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摘要 DNA胞嘧啶 5-甲基化修饰是表观遗传重要的修饰之一，其对基因表达的调控依赖下游的识别蛋白识别和传递甲基化
信号．本文围绕两种主要的甲基化 DNA识别结构域———MBD结构域和 SRA结构域，综述了它们识别不同修饰形式 DNA
的结构基础以及发挥功能的分子机理．
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DNA甲基化修饰是最为重要的表观遗传修饰
之一．分子遗传学研究表明，DNA胞嘧啶甲基化
修饰通常与基因表达沉默密切相关，在 X 染色体
失活、基因印记、转座子失活等重要发育进程中发

挥作用[1]．相对于其他表观遗传修饰(如组蛋白修
饰)，DNA甲基化修饰更具稳定性，可在细胞分裂
过程中稳定遗传，并且已有证据表明父本 DNA的
甲基化模式可遗传给子代[2-4]．

脊椎动物中 DNA甲基化修饰主要发生在 CpG
二核苷酸位点的胞嘧啶第 5 位碳原子上 (5mC)
(图 1)．哺乳动物中约有 80%的 CpG位点均发生了
甲基化修饰．基因启动子位置的甲基化修饰会造成

基因表达沉默 [5]，而通常看家基因 (housekeeping
genes)的启动子位置富含 CpG孤岛，是不发生甲基
化修饰的 CpG位点．近年来，在鼠和人的胚胎干
细胞和卵母细胞中发现大量存在非 CpG位点(CpH,
H代表 A、C或 T)的甲基化修饰，并且该甲基化修
饰程度与基因表达水平成正相关，但这些非 CpG
甲基化修饰的生物学意义还有待进一步研究[2]．

1 DNA甲基化修饰酶
DNA甲基化修饰是由 DNA甲基化酶催化完成

的，目前在哺乳动物中共发现了两类催化 5mC甲

基化修饰的 DNA 甲基化酶，根据催化的底物不
同，分为从头甲基化酶和维持型甲基化酶两类．从

头甲基化酶以双链都未发生甲基化的 DNA 为底
物，可完成两条链上的甲基化修饰，包括

DNMT3a、DNMT3b和没有催化活性的DNMT3L[6-7].
而维持型甲基化酶只能以一条链上已经发生甲基化

修饰的 DNA(半甲基化 DNA)为底物，完成配对链
上的甲基化反应，主要在 DNA半保留复制过程中
维持新生链上的 DNA甲基化水平，目前只发现了
一种，即最早发现的 DNA甲基化酶 DNMT1[8]．

类似组蛋白上的修饰可写可擦，DNA的甲基
化修饰也是可以去掉的，这种去甲基化又可分为被

动过程和主动过程．其中被动去甲基化过程主要是

依赖 DNA复制的稀释过程，通过抑制 DNMT1的
活性，如阻止 DNMT1入核，使新生链上不能发生
甲基化修饰，因此 DNA甲基化程度随着复制逐渐
降低，例如受精卵发育过程中来自母本 DNA的去
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Fig. 1 Possible pathways of TET鄄mediated active DNA
demethylation

图 1 TET蛋白介导的 DNA主动去甲基化
过程的分子机制示意图

甲基化过程[9-10]；主动去甲基化现象在胚胎发育早

期以及体细胞中特异位点的基因上都有发现，但这

种主动去甲基化过程的分子机制还不是很清楚．多

年来，科学家们都在寻找哺乳动物中能够直接切除

DNA 5mC甲基的去甲基化酶，试图找到不依赖于
碱基错配而发生碱基切除修复的主动去甲基化过

程．先后有报道称 ribozyme和甲基化 DNA结合蛋
白MBD2具有直接切除 5mC碱基的活性，但被证
明都是错的[11-12]．直到 2009 年 Rao和 Zhang实验
室先后发现 TET蛋白(ten-eleven translocation)可以
氧化 5mC DNA 生成 5- 羟甲基化胞嘧啶 (5hmC)
DNA [13-15]．随后 Xu 和 Zhang 实验室分别报道了
5hmC可被 TET蛋白进一步氧化生成 5- 甲酰基胞
嘧啶(5fC)和 5-羧基胞嘧啶(5caC)[16-17]．5hmU(5hmC
脱氨后生成)、5fC以及 5caC均可在 DNA 糖基化
酶 TDG的作用下去掉整个碱基，产生无碱基位点，
进而通过碱基切除修复(base excision repair，BER)
加上一个新的胞嘧啶，实现去甲基化过程．然而是

