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近年来，表观遗传学已经成为分子生物学领域

的研究热点之一。表观遗传行为是染色体区域（包

括 DNA 序列和染色体）发生结构适应性改变，从而

记录、维持其不同的活性状态，并将这种适应性改

变作为信号进行传递，进而调控不同的生理过程［1］。

DNA 甲基化作为表观遗传学的重要组成部分，对其

研究已深入到生物、医学及农业等各领域。但目前

关于 DNA 甲基化的研究主要集中在医学领域，尤其

是癌症领域，而在动物方面的研究较少。此外，人

们现多关注单基因 DNA 甲基化的研究，而在全基因
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摘 要 ： DNA 甲基化是真核生物表观遗传学重要的机制之一。近年来，全基因组 DNA 甲基化在动植物遗传育种领域的研究

引起了人们广泛的关注。访问大量基因或整个基因组的甲基化状态的能力将会大大促进对细胞中基因调控性质，以及细胞和环境

间相互作用的表观遗传机制的理解。从 DNA 甲基化图谱、DNA 甲基化图谱的构建、DNA 甲基化图谱及在动物上的研究进展等方

面进行简要综述，并对 DNA 甲基化图谱的前景进行简要探讨。

关键词 ： DNA 甲基化 图谱构建 全基因组 畜禽

Genome-wide DNA Methylation Profiles and Its Progresses in  
Genetics and Breeding of Animal

Zhao Jingxian  Zhang Lupei  Gao Huijiang  Li Junya  Xu Shangzhong  Gao Xue
（Institute of Animal Sciences，Chinese Academy of Agricultural Sciences，Beijing  100193）

Abstract:  DNA methylation is one of the important epigenetic mechanisms in eukaryotes. In recent years, more attention was paid upon 

genome-wide DNA methylation in plant and animal genetics and breeding. The ability to access the methylation status for a large number of 

genes or the entire genome should greatly facilitate the understanding of the nature of gene regulation in cells, and epigenetic mechanism of 

interactions between cells and environment. This paper summarized some important aspects of DNA methylation profiles, DNA methylation 

profiling technologies and the progresses of DNA methylation profiles including animal. Finally, prospect of DNA methylation profiles is given a 

brief discussion.

Key words:  DNA methylation DNA methylation profiling Genome-wide Livestock and poultry

组水平上的研究较少。因此，研究全基因组 DNA 甲

基化，对于了解动物生命活动具有重要的生物学意

义。我们主要从 DNA 甲基化图谱、DNA 甲基化图

谱的构建技术、DNA 甲基化图谱在动物上的研究等

方面，简述近年来国内外关于全基因组 DNA 甲基化

模式的相关研究与应用，DNA 甲基化图谱在动物遗

传育种中的研究进展。

1 DNA 甲基化图谱

1.1 DNA甲基化及特点

当前对表观遗传的研究主要集中在 DNA 甲基
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化。DNA 甲基化作为一种重要的表观遗传修饰［2］，

