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染色质R环的生理功能研究进展
耿慧超，陈　亮*

(武汉大学生命科学学院，武汉 430072)

摘　要：R 环作为一种染色质高级结构，在基因组中广泛存在，受细胞精密调控，并与基因转录、DNA 复制、

表观遗传修饰等基因组活动高度偶联。R 环功能具有两面性：一方面 R 环作为路障，在未及时清除时干预

转录与复制，改变局部表观遗传修饰环境，最终影响基因表达和基因组稳定性，并与多种重大疾病的发生

相关；另一方面，R 环在多种模式生物体内随发育高度动态变化，参与干细胞干性维持和分化调控，以及

B 细胞免疫球蛋白类型转换的 DNA 重组等过程，显示 R 环具有重要生理作用，也是相关领域当下热点研

究方向之一。该文将聚焦近年对 R 环生理功能的研究进展，重点讨论 R 环在生理条件下的调控机制和功能

以及未来潜在的研究方向。
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Physiological functions of R-loops on chromatin
GENG Hui-Chao, CHEN Liang*

(College of Life Sciences, Wuhan University, Wuhan 430072, China)

Abstract: R-loops are widely distributed in the genome, being precisely regulated and associated with gene 
transcription, DNA replication and epigenetic modification, which may lead to both pathological and physiological 
outcomes. On one hand, R-loops are in general considered as road blocks to interfere with transcriptions and 
replications, change the local epigenetic configurations and eventually disrupt gene expressions and genomic 
stabilities, implicating in a variety of major diseases. On the other hand, recent studies show that the levels of 
R-loops undergo dynamic change during the development of many model organisms. R-loops have been shown to 
participate in stem cell maintenance and differentiation, as well as DNA recombination during B-cell 
immunoglobulin (Ig) class switch recombination (CSR), suggesting the important physiological impact of R-loops, 
which becomes one of the most popular research topics in the field. This review focuses on recent research progress 
of R-loops under physiological conditions, including the regulatory mechanism and function of R-loop and future 
research directions.
Key words: R-loop; epigenetics; functions of the genome

1　R环调控与功能概述

1.1　R环的产生与特征

R 环 (R-loop) 是由 RNA 与模板 DNA 单链配对

形成的杂合链与游离的非模板 DNA 链共同组成的

三链结构，于 1976 年通过电子显微镜在体外环境

下首次被报道 [1]。1994 年，Drolet 等 [2] 在大肠杆菌

突变体中首次证实活体生命中存在 R 环。尽管 R
环与三链体结构 (RNA:DNA triplex) 都是 RNA:DNA

杂合体，但存在本质区别。R 环是 RNA 与双链 DNA 
(dsDNA) 通过 Watson-Crick 氢键配对而非 Hoogsteen
碱基形成，其稳定性远高于三链体结构或 DNA 双

链 [3]。从细菌 ( 如大肠杆菌 )、真菌 ( 如酵母菌 )、
高等植物 ( 如拟南芥 ) 到人类细胞，R 环广泛分布
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于核基因组和其他含有基因组序列的亚结构中，例

如线粒体和植物叶绿体 [4-7]。R 环在基因组内以顺

式 (cis) 和反式 (trans) 的形式存在，顺式 R 环的

RNA 片段主要来自原位转录新生的 RNA。反式 R
环的 RNA 片段可能由远端 RNA 互补配对形成，多

发生在转录调控中，例如在拟南芥的反义 lncRNA 
(antisense lncRNA) 调控 FLC 基因的通路中，反义

R 环促进了该调控作用 [8]。

R 环产生机制的主流模型为 thread-back ：转录

中 RNA 聚合酶 (RNAP) 的上游 DNA 处于负超螺旋

和潜在开链状态，促使新生 RNA 和 DNA 单链互补

配对形成 R 环 [9]。哺乳动物细胞中，由 RNAP Ⅰ、

Ⅱ与Ⅲ转录的 RNA 均可形成 R 环，显示 RNA 可

来源于几乎所有类型的 RNA[10-12]。R 环在物种间具

有一定保守性，形成序列通常呈现高 GC%、GC-
skew ( 如人类 )、AT-skew ( 如植物和酵母 )、与 G4
联体 (G-quardruplex) 偶联等特征 [13]。此外，启动子

