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摘要 基因表达调控是影响动植物生长发育的重要影响因素. RNA修饰作为表观遗传学的重要组成部分, 在不

改变遗传序列信息的情况下通过精妙调控RNA分子命运影响基因表达, 并贯穿于RNA生成、转运、功能实现及

降解的全过程. 本文系统地回顾了过去五年间RNA上5′端非典型帽子修饰(如NAD+)以及RNA内部修饰(包括m6A,
m5C, Ψ, m1A, m6Am)的前沿进展, 探讨了其调控机制、检测技术、分子作用机理、生物学功能以及其潜在的未

来发展方向. 鉴于RNA修饰在细胞功能与生理调控中的作用日益显著, 本文还探讨了它们在作物品种改良, 人类

疾病诊断、治疗与预防方面的应用前景. 展望未来, 本文特别强调了新修饰如RNA糖基化未来在机制与功能研究

方面的潜在突破. 随着对RNA新修饰、新功能的深入研究以及新兴测序技术的发展, 我们有理由相信RNA修饰

在疾病治疗和生物工程中展现出更大的应用潜力.
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作为分子生物学的基本理论, 经典的中心法则

奠定了现代生物学的基础, 它清晰地描绘了遗传信

息从脱氧核糖核酸(DNA)转录为核糖核酸(RNA),
并最终翻译为蛋白质的基本流程 . 在这一过程中 ,
RNA作为信息传递的关键媒介 , 其角色至关重要 .
随着研究的深入, 科学家们逐渐揭示了一个更为复

杂而精细的层面——RNA的表观遗传修饰系统 [1 ] .
这一系统超越了传统的遗传密码框架, 通过化学修

饰的方式, 极大地扩展了RNA的信息编码与调控能

力. 自1951年首次在RNA上发现化学修饰以来, 目

前已鉴定出超过 1 7 0种天然存在的RNA修饰类

型[2], 这些修饰广泛分布于RNA的各个位置, 包括

末端化学修饰(如5′端7-甲基鸟嘌呤m7G、烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸NAD+等帽子修饰)及内部碱基修

饰(如N6-甲基腺嘌呤m6A、5-甲基胞嘧啶m5C等) ,
共同构成了RNA分子上复杂而精密的调控网络

(图1).
本文围绕mRNA的5′端非典型帽子修饰(NAD+等)

以及RNA内部修饰(m6A, m5C, Ψ, m1A, m6Am),阐述了

其生物学机制、高通量测序技术(表1)以及生物学功

能方面近五年内的研究进展, 旨在促进对RNA表观遗

传修饰及其生物学功能的深入理解.
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1 RNA 5′端非典型帽子修饰

RNA 5′端帽子结构对RNA的命运具有至关重要

的作用, 它参与了多种RNA代谢过程, 包括多腺苷酸

化、前体信使RNA(pre-mRNA)剪接、信使RNA
(mRNA)输出、转录本稳定性以及翻译起始等[3]. 长期

以来, m7G帽子被认为是唯一的RNA 5′帽子结构, 且仅

存在于真核生物中, 而原核生物RNA的5′端通常为裸

露的三磷酸RNA(ppp-RNA)基团. 近年来, 人们发现参

与氧化还原反应的一些特殊的腺嘌呤核苷酸代谢物,
如NAD+、3′-脱磷酸辅酶A(dpCoA)等也可以在细菌

RNA核糖核酸聚合酶(RNAP)以及真核生物RNA核糖

核酸聚合酶II(RNAPII)的催化作用下作为首个核苷酸

代替三磷酸腺苷(ATP)起始RNA转录[4]. 2009年, Liu团
队[5]将大肠杆菌(Escherichia coli)和委内瑞拉链霉菌

(Streptomyces venezuelae)总RNA用核酸酶P1水解成小

分子物质并借助液相色谱-质谱联用(LC-MS)技术, 首

次在体内鉴定到RNA 5′端存在NAD+与dpCoA化学修

饰. 随后, 利用类似的方法在酵母[6]、小鼠[7]、人源细

胞[8]以及拟南芥[9]等多种生物中也相继发现了NAD+加

帽修饰RNA(NAD-RNA)的存在. 同时, 更多的代谢物,
如黄素腺嘌呤二核苷酸(FAD)、尿嘧啶二磷酸葡萄糖

(UDP-Glc)[10]等物质也被发现可以在RNA的5′端加帽.
这类不同于常规m7G的帽子结构被统称为非典型加帽

修饰[11]. 其中, NAD+修饰是目前研究最为深入的一类

非典型加帽修饰.

1.1 NAD+加帽修饰的调控机制

经典的m7G帽子结构是在转录产物长度达到25 nt
后添加在RNA 5′末端的[12]. 不同于m7G-RNA的转录时

图 1 RNA化学修饰类型
Figure 1 Types of RNA chemical modifications
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表 1 本文提及的RNA修饰及检测原理总述

Table 1 Overview of RNA modification and detection principles mentioned in this review

修饰类型 方法 检测原理

m6A

MeRIP-seq/m6A-seq 利用抗体特异性识别结合细胞内含有m6A的RNA片段, 通过免疫共沉淀富集m6A标记的
RNA, 随后进行高通量测序, 从而定位m6A修饰的大致位置, 分辨率在100~200 nt

PA-m6A-seq
将光敏感的核苷类似物4-硫代尿苷(4sU)掺入新生poly(A) RNA, UV引发交联并免疫沉淀,
通过核糖核酸酶T1消化RNA到30 nt左右后经过高通量测序, 4sU会在交联位点产生T到C

的碱基错配以准确鉴定m6A位点

m6A-CLIP/miCLIP 通过UV交联RNA和m6A抗体的结合位点, RNA逆转录过程中, 抗体结合的特异性位点会
引入C-T转换或者导致截短, 从而准确鉴定m6A位点

m6A-LAIC-seq 不打断RNA, 同时对免疫沉淀下的m6A阳性部分和上清液, 即m6A阴性部分的完整全长转
录本进行测序, 以在转录组范围内区分甲基化与非甲基化转录本

m6A-seq2 将不同样本连接含特异性条形码的接头, 混合后进行合并样本的IP, 在减少样品间技术误
差的同时, 将单个样品的起始量降低为50 ng

MAZTER-seq/m6A-REF-seq 通过对于m6A具有敏感性的RNA内切酶MazF, 识别切割无甲基化修饰的ACA位点, 对切
割后的RNA进行高通量测序, 以确定未被切割的ACA位点实现单碱基分辨率的m6A

DART-seq 将胞苷脱氨酶APOBEC1和m6A识别的YTH结构域融合, 在细胞内将m6A相邻位点诱导
C-U转换以鉴定m6A位点

m6A-SEAL
利用m6A去甲基酶FTO蛋白作为催化剂辅助氧化m6A为N6-羟甲基腺嘌呤(hm6A), 之后利
用二硫苏糖醇(DTT)的巯基与hm6A发生加成反应,将其转化为稳定的巯基加成产物dm6A,
与甲烷硫代磺酸反应带上生物素,可以被联袂亲和素珠捕获,富集用于进一步测序和分析

m6A-label-seq
利用细胞内自身代谢作用形成allyl-SAM或allyl-SeAM, 将原本假定的m6A的位点代谢性
地修饰为N6-烯丙基腺苷(a6A), 之后在逆转录过程中碘化诱导a6A的cDNA对应位点错误

掺入, 以检测碱基分辨率位点

m6A-SAC-seq
使用特异性甲基转移酶MjDim1对Gm6AC基序上的m6A添加丙烯基标记成为N6-丙烯基-
甲基腺苷(am6A), 使用I2处理产生N1,N6-环化的腺苷衍生物, 在逆转录时引入突变, 从而实

现在单核苷酸分辨率水平的检测

Nanopore direct RNA sequencing 无需逆转录和扩增, 直接通过纳米孔读取全长转录本, 通过电信号差异对m6A修饰进行单
碱基水平检测

eTAM-seq/GLORI
利用乙二醛和亚硝酸盐的化学反应, 或定向进化的腺苷脱氨酶TadA 8.20酶促脱氨反应将
未甲基化的A高效脱氨为I, 在测序过程中被识别为G, 形成未甲基化区域A到G的转换, 实

现了对m6A修饰位点的高精度定量检测

Ψ
Ψ-seq, Pseudo-seq, PSI-seq, CeU-seq Ψ可被CMC/N3-CMC标记, 诱导逆转录终止

BID-seq, PRAISE Ψ经过重亚硫酸盐处理后形成开环加合物, 在逆转录时会诱导缺失信号

BACS Ψ与2-溴丙烯酰胺的环化反应, 导致逆转录时Ψ被识别为胞嘧啶

m6Am
m6Am-Exo-seq, miCLIP 含修饰的RNA片段可通过m6A特异性抗体免疫沉淀法富集

m6Am-seq 含修饰的RNA片段可通过m6A特异性抗体免疫沉淀法富集, 体外选择性去甲基化m6Am
以区分m6Am和m6A

m1A

m1A-MAP, m1A-IP-seq m1A会诱导逆转录时出现错配, 结合m1A特异性抗体富集和AlkB 去甲基化酶处理作为阴
性对照

m1A-seq-TGIRT m1A会诱导逆转录时出现错配, 结合m1A特异性抗体富集和Dimroth重排将m1A转化为
m6A作为阴性对照

m1A-quant-seq m1A会诱导逆转录时出现错配, 结合AlkB去甲基化酶处理作为阴性对照, 添加spike-in实
现对修饰水平的定量

red-m1A-seq m1A被NaBH4还原后, 能够在多种逆转录酶的反应体系中出现错配

NAD-RNA

NAD captureSeq ADPRC在炔醇催化下将RNA的5′NAD+转糖基化, 生成具有炔烃基团的RNA. 随后通过
CuAAC反应对NAD-RNA进行生物素酰化与后续分离

