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摘要 N6-甲基腺嘌呤(N6-methyladenosine, m6A)是真核生物mRNA中丰度最高的RNA转录后化学修饰. RNA的
m6A修饰主要由甲基化转移酶(writers)、去甲基化酶(erasers)以及阅读蛋白(reader proteins)共同调控. 近年的研究

表明, m6A修饰在植物病毒侵染中发挥了重要作用, 相关调控机制成为植物病毒领域的研究热点. 本文概述了植

物RNA m6A修饰相关蛋白的基本组成和m6A修饰的检测技术, 重点阐述了m6A修饰在植物与RNA病毒互作中的

作用, 并提出了今后植物RNA病毒m6A修饰功能研究的方向.
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分子生物学的中心法则指出, 遗传信息从DNA转
录为RNA, 再经由RNA翻译为功能性蛋白质. 研究表

明, 遗传信息传递的各个环节都存在精密的调控方式.
已发现DNA甲基化等核苷酸化学修饰、组蛋白甲基

化等蛋白质翻译后修饰等表观遗传在生命活动的各个

环节发挥着重要调控作用. 生物体内RNA上也存在多

种表观修饰. 自20世纪50年代起, 在RNA上已经发现

了超过160种不同类型的化学修饰, 这些修饰广泛存

在于tRNA, rRNA, mRNA, snRNA和ncRNA, 并在多

种生物学过程中发挥重要功能
[1]. 在植物中, mRNA的

N6
甲基腺嘌呤(N6-methyladenosine, m6A)修饰占所有

腺嘌呤的比例约为0.45%~0.65%, 高于哺乳动物中的

0.1%~0.4%[2]. 拟南芥的信使RNA(messenger RNA,
mRNA)超过60%存在m6A修饰, 且修饰位点在不同拟

南芥品种中高度保守, 这暗示了m6A修饰在植物RNA

调控中发挥重要作用. 作为一种可逆的化学修饰, 植

物RNA的m6A修饰时刻处于甲基转移酶(writers)和去

甲基化酶(erasers)的动态调控中. m6A修饰的阅读蛋白

(readers)在识别修饰RNA及相应生物学反应中发挥作

用. 近十年来, 随着生命科学研究特别是酶生物学和高

通量测序技术的发展, 研究人员发现m6A修饰在基因

的表达和调控方面发挥着不可忽视的作用
[3~5].

1 植物m6A修饰相关的蛋白

1.1 植物m6A甲基转移酶复合体

m6A修饰是最普遍存在的一种mRNA化学修饰.
早在20世纪, 研究人员就在哺乳动物细胞、病毒以及

植物中发现了m6A修饰
[6~9]. 生物体内RNA的m6A修饰

是由一个进化上保守的多组分甲基转移酶复合体协
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作完成的. 对哺乳动物的研究表明, m6A甲基转移酶复

合体可分为两个亚基, 分别为m6A-METTL亚基(m6A-
METTL complex, MAC)和METTL-associated亚基

(m6A METTL A associated complex, MACOM). 以

MTA和MTB为核心的MAC亚基是该复合体的催化核

心, 而包含WTAP, VIRMA和HAKAI等辅助蛋白的

MACOM亚基是整个甲基转移酶复合体释放全部催化

活性所必需的
[10~13].

与动物中的催化过程类似, 植物中m6A修饰的催

化过程也是由蛋白复合体介导的. 目前, 已经在植物

中鉴定到m6A甲基转移酶复合体成员包括MTA
(mRNA adenosine methylase A, METTL3同源蛋白)、
MTB(mRNA adenosine methylase B, METTL14同源蛋

白)、FIP37(FKBP12 interacting protein 37 kD, WTAP
同源蛋白)、VIR(VIRILIZER, VIRMA同源蛋白)、
HAKAI和HIZ2(HAKAI-interacting zinc finger protein)
等(图1)[11,14,15].在拟南芥中, MTA在生殖器官、分生组

织和新生侧根等分裂旺盛组织中表达较高. MTA突变

会导致植物胚胎无法正常发育
[16]. 通过胚胎特异性基

因ABI3启动子驱动MTA表达, 能够实现mta突变体在

胚胎发育阶段的存活. 对该存活植株叶片和花器官组

织进行m6A修饰水平检测, 突变体m6A修饰水平与野

生型植物相比降低了90%以上, 说明MTA在植物m6A
修饰中发挥至关重要的功能

[17]. 通过对MTA互作蛋白

的筛选, 鉴定到植物m6A甲基转移酶复合体的另一个

核心成员FIP37[16]. FIP37的表达模式与MTA类似, 通

过T-DNA插入破坏FIP37也会导致植物胚胎死亡 .
fip37突变的拟南芥芽尖呈过度增殖状态, 自花授粉产

生种子在成熟前就表现出异常白化现象. 使用胚胎发

育期间在种子中表达较高的NF-Y转录因子LEAFY
COTYLEDON1(LEC1)基因启动子驱动FIP37在fip37突
变体中进行回补, 能够获得存活后代. 在LEC1:FIP37
回补株系中, 植物m6A水平显著下降到野生型的20%
左右