否存在一个直接的脱羧酶，可以将 5caC上的羧基
直接去除，或是存在可以直接切除羟甲基的酶，进

而简化 DNA主动去甲基化过程，仍然是科学家们
正在探索和寻找的问题(图 1)．

2 DNA甲基化修饰的识别
DNA甲基化修饰如何实现调控基因表达功能

是表观遗传领域的一个核心问题．一种可能性是修

饰的甲基基团妨碍转录因子与 DNA的结合，特别
是一些偏好结合富含 GC 序列的转录因子 [18]，如

CTCF蛋白[19]．另外一种可能性刚好和前者相反，

甲基化的 DNA促进了蛋白质因子的结合，一些具
有特殊结构域的甲基化 DNA结合蛋白可以识别甲
基化修饰的 DNA[20]，进而招募下游的共抑制因子，

完成对目的基因表达的调控．

2.1 MBD家族蛋白
MBD(methyl-CpG-binding domain)家族蛋白是

最早发现的甲基化 DNA结合蛋白．Bird课题组早
在 1989年就从多种哺乳动物细胞中检测到MeCP1
蛋白复合体和 MeCP2蛋白可以特异地结合甲基化
DNA，其中 MeCP2是其中第一个被纯化和克隆基
因的蛋白[21]．之后通过 MeCP2 DNA 结合结构域
的同源比对又发现了该家族的另外几个成员

MBD1～4，其中MBD2是最早发现的MeCP1复合
体中的重要组分(图 2a)．MBD 家族蛋白均包含
MBD结构域和其他功能域，通过招募不同的共抑
制复合体到目标基因的甲基化位点，抑制目标基因

的表达(图 2b)[5]．

2.1.1 MeCP2蛋白
MeCP2蛋白是MBD家族最早被鉴定的成员．

MeCP2蛋白广泛存在于哺乳动物神经细胞中，是
神经元发育分化与功能维持的重要调节因子[22-24]．

已知 MeCP2基因突变会引发一类严重的女童神经
运动发育疾病，Rett综合症[25]．发病者主要是女性

儿童，患者表现为头部萎缩、智力低下、呼吸异

常、丧失四肢和语言功能等，并伴有孤独症行为．

Rett综合症的发病率约为 1/10 000，其中约有 87%
的患儿体内发生了MeCP2基因突变．
关于 MeCP2致病的分子机制一个合理的解释

是基因突变解除了 MeCP2对目的基因的抑制，造
成沉默基因的异常表达．MeCP2蛋白主要包含两
个结构域，甲基化 DNA结合结构域(MBD)和转录
抑制结构域(transcriptional repression domain，TRD)
(图 2a)．研究表明，MBD结构域偏好结合在周边
富含 AT 碱基的甲基化 CpG 位点，一半以上的
MeCP2致病突变都发生在MBD区域；MBD和 TRD
结构域可招募共抑制复合体 Sin3A Complex[26-27]．

Sin3A复合体包含组蛋白去乙酰化酶 HDAC 以及
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MBD4蛋白与其他 MBD蛋白差别较大，是一
个核酸水解酶，主要与 DNA错配修复密切相关．
MBD4包含 1个MBD结合结构域和 1个 C端的糖
基化酶结构域，可识别发生 T∶G错配的 mCpG位

点，将错配的胸腺嘧啶 T碱基切除[34]．近期有报道

称 MBD4的糖基化酶结构域具有切除 5hmU碱基
的活性，完成类似 TDG的 DNA 主动去甲基化过
程[35-36]．

组蛋白赖氨酸甲基化酶 HKMT，通过组蛋白赖氨
酸上的去乙酰化反应以及特定位点上的甲基化修

饰，影响染色质的空间结构，形成相对紧致的染色

质结构，抑制基因表达 ．Bdnf (Brain-derived
neurotrophic factor)基因是第一个被鉴定的 MeCP2
目标基因[28-29]，其编码的蛋白是一种脑源性神经营

养因子，与神经细胞活性相关，对大脑接受的短期

刺激转变为长程变化至关重要，是学习和记忆过程

的基础．因此MeCP2蛋白对 Bdnf基因表达的异常
调控是 Rett综合症的潜在致病原因之一．后续又
在老鼠中鉴定出其他几个MeCP2目标基因，都可
能与 Rett综合症的发生密切相关．
2.1.2 MBD蛋白

MBD1蛋白是一个转录调节因子，除了包含一
个MBD结构域外，还包含 2～3个 CXXC结构域，
以及 1 个 C 端的 TRD结构域(图 2a)．其中 MBD
和 CXXC 结构域分别结合 mCpG 和 CpG DNA，
CXXC和 TRD结构域结可招募共抑制因子组蛋白

H3K9甲基化酶 SETDB1，并可在细胞有丝分裂的
S期特异地形成 CAF1-MBD1-SETDB1复合体，在
CAF1 介导的复制依赖型染色质组装过程中促进
H3K9位点甲基化反应，沉默基因表达[30]．

