
三链染色质结构R-loop的研究进展: 从检测方法到
生物学功能

周劲聪1,2†, 王文杰1,2†, 孙前文1,2*

1. 清华大学生命科学学院植物生物学中心, 北京 100084;
2. 清华大学-北京大学生命科学联合中心, 北京 100084
† 同等贡献

* 联系人, E-mail: sunqianwen@tsinghua.edu.cn

收稿日期: 2022-05-30; 接受日期: 2022-06-28; 网络版发表日期: 2022-09-08
国家自然科学基金(批准号: 32170321, 31822028, 91940306)资助

摘要 R-loop是由一条单链DNA和另一条RNA∶DNA杂合链组成的三链染色质结构,在众多生物体中发挥着重要

的生物学功能. 生物体内有众多调控因子通过调节R-loop的稳态来影响各水平的基因组调控事件, 如转录、复

制、DNA损伤及修复等. 近年来, 随着R-loop的检测技术日益成熟, 越来越多的R-loop生物学新功能正在被发现.
本文归纳比较了不同的R-loop检测方法, 并对植物R-loop生物学功能研究进展进行了重点阐述.
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R-loop是由一条单链DNA和另一条RNA:DNA杂
合链混合组成的三链染色质结构, 目前已知在细菌、

酵母及其他高等真核生物的基因组中均有大量分布,
并在不同的生理过程中发挥非常重要的功能

[1,2]. 一般

认为, 新生RNA链可以与其模板DNA进行碱基配对形

成RNA:DNA杂合链(RNA:DNA hybrids, RDH), 同时

非模板链成为单链DNA(single-stranded DNA, ssDNA).
由于这种三链结构就像一个含有RNA链的D-loop结
构,因此早期被Thomas等人

[3]
命名为R-loop.一般来讲,

RNA:DNA杂合链既可以在转录过程中瞬时产生(约
8 bp)[4], 也可以在DNA复制过程中产生(约10~12 bp)[5],
然而这两种RNA:DNA杂合链的长度均比较短,与长度

较长且较稳定的R-loop结构有所区分
[6].

科学界对R-loop的认识是一个循序渐进的过程.
1976年, Thomas等人

[3]
第一次在电子显微镜下观察到

R-loop结构. 在此项研究中, 他们发现RNA:DNA在热

力学上比双链DNA更稳定. 最新的微秒级全原子分子

动力学实验(nanosecond-timescale all-atom molecular
dynamics)证实, RDH双链表现出介于双链RNA的A-型
(A-form)和双链DNA的B-型(B-form)之间的中间态, 但
可能由于RNA链的刚性强于DNA链 , 从拉伸模量

(stretch modulus)、扭转伸缩耦合比(twist-stretch cou-
pling)等宏观弹性参量, 或从倾斜角(inclination)、H-
rise和H-twist等螺旋结构参数方面比较, RNA:DNA更
类似于双链RNA形成的小沟宽而浅、大沟深而窄的

A-型结构
[7](图1), 在溶液中也与双链RNA相似, 不易
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凝聚
[8].
近年来R-loop检测技术也从细胞水平检测发展到

由非变性重亚硫酸盐测序为代表的单个位点/单基因

检测, 进一步发展到以S9.6抗体免疫沉淀为代表的高

通量全基因组测序. 不同物种全基因组R-loop分布以

及动态变化图谱的绘制将为科学家们系统探究R-loop
的生物学功能提供重要指导. 有关R-loop在非植物系

统中的功能总结在多篇综述文章中都有介绍
[1,2], 本文

不再赘述. 植物R-loop的生物学功能研究起始于发现

R-loop可影响拟南芥开花抑制基因FLC位点的反义长

链非编码RNA(long noncoding RNAs, lncRNAs)COOL-
AIR转录

[9], 随后植物细胞核以及半自主细胞器基因组

中R-loop的一系列生物学功能被逐一解析
[10~18]. 本文

将主要总结并比较目前已开发的R-loop检测技术, 同

时针对植物R-loop的生物学功能研究进展进行着重

综述.

