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RNA修饰分布特征概述
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摘　要：RNA 修饰研究是表观遗传研究领域的新热点之一，近年来多种 RNA 修饰陆续被研究者发现，如 6-
甲基腺嘌呤 (m6A)、5- 甲基胞嘧啶 (m5C)、假尿嘧啶 (ψ) 等，通过高通量测序结合生物信息学分析揭示了这

些 RNA 修饰的分布特征。不同的 RNA 修饰在转录本上具有其特异的分布特征，并与所发挥的 RNA 加工

和代谢功能密切相关。随着 RNA 修饰检测和测序技术的发展以及单细胞、单碱基分辨率等新兴技术的兴起，

RNA 修饰的分布特征及规律将会得到更精确、更深入的解析。该文主要介绍目前研究比较深入的几种

RNA 修饰在转录本上的分布特征，并对目前该方向面临的主要机遇与挑战进行讨论。
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 Distribution features of RNA modifications
HAN Xiao, SUN Bao-Fa*

(Key Laboratory of Genomic and Precision Medicine, Beijing Institute of Genomics, 
Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China)

Abstract: RNA modifications have become as one of the hotspots in epigenetics. N6-methyladenosine (m6A), 
5-methylcytosine (m5C), pseudouridylation (ψ) and many other types of modifications have been identified in recent 
years. They displayed distinct distribution features and these features are closely associated with their RNA post-
transcriptional processing. Development of traditional detecting techniques, single-cell, single base resolution 
sequencing and other novel emerging technologies opens the possibility of more precise and deeper analysis for 
RNA modifications. Here, we mainly introduce the distribution features of RNA modifications and discuss its future 
challenges and perspectives.
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1　概述

目前已知的几种 RNA 修饰均具有特异性的分

布特征，其在转录本的 5' 非编码区 (untranslated 
region, UTR) 到 3' 非编码区的不同区域具有各自的

偏好性，并与其行使的生物学功能密切相关 ( 图 1)。
为了研究 RNA 链上各种化学修饰的位置及分布特

征，各种新兴的测序技术应运而生 ( 如 m6A-LAIC-
seq、miCLIP、CeU-seq 等 )。这些高通量检测技术

的发展使得 6- 甲基腺嘌呤 (N6-methyladenosine, m6A)、
5- 甲基胞嘧啶 (5-methylcytosine, m5C)、假尿嘧啶

(pseudouridylation, ψ)、1-甲基腺嘌呤(N1-methyladenosine, 
m1A) 等几种 RNA 修饰的分布特征及规律得到了深

入的解析。

2　典型RNA修饰的分布特征

2.1　m6A
m6A 是 mRNA 中除了 5'm7G 帽子结构外，含

量最高的甲基化修饰。2012 年，通过 m6A 抗体富

集结合高通量测序的 MeRIP-seq (methylated RNA 
immunoprecipitation sequening) 技术，人类和小鼠整

个转录组中的 m6A 修饰图谱首次被揭示，这是 m6A
修饰研究的一个重要里程碑 [1-2]。m6A 修饰在

mRNA 上的分布具有序列特异性，倾向于发生在保

守基序 (motif) RRACH (R = G、A; H = A、C 或 U)
中 ( 图 2A)。其在 mRNA 上的分布具有一定偏好性，

主要分布在编码区 (coding sequence, CDS) 和 3' 非
编码区 (3'UTR)，特别是在终止密码子附近显著富

集 ( 图 2B-C)[1-3]。m6A 在剪接位点附近的外显子

区域也存在高度富集，并与剪切因子 SRSF1 和

SRSF2 的 RNA 结合位点具有显著的空间重叠，进

一步的实验研究揭示了 m6A 修饰的外显子在剪接过

程中倾向于被保留 [4] ；2016 年，Xiao 等 [5] 研究阐

明了 m6A 修饰的外显子在剪接过程中被保留的分子

机理：m6A 结合蛋白 YTHDC1 通过促进 SRSF3 并

图1  真核生物mRNA中常见化学修饰分布

A：m6A保守基序；B： m6A修饰峰在转录本的各个位置分布百分比；C：m6A 修饰峰在转录本各区域的分布

图2  mRNA m6A分布特征模式图
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抑制 SRSF10 与 m6A 修饰的外显子结合从而促进其

