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自从在小牛胸腺 DNA 中最早发现 5-甲基

胞唔览(mC)以来，所有研究过的动物和植物

DNA 中都发现有这种稀有碱基。 mC 并非随机

地分布在 DNA 上. 90% 以上的皿C 出现在

CpG 二核苦酸处。 DNA 的甲基化是在 DNA

复制以后由甲基化酶将 S-腺苦甲硫氨酸的甲

基转移到胞唔睫的 6 位上去而形成。脊椎动物

DNA 的甲基化模式具有遗传连续性(1] • 细菌

和噬菌体 DNA 中，甲基化通常发生在腺嘿岭

处，即 N6_甲基腺嗦岭(mA). 然而在双鞭藻

DNA 里，确含有 5-握甲基尿唔睫〈皿U).

shapiro[2]收集了各种生物的 DNA 的碱基组

成和甲基化碱基的含量，从这些资料可以看

出. DNA 的甲基化普遍存在于各种生物中.

DNA 合成后发生的胞略鹿和腺嘿岭的甲

基化在细胞分化和基因表达的调节控制中所起

的作用，是目前许多生物学家正在研究的课题

之一。愈来愈多的证据表明 z 越是活跃的基因

其甲基化程度越低z 反之，不活跃的基因甲基

化程度高。本文将着重叙述皿C 在发育和分化

中的作用。

-、基本分析技术

分析 DNA 中皿C 含量和分布位置的方法

大致有以下几种: (1)层析法(纸层析或薄板层

析): (2)气相色谱法: (3)质谱分析法: (4)气

相色谱一质谱联合分析法: (的高压液相色谱

分析法，这是近年来广泛采用的高灵敏度分析

法:以及(6)用抗 mC 抗体在染色体上进行 mC

分布的定位研究.以上方法大多只能进行定量

和简单的定位分析.

近来许多作者发现，来自不同种细菌的一

些酶能识别 DNA 中某一个相同碱基顺序，这

些酶称做异源同功酶(isoschizomer) 。这是一

类具有顺序专一性的内切酶。 Hpa J[和 Msp 1 
是一对对 DNA 甲基化研究最有用的异源同功

酶。 Hpa 1I能专一地切割 DNA 中 CCGG 片

段，但不能切割甲基化的 C皿CGG 片段.然而

Msp 1 酶对 CCGG 和 C皿CGG 片段都能切.

Bird 和 southern[8]称这类酶为 CpG 限制性

内切酶，简称 CpG 酶.现已发现好几种 CpG

酶。皿C 分布在 DNA 上的确切位置可用 CpG

酶测定. DNA 样品经 CpG 酶作用后，采用

Southern 墨迹法，以标记的 RNA 或克隆

DNA 作探针，即可显示出 DNA 上甲基化的

位置以及甲基化的程度.这种以 CpG 酶作为

皿C 探针的测定方法，是近几年发展起来的一

种非常专一而灵敏的分析 DNA 甲基化方法.

下面提到的许多结果大多是用这一方法和高压

液相色谱法得到的.

二、皿C 含量及其种属和组织特异性

Vanyushin 等人先后于 1970、 1973[4]和

1979 年对一系列动、植物细胞 DNA 中皿C 含

量用层析法进行测定.结果发现所有研究过的

动物 DNA 里 mC 含量在 0.65-2.61mole%之

间，而且具有一定的种属特异性.例如不同种

海胆精子 DNA 样品. mC 含量各不相同• St

rongylocentrotus intermediums 精子 DNA 中，

mC 含量(0.6mole% )比 Echinus esculentus 精

子 DNA 少三倍。此外，种属关系越接近的物

*在本文写作过程中，承蒙庄孝德、 曾弥白教授

热情鼓励和指导，特此致谢@
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16 细胞生物学杂志 19H2年