[18]. 水稻FIP37功能与拟南芥相似, 主要体现在影

响水稻花粉母细胞减数分裂和花药发育. 通过生化实

验证明, 水稻FIP37在花器官中通过与RNA结合蛋白

OsFAP1互作, 进而对生长素合成基因进行特异性m6A
修饰, 促进花粉母细胞中生长素合成, 调控水稻雄性减

数分裂
[19]. VIR蛋白的缺失或突变也能造成拟南芥胚

胎发育异常
[15]. 因此, 除HAKAI外, m6A甲基转移酶复

合体相关蛋白的缺失均能导致植物胚胎发育不完整,
进而影响种子的产生. 这表明m6A修饰在植物正常生

命活动中发挥着重要作用.
近期的研究表明, AtFIONA1(FIO1)作为动物

METTL16同源蛋白, 在拟南芥中发挥U6 m6A甲基转

移酶的作用
[20~22]. 虽然fio1突变体中mRNA整体修饰

水平下降到野生型的85%~90%, 但目前还没有其具体

底物和修饰位点的定论.

图 1 植物m6A修饰生物学功能示意图
Figure 1 The biological process of plant m6A methylation
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与哺乳动物中的研究结论一致, 拟南芥MTA与

MTB形成异源二聚体
[12]. 除了MTA-MTB的相互作用

以外, 植物FIP37也能够与MTB互作形成同源或者异

源聚集体. 此外, HAKAI作为E3泛素连接酶, 也能够

通过与MTB互作的形式参与植物m6A修饰过程
[15]. 在

动物中, METTL3与METTL14以1꞉1的比例通过蛋白核

心结构域形成异源二聚体, 从而增强METTL3的催化

活性
[23]. 对一系列甲基转移酶突变体植物的基因表达

水平检测表明, 这些植物m6A修饰蛋白之间在基因转

录水平上没有相互影响, 但存在蛋白稳定性的调控关

系. MTA的缺失, 会导致MTB的蛋白稳定性下降. 并

且, 在mta突变体中, MTB的亚细胞定位也由细胞核定

位改变为核质定位. FIP37和VIR能够稳定MTA和MTB
蛋白表达水平, 促进m6A甲基转移酶复合物的功能发

挥. 同时, VIR有利于FIP37和HAKAI蛋白稳定性
[24].

这些研究表明, 植物甲基转移酶各成员蛋白比例对于

它们的生物学功能具有重要意义. 植物中m6A相关蛋

白的进一步研究将有助于揭示MAC和MACOM两个

甲基转移酶复合体之间协同作用以及维持蛋白质平衡

的复杂调控网络.

1.2 植物m6A去甲基化酶

由于研究技术和方法限制, 对于RNA上的表观修

饰是否具有功能长期存在争议. 2011年, 研究人员在

肥胖相关基因FTO(fat mass and obesity associated
gene)沉默的细胞系中检测到mRNA中m6A修饰丰度增

加, 而过表达FTO则导致修饰水平降低. 随后, 利用重

组的FTO蛋白在体外实现了对m6A修饰核酸的去甲基

化
[3]. 该研究首次发现了能够擦除m6A修饰的去甲基

化酶, 直接证明了m6A修饰在生物体内存在动态调节

能力. 此后, 研究人员还发现, FTO能够优先催化

mRNA 5′端帽子m6Am的去甲基化
[25]. FTO是大肠杆

菌二价铁和α-酮戊二酸依赖的双加氧酶ALKB家族蛋

白. 在人类中已经发现了9个ALKB同源蛋白(前面8个
命名为ALKBH1~8 , 第9个命名为FTO) . 其中 ,
ALKBH5是另一个被证明存在去甲基化酶活性的蛋

白
[26]. 这些研究表明, RNA上存在的化学修饰是一类

动态、可逆的表观转录组学修饰.
虽然在植物中尚未发现FTO同源蛋白, 但通过对

蛋白质序列数据库的生物信息学分析确定了拟南芥中

存在13个ALKBH5家族同源蛋白. 亚细胞定位分析显

示, 这些ALKB蛋白在植物细胞中存在不同类型的定

位模式, 表明植物中去甲基化酶可能存在较为明确的

功能分工
[27]. 目前, 在拟南芥和番茄中已经发现了三

个具备体内和体外去甲基化酶活性的ALKB蛋白, 分

别是AtALKBH10B, AtALKBH9B和SlALKBH2(图
1)[13~15]. AtALKBH10B是拟南芥中表达量最高的ALKB
家族基因, 亚细胞定位于细胞核, 能够在体内和体外催

