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1.一种鉴定标记核酸中的甲基化CpG基因座组的方法，其中甲基化指示腺瘤，所述方法

包括：

a)测定来自多个正常样品的标记核酸的多个独立拷贝的每一个中限定的CpG基因座组

的甲基化状态；

b)测定来自多个腺瘤样品的所述标记核酸的多个独立拷贝的每一个中所述限定的CpG

基因座组的甲基化状态以从所述限定组内鉴定限定的CpG基因座亚组，

其中在所述限定亚组中的所有所述CpG基因座处发生甲基化的来自所述多个正常样品

的所述标记核酸的独立拷贝的百分比小于在所述限定亚组中的所有所述CpG基因座处发生

甲基化的来自所述多个腺瘤样品的所述标记核酸的独立拷贝的百分比，并且

其中在所述标记核酸中在所述限定亚组内的所有所述CpG基因座处的甲基化指示腺

瘤。

2.根据权利要求1所述的方法，其中在所述多个腺瘤样品中在所述限定的CpG基因座组

内的所有基因座处发生甲基化的所述标记核酸的独立拷贝的平均百分比大于在所述多个

正常样品中在所述限定的CpG基因座组内的所有基因座处发生甲基化的所述标记核酸的独

立拷贝的平均百分比。

3.根据权利要求2所述的方法，其中在所述多个腺瘤样品中在所述限定的CpG基因座组

内的所有基因座处发生甲基化的所述标记核酸的独立拷贝的平均百分比相比在所述多个

正常样品中在所述限定的CpG基因座组内的所有基因座处发生甲基化的所述标记核酸的独

立拷贝的平均百分比大至少一个标准偏差。

4.根据权利要求2所述的方法，其中在所述多个腺瘤样品中在所述限定的CpG基因座组

内的所有基因座处发生甲基化的所述标记核酸的独立拷贝的平均百分比相比在所述多个

正常样品中在所述限定的CpG基因座组内的所有基因座处发生甲基化的所述标记核酸的独

立拷贝的平均百分比大至少两个标准偏差。

5.根据权利要求2所述的方法，其中在所述多个腺瘤样品中在所述限定的CpG基因座组

内的所有基因座处发生甲基化的所述标记核酸的独立拷贝的平均百分比相比在所述多个

正常样品中在所述限定的CpG基因座组内的所有基因座处发生甲基化的所述标记核酸的独

立拷贝的平均百分比大至少三个标准偏差。

6.一种鉴定标记核酸中的甲基化CpG基因座组的方法，其中甲基化指示癌症，所述方法

包括：

a)测定来自多个正常样品的标记核酸的多个独立拷贝的每一个中限定的CpG基因座组

的甲基化状态；

b)测定来自多个癌症样品的所述标记核酸的多个独立拷贝的每一个中所述限定的CpG

基因座组的甲基化状态以从所述限定组内鉴定限定的CpG基因座亚组，

其中在所述限定亚组中的所有所述CpG基因座处发生甲基化的来自所述多个正常样品

的所述标记核酸的独立拷贝的百分比小于在所述限定亚组中的所有所述CpG基因座处发生

甲基化的来自所述多个癌症样品的所述标记核酸的独立拷贝的百分比，

其中在所述标记核酸中在所述限定亚组内的所述基因座中每一个CpG基因座的每一个

处的甲基化指示癌症。

7.根据权利要求6所述的方法，其中在所述多个癌症样品中在所述限定的CpG基因座组
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内的所有基因座处发生甲基化的所述标记核酸的独立拷贝的平均百分比大于在所述多个

正常样品中在所述限定的CpG基因座组内的所有基因座处发生甲基化的所述标记核酸的独

立拷贝的平均百分比。

8.根据权利要求7所述的方法，其中在所述多个癌症样品中在所述限定的CpG基因座组

内的所有基因座处发生甲基化的所述标记核酸的独立拷贝的平均百分比相比在所述多个

正常样品中在所述限定的CpG基因座组内的所有基因座处发生甲基化的所述标记核酸的独

立拷贝的平均百分比大至少一个标准偏差。

9.根据权利要求7所述的方法，其中在所述多个癌症样品中在所述限定的CpG基因座组

内的所有基因座处发生甲基化的所述标记核酸的独立拷贝的平均百分比相比在所述多个

正常样品中在所述限定的CpG基因座组内的所有基因座处发生甲基化的所述标记核酸的独

立拷贝的平均百分比大至少两个标准偏差。

10.根据权利要求7所述的方法，其中在所述多个癌症样品中在所述限定的CpG基因座

组内的所有基因座处发生甲基化的所述标记核酸的独立拷贝的平均百分比相比在所述多

个正常样品中在所述限定的CpG基因座组内的所有基因座处发生甲基化的所述标记核酸的

独立拷贝的平均百分比大至少三个标准偏差。
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DNA甲基化的数字序列分析

[0001] 本申请是与母案名称相同的分案申请，母案的中国申请号是201280016745.6，国

际申请号是PCT/US2012/023646，申请日是2012年2月2日。

[0002] 相关申请的交叉引用

本申请要求于2011年2月2日提交的美国临时专利申请序列第61/438,649号的权益，其

以引用方式整体并入本文。

技术领域

[0003] 本发明涉及测定和使用指示腺瘤和癌的特异性甲基化模式的方法和组合物。具体

地讲，本发明涉及对得自癌症和腺瘤样品的DNA中协调甲基化的限定CpG基因座的分析，用

于鉴定协调甲基化基因座的方法，以及在腺瘤和癌症的测定法设计中使用对一个或多个标

记区域中协调甲基化基因座进行分析的方法，所述方法具有改善的灵敏性和特异性。

背景技术

[0004] 在高等真核生物中，DNA可在位于CpG二核苷酸中鸟苷5'的胞嘧啶处发生甲基化。

这种修饰对于基因表达具有重要的调节作用，特别是在涉及富含CpG的区域时，这种区域称

为CpG岛，通常存在于基因的启动子区域。虽然在整个人类基因座中大约75%的CpG位点发生

甲基化，但是在CpG岛内的CpG位点通常不发生甲基化，而CpG岛的异常甲基化已与许多疾病

相关，包括癌症。例如，CpG岛高甲基化在例如结直肠癌的人类癌症中与限定的肿瘤抑制基

因的转录失活相关。因此，检测高甲基化核酸应当能够指示多种形式的癌症的易感性或发

生。

[0005] 尽管有迹象表明在CpG岛甲基子表型(CIMP)与癌症之间存在联系（参见例如

Baylin  SB等，Adv  Cancer  Res  1998;72:141–196和Jones  PA等，Nat  Rev  Genet  2002;3:

415–428），但是关于单独分析甲基化状态可能是有用的诊断或预后工具的想法仍存在争

议。如Issa等在Gastroenterology  179(3):2005的一篇社论中所论述，研究人员在确认CI,

MP与癌症之间的联系中得到了矛盾复杂的结果。虽然据报道在多种其它恶性肿瘤中已证实

了CIMP  (Shen,  I.等，J  Natl  Cancer  Inst  2002;94:755–761;  Garcia-Manero  G等，Clin 

Cancer  Res  2002;8:2217–2224;  Toyota  M等，Blood  2001;97:2823–2829;  Ueki  T等，

Cancer  Res  2000;60:1835–1839;  Toyota  M等，Cancer  Res  1999;59:5438–5442; 

Strathdee  G等，Am  J  Pathol  2001;158:1121–1127;  Abe  M等，Cancer  Res  2005;65:828–

834)并且多个小组已使用相似的标记物和技术证实了原来的发现结果(Whitehall  VL等，

Cancer  Res  2002;62:6011–6014;  van  Rijnsoever  M等，Gut  2002;51:797–802)，但是其

它小组却未能建立此类联系(Eads  CA等，Cancer  Res  2001;61:3410–3418;  Esteller  M

等，Cancer  Res  2000;60:129–133)。迟至2003年才有出版物得出结论：在结直肠癌中的所

有甲基化事件与老化而非瘤形成相关(Yamashita  K等，Cancer  Cell  2003;4:121–131)。

[0006] 这些存在矛盾的结果部分地归因于以下事实：已证实在结直肠癌中70%至80%的异

常DNA甲基化事件与年龄有关(Toyota  M等，Proc  Natl  Acad  Sci  U  S  A  1999;96:8681–
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8686)并且癌症相关的表型只有在过滤掉这些因素后才能清楚。还注意到，过度灵敏的非定

量方法会过高估计甲基化并掩盖与癌症相关的和不与癌症相关的甲基化之间的区别。Issa

指出“甲基化事件（单独地）无法提供曾被认为是的理想通用癌症标记物，因为CIMP靶基因

将不能用于筛选所有结直肠癌（经预测会存在许多假阴性），并且非CIMP靶基因将可能得出

高假阳性率，因为它们也在无肿瘤的年长个体表现正常的粘膜中发生甲基化”(Issa等,同

上)。

[0007] 一种增加癌症检测中甲基化分析临床特异性的方法是考虑多个标记基因。例如，

Zou等调查了癌症样品中BMP3、EYA2、ALX4和波形蛋白的甲基化状态。虽然对于这四个基因

的每一个而言甲基化水平在癌症和腺瘤两者中均明显高于正常上皮中的水平，但是通过接

受者操作曲线确定的灵敏性未能通过合并任何或所有标记物而与最佳的单个标记物相比

得到明显改善。(Zou等，Cancer  Epidemiol  Biomarkers  Prev  2007;16(12):2686)。

[0008] Zou还研究了在所述标记基因不止一个中表现出甲基化的新生物并发现共甲基化

(co-methylation)频繁发生，其中所测试的72%的癌症和84%的腺瘤表现出在所述基因两个

或更多个中的高甲基化。Zou报道了分别在74例癌症的88%、72%、53%和41%以及62例腺瘤的

98%、84%、60%和39%中注意到了这四个标记基因中一个或多个（至少一个）、两个或更多个、

三个或更多个或四个的甲基化，相比之下在70例正常上皮中为24%、7%、3%和0%，从而表明虽

然在将更多的基因包括在共甲基化组中时测定法获得了越来越高的特异性，但是灵敏性急

剧下降。

发明内容

[0009] 本发明涉及鉴定可用于检测与结直肠癌相关的甲基化的特定基因的区域和基因

组核酸的特定区域的方法。方法包括例如以改善的灵敏性和特异性检测例如活检组织、粪

便提取物或其它体液中的甲基化序列。在优选实施方案中，本发明提供甲基化分析的方法，

包括鉴定在将非正常细胞例如癌症或腺瘤细胞中的甲基化与正常细胞中的背景甲基化进

行比较时表现出有利甲基化比率的甲基化基因座。在一些实施方案中，本发明涉及分析标

记序列内一组可能的甲基化位点中多个基因座中每一个处的甲基化的方法，其中在位点的

限定组内的所有基因座处存在甲基化的频率在癌症和腺瘤细胞中比在正常细胞中更高，使

得在样品中限定的基因座亚组内的所有基因座处发现甲基化则指示腺瘤或癌症。

[0010] 在一些实施方案中，本发明提供鉴定标记核酸中甲基化CpG基因座组的方法，其中

甲基化指示腺瘤，所述方法包括：

a)测定来自多个正常样品的标记核酸的多个独立拷贝的每一个中限定的CpG基因座组

的甲基化状态；

b)测定来自多个非正常（例如腺瘤或癌症）样品的所述标记核酸的多个独立拷贝的每

一个中所述限定的CpG基因座组的甲基化状态以从所述限定组内鉴定限定的CpG基因座亚

组，

其中在所述限定亚组中的所有所述CpG基因座处发生甲基化的来自所述多个正常样品

的所述标记核酸的独立拷贝的百分比小于在所述限定亚组中的所有所述CpG基因座处发生

甲基化的来自所述多个非正常样品的所述标记核酸的独立拷贝百分比，并且其中在所述标

记核酸中的所述限定亚组内所有所述CpG基因座处的甲基化指示非正常状态，例如腺瘤和/
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或癌症。在某些实施方案中，在所述多个非正常样品中在所述限定的CpG基因座组内的所有

基因座处发生甲基化的标记核酸的独立拷贝的平均百分比大于在多个正常样品中在所述

限定的CpG基因座组内的所有基因座处发生甲基化的标记核酸的独立拷贝的平均百分比。

在优选实施方案中，在多个非正常样品中在所述限定的CpG基因座组内的所有基因座处发

生甲基化的标记核酸的独立拷贝的平均百分比相比在所述多个正常样品中在所述限定的

CpG基因座组内的所有基因座处发生甲基化的所述标记核酸的独立拷贝的平均百分比大至

少一个标准偏差，优选地至少两个标准偏差，更优选地至少三个标准偏差。

[0011] 在一些实施方案中，限定的CpG基因座亚组由限定的CpG基因座组中的相同基因座

组成。

[0012] 测定所述CpG基因座组的甲基化状态可通过本领域技术人员已知的任何方法完

成。在一些实施方案中，该方法包括将得自样品的DNA用亚硫酸氢盐处理。亚硫酸氢盐修饰

处理在例如美国专利号6,017,704中有所描述，该专利的全部公开内容以引用方式并入本

文。在一些实施方案中，测定限定的CpG基因座组的甲基化状态包括对标记核酸的多个独立

拷贝中的多个CpG基因座的每一个进行数字分析。在一些优选实施方案中，数字分析包括数

字测序和/或数字PCR。

[0013] 在某些优选实施方案中，非正常样品包括腺瘤样品，并在特别优选的实施方案中，

包括结直肠腺瘤样品。在一些优选实施方案中，非正常样品包括癌症样品，并在某些优选实

施方案中，包括结直肠癌样品。

[0014] 本发明提供检测例如得自受试者的样品中的癌症或腺瘤的方法。在一些实施方案

中，本发明提供方法，包括测定至少一种癌症或腺瘤标记核酸分子中限定的CpG基因座亚组

内各CpG基因座的甲基化状态，其中在癌症或腺瘤标记核酸分子中的限定的CpG基因座亚组

内的基因座中每一个CpG基因座的每一个处的甲基化指示样品中的癌症或腺瘤。在某些优

选实施方案中，所述限定亚组包含至少三个CpG基因座，而在一些优选实施方案中，所述限

定亚组包含至少四个CpG基因座或至少五个CpG基因座。

[0015] 在某些实施方案中，测定包括在核酸检测测定法中对CpG基因座进行分析，所述核

酸检测测定法被配置成在单一核酸检测测定法中测定基因座中每一个的甲基化状态。在一

些优选实施方案中，测定包括在被配置成在单一反应混合物中测定所述基因座中每一个的

甲基化状态的核酸检测测定法中分析CpG基因座。在一些实施方案中，核酸检测测定法包括

引物延伸测定法。在某些优选实施方案中，核酸检测测定法可包括以下一者或多者：核酸扩

增测定法、核酸测序测定法、结构特异性裂解测定法、5'核酸酶裂解测定法、侵入式裂解测

定法和/或连接测定法。

[0016] 本发明的方法不限于分析单个癌症或腺瘤标记核酸。例如，在一些实施方案中，在

至少一个癌症或腺瘤标记核酸分子中的限定的CpG基因座亚组内的各CpG基因座的甲基化

状态包括分析得自多个癌症或腺瘤标记物的核酸分子。在一些实施方案中，多个癌症或腺

瘤标记物包括至少三个癌症或腺瘤标记物，而在一些实施方案中，多个包括至少四个癌症

或腺瘤标记物。在一些优选实施方案中，癌症或腺瘤标记物及核酸分子选自波形蛋白、

BMP3、胞裂蛋白9、TFPI2、LRAT的2个区域和EYA4标记物及核酸分子。在一些实施方案中，将

本发明的测定方法与对一种或多种其它癌症标记物的分析相结合，诸如大便潜血标记物

（例如血红蛋白、α防御素、钙卫蛋白、α1-抗胰蛋白酶、白蛋白、MCM2、转铁蛋白、乳铁蛋白和
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溶菌酶）。