和tr ， IlJ C 台量越接近;关系越远的物种， 含量

相主主赳大。例如大鼠、 兔子和小鼠 DNA 里IIlC

含量很相似。大致在 0.88-1. 1mole%之间，

这是喝齿目动物的特点。

Vanyushin 等人还发现InC 含量具有组

织特异性。例如功能上最活跃的组织(脑和肝

脏〉中， DNA 甲基化程度高。在被寄生植物

冤丝子属感染的茵宿总 DNA 里， mC 的分布

也有组织特异性:来自这种植物顶端部分的

DNA 甲基化程度低(4.2mole%)，来自吸器

和吸器后面i区域的 DNA 甲基化程度高(5.4

mole%)。最近许多人采用 CpG 酶法分析

DNA 中皿C 含量，也发现皿C 的分布具有组

织特异性。兔子萨珠蛋白基因在大多数体细

胞组织中约 5Q%被甲基化，然而在精子 DNA

中则 100%被甲基化，在脑组织 DNA 里约

80%被甲基化[5]。鸡的不同组织的 DNA 里，

编码卵白蛋白基因的甲基化程度也有组织特异

性[ 6]。鸡和人玲:蛋白基因甲基化程度在各种不

同组织中各不相同[7'8] 。 后面在谈到 DNA 甲

基化与基因表达之间关系时还将详细讨论这一

占
川
然而有关 mC 分布的组织特异性问题，意

见并非一致。 Razin 和 Cedar[9] 用质谱分析

mC 含量，发现鸡的各种不同组织的 DNA 里

mC 含量几乎桐等(表 1 )。 因此在解释这些结

果时，需要特别小心。

表 1 鸡不同组织 DNA 里皿C含量

)→平均! I~I1lí血丝叫阿|脑 j输卵管[肝脏
mc含量(m叫) I 2.8 12.512.812.51 2.4 12.7 

引自 Razin 和 Cedar[9] (1 977 年〉。

Vanyushin 等木采用纸层析或薄板层析

;去测定各种组织的 mc 含量， 方法不够灵敏，

误差较大。 CpG 酶法作用专一， 质谱分析灵

敏可靠。在分析各种组织的皿C 含量及组织特

臭性时最好用几种方法同时分析，互为补充，

避免由于分析方法不同而造成的差异.

三、胚胎发育进程申甲墓化的变化

研究胚胎发育过程中 DNA 的甲基化，海

胆卵是个好材料。有关海胆胚胎发育过程巾甲

基化发生的时间有某些争论，说:去不二。

有些作者认为原肠期之后才发生 DNA 的

甲基化。若将卵裂晚期〈受精后 4 小时)、囊胚

期( 7 小时〉、原肠期 (16 小时〉和长腕幼虫期

的海胆(Lytechinus variegatus) 胚胎，用 14C

甲基甲硫氨酸标记 15 分钟后，分别提取各核

酸成分并测定其甲基化的程度.结果发现原肠

期之前没有一种核酸成分发生甲基化，原肠期

(即受精 14-15 小时)后开始在 tRNA 和DNA

中测出 mC. rRNA 的甲基化则要等到长腕幼

虫期才能在它们的细胞核中发现[ 10]。作者当

时对卵裂和囊胚期不发生 DNA 甲基化这一事

实无法作出适当的解释.近来日益增多的证据

表明越是活跃的基因， DNA 的甲基化程度越

低。原肠期之前 DNA 正处在合成的旺盛时

期』许多基因处在活跃状态，这可能是卵裂和

囊胚期未发现 DNA 甲基化的原因之)。

Adam[ll]用 3H-甲硫氨酸标记海胆(Par

acentrotus lividus)的受精卵，然后观察不同发

育时期 DNA 上甲基化的变化。结果发现长腕

幼虫期 DNA 的甲基化程度比桑槌期 DNA 高

两倍。受精七十小时后， DNA 的甲基化至少

增加三倍.作者认为在发育过程中当某些基因

完成一定作用之后， DNA 的甲基化可能参与

基因的关闭过程。

然而另一些作者认为，胚胎发育的各个时

期都有 DNA 的甲基化.用正在发育的海胆

(Paracentrotus lividtJS 军日 Sphaerechinus gra

nularis)胚胎进行的研究表明，海胆 P. lividus 

的 16 细胞或原肠胚时期，掺入到 DNA 的标

记甲硫氨酸在开始几十分钟内呈直线增加，约

1 小时后趋向平衡. 海胆 S. granularis 的未

受精卵不能从培养介质中摄取标记甲硫氨酸.

