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[摘  要] 粪便DNA甲基化检测是一种基于DNA甲基化在正常细胞和癌变细胞之间差异的结直肠癌

(Colorectal Cancer, CRC)早期诊断方法。该技术简单、无创伤,具有较高的敏感度和特异度。用于检测

的标志分子,包括隔膜蛋白9(Septin 9 gene, SEPT9)、波形蛋白(Human Vimentin, VIM)、分泌型卷曲相关

蛋白2(Secreted Frizzled Related Protein 2, SFRP2)等已在一些地区被批准用于筛查和诊断,而其他的标志

分子如人肿瘤高甲基化1基因(Hypermethylated in Cancer1,HIC-1)、组织因子通道抑制因子2(Tissue 

Factor Pathway Inhibitor2,TFPI2)和黏结蛋白聚糖2(Syndecan-2,SDC2)也显示出了潜在价值。尽管仍需要

更多的临床验证,但粪便DNA甲基化检测为提高结直肠癌的早期筛查检出率和早期治疗率提供了重要

工具。 
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Early diagnosis of colorectal cancer based on stool DNA methylation 
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[Abstract] Stool DNA methylation detection is a method for the early diagnosis of Colorectal Cancer(CRC) 

based on differences in DNA methylation between normal cells and cancerous cells. It is simple, non-invasive 

and of high sensitivity and specificity. Marker molecules such as Septin 9 gene (SEPT9), Human Vimentin 

(VIM), Secreted Frizzled Related Protein 2 (SFRP2), etc. are used for detection and have been approved for 

screening and diagnosis in some regions. Other biomarkers such as Hypermethylated in Cancer 1 (HIC-1), 

Tissue Factor Pathway Inhibitor 2 (TFPI2), and Syndecan-2 (SDC2) have also shown potential value. Although 

more clinical validation is needed, stool DNA methylation testing provides an important tool for improving 

screening rates and early detection of CRC.  
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前言 

结直肠癌(Colorectal Cancer,CRC)是一种常见的恶性肿

瘤,全球发病率排第三,死亡率排第二位[1]。每年有数百万人被

诊断,其中一半以上患者在发现时已进入晚期,治疗效果较差,

且生存率低下。CRC早期形态较小,不引起明显的周围组织变化,

患者往往不会感到任何不适。因此,定期筛查是早期CRC发现和

治疗的关键,例如大便隐血试验或结肠镜检查。随着CRC的发展

及变大,开始侵犯周围组织,相关症状就会出现,包括：排便习惯

的改变(如便秘、腹泻或轮替性),明显的血便,持续的腹部不适

或疼痛,体重减轻,疲劳和乏力。上述症状可能是由于肿瘤在物

理上阻碍了肠道,或者是由出血造成的贫血。当CRC进展到更晚

的阶段,肿瘤可能已经扩散到结肠或直肠的深层组织,或者转移

到其他器官,如肝脏、肺部或腹膜。晚期CRC的治疗要复杂得多,

通常需要结合手术、放疗和化疗,其治愈率下降,且复发和死亡

的风险增加。为了提高生存率和减少死亡风险,对于高风险人群

或者到了一定年龄的人,推荐进行定期的结肠癌筛查。通过筛查,

许多CRC可以在无症状的早期阶段被发现,从而获得更高的治疗

成功率。 

结直肠癌的发生通常经历腺瘤-不典型增生-癌这一演变过

程,这一过程大概10-15年。而干预越早生存率越高,到了疾病进

展期,生存率就会随着时间的推移而显著下降,手术效果也不佳,

治疗费用反而越来越高。(引用自文献[2-3],有修改) 

一般,结直肠癌经历腺瘤-不典型增生-癌这一演变过程,约

为10-15年。干预越早,患者的生存率越高。据统计,当CRC在早

期被发现并治疗时,5年生存率可超过90%(如图(1),而当CRC在

晚期才被发现时,该比例将大幅度下降。此外,早期的CRC患者可

以有更多的治疗选择,包括内镜下治疗、手术切除、化疗、放疗

等[2-3]。这些治疗在早期癌症上往往更为有效且副作用更小,且

早期治疗可以降低复杂手术和其他高风险治疗的需要,从而降

低并发症的风险。 
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当前CRC诊断方法的金标准仍然是结肠镜检查,该方法较为

