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RNA甲基化修饰检测研究进展

蒲勤丽，陈维贤

（重庆医科大学附属第二医院检验科，重庆 400010）

【摘 要】RNA修饰是转录后调控基因表达的重要因素，在表观遗传学领域具有重要的研究意义。目前，许多已知的RNA修饰检

测方法依赖抗体的特异性。最常用的是基于RNA甲基化免疫沉淀结合测序法（methylated RNA immunoprecipitation sequencing，
MeRIP-seq），但这种方法也容易产生假阳性和假阴性结果。因此，近年来出现了一系列免抗体的测序方法，以及探索成本低

廉、简单易操作的免抗体RNA修饰生物传感检测新方法。此外，特定位点的RNA修饰检测是探明甲基化对疾病具体调控机制

的关键，单碱基分辨检测方法构建是必要的前提。本综述总结近年来RNA甲基化修饰特异性检测以及特定位点RNA修饰定

量检测的新方法。主要从基于免疫途径、甲基化特异性酶途径、杂交方法、化学处理、标记技术以及RNA修饰原位检测技术进

行总结归纳，分析不同检测方法的优点和不足。同时讨论了通用性检测方法及第三代测序用于直接检测RNA甲基化修饰的

研究前景。
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Advances in the detection of RNA epigenetic modifications
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【Abstract】RNA modification is an important factor in the post-transcriptional regulation of gene expression and is of great research 
importance in all areas of epigenetics. Currently，many known methods for RNA modification detection rely in part on the specificity of 
antibodies. The most commonly used method is high-throughput sequencing based on antibody immunoprecipitation，but this method is 
also prone to false-positive and false-negative results. Therefore，a series of antibody-free sequencing methods have also emerged in recent 
years，as well as the exploration of new methods for cost-effective and simple antibody-free RNA modification biosensing assays. In addition，
site-specific RNA modification detection is crucial for probing the specific regulatory mechanisms of methylation on diseases，and single-
base resolution assay construction is a necessary prerequisite. This review summarizes new methods for the specific detection of RNA 
methylation modifications in recent years and for the quantitative detection of site-specific RNA modifications，and mainly summarize the 
advantages and shortcomings of different detection methods based on immune pathways，methylation-specific enzyme pathways，hybridization 
methods，chemical treatment，labeling techniques，and in situ detection of RNA modifications. We also discuss the research prospects of 
universal detection methods and third-generation sequencing for direct detection of RNA methylation modifications.
【Key words】RNA modification；quantitative detection；site-specific analysis；high-throughput sequencing

1　RNA 修饰研究背景

RNA 修饰在基因表达、蛋白翻译等生命进程中具有重

要的调控作用。到目前为止，已经有 171 种 RNA 修饰被发

现，其中有 72种为甲基化修饰[1]。RNA修饰存在于不同类型

的 RNA（如 tRNA、rRNA、mRNA、snRNA、lncRNA 和 病 毒

RNA）中。图 1显示了最常见的几种RNA修饰的化学结构。

根据修饰的核苷酸及 RNA 的类型不同，RNA 甲基化的生物

学功能差异也很大。例如，一些细菌 rRNA甲基化是导致大

环内酯类抗生素耐药性的主要原因[2]；真核mRNA的甲基化

在转录后调控中发挥重要作用等[3]。然而，大多数RNA修饰

的生物学作用还没有研究清楚。

1958 年，RNA 被发现存在甲基化修饰[4]。然而，缺乏灵
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敏的检测方法限制了 RNA 修饰领域的研究进展。近年来，

研究者发现 N6-甲基腺嘌呤（m6A）的甲基基团修饰是可逆

的，并引起了广泛的科学关注。关于m6A是可逆修饰的假设

声明，其动态水平受Writers和Erasers的共同调节[5]。与此同

时，关于 m6A是可逆修饰的观点也备受争议，并研究出了一

系列关于 RNA 修饰精确定位的检测方法。除 m6A 外，最近

发现 tRNA和mRNA中的m1A也是可逆的[6]。

2　RNA 修饰检测方法

RNA修饰早期检测和定量的方法是基于其物理化学性

质。通过薄层色谱法（thin layer chromatography，TLC）实现

RNA 单体的分离，或高效液相色谱法（high performance liq⁃
uid chromatography，HPLC）结合紫外检测或（和）质谱联用结

合 质 谱 联 用（liquid chromatograph-mass spectrometer, LC-
MS）。同位素标记技术结合LC-MS提高了RNA修饰的检测

