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综  述 

RNA 甲基化修饰调控和规律 

杨莹 1,2,3，陈宇晟 1,3，孙宝发 1,2,3，杨运桂 1,2,3 
1. 中国科学院北京基因组研究所，中国科学院精准基因组医学重点实验室，北京 100101 
2. 中国科学院干细胞创新研究院，北京 100101 
3. 中国科学院大学，北京 100049 

摘要: 表观遗传学修饰包括 DNA、RNA 和蛋白质的化学修饰，基于非序列改变所致基因表达和功能水平变化。

近年来，在 DNA 和蛋白质修饰基础上，可逆 RNA 甲基化修饰研究引领了第 3 次表观遗传学修饰研究的浪潮。

RNA 存在 100 余种化学修饰，甲基化是最主要的修饰形式。鉴定 RNA 甲基化修饰酶及研发其转录组水平高通

量检测技术，是揭示 RNA 化学修饰调控基因表达和功能规律的基础。本文主要总结了近年来本课题组与合作

团队及国内外同行在 RNA 甲基化表观转录组学研究中取得的主要前沿进展，包括发现了 RNA 去甲基酶、甲基

转移酶和结合蛋白，揭示RNA甲基化修饰调控RNA加工代谢，及其调控正常生理和异常病理等重要生命进程。

这些系列研究成果证明 RNA 甲基化修饰类似于 DNA 甲基化，具有可逆性，拓展了 RNA 甲基化表观转录组学

研究新领域，完善了中心法则表观遗传学规律。 

关键词: 表观转录组学；RNA 甲基化；RNA 加工；6-甲基腺嘌呤；5-甲基胞嘧啶 
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Abstract: Epigenetic modifications include the chemical modifications on DNA, RNA and proteins characterized by 

altered gene expression and function without any changes in the gene sequence. In addition to well-established DNA and 

protein epigenetic modifications, the reversible RNA methylation has led the third wave of studies in the epigenetic field. 

RNA has more than 100 chemical modifications, among which methylation is the major type. The identification 

of catalyzing enzymes for RNA methylation and the development of high-throughput detection technologies for RNA 
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modification at the transcriptomic level are the prerequisites for revealing the regulatory role of RNA methylation in gene 

expression and biological functions. In this review, we summarize the recent frontier in RNA methylation-mediated 

epitranscriptomics from our and other laboratories, with emphasis on the discoveries of RNA modification demethylase , 

methyltransferase and binding protein as well as the illustration of regulatory roles of RNA methylation modification in 

hematopoietic stem cell differentiation, spermatogenesis, brain development and other pivotal life processes. These findings 

have shown that RNA methylation is just as reversible as DNA methylation, and opened up a novel field in RNA 

methylation-mediated epitranscriptomics, which appends a new layer of epigenetic regulation to the central genetic dogma. 

Keywords: epitranscriptomics; RNA methylation; RNA processing; N6-methyladenosine (m6A); 5-methylcytosine 

(m5C) 

RNA修饰是一种转录后水平的调控方式，目前
已鉴定到超过 150种 RNA修饰，它们广泛分布于信
使 RNA (messenger mRNA, mRNA)、转运 RNA 
(transfer RNA, tRNA)、核糖体 RNA (ribosomal RNA, 
rRNA)、非编码小 RNA (small non-coding RNA)和长
链非编码 RNA (long non-coding RNA, lncRNA)等各
类 RNA上。 

6-甲基腺嘌呤(N6-methyladenosine，即 m6A)是
mRNA上最为常见的一类 RNA修饰，它广泛存在于
酵母、植物、果蝇以及哺乳动物等各类真核生物中。

虽然早在 19 世纪 70 年代就已鉴定到了 RNA 上的
m6A 存在，但其具体的分子功能却一直处于未知阶
段。2011 年以来，随着 RNA m6A 第一个去甲基酶
FTO (fat mass and obesity-associated protein)的鉴定
及抗体富集和高通量测序技术的发展，转录组水平

m6A 分布图谱的精确绘制得以实现，超过 25%的转
录本上被鉴定到 10 000个以上的 m6A峰，这些 m6A
具有保守修饰基序 RRACH (R表示 A或 G，H表示
A、U 或 C)，并且分布富集于长外显子、终止密码
子附近以及 3′非翻译区 (3′untranslated region, 
3′UTR)。转录本 m6A的修饰水平受甲基转移酶(编码
器)、结合蛋白(读码器)和去甲基化酶(消码器)的动态
调控。近年来以 m6A为代表的 RNA修饰研究成果，
证明了 RNA修饰动态可逆性调控 RNA代谢和加工
过程及干细胞定向分化等重要生物学功能[1, 2]。 

5-甲基胞嘧啶(5-methylcytosine, m5C)是近年来
引起广泛关注的另外一种新的修饰类型。m5C 最早
发现于 tRNA和 rRNA中，mRNA中的 m5C修饰也
已被发现 40 余年，但对于 mRNA 中 m5C修饰的特

