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摘要 表观遗传信息 DNA 甲基化在动物的发育、细胞分化和器官形成过程中，起着至关重要的作用．近期，关于 DNA 甲

基化在脊椎动物胚胎发育和生殖细胞发育过程重编程的研究取得了重要的进展．发现斑马鱼的早期胚胎完整地继承了精子的

DNA 甲基化图谱，而哺乳动物的早期胚胎和原始生殖细胞发育过程则经历了整体去甲基化并重新建立甲基化图谱的过程，

但胚胎发育过程中基因的印迹区未发生 DNA 去甲基化，而生殖细胞发育过程中印迹区的甲基化修饰被消除．
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表观遗传修饰是指基因的碱基序列不发生改

变，但基因的表达发生改变的调控方式[1]．其主要

形式包括 DNA 甲基化、组蛋白修饰、非编码 RNA

调控和染色体空间结构的调控等．其中，DNA 甲

基化是最早发现、也是最重要的基因表观修饰方式

之一，动物中的 DNA 甲基化主要发生在 CpG 位点

上，因此本文主要介绍 CpG 位点的甲基化修饰．

CpG 甲 基 化 是 通 过 DNA 甲 基 转 移 酶 (DNA

methyltransferases，Dnmts)将甲基基团转移到 DNA

胞嘧啶残基上的过程[2-4]，DNA 甲基化在调控基因

表达、染色体结构维持、X 染色体失活和基因组印

迹中起着重要的作用[5-7]．

在脊椎动物早期胚胎发育和原始生殖细胞发育

的过程中，会发生全基因组范围内的 DNA 甲基化

模式重编程，发育过程中甲基化模式的适时消除和

重建对于个体的生存和健康是至关重要的[3, 8]．相

对于上述两轮全基因组范围内的大规模 DNA 甲基

化重编程，在体细胞中仅会发生局部区域范围内、

高度位点特异性的甲基化重编程[9-10]．

1 早期胚胎发育过程中的 DNA甲基化动态

精子和卵细胞是高度分化的、独特的细胞类

型，它们在受精作用后可以发育成具有全能性的早

期胚胎[11]．对于早期胚胎而言，精子和卵细胞对其

基因组序列上的贡献是等量的，但二者的表观修饰

信息存在着差异，这种差异信息需要在早期胚胎发

育过程中经过重编程，整合成为一套完整的全能性

的表观遗传图谱．揭示这种重编程过程的规律，对

于研究个体发育、遗传过程具有重要意义．

1.1 斑马鱼早期胚胎遗传精子的甲基化图谱

DNA 甲基化测序技术的不断发展，为研究早

期胚胎基因组甲基化动态提供了最有力的研究手

段．利用全基因组范围单碱基精度的 DNA 甲基化

测序方法，我们实验室及美国 Cairns 实验室分别

揭示了斑马鱼早期胚胎的基因组甲基化动态[12-13]．

我们发现，斑马鱼 2～16 细胞胚胎的甲基化水平与

精子和卵细胞甲基化水平的均值一致，而随着胚胎

发育的进程，基因组 DNA 甲基化水平逐渐上升，

到囊胚期阶段接近精子的甲基化图谱．在 DNA 甲

基化重编程过程中，早期胚胎中父源 DNA 拷贝完
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对于配子中差异甲基化的启动子，进一步结合

