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DNA 甲基化（DNA methylation）是重要的表观遗

传调控机制之一，在遗传印记、转录调控以及组织

特异性基因沉默中发挥着重要的作用，而且在哺乳

动物正常的生长发育过程中起关键作用［1-2］。近年

来的研究发现，DNA 甲基化还参与了神经元分化、

大脑皮层发育以及突触可塑性形成等过程［3］。5-

羟甲基胞嘧啶（5-hydroxymethylcytosine， 5hmC）作为

关键的 DNA 去甲基化产物，在基因表达中具有重要

的调控作用。因此，本文就最新的5hmC的形成过程、

5hmC 在中枢神经系统的分布情况、5hmC 在中枢

神经发育以及神经退行性疾病中作用的研究进行

总结。

一、5hmC 的产生和去甲基化

DNA 甲 基 化 是 指 在 DNA 甲 基 转 移 酶（DNA 

methyltransferases，DNMTs） 作 用 下，在 胞 嘧 啶

5’- 碳 上 结 合 1 个 甲 基，生 成 5- 甲 基 胞 嘧 啶

（5-methylcytosine，5mC）的过程，通常发生在胞嘧啶 /

鸟嘌呤（cytosine-phosphate-guanosine，CpG）二核苷酸

上，CpG 高度聚集的 DNA 片段被称作 CpG 岛，CpG

岛通常包含基因启动子或外显子，通常 CpG 岛甲基

化后通过抑制转录因子与 DNA 的结合抑制基因转

录［4］。早期认为，DNA 甲基化是一种稳定的表观遗

传修饰，随着 TET 蛋白家族（ten-eleven translocation 

proteins，TETs）的发现，科学家逐渐意识到 DNA 甲
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基化和去甲基化是一个动态平衡的过程。

