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　　DNA 甲基化是一种重要的遗传外修饰 ,是表观

遗传学(epig enetics)的重要组成部分
[ 1]
。它参与了

动物胚胎发育 、基因印迹和 X 染色体失活等过程 ,

在基因表达的调控中具有重要作用 ,异常甲基化可

以导致肿瘤的形成。DNA 甲基化与组蛋白去乙酰

化协同调节基因的表达。DNA 甲基化可以随着外

界环境因素的变化而改变 。在哺乳动物胚胎移植和

体细胞核移植(SCN T)过程中 , 人工操作会引起

DNA 甲基化修饰改变 ,从而影响成功率 。2003年 ,

继人类基因组计划结束后 ,人类表观基因组协会

(HEC)宣布开始投资和实施人类表观基因组计划

(HEP)[ 2] 。其主要任务是绘制出人类基因组中甲

基化可变位点图谱。在农业方面 ,已经将 DNA 甲

基化作为一种分子标记应用于农作物以及家畜动物

杂交育种相关理论研究[ 3 ～ 5] ,通过分析亲子代 CpG

岛甲基化的变化差异及其对杂种表现的影响 ,从表

观遗传学角度揭示杂种优势的生物学基础 ,为提高

农作物以及畜禽生产力提供新的途径 ,也为鉴定和

分离与杂种优势有关的基因提供一些新的思路 。因

此 ,DNA 甲基化的研究逐渐成为新的研究热点 。随

着对甲基化研究的不断深入 ,各种各样甲基化检测

方法被开发出来以满足不同类型研究的要求。因

此 ,探讨甲基化形成与改变的可能机制 ,建立准确性

高 ,灵敏度高 ,操作简单的 DNA 甲基化检测方法 ,

对探讨甲基化调控规律 ,提高哺乳动物体细胞核移

植效率 、揭示杂种优势的表观遗传学基础意义重大。

1　DNA甲基化的研究方法

1.1　甲基化敏感限制酶方法

甲基化敏感限制酶方法是经典的甲基化分析方

法 ,主要根据一些限制性内切酶不能切开甲基化的

DNA 序列。由于在真核 DNA 或者哺乳动物 DNA

中 ,只有 CG相连的胞嘧啶能够被甲基化 ,因此 ,在

酶切位点内包含 CG 序列的限制性内切酶就会遇到

问题。这种方法所使用的两个经典酶对是 Hpa Ⅱ

-MspⅠ(CCGG)和 Sma Ⅰ-XmaⅠ(CCCGGG)。
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由于第二对限制酶识别序列非常罕见 ,所以一般都

用 Hpa Ⅱ-MspⅠ(CCGG)。两个酶都识别 CCGG

序列 ,而当其中的胞嘧啶甲基化时 , Hpa Ⅱ不能够将

其切开 ,这就使得 Hpa Ⅱ-M sp Ⅰ能够作为快速甲

基化分析的工具 。但是这个方法有些不足:首先 ,并

不是所有的 CG 都位于 CCGG 序列内 ,意味着一些

可能的甲基化位点没有被检测到;另外一个问题是

必须用复杂的 Southern Blo t 杂交 。这种方法还要

求有高分子量 DNA 及有较多甲基化的等位基因 ,

而且仅能检测到限制性内切酶能够识别的 CpG 序

列[ 6] 。尽管如此 ,甲基化敏感限制酶法仍然是甲基

化分析的首选方法。

1.2　限制性酶及 PCR的方法

Herman等
[ 7]
1996年在使用重亚硫酸盐处理的

基础上新建的一种方法。即用限制性内切酶(对甲

基化不敏感与敏感的同裂酶)切割后 ,再用含有酶切

位点序列的引物进行 PCR扩增。检测甲基化敏感

酶的 PCR 扩增产物 , 如果用针对处理后甲基化

DNA 链的引物能扩增出片段 ,则说明该被检测的位

点存在甲基化;若用针对处理后的非甲基化 DNA

链的引物扩增出片段 ,则说明被检测的位点不存在

甲基化。这种方法虽然可以提高 DNA 量少时检测

的敏感性 ,但它同样存在不足 ,比如在限制性酶消化

不完全情况下会出现假阳性结果。

1.3　直接测序法

直接测序法之一是基因组直接测序法。基因组

DNA 经 Maxam-Gilbe rt化学裂解法进行处理 ,并

以连接接头介导的 PCR(linker mediated PCR , LM

-PCR)对信号强度进行放大 ,可以增加甲基化检测

的敏感性 ,这是过去一直沿用的研究 DNA 甲基化

方法 。这种方法的缺点是技术要求较高 ,而且容易

出现假阳性及假阴性 。另外一种是由 Frommer 等

提出的研究 DNA 甲基化方法[ 8] 。其过程是:重亚

硫酸盐使 DNA 中未发生甲基化的胞嘧啶(C)脱氨

基转变成尿嘧啶(U),而甲基化的胞嘧啶保持不变 ,

进行 PCR扩增所需片段后 ,尿嘧啶全部转化成胸腺

嘧啶(T),最后对 PCR产物进行测序并且与未经处

理的序列比较 ,判断 CpG 位点是否发生甲基化。这

种方法的可靠性及精确度都很高 ,能检测到目的片

段中每一个 CpG位点的甲基化状态 ,但需要大量的

克隆测序 ,过程较为繁琐 ,费用也比较高[ 9] 。

1.4 　甲基化特异性 PCR(methylat ion specif ic

PCR , MSP)

