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植物中DNA甲基化及去甲基化研究进展
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摘　要 ：DNA 甲基化及去甲基化是生物体调控基因表达的重要机制。在植物中，DNA 甲基化的建立主要

通过依赖于小 RNA 的甲基化途径来实现，最近的研究发现了 DNA 甲基化最初起始的新机制。DNA 主动

去甲基化由 ROS1/DME 家族介导并通过碱基切除修复的通路来实现。最新的研究发现了 ROS1 下游参与碱

基切除修复的多个关键因子。更重要的是，越来越多的参与调控 DNA 主动去甲基化的特异性的因子及其

作用机制被发现。现介绍植物体中 DNA 甲基化建立和维持的机制，并着重讨论植物体中 DNA 主动去甲基

化方向的最新进展。
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Mechanisms of DNA methylation and demethylation in plants
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Abstract: DNA methylation and demethylation are important mechanisms regulating gene expression. In 
Arabidopsis thaliana, the establishment of DNA methylation is achieved by the RNA-directed DNA methylation 
(RdDM) pathway. Recent studies revealed mechanisms that trigger the initiation of the canonical RdDM pathway. 
Active DNA demethylation in A. thaliana is mediated by the ROS1 subfamily of 5-methylcytosine-specific DNA 
glycosylases via the base excision repair mechanism. Recent studies identified key factors that catalyze the 
downstream steps of active DNA demethylation. More importantly, multiple factors that regulate site-specific 
targeting of ROS1 were identified. This review summarizes mechanisms of DNA methylation and also discusses 
recent advances in active DNA demethylation. 
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DNA 甲基化发生于胞嘧啶第五位碳原子上，

是一种很重要的表观遗传学修饰。在哺乳动物细胞

中，DNA 甲基化主要发生于 CG 位点；而在植物中，

DNA 甲基化发生于 CG、CHG、CHH 位点 (H 代表

除鸟嘌呤之外的其他碱基 )。在哺乳动物细胞中，

60%~90% 的 CG 位点被甲基化 [1] ；而在高等植物细

胞中，被甲基化的胞嘧啶最多可以占到总胞嘧啶数

的 50%[2]。发生于基因启动子区域的 DNA 甲基化

通常起到抑制基因转录的作用 [3]。DNA 甲基化在

维持基因组稳定性方面起到重要作用，同时，DNA
甲基化调控很多关键的生物学过程，如抑制印记基

因表达、使 X 染色体失活、控制基因的组织特异性

表达等 [4]。

1　植物体中DNA甲基化的建立及维持

在植物中，DNA 在各个位点的甲基化的建立是

通过一条依赖于小 RNA 的甲基化途径来实现的 [4]。

在这条途径中，植物特有的 RNA 聚合酶 Pol IV 首

先转录出 30~40 nt 长度的转录本 [5]，然后，RNA
聚合酶 RDR2 以之为模板合成双链的 RNA[6]。之前

人们设想 RDR2 能够指数型扩增 Pol IV 转录本，从

而以很少数量的 Pol IV 转录本产生很多的双链

RNA。但最近的研究证实，Pol IV 的活性与 RDR2
的活性高度一致，并且一条 Pol IV 转录本对应于一

条双链 RNA[5,7]。切割酶 DCL3 切割 RDR2 产生的

双链 RNA 产生长度为 24 nt 的小 RNA。双链小

RNA 的一条链结合 AGO4 并与 Pol V 产生的长链非

编码转录本发生碱基配对 [8]。通过碱基配对，

AGO4 和小 RNA 形成的复合体招募 DNA 甲基转移

酶 DRM2 ( 哺乳动物细胞中 DNMT3 的同源蛋白 )

到靶位点，催化 DNA 甲基化的建立 [9-10]。

由于这条依赖于小 RNA 的甲基化途径最初由

Pol IV 和 Pol V 介导，DNA 甲基化建立的特异性取

决于 Pol IV 和 Pol V 的特异性招募。之前的研究显

示两个 Pol IV 的相互作用蛋白 CLSY1 和 DTF1 能

够识别第 9 位赖氨酸被甲基化的组蛋白 H3，并帮

助 Pol IV 定位到这个位点 [11-13]。SUVH2 和 SUVH9
通过与 Pol V 的相互作用蛋白复合体 DMS3/DRD1/
RDM1 (DDR) 结合，介导 Pol V 被招募到已经有较

