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DNA 羟甲基化测序技术 
赵超    汪海林* 

(中国科学院生态环境研究中心 环境化学与生态毒理学国家重点实验室  北京  100085) 

摘要  5-羟甲基胞嘧啶(5-hydroxymethylcytosine, 5hmC)是继5-甲基胞嘧啶(5-methylcytosine, 5mC)之后发现的第六种碱

基, 已在多种哺乳动物组织和细胞中检出. 与 5mC 相比, 5hmC 的含量更低, 但 5hmC 也具有非常重要的生物学功能. 
已有的研究表明, 5hmC 参与了染色体重新编程、基因表达的转录调控, 并在 DNA 去甲基化过程中发挥重要作用. 另
外, 5hmC 可能与特定肿瘤的发生密切相关, 有可能成为肿瘤早期诊断的生物标志物. 因此, 发展可靠、灵敏和准确的

5hmC 检测技术至关重要. 本综述针对 DNA 羟甲基化的检测及测序技术进行了简要介绍.  
关键词  DNA 羟甲基化; DNA 甲基化; DNA 测序技术 

 

The Progress on Sequencing and Detection of Hydroxymethylated DNA
Zhao, Chao    Wang, Hailin* 

(State Key Laboratory of Environmental Chemistry and Ecotoxicology, Research Center for Eco-environmental Sciences, 
Chinese Academy of Sciences, Beijing 100085) 

Abstract  The recently re-discovered 5-hydroxymethylcytosine (5hmC) is established as the sixth base and found in various 
mammalian tissues. Although the content of 5hmC is much lower than that of the best known epigenetic mark 
5-methylcytosine (5mC), 5hmC plays key roles in nuclear reprogramming, regulates the gene activity, and initiates the DNA 
demethylation in mammals. The formation of 5hmC results from the oxidation of 5mC in genomic DNA, which is mediated 
by Tet (ten eleven translocation) family dioxygenases. The Tet-mediated 5mC oxidation has just been identified. The 5hmC 
formation can cause DNA replication-dependent and passive DNA demethylation, meanwhile, it can also induce active DNA 
demethylation by further oxidation forming 5-formylcytosine (5fC) and 5-carboxylcytosine (5caC), which can be removed by 
base excision repair. Essentially, the discovery of 5fC and 5caC indicates the occurrence of active DNA demethylation 
mechanisms. The 5fC and 5caC have been detected in genomic DNA of mouse embryonic stem cells, but 5hmC has been 
found in various tissues. The 5hmC abundance in genomic DNA of certain tumors is found to be associated with the tumor 
process. However, the genome-wide distribution and sequence selectivity of 5hmC are not known yet. 5hmC cannot be dis-
criminated from 5mC by the well-known bisulfite sequencing. Therefore, it is essential to develop new methods and tech-
nologies for detecting and sequencing 5hmC. To this purpose, the two or more of the technologies for modification of 5hmC 
by glucosylation or chemical labeling, restriction enzymatic digestion, affinity capture, liquid chromatography and mass 
spectrometry, and bisulfite sequencing are combined. The further combination with next-generation high-throughput DNA 
sequencing technologies may provide genome-wide information. The single molecule real time DNA sequencing is also of 
choice to detect 5hmC at the gene level or the genome level. Recently, oxidative bisulfite sequencing was for the first time 
developed for quantitative mapping of 5hmC in genomic DNA at single base resolution. The genome-wide 5hmC sequencing 
at single base resolution is also reported. Here we briefly review and discuss the detection and sequencing technologies for 
5hmC analysis. 
Keywords  5-hydroxymethylcytosine; 5-methylcytosine; DNA sequencing 

   
1  DNA 羟甲基化 

在 DNA 甲基转移酶(DNA methyltransferase, Dnmt)
催化下, 以 S-腺苷甲硫氨酸为甲基供体, 可将甲基转移

到胞嘧啶的 C5 位上, 形成 5-甲基胞嘧啶, 从而引起

DNA 甲基化. DNA 甲基化是目前最早发现的、也是研

究最多的表观遗传修饰, 在 X-染色体失活、基因组印

记、动物胚胎发育、基因表达调控等生物过程中具有重

要功能[1,2]. DNA 甲基化的模式具有细胞均一性和组织

特异性, 决定了细胞分化程度和细胞特性. 目前的研究

已经表明 DNA 甲基化与癌症之间有非常密切的联系, 
可以将其作为肿瘤早期诊断和预后评价的重要指标[3,4].  

过去认为, 哺乳动物 DNA 甲基化非常稳定, 但越

来越多的研究表明这一过程是动态可逆的[5,6]. 因此, 近
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十几年来人们致力寻找 DNA 甲基化的逆反应, 即直接

