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DNA甲基化是表观遗传学最重要的修饰之一, 
哺乳动物的DNA甲基化修饰主要发生在胞嘧啶第

5位碳原子上, 称为5-甲基胞嘧啶(5-methylcytosine, 
5mC)。DNA甲基化参与了诸多的生物学过程, 包括

基因印迹、X染色体的失活、基因组稳定性、转座

子及逆转录转座子的沉默及组织特异性基因的沉

默等[1]。DNA甲基化模式的紊乱可以引起多种神经

退行性疾病、免疫系统疾病、实体肿瘤及白血病。

1948年, Hotchkiss[2]在从牛胸腺组织提取的DNA中

首次观察到了DNA的甲基化现象。在之后几十年的

研究中, 科学家们发现DNA甲基化修饰不仅存在于

高等哺乳动物, 还广泛分布于古菌、细菌和其他真

核生物中。

与组蛋白的甲基化类似, DNA甲基化的建

立、维持和去除存在动态变化。DNA甲基化模式

可以通过复制来维持, 也可以通过有性生殖传递给

下一代[3]。DNA甲基化主要由DNA甲基化转移酶

(DNA methyltransferase, DNMT)催化完成, 主要发生

在CpG位点。甲基化模式的建立主要由DNMT3a、
DNMT3b和DNMT3l蛋白负责, 在DNA复制过程中, 
DNA甲基化的维持由DNMT1蛋白负责。在哺乳动

物中, DNA的甲基化去除主要发生在两次重编程过

程中, 一次是在配子发生过程中, 一次是从受精到

胚胎发育的早期[4]。这两个过程中都发生了显著的

DNA主动去甲基化。DNA上发生的主动去甲基化

过程对于配子的发生和胚胎的发育至关重要, 但催

化该反应的酶一直没有被鉴定出来。

2009年, 《Science》杂志的一篇文章揭开了

DNA去甲基化研究的新篇章。研究者发现, TET1蛋



294 · 领域前沿 · 中国 ·

白可以将5-甲基胞嘧啶(5mC)氧化成5-羟甲基胞嘧

啶(5-hydroxymethylcytosine, 5hmC)[5]。后续的研究

还发现, TET家族的蛋白还能进一步将5-羟甲基胞

嘧啶(5hmC)氧化成5-甲酰胞嘧啶(5-formylcytosine, 
5fC)和5-羧甲基胞嘧啶(5-carboxylcytosine, 5caC)[6]

(图1)。5-羟甲基胞嘧啶(5hmC)是5-甲基胞嘧啶(5mC)
的羟基化形式, 最早于1953年在噬菌体中发现[7], 后
来在脊椎动物的脑组织中也发现了这种修饰[8]。5-
羟甲基胞嘧啶(5hmC)是重要的表观遗传调控修饰, 
与肿瘤的发生有密切关联。5-甲酰胞嘧啶(5fC)和5-
羧基胞嘧啶(5caC)被人体内的一种糖苷水解酶TDG
识别, 启动细胞内碱基错配切除修复, 将其替换成胞

嘧啶, 最终实现DNA去甲基化[9]。TET蛋白介导的

DNA去甲基化成为近年来表观遗传研究领域的热

点。

TET蛋白最早发现于2002年。研究人员发现, 
在一种急性髓系白血病(acute myelocytic leukemia, 
AML)中, 第10号和11号染色体发生易位, 导致MLL
基因与一个新基因发生融合, 该基因由此被命名为

