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Tet双加氧酶在哺乳动物表观遗传调控中的作用
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摘　要：DNA 甲基化作为一种重要的表观遗传修饰，在哺乳动物的生长发育过程中发挥着举足轻重的功能。

DNA 甲基化谱式并不是一成不变的，个体发育过程中甲基化谱式如何建立以及如何逆转从而实现基因时空

特异性表达，一直是表观遗传领域的重大科学问题。课题以“干细胞全能性建立的表观遗传调控研究”为

主要脉络，阐明了 Tet 双加氧酶介导的 DNA 去甲基化过程及其在细胞命运决定和哺乳动物发育中的功能。

现将对项目启动五年来该课题的主要原创性工作进行综述。
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Roles of Tet proteins in mammalian epigenetic regulation
CHENG Shi-Song, DU Ya-Rui, XU Guo-Liang*

(Institute of Biochemistry and Cell Biology, Shanghai Institutes for Biological Sciences,
Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200031, China)

Abstract: DNA methylation, as an important epigenetic mark, plays crucial roles during development in mammals. 
Though 5-methylcytosine (5mC) is relatively stable, genome-wide DNA methylation reprogramming has been 
observed in two developmental stages during embryogenesis. The mechanism of the establishment and reversal of 
genomic DNA methylation patterns has remained a major scientific question in the field of epigenetics. Our group 
has focused on the epigenetic mechanism of establishment of pluripotent stem cell identity and has elucidated the 
Tet dioxygenase mediated DNA demethylation pathway as well as its role in cell fate transition and development in 
mammals. This article attempts to review the research progress of the five-year project.
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DNA 甲基化作为一种重要的表观遗传修饰，

在生物体内发挥着举足轻重的功能。在哺乳动物中，

DNA 甲基化主要以 5mC ( 胞嘧啶第 5 位碳原子的

甲基化 ) 的形式存在于 CpG 双核苷酸位点。DNA
甲基化可以引起染色质结构和活性的改变，在基因

表达调控、遗传印迹、X 染色体失活、转座子和反

转录病毒序列的沉默以及胚胎发育和细胞分化等过

程中发挥作用。DNA 甲基化的异常可能会引起癌

症等一系列人类疾病 [1]。

DNA 甲基化的重要功能表明其必然受到精确

的调控，也暗示 DNA 的甲基化谱式不是一成不变

的。在小鼠胚胎发育过程中，DNA 甲基化谱式会

出现两次大规模的重编程。第一次是在迁移过程中

的原始生殖细胞中，全基因组，包括印迹基因在内

的大部分基因都发生去甲基化，但随着生殖细胞的

发育而被重新甲基化。第二次发生在受精到着床前

的早期胚胎发育阶段，受精卵内的雌雄原核分别发

生 DNA 去甲基化。此外，DNA 去甲基化还会在特

定时期发生在基因组特定的位点，参与调控局部的

基因表达 [2]。

在哺乳动物中，DNA 的甲基化主要是通过

DNA 甲基转移酶 (DNA methyltransferase, Dnmt) 的
催化，将甲基供体 S- 腺苷甲硫氨酸 (S-adenosyl
methionine, SAM) 上的甲基基团转移到 DNA 上来

实现。DNA 甲基转移酶按其功能可以分为维持性

(maintenance) 甲基转移酶和起始性 (de novo) 甲基转

移酶两种。DNMT3a/3b 主要负责起始性 DNA 甲基

化 [3]，而 DNMT1 则主要结合在半甲基化的 DNA 上，

负责在 DNA 复制过程中甲基化状态的维持 [4]。

DNA 的去甲基化主要有两种方式，分别是依赖

DNA 复制的被动去甲基化和酶活反应介导的主动

去甲基化。当 DNMT1 表达被下调或不具有活性的

时候，DNA 的甲基化随着其复制被逐步稀释的过

程被称为被动去甲基化。而科学家们更专注于研究

DNA 主动去甲基化的机制。随着 2009 年 Tet 双加

氧酶家族的发现，DNA 主动去甲基化的研究也取

得了重要进展。本篇综述主要论述 Tet 双加氧酶介

导的 5mC 氧化在哺乳动物生长发育和细胞谱系转

变过程中的生物学作用。

1　Tet双加氧酶-TDG糖苷酶介导的DNA主动

去甲基化

TET 蛋白家族共有 3 个成员，分别为 TET1、
TET2 和 TET3。其中 TET1 是在研究一例存在 t(10; 

