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表观遗传修饰——5-羟甲基胞嘧啶检测的研究进展 
李琛琛 a    陈慧燕 b    董月红 b    罗细亮*,a    胡娟*,c   张春阳*,b 
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(b山东师范大学  化学化工与材料科学学院  济南 250014) 

(c东南大学  化学化工学院  南京 211189) 

摘要   表观遗传修饰是指在不改变 DNA 序列的情况下 , 基因表达发生的可遗传变化 . 5-羟甲基胞嘧啶

(5-hydroxymethylcytosine, 5hmC)是继 5-甲基胞嘧啶(5-methylcytosine, 5mC)后发现的表观遗传修饰, 被称为“第六种碱

基”. 5hmC 广泛分布于哺乳动物的组织和细胞中, 它的异常表达与肿瘤发生、发育性疾病和神经系统疾病密切相关. 由
于 5hmC 的结构与 5mC 相似, 并且其丰度远远低于 5mC, 传统方法难以实现对 5hmC 的准确和灵敏检测. 近年来, 科
学家们结合新的修饰方法和信号放大策略, 发展了一系列超灵敏检测 5hmC 的新方法, 包括液相色谱串联质谱法、荧

光法、电化学法、光电化学法、单碱基分辨率的测序法和单分子检测技术. 这些方法各自具有其独特优势, 有力推动

了表观遗传学的发展. 本综述总结了 5hmC 检测方法的最新研究进展, 并对其面临的挑战和发展趋势做了展望. 
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Abstract  Epigenetic inheritance is a heritable change in gene function independent of alterations in nucleotide sequence. 
5-Hydroxymethylcytosine (5hmC), which is called “the sixth base”, is an epigenetic modification discovered after 
5-methylcytosine (5mC). 5hmC is widely distributed in mammalian tissues and cells, and its abnormality is closely related to 
tumorigenesis, developmental diseases, and nervous system diseases. Because the structure of 5hmC is similar to that of 5mC 
and its abundance is much lower than that of 5mC, it is much difficult to accurately detect 5hmC by using the traditional 
methods. Recently, scientists have developed a series of new methods for the detection of 5hmC, including liquid chroma-
tography tandem mass spectrometry, fluorescent method, electrochemical method, photoelectrochemical method, single 
base-resolution sequencing, and single-molecule detection technology. These emerging technologies have their own unique 
advantages and greatly promote the advance of epigenetic research. The recent advance in the detection of 5hmC is reviewed 
in this paper, and the challenge and trends of this area is highlighted as well. 
Keywords  epigenetics; 5-hydroxymethylcytosine; detection method 

  
1  引言 

表观遗传修饰是指在不改变 DNA 序列的情况下, 
基因表达发生的可遗传变化[1]. 由于基因的差异表达, 
多细胞生物的细胞在遗传上是同质的, 但在结构和功能

上是异质的. 许多基因表达的差异在发育过程中产生, 
并随有丝分裂得以保留[2]. 表观遗传调控参与人体的许

多生命活动, 它们通过影响基因表达和转录来调控生物

体的正常生命活动. 许多研究表明: 表观遗传异常与肿

瘤[3-5]、老年性疾病[6-7]和发育性疾病[8-13]的发生密切相

关. 因此, 表观遗传修饰可以作为疾病的新型生物标志

物, 为诊治人类复杂疾病提供新契机.  
作为表观遗传修饰的重要组成部分, DNA甲基化是

目前表观遗传学最热门的研究领域之一[14]. 广义上的

DNA 甲基化是指 DNA 序列上的特定碱基在 DNA 甲基

转 移 酶 的 催 化 作 用 下 , 以 S- 腺 苷 甲 硫 氨 酸
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(S-adenosylmethionine, SAM)为甲基供体, 通过共价结

合的方式获得一个甲基基团的化学修饰过程[15-16]. 这种

DNA 甲基化修饰经常发生在胞嘧啶(C)的 5’碳[17]或 4’
氮[18]和腺嘌呤(A)的 6’氮[19]等位点, 它们分别由不同的

DNA 甲基转移酶催化, 但大多发生在基因启动子区域

的 CpG 岛上. 哺乳动物的 DNA 甲基化经常发生在胞嘧

啶/鸟嘌呤(CpG)二核苷酸中胞嘧啶的第 5 位碳原子(C5)
上 , 其产物称为 5- 甲基胞嘧啶 (5-methylcytosine, 
5mC)[20]. 由于 CpG 岛经常包含基因启动子或外显子, 
CpG 岛的甲基化可能会导致复制延迟、染色质浓缩和转

录抑制[21-24]. 另外, CpG 岛特定区域的甲基化异常与某

些特殊疾病(例如肿瘤、神经系统疾病、糖尿病和心脏

病)的发生发展密切相关[21,25-26].  
DNA 甲基化一度被认为是稳定的表观遗传标记. 

但过去十几年的研究表明, 这种修饰不是一成不变的, 
而是动态变化的[28]. DNA 去甲基化过程通过主动或被

动机制发生. DNA 主动去甲基化(active demethylation)
是一种酶促过程, 由 DNA 双加氧酶家族的 TET 酶(ten 
eleven translocation)引发, 通过破坏 5mC 的 C—C 键以

去除甲基[28]. 如图 1 所示, 5mC 可被 TET 酶依次氧化为

5-羟甲基胞嘧啶(5-hydroxymethylcytosine, 5hmC)、5-甲
酰基胞嘧啶(5-formylcytosine, 5fC)和 5-羧基胞嘧啶

(5-carboxylcytosine, 5caC)[29-31]. 5fC 和 5caC 在体内可作

为胸腺嘧啶 DNA 糖基化酶(thymine DNA glycosylase, 
TDG)的识别底物, 其相应的糖苷键能被 TDG 裂解, 转
换成无碱基位点, 并通过碱基切除修复(base excision 
repair, BER)反应将其还原为胞嘧啶[27,32]. 研究表明小鼠

受精卵的母系和父系基因组都经历了独立于 TDG 的主

动去甲基化, 这是由于 fC 和 caC 可分别在 C—C 键断裂

下直接去甲酸和脱羧[28,33]. 这些从5mC到C的一系列反

应被认为是一种主动的 DNA 去甲基化过程[34]. 相反, 
被动去甲基化是指在不存在或无法维持 DNA 甲基转移

酶 1 (DNA methyltransferase 1, DNMT1)活性的情况下,  

 
图 1  主动去甲基的可能途径[27]. TDG 裂解 5fC 和 5caC 的糖苷键, 产
生无碱基位点, 从而启动BER, 将 fC和 caC替换为C(蓝色). C 直接由

fC 的甲酰基化(HCOOH)和 caC 的脱羧(CO2)作用提供(红色).   
Figure 1  The pathways of active demethylation[27]. TDG-based cleav-
age of the glycosidic bond of 5fC and 5caC results in an abasic site, 
which initiates a BER process to induce the replacement of fC and caC by 
canonical C (blue). Deformylation of fC (HCOOH) and decarboxylation 
(CO2) of caC provides C directly (red). 

DNA 甲基化由于复制后的不完全维护而丢失的现    
象[35-36]. 