SPAAC-NAD-seq 利用anti-m7G抗体特异性去除总mRNA中的m7G-RNA, 随后利用SPAAC反应对NAD-
RNA进行生物素酰化与后续分离

NADcapPro 使用SPAAC前利用Dcs1对m7G帽子进行水解, 并进一步利用IRDye®800CW链霉亲和素
检测

NAD-tagSeq 在经CuAAC或SPAAC处理后, 将RNA的5′端连接一段tagRNA, 富集后通过Nanopore完成
测序

One-seq 利用HEEB将NAD+中的烟酰胺部分进行取代, 后对富集得到的RNA通过NudC脱帽酶进
行特异性洗脱并测序

CapZyme-Seq 通过CIP处理去除5′p-RNA,再利用脱帽酶水解NAD-RNA,形成新的5′p-RNA,再将新生成
的5′p-RNA与一段5′RNA寡核苷酸接头连接, 之后进行测序
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加帽, NAD-RNA的加帽可能存在两种形式, 最主要的

一种为从头加帽形式(ab initio capping, AIC), 即在转

录开始时即被RNAP识别, 代替ATP作为首位碱基共价

结合到原核和真核的5′末端(图2)[13]. 同时, 目前研究表

明, NAD从头加帽受到多种因素的影响, 包括RNAP活
性位点氨基酸的种类、启动子序列 [ 1 3 ]、细胞中

NAD+和ATP的相对浓度[14]以及DNA的超螺旋状态[15]

等. 体外转录实验证明, 真核生物酵母和人的线粒体

RNAP也可利用NAD+合成NAD-RNA, 且比核RNAP
II更加高效[14]. 同时, 转录起始位点(TSS)上游−1位、

下游+1位、+2位的碱基类型对加帽效率有显著的影

响[16]. 此外, 细胞代谢物浓度越高似乎被掺入到RNA
末端的概率也越高, 从而影响加帽效率[14]. 近期研究

表明, NAD+也可通过转录后途径进行加帽, 研究人员

发现, 被核酸外切酶加工过的哺乳动物snoRNA(small

nucleolar RNA)和scaRNA(small cajal body RNA)的5′
端可以被NAD+转录后修饰,但关于其具体机制还有待

进一步验证和探索[8].
除加帽以外, NAD-RNA也可在脱帽酶的作用下

实现动态可逆调控. 根据脱帽产物的不同, NAD-RNA
脱帽可分为两种类型, 即deNADding和deNMNing. de-
NADding主要依赖于DXO/Rai家族等脱帽酶, 它们可

以水解二核苷酸和剩余RNA间的磷酸二酯键, 从而将

整个NAD+部分去除, 这类酶包括真菌Rai1和Dxo1、
哺乳动物DXO[8 ]和植物AtDXO1[ 1 7 ] . 另一方面 ,
deNMNing则主要依赖于Nudix 家族 , 如E .col i
NudC[18]、哺乳动物Nudt12[19]和拟南芥Nudt19[20], 这

类酶具有焦磷酸水解活性, 可以释放烟酰胺单核苷酸

(NMN)部分, 保留原始NAD+基团的腺嘌呤单核苷酸.
此外, 本团队近期研究发现, 来自细菌和古细菌的TIR

图 2 NAD-RNA体内合成、转运、翻译及脱帽机制. 生物体内主要采用从头加帽的方式进行合成NAD-RNA, 在转录开始时
即被RNA聚合酶识别, 代替ATP作为首位碱基共价结合到真核和原核的5′末端; 并由帽结合复合体进行加工、出核、转运及
翻译; NAD-RNA存在三种脱帽机制, 即deNADing(释放出完整的NAD+结构)、deNMNing(释放NMN核AMP-RNA)、
deNAMing(释放NAM和cADPR-RNA及其类似物)
Figure 2 NAD-RNA synthesis, transport, translation and decapping mechanism in vivo. NAD-RNA is mainly synthesized in vivo by ab initio
capping. It is recognized by RNA polymerase at the beginning of transcription and covalently binds to the 5′ end of eukaryotic and prokaryotic cells
instead of ATP as the first base. It is processed, exported from the nucleus, transported and translated by the cap-binding complex. There are three
decapping mechanisms for NAD-RNA, namely deNADing (releasing the complete NAD+ structure), deNMNing (releasing NMN nuclear AMP-
RNA), and deNAMing (releasing NAM and cADPR-RNA and its analogs)
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结构域蛋白具有强烈的NAD-RNA脱帽酶活性[21], 能

够将NAD-RNA分离为烟酰胺(NAM)基团和cADPR-
RNA或者其变体, 属于一种新型的脱帽机制, 类似的

还有CD38[22]及腺苷二磷酸核糖环化酶ADPRC[11]等

酶. 然而, 目前关于体内NAD-RNA加帽和脱帽等代谢

过程及其调控途径的研究仍处于起步阶段, 有待在后

续研究中进一步解析. 值得注意的, AtDXO1不仅被证

实是一种NAD-RNA脱帽酶, 还被报道参与m7G帽子的

形成. 近期研究表明, AtDXO1能与鸟苷-7甲基转移酶

(AtRNMT1)结合并激活其活性, 催化鸟苷帽转化为

m7G帽子, 这暗示了NAD+脱帽与m7G加帽之间可能存

在相互关联[23], 为深入解析RNA加帽和脱帽的基因调

控机制提供了新线索.

1.2 NAD+加帽修饰RNA的高通量测序技术

为深入了解NAD-RNA在生物体内参与的代谢及

生理活动, 研究人员开发出一系列针对NAD-RNA进
行序列信息深度分析的高通量测序技术(图3), 并成功

应用于大肠杆菌、酵母、小鼠、人源细胞和拟南芥等

多种生物体中, 极大地推动了对非典型RNA加帽修饰

生物学功能及调控机制的理解.
2015年, 研究人员首次开发了针对NAD-RNA的

高通量测序技术NAD captureSeq(图3A)[24]. 该技术利

用ADPRC在炔醇催化下将RNA的5′ NAD+转糖基化,
生成具有炔烃基团的RNA. 随后通过铜催化的叠氮-炔
点击化学反应(CuAAC), 将炔烃RNA转化为生物素标

记的RNA. 最后借助链霉素亲和素珠进行捕捉和富集,
并结合高通量测序, 实现对全基因组范围内NAD-
RNA的鉴定和分析. 该方法首次鉴定到大肠杆菌中发

生NAD+加帽的主要为参与胁迫应答的sRNAs和编码

参与代谢的酶的mRNAs, 并发现植物中NAD-RNA广
泛存在于除叶绿体RNA外的整个转录组中[9]. 尽管该

技术已成功应用于多种物种, 揭示了它们的NAD-
RNA组成特征, 但在建库过程中引入的Cu2+会引起

RNA的片段化, 从而不利于获取完整的RNA信息, 同

时该方法可同时识别m7G-RNA从而存在较大的假阳

性, 使得在真核生物中的NAD-RNA检测准确率较低.
基于以上缺陷, 2021年本团队研发了 SPAAC-NAD-
seq(图3D)[25], 该技术首先利用anti-m7G抗体特异性去

除总mRNA中的m7G-RNA, 随后利用无需Cu2+参与的

应变促进炔叠氮化物环加成反应(SPAAC)对NAD-

RNA进行生物素酰化与后续分离. 该技术不仅提升了

富集的特异性, 也避免了Cu2+对RNA的降解, 保留了

全长序列信息, 从而大大提升了鉴定的准确性和灵敏

度. 利用该技术更新了拟南芥新的NAD-RNA图谱, 并
发现利用过去的NAD captureSeq预测到的NAD-RNA
所参与的生物学过程由于受到m7G-RNA的干扰而并

不准确. 2023年, 研究人员在该方法的基础上进行改

进, 开发了NADcapPro技术(图3E)[26]. 该方法在使用

SPAAC前利用Dcs1对m7G帽子进行水解, 并进一步利

用基于高灵敏度的IRDye®800CW链霉亲和素检测来

可视化低至15 fmol的NAD-RNAs, 并成功地在酵母中

鉴定到多个未被鉴定到的NAD-RNA.
由于NAD captureSeq和SPAAC-NAD-seq无法很

好地检测到5′末端序列信息, 研究人员分别于2019年
(图3B)[27]和2021年(图3C)[28], 针对上述两种方法开发

了NAD-tagSeq. 该方法在经CuAAC或SPAAC处理后,
将RNA的5′端连接一段合成的RNA序列标签(tagR-
NA), 在经过富集后通过Nanopore三代测序完成序列

信息鉴定. 该技术不仅进一步简化了测序流程, 还能

得到NAD+帽子附近精准的序列信息, 目前已在拟南

芥、大肠杆菌中得到应用.
虽然SPAAC-NAD-seq相比NAD captureSep而言

减轻了非特异性富集, 但同时也增加了实验复杂度,
并需要更多的mRNA用于建库 . 为解决这些问题 ,
2023年, 研究人员又研发了一种新的技术One-seq(图
3F)[29]. 该技术利用N-[2-羟基乙氧基]-生物素酰胺