将 DNA 去甲基化, 但未能成功. 而第六种碱基 5-羟甲

基胞嘧啶 (5-hydroxy-methylcytosine, 5hmC)的发现为

DNA去甲基化研究提供了新的思路. 目前, 相关的分析

检测与测序技术快速发展, 大大促进了人们对 5hmC 的

探索研究以及对相关的生物学功能的认识[7].  
2009 年, Heintz 研究组[8]利用薄层色谱(thin-layer 

chromatography, TLC)和质谱等分析方法, 在人、小鼠大

脑以及胚胎干细胞的基因组DNA中检测到5hmC. 皮质

和脑干区 5hmC 表达丰富, 浦肯野细胞(Purkinje cells)中
5hmC 的含量约占核苷酸总量的 0.6%, 在颗粒细胞

(granule cells)中约占 0.2%, 当时在癌细胞系小鼠神经母

细胞瘤细胞系(Neuro2A)和人宫颈癌细胞系(HeLa 细胞)
中未检测到 5hmC 的存在. 与此同时, Rao 研究组[9]发现

TET 蛋白(ten-eleven translocation)能够将 5mC 直接氧化

生成 5hmC. 从此, 5hmC 的检测和功能研究再次成为了

科学家广泛关注的热点, 被科学家重新认识. 此时, 距
离 1972 年 Penn 等[10]在哺乳动物大鼠等脑组织 DNA 中

发现 5hmC, 已经过去了 30 多年.  
在过去三年时间里, 越来越多的文献研究已经证实

在哺乳动物 DNA 中 TET 可催化氧化 5mC 生成

5hmC[9,11]. 2011 年, 研究发现 TET 蛋白也可将 5hmC 转

变成 5-甲酰胞嘧啶(5-formylcytosine, 5fC)和 5-羧基胞嘧

啶(5-carboxylcytosine, 5caC)[12]. 此两种碱基修饰产物都

可以在基因组 DNA 中检测得到, 并且 5hmC, 5fC 和

5caC 的基因组含量与 TET 蛋白的表达量有关, 如图 1
和图 2 所示. 5fC 和 5caC 的发现提示了一种新的主动去

甲基化通路(5mC→5hmC→5caC→C), 为研究 DNA 去

甲基化作用及生理功能指明了方向. 5mC 首先氧化为

5hmC, 并进一步氧化为 5fC 和 5caC. 而 5fC 和 5caC 可

被一种重要的胸腺嘧啶 DNA 糖基化酶(thymine DNA 
glycosylase, TDG)识别并切除[13], 形成非碱基位点, 最
后通过碱基切除修复通路将非碱基位点修复为正常的

胞嘧啶. 令人感到意外的是, DNA 修复通路不仅负责细

胞内的 DNA 损伤的消除而且参与 DNA 主动去甲基化. 
再次证明了 DNA 修复的重要性. 另外, Xu 研究组发现

TET 蛋白家族中的 TET3 在受精的卵细胞重新编程过程

中也起到了重要作用[14]; 目前, 大量的研究显示 5hmC
是 5mC 在去甲基化过程中的一种重要的中间体, 实际

上, 基因组中 5hmC 含量较低[7], 这与其是一种短暂产

生的中间体的推断是相一致的. 虽然, 5hmC 的生物学

功能还不是很明确, 但是可以明确的是 5hmC 和 TETs
在全基因组的表观遗传重组和组织特异性基因表达的

调控中起到了非常重要的作用[14～22].  

2  DNA 甲基化与羟甲基化检测方法 

传统的基因或序列特异性修饰位点的检测研究主

要建立在DNA测序技术基础上, 依赖于DNA修饰位点 
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图 1  胞嘧啶(C), 5-甲基胞嘧啶(5mC)和 5-羟甲基胞嘧啶(5hmC)在重

亚硫酸盐处理中的反应过程 
Figure 1  Reaction of sodium bisulfite with 5-methylcytosine, 
5-hydroxymethylcytosine (DNMT, DNA methyltransferase) 
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图 2  由 TET 蛋白发起的可能的 DNA 去甲基化过程(其中, 1 代表反

应中需要的 α-酮戊二酸和 O2; 2 代表反应中释放的琥珀酸和 CO2) 
Figure 2  Proposed mechanism of oxidative DNA demethylation initi-
ated by TET proteins (1 and 2 indicated that O2 and α-KG were required 
while releasing succinate and CO2 for each reaction, respectively). 

引起 DNA 断裂的能力或者抑制聚合酶作用的能力[23,24]. 
常用的方法主要有: Maxam-Gilbert 测序技术、Sanger 双
脱氢法 DNA 测序技术、连接介导聚合酶链式反应

(Ligation mediated PCR)[25]、末端转移酶依赖性聚合酶链

式反应(Terminal transferase dependent PCR)[26]和聚合酶

抑制试验(Polymerase arrest assay)[27]等. 与此截然不同

的是, 时间依赖的核酸酶酶解和质谱相结合的分析方法

在 DNA 位点式序列特异性检测技术方面, 具有直观、

可靠、可提供结构信息的优点 [28,29]. 在此, 我们针对

DNA 测序和检测技术在 DNA 羟甲基化和 DNA 甲基化

检测等方面取得的研究进展进行综述, 以便更好的理解

DNA 羟甲基化在生物体遗传、发育、变异等方面所起

到的重要作用.  
目前, 无论 DNA 甲基化还是羟甲基化的测序都是

在 DNA 测序技术基础上开展的, 因此我们首先简要介
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绍 DNA 测序技术.  

2.1  DNA 测序技术 

早在 20 世纪 70 年代中期, 就已经出现了传统的

DNA 测序技术: DNA 化学降解测序法[30]、DNA 双脱氧

链终止法(Sanger 法)[31]以及在它们的基础上发展起来的

各种 DNA 测序技术[32～35]. 这两种传统的 DNA 测序技

术, 都需要采用电泳分离和放射性同位素进行标记, 存
在着操作繁琐, 难以自动化, 费时费力, 成本较高, 测
序通量受到严重限制等缺点. 阵列毛细管电泳技术的出

现, 大大提高了测序的水平和速度, 开辟了大规模测序

的新时代[36～39].  
2001 年, 随着人类基因组计划的完成, 人们已经逐

步进入了后基因组时代, 即在基因组的碱基序列谱图逐

渐绘制完成后, 进而对基因组进行生物学功能研究, 这
就促使了下一代 DNA 测序技术的出现和不断完善. 该
项技术的出现对接下来 DNA 甲基化和 DNA 羟甲基化

