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摘要 5-羟甲基胞嘧啶(5-hydroxymethylcytosine，5hmC)作为表观遗传的新标志物，已引起人们的极大兴趣． 5hmC由 TET
家族酶催化氧化 5-甲基胞嘧啶(5-methylcytosine，5mC)产生，被称为高等生物基因组 DNA的“第六碱基”． 5hmC不仅可以
影响基因组结构及功能，还在早期胚胎发育中发挥重要的作用．本文综述了 5hmC的代谢通路、生物学功能、在基因组的分
布及分析方法的研究进展．
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哺乳动物 DNA 主要存在两种胞嘧啶修饰方
式，即 5- 甲基胞嘧啶(5-methylcytosine，5mC)与
5- 羟甲基胞嘧啶(5-hydroxymethylcytosine，5hmC).
最近研究发现，5hmC可以被进一步氧化为 5-甲酰
基胞嘧啶(5-formylcytosine，5fC)及 5- 羧基胞嘧啶
(5-carboxylcytosine，5caC)．5mC 作为表观遗传的
重要标志物，已有较深入的研究，而 5hmC最初并
不被重视，直到近年发现可由 TET (ten-eleven
translocation)家族酶催化 5mC产生，才引起人们的
关注．1972年，Penn等[1]在成年大鼠、小鼠和青蛙

的脑组织 DNA中发现 5hmC．不过，当时人们认
为羟甲基胞嘧啶可能来源于处理样品中 DNA的自
发性氧化损伤，因而未引起重视．直到 2009 年，
两个实验室同时证实 5hmC在小鼠脑细胞与胚胎干
细胞中的存在[2-3]，才引起人们的关注．研究表明，

与 5mC一样，5hmC 可能是另一个重要表观遗传
学标记，它除了参与 DNA的主动脱甲基化过程，
还对基因的表达具有双重调控作用．本文主要从

5hmC在 DNA甲基化动态变化中的作用，5hmC及
TET蛋白在胚胎发育中的生物学功能，5hmC的基
因组分布，肿瘤组织中羟化酶基因 TET及异柠檬
酸脱氢酶基因 IDH的改变，以及 5hmC 的分析方
法等方面综述了 5hmC的最新研究进展．

1 DNA甲基化的体内代谢及代谢中间体的
相关蛋白

在细胞发育及分化中，由 DNA 甲基转移酶
(DNA methyltransferase， Dnmt)催化的甲基化，
TET 介导的 5mC 氧化，以及随后碱基切除修复
(base-excision repair，BER)介导的脱甲基化建立的
动态平衡，可以转移及重建新的表观基因组状态．

在这个转变中，5fC、5caC及 5hmC可能与不同的
转录因子、聚合酶、潜在的识别蛋白以及其他细胞

表观遗传组件相互作用，进而影响 DNA的甲基化
和脱甲基化的改变．

1.1 5hmC与 DNA甲基化的动态变化
在哺乳动物体内，DNA的甲基化水平发生动

态变化，并且在分裂细胞与非分裂细胞中的脱甲基

化途径不同．研究发现，DNA脱甲基化存在两个
机制：主动脱甲基化及被动脱甲基化．在非分裂细
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此外，在图 1中还存在 5hmC向胞嘧啶直接转
化的 DNA被动脱甲基化．Chen等[10]研究发现，在

体外，哺乳动物的 Dnmt3a与 Dnmt3b具有双向作
用，既可以发挥 DNA甲基转移酶的作用，又可以
作为 DNA 脱羟甲基化酶，发挥脱羟甲基化的作
用．与 TET酶介导的 5mC向 5hmC的转化不同，
Dnmt3a 及 Dnmt3b 催化 5hmC 直接转化为胞嘧啶
的脱羟甲基化反应，既不需要 Fe(域)的参与，也不
需要 琢- 酮戊二酸(琢-ketoglutaric acid，琢-KG)的参
与．并且，Dnmt3a 与 Dnmt3b的完整催化位点是
其发挥脱羟甲基化活性所必需的，Dnmt3a 与

Dnmt3b的甲基化催化位点的变异，可以导致它们
脱羟甲基化活性减少 50%～60%．
有研究表明 DNA 主动脱甲基化的氧化产物

5fC及 5caC可以降低 RNA聚合酶域的转录速率及
底物特异性[11]，5fC倾向于出现在基因调控元件中
非活性状态的增强子上，并且 5fC有可能通过招募
转录激活因子 p300调控基因激活[12]．未来的研究

将会集中于阐明 5fC及 5caC在 DNA 主动脱甲基
化中的作用和机制．通过研究 5fC及 5caC对 RNA
聚合酶域转录的作用机制，或许可以为胞嘧啶的甲
基化状态及转录调节之间的关系探讨提供新视点．

Fig. 1 DNA demethylation pathways
图 1 DNA脱甲基化途径

胞中，主要发生主动的脱甲基化．在此过程中，

5hmC及 TET蛋白存在调节 DNA甲基化动态变化
的多个途径(图 1)[4]．被动脱甲基化主要与 Dnmt1、
Dnmt3a及 Dnmt3b的表达降低或失活有关．在分
裂细胞中，即便在 DNA 甲基转移酶存在的情况
下，依然可以发生 DNA 的被动脱甲基化，这与
DNA甲基转移酶 Dnmt1对 5hmC的识别性很差有
关，5hmC可以阻止由 Dnmt1介导的胞嘧啶的甲基
化，干扰细胞分裂中甲基化的维持，从而导致被动

