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ＤＮＡ甲基化与儿童白血病的临床研究进展
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　　ＤＮＡ甲基化是研究最广泛的哺乳动物表观遗
传学修饰，它提供了一种稳定的可遗传的基因沉默

机制，与组蛋白修饰和其他的染色质相关蛋白一起，

在调节基因表达和染色体结构方面起重要作用。

ＤＮＡ甲基化是指在ＤＮＡ甲基转移酶（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ＤＮＭＴ）的作用下，以 Ｓ腺苷甲硫氨酸
为甲基供体，将甲基转移到５′ＣＧ３′序列（ＣｐＧ）的
胞嘧啶５位Ｃ上，生成５甲基胞嘧啶。ＣｐＧ二核苷
酸不是均匀分布于人类基因组，ＣｐＧ比较聚集的区
域，被称之为 ＣｐＧ岛，ＣｐＧ岛优先位于基因的５′末
端，占人类基因启动子的６０％［１］。在发育期间及分

化的组织，大多数 ＣｐＧ岛保持非甲基化状态，而基
因组大多数 ＣｐＧ位点保持高甲基化状态［２］。肿瘤

的发生、发展与肿瘤细胞中存在的甲基化异常关系

密切，同样与白血病的发病关系密切，ＤＮＡ甲基化
研究对儿童白血病诊断、分型、预后和治疗均有重要

意义，本文就近年甲基化与儿童白血病关系研究进

展综述如下。

１　ＤＮＡ甲基化与儿童白血病发病

遗传学突变与白血病发病关系明确，如急性淋

巴细胞白血病（ａｃｕｔｅｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＬＬ）
的ｔ（１２；２１）（ｐ１３；ｑ２２）／ＥＶＴ６／ＲＵＮＸ１及超二倍体
（５１６７染色体）等，但有充分证据表明，尽管遗传学
改变可能是最重要的白血病发病机制，仍不足以完

全解释白血病的发病［３］，如对 ＥＴＶ６／ＲＵＮＸ１和超二
倍体的研究，这些改变发生在出生前，但没有引起明

显的发病，需要另外的机制才能导致 ＡＬＬ发生。对
于ＥＴＶ６／ＲＵＮＸ１，另外的发病机制有ＥＢＦ１、ＥＴＶ６和
ＰＡＸ５基因的丢失和获得染色体２１和染色体臂Ｘｑ，
超二倍体 ＡＬＬ需要染色体 １ｑ重复，ＣＤＫＮ２Ａ和

ＰＡＸ５缺失，及 ＦＬＴ３、ＮＲＡＳ、ＫＲＡＳ和 ＰＴＰＮ１１突
变。许多这些次级变化是基因组失平衡和畸变，影

响了基因含量和导致了异常表达谱［４］。因此，表观

遗传学异常引起的基因失调可能是白血病发病的另

外机制。表观遗传异常常见的有：异常的ＤＮＡ甲基
化，核小体定位，组蛋白修饰，非编码 ＲＮＡｓ，其中
ＤＮＡ甲基化是研究最深入的机制之一。异常的
ＤＮＡ甲基化表现为，全基因组范围低甲基化和启动
子区特异性位点 ＣｐＧ岛高甲基化。引起这种改变
的机制还不清楚，但最近研究表明，甲基化异常发生

在肿瘤的早期阶段可能促进了肿瘤的发生［５］。

ＲｏｍａｎＧｏｍｅｚ等［６］提出，在淋巴细胞白血病发

病机制中，启动子高甲基化与整体基因组低甲基化

各自独立起作用，并且引起相反的临床结果。白血

病细胞中ＣｐＧ岛高甲基化非常常见，最新的一项研
究提供了充分的证据，一组 ＡＬＬ儿童，包含 ＥＴＶ６／
ＲＵＮＸ１和超二倍体两个亚型，研究２８２２６个ＣｐＧ岛
发现８６６２个基因启动子区 ＣｐＧ岛出现甲基化，占
总基因的３０％；超二倍体 ＡＬＬ高甲基化基因大于
ＥＴＶ６／ＲＵＮＸ１型 ＡＬＬ，３０个基因显示了最高的甲基
化分值，其中６个基因为两个亚组共有；高甲基化基
因低表达或表达沉默［７］。

某些抑癌基因与白血病发病关系密切，对他们

的研究也表明异常的甲基化与白血病发病有关。

ＡＫＡＰ１２是抑癌基因，参与细胞分化，研究发现
ＡＫＡＰ１２高甲基化与儿童髓样白血病发病有关［８］。

分析ＭＬＬ基因重排型儿童ＡＬＬ基因表达谱发现，抑
癌基因 ＦＨＩＴ表达减少，进一步研究发现，１００％的
ＭＬＬ重排儿童 ＡＬＬ病例 ＦＨＩＴ基因５′端 ＣｐＧ岛发
生甲基化，导致明显的转录抑制和表达沉默，而携带