(HEEB)在ADPRC存在时可将NAD+中的烟酰胺部分

进行取代, 后对富集得到的RNA通过NudC脱帽酶进行

特异性洗脱并测序, 从而实现了对NAD-RNA特异性

富集, 又极大简化了实验流程. 利用该方法, 研究人员

成功地在小鼠肝脏中鉴定到1000多个以前未知的

NAD-RNA, 并揭示了NAD-RNA随年龄增长的表观转

录组范围的动态变化. 为进一步提高数据分析效率, 后
续该团队又针对One-seq开发了一个专门的分析工具

enONE[30], 实现了对不同组分间NAD-RNA数据的降

噪及定量评估.
此外, 基于RNA脱帽酶, 研究人员开发了Cap-

Zyme-Seq方法(图3G)[16]. 该技术首先对RNA进行碱性

磷酸酶CIP处理去除5′p-RNA, 其次利用已报道的脱帽

酶(如NudC, Rai1)水解NAD-RNA, 形成新的5′p-RNA,
再将新生成的5′p-RNA与一段5′RNA寡核苷酸接头连
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图 3 NAD-RNA测序技术原理及流程. A: NAD capture: 利用ADPRC在炔烃催化下将RNA的5′端转糖基化, 后通过CuAAC反
应将炔烃RNA转化为生物素标记的RNA, 最后将标记的RNA进行富集完成建库测序; B: NAD-tagseq: 经CuAAC反应后, 将
RNA5′端与tagRNA连接, 富集后可进行Nanopore三代测序; C: NAD-tagII: 经SPAAC反应后, 将RNA5′端与tagRNA连接;
D: SPAAC-NADseq: 首先利用anti-m7G抗体特异性去除总mRNA中的m7G-RNA, 随后利用SPAAC对NAD-RNA进行生物素酰化
与后续分离; E: NADcapPro: 在使用SPAAC前利用Dcs1对m7G帽子进行水解, 并利用IRDye®800CW链霉亲和素检测来可视化;
F: One-seq:利用HEEB将NAD+中的烟酰胺部分进行取代,后对富集得到的RNA通过NudC进行特异性洗脱并测序; G: CapZyme-
seq: 对RNA进行CIP处理, 再利用已报道的脱帽酶水解NAD-RNA, 形成新的5′p-RNA并与接头连接, 富集后完成建库测序
Figure 3 Principle and process of NAD-RNA sequencing technology. A: NAD capture: ADPRC is used to transglycosylate the 5′ end of RNA under
alkyne catalysis, and then the alkyne RNA is converted into biotin-labeled RNA through CuAAC reaction, and finally the labeled RNA is enriched to
complete library construction and sequencing; B: NAD-tagseq: after CuAAC reaction, the 5′ end of RNA is connected to tagRNA, and Nanopore
third-generation sequencing can be performed after enrichment; C: NAD-tagII: after SPAAC reaction, the 5′ end of RNA is connected to tagRNA; D:
SPAAC-NADseq: first, anti-m7G antibody is used to specifically remove m7G-RNA from total mRNA, and then SPAAC is used to biotinylate NAD-
RNA and subsequently separate it; E: NADcapPro: the m7G cap is hydrolyzed by Dcs1 before using SPAAC, and visualized using IRDye®800CW
streptavidin detection; F: One-seq: use HEEB to replace the nicotinamide part of NAD+, then specifically elute and sequence the enriched RNA
through NudC; G: CapZyme-seq: CIP treatment of RNA, then use the reported decapping enzyme to hydrolyze NAD-RNA to form new 5′p-RNA and
connect it to the adapter, and complete library construction and sequencing after enrichment
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接, 之后将与RNA寡核苷酸连接的RNA进行建库测序.
该技术可成功地识别大肠杆菌中NAD-RNA的转录起

始位点以及启动子序列偏好性, 对研究NAD-RNA的
转录起始因素有重要的指示作用. 但该技术最大的缺

点是使用的脱帽酶水解活性并不特异, 也会裂解其他

非典型帽子, 因此无法排除文库中是否有其他非典型

帽子修饰RNA的干扰.

1.3 NAD+加帽修饰的功能研究

1.3.1 NAD+加帽修饰的分子功能

RNA 5′端结构对于维持RNA的稳定性有重要作

用. 原核生物大肠杆菌中, 5′ ppp-RNA通常比5′ p-
RNA具有更长的半衰期, 而在真核生物中, mRNA主
要受m7G帽子保护而维持其稳定性. 然而, 非典型

RNA帽子是否也能调节mRNA稳定性尚存在一定的争

议. 在大肠杆菌中, 三磷酸化的RNA的5′末端可以通过

Nudix蛋白焦磷酸水解酶(RppH)的水解作用产生5′ p-
RNA, 从而触发RNase E介导的降解; 类似地, 在枯草

杆菌(Bacillus subtilis)中, NAD+帽子修饰同样提高了

mRNA的稳定性, 使其免受RNase J1的外切核酸酶降

解, 后者更倾向于降解5′单磷酸化的RNA[31]. 但在真

核生物中, 目前的研究结论刚好相反, NAD+帽有效促

进了RNA的降解. 在人类细胞中, 转染的NAD+帽修饰

的聚腺苷酸化的萤光素酶mRNA的稳定性较低, 因为

NAD-RNA可以被DXO酶进行deNADding形式脱帽后

又进一步被DXO介导的5′到3′外切酶活性进行降解[32].
这表明真核和原核生物中NAD+加帽修饰似乎存在不

同的生物学意义.
翻译起始对于蛋白质的生成至关重要. 真核生物

中, 翻译起始主要通过mRNA 5′末端m7G帽与eIF4F蛋
白复合体的结合来实现, 该复合体负责招募与启动子

预结合的核糖体亚基. 而非典型帽子结构是否能被类

似翻译复合体识别还未有研究, 因此关于NAD-RNA
是否可以被翻译, 目前尚无定论. 体外翻译实验表明,
酵母细胞核中NAD-RNA无法被翻译, 产生的蛋白质

比5′ ppp-RNA还要少[33]. 同时, 转染到细胞中的外源

NAD+加帽修饰聚腺苷酸化的萤光素酶mRNA显示的

翻译信号也不比未加帽的mRNA强, 也暗示NAD-RNA
可能无法启动翻译[34].然而,这项研究使用的是人工合

成的、外源性的NAD-RNA, 可能无法反映体内的自

然条件. 在植物中的研究表明, NAD-RNA在植物解旋

化活性多聚核糖体富集,并且大多数被NAD+加帽的真

核RNA具有蛋白质编码能力[9], 这暗示内源性NAD-
RNA具有被翻译的可能. 另外, 通过体外翻译实验和

在大肠杆菌中表达含有λcI基因序列的lacZ融合基因,
发现NAD-RNA能够被70S核糖体有效识别, NAD修饰

并不妨碍无领袖序列mRNA的翻译过程 [15]. 因此,
NAD-RNA的翻译机制如何, 是否存在翻译识别复合

物, 以及真核与原核生物翻译的异同点仍有待探索.

1.3.2 NAD+加帽修饰的生物学功能

细胞内的NAD+在代谢过程中发挥着至关重要的

作用, 并作为连接细胞代谢、转录水平和环境刺激的

因素. 由于NAD+在细胞中扮演着重要的角色, NAD-
RNA的丰度和含量也可能受到环境和生长阶段的影

响. 大肠杆菌生长过程中, NAD-RNA在稳定生长期的

含量比指数生长期高出2倍[28]; 在含有不同类型营养

物质的合成培养基中培养的酵母细胞, 其NAD-RNA
数量及丰度也存在显著差别[6]. 人源细胞暴露于热休

克或葡萄糖不足环境中, NAD-RNA含量也会明显激

增[19]. 同样, 拟南芥在ABA胁迫下, 相关mRNA的
NAD+加帽减少, 促使mRNA稳定性增强从而应对

ABA的胁迫[35]. 这些现象说明NAD-RNA的合成受环

境调控, 并反映细胞的生长和代谢状况.
而关于NAD-RNA的生物学功能的研究目前在病

毒系统中较为深入. NAD-RNA的含量在T4噬菌体侵

染大肠杆菌过程中会随侵染阶段的进行而在宿主和噬

菌体体内发生显著变化, 证明了NAD-RNA在噬菌体

侵染过程中可能发挥了重要作用[36]. 同时, 在T4噬菌

体侵染大肠杆菌过程中, NAD-RNA可以通过来自T4
噬菌体的腺苷二磷酸-核糖基转移酶(ADP-ribosyltrans-
ferase, ADP-ART)ModB, 将整个RNA链连接到细菌核

糖体蛋白上, 完成蛋白质的“RNA化”过程, 为噬菌体调

节宿主翻译机制提供了一种策略[37]. 而由于ADP-ART
作用的普遍性, 以NAD-RNA为媒介实现RNA与蛋白

质的互作对生物过程有着重要意义. 此外, 通过对

HIV-1感染和未感染的细胞进行测序发现, NAD+帽的

存在降低了HIV-1前体mRNA的稳定性, 而过表达

DXO脱帽酶能进一步降低NAD-RNA的含量从而导致

HIV-1感染性增加, 表明NAD加帽修饰对HIV-1侵染具

有负调控作用[38]. 而在另一种细菌金黄葡萄球菌RNA
III中, NAD+帽修饰的比例改变会影响该菌的细胞毒
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性[39]. 以上证据表明, NAD-RNA在病毒侵染及其致病

性等方面均发挥了重要作用. 但目前关于其功能研究

仍处于起步阶段, 尤其在真核生物中的生物学意义有

待于研究人员进行更为深入和系统的探索.

