
DNA甲基化是最早发现的基因表观修饰方
式之一，在调控基因表达、染色体结构维持、X
染色体失活和基因组印记中起着重要的作用. 近
年来关于 DNA甲基化的研究倍受瞩目. 在 2010
年 11月，我国首次绘制完成了中国人高精度的
全基因组甲基化图谱，并在此基础上对各个基因

元件及基因组元件的甲基化模式进行了全面的分

析. DNA甲基化发生机制和功能的阐明将对人类
个体发育与疾病研究产生深远的影响.

DNA甲基化是决定染色体结构的标志性表
观遗传调控方式之一 . 在原生殖细胞和胚胎发

育的整个过程中，会发生全基因组范围内的 DNA
甲基化模式重排，而这种改变引起的染色体状态

等一系列变化会决定细胞的分化方向 咱1暂.首先，受
精卵基因组中的 DNA甲基化在胚胎发育的卵裂期
几乎完全丢失；在胚泡进入子宫内膜和形成原肠

胚的这段时期，再通过全新甲基化作用重建胚胎

中的甲基化模式，通常情况下这个模式将保持终

生 咱2暂.这个过程不仅局限于胚胎细胞中，在胚外细
胞谱系里也会以特异的形式发生，但胚外细胞谱

系中甲基化的整体水平显著低于体细胞谱系 咱3暂.发
育过程中甲基化模式的适时消除和重建对于个体
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的生存和健康是至关重要的.本文将综述 DNA甲
基化在胚胎发育过程中，如在胚胎植入前、胚胎早

期发育和胎盘中的发生机制及作用.
1 DNA甲基化

DNA 甲基化已经成为表观遗传调控中最着
重研究的内容咱4暂. 简单来说，DNA甲基化作用是
指通过 DNA甲基转移酶（DNA methyltransferas原
es，Dnmts）将甲基基团转移到 DNA胞嘧啶/鸟嘌
呤富集区域（称作 CpG岛）中的胞嘧啶残基上的
过程. 通常情况下，当位于基因启动子区域的一
个或多个 CpG岛中特定的胞嘧啶处于甲基化状
态，这个基因会因为甲基化而被有效地沉默，这

样的 CpG岛视为处于“超甲基化”状态. 相反，当
位于基因启动子区域的一个或多个的 CpG岛中
特定的胞嘧啶处于非甲基化状态，这个基因将不

会由于甲基化而被沉默，在这种情况下的 CpG
岛处于“低甲基化”状态. 同时应当注意的是，并
不是 DNA甲基化本身造成转录的抑制，而是各
种转录元件（转录阻遏蛋白、阻碍 RNA聚合酶移
动的蛋白等等）与甲基化的 DNA片段结合从而在
很大程度上引起基因的转录抑制咱5暂. 研究人员一
直致力于破译这种染色质密码，这可能有助于了

解何种程度的启动子甲基化及其与翻译后修饰组

蛋白的相互作用能使特定的基因沉默咱6暂.
DNA甲基转移酶分为两类，一类是维持性甲

基转移酶（Dnmt 1），它有两种变体，即卵母细胞
型 Dnmt1o和体细胞型 Dnmt1s. 第二类是从头型
甲基转移酶（de novo Dnmts），如 Dnmts3a和 Dn原
mts3b. 近期研究揭示了全新甲基转移酶 Dnmt3a
和 Dnmt3b在特定启动子内 CpG二核苷酸的周期
性甲基化中起作用咱7暂. DNA甲基化途径缺陷可致
使人类发育失调，小鼠胚胎 Dnmt1o基因的缺失
能导致其早期发育迟缓，这都表明了 DNA甲基
化作用的对于哺乳动物正常发育的重要性 咱8暂. 除
DNA甲基转移酶之外，还有一类自身缺乏甲基
转移酶活性的甲基化修饰因子，它们或是与 Dn原
mt联合作用，或是在甲基转移作用中对于基因
组特异位点的靶定起作用. Dnmt3L（DNA（cyto原
sine鄄5）鄄methyltransferase 3鄄like）与 Dnmt3a、3b有
同源性，但是缺少具有活性的甲基转移酶所必需

