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R-loop功能及应用前沿展望
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摘要：R-loop是一种特殊的三链结构，由RNA侵入双链DNA形成，包括RNA-DNA杂交链和单链

DNA。R-loop广泛存在于原核与真核生物的基因组中，参与调控基因转录、DNA复制和DNA损伤修复

等多种生物学过程。然而，异常的R-loop形成和积累可能导致基因组不稳定，并与多种疾病发生相

关。由于不同染色质环境下R-loop的差异性，区分和研究R-loop的类别变得复杂且具有挑战性。尽管

已有研究揭示了R-loop的多功能性，但其形成机制和精细调控功能仍需进一步探讨。因此，本文围绕

R-loop的类别、研究方法、功能及其应用前沿展开综述，旨在为该领域的研究提供新的见解和方向。
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Functions and application prospects of R-loops
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Abstract: R-loops, each composed of a DNA:RNA heteroduplex and a displaced single-stranded DNA, are
prevalent genomic structures that play critical roles in a myriad of cellular processes, including transcription,
DNA replication and epigenetic inheritance. However, these structures can also contribute to pathological
states. Dysregulation of R-loops has been implicated in a range of disorders and diseases, including
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neurodegenerative disorders, cancer, and autoimmune diseases, emphasizing the need for their tight regulation.
However, the precise mechanisms governing R-loop formation, stability, and resolution remain elusive, and the
categorization of R-loop based on their chromatin context is yet to be fully established. Recent advancements
have significantly expanded our knowledge of R-loops, revealing their diverse functions and the potential
consequences of their dysregulation. In light of these advancements, this review aims to provide new insights
and research directions by examining the categorization, methodologies, impacts of R-loops. By consolidating
the current knowledge, this review seeks to enhance our understanding of R-loops and stimulate further
investigations in this field.
Key Words：R-loop; RNA-DNA hybrid; DNA transcription; DNA replication; genome instability; DNA
damage repair; disease

近年来，随着基因组和表观组测序技术的发

展，我们对于大部分DNA在转录过程中形成相对

稳定的转录本RNA有了更深入的认识。其中，

RNA与其互补的DNA链通过序列特异性退火结

合，形成RNA-DNA杂交链，进而以一种新颖的方

式发挥功能。具体而言，当这种杂交链同时伴随

产生一条DNA单链时，该三链结构被称为R-loop。
R-loop这一术语源于D-loop的概念，后者描述了一

条DNA链与双链DNA中的一条竞争性结合的情

形[1]。在广义上，即使只有RNA-DNA杂交链而没

有形成DNA单链，这种情况也包括在R-loop的研究

范围内。R-loop广泛存在于原核和真核生物的基因

组中，其状态对调控细胞的多种生物学过程至关

重要，如基因转录、DNA复制、表观遗传修饰以

及DNA损伤修复等。异常的R-loop存在可能导致基

因组不稳定和表观遗传记忆改变，从而引发肿

瘤、神经系统疾病和炎症等多种疾病。

1 R-loop研究前沿

R-loop的生物学研究涵盖了从分子机制到疾病

的广泛领域。研究前沿包括深入探究R-loop形成的

分子机制，及其在基因转录和表观遗传调控中的

复杂作用。此外，在肿瘤、神经退行性疾病等病

理变化中异常的R-loop与病理机制之间的关联也受

到关注。随着高通量测序和生物化学技术的进

步，更加精准、高效的R-loop检测方法不断衍生，

为深入理解其功能提供了重要工具。

1.1 R-loop的形成与分布

目前，R-loop已成为研究的新热点，其功能受

多种因素影响，包括所处位置和染色质环境，但

目前对R-loop的分类尚不完全清晰。根据RNA的来

源和形成方式，本文将体内R-loop分为五种主要类

型：转录伴生R-loop、重复序列R-loop、损伤相关

R-loop、复制相关R-loop及线粒体R-loop(图1)。在

这些分类中，转录生成的RNA通常是各类R-loop的
主要来源，因此转录伴生R-loop与其他类型R-loop
存在一定程度重叠，但由于它们分布于特殊位点

并具有特殊特征，因此进行了单独区分。

1.1.1 转录伴生R-loop
在基因表达过程中，RNA聚合酶 ( R NA

polymerase，RNAP)持续地沿着模板DNA链进行快

速移动，伴随着RNA的不断合成，新生的RNA会
在RNAP内部与其模板DNA进行短暂的互补配对以

保证合成的准确性，形成一种瞬时性的R-loop结
构[2]。多种原因导致的RNAP暂停或速度失常也可

能形成R-loop(图1A)。在基因内部，RNAP的转录

水平会显著影响伴随转录的R-loop形成水平。转录

水平的增加会大幅度提高转录产物的生成，提高

的转录产物增加了RNA与DNA杂交的可能性。基

因间区的RNAP转录也会形成R-loop，并影响基因

内部的RNAP运行，进一步产生更多的R-loop。例

如，RNAP Ⅰ在核糖体DNA(ribosomal DNA，

rDNA)上的高水平转录积累了大量R-loop，RNAP
Ⅱ在rDNA基因之间的间区转录会形成限制RNAP
Ⅰ转录的R-loop[3]。此外，富含GC碱基的核酸序列

