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  [摘 要] 阿尔茨海默病(AD)是一种最常见的神经退行性疾病,目前仍缺乏有效治疗方法。识别分子生

物标志物成为AD诊断和预防的关键。该文重点综述了DNA甲基化对AD病理的影响,并讨论了甲基化调节

AD发生和发展的潜在作用。最后,通过检测AD患者血液样本中的DNA甲基化特征,为AD的早期筛查提供

新的思路和策略。
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[Abstract] Alzheimer's

 

disease
 

(AD)
 

is
 

the
 

most
 

common
 

neurodegenerative
 

disorder,and
 

effective
 

treatments
 

are
 

still
 

lacking.Identifying
 

molecular
 

biomarkers
 

has
 

become
 

crucial
 

for
 

AD
 

diagnosis
 

and
 

preven-
tion.This

 

article
 

focuses
 

on
 

reviewing
 

the
 

impact
 

of
 

DNA
 

methylation
 

on
 

AD
 

pathology
 

and
 

discusses
 

the
 

po-
tential

 

role
 

of
 

methylation
 

in
 

regulating
 

the
 

onset
 

and
 

progression
 

of
 

AD.Finally,by
 

examining
 

characteristics
 

of
 

DNA
 

methylation
 

in
 

blood
 

samples
 

from
 

AD
 

patients,aiming
 

to
 

provide
 

new
 

insights
 

and
 

strategies
 

for
 

ear-
ly

 

screening
 

of
 

AD.
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  阿尔茨海默病(AD)是一种神经退行性疾病,其
临床定义为逐渐出现的认知障碍和执行功能退化。
在痴呆症病例中,AD占据了高达60%~80%的比

例,影响全世界65岁以上10%的人群。近年来,AD
发病率不断上涨,预计到2050年,全世界AD患者将

达到惊人的1.4亿人,成为威胁人类健康的主要疾病

之一[1]。
细胞外β淀粉样蛋白(Aβ)的沉积和神经元内神

经原纤维缠结是AD的两大核心病理特征。然而,除
了这两者,其他病理特征如基因突变、炎症反应、钙、
胆固醇和磷脂代谢常发生在Aβ沉积和缠结之前的病

程早期。对于早发性 AD,遗传率甚至高达90%以

上,而晚发性AD的遗传率也达到了58%~79%,其
中基因突变成为最主要的遗传因素。目前,已鉴定出

与AD遗传风险相关的位点区域/基因座数目高达75
个,它们涉及免疫、内吞作用、胆固醇转运、组蛋白修

饰,以及Aβ和 Tau处理等多个复杂的生物途径[2]。
这些遗传学研究揭示了与 AD相关基因网络的框架

及用于家族性 AD遗传筛查的经典面板。但每个基

因座的常见变异遗传力比例相对较低,仅为3%~
4%,即使在家族性 AD中,也仅有不到5%的病例归

因于基因突变[2]。因此,尽管基因突变可以部分解释

AD的家族性发病,但对于散发性 AD的影响相对有

限。近年来,研究工作已经开始关注表观遗传因素在

AD中的变化,并强调了其在散发性 AD中的重要作

用。表观遗传学是一种在不改变DNA序列的情况下

调控基因表达水平的机制。这种变化被认为是对环

境变化和疾病状态的一种敏感且可逆的响应,其可能

导致潜在致病基因表达的改变。这些转化将环境、基
因和AD的发病机制紧密地联系在一起,为研究者提

供了一个全新的视角来理解这一复杂疾病的本质[3]。
通过对全基因组表观遗传关联分析所获得的基
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因集和疾病通路进行深入探究,研究提出了表观遗传