的 脱 甲 基 化 [5]． 在 低 S- 腺 苷 甲 硫 氨 酸
(S-adenosylmethionine，SAM)的条件下，Dnmts参
与 DNA的脱甲基化，Dnmts可以使 5mC脱氨基生
成胸腺嘧啶 T，形成 C/T错配修复，然后通过错配
修复机制(mismatch repair，MMR)纠正 [6]．5mC 及

5hmC 均可经 AID (activation-induced deaminase)/
APOBEC (apolipoprotein B mRNA-editing enzyme
catalytic polypeptide)家族成员脱氨基，分别生成胸
腺嘧啶 T和 5-羟甲基尿嘧啶(5-hydroxymethyluracil,
5hmU)．Song 等 [7]认为 5hmC 比 5mC 更易被
AID/APOBEC家族成员脱氨基，激活 BER介导的
DNA 脱甲基化．TET 蛋白可以将 5mC 氧化为
5hmC，并且还可以将 5hmC进一步氧化为 5fC及
5caC，最终经历如 TDG(thymine DNA glycosylase)
及 SMUG1 (single strand selective monofunctional
Uracil DNA glycosylase 1)的 BER 途径切除 [8-9]．因

而，在 DNA主动脱甲基化中，5hmC是一个中间
体，而 TET 蛋白则可能是 DNA 脱甲基化的调
控者．

被动脱甲基化 主动脱甲基化
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另外，Schiesser等[13]发现，在小鼠胚胎干细胞中存

在 5caC的脱羧反应．因而，5caC是否可以通过一
个假定的脱羧酶直接转化为胞嘧啶，有待进一步

研究．

1.2 5mC氧化产物的相关蛋白
DNA表观遗传动态调控系统中的 5mC氧化产

物 5hmC、5fC、5caC 以及有关蛋白 TET 和 TDG
的关系，已有不少报道．这些 5mC的氧化产物是
DNA主动脱甲基化的中间体，对于发育期间的编
程与重编程很重要．有研究显示，这些新的碱基修

饰物可能拥有表观调控功能．5hmC、5fC及 5caC
或许也可以通过募集结合蛋白进而影响染色质的结

构以及基因的表达．

在 DNA 的主动脱甲基化中，TET与 TDG 调
控 5mC的连续氧化，BER与不同的蛋白质共同作
用，通过 p300或是其他的 5fC/5caC结合蛋白来调
控主动的 DNA 脱甲基化．Song 等 [12]研究发现，

5fC及 5caC在不存在 TDG的转录调控元件的远端
富集，并且与转录辅助激活物 p300结合，p300是
转录因子与转录元件的桥梁，可以促进染色质重塑

及激活基因转录．Spruijt等[14]研究发现，在小鼠胚

胎干细胞中，5mC的氧化产物 5hmC、5fC及 5caC
具有富集不同转录因子、DNA糖基化酶及 DNA修
复蛋白的作用，且不同胞嘧啶修饰的识别蛋白很少

重叠．Thy28、C3orf37及 Neil1蛋白可以识别结合
5mC的所有氧化物．5hmC的识别蛋白 DNA糖基
化酶 Mpg、Neil3及解旋酶 Recql可能是通过碱基
切除修复参与 DNA 的主动脱甲基化，最终将
5hmC转化为胞嘧啶． Iurlaro等[15]对小鼠胚胎干细

胞的 DNA进行启动子测序，发现 5hmC只有少数
识别结合蛋白，如 RPL26、PRP8和 DNA 错配修
复蛋白MHS6，但是 5fC有很多较强识别结合能力
的蛋白质，并且大多是修复蛋白与转录调控因子，

且 5fC结合蛋白与转录调控及染色质调控有关，尤
其是与叉头框(forkheadbox，Fox)结构域转录因子
及 NuRD(nucleosome remodeling deacetylase)复合物
有关，可见 5fC 既是 DNA 主动脱甲基化的中间
体，又可以作为一个表观遗传标记发挥作用．5caC
不仅是 DNA主动脱甲基化的中间产物，并且可能
在基因的转录调控中也发挥作用．Alioui等[16]研究

发现，5hmC及 5caC以相似的空间分布模式存在
于蝾螈滤泡细胞核的常染色质基因富集区．

Kellinger 等 [11]研究发现，在小鼠胚胎干细胞中，

5caC及 5fC均可以降低 RNA聚合酶域的转录率及

底物特异性.
总之，胞嘧啶的氧化产物可能通过募集转录因

子以及其他不太可能与 DNA主动脱甲基化相关的
蛋白，诱导 DNA 的损伤应答，引发碱基切除修
复，最终引起 DNA的主动脱甲基化．Spruijt等[14]

的研究显示，Uhrf 2及 TET1催化区的共表达会引
起 5hmC、5fC 及 5caC 水平的瞬间上调，提示
Uhrf 2 通过 TET1 促进 5mC 的连续氧化．因而，
弄清调控 TET催化氧化 5mC为 5hmC以及进一步
氧化 5hmC 为 5fC 及 5caC 的机制将是很有意义
的．另外，许多 5hmC、5fC及 5caC的识别蛋白与
癌症发病相关，包括 UHRF2、CARF、 p53 及
HELLS．调节 5mC及其氧化物的水平对于正常细
胞的内稳态至关重要，这些表观遗传标记物的失调