准确,可以查看结直肠的内部并取组织样本进行活检。然而,该

方法属于侵入性操作,相对复杂,且患者的肠道准备较为麻烦,

可能对患者造成不适,使得患者依从性较低。另外,由于结直肠

管在检查时可能出现皱缩,导致内镜所见肿物与肛缘距离可能

产生误差,需要结合计算机断层扫描(computed tomography, 

CT)、磁共振成像(magnetic resonance imaging, MRI)等方法

明确病灶部位[4]。除此之外,粪便潜血试验是一种非创伤性检测,

可检出粪便隐血,但其可能出现假阳性或假阴性的结果。CT结肠

造影,是一种图像诊断方法,可以查看大肠的组织形态,但一般

只能看到中晚期占位性病变,不适用于CRC的早筛。因此,寻找新

的诊断方法极为迫切,它应具有非创伤性、准确性、可及性,以

减少对患者的身体和心理压力,同时确保尽量少的假阳性和假

阴性结果。简单、准确和无创的早期诊断CRC的方法不仅可以鼓

励更多人群定期进行筛查,提高早期发现率和患者生存率,还能

为医疗体系带来更大的经济效益。粪便基因检测,无侵入性、敏

感度强、特异度高,结果不受肿瘤所在位置的影响,对近端肠癌

和远端肠癌都能够有效检出,并且腺瘤的检出率远高于粪便隐

血试验,是具有前景的CRC癌前病变筛查方法[5]。本文综述了CRC

早期诊断中粪便DNA甲基化检测技术的基本原理、标志分子及其

应用现状的研究进展。 

1 结直肠癌早期诊断手段 

CRC是全球癌症发病率和死亡率较高的恶性肿瘤之一。早期

诊断和治疗是提高CRC患者生存率的关键。目前,CRC的常规筛查

方法主要包括粪便潜血试验、结肠镜检查和影像学检查等。然

而,这些方法都存在一定的局限性。粪便潜血试验虽然简单易行,

但其准确性较低,很容易产生误诊和漏诊。结肠镜检查虽然准确

性较高,但其侵入性较强,存在穿孔、出血等风险,患者普遍对此

感到不适和抵触[6]。影像学检查则主要用于确定肿瘤的位置和

分期,并不能直接检测肿瘤的早期变化。因此,研究人员一直在

寻找更准确、非侵入性的早期诊断方法。 

DNA甲基化是一种表观遗传学修饰方式,具体表现为一个

甲基基团(CH3)加到DNA分子的胞嘧啶(C)碱基上,形成5-甲基

胞嘧啶。这种修饰通常发生在CpG岛上(cytosine-Phosphoric 

acid-guanine,CpG),是一个富含胞嘧啶和鸟嘌呤的DNA序列区

域。当CpG岛发生甲基化时,与之相关的基因通常会被沉默或其

表达受到抑制。在某些癌症中,特定基因的异常甲基化与癌症的

发生和发展密切相关。在CRC中,研究表明某些与癌症抑制相关

的基因会发生异常甲基化,如锯齿状肿瘤的表观基因组不稳定

性依赖于CpG岛甲基化的失调。抑制基因启动子区域的异常高甲

基化导致基因沉默并促进了肿瘤进展[7]。随着科学技术的进步,

现在我们可以从粪便样本中提取DNA,并检测其甲基化状态。通

过对这些DNA进行甲基化分析,可以评估是否存在与CRC相关的

异常甲基化,从而来早期诊断结直肠癌,粪便DNA甲基化检测技

术便应运而生。 

2 粪便DNA甲基化检测 

人类肠道每时每刻都有许多肠道上皮细胞脱落进入肠腔,随

粪便一起排出体外。粪便DNA检测便是基于肠道上皮细胞不断脱

图 1 结直肠癌的演变过程：腺瘤-不典型增生-癌 
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落的一种新的肠道肿瘤筛查方法[8],通过收集粪便中脱落的肿瘤

细胞进行DNA分离,可以检测出异常的遗传和表观遗传改变。通过

这种方式,KRAS突变和一些特定基因(如BMP3,NDRG4,TFP12和

vimentin等)的异常甲基化被用于鉴别肠道肿瘤[9-11]。鉴于粪便

DNA检测无创、便捷和性能优异等特性,非常适合用于一般风险

人群的大规模筛查。2016年,粪便DNA检测首次被美国预防服务

工作组认可成为结直肠癌筛查策略[12]。此后,粪便DNA检测又陆

续被美国多学会工作组、NCCN和美国癌症协会颁发的CRC筛查指

南当中推荐[13-15]。 

DNA异常低甲基化一般发生在癌症的早期阶段,如炎症、腺

瘤、早期腺癌等阶段(如图2)。几乎75%的CRC病例有肿瘤抑制基

因APC(adenomatous polyposis coli)突变,引起Wnt信号激活,

导致肠内腺瘤性息肉的发展[16]。有研究表明,泛酸羧基末端水

解酶L1(ubiquitin carboxy-terminal hydrolaseL1,UCHL1)可

能通过其去泛素化活性激活β连环蛋白/T细胞因子(β-catenin/ 

TCF)途径,使得人回盲肠癌细胞(Human Return Cystic Cancer 

Cells,HCT-8)增殖、侵袭和转移增强,从而促进了结直肠癌的进

展[17]。腺瘤细胞中的Kras G12D突变可导致息肉形成增加,甚至

引发晚期恶性表型[16]。CRC表现出一致的基因组改变亚型特征

模式,显著突变的基因包括APC、TP53、SMAD4、PIK3CA和KRAS

等[18]。DNA甲基化是指DNA序列中的CpG位点(胞嘧啶-磷酸-鸟嘌

呤位点)在DNA甲基转移酶催化下,通过将胞嘧啶转化为5-甲基

胞嘧啶,以S-腺苷甲硫氨酸为甲基供体的过程。DNA甲基化是一

种重要的表观遗传修饰方式,它在基因调控、细胞分化以及疾病

发生中起着重要的作用[19]。特别是在癌症的发生和发展中,DNA

甲基化的异常变化往往与基因的沉默、失活以及细胞增殖的异

常有关[20]。因此,通过检测DNA甲基化的状态,可以为癌症的早

期诊断、预后评估和治疗提供重要的信息。 

 

图2 基因突变和甲基化参与早期腺癌的形成 

肠癌发生的各个阶段参与突变的基因如图所示。DNA异常低

甲基化一般发生在癌症的早期阶段(炎症、腺瘤、早期腺癌等阶

段)。另外有研究表明,UCHL1可能通过其去泛素化活性激活β

-catenin/TCF途径,使HCT-8增殖、侵袭和转移增强,从而促进结

直肠癌的进展。(引用自文献[16-18],有修改) 

