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DNA甲基化在肉牛分子遗传与育种中的研究进展

房希碧袁 杨润军 *

渊吉林大学动物科学学院袁 吉林长春 130062冤

摘要院 DNA 甲基化是真核生物表观遗传的重要修饰方式之一袁 该文概述了真核生物 DNA 甲基化的修饰原理以及

现阶段 DNA 甲基化的检测方法和技术手段袁 进一步对 DNA 甲基化修饰模式和参与基因表达调控的研究现状进行

了阐释遥 目前袁 DNA 甲基化的研究是畜禽经济性状研究领域的热点之一袁 猪肌肉发育尧 羊体尺性状以及奶牛乳房

炎等研究获得了多个 DNA 甲基化标记遥 此外袁 DNA 甲基化与肉牛发育和脂肪沉积相关研究定位和筛选了大量的

候选甲基化修饰区域袁 这些研究结果为肉牛分子遗传研究奠定了基础袁 也为肉牛生物育种提供了表观遗传学候选

标记遥

关键词院 肉牛曰 DNA 甲基化曰 表观遗传曰 分子育种

自 叶全国肉牛遗传改良计划 渊2011要2025冤曳
实施以来袁 我国初步建立了肉牛联合育种体系袁

结合人工授精和胚胎移植的应用袁 有力推进了我

国肉牛种业的发展遥 但是袁 目前我国地方肉牛品
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种的肌内脂肪沉积能力与国外优良的肉牛品种仍

