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摘要：表观遗传学是一门重要的生命学科，主要包括 DNA的甲基化、组蛋白修饰以及非编码 RNA等内容，其中任何一方面的表

观遗传学变化对生物体的生命过程都有重要的影响。近年来随着生命科学的快速发展，表观遗传学越来越受到人们的关注，各种

先进科技的应用也使得表观遗传学实验技术得到快速的发展。本文对 DNA甲基化、组蛋白修饰及非编码 RNA的基本内容及实

验方法进行了综述，并对不同的研究方法进行分析，有利于表观遗传学的深入研究。
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Epigenetics and Its Research Methods*

Epigenetics is an important discipline of life, mainly including DNA methylation, histone modification, non-coding

RNA and some other changes. Any changes of epigenetics will have an important impact on the development of body. With the rapid

development of life science, epigenetics has got more and more attention and epigenetics has a rapid development with the various

applications of advanced technologies in recent years. Methods of experiment and the basic content of DNA methylation, histone

modification and non-coding RNA are summarized, and different ways of study on epigenetics are analyzed in this paper. And it is good

for the deep research of epigenetics.
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前言

蛋白质是生命的物质基础，人们一直都认为基因决定生命

过程中所需要的各种蛋白质，最后影响机体表现型的变化。近

年来的研究表明，基因可以在 DNA序列不变的条件下表观发

生可稳定遗传的变化，这种变化称为表观遗传变异[1]，这一变化

主要是指 DNA甲基化，组蛋白修饰及非编码 RNA等遗传物

质的修饰，如一对同卵双胞胎，具有相同的遗传物质，但是机体

后天的表现却仍然有不相同的地方，其主要原因是后天的环境

引起了表观遗传信息的变化。1939年生物学家Waddington首

先提出表观遗传学这一术语，并把其描述为从基因型到表型的

一种调控机制[2]。经过多年的研究发现，DNA可以编码遗传信

息并为其提供必要的模板，而表观遗传学信息则决定在适当的

时间、地点和方式去应用遗传信息的指令[3]。由此可见，生物体

是由遗传信息和表观遗传学信息共同作用的结果。

目前对于表观遗传学方面的研究主要集中于 DNA甲基

化、组蛋白修饰和非编码 RNA。如图 1所示，DNA甲基化和组

蛋白修饰主要影响染色质的结构进而影响基因的转录功能，而

非编码 RNA的变化则会对 mRNA翻译成蛋白质产生重要的

影响，由 mRNA翻译成的蛋白质又会反过来调节 DNA甲基

化，组蛋白修饰及非编码 RNA的形成过程，最终引起生物体表

型的变化。这些表观遗传学变化之间相互关联，任何一方面发

生异常都将对基因的表达及生物体的性状产生重要影响。此

外，本文还总结了主要的表观遗传学研究方法，并对不同的方

法进行了简要分析，以期为表观遗传学的深入研究提供参考。

1 DNA甲基化及其研究方法

1.1 DNA甲基化

如图 2所示，DNA甲基化是指脊椎动物在 DNA甲基转移

酶（DNMTs）的催化作用下，将 S-腺苷甲硫氨酸（SAM）中的甲

·专论与综述·
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图 1表观遗传学变化与机体生长发育的关系

