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摘要：DNA羟甲基化修饰是基因组表观遗传学的重要调控方式，指 5-甲基胞嘧啶（5-mC）在 TET蛋白家族的催化作用下氧化生

成 5-羟甲基胞嘧啶（5-hmC），完成 DNA胞嘧啶的去甲基化过程。基因组甲基化异常导致了多种肿瘤的发生，羟甲基化修饰作为

去甲基化的一种，同样与肿瘤发生密不可分。在消化系统肿瘤发生发展过程中存在 5-hmC含量的变化，其原因可能与 TET蛋白

家族、IDH突变等密切相关，提示 DNA羟甲基化修饰参与了消化系统肿瘤的发生发展过程。本文围绕 DNA羟甲基化修饰与消化

系统肿瘤之间的关系进行综述，旨在为消化系统肿瘤羟甲基化修饰研究提供新方向。
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Research on DNA Hydroxymethylation Modification
in Digestive System Carcinoma*

DNA hydroxymethylation modification is an important part of genome epigenetic regulation. The demethylation

process from 5-methylcytosine (5-mC) to 5-hydroxymethylcytosine (5-hmC) is catalyzed by Tet protein. Abnormal genomic methylation

leads to the occurrence of a variety of tumors. Hydroxymethylation is modified as a kind of demethylation and is inseparable from

tumorigenesis. The expression of 5-hmC changes accompanied with the development and progression of digestive system tumors, which

may be associated with the TET protein family and IDH mutation. It suggested that DNA hydroxymethylation is involved in the

development and progression of digestive system tumors. This paper reviews the relationship between DNA hydroxymethylation and

digestive system tumors, and aims to provide a new direction for the study of Hydroxymethylation modification in digestive system

tumors.
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前言

表观遗传学修饰是指非基因序列改变导致的基因表达水

平的变化，包括 DNA甲基化、组蛋白修饰、非编码 RNA和基

因组印迹等。这些表观遗传学改变通过开放或关闭某些特定基

因，在胚胎发育、细胞分化、组织特异性蛋白表达、维持基因组

完整性和染色体稳定性等方面发挥重要作用。DNA羟甲基化

修饰作为表观遗传学的重要组成，是在 DNA甲基化改变的基

础上，在胞嘧啶第五位碳原子的甲基基团上增加一个羟基生成

5-羟甲基胞嘧啶而完成 DNA的去甲基化的过程[1, 2]。Manon等
[3]通过研究发现表观遗传学改变通过相互作用形成有机整体在

肿瘤的发生、发展过程中发挥重要作用。羟甲基化表观遗传学

修饰方式在包括胃癌、肝癌、结直肠癌和食管癌等在内的消化

系统肿瘤的发生发展过程中发挥重要作用。本文围绕 DNA羟

甲基化修饰与消化系统肿瘤之间的关系进行综述。

1 DNA羟甲基化修饰概述

1.1 DNA甲基化与羟甲基化修饰的概念

DNA甲基化修饰（DNA methylation）是指在甲基转移酶

（DNMTs）的作用下，基因组 CpG二核苷酸的胞嘧啶（C）第 5

位碳原子以共价键结合上一个甲基基团，最终导致一些区域

DNA构象发生改变，进一步影响 DNA与转录因子的相互作

用，使多数基因在转录的起始阶段发生障碍，导致基因失活。其

中抑癌基因的异常甲基化可引起基因表达抑制，导致肿瘤细胞
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图 1甲基化修饰与羟甲基化修饰

Fig.1 Methylation modification and Hydroxymethylation modification

的增殖失控、侵袭转移并参与肿瘤组织的血管生成，介导了肿

瘤的发生发展过程。

DNA羟甲基化修饰（DNA Hydroxymethylation）是指 10-11

易位（ten-eleven translocation，TET）蛋白家族通过氧化 5-甲基

胞嘧啶（5-methylcytosine，5-mC）生成 5- 羟甲基胞嘧啶（5- hy-

droxymethylation，5-hmC），使基因甲基化状态终止。5-羟甲基

胞嘧啶最早于 1952年在 T-偶数系噬菌体 DNA中被发现[4]，是

胞嘧啶碱基的另一种修饰方式。作为修饰碱基，5-羟甲基胞嘧

啶以低水平存在于多种细胞中，占全部胞嘧啶的 15%，占人类

基因组总核苷酸的 1%。5-hmC作为与去甲基化及表达调节相

关的表观遗传学新标志物，被称为高等生物基因组 DNA的 "