低程度 DNA 甲基化的位点 [14-17]。这样的话，这条

经典的依赖于小 RNA 的甲基化途径其实是依赖于

DNA 序列上一些已经建立好的表观遗传学标记。

但究其根本，那些已经建立好的 DNA 甲基化修饰

最初是如何建立起来的，这个问题是研究 DNA 甲

基化的难点。由于一些转座子元件的 DNA 甲基化

依赖于 RNA 聚合酶 Pol II 以及 RDR6 [18-19]，人们认

为 Pol II 和 RDR6 产生的 RNA 前体可以被 DCL2
和 DCL4 切割生成 21~22 nt 小 RNA。这些小 RNA
负责起始较低水平的 DNA 甲基化，从而激发经典

的依赖于 24 nt 小 RNA 的甲基化途径 [19-21] ( 图 1)。
Mari-Ordonez 等 [22] 的报道表明，DCL3 可以切割

Pol II 和 RDR6 产生的 RNA 前体产生 24 nt 小 RNA，

这些小 RNA 起始 DNA 甲基化。2016 年，Ye 等 [23]

研究发现，部分不依赖于 DCL 蛋白切割而产生的

小 RNA 有可能参与 DNA 甲基化的起始。虽然大多

数不依赖于 DCL 蛋白切割而产生的小 RNA 由 Pol 
IV 转录产生，参与 DNA 甲基化起始的这类小 RNA
的前体是由 Pol II 转录，然后 Pol II 转录本可能被

RDR6 转变成双链 RNA。双链 RNA 中的一条链与

AGO4 结合并被一类有削减活性的 3′-5′核酸外切酶

图1  植物中DNA甲基化的起始和维持
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削减，从而产生长度呈梯度分布的 20~60 nt 小
RNA [23]。这些不依赖于 DCL 蛋白切割产生的小

