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血浆游离DNA甲基化靶向测序在乳腺癌中的应用价值
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渊1.佳木斯大学临床医学院袁黑龙江 佳木斯 154000曰

2.佳木斯大学附属第一医院肿瘤外科袁黑龙江 佳木斯 154003冤

摘要院目的 检测乳腺癌渊BRC冤患者血浆游离 DNA渊Cf-DNA冤的甲基化水平袁并分析其临床应用价值遥 方法 收集 2021年 12月-

2022年 6月就诊于佳木斯大学附属第一医院肿瘤外科 50例患者血液标本袁 其中乳腺癌患者 渊玉~芋期冤30例为实验组渊tumor

组冤袁 乳腺良性疾病患者 20例为对照组 渊control组冤袁 采用化学发光法检测血清糖类抗原 153 渊CA153冤尧 血清糖类抗原 125

渊CA125冤尧癌胚抗原渊CEA冤水平袁提取实验组及对照组患者 Cf-DNA袁行高通量甲基化靶向测序检测袁评估甲基化水平曰ROC

曲线评估 Cf-DNA和 CA153尧CA125尧CEA单独及联合检测筛查乳腺癌的临床价值遥结果 实验组 CA153尧CA125尧CEA水平均

高于对照组袁差异有统计学意义渊 约0.05冤曰两组血浆 Cf-DNA浓度比较袁差异无统计学意义渊 跃0.05冤曰两组 CCDC181启动子

区甲基化水平尧总体甲基化水平比较袁差异均有统计学意义渊 约0.05冤曰ROC曲线显示袁血清 CEA诊断乳腺癌的曲线下面积

渊AUC冤=0.766渊95% 院0.633~0.897冤袁CA153的 AUC=0.730渊95% 院0.591~0.869冤袁CA125的 AUC=0.788渊95% 院0.661~0.914冤袁

三者联合的 AUC=0.923 渊95% 院0.852~0.993冤袁 联合诊断的灵敏度尧 特异度尧AUC均高于 CA153尧CA125和 CEA单一诊断曰

CpG2120诊断乳腺癌的灵敏度及特异度最高袁CpG1984尧CpG2016及 CpG2120联合诊断及单一诊断的灵敏度尧 特异度尧AUC

高于 CA153尧CA125和 CEA单一或联合诊断遥 结论 血浆 Cf-DNA甲基化检测在乳腺癌筛查中的敏感性和特异性较高袁具有

较好的临床应用价值袁联合肿瘤标志物可以提高乳腺癌的早期诊断率遥
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Application Value of Plasma Free DNA Methylation Targeted Sequencing in Breast Cancer

LIU Yan-jia1,LI Na1,WANG Ye-di1,WANG Bo2

(1.School of Clinical Medicine,Jiamusi UniversitymJiamusi 154000,Heilongjiang,China;

2.Department of Oncology Surgery,the First Affiliated Hospital of Jiamusi University,Jiamusi 154003,Heilongjiang,China)

Abstract：Objective To detect the methylation level of plasma free DNA (cell-free DNA, Cf-DNA) in patients with breast cancer (BRC) and analyze

its clinical value.Methods The blood samples of 50 patients who were admitted to the Department of Oncology Surgery, the First Affiliated Hospital

of Jiamusi University from December 2021 to June 2022 were collected, including 30 patients with breast cancer (stage 玉-芋) as the experimental

group (tumor group) and 20 patients with benign breast disease as the control group ( control group ). The levels of serum carbohydrate antigen 153

(CA153), serum carbohydrate antigen 125 (CA125) and carcinoembryonic antigen (CEA) were detected by chemiluminescence. Cf-DNA was extracted

from the experimental group and the control group, and high-throughput methylation targeted sequencing was performed to evaluate the methylation

level. ROC curve was used to evaluate the clinical value of Cf-DNA and CA153, CA125, CEA alone and combined detection in screening breast

cancer.Results The levels of CA153, CA125 and CEA in the experimental group were higher than those in the control group, the difference was

statistically significant ( <0.05). There was no significant difference in plasma Cf-DNA concentration between the two groups ( >0.05). There were

significant differences in the methylation level of CCDC181 promoter region and the overall methylation level between the two groups ( <0.05). The

