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摘要 修饰核酸在多种生命过程中发挥关键作用, 如调节基因表达、调控RNA稳定性和影响蛋白质翻译等. 深
入理解修饰核酸的调控机制, 有助于提升人们对基因相关疾病的认知, 并促进新型诊疗策略的开发. 为了探究这

些修饰核酸的功能, 研究者开发了各类结合高通量测序的检测技术. 基于化学工具对修饰核酸进行定位和定性分

析具有显著的优势, 本文总结了近年来开发的化学反应驱动的修饰核酸检测技术, 展示了化学工具在生物领域中

的重要作用.
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1 引言

遗传信息在生命体内以DNA中的经典脱氧核糖

核苷酸(胞苷、鸟苷、腺苷和胸苷)以及RNA中的核糖

核苷酸(胞苷、鸟苷、腺苷和尿苷)为基础存储
[1~3]. 然

而, 近几十年的研究发现, DNA[4]
和RNA[5]

上分别存在

40种和170多种不同的化学修饰(图1), 这些修饰核酸

形成遗传的第二层信息, 通常被称为表观遗传学, 并

参与调控转录和翻译等重要的生命过程
[3,6,7].

DNA修饰在人体的多种生物过程和疾病中起着

重要作用, 包括发育、衰老和癌症等. 这些修饰不会改

变或干扰经典的Watson-Crick碱基互补配对,但会影响

双螺旋大沟中的DNA-蛋白质相互作用
[3]. 在哺乳动物

基因组中, 胞嘧啶碳5号位的甲基化(5-甲基胞嘧啶,
5mC)是最主要的DNA修饰, 也被称为“第五号碱基”.

5mC由DNA甲基转移酶(DNMT)催化, 主要存在于

CpG二核苷酸区域, 在哺乳动物基因组中, 70%~80%
的CpG被甲基化, 而在一些特定的区域如启动子中的

CpG, 通常不被甲基化
[8,9]. 通过影响与DNA相互作用

的蛋白质结合, DNA甲基化能够调控基因的表达活性,
进而影响原癌基因与抑癌基因的表达, 这对肿瘤的发

生具有重要影响
[10,11]. 5mC可进一步被TET酶催化转

化为5-羟甲基胞嘧啶(5hmC), TET酶介导的进一步连

续氧化导致形成5-醛基胞嘧啶(5fC)和5-羧基胞嘧啶

(5caC)[12~16]. 这两种氧化产物通常被认为是活性DNA
去甲基化途径的中间体, 它们被胸腺嘧啶DNA糖基化

酶(TDG)切除, 并通过碱基切除修复(BER)途径恢复为

未修饰的胞嘧啶
[17~19]. 有研究表明这些氧化产物本身

在调控基因表达方面发挥作用, 如5fC在增强子中高

度富集, 这提示5fC可能调控基因的转录和表达
[20].
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与DNA类似, RNA也存在多种化学修饰, 这些修

饰参与基因表达与RNA代谢等多个生命过程. 不同的

是, RNA不仅修饰种类远多于DNA, 且一些修饰碱基

还会影响经典的Watson-Crick碱基互补配对及RNA-蛋
白质相互作用

[5]. 在转录组中, 腺嘌呤氮6号位甲基化

(N6-甲基腺嘌呤, m6A)是最主要的RNA修饰之一, 其由

RNA甲基转移酶(如METTL3、METTL14和WATP蛋
白复合物)催化形成

[21]. m6A具有显著的规律性与保守

性, 主要集中在转录本的3’UTR区域和附近的终止密

码子,分布的主要基序为DRACH (其中D = A, G或U;
R = A或G; H = A, C或U). m6A可以被去甲基化酶如

FTO氧化脱去甲基, 因此m6A是动态变化的. 许多环境

因素(如紫外线照射)和生理因素(如生物钟的紊乱、炎

症应激反应、神经行为或免疫反应)会影响m6A的稳

态调节, 当m6A的稳态调节出现异常时, 可能导致蛋白

翻译的错误, RNA相关的调节功能丧失, 从而引发癌

图 1 (网络版彩图)部分修饰核酸示意图
Figure 1 (Color online) Schematic diagram of partially modified nucleic acids.
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症等疾病的发生
[22]. 仅考虑一些常见修饰碱基, 如

m6A、次黄嘌呤(I)、N1-甲基腺嘌呤(m1A)、5-甲基胞

嘧啶(m5C)等, 已有超过175种疾病或病理生理状况与

RNA修饰有关
[23]. 在稀有碱基修饰中, 如Dumelin等[24]

对2-香叶基尿苷的研究、Sakai等[25]
对5-羧酸甲酯尿苷

的研究等都说明稀有修饰碱基在转录翻译过程中也起

着重要的调控作用.
核酸修饰功能研究离不开新型检测技术的发展.