[0017] 在本文所述方法的某些优选实施方案中，癌症或腺瘤标记核酸分子包括波形蛋白

核酸分子，并且在一些特别优选的实施方案中，在波形蛋白核酸分子中的限定的CpG基因座

亚组包括基因座37、40和45。

[0018] 在本文所述方法的某些优选实施方案中，癌症或腺瘤标记核酸分子包括BMP3核酸

分子，并且在一些特别优选的实施方案中，在BMP3核酸分子中的限定的CpG基因座亚组包括

基因座34、53和61。

[0019] 在本文所述方法的某些优选实施方案中，癌症或腺瘤标记核酸分子包括胞裂蛋白

9核酸分子，并且在一些特别优选的实施方案中，在胞裂蛋白9核酸分子中的限定的CpG基因

座亚组包括基因座59、61、68和70。

[0020] 在本文所述方法的某些优选实施方案中，癌症或腺瘤标记核酸分子包括TFPI2核

酸分子，并且在一些特别优选的实施方案中，在所述TFPI2核酸分子中的限定的CpG基因座

亚组包括基因座55、59、63和67。

[0021] 在本文所述方法的某些优选实施方案中，癌症或腺瘤标记核酸分子包括EYA4核酸

分子，并且在一些特别优选的实施方案中，在所述EYA4核酸分子中的限定的CpG基因座亚组

包括基因座31、34、37和44。

[0022] 在本文所述方法的某些优选实施方案中，所述至少一个癌症或腺瘤标记物或核酸

分子包括包含波形蛋白、BMP3、胞裂蛋白9和TFPI2标记物或核酸分子的多个标记物或核酸

分子。

[0023] 本发明还提供选择标记核酸中限定的CpG基因座组的方法，其中甲基化指示非正

常状态，例如腺瘤或癌症，所述方法包括a)测定来自多个正常样品的标记核酸的多个独立

拷贝的每一个中多个CpG基因座的甲基化状态；b)测定来自多个非正常（例如腺瘤或癌症）

样品的所述标记核酸的多个独立拷贝的每一个中所述多个CpG基因座的甲基化状态；c)测

定在标记核酸的多个所述CpG基因座中每个基因座的甲基化比率；以及d)选择标记核酸中

限定的CpG基因座组，其中限定的CpG基因座组包含多个具有与非正常状态（例如腺瘤或癌

症）相关的有利甲基化比率的CpG基因座。

[0024] 在一些实施方案中，测定甲基化比率包括测定在正常样品中多个CpG基因座中每

一个处的平均甲基化与在非正常样品中所述多个CpG基因座中每个对应CpG基因座处的平

均甲基化的比率。在优选实施方案中，在正常和非正常（例如腺瘤或癌症）样品中分析的标

记核酸的所述多个独立拷贝包括至少10个，优选地至少100个，更优选地至少1000个，还更

优选地至少10,000个，以及还更优选地至少100,000个拷贝。所分析的拷贝数不限于这些整

数，而是可以为大于约10的任何整数。得自不同样品类型例如正常和非正常样品的拷贝数

不必相等。

[0025] 在本文所述的标记核酸中选择限定的CpG基因座组的方法的某些优选实施方案

中，进行比较的多个正常和非正常（例如腺瘤或癌症）样品包括至少10个，优选地至少25个，

还更优选地至少100个样品。所分析的样品数不限于这些整数，而是可以为大于约10的任何

整数。得自不同样品类型例如正常和非正常样品的不同样品数不必相等。

[0026] 在某些实施方案中，限定的CpG基因座组包含至少三个CpG基因座，优选地至少四

个CpG基因座，更优选地至少五个CpG基因座。

说　明　书 4/37 页

7

CN 110129436 A

7



[0027] 测定多个CpG基因座的甲基化状态可通过本领域技术人员已知的任何方法完成，

包括在下文更详细地描述的那些。在一些实施方案中，该方法包括将得自样品的DNA用亚硫

酸氢盐处理。在一些实施方案中，测定限定的CpG基因座组的甲基化状态包括对标记核酸的

多个独立拷贝中的多个CpG基因座的每一个进行数字分析。在一些优选实施方案中，数字分

析包括数字测序和/或数字PCR。制备用于分析的样品（例如粪便样品）的方法在本领域也是

已知的。参见例如US7005266、6,303,304、5,741,650、5,952,178和6,268,136，它们均以引

用方式并入本文。

[0028] 定义

为了有利于理解本发明，下文定义了多个术语和短语。

[0029] 如本文所用，术语“数字测序”和“单分子测序”可互换使用并指测定各个核酸分子

的核苷酸序列。用于各个分子测序的系统包括但不限于454  FLX ™ 或454  TITANIUM ™ 

(Roche)、SOLEXA ™ /  Illumina基因组分析仪(Illumina)、HELISCOPE ™  单分子测序仪

(Helicos  Biosciences)和SOLID ™  DNA测序仪(Life  Technologies/Applied 

Biosystems)，以及其它正在由诸如Intelligent  Biosystems和Pacific  Biosystems的公

司开发的平台。

[0030] 如本文所用，关于基因座或区域使用的术语“背景”是指在正常细胞或样品中在正

常细胞中通常未甲基化的核酸基因座或区域处观察到的甲基化。例如，CpG岛在正常人类细

胞中通常被视为未甲基化，但是甲基化并非在正常细胞的CpG岛中完全不存在。

[0031] 如本文所用，关于例如CpG基因座中的胞嘧啶的甲基化状态使用的“甲基化”或“甲

基化的”通常是指在胞嘧啶残基的5位存在或不存在甲基基团（即，特定的胞嘧啶是否为5-

甲基胞嘧啶）。甲基化可直接测定，例如，如通过分析胞嘧啶的甲基化状态的常规方法所证

实，例如通过用亚硫酸氢盐处理而测定特定C残基转化成尿嘧啶的灵敏性（或不存在）。例

如，将样品用亚硫酸氢盐以预计将会转化未甲基化的残基的方式处理时（例如在将样品中

的大部分或全部未甲基化的胞嘧啶转化成尿嘧啶的条件下），样品中未转化成尿嘧啶的胞

嘧啶残基一般可被视为“甲基化的”。

[0032] 如本文所用，术语“数字PCR”、“单分子PCR”和“单分子扩增”是指被配置成通过单

个起始分子提供扩增产物或信号的PCR和其它核酸扩增方法。通常，将样品例如通过序列稀

释或通过分配进足够小的部分（例如微室中或乳液中）而分开，使得每个部分或稀释样平均

而言具有不超过靶核酸的单个拷贝。单分子PCR的方法在例如以下专利中有所描述：US  6,

143,496，其涉及一种方法，包括将样品分到多个室中使得至少一个室具有至少一个靶标，

然后扩增靶标以确定有多少室具有靶分子；US  6,391,559，其涉及用于容纳和分配流体的

组合件；以及US7,459,315，其涉及将样品分到具有样品室的组合件中的方法，其中将样品

通过表面亲和力分配到室中，然后用可固化的“驱替流体”密封室。另见US  6,440,706和US 

6,753,147，以及Vogelstein等，Proc.  Natl.  Acad .  Sci.  USA，第  96卷，第9236–9241页，

1999年8月。另见US  20080254474，该专利描述了与甲基化检测相结合的数字PCR的组合。

[0033] 如本文所用，关于诊断测定法例如甲基化测定法使用的“灵敏性”是指临床灵敏

性：使用诊断测定法得出阳性结果的阳性样品的比例。灵敏性的计算方式通常为：通过测定

法鉴定的真阳性数除以对已知阳性样品进行的测定法确定的真阳性数和假阴性数的总和。

相似地，术语“特异性”是指测定法确定的真阴性数除以对已知阴性样品进行的测定法确定
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的真阴性数和假阳性数的总和的比例。

[0034] 如本文关于诊断或分析测定法所用，术语“互补的”是指当一起使用时不同的测定

法提供比通过单独使用的不同测定法的任一种所能提供的更灵敏和/或特异的结果。

[0035] 如本文所用，术语“信息性的”或“信息量”是指一定质量的某一标记物或一组标记

物，并且具体地讲是指在阳性样品中发现某一标记物（或一组标记物）的可能性。

[0036] 如本文所用的术语“样品”以其最广泛的含义使用。例如，疑似含有人类基因或染

色体或与人类染色体相关的序列的样品包括细胞、从细胞分离的染色体（例如中期染色体

涂片）、基因组DNA（在溶液中或结合到固体载体，诸如用于Southern印迹分析）、RNA（在溶液

中或结合到固体载体，诸如用于Northern印迹分析）、cDNA（在溶液中或结合到固体载体）

等。

[0037] 如本文所用，术语“CpG岛”是指相对于平均基因组CpG发生率（每个相同的物种、每

个相同的个体或每个亚群（例如族类、种族亚群等））包含高百分比的CpG位点的基因组DNA

区域。CpG岛存在多种参数和定义；例如，在一些实施方案中，将CpG岛定义为具有大50%的GC

百分比，并具有大于60%的观测/预计CpG比率（Gardiner-Garden等(1987)  J  Mol.  Biol. 

196:261-282;  Baylin等(2006)  Nat.  Rev.  Cancer  6:107-116;  Irizarry等(2009)  Nat. 

Genetics  41:178-186；均以引用方式整体并入本文）。在一些实施方案中，CpG岛可具有>

55%的GC含量和0.65的观测CpG/预计CpG（Takai等(2007)  PNAS  99:3740-3745；以引用方式

整体并入本文）。还存在关于CpG岛的长度的多种参数。如本文所用，CpG岛的长度可短于100 

bp、100-200  bp、200-300  bp、300-500  bp、500-750  bp、750-1000  bp、1000或更多个bp。在

一些实施方案中，CpG岛表现出相对于对照而言改变的甲基化模式（例如，相对于无癌症的

受试者在癌症受试者中改变的甲基化；组织特异性改变的甲基化模式；相对于无结直肠新

生物的受试者而言在得自具有结直肠新生物（例如结直肠癌、结直肠腺瘤）的受试者的粪便

中改变的甲基化）。在一些实施方案中，改变的甲基化涉及高甲基化。在一些实施方案中，改

变的甲基化涉及低甲基化。

[0038] 如本文所用，术语“CpG海岸”或“CpG岛海岸”是指具有或可能具有改变的甲基化模

式的CpG岛外部的基因组区域（参见例如,  Irizarry等(2009)  Nat.  Genetics  41:178-

186；以引用方式整体并入本文）。CpG岛海岸可表现出相对于对照而言改变的甲基化模式

（例如，相对于无癌症的受试者在癌症受试者中改变的甲基化；组织特异性改变的甲基化模

式；相对于无结直肠新生物的受试者而言在得自具有结直肠新生物（例如结直肠癌、结直肠

腺瘤）的受试者的粪便中改变的甲基化）。在一些实施方案中，改变的甲基化涉及高甲基化。

在一些实施方案中，改变的甲基化涉及低甲基化。CpG岛海岸可位于相对于CpG岛的多个区

域中（参见例如Irizarry等(2009)  Nat.  Genetics  41;178-186；以引用方式整体并入本

文）。因此，在一些实施方案中，CpG岛海岸与CpG岛的距离小于100  bp、100-250  bp、250-500 

bp、500-1000  bp、1000-1500  bp、1500-2000  bp、2000-3000  bp、3000  bp或更多个bp。

[0039] 术语“靶标”当关于核酸检测或分析方法使用时是指例如在疑似含有靶核酸的样

品中具有待检测或分析的特定核苷酸序列的核酸。在一些实施方案中，靶标是具有希望测

定其甲基化状态的特定序列的核酸。当关于聚合酶链反应使用时，“靶标”一般是指被用于

聚合酶链反应的引物结合的核酸区域。因此，试图将“靶标”从可能存在于样品中的其它核

酸序列中分选出来。“片段”定义为靶序列内的核酸区域。术语“样品模板”是指来源于分析
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靶标存在性的样品中的核酸。