更易发生碱基互补配对，表现为转录伴生R-loop热
点区域具有GC偏好性。在控制抗体类别转换的基

因中形成的R-loop分布于富含GC且高度重复的序
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列中[4]。

1.1.2 重复序列R-loop
端粒DNA是真核生物染色体末端的DNA序

列，其在哺乳动物中高度保守且具有高度重复的

特点。RNAP Ⅱ在端粒区域转录产生的长链非编码

RNA被称为含有端粒重复的RNA(telomeric repeat-
containing RNA，TERRA)，具有保护染色体末端

不受破坏的功能。人类细胞中TERRA富含UUAGG
重复序列，具备能够与DNA链互补配对形成杂交

链的优势。研究表明，由重复序列组成的TERRA
能够以非转录伴生的形式产生端粒R-loop，该结构

暴露的单链DNA增加了端粒受损伤的风险[5]。在同

样含有高度重复序列的着丝粒DNA上，由转录形

成的RNA产物也能形成R-loop(图1B)。在有丝分裂

的染色体上形成的着丝粒R-loop能够招募ATR到着

丝粒区域，进而通过CHK1促进Aurora B激活，确

保染色体的准确分离和有丝分裂的正常进行[6]。尽

管着丝粒R-loop在着丝粒功能和组装中起着重要作

用，但它可能会增加复制压力。在细胞DNA复制

阶段，CENPA抑制着丝粒的转录和R-loop的形

成，从而保护着丝粒免受DNA损伤的影响[7]。因

此，R-loop对含有重复序列特征的端粒及着丝粒区

域具有双重影响，其受到细胞周期、细胞代谢状

态和细胞寿命等多种因素的精密调控。此外，其

他DNA序列在基因组中的重复使得这些RNA能够

与多个位点重新退火，从而以异位形式形成R-
loop。除了TERRA，已有报道表明，其他长链非

编码RNA也可以通过形成R-loop发挥作用，如

lncRNA HOTTIP和APOLO[8,9]。

1.1.3 损伤相关R-loop
基因突变、细胞死亡导致衰老并引发疾病。在

人类细胞的DNA损伤修复过程中，已经确定DNA
双链断裂位点(double-strand breaks，DSBs)处存在

RNA-DNA杂交链。杂交链中的RNA可能源自

A：伴随转录产生的R-loop；B：端粒和着丝粒区域含高度重复序列的RNA形成R-loop；C：DNA损伤位点处及临近转录位点处形成R-loop；
D：复制-转录冲突处形成R-loop；E：线粒体DNA转录产生R-loop

图1 五种R-loop类别
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RNAP在损伤位点处的单链DNA(single-strand
DNA，ssDNA)上进行从头合成或临近损伤位点处