会影响发育期间细胞增殖及分化的平衡．未来的研

究将会集中于揭示每个碱基修饰的具体作用及作用

机制．

2 5hmC及 TET蛋白在胚胎干细胞分化与
发育中的作用

虽然 DNA甲基化在体细胞中具有相对的稳定
性及遗传特性，但在发育的原始生殖细胞及受精卵

中会发生全基因组的 DNA脱甲基化．DNA甲基化
的动态变化在早期胚胎发育中，尤其是在胚胎基因

组的活化、X染色体的失活以及分化中起重要作
用，并且对于多能性因子通过脱甲基化建立多能性

也是必需的．5mC的氧化是受精后父源基因组重
编程的第一步，是哺乳动物早期生命周期中重要的

一部分．

2.1 5hmC在受精卵中的含量变化
5hmC不仅是 DNA主动脱甲基化的一个中间

产物，还是一个影响基因组结构及功能的表观遗传

学标志．在胚胎的早期发育中，5hmC参与主动脱
甲基化过程，5hmC可能在建立及维持胚胎多能性
状态中起重要作用，因为它在转录活化基因起始位

点和 Polycomb抑制基因启动子延伸区富集．
在哺乳动物的早期胚胎发育中，全基因组的甲

基化会发生明显变化．在胚胎受精之前，雌雄生殖

细胞具有较高的甲基化水平，受精后父源基因组迅

速发生主动脱甲基化，而母源基因组仍然保持甲基

化状态．随着卵裂的进行，母源基因组发生被动的

脱甲基化，直到桑葚胚阶段达到最低水平．

Defossez 等 [17]的研究显示，在小鼠早期胚胎发育

中，父源遗传部分与母源遗传部分的 DNA甲基化
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呈现非对称的动态变化，并且持续很长一段时间．

5hmC在小鼠受精卵的雄性原核中含量很高，在雌
性原核中几乎不存在,而 5mC存在于雌性原核中，
但不存在于雄性原核．另外，通过 TET3 介导的
5mC向 5hmC的氧化可能是启动受精卵通过重新
甲基化进行重编程的一个关键步骤，而随后 5hmC
在卵裂期通过 DNA复制进行被动稀释可能是最终
父源基因组 5mC 消除的一个机制． Inoue 等 [18]发

现，在受精卵分裂中，5hmC同它的衍生物 5fC和
5caC可以通过 DNA复制的被动稀释简单消除．此
外，在胚胎发育中，DNA甲基化模式具有组织特
异性，这可以解释其与细胞分化间的关系．细胞分

化程度与 5hmC的含量之间存在很强的相关性，终
末分化细胞中 5hmC的含量最高，可见，5hmC对
胚胎干细胞性状维持的重要性．Szwagierczak等[19]

发现，5hmC在小鼠胚胎干细胞中含量很高，但胚
胎干细胞分化后，5hmC的含量明显减少，后又在
终末分化细胞中再次增加．尽管人们对 5hmC在胚
胎干细胞中的分布做了大量研究，但 5hmC在胚胎
干细胞分化中的作用及机理仍有待进一步的研究．

2.2 TET1、TET2及 TET3在胚胎发育中的作用
TET 蛋白家族不仅可以催化 5mC 转化为

5hmC，还在基因转录调控中具有一定作用．小鼠
胚胎干细胞中 TET蛋白和 5hmC分布的研究发现，
TET蛋白和 5hmC可能在调控与多能性及细胞分化
相关基因的表达中起一定作用．目前认为，TET1
对胚胎干细胞多能性的维持具有重要作用，TET2
与机体正常造血系统的调控密切相关，而 TET3主
要与分化有关．Zhang等[20]的研究显示，TET1与
TET2在小鼠胚胎干细胞中高度表达，并且在分化
中迅速下调，而 TET3在胚胎干细胞中表达水平很
低，但在胚胎细胞分化中表达上调．Nanog是近年
来在胚胎干细胞中发现的一个重要的转录因子，它

在胚胎干细胞自我更新及多能性的维持中起关键作

用．Costa等[21]发现，Nanog蛋白在维持胚胎干细
胞多能性的细胞重编程中，需要 TET1及 TET2蛋
白的协同作用，并且这种协同作用依赖于 TET1及
TET2的催化活性．
关于 TET1 在胚胎发育中的作用存在一些争

论．Zhang等[20]及 Freudenberg等[22]认为 TET1对调
控与胚胎干细胞自我更新及谱系决定有关基因的表

达是至关重要的．然而，也有研究表明 TET1不是
维持小鼠胚胎干细胞自我更新所必需的，Jaenisch
等[23]的研究显示，TET1的缺失只是引起 5hmC水

平的部分降低，不影响小鼠胚胎干细胞的多能性及

自新能力，并且小鼠的胚胎发育及产后发育正常．

因此，只有弄清 5hmC及 TET调控这些至关重要
基因的机制，才能确定它们在小鼠胚胎干细胞的自

我更新及多能性维持中的作用．TET2及 5hmC与
产后造血系统的发育有关，并且 TET2表达的改变
或 5hmC水平的改变，可能会破坏细胞的动态平
衡，最终导致造血细胞的增殖及成熟异常．Shide
等[24]研究发现，TET2在造血干细胞自我更新的调
控中起重要作用，与野生型小鼠相比，TET2功能
丢失小鼠的造血干细胞增殖快，而造血干细胞的增

殖异常与髓系恶性血液病的发病有关．在受精卵的

发育中，母源的 TET3是催化父源基因组中 5mC
氧化为 5hmC的关键酶． Iqbal等[25]发现，在卵母细

胞及受精卵中，TET1 及 TET2 的表达水平很低，
而 TET3在受精卵及卵母细胞中高度表达，但在卵
裂期迅速消失．研究显示，TET3与受精卵的发育
有关．TET3的纯合突变可以导致新生儿死亡，突
出 TET3 在胚胎发育期多个器官发育中的重要作
用[26]．另外，有研究显示，TET蛋白似乎不仅仅是
5mC羟化酶及转录调节因子，它除参与多能性的
维持及胚胎发育，还可能参与 RNA的加工[11]．

