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动态RNA甲基化修饰及其调控机制研究进展
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摘　要 ：RNA 可以被 100 余种化学修饰所修饰。这些化学修饰以甲基化为主，广泛分布于各种类型的

RNA 中，如 rRNA、tRNA、snRNA、snoRNA 和 mRNA 等，其中针对 mRNA 内部修饰丰度最高的 6- 甲基

腺嘌呤 (m6A) 的研究最为深入。m6A 修饰酶 ( 甲基转移酶 METTL3/METTL14/WTAP 和去甲基化酶

ALKBH5 与 FTO) 和结合蛋白 YTHDF2、YTHDF1 与 YTHDC1 的发现，证明了 RNA 甲基化修饰同 DNA
甲基化修饰一样是动态可逆的，从而将 RNA 甲基化修饰由微调控机制提升到表观转录组新层次。而候选

m5C 修饰甲基转移酶 NSUN 家族蛋白和去甲基化酶 TET 蛋白的初步鉴定，丰富了 RNA 甲基化修饰表观转

录组研究内涵。RNA 甲基化介导的表观转录组学调控和作用已成为 RNA 生物学新研究领域。现重点回顾

和展望 RNA 的 m6A 和 m5C 甲基化修饰特征及其潜在生物学功能。
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(m6A) as the most common and abundant internal modification on mRNA molecules has been widely studied. The 
recent identification of m6A modifying enzymes including methyltransferase complex METTL3/METTL14/WTAP, 
two demethylases ALKBH5 and FTO and binding proteins YTHDF2, YTHDF1 and YTHDC1, indicates that RNA 
methylation is reversible and represents a novel epitranscriptomic mechanism instead of micro-regulation in gene 
expression control. Identification of candidate m5C modifying enzymes NSUN family proteins and TET proteins 
further expands RNA methylation-mediated epitranscriptomics. Epitranscriptomics has become a new research 
frontier in RNA biology. This review summarizes recent progress in RNA m6A and m5C methylations and proposes 
their potential biological significance.
Key words: m6A; m5C; mRNA; non-coding RNA; methyltransferase; demethylase; methylation binding protein

RNA 存在 100 余种化学修饰 [1]，甲基化是主

要的修饰形式，6- 甲基腺嘌呤 (m6A) 和 5- 甲基胞

嘧啶 (m5C) 是其中最具有代表性的两种修饰。m6A
甲基化修饰于 20 世纪 70 年代被发现，随后的研究

陆续证实了该修饰广泛存在于包括动植物、原核生

物以及病毒在内的多个物种中 [2-8]。近年来，随着

酶学技术的发展，m6A 的修饰酶相继被发现，其中

WTAP、METTL3 和 METTL14 复合物可以催化

m6A的形成，而FTO和ALKBH5可以使其去甲基化；

m6A 修饰的生物学功能可能主要通过包含有 YTH
结构域的结合蛋白来发挥 [9]。m6A 修饰如何调控编

码基因 mRNA 和非编码 RNA 加工代谢目前尚不明

确。m5C 修饰也存在于 mRNA、tRNA、rRNA 及长非

编码 RNA 中。NSUN 家族蛋白，如 NSUN2、NSUN4
和 DNMT2 是候选 m5C 甲基转移酶 [10-12]。下面以

m6A 和 m5C 修饰为主线，从各自的主要检测技术、

分布特征、甲基化 / 去甲基化酶及结合蛋白、生物

学功能等进行阐述。

1　6-甲基腺嘌呤：m6A

1.1　检测技术

早期研究主要通过化学手段，包括液相色谱技

术检测 m6A 含量，它占 mRNA 中腺嘌呤总量的

0.1%~0.4%[13-14]，并发现其修饰区域倾向于包含

“RRACH”([G/A][G>A]m6AC[U>A>C]) 的保守序列 [7]。

近年，两个独立研究团队结合基于 m6A 抗体

免疫共沉淀和高通量测序技术 (meRIP-seq 和 m6A-
seq 技术 )，获得了转录组水平上的 m6A 修饰数量

和分布特征 [15-16]。多个实验室对 m6A 单碱基分辨率

技术开发进行了有益的尝试，包括基于修饰碱基回

补温度差异法 [17]、基于 RNA 酶切割位点特异性并

结合放射性元素标记及薄层层析方法的 SCARLET 
(site-specific cleavage and radioactive-labeling followed 
by ligation-assisted extraction and TLC)[18] 和光交联 -m6A