ROC curve showed that the area under the curve (AUC) of serum CEA in the diagnosis of breast cancer was 0.766 (95% :0.633-0.897), the AUC of

CA153 was 0.730 (95% :0.591-0.869), the AUC of CA125 was 0.788 (95% :0.661-0.914), and the combined AUC was 0.923 (95% :0.852-

0.993), while the sensitivity, specificity and AUC of combined diagnosis were higher than those of CA153, CA125 and CEA alone; the sensitivity and

specificity of CpG2120 in the diagnosis of breast cancer were the highest; the sensitivity, specificity and AUC of CpG1984, CpG2016 and CpG2120

combined diagnosis and single diagnosis were higher than those of CA153, CA125 and CEA single or combined diagnosis.Conclusion Plasma Cf-

DNA methylation detection has high sensitivity and specificity in breast cancer screening, and has good clinical application value. Combined with

tumor markers, it can improve the early diagnosis rate of breast cancer.

Key words：Breast cancer;DNA methylation;CCDC181;Plasma free DNA
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乳腺癌（breast cancer）是女性常见的恶性肿瘤，

高居我国女性恶性肿瘤发病率的第 1位。乳腺癌早

期诊断仍依靠影像学，组织病理学是诊断的金标准，

细胞涂片检查的准确性仍待提高，目前在早期诊断

上有很多研究将重点转移到分子层面，探索更高敏

感度和特异性的诊断方式。循环肿瘤 DNA（circulating

tumor DNA，Ct-DNA）是由肿瘤细胞在坏死、凋亡后

释放到血浆中的游离 DNA（cell-free DNA，Cf-DNA），

其携带的遗传信息与原发肿瘤组织保持着高度一致

性，能克服常规组织活检所无法突破的肿瘤异质性

问题[1]。DNA甲基化被证明是肿瘤发生的重要机制之

一，是最常见的表观遗传修饰形式，S-腺苷甲硫氨酸

的甲基基团在 DNA甲基化转移酶作用下，转移到胞

嘧啶的 5'位上，使之转化为 5'-甲基胞嘧啶[2]。DNA

中富含 CpG 岛甲基化位点的区域称之为 CpG 岛

（CpG island），其主要分布在启动子及第一外显子

区。很多肿瘤的发生与启动子区的高甲基化抑癌基

因沉默，低甲基化原癌基因激活有关。C1orf114，也

称为 CCDC181，编码含有 181 的盘绕线圈结构域，

是一种功能未知的蛋白质。CCDC181高甲基化与许

多癌症有关，包括前列腺癌、肺癌、口咽鳞癌和乳腺

癌等，且 CCDC181 的甲基化和乳腺癌的早期诊断、

术后监测以及预后中都有意义[3]。基于此，本研究拟

从肿瘤标志物、血浆循环游离 DNA 及 CCDC181 甲

基化层面探索乳腺癌的诊断。

1资料与方法

1.1 一般资料 收集 2021 年 12 月-2022 年 6 月佳

木斯大学附属第一医院肿瘤外科收治的乳腺疾病患

者的病历资料。纳入标准：淤经临床表现、实验室检

查等确诊，乳腺癌符合《中国抗癌协会乳腺癌诊治指

南与规范（2021 版）》[4]中诊断标准；于临床资料无缺

失；盂入院前未接受相关治疗。排除标准：淤非首次