的催化结构域咱9暂. Dnmt3L能与 Dnmt3a、3b 相互
作用从而增加甲基化作用的效率并在生殖细胞中

起重要作用咱10暂，如雌性生殖细胞系中甲基化印记

的获得要依赖 Dnmt3a 和它的辅助因子 Dnmt3L
的相互作用咱11暂. 此外，AtrX和淋巴特异性解旋酶
（Lymphoid specific helicase，Lsh）是染色体重构
蛋白 SNF2家族的成员，其中任何一种蛋白的变
异都将导致基因组特异位点 DNA甲基化状态的
改变. AtrX变异会引起核糖体 DNA或者 Y染色
体甲基化位点的改变，而 Lsh变异会引起总体的
低甲基化咱12暂. 还有研究显示 Lsh可与 Dnmts相互
作用并能帮助 Dnmt3b 与特异基因组靶点结合，
如 Hox 基因咱13暂. 在小鼠的敲除实验中，因 AtrX、
Lsh、Dnmt3L 的缺失而引起发育失常进一步证明
了 DNA甲基化作用对生物个体生长发育的重要
意义咱10袁 14暂.

由于 DNA甲基化在基因表达调控中的重要
作用，DNA甲基化已逐渐成为新的研究热点. 近
15年来，根据不同研究的需要，已开发出各种不
同的方法. 目前通过基于 PCR 的甲基化分析方
法、基于限制性内切酶的甲基化分析方法及基于

重亚硫酸盐的甲基化分析方法和柱层法等不同的

处理方法可以实现基因组整体水平的甲基化检

测、特异位点甲基化的检测和新甲基化位点的寻

找咱15袁 16暂. 随着高通量检测技术的发展和应用，关
于 DNA甲基化的生物信息学研究已成为日益重
要的研究手段咱17暂.
2 胚胎早期发育中的 DNA甲基化

哺乳动物在生殖细胞发育期和胚胎发育早期

会发生基因组范围的 DNA 甲基化重排. 原生殖
细胞的分化过程中会发生基因组的去甲基化，数

天后进行重新的甲基化，实现包括父系或母系

特定印记相关区域特异性甲基化位点的重排咱18暂.
在受精前，成熟的精子和卵母细胞保持高度的甲

基化. 受精后到胚胎植入前的桑葚期，亲本的基
因组发生第 2个周期的去甲基化，之后再进行逐
步的重新甲基化咱19暂.
2.1 原生殖细胞中的 DNA甲基化

从胚胎发育的 10.5 d到 13.5 d，原生殖细胞
发生整体去甲基化，雌性小鼠的原生殖细胞只剩

下 7%的 CpG二联核苷酸是甲基化的（而在胚胎
干细胞和体细胞中是 70%~80%），大多数启动子
和转座子序列在这个阶段处于去甲基化状态咱20暂.
DNA脱氨基酶和碱基切除修复在这个过程中发
挥作用咱20袁 21暂. 胞嘧啶脱氨酶 AID和 APOBEC1 能
使 5鄄甲基胞嘧啶（5mC）和胞嘧啶脱氨咱21袁 22暂. AID
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和APOBEC1在原生殖细胞中有少量表达，而且
原生殖细胞中 AID的缺乏会使 20%的 CpG岛不
发生去甲基化（假定早期原生殖细胞和胚胎干细

胞或体细胞的甲基化水平相同）咱20暂. 原生殖细胞
中还会表达 5mC羟化酶 TET1 和 TET2咱21暂，这意
味着原生殖细胞可以通过两种不同的机制（脱氨

作用和羟化作用）修饰 5mC来起始主动的去甲基
化. 经最初的修饰后，5mC还需要进一步修饰或
DNA修复来起始去甲基化. DNA 修复途径可能
在消除错配和切除 5鄄羟甲基胞嘧啶中发挥作用，
这些途径包括核苷酸切除修复，错配修复，特别

是碱基切除修复（Base excision repair，BER），在
胚胎发育的第 11.5 d，原生殖细胞中的 BER 调
控元件如聚腺苷二磷酸核糖聚合酶 1（Poly（ADP鄄
ribose）polymerase，PARP1），脱嘌呤脱嘧啶核酸
内 切 酶 （Apurinic/apyrimidinic endonuclease，
APE1）和 X 线修复交叉互补基因 1（X鄄ray repair
cross complementing group 1，XRCC1）都会上调，
这显示了此时 BER可能是被激活的咱21暂.