RNAP的转录产物[10,11](图1C)。DSBs上从头合成的

RNA被称为DNA损伤诱导的lncRNAs(damage-
induced long non-coding RNAs，dilncRNAs)，其已

经被证实，能够形成RNA-DNA杂交链，从而招募

损伤修复复合物促进DNA恢复[12]。位于损伤位点

附近的RNAP转录活性也对DSBs的修复发挥作

用，但这种周边性的RNA/R-loop如何响应与生成

还不清楚。有证据表明，DNA损伤位点导致的

RNAP暂停可能会形成R-loop，也可能是已经存在

的R-loop中游离ssDNA作为模板进行从头合成而响

应[13]。总之，已有证据显示DNA损伤位点处RNA-
DNA杂交链的存在，但仍不清楚它的形成可能受

到哪些因素影响，目前认为可能的影响因素包括

DNA损伤的类型、发生位点和时间等。

1.1.4 复制相关R-loop
DNA复制与转录是所有细胞中最重要的两个

基本生命过程，但无论如何两种机制都无法避免

发生于同一DNA分子上，此时就会导致复制-转录

冲突的发生。DNA复制是从复制起点开始由DNA
聚合酶沿着DNA链双向进行，转录则是由RNAP沿
着模板DNA从基因上游向下游移动，因此产生了

两种可能的相遇结果，即相向冲突和同向冲突(图
1D)。同向冲突时，伴随RNAP转录产生的R-loop
可以被前导链上的复制解旋酶处理，R-loop中的

RNA最终会被移除或作为引物被复制体使用，从

而有效解决冲突并顺利进行复制[14,15]。相比较而

言，发生在后随链上的相向冲突已经被证实具有

更加严重的后果，会导致复制体停滞更久从而需

要重启复制[16,17]。相向冲突中的R-loop可能预先已

经在RNAP中形成，但有证据表明相向冲突进一步

增加了R-loop的形成和积累。出现在冲突发生区域

的R-loop可能会导致冲突事件更加致命，一方面表

现在R-loop可能会阻挡复制机器的继续进行，另一

方面表现在R-loop可以引发更剧烈的DNA损伤[15-18]。

有研究表明，R-loop自身或许并不能完全阻断复制

的进行，而R-loop与产生R-loop的RNAP组合在一

起，或R-loop与其他一系列杂交链结合蛋白的组

合，成为了复制不可逾越的障碍[19]。一项通过电

镜观察细胞中诱导产生的相向冲突研究表明，在

复制叉后方而不是冲突区域也发现了RNA-DNA杂
交链的存在。杂交链中的RNA可能来源于复制叉

后方DNA的转录产物，也可能是复制机制在解决

掉相向的RNAP后残余的RNA重新退火至复制叉后

方的ssDNA；但无论RNA来自哪里，如果这些

RNA-DNA杂交链持续积累，复制体则无法顺利通

过冲突区域[20]。无论出现在前导链还是后随链，

冲突区域上的RNA-DNA杂交链可以产生多种负面

影响。需要更全面的工作来解释这些负面结果是

如何产生的以及生命体如何有效解决和防范这些

负面结果。

除了在复制-转录冲突区域发现的RNA-DNA杂
交链外，与复制相关的杂交链也出现在正常的复

制进程中。DNA Pol α起始复合物在后随链上合成

8~10个核苷酸长度的RNA引物用来起始DNA合

成，这些短杂交链将在冈崎片段成熟过程中被替

换[21]。短RNA-DNA杂交链中的RNA也可能来源于

复制过程随机掺入的核糖核酸，这种错误掺入通

常会被细胞识别为基因组损伤，随后通过核糖核

酸切除修复途径去除[22]。

1.1.5 线粒体R-loop
真核细胞含有位于细胞核的核DNA与位于线

粒体的线粒体DNA(mitochondria DNA，mtDNA)两
套遗传物质。位于mtDNA的两条闭环DNA链呈不

对称状态，其中含有28个基因编码框且富含G碱基

的链被称为重链，另一条则被称为轻链，重链和

轻链分别具有各自的复制起点H(origin-H，ori-H)
和ori-L[23]。研究表明，在mtDNA的非编码区域存

在R-loop，其中RNA组分定位于ori-H区域，能够

引导启动重链的合成，随后轻链一起配合完成

mtDNA的复制(图1E)[24]。此外，细胞中特异性消

化RNA-DNA杂交链中RNA组分的RNase H1具有细

胞核定位和线粒体定位两种形式，是mtDNA维持

正常复制与转录表达的必需辅助因子 [ 2 5 ]，表明

mtDNA中R-loop受细胞严格调控且具有重要生理

功能。

1.2 R-loop检测技术

最早检测R-loop的方法是通过电子显微镜观察

体外分离的含R-loop的核酸样品[1]。这种直接的方

法至今仍被用于研究中，如通过电子显微镜观察

到复制-转录冲突的复制叉后方存在杂交链[20]。尽
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管已有研究团队详细介绍了如何进行这种检测及

其统计学分析，但电子显微镜的使用和普及程度

仍然存在潜在问题[26]。也有利用重亚硫酸盐处理

方法将R-loop中的ssDNA序列进行靶向，通过特异

性引物扩增测序实现检测某一特定位置R-loop信息

的目的[4]。另一种常见的检测技术是利用凝胶电泳

技术，借助R-loop结构在胶孔中迁移速率低于双链

结构，分析核酸条带的迁移位置来评估R-loop含量

(图2A)。
由于S9.6单克隆抗体的问世，R-loop检测技术

得到了显著推动[27]。S9.6抗体利用其对RNA-DNA
杂交链的特异性识别与结合能力，已广泛应用于

免疫荧光、免疫组化和斑点杂交等技术，适用于

细胞系和组织样品(图2A)。然而，一些研究表明，

S9.6抗体对双链RNA也有结合能力，这引发了对其

特异性的质疑。通过分析S9.6抗体与RNA-DNA杂
交链结合的晶体结构，证实了其对杂交链的高度

特异性[28]。优化样品固定方法也可以有效减少S9.6
抗体在免疫荧光中对双链RNA的结合活性[29]。此

外，通过RNase H1处理可以减弱或消除杂交链信

号，这是验证基于S9.6抗体检测方法特异性的一种

常用策略[30]。

随着高通量测序技术的兴起，利用S9.6抗体识

别和结合RNA-DNA杂交链，并通过免疫沉淀富集

和测序捕获的核酸，已成为全基因组检测R-loop的
主要方法[31]。基于这一技术衍生出多种DNA-RNA
免疫沉淀测序(DNA-RNA immunoprecipitation
sequencing，DRIP-seq)方案：S9.6-ChIP-seq使用甲

