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  摘 要:DNA甲基化作为最重要的表观遗传学机制之一,与人类疾病,如癌症、神经系统疾病、心血管疾病

等密切相关。近年来,随着生物技术的不断发展,数字聚合酶链反应(dPCR)技术逐渐应用于甲基化检测领域,

dPCR技术作为一种新兴的绝对定量技术,通过将反应体系分割为大量微单元并结合泊松分布公式统计,明显

提高了DNA甲基化检测的灵敏度和精确度。该文系统综述了dPCR技术在DNA甲基化检测中的原理、技术

优势及其在恶性肿瘤诊断、年龄预测和慢性疾病筛查等临床应用中的最新进展。同时,该文探讨了当前dPCR
技术面临的成本高、操作复杂及通量有限等挑战,并展望了其与单细胞分析、多组学整合等技术的结合潜力。
未来,dPCR技术有望通过技术优化与多学科融合,为精准医疗和疾病早期诊断提供更高效、可靠的检测手段。
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Abstract:As

 

one
 

of
 

the
 

most
 

important
 

epigenetic
 

mechanisms,DNA
 

methylation
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

hu-
man

 

diseases,such
 

as
 

cancer,nervous
 

system
 

diseases,and
 

cardiovascular
 

diseases.In
 

recent
 

years,with
 

the
 

continuous
 

development
 

of
 

biotechnology,digital
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(dPCR)
 

technology
 

has
 

been
 

grad-
ually

 

applied
 

to
 

the
 

field
 

of
 

DNA
 

methylation
 

detection.As
 

an
 

emerging
 

absolute
 

quantitative
 

technology,

dPCR
 

technology
 

significantly
 

improves
 

the
 

sensitivity
 

and
 

accuracy
 

of
 

DNA
 

methylation
 

detection
 

by
 

dividing
 

the
 

reaction
 

system
 

into
 

a
 

large
 

number
 

of
 

micro-units
 

and
 

combining
 

Poisson
 

distribution
 

formula
 

statistics.
This

 

article
 

systematically
 

reviews
 

the
 

principle
 

and
 

technical
 

advantages
 

of
 

dPCR
 

technology
 

in
 

DNA
 

methyl-
ation

 

detection,and
 

its
 

latest
 

progress
 

in
 

clinical
 

applications
 

such
 

as
 

malignant
 

tumor
 

diagnosis,age
 

prediction
 

and
 

chronic
 

disease
 

screening.At
 

the
 

same
 

time,this
 

review
 

discusses
 

the
 

challenges
 

of
 

current
 

dPCR
 

technol-
ogies

 

such
 

as
 

high
 

cost,complex
 

operation,and
 

limited
 

throughput,and
 

looks
 

forward
 

to
 

its
 

potential
 

in
 

com-
bination

 

with
 

single-cell
 

analysis
 

and
 

multi-omics
 

integration.In
 

the
 

future,dPCR
 

technology
 

is
 

expected
 

to
 

provide
 

a
 

more
 

efficient
 

and
 

reliable
 

detection
 

method
 

for
 

precision
 

medicine
 

and
 

early
 

diagnosis
 

of
 

diseases
 

through
 

technical
 

optimization
 

and
 

multidisciplinary
 

integration.
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  表观遗传调控在机体的生长发育中发挥着重要

作用,其中DNA甲基化作为基因表观遗传调控的主

导修饰形式[1],对基因表达水平的精准调控至关重

要。DNA甲基化依托于DNA甲基转移酶的催化活

动,利用S-腺苷甲硫氨酸作为甲基来源,在经过催化

作用后将甲基转移至DNA特定碱基,其涉及多个关

键的生物学事件,包括胚胎早期发育、基因组印记作

用、X染色体活化及重复序列沉默等[2],维系着真核

生物基因组的稳态。然而,DNA甲基化异常会诱发

癌症、心血管疾病、神经系统疾病及自身免疫性疾病

等多种疾病的发生和发展[3]。因此,精确检测机体中

DNA甲基化水平对深入探讨相关疾病的发病机制,
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以及实现疾病的早期诊断、有效医疗的干预和后续健

