
2020年最新数据显示，乳腺癌已超过肺癌成为全

球发病率最高的癌症，也是导致癌症患者死亡的第5大

原因。在女性群体中，乳腺癌约占所有癌症新发病例的

1/4，在440万女性癌症患者死亡病例中占比15.5%［1］。

乳腺癌的早诊断早治疗是决定其预后和生存的关键因

素［2］。目前用于乳腺癌早诊的技术有钼靶X射线成像技

术、超声诊断技术、核磁共振成像技术等［3］。钼靶X射线

成像技术对于40岁以下或乳房密度较高的女性效果不

佳［4］。而我国多数女性乳腺腺体致密并且发病人群年

龄相对较低［5, 6］，因此该技术并不完全适用。超声诊断
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摘要：目的 探究中国人群外周血中C19orf57、MAP9、EMR3、NEK6和PCOLCE2基因的甲基化水平与乳腺癌的相关性。方法

通过病例对照研究收集了258例早期乳腺癌患者和272名健康女性的外周血，并采用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术

（MALDI-TOF-MS）定量检测基因上CpG位点的甲基化水平。使用 logistics回归模型校正协变量分析DNA甲基化水平与乳腺

癌的相关性。Spearman秩相关用于分析基因甲基化水平与年龄的关系。使用非参数检验分析不同临床特征组别的甲基化水

平差异。结果 与欧美人群的乳腺癌EMR3高甲基化相反，EMR3基因的低甲基化与中国女性的乳腺癌相关，但该相关性仅存在

于≥ 50 岁的女性中（每减少 10%的甲基化，EMR3_CpG_1：OR=1.40；EMR3_CpG_2：OR=2.31；EMR3_CpG_3：OR=2.76，P<

0.05）。EMR3的甲基化水平与肿瘤分期、大小、淋巴转移、ER、PR、HER2、Ki67等没有或仅有弱相关。C19orf57甲基化与乳腺癌

无相关性。结论 外周血EMR3基因的低甲基化与中国女性乳腺癌之间存在相关性，尤其是年龄较大或绝经后女性。
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Abstract: Objective To explore the association of methylation levels of C19orf57, MAP9, EMR3, NEK6 and PCOLCE2 genes in
peripheral blood with breast cancer (BC) in Chinese women. Methods We collected peripheral blood samples from 258
early-stage BC patients and 272 healthy women. Agena matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry (MALDI-TOF-MS) was utilized to quantitatively measure the methylation levels of CpG sites in the genes. The
association between DNA methylation and BC was analyzed using a logistic regression model adjusted for covariants.
Spearman's correlation analysis was performed to analyze the association between the gene methylation levels and age. The
methylation levels of the genes in the BC patients with different clinical characteristics were investigated using non-parametric
tests. Results In stead of EMR3 gene hypermethylation as found in BC patients as found in the Caucasian population, EMR3
gene hypomethylation was found to correlate with BC in Chinese women, but this correlation was significant only in women
beyond the age of 50 years (for every 10% reduction of the methylation level, EMR3_CpG_1: OR=1.40; EMR3_CpG_2: OR=2.31;
EMR3_CpG_3: OR=2.76, P<0.05). EMR3 methylation was not or was only weakly correlated with tumor stage, size, lymphatic
metastasis, ER, PR, HER2, or Ki67. Our data did not show a correlation between C19orf57 methylation and BC. Conclusion
Peripheral blood EMR3 gene hypomethylation is associated with BC in Chinese women, especially in those at an old age and
in postmenopausal women.
Keywords: peripheral blood; EMR3; DNA methylation; breast cancer; MALDI-TOF
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技术则受影像质量以及人为主观判断等因素影响较大［7］。