保留。m6A 在转录本的最后一个外显子中也呈现富

集趋势，这可能与其调控 mRNA 的选择性多聚腺

苷酸化 (alternative polyadenylation, APA) 有关 [6]。对

于 m6A 修饰水平和基因表达之间的关系，研究表明

两者并非简单的正负相关的线性关系。中度表达的

mRNA 更倾向于被 m6A 修饰，而高表达和低表达

的 mRNA 中包含 m6A 修饰峰的比例则较少 [1]。

除了人类和小鼠，拟南芥和水稻等植物的 m6A
分布特征及规律近年也得到了揭示 [7-8]。在拟南芥

中，m6A 富集在起始密码子、终止密码子附近和

3'UTR 区域，并含有保守基序 RRACH。对于不同

生境选取的两种拟南芥，甲基化图谱显示这两种拟

南芥的甲基化位点高度一致 [7]。在水稻中，通过

m6A-seq 技术对水稻愈伤组织与叶片组织全转录组

m6A 的深度测序，阐明了水稻 m6A 修饰谱的基本

特征。平均每个 mRNA 含有 2~3 个 m6A 修饰峰，并

主要分布在起始密码子、序列编码区和3'UTR区域 [8]。

在酵母中，研究者通过对减数分裂期的酵母进

行研究，在 1 183 个转录产物中鉴定到 1 308 个

m6A 修饰峰。这些 m6A 修饰峰倾向于分布在转录

本的 3' 端，并含有保守基序 RGAC ；同时在两种酿

酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae 和 S. mikatae) 中是

保守存在的。含有 m6A 修饰的转录本功能与减数分

裂密切相关。此外，含有 m6A 修饰的基因还参与了

其他一系列广泛的生物学功能，如信号、维持、代

谢等 [9]。

除了mRNA之外，在多种非编码RNA (noncoding 
RNA, ncRNA)，如 tRNA、rRNA、snRNA、snoRNA
及 lncRNA 上也存在着 m6A 的修饰。m6A 对这些非

编码 RNA 结构以及功能的发挥有着非常重要的意

义。m6A 在初级 miRNA (pri-miRNA) 中显著富集，

并可以通过结合蛋白 HNRNPA2B1 的结合，进而招

募 DGCR8 促进 miRNA 的加工成熟 [10-11]。同时，

研究发现，在 XIST、MALAT1 等长链非编码 RNA
上也存在 m6A 修饰，并确定 MALAT1 上的 m6A 修

饰可以影响其茎环结构的形成 [12]，而 XIST 上的

m6A 可通过招募结合蛋白 YTHDC-1 促进 X 染色体

基因的转录抑制 [13]。

2.2　m6Am

N6,2'-O- 二甲基腺嘌呤 (m6Am) 存在于 mRNA
帽子结构相邻碱基上，其含量远低于 mRNA 上的

m6A。2015 年，通过单碱基精度的 miCLIP-seq (m6A 
individual-nucleotide-resolution cross-linking and 

immunoprecipitation sequencing) 测序技术，发现其

在转录起始位点下游存在富集 [14]。5'UTR 上的 797
个 m6Am 修饰位点，其保守基序主要存在两大类，

一类与 m6A 经典基序 RRACH 一致，另一类则表现

为 BCA (B ：非腺嘌呤 )，这两类修饰位点的数目比

例约为 1 : 3。经过鉴定发现，BCA 特征的修饰位

点为 m6Am，继而绘制了 mRNA 上 m6Am 修饰的分

布图谱。2016 年，研究人员发现，除 m6A 外，m6Am

修饰也可被 FTO 去甲基化。FTO 通过动态调控转

录起始位点处的 m6Am 甲基化状态，抑制 DCP2 介

导的脱帽过程，使得含有 m6Am 修饰的 mRNA 具有

更长的半衰期，表明 m6Am 调控 mRNA 的稳定性 [15]。

2.3　m5C
由于 m5C 修饰的水平和丰度较低，早期在

RNA 分子中检测到的 m5C 位点非常有限，研究主

要集中在 tRNA 和 rRNA 上。在很多古细菌以及真

核生物的 tRNA中都已经证实了m5C修饰的存在 [16]。

这些 m5C 位点主要富集在可变臂和反密码环，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 [17-20]。在 rRNA 中，m5C 修饰主要存在于

rRNA 结合 tRNA 发挥翻译活性的区域，与核糖体

的合成和蛋白质翻译过程有关 [21]。近年来，随着测

序技术的发展，全转录组水平上的 m5C 位点，尤其

对于 mRNA 中的 m5C 鉴定得到了突破。

2012 年，通过亚硫酸盐处理结合高通量测序

技术，研究者在 HeLa 细胞中检测到 10 581 个 m5C
位点。其中，8 495 个 m5C 位点存在于 mRNA 上，

225 个位点存在于 tRNA 上，1 780 个位点分布在其

他类型的非编码 RNA 中 [22]。不同于 m6A，m5C 位

点的分布并未检测到保守基序，但其侧翼碱基序列

存在着一定的 CG 偏好。此外，这些 m5C 位点在

miRNA 复合物组分 AGO 蛋白结合位点附近有显著

富集，暗示了 m5C 可能与 miRNA 调控的 mRNA 稳

定性有关。2013年，研究者通过Aza-IP (5-azacytidine- 
mediated RNA immunoprecipitation) 和 miCLIP 技术

