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摘 要：5⁃甲基胞嘧啶（5⁃Methylcytosine，5mC）作为DNA中研究最为广泛的表观遗传修饰，不改变基因的序

列，但是可以调控基因表达，从而在生命体的生长、发育和疾病发生中发挥着重要作用。研究 5mC的分布、

变化及作用机制有助于加强对生命体活动本质的理解。阐明基因组DNA中 5mC修饰的生物学功能主要依赖

于精准破译其在基因组上的位置信息。目前对 5mC的定位分析除了经典的亚硫酸氢盐介导的方法之外，也发

展了其他多种分析方法，如免疫沉淀富集介导的定位分析、酶介导的定位分析、吡啶硼烷介导的定位分析、

纳米孔测序定位分析以及单分子实时测序定位分析等。该文总结了 5mC定位分析方法的原理、优点和缺点，

并对未来DNA甲基化修饰分析方法的发展方向进行了展望。
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Abstract：As the most widely studied epigenetic modification in DNA， 5 ⁃methylcytosine（5mC）
plays an important role in the growth and development of organisms．5mC participates the regulation
of gene expressions without changing the sequences of genes． Investigation on the localization and
content changes of 5mC in the incidence of diseases will strengthen our understanding toward its roles
in the development of diseases．Elucidation of the biological functions of 5mC mainly depends on un⁃
covering its accurate localization information in genomes．Over the past few decades，many analyti⁃
cal methods based on high⁃throughput sequencing technology have been established to localize 5mC
in genomes．Apart from the classic BS⁃seq（bisulfite sequencing），some other analytical methods，
such as DIP⁃seq（DNA immunoprecipitation sequencing），EM⁃seq（enzymatic methyl⁃seq），TAPS
（TET⁃assisted pyridine borane sequencing），nanopore ⁃ seq（nanopore sequencing）and SMRT⁃seq
（single molecule real ⁃ time）have been developed． In this review， the principles，advantages and
disadvantages of these analytical methods for 5mC localization in DNA based on the high⁃throughput
sequencing technology are summarized and discussed. In addition， the future research directions for
mapping 5mC in DNA are also envisioned. It is hoped that this review will benefit and stimulate the
study of the biological functions of 5mC in genomes.
Key words：methylated DNA modification；5⁃methylcytosine；location analysis；sequencing
DNA是一种由磷酸脱氧核糖主链和含氮碱基腺嘌呤（Adenine，A）、鸟嘌呤（Guanine，G）、胞嘧啶

（Cytosine，C）和胸腺嘧啶（Thymine，T）组成的天然聚合物，用来储存、编码、传递和表达遗传信息［1］。

除了正常碱基外，DNA中还包含许多化学修饰［2－4］。这些修饰不会改变DNA的序列，但会调节转录、

细胞分化等生理过程，与疾病的发生密切相关［5－6］。其中，5⁃甲基胞嘧啶（5⁃Methylcytosine，5mC）作为

DNA中含量最高的甲基化修饰，存在于大多数植物、动物和真菌中，是最具代表性的表观遗传修饰

之一［7－9］。
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5mC是一种甲基化发生在胞嘧啶第五位碳上的修饰，该修饰参与多种生理过程，比如基因组印记、

X染色体失活和细胞分化等［10－13］。研究发现，异常的高甲基化可能会使正常细胞中的潜在抑癌基因沉

默，而异常的低甲基化则可能会导致原癌基因激活，从而引起癌症的发生［14－16］。Dnmt1（DNA
methyltransferase 1）、Dnmt3a和Dnmt3b是哺乳动物细胞中常见的 3种 5mC的DNA甲基转移酶［17－18］，它

们以 S⁃腺苷甲硫氨酸（S⁃Adenosylmethionine，SAM）为甲基供体，在DNA胞嘧啶的五位碳上加上甲基基

团构成。5mC的形成过程如图 1所示［19］：DNA甲基转移酶通过具有活性的半胱氨酸残基进攻胞嘧啶C6
位形成中间体，该中间体的 C5位对 SAM亲核进攻从而甲基化，随后 C6位的半胱氨酸残基离去得到