目前关于原生殖细胞中非 CG位点的甲基化
的发生和去除还知之甚少咱23暂.
2.2 早期胚胎中的 DNA甲基化

在受精的几小时内，受精卵父源基因组会发

生快速、主动去甲基化 . 这一过程发生在首次
DNA复制开始之前，即非 DNA复制依赖性的去
甲基化. 近期研究表明 Elongator复合物（Elonga原
tor complex proteins，ELP），如 Elp1、Elp3、Elp4
对于父本基因组的去甲基化有重要作用，因为敲

除 ELP家族的成员后去甲基化作用会减弱咱24暂. 甲
基切除修复和各种 DNA修复酶也可能在这个过
程中发挥作用咱25暂. 父本基因组的去甲基化可能发
生在两个时期，第一个时期是 DNA复制前，第
二个时期是 S 及 G2 期咱26暂. 在第一个时期可能发
生 5mC的修饰和部分的去甲基化. 去甲基化会在
复制开始之后继续进行. 在这些时期会出现 BER
元件，而且雄性原核中的染色质与 XRCC1的结
合会增加咱21暂. 有现象显示这两个时期都有 DNA链
的断裂，表明这两个时期都发生了 DNA修复. 而
且抑制 BER元件会部分影响去甲基化咱21袁 26暂. 现在
还不知道胞嘧啶脱氨酶 AID和 TET是否对受精
卵去甲基化有作用咱24暂.

比父源基因去甲基化发生的稍晚，母源基因

组在若干次复制中逐渐被动去甲基化，最后也处

于去甲基化状态. 到八细胞期前，亲本基因组的

甲基化水平几乎一样低咱27暂. 造成这种与复制相关
的被动去甲基化的部分原因是胚胎植入前缺少维

持性甲基转移酶进入细胞核的通道，而造成维持

性甲基转移酶 Dnmt1在细胞质中的滞留咱28暂. 性别
特异性剪接会控制早期胚胎中 Dnmt1的活性咱29暂.
雌性能产生卵母细胞类型 Dnmt1（Dnmt1o），其分
布在细胞质中咱30暂. 而在雄性的精母细胞中，Dnmt1
转录物经剪接形成不能翻译的产物咱29暂. 除了八细
胞期，Dnmt1o不断从细胞核中排除直到胚胎的
植入咱31暂. 在八细胞阶段，Dnmt1o集中在细胞核使
印记位点保持甲基化状态，在桑葚期前再返回细

胞质咱30袁 32暂. 近期研究表明，基本的 Dnmt1蛋白普
遍存在于原核形成前的植入前发育时期，以保持

早期胚胎的 DNA 甲基化咱33暂. 未甲基化的 CpG岛
特异性地和 CXXC指蛋白 1（CXXC finger protein
1，CFP1）结合，从而招募组蛋白 H3的第 4位氨
基酸（Histone 3 at lysine 4，H3K4）甲基转移酶
SETD1咱11袁 34暂. 这说明 H3K4 的甲基化和 Dnmt3 从
CpG岛的排出与启动子保持去甲基化状态有关.
同理，H3K4的去甲基化对于卵细胞中印记基因
的 DNA甲基化状态也有重要作用咱35暂.

早期发育中的两波去甲基化一般在桑葚胚前

完成，之后发生全新甲基化，若不发生 DNA 甲
基化会导致胚胎中异位基因激活咱36暂. 有种观点认
为去甲基化的转座子能产生小 RNA，会反过来
引起该位点的重新甲基化以及转座子的重新沉

默咱37暂. 胚胎形成过程中，在许多种基因序列中通
过全新甲基化转移酶 Dnmt3a 和 Dnmt3b 催化发
生全新甲基化，但在 CpG含量高、甲基化程度低
的 CpG岛位点却没有发生咱38暂. 关于小鼠的研究表
明，非印记基因启动子的 DNA甲基化是从亲本
的配子中遗传的，这意味着受精后 DNA甲基化
重排的缺失是普遍存在的咱39暂. 外胚层组织特异性
表达的基因（如造血基因）可以发生定向的甲基化

然后在最终分化过程中去甲基化咱39暂.
2.3 胎盘中的 DNA甲基化

在妊娠期的整个过程中，胎盘对于子宫发育

和胎儿生长都有重要的作用，而 DNA甲基化是影
响胎盘发育和功能的重要因素.早在 20世纪 80年
代中期，研究人员已证明了在人类胎盘中特异位点

的 DNA甲基化能够影响胎盘中 DNA结合蛋白的
结合能力，这对于理解 DNA甲基化模式在 DNA
结合元件募集及随后的转录中的作用有重要意义.