在人类 HeLa 细胞和 HEK293 分别检测到 617 和

1 084 个 NSUN2 特异修饰的 m5C 位点 [23-24]。

2017 年，通过改进的基于 ACT 三碱基随机引

物的 RNA m5C 单碱基分辨率高通量测序技术并与

生物信息分析相结合，mRNA m5C 的分布规律得到

了系统全面的揭示。在 HeLa 细胞系中，mRNA 中

的 m5C 修饰水平中值为 20.5% ( 图 3A)，并在 mRNA
的翻译起始位点下游存在显著富集 ( 图 3B)，其主

要分布于 CG 富集区域 ( 图 3C-D)。通过分析对比
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人和小鼠不同组织，研究发现，m5C 在 mRNA 上

的分布特征在哺乳动物中十分保守，而在不同组织

中修饰的基因具有特异性。在小鼠睾丸发育过程中，

动态的 m5C 修饰基因显著富集于精子发育相关基

因，提示 m5C 修饰参与生殖发育调控。进一步的实

验研究发现了 mRNA m5C 的主要甲基转移酶 NSUN2
及第一个结合蛋白 ALYREF，并揭示了 m5C 调控

mRNA 出核的重要功能 [25]。2017 年，小鼠 ES 细胞

以及脑组织中 m5C 的相关研究也发现了 m5C 在翻

译起始位点显著富集的特征 [26]。在另一项研究中，

小鼠 ES 细胞 tRNA 的 m5C 甲基化图谱也得到了绘

制，并在 28S rRNA 上发现了 2 个进化保守的新标

记 [27]。

在拟南芥中，通过亚硫酸盐测序，分别在角果、

嫩枝和根三个组织中检测到了 128、201、859 个
m5C 位点，但不同于动物，拟南芥中 m5C 位点分布

并没有呈现在翻译起始位点富集的特征 [28]。另一项

基于 m5C-RIP-seq 的研究发现，拟南芥中 m5C 修饰

在各种 RNA 中均存在且在 mRNA 上占较高比例；

在 mRNA 中，m5C 主要存在于 CDS (92%)，并主要

富集在两类基序 HACCR (50%) 和 CTYCTYC 中 [29]。

m5C 在拟南芥的各组织中普遍存在，角果中占比例

更高 ；同时，随着拟南芥发育的进行，m5C 修饰比

例逐渐增加 [29]。

在古生菌中，利用 m5C 抗体免疫沉淀结合重

亚硫酸盐处理测序共鉴定到 mRNA 上的 14 个 m5C
修饰位点。其保守序列为 AU (m5C) GANGU，和

古生菌的 rRNA 上的保守序列一致，说明在古生菌

中 mRNA 和 rRNA 上的 m5C 修饰可能通过同一种

甲基转移酶催化形成 [16]。

除了 tRNA、rRNA 和 mRNA 外，m5C 位点也

分布在 lncRNA 中，如穹窿体 RNA (Vault RNA)[24]、

scaRNA2[23]、HOTAIR 和 XIST[30] 等。在穹窿体 RNA
上的 NSUN2 催化的 m5C 修饰会调控它加工成特异

的类似于 miRNA 的小 RNA。在 HOTAIR 和 XIST
中的 m5C 修饰主要存在于它们行使功能的区域，这

些修饰可以影响到其功能的发挥，如 XIST 的 m5C
位点会抑制 PRC2 的结合。

2.4　 m1A
早期，m1A 的研究主要集中在 tRNA 和 rRNA

上，研究表明，它影响 tRNA 和 rRNA 的结构和功

能 [31-32]。随着检测技术的发展，2016 年，mRNA
上的 m1A 谱首次得到了揭示。在 HeLa 细胞中共

检测到 7 154 个 m1A 修饰峰，这些修饰峰存在于

A：m5C修饰水平分布百分比；B：m5C 位点在转录本各区域的分布；C：m5C 位点在转录本各个位置的分布百分比；D：

m5C位点上下游10 nt碱基组成

图3  mRNA m5C分布特征模式图
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4 151 个编码基因和 63 个非编码基因上。平均每个

