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摘要 作为重要的表观遗传学现象之一，DNA甲基化对基因的表达发挥重要的调控功能．随着高通量检测技术的不断发展，
对 DNA甲基化的生物信息学研究也成为 DNA甲基化研究中的一个非常活跃的热点．对生物信息学在 DNA甲基化状态的预
测、CpG岛不易被甲基化的机制研究、探索 DNA甲基化同其他表观遗传学现象之间的关系以及 DNA异常甲基化同癌症的
发生和发展之间的关系等方面的研究进展进行综述．
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在多细胞生物的发育过程中，细胞如何分化很

大程度上取决于其内部的基因表达模式，而基因的

表达模式不仅仅依赖于细胞内转录因子的作用，还

同表观遗传学因素密切相关．表观遗传学是指在不

改变 DNA序列的条件下所发生的可遗传基因表达
的变化[1]．表观遗传学主要包括 DNA甲基化、组
蛋白修饰和染色质结构．脊椎动物中，DNA甲基
化 表 现 为 在 DNA 甲 基 化 转 移 酶 (DNA
methyltransferase，DNMT)作用下，甲基基团合成
到 5忆-CpG-3忆中胞嘧啶的第五位碳原子上[2]．DNA
甲基化参与了细胞的多种生理活动，比如基因的时

空特异性表达、X染色体失活、衰老以及癌症的发
生[3, 4]．甲基化的 CpG双核苷酸通过募集转录抑制
因子[5]或者阻碍转录激活因子的结合抑制基因的表

达[6]．由于 DNA甲基化在基因调控中的重要功能，
以 Sanger 研究所为代表的人类表观基因组联盟，
于 2000年 10月发起了人类表观基因组计划(human
epigenome project，HEP)，试图获得人类多个组织
中的 DNA甲基化模式[7]．目前该计划已经完成了

来自 12个组织的第 6号、20号和 22号染色体的
检测工作[8]．

人类基因组中，70%～80%的 CpG双核苷酸处
于 DNA甲基化状态[9]．非甲基化的 CpG不是均匀
分布，而是呈现局部聚集倾向，形成一些 GC含量
较高、CpG双核苷酸相对聚集的区域，即 CpG岛[4].

根据 Gardiner-Garden 等[10]的定义，CpG 岛是一段
长度不小于 200 bp、GC含量不小于 50%、CpG含
量与期望含量之比不小于 0.6的区域．由于该定义
将一些重复片段也包含其中，Takai 和 Jones [11]将

CpG岛重新定义为长度不小于 500 bp、GC含量不
小于 55%、CpG 含量与期望含量之比不小于 0.65
的区域．据统计，多于 50%的基因的启动子区含
有 CpG 岛[12, 13]．在早期的认识中，CpG 岛都是非
甲基化的[4]，但是随着研究的不断深入，人们发现

在印迹基因[3]、失活的 X染色体[14]甚至是正常的体

细胞中都存在甲基化的 CpG岛[15]．部分 CpG岛的
异常甲基化常常伴随着癌症等疾病的发生[16]．

近年来，随着高通量的 DNA甲基化检测技术
的出现，DNA甲基化的生物信息学研究得到了很
大的发展．一系列具有较好精度的 DNA甲基化预
测工具不仅成为实验检测技术的补充，也反映了

DNA甲基化本身是有规律可寻的，这启发了研究
者们对于 DNA甲基化内在机制的探索．DNA甲基
化具有序列偏好性的观点得到进一步证实，CpG
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Table 1 The characteristics of different pretreatment methods in detection techniques for DNA methylation
表 1 DNA甲基化实验检测技术各种前期处理方法的特点

岛边界序列通过结合特定转录因子使 CpG岛不易被
甲基化的机制假说也有了更多的证据．同时，研究

疾病特别是癌症中 DNA甲基化的特点和规律、发
现与特定癌症相关的甲基化生物标记(biomarker)，
成为 DNA甲基化研究中新的热点问题．
本文综述了目前关于人的 DNA甲基化研究中

生物信息学研究的最新进展．首先介绍了 DNA甲
基化的高通量检测方法和相关数据库，然后重点综

述了 DNA甲基化的预测研究和 CpG岛不易被甲基
化的机制探索，紧接着简要阐述了 DNA甲基化同
癌症以及其他表观遗传学现象之间的关系，最后一

部分是作者基于 DNA甲基化的工作体会对于今后
研究方向的展望．

1 DNA甲基化的高通量实验检测方法
DNA甲基化的检测大体分为两个步骤：a．待

检测样品的前期处理；b．目标序列的定位和甲基
化状态的量化．待检测样品的前期处理方法主要包

括三大类：a．亚硫酸氢钠(sodium bisulfite)法，亚
硫酸氢钠把非甲基化的胞嘧啶转化为尿嘧啶，而保

持甲基化的胞嘧啶不变，以此实现两类的分离，此

方法因其准确率高而被誉为检测 DNA 甲基化的
“金方法”；b．限制性内切酶(restriction enzyme)法，
限制性内切酶可以切割非甲基化的位点，而甲基化