至今为止，为何 TET1的表达及 5hmC的含量
在胚胎干细胞较高，以及 TET1、TET2、TET3与
5hmC在着床后胚胎发育的生物学作用还不清楚．
因而，5hmC及 TET在胚胎干细胞、胚胎发育中的
作用及作用机制有待深入研究．

3 5hmC在基因组的分布
TET1及 5hmC在干细胞中对基因表达具有双

重调节作用，一方面促进多能性基因的转录，另一

方面抑制发育调节基因的表达，这两种作用可以有

效维持干细胞的多能性状态．

TET1 及 5hmC 均在含有转录活化标记
H3K4me3(histone H3 lysine 4 trimethylation)及富含
PRC2(Polycomb repression complex 2)的转录抑制标
记 H3K27me3(histone H3 lysine 27 trimethylation)二
价结构的基因启动子区高度富集． Ito等[27]的研究

显示，TET1倾向于结合在高度转录基因及 PRC2
抑制基因的启动子，它在胚胎干细胞基因转录调控

中具有双重作用，不仅能调控 CpG富集启动子处
的 DNA甲基化水平，还能促进干细胞中与多能性
相关因子的转录，并参与 Polycomb靶向的发育调
控因子的抑制．Neri等[28]研究发现，在胚胎干细胞
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中 ， PRC2 将 TET1 募 集 到 转 录 抑 制 标 记
H3K27me3区域，且 TET1存在两个富集区，一个
是与 Sin3A共存于非羟甲基化的转录起始位点，另
一个是与 PRC2 及 5hmC 共存于转录起始位点下
游．Wu 等 [29]对小鼠胚胎干细胞全基因组范围内

5hmC分布的研究发现，5hmC既在转录活化的基
因体内存在，也在 Polycomb抑制的发育调节基因
启动子区富集．

5hmC片段主要集中在外显子和转录起始位点
(transcriptional start site，TSS)附近．Wu 等 [29]对

5hmC的分布进行分析，发现 5hmC优先富集于基
因富集区，近 60%的 5hmC 富集在基因体，包括
5忆非翻译区(5忆untranslated regions，5忆UTR)、编码
的外显子、内含子及 3忆非翻译区 (3忆untranslated
regions，3忆UTR)．5hmC与基因表达的调控元件可
能存在一定的联系，它通常富集于 CpG富集的基
因启动子、增强子、多能性转录因子结合位点及绝

缘子的 CTCF(CCCTC-binding factor，CCCTC- 结
合因子) 结合位点[30]．Sun等[31]通过限制性内切酶

AbaSI 结合测序的方法绘制 E14 小鼠胚胎干细胞
5hmC的分布，经分析发现 5hmC一般在一些重复
子区域富集，在 CTCF结合位点及带有 H3K4me1
(monomethylated histone H3 lysine 4)标记的非活性
状态的增强子观察到 5hmC的富集．5hmC倾向于
结合在高度转录基因的基因体(尤其是外显子)以及
PRC2抑制基因的启动子，它在基因转录调控中的
具体作用取决于存在位置．Zhang等 [32]分析含有

CpG岛的基因启动子，发现 5hmC在 Polycomb抑
制基因启动子区，尤其是 TSS的近端上游及基因
体的 5忆端高度富集，而在转录活化且仅含
H3K4me3的基因内含子，尤其是基因体的 3忆端富
集．此外，5hmC倾向于在中等 CpG密度的 TET1
结合位点富集，这与 TET1 的酶活性有关 [29, 33]．

5hmC在高 CpG密度的 TET1结合位点含量很低，
这是因为 TET1可以快速催化 5mC发生羟甲基化，
形成 5hmC，进而转化为未甲基化的胞嘧啶，而且
CpG富集区高水平的 H3K4me3，可以有效地阻止
胚胎干细胞中的 Dnmt3a2/Dnmt3b/Dnmt3L与这些
区域的 DNA 序列结合，从而抑制 5mC 的累积．
因而，5hmC在高转录活化标志 H3K4me3基因启
动子含量很低，甚至不存在，但在单价组蛋白抑制

标记 H3K27me3基因启动子富集．
然而，Pastor 等[30]与Williams等[33]的研究没有

发现 5hmC与基因的转录水平或是 RNA聚合酶域

的活性有明显的关系．Song等[11]的研究也没有发

现 5hmC对 RNA聚合酶域的转录速率及底物特异
性有明显影响．因而，5hmC与基因转录活性之间
是否存在直接的关系有待于进一步研究．

4 5hmC的环境调节
新陈代谢在调节基因组 DNA甲基化及染色质

结构方面的作用已经引起人们的重视，研究发现，

环境因素可以通过干扰代谢来影响全基因组的表观

遗传模式，进而影响基因的表达．Fang等[34]研究发

现，饮食、遗传基因多态性和环境中的化学物质的

作用，均可导致 DNA甲基化状态的改变．因此，
研究环境因素对代谢的影响，也许可以更好地理解

环境因素对染色体、DNA甲基化以及羟甲基化模
式的影响，加速认识表观遗传学改变在人类生长、

发育及疾病发展过程中的作用机制．

在 CpG二核苷酸中，胞嘧啶是 DNA甲基化的
主要碱基，而鸟嘌呤是 DNA 氧化损伤的位点，
8- 羟基脱氧鸟苷 (8-hydroxy-2忆 -deoxyguanosine，
8-OHdG)是 DNA 氧化损伤的敏感生物标志物．
CpG二核苷酸中鸟嘌呤的氧化会减少此位点的甲
基结合结构域(methyl binding domain，MBD)，从
而抑制邻近胞嘧啶的甲基化．Zawia等[35]研究发现，