人们对DNA和RNA修饰功能及相关分子机制研究兴

趣的持续增长, 进一步推动了用于检测基因组和转录

组中的特异性修饰核酸的检测工具的开发. 鉴于部分

修饰丰度低且化学性质多样, 准确检测和定位这些修

饰面临着更大的挑战. 为了深入探究这些修饰的核苷

的生物学作用, 亟需开发特异性标记、检测并富集修

饰核酸的工具, 而化学探针分子具有明显的优势. 本

综述介绍了化学反应驱动的修饰核酸的检测方法, 重

点聚焦于近三年来化学反应驱动的DNA和RNA修饰

的检测策略, 阐述了其生物学发现, 并探讨了尚需解决

的问题.

2 修饰核酸检测技术方向

随着修饰碱基检测方法的不断进步, 研究者获得

了更多深入探索这些修饰核苷生物学功能的有力工

具. 然而, 修饰碱基的低丰度显著增加了检测方法开发

的难度. 例如, 在真核细胞内mRNA中, 丰度较高的

m6A仅占0.2%~0.6%[22], 而其他低丰度或稀有修饰的

占比甚至低于万分之一乃至十万分之一
[3,5], 这对检测

的精度和灵敏度提出了极高要求.
超高效液相色谱-串联质谱(UHPLC-MS/MS)虽然

可利用各种内参或衍生化进行精确的痕量定量分析,
但无法在基因组或转录组层面实现对修饰碱基的定位

分析. 此外, 该方法需将核酸样品消化酶解为单个核

苷, 这不仅导致核酸序列信息丢失, 还可能引入外源

性污染. 在分离不同亚细胞器或不同种类RNA时, 分

离方法造成的残留也可能产生严重的假阳性. 下一代

测序技术(NGS)的发展, 使得修饰碱基的单碱基检测

成为可能. NGS以高通量和高分辨率对数十亿个核酸

分子进行大规模快速测序, 结合生物信息学分析和人

工智能分析, 提供了核酸修饰的准确定位及定量信息,
为研究其生理功能提供了更坚实的数据支撑, 从而催

生了多种基于NGS的检测方法.
由于不同修饰碱基的化学性质各异, 研究者基于

这些性质开发了不同的检测方法
[3]. 迄今为止, 已经成

功绘制了几十种化学修饰图谱(表1), 包括DNA的

5mC、5hmC、5fC、5caC、N6-甲基脱氧腺苷(6mA),
RNA的m6A、N6-2′-O-二甲基腺苷(m6Am)、m5C、5-
羟甲基胞嘧啶(hm5C)、5-醛基胞嘧啶(f5C)、I、假尿

嘧啶(Ψ)、m1A、2ʹ-O-甲基化(Nm)、N4-乙酰胞苷(ac4C)、
N 7 -甲基鸟苷 (m7G)、2-甲硫基 -N 6 -异戊烯基腺苷

(ms2i6A)、二氢尿嘧啶(DHU)和糖基化RNA (GlycoR-
NAs)等. 这些检测方法大致分为两类: 一类是基于特

异性蛋白质如抗体、酶类等的独特功能进行检测; 另

一类则是基于特异性化学反应对单个修饰碱基进行特

殊转化检测.

2.1 基于特异性蛋白质的修饰核酸检测策略

蛋白质作为生理活动的执行者, 其专一性和高效

性在修饰碱基检测方法开发中发挥了重要作用. 修饰

核酸的低丰度增大了其检测难度, 使得增强修饰核酸

片段信号成为常见策略. 商业化抗体的发展使得基于

抗体富集的策略成为有力的检测手段. 抗体富集测序

方法的基本原理是利用对修饰核酸具有高特异性和亲

和力的抗体进行免疫沉淀, 然后通过高通量测序比较

和分析富集的片段与背景片段的差异, 从而获得修饰

位点分布信息. 以典型的m6A为例, 研究者采用m6A特
异性抗体联用免疫共沉淀技术的MeRIP-seq (m6A-
seq)[26,27]富集含m6A的RNA片段. 然而, 抗体富集方法

通常分辨率低, 只能将修饰定位到大约100 nt片段. 为
优化此策略的miCLIP-seq技术

[28]
应运而生, 通过紫外

线照射在交联位点诱导T到C的突变或截断, 实现单碱

基分辨率的测定.
另一种策略是使用具有特异反应性的酶对修饰碱

基进行酶催化反应. 如Garcia-Campos等[29]
开发的

MAZTER-seq技术用RNA酶MazF特异性切割无甲基

化修饰的ACA位点, 而不切割含m6ACA位点, 通过高

通量测序实现对m6ACA的m6A位点修饰进行单碱基定

量分析. 由于ACA含量只占DRACH的16%左右, 难以

对m6A进行无偏好检测. Yuan等[2]
利用脱氨酶eA3A-

M5对C、5mC和5hmC表现出不同的脱氨能力, 开发了

EDA-seq技术, C经历完全脱氨并读作T, 5mC部分脱氨

读作T和C的混合, 而5hmC未脱氨读取为C, 进而能够
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特异性地同时定量C、5mC和5hmC, 但是针对其他稀

有修饰的特异性酶的开发仍面临重重困难.