抗体免疫共沉淀联用法，但 m6A 修饰位点的定性和

定量化还需要进一步优化。

1.2　分布和保守性

m6A 倾向于分布在 mRNA 的蛋白质编码序列

(CDS)、3′ 非翻译区 (3′UTR)、终止密码子附近、剪

切位点附近以及长的外显子区域，而且其修饰区域

在人和鼠中具有很高的保守性；在 microRNA 靶位

点及其邻近区域也有 m6A 富集 [15-16,19]。

1.3　m6A修饰酶及结合蛋白(图1A)
m6A 甲基转移酶复合物 METTL3、METTL14

和WTAP能以S-腺苷甲硫氨酸 (S-adenosyl-L-methionine, 
SAM) 为甲基化供体，催化 RNA 的 m6A 形成，其

中 WTAP 作为调节亚基调控催化亚基 METTL3 和

METTL14 细胞内活性 [20-25]。FTO 和 ALKBH5 在二

价铁离子和 2- 酮戊二酸的辅助下催化 m6A 去甲基

化 [26-27]。含有 YTH 功能结构域家族的蛋白 YTHDF2
和 YTHDC1 能结合 m6A 甲基化修饰序列 [8-9,15]。

1.3.1　m6A甲基转移酶(编码器)
催化 m6A 甲基化形成的甲基转移酶于 1992 年

通过分离纯化首次被发现 [28]，前期研究将 HeLa 细

胞核提取物与人工合成的 RNA 寡核苷酸片段共同

孵育分离得到了两种组分，分别命名为 MT-A 和

MT-B，它们协同催化 m6A 形成 [29]。随后的研究分

离得到了 3 个组分 MT-A1、MT-A2 和 MT-B[29]。在

设定的反应条件下，相对分子质量为 200 kDa 的

MT-A2 和 800 kDa 的 MT-B 两个组分具备了较强催

化 m6A 形成酶活性，而只有相对分子质量为 30 
kDa 的 MT-A1 在 m6A 甲基化形成的过程中作用相

对较小 [30]。

MT-A2 中 70 kDa 的 METTL3 亚基 ( 也称 MT-
A70 亚基 ) 蛋白预测的氨基酸序列中包含原核生物

甲基转移酶的两个甲基化基序，分别是 S- 腺苷甲

硫氨酸 (SAM) 结合位点和有催化功能的 DPPW 
(Asp-Pro-Pro-Trp) 功能结构域 [30]。在 HeLa 细胞中，
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METTL3 表达缺陷会导致 m6A 水平降低约 30%。

免疫荧光实验显示，METTL3 定位在富含剪切因子

的细胞核内亚细胞器——核小斑 (nuclear speckle)
上，揭示了 m6A 修饰可能和 RNA 的剪切加工相

关 [24,30]。METTL3 在人体组织中广泛表达，并保守

存在于多个物种中，如拟南芥中的 MTA、果蝇中

的 IME4 等，在这些物种中的一些研究表明 METTL3
缺陷会引起减数分裂或发育异常 [31-35]。

通过对 METTL3 同源蛋白的分析，研究者发

现 METTL14 同样含有催化 m6A 形成的 S- 腺苷甲

硫氨酸结合位点和有催化功能的 EPPL 功能结构

域，因此，METTL14 被认为是 m6A 甲基转移酶复合

体的另一亚基 [36]。在催化m6A形成的过程中，METTL3
和 METTL14 按 1:1 的比例形成二聚体直接相互作

用，从而增强两者的甲基化催化能力 [20,23]。光活性

增强的核糖核苷交联和免疫共沉淀 (photoactivatable-
ribonucleoside-enhanced crosslinking and immuno
precipitation, PAR-CLIP) 结合二代高通量测序技术

的数据分析表明，METTL14 和 METTL3 含有相同

的 RNA 底物结合序列，且该序列包含已报道的

m6A 经典保守基序 RRACH[23]。同时，METTL14 与

METTL3 一致定位在富含剪切因子的细胞核内亚细

胞器——核小斑上，其定位暗示了 m6A 的修饰可能

会与 RNA 加工过程中的可变剪切相关。

WTAP 与 METTL3、METTL14 形成复合体，

共同调控 RNA m6A 的甲基化过程 [24]。WTAP 首先

结合到目标 RNA 上，进而招募催化亚基 METTL3
和 METTL14 形成的二聚体行使催化功能 [20-22]。

A：mRNA m6A修饰的动态可逆过程。m6A甲基转移酶复合体亚基 METTL3/METTL14/WTAP 催化A形成甲基化的m6A；去甲

基化酶FTO、ALKBH5催化其去甲基化；YTH家族蛋白YTHDC1结合细胞核内的m6A修饰，YTHDF2/1结合细胞质的m6A；

microRNA通过调节METTL3的活性及结合RNA的能力调控m6A生成。B：m6A修饰调控mRNA加工代谢潜在功能。前体pre-
mRNA转录后需要经过剪接、出核运输、定位、翻译和降解(稳定性)等加工和代谢，而m6A作为mRNA内部的重要可逆化学

修饰，可能作为新顺式元件对上述进程进行调控。

图1　RNA  m6A修饰的动态可逆过程及调控mRNA加工代谢的潜在功能
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WTAP 最初作为剪切因子以及肿瘤结合蛋白被发