化m6A去甲基化; alkbh10b突变体呈现延迟开花表型,
而过量表达ALKBH10B则使植物出现早花现象; 对

alkbh10b进行MeRIP高通量测序发现, 拟南芥中约有

1190个mRNA的m6A修饰水平发生上调, 说明ALKBH
蛋白通过调控下游基因m6A修饰在植物成花转变过程

中发挥了作用
[28]. 细胞质定位的AtALKBH9B是拟南

芥中表达水平仅次于AtALKBH10B的去甲基化酶, 但

质谱技术没有鉴定到alkbh9b突变体中整体m6A丰度

发生变化
[29]. 番茄SlALKBH2蛋白也被报道具备m6A

去甲基化酶活性 , S l A L K BH 2虽然是拟南芥

AtALKBH9B的同源蛋白, 但其亚细胞定位在内质网

中, SlALKBH2通过特异性擦除DNA去甲基化酶基因

SlDML2的m6A修饰并增加SlDML2 mRNA稳定性, 促
进番茄果实成熟

[30].

1.3 植物m6A阅读蛋白

m6A修饰对RNA代谢过程的影响主要取决于阅读

蛋白的功能. 在动物中的研究已经发现了多种类型的

m6A修饰识别和结合蛋白, 包括含有YTH(YT521-B)结
构域的YTHDFs和YTHDCs蛋白

[31,32], RNA结合蛋白

HNRPNPA2B1 [ 3 3 , 3 4 ] , 类胰岛素生长因子蛋白

IGF2BPs[35], 真核生物起始因子eIF3[36]以及核糖核酸

蛋白C(HNRNPC)[37]等. 这些m6A修饰蛋白通过识别和

结合相应修饰的RNA底物, 在RNA剪切、稳定性、翻

译、出核以及小RNA的成熟等方面发挥重要功

能
[11,14].
目前, 在植物中已经确定具备m6A识别功能的阅

读蛋白较少且均属于YTH蛋白家族. 通过对拟南芥和

水稻进行同源序列比对, 分别鉴定到13和12个YTH蛋
白, 命名为ECT(evolutionarily conserved C-terminal
region)蛋白家族

[38]. 由于识别m6A修饰的芳香口袋形

YTH结构域在动植物中高度保守, 因此ECT蛋白在植

物中可能具有识别m6A修饰的功能. ECT蛋白在植物

各发育阶段和组织器官中呈现不同的表达模式, 表明
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m6A修饰在植物中存在功能多样性. 研究表明, 拟南芥

ECT2, ECT3和ECT4三个蛋白功能冗余，能够识别

m6A修饰的mRNA并介导叶片毛状体发育(图1)[39~41].
ECT2蛋白还能够通过识别20S蛋白酶体亚基mRNA的
m6A修饰以平衡幼苗和成熟生长阶段植物20S和26S蛋
白酶体活性差异

[42]. 两项独立的研究表明, CPSF30较
长剪切形式CPSF-L包含一个YTH结构域, 是动物

YTHDC1的同源蛋白, 能够在体外与m6A修饰的RNA
结合. CPSF-L作为m6A阅读蛋白在细胞核内形成相分

离液滴, 并参与拟南芥mRNA的poly(A)位点选择
[43].

CPSF30L功能缺陷植株产生大量异常mRNA嵌合体,
表明m6A修饰在确保植物转录组的正确性和完整性中

发挥作用
[44,45].

动物中的研究表明, 具备YTH结构的m6A阅读蛋

白存在功能冗余
[46]. 植物m6A阅读蛋ECT2/3/4也被报

道存在功能冗余现象. 植物中含有YTH结构域蛋白数

量较动物中更为丰富, 但目前尚不清楚植物其他YTH
类型蛋白的m6A识别功能. 早年研究发现, ECT蛋白保

守的C端结构域能够与蛋白激酶CIPK蛋白互作, 表明

ECT蛋白可能具备潜在的磷酸化修饰位点, 这也为钙

离子信号传递链通过表观修饰调控生命进程提供了理

论依据
[47]. 此外, 也有研究发现, ECT蛋白的过量表达

可以提高植物对病害的抗性, 表明植物m6A修饰在植

物与病原微生物的相互作用中发挥重要功能
[48,49]. 未

来对植物m6A阅读蛋白的鉴定和功能研究将有助于解

析m6A修饰在植物生长发育和逆境胁迫防卫反应中精

细化调控功能.