第六碱基 "。Penn等[5]在 1972年发现哺乳动物 DNA中也存在

5-hmC；2009年 Tahiliani等[6]发现 5-hmC富集在小鼠胚胎干细

胞，证明 5-hmC是哺乳动物 DNA的正常组成部分，同年 Kri-

aucionis S等[7]在 Science中报道 5-hmC存在于大脑和浦肯野

神经元中，开启了 5-hmC研究的新篇章。

1.2 DNA羟甲基化修饰参与 DNA去甲基化

DNA甲基化异常与肿瘤的发生发展密切相关，肿瘤组织

及细胞内 DNA甲基化的异常包括：① 原癌基因低甲基化，使原

癌基因活化，原癌基因异常表达及突变增加了染色体的不稳定

性；② 抑癌基因和细胞生长发育的调节基因启动子区域异常甲

基化导致失活关闭；③ 基因组甲基化率整体偏低，遗传不稳定

性大大增加。DNA羟甲基化修饰通过解除甲基化修饰参与肿

瘤的发生发展。

DNA去甲基化存在两种机制[8]：即主动去甲基化和被动去

甲基化。主动去甲基化即氧化途径，5-mC在 TET蛋白的氧化

下依次生成 5-hmC、5-fC（5-甲酰基胞嘧啶）和 5-caC（5-羧基胞

嘧啶），5-fC和 5-caC可以直接在胸腺嘧啶糖基化酶（TDG）的

作用下启动碱基切除修复（BER）生成胞嘧啶，完成 DNA的主

动去甲基化；而被动去甲基化即脱氨基途径，5-mC在脱氨酶的

作用下转化为胸腺嘧啶，然后在 DNA胸腺嘧啶糖基化酶的作

用下启动碱基切除修复最终生成胞嘧啶，完成 DNA的被动去

甲基化。其去甲基化方式主要有[9]：① 通过氧化作用将甲基集团

氧化成羧基，再通过脱羧完成去甲基化；② 通过核苷酸切除修

复途径（NER）切除含 5-mC 的 DNA，用未修饰胞嘧啶进行替

换，完成去甲基化；③ 存在特异性识别 5-mC的脱氨酶，通过脱

氨将 5-mC转化为 C，形成错配，在 TDG等识别下启动 BER，

完成去甲基化；④ 在 TDG的作用下切除 5-mC产生 AP位点，

启动 BER，完成去甲基化；⑤ 通过水解作用去甲基化。5-hmC

无论是在主动去甲基化还是在被动去甲基化过程中都发挥了

重要的作用，与基因表达调控密切相关。

1.3 DNA羟甲基化修饰与 TET蛋白（ten-eleven translocation）

Tahiliani等[6]最先发现并报道了 TET蛋白家族。哺乳动物

TET蛋白家族包括了 TET1、TET2及 TET3，其结构上都有调

节 N 端和催化 C 端，TET1 和 TET3 调节 N 端均具有 CXXC

结构域这一锌指结构，TET2调节 N端具有与 CXXC3蛋白相

互结合的功能，依此发挥生物学功能[10]。催化 C端有两个共同

的保守结构域，其中包括 CD区（catalytic/dioxygenase domin）