核磁共振成像（MRI）在乳腺癌研究中被广泛使用，但因

其成本高、耐受性有限等，不适用于全人群筛查［8, 9］。因

此，寻找一种高效客观且适用范围广的乳腺癌早诊技术

显得尤为重要。

表观遗传学包括DNA甲基化、染色质重塑、组蛋白

修饰和非编码RNA等，它能在不改变DNA序列的前提

下产生可遗传变异［10］。DNA甲基化作为一种重要的表

观遗传机制，通常指在甲基转移酶（DNMT）的作用下，

将甲基基团转移到胞嘧啶的C5位置，形成5-甲基胞嘧

啶［11］。DNA甲基化的改变与癌症的发生发展相关［12, 13］。

对于组织样本来说，抑癌基因的启动子区高甲基化往往

导致转录抑制和基因表达降低［14, 15］，而全基因组DNA

低甲基化则可能通过增加染色体的不稳定性来促进肿

瘤形成［16］。在癌症早期，特异的DNA甲基化即有可能

发生改变，如果可以通过特定技术检测到，则可能是理

想的癌症早诊生物标志物［17, 18］。

Xu等［19］使用Illumina 27K芯片在美国Sister Study

前瞻性队列的血液样本中发现了250个跟乳腺癌相关

的甲基化位点（FDR<0.05）。其中的 5个甲基化位点

（cg03430067，cg03616357，cg07072643，cg08287471，

cg19709625）在他们随后的基于2776例外周血样本的

Illumina 450K 芯片数据中再次得到了验证（FDR<

0.01），并且他们在欧洲EPIC-Italy前瞻性队列数据库中

也验证了外周血中这5个甲基化位点与乳腺癌之间的

相关性［20］。由于DNA甲基化会受不同遗传背景及生活

习惯、环境等其他因素所影响［21,22］，因此有价值且有必要

对这5个甲基化位点与乳腺癌的相关性在其他种族中

进行验证。Guan等［23］也强调，在研究甲基化与疾病的

相关性时，对研究结果进行多轮独立验证是有必要的。

经文献检索，目前尚未找到这5个甲基化位点相关基因

（C19orf57、MAP9、EMR3、NEK6、PCOLCE2）的甲基化

水平与乳腺癌相关的独立研究。本研究通过病例对照

设计来探讨这些基因的甲基化水平与中国女性乳腺癌

之间的相关性，从而评估这些基因甲基化作为中国女性

乳腺癌早期检测生物标志物的可能性。

1 资料和方法

1.1 研究对象

从中国医学科学院肿瘤医院收集女性乳腺癌患者

258例（中位年龄45.5岁）病例纳入标准：手术后病理诊

断为乳腺癌、有完整的临床数据记录、尚未开始放疗或

化疗、无其他癌症病史且无来自其他器官的癌症转移。

病例排除标准：手术后病理诊断为乳腺良性肿瘤和乳腺

腺病等。收集乳腺癌患者临床资料包括：初诊年龄、手

术病理诊断结果、乳腺癌亚型分类、乳腺癌分期、雌激素

受体情况（ER）、孕酮受体情况（PR）、人表皮生长因子受

体-2情况（HER2）、Ki67水平等。临床资料显示，我们的

患者多数处于早期，其中Ⅰ期43.8%，Ⅱ期36.9%，Ⅲ期

18.9%，Ⅳ期0.4%。

272名女性对照来自江苏省中医院健康体检中心

（中位年龄45.0岁）。对照纳入标准：自述健康、无肿瘤

史、无自身免疫病史、血液各项指标正常。采集研究对

象外周血全血，置于含乙二胺四乙酸（EDTA）的管中，防

止血液凝固，并于-80 ℃保存。本研究的伦理经南京医

科大学和中国医学科学院伦理委员会讨论通过。

1.2 确定甲基化位点相关基因

我们将 5个CpG位点分别输入UCSC网站中的

“human GRch37/hg19”数据库中，根据CpG位点位于某

基因上或距离最近，确定其为相关基因。5个CpG位点

与相关基因的各自关系如下：cg03430067 位于

C19orf57基因的启动子区；cg03616357位于MAP9基

因的第一外显子区；cg07072643位于EMR3基因的第

一外显子区；cg08287471位于NEK6基因的第一内含子

区；cg19709625位于PCOLCE2基因的第一外显子区。

1.3 全基因组DNA提取及亚硫酸氢盐处理

全基因组DNA按照南京腾辰公司的DNA提取

试剂盒（TANTICA，China）说明书进行提取。使用EZ-

96 DNA Methylation Gold Kit（Zymo Research，USA）

试剂盒按照说明书对上述提取好的DNA进行亚硫酸氢

盐处理。

1.4 基因甲基化水平测定

使用Yang等［24, 25］描述的基质辅助激光解吸电离飞

行 时 间 质 谱（MALDI-TOF-MS，Agena Bioscience，

USA）对基因甲基化水平进行定量检测。使用特异引物

（GenScript，China）对亚硫酸氢盐处理后的DNA进行目

标序列扩增。具体各引物的序列如表1所示。反应条

件如下：95 ℃预变性 4 min；接下来 45 次循环，包括

95 ℃下变性20 s，56 ℃下退火30 s，72 ℃下延伸2min；

最后，在72 ℃下延伸5min。聚合酶链式反应（PCR）产

物按照Agena EpiTYPER Assay的标准程序处理，然后

用 Nanodispenser 点 样 至 硅 基 靶 板 上 。 数 据 由

MassARRAY系统采集，使用EpiTYPER v1.2软件进行

数据分析。该方法检测到的大多数质量峰只包含一个

CpG 位点，少数质量峰包含两个 CpG 位点。例如：

C19orf57_CpG_7和C19orf57_CpG_8经过EpiTYPER

处理后位于同一片段。因此，质量峰代表的是

C19orf57_CpG_7和C19orf57_CpG_8两位点的平均甲

基化水平（在表1中记为C19orf57_CpG_7，8）。实验操

作中，对病例和对照样本采取平行处理。

从Xu等［20］研究的5个CpG位点对应的5个基因中

选取了4个与肿瘤、免疫相关的基因（C19orf57、MAP9、
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EMR3、NEK6）。每个基因设计两对引物，引物及扩增片