环境毒素如重金属铅，在大脑发育中能够抑制

DNA甲基转移酶的活性，并且可以通过改变 CpG
二核苷酸的甲基化或氧化，促进与阿尔茨海默病

(Alzheimer's disease，AD)发病有关的基因表达，促
进大脑中 DNA的氧化损伤．Pilsner等[36]在子宫内

铅暴露对脐带血基因组 DNA甲基化影响的研究显
示，产前胚胎发育暴露于铅环境会影响新生儿的表

观基因组，并且可能会影响整个生命进程中的长期

表观遗传编程，增加疾病易感性．

此外，发育暴露于环境毒素中，DNA甲基化
模式的改变在一定程度上可能是由氧化应激介导的

代谢改变来调控的．Sirtuin是 NAD+依赖性哺乳动

物去乙酰酶，Sirt3是去乙酰化酶 Sirtuin家族的一
员，它可以使线粒体中的 IDH2通过去乙酰化而活
化， IDH2 在线粒体内可以将 NADP+ 转化为

NADPH，引起 NADPH 水平的增加．NADPH及
NADH是启动合成代谢的生化反应及提供还原能
力对抗氧化应激所需的辅因子．Wang等[37]研究发

现，环境毒素可以引起氧化应激，而氧化应激降低

NADPH 及 NADH 的水平，并且伴随着线粒体中
NAD+含量的增加，这可以激活 NAD+依赖性去乙
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Fig. 2 Regulation of TET by environmental toxins
图 2 环境毒素对 TET酶的调控

酰酶 Sirtuin．因而，他们推测 Sirt3可以通过激活
线粒体中的 IDH2，增加 琢-KG的生成量，激活将
5mC氧化为 5hmC的 TET酶，进而引起基因组中
5mC与 5hmC模式的改变(图 2)．Thomson等[38]研

究发现，发育暴露于非基因毒性致癌物苯巴比妥

中，小鼠肝脏中一些转录上调的基因近端启动子区

5mC 及 5hmC 的模式发生相反的动态改变，但
5hmC及 5mC在转录起始位点附近均减少，提示
这些位点的 DNA可能通过中间体 5hmC发生主动
的脱甲基化，因而 5hmC及 5mC的水平可以作为
药物反应的检测指标．

环境对人类及哺乳动物模型 DNA甲基化模式
的改变，在一定程度上是通过氧化应激介导的代谢

改变来调节的．特定基因启动子的 5hmC 与 5mC
水平可以作为暴露于环境毒素的生物标志物．每种

环境毒素以其独特的方式影响代谢与染色质结构，

这可以作为反映环境毒素剂量及类型的“指纹”．

因而，DNA甲基化与羟甲基化的分析，将成为环
境毒理学家研究环境毒素对人体健康影响的极为重

要手段．然而，环境毒素通过影响代谢改变表观遗

传修饰的具体作用机制还有待于深入的研究.

5 肿瘤组织中代谢酶基因 TET 及 IDH 的
异常表达与 5hmC水平的变化
研究发现，与癌旁正常组织相比，肿瘤组织中

5hmC的含量显著降低．Jin等[39]通过液相色谱串联

质谱法以及基于 5hmC抗体的免疫斑点印迹和免疫

组化分析方法，发现肺癌、脑癌、乳腺癌、肝癌以

及黑色素瘤等癌症中存在 5hmC含量的大幅下降．
肿瘤中 5hmC含量的显著下降可以通过三个方面来
解释． a．细胞的过度增殖可以引起 5hmC含量的
下降，这是因为 5mC向 5hmC的氧化形成半羟甲
基化的 CpG岛，在 DNA复制期间，Dnmt1不能识
别半羟甲基化的 CpG岛，因而在细胞分裂中，不
能维持 DNA的羟甲基化，随着细胞的分裂，其中
5hmC的含量逐渐下降．b．肿瘤组织中 TET酶的
表达水平较正常组织低，TET酶表达水平的下降
会引起 5mC向 5hmC的转化减少． c．肿瘤组织中
5hmC含量下降的原因还可解释为产生 TET酶发挥
催化氧化活性所需辅因子 琢-KG的代谢途径受损，
因而 TET酶不能很好地发挥其羟化酶活性，5mC
向 5hmC 的转化受影响．琢-KG 是三羧酸循环
(tricarboxylicacidcycle，TCA)中异柠檬酸的代谢产
物，异柠檬酸在产生 琢-KG的代谢中需要 IDH1及
IDH2的催化．
哺乳动物细胞中 NADPH产生的一个机制是在

异柠檬酸向 琢-KG转化的反应中产生的，由 NADP
依赖性酶 IDH1及 IDH2催化． IDH1与 IDH2是同
源酶，分别在细胞质及线粒体中发挥作用． IDH1
与 IDH2，在结构及功能上与 NAD依赖性酶 IDH3
不同，IDH3在 TCA中发挥作用，产生氧化及磷酸
化所必需的 NADH．肿瘤中 IDH1或 IDH2的衍生
突变，会导致从产生 NADPH向消耗 NADPH的转
变，这可能对细胞氧化还原平衡的维持有重要影