现，后来被证实参与 m6A 甲基化修饰、细胞周期

以及哺乳动物胚胎细胞的发育等过程 [37-38]。WTAP
缺失不仅会导致 m6A 水平下降，而且会引起结合到

METTL3 上的 RNA 减少 [24]，这一结果表明 WTAP
的作用可能是招募甲基转移酶的催化亚基 METTL3
和 METTL14 结合到 RNA 上，WTAP 同 METTL3、
METTL14 一样，定位在核内亚细胞器——核小斑

上，可以与两者形成复合体，加速 m6A 甲基化的形

成，进而调控 m6A 的动态变化 [23-24]。

除此之外，近期研究还发现，KIAA1429 可能

是甲基转移酶复合体的新亚基，与 mRNA 中 m6A
的形成有关 [25]。在果蝇中，KIAA1429 的同源蛋白

和 WTAP 同源蛋白在选择性剪切过程中存在相互作

用 [39-40]。在人 A549 细胞中，敲低 KIAA1429 导致

m6A 修饰水平的降低，其降低幅度大于 METTL3
和 METTL14 敲低后的 m6A 水平变化，这一结果表

明，KIAA1429 对 RNA 甲基化可能发挥着更加重

要的作用 [25,41]。

1.3.2　m6A去甲基化酶(消码器)
目前已经鉴定了两个 m6A 去甲基化酶——FTO

和 ALKBH5，催化 m6A 修饰去甲基化。FTO 作为

人源 ALKB 双加氧酶蛋白家族成员，最初被发现于

一种融合脚趾突变小鼠体内，后被证实与人的肥胖

和能量稳态有关 [42]，是大肠杆菌 ALKB 的同源蛋

白 [43-44]。FTO 广泛存在于小鼠的多个组织，其中脑

组织中的含量尤为突出 [45]。FTO 敲除的小鼠比正

常的小鼠有更高的致死率，表现为生长缓慢和体型

瘦小。FTO 去甲基化酶作用的底物之一是多聚腺苷

酸 RNA 上的 m6A[26,46]。FTO 依赖 2 价铁离子和 2-
酮戊二酸催化 m6A 去甲基化的过程要经历复杂的中

间反应步骤：首先催化 m6A 形成 hm6A, 然后催化

hm6A 形成 f6A，最后催化 f6A 形成 A，每一步反应

都很迅速 [47]。相较于 ALKB 家族的其他分子，FTO
的 C 端有一个折叠，该结构可能通过促进蛋白质 -
蛋白质或蛋白质 -RNA 的相互作用调节 FTO 的功

能。除此之外，免疫荧光实验显示，FTO 部分定位

在核内亚细胞器——核小斑 [26,48]，并通过调控 m6A
水平影响到 pre-mRNA 加工剪切因子 SRSF2 的结

合，影响 pre-mRNA 剪接成熟的过程 [49]。近期有研

究发现，甲氯芬那酸 (meclofenamic acid) 可以和 FTO
竞争性地结合发生 m6A 修饰的核酸分子，从而抑制

FTO 的去甲基化作用 [50]。

ALKBH5 是人的大肠杆菌 ALKB 双加氧酶家

族同源蛋白的另一成员，是继 FTO 之后第二个被

发现的 m6A 去甲基化酶，能够分别在体外和体内去

除 m6A 的 甲 基 基 团 [27,51]。 与 FTO 不 同 的 是，

ALKBH5 可直接催化 m6A 到 A，目前尚未发现中

间产物。有研究显示，ALKBH5 倾向于结合特异的

m6A 修饰的单链 RNA 去甲基化 [52]。本实验室利用

RNA 原位杂交技术 (poly(A)-tailed RNA FISH) 鉴定

发现，ALKBH5 基因敲除能促进 mRNA 出核，证

实 m6A 可能参与到 mRNA 的出核转运 [27]。ALKBH5
定位于细胞核内亚细胞器——核小斑，且对 RNA
酶 A 敏感，说明其作用依赖于 RNA。在 ALKBH5
基因敲除的雄鼠模型中，mRNA 中 m6A 的水平显著