学涉及脑免疫功能、脂质相关过程、Tau蛋白磷酸化

和Aβ沉积等多方面结合的AD发病生物学机制。表

观遗传学证据还表明,痴呆不是突然发生且轮廓分明

的状态,而是关键细胞途径的逐渐变化,其由于神经

退行性变而将原本健康的状态转变为功能失调的状

态。越来越多的证据强调了表观遗传变异在 AD中

扮演着不可忽视的作用[4]。
DNA甲基化是表观遗传学研究最广泛的DNA

修饰,其在大脑正常发育中起着关键作用。DNA甲

基化是由DNA甲基转移酶(DNMT)催化完成,其将

S-腺苷甲硫氨酸(SAM)的甲基通过共价键转移到嘧

啶环的五碳位点,进而形成5-甲基胞嘧啶(5mC)。这

些甲基化位点主要位于胞嘧啶-磷酸-鸟嘌呤(CpG)二
核苷位点,CpG序列在基因启动子区密集分布,称为

CpG岛,在健康人体基因组中大部分表现为未甲基化

状态。5mC可以干扰转录因子与启动子上识别位点

的结合,或者募集5mCpG结合蛋白这类转录抑制因

子,通过改变染色质结构来抑制转录,从而影响基因

表达。甲基化在哺乳动物中高度保守,但某些特定位

点处的DNA甲基化,可能通过改变生存环境和饮食

而改变,也可随疾病的发生和发展而变化。随着细胞

的老化,DNA甲基化的分布也会发生变化,这些改变

会调控基因转录过程,破坏DNA双链结构,从而影响

基因组稳定导致衰老及神经退行性疾病的发生。一

项AD的研究发现,与同卵双胞胎中健康个体相比,
患有AD的个体在颞叶皮层神经元细胞核中DNA甲

基化明显偏低[5]。该研究在具有相似甚至相同遗传

和生活背景的个体中,发现了甲基化水平的差异,为
AD分子层面的发病机制提供了新的线索。
1 DNA甲基化与记忆相关

  记忆的形成、维持和储存与DNA甲基化和去甲

基化的调节紧密相连,记忆力衰退是AD早期的一个

临床表现。在成人的中枢神经系统中,DNMT是海

马长时程增强早期诱导所必需的,随后,某些基因的

甲基化可以介导记忆形成,但其作用是可逆的,这导

致了与突触可塑性和记忆相关基因的DNA甲基化状

态是高度动态可逆的,成为细胞记忆机制形成的关键

步骤。在突触可塑性、学习和长期记忆形成过程中,
CREB调控转录辅激活因子1(CRTC1)发挥关键作

用,在大脑特别是海马神经元中高表达,有证据表明,
在患有AD的个体中,CRTC1基因启动子DNA甲基

化水平降低,导致基因表达明显下调[6-7]。这表明,在
AD患者中,DNA

 

甲基化在调节CRTC1表达方面的

功能可能会受到干扰。此外,Aβ能通过破坏DNA完

整性而损害神经元细胞中的突触可塑性,从而导致记

忆障碍,此过程中DNA损伤使乳腺癌1(BRCA1)启
动子区域去甲基化,进而使基因表达上调,但Tau的

存在会引起BRCA1的错误定位和不溶性,这意味着

即使基因表达上调,依然无法充分修复DNA损伤[8]。
2 DNA甲基化与AD病理相关

2.1 甲基化与Aβ产生和消除相关 WEST等[9]通

过Southern
 

blot分析,首次显示了AD患者死后人脑

中APP基因位点存在去甲基化现象。APP基因去甲

基化促进了APP和 MAPT表达的增强,导致Aβ沉

积加剧和老年斑的产生。此外,在AD神经元中,β分

泌酶1(BACE1)和唐氏综合征细胞黏附分子样1
(DSCAML1)

 

基因也存在大量显著的低甲基化位

点[10]。AD
 

中这些增强子的低甲基化会导致淀粉样

蛋白斑块、神经原纤维缠结和认知能力下降。载脂蛋

白E(APOE)和分拣蛋白相关受体(SORL1)基因作

用于相同的代谢途径,可降低
 

Aβ
 

水平,并与以海马损

伤为特征的 AD相关。该基因已被证明在大脑区域

高度甲基化[11]。这些研究证明异常甲基化细胞可能

损害神经回路和(或)充当异常蛋白质传播的“种子细

胞”
 [12-13]。

 

2.2 甲基化与Tau蛋白磷酸化相关 Tau蛋白磷酸

化主要由糖原合酶激酶3B(GGSK-3B)负责,而 Tau
蛋白的去磷酸化主要由蛋白磷酸酶2A(PP2A)负责。
对AD患者前额叶皮层组织的GSK-3β基因启动子区

域的DNA甲基化的分析表明,在
 

AD早期发展阶段,
GSK-3B启动子区域的CpG

 

和非
 

CpG
 

胞嘧啶残基甲

基化水平总体较低,这导致GSK-3B过表达而Tau蛋

白磷酸化加速[14]。而 AD患者中PP2A基因去甲基

化使PP2A蛋白活性降低,导致Tau蛋白过度磷酸化

和神经变性。
2.3 甲基化与风险基因相关 通过应用450K

 