粪便DNA甲基化检测是一种新兴的CRC早期诊断方法,具有

许多优势。首先,这种检测方法是非侵入性的,不需要进行手术

或者其他创伤性的操作,只需要收集患者的粪便样本即可进行

检测。相比之下,传统的CRC诊断方法,如结肠镜检查或者组织活

检,需要插入器械进入患者体内,给患者带来一定的不适和风

险。其次,粪便DNA甲基化检测具有简便快捷的特点。患者只需

要在家中或者医院收集一份粪便样本,无需复杂的操作或者特

殊的设备,将样本送至实验室进行检测即可。相比之下,传统的

CRC诊断方法需要预约和前往医院进行检查,可能需要花费较长

的时间和精力。 后,粪便DNA甲基化检测还具有低成本的优势。

相比传统的CRC诊断方法,如结肠镜检查或者CT,粪便DNA甲基化

检测的费用更为低廉。这是因为粪便DNA甲基化检测不需要昂贵

的医疗器械和专业人员的操作,只需要一些基本的实验室设备

和技术即可完成。根据检测原理,粪便DNA甲基化检测可分为单

基因和多基因两大类。 

2.1单基因甲基化检测 

单基因甲基化检测,本文列举了目前 主要的5个检测靶标,

分别是分泌型卷曲相关蛋白2(Secreted Frizzled Related 

Protein 2, SFRP2)、肿瘤高甲基化1基因(Hypermethylated in 

Cancer1,HIC-1)、波形蛋白(Human Vimentin, VIM)、组织因子

途径抑制剂(Tissue Factor Pathway Inhibitor 2,TFPI2)、黏

结蛋白聚糖2(Syndecan-2,SDC2)。各靶标分子的作用以及检测

的优势和局限性如表1所示。其中,SFRP2、TFPI2、SDC2这3个基

因具有双高的特性(CRC高敏感度和高特异度),使得相关的CRC

筛查检测产品备受关注。 

2.1.1 SFRP2 

SFRP2是关键的细胞信号调节蛋白,参与多种生物学过程,

包括细胞增殖、分化和凋亡。其核心作用在于与Wnt信号通路进

行交互,从而调节细胞功能。在正常情况下,SFRP2与Wnt配体和

卷曲受体结合,维持细胞的稳态。然而,早期的研究结果显

示,CRC中SFRP2基因出现明显的甲基化改变。这些改变导致

SFRP2的表达减少,进而影响其功能。 关键的发现是,当SFRP2

基因发生甲基化,Wnt信号通路会被其激活,引起细胞功能失调,

特别是促进了癌细胞的增殖和生长,是CRC发生的关键步骤[21]。

在CRC细胞中,SFRP2表现出高度的甲基化。而这种甲基化状态与

CRC的早期发现和预后评估有很强的相关性。为了进一步利用这

一发现,有研究者尝试使用粪便DNA甲基化检测技术来检测

SFRP2基因的甲基化水平。这种技术为CRC的早期诊断和筛查提

供了新的方法[22]。 

2.1.2 HIC-1 

HIC-1基因,作为一种肿瘤抑制基因,扮演着至关重要的角

色。首先,HIC-1基因位于第17号染色体的p13.3位点,这一定位

使其容易受到甲基化的影响。在健康组织中,HIC-1基因被普遍

表达,并在细胞功能中扮演重要角色。该基因不仅能够调节正常

细胞系,也可影响多种肿瘤细胞系的细胞增殖、存活和生长停

滞。在肝癌和CRC等恶性肿瘤中,甲基化使得HIC-1基因的表达显
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著下降,而且甲基化的HIC-1基因在某些肿瘤的早期阶段就可以

被检测到。因此,HIC-1基因甲基化可能是促进这些肿瘤发展的

关键机制之一[23]。 

为了进一步证实这一假设,研究者对CRC患者的粪便进行了

检测,结果显示HIC-1启动子的甲基化阳性。相反,健康人的粪便

样本中并没有检测到这种甲基化的改变。通过粪便中的DNA甲基

化检测,我们可以早期检测到HIC-1基因的甲基化状态,为患者

提供早期治疗并评估其预后。这一发现进一步强调了HIC-1基因

甲基化水平在CRC中的重要临床意义[24]。 

2.1.3 VIM 

波形蛋白是一种关键蛋白质,在正常间质细胞中广泛表达,

并在维持细胞完整性中起到核心作用[25]。一项研究揭示,VIM基

因的启动子区域的异常甲基化现象可能是导致结直肠细胞癌变

的重要环节,并且对CRC具有高敏感性(83%)和特异性(82%)[9]。

更为关键的是,检测人类粪便DNA中异常的波形蛋白外显子1甲

基化发现了近一半的结肠癌患者,特异性为90%。这种异常甲

基化并不仅仅是CRC的一个简单标记,而是与CRC的发生和发

展有着深刻的关联。这意味着,VIM可能是一个CRC的潜在治疗

靶点[26]。 

此外,科学家基于这一研究成果开发出了一个粪便DNA甲基

化检测技术,可以非常精确地检测VIM基因启动子区域的甲基化

水平。初步的实验数据表明,这种检测方法不仅非常敏感,而且

特异度也很高。因此,它有可能成为未来CRC筛查的重要工具,

有望大大提高CRC的早期诊断率[27]。 

2.1.4 TFPI2 

TFPI2,作为Kunitz型丝氨酸蛋白酶抑制剂家族的一员,在

细胞外基质中扮演着关键的角色。它的存在可以防止细胞外基

质被降解,并对癌细胞的体外增殖及集落形成产生抑制作用。但

值得关注的是,TFPI2基因的甲基化会导致该基因的沉默,为细

胞的侵袭性行为打开大门,并在癌症的形成与扩展中发挥核心

作用[28]。早期的研究成果进一步突显了这一点。对于CRC的检

测而言,研究人员发现,通过对粪便样本中TFPI2的甲基化进行

检测,可以达到令人瞩目的95%的准确率[29]。这不仅表明该检测

手段在敏感度上表现出众,其特异度也极高,为临床提供了一个

强有力的工具,用于早期识别出患有CRC的病人。如此高的准确

率意味着我们可以更早地、更准确地定位并诊断CRC,从而赋予

患者接受早期治疗的机会,这对于提高治疗效果及预后评估都

是极为关键的。 

表 1 单基因甲基化检测靶标分子

标志分子 作用 优势 局限性

分泌型卷曲相关蛋

白 2(SFRP2)