[0040] 如本文所用，术语“基因座”是指在核酸的限定区域或片段（诸如基因或者染色体

或RNA分子上的任何其它表征序列）内CpG二核苷酸中例如突变、多态性或C残基的特定位

置。基因座不限于任何特定的大小或长度，并可指染色体的一部分、基因、功能遗传元件或

单核苷酸或碱基对。如本文关于可甲基化的CpG位点所用，基因座是指CpG二核苷酸中的C残

基。

[0041] 如本文所用，术语“甲基化比率”是指在多个非正常细胞（例如处于特定疾病状态

的细胞，诸如癌细胞或癌前细胞）中特定甲基化区域或基因座（例如标记基因或区域中的

CpG基因座）所观察到的甲基化的量或程度与多个正常细胞（例如不处于所关注的特定疾病

状态的细胞）中相同区域或基因座所观察到的甲基化的量或程度的比较。例如，对于在正常

细胞采样中表现出8.39889%的平均甲基化以及在多个腺瘤细胞的采样中表现出74.0771%

的平均甲基化的CpG基因座，甲基化比率可表示为正常细胞:腺瘤细胞测定的平均值的比率

或0.11348。甲基化比率不需要以任何特定的方式或通过任何特定的计算来表示。以举例的

方式并且不进行限制，上述甲基化比率作为另外一种选择可表示为例如8.39889:74.0771、

8.39889/74.0771、74.0771:8.39889；表示为“相对于背景的倍数甲基化”计算值8.81987等

等。

[0042] 如本文所用，术语“有利的甲基化比率”是指甲基化与细胞状态例如特定的疾病状

态（例如正常、癌前、癌状态）相关所处的基因座的甲基化比率，该基因座在和与相同疾病状

态相关的其它甲基化基因座相比时在非正常细胞群中展示出的甲基化百分比与正常细胞

群中相同基因座处的背景甲基化水平相比更高。在一些情况下，例如在甲基化标记序列内

的某些CpG基因座展示出大得多的信噪比，即与背景相比的甲基化程度比相同标记序列中

的其它基因座与背景相比的甲基化程度大。在其它情况下，某些疾病相关标记基因或区域

展示出与另一标记序列内一些或全部基因座所观察到的甲基化比率相比而在一些或全部

基因座处有利的甲基化比率。

[0043] 如本文所用，术语“协调甲基化的”关于甲基化基因座（例如标记序列中的CpG基因

座）而使用，这些基因座表现出与细胞状态例如特定疾病状态（例如正常、癌前、癌状态）相

关的特定甲基化模式。在优选实施方案中，以与疾病状态相关的方式全部甲基化的甲基化

基因座可被视为在具有该疾病状态的细胞中协调甲基化。“协调甲基化”不限于其中所有协

调基因座均甲基化的情形。在与细胞状态相关的一组特定基因座之中的任何甲基化模式

（包括其中所有协调基因座均甲基化的模式，其中基因座表现出甲基化和未甲基化可再现

模式的模式，以及其中该组内的基因座均未甲基化的模式）均包括在“协调甲基化”的含义

范围内。

[0044] 如本文所用，术语“协调甲基化分析”可与“多甲基化分析”互换使用，并指其中对

标记序列中各个甲基化基因座（例如CpG基因座）的多个的甲基化状态一起进行测定的测定

法。在优选实施方案中，协调甲基化分析采用以下方法进行：数字/单拷贝方法（例如数字测

序）或被配置成询问在所测试的每个分子上的所有选定CpG基因座使得揭露出所测试的各

单一分子中的甲基化模式的测定方法。

[0045] 如本文所用，术语CpG基因座（或其它甲基化基因座）的“限定组”是指被选择用于

甲基化分析的标记基因或区域中的一组CpG基因座。标记基因或区域中限定的CpG基因座组
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可包括该基因或区域中的所有CpG基因座，或者其可包括比该基因或区域中的所有基因座

少的基因座。

[0046] 如本文所用，术语CpG基因座（或其它甲基化基因座）的“限定亚组”是指标记基因

或区域中限定的CpG基因座组的亚组，所述标记基因或区域的甲基化已被确定为指示非正

常状态，例如腺瘤或癌症。例如，在确定结直肠癌的存在性的协调甲基化分析中，对至少一

个癌症标记核酸中的限定的CpG基因座亚组的甲基化状态进行测定，而在指示样品中的癌

症的限定亚组中的所有所述CpG基因座处同时发生甲基化。标记基因或区域中限定的CpG基

因座亚组可包括限定组中的所有CpG基因座，或者其可包括比该基因或区域中基因座限定

组中的所有基因座少的基因座。

[0047] 如本文所用，术语“结直肠癌”旨在包括公认的医学定义，其将结直肠癌定义为特

征在于小肠之下肠道的细胞癌症的医学状况（例如大肠（结肠），包括盲肠、升结肠、横结肠、

降结肠和乙状结肠以及直肠）。另外，如本文所用，术语“结直肠癌”旨在进一步包括特征在

于十二指肠和小肠（空肠和回肠）的细胞癌的医学状况。

[0048] 如本文所用，术语“转移”旨在指代其中起源于一个器官或身体部分中的癌细胞迁

移到另一身体部分并继续复制的过程。转移的细胞随后形成可进一步转移的肿瘤。转移因

此是指癌症从其最初出现的身体部分扩散到其它身体部分。如本文所用，术语“转移的结直

肠癌细胞”旨在指代已转移的结直肠癌细胞；位于十二指肠、小肠（空肠和回肠）、大肠（结

肠）（包括盲肠、升结肠、横结肠、降结肠和乙状结肠以及直肠）之外的身体部分中的结直肠

癌细胞。

[0049] 如本文所用，“个体疑似易感转移结直肠癌”旨在指代超过发生转移结直肠癌平均

水平的风险中的个体。处于发生转移结直肠癌特定风险中的个体的实例为其家族医疗史表

明在家族成员之中结直肠癌发病率高于平均水平的那些个体和/或已经发生结直肠癌并得

到了有效治疗因此面临复发和重现风险的那些个体。可造成发生转移结直肠癌的风险高于

平均水平因而会导致将个体分类成疑似易感转移结直肠癌的其它因素可基于个体的特定

遗传学、医学和/或行为背景和特征。

[0050] 如本文所用的术语“新生物”是指任何新的和异常的组织生长。因此，新生物可以

是前恶性新生物或恶性新生物。

[0051] 术语“新生物特异性标记物”是指可用于指示新生物存在性的任何生物材料。生物

材料的实例包括但不限于核酸、多肽、碳水化合物、脂肪酸、细胞组分（例如细胞膜和线粒

体）和全细胞。在一些情况下，标记物为特定的核酸区域，例如基因、基因内区域等。为标记

物的核酸区域可以例如称为“标记基因”、“标记区域”、“标记序列”等。

[0052] 术语“结直肠新生物特异性标记物”是指可用于指示结直肠新生物（例如前恶性结

直肠新生物、恶性结直肠新生物）存在性的任何生物材料。结直肠新生物特异性标记物的实

例包括但不限于脱落上皮标记物（例如bmp-3、bmp-4、SFRP2、波形蛋白、胞裂蛋白9、ALX4、

EYA4、TFPI2、NDRG4、FOXE1、长DNA、BAT-26、K-ras、APC、黑素瘤抗原基因、p53、BRAF和

PIK3CA）和大便潜血标记物（例如血红蛋白、α防御素、钙卫蛋白、α1-抗胰蛋白酶、白蛋白、

MCM2、转铁蛋白、乳铁蛋白和溶菌酶）。另见US  7485420、US7432050、US5352775、US5648212、

USRE36713、US5527676、US5955263、US6090566、US6245515、US6677312、US6800617、

US7087583和US7267955，它们均以引用方式并入本文。
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[0053] 另外的标记物包括但不限于下文表1中的那些：

表1

登录号 符号 基因ID 参考文献

NM_000038 APC 324 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_000044 AR 367 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

AB033043 KIAA1217 56243 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

AK055404 KIAA0984 23329 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

AK090480     www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

BC041476     www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

BX648962 DKFZp686K1684 440034 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000017 ACADS 35 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000022 ADA 100; 79015 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000038 APC 324 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000038 APC 324 Weber等Nature Genetics 37(8) , 2005, 853-862

NM_000043 FAS 355; 819114 Weber等Nature Genetics 37(8) , 2005, 853-862

NM_000044 AR 367 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000044 AR 367 Weber等Nature Genetics 37(8) , 2005, 853-862

NM_000076 CDKN1C 1028 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000077 CDKN2A 1029; 51198 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_000077 CDKN2A 1029; 51198 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000077 CDKN2A 1029; 51198 Weber等Nature Genetics 37(8) , 2005, 853-862

NM_000088 COL1A1 1277 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000095 COMP 1311 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000104 CYP1B1 1545 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000115 EDNRB 1910 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000115 EDNRB 1910 Weber等Nature Genetics 37(8) , 2005, 853-862

NM_000115 EDNRB 1910 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000125 ESR1 2099 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_000125 ESR1 2099 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_000125 ESR1 2099 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000125 ESR1 2099 Weber等Nature Genetics 37(8) , 2005, 853-862

NM_000182 HADHA 3030 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000193 SHH 6469 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000249 MLH1 4292 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_000249 MLH1 4292 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000280 PAX6 5080 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000280 PAX6 5080 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000280 PAX6 5080 Weber等Nature Genetics 37(8) , 2005, 853-862

NM_000308 PPGB 5476 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000314 PTEN 5728 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf
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NM_000321 RB1 5925 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_000321 RB1 5925 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000336 SCNN1B 6338 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000362 TIMP3 7078 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_000362 TIMP3 7078 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000362 TIMP3 7078 Weber等Nature Genetics 37(8) , 2005, 853-862

NM_000378 WT1 7490 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000402 G6PD 2539 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000438 PAX3 5077 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000443 ABCB4 5244 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000453 SLC5A5 6528 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000453 SLC5A5 6528 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000475 NR0B1 190 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000492 CFTR 1080 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000492 CFTR 1080 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000514 GDNF 2668 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000517 HBA2 3040 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000520 HEXA 3073; 80072 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000524 HTR1A 3350 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000551 VHL 7428 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_000551 VHL 7428 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000551 VHL 7428 Weber等Nature Genetics 37(8) , 2005, 853-862

NM_000610 CD44 960 Weber等Nature Genetics 37(8) , 2005, 853-862

NM_000610 CD44 960 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000612 IGF2 3481; 492304 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000620 NOS1 4842 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000680 ADRA1A 148 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000717 CA4 762 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000721 CACNA1E 777 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000782 CYP24A1 1591 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000799 EPO 2056 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000813 GABRB2 2561 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000818 GAD2 2572 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000829 GRIA4 2893 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000830 GRIK1 2897 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000834 GRIN2B 2904 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000843 GRM6 2916 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000852 GSTP1 2950 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_000852 GSTP1 2950 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000852 GSTP1 2950 Weber等Nature Genetics 37(8) , 2005, 853-862

NM_000857 GUCY1B3 2983 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000863 HTR1B 3351 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000902 MME 4311 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/
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NM_000914 OPRM1 4988 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000915 OXT 5020 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000926 PGR 5241 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000927 ABCB1 5243 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000959 PTGFR 5737 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_000965 RARB 5915 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_000965 RARB 5915 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_000965 RARB 5915 Weber等Nature Genetics 37(8) , 2005, 853-862

NM_000997 RPL37 6167 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001001336

CYB5R2 51700 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001001723

TMEM1 7109 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001002295

GATA3 2625 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001003689

L3MBTL2 83746 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001003891 

PCQAP 51586 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_

001007792

NTRK1 4914 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001008503

OPRM1 4988 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001008504

OPRM1 4988 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001008505

OPRM1 4988 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001009598

RXRG 6258 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001011545

BACH1 571 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001012331

NTRK1 4914 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001013464 

LOC401363 401363; 441242; 

402532

www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_

001018084

SLC26A10 65012 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001020658

PUM1 9698; 28997 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001024844 

CD82 3732 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_

001025205

AP2M1 1173 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001025604

ARRDC2 27106 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153
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NM_

001033044

GLUL 2752 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001033056

GLUL 2752 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001033518

WIPI2 26100 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001033519

WIPI2 26100 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001033520

WIPI2 26100 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_

001033952 

CALCA 796 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_001036 RYR3 6263 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001043 SLC6A2 6530 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001053 SSTR5 6755 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001059 TACR3 6870 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001063 TF 7018 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001100 ACTA1 58 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001109 ADAM8 101 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001176 ARHGDIG 398 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001186 BACH1 571 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001204 BMPR2 659 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001228 CASP8 841 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_001250 CD40 958 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001257 CDH13 1012 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_001319 CSNK1G2 1455 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001325 CSTF2 1478 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001385 DPYS 1807; 55412 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001451 FOXF1 2294 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001454 FOXJ1 2302 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001458 FLNC 2318 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001480 GALR1 2587 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001538 HSF4 3299 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001553 IGFBP7 3490; 818325 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_001572 IRF7 3665 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_001628 AKR1B1 231 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001635 AMPH 273 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001651 AQP5 362 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001718 BMP6 654 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_001753 CAV1 857 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_001753 CAV1 857 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_001768 CD8A 925 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001801 CDO1 1036 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001851 COL9A1 1297 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001883 CRHR2 1395 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153
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NM_001884 HAPLN1 1404 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001927 DES 1674 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001954 DDR1 780 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_001958 EEF1A2 1917 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001972 ELA2 1991 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001975 ENO2 2026 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_001989 EVX1 2128 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_002007 FGF4 2249 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_002012 FHIT 2272; 246734 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_002024 FMR1 2332 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_002065 GLUL 2752 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_002110 HCK 3055 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_002127 HLA-G 3135 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_002148 HOXD10 3236 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_002155 HSPA6 3310 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_002191 INHA 3623 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_002212 ITGB4BP 3692 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_002221 ITPKB 3707 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_002235 KCNA6 3742 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_002253 KDR 3791 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_002344 LTK 4058 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_002412 MGMT 4255 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_002457 MUC2 4583 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_002478 MYOD1 4654 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_002529 NTRK1 4914 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_002588 PCDHGC3 5098; 26025; 

56108; 56112; 

9708; 56109

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_002658 PLAU 5328; 414236 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_002700 POU4F3 5459 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_002807 PSMD1 5707; 7410 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_002848 PTPRO 5800 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_002873 RAD17 5884 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_002923 RGS2 5997 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003027 SH3GL3 6457 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003088 FSCN1 6624 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003097 SNRPN 6638; 8926; 

