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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是原发性肝癌

的主要类型，是最常见的恶性肿瘤之一，在全球消化系统肿瘤

病死率中占第三位，其发病率呈上升趋势［１］。肝癌最主要的病

因是慢性肝炎病毒感染（ＨＢＶ和 ＨＣＶ），肝硬化以及营养不良

因素，毒素侵袭和代谢紊乱等。目前肝癌的诊治有了很大进

步，但其发病机制仍未完全阐明。随着近年的研究发现，肝癌

的发生发展除与基因突变有关外，表观遗传学异常亦起着重要

作用，其中ＤＮＡ甲基化是表观遗传学研究最为深入和广泛的

机制，在此对ＤＮＡ甲基化与肝癌发生发展的关系及甲基化在

肝癌临床诊断与治疗中的意义进行综述。

１　ＤＮＡ甲基化概述

ＤＮＡ甲基化是典型的表观遗传学标志
［２］。在甲基转移酶

的催化下，ＤＮＡ中ＣＧ两个核苷酸的胞嘧啶被选择性的添加

甲基基团，形成５甲基胞嘧啶。在人类基因组中，ＤＮＡ甲基化

通常发生在基因的５′端启动子和第１外显子“ＣｐＧ岛”区域，

可引起染色质结构、ＤＮＡ构象、ＤＮＡ稳定性及ＤＮＡ与蛋白质

相互作用的改变，抑制基因转录和表达［３４］。肿瘤的甲基化异

常体现在广泛的低甲基化、个别基因低甲基化、区域性高甲基

化和印记丢失等。其中，普遍性低甲基化和区域高甲基化是基

因异常表达的常见机制。ＤＮＡ甲基化水平的整体减低影响

ＣｐＧ双核苷酸的重复序列（如长散步核元件１）以及某些基因

特异性启动子ＣｐＧ岛
［５］。ＤＮＡ低甲基化会造成基因组的不

稳定，激活原癌基因（如ｒａｓ、ｍｙｃ）及其他肿瘤促进基因的表达

而诱发肿瘤。在ＣｐＧ岛中常见的ＤＮＡ高甲基化常引起基因

转录沉默，使某些抑癌基因、ＤＮＡ修复基因等失活，导致正常

细胞调控失常及ＤＮＡ损伤不可逆，从而促进肿瘤的形成。

２　ＤＮＡ甲基化与肝癌的发生发展

２．１　ＤＮＡ甲基化与肝癌的发生　肿瘤基因ＤＮＡ甲基化是

细胞癌变过程中一个早期、频发事件，在肿瘤的发生发展中起

重要作用，肝癌也不例外。尽管肝癌发生的分子机制尚不十分

清楚，但越来越多的研究表明启动子ＣｐＧ岛的异常甲基化导

致的抑癌基因失活与肝癌的发生发展有关。有报道指出，肝脏

线粒体内尿素循环特异性的限速酶氨甲酰磷酸合酶Ⅰ型（ｃａｒ

ｂａｍｏｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ１，ＣＰＳ１）在肝癌组织与癌细胞株

中低表达，用甲基化抑制剂５氮杂胞苷处理肝癌细胞，ＣＰＳ１

表达恢复［６］。ＤＮＡ甲基化是沉默肝癌ＣＰＳ１表达的关键机制，

ＣＰＳ１基因的高甲基化与肝癌的发生密切相关。Ｇｏｅｐｐｅｒｔ

等［７］采用定量甲基化技术分别对肝硬化、癌前病变、肝细胞癌

和正常肝组织中的 Ａ 型激酶锚定蛋白１２（Ａｋｉｎａｓｅａｎｃｈｏｒ

ｐｒｏｔｅｉｎ１２，ＡＫＡＰ１２）进行了分析，发现抑癌基因 ＡＫＡＰ１２在

肝癌发生过程中分阶段下调。不同的表观遗传学机制表明，在

肝硬 化 与 癌 前 病 变 阶 段 ｍｉＲ１８３ 与 ｍｉＲ１８６ 上 调 靶 标