性能[7-9]。传统的LC-MS检测需要将核酸序列裂解成单个核

苷酸，导致序列信息丢失。生物合成的短序列 RNA 中的

m6A、m5C、3-甲基尿苷（m3U）、5-甲基尿苷（m5U）位点可通过

碰撞解离技术实现免标记的直接检测[10]。

早期精确定位RNA修饰的方法依赖RNA酶剪切和指纹图

谱结合纸上电泳和薄层色谱法来实现。例如，劳斯肉瘤病毒RNA
中的m6A位点图谱已在1985年绘制出[11]。甲基化位点检测的

另一种方法是RNA逆转录（reverse transcription，RT）法。通过

影响逆转录酶延伸，或cDNA对应的修饰位点诱导碱基错误修

改实现位点检测[12]。基于 RT 的检测可与高通量测序（next 
generation sequencing，NGS）结合，实现对全转录组分析[13]。m6A
单碱基分辨有效的检测方法通过结合RNase H位点特异性剪

切，特异性酶连接，以及TLC等，构建位点特异性切割和放射性

标记结合连接辅助萃取及薄层色谱法（site-specific cleavage and 
radioactive-labeling followed by ligation-assisted extraction and 
thin-layer chromatography, SCARLET）检测技术。原则上，

SCARLET可以用来检测除m6A以外的其他RNA修饰，但该方

法检测程序繁琐，而且耗时[14]。

本综述主要总结 RNA 甲基化检测方法，探讨甲基化位

点特异性检测方法的研究进展，以及各种方法的优缺点。根

据不同的检测原理分为以下几种类型。

2.1　基于免疫学途径

部分RNA修饰的抗体已商品化，如m6A、m1A和m5C等。

通过交联免疫共沉淀结合测序实现对m5C、m6A和 m1A修饰

的全基因组水平的多位点检测[15-18]。但依赖抗体的检测方

法仍存在不足。例如，m6A 特异的抗体无法区分 m6A 和

m6Am[19]。此外，核酸的二级结构产生的空间位阻可能会影响

抗体与修饰位点的结合或导致脱靶[20]。

甲基化特异性抗体的应用不仅限于结合NGS检测，也被

用于免疫印迹试验[21]和电化学免疫传感方法[22]。另一种免疫

化学方法是基于RNA-DNA双链的bulge loop免疫识别m6A，m6A
被bulge loop上的抗体特异性识别，而不是与RNA-DNA杂交

结合。应用该方法检测了23S rRNA中2 030位点的m6A含量。

该方法无法检测完整的RNA样本。此外，高背景信号难以消除[23]。

2.2　基于甲基化特异性酶法

部分甲基修饰基团位于Watson-Crick边缘（m1A、m3U、m3C
和m1G）。核苷酸发生甲基化后RT会被阻断，碱基配对的稳定

性也会受影响。因此，基于RT阻断构建了RNA修饰检测方

法[24]。不同的RT酶对RNA甲基化核酸的敏感性具有差异，通

过改变酶和RT的反应条件，可影响修饰核酸的RT响应信号，

例如缓冲液成分，dNTP浓度[25]。针对m6A，嗜热病毒的聚合酶

可对其修饰RNA的RT反应有选择性阻断作用。相比于修饰

位点，这种聚合酶的阻断作用约为未修饰位点的18倍[24]。

此外，通过对逆转录酶进行工程设计，可以改进基于RT
阻断的 RNA 甲基化检测。Aschenbrenner J 等[26-27]改进热稳

定性 Klentaq变异体研制出对 2'-O-甲基和 m6A敏感的聚合

酶。在 2'-O-甲基化的情况下，基因工程的酶阻断RT，构建

甲基化敏感的 qRT-PCR反应，对来自不同细胞的 18S rRNA
中的 2'-O-甲基进行定量分析。该方法检测的错误率为

14.3%，相比于 5'末端的修饰或m5U的检测高 10%。因此，研

究的工程酶对m6A以外的RNA修饰检测更敏感。

除DNA聚合酶以外，部分蛋白酶（如单链RNA结合蛋白

Pumilio[28]、DNA连接酶）对RNA修饰也具有敏感性。大肠杆

菌 MazF毒素最近被鉴定为第一个 m6A敏感 RNA 剪切酶[29]。

MazF 在 5'-ACA-3'基序内切割 RNA，但不切割 5'-（m6A）
CA-3'序列（图 2）。值得注意的是，MazF 对 m1A 也敏感，因

此，不适用于区分这 2种甲基化。此外，MazF不切割双链序

列，会限制RNA二级结构中m6A的检测。

T4 DNA连接酶是第一个发现的m6A特异性连接酶[30]。但

最近的研究报道，T3 DNA连接酶对A和m6A的区分更具有选

择性，在此基础上，构建了基于PCR的方法对m6A特异性检测

（图3）[31]。这种方法用于定量检测RNA上的特定位点的m6A，

并在不同细胞提取MALAT1 lncRNA中得到验证。

注：m1A，N1-甲基腺嘌呤；m1G：1-甲基鸟苷；m6A：N6-甲基腺嘌呤；

m5C：5-甲基胞嘧啶；ψ：假尿苷；I：肌苷

图 1　常见的几种 RNA 修饰结构
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2.3　基于杂交的途径