征及功能目前并不完全清楚。最初基于重亚硫酸盐

处理结合转录组测序的研究发现 HeLa 细胞中上千
个 mRNA上的 m5C修饰位点[3]。基于 m5C抗体免疫
沉淀结合重亚硫酸盐测序的研究也鉴定到了古生菌

mRNA中的 m5C修饰位点，及其保守序列 AU (m5C) 
GANGU[4]。近期，全转录组水平的 m5C分布特征及
功能研究表明，m5C 具有物种和组织细胞特异性[5~7]。

其中，m5C 甲基转移酶 NSUN2 (NOP2/Sun RNA 
methyltransferase family member 2)及结合蛋白 ALY-
REF (Aly/REF export factor)的发现，也充分证明了
RNA m5C 修饰具有动态可逆性并且能够调控 RNA
代谢和加工过程及重要的生物学功能。 

1  RNA修饰相关蛋白 

1.1  RNA 去甲基酶(Demethylase) 

1.1.1  m6A 去甲基化酶 FTO 

19世纪 70年代 Desrosiers等[8]发现 mRNA中存
在 m6A修饰，但 RNA修饰研究一直滞后于 DNA修
饰研究，究其原因，RNA修饰研究中悬而未决的核
心问题是 RNA修饰是否调控基因表达，是否具有动
态性和可逆性？通过体外模拟生理环境下的去甲基

化反应条件，将肥胖基因 FTO的野生型和突变型蛋
白分别与甲基化底物孵育，利用质谱和高效液相技

术，对多种甲基化形式进行探索，最终发现 FTO对
单链 RNA 上的 m6A 具有去甲基化功能；同时，在
细胞内经高效液相色谱−串联质谱联用(liquid chro-
matography-tandem mass chromatography, LC-MS/ 
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MS)实验验证发现，FTO基因敲低细胞中 mRNA中
的 m6A 水平升高，而 FTO 过表达细胞中 mRNA 中
的 m6A水平降低。通过免疫荧光实验证实，FTO在
细胞核中呈点状分布。通过与各种细胞核内亚细胞

器标志分子共染，发现 FTO与核小斑标志分子 SC35 
(splicing component, 35 KDa)、U4/U6.U5 snRNA相
关蛋白 SART1 (U4/U6.U5 tri-snRNP-associated prot-
ein 1)、转录酶 RNA PolⅡ  (2位 Ser磷酸化)有部分共
定位。转录抑制后，类似 RNA PolⅡ  (2位 Ser磷酸
化)，FTO 会聚集到核小斑。这些实验结果证实了
FTO催化 mRNA上 m6A修饰的去甲基化[9]。这一重

要发现首次揭示了 RNA化学修饰存在可逆性，奠定
了 RNA甲基化表观转录组学研究新领域的理论基础。 
此外，近期研究还发现了 FTO的其他底物，包

括 N6,2’-O-二甲基腺嘌呤(N6, 2’-O-dimethyladenosine, 

m6Am )[10~12]和 1-甲基腺嘌呤 (N1-methyladenosine, 

m1A)[11]。最新的研究系统阐述了 FTO 介导的 RNA

去甲基化，其中，细胞核的 FTO介导 m6A的去甲基

化，细胞质中的 FTO介导m6Am和m6A的去甲基化；

此外，FTO 还可以结合 tRNA，介导 tRNA 的 m1A

的去甲基化并进一步影响蛋白的翻译速率[11]。 

1.1.2  m6A 去甲基化酶 ALKBH5 

FTO 是二价铁/α-酮戊二酸盐依赖型双加氧酶

AlkB家族成员之一，该家族其他成员包括ALKBH1- 

8。这些 ALKBH成员是否也具有 m6A去甲基酶活性？

整合质谱学、细胞生物学、基因组学、生物信息学和

模式生物学等，鉴定到 ALKBH5 (alkB homolog 5, 

RNA demethylase)具有催化 m6A 去甲基化活性。在

细胞系中敲低 ALKBH5，mRNA的 m6A水平显著升

高；与野生型小鼠睾丸相比，Alkbh5 敲除小鼠的睾

丸中 m6A水平升高；这些结果证明 ALKBH5类似于

FTO，具有催化 m6A 去甲基化活性。通过对雄性

Alkbh5 敲除小鼠的表型分析，发现雄性小鼠睾丸变

小、生精异常、精子活力受损。利用转录组测序(RNA 

sequencing, RNA-seq)和基因功能聚类分析筛查

Alkbh5 敲除小鼠的睾丸组织差异表达基因，发现受

累基因功能通路涉及精子发生，提示 m6A去甲基化

参与调控小鼠精子发育过程[13]。 

1.2  RNA 甲基转移酶(Methyltransferase) 

1.2.1  m6A甲基转移酶复合物核心组分METTL3、
METTL14 和 WTAP 

m6A 去甲基酶 FTO 和 ALKBH5 的发现，为鉴
定 m6A甲基转移酶提供了重要线索。早期研究发现
RNA m6A甲基转移酶全酶复合物由至少两个亚复合
物 MT-A (~200 kDa)和 MT-B (~800 kDa)组成，但基
于鉴定技术和酶学方法的缺乏，只有 METTL3 
(methyltransferase like 3, ~70 kDa)蛋白被鉴定，而该
亚基单独是没有酶活性的[14~16]。因此，具有酶活性