和富含半胱氨酸区（Cys-rich domain），在 CD区有与 琢-酮戊二
酸和 Fe2+相结合的位点，TET家族蛋白通过 CD区氧化 5-mC

生成 5-hmC。CD区和富含半胱氨酸区的存在使 TET蛋白家族

在催化 C端具有高度同源性[11]。

TET蛋白家族可以将 5-羟甲基胞嘧啶进一步氧化生成 5-

甲酰基胞嘧啶，5-羧基胞嘧啶，其中最主要的作用是依赖 琢-酮
戊二酸和 Fe2+催化 5-mC 氧化生成 5-hmC。TET蛋白家族是

DNA羟甲基化修饰中起催化作用的至关重要的蛋白家族。大

量文献证明，TET蛋白家族在生物体生长发育、干细胞分化、肿

瘤形成和造血功能方面起重要调节作用[12]。而最主要的功能研

究多集中在肿瘤研究方面[13]。TET1在乳腺癌、前列腺癌及结直

肠癌中表达含量明显降低，在这些实体肿瘤中发挥抑癌作用，

其机制可能是 TET1通过下调关键癌基因或抑癌基因甲基化

的作用抑制肿瘤的发生及侵袭 [14]。在骨髓增生异常综合征中

TET2首先被发现，是一个抑癌基因[15]。在肝癌、乳腺癌、肺癌、

前列腺癌等多种实体瘤中 TET2表达含量均降低，导致其催化

产物 5-hmC的含量减少，与肿瘤发生密切相关，但由于 TET2

蛋白无 CXXC 结构域，其发挥作用方式与 TET1 不尽相同。

TET3蛋白在 T细胞性淋巴瘤中发现存在突变[16]，但关于 TET3

这一表观遗传学相关基因在肿瘤方面发挥的作用尚不是十分

清楚。

1.4 DNA羟甲基化修饰与异柠檬酸脱氢酶（IDH）

异柠檬酸脱氢酶家族共包括三个成员：IDH1、IDH2 和

IDH3，这三个酶的主要作用均是催化氧化异柠檬酸生成 琢-酮
戊二酸。IDH1主要存在于细胞质，是一个同源二聚体酶，主要

利用 NADP+作为电子受体生成 NADPH及 NADH作为产物；

IDH2 主要存在于线粒体，也是一个同源二聚体酶，利用

NADP+作为电子受体生成 NAGPH及 NADH作为产物；IDH3

主要存在于线粒体，是一个异源四聚体酶（2个 琢亚基，1个 茁
亚基及 1个 酌亚基），利用 NAD+作为电子受体生成 NAGPH

及 NADH作为产物；IDH1和 IDH2是两个可逆转的代谢酶，通

过增多或减少 琢-酮戊二酸的表达量来适应不同生理状态下细
胞要求。NADPH和 琢-酮戊二酸是 IDH1和 IDH2催化生成的
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两个重要中间代谢产物。NADPH与细胞的增殖有关。琢-酮戊
二酸则通过不同代谢路径与细胞分子通路间相互关联，其中 琢-
酮戊二酸可以作为辅因子参与 TET 蛋白催化 5-mC 生成