MBD2 蛋白包含 MBD 结构域和相邻的 TRD
结构域(图 2a)，是最早发现的甲基化结合蛋白复合
体MeCP1中的组分，可特异地结合 mCpG DNA[21].
已知 MeCP1 复合体是由 NuRD 复合体 (也称为
Mi-2 共抑制复合体)和 MBD2 蛋白组成的大复合
体，其中 NuRD复合体包含染色质重塑因子Mi-2、
组蛋白去乙酰化酶 HDAC以及 MBD3等组分[31-32].
MBD2通过与 HDAC1的相互作用，促进组蛋白去
乙酰化反应，抑制特定位点的基因表达．MBD3蛋
白是 NuRD 复合体中的一个组分，也包含 1个 N
端的 MBD结构域，但对 mCpG DNA 的结合力并
不强[33]．MBD3蛋白可介导 MTA2蛋白(metastasis-
associated protein 2)与组蛋白去乙酰化酶复合体间
的相互作用．

Fig. 2 Domain architecture of MBD proteins and model of their functions on gene expression
图 2 MBD家族蛋白结构域组成以及调控基因表达的模式图

(a)人源 MBD 结构域蛋白的结构域组成和分布：MBD 结构域紫色标注，TRD 结构域蓝色标注，CXXC DNA 结合结构域绿色标注，

Coiled-Coil(CC)结构域青色标注，DNA水解酶催化结构域黄色标注．数字代表氨基酸残基数． (b)MBD结构域蛋白抑制基因表达的分子机理

模式图：灰色的 DNA缠绕在粉色的组蛋白八聚体上组成核小体(NCP)．MBD结构域橙色表示，可识别蓝色圆圈代表的 DNA CpG甲基化修

饰．共抑制复合体主要包括组蛋白去乙酰化酶 HDAC和组蛋白甲基化酶 HKMT/SETDB1，用墨绿色标识．亮粉色六边形代表组蛋白 H3K9

上的甲基化修饰，黄色三角形代表组蛋白上的乙酰化修饰．MBD结构域介导了 DNA甲基化修饰和组蛋白修饰之间的交互作用(Crosstalk)．
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2.1.3 MBD结构域识别甲基化 DNA的结构机理
MBD结构域蛋白具有较高的序列同源性，三

维结构十分保守．MBD结构域是一种典型的 琢/茁
夹层结构 (琢/茁 sandwich)，其中一层由 2～4 条
茁-strands组成，中间的 2 条 茁-strands 茁2 和 茁3 较
长，在所有的MBD结构域中均保守；两侧的 2条
茁-strands 茁1和 茁4较短，在有些 MBD结构域中以
loop形式存在．另一层由一个 琢螺旋 琢1和一个 C
端的发夹 loop(hairpin)构成，只有 MBD4 的 MBD
结构域没有折成类似的发夹 loop，而是伸向了相反
的一侧(图 3a)．

2001年，Shirakawa课题组报道了人源 MBD1
蛋白的 MBD结构域与 mCpG DNA复合物的核磁
结构，揭示了 MBD结构域识别甲基化 DNA的结
构基础[37-38]．如图 3b所示，MBD结构域结合在双
链 DNA的大沟处，非对称地与 DNA的两条链相
互作用．其中 茁2和 茁3以及它们之间连接的 loop
L1与 DNA的一条链相互作用，茁4与 琢1之间的连
接 loop L2以及 琢1的 N端区域与 DNA的另一条
链相互作用 (图 3c)．MBD 结构域中特异识别
mCpG位点的残基包括 Val20、Arg22、Tyr34以及
Arg44和 Ser45，主要通过疏水和极性作用力与两
侧的 5mC碱基相互作用．除了 Val20外，其余 4
个残基在所有的MBD结构域中均保守，针对它们

的突变均会影响 MBD结构域的甲基化 DNA结合
能力．其中 Tyr34的侧链苯环上的羟基对特异识
别甲基化的 mCpG 碱基对起到至关重要的作用
(图 3c)，可以同两条链上的 mC碱基第 4位氮原子
形成两对氢键．将酪氨酸突变为苯丙氨酸去掉侧链

的羟基，MBD结构域不再结合 mCpG DNA．
MeCP2蛋白的MBD结构域结构最早被解析[39],

但直到 2008年，其 MBD结构域与调控基因 Bdnf
启动子 DNA 复合体的晶体结构才被报道 [40]．

MeCP2的MBD结构域结合 DNA的方式与MBD1
蛋白非常类似，但它识别 mCpG 位点的残基并不
与 5mC发生直接的相互作用，而是通过 DNA 周
围结合的水分子介导了 MeCP2对甲基化 DNA的
识别．