测序

技术,对34个迟发性
 

AD患者的颞上回进行深入研

究,在常染色体上确定了479个DNA甲基化差异区

域(DMR),这些DMR涵盖了总计4
 

565个CpG,其
中大多数出现高甲基化偏倚。DMR间隔与475个

RefSeq数据库基因重叠,这些基因主要涉及神经元功

能和发育及细胞代谢,其中有15个落在先前报道的

SNP位点的附近[15]。对已知的28个 AD风险基因

SNP位点进行DNA甲基化关联分析发现,有5个位

点的DNA甲基化与病理性 AD相关,包括SORL1、
ABCA7、HLA-DRB5、SLC24A4和BIN1。其中

 

BIN1
 

的表达与
 

Aβ负载信号相关,而ABCA7和SORL1
 

转

录物的
 

RNA
 

表达与Tau
 

缠结密度相关。这些整合

风险基因的DMR能更好地将表观遗传学与AD病理

联系起来,进一步发掘潜在的功能途径[16]。
2.4 甲基化与神经炎症相关 近期有研究结果显

示,Aβ积累本身并不足以导致失智,是神经炎症和淀

粉样蛋白病理之间的相互作用使Tau蛋白引发广泛

的脑损伤和认知障碍[11]。因此,神经炎症是疾病发展

不可或缺的关键上游机制[17]。在退行性疾病中,白细
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胞介素-1β(IL-1β)基因表达受到DNA甲基化的调节,
在AD早期,IL-1β启动子出现低甲基化,而在晚期甲

基化水平则又恢复,其基因表达也显示出与甲基化水

平变化形同的模式[18]。ZHANG等[19]对超过1
 

000
个前额叶皮层脑样本进行了荟萃分析,确定了3

 

751
个与AD

 

Braak阶段显著相关的CpG位点和119个

DMR,观察到一些具有PU.1结合位点的免疫相关基

因在甲基化水平上呈现出显著差异。进一步的富集

分析强调了免疫系统和TREM2在病理性 AD中的

潜在作用。这些研究结果不仅为研究者提供了关于

AD发病机制的新见解,还可能有助于 AD生物标志

物的发现研究[20]。
3 AD患者脑组织甲基化水平变化

  应用不同的方法检测 AD脑组织全基因组的

5mC水平时,研究结果并不一致。这可能源于不同方

法的灵敏度和处理方法的差异性。此外,相同的方法

也出现了矛盾的检测结果,可能是由于有限的样本数

量和异质组织的使用。因此,对于AD脑部甲基化水

平变化的检测应该基于灵敏度高的方法和特定的细

胞类型[21]。为此,已有研究对AD患者不同大脑区域

中的DNA甲基化改变进行了详细的表征,结果显示,
受AD病理学影响的大脑区域在AD的早期阶段表现

出5mC的整体变化[22]。
应用 测 序 技 术 对 AD 进 行 基 因 组 表 观 关 联

(EWAS)研究,揭示了DNA甲基化与 AD之间的复

杂关系。2014年,应用甲基化450K芯片技术检测了

708个大脑样本,深入评估DNA甲基化状态与 AD
的关系。在415

 