测序工作的开展意义十分重大.  
下一代 DNA 测序技术 (Next-generation high- 

throughput DNA sequencing technologies)最大的特点就

是采用了大规模矩阵结构的循环阵列测序(cyclic-array 
sequencing). 此项技术可以简单概括为: 对含有DNA样

品的阵列重复进行聚合酶扩增反应, 同时, 利用显微设

备采集在连续循环扩增过程中产生的光学信号, 最后利

用系列碱基特异性的光学信号确定碱基序列[40,41]. 2005
年, Shendure[42]和Margulies等[43]提出了较为完整的循环

阵列测序技术. 此项技术的核心思想是边合成边测序

(Sequencing by Synthesis): 首先构建 DNA 模板文库, 将
基因组 DNA 随机分割成小片段 DNA 分子(长度为数十

到数百碱基不等), 然后在这些小片段 DNA 分子的末端

连接上普通接头, 变性得到单链模板文库, 并固定在载

体表面上. 利用这些小片段 DNA 分子制成几百万个空

间固定的 PCR 克隆阵列(polony)或是扩增微球, 每个克

隆阵列或扩增微球中都含有一个小片段 DNA 分子的许

多个拷贝. 克隆的扩增可以通过以下方式完成: 原位成

簇(in situ polony)[40]、微乳液 PCR (emulsion PCR)[44]或是

桥式 PCR (bridge PCR)[45,46]等方法. 然后和 Sanger 法一

样, 由重复的聚合酶促反应进行引物延伸和荧光读取

DNA 序列信息. 由于所有的克隆阵列都在同一个平面

上, 使得这些测序反应可以大规模平行进行. 在此基础

上研制开发的较为成熟的测序仪包括: 美国 Roche Ap-
plied Science 公司的 454 基因组测序仪、美国 Illumina
公司和英国的 Solexa technology 公司共同开发的

Illumina 测序仪、美国 ABI 公司的 SOLiD 测序仪等. 这
几种测序平台都有各自的特点(如表 1 所示).  

以 454 基因组测序仪为例: 以微乳液 PCR(emulsion 
PCR)来产生扩增产物, 即先分离基因组 DNA, 随即切

割成小片段, 每个片段两端连接上接头序列, 并变性形

成单链; 将制得的单链分子与微珠连接, 每个微珠连接 

表 1  下一代高通量 DNA 测序平台参数对比表 
Table 1  Comparison of platforms of the next-generation high- 
throughput DNA sequencing techniquesa 

项目 454/Roche Solexa/Illumina SOLID/ABI 
模板扩增方法 微乳液 PCR 桥式 PCR 微乳液 PCR     

合成测序过程
聚合酶 

(焦磷酸测序) 

聚合酶 
(可逆性链终止 
合成测序) 

连接酶 
(双碱基编码连接

测序)      
读长(nt) 400 100 50     

通量(Mb/day) 750 5000 5000     
准确率 10－3～10－4 10－2～10－4  10－2～10－4     

成本($/Mb) ～20 ～0.50 ～0.50     

应用 
大规模基因组 

样本测序 
大规模基因组 

样本测序 
大规模基因组

样本测序     

读错来源 
扩增; 混合 
磁珠等 

扩增; DNA 簇之

间干扰; 荧光标

记不完全切割等 

扩增; 混合磁

珠; 信号降低等

a nt, nucleotide; Mb, mega base (106 nt). 

上一条单链 DNA 分子, 然后将这些微珠在乳液中包裹

成一个个油包水的小液滴, 每个液滴中包含一个微珠, 
然后进行乳液 PCR 扩增, 最后每个微珠上都会携带有

上千万条待测模板分子; 打破液滴, 富集微珠, 将微珠

放置到含有规则微孔阵列的微孔板上, 每个小孔容纳一

个微珠, 再放入吸附有焦磷酸测序反应所需酶的小的微

珠; 将微孔板安置在测序平台中, 开始测序相关的聚合

酶反应 . 454 测序仪利用焦磷酸法 (pyrosequencing 
method)产生的光学信号来对核苷酸进行检测: 引物与

模板 DNA 退火后, 在 DNA 聚合酶、ATP 硫酰化酶和荧

光素酶等几种酶的协同作用下完成循环测序反应. 反应

中, 按照T, A, C和G顺序依次循环进入微孔板内, 每当

进入一个碱基时, 加入的 dNTP 与模板互补时, 聚合过

程可以释放出等摩尔焦磷酸(PPi), 然后在 ATP 硫酰化

酶催化下, PPi 和 5'-磷酸化硫酸腺苷(APS)反应生成等量

ATP, 此时, 荧光素酶可以在 ATP 参与下将荧光素转化

成氧化荧光素, 同时发光被测序仪检测到. 目前, 几乎

所有的下一代 DNA 测序技术的测序长度都要明显短于

传统 Sanger法的测序长度, 而且读序准确率要比 Sanger
法测序技术低 10 倍.  

在下一代 DNA 测序技术不断发展的同时, 单分子

实时 DNA 测序技术(Single Molecule Real Time DNA 
sequencing, SMRT)也逐渐发展起来. 以 HeliScope 测序

平台为例[47,48], 其最大的特点就是无需对测序模板进行

多次扩增, 使用了一种高灵敏度的荧光探测仪直接对单

链 DNA 模板进行边合成边测序. 首先, 将基因组 DNA
切割成随机小片段 DNA 分子, 并且在每个片段末端加

上 poly-A 尾, 然后通过 poly-A 尾和固定在芯片上的

poly-T 杂交, 将待测模板固定在芯片上, 制成测序芯片. 
最后借助聚合酶将荧光标记的 dNTP 加入到引物上, 采
集荧光信号, 切除荧光标记基团, 进行下一个碱基的延
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伸与测定, 如此反复, 最终获得序列信息. 与下一代

DNA 测序技术相比, 单分子测序具有信息密度高、误差

率不随链延长而增加、读序长等优点[49～53].  
以上的阵列合成测序法, 都是在荧光或化学发光物

质的协助下, 通过读取DNA聚合酶或DNA连接酶将碱

基连接到 DNA 链上过程中释放出的光学信号而间接确

定基因序列. 如果不依赖于生物化学反应, 采用物理和

化学相结合的方法(基于电子显微镜或纳米结构直接测

序法)直接读序 DNA 信息, 势必会对提高测序通量和降

低测序成本大有裨益, 这也成为了纳米孔测序(nanopore 
sequencing)的发展趋势[54～56].  