有种系ＭＬＬ基因的儿童 ＡＬＬ和非儿童 ＡＬＬ病例，
ＦＨＩＴ基因甲基化发生率仅为６０％，并且白血病细

·４７１·
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胞被ＭＬＬ重排基因转染后出现死亡。表明ＦＨＩＴ基
因甲基化与ＭＬＬ基因重排型儿童ＡＬＬ发病有关，为
白血病发病机制提供了新视角和治疗的新靶点［９］。

最近研究发现，ＭＬＬ重排儿童ＡＬＬ病例具有独特的
基因表达谱。Ｓｔｕｍｐｅｌ等［１０］研究ＭＬＬ重排儿童ＡＬＬ
病例ＤＮＡ甲基化谱与基因表达谱之间关系，证实启
动子高甲基化导致基因沉默。这个研究也表明

ＤＮＡ甲基化与ＭＬＬ基因重排型儿童ＡＬＬ发病密切
相关。

Ｓａｔｏ等［１１］对６５例成人 Ｔ细胞白血病／淋巴瘤
进行了研究，通过甲基化特异性 ＰＣＲ，分析 ＳＨＰ１、
ｐ１５、ｐ１６、ｐ７３、ＨＣＡＤ、ＤＡＰＫ、ｈＭＬＨ１和 ＭＧＭＴ的甲
基化谱，发现随着疾病进程，ＣｐＧ岛发生甲基化的基
因数量增多。这一研究表明，抑癌基因甲基化不仅

促进了白血病发生，并且在白血病演化过程中呈动

态变化。

２　ＤＮＡ甲基化与儿童白血病诊断分型及预后

人类肿瘤中 ＣｐＧ岛发生甲基化并不是随机事
件，而具有肿瘤特异性，每种肿瘤都有自己的基因甲

基化谱，如血液肿瘤与实体瘤不同，即使同为血液肿

瘤，白血病的甲基化图谱与淋巴瘤不同。ＤＮＡ甲基
化的高度特异性使其成为可能的诊断和预后指标。

２．１　ＤＮＡ甲基化与儿童白血病诊断分型
在早期研究中，研究人员利用个别的候选基因

ＣｐＧ位点高甲基化作为生物学标志，为 ＡＬＬ儿童进
行亚型分类和预后［１２１３］，最近，应用大规模甲基化

分析技术所得到的甲基化谱，已经能够区别 ＡＬＬ细
胞和正常细胞［１４１５］，ＡＬＬ细胞和ＡＭＬ细胞［１６］，区别

ＡＬＬ和 ＣＬＬ、ＭＣＬ细胞［１７］。此外，一个单个基因

ＤＤＸ５１甲基化状态，被发现可以区别 Ｂ细胞系和 Ｔ
细胞系ＡＬＬ病人［１５］。

最近 Ｍｉｌａｎｉ等［１８］对 ４０１名北欧 ＡＬＬ儿童的
４１６个基因的１３２０个ＣｐＧ位点进行甲基化分析，根
据１３２０个 ＣｐＧ位点甲基化分析结果，选取３００个
ＣｐＧ位点甲基化谱做进一步的非监督等级聚类分
析，树枝状图证明，这个分析能清楚区分 Ｔ系 ＡＬＬ
病人样本和前Ｂ细胞（ＢＣＰ）ＡＬＬ病人样本，ＣｐＧ位
点甲基化谱也能区分 ＢＣＰＡＬＬ的主要亚型 ＨｅＨ、ｔ
（１２；２１）、１１ｑ２３和 ｔ（１；１９）。研究人员特别设计基
因分类器进一步筛选了４０个基因的６０个 ＣｐＧ位
点进行等级两路聚类，结果显示 ＢＣＰＡＬＬ的４个亚
型之间有明显的甲基化差异。筛选了９个 ＣｐＧ位
点进行等级两路聚类，Ｔ系ＡＬＬ样本９个ＣｐＧ位点