的 m6A甲基转移酶核心组分的鉴定，是研究 m6A调
控功能和作用规律的关键。利用串联亲和沉淀结合

质谱分析，发现甲基转移酶复合物中的另外两个组

分—WTAP (Wilms’ tumor 1-associating protein)和
METTL14 (methyltransferase like 14)；结合免疫荧光
共聚焦显微镜技术和基于光交联免疫共沉淀技术

(photoactivatable ribonucleoside-enhanced crosslinking 
and immunoprecipitation, PAR-CLIP)的测序技术，鉴
定了 WTAP 和 METTL3 在细胞内主要作用底物
mRNA 具有 m6A 保守基序特征 RRACH，发现在
WTAP 基因敲低的情况下 METTL3 和 METTL4 在负
责 mRNA 加工的亚细胞器—核小斑上的定位信号减
少及METTL3结合 RNA亲和力降低，提示WTAP作
为调节亚基，调控 m6A甲基转移酶催化亚基METTL3/ 
METTL14 复合物定位和结合 mRNA；WTAP 和
METTL3 基因敲低导致斑马鱼胚胎组织分化发育
异常以及细胞凋亡的增多[17]。 

1.2.2  其他组分 

m6A 甲基转移酶属于多因子功能复合物，除了
催化亚基 METTL3，国内外多个实验室鉴定到的多
个新组分包括METTL14[17~19]、WTAP[17, 19~21]、VIRMA 
(vir like m6A methyltransferase associated，也称
KIAA1429)[22, 23]、RBM15 (RNA binding motif protein 
15)[24]和 ZC3H13 (zinc finger CCCH-type containing 
13)[25~27]，这些组分的功能很大程度上是作为调节亚

基，调控 METTL3在细胞内的活性。METTL3的同
源蛋白 METTL16 (methyltransferase like 16)通过动
态调控 U6 snRNA和靶 mRNA的 m6A修饰，从而调 
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节细胞内 S-腺苷基甲硫氨酸(S-adenosyl methionine，
SAM)水平。METTL16 的活性需要 UACAGAGAA
九聚体和一类特殊的 RNA结构[28]。 

1.2.3  miRNA 调控 m6A 甲基转移酶活性 

m6A 修饰在 mRNA 保守序列 RRACH 中碱基  
腺嘌呤(A)位点选择性形成。应用 m6A抗体免疫共沉
淀−高通量测序技术(m6A-specific methylated RNA 
immunoprecipitation with next generation sequencing, 
MeRIP-seq)，可以检测到成熟 mRNA 中 1%~5%的
RRACH 基序被甲基化，因此这些被甲基化的 A 位
点可能存在选择性机制。利用 m6A甲基化测序技术
分析了 4种不同多能性程度的细胞(胚胎干细胞、诱
导性多能干细胞、神经干细胞、睾丸支持细胞)中
mRNA上的 m6A修饰图谱，发现 m6A修饰具有基因
和细胞类型特异性并且 m6A 修饰在 microRNA 
(miRNA)靶位点富集。在小鼠神经干细胞 (neural 
stem cell, NSC)和人 HeLa细胞中，敲低或过表达负
责 miRNA生成的核酸内切酶 Dicer显著影响了 m6A
水平。在小鼠 NSC 中过表达或抑制与 m6A 修饰区
域互补配对的 miRNA，发现 miRNA 相应靶标位点
的 m6A水平显著升高或降低。利用免疫荧光技术发
现 Dicer 能调控 METTL3 的核小斑定位；利用
PAR-CLIP技术发现 Dicer敲低后，METTL3结合的
RNA 水平急剧下降；利用 RNA 免疫共沉淀技术
(RNA immunoprecipitation, RIP)发现 miRNA过表达
或敲低显著增加或降低了 METTL3 结合的 miRNA
靶标 mRNA的水平，说明 miRNA通过调控METTL3
结合 mRNA 的能力来调控其 m6A 甲基转移酶活性。
在表达 4个 Yamanaka因子(Oct4、Sox2、Klf4、c-Myc)
的小鼠胚胎成纤维细胞(mouse embryonic fibroblasts, 
MEF)中过表达或敲低Mettl3显著提高或降低了m6A
的水平和重编程效率，以及多能性因子 Oct4、Sox2、
Nanog的表达，说明 m6A修饰促进体细胞重编程为
多能性细胞[29]。这些研究结果揭示了 miRNA 通过
序列互补调控 mRNA甲基化修饰形成这一全新的作
用机制及 m6A修饰调控细胞重编程命运重要功能。 

