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摘　要：DNA 甲基化是真核生物的重要表观遗传修饰，如胞嘧啶 C5 位甲基化 5- 甲基胞嘧啶 (5mC) 和腺嘌

呤 N6 位甲基化 6- 甲基腺嘌呤 (6mA)。DNA 5mC可经 Tet 双加氧酶催化氧化形成 5- 羟甲基胞嘧啶 (5hmC)、5-
醛甲基胞嘧啶 (5fC) 和 5- 羧基胞嘧啶 (5caC)。这些氧化产物不仅是去甲基化过程的中间体，而且也可能存

在各自特有的表观调控功能。其中，5hmC 异常可能和癌症相关，有可能成为疾病诊断的生物标志物。发

展可靠、高灵敏和抗干扰能力强的 DNA 甲基化和去甲基化检测技术和方法至关重要，有助于理解甲基化

和去甲基化的分子机制以及提高肿瘤的诊断水平。现针对 DNA 甲基化和去甲基化检测技术进行简要介绍。
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Abstract: Eukaryotic DNA methylations, including methylation of C5 position of cytosine 5-methylcytosine (5mC) 
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and N6 position of adenine (6-methyladenine, 6mA), are critical and important epigenetic markers. DNA 5mC can 
be oxidized to form three intermediates, 5-hydroxymethylcytosine (5hmC), 5-formylcytosine (5fC), 
5-carboxylcytosine (5caC), as catalized by Tet family dioxygenases. In addition to being as demethylation 
intermediates, 5hmC content is negatively correlated with tumor occurrence, and thus is a potential biomarker 
indicating occurrence and development of tumors. To understand these events and underlying mechanisms, it is 
essential to develop reliable, sensitive and interference-free methods for detection of DNA methylation and 
demethylation. Here we briefly review and discuss analytical and sequencing technologies for detection of 
epigenetic modifications involved in DNA methylation and demethylation.
Key words: DNA methylation; DNA demethylation; detection method; 5mC; 6mA; 5hmC; 5fC; 5caC; 5hmU

遗传信息载体 DNA 由 4 种碱基 (A、G、C、T)
组成。其中，胞嘧啶和腺嘌呤可发生由酶催化产生

的甲基化，是表观遗传学研究的重要对象。胞嘧啶

甲基化可发生在 C5 位和 N4 位，分别形成 5- 甲基胞

嘧啶 (5mC) 和 4- 甲基胞嘧啶 (4mC) ；腺嘌呤甲基化

发生在 N6 位，形成 N6- 甲基腺嘌呤 (6mA)[1-3]。5mC
广泛存在于真核生物基因组，而 6mA 和 4mC 则主

要存在于原核生物 DNA。早期研究者只在低等真

核生物小球藻、衣藻和四膜虫等基因组中检测到

6mA[4-7]，而 2015 年以来在果蝇、线虫、猪、斑马

鱼等基因组中相继检测到 6mA[8-12]，表明 6mA 可能

广泛存在于真核生物基因组。目前尚无真核生物

DNA 4mC 存在的报道。

5mC 拥有相对稳定的化学结构，如果没有经

过维持性 DNMT1 的甲基化复制，可实现被动去甲

基化 [13]。但是，长期以来存在一个重要的科学问题：

是否存在主动去甲基化途径。布氏锥虫 (Trypanosoma 
brucei) 中 JBP1 (J binding protein 1) 和 JBP2 能够将

T 氧化为 5hmU，其辅助因子为 Fe2+ 和 α 酮戊二

酸 [14-15]。Tahiliani 等 [16] 发现，小鼠中 JBP1、JBP2
的同源蛋白 TET1 (ten-eleven translocation 1) 能将 5mC
氧化为 5hmC。TET 还能将 5hmC 继续氧化生成

5fC 和 5caC[17-18]，从而被 TDG (thymine DNA glycosylase)
从 DNA 中去除 [17]。Yin 等 [19] 发现，维生素 C 在体

外和体内均显著增强 TET 酶活性，是潜在的 TET
酶辅助因子。Pfaffeneder等 [20]通过 [13C,D3]-Methionine
示踪发现仅有 0.06% 的 5hmU 可能来自 5hmC 脱氨，