治疗；于合并凝血功能障碍或其他影响本研究的疾

病；盂妊娠期女性；榆合并其他部位肿瘤。最终纳入

50例乳腺疾病患者，均为女性。按照病理检查结果

显示，其中 30 例乳腺癌患者作为实验组（tumor

组），20 例良性乳腺疾病患者作为对照组（control

组）。实验组年龄 38~69 岁，平均年龄（45.96依6.6.51）

岁；临床分期按照 AJCC第 8版乳腺癌分期系统[5]分

为 0期 3 例，玉期 12 例，域期 11例，芋期 4例。对

照组年龄 38~70 岁，平均年龄（46.28依6.21）岁。两组

年龄比较，差异无统计学意义（ 跃0.05），具有可比

性。本研究已通过佳木斯大学生物和医学伦理委员

会的审批准。

1.2 肿瘤标志物检测 CA153、CA125、CEA 均采用化

学发光法检测，试剂盒由罗氏公司提供。使用 411全

自动化学发光免疫分析仪，严格按照操作规程进行

测定。两组受检者均在清晨空腹状态下采集 4 ml静

脉血，采血后尽快分离出血清，避免脂血和溶血，当

日测定。正常参考值：CA153约28 U/ml，CA125约

35 U/ml，CEA约3.5 滋g/ml。

1.3 DNA 提取及亚硫酸氢盐处理 采集被检查者

10 ml 血样置于 EDTA 抗凝管，4 h 内完成离心、分

装等前处理。血样本在 4 益低温情况下离心，先在

3000 r/min离心 10 min，取上层清液再次 16 000 r/min

离心 10 min 之后取上清血浆于-80 益冰箱冻存备

用于 Cf-DNA提取以及靶向甲基化检测。使用磁珠

法通用型基因组 DNA 提取试剂盒（DP705）（TIAN原

GEN 公司）说明书提取血浆游离 DNA，基于 Acegen

Targeted Methyl Panel 多重靶向亚硫酸盐测序系统

软件设计目标序列多重亚硫酸盐 PCR 扩增引物池

（上游引物池 A和下游引物池 B，引物长度 26~35碱

基，退火温度 55 益~65 益，扩增子长度 70~200 bp），

具体各引物的序列见表 1，扩增产物以使用于测序

文库制备。Cf-DNA经过亚硫酸盐转化回收（ZYMO

EZ DNA Methylation -Gold Kit，Zymo Research，

Irvine，CA，USA），用于多重亚硫酸盐 PCR 扩增 25~

33 个循环；靶向扩增产物用 1X 的磁珠（Agencourt

AMPure XP，Beckman Coulter）纯化回收后用于 DNA

小片段文库制备。

targetSeq

CCDC181

CCDC181

CCDC181

ID

20220726T1

20220726T2

20220726T3

pD

CACCAAAATCCTAAAAA

TTTTTCATACAAAAATAA

CCATTTTTTAATATACCA

TTTCAAAATCTACTTAA

TTTATCCATTATATC

CCAAAAACCTAATC

pE

ATTAATTTCRCTACT

TATCACCAAAATCC

TTCTTACAATATCCAAATA

AATACCATTTTTTAATATAC

TTACCATAAATTAAAAA

TCATTTATCCATTATATCC

表 1 基因引物序列
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1.4 TBS 靶向甲基化测序 在所有研究对象中随机

选抽取实验组 15 例，对照组 10 例，进行下游

CCDC181基因启动子区甲基化水平检测。将制备好

的文库经 Qubit 3.0 和安捷伦 2100 Bioanalyzer 进行

质检测定浓度（构建及测序均由深圳艾斯基因科技

有限公司完成），合格文库用于 NGS 测序，采用 Illu原

mina测序系统，测序策略为双端 index测序，测序读

长 PE150；靶向区域测序扩增子深度不低于 200X。

甲基化水平均按如下公式进行计算：C 位点的甲基

化水平=支持甲基化的 reads 数/（支持甲基化的

reads数+支持非甲基化的 reads数）。并统计每个位

点在每个样本的中甲基化水平，其中如果深度小于

30X的，将表示为 NA。

1.5统计学分析 本研究采用 SPSS 25.0统计软件对

数据进行分析。非正态分布的计量数据用[ （ 25，75）]