TETs 是一组 α- 酮戊二酸（α-KG）和 Fe2+ 依赖

性 单 加 氧 酶，包 括 TET1、TET2 和 TET3。 在 TETs

作用下，将 5mC 转化为 5hmC，然后 TETs 进一步将

5hmC 氧化成 5- 甲酰基胞嘧啶（5-formylcytosine，5fC）

和 5- 羧基胞嘧啶（5-carbosycytosine，5caC），胸腺嘧

啶 DNA 糖基化酶（thymine DNA glycosylase，TDG）利

用 5hmC 下游的碱基切除修复途径产生未修饰的

胞嘧啶，从而完成 DNA 主动去甲基化过程［5］；而

DNMT1/ 环指域蛋白 1（ubiquitin-like containing PHD 

and ring finger 1，UHRF1）复合物在 DNA 复制过程

中在半甲基化的 CpG 基序处识别 5mC，并对新合成

的 DNA 链上未修饰的胞嘧啶进行甲基化。但是，

DNMT1/UHRF1 复合物无法识别氧化的 5hmC，从而

导致新 DNA 链上的胞嘧啶无法被修饰，完成被动去

甲基化［6］。因此，DNA 去甲基化的机制可迅速改变

DNA 甲基化水平。作为去甲基化过程的关键中间

产物，5hmC 通过 TETs 氧化作用以及影响 DNMT1/

UHRF1 复合物识别参与 DNA 的去甲基化过程。因

此，5hmC 异常表达与甲基化和去甲基化平衡紧密

相关。研究发现，5hmC 在中枢神经系统发育以及

神经退行性疾病发生、发展中扮演重要角色［7-8］。

二、5hmC 在中枢神经系统中的分布

在哺乳动物所有组织和细胞类型中均检测到

5hmC，但在不同组织中含量差异较大，中枢神经

系统组织 5hmC 的含量最丰富，显著高于其他器

官。液相色谱 - 串联质谱法分析表明，5hmC 占哺

乳动物脑组织所有胞嘧啶的 0.4%～0.9%，相当于

5mC 的 10%～20%，尤其在下丘脑、大脑皮层和海马

中 5hmC 较为丰富［9］。此外，不同的神经元类型中

5hmC 的含量也有所不同。比如，小脑浦肯野神经

元中 5hmC 的含量是颗粒细胞的 2 倍多，而且 5hmC

含量是随着发育不断变化的［10］，这提示 5hmC 的含

量差异在神经细胞功能方面起着重要调节作用。

5hmC基因组分布特点决定5hmC对于基因表达

的作用。来自小鼠胚胎干细胞（embryonic stem cells，

ESCs）的高通量测序显示，5hmC 含量在外显子和转

录起始位点（transcription start site，TSS）附近有较强

富集，并且在其他基因转录调控元件区如增强子、

启动子等富集［11-12］。最新研究证实，5hmC 优先分

布在基因区域而不是基因间区域［13］，提示 5hmC 在

转录调控中发挥重要作用。

三、5hmC 在中枢神经系统发育中的作用

神经元是神经系统的基本结构和功能单位，神

经发生（neurogenesis）是指新的神经元生成的过程，

包括神经干细胞（neural stem cells，NSCs）的增殖分

化、突触可塑性的形成以及最后产生成熟神经元的

过程。5hmC 在神经元中有较高水平，并且伴随着神

经发生和神经元的成熟而增加。研究发现，胎儿脑

中 5hmC 总体水平较低，但在大脑发育过程中 5hmC

水平随时间发生显著变化［14］。而且，在 ESCs 向神

经祖细胞（neural progenitor cells，NPCs）的分化过程

伴随着整体 5hmC 的减少，且在外显子和启动子中

最显著，这可能和分化成熟相关基因在分化后期通

过去甲基化完成基因激活有关［7］。NSCs 通过自我

更新和分化不仅维持正常中枢神经系统的形态和功

能，而且在神经发育和损伤修复中发挥重要作用。

5hmC 的去甲基化可调节 NSCs 的增殖和神经发生

以及促进成年哺乳动物神经系统中的轴突再生［15］。

5hmC 显示出在突触相关功能基因附近富集，如神

经胶质瘤相关癌基因同源蛋白 3（glioma-associated 

oncogene homolog 3，Gli3）［16］。也有研究证实，5hmC

可以通过调控神经细胞分化过程中的重要基因，如

神经元素 1（neurogenin 1，Ngn1）的表达促进向神经

元的分化［17］。这些结果说明 5hmC 参与神经发育

过程。

TET 蛋白家族是 DNA 去甲基化的关键酶，其介

导的5hmC修饰参与调控神经发育以及神经元分化。

配对盒基因 6（paired box6，PAX6）是 ESCs 分化和人

类早期发育过程中作为启动神经外胚层分化的主要

转录因子［18］。敲除 TET1 的人类 ESCs 中的 PAX6 表

达显著降低，且 PAX6 启动子的 5hmC 修饰减少，通

过使用 CRISPR 系统使 TET1 的催化活性失活，进而

使 ESCs 保持多能性，但向神经外胚层和神经元的

分化受损。TET1 催化域的过表达能挽救分化过程

中 ESCs 中的 5hmC 水平和 PAX6 表达的缺陷，证明

TET1 催化 5mC 向 5hmC 转化的能力对于支持 ESCs

分化为神经外胚层和神经元具有关键作用［19］。在

成年人神经发生和发育过程中，TET2 通过与叉头框

转 录 因 子 O3a（transcription factor forkhead box O3a，

FoxO3a）相互作用调节 5hmC 的水平，从而参与成体

神经干细胞（adult neural stem cells，aNSCs）增殖有关

的基因表达的调控，如神经源分化因子 1（neurogenic 

differentiation factor 1，NeuroD1）［20］。 研 究 发 现，

TET3 通过维持 DNA 甲基化调控神经元分化，其在

神经分化过程上调，敲低 NPCs 中 TET3 能够使多能

性相关基因表达上调，进而导致 NPCs 的去分化，此

过程也伴随 5hmC 的表达降低［21］。研究发现，TET3
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在 5hmC 表达最丰富的成熟的神经元和少突胶质

