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DNA甲基化定量检测的新方法：甲基化

敏感性高分辨率熔解分析

关明

【摘要】 DNA甲基化被认为是新一代的肿瘤标志，其对肿瘤风险评估、早期诊断以及肿瘤预后

都有极其重要的诊断价值，Ms．HRM方法是一种新的定量检测甲基化的方法，它是基于亚硫酸盐对

DNA进行修饰后具有不同的碱基构成，导致甲基化和非甲基化模板扩增后的产物热稳定性不同而进

行检测。本文阐述了该方法在肿瘤和遗传性疾病检测中的应用及优点，并对其在临床分子检测中的

应用前景进行了展望。

【关键词】 DNA甲基化； 聚合酶链反应； 分子诊断技术
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【Abstract】 Methyl8ted DNA i8 co璐idered鹪a new generati伽斫tlJmor b；omarker．It shows great

value for evaluation of c阴cer risk，early detec“叫明d predicting pro卵osis． MS-HRM is a novel appmach
for qlIantitative 鹊sessment of methylatioIL It is b船ed on the di骶rent ba∞composi“0ns 幽er PCR

aIIIpIi6c“on of bisumte．mod访ed DNA template，which give rise to di玎’erent thenIlal propenies of the PCR

products ori矛nating f而m methylated or unmethylated target template．This article desc—bs tIle advanta学es of

tlli$method卸d its role in the detecti帅of c明cer明d iIltlerit dise雠 11le prospective印plic“on jn tIle
molecuIar diagnosis is also suggested．
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．述评．

DNA甲基化属于表观遗传学范畴，它是一种表观遗传(印igenetic)修饰⋯，在DNA甲基转移酶催化下，

利用S-腺苷甲硫氨酸提供的甲基，将胞嘧啶的第5位碳原子甲基化，从而使胞嘧啶转化为5．甲基胞嘧啶【2]。

在哺乳动物基因组中，DNA甲基化的主要位点是CpG二核苷酸，它在基因组中呈不均匀分布。

DNA甲基化同众多疾病的发生与发展密切相关，比如2型糖尿病、自身免疫性疾病以及各种癌症，特别

是对癌症而言，其发生过程中癌细胞基因组整体的低甲基化和局部区域(如启动子区)的高甲基化是其典型

特征。DNA甲基化还参与了细胞的多种生理活动，比如基因的时空特异性表达、x染色体失活、基因的印迹

缺失、衰老以及癌症的发生p⋯。

一、常用的甲基化检测技术

分析甲基化DNA的一个主要问题是，在普通PcR和克隆处理过程中，因为甲基胞嘧啶被胞嘧啶取代，

失去了甲基化的标志。为了解决这个问题，目前绝大多数研究甲基化的方法都将DNA的亚硫酸氢盐处理作

为甲基化分析的起点，经亚硫酸氢盐处理后，采用限制性内切酶分析”1及甲基化特异性PcR(methylation

specifie PCR，MSP)∞司。进行检测。前者是利用亚硫酸氢盐处理DNA后，限制性内切酶酶切位点的改变来设
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计筛查的方法，但仅限于分析限制性内切酶能识别特异序列中所包含的cG二核苷酸，且由于限制性内切酶

对DNA的消化不完全，会产生假阳性结果。后者利用甲基化特异引物和非甲基化特异引物来分析基因启动

子区引物对应的几个CG二核苷酸甲基化状况，有时需要设计多对引物，且PcR条件必须严格控制以避免

假阳性结合。这两种方法一般给出定性结果，不能定量。还有一种方法为亚硫酸盐测序，它是检测甲基化的

“金标准”，由Frommer等【31最先报道，能明确目的片段中每一个cpG位点的甲基化状态，但需要大量的克隆

测序，过程较为繁琐、昂贵。近年来研究者采用DNA甲基化芯片(MeDIP-chip)，可快速、高通量地发现靶基

因组上的甲基化区域一J，但这些甲基化区域还是需要上述的方法加以验证。

二、MS—HRM技术的原理、技术特点

上述方法都是定性检测甲基化的方法，许多研究显示DNA甲基化水平和不同的疾病状态有关，因此异

常DNA甲基化的定量检测对疾病的诊断、治疗监测和研究都是必不可少的¨¨3f。本期中华检验医学杂志

上，郭林等¨叫报道了一种简单的闭管分析PCR方法，它结合了经亚硫酸盐处理后的DNA扩增和扩增后的

高分辨率熔解两个步骤，可进行灵敏的、大批量的DNA甲基化定量检测，是一种可准确定量检测甲基化水平

的新方法。

该方法由W锄等¨副首先于2加1年提出，并经wllite等¨卅改进将其发展成为目前较为成熟的HRM检
测方法。高分辨熔解技术与普通熔解曲线的原理是一致的，都是通过实时监测升温过程中双链DNA荧光染

