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摘  要 

乳腺癌是全球女性发病率最高的肿瘤，但目前乳腺癌的过度诊断和个体化的治疗仍有不足，这导致乳腺

癌仍是女性癌症相关死亡的主要原因。DNA甲基化是参与肿瘤形成、侵袭和转移的关键表观遗传修饰因

子，而在许多研究中已经证实DNA甲基化与乳腺癌有关，DNA甲基化可能为乳腺癌早期诊断以及改善乳

腺癌的预后提供价值。本文综述了目前乳腺癌中研究较多的甲基化基因及其应用方向，这些基因可能是

潜在地应用于液体活检的标志物，最后总结了基于液体活检的甲基化检测在乳腺癌中的应用现状，指出

了目前存在的问题及未来的发展方向。 
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Abstract 
Breast cancer is the most prevalent tumour in women globally, but there are still shortfalls in the 
over-diagnosis of breast cancer and individualized treatment, which results in breast cancer re-
maining the leading cause of cancer-related deaths in women. DNA methylation is a key epigenetic 
modifier involved in tumour formation, invasion and metastasis, and many studies have demon-
strated that DNA methylation is associated with breast cancer, thus DNA methylation may provide 
value in the early diagnosis of breast cancer as well as in improving the prognosis of breast cancer. 
This paper reviews the more studied methylation genes in breast cancer and their application di-
rections, which may be potential markers for application in liquid biopsy, and finally summarizes 
the current status of liquid biopsy-based methylation assays in breast cancer, pointing out the cur-
rent problems and future development directions. 
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1. 介绍 

DNA 甲基化 DNA 甲基化是常见的表观遗传修饰之一，它将甲基添加到胞嘧啶的 5 位碳中，这主要

发生在 CpG 二核苷酸中。DNA 甲基化可以在不改变 DNA 序列的情况下调节基因活性，控制基因沉默和

表达。异常的 DNA 甲基化有助于肿瘤发生，主要通过整体低甲基化、多个基因组区域(主要是 CpG 岛)的
局灶性高甲基化以及甲基化胞嘧啶的直接诱发[1]。 

在 2022 年的统计中，乳腺癌是全球女性发病率最高的肿瘤，也是女性癌症死亡的主要原因，约占

女性所有癌症的 23.8% [2]，在最新的指南中，乳腺癌的筛查主要依靠乳腺 X 线、乳腺超声以及乳腺

MRI 等，其中乳腺 X 线是最基本的方法，但由于放射伤害、疼痛以及对致密型乳腺、近胸壁肿块的显

示不佳，不作为年轻女性的首选方法，乳腺超声和 MRI 则通常作为乳腺 X 线的补充检查。同时，乳腺

癌过度诊断以及临床治疗仍缺乏个体化也是日益突出的问题。因此，迫切需要寻找新的乳腺癌分子指

标[3]。 
在乳腺癌中也有广泛的 DNA 甲基化发生，有研究发现在乳腺肿瘤或乳腺癌细胞系中已有超过 100 个

基因被鉴定出现异常甲基化，且 DNA 甲基化与乳腺癌临床病理特征存在显著相关性，指出 DNA 甲基化

可以作为早期乳腺癌诊断以及预后的重要分子标志物，这可能比通过检测基因突变、抑癌基因失活等更

为便捷准确[4]。 
液体活检是通过识别癌细胞的生长和/或凋亡释放到血液中的肿瘤细胞或肿瘤 DNA 来进一步阐明肿

瘤的特征的方法，它侵入性较小，易于被人们接受。液体活检通常检测循环肿瘤细胞(CTCs)、循环肿瘤

DNA (ctDNA)、外泌体、microRNA (miRNA)、外周血循环 RNA、肿瘤教育血小板(TEPs)和循环肿瘤血管

内皮细胞 CTECs 等[5]。其中 ctDNA 被更广泛的研究，美国食品药品监督管理局(Food and Drug Admin-
istration, FDA)已经批准了首个基于 ctDNA 的 EGFR 突变血浆检测，这被认为是一个极具实用性的突破