表示，组间比较采用 Mann-Whitney 检验；符合正

态分布的计量资料以（ 依 ）表示，组间比较采用独立

样本 检验。ROC曲线评价 CA153、CA125、CEA单

独及联合检测血浆 Cf-DNA甲基化及对乳腺癌的筛

查价值。以 约0.05 为差异有统计学意义。

2结果

2.1 两组肿瘤标志物水平比较 实验组 CA153、

CA125、CEA水平均高于对照组，差异有统计学意义

（ 约0.05），见表 2。

2.2 两组血浆 Cf-DNA 浓度比较 实验组血浆 Cf-

DNA 浓度为（0.266依0.068）ng/ml，对照组为（0.227依

0.074）ng/ml，两组血浆 Cf-DNA浓度比较，差异无统

计学意义（=1.876，=0.067），见图 1。

2.3 两组 CCDC181 启动子区甲基化水平比较 TBS

靶向甲基化测序实验结果显示，CCDC181 基因启动

子区上 3个 CpG位点：1984、2016和 2120（分别位于

基因组 169463204，169463236，169463340）的甲基

化水平见图 2A；实验组 CCDC181启动子区 CpG岛

甲基化水平为[0.245（0.139，0.377）]，对照组为[0.024

（0.018，0.035）]，两组总体甲基化水平比较，差异有统

计学意义（ =6.440，=1.889e-10），见图 2B。

组别

实验组

对照组

30

20

CA153（U/ml）

27.25依8.78*

20.47依4.71

9.926

9.3536e-4

CA125（U/ml）

33.46依8.77*

224.89依5.95

24.22

3.899e-4

CEA（ng/ml）

8.59依4.71*

4.20依1.44

3.158

2.8883e-5

表 2 两组肿瘤标志物水平比较渊 依 冤

注：与对照组比较，* 约0.05

图 1 两组血浆 Cf-DNA浓度比较

注：A：两组 CCDC181启动子区 3个 CpG岛的甲基化水平；B：两组 CCDC181的甲基化水平比较，*** 约0.05

图 2 两组 CCDC181启动子区甲基化水平比较

A B

=1.889e-10
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2.4 Cf-DNA 和 CA153、CA125、CEA 单独及联合检