mRNA 表达谱以及基因功能的分析发现，卵细胞

的 DNA 甲基化图谱倾向于表达极早期的胚胎发育

所需的基因(如细胞组分的形态发生、细胞运动等

过程的相关基因)，而精子的 DNA 甲基化图谱倾向

于表达的基因则富集在转录后调控、转录因子等稍

晚期胚胎发育过程中，这种现象表明斑马鱼胚胎重

编程为精子甲基化图谱的生物学意义在于实现胚胎

发育基因的时序调控[12-13]．

对于发育过程中数量更多的位于基因间区的差

异甲基化区域，研究发现这些区域大部分为增强子

区，并且这些增强子的靶向基因多为相应时期的器

官分化和组织发育相关基因，如脑的发育、中枢神

经系统发育等．此外，结合 mRNA 表达谱的分析，

证实了这些增强子的甲基化状态与靶向基因表达之

间的关系非常密切．这些结果进一步表明 DNA 甲

基化动态调控了胚胎发育过程基因的时序表达[15]．

1.2 哺乳动物早期胚胎 DNA甲基化动态

斑马鱼与小鼠的早期胚胎基因组甲基化动态上

存在着巨大差异，小鼠的早期胚胎发育过程中经历

了整体范围的去甲基化和重新甲基化过程(图 1b)．

小鼠精子的平均甲基化水平约为 80%，卵细胞约

为 50%，在胚胎发育到 3.5 天左右的 ICM 时期，

甲基化水平降至最低，约为 20%．胚胎从 ICM 发

育到 7.5 天左右，发生了整体范围的重新甲基化，

平均甲基化水平达到 73%[16]．近期在人早期胚胎发

育的研究中发现，人类与小鼠及其他哺乳动物的早

期胚胎 DNA 甲基化动态非常相似[17-18]，大体遵循

着配子高甲基化、胚胎低甲基化、合子中亲本的甲

基化信息被大规模消除并重建的过程．

在早期胚胎大规模去甲基化的过程中，部分区

域仍然维持了配子中的甲基化水平，这些区域主要

是印迹调控区 (imprinting control regions， ICR)．

ICR 可以被划分为生殖细胞印迹调控区(germ-line

Fig. 1 The programming of parental DNA methylomes during embryogenesis and gametogenesis
图 1 DNA甲基化在胚胎发育和配子发育过程的重编程

(a)和(b)分别为斑马鱼和哺乳动物的 DNA 甲基化动态示意图．横轴表示胚胎发育的不同时期，纵轴表示相应时期的平均甲基化水平．其中

蓝色曲线为子代中父源 DNA的甲基化水平，红色曲线为母源 DNA的甲基化水平. PGC：原始生殖细胞.

全保留了精子的甲基化图谱，而母源 DNA 拷贝则

抛弃了卵子的甲基化图谱，并逐渐地重编程为精子

的甲基化图谱，这一过程最终导致早期胚胎遗传了

精子的甲基化图谱[12](图 1a)．这项工作证实，DNA

甲基化信息是可以遗传的，并且斑马鱼的早期胚胎

遗传了精子的甲基化图谱[14]．
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ICRs, gICRs)和体细胞印迹调控区 (somatic ICRs，