对MBD2、MBD3和MBD4蛋白的MBD结构
域与 DNA 复合体的结构也都有报道[41-43]，它们结

合 DNA的方式与其他 MBD蛋白十分类似，水分
子在二者的相互作用中发挥了重要的作用．不同的

是，MBD2与 MBD1对甲基化的 CpG位点的亲和
力要比未甲基化的位点高很多；而 MBD3对 5mC
的亲和力仅略高于 5C和 5hmC；MBD4对 CpG位
点的识别则更加宽泛，可结合 5C、5mC、5hmC和
5hmU等多种修饰的嘧啶环[44]．

Fig. 3 Structural bases for methyl DNA recognition by MBD proteins
图 3 MBD结构域蛋白结合甲基化 DNA的结构机理

(a) MBD结构域蛋白结构比对图．MeCP2、MBD1～4的 MBD结构域 PDB坐标分别使用 3C2I、1IG4、2KY8、2MB7和 3VYB绘图，颜色

分别用青色、绿色、黄色、粉色和紫色表示，图中显示它们具有十分相似的三维结构． (b) MBD1-MBD结合甲基化 DNA的表面电势图．蓝

色代表正电荷碱性区域，红色代表负电荷酸性区域，白色为疏水区域．甲基化 DNA结合在MBD1-MBD的一个富含正电荷的表面，两侧的

5mC(黄色标注)均未发生翻转，结合在MBD一个相对疏水的区域． (c) MBD1-MBD结合甲基化 DNA的结构基础．MBD结构域结合在双链

DNA的大沟处，非对称地与 DNA的 2条链(分别用橙色和灰色表示)相互作用．相互作用主要集中在连接 loop L1和 L 2位置．Y34的侧链

苯环上的羟基可同 2条链上的 5mC碱基第 4位氮原子形成 2对氢键．
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Fig. 4 Domain architecture of SRA proteins and a model of UHRF1-mediated DNA methylation during DNA replication
图 4 SRA结构域蛋白结构域组成以及维持 DNA甲基化水平的示意图

(a) SRA结构域蛋白的结构域组成和分布．紫色代表 SRA结构域，橙色代表催化结构域，黄色代表 PHD finger，亮粉色代表泛素连接酶

RING结构域，青色代表类泛素结构域 UBL，绿色代表双 Tudor结构域． (b) UHRF1蛋白在 DNA复制过程中维持新生链 DNA甲基化水平的

示意图．蓝色圆圈代表 5CpG碱基，空心表示未发生甲基化，蓝色实心为发生甲基化修饰．UHRF1由已解析结构的各个结构域串联而成，

颜色同(a)．组蛋白 H3红色表示，其甲基化修饰以红色六边形表示．UHRF1的 SRA结构域识别 DNA半甲基化的位点，招募维持型甲基化

酶 DNMT1完成新生链上的甲基化反应，并通过其双 Tudor结构域和 PHD finger识别组蛋白 H3上的甲基化修饰，介导 DNA甲基化修饰和

组蛋白修饰间的交互作用(crosstalk)．

2.2 SRA结构域蛋白
SRA 结构域 (SET and RING finger-associated

domain)是另一类可以结合甲基化 DNA的结构域，
因其相邻位置通常包含组蛋白甲基化酶 SET结构
域或泛素连接酶 RING结构域而得名(图 4a)．相对
于 MBD结构域特异识别 CpG位点的全甲基化修
饰，SRA 结构域对甲基化 DNA 的识别更具全能
性，除了 CpG位点，也可识别 CHH(其中 H代表
A，T或 C碱基)位点的甲基化修饰，以及半甲基
化修饰、非对称修饰的 DNA．
2.2.1 植物中的 SRA结构域蛋白
最早在拟南芥中发现组蛋白 H3K9 甲基化酶

KRYPTONITE(也称为 KYP 或 SUVH4)可以调控
DNA甲基化酶 CMT3的活性[45]．KYP蛋白除了包
含 C端的组蛋白甲基化酶催化结构域 SET外，还
包含一个 N端相邻的 SRA结构域．进一步研究发
现 KYP的 SRA结构域可识别 CHH位点甲基化的
DNA，其 H3K9甲基化酶活性与其甲基化 DNA结
合能力密切相关[46]．KYP通过其 SRA结构域的甲
基化 DNA识别能力将 DNA甲基化修饰与组蛋白
H3K9的甲基化修饰联系到一起，介导了这两种不
同的表观遗传修饰在基因沉默和异染色质生成中的

交互作用(crosstalk)．另一类在植物中发现的 SRA
结 构 域 蛋 白 是 拟 南 芥 VIM 蛋 白 (variant in
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methylation)[47]，包括高度同源的 VIM1～3三个成
员，它们均包含 1个中间的 SRA结构域、两侧相
邻的 2个 RING泛素连接酶结构域和 1个 N端的
PHD结构域(图 4a)．VIM蛋白的 SRA结构域也可
识别甲基化的 DNA，并且对 CpG 位点具有特异
性，在拟南芥基因组 CpG DNA的甲基化维持以及
基因沉默中发挥重要作用．