醛交联固定基因组DNA后超声打断，随后通过免

疫沉淀来富集和测序DNA片段；bisDRIP-seq通过

亚硫酸盐转化胞嘧啶后进行测序；DRIPc-seq是对

S9.6沉淀RNA进行建库测序；S1-DRIP-seq通过S1
核酸内切酶消化单链DNA后进行测序；RDIP-seq
使用RNase Ⅰ消化单链RNA后测序；ssDRIP-seq则
利用限制性内切酶碎片化DNA后进行链特异性建

库[32-36]。此外，通过荧光定量PCR验证免疫沉淀前

后样品中特定R-loop位点的含量，以检测和验证不

同样品中的R-loop差异也是一种常用手段(图2B)。
尽管上述方法中使用RNase H1处理可以验证

得到的信号的真实性，但由于这些步骤均涉及基

因组核酸的提取和片段化，无法反映R-loop在细胞

内天然的状态。因此，为了在保持细胞结构完整

性的同时捕获R-loop，发展了几种新的检测方法。

一种方法利用通过体内表达带有标签的酶活性突

变型RNase H1来识别R-loop，并使用免疫沉淀和测

序技术(R-ChIP)富集目标DNA片段。另外一种方法

是将RNase H1与微球菌核酸内切酶MNase融合表

达，用于在基因组中切割R-loop区域，随后对释放

A：通过电子显微镜技术、凝胶电泳技术和免疫荧光等直接方法检测R-loop；B：对各种来源的样品进行核酸提取后经杂交链的免疫沉淀进行

R-loop测序分析，或者在维持细胞或细胞核结构下对杂交链进行原位的捕获/标记/切割后进行R-loop测序分析

图2 R-loop检测技术
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的片段进行测序(MapR)[37-39]。目前利用RNase H1
蛋白中结合RNA-DNA杂交链的结构域HBD的方法

也已出现，将串联的HBD与荧光蛋白融合表达，

有效提升了免疫荧光检测R-loop的效果[40,41]。串联

的HBD与核酸切割酶Tn5的融合表达也已经被使用

在基于CUT&Tag-seq的方法中，CUT&Tag技术的

高效和便捷性使基于S9.6抗体的R-loop CUT&Tag-
seq方法得到推广[42,43](图2B)。

测序检测结果表明，R-loop不仅分布广泛且具

有显著动态性。Crossley等[44]利用定量DRIP-seq推
测正常细胞中稳定存在的R-loop约为300个，其余

的R-loop半衰期仅为约11分钟。随后，该团队采用

自动化高通量电镜工作流程，进一步估算每个正

常细胞平均含有614个R-loop，每Mb基因组DNA中
平均含有0.19个R-loop结构[20]。这些结果显示，R-
loop的持续存在或快速消除预示着其功能上的巨大

差异。近期研究集中在解析这些R-loop的生理和病

理意义，以及它们的维持和机制。

1.3 R-loop的生理调控功能

广泛分布的R-loop在细胞生理中具有重要作

用，尤其是在基因表达调控方面展现出多层次、

多方面的功能。通过与转录机制的直接相互作

用，R-loop能够影响基因转录的起始、延伸和终止

过程。此外，通过调节DNA甲基化、染色质的结

构与开放状态等多种表观遗传信息，R-loop能够精

确调控特异性基因表达模式。

1.3.1 R-loop调控基因表达

R-loop对基因表达的调控涉及促进或抑制基因

转录以及对转录终止的调控(图3)。一些转录启动

区域形成的R- loop与反义长非编码RNA(long

noncoding RNA，lncRNA)的转录合成密切相关。

例如，编码中间丝波形蛋白的VIM基因上存在反义

lncRNA的编码基因VIM-AS1，其转录启动导致R-
loop的形成，招募核转录因子-κB(nuclear factor
kappa-B，NF-κB)到VIM上促进基因转录[45]。位于

基因上游较远位置的反义lncRNA GATA3-AS1也能

够形成R-loop，促进GATA3基因的转录激活[46]。有

趣的是，研究表明，在基因转录起始区域形成的

R-loop可以提供单链DNA作为反义RNA转录的模

板，这时R-loop本身成为“启动子”[47]。这些证据

提示，转录启动区域形成的R-loop与基因表达调控

密切相关，既可以促进也可以抑制基因表达。然

而，全基因组水平的功能研究以及造成R-loop调控

机制差异的原因仍需进一步探索。

RNAP在基因末端的停止机制是一个复杂的过

程，其正确终止对基因表达至关重要。若RNAP未
能及时停止，则可能导致转录通读，进而干扰下

游基因的表达甚至引发DNA损伤。全基因组研究

表明，部分基因转录终止位点附近存在R-loop富
集，与之对应的，呈高密度分布于染色体上的基

因3′端富含R-loop，这些紧邻的基因往往受转录通

读的影响更严重[48]。终止位点附近的R-loop促进转

录终止的功能已经被证实。具体来说，R-loop中
RNA-DNA杂交链的形成使得新生转录本缠绕在

RNAP Ⅱ行进的后方，这种扭转应力使得聚合酶前

进变缓[49]。此外，终止区域的R-loop似乎能够与多

种酶组分联合来调控转录停止。当细胞缺失解旋

酶(如senataxin、DHX9、DDX5)或外切酶XRN2
时，部分基因的转录无法正常终止，同时伴随R-
loop水平的整体上升[50-53]。然而，这些酶组分与转