m6A修饰位于Watson-Crick边缘，对碱基互补影响较小，

发生修饰后仍可形成m6A-U配对，m6A修饰RNA杂交双链热

稳定性微小变化可能是由空间位阻导致[32]。但由于碱基堆积

作用，m6A可增强单链RNA区域的稳定性[33]。因此，基于RNA-
DNA溶解曲线的差异构建了m6A特定位点检测方法[34]。设计

的2条DNA探针（分别修饰荧光基团和猝灭基团）与修饰区域

互补结合。通过分析解链时荧光信号的变化，实现不同RNA
的m6A位点检测。这种方法的最大优点就是简单易操作，不足

在于检测需要较大浓度的RNA样本（≥0.4 mmol/L）。

设计RNA甲基化敏感的DNA杂交探针，构建甲基化RNA

荧光原位杂交法（methylation-sensitive RNA fluorescence in situ 

hybridization，MR-FISH），实现对细胞内RNA甲基化修饰的原

位检测（图4）[35]。设计细胞中 rRNA序列互补的甲基化敏感的

杂交探针。另一个分子信标探针与同一RNA链上的远端非甲

基化序列互补用于内部校准。结果表明，该方法对相邻的2个

m6A、m1G和m3U都能有效检测。同时，该方法验证了m6A也在

一定程度上破坏了双链结构的稳定性。

采用三磷酸脱氧胸苷类似物 4SeTTP（4位置的氧原子用

硒原子取代）替换逆转录的 dTTP 原料，未修饰的 A 碱基与

4SeT杂交与普通的A-T碱基配对无明显区别。但由于氢键

和碱基堆积的扰动，4SeT与m6A杂交明显受阻（图 5）。通过

空间位阻效应阻断逆转录的延伸，结合去甲基酶（fat mass 
and obesity associated，FTO）和 NGS 实现对 m6A 位点的单碱

基分辨的检测。这种方法不仅可以对已知的甲基化位点的

修饰进行检测，也可以检测 RNA 修饰的未知位点。但目前

为止，该策略尚未应用于实际样本中的m6A鉴定[36]。

2.4　细胞内RNA修饰原位检测的途径

大部分RNA甲基化位点是从细胞或组织中提取的RNA
生物样本开始的，只有部分策略第一步需要在细胞内原位操

作。基于 5-氮杂胞苷（5-aza-C）抑制作用对甲基转移的破

坏，构建细胞内 RNA 胞嘧啶甲基转移酶（MTases）的直接检

测方法。HeLa 细胞表达一个表位标记的 m5C-RNA 甲基转

移酶（DNMT2）是在 5-aza-C 存在下生长的，5-aza-C 整合到

图 4　基于 DNA 荧光探针的杂交法对 RNA 修饰的定量检测[35]

图 2　MazF 选择性剪切非甲基化 RNA[29]

图3　基于T3 DNA连接酶介导PCR对特定位点m6A修饰定量检测[31]

图 5　基于 4SedTTP 与 FTO 辅助的单核苷酸分辨检测 m6A 修饰位点[36]
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新生 RNA 中[37]。随后，该方法被用于鉴定和表征一种新的