145624; 8123; 

63968; 3653

www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_003149 STAC 6769 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003204 NFE2L1 4779 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003219 TERT 7015 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_003238 TGFB2 7042 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003238 TGFB2 7042 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003246 THBS1 7057 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/
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NM_003274 TMEM1 7109 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003277 CLDN5 7122 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003295 TPT1 7178; 51447; 

2982

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003300 TRAF3 7187 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003391 WNT2 7472 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003392 WNT5A 7474 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003408 ZFP37 7539; 7551 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003417 ZNF264 9422 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003426 ZNF74 7625 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003435 ZNF134 7693 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003451 ZNF177 7730 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003474 ADAM12 8038 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003508 FZD9 8326 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003539 HIST1H4D 8360 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003540 HIST1H4F 8361 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003541 HIST1H4K 8362 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003546 HIST1H4L 8368 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003666 BLZF1 8548 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003735 PCDHGC3 5098; 26025; 

56108; 56112; 

9708; 56109

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003736 PCDHGC3 5098; 26025; 

56108; 56112; 

9708; 56109

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003775 EDG6 8698 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003777 DNAH11 8701; 9026 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003806 HRK 8739 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_003823 TNFRSF6B 8771; 51750; 

10139

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003888 ALDH1A2 8854 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003914 CCNA1 8900 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_003923 FOXH1 8928 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003984 SLC13A2 9058 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_003991 EDNRB 1910 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_003999 OSMR 9180 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004004 GJB2 2706 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_004064 CDKN1B 1027 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_004068 AP2M1 1173 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004102 FABP3 2170 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_004113 FGF12 2257 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004122 GHSR 2693 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004135 IDH3G 3421 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004181 UCHL1 7345 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004230 EDG5 9294 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004248 PRLHR 2834 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004267 CHST2 9435 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153
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NM_004291 CART 9607 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004297 GNA14 9630 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004327 BCR 613; 26226 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_004360 CDH1 999 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_004360 CDH1 999 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_004360 CDH1 999 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_004378 CRABP1 1381 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004385 CSPG2 1462 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_004387 NKX2-5 1482 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_004394 DAP 1611 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004411 DYNC1I1 1780 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004441 EPHB1 2047 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004464 FGF5 2250 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004477 FRG1 2483 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004480 FUT8 2530 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004484 GPC3 2719 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_004525 LRP2 4036 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_004530 MMP2 4313 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004612 TGFBR1 7046 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_004621 TRPC6 7225 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004714 DYRK1B 9149 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004737 LARGE 9215 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004787 SLIT2 9353 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004817 TJP2 9414 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_004865 TBPL1 9519 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004887 CXCL14 9547 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004929 CALB1 793 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004936 CDKN2B 1030 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_004936 CDKN2B 1030 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_004938 DAPK1 1612 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_004975 KCNB1 3745 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004976 KCNC1 3746 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_004988 MAGEA1 4100 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_005032 PLS3 5358 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_005048 PTHR2 5746 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_005073 SLC15A1 6564 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_005100 AKAP12 9590 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_005117 FGF19 9965 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_005117 FGF19 9965 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_005157 ABL1 25 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_005159 ACTC 70 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_005181 CA3 761 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_005233 EPHA3 2042 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/
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NM_005284 GPR6 2830 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_005285 NPBWR1 2831 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_005286 NPBWR2 2832 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_005346 HSPA1B 3304 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_005382 NEF3 4741 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_005386 NNAT 4826 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_005398 PPP1R3C 5507 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_005427 TP73 7161 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_005437 NCOA4 8031 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_005523 HOXA11 3207 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_005556 KRT7 3855 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_005584 MAB21L1 4081 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_005638 SYBL1 6845 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_005668 ST8SIA4 7903 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_005806 OLIG2 10215 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_005825 RASGRP2 10235 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_005946 MT1A 4489 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_005959 MTNR1B 4544 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006000 TUBA1 7277; 84854 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_006019 TCIRG1 10312 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006041 HS3ST3B1 9953; 84815 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006043 HS3ST2 9956 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006053 TCIRG1 10312 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006142 SFN 2810 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_006158 NEFL 4747 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006158 NEFL 4747 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_006161 NEUROG1 4762 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006194 PAX9 5083 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006211 PENK 5179 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006306 SMC1L1 8243 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006307 SRPX 8406 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006463 STAMBP 10617 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006483 DYRK1B 9149 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006484 DYRK1B 9149 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006497 HIC1 3090 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_006497 HIC1 3090 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_006539 CACNG3 10368 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006587 CORIN 10699 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006614 CHL1 10752 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006735 HOXA2 3199 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006765 TUSC3 7991 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_006788 RALBP1 10928 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006874 ELF2 1998; 26472 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_006898 HOXD3 3232 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153
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NM_006917 RXRG 6258 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_007117 TRH 7200 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_007181 MAP4K1 11184 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_007182 RASSF1 11186 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_007182 RASSF1 11186 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_007182 RASSF1 11186 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_007197 FZD10 11211 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_007294 BRCA1 672 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_007294 BRCA1 672 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_007332 TRPA1 8989 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_007345 ZNF236 7776 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_007361 NID2 22795 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_012200 B3GAT3 26229 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_012202 GNG3 2785 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_012261 C20orf103 24141 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_012295 CABIN1 23523 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_012295 CABIN1 23523 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_012301 MAGI2 9863 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_012309 SHANK2 22941 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_012309 SHANK2 22941 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_012399 PITPNB 23760 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_012444 SPO11 23626 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_012458 TIMM13 26517 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_013250 ZNF215 7762 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_013291 CPSF1 29894 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_013381 TRHDE 29953 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_013435 RAX 30062 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_013942 PAX3 5077 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014020 LR8 28959 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014080 DUOX2 50506 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014155 BTBD15 29068 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014228 SLC6A7 6534 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014234 HSD17B8 7923 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014325 CORO1C 23603 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014379 KCNV1 27012 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014386 PKD2L2 27039 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014459 PCDH17 27253; 144997 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014468 VENTX 27287 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014522 PCDH11X 27328; 83259 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014574 STRN3 29966 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014587 SOX8 30812 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014588 VSX1 30813 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014618 DBC1 1620 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153
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NM_014618 DBC1 1620 DNA Methylation And Cancer Therapy, Landes Bioscience 

2005，编著：Moshe Szyf

NM_014631 SH3PXD2A 9644 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014653 KIAA0789 9671 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014676 PUM1 9698; 28997 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014710 GPRASP1 9737 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014724 ZNF96 9753 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014786 ARHGEF17 9828 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014817 KIAA0644 9865 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_014979 SV2C 22987 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_015002 FBXO21 23014 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_015094 HIC2 23119 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_015101 GLT25D2 23127 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_015163 TRIM9 114088 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_015472 WWTR1 25937 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_015507 EGFL6 25975 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_015610 WIPI2 26100 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_015641 TES 26136 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_015683 ARRDC2 27106 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_015722 DRD1IP 50632 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_015920 RPS27L 51065 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016003 WIPI2 26100 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016135 ETV7 51513 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016157 TRO 7216 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016162 ING4 51147 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016179 TRPC4 7223 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016192 TMEFF2 23671 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016192 TMEFF2 23671 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_016223 PACSIN3 29763 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016229 CYB5R2 51700 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016301 ATPBD1C 51184 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016442 ARTS-1 51752 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016521 TFDP3 51270 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016535 ZNF581 51545 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016538 SIRT7 51547 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016540 GPR83 10888 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016552 ANKMY1 51281 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016568 RLN3R1 51289 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016605 FAM53C 51307; 995 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016931 NOX4 50507 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016950 SPOCK3 50859 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_016954 TBX22 50945 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_017514 PLXNA3 55558 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_017649 CNNM2 54805 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_017729 EPS8L1 54869 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_017798 YTHDF1 54915 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_017844 ANKMY1 51281 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153
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NM_017847 C1orf27 54953 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018061 PRPF38B 55119 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018074 FLJ10374 55702 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018129 PNPO 55163 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018135 MRPS18A 55168 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018197 ZFP64 55734 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018310 BRF2 55290 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018354 C20orf46 55321 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018401 STK32B 55351 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018431 DOK5 55816 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018898 PCDHA6 56142; 56145; 

56134; 56147; 

56146; 56139

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018899 PCDHA6 56142; 56145; 

56134; 56147; 

56146; 56139

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018901 PCDHA6 56142; 56145; 

56134; 56147; 

56146; 56139

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018906 PCDHA6 56142; 56145; 

56134; 56147; 

56146; 56139

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018911 PCDHA6 56142; 56145; 

56134; 56147; 

56146; 56139

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018920 PCDHGC3 5098; 26025; 

56108; 56112; 

9708; 56109

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018925 PCDHGC3 5098; 26025; 

56108; 56112; 

9708; 56109

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018926 PCDHGC3 5098; 26025; 

56108; 56112; 

9708; 56109

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018927 PCDHGC3 5098; 26025; 

56108; 56112; 

9708; 56109

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018928 PCDHGC3 5098; 26025; 

56108; 56112; 

9708; 56109

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018950 HLA-F 3134 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018976 SLC38A2 54407 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_018997 MRPS21 54460 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_019043 APBB1IP 54518 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_019102 HOXA5 3202 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_020166 MCCC1 56922 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_020201 NT5M 56953 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

说　明　书 19/37 页

22

CN 110129436 A

22



NM_020208 SLC6A20 54716 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_020226 PRDM8 56978 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_020230 PPAN 56342 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_020348 CNNM1 26507 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_020469 ABO 28 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_020549 CHAT 1103 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_020630 RET 5979 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_020650 RCN3 57333 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_020657 ZNF304 57343 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_020660 CX36 57369 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_020685 C3orf14 57415 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_020815 PCDH10 57575 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_020873 LRRN1 57633 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_020984 CHAT 1103 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_020985 CHAT 1103 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_020986 CHAT 1103 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_020999 NEUROG3 50674 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_021032 FGF12 2257 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_021101 CLDN1 9076 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_021179 C1orf114 57821 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_021193 HOXD12 3238 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_021216 ZNF71 58491 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_021257 NGB 58157 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_021614 KCNN2 3781 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_021911 GABRB2 2561 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_021926 ALX4 60529 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_021956 GRIK2 2898 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_022076 DUSP21 63904 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_022088 ZFP64 55734 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_022169 ABCG4 64137 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_022405 SLC6A20 54716 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_022443 MLF1 4291 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_022468 MMP25 64386; 4328 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_022469 GREM2 64388 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_022718 MMP25 64386; 4328 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_022750 PARP12 64761 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_023926 ZNF447 65982 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_024012 HTR5A 3361 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_024046 CAMKV 79012 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_024101 MLPH 79083 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_024306 FA2H 79152 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_024409 NPPC 4880 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_024504 PRDM14 63978 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_024593 EFCAB1 79645 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_024600 C16orf30 79652 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_024826 ASAP 79884 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_024882 C6orf155 79940 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153
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NM_024893 C20orf39 79953 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_024944 CHODL 140578 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_025019 TUBA4 80086 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_025058 TRIM46 80128 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_025061 LRRC8E 80131 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_025087 FLJ21511 80157 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_025197 CDK5RAP3 80279 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_025204 RP3-402G11.12 80305 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_025208 PDGFD 80310; 414301 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_025218 ULBP1 80329 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_025263 PRR3 80742 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_030577 MGC10993 80775 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_030667 PTPRO 5800 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_030668 PTPRO 5800 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_030669 PTPRO 5800 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_030670 PTPRO 5800 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_030671 PTPRO 5800 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_030760 EDG8 53637 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_030806 C1orf21 81563; 116492 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_030920 ANP32E 81611 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_031277 RNF17 56163 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_031283 TCF7L1 83439 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_031424 C20orf55 83541 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_031466 NIBP 83696 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_031488 L3MBTL2 83746 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_031497 PCDHA6 56142; 56145; 

56134; 56147; 

56146; 56139

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_031856 PCDHA6 56142; 56145; 

56134; 56147; 

56146; 56139

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_031859 PCDHA6 56142; 56145; 

56134; 56147; 

56146; 56139

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_031860 PCDHA6 56142; 56145; 

56134; 56147; 

56146; 56139

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_031882 PCDHA6 56142; 56145; 

56134; 56147; 

56146; 56139

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_031883 PCDHA6 56142; 56145; 

56134; 56147; 

56146; 56139

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_031901 MRPS21 54460 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_031912 SYT15 83849 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_031922 REPS1 85021 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_031934 RAB34 83871 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153
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NM_031994 RNF17 56163 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032034 SLC4A11 83959 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032087 PCDHGC3 5098; 26025; 

56108; 56112; 

9708; 56109

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032094 PCDHGC3 5098; 26025; 

56108; 56112; 

9708; 56109

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032098 PCDHGC3 5098; 26025; 

56108; 56112; 

9708; 56109

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032099 PCDHGC3 5098; 26025; 

56108; 56112; 

9708; 56109

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032100 PCDHGC3 5098; 26025; 

56108; 56112; 

9708; 56109

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032101 PCDHGC3 5098; 26025; 

56108; 56112; 

9708; 56109

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032109 OTP 23440 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_032134 QRICH2 84074 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032140 C16orf48 84080 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032192 PPP1R1B 84152 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032256 TMEM117 84216 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032303 HSDL2 84263 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032391 PRAC 84366 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032402 PCDHGC3 5098; 26025; 

56108; 56112; 

9708; 56109

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032403 PCDHGC3 5098; 26025; 

56108; 56112; 

9708; 56109

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032406 PCDHGC3 5098; 26025; 

56108; 56112; 

9708; 56109

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032411 ECRG4 84417 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032412 ORF1-FL49 84418 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032603 LOXL3 84695 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032625 C7orf13 129790 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032803 SLC7A3 84889 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032825 ZNF382 84911 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032838 ZNF566 84924 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032883 C20orf100 84969 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032918 RERG 85004 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032945 TNFRSF6B 8771; 51750; 