增加。ALKBH5 敲除还与精子发育密切相关，减数

分裂中期的精母细胞发生凋亡导致精子发育受损、

精子畸形，睾丸形状异常、重量变小。在 ALKBH5
敲除的雄鼠睾丸样品中，与正常组相比较差异表达

的基因涉及多种不同的生物学功能，并包括涉及到

p53 功能互作网络的精子发育相关的功能 [27]。

FTO 和 ALKBH5 是目前已知的 m6A 去甲基化

酶，其他的去甲基化酶还有待发现。由于组织特异

性 分 布 和 RNA 底 物 不 同，FTO 和 ALKBH5 在

RNA 的加工代谢过程中起到了不同的作用，同时，

它们的基因敲除小鼠所对应的表型也不同 [53]。因此，

可能存在细胞和组织特异性 m6A 去甲基化酶。

1.3.3　m6A结合蛋白(读码器)
m6A 广泛存在于生物体中并发挥着重要的生物

学功能，其修饰水平受到甲基转移酶和去甲基化酶

活性的动态调控。m6A 修饰的 RNA 序列结构倾向

于保持单链状态 [54]，可能与其结合蛋白的识别及协

同作用相关。截至目前，哺乳动物中已经有一些

m6A 结合蛋白被预测和发现，其中部分已经被证

实了具有能够介导 m6A 发挥重要调控作用的生物

学功能。目前发现的 m6A 结合蛋白主要是含有

YTH 结构域的蛋白家族 [55-56]，分别是定位在细胞

质的 YTHDF1、YTHDF2 和定位于细胞核中的

YTHDC1[8-9,15,57-59]。此外，在哺乳动物细胞中发现

与 m6A 关联的蛋白还有 HuR 和 HNRNP 等 [15]。

YTHDF2 相对于 YTHDF1 而言，对 m6A 有更

强的结合能力。PAR-CLIP 测序结果表明，该蛋白

主要结合 mRNA 和一些长非编码 RNA，结合位点

主要是在富含 GAC 序列的 3′ UTR 区域，和 m6A 修

饰区域有很大程度的重合 [9]。在细胞中，YTHDF2
可能与介导 mRNA 翻译的核糖体 RNA 竞争性地结

合甲基化的转录本，进而影响 RNA 的半衰期，加
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速 RNA 的降解，影响 mRNA 的稳定性 [9,29]。YTHDF2
的 C 端可以特异性识别并结合 m6A，N 端则负责将

已结合的复合体引导并定位到介导 RNA 降解的细

胞质亚细胞器 P-body[9,60]。除 YTHDF2 外，其家族

的另外两个同源蛋白YTHDF1和YTHDF3有与YTHDF2
相似的 RNA 结合亚基 [9]。YTHDF1 已被证实与蛋

白质翻译有关。人类的 YTHDF1 结合 m6A 修饰的

mRNA 后，与起始翻译的因子 eIF 及核糖体相互作

用，核糖体结合到 mRNA 上及在其上滑动的速度

加快，增强了这些 mRNA 的翻译效率 [57]。根据

YTHDF1 和 YTHDF2 的功能推测，YTHDF3 可能

会与细胞内 RNA 的代谢有关系，但是其具体功能

尚不明确。YTH 家族另外一个定位于细胞质中的蛋

白 YTHDC2 相对分子质量很大，目前尚未被鉴定

为 m6A 的结合蛋白，对其功能还有待进一步的研究。

YTHDC1 定位在细胞核中的 YT-body，与定位

在细胞质中的 YTHDF2 功能不同。PAR-CLIP 测序

数据表明 YTHDC1 能结合 GGAC，与 m6A 修饰的

保守基序 GGACU 一致，并且其结合位点大部分位

于终止密码子附近，这也与 m6A 的富集位点一致 [58]。

YTHDC1 可以在核小斑处形成特定的结构，能与

mRNA 剪切因子相互作用调控 mRNA 剪切 [59,61]。

YTHDC1 与 SRSF3 结合，能够促进有 m6A 修饰的

外显子在剪切过程中被保留。若 m6A 修饰的外显子

被 SRSF10 结 合 或 没 有 m6A 修 饰 的 外 显 子 被

SRSF10 结合，则促进此外显子被切除。SRSF3 和

SRSF10 竞争性结合 YTHDC1[59]。

1.4　m6A的生物学功能

m6A 广泛存在于各种真核生物的 mRNA 以及

其他非编码 RNA 中，但是其确切的生物学功能目

前尚不明确，可能与 RNA 的转录、加工、转运、

翻译、降解，细胞发育分化以及细胞分裂等多个过

程相关 [41,62]。在哺乳动物中，m6A 动态变化可能通

过调节多种与 RNA 相关的细胞信号通路影响基因

表达和细胞命运。

1.4.1　m6A调控mRNA加工代谢及其生物学功能(图
1B)