下游的 DNA 缺口 (DNA nick) 也能促进 DNA 和

RNA 相互缠绕，从而形成 R 环 [14]。基于基因组 G 
cluster[15] 设计的计算软件预测，人类基因组 59% 的

基因有形成 R 环的潜力 [16]。

1.2　R环调控相关蛋白

目前已知调控 R 环的蛋白主要有以下几类：一

是通过阻止 RNA 与 DNA 杂交，减少 R 环过度积

累的蛋白，包括有效转录延伸、终止、多聚腺苷酸化、

RNA 剪接、包装和输出所需蛋白；二是调控 DNA 
拓扑结构，进而影响 RNA 与 DNA 杂交的蛋白，包

括多个拓扑异构酶；三是参与维持基因组完整性的

蛋白，在 DNA 修复和 R 环形成之间存在动态相互

作用；四是特异性降解 R 环中 RNA 的 RNase H 家
族成员，以及可以解开 RNA/DNA 杂合链的解旋酶

家族蛋白 [17]。R-loopBase 编目了迄今为止调节 R 
环的最完整可靠的蛋白质综合列表，并通过 PPI 网
络分析和 GO 富集分析揭示了 R 环调节蛋白的功

能关联 [18]。

1.3　R环的生理和病理功能

人和酵母中的多项研究表明，R 环具有两面性。

一方面 R 环的形成会导致基因组的不稳定性增加。

R 环中游离的单链 DNA (ssDNA) 很容易受胞苷脱

氨酶 (AID) 等损伤因子攻击发生断裂。R 环结构也

可以对 DNA 复制叉产生阻挡而导致 DNA 复制叉

崩溃、逆转、DNA双链断裂 (DBS)、DNA空缺 (ssDNA 
gap) 等 [19-21]，从而导致同源重组事件。现已知 R 环

可诱发多种癌症，如乳腺癌和卵巢癌 [22] ；神经退行

性疾病，如Ⅳ型肌萎缩侧索硬化症 (ALS4) 和Ⅱ

型共济失调动眼神经失用症 (AOA2)[23] ；三核苷酸

扩增疾病 , 如 Friedreich 共济失调 (FRDA) 和脆性 X 
综合征 (FXS)[24] 以及早衰 [25]。另一方面，R 环具有

重要生理功能 ( 图 1)，如作为线粒体基因组复制起

始所需的引物 [4] ；促进 RNAP Ⅱ在转录终止前的暂

停和卸载 [26] ；酵母 rDNA 的复制 [12] ；DNA 双链断裂

处招募损伤修复因子 [27] 以及维持端粒稳定性 [25] 等。

由此可见，R 环在生理和病理上都扮演重要的角色。

2　R环参与的生理功能

2.1　R环调控信使RNA转录起始和终止

R 环招募转录因子调控转录表达的现象广泛存

在，其中很多是通过反义 lncRNA 产生的 [28-29]。在

拟南芥中，lncRNA APOLO 通过短序列互补和 DNA- 
RNA 双链的形成来识别并入侵靶点，随后它捕获

植物 Polycomb 抑制复合物 1 (LHP1) 组分，调节局

部染色质三维构象和多个远端无关的生长素应答基

因的表达，展示出一种多靶标的、远距离的 R 环调

节形式 [30]。在人体中，VIM 基因转录起始位点下游

700 bp 左右位置表达的反向 RNA VIM-AS1 会形成

R 环帮助招募转录因子 NF-κB[31]。LncRNA 和增强

子 RNA (eRNA) 的启动子区常与 R 环结构关联，其

转录前起始复合物 (preinitiation complex) 的活性和转

录活性都依赖于 R 环活性 [32]。 R 环的形成在全基

因组范围可阻滞约 500 个染色质区域的反向转录 [33]。

图1  R环的部分生理功能(Created with BioRender.com)
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转录过程中形成的 R 环由于开链形成的超螺

