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TET家族蛋白介导的DNA氧化的调控与其生物学功能
熊　俊，朱　冰*

(中国科学院生物物理研究所生物大分子国家重点实验室，北京 100101)

摘　要：发生在 DNA 胞嘧啶上的甲基化 (5mC) 是哺乳动物细胞基因组上最主要的 DNA 修饰形式，其形成

的碳碳键具有较高键能，不易被破坏。TET 家族蛋白可以催化 5mC 逐渐氧化成羟甲基胞嘧啶 (5hmC)、醛

基胞嘧啶 (5fC) 和羧基胞嘧啶 (5caC)，再通过细胞分裂过程中 DNA 复制，或者利用碱基切除修复途径，最

终实现 DNA 去甲基化。过去几年表观基因组学和结构生物学的研究都表明，在不同细胞、不同的基因组

位点，5mC 的氧化反应受到严格的调控，主要表现在两个方面：5mC 氧化反应发生的基因组范围和 5mC
逐步氧化反应的进行程度。以国家自然科学基金委重大研究计划“细胞编程和重编程的表观遗传机制”为

依托，朱冰实验室发现了胚胎干细胞的多能性转录因子 SALL4A 与 TET 家族蛋白共同调节远端调控区域

5mC 的氧化过程。首先，将介绍 5mC 的不同氧化产物在小鼠基因组上的分布和动态变化，进而讨论 TET
家族蛋白催化 5mC 氧化反应的调控机制，最后，探讨 5mC 氧化参与调节基因组转录的可能的生物学功能。
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TET-mediated DNA oxidation and its biological functions
XIONG Jun, ZHU Bing*

(National Key Laboratory of Biomacromolecules, Institute of Biophysics, 
Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China)

Abstract: 5-methylcytosine is the most abundant modified nucleotide in mammalian genome, which is hard to 
remove from the genome due to the carbon-carbon bond between the methyl group and cytosine. TET family 
proteins successively catalyze 5mC to oxidized forms including 5-hydroxymethylcytosine (5hmC), 5- 
formylcytosine (5fC), and 5-carboxylcytosine (5caC), which may result in eventual demethylation through passive 
dilution during mitosis or with the help of thymine DNA glycosylase (TDG) and the base excision repair machinery. 
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Recent genomic mapping and structural studies have revealed that 5mC oxidation in the genome is strictly regulated 
at multiple layers. In this review, we first describe the distribution and dynamics of different 5mC oxidative products 
in mouse genomes. Then we summarize current knowledge on how the oxidation reaction is controlled. Finally, we 
discuss the possible role of TET-mediated DNA oxidation in transcription regulation.
Key words: DNA oxidation; DNA hydroxymethylation; TET proteins