一致显示甲基化水平高于ＢＣＰＡＬＬ。
Ｓｔｕｍｐｅｌ等［１０］对５７例新诊断的儿童 ＡＬＬ病例

进行研究，５７例 ＡＬＬ中４４例携带 ＭＬＬ易位，１３例
隐匿了非易位的（野生型）ＭＬＬ基因。ＭＬＬ易位病
例中２１例是ｔ（４；１１），１７例是ｔ（１１；１９），６例是 ｔ
（９；１１）。应用差异甲基化杂交技术，获得这些病例
ＤＮＡ甲基化谱，对此进行非监督聚类分析，可以将
所有病例区分成２个主要亚型，携带 ｔ（９；１１）或野
生型ＭＬＬ基因的儿童 ＡＬＬ样本和正常骨髓样本集
簇到一起，携带ｔ（４；１１）或 ｔ（１１；１９）儿童ＡＬＬ样本
紧密地集簇到一起。尽管第一个集落包含 ｔ（９；１１）
样本，携带野生型ＭＬＬ基因的儿童ＡＬＬ样本和正常
骨髓样本显示更多的异质性，可以考虑将这个集落

分成３个不同的亚型。
这些研究都表明 ＤＮＡ甲基化谱系分析可以用

于临床诊断分型。尽管目前基因组范围的表达谱可

以进行准确的 ＡＬＬ亚型分类［１９］，但分析对象是

ＲＮＡ，分子结构不稳定，应用于临床偏差很大，甲基
化分析研究对象是ＤＮＡ，临床应用前景更大。
２．２　ＤＮＡ甲基化与微小残留病检测

ＤＮＡ甲基化能否作为微小残留病（ｍｉｎｉｍａｌｒｅ
ｓｉｄｕａｌｄｉｓｅａｓｅ，ＭＲＤ）的生物学标志，最重要的问题
是白血病复发期甲基化模式是否稳定，如果稳定，表

明这些甲基化改变是恶性克隆关键的分子元件

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ），发现残留水平的甲基化表示
在形态学缓解期存在残留的白血病。有研究发现，

一组病例治疗前５个基因（ＥＲ、ＭＤＲ１、Ｐ７３、Ｐ１５和
Ｐ１６）甲基化谱对比形态学复发期这５个基因甲基
化谱，７０％病例甲基化谱是稳定的，Ｐ７３是９２％，ＥＲ
是８８％，ＭＤＲ１是７２％，而 Ｐ１５仅为６０％，此外，伴
随Ｐ１５甲基化Ｐ１６甲基化会增加，甲基化的获得提
示ＡＬＬ复发和难治［２０］。总之，这个研究表明，在大

范围的ＡＬＬ病人中，甲基化模式是稳定的，利用异
常ＤＮＡ甲基化可以分析ＭＲＤ。有３０％病人在复发
期甲基化出现改变，原因尚不清楚，可能出现新的克

隆或在原始克隆基础上出现新的表观遗传学改变，

这些有助于我们理解复发的动态性和耐药模式。

２．３　ＤＮＡ甲基化与儿童白血病预后
早期研究多限于分析个别基因高甲基化的预后

价值，如 Ｐ１５基因甲基化提示化疗效果不理想，临
床缓解率低，临床缓解时间短，无病生存率（ｄｉｓｅａｓｅ
ｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＤＦＳ）下降，并且已经提议，Ｐ１５基因可
以作为预后的生物学标志，用于预测 ＡＬＬ复发。
Ｐ１６基因甲基化失活同样提示预后不良。最近也有
类似研究，对Ｉｄ４（潜在的抑癌基因）的研究发现，在
·５７１·
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骨髓增生异常综合症（ｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＭＤＳ）病人，Ｉｄ４甲基化病人生存期更短，多变量分
析表明，Ｉｄ４甲基化状态是独立的影响因素，影响无
白血病存活期，Ｉｄ４甲基化病人病情进展更快，更容
易转变成ＡＭＬ［２１］。

随着甲基化研究技术的进步和对白血病发病机

制与甲基化关系的深入研究，研究人员开始分析多

个基因的甲基化状态的预后价值。ＲｏｍａｎＧｏｍｅ
等［２２］对５４名 ｔ（１２；２１）ＥＴＶ６／ＲＵＮＸ１ＡＬＬ儿童进
行甲基化分析，针对涉及细胞分化、增殖的３８个基
因甲基化研究表明，阴性甲基表型（ＣＩＭＰ－，少于３
个甲基化基因）与阳性甲基表型（ＣＩＭＰ＋，多于２个
甲基化基因）相比，有更长的无病生存期和总生存