RNA 在没有任何甲基化修饰的位点从头建立 DNA
甲基化，为之后参与经典的甲基化建立途径的蛋白

质的招募提供标记 ( 图 1)。
一旦 DNA 甲基化建立，在 CG 位点发生的甲

基化由 DNA 甲基转移酶 MET1 ( 哺乳动物细胞中

DNMT1 的同源蛋白 ) 来维持，在 CHG 位点的甲基

化由 DNA 甲基转移酶 CMT3 来维持，而在 CHH
位点发生的甲基化不能被维持，必须在每个细胞周

期中被重新建立 [18]。当 CHH 甲基化的靶位点被建

立较低程度的 DNA 甲基化之后，Pol IV、RDR2 以

及 Pol V 被认为可以被招募到这些已经建立表观遗

传学标记的位点。Pol IV 和 RDR2 产生双链或单链

的 RNA 转录本。双链的转录本被 DCL3 切割产生

24 nt 的小 RNA，通过经典的依赖于小 RNA 的途径

加强 CHH 甲基化 ( 图 1)。而单链的转录本结合

AGO4 被 RNA 外切酶削减产生不依赖于 DCL 蛋白

的长度呈梯度分布的 20~60 nt 的小 RNA[23-24]。虽然

与经典的 24 nt 小 RNA 的产生途径不同，这些不依

赖于 DCL 蛋白的小 RNA 的产生同样促进 CHH 甲

基化水平的提高 ( 图 1)。 除了 DNA 甲基转移酶

DRM2 之外，最近的报道揭示 CMT2 也参与催化

CHH 位点发生 DNA 甲基化 [25]。

2　植物体中DNA去甲基化途径

基因组中 DNA 甲基化的水平及模式不仅取决

于 DNA 甲基化的建立与维持，也取决于 DNA 去

甲基化的发生。DNA 去甲基化可以分为被动去甲

基化和主动去甲基化。被动去甲基化指在 DNA 复

制后，由于维持型 DNA 甲基转移酶失活，新合成

的 DNA 链不能被甲基化的情形。主动去甲基化不

依赖于 DNA 复制，是由一系列的酶催化发生的 [26]。

在植物体中，DNA 主动去甲基化是由 ROS1 家族

转葡糖基酶来起始的。ROS1 家族成员包括 ROS1、
DME、DML2 和 DML3，它们都具有切除 5- 甲基

胞嘧啶的活性，不论甲基化处于 CG、CHG 还是

CHH 序列中 [27]。ROS1、DML2 和 DML3 负责植物

不同组织体细胞中的 DNA 去甲基化，而 DME 特

异地在之后发育成胚乳的雌配子体中心细胞中表达

并负责中心细胞及胚乳中母系印记基因的 DNA 去

甲基化 [28]。当去甲基化发生时，ROS1、DME、DML2
和 DML3 不仅能够水解 DNA 链脱氧核苷酸和碱基

之间的糖苷键，去除甲基化的胞嘧啶，同时，也能

够利用它们的裂解酶活性在 DNA 链上去掉碱基的

位点产生切口 [27,29-30]。因此，ROS1、DME、DML2
和 DML3 被称为双功能转葡糖基酶，不同于只能切

除碱基的单功能转葡糖基酶。当它们的裂解酶活

性在 DNA 链上产生一个切口时，这样的反应被称

为 β 消除反应。β 消除反应的产物为一段有缺口

的 DNA，缺口的 3′端为 3′磷酸 -α,β- 不饱和醛 (3′-
PUA)[31-32]。当它们的裂解酶活性在 DNA 链上产生

两个切口时，这样的反应被称为 β,δ 消除反应。β,δ
消除反应的产物同样为一段有缺口的 DNA，但缺

口的 3′端为 3′磷酸基 [31-32]。无论是进行 β消除反应，

还是进行 β,δ 消除反应，DNA 缺口的 3′ 端都需要

转变为 3′羟基。这样，下游的 DNA 聚合酶才能识

别这个 3′末端并在此加上一个非甲基化的胞嘧啶，

然后 DNA 连接酶进一步进行连接反应完成 DNA
去甲基化的过程。

ROS1 家族蛋白介导的 DNA 主动去甲基化过

程类似于 DNA 损伤修复中的碱基切除修复，但是

在很长一段时间内，ROS1 家族蛋白下游的其他负

责参与 DNA 去甲基化过程的酶都没有被发现及研

究。最新的研究显示，拟南芥中 ZDP 基因编码一

个 N 端为 DNA 结合区域、C 端为 3′磷酸酶结构域

的蛋白质。由于哺乳动物细胞中 PNKP 蛋白在碱基

切除修复中负责把 β,δ 消除反应产物 3′磷酸基转变

为 3′羟基 [33]，而 ZDP 与之有序列同源性，研究者

推测 ZDP 很可能参与 DNA 主动去甲基化过程中

ROS1 β,δ消除反应产物的转变。进一步的研究证实，

ZDP 能够特异性地把 ROS1 β,δ 消除反应产物转变

为 3′羟基，而不能把 ROS1 β 消除反应产物 3′-PUA
转变为 3′ 羟基 [34] ( 图 2)。在细胞中 ZDP 与 ROS1
共定位，ZDP 的突变导致几百个位点甲基化水平升

高，这些位点主要位于转座子元件，并且这些位点

在 ROS1 的突变体中也表现为甲基化水平升高 [34]。

然而，在 RD29A 这个转基因的启动子区域，

ZDP 突变导致的甲基化水平升高程度比 ROS1 突变

导致的甲基化水平升高程度小；另外，有一些位点

的甲基化水平在 ros1 突变体中升高，但在 zdp 突变

体中不变。这些事实说明，ROS1 下游有另一条不

依赖于 ZDP 的去甲基化分支通路。这条分支通路

很可能是由于 ROS1 进行了 β 消除反应，产生的 3′-
PUA 被不依赖于 ZDP 的酶转变为 3′羟基。由于哺

乳动物细胞中 APE1 蛋白在碱基切除修复中行使这

种催化功能，推测在植物体中 APE 蛋白很可能通

过转变 β 消除反应产物参与到 DNA 去甲基化途径。
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图2  植物和动物中DNA主动去甲基化途径

