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哺乳动物DNA甲基化修饰的动态调控机制
徐彦辉

(复旦大学生物医学研究院，上海 200032)

摘　要：DNA 甲基化是生命体最主要的表观遗传修饰之一。哺乳动物 DNA 甲基化主要发生在胞嘧啶第五

位碳原子上，称为 5- 甲基胞嘧啶 (5-methylcytosine, 5mC)。哺乳动物 DNA 甲基化由从头 DNA 甲基转移酶

DNMT3A/3B 在胚胎发育早期建立，甲基化模式的维持由 DNA 甲基转移酶 DNMT1 实现。TET 家族蛋白氧

化 5- 甲基胞嘧啶起始 DNA 的去甲基化过程。这些 DNA 甲基化修饰酶精确调节 DNA 甲基化的动态过程，

在整个生命发育过程中发挥重要作用，其失调也与多种疾病发生密切相关。现结合国内外同行研究进展，

介绍课题组近年来对 DNA 甲基化修饰酶的结构与功能研究。
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Dynamic regulation of mammalian DNA methylation
XU Yan-Hui 

(Institutes of Biomedical Sciences, Fudan University, Shanghai 200032, China)

Abstract: DNA methylation is one of the key epigenetic modifications and mainly occurs at the carbon 5 position 
of cytosine (5-methylcytosine, 5mC). Mammalian DNA methylation is established by de novo DNA 
methyltransferases DNMT3A/3B in early embryonic development. The patterns of methylation are propagated to 
daughter cells by maintenance DNA methyltransferase DNMT1 during replication. TET proteins oxidize 5mC into 
5-hydroxymethylcytosine (5hmC), 5-formylcytosine (5fC), and 5-carboxylcytosine (5caC), and initiate DNA 
demethylation. These proteins play essential roles in various biological processes during development and their 
dysregulation is involved in many pathological processes. Here, we summarized structural and functional studies of 
these enzymes.
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表观遗传学 (epigenetics) 研究的是 DNA 序列

不发生改变的可遗传的基因组功能改变，通过对细

胞内外信号的整合，与遗传信息共同作用于生命体，

从而决定细胞和个体的表型 [1]。DNA 甲基化是发

生在 DNA 上的共价修饰，是最重要的表观遗传修

饰之一。DNA 的甲基化修饰广泛存在于古细菌、

细菌和真核生物等物种中，而在如酵母等生物中缺

失。在哺乳动物中，DNA 甲基化主要发生在胞嘧啶 -
鸟嘌呤二核苷酸 (CpG) 位点上。此外，少量非 CpG
位点的甲基化修饰也存在于胚胎干细胞 (embryonic 
stem cells, ESCs) 中。据统计，在人类基因组中，有