响，并且会使其失去正常的催化产生 琢-KG 的功
能，取而代之的是 2-羟戊二酸(2-hydroxyglutarate,
2-HG)(图 3)[40-41]．Xu等[42]研究发现，2-HG是包括
组蛋白脱甲基化酶与 5mC羟化酶 TET家族在内的
多个 琢-KG 依赖性双加氧酶的竞争性拮抗剂．
琢-KG 及 Fe(域)依赖性双加氧酶 TET1、TET2 及
TET3 负责将 5mC 氧化为 5hmC， 2-HG 抑制
TET1、TET2以及 TET3的羟化酶活性，从而导致
5hmC的减少．5mC向 5hmC转化的减少必然会引
起 CpG 岛 DNA甲基化的累积．因此，IDH1/2的
突变与 DNA 甲基化的增加及 5hmC 水平的降低
有关．

IDH突变与许多肿瘤的发病具有相关性．肿瘤
中 IDH的突变有很好的预后判断及诊断作用，并
且可以为临床上某些肿瘤提供新的治疗靶点．许多

肿瘤中存在 IDH1及 IDH2的突变，包括神经胶质
瘤、急性髓系白血病(acute bone marrow of leukemia,

环境毒素

氧化应激(NAD+ )

去乙酰化

DNA羟甲基化

异柠檬酸

TET

IDH2

SIRT3

琢-KG
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Fig. 3 IDH1 and IDH2 mutations cause an oncometabolic gain of function
图 3 IDH1及 IDH2的突变导致肿瘤代谢物的产生

AML)、急性淋巴细胞白血病 (acute lymphocytic
leukemia，ALL)、骨髓纤维化症、肝内胆管癌、黑
色素瘤、软骨样肿瘤、少数的结肠癌及前列腺癌甚

至一些副神经节瘤[43]，其中以多形性成胶质细胞瘤

及软骨肉瘤中最为突出[44]．

在神经胶质瘤中，IDH基因的突变是一个很好
的预后生物标志物，并且有助于临床上的诊断分

类．Pan等[45]在对神经胶质瘤中 IDH1及 IDH2的突
变状态与临床病理特征的相关性研究中发现，在早

期阶段，IDH 的体细胞杂合突变频率很高，并且
p53、表皮生长因子受体 (epidermal growth factor
receptor，EGFR)表达的检测与 IDH突变的分析结
合有助于神经胶质瘤的鉴别诊断．Zhang等[46]的研

究显示，在 IDH突变的退行性神经胶质瘤中，有
较高比例的 O6- 甲基鸟嘌呤 -DNA 甲基转移酶
(O6-methylguanine-DNAmethyltransferase， MGMT)
启动子甲基化，并且肿瘤更多地发生在大脑额叶，

更少地发生在颞叶．不过，这种相关性还需要进一

步的研究确证．Frenel等[47]研究发现，结合 IDH突
变及染色体 1p/19q杂合性缺失，可以将退行性神
经胶质瘤分为预后特征不同的三类．此外，Yao
等[48]研究发现，IDH1的突变与神经胶质瘤的恶化
无关，但可以作为有效的诊断标志物，带有 IDH1
突变的病人拥有更长的无恶化存活期及总生存期．

在 AML中，IDH突变不是独立的生存预测指标，
它与预后的相关性很复杂，可能取决于等位基因、

病人年龄及治疗方案等．带有 R132H IDH1突变的
AML病人拥有较低的总生存期，带有 R172K IDH2
突变的病人拥有较低的完全缓解率，且较带有

R140Q IDH2突变的病人预后差．在儿童 AML中，
IDH的突变与总生存期的增加有关．在大剂量化疗
的年轻人中，R140Q IDH2 的突变与好的预后有
关，但在老年 AML患者中，IDH的突变，尤其是
R172K IDH2突变与不良预后相关[49]．在 ALL中，
IDH的突变可能有不良的预后．Zhang等[50]发现在

ALL中，IDH1 R132 的突变可能是一个复发性标
志，带有 IDH1 R132突变的病人呈现异常的髓系
抗原表达，但 IDH在 ALL发病中的具体作用还需
要深入研究．此外，在甲状腺癌中也发现 IDH1的
突变，Hemerly等[51]的研究显示，24%的甲状腺滤
泡癌，18%的滤泡型乳头状癌以及 8%的甲状腺乳
头状癌存在 IDH1的突变．目前还没有在甲状腺癌
中发现 IDH2的突变．
由于 IDH1/2突变提供的信息有助于肿瘤的临

床诊断及治疗效果判断，因而，发展 IDH1/2可靠、
灵敏及高通量的分析方法，具有重要的应用价值．

5mC 向 5hmC 的转化需要 TET 蛋白的催化，
因而 TET酶基因表达或功能发挥的异常，会引起
5hmC 含量的下降，并且还与某些肿瘤的发病有
关．TET1最初发现是染色体易位基因，在某些白
血病患者体内与 MLL(mixed lineage leukemia)基因
融合，但其在造血系统的发育及白血病形成中的作

用还是有争议的，需要进一步的研究．有研究显

示，TET1在肝癌及结直肠癌等实体瘤中的表达水
平明显下降，并且 TET1可能是通过去甲基化来促
进金属蛋白酶组织抑制因子 (tissue inhibitors of
metalloproteinase, TIMP)家族蛋白 TIMP2及 TIMP3
的表达，以抑制癌细胞的侵袭[52-54]．神经胶质瘤的
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发病大多与 IDH1及 IDH2的突变有关，IDH1在域
级及芋级神经胶质瘤中的突变很频繁．而 M俟ller
等[55]研究发现，细胞核 TET1排斥的高频发生可能
是与 IDH1 突变与否无关的神经胶质瘤细胞中
5hmC减少的一个可替代途径．另外，Kim等[56]发