随后采用 [13C,15N2]-T 示踪证实 75% 的 5hmU 来自

TET 酶氧化，另外 25% 可能由 T 和 ROS (reactive 
oxygen species) 反应生成。这和先前 Nabel 等 [21] 未

检测到 AID (activation-induced cytidine deaminase) 和
APOBEC (apolipoprotein B mRNA editing enzyme 
catalytic subunit) 对 5hmC 的脱氨活性相一致。5hmU
则可以通过 SMUG1 (single-strand-selective mono-

functional uracil-DNA glycosylase 1)、MBD4 (methyl- 
CpG binding domain 4) 和 TDG 去除 [22-23]。现已在

线虫中发现腺嘌呤的甲基化酶 DAMT-1 (DNA N6 

adenine methyltransferase 1)，而在果蝇中发现的

TET 同源蛋白 DMAD (DNA 6mA demethylase) 则发

挥 6mA 去甲基化作用。此外，在小鼠胚胎干细胞

(mESCs) 中 ALKBH1 (AlkB homolog 1, histone H2A 
dioxygenase) 调控 6mA 的去甲基化 [8,10,12]，但体外

并未重复出 ALKBH1 的 6mA 去甲基化活性。值得

注意的是，体外反应中，如果使用过高浓度 Fe2+ (1 
mmol/L)，易造成假阳性结果。目前所发现的主要

DNA 甲基化和去甲基化途径如图 1 所示。

DNA 甲基化和去甲基化修饰在生物体内可能

发挥各自独立的功能。哺乳动物中，5mC 主要富集

在基因组胞嘧啶 - 鸟嘌呤二核苷酸 (CpG) 位点 [24-25]，

参与基因沉默、X 染色体失活、细胞分化和胚胎发

育等过程 [25-27]。6mA在细菌限制修饰系统 (restriction- 
modification system)、细胞周期、DNA 复制和修复

等过程发挥重要作用 [28-30]。异常的 DNA 甲基化和

羟甲基化通常和疾病的发生密切相关，如急性髓细

胞样白血病 [31]、畸胎瘤 [32]、癌症 [33-35] 等。而基于

以下因素，5hmC、5fC 和 5caC 可能不仅是 5mC 的

氧化产物，而且可能拥有各自特定的表观遗传功能。

第一，对 DNA 可塑性的影响 5fC>5hmC>5caC>5mC[36]，

可能通过改变 DNA 双螺旋构象，发挥对染色体

和基因表达的调控作用；第二，结合蛋白种类

5hmC<5mC<5fC[37]，可能通过不同的结合蛋白来调

控不同的信号通路；第三，5hmC、5fC、5caC 和 5mC
在基因组 DNA 上的分布存在显著差异 [38-41] ；另外，

5hmC 对 RNA 聚合酶 2 的转录速率没有明显影

响 [42-43]，而 5fC 和 5caC 能够抑制 RNA 聚合酶 2 的

转录 [42]。值得注意的是，5hmC 脱氨或 T 经 Tet 酶氧

化均可形成 5hmU，但其表观遗传功能尚不清楚 [44-45]。

对以上 DNA 修饰在基因组的丰度以及空间分
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布的分析，则是深入理解其功能的重要基础。这

些分析方法包括超高效液相色谱 - 串联质谱法

(UHPLC-MS/MS)、气相色谱 - 串联质谱法 (GC-MS/
MS)、斑点杂交 (dot blot)、免疫荧光成像和 DNA
测序技术等。限于篇幅，本文仅对胞嘧啶甲基化和

去甲基化的主要检测方法进行简要介绍，重点介绍

5hmU 和 6mA 的检测方法。

1　胞嘧啶甲基化和去甲基化的检测方法

胞嘧啶甲基化和去甲基化的总量测定方法包括
32P 标记 - 纸层析法 [16,46]、毛细管电泳法 [47]、GC-
MS/MS[48]、酶联免疫法 [46,49]、UHPLC-MS/MS
等 [19,50-52]，而绘制甲基化和去甲基化修饰图谱技术

主要包括重亚硫酸盐测序 (bisulfite sequencing)[53-54]、

氧化重亚硫酸盐测序 (oxidative bisulfite sequencing, 
oxBS-Seq)[39]、单分子实时测序 (single-molecule real-time 
sequencing, SMRT) 等 [39,52,55-58]。其中 UHPLC-MS/MS
具有灵敏度高、特异性好和能够提供物质的结构信