哺乳动物基因组 DNA 中胞嘧啶的甲基化修饰

被认为是最稳定的表观遗传修饰，其通常发生在

CpG 二核苷酸回文序列，形成对称的甲基化修饰

(fully methylation)。DNA 复制后，带有甲基化修饰

的亲代基因组 DNA 母链与没有修饰的子链配对，

形成半甲基化状态的 CpG 序列 (hemi-methylation)。
DNA 甲基转移酶 1 (DNMT1) 以半甲基化状态的

CpG 为底物，催化子链 CpG 甲基化，从而以半保

留复制的方式，在子代细胞中维持与亲代细胞基因

组 DNA 一致的甲基化修饰 [1-3]。近年来的研究发现，

TET 家族蛋白能够催化 5mC 的第 5 位甲基逐步氧

化成羟甲基、醛基和羧基，催化生成 5hmC 的反应

速率远高于催化生成 5fC 和 5caC[4-8]。5mC 的氧化

会在 DNA 复制后生成不利于 DNMT1 催化的半修

饰状态 CpG，因而会导致数次细胞分裂后，发生

5mC 氧化反应的位点在子代细胞中失去甲基化修

饰 [9]。另一方面，TDG (thymine DNA glycosylase)
可以高效地切除基因组 DNA 上的 5fC 和 5caC，产

生脱碱基位点，继而在碱基切除修复 (base excision 
repair, BER) 途径的作用下修复缺口，回复到无修

饰的状态，这一过程即 DNA 氧化去甲基化 [7,10-11]。

TDG 的这种活性也在一定程度上使得基因组上的

5fC 和 5caC 含量远低于 5hmC 的含量。DNA 上修

饰状态的动态变化拓展了 DNA 甲基化所承载的表

观遗传信息的可塑性，越来越多的研究开始发现，

TET 家族蛋白催化的 5mC 氧化反应在维持细胞转

录组和细胞状态稳定方面的重要作用。

1　5mC氧化产物在基因组上的分布与动态变化

基因组上的 DNA 氧化反应受到严格的调控，

一方面 DNA 序列特异的转录因子或辅因子可以招

募 TET 蛋白或 TDG 到特定的基因组位点；另一方

面，结构生物学的研究发现，TET 家族蛋白催化

5mC 氧化的能力逐级减弱，氧化反应持续进行的能

力可以被精细地调控 [8]。已经有研究表明，基因组

不同区域的 5hmC被进一步氧化的可能性不尽相同，

在一些区域，5hmC 可以稳定存在，而在别的区域

会被迅速地进一步氧化，导致 DNA 去甲基化。在

这些调控机制的共同作用下，5mC 各种不同氧化产

物在基因组上的分布也各有差异。

在小鼠胚胎干细胞中，活跃转录基因的启动子

和转录起始位点附近通常缺少 5hmC，以及进一步

的氧化产物 5fC 和 5caC[12-18]。这些启动子上 CpG
序列的分布密度一般较高，且通常是未甲基化的，

同时分布有带组蛋白H3K4三甲基化修饰的核小体，

能够抑制 DNA 甲基转移酶的活性 [19]，因而 DNA
氧化反应的底物相对较少。TET1 通过 CXXC 结构

域与其他蛋白相互作用，也主要分布在这类启动子

上，可以将错误 DNA 甲基化迅速氧化来维持这些

启动子的低甲基化状态 [20]，也有可能从空间上阻止

DNA 甲基化酶与其底物 DNA 结合，防止启动子被

错误地甲基化 [21]。胚胎干细胞中有一类所谓的

bivalent 启动子，这类启动子既带有抑制性组蛋白修

饰 H3K27me3，又富集激活性组蛋白修饰 H3K4me3，
其所调控的基因多与胚胎发育、组织分化等有关，

所以在胚胎干细胞中多处于转录被抑制的状态，而

在随后的分化过程中将被激活表达 [22]。5mC 的各

种氧化产物都在 bivalent 启动子区域分布较多，而

bivalent 启动子要维持其已经完成初始活化的状态，

则有可能需要活跃的 DNA 氧化反应 [12,14-15,23]。

利用亲和富集的方法，可以在基因内部 (gene 
body)，尤其是活跃转录的基因外显子上检测到相

对较多的 5hmC[12,24]。这一现象在人或小鼠的其他

细胞类型和原代组织中也被相继发现，且在多数细

胞中，基因内部的 5hmC 富集程度与基因转录水平

呈正相关。基因内部的 5mC 主要由 DNA 甲基转移

酶 DNMT3B 催化产生 [25]，较高程度的 DNA 甲基

化可以抑制从基因内部起始的错误转录的发生 [26]。

目前尚不清楚基因内部的 DNA 氧化是如何发生的，

然而，较丰富的 5mC 底物是导致氧化反应活跃的

先决条件之一。5hmC 在外显子和内含子的边界区

域有更高的富集，暗示 TET 蛋白催化的 5mC 氧化

可能参与调节外显子的选择和 mRNA 剪切 [27-29]。

基因的远端调控区域 ( 或增强子 ) 通常为
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DNase I 敏感区域，其范围内 CpG 二核苷酸序列含

量较少，DNA 甲基化水平较低 (low-methylated regions, 
LMRs)，但一般富集较高水平的组蛋白 H3K4me1
修饰 [30-31]。虽然 TET1 在远端调控区域分布的富集