现，在野生型 IDH1/2 低级弥散性星形细胞瘤中，
TET2 基因启动子的甲基化或许是其一个致病机
制．TET2是骨髓增生异常综合症 (myelodysplastic
syndrome，MDS)及其他类型白血病中研究最多的
TET蛋白酶家族基因，并且是髓系恶性血液病中
突变频率最高的基因之一．TET2参与造血干细胞
的调节机制，对正常骨髓细胞发育至关重要，其酶

活性的失活可能会导致髓系肿瘤的发生 [24]．在

MDS 病人中，TET2蛋白表达的下调与原癌基因
miR-22(microRNA-22)的过表达有关．Song等[57]研

究发现，miR-22通过作用于 TET2发挥致癌作用，
miR-22转基因小鼠表现出全基因组 5hmC 的低水
平以及造血干细胞自我更新的增加与异常分化，进

而发展为 MDS及血液恶性肿瘤．在髓系肿瘤中，
TET2 功能的丢失与大范围的低甲基化有关．Ko
等[58]发现 TET2突变的多种髓系恶性血液病患者的
骨髓样本显示全基因组 5hmC的低水平，并且许多
与催化结构域有关的 TET2位点的突变表现出与其
酶活性无关．因此，白血病形成中 TET2功能丢失
的分子机制目前仍不清楚，并且需要深入的研究，

检测髓系恶性血液病中 5hmC的含量可能是诊断及
预后的一个很有价值的手段，并且对评估抗癌药物

的疗效及确定治疗方法也有一定的价值．另外，

Lian等[59]在黑色素瘤的研究中发现，羟化酶 TET2
在黑色素瘤中的表达水平明显下调，并且 TET2的
重新引入可以恢复 5hmC的水平，降低黑色素瘤细
胞的代谢能力，抑制黑色素瘤的生长．至今，

TET3与癌症的直接相关性还没有报道，可能是由
于在三个 TET蛋白中，TET3是维持人体正常生理
活动最重要的调控者，至关重要的 TET3的突变或
调节异常可能会导致死亡．

人们对 5hmC及 TET蛋白与癌症的发生已进
行了大量的研究，但它们在癌症中的具体作用及作

用机制还不清楚．因而分析与癌症相关的全基因组

羟甲基化区域及 TET蛋白的结合位点将有助于确
定它们在癌症发展中的作用．此外，需要对 TET
蛋白的催化活性依赖功能及非催化活性依赖功能进

行区分，以确定其催化结构的破坏是否影响其发挥

某些功能．

6 5hmC的主要分析方法
作为第六种碱基，5hmC近年来受到了广泛的

关注，但 5hmC在基因组范围内的分布，目前仍了
解不多．DNA特定区域和位点羟甲基化的分析对
于 5hmC生物学功能的研究具有重要意义．一些
DNA甲基化常用的定性及定量分析方法，比如以
亚硫酸盐测序及甲基化敏感酶为基础的方法，不能

区分 5hmC 与 5mC，导致 5hmC 的分析仍存在很
多困难．目前 5hmC的分析方法主要有以下几种：
6.1 限制性内切酶法

对于既含有胞嘧啶，又含有 5- 甲基胞嘧啶及
5-羟甲基胞嘧啶的基因位点，可以运用Msp玉/ Hpa域
酶切的 DNA葡糖化方法来分析其中的 5hmC．虽
然 Msp玉和 Hpa域识别相同的核苷酸序列(CCGG)，
但是对不同的甲基化状态敏感．Msp玉识别并切割
未修饰的胞嘧啶及 5mC，对 5hmC 则无影响，
Hpa域则识别并切割未修饰的胞嘧啶．经内切酶处
理之后，可开展多种下游分析，如 qPCR、新一代
测序、DNA印迹、芯片等．此法操作简便，主要
缺点是它只能用于分析 CCGG序列中的 5hmC[60].此
外，Sun等[31]在测定小鼠胚胎干细胞 5hmC全基因
组分布的研究中，建立了限制性内切酶 AbaS玉结
合测序的方法，该法灵敏度高、特异性强、分辨

率高．

6.2 酶放射性糖基化标记法

以酶结合放射性标记的葡萄糖进入基因组

5hmC为基础，Szwagierczak等[19]设计了一种通过

放射性计数进行定量的方法，将含有放射性标记的

葡萄糖残基 UDP-[3H]-Glu 转移至 hmC 形成[3H]-
ghmC．该方法灵敏度较高，并且不需要特别专业
及昂贵的设备，但是酶促反应一般不彻底．Song
等[61-62]先用化学标记取代了放射性标记，通过 T4
噬菌体的 茁-葡糖基转移酶(T4 茁-GT)将含化学修饰
叠氮的葡萄糖残基 UDP-6-N3-Glu转移至 5hmC形
成 N3-5ghmC，后又通过 茁-GT将一个酮取代的葡
萄糖分子转移至 5hmC上，比先前方法中用到的叠
氮取代的葡萄糖转移途径更有效，并且提供了一

个独立于 DNA序列的单碱基分辨率的 5hmC检测
方法．

6.3 沉淀法

利用一些酶和化学反应的组合来分离出包含单

个 5hmC的 DNA片段，然后采用沉淀或免疫沉淀
技术可达到对 5hmC的特异性分析．主要包括糖基
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化、高碘酸氧化和生物素化(glucosylation, periodate
oxidation，biotinylation，GLIB)处理，抗 5-亚甲基
磺酸胞嘧啶(antiserum to cytosine 5-methylenesulphonate,
anti-CMS)、JBP1(J-binding protein)沉淀及 5hmC免
疫沉淀(5hmC immunoprecipitation，5hmC-IP)等．