Fig. 1 Relationship between changes of epigenetics and development of

body

图 2 5-甲基胞嘧啶的形成过程

Fig. 2 The process of producting 5-mC

基转移到胞嘧啶的五位，形成 5-甲基胞嘧啶[4]。研究发现，DNA

甲基化绝大多数位于对称的 CpG二核苷酸，其中人类基因组

中 70%~80%的 CpG二核苷酸中的胞嘧啶处于甲基化状态[5]。

而非甲基化的 CpG则呈现局部聚集，形成 C、G含量较高的区

域，即 CpG岛[6]，并且 CpG岛多位于启动子区。一般来说，胞嘧

啶的甲基化能抑制基因的表达，位于启动子区的胞嘧啶的高甲

基化能使基因沉默，位于基因内部的胞嘧啶甲基化则与基因的

表达存在着弱的负相关。目前研究发现催化 DNA链上的胞嘧

啶甲基化反应的酶主要有四种：DNMT1、DNMT3A、DNMT3B

和 DNMT3L（如图 2所示）。其中 DNMT1主要是催化甲基转移

到胞嘧啶的五位，DNMT3A和 DNMT3B主要是催化这一反应

的发生，DNMT3L主要是负责调节其他甲基转移酶的活性[7]。

DNA甲基化的发生是一个复杂的过程，每一个环节都有可能

会对 DNA甲基化的形成产生影响。

随着研究的深入，人们发现 DNA甲基化在调控基因表达

的同时也受外源化合物的影响。2014年，Breton等发现孕妇吸

烟会影响幼年时期孩子 DNA中的 CpG岛（DNA链上一段富

含 C、G的区域）的甲基化水平[8]。同一年，Broberg等发现早期

的孕妇经常暴露在有砷的环境中会改变脐带血全基因组范围

的 DNA甲基化水平，特别是男孩[9]。还有研究发现将小鼠胚胎

暴露于咖啡因的环境下，可以通过 A1腺苷酸受体改变成年小

鼠的心脏功能和 DNA甲基化水平[10]，将小鼠暴露于苯并芘可

以引起血液和肝脏中基因组甲基化水平的降低[11]。研究 DNA

甲基化发生的原因，了解其形成过程，尝试使用外源物质对其

形成过程进行调节，将会对机体的生长发育产生重要的影响，

也可为药物及其他产品的研究开发提供帮助。

1.2 DNA甲基化研究方法

关于 DNA甲基化的研究方法主要分为两类：一类是基因

组整体水平的甲基化分析方法，主要包括高效液相色谱及其相

关方法、MSAP（甲基化敏感扩增多态性）检测方法、MeDIP

（DNA甲基化免疫共沉淀）实验及甲基化芯片技术；另一类是

特异位点的 DNA甲基化分析方法，主要包括用重亚硫酸氢盐

处理并测序的方法、结合亚硫酸氢钠处理和酶解分析法、甲基

化敏感性单核苷酸扩增、甲基化敏感性高分辨率扩增及甲基化

荧光 PCR等方法。这些方法一般都是基于胞嘧啶在重亚硫酸

盐的处理下变为尿嘧啶，而甲基化的胞嘧啶则不发生这一变化

这一原理，这一原理也被称之为 DNA甲基化分析的金标准。

1.2.1 基因整体水平的甲基化分析方法 在基因整体水平的

甲基化分析中，2011年 Armstrong等[12]用少量的 DNA样品通

过 HPLC进行全基因组甲基化检测，主要过程是将 DNA样品

水解成单个碱基，然后将水解产物通过色谱柱，将此结果和用

标准品得到的结果进行比较，测紫外光吸收值，计算 5 mC与（5

mC+5C）比值的积分面积得到整体基因组的甲基化水平。随着

一种结合二代测序，具有覆盖范围广、分辨率高、经济及快速的

MeDIP实验[13]的出现，基因整体水平甲基化的研究变得更加方

便，其主要过程是富集 DNA、进行纯化、与 5mC进行结合、然

后进行高通量测序，如今通过 nano-MeDIP-seq法可以检测纳

克级别浓度的 DNA[14]，提高了检测 DNA甲基化的灵敏度。

Butcher 等在 MeDIP的基础上进行改进，发明出了 Au-

toMeDIP-seq法，使结果更加可靠[15]。利用芯片技术进行检测是

目前最可靠也是应用最为广泛的一种检测手段，目前有甲基化

特异寡核苷酸芯片法（MSO）和差异甲基化杂交法（DMH）两种

甲基化芯片分析法。MSO是一种用亚硫酸氢钠处理后直接杂

交的方法，这种方法主要是针对已知的个别基因，DMH法是基

于 CpG岛文库建立的，和表达谱芯片类似，为 CpG岛甲基化

检测提供了高通量的技术平台。在基因芯片的基础上又衍生出

了一些方法，如用甲基化依赖性限制性内切酶、对甲基化敏感

性不同的同裂酶处理 DNA样品，使用甲基化敏感性内切酶结

合芯片技术[16]，及用 5mC抗体或甲基化结合蛋白免疫沉淀并

富集甲基化片段的方法[17]。随着新技术的不断发展，研究全基

因组 DNA甲基化的技术将越来越多，在表 1中对目前研究全

基因组 DNA甲基化常用方法的利与弊进行了总结。