调节细胞功能,与 Wnt

信号通路交互

早期诊断和预后评估有很强的相

关性；CRC 的早期筛查的新方法

只是基于甲基化检测

肿瘤高甲基化 1基

因(HIC-1)

调节细胞增殖、存活

和生长停滞

非常有前景的 CRC 早期诊断方法 敏感度偏低,只是基于甲基化检测

波形蛋白

(VIM)

维持细胞完整性,上

皮-间质转化的标志

早期诊断率可能会大大提高；有望

成为 CRC 筛查的重要工具

敏感度偏低,需进一步研究验证其

作为 CRC 治疗靶点的可能性

组织因子途径抑制

剂(TFPI2)

防止细胞外基质被降

解,抑制癌细胞体外

增殖及集落形成

早期识别出患有 CRC 的病人的强

有力工具

仍需验证在不同阶段和类型的 CRC

中的应用性

黏结蛋白聚糖 2

(SDC2)

调节细胞黏附、迁移、

增殖及血管生成

改变 CRC 的早期诊断模式,为患者

提供更为精准的治疗选择

SDC2 的过度表达与其 DNA 的甲基

化共存可能造成的复杂性需要进

一步研究
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2.1.5 SDC2 

SDC2是细胞表面的关键蛋白多糖,涉及多种生物过程,如细

胞黏附、迁移、增殖及血管生成。 新研究证实,SDC2与多种癌

症类型,特别是上皮性肿瘤,密切相关[30]。在CRC中,SDC2的功能

尤为受到关注,它通过调节癌细胞与其微环境的相互作用,显著

促进肿瘤的生长及转移。SDC2基因甲基化是理想的早期肠癌标

志物,一项研究显示,利用血液样本检测SDC2,97.8%的结直肠癌

患者SDC2甲基化水平显著增高[31]。另一项近期的研究中,粪便

SDC2基因甲基化在癌前病变及癌症各阶段稳定地高表达[32]。这

些研究都同样验证了作为一个潜在的基因标志物,SDC2有着很

高的结直肠癌的检测的敏感度和特异度。这为临床辅助诊断早

期结直肠癌又提供了一个有力的武器。 

除以上标志物以外,还有一些甲基化标志物如N-Myc下游调

节基因4(N-myc downstreem-regulated gene4,NDRG4)[51],骨形

态发生蛋白3(bone morphogenic protein 3, BMP3)[51],Wnt抑

制因子-1(Wnt inhibitory Factor 1,WIF-1)被证实也可应用于

结直肠癌的早期诊断[22]。 

2.2多基因联合检测 

近年来,多种肠癌基因甲基化标志物被发现。为了避免单基

因检测的局限性,将这些基因甲基化标志物联合来筛查肠癌成

为了一种新思路。如VIM与SFRP2联合,T淋巴细胞成熟相关蛋白

(T-lymphocyte maturation associated protein, MAL)、细胞

周期蛋白依赖性激酶抑制因子2A(Cyclin Dependent Kinase 

Inhibitor 2A, CDKN2A)和6-氧-甲基鸟嘌呤DNA甲基转移酶 

(O6-Methylguanine-DNA methyltransferase, MGMT)联合,黏结

蛋白聚糖2(SDC2)、蛋白磷酸酶2调控亚基B' γ基因 (protein 

phosphatase2regulatory subunit B'gamma Gene,PPP2R5C)及

含铁的乙醇脱氢酶1(alcohol dehydrogenase iron containing 

1 Gene,ADHFE1)联合,SDC2和SFRP2联合,SDC2和TFPI2联合,各

个靶标分子联合的作用以及检测的优势和局限性如表2所示,下

面我们分别来了解一下这些组合的特点。 

2.2.1 VIM和SFRP2 

VIM维持细胞的完整性、影响细胞粘附和迁移、参与细胞信

号传导、调节细胞凋亡和调节基因组DNA的表达,在肠癌患者粪

便中很容易检测到；结直肠癌中SFRP2甲基化,可导致SFRP2表达

水平下降或沉默,进而导致Wnt通路激活,导致结直肠癌发生。甲

基化特异性聚合酶链反应(Methylation-SpecificPolymerase 

chain reaction, MSP)法是一种常用的甲基化检测方法,通过设

计甲基化和非甲基化特异性引物,可以将甲基化和非甲基化DNA

分别扩增出来,从而确定基因的甲基化状态。通过应用MSP法检

测患者粪便中VIM和SFRP2基因的甲基化状态,并与单个基因甲

基化检测的诊断性能进行比较,研究发现,两基因联合检测组的

灵敏度明显高于单纯检测VIM或SFRP2基因甲基化状态的检测组,

其原因是VIM和SFRP2基因在大肠癌中的甲基化状态可能具有互

补性,联合检测可以更全面地评估大肠癌的发展和进展,避免漏

检。因此,在大肠癌筛查中联合检测粪便中VIM和SFRP2基因的甲

基化状态比单个基因检测更为优越,更具有潜在的应用价值。研

究结果为大肠癌的早期诊断和治疗提供了新的方法和策略,有

望提高大肠癌的筛查准确性,并帮助早期发现和治疗大肠癌患

者[33]。 

2.2.2 MAL、CDKN2A和MGMT 

MAL启动子甲基化在结直肠癌和腺瘤中高表达,很少在正常

组织中表达[40]；CDKN2A是抑癌基因,与P53基因表达成负相关[41],