旋结构很容易对附近的蛋白质机器产生影响。在

基因区，R 环作为路障对上游 RNAP 产生阻滞效

应 [20, 34]。在转录终止区，RNAP Ⅱ容易在一些多聚

腺嘌呤下游富含 G 的区段暂停，并在上游处产生 R
环。R 环消解过程依赖解旋酶 Senataxin，并促进外

切酶 Xrn2 降解下游转录本和 RNAP Ⅱ转录终止 [26]。

进一步研究发现，R 环可以促进反向转录并形成双

链 RNA，招募 DICER、AGO1/2、G9a，造成转录

终止区域 H3K9-me2 形成，促进 RNAP Ⅱ暂停和转

录终止 [35]。后续研究发现更多的解旋酶和 RNA 
m6A修饰均可通过调控R环动态促进转录终止 [36-37]。

全基因组分析显示，约有 2 000 个左右的基因转录

终止区富含 G 且可能形成 R 环 [38]。但有趣的是，

Senataxin 虽然也是 RNAP Ⅲ转录终止所需，但这

一过程与 R 环无关 [39]，而且全基因组数据显示

H3K9 甲基化仅在特定基因的转录终止区富集 [40]。

这些结果显示，R 环并非转录终止的唯一机制，并

且其调控非常动态，更深入全面的转录终止机制解

析需要未来进一步的研究。

2.2　rDNA转录

rDNA 转录区是 R 环非常富集的基因组区域，

以酵母细胞为例，rDNA 表达重复序列约占酵母基

因组的 10%，而约 50% 的 R 环测序信号均会比对

到 rDNA 区域 [41]。早期研究显示，rDNA 区域的 R
环水平的升高将会阻碍 rRNA 的转录生成 [42]，可能

是由于 R 环引发了 ATR/ATM DNA 损伤修复通

路 [43]。此外，rRNA 基因区的 R 环也被发现与升高

的 DNA 重组率 [44-45]、RNAP 堆积 [12] 以及复制叉暂

停 [12, 46] 等多个基因组缺陷密切相关。多项研究也

表明，rRNA 基因区产生的 R 环需被及时清除，多

项机制参与其中。例如，在哺乳动物细胞中，

RNase H1 和 Top1 沿 rDNA 分布并与 R 环产生的位

点重合。当两种蛋白质缺失时，R 环的积累加剧，说

明 Top1 和 RNase H1 的功能互补，共同抑制 RNAP Ⅰ

转录相关的 R 环积累 [47]。另外，microRNA (miRNA)
加工复合物被报道可消除 RPG (ribosomal protein 
gene) 基因处的 R 环，促进其转录延伸和基因表达。