在细胞分化、胚胎发育、基因表达调节、染色质结

构维持、X 染色体失活［3］和基因组印迹［4］等方面

发挥着重要的作用。

DNA 甲基化是指在 DNA 甲基化转移酶（DNMT）

作用下，将 S-腺苷甲硫氨酸（SAM）上的甲基基团

共价结合到 DNA 分子胞嘧啶 C5 位，形成 5-甲基胞

嘧啶（5meC）的生化过程。DNMT 通过催化作用使

SAM 上的甲基转移到 CpG 胞嘧啶上［5］。

大约 80% 的 CpG 发生甲基化，并且发生甲基

化的部位主要集中在染色体着丝粒重复区域和重复

序列中［6］，一般这些 CpG 位于一些小序列（0.5-5 

kb 左右）中，每 100 kb 出现一个［7］，这些区域被

称为 CpG 岛，且通过进化来维持。从目前的研究

来看，在人类基因组中大约 50%-60% 基因与 CpG

岛相关［8，  9］。脊椎动物的 DNA 甲基化通常有以下

特点 ：基因组内甲基化多数发生在胞嘧啶上，形

成 5mCpG［10］；CpG 中 70％的 C 是甲基化的，而基

因组中仅有 3% 的 C 发生甲基化 ；理论上基因组内

G+C 含量约为 42％，那么相邻的二核苷酸 CpG 含

量应为 20％，但实际上 CpG 含量只占该预测值的

1/5，这是由于甲基化 C 容易脱氨基形成 U，导致

CpG 含量越来越低［11］；大多数的 CpG 岛处于非甲

基化状态［12］，脊椎动物的组织特异性基因缺乏 CpG

岛，而持家基因的启动子多含有处于非甲基化状态

的 CpG 岛［13］；启动子区 CpG 异常甲基化会抑制基

因转录，而且基因转录活性与 CpG 甲基化一般呈负

相关，高密度 CpG 甲基化会完全抑制启动子转录。

1.2 DNA甲基化图谱时代来临

虽然，关于 DNA 甲基化的研究正快速发展，但

大部分资料都集中在对单基因甲基化的研究，对于

全基因组水平上 DNA 甲基化的研究尚处于初级阶

段。DNA 甲基化图谱，是指在不同的组织、疾病状

态下，5-甲基胞嘧啶出现及分布频率的图谱，以系

统研究 DNA 甲基化在胚胎发育、基因组印记、疾病

发生及表观遗传中的重要作用［14］。在真核生物中，

通常基因组中只有一小部分的潜在靶序列会发生甲

基化，标记的甲基分布可以通过标定的转录沉默或

潜在转录的区域来表达表观遗传信息。划定区域

的 DNA 甲基化模式，以及更广泛的 DNA 甲基化图

谱，对于理解基因组一些确定区域在特定背景下的

表达和通过表观改变可能产生异常表达和疾病等问

题的原因，具有重要的意义［15］。2006 年年初公布

的一项研究估计，低于 0.1％的人类基因组的 DNA

甲基化已经被详细分析［16］，这项研究成果可进一步

完善人类基因组注释，能够进一步了解人类发育机

制的本质，因此具有重要而深远的实用价值。2006

年通过以免疫沉淀试验为基础的技术做出的第一个

高分辨率的全基因组 DNA 甲基化图谱——拟南芥

（Arabidopsis thaliana）被报道［17，18］。虽然，拟南芥

只有约 20％的哺乳动物基因组的大小，但这一具有

里程碑意义的事件证明了人类和几乎同样大的基因

组的甲基化组现在触手可及。因此，DNA 甲基化图

谱时代已经来临，构建动植物 DNA 甲基化图谱已经

具有非常重要的意义，有助于人们更加深入地了解

表观遗传。

2 DNA 甲基化图谱的构建方法

随着研究的深入不断出现新的 DNA 甲基化分析

方法，对于构建 DNA 甲基化图谱是从全基因组或接

近全基因组甲基化入手，主要可以分为基于限制性

内切酶技术的凝胶方法、基于芯片平台和基于二代

测序技术等 3 种方法。

2.1 以限制性内切酶为基础的凝胶技术

2.1.1 限 制 性 标 记 染 色 组 扫 描（RLGS）1991 年，

Hatada 等［19］应用 RLGS 方法用于印记基因的鉴定，

随后该方法被应用于检测全基因组 CpG 岛甲基化状

态，提供甲基化 C 的整体内容。这种方法是基于使

用限制性内切酶的二维凝胶电泳技术。其技术过程

是 ：（1）用甲基敏感限制性内切酶 Not Ⅰ消化 DNA，

由于 Not Ⅰ识别 GCGGCCGC 序列，并且消化过程

中可以被重叠的 CpG 甲基化阻断，因此保留了 CpG

岛的甲基化位点 ；（2）用同位素进行末端标记后经

甲基化不敏感酶，如 EcoR Ⅴ切割，进行一维电泳 ；

（3）用更高频的甲基化不敏感内切酶，如 Hinf Ⅰ切

割后进行二维电泳。得到的 RLGS 图谱与正常图谱

进行比较，得出的缺失条带即为可能发生甲基化的

部位［20］，因为甲基化部位被酶切割开，在电泳时显

示出条带。
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这种方法的优势在于它不考虑 CpG 岛所结合的