2 植物m6A检测技术

m6A修饰检测技术是研究m6A功能的基础. 新技

术在过去十年中不断涌现, 极大推动了RNA表观遗传

学领域的研究. 目前, 用于m6A修饰的分析方法主要包

括毛细管电泳(capillary electrophoresis, CE)、液相色

谱(liquid chromatography, LC)、液相色谱-质谱联用

(liquid chromatography/mass spectrometry, LC-MS)、
m6A抗体点杂交(Dot-blot)等方法, 以及基于碱基测序

技术鉴定修饰位点的方法
[11]. 高通量测序技术的发展,

使得RNA上化学修饰分布位点的确认成为可能. 目前,
全转录图谱范围的RNA修饰位点检测技术大致分为

抗体依赖和非抗体依赖两种类型.

2.1 抗体依赖型m6A修饰检测

2012年, 两个独立实验室先后报道了全基因组

m6A修饰检测技术
[4,5]. 这一技术基于m6A特异性抗体

免疫富集被修饰的RNA片段, 随后通过高通量测序以

确认含有m6A修饰的RNA序列. 基于这种被称作为甲

基化RNA免疫沉淀测序法(methylated RNA immuno-
precipitation sequencing, MeRIP-Seq), 研究人员首次

实现对生物体内m6A修饰位点分布的全局检测. 在动

物细胞中, m6A修饰在内含子以及终止密码子附近有

较高的富集, 而植物中可能不同
[2,4]. 在这一方法的基

础上, 研究人员将MeRIP-Seq进行升级, 对不同样本

RNA进行标记后混合建库测序
[50]. 在增加富集产量的

同时, 降低了抗体使用成本, 也减少了各样品组间技术

性差异. 目前, MeRIP-Seq是植物领域m6A修饰研究的

主流检测方法.
使用MeRIP-Seq检测m6A修饰的分布也具有一定

的局限性. 其检测分辨率高度依赖片段化RNA质量.
一般来说, 使用化学方法将RNA打断到为100~200 nt
片段, 会在高通量测序时出现宽峰现象. 由于分辨率

较低, 通常很难确认目标RNA上被m6A修饰的确切位

点
[51]. 研究人员发现, 使用m6A抗体经254 nm紫外光

与含有m6A修饰的RNA进行交联, 随后通过酶解消化

后进行RNA反转录, 会在cDNA+1位置产生突变; 通

过比对分析, 最终得以单碱基分辨率获得m6A修饰位

点信息; 基于这一现象研发了一种单核苷酸分辨率的

m6A检测技术(m6A individual-nucleotide-resolution
crosslinking and immunoprecipitation, miCLIP)[52]. mi-
CLIP以及其他单碱基分辨率的检测技术的发明是

m6A修饰检测领域的重要进展. 这些技术还没有在植

物领域广泛应用, 但以此带来的哺乳动物精细m6A修
饰基因组为后期植物相关功能的研究提供了重要

依据.
最近, 通过优化了MeRIP-Seq的关键步骤建立了

picoMeRIP-seq检测技术, 大幅度提高了m6A修饰检测

灵敏度. 该研究将细胞裂解产物的基因组DNA与核糖

体RNA进行去除、优化RNA片段化策略、改良m6A
抗体使用及洗涤条件, 通过定制的新型测序文库构建,
达到了皮克级别的m6A修饰检测精度

[53]. 这种新型修

饰检测方法将有助于在单细胞层面对m6A修饰动态调

控的研究.
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2.2 非抗体依赖型m6A修饰检测

由于m6A抗体批次间富集效果差异较大, 且价格

较高, 抗体依赖型m6A高通量检测的应用无法在较大

范围内普及. 因此, 研究人员也致力于开发非抗体依

赖型的m6A修饰检测技术. 例如MAZTER-seq使用

RNA内切酶MazF在转录产物上绘制单碱基分辨率的

修饰图谱.该技术的修饰检测覆盖率可达16%~25%[54].
还有研究报道了一种名为DART-seq的检测方法, 该方

法利用动物m6A阅读蛋白YTH结构域与脱氨酶融合表

达, 将m6A修饰的碱基进行脱氨替换, 再进行高通量测

序以确定修饰位点
[55]. 这种方法无法在体外实现, 并

且高度依赖动物细胞的转染效率, 目前在植物中还未

得到应用.
基于FTO亲和辅助化学标记的方法, 在植物中开

发了m6A-SEAL(FTO-assisted m6A selective chemical
labeling method)技术. 该方法利用m6A去甲基酶FTO作
为辅助, 将mRNA上m6A修饰转化为高反应活性中间

产物N6-羟甲基腺嘌呤(N6-hydroxymethyladenosine,
hm6A), 然后利用二硫苏糖醇与hm6A发生化学反应, 将
hm6A转化为稳定的巯基加成产物dm6A. 通过dm6A上
的自由巯基进行下一步化学反应, 最终将生物素标记

在mRNA m6A修饰的位点. 而生物素标记的RNA又可

以被链霉素亲和凝胶富集, 从而实现对总RNA中被

m6A修饰组分的分离纯化及测序分析
[56].