1.2.4  m5C 甲基转移酶 NSUN2 

除了 m6A 修饰，RNA 还存在 m5C 修饰，其在

tRNA、rRNA 和 mRNA 等各类 RNA 中均有分布。
尽管在 19世纪 70年代就已在 mRNA上鉴定到 m5C
的存在[8, 30]，然而受限于检测技术，直到近年来随

着高通量测序技术的发展，m5C研究才取得了进展。
为揭示mRNA上m5C修饰的分布规律和生物学功能，
通过优化 RNA m5C单碱基测序及分析方法，绘制了
人类 HeLa 细胞系及小鼠 6 个组织的 m5C 转录组分
布图谱，发现 m5C在 mRNA具有物种保守性，显著
富集于翻译起始密码子下游以及 CG 富集区域；而
在小鼠不同组织中，m5C 修饰具有组织特异性和发
育动态性，提示 m5C在发育和分化过程中扮演重要
调控角色。为鉴定 mRNA的 m5C甲基转移酶，运用
超高效液相色谱−三重四级杆−多重反应检测质谱
(ultra-high performance liquid chromatography-triple 
quadrupole mass spectrometry with multiple-reaction 
monitoring, UHPLC-QQQ-MRM-MS/MS)技术鉴定
并发现了NSUN2是mRNA特异的m5C甲基转移酶，
其催化活性依赖于 C271 (Cysteine 271)和 C321 
(Cysteine 321)两个半胱氨酸位点；高通量测序分析
结果也表明，NSUN2敲低能够显著降低 mRNA m5C
的修饰水平[5]。 

1.3  RNA 甲基化修饰结合蛋白 

1.3.1  m6A 结合蛋白 YTHDC1 

m6A调控mRNA加工和代谢功能很大程度上依
赖于其结合蛋白的有效识别。转录组结合MeRIP-seq
分析表明，FTO 表达降低可导致 m6A 的水平升高，
分化各时期的 m6A 修饰以及 FTO 介导的 m6A 修饰
在 5′和 3′剪接位点相邻的外显子区域显著富集，调
节脂肪前体细胞分化，提示 m6A修饰可能作为一种
新顺式元件调控 mRNA 的剪接[31]。那么细胞核内

m6A修饰如何调控 mRNA选择性剪接？通过免疫共
沉淀结合质谱分析技术，发现定位于细胞核内的

m6A结合蛋白 YTHDC1 (YTH domain containing 1)
与剪接因子 SRSF3 (serine and arginine rich splicing 
factor 3)和 SRSF10 (serine and arginine rich splicing 
factor 10)发生相互作用，提示 m6A 通过 YTHDC1
调控 mRNA选择性剪接。运用 RNA-seq分析，发现
YTHDC1、METTL3 和 SRSF3 敲低后，转录本外显
子的保留水平在总体上是降低的，而 SRSF10敲低后
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则相反。结合光交联增强型免疫共沉淀及测序技术

(PAR-CLIP-seq)进一步分析，发现有 m6A 修饰的外
显子更倾向于被保留。剪接因子 SRSF3 和 SRSF10
能够与 YTHDC1直接相互作用，并且竞争性的结合
YTHDC1。YTHDC1 或 METTL3 敲低后，SRSF3 的
RNA 结合能力以及蛋白的核内定位信号明显减弱，
而 SRSF10 则呈现相反趋势，说明 YTHDC1 招募
SRSF3 到 RNA 的结合位点，同时抑制 SRSF10 到
RNA结合位点，揭示了 m6A在细胞核内通过调控选
择性剪接的方式影响转录本[32]。 
此外，近期一项研究工作表明，YTHDC1 可与

SRSF3及 RNA出核因子 NXF1 (nuclear RNA export 
factor 1)相互作用，促进m6A修饰的mRNA的出核[33]。

该研究进一步拓展了YTHDC1介导的m6A对mRNA
代谢的调控作用。 
近期研究对于 HNRNP 家族成员 HNRNPA2B1 

(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1)是否
是 m6A 结合蛋白还存在争议。Alarcón 等 [34]发现

HNRNPA2B1可直接结合 m6A并且与METTL3协同
调控可变剪接事件以及 miRNA前体的加工。而 Wu
等[35]基于蛋白结构的分析发现了一种由 HNRNPA2B1
介导的“m6A 开关”而非直接结合的机制。此外，其
他两种 HNRNP蛋白—HNRNPC (heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein C)[36]和 HNRNPG (heterogeneous 
nuclear ribonucleoprotein G)[37]，也可调控 m6A修饰
的 RNA转录本的加工。其中，m6A作为一种结构开
关改变 RNA的结构，从而调控HNRNPC和HNRNPG
对转录本的结合。 

1.3.2  m6A 结合蛋白 YTHDF2 

2014年，研究人员首次报道了 m6A的结合蛋白
YTHDF2 (YTH domain family, member 2)可介导 m6A
修饰的 mRNA的降解。正常条件下，YTHDF2可与
脱腺苷酸酶复合物及脱帽复合物蛋白共定位，并且