5-hmC的生物过程，当 IDH存在突变体时，琢-酮戊二酸生成 2-

羟戊二酸（2-HG）增多，2-羟戊二酸作为竞争性拮抗剂抑制

TET蛋白的活性，使 5-hmC表达含量降低[17]。

在大约 20%的急性粒细胞白血病（AMLs）中都存在 IDH1

和 IDH2突变，同时发现伴随有 5-hmC含量的减少，促进了全

基因组的过渡甲基化状态。IDH1和 IDH2的突变预示着 AML

的不良预后，特别是细胞遗传学正常的 AML。同时 Figueroa

ME 等[18]指出 IDH1和 IDH2在 AML中同时出现突变的可能

性很小，并且 TET2和 IDH2突变总是互斥的，提示两个基因的

产物之间存在一种上位相互作用，同时都在 AML发病机制中

发挥重要作用。

2 DNA羟甲基化修饰在肿瘤中的作用

大量文献已经证实，与癌旁组织相比，肿瘤组织 5-hmC的

表达水平显着降低。其降低的可能原因为：癌症组织内 TET蛋

白含量降低，致使 TET蛋白催化 5-mC生成的 5-hmC含量降

低；作为 TET蛋白催化生成 5-hmC的辅因子 琢-KG代谢异常，
TET蛋白不能很好的发挥羟化酶作用，5-hmC含量降低；细胞

增殖过程中 DNMT1不能识别 5-mC氧化生成的半羟甲基化的

CpG岛，难以维持 DNA的羟甲基化，导致 5-hmC表达水平降

低。

Christine Guo Lian等 [19]在斑马鱼黑色素瘤模型中利用打

点杂交（dot-blotting）定量的方法证实 5-hmC水平在成熟黑色

素细胞和痣中表达含量较高，在人类黑素瘤模型中表达含量降

低甚至缺失，说明 5-hmC在黑色素瘤发生发展过程中发挥重

要功能，其功能直接与 IDH和 TET活性依赖的表观遗传学通

路密切相关。

DNA羟甲基化修饰引起的表观遗传学改变，调节基因转

录，导致相应靶分子的激活或者失活，通过影响肿瘤细胞的增

殖、侵袭转移、分化和凋亡等多方面参与肿瘤的发生发展[20, 21]。

5-hmC作为连接 5-mC和 5-fC的氧化中间产物，可由此阐明致

癌基因去甲基化模式。分析与癌症相关的全基因组羟甲基化区

域有助于更深入认识 DNA羟甲基化修饰在癌症发生发展中的

作用。

3 DNA羟甲基化修饰与消化系统肿瘤

3.1 DNA羟甲基化修饰与胃癌

Park, J L等 [22]发现在胃癌中，5-hmC 的含量减少与 TET1

表达降低有关，同时预示着胃癌的转移和不良预后，在胃癌细

胞系内通过 TET1靶向小干扰 RNA下调 TET1的表达促进了

5-hmC含量的降低，过表达 TET1蛋白可以使 5-hmC含量升高

的同时使细胞增殖受到降低，他们认为 5-hmC含量降低与胃

癌的发生有关。为了进一步明确 5-hmC含量降低是胃癌发生

过程产生的结果亦或是胃癌发生的原因，他们在胃癌细胞

TET1转录起始位点，通过甲基 CpG岛结合域测序和 RRBS测

序（Reduced Representation Bisulfite Sequencing），将启动子及

CpG岛周围的基因组中尚未甲基化的胞嘧啶碱基和甲基化的

胞嘧啶碱基分离开，揭示了 TET1调控 5-hmC生成的表观遗传

学特征，由此回答了 5-hmC含量的减少作为一个起因而非结

果参与胃癌的发生，TET1表达降低导致的 5-hmC含量的降低

是胃癌发生的起因。

Chou, N H等 [23] 证实胃癌组织中 5-hmC表达水平显着降

低，而 5-mC表达水平略微升高，同时在胃癌组织中 5-fC和

5-caC的表达水平无显着变化。通过进一步检测 IDH1和 IDH2

在胃癌组织中的表达情况发现，与正常组织相比 IDH在胃癌

组织中表达含量明显降低。异常表达的 IDH2可以增加胃癌细

胞中 5-hmC的含量。他们认为 IDH2功能障碍在 5-hmC含量

降低中发挥重要作用，并参与了胃癌的进展。

3.2 DNA羟甲基化与肝癌

人类肿瘤发生过程中 CpG岛（CGI）的异常过度甲基化状

态主要发生在宿主组织内被抑制的基因上，但是现阶段研究对

驱动该现象的前驱事件了解甚少。Thomson, J. P等[24]通过在小

鼠肝癌模型中追踪肝癌发生过程中的表观遗传学改变和转录

组学异常，发现肝癌中与启动子相关的 5-hmC的含量减少允

许在进展期以静默 CpG岛的方式重新编程 DNA 甲基化，在

CGI区域减少的 TET1活性是肝癌发生过程中的重要表观遗

传调控，肝癌的发生与 TET蛋白和 5-hmC含量减少密切相关。

Sahar Olsadat Sajadian等[25]认为全基因组 DNA甲基化失调是

肝细胞癌发生的关键原因之一，抗癌药物 5-氮杂胞苷（5-AZA）

通过抑制 DNMT1表达参与被动去甲基化介导了肿瘤抑制基

因的活化，有证据证实 TET蛋白介导的主动去甲基化也可能

是全基因组甲基化的重要环节。他们利用 qPCR、免疫荧光及

western blot的方法证实 TET2和 TET3而非 TET1在肝癌组织

和不同的肝癌细胞系中表达含量减少，在肝癌细胞系中运用小

干扰 RNA 进行敲除实验，通过下调 TET 蛋白的表达证实