以后的识别位点将被保留；c．利用特定抗体对甲
基 化 的 胞 嘧 啶 进 行 免 疫 沉 淀 反 应

(immunoprecipitation)．这三种方法的主要特点见
表 1．前期处理实现了甲基化和非甲基化的胞嘧啶
分离以后，可以对分离出的甲基化 DNA片段进行
基因芯片杂交或者大规模深度测序，实现高通量的

检测(图 1)．以上两个步骤的不同组合产生了多种
高通量的实验检测技术，如亚硫酸氢钠+测序[17, 18]、

亚硫酸氢钠+芯片技术[19, 20]、酶切+芯片技术[21]、甲

基化抗体+芯片技术[22]等．目前很多实验室利用以

上技术对不同组织中的 DNA甲基化状态进行了检
测，具体情况见表 2．

处理方法 分辨率 优点 缺点

亚硫酸氢钠 高(单个碱基) 准确，可应用于任何待检测样品 需要将所有非甲基化的胞嘧啶进行转换

酶切处理 中等 方法相对简单 只能针对内切酶能识别的位点

免疫沉淀 中等 任意序列背景下的甲基化胞嘧啶都

能实现免疫沉淀

对发生甲基化的胞嘧啶的密度要求较高

Fig. 1 Sketch of the high鄄throughput detection techniques for DNA methylation
图 1 高通量检测 DNA甲基化技术的示意图
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Table 3 Databases related to DNA methylation
表 3 DNA甲基化相关的数据库

Table 2 The published results of human DNA methylation with high鄄throughput detection techniques
表 2 已发表的大规模检测人的 DNA甲基化状态的研究结果

3 DNA甲基化的预测研究
实验手段检测 DNA甲基化状态的方法虽然比

较可靠，但是其对于人力财力的需求以及检测技术

方面的缺陷，使得目前大规模的 DNA甲基化的实
验数据还比较有限．研究计算预测 DNA序列甲基
化状态的方法显得极为重要．另一方面，作为实验

检测技术的补充，预测算法能够挖掘出数据中隐藏

的重要特征，为人们进一步认识 DNA甲基化机理
提供重要依据和研究思路．目前发表的对 DNA甲
基化模式进行预测的方法中，按照预测目标的类型

可以分为，对单个 CpG双核苷酸的甲基化状态预

测、对 CpG岛片段以及 CpG岛的甲基化状态预测.
Methylator (http://bio.dfci.harvard.edu/Methylator/

index.html)是目前唯一的预测单个 CpG双核苷酸甲
基化状态的工具[30]．该工具基于MethDB数据库[26, 31]

中人的 2 839个 DNA甲基化模式数据，以 CpG位
点周围 39 bp的序列模式为特征，采用支持向量机
的方法得到了 87%的正确率．该研究还表明，基
因的非翻译区的甲基化程度要高于外显子和内含

子．由于单个 CpG双核苷酸的甲基化状态在细胞
生长过程中是动态变化的[4]，因此 Methylator的应
用相对有限．

2006年，Rollins等[21]发表了人脑组织全基因

2 DNA甲基化的相关数据库
数据库的构建是生物信息学研究的重要内容．

目前发表的较大规模的 DNA甲基化相关数据库有
4个：MethDB、MethyCancer、PubMeth和MethCancer
DB，数据情况见表 3．其中，MethDB是最早整合
文献中 DNA甲基化数据的数据库，也是涵盖物种
和组织最多的数据库，其余 3个数据库都采用了文
献挖掘的方法，收集了文献中已报道的与特定癌症

相关的一些 DNA 甲基化模式 ．MethDB 和
MethyCancer 还提供了 DNA 甲基化的可视化工
具．通过对现有的分散的 DNA甲基化数据的整理
分析，这些数据库提供了内容独立、记录相对完

整、格式比较统一的数据资源，为后期的深入挖掘

提供了极大便利．随着大规模深度测序技术在

DNA甲基化检测中的应用，建立相应数据库用以
存储和分析相关数据，开发类似于 CpGViewer[25]的

可视化分析工具将具有重要价值．

检测方法 检测区域 样本 参考文献

亚硫酸氢钠+测序 第 6，20，22号染色体 来自 43个样本的 12个组织 [8]

