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卢瑗瑗 , 空军军医大学西京医院消化内科副主任、博导 , 消化系肿瘤整合防治全

国重点实验室PI, 国家优青 , 曾在美国Vanderbilt大学做博士后研究。任中国抗癌
协会青年理事会副理事长 , 中华医学会消化病学分会消化道肿瘤协作组委员 , 中
国临床肿瘤学会结肠癌专委会委员等学术职务。长期从事胃肠道肿瘤的基础和

临床转化研究, 在化疗、靶向治疗和免疫治疗方面积累了较多经验。以第一/通讯
作者身份在Nature Medicine、Journal of Clinical Investigation、Molecular Cancer、
Science Signaling等期刊上发表论著40篇。参编专著14部。国家自然科学基金(5项)
负责人 , 科技部重点研发项目课题负责人。参编肿瘤学临床指南和共识9部。获

军队青年科技英才、空军高层次科技人才 , 陕西省三秦学者 , 陕西省科技进步一

等奖, 中国肿瘤青年科学家奖等荣誉。
消化系肿瘤整合防治全国重点实验室依托空军军医大学与北京大学肿瘤医院联

合组建, 2023年4月完成国家重点实验室重组工作, 由原名称“肿瘤生物学国家重

点实验室”正式更名为“消化系肿瘤整合防治全国重点实验室”。
实验室秉持整合医学理念, 坚持以“面向人民生命健康”为己任, 致力于为实现消

化系肿瘤发病率降低15%、五年生存率提高15%的国家目标贡献力量。实验室

聚焦消化系肿瘤本质特征, 开展肿瘤发生与演进过程中的基础理论研究, 创制消

化系肿瘤早筛、早诊、早期干预和整合诊疗的新技术、新药物与新方法, 形成

了消化道肿瘤整合防治理论与实践相互促进、防–筛–诊–治–康全程管理为一体

的整合医学优势和特色。

实验室以第一完成单位获国家科技进步创新团队奖1项, 国家科技进步一等奖

1项、二等奖4项。近五年, 承担国家重点研发计划, 国家自然科学基金重大项

目、重点项目, 国际合作项目等国家级科研项目171项, 累计获批经费2.26亿元; 
获授权PCT国际专利8项、国家发明专利32项, 成果转化7项; 在Nature、Lancet、
Nature Medicine、Cell、Science等国际期刊上发表论文320余篇。

表观遗传学标志物在肿瘤液体活检中的研究进展
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摘要      与传统组织活检相比, 液体活检具有无创、实时动态监测、克服肿瘤异质性等诸多优

势, 是极具潜力的肿瘤早筛早诊工具。肿瘤的发生发展伴随着异常的表观遗传学的改变, 如DNA
甲基化、组蛋白修饰、非编码RNA调控等。通过液体活检检测这些表观遗传标志物的变化已被应

用于肿瘤的早诊早筛、复发监测、肿瘤亚型鉴定以及对治疗反应和结果预测等方面, 并展现出极



1845刘浩等: 表观遗传学标志物在肿瘤液体活检中的研究进展

大的应用前景。该文就目前表观遗传学标志物检测在肿瘤液体活检中的研究进展进行综述。
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Research Progress of Epigenetic Markers in Tumor Liquid Biopsy
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(1State Key Laboratory of Holistic Integrative Management of Gastrointestinal Cancers and National Clinical Research Center

 for Digestive Diseases Xijing Hospital of Digestive Diseases, Fourth Military Medical University, Xi’an, 710032, China; 
2Department of Gastroenterology, Tangdu Hospital, Fourth Military Medical University, Xi’an 710038, China; 

3College of Life Sciences, Northwest University, Xi’an 710069, China)

Abstract       Compared with traditional tissue biopsy, liquid biopsy has many advantages, such as non-inva-
sive, real-time dynamic monitoring, overcoming tumor heterogeneity, and so on. It is regarded as a promising tool 
for early screening and diagnosis of cancer. Tumor development and progression are accompanied by abnormal epi-
genetic changes, such as DNA methylation, histone modification, and non-coding RNA regulation. The detection of 
these epigenetic markers by liquid biopsy has been applied in early diagnosis and screening of tumors, recurrence 
monitoring, identification of tumor subtypes, and prediction of treatment response and outcomes, And it has shown 
great application prospects. This review summarizes the progress of epigenetic marker detection in tumor liquid bi-
opsy.
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肿瘤是危害人类健康的重大疾病。由于早期症