亚硫酸氢盐可以氧化去除基因组 DNA 中胞嘧

啶的氨基 ,在此反应中除 m5C 外其余胞嘧啶均可被

转变为尿嘧啶。然后将这些靶序列用特异引物扩

增 ,经过扩增的 DNA ,所有尿嘧啶均转化为可检测

的胸腺嘧啶 ,只有 m5C以胞嘧啶形式被扩增 。这种

方法是目前所使用的在给定基因组靶序列中分析

m5C最常用的方法。可以检测到每个 CpG 位点的

甲基化情况 。基于此原理 ,发展出亚硫酸氢盐去氨

基反应后 ,结合 PCR扩增的快速方法来检测 m5C ,

称为甲基化特异 PCR(MSP),这种 MSP 方法运用

特别设计的针对甲基化的和非甲基化序列的引物 ,

从而得到特异扩增的甲基化或非甲基化靶序列 。目

前已经被广泛应用到 CpG 岛甲基化检测。此方法

适用范围很广 ,可以检测包括已知的 、接近 PCR引

物的及限制性酶切范围的 CpG 双核苷酸序列的甲

基化状况[ 10] 。

1.5　其他甲基化分析方法

前面 4种方法以及络合物介导 PCR/肼反应/

高锰酸盐反应 、原位 MSP 杂交法 、甲基化敏感性单

核苷酸引物延伸法(methylat ion -sensi tive single

nucleotide primer extension , M s-SnuPE)、结合重

亚硫酸盐的限制性内切酶法(combined bisulf ite re-

striction analysis ,COBRA)以及甲基化敏感性单链

构象分析法(methy lation-specific single -st rand

confo rmation analysis ,MS -SSCA)等主要应用于

单基因序列特异性甲基化分析和特异性位点 DNA

甲基化分析;目前应用于全基因组序列特异性甲基

化分析的方法有:甲基化差异性杂交显示(dif fe ren-

t ial methy lation hybridization , DMH)、寡核苷酸微

阵列法 、基因组限制性酶切扫描法(restriction land-

mark genome scanning , RLGS)[ 6] 、MBD(methy l-

CpG binding domain column chromatog raphy ,甲基

化结合区)柱层析法[ 11] 、联合甲基化敏感性限制性

内切酶的 MBD(combination of methy lated-DNA

precipitation and methy lation-sensi tive rest riction

enzymes , COMPARE-MS)
[ 12]

。

研究甲基化的方法之多 ,一方面说明了甲基化

研究难度大 ,另一个方面也说明这些方法都存在着

一定的限制 。面对具体问题 ,选择最合适的解决方

法就显得尤为重要 。首先 ,根据研究目的选择合适

方法。应该明确是研究整体水平的甲基化还是特定

位点的甲基化 ,或是要发现全基因组中新的甲基化

位点;其次 ,根据客观条件筛选方法 ,如:目标序列是

否已知 ,是定量研究还是定性研究 ,样本来源及数量

如何 ,是否需要高通量的样本检测方法;最后 ,全面
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分析 ,选取敏感 、可靠 、经济 、简便的方法 ,以达到理

想的效果 。

2　问题与展望

DNA 甲基化在哺乳动物中起着重要的调节作

用。有充分证据说明 DNA 甲基化在发育和细胞分

化过程中对特异基因的表达或者沉默起重要作用 。

DNA 甲基化的选择性调节在临床上可以用来预防

和治疗癌症。要制定安全有效的针对改变 DNA 甲

基化的治疗策略 ,必须彻底搞清楚对甲基化和去甲

基化过程起特异性调节作用的因素。同样 ,搞清楚

参与 DNA 甲基化诱导基因沉默的因素可以使试图

选择性调节基因表达的努力变得更为容易。最近的

研究已经将 DNA 甲基化和组蛋白去乙酰化作用两

种整体机制联系起来 ,但仍须对 DNA 甲基转移酶 、

去甲基酶 、甲基胞嘧啶结合蛋白 、组蛋白去乙酰化作

用以及基因转录静止之间的复杂联系作进一步研

究。随着甲基化研究的不断深入 ,甲基化分析技术

将逐步完善。完善的研究技术将提供强有力的技术

支持 ,必将探寻到更多的新甲基化位点 ,从而为表观

遗传 、胚胎发育 、基因印迹及肿瘤研究提供一些新的

思路 ,也为动植物育种提供新一代的分子标记奠定

基础 。
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本刊常用单位符号及换算

依据国家标准 ,本刊在刊发稿件中一律使用法定计量单位 , 为便于读者阅读 ,现将本刊常用单位符号及其换算

方法介绍如下:

1　长度单位:km=公里、千米, m=米 , cm=厘米 ,mm=毫米;换算:1 km=1 000m , 1 m=100cm=3 尺 , 1 cm=10 mm

2　重量单位:t=吨或 1 000 kg , kg=公斤 、千克 , g=克 ,mg=毫克;换算:1 t=1 000kg , 1 kg=1000 g , 1 g=1 000mg ,

500g=1 市斤 , 50g=1 两

3　面积单位:m2 =平方米 , hm2 =公顷 , cm2 =平方厘米;换算:1 hm2 =10 000 m2 =15 亩 , 1 亩=667 m2

4　浓度单位:1mg/ kg ,mg/ L或 mg · kg-1 ,mg· L-1 ,μl· L-1 =1×10-6=1 ppm , 即百万分之一, 不用 ppm和 1×10-6表示

5　时间单位:“天 、小时 、分钟 、秒”分别用“ d , h ,min , s”表示

(本刊编辑部)
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