2.2 基于特异性化学反应驱动的修饰核酸检测策略

除了特异性蛋白具有高效性与专一性外, 部分化

学反应同样展现出这一特性. 因此, 利用特异性化学

条件或化学反应对修饰碱基进行检测, 已成为一种重

要的检测手段. 最典型的方法是5mC检测的金标准

BS-seq[30]. 在BS-seq中, 胞嘧啶碳6号位在亚硫酸氢盐

(BS)和酸性条件下易发生脱氨反应, 形成尿嘧啶; 而胞

嘧啶C5号位的甲基化增加了嘧啶环中的电子密度, 使

其不易与BS反应. 在高通量测序中, C读作T而5mC不
变仍读作C, 从而实现特异性地在基因组水平上定量

检测5mC. 5fC和5caC在BS条件下也可转化为尿嘧啶,
而5hmC虽被磺化但未脱氨. 因此, 常规的亚硫酸氢盐

测序不足以区分5mC和5hmC. 不同的化学处理策略被

提出以区分不同的胞嘧啶修饰, 如oxBS-Seq[31]使用

KRuO4氧化5hmC至5fC, 再使用BS处理, 使用差减法

区分5mC及5hmC达到检测5hmC的目的 . 又如 ,
fC-CET[32]

用于检测5fC, 使用小分子化合物对5fC进行

特异性反应富集, 反应后的C读作T达到单碱基检测

5fC的目的.
化学反应驱动的修饰碱基检测策略的一大优势在

于, 修饰碱基的修饰基团具有独特的化学结构, 通过寻

找与其特异性反应的化学条件即可实现高精度修饰碱

基检测.

3 化学反应驱动的修饰核酸检测策略

在此, 根据是否引入富集手段, 将化学反应驱动的

修饰核酸检测策略大致分为两类: 一类为基于包含富

集效果的修饰检测; 另一类则为化学反应导致的碱基

错配/缺失的修饰检测. 通过化学处理改变核苷酸碱基

配对性质的检测策略已广泛应用于检测各种修饰核

酸. 富集策略在提高低丰度核酸种类的核酸修饰检测

及低化学计量修饰检测的检出限方面发挥着重要作

用. 然而, 富集策略的引入会造成修饰碱基定量信息的

丢失. 因此, 在开发新的化学反应驱动的检测方法时,
需要合理权衡是否引入富集策略.

在化学反应驱动的修饰核酸检测策略中, 还可以

选择多种辅助联用技术. 例如, 代谢标记技术通过不

表 1 部分修饰核酸的测序方法

Table 1 NGS methods for partially modified nucleic acids

修饰核酸 特殊蛋白 化学驱动

DNA 6mA
6mA-DIP

6mA-CLIP-exo
DA-6 mA-seq

DR-6mA-seq

5mC Me-DIP BS-seq

5hmC

hme-DIP
GLIB-Seq
CMS-DIP
JBP1-DIP

hMeSeal-Seq
SCL-exo
Aba-Seq

Pvu-Seal-Seq
RRHP

TAB-Seq

oxBS-Seq

5fC
fCSeal-seq
MAB-Seq

5fC-DIP
fC-CET
redBS-Seq
fCAB-Seq

CLEVER-Seq

5caC 5caC-DIP
MAB-Seq

DIP-CAB-Seq

5hmU 5hmU-DIP

5fU Aldehyde-reactive
probe

Base J BaseJ-DIP

RNA m6A

m6A-Seq
MeRIP-Seq
PA-m6A-Seq
miCLIP

m6A-LAIC-Seq
m6A-SEAL-Seq
MAZTER-seq
m6A-REF-seq
DART-Seq

m6A-label-Seq
m6A-SAC-Seq

GLORI

m1A-

m1A-Seq
m1A-ID-Seq
m1A-MAP-Seq
m1A-Seq-TGIRT
m1A-quant-seq

OH- Dimroth
Mild Chemical
Conditions

m5C/h m5C
m5C-RIP-Seq
miCLIP-Seq
Aza-IP

modified BS-Seq

ac4C acRIP-Seq ac4C-Seq

Ψ PA-Ψ-Seq

CeU-Seq
Pseudo-Seq
Ψ-Seq
PSI-Seq
BID-Seq
PRAISE

m7G m7G-MeRIP-Seq
m7G-miCLIP-Seq

m7G-MaP-Seq
m7G-quant-Seq
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同的转移酶在基因组或转录组中引入不同的修饰碱

基, 作为一种标记生物分子的方法, 通过使用具有底

物兼容性的小分子类似物, 可将人为挑选的化学基

团代谢至修饰位, 为缺乏特异性反应的修饰基团提供

新的检测方向. 此外, 还可以利用酶催化反应引入新

的化学特异性基团, 以实现后续特异性化学反应的

目的.

3.1 基于化学反应富集的修饰核酸检测策略

通过化学特异性反应将修饰核酸加上click基团进

行进一步生物素化或直接生物素化以富集检测低丰度

修饰核酸是最主要的策略, 通过特殊处理以达成自富

集效果也被应用于修饰核酸的检测(图2).