另外, 单分子纳米孔测序技术也能够实现对RNA
修饰的检测. 纳米孔技术的原理是利用电压驱动核酸

穿过固相纳米孔. 不同的核苷酸通过纳米孔时, 会产

生相应可检测的阻断电流, 最后根据电流变化特点可

以确认核苷酸的修饰类型
[57,58]. 目前, 针对不同修饰

产生的电流变化特点, 已经可以做到多种RNA修饰类

型的检测. 由于RNA降解速度快, 易发生结构分子内

结构折叠等特点, RNA单分子测序技术成本高、准确

性低、对RNA质量和初始量要求较高, 因此没有得到

大规模应用.
m6A-SAC-Seq(selective allyl chemical labeling and

sequencing)可以直接对m6A修饰进行化学标记, 实现

在单碱基分辨率上对m6A位点的精准定位. 该方法主

要原理是使用一种特定的酶在m6A上添加一个烯丙基

化学基团, 形成a6m6A, 随后进行化学试剂处理环化.
环化后的a6m6A在反转录过程中形成突变形式, 最后

基于测序信息获得m6A修饰位点
[59]. 这种方法不仅不

依赖抗体, 并且对RNA样品量要求极低(30 ng mRNA
或去核糖体RNA). m6A-SAC-Seq技术在体外进行操

作, 因此理论上可以广泛应用于不同物种RNA的m6A
修饰检测. 在实际操作过程中, 由于m6A-SAC-Seq基
于酶活催化反应进行RNA的修饰检测, 往往因酶的选

择偏好性导致修饰信号的差异性富集. 与DNA甲基化

亚硫酸氢盐测序的原理类似, 在RNA m6A修饰检测中

也发现了通过化学试剂处理产生突变的方法, 对修饰

位点进行精准定位. 乙二醛和亚硝酸盐处理RNA后,
未甲基化腺苷会发生脱氨作用突变为肌苷, 而m6A修
饰的腺苷酸则不发生突变. 肌苷在反转录过程中与胞

嘧啶配对, 最终互补产生鸟苷, 产生A-G转化. 这项技

术被命名为GLORI(glyoxal and nitrite-mediated deami-
nation of unmethylated adenosines). 基于这一技术, 实
现了小鼠和人类细胞的m6A修饰的定量检测

[60]. 由于

这项技术基于化学试剂处理, 没有偏好性差异, 并且

能够在体外对RNA进行操作, 未来在植物m6A修饰的

研究中有较大的应用前景.
m6A修饰检测技术发展日新月异. 与GLORI技术

同期发表的eTAM-seq(evolved TadA-assisted N6-
methyladenosine sequencing)技术采用酶催化的脱氨反

应对转录组范围内的m6A位点进行无偏好性定量检

测.与GLORI不同的是使用了脱氢酶进行生化反应,将
样品中未被修饰的腺嘌呤转化为肌苷. 该技术通过酶

催化介导腺苷突变, 操作条件温和, 能最大程度保留

RNA的完整性. 更为重要的是, 该方法能实现对极少

量RNA m6A修饰定量检测
[61]. 这项技术的开发将有助

于对微量RNA的修饰检测, 并具备发展成单细胞水平

的m6A定量测序方法的潜力. 未来, 结合植物单细胞转

录组学以及空间转录组学的发展, 微量m6A修饰检测

技术将有助于植物RNA转录调控功能的精细化研究.

3 m6A修饰在植物与RNA病毒互作中的作用

3.1 m6A修饰在动物病毒侵染中的作用

从1975年至今, 病毒转录本上的m6A修饰的现象

被陆续发现
[62]. 病毒在体内侵染复制的过程中, 通过

利用宿主细胞内甲基转移酶和去甲基化酶完成对转录

本的修饰. 研究发现, m6A作为一种表观遗传学修饰,
对不同病毒生命周期的调节功能并不完全相同. 使用
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MeRIP-seq测序发现, 寨卡病毒(Zika virus, ZIKV)转录

本上存在12个m6A修饰位点, 其复制能力受寄主m6A
相关蛋白调控

[63]. 同属于黄病毒科(Flaviviridae)的丙

型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)也被报道存在m6A
修饰. 虽然甲基转移酶METTL3和METTL14表达水平

对于HCV RNA的复制和翻译没有显著影响, 但m6A修
饰水平与HCV病毒粒子的产生和释放存在关联

[64,65].
乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)前基因组RNA
(pregenome RNA, pgRNA)5′端ε茎环和3′端都存在m6A
修饰. 敲低寄主甲基转移酶METTL3和METTL14有利

于HBV复制, 而敲低去甲基化酶ALKBH5和FTO, 会降

低病毒蛋白的表达. 5′端ε茎环上的m6A修饰有助于

pgRNA的逆转录, 而3′端的m6A修饰负调控HBV RNA
的稳定性.