细胞中高表达，在成年小鼠的成熟神经元中，敲除

TET3 可以使小鼠海马依赖性空间定向受损［22］。最

新研究显示，TET3 缺乏症患者也表现出智力缺陷和

发育迟缓等特征［23］。总之，这些研究表明 TET 介导

的 5hmC 修饰在发育过程中具有重要作用，且 5hmC

失调可能导致疾病的发生。

5hmC 在分布和动态变化方面与神经发育密切

相关。研究发现，5hmC 能够和多种神经系统相关

蛋白质结合，如甲基 -CpG 结合蛋白 2（methyl-CpG 

binding protein 2，MeCP2）和类泛素样含 PHD 和环

指 域 蛋 白 2（ubiquitin-like containing PHD and ring 

finger，UHRF2）等［24］。MeCP2 是 DNA 甲基化结合蛋

白（methylation binding proteins，MBDs）家族在大脑

中表达最高的一员，MeCP2 识别并且结合甲基化的

DNA 参与转录抑制，并且通过调节染色质结构影响

可塑性所必需的基因表达，如脑源性神经营养因子

（brain-derived neurotrophic factor，BDNF），进 而 参 与

神经发育。Rett综合征是一种严重的神经发育障碍，

MeCP2 基因突变导致 MeCP2 功能丧失是 Rett 综合

征的主要病因［25］。研究发现，MeCP2 通过与 5hmC

的相互作用和组蛋白修饰的表观遗传变化调节神

经元 mRNA 剪接，其中剪接的精确调控对于调节蛋

白质多样性和神经元发育的各个方面至关重要［26］。

UHRF2 是体内 5hmC 特异性识别蛋白［27］。而且，敲

除 UHRF2 小鼠出现海马依赖性学习和空间记忆损

伤［28］。麻醉剂七氟醚通过抑制 UHRF2 导致海马和

杏仁核中 5hmC 水平降低，进而导致参与神经保护

基因表达减少，如 BDNF 和 UHRF2 通过参与 DNA 甲

基化调控基因表达而参与神经发育过程［29］。综上

所述，5hmC 与其结合蛋白之间的相互作用影响神

经发育。

四、5hmC 与神经退行性疾病

1. 5hmC 与 阿 尔 茨 海 默 病（Alzheimer disease，

AD）：AD 是最常见的神经退行性疾病，其发病机制

尚未完全明确。目前，病因学说主要有 β- 淀粉样

蛋白（β-amyloid protein，Aβ）毒性学说、Tau 蛋白过

度磷酸化学说和神经原纤维缠结学说等。近年来的

研究发现，多数 AD 发病不是源于遗传基因缺陷，而

与表观遗传修饰密切相关。大量研究显示，在不同

类型 AD 以及 AD 患者的不同脑区都发现了 DNA 甲

基化失调现象［30］，而作为重要的 DNA 去甲基化产

物，5hmC 在 Aβ 形成过程中具有重要作用。

在AD病例中，编码淀粉样蛋白前体蛋白（amyloid 

precursor protein， APP）和早老素1（presenilin， PS1）基

因突变会在衰老过程中改变 APP 的转录加工产生

有毒的 Aβ，从而影响脑功能［31］。动物实验研究发

现，正常小鼠海马中 5hmC 随衰老而增加，而过表达

APP/PS1 的转基因 AD 模型小鼠随着年龄增长，海马

中 5hmC 未发现显著变化，表明 Aβ 的异常加工会

影响小鼠衰老过程中海马 DNA 甲基化和羟甲基化

之间的平衡［32］。Li 等［33］的研究也发现，老年 APP/

PS1 双转基因小鼠海马中的 5hmC 和 TET2 水平较对

照组显著下降，并出现海马依赖性学习和记忆障碍，

恢复小鼠海马 NSCs 中 TET2 的表达可增加 5hmC 水

平并提高 NCSs 再生能力。在人类脑基因组测序中，

患有早发性AD的患者中存在广泛的TET2基因突变

使其功能丧失［34］。

Tau 蛋白的主要生物功能是促进微管形成以确

保细胞骨架稳定性，进而确保正常的轴突运输和突

触可塑性。当 Tau 蛋白过度磷酸化时，对微管的亲

和力会降低。目前，Tau 蛋白过度磷酸化被认为是

AD 发病的关键病因。研究发现，TETs 介导的 DNA

去甲基化作用影响 Tau 磷酸化［35］。Zhang 等［8］使

用羟甲基化 DNA 免疫沉淀测序（hydroxymethylated 

DNA immunoprecipitation sequencing， hMeDIP-seq）

发现，在微管相关蛋白 tau（microtubule associated 