1.2.2 特异位点的甲基化分析方法 特异位点的甲基化分析

也是基于亚硫酸氢盐处理的一类方法，如甲基化特异性 PCR

法：用亚硫酸氢盐处理目的 DNA片段，设计特异性引物进行

PCR扩增，然后通过琼脂糖凝胶电泳确定 DNA序列的甲基化

状态[18]；甲基化荧光 PCR检测：DNA经亚硫酸盐处理后，设计

与待测 DNA片段互补的探针，在探针的 5'末端、3'末端分别

标记上荧光报告基因和荧光淬灭基因，对于能与探针杂交的

DNA片段，在 PCR引物延伸时 Taq酶发挥 5'~3'外切酶的活

性，将探针切碎，标记基团分离，释放可被检测的荧光信号，荧

光强度代表甲基化水平[19]；甲基化敏感的单核苷酸的扩增法：

把基因组的 DNA经重亚硫酸氢盐处理后进行 PCR，设计引物

并在反应体系中加入引物和用同位素标记的 dCTP或 dTTP及
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Taq酶等，若待测位点发生甲基化，则被同位素标记的 dCTP会

在反应中连接至引物末端，若待测位点未发生甲基化，则被同

位素标记的 dCTP可参与反应，在经电泳分离和放射活性测定

可得出 C/T值，即为甲基化与非甲基化的比值，然后据此可分

析甲基化情况[20]；甲基化敏感性高分辨率熔解：DNA模板在重

亚硫酸氢盐处理后进行 PCR，由于甲基化的 CpG岛中 GC含

量发生变化，从而导致溶解曲线 Tm值出现差异，CpG位点的

相对位置也会对溶解峰的形状产生影响，据此可以检测出甲基

化位点和甲基化程度[21]；结合亚硫酸氢钠处理和酶解分析法：

经亚硫酸氢钠处理的 DNA，若胞嘧啶发生甲基化，则 PCR扩

增后得到 TGTG，BstUI不识别此位点，不能进行切割，若胞嘧

啶发生甲基化，则 BstUI能识别此位点并进行切割，然后将酶

切产物进行分离、杂交、定量并分析甲基化比例[22]。

对目前常用的特异位点 DNA甲基化研究方法进行总结，

见表 2。目前多数研究者都倾向于对特定位点的 DNA片段用

重亚硫酸盐处理，然后进行 PCR，测序，最后分析结果，如

Mishima C等通过这一方法发现基因 TRIM9启动子区域的甲

基化可以作为检测乳腺癌病人体内循环肿瘤 DNA的标志[23]。

这一方法虽然价格昂贵，但得到的结果准确、可靠。当然也有研

究者会选择使用 Chip-Seq等结合二代测序的新技术、新方法。

表 1常用的基因组 DNA甲基化研究方法的优缺点

Table 1 Advantages and disadvantages of commonly used research methods on study DNA methylation in genome

Methods Advantages Disadvantages

HPLC High sensitive, fast and cost properly
It will loss some C and 5mC in the process of hydrolyzing DNA and influence

the accuracy of assay and need a large amount of DNA with good quality

MSAP

We needn't know information of DNA

sequence, it can be commonly used in

different species and easy to operate

It Just can predict DNA methylation in sites of CCGG and has some limitations

MeDIP assay Results are accurate It needs antibody and high-throughput sequencing, and cost expensive

DNAmehylation

microassays
Genes of DNAmethylation can be found

Cost expensive and can not find all genes of DNAmethylation in genome,

and we can also not find all sites of DNA methylation in genome

表 2常用的特异位点 DNA甲基化研究方法的优缺点

Table 2 Advantages and disadvantages of commonly used research methods on study DNA methylation in specifical sites