料与PCR扩增产物的结合情况；二者不同之处主要表现在升温速率和所用的染料。它使用的是一种新型饱

和染料(如趴仃伪)，解链时染料脱落，荧光信号降低，通过检测荧光信号随温度的变化即可得到扩增产物的
熔解曲线。传统熔解曲线技术应用的染料在高浓度时会抑制PcR，故难以达到足够的浓度与PcR产物饱和

结合。而HRM应用的饱和染料在相当大的浓度范围内均不影响PcR，故能与PcR产物饱和结合而更准确

地反映DNA解链过程。这种染料具有更强的DNA结合能力和很低的抑制作用，同时结合带有高分辨熔解

分析功能的实时荧光定量PCR仪(如Roto卜Ge北6000)精确的温度控制能力。此外，HRM熔解仪与常规熔

解仪相比，具有更高的数据采集速率、荧光信号敏感度和温度精确度，并确保样品间温度的一致性，从而大大

提高了数据的精确性¨7I。由于HRM方法可检测到微小的变异，如单碱基突变、小的插入和缺失等【18‘19J，

HRM开始被广泛用于sNP和突变的研究。如本期中华检验医学杂志上，陈志红等Ⅲ1用HRM方法对60份

大肠癌组织KR筋基因密码子12和13突变进行检测，发现HRM可检测到低至lo％的突变，且敏感度为

100％，特异度为96％。后来研究者将其用于甲基化的检测，也同样备受关注。它的原理为：样本DNA以亚

硫酸氢盐处理后，由于发生甲基化的片段中CG碱基对有3个氢键相连，AT碱基对为2个氢键，因此GC碱

基稳定性比AT碱基好，需要更多的能量才能打开氢键，Tm值也就比相应的非甲基化序列高。在熔解曲线

图中，Tm值会随着甲基化程度的升高而升高，曲线从左往右依次排列，因此能精确地区分标本甲基化程

度‘21划。

J临一HRM方法仅依赖l对引物，可同时以甲基化和非甲基化的模板进行扩增，由于亚硫酸氢盐修饰后，

甲基化DNA具有较高的cG含量，这样不同CG含量的模板具有不同的扩增效率，经过数十轮PcR循环后，

会出现某一种模板的扩增的倾向性，称为PCR偏倚(PcR bi鹳)田1，即在甲基化的研究中，扩增往往倾向于

GC含量较低的非甲基化模板，这样过分扩增非甲基化的模板在PcR后HRM分析时会掩盖甲基化等位基因

的存在，因此也就降低了该方法对甲基化检测的灵敏度和特异性。尽管许多研究者尝试采用不同的方法来

克服PcR偏倚，例如提高Tm，在PcR体系中加入添加物以提高扩增甲基化的模板的效率，但文献显示效果

并不佳，有时候甚至是矛盾的‘：嬲】。W0jda院等Ⅲ1首先提出在引物中引入少数几个cG位点，这样选择性地
使引物与甲基化序列能互补结合，因此能弥补对非甲基化序列倾向性导致的PCR偏倚，有效地增加了MS．

HRM的灵敏度，他们采用此方法对MGMT启动子的甲基化进行检测，发现能检测到低至0．1％的甲基化水

平，比甲基化荧光定量(础tllyIi出)PcR的灵敏度更好¨“。
三、Ms—HRM技术的应用

本期中华检验医学杂志上，郭林等¨刮以亚硫酸盐修饰后的cpGen砌e uIlive砌Metllyl舢ed DNA为
100％甲基化的样本，以100％非甲基化的健康人外周血DNA作为稀释剂，分别制成100％、80％、50％、

30％、lO％、0％系列浓度的标准曲线，建立了定量检测肝癌缺失l基因(deleted ill liVer c卸cef-1，DLC．1)启动
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子DNA甲基化的方法，该方法显示较好的灵敏度和稳定性。同时作者用该技术定量检测石蜡切片上前列腺

癌细胞中DLC．1甲基化DNA水平，探讨DLC—l甲基化DNA程度与前列腺癌患者年龄、前列腺特异抗原

(PSA)水平和前列腺癌TNM分期的关系。作者发现DLc．1甲基化DNA水平与TNM分期显著相关，会随着

TNM分期增高而增高，显示DLC．1启动子甲基化DNA有望成为评估前列腺癌恶性程度的分子指标。zhang

等【勰1采用Ms．HRM技术在100例胃癌、100例结肠癌和70例胰腺癌患者和他们各自的癌旁组织中检测

ADAMTs9甲基化DNA水平，发现该基因的甲基化水平与表达水平呈负相关，且在癌组织中的甲基化水平远

远高于癌旁组织。他们认为Ms—HRM方法是一高通量、快速筛查临床标本的方法。

MS．HRM除了能用于肿瘤的检测和恶性程度评估外，还用于遗传性疾病的检测。Beck诮tll-Wiede姗衄
综合征和silver．Russeu综合征都是先天性遗传病，由染色体11p15．5上印迹缺失造成的，临床上采用对