11)(q22; q23) 异位的白血病患者时鉴定成功的，故

而得名 [5]。2009 年，美国科学院院士 Anjana Rao
实验室发现，DNA 双加氧酶 Tet1 在 Fe2+ 和 α- 酮戊

二酸的存在下可以将 5mC 氧化为 5- 羟甲基胞嘧啶

(5hmC)[6]。同年，另一实验室发现，5hmC 在小脑

浦肯野细胞中含量很高 [7]，为之提供佐证，这使得

人们对 DNA 去甲基化机理的认识有了新的思路。

在此基础上，我们首次提出了氧化作用与碱基

切除修复 (base excision repair, BER) 途径协同介导

的 DNA 主动去甲基化机制 [8]。我们优化了 Tet 蛋
白的体外反应条件，在辅因子二价铁离子、α- 酮戊

二酸和 ATP 的存在下，将含 5mC 或者 5hmC 的

DNA 作为反应底物与 Tet 蛋白反应一段时间后，通

过高效液相色谱 (HPLC) 和薄层层析 (TLC) 分离检

测的方法显示，5mC 或 5hmC 被转化成了一种新的

修饰碱基形式。经质谱鉴定，确定这种新的修饰为 5-
羧基胞嘧啶 (5caC)。在正常哺乳动物细胞中，5caC
含量极低，常规方法检测不到。在 HEK293T 细胞

中过表达 Tet2 蛋白后可在基因组 DNA 中检测到

5caC，而过表达 Tet2 突变体蛋白则无法检测到

5caC，表明 Tet 蛋白通过氧化作用将 5mC 转变成了

5caC。进一步的研究显示，TDG 糖苷酶能够在体

外特异性地识别并切除5caC。细胞实验进一步表明，

在外源 Tet 过表达的 293T 细胞中本应该能检测到

的 5caC 在过表达 TDG 后消失。Tdg knockdown 或

者 Tdg knockout 的 ES 细胞核抽提物切除 5caC 的能

力也降低，并且细胞基因组中呈现 5caC 的积累。

以上结果说明，5mC 和 5hmC 均可以被 Tet 双加氧

酶进一步氧化产生一种新的碱基形式 5caC，并且

5caC 可以被 TDG 糖苷酶特异性识别并切除，进而

启动 BER 修复途径将原来的 5mC 替换成未修饰的

C，从而实现真正的 DNA 去甲基化过程。同期的

Science 杂志上，美国北卡罗来纳大学华人科学家张

毅教授实验室也发现，Tet 蛋白可以在体外将 5mC
氧化成 5- 醛基胞嘧啶 (5fC) 和 5caC，但他们没有继

续研究 5caC 如何转变成未修饰的胞嘧啶 [9]。

2　Tet双加氧酶介导的5mC氧化在受精卵中的

作用

精子和卵细胞的表观遗传组 (epigenomes) 具有

十分显著的差别，其中精子具有很高水平的 DNA
甲基化，而卵细胞的 DNA 甲基化水平相对较低 [10]。

受精后，精子和卵细胞都会经历一系列 DNA 甲基

化组的重编程，从而建立起早期胚胎的发育全能性。
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传统观念认为受精后父本基因组 DNA 会经历大规