纳米孔测序采用电泳技术, 借助电泳驱动单个分子

逐一通过纳米孔来实现测序. 由于纳米孔的直径(1～2 
nm)非常细小, 允许单个核苷酸聚合物通过, 保证了检

测具有良好的持续性, 所以有可能成为测序的一种选

择. 目前, 以纳米孔为基础的测序技术面临两个关键性

问题: 不同碱基的分辨和 DNA 链穿孔速度的控制. 近
几年来, 经过科学家的努力, 已经开发了几种以纳米孔

为基础的测序方法. Deamer 和 Branton 等[57～61]借助核酸

链阻碍纳米孔引起电流强度改变来测序, 即当纳米孔通

道畅通时和被 DNA 阻碍时的电流强度有明显差别. 
Bayley 研究组[62～64], 采用核酸外切酶测序, 将核酸外切

酶通过接头连接在 α-溶血素纳米孔的顶端, 逐个切下

DNA 链末端的 dNMP, 然后 dNMP 进入纳米孔, 通过氨

基化环糊精配体, 引起相应的电流变化, 从而被检测出

来. 实验中发现, 采用这种方法可以将甲基化胞嘧啶和

其他四种核苷酸有效的区分开来 , 为表观遗传学中

DNA 测序方法的建立提供了可能. Meller 研究组[65,66]采

用边合成边纳米孔测序和光学信号读取技术来测序, 待
测 DNA 链中的每一个核苷酸都被替换成更长的由碱基

组成的寡聚体, 将这种转换后的新 DNA 链与分子信标

杂交, 杂交链在通过纳米孔时分子信标会脱落, 释放出

荧光, 读取这些荧光就可以推测出待测 DNA 链的序列

信息. Di Ventra和 Fuentes-Cabrera研究组[67～69]借助横向

隧穿电流来进行测序, 纳米孔中装载有橙色的电极和黑

色的后门, 当 DNA 链通过纳米孔时, 横向的隧穿电流

发生变化, 而且每种核苷酸都有其各自独特的横向电

流, 达到测序的目的. 以纳米孔测序为代表的新兴DNA
测序技术, 现在还处在萌芽时期, 需要不断的加以完善. 
纵观以上 DNA 测序技术的发展, 都具有各自的优缺点

(如表 2 所示)[56].  

2.2  DNA 甲基化测序技术 

随着人们对于功能基因组学等领域的不断深入研

究, DNA测序技术已经不再局限于四种核苷酸的检测分

析, 越来越多的科学家已经开始了修饰碱基(5mC 和

5hmC)的测序分析, 为我们进一步认识表观遗传调控在

人类发育和疾病发生中的重要功能起到了关键作用. 

表 2  四种重要的 DNA 测序技术主要参数对比表 
Table 2  Comparison of the four important DNA sequencing technolo-
gies 

项目 Sanger 法 下一代测序 单分子测序 纳米孔测序

基本技术 DNA 双脱氧

链终止反应
合成测序 合成测序

依赖纳米结

构读序 
读序准确度 高 高 中等 中等 

读长 
中等(800～

1000bp) 
比 Sanger 法

短 
长, ≥1000bp 长, ≥1000bp

通量 低 高 中等 中等 

成本 
高/碱基 
低/运行 

低/碱基 
高/运行 

中等/碱基

低/运行 
 中等/碱基

低/运行 
耗时 小时 天 小时 小时 

样本准备 中等复杂 复杂 复杂 有待发展

数据分析 常规 
复杂,  

数据量大 
复杂,  

数据量大

复杂,  
数据量大

 
DNA 甲基化测序实质上是通过重亚硫酸盐反应, 

将含有修饰位点的测序转化为正常 DNA 测序的过程. 
首先, 对待测基因组 DNA 进行重亚硫酸盐处理, 未甲

基化胞嘧啶转化为尿嘧啶, 而甲基化胞嘧啶不发生变

化, 然后进行 PCR 扩增, 克隆到载体后, 可采用一般的

DNA 测序技术测序, 包括下一代 DNA 测序技术和单分

子DNA测序技术. 通过与未处理基因组DNA的序列进

行比对, 判断基因组 DNA 的甲基化位点及覆盖程度. 
基于下一代高通量 DNA 测序技术的发展, 使得基因组

DNA 甲基化水平检测获得突破性进展, 为研究环境污

染物和DNA甲基化, 以及DNA甲基化与癌症的关系奠

定了坚实的基础, 分析方法如表 3 所示[70].  