1.4 小结

自2009年NAD+等非典型加帽修饰被鉴定以来, 科
学界已经证实了这类修饰在生物体内的广泛存在性.
尽管关于NAD-RNA等的研究已取得显著进展, 但仍

有几个关键问题亟待进一步探索. (ⅰ) 帽子结构的选

择机制: 生物体如何根据需要选择不同的RNA典型与

非典型帽子结构; (ⅱ) 翻译机制与识别机制: NAD-
RNA等非典型加帽修饰是否参与翻译过程, 是否存在

着某种独特的识别机制; (ⅲ) 脱帽酶的特异性识别与

调控机制: 脱帽酶如何特异性地识别并调控NAD-
RNA, 以及这种调控如何执行其生物学功能等问题.
除上述所述NAD-RNA外, 生物体内还广泛存在着

FAD, dpCoA, UDPGluc等其他非典型加帽修饰, 但是

含量相比NAD-RNA较低, 目前亟待开发针对这些非

典型加帽修饰RNA的高效测序技术, 并对它们的加帽

过程和调控机制以及潜在的生物学功能进行更深入的

探索.

2 m6A修饰

m6A是真核生物中mRNA上最丰富的内部修饰之

一. m6A在转录组上分布并非随机, 而是倾向于出现在

特定的序列模式DRACH中(D代表A, G或T; R代表A或
G; H代表A, C或U), 并且在长内部外显子及3′非翻译

区(尤其在终止密码子周围)显著富集[40~42].
m6A甲基化修饰是表观转录组调控机制中的一个

重要组成部分. 越来越多的证据表明, m6A修饰在多种

生理和病理过程中扮演着重要的角色, 包括但不限于

疾病发生发展、细胞命运决定等, 因此解析m6A修饰

的基因表达调控机制至关重要.

2.1 m6A修饰的调控机制

从分子水平来看, m6A由经典的甲基转移酶复合

物催化生成, 其中甲基转移酶样蛋白3(methyltransfer-
ase-like protein 3, METTL3)和甲基转移酶样蛋白14
(methyltransferase-like protein 14, METTL14)为核心组

分, 此外还包含其他辅助调节因子, 如Wilms瘤1-相关

蛋白(Wilms’ tumor 1-associating protein, WTAP)、
KIAA1429(也称VIRMA)、含锌指CCCH型13(zinc fin-
ger CCCH-type containing 13, ZC3H13)、Cbl原癌基因

样1(Cbl proto-oncogene like 1, CBLL1, 也称HAKAI)及
RNA结合域蛋白15(RBM15)和RNA结合域蛋白15B
(RBM15B)等[43]. 此外, 还有其他较为独立的甲基转移

酶, 包括甲基转移酶样蛋白16(methyltransferase-like
protein 16, MTTL16)、甲基转移酶样蛋白5(methyl-
transferase-like protein 5, METTL5)和含锌指CCHC型
4(zinc finger CCHC-type containing 4, ZCCH4), 分别催

化一些结构化RNA(如U6 snRNA, 18S rRNA和28S
rRNA等)上m6A的形成[44~46]. 而m6A的去除主要依赖

于去甲基化酶脂肪肥胖相关蛋白(fat mass obesity-as-
sociated protein, FTO)和AlkB同源蛋白5(AlkB homolog
5, ALKBH5)的作用来实现[47,48].

细胞内存在一系列能够特异性识别并结合至含有

m6A标记的RNA上的蛋白质, 这些蛋白通过影响pre-
mRNA剪接[49,50]、出核[51]、翻译效率[52]、RNA稳定

性[53]以及miRNA生成等[54]多个环节, 广泛地参与到调

控基因表达的过程中, 其中包括真核生物的神经系统

发育、热休克反应[55]、肿瘤转移和抗肿瘤免疫[56]等

众多重要的生理和病理学过程, 因此m6A修饰及其调

控酶有望成为未来疾病治疗和生物技术应用的重要

靶点.

2.2 m6A修饰RNA的高通量测序技术

m6A的效应蛋白及其调控的RNA底物在不同生物

系统中表现出高度异质性, 这表明m6A修饰的调控机

制具有多样性和可调节性, 且受特定细胞环境的影响.
为全面解析转录组中的m6A修饰, 并深入理解其在不

同生物系统中的生理和病理功能, 亟需开发更高灵敏

度的高通量m6A检测方法.

2.2.1 基于m6A抗体的测序技术

最早采用m6A抗体进行高通量测序的技术是

MeRIP-seq(或称m6A-seq)[40,41], 该方法由于操作简便、

成熟且商业化, 成为目前最常用的m6A测序技术. 但其

分辨率较低, 仅能提供大约100~200 nt分辨率的m6A修
饰信息. 为提高分辨率, 研究者们开发出了基于抗体/
RNA光交联的新技术, 如PA-m6A-seq[57], miCLIP[58],
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m6A-CLIP[59]等, 这些技术能够更加精确地定位m6A修
饰位点. 此外, 还出现了在转录组范围内区分甲基化与

非甲基化转录本比例的m6A-LAIC-seq[60]以及通过添

加条形码(barcode)区分混合RNA样本的m6A-seq2(图
4A)[61]. 尽管如此, 基于抗体的检测方法仍然存在一些

局限性, 如抗体质量难以控制、分辨率有限、难以精

确定量, 以及抗体可能与某些特定RNA序列或结构非

特异性结合等, 从而影响m6A修饰检测的准确性.

2.2.2 不依赖于m6A抗体的检测技术

近年来, 越来越多不依赖m6A抗体的检测技术被

开发出来. 例如, MAZTER-seq[62]和m6A-REF-seq[63]利
用MazF内切核糖核酸酶选择性地在未甲基化的ACA
基序处切割RNA, 从而实现对m6A修饰位点的单碱基

分辨率检测. DART-seq通过将APOBEC1胞苷脱氨酶

与m6A的YTH结构域融合, 并瞬时表达, 能够实现m6A
残基邻近位点的胞嘧啶(C)脱氨形成尿嘧啶(U), 从而

对较长读长和起始量低至10 ng的RNA的m6A位点进

行准确鉴定(图4B)[64].此外, m6A-SEAL[65]和m6A-label-
seq[66]以及m6A-SAC-seq[67]等方法也为m6A的转录组范

围内的m6A修饰提供了新的解决方案. 然而, 这些方法

仍受到样品输入量要求高、定量准确性有限、序列上

下文偏好性以及实验流程复杂性等的制约. 直接RNA
纳米孔测序为m6A检测提供了一种新的思路, 它能够

基于RNA分子通过纳米孔时的电场强度变化直接识

别单碱基分辨率下的m6A修饰[68,69], 但其缺点包括成

本较高、准确度较低, 并且对RNA质量和起始量要求

较高等.
为了开发一种类似于重亚硫酸氢钠(bisulfite)检测

DNA甲基化的金标准的测序方法, 本团队[70]参照亚硫

酸氢盐测序的原理, 开发了利用乙二醛和亚硝酸钠介

导的脱氨反应的GLORI(glyoxal and nitrite-mediated
deamination of unmethylated adenosine)技术. 反应中

未被修饰的腺嘌呤(A)脱氨转化成肌苷(I), 在逆转录过

程中与胞苷(cytidine)配对, 在测序过程中被读作鸟苷

(guanosine), 而被修饰的m6A保持不变, 从而实现全转

录组单碱基分辨率的m6A修饰位点的绝对定量检测.
与该方法类似, eTAM-seq(evolved TadA-assisted N6-
methyladenosine sequencing)采用了一种温和的酶促反

应, 利用定向进化的腺苷脱氨酶TadA 8.20高效率将未

修饰的A转化为I, 同样实现了对m6A修饰位点的精准

定量测定[71]. 这两种方法凭借其卓越的特异性, 仅针

对腺嘌呤进行脱氨反应, 因此能够在全转录组范围内

无序列偏好、高灵敏地识别m6A修饰位点, 特别适用

于低丰度m6A修饰位点的精准定量(图4C). 因此, 它们

被认为是目前所有m6A检测技术中偏差最低、精确度

最高以及修饰位点检出最多的技术, 能够实现单碱基

水平上m6A位点修饰水平的绝对定量.

2.3 m6A修饰的功能研究

m6A修饰参与基因转录后的调控作用已被广泛报

道[72]. 然而, 近年来的研究逐渐揭示了m6A在转录调控

和染色质调控中的关键作用. 研究表明, 在共转录水平

上, 组蛋白修饰与RNA上的m6A修饰可以相互作用, 形
成驱动基因表达的正反馈回路. 一方面, 组蛋白修饰如

H3K36me3修饰,能够在共转录过程中促进新生mRNA
上的m6A修饰, 从而协同转录[73]; 另一方面, m6A也能

够通过m6A识别蛋白YTHDC1在共转录过程中引导

KDM3B去除染色质上的H3K9me2组蛋白修饰, 从而

促进基因表达[73].
m6A不仅在基因转录调控中发挥重要作用, 还与

异染色质的形成与维持、组蛋白修饰的调节以及

DNA甲基化密切相关. 本文将重点讨论细胞核内非编

码RNA上的m6A如何调控基因组稳定性和染色质状

态, 从而影响基因表达的分子机制.