1 R-loop检测技术的介绍

R-loop检测技术可分为两大类. 一是从宏观层面

的细胞水平检测: 例如在HeLa细胞系中, 将核酸酶

RNH1中识别RNA:DNA的结构域HB与GFP荧光蛋白

融合表达, 或将识别RNA:DNA的抗体S9.6与细胞孵

育, 通过免疫荧光的方式表征细胞中R-loop的整体水

平
[19]; dot/slot-blot则需经过基因组DNA提取, 利用免

疫印迹的手段检测基因组中R-loop的整体含量
[20]. 然

而这些宏观层面的检测方法都无法获取R-loop在基因

组中所处的具体位置和序列信息. 二是通过基因组单

位点或全基因组测序方式检测R-loop, 从不同层次检

测R-loop在基因组中的位置、序列等具体信息.

1.1 基因组单位点R-loop检测方法

目前已经开发出多种方案检测体内R-loop, 按检

测规模可分为单个位点检测和全基因组高通量检测.
其中, 体内R-loop的单位点检测主要借助重亚硫酸盐

(sodium bisulfite)或限制性内切酶处理基因组, 再结合

PCR技术, 可特异表征某一位点是否具有R-loop结构.
例如, R-loop footprinting方法是在非变性条件下用重

亚硫酸盐处理基因组DNA, R-loop结构中的单链DNA
上的胞嘧啶(cytosine, C)被转化为尿嘧啶(uracil, U),
而RNA:DNA杂交链中以及双链DNA中的C受到保护

而不被重亚硫酸盐转化. 随后通过设计链特异性引物

进行PCR扩增, 根据单克隆测序结果中由C转换为胸

腺嘧啶(thymine, T)的碱基位置判定单链DNA的位置,
进而推测R-loop结构的大概边界(图2A)[21]. 此外, 通过

诱导表达人源脱氨基酶AID(activation-induced cytidine
deaminase), 可使R-loop中单链DNA上的WRC/GYW
(W代表腺嘌呤A和T; R代表A和鸟嘌呤G; Y代表C和

图 1 三种双链核酸结构示意图, 绘制数据来自文献[7]. 从左往右依次是B-型双链DNA、A-型双链RNA、接近A-型的RNA:
DNA杂合链的双螺旋结构示意图
Figure 1 Models for three kinds of double-stranded nucleic acid, modified from Ref. [7]. Double helix structures for B-form double-stranded DNA
(left), A-form double-stranded RNA (middle), near A-form RNA:DNA hybrids (right)
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T)序列里的C和G碱基脱氨基化, 从而产生碱基突变,
因此可用碱基突变率来反映R-loop水平高低(图2B)[22].
LM-PCR(ligation-mediated PCR)利用R-loop结构中的

单链DNA易被氧化而产生断裂这一特性, 通过生物素

标记的寡聚核苷酸富集断裂的单链DNA, 进一步利用

PCR检测特定位点单链DNA的断裂程度, 从而间接反

映此位点处单链DNA含量, 即R-loop含量(图2C)[10,23].
另一种鉴定单个位点R-loop水平的方法DSR(diges-
tion-sensitive R-loop)则根据限制性内切酶对不同类型

核酸的切割活性不同 (例如 , 除切割双链DNA外 ,
HaeIII还对单链DNA有切割活性, AvaII或BanI还可以

切割RNA:DNA杂交链中的DNA. 各种商业化限制性

内切酶对不同类型核酸的切割活性可以在网站http://
rebase.neb.com/cgi-bin/hybcombolist中查询), 通过选取

不同类型的内切酶组合处理基因组DNA后, 结合酶切

位点两侧的引物进行PCR扩增, 通过分析不同酶切组

合后的PCR结果可反映该酶切位点附近的ssDNA和

RNA:DNA含量
[12].

1.2 高通量测序检测技术进展

由于单位点R-loop检测方法通量低, 无法满足全

基因组范围内R-loop鉴定的科研需要. 因此, 结合第二

代高通量测序技术, 科学家们开发了多种多样的检测

方法. 目前R-loop的全基因组高通量检测主要利用识

别RNA:DNA杂交链的蛋白或抗体对RNA:DNA杂交

链进行富集, 主要有以下2种策略.
(1) 通过识别RNA:DNA杂交链的蛋白进行富集

(图3). RNase H1是一类保守的核糖核酸酶, 负责水解

图 2 单位点检测R-loop方法. A: R-loop footprinting检测方法; B: AID转换检测法; C: LM-PCR检测方法; D: DSR检测方法
Figure 2 R-loop detection methods of single locus. A: R-loop footprinting method; B: AID conversion method; C: LM-PCR method; D: DSR
method
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RNA:DNA杂交链中的RNA[24]. 动物细胞的RNase H1
蛋白D210N突变使得RNase H1蛋白失去水解RNA的
活性, 但保留了结合RNA:DNA的活性