ＡＫＡＰ１２，使其降低；肝癌时 ＡＫＡＰ１２α启动子特异性的高甲

基化导致抑癌基因ＡＫＡＰ１２显著性下调。肝癌中ＳＯＸ１基因

及分泌型卷曲相关蛋白启动子区的高甲基化会导致 Ｗｎｔ／β

ｃａｔｅｎｉｎ信号通路的失活。Ｔｓａｏ等
［８］采用甲基化特异性ＰＣＲ

检测到ＳＯＸ１在 Ｈｅｐ３Ｂ肝癌细胞株与癌组织中因启动子区高

甲基化导致下调，ＳＯＸ１过表达将抑制肝癌细胞增殖、集落形

成与侵袭的能力；另外运用荧光素酶报告分析与蛋白印迹分析

证实ＳＯＸ１能够抑制细胞外因子 Ｗｎｔ下游基因的表达，通过

干扰 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路发挥抑癌基因作用，影响肝癌的

发生。Ｎｉｓｈｉｄａ等
［９］通过分析１７９例肝癌组织，１７８例配对非

癌肝组织以及正常肝脏得出全基因组ＤＮＡ低甲基化是肝癌

形成的重要机制，在非丙肝性肝癌中较早发生；同时是引起肝

癌形成早期染色体不稳定的重要原因，尤其是非肝硬化演变的

肝癌。因此，研究表明多种分子路径机制与肝癌的发生相关，

其中ＣｐＧ岛甲基化路径（ＣｐＧｉｓｌａｎｄｍｅｔｈｙｌａｔｏｒｐａｔｈｙｗａｙ，ＣＩ

ＭＰ）、泛低甲基化与染色体不稳定型路径都被认为普遍存在，

采用肝癌甲基化谱的分析是研究的主要技术手段。

２．２　ＤＮＡ甲基化与肝癌的分期　肝细胞癌分期系统地提供

了患者评价与治疗措施的指南，是预测肝癌患者预后及临床研

究中根据预后变量进行疾病分类的主要依据。ＤＮＡ甲基化异

常在肝癌不同临床分期有不同的特点及表现。Ｐｉａｏ等
［１０］采用

甲基化特异性ＰＣＲ及标记Ｐ７０４的杂合性缺失研究等方法，检

测了３９例肝细胞癌中抑癌基因ＲＩＺＩ启动子甲基化状态，并对

其甲基化状态与临床病理特征、肿瘤大小分化及片段等位基因

缺失（ｆｒａｃｔｉｏｎａｌａｌｌｅｌｉｃｌｏｓｓ，ＦＡＬ）之间相关性作了评估。研究

表明，ＲＩＺ１基因启动子在晚期肝癌（＞３ｃｍ）与早期肝癌（＜３

ｃｍ）中都出现异常甲基化，分别是５８．０％（１８／３１）与５０．０％（４／

８）；２２例表现出高甲基化，在低分化（低ＦＡＬ组）与高分化（高

ＦＡＬ组）肿瘤中甲基化率分别为５４．６％和４５．５％，其中，４例

ＲＩＺ１双等位基因高甲基化失活。Ｌｉ等
［１１］采用甲基化特异性

ＰＣＲ研究１０种抑癌基因与ＣＩＭＰ在１１５例肝癌组织与４８例

非癌肝组织甲基化状态，抑癌基因甲基化率Ｐ１４为４０．０％，

Ｐ１５为 ６０．９％，Ｐ１６ 为 ７０．４％，Ｐ７３ 为 ３４．８％，ＧＳＴＰ１ 为

７０．４％，ＭＧＭＴ 为６４．３％，ｈＭＬＨ１为１３．０％，ＲＡＲｂｅｔａ为

５９．１％，ＳＯＣＳ１为８２．６％，ＯＰＣＭＬ为８０．９％；ＣＩＭＰ阳性（包

含至少６个甲基化基因）检出率为５９．１％（６８／１１５）。进一步

研究证实，ＴＮＭ分期Ⅰ期ＣＩＭＰ阳性的肝癌患者总生存期与

无瘤生存期相比ＣＩＭＰ阴性的肝癌患者显著性降低，并且多变
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量分析表明ＣＩＭＰ阳性在ＴＮＭ 分期Ⅰ期的肝癌患者中可作