状隐匿 , 大部分的肿瘤在确诊时已进展到晚期。尽

管近些年来 , 以分子靶向治疗、免疫治疗等为代表

的新型治疗方式在肿瘤治疗中取得了进步 , 但是对

于晚期肿瘤, 依然没有很好的治疗手段, 患者的死亡

率仍旧较高 [1]。而大多数早期癌通过手术或者药物

治疗可以根除, 并长期存活, 因此早期筛查和早诊早

治是降低癌症整体发病率、死亡率的有效手段[2]。

近些年 , 全球范围内早癌筛查意识的普及推动

了肿瘤早筛液体活检领域迎来了新的机遇。肿瘤液

体活检技术是指通过检测血液、尿液、唾液、脑脊

液等含有肿瘤相关生物标志物的体液来获取患者肿

瘤病变信息 , 用以帮助肿瘤诊断、治疗和监测的技

术。相较于传统的影像学检查、组织活检等肿瘤检

测技术, 液体活检技术具有明显优势[3]。首先是其无

创性高, 可接受度好; 其次, 液体活检的重复性高, 便
于多次取样, 有利于保证肿瘤监测的全面连续; 最后, 
研究表明早期肿瘤患者的血液中就已经有循环肿瘤

细胞和循环肿瘤DNA等液体活检标志物的存在 , 并
且早于影像学改变, 更有利于肿瘤的早期发现[4]。

表观遗传学 (epigenetics)是指在基因的DNA序

列没有发生改变的情况下 , 基因功能发生了可遗传

的变化 , 并最终导致了表型的变化。除了基因改变

外 , 癌细胞还具有多种表观遗传的异常 , 异常的表观

遗传改变被认为是肿瘤发生发展的关键事件之一 [5]。

研究发现 , 这些异常的表观遗传改变可以作为肿瘤

诊断、预后判断和预测药物反应的生物标志物 [6]。

通过液体活检检测这些表观遗传标志物的变化已被

证明可应用于肿瘤的早诊早筛、复发监测、肿瘤亚

型鉴定以及对治疗反应和结果的预测等方面 , 并展

现出极大的应用前景。

1   肿瘤液体活检的生物标志物
目前 , 肿瘤液体活检的生物标志物主要包括循

环肿瘤细胞 (circulating tumor cell, CTC)、循环肿

瘤DNA(circulating tumor DNA, ctDNA)、循环肿瘤

RNA(circulating tumor RNA, ctRNA)、细胞外囊泡

(extracellular vesicles, EVs)等[7]。这些生物标志物分

子携带有肿瘤信息, 通过各种技术检测这些分子, 有
助于实现肿瘤的精准治疗。

早在1869年 , 病理学家Thomas ASHWORTH[8]

就报道了在乳腺癌患者的血液中发现了肿瘤细胞 , 
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并将其命名为CTC。CTC被认为是指从肿瘤病灶(原
发灶或转移灶 )脱落入血的肿瘤细胞 , 可以单个形式

存在或者形成微栓。极少数在血液中存活的CTC可
以作为肿瘤转移的 “种子 ”, 播散到其他地方形成转

移灶。研究表明 , CTC含有其来源肿瘤的完整遗传

学信息, 包含基因组、蛋白组等, 因此CTC可反映原

发肿瘤组织的特征 , 在肿瘤的早诊、疗效观察、药

物筛选、复发转移监测等方面发挥重要作用[9]。

循环游离DNA(cell free DNA, cfDNA)是一种

通过细胞凋亡、坏死和主动分泌释放到血液中的

核酸混合物[10]。cfDNA通常是长度为150~200个碱

基对的双链片段, 与核小体的单位大小相对应。肿

瘤来源的cfDNA叫作ctDNA, 与CTC相比, ctDNA丰

度要明显高很多, 其提取和检测方法也更加简单。

ctDNA的半衰期较短, 从16分钟到2.5小时不等, 并且

其丰度与肿瘤突变负荷呈正相关, 可实时反映肿瘤

进展[11]。ctDNA携带有来源肿瘤的基因突变、甲基

化修饰、拷贝数变异等遗传信息, 是目前临床上应

用最广泛的液体活检形式[12]。

ctRNA是指体液中存在的来源于肿瘤的RNA, 
主要包括mRNA、microRNA、lncRNA、circRNA
等 [13]。已有研究发现 , 血液循环中的游离核酸在不