在上述 3 种 5mC 氧化衍生物中, 5hmC 是体内含量

最丰富的一种, 在哺乳动物几乎所有组织和细胞基因组

中都能检测到[37]. 5mC 被称为“第 5 种碱基”, 而 5hmC
被称为“第 6 种碱基”[38]. 2009 年, Rao 等[39]和 Heintz
等[40]分别报道了5hmC在不同类型的细胞和组织中存在

显著差异, 其中在人、小鼠大脑及胚胎干细胞[41]中表达

丰富, 它可能通过影响染色质结构和局部转录活性而参

与基因调控[42]. 5hmC 在肺癌、脑癌、肝癌、肾癌、皮肤

癌、前列腺癌、乳腺癌和结肠癌等多种癌症中的含量均

有显著降低 , 表明 5hmC 在癌症发展中发挥重要作   
用[37,43-44]. 此外, 骨髓增生异常综合征、亨廷顿病和阿尔

茨海默病中也发现异常的 5hmC 分布[45-46]. 因此, 5hmC
不仅是去甲基化过程的关键中间体[47], 而且是疾病诊

断、治疗和预后的重要生物标志物. 5hmC 的超灵敏检测

能够为理解疾病发展的表观遗传规律和疾病早期诊断

提供有力支持.  

2  传统检测方法 

为了揭示 5hmC 的生物学特性, 了解疾病发展的表

观遗传调控, 人们需要掌握 5hmC 在基因组 DNA 中的

定量及定位等信息[47]. 但这项工作最初面临着巨大的

技术挑战: (1) 5hmC 的丰度远远低于 5mC, 增加了

5hmC 检测的难度[31]; (2) 5hmC 的结构与 5mC 相似, 亚
硫酸氢盐处理等方法很难将其与 5mC 区分开[48-49]. 薄
层色谱法(thin-layer chromatography, TLC)是第一个专门

用于分析 5hmC 的方法[37,40,50]. 在该方法中, 限制酶切

位点末端的胞嘧啶被 32P 同位素标记, 然后通过 TLC 水

解和拆分, 从而在 CpG 范围内检测 5hmC[39]. 尽管 TLC
具有很高的序列特异性, 但难以准确定量; 并且涉及放

射性同位素标记, 对操作人员和环境有害, 需要特殊的

安全保护[31]. 鉴定 DNA 甲基化修饰最常用的是亚硫酸

氢盐测序法. 该方法通过亚硫酸氢盐处理使 C 脱氨转化

为尿嘧啶(U), 5mC 由于其极低的反应活性而几乎保持

不变[24]. 然而, 由于 5hmC 与 5mC 结构相似, 都不会发

生 C 到 U 的转变[51], 因此无法通过亚硫酸氢盐测序将

5hmC 与 5mC 区分开[52]. 另外, 目前没有限制性核酸内

切酶能够分辨 5mC和 5hmC的活性差异, 继而进行后续

步骤[24]. 高效液相色谱法(high-performance liquid chro-
matography, HPLC)检测 5hmC 的灵敏度高、选择性好, 
可提供 DNA 各个成分的组成信息; 但它依赖于色谱分

离, 需要不同性质的溶剂作为流动相, 还需要昂贵的仪

器、复杂的预处理过程和熟练的操作人员[53-54]. Krais  
等[55]利用 DNA 荧光标记和激光诱导毛细管电泳分析, 
分别定量检测了 5mC 和 5hmC. 该方法具有灵敏度高、

准确性好的优点, 对 5hmC 的检出限为 0.45 amol[55-56]; 
但是它对 pH 要求高, 重现性差. 免疫测定法通过抗体
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鉴定 5hmC[57-59], 它需要先对含有 5hmC 的 DNA 区域进

行特异性富集 , 再通过点印迹或酶联免疫吸附试验

(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)进行定量

和定位分析[60-61]. 但是免疫测定法定量能力较差, 灵敏

度低 , 操作繁琐且试剂较为昂贵 [31,62], 限制了其在

5hmC 定量检测中的广泛应用.  
为克服上述方法的局限性, 科研者们近年来发展了

一系列检测5hmC的新方法, 包括液相色谱-质谱联用法

(liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS)[62-67]、

荧光法[68-69]、电化学法[47,70]、电致化学发光法[71-72]、光

电化学法[73-74]、单碱基分辨率测序法[75-77]和单分子技 
术[52,78-79]. 为了提高检测灵敏度, 研究者们还相继引入

了一系列信号放大策略 [68,70,75,80]. 这些方法各有特点, 
在实际应用中可以取长补短、互相补充. 本文综述了近

年来 5hmC 检测的最新研究进展, 并对其面临的挑战和

发展趋势做了展望.  

3  新型 5hmC 检测方法 

3.1  LC-MS 法 

液相色谱-质谱联用法(LC-MS)以液相色谱为分离

系统, 以质谱为检测系统, 它是目前应用较为广泛的胞

嘧啶修饰的定量检测方法[40,81]. Huang 等[29]建立了一种

化学标记与液相色谱-电喷雾电离串联质谱分析(liquid 
chromatography-electrospray ionization-tandem mass 
spectrometry, LC-ESI-MS/MS)相结合的方法, 用于同时

分析哺乳动物 RNA 中 5mC 的多种氧化产物(5hmC、5fC
和 5caC), 他们发现 RNA 中的 5hmC 可能在调控肿瘤的

发生和形成中发挥一定的作用. Liu等[65]将HPLC-MS与

稳定同位素稀释法结合, 可以在 5hmC 含量极少的人胚

胎肾细胞(HEK293T)基因组 DNA 中定量分析 5hmC 水

平. Shahal 等[67]利用 β-葡糖基转移酶将 5hmC 转化为

N3-5gmC, 显著提高 HPLC-MS 方法的灵敏度, 可从 300 
ng (9 fmol) DNA 中检测到 0.001% 5hmC(图 2A).  

大多数哺乳动物细胞中 5hmC 的含量较低, 导致

LC-MS 对 5hmC 的定量经常受到非修饰核苷酸的影响. 
为了解决这个问题, Tang 等[62]开发了一种固相萃取-液
相色谱-质谱联用(solid-phase extraction-liquid chroma-
tography-tandem mass spectrometry, SPE-LC-MS/MS)的
方法(图 2B). 该方法先利用 β-葡糖基转移酶将葡糖基选

择性转移至 5hmC 的羟甲基部分, 形成更具亲水性的基

团(β-葡糖基-5-羟甲基-2-脱氧胞苷, 5-gmdC), 随后含

5-gmdC 的 DNA 被水解为各种核苷, 核苷混合物中

5-gmdC 能够被 NH2-二氧化硅通过亲水作用选择性富

集. 该方法能够成功定量人宫颈癌细胞(HeLa)、人胚胎

肾细胞(HEK293T)、人外周血白血病 T 细胞(Jurkat-T)
和七种酵母菌株基因组DNA中的5hmC. 该研究首次报

道酵母细胞中存在 5hmC.  
为实现少量DNA样品中 5hmC的超灵敏检测, Yuan

等 [66]提出了一种基于 MnO2 氧化和肼 -s-三嗪试剂

(i-Pr2N)标记的 HPLC-MS/MS 方法(图 2C). 该方法先利

用 MnO2将 5hmC 氧化为 5fC, 随后用 i-Pr2N 对其进行

选择性标记. 这种标记方式能够提高 5hmC 的检测灵敏

度, 检出限低至 14 amol, 灵敏度比未使用 i-Pr2N标记的

HPLC-MS/MS法提高了 178 倍. 该方法可以定量 340 pg
基因组 DNA(相当于 57 个二倍体基因组)中的 5hmC 水

平, 还成功分析了血浆样品中 5hmC 的整体水平, 发现

血浆中 5hmC 水平与年龄相关.  