ten eleven translocation(TET)。哺乳动物TET蛋白家

族包括TET1、TET2和TET3。其结构都包括一个保

守的C端的催化区和一个N端的调节区。C端的催化

区属于Fe2+和α酮戊二酸(α-KG)依赖的双加氧酶家

族, 是氧化5mC的催化结构域。与其他双加氧酶不

同的是, TET蛋白催化结构域还包含一个TET蛋白特

有的半胱氨酸富集结构域(Cysteine-rich), 该结构域

对于保持酶活性是必需的[10]。TET1与TET3的N端

具有CXXC结构域, 有研究表明, 该结构域对于TET3
准确的染色体定位是至关重要的[11]。虽然TET2没有

CXXC结构域, 但是后来的研究发现, TET2与CXXC4
蛋白的相互作用可以辅助TET2蛋白的基因定位[12]。

最近的研究表明, 血液系统肿瘤患者的基因中

TET2蛋白的突变率非常高, 这些突变影响了TET2
蛋白的活性, 对于白血病的发生起着非常重要的作

用[13]。因此, 研究TET蛋白的三维结构, 揭示其识别

底物和催化反应的分子机制, 将对开发靶向TET蛋
白的特异性药物有重要意义。我们课题组在国际

上首次成功地解析了TET2-DNA复合物的晶体结构

DNA甲基化主要是由DNA甲基转移酶(DNMT)建立和维持。5-甲基胞嘧啶(5mC)可以被TET蛋白氧化生成5-羟甲基胞嘧啶(5hmC)、5-甲酰胞

嘧啶(5fC)和5-羧甲基胞嘧啶(5caC)。5-甲基胞嘧啶(5mC)和5-羟甲基胞嘧啶(5hmC)可以被脱氨酶AID(activation-induced cytidine deaminase)识别

脱氨生成胸腺嘧啶(T)和5-羟甲基尿嘧啶(5hmU)。5-甲酰胞嘧啶(5fC)、5-羧甲基胞嘧啶(5caC)、5-羟甲基尿嘧啶(5hmU)以及5-甲基胞嘧啶(5mC)
脱氨形成的G/T错配可以被糖苷水解酶识别水解, 形成AP位点(apurinic/apyrimidinic site), 从而启动碱基错配修复途径, 完成去甲基化。

DNA methylation (5mC) is established and maintained by DNA methyltransferases(DNMT). 5mC can be oxylated by the TET family of dioxygenases 
to generate 5hmC, 5fC and 5caC. Alternatively, 5mC and 5hmC may be further deaminated to become T or 5hmU by AID/APOBEC deaminases. 
5hmU, 5fC, 5caC and  G/T mismatch (generated by 5mC deamination) can be excised from DNA by DNA glycosylases such as TDG and MBD4. 
Through base excision repair pathway, 5mC can be replaced by cytosine (C).

图1   TET蛋白介导的DNA去甲基化反应示意图

Fig.1   Proposed models of TET-initiated DNA demethylation pathways
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(分辨率2.02 Å)[10](图2)。
我 们 的 研 究 表 明, TET2蛋 白 具 有 保 守 的

双加氧酶的催化中心, 形成double-stranded beta 
helix(DSBH)折 叠, Fe2+和NOG(α-KG类 似 物)位 于

DSBH结构域形成的催化中心。Cysteine-rich结构

域被分割成了Cystine-rich氨基端(Cys-N)和羧基端

(Cys-C)两个部分。Cysteine-rich结构域将DSBH结

构域包裹在中心。二者通过多个结合面的作用, 在
三个锌指结构域的螯合作用下, 构成了一个完整的

催化结构域。Cysteine-rich结构域既维持催化结构

域的稳定性, 又负责与DNA底物的结合。含有甲

基化CpG的DNA底物位于催化中心的正上方, 被
DSBH和Cysteine-rich结构域牢牢地锚定。Cysteine-
rich结构域中的loop1和loop2两个片段参与了DNA
的识别和结合。其中, loop2的疏水氨基酸还参与了