测筛查乳腺癌的价值

2.4.1 肿瘤标志物筛查乳腺癌的价值 ROC 曲线显

示，显示 CEA 诊断乳腺癌的灵敏度高于 CA153 和

CA125，特异度最高的是 CA153，CA153、CA125 和

CEA 三者联合诊断乳腺癌的灵敏度、特异度及曲线

下面积（AUC）均高于单一诊断，见图 3、表 3。

2.4.2 CCDC181启动子区 CpG岛甲基化水平筛查乳

腺癌的价值 ROC 曲线显示，CpG2120 诊断乳腺癌

的灵敏度及特异度最高，CpG1984、CpG2016 及

CpG2120 联合诊断及单一诊断的灵敏度、特异度、

AUC 高于 CA153、CA125 和 CEA 单一或联合诊断。

对比肿瘤标志物，CCDC181 启动子区甲基化水平对

乳腺癌的诊断能力更高，见图 4、表 4。

3讨论

血清肿瘤标志物检测是生化检测，具有费用低

廉，损伤小，实时操作、检测便捷，患者易接受等特

点，但是受不同个体以及技术条件限制，特异性及灵

敏度不高，三者联合可提高敏感度和特异度。乳腺癌

常用的早期筛查方法有肿瘤标记物、乳腺超声、乳腺

核磁共振、乳腺钼靶等检查[6]。乳腺超声检查因其较

低的特异性而受到质疑，造成了许多乳腺良性病变

项目

CEA

CA153

CA125

三者联合

灵敏度（%）

95.00

63.33

75.00

95.00

特异度（%）

60.00

80.00

70.00

80.00

Cut-off值

7.05 ng/ml

23.25 U/ml

27.3 U/ml

/

AUC

0.766（95% ：0.633~0.897）

0.730（95% ：0.591~0.869）

0.788（95% ：0.661~0.914）

0.923（95% ：0.852~0.993）

表 3 肿瘤标志物筛查乳腺癌的价值

图 4 CCDC181启动子区 3个 CpG岛甲基化水平单独及联合检测筛查乳腺癌的 ROC曲线

项目

CpG1984

CpG2016

CpG2120

三者联合

灵敏度（%）

90

90.9

90.91

90

特异度（%）

93.3

93.33

93.33

95.56

Cut-off值

0.07

0.08

0.05

0.05

AUC

0.960（95% ：0.891~1.000）

0.939（95% ：0.831~1.000）

0.927（95% ：0.798~1.000）

0.941（95% ：0.880~1.000）

表 4 CCDC181启动子区 CpG位点甲基化水平筛查乳腺癌的价值

图 3 血清肿瘤标志物的单独及联合筛查乳腺癌的ROC曲线
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的活检损伤[7]。目前组织活检病理学诊断仍是诊断