[25]. 据此, 研究

者们开发了利用突变型RNase H1蛋白富集RNA:DNA
的高通量测序方法. DRIVE-seq使用体外表达纯化的

突变型RNase H1蛋白与片段化的基因组DNA进行孵

育, 从中富集RNA:DNA[26]. 而R-ChIP是利用稳定表达

突变型RNase H1(D210N)蛋白 (带有V5标签 )的
HEK293T(或K562)细胞系, 使用V5抗体进行免疫沉

淀, 进而富集RNA:DNA杂交链, 然后通过DNA文库构

建及测序分析鉴定哺乳动物细胞中R-loop位点
[27]. 相

较于DRIVE-seq用酶切打断基因组DNA的方法
[26], R-

ChIP在免疫沉淀前使用超声打断基因组, 使得富集的

R-loop信号具有更高的分辨率, 但此方法需要构建稳

定表达突变型RNase H1蛋白的实验材料, 其使用范围

受到了限制
[27].

随后基于突变型RNase H1蛋白识别RNA:DNA杂
交链的特点, 研究者们开发出一系列优化的R-loop测
序方法. MapR是将突变型RNase H1蛋白与微球菌核

酸酶MNase(micrococcal nuclease)融合表达, 并与固定

后的细胞进行孵育, 突变型RNase H1蛋白识别RNA:
DNA杂交链, 同时融合表达的MNase, 利用其核酸切

图 3 基于RNA:DNA结合蛋白的R-loop高通量测序技术
Figure 3 RNA:DNA-binding-protein-based high-throughput strategies for detecting R-loops
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割活性将R-loop结构从基因组中切割并解离出来, 再

从游离的RNA:DNA杂交链中提取DNA进行建库测

序
[28]. 相比于前两种方法, MapR省去了免疫沉淀的步

骤. 相较于R-ChIP, MapR不需要稳定表达突变型

RNase H1蛋白的细胞系, 可广泛应用于各种遗传背景

的细胞系, 并且需要的细胞量较少, 起始量可低至105

个细胞, 不足之处是获得的R-loop信号不具有链特异

性信息
[28]. 随后, 同一课题组开发了BisMapR测序方

法, 即在MapR基础上将解离下来的R-loop于非变性条

件下用重亚硫酸盐处理, 再经过RNase H消化、掺入

dUTP的二链合成、末端修复、接头连接以及UDG酶
切处理等步骤后构建文库, 相比于MapR测序, Bis-
MapR获得的R-loop测序结果保留了链特异性信息

[29].
随着CUT&Tag技术的广泛应用, 研究者们也利用

该技术开发出了R-loop CUT&Tag, 用于原位R-loop检
测

[30]. 在此方法中, RNase H1蛋白中识别RNA:DNA的
结构域HBD与GST或His6标签融合表达, 随后进入被

concanavalin A磁珠固定的细胞中识别R-loop结构, 再
通过GST或His6标签抗体将转座酶招募至R-loop位点,
通过施加Mg2+离子激活转座酶活性并将文库接头插

入R-loop结构区域, 不再需要富集R-loop的步骤, 最后

直接通过PCR完成文库构建, 比以上方法更加快捷. 与
MapR或BisMapR方法类似, R-loop CUT&Tag也不需

要稳定表达突变型RNase H1蛋白的细胞系
[30].

除DRIVE-seq以外, 上述方法识别R-loop的过程都

是在体内发生, 虽然可以在一定程度上表征细胞中全

基因组R-loop的原位分布, 但染色质的开放状态、体

内R-loop自身结合蛋白的存在都会影响上述方法中

RNA:DNA结合蛋白识别R-loop的效率, 并不能完整反

映R-loop在基因组中的分布.
(2) 通过识别RNA:DNA杂交链的抗体S9.6进行富

集(图4). S9.6是利用ΦX174噬菌体DNA体外转录产生

的RNA:DNA杂交链作为抗原免疫小鼠后,经过多轮杂

交瘤细胞筛选而产生的单克隆抗体,对RNA:DNA杂合

链具有高度的特异性和亲和力
[31]. 研究人员利用S9.6

抗体结合DNA微阵列技术检测大肠杆菌、酵母等物

种转录组, 展现出高灵敏、无序列偏好性等特征
[32,33].