5mC。

DNA甲基化修饰在体内是动态平衡的，随着 5mC甲基化过程的发现，其去甲基化过程最近几年逐

渐清晰和完善。DNA去甲基化的方式一般有两种：被动去甲基化和主动去甲基化［20］。被动去甲基化是

指在基因组DNA的半保留复制过程中，已存在的 5mC含量因被动“稀释”而下降，从而达到被动去甲

基化的目的［20］。碱基切除修复（Base excision repair，BER）介导的DNA主动去甲基化是目前研究得较透

彻的生物途径（图 2）［21］。在该DNA去甲基化途径中，5mC在TET（Ten－eleven translocation）蛋白的作用

下，逐步被氧化成 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⁃Carboxylcytosine，5caC）［22］。胸腺嘧啶 DNA糖苷酶（Thymine DNA glycosylase，
TDG）能将 5fC和 5caC上的碱基切除，形成一个无碱基位点；随后无碱基位点通过BER途径被修复成正

常的胞嘧啶，从而实现DNA的主动去甲基化［21，23］。除此之外，还有另外两种可能的途径：（1）5mC经

TET蛋白氧化生产的 5hmC 经 AID（Activation-induced cytidine deaminase）和 APOBEC（Apolipoprotein B
mRNA editing enzyme， catalytic polypeptide-like）蛋白脱氨成 5 ⁃羟甲基尿嘧啶（5 ⁃Hydroxymethyluracil，
5hmU），5hmU随后被 TDG或 SMUG1（Single-stranded-selective monofunctional uracil DNA glycosylase 1）蛋

白切除，形成无碱基位点，再由BER途径修复成正常胞嘧啶；（2）TET蛋白氧化 5mC生产 5fC和 5caC，
5fC和 5caC可以直接脱醛基或脱羧基生产未修饰的胞嘧啶（图 2）。目前已证实在哺乳动物基因组中确实

存在直接脱醛基［24－25］和脱羧基［21，26－27］途径，这些研究为后续脱醛基酶和脱羧酶的鉴定奠定了基础。

5mC在生物体内发挥着重要生理功能，其甲基化的异常与各种疾病密切相关。研究DNA甲基化和

去甲基化过程中的相关蛋白和调节因子，能促进对发育和细胞稳态的理解，为临床应用提供参考［28－29］。

为了深入探索DNA甲基化修饰的功能，需要了解其在基因组中的具体位置信息。近些年高通量测序技

术的进步推动了DNA甲基化修饰领域的研究进展。本文总结了基于高通量测序技术的 5mC定位分析方

法的研究和应用情况（表1）。

1 5mC的定位分析方法

1. 1 免疫沉淀富集介导的定位分析
由于核酸修饰的丰度通常较低，故将含有碱基修饰的片段进行富集有助于测序。Ruike等［30］证明使

用特异性抗体富集含有碱基修饰的DNA片段可以加强对核酸修饰的定位分析。基于此，研究者开发了

多种基于免疫沉淀富集的方法，结合高通量测序，对基因组DNA甲基化进行定位分析，即DNA免疫沉

图1 DNA甲基化过程示意图

Fig. 1 Schematic illustration of DNA methylation
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淀测序（DNA immunoprecipitation sequencing，DIP-seq）。常用两种方法对甲基化 DNA进行免疫沉淀：

甲基化DNA免疫共沉淀测序（Methylated DNA immunoprecipitation and sequencing，MeDIP-seq）［31］和甲基

化DNA特异性结合蛋白富集甲基化测序（Methyl-CpG binding domain protein-enriched genome sequencing，
MBD-seq）［32－33］。

MeDIP-seq是利用 5mC抗体富集含有 5mC的单链DNA片段，将富集后的片段进行高通量测序的一

种全基因组甲基化检测手段［31，34］。类似地，基于抗体富集的测序方法也适用于DNA中的其他修饰［35］。

由于甲基化CpG结合（Methyl-CpG-binding domain，MBD）蛋白对甲基化序列有很强的亲和性，能被用来

对DNA甲基化进行分析，因此研究者开发了一种将MBD与高通量测序相结合的方法，即MBD-seq［33］。
在MBD蛋白家族中，MBD1、MBD2、MBD3和MeCP2（Methyl-CpG-binding protein-2）4种蛋白有相似的

结构域，能识别双链DNA中CpG双核苷酸上的对称甲基［35］。MBD2b（Methyl-CpG-binding domain protein
2b）作为MBD2的一种亚型蛋白，与MBD3L1（Methyl-CpG-binding domain protein 3-like-1）蛋白的作用对