酶切+测序 第 21q号染色体 外周血细胞 [15]

酶切+芯片技术 全基因组 脑组织 [21]

第 21和 22号染色体 脑组织 [23]

甲基化抗体+芯片技术 全基因组 原代肺纤维组织，结肠癌细胞系 [22]

全基因组 原代纤维细胞，精原细胞 [24]

亚硫酸氢钠+芯片技术 371个基因 乳腺癌细胞系，结肠癌细胞系，

前列腺癌细胞系

[19]

数据库 数据情况 提供的服务 参考文献及链接

MethDB 50个物种，241个组织，
共 20 236条甲基化数据

在线查询

可视化工具

[26]
http://www.methdb.de/

MethyCancer 含 64 681个 MethyLoci，
与癌症相关的 7 100个
基因和 57 790个 SNP

在线查询

下载

可视化工具

[27]
http://methycancer.genomics.org.cn/

PubMeth 来自 1 000篇文献，包
括 5 000条记录

在线查询 [28]
http://www.pubmeth.org/

MethCancer DB 4 720个记录，2 199个基因 在线查询

下载

[29]
http://www.methcancerdb.net/methcanc

erdb/home.seam
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组范围的甲基化数据．基于其得到的 1 948个甲基
化区域和 2 386个非甲基化区域，产生了两个预测
CpG岛片段甲基化状态的工具———HDMFinder[32]和

MethCGI [33]. HDMFinder(http://rulai.cshl.edu/HDMFinder/
methylation.htm)利用包括 Alu在内的 17 个序列特
征能够对长度为 800 bp的 CpG岛片段以及 800 bp
的普通 DNA序列的甲基化状况进行准确预测，并
且还对 22 个常染色体中的甲基化模式进行了预
测．我们开发的MethCGI则专门针对 CpG岛片段
(包括 200 bp、300 bp以及 400 bp)进行了预测，正
确率达到了 84%，提供了在线预测服务 (http://
bioinfo.au.tsinghua.edu.cn/MethCGI/MethCGI.html).
通过分析特定转录因子结合位点在甲基化和非甲基

化的 CpG岛片段中的分布情况，我们得到了 4个
在两类中差异最大的转录因子结合位点，这些结合

位点可能为下一步研究 DNA甲基化的内在机理提
供重要依据．另外，MethCGI对MethDB数据库中
包含的来自多个组织的甲基化数据也得到了较好的

预测精度，表明 CpG岛片段的甲基化模式并没有
很强的组织特异性．

CpG岛的甲基化状态同基因表达的模式密切
相关，因此对于 CpG岛甲基化状态的预测一直是
人们关注的重点．2003年，Feltus等[34]通过在细胞

系中加入过量 DNA甲基化转移酶(DNMT1)，发现
大部分的 CpG岛仍然保持非甲基化状态，同时有
部分 CpG岛呈现超甲基化，采用序列特征对两类
的分类正确率可以达到 82%．在特征选择的过程
中，他们发现两类 CpG岛在长度、GC含量、CpG
比例以及和启动子的关系上没有显著性差异．但是

其后对来自体内的 DNA甲基化数据的研究表明，
甲基化和非甲基化的 CpG岛在长度、GC含量以及
CpG比例上存在显著差异 [33, 35]．Bock 等基于人外
周血白细胞中第 22号染色体得到的 132个 CpG岛
的甲基化状态数据[26]，先后得到了两个预测 CpG
岛甲基化状态的分类器．第一个采用了序列模式，

特定的重复序列以及特殊的 DNA 结构三大类特
征[35]，第二个增加了预测的组蛋白修饰状态和染色

质结构特征 [36]，并提供了在线预测工具 Epigraph
(http://epigraph.mpi-inf.mpg.de/WebGRAPH/)． 由 于
组蛋白修饰以及染色质结构分布是否存在 DNA序
列的偏好性仍是一个有争议的问题，我们通过增加

Barski等[37]实验获得的基因组尺度的组蛋白甲基化

数据，对 CpG岛的甲基化状态进行了预测[38]．该

预测模型得到了更高分类正确率的同时，还发现了

4 种显著影响 CpG 岛甲基化的组蛋白修饰特征
(H3K4me1、 H3K4me2、 H3K4me3 以 及

H3K9me1)，一定程度上量化了部分组蛋白甲基化
同 CpG岛甲基化之间的关系．

4 CpG岛不易被甲基化的机制探索
虽然人类基因组上有的 CpG岛处于甲基化状

态，但是大部分 CpG岛是不易被甲基化的，这同
基因组上约 80%的 CpG双核苷酸处于甲基化状态
的现象形成鲜明对比．该现象促使人们思考为什么

CpG岛不易被甲基化．早在 1994年 Brandeis等[39]