转录起始位点上游反义lncRNA转录形成R-loop，招募转录激活因子或沉默因子操纵基因转录起始，转录早期伴随形成的R-loop调控转录活动早

期终止，转录终止位点附近R-loop抑制转录继续进行，并通过招募解旋酶、外切酶、修饰酶促进转录终止

图3 R-loop调控基因表达
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录通读是否完全依赖于R-loop尚需进一步研究。有

研究显示，解旋酶DDX21能够被R-loop招募到基因

末端，进而促进METTL3对终止位点附近RNA进行

m6A修饰，随后引导XRN2参与转录终止 [54]。另

外，有研究提出，识别m6A修饰的YTHDF2蛋白对

于维持R-loop稳态至关重要，m6A修饰对基因组稳

定性的贡献部分依赖于R-loop[55]。这表明部分R-
loop所介导的转录终止功能由识别或响应其RNA修
饰的蛋白质或酶组分决定，但目前仍缺乏解释转

录终止位点R-loop形成机制的研究。一项研究显

示，RNAP Ⅱ为转录起始后的短暂停滞状态形成的

R-loop提供了一段游离ssDNA，SOSS-INTAC复合

物结合该ssDNA并通过其核酸内切酶活性诱导转录

的早期终止[56]。这是R-loop调控终止的新示例，

即通过转录早期终止来保护基因组稳定性或调

控基因表达。未来需要更多关于R-loop参与转录

终止的研究，以全面理解R-loop如何发挥该功能。

1.3.2 R-loop调控表观遗传

除了通过与转录机器和相关调控蛋白发生作

用，R-loop还可以对表观遗传的多个维度(即DNA
修饰、RNA修饰、组蛋白修饰和染色质高级结构

等)进行调控(图4)[57]。DNA修饰维度的证据表明，

位于转录起始区域的R-loop能够通过保护该区域

DNA免受甲基化修饰来促进基因转录。R-loop可以

阻止DNA甲基转移酶3B1(DNA methyltransferase
3B1，DNMT3B1)对特定区域甲基化[31]。此外，R-
loop与G-四链体在转录起始区域重叠，体外研究显

示，R-loop先于G-四链体形成，G-四链体也能通过

隔离DNMT1来保护DNA免受甲基化[58-60]。生长阻

滞与DNA损伤蛋白45A(growth arrest and DNA
damage inducible alpha，GADD45A)能够与启动子

区域的R-loop结合，招募去甲基化酶TET1来介导

DNA去甲基化[61]。数千个R-loop位点与TET1结合

位点重叠于启动子区域，其中包括基因Gadd45a的
启动子，暗示R-loop-DNA去甲基化可能存在自我

反馈调节。然而，在转录起始区域，5-羟甲基胞嘧

啶(5-hydroxymethylcytosine，5hmC)的低水平分布

与R-loop的高水平分布不对应，可能因为R-loop的

图4 R-loop调控表观遗传
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形成晚于DNA 5mC向5hmC转化过程 [ 6 2 ]。在

DNMT3B敲除或突变导致的功能缺失细胞中，着丝

粒R-loop的稳态受损，引发基因组不稳定[63]。这些

发现强调了R-loop与DNA甲基化之间相互影响，需

要进一步研究以阐明R-loop在哪些情景中起主导

作用。

不仅作用于DNA修饰，R-loop对染色质状态的

调控机制更为多样。例如，其独特的RNA-DNA双
螺旋的A型构象直接干扰核小体在其上的组装，因

而R-loop的存在本身可能就可以维持染色质的高开

放性[64,65]。全基因组R-loop测序结果显示，R-loop
热点区域与染色质开放区域重合，这验证了该观

点[66]。细胞核内染色质相关RNA与开放、活跃的

染色质状态相关，用核糖核酸酶或转录抑制剂处

理会导致染色质结构坍塌，也支持该观点[67]。全

基因组测序分析结果显示，活性组蛋白H3第4位赖

氨酸残基三甲基化修饰(H3K4me3)、H3K4me1、
H3K36me3、H3乙酰化修饰与启动子处R-loop相
关，而终止区域的R-loop与H3K4me1有关，提示