未知基因，该方法已经被应用分析不同类型肿瘤中

甲基化模式的异同和寻找肿瘤内 DNA 甲基化新的印

记基因。RLGS 方法的缺陷在于，它很难识别多态位

点且只能在 CpG 岛分析甲基化。此外，RLGS 图谱

分析时容易出现误读，不能完全确认是由于甲基还

是由于序列中酶识别位点的缺失或 DNA 本身缺失导

致片段的缺失，不易进行解释。

2.1.2 甲基敏感扩增片段多态性方法（MSAP）MSAP 

是动植物遗传育种中进行基因组 DNA 甲基化研究

最为常用的一种方法。MSAP 技术是在扩增片段长

度多态性（AFLP）技术基础上改进的［21］，是根据

同裂酶 HPa Ⅱ和 Msp Ⅰ对 CCGG 序列甲基化程序敏

感性的不同进行双酶切，可产生不同的 DNA 切割片

段，扩增产物具有多态性。HPa Ⅱ酶不能识别两条

链上 CCGG 位点胞嘧啶全部甲基化的酶切位点，而

能识别一条链上胞嘧啶甲基化的酶切位点进行酶切；

Msp Ⅰ酶可识别单双链上内部胞嘧啶甲基化，不识

别外部胞嘧啶甲基化。通过比较电泳图谱中的条带

差异，可以揭示出 CCGG 位点甲基化状态。

MSAP 法与其他检测方法相比敏感性强，操作

简单，甲基位点明确，适用于没有任何信息的全基

因组甲基化分析［22］。现在 MSAP 法广泛应用于研究

植物表型变异［23］、克隆动物异常［24］、杂种表现与

甲基化的关系等［25］。但 MSAP 法的局限性在于不能

完成非 CCGG 位点的胞嘧啶甲基化。

2.2 基于芯片平台的DNA甲基化图谱构建技术

以限制性内切酶为基础的凝胶技术通量较小，

难以达到全基因组高通量水平。而高通量筛选技

术是研究全基因组水平 DNA 甲基化谱系的关键因

素［26］。芯片技术为 DNA 甲基化的高通量研究提供

了一种新的方法。

2.2.1 珠阵列（Illumine 公司） Illumina 公司开发

的以珠阵列为基础的 DNA 甲基化分析是一个较显著

的基因分型方法［27］，其目的是提供单碱基分辨率，

虽然两个或两个以上密切隔开的胞嘧啶可能不得不

被一起进行分析。Illumina 芯片前期处理采用的是

亚硫酸盐处理，将甲基化的差异转变成碱基上的差

异，然后利用两个位点特异的探针检测这些化学上

差异的位点，一个探针是为甲基化位点（M 磁珠类

型）设计的，而另一个是为未甲基化位点（U 磁珠

类型）设计的，结合后通过单碱基延伸掺入一个标

记了的 ddNTP，通过计算甲基化位点和未甲基化位

点掺入的荧光信号强度检测 DNA 甲基化程度。该项

技术被称为 Infinium 技术，即单碱基延伸技术，包

括 InfiniumI 和 InfiniumII。这种方法提供了比其他阵

列更小的覆盖面，而且使一个大的选择性引物的开

发和评估成为必需，从而限制了它用于从头基因组

分析的实用性。这种技术的优点是它提供了对具体

胞嘧啶的定量评估，可以并行处理许多样品。因此，

这种方法较适合通过比较大量的细胞系或个体之间

一组已知的甲基化位点以确定甲基化多态性［15］。使

用这种方法，通过一组甲基化标志物，可以从被诊

断的正常组织中来区分肺癌样本［28］。

2.2.2 短寡核苷酸芯片（Affymetrix 公司） Affymetrix

基因芯片阵列是使用光刻技术通过每块芯片上数以

百万记的探针来达到较高的功能密度［29］。每个功能

由 25 个碱基的寡核苷酸组成。这些短探头提供了良

好的特异性，但是会遇到敏感性下降，并且与较长

探针相比会增加随机信号变化（噪声）的问题［30］。

每个芯片被设计为“单通道”杂交，它们是在一个

时间与一个样品杂交。用来比较的样品。例如，两

个细胞系，每个样品被杂交到一个单独的阵列，将

所得到的信号进行比较。一般来说，每个样品杂交

至少 3 倍，通过数据的统计处理来识别显著的差异。

对于甲基化分析，通过基因组不同部分或整个基因

组上等距分布的探针的平铺设计是最有用的。平铺

阵列是可用于人类、小鼠和拟南芥的基因组中，以

及人类和小鼠的启动子。人脑组织中限制性酶富集

的未被甲基化的 DNA 已经通过使用 Affymetrix 平铺

阵列覆盖 21 和 22 号染色体得出分析结果［16］。

2.2.3 长寡核苷酸芯片（NimbleGen 公司和 Agilent

公司） Agilent 公司的每个甲基化芯片上集成有约

244 000 个 60 mer 的寡聚核苷酸探针［31］，芯片探针

设计是以 100-300 bp 的平均间隔覆盖所有 UCSC 注

释的 CpG 岛和 RefSeq 数据库中研究清楚的 17 000

个转录本。Nimblegne 公司的 CpG 岛芯片密度更高，

达 389 000 个探针［32］。

这两种公司的芯片都是双通道。两个样本，例
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如免疫沉淀测试 DNA 和对照 DNA，被不同的荧光