康状况检测具有决定性意义。随着DNA甲基化领域

研究的不断深入,众多检测技术应运而生,常见的

DNA甲基化检测技术包括甲基化特异性聚合酶链反

应(MSP)、实时荧光定量PCR(qPCR)、甲基化敏感性

限制性内切酶PCR(MSRE-PCR)及各种甲基化测序

技术等[4]均存在灵敏度低或重复性差等问题,给精准

检测带来了严峻挑战。数字PCR(dPCR)作为近年来

快速发展的高通量分子分析方法,凭借其独特优势在

DNA甲基化检测中展现出广阔的应用前景。本文主

要介绍数字PCR技术及其在DNA甲基化检测中的

应用。

1 基于dPCR的DNA甲基化检测技术

1.1 PCR技术在DNA甲基化检测中的发展历程 
PCR技术在DNA甲基化检测中的应用历史悠久,早
在1996年,HERMAN等[5]报道了 MSP技术,该技

术首先设计区分经亚硫酸氢盐处理后的DNA甲基化

位点和非甲基化位点的引物,经PCR扩增后通过凝

胶电泳进行检测,根据条带的有无判断基因是否发生

了甲基化[6]。虽然 MSP技术简单易行,但仅能进行

已知序列的定性检测,难以满足定量评估甲基化

DNA水平的迫切需求。随后,有研究者开发出了

qPCR甲基化检测方法,除了设计针对甲基化和非甲

基化序列的引物外,还在PCR的反应体系中引入了

荧光基团,实时检测每个 PCR循环产物的荧光信

号[7],并通过标准曲线对亚硫酸盐转化后的DNA进

行定量分析。qPCR虽在一定程度上有所进步,但仍

然存在易受PCR抑制剂干扰、检测罕见甲基化等位

基因的灵敏度有限及标准化过程中可能存在偏移等

问题。在此形式下,研究人员在qPCR的基础上开发

了dPCR技术,成功实现对单个甲基化分子高灵敏度

检测,为疾病检测和筛选提供了强有力的手段。

1.2 基于dPCR的DNA甲基化检测技术的基本原

理 dPCR技术是20世纪90年代末兴起的高精度核

酸分子绝对定量技术,其基本原理可视为将qPCR体

系分而治之,即将传统qPCR的单反应体系分散为数

万个独立的微小单元,实现对DNA模板的绝对定量。
在这一过程中,各微小单元不含DNA模板,或仅含有

1个至多个DNA模板,这些微小单元同步进行PCR
扩增反应,随后对扩增后的终点信号进行集体检测与

分析,从而精确计算出原始模板DNA的浓度[8]。当

反应单元存在DNA模板则读取为阳性信号,而反应

单元不存在DNA模板读取为阴性信号,DNA模板在

反应单元的分布符合泊松分布,通过统计反应单元总

数和阴、阳性反应单元数目,依据泊松分布公式可精

确计算出原始模板DNA的浓度,实现DNA的精确

定量[9]。由于DNA甲基化过程中序列不变,直接检

测无法识别甲基化和未甲基化的状态,故使用dPCR
进行甲基化水平检测时,需先对DNA样本进行亚硫

酸氢盐处理或应用特定的限制性酶预分解。亚硫酸

氢盐转化可使未经甲基化DNA中的胞嘧啶将转变为

尿嘧啶,而甲基化的胞嘧啶(5-甲基胞嘧啶)则保持不

变[10],这一过程可以将甲基化的变化显现为可辨识的

序列变异,从而通过设计能够特异性结合甲基化或未

甲基化序列的引物和探针,实现对DNA甲基化程度

的精确量化。限制性内切酶处理则利用对甲基化区

域和非甲基化区域不同切割特性,使DNA被分解为

不同大小的片段,便于dPCR分析目标位点的甲基化

水平[11]。

2 dPCR在DNA甲基化检测中的优势

2.1 高灵敏度 相对于其他检测方法,dPCR技术在

检测微量DNA甲基化水平方面表现卓越,其通过将

反应体系分隔为大量独立的微反应单元,有效降低反

应体系的信号本底噪音,避免了罕见目标基因淹没在

大量背景信号中。若进行多重PCR扩增时,每个反

应单元最多含一种模板分子,消除了不同模板分子扩

增的竞争抑制,使罕见目标基因更容易被检出[12]。例

如,在针对罕见肿瘤相关基因甲基化的检测中,dPCR
技术能够从海量的DNA背景中敏锐地捕捉到极其微

量的甲基化信号,为疾病的早期发现和精准诊断提供

了可能。众多研究实例,如BEINSE等[13]基于微滴

式数字PCR(ddPCR)技术对子宫内膜癌患者血浆中

的循环肿瘤DNA(ctDNA)进行高度特异性和敏感性

检测;YU等[14]对ddPCR甲基化检测方法与广泛运

用的传统qPCR甲基化检测方法性能进行了比较,结
果表明ddPCR甲基化检测方法比传统的qPCR甲基

化检测方法灵敏度高25倍;WU等[15]将 MSRE-PCR
与高灵敏度ddPCR技术相结合,与标准 MSRE-PCR
比较,2 种 方 法 联 合 更 适 合 于 DNA 浓 度 较 低

