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摘要：表观遗传传学调控在过去十几年间得到深入的研究，组蛋白修饰、DNA 甲基化、染

色质重塑和非编码 RNA 介导的基因调控对人类多种重大疾病的发生和发展中起重要的调控

作用。在这里，我们介绍表观遗传学调控途径的原理和研究进展，综述了目前常用的组蛋白

修饰、DNA 甲基化的研究方法及全基因组定位技术，并对它们在表观遗传修饰检测中的应10 

用做了简要说明。 
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Abstract:The epigenetic regulation has been intensely studied over the last decades. Histone 

modification, DNA methylation, chromosome remodeling and RNA-mediated targeting regulate many 

biological processes that are fundamental to the genesis and development in many disease. Here, we 

present the basic principles and progress behind these epigenetic research. The most commonly used 25 
and newly developed techniques of histone modification, DNA methylation and genome-wide mapping 

technique are reviewed and their applications in the detection are made a brief comment.  
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0 引言 

“表观遗传学”( epigenetics)一词最初由康拉德·瓦德丁顿在《现代遗传学导论》一

书中提出，描述了与 DNA 序列改变无关的细胞表型的遗传变化这一现象。经过几十年的辩论35 

和研究，关于表观遗传学的准确定义仍然存在争议。它区别于传统遗传学在于，传统遗传学

认为遗传信息储存在 DNA 序列信息中,研究基因序列改变导致的基因表达水平的变化，而表

观遗传学是研究在 DNA 序列不发生改变的条件下，由于组蛋白修饰、DNA 的甲基化、染色质

重塑和非编码 RNA 调控等发生改变，引起基因功能发生可遗传的变化并最终导致表型变异的

遗传学机制，是以基因表达水平为主的量变遗传学。在整个生命过程中，表观遗传学机制使40 

机体对外界环境如生长因子等调节分子传递的信息在不改变 DNA 序列的情况下作出反应。两
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套遗传学系统互相影响，相辅相成，共同保障着细胞正常功能发挥。 