 

图 2  (A)化学酶标记法对总 5-羟甲基胞嘧啶的超灵敏检测[67]. (B)通
过 SPE-LC-MS/MS 方法定量检测基因组 DNA 中的 5hmC 含量[62]. (C) 
5hmC-MIQuant: 少量无细胞DNA 样品中 5-羟甲基胞嘧啶的超灵敏定

量检测[66].  
Figure 2  (A) Ultrasensitive quantification of global 5-hydroxymethyl- 
cytosine by chemoenzymatic tagging[67]. (B) Schematic diagram for the 
quantification of 5hmC content in genomic DNA by SPE-LC-MS/MS 
method[62]. (C) 5hmC-MIQuant: Ultrasensitive quantitative detection of 
5-hydroxymethylcytosine in low-input cell-free DNA samples[66]. 

3.2  荧光法 

荧光法能够对基因组 DNA 中 5hmC 进行定量分  
析 [82-83]. Hong 等 [56]开发了基于阳离子共轭聚合物

(cationic conjugated polymers, CCP)作为能量供体诱导

荧光共振能量转移(fluorescence resonance energy trans-
fer, FRET)的荧光分析法, 用于定量检测基因组 DNA 中
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5hmC(图 3A). 该研究先使用 KRuO4 将基因组 DNA 中

的 5hmC 氧化为 5fC, 然后用羟胺-BODIPY (BODIPY＝

4,4-二氟-4-硼-3a,4a-二氮杂-s-茚并四烯)z 作为 5fC 标记

荧光团. 标记的 DNA 通过静电作用捕获 CCP 后, 在
CCP 和 BODIPY 之间发生明显的 FRET 效应. 该方法已

成功应用于小鼠胚胎干细胞(mESc)、人宫颈癌细胞

(HeLa)、人胚胎肾细胞(HEK293T)基因组 DNA 中的

5hmC 定量分析.  

 

图 3  (A) 基于阳离子共轭聚合物的荧光共振能量转移策略检测基

因组 DNA 中的 5hmC[56]. (B) 基于连接介导的 RCA 反应区分 5hmC
和 5mC 的示意图[68]. (C) 利用 PBAQA-PGMA 探针定量分析基因组

DNA 中 5hmC 含量[69]. (D) POM-TPAS 的示意图[84].  
Figure 3  (A) Fluorescent strategy based on cationic conjugated poly-
mer fluorescence resonance energy transfer for the quantification of 
5hmC in genomic DNA[56]. (B) Discrimination of 5hmC from 5mC by 
ligation-mediated RCA[68]. (C) Schematic illustration for the quantifica-
tion of 5hmC content in genomic DNA using the PBAQA-PGMA   
probe[69]. (D) Schematic illustration of the POM-TPAS[84]. 

Shahal 等[85]将吸光度测量与荧光检测相结合, 开发

了一种高通量检测 5hmC 的方法. 该方法先利用 β-葡糖

基 转 移 酶 和 尿 苷 二 磷 酸 6- 叠 氮 化 物 - 葡 萄 糖

(UDP-6-N3-Glu)将 5hmC 转化为 6-叠氮化物-β-葡萄糖 
基-5-羟甲基胞嘧啶(N3-5-gmC)[24]. 随后它的叠氮基团

与 Cy5 标记的活性炔烃通过无铜的 Huisgen 环加成反应

(点击反应)连接, 生成 Cy5 标记的 5hmC, 样品中 5hmC
的含量可由 Cy5 的荧光强度确定. 该方法可以在多孔板

进行, 可同时记录多达 350 个样品, 具有高通量、特异

性强和灵敏度高的优点, 检出限低至0.002%. Chen等[69]

基于 2-(4-硼苯基)喹啉-4-羧酸修饰聚甲基丙烯酸缩水甘

油 酯 (2-(4-boronophenyl) quinoline-4-carboxylic acid 
modified poly(glycidyl methacrylate), PBAQA-PGMA)荧
光探针, 开发了一种检测基因组 DNA 中 5hmC 含量的

方法(图 3C). PBAQA-PGMA 探针可以有效富集 β-葡糖

基转移酶催化 5hmC 产生的糖基-5-羟甲基-2-脱氧胞苷, 
显著提高灵敏度, 检出限为 1.6 nmol/L (0.32 pmol). 该
方法不仅可以测定基因组DNA中的微量5hmC, 而且不

需纯化步骤、荧光染料和多重标记. 该方法已经成功应

用于小鼠组织中 5hmC 的检测.  
不同于上述 DNA 荧光标记方法, Wang 等[68]结合连

接酶介导的滚环扩增反应(RCA)开发了一种无标记的荧

光方法, 用于灵敏检测 5hmC DNA. RCA 是一种特殊的

DNA 等温扩增技术, 它以环状 DNA 为模板, 通过一个

短的 DNA 引物(与部分环状模板互补), 在 DNA 聚合酶

催化下将 dNTPs 转变成含有几百甚至上千个相互串联

重复单元的单链 DNA[86-87]. 如图 3B, 该方法先利用

KRuO4 将 5hmC 氧化为 5fC, 5fC 经过亚硫酸氢盐和

NaOH 处理后转化为 U. 转化后的 5hmC DNA 可作为挂

锁探针连接的模板, 引发 RCA 反应. 由于 RCA 能够产

生大量长度不同的单链 DNA 片段, 5hmC DNA 可以简

单地用 SYBR Green II 荧光染料定量. 但是 5mC DNA
因未发生碱基转化, 不能启动RCA反应. 该方法灵敏度

高, 检出限达 34.8 fmol/L, 线性范围为 100 fmol/L～10 
nmol/L, 可以从混合物中区分出低至 0.01%的 5hmC 水

平, 并且可以应用于血清样品分析.  
为了避免亚硫酸氢盐处理及简化操作步骤, Zhang

等 [84] 提出了过钨酸盐氧化介导的两相放大系统

(peroxotungstate oxidation-mediated two-phase amplifica-
tion system, POM-TPAS), 用于 5hmC DNA 的检测(图
3D). 该方法先利用过钨酸钾将 5hmC 特异性地氧化为

三羟基化胸腺嘧啶(thT), thT 序列在连接酶的催化作用下

连接产生模板, 随后引发聚合酶链式反应(polymerase 
chain reaction, PCR), 将荧光染料 Alexa Fluor 546 连接

到扩增产物上. 扩增产物的荧光信号可以通过激光扫描

共聚焦显微镜读取, 用于定量 5hmC. 该方法从样品处

理到产生实验结果仅需 8 h, 比基于 TdT 扩增和钌类化

合物氧化还原循环的双信号放大方法[70]缩短 42 h, 比融

合 PCR 方法[88]缩短 16 h, 比基于羟甲基化 DNA 的糖基

化和 HpaII 限制性内切酶系统触发的信号放大方法[89]缩
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短 4 h. 该方法无需引入亚硫酸氢盐处理, 有效避免了

样品损失. 将合成的dsDNA-5hmC (5 fmol/L)加入到100 
ng小鼠大脑基因组DNA中, 测定的回收率为95.5%. 然
而, 由于 thT 和胸腺嘧啶(T)具有相似的碱基配对能力, 
该方法不能区分 5hmC 和 T.  