然而受精后的卵对甲硫氨酸的透性立即发生突

然变化，甲硫氨酸的掺入从卵裂期、囊胚期到
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表 2 海胆 (Lytechinus V ariegatus) D N A 中碱基比例和国C 含量

(;2;::) mC 1 Cyt 飞基比Colehτ门「iz
4小川叫胞广丁工;-0-I~丽二-I-~再「一副]二豆二E
5 小时 F画:17阿函:5下7;函工|马王7~-I卫.7:芒_8_13 

悄二一 I 0.87 土 0.07117.1 土 0.6 116.8 土 0.5 132.6 士 0.2 132.8 士 0_3_1 ~ 
bJM比去比如←→-10豆豆1-11…μTl5 . 5 :t 0 . 5 T 31~品 3 4. 1 士 27 I 2 

8 小时 I 0.80 土 0.0 116.8 士 0.1 117.0 士 0.1 132.7-=山 L扫雪?川1
4面再问雨一 队iμ卢:.0叮fi函i王函:王i函豆豆.1一--1百λ0.1λ 1 32.5马豆32.5二江趴2豆υj豆马;马i盯ι叩.1 I 33.0 土 0 z_Jυf一

• 一亏-沁川川吉纠孙州川小忖州、叶叶E时阳才

雨再白ι- 丁丁丁丁0.85川±刮0川川.0叫5 1 川士1. 7 11忖16.5土山0川51 31盯1. 9 土:1: 0.9 132.1臼土丽干2
引自 Pollock 等 [14叫4叫1(978) 。

未分化的
胚胎细胞

• 

里基华辈革
CG CG CG 

GC GC GC 

↓持异的甲基化酶
CG 回CG CG 

• 
IDCG CG 

脱甲基化模式
恤CG UlCG lllCG 

否可GIIlC GIIlC 

↓特异蛋白质
〈百白豆花面了一-一一 • 

mCG CG UlCG DlCG 

GC GtnC GC 

↓ DNA复制

GIIlC GC GJuC 

↓ DNA复制

GC GUlC G阳C

↓ DNA复制

CG 咀CG 且CG
分化的
细胞类型

CG UlCG CG UlCG CG lllCG 

GC GC GC GC GC GC GC GC GC 

↓维持性甲基化酶 ↓维持性甲基化酶

CG 山CG CG 皿CG CG mCG 
↓维持性甲基化~j

CG DlCG lliCG 

• 

GC GWC GC G阻C GC G皿C

细胞类型 1

GC GUlC GC皿

细胞类型 2

图 1 影响胚胎分化的甲蕃化和脱甲基化榄式E参照 Singer 籍人[15] (1979) , 
并作适当修改]。

原肠期逐步增加[ 12] 。 作者就此认为这种海胆

DNA 的甲基化贯穿于胚胎发育的各个时期。

他们还发现海胆 P. lividus 的各个发育时期也

都有 DNA 的甲基化。

Baur 等[ 13]将海胆 P. miliaris 胚胎培养在

过滤过的海水中，并用同位素标记。 收集 32

细胞、囊胚、原肠胚和长腕幼虫期的胚胎.然

后分别从这些胚胎中纯化 DNA，经水解后用

高压浪相色谱法测寇皿C 含量，发现所有上述

备发育时期基本相似.这与 DNA 的甲基化在

细胞分化中起某种作用的假说不相符合。
Pollock 、 Swihart 和 Taylor[141 等也采

用高压液相色谱法对海胆早期发育过程中
DNA 的甲基化作了系统测定。海胆卵受精
4-37去小时胚胎 DNA 中的皿C 含量如表 2 。

从表 2 可看出各不同发育时期皿C 含量明显地

保持恒定，变化范围在 0.80-0. 97mole %之

间.
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近来我们用抗皿C 间接免疫过氧化物酶法

鉴定东方蝶螺胚胎不同发育时期染色体上皿C

的分布，结果发现抗皿C 抗体在胚胎染色体上

的分布与在成体细胞〈肠上皮)不一样.在原肠

期之前的胚胎染色体上，抗皿C 抗体呈均匀的

浅着色，没有看到体细胞染色体在着丝点和端

粒部分显现的抗 mC抗体深着色现象。这可能是

由于在东方蝶螺原肠期之前，胚胎细胞的 DNA

正处在 DNA 合成的旺盛时期，大都基因都很

活跃，因而 DNA 的甲基化程度低.

Singer 等人[16]根据近年来取得的一些结

果提出了影响胚胎分化的甲基化和脱甲基化模

式〈图 1 )，试图解释 DNA 的甲基化在基因活

力的表达和胚胎分化中的作用.甲基化模式假

定发育早期未分化胚胎细胞中，甲基化程度很

低，然后到一定发育阶段有一种特异的甲基化

酶使 DNA 甲基化，在已经分化的细胞中则由

维持性甲基化酶(maintenance methylase)使

甲基化模式保持遗传连续性.脱甲基化模式假

定未分化胚胎细胞的 DNA 处在充分甲基化状

态，在发育过程中，一种具有顺序专一性的特

异蛋白质使 DNA 脱甲基化，从而产生具有组

织特异性的甲基化模式.尽管作者倾向于脱甲

基化模式，但他们也承认目前只集中到一个模

式上来以乎还为时太早.每种模式都只能解释

一部分实验结果.