组蛋白和 DNA 的修饰过程都是通过染色质修饰酶以一种高度调控的方式动态地构建和

清除进而调控着真核基因表达，目前已经知道的有 4 种 DNA 修饰和 16 种组蛋白修饰[2,3]，

参与人类生长发育过程且与重大疾病如肿瘤、心血管疾病、自身免疫性疾病、神经退行性疾45 

病等密切相关[4-8]。 

1 表观遗传学研究进展 

小体是染色质的基本结构单位，由核心组蛋白八聚体及缠绕其外周的 DNA 组成。核心组

蛋白是一类富含带正电荷的碱性氨基酸小分子的蛋白质，氨基酸小分子同 DNA 中带负电的磷

酸基团相互作用，形成 DNA-组蛋白复合物。每个组蛋白都有两个结构域：组蛋白的球形折50 

叠区和氨基末端结构域。球形折叠区负责组蛋白分子间相互作用和 DNA 缠绕，而氨基末端结

构域富含赖氨酸，像一条“尾巴”伸出核小体外，与其他调节蛋白和 DNA 作用。氨基末端的

“尾巴”具有极度精细的变化，发挥“信号位点”的作用，常被组蛋白乙酰转移酶、组蛋白

甲基转移酶和组蛋白磷酸转移酶等作用，发生甲基化、乙酰化、磷酸化等共价修饰，然后被

一系列特定的蛋白质识别，并将其转译成一种特定的染色质状态从而实现对特定基因的调55 

节。 

1.1 组蛋白修饰 

组蛋白乙酰化和去乙酰化过程是目前研究最为广泛和深入的组蛋白翻译后修饰之一，呈

特异性的高度可逆的动态变化，分别由组蛋白乙酰化转移酶(histone acetyltransferase，

HAT) [9-10] 和组蛋白去乙酰化酶(histone deacetylase，HDAC)共同调控 [11-12]。目前60 

在人体中共发现了 18 种 HDAC[13]，与动脉粥样硬化、心肌重构、高血压、肺动脉高压、心

律失常、糖尿病性心肌病、心力衰竭等心血管疾病的发生、发展有关。HDAC3 和 HDAC7 通过

促进白细胞活化、招募、附着，继而迁移至血管内膜，从而引发动脉粥样硬化早期病变[14]。

有研究表明组蛋白去乙酰化酶抑制剂曲谷抑菌素（Trichostatin A，TSA）在离体实验中显

示出对心肌缺血再灌注引起的损伤具有保护作用，能减少心肌梗死面积，恢复心肌收缩功能65 

[15]。Ooi 等[16]在压力超负荷诱导心肌肥厚的小鼠实验模型中，发现 TSA 能够对基因启动

子进行乙酰化与去乙酰化修饰而发挥减弱心肌肥厚的作用。Williams 等[17]研究表明，选

择性抑制 HDAC 家族可以靶向调控心脏纤维组织母细胞和骨髓源性纤维细胞，有效抑制血管

紧张素Ⅱ介导的心肌纤维化。HDACs 抑制剂 CI-994(Tacedinaline，泰克地那林)可以减少小

鼠心房的纤维化，在持续性心房颤动犬模型中 CI-994 能缩短总的心房颤动时间，减少心房70 

内脂肪细胞和免疫细胞浸润，而心功能不受显著影响[18]。 

催化组蛋白甲基化修饰的酶统称蛋白质精氨酸甲基转移酶（protein arginine 

methyltransferases,PRMTs），甲基化修饰可以发生在精氨酸和赖氨酸的侧链。组蛋白甲基

酶(SET and MYND domain containing,SMYD)是组蛋白赖氨酸甲基转移酶的一个亚家族，已
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发现 SMYD1-5 五个成员。SMYD 可以甲基化组蛋白，也可以甲基化非组蛋白如 p53 蛋白、视75 