3.3  电化学法 

电化学分析由于具有设备简单、成本低廉、易于微

型化、背景信号低、灵敏度高等优点, 在 5hmC 的检测

中被广泛应用[90]. Povedano 等[91]将免疫磁珠、特定 DNA
探针和丝网印刷碳电极(screen-printed carbon electrode, 
SPCE)进行智能耦合, 实现快速(小于 90 min)选择性检

测 5mC 和 5hmC. 该方法无需复杂的预处理和核酸扩增

过程, 具有较好重现性. 他们还报道了具有单碱基灵敏

度的电化学生物平台, 用于定量分析特定 DNA 位点的

5hmC[92]. 该平台依赖于一种 5hmC 的特异性抗体

(anti-5hmC), 该抗体与载有多个辣根过氧化物酶

(horseradish peroxidase, HRP)的抗体结合蛋白发生偶联, 
可以识别磁珠捕获目标DNA中的5hmC. 电化学检测过

程是在过氧化氢/对苯二酚存在下, 对 SPCE 电极面上的

HRP 进行电流测量. 该方法灵敏度高, 能够在单核苷酸

分辨率下检测甲基化, 既不需要对待测物 5hmC 进行化

学修饰, 也不需要使用限制性内切酶、亚硫酸氢盐等, 
具有快速、简单和低成本的优点.  

Chen等[31]利用HRP开发了一种电化学生物传感器, 
用于基因组 DNA 序列中的 5hmC 检测. 5hmC 首先在 β-
葡糖基转移酶作用下转化为葡糖基修饰的 5-ghmC, 
5-ghmC 经高碘酸钠氧化后与带有生物素基团的醛酮反

应探针(aldehyde reactive probe, ARP)反应, 得到生物素

标记的 biotin-5-ghmC. 生物素标记的基因组 dsDNA 被

SPCE 电极上修饰的 dsDNA 抗体捕获后, 与链霉亲和素

标记的 HRP 连接形成三明治复合物, 通过 HRP 催化信

号放大可产生多重电化学信号. 该传感器对总 DNA 中

5hmC 的检出限为 0.489 pg (0.0012%), 还可以对小鼠组

织样本和癌细胞株进行 5hmC 检测.  
Cui 等[70]基于末端转移酶(terminal deoxynucleotidyl 

transferase, TdT)扩增和钌类化合物(Ru(III))氧化还原循

环的双信号放大策略 , 开发了能够准确定量基因组

DNA 中 5hmC 的免标记电化学磁性生物传感器. 首先, 
基因组 DNA 中的 5hmC 与生物素-半胱氨酸(Cys-biotin)
发生化学反应, 生成生物素标记的 DNA-Cys-biotin(图
4). 生物素标记的基因组 DNA 被磁珠表面上链霉亲和

素捕获并富集后, TdT酶作用于DNA的3’羟基末端并延

长生成单链 DNA. 随后, Ru(NH3)6
3＋通过静电作用吸附

于磁珠表面的 DNA 磷酸骨架上, 并借助磁场固定在

SPCE 电极上, 通过 Ru(NH3)6
3＋/Fe(CN)6

3-系统产生增强

的电催化信号. 该传感器对 5hmC 的检出限低至 9.06 
fmol/L, 动态范围为 0.01～1000 pmol/L. 该方法具有成

本低、制作简单、无标签、无需固定、无需聚合酶链式

反应、无放射性等优点, 可用于 HeLa 细胞和 HEK293T
细胞中 5hmC 的准确定量, 对 C、5mC 和 5hmC 具有较

好分辨能力, 但耗时较长, 需要大约 50 h.  

 
图 4  (A)单步亚硫酸氢盐介导的 DNA 中 5-hmC 位点的生物素化. (B)
生物素化的 5-hmC DNA 诱导的 TdT-催化聚合和 Ru(III)氧化还原循环

介导扩增的双信号放大策略[70].  
Figure 4  (A) Single-step bisulfite-mediated biotinylation of 5-hmC site 
in DNA. (B) Dual signal amplification strategy for biotinylated 5-hmC 
DNA-induced TdT-catalyzed polymerization and subsequent Ru(III) 
redox recycling-mediated amplification[70]. 

3.4  电致化学发光法 

电致化学发光(electrogenerated chemiluminescence, 
ECL)是利用电化学反应在电极表面产生高活性物质, 
在高能电子转移反应中从激发态到基态跃迁产生发光

的过程[93]. ECL 方法具有化学势可控、灵敏度高、重现

性好等优点[94]. Ma 等[72]直接用 N-(4-氨基丁基)-N-乙基

异鲁米诺(N-(4-aminobutyl)-N-ethylisoluminol, ABEI)标
记被 KRuO4 氧化的 5hmC DNA, 然后将 ABEI 标记的

5hmC DNA 与电极上的捕获探针杂交, 检测在电极上产

生的增强 ECL 信号. 该方法无需任何纯化步骤, 具有较

高灵敏度和较好选择性, 检出限为 1.4×10-13 mol/L, 线
性范围是 5.0×10-13～1.0×10-10 mol/L. Wang 等[71]基于硫

化锚定 DNA 探针在金电极上进行自组装, 开发了一种

定量检测基因组 DNA 中 5hmC 的 ECL 生物传感器. 该
传感器的线性范围为 0.0090%～0.5761%, 检出限为

0.0036%. 该方法不需要对靶基因 DNA 进行任何修饰, 
对 5hmC 具有较好特异性, 可以检测实际样品中 5hmC
的含量.  

纳米材料被广泛用于增强 ECL 信号强度和改善生

物传感电极性能[95-97]. Sun 等[98]基于化学修饰和纳米材

料的信号放大, 建立了一种用于测定 5hmC的ECL生物

传感器(图 5). 该方法先利用电化学还原的二硫化钼-聚
丙烯酸(reduced molybdenum disulfide-poly(acrylic acid), 
rMoS2-PAA)纳米片修饰玻碳电极, 制备 ECL 生物传感

电极. 随后 5hmC DNA 与氨基化的捕获探针杂交结合, 
通过酰胺键固定在电极表面. 当 M.HhaI 甲基转移酶和
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半胱胺存在时, 巯基取代 5hmC 的羟基, 生成胺衍生的

DNA. 这种胺衍生的 DNA 能够与钌掺杂的二氧化硅纳

米粒子(Ru@SiO2)共价键合, 导致 ECL 信号增加. 该方

法灵敏度高, 检测范围为 50 fmol/L～10 pmol/L, 检测

限为 12 fmol/L, 且对 5hmC 具有良好的选择性, 已成功

用于监测人类尿液样本 . 然而 , 该方法只适用于

5hmC-DNA 的检测, 并且需要已知 DNA 序列, 难以检

测基因组 DNA 中的 5hmC.  