H3K4me1可能是受R-loop影响最大的组蛋白修

饰[68]。此外，终止区域的R-loop与乙酰转移酶p300
的招募增加相关，且能够招募组蛋白赖氨酸甲基

转移酶G9a，其通过对组蛋白进行H3K9me2修饰促

进异染色质形成[69]。这些证据表明，转录终止区

域R-loop通过将附近染色质转变为异染色质状态来

发挥终止功能。

同时，R-loop也可以通过影响多种组蛋白修饰

的写入、擦除和识别因子的结合来调控染色质状

态。例如，R-loop既能够限制抑制性染色质修饰酶

多梳抑制复合物2(polycomb repressive complex 2，
PRC2)的亚基Suz12加载至启动子处，也能够招募

具有激活性质的染色质重塑和乙酰化复合物Tip60-
p400，从而影响染色质状态并调控干细胞分化潜

能[70]。该研究提出了一种可能的机制：当启动子

处R-loop的形成还不稳定(低GC含量且基因低表达)
时，激活或抑制的调控因子都可能被招募，而稳

定的R-loop(高GC含量且基因高表达)则只招募能够

增强或维持基因高表达的调控因子。另一项研究

也支持部分富含CpG、多梳家族蛋白(polycomb-
group protein，PcG)靶向的启动子形成的R-loop有
助于PcG介导的基因沉默[71]。他们提出了另一种可

能的机制：R-loop在转录活性基因中发挥激活因子

的功能，而在PcG靶向的非活性基因中起到转录抑

制因子的功能，R-loop中RNA的质量、所在基因的

活性以及R-loop自身稳定性等多因素决定了其功

能。这些假设表明，R-loop利用染色质调控因子发

挥功能具有不确定性，但调控因子如何分辨不同

的R-loop或者R-loop如何控制调控因子的来去仍然

是未解之谜。

上述种种作用机制使得R-loop与染色质状态的

关系错综复杂，同时因为组蛋白修饰改变往往伴

随转录变化，其与组蛋白修饰的直接关联研究更

具有挑战性。例如，H3K36me3由组蛋白甲基转移

酶SETD2介导，其与RNAP的C末端结构域相互作

用[72]，启动子上具有R-loop的基因比不含R-loop的
基因能够富集更多的H3K36me3，并伴随RNAP的
增多[66]。这提示R-loop可能帮助RNAP在起始区域

短暂停滞，从而招募修饰酶对周围组蛋白进行修

饰，但也表明R-loop可能只是增强修饰强度的间接

因素。尽管与RNA-DNA杂交链互作的修饰酶报道

不多，但从ssDNA互作的修饰酶来看，R-loop提供

的ssDNA或许能够结合具有SET结构域的H3K4甲
基转移酶复合物[72]，这提供了R-loop可能直接促进

修饰功能的证据，但仍需进一步验证。此外，

Tip60-p400复合物的乙酰化修饰活性因RNase H1过
表达显著下降，提示该复合物的某亚基可能直接

互作于R-loop，这也支持R-loop直接影响修饰的观

点[70]。总之，进一步研究R-loop与染色质调控因子

或组蛋白修饰因子的直接关联对于解析R-loop的调

控功能至关重要。

此外，R-loop虽然是线性的核酸结构，它也对

染色质三维结构具有重要的调控功能。染色质三

维结构能保证遗传信息的可储存性以及基因表达

的时空性。黏连蛋白复合物介导染色质环的形

成，组成该复合物的STAG1和STAG2蛋白被证明

能够结合R-loop结构且存在共定位现象，体内的干

扰实验发现，STAG1能够结合R-loop并发挥抑制作

用[73,74]。另外的研究也证实了STAG2-黏连蛋白可

能直接抑制R-loop的形成[75]。这提示R-loop可能是

STAG蛋白的聚集区域，与其他各种RNA结合蛋白

一起支持黏连蛋白在染色质装载。有研究还指

出，R-loop会阻挡体外由黏连蛋白介导的DNA压
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缩，具有界定染色质拓扑相关结构域边界的作