网膜母细胞瘤肿瘤抑制基因蛋白等。SMYD 与多种肿瘤关系密切[19，20]。乳腺癌、肝癌和

结直肠癌的恶性细胞中 SMYD3 过度表达，敲除 SMYD3 会阻止宫颈癌细胞的生长和浸润[21]。

在小鼠胰腺癌和肺癌模型中，SMYD3 通过介导 MAP3K2 发生甲基化激活 RAS 信号进而启动

其致癌作用[22]。此外，SMYD1 特异性表达在骨骼肌和心肌细胞，调节骨骼肌和心肌的发育，

对于胚胎的存活意义重大。敲除 SMYD1b 基因或 SMYD1b 基因突变会导致斑马鱼胚胎心肌和80 

骨骼肌的肌原纤维组织破坏[23,24]。 

1.2  DNA 甲基化修饰 

DNA 甲基化是由酶介导将甲基选择性地添加到 DNA 或 RNA 上的一种化学修饰过程，虽未

改变核苷酸顺序及组成，但基因表达受到影响。哺乳动物有两类DNA甲基化酶：一类是DNMT3A

和 DNMT3B，负责对无甲基化 DNA 双链上进行甲基化修饰，同时还参与异常甲基化的形成；85 

第二类是 DNMT1，主要参与复制后的半甲基化，对 DNA 分子中未甲基化的一条子链进行甲基

化修饰，保持子链与亲链有完全相同的甲基化形式，保证表观遗传学信息在细胞和个体间可

以世代传递。可见，DNA 甲基化不仅影响细胞基因的表达，而且这种影响还可随细胞分裂而

持续遗传下去，因此，它是一类高于基因水平的基因调控机制。 

DNA 甲基化在肿瘤的发病、诊断、预后评估及治疗中有重要的临床意义，恶性肿瘤细胞90 

普遍存在低甲基化的现象，而且癌变的哺乳动物细胞中，CpG 岛产生甲基化修饰 70%情况都

发生在启动子区[25]。Hur K 等[26]检测了 77 例结直肠癌组织标本及相对应的正常结肠粘

膜中 LINE-1 序列，发现癌组织序列包含的 MET、RAB3IP 和 CHRM3 的原癌基因均出现低甲基

化，相应的蛋白表达水平也比正常组升高。此外，DNA 甲基化和多种免疫性皮肤病的发生发

展密切相关。p16 是表观遗传学调节的一个备选基因，可表达成抗凋亡蛋白，研究发现在大95 

约 30%的银屑病患者受损处的表皮中，p16 基因启动子发生甲基化，同时伴有其 mRNA 表达

水平的显著下降，表皮受损和严重程度指数升高[27]，在其造血细胞中，p16 基因启动子序

列呈现低甲基化和 mRNA 高表达[28]。在系统性红斑狼疮患者的血浆中也检测到低甲基化基

因组 DNA 片段，且低甲基化与 B、T 淋巴细胞的激活及分化有关[30]。徐国良等[31]结合基

因功能互补分析，解析了 TET 缺失造成胚胎死亡的机制，发现 DNMT 介导的 DNA 甲基化和 DNA100 

去甲基化过程相互拮抗，调控着 Lefty-Nodal 信号通路，第一次系统地揭示了胚胎发育过程

中关键信号通路的表观遗传调控机制。   

1.3  染色质重塑    

染色质的结构改变与基因转录、DNA 复制、修复、重组以及基因表达等基本生物学过程

紧密相关。为保证染色质内的 DNA 与蛋白质的动态结合，细胞内进化产生了一系列特定的染105 

色质重塑复合物，称重塑子。染色质重塑子根据所含功能结构域的不同，分为 SWI/SNF、ISWI、

CHD 和 INO80 四大类[32]。在真核细胞中，染色质重塑子通过改变染色质上核小体的装配、

拆解和重排等方式来调控染色质结构，使转录相关因子在其染色质 DNA 局部更可接近，影响

基因转录活性。在哺乳动物细胞中，Swi/Snf 可以与多种转录因子相互作用，包括类固醇受
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体、肿瘤抑制因子和一些致癌因子 RB、BRCA-1、c-Myc 和 MLL 等[33]，使染色质重塑复合物110 

募集到相应靶基因的启动子区，通过核小体的“滑动”改变相应靶基因启动子区的染色质结

构，从而引起相应基因的激活或抑制。而在胚胎干细胞中，大部分 INO80 都是结合在转录起

始位点区，发挥激活因子的作用 [34] 。 

1.4 非编码 RNA 调控 

哺乳动物绝大多数的基因组通过转录产生大量非编码 RNA（noncoding RNA,ncRNA），115 

这些 ncRNA 多数没有可读框。最早发现在肿瘤中过表达的 miRNA 是 miR-155 和 miR-17-92

基因簇[35]。自从发现 miRNA 与癌症发病机制相关以来，大量研究表明 miRNA 参与调控肿

瘤的多个方面,包括转录、细胞周期调节、细胞凋亡、血管生成、肿瘤浸润转移[36]。Calin

等[37]发现miR-15a和miR-16-1作用靶点是抑制细胞凋亡的癌基因Bcl-2。Berteaux等[38]

发现，在乳腺癌细胞增殖中 H19 的过表达起重要作用, 这种作用是通过转录因子 E2F1 直接120 

或间接结合在H19启动子上，从而促进细胞进入S期并加速细胞周期进程。Boutros等人[39]

发现 c-Myc 直接结合 H19 启动子而上调 H19 的表达，通过募集组蛋白乙酰转移酶，上调母源

H19 等位基因转录，对乳腺癌和肺癌细胞的致瘤表型具有显著影响[40]。由此可见，miRNA

在许多癌症发生和发展中起着重要作用。 

2 表观遗传学研究方法进展 125 

2.1 染色质免疫共沉淀技术及其发展 

染色质免疫共沉淀（chromatin immunoprecipitation,ChIP）也称结合位点分析法，由

O'Neill 和 Turner 提出，是研究体内蛋白质与 DNA 相互作用的一种技术，也是目前最常用

的组蛋白修饰的研究方法。具体是活细胞状态下对细胞内的 DNA 与蛋白质复合物进行固定，

然后利用超声或酶将染色质处理成一定长度的染色质片段，利用特异性抗体沉淀此目的蛋白130 

复合物，特异性地富集与目的蛋白结合的 DNA 片段，再解除蛋白质与 DNA 偶联，对目的片段

进行纯化、检测，从而获得蛋白质与 DNA 相互作用的信息。将 ChIP 操作与基因芯片技术分

析法（chip）相结合就是 ChIP on chip，是分析目的蛋白与基因组中 DNA 相互作用位点的

一种全基因组定位方法。该技术的主要步骤是先通过 ChIP 技术富集组蛋白被修饰的 DNA 片

段，加上通用接头进行 PCR 扩增（在扩增过程中引入荧光基团），最后将扩增的片段与设135 

计的芯片进行杂交。染色质免疫沉淀技术主要用于蛋白和 DNA 两者都已经明确的情况下，研

究蛋白和目标基因之间的结合关系，而 ChIP-on-chip 则用于已知蛋白质而寻找它可能结合

的靶基因，多用于筛选一个蛋白的下游靶基因。 

将 ChIP 与第二代测序技术相结合就是 ChIP-Seq 技术，能够高效地在全基因组范围内检

测与组蛋白、转录因子等互作的 DNA 区段，已经越来越广泛的应用到 DNA 与互作蛋白分析中。140 

该技术首先通过 ChIP 特异性地富集目的蛋白结合的 DNA 片段，对其进行纯化与文库构建，

然后对富集得到的 DNA 片段进行高通量测序，研究人员通过将获得的数百万条序列标签精确

定位到基因组上，获得全基因组范围内与组蛋白、转录因子等互作的 DNA 区段信息[41]。目
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前 ChIP-Seq 技术比较成熟，通量也在不断提高，成本随着新一代测序技术出现和发展在逐