为总生存期（犎犚＝１２．２６６，犘＝０．０１５）和无瘤生存期（犎犚＝

２０２７５，犘＝０．０３２）的独立预后因素。因此，ＣＩＭＰ阳性可以明

确解释在ＴＮＭ分期Ⅰ期疗效不佳的肝癌患者，ＣＩＭＰ的检测

对早期肝癌患者预后分析与复发风险评估起着指导研究作用。

２．３　ＤＮＡ甲基化与肝癌的转移　肝癌的转移是一个涉及多

个基因、多步骤的变化过程，其关键机制的阐明将为预测和防

止肝癌的转移复发提供更坚实的基础。有研究指出，主要分布

于细胞膜上的ＣＤ４４ｖ６基因在转移性肝细胞癌样本中表达高

于非转移组，且在肝癌细胞系 Ｈｅｐ３Ｂ中ＣＤ４４ｖ６基因完全甲

基化，在具有转移潜能的癌细胞株 ＭＨＣＣ９７Ｈ 与 ＭＨＣＣ９７Ｌ

则不完全甲基化［１２］；因此 ＤＮＡ 启动子区的甲基化影响

ＣＤ４４ｖ６的表达，并与肝癌的转移潜能呈正相关。肝细胞生长

因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）及其受体ｃＭｅｔ调节正

常肝细胞的生长和分化，ＨＧＦ和ｃＭｅｔ在肝癌中的上调与其

发展和转移息息相关。最近Ｏｇｕｎｗｏｂｉ等
［１３］分离和建立来自

鼠肝癌模型外周血的循环肿瘤细胞株，循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔ

ｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌ，ＣＴＣｓ）显著增高了转移性肝癌致瘤与转移的潜

能；其中 ＨＧＦ和ｃＭｅｔ在ＣＴＣｓ中表达高于原发性肝癌细胞，

ＨＧＦ和ｃＭｅｔ过表达与ｃＭｅｔ启动子区６个特异性ＣｐＧ位点

去甲基化相关。Ｌｖ等
［１４］检测了 ＨｅｐＧ２与 ＭＨＣＣ９７Ｈ 肝癌

细胞株Ｂ细胞易位基因３（Ｂｃｅｌｌｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｇｅｎｅ３，ＢＴＧ３）