[6]。而最近的基于液体活检来检测甲基化的技术包括下一代测序、甲基化阵列、数字 PCR 等，但目前基
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于不同平台、不同检测方法的检测结果往往存在较为显著的差异[7]，根据样本、检测目的和实验室条件

的不同来选择合适的检测方法，采用标准化的检测程序，参照适用标准进行严格的质量控制，是准确检

测 DNA 甲基化、得到满意的检测结果的关键。 
本综述总结了 DNA 甲基化检测技术及其适用的场景，并总结了目前在乳腺癌甲基化中研究较多的

基因，这些基因有作为早期检测及预后分析的潜力，最后综述了目前的基于液体活检甲基化检测在乳腺

癌中的应用现状。 

2. 测量 DNA 甲基化的技术 

首先要进行甲基化检测，必须先将甲基化与未甲基化的 CpG 位点区分开来，这需要对 DNA 进行

预处理，在过去的几年中，已经开发了许多方法来区分甲基化和未甲基化的 CpG 位点的方法，大致可

分为三类：① 经亚硫酸氢盐转化的方法；② 限制性内切酶法；③ 亲和富集法(如图 1、图 2、图 3 所

示)。 
 

 
Figure 1. Principles of bisulfite conversion and representative technologies 
图 1. 亚硫酸氢盐转化原理及代表性技术 
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Figure 2. Principles of the restriction endonuclease method and the techniques it represents 
图 2. 限制性内切酶方法的原理及其代表的技术 

 

 
Figure 3. Principle of affinity enrichment 
图 3. 亲和富集原理 
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2.1. 基于亚硫酸氢盐处理的方法 

用亚硫酸氢盐处理是应用最广泛的一种方法，亚硫酸氢盐转化是一个三步反应，DNA 中的胞嘧啶首

先转化为磺化胞嘧啶，然后脱氨为磺化尿嘧啶，最后转化为尿嘧啶，随后的 PCR 反应将尿嘧啶扩增为胸

腺嘧啶。而甲基化的胞嘧啶的脱氨步骤比 C 慢了近两个数量级，因此可以将甲基化和未甲基化的位点进

行区分[8]。基于亚硫酸氢盐转化的方法包括一代和二代测序，如焦磷酸测序、亚硫酸氢盐修饰后测序(BSP)、
全基因组亚硫酸盐测序(WGBS)等；使用 PCR 的方法，如甲基化特异性 PCR (MSP)、Methylight 技术、数

字微滴 PCR 等；此外，还有基于芯片的方法。 
但亚硫酸氢盐处理会诱导随机 DNA 断裂，产生短的单链 DNA 片段。且反应条件恶劣，会极大地影

响 DNA 的回收率，特别是对于已经高度片段化且浓度非常低的 cfDNA [9]，这为 DNA 甲基化在早期肿

瘤检测方面的应用增加了难度。因此，许多无亚硫酸氢盐转换的方法也被开发出来，目前主要有限制性

内切酶法和亲和富集法，以及一些三代测序和新技术的开发，摆脱了冗杂的亚硫酸氢盐转化过程。 

2.2. 基于限制性内切酶处理的方法 

利用甲基化敏感性限制性内切酶对甲基化区域不切割的特性，将 DNA 消化为大小不同的片段后再

进行分析。甲基化敏感的限制性内切酶(MSRE)，如 HpaII、McrBC、AciI 和 Hin6I，它们只能切割未甲基

化的区域，保护甲基化的 CpG 位点；而甲基化不敏感的酶(如 MspI、ApeKI 和 TaqI)切割 DNA 序列而不

考虑相关序列的甲基化状态。常使用的甲基化敏感的限制性内切酶有 HpaⅡ-MspⅠ (识别序列 CCGG)和
SmaⅠ-Xmal (CCCGGG)等，其中 HpaⅡ和 MspⅠ均能识别 CCGG 序列，然而当序列中的胞嘧啶发生甲基化