染料标记，并在单个芯片上杂交。整个技术过程为：

（1）将 DNA 用超声波打断成 400-500 bp 片段 ；（2）

将加热变性后的单链 DNA 样品分成两份，其中一份

样品加入 5'-甲基胞嘧啶核苷的抗体，富集 DNA 甲

基化片段，而样品中非甲基化片段被洗脱，这样就

得到了纯化的免疫共沉淀 DNA（MeDIP）片段 ；（3）

可对 MeDIP 样品与 Input 样品进行扩增，将 MeDIP

（Cy5）样品与 Input（Cy3）样品分别进行荧光标记 ；

（4）将标记后的 MeDIP 样品与 Input 样品混合、变

性，然后与 DNA 微阵列芯片杂交，通过高解析度芯

片扫描仪检测杂交信号，得到杂交结果，对杂交结

果进行数据提取、标准化、峰值分析，得到高灵敏度、

高特异性、高重复性的结果，灵活进行甲基化研究。

2.3 基于二代测序的DNA甲基化图谱构建技术

2.3.1 全 基 因 组 重 亚 硫 酸 盐 测 序（whole genome 

bisulfite sequencing） 提到基于二代测序平台的全

基因组研究，首先想到的必然是“金标准”BS-seq，

即全基因组重亚硫酸盐测序（whole genome bisulfite 

sequencing）。Frommer 等［33］ 提 出 了 BS-seq 方 法。

该方法的原理是前期用 Bisulfite 处理，将基因组中

未甲基化的 C 脱氨基转换成 U，而甲基化的 C 保持

不变 ；然后设计引物 PCR 扩增后 U 变成 T，与原本

具有甲基化修饰的 C 区分开来，再结合高通量测序

技术，与未经处理的序列进行比较，判断 CpG 位点

是否发生甲基化［34］。该方法特别适用于绘制单碱基

分辨率的全基因组 DNA 甲基化图谱，能明确每一个

CpG 位点的甲基化状态，精确度及可靠性很高，但

需要大量的克隆测序。因此，有过程繁琐，价格昂

贵［35］的缺陷。最近，亚硫酸氢盐测序已被改编为

焦磷酸测序，这是基于定量、实时测序的合成［36］。

在这种方法中，基因多态性，如单核苷酸多态性

（SNPs）和表观遗传多态性，如甲基化变异位点（MVP）

在一个单一的检测中进行分析。

2.3.2 减少表达的亚硫酸盐测序（RRBS） 而 RRBS

则是基于酶切原理。2005 年，Meissner 等［37］首次

提出该方法。该方法前期用 Msp I 酶切，通过大小

选择和接头添加后，非甲基化的 C 被亚硫酸盐转化

为 U，亚硫酸盐转化后的 DNA 两条单链不再互补，

转换接头序列的特异性引物被用于合成第二条链和

PCR 扩增，钝端 PCR 产物克隆到质料载体中并测

序，最终用较小的数据量得到包含最多 CpG 位点甲

基化信息的单碱基精度的甲基化图谱。这种方法确

保对多种细胞类型中一个大的基因组中确定的片段

（约 5 Mb）的比较分析不需要再进行有针对性的扩

增，使其比定向 PCR 的方法更加有效。RRBS 已被

成功地用来分析小鼠胚胎干细胞系 DNA 甲基转移酶

DNMT1，Dnmt3a 和 Dnmt3b 的基因敲除前和基因敲

除后的状态，并为这些关键酶催化 DNA 甲基化提供

了新的见解。

2.3.3 甲基免疫共沉淀测序（MeDIP-seq） MeDIP-
seq 是基于抗体富集原理进行测序的全基因组甲基

化检测技术。采用甲基免疫共沉淀技术，通过 5'-甲
基胞嘧啶抗体特异性富集基因组上的 DNA 甲基化

片段，可以利用高通量测序技术在全基因组水平上

对 CpG 富集的高甲基化区域进行高精度的研究。其

基本程序是 ：提取全基因组 DNA，用超声波打断成

400-500 bp 的片段 ；将加热变性的单链 DNA 样品平

均分为两份 ；一份加入 DNA 甲基化特异性抗体 ；另

一份作为 Total input DNA 样品。使用亲和层析分离

上一步样品中得到的富集的 DNA 甲基化片段的抗体

复合物，样品中的非甲基化片段被洗脱，纯化得到

的 DNA 甲基化片段，然后进行高通量测序。该方法

优点在于精度高，覆盖广，性价比高，但是不足之

处就是不能精确到单碱基分辨率，只能知道一段区

域的甲基化程度。

3 DNA 甲基化图谱在动物遗传育种中的研究

对于 DNA 甲基化图谱的研究显然正蓬勃发展。