将其靶基因的转录本带入降解小体[38]。随后的研究

进一步表明，YTHDF2通过招募 CCR4-NOT脱腺苷
酸复合物从而加速 m6A修饰的转录本的降解[39]。 

1.3.3  m6A 结合蛋白 YTHDF1 

YTHDF1 (YTH domain family, member 1)最初

被发现可结合到 m6A修饰的转录本的终止密码子附
近，其整体分布与 m6A修饰非常相似。此外，YTHDF1
可与翻译起始复合物直接作用，从而促进 m6A修饰
的 RNA底物的翻译效率[40]。 

1.3.4  m6A 结合蛋白 YTHDF3 

定位在细胞质的 m6A 结合蛋白包括 YTHDF1、
YTHDF2、YTHDF3 (YTH domain family, member 3)
和 YTHDC2 (YTH domain containing 2)。通过串联亲
和沉淀结合质谱技术以及 GST-Pull down实验，鉴定
出 YTHDF3和 YTHDF1与核糖体 40S小亚基和 60S
大亚基蛋白相互作用。利用新蛋白合成实验，发现

YTHDF3 可以促进翻译效率，回补实验证明这种现
象只能被野生型的 YTHDF3 蛋白回补，而不能被
m6A 结合关键位点突变体(Tryptophan 438, W438; 
Tryptophan 492, W492) YTHDF3 蛋白回补。PAR- 
CLIP-seq 结合生物信息学分析发现，YTHDF1 和
YTHDF3 结合基序相似，结合位点都主要位于
3′UTR。YTHDF3可以促进 YTHDF1和 YTHDF3共
有靶基因的翻译效率，提示 YTHDF3和 YTHDF1协
同调控 mRNA翻译效率，揭示了 m6A在细胞质内读
码器 YTHDF3调控 mRNA的翻译效率的新机制[41]。 
此外，通过与 YTHDF2直接作用，YTHDF3还

可以介导 mRNA降解[42]。 

1.3.5  m6A 结合蛋白 YTHDC2 

YTHDC2 是 YTH 家族中分子量最大的一个成
员，也倾向于结合 m6A修饰的保守基序，并增强其
底物的翻译效率或降低底物的丰度 [43~46]。此外，

YTHDC2还与小鼠精子发生密切相关[43]。 

1.3.6  其他 m6A 结合蛋白 

在酵母中，YTH家族的另一成员 Mrb1 (methy-
lated RNA binding protein 1)也被报道可结合 m6A修
饰的 RNA[47]。此外，一些基于 RNA pull-down的研
究检测到了其他的 m6A 结合蛋白，包括 ELAVL1 
(ELAV-like protein 1)[18, 48, 49]、FMR1 (fragile X mental 
retardation 1)[50, 51]、LRPPRC (leucine rich pentatricop-
eptide repeat containing)[51]以及 IGF2BP家族蛋白(insulin 
like growth factor 2 mRNA binding proteins)[52]。然而，
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这些蛋白是否直接结合 m6A，以及他们是否是 m6A
结合复合物的一部分，还有待深入研究。 

1.3.7  m5C 结合蛋白 ALYREF 

为了鉴定 m5C的结合蛋白，设计了包含和不包
含 m5C 两种 RNA 寡聚核苷酸底物，通过寡聚核苷
酸富集联合蛋白质谱技术，鉴定到 mRNA出核功能
复合物组分ALYREF蛋白能够结合m5C修饰的RNA
寡聚核苷酸。结合凝胶迁移实验 (electrophoretic 
mobility shift assay，EMSA)及 RIP结合 HPLC和测
序技术，发现 ALYREF的 K171 (Lysine 171)突变能
够显著降低其结合 m5C的能力，进而降低其与 RNA
的结合能力。利用荧光原位杂交(fluorescence in situ 
hybridization，FISH)技术，发现 mRNA出核效率随
着 NSUN2和 ALYREF的敲低而降低。通过回补实验，
发现只有 NSUN2 和 ALYREF 的野生型蛋白能够分
别回补 NSUN2 和 ALYREF 敲低而导致的 mRNA 出
核降低，提示 m5C在 mRNA出核过程中具有重要的
调控作用[5]。 

2  RNA甲基化修饰的生物学功能 

2.1  RNA 甲基化修饰 m6A 调控造血干细胞定

向分化 

METTL3 介导的 m6A 修饰在生物节律、DNA
损伤应答、干细胞的自我更新和多能性调控、母源−

合子转换、果蝇神经功能调节与性别决定、小鼠早

期胚胎发育等真核生物的各种生物学过程和个体发

育中发挥着非常重要的作用[29, 31, 53~60]。RNA甲基修
饰酶和结合蛋白及其参与 RNA代谢加工的发现，提
示 RNA甲基化修饰具有重要生物学功能。脊椎动物
中，造血干细胞最初由特化的生血内皮通过内皮−

造血转化过程(endothelial-to-haematopoietic transition, 
EHT)产生于胚胎期主动脉−性腺−中肾区，随后向血
组织迁移并进行扩增，向胸腺迁移发育为淋系细胞，