 
图 5  用于检测 DNA 羟甲基化的 ECL 生物传感器示意图[97].  
Figure 5  Schematic illustration for the construction of ECL biosensor 
for DNA hydroxymethylation assay[97]. 

3.5  光电化学法 

光电化学法(photoelectrochemical, PEC)是指光活性

物质在光的激发下产生光电流, 并通过一系列步骤使光

电流随着目标物浓度的变化而改变, 从而实现目标检测

的方法[99]. PEC 具有成本低、操作简单、背景电流小、

检测灵敏度高等优点[100]. Yang 等[101]设计了一种基于原

位电子供体产生和全波长光激发的 PEC 生物传感器, 
用于检测 5hmC(图 6A). 该方法先将 5hmC DNA 与氨基

化的捕获探针杂交结合, 通过酰胺键固定在磁珠表面. 
当M.HhaI甲基转移酶和半胱胺存在时, 巯基取代 5hmC
的羟基生成胺衍生的 DNA. 胺衍生的 DNA 能够与 N-
羟基琥珀酰亚胺生物素(NHS-biotin)发生生物素化反应, 
并进一步与亲和素结合的碱性磷酸酶(avidin conjugated 
alkaline phosphatase, avidin-ALP)反应, 随后在ALP对抗

坏血酸 2-磷酸三钠盐(ascorbic acid 2-phosphatetrisodium 
salt, AAP)的催化作用下, 原位产生可作电子供体的抗

坏血酸(ascorbic acid, AA). 该生物传感器在磁分离后可

以实现所有波长的光激发, 以 CdS/ITO 作为工作电极能

够产生很强的 PEC 响应信号. 该方法对 5hmC 的检出限

为 0.167 nmol/L, 线性范围为 0.5～100 nmol/L. 但是该

方法只能检测含 5hmC 的短 DNA 序列, 无法实现基因

组 DNA 中 5hmC 的检测.  
在 PEC 方法中, 光敏材料是十分重要的组成部分. 

目前许多半导体纳米材料可用于光电化学检测, 包括

g-C3N4
[102]、MoS2

[103]、WS2
[104]、ZnO[105]、Bi2S3

[106]和

TiO2
[107]. WS2 是过渡金属硫族化合物, 具有良好的生物

相容性、较窄的带间隙和易被剥落成原子级的二维薄片

的特点[104]. 另外, WS2纳米片具有比表面积大、在极性

介质中分散性好、导电性好、细胞毒性低、光电化学性

能优异的优点. Sui 等[108]以 WS2纳米片为光活性材料、

硼酸功能化碳点(B-CDs)为信号放大单元, 开发了一种

可检测 5hmC 的新型光电化学生物传感器. 该方法对

5hmC的检出限为0.0034 nmol/L, 线性范围是0.01～100 
nmol/L, 但是它不能检测基因组和体内的 5hmC. 
Zhou[73]以 WS2 纳米材料为光活性材料、聚多巴胺

(polydopamine, PDA)作为固相电子供体, 发展了一种简

单且特异性好的光电化学器, 可对玉米幼苗叶片和鸡胚

成纤维细胞的基因组 DNA 中 5hmC 进行检测. 如图 6B, 
电极表面先修饰 WS2纳米材料和 PDA, 随后在 M.HhaI
甲基转移酶的作用下捕获 5hmC. 5hmC 的磷酸基团与磷

标记生物素(phos-tag-biotin)发生特异性反应, 随后链霉

亲和素被捕获到电极表面, 阻止光生电子向电极表面的

转移, 产生弱光电流, 电流的大小与 5hmC 含量相关. 
该方法对 5hmC 的检出限为 4.12 pmol/L, 线性范围为

0.01～100 nmol/L.  

 
图 6  (A) 基于原位电子供体产生和全波长光照射的光电化学生物传

感器检测 5hmC 的原理图[101]. (B) 基于 M.HhaI 甲基转移酶催化共价

结合的光电化学方法检测基因组 DNA 中 5hmC 的原理图[73].   
Figure 6  (A) A signal-on photoelectrochemical biosensor for the detec-
tion of 5-hydroxymethylcytosine based on in situ electron donor produc-
ing strategy and all wavelengths light irradiation[101]. (B) Photoelectro-
chemical detection of 5-hydroxymethylcytosine in genomic DNA based 
on M.HhaI methyltransferase catalytic covalent bonding[73]. 

3.6  沉淀法 

Pastor 等[109]基于 5hmC 的葡萄糖基化、高碘酸盐氧

化、生物素化, 建立了 5hmC DNA 片段的分离和富集方

法, 简称 GLIB 沉淀法(glucosylation, periodate oxidation 
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and biotinylation, GLIB). 该方法的步骤为: 5hmC通过β-
葡糖基转移酶引入葡萄糖, 随后葡萄糖被高碘酸钠氧化

为醛 , 进一步与带有生物素基团的醛酮反应探针

(aldehyde reactive probe, ARP)反应, 生成生物素标记的

5hmC. 生物素标记的基因组 DNA 片段能够通过链霉亲

和素磁珠富集、洗脱和测序. GLIB 沉淀法能够定量标记

含有单个 5hmC 的 DNA 片段, 但是反应时间较长. 除
GLIB 沉淀法外, 能够富集 5hmC 的沉淀法还包括 5-亚
甲基磺酸胞嘧啶(5-methylenesulfonate, CMS)沉淀法、羟

甲基化 DNA 免疫(hydroxymethylated DNA immunopre-
cipitation, hMeDIP)沉淀法和 J 连接蛋白 1 (J-binding 
protein 1, JBP1)沉淀法等. CMS 沉淀法是基因组 DNA
经亚硫酸氢钠处理后, 将 5hmC 转换为 CMS, 然后利用

CMS 特异的抗体进行免疫沉淀. 该方法通过高通量测

序可实现 5hmC 的全基因组定位[110]. hMeDIP 沉淀法采

用 5hmC 特异性抗体使 5hmC 直接富集, 该方法结合高

通量测序技术能够在全基因组水平上对羟甲基化区域

进行检测[111]. JBP1 沉淀法是通过 β-葡萄糖基转移酶将

5hmC糖基化, 形成一个可被 JBP1蛋白有效沉淀到磁珠

上的靶点. 与 GLIB 沉淀相比, JBP1 沉淀法简单直接, 
但其富集水平较低. 为了快速和高效富集 5hmC, Cui 等
[80]发展了 JBP1 测序法(图 7). 该方法利用改良的重组

JBP1 蛋白, 该蛋白具有优异的富集效率, 可以在 4.5 h
内完成低至 50 ng DNA 的检测. JBP1 测序法为 5hmC 全

基因组的精确分析提供一种快速、高效和经济的方法.  

 

图 7  JBP1-seq 工作流程的四个主要步骤[80].  
Figure 7  The four main steps of the JBP1-seq workflow[80]. 