植物体中编码 3 个 APE 蛋白，分别是 APE1L、APE2、
ARP [35]。Li 等 [36] 的生化实验证实，APE1L 具有很

强的把 3′-PUA 转变为 3′羟基的活性，同时具有微

弱的把 3′磷酸基转变为 3′羟基的活性；ARP 具有

微弱的把 3′-PUA 转变为 3′ 羟基的活性；而 APE2
则不具有这种活性；APE1L 在体外与 ROS1 相互结

合，并在细胞内与 ROS1 部分共定位；APE1L 的突

变导致上千个位点 DNA 甲基化水平升高，与 ZDP
突变导致的甲基化水平升高不同的是，这些甲基化

水平升高的位点更多地集中于编码基因的区域。这

样，APE1L 和 ZDP 参与的反应代表了 DNA 去甲基

化途径的两个不同分支 ( 图 2)。
由于植物中存在多个 DNA 聚合酶并且一些

DNA 聚合酶的突变是胚胎致死的，目前无法确定

哪一个 DNA 聚合酶参与 DNA 去甲基化途径中非

甲基化胞嘧啶的掺入；但是，2015 年，Li 等 [37] 研

究证实，在 AtLIG1、AtLIG1a、AtLIG4、AtLIG6 这

4 个 DNA 连接酶中，AtLIG1 与 ROS1、APE1L、ZDP
在细胞内共定位并负责去甲基化完成后 DNA 链切

口的连接。至此，植物体中整个 DNA 去甲基化通

路及除 DNA 聚合酶之外的负责完成各个步骤的关

键因子基本清晰。

在哺乳动物细胞中，ROS1 和 DME 的同源蛋

白未被发现，5- 甲基胞嘧啶也不能直接被切除。5-
甲基胞嘧啶可以被 AID/APOBEC 蛋白通过脱氨反

应转变成胸腺嘧啶，然后，被胸腺嘧啶转葡糖基酶

通过 G/T 错配修复的方式去除 [38]。或者，5- 甲基

胞嘧啶可以被 TET 家族蛋白氧化，生成 5- 羟甲基

胞嘧啶、5- 甲酰胞嘧啶及 5- 羧基胞嘧啶 [39]。TDG
转葡糖基酶具有去除这些修饰后的胞嘧啶的活性，

之后碱基切除修复通路的因子负责完成整个 DNA
去甲基化过程 [39] ( 图 2)。由此可见，尽管动物和植

物中 DNA 主动去甲基化在起始的时候采用的机制

不同，但最终都是通过碱基切除修复机制来完成的。

3　植物体中DNA主动去甲基化的调控

植物体中 DNA 主动去甲基化的调控首先在于

ROS1 的表达水平受到其启动子区域一段序列甲基

化水平的调控 [40-41]。这段序列位于 ROS1 5′UTR 及

启动子上的一个转座子元件之间 [40]，当细胞中依赖

于小 RNA 的甲基化途径活性升高时，这段序列被

甲基化。这样的甲基化促进 ROS1 表达水平升高以

及 DNA 主动去甲基化活动的增强，最终甲基化途

径的活性被拮抗，细胞中一些位点的甲基化水平达

到平衡 [40-41]。反之，当细胞中依赖于小 RNA 的甲

基化途径活性降低，其靶位点不需要去甲基化时，

这段序列被去甲基化，ROS1 表达水平下降。这段

序列被认为是细胞中甲基化水平的一个感知器，这

个感知器起到调节去甲基化途径活性及一些位点最

终甲基化水平的重要作用。

另一个调控植物体中 DNA 主动去甲基化的方

式在于植物体对 ROS1 这个去甲基化酶的活性的调

节。2015 年，报道显示 ROS1 蛋白具有一段保守的

铁硫结构单元。MET18，又被称为 MMS19，能够
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结合 ROS1，并通过转运铁硫簇到 ROS1 蛋白上来