2.3  DNA 羟甲基化定位和测序技术 

了解了DNA测序及DNA甲基化测序, 我们就比较

容易理解 DNA 羟甲基的测序. 在复杂的生理过程中要

深入研究 5hmC 的生物学功能, 最关键的就是准确而高

通量的对其进行定位, 并且能够进一步对不同组织基因

组 DNA 中的 5hmC 进行定量. 基因组 DNA 的羟甲基化

检测同样也是得益于下一代 DNA 测序平台和单分子测

序平台的发展.  
与基因组 DNA 甲基化检测方法不同, 绝大多数方

法如限制性内切酶处理和重亚硫酸盐测序都不能区分

5mC 和 5hmC[71,72]. Nestor 等[71]考察了甲基化特异性/非
特异性限制性内切酶对含有 5mC 和 5hmC 位点识别情

况 . 他们的研究结果表明 : 甲基化或羟甲基化的

BRCA1 基因的酶解完全被甲基化-特异性/非特异限制

性内切酶(甲基化特异性酶: HpaII, HpyCH4IV, HhaI, 
HaeIII; 甲基化非特异酶: MspI)所抑制. 也就是说, 当
采用甲基化特异性酶检测 DNA 甲基化时, 不能够排除

基因组DNA中 5hmC对酶解的影响. 另外, 经典的重亚

硫酸盐测序法也不能区分 5mC 和 5hmC[72,73]. 经重亚硫

酸盐处理后, 未甲基化的胞嘧啶可通过脱氨基和脱磺酸
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表 3  基于下一代高通量测序的 DNA 甲基化检测技术对比表 
Table 3  Advantages and disadvantages of global DNA methylation analyses using next-generation sequencing technologies 

方法 重亚硫酸盐转化 原理 优点 缺点 

靶向重亚硫酸盐测序 ＋ 重亚硫酸盐转化 
数据重现性较好, 单碱基分辨

率.  
区域筛选, 方法灵敏度较低. 

     

BSPP (Bisulfite-specific 
padlock probe) 

＋ 

利用锁式探针来富集基因组的选定部

分; 线性寡核苷酸探针经过专门设计, 
每一端都与目标基因组的一侧杂交 , 
DNA 聚合酶随后在捕获区域延伸, 经
过连接步骤, 扩增得到环状 DNA 并高

通量测序.  

有利于 CpG 岛甲基化检测, 单
碱基分辨率.  

探针设计, 区域筛选, 费力. 

     

RRBS (Reduced repre-
sentation bisulfite se-
quencing) 

＋ 

通过使用 MspI 将基因组 DNA 消化, 
选取酶切后一定长度的 DNA 片段进

行重亚硫酸盐处理后再进行高通量测

序.  

序列靶向性好, 通量高, 单碱

基分辨率.  
酶切位点有限.  

     
MSCC (Methyl-sensitive 
cut counting) 

— 采用 HpaI 和 MspI 进行酶解消化.  
酶切片段大小随机;  
单碱基分辨率.  

酶切位点有限.  
     
MeDIP-Seq (Methylation 
DNAimmunoprecipita-
tion sequencing) 

— 
使用 5mC 抗体富集高甲基化的 DNA
片段, 将基因组中的 DNA 甲基化区域

富集后进行高通量测序.  
高通量.  

100bp 分辨率, 对于低 CpG
区域灵敏度较低.  

 
基作用转化为尿嘧啶, 再经 PCR 扩增转变成 T, 而 5mC
经处理后不能转化为胞嘧啶 C, PCR 扩增后仍为 C, 从
而可将 5mC 与未修饰的 C 区分. 但是, 5hmC 由于不能

脱氨基而形成 5-亚甲基磺酸胞嘧啶 (5-methylenesul- 
phonate, CMS), 如图 1 所示. 因此, 在重亚硫酸盐测序

中 5hmC 和 5mC 都不能脱氨基, 从而 PCR 扩增后二者

不能产生序列差异, 即 5mC和 5hmC不能被区分. 另外, 
在 PCR 过程中 CMS 还具有抑制 DNA 聚合酶的效果[73]. 
所以, 需要开发针对 5hmC 的检测方法, 从而达到单碱

基分辨率的测序效果.  
目前, 所发展的 5hmC 检测方法如表 4 所示. 这些

检测技术核心的内容就是在基因组 DNA 中通过例如糖

基化处理等方式, 使得 5hmC区别于其他正常的核苷酸, 
从而采用酶切、化学标记或是沉淀法将其特异性捕获下

来. 同样的, 这些特异性强的检测方法与下一代高通量

DNA 测序和单分子 DNA 测序技术相结合, 即可对基因

组 DNA 中 5hmC 水平进行检测分析.  

2.4  基于酶解和质谱相结合的 DNA 测序技术 

基于大规模测序平台的 DNA 测序技术, 多数是采

用化学和物理相结合的方法, 通过检测 PCR 过程中光

学信号的改变来确定 DNA 序列的. 近年来, 不断发展

的质谱技术, 也越来越多的应用于 DNA 测序, 但主要

针对短链 DNA. 与此同时, 利用其能够直接、快速、准

确提供遗传物质结构信息的特点, 可弥补 DNA 测序平

台的不足. 随之发展的核酸酶酶解和质谱相结合的检测

方法, 使得 DNA 测序、准确提供核酸结构信息、进一

步定位核酸损伤位点成为可能[95～99].  
2.4.1  溶液内酶解 

1964 年, Holley 等[100]首次提出: 采用核酸外切酶可

以特异性酶解小片段 DNA, 为接下来的 DNA 测序提供

了理论基础. 实验以六核苷酸和八核苷酸片段为例, 采
用蛇毒磷酸二酯酶 (Snake Venom Phosphodiesterase, 
SVP, 也叫磷酸二酯酶 I, EC 3.1.15.1)对其进行酶解, 然
后通过紫外吸收光谱仪对不同酶解组分进行定性检测, 
并把各个酶解组分的信息进行整合, 最后得到六核苷酸

或是八核苷酸的完整序列情况. 1993 年, Pieles 等[101]首

次采用 MALDI-TOF MS 对酶解产物进行检测分析, 从
而这种时间依赖的核酸外切酶酶解和 MALDI-TOF MS
相结合的 DNA 测序方法成为了该领域的一种重要检测