时，HpaⅡ不切割，利用 HpaⅡ-MspⅠ的这种属性处理 DNA，随后进行 Southern 或 PCR 扩增分离产物，

可以明确甲基化状态[10]。如 HELP 技术便是通过连接介导的 PCR 测序进行 HpaII 微小片段富集，该

方法使用甲基化敏感的 HpaII 和甲基化不敏感的 MspI [11]，允许胞嘧啶甲基化的基因组内分析和基因

组间比较。 

2.3. 亲和富集法 

亲和富集预处理的甲基化检测技术，原理是利用抗甲基胞嘧啶抗体进行免疫沉淀，或甲基 CpG 结合

蛋白的特异性来富集甲基化的基因组区域，以供后续分析[12]。基于亲和富集的 DNA 甲基化检测技术主

要有甲基化 DNA 免疫沉淀技术(MeDIP) [13]与甲基化 CpG 结合蛋白亲和捕获技术(MBDCap)等。MeDIP
方法基于 IP 的原理，将基因组 DNA 超声波打断并变性后，使用 5-mc 特异性抗体富集甲基化片段，再分

离纯化得到甲基化 DNA 片段，然后再用测序(MeDIP-Seq)或 DNA 微阵列(MeDIPChip)等方法分析；

MBDCap 技术与 MeDIP 方法类似，利用甲基化 DNA 结合蛋白来对甲基化的 DNA 进行免疫沉淀，因为

采用的富集蛋白不同，MeDIP 普遍富集 CpG 低密度的甲基化区域，而 MBDCap 则普遍富集 CpG 高密度

的甲基化区域。 

2.4. 三代测序技术 

与一、二代测序相比，第三代测序技术有以下几个优点：① 实现真正的单分子测序，无需 PCR 扩

增步骤；② 超长的测序读长，平均测序读长 10 kb~15 kb，最长读长可达到 40 kb；③ 可直接检测 DNA
甲基化，无须亚硫酸氢盐处理。第三代测序技术通过分子量区分不同的碱基，因此甲基化修饰的碱基也

可以通过分子量差异被检测出。避免了亚硫酸氢盐处理，同时读长优势降低了重复序列的比对和拼接难

度。 
目前常用的甲基化检测方法如表 1 所示。 
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Table 1. Commonly used DNA methylation testing techniques and their advantages and disadvantages 
表 1. 常用 DNA 甲基化检测技术及其优缺点 

名称 检测

范围 前处理方式 所需 
样本量 成本 优势 劣势 引文 

WGBS 全基

因组 
亚硫酸氢盐 

转化 50 ng~100 ng 高 最全面的 DNA 甲基组分析 成本高、操作复杂 [42] 

RRBS 全基

因组 
甲基化特异性

内切酶 100 ng~1 μg 低于
WGBS 

较高的 CGls 覆盖率(覆盖

85%的 CpG 位点) 需要更多 DNA 样本 [42] 

MCTA-seq 全基

因组 
亚硫酸氢盐 

转化 33 ng~66 ng 中等 较高的 CGls 覆盖率 仅限于 CpG 位点，且会

减少其他甲基化背景 [43] 

Microarry 全基

因组 均可 6~18 低 可设计覆盖热点的 CpG 位点 全基因组覆盖率较低 [44] 

MeDIP-seq 全基

因组 亲和富集  Low 

灵敏度高，适用于微量 DNA
样本，可检测非 CpG 位点的

甲基化，可以区分 5 mc 和 5 
hmc 

无法提供单个 CpG 位点

的详细信息 [14] 

MSP 特定

位点 
亚硫酸氢盐 

转化 24 μg~48 μg Low 可以直接测量 DNA 甲基化，

简单快速 

一次只能检测 1~2 个

CpG 位点，引物和探针

设计复杂 
[45] 

Pyrophos-
phate  

sequencing 

特定

位点 
亚硫酸氢盐 

转化 200 μg High 检测特定位点甲基化的“金

标准”，高分辨率 
成本高，耗时，对样品

的要求较高 [46] 

Methylight 特定

位点 
亚硫酸氢盐 

转化 <100 μg High 高灵敏度和特异性，相对定

量，可同时检测多个位点 
需要设计特定的引物和

探针，成本高 [45] 

dPCR 特定

位点 
亚硫酸氢盐 

转化 6.5 μg~10 μg moderate 高灵敏度和特异性，绝对 
定量 

需要设计特定的引物和

探针 [45] 