2.3.1 m6A 参与DNA损伤修复和基因组稳定性

维持

2017年的研究首次揭示了m6A表观转录组与DNA
损伤之间的关联, 发现m6A在DNA损伤位点修复中通

过招募DNA聚合酶(Pol κ)发挥作用[74]. 后续研究进一

步探讨了m6A在R-loop的积累和降解中的作用. R-loop
是DNA-RNA异源双链与单链DNA组成的三链结构,
对DNA复制、修复和基因组稳定性至关重要. 一方面,
m6A能促进R-loop的形成. 在共转录过程中, m6A通过

其阅读蛋白YTHDC1促进基因转录终止位点(TES)周
围的R-loop形成, 从而促进XRN2介导的转录终止. 这

一过程依赖于DEAD-box解旋酶DDX21对R-loop的识

别及其与METTL3的协同作用, 以减少DNA损伤, 维持

基因组的稳定性(图5A)[75,76]. YTHDF2则在有丝分裂

过程中参与R-loop的降解, 防止RNA-DNA杂交链的过

度积累, 从而在维持基因组稳定性方面发挥作用[77].
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本团队近期的研究发现, 着丝粒RNA(cenRNA)也
参与基因组稳定性调控. 癌细胞中, cenRNA表现出异

常高水平的m6A修饰, 这些修饰被CENPA识别并稳定

CENPA在S期的着丝粒定位. 去除cenRNA上的m6A修
饰、耗竭METTL3或突变CENPA的m6A识别位点会导

致CENPA从着丝粒上丢失, 破坏着丝粒的完整性, 导

致染色体异常分离, 从而阻碍癌细胞增殖和肿瘤生长

(图5B)[78].

2.3.2 调控染色质状态和转录

异染色质的建立和维持对基因表达和基因组完整

性至关重要, 并与m6A修饰密切相关. 在小鼠胚胎干细

胞(mESC)模型中, 敲除METTL3或者YTHDC1能够以

m6A依赖机制阻止NEXT复合物的募集, 从而增加

carRNA的表达和稳定性, 特别是在LINE1逆转座子上.
LINE1不仅直接调控染色质可及性, 还通过招募CBP/
EP300和YY1促进染色质开放, 激活下游基因转录, 从
而影响mESC的增殖、分化和早期胚胎发育(图5C)[79].
相应地, 敲除m6A的擦除器FTO�引起LINE1 RNA的
m6A水平显著上升, 伴随H3K4me3和H3K27ac修饰的

下降以及H3K9me3修饰的增加[80], 这与逆转录转座元

件(如IAPs, ERVK和LINE1)的RNA通过m6A-YTHDC1
机制招募SETDB1调控H3K9me3和2C基因沉默的机制

相吻合[81]. 此外, m6A修饰的IAPEz转座子被YTHDC1
识别并招募METTL3, 并通过与SETDB1-TRIM28的相

互作用形成调控异染色质的正反馈回路[82]. 这些内源

图 4 m6A修饰的高通量测序检测技术. A: 基于抗体富集的方法m6A-seq2: 通过将不同样本进行条形码标记后混合, 利用m6A
抗体进行免疫共沉淀, 捕获带有m6A修饰的RNA. 之后对样本构建二代测序文库进行分析识别出m6A富集的区域; B: DART-
seq:利用APOBEC1-YTH融合蛋白,将m6A修饰邻近催化脱氨反应,使RNA上的C变为U.在表达该融合蛋白的细胞中提取RNA
后,构建二代测序文库并测序,随后通过AC至AU碱基转换事件识别m6A位点; C:单碱基绝对定量:利用化学或酶方法将A转变
为I, 经过逆转录识别为G, 通过统计单位点A的比例实现单碱基位点绝对定量
Figure 4 High-throughput sequencing technologies for detecting m6A modification. A: m6A-seq2 based on antibody enrichment: different samples
are barcode-labeled and then mixed. m6A antibody is used for immunoprecipitation to capture RNA with m6A modifications. Afterward, next-
generation sequencing libraries are constructed and analyzed to identify m6A-enriched regions; B: DART-seq: the APOBEC1-YTH fusion protein
catalyzes deamination near the m6A modification site, converting C to U on RNA. RNA is extracted from cells expressing the fusion protein, followed
by second-generation sequencing library construction. The m6A sites are identified through the AC to AU base conversion events; C: single-base
absolute quantification: chemical or enzymatic methods convert A to I, which is then reverse-transcribed and recognized as G. The absolute
quantification of single-base sites is achieved by statistically determining the proportion of A at specific positions
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性逆转录病毒(ERVs)的转录本被YTHDF2识别并调控

降解(图5D)[83], YTHDF2参与了2~4细胞期短暂表达的

转录本(如Zscan4和逆转座子MERVL)的及时降解, 维

持基因组的稳定[84]. m6A还通过反式作用机制调控染

色质状态. YTHDC1识别METTL3非敏感性m6A, 促进

含m6A的LINE1 scaffold复合物上NCL-KAP1蛋白的招

募, 建立H3K9me3和转录抑制[85].
m6A表观转录组与DNA表观组学之间存在相互作

用. m6A修饰通过招募DNA去甲基化酶TET1去除DNA
的5mC甲基化. 例如, m6A阅读蛋白FXR1在共转录过

图 5 m6A修饰及修饰酶对基因表达、基因组完整性及染色质状态调控中的作用机制. A: R-loop-DDX21-METTL3介导的
m6A共转录修饰调控转录终止 确保基因功能和结构稳定性; B: m6A修饰的着丝粒RNA稳定CENPA以调控癌细胞S期着丝粒
稳态, 为癌症的靶向治疗提供了潜在的策略; C: 小鼠胚胎干细胞中染色质相关RNA上m6A甲基化的下调促进染色质开放和下
游基因转录; D: YTHDC1识别逆转录转座元件上的m6A修饰建立H3K9me3和转录抑制; E: METTL14以不依赖m6A的方式直接
识别H3K27me3并募集KDM6B对其进行去甲基化, 调控小鼠胚胎干细胞的干性维持和分化
Figure 5 Mechanisms of m6A modification and modification enzymes in regulating gene expression, genome integrity, and chromatin state. A: R-
loop-DDX21-METTL3-mediated m6A co-transcriptional modification regulates transcription termination, ensuring gene function and stability; B:
m6A-modified centromeric RNA stabilizes CENPA to regulate centromere homeostasis during the S-phase of cancer cells, providing potential
strategies for targeted cancer therapy; C: downregulation of m6A methylation on chromatin-associated RNA in mouse embryonic stem cells promotes
chromatin opening and transcription of downstream genes; D: YTHDC1 recognizes m6A modifications on retrotransposons, establishing H3K9me3
and transcriptional repression; E: METTL14 directly recognizes H3K27me3 in an m6A-independent manner and recruits KDM6B for demethylation,
regulating stemness maintenance and differentiation in mouse embryonic stem cells
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程中能招募TET1至基因组5mC位点, 促进DNA去甲基

化.此外, YTHDC2能够结合m6A修饰的HERV-H RNA,
并通过与TET1的相互作用去除LTR7/HERV-H区域的

5mC, 维持其转录激活状态[86].
其他m6A-carRNA转录调控机制也得以报道. 在

K562细胞中, 富含m6A修饰的内含子LINE-1被证实通

过m6A介导的SAFB识别, 促进其转座活性, 并通过转

录阻碍机制抑制MIL基因的表达[87]. 此外, m6A修饰的

增强子RNA(eRNA)可促进YTHDC1与乙酰化组蛋白

阅读蛋白BRD4在增强子处形成混合凝聚物,从而正向

调节增强子活性和转录激活[88].
近年来, m6A调节因子不依赖m6A的染色质调控

途径也被揭示. 例如, 本团队发现, METTL14以不依

赖METTL3或m6A的方式直接识别H3K27me3并招募

KDM6B进行去甲基化, 调控染色质状态, 在小鼠胚胎

干细胞的干性维持和分化中发挥重要作用(图5E)[89].
m6A介导调控机制为多种疾病提供了潜在的治疗

途径. 在前列腺癌(PCa)中, FTO-IT1长链非编码RNA
(lncRNA)上调抑制m6A甲基转移酶复合物和p53通路,
有望成为治疗靶点[90].与此同时, m6A减少导致YTHDC-
NEXT复合物降解机制失效以及C9ORF72基因重复序

列RNA积累, 损害神经系统功能, 提高m6A水平有望改

善肌萎缩侧索硬化(ALS)和额颞叶痴呆(FTD)的表型[91].
在髓系白血病中, RBFOX2通过RBFOX2-m6A-RBM15-
YTHDC1-PRC2轴建立和维持H3K27me3修饰, 抑制转

录并阻断细胞分化[92]. 胰腺导管腺癌中, YTHDC2识别

含m6A的seRNA, 招募MLL1, 增加H3K4me3的含量, 导
致染色质开放并上调癌基因表达[93]. 进一步研究m6A机
制将推动表观基因组疗法的发展.

2.4 小结

当前研究深刻地揭示了m6A在核非编码RNA介导

的转录和染色质调控中的机制. 未来研究预计将会更

深入地挖掘m6A与其他表观遗传修饰之间的精细调控

网络和相互作用, 特别聚焦于m6A如何精确地调控多

样化的非编码RNA, 包括小RNA(miRNA, siRNA等)的
生物学功能.