同的患者中存在肿瘤特异或相关改变。检测和分

析 ctRNA中的驱动突变例如ALK、RET、ROS1和
NTRK基因融合 , 可以指导癌症患者的临床治疗决

策[14]。

细胞外囊泡是细胞通过不同机制释放的含有

膜结构的物质 , 根据囊泡粒径的大小可分为外泌

体 (直径范围在 30~100 nm)、微囊泡 (直径范围在

50~2 000 nm)和凋亡小体(直径范围在500~4 000 nm)[15]。

细胞外囊泡在癌症中发挥重要作用, 能够介导肿瘤

细胞之间和肿瘤细胞与基质细胞之间的相互作用 , 
并参与转移前生态位的建立。肿瘤细胞分泌的细

胞外囊泡中含有肿瘤来源的蛋白质、RNA、DNA
等, 可反映肿瘤特征。在体液中, 外泌体含量丰富, 
并且具有较好的稳定性, 同时携带有大量的肿瘤信

息, 因此被认为是种新型的肿瘤标记物[16]。

2   表观遗传学与肿瘤
人类基因组计划的完成揭示了基因组DNA在

对生物过程调节中的作用并没有最初预计的多, 而
表观遗传因素决定了基因在何时何地表达, 从而调

控从发育过程到细胞死亡通路的基本细胞程序[17]。

异常的表观遗传学变化, 同基因改变一样, 在肿瘤的

发生发展中起着关键作用。对表观遗传学调控的研

究, 可以揭示肿瘤的发生机制, 并为肿瘤的预测和治

疗提供指导。表观遗传学修饰主要通过DNA甲基

化、组蛋白修饰、染色质重塑、非编码RNA调控等

方式对基因的表达和功能进行调控, 进而影响肿瘤

的进展[18]。

DNA甲基化与人类发育和肿瘤等疾病密切相

关 , 也是目前研究的最多和最深入的表观遗传学修

饰。DNA甲基化是指在甲基转移酶的作用下 , 将由

S-腺苷甲硫氨酸 (S-adenosylmethionine, SAM)提供

的甲基基团连接于胞嘧啶 5位的碳原子 , 形成 5-甲
基胞嘧啶 (5-methylcytidine, m5C)的过程 , 这一过程

主要受到DNA甲基转移酶(DNA methyltransferases, 
DNMTs)的调控 [19]。人类基因组含有大约 1%的甲

基化胞嘧啶 , 甲基化胞嘧啶也是最丰富、最广泛的

DNA修饰[20]。在肿瘤中, DNA整体呈现低甲基化水

平 , 低水平的DNA甲基化不但能够导致基因组稳

定性的降低和突变率的增加 , 还可以通过异常激

活多种原癌基因的表达从而导致恶性肿瘤的发生。

但是启动子区CpG岛 (富含CG的碱基片段 )存在着

高甲基化 , 高水平的DNA甲基化能够通过降低肿

瘤抑制基因的转录活性使其表达水平降低或表达

沉默, 从而间接地诱导恶性肿瘤的发生[21]。

组蛋白是与DNA共同组成核小体的物质 , 每个

核小体由2个相同的亚基组成 , 每个亚基含有4个组

蛋白 : H2A、H2B、H3和H4。组蛋白的氨基酸存在

翻译后修饰, 常见的修饰方式包括乙酰化、甲基化、

磷酸化和泛素化等 [22]。研究表明 , 组蛋白修饰影

响了基因的表达 , 例如某些组蛋白修饰 (如H3上K9
和K27的乙酰化 , K4上的单甲基化和三甲基化 ), 破
坏了组蛋白 -DNA间的相互作用 , 导致核小体解旋 , 
DNA可以与转录复合物结合 , 随后激活基因表达。

相反 , 一些组蛋白修饰 (如H3上K9和K27的三甲基

化 )加强了组蛋白 -DNA间的相互作用 , 产生了一种

排列紧密的染色质结构, 转录复合物无法接近DNA, 
导致基因表达受到抑制。同其他蛋白翻译后修饰

类似 , 组蛋白修饰也受到一系列酶 , 如组蛋白K乙酰

化酶5(K-acetyltransferase 5, KAT5)、组蛋白去乙酰

化酶 (histone deacetylase, HDAC)、组蛋白–赖氨酸

N-甲基转移酶 2(histone-lysine N-methyltransferase 
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enzyme 2, EZH2)等的调节 , 研究证实这些关键修饰

酶的表达和功能与肿瘤的发生发展密切相关[23]。

随着测序技术的发展和人类基因组计划的实

施, 人们发现非编码RNA(non-coding RNA, ncRNA)
占到了人类所有基因转录本的90%以上 , 根据片段

大小又分为小非编码RNA(18~200 nt, 如miRNA、

tsRNA、rRNA、piRNA、snoRNA等 )和长非编码

RNA(大于200 nt, 如 lncRNA、circRNA等)[24]。在所

有小非编码RNA中 , miRNA是研究的最多和最深入

的ncRNA。miRNA是长度为18~25 nt的单链分子 , 
能够与靶mRNA的特定区域结合 , 通过阻断转录或

触发mRNA降解介导转录后基因沉默。因此 , 单个

miRNA可以影响数百个基因的表达 , 从而调控肿瘤

发生和进展的关键环节 [25]。lncRNA是ncRNA中含

量最丰富的一种。lncRNA不具有编码蛋白质的潜

力, 但它们可以表现出一些类似mRNA的特性, 如多

外显子基因结构、聚腺苷化、5ʹ帽的存在以及RNA
聚合酶 II的转录。lncRNA具有基因调控的作用 , 例
如 lncRNA可以与特定蛋白质直接相互作用影响转

录因子结合或表观遗传标记。lncRNA与mRNA的

相互作用可能影响mRNA的稳定性或翻译速率。同

样 , lncRNA与蛋白质的相互作用也可能影响蛋白质

的稳定性、活性或定位 [26]。此外 , circRNA具有与

lncRNA相似的长度范围, 二者均可以作为miRNA海

绵发挥表观遗传学调控作用[27]。

染色质重塑指染色质结构在紧密的超螺旋状

态和转录可及状态之间发生的动态变化过程。染色

质重塑和DNA甲基化以及蛋白质修饰一样可以影

响染色质结构进而调控基因的表达。染色质重塑主

要有两种方式 : 一是染色质结构可通过染色质成分

的共价修饰 (如组蛋白和DNA的甲基化、乙酰化等 )
发生改变 , 二是染色质经由ATP依赖的染色质重塑

因子 [如SWI/SNF(switch/sucrose non-fermentable)、
INO80(inositolauxotroph 80)、ISWI(imitation switch)
和CHD(chromodomain, helicase, DNA binding)复合