最后向骨髓(小鼠和人)或肾髓(斑马鱼)迁移以维持
终生造血。通过 m6A抗体进行 MeRIP-seq和 m6A单
碱基分辨率的 miCLIP-seq测序技术，绘制了斑马鱼
胚胎发育的 m6A修饰精细图谱，发现 m6A通过特异
性修饰内皮−造血转化过程中的关键基因 notch1a， 

招募结合蛋白 YTHDF2 降解 mRNA，抑制了 Notch
信号通路，使得内皮−造血转化过程有序发生，促进

内皮细胞转化为造血干/祖细胞(haematopoietic stem/ 
progenitor cells, HSPCs)。在 mettl3缺陷的斑马鱼胚胎
中，m6A修饰水平显著降低，notch1a无法正常降解
使得 Notch 信号通路持续激活，最终导致内皮细胞
无法正常转化为造血干/组细胞[61]。此外，Mettl3敲
除小鼠胚胎中也表现出相似的表型[62]。这些结果揭

示 mRNA m6A甲基化修饰在脊椎动物造血干细胞命
运决定中的调控机制，阐释 RNA的表观修饰在血液
发育中的关键作用。 

2.2  RNA 甲基化修饰 m6A 调控精子发生 

由于 Mettl3 敲除会导致小鼠早期胚胎致死[56]，

Mettl3 条件敲除介导的 m6A修饰在哺乳动物体内组
织发育中的生物学功能还不清楚。利用 CRISPR/ 
Cas9系统介导的同源重组技术和 Cre-loxP系统成功
地建立了生殖细胞(Vasa-Cre)中特异性敲除Mettl3的
小鼠(Mettl3CKO)模型，并利用该模型系统地研究了
METTL3介导的 m6A修饰在小鼠精子发生过程中的
重要作用和调控机制。通过 H&E(苏木素−伊红)染色、
免疫荧光染色、核染色体铺片等研究表明，Mettl3
敲除会抑制小鼠精原干细胞分化和减数分裂起始过

程，最终导致雄性小鼠不育。通过 RNA-seq、m6A- 
miCLIP-seq 和生物信息学分析发现，Mettl3 缺失会
导致 m6A水平下降，引起与精原干细胞维持和分化、
细胞周期和减数分裂相关基因的 RNA 可变剪接异
常和生殖细胞整体基因表达的紊乱，最终导致精子

发生过程受阻，说明 RNA 甲基转移酶 METTL3 介
导的 m6A修饰在哺乳动物小鼠精子发生过程中的重
要生物学功能[63]。 
在小鼠生殖细胞中用 Vasa-Cre 特异性敲除

Mettl3 或者 Mettl14 会导致 m6A 水平下降，引起精
原干细胞增殖和分化相关基因转录物的翻译功能失

调，精原干细胞逐渐耗尽；利用 Stra8-GFPCre同时
敲除 Mettl3和 Mettl14，会破坏精子发生过程中单倍
体特异性基因的翻译，最终导致精子形成受阻[64]。

而雄性m6A去甲基酶 Alkbh5-/-小鼠也出现睾丸变小、

生精异常、精子活力异常等表型；同时在发育至Ⅶ

期的生精小管中检测到初级与次级精母细胞数量显
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著增加，粗线精母细胞与成熟精子的数量明显减少， 
同时伴有细胞凋亡[13]。Ythdc2 敲除小鼠也发生在精
细胞减数分裂前期出现过度的细胞凋亡，从而导致

睾丸变小及精子发育异常[43]。YTHDC2的 m6A结合
能力及其 3′→5′解旋酶活性对于维持精子发育过程
中减数分裂相关基因的正确表达模式具有重要调控

功能[45]。上述研究提示 RNA m6A甲基化修饰的动态
平衡是配子(精子)发育过程中重要的调控因素。 

2.3  RNA 甲基化修饰 m6A 调控脑发育 

m6A 修饰在神经系统的发育以及功能的行使中
也发挥不可替代的调控作用[59, 65, 66]。m6A RNA甲基
化修饰在中枢神经系统的发育以及功能行使中发挥

重要的调控作用。敲除 Ime4基因的果蝇可以出生并
存活，但果蝇寿命变短，并表现出明显的行为异常，

提示 m6A修饰的缺失影响果蝇神经系统功能[59]。在

小鼠的中枢神经系统中特异地敲除 Mettl14 基因会
严重影响小鼠大脑皮质的发育[67]。小鼠中 Ythdf2基
因缺失导致 m6A整体水平升高，使得参与神经干细
胞分化和神经元轴树突形成的重要因子无法正常进