一些研究进一步分析表明胎盘形成与人类癌
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症发展和肿瘤形成具有一定的相似性. 有数据显
示，人类正常胎盘侵袭及功能相关的 DNA甲基化
模式与肿瘤形成和发展中与肿瘤相关的甲基化特

定模式具有惊人的相似性咱40暂. 与癌细胞类似，滋养
层细胞能够增殖、迁移并且侵入子宫壁和脉管系统

而不被免疫系统所排斥咱40暂.正常的人类滋养层细胞
也会表达功能性肿瘤相关基因，其中一些基因对特

定恶性肿瘤的发展也有重要作用咱41暂.近期研究发现
在人类胎盘中通过 DNA甲基化和组蛋白修饰可以
对一些抑癌基因进行表观遗传调控，如 Maspin、
Ras相关结构域家族 1A基因（Ras鄄association do鄄
main family 1A gene，RASSF1A）和腺瘤样结肠息
肉易感基因（Adenomatous polyposis coli，APC）咱42 ~44暂.
另外，Novakovic等（2008）研究了妊娠最初 3个月
的滋养层细胞和足月胎盘中肿瘤相关基因的甲基

化程度，证明甲基化引起的一部分基因表达抑制

是保证人类胎盘正常发育的部分原因.
DNA 甲基化不仅能影响胎盘的形态学，在

胎盘的生理学方面也有重要作用. 肾脏 1琢羟化
酶（Renal 1alpha鄄hydroxylase，CYP27B1）和 24鄄羟
化酶（24鄄hydroxylase，CYP24A1）的反馈调节能够
严格控制具有生物活性的维生素 D的血浆浓度，
而在妊娠期这种调节是解耦合的，有研究表明

DNA甲基化与此现象有关咱45暂. 启动子区甲基化能
下调 CYP24A1启动子的活性并能阻断维生素 D
介导的反馈激活作用咱45暂，这样会显著提高母鄄胎
界面活性维生素 D的水平，从而在妊娠过程中产
生作用. 具有生物学活性的维生素 D对于钙平衡
调节、免疫调节、细胞分化和编程性细胞死亡具

有重要作用咱46暂. 另外，维生素 D的缺乏会导致胎
盘机能不全，例如先兆子痫咱47暂. 而在绒毛膜癌细
胞系中，CYP27B1和 CYP24A1都是超甲基化的咱45暂.
可见在妊娠过程中 DNA甲基化对于维生素 D的
调控以及疾病发生具有重要意义.
3 胚胎发育中甲基化状态的相对差异

在胚胎发育过程中 DNA甲基化状态存在明
显的差异. 这种相对差异对于生物体的胚胎发育
和正常生长具有重要作用.

早期用 5鄄甲基胞嘧啶抗体和 Southern 印迹
法所进行的研究发现，精子比卵母细胞拥有更高

的 DNA甲基化水平，受精后基因组中大多数区
域的 DNA 甲基化水平明显降低咱48暂. 而在受精作
用的数小时内，与父源基因组相比，母源基因组

会由低甲基化状态转变成超甲基化状态，这意味

着在受精卵中同时发生了去甲基化和重新甲基

化作用咱49袁 50暂，且单一活动只影响单一亲本基因组
的总体甲基化水平. 母源基因组被保护而未发生
早期去甲基化，而父源基因组似乎受到保护而避

免了新生 DNA甲基化. 造成这一现象的原因可
能是早期胚胎中亲本基因组在空间上的隔离咱48暂.
这种隔离可能造成了酶催化的差别.另一种可能是
父源基因在组装过程中的其他染色质结构差异使

父源基因组受到或免受这些不同作用酶的催化咱48暂.
另外，最初的 5mC 修饰对于原生殖细胞和受精
卵中 DNA去甲基化的起始和调节起作用，这种
修饰是通过不同的机制（比如脱氨作用和羟化作