修饰的转录本含有 1.4 个 m1A 峰，且多数基因 (70%)
只含有一个 m1A 修饰峰 [33]。研究者进一步揭示了

m1A 主要分布于序列编码区第一个外显子上。不同

于 m6A，m1A 修饰序列并没有明显的保守基序，修

饰位点周围富集 GC 碱基，最小自由能较低。含有

m1A 修饰的 mRNA 在 5'UTR 区域更倾向于形成二

级结构，且翻译效率更高。这些修饰特征在小鼠和

人类中高度保守。此外，小鼠不同组织的 m1A 含量

存在差异，肾和脑的含量相对较高。m1A 可以对生

理条件做出动态响应，并能促进甲基化的 mRNA
翻译。2016 年，另一项研究证实，m1A 普遍存在于

人类 mRNA，m1A/A 比例约为 0.02%。基于 m1A 免

疫沉淀法及 m1A 具有阻止逆转录的能力，研究者开

发了一种 m1A-ID-seq 技术来进行全转录组 m1A 分

析 [34]。m1A-ID-seq 技术成功实现了人细胞系全转录

组水平的高分辨率 m1A 检测，鉴定出 901 个含有

m1A 修饰的转录本，并发现 m1A 富集于 mRNA 转

录本的 5'UTR 区。

2017 年，基于 m1A 反转录过程中会产生错配

的特性，研究者开发了单碱基分辨率的 m1A-MAP
技术。基于该技术，在人 293T 细胞系中鉴定到了

740 个 m1A 位点，其中的 473 个位点位于 mRNA
和 lncRNA 中，且多数修饰位点富集在 5'UTR。位

于 5'UTR 区第一及第二位上的 m1A 对翻译起促进

作用；但编码区的 m1A 却起相反的抑制作用。甲基

化酶复合物 TRMT6/61A 可以介导修饰一小部分基

序为“GUUCRA”的 m1A 位点。此外，研究发现，

线粒体编码的转录本上也含有大量 m1A 修饰。这项

研究首次高精度地绘制了人胚胎肾细胞核及线粒体

转录本上不同类型的 m1A 修饰分布图谱，为进一步

探究 m1A 功能提供了有力工具 [35]。另一项研究通

过改进的 m1A-seq 技术绘制了细胞核及线粒体转录

本的单碱基分辨率图谱。研究发现，胞内 mRNA
上的 m1A 修饰水平较低，并且鉴定到线粒体 ND5
转录本上的一个 m1A 位点可以被 TRMT10C 催化，

这个位点具有高度的组织特异性。进一步研究证明，

m1A 可能通过核糖体扫描及翻译机制抑制翻译的

进行 [36]。

2.5　ψ
假尿嘧啶化是指尿嘧啶 (U) 的化学结构发生改

变形成假尿嘧啶 (ψ)，它是最丰富的 RNA 修饰之一，

并且在物种间高度保守。假尿嘧啶化普遍存在于

tRNA、rRNA 和 snRNA 中，对于剪接体 snRNA 和

rRNA 的生物合成和正常功能非常重要。但由于缺

乏有效的方法，长久以来，ψ 在 mRNA 中的存在情

况以及潜在功能并未得到深入开展。

近年来，通过新测序技术的开发，研究者绘制

了 ψ 的全转录组图谱 [37-38]。研究表明，ψ 普遍存在

于 mRNAs 和各种 ncRNAs 中，同时受到环境信号

的动态调控。2014 年，基于 Pseudo-seq 全基因组、

单碱基分辨率方法，研究者对酿酒酵母和人中

mRNA 和 ncRNA 分子的 ψ 位点进行了鉴定。在酵

母的 238 个蛋白质编码转录物中共鉴定到大约 260
个 ψ 位点，在人的 89 个 mRNAs 中鉴定出了 96 个

ψ 位点。进一步发现，mRNA 和 ncRNA 中有一组

ψ 位点显示差异性修饰，揭示了一种响应环境信号

的假尿嘧啶化反应 [37]。另一项研究开发了高通量测

序技术 ψ-seq，绘制了广泛的、高分辨率 ψ 位点图谱。

研究报道了酵母 mRNA 和 ncRNA 中的 328 个独特

的 ψ 位点。通过遗传干扰实验证实，其中 108 个位

点与结合蛋白 PUS 和 ( 或 ) snoRNA 有关联。进一

步研究证实，在酵母中，热休克情况下 mRNA 和

ncRNA 中的 ψ 显著减少，表明了在热休克刺激下与