用[76]。体内由lncRNA HOTTIP形成的R-loop也被证

明具有增强CTCF介导的边界作用，进而促进染色

质拓扑相关结构域的形成[8]。此外，R-loop与G4的
共存也能够促进CTCF的结合并增强染色质成

环[77]。尽管调控机制仍然不清晰，但这些示例表

明，在研究R-loop调控功能时考虑其对染色质结构

的影响同样重要，同时也反映了R-loop在染色质动

态调控中发挥多样化的重要功能。

1.4 R-loop指示并影响病理变化

R-loop的形成和消除受到多种途径和因子的调

控，包括mRNA处理、DNA超螺旋、单链DNA结
合蛋白、RNA解旋酶等，已有多篇优秀综述文章

详细讨论了这些调控因子[78-80]。当这些因子发生异

常导致疾病时，通常会伴随R-loop的显著变化，下

文将总结具有指示功能和影响病理进程的R-loop。
1.4.1 R-loop与肿瘤

癌症的发生发展通常以癌细胞的异常转录状态

为标志，活化的致癌基因表达产物和细菌性致癌

物都会增加R-loop的形成，从而增加复制压力和基

因组不稳定性。Val-12突变的HRAS蛋白、肉瘤相

关的融合蛋白EWS-FLI1、SS18-SSX等致癌蛋白

表达的癌症中都表现出全基因组R-loop水平的增

加，随后出现依赖于R-loop的复制应激和DNA损
伤[81-83]。雌激素受体阳性乳腺癌中，R-loop高度富

集于响应雌激素的基因组位点，形成雌激素依赖

性的、R- l oop驱动的DNA损伤。此外，缺失

BRCA1/SETX导致R-loop驱动DNA损伤，缺失

BRCA2也会导致异常的R-loop积累，表明其他类

型乳腺癌中R-loop的异常积累也是标志性事件且加

剧DNA损伤[84,85]。在多发性骨髓瘤和伯基特淋巴瘤

中，B细胞中TDRD3的缺失导致c-MYC位点上R-
loop积聚，引发严重的DNA损伤和频繁的染色体易

位[86]。编码剪接因子SRSF2和U2小核RNA辅助因

子1基因上的致癌突变在骨髓增生异常综合征中

普遍存在，其被证实会诱导R-loop积聚和复制应

激[87-89]。急性髓系白血病中lncRNA HOTTIP介导的

R-loop形成也会驱动癌基因的表达从而加速白血病

进程[8]。幽门螺杆菌感染通过激活NF-κB信号转导

途径增加转录水平，引发R-loop依赖性复制应激，

从而诱发胃癌发生[90]。这些结果都强调了致癌因

素会产生异常的、高水平的R-loop，引发DNA损伤

和加剧基因组不稳定，提示R-loop作为肿瘤发生发

展标志物的可能性(图5)。
1.4.2 R-loop与神经系统疾病

人类基因组中存在大量的短串联重复序列，其

中一些与神经退行性或神经变性疾病有关，如肌

萎缩性脊髓侧索硬化症 (C9ORF72和ATXN中

GGGGCC重复扩展)、额颞叶痴呆(C9ORF72中
GGGGCC重复扩展)、弗里德赖希共济失调(GAA
或TTC重复扩展)、亨廷顿氏病(GAA或TTC重复扩

展)、脆性X综合征(FMR1的CGG重复扩展)、强直

性肌营养不良(CAG/CTG重复扩展)等[91]。扩展的

重复序列很容易形成异常的R-loop，这种R-loop暴
露的单链DNA由于形成二级结构而更加稳定[92]。

扩展重复序列上的R-loop会触发RNAP的转录受损

和基因沉默，缺失RNase H时还会导致重复序列继

续扩展[93,94]。因此，R-loop不仅作为神经系统疾病

的表现形式存在，而且可能是加重疾病进程的原

因之一。有研究表明，形成在三核苷酸重复序列

上的R-loop与发生在该位置的碱基切除修复途径相

互联系，能够导致重复序列的缩短[95]。这一发现

提示，R-loop在重复序列上可能具有调控功能。有

研究在FMR1基因CGG扩展上证实了这一点，R-
loop能够促进FMR1的DNA去甲基化，维持其活化

状态，并促进依赖错配修复途径的重复序列缩

短，恢复基因正常功能[96]。因此，进一步深入探

索和分类扩展重复序列上位点特异性R-loop的功

能，对于揭示R-loop与神经系统疾病之间的关系至

关重要。

R-loop调控因子的异常如同重复序列扩增一

样，也会导致神经系统疾病。例如，senataxin的突

变会导致肌萎缩性脊髓侧索硬化症和2型动眼神经

失用症共济失调，这与R-loop的异常积累密切相

关[97,98]。因此，神经系统中参与R-loop代谢的各种

组分对于神经系统疾病的发展同样重要。

1.4.3 R-loop与炎症及免疫性疾病

Aicardi-Goutières综合征是一种由于大脑细胞

中游离核酸片段的积累而引发的自身免疫性疾

病，参与核酸处理的蛋白质功能异常能够导致该

病发生。这些蛋白质包括SAMHD1、RNase H2、
TREX1和ADAR1等。它们的异常会增加R-loop水
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平，与Aicardi-Goutières综合征中异常R-loop积累