因此, 利用S9.6抗体, 通过免疫沉淀从片段化的基因组

中富集R-loop是一种常见的全基因组R-loop的检测方

式, 即DRIP-seq(DNA-RNA immunoprecipitation se-
quencing)[26]. 相比于前文提及的R-loop富集方法, 此类

方法最大的优势是S9.6抗体已经实现了商业化生产,
可以在任何遗传材料中使用, 不再需要表达纯化识别

RNA:DNA的蛋白或构建稳定表达突变型RNase H的
细胞株系, 从而可避免细胞内可能的互作蛋白对稳定

且过量表达蛋白的功能干扰.
根据S9.6富集前样品的处理方式以及富集后的建

库方式不同, 多种基于S9.6免疫沉淀的测序方法从

DRIP-seq衍生出来(图4). (ⅰ) S9.6-ChIP-seq: 通过甲

醛固定染色质后利用超声打断DNA, 采用类似ChIP-
seq的方式使用S9.6抗体对R-loop区域进行富集, 随后

通过建库测序获得基因组中的R-loop分布信息
[34].

(ⅱ) bisDRIP-seq: 在含有重亚硫酸盐的条件下裂解细

胞, 接着使用S9.6抗体富集含有胞嘧啶转化为尿嘧啶

的R-loop片段. 此方法附加了单链中胞嘧啶被转换的

信息 , 可以进一步精准定位R-loop区域
[ 3 5 ] . (ⅲ)

DRIPc-seq: 从S9.6富集的RNA:DNA杂交链中提取

RNA, 然后测序获得具有链特异性的R-loop分布信

息
[36]. (ⅳ) S1-DRIP-seq: 用核酸酶S1消化R-loop结构

中的单链DNA, 再从超声打断的基因组中用S9.6抗体

富集RNA:DNA杂交链, 提取DNA建库测序从而得到

R-loop的分布信息
[37]. 此方法在超声打断基因组之前

用核酸酶S1消化R-loop结构中的单链DNA, 可保护大

量的RNA:DNA杂交链不被超声处理破坏, 进一步提

高R-loop的信噪比. (ⅴ) RDIP-seq: 先用RNase I消化

游离的单链RNA, 再用S9.6抗体富集RNA:DNA杂交

链, 提取RNA建库测序, 获得的R-loop分布信息背景

低且具有链特异性
[38]. (ⅵ) 在前文提到的R-loop

CUT&Tag方法中, 也可以用S9.6替代HBD来识别R-
loop结构

[30].
ssDRIP-seq(single-strand DNA ligation-based li-

brary construction after DNA:RNA hybrid immunopre-
cipitation and sequencing)是一种应用较广泛的全基因

组R-loop测序方法
[11]. 该方法将提取的基因组DNA用

核酸内切酶尽量片段化(可选取多种不切割RNA:DNA
杂交链的内切酶组合), 随后使用S9.6抗体富集RNA:
DNA, 并提取RNA:DNA杂交链中的DNA进行单链

DNA文库构建. 在建库过程中, 首先对单链DNA的3′
末端进行接头连接, 后续经过延伸、5′接头连接以及

index PCR等步骤获得DNA文库
[11]. 此方法综合了上

述方法的多种优点, 主要包括: (ⅰ) 可能由于RNA:
DNA和dsRNA在结构上有较高相似度(图1)[7], 也有研
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究指出S9.6抗体对AU序列富集的dsRNA有微弱的结

合活性
[39,40]. ssDRIP-seq利用S9.6捕获的RNA:DNA杂

交链中的单链DNA进行建库, 只要抗体足量, 便可排

除dsRNA竞争结合S9.6的影响, 因此相较于提取RNA
的建库方法(DRIPc-seq和RDIP-seq), ssDRIP-seq获得

的R-loop信号背景较低. (ⅱ) 该方法对RNA:DNA中的

DNA进行3′末端连接并建库, 可从后续的分析中提取

RNA:DNA的链特异性信息. (ⅲ) 操作简便, 不需要表

达RNase H的实验材料, 不受染色质凝聚状态的影响

(而已知CUT&Tag方法中所用到的Tn5酶活性会受到

图 4 基于S9.6抗体的R-loop高通量测序技术
Figure 4 S9.6-based high-throughput strategies for detecting R-loops
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染色质开放程度的影响). 目前ssDRIP-seq已经成功应

用在拟南芥
[11,13,14]

、水稻
[41]

、玉米
[42]

、酵母(尚未发

表)、斑马鱼
[43]

、哺乳动物细胞
[44~46]

等模式生物中.