段区域内的CpG位点均未与已知的单核苷酸多态性

（SNP）重合。引物扩增序列尽可能包含目的CpG位点，

但由于目的位点在CpG岛或扩增序列包含目的位点的

引物无法设计的原因，C19orf57和NEK6的引物扩增序

列均未包含目的CpG位点（cg03430067、cg08287471），

而尝试了附近的区域。在预实验中，对8对引物（表1）

进行了PCR扩增，随后进行质谱甲基化水平检测。质

谱检测结果显示其中6个扩增片段的甲基化值低于质

谱稳定检测区间（小于0.1）。仅有2个扩增片段（对应基

因：C19orf57和EMR3）满足要求，可进行进一步的实验。

C19orf57基因上的片段位于 cg03430067下游 165 bp

的位置，长度为217 bp。使用飞行时间质谱定量检测其

9个CpG位点的甲基化水平。EMR3基因上的片段长度

为269 bp，其上5个CpG位点（其中EMR3_CpG_1为目

的CpG位点：cg07072643）的甲基化水平得到检测。对

于C19orf57和EMR3两个基因，我们先进行了第一轮验

证（病例：88；对照：94）随后进行数据分析。发现

C19orf57基因的甲基化水平与乳腺癌不相关，而EMR3

基因的低甲基化与乳腺癌相关。因此，我们仅对EMR3

基因进行了独立的第二轮验证（病例：170；对照：178；第

二轮验证的样本跟第一轮验证的样本无重合）。随后对

EMR3基因的数据分析包括年龄相关、年龄分层以及临

床数据分析均为两次验证的样本量相加（病例：258；对

照：272）的结果。

表1 基因引物序列
Tab.1 Sequence of primers for amplification of the genes

Gene

C19orf57

MAP9

EMR3

NEK6

Primer name

C19orf57_244

C19orf57_217

MAP9_290

MAP9_271

EMR3_269

EMR3_291

NEK_297

NEK_183

Left primer

TTTTGAAGATGTATAAGAGGAAAGGA

GTAGTGTTAGTGTGGGGTTTGTTAT

GAGTTGTTTATTTTGGTTTGGGTTT

TTTTTTAAAGATTTAGGAAGGTGATG

TTTGGAAGAAGTAATGGTTTTTGTA

GAAAAGTAGAATTATGAGTTTGATGG

TGTGTGTATTTTAAAGTGATTTGTGTGT

GTTTTTTTTGGGTTTGGATTTTT

Right primer

AACCAAAACCAATAAACCACACTTA

TTAAAAACCCTCTATCCTTATCAAAA

TCCTATCTCCTAAACAACAACACAT

ACCCTAAAAATCAAAAACCAAACAT

CCCAAAAATAATCAACAATAACTAAACA

CCAATTATTAAACCAAATAATCCCT

CTCTATCAAACCCAACCAAACTCTA

AAAATTAACTAACTACAAACCCTCATCAT

1.5 统计学分析

所有的统计分析都在SPSS 25.0版中进行。使用

校正年龄和批间差的 logistic回归模型来比较病例组和

对照组之间各位点的 DNA 甲基化水平差异。使用

Spearman秩相关分析甲基化与年龄的相关性。使用

Kruskal-Wallis检验或Mann-Whitney U检验分析同一

临床特征不同分组后的甲基化水平是否有差异。所有

统计分析均采用双侧检验，P<0.05被认为差异具有统

计学意义。

2 结果

2.1 C19orf57甲基化水平与乳腺癌的相关性

研究对象共包括88例早期乳腺癌患者以及94例

对照的外周血。使用 logistics回归模型校正年龄后，分

析结果显示C19orf57基因上9个位点的甲基化水平在

病例组与对照组间无统计学差异，提示外周血C19orf57

的甲基化水平与中国女性的乳腺癌不相关（表2）。因

此，并未对C19orf57基因进行扩大样本的研究。

2.2 EMR3甲基化水平与乳腺癌的相关性

研究对象与上述C19orf57基因保持一致，为88例

乳腺癌患者以及94例对照。Logistics回归模型校正年

龄 后 ，结 果 显 示 EMR3_CpG_2、EMR3_CpG_3、

EMR3_CpG_4三个位点的低甲基化与乳腺癌相关（每

减少10%的甲基化；EMR3_CpG_2：OR=1.96，95% CI：

1.10~3.50，P=0.022；EMR3_CpG_3：OR=3.10，95% CI：

1.51~6.34，P=0.002；EMR3_CpG_4：OR=1.51，95% CI：

1.05~2.16，P=0.026，表2），其他的EMR3甲基化位点未

观察到与乳腺癌的相关关系。然而，在我们将样本量扩

大至合计258例乳腺癌患者以及272例对照后，logistics

回归模型校正年龄与批间差的结果却显示5个位点的

甲基化程度均与乳腺癌不相关（表3）。

2.3 EMR3甲基化与年龄和激素水平的相关性

在乳腺癌病例中，EMR3_CpG_2和EMR3_CpG_4

两个位点的甲基化水平与年龄呈负相关（EMR3_CpG_2：

J South Med Univ, 2021, 41(10): 1456-1463 http://www.j-smu.com·· 1458



Spearman rho=-0.189，P=0.002；EMR3_CpG_4：Spearman

rho=- 0.128，P=0.040，表 4）。 而 在 对 照 组 中 ，