息的特点，能够对 DNA 修饰进行定性和定量分析，

而 DNA 测序技术能够绘制特定 DNA 修饰的精细

图谱。下面简要介绍这两种技术。

利用 UHPLC-MS/MS 法测定基因组修饰的整

体水平，首先需要将 DNA 酶解为单核苷，并根据

不同核苷修饰在色谱柱上的保留能力差异进行分

离，然后在离子源内离子化为带电荷粒子，在电场

的作用下根据荷质比大小发生迁移，最终被高灵敏

的质谱检测器接收。由于该技术利用核苷修饰的特

有离子对进行检测，因而赋予了其强大的定性和定

量能力。本实验室开发了一种快速、高灵敏度的

UHPLC-MS/MS 分析方法，在人类精子 DNA 中检

测到 5mC 水平为 3.79%~4.65%，且日内和日间精确度

良好 (1.50%~5.70%)[59]。研究结果还发现，NH4HCO3

能够通过增强 5mC、5hmC 和 5fC 的电喷雾离子化

效率，从而显著提升检测方法的灵敏度 [19,51,60]。采

用 NH4HCO3 增强的 UHPLC-MS/MS 法，本实验室

还对环境因子 ( 醌类、重金属离子等 ) 对基因组

5mC、5hmC 水平的调控进行了研究 [61-64]。Liu 等 [65]

开发的 UHPLC-ESI+- 串联离子阱质谱对 5hmC、5fC、
5caC 的定量限分别为 0.056、0.098、0.14 fmol，并

应用到人和鼠组织 DNA 去甲基化的检测。

高通量测序技术 (high-throughput sequencing)
具有单碱基分辨、成本相对便宜的特点，因而基于

高通量测序的重亚硫酸盐测序技术 (BS-Seq) 被广泛

用于绘制 5mC 的基因组分布图谱 [53-54]。其原理是

重亚硫酸盐能够将 C 脱氨转化为 U，而 5mC 保

持不变，测序时 C 读作 T，而 5mC 读作 C，通过

与不做处理的 DNA 序列测序比对，从而绘制 5mC
在基因组上的分布图谱。随着 5hmC、5fC 和 5caC
的发现，研究证实 BS-Seq 不能区分 5mC 和 5hmC，
并且中间产物 CMS (cytosine 5-methylenesulfonate)
阻碍 DNA 聚合酶链式反应 [66]。基于 BS-Seq 原理，

Booth 等 [39] 采用 KRuO4 将 5hmC 氧化为 5fC，而

5mC 不被氧化，然后采用 BS-Seq 绘制 5mC 和 5hmC
的单碱基分辨基因图谱。Yu 等 [40] 采用葡萄糖基化

酶对 5hmC 进行糖基化保护，然后采用 TET 将 5mC
和 5fC 氧化为 5caC，最后采用 BS-Seq 绘制 5hmC
的单碱基分辨基因图谱。此外，还有 CAB-Seq 法

和 redBS-Seq 法，如表 1 所示。

此外，SMRT 是一种非常有应用前景的单碱基

测序技术，其原理是四种荧光标记的 dNTP 分子在

图1  真核生物基因组DNA胞嘧啶、腺嘌呤的甲基化和去甲基化
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DNA 聚合酶催化下于纳米孔中高速延伸，标记在

磷酸上的荧光基团随着 DNA 链的延伸而脱落，根

据 dNTP 与不同修饰形式碱基在聚合反应中的动力

学差异，检测荧光持续时间，从而直接对碱基修饰

进行测序。因此，SMRT 具有超长的读长、准确度

高和不需要进行 PCR 扩增等优势。2010 年，Flusberg
等 [58] 首次使用 SMRT 技术对实际样本 DNA 中的

6mA、5mC 和 5hmC 修饰进行了测序，但 5mC 和

5hmC 测定不够准确。Song 等 [69] 和 Chavez 等 [70]