protein tau，MAPT）/APP/PS1 三转基因 AD 模型小鼠

神经元中 5hmC 降低，并且尸检结果表明 AD 患者脑

中 TETs 酶活性也降低，从而使 TETs 催化域过表达

则减少 Aβ 积累以及 tau 蛋白过度磷酸化，并改善

AD 小鼠大脑的突触功能障碍。研究表明，在此过

程中 TETs 的催化产物发挥作用。但关于 5hmC 的降

低如何导致 AD 病理学两个基本特征（Aβ 积累以及

tau 蛋白过度磷酸化）仍需进一步研究。

研 究 发 现，差 异 羟 甲 基 化 区 域（differential 

hydroxymethylation regions，DhMRs）在 与 神 经 元 发

育和神经元功能相关的多种信号通路中富集［36］。

最近的一项研究人类 AD 患者脑中 5hmC 的全基因

组高通量测序发现了与神经炎性斑块显著相关的

517 个 DhMRs 以及与神经原纤维缠结相关的 60 个 

DhMRs，很多已被证明是参与认知、记忆和学习

相 关 基 因，如钾电压门控性通道亚家族A成员 5

（potassium voltage-gated channel subfamily A member 5，

KCNA5）和脑丰富的膜附着信号蛋白1（brain abundant 

membrane attached signal protein 1，BASP1）；与Aβ降

解或清除相关基因，如 ATXN1（ataxin 1）；tau 磷酸化

相关基因，如酪蛋白激酶 2 α 1（casein kinase 2 α 1， 
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CSNK2A1）也富集 DhMRs［37］。在与神经元功能有
关 的 基 因 cGMP 依 赖 的 蛋 白 激 酶 2（protein kinase 
cGMP-dependent 2，Prkg2）和基因中 5hmC 修饰降低
并伴随着这些基因的 mRNA 水平降低，表明 5hmC
修饰可能通过激活与神经元功能有关的基因的转录
和表达而发挥作用［38］。因此，5hmC 可能通过影响
这些关键基因表达参与 AD 的病理过程。

2. 5hmC 与 帕 金 森 病（Parkinson disease，PD）：
PD 为老龄人群神经系统退行性疾病，主要的病理
改变是黑质多巴胺能神经元和纹状体突起的进行
性丧失及路易小体的形成，其中 α- 突触核蛋白

（α-synuclein，α-Syn）的异常聚集是路易小体形成
的关键成因［39］。有研究发现，健康雄性小鼠纹状体
和黑质致密区（substantia nigra，SN）在老化过程中的
5hmC 与 5mC 的比率随着老化而增加，并且 5hmC 优
先在多巴胺能神经元中增加［40］。另一项研究发现，
PD 患者的 TET1 基因外显子发生基因突变，并推测
TET1 可能通过调节 5hmC 的水平而增加 PD 风险，导
致基因表达的变化［41］。

已 知 维 生 素 C（vitamin C，VC）是 神 经 系 统 正
常运行所必需的营养物质，且在诱导多能干细胞

（induced pluripotent stem cells，iPSCs）转 化 为 NPCs
和多巴胺神经元的过程中发挥作用，VC 可以提高
TET2/3 和 VC 转运蛋白表达，提高 5hmC 水平，并促
进 iPSC 分化为多巴胺神经元［42］。体外 PD 细胞模
型全基因组测序显示，5hmC 在与细胞周期相关的
基因区域富集，特别是基因细胞周期蛋白依赖性激
酶 抑 制 剂 2A（gene-cyclin-dependent kinase inhibitor 
2A，Cdkn2A），敲低 TET2 可以显著减少细胞损伤和
细胞周期停滞，进而挽救多巴胺能神经元损伤［43］。
Marshall 等发现，在 PD 患者神经元的增强子上 TET2
和 5hmC 水平升高，而且小鼠体内的 TET2 失活可以
防止炎症引起的多巴胺能神经元丢失［44］。SNCA 是
编码 α-Syn 的基因，也是 PD 最重要的风险基因之
一，受 DNA 甲基化的调节。SNCA 内含子 1 处 CpG
岛的低甲基化可导致 α-Syn 的过表达［45］。PD 患者
的皮质切片包含大量 5mC，而 5hmC 则在小脑白质
中大量积累［46］。因此，5hmC 作为 TETs 介导的去甲
基化产物在 PD 病理过程中可能具有重要作用。