物]的非共价修饰改变染色质的位置和结构[28]。

3   肿瘤液体活检中的表观遗传学标志物

及其检测
与基因突变的高度个体化和异质性不同 , 表观

遗传修饰谱在癌症中具有更好的一致性 , 通过液体

活检的方法检测肿瘤表观遗传学标志物的变化是目

前液体活检领域的热点方向。常见的肿瘤液体活检

表观遗传学标志物主要包括 : DNA甲基化、组蛋白

修饰以及非编码RNA等(图1)。
3.1   DNA甲基化标志物

相较于其他的生物标志物 , DNA甲基化标志物

有诸多优势 : 首先 , 甲基化变化发生在癌变的早期 , 
并且具有组织和癌种特异性 ; 其次 , 癌症中的DNA
甲基化在大量基因组区域中具有更好的一致性 , 因
此可以使用多个CpG二核苷酸进行检测; 最后, 甲基

化模式通常与特定癌症的起源有关 , 可用于揭示未

知原发肿瘤的起源组织 [12]。因此 , DNA甲基化是液

体活检中研究的最多的表观遗传学标志物。泛癌早

筛龙头美国Grail公司近期公布的其循环细胞游离基

因组图谱 (circulating cell-free genome atlas, CCGA)

图1   肿瘤液体活检中主要的表观遗传学标志物及其临床应用

Fig.1   The main epigenetics markers in tumor liquid biopsy and their clinical application
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研究的一项子研究(CCGA discovery)的结果表明, 与
其他方法相比 , cfDNA甲基化是最有希望用于癌症

检测和预测癌症信号来源的基因组特征。该研究首

次严格、系统地比较了用于多癌早检的cfDNA的各

种基因组特征 , 也是目前最大规模的 cfDNA方法全

基因组综合比较 [29]。现阶段cfDNA甲基化检测主要

用于肿瘤早诊早筛、最小残留病、复发监测、预测

治疗反应和预后判断以及追踪 ctDNA的组织起源等

方面。

肿瘤早筛和早诊是 DNA甲基化在液体活检

中应用的最多的领域。目前已有多种基于 cfDNA
甲基化生物标志物的检测试剂盒应用于临床。在

结肠癌中 , 血浆SEPT9(SEPTIN9)甲基化是研究最

多的表观遗传生物标志物之一。Epi proColon是
第一个可用于检测血浆 SEPT9甲基化的商业试剂

盒 , 也是美国食品药品监督管理局 (Food and Drug 
Administration, FDA)批准的第一个用于筛查结直

肠癌的血清学检测方法 [30]。在FDA批准Epi proCo-
lon后 , 中国国家药品监督管理局 (National Medical 
Products Administration, NMPA)随后批准了博尔诚

(北京 )科技有限公司 (引进Epigenomics专利 )、为

真生物医药科技有限公司、透景生命科技有限公

司的SEPT9甲基化检测试剂盒 , 但均为辅助诊断用

途。韩国Genomictree公司适用于结直肠癌 , 检测

SDC2(syndecan-2)甲基化的产品EarlyTect于2014年
获KFDA批准后 , 国内广州康立明生物科技股份有

限公司、厦门艾德生物医药科技股份有限公司的

SDC2甲基化检测也随后获NMPA批准 , 同样为辅

助诊断用途。最近的一项共纳入 1 493名受试者的

前瞻性研究报道了 cfDNA甲基化标志物用于高危

人群的结直肠癌 (colorectal cancer, CRC)筛查 [31]。该

研究使用MYO1G作为单一标志物 , 在 29名受试者

中经MYO1G甲基化检测出26名CRC患者 , 敏感性

为89.7%, 特异性为86.8%, 曲线下面积 (area under 
curve, AUC)为 0.90[31]。国内团队此前也报道 , 使
用 6种 ctDNA甲基化生物标志物组合检测结直肠

癌 (I~IV期)的灵敏度为 86%(149/173), 特异性为

92%(125/136), 显示出良好的应用前景 [32]。目前 , 单
靶点的甲基化检测产品较难获批早筛用途 , 而仅作

为金标准检查的辅助诊断手段 , 将甲基化检测与其

他的肿瘤特征联合进行多组学的检测是提高检测效

能的可行方式和发展趋势。2014年 , 美国FDA批准

了全球第一个通过粪便隐血和基因多靶点 (fecal im-
munochemical tests-DNA, FIT-DNA)联合检测用于结

直肠癌筛查的产品Cologuard, 其使用了3种类型的

生物标志物 : NDRG4和BMP3基因的甲基化 , KRAS
基因的点突变 , 以及大便隐血中的血红蛋白。Colo-
guard表现出对结直肠癌92.3%的灵敏度 , 对进展期