该过程需要 DDX5 解旋酶参与，但不依赖 miRNA
加工复合物的核糖核酸酶活性或 miRNA[48]。然而，

一项研究表明，RNAP Ⅰ转录限制造成持久的 R 环，

该 R 环的 RNA 部分可作为引物引导 rRNA 基因区

的 DNA 复制起始 [12]。RNAP Ⅱ通过在 rRNA 基因

间区行使转录功能并造成 R 环的产生从而形成一个

分子屏障，以此阻止 RNAP Ⅰ在该区域转录出正义

基因间区非编码 RNA (sincRNA)，从而破坏核仁结

构和 rRNA 的表达，也能在 rRNA 基因两侧的 IGS
区影响 RNAP Ⅰ的募集，维持核仁组织结构和完

整性 [49]。

2.3　线粒体DNA复制

线粒体 DNA 复制由固定的复制起始位点开始，

首先由线粒体 RNAP 从复制起始位点的启动子转录

合成一段 RNA，并形成稳定的 RNA/DNA 杂合链，

即R环 [4-5]。RNA链随即被RNase H1降解为短片段，

产生的 3ʹ-OH 可以被 DNA 聚合酶 γ 识别并启动线

粒体 DNA 的复制 [50]。RNase H1 定位于细胞核与线

粒体，其对于线粒体功能尤其重要 , RNase H1 敲除

小鼠为胚胎致死，在 RNase H1 缺失的组织中可以

观察到线粒体 DNA 显著减少，R 环水平上升，转

录与复制受阻，线粒体融合与分裂的情况发生显著

变化并最终导致细胞凋亡 [51-52]。但有趣的是，研究

显示一些与线粒体 DNA 复制无关的 R 环可在线粒体

的各处形成，其机制与潜在功能有待进一步研究 [53]。

2.4　常染色体DNA复制与DNA损伤修复

一般意义上讲，R 环是复制叉进程的物理障碍，

特别是在一些能形成 DNA 二级结构的序列区域，

而 PrimPol 可以介导复制引物的重新合成，缓解 R
环对复制的影响 [54]。稳定的 DNA/RNA 杂合链可能

通过末端切除或再复制产生大片段的单链 DNA 区

域，并有可能发生缺失 (deletion) 或加倍 (duplication)
造成染色质的重排 [55]。缺失 RNaseH 基因的酵母细

胞进行的全基因组筛查实验结果显示，许多参与维

持 DNA 复制叉的因子，如 MRN 复合物，可抑制

R 环及相关的 DNA 损伤 [56]。针对 DNA 损伤修复

基因的 siRNA 文库筛选也显示 ATM/ATR 等损伤修

复通路对于应对 R 环造成的 DNA 损伤至关重要 [57]。

但是，也有体外质粒、噬菌体和酵母实验表明 R 环

中的 RNA 部分可以作为引物促进 DNA 复制，例如

在酵母 rRNA 基因区 [12, 58-59]。

另一方面，虽然稳定的 R 环通常对基因组稳

定性的影响是负面的 —— 造成单链或双链损伤 [45]，

但 DSB 处会产生 DNA/RNA 杂合链。早期研究发

现在细胞中过表达的 RNase H 酶活突变蛋白会在激

光引发的 DSB 处快速富集 [60]，后续研究发现不同

类型的损伤造成的 DSB 都可造成 R 环的累积 [61]。

而对于 R 环的潜在作用，Ohle 等 [62] 发现在 DSB 末

端切除后与单链 DNA 互补形成的杂合链会阻止单

链结合蛋白 RPA 的结合与末端切除的持续进行，
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避免产生过长的单链 DNA，阻碍修复进程；但有

趣的是，研究人员发现 R 环是动态的，过于稳定或

降解过快的 R 环都会妨碍 DNA 损伤修复的正常进

行。但在敲除 R 环调控因子 SETX 的细胞中，DSB
引发的大片段 DNA 缺失的频率却更高，说明 R 环

不是控制末端切除的决定因素 [63]。对于杂合链的功

能，其形成后可能招募多个 DNA 损伤修复蛋白，

例如 RAD52、XPG、BRCA1 和 BRCA2 [64-65]，而其

动态消解过程则由 Senataxin、RNase H1/2 等完成，

其后裸露出的单链 DNA 被 RAD51 结合并介导同源

重组修复 [64, 66]。

RPA 可能通过直接与 RNA 结合促进杂合链形

成 [65, 67]。关于 DSB 处杂合链中 RNA 部分的来源，

有研究表明是 RNAP Ⅱ结合末端切除后的单链

DNA 转录形成的，并且依赖 MRE11-RAD50-NBS1 
(MRN) 复合物 [68-69]。而该区域可能招募 RNAP Ⅱ

延伸的激活因子，如 CDK9 等，也支持原位转录生

成 RNA[70]。DSB 处产生 R 环的现象也许并不是普

遍发生的，可能只在 RNAP Ⅱ结合的区域才会出现

RNAP Ⅱ转录暂停及 R 环产生 [71]。但另一项研究表

明是 RNAP Ⅲ在 DSB 处生成 RNA，并形成 R 环保

护 3ʹ 端的单链免于降解 [11]。此外，由 METTL3-
m6A-YTHDC1 介导的 RNA m6A 修饰也可促进 DSB
处的 DNA/RNA 杂合链形成，并促进招募 RAD51、
BRCA1 进行同源重组修复 [72]。因此，关于杂合链