sICRs)[19-20]．gICR 指在精子和卵子中就建立的等位

基因组序列的差异甲基化区域，并且 gICR 在早期

发育过程中不发生 DNA 的去甲基化；而 sICR 是

指只在体细胞中才建立起的等位基因组序列的差异

甲基化区域[21-25]．

斑马鱼和小鼠胚胎发育过程中 DNA 甲基化重

编程截然不同，甲基化动态差异可能与斑马鱼和哺

乳动物胚胎发育的差异相关．哺乳动物早期胚胎的

去甲基化过程是区域特异性的，在此过程中许多区

域被保护并不去甲基化，从而使一些父源和母源差

异的甲基化区域(印迹区域)能够维持下来，因此我

们推测选择性地去甲基化方式可能是导致印迹基因

形成的一个重要因素．印迹基因的重要功能在于控

制胚胎体积，对于胎盘内发育的哺乳动物起着至关

重要的作用，而胚胎体外发育的鱼类则无需通过这

种形式来控制胚胎体积[16]．

2 哺乳动物生殖细胞发育过程中的 DNA 甲
基化动态

生殖细胞承担着在亲代与子代间传递遗传信息

的功能 [26]． 原始生殖细胞 (primordial germ cells，

PGCs)是能够产生雄性和雌性生殖细胞的早期细

胞．在大部分脊椎动物胚胎发育的原肠胚期，原始

生殖细胞位于内胚层，随着发育的进行，逐渐迁移

到达生殖嵴处，并和生殖嵴的中胚层细胞共同形成

睾丸或卵巢[27]．

对于哺乳动物，在绝大多数情况下，细胞分化

产生各种组织器官过程中 DNA 的甲基化修饰图谱

在整体上基本保持不变，DNA 甲基化往往只在细

胞类型和组织类型特异的区域才发生改变．然而在

生殖细胞发育过程中经历了全基因组的去甲基化及

重新建立 DNA 甲基化图谱的过程(图 1b)．

2.1 哺乳动物 PGC 发育过程经历去甲基化和重新

甲基化

在小鼠的 PGC 发育过程中，发生了大规模的

去甲基化过程．PGC 在 6.5 天时起始分化，在 13.5

天时，平均甲基化水平降至最低点，此时全基因组

DNA 的甲基化水平大约在 5%左右[16, 28-29]，雄性的

PGC 细胞在 13.5 天后开始重新建立甲基化图谱，

而雌性 PGC 重新甲基化的时间晚于雄性．经过重

新甲基化后，雄性生殖细胞的甲基化水平高于雌性

生殖细胞，从而形成精子和卵子(图 1b)．

人与小鼠的 PGC 发育过程 DNA 甲基化动态非

常相似，也同样经历了整体范围的去甲基化和重新

甲基化 [30]． 由于发育周期不同，在人的妊娠后

10～11 周，PGC 的甲基化水平降至最低点，随后

进入重新甲基化过程[31-33]．研究发现一部分与代谢

和神经性疾病相关的位点也在整体去甲基化的过程

中保留了甲基化修饰[33]．

人与小鼠的 PGC 甲基化重编程过程也存在着

一些差异．首先从基因调控网络的角度：小鼠的

PGC 分化过程中，BLIMP1、PRDM14 和 TFAP2C

基因参与调控细胞的分化方向，调控表观修饰重编

程的起始，而人的 PGC 分化过程中，SOX 家族基

因 SOX17 指导 BLIMP1 的表达，进一步调控 PGC

的分化[32-33]．此外，人的雌性生殖细胞中 X 染色体

的重新激活在发育第 4 周就已经完成，而小鼠中这

一事件发生在 8.5～12.5 天，人的 PGC 发育过程中

X 染色体激活事件的发生早于小鼠中该事件的发生

时期[32]．

2.2 哺乳动物 PGC 去甲基化过程中基因表达水平

稳定

在哺乳动物 PGC 发育过程中，发生了大规模

的 DNA 去甲基化，按照通常认为的 DNA 甲基化

水平与基因表达水平间负相关的关系，这种整体范

围的 DNA 去甲基化势必造成大量基因的表达水平

升高．但有趣的是，通过对 RNA-seq 数据分析，

PGC 发育过程中大规模的 DNA 去甲基化并未对转

录水平产生影响，包括对于甲基化调控非常敏感的

转座子区域．例如重复元件 LINE1，在 13.5 天的

PGC 中被抹去甲基化修饰，但在这一时期并未表

达[31-33]．

PGC 中基因表达在整体上呈现较为稳定的状

态：早期 PGC 中细胞多能性的表达网络活跃(如

OCT4、NANOG 和 REX1 等)，随后减数分裂和生

殖细胞发育的表达网络较活跃 (如 KIT、TNAP、

AP2酌 和 NANOS3 等)[32]．综上所述，在 PGC 发育

过程中，DNA 甲基化水平发生了大幅度的降低，

但基因表达水平并未受到显著影响，同时其他研究

发现，在这一发育时期基因组上不存在常见的抑制

性组蛋白修饰形式 H3K9me2 和 H3K27me3[34]，暗

示着可能存在其他的转录抑制机制对 PGC 发育过

程中的基因表达进行调控，这一问题有待进一步的

研究．
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Fig. 2 Pathway for dynamic modifications of cytosine
图 2 DNA胞嘧啶修饰的循环途径