5hmC-Seal 特定

位点 亲和富集 1~10 moderate 链亲和素珠对含有 5 hmC 的

cfDNA 具有特异性 

对含 5 hmc 的 DNA 亲

和力低，不能提供单基 
分辨率 

[47] 

Nanopore 
sequencing 

全基

因组 - - Low 
读取长度长，通量高，设备

成本低，实时获取测序信

息，无需 PCR 扩增直接测序 

连续碱基检测误差大，

错误率高，对样本量要

求高 
[48] 

SMRT 全基

因组 - - High 
可直接对 DNA/RNA 进行测

序，可对未扩增的 DNA 进行

检测，不需使用重亚硫酸盐 

昂贵，依赖于 DNA 聚

合酶活性，高错误率 [49] 

3. 代表的生物标志物 

3.1. BRCA 

BRCA 基因包括 BRCA1 和 BRCA2，早在 1990 年，King 等人便发现染色体 17q12 与早发性遗传性

乳腺癌存在明确关联，1991 年，将这段基因命名为 BRCA1 [14]，1994 年又发现了 BRCA2，BRCA 是一

种肿瘤抑制基因，起多功能泛素 E3 连接酶的作用。BRCA1 参与调节多种细胞过程，包括转录、蛋白质

泛素化、细胞周期调节和 DNA 损伤反应，在同源重组 DNA 修复中起着特别重要的作用。近年来，研究

表明 BRCA 的功能失活是乳腺癌发病机制的重要机制。 
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在曾经，我们认为 BRCA 基因突变主要与遗传性/家族性乳腺癌相关，超过 60%的 BRCA1 和 BRCA2
中任何一个杂合种系突变的女性最终在 70 岁时患上乳腺癌，而 BRCA 基因甲基化几乎只发生在散发性乳

腺癌患者中[15]，在 1997 年 A Dobrovic 等人用 southern 印迹在 7 例散发性乳腺癌组织样本中的 2 例中观察

到 BRCA1 启动子区域高甲基化，但在任何正常组织中均未观察到高甲基化，这些观察结果与人类癌症中

表观遗传机制的重要作用一致[16]。基于组织样本的结果，2009 年发表了一篇血浆中 BRCA1 基因甲基化

对乳腺癌诊断价值的研究，在本研究中，乳腺癌血浆样本中 BRCA1 基因甲基化的检出率为 31.7% (20/63)，
所有健康标本均未检出任一基因甲基化，即特异性为 100%。且与肿瘤组织类型、淋巴结转移明显相关，提

示 BRCA1/P13 基因甲基化可以指导乳腺肿瘤的病理分型并为临床手术治疗提供思路[17]。 
三阴性乳腺癌(TNBC)是雌激素受体(ER)、人表皮生长因子受体 2 (HER2)、孕激素受体(PR)表达均呈

阴性的一种病理类型，发生率占所有病理类型的 10%~20%，且与其他类型不同的是，三阴性乳腺癌常发

生于绝经前的年轻女性身上，它侵袭性强，复发率高，可选择的治疗手段少，预后较差。而有研究发现，

BRCA1 启动子甲基化似乎与三阴性乳腺癌有关。有研究显示，外周血细胞中的 BRCA1 启动甲基化的患

者 TNBC 的风险增加约五倍[18]，且正常组织中 BRCA1 启动子甲基化与 TNBC 发生的风险显著相关，

表明其有预测 TNBC 发生的能力[19]。而在三阴性乳腺癌中，与 BRCA1 未甲基化相比，BRCA1 甲基化

的患者对辅助化疗敏感，生存率较高[20]-[21]。大豆植物雌激素对乳腺癌具有保护作用的机制也被证明与

逆转 DNA 高甲基化并恢复 BRCA1 和 BRCA2 的表达有关[22]。 

3.2. RASSF1A 

Ras 关联结构域家族 1A (RASSF1A)是 RASS 家族(RASSF)的成员，该家族包括 10 个基因(RASSF1
至 RASSF10)。这些基因在调控细胞周期、细胞凋亡和微管稳定中起关键作用。早在 2001 年，就在许多