2.2.2 哺乳动物中的 SRA结构域蛋白
哺乳动物中同样存在可识别甲基化 DNA 的

SRA结构域蛋白．UHRF1(ubiquitin-like, containing
PHD and RING finger domains 1)是 VIM1蛋白的同
源蛋白，也称为 Np95和 ICBP90．在 DNA半保留
复制中，UHRF1蛋白可招募维持型 DNA甲基化酶
DNMT1至半甲基化 DNA位点，完成新合成 DNA
链上的甲基化修饰，对维持基因组 DNA的甲基化
图谱和水平起到至关重要的作用[48-49]．UHRF1蛋白
也是一个包含多个结构域的多功能蛋白，其 N端
的 UBL结构域是一个类泛素结构域，双 Tudor结
构域可以识别组蛋白 H3K9上的三甲基化修饰，中
间的 PHD finger 可识别组蛋白 H3K4 位点，SRA
结构域则可识别半甲基化的 CpG DNA，C 端的
RING结构域是组蛋白泛素连接酶．UHRF1蛋白的
SRA 结构域通过识别半甲基化 DNA，帮助
DNMT1定位在半甲基化 CpG位点区域，完成新生
链上的甲基化修饰．同时，UHRF1 蛋白通过其
Tudor结构域和 PHDfinger识别组蛋白上的基因沉
默信号，介导 DNA甲基化修饰和组蛋白修饰间的
交互作用(crosstalk)，共同维持异染色质的形成．
2.2.3 SRA 结构域蛋白识别甲基化 DNA 的结构
机理

UHRF1 蛋白的 SRA 结构域与半甲基化 CpG
DNA复合体的晶体结构展示了 SRA结构域蛋白识
别 mCpG DNA的结构特点[50-52]．SRA 结构域折叠
成一个类似马鞍形状，其主体部分是由 5 个 茁-
strands构成的 茁桶，外周包含 4段 琢螺旋作为结
构组分(图 5a)．与MBD结构域不同，SRA结构域
同时结合在 DNA的大沟和小沟处(图 5b)．有意思
的是，不配对的 5mC碱基翻转出来结合在 SRA结
构域的一个疏水口袋中，这种碱基翻转机制(base
flipping)通常在 DNA 修饰酶与 DNA 复合物中出
现，可帮助酶定位在待修饰的碱基处[53]．两段关键

的 loop、Finger loop 和 Thumb loop，分别结合在
DNA的大沟和小沟处，与 mCG∶GC二核苷酸对
中的其他三个碱基发生相互作用，确保了 CpG位

点的特异性．其中 Thumb loop 的 V446 残基侧链
深入到 DNA 内部，占据了原本 mC 碱基的位置，
而 Finger loop中的 NKR残基主要与互补链上未甲
基化的 C碱基发生极性相互作用，如果 mC取代
C，则会阻碍 Finger Loop与 DNA的结合，因此也
就确保了 UHRF1 的 SRA 结构域识别半甲基化
DNA的特异性．
近期，关于植物中的 SRA 结构域与甲基化

DNA识别的结构机理研究也有不少报道．拟南芥
中组蛋白 H3K9甲基化酶 SUVH5的 SRA结构域识
别甲基化 DNA 的特异性较差，可以识别双甲基
化、半甲基化以及非 CpG甲基化的 DNA，这点与
其同源蛋白 KRYPTONITE (也称为 SUVH4)很类
似．在 SUVH5的 SRA结构域与多种甲基化修饰
DNA复合体的晶体结构中(包括全甲基化 CpG、半
甲基化 CpG以及 CHH DNA)[54]，其 SRA结构域与
UHRF1的 SRA 结构域结构十分相似(Dali 比对结
果：Z-score 18.8，RMSD 1.8)．不同的是 DNA 分
子与 SRA 的结合比例为 1∶2，SUVH5两个 SRA
结构域分别结合在 DNA 双螺旋的两侧，同时将
mC和互补链上的 mC/C/G碱基翻转出来(图 5c)．
SUVH5-SRA结合 DNA的方式与 UHRF1蛋白十分
类似，翻转的碱基均结合在一个疏水口袋中，不同

的是，SUVH5-SRA 的 Finger loop 不包含 NKR 残
基，该 loop在结构中呈现一种无规则的状态，因
此和 DNA相互作用的部位主要集中在 Thumb loop
区域．类似 UHRF1的 V446残基，SUVH5的一个
Q392残基的侧链深入到 DNA中，占据了翻转碱
基原本的位置，对 DNA的结合至关重要．由于缺
乏 Finger loop区域对 CpG二核苷酸对中的其他三
个碱基的识别，因此 SUVH5识别 CpG位点的特异
性较低，对 CHH甲基化的 DNA均可结合．关于为
何 SUVH5蛋白能采用这种双翻转机制的一个合理
解释是，其 Finger loop的可塑性允许一个 DNA分
子同时结合两个 SRA 分子，而在 UHRF1中，其
Finger loop折叠成相对稳定的结构结合在 DNA的
大沟处，如将两个 UHRF1-SRA 分子对接到
SUVH5结合的 DNA分子的两侧，则在 Finger loop
区域会产生空间位置上的冲撞，无法形成一个稳定