然存在差距袁 优质肉牛品种的培育依然是我国肉

牛种业振兴和发展的方向遥 现代生物育种新技术

的研究及应用大幅度提高了我国肉牛育种效率袁
为进一步推进我国肉牛优良品种选育和新品种培

育进程袁 保证生物育种新技术的顺利实施袁 获得

具有突破性的分子基础理论和关键技术手段是我

国肉牛品种培育和改良的关键遥 表观遗传调控在

不改变 DNA 序列的前提下改变了表型遥 在畜禽

的研究中发现受表观遗传调控的基因与一些表型

性状相关袁 其中包括肌肉品质和脂肪沉积 [1]遥 表

观遗传机制袁 即 DNA 甲基化尧 组蛋白修饰和非

编码 RNA 介导的基因表达调控遥 DNA 甲基化是

真核生物中基因组主要的修饰方式之一袁 也是一

种重要的表观遗传学机制袁 其可以通过在不同条

件下改变染色质结构或转录效率袁 参与基因表达

的调节袁 参与重要的生物过程袁 包括胚胎发育袁
肌肉的生长和脂肪的积累等遥 我国已经初步建立

了肉牛联合育种体系袁 结合人工授精和胚胎移植

的应用袁 有力推进了我国肉牛种业的发展袁 优质

肉牛品种的培育依然是我国肉牛分子遗传与育种

发展的方向遥 随着畜禽遗传领域筛查和鉴定与经

济性状密切相关 DNA 甲基化研究的深入袁 其将

为畜禽育种开启表观遗传水平的品种改良和选育

的崭新篇章遥
1 DNA甲基化概述

真核生物中袁 甲基化是基因组主要的修饰方

式之一袁 也是一种重要的表观遗传学机制袁 对基

因的表达调控具有重要的作用遥 DNA 甲基化是将

甲基基团添加到 DNA 分子的过程袁 是最早发现

的表观遗传修饰途径之一遥 胞嘧啶甲基化在真核

生物和原核生物中广泛存在袁 但在各物种间的修

饰程度存在较大差异遥 5 甲基胞嘧啶的功能最早

在 20 世纪 70 年代被提出袁 在植物袁 动物和其他

生物中袁 三种不同的序列背景中存在 DNA 甲基

化袁 包括 CG 渊或 CpG冤袁 CHG 或 CHH 渊其中 H

对应于 A袁 T 或 C冤遥 在哺乳动物中袁 DNA 甲基

化主要存在于 CpG 二核苷酸中袁 两条链上的胞嘧

啶通常被甲基化遥 然而袁 非 CpG 甲基化可以在胚

胎干细胞中观察到[2-4]袁 并且这一现象也在神经发

育中被发现[5]遥 此外袁 在造血祖细胞中也观察到

非 CpG 甲基化袁 并且它主要发生在 CpApC 序列

中[6]遥 DNA 甲基化的作用本质上与甲基化的建立袁
维持袁 移动机制是连锁的遥 并且已有证据表明袁
DNA 甲基化以及许多同一时期的 DNA 甲基转移

酶被认为是从早期原始 RNA 甲基化活动演变的
[7]遥 甲基化转移酶已经在多年前被认知袁 包括称

为重新 DNA 甲基化酶的 DNMT3A 和 DNMT3B袁
随着研究的深入袁 DNMT3A 和 DNMT3B 也参与

甲基化的维持[8]遥 编码 OCT4 和 NANOG 基因的

转录因子基本维持在胚胎干细胞的状态袁 最近研

究表明袁 OCT4 和 NANOG 启动子可能被 AID 或

者 TET3 去甲基化[9]遥 然而袁 一些组织特异性基因

在精子和胚胎干细胞中甲基化袁 仅在该基因表达

的特殊组织去甲基化[10]遥
2 DNA甲基化检测的方法

准确的检测 DNA 甲基化和改变 DNA 甲基化

模式是了解其对基因表达和细胞表型调控作用的

重要手段遥 基因特异性甲基化模式的检测方法相

对简单院 亚硫酸盐测序 渊Sanger 测序冤 和几种基

于 PCR 的方法袁 DNA 测序作为一种重要的实验

技术袁 在生物学研究中有着广泛的应用袁 然而随

着 DNA 甲基化研究领域的发展袁 传统的 Sanger

测序已经不能完全满足研究的需求遥 随着后基因

组时代的到来袁 转录组学尧 蛋白质组学尧 表观组

学尧 代谢组学等各种组学技术相继出现袁 在过去

十年中袁 开发和研究 DNA 甲基化的方法方面取

得了显着的进展遥 二代测序技术的应用使得能够
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以前所未有的规模对甲基化标记进行分析袁 人甲