乳腺癌的金标准，但必须是影像学诊断结果或临床

表现提示可疑或高度恶性，才可以进行乳腺活组织

检查[8]。乳腺超声和钼靶检查已被用于筛查，但取决

于医师经验、患者年龄、乳房密度和绝经后荷尔蒙治

疗等因素，其敏感度在 68%~93%[9]。Cf-DNA检测作

为液体活检技术，正成为一种创新的、微创的和高效

的癌症细胞研究方法，可以有效反映肿瘤细胞中基

因的一些特征，如特异性突变、DNA甲基化[10]等。有

研究在组织中共发现了 18种乳腺癌特异性 DNA甲

基化模式，最佳候选者 EFC#93被验证用于临床，是

化疗前样本中独立的不良预后标志物，说明血清

DNA 甲基化模式的检测为乳腺癌的早期诊断和管

理提供了一个新工具[11]。Cf-DNA及甲基化检测，可

以大大提高乳腺癌的早期诊断率并且可以监测治疗

效果。有研究通过在癌症基因组成数据库（TCGA）中

对 DNA 甲基化谱进行计算分析，结果建立了 26 个

具有标记的诊断预测模型，Cf-DNA 甲基化标记群

具有较高的诊断能力，且与 Cf-DNA甲基化和乳房

钼靶诊断乳腺癌的能力相比，其比乳房钼靶检查优

秀[12]。另有研究通过定量甲基化特异性聚合酶链反

应（PCR）测序的具有 5 个甲基化差异标记物的基因

组合可以将食管癌与健康对照者区分开来，其中诊

断玉~郁期食管癌的特异性为 91%，敏感性分别为

43%、64%、77%和 92%[13]。

本研究收集玉~芋期乳腺癌患者和乳腺良性疾

病患者血浆标本，检测结果证实二者血浆 Cf-DNA

浓度基本一致，分析其原因与乳腺癌分期有关。有

学者发现[14]，转移性乳腺癌 Cf-DNA 总量和循环肿

瘤细胞（CTC）数量是总生存期（OS）的预测因素，而

Cf-DNA 总量是无进展生存期（PFS）的唯一预测因

素。考虑乳腺癌本身存在异质性，其中常见突变的

频率较低，很可能无法检出带有突变信息的 DNA片

段。其次，在乳腺癌中 Ct-DNA分析的检测灵敏度较

低（约40%）[15]，血浆中 Ct-DNA 含量很低，临床取样

时采集的血液量有限（一般 10 ml），很可能无法检

出带有突变信息的 DNA片段。

DNA甲基化的修饰具有组织特异性、变化范围

广、高敏感性等特点，非常适合作为癌症早期检测的

标志物。有研究表明，GCM2、ITPRIPL1和 CCDC181

的循环无细胞甲基化敏感度水平为 97%，曲线下面

积（AUC）为 0.955，联合检测灵敏度水平可达

100%，AUC为 0.961，且术后有明显下降。这证明了

CCDC181 甲基化是乳腺癌的早期诊断的良好生物

标志物，具有高的敏感度和特异度，也可以用于乳腺

癌的治疗监测[3]。有研究使用靶向甲基化测序分析，

计算治疗前后结直肠癌、乳腺癌、黑色素瘤和非小细

胞肺癌患者甲基化评分，发现甲基化评分对结直肠

癌的诊断准确率最高，其次是乳腺癌。低甲基化分数

与高甲基化分数相比，与更长的生存期和更长的治

疗失败时间有关，血浆 Cf-DNA甲基化评分与治疗

效果一致。Cf-DNA 甲基化不仅可以用于乳腺癌的

早期诊断，也在乳腺癌治疗的效果的监测中有很大

的应用前景[16]。本研究发现，血浆 Cf-DNA 甲基化、

CCDC181 启动子区甲基化水平可以有效诊断乳腺

癌，若其联合血清肿瘤标志物检测，可提高筛查乳腺

癌的敏感性和准确性，在乳腺癌早期筛查中具有较

好的应用价值。本研究发现，乳腺癌患者血清

CA153、CA125、CEA 及 CCDC181 启动子区甲基化

水平均升高，说明血清 CA153、CA125、CEA水平变

化在乳腺癌中呈现高表达状态，证实了其与乳腺癌

的相关性。其中 CA153是乳腺细胞上皮表面糖蛋白

的变异体，当乳腺细胞发生癌变时，癌细胞会向血液

循环中释放，从而导致血清中的 CA153 水平异常增

高，早期乳腺癌的阳性检出率可达 60%，晚期乳腺

癌的阳性检出率高达 80%，对乳腺癌患者的预后评

估效果也较好，是目前公认的诊断乳腺特异性较高

的一种肿瘤标志物[17]。同时 CEA诊断乳腺癌的灵敏

度于三者之中最高，但是仍不及 CCDC181的诊断能

力。CCDC181 启动子区的 CpG 位点检测乳腺癌的

能力高于肿瘤标志物，其诊断乳腺癌的灵敏度及特

异度均高于 90%，三者联合特异度可高达 95%。

CCDC181 基因编码的包含卷曲结构域的蛋白家族

的一个新成员的分子特征。CCDC181是一种 Hook1

相互作用蛋白 [18]。在众多研究中，可以发现

CCDC181甲基化在癌症诊断中的巨大潜力，如前列

腺癌[19]、口咽鳞状细胞癌[20]、肺腺癌[21]、和乳腺癌[22]等

癌症中，CCDC181 的甲基化是新的诊断和预后癌症

生物标志物，可能指导临床实践中的治疗决策。

本研究的不足之处主要有 2个方面：一是样本

量较小，二是未纳入健康人进行对照实验。在今后的

研究中需增加样本量，同时开展健康人群血浆 Cf-

DNA 甲基化检测，进一步验证其诊断效能。

综上所述，乳腺癌患者外周血中的 Cf-DNA 浓
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度与乳腺良性疾病患者无差异，不能通过 Cf-DNA

浓度区分二者。而通过高通量测序检测 Cf-DNA中

特定区域的甲基化，可以有效地区分乳腺癌与乳腺

良性疾病。CCDC181 启动子区 3 个 CpG 位点可以

进行 Cf-DNA 无创液体活检多靶点甲基化检测，联

合血清肿瘤标志物可提高乳腺癌筛查的敏感性和准

确性，具有较好的临床价值，可作为潜在的乳腺癌辅

助诊断指标。
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