甲基化过程是由甲基化转移酶 DNMTs 将甲基转移到 C 上实现的．

去甲基化过程存在多种可能的途径：a．甲基基团可能被直接去除，

成为未修饰的 C；b．甲基基团可以被 Tet 催化成为不同的氧化形

式，并进一步结合糖基化、碱基修复、DNA 复制等方式转化为未

修饰的 C．

3 哺乳动物发育过程经历两轮 DNA 甲基化
重编程

3.1 哺乳动物两轮甲基化重编程过程的区别和意义

哺乳动物的发育过程中经历了两轮大规模

DNA 甲基化重编程过程．即整体范围的去甲基化

和重新甲基化，大部分区域的甲基化修饰被抹去并

重新建立．这两轮重编程过程的去甲基化过程都存

在主动去甲基化的方式．

两轮重编程过程也存在着许多差异．首先，

PGC 发育过程相比早期胚胎发育过程的 DNA 去甲

基化发生的更为彻底[18]．此外，两轮 DNA 甲基化

重编程过程的差异主要体现在对印迹调控区的甲基

化控制方面，gICRs 的等位基因特异甲基化的状态

在 PGC 发育过程随着去甲基化过程被消除，在随

后的重新甲基化过程中建立，但在早期胚胎发育的

去甲基化过程中，gICRs甲基化的状态得到维持[35].