在拟南芥中，MTA (METTL3 同源基因 ) 缺陷

导致胚芽发育和生长停滞 [34]。在果蝇中，敲除

IME4 (METTL3 同源基因 ) 会导致胚胎死亡 [32]。酵

母中 m6A 调控细胞减数分裂 [8]。m6A 还影响干细胞

定向分化及细胞重编程和生物钟节律 [19-20,63-64]。HeLa
细胞中 WTAP 和 METTL3 基因缺陷均会导致细胞

凋亡增加，而 WTAP 近期被发现是急性髓性白血病

发生的新致癌基因 [65]。ALKBH5 基因敲除小鼠表

现为精子发育异常 [27]，FTO 则是肥胖和 2 型糖尿

病相关基因 [26]。YTHDF2 结合的 mRNA 倾向于快

速降解 [9]，且其基因变异与髓性白血病和急性髓性

白血病发生相关 [66]。此外，在胚胎干细胞中，m6A
可以影响 mRNA 的代谢，维持细胞的自我更新，

作为转录组水平标志控制胚胎细胞的分化和细胞命

运 [67-68]。综上，mRNA m6A 修饰具有重要生物学功

能，并和疾病的发生发展紧密相关。	
mRNA m6A 修饰的甲基化和去甲基化过程主要

发生在细胞核。前体 pre-mRNA 的内含子区域也存

在 m6A，提示该甲基化修饰可能调控 mRNA 前体

选择性剪切加工形成成熟的 mRNA[41]。METTL3 基

因沉默引起的 m6A 水平下降会导致 mRNA 选择性

剪切发生变化，并显著富集于 p53 信号通路和细胞

凋亡通路中，这种调控作用在脑组织中更为明显 [16]；

METTL3 和拟南芥中同源基因 MTA 与剪接调控蛋

白 WTAP (AtFIP37) 相互作用，提示 m6A 可能与

mRNA 剪接相关 [69]。WTAP、METTL3、ALKBH5
基因敲低细胞中，mRNA 表达水平和选择性剪接模

式发生显著变化 [24,27]。FTO 基因敲低会影响甲基化

的修饰水平，进而通过影响剪切因子 SRSF2 结合

到 mRNA 上的水平，最终导致选择性剪接成不同

的转录本 [41,49]。而分布在内含子区域的 m6A 修饰可

能调控了 hnRNPC 剪接因子结合 mRNA 内含子序

列，从而影响 mRNA 的剪接 [70]。总之，mRNA 
m6A修饰的RRACH序列可能类似于顺式调控因子，

调控 mRNA 加工和代谢。

m6A 修饰在 mRNA 的 3′UTR 区域高度富集，

同时，这一区域也是 microRNA 的靶向结合区域，

因 此，m6A 修 饰 可 能 会 参 与 调 控 microRNA 与

mRNA 的结合过程。在 3′UTR 存在 m6A 修饰的转录

本中，约 67% 含有至少一个 microRNA 结合位点 [16]。

本实验室研究发现了 microRNA 调控 mRNA m6A 甲

基化位点生成的选择性机制，同时，发现了 m6A 调

控细胞重编程的重要功能。microRNA 通过序列配

对机制调控 mRNA m6A 的水平。人为改变 microRNA
的表达或者突变其靶标 mRNA 配对种子区的序列，

可以调控与 m6A 甲基转移酶亚基 METTL3 结合的

RNA ( 同时这些 RNA 也是 microRNA 靶标 )，进而

调节 m6A 的修饰水平。过表达 RNA m6A 甲基转移

酶催化亚基 METTL3 引起的 m6A 水平升高能显著

提高小鼠成纤维细胞重编程为多能性干细胞的效

率，反之则抑制重编程，并且使用抑制 m6A 形成的



生命科学 第28卷544

小分子抑制剂环亮氨酸处理得到了和敲低 METTL3
一致的效果，显著降低了小鼠成纤维细胞的重编程

效率 [19]。

1.4.2　m6A调控非编码RNA加工代谢(图2)
通过对已有的 m6A 数据进行整合分析，发现

在很多长非编码 RNA 上同样存在着 m6A 修饰，如

7SK、XIST、HOTAIR、HOTTIP、TUG1 等。从基因

类型上讲，m6A 修饰主要存在于 lincRNA 和 antisense
两种长链非编码 RNA。不同于 mRNA 的是，m6A
在内含子区域的分布数量高于外显子区域，但 m6A
修饰同样倾向于富含 GAC 的保守序列。通过对人

源 m6A 修饰的非编码基因的功能注释，发现这些基

因主要参与蛋白质或者核酸的结合，表明非编码

RNA 可能通过这种 m6A 修饰来引导蛋白质在细胞

内正确定位并结合 DNA 或者 RNA，进而影响转录或

翻译等过程。最近有研究表明，m6A 去甲基化酶 FTO
可能调控了非编码 microRNA 的 m6A 修饰 [71]。与

mRNA 类似，lncRNA 中的 m6A 修饰可能同样会影

响多外显子的非编码 RNA 选择性剪切，形成不同

的转录本，进而影响到其下游功能。

2　5-甲基胞嘧啶(m5C)

2.1　检测技术

除 m6A 外，m5C 是另一种在 RNA 中广泛存在

的甲基化修饰形式。目前，DNA 中的 m5C 修饰已

经成为表观遗传学的研究热点，而在 RNA 中的研

究则处于起步阶段，其修饰位点的分布特征以及生

物学功能等仍不清楚 [72]。近期，在 RNA m5C 的基

因组水平上的单位点检测及生物学功能方面才有初

步探索 [73]。

通常可以利用质谱技术检测 RNA 整体水平上

的 m5C 修饰程度。至今为止，已有 4 种方法应用于

m5C 的单位点鉴定，分别为 RNA 亚硫酸盐测序、

m5C-RIP、Aza-IP、miCLIP[10-12]。其中 RNA 亚硫酸

盐测序是目前最为理想的方法，该方法可以检测到

RNA 经亚硫酸盐处理后转换为尿嘧啶的非甲基化

胞嘧啶，而甲基化胞嘧啶经处理后不发生转换。与

亚硫酸盐测序方法不同，m5C-RIP、Aza-IP 和 miCLIP
方法并不依赖于化学碱基的转化，因此，可以避免

过激的化学伤害造成的 RNA 降解，并能在免疫沉

A：含有m6A修饰的非编码RNA基因类型注释。以GENCODE数据库为参考，m6A甲基化修饰的长非编码RNA主要是antisense 
RNA 以及lincRNA。B：m6A修饰普遍分布于非编码RNA的编码区(外显子exon)和非编码区(内含子intron)，且内含子中的分布