采用葡萄糖基化酶将 5hmC 转化为 HS-N3-5ghmC，
极大地提高了 5hmC 在 SMRT 测序中的灵敏度。

Clark 等 [71] 发现，TET1 将 5mC 氧化为 5caC 能够

加快对 5mC 的读取。SMRT 还能够用于 DNA 甲基

化酶识别位点的分析 [72-73] 以及对高 GC 含量 DNA
的测序 [74]。未来，SMRT 仍有很大发展空间。

2　5hmU的检测

小鼠胚胎干细胞中，5hmU 主要来源于 T 的

TET 氧化以及细胞内 ROS 的攻击 [20]。5hmU 的检

测方法主要包括 UHPLC-MS/MS 和 DNA 测序技术。

Li 等 [75] 采用 UHPLC-ESI-MS/MS 检测了小鼠不同

组织 ( 心、肝、脾、肺等 ) 基因组，均未检测到

5hmU 的存在，方法检出限为 3.5 pmol。Zarakowska
等 [76] 采用更高灵敏度的 UHPLC-ESI+-MS/MS 法，

定量限为 5 fmol，在猪的肝和脑基因组中检测到

5hmU，含量分别为 (0.6 ± 0.2) 5hmU/106 dN 和 (1.3 ± 
0.3) 5hmU/106 dN。Pfaffeneder 等 [20] 采 用 UHPLC-
ESI–-MS/MS 法，能够对低至 6.4 fmol 的 5hmU 进

行定量，约 5 个 5hmU/107 dN。Bullard 等 [77] 采用 Base J 
[5-(β-glucopyranosyl) hydroxymethyluracil] 糖基转移

酶将 Trypanosome 基因组中 5hmU 转化为 Base J，
然后采用 JBP1 抗体富集含有 Base J 的 DNA 片段进

行测序，发现 5hmU 和转录阻遏相关。Kawasaki 等 [44]

采用特异性化学标记法富集 Leishmania 基因组含有

5hmU 的 DNA 片段进行高通量测序，发现 5hmU
集中在链开关区域、端粒区域和基因间隔区，而

Base J 主要富集在链开关区域，并且二者重合度大于

90%。由于 5hmU 的 SMRT 检测信号较弱 [78]，可以

将 5hmU 转化为信号更强的 Base J 进行 SMRT 测

序 [79]。

3　腺嘌呤的甲基化和去甲基化检测

1973 年，Gorovsky 等 [7] 采用纸层析色谱 - 放
射性 3H 标记法在 Tetrahymena pyriformis 核 DNA 检

测到 6mA。1981 年，Pratt 等 [6] 采用 HPLC-UV 法

检测 Tetrahymena pyriformis 中的 6mA，发现 6mA
主要存在于其大核 DNA，不是随机分布，而是主

要分布在接头 DNA 上。Harrison 等 [80] 利用限制性

内切酶 DpnI 能够酶切全甲基化的 G(6mA)TC 位点

的特性，发现 Tetrahymena pyriformis 核 DNA 上存

在 GATC 特异性甲基化位点。此外，还有毛细管电

泳 - 激光诱导荧光法等 6mA 检测方法 [81-82]。这些

早期 6mA 研究的检测方法存在放射性危害、样品

需求量大、检测灵敏度低 ( 检测限 0.01%~0.1% 
6mA/dA) 和无法提供 6mA 结构信息的缺点。2017
年，Hong 等 [83] 发现 Ag+ 能够使 DNA 聚合酶复制

时有效地发生 A-C 错配，而 6mA-C 错配不稳定，

导致 DNA 扩增终止。他们证实在单链和双链 DNA
探针上能够单碱基水平区分 A 和 6mA ；在 Ag+ 存

在时，可以通过滚环扩增实现 6mA 的定性和定量

分析。当前 6mA 的检测方法主要包括抗体捕获法、

UHPLC-MS/MS 法和 DNA 测序技术。

3.1　6mA特异性抗体依赖的定性定量方法

6mA 抗体的点杂交 [8,10,12,84-85] 能够对 DNA 中

6mA 进行初步定性和半定量分析。Dabe 等 [86] 采用

ELISA 法对 3 种栉水母门动物 Mnemiopsis leidyi、
Beroe abyssicola 和 Pleurobrachia 的基因组 6mA 进

行了检测，含量分别为基因组的 0.02%、0.01% 和

表1  基于高通量测序技术的5mC、5hmC、5fC和5caC的单碱基测序技术

Base	 Seq	 BS-Seq	 oxBS-Seq	 TAB-Seq	 CAB-Seq	 redBS-Seq
C	 C	 T	 T	 T	 T	 T 
5mC	 C	 C	 C	 T	 C	 C 
5hmC	 C	 C	 T	 C	 C	 C 
5fC	 C	 T	 T	 T	 T	 C 
5caC	 C	 T	 T	 T	 C T	
 C	 5mC+5hmC	 5mC	 5hmC	 5mC+5hmC+5caC	 5mC+5hmC+5fC
化合物	 -	 Bisulfite	 KRuO4 β-GT+TET	 EtONH2	 NaBH4	