3. 5hmC 与 亨 廷 顿 病（Huntington disease，HD）：
HD 是一种常染色体显性遗传的神经退行性疾病，
其由编码亨廷顿蛋白（Huntingtin，HTT）的基因外显
子内三核苷酸（CAG）重复序列突变导致，这种突变
产生突变蛋白（mutant Huntingtin protein，mHtt），导
致蛋白质错误折叠使神经元功能障碍和细胞死亡。

mHtt 表达显著降低了纹状体神经元中内源性腺苷
A2A 受 体（adenosine A2a receptor，ADORA2A）的 转
录水平，刺激 A2A 受体能够减少由 mHtt 蛋白引起
的聚集［47］。研究发现，ADORA2A 基因 5'-UTR 末端
5mC 表达增加而 5hmC 表达减少，且通过 Ingenuity 
Pathway Analysis（IPA）软 件 发 现 DhMRs 还 在 Wnt/
β-catenin/Sox 信号通路富集，已知该通路通过激活
NeuroD1 既调节 NPCs 的增殖，又调节神经元的分
化［48］。研究发现，在将HD成纤维细胞重新编程为
iPSCs以及随后的神经元分化过程中，全基因组5hmC
增加且与DNA修复基因表达增加相一致［49］。

4. 5hmC 与肌萎缩侧索硬化（amyotrophic lateral 
sclerosis，ALS）：ALS 也是一种神经退行性疾病，其
特征是脑和脊髓内运动神经元选择性缺失。近年来
的研究发现，位于 C9ORF72 基因内的 GGGGCC 六
核苷酸重复扩增突变是 ALS 发生的最常见原因［50］。
研究发现，C9ORF72 基因重编程过程中基因启动
子低甲基化，并且在 iPSC 衍生的运动神经元中富
含 5hmC［51］，之后的研究也得出了类似的结果。与
C9ORF72 基因重复扩增突变的 ALS 患者相似，使
用 细 菌 人 工 染 色 体（bacterial artificial chromosome，
BAC）将人重复序列扩增引入小鼠基因组的 C9-BAC
小鼠，在皮层中的 C9ORF72 基因启动子位点显示
5hmC 水 平 升 高［52］。TAR DNA 结 合 蛋 白 43（TAR 
DNA-binding protein 43，TDP-43）是由 TARDBP 基因
编码的 DNA 和 RNA 结合蛋白，TARDBP 基因突变
以及 TDP-43 聚集物的累积都增加了 ALS 风险［53］。
在 ALS 中，DNA 甲基化水平升高，但神经细胞中发
生 TDP-43 聚 集 时 5mC 和 5hmC 会 明 显 下 降，提 示
TDP-43 影响 DNA 甲基化水平较低的神经细胞的功
能［54］。表达突变型人超氧化物歧化酶 1（superoxide 
dismutase 1，SOD1）的 ALS 模型小鼠脑 5hmC 水平显
著高于对照组小鼠，并且研究发现 5hmC 水平改变
和与 ALS 有关的免疫系统以及肠道微生物之间异常
变化存在关联［55］。

综上所述，大量的研究表明，5hmC 在中枢神经
系统中起至关重要的作用。5hmC 作为一种 DNA 去
甲基化产物，通过调控基因转录影响神经发育，并
且，在神经退行疾病发生发展中发挥重要作用。但
其确切机制仍在探索，许多研究仍停留在 5hmC 与
基因异常表达存在相关性而缺少具体调控机制的探
讨，未来的研究应该发现更多识别 5hmC 的蛋白质
揭示 5hmC 在神经系统中的作用机制，同时也能为
神经系统疾病的治愈提供更有效可行的方法和新的
靶点。
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