Methods Advantages Disadvantages

MSP (Methylation-specific PCR)
It's easy to operate the experiment and can analyse any

DNA methylation loci in CpG

It's difficult to get proper primers and easy

to get results with false positive, and we also need

to know the sequence of DNA

Methylight PCR
Highly sensitive, and we can do a quick analysis of the

diverse species and multi-gene loci

High cost, and need to use probes labeled with

fluorescein in two ends of gene and a pair of

primers, and vulnerable to other factors

Ms-SNuPE (Methylation-sensitive

single-nucleotide primer extension)

We can detect uneven distribution of methylation sites

with only a small amount of the sample

It's complex to operate the experiment and need

to design more primers for detecting different

methylation loci

MS-HRM (Methylation-sensitive High

Resolution Melt)

High sensitivity, and it can be used to distinguish a single

base
Resolution of temperature is demanded

COBRA (Combined bisulfite

restrictionanalysis)
It can get a quantitative analysis of DNA methylation

It's no sensitive as MSP to analyse DNA

methylation in samples with a small amount of

DNA methylation

Bisulfite sequencing High reliability and precision
It requires a lot sequencing and has a tedious

process

Pyrosequencing

It can do a quick quantitative analysis of DNA

methylation in one or more loci and it's gold standard for

studying DNA methylation in specifical sites

It's easy to get results with false positive

if you can not deal with samples well

2 组蛋白修饰及其研究方法

2.1 组蛋白修饰

组蛋白是真核生物染色质的重要组成成分，是由两分子的

H2A、H2B、H3和 H4组成的一个八聚体的球状结构，组蛋白亚

基的氨基端游离出来。游离出来的氨基端尾巴上的许多残基能

够发生共价修饰，不同的修饰有可能发生在不同的位点，形成

许多不同的信号，类似于密码，修饰后的组蛋白与其他蛋白相

互作用进而影响基因表达，被称之为 "组蛋白密码 "学说[24]。常

见的组蛋白修饰类型有组蛋白甲基化、乙酰化、磷酸化、泛素化

2373窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.17 NO.12 APR.2017

等。其中组蛋白乙酰化比较重要，主要发生于赖氨酸，用来激活

基因转录；组蛋白甲基化主要发生于赖氨酸及精氨酸，能够调

节染色质结构及细胞生长和增值；组蛋白磷酸化主要发生于丝

氨酸，在 DNA损伤修复及细胞分裂和细胞凋亡中起作用；组蛋

白泛素化在赖氨酸上较为常见，主要是引起基因沉默[25]。组蛋

白修饰主要是引起染色体结构的改变，如 Cantone等[26]发现长

期暴露于一定量的砷和镍后会引起组蛋白 H3K9 乙酰化和

H3K4去甲基化的增加，影响染色体的结构，进而影响基因的表

达。也有研究发现，DNA甲基化可以通过调控 H3K4和 H3K9

的三甲基化来影响脂肪细胞的分化[27]。这些不同的修饰带有不

同的电荷，破坏了组蛋白原有结构的电荷平衡，引起染色质结

构的改变，使转录起始位点暴露程度不同，基因转录难易情况

发生变化。

2.2 组蛋白修饰的研究方法

表 3给出了主要的组蛋白修饰研究方法，传统的组蛋白修

饰研究方法主要有 Edman降解法和免疫测序法。Edman降解

法需要耗费大量的时间，而且需要提供大量的高纯度样品，并

且不能检测 N端封闭的序列；免疫测序法中的抗体难以制备，

不能单独用于鉴定新的未知的修饰位点。目前大部分研究者在

组蛋白修饰研究中都会选择使用基于质谱的技术和 ELISA等

方法。

质谱分析组蛋白及组蛋白翻译后修饰主要有 "bottom-up"