模的主动去甲基化，母本基因组 DNA 会伴随着卵

裂的进行发生被动去甲基化 [11]。然而，徐国良实验

室的工作显示父本和母本基因组 DNA 都会发生

Tet3 依赖的主动去甲基化和 DNA 复制依赖的被动

去甲基化 [12]。

TET 家族 3 个蛋白中只有 Tet3 双加氧酶高表

达于卵细胞内，且受精后 Tet3 蛋白特异性地在雄原

核内富集，暗示 Tet3 介导的 5mC 氧化有可能在雄

原核 DNA 的去甲基化过程中发挥作用。利用 5hmC
特异性的抗体通过免疫荧光实验证实在精子和卵子

受精后不久，雄原核中 5hmC 的荧光信号逐渐增强；

与此相应地，5mC 的信号逐渐减弱。针对 5caC 的

免疫荧光实验显示，小鼠受精卵中的 5mC 还被进

一步氧化成 5caC。进一步实验发现，母源 Tet3 缺

失的受精卵中，雄原核 5mC 水平维持恒定，而

5mC 向 5hmC 和 5caC 的转变无法正常发生。Tet3
的缺失使父本 Line1 重复序列和 Oct4、Nanog 等基

因的去甲基化受阻，早期胚胎 Oct4 激活延迟。生

殖系特异性敲除 Tet3 的雌鼠生育力显著下降，与野

生型雄鼠交配后产生的杂合子胚胎中接近半数无法

正常发育至出生。此外，在体细胞核移植实验中，

缺失了 Tet3 的卵细胞对移入的供体细胞核的重编程

能力也显著下降。

由于在受精卵中 5hmC 信号的增强和 5mC 信

号的减弱主要发生在父本雄原核中，起初认为母本

雌原核基因组并没有发生 Tet3 介导的 5mC 氧化。

利用最近发展的单细胞简并代表性甲基化测序

(scRRBS)、发夹 DNA 甲基化测序 (hairpin BS-seq)
以及测定 5fC/5caC 的 MAB-Seq (M.SssI-Assisted Bisulfite 
Sequencing) 等单碱基分辨率的 DNA 甲基化等几种