程度不高，明显低于其在启动子和 CpG 密集区域

的定位，但 5hmC 的丰度在远端调控区域却相对较

高 [14-15,23,32-33]。Yu 等 [14] 在单碱基精度下分析 5hmC
的分布发现，5hmC 主要富集在转录因子结合位点

两侧，而在结合位点中心区域则没有 5hmC 分布。

在缺失 TDG 的小鼠胚胎干细胞中，5fC 和 5caC 会

在基因组上逐渐积累。通过分析这些积累下来的

5fC 和 5caC 在基因组上的分布，发现 5fC 和 5caC
都倾向于积累在基因远端调控位点上，表明这些区

域有较高的 5mC 氧化反应活性 [16-18]。在缺失 TET2
或者所有 TET 蛋白的小鼠胚胎干细胞基因组上，也

可以检测到远端调控位点上 DNA 甲基化水平升

高 [18,34]，说明这些位点发生了 TET 蛋白介导的

DNA 去甲基化事件。转录因子结合在远端调控区

域，通过 DNA 成环 (DNA looping)，促使启动子与

远端调控区域相互接触，并使得结合在启动子的

TET1 能够催化远端调控区域的 DNA 氧化反应。在

基金委重大研究计划“细胞编程和重编程的表观遗

传机制”项目的支持下，本实验室发现，TET1 在

远端调控区域的催化活性有限，其催化的 5mC 氧

化反应多停留在 5hmC 阶段，不能完全介导 DNA
去甲基化，而 TET2 特异性地被招募到远端调控区

域，催化 5hmC 的进一步氧化产生 5fC 或 5caC，继

而促使 DNA 氧化去甲基化过程得以完成 [35]。

2　TET蛋白介导的DNA氧化去甲基化的调节

机制

TET 蛋白是依赖于二价铁离子和 α- 酮戊二酸

的双加氧酶，将铁离子作为氧化还原的辅因子，以 α-
酮戊二酸、O2 和 5mC 为底物，催化生成琥珀酸、

CO2 和 5hmC。细胞代谢状态和所处微环境的改变

会影响一系列代谢产物和电解质浓度，从而影响细

胞内相关的酶的生化活性，甚至改变酶催化反应的

性质 (图1)[36]。α-酮戊二酸是三羧酸循环的中间产物，

主要由异柠檬酸脱氢酶 (isocitrate dehydrogenase, 
IDH) 催化产生。在胶质瘤和恶性血液系统肿瘤里

常见 IDH1 和 IDH2 基因的功能获得型突变，这种

突变使得 IDH 将 α- 酮戊二酸催化生成 R-2- 羟戊二

酸 ((R)-2-hydroxyglutarate, R-2HG)[37-38]，一方面降

低细胞内 α- 酮戊二酸的浓度；另一方面，R-2HG

能够竞争性结合并抑制依赖于 α- 酮戊二酸的双加

氧酶活性，抑制 TET 蛋白介导的基因组 DNA 氧化

去甲基化 [39]。因此，IDH 突变的组织细胞常表现出

基因组 DNA 甲基化水平上升、5mC 氧化产物减少

及某些组蛋白甲基化修饰水平上升等特征 [36,40-42]。

此外，琥珀酸脱氢酶和延胡索酸水化酶的突变或缺

失导致细胞内琥珀酸和延胡索酸浓度升高，这两种

三羧酸循环的中间产物与 α- 酮戊二酸的化学结构

类似，也可以竞争性结合并抑制依赖于 α- 酮戊二

酸的双加氧酶活性 ( 图 1)[43]。细胞内的溶氧量也会

影响 TET 蛋白的活性。在缺氧条件下，某些体外

培养的肿瘤细胞基因组上 5hmC 的含量显著下降，

缺氧降低 TET 蛋白活性，导致肿瘤患者体内局部

缺氧的肿瘤组织细胞DNA甲基化水平升高 [44]。此外，

维生素 C 可以直接与 TET 蛋白的催化结构域结合，

通过帮助 TET 蛋白正确折叠，或者循环利用辅因子

二价铁离子来提高 TET 蛋白的催化活性 [45]。

通过改变细胞代谢产物来影响 TET 蛋白活性

的效果是广泛而缺少特异性的。调节 TET 蛋白对

DNA 底物的选择性和结合能力，以及对 TET 蛋白

进行翻译后修饰则可实现对 TET 蛋白介导的 DNA
氧化反应的精细调控。如前所述，TET1 利用其

CXXC 结构域结合在 CpG 序列含量较高的基因启

动子附近，催化启动子上错误出现的 5mC 迅速地

被氧化去甲基化，也有可能通过 DNA 成环介导的

远端调控区域与启动子的相互接触，催化远端调控

区域的 DNA 氧化。TET2 的 CXXC 结构域在进化

过程中与 TET2 蛋白分离，由于发生染色体倒位，

编码 TET2 CXXC 结构域的外显子形成一个独立基

因，表达名为 IDAX 的蛋白 [46]。IDAX 通过两种可

能的途径调节 TET2 的活性：其一是 IDAX 与 TET2
结合形成蛋白质复合物，将 TET2 招募到其结合区

域；其二是 IDAX 可激活 CASPASE，导致 TET2 被

降解，从而降低基因组 DNA 氧化反应活性 [46]。与

之类似地，多种与 TET 相互作用的蛋白相继被报道

能够调节 TET 蛋白介导的 DNA 氧化反应。母体效

应蛋白 DPPA3 可与 TET2 和 TET3 结合，在体外反

应实验中抑制这两个蛋白的催化活性 [47]。TET3 催

化受精之后雄原核与雌原核基因组上 5mC 的氧化，

帮助原核基因组实现全基因组范围的 DNA 去甲基

化 [48-50]。多种研究手段都发现，在这一过程中，雌

原核上 DNA 氧化反应的水平远远低于雄原核 [49-52]，

其原因一方面是因为受精前成熟卵细胞基因组的甲

基化水平就低于精子，另一方面则可能是由于 DPPA3
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被特异地招募到雌原核上，对 TET3 的活性有所抑