哺乳动物m5C tRNA甲基转移酶（NSUN6）[38]。

RNA的MTases需要S-腺苷蛋氨酸（S-adenosylme-thionine，
SAM）作为甲基供体[39]。最近，有研究者建立了一种从蛋氨酸

类似物代谢标记MTases作用位点的方法[40]。HeLa细胞采用合

成的丙炔基-L-硒同型半胱氨酸来培养，由细胞蛋氨酸腺苷转

移酶转化为含有丙炔基而不是甲基的SAM类似物（图6）[41]，细

胞MTases使用这种底物会导致丙炔基转移到正常甲基化的位

点。真核生物5'-帽的MTases作用，在体外实验也显示出与SAM
类似物作用具有高效的代谢标记[42]。Shu X等[43]研究表明，碘

化的烯丙基形成N1，N6-环化腺苷，在METTL3-METTL14和烯

丙基-SAM存在的情况下对分离出的总RNA进行标记，实现在

转录组范围内对A和m6A进行鉴别。

2.5　NGS在RNA修饰中的检测应用

基于NGS的方法检测RNA修饰常依赖抗体识别或特定

的化学处理[13]。由于 RNA 修饰的性能多样性，一个通用的

方法同时检测位点特异性的多种RNA修饰将推动该领域快

速发展。NGS 方法在很大程度上依赖逆转录酶的保真度。

最近的研究旨在系统探索商用逆转录酶对不同 RNA 修

饰 RT 性能的影响。因此，研究者对 RT 酶的浓度、类型和

序列上下文的信息对 RT 的作用[44]，例如 M-MuLV、AMV 和

ProtoScriptⅡ对 m6A、m5C、m5U 等在 RT 保真度方面的影响。

另一项研究通过假设不同的 RNA 修饰在深度测序数据（突

变、截断、插入和缺失的模式）中产生不同的影响，绘制了

RNA修饰的指纹图谱[45]。部分RNA修饰检测结果与未修饰

的核酸检测结果无统计学差异（m5C、m5U和m6A），而其他的

一些 RNA 修饰（N6-双甲基腺苷、m1A、I、m1G、O6-甲基鸟苷）

分别获得了不同于未修饰的图谱。然而，聚合酶的反应会随

序列上下文的不同而不同。此外，该研究观察到的修饰依赖

模式可能与未经测试的RNA修饰模式重叠。这项研究为同

时检测多种 RNA 修饰提供了重要依据。未来，对修饰特异

性RT标记或蛋白质工程的进一步研究可能会发现一种具有

更特异且高效的RT酶。

2.6　第三代测序技术在RNA修饰中的检测应用

第三代测序又称单分子测序，是目前正在开发的一类多

样化的高通量测序技术，其工作原理不同于二代测序。与后

者相比，三代测序无须将核苷酸链断裂成小片段，也不需要

PCR 扩增。早期的实验研究显示了第三代技术具有检测

RNA甲基化的潜力。

纳米孔测序是将单个DNA或RNA分子捕获并通过纳米

孔实现的。一个恒定的电场被施加到系统上，当核苷酸通过

小孔时，观察电流的改变，这使得测序成为可能。利用大肠

杆菌 16S rRNA 进行直接纳米孔测序，是首次尝试对甲基化

RNA进行检测[46]。测序数据中存在的一个碱基读出错误与

7-甲基鸟苷的位置相对应。鸟苷甲基化改变了离子电流，

从而使纳米孔检测RNA甲基化成为可能。另一项研究也表

明，合成 RNA 的 m6A 和 m5C 修饰链在纳米孔内有电流的扰

动[47]。平均电流水平在修饰碱基的位置有改变，但未在生物

RNA甲基化样本中进行检测验证。

另一种新兴的 NGS 技术是单分子实时逆转录监测

（single molecule real-time，SMRT）。它最初是为 DNA 开发

的，也适用于 RNA 测序。荧光团附着在 dNTPs 的末端磷酸

图 6　蛋氨酸类似物代谢标记 MTases 的作用位点检测 m6A[41]
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基团上，实现 RT 的可视化，可以实时监测 cDNA 合成。当

m6A存在时，mRNA中已知位点的磷脂核苷酸结合受影响[48]。

3　小 结

综上所述，RNA 修饰定量检测及特定位点的检测方法

近年来受到研究者的广泛关注，也取得了飞速的进展。前期

RNA修饰检测除HPLC和LC-MS外，主要依赖MeRIP-seq实

现。但基于抗体的方法容易出现假阴性及假阳性结果，且操

作复杂、成本昂贵。随着对RNA表观遗传深入研究的需求，

研究者整合细胞代谢标记技术等开发一系列新方法不仅可

以在转录组范围内检测未知修饰位点，并实现了 RNA 修饰

核酸富集。并且能快速、灵敏地监测特定位点上甲基化碱基

存在。近年来RNA修饰的检测方法主要集中在m6A的检测

上，这可能与 m6A的重要生物学作用有关。未来，将目前的

甲基化特异性标记技术结合第三代测序技术将推动RNA修

饰的研究新进展。结合新一代生物传感技术和 PCR技术构

建简单易操作的方法，更易实现临床转化和常规实验室的推

广使用。

尽管 RNA 甲基化修饰检测方法在不断改进，但基于不

同 RNA 修饰结构比较复杂，目前仍没有一种皆具特异、灵

敏、通用、操作简单、成本低廉的检测方法。HPLC对总RNA
修饰定量检测仍占据不可取代的优势。高通量测序依然是

全转录组 RNA 位点检测不可缺少的技术支持。但操作复

杂、成本昂贵的缺点也不容忽视。新型的传感策略需要在测

序和质谱对位点和甲基化率信息充分探索的基础上进行。

只有将这些技术巧妙地联合应用，才更有利于推动 RNA 表

观遗传在生命科学中不断探索，以及在临床检测中转化

应用。
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