参考文献	 -	 [67] [39]	 [40]	 [68] [38]	
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0.025%。6mA 免疫荧光成像 [8,10-11,85] 能够对细胞中

6mA 进行原位检测，尤其适用于少量样本分析，如

斑马鱼、猪的配子以及受精卵的早期发育。上述

6mA 抗体依赖的实验对 6mA 抗体的特异性要求高，

并且不能对 6mA 进行精确的定量分析。此外，6mA
抗体不能区分 RNA 的 m6A，所以必须用 RNase 充

分消化，以去除 DNA 或者细胞中的 RNA。鉴于

6mA 抗体不能很好地区分 6mA 和 1mA，其仍需质

谱检测来辅助定性。

3.2　UHPLC-MS/MS法
2015 年，本课题组采用自主开发的超高灵敏

度的 UHPLC-MS/MS 分析方法 [8]，在模式生物果蝇

基因组DNA中检测到6mA (0.001%~0.07%)[8]。随后，

采用高分辨飞行时间质谱对富集的 6mA 馏分进行

鉴定，通过比对 6mA 馏分和 6mA 标准品的母离子、

碎片离子的精确分子质量 ( 偏差 1.02 ppm)，最终确

认在果蝇基因组中检测到的甲基化腺嘌呤的确是

6mA。采用 UHPLC-ESI-MS/MS 技术，在线虫、小鼠

胚胎干细胞和非洲爪蟾中检测到的 6mA 含量分别

为 0.01%~0.4%[10]、0.0001%~0.0005%[12] 和 0.00009%[84]。

此外，UHPLC-MS/MS 技术还被应用到斑马鱼、猪、

人细胞、大鼠和小鼠脑等的 6mA 测定 [11,87-89]。UHPLC- 
ESI-MS/MS 拥有极高的灵敏度，能够对痕量水平的

6mA 进行快速、准确的定量分析，能够通过色谱保

留和分子质量差异区分 m6A、1mA 和 6mA，但是

要防止原核生物 DNA 的卷入。

3.3　6mA免疫沉淀测序法(6mA-immunopreci-
pitatoin sequencing, 6mA-DIP-Seq)

此方法的原理是基于 6mA 抗体的特异性，富

集 DNA 文库中含有 6mA 修饰的 DNA 片段，采用

高通量测序对富集的 DNA 片段进行测序，将测序

结果比对 DNA 参比序列，从而绘制 6mA 在整个基

因组上的富集区域和频数图谱。而对富集序列的深

度分析，还能够得出 DNA 腺嘌呤甲基转移酶的识

别位点。采用 6mA-DIP-Seq 技术，本课题组发现在

果蝇卵巢基因组上 6mA 倾向于富集在转座子元件

区域 [8] ；Greer 等 [10] 发现线虫基因组上 6mA 均匀

分布；Liu 等 [11] 发现在斑马鱼早期胚胎基因组 6mA
主要分布在重复序列上。由于6mA抗体的非特异性，

如能够识别 RNA 的 m6A 以及 DNA 的 1mA 等，这

些因素均会导致 6mA 基因组分布的失真。

3.4　限制性内切酶介导6mA测序(restriction enzyme- 
based 6mA sequencing, 6mA-RE-Seq)