3.1.1 m5C

m5C作为一种在基因表达调控中扮演关键角色且

广泛存在的RNA修饰, 其位点鉴定仍面临显著挑战.
传统的BS-seq在处理过程中往往伴随着RNA的严重降

解和序列复杂性降低, 因此开发更温和的检测手段显

得尤为重要.
Li等[33]

创新性地开发了m5C-TAC-seq技术, 该技

术首先利用TET酶将m5C氧化成f5C, 随后用1,3-茚二

酮的叠氮衍生物进行标记, 同时改变m5C的氢键, 通过

DBCO-S-S-Biotin与叠氮基团进行click反应, 将m5C标
记上Biotin基团, 进而利用Biotin-链霉亲和素(streptavi-
din, SA)相互作用实现含m5C的RNA的富集, 并在逆转

录时在m5C处诱导C-to-T转变实现单碱基检测.
借助m5C-TAC-seq, 研究者进一步揭示了NSUN5

(一种已知的rRNA的m5C甲基转移酶)在mRNA甲基化

中发挥作用, 并发现NSUN2 (一种已知的tRNA和

mRNA的m5C甲基转移酶)也可以作用于rRNA、snoR-
NA和前体microRNA (pre-miRNA). 此外, 该技术还被

用于评估细胞周期和细胞分裂相关的过程.
这种方法中的酶反应条件与化学反应条件对

RNA表现出较高的温和性, 不会影响未修饰的C或造

成其他副反应, 从而允许直接在低丰度和低序列复杂

性RNA中进行m5C的检测. 但由于TET酶介导的m5C-
to-f5C氧化效率目前只有50%左右, 因此在选用小分子

化合物时采用click基团的富集策略以提高灵敏度显得

尤为重要, 但也因此, 该技术在单碱基水平并未实现绝

对定量效果.

3.1.2 m6A

m6A的非活泼甲基基团使得开发基于m6A的化学

检测方法拥有显著的挑战性. 前期开发的方法主要基

于抗体或者酶促化学反应, Zhou等[34]
提出了纯化学检

测m6A的方法, 为m6A的检测开辟了新的研究途径.
Zhou等[34]

开发了m6A-ORL-Seq技术通过三步氧

图 2 (网络版彩图)基于化学反应富集的修饰核酸检测策略
举例
Figure 2 (Color online) Examples of modified nucleic acid detection
strategies based on chemical reaction enrichment.
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化还原化学反应巧妙地将m6A位点带上Biotin基团: 首
先利用NO/O2体系将m6A氧化为含NO基团的Nm6A;
随后, 采用甲脒亚磺酸将NO基团还原为氨基, 形成带

肼基的Am6A; 最后, 通过带Biotin的醛基与肼基反应

生成带Biotin的Bm6A. 由此, 含m6A的RNA通过Biotin-
SA相互作用实现高效富集, 并在m6A位点形成逆转录

终止(RT-stop)效应, 从而实现单碱基水平的精准检测.
尽管m6A-ORL-Seq为m6A检测提供了新颖的化学视

角, 但该方法中NO的低特异性反应导致非m6A碱基错

配率提高了5倍以上, 达2.4%~3.2%. 这一局限性影响

了该方法的广泛应用.
而通过使用代谢标记的方式也可以为m6A位点带

上click基团从而富集检测不活泼的m6A. Rentmeister
等

[35]
开发的MePMe-seq使用炔丙基硒高半胱氨酸

(PSH)进行代谢标记, 当对细胞进行缺甲硫氨酸的培养

基进行饥饿培养后, 消耗掉细胞的内源甲硫氨酸, 然后

通过PSH取代甲硫氨酸进行后续孵育, 使得炔丙基被

代谢入SAM分子的甲基位, 进而被甲基转移酶代谢入

m6A位点. 接着通过使用含叠氮的Biotin为m6A位点带

上Biotin, 再使用含SA磁珠富集含m6A的RNA片段. 这
里, 并不将磁珠洗脱下来, 而是将RNA连接在磁珠上

后直接进行建库测序, 此时大位阻的磁珠会在m6A位
点形成RT-stop效应从而实现对m6A的单碱基水平的精

准检测.
基于代谢的无偏好性, MePMe-seq可一定程度上

同时检测m6A与m5C, 对许多方法都无法找到的位点

也有很好的检测性, 并且可以通过对不同的甲基转移

酶的敲除来分析不同位点的甲基化修饰与不同甲基转

移酶之间的关联性, 这也进一步说明使用甲硫基转移

酶进行开发的方式具有序列选择性. 而且, 不同甲基

化修饰碱基的丰度差别很大, 这也使得低丰度甲基化

修饰信息在MePMe-seq中易被高丰度甲基化修饰信息

淹没, 在通过RT-stop进行聚类分析修饰位点时, 其关

联性有待进一步提高.