848个CpG位点中发现71个与AD
病理显著负相关的甲基化位点,其中包括 ANK1、
ABCA7和BIN1区域的CpG,这些区域都包含已知

的AD易感变异[23]。随后,LUNNON等[24]在4个不

同的 大 脑 区 域 进 行 了 EWAS 分 析,首 次 鉴 定 出

ANK1基因的差异甲基化区域,这一发现尤为重要,
因为ANK1基因与内嗅皮层的神经病理密切相关,而
内嗅皮层正是 AD的主要表现部位。通过对多个大

脑区域的分析,研究者进一步指出,皮层ANK1基因

特异性高甲基化在 AD相关的神经病理学中发挥着

关键作用。值得一提的是,2个独立的研究中均发现

了4个甲基化位点的变化,这些位点在ANK1、RHB-
DF2、RPL13、CDH23这4个基因附近,且与AD病理

相关。更引人瞩目的是,这些甲基化变化甚至在临床

前的受试者中就已经显现,这强烈表明这些DNA甲

基化变化可能在 AD的发病过程中扮演着至关重要

的角色[25]。为了更全面地揭示 AD中的表观遗传变

化,研究者巧妙地结合了氧化亚硫酸氢盐焦磷酸测序

技术和Illumina
 

Infinium人类甲基化450K微阵列,
首次在AD的内嗅皮层进行了DNA甲基化和羟甲基

化的表观基因组关联研究。在这项开创性的研究中,

研究 者 不 仅 验 证 了 LUNNON 等[24]先 前 报 道 的

ANK1基因与疾病相关的高甲基化现象,还意外地发

现了低羟甲基化的新模式[26]。
 

FETAHU等[27]使用氧化亚硫酸氢盐深度测序

(OXBS-seq)和甲基化酶辅助的亚硫酸氢盐深度测序

(MAB-seq)单碱基分辨率作图和分析技术,首次完整

描述了AD发病和进展过程中的5mC、5-羟甲基胞嘧

啶(5hmC)、5-醛 基 胞 嘧 啶(5fC)和5-羧 基 胞 嘧 啶

(5caC)的表观遗传变化图谱。精准地鉴定出27个

AD特异性区域和39个特异性CpG位点,其中包含

27个5mC,4个5hmC和8个5fC/5caC特异性位点。
该研究显示5mC、5hmC和5fC/5caC这几种表观遗

传学修饰状态的动态和协调变化均是与神经分化过

程或与AD特别相关的重要表观遗传特征。
LI等[28]应用亚硫酸氢盐挂锁探针技术绘制了前

额叶神经元中增强子的全基因组DNA甲基化图谱,
旨在识别与 AD相关的神经元增强子。他们成功鉴

定出1
 

224个差异甲基化增强区域,其中大多数表现

为在AD神经元中CpH位点的低甲基化。CpH甲基

化损失发生在正常的衰老神经元中,但在AD中进程

明显加速。DSCAML1内含子在 AD神经元中展现

出最为显著的DNA甲基化异常,共影响16个增强

子。这些异常去甲基化的增强子导致 ABCE1过表

达,从而诱导Aβ斑块增加。在ROSMAP数据中,发
现DSCAML1内含子3中一个特定的增强子CpG位

点(cg07533617)的低甲基化与淀粉样斑块负荷增加、
神经原纤维缠结密度上升和认知症状恶化密切相关。
这些研究表明,AD中增强子的低甲基化与BACE1
转录上调、淀粉样斑块增加、神经纤维缠结增加和认

知能力下降有关[28-29]。
WANG等[30]首次分析了与AD神经病理相关的

全基因组甲基化改变,揭示了与AD神经病理学相关

的甲基组学变化,并开发了一种新的指标即总甲基化

评分,以量化甲基化对每个基因和每种蛋白质的影

响。该研究为分析DNA甲基化与基因/蛋白质表达

之间的关系提供了一种新方法。
4 血液甲基化与AD诊断

  以往AD的确诊只能通过尸检脑组织进行病理

学检查。随着科学技术尤其是分子成像技术的发展,
如正电子发射断层成像技术(PET)为明确 AD诊断

提供了极大可能性。进行PET检查时,通过注射一

种能与脑内病理蛋白相结合的放射性配体进行脑部

成像,若观察到与病理蛋白相结合的特殊成像特征,
则提示脑内存在病理改变,从而进行AD的诊断。尽

管PET扫描在 AD诊断中具有重要价值,但其价格

高昂、分析时间长,最重要的是只适用于中晚期患者,
无法满足AD的早期诊断需求。脑脊液蛋白标志物

的检测能够提供关于AD早期病理过程的信息,因此
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在早期诊断中具有较高的准确性,然而脑脊液的收集

涉及腰椎穿刺,侵入性强,普及性差。相较于脑脊液

检测,血液样本的提取更为迅速且简便,同时其不良

反应极小,患者接受度也更高。因此,寻找并确认具

有潜力的血液生物标志物,无疑将为AD的筛查工作

带来极大的便利与推动。多项研究正聚焦于外周血

甲基化检测,期望通过这一途径揭示外周血中表观遗

传层面的改变,从而为AD等疾病的早期诊断提供新

的线索。
4.1 外周全血DNA甲基化与 AD诊断 LARDE-
NOIJE等[31]研究了大脑和血样样本中催产素(OXT)
与AD相关的DMR。在临床前期发现血液与脑中颞

上回的 OXT
 

DMR几乎一致,表明在 AD中,涉及

OXT的系统性表观遗传失调是一个重要现象,且
OXT

 