5hmC-IP是目前研究 5hmC较为常用的方法之
一，也是较其他沉淀技术更为直接的方法．

5hmC-IP具有良好的灵敏性，但不适用于单碱基分
辨率的 5hmC分析，以及 5mC与 5hmC靠得很近
的 DNA序列中 5hmC的分析[29]．

Anti-CMS是基因组 DNA经亚硫酸氢钠处理，
将 5hmC 转换成 5- 亚甲基磺酸胞嘧啶 (cytosine
5-methylenesulphonate，CMS)，然后利用 CMS 特
异抗体免疫沉淀含 CMS的 DNA 序列．该法具有
很高的灵敏性，可以检测 DNA 中极少量的
5hmC．对于 CMS 富集的基因组 DNA，使用了
Illumina测序仪，其较长的读长适合亚硫酸氢盐处
理的 DNA与基因组的高效比对[30, 58]．

JBP1 沉淀是通过 T4 茁-GT 选择性糖基化
5hmC，形成 茁-glu-5hmC，提供一个可以被 JBP1
蛋白有效选择性沉淀到磁珠上的靶点．沉淀的

DNA适用于 qPCR分析、基因芯片分析及测序分
析．该法简便、经济且可以有效地选择性识别基因

组 DNA中的 5hmC[63]．

GLIB具有很高的灵敏性，可以分离低至仅含
一个 5hmC 的 DNA 片段． 对于 GLIB 处理的
DNA，采用 Helicos单分子 DNA测序,这种方法不
需要扩增步骤，从而避免了 PCR 偏向． 与
5hmC-IP相比，选择性标记 5hmC后再对标记物进
行免疫沉淀则具有不依赖 5hmC的浓度和更高灵敏
度的特点[30]．

6.4 液相色谱串联质谱法

近年来，建立了 5mC及 5hmC的液相色谱串
联质谱分析方法，该法快速、灵敏、准确性高、检

测限低，可以同时测定基因组 DNA 中 5mC 与
5hmC的水平，比现有的 5hmC定量方法，如末端
标记的薄层色谱法及放射性标记的糖基化法，更

灵敏简便．Munzel 等 [64]首先通过 LC-MS (liquid
chromatography mass spectrometry)联用精确定量了
小鼠脑组织内 5hmC 的分布情况，Le 等[65]运用反

相色谱柱建立了一种更快速、稳定且准确的 5hmC
的 LC-MS/MS (liquid chromatography tandem mass
spectrometry)分析方法，测定了小鼠胚胎干细胞中
5hmC的含量、人类诱导性多能干细胞及成纤维细

胞中 5mC与 5hmC 的水平．Munzel 等及 Le 等都
是利用酶将 DNA水解为核苷酸，存在酶解不完全
而影响准确度的可能性，且耗时长，成本高．本实

验室 Zhang和 Chen等[66-68]采用亲水色谱柱建立了

测定组织中全基因组 5hmC 水平的 LC-MS/MS方
法，该方法的 DNA样品用甲酸裂解，缩短了样品
处理时间，提高了分析灵敏度及效率，有效解决了

DNA 可能因酶解不完全而影响准确度的问题．
LC-MS/MS在定量方面有许多优势，已经得到广泛
应用，具有可以扩展到其他罕见核苷酸测定的灵活

性，能满足生物样品中 5hmC定量分析的要求．
尽管目前已经发展了多种 5hmC的分析方法，

但是仍有许多有待解决的问题．主要集中在特定区

域 5hmC的分析方面．如在免疫沉淀测序中，由于
缺乏可特异性沉淀 5hmC的抗体，使 DNA的沉淀
率较低．此外，5hmC高密度区域的测序也比较困
难．未来将会集中于特定位点 5hmC分析方法的研
究，发展灵敏、高通量和低成本的 5hmC分析方法.

7 展 望

5hmC 作为胞嘧啶修饰过程的中间产物，与
5mC一样是重要的表观遗传学标记物，这些发现
丰富了我们对 DNA甲基化的表观遗传调控过程的
认识．TET蛋白和 5hmC的研究为 DNA甲基化 /
脱甲基化及其生物学功能研究提供了新视点，为表

观遗传学的研究开辟了全新的研究领域．5hmC是
一种很有前景的生物标志物，与人类多种疾病的发

生及发展密切相关．未来的研究可能集中于更好地

阐明 5hmC和 TET蛋白的生物学功能，探讨 TET
蛋白在癌症发展中的作用和原理．另外，饮食是影

响健康的重要因素，饮食中的营养素提供了表观修

饰作用所需的反应底物，其供应量也对表观修饰作

用有影响，饮食及各种环境因素是否影响 TET酶
的活性，进而诱导不同的 DNA羟甲基化，有望成
为以后的重要研究方向．
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Research Advances on The New Epigenetic Marker: 5鄄Hydroxymethylcytosine*
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(Guangdong Medical College, Zhanjiang 524023, China)

Abstract Recently, the new epigenetic marker, 5-hydroxymethylcytosine (5hmC) has been widely studied. 5hmC
derived from the enzymatic oxidation of 5-methylcytosine (5mC) by TET(ten-eleven translocation) protein family
and called as the "six base" of higher organism genomic DNA. It is found that 5hmC not only influence the
structure and function of genome, but also play an important role during early embryonic development. This review
mainly discussed the research advances of 5hmC in metabolic pathways, biological function, genome distribution
and analysis methods.
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