EMR3_CpG_1、EMR3_CpG_3 和 EMR3_CpG_4 三个

位点的甲基化水平与年龄呈正相关（EMR3_CpG_1：

Spearman rho=0.243，P=5.0E- 05；EMR3_CpG_3：

Spearman rho=0.201，P=0.001；EMR3_CpG_4：Spearman

rho=0.153，P=0.012，表4）。

为进一步探究EMR3甲基化水平与乳腺癌的相关

性是否受年龄影响，我们以50岁为界对研究人群进行

年龄分层：<50岁组和≥50岁组。前者包括乳腺癌患者

194例，健康女性167名；后者包括乳腺癌患者64例，健

康女性105名。在<50岁组别中，5个位点均未显示出

EMR3甲基化与乳腺癌的相关性。而在≥50岁的人群

中，EMR3_CpG_1、EMR3_CpG_2和EMR3_CpG_3的

低甲基化与乳腺癌相关，且相关性具有统计学意义（每

减少10%的甲基化；EMR3_CpG_1：OR=1.40，95% CI：

1.03~1.89，P=0.032；EMR3_CpG_2：OR=2.31，95% CI：

1.17~4.55，P=0.016；EMR3_CpG_3：OR=2.76，95% CI：

1.37~5.56，P=0.005，表5）。其他2个EMR3位点的甲基

化水平尚未在≥50岁人群中观察到与乳腺癌的相关性

（表5）。

2.4 EMR3甲基化与乳腺癌临床特征的关系

Stage Ⅰ，Stage Ⅱ与Stage Ⅲ&Ⅳ三组的乳腺癌患

者在EMR3_CpG_2位点的甲基化水平存在显著的递减

（P=0.022，表6）。但是其他的4个EMR3 CpG位点并未

显示出这一趋势。另外，我们的结果显示EMR3的甲基

化水平与肿瘤大小、淋巴转移、ER、PR、HER2、Ki67没

有相关性（表6）。

3 讨论

Xu 等［20］报 道 了 血 液 中 5 个 甲 基 化 位 点

（cg03430067，cg03616357，cg07072643，cg08287471，

cg19709625）的DNA甲基化水平与乳腺癌相关。本项

目旨在中国人群中研究外周血中这5个位点相关基因

（C19orf57、MAP9、EMR3、NEK6、PCOLCE2）的甲基化

水平与乳腺癌的关联。试图说明以下几个方面：（1）不

表2 散发性乳腺癌患者与对照C19orf57和EMR3基因甲基化水平差异
Tab.2 Comparison of methylation levels of C19orf57 and EMR3 genes between 88 sporadic BC patients
and 94 control subjects

CpG sites

C19orf57_CpG_1

C19orf57_CpG_2

C19orf57_CpG_3

C19orf57_CpG_4

C19orf57_CpG_5

C19orf57_CpG_6

C19orf57_CpG_7,8

C19orf57_CpG_10

EMR3_CpG_1

EMR3_CpG_2

EMR3_CpG_3

EMR3_CpG_4

BC cases (n=88)

median (IQR)

0.33 (0.26-0.40)

0.31 (0.22-0.00)

0.45 (0.35-0.53)

0.87 (0.75-0.98)

0.22 (0.17-0.30)

0.39 (0.29-0.50)

0.42 (0.36-0.49)

0.86 (0.80-0.91)

0.52 (0.42-0.65)

0.00 (0.00-0.02)

0.06 (0.03-0.08)

0.16 (0.11-0.24)

Controls (n=94)

median (IQR)

0.35 (0.29-0.42)

0.31 (0.25-0.36)

0.48 (0.42-0.52)

0.86 (0.78-0.95)

0.25 (0.20-0.31)

0.40 (0.33-0.45)

0.44 (0.39-0.49)

0.85 (0.80-0.88)

0.50 (0.44-0.59)

0.00 (0.00-0.09)

0.08 (0.05-0.13)

0.20 (0.15-0.27)

OR (95% CI)*

per-10% methylation

1.13 (0.88-1.47)

0.95 (0.73-1.24)

1.37 (1.00-1.88)

1.17 (0.93-1.48)

1.16 (0.87-1.55)

1.02 (0.78-1.32)

1.43 (0.98-2.07)

0.98 (0.66-1.45)

0.84 (0.65-1.08)

1.96 (1.10-3.50)

3.10 (1.51-6.34)

1.51 (1.05-2.16)

P

0.339

0.721

0.052

0.190

0.312

0.903

0.061

0.907

0.172

0.022

0.002

0.026

*Logistic regression, adjusted for age. The bold values indicate P<0.05.

表3 散发性乳腺癌患者与对照EMR3基因甲基化水平差异
Tab.3 Comparison of methylation levels of EMR3 gene between 258 sporadic BC cases and 272 control
subjects

*Logistic regression, adjusted for age and different batches for the measurements.