3 Ψ修饰

假尿嘧啶(pseudouridine, Ψ), 作为RNA中最早被

发现的转录后修饰之一, 以其独特的化学结构和广泛

的生物学功能, 成为RNA表观遗传学领域研究的焦点,
因其在RNA中的普遍存在而被誉为 “第五核苷

酸”[94,95]. Ψ是尿苷的C5-糖苷异构体, 它的形成涉及将

尿嘧啶的C5原子与核糖的C1原子之间建立一个特殊

的C-C糖苷键, 区别于常规的N1-C1连接方式. Ψ的异

构化使得它在非沃森-克里克(Watson-Crick)边缘有一

个额外的氢键供体, 从而提高了碱基配对的稳定性. Ψ
广泛存在于各种类型的RNA中, 包括rRNA, tRNA,
snRNA, snoRNA以及mRNA, 在人类细胞的mRNA中,
Ψ的丰度仅次于m6A, 约占总尿嘧啶的0.2%~0.6%[96,97].
这种修饰不仅影响RNA的结构稳定性, 还在多种生物

学过程中发挥着重要作用, 如翻译调控、RNA剪接及

稳定性等. 因此, 深入研究Ψ修饰对于理解RNA的功能

及其在细胞过程中的作用具有重要意义.

3.1 Ψ修饰的调控机制

Ψ的形成由一系列假尿苷合成酶(PUSs)催化. 在

人类细胞中, 已经鉴定出13种PUS蛋白, 它们在不同的

RNA分子中催化Ψ的形成[98,99].这些PUS蛋白通常不依

赖RNA分子的辅助, 能够直接识别底物, 并在特定的

环境下催化假尿苷的形成反应. DKC1是另一种RNA
依赖性的PUS家族合成酶, 需要H/ACA snoRNA作为

引导来指导其在rRNA和mRNA的假尿苷化活性. 相比

之下 , TRUB1和PUS7分别倾向于在具有GUUC-
NANNC和UGUAR核心序列的mRNA上进行修饰, 而

其他PUSs则缺乏明显的序列或二级结构偏好性.

3.2 Ψ修饰RNA的高通量测序技术

随着高通量测序技术的发展, Ψ的检测和定位技

术也在不断创新. 早期的测序技术, 如Pseudo-seq[100],
Ψ-seq[101]和PSI-seq[102], 通过使用CMC(N-cyclohexyl-
N’-β-(4-methylmorpholinium) ethylcarbodiimide)来特

异性标记Ψ. CMC可以在Ψ的N3位置特异且不可逆地

结合, Ψ-CMC加合物会导致逆转反应对NAD-RNA进
行生物素酰化与后续分离录在Ψ下游的一个碱基处停

止, 从而能够以单碱基分辨率对Ψ进行检测. CeU-
seq[97]技术进一步改进了这一方法, 通过使用CMC衍
生物azido-CMC(N3-CMC)预富集含Ψ的片段, 实现了

数千个Ψ位点的检测(图6Aa). 然而, 低的标记效率和

二级结构导致的逆转录终止可能会导致基于CMC标
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图 6 Ψ, m6Am和m1A修饰的检测技术及生物学功能. A: Ψ的高通量检测技术; B: Ψ对翻译、RNA剪接和RNA稳定性的调节
机制; C: m6Am的高通量检测技术; D: m6Am对翻译的调节机制; E: m1A的高通量检测技术; F: m1A对tRNA稳定性、翻译和基
因表达的调节机制
Figure 6 Ψ, m6Am and m1A detection technologies and biological functions. A: High-throughput detection technology for Ψ; B: regulation
mechanism of Ψ on translation, RNA splicing and RNA stability; C: high-throughput detection technology for m6Am; D: regulation mechanism of
m6Am on translation; E: high-throughput detection technology for m1A; F: regulation mechanism of m1A on tRNA stability, translation and gene
expression
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记的检测方法出现假阴性或假阳性位点, 这是以上不

同方法检测到的Ψ位点重复性差的主要原因.
重亚硫酸盐反应也被用于Ψ的标记和测序. Ψ经过

重亚硫酸盐处理后会形成一个核糖开环加合物, Ψ-重
亚硫酸盐加合物在逆转录过程中可以诱导缺失信号,
在测序过程中通过检测缺失信号即可鉴定Ψ修饰位点.
RBS-seq[103]利用这个原理在HeLa细胞的mRNA中检

测到322个Ψ修饰位点. 但是, 重亚硫酸盐的标记效率

有限, 并且会导致严重的胞嘧啶脱氨现象. 最近, 两个

独立的检测方法BID-seq[99]和PRAISE[98]分别通过优化

反应条件, 显著提高了Ψ的检测效率. BID-seq利用更

高的pH反应条件, 而本团队研发的PRAISE则采用更

高的有效离子浓度, 这两种方法都有效地抑制了重亚

硫酸盐反应中胞嘧啶的脱氨, 并大大提高了对Ψ的反

应效率, 从而实现了全转录组范围内Ψ的绝对定量(图
6Ab).

此外, 一项名为BACS[104]的新技术进一步推动了

Ψ修饰位点的检测方法. BACS利用2-溴丙烯酰胺介导

的环化反应, 最终导致逆转录时Ψ与G形成互补配对,
在测序中体现为C的突变信号, 以此来进行Ψ修饰位点

的定量检测. 这一创新不仅提供了不同于重亚硫酸盐

处理的新途径, 而且增强了Ψ修饰检测的多样性和准

确性(图6Ac).
不同类型的检测技术给Ψ修饰的功能研究提供了

多种工具. 然而, 现有的方法在灵敏度和特异性方面仍

有提升的空间. 未来的研究仍需要继续优化现有技术

和开发新方法, 以实现在更小量甚至单细胞水平的样

本中精准地捕捉Ψ修饰的目标. 此外, 跨平台的数据比

较和整合也将有助于提高Ψ修饰检测的一致性和可靠

性, 推动相关领域的深入发展.

3.3 Ψ修饰的功能研究

3.3.1 Ψ修饰的分子功能

Ψ在mRNA中最明确的功能之一是促进Ψ修饰的

终止密码子的翻译通读. 早期的研究表明, 将终止密码

子进行Ψ修饰可以促进酵母细胞中终止密码子的通

读[105](图6Ba). 近期的研究工作发现, Ψ修饰也存在于

哺乳动物mRNA的内源性终止密码子中[99]. 在HeLa细
胞中, 敲低PUS1显著降低了NDUFS2 mRNA终止密码

子处的Ψ修饰水平, 从而抑制了翻译通读. 相反, 将Ψ靶
向引入终止密码子则增加了通读的可能性. 除了翻译

调控, Ψ还可以通过调节mRNA剪接和稳定性来影响

基因表达(图6Bb和Bc). 研究已证实, Ψ在mRNA中共

转录引入, 并在与剪接相关的元件和RNA结合蛋白的

结合位点中富集. 体外试验进一步验证了单个Ψ修饰

可以直接增强体外剪接过程 [106]. 此外, dCas13d-
TRUB1融合表达的研究证明, Ψ修饰可以显著增加

TRUB1靶向的mRNA的半衰期[99]. 然而, 在敲除PUS7
和TRUB1后 , 并未观察到对PUS依赖性Ψ修饰的

mRNA稳定性的影响[98]. 在tRNA中, T环中的Ψ修饰则

对tRNA折叠成倒L形的三级结构具有重要作用[107], 而
反密码子区的Ψ修饰影响着tRNA的密码子选择偏好

性. 例如, 在多形胶质母细胞瘤(GBM)患者中, PUS7表
达水平的提高与不良预后相关. PUS7可调节tRNA上
的Ψ修饰, 进而通过tRNA介导的密码子偏好性蛋白翻

译调控来调节GBM中重要的信号通路, 促进肿瘤的生

长和发展[108].这些研究表明, Ψ修饰不仅在mRNA的翻

译、剪接和稳定性中发挥重要作用, 还在tRNA的功能

和癌症进展中具有重要意义. 未来的研究将进一步揭

示Ψ修饰在不同生物过程中的具体机制及其潜在的临

床应用价值.

3.3.2 Ψ修饰的生物学功能

Ψ在生物学领域的应用潜力逐渐被挖掘出来, 尤

其是在mRNA疫苗和RNA编辑技术方面. 科学家发现,
在mRNA疫苗中引入Ψ的衍生物m1Ψ, 能够降低因抗原

表达而引发的免疫反应强度, 同时保持mRNA的高效

的翻译能力, 这使得RNA疫苗成为了抗击病毒性疾病

的有效武器[109]. 目前已获批的mRNA疫苗有两种, 分

别是辉瑞(BioNTech)的BNT162b2和莫德纳(Moderna)
的mRNA-1273, 它们都使用了m1Ψ来提高mRNA疫苗

的安全性和有效性. 然而, 最近的一项研究指出, m1Ψ
可能会对mRNA的翻译准确性产生影响[110]. 他们发现,
当mRNA带有m1Ψ修饰时, 翻译过程中会出现+1核糖

体移码的现象. 这一发现对于开发基于mRNA的治疗

手段具有重要的意义, 提示可以通过采用同义密码子

的策略来减少异常蛋白质的产生从而提高治疗的安全

性和效果. 另一项引人注目的应用是RESTART(RNA
editing for site-specific targeting and recognition by
transcriptome analysis)技术, RESTART利用优化的小

核仁RNA(snoRNA)招募细胞内源的假尿苷合成酶, 在
发生无义突变的提前终止密码子(PTC)处进行精准的
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Ψ修饰,以实现PTC的通读,恢复功能蛋白的表达.这种

技术在治疗由无义突变引起的疾病, 如囊性纤维化和

Hurler综合征等的疾病治疗中展现出巨大潜力[111,112].
总之, Ψ修饰不仅在基础生物学研究中发挥重要作用,
还在临床应用领域展现出广泛的应用前景. 未来的研

究将进一步优化这些技术, 并探索更多潜在的应用场

景, 以更好地利用Ψ修饰在医疗和生物技术中的价值.