基化 450K 基因芯片是目前全基因组 DNA 甲基化

分析比较流行的方法袁 它提供了关于 482421 个

CpG 位点的信息 [31]袁 450k 仅用于人类样品的分

析袁 近几年也已经开发了小鼠和牛等多个物种的

甲基化芯片遥 在此之前袁 已经开发包括基因甲基

化芯片和二代测序技术袁 用以研究全基因组 DNA

甲基化遥 目前袁 用于描述基因座特异性甲基化的

几种方法现在已经使用高通量测序或阵列平台升

级到全基因组水平袁 全基因组亚硫酸氢盐测序

渊WGBS冤 可能是目前研究甲基化的最强有力的方

法袁 因为它允许检测基因组中的每个 CpG 位点

渊通常在可绘制的人类基因组中覆盖 20 百万～22

百万个 CpG冤遥 除了亚硫酸氢盐转化的额外步骤袁
WGBS 文库可以与正常全基因组测序类似地制

备遥 WGBS 方法的变体是 T-WGBS 渊基于转座酶

的文库构建冤 和 PBAT 渊后亚硫酸氢盐衔接头标

记袁 其可以用少至 125pg 的输入 DNA 进行冤 [32]遥
此外袁 随着表观遗传学研究的深入袁 包括

ATAG-Seq尧 CHIP-Seq尧 Hi-C 等技术也与 DNA

甲基化检测技术联合应用分析袁 将 DNA 甲基化

水平研究与组蛋白修饰和染色体可及性分析染色

质的修饰信息全面系统的信息呈现出来遥 此外袁
低细胞数或单细胞 DNA 甲基化分析将成为在未

来几年的研究热点袁 这些技术在细胞中深入研究

表观遗传具有相当大的影响遥 然而袁 由于多种技

术存在袁 研究人员面临的挑战是评估每种技术的

潜在优点或局限性袁 并选择适当的方法进行分

析遥 精确测量 DNA 甲基化的新技术的发展一直

是这一领域研究的焦点袁 现有方法的变体或新方

法将继续被开发和应用遥 其中袁 人类医学领域开

发用于标记物测试和临床应用的简单且方便的

DNA 甲基化测量技术非常重要袁 对于畜禽研究遗

传领域筛查和鉴定与经济性状密切相关的 DNA

甲基化标记袁 DNA 甲基化检测技术的发展将为畜

禽育种工作者们开展表观遗传水平的品种改良和

选育提供新策略遥
3 DNA甲基化与基因表达调控

DNA 甲基化是一种稳定的表观遗传学机制袁
其在调节基因表达和确定细胞的表型中起重要作

用袁 某些 DNA 甲基化异常也是一些疾病的病因遥
DNA 甲基化的作用是细胞功能的基础袁 如基因组

印记袁 X 染色体失活袁 组织分化袁 表型可塑性和

疾病易感性[11-17]袁 甲基化对基因的表达调控具有

非常重要的作用袁 一般认为存在启动子与第一外

显子的甲基化普遍导致转录沉默遥 基因组范围的

研究存在甲基化与表达水平负相关的假说[18]袁 重

新分析数据表明这种基因表达和甲基化的相关性

在全基因组范围是非常明显的[19]遥 通过 DNA 甲基

化使基因保持在一个稳定抑制状态袁 启动子上

CG 岛甲基化袁 导致基因失活的机制被广泛研究遥
在 DNA 装配到核小体后袁 转录因子起始位点甲

基化袁 基因将不能起始转录[20]遥 甲基化的启动子

在转录起始位点拥有核小体 [21]袁 具有 H3K9me3

的抑制标记袁 并通过甲基化的 DNA 结合蛋白稳

定袁 反过来在该区域富集了组蛋白脱乙酰酶 [22]遥
在非 CG 岛启动子稳定失活基因的表达状态与甲

基化变化的因果关系一直被争论遥 由于转录因子

能结合甲基化的 DNA 序列袁 随后导致这些区域

的被动去甲基化[23]袁 这个甲基化的改变是否是转

录的结果或者是它们稳定转录的无功能状态尚不

清楚遥 非 CG 岛区域甲基化对于转录因子结合靶

位点有直接影响袁 MYC 结合它的同源序列直接

抑制甲基胞嘧啶的出现 [24]袁 但是袁 SP1 并没有表

现这种作用[25]遥 然而袁 在基因转录研究中袁 转录

因子结合位点甲基化可以降低基因的表达量袁 研

究指出在转录起始位点 CpG 甲基化和基因表达的

因果关系袁 但是关于这个过程可能存在的机制仍

然需要讨论遥
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此外袁 早先研究认为基因体甲基化是基因转

录的特征[26]袁 在基因体甲基化和活跃转录存在广

泛的正相关这一现象袁 已经在 X 染色体活化[27]和

植物和动物鸟枪法亚硫酸盐测序被证实[28]遥 许多

基因没有 CG 岛袁 也有少数例外遥 当 CG 岛位于

内含子区域袁 它们被认为不被甲基化遥 大多数基

因结构不是 CG 岛袁 除少数 CG 岛位于基因内区

域时袁 认为它们是未被甲基化的遥 然而袁 最近一

些研究改变了这个观念袁 他们认为袁 在人的脑组

织中袁 34%的内含子 CG 岛是被甲基化的[29]袁 但

这些组织特异性的甲基化的作用目前仍不清楚遥 在

癌症中袁 内含子 CG 岛也能优先被重新甲基化[30]遥
尽管基因结构的 CG 岛被广泛甲基化袁 但是这种

类型的 DNA 甲基化不能阻碍基因转录袁 但当它

们出现在转录起始位点时袁 它们染色质仍具有与

转录抑制相关的特点[29]袁 这导致甲基化在启动子

抑制转录袁 而在基因上与促进转录存在明显的矛

盾遥 因此袁 在哺乳动物中袁 DNA 甲基化是通过转

录起始袁 而不是转录延伸来沉默基因遥 也有研究