方法, 适用于短链和中等长度 DNA 测序、DNA 损伤位

点的研究. 测序过程中, 采用核酸外切酶, 控制不同的

酶解时间, 从而连续降解 DNA 磷酸骨架中的磷酸二酯

键, 产生不同分子量片段的“Mass Ladders”, 通过检测

这些相邻质谱峰对应分子量的改变, 即可以确定酶解掉

的核苷酸[95,99], 整合这些分子量信息, 最终可以确定全

序列的核苷酸分布情况. 其中, 最为经典的就是采用

SVP 和 BSP (bovine spleen phosphodiesterase, 也叫磷酸

二酯酶 II, EC 3.1.16.1)对核苷酸进行酶解. SVP 和 BSP
都是常用的核酸外切酶, 且都对核苷酸序列的特异性要

求很低, 是核酸结构分析的重要工具酶. 采用 SVP 进行

酶解, 将具有 3'OH 末端的单链、双链 DNA 或是 RNA, 
从 3'OH 末端游离出 5'核苷酸, 同时往 5'方向对 DNA 链

进行阶段降解. 与 SVP 正好相反, BSP 的酶解方向是从

5'末端向 3'末端进行[95～99,102,103].  
最初, 采用酶解-质谱相结合的方法, 已经检测出

多种原因所造成的 DNA 损伤位点, 也可以应用于制备

DNA 或 RNA 探针的鉴定工作[104～116]. 除了 SVP 和 BSP
之外, 多种核酸酶也可用于质谱测序中, 如大肠杆菌
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表 4  5hmC 的定量定位分析方法 a 
Table 4  Quantifying and mapping 5-hydroxymethylcytosine 

方法 原理 优点 缺点 参考文献

薄层色谱[74] 

各个组分在薄层固定相上的迁移距离不同, 在层析缸内展开

后即可实现样品内不同组分的分离, 再通过测定各斑点的位

置及其密度就可以实现对样品中 5hmC 的定性和定量分析.  

可以检测含有 CpG 序

列的基因组 DNA 中

5hmC 总量.  

很难准确定量; 不能

达到单碱基分辨率.  
[8,9,11,74] 

     

液相色谱-质谱

联用 
根据各个组分质荷比 m/z 不同, 在通过电场或是电磁场时将

它们区分开来.  

检测 5hmC 总量; 灵敏

度高、选择性好, 可提

供各个组分组成和结构

信息.  

不能达到单碱基分辨

率.  
[75～77] 

     

葡糖基化 

采用 T4 噬菌体 β-葡萄糖转移酶(β-GT), 在葡萄糖供体底物

尿核苷二磷酸葡萄糖(UDP-Glu)存在下, 将葡萄糖转移至羟

基位置, 从而生成 β-葡萄糖基-5-羟甲基胞嘧啶(5-ghmC). 定
量可采用同位素标记底物.  

既 可 以 测 定 基 因 组

DNA中5hmC总量又可

以测定特定位点 5hmC
情况 ; 测定准确度较

LC-MS 法高, 应用较为

广泛.  

不能确保完整的酶学

反应; 不能同时检测 
5mC 水平.  

[78～81] 

     

限制性内切酶

法 

在葡糖基化法基础上发展起来的. 葡糖基化反应改变了一些

限制性内切酶的酶切特性. 甲基化依赖的限制性内切酶 MspI
和 HpaII 可识别同样的序列(CCGG), 但它们对甲基化状态的

敏感性是不同: MspI识别并切割 5mC和 5hmC, 但不能切割

5-ghmC; HpaII 只切割完全未修饰的位点, 胞嘧啶上的任何修

饰 (5mC, 5hmC, 5-ghmC)均阻碍切割 . 若 CpG 位点含有 
5hmC, 那么糖基化、酶解之后能检测到条带, 未糖基化对照

反应中没有条带; 同时可采用 qPCR 进行定量分析. 另外, 其
他限制性内切酶也同样存在阻碍 5-ghmC 酶切的情况, 可应

用于 5hmC 检测(如: GmrSD, MspJI, PvuRts1I, TaqaI 等).  

既 可 以 测 定 基 因 组

DNA中5hmC总量又可

以 测 定 特 定 序 列 中

5hmC 情况.  

仅限定于酶切位点 , 
应用有局限性.  

[82～86] 

     

化学标记法 

在葡糖基化法基础上发展起来的, 将酶反应底物上的葡萄糖

进行化学修饰转变成UDP-6-N3-glucose, 将 6-N3-glucose转移

到羟甲基位置, 生成 N3-5ghmC. 随后, 通过点击化学方法在

每个 5hmC上添加一分子生物素, 结合下一代高通量DNA测

序技术(Illumina 测序平台等)和单分子测序(SMRT DNA se-
quencing 等)技术, 可分析 5hmC 在基因组 DNA 中的分布情

况; 采用链酶亲和素-辣根过氧化物酶反应可进行定量.  

检测基因组 DNA 中

5hmC 总量, 方法特异

性高.  

检测总量时准确度低

于 LC-MS.  
[87,88] 

     
(1) CMS 沉淀法: 如图 1, 经处理转变成 CMS 后, 再用 CMS
特异的抗血清将含 CMS 的 DNA 免疫沉淀下来. DNA 斑点杂

交分析发现抗 CMS 抗体较抗 5hmC 抗体更敏感, 可实现对

含 5hmC 的 DNA 片段进行高通量测序(Illumina/Solexa)可进

行 5hmC 的全基因定位.  

与下一代测序平台相结

合, 扩大检测通量.  

测 定 准 确 度 较

LC-MS 低; 使用抗体

有非特异性结合的风

险.  

[89] 

    
(2)GLIB 沉淀法: 将糖基化、高碘酸氧化和生物素化相结合的

一种方法. 处理后可与单分子测序技术(HeliScope)相结合, 
进行全基因组 5hmC 的定位检测.  

