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DNA 去甲基化机制的研究进展 *
曹领改 张 旸 蓝兴国 李玉花△

（东北林业大学生命科学学院发育生物学研究室 黑龙江 哈尔滨 150040）

摘要：DNA 甲基化作为动植物体内一种重要的表观遗传修饰形式，在调控基因表达、维持基因组的稳定性等方面发挥重要的生物

学作用。固有 DNA 甲基化水平和模式的变化会导致生物的表型异常甚至死亡。而 5- 甲基胞嘧啶的水平和模式是由 DNA 甲基化

和去甲基化共同决定的。DNA 去甲基化可以分为主动去甲基化与被动去甲基化，而基因组甲基化模式的形成主要依赖于主动去

甲基化。本文综述了生物体内 DNA 主动去甲基化五种潜在机制：DNA 转葡糖基酶参与的碱基切除修复途径、脱氨酶参与的碱基

切除修复途径、核苷酸切除修复途径、氧化作用去甲基化与水解作用去甲基化。
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ABSTRACT: As a significant epigenetic modification, DNA methylation plays a critical role in regulating gene expression and

maintaining genomic stability in mammals and flowering plants. DNA methylation level and pattern of change will lead to abnormal
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前言

在大多数真核生物基因组中，DNA 甲基化是一种常见的

非基因影响引起的表观遗传修饰，它广泛存在于植物和脊椎动

物细胞的有丝分裂过程中。DNA 甲基化主要发生在胞嘧啶上，

通过暴露非甲基化 CpG 岛的启动子和屏蔽其他基因组来限制

基因组的规模[1]。然而，5- 甲基胞嘧啶（5-mC）的水平和模式是

由 DNA 甲基化和去甲基化共同决定的。DNA 去甲基化有被动

和主动之分。在细胞分裂 S 期 DNA 复制时维持性甲基转移酶

类失活，导致新合成的 DNA 链未被甲基化，此种情况称为

DNA 被动去甲基化。DNA 主动去甲基化不涉及 DNA 复制，但

是需要一个或多个酶的参与[2]。DNA 主动去甲基化已经成为开

花植物的基因组甲基化模式形成的重要机制[3]。本文就目前报

道的 DNA 主动去甲基化的机制的研究进展进行综述。

1 DNA 去甲基化机制

长期以来 DNA 去甲基化被认为是一个依赖 DNA 复制的

被动去甲基的过程，目前，对于机体内主动去甲基化调控机制

备受关注。DNA 主动去甲基化可能存在的五种机制：① DNA

转葡糖基酶参与的碱基切除修复 （base excision repair；BER）：

5-mC 由 DNA 转葡糖基酶直接去除。此途径主要存在于植物体

内，动物体内也可能存在。②脱氨酶参与的碱基切除修复：

5-mC 脱氨变成胸腺嘧啶 T，形成 G/T 错配，进入 BER 途径。这

一途径主要存在于动物体中，植物体中也可能存在。③核苷酸

外切修复机制（nucleotide excision repair；NER）：直接移除甲基

化的 CpG 二核苷酸。④氧化去甲基化：发生氧化反应打开碳 -
碳键，直接去除甲基基团。⑤水解去甲基化：水解胞嘧啶的甲

基基团，使其以甲醇的形式被释放。

2 碱基切除修复与 DNA 去甲基化

2.1 DNA 转葡糖基酶参与的 DNA 去甲基化

植物体内 DNA 主动去甲基化主要的模式是碱基切除修复

机制（BER）[4,5]。BER 途径中，首先脱氧核糖和 5-mC 之间的糖

苷键断裂使 DNA 形成 AP(apurillic/apyrimidinic)位点，然后 AP
核酸内切酶切掉 AP 位点的脱氧核糖。最后，由 DNA 聚合酶与

DNA 连接酶填补此缺口，最终结果是胞嘧啶 C 取代 5-mC。在

植物体内，DNA 糖基化酶沉默抑制因子 ROS1(REPRESSOR
OF SILENCING1)和 DME（DEMETER）参与印迹基因的去甲基
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化和转基因的沉默[6,7]。因此，植物可以利用 BER 途径来实现