入 RNA降解途径，从而导致大脑皮层神经干细胞不
能正常地进行不对称分裂，造成神经前体细胞的大

量缺失、严重影响神经元的分化，致使小鼠的前脑

大脑皮层发育缓慢[68]。除大脑皮层外，小脑的 RNA 
m6A 甲基化模式和水平尤为突出。m6A 甲基化与去
甲基化的动态过程贯穿于小脑出生后发育的整个过

程，且在低压低氧环境下 Alkbh5基因缺失造成参与
小脑发育调控进程基因的 m6A 水平紊乱，加快了
RNA出核过程，从而导致小脑发育明显滞后[69]。 
通过 Cre-loxP 系统在小鼠的中枢神经系统中特

异性地敲除 Mettl3基因，以探究 m6A甲基化修饰对
中枢神经系统发育的影响。在中枢神经系统特异地

敲除 Mettl3 导致小鼠在哺乳期表现出严重的运动功
能障碍，并导致死亡。解剖和病理切片检测发现由

Mettl3 敲除引起的 m6A甲基化修饰的缺失严重影响
大脑皮层和小脑的发育，导致大脑皮层偏薄和小脑

发育不良。m6A 甲基化修饰的缺失引起小脑内颗粒
神经元分化和成熟过程中基因表达调控紊乱，导致

新生的颗粒神经元大量凋亡[70]，揭示了 METTL3介
导的 m6A修饰在哺乳动物中枢神经系统发育中的重

要作用。 
除了对中枢神经系统发育的影响，m6A 修饰

也参与成体的神经系统调控，神经轴突损伤会促使

神经细胞内 m6A 修饰水平提高，进而提高包括轴
突再生相关基因在内的一系列基因的蛋白质翻译

效率[70]。 

2.4  RNA 甲基化修饰 m6A 与 RNA 代谢 

目前越来越多的研究表明，从细胞核内的前体

mRNA加工、mRNA表达到细胞质的 mRNA翻译和
降解，m6A几乎参与调控了 RNA加工代谢的各个过
程。在细胞核内，m6A通过结合蛋白 YTHDC1招募
SRSF3，参与调控前体 mRNA的选择性剪接过程[32]；

通过调控最后一个外显子的选择性剪接，参与调控

腺苷多聚体的多样性 [71, 72]；而 m6A 修饰酶体系
METTL3、ALKBH5和 YTHDC1还被发现参与调控
mRNA的出核过程[13, 33]。在细胞质中，m6A调控翻
译的机制十分多样，既有通过 YTHDF1-eIF3 (euk-
aryotic translation initiation factor 3)通路调控 mRNA
翻译效率的方式[40]，也存在 IGF2BP 家族蛋白介导
的调控过程[52]，并且在应激状态下，m6A 参与一类
不依赖于 5′帽子的翻译调控通路 [73]；并且其对

mRNA 稳定性的调控也存在不同的通路，既包括通
过 YTHDF2将 mRNA 招募至 P小体降解 mRNA 的
调控方式[38]，近期有报道指出 IGF2BP (insulin-like 
growth factor 2 mRNA-binding proteins)家族蛋白通
过特异性结合 m6A 修饰 mRNA 维持其稳定性[52]。

此外，m6A还可通过调控 RNA的二级结构调控其代
谢过程[36, 37]。 

2.5  RNA 甲基化修饰 m5C 的生物学功能 

近年来越来越多的研究表明，mRNA 上的 m5C
修饰在 RNA 加工代谢及正常生理过程中发挥重要
的调控作用，包括 RNA代谢、干细胞分化及应激反
应等过程。对小鼠胚胎干细胞和大脑的研究表明，

在干细胞分化不同时期，m5C 修饰水平和分布明显
不同[7]。在拟南芥中，mRNA 上的 m5C 修饰呈现组
织特异性，且对植物发育非常重要[6, 74]。拟南芥中

的 m5C 甲基转移酶 TRM4B 突变体植株的根顶端分
生组织细胞分裂受阻，从而导致除根较短，并且对
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氧化应激非常敏感[6]。 

3  结语与展望 

在读码器和消码器的共同作用下，RNA m6A修
饰水平得以实现动态调控，并通过招募不同的结合

蛋白实现对 RNA加工过程的精细调控。虽然该研究
领域还有部分观点存在不确定性，需要在将来投入

更多的研究工作来证明。目前通过改造 DNA聚合酶
实现m6A修饰位点错配以检测单碱基精度的m6A转
录组修饰水平[75]，以及借助纳米孔测序直接检测转

录本上鉴定 RNA修饰的技术[76]，已成为领域内最热

门的研究热点。该技术的实现，将成为阐明 m6A修
饰动态调控机制及其分子功能的核心关键。 
对于 m5C修饰，更为精确的 m5C检测方法的开

发对于高可信度的 m5C修饰谱的建立至关重要。同
样，纳米孔测序对于 m5C的研究也非常重要。其次，
m5C的书写器、阅读器和擦除器的研究才刚刚开始，
这些方向的发展将为揭示 RNA m5C 修饰的生物学
功能提供线索。此外，由 m5C氧化产生的 5-羟甲基− 

胞嘧啶(5-hydroxymethylcytosine, hm5C)等新型 RNA
修饰类型的特征及功能也有待未来进行深入研究。 
除了 m6A 与 m5C 之外，RNA 新型化学修饰也