10139

Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153
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NM_032961 PCDH10 57575 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032967 PCDH11X 27328; 83259 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032968 PCDH11X 27328; 83259 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_032969 PCDH11X 27328; 83259 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_033126 PSKH2 85481 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_033135 PDGFD 80310; 414301 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_033143 FGF5 2250 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_033224 PURB 5814 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_033302 ADRA1A 148 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_033303 ADRA1A 148 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_033304 ADRA1A 148 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_033445 HIST3H2A 92815 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_033624 FBXO21 23014 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_052902 STK11IP 114790 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_052954 CYYR1 116159 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_052961 SLC26A8 116369 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_052978 TRIM9 114088 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_054021 GPR101 83550 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_054108 HRASLS5 117245 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_058165 MOGAT1 116255 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_078485 COL9A1 1297 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_080552 SLC32A1 140679 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_080617 CBLN4 140689 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_080671 KCNE4 23704 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_080742 B3GAT2 135152 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_130773 CNTNAP5 129684 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_130900 RAET1L 154064 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_133180 EPS8L1 54869 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_133266 SHANK2 22941 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_133338 RAD17 5884 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_133339 RAD17 5884 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_133340 RAD17 5884 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_133341 RAD17 5884 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_133342 RAD17 5884 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_133343 RAD17 5884 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_133344 RAD17 5884 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_133489 SLC26A10 65012 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_133493 CD109 135228 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_133642 LARGE 9215 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_138290 RPIB9 154661 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_138718 SLC26A8 116369 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_138996 CNTNAP5 129684 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_139204 EPS8L1 54869 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_139316 AMPH 273 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_144497 AKAP12 9590 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_144725 FLJ25439 153657 Weber等Nature Genetics 37(8) , 2005, 853-862

NM_145725 TRAF3 7187 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153
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NM_145726 TRAF3 7187 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_152562 CDCA2 157313 Weber等Nature Genetics 37(8) , 2005, 853-862

NM_152854 CD40 958 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_153819 RASGRP2 10235 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_170696 ALDH1A2 8854 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_170697 ALDH1A2 8854 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_170775 KCNN2 3781 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_171827 CD8A 925 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_172337 OTX2 5015 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_173479 LOC126248 126248 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_174869 IDH3G 3421 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_175052 ST8SIA4 7903 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_175611 GRIK1 2897 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_175709 CBX7 23492 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_175768 GRIK2 2898 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_176095 CDK5RAP3 80279 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_176096 CDK5RAP3 80279 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_177555 TRO 7216 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_177556 TRO 7216 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_177557 TRO 7216 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_177558 TRO 7216 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_177959 DOK5 55816 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_178154 FUT8 2530 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_178155 FUT8 2530 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_178156 FUT8 2530 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_178157 FUT8 2530 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_181457 PAX3 5077 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_181458 PAX3 5077 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_181459 PAX3 5077 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_181460 PAX3 5077 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_181461 PAX3 5077 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_181466 ITGB4BP 3692 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_181467 ITGB4BP 3692 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_181468 ITGB4BP 3692 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_181469 ITGB4BP 3692 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_181505 PPP1R1B 84152 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_181657 LTB4R 1241 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_181689 NNAT 4826 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_182609 ZNF677 342926 Weber等Nature Genetics 37(8) , 2005, 853-862

NM_198265 SPO11 23626 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_198287 ING4 51147 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_198407 GHSR 2693 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_198570 UNQ739 375567 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_198849 LOC283514 283514 Weber等Nature Genetics 37(8) , 2005, 853-862

NM_199051 FAM5C 339479 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_199076 CNNM2 54805 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_199077 CNNM2 54805 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153
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NM_199231 GDNF 2668 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_199234 GDNF 2668 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_199425 VSX1 30813 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_199426 ZFP64 55734 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_199427 ZFP64 55734 www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NM_199427 ZFP64 55734 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_201647 STAMBP 10617 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_201999 ELF2 1998; 26472 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_206827 RASL11A 387496 Weber等Nature Genetics 37(8) , 2005, 853-862

NM_206866 BACH1 571 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_206961 LTK 4058 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_207121 C20orf55 83541 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NM_213622 STAMBP 10617 Keshet等Nature Genetics 38(2) , 2006, 149-153

NP_536846     www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

NR_002196     www.methdb.de/和/或www.mdanderson.org/

另见Ilana  Keshet等，Nature  Genetics  38,  149–153  (1  February  2006)和Gerd  P 

Pfeifer等，Expert  Opinion  on  Medical  Diagnostics,  September  2007，第1卷，第1期，

第99-108页，它们每一者均以引用方式并入本文。

[0054] 如本文所用，术语“腺瘤”是指腺体起源的良性肿瘤。虽然这些生长是良性的，但是

随着时间的推移，它们可逐渐变成恶性的。  如本文所用，术语“结直肠腺瘤”是指良性结直

肠肿瘤，其中细胞形成可识别的腺体结构或者其中细胞明显来源于腺上皮。

[0055] 在核酸背景中的术语“扩增”是指产生多核苷酸或多核苷酸一部分的多个拷贝，通

常从少量的多核苷酸（例如单个多核苷酸分子）开始，其中扩增产物或扩增子通常可以检

测。多核苷酸的扩增涵盖多种化学和酶法过程。在聚合酶链反应(PCR)或连接酶链反应

（LCR；参见例如以引用方式整体并入本文的美国专利号5,494,810）中由靶标或模板DNA分

子的一个或几个拷贝生成多个DNA拷贝是扩增的形式。另外的扩增类型包括但不限于等位

基因特异性PCR（参见例如以引用方式整体并入本文的美国专利号5,639,611）、装配PCR（参

见例如以引用方式整体并入本文的美国专利号5,965,408）、解旋酶依赖性扩增（参见例如

以引用方式整体并入本文的美国专利号7,662,594）、热启动PCR（参见例如均以引用方式整

体并入本文的美国专利号5,773,258和5,338,671）、序列间特异性PCR  (intersequence-

specfic  PCR)、反向PCR（参见例如以引用方式整体并入本文的Triglia等(1988)  Nucleic 

Acids  Res.,  16:8186）、连接介导PCR（参见例如均以引用方式整体并入本文的Guilfoyle, 

R.等，Nucleic  Acids  Research,  25:1854-1858  (1997)；美国专利号5,508,169）、甲基化

特异性PCR（参见例如以引用方式整体并入本文的Herman等，(1996)  PNAS  93(13)  9821-

9826）、小引物PCR  (miniprimer  PCR)、多重连接依赖性探针扩增（参见例如以引用方式整

体并入本文的Schouten等，(2002)  Nucleic  Acids  Research  30(12):  e57）、多重PCR（参

见例如均以引用方式整体并入本文的Chamberlain等，(1988)  Nucleic  Acids  Research 

16(23)  11141-11156;  Ballabio等，(1990)  Human  Genetics  84(6)  571-573;  Hayden等，

(2008)  BMC  Genetics  9:80）、巢式PCR、重叠延伸PCR（参见例如以引用方式整体并入本文

的Higuchi等，(1988)  Nucleic  Acids  Research  16(15)  7351-7367）、实时PCR（参见例如

均以引用方式整体并入本文的Higuchi,等，(1992)  Biotechnology  10:413-417;  Higuchi

等，(1993)  Biotechnology  11:1026-1030）、逆转录PCR（参见例如以引用方式整体并入本
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文的Bustin,  S.A.  (2000)  J.  Molecular  Endocrinology  25:169-193）、固相PCR、热不对

称交错PCR和降落PCR（参见例如均以引用方式整体并入本文的Don等，Nucleic  Acids 

Research  (1991)  19(14)  4008;  Roux ,  K .  (1994)  Biotechniques  16(5)  812-814; 

Hecker等，(1996)  Biotechniques  20(3)  478-485）。多核苷酸扩增还可使用数字PCR完成

（参见例如均以引用方式整体并入本文的Kalinina等，Nucleic  Acids  Research .  25; 

1999-2004,  (1997)；Vogelstein  and  Kinzler,  Proc  Natl  Acad  Sci  USA.  96;  9236-

41,  (1999)；国际专利公布号WO05023091A2；美国专利申请公布号20070202525）。

[0056] 术语“聚合酶链反应”("PCR")是指K.B.  Mullis美国专利号4,683,195、4,683,202

和4,965,188的方法，这些专利描述了在不用克隆或纯化的情况下增大基因组DNA混合物中

靶序列的片段的浓度的方法。这种扩增靶序列的过程包括将大量过剩的两种寡核苷酸引物

引入含有所需靶序列的DNA混合物中，然后是在DNA聚合酶存在下精确的热循环序列。两种

引物与它们的双链靶序列的相应链互补。要实现扩增，对混合物变性，然后将引物退火到它

们在靶分子内的互补序列。在退火后，将引物用聚合酶延伸，以便形成一对新的互补链。变

性、引物退火和聚合酶延伸步骤可重复许多次（即，变性、退火和延伸构成一个“循环”；可以

存在许多个“循环”）以获得高浓度的所需靶序列的扩增片段。所需靶序列的扩增片段的长

度由引物针对彼此的相对位置确定，并因此而言，该长度是一个可控制的参数。借助该过程

的重复方面，该方法称为“聚合酶链反应”("PCR")。由于靶序列的所需扩增片段变成混合物

中的主要序列（在浓度方面），因此它们被称为“PCR扩增的”并为“PCR产物”或“扩增子”。

[0057] 如本文所用，术语“核酸检测测定法”是指测定所关注核酸的核苷酸组成的任何方

法。核酸检测测定法包括但不限于DNA测序方法、探针杂交方法、结构特异性裂解测定法（例

如INVADER测定法(Hologic,  Inc.)在例如美国专利号5,846,717、5,985,557、5,994,069、

6,001,567、6,090,543和6,872,816；Lyamichev等，Nat.  Biotech.,  17:292  (1999)；Hall

等，PNAS,  USA,  97:8272  (2000)以及US  2009/0253142中有所描述，它们每一者均以引用

方式整体并入本文以用于所有目的）、酶错配切割方法（例如以引用方式整体并入本文的

Variagenics美国专利号  6,110,684、5,958,692、5,851,770）、聚合酶链反应、支链杂交方

法（例如以引用方式整体并入本文的Chiron美国专利号5,849,481、5,710,264、5,124,246

和5,624 ,802）、滚环式复制（例如以引用方式整体并入本文的美国专利号6,210 ,884、6,

183,960和6,235,502）、NASBA（例如以引用方式整体并入本文的美国专利号5,409,818）、分

子信标技术（例如以引用方式整体并入本文的美国专利号6,150,097）、电子传感器技术（以

引用方式整体并入本文的Motorola美国专利号6,248,229、6,221,583、6,013,170和6,063,

573）、循环探针技术（例如以引用方式整体并入本文的美国专利号5,403,711、5,011,769和

5,660,988）、Dade  Behring信号扩增方法（例如以引用方式整体并入本文的美国专利号6,

121,001、6,110,677、5,914,230、5,882,867和5,792,614）、连接酶链式反应（例如Barnay 

Proc.  Natl.  Acad.  Sci  USA  88,  189-93  (1991)）以及夹心杂交方法（例如以引用方式整

体并入本文的美国专利号5,288,609）。

[0058] 如本文所用，关于多核苷酸（即核苷酸序列）所用的术语“互补的”或“互补性”是指

通过碱基配对原则相关的多核苷酸。例如，序列"5'-A-G-T-3'"与序列"3'-T-C-A-5'。互补

性可以是“部分的”，其中只有一些核酸的碱基根据碱基配对原则匹配。或者，也可在核酸之

间存在“完全”或“总”互补性。核酸链之间的互补程度对于核酸链之间的杂交效率和强度具
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有显著的影响。这在扩增反应以及依赖核酸之间的结合的检测方法中具有尤其重要的意