的来源和机制可能是多样的，需要进一步深入研究。

2.5　类别转换重组(class switch recombination, CSR)
早期体外实验发现，当使用超螺旋质粒体外表

达含有多聚嘌呤的 IgA 交换区域时会形成稳定的 R
环，长约 140 nt [73-74]。这一现象后来在真核细胞中

被证实，当 B 细胞的 γ3 或 γ2b 交换区的转录被激

活时可在该区域形成 R 环，长度可达 1 kb [75]。对

于该区域的潜在作用，近年研究表明，在小鼠 B 细

胞的 IgH 类型转换区，解旋酶 DDX1 会结合并打开

内含子区域 RNA 形成的 G 四连体结构，促进形成

IgH S 区域的 R 环，最终帮助 AID 蛋白招募至该区

域并促进 CSR[76]。在另一项研究中，R 环被发现可

以促进复制相关解旋酶 Mcm 复合体的招募，拉近

交换区域的空间距离，促进重组发生 [77]。交换区的

交换强度取决于鸟嘌呤的富集程度以及 WGCW 序

列的数量，因为鸟嘌呤的多少是 R 环延伸长度的重

要决定因素 [78]。关于 R 环促进重组的机制， R 环可

能不直接导致重组，其形成后会抑制 AID 的结合与

模板链 DNA 的突变，当 RNase H1 将 R 环降解后，

AID 才能作用于两条 DNA 链产生双链断裂和高效

重组 [79]。

2.6　端粒维持和着丝粒

TERRA (telomeric repeat-containing RNA) 通常

会在染色质末端形成 R 环 [25, 80-81]，其形成受细胞周

期的严格调控。TERRA 在 S 期早期形成，并在 S
期晚期端粒开始进行复制时被 RNase H 酶降解 [80]。

在 S 期，TCOF1 蛋白离开核仁后通过与 TRF2 蛋白

互作被招募至端粒并抑制 RNAP Ⅱ对 TERRA 的转

录，而敲除 TCOF1 后导致的 TERRA 和 R 环水平

升高会引发复制叉暂停和端粒脆性上升 [82]。另外，

参与端粒 R 环调控的因子还有 NONO、SFPQ 和

ATRX 等 [83-84]。TERRA 倾向于与短的端粒结合并

形成 R 环，这一过程受到重组酶 RAD51 和其结合

蛋白 BRCA2 的正调控，以及 RNase H 与 TRF1 的

负调控。其中，RAD51 可直接与 TERRA 结合并促

进其入侵同源 DNA 链形成 R 环 [85]。而在缺失 Rat1
和 RNase H2 的情况下，短端粒的 TERRA 和 R 环

水平上升又会激活 DDR 反应 (DNA damage response)，
并促进 RAD51 的招募 [80]。端粒 R 环可促进依赖于

重组的端粒延伸并推迟细胞衰老进程，当过表达

RNase H 时，端粒重组速率与端粒延伸都受到抑制，

衰老进程加快 [25]。

除端粒外，研究显示，R 环也会在着丝粒处形

成并发挥重要功能。在有丝分裂期 (M 期 )，着丝粒

的 R 环通过结合单链 DNA 的 RPA 蛋白招募 ATR
蛋白，后者通过 Chk1 磷酸激酶活性激活 Aurora B
蛋白，从而避免姐妹染色单体分离过程中可能形成

的分离滞后以及子代细胞染色质异倍体等基因组不

稳定性现象 [86]。与其他区域的 R 环类似，着丝粒 R
环水平过高也将导致染色质稳定性下降。例如，当

除去 CENP-A 蛋白后，着丝粒转录本和 R 环水平均

会上升，由此干扰复制叉进程 [87]，过多的 R 环累

积也将破坏动粒的方向正确性和染色质稳定性 [88]。 
2.7　R环的DNA甲基化调控

哺乳动物细胞的全基因组 R 环图谱数据显示

其富集区域与 CpG 岛具有一定关联性，这些 CpG
岛呈现显著的 GC 偏好性特征，如启动区 CpG 岛非

模板链富集鸟嘌呤而模板链富集胞嘧啶 [10, 89]。含有

R 环的 CpG 岛维持低甲基化水平，提示 R 环可能

参与调控该区域的 DNA 甲基化修饰 [38, 89]。功能研

究表明，DNA 甲基化酶 DNMT1、DNMT3B1 与 RNA/ 
DNA 杂合链的亲和性低于双链 DNA，因此无法与

含 R 环的启动子区域有效结合并对胞嘧啶进行甲基
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化修饰 [89-90]。此外，对于已被甲基化的区域，例如