且与结直肠癌复发及转移有关[42]；MGMT是一种DNA修复酶,该酶

如果存在甲基化则导致基因修复受阻而导致肿瘤发生[43]。在

CRC的早期诊断和筛查中,MSP法被应用于联合检测MAL、CDKN2A

和MGMT基因的甲基化状态,并与单个基因的甲基化检测和粪便

隐血试验(Fecal Occult Blood Test,FOBT)的诊断性能进行比

较。研究结果显示,三个基因联合检测结直肠癌和腺瘤的敏感度

高于单个基因和FOBT检测的敏感度[34]。这三个基因的甲基化状

态在CRC中可能存在互补性,联合检测可以提高早期筛查的准确

性和更全面地评估CRC的发展和进展。同为粪便检测方法,该联

合基因甲基化检测亦具有简便、无创、依从性好及敏感度高的

特点,有望取代FOBT作为结直肠癌的筛查手段之一。 

2.2.3 SDC2、PPP2R5C及ADHFE1 

SDC2通过syntenin-1介导的Rac激活实现迁移,通过重组肌

动蛋白,并通过与CASK的结合控制粘附和迁移[30]。ADHFE1启动

子的DNA甲基化是区分结直肠腺瘤和癌与正常组织的潜在生物

标志物[44]。PPP2R5C编码PP2A磷酸酶的一个调节亚基,是细胞生

长及增殖的负调控因子,从而抑制肠癌细胞的生长,PPP2R5C基

因的过甲基化与肠癌的发生发展密切相关[36]。 近有学者联合

SDC2、PPP2R5C及ADHFE1基因甲基化检测与FOBT进行比较,结果

显示无论是CRC还是腺瘤,受试者在SDC2、PPP2R5C及ADHFE1联合

检测结果的阳性率均高于FOBT。该研究发现尤其对腺瘤的检测,

三基因联合检测比FOBT对腺瘤预测的优势更为显著,这一结果

提示我们SDC2、PPP2R5C及ADHFE1基因联合检测对于结直肠病变

有更好地早期诊断价值[35]。另一项研究结果显示,联合检测

SDC2/ADHFE1/PPP2R5C甲基化预测CRC (0-IV)的敏感度为84.8%,

特异度为98.0%,AUC为0.930(95% CI0.889-0.970)。与粪便免疫

潜血试验(fecal immunochemical test,FIT)和血清肿瘤生物标

志物相比,它对不同阶段的结直肠癌有更好的诊断效果[36]。 

2.2.4 SDC2和SFRP2 

SDC2基因参与细胞分裂、迁移,肿瘤组织SDC2目标区域的甲

基化水平要显著高于相邻非肿瘤组织区域,因此SDC2基因甲基

化异常可作为结直肠癌早期检测的肿瘤标志物[31]。SFRP2是肿

瘤发生通路Wnt信号通路的信号拮抗因子之一,在结直肠癌、腺

瘤中发生频繁的超甲基化,从而激活Wnt信号通路,促进了癌细

胞的增殖和生长[21]。SDC2和SFRP2是近年来研究很广相对成熟

的结直肠癌基因甲基化标记物,两者都是在结直肠癌组织中高

表达的甲基化基因,有研究者尝试将这两者联合来筛查结直肠

癌,效果非常明显。无论是结直肠癌还是进展期腺瘤,SDC2和

SFRP2联合检测的敏感度都要高于单基因检测,同时显著高于对
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照的FIT检测[37]。FIT无法区分结直肠癌、腺瘤与良性息肉、其

他癌种和非肿瘤引起的消化道病变,而粪便基因甲基化SDC2和

SFRP2联合检测很好地弥补了这一缺陷,在结直肠癌早期筛查和

节约肠镜资源方面有很好的应用前景[37]。 

2.2.5 SDC2和TFPI2 

SDC2启动子区高甲基化是结直肠肿瘤发生过程中常见的表

观遗传变化[31]。TFPI2是一种丝氨酸蛋白酶抑制剂,对癌细胞的

体外增殖及集落形成产生抑制作用,TFPI2基因的甲基化会导致

该基因的沉默,与肿瘤的恶性程度和不良预后有关[28]。SDC2基

因甲基化虽然在结直肠癌病变组织中高表达,但也有少部分患

者中这一基因甲基化很低或者不表达,有研究者尝试从SDC2甲

基化检测假阴性的标本(甲基化水平低于0.2的样本)中去寻找

其他高度甲基化标记物,结果在SDC2低表达的样本中发现了高

甲基化的TFPI2。再将SDC2和TFPI2联合进行检测,发现TFPI2不

仅可以提高SDC2的敏感度,还提高了左侧结肠病变的检出率,同

时还保持了很高的特异度。这种联合检测有望更准确、更早地

筛查出结直肠癌和腺瘤[38]。 

综上所述,这5组基因甲基化联合检测比较有代表性,相关

研究无一例外都显示联合基因甲基化检测的敏感度要优于单基

因或者粪便潜血实验。联合检测粪便中基因的甲基化检测在CRC

的早期诊断和筛查中具有潜在的应用价值。相关研究结果为CRC

的早期诊断提供了更新的方法和策略,有望提高CRC的筛查准确

性,并帮助早期发现和治疗CRC患者。不过,联合基因甲基化检测

会降低检测的特异度,也就是会增加假阳性的比例。而且,联合

检测还会增加实验室的检测成本和检测时间, 终会增加受试

者的检测费用。另外,联合检测目前缺乏大规模人群的临床筛查

研究数据,也缺乏长期随访研究数据,今后应开展大样本人群筛

查以明确粪便基因联合检测在结直肠癌筛查中的确切价值。 

表 2 多基因联合甲基化检测靶标分子

标志分子 作用 优势 局限性

波形蛋白(VIM)/分泌型

卷曲相关蛋白 2( SFRP2)