步降低。该技术的主要困难在于测序完成后对海量数据的分析，并且各个环节的差别，如145 

DNA 质量、获取的片段长短不同导致的扩增效率差异、基因组的重复程度以及测序和序列比

对过程中的错误都会引入系统误差造成假阳性。 

染色质免疫沉淀和基因表达系列分析相结合的技术，称为全基因组定位技术

（genome-wide mapping technique,GMAT），可用于测定全基因组中组蛋白修饰的分布状态

[41]。该方法通过用抗某种修饰的组蛋白尾端的抗体进行 ChIP，获得细胞中与这种修饰的150 

组蛋白相结合的全部 DNA 片段，然后利用基因表达系列分析 SAGE 技术构建文库并进行测序

和生物信息学分析，获得这种组蛋白在全基因组中分布状况的信息。GMA 的优点是分辨率高，

结果可信度高，适用与全基因组水平的组蛋白修饰的定量测定。它与 ChIP-on-chip 相比，

不依赖于预先选择的序列，可进行全基因组扫描。 

 155 

2.2 DNA 甲基化分析技术及其发展及其发展 

DNA 甲基化是表观遗传学的重要组成部分，随着对甲基化研究的不断深入，其检测方法

层出不穷,几乎涵盖了从基因组各个层次水平的研究。根据研究目的，这些方法分为：基因

组整体水平的甲基化检测，特异位点甲基化的检测和新甲基化位点的寻找。根据研究方法可

以分为：基于限制性内切酶的甲基化分析方法、基于重亚硫酸盐的甲基化分析方法等160 

[42-44]。甲基化敏感的限制性内切酶法的原理是一些限制性内切酶的识别位点中含有 CpG

双核苷酸序列，它们常常只能结合非甲基化的识别序列，而对发生甲基化的序列没有结合活

性，这样可以帮助我们判断 DNA 序列中是否发生了甲基化。不足之处在于有些限制性内切酶

的作用位点具有不唯一性，可能导致切割位点不准确。在这个基本原理的基础上，结合不同

的通量研究的手段，已经设计出了多种研究方法，例如 RLGS（restriction landmark genome 165 

scanning，限制性标志物全基因组扫描）、DMH（differential methylation hybridization 

for methylation analysis，差异性甲基化杂交分析）、MCA（methylation CpG island 

amplification for methylation analysis,甲基化 CpG 岛扩增子分析）等[48-50]。 

重亚硫酸盐法是用重亚硫酸氢钠在碱性条件和氢醌的催化下处理单链 DNA 可使非甲基

化的胞嘧啶发生脱氨基反应转变成尿嘧啶（U），而甲基化的胞嘧啶不能发生脱氨基反应而170 

仍为胞嘧啶，两轮的聚合酶链式反应扩增后，该位点变为 T，而 m5C 则保持不变，仍然为 C。

通过扩增克隆测序比对，可以鉴别待测位点是否发生了甲基化。该技术很容易确定个体基因

组 DNA 分子中各个单链的甲基化状态及甲基化位置，也适用于特定基因甲基化检测。在此

基础上，结合 DNA 直接测序、限制性内切酶分析、甲基化特异性 PCR 扩增、甲基化敏感的单

核苷酸引物延伸法、高效液相色谱法以及锁式探针技术等方法测出相应序列的甲基化情况，175 

发展出系列高效的检测方法[51-54]。 

以上是目前表观遗传学研究比较广泛的方法，另外还有比如体外组装核小体技术、体内
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DNA 足迹法、染色质 DNA 酶 I 高敏感位点检测法等[55-60]。这些检测方法的发展为探索基

因表观遗传信息提供了有效的手段，随着表观遗传研究的不断深入，对各种修饰组蛋白分析，

将有助于人们进一步认识组蛋白密码，这些方法作为研究和诊断疾病的重要工具也将得到更180 

加广泛的应用。 
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