相一致[99-101]。这些突变还可以导致先天免疫反应

信号增加，其具体机制尚不完全清楚。研究证据

表明，R-loop可能是增强先天免疫的重要原因。首

先，R-loop可以引发DNA损伤和复制应激，诱导微

核和游离ssDNA形成，其会被模式识别受体识别并

激活免疫应答 [102,103]。其次，细胞质中高水平的

RNA-DNA杂交链能够结合模式识别受体cGAS和
TLR3，进而激活先天免疫反应[104-106]。核酸内切酶

XPG和XPF能够切割R-loop中的杂交链，释放到细

胞质后直接激活免疫反应通路[107]。这些发现解释

了RNase H1过表达和DDX41缺失引起的炎症反应

变化[108,109]。盲鼹鼠作为寿命极长的啮齿类动物，

能够利用逆转录转座子抵抗自发性和诱导性肿

瘤；异常激活的逆转录转座子会导致胞质中RNA-
DNA杂交链的增加，进而激活cGAS-STING-IFN通

路，诱导过度增殖细胞的死亡[110]；成人T细胞白血

病中NF-κB的激活会导致XPF和XPG介导的依赖于

R-loop的DNA损伤和衰老表型；幽门螺杆菌感染激

活NF-κB介导的先天免疫信号会增大R-loop诱导的

复制压力，提示炎症信号的增强也会进一步增加

R-loop的危害性[90-111]。R-loop与炎症反应之间的正

反馈循环提示，未来操纵R-loop或外源免疫原性

RNA-DNA杂交链以消除异常细胞在疾病中的应用

潜力非常广泛。

2 实验室聚焦研究方向

本实验室致力于R-loop和染色质动态调控领

域，围绕染色质相关RNA及其形成的R-loop结构，

以R-loop的形成机制、功能表征和检测技术创新及

应用为主要研究方向。通过技术改进、开发和推

动分子机理的研究，以复制和转录时空互作为切

图5 R-loop指示并影响病理变化
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入点，开辟了解析染色质上多维度分子事件协调

机制的新思路。重要发现包括：表观转录组与R-
loop协同调控转录终止、维护基因组和异染色质结

构稳定性从而延缓细胞衰老的新机制，以及通过

多种表观因子和转录因子激活成体组织干细胞来

促进组织器官修复的新靶点。未来将在干细胞、

衰老及再生的生理病理变化背景下，利用新的R-
loop检测技术及多维度组学信息的整合分析其基础

规律和调控功能，推动RNA介导的染色质动态调

控在相关领域的应用。

3 R-loop研究的未来展望与尚需攻关的科学

问题

R-loop曾经被认为是有害且罕见的转录副产

物，但随着检测方法的进步，与R-loop相关的细胞

分子机制及功能探索越来越多。R-loop的文献计量

学分析表明，自2010年以来，R-loop研究呈现爆发

式增长，研究热点逐渐从R-loop参与生物学过程的

分子基础转向影响R-loop形成和稳定的潜在因

素[112]。全基因组水平检测R-loop的含量及特征揭

示了其分布的广泛性，因此了解细胞如何有效控

制R-loop的出现及消除仍是一个关键问题。目前R-
loop主要分为有益和有害两种类别，即使两者的定

义及分类标准还不够完善，但该分类提示必然存

在不同的分子机制调控不同种类R-loop。因此，回

答有益性或有害性R-loop如何维持或消除，从而发

挥哪些功能或造成哪些危害具有重要研究意义。

考虑到R-loop的高度动态性，另一个研究热点

集中在检测和分离体内R-loop结构的方法，虽然

1986年出现的S9.6抗体极大推动了基于二代测序的

检测技术发展，但现有检测技术难以对R-loop进行

精准定位和连续性识别，特别是针对R-loop的长度

和边界定义仍然众说纷纭。此外，不同时空状态

的细胞内R-loop是否存在异质性仍有待研究。单细

胞水平的R-loop检测技术将能够为这一问题的解决

提供思路。

此外，R-loop和疾病之间的关联也成为研究的

焦点之一，主要研究方向集中在R-loop作为疾病的

表征和R-loop加剧疾病发生发展进程两方面。有研

究也提出了R-loop可能也具有提高肿瘤细胞免疫原

性的新功能，因此研究疾病发生发展中的R-loop特

征及其功能或危害性依然是该领域经久不衰的研

究热点。建立新的关联知识将极大推动R-loop的深

入研究。

近几年的研究为我们提供了大量的启发性内

容，对于未来详细定义有益性/有害性R-loop以及

认知它们的维持/消除、功能/危害性提供了思路。

R-loop检测技术的再次进步将会有效地提高功能认

知，可以预想，未来有望融合人工智能辅助的蛋

白分子设计方法，依据需求设计出特异性更高、

功能更集中的R-loop识别蛋白结构或分子。通过高

特异性和高分辨率解析R-loop形成的基础规律，将

实现R-loop在更多环境下的高效率检测；具备细胞

类型和组织器官类型特异性的R-loop图谱有望被绘

制出来，辅助回答R-loop调控功能或危害性的异质

性。此外，新的R-loop与表观遗传现象之间的关联

会被发现，从而丰富R-loop功能及调控多样性。未

来，R-loop有望作为一种诊断性的生物标志物用于

临床分级和预后，R-loop的异质性可用于指导监测

疾病的进程。以R-loop的病理学功能为指导，R-
loop的调控因子及免疫原性RNA-DNA杂交链将有

希望成为新的疾病治疗靶点和工具。
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