的结构(图 5d)．
KRYPTONITE/SUVH4与甲基化 CHH DNA复

合体的晶体结构近期也获得了解析，其 SRA结构
域结合 mCHH DNA 的方式与 UHRF1 十分类似，
也是单碱基翻转，包含 NKR 残基、相对稳定的
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Finger loop与 Thumb loop同时结合在 DNA的大沟
和小沟处．但 SUVH4的 Finger loop中的 NKR 残
基与 CpH二核苷酸对中的其他三个碱基未发生直
接的相互作用，因此对 CpG的选择性也较差[55]．

细菌中也存在 SRA结构域蛋白，主要是一大
类限制性核酸内切酶，如不动杆菌(A cinetobacter
bau.)来源的 AbaSI[56]，变形杆菌(Proteus vulgaris)来
源的 PvuRts1I[57]，分枝杆菌(Mycobacterium sp.)来源
的 MspJI[58]以及固氮弧菌(Azoarcus sp.)来源的 AspBI
[59]等．它们均包含一个 N端的核酸内切酶结构域和
一个 C端的 SRA结构域(图 4a)，可识别甲基化或
羟甲基化的 DNA(5mC和 5hmC)位点，完成临近固
定位点上的双链 DNA切割反应．这类核酸内切酶
作为工具酶已广泛应用到 5mC和 5hmC的单碱基
分辨率的 DNA 测序中．关于这类酶的 SRA结构
域识别 DNA的结构机理研究目前还非常有限，唯

一一个 AbaSI 与 DNA 复合体的晶体结构中 [56]，

SRA结构域并没有与 DNA发生紧密的相互作用，
AbaSI与 DNA的相互作用全部发生在 DNA的磷酸
骨架，类似非特异的电荷吸附作用．因此关于此类

SRA结构域如何特异识别 5mC和 5hmC的分子机
制还有待进一步的研究和发现．

3 DNA羟甲基化修饰的识别
如前所述， 5hmC是 TET蛋白介导的 DNA主

动去甲基化过程中一个主要的中间产物．同时

5hmC作为一种稳定的表观遗传标记，大量存在于
基因组中，特别是在神经系统和胚胎干细胞中的分

布明显高于其他组织和细胞[60]．新一代的测序技术

实现了全基因组范围内的 5hmC定位，发现在人及
鼠的 ESC细胞中 5hmC多定位在基因的增强子位
置和基因本身[61-62]，与基因表达的激活密切相关．

(a) (b)

(c) (d)

Fig. 5 Structural bases for methyl DNA recognition by SRA domains
图 5 SRA结构域蛋白识别甲基化 DNA的结构机理

(a)UHRF1-SRA(绿色)与半甲基化 DNA(橙色)复合物的结构图．UHRF1-SRA通过 2个重要的 loop，Finger loop(亮紫色)和 Thumb loop(青色)
与 DNA相互作用．一侧的 5mC从 DNA中翻转出来，深入 UHRF1-SRA中，而 Thumb loop的 V446残基的侧链则深入 DNA中，填补了翻
转碱基原本的位置．Finger loop主要通过 NKR残基与 DNA发生直接的相互作用． (b)UHRF1-SRA与半甲基化 DNA结合的表面电势图．
DNA结合在 SRA结构域富含正电荷的表面，SRA的 Finger loop和 Thumb loop分别结合在 DNA的大沟和小沟处．翻转的 5mC结合在 SRA
的一个疏水口袋中． (c)植物 SUVH5-SRA与全甲基化 DNA的结构图．一个 DNA分子同时结合了 2个 SUVH5-SRA，两侧的 5mC均翻转结
合到 SRA疏水口袋中．两侧的 Q392残基的侧链占据了翻转碱基的位置．由于 Finger loop十分柔性，中间密度不可见，SUVH5-SRA与
DNA的相互作用主要发生在 Thumb loop区域． (d)将 UHRF1-SRA替代 SUVH5-SRA放入双侧 DNA结合位置，2个 UHRF1-SRA的 Finger
loop相互重叠，空间位置上不允许一个 DNA分子结合 2个 UHRF1-SRA结构域．
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Fig. 6 Structural basis for 5hmc DNA recognition by the SRA domain of UHRF2
图 6 UHRF2鄄SRA识别羟甲基化 DNA的结构机理