70%~80% 的 CpG 位点发生了甲基化修饰。未甲基

化的 CpG 二核苷酸主要富集于基因启动子区域，

通常成簇存在，被称为 CpG 岛 (CpG islands, CGIs)。
哺乳动物 DNA 甲基化修饰是可逆并且动态变

化的。DNA 甲基化修饰的建立与维持主要由两类

DNA 甲基转移酶 (DNA methyltransferases, DNMTs)
DNMT1 和 DNMT3A/3B 完成 [2-4]。DNA 甲基化的

去除机制是近年来的研究热点，目前认为是 TET 
(ten-eleven translocation, TET) 家族蛋白氧化 5- 甲基

胞嘧啶 (5-methylcytosine, 5mC) 起始这一关键过程。

在哺乳动物胚胎发育过程中，有两次主要的

DNA 甲基化去除后重建的过程。第一次是在受精

之后，雄原核甲基化水平快速降低，雌原核甲基化

水平随 DNA 复制发生被动去甲基化。从囊胚期开

始，基因组的甲基化修饰被广泛建立起来，主要由

DNMT3 家族的酶 DNMT3A 和 DNMT3B 催化 [5-6]。

第二次主要过程是在原生殖细胞 (primordial germ 
cells, PGCs) 发育过程中发生的 DNA 去甲基化，而

后再次通过DNMT3A 和DNMT3L (DNMT3-like protein)
在印记基因和转座元件上重新建立甲基化 [5-6]。上

述两个过程的 DNA 甲基化动态变化对个体发育和

生殖都是至关重要的。

DNA 的甲基化修饰是可逆的。哺乳动物有两

种主要 DNA 去甲基化机制：主动去甲基化和 DNA
复制依赖的被动去甲基化。在受精卵雌原核基因组

的去甲基化过程中，DNA 双链数目剧增，原有甲

基化修饰被逐渐稀释，呈现为被动的去甲基化的过

程。TET 家族蛋白在 DNA 主动去甲基化过程中起

关键作用。

在本文中，我们将依次叙述哺乳动物 DNA 甲

基化模式的建立者 DNMT3 家族的结构与功能，以

及 TET 蛋白的结构及其底物偏好性的机制研究。

1　DNMT3A的活性调控机制研究

哺乳动物 DNMT3 家族的成员，包括 DNMT3A、

DNMT3B 和 DNMT3L。其中，DNMT3A/3B 具有

高度同源性，在体内和体外均能催化 DNA 的甲基

化 [7] ；而 DNMT3L 不仅同源性相对较低，而且由

于催化区域内重要结构域的缺失，不具备转移甲基

基团的活性，但它能够直接结合 DNMT3A/3B 并提

高两者的酶活，并且对配子早期发育过程中的甲基

化模式的建立有着重要作用 [8]。

DNMT3A 与 DNMT3B 具有相似的结构域，包

括 N 端无规则序列、PWWP 结构域 (Pro-Trp-Trp-
Pro)、ADD 结构域 (ATRX-DNMT3-DNMT3L) 和 C
端保守的催化结构域 (catalytic domain, CD)。其中，

PWWP 结构域能识别 36 位赖氨酸三甲基化的组蛋

白 H3 (H3K36me3) 的修饰并指导 DNMT3 蛋白的亚

细胞定位 [9]。ADD 结构域由一个 C2-C2 锌指结构

和一个植物同源结构域 (plant homeodomain, PHD)
组成，能识别并结合组蛋白 H3 的 N 端，同时 4 位赖

氨酸 (K4) 甲基化可破坏该结合。因此，ADD 被认为

特异性识别K4未甲基化的组蛋白H3 (H3K4me0)[10-11]。

CD 结构域与 DNA 结合，以 S- 腺苷甲硫氨酸 (SAM)
为甲基供体，催化生成 5 位甲基化的胞嘧啶。

前期研究表明，DNMT3A 和 DNMT3L 的催化

结构域相互结合形成四聚体 [12]，其中两个 DNMT3A
的 CD 结构域形成催化中心相邻的二聚体；两个

DNMT3L 的 CD-like 结构域位于 DNMT3A 的两侧，

可能对 DNMT3A 的催化中心区域起到稳定作用。

DNMT3L 的 ADD 结构域能够与组蛋白 H3 结合，

这一相互作用会被 H3K4 位点的甲基化修饰所破

坏 [10,13]。此外，组蛋白 H3 也通过结合 Dnmt3a 的

ADD 结构域来调控 Dnmt3a 的活性：体外合成的

H3K4me0 的组蛋白多肽可以激活 Dnmt3a 的活性，

而 H3K4me3 则削弱它的激活效果，当突变掉 ADD
结构域中参与识别 H3K4 位点的关键氨基酸后，这

种对 H3K4 甲基化修饰状态的敏感性消失了 [14-15]。

我们受到上述研究的启发，利用生化和结构生

物学方法研究组蛋白修饰与 DNA 甲基化修饰的相

互调控 [16]。我们首先发现，DNMT3A 可以被组蛋

白 N 端的多肽 (H3K4me0) 所激活，但 H3K4me3 无

法激活该蛋白。同时，在核小体水平上，未修饰的

核小体也可以激活 DNMT3A，但含有 H3K4me3 的

核小体无法激活。更为有趣的是，CD 结构域无法

被 H3K4me0 多肽激活，但其本身的活性与激活后
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DNMT3A 的活性基本相当，在 ADD 结构域存在的