3.7  单碱基分辨率的亚硫酸氢盐测序及其衍生法 

研究表观基因组与疾病状态之间的关系, 需要在单

碱基分辨率水平下对整个基因组进行 DNA 甲基化和羟

甲基化分析[112-113]. 目前, 在单碱基水平上分辨甲基化

的金标准是亚硫酸氢盐测序 (bisulfite sequencing, 
BS-Seq)及其衍生方法[92,114]. BS-Seq 法用亚硫酸氢盐处

理 DNA, 可将胞嘧啶(C)转化为尿嘧啶(U), 随后 PCR
扩增将 U 读作胸腺嘧啶(T), 可以在单碱基水平推断每

个C的修饰, 其中C到 T的转换提供了未甲基化胞嘧啶

的位置[77]. 由于5hmC和5mC都对亚硫酸氢盐转换具有

抗性, 单独的BS-Seq不能区分 5hmC和 5mC. 为了解决

这一问题, 研究人员开发了两种衍生技术: (1) TET 辅助

亚 硫 酸 氢盐 测 序 (TET-assisted bisulfite sequencing, 
TAB-Seq)[115]和(2)氧化亚硫酸氢盐测序(oxidative bisul-
fite sequencing, oxBS-Seq)[116]. TAB-Seq 先用 β-葡萄糖基

转移酶将 5hmC 糖基化并保护起来, 随后用 TET 处理

DNA 使 5mC 转变为 5caC, 最后再用重亚硫酸盐处理

DNA. 在测序过程中, 所有 C 和 5mC 都被读为 T, 而
5hmC 仍然为 C. 将这一数据与标准 BS-Seq 生成的数据

相比, 就能使研究人员确定基因组中某碱基包含何种修

饰. oxBS-Seq 通过高选择性化学氧化剂 KRuO4将 5hmC
转化为 5fC, 随后经亚硫酸氢盐处理后, 5fC 测序读取为

T. 将此结果与标准重亚硫酸盐处理的DNA序列相比对

即可鉴定 5hmC. 尽管 TAB-Seq 和 oxBS-Seq 都能提供

5hmC 检测的单碱基分辨率, 但它们依赖于苛刻的化学

反应, 导致 DNA 损失较多[117]; 而且它们将所有未甲基

化的C转换为U会严重降低序列复杂性, 导致测序质量

差、定位率低、基因组覆盖率不均、测序成本增加[115]. 这
些原因限制了BS-Seq在生物学和临床DNA样品中的广

泛应用.  
为了有效解决这些问题, 人们相继开发了一些基于

温和反应且不会影响未修饰胞嘧啶的单碱基分辨率测

序技术. Liu 等[77]提出了一种 TET 辅助吡啶硼烷测序

(TET-assisted pyridine borane sequencing, TAPS)方法, 用
于高灵敏度和特异性检测 5hmC(图 8A). 该方法具有非

破坏性的优点, 可以保留超过 1 万个碱基的 DNA 片段. 
Wang 等 [75] 开 发 了 一 种 化 学 辅 助 错 配 测 序

(chemical-assisted mismatch sequencing, CAM-Seq)方法

(图8B). 该方法先用羟胺将5fC保护起来, 随后将5hmC
氧化为 5fC, 并用 azi-BP标记其氧化产物. 标记的 5hmC
经过 C 到 T 的转换后, 可用 Sanger 测序和 Illumina 测序

鉴定. 该方法可以选择性地富集 DNA 中含有 5hmC 的

片段, 能够从小鼠胚胎干细胞基因组 DNA 中检测到

5hmC 信号. 该方法的主要优点是不使用亚硫酸氢盐, 
具有单碱基分辨率的能力, 缺点是使用的氧化条件非常

苛刻, 有必要做进一步改善.  
为了实现对于微量样品全基因组 5hmC位点的高分

辨率检测, Zeng等[118]基于5hmC的特异性化学氧化与标

记及标记产物在 DNA 扩增过程发生 C 到 T 转变, 建立

了免亚硫酸氢盐的 5hmC全基因组单碱基分辨率测序技

术(chemical-assisted C-to-T conversion of 5hmC se-
quencing, hmC-CATCH)(图 8C). 该方法先利用化学氧化

剂 KRuO4将 5hmC 特异性氧化成 5fC, 然后用叠氮茚二

酮标记新生成的5fC, 标记产物在随后的DNA扩增过程 
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图 8  (A) TAPS、TAPSβ和 CAPS 的原理示意图[77]. (B) CAM-Seq 在单碱基分辨率水平检测 5hmC 的原理图[75]. (C) hmC-CATCH 的原理示意图[118].  
Figure 8  (A) Overview of the TAPS, TAPSβ and CAPS[77]. (B) Schematic diagram of CAM-Seq for the single-base resolution analysis of 5hmC[75]. (C) 
Schematic diagram of hmC-CAT[118].

实现 C 到 T 转变. 由于基因组内源性的 5fC 在氧化前被

乙基羟胺封闭, 只有基因组上 5hmC 的位点能够特异性

实现C到T转变. hmC-CATCH的化学反应条件温和, 无
DNA降解发生, 并且标记产物上含有叠氮基团, 可实现

含有 5hmC DNA 序列的富集测序, 极大降低测序成本. 
该方法只需纳克级的基因组 DNA 样本, 就能有效检测

人胚胎干细胞全基因组的 5hmC. 该方法成功应用于血

液中细胞外游离 DNA (cell-free DNA, cfDNA)的 5hmC
测序, 首次获得了人类 cfDNA的单碱基分辨率 5hmC图

谱, 并可以有效区分健康个体和癌症患者. 此外, Sun 
等[119]将 5hmC 的特异性限制性内切酶 PvuRts1I 与选择

性化学标记方法相结合, 绘制了全基因组 5hmC 和 5fC
位点. 该方法的灵敏度是 TAB-seq[115]的 10 倍, 可以获

得 5hmC 在基因组中的完整分布. 该方法无位置倾向

性、灵敏度高, 适用于微量样本和低丰度胞嘧啶修饰的

分析[120].  

3.8  单分子检测技术 

单分子检测能够对单个生物分子进行测量, 具有灵

敏度高、样品消耗量低、信噪比高的优点[121-122]. 单分

子 实 时 测 序 (single-molecule real-time sequencing, 

SMRT)[123]是第三代测序技术, 利用单个 DNA 聚合酶分

子开展 DNA 定向合成, 以荧光脉冲的形式实时记录核

苷酸的掺入过程(图9A和9B). SMRT不仅能产生序列信

息, 而且能产生聚合酶动力学的有关参数, 可用于识别

DNA 碱基修饰. 与未修饰 DNA 的聚合速率相比, DNA
模板中修饰碱基及其周围位置的聚合速率较慢. SMRT
测序可用于直接检测 DNA 甲基化(例如, N6-甲基腺嘌

呤、5mC 和 5hmC). SMRT 不需要扩增 DNA, 有效降低

了扩增反应对修饰位点的影响. 但是该方法碱基识别错

误率较高, 准确定量技术还有待改进[62]. 为了对基因组

DNA样品中的5hmC进行准确测序, Song等[78]将选择性

化学标记与 SMRT 测序相结合, 发展了一种高通量和具

有碱基分辨的 5hmC 检测方法(图 9C). 该方法先利用 β-
葡萄糖基转移酶为 5hmC 引入叠氮葡萄糖化修饰, 生成

β-6-叠氮葡萄糖-5-羟甲基胞嘧啶(N3-5-gmC). 然后将二

硫键-生物素化合物连接到叠氮基上, 形成生物素化的

二硫叠氮葡萄糖-5-羟甲基胞嘧啶(biotin-S-S-N3-5-gmC). 
该生成产物被磁珠富集和 DTT 处理后, 释放出含有

5hmC的DNA链, 随后利用SMRT对其进行测序和分析

动力学特征. 在 SMRT 测序中, 5-hmC 上标记物的尺寸

越大, 产生的动力学信号越强, 能够在较低的测序范围
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内准确分配修饰碱基. 加入叠氮化葡萄糖能够增强 N3- 
5-gmC的动力学特征, 脉冲间隔时间(interpulse duration, 
IPD)比值为 7～9. 加入裂解的生物素连接剂加合物能

够显著增强 HS-N3-5-gmC 的动力学特征, IPD 比值为

7～25, 提高修饰的检测灵敏度. 应该指出的是, 这种化

学标记不仅可以使含 5hmC 的 DNA 片段亲和富集, 而
且在 SMRT 测序过程中能够增强 5hmC 的动力学信号. 
该方法可应用于基因组 DNA 样品中 5hmC 序列的分析, 
具有很高的置信度.  