就发现，Sp1的结合位点在人胚胎干细胞的 APRT
基因中能够保护 CpG岛在重新甲基化的过程中不
被甲基化，后来对人乳腺组织中 BRCA1基因的研
究结果同样表明，启动子区 Sp1和 CTCF结合位点
突变与否将决定该区域 CpG岛的甲基化状 态[40]．

Turker等[41, 42]以 Sp1在小鼠 Aprt基因中的功能对小
鼠体细胞中 DNA甲基化模式的形成提出了一个动
态平衡假说，认为在 DNA的重新甲基化过程中，
首先是 B1之类的重复序列被甲基化，这些序列被
称为甲基化中心，然后甲基化会从中心往外延伸，

Sp1结合位点通过同 Sp1的结合能够阻碍甲基化向
CpG岛区的蔓延，从而保护 CpG岛不被甲基化．
后来的研究又发现，在 Sp1缺失的情况下 Aprt基
因仍然有表达，即 CpG岛并没有因 Sp1的缺失而
超甲基化[43]，另一方面，Sp1(以及 CTCF)的结合位
点并非存在于所有不易甲基化的 CpG岛附近，这
也意味着还应该有其他因子参与保护机制的形成．

利用人脑组织基因组尺度的 CpG 岛甲基化数
据[21]，我们系统分析了不易甲基化的 CpG 岛内部
以及岛边界序列的序列特征，发现一些具有锌指结

构的转录因子(包括 Sp1和 CTCF)可能的结合位点
在 CpG岛的 400 bp边界序列中显著富集，而且其
中 80%的结合位点在人、大鼠和小鼠中是显著保
守的 [44]．基于以上结果，我们认为，从小鼠 Aprt
基因得到的关于 CpG岛不易被甲基化的保护机制
同样存在于人的基因组中[44]：Alu序列是重新甲基
化过程中的甲基化中心[11]，在甲基化转移酶的作用

下，DNA 甲基化从 Alu 序列出发往外延伸，当
CpG岛周围富集的转录因子结合位点同具有锌指
结构的转录因子结合以后则可以阻止甲基化向

CpG岛的蔓延，因此在这种阻止与蔓延的作用达
到动态平衡以后，就形成了比较稳定的甲基化模

式．当细胞所在的环境发生变化时，这种平衡可能
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Fig. 2 Sketch of the hypothetical mechanism why CpG islands are resistant to DNA methylation
图 2 CpG岛不易被甲基化的机制假说示意图