反义长非编码基因 TARID，其与 TCF21 基因呈现头

对头排列方式。TARID 转录本与 TCF21 启动子区

可形成 R 环被 GADD45A 蛋白识别，并特异性招募

DNA 去甲基化酶 TET1 和胸腺嘧啶糖基化酶 TDG，

从而促进 DNA 去甲基化及 TCF21 的转录 [28, 91-92]。

过表达外源 RNase H1 则显著抑制 TET1 与近 4 000
个识别位点的结合，表明 R 环对 TET1 的招募作用

在基因组中普遍存在 [91]，而另一项研究也发现 R
环潜在影响人类基因组中超过 1 200 个基因启动子

区域的甲基化修饰 [90]。

2.8　R环与组蛋白修饰

由于大多数 R 环由新生 RNA 原位杂交形成，

因此 R 环与转录激活的组蛋白修饰高度相关，包括

H3K4me3 和 H3K27Ac 等 [10, 40]。有趣的是，全基因

组分析结果显示部分 R 环与转录抑制相关组蛋白修

饰 H3K27me3 关联，且多为发育相关基因，表明 R
环可能与该修饰调控相关 [93]。有研究表明在小鼠干

细胞中，R 环可以促进染色质调控蛋白复合物

Tip60-p400 与基因组的结合，却抑制多梳抑制复合

物 PRC2 的结合 [94]。但这一调控机制可能只适用于

部分基因。例如，内含子非编码 RNA ANRASSF1
可招募 PRC2 复合物到 RASSF1A 基因的启动子区，

降低该基因的表达水平并促进细胞增殖；在该调控

过程中，R 环的存在并未抑制 PRC2 的结合 [29]。还

有一部分 PRC 调控基因形成的 R 环发挥的作用是

招募 PRC1 和 PCR2 复合物，抑制 RNAP Ⅱ转录

活性 [95]。同时，PRC2 对 R 环的影响可能也很复杂，

有研究表明破坏细胞内的 PRC2 复合物虽然可以消

除其对不含 R 环基因的抑制作用，但对 R 环本身

并无影响 [95] 。在果蝇中，PRC2 复合物会促进 RNA/ 
DNA 杂合链的形成 [96]。而在另一些研究中，LSD1
可以去除活跃基因启动子区域组蛋白 H3K4 甲基化