四、肿晴分化过程中甲基化的变化

一些科学工作者正在探索核酸的甲基化与

细胞恶性变之间的关系，不过这种研究还刚开

始，结果还不太一致.

Silber 等[ 18]和 Federov 等[ 17]发现自血病

的淋巴细胞 DNA 中皿C 含量有所增加.然而

患淋巴细胞白血病牛的淋巴细胞 DNA 中，甲

基化降低约 20%[18]. Cox 和 Irving[叫在研

究乙硫氨酸致癌过程中，也发现肝癌细胞核

DNA 的甲基化程度降低.最近 Lapeyse 和

Becker[叫对大鼠再生肝和化学致肝癌过程中，

细胞核 DNA á'-J mC 含量进行了系统测量.

70%肝脏切除之后 4 、 10、 21 、 32 小时到两

星期内， DNA 的甲基化相当稳定，保持在

3.60-3.76mole%之间。但切除 21 小时后，

mC 含量降为 3.23mole%，即约比开始时低

12.5%。在用二乙基亚硝基胶(DEN)或乙雕氨

基药(AAF)诱发的肝癌和移植性肝癌试验中，

均发现皿C 含量降低. DEN 和 AAF 致癌过

程中分别使皿C 含量降低 20% (2. 88::!:0 .19 

mole%)和 45% (1. 98士 0.21mole%).

最近 Hanski 和 Stehlik[21] 对由化学物

质、病毒以及辐射引起细胞癌变过程中不同核

酸成分的甲基化进行了测定，发现这种甲基化

与癌变过程有关，并可作为鉴别肿瘤的一个指

标.

表 8 显示二株正在分化的畸胎瘤细胞

DNA 的甲基化情况[15]. PSAI 株细胞在分化

过程中 mc 含量并没有显著变化，然而在分化

13 天的 LT 株细胞中，甲基化有所增加。

褒 3 罩在分化的畸胎嘱细胞里回C 含量

培养细胞分化时间

〈天数}

回C含量(mole% ) 

LT(XX) I PSAI(XO) 
细胞株 l 细胞株

2玉石l厂~6山工。
2.56 :1: 0.32 I3.78 土 0.36

2.旧0.33 I 3.46 土 0.44

3 拙。 .26 I 3.56 :1: 0.26 

n
u
-
a

也

-
η
·
·
-
q
υ

-
唱
E
L

引自 Singer 等[151 (1 979) 。

五、甲基化与系统进化

Rae 和 Steele[叫发现，呆蝇等四种昆虫

的总 DNA，用 Hpan 和 Msp 1 酶消化后其晦

解图谱彼此不能区分.这表明这四种昆虫的

DNA 中标志甲基化的 Hpall 切点非常少，处

在低水平甲基化状态.然而小鼠 DNA 中，

70%以上的 Hpan 切点处在高度甲基化状态

[23]。海胆 Echinus esculentus 的 DNA，约

有 1/3 是处在高度甲基化状态，而剩下的

2/3 DNA 没被甲基化，因此这种 DNA
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处在甲基化与非甲基化相间隔的部分甲基化状

态。 Bird 和 Taggart[叫对一系列动物总 DNA

的甲基化进行了系统研究，所有研究过的昆虫

和蟹类的 DNA 都与果蝇相同，均属低水平甲

基化，然而所有其它无脊椎动物〈包括腔肠动

物、软体动物和八种棘皮动物)以及脊索动物

门的被囊:类则都像海胆 DNA 那样，属部分甲

基化。所研究过的十三种脊椎动物 DNA(七

种哺乳类、两种鸟类、一种爬行类、两种两栖

类和一种鱼类等〉全都像小鼠和爪瞻一样，显

示高度甲基化。作者根据这些结果将所有研究

过的动物 DNA 分成三类: (1)没明显甲基化

的昆虫型 DNA、 (2) 甲基化和非甲基化区域

相间隔的棘皮动物型 DNA 以及高度甲基化的

脊椎动物型 DNA. 他们还对各种动物核糖体

DNA(rDNA)的甲基化也进行了系统研究，

基本情况与总 DNA 的甲基化情况相似。他们

认为进化关系近的有机体通常显示相似的甲基

化类型，并将研究过的各种动物所处的分类位

置与它们的甲基化类型用图 2 联系起来.虽然

图上并没有告诉我们哪一种甲基化类型是祖

先，然而有理由相信棘皮动物型甲基化早于昆

虫型和脊椎动物型，因为棘皮动物型甲基化广

泛分布在彼此相距很远的动物门之间.