CpG sites

EMR3_CpG_1

EMR3_CpG_2

EMR3_CpG_3

EMR3_CpG_4

EMR3_CpG_5

BC cases (n=258)

median (IQR)

0.51 (0.44-0.60)

0.02 (0.00-0.08)

0.08 (0.05-0.13)

0.19 (0.14-0.26)

0.09 (0.07-0.13)

Controls (n=272)

median (IQR)

0.51 (0.44-0.60)

0.03 (0.00-0.10)

0.09 (0.05-0.13)

0.19 (0.14-0.26)

0.09 (0.07-0.12)

OR (95% CI) *

per-10% methylation

0.97 (0.84-1.12)

1.08 (0.84-1.37)

1.08 (0.84-1.38)

0.92 (0.76-1.10)

0.75 (0.56-1.00)

P

0.675

0.560

0.576

0.350

0.051
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表4 EMR3甲基化与年龄相关性
Tab.4 Correlation between EMR3 methylation and age

CpG sites

EMR3_CpG_1

EMR3_CpG_2

EMR3_CpG_3

EMR3_CpG_4

EMR3_CpG_5

BC cases (n=258)

Spearman rho

-0.042

-0.189

-0.120

-0.128

0.076

P

0.500

0.002

0.054

0.040

0.226

Controls (n=272)

Spearman rho

0.243

0.059

0.201

0.153

0.109

P

5.0E-05

0.329

0.001

0.012

0.071

*Spearman rank correlation. The bold values indicate P<0.05.