启动子甲基化状态，ＢＴＧ３可抑制肝癌细胞增殖、浸润且诱导

体外肝癌细胞Ｇ１／Ｓ周期阻滞。研究表明ＢＴＧ３在ＬＯ２肝细

胞株与肝癌组织中低表达，是由于ＢＴＧ３基因启动区高甲基

化；ＢＴＧ３的表达水平与肝癌分化及远端转移呈正相关，低

ＢＴＧ３表达的患者总生存期缩短。

３　ＤＮＡ甲基化与肝癌的诊治

３．１　ＤＮＡ甲基化与肝癌的诊断　相较于基因突变，ＤＮＡ甲

基化改变是细胞癌变过程中更为早期的事件，肿瘤组织坏死后

分解的ＤＮＡ进入外周血（血浆或血清）或其他体液（如唾液或

痰等），因此检测体液或组织中肿瘤相关基因甲基化状态可应

用于肿瘤的早期诊断。Ｔｒｎｋｅｎｓｃｈｕｈ等
［１５］采用定量高分辨率

焦磷酸测序，研究了１５例纤维板层型肝癌（ｆｉｂｒｏｌａｍｅｃａｒｃｉｎｏ

ｍａｏｆｌｉｖｅｒ，ＦＬＣ）及配对正常肝脏组织中 ＡＰＣ、ＣＤＨ１、ｃｙ

ｃｌｉｎＤ２、ＧＳＴπ１、ｈａｓｍｉｒ９１、ｈａｓｍｉｒ９２及ＲＡＳＳＦ１Ａ基因的

甲基化状态指出，ｃｙｃｌｉｎＤ２、ＲＡＳＳＦ１Ａ、ｍｉｒ９１及 ｍｉｒ９２基因

在ＦＬＣ中甲基化频率分别为１９％、３８％、１３％和３３％；而基因

ＡＰＣ与ＣＤＨ１在ＦＬＣ中未发现其甲基化及全基因组低甲基

化的依据，这将为肝癌诊断的进一步分型提供分子依据。Ｎａ

ｇａｓｈｉｏ等
［１６］建立了以ＤＮＡ甲基化谱为基础的肝癌癌前诊断

评估标准，结合ＤＮＡ甲基化谱的诊断标准在受试组中诊断高

致瘤风险的敏感性为９５．６％，特异性为１００％。近来有学者提

出，游离的肿瘤特异性ＤＮＡ异常甲基化分析为肝癌的早期诊

断，开辟了又一无创检测的最新技术手段。Ｓｕｎ等
［１７］运用甲

基化特异性ＰＣＲ检测血清中组织因子途径抑制物２（ｔｉｓｓｕｅ

ｆａｃｔｏｒｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒ２，ＴＦＰＩ２）在肝癌组、慢性乙型肝炎组

与正常对照组中的甲基化状态，结果显示肝癌组血清ＴＦＰＩ２

启动子甲基化率为 ４６．５％，明 显 高 于 慢 性 乙 型 肝 炎 组

（１６．７％）和正常对照组（１９．２％）；血清ＴＦＰＩ２甲基化的检测

率为４６．５％，非常接近有关报道的甲胎蛋白（ＡＦＰ）的检测率

５４％，联合ＴＦＰＩ２启动子甲基化和 ＡＦＰ标记物的检测率为

６１．０％。因此，血清ＴＦＰＩ２的甲基化可能成为肝癌诊断的无

创性生物分子标记物。另外Ｌｉ等
［１８］研究血清胰岛素样生长

因子结合蛋白７（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ７，

ＩＧＦＢＰ７）启动子甲基化在乙型肝炎病毒相关肝癌中的诊断价

值。研究中检测１３６例肝癌患者、４６例乙型肝炎患者及４５例

健康对照人群的血清ＩＧＦＢＰ７启动子甲基化状态，肝癌组甲基

化率为６５％（８９／１３６）明显高于乙型肝炎组的１７％（８／４６）及健

康对照组的１４％（５／３５），血清ＩＧＦＢＰ７甲基化与 ＡＦＰ的检测

敏感性分别为６５％和５７％，联合检测敏感性达８５％。

３．２　ＤＮＡ甲基化与肝癌的治疗　ＤＮＡ甲基化由甲基转移酶

介导，针对ＤＮＡ甲基转移酶（ＤＮＭＴ）活性及ＤＮＡ甲基化模

式改变，以此为基础探讨肝癌治疗策略，可能成为肝癌治疗领

域的新思路。ＤＮＡ甲基化抑制剂都是抗代谢药物，主要包括：

以ＤＮＭＴ作用底物为靶点的药物，如胞苷类似物５氮杂胞苷

（５ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅ，５ＡｚａＣＲ）、５氮杂２′脱氧胞苷（５Ａｚａ２′ｄｅｏ

ｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，５ＡｚａＣｄＲ）等；以ＤＮＭＴ辅助因子ＳＡＭ为靶点的