腺瘤42.4%的灵敏度, 特异性为87%[33]。该产品已被

美国疾病预防工作组等多个权威组织推荐用于适龄

的无症状人群结直肠肿瘤早期筛查。

肿瘤患者在手术或治疗后复发的一个主要原

因是微小残留病灶 (minimal residual disease, MRD)
的存在。MRD的早期检测可以明确哪些患者更可

能从强化治疗中获益 , 避免不加区分的治疗对部

分低风险患者可能造成的伤害 [34]。已有研究表明 , 
cfDNA的甲基化可作为MRD的标志物 , 用于区分高

复发风险的患者并指导临床治疗。近期的一项前

瞻性研究发现 , WIF1和NPY ctDNA甲基化标志物可

以预测手术后患者MRD及生存情况 [35]。另外一项

前瞻性纵向队列研究收集了299例 I~III期结直肠癌

患者术前和术后以及化疗中和化疗后的血液样本 , 
通过ColonAiQ方法检测BCAN、BCAT1、IKZF1、
Septin9_1、Septin9_2和VAV3等 6个基因的 ctDNA
甲基化水平 , 发现手术及化疗后 ctDNA阳性组的无

复发生存期要显著短于 ctDNA阴性组 [HR(hazard 
ratio)=13.8; 95%置信区间 (confidence interval, CI), 
5.9~32.1; P<0.001], 说明 ctDNA甲基化分析可用于

预测术后以及化疗后MRD的存在[36]。

预测治疗反应和预后判断是DNA甲基化检测

的另一项重要应用。在结直肠癌中 , 研究最多的预

后生物标志物是血液中p16启动子的高甲基化, 其与

较差的总生存率相关 [37]。血液中HPP1和B4GALT1
基因的高甲基化也被证实与结直肠癌病人较差的

预后呈正相关 [38-39]。可用于预测肺癌患者预后的血

液DNA甲基化标志物包括DCLK1[40]、BRMS1[41]、

KMT2C[42]等。研究表明 ctDNA的血液动力学与治

疗反应相关, 可反映肿瘤细胞的状态, 用于监测治疗

效果 [43]。EYA4、GRIA4、ITGA4、MAP3K14-AS1和
MSC等5种基因的 cfDNA甲基化水平能反映转移性

结直肠癌患者对不同治疗的效果 [43]。cfDNA甲基化

标记物的分析在评估治疗和手术反应方面也显示出

与影像学检查结果的一致性[44]。

血浆 cfDNA是各种DNA的混合物 , 因此确定
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cfDNA的组织起源具有潜在的诊断意义。DNA甲基

化具有组织特异性差异 , 所以可以用作各种组织的

标记。SUN等 [45]报道了一种被称为 “血浆DNA组织

定位”的全基因组方法, 该方法利用各种组织中的甲

基化特征来追踪cfDNA的组织起源。通过将使用全

基因组亚硫酸盐测序得到的血浆cfDNA甲基组与由

多个组织组成的参考甲基组进行比较 , 可以计算出

每种组织对血浆 cfDNA库的贡献百分比 , 从而判断

cfDNA的组织来源。在另一项研究中 , 研究者通过

鉴定肝脏和结肠中与其他组织相比存在差异的甲基

化区域鉴定出了2个标记物, 并开发了相应的微滴数

字PCR检测方法。结果表明 , 肝脏特异性标记物在

反映血浆中肝脏源性DNA浓度方面具有良好的准

确性 [检测肝细胞癌 (hepatocellular carcinoma, HCC)
的特异性为93%, 敏感性为60%][46]。

3.2   DNA甲基化液体活检技术

目前已有多种检测 ctDNA甲基化的方法 , 主要

可分为两类 : 基于亚硫酸氢盐转化的方法和非亚硫

酸氢盐转化的方法 , 其中基于亚硫酸氢盐转化的方

法是公认的金标准。

亚硫酸氢盐转化法的主要原理是亚硫酸氢盐

能将未甲基化的胞嘧啶残基脱胺为尿嘧啶 , 而甲基

化的胞嘧啶在转化过程中保持不变。经过两组链特

异性引物PCR扩增后 , 转化后的DNA的甲基化状态

可通过后续测序得以确定 [47]。对于特定基因位点 , 
液体活检中常用的基于亚硫酸盐的方法包括甲基化

特异性PCR(methylation-specific PCR, MSP)、定量

甲基化特异性PCR(quantitative methylation specific 
PCR, qMSP)、甲基化光检测、甲基化敏感高分辨

率熔解 (methylation sensitive high resolution melt, 
MS-HRM), 以及最近基于数字 PCR(digital PCR, 
dPCR)的方法。其中dPCR具有高敏感性 , 允许分析

非常少量的DNA, 目前几种基于dPCR的方法 , 包括

甲基 -BEAMing和液滴数字PCR(droplet digital PCR, 
ddPCR)已被用于临床 cfDNA的甲基化分析 [44]。对

于全基因组 , 常见的基于亚硫酸氢盐转化的测序方

法有全基因组亚硫酸氢盐测序 (whole-genome bi-
sulfite sequencing, WGBS)、还原亚硫酸氢盐测序

(reduced-representation bisulfite sequencing, RRBS)、
甲基化CpG串联扩增和测序 (methylated CpG tan-
dems amplification and sequencing, MCTA-seq)和甲