同种族的甲基化水平与疾病之间的关联可能不同；（2）

Xu等［20］采用 Illumina芯片技术筛选发现了乳腺癌相关

的甲基化位点，但并未对这些位点进行逐一验证。我们

通过飞行时间质谱（MALDI-TOF）技术对其报道的甲

基化位点以及周边的位点都进行了逐一的验证，从而提

升了数据的可靠性和可重复性；（3）说明候选基因研究

对于我国乳腺癌早期检测潜在生物标志物的发现具有

重要意义。同时提示，用于检测的分子标志物不建议直

接套用国外人群的研究结果，而需在本国人群中先进行

验证。本研究通过文献检索和因为甲基化值低于质谱

稳 定 检 测 区 间 排 除 了 3 个 基 因（MAP9、NEK6、

PCOLCE2，详见研究材料和方法）。在小样本研究的88

例散发性乳腺癌患者和 94 名健康对照中，发现

C19orf57甲基化水平与乳腺癌不相关。在后续合计

258例散发性乳腺癌患者和272名健康女性的研究中则

显示，EMR3基因的低甲基化与乳腺癌的相关性受年龄

影响，该相关性仅存在于≥50岁的人群中。在Xu等［19, 20］

的研究中，910位参与者的 Illumina 27K芯片数据显示

EMR3（cg07072643）在乳腺癌患者中的甲基化水平高

于健康女性，其后的 Illumina 450K芯片数据并未展示

该位点的甲基化水平具体数值。但我们的研究却发现

EMR3的甲基化水平在大于等于50岁乳腺癌患者中是

低于健康女性的。我们的结果和Xu等［20］的报道有明显

的差异，可能源于高加索人群和中国人群之间的种族差

异［21］、也可能源于不同的生活方式［26］以及环境［22］等因素

对甲基化水平的影响。

EMR3 基 因 全 称 adhesion G protein-coupled

receptor E3（又名ADGRE3），编码一种表皮生长因子，

属于粘附性G蛋白耦合受体，是G蛋白耦合受体大家族

中的成员，该家族还包括 CD97，EMR1，EMR2 和

EMR4。该基因在中性粒细胞、单核细胞和巨噬细胞中

表达水平最高［27］。有研究发现相对于癌旁组织来说，

EMR3在肝细胞癌组织中处于低甲基化状态［28］。TCGA

数据库中肝癌的数据分析提示，EMR3的表达水平与免

疫细胞渗透有关［29］。EMR3的基因敲除实验证明，该基

因在胶质母细胞瘤中的作用与细胞侵袭有关［30］。Singh

等［31］通过全基因组甲基化测量发现食道癌组织中CD97

的启动子区处于低甲基化状态且该基因呈高表达。

Ward等［32］报道组织中CD97的表达上调与甲状腺癌的

发展以及侵袭性有关。类似的研究表明CD97是宫颈

癌的独立预后指标，与其不良预后以及侵袭性有关［33］。目

前我们尚未找到EMR3基因的甲基化与乳腺癌相互作

用的文章。我们推测与CD97同一家族的EMR3甲基

化水平改变可能同样通过增加侵袭性与肿瘤的发展相

表5 258例散发性乳腺癌患者和272名健康女性EMR3甲基化年龄分层分析
Tab.5 Methylation difference of EMR3 between 258 sporadic BC cases and 272 controls stratified by age

*Logistic regression, adjusted for age and different batches for the measurements. The bold values indicate P<0.05. IQR: Interquartile range.

CpG sites