3.1.3 ac4C

ac4C作为NAT10介导的修饰碱基, 已被发现影响

多种细胞中的生命活动. 然而, 由于其非活泼的乙酰

基团特性, ac4C的检测仍面临诸多挑战. 前期开发的

ac4C-seq[36]化学方法采用高还原活性的氰基硼氢化钠

(NaCNBH3), 容易引发副反应, 进而影响测序结果, 因

此, 开发一种可靠且适用于全转录组范围ac4C的检测

方法十分必要.
氟原子具有独特的生物正交性、电子效应和空间

位阻效应, 在生物分子修饰中展现出潜在价值. 鉴于氟

原子与氢原子在范德华半径上的相似性以及C–F与C–H
键长的一致性, 氟原子有时可替代生物分子中的氢原

子而不影响其生物活性. Zhou等[37]
开发的FAM-seq通

过使用氟乙酸钠作为代谢小分子, 在NAT10的介导下,
将ac4C位点代谢标记为Fac4C. 随后通过氟硫置换反

应, 使用含叠氮基团的苯硫酚小分子与Fac4C反应, 将

ac4C标记上叠氮基团, 进而利用DBCO-S-S-Biotin与叠

氮基团进行click反应, 富集含有ac4C的RNA片段.
FAM-seq作为一种代谢标记方法, 具有广泛的适

用性, 对于任何ac4C序列均无偏好性, 且不受细胞类

型限制, 可用于不同生物体系中RNA的ac4C检测. 然

而, 该方法的局限性在于未能实现单碱基水平的检测,
目前仅能通过生物信息学分析统计可能的CCG基序.

3.1.4 I

A-to-I编辑是最丰富的RNA修饰之一. 它由ADAR
蛋白家族的酶催化, 作用于dsRNA结构中的A, 使A编
辑为I[38]. 这一编辑事件与多种关键的生物过程密切相

关, 包括氨基酸改变、RNA剪切、核内保留、RNA干
扰和先天性细胞免疫等. 此外, 编辑活性的异常改变也

与多种病理状态有关, 如神经系统疾病和癌症
[39]. 然

而, 以往开发的检测方法普遍存在灵敏度有限或高假

阳性率的问题, 因此, 开发高灵敏度和高准确性的

A-to-I编辑检测方法仍面临显著挑战.
Zhou等 [ 4 0 ]

开发了Slic-seq技术利用高碘酸钠

(NaIO4)对邻二醇的氧化特性, 首先将RNA 3′末端核苷

上的2′,3′-OH氧化形成二醛结构. 随后, 利用核酸内切

酶V (Endo V)在I位点特异性切断RNA, 生成具有正常

2′,3′-OH的RNA 3′末端. 在这一处理过程中, 建库时的

接头蛋白仅能连接含I的转录本并实现逆转录, 从而形

成自富集效果. 最终, 通过测序富集的含I的RNA, 在I
位点形成截断效果, 实现单碱基水平的检测.

通过将Slic-seq应用于多种细胞系, 研究者评估了

A-to-I编辑位点在3′UTR保守性. 这些高丰度的保守位

点可能对RNA结合蛋白产生影响. 在小鼠神经模型中

发现神经元活动相关基因的A-to-I编辑减少, 暗示A-
to-I编辑与神经元活性存在潜在关联. Slic-seq集成了
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富集、截断和自身的突变信号的多重优势, 显著提高

了重复和非重复序列的检测范围和准确性. 该方法几

乎不受单核苷酸多态性(SNP)的影响, 展现出在其他

物种和进一步研究编辑功能方面的广泛应用潜力. 然

而, 该方法的定量能力尚存在一定不足.

3.1.5 GlycoRNAs

GlycoRNAs,这一新兴的RNA修饰形式,直至2021
年才被Flynn等[41]

证实确实存在于细胞膜表面的RNA
上, 并参与免疫功能. 这一发现激发了研究者对Gly-
coRNAs的广泛兴趣, 包括哪些RNA底物被糖基化、

RNA如何经历聚糖翻译后修饰、RNA糖基化的具体

位置以及glycoRNA的改变如何影响细胞功能等.因此,开
发针对GlycoRNAs的检测方法显得尤为迫切和必要.

Yang等[42]
开发了一种靶向糖基化RNA的固相化

学酶方法(SPCgRNA). 该方法首先利用半乳糖氧化酶

(GAO)将含半乳糖的聚糖特异性氧化为醛基, 随后通

过含酰肼基团的树脂捕捉氧化的RNA进而纯化Gly-
coRNAs. 接着, 使用糖苷酶PNGase F切除糖基释放富

集的GlycoRNAs, 进而进行small RNA建库测序得到

GlycoRNAs的片段化信息.
使用SPCgRNA技术发现miRNA、snoRNA、

snRNA、rRNA和Y-RNA均为GlycoRNAs底物. 进一步

的研究表明, GlycoRNAs会影响细胞的增殖和迁移, 甚
至调控细胞凋亡和细胞周期. 该方法反应条件温和, 适
用于小片段RNA分析. 然而目前仍难以实现单碱基及

定量分析.

3.1.6 ms2i6A

ms2i6A作为一种高度修饰的稀有碱基, 已报道参

与调控蛋白质翻译过程, 调控翻译过程中的密码子配

对准确性, 提高翻译的保真度. 在真核细胞的线粒体

中, ms2i6A影响能量传递, 其甲硫转移酶及甲硫修饰的

缺失与多种肌体病变密切相关
[43]. 然而, 针对ms2i6A化

学的检测方法仍然缺失.
Zhou等[44]

开发的ReACT-seq通过使用与甲硫基特

异性反应的含氧杂吖丙啶基团的小分子, 在甲硫基的

孤对电子对氧杂吖丙啶基团进行亲核反应条件下, 通

过控制溶剂极性, 得到氮转移产物, 从而在ms2i6A位点

引入叠氮基团. 随后, 利用DBCO-S-S-Biotin与叠氮基

团进行click反应用于富集含有ms2i6A的RNA片段, 由

于标记上的基团较大, 会在ms2i6A的位点产生RT-stop
效果, 从而达到单碱基检测的目的.