随着对m6A修饰机制研究的深入, 发现其对RNA
的调控作用复杂多样. RNA的转录后修饰是宿主细胞

区分自身和外源核酸的重要分子标记. 研究表明, 部

分病毒已经进化出利用m6A修饰系统躲避宿主对外源

核酸的监控功能. 部分病毒RNA被m6A修饰后, 更有利

于逃脱寄主的识别. 有研究表明, 卡波氏肉瘤相关疱疹

病毒(Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus, KSHV)
进化出一种操纵寄主m6A修饰功能从而促进其裂解复

制的能力
[66,67]. 猴空泡病毒40(simian vacuolating virus

40, SV40)转录产物上的m6A修饰有利于病毒的复

制
[68]. m6A修饰在人类呼吸道合胞病毒(respiratory syn-

cytial virus, RSV)复制周期和病毒发病起到促进作

用
[69]. 人类偏肺病毒(human metapneumovirus, HMPV)

被m6A修饰后有利于其复制和基因表达. m6A位点突

变型的HMPV能够诱导更高表达水平的RIG-Ⅰ并促进

其构象变化, 从而导致干扰素表达增强
[70,71].

3.2 m6A修饰在植物与病毒互作中的作用

m6A表观修饰不仅存在于动物病毒, 在植物病毒

中也被发现. MeRIP-seq测序发现, 苜蓿花叶病毒(alfal-
fa mosaic virus, AMV)转录本中存在潜在的m6A修饰

位点;以AMV外壳蛋白(coat protein, CP)为诱饵通过酵

母双杂交筛选拟南芥文库, 发现CP能够与去甲基化酶

家族成员AtALKBH9B发生特异性互作; AtALKBH9B
在细胞中可以与加工小体(processing-body, P-body)的
标记蛋白DCP1以及小RNA body的标记蛋白SGS3均
存在共定位; 在alkbh9b突变体拟南芥中, AMV转录本

中m6A修饰上调约35%[29]; 因此, AMV编码的CP蛋白

可能是通过蛋白相互作用的方式招募植物去甲基化

酶, 介导自身被m6A修饰RNA的去甲基化, 进而有利于

病毒侵染(图2). 与AMV同属于雀麦花叶病毒科(Bro-
moviridae)的黄瓜花叶病毒(cucumber mosaic virus,
CMV)转录本也存在m6A修饰, 但CMV侵染效率在

alkbh9b突变体中却不受影响; 进一步实验表明, 与

AMV不同的是, CMV的CP蛋白并不能与AtALKBH9B
发生互作

[29]. 马铃薯Y病毒(potato Y virus, PVY)RNA
转录本上存在2~4个潜在的m6A修饰位点, 沉默植物去

甲基化酶基因, 有利于病毒侵染
[72]. 研究发现, 沉默灰

飞虱的m6A甲基转移酶基因LsMETTL3和LsMETTL14
后, 水稻黑条矮缩病毒(rice black-stripe dwarf virus,
RBSDV)在昆虫介体中肠细胞中的病毒滴度显著增加.
因此, m6A修饰对灰飞虱体内RBSDV复制有负调控作

用
[73]. 通过对凤果花叶病毒(pepino mosaic virus,

PepMV)侵染番茄和本氏烟样品进行MeRIP测序后, 发
现PepMV病毒RNA上也存在明显的m6A修饰信号; 提

纯PepMV侵染植物的病毒粒子并萃取RNA进行m6A
抗体的Dot-blot实验, 进一步验证了病毒RNA上存在

m6A修饰; m6A甲基转移酶MTA和HAKAI的表达能够

显著增加病毒RNA的m6A修饰, 并抑制PepMV侵染;
随后发现本氏烟m6A阅读蛋白ECT2A/2B/2C能够识别

病毒的m6A修饰并通过与RNA降解相关蛋白UPF3和
SMG7互作从而介导对病毒RNA的降解(图2)[49]. 由于

ECT蛋白与UPF3和SMG7的互作发生在P-body, 这与

此前拟南芥ALKBH9B作用于AMV的亚细胞定位一

致
[29]. 与这个结果类似的是, 在动物中的研究也发现

阅读蛋白YTHDF1识别m6A修饰的爱泼斯坦-巴尔病毒

(Epstein-Barr virus, EBV)转录本, 募集DCP2对EBV的
RNA进行去帽, 加速病毒RNA降解

[74]. 这一系列研究

结果表明, 作为RNA加工场所的P-body同时发生着病

毒转录本m6A的修饰与擦除.
病毒侵染也会扰乱植物内源RNA的m6A修饰水

平. 通过高分辨率质谱分析发现, 烟草花叶病毒(tobac-
co mosaic virus, TMV)侵染后, 烟草内源m6A去甲基化

酶基因表达水平升高, 而甲基转移酶基因表达水平降

低. m6A相关基因的差异性表达也导致植物整体m6A
修饰水平的下降. 据统计, 在TMV感染烟草的第21天,
内源基因m6A修饰水平下降了40%[75]. 同属烟草花叶