Participants<50 years old

BC cases (n=194) median (IQR)

Controls (n=167) median (IQR)

OR (95% CI)* per-10% methylation

P

Participants≥ 50 years old

BC cases (n=64) median (IQR)

Controls (n=105) median (IQR)

OR (95% CI)* per-10% methylation

P

EMR3_CpG_1

0.51 (0.45-0.60)

0.50 (0.42-0.57)

0.87 (0.71-1.07)

0.185

0.50 (0.42-0.64)

0.54 (0.48-0.64)

1.40 (1.03-1.89)

0.032

EMR3_CpG_2

0.03 (0.00-0.09)

0.03 (0.00-0.10)

0.89 (0.64-1.23)

0.471

0.00 (0.00-0.03)

0.03 (0.00-0.10)

2.31 (1.17-4.55)

0.016

EMR3_CpG_3

0.09 (0.05-0.15)

0.08 (0.05-0.13)

0.86 (0.60-1.24)

0.416

0.07 (0.03-0.11)

0.10 (0.06-0.16)

2.76 (1.37-5.56)

0.005

EMR3_CpG_4

0.20 (0.15-0.26)

0.18 (0.14-0.25)

0.82 (0.63-1.05)

0.119

0.17 (0.11-0.24)

0.21 (0.14-0.27)

1.31 (0.87-1.97)

0.197

EMR3_CpG_5

0.09 (0.07-0.13)

0.08 (0.07-0.12)

0.96 (0.76-1.21)

0.721

0.09 (0.07-0.16)

0.10 (0.07-0.15)

0.94 (0.57-1.53)

0.788
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关。可惜我们没有新鲜外周血样本以及RNA样本，也

没有找到相关数据库能提供乳腺癌患者外周血中

EMR3基因甲基化与表达的关系。而且本研究的结果

受限于样本量较小与回顾性病例对照的研究设计。因

此未来在前瞻性队列中收集乳腺癌各项影响因素的数

据，并进行相关研究是十分有必要的。

本研究发现EMR3基因甲基化水平与乳腺癌的相

关性仅在50岁以上女性中存在（表5）。亚洲妇女平均

绝经年龄约为49周岁［34］，围绝经期通常是指绝经前3~4

年［35］，也就是45~49周岁。Key等［36］发现中国女性的雌

激素水平随年龄的增加而降低。遗憾的是，我们并没有

雌激素水平数据。因此暂定50作为年龄分层分析的界

值。年龄是甲基化改变的重要因素［37］同时，雌激素水平

也跟女性年龄密切相关，尤其是青春期以及绝经期的激

素水平变化［38］。有研究表明DNA甲基化的改变与青春

期过渡和生殖激素水平的变化亦极具相关性［39-41］。并且

有关激素与乳腺癌的研究也指出，跟乳腺相关的激素

（如雌二醇、睾酮、催乳素等）与乳腺癌患病风险呈正相

关关系［42, 43］。根据以上证据，我们推测50岁以上女性群

体（绝大多数处于绝经期）EMR3甲基化与乳腺癌的相

Clinical
characteristics (n)