义。

[0059] 如本文所用，术语“引物”是指无论天然存在的（如在经纯化的限制性消化物中）还

是合成产生的寡核苷酸，当置入诱导与核酸链互补的引物延伸产物的合成所处的条件下时

其能够作为合成的引发点（例如，在存在核苷酸和诱导剂诸如生物催化剂（例如DNA聚合酶

等）的情况下）。引物通常为单链的以得到最大的扩增效率，但是作为另外一种选择可部分

地或完全地为双链的。杂交到模板核酸的引物部分足够长，以在存在诱导剂的情况下引发

延伸产物的合成。引物的确切长度将取决于许多因素，包括温度、引物的来源和方法的使

用。引物可包含标记、标签、捕获部分等。

[0060] 如本文所用，术语“核酸分子”是指含有任何核酸的分子，包括但不限于DNA或RNA。

该术语涵盖包括DNA和RNA的任何已知碱基类似物的序列，包括但不限于：4-乙酰基胞嘧啶、

8-羟基-N6-甲基腺苷、吖丙啶基胞嘧啶、假异胞嘧啶、5-(羧基羟甲基)尿嘧啶、5-氟尿嘧啶、

5-溴尿嘧啶、5-羧甲基氨基甲基-2-硫尿嘧啶、5-羧甲基氨基甲基尿嘧啶、二氢尿嘧啶、肌

苷、N6-异戊烯腺嘌呤、1-甲基腺嘌呤、1-甲基假尿嘧啶、1-甲基鸟嘌呤、1-甲基肌苷、2,2-二

甲基鸟嘌呤、2-甲基腺嘌呤、2-甲基鸟嘌呤、3-甲基胞嘧啶、5-甲基胞嘧啶、N6-甲基腺嘌呤、

7-甲基鸟嘌呤、5-甲基氨基甲基尿嘧啶、5-甲氧基氨基甲基-2-硫尿嘧啶、β-D-甘露糖Q核苷

(beta-D-mannosylqueosine)、5'-甲氧基羰基甲基尿嘧啶、5-甲氧基尿嘧啶、2-甲硫基-N-

异戊烯基腺嘌呤、尿嘧啶-5-氧乙酸甲酯、尿嘧啶-5-氧乙酸、氧丁氧核苷(oxybutoxosine)、

假尿嘧啶、Q核苷(queosine)、2-硫胞嘧啶、5-甲基-2-硫尿嘧啶、2-硫尿嘧啶、4-硫尿嘧啶、

5-甲基尿嘧啶、N-尿嘧啶-5-氧乙酸甲酯、尿嘧啶-5-氧乙酸、假尿嘧啶、Q核苷、2-硫胞嘧啶

和2,6-二氨基嘌呤。

[0061] 如本文所用，术语“核碱基”与用于本领域的其它术语同义，这些术语包括“核苷

酸”、“脱氧核苷酸”、“核苷酸残基”、“脱氧核苷酸残基”、“核苷三磷酸(NTP)”或脱氧三磷酸

核苷(dNTP)。

[0062] “寡核苷酸”是指包含至少两个核酸单体单元（例如核苷酸）、典型地多于三个单体

单元以及更典型地多于十个单体单元的核酸。寡核苷酸的确切大小通常取决于多种因素，

包括寡核苷酸的最终功能或用途。为了进一步说明，寡核苷酸的长度典型地短于200个残基

（例如，在15和100之间），然而，如本文所用，该术语也旨在涵盖较长的多核苷酸链。寡核苷

酸通常通过其长度来表示。例如，24个残基的寡核苷酸称为"24-mer"。通常，核苷单体通过

磷酸二酯键或其类似物连接，包括含有相关反离子例如H+、NH4+、Na+（若此类反离子存在）的

硫代磷酸、二硫代磷酸、硒代磷酸、二硒代磷酸、苯胺硫代磷酸、苯胺磷酸酯

(phosphoranilidate)、磷酰胺。另外，寡核苷酸通常为单链的。寡核苷酸任选地通过任何合

适的方法制备，包括但不限于分离已有的或天然的序列、DNA复制或扩增、逆转录、合适序列

的克隆和限制性消化、或通过诸如以下的方法直接化学合成：Narang等(1979)  Meth 

Enzymol.  68:  90-99的磷酸三酯方法；Brown等(1979)  Meth  Enzymol.  68:  109-151的磷

酸二酯方法；Beaucage等(1981)  Tetrahedron  Lett.  22:  1859-1862的二乙基亚磷酰胺方

法；Matteucci等(1981)  J  Am  Chem  Soc.  103:3185-3191的三酯方法；自动合成方法；或授

予Ca r u t h e r s等的1 9 8 4年7月3日公布的名称为"PR O C E S S  F O R  P R E P A R I N G 

POLYNUCLEOTIDES"的美国专利号4,458,066的固体载体方法或本领域技术人员已知的其它
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方法。所有这些参考文献以引用方式并入。

[0063] 生物聚合物的“序列”是指生物聚合物中单体单元（例如核苷酸、氨基酸等）的顺序

和种类。核酸的序列（例如碱基序列）通常以5'至3'方向读取。

[0064] 术语“野生型”是指具有从天然存在的来源中分离时的基因或基因产物的特征的

基因或基因产物。野生型基因是在群体中最频繁观察到的并因此随意指定为基因的“正常”

或“野生型”形式的基因。相比之下，术语“修饰的”、“突变体”和“变体”是指与野生型基因或

基因产物相比时展示出序列和/或功能特性修饰（即改变的特征）的基因或基因产物。应当

注意到，可以分离天然存在的突变体；这些通过以下事实而加以鉴定：与野生型基因或基因

产物相比时具有改变的特征。

[0065] 如本文所用，术语“基因”是指包含对于多肽的产生所必需的编码序列的核酸（例

如DNA）序列、前体或RNA（例如rRNA、tRNA）。多肽可由全长编码序列或编码序列的任何部分

编码，只要保持全长或片段多肽的所需活性或功能特性（例如，酶活性、配体结合、信号转

导、免疫原性等）即可。该术语还涵盖结构基因的编码区以及在5'和3'末端上位于编码区附

近的序列，距离为在任一末端上约1  kb或更大，使得基因对应于全长mRNA的长度。位于编码

区5'并存在于mRNA上的序列称为5'非翻译序列。位于编码区3'或下游并存在于mRNA上的序

列称为3'非翻译序列。术语“基因”涵盖基因的cDNA和基因组两种形式。基因的基因组形式

或克隆包含通过称为“内含子”、“间插区”或“间插序列”的非编码序列中断的编码。内含子

是转录成核RNA（例如hnRNA）的基因片段；内含子可以包含调控元件（例如增强子）。内含子

从核或初级转录本中移除或“剪除”；因此内含子不存在于信使RNA  (mRNA)转录本中。mRNA

在翻译过程中起到指定新生多肽中的氨基酸序列或顺序的作用。

[0066] 除了含有内含子外，基因的基因组形式还可包含位于RNA转录本上存在的序列的

5'和3'末端的序列。这些序列称为“侧翼”序列或区域（这些侧翼序列位于mRNA转录本上存

在的非翻译序列的5'或3'）。5'侧翼区域可包含控制或影响基因转录的调控序列，诸如启动

子和增强子。3'侧翼区域可包含指导转录终止、转录后裂解和多聚腺苷酸化的序列。

[0067] 如本文所用，术语“多甲基化”、“序列甲基化”和“特异性甲基化”可互换使用以指

代在标记序列中必须甲基化以在协调或多甲基化测定法中调用该甲基化序列的CpG位点或

基因座的限定组合。例如，BMP3的CpG位点的特异性甲基化测定法可能需要参考图1A和1B编

号的第23、34、53、61、70和74位的CpG位置均发生甲基化，以便将样品归类为在BMP3标记物

处甲基化。BMP3的特异性甲基化不限于此特定基因座组，而是可以包括更多、更少或不同集

合的CpG基因座。选定为在多甲基化测定法中共分析的CpG基因座优选地例如通过以下方式

鉴定：分析正常（非腺瘤、非癌症）样品以鉴定在正常样品中的存在频率较低的CpG甲基化组

合。在优选实施方案中，甲基化位点的组合被选择为在癌症和腺瘤样品中产生良好的信噪

比（即，在癌症样品中特定基因座组合的平均多甲基化除以正常样品中那些基因座的平均

多甲基化得到的值较高）。

[0068] 如本文所用，术语“各个”和“平均”甲基化可互换使用以指代下述分析，其中单独

地对各CpG基因座进行分析，使得其中碱基发生甲基化的所有分子均被包括在计算内，而不

论例如相同标记物中其它基因座的甲基化状态。一般来讲，然后对标记物/区域中所有基因

座的甲基化百分比求平均值，以产生该标记物的百分比甲基化图。

[0069] 如本文所用，术语“试剂盒”是指用于递送材料的任何递送系统。在反应测定法的
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背景下，此类递送系统包括允许储存、运输或从一个位置到另一位置递送反应试剂（例如合

适容器中的寡核苷酸、酶等）和/或支持性材料（例如缓冲剂、执行测定法的书面说明等）的

系统。例如，试剂盒包括装有相关反应试剂和/或支持性材料的一个或多个容器（例如，盒

子）。如本文所用，术语“分立试剂盒”是指包括两个或更多个单独的容器而每个容器容纳总

试剂盒组成部分的子部分的递送系统。容器可一起或单独地递送给预期的受体。例如，第一

容器可容纳用于测定法的酶，而第二容器则容纳寡核苷酸。术语“分立试剂盒”旨在涵盖容

纳受《联邦食品、药品和化妆品法案》的第520(e)节管理的分析物特异性试剂(ASR)的试剂

盒，但并不限于此。实际上，包括两个或更多个单独容器而每个容器容纳总试剂盒组成部分

的子部分的任何递送系统均包括在术语“分立试剂盒”的范围内。相比之下，“组合试剂盒”

是指将反应测定法的所有组成部分均容纳在单个容器中（例如，在装有每种所需组成部分

的单个盒子中）的递送系统。术语“试剂盒”包括分立和组合试剂盒。

[0070] 如本文所用，术语“信息”是指事实或数据的任何集合。关于使用包括但不限于互

联网的计算机系统存储或处理的信息，该术语是指以任何格式（例如模拟、数字、光学等）存

储的任何数据。如本文所用，术语“与受试者相关的信息”是指属于受试者（例如人、植物或

动物）的事实或数据。术语“基因组学信息”是指属于基因组的信息，包括但不限于核酸序

列、基因、等位基因频率、RNA表达水平、蛋白表达、与基因型相关的表型等。“等位基因频率

信息”是指属于等位基因频率的事实或数据，包括但不限于等位基因种类、等位基因存在性

与受试者（例如人类受试者）特征之间的统计关联、等位基因在个体或群体中的存在或不存

在、等位基因存在于具有一个或多个特定特征的个体中的百分比可能性等等。

[0071] 附图简述

图1A和1B提供用于本分析中的示例性标记区域的序列和CpG信息。对于各靶基因，区域

的天然序列在头一行示出。将会通过亚硫酸氢盐和扩增而转化成Ts的未甲基化C残基显示

为T残基。候选甲基化位置在方框中显示。碱基和CpG位置的参考编号在各天然序列上方示

出。扩增的引物位置显示为一排带下划线的碱基位置。

[0072] 图2  A-J提供显示了正常、腺瘤和癌症样品分析的表格，其中在指定标记区域中的

各指定CpG位置测定了平均甲基化。对于各标记物，带编号的CpG位置如图1A和1B中的参考

编号所指示。在各特定基因座处的平均甲基化显示在正常、腺瘤和癌症样品的各列的底部。

各基因座的正常/突变甲基化比率（在各基因座处的甲基化比率）显示在腺瘤和癌症样品数

据的各列的底部。在各表格右侧的平均值列指示在各样品的所有指定CpG基因座中甲基化

的平均值。在所有正常样品中在所有基因座处的平均值和SD值如得自正常样品的值的各表

格下方所指出。

[0073] 图3  A-I提供显示了正常、腺瘤和癌症样品分析的表格，其中对各样品中的各标记

物计算了在图2A-J中指出的所有CpG基因座中的平均甲基化。对于图3A中的正常样品，指出

了各标记物的平均值、标准偏差和平均值+2或3个标准偏差。对于腺瘤和癌症样品，图3B和

3C中阴影单元格指出阳性结果，反映为该标记物的平均甲基化值，该值大于在正常样品中

针对该标记物测定的平均甲基化+3个标准偏差。

[0074] 图3D和3E显示了将腺瘤和癌症DNA  20倍稀释进正常DNA的计算出的影响，图3F和

3G显示了计算的10倍稀释，而图3H和3I显示了计算的5倍稀释。在各计算的稀释中，将标记

物的平均甲基化除以20、10或5，加到该标记物的正常DNA的平均甲基化。图3D-3I中的阴影
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单元格指出该标记物的平均甲基化值，该值大于在正常样品中针对该标记物测定的平均甲

基化+2个标准偏差（97.5%的特异性）。

[0075] 在图3B-3I每一者的下方，指出了在该图的样品类型和稀释中各标记物的阳性值

的百分比。得出波形蛋白、BMP3、胞裂蛋白9和TFPI2标记物至少一者的阳性信号的样品的百

分比在各图的底部指出。

[0076] 图4A和4B提供用于本发明分析中的示例性基因的序列和CpG信息。包括在用于在

结直肠腺瘤和癌症样品中进行协调甲基化分析的限定的CpG基因座亚组内的各标记基因中

的CpG基因座以黑色背景和白色字体显示。

[0077] 图5  A-I提供显示了正常、腺瘤和癌症样品分析的表格，其中在指定标记区域中的

各指定CPG位置处测定了甲基化（即，对样品测定了在限定亚组内的所有CpG基因座处展示

出甲基化的DNA拷贝百分比）。在图4A和4B中指出的限定亚组内的每个CpG基因座处测试了

各标记物，并且百分比甲基化数据反映在所有测试的CpG基因座处具有甲基化的标记物拷

贝的百分比（协调甲基化或“多甲基化”分析）。对于图5A中的正常样品，指出了各标记物的

平均甲基化、标准偏差和平均值+2或3个标准偏差。对于腺瘤和癌症样品，图5B和5C中阴影

单元格指出阳性结果，反映为该标记物的多甲基化值，该值大于在正常样品中针对该标记

物测定的平均多甲基化+3个标准偏差。

[0078] 图5D和5E显示了将腺瘤和癌症DNA  20倍稀释进正常DNA的计算出的影响，图5F和

5G显示了计算的10倍稀释，而图5H和5I显示了计算的5倍稀释。在各计算的稀释中，将标记

物的平均多甲基化除以20、10或5，加到该标记物的正常DNA的平均多甲基化。图5D-5I中的

阴影单元格指出该标记物的平均多甲基化值，该值大于在正常样品中针对该标记物测定的

平均多甲基化+  2个标准偏差（97.5%的特异性）。

[0079] 在图5B-5I每一者的下方，指出了在该图的样品类型和稀释中各标记物的阳性值

的百分比。得出波形蛋白、BMP3、胞裂蛋白9和TFPI2标记物至少一者的阳性信号的样品的百

分比在各图的底部指出。

[0080] 图6显示了对腺瘤和癌症样品中各标记物计算出的百分比阳性值进行比较的表格

和坐标图，如所示，使用单独/平均甲基化或多甲基化分析方法在各指定的计算稀释下测试

各指定的标记物。

[0081] 图7显示了对腺瘤和癌症样品中测定的百分比阳性值进行比较的表格和坐标图，

测定中使用在这些样品中具有最低平均背景的四个标记物（波形蛋白、BMP3、胞裂蛋白9、

TFPI2），使用单独/平均甲基化或多甲基化分析方法，在稀释进正常DNA的各指定计算稀释

下进行。

具体实施方式

[0082] 本发明的实施方案在此概述和以引用方式并入此处的上文的“发明概述”中加以

描述。虽然已结合具体实施方案对本发明进行了描述，但是应当理解，要求保护的本发明不

应不当地限于此类具体实施方案。

[0083] 本发明涉及测定和使用指示腺瘤和癌的特异性甲基化模式的方法和组合物。具体

地讲，本发明涉及对得自癌症和腺瘤样品的DNA中协调甲基化的限定的CpG基因座亚组的分

析，用于鉴定协调甲基化基因座的方法，以及在腺瘤和癌症的测定法设计中使用对一个或
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多个标记物或区域中协调甲基化基因座进行分析的方法，所述方法具有改善的灵敏性和特