通过此方法, 在E. coli样本中证实ms2i6A是一种高

度保守的修饰碱基, 可能只存在于tRNA中而不存在于

其他类型RNA中. ReACT-seq的化学反应条件温和高

效, 也具备良好的拓展性, 可用于其他物种中含甲硫

基腺苷的修饰碱基, 该技术的缺点在于采用了富集的

策略使其无法实现绝对定量检测.

3.2 化学反应致碱基突变/缺失的修饰核酸检测策略

当特异性化学反应发生于修饰核酸的碱基互补配

对区域时, 原本的修饰核酸的碱基互补配对规则发生

改变, 通过比对这种错配率, 可以实现对修饰核酸单

碱基定量检测(图3).

3.2.1 5mC

正如前文介绍的, BS-seq是5mC检测的金标准, 然
而其仍然存在反应时间长、DNA降解严重等问题. 为

克服这些局限, He等[45]
开发了UBS-seq, 通过提高BS

试剂浓度和反应温度, 将反应速度提升了约13倍, 同

时显著减少了DNA降解和背景噪音. 与传统的BS-seq
相比, UBS-seq的假阳性更低, 基因组覆盖率更高, 定

量结果更准确, 并且能够处理低至单细胞样本量的

建库.
结合化学处理手段和单细胞RNA测序技术, 研究

人员进一步开发了针对单细胞样本的5mC检测技术.
Wu等[46]

提出的Joint-snhmC-seq利用优化的BS处理结

合A3A脱氨酶, 实现了5mC和5hmC在单细胞水平上的

单碱基检测. 该方法通过两步反应策略, 首先利用BS
处理打断DNA链并诱导C-to-T突变, 而5mC保持不变,
5hmC转变为CMS-5hmC (测序仍读作C); 随后, A3A
脱氨酶将5mC转变为T, 而CMS-5hmC保持不变. 通过

差减, 实现了对5mC和5hmC的精确检测.
Yi等[47]

开发的SIMPLE-seq通过使用不含BS的化

学标记反应组合达到对5mC和5hmC同时单细胞单碱

基检测. 首先通过Tn5转座酶给单细胞DNA加上不同

的标记接头, 然后使用K2RuO4将5hmC氧化为5fC, 通

过与茚二酮反应, 在5hmC位点特异性产生C-to-T信号,
通过包含5caC的引物进行延伸标记, 使用TET酶将

5mC氧化为5fC和5caC, 然后使用吡啶硼烷将5fC和
5caC以及引物中的5caC加氢还原为DHU, 在5mC位点
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和引物5caC位点特异性产生C-to-T信号. 最终, 通过新

的接头引物进行延伸扩增和建库测序, 实现了5hmC和
5mC的单碱基分辨率同步检测.

通过与单细胞测序技术的联合使用, Joint-snhmC-
seq和SIMPLE-seq可以准确绘制5hmC和5mC的细胞类

型特异性表观基因组图谱, 为进一步揭示基因中5hmC
和5mC对细胞类型特异性基因表达的不同基因调控作

用提供了有力工具.

3.2.2 5hmC

传统的5hmC化学氧化测序技术虽已有报道, 但其

基于KRuO4/K2RuO4的氧化活性受限于阴离子盐与负

电性dsDNA的排斥,仅适用于ssDNA,导致在dsDNA碱

性预变性处理时易造成DNA损伤. 因此, 开发更温和

高效的化学处理方式是必要的.
Song等 [ 4 8 ]

开发的CAPS+技术使用4-乙酰胺 -
2,2,6,6-四甲基哌啶-1-氧代四氟硼酸铵(ACT+BF4

−)将
5hmC转化为5fC并进一步使用亚氯酸钠(NaClO2)和2-
甲基-2-丁烯通过Pinnick氧化将5fC转化为5caC. 两种

反应对dsDNA均表现出温和且高效的特点. 结合硼烷

还原反应, 将5caC脱氢还原为DHU, 在5hmC处产生C-
to-T的碱基突变, 从而实现了5hmC的高灵敏度单碱基

定量检测.

3.2.3 5caC

传统的5caC基于吡啶硼烷的化学还原测序技术已

图 3 (网络版彩图)基于化学标记导致碱基突变/缺失的修饰核酸检测策略举例
Figure 3 (Color online) Examples of modified nucleic acid detection strategies based on chemical labeling-induced base mutations/deletions.
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有报道, 也广泛应用于如前文提到的SIMPLE-seq以及

CAPS+等测序技术中. 这也让人们对这种低丰度修饰

越来越感兴趣, 已经有报道5caC修饰会瞬时抑制RNA
Pol II的转录, 但人们对其在基因组中的作用仍然了解

有限. 而吡啶硼烷会同时还原5fC和5caC到DHU, 这种

非特异性也令研究者想要寻找更温和专一的化学

反应.
可见光介导的光氧化还原化学适用于温和条件下

快速高选择性催化反应, 其生物体系兼容性也让研究

者注意到它. Balasubramanian等[49]
报道了首个适用于

5caC检测的光催化方法. 他们使用巯基作为辅因子,
[Ir(dF(CF3)ppy)2(dtbbpy)]Cl作为催化剂, 在蓝光下, Ir
催化剂形成三重态激发态时转化为单电子还原剂, 催