图2 DNA主动去甲基化机制

Fig. 2 Mechanism for active DNA demethylation
表1 基于高通量测序对5⁃甲基胞嘧啶（5mC）进行定位分析的方法

Table 1 Summary of analytical methods for localizing 5⁃methylcytosine（5mC）based on high-throughput sequencing technology
Methods

DNA immunoprecipi⁃
tation sequencing
（DIP-seq）
Bisulfite sequencing
（BS-seq）

Enzymatic methyl-seq
（EM-seq）

TET-assisted pyridine
borane sequencing
（TAPS）

Nanopore sequencing
（Nanopore-seq）

Single molecule
real-time
（SMRT-seq）

Principles
Specific recognition of antibodies

Cytosine is deaminated under bisulfite treat⁃
ment，while methylated cytosines are not

TET2 oxidation and β-GT glycosylation protect
5mC and 5hmC from APOBEC3A deamination；
only C is converted to U，which is read as T in
sequencing. 5mC，5hmC and 5fC are read as C
5fC and 5caC are reduced by pyridine borane to
DHU，which are read as T. While C and 5mC
are read as C

Nucleosides are distinguished and measured by
different ionic current while passing through the
nanopore.

Sequencing is performed by monitoring the dy⁃
namics for incorporation of nucleotides into DNA
during replication

Advantages
Wide coverage

Independent on restric⁃
tion digestion；single-
base resolution can be
achieved
Mild reaction condition

Mild reaction condi⁃
tion，improved se⁃
quencing quality and⁃
less analysis cost
Less need for poly⁃
merase and ligase

Simple operation and
short analysis time

Disadvantages
Location information of modifica⁃
tions at single-base resolution is
unknown
Harsh reaction conditions can
cause the degradation of DNA；
incomplete deamination can lead
to false positive results
Incomplete deamination can easily
lead to false positive results

There are few kinds of modifica⁃
tions that can be analyzed

The activity and stability of the en⁃
zyme were easily changed and se⁃
quencing accuracy needs to be fur⁃
ther improved
There may be interference from
fluorescent background

References
［35］

［40］

［42］

［46］

［49，53］

［55］

52



第 1期 陈梦园等：DNA甲基化修饰的定位分析方法研究进展

调节甲基化DNA复合物的形成至关重要，因此常用MBD2蛋白进行MBD-seq分析［32－33］。基于MBD蛋白

的发现和应用，发展了一系列全基因组 DNA甲基化的检测方法。除 MBD-seq外，还有 MIRA-seq
（Methylated-CpG island recovery assay sequencing）、MiGS（MBD-isolated genome sequencing）、MethylCap-

seq（Methylation DNA capture sequencing）等，均能用于5mC的定位分析［35－38］。

基于免疫沉淀的测序方法可以发现基因组中甲基化的区域，但无法实现甲基化修饰的单碱基分

析［29］。抗体的高度特异性对测序结果的准确性至关重要。此外，商品化的抗体种类较少，且批次间抗

体质量不一致，因此，基于免疫沉淀富集介导的 5mC定位分析对用来富集的抗体或者蛋白要求

很高［35］。

1. 2 亚硫酸氢盐介导的定位分析
亚硫酸氢盐测序法（Bisulfite sequencing，BS-seq）是指将DNA甲基化修饰经亚硫酸氢盐转化后进行

高通量测序的一种定位分析方法，已被广泛应用于全基因组分析中［39］。在传统的亚硫酸氢盐测序方法

中，C、5fC和 5caC经亚硫酸氢盐处理后脱氨变成尿嘧啶（Uracil，U），在测序过程中被读成T；而 5mC
和 5hmC经处理后不脱氨，仍被读成C（图 3）。将亚硫酸氢盐处理和未处理的测序样本进行比较可以发

现甲基化的位点，但是该方法无法区分 5mC和 5hmC［40－41］。因此，为了对 5mC进行定位分析，需要对

传统的亚硫酸氢盐测序方法进行改进。

氧化亚硫酸氢盐测序法（Oxidative bisulfite sequencing，oxBS-seq）［40］和 TET辅助的亚硫酸氢盐测序

法（TET-assisted bisulfite sequencing，TAB-seq）［41］能实现 5mC的单碱基定位分析。在 oxBS-seq中，5hmC
被KRuO4氧化成 5fC，经亚硫酸氢盐处理后脱氨读成T，而 5mC依旧被读成C［40］，从而可在单碱基水平