DNA 的去甲基化[8]。
以 BER 为基础的去甲基化机制关键在于 DNA 链断裂的

产生，而 ROS1 和 DME 在体外均具有 DNA 糖基化酶和 AP 裂

解酶活性[9,10]。此外，在植物基因中，无论是在 CpG 还是非 CpG
区域（CpNpG 和不对称 CpG），ROS1 和 DME 蛋白均可消除寡

核苷酸上的 5-mC。在整个植物发育过程中，ROS1 均有表达[11]。
其在内源性基因和沉默转基因去甲基化中均发挥作用[12,13]。低

温调节基因 COR 78（COLD REGULATED 78)的启动子与内源

COR 78 基因的启动子同源，并产生这些序列的 siRNA[7]。在野

生型植株中，这些序列的 siRNA 不能引起变化；但在 ros1 突变

体中，情况正好相反，发生了基因甲基化以及外源和内源基因

的转录沉默。这说明，ROSl 蛋白能够阻碍 siRNA 介导的 DNA
甲基化和基因沉默作用。而另一个转葡糖基酶 DME 则在雌配

子体发生中起作用[14]。种子发育时期，印迹基因 FWA 在胚乳中

表达，这一功能是通过 DME 基因在雌配子体中特异表达，并

伴随着 FWA 基因的去甲基化。目前还不清楚参与胚乳形成的

中央细胞中 DNA 去甲基化是只发生在少数印迹基因位点，还

是发生在更广泛的位点。与其他植物相比，玉米胚乳的基因组

是显著低甲基化的，这表明胚乳中许多序列受到了去甲基化的

修饰[14]。这种现象在拟南芥的胚乳中也得到了证实[15]。这表明双

功能的 DNA 糖基化酶参与植物体内 DNA 去甲基化。
动物体内也可能存在 BER 机制。一些从 Hela 细胞核抽提

物中纯化的酶也可以通过 DNA 转葡糖基酶机制起始 DNA 的

去甲基化 [16]。从鸡中克隆得到的胸腺嘧啶 DNA 转葡糖基酶

（TDG）在体外有弱的 5-mC DNA 转葡糖基酶活性[17]。有趣的

是：人与鸡的 DNA 甲基化结合蛋白（MBD4）在体外有相似的

5-mC DNA 转葡糖基酶活性[18]。但是，TDG 和 MBD4 也具有强

的 G/T 错配转葡糖基酶活性。此外，mbd4 敲除的小鼠中并未观

察到 DNA 甲基化的减少。因此，这些 DNA 转葡糖基酶在哺乳

动物体内对于 DNA 主动去甲基化的重要性仍有待证实。
2.2 脱氨酶参与的 DNA 去甲基化

DNA 主动去甲基化也可由以下过程实现：5-mC 脱氨酶使

其脱氨形成胸腺嘧啶 T，接着 T/G 错配修复使未甲基化的 C 取

代 T。此过程的第一步可由以下两种不同类型的酶来完成：脱

氨酶和 DNA 甲基转移酶。DNA 脱氨使其转化为尿嘧啶，在

RNA 编辑、病毒防御和抗体亲和力成熟中发挥作用[19]。激活诱

导脱氨酶（AID）负责体细胞高度突变和 B 淋巴细胞中免疫球

蛋白基因类群重组。AID 和 APOBEC1 被确定为胞嘧啶脱氨酶

并在小鼠卵母细胞中表达[20]。如果这些脱氨酶紧密有效的结合

到 G/T 错配的碱基对，那么他们的活性可以导致 DNA 去甲基

化。
5-mC 也可以由 DNA 甲基转移酶来完成脱氨而最终致使

DNA 去甲基化。最近研究发现，在培养的人乳癌细胞中 DNA
甲基转移酶 Dnmt3a 和 Dnmt3b 可以将 5-mC 脱氨变成 T。T 通

过 G/T 错配碱基切除修复途径被移除。已知 Dnmt3a 和 Dn-
mt3b 能与 G/T 错配修复的 DNA 转葡糖基酶相互作用。这一相

互作用表明了 Dnmt3 的 5-mC 脱氨活性与 G/T 错配修复的

DNA 转葡糖基酶活性的潜在偶联共同完成了 DNA 的去甲基

化[21]。这一相互作用使 DNA 转葡糖基酶被招募到甲基化的

DNA 上，避免自发引起的 5-mC 脱氨形成的 C/T 的突变。

3 核苷酸外切修复与 DNA 去甲基化

