物进行电泳分析, 

根据条带判断样本中甲基化程度。 

 

焦磷酸法测序：通过酶级联反应每个 dNTP 的聚合与荧光信号的释放偶联，通过检测荧光的

释放和强度，可实现 DNA 测序的目的。 

 

PCR 荧光变性曲线分析：DNA 经亚硫酸盐处理后, 对待检 DNA 片段进行 PCR 扩增，检测

DNA 结合染料的荧光强度，获得待检 DNA 的熔解曲线。通过变性温度的不同即可区分甲



基化与非甲基化的 DNA。 

 

MethyLight：此法结合了亚硫酸盐修饰与 Taqman 探针技术。DNA 经亚硫酸盐处理后, 非甲

基化的 C 被修饰成 U（扩增时被 T 取代），而甲基化 C 保持不变。随后的 RT-PCR 扩增过

程中，对于甲基化的样本，探针可与待检位点杂交, PCR 延伸时，报告荧光基团会被 Taq 酶

切下释放光信号, 而非甲基化样本则不能被引物结合扩增，通过检测荧光信号的强弱即可判

断 DNA 的甲基化状态。 

 

张毅敏等、Ren 等及 Zhang 等基于此法对临床上疑似肺癌患者的 SHOX2 和 RASSF1A 基因

进行了甲基化检测，并与测序法进行了比对。在张毅敏等的研究中，两种方法对 SHOX2 和

RASSF1A 基因甲基化检测的一致率分别为 97.5%和 98.0%。Ren 等的研究中，一致率则分

别达到了 99%和 100%。Zhang 等的研究中也表现出了极好的一致性。说明了此法用于甲基

化检测的可靠性。与测序法相比，该法操作简单、成本低，且所需 DNA 样本量很少，减少

了样本搜集难度，故有望取代前者的甲基化检测。 

 

3、DNA 甲基化检测助力肺癌临床诊断 

 

3.1 大大高于传统指标的灵敏度和特异性 

 

张毅敏等的研究结果显示，SHOX2 和 RASSF1A 任意甲基化阳性对肺癌的敏感性和特异性

分别为 74.3%和 87.1%。Ren 等的研究结果与此十分接近，分别为 71.5%和 90%。而 Zhang

等则分别达到 81.0%和 97.4%。Zhang 等还对细胞学和血清 CEA 对肺癌的灵敏度进行了统

计，分别为 68.3%和 30.6%。 

 

3.2 区分其他恶性肿瘤和良性疾病 

 

三项研究中均用其他恶性肿瘤和良性疾病做了对照，甲基化阳性率均远远低于肺癌，因而提

示 SHOX2/RASSF1A 甲基化检测有望用于区分肺癌和其他恶性肿瘤和良性疾病，具体数据

见表 1： 

SHOX2/RASSF1A 基因甲基化任意阳性率 

 张毅敏 Ren Zhang 

肺癌 74.3% 71.5% 81.6% 

良性肺病/其他恶性肿瘤 12.9% 10.0% 2.6% 

 

3.3 重要的早期诊断价值 

 

Zhang 等的研究表明，BALF 的 SHOX2/RASSF1A 甲基化检测对 I期的肺癌患者有极高的检

出率，为 85.7%，远高于血清 CEA 和细胞学的 10.7%和 46.4%。Ren 等的研究中

SHOX2/RASSF1A 甲基化对肺癌 I 期检出率则为 70.2%。因此，SHOX2/RASSF1A 甲基化对

于肺癌的早期诊断具有重要意义。 

 

4、透景肺癌 DNA 甲基化检测试剂盒重磅上市 

 

本文提及的几篇研究采用的都是透景生命开发的国际首创专利产品——人 SHOX2、



RASSF1A 基因甲基化 DNA 检测试剂盒（专利证号：ZL 2015 1 0203539.1），产品注册证号：

国械 20173403354，现已全面上市！此外，公司正在报批的同类产品还有结直肠癌 Septin9 甲

基化检测试剂盒，敬请期待！ 
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