(0.651
 

ng)样本的DNA甲基化分析,具有更高的灵

敏度。以上研究实例均充分证明了dPCR技术在检

测灵敏度方面的明显优势,为不同肿瘤中其他基因甲

基化位点的分析开辟了新途径。

2.2 高精确度 dPCR技术相比其他甲基化检测方

法具有较高的精确度,为甲基化水平的精确定量检测

提供了全新的可靠技术。dPCR技术通过对大量微反

应单元阴、阳性荧光信号进行精确计数,并运用泊松

分布进行校正,能够直接准确统计出反应初始模板数

量,实现了对目标基因的绝对定量。同时,将反应体

系分隔的特点也有助于将模板和抑制物分配到不同

单元,提高了对抑制剂的耐受程度[12]。多项研究,如

VAN
 

WESENBEECK等[16]将优化后的ddPCR与传
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统qPCR针对一组结肠腺瘤石蜡包埋样本上2个独

立CpG位点的检测结果进行了比较,数据表明,使用

ddPCR对低输入样本的甲基化检测更准确;NELL
 

等[17]建立了 MSRE-PCR和dPCR,以量化与亚硫酸

氢盐转化无关的DNA甲基化的目标密度,并通过校

准曲线对各种健康和恶性肿瘤样本Ras相关区域家

族基因启动子甲基化的量化证实了dPCR的高精确

度;ARROYO等[18]证明了ddPCR能够检测和验证

与产前烟草暴露相关区域相邻CpGs之间的DNA甲

基化水平和复杂模式,并研究了下一代亚硫酸氢盐测

序的DNA甲基化检测性能,结果表明,ddPCR、dPCR
都是可重复的,并且ddPCR在大规模群体研究中显

示出高通量DNA甲基化分析的独特优势,并提供了

精确测量复杂区域目标CpGs
 

DNA甲基化的特异性。
以上研究均有力地证实了dPCR技术在甲基化检测

中的高精确度,为大规模群体研究中的高通量DNA
甲基化分析提供了有力支持。

3 dPCR甲基化检测技术在临床中的应用

3.1 恶性肿瘤的诊治 液体活检技术作为一种新兴

的非侵入性检测手段发展迅速,尤其是ctDNA检测

在肿瘤筛查与诊断方面应用广泛[19]。由于DNA甲

基化异常多发生在癌症早期阶段且具有组织特异性,
因此,ctDNA甲基化成为肿瘤筛查、诊断、疗效评估及

预后风险分层最有潜力的标志物,但体液中的DNA
极其 微 量,健 康 个 体 血 浆 中 DNA 浓 度 为0~25

 

ng/mL,恶性肿瘤患者为349~475
 

ng/mL[20-21],其中

仅有部分携带异常的DNA甲基化模式,给甲基化检

测带来了技术方面的挑战。dPCR技术高灵敏度使其

在肿瘤甲基化标志物检测中具有广阔的应用前景,可
辅助临 床 诊 断、治 疗 及 肿 瘤 早 诊 筛 查。如 FUNG
等[22]使用ddPCR检测50例头颈部鳞癌(HNSCC)和

58例对照受试者的口腔冲洗液中肿瘤抑制基因的甲

基化水平,包括配对盒基因5(PAX5)、内皮素受体B
型(EDNRB)、结直肠癌缺失基因(DCC),分析ddPCR
检测PAX5、EDNRB、DCC

 

甲基化用于 HNSCC诊断

准确率及治疗后监测复发率;在另一项研究中采用

ddPCR对
 

73例急性髓细胞白血病(AML)患者和68
例健康对照者的外周血标本中Grainyhead样蛋白2
基因(GRHL2)甲基化水平进行检测,探讨 GRHL2
甲基化在AML诊断、治疗反应及预后中的价值。虽