表观修饰分析技术，结合 Tet3 和 Tdg 生殖系选择

性敲除的小鼠模型，我们对受精卵中母本和父本基

因组 DNA 去甲基化的分子机制进行了系统的研

究。受精后父本和母本基因组都会发生大规模的

Tet3 依赖的主动去甲基化和 DNA 复制依赖的被动

去甲基化。父本基因组上的重复元件，如 B1/SINE、
LINE-1 等在受精后会发生复制依赖的被动去甲基

化，而精子中高甲基化的 Nanog 和卵子中高甲基化

的 Dnmt3b 等在受精后都会发生 Tet3 依赖的主动去

甲基化。Tet 介导的 5mC 氧化一方面可以继续通过

主动去甲基化机制完成 DNA 去甲基化；另一方面，

由于 5hmC 产物不利于 DNMT1 甲基转移酶辅助因

子 UHRF1 结合到基因组中而加速 DNA 甲基化的

被动稀释。在发生主动去甲基化的区域，5mC 会被

未修饰的胞嘧啶 (cytosine) 取代，而几乎没有高级

氧化产物 5fC/5caC 的残留。

虽然 DNA 双加氧酶 Tet3 介导了这一主动去甲

基化过程的发生，但 5fC/5caC 的清除并不依赖于

糖苷酶 TDG。首先，TDG 并不是一个母源因子，

在受精卵中几乎不表达
[13] ；其次，TDG 介导的

BER 途径涉及基因组 DNA 双链的断裂与修复，在

受精卵早期胚胎发育中以这种途径来完成 DNA 主

动去甲基化过程风险相对很高；最后，母源缺失

TDG 的受精卵中 5mC 到 C 的转变仍能正常发生。

以上结果暗示在 Tet3 介导的 5mC 氧化途径的下游

存在着其他蛋白质负责 5hmC/5fC/5caC 等氧化产物

的清除，实现 DNA 的主动去甲基化。5caC 脱羧酶

有可能是一个更为理想的 DNA 去甲基化接棒者，

目前探索这一酶的研究还在继续进行。

3　Tet双加氧酶介导的5mC氧化在干细胞和重

编程中的作用

在小鼠胚胎干细胞分化和体细胞重编程过程中

也存在 DNA 甲基化的动态变化。在胚胎期 3.5 d，
内细胞团来源的胚胎干细胞 DNA 甲基化水平处于

最低状态，多能性相关转录因子大量表达；随着囊

胚期内细胞团上胚层的分化，基因组 DNA 甲基化

状态逐渐恢复到正常水平，各种成体分化相关基因

开始特异性表达 [14]。在胚胎干细胞中，起始性

DNA 甲基转移酶 Dnmt3a 和 Dnmt3b，双加氧酶

Tet1 和 Tet2 以及糖苷酶 TDG 都高表达，暗示这些

蛋白质因子所介导的甲基化动态变化对干细胞多能

性的维持和分化有着重要调控作用。

然而，TET 家族蛋白对于胚胎干细胞多能性的

维持并没有想象中的重要 [15]，但在体细胞重编程过

程中却发挥着重要的调控作用。2006 年，日本科学

家山中伸弥实验室利用 Oct4、Klf2/4、Sox2 和 c-Myc 
4 个转录因子将小鼠成纤维细胞诱导成多能性干细

胞，这种诱导形成的干细胞被称为诱导性多能干细

胞 (induced pluripotent stem cells, iPSCs)[16]。Costa 
等 [17] 研究发现，Tet2 被招募到 Nanog 和 Esrrb 位

点来激活它们的表达，并且 Tet1 和 Tet2 通过与

Nanog 蛋白相互作用来促进诱导重编程过程。我国

科学家高绍荣课题组发现，TET1 不仅可以通过促

进多能性基因的去甲基化以及重新激活 Oct4 来提

升诱导重编程的效率，甚至还可以在诱导重编程中

代替 Oct4 来完成这一过程 [18]。最近几年关于维生
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素 C 通过与 TET 家族蛋白相互作用来调控诱导重