(A)UHRF2-SRA(绿色)与 UHRF1-SRA(亮紫色)结合翻转碱基的结构比对图．5hmC 和 5mC 碱基分别用黄色和紫色表示，UHRF1-SRA 的

Y471残基与 5hmC的羟基在位置上有冲突． (B)UHRF2-SRA T508残基的 C羰基与 5hmC、5caC的羟基形成的一对多余氢键(绿色表示)，决

定了其对 5hmC和 5caC的识别特异性．

5mC与 5hmC只相差一个羟基，但二者对基因表
达的调控呈相反的趋势．因此关于 5hmC又是如何
被特异识别，如何上调基因表达的机理引起了很多

研究兴趣．

最先围绕可结合 5mC 的 MBD 结构域、
UHRF1 的 SRA 结构域以及 TET 蛋白的 CXXC
DNA结合结构域开展了不少特异性筛选工作，体
外结合实验表明，这些结构域虽然都可结合

5hmC，但也同时结合 5mC，甚至结和 5mC 的能
力超过 5hmC [44, 63-66]．2013 年，荷兰的 Vermeulen
课题组通过体外 DNA pull-down的方法，在 NPC
神经前体细胞中找到了可结合 5hmC DNA 的
UHRF2蛋白，后又发现重组的 UHRF2-SRA结构
域可以体外特异地结合 5hmC DNA，与 5caC也有
一定的结合，但对 5fC、5mC和 5C的结合能力较
弱．同时 UHRF2-SRA结构域可以提高 TET1蛋白
的催化活性，特别是以 5hmC为底物的催化活性[67].

UHRF2蛋白是 UHRF1蛋白的近亲，二者序列
相似度很高，特别是 SRA结构域的序列相似性高
达 76%，但二者的功能却并不完全相同．虽然它
们体外均可结合半甲基化 DNA，并且可与 DNMT1
以及组蛋白甲基化酶 G9a相互作用，但 UHRF1蛋
白主要在 ESC细胞中表达而 UHRF2蛋白多在已分
化的细胞中存在；同时 UHRF2不能像 UHRF1一
样，在 DNA复制过程中招募 DNMT1到半甲基化
CpG 位点 [68]．Vermeulen 课题组的发现证明了

UHRF2-SRA是一个潜在的 5hmC DNA特异识别蛋
白，但其识别的分子机制需要进一步的结构生物学

证据．2014年，Xu课题组报道了 UHRF2-SRA与
包含 5hmC、5mC 和 5C 多种 DNA 复合物的晶体
结构．发现 UHRF2-SRA与不同修饰 DNA的结合
方式与 UHRF1-SRA 十分类似，无论是 5hmC、
5mC和 5C碱基均翻转出来，结合在类似的疏水口
袋中，Val475残基的侧链深入 DNA中填补了翻转
碱基原本的位置 [69]．进一步比较 UHRF2-SRA 与
UHRF1-SRA 结合翻转碱基的口袋发现 (图 6a)，
UHRF1-SRA中一个 Tyr471残基的侧链与翻转碱基
的位置很近，只能允许较小侧链的 5mC结合，而
5hmC 伸出的羟基会在位置上与 Tyr471 的侧链发
生冲突，因此 UHRF1-SRA不适合结合羟甲基化的
DNA． 而在 UHRF2 中，相应位置的残基是
Phe495，其侧链的位置给翻转碱基结合口袋留出了
更大的空间，可以容纳 5C、5mC 乃至 5hmC、
5caC碱基．这也部分解释了 UHRF2的 SRA结构
域对 DNA的选择性比 UHRF1要差的原因．
分析不同修饰的胞嘧啶在 UHRF2-SRA结合口

袋中的差异，发现 5hmC的羟基与 Thr508的 C羰
基形成的一个额外氢键，是 UHRF2-SRA对 5hmC
具有更强亲和力的原因(图 6b)．同时也解释了为何
UHRF2-SRA 对 5caC 也有较强的结合力，因为
5caC 羧基的羟基集团也可形成类似的额外氢键，
而 5fC、5mC和 5C则没有相应的 H原子与 Thr508
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H2N H2N H2N
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Fig. 7 Degree of specific methyl DNA binding
abilities of various proteins toward different forms of

modified CpG DNA
图 7 甲基化 DNA结合蛋白识别不同修饰

形式5CpG DNA的特异性
其中 C/C表示未甲基化 DNA，M/C 表示半甲基化 DNA，M/M表

示全甲基化 DNA，H/C表示半羟甲基化 DNA，H/H表示全羟甲基

化 DNA，H/M表示一条链甲基化、另一条链羟甲基化 DNA．图中

方框不同颜色表示不同的 DNA能力，以未甲基化 DNA的结合能

力为基数 1，其他修饰 DNA的结合能力以倍数计算．绘图的数据

依据来自参考文献中的荧光偏振实验结果，实验中 MBD蛋白均使
用其 MBD 结构域 [44]，SRA 结构域使用的是 Tudor-PHD-SRA串联

结构域[69]．
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的羰基氧原子形成氢键．同时，体外结合实验显示