是近期研究的热点。最近研究人员发现 mRNA上还
存在另外一种新型甲基化修饰——m1A，研究人员利
用特异识别 m1A的抗体来富集含有 m1A的 RNA片
段并结合高通量测序，获得了全转录组水平的 m1A
甲基化谱图，发现 m1A 特异富集在 5′非翻译区
(5′UTR)区域[77, 78]；并且，还发展出单碱基分辨率的

m1A 检测方法，发现核编码和线粒体编码转录本上
存在不同类型的 m1A甲基化组[79]。目前对于 mRNA
上 m1A修饰的研究仍然处于起步阶段，例如 5′UTR
的 m1A 甲基转移酶，m1A 修饰参与 RNA 代谢调控
的具体分子机制，m1A修饰是否像 m6A修饰一样在
多个生物学过程中发挥调控作用等都有待未来进行

深入的研究。 
综上所述，以 m6A为代表的 RNA修饰在 RNA

加工及生命过程中扮演着重要的调控作用(表 1)。随
着研究的深入及先进技术的开发，RNA修饰调控基
因表达的生物学过程与机制一定会更加清楚。 

 
表 1  RNA 修饰的主要功能及调控蛋白 
Table 1  The functions and regulatory machinery of RNA modifications 
修饰类型 主要功能 调节蛋白 参考文献 

m6A 鉴定了第一个 m6A去甲基化酶 FTO FTO [9] 

FTO还可以催化 m6Am和 m1A 的去甲基化 FTO [10~12] 

去甲基化酶 FTO 介导的 m6A 修饰可以作为新型顺式元件调控
mRNA剪接，及脂肪前体细胞分化 

FTO [31] 

鉴定了第二个 m6A去甲基化酶 ALKBH5，发现 m6A去甲基化参
与 mRNA出核及小鼠精子发育 

ALKBH5 [13] 

鉴定了 m6A 甲基转移酶复合物的新组分 WTAP 和 METTL14，
WTAP 作为调节亚基调控催化亚基 METTL3/METTL14 复合物
的定位及底物结合能力 

WTAP/METTL3/METTL14 [17] 

发现 miRNA 通过序列互补调控 mRNA 甲基化修饰形成机制及
m6A调控细胞重编程的重要功能 

METTL3 [29] 

Mettl3介导的 m6A调控小鼠精子发生过程 METTL3 [63] 

Mettl3介导的 m6A调控小鼠小脑发育 METTL3 [70] 

m6A甲基转移酶复合物的组分鉴定，包括 METTL14，WTAP，
VIRMA，RBM15，ZC3H13，以及 METTL16等 

METTL14、WTAP、VIRMA、 
RBM15、ZC3H13、METTL16 

[17~28] 

m6A结合蛋白 YTHDC1可与 SRSF3及 SRSF10直接相互作用，
调控 mRNA选择性剪接 

YTHDC1 [32] 

m6A结合蛋白 YTHDC1可与 SRSF3及 RNA出核因子 NXF1相
互作用，调控 mRNA出核 

YTHDC1 [33] 
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续表 

修饰类型 主要功能 调节蛋白 参考文献 

m6A m6A 结合蛋白 YTHDF1 可与翻译起始复合物直接作用，促进
m6A修饰的 RNA底物的翻译效率 

YTHDF1 [40] 

m6A结合蛋白 YTHDF2介导 m6A修饰的 mRNA的降解 YTHDF2 [38, 39] 

m6A调控造血干细胞定向分化 YTHDF2、METTL3 [61, 62] 

m6A 结合蛋白 YTHDF3 可与 YTHDF1 协同作用调控 mRNA 翻
译 

YTHDF3/YTHDF1 [41] 

m6A 结合蛋白 YTHDF3 可与 YTHDF2 协同作用介导 mRNA 降
解 

YTHDF3/YTHDF2 [42] 

m6A结合蛋白 YTHDC2调控 mRNA翻译或降解，以及小鼠精子
发生过程 

YTHDC2 [43~46] 

m6A结合蛋白 IGF2BP1/2/3介导 mRNA稳定性及翻译 IGF2BP1/2/3 [52] 

其他可能的 m6A结合蛋白 Mrb1, ELAVL1、FMR1、LRPPRC [18, 47~51] 

m5C 发现了 mRNA m5C的分布规律，鉴定了 mRNA m5C的主要甲基
转移酶 NSUN2 和第一个结合蛋白 ALYREF，及其调控 mRNA
出核的分子机制 

NSUN2、ALYREF [5] 

拟南芥 mRNA m5C修饰调控组织发育，甲基转移酶为 TRM4B TRM4B [6] 

m1A 揭示了全转录组水平的 m1A甲基化图谱  [77, 78] 

发展了单碱基分辨率的 m1A 测序方法，发现核编码及线粒体编
码转录本上不同类型的 m1A甲基化组 

ALKBH3 [79] 
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