不需要 PCR 扩增, 属单

分子实时测序技术.  

测 定 准 确 度 较

LC-MS 低, 测序价格

昂贵.  
[89] 

    

(3) hMeDIP 测序法: 用 5hmC 特异性抗体将基因组中 5hmC
直接免疫沉淀下来, 再结合染色质免疫沉淀-高通量测序技术

进行基因组中 5hmC 的定位检测.  

与测序平台 (Illumina)
相结合, 扩大检测通量. 

测 定 准 确 度 较

LC-MS 低, 使用抗体

有非特异性结合的风

险.  

[90～92] 
 

    

沉淀法 (用特殊

方式将 5hmC 进

行修饰将其特

异性的从基因

组 DNA 中捕获

下 来 , 测 序 分

析)(1)～(4) 

(4) JBP1 沉淀法: JBP1 蛋白特异性结合糖基化后的 5hmC, 进
一步利用磁珠富集, 达到了从基因组 DNA 中有效分离含

5hmC 片段目的. 可采用 qPCR, LC/MS/MS、微阵列测序等方

法分析.  

与测序平台相结合, 扩
大检测通量.  

JBP1 捕获 5hmC 效率

问题.  
[93] 
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续表 

方法 原理 优点 缺点 参考文献

单分子实时测

序(SMRT) 

SMRT: Pacific Biosciences 公司开发. 此方法采用单个 DNA
聚合酶分子去进行 DNA 的合成, 并监控核苷酸的不断掺入, 
不需扩增, 实时记录荧光信号强度的变化即可达到实时监控

加入核苷酸的情况. 当荧光标记 dNTP 被加入到 DNA 链时, 
所带荧光可同时在 DNA 链上检测到; 当它与 DNA 链形成化

学键时, 荧光基团被 DNA 聚合酶切除, 荧光消失. 整个过程

不但可以读出 DNA 序列, 还可以获得有关 DNA 聚合酶动力

学信息, 并可区分模板中的修饰核苷酸(一般而言, 与没有修

饰位点 DNA 相比, 修饰核苷酸位点周围聚合酶速率减慢); 
通过比较每个模板位点的掺入时间、脉冲间持续时间即可定

量. 目前, SMRT 方法可以检测 N6-甲基腺嘌呤、5mC 和

5hmC.  

高通量, 高准确度.  测序价格昂贵.  [88] 

     

氧化重亚硫酸

盐 测 序

(OxBS-Seq) 

首个以单碱基分辨率对 5hmC 进行定量测序的方法. 首先将

5hmC 进行 KRuO4氧化处理, 生成 5fC, 然后采用重亚硫酸盐

测序. 在此过程中, 5hmC 先氧化为 5fC, 而后脱氨形成 U. 氧
化过程对 5mC 不产生影响. 此时 5mC 和 5hmC 得以区分.  

5hmC 测序达到单碱基

分辨率, 可确定 5hmC
和 5mC精确位置, 并可

与测序平台兼容.  
 

氧化反应的控制.  [94] 

a 对于 5hmC 的检测, 多数是同时采用了多种检测方法. 

DNA 聚合酶 I(E.coli DNA polymerase I), T4 DNA 聚合

酶、核糖核酸酶 CL3(Ribonuclease CL3)、核糖核酸酶

Phy M 等, 获得的酶解产物特异性较强. 随后, 在此基

础上发展的诸多种基于酶解和质谱检测的 DNA 测序方

法, 也成功应用于 DNA 甲基化的测序, 大大拓宽了质

谱的应用领域, 也为各种与疾病相关基因的检测提供了

更为准确的定性定量依据. 
van den Boom 研究组[117]将反转录/RNase 降解和

MALDI-TOF MS 相结合, 实现了对 DNA 的高通量测序

分析. 这一方法同样需要 PCR 扩增. 他们首先对 PCR
引物进行改造: 在 PCR 上游引物的 5'端携带一段 T7 启

动子区序列, 在 PCR下游引物的 5'端携带一段 SP6启动

子区序列. 扩增后再采用 T7(或是 SP6) RNA 聚合酶进

行反转录孵育, 接下来采用 RNaseT1 进行 30 ℃酶解. 
其中所用的 RNaseT1, 是一种常用的核酸内切酶, 可特

异性的作用于鸟嘌呤核苷酸 3'端磷酸, 并切割与相邻核

苷酸相连的磷酸二酯键, 反应的终产物为鸟嘌呤核苷 3'
磷酸及末端带鸟嘌呤核苷 3'磷酸的寡核苷酸. 采用此酶

进行酶解, 能够使反转录产物在 G 位点进行特异性断

裂, 而后采用 MS 检测断裂片段分子量的变化, 从而测

定最初目的序列的核苷酸分布情况. 该方法能够自动化

地分析 1 kb 长度 PCR 扩增产物. 另外, 采用 RNA 反转

录更有利于进行 MALDI-TOF MS 分析. 该研究组的后

续工作进一步改进这种检测方法[118]. 反转录后选择嘧

啶特异性酶 RNase A 进行酶解, 四种核苷酸都可以被检

测得到. 所用 RNase A 是高度专一性核酸内切酶, 只对

嘧啶具有较强专一性, 可特异性攻击 RNA 上嘧啶核苷

酸的C3上的磷酸根和相邻核苷酸的C5之间的键, 产物

为 3'嘧啶单核苷酸或是以 3'嘧啶核苷酸为结尾的低聚核

苷酸. van den Boom 研究组[119]将此种方法应用于 DNA

甲基化的检测分析. 首先, 将基因组 DNA 进行重亚硫

酸盐处理, 使得未甲基化胞嘧啶转化为尿嘧啶, 而甲基

化胞嘧啶不变. 检测过程中, 如果是甲基化的模板, 含
有保守的胞嘧啶, 所以反转录后含有 CG 序列; 如果是

未甲基化的模板, 胞嘧啶转化成尿嘧啶, 尿嘧啶经过

PCR 扩增变成 T, 经反转录后在各自的位置上转变为 A, 
从质谱分析的角度看, 序列中的核苷酸由 G 转变 A, 分
子量相差为 16 Da (G, m/z 329.2-A, m/z 313.2), 若有多个