化5caC形成碳6号位自由基中间体, 在pH 4.5 (氮3号
位pKa值)时氮3号位质子化促进巯基氢向自由基中间

体转移, 电子转移到氧化态Ir催化剂并形成羧基自由

基中间体, 完成催化循环. 羧基自由基中间体经历自

由基脱羧过程形成DHU碳5号位自由基中间体, 经过

巯基氢转移后形成终产物DHU. DHU在测序中造成

C-to-T的碱基突变, 从而实现了5caC的单碱基检测.
该反应在5mC、5hmC、5fC和5caC中高效专一地

还原5caC, 展示了这一光催化方法在未来研究5caC相
关功能中的强大应用潜力.

3.2.4 f 5C

核磁共振(NMR)和生物物理表征的结果表明, 吸

电子甲酰取代基显著限制了反密码子碱基区域的构象

动力学, 从而产生了与AUG的G和AUA的A (后者A)配
对的非典型Watson-Crick碱基互补配对情况

[50,51]. 然

而, 这一修饰的生理功能在很大程度上仍属未知领域,
因此开发更准确的检测方法是必要的.

Meier等[52]
提出了质子化增强还原化学法, 在偏酸

性环境中利用NaCNBH3还原含吸电子基团的胞苷, 生

成还原脱氢产物DHU, 从而实现单碱基定量检测. 然

而, 该方法在本质上无法区分f5C和ac4C, 其应用范围

受到一定限制, 需进一步优化以提升特异性.
针对这一问题, Kleiner等[53]

开发了Mal-Seq技术.
该技术首先利用具有活性亚甲基的丙二腈与醛基进行

Knoevenagel反应, 随后N4-氨基的孤对电子对氰基碳

正中心进行亲核进攻, 促进氨基-腈环化反应, 生成稳

定的加合物. 该加合物导致C-to-T的碱基错配, 从而实

现f5C的单碱基定量检测.
此外, Cheng等[54]

开发的paC-Seq技术通过半稳定

酰化物氰亚甲基三苯基磷烷与醛基进行Wittig烯烃化

反应, 当使用365 nm光照后, 热力学上更稳定的E-pn5C
完全转换为Z-pn5C, 接着N4-氨基孤对电子对氰基碳正

中心进行亲核进攻促进氨基-腈环化反应, 得到的加合

物paC同样在测序中形成C-to-T的碱基错配进而可以

单碱基定量检测f5C.

3.2.5 m1A

m1A通过由N1-甲基及其携带的正电荷引起的空

间位阻, 显著干扰了典型的Watson-Crick碱基配对, 同
时在重塑生物分子结构和相互作用中起着重要作

用
[55]. 传统的去甲基化酶消除法存在序列选择性问题,

而强碱性下的Dimroth重排会引起严重的RNA降解. 因
此, 开发新的更温和、高效的检测手段显得尤为迫切.

在这一背景下, Dickinson等[56]
开发的m1A-to-m6A

温和转化策略结合m1A-quant-seq[57], 通过使用对硝基

苯硫酚在偏酸性条件下对腺苷碳2号位进行亲核进攻

形成4π-to-6π电子开环体系, 通过碳5-碳6键旋转和互

变异构化, 形成6π-to-4π电子关环体系并消除亲核基

团, 进而将m1A转变为m6A, 使得m1A处RT-stop效果被

消除以达到单碱基检测, 当加入不同m1A含量的内参

链后, 可达到对m1A位点的定量检测效果.

3.2.6 m6A

m6A作为哺乳动物细胞中最丰富的RNA修饰之

一, 是研究最深入的RNA修饰. 尽管已有多种工具用

于m6A的检测, 但仍然缺乏一种能够对m6A进行绝对

定量的全转录组单碱基检测方法.
为了填补这一技术空白, He等 [58]

开发了m6A-
SAC-seq. 通过使用二甲基转移酶MjDim1, 以烯丙基

SAM作为辅因子来标记m6A形成a6m6A. 随后通过使

用I2进行烯基的氧化加成反应, 生成的碘 离子会在

腺苷N1
号位的亲核进攻下形成环化产物, 在测序过程

中形成A-to-N的随机碱基错配. 通过加入不同修饰比

例的m6A内参链, 以达到对m6A的单碱基定量检测. 此
外, m6A-SAC-seq的另一显著优势在于其低起始量样

本(30 ng mRNA)建库能力使其可广泛应用于细胞分

化、早期发育、神经元信号传导及临床样本中m6A动
态变化的定量绘制. 然而, 其定量准确性依赖于内参标
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准曲线校正, 不可避免地引入了校正误差.
为进一步提升m6A定量检测的绝对定量精度 ,