基化阵列。WGBS是最全面和信息最丰富的DNA

甲基化分析技术 , 该方法在亚硫酸盐转化后直接建

立一个文库并进行测序 , 能检测所有胞嘧啶的甲基

化状态 , 包括低CpG密度区域和非CpG位点 (CpA、

CpT和CpC)[48]。

非亚硫酸盐转化的方法主要包括抗体富集法

和甲基敏感限制性内切酶法 [49]。抗体富集法是利用

抗甲基胞嘧啶抗体或甲基CpG结合蛋白的特异性来

富集甲基化的基因组区域并进行后续分析。无细胞

甲基化DNA免疫沉淀测序(cell-free methylated DNA 
immunoprecipitation and high-throughput sequencing, 
cfMeDIP-seq)是最近开发的一种利用抗体富集的方

法 , 该方法利用m5C抗体特异性富集甲基化 cfDNA
片段 , 然后进行高通量测序 [50]。甲基化限制性内切

酶 (methylated restriction endonucleases, MREs)是一

种广泛使用的基因座特异性DNA甲基化分析工具。

MREs对甲基化的 ctDNA表现出不同的敏感性。酶

切后 , 其可通过随后的实时或定量PCR和测序对甲

基化进行定性分析。cfDNA是非随机片段化的 , 包
含大量可用于癌症检测的分子信息 , 是近些年兴起

的另一种液体活检的生物标志物 [51]。最近的一项

研究表明 , 使用 cfDNA片段化模式可以推断 cfDNA
分子甲基化模式 , 从而摆脱了亚硫酸氢盐测序的限

制 [52]。在这项研究中 , 研究人员利用靠近CpG位点

的碎片模式来推断其甲基化状态。片段化模式由

cfDNA片段末端在特定长度 (nt)范围内相对于感兴

趣的CpG的每个位置的频率来描述 , 被称为切割谱。

这种切割谱根据CpG位点的甲基化状态而有所不

同 , 为使用片段组学特征进行甲基化分析提供了基

础。

4   肿瘤液体活检中的组蛋白修饰
核小体在蛋白质 –蛋白质和蛋白质 -DNA的互

作下保持稳定 , 但这不是恒定的。表观遗传修饰改

变核小体的构象和相互作用 , 不同的组蛋白变体引

起相应功能的结构变异 [53-54]。组蛋白半衰期约为

220天。不同细胞、组织、染色质区域的组蛋白半

衰期不同, 大脑中组蛋白半衰期约为72天, 肝细胞中

组蛋白半衰期为18~61小时。科研人员在健康和疾

病个体中都能检测到主要来源于凋亡和坏死的循环

组蛋白 [55]。组蛋白被活化的细胞分泌到细胞外 , 充
当损伤相关分子模式 , 进而影响炎症。中性粒细胞

通过释放核心组蛋白、基因组DNA和抗菌分子来
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抵抗入侵的病原体 , 进而发挥特异性免疫防御机制 , 
这一过程被称为 “中性粒细胞胞外陷阱 (neutrophil 
extracellular traps, NETs)”[55]。NETs可引起不同类型

的细胞死亡 , 引起组蛋白的进一步释放。因此 , 检测

细胞外空间的组蛋白释放对肿瘤液体活检不可或

缺[4,56]。在肝癌组织样本中, 发现H3K27me3, 而富含

H3K27me3的区域包括一组编码对正常肝脏稳态至

关重要的转录因子的基因 , 包括NR1H4、HNF1A、
HNF4A和KLF9[57]。在结直肠癌样本中, H3K27Ac明
显上调。H3K9me3在侵袭性CRC组织中特异性增加, 
与结直肠癌患者淋巴结转移的存在呈正相关 [58]。在

肺癌中 , 联合检测组蛋白修饰 (H3K4me2、H3K9ac
和H2AK5ac)可预测生存率, H4K20me3下调与I期肺

腺癌患者的预后不良有关 [59]。胰腺导管腺癌(ductal 
adenocarcinoma of the pancreas, PDAC)是侵袭性很

强的实体瘤 , 其进展与表观遗传学变化有关 [60-61]。

腺泡细胞命运基因H3K27me3的获得和H3K4me3
的缺失促进了腺泡到导管的化生 , 促进了PDAC的

进展 [62]。循环核小体的组蛋白修饰可作为胰腺癌

的表观遗传标志物, 区分肿瘤患者和对照病例, 灵敏

度和特异性高 [63]。胰腺癌患者H2AK119Ub/核小体

和H3K4me2/核小体的值均升高。此外 , H3K27me3
在接受根治性放化疗的食管癌患者中表达水平越

高 , 肿瘤分期和大小越大。H3K18ac和H3K27me3
低表达与食管鳞状细胞癌的预后较好相关。赖氨

酸特异性组蛋白去甲基化酶 1的高表达和一些低水

平的组蛋白修饰 (H3K9ac、H3K18ac、H4K12ac、
H3K4me2、H4K20me2和H4K3me2)参与乳腺癌预

后[64]。循环组蛋白和肿瘤相关的表观遗传学修饰具

备作为肿瘤液体活检标志物的巨大潜力 , 但是 , 目
前尚未明确其与癌症早期检测的相关性 , 这还需要

更进一步的研究。

循环组蛋白的检测方法主要有酶联免疫吸附

测定 (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)、
蛋白质组学和 ImageStream多光谱成像细胞术 [65]。