肿瘤类型中报道了 RASSF1A CpG 岛的异常 DNA 甲基化及其相关基因沉默，其中包括乳腺癌[23]。 
在早期诊断方面，一项关于乳腺癌家族诊断前血浆 DNA 中 RASSF1A 甲基化的检测证明，高危人群

和乳腺癌患者血浆中 RASSF1A 甲基化更频繁，这可能为早期诊断提供价值，但本研究的样本例数较少，

且灵敏度不高，还需要更进一步的研究[24]。 
而 RASSF1A 的主要应用价值在预后方面，2012 年的一项研究测定了 HIN-1、RASSF1A、RIL 和

CDH13 四个基因甲基化与首次复发时间和总生存期的关系，结果显示只有 RASSF1A 甲基化与首次复发

时间和总生存期相关[25]。RASSF1A 的甲基化水平还被证明与雌激素(ER)和孕激素受体(PR)的表达有关，

这有助于对激素治疗反应的预测，从而改善预后[26]。还有研究表明 RASSF1A 可以通过增强多西他赛诱

导的细胞周期阻滞，协同抑制癌细胞生长和增殖，而 RASSF1A 的高甲基化会使其表达降低，从而抑制这

一过程，因此高甲基化 RASSF1A 是以多西他赛为基础的化疗在乳腺癌中疗效的重要调节因素[27]。此外，

还有研究使用带有甲基化特异性限制性内切酶(RE-dMSP)的数字 PCR 来检测前哨淋巴结裂解物中

RASSF1A 基因的甲基化，判断前哨淋巴结的转移状态，从而改善预后。结果显示出较高的灵敏度和与

OSNA 的一致性[28] [29]。 

3.3. APC 

APC，全名为结肠腺瘤性息肉病基因，位于染色体 5q21~22，为一个抑癌基因，其蛋白表达产物是

Wnt 信号转导途径的重要组成部分，在细胞的生长、发育、凋亡、移动、信号传递等方面起着重要的调

控作用[30]。APC 突变是导致家族性腺瘤性息肉病(FAP)患者和非 FAP 患者罹患结直肠癌的重要原因，而

一项研究中运用基于酵母的灵敏检测发现 18%的乳腺癌中也有体细胞 APC 基因突变(57%结直肠癌，小

细胞肺癌没有发现) [31]，这也令我们开始着眼于 APC 基因在乳腺癌中的相关研究。 
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2007 年 Liu Zhen 等人发现乳腺癌中 APC 基因启动子 1A 区甲基化会导致 APC 蛋白表达缺失、该基

因失活，从而诱导癌症发生[32]。2009 年 I Vander Auwera 等通过对 IBC 和非 IBC 的对比，发现 IBC 中

的 APC 启动子甲基化频率更高，这一结果提示 APC 基因的甲基化可能与肿瘤的表型有关[33]。2015 年

Menha Swellam 等人首次对血清标本进行了甲基化 APC 基因的检测，发现其在乳腺癌患者中显著高于良

性或正常人群，证明 APC 可能是早期检测乳腺癌的有价值的基于血清的分子标记物[34]。此外，还有研

究表明 APC 基因可能与低组织学分级[35]和侵袭行为(肿瘤大小、淋巴结和远处转移、生存率)有关[36]。 

3.4. 其他基因 

除了上面介绍的生物标志物外，其他基因的甲基化在乳腺癌诊断中也有很大的潜力。还有其他相关

基因如 SOX17、WNT5A、FOXA1 等基因，以上所有基因相关的信息见表 2。 
 

Table 2. Major methylation biomarkers in breast cancer 
表 2. 乳腺癌的主要甲基化生物标志物 

作者(发表年限) 样本量 样本类型 方法 应用 引用 

BRCA 

A Dobrovic 等(1997) 7 组织样本 Southern 
blot 

首次发现乳腺癌患者中 BRCA 基

因高甲基化 [17] 

Jing Feng 等(2009) 92 血清 MSP 乳腺癌的诊断、病理分型及治疗

评价 [18] 