期；潜在预后因素的多变量分析表明，甲基化谱是一

个独立的预后因素，预测无病生存期和总生存期。

Ｍｉｌａｎｉ等［１８］对北欧４０１名 ＡＬＬ儿童进行甲基
化分析的同时也对其预后进行了评估，他们对３００
个ＣｐＧ位点甲基化谱作进一步的分层集簇，把 Ｔ
ＡＬＬ、ｔ（１２；２１）、ＨｅＨ各分成两组，评估患儿临床信
息，发现ｔ（１２；２１）和ＨｅＨ再分的两组复发率明显不
同，但ＴＡＬＬ再分的两个亚组复发率没有不同，研
究人员对２０个基因的２２ＣｐＧ位点进行了单一变量
回归分析，分析甲基化水平与临床复发风险之间的

关系，发现８个基因的高甲基化水平提示预后不良。
Ｓｔｕｍｐｅｌ等［１０］研究也发现，携带 ｔ（４；１１）或 ｔ（１１；
１９）的儿童ＡＬＬ病例中，启动子高甲基化的程度影
响无复发生存率，高甲基化提示高复发风险。

以上研究均表明甲基化谱系分析可以作为一个

独立的预后指标，并且白血病相关基因发生甲基化

的数量越多，甲基化的程度越重，预后越差。

３　ＤＮＡ甲基化与白血病治疗

白血病的发生与表观遗传学改变关系密切，与

遗传学改变不同，表观遗传学改变是可逆的，这就为

白血病的靶向治疗提供了可能，如针对抑癌基因高

甲基化现象的去甲基化治疗，可以恢复抑癌基因的

表达，抑制肿瘤细胞生长，达到治疗目的。目前，已

经发现许多表观遗传学药物可以逆转异常的 ＤＮＡ
甲基化和组蛋白乙酰化［２３］。ＤＮＡ甲基化抑制剂是
首先被提议用于肿瘤治疗的表观遗传学药物，如５
氮杂胞苷（５ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅ，５ａｚａＣＲ）和５氮杂２′脱
氧胞苷（５ａｚａ２′ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，５ａｚａＣｄＲ）最初被开
发为细胞毒类药物，１９８０年左右发现该化合物是一
种ＤＮＡ甲基化抑制剂。它们是胞嘧啶核苷类似物，

能参与快速增长的肿瘤细胞的 ＤＮＡ合成，通过占
有、消耗ＤＮＡ甲基转移酶（ＤＮＭＴｓ）特异性地抑制
ＤＮＡ甲基化［２４］。阿扎胞苷（５ａｚａＣＲ）和地西他滨
（５ａｚａＣｄＲ），已经被 ＦＤＡ批准用于治疗骨髓增生
异常综合征，并且对于其他血液系统恶性肿瘤也有

效，如急性髓性白血病和慢性髓性白血病［２５］。目前

处于研发阶段的新的甲基化抑制剂还有折布拉林

（ｚｅｂｕｌａｒｉｎｅ）［２６］。
甲基化抑制剂能够被整合进 ＤＮＡ，使人们担心

它们对正常细胞潜在的毒性作用。然而，由于这些

药物仅仅作用于分裂细胞，所以，理论上应该主要靶

向快速分裂的肿瘤细胞，对于缓慢分裂的正常细胞

仅有微小的作用。已经有研究支持这个论点，Ｙａｎｇ
等［２７］研究发现，使用 ＤＮＡ甲基化抑制剂长期治疗
仅有微小的副作用。目前也在研发非核苷化合物，

这类化合物能有效抑制ＤＮＡ甲基化，并且不会被整
合进ＤＮＡ，如ＳＧＩ１０２７，邻苯二甲酰色氨酸衍生物
ＲＧ１０８和反义寡核苷酸类 ＭＧ９８［２８２９］。这些分子通
过封闭 ＤＮＭＴｓ催化／辅因子结合位点，或者靶向
ＤＮＭＴｓ的调节信使ＲＮＡ序列，达到抑制作用，但抑
制效果较弱。

４　结语

甲基化研究技术的快速发展，使得甲基化谱系

分析应用于临床成为可能，目前已经确认启动子

ＣｐＧ岛甲基化导致基因沉默，与肿瘤发生关系密切，
但对于启动子非 ＣｐＧ岛甲基化的作用了解得还很
少。已有研究显示［３０３１］，ＤＮＡ甲基化对于启动子非
ＣｐＧ岛的调节也很重要，例如，ＭＡＳＰＩＮ的组织特异
性表达，ＭＡＳＰＩＮ启动子不包含 ＣｐＧ岛，但受 ＤＮＡ
甲基化调节；同样，Ｏｃｔ４启动子非 ＣｐＧ岛甲基化，
强烈影响Ｏｃｔ４表达水平。因为ＣｐＧ岛仅仅占人类
基因启动子的６０％，因此探讨非ＣｐＧ岛甲基化的作
用，有助于全面理解ＤＮＡ甲基化在白血病发病中的
总体作用。
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