VIM 影响细胞粘附和迁移、参与细胞信

号传导、调节细胞凋亡； SFRP2 甲基化导

致 Wnt 通路激活,导致结直肠癌发生。

VIM/SFRP2 联合检测比粪便潜血的

敏感度和特异度有明显优势。

在伴有高级别上皮

内瘤变中检出情况的优

势不明显
[39]

。

T 淋巴细胞成熟相关蛋白

(MAL)/细胞周期蛋白依赖性

激酶抑制因子 2A

(CDKN2A)/6-氧-甲基鸟嘌呤

DNA 甲基转移酶 (MGMT)

MAL 启动子甲基化在结直肠癌和腺瘤

中高表达
[40]

；CDKN2A 是抑癌基因,与 P53

基因表达成负相关
[41]

,与结直肠癌复发及

转移有关
[42]

；MGMT 甲基化则导致基因修复

受阻而导致肿瘤发生[43]。

粪便 DNA 中 MAL 、CDKN2A 及 MGMT

基因启动子甲基化状态与结直肠癌患者

的性别、年龄、肿瘤部位、淋巴结转移、

远处转移及 TNM 分期均无关
[34]
,可达到与

检测结直肠癌组织甲基化相近的水平。

检测腺瘤患者粪便

DNA 甲基化的敏感度则低

于检测组织样本
[34]

。

黏结蛋白聚糖 2( SDC2)/

蛋白磷酸酶 2 调控亚基 B' γ

基因 (PPP2R5C)/含铁的乙醇

脱氢酶 1 (ADHFE1)

SDC2 控制细胞黏附、迁移、增殖及血

管生成 [30]。ADHFE1 启动子的 DNA 甲基化是

区分结直肠腺瘤和癌与正常组织的潜在生

物标志物[44]。PPP2R5C 抑制肠癌细胞的生

长,PPP2R5C 基因的过甲基化与肠癌的发生

发展密切相关
[36]

。

粪便中 SDC2、PPP2R5C 及 ADHFE1 基

因甲基化水平在结直肠癌和腺瘤患者中

高。基因甲基化联合检测预测结直肠癌+

腺瘤的效能优于 FIT 和一些血清肿瘤生

物标志物[36]。

缺乏大样本临床研

究数据,同时相关研究中

腺瘤病例较少,没有足够

的证据来评价其在腺瘤

人群中的诊断价值[36]。

黏结蛋白聚糖 2( SDC2)/

分泌型卷曲相关蛋白

2(SFRP2)

SDC2 参与细胞分裂、迁移 [31]。SFRP2

超甲基化,激活 Wnt 信号通路,促进了癌细

胞的增殖和生长 [21] 。

通过联合检测粪便中 SDC2 和 SFRP2

基因甲基化,弥补了单基因检测灵敏度

不足的缺陷,同时仍保持了较高水平的

特异度
[37]

SDC2 和 SFRP2 的升

高并不仅仅与结直肠癌

相关,也可能与其他疾病

如其他癌症或炎症反应

有关,因此在特异度方面

存在一定的局限性
[32],

[70-72]
。

黏结蛋白聚糖 2( SDC2)/

组织因子通道抑制因子

2(TFPI2)

SDC2 启动子区高甲基化是结直肠肿瘤

发生过程中常见的表观遗传变化
[31]

。TFPI2

基因的甲基化会导致该基因的沉默,与肿

瘤的恶性程度和不良预后有关
[28]

。

在大多数 SDC2低甲基化的结直肠癌

样本中,TFPI2 发生高甲基化。

SDC2/TFPI2 联合检测提高了诊断的准确

性、监测疾病进展和预测复发风险,同时

保持较高的特异度,特别是减少了左结

肠癌和腺瘤的漏检
[38]

。

不能很好地区分 CRC

与腺瘤；缺乏大规模前瞻

性临床研究验证
[38]
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3 现状及优化策略 

3.1缺乏理想DNA甲基化基因 

目前对于CRC早期诊断,还没有找到理想的DNA甲基化基因。

虽然已经有一些潜在的候选基因,如SEPT9和VIM,但它们的甲基

化水平在早期CRC中的变化仍然不够明确。因此,需要进一步的

研究来寻找更准确、特异的DNA甲基化基因,以提高早期诊断的

准确性和可靠性。 

近有研究者尝试在CpG岛寻找新的甲基化位点,研究者选

择了两个候选CpG位点分别是来自SDC2启动子区的cg13096260,

和来自矮小同源盒基因2(Short Stature Homeobox 2, SHOX2)