调节 ROS1 酶的活性 [42-43]。当 MET18 突变后，细

胞中多个位点甲基化水平升高，这些位点与 ros1 突

变体中甲基化水平升高的位点在很大程度上重合。

植物体中 DNA 去甲基化的发生并不是全局性

的，而存在位点特异性，因此，植物体中 DNA 主

动去甲基化的调控还在于 ROS1 等去甲基化酶如何

被特异性地招募到其靶位点进行去甲基化。之前的

研究显示 ROS3 与 ROS1 共定位，ROS3 通过与小

RNA结合来指导ROS1被招募到特定位点。2012年，

Qian 等 [44] 和 Li 等 [45] 利用一种特殊的 Chop PCR
反应进行的筛选及遗传学筛选发现，一个组蛋白乙

酰转移酶 IDM1 能够调控 ROS1 的招募；IDM1 又

被称为 ROS4，编码一个含有 N 端乙酰转移酶结构

域、MBD 结构域及 PHD 指状结构域的蛋白；

IDM1 能够识别组蛋白 H3 第 4 位赖氨酸不被双甲

基化或三甲基化但是 DNA 的 CG 序列被甲基化的

位点，并在这些位点催化组蛋白 H3 第 18 位及第

23 位赖氨酸的乙酰化。这些表观遗传学标记的建立

不仅有利于 ROS1 等去甲基化酶的识别，也有利于

创造更宽松的染色质环境使 ROS1 等去甲基化酶能

够接近这些位点。当 IDM1 突变后，大约有 1 000
个位点 DNA 甲基化水平升高，这些位点的甲基化

水平在 ros1 突变体中也都表现为升高，但是在 ros1 
idm1 双突变体中，这些位点的甲基化水平不会继续

升高，说明 IDM1 和 ROS1 处于同一条 DNA 去甲

基化信号通路 [44]。利用同样的 Chop PCR 进行筛选，

研究者发现 IDM2 能够通过调节 IDM1 对组蛋白

H3 第 18 位赖氨酸乙酰化的活性来参与 DNA 去甲

基化 [46-47]。IDM2，又被称为 ROS5，编码一个具有

α 晶体蛋白结构域的非典型热激蛋白。IDM2 与

IDM1 直接相互作用，并在细胞内部分共定位 [46-47]。

当 IDM2 突变后，IDM1 对组蛋白 H3 第 18 位赖氨

酸乙酰化的活性降低。与 IDM1 突变一样，IDM2
的突变导致 1 000 多个位点 DNA 甲基化水平增高，

进一步的分析显示 IDM2 与 IDM1、ROS1 处于同

一条去甲基化信号通路 [46]，但是 IDM1 与 IDM2 调
控的区域更集中于基因编码区域 [44,46]。利用遗传学

筛选及亲和纯化蛋白质复合体的方法，研究者进一

步发现 MBD7 和 IDM3 ( 又被称为 IDL1) 与 IDM1
和 IDM2 相互作用并参与 DNA 去甲基化途径 [48-49]。

IDM3 是一个和 IDM2 序列高度类似的非典型热激

蛋白。MBD7 具有结合甲基化的 CG 序列的结构域，

因此，能够把 IDM 蛋白复合体招募到 CG 甲基化

密集的区域进行组蛋白 H3 的乙酰化 [48-50]。

总之，IDM 蛋白复合体的发现大大拓展了人

们对于植物体中 DNA 去甲基化调控机制的了解，

但是 IDM 蛋白复合体只能够解释 ROS1 是怎样被

招募到它的一部分靶位点的。希望未来的研究能够

发现更多的负责招募 ROS1 到特定染色质区域的蛋

白质。

4　植物体中DNA主动去甲基化的生物学功能

在植物体中，依赖于小 RNA 的甲基化途径介

导其同源序列的转录水平沉默。DNA 主动去甲基

化对于防止转基因及内源基因被甲基化沉默有重要

意义。ROS1 基因的发现源于其突变导致 RD29A 启

动子驱动的荧光素酶 (LUC) 转基因及其驱动的内源

基因沉默 [51]。ROS1 对于 35S 启动子驱动的编码卡

那霉素抗性的 NPTII 基因的表达也是必需的。ZDP
作用于 ROS1 等去甲基酶下游，ZDP 对于 RD29A
驱动的转基因及内源基因的表达也是必需的 [34]。相