截至目前，一些物种的全基因组 DNA 甲基化图谱

已经被报道。Xu 等［38］利用 MSAP 检测了鸡不同组

织的甲基化图谱，找到了 Tis-18 和 Tis-22 两个组织

特异性甲基化片段。Li 等［39］绘制了中国人外周血

单核细胞的全基因组 DNA 甲基化图谱（炎黄计划）

发现，68.4% 的 CpG 位点甲基化，而只有 <0.2% 非

CpG 位点发生甲基化 ；找到了等位特异甲基化区和

组织特异的 DMR。Xiang 等［40］绘制了家蚕的全基

因组甲基化图谱，这是首张昆虫的甲基化图谱，研

究发现家蚕基因组 0.11%C 甲基化，主要在 CpG 区 ；
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甲基化 CG 富集在 gene 区，与表达正相关，昆虫甲

基化水平较低。Li 等［41］利用 MeDIP-seq 技术测定

了鸡甲基化修饰状态，绘制了第一个鸟类的全基因

组甲基化图谱，研究发现，大部分 CpG 岛表现出非

甲基化状态，启动子区域的甲基化与基因表达水平

密切相关。Li 等［42］研究 DNA 甲基化与肥胖的关系，

利用 3 个品种的猪绘制了猪的全基因组甲基化图谱，

分析不同性别品种组织的甲基化分布及差异，同时

研究发现不同甲基化区域能够抑制一些已知的肥胖

基因和新基因的表达。

牛羊等动物 DNA 甲基化上的研究主要集中在

克隆、胚胎方向上特定位点、特定区域、特定基因

等甲基化的研究。如 Joao 等［43］研究发现体外培养

和体细胞核移植，会通过改变 SNRPN 基因位点甲基

化水平导致该基因印记异常重编程，增加了死亡率。

Liu 等［44］研究了牛 DNA 甲基转移酶 3B（DNMT3B）

与牛肉质品质间的关系，从 6 个新的 SNPs 中选择

了 3 个进行基因分型和与 16 个肉质性状可能关联的

分析表明，DNMT3B 是牛肉品质性状的一个决定因

素。Liu 等［45］通过探求转基因克隆牛的死亡是否与

其胎盘中印迹基因的甲基化水平相关发现，PEG10

基因在早期流产克隆牛胎儿的皮肤组织中表现异

常的 DNA 甲基化水平。Liu 等［46］研究了 DAZL 基

因 mRNA 表达水平和甲基化水平发现，其甲基化

和 mRNA 表达水平呈显著负相关，DAZL 基因的甲

基化对该基因的转录调控起着重要的作用，或许对

牦牛精子生成和男性不育的严重的影响。Vanselow

等［47］研究了羊中 DNA 甲基化对胎盘生长分化起重

要作用的 CYP19 的调节，结果发现在绵羊和牛胎

儿与母体胎盘组织中 CYP19 启动子表现出差异甲

基化，同时 DNA 甲基化可能参与 CYP19 的表达调

控。Colosimo 等［48］研究了羊 5 个印迹基因（H19、

IGF2R、DLK1、DIO3 和 BEGAIN） 在 成 熟 精 子 和

卵泡不同生长阶段雌配子的甲基化状态发现，不同

基因在不同配子不同期时期表现出不同的甲基化水

平，且只有 H19 和 IGF2R 可能表现出绵羊生殖细胞

的 DMR。由此可见，如牛羊等一些物种在全基因组

水平 DNA 甲基化的研究，暂时处于空白阶段。因此

在全基因组表观遗传快速发展的时代，对动物开展

全基因组 DNA 甲基化研究，结合高通量平台，构建

DNA 甲基化图谱，有助于我们更加全面深入地了解

动物的甲基化模式和表观基因调控，对动物遗传育

种工作具有十分深远的意义。

4 结语

作为表观遗传学的重要机制，DNA 甲基化不

仅对基因的表达具有调控作用，而且这种调控作用

可以在世代间稳定遗传。因此，DNA 甲基化是一条

将表型和基因型联系起来的纽带，是一种高于基因

组序列水平的表达调控机制。随着表观遗传的快速

发展，全球 DNA 甲基化图谱时代已逐步来临，对

甲基化组的研究正成为在新兴系统中探索和更好地

理解基因功能的另一种重要的工具。许多研究已经

提供了一些物种甲基化组和表观组的高度动态景象

图，期望未来能够绘制出诸如牛羊等越来越多物种

的 DNA 甲基化图谱，帮助人们进一步理解各物种的

甲基化模式，从而促进表观遗传学全面深入的发展。
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