其原理是限制性内切酶对识别序列中腺嘌呤甲

基化敏感，当该位点腺嘌呤甲基化时 DNA 不被切

开，而当该位点腺嘌呤未甲基化时能够被切断，通

过高通量测序可以实现甲基化位点的单碱基分辨。

Luo 等 [90] 发现 DpnI 除了能够识别 G(6mA)TC 外，

还能够较弱地识别 C(6mA)TC 和 G(6mA)TG，高

通量测序结果显示 Chlamydomonas、Plasmodium 和

Penicilliu 基因组中 6mA 主要以全甲基化的形式存

在于回文序列中。6mA-RE-Seq 具有高灵敏、快速

和低成本的特点，但是只能识别特定的限制性内切

酶位点，而对其他位点的 6mA 则无法检测。

3.5　SMRT技术

Greer 等 [10] 采用 SMRT 测序，发现在线虫基

因组中存在 AGAA 和 GAGG 两种甲基化特异性位

点；Wu 等 [12] 采用 SMRT-ChIP 测序发现，小鼠胚

胎干细胞基因组上 6mA 主要富集在长 LINE 元件

上；Mondo 等 [91] 采用 SMRT 测序，发现真菌基因

组中 6mA 对称分布在 ApT 二核苷酸上，并且集中

在基因表达的转录起始位点周围，这和 5mC 的分

布恰恰相反；而在四膜虫基因组中，6mA 大多分布

在接头 DNA 的 AT 位点上 [85]。然而，昂贵的测序

成本限制了 SMRT 的广泛应用。另外，SMRT 无法

有效区分 1mA 和 6mA，需要 UHPLC-MS/MS 来确

认检测信号归属于 6mA 或 1mA。

3.6　稳定同位素核苷15N5-dA示踪联合UHPLC-MS/
MS法

真核生物痕量 6mA 的 LC-MS 分析和抗体依赖

的实验面临无处不在的细菌污染难题 [84,92]。DNA
测序虽然能够识别 6mA，但是其价格昂贵，操作繁

琐，不适宜快速、大量的样品分析。本课题组设想
15N5-dA 通过细胞嘌呤补救合成途径掺入 DNA，进

一步发生甲基化生成 15N5-6mA，而培养基中潜在的

灭活原核 DNA 以及细胞 DNA 提取、DNA 酶解过

程中的的原核 DNA 则不会存在 15N5-6mA 标记。利

用这一原理即可通过检测 15N5-6mA 来对细胞自身

产生的 6mA 进行定性和定量分析。在实验过程中，

本课题组发现在 293T 细胞中 15N5-dA 完全以 15N4-
dA 而不是 15N5-dA 的形式掺入基因组 DNA，意味

着甲基化会生成 15N4-6mA。因此，可以通过检测
15N4-6mA 来对细胞自身产生的 6mA 进行定性和定

量检测。本课题组通过 siRNA 敲低 ADA (adenosine 
deaminase) 基因表达水平以及 EHNA [erythro-9-(2-
hydroxy-3-nonyl) adenine] 抑制 ADA 酶活性实验，

证明了 ADA 介导的嘌呤补救合成途径是 15N5-dA 转

化为 15N4-dA 的主要通路 ( 图 2)，暗示 15N5-dA 暴露
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ADA 活性不足的原核细胞会部分或全部以 15N5-dA
的形式掺入 DNA。的确如此，采用 15N5-dA 暴露

感染猪鼻支原体的 293T 细胞，在提取的二者

DNA 中检测到大量的 6mA 和 15N5-6mA。因此，

该方法还可以通过监测细胞中 15N5-6mA 的生成来

指示细胞发生支原体等 ADA 活性缺乏的原核生物

污染。

鉴于RNA中m6A的去甲基化形式包括hm6A (N6- 
hydroxymethyladenosine) 和 f6A (N6-formyladenosine)[94]，

那么真核生物 DNA 是否也存在 6mA 的去甲基化形

式 6hmA 和 6fA，这还有待解答。

4　总结与展望

DNA 甲基化和去甲基化是表观遗传调控的重

要组成部分，而这些修饰在基因组 DNA 上总量和

空间分布的动态变化，是理解这些修饰发挥生理功

能的基础。本文介绍了胞嘧啶甲基化 5mC 和去甲

基化 (5hmC、5fC 和 5caC)、5hmU 和 6mA 的重要检

测技术，包括总量检测技术和 DNA 测序技术两类。

针对一些实验样本不足的特点，亟需开发更高灵敏

度的超高效液相色谱 - 质谱检测方法以及 DNA 修

饰的原位检测方法，如免疫荧光法，以及更高灵敏

度的单碱基分辨 DNA 修饰测序技术。针对不同

DNA 修饰可能具有迥异的功能及其潜在的相关性，

需要开发同时检测 DNA 修饰在基因组的丰度和分

布特征的分析方法。因为一些 DNA 修饰稳定性差，

如 5hmU 和 5caC，可以尝试将其转化为稳定的化合

物形式后再分析。而一些 DNA 修饰可能存在背景

干扰的情况，需要开发特异性更好的分析方法。鉴

于一些修饰既来源于酶的催化，又来源于细胞内

ROS 产生，开发同时检测两种来源修饰的分析方法

很重要。相信随着这些样本需求少、检测指标丰富、

灵敏度高和抗干扰能力强的分析方法的开发，必将

促进 DNA 表观遗传学的发展。

图2  15N5-dA示踪检测真核细胞基因组6mA的流程和标记原理[93]
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