H19和KcNQloTl基因的差异性甲基化区域进行S0utllem杂交(Sout}l哪blot)分析来诊断。灿de玛等旧。采
用MS—HRM方法对16例已经southem blot确诊的Beck而th—wiedem彻玎综合征和sdver-Rus∞u综合征患者

和45名健康人进行分析，发现Ms—HRM可检测出所有的DNA甲基化，且比southem blot更为灵敏。

越来越多的研究者开始认识到甲基化DNA是新一代的肿瘤标志，对肿瘤风险评估、早期诊断以及肿瘤

预后都有极其重要的诊断价值，因此Ms—HRM在诊断上的应用具有巨大的潜力，与传统的MsP方法相比，

MS—HRM采用闭管操作，操作简单，降低了PCR污染的风险，节省了分析时间。另外，该法可检测杂合甲基

化，可在同一反应中检测甲基化和非甲基化等位基因，不像MetIlyligIIt那样需要内参基因口¨。

四、展望

目前采用血清游离甲基化DNA作为肿瘤标志物的研究正方兴未艾，但有效检出血清游离甲基化DNA

并予以定量对我们临床检验工作者仍然是一个挑战!这些游离DNA常常由于其浓度过低且混杂有大量的

正常细胞DNA而难以被检测到，Ms—HRM方法能较好地解决这一问题，在此高分辨率平台上能够鉴定单个

CG位点，灵敏度低至0．1％一1．O％，完全能满足对微甲基化DNA的鉴定，最新的研究显示该方法已经成熟

地运用在组织切片上肿瘤细胞内甲基化的检测闭J，这表明随着人们对该方法认识的进一步深入，Ms—HRM

方法应用范围会越来越广，它可以任意检测与肿瘤相关的甲基化位点，可对特定基因甲基化状态的特征进行

描述，在临床分子检测中有巨大的应用价值。
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中华检验医学杂志网站及稿件远程管理系统开通

为顺应当今期刊网络化、数字化的发展趋势，更好地为

广大作者、读者提供高质量的服务，本刊从2009年5月

15日起将开通中华检验医学杂志网站及稿件远程管理系

统。网站的开通，将为广大读者、作者、编者提供一个学术交

流和沟通的平台。通过本刊网站，读者、作者、编者将能及时

了解本领域的国内外学术动态及各专业学术会议的召开事

宜。目前本刊有VlP会员l 200余人，网站的开通将有利于

我们更好地为VIP会员提供优质服务。中华检验医学杂志

网站的网址为眦p：／／www．medlab．or孚蚰。

稿件远程管理系统包括作者在线投稿、在线杳稿、专家

在线审稿、编委在线定稿、总编办公、远程编辑等功能，通过

网上投稿、网上查稿、网上审稿，实现作者、编辑、审稿专家的

一体化在线协作处理，从而构建成为一个协作化、网络化、角

色化的编辑稿件业务处理平台。对于广大作者而言，该系统

最大的优点是支持在线投稿、方便作者及时了解稿件进程、

缩短稿件处理时滞。使用过程中具体注意事项如下：(1)第

一次使用本系统进行投稿的作者。必须先注册(点击本刊网

站的投稿注册)，才能投稿。注册时各项信息请填写完整。

．读者．作者．编者．

作者自己设定用户名和密码，该用户名和密码长期有效。

(2)已注册过的作者，请不要重复注册，否则将导致查询稿

件时信息不完整。如果遗忘密码，可以从系统自动获取，系

统将自动把您的账号信息发送到您注册时填写的信箱中。

本刊的审稿专家可使用同一个用户名作为审稿人进行稿件

审理或作为作者进行投稿。(3)作者投稿请直接登录本刊

网站，点击在线投稿。投稿成功后，系统自动发送回执邮件。

作者可随时点击“在线查稿”，获知该稿件的审稿情况、处理

进展、审稿意见、终审结论等；有关稿件处理的相关结果编辑

部不再另行文通知。

中华检验医学杂志网站尚在不断完善之中，除编辑部努

力之外，离不开广大读者、作者的支持和帮助，在网站使用中

遇到任何问题，请与我们联系。联系人：武昱、唐栋，电话：

OlO-85158270、010．85158269，电子信箱：删yu@cⅡn o珞∞、

taIIgdong@c眦研昏cn。
相信通过我们的共同努力，一定能够把《中华检验医学

杂志》网站办得更好、更有活力!

本刊编辑部
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