5mCpG附近DNA的解旋。在DSBH和Cysteine-rich
结构域的共同作用下, 5-甲基胞嘧啶(5mC)被翘出

DNA双螺旋, 通过碱基翻转机制插入TET蛋白催化

中心, 将甲基指向催化反应中心, 在氧气和α-KG的

参与下完成氧化反应。

我们的研究发现, TET2通过TET家族中高度

保守的氨基酸, 特异性地识别CpG二核苷酸。由于

哺乳动物中5-甲基胞嘧啶主要存在于CpG二核苷酸

中, 结构的发现很好地解释了TET对DNA底物的选

择性。TET对CpG二核苷酸周围的DNA序列没有明

显的偏好性, 这也提示我们TET2蛋白在染色体的定

位可能会受到其相互作用蛋白的辅助。插入到催化

中心5-甲基胞嘧啶被几个特定的氨基酸稳定到一个

固定的构象, 使其甲基朝向具有催化活性的Fe2+和

α-KG。有趣的发现是甲基的周围并没有疏水相互

作用的存在, 这一特点也解释了该催化中心能够将

亲水性的5hmC和5fC继续催化。

通过进一步的结构和生化实验分析, 我们发

现白血病病人体内TET2的突变大部分都发生在对

TET结构或功能至关重要的氨基酸上。病人来源的

氨基酸突变参与DNA的结合、5mC的翻转以及催化

中心的组成。这些突变有的降低TET2蛋白稳定性, 
有的影响底物DNA的识别, 有的削弱TET2蛋白酶活

力。这一研究也很好地将TET2的功能与白血病的

发生机制建立了联系。

使用丝带模式表示的TET2催化结构域和底物DNA三维结构(两种不同的视角)。图中底物DNA被标记成黄色, Cysteine-rich结构域被标记成粉

色和紫色, DBSH核心标记成绿色。甲基化胞嘧啶(mC6)、铁离子和N-oxalylglycine(NOG)在图中标记出。识别DNA的loop1和loop2以及催化结

构域的N端和C端也在图中标出。

Ribbon representation of TET2-DNA structure in two different views. The DNA is colored in yellow, cysteine-rich domain is colored in pink and violet, 
DBSH core is colored in green. mC6, Fe ion and NOG are marked. DNA-interacting loops (loop1 and loop2), and N and C termini are indicated.

图2  TET2-DNA复合物三维结构示意图(根据参考文献[10]修改)
Fig.2  Overall structure of TET2-DNA complex (modified from reference [10])
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上述研究揭示了TET蛋白催化结构域的空间构

成, 阐明了TET2发生催化反应, 特异性识别5-甲基

胞嘧啶的分子机制, 为TET蛋白家族的结构与功能

研究打开了一扇大门。高分辨率TET2-DNA复合物

的晶体结构也为进一步设计靶向TET蛋白的药物奠

定了重要的结构基础。

TET蛋白酶活性的调节机制将是后续研究中

的一个重要问题。首先, TET蛋白的N端调节区和

DBSH结构域里的无序区域的功能都还未知。但是

这两段区域在TET蛋白家族内都存在, 说明他们对

于TET蛋白的功能非常重要。这两段区域的不保守

性, 恰好可以解释三种TET蛋白功能的非冗余性。

其次, 结合蛋白对TET的功能也很重要。已经有研

究证明, TET相互作用蛋白可以调节其染色体定位

和酶活。新的相互作用蛋白的鉴定和功能研究还有

待于我们去完成。再次, 体内代谢小分子对TET的
酶活也有调节作用, 从而影响体内表观遗传学的改

变, 引发疾病。总之, 对TET蛋白的研究才刚刚开始, 
回答上述问题将有助于我们对TET功能深入理解, 
并为治疗因TET失活而引起的疾病奠定理论基础。

另外, 是否存在DNA甲基化脱羧酶仍是个迷。

迄今为止, 我们知道的DNA主动去甲基化过程主

要有以下几个途径: 一是通过脱氨途径。5-甲基胞

嘧啶(5mC)和5-羟甲基胞嘧啶(5hmC)分别在脱氨酶

(activation-induced cytidine deaminase, AID)的 作 用

被转化成胸腺嘧啶(T)和5-羟甲基尿嘧啶, 然后通过

碱基错配修复途径完成去甲基化。二是通过TET蛋
白的氧化作用。最终生成的5-甲酰胞嘧啶(5fC)和5-
羧基胞嘧啶(5caC), 可以被体内的糖苷水解酶识别, 
然后通过碱基切除修复途径完成去甲基化[14]。这一

类途径与植物中的DNA去甲基化非常相似[15], 但是

体内很有可能存在一类脱羧酶, 它们可以识别5-羧
甲基胞嘧啶(5caC), 催化脱羧最终生成胞嘧啶。这

需要科学家们继续去发现。
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