分辨5mC和5hmC（图3）。

此外，还可以用传统亚硫酸氢盐测序的方法间接确定 5mC的位点（图 3）。在 TAB-seq中，首先在

β⁃葡萄糖基转移酶（β⁃Glucosyltransferase，β⁃GT）的作用下将葡萄糖基转移至 5hmC，形成的 β⁃葡萄糖

基⁃5⁃羟甲基胞嘧啶（β⁃Glucosyl⁃5⁃hydroxymethylcytosine，5gmC）不被 TET蛋白氧化，在测序时被读成

C；而 5mC经 TET蛋白氧化成 5caC，在测序时被读成 T，从而可实现 5hmC的单碱基定位分析。将传

统亚硫酸氢盐测序法确定的 5mC和 5hmC总位点减去 5hmC的位点，即可实现对 5mC位点的间接

分析［41］。

亚硫酸氢盐介导的定位分析方法存在两个不足：一是该反应需要的条件苛刻，使得DNA大量断

裂，不利于后续的高通量测序［42］；二是未修饰胞嘧啶在人类总基因组胞嘧啶中所占比例超过 95%，将

这部分胞嘧啶转化成胸腺嘧啶使得序列复杂度、测序质量以及覆盖率降低，给后续分析造成较大挑

战［28］。此外，未修饰的胞嘧啶如果脱氨不完全，可能产生假阳性结果。因此，需要寻找更合适的方法

对5mC进行定位分析。

1. 3 酶介导的定位分析
为了克服亚硫酸氢盐对DNA的损伤，研究人员开发了一种比较温和的方法，即酶促甲基化测序法

（Enzymatic methyl-seq，EM-seq）［42－43］。该方法依赖于酶分析定位DNA胞嘧啶的甲基化状态，避免了过

于剧烈的化学反应条件［42－43］。APOBEC3A（Apolipoprotein B m RNA editing enzyme catalytic polypeptide-
like 3A）是细胞的抗病毒功能因子之一，可使单链DNA的胞嘧啶残基脱氨基转化为尿嘧啶［42］。在单链

DNA中，APOBEC3A能将C和 5mC脱氨，在随后的聚合酶链式反应（PCR）中二者均会被读成 T［42］。为

了对 5mC进行单碱基定位分析，在APOBEC3A脱氨前对 5mC和 5hmC进行选择性保护，以在碱基水平

图3 亚硫酸氢盐测序原理图

Fig. 3 Schematic diagram of bisulfite sequencing
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上间接分析 5mC［42］。具体来说，先使用 β-GT将 5hmC糖基化成 5gmC，再用 TET蛋白将 5mC氧化成

5caC，5gmC和 5caC不被APOBEC3A脱氨，在PCR中依旧被读成C，而C经历脱氨被读成T［44－45］（图 4）。

如果只将 5hmC进行糖基化保护，经APOBEC3A处理后，只有 5gmC被读成C，其余均被读成 T。将两

种方法相结合即可间接确定5mC的位点［42，44］。

相对于亚硫酸氢盐测序法而言，EM-seq具有条件温和、可维持DNA完整性的优点［43］，进一步扩大

了应用范围。然而，该方法同样存在脱氨不完全造成假阳性、测序质量较差的问题［46］。

1. 4 吡啶硼烷介导的定位分析
Liu等［46］开发了TET辅助吡啶硼烷测序法（TETEM-seqassisted pyridine borane sequencing，TAPS）：利

用 TET酶将 5mC和 5hmC氧化成 5caC，再通过吡啶硼烷将 5caC还原形成二氢尿嘧啶（Dihydrouracil，
DHU），DHU在之后的测序中被读成 T，从而实现 5mC和 5hmC从C到 T的转变［35］。该方法可以用来定

位分析基因组中的 5mC和 5hmC，但无法将二者区分［46］。为此需要改进TAPS方法以实现 5mC的定位分

析。基于此，Liu等［28，46］开发了 β⁃葡萄糖基转移酶阻断的TAPS（TAPS with β⁃glucosyltransferase blocking，
TAPSβ）和化学辅助吡啶硼烷测序（Chemical-assisted pyridine borane sequencing，CAPS）。