DMR可以作为一种潜在的新型生物标志物。
在一项集中了48项外周血DNA甲基化研究的综述

中,67%的研究认为AD患者与健康人之间在外周血

DNA甲基化方面存在统计学意义的差异[32]。最近许

多研究发现,AD患者的血液与健康对照相比,DNA
甲基化存在明显差异,特别是在COASY、HOXB6和

APP等基因上的候选甲基化位点[18]。2个基于 AD
血液 DNA 甲基化的荟萃分析更是鉴定出SPIDR、
CDH6基因和基因间区的5个与 AD诊断显著相关

CpGs位点。通过AD脑组织与血液DNA甲基化数

据交联分析,发现两者存在97个CpG甲基化差异位

点和10个甲基化差异基因组区域,这些甲基化差异

与AD神经病理学和AD诊断均呈现出显著关联[33]。
更令人振奋的是,在轻微认知障碍患者的外周血中也

检测到了可识别的DNA甲基化特征位点。甚至在临

床症状出现之前的3年,血液样本中可以检测到区别

于临床前的特征甲基化位点[34]。这些研究均证明

AD患者血液DNA甲基化作为AD预测性生物标志

物的可行性。但是,在这些 AD研究中,很少有研究

对这些DNA甲基化位点进行深入的分析,且从表观

基因组关联分析中鉴定出的基因座在不同研究中并

未得到重复验证,即使是应用相同检测技术的结果也

存在差异。为了更准确地评估DNA甲基化作为AD
生物标志物的潜力,未来研究需要对大量样本的检测

方法进行规范性和统一性要求。同时,增加无症状个

体中的表观遗传模式测量,结合基因组和表观基因组

的联合分析,可能会为我们提供更全面、更准确的

答案。
 

4.2 循环游离DNA(cfDNA)与 AD诊断 cfDNA
的甲基化标记作为非侵入性生物标志物,在包括脑疾

病在内的多种疾病检测中发挥着日益重要的作用[35]。
cfDNA来源于凋亡或坏死细胞,其浓度的增加可以反

映病理过程,携带特征甲基化模式的cfDNA已被用

于定位细胞来源和区分患病类别[36-37]。

在AD发病早期,神经元组织出现明显的萎缩,
同时伴随明显的血-脑屏障分解。多项研究在 AD患

者血浆、AD转基因小鼠模型血浆及用 Aβ处理的细

胞培养基中,均发现循环核酸水平升高[38-39]。为验证

cfDNA及其甲基化作为 AD早期检测标志物的可行

性,PAI等[40]进行了深入探索。他们排除了可能导致

cfDNA水平变化的并发症的干扰,发现 AD患者的

cfDNA水平显著高于健康对照患者,且血浆cfDNA
的浓度与痴呆的严重程度之间存在密切相关性。尤

为重要的是,在血浆cfDNA中发现了神经元组织特

异性高度甲基化的LHX2基因,证明了AD患者升高

的cfDNA主要来源于神经元细胞凋亡。因此,检测

cfDNA中神经元特异性基因的甲基化程度为 AD的

早期诊断提供了一种全新的方法。最近的研究将纳

米孔测序与亚硫酸氢盐转化相结合应用于神经元衍

生的cfDNA甲基化的识别和分析。该研究通过分析

皮层神经元与血浆样本间的甲基化差异模式,发现了

一些显著的甲基化差异位点,这些位点可以作为区分

血浆中神经源性cfDNA的重要标志物。在临床样本

中发现从轻微认知障碍发展为AD,其神经源性cfD-
NA水平均有所上升,这表明神经元衍生的cfDNA可

作为神经退行性疾病的可靠预测因子[41]。最近,cfD-
NA

 

甲基化分析与人工智能算法相结合被用于AD诊

断,在独立的测试组中都达到了很高的预测精度(曲
线下面积为0.949~0.998),分析cfDNA甲基化信息

有望成为非侵入性AD早期诊断的有力工具[42]。因

此通过系统分析 AD相关cfDNA甲基化图谱,寻找

AD特有的甲基化位点,鉴定 AD高度相关的特征

cfDNA甲基化靶点,可为AD非侵入性检测提供新的

生物标志物和新思路。
综上所述,DNA甲基化在 AD发生和发展过程

中扮演着举足轻重的角色。DNA甲基化的异常能导

致AD相关基因的表达失衡,从而触发一系列的病理

反应。然而,关于其具体的病理性机制,还有待进一

步深入研究。DNA甲基化的高保守性和稳定性,使
其成为疾病检测上极具潜力的生物标志物,血液样本

DNA甲基化特征检测也为AD早期诊断开辟了新的

道路。然而,DNA甲基化标志物应用于临床还需更

深入的研究和更多先进的检测技术支撑,对科研工作

者仍是极大的挑战。
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