病毒科的黄瓜绿斑驳花叶病毒(cucumber green mottle
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mosaic virus, CGMMV)侵染西瓜后, 造成植物整体

m6A修饰水平下降. 随后的基因表达水平检测发现, 西
瓜m6A去甲基化酶ALKBH4B的表达显著增加

[ 76 ] .
PePMV侵染造成番茄和本氏烟内源基因整体表达水

平升高, 而m6A修饰水平下降
[49]. 通过对m6A去甲基化

酶关键结构域进行比对分析, 在PVY编码的P1蛋白上

发现了保守的ALKB结构域. 这表明, 病毒编码蛋白很

可能在植物中起到去甲基化酶的功能, 并以此操控寄

主体内整体m6A修饰水平
[72]. 通过定量检测和免疫荧

光标记等方法, 发现携带RBSDV的灰飞虱体内m6A量
下降了21.42%, 其肠道中m6A荧光强度仅为无毒灰飞

虱的55.8%, 说明携带RBSDV影响灰飞虱m6A甲基化

修饰
[73]. 另外, 在单子叶植物病毒——水稻条纹病毒

(rice stripe virus, RSV)或RBSDV侵染水稻后, 通过

MeRIP高通量测序技术发现m6A修饰峰值增加. 虽然

这些增加的m6A修饰信号几乎覆盖了整个植物生命过

程相关基因, 但主要集中在RNA沉默、抗病性以及抗

病毒激素相关通路
[77]. 小麦黄花叶病毒(wheat yellow

mosaic virus, WYMV)侵染抗感品种小麦后, m6A修饰

差异峰值也富集到了植物防御反应和植物-病原体相

互作用相关基因
[78]. 以上的研究从整体上明确了病毒

侵染后能够对植物内源基因的m6A修饰水平进行操

控, 然而内源基因m6A整体水平的升高或降低对于病

毒侵染过程中的具体作用机理还需进一步研究.

随着对植物病毒m6A修饰作用机制研究的深入,
发现其对病毒侵染的调控机制具有复杂多样性. 通过

甲基转移酶与去甲基化酶的动态调节, RNA上的m6A
修饰最终被阅读蛋白识别并发挥相应的功能. 阅读蛋

白通过招募RNA降解相关蛋白, 影响病毒RNA的稳定

性
[49]. 而病毒为了抵御m6A修饰对其基因组RNA的影

响 , 也进化出多种类型的反防御机制 . 研究发现 ,
PepMV编码的RdRP蛋白能够与植物m6A甲基转移酶

HAKAI互作, 并激活自噬途径以降解HAKAI蛋白, 从

而破坏植物m6A修饰复合体功能(图2)[79]. 不同病毒的

复制酶在与m6A相关蛋白相互作用产生的功能可能不

同. 部分植物病毒进化出在特定位点进行m6A修饰以

逃脱寄主对外源核酸的识别功能. WYMV编码的复制

酶NIb能够诱导小麦甲基转移酶TaMTB出核, 对病毒

RNA1特定位点进行m6A修饰, 该修饰有利于病毒

RNA稳定性(图2)[80]. 由于动物病毒HBV 编码RNA上
5′端和3′端m6A 修饰分别影响逆转录功能和RNA稳定

性. 因此, 无论是植物病毒还是动物病毒中的研究都表

明, m6A修饰在病毒转录本上的不同位置可能发挥不

同功能.
一系列研究表明, 植物病毒侵染寄主后, 能够被甲

基转移酶复合体进行m6A修饰. 并且, 病毒的侵染也导

致了植物内源基因m6A修饰的紊乱. 目前, 已经有一些

研究报道了甲基转移酶和去甲基化酶对于病毒侵染能

图 2 m6A修饰在植物病毒侵染中的机制研究
Figure 2 Mechanistic studies of m6A methylation in plant virus infection
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力的影响, 但对于m6A阅读蛋白对修饰的病毒RNA的
影响还没有得到深入的挖掘. 总之, m6A作为病毒转录

本上普遍存在的化学修饰, 在病毒与寄主的互作关系

上的功能机理仍不清晰. 关于病毒转录本甲基化水平

与寄主识别能力的动态关系可能是未来病毒侵染机理

研究的一个方向.