假尿嘧啶合酶 Pus7p 再定位相关的一种机制。通过

对先天性角化不良患者样本进行 ψ-seq，发现患者

细胞中的 rRNAs 和端粒酶 RNA 组分 (TERC) 上一

个高度保守位点 ψ 水平显著下降；TERC 中的 ψ 位

点有可能对于 TERC 的稳定极为重要 [38]。2015 年，

研究者开发了N3-CMC富集假尿嘧啶测序 (CeU-Seq)
技术，鉴别出了 1 929 个人类转录本中的 2 084 个

ψ 位点；同时，研究发现在小鼠转录组中存在着保

守的、组织特异性的 mRNA 假尿嘧啶化。进一步

研究鉴定了一种已知的 ψ 合酶 hPUS1 参与调控

mRNA 上的假尿嘧啶合成，并发现了在压力之下存

在诱导的、压力特异性的 mRNA 假尿嘧啶化 [39]。

2.6　其他类型的修饰

mRNA 上还存在许多其他修饰，它们的分布也

具有不同的特征。

m7G 加帽过程是真核生物 mRNA 成熟过程中

非常重要的一个环节，最常见的修饰形式是 m7G (5')
ppp (5') N，它对于 mRNA 翻译起始和维持 mRNA
稳定性起着重要作用 [40]。在病毒 RNA 中也存在着

类似的修饰，不过在原核生物 mRNA 中不存在这

种甲基化修饰。

mRNA 上也存在另一种胞嘧啶上的修饰 ——5-
羟甲基胞嘧啶 (hm5C)。研究发现，在果蝇中，

1 597 个 mRNA 上包含 hm5C 修饰。这些 hm5C 修
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饰主要分布在 mRNA 的外显子中，并包含 CU 富集

的保守基序 [41]。进一步研究发现，hm5C 能够促进

mRNA 的翻译效率，含有 hm5C 修饰的 RNA 的翻

译水平明显高于不含有 hm5C 修饰的 RNA。TET 敲

除后，RNA 中 hm5C 修饰水平降低，造成了果蝇脑

部发育异常 [41]。

除了上述甲基化修饰形式，最近在 mRNA 上

又发现一种新型的甲基化修饰，即 3- 甲基胞嘧啶

(m3C)。研究人员发现了哺乳动物中 2 个 tRNA m3C
甲基转移酶 METTL2 和 METTL6，以及 1 个 mRNA 
m3C 甲基转移酶 METTL8。基因敲除小鼠模型研究

发现，METTL 家族蛋白缺失虽然未引起明显的发

育缺陷，但对于细胞生长速率和整体翻译水平都有

影响。当然，m3C 及其修饰酶的功能还有待进一步

深入研究 [42]。

3　展望

虽然目前我们已经发现了超过 100 种不同的

RNA 化学修饰，但绝大多数并未研究透彻，其在

转录组层面的鉴定亟需解决。对于 RNA 化学修饰

蓝图的绘制还面临着诸多的挑战。单碱基、高分辨

率的高通量测序技术仍有待完善；RNA 修饰时空

动态性和组织特异性有待进一步深入研究。另外，

对于其他低修饰水平和丰度 RNA 修饰，如 m3C，
目前鉴定技术以及研究成果还比较局限，需要进一

步的研究探索 [42]。此外，临床肿瘤样本中 RNA 修

饰的分布目前鲜有报道，主要是由于难以在疾病样

本中提取足量 RNA 并进行精确检测。因此，为了

实现 RNA 修饰在疾病发生发展中的调控机制相关

研究广泛开展，新的痕量、微量 RNA 修饰测序检

测技术亟待开发。RNA 修饰与疾病的关联研究将

是今后研究的一大重点，通过分析 RNA 修饰的动

态变化，研究它们与疾病发生发展的关系，将为疾

病的诊断和治疗开辟新方向。

随着测序与分析技术的不断发展，对于各类

RNA 修饰的检测准确度和灵敏性会不断增加，

m6A-LAIC-seq、miCLIP、CeU-seq、m1A-ID-seq
等新兴技术的不断涌现，也为更深入、精确解析

RNA 修饰分布特征提供了更便捷的渠道。对各种

RNA 修饰特征的研究探索，将为其调控功能的研

究开展提供有利线索。
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