-号楠型

图 2 系统发生和甲蕃化类型相互关系〈自
自 Bird 和 Taggart[24] ) 

六、 DNA 申基化与基因囊达的关系

近来有越来越多的证据表明， DNA 的甲

基化参与基因的表达和分化过程[l]. 许多证据

表明，越是活跃的基因甲基化程度就越低z 不

活跃的基因则 DNA 的甲基化程度高[却].

一些珠蛋白合成的诱导物，例如乙硫氨酸、

二甲亚枫和丁酸盐，能在 Friend 细胞 DNA

中引起低水平甲基化[26].

鸡红血球和网织红血球里， 由于自-珠蛋

白基因区域正在转录或刚完成转录，因此靠近

这一基因末端的特殊甲基化位置处(Hpa II , 

CCGG)完全没被甲基化.然而在输卵管、脑

和胚胎红血球细胞中， 由于这一基因不在转

录，因此有部分甲基化。这也是 DNA 的甲基

化具有组织特异性的一个例证[7 J 。

用 CpG 酶注研究鸡不同组织 DNA 里卵

清蛋白 (ovalbumin)、伴请蛋白 (conal bumin) 、

卵类粘蛋白(oýomucoid)基因和日-珠蛋白基

因的表达与甲基化之间的关系，发现正在生蛋

母鸡的输卵管里，构成卵白蛋白的上述三种基

因的甲基化程度低，而且对 DNase 1 敏感.其

他组织里这些基因的甲基化程度高，因为它们

没有在表达[6].对人珠蛋白基因以及兔子珠蛋

白基因进行的分析得到相似的结论，其中有些

甲基化位点的甲基化程度会发生变化，活跃基

因的甲基化程度总是偏低[8].长期以来腺病毒

DNA 被认为基本上是没有甲基化的，近来也

发现不在表达的病毒 DNA 则发生甲基化[27J 。

同样，不产生癌摩病毒的该病毒转化的细胞株

1670，含有许多高度甲基化的游离基因拷贝，

而那些正在活跃地产生痛痒病毒的细胞株则具

有未甲基化的病毒 DNA[28].

我们用抗皿C 间接免疫过氧化物酶法结合

放射自显术，在草蝇唾液腺多线染色体上进行

的试验也表明类似情况，即草蝇多钱染色体的

DNA 涨炮、 RNA 涨泡、带和带间上的 DNA

的甲基化与其 RNA 转录活性之间具有相反关

系， DNA 转录活性高则甲基化程度低(Wei

等[29]) • 

用 5-氮胞苦(5-azacytidine)进行的试验

更直接证明甲基化参与基因表达和分化过

程[叫 .5-氮胞昔是胞嘈睫的一种类似物，由于

胞嘈院 5-位的碳原子被氮原子取代，因此护氮

胞苦不能接受甲基.作者用 5-氮胞昔处理小鼠

10T去细胞株 24 小时后除去 5-氮胞苦， 然后
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继续培养 10-12 天，结果发现 5-氮胞苦能诱

发小鼠 10T去细胞株产生肌管(myotube) ， 同

时抑制新合成 DNA 链的甲基化.

Mohands 等[31]从一种缺失次黄嘿岭-一一

鸟瞟哈磷酸核糖转移酶 (HPRT丁的小鼠-人

体细胞杂交细胞株里，分离到具有正常结构然

而不活跃的人类 x-染色体。当用 5-氮胞苦

处理这类杂交细胞株以后， HPRT+ 细胞株里

的 HPRT 活力比没处理的细胞株高 1000 多

倍。现已分离出 14 种独立的 HPRT+ 克隆，

并用人类 x-染色体上某些特征性基因的表达

作为分析指标。等电点聚焦结果表明，在这些

克隆里所表达的 HPRT 是属于人的o 14 种克

隆里有一种表达人葡萄糖一6-磷酸脱氢酶，另

一种表达人磷酸甘油酸激酶. 由于用 5-氮胞

昔处理后会引起 DNA 甲基化程度降低，因此

人类 x-染色体失活的机制也许是由于 DNA

的甲基化.
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