异性。

[0084] 本发明涉及以下观察结果：在其甲基化状态指示细胞状态例如癌、癌前、正常状态

等的标记核酸内，在非正常细胞中的各个甲基化基因座例如CpG基因座的亚组通常展示出

相对于在正常细胞中相应基因座处观察到的背景甲基化水平更大程度的甲基化，而在非正

常细胞中的其它甲基化基因座可表现出与背景水平更接近的甲基化水平。在一些实施方案

中，将相对于正常细胞的多个癌细胞或癌前细胞中特定基因座观察到的甲基化程度表示为

甲基化比率。

[0085] 本发明的一些实施方案涉及筛选已知的或疑似的标记基因，以鉴定相对于背景甲

基化表现出更大的疾病相关甲基化比率的特定甲基化基因座，如与其它标记基因或相同标

记基因中的其它基因座相比。在一些优选实施方案中，本发明涉及协调甲基化分析，以测量

标记分子或样品在所有选定的基因座表现出甲基化的程度。

[0086] 本发明涉及对腺瘤样品或癌症样品中数量足够大的各个DNA分子内的甲基化标记

物（或此类标记物内的靶区域）中各个限定的CpG基因座组进行甲基化状态分析，以鉴定与

相同腺瘤或癌症样品中的其它基因座相比具有有利甲基化比率的限定的CpG基因座亚组。

在样品中具有有利甲基化比率的限定的CpG基因座亚组可包括特定标记物或标记物靶区域

中的整组CpG基因座，或者其可比标记物表征区域中的所有CpG基因座少。

[0087] 分析标记物甲基化状态的常规方法通常涉及分析一群混合的分子。例如，扩增样

品中的标记核酸通常产生来自于靶分子的许多拷贝的扩增子混合物。如果扩增条件不是基

因变体选择性的，则扩增在产物包含变体和正常或野生型DNA的混合物。即使引物为突变或

特定甲基化位点特异性的，当从衍生自许多细胞的靶DNA的许多拷贝扩增DNA时，也会在所

得的扩增子中的其它碱基位置存在异质性。如果对这些混合的扩增子直接测序，则所得的

序列图谱揭露混合群体的共有序列，而存在于群体小部分中的特定序列或突变基本上无法

检测。虽然一些研究人员已对得自此类扩增的各个克隆进行了测序以研究得自混合物的各

个分子的序列信息，但是只对分子中的少数进行了分析并且汇集的数据未能表明以下任一

情况：标记物内的任何特定基因座可预测地表现出与相同靶标内的其它甲基化基因座相比

有利的甲基化比率，或具有有利化的基因座的协调分析可用于改善测定法在检测新生物中

的特异性和灵敏性。本发明的一个方面基于以下观察结果：从正常和非正常样品两者中极

大量的各个分子收集甲基化比率信息揭露出标记区域或序列中的一些甲基化基因座表现

出非正常细胞中与背景相比的甲基化程度比相同标记区域或基因中其它各个基因座与背

景相比的甲基化程度更大。在具有更大的与背景相比的甲基化水平的非正常序列中的这些

基因座可被视为尤其有利的，因为它们易于鉴定高于在正常细胞中观察到的背景甲基化水

平。此优势的一个方面在于，对这些特定基因座的分析允许以更高的灵敏性并在更大的正

常细胞背景中鉴定癌症相关甲基化。

[0088] 本发明还涉及以下观察结果：多个基因座的协调分析在尤其是也可包含大量正常

细胞的样品中进行癌或癌前细胞鉴定时提供明显提高水平的灵敏性。例如，图6对检测腺瘤

和癌细胞的灵敏性进行比较。对于各指定的标记基因，将甲基化确定为标记区域中的平均

值（例如，在基因座26、37、40、45、52、54、59、63和74的全部中波形蛋白标记物中的平均甲基

化；参见图3A-I），指定为“各个”平均甲基化；或确定为在选定基因座的亚组的全部中展示
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出甲基化的分子的百分比（例如，在基因座37、40和45中所有三个处波形蛋白标记物中的甲

基化；参见图5A-I），即多个各个基因座的协调甲基化分析，指定为“多个”。相同样品的灵敏

性也以稀释进正常DNA的计算5、10或20倍稀释而显示。图6显示了，虽然测定法灵敏性可在

不稀释而直接从组织分析的DNA中相似，但是由于在更大的稀释下得自正常DNA的背景量增

大，因此协调甲基化分析表现出远比平均甲基化分析灵敏。例如，在胞裂蛋白9的分析中，当

分析标记物中的平均甲基化时，腺瘤和癌症样品只能在未稀释和5倍稀释度下检测到高于

背景，而使用基因座37、40和45的协调甲基化分析时，这些相同的样品可在20倍稀释下以高

于约69-74%的灵敏性以及在10倍稀释下以90-93%的灵敏性检测。

[0089] 在一些实施方案中，本发明提供用于设计鉴定疾病状态的甲基化测定法的方法，

包括：I)选择至少一个供分析的序列；II)测定正常细胞群和非正常细胞群中该序列内多个

基因组的甲基化状态以测定各正常和非正细胞中所述多个基因座中每一个的平均甲基化

率；以及III)鉴定所述多个基因座中至少两个具有有利甲基化比率的基因座。

[0090] I.序列选择。已鉴定了多种疾病状态的与特定疾病状态相关的甲基化标记物。例

如，结直肠新生物特异性标记物包括例如bmp-3、bmp-4、SFRP2、波形蛋白、胞裂蛋白9、ALX4、

EYA4、TFPI2、NDRG4、FOXE1、长DNA、BAT-26、K-ras、APC、黑素瘤抗原基因、p53、BRAF和

PIK3CA。另外的标记物包括但不限于上文表1中的那些。分析候选甲基化基因座以鉴定具有

有利甲基化比率的那些可包括分析靶序列中的每个基因座（例如每个CpG）或者可包括分析

甲基化基因座的亚组。在一些实施方案中，CpG通过其在特定甲基化热点中的位置而选择用

于分析，而在其它实施方案中，用于分析的基因座可便利地相对于引物结合位点或其它序

列特征而定位。图1A提供新生物相关标记物的示例性选择，其中CpG基因座中的每个C残基

由方框指示。对于每个靶基因，区域的天然序列在头一行中显示，而将会在亚硫酸氢盐转化

和扩增后出现的未甲基化和甲基化DNA的序列在下面显示。将会通过亚硫酸氢盐和扩增转

化成T残基的未甲基化C残基显示为Ts。

[0091] 在一些实施方案中，本发明提供核酸检测测定法协调分析样品中的多个有利基因

座的用途，从而测定样品中细胞的疾病状态。

[0092] II.测定选定序列中基因座的甲基化比率。如上所讨论，测定基因座的甲基化比率

包括测定正常细胞群中该基因座的平均甲基化率以及测定非正常细胞群中相同基因座处

的平均甲基化率。如上所述，对混合核酸例如从得自混合细胞群的未分离DNA（诸如从多细

胞组织样品纯化的DNA）产生的扩增子进行常用的标记基因甲基化分析方法。虽然一些研究

已经分析了由未分离的样品DNA制成的扩增子的独立拷贝，但是分析的克隆数通常太小而

不能揭露序列内各个CpG基因座处甲基化比率的明显或可再现差异。例如，在结直肠癌中的

高度甲基化基因的比较中，Zou等只分析了得自每个样品的六个克隆(Zou等，Cancer 

Epidemiol  Biomarkers  Prev  2007;16(12):2686)，而Weisenberg等已对其进行了使用。本

发明包括各个DNA分子的大规模分析，例如通过对各个DNA分子直接测序或通过对克隆扩增

的DNA测序。

[0093] 虽然本发明不限于任何特定方法，但是克隆扩增核酸独立拷贝的方法（例如使用

PCR）可用于得自正常和非正常样品的大量各个标记物的快速分析。单分子扩增方法可包括

使用微室、乳化反应、固体载体上的“桥式PCR”或用于分开来自各个靶分子的扩增产物的多

种既定方法中的任何一种。在单分子扩增后，可对扩增子测序。
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[0094] 对各个分子测序的改进方法直接避免了将分子克隆进细胞的需要，或在一些方法

中在测序前进行克隆扩增的需要。无需克隆进细胞使得能明显更有效地分析大得多的分子

集合。用于各个分子测序的平台包括454  FLX ™ 或454  TITANIUM ™  (Roche)、SOLEXA ™ / 

Illumina基因组分析仪(Illumina)、HELISCOPE ™  单分子测序仪(Helicos  Biosciences)、

离子个人基因组仪器(Ion  Torrent)和SOLID ™  DNA测序仪(Life  Technologies/Applied 

Biosystems)，以及其它正在由诸如Intelligent  Biosystems和Pacific  Biosystems的公

司开发的平台。虽然生成序列信息所借助的化学过程对于不同的下一代测序平台有所不

同，但是它们都具有在同时运行的测序反应中从极大量的各个测序模板生成序列数据的共

同特征。使用例如流动池、化学或光学传感器和/或扫描仪采集反应中的数据，并使用生物

信息学软件装配和分析序列。

[0095] 在某些优选实施方案中，本发明提供使用数字测序而分析甲基化标记物的方法，

以鉴定具有与相同标记物中的其它基因座相比为统计上显著有利的甲基化比率的新生物

相关甲基化基因座。在优选实施方案中，以高度或大规模平行的方式进行数字测序，从而在

鉴定具有有利甲基化比率的CpG甲基化位点中提供更高的精度。

[0096] 对于上文所述的大规模平行数字测序方法，对每个分子分析每个CpG基因座处的

甲基化，因此可在实验运行后分析在任何CpG基因座组合中具有甲基化的DNA拷贝的百分

比。另外，可对每个特定的标记序列（例如每个靶核酸分子或克隆扩增子）询问许多次，例如

至少100次，有时超过1000次，并在一些情况下超过100,000次，或多达500,000次。因此，可

以揭露出将在一小部分各个靶分子的分析中无法检测的指示癌症或腺瘤的协调甲基化模

式。

[0097] III.选择甲基化基因座亚组用于协调分析

如上所述，在得自正常样品和非正常样品（例如腺瘤或癌症样品）的大量标记DNA拷贝

中测定一组CpG基因座的甲基化状态揭露出在标记基因或区域中的某些CpG基因座往往可

能协调甲基化。另外，设计询问多个CpG基因座（其协调甲基化指示样品中的腺瘤或癌症）的

核酸检测测定法可提供与探查整个标记基因中的平均百分比甲基化的测定法相比具有改

善信噪比的测定法。

[0098] 选择CpG基因座亚组的一个方面包括选择已通过使用例如数字分析方法被确定为

协调甲基化的基因座。另一方面包括选择当将正常DNA与腺瘤或癌症DNA相比时被确定为具

有有利甲基化比率的CpG基因座。测定法的设计可以但不必利用与相同标记物中的其它基

因座相比具有最有利甲基化比率的CpG基因座。在一些实施方案中，选择多个CpG基因座作

为亚组包括选择具有最有利的甲基化比率的多个基因座。在其它实施方案中，选择多个CpG

基因座作为亚组包括选择具有最有利的甲基化比率的基因座，然后选择至少另外的相对于

第一选定基因座便利定位的CpG基因座以配置特定的核酸检测测定法（例如，选择彼此特别

接近的CpG基因座以配置侵入式裂解测定法、连接测定法、扩增测定法等）以便在单个测定

法中询问靶DNA拷贝上所有选定的CpG基因座。在一些实施方案中，对CpG基因座的候选亚组

进一步分析以测定在那些候选基因座处协调甲基化的得自非正常样品的标记DNA的拷贝百

分比，以及在正常样品中具有很少或无协调甲基化的拷贝百分比。

[0099] 分析样品以检测腺瘤或癌症

甲基化分析的常规方法（例如常规甲基化特异性PCR、实时甲基化特异性PCR，参见例如
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US  5,786,146、6,017,704、6,200,756、6,265,171）通常以非数字方式分析，例如分析衍生

自DNA靶核酸的共扩增分子的混合物，使得扩增产物的分析提供序列信息，该信息反映扩增

子群体中的聚合或平均甲基化状态，但不提供关于在多个CpG基因座的全部中具有协调甲

基化的起始分子的百分比的信息。在一些情况下，研究人员已分析了多个克隆的扩增子，其

可揭露靶标记基因内的CpG基因座中甲基化的多样性。然而，对各个克隆测序未提供足够的

数据以揭露CpG基因座特定亚组的统计显著性协调甲基化。

[0100] 与常规方法相比，我们力图以大规模平行数字测序方式分析甲基化标记基因，以

鉴定与新生物（腺瘤和癌）相关的特定CpG基因座的统计显著性协调甲基化。该分析方法使

得我们能够：

1.  对样品分析标记基因中的协调甲基化作为检测新生物的手段，而无需测试任何遗

传（突变）标记物

2.  对样品分析多个标记基因中的协调甲基化作为检测新生物的手段，而无需测试任

何遗传（突变）标记物

我们决定了对大量通过从结直肠腺瘤、结直肠癌、正常结直肠上皮或其它GI癌活检获

得的组织样品使用“数字”测序并对若干基因内的多个特定区域测序。这种类型的测序提供

各甲基化基因的甲基化模式。对于第一运行，我们具有9个正常组织、38个腺瘤和36个癌症

样品，它们具有以下标记物：波形蛋白、BMP3、胞裂蛋白9、TFPI2、LRAT的2个区域和EYA4。

[0101] 令人惊讶的是，我们发现了在其中一些基因中，在正常样品中观察为甲基化的背

景在序列中随机分布，而与癌症和腺瘤相关的甲基化则不。因此，如果某些规则适用，例如，

如果所有C残基a、b和c必须在诊断测定法中甲基化，则在该序列中的所有三个位置表现出

甲基化的DNA拷贝数与在所述位置的亚组中展示出甲基化的DNA拷贝数相比而言减少。在所

测试的其中一些标记基因或区域中，在所有选定的位点展示出甲基化的正常DNA中的DNA拷

贝数的减少比在得自癌症和/或腺瘤样品的DNA中的DNA拷贝数的减少下降程度更大，从而

导致明显提高的特定信号与背景噪声的比率。对于某些基因，得自正常DNA的背景通过使用

多甲基化（协调甲基化）分析而显著降低，而在得自癌症和腺瘤DNA的信号中未观察到等同

的降低。对于其它基因，采用多甲基化分析时在正常样品中的背景降低较少和/或得自癌症

DNA的信号也降低，使得存在较少的或不存在信噪比的净改善并且使用多甲基化分析实现

的优势较少。在多甲基化分析中具有良好信噪比的基因易于通过经验确定。

[0102] 通过本文提供的多甲基化数据（参见例如图2A-J），可：

a.鉴定基因序列内给出更高程度的正常与非正常（例如癌症和腺瘤）细胞区分的区域；

b.鉴定具有更大信噪比（非正常细胞信号与正常细胞背景相比）的特定基因；

c.鉴定具有更大信噪比的特定甲基化基因座；

d.鉴定在腺瘤和癌症样品中但不在正常样品中协调甲基化的特定甲基化基因座，使得

检测这些基因座的协调甲基化是腺瘤或癌症的灵敏指标；

e.鉴定具有极低背景甲基化的基因，从而允许以较低的测定法灵敏性降低在正常DNA

中更大倍数地稀释甲基化DNA；

f.鉴定在诊断学上彼此互补的基因，当将这些基因结合分析时产生与单独分析的基因

相比灵敏性提高和/或特异性提高的诊断信息。

[0103] g.鉴定在提高的特异性下给出提高的灵敏性的基因组合，例如在100%的特异性下
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对于癌症和腺瘤100%的灵敏性。