情况下，CD 的活性受到抑制，表明 DNMT3A 蛋白

存在活性的自抑制，加入 H3K4me0 多肽，可以解

除自抑制并激活 DNMT3A。

我们进一步解析了激活状态的 DNMT3A 结构，

发现组蛋白 H4me0 多肽结合在 ADD 结构域，其结

合方式与已知的 ADD-H3 多肽结构中发现的一致，

最关键的结合是通过第四位赖氨酸与 ADD 上的氨

基酸 D529 和 D531 形成氢键。将 K4 甲基化或者突

变 D529/D531 都会破坏两者的结合。在此激活状态

下的结构分析发现，DNMT3A 的构象与抑制态有

很大不同，ADD 结合在 CD 的另外一个表面，提示

组蛋白 H3K4me0 的结合可能会诱导 DNMT3A 发

生构象变化，使 ADD 结构域从抑制状态的结合位

点解离，变为激活状态的结合方式。在激活状态下，

ADD 不阻挡 CD 与 DNA 的结合，从而释放了

DNMT3A 的自抑制。这一构象变化进一步被电镜

与磁共振实验所验证 ( 图 1)。
我们的这一研究工作很好地说明了组蛋白 H3

通过调节 DNMT3A 的构象激活其酶活性，并指出

核小体的组蛋白招募和激活 DNMT3A，DNMT3A
具有较高酶活性的区域需要组蛋白 H3 的 N 端，因

此，组蛋白就对 DNMT3A 的工作范围做了限制。

这样的多重调控机制有助于使 DNMT3A 在特定的

区域发挥功能，避免了不必要的基因组甲基化发生。

同时，也从结构生物学的角度支持了基因组分析中

发现的 DNA 甲基化与 H3K4me3 负相关的现象。

2　TET蛋白的结构研究及其底物偏好性机制 

TET 蛋白可将 5mC 连续氧化生成 5- 羟甲基胞

嘧啶 (5-hydroxymethylcytosine, 5hmC)、5- 醛基胞嘧

啶 (5-formylcytosine, 5fC)和5-羧基胞嘧啶 (5-carboxy- 
cytosine, 5caC)[17-19]。哺乳动物 TET 家族蛋白共有

TET1/TET2/TET3 三个成员，属于 Fe(II) 和 α- 酮戊二

酸 (α-ketoglutarate, α-KG)依赖的双加氧酶超家族 [19-20]。

它们都包含有 1 个 C 端催化结构域，该结构域又包

含有 1 个特征性的半胱氨酸富集结构域 (Cys-rich)
和 1 个双链 β 螺旋结构域 (double-stranded β helix, 
DBSH)。

我们对 TET2 和 5mC-DNA 复合物的晶体学研

究阐述了 TET 蛋白识别底物 DNA 并催化反应的机

制 [21]( 图 2)。我们获得了 TET2-5mC-DNA 复合物

高分辨率 (2.0 Å) 晶体结构，发现 Cys-Rich 结构域

缠绕着 DSBH 催化核心，并被 DSBH 天然地分成

DNMT3A蛋白本身处于自抑制状态。H3K4me3存在的情况

下，DNMT3A不结合核小体。当存在H3K4me0的情况下，

H3结合并且诱导DNMT3A发生构象改变，成为激活态，使

其可以结合并催化DNA的甲基化。

图1  DNMT3A自抑制及其被组蛋白H3激活模式图[16]

催化中心中，5mC被TET特异性识别。

图2  TET2-5mC-DNA复合物结构[21]
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了 Cys-N 和 Cys-C 两部分，3 个锌指结构使 Cys-
Rich 和 DSBH 结构域的柔性区域相互连接，进而形