和 "top-down"两种策略。2002年，Zhang等[28]发表了第一篇用

"bottom-up"策略进行组蛋白分析的文章，他们将组蛋白提纯，

然后进行酶解，将酶解的多肽用液相色谱串联质谱技术进行分

析，最后利用生物信息检索等方法对多肽及其修饰位点进行分

析。但这一方法有一定的局限性，因为可能会漏掉太短的肽段，

而且酶解后多种修饰的信息会随之丢失。"top-down"策略则是

将直接用质谱对组蛋白进行分析，结合生物信息检索推测氨基

酸序列和修饰位点。然而，表达丰度较低的蛋白难以检测，大分

子蛋白在质谱中进行离子化时效率较低[29]，因此，此策略仍需

进一步改进。

在质谱技术的基础上，为了得到多肽序列的结构，我们可

以使用碰撞诱导解离技术（CID/CAD）、电子捕获解离技术

（ECD）、电子转移解离技术（ETD）等。CID对低电荷、长度短的

肽段离子的分析效果较好[30]。ETD则能用于分析分子量较大的

肽段，而且可以同时检测多个翻译后蛋白修饰产物[30]。ECD技

术在对组蛋白修饰进行检测时，由于裂解覆盖范围广、翻译后

修饰基团仍然保留等优点而越来越重要。有研究者发现，通过

LC-MS/MS也可对蛋白结构进行鉴定，通过得到的质谱信息与

数据库的比对，便可找到对应蛋白的信息[31]。

目前，随着生物技术的发展，有研究者会选择 ELISA的方

法，用相应的抗体检测相应的修饰氨基酸，但是这一方法需要

多个抗体，每次只能检测一种氨基酸的一种修饰，而且对抗体

的效价要求较高。但相对来说，用 ELISA的方法检测组蛋白修

饰更加方便、快捷。

表 3常见的组蛋白研究方法及策略

Table 3 Commonly used research methods and strategies on study histone modification

Methods Advantages Disadvantages

Edman degradation
N-terminal amino acid can be repeating detected

and can get an accurate results

It needs more time and require a lot of samples with high

purity, and closed sequence of N-terminal can not be detected

Immune sequencing High sensitive
It’s difficult to prepare antibodies and a new unknown

modification sites can not be identified alone

bottom-up strategy Convenient and rapid
It may miss short peptides and will easily lead to loss

information of modification by enzymolysis

Top-down strategy Direct and convenient Expression of low abundance protein is difficult to detect

ELISA It’s easy to operate the experiment It needs high titer of antibody

3 非编码 RNA及其检测技术

3.1 非编码 RNA

不编码蛋白质的 RNA被称为非编码 RNA，从长度上可以

将非编码 RNA划分为 3类：小于 50 nt的 RNA，包括 microR-

NA，siRNA，piRNA；从 50 nt到 500 nt的非编码 RNA，包括 tR-

NA，rRNA，snoRNA，snRNA，SLRNA，SRPRNA等；大于 500 nt

的非编码 RNA，包括类似于 mRNA的非编码 RNA，不带 poly

A尾巴的长链非编码 RNA等[32,33]。在生命活动的不同环节，不

同长度的非编码 RNA具有不同的功能，主要通过调控 mRNA

翻译成蛋白质的过程来参与调控生物体的生长、发育和凋亡，

而且与人类癌症的发生密切相关。

3.2 非编码 RNA检测技术

目前，非编码 RNA已经成为一个研究热点，用于检测非编

码 RNA的技术也得到了飞速发展。主要有 Northern blot、荧光

定量 PCR和表达文库克隆，以及后来出现的芯片技术、表面增

强拉曼光谱法和高通量测序技术。而现在比较常用的就是芯片

技术及高通量测序。

芯片技术是把大量探针分子固定在高密度阵列上，将提取

的样品与微阵列探针进行杂交，通过信息技术检测杂交信号的

强弱，强度不同代表样品中基因表达水平的不同。2008年 Liu

等使用这一技术建立了一种用于人类疾病相关的 miRNA表达

检测方法[34]。这一方法费用合适，结果可靠。在高通量测序中

Solexa测序法使用较为广泛，这一方法可一次性检测上亿个核

苷酸片段，所需样品少，精确性好，且减少了因二级结构造成的

结果缺失，这一方法可以精确鉴定 miRNA，但也会由于 miR-

NA中的特殊修饰而对结果产生影响[35]。

关于非编码 RNA的研究方法有很多，其中 RNA-seq在长
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链非编码 RNA的研究中使用较为广泛。这一技术主要是应用