[0104] 实验实施例

实施例1

使用数字PCR和测序鉴定在癌症和腺瘤样品中甲基化的特异性CpG基因座亚组

将从冷冻组织样品提取的DNA用EPITECT亚硫酸氢盐转化试剂盒(Qiagen)处理以将未

甲基化的胞嘧啶转化成尿嘧啶。甲基化的胞嘧啶保持未转化。对各序列设计各基因区域的

引物，使得扩增产物的组成保持与原始靶序列相同并以相等的效率扩增甲基化和未甲基化

的序列。含dU的转化DNA的扩增产生具有用T残基替代dU残基的扩增子。然后制备扩增子以

在Illumina仪器上测序。对于各组织样品，由亚硫酸氢盐处理的DNA的相同样品准备各靶标

的扩增反应。

[0105] 测序后，对数据进行定量分析作为与Sanger测序相似的平均甲基化，但是精度和

分辨率更高，因为由各个分子计算各位置的组合信号。针对各扩增子序列，对一组CpG基因

座评估在不同组织中的百分比甲基化，以鉴定在癌症和/或腺瘤样品中比在正常组织中更

频繁共甲基化的基因座亚组。

[0106] Illumina测序方案：

测序根据Illumina基因组分析仪IIx、GAIIx、数据采集软件  2.5版和Pipeline分析软

件1.5版推荐的程序进行。简而言之，Illumina程序包括：a)通过附连允许索引、流动池附

连、扩增和测序的已知序列标签而由样品DNA制备文库；b)将文库附连到流动池表面；c)桥

式扩增以产生衍生自单分子的DNA片段簇；以及d)在使用经标记的可逆终止子的迭代引物

延伸反应中测序，以测定每个扩增子簇的核苷酸序列。参见例如具有补充方法和数据的

Bentley等，Nature  456,  53-59  (6  Nov.r  2008)/  doi:10.1038/nature07517，该文献以

引用方式并入本文。使用独特的标签序列进行索引允许在单个流动池中分析多个样品。参

见例如以引用方式并入本文的Craig等，Nat.  Methods  Nat  Methods.  2008  Oct;5(10):

887-93  (Epub  14  Sept.  2008)。

[0107] 样品组：N=82，由从42例结直肠癌、31例癌前腺瘤和9例正常结肠粘膜提取的组织

DNA组成。

[0108] 流动池配置

将样品按总共7道每道12个进行索引。流动池由8道组成，其中一条道专用于phiX质量

控制。

[0109] 文库制备：

将得自患者的组织提取DNA用亚硫酸氢盐处理，并进行了使用初始材料的大约10,000

个基因组拷贝的2步扩增。第一轮使用了标记序列特异性的加尾(T1)(Illumina  )引物。这

些尾巴是通过Illumina得到的第二轮所需的序列。第二轮(T2)(Illumina)  PCR使用在T1中

添加的Illmuna尾巴特异性的引物，并结合索引、测序引物和流动池附连序列。在文库制备

期间，对样品进行了多个qPCR校验，以确保文库中的所有扩增子以等摩尔存在。

[0110] 引物设计：

设计了具有转化的非CpG胞嘧啶的区域特异性的正向和反向引物（使用例如

MethPrimer软件），以按非甲基化特异性方式扩增特定生物标记物位点的每一个。当CpG胞

嘧啶无法在引物设计中加以避免时，将简并混合物(C/T;  G/A)用于引物中的那些位点。如
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果需要查询一级扩增子(primary  amplicon)之外的附加序列，则可以设计附加的引物。如

果无法避免靶序列中的CpG，则引物可在CpG位点处结合简并碱基（BiSearch软件）。

[0111] 第二轮PCR的引物包含用于Illumina流动池附连的序列（桥式扩增位点）、测序引

物位点（用于样品读取）、索引位点和测序引物位点（用于索引读取）。每个引物组(x)具有12

个不同的索引标签，总共12x组。对转化的未甲基化DNA（例如人类DNA）和转化的甲基化DNA

进行索引无关引物组(n=x)的优化。例如，对DNA进行扩增、纯化（例如使AMPURE处理

(Agencourt)）并在Agilent  2100生物分析仪上运行以评估扩增核酸的大小和量。

[0112] 实验步骤：

DNA分离和亚硫酸氢盐转化：

1)  使用DNAZOL  (Invitrogen)或QIAAMP试剂盒(Qiagen)从组织提取并纯化DNA，并通

过使用Nanodrop  ND-1000分光光度计(Thermo  Scientific)由吸光度(A230/A260/A280)测

量浓度和纯度。将PICOGREEN荧光(Molecular  Probes)与TECAN  F-200  (Tecan)酶标仪相结

合用于表现出高A230值的高值样品。

[0113] 2)必要时使用Speedvac蒸发浓缩仪(Thermo  Scientific)将样品调节到至少

200ng/μL的浓度。

[0114] 3)对于各样品，将2ug  DNA用EPITECT  96孔板(Qiagen)进行亚硫酸氢盐处理。

[0115] 4)  通过吸光度和OLIGOGREEN荧光(Molecular  Probes)评估了回收率，使用未转

化DNA特异性的含胞嘧啶的非CpG引物通过定量PCR评估了转化效率。转化效率经确定为大

于99%。

[0116] 第一轮PCR：

5)  使用标记物特异性(T1)引物组在具有30ng  DNA的反应中扩增了84个样品。所用的

循环数为每个标记物组特定的并通过对甲基化和未甲基化DNA的初始控制反应从经验上加

以确定。循环数大约设定在平均计算Ct值。例如，将以下循环数用于指定的标记物：

TFPI12；26个循环

SEPT9；27个循环

BMP3；28个循环

VIM；28个循环

EYA4；29个循环

6)使用AMPURE珠(Agencourt)通过在EB缓冲液(Qiagen)中洗脱而对得自各反应的扩增

产物进行了纯化。

[0117] 7)  使用T2引物组，如上所述通过qPCR对每个标记物的产物进行了定量。制备了对

于各样品含有等量生物标记物的母板。

[0118] 第二轮PCR：

8)然后将第一轮样品通过12个T2索引引物进行了扩增。

[0119] 9)再次对各反应的产物进行了纯化并使用qPCR测量了浓度，这次，采用流动池特

定的引物和使用PhiX对照DNA的序列稀释创建的标准曲线。

[0120] 最终文库制备：

10)  将每块板的12列以等摩尔比例合并到1个主列中。将1uL各文库上样到高灵敏性

DNA芯片(Agilent)上并在生物分析仪以上运行。还通过PhiX标准品在480  LightCycler 
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(Roche)上进行了最终qPCR。

[0121] 11)  在Illumina仪器上对文库进行了测序，并获得了每个样品各标记物的序列数

据。

[0122] 12)  针对每个样品的各标记物，计算了各CpG位点的平均甲基化。参见图2A-J。

[0123] 13)  针对每个样品的各标记物，计算了在各标记物中限定的CpG基因座亚组内的

所有CpG基因座处发生了甲基化的分子的百分比。参见图5A-I。

[0124] 在上述说明书中提到的所有出版物和专利以引用方式并入本文。本发明的所述方

法和系统的各种修改形式和变型形式将在不脱离本发明范围和精神的情况下对本领域的

技术人员显而意见。虽然已结合具体优选实施方案对本发明进行了描述，但是应当理解，受

权利要求书保护的本发明不应不当地限于此类具体实施方案。实际上，对相关领域技术人

员显而易见的对实践本公开的所述模式的各种修改旨在包括在以下权利要求书的范围内。
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<110>   D.  A. 阿尔奎斯特

        W.  R.  泰勒

        邹鸿志

        G.  P.  利加德

<120>   DNA甲基化的数字序列分析

<130>   EXCT-31446/WO-1/ORD

<150>   US  61/438,649

<151>   2011-02-02

<160>   15

<170>   PatentIn  3.5版

<210>   1

<211>   121

<212>   DNA

<213>   智人

<400>   1

gaagagccca  cctgtcaggc  tgcgctgggt  cagcgcagca  agtggggctg  gccgctatct       60

cgctgcaccc  ggccgcgtcc  cgggctccgt  gcgccctcgc  cccagctggt  ttggagttca      120

a                                                                      121

<210>   2

<211>   121

<212>   DNA

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   2

gaagagttta  tttgttaggt  tgtgttgggt  tagtgtagta  agtggggttg  gttgttattt       60

tgttgtattt  ggttgtgttt  tgggttttgt  gtgtttttgt  tttagttggt  ttggagttta      120

a                                                                      121

<210>   3

<211>   121

<212>   DNA

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   3

gaagagttta  tttgttaggt  tgcgttgggt  tagcgtagta  agtggggttg  gtcgttattt       60

cgttgtattc  ggtcgcgttt  cgggtttcgt  gcgttttcgt  tttagttggt  ttggagttta      120
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a                                                                      121

<210>   4

<211>   129

<212>   DNA

<213>   智人

<400>   4

aaataaaaac  ggagtgggtc  ccccgcgcgc  cgccgccccc  cgcgtccctg  gcggcctccc       60

ccgaggcccc  cggcggcctc  acgagcccgc  agtagccggt  ggcgacgtcg  cccccgcccc      120

acctccccg                                                              129

<210>   5

<211>   132

<212>   DNA

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   5

gttaaataaa  aatggagtgg  gttttttgtg  tgttgttgtt  ttttgtgttt  ttggtggttt       60

tttttgaggt  ttttggtggt  tttatgagtt  tgtagtagtt  ggtggtgatg  ttgtttttgt      120

tttatttttt  tg                                                          132

<210>   6

<211>   132

<212>   DNA

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   6

gttaaataaa  aacggagtgg  gtttttcgcg  cgtcgtcgtt  tttcgcgttt  ttggcggttt       60

ttttcgaggt  tttcggcggt  tttacgagtt  cgtagtagtc  ggtggcgacg  tcgttttcgt      120

tttatttttt  tg                                                          132

<210>   7

<211>   99

<212>   DNA

<213>   智人

<400>   7

ggccgcagca  gccagcccag  cacccacctt  cgaagtccga  aatgatccca  tccagctgcg       60

cgttgaccgc  ggggtccgac  atgatggctg  gtgggcagc                              99

<210>   8

<211>   99

<212>   DNA
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<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   8

ggttgtagta  gttagtttag  tatttatttt  tgaagtttga  aatgatttta  tttagttgtg       60

tgttgattgt  ggggtttgat  atgatggttg  gtgggtagt                              99

<210>   9

<211>   99

<212>   DNA

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   9

ggtcgtagta  gttagtttag  tatttatttt  cgaagttcga  aatgatttta  tttagttgcg       60

cgttgatcgc  ggggttcgat  atgatggttg  gtgggtagc                              99

<210>   10

<211>   116

<212>   DNA

<213>   智人

<400>   10

aggaggtgcg  cggctttctg  ctccaggcgg  cccgggtgcc  cgctttatgc  ggggcgagcg       60

tccggccgac  ccccgccggg  gcggagcctg  aggggtggct  gattcatgca  cgggga          116

<210>   11

<211>   116

<212>   DNA

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   11

aggaggtgtg  tggttttttg  ttttaggtgg  tttgggtgtt  tgttttatgt  ggggtgagtg       60

tttggttgat  ttttgttggg  gtggagtttg  aggggtggtt  gatttatgta  tgggga          116

<210>   12

<211>   116

<212>   DNA

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   12

aggaggtgcg  cggttttttg  ttttaggcgg  ttcgggtgtt  cgttttatgc  ggggcgagcg       60
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ttcggtcgat  tttcgtcggg  gcggagtttg  aggggtggtt  gatttatgta  cgggga          116

<210>   13

<211>   117

<212>   DNA

<213>   智人

<400>   13

caggtccgtg  tcctcgtcct  cctaccgcag  gatgttcggc  ggcccgggca  ccgcgagccg       60

gccgagctcc  agccggagct  acgtgactac  gtccacccgc  acctacagcc  tgggcga         117

<210>   14

<211>   117

<212>   DNA

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   14

taggtttgtg  tttttgtttt  tttattgtag  gatgtttggt  ggtttgggta  ttgtgagttg       60

gttgagtttt  agttggagtt  atgtgattat  gtttatttgt  atttatagtt  tgggtag         117

<210>   15

<211>   117

<212>   DNA

<213>  人工

<220>

<223>  合成

<400>   15

taggttcgtg  ttttcgtttt  tttatcgtag  gatgttcggc  ggttcgggta  tcgcgagtcg       60

gtcgagtttt  agtcggagtt  acgtgattac  gtttattcgt  atttatagtt  tgggtag         117
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