药物，如ＳＡＭ 类似物西萘芬净，抗ＳＡＭ 代谢物 Ｎｅｐｌａｎｏｓｉｎ

等；以及其他如甲氨蝶呤及其类似物、普鲁卡因胺等。其中以

５ＡｚａＣｄＲ为代表的抑制剂已广泛应用于逆转肿瘤细胞的异

常甲基化，使失活的基因重新表达。５ＡｚａＣｄＲ被整合到处于

分裂期细胞核内的核酸中形成共价键，从而抑制甲基化转移酶

活性，不断减弱细胞ＤＮＡ甲基化的能力，使甲基化的抑癌基

因重新活化。近来Ｔａｏ等
［１９］研究５ＡｚａＣｄＲ通过抑制肝癌细

胞中端粒酶活性发挥抗肿瘤的作用。分别采用 ＲＴＰＣＲ及

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＭＭＣ７７２１和 ＨｅｐＧ２肝癌细胞株相关基

因（如ｃｍｙｃ、ｐ１５、ｐ１６、ｐ２１、Ｅ２Ｆ１、ＷＴ１）的活性，端粒重复扩增

酶联免疫吸附法测定端粒酶的活性及 ＤＮＡ 甲基化特异性

ＰＣＲ测定ＤＮＡ甲基化状态，发现端粒酶活性在用５ＡｚａＣｄＲ

处理过的两种肝细胞癌中明显降低，随着端粒酶逆转录酶（ｈｕ

ｍａｎｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ，ｈＴＥＲＴ）的下调，ｈＴＥＲＴ

启动子的甲基化状态在作用过５ＡｚａＣｄＲ的ＳＭＭＣ７７２１肝

癌细胞株中可逆转，ＨｅｐＧ２肝癌细胞株却无此现象。因此５

ＡｚａＣｄＲ可增强对化疗药物的敏感性（如顺铂）诱导肝癌细胞

的凋亡。此外，Ｖｅｎｔｕｒｅｌｌｉ等
［２０］研究指出，５氮杂胞苷具有双重

抗肿瘤的作用，即既可恢复恶性肿瘤相关表型的表观遗传状

态，又可使肿瘤对凋亡诱导物质［如肿瘤坏死因子相关诱导凋

亡配体（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇ

ａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）］进行有效的复敏。另一种非竞争性非核苷酸类

甲基转移酶抑制剂如普鲁卡因酰胺，作用机制可能是通过影响

酶的活性使胞嘧啶残基甲基化受阻，而非直接聚合到 ＤＮＡ

链，临床试验研究结果显示普鲁卡因酰胺不良反应小，具有临

床靶向生物治疗肿瘤的潜力［２１］。这些研究说明ＤＮＡ甲基化

转移酶抑制剂不失为肝癌化疗的一种手段，对其应用价值的进

一步探讨将会对肝细胞癌的综合治疗起到重要的推动作用。

４　展　　望

近来肝癌表观遗传学的研究进展迅速，多种基因的甲基化

与肝癌的早期诊断、疗效观察及预后判断等临床关系已逐渐明

确，但肝癌的发生是多因素参与的复杂过程，仍有诸多问题尚

待研究，如ＤＮＡ甲基化及组蛋白乙酰化、甲基化和磷酸化与

肝癌的关系、甲基化与染色体重构的关系等。此外，虽然ＤＮＡ

甲基化抑制剂在临床试验中显示出良好的前景，但药物使用的

种类、途径及时间等还不够成熟，在疗效和不良反应方面还不

令人满意。因此，在临床上需要选择特异性更强，敏感性更高

的甲基化基因应用于肝癌患者，实现肝癌的分子靶向治疗。
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间充质干细胞通过旁分泌抑制肺纤维化的分子机制
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　　肺纤维化是以大量的成纤维细胞聚集、细胞外基质沉积并

伴有炎症和损伤而导致正常的肺组织结构改变和功能丧失为

特点的一类疾病 ，急性肺损伤是其常见病因，表现为毛细血管

内皮细胞与急性弥散性肺泡上皮细胞的损伤［１２］。多数患者在
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