新一代高通量测序技术，对 RNA反转录得到的 cDNA文库进

行测序。在研究非编码 RNA 与蛋白相互作用中，RNA-pull-

down、RIP-seq及 CHIRP等技术得到广泛的应用 [36]，如 Huarte

等[37]通过 RNA-pulldown实验发现 hnRNP-K调节 lincRNA-p21

的表达；Zhao等[38]通过 RIP-seq法发现在胚胎干细胞中有超过

9000种 RNA与 PRC2相关。这些新技术的应用让我们对不同

的非编码 RNA的功能有了进一步的认识，为揭示非编码 RNA

的神秘面纱提供帮助。

4 结语

表观遗传学的发展让人们深刻认识到环境对基因表达的

重要性，生物体是由环境和基因共同作用的结果。目前，人们对

表观遗传学的研究主要集中于 DNA甲基化、组蛋白修饰、染色

体重塑和非编码 RNA，DNA甲基化和组蛋白修饰会引起染色

质结构的变化，它们可以影响基因的启动，进而对基因的转录

产生影响，而非编码 RNA主要是对 mRNA翻译成蛋白质的过

程产生影响，进而对蛋白质的合成产生影响。现在人们正逐渐

意识到表观遗传过程对组织发育、细胞分化及疾病的治疗等生

命活动过程的重要性，越来越多的表观遗传学作用机制也将被

发现。而且越来越多的研究发现，很多癌症或其他疾病的发生

都与表观遗传学的异常修饰相关，这些异常的表观遗传学修饰

通过基因表达的变化使机体产生异常的变化。

而且有些药物也是通过调控表观遗传学过程达到治疗疾

病的目的，一些研究者已经开始研究部分药物对 DNA甲基化，

组蛋白修饰及非编码 RNA的形成过程产生的影响，发现有些

药物可以通过调控 DNA甲基化或者组蛋白修饰的酶，对 DNA

甲基化、组蛋白修饰产生重要影响，有些药物可以调控非编码

RNA，影响 mRNA的翻译成蛋白质的过程，最终影响基因表

达，对生物体的表观性状产生重要影响。那么，是否可以通过调

控 DNA甲基化或者组蛋白修饰的酶使某一个或某几个我们需

要的基因的表达情况发生改变呢？是否可以通过改变一些因素

来使某一特定的基因的 DNA甲基化变化情况及这一基因附近

的组蛋白修饰情况发生改变，最后调控这一基因的表达呢？是

否可以通过刺激某一非编码 RNA的产生及人为的加入或者减

少某一非编码 RNA的量，来调控基因表达呢？这些也许都会是

将来我们研究时需要面对的问题。

随着生物信息技术在生物领域的广泛应用，表观遗传学研

究技术也在飞速的发展。目前，一些表观遗传学研究受到限制，

主要原因是：第一，表观遗传学是一门新兴学科，开始时并未引

起研究者的重视，发展缓慢；第二，目前进行表观遗传学研究的

物种主要集中于人和鼠，对其他物种的表观遗传学研究较少，

对其他物种进行研究时很难找到参照；第三，一些用于表观遗

传学研究的试剂种类较少而且昂贵，有时为了得到精确的结

果，还要涉及到高通量技术，费用较高；第四，不同物种之间以

及同一物种不同组织中的表观遗传学变化都有可能不同，比较

复杂。但是，随着科技的发展，越来越多的新技术将会应用于表

观遗传学研究，表观遗传学将越来越受到重视，更加系统、深入

的表观遗传学研究将能更好的揭示生物的生长、发育及疾病等

许多生命现象的本质。
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