修饰，进而容许 PRC2 复合物对组蛋白 H3K27 位

点进行甲基化修饰，而 H3K27 甲基化位点可作为

DDX19A 结合位点，招募 DDX19A 去除位于活跃

启动子的 R 环，继而促进 LSD1 和 PRC2 的功能。

该正反馈途径最终造成目标基因被抑制 [97]。

在 DNA 损伤修复过程中，R 环可能如前文所

述招募 PRC1/PRC2 复合物 [95]，而后者在 DSB 处的

转录沉默中发挥重要作用 [98]。在 DNA 拓扑异构酶

抑制剂存在的情况下，R 环水平升高可导致抑制性

表观遗传修饰增加，造成 FXN 基因转录失活 [24]。R
环造成组蛋白 H3S10 位点磷酸化水平上升和染色质

凝聚 [99]，但是对于特定基因如 Snord116，R 环的产

生则促进染色质的解聚 [100]。有趣的是，当组蛋白

H3S10 位点突变后，R 环本身并不能引发 DNA 损

伤反应，说明 R 环本身不是造成基因组不稳定的充

分必要条件 [101]。

2.9　R环与干细胞干性维持和分化调控 
在人类干细胞及多个谱系分化的细胞类型中，

DRIP-seq 数据表明 R 环主要出现在基因区 (~34%)
和基因间区 (~50%)，其次是启动子区 (~8%) 和转

录终止区 (~8%)[93]。另外大量 R 环富集在重复序列，

比如 LINE、SINE 和 rRNA 重复序列 [93]。在动态变

化方面，在干细胞中 R 环随转录在部分多能性相关

基因中出现，随分化进程会在谱系相关的基因区域

形成，但依然会在部分多能性相关基因上保留，提

示 R 环可能会参与干细胞干性维持和分化调控 [93]。

有趣的是，一项小鼠干细胞的 R 环图谱研究显示，

R 环主要富集于活跃转录区，但也有小部分 R 环与

PcG 区域结合，显示 R 环可能对该区域进行调控。

功能性实验表明，R 环促进 Tip60-p400 和特定目标

基因结合，限制 PRC2 结合，从而促进胚胎干细胞

分化 [94]。在另一项工作中，GRO-seq 结果显示 R
环阳性的 PcG 区域和阴性区域的转录水平相似，表

明 R 环在这些区域对转录水平的调控有限，R 环不

是低水平转录的内在特征 [95]。

3　R环生理功能研究展望

3.1　发展新的高精度R环测序技术

全面研究 R 环的生理功能，需要运用能准确

捕获或标记 R 环的技术。现有关于捕获 R 环的高

通量测序技术已有 10 余种，主要基于 S9.6 单抗和

RNase H1 蛋白对 R 环的识别。关于各种方法已经

有非常多的优秀综述评价其优缺点 [102-104]。简言之，

尽管各种方法都能提供全基因组的 R 环图谱，但是

基于 S9.6 抗体的 DRIP-seq 系列方法存在信号特异

性不足以及酶切基因组DNA的低分辨率问题 [105-106]。

基于 RNase H 的 R-ChIP 及其衍生方法在特异性和

分辨率方面更具有优势 [107]，但是也存在构建细胞

系繁琐以及 RNase H 是否能全面结合基因组 R 环的

疑虑 [102]。由于领域内缺乏判定 R 环的金标准，未

来开发能够精准捕获 R 环的新技术与验证体系将会

对推进 R 环研究、解决领域若干相左结论起到重要

作用；同时，如能在组织和机体水平获得高置信度

的 R 环图谱，进而获取组织特异性的 R 环图谱，对

R 环的生理功能研究具有重大意义。精准的 R 环定
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位能帮助判断其与其他染色质特征或过程的时空

关系 [108]。 
3.2　获取机体水平R环图谱并研究其潜在生理功能

目前 R 环研究大多集中在细胞模型中，虽然

在基因转录、DNA 复制和表观遗传调控等方面均

发现 R 环具有重要调节作用，但对其在发育、干细

胞干性维持和疾病发生发展中作用的认知还很有

限。利用干细胞分化策略，科学家对不同分化阶段

和类型的细胞的 R 环进行全基因组对比，获得大量

区域的动态变化特征，显示 R 环水平随发育受到严

格调控 [93]。而对于多细胞生物，目前已获得拟南芥

和果蝇组织的 R 环图谱。其中，拟南芥的 R 环水

平在不同发育阶段保持相对稳定，但也表现出一定

的组织特异性 [109]。对果蝇的研究发现，果蝇胚胎

基因组中很多 PRE (polycomb response element) 区
域都含有 R 环结构，并处于转录抑制状态，与上述

体外实验发现的 PRC2 与 R 环存在调控关系的结论

相吻合 [96]。

对于 R 环在机体水平的功能，有研究表明缺

失 H3K9 甲基化修饰的 met-2/set-25 双突变线虫不

育，且其生殖细胞中的转座子元件和重复序列出现

转录去抑制化和 R 环，并造成基因组大片段插入和

丢失 [110]。在拟南芥中，AtALBA1 和 AtALBA2 为

R 环的识别蛋白，并在基因组稳定性维持中发挥重

要作用 [111] ；lncRNA APOLO 在远端与 WAG2 和 AZG2
形成 R 环，从而参与对拟南芥根的发育调控 [30]。

3.3　从调控蛋白深入研究R环功能的分子机制

至今发现且报道了超过 100 个 R 环调控因子，

而筛选实验列举的潜在调控蛋白更是多出一个数量

级 [36, 112]，这就产生了几个重要的科学问题：(1) 这
些蛋白调控 R 环的机制是什么；(2) 不同蛋白是独

立还是协同发挥作用；(3) 不同蛋白调控 R 环的生

理意义是什么 [61]。举例来说，现有研究已发现

DDX 解旋酶家族中的许多成员都能调控 R 环，但

细胞为何需要这么多种 DDX 蛋白实现相同的功能，

以及每个 DDX 蛋白是否具有特异性都还未知。此

外，由于机体某一生理功能可能受特定区域的 R 环

调控，例如上述的 rDNA 表达以及 CSR，而现有的

研究基本都使用过表达 RNase H1 抑制整体 R 环水

平并观察表型，无法做到聚焦具体区域的 R 环，不

利于准确理解调控蛋白在特定基因组位点的 R 环调

控。未来利用 CRISPR/Cas9 系统结合 RNase H1 也

许可以做到准确调控某个区域，达到精准研究某个

R 环功能的目的 [49]。
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