Wang等[59]
开发的GLORI-seq技术通过使用三步化学

处理实现了m6A的绝对定量检测: 首先使用丙二醛与

G反应形成可逆环加成产物保护G上的氨基基团, 然后

使用亚硝酸钠(NaNO2)介导的脱氨反应形成A-to-I的
高效转化, 最后通过碱性条件下加热脱除G上的保护

剂, 进而进行m6A的检测. 在这三步反应后, 样本中会

形成A-to-G, 而m6A保持不变, 通过对比m6A位点A-to-
G转化率,可对m6A进行绝对定量.利用此方法,他们发

现部分基因的特定区域中出现了一些聚集分布的m6A
位点, 这些基因会显著降低基因的转录水平和翻译效

率, 发挥负调控基因的表达的作用. 此外, 通过热休克

和缺氧条件处理, 证实约4.8%~11%的m6A位点具有动

态变化特性, 且具有相反的动态变化区域, 表明m6A在
不同环境下对基因表达具有特异性的调控作用.

3.2.7 Ψ

Ψ作为一种普遍存在的RNA修饰, 已被广泛报道

参与mRNA的加工、代谢及翻译等关键生物学过

程
[60]. 然而, 由于缺乏针对Ψ的单碱基定量检测方法,

其作用机制的研究一直受到限制.
He等[61]

开发的BID-seq与Yi等[62]
开发的PRAISE,

基于相同原理, 成功解决了Ψ单碱基定量检测的难题.
在酸性环境(pH约5.1)下, 胞嘧啶中N3

位质子化是BS介
导脱氨反应的关键. 通过将pH调节至中性, 有效抑制

了BS对C-to-U的转化,同时促进了Ψ与BS的反应,生成

Ψ-BS糖环开环加成产物.在逆转录过程中, Ψ-BS位点

被跳过, 形成碱基缺失. 通过引入含不同修饰比例的Ψ
内参链, 校正Ψ位点的碱基缺失率, 实现了对Ψ的单碱

基定量检测.
Song等[63]

利用Ψ的N1
位对Michael加成受体的高

度反应性, 开发了BACS-seq技术, 解决了序列偏好性

的问题. BACS-seq通过2-溴丙烯酰胺与Ψ在碱性条件

下进行Michael加成反应, 随后α-卤素基团将通过分子

内O诱导串联环化烷基化反应形成nce1,2Ψ环化产物.
在测序过程中产生U-to-C的突变, 达到对Ψ的单碱基

定量检测的目的.
与BACS-seq相比 , BID-seq支持更低起始量

(10 ng)的RNA样本测序分析, 适用于分析从珍贵样品

中分离的RNA, 并且其中性反应条件对RNA降解影响

更小.
BACS-seq则在多方面展现了独特的优势: 可以同

时检测A-to-I编辑与m1A位点, 实现对多种修饰进行单

碱基检测; 精确测定位于一个或多个尿苷附近的Ψ位
点, 增强了对密集修饰Ψ位点的检测能力, 提高了准确

度和灵敏度.

4 总结与展望

随着核酸修饰碱基的发现及其检测技术的突破性

进展, 我们对基因表达调控与生理活动动态变化的认

识得到了显著深化, 为表观遗传学研究提供了前所未

有的精准评估工具. 特别是近年来, 单碱基分辨率检

测技术和定量化分析方法的快速发展, 不仅推动了核

酸修饰研究领域向更高精度、更深层次迈进, 更为疾

病机制研究、创新药物开发和精准医学实践注入了强

劲动力. 这些技术突破为阐明疾病发生发展的分子机

制、开发靶向治疗策略以及实现个体化精准诊疗提供

了重要的理论依据和技术支撑.
然而, 由于核酸修饰的丰度低、动态性高和化学

性质多样等特点, 特异性检测以及实际应用仍面临诸

多挑战, 如信号失真、定位困难、缺乏通用方法、序

列偏好性、假阳性及样本降解等. 目前, 所有检测方

法均有其优缺点, 因此在选择或开发新方法时, 需综

合考虑修饰核酸的丰度、目标类型、起始样本量等

因素.
本综述主要展示了近年来基于化学反应驱动的修

饰核酸检测方法的进展, 介绍了其基于化学反应性的

基本原理. 在学科交叉的背景下, 如何通过化学手段

解决生物学问题需要更有创造力的思考来设计更精准

的化学探针. 未来, 针对不同修饰碱基的独特化学性质,
开发新的修饰核酸检测方法, 或将其与单细胞测序或

医学诊疗等方向相结合, 将具有更广阔的应用前景.
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Abstract: Modified nucleic acids play a crucial role in various biological processes, such as regulating gene expression,
controlling RNA stability, and influencing protein translation. A deeper understanding of the regulatory mechanisms of
modified nucleic acids can enhance our knowledge of gene-related diseases and facilitate the development of novel
diagnostic and therapeutic strategies. To explore the functions of these modified nucleic acids, researchers have
developed various detection technologies integrated with high-throughput sequencing. The use of chemical tools for the
localization and qualitative analysis of modified nucleic acids offers significant advantages. This review summarizes the
chemical reaction-driven detection technologies for modified nucleic acids developed in recent years, highlighting the
important role of chemical tools in the biological field.
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