Tumor stage (249)

Tumor size (249)

Lymph node involvement (249)

Ki67 (251)

ER (254)

PR (254)

HER2 (254)

Triple-negative (254)

Group (n)

StageⅠ (109)

StageⅡ (92)

StageⅢ&Ⅳ (48)

P

T0&1 (153)

T2&3&4 (96)

P

N0 (139)

N1&2&3 (110)

P

Ki67≤ 20% (97)

Ki67>20% (154)

P

ER negative (52)

ER positive (202)

P

PR negative (65)

PR positive (189)

P

HER2 negative
(197)

HER2 positive (57)

P

Triple-negative (33)

Non-triple-
negative (221)

P

Median of age

46.0

45.0

47.0

0.773

46.0

45.0

0.386

45.0

46.0

0.908

46.0

45.0

0.920

46.0

45.0

0.332

46.0

45.0

0.474

45.0

46.0

0.609

45.0

46.0

0.812

Median of methylation levels

EMR3_CpG_1

0.50

0.51

0.56

0.088

0.50

0.53

0.589

0.50

0.53

0.234

0.51

0.51

0.539

0.48

0.51

0.247

0.49

0.51

0.276

0.51

0.51

0.758

0.48

0.51

0.621

EMR3_CpG_2

0.02

0.02

0.00

0.022

0.01

0.02

0.346

0.02

0.01

0.403

0.02

0.02

0.791

0.02

0.02

0.568

0.02

0.01

0.494

0.01

0.02

0.499

0.02

0.02

0.802

EMR3_CpG_3

0.07

0.08

0.07

0.602

0.08

0.08

0.729

0.08

0.08

0.514

0.07

0.08

0.312

0.08

0.08

0.503

0.08

0.08

0.404

0.08

0.07

0.925

0.08

0.08

0.335

EMR3_CpG_4

0.19

0.21

0.19

0.800

0.20

0.19

0.400

0.19

0.20

0.754

0.19

0.20

0.984

0.20

0.19

0.652

0.20

0.19

0.799

0.20

0.19

0.772

0.21

0.19

0.233

EMR3_CpG_5

0.08

0.09

0.09

0.500

0.09

0.09

0.930

0.08

0.09

0.338

0.08

0.09

0.227

0.08

0.09

0.399

0.08

0.09

0.261

0.09

0.09

0.801

0.09

0.09

0.492

表6 散发性乳腺癌患者临床特征与EMR3甲基化的关联分析
Tab.6 Association between EMR3 methylation and clinical characteristics of sporadic BC cases
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关性可能与年龄及其自身雌激素水平有关。这与Yin

等［44］发现的S100P和HYAL2基因甲基化水平与乳腺癌

的相关关系受激素影响结果类似。然而EMR3基因甲

基化与乳腺癌相关的具体机制还有待后续的功能实验

研究。

在既往研究中，Xu等［19, 20］并未比较不同临床特征

乳腺癌患者的EMR3甲基化水平差异。我们的研究还

针对中国乳腺癌患者不同临床特征的EMR3甲基化水

平进行了分组比较，结果显示不同分期的乳腺癌患者

EMR3 甲基化水平在个别位点上存在差异。同时，

EMR3的甲基化水平与肿瘤大小、淋巴转移、ER、PR、

HER2、Ki67也没有相关性。由此可见，外周血DNA甲

基化的改变是发生在肿瘤早期的，并且跟肿瘤的亚型关

系不大。如果能够找到高效特异的外周血甲基化信号，

则有可能是潜在的肿瘤早筛早诊标志物。

综上所述，本次研究在中国女性人群中发现外周血

EMR3基因的低甲基化与早期乳腺癌之间存在相关性，

尤其存在于年龄较大或者绝经以后的女性中。我们的

工作为进一步探索EMR3基因甲基化与乳腺癌的作用

机制提供了线索，同时也再次提示基因甲基化与疾病之

间的相关性需在不同人种中进行独立验证。
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