3.4 小结

关于Ψ的研究正在逐步深入, 但仍有几个关键问

题亟需进一步探索. 比如, Ψ的识别蛋白的鉴定, 以及

不同识别蛋白介导的不同功能的研究. 随着新技术和

新方法的不断涌现, 预计未来几年内, 这些问题将逐

步得到解决, 从而为Ψ修饰的功能研究和应用带来更

加深远的影响.

4 m6Am修饰

N6,2′-O-二甲基腺嘌呤(m6Am)是一种位于转录起

始位置的末端修饰, 主要存在于mRNA和snRNA中, 与
m7G帽结构相邻[96]. m6Am修饰含量丰富, 大约50%
~80%以A起始的mRNA可以被修饰为m6Am[113].

4.1 m6Am修饰的调控机制

2017年, 科学家发现, m6A的去甲基化酶FTO可以

去除m6Am的N6位甲基, 将其转化为Am, 从而证明了

m6Am是一个动态可逆的化学修饰[114]. 2019年, 包括本

团队在内的四个研究团队独立报道了PCIF1作为

m6Am甲基转移酶的作用, 进一步揭示了m6Am的形成

机制[113,115~117]. 在RNA聚合酶II转录的早期阶段, RNA
的5′末端会形成“m7GpppNm”帽结构, PCIF1可以在

“m7GpppAm”的腺苷第六位氮原子上进一步添加甲基

化修饰, 形成m6Am.

4.2 m6Am修饰RNA的高通量测序技术

由于m6Am和m6A的结构相似, 目前对m6Am的检

测方法主要依赖于m6A的抗体. m6A主要分布在终止

密码子附近, 但也存在于5′UTR区域, 这使得与m6Am
的区分变得复杂. miCLIP[118]利用m6Am位于转录起始

位点的特性, 结合现有的转录起始位点注释信息, 来区

分m6Am和m6A.

此外, 在PCIF1被鉴定为m6Am的甲基转移酶之后,
利用PCIF1敲除的细胞系, 通过比较PCIF1敲除和野生

型细胞的样本, m6Am-Exo-seq[117]和miCLIP[116]进一步

验证了mRNA上的m6Am位点(图6Ca).
然而, 构建PCIF1敲除细胞系并不适用于大多数

样本的检测. 本团队研发的m6Am-seq[119]通过优化去

甲基化酶FTO的体外去甲基化反应, 使FTO只对m6Am
选择性地去甲基化, 而对m6A的反应活性很低, 实现了

对m6Am的准确鉴定(图6Cb).
这些策略有助于提高m6Am检测的准确性和特异

性, 但仍存在一定的局限性, 例如抗体带来的非特异性

和序列结构偏好性, 以及无法实现单碱基分辨率的定

量检测.

4.3 m6Am修饰的功能研究

m6Am所在的mRNA帽结构在调控mRNA的降解

和翻译过程中扮演重要角色. 但是, 关于m6Am修饰在

mRNA帽结构中的具体功能仍存在一定的争议. 一些

研究发现, 相较于cap-Nm帽结构, 带有m6Am的帽结构

能够更好地保护mRNA不被DCP2酶降解, 从而增强了

RNA的稳定性, 并且体内实验也支持这一观点, 显示

这类mRNA的半衰期更长[114]. 然而, 也有研究提出了

不同的看法. 例如, 敲除PCIF1后, 含有cap-m6Am的

mRNA表达水平略有增加[113], 或者m6Am起始的基因

在转录水平和稳定性上没有显著变化[117], 表明m6Am
对mRNA稳定性有轻微的抑制作用或影响较小.

关于m6Am对mRNA翻译效率的调控, 研究结果仍

存在争议. 有的研究指出, m6Am可以促进翻译, 通过

对比PCIF1敲除前后的mRNA转录本的翻译效率, 发现

含有m6Am修饰的转录本在PCIF1敲除后翻译效率显

著降低, 并且观察到翻译起始因子eIF4E对m6Am的亲

和性没有显著的影响, 认为m6Am介导的翻译调控可

能是由eIF4E非依赖性的机制介导[113]. 然而, 另一些研

究表明, m6Am可能抑制翻译[117](图6D). 2020年一项研

究发现, 在人类和小鼠的多种组织中, 含有m6Am的基

因的蛋白质水平显著低于不含m6Am的基因, 表明

m6Am抑制了翻译效率[114,120]. 在胃癌中, m6Am修饰水

平和PCIF1表达显著增加, PCIF1通过m6Am抑制自噬

相关基因TM9SF1的翻译, 从而增强胃癌细胞的恶性

程度[121]. 总之, m6Am在mRNA翻译效率调控中的具体

作用仍需进一步研究.
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4.4 小结

m6Am修饰的功能研究目前仍处在初级阶段, 尽

管m6Am修饰的研究已经取得了一些进展, 但仍有许

多关键问题亟待解决. 未来的研究将通过开发更精确

的检测技术和鉴定识别蛋白, 进一步揭示m6Am在

RNA生物学中的多方面功能及其在健康与疾病中的

作用, 为其在临床应用中的潜力提供坚实的理论基础.

5 m1A修饰

N1-甲基腺苷(m1A)作为一种可逆的转录后RNA修
饰, 自首次在酵母的苯丙氨酸tRNA中被发现以来[122],
已成为RNA修饰研究领域中的一个重要主题. m1A广
泛且保守地存在于真核生物的tRNA中, 在mRNA上的

丰度较低, 约0.015%~0.054%, 也可见于核糖体RNA和
线粒体RNA中[123].

5.1 m1A修饰的调控机制

m1A的形成是由特定的甲基转移酶复合体催化完

成的[123], tRNA甲基转移酶6/61A(TRMT6/61A)复合物

负责催化tRNA和部分具有tRNA T环结构和GUUCNA
基序中mRNA中的m1A的形成 , 在这个复合物中 ,
TRMT61A作为催化亚基, 而TRMT6则参与底物选择.
值得注意的是, 线粒体RNA中的m1A修饰是由两种不

同的酶独立催化的: TRMT61B负责催化某些线粒体

tRNA上的m1A形成, 而TRMT10C则负责其他线粒体

RNA的m1A修饰. 作为一种可逆的RNA修饰, m1A可以

被AlkB家族蛋白质ALKBH1, ALKBH3和FTO去除. 具
体来说, ALKBH1和FTO介导tRNA上的m1A去甲基化,
而ALKBH3负责mRNA和tRNA上的m1A去甲基化. 此

外, 体外数据表明, 含有YTH结构域的m6A识别蛋白,
如YTHDF1-3和YTHDC1, 也可以识别mRNA中的

m1A[124,125]. 这些修饰酶和去甲基化酶的存在表明,
m1A修饰是一个高度动态的过程, 可能在多种生物学

过程中发挥重要作用. 未来的研究将进一步揭示这些

酶的具体作用机制及其在细胞调控网络中的功能.

5.2 m1A修饰RNA的高通量测序技术

m1A的生物学效应源于1号位氮原子上甲基化修

饰对Watson-Crick碱基配对的干扰,导致逆转录过程中

cDNA合成的错配或提前终止. m1A-seq[126]和本团队研

发的m1A-ID-seq[127]利用m1A的这一特点, 在m1A特异

性抗体富集后的片段中实现了m1A的检测. 为了排除

假阳性信号, m1A-seq使用Dimroth重排将m1A转换为

m6A, m1A-ID-seq则利用AlkB将m1A去甲基化为A, 通

过比较未处理组和处理组之间错配或提前终止信号的

差异, 可以得到高可信度的m1A位点. 本研究团队研发

的m1A-MAP[128]和m1A-seq-TGIRT[129]进一步优化了逆

转录酶, TGIRT(thermostable group II intron reverse
transcriptase)在m1A位点表现出了优异的通读效率和

高突变频率, 实现了mRNA上m1A的单碱基分辨率检

测(图6Ea和Eb). m1A-IP-seq和m1A-quant-seq[130]则成

功改造了HIV-1逆转录酶, 使其对m1A具有高通读能力

和高突变效率(图6Ec).
最近, red-m1A-seq[131]利用NaBH4还原m1A, 提高

了多种商品化逆转录酶对修饰位点的通读率和突变

率,并结合Dimroth重排将m1A转化为m6A构建对照,开
发了tRNA中m1A检测的新方法(图6Ed). 这种方法不仅

提高了检测的灵敏度, 还提供了更为可靠的对照手段,
从而增强了结果的可信度.

综上所述, 这些先进的检测技术为m1A修饰的研

究提供了强有力的支持, 使得研究人员能够更准确地

定位和定量m1A修饰位点, 进而深入理解其在各种生

物过程中的功能和调控机制. 未来的研究将进一步优

化这些技术, 并探索更多潜在的应用场景, 以更好地

揭示m1A修饰在健康与疾病中的作用.