多于外显子。C：非编码RNA m6A修饰具有与mRNA一致的保守序列：GGACU。D：m6A修饰的非编码RNA的功能富集。主

要涉及：核酸结合、催化活性、蛋白质结合和离子结合。

图2　非编码RNA中m6A修饰的分布及功能富集
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淀的过程中富集 RNA 底物，使低丰度的 RNA 在普

通的深度测序中同样可以被检测到，但这些方法的

敏感性低于 RNA 亚硫酸盐测序方法，检测到的

m5C 修饰位点数量远远低于后者。早期研究受到检

测技术的限制，在mRNA中仅发现少数的m5C修饰，

而近期通过亚硫酸盐测序方法发现，在 HeLa 细胞

中 mRNA 和非编码 RNA 的 m5C 均存在着广泛的修

饰，并且得到了单位点的 m5C 谱 [10]。

2.2　分布特征

很多古细菌以及真核生物的 tRNA 中都已经被

证实存在 m5C 修饰 [74]，修饰位点主要集中在可变

臂和反密码环。有研究指出，这种修饰可以稳定

tRNA 的二级结构，影响氨酰化的形成及密码子的

识别 [75-80]。此外，m5C 修饰还存在于 rRNA 结合

tRNA 发挥翻译活性的区域 [81]。

2012 年，Squires 等 [10] 通过亚硫酸盐处理转录

组结合测序技术得到了 mRNA 上的 m5C 修饰位点，

并指出 mRNA 中的 m5C 修饰主要富集在非翻译区

(3′UTR 和 5′UTR) 以及 AGO 蛋白结合位点附近。

2.3　修饰酶(图3)
2.3.1　m5C甲基转移酶

和 m6A 一样，RNA m5C 修饰也可能是动态可

逆的，甲基转移酶以S-腺苷甲硫氨酸 (SAM)为供体，

将甲基转移到胞嘧啶 C 形成 5- 甲基胞嘧啶 m5C[82]。

RsmB 是第一个被发现的 m5C 甲基转移酶，主要催

化细菌 rRNA 上的甲基化形成 [83]。随后，30 多种

RNA 上的 m5C 甲基转移酶陆续被发现，这些甲基

转移酶主要可分为 NOP2/NOL1、YebU/Trm4、RsmB/ 
Yn1022c 和 PH1991/NSUN 四类 [82]，而且这些酶在

真核生物中有很高的保守性。近年来 NSUN 蛋白家

族被广泛深入研究。人的 NSUN 蛋白家族共有 9 个

蛋白 [10,84]，该家族的多个成员都具有潜在的 m5C 甲

基转移酶功能结构域，其中 NSUN2 的催化活性已

被证实 [85]。

NSun2 和 Dnmt2 被认为可能是哺乳动物的

RNA m5C 甲基转移酶 [10-11]，它们的催化位点有一定

的交集。其他的酶，如 NSUN1 和 NSUN3~7 被预测

可以催化一些保守的甲基化位点的甲基化过程 [86]。

NSUN1、NSUN2 和 NSUN5 已被证实能结合 RNA，

但这些酶的特异性结合底物并不是很清楚 [87]。

NSUN 蛋白家族的生物学功能至今还不是非常清

楚，但是它们都在小鼠的胚胎发育过程中有表达，

NSUN2~7 的转录本富集在发育的脑中并对神经发

育有重要调控作用 [86]。小鼠的 NSUN2 是染色质体

的重要组成成分，而且对于表皮干细胞的自我更新

和分化有密切的联系 [88]。NSUN2 能够催化 tRNA
的甲基化，而且在 mRNA 和非编码 RNA 中也有一

定作用 [10-12]。另外，已有研究表明，DNMT2 是

tRNA 的甲基转移酶 [89]。目前发现的多数的甲基转

移酶定位在细胞核内，表明这些酶本身以及其调控

的甲基化过程可能对 RNA 的加工有作用。NSUN2
最初在哺乳动物上皮中被发现作为原癌基因 c-Myc
的转录靶点，且 NSUN2 在多种癌组织中呈上调趋

势，人鳞状细胞癌中 NSUN2 基因敲低抑制了其生

长能力。NSUN2 还是能被 AuraroB 激酶调控的核

仁蛋白，在肿瘤细胞中通过稳定分裂期纺锤体而促

进细胞分裂。然而，这一功能似乎与其甲基转移酶

功能无关，且有待被体内实验验证。

此外，NSUN2 敲除小鼠呈现出与 DNMT2 敲

除斑马鱼类似的表型，NSUN2 敲除小鼠体型偏小，

且在包括皮肤和睾丸等的特异性组织的后期发育受

到延迟或阻碍，因此，NSUN2 可以维持鼠表皮细

胞的正常分化
[88]。在人中，NSUN2 的几个遗传突

变已被鉴定，且初步导致常染色体隐性的智障以及