制。此外，CRL4 泛素连接酶复合物可以促进 TET
家族蛋白与基因组 DNA 的结合，提高催化反应效

率 [53-54]。序列或位点专一性的 DNA 结合蛋白可以

将不同的 TET 蛋白招募到基因组特定位置，如小鼠

胚胎干细胞中 NANOG[55]、PRDM14[56] 和 LIN28A[57]，

以及急性髓系白血病细胞中转录因子 WT1[58] 和小

鼠视网膜细胞中的转录因子 REST[59] 等。

对 TET 蛋白进行翻译后修饰可以调节 TET 蛋

白的细胞定位、蛋白稳定性以及酶催化活性。

O-GlcNAc 糖基化修饰是最早被报道的 TET 蛋白翻

译后修饰，多个研究组报道了乙酰氨基葡萄糖转移

酶 (O-linked β-N-acetylglucosamine transferase, OGT)
与 TET 蛋白相互作用，催化 TET 蛋白 O-GlcNAc
修饰 [60-61]。然而，目前还缺少确凿的证据来证明

O-GlcNAc 修饰影响 TET 蛋白功能的分子机制，文

献中已报道的方式包括阻止 TET1 蛋白被泛素化 -
蛋白酶体途径降解 [60]、调节 TET3 蛋白在细胞内的

定位分布 [61] 等。此外，有研究报道，CRL4 泛素连

接酶复合物催化的 TET 蛋白单泛素化和乙酰转移

酶 P300 催化的乙酰化都能够提高 TET 蛋白与染色

质的结合能力，在体外实验中利用 P300 乙酰化

图1  TET蛋白的活性受到细胞内多种代谢产物的调节
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TET2 蛋白可以促进其催化活性 [54,62]。这些翻译后