在 TAPSβ中，将葡萄糖基引入 5hmC使其糖基化成 5gmC后，进行 TET氧化和吡啶硼烷还原反应，

该过程中 5mC经历了从 5mC到 5caC再到DHU，最后被读成T的过程，而 5gmC不参与氧化和还原过程，

依旧被读成C［28，35］。除了还原 5caC外，吡啶硼烷也能将 5fC还原成DHU，基于此开发了CAPS方法。使

用KRuO4将 5hmC氧化成 5fC，再经吡啶硼烷还原成DHU，测序时被读成T，而 5mC不参与任何一步反

应，依旧被读成C［28］（图5）。

与亚硫酸氢盐测序和酶促甲基化测序方法相比，TAPS方法显著降低了DNA的损伤，提高了测序

质量，避免了未修饰胞嘧啶的转化。此外，也降低了分析的成本［28，46－47］。TAPSβ是一种不依赖亚硫酸

氢盐、碱基分辨率高、能定量 5mC特异性位点的分析方法［46］，但是，该方法中吡啶硼烷的还原效率为

90%多，可能会造成测序结果存在一定的误差。

1. 5 纳米孔测序定位分析
纳米孔测序已经成为一种有前景的DNA甲基化修饰分析方法［48－49］。不同的核苷通过纳米孔会产生不

同的电流，根据电流的变化可以分辨正常核苷和修饰核苷［50］。目前，纳米孔测序已成功用于区分DNA中

的5mC和正常胞嘧啶［50－51］，从而实现5mC的单碱基定位分析。此外，该方法也可用于DNA分子中5hmC
的定位分析［48，52］。

与其他高通量测序方法相比，纳米孔测序具有无需扩增、可减少聚合酶和连接酶的使用等优点［49］，

图4 酶促甲基化测序原理图

Fig. 4 Schematic diagram of enzymatic methyl sequencing
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但该方法目前仍然处于发展阶段，需要进一步优化维持酶活性和稳定性的条件［53］。

1. 6 单分子实时测序定位分析

除纳米孔测序外，单分子实时（Single molecule real-time，SMRT）测序作为另一种有前景的DNA测序

方法，能直接对DNA分子上的 5mC进行定位分析［54－55］。在单分子实时测序中，DNA聚合酶催化核苷酸

进入DNA中，通过监测每种核苷酸独特的动力学特征，可以对DNA中的不同碱基进行区分［29，48，55－56］。

由于未修饰碱基和修饰碱基在核苷酸掺入时间上存在差异，该方法可被用于对5mC［55］、5hmC［57］、6⁃甲基

腺嘌呤［58］和细菌硫代磷酸［59］的直接检测。使用TET1将5mC氧化成5caC能增强动力学特征，提高对5mC
的检测能力［60］。

单分子实时测序方法的出现为微量样品的分析提供了可能，具有测序通量高、成本低、时间短、操

作简单的优点，而如何降低荧光信号对背景噪音的影响是一个需要解决的问题。

2 结论与展望

目前已在生物体DNA和RNA中发现了多种化学修饰，其中，5mC作为DNA分子中的“第五碱基”，

参与多种生理过程，如胚胎发育、转录异常、基因沉默。现有分析方法的开发推动了5mC的研究进展，

破译 5mC的位置信息有助于深入阐明 5mC的生物学功能，增强对生物生长发育、疾病发生等问题的理

解。而对5mC生物学功能的研究需要灵敏度高、准确度高以及稳定性好的方法，这些方法的开发也将促

进对应技术和软件的改进与提升。

已报道的化学试剂或酶结合高通量测序对 5mC进行定位分析的方法在选择性标记DNA修饰方面具

有良好的应用前景，但存在反应条件较为剧烈、易造成假阳性等局限性，这对精确定位 5mC来说是一

个挑战。未来可探索新的化学方法、开发新的化学试剂或采用更温和的反应条件来提高 5mC的单碱基

分辨率以及实现对单个 5mC位点的量化。使用第三代测序技术对 5mC进行定位分析是一个很有前景的

方向，纳米孔测序和单分子实时测序为直接对 5mC进行定位提供了可能。未来可通过研究如何维持酶

的活性和稳定性以及降低荧光信号的干扰对纳米孔测序和单分子实时测序进行改进。此外，现有技术

精度、灵敏度的改进也可能促进对其它低丰度化学修饰的测序研究，甚至推进新修饰的发现。修饰位

点的确定以及修饰种类的扩充有助于在基因层面加深对疾病的研究，从而对DNA甲基化修饰谱图进行

更加具体的阐述。

图5 吡啶硼烷测序原理图

Fig. 5 Schematic diagram of TET-assisted pyridine borane sequencing
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