 
图 9  (A) 单分子实时 DNA 测序的实验设计; (B) 磷酸化 dNTP 的循

环掺入以及在ZMW检测到的荧光强度-时间轨迹[123]. (C) 选择性化学

标记结合 SMRT DNA 测序检测 5hmC 的原理图[78].  
Figure 9  (A) Experimental geometry of single-molecule, real-time 
DNA sequencing. (B) Schematic event sequence of the phospholinked 
dNTP incorporation cycle, with a corresponding expected time trace of 
detected fluorescence intensity from the ZMW[123]. (C) Principle of selec-
tive chemical labeling of 5hmC followed by SMRT DNA sequencing[78]. 

纳米孔传感能够检测由分析物引起的纳米孔阻塞

导致的离子电流变化, 在快速、低成本 DNA 测序[124-128]

和传感应用方面具有广阔应用前景[129-131]. 目前, 蛋白

质纳米孔[132]和固态纳米孔[133]已广泛应用于检测 5mC
和 5hmC. Zeng 等 [134] 报道了一种基于 α- 溶血素

(α-hemolysin, αHL)蛋白纳米孔的方法, 可在单分子水平

检测短单链 DNA 的 5mC 和 5hmC(图 10). 首先, 含有

5hmC的单链DNA通过选择性地修饰得到一种DNA-Fc
主客体复合物. 随后被修饰的 DNA 分子通过 αHL 纳米

孔时使主客体复合物解绑, 产生特征电流信号, 统计分

析这些特征电流可对 DNA 中 5mC 和 5hmC 进行定量分

析. 该方法不需要引入限制性内切酶, 也不需要羟甲基

化位点的序列信息, 可以在样本序列信息未知的情况下

检测 DNA 中任意 5hmC. 但是, 纳米孔传感技术目前还

没有应用于定量基因组 DNA 样品中的 5hmC.  
单分子成像已成功应用于基因组 DNA 的 5hmC 分 

 

图 10  α-溶血素蛋白纳米孔检测5hmC DNA及其化学标记原理图[134].  
Figure 10  Schematic illustration of the detection strategy and chemical 
labeling of 5hmC-containing DNA based on α-hemolysin nanopore[134]. 

析[135]. Gilat 等[79]将 5hmC 标记技术与单分子成像技术

相结合, 对基因组 DNA 的 5hmC 进行全局定量分析(图
11A). 该方法先用UDP-6-N3-Glu对5hmC进行叠氮化修

饰 , 随 后 叠 氮 基 团 与 荧 光 标 记 的 炔 烃

(dibenzocyclooctyne-Cy5, DBCO-Cy5)发生点击化学反

应, 最后利用荧光显微镜成像对荧光标记产物进行分

析. 该方法可直接对 5hmC进行荧光标记和可视化分析, 
能对单个染色体片段进行计数. 该方法仅需要 8 ng 
DNA 样品, 可以区分临床样本中的结肠癌恶性组织和

健康组织. Chen等[136]利用微凝胶编码实现单细胞5hmU
和 5hmC 的单分子荧光成像(图 11B). 该方法先将单个

细胞进行裂解, 并将其基因组 DNA 包裹在单个琼脂糖

微凝胶中, 然后分别用硫代磷酸和叠氮葡萄糖特异性标

记 5hmU 和 5hmC 位点. 这些标记碱基通过化学交联分

别编码到相应的 DNA 条形码引物中, 触发原位扩增. 
该方法能够对单个细胞进行高通量分析, 还可应用于穿

刺活检等临床细胞标本的分析. 他们利用机器学习算法

对 5hmU/5hmC 的四维特征进行解码, 能够识别非致癌

性、癌性和高侵袭性乳腺癌细胞系. Song 等[137]提出一种

基于荧光共振能量转移(fluorescence resonance energy 
transfer, FRET)的单分子成像方法, 能够检测痕量 DNA
中 5hmC 和 5mC(图 11C). 该方法运用多重标记策略: 
DNA 末端的生物素标记用于固定在载玻片, 5hmC 的

Cy3 标记作为供体, 5mC 的 Cy5 标记作为受体. 该方法

利用全内反射荧光显微镜成像及单分子荧光共振能量

转移(smFRET), 能够同时对 5hmC和 5mC进行成像, 并
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测量同一 DNA 分子中 5hmC 和 5mC 之间的距离.  

 

图 11  (A)两步反应标记 5hmC 的成像分析原理图[79]. (B)微凝胶编码

对单细胞内 5hmU 和 5hmC 的可视化分析原理图[136]. (C)双标记 5mC
与 5hmC 之间的 smFRET 分析[137].  
Figure 11  (A) Imaging and analysis process of fluorescently labelled 
5hmC by the two-step labelling reaction[79]. (B) Scheme of visualizing 
single-cell  5hmU and 5hmC with microfluidic hydrogel encoding[136]. (C) 
smFRET analysis between dual-labeled 5mC and 5hmC[137]. 

4  结论与展望 

作为一种重要的表观遗传标记[42,138], 5hmC 的超灵

敏检测在生物医学领域具有极其重要的意义. 研究者结

合新的修饰方法和信号放大策略, 相继发展了一系列超

灵敏检测 5hmC 的新方法, 包括 LC-MS 法[62-67]、荧光  
法[68-69]、电化学法[47,70-72]、光电化学法[73-74]和化学发光

法 [139]等 . 单碱基分辨率水平测序方法的发展和改    
进[75,77,119], 有助于我们深入研究特定细胞或组织的基因

组中 5hmC 的分布. 单分子检测技术由于其灵敏度高、

样品消耗量低、信噪比高的优点成为 5hmC 检测的强有

力工具 [121-122]. 单分子实时测序 (SMRT)[52,78]不需要

DNA 的扩增与修饰, 已经被广泛应用于检测各种胞嘧

啶和基因组定位; 纳米孔传感[132-134]和单分子成像[79]能

够对基因组 DNA 中 5hmC 进行全局定量. 这些新兴检

测方法有效提高了 5hmC 检测的灵敏度和检测效率, 促
进了胞嘧啶修饰在化学、生物、医学、农学和生物技术

领域的应用研究. 表 1 系统总结了本文介绍的一系列

5hmC 检测方法.  
应该指出的是, 基因组 DNA 中 5hmC 的检测仍然

面临许多挑战和难题. 第一个重大挑战是如何从大量的

C 和 5mC 位点中, 在单碱基分辨率水平获得准确和位

点特定的 5hmC. 由于 5hmC 的含量较低, 其丰度远远

低于 5mC, 新发展的方法必须能够克服处理过程中样 

表 1  5hmC 的检测方法 
Table 1  The reported methods for 5hmC assay 
检测方法 适用目标 优点 缺点 参考文献 
液相色谱-质谱联用法 检测 5hmC 总量 定量准确、可提供各个组分组成和