然dPCR具有更优越的检测性能,但多通路检测能力

有限。因 此,ZHAO 等[23]开 发 了 多 重 数 字 MSP
(mdMSP)平台,利用该平台同时分析4种甲基化生

物标志物,用于液体活检基础上的非小细胞肺癌

(NSCLC)检测,结果显示,与传统 MSP比较,mdMSP
在无创检测早期NSCLC方面充分展示了dPCR在肿

瘤诊治中的优越性能和明显优势。

3.2 年龄预测 DNA甲基化与衰老过程紧密相关,
其修饰随着时间的推移在某些基因上逐渐积累,能够

在一定程度上反映出身体实际的年龄和衰老程度,因
此,DNA甲基化标记成为有效的年龄预测生物标志

物。dPCR技术凭借高精度定量能力,被广泛用于检

测和分析与年龄相关的甲基化标记实现高精度的表

观遗传年龄预测。例如LEE等[24]通过ddPCR检测

76例个体唾液标本中4种靶基因CpG位置的甲基化

程度,准确地追踪唾液标本的年龄,并构建了基于

ddPCR的年龄预测模型;MANCO等[25]开发了一种

双重ddPCR检测56例健康人外周血标本中超长链

脂肪酸延伸酶2基因(ELOVL2)基因CpG位点的甲

基化水平,基于检测结果构建表观遗传年龄预测模

型,以实现准确估计年龄的目的;在另一项相似研究

中,DIAS等[26]基于ddPCR使用双标记探针靶向甲

基化和非甲基化DNA序列,检测了58例健康个体血

源性DNA 标本中已被充分记录的年龄相关基因

ELOVL2、四LIM 结构域蛋白2基因和磷酸二酯酶

4C基因的DNA甲基化水平,建立了年龄预测模型。
目前,ddPCR的大多数仪器只能同时检测2个目标,
导致成本高、样品浪费等,因此,ZHOU等[27]开发了

一个针对8个DNA甲基化靶点的多重ddPCR系统,
验证了8-plex高通量ddPCR系统在DNA甲基化分

析各个方面的有效性和可取性,获得的DNA甲基化

值与年龄有很强的相关性,建立了一个高度准确的年

龄预测模型。以上研究构建了基于dPCR的年龄预

测模型,这些模型在法医学和健康研究等领域展现出

了极为广阔的应用前景和巨大潜力。

3.3 慢性疾病诊断 DNA甲基化的改变是人体内

外环境相互作用的结果,可作为慢性疾病早期筛查和

早期诊断极具前景的分子标志物。已有多项研究利用

dPCR技术检测DNA甲基化生物标志物,成功实现了

慢性疾病的早期诊断。例如,在糖尿病的研究中,研究

人员利用dPCR技术检测与胰岛素分泌相关基因的甲

基化水平,为糖尿病的早期预警和发病机制的研究提

供了全新的视角与思路[28];CARDOSO 等[29]利用

dPCR技术评估慢性阻塞性肺疾病(COPD)患者唾液

标本中的甲基化谱,建立了与COPD和新型冠状病毒

感染的紧密联系。另有项研究通过dPCR甲基化检

测 方 法 实 现 了 心 肌 梗 死 的 诊 断[30];USMANI-
BROWN等[31]使用ddPCR检测1型糖尿病患者血清

中甲基化水平以预测发病等。以上研究为慢性疾病

的早期诊断和治疗提供了全新的思路、方法和途径。

4 结语与展望

4.1 现有成果总结 dPCR技术通过将反应体系分
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割为微单元并基于泊松分布实现绝对定量,已成为

DNA甲基化检测领域的重要工具,通过检测DNA甲

基化生物标志物对疾病筛查、患者分层和个性化治疗

方法具有潜在价值。dPCR技术的高灵敏度和多通路

检测能力使其在疾病早期诊断和筛查领域具有广阔

应用前景[32]。

4.2 现阶段所面临的问题 虽然dPCR技术具有众

多优势,但在实际应用中仍然存在一些局限性:(1)较
高的实验成本是其广泛应用的一大阻碍,限制了其普

及范围;(2)操作流程的复杂性对操作人员的专业素

养和经验提出了更高要求,增加了培训成本,提升了

操作失误的风险;(3)面对大规模标本检测时效率较

低,影响疾病诊断和研究进度;(4)dPCR在DNA甲

基化检测中的应用虽已取得了一定的积极成果,但仍

需要通过进一步大规模临床验证来夯实其科学基础

和临床应用价值。

4.3 应用前景 dPCR甲基化检测与其他新兴技术

的深度融合将成为未来发展的重要趋势。例如,当与

基因编辑技术紧密结合时,不仅可以检测DNA的甲

基化,还可以对异常的甲基化位置进行精确修复和调

整,从而从根本上修正基因表达的不正常现象。通过

与单细胞分析技术的密切合作[33],可以更深入地研究

单个细胞内DNA甲基化的多样性和动态变化,这将

为细胞生物学和疾病发生机制的深入研究提供一个

更加细致的视角。结合多组学的发展趋势,将DNA
甲基化的数据与基因组、转录组、蛋白质组等多种组

学数据进行深入整合分析,构建更为系统和完整的疾

病模型,全方位揭示疾病的发生、发展机制及个体健

康状态,为精准医疗的发展提供强大的技术支持。
总之,dPCR技术在甲基化检测领域具有巨大的

应用潜力。通过不断的优化和创新,有望使dPCR技

术在甲基化检测中发挥更大的作用,为生物学研究和

临床应用提供有力支持。
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