Dubowitz 样综合征，其共同特征为生长和心智阻滞，

面部异常以及皮肤畸形 [90]。RNA 甲基化缺失是否

是这些复杂疾病的诱因以及如何致病尚不清楚。然

而，与人的综合征相似的是，果蝇中 NSUN2 同源

基因敲除导致严重的短期记忆异常，而 DNMT2 和

NSUN2 双敲除使得所有的 tRNA 甲基化丢失，特

异性影响脑、肝脏和脂肪组织的发育 [91]。

NSUN1 (NOP2) 是核仁蛋白，能够结合 60~80S
的核糖体前体颗粒，目前已知其主要功能在于调控

细胞分裂 [92]。NSUN1 能否甲基化核糖体 RNA 还有

待被证实。此外，NSUN1 基因定位于具有智能缺

陷和小头畸形等特征的 Cri-du-chat 综合征患者中缺

RNA受到甲基转移酶，如NSUN家族蛋白催化C形成甲基化

的m5C修饰，而去甲基化酶，如可能性较大的TET家族蛋白

催化其去甲基化。

图3　m5C修饰的动态可逆过程
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失的基因组区域。

NSUN4 主要作用于线粒体中由线粒体 DNA 编

码的 12S rRNA 的 C911 位点。与 NSUN2 基因敲除

不同的是，生殖细胞中 NSUN4 基因敲除可致死，

8.5 d 的胚胎表现出严重的生长迟钝并缺乏明显的可

辨别解剖学结构 [93]。心脏中的 NSUN4 条件性敲除

可诱发心肌病和因线粒体核糖体组装受损和线粒体

翻译受抑制后导致的呼吸链缺陷。

虽然酵母的 NSUN5 同源基因 Rcm1 已被报道

能特异性修饰 25S rRNA[94]，然而，截至目前

NSUN5 的生物学功能和 RNA 底物尚未可知。在人

中，NSUN5 基因定位于在 Williams-Beuren 综合征

患者中缺失的基因组区域，这是一种罕见的神经发

育紊乱的疾病，缺乏 NSUN5 可能与该疾病的生长

迟缓、肌肉病变，或早老等表型相关。NSUN7 基

因突变可导致精子的运动能力受损，可能与人和小

鼠的不育症相关 [95]。

NSUN3和NSUN6蛋白的生物学功能尚属未知。

总之，目前对于 RNA m5C 甲基转移酶的生物

学功能的证据非常有限，然而一些共性却已凸显。

首先，NSUN 蛋白多与人类综合性疾病相关，包括

生长迟缓和神经发育缺陷等。rRNA 和 tRNA 的

m5C 修饰能直接调控总的蛋白质翻译，或许能够解

释这一关联。而许多缺乏 RNA 甲基转移酶的器官

之所以呈现变小的表型，可能是因为蛋白质合成途

径可关联到细胞的大小。另外，一个共性在于 RNA
甲基转移酶缺陷对脑和睾丸的影响较为普遍，而

这两者也是对蛋白质翻译速率变化反应最为敏感的

器官。

2.3.2　m5C去甲基化酶

Tet 家族蛋白依赖 2 价铁离子和 2- 酮戊二酸催

化 DNA m5C 去甲基化过程，但在 RNA 中还未发现

能够去除 m5C 甲基化的酶，此前有报道称 RNA 
m5C 的去甲基化过程也可能是由 Tet 催化完成，但

仍需要实验进一步验证 [96]。

2.4　m5C的生物学功能

2.4.1　m5C在mRNA中的功能

相较于 m6A，m5C 在 mRNA 中的功能研究还

并不深入。基于现有的一些研究基础，我们推测，

m5C 的修饰可能会调控 mRNA 的选择性剪切，m5C
修饰水平可能会影响外显子的保留水平以及转录本

的组装形式。除此之外，m5C 在 RNA 翻译起始位

点的富集提示其可能与蛋白质翻译有较为密切的关

系 [97]。而且，m5C 可能和 mRNA 的稳定性有关：

含有 m5C 修饰的 mRNA 其稳定性较强，而 3′UTR 
m5C 水平的降低可以导致 mRNA 的稳定性降低 [97]。

鉴于 mRNA 中 m5C 的修饰位点富集在 AGO 蛋白的

结合位点附近，m5C 修饰可能会影响 microRNA 参

与 的 RNA 降 解 途 径， 但 miCLIP 方 法 表 明 在

NSUN2 缺失的情况下，其靶标 mRNA 的表达并不

会有明显降低，因此，目前并没有足够的证据证明

m5C 是否可以调控 mRNA 的稳定性 [98]。NSUN2 基

因的突变会引起常染色体隐性综合征，表现为智力

障碍、皮肤问题和生长迟缓 [90,99-101]。总之，m5C 修

饰在 RNA 中广泛存在，而且其功能可能涉及到细胞

内信号转导、组织发育分化和癌症等许多方面 [102-103]。