结构信息 
无法实现单碱基分辨、需要专业

操作经验 
[29,62,65-67] 

荧光法 定 量 检 测 基 因 组

DNA 中的 5hmC 
灵敏度高、操作简单 无法提供空间定位信息 [68-69,84-85] 

电化学法 定 量 检 测 基 因 组
DNA 中的 5hmC 

设备简单、成本低廉、易于微型化、
背景信号低、灵敏度高 

选择性较差、耗时长 [31,70,91-92] 

电致化学发光法 5hmC 的定量 化学势可控、灵敏度高、背景信号

低、重现性好, 响应快速 
存在电极表面污染问题、背景信

号高、耗时长 
[71-72,98] 

光电化学法 5hmC 的定量 成本低、操作简单、背景电流小、

检测灵敏度高 
不能检测人体基因组中的 5hmC [101,108] 

沉淀法 GLIB 5hmC DNA 片段的
分离和富集 

不需要 PCR 扩增 反应时间较长、测序价格昂贵 [109] 

CMS 富集 5hmC、全基因

组定位 
对 5hmC 丰度依赖性较低 需亚硫酸氢盐处理和特异性抗

体、无法实现单碱基分辨 
[110] 

JBP1 全基因组定位、解析

5hmC 在基因序列

中的分布 

简单直接、快速、高效 捕获效率低、灵敏度差 [80] 

hMeDIP 全基因组定位、解析

5hmC 在基因序列

中的分布 

不需要 PCR 扩增、单分子实时测

序、成本低 
有一定的序列偏好、无法实现单

碱基分辨 
[111] 

亚硫酸氢

盐测序及

其衍生法 

BS-Seq 全局和局部量化 适用于基因组的分析 亚硫酸氢盐处理可能导致 DNA
降解、不能区分 5hmC 和 5mC 

[157] 

TAB-Seq 全基因组测序和位
点特异性测序 

高效、单碱基分辨率 依赖于苛刻的化学反应 , 导致
DNA 损失较多; 将所有未甲基化

的 C 转换为 U 会严重降低序列复

杂性, 导致测序质量差、定位率
低、基因组覆盖不均、测序成本

高 

[115] 

oxBS-Seq 解析 5hmC 在基因
序列中的精确定位 

单碱基分辨率、可确定 5hmC 和
5mC 精确位置、可与测序平台兼容

依赖于苛刻的化学反应 , 导致
DNA 损失较多; 将所有未甲基化

的 C 转换为 U 会严重降低序列复

杂性, 导致测序质量差、定位率
低、基因组覆盖不均、测序成本

高 

[116] 
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续表 
检测方法 适用目标 优点 缺点 参考文献 
 TAPS 全基因组碱基水平

分辨率的 5hmC 检
测 

非破坏性、高灵敏度和特异性 依赖于 TET 的活性; TET 不是

100%有效, 且成本高 
[77] 

CAM-Seq 定 量 检 测 基 因 组

DNA 中的 5hmC 
不使用亚硫酸氢盐、具有单碱基分

辨率的能力 
氧化条件非常苛刻 [75] 

hmC-CATCH 定 量 检 测 基 因 组

DNA 中的 5hmC 
反应条件温和、无 DNA 降解发生、

成本低 
具有 PCR 偏向性 [118] 

其他 5hmC 在基因组中
的分布 

无位置倾向性、灵敏度高, 适用于
微量样本和低丰度胞嘧啶修饰的分

析 

准确度差 [119] 

单分子检
测技术 

SMRT 解析 5hmC 在基因
序列中的精确定位、

全局定量分析 

不需要扩增 DNA、有效降低了扩增
反应对修饰位点的影响 

碱基识别错误率较高、测序价格
昂贵 

[78,123] 

纳米孔传感 解析 5hmC 在基因
序列中的精确定位、

全局定量分析 

不需要限制性内切酶、不需要羟甲
基化位点的序列信息、可在样本序

列信息未知的情况下检测 DNA 中

任意 5hmC 

没有应用于定量基因组 DNA 样
品中的 5hmC 

[124] 

单分子成像 解析 5hmC 在基因

序列中的精确定位、

全局定量分析 

可以提供空间定位信息 需要标记技术 [79,136-137] 

 
品损坏和损失的难题. 为了提高检测灵敏度, 新发展的

方法必须能够选择性富集和扩增 5hmC DNA. 鉴于

5hmC 的结构与 C 和 5mC 相似, 新发展的方法必须具有

较高的特异性, 以消除C和 5mC的背景干扰. 核酸扩增

是提高检测灵敏度和特异性的有效方法之一. 在 5hmC
生物传感系统中引入适当的核酸扩增方法(例如, 聚合

酶依赖性扩增[140-142]、连接酶扩增反应[143-145]、核酸酶辅

助信号扩增[146-149]、无酶信号扩增[150-152]等), 可极大提高

检测灵敏度. 另外, 新型纳米材料和新型荧光标记技术

的引入能够显著提高检测灵敏度和效率.  
第二个挑战是活细胞中5hmC的成像. 5hmC的成像

对于实时监测 5hmC在细胞生理和病理过程中的作用具

有重要意义. 然而, 细胞中 5hmC 的成像研究鲜有报道. 
发展基于新型纳米材料(例如, 金纳米粒子和半导体量

子点)的生物传感器, 有望突破活细胞中5hmC成像研究

的瓶颈.  
第三, 5hmC 的氧化产物及其低丰度为选择标记/分

析基因组 DNA 的修饰碱基提出了新的挑战. DNA 甲基

化和去甲基化过程极其复杂: 除 5mC 和 5hmC 以外, 还
存在另外两种胞嘧啶碱基修饰包括 5caC[153]和 5fC[154]. 
但是, 5caC和5fC的丰度远低于5hmC, 它们的超灵敏检

测难度更大. 利用 5hmC、5fC 和 5caC 的不同性质进行

特异性反应, 并结合超灵敏的单分子检测技术, 有望解

决这一挑战性难题. 特定的细胞功能可能依赖于多种表

观遗传生物标志物的协同作用, 一种疾病通常与多个表

观遗传生物标志物(例如, DNA 甲基化、组蛋白修饰和非

编码 RNA)密切相关[155-156]. 因而, 发展可同时检测多种

表观遗传生物标志物的复合生物传感器势在必行. 我们

坚信, 随着一系列新型 5hmC 生物传感器的研发, 我们

对于 5hmC 的生物学功能认识将更加完善, 有助于我们

深入了解表观遗传在人类疾病中的生理功能, 促进表观

遗传相关疾病的临床早期诊断和药物研发.  
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