5 DNA甲基化与癌症的关系
DNA甲基化同众多疾病的发生与发展密切相

关，比如域型糖尿病、自身免疫疾病以及各种癌
症．特别是癌症，其发生过程中癌细胞基因组整体

的欠甲基化和局部区域的超甲基化是其典型特征
[46]．超甲基化体现在抑癌基因的启动子区被异常甲

基化，整体的欠甲基化同重复序列(如转座子)以及
癌基因的启动子区的甲基化程度减小、基因组遗传

不稳定性的增加密切相关．研究特定癌症中超甲基

化基因的工作较多，包括乳腺癌[47, 48]、结肠癌[22, 49]、

髓细胞性白血病[50]、肝癌[51]、涎腺腺样囊性癌[52]和

卵巢癌[53]等．其中，Keshet等[49]基于结肠癌的数据

发现，结肠癌中超甲基化的基因不仅属于一个特定

的功能类型并在染色体上聚集，而且这些基因中还

存在着共同的 motif，他们推测这类基因可能受到
相同转录因子的调节．目前，对于癌细胞和正常细

胞中 DNA甲基化模式差异性的认识还存在不同观
点．Weber等[22]对原代纤维细胞、正常结肠黏膜和

结肠癌细胞系中 6 000个 CpG岛甲基化模式进行
了比较，认为肿瘤细胞中仅有小部分 CpG岛的启
动子区存在异常甲基化．但是 Gebhard等[50]在髓细

胞性白血病中却发现了大量异常超甲基化的基因，

并认为癌细胞中的甲基化模式显著不同于正常细

胞．以上两种结论的差异是来源于细胞系之间或是

所采用的技术平台之间的差异，还有待于对更多癌

细胞中的 DNA甲基化模式进行分析研究．此外，

Bibikova等[19]对结肠癌、乳腺癌、肺癌和前列腺癌

细胞系以及正常细胞中 371个基因中的 1 536个位
点的甲基化状态进行聚类分析，发现了 55个可以
较好地区分癌细胞和正常细胞以及区分各种癌细胞

类型的位点．该方法表明，各种癌症都存在其特异

的 DNA甲基化生物标记．

6 DNA甲基化与其他表观遗传学现象之间
的关系

细胞发育过程中，各种表观遗传学现象之间不

是孤立存在而是密切联系的．DNA甲基化同组蛋
白甲基化共同调控基因表达的现象最早在链孢霉

(Neurospora crassa)中得到证实[54]，进一步的生化研

究结果认为，DNA甲基化是受组蛋白甲基化调节
的[55]．而在哺乳动物中，有研究认为，DNA甲基
化是建立和维持其他表观遗传学现象的基础[56]，比

如 DNA甲基化位点可以募集诸如组蛋白去乙酰化
酶等具有抑制功能的复合物，同时去除掉该位点附

近的组蛋白乙酰化标记[4]．也有研究认为，DNA甲
基化是受组蛋白修饰调控的，比如有报道称组蛋白

修饰 H3K9me能够促进 DNA甲基化的进程[57]．目

前，虽然哺乳动物中存在基因组尺度的 DNA甲基
化和组蛋白修饰数据，但是还没有研究者针对同一

个组织进行两种修饰的系统研究．2008年初，北
京生命科学研究所采用覆瓦芯片(Tiling Array)技术
对水稻第 4和 10号染色体中的 DNA 甲基化和组
蛋白甲基化进行了系统研究，发现了 DNA甲基化

会被打破，阻止功能的增强或者侵入能力的提高则

可能使 DNA甲基化往 CpG岛外或者往内移动，从
而建立新的平衡．比如，如果某些顺式元件发生突

变，则本可以结合并阻碍 DNA甲基化蔓延的特定
转录因子可能因为结合能力的减弱使其阻碍功能变

弱甚至消失，这种情况下，其附近的 CpG岛可能
会被甲基化[39, 43]．因此，发生癌变的组织中抑癌基

因的异常甲基化以及与老化过程相关的甲基化可能

是由于这种保护机制的减弱造成的[45]．上述推测的

保护机制示意图见图 2．

甲基化中心

Alu重复序列
具有锌指结构的转

录因子结合位点
CpG岛

具有锌指结构的转

录因子结合位点
Alu重复序列

不甲基化 CpG双核苷酸 甲基化 CpG双核苷酸

甲基化中心
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和组蛋白修饰在基因组不同位置上存在的各种相互

关系，还进一步分析了它们同染色体结构以及基因

表达之间的相关性[58]．如果将类似的高通量技术同

时用以检测哺乳动物中 DNA甲基化和其他表观遗
传因素，则必将加快我们对于 DNA甲基化和其他
表观遗传因素如何共同调节基因表达的理解和

认识．

7 结论和展望

作为直接作用于 DNA 序列的表观遗传修饰，
DNA甲基化在基因表达调控中扮演着重要角色．
虽然 DNA甲基化是各种表观遗传学现象中最早被
人们认识也是研究相对较成熟的现象之一，但是目

前对于 DNA甲基化的机理机制的探索还仍然处于
比较初级的阶段．随着各种高通量检测技术的发展

和应用，各种正常组织以及癌症组织的 DNA甲基
化数据将不断涌现，这就给从事生物信息研究的科

学工作者提供了大量研究数据、提出了大量新的研

究课题．分析利用这些海量的数据无疑需要开发更

多更有效的计算方法和工具．利用来自不同样本不

同组织的 DNA甲基化数据，可以深层次探讨 DNA
甲基化在人群中的差异性以及组织特异的 DNA甲
基化模式．虽然保护机制的假说能够一定程度上解

释 CpG岛不易被甲基化的机制，但是该假说是否
全面揭示了其真实机理，是否还有其他更多甚至更

重要的因素参与其中，这些问题都有待进一步验

证．另外，结合其他表观遗传现象对人类基因组进

行系统研究也是认识基因表达的必然之路．在医学

应用上，寻找和特定疾病相关的 DNA 甲基化标
识，利用这些标识对疾病进行检测，并研制使异常

甲基化还原的药物也是极具发展前景的方向．
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Progress of Bioinformatics Study in DNA Methylation*
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Abstract DNA methylation is an important epigenetic system. It plays many crucial roles in the gene regulation.
With the development of the high-throughput detection techniques, the bioinformatics study has been an active hot
topic in the research of DNA methylation. The major achievements and progress on the prediction of DNA
methylation status, the mechanism that the majority of CpG islands are resistant to DNA methylation, the
relationship between DNA methylation and other epigenetics, as well as the association between aberrant DNA
methylation and the tumorigenesis were reviewed in this article.
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