区的cg12993163[45]。我们发现这两个位点的甲基化在结直肠患

者中无论是粪便标本还是血液标本都呈现高表达。癌组织中

cg13096260和cg12993163的甲基化水平明显高于正常组织

(P<0.001)。cg13096260、cg12993163和二者联合诊断模型在CRC

中的灵敏度分别达到91.35%、89.5%和93.83%；而在进展期腺癌

(Advanced Adenoma, AA)中的敏感度则分别达到63.04%、82.6%

和71.74%；特异度分别达到93.33%、85.83%和92.5%。由此看来,

敏感度和特异度均高的DNA甲基化基因并不缺乏,但还需要我们

进一步通过更多研究数据来验证。近年来,已有大量研究证实

SDC2基因的甲基化对CRC和进展期腺瘤的敏感度和特异度是非

常高的,具有很高的早期临床诊断价值。粪便SDC2基因甲基化技

术注册临床研究其对肠癌的敏感度总体达到84.22%(315/374),

特异度达到97.85%(821/839),其中对于可根治的I-II期CRC的

检出率可达到86.7%(137/158)[46]。另一项SDC2的研究也提示对

于进展期腺瘤(癌前病变)的敏感度也可达到52%[47]。这些基因

标记物无论是检测结直肠癌的敏感度、特异度还是在腺瘤的敏

感度上已展现出非常理想的临床结果,未来需要在无症状人群

中进行大规模前瞻性筛查研究以期验证其在临床病例以外社区

人群中的检测性能。 

3.2影响粪便DNA提取质量的因素 

粪便中的DNA复杂性高。粪便主要由消化残渣、细菌、病毒、

真菌、寄生虫、人体细胞等组成,这意味着粪便样本中包含了

大量的基因信息,不仅仅是来自于人体,还有许多来自微生物

DNA。由于大量的细菌和其他微生物存在,外源DNA的存在可能

会影响到检测的准确性。例如,进行DNA甲基化检测时,如果提

取的样本中含有大量的细菌DNA,那么这些细菌的甲基化DNA

可能会干扰检测结果,导致数据解读的不准确。在提取方法的

选择上面,目前市面上有许多针对粪便样本的DNA提取试剂

盒。这些试剂盒的工作原理通常基于物理破碎、化学裂解、

温度变化和离心等方法,从样本中提取DNA。但有研究发现不

同的试剂盒,提取效果不一样。研究者借助实时荧光定量核酸

扩增检测系统(Quantitative Real-time Polymerase Chain 

Reaction,qPCR)技术,以DNA提取纯度、浓度,以及对肠道中特定

种属微生物基因组DNA的提取丰度为指标,对5种DNA提取方法进

行比较分析。结果表明,某试剂盒的提取效果 佳,其他4种试剂

盒提取效果要比该试剂盒浓度偏低或不及该试剂盒[48]。而不同

的提取方法也可能导致DNA质量和纯度的差异。考虑到外源DNA

的问题,可能需要针对性地开发新的提取方法,这些方法需要能

够有效地分离人体来源的DNA和微生物DNA。污染也会影响检测

的准确性,常用的降低污染的策略有：使用无菌技术在采样、储

存和处理过程中降低污染的风险,以及在DNA提取过程中使用选

择性的裂解剂或结合条件,以优先提取人体细胞的DNA。这其中

包括防止粪便DNA降解的粪便DNA保存,基于磁珠的序列特异性

捕获技术该技术有效地消除了MSP分析中大量污染植物、动物和

细菌基因组DNA的背景噪声,并优化了引物和探针设置以及检测

条件[49]。另外,还可以利用特异性的分子标记或PCR技术,对提

取的DNA进行后续的选择性扩增,一旦提取了DNA,还需要考虑下

一步的DNA质量检查、测序及数据分析等,确保 后得到的数据

是准确、可靠的。探索新技术,使用纳米技术、生物技术或其他

先进技术也能有助于更有效地从粪便中提取DNA,这些技术有可

能提供更高的选择性和更低的污染率。 

3.3灵敏度有待提升改进 

尽管基于粪便DNA甲基化的CRC早期诊断具有潜力,但目前

的方法在灵敏度方面仍然有待提升改进。早期CRC的甲基化水平

较低,因此检测方法需要具备足够高的灵敏度,才能准确地检测

到早期的病变。目前的方法可能会存在一定的漏诊率,需要进一

步优化技术,提高灵敏度,以提高早期CRC的检测率和准确性。过

去一些联合甲基化基因的方法效果不错。浙大医学院研究者开发

了一种基于粪便DNA甲基化-联合粪便潜血检测的联检方法。研

究团队选取了骨形态发生蛋白3(Bone Morphogenetic Protein3, 

BMP3),N-Myc下游调节基因4(N-Myc downstream-regulated 

gene4,NDRG4)和SDC2基因组合作为CRC特异度的甲基化基因,用

Actin作为参考基因,联合粪便潜血检测的联检方法[50]。该方法

提高了粪便检测筛查CRC的灵敏度和特异度。其实这种多基因联

合粪便潜血检测的联检方法早在2012年就有研究者开发出一款

粪便DNA检测产品Cologuard™,并进行了大规模多中心临床试

验[51]。该产品为多靶点粪便DNA检测,包括BMP3和NDRG4启动序

列区域的异常甲基化,KRAS突变和β-肌动蛋白(DNA定量的参考

基因),应用分子检测联合FIT进行测定。该方法DNA检测大肠癌

敏感度(92.3%)和进展期癌前病变敏感度(42.4%)均高于FIT。

2016年,马志刚等人开始在健康体检人群和已确诊结直肠癌或

腺瘤患者中使用多靶点粪便FIT-DNA联合检测技术筛查诊断结

直肠癌,该技术也是通过检测人粪便样本中的 KRAS 基因突变、

BMP3 和 NDRG4基因甲基化及血红蛋白来检测结直肠癌。在已确

诊的结直肠癌和腺瘤患者中的敏感度分别为92.3%和42.8%。这

一研究提示多靶点粪便FIT-DNA联合检测不仅可以提高肠镜的

依从率,还可以提高结直肠癌的检出率[52]。用粪便DNA多靶点联

合FIT,不失为一种提高检测的敏感度的方法,但是也会降低检

测的特异度,这会带来误诊率(假阳性)的升高。近年来,以牛津

纳米孔测序技术Oxford Nanopore Technologies(ONT)为代表的

纳米孔测序技术日渐成熟,其在DNA甲基化检测的准确性上也

已被证实,可以产生高分辨率的单碱基对。ONT还可获取长读
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的长序列,而捕获更长cfDNA片段,这也有助于发现新的生物