5-AZA能够触发 TET2依赖的去甲基化进程，同时伴随 5-hmC

和 5-mC在肝癌细胞系及肝癌组织中含量的变化。

3.3 DNA羟甲基化与结直肠癌

全基因组低甲基化率是结直肠癌发生发展过程中最重要

的表观遗传学改变。结直肠癌对甲基化调节异常敏感，5-hmC

在结肠癌细胞中表达含量显着降低[26]，是结直肠癌患者预后的

保护性因素[27]。在结直肠癌发生发展过程中，研究 5-hmC发挥的

作用及意义，对于结直肠癌的早期诊断、治疗及预后至关重要。

5-hmC在包括结直肠癌等人类多种肿瘤中含量减少，在结

直肠癌中 TET1蛋白 mRNA水平降低参与了结直肠癌的发生。

Huang Y等[28]证实 TET2的核定位在结直肠癌组织中的重要部

分缺失，并与结直肠癌转移有关；在结肠癌细胞中，TET2而非

TET3的核定位缺失；出核转运信号肽抑制剂（Nuclear export

inhibitor）可以增加结直肠癌细胞中 5-hmC的含量，其本质可能

是通过调节 TET2的表达；TET2 核表达的缺失是 TET2功能

受损的主要原因，因此 TET2可以作为一个结直肠癌的肿瘤抑

制基因；肿瘤抑制基因 TET1和 TET2在结直肠癌中受损依循

不同的分子机制。

3.4 DNA羟甲基化与食管癌

Murata, A等[29]证实 5-hmC含量在食管鳞状细胞癌患者组

织中降低，5-hmC含量与 TET2的表达水平相关，TET2含量的

降低和随之导致的 5-hmC含量减少参与了食管鳞状细胞癌的

发生和发展。

Xuejiao Shi等[30]证实 5-hmC含量在食管鳞状细胞癌组织
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Disease Species Tumor 5-mC 5-hmC TET、IDH References

Gastric Cancer Human Tumor tissues Unchanged Descend TET1 Descend [22]

Human Tumor tissues Upregulated Descend IDH Descend [23]

Liver Cancer Mouse,Human Tumor tissues Descend Descend TET1 Descend [24]

Human Tumor tissues Upregulated Descend TET2、TET3 Descend [25]

Human Tumor tissues Unchanged Descend Undetected [31]

Human Tumor tissues Upregulated Descend TET1 Descend [32]

Colorectal Cacner Human Tumor tissues Unchanged Descend Undetected [33]

Human Tumor tissues Unchanged Descend TET1 Descend [34]

Human Tumor tissues Undetected Undetected TET1 Descend [26]

Human Tumor tissues Undetected Undetected TET2 Descend [28]

Esophagus Cancer Human Tumor tissues Undetected Descend TET2 Descend [29]

Human Tumor tissues Undetected Descend TET2、TET3 Descend [30]

表 1消化系统肿瘤羟甲基化修饰相关基因改变

Table 1 Hydroxymethylation modification changes in digestive system carcinoma

中表达含量降低，在肿瘤组织中 5-hmC含量的降低是食管鳞

状细胞癌患者的独立不利预后因素。同时 5-hmC表达含量与

TET2的下调和基因突变有关。

4 小结与展望

DNA羟甲基化修饰表观遗传学研究的不断深入，为消化

系统肿瘤的基础研究提供了新思路，并有望应用于消化系统肿

瘤的预防、诊断和治疗[20]。较之 DNA甲基化修饰及 miRNA等

表观遗传学修饰方式研究，羟甲基化修饰研究尚处于初级探索

阶段。但随着越来越多的基础研究的深入，羟甲基化修饰参与

消化系统肿瘤的发生、发展已广泛受到科学家的关注。随着生

物信息技术和高通量测序方法的发展，hMeDIP-seq、TAB-Seq

等全基因组羟甲基化分析定量技术的日趋成熟，为 DNA羟甲

基化修饰在消化系统肿瘤中的研究提供了有力方法和武器。分

析和探索与消化系统肿瘤相关的全基因组羟甲基化区域，有助

于更深入认识 DNA羟甲基化修饰在消化系统肿瘤发生发展中

的作用，以此寻找新的肿瘤分子标志物及治疗靶标，可能会成

为下一阶段羟甲基化修饰肿瘤研究的热点[35]。
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