反，APE1L 的突变不影响 RD29A-LUC 的表达 [36]。

由于 ZDP 和 APE1L 控制两条不同的去甲基化分支

通路，ZDP 和 APE1L 被认为负责防止不同内源基因

的沉默 [34,36]，但是，目前还不清楚这两个蛋白具体

控制哪些位点的表达。由于 IDM1、IDM2、IDM3 和

MBD7 起到重要的调节 ROS1 定位的作用，它们的

突变也都分别导致基因组多个位点的沉默。和 ROS1
不同的是，它们对于35S-NPTII基因的表达是必需的，

但是并不控制 RD29A-LUC 的表达 [44,46,48-50]。

DNA 主动去甲基化对印记基因在特定时空表

达有重要意义。DME 被发现对于母系印记基因

MEA 和 FWA 在胚乳中的特异性表达起决定性作用，

DME 的突变导致 MEA 和 FWA 等母系印记基因被沉

默，胚胎母系致死 [28-29]。ZDP 和 APE1L 的单突变不

影响母系印记基因 MEA 和 FWA 在胚乳中的特异性

表达，但有趣的是，ZDP 和 APE1L 的双突变导致

MEA 和 FWA 等母系印记基因被沉默，最终导致和

DME 突变后一样的胚胎母系致死表型 [36]。负责

DNA 去甲基化最后一步连接反应的 AtLIG1 突变后，

同样导致 MEA 和 FWA 等母系印记基因被沉默 [37]。

转座子和反转座子在通常情况下被甲基化及其

他抑制型组蛋白修饰所沉默。它们的沉默防止了转

座事件影响正常基因的表达，避免了基因组不稳定。

长期以来的研究发现，有些转座子其实有很低水平

的表达，DNA 去甲基化是维持这些转座子表达的

重要因素 [52]。另外，DNA 去甲基化有时足以引发
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转座子或反转座子的跳跃 [53]。例如，2011 年，La
等 [54] 研究发现，在水稻中，Tos17 反转座子的跳跃

被 DNA 去甲基化酶 DNG701 所调控。在长期的进

化过程中，转座子的跳跃对于形成基因组多样性，

或进化出有利于宿主细胞的基因有重要意义。

DNA 去甲基化还可以响应非生物或生物胁迫，

起到重要的激活特定群体基因表达的作用。最早在

玉米中进行的研究发现，冷刺激会诱导玉米根部细

胞基因组去甲基化，这样的去甲基化对于多个基因

同时被诱导表达以响应冷刺激以及引起一些可遗传

至后代的表观遗传学改变具有重要意义 [55]。2014年，

Le 等 [56] 研究发现，在拟南芥中 DNA 去甲基化能

够在植物体被真菌病原体处理后诱发多个抗病基因

的激活。而在番茄中进行的研究发现，ROS1 的过

表达能够调控响应盐刺激的类黄酮合成及抗氧化通

路基因的表达 [57]。

总之，随着在各个物种中参与 DNA 去甲基化

的因子被鉴定出来，以及各种条件下基因组 DNA
去甲基化的情况被研究，DNA 去甲基化的更多功

能将被揭示。

5　总结和展望

模式植物拟南芥以其基因组小、生活周期短、

便于遗传筛选等特点，成为研究 DNA 主动去甲基

化机制及功能的理想实验材料。尽管人们发现

DNA 去甲基化在玉米、水稻及其他植物中发挥着

重要生物学功能，这些物种中 DNA 去甲基化的途

径及负责关键反应的酶还都未知。今后的研究当以

拟南芥中 DNA 去甲基化的知识为基础，进一步研

究一些重要作物中 DNA 去甲基化的机制。这样的

研究或将有利于提高农作物抗病抗逆性。另外，尽

管人们对于 ROS1 介导的 DNA 去甲基化途径相对

清楚，植物体中很可能存在其他独立于 ROS1 的

DNA 主动去甲基化机制，但是这些机制是什么及

究竟如何发挥作用目前尚不清楚。另外，更多的组

蛋白修饰与 DNA 去甲基化途径之间的关系还很不

清楚。环境和表观遗传又是怎样的关系，这些问题

都需要在接下来的研究中解决。
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