许多研究从不同的角度阐述了 DNA 甲基化重

编程对于个体发育的意义：a．从遗传持续性的角

度，在早期胚胎发育和原始生殖细胞发育过程中发

生的两轮大规模 DNA 甲基化重编程过程，其目的

是为了消除亲代在生存过程中产生的异常甲基化修

饰，从而避免这些异常对于子代的影响[36]．b．从

细胞分化能力的角度，DNA 甲基化对于细胞命运

决定具有重要意义，是一种限制细胞发育潜能的表

观遗传屏障．在生命循环的关键时期，如早期胚胎

发育和原始生殖细胞发育时期，消除这种 DNA 甲

基化的屏障，有助于重新建立发育的潜能[37]．c．从

胚胎发育特点的角度，哺乳动物发育过程中两轮

DNA 去甲基化有助于基因组印迹的形成，基因组

印迹是有胎盘的哺乳动物所特有的，有助于调控胚

胎在母亲子宫内的体积．我们推测两轮的全基因组

去甲基化是哺乳动物进化中的重要一步[16, 38]．

3.2 哺乳动物甲基化重编程的机制

哺乳动物的甲基化过程是由甲基化转移酶

DNMTs 将甲基转移到胞嘧啶上实现的，在早期胚

胎发育和 PGC 发育过程中，具有从头甲基化酶活

性的 DNMT3 发挥了重要作用[29, 31, 39]．

对于哺乳动物的去甲基化过程，存在两种可能

的机制：主动去甲基化和被动去甲基化(图 2)．主

动去甲基化是通过生物酶改变胞嘧啶上的甲基化修

饰，可能是直接地去除胞嘧啶上的甲基化，也可

能是对甲基化的修饰而导致的胞嘧啶的改变．Tet

(ten eleventranslocation)蛋白可以将 mC 氧化为

hmC、fC、caC 等一系列修饰形式[40]，随后可以通

过碱基修复而消除甲基化，因为 DNMT 不能识别

DNA 甲基化位点，所以氧化的产物可能在 DNA 复

制过程中逐渐地被抛弃[41-45]；被动去甲基化是指在

DNA 复制过程中新产生的链不再保留甲基化修饰，

因此整体的甲基化水平伴随着 DNA 复制而逐渐

减半．

长久以来，认为在哺乳动物受精后，父源

DNA 的甲基化是通过主动去甲基化实现的，而母

源 DNA 的去甲基化则是通过被动去甲基化实现

的，这种理论主要是根据细胞 DNA 甲基化染色的

结果而推导出来的[46]．近期我们课题组通过可以区

分父源和母源 DNA 序列的方法揭示：在哺乳动物

早期胚胎发育过程中，父源和母源 DNA 中的多数

CpG 位点都是通过主动去甲基化的方式实现了

DNA 的去甲基化[16]．相关结论被后续研究不断地

证实[39]．然而目前对于哺乳动物 DNA 甲基化重编

程过程中去甲基化的机制仍存在很多争议，例如主

动去甲基化在全基因组中去甲基化的比例是多少？

存在不同的解释．

在 PGC 发育的过程中，Tet 氧化参与了 DNA

去甲基化[47]．在雌性生殖细胞和卵细胞的甲基化重

TDG酶介导的
碱基修复过程

被动稀释去甲基化

主动去甲基化
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编程过程中，发现 CRL4(cullin-ring finger ligase-4)

复合体和其底物受体 VPRBP 参与 Tet 的调控[48]．

但另外一些研究通过构建 Tet3 敲除的小鼠模型，

发现依赖于 DNA 复制的被动去甲基化在早期胚胎

去甲基化的过程中发挥了主要作用，Tet3 仅参与

了部分位点的去甲基化，并且也参与了母源 DNA

的去甲基化过程[39]．

除了上述几种观点外，还有一些研究将 PGC

重编程过程划分为两部分，从小鼠 7.5～9.5 天的第

一阶段的 PGC 重编程过程不会受到 Tet1 和 Tet2

缺失的影响，去甲基化过程不依赖于 5hmC[49]．从

10.5～12.5 天的较短时间窗口被划分为第二阶段的

PGC 重编程过程[50]，这一阶段的去甲基化是由 Tet

介导的主动去甲基化过程，5mC 迅速被氧化为

5hmC，甲基化水平降低的速率快于第一阶段[47, 51]．

4 展 望

从上述研究结果可以发现，早期胚胎和原始生

殖细胞发育过程中的 DNA 甲基化动态具有物种的

特异性：斑马鱼的早期胚胎遗传了精子的甲基化图

谱，而哺乳动物的早期胚胎和原始生殖细胞发育过

程则经历了整体去甲基化并重新甲基化的过程．脊

椎动物中较为低等的斑马鱼的甲基化重编程过程，

与较为高等的哺乳动物重编程过程具有非常大的差

异，而同为哺乳动物的人和小鼠的甲基化动态非常

相似．这种现象暗示着 DNA 甲基化动态可能与进

化程度、发育模式相关，追踪不同进化阶段物种的

早期胚胎 DNA 甲基化动态可能会得到非常有趣的

结果，这些数据或许能够揭示出进化过程与甲基化

重编程过程存在的关联，以及 DNA 甲基化动态具

体是如何影响遗传、发育过程的．

随着近年来对早期胚胎表观基因组动态的不断

探索，我们得以更清楚地了解表观修饰信息在亲代

与子代间的遗传过程，但同时也面临着更多的未知

问题，比如表观修饰信息 DNA 甲基化的遗传是否

还有其他的形式？DNA 甲基化图谱如何建立的？

等等一些问题．这些问题的解释将会使我们更清楚

地了解生物的遗传与发育两大奥秘．
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Abstract 5-Methylcytosine is one major epigenetic modification which plays critical roles during development,

cell differentiation and organogenesis. Recently, remarkable progress has been achieved in understanding the

programming and inheritance of DNA methylation during early embryogenesis and gametogenesis in vertebrates.

Studies have revealed that sperm DNA methylome can be stably inherited by early embryos in zebrafish. However,

both paternal and maternal methylomes undergo dramatic demethylation and reprogramming during mammalian

embryogenesis and germ cell development. Most germ-line imprinting control regions escape from demethylation

during mammalian embryogenesis, but these regions are demethylated during primordial germ cell development.
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