4 展望

得益于m6A修饰检测技术和动物相关研究的快速

发展, m6A修饰在植物中的功能研究也取得了一定进

展. 这些成果主要表现在鉴定了m6A甲基转移酶复合

体成员
[ 1 5 , 1 8 , 2 4 ] , 去甲基化酶

[ 2 8 ]
以及部分阅读蛋

白
[40,41,44,45]. 研究发现, m6A修饰对植物整个生命周期

以及在逆境胁迫下的基因表达调控都具有重要意义.
如何将m6A修饰功能应用到作物品质改良及遗传育种

是研究人员需要关注的问题. 最近的研究发现, m6A甲
基转移酶和去甲基化酶能够调节草莓和番茄果实成

熟
[30,81]. 由于植物中没有动物去甲基化酶FTO的同源

基因, 科学家尝试通过转基因技术将人类FTO蛋白引

入到水稻和马铃薯中. 实验表明, FTO在植物中发挥

对特定内源基因m6A修饰的擦除功能. 同时, 过表达

FTO大幅提高作物产量和生物量, 使水稻和马铃薯增

产约50%. 这种通过异源表达m6A相关基因改良农作

物品质的方式有望成为未来农业粮食生产安全的重要

保障
[82].
尽管植物m6A修饰在物种间高度保守, 但与动物

相比, 在植物中也存在特有作用机制(如植物特异性

m6A阅读蛋白CPSF30-L)[44,45]. 对植物中相应调控机制

的研究将会拓宽对m6A修饰功能的认知. 然而, 与动物

相比, 目前植物中鉴定的相关功能蛋白数量较少, 植物

中是否存在其他特异性m6A修饰相关蛋白有待进一步

探索. 深入研究m6A修饰的位点和转录本特异性选择

的机制也是未来值得关注的研究方向.
在过去的十年中, 通过RNA修饰检测技术的开发

和应用提高了对m6A表观修饰的功能性认识. 尽管越

来越多的证据表明m6A修饰在植物应对胁迫反应中发

挥功能, 对植物应对胁迫反应中mRNA修饰的研究仍

处于初级阶段. 例如, m6A如何在不同的胁迫条件下特

异性调控特定转录产物丰度等问题仍未得到解决. 未

来的研究重点是解析mRNA修饰如何动态调节植物不

同发育过程和对环境胁迫的反应. 虽然m6A是真核生

物mRNA中最丰富的修饰, 但其绝对含量很低, 并且

细胞中大量存在的rRNA和tRNA严重干扰检测效率.
因此, 通过高特异性的方法来富集含有m6A修饰的

RNA成为植物领域相关功能研究的关键. 目前新型测

序技术的发展极大促进了m6A的功能研究. 然而, 目前

建立的这些新型检测还没有在植物系统上进行过测

试. 迄今为止报道的大多数m6A修饰图谱都是使用基

于抗体的MeRIP-seq高通量测序数据获得的, 这些数

据目前还无法准确定位到转录本中m6A修饰位点. 因

此, 开发新的实验技术, 如纳米孔测序, 以单碱基分辨

率绘制mRNA修饰图谱, 将有助于突破目前植物m6A
修饰功能研究的瓶颈. 开发或改进针对植物m6A修饰

研究的新型检测技术将加速植物系统中m6A研究的发

展. 在解析了mRNA特定位点修饰的生物学功能后, 再
基于CRISPR基因编辑技术定向改变基因组位点将有

助于对植物相应性状的人工定向改造
[83,84].

在植物病毒进化过程中, 为了适应寄主环境, 部分

病毒也演化出了包含去甲基化酶关键结构的蛋白
[72].

然而, 目前尚无研究表明这些病毒蛋白是否具备了体

内m6A修饰的擦除功能, 以及这些病毒蛋白的表达能

否对植物生长发育以及抗逆防卫反应产生影响. 但可

以预见的是, 未来通过植物基因组工程或病毒载体递

送异源的m6A修饰调控蛋白, 有望成为植物抗病毒或

作物性状表观遗传重编程的新策略.
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N6-methyladenosine (m6A) is the most abundant form of post-transcriptional chemical modification of RNA in eukaryotic mRNA.
The m6A-modified RNAs are mainly regulated by the m6A methyltransferases (writers), demethyltransferases (erasers) and reader
proteins (readers). In recent years, m6A methylation has been found to play diverse roles in plant virus infection, and the related
regulatory mechanisms are being investigated. This review outlines the basic components of m6A modification-related proteins in
plants, the development of m6A detection technology, and the current progress of m6A methylation in the interactions between plants
and viruses. A new perspective of the m6A methylation-dependent research in plants and plant RNA viruses is also provided.
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