2.4.2　m5C在非编码RNA中的功能

多项研究表明，m5C 在 tRNA 和 rRNA 中有重

要的作用 [104-106]。在 tRNA 中，m5C 主要存在于可

变区和反密码子环，从而使 tRNA 的二级结构更加

稳定，增强密码子识别的能力 [75]。在 DNMT2 和

NSUN2 双敲除小鼠中，tRNA 中的 m5C 修饰消失，

tRNA 的功能减弱从而抑制蛋白质的合成 [107]。在其

他物种，如酵母、果蝇、斑马鱼中，tRNA m5C 和

蛋白质的翻译和组织分化有关 [108-110]，而发生在

rRNA 中的 m5C 修饰被认为和翻译过程有关 [81]。

在长非编码 RNA (lincRNA)，如 HOTAIR 和 
XIST 中，m5C 修饰存在于 lincRNA 和染色质相互

结合作用的功能区，这些转录后的修饰增加了长非

编码 RNA 结构的多样性。有研究表明，Nsun2 催

化的 m5C 的修饰会发生在穹窿体 RNA 上 (Vault 
RNA)，这是一种存在于穹窿体核糖核蛋白复合物

中的非编码 RNA。这种修饰能够调控自身加工成

特异的小 RNA[12]。

3　展望

尽管 RNA 修饰早已被发现，但其具体功能还

知之甚少。这些修饰对个体生命活动的影响将会是

以后 RNA 领域研究的重点与热点。

目前，在 m6A 修饰领域中，研究者已发现其

甲基转移酶、去甲基化酶及结合蛋白等较为完整的

酶学系统。microRNA 等微调控的机制也已越来越

清楚，但由于目前实验和测序技术限制，mRNA 
m6A 单位点鉴定仍是很大的挑战。与之相比，

mRNA m5C 利用亚硫酸盐测序能够较精确地定位

m5C 单位点，但相关的酶系统基本还是空白，需要

尽快完善补充。与 m6A 类似，m5C 在 3′UTR 也有

明显的富集，且与 AGO 蛋白引导的 microRNA 靶
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标 mRNA 3′UTR 序列有重合，预示 microRNA 对

m5C 可能也有微调作用。m6A 和 m5C 在 pre-mRNA
内含子区也有富集，对 mRNA 的选择性剪接可能

发挥着一定的作用，需要进一步深入研究。

m6A 的 RNA 甲基转移酶可能是一个包含多个

亚基的酶复合体，目前只发现约 180 kDa 的 METTL3/ 
METTL14/WTAP 三聚体，因此，通过免疫共沉淀

和同源搜索等方法找到并确定更多的 m6A 甲基转移

酶和去甲基化酶，可以更清晰地阐述 m6A 甲基化形

成的选择性机制。另外，还需要找到更多的 m6A 结

合蛋白，这些蛋白可以通过结合甲基化位点，从而

招募其他的重要分子，如剪切因子等结合到 RNA
上进而发挥相应的功能。但是到目前为止，已经确

定能够结合 m6A 并行使功能的 m6A 结合蛋白只有

YTHDF2、YTHDF1 和 YTHDC1。因此，该领域的

研究是扩展 m6A 修饰功能的重要突破口。除了

m6A，对于其他的修饰形式，如 m5C，其相应的甲

基转移酶和去甲基化酶的发现对研究其机制和功能

均起着重要的推进作用。

m6A 可能会影响细胞内的多项生命活动，如

mRNA 转录、选择性剪切、出核转运、翻译、降解

等过程，但目前已被证实的只有 YTHDF2 介导的

mRNA 降解、YTHDF1 介导的 mRNA 翻译以及

YTHDC1 介导的选择性剪切，其他的生物学功能亟

待去揭示。而对于 m5C 修饰的功能，目前也知之甚

少。因此，深入了解 m6A 和 m5C 修饰的功能是表

观转录组研究的一项重要任务。

除 mRNA 外，m6A 和 m5C 在非编码 RNA 中

也存在，非编码 RNA 在加工成熟过程中也经历了

选择性剪接、形成高级结构等复杂的过程。这些甲

基化修饰在非编码 RNA 中很可能会同影响 mRNA
一样影响非编码 RNA 的选择性剪接。

除上述 m6A 和 m5C 外，RNA 还存在其他约

150 余种化学修饰，这些修饰必定对 RNA 的功能

起到了不容忽视的作用。随着技术手段的不断提高，

期待这些修饰在不久的将来能得到透彻地研究，进

而对生命活动现象的理解和疾病的诊治提供理论

基础。
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