编程效率的研究也有不少报道，其中就包括裴端卿

与徐国良课题组合作的成果。这一研究发现，当

Tet1 敲除时，维生素 C 可以促进诱导重编程过程；

但当 Tet1 超量表达时，维生素 C 就会抑制诱导重

编程过程 [19]。

此外，徐国良课题组联合广州与北京的相关科

研人员，制备了敲除 Tet 家族的 3 个成员及 Tdg 基

因的成纤维细胞，观察其重编程为诱导性多能干细

胞 (iPSCs) 的能力。研究发现，Tet1/2/3 或者 Tdg 的

缺失阻断 5mC 的氧化去甲基化过程，缺乏氧化去

甲基化能力的间充质类型的成纤维细胞完全丧失了

发生重编程的能力。随后研究发现，Tet 或者 Tdg
缺失的成纤维细胞被阻断在诱导重编程起始阶段的

MET 转变阶段。进一步的研究发现，Tet 家族蛋白

或 Tdg 的缺失导致 MET 发生过程中关键的 miR-
200 家族基因不能被激活，而且将 miR-200 基因转

入 Tet 或者 Tdg 缺失的成纤维细胞中则可以恢复它

们的诱导重编程能力。由此可以推断，Tet 和 TDG
使 miR-200 家族基因去甲基化来促进它们的表达，

而 miR-200 家族基因能够促进成纤维细胞越过 MET
障碍，从而顺利完成重编程。对于已经跨过 MET
转变过程的上皮类型的神经前体细胞，或者新生鼠

皮肤角质细胞则不需要 Tet 和 TDG 就能发生重编

程，显示出了这种调控的特异性。即成纤维细胞越

过 MET 障碍之后，即使没有 Tet 和 TDG 也能顺利

完成重编程。以上结果表明，Tet-TDG 介导的去甲

基化对于多能性基因 ( 如 Oct4 和 Nanog 等 ) 的激活

等后续事件并不是必需的，更正了之前关于多能性

基因激活机理的错误认识
[20]。

4　Tet双加氧酶介导的5-mC氧化在成体神经发

生过程中的作用

大脑神经系统是一个高度复杂有序的智慧系

统，既涉及到生长发育这些形态学变化，也涉及到

学习、记忆与认知等高层次思维活动。DNA 甲基

化水平的异常以及 DNA 甲基转移酶 DNMT 的异常

表达可以引起多种神经系统疾病。近年来发现

5hmC 在小鼠神经元中含量很高 ( 大约占甲基化胞

嘧啶总量的 40%)[7]，并且 Tet 家族 3 个蛋白在神经

元中都高表达，这些似乎在暗示 Tet 蛋白介导的

5mC 氧化在神经系统发挥着重要作用。

在早期胚胎的大脑皮层的神经发生过程中，随

着神经元逐渐分化，Tet2 和 Tet3 的表达水平逐渐上

升。当降低 Tet2 和 Tet3 的表达时，早期胚胎会表

现出明显的神经发生缺陷表型 ；相反，当提高 Tet2
和 Tet3 的表达时，早期胚胎的神经发生过程会被促

进 [21]。此外，在非洲爪蟾中 Tet3 被沉默后，爪蟾

会表现出明显的眼部发育缺陷和神经发育缺陷 [22]。

不仅在早期胚胎的神经发生阶段，即使在成体

神经发育阶段，Tet 家族蛋白也被证明在其中发挥

重要作用。2013 年，徐国良课题组的研究发现，

Tet1 基因敲除虽然不影响小鼠的生长发育，但对成

年小鼠海马区神经前体细胞的增殖具有调控作用。

Tet1 蛋白缺失后，成年小鼠神经前体细胞增殖能力

降低，神经发生过程受损，并伴随有空间学习和短

期记忆能力的下降。同时，Tet1 的敲除致使与神经

前体细胞增殖及成体神经发生相关的基因发生异常

的高甲基化，从而使其表达水平下调，在一定程度

上导致了小鼠成体神经发生过程的缺陷 [23]。此外，

其他实验室也得到类似的结果，都发现 Tet1 缺失的

小鼠神经元中 DNA 甲基化谱式异常，并且有大量

基因表达异常，以致小鼠的学习记忆都受到明显的

损害 [24- 25]。

5　总结与展望

随着 Tet 家族蛋白功能的揭示，以及 5hmC、
5fC 和 5caC 这些不同修饰胞嘧啶碱基的发现，大家

逐渐加深了对于 DNA 主动去甲基化机制和功能的

了解。人们一直认为 DNA 甲基化在哺乳动物生长

发育过程中和细胞谱系转变中发挥着重要的作用，

Tet 家族蛋白介导的 5mC 氧化通过丰富 DNA 甲基

化动态变化的方式来增强细胞和组织可塑性。尽管

Tet-TDG 介导的 DNA 主动去甲基化在早期胚胎发

育、成体神经发生以及体细胞重编程等过程中的作

用被本实验室和国际同行广泛研究，仍有很多未解

之谜等待大家去解开，如受精卵中 Tet3 介导的

5mC 氧化去甲基化的下游可能存在不依赖于 TDG
的其他的去甲基化途径，其他糖苷酶介导的 BER
途径或者是否存在潜在的 5fC 脱醛酶和 5caC 脱羧

酶在受精卵中发挥作用；5hmC、5fC 以及 5caC 仅

仅是去甲基化过程中的中间产物还是能和 5mC 一

样独立地作为一种表观遗传标记起到生物学作用。

Dnmt1、Dnmt3a 或 Dnmt3b 基因敲除小鼠都产生致

死表型，表型相对较为严重，这也表明 DNA 甲基

化谱式的建立与维持对于生物体生长发育的重要

性；但是 Tet 家族基因敲除的小鼠表型相对较为温

和，Tet1 和 Tet2 双敲除小鼠也可以存活，Tet3 基因
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敲除小鼠在出生后 1 d 死亡。我们推测，小鼠中

TET 家族蛋白 3 个成员之间存在着某种程度上互补

作用，也许通过在小鼠中实现3个Tet基因同时敲除，

才能更为深刻地展示 Tet 家族蛋白及其介导的 5mC
氧化对于生物体生长发育的重要性。
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