结果表明在基因结构上的 DNA 甲基化不仅限于

沉默基因内重复 DNA 序列的功能袁 可能具有调

控转录和剪接的作用遥
4 畜牧产业中 DNA甲基化的研究进展

我国具有丰富的肉牛地方品种和培育品种资

源袁 这些品种具有独特的生长尧 肉质尧 抗病和乳

品质等优良性状遥 随着细胞工程和分子标记等现

代分子育种技术的发展袁 肉牛育种正朝着常规选

育方法与分子生物学尧 生物信息学和计算机信息

技术相结合的方向发展遥 大多数分子育种的研究

和应用以在基因组水平变异作为标记袁 较少关注

非 DNA 序列信息改变引起的生物学效应袁 导致

一些重要经济性状的研究未能获得有效的提高生

产性能的标记袁 阻碍了分子育种进程遥 作为表观

遗传学重要机制袁 畜禽育种领域对甲基化的研究

近年来取得了突飞猛进的进展遥 多个物种的全基因

组 DNA 甲基化已经被报道袁 如牛 渊胎盘袁 乳腺组

织袁 肌肉袁 外周血冤 [33-37]袁 猪 渊脂肪和肌肉冤 [38-41]袁
羊 渊肌肉冤 [42]等遥 研究表明 琢s1-casein尧 CD4 基

因启动子的甲基化与奶牛乳房炎症密切相关[34, 35]袁
NRG1袁 MST1 和 NAT9 基因的甲基化可以作为金

黄色葡萄球菌引起的隐性乳房炎的标记物 [43]遥 目

前袁 全世界的牛分子育种工作仍在集中在基因组

和转录组水平袁 对于表观遗传水平的研究和应用

尚处于初级阶段袁 畜禽的某些重要经济性状仍

然无法通过基因组序列变异给予完整的解释袁
因此袁 深入研究表观遗传修饰对畜禽经济性状

的作用显得尤为重要遥 目前袁 陆续发现一些表观

遗传参与调控肉牛重要经济性状的形成过程袁 增

加了对肉牛基因组遗传信息研究的维度袁 为已知

基因作用机制的阐明及对新基因的鉴定提供了新

思路遥
在肉牛研究中袁 牛体尺和胴体性状相关的

LCORL 基因启动子区 DNA 甲基化水平与 mRNA

进行了分析[44]袁 通过比较胎儿和成年牛的甲基化

图谱发现袁 牛发育过程中与牛的肌肉发育有关袁
同时这些甲基化差异区域可能通过 microRNA 调

节基因的表达水平[45]遥 随着组学技术的发展袁 研

究者利用 MeDIP-Seq 技术展示了牛胎盘的全基因

组 DNA 甲基化的蓝图[33]遥 不同脂肪沉积能力的日

本和牛与草原红牛背最长肌全基因组 DNA 甲基

化的研究中袁 筛选获得与牛肉质性状密切相关的大

量候选 DNA 甲基化区域和候选基因[37]遥 随着探索

DNA 甲基化在牛的生长发育和繁殖中的作用的研

究的增加袁 牛各组织 DNA 甲基化结果的相继发

表袁 等 [46]统计了前期的关于牛各组织

DNA 甲基化的研究数据袁 并进一步整合分析袁 为

研究者们提供了牛各组织 DNA 甲基化模式遥 此

后袁 荷斯坦牛各组织的 DNA 甲基化组学研究分

析中袁 也获得了各组织的 DNA 甲基化模式袁 并
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发现在各组织间的甲基化模式存在较大差异袁 而

亲缘关系近的物种间的相同组织的甲基化模式更

为接近袁 此外袁 精子中的某些甲基化水平的改变

是为了更好的将潜在转录因子结合域暴露袁 从而

影响基因的表达调控[47]遥 最新研究发现袁 牛 DNA

甲基化受到遗传和年龄的影响[48]袁 且与牛的形态

学适应性状密切相关[49]袁 这提示 DNA 甲基化可

能成为表型预测的重要指标遥 以上研究为牛 DNA

甲基化和表观遗传学的研究提供了大量的分子理

论依据遥
虽然牛的各发育阶段和各组织样品的全基因

范围内的 DNA 甲基化已经展开研究袁 并且筛选

获得了与牛生长发育和经济性状等密切相关的候

选修饰区域和功能基因袁 但是由于表观遗传修饰

受到环境影响较大袁 且目前针对 DNA 甲基化修

饰在个体之间的稳定性以及亲代和子代之间的遗

传规律等知之甚少袁 使得进一步深入挖掘 DNA

甲基化的遗传方式和作用机制受到一定程度的制

约遥 此外袁 开发新的尧 有效的尧 精确的尧 快速的

和低成本的 DNA 甲基化检测技术也将为 DNA 甲

基化的深入研究和应用提供重要途经遥
5 小结

综上所述袁 DNA 甲基化是表观遗传学领域研

究的热点问题袁 针对研究的需求开发了多种检测

的技术遥 目前袁 研究表明 DNA 甲基化与畜禽生

产性状密切相关袁 并且在多个物种的研究也积累

了大量的数据袁 取得了一定的研究基础遥 随着遗

传学的发展以及表观遗传研究的深入袁 与表观遗

传密切相关的经济性状的研究逐步发掘和验证袁
DNA 甲基化将会成为阐释肉牛经济性状发展和形

成的重要遗传学机制遥 但是 DNA 甲基化在机体

的生长发育过程存在动态的变化袁 具有组织的特

异性等特性袁 且基因组范围内大量的 DNA 甲基

化与性状之间的关系尚未得到进一步的分析和验

证袁 关于肉牛的 DNA 甲基化的研究处于初级阶

段遥 因此袁 DNA 甲基化分子标记挖掘和验证依然

是肉牛遗传和育种中的重要研究方向遥 在今后的

牛分子育种工作中袁 DNA 甲基化的研究成果将为

表观遗传学标记的发展和应用奠定理论基础遥
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