用）进行的，进而触发碱基切除修复应答咱20袁 50袁 51暂.
也许正是因为发生在原生殖细胞和胚胎的两次去

甲基化作用是基因组水平的，而且去甲基化发生

的时间比较接近甚至是重叠的，但要保证不同细

胞的去甲基化状况不同，需要对 5mC采用不同
修饰的方式并与不同的机制相配合来完成如此大

规模的 DNA甲基化模式的重排咱22暂.
除了父、母本基因组中 DNA甲基化水平的差

别外，在即将发育成胚胎与即将发育成胚外谱系

的细胞间也观测到了 DNA甲基化水平的差别. 发
生在胚泡期的全新甲基化只局限于内细胞群（In原
ner cell mass，ICM），而滋养外胚层（Trophecto原
derm，TE）实际上是缺乏甲基化的咱49暂. 在胚泡期的
前 3.5 d，Dnmt3b先在 TE而不是 ICM中表达，但
在胚泡期的 4.5 d，Dnmt3b出现在 ICM谱系而不
是 TE谱系中咱52暂. 因此在分化为胚胎和胚外细胞谱
系时两种细胞谱系之间形成了甲基化状态的不对

等咱47袁 53暂. 而这种表观遗传调控的不对等将在整个妊
娠期都保持着，即胚胎的整体甲基化水平比胎盘

高咱49暂. 胚外组织持续获得 DNA甲基化，但最终不
会达到与胎儿体细胞同等高的水平咱54暂. 在克隆胚
胎中甲基化状态差别的缺失会导致胚胎衰竭咱55暂.
另外，克隆猫胎盘的超甲基化可能与克隆成功率

低下有关咱56暂. 因此这种 DNA甲基化状态的不对称
似乎对个体发育也是必不可少的. 但是胎盘相对
较低的甲基化是怎样产生的、具体有什么作用目

前还不是很清楚. 近期研究发现在早期妊娠的胎
盘中发生了DNA 甲基化引起的 Dnmt1 下调及
Dnmt3L 基因的去甲基化，这意味着 Dnmt家族基
因的表观遗传调控可能对人类胚外组织中特别的

甲基化模式的形成具有重要作用咱57暂.
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研究表明胚外细胞谱系的所有衍生物都保持

着低甲基化水平. 例如胎盘中位于 IGF2鄄H19区域
的两个调节域是低甲基化的，而在新生婴儿血液

中，两个等位基因之一的相同区域是甲基化的咱2暂.
虽然滋养层细胞谱系整体是低甲基化的，但

DNA甲基化对于胚外组织的正常发育是必不可
少的，尤其对于滋养层细胞的侵袭行为. 给不同
发育阶段的妊娠期小鼠摄入 5忆鄄氮杂鄄2忆鄄脱氧胞苷
（一种 DNA甲基化抑制剂）能中断滋养层细胞的
增殖咱58暂. 在人类绒毛膜癌细胞系中 5忆鄄氮杂鄄2忆鄄脱
氧胞苷能中断滋养层细胞的迁移咱59暂. 此外，DNA
甲基转移酶 Dnmt1和 Dnmt3L 基因敲除小鼠的研
究表明，这些纯和型小鼠的胎盘会产生多种形态

学上的缺陷，比如绒毛膜尿囊融合缺陷和迷路形

成的缺失咱11袁 60暂，这些可能是由于印记缺失引起的.
Dnmt1 的突变会导致胰岛素样生长因子 II（In原
sulin鄄like grows factor，IGF2）、小核核糖核蛋白
多 肽 N 基因 （Small nuclear ribonucleoprotein
polypeptide N，Snrpn）和父系表达基因 3（Pater原
nally expressed gene 3，Peg3）调节域特定基因的
双等位基因表达，而在 Kcnq1域的基因对 Dnmt1
的缺失较不敏感咱61暂.
4 展望

DNA 甲基化是调节细胞分化过程中基因状
态的主要机制，在胚胎早期发育中具有重要意

义. 但是关于 DNA甲基化的启动机制和作用机
理还需进一步地研究. 我们对于多能基因，发育
基因和具有组织特异性的差别甲基化基因中

DNA甲基化的发生位点还知之甚少；DNA甲基
化对特异的基因组位点的靶定情况；除了引起基

因沉默，DNA甲基化对于染色质和细胞核结构
是否还有别的作用和作用方式，以及 DNA甲基
化通路缺陷怎样引起人类疾病等等都不甚明了.
对甲基化的深入研究将有助于进一步阐明发育、

分化以及肿瘤等疾病发生的机制，从而开拓其在

克隆技术及人类医疗等领域的应用前景.
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