Xinran Xu 等(2009) 851 组织样本 MSP 乳腺癌的预后分析 [50] 

Y. Xu 等(2013) 1163 组织样本 MSP 三阴性乳腺癌患者的预后 
分析 [21] 

Junkuo Li 等(2022) 70 组织样本 MSP 乳腺癌的预后分析及治疗 
评价 [51] 

Per E 等(2022) 637 血清 RRBS 
通过 BRCA1 甲基化预测三阴性

乳腺癌风险 [20] 

Oleksii Nikolaienko 等
(2023) 

411 成人和

1460 例新生儿 
411 例组织样本和

1460 例脐带血 RRBS 产前 BRCA1 基因突变与三阴性

乳腺癌的关系 [52] 

Yuwei Wang et al. 
(2024) 485 组织样本 - 三阴性乳腺癌的预后分析 [22] 

RASSF1A 

Hulya Yazici 等(2009) 100 血清 MSP RASSF1A 甲基化对高危妇女的

早期诊断价值 [25] 

Jia Xu 等(2012) 193 组织样本 RRBS RASSF1A 与首次复发时间和总

生存期相关 [26] 

Eun Young Gil 等
(2012) 55 组织样本 MSP RASSF1A 基因的甲基化与多西

他赛疗效有关 [53] 

Viera Kajabova 等
(2013) 151/201 组织样本/血清 QM-MSP RASSF1A 甲基化与 ER 和 PR 的

表达有关 [27] 

Mizuho Abe 等(2019) 166 前哨淋巴结活检 dPCR 评估前哨淋巴结的转移状态 [29] 
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续表 

APC  

Liu Zhen 等(2007) 76 组织样本 MSP 乳腺癌中 APC 基因启动子 1A 区

甲基化导致抑癌基因失活 [33] 

I Van der Auwera 等
(2009) 156 组织样本 MSP APC 基因的甲基化可能与 IBC

表型相关 [34] 

Menha Swellam 等
(2015) 121 血清 MSP APC 可能是早期检测乳腺癌的有

价值的基于血清的分子标记物 [35] 

Halaleh Shakeri 等
(2016) 75 组织样本 MS-MLPA 

APC 和 BRCA1 可作为乳腺癌患

者早期检测和治疗的标志物 [35] 

Saoussen Debouki-
Joudi 等(2017) 135 组织样本 MSP APC 的缺失与散发性和家族性乳

腺癌的侵袭行为有关 [37] 

4. 基于液体活检的 DNA 甲基化检测在乳腺癌中的研究进展及当前存在的问题 

随着液体活检的理念和相关技术的进步，其优势逐渐显现，通过无创或微创方法，可以检测血液和

其他类型体液中的肿瘤起源因子，以进行癌症诊断和监测，突破了传统癌症检测中样本获取难度大、病

人依从性较低、检测灵敏度低等多种局限性。而液体活检研究的关键在于 ctDNA 的相关研究，肿瘤特异

性 DNA 甲基化则是 ctDNA 的另一个关键畸变，其中也包括乳腺癌在内。 
一项在血浆中的研究发现，DAPK1 启动子甲基化在 BC 与正常人中有明显差异，且与转移相关[39]。

高 PTEN 和 SMAD4 甲基化程度被证明分别与肿瘤晚期、淋巴结转移阳性，ER 阳性、PR 阳性和 HER-2
阳性有关，且其在早期 BC 检测中优于 CEA 和 CA15 [40]。2018 年 Atefeh Shirkavand 等人研究了乳腺癌

患者 VIM、CXCR4、DOK7 和 SPDEF 基因的全血 DNA 甲基化状态，结果显示 VIM、CXCR4、DOK7 在

BC 患者中低甲基化，可以作为早期诊断生物标志物[41]。 
虽然已有许多研究表明，基于液体活检的 DNA 甲基化检测应用于乳腺癌的诊断等方面非常有前途，

但 2018 年 Xue Cao 等人的研究使用 450 K 甲基化芯片检测了 48 例散在 BC 病例和 48 例健康对照中

RASSF1A 和 ATM 的甲基化水平，发现两者没有显著差异[42]。因此，还需要进一步寻找更高灵敏度的

标志物组合，开发精度更高的甲基化检测方法来实现这一展望。 
表 3 列举了目前将 DNA 甲基化应用于乳腺癌液体活检的相关进展。 
 

Table 3. Advances in liquid biopsy-based DNA methylation detection in breast cancer 
表 3. 基于液体活检的乳腺癌 DNA 甲基化检测研究进展 