ELISA技术具有检测成本低、操作难度小、检测标

准化等优点 , 通常用于定量检测循环组蛋白 /核小体

或液体样品中组蛋白的特异性修饰 , 例如H3K4me3
和H3K27me3[66]。通过ELISA检测循环核小体相关

标志物 (H2AK119Ub、H3K9Ac、H3K27Ac和核小

体总水平)以评估I和II期结直肠癌情况[67]。将ELISA
检测循环核小体的PTM和血清学分析碳水化合物抗

原19-9(carbohydrate antigen19-9, CA 19-9)结合, 大幅

度提高胰腺癌的检测灵敏度和特异性[63]。

蛋白质组学主要利于质谱(mass spectrum-MS)、抗

体 /抗原阵列技术、基于适配体的检测、邻位延

伸分析 (proximity extension assay, PEA)、反相蛋

白质阵列 (revers phase protein microArray, RPPA)
等技术 , 提供蛋白质定性、定量和无偏移的PTM分

析 [68]。一项研究开发了通过抗体介导的蛋白质A-抗
坏血酸过氧化物酶2(protein A-ascorbate peroxidase 
2, pA-APEX2)标记 AMAPEX串联质谱检测组蛋

白修饰的近端蛋白 (包括H3K27me3、H3K9me3、
H3K4me3、H4K5ac和H4K12ac)[69]。抗体 /抗原阵

列技术通过共价结合、亲和结合或物理包埋将特

异性抗体/抗原固定到修饰的平面底物上, 使用荧光、

化学发光或寡核耦合标签标记样品 , 以实现不同的

信号放大和检测 , 进而捕获和抗体 /抗原结合的样品

中的靶蛋白 , 这项技术可以表征一千多种蛋白质或

修饰形式的蛋白质 [70-71]。目前 , 人类蛋白质组阵列

最多可以检测21 000种蛋白质形式 , 达到约81%的

蛋白质组覆盖率, 给液体活检提供了可靠的工具[72]。

基于核酸适配体的蛋白质组学技术利用短的单链

DNA、RNA或肽 , 折叠成特定的三级结构后 , 与天

然状态的同源蛋白靶标高亲和力和特异性结合 , 再
通过表征和定量结合蛋白 , 来分析样品中靶蛋白的

丰度 [73-74]。一项基于纳米核酸适配体蛋白质组学研

究建立了包含约20万个组学信息的卵巢癌血清蛋白

组学数据库 , 针对从数据库中筛选出的关键蛋白标

志物构建核酸适配体 , 设计了基于核酸适配体的多

靶标、多参数的卵巢癌早期诊断技术[75]。

ImageStream多光谱成像细胞术结合了流式细

胞仪和荧光显微镜的优势 , 不仅可以计算常规流式

细胞术中使用的基于标准强度的参数和统计数据 , 
还可以定量许多其他形态特征 (例如细胞面积、周

长、纵横比、纹理、斑点计数、细胞质心、梯度强

度和空间频率 )[76]。ImageStream多光谱成像细胞术

可检测淋巴细胞和骨髓细胞群中的H4组蛋白乙酰

化, 在临床试验中监测药物疗效。

5   肿瘤液体活检中的非编码RNA 
循环ncRNA得益于其稳定性和高丰度, 能提供

有关肿瘤生物学和治疗效果的大量信息, 已成为恶

性肿瘤早期诊断、治疗监测和预后评估的候选生物
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标志物[77-78]。

miRNA是研究最为广泛的 ncRNA, 得益于其

在血浆中的稳定性 , 广泛用于肿瘤液体活检。血

浆miR-155的表达受启动子甲基化调节 , 高表达的

miR-155水平是预测慢性淋巴细胞白血病患者化疗

反应性和总生存期的预后标志 [79-80]。一组血浆外泌

体miR-17-5p和miR-185-5p被成功地用于预测晚期

CRC患者的FOLFOX4/FOLFIRI反应 [81]。在一项针

对高风险患者队列的研究中 , 作为筛查计划的一部

分 , miRNA-BART2-5p的表达能够在临床体征出现

之前判断鼻咽癌, 这表明它可以用作临床前标志物, 
AUC为0.858, 95% CI为0.765~0.951[82]。此外, 由于

miRNA在体液中的稳定性高的优势 , 部分miRNA
已被用于开发癌症的辅助诊断。例如 , 血清miR-25
和粪便miR-92a检测试剂盒已被NMPA批准分别用