DNA 主动去甲基化的另一条途径是核苷酸外切修复

（NER）[22]。NER 是负责消除由紫外线和致癌物质诱导产生的螺

旋扭曲损伤，这种损伤会延缓复制和转录。DNA 扭曲可被 XPC
蛋白（Xeroderma pigmentosum）识别，有利于解旋酶、DNA 结合

蛋白和核酸内切酶形成一个预切口复合物。损伤附近的 DNA
展开并且由 NER 核酸酶 XPF 和 XPG 从任意一边切开，切掉

25-30 nt 长度的 DNA，此缺口通过 DNA 聚合酶和连接酶填补。
这一过程在 DNA 聚合酶的作用下 C 会取代 5-mC，导致 DNA
甲基化的丢失。

非洲爪蟾中 DNA 损伤诱导蛋白 Gadd45a （growth arrest
and DNA-damage-inducible alpha）由 p53 诱导表达，参与复杂

的细胞过程，可能间接参与 NER 途径[22]。Gadd45a 蛋白异位表

达与内源性 Oct4 启动子区甲基化减少有关，也与细胞内总

5-mC 含量减少有关。同时，Gadd45a 蛋白或 XPG 蛋白会增加

5-mC 的含量。总而言之，DNA 去甲基化可以通过 NER 实现。

4 氧化去甲基化

DNA 主动去甲基化可以由氧化去甲基化机制来完成。
Alkb 酶家族能通过氧化去甲基化途径移除 1- 甲基腺嘌呤

（1-mA）和 3- 甲基胞嘧啶（3-mC），Fe（II）与α- 酮戊二酸做辅助

因子，释放甲醛[23]。通过氧化作用 5-mC 可被转化成 5- 羟甲基

胞嘧啶（5-hmC）。5-hmC 曾作为细胞核 DNA 碱基在哺乳动物

干细胞、Purkinje 神经元和脑中发现。TET1 是α- 酮戊二酸与 Fe
（II） 依赖的酶，可以在体外培养的细胞中催化 5-mC 转化成

5-hmC。通过基于 DNA 转葡糖基酶修复途径或其他未知途径

将 5-hmC 进一步转化成 C。目前，5-hmC 是否在植物体内存在

尚不清楚。
另外，组蛋白的去甲基化涉及氧化反应。含有 JmjC（Ju-

monjiC）结构域的组蛋白去甲基化酶通过氧化去甲基化方式去

除 H3K9K36 的甲基基团[24]，同时需要 Fe（II）与α- 酮戊二酸做

辅助因子，释放甲醛。最近研究新发现了一个含有 JmjC 结构域

的 蛋 白 质 KIAA1718 (KDM7A)， 该 蛋 白 能 够 特 异 地 去 除

H3K9K27 的甲基基团[25]。另外，组蛋白去甲基化酶 LSD1 对组

蛋白 H3K4 的去甲基化涉及氧化反应，此反应需要 FAD 做辅

助因子，同时释放副产物甲醛[26]。

5 水解去甲基化

DNA 主动去甲基化还可以通过水解作用，由氢原子取代

甲基基团同时释放甲醇，这一过程可能由 MBD2、CpG 甲基化

结合蛋白来完成的[27]。由于甲基基团与胞嘧啶环间的共价键是

热力学稳定的，不可能只是共价键的简单水解[5]，它是需要其他

蛋白质辅助才能完成的复杂过程。

6 结语

DNA 去甲基化机制的探索将为研究动植物发育的分子水

平调控方面起到重要作用。在植物体内，有直接的遗传和生化
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证据表明：BER 导致 DNA 去甲基化。但是，BER 是否也在哺乳

动物体内负责清除甲基基团尚不清楚。DNA 去甲基化机制中

控制靶基因识别的起始步骤是完全未知的。此外，是染色质的

状态影响 DNA 去甲基化，还是 DNA 去甲基化影响染色质的

状态，这些都尚未清楚。随着高分辨率甲基化定位技术、可区分

父母方基因组技术以及分子水平检测基因组去甲基化活动技

术的发展，这些情况可能会得到改变。
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