5.3 m1A修饰的功能研究

m1A作为一种关键的RNA修饰, 在多种生物过程

中发挥着重要作用, 特别是在tRNA中. m1A位于tRNA
的第9, 14, 58号位, 其中m1A9主要出现在线粒体tRNA,
在22种线粒体tRNA中有19种在该位置携带m1A修

饰[132], 这对其结构稳定性的保持尤为关键. m1A14较
为罕见, 仅存在于几种哺乳动物细胞质的苯丙氨酸

tRNA上. m1A58则在多种生物中保守存在, 并且对于

维持tRNA的结构稳定性和确保高效翻译解码效率至

关重要. 在酵母的起始tRNA(tRNAiMet)中, m1A58通
过与A54和A60形成氢键来稳定tRNA的结构[133](图
6Fa). ALKBH1, 作为m1A58的去甲基化酶, 其表达的

下调导致tRNA中m1A58修饰水平普遍上升, 同时伴随

tRNAiMet表达水平的显著提升, 这一现象凸显了

m1A58对于维持tRNA结构稳定性和成熟tRNA正常表
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达的重要性[134]. 在肝细胞癌中, tRNA-m1A58的修饰水

平与患者生存率呈负相关. TRMT6/61A复合体通过

m1A修饰增强PPARδ的翻译效率, 进而激活胆固醇合

成途径, 驱动肝癌干细胞的自我更新和肝细胞癌的发

生发展[135]. 这表明m1A58修饰在肿瘤发生和发展中具

有重要的调控作用. 在免疫应答中, TRMT61A通过

m1A58修饰加速CD4+ T细胞激活后关键蛋白的翻译,
确保CD4+ T细胞的快速免疫响应[136]. 体内外实验均

证明, TRMT61A缺失导致CD4+ T细胞中tRNA的

m1A58修饰显著减少, 削弱了翻译延伸中tRNA的解码

能力, 最终导致多种关键蛋白的翻译受阻, 细胞无法顺

利地从G0/G1期过渡至S期, 引发增殖能力的显著下

降[136].
综上所述, m1A修饰对tRNA结构稳定性、蛋白质

翻译效率以及多种生物学过程有着不可忽视的影响.
它在癌症发展和免疫应答中的调控机制为研究提供了

新的视角, 并暗示其可能是治疗相关疾病的一个潜在

目标. 随着研究的深入, 我们有望更全面地理解m1A修
饰如何参与其他细胞活动, 及其背后的调控机制.

除了完整的tRNA, tRNA衍生片段(tRFs)同样继承

了母体tRNA的m1A修饰.具体而言, m1A修饰常出现在

由tRNAs衍生的22 nt长3′端片段(tRF-3b)的第四个核苷

酸位置, 与tRNA上的m1A58位置相对应. 在膀胱癌环

境中, TRMT6/61A的高表达促使tRF-3b上的m1A修饰

水平增加, 进而阻止了tRF-3b对未折叠蛋白响应途径

中基因表达的沉默作用, 影响了癌细胞的生物学行

为[137](图6Fb).
此外, 研究显示, 核编码mRNA中的m1A修饰主要

集中在5′帽结构和5′非翻译区(5′UTR), 在翻译起始阶

段发挥促进作用, 而线粒体mRNA(mt-mRNA)编码区

(CDS)中的m1A修饰通过破坏Watson-Crick碱基配对规

则, 影响了翻译的正常进程[128,129](图6Fc).
另外的研究表明, CAG重复序列中同样存在m1A

修饰, 且随着重复序列的延长, m1A修饰水平增加.
TDP-43能直接与CAG重复序列中的m1A结合, 导致

TDP-43在细胞质中异常聚集, 形成类似神经退行性疾

病中观察到的蛋白聚集体[138].
m1A修饰在RNA生物学中扮演多重角色, 不仅影

响tRNA和mRNA的结构与功能, 还在疾病状态下展示

出潜在的病理功能, 成为理解RNA修饰调控网络和疾

病机制的关键环节. TRMT6/61A复合体作为m1A修饰

的关键酶, 其作为疾病治疗的潜在靶点, 已经引起了

广泛关注. 通过对FDA批准的药物库进行筛选, 已经

发现了能够有效抑制TRMT6/61A活性的化合物, 为肝

癌等疾病的治疗提供了新的策略[135]. 未来的研究将进

一步揭示m1A修饰的具体机制及其在健康与疾病中的

作用, 为开发新的治疗策略提供理论基础.

5.4 小结

随着m1A在不同类型的RNA分子中功能的逐渐明

确, 未来的研究将更关注于其具体的生物学功能, 进一

步的研究有望揭示m1A在调控基因表达、参与细胞应

激反应、免疫调节等方面的具体机制, 从而为疾病诊

断和治疗提供新的思路.

6 总结与展望

除本文重点讨论的几种重要修饰外, 还有许多其

他RNA修饰因其在RNA代谢、免疫和发育中的重要

作用而被广泛关注. 例如, m5C, m7G, N4乙酰胞苷

(ac4C)和RNA的糖基化等. m5C是由NSUN家族成员

NSUN1~7以及DNMT2催化的, 在RNA稳定、出核和

翻译中发挥至关重要的作用. m5C被报道通过识别蛋

白Ybx1招募Pabpc1a调控母源mRNA的稳定性, 进而

调控斑马鱼母源-合子转换及早期胚胎发育进程有序

进行[139]. m7G由METTL1/WDR4复合体添加, 能够在

各种tRNA可变环的G46位点上添加m7G修饰, 从而稳

定tRNA三级结构, 在肿瘤发生和各种癌症的进展中起

着重要作用[140]. ac4C由乙酰转移酶NAT10添加, 能够

促进mRNA的稳定和蛋白质的翻译[141,142]. 近年来,
RNA糖基化修饰逐渐受到越来越多的关注. 研究发现,
RNA可以作为脂质和蛋白质之外的第三种糖基化载

体. 唾液酸化的N-多糖能够附着在一些microRNA上,
并通过Sidt转运到细胞表面, 充当Siglec受体的配体,
从而在免疫反应中发挥作用[143]. 另外, 糖基化RNA
(glycoRNA)在中性粒细胞表面的存在, 能够影响中性

粒细胞与内皮细胞之间的相互作用, 并在中性粒细胞

的招募过程中发挥关键作用[144]. 尽管如此, 目前对糖

基化RNA的研究仍处于初步阶段, 其来源、加工机制

以及在不同生物体系中的具体功能还有待进一步

探索.
本文已详细讨论了不同RNA修饰的独立生理功
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能及其在转录调控中的重要性. 随着研究的深入, 越来

越多的证据表明, RNA修饰之间并非单独发挥作用,
而是通过复杂的相互作用共同调控RNA的命运. 例如,
已有NanoSPA技术实现人类转录组中的m6A和Ψ的同

时检测, 揭示了m6A和Ψ在转录组中互相排斥共存模

式, 以及它们在mRNA翻译过程中的协同和分级效应.
未来的研究应进一步探讨不同RNA修饰之间的相互

作用机制, 尤其是在不同生理和病理状态下的协同调

控作用[145].
未来RNA修饰检测技术的发展将致力于降低样

本起始量, 实现单细胞分辨率、单分子全长转录本分

析及单碱基水平的高精度检测, 同时朝着实时动态监

测和多组学整合的方向推进. 这些技术进步将深化对

细胞异质性及其修饰在发育与疾病进展中的作用的理

解, 推动RNA修饰在临床诊断和个性化医疗中的应用.
RNA修饰作为表观遗传学研究的重要领域, 近年

来在农学、神经科学、肿瘤学以及其他医学领域飞速

发展. 随着生命科学技术的不断进步, 新的RNA修饰

不断被发现, 这不仅丰富了我们对RNA修饰多样性的

认识, 也为理解这些修饰在基因表达调控中的作用提

供了新的视角. 未来, RNA修饰研究有望揭示更多关

于其在作物农艺性状, 人类生理和病理过程中的作用

机制. 这些发现将为作物品种改良, 人类疾病的诊断、

治疗和预防提供新的策略. 特别是在神经退行性疾病

和肿瘤治疗领域, RNA修饰可能成为新的治疗靶点或

生物标志物, 为患者提供更有效的治疗方案. 我们相

信, 随着RNA修饰领域的不断发展和进步, 其在临床

应用中的潜力将得到进一步的挖掘和利用.
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Regulation of gene expression is a crucial means to influence the growth and development of both plants and animals. RNA
modifications, which result in various epitranscriptomes, affect gene expression by subtly regulating the destiny of RNA molecules
without altering the genetic sequence information, and are implicated in every stage of an RNA’s lifetime, such as synthesis, transport,
turnover, and decay. This review thoroughly encapsulates the latest advances over the past five years concerning noncanonical 5′ caps
(such as NAD+) and internal modifications (m6A, m5C, Ψ, m1A, m6Am) on RNA. It explores their regulatory mechanisms, detection
methods, molecular mechanisms, biological activities, and prospective future research directions. This article examines the potential
applications of RNA modification in improving crop varieties and in the diagnosis, treatment, and prevention of human diseases,
given their increasingly significant involvement in cellular processes and physiological regulation. The review highlights the potential
breakthroughs in the investigation of novel modifications, including RNA glycosylation, regarding their mechanisms and roles.
Comprehensive studies on novel RNA modifications and their functions, coupled with advances in sequencing technologies, are
anticipated to significantly enhance the use of RNA modifications in disease therapy and bioengineering.

RNA, chemical modifications, noncanonical caps, internal modifications, regulation mechanism, detection methods, biological
function
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