修饰参与调控 TET 蛋白介导的 DNA 氧化反应，甚

至有可能在基因组上这些修饰酶结合的区域，就地

(on-site) 修饰邻近的 TET 蛋白，调节其催化活性。

糖基化、乙酰化以及磷酸化 [63] 都以细胞内小分子

代谢物作为反应底物，因此，细胞内能量平衡和代

谢状态的变化不仅会影响 TET 蛋白催化反应所需

的小分子底物和辅因子浓度，还可能通过影响 TET
蛋白的翻译后修饰来调节其催化活性。研究 TET
蛋白参与响应胞内外环境变化过程中的作用及其分

子机制，将有利于更好地理解 TET 蛋白与 DNA 氧

化的生物学功能。

3　TET蛋白与DNA氧化的生物学功能

关于 TET 蛋白与 5mC 氧化的生物学功能的讨

论，主要包括两个方面：其一是通过氧化去甲基化

实现 DNA 去甲基化；其二是作为一类特殊的核苷

酸，招募能与之特异性结合的蛋白质来行使功能。

综合近几年的研究发现，在胚胎发育早期的两个重

要的全基因组范围 DNA 去甲基化事件中，TET 蛋

白介导的DNA氧化去甲基化都发挥了重要的作用 [21]。

2016 年，Dai 等 [64] 报道了 TET 蛋白介导的 DNA
氧化去甲基化在小鼠胚胎原肠运动中，与 DNA 甲

基转移酶一起调节 Lefty-Nodal 信号通路，确保胚

胎正常发育。如前所述，基因组上 5fC 和 5caC 的含

量远低于 5hmC，其原因一是 TET 蛋白催化 5hmC
进一步氧化成为 5fC 和 5caC 的活性相对较弱，二

是 5fC 和 5caC 会被 TDG 迅速地切除掉，所以，这

两种修饰的核苷酸能否作为一种稳定的表观遗传修

饰发挥功能还有待进一步研究。Vermeulen 实验室

利用蛋白质质谱等高通量技术，系统性地分析了多

种细胞和组织中选择性结合 5hmC 的蛋白，发现不

同细胞和组织中具有其组织细胞特有的结合 5hmC
的蛋白 [65]。他们还发现在神经细胞中 UHRF2 和

THY28 表达量较高，能够特异性地结合 5hmC，并

且过表达 UHRF2 可以显著提高 TET1 在细胞中的

催化活性。Zhou 等 [66] 解析了 UHRF2 与羟甲基化

修饰的 DNA 的共结晶晶体结构，并结合体外生化

实验，发现 UHRF2 以二聚体的形式结合带有对称

羟甲基化修饰的 CpG 二核苷酸序列。神经元细胞

因为不再进行细胞分裂，基因组上的 5hmC 不会被

DNA 复制所稀释，所以，神经元基因组上的 5hmC
含量非常丰富，例如浦肯野细胞中 5hmC 约占所有

5mC 的 40%[67]，完全羟甲基化的 CpG 比例也相应

较高。如前所述，Mellen 等 [68] 报道神经元的基因

组上，基因内部的羟甲基化水平与基因转录呈正相

关，UHRF2 在神经元中结合完全羟甲基化的 CpG
后，如何招募或促进 TET 蛋白的催化活性，以及

影响基因转录的分子机制还有待更深入的研究。值

得注意的是，胚胎干细胞基因组上仅有 21% 的羟

甲基化修饰是在 CpG 二核苷酸序列上对称存在

的 [14] ；Wen 等 [29] 也报道在人的大脑皮层组织细胞

中，基因内部 DNA 的有义链上含有更多的 5hmC，
无义链上则有更多的 5mC；此外，Wu等 [69] 利用MAB-
seq (M.SssI methylase-assisted bisulfite sequencing) 技
术发现在 TDG 表达被抑制的小鼠胚胎干细胞基因

组上，绝大部分的 5fC/5caC 也是非对称存在的。综

合以上研究成果，可以提出一个有趣的假设：活跃

转录基因内部的有义链上有较多的 DNA 氧化反应

发生，而借助碱基切除修复途径完成去甲基化的过

程，将有可能抑制以有义链为模板进行的反义转录。

进一步分析 5fC/5caC 和 BER 活性在有义链和无义

链上的差异，以及其对 DNA 转录的影响，将为理

解在基因内部 TET 蛋白介导 DNA 氧化反应的生物

学意义提供更多的线索。

基因远端调控区域富集 5hmC，也有较多的

DNA 氧化去甲基化事件发生。因为没有证据证明

5hmC 可以像 5mC 那样在细胞分裂过程中也复制到

新合成的 DNA 子链上，所以一般认为基因组上的

5hmC 一直处于动态平衡的状态。在基金委重大研

究计划“细胞编程和重编程的表观遗传机制”项目

的支持下，本实验室利用稳定同位素标记的细胞培

养 (SILAC) 联合亲和纯化与蛋白质定量质谱技术，

发现胚胎发育早期重要的多能性转录因子 SALL4A
倾向于结合含有 5hmC 修饰的 DNA[35]。在小鼠胚

胎干细胞中，SALL4A 蛋白主要定位于远端调控区

域，而且其与染色质的结合在很大程度上依赖于

TET1 蛋白。SALL4A 可以稳定 TET2 在其结合的

远端调控区域上的定位，通过影响 TET2 与其催化

底物DNA的相互作用，促使5hmC被进一步氧化 [35]。

据此，本实验室提出了 5mC 的协同递进氧化概念，

结合基因组特定功能区域的蛋白，能够招募 TET
蛋白催化其结合位点附近的 5hmC 进一步氧化，从

而介导去甲基化 ( 图 2)。在没有转录因子结合的情

况下，染色质处于开放状态的基因组调控区域

DNA 将会以所谓被动填充 (passive fill-in) 的方式被

甲基化 [70-71]。本实验室的研究揭示，在不同发育阶

段不同组织细胞中，有可能存在类似的利用染色质
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或 DNA 结合蛋白，通过调节 TET 蛋白介导的 DNA
氧化反应来维持调控区域特定功能的机制。

4　结语

DNA 氧化去甲基化的发现，首次证实了在哺

乳动物细胞中 DNA 去甲基化可以经由酶催化的生

化反应来实现。近几年在研究 DNA 氧化去甲基化

分子机制、生化原理以及生物学意义方面取得了丰

硕的成果，然而，还有一些问题有待将来的研究解

答：第一，5caC 能否通过脱羧反应生成没有修饰的

胞嘧啶，实现 DNA 去甲基化；第二，越来越多的

表观遗传相关的修饰酶被报道具有不依赖酶催化活

性的功能，而 TET 蛋白不依赖催化活性的功能还

没有被明确地解析；第三，5hmC 能否像 5mC 招募

MECP2 等那样作为稳定的表观遗传学标记招募特

异结合蛋白。未来在这些方面的研究，将使人们对

TET 家族蛋白介导的 DNA 氧化的机制和生物学意

义有更深入的认识。
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