应用 基因 样本类型 方法 样本量 TNM 分期 ER/PR/HER-2+ 灵敏度/ 
特异性 ref 

诊断 VIM/CXCR4/DOK7/SPDEF 全血 qPCR 60/40 - - -/- [39] 

诊断/ 
预后 DAPK1/CAVIN3 全血 Methy SYBR 90/30 I、II/III、 

IV = 30/30 - - [37] 

诊断/ 
预后 PTEN/SMAD4 血清 qPCR 80/30 I、II/III、 

IV = 35/45 40/28/28 - [38] 

诊断 FHIT/BRCA1 血清 (BSP) 36/60 -/-/- -/-/- - [54] 

诊断 APC/BIN1/BRCA1/CST6/GSTP1/
p16/p21/TIMP3 血清 Mass  

Spectrometry 36/30 I、II/III、 
IV = 27/9 28/23/- - [55] 
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续表 

诊断 APC/ESR1/RASSF1A 血清 qMSP 79/19 -/-/- 53/38/26 - [56] 

诊断 ITIH5/DKK3/RASSF1A 血清 qMSP 138、604 -/-/- 109/96/20 67/69or82 [57] 

诊断 APCme/FOXA1me/RASSF1Ame 血清 Multiplex 
qMSP 44/39 I/II/III = 

16/19/9 40/37/- 81.8/76.9 [58] 

诊断 RASSF1A/MAL/SFRP1 血清 methylight 
qPCR 39/49 I、II/III、 

IV = 31/4 
I、II/III、 
IV = 31/4 41/10 [59] 

诊断 HIN-1/RASSF1A/RAR-β 血清 QM-MSP 119/125 I/II/III = 
44/21/24/ 48/52/22 96.6/81.6 [60] 

预后 ESR1 血清 Real-time 
MSP 122/30 - 19ER+/HER2− - [61] 

预后 GSTP1/RASSF1A/RARβ2 血清 OS-MSP 336/80 - - - [61] 

预后 KLK10, SOX17, WNT5A, MSH2, 
GATA3 血清 MSP 200/35 - - - [62] 

5. 结论 

本文回顾了 DNA 甲基化在乳腺癌早期诊断、预后评估和治疗指导中的潜在应用，并讨论了乳腺癌

DNA 甲基化检测液体活检技术的现状和挑战。目前将该技术广泛应用于临床还需要解决一些关键问题，

首先，ctDNA 在外周血含量非常少，根据估计，在早期癌症中，1 ml 血浆只能纯化两份 ctDNA [63]。其

次，乳腺癌不同于肺癌、结直肠癌等，可以使用痰液、粪便等体液作为样本，使得其在早期诊断中的灵

敏度进一步降低，但可以与乳腺癌的常规筛查方式(如钼靶、B 超等)方式结合进一步提高早期检出率。在

后续研究中，我们需要建立更标准化的样本处理流程和数据分析方法，增加采集量(如 10 mL 全血)以确

保有足够的 ctDNA 用于分析、除了常见的 ctDNA 甲基化，还可以采用外泌体特异性 RNA (如 miRNA)和
蛋白质标志物(如肿瘤相关抗原)的检测 panel，提高 DNA 甲基化作为乳腺癌生物标志物的可靠性。此外，

还需要关注提高检测技术的准确性和可重复性，以及开发反映肿瘤微环境和肿瘤进展的多标志物组合。

总之，DNA 甲基化在乳腺癌研究和临床应用中显示出巨大潜力，但仍需通过多学科合作和技术创新来克

服现有挑战，以实现其在乳腺癌精准医疗中的广泛应用。 
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