成一个紧凑的催化结构域。底物 DNA 位于催化结

构域核心的上方，Cys-Rich 结构域的一段 loop 伸入

DNA 双螺旋中，通过碱基翻转机制将其“撬开”，

使 5mC 碱基翻出 DNA 双螺旋并插入到 DSBH 催化

核心。催化核心通过氢键和碱基堆积力特异性识别

5mC，5mC 上的甲基朝向 Fe(II) 和 NOG (α-KG 类

似物 )，分子氧被 Fe(II) 活化后进攻甲基的 C-H 键，

最后将 5mC 氧化成 5hmC。在白血病中常见的

TET2 突变多数都发生在 DNA 识别、锌以及铁螯合

作用区域。

我们进一步的生化研究发现，TET 蛋白对

5mC-DNA 的活性远远高于 5hmC/5fC-DNA，也就

是说 TET 氧化 5mC 的 3 个反应步骤中，第一步的

反应迅速，而第二、第三步效率要低很多 [22]( 图 3)。
细胞内3种反应产物的浓度也支持我们的观测结果。

大量的测序研究发现，细胞中 5hmC 的含量远远高

于 (10~100 倍 ) 5fC 和 5caC 的含量，由此，研究人

员认为 5hmC 很可能是一类新型的表观遗传修饰。

我们由此推测，很可能是 TET 本身的酶活偏好性

导致了这一现象。我们通过大量生化分析发现，人

源的 TET1 和 TET2 都具有对 5mC 的底物偏好性，

该性质与酶和底物 DNA 结合能力等因素无关。我

们前期已经获得了TET2与 5mC-DNA的高分辨 (2.0 
Å) 晶体结构，我们进一步解析了 TET2 与 5hmC-
DNA (1.80 Å) 及 TET2 与 5fC-DNA (1.97 Å) 的晶体

结构。3 个高分辨晶体结构，使我们可以很准确地

建立了 5mC/5hmC/5fC 在催化中心的结构模型。结

构分析发现，3 个结构中，TET2 蛋白和 DNA 的整

体构象基本没有变化。在催化中心，3 种核苷酸的

胞嘧啶取向也比较一致，关键的不同点在于甲基的

取代基，即甲基、羟甲基、醛基的取向和化学环境

不同。在催化中心，5mC 的甲基与周围的氨基酸没

有特定的相互作用，这与其疏水性是一致的。5hmC
中的羟基与 NOG (α-KG 类似物 ) 形成氢键，而 5fC
中的醛基与胞嘧啶中的氮原子形成分子内氢键。

TET 属于 Fe(II) 和 α-KG 依赖的双加氧酶，我

们进一步通过生化研究，证明了消氢作用是其催化

过程的决速步骤，TET 对 3 种不同底物的催化反应

中，消氢作用的效率从高到低依次为 5mC>5hmC> 
5fC，与酶活反应效率一致。通过结构分析与分子

动力学模拟催化过程，我们提出 TET 底物偏好性

的可能机制是：在催化过程中，5mC 的甲基与胞嘧

啶相连的 C-C 键可以自由旋转，由此被消除的氢原

子可以处于优势取向，使消氢过程很容易发生。而

在 5hmC 和 5fC 中，由于羟基和醛基与周围环境的

作用，限制了碳相连的氢原子，使其远离高价态的

铁氧中间体，导致消氢作用效率低，酶活性减弱。

其他 Fe(II) 和 α-KG 依赖的双加氧酶催化不同底物

时，也可能有类似的机制。

这一研究很好地证明了细胞内 5hmC 的水平

远远高于 5fC 和 5caC，很可能是由于 TET 本身

的底物偏好性导致的，说明 5hmC、5fC 相对稳定，

一旦产生就不容易发生进一步的氧化反应。如果

要跨越这个障碍，就需要 TET 在特定的基因组

区域达到较高的浓度或者被调控蛋白或小分子所

激活。

三个TET-DNA复合物的结构比对。结合生化实验及分子动力学分析，发现TET对5mC催化活力高是因为其消氢作用效率高于

另外两种反应。

图3  TET底物偏好性机制
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3　展望

DNA 甲基化的精确动态调控对细胞的命运决

定和个体发育至关重要，其异常与多种肿瘤的发生

发展密切相关，我们对这一复杂过程的理解还有很

多工作要做，如 DNMT3A/3B 如何识别底物 DNA，

底物识别偏好性是怎样形成的。5mC 氧化产物

5hmC/5fC/5caC 是否具有表观遗传特性，还是仅仅

作为中间产物。尤其是 5hmC 在神经系统中的含量

非常高，而在某些肿瘤中含量又很低，是否具有特

定的功能。5hmC 作为潜在的表观标记是否具有特

异性的识别或者排斥蛋白。这些问题的回答将使我

们更为深入地理解 DNA 甲基化与生命发育过程的

关系。
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