甲基化位点, 分子量相差为 16 Da 的倍数, 以此来检测

模板序列 CpGs 甲基化分布情况. 其中, 相应的质谱信

号峰面积可以用来评价相对甲基化含量.  
同样, Gut 研究组[120,121]在单核苷多态性(SNPs)和

DNA 甲基化检测方面也做了大量工作, 不但研制了

SNP 检测新方法——GOOD 检验, 而且将其成功用于

DNA 甲基化研究. 此方法始于基因组 DNA 中一段基因

的 PCR 扩增(可以是包含有 SNP 位点的基因外显子区

域), 然后用碱性磷酸酶(Shrimp Alkaline Phosphatase)消
化未反应的底物(dNTP). 随后进行引物延伸反应, 采用

3'末端含有硫代基团修饰的特异性引物 ( 底物为

α-S-dNTP), 使得引物延伸后磷酸骨架变成磷硫骨架. 
接下来, 用磷酸二酯酶除去没有修饰的 DNA 即含有磷

酸骨架的 DNA, 相反 , 磷硫骨架 DNA 不能被酶      
解[122,123], 从而被保留下来. 为了提高质谱检测灵敏度

将 酶 解 产 物 进 行 烷 基 化 处 理 , 最 后 直 接 采 用

MALDI-TOF MS 检测分析. 此法也已应用于 CpG 岛甲

基化定量检测中[124]. 以甲基转移酶 SssI 催化基因组

DNA 形成甲基化修饰作为体外甲基化反应模型, 然后

将其进行重亚硫酸盐处理, 处理后的基因组 DNA 再克

隆到载体上, 然后进行 GOOD 检验. 为了表明 GOOD 
检验对 CpG 岛甲基化模式检测的适用性, 选择具有代
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表性的谷胱甘肽 S 转移酶 P1 (glutathione S-transferase 
P1, GSTP1)基因的转录起始区域. 多数研究表明 GSTP1
基因在多种癌症中是高甲基化区域, 相反在正常组织中

缺少甲基化. 此种方法可以分析石蜡包被动物组织中低

量 DNA, 与芯片杂交方法具有一定的可比性.  
2.4.2  固定化酶微反应器内酶解 

酶解-质谱联合的 DNA 测序法, 一般的酶解是在溶

液体系内进行, 酶解速度快, 较难控制, 对高分子量酶

解产物的质谱响应较差, 金属离子加合物干扰严重. 利
用固定化酶实现 DNA 的酶解将是一种新的选择. 我们

研究组通过将 SVP 酶固定于毛细管硅胶整体柱, 制备

出可应用于核酸测序的固定化酶微反应器[125]. 此种反

应器不仅延续了硅胶整体柱的优良性能, 而且具有溶液

酶难以比拟的特殊性能. 微酶反应器所依赖的毛细管整

体柱具有均一的孔隙结构和优良的通透性, 为酶的固定

化和酶解液的传输提供了优良的环境; 同时, 固定化

SVP 的酶解速率较易控制. 由于酶的固定化产生了局部

高浓度 SVP 微环境, 使得反应器的酶活比溶液体系高

出近 14 倍; 在 30 min 酶解时间里酶活情况稳定; 含有

的金属离子复合物得到有效控制. 这些重要的特性对于

DNA酶解和测序都是至关重要的. 另外, 反应器可以重

复使用多次, 且酶活保持情况良好. 将其进一步应用于

环境污染物丙烯醛和 DNA 形成的加合物检测中, 不但

可以检测与 DNA 损伤相关的优先形成丙烯醛-DNA 加

合物的位点, 还可以应用于形成加合物的序列环境特异

性考察, 具有准确、快速、灵敏度高等特点, 为将来研

究环境污染物对 DNA 造成的损伤作用研究奠定了基础.  

3  研究展望 

DNA 羟甲基化的分析与检测对于某特定化学试剂

所导致的致癌机理、癌症预防与治疗机制、以及环境与

健康的风险评价至关重要. 其中, 以 DNA 测序技术为

基础的各种检测新技术新方法的研究和应用尤为突出.  
在 DNA 测序技术中, 通过采用特定的化学前处理

方式, 使 DNA 中含有 5mC 和 5hmC 先后转变成特定形

式的碱基或是直接捕获后再测序分析, 方法具有高通

量、高读序准确度等优点, 可适用于基因组 DNA 的分

析检测工作; 核酸酶酶解和质谱检测相结合的方法, 对
特异性核酸酶酶解产物序列信息进行整合分析, 直接把

序列结构信息作为定性分析的依据, 此方法具有样品处

理简便、仪器操作快速、谱图更为清晰易懂等优点, 但
是目前的灵敏度较低, 可适用于合成的基因片段修饰碱

基的检测和评价.  
以 DNA 测序为基础的科学技术的发展, 结合了生

物化学、化学方法、物理手段、现代光学和纳米技术等

多个学科, 这种多学科的交叉融合是 DNA 修饰碱基测

序技术得以不断向前发展的根本. 相信在不久的将来, 
还会涌现出更多更好满足需求的 DNA 测序检测方法, 

这些方法不是单独停留在测序层面, 还能够进行全基因

表达谱图的分析工作等等, 使疾病的诊断和治疗更加快

速、准确, 并能从基因组水平指导个人的健康和医疗.  
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