标志物[53-54]。另外,通过肠道微生物群的变化对结直肠癌进行

诊断可能较其他方式更为敏感,实现癌症的早期发现[55]。也有

研究提出在CRC的筛查中,肠道菌群可与肿瘤标志物检测、免疫

组织化学等联合,相互联合检测能互补优势,提高其敏感度及特

异度,从而提供更多有用的临床信息[56]。因此,如何优化粪便

DNA甲基化检测还有待于更多的探索。 

3.4对不同途径与分型的CRC检测策略 

结直肠癌的演变目前主流认为存在占70%~90%的腺瘤-癌途

径(也被称为染色体不稳定序贯途径)与10%~20%的锯齿状癌变

途径[57]。这些途径代表了序贯发生的不同的基因水平和表观遗

传水平的改变[58]。染色体不稳定表型发生前通常会先有APC突

变和RAS激活或TP53功能缺失。相反,锯齿状癌变通路通常表现

为KRAS和BRAF突变,以CpG岛甲基化为主要特点的表观遗传学的

不稳定,以及其所导致的染色体稳定和不稳定型肿瘤[57]。 

肿瘤抑制基因启动子如错配修复基因(MLH1)的高甲基化

已经被确定是散发性大肠癌中微卫星不稳定(MSI)的主要原

因[59]。MGMT启动子的高甲基化被证明是锯齿状途径的特征性表

现之一[60]。BRAF突变导致丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)通路激活,

伴随着 初的增殖爆发,随后p16INK4a上调,胰岛素样生长因子

结合蛋白7(IGFBP7)分泌增加,导致细胞衰老。在CpG岛甲基化表

型(CIMP)细胞中,通过甲基化沉默p16INK4a或IGFBP7可促进衰

老和向无蒂锯齿状腺瘤(SSA)进展[61]。近年来,对以上这些标志

物的基因甲基化的研究也证实他们与肠癌发生密切相关。潘等

人的研究显示结直肠癌组织中APC、MLH1基因甲基化阳性率显著

高于癌旁组织[62]。蔡等人通过检测老年结直肠癌患者DNA中

hMLH1,肠癌组粪便DNA中hMLH1基因甲基化检出率显著高于较高

对照组,明显优于传统的血清CEA检测,提示hMLH1基因甲基化可

作为早期无创诊断老年性CRC的重要手段[63]。高等人研究了胰

岛素样生长因子结合蛋白相关蛋白1(IGFBP-rP1)基因甲基化联

合粪便潜血定量试验对结直肠癌的诊断价值,研究结果显示结

直肠癌组IGFBP-rP1基因甲基化比例明显低于对照组,提示

IGFBP-rP1基因甲基化是结直肠癌发生的独立保护因素[64]。这

些研究提示我们,未来基因甲基化技术应结合结直肠癌的不同

发生途径进行有针对性地开发,对上面提到的不同途径中的标

志物进行甲基化检测,这样可以更精准地为临床诊断和治疗提

供依据。 

此外,在结直肠癌的分子分型(CMS分型)和MSI分型中,

粪便DNA甲基化检测的应用也可能有所不同。CMS分型将结直

肠癌分为四种不同的分子亚型,即共识分子亚型(consensus 

molecular subtypes,CMS1-4),每种亚型具有不同的生物学特

征和预后[65]。MSI分型则主要关注错配修复基因的状态,分为

MSI-H(高频率微卫星不稳定)和MSS(微卫星稳定)两种类型。右

半结肠癌通常为MSI-免疫型和代谢型肿瘤,这些CMS分子分型和

MSI分型对于指导治疗和预测预后具有重要意义[66]。在不同分

子分型和MSI分型中,粪便DNA甲基化检测的应用可能存在异同。

某些甲基化标记物可能更适用于某一特定的分子亚型或MSI类

型。例如,SDC2对右半结肠癌检测灵敏度更高,而TFPI2对左半结

肠癌的灵敏度相对高一些。张等人的研究提示TFPI2可提高SDC2

在左结肠、乙状结肠和直肠的检测灵敏度[38]。因此,通过深入

研究这些标记物在不同分型中的表现,可以进一步优化粪便DNA

检测的应用策略,提高其在不同患者群体中的适用性和准确性。 

4 小结与展望 

现在亚洲许多国家,早癌筛查已被证明能有效降低CRC的发

病率和病死率[67]。美国近年来癌症的发病率和死亡率均呈下降

趋势, 主要的原因就是预防、早期发现和积极的治疗,以及广

泛和公平地实施有效干预措施[68]。 近的一项多中心大样本前

瞻性研究结果令人振奋,该研究结合亚太结直肠癌筛查评分联

合多靶点粪便DNA检测(SDC2和SFRP2)对受试者进行结直肠癌筛

查,研究结果显示结直肠癌的检出率高达95.2%,结直肠进展期

腺瘤的检出率高达73.5%,由于检测的准确性,研究中还降低了

一半以上的结直肠镜的检查量,大大节约了医疗资源[69]。粪便

DNA甲基化检测作为一种非侵入性、简便快捷的CRC早期诊断方

法,具有巨大的潜力。然而,目前仍存在一些问题需要解决,包

括缺乏理想的DNA甲基化基因、样本易受污染和灵敏度有待提

升改进等问题。未来的研究应更加关注多基因联合检测和提

高检测方法的敏感度和特异度,关注如何结合CRC不同发生途

径和分子分型的甲基化检测,以实现CRC早期诊断的准确性和

可行性。 
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