了 UHRF2-SRA 更偏好结合双边都修饰的 5hmC
DNA，这点从结构上也可获得解释，其类似
SUVH5的柔性 NKR loop允许两个 SRA结构域结
合在一个 DNA分子的两侧，将 5hmC和互补链上
的碱基同时翻转出来(图 5c)．

4 展 望

可与 DNA 结合的蛋白质结构域很多，如
Helix-Turn-Helix、CXXC结构域、Winged-helix结
构域、 Zinc-finger 结构域等，但可特异结合
5mCpG甲基化 DNA的结构域迄今只发现了 MBD
结构域和 SRA 结构域蛋白．从图 7 可以看出，
MBD结构域蛋白对全甲基化 DNA的结合能力高
于其他修饰形式的 DNA，特别是MBD2(MeCP1复
合体中的组分)和 MeCP2对全甲基化 DNA的亲和
力是非甲基化 DNA的上百倍．MBD1的 MBD结

构域本身对甲基化 DNA的偏好性也非常高，但由
于MBD1还包含 3个 CXXC DNA结合结构域，因
此其全长蛋白对甲基化 DNA的偏好性受到一定影
响．MBD3 和 MBD4 的 MBD 结构域对甲基化
DNA的结合特异性较低，相对于非甲基化 DNA只
有 4～5倍的差别，特别是 MBD4的 C端包含一个
糖基化酶结构域，可识别发生 T∶G错配的 mCpG
位点，因此MBD4蛋白对 DNA的识别特异性很大
程度上是通过其糖基化酶结构域实现的；SRA结
构域蛋白对 DNA修饰的识别具有多样性．植物中
的 VIM蛋白和哺乳动物中同源的 UHRF1蛋白均可
特异识别半甲基化的 CpG DNA，而与 UHRF1高
度同源的 UHRF2蛋白却对半甲基化 DNA缺乏特
异性，而对全羟甲基化 DNA有一定的偏好性．而
植物中的 KRYPTONITE、SUVH5 的 SRA 结构域
不但对 DNA修饰形式(甲基化，半甲基化)没有很
强的选择性，对 CpG位点的特异性也不高，可识
别 CHH多种位点处的甲基化修饰．
由以上分析不难看出，包含 MBD 及 SRA 结

构域的蛋白质对不同修饰形式 DNA的识别特异性
均与其生物学功能密切相关，如 UHRF1在 DNA
半保留复制过程中，对新生链上甲基化修饰的维持

需要其能够特异识别半甲基化的 DNA，而高度同
源的 UHRF2蛋白不具备这样的功能，因此也就不
需要对半甲基化 DNA产生偏好性．UHRF2是目前
发现的对羟甲基化 DNA有识别特异性的蛋白，结
构生物学研究也揭示了其识别特异性的分子机制，

当然是否存在对羟甲基化 DNA有很高特异性的识
别蛋白仍是未来值得探索的方向．

另外值得一提的是，无论是MBD结构域还是
SRA结构域蛋白，它们发挥生物学功能的方式是
类似的，都是介导了 DNA甲基化修饰与组蛋白修
饰间的交互作用(crosstalk)． a．首先它们通过甲基
化 DNA结合结构域识别 DNA甲基化修饰，然后
通过不同的方式与组蛋白修饰发生联系，如

MeCP2和MBD2蛋白均可招募组蛋白去乙酰化酶
HDAC，介导 DNA甲基化与组蛋白去乙酰化间的
协同作用；b．MBD1蛋白则通过与组蛋白甲基化
酶 SETDB1的作用，完成与 H3K9甲基化修饰间
的协同作用； c． 植物中的 KRYPTONITE 和
SUVH5本身就是组蛋白甲基化催化酶，可以自身
完成 DNA的识别和组蛋白 H3K9上的甲基化修饰；
d．UHRF1 蛋白除可与 DNA 甲基化酶 DNMT1、
组蛋白 H3K9甲基化酶 G9a直接相互作用外，还
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包含多个组蛋白修饰识别结构域 Tudor和 PHD以
及 DNA识别结构域 SRA，更紧密地将 DNA甲基
化修饰和组蛋白上的修饰联系在一起．我们知道组

蛋白去乙酰化和 H3K9上的三甲基化修饰都是组成
型异染色质(constitutive heterochromatin)生成的标
志，DNA甲基化修饰通过与这些异染色质相关的
组蛋白修饰联系在一起，共同维持异染色质的生成

与基因表达的沉默．这也为 DNA甲基化修饰如何
调控基因表达给出了一种很好的阐释．
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