于胰腺癌和肠癌的临床诊断。在肝癌领域 , 多组合

miRNA试剂盒 (血浆miR-21、miR-26a、miR-27a、
miR-122、miR-192、miR-223和miR-801检测试剂

盒 )相比单一的检测试剂盒 , 具有检测灵敏度和特

异性高的优势。在前列腺癌领域 , 尿液 PCA3 ln-
cRNA和PSA mRNA的联合诊断已被美国FDA批准

用于液体活检 , 辅助临床决策。在ER-/PR-/HER2-
乳腺癌患者中 , miR-200b-3p和miR-190a水平升高

以及miR-512-5p水平降低 , 可预测新辅助化疗反

应的效果。胶质母细胞瘤患者通过检测脑脊液中

microRNA(miR-30e、miR-140、let-7b、mR-10a、
miR-21-3p、miR-10b和miR-196b)谱用于预测癌症

预后[6]。

lncRNA作为癌基因或肿瘤抑制因子在癌症的

发生和发展中发挥复杂而精确的调节作用 [83]。血清

lncRNA-AC007271.3的表达结合血清鳞状细胞癌抗

原的分析 , 可用于区分口腔鳞状细胞癌患者与正常

对照组, AUC为0.902(0.849~0.955), 敏感性为82.5%, 
特异性为91.4%。此外 , AC007271.3表达与病理分

化程度 (P=0.022)、临床分期 (P=0.005)和淋巴转移

(P=0.011)有关, 但与年龄、性别或酒精史无关, 这表

明血清 lncRNA-AC007271.3能作为口腔鳞状细胞癌

患者液体活检标志物 [84-85]。另一项研究 , 通过多组

学筛查对新辅助化疗有效的晚期胃癌患者外泌体富

集部分的mRNA、miRNA和 lncRNA谱 , 筛选到6个
有效的外泌体RNA(let-7i-5p、miR-1307-3p、LZIC、
SRSF6、lncFTH1-211和 lncPTMA-209), 建立了外泌

体RNA生物标志物模型 , 该模型有助于区分出对新

辅助化疗有效的晚期胃癌患者 , 并对其提供针对性

治疗, 提高疗效[86]。

circRNA已被报道有作为癌症预后、诊断、预

测性生物标志物的巨大潜力。非小细胞肺癌患者中

circFGFR1的表达水平和预后负相关[87]。和正常组

织比较, 自噬相关的circCDYL和circSEPT9在乳腺癌

组织中表达上调, 与肿瘤负荷增加正相关, 可作为乳

腺癌患者疾病进展和治疗反应的重要预后和预测因

素[88-89]。

piRNA可通过多种机制 , 例如DNA甲基化、组

蛋白标记沉积、mRNA衰变和降解、蛋白质修饰等,
调控靶基因的表达 , 进而促进肿瘤发生 [90]。piRNA
失调促进癌细胞恶性表型 , 在癌症诊断和预后中发

挥重要的临床价值。在胃癌诊断中 , piR-651、 piR-
823的AUCs以及两者的组合分别为 0.841、0.822、
0.860, 这提示其可作为液体活检的候选标志物[91]。

目前 , 循环RNA检测主要有以聚合酶链式反

应 (RCR)为基础的扩增反应和以下一代测序 (next-
generation sequencing, NGS)为基础的高通量RNA
测序技术 , 例如 small RNA-seq、HEBER-seq(high 
efficiency barcoded extracellular RNA sequencing)
等 [92]。PCR检测技术灵敏度高、准确性高 , 但是获

得信息局限, 适合微量核酸检测; NGS检测技术速度

快、覆盖范围广 , 可以完成全基因组或转录组高通

量的检测 , 广泛用于肿瘤液体活检。small RNA-seq
主要用于检测生物体液和组织样本中miRNA。为

了克服 small RNA-seq靶miRNA读取数低、随机错

误序列读取等局限 , 研究者开发了将重悬的细胞分

散到纳米孔芯片中 , 通过显微镜选择单个活细胞 , 
制备小RNA文库 , 进行测序和数据分析的平行单

细胞小RNA测序技术 (parallel single-cell small RNA 
sequencing, PSCSR-seq)。PSCSR-seq具有高精度

和重复性好的优点 , 成功解析肺癌中的细胞群 , 并
鉴定具有诊断或治疗价值的肿瘤特异性miRNA[93]。

HEBER-seq通过裂解血浆、尿液、脑脊液等其他体

液样本中的外泌体, 释放RNA分子, 每个样本加入独

立的Barcode Beads, 通过磁珠回收、合并样本、多

样本混合建库和测序分析 , 能同时获得mRNA和 ln-
cRNA的数据, 应用于液体活检生物标志物开发、用

药指导及病程检测标志物开发、病毒RNA检测等领

域。
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6   总结和展望
表观遗传生物标志物的检测是肿瘤液体活检

的一个新兴领域, 在肿瘤的早诊早筛、复发监测、

肿瘤亚型鉴定以及对治疗反应和结果的预测等方面

均发挥着重要的作用。在这篇综述中, 我们介绍了

目前肿瘤液体活检中主要的表观遗传学标志物和检

测方法及其在临床中的应用。表观遗传的改变与肿

瘤的发生发展十分密切, 通过液体活检的方式检测

表观遗传的变化相较传统的肿瘤检测方法具有巨大

的优势, 但是目前在临床应用上还存在着一些问题

需要解决。首先是检测方法的敏感性和特异性的双

重挑战, 例如以ctDNA为检测对象的方法会面对从

患者生物体液中获取的DNA数量低、易降解等困难, 
尤其是在肿瘤的早期。其次是缺乏统一的样本采集、

处理、存储以及分析的标准, 导致不同的检测方案

之间缺乏可比性。最后是目前的检测技术需要设备

先进的实验室, 价格也比较高昂, 在基层的医院较难

开展。尽管如此, 相信随着技术的进步以及更多的

临床实验的开展, 肿瘤液体活检表观遗传标志物检

测将在肿瘤治疗中发挥越来越重要的作用。
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