1.3 全基因组R-loop测序技术展望

如前所述, 目前已发表的R-loop测序技术方式众

多, 但进一步提高分辨率是所有测序方法需要面对

的挑战. 无论是超声还是酶切打断基因组, 都无法避

免S9.6抗体或突变型RNase H蛋白富集到的RNA:
DNA片段两末端边界含有非RNA:DNA片段(ssDNA
或者双链DNA末端). bisDRIP-seq附加了单链中胞嘧

啶被转换的信息, 但也无法在单碱基水平做到以非

胞嘧啶为边界的R-loop区域确定. 最近Chedin课题

组
[47]

利用三代测序技术结合非变性条件下重亚硫酸

盐处理基因组, 从单分子水平检测基因组中ssDNA
的位置, 并发现和已发表的DRIP-seq数据重合性较

高, 然而此方法同样也无法精确定位非胞嘧啶为边

界的R-loop区域 . 如何更精准地从基因组中解离

RNA:DNA杂交链, 或者如何从S9.6抗体(或突变型

RNase H)富集的核酸片段中进一步精确RNA:DNA
杂交链的边界(直至单碱基水平边界界定), 将会是进

一步提高R-loop高通量测序分辨率的重要发展方向.
此外, 近年来单细胞测序技术的日益成熟使人们能

更清晰地认识不同细胞类型中的单个细胞转录水

平、表观修饰水平的动态变化
[48~50], 单细胞R-loop

测序作为R-loop检测技术的另一个发展方向将会帮

助人们从时间和空间两个维度更加精准地理解R-
loop的生物学功能.

2 植物R-loop的生物学功能和调控机制

尽管R-loop结构在20世纪70年代就被发现, 但其

功能及调节方式直到2013年才在植物中首次报道
[9].

近年来,随着R-loop测序技术的开发和R-loop调节因子

遗传材料的逐一收集鉴定, 以及成熟研究体系的逐渐

建立 , 植物中R - l o o p的研究得到了较大的发

展
[9~14,16~18,42,51~55].

2.1 植物中R-loop的分布特征

利用ssDRIP-seq技术, 本课题组
[11]

率先揭示了拟

南芥基因组上R-loop的分布情况, 并挖掘出R-loop在

拟南芥全基因组范围内的分布特征, 例如, (ⅰ) R-loop
广泛存在于拟南芥基因组上, 并在AT和GC偏离区富

集; (ⅱ) R-loop与CG序列甲基化呈负相关, 然而在与

转录抑制型组蛋白修饰H3K9me2和H3K27me1有一定

的强相关性; (ⅲ) R-loop在基因启动子区和基因上显

著富集, 与非编码RNA区和基因组重复区域高度相关.
最近, 通过绘制拟南芥在不同发育时期和环境刺激下

R-loop动态变化的综合图谱, 本课题组发现在营养生

长阶段, 以及多种环境因素包括光谱、光周期和温度

等的刺激下, R-loop的积累模式都比较稳定, 但在世代

转换过程中变化较为剧烈. 并且R-loop的动态变化与

RNA丰度相关性不强, 这表明R-loop形成和RNA积累

的调控机制是独立的. 此外, 本课题组
[14]

还注意到R-
loop在转录因子结合区域有富集, 暗示R-loop可能是

潜在的顺式转录元件.
在其他高等植物中, Liu等人

[42]
借助ssDRIP-seq对

玉米进行全基因组测序, 发现玉米中正义链R-loop主
要富集于启动子和转录终止位点, 但是在基因主体

(gene body)上相对少一些, 这不同于拟南芥中正义链

R-loop主要位于基因主体的现象. 从染色体尺度上分

析, 玉米的R-loop富集于近着丝粒周围的异染色质区

域, 其中很大一部分R-loop来源于转座元件. 在着丝粒

中, R-loop优先形成于着丝粒特异性组蛋白CENH3的
结合区域内, 且着丝粒逆转录转座子与R-loop的形成

密切相关. 并且, 利用原子力显微镜单分子成像技术,
Liu等人

[42]
观察到了位于着丝粒区域逆转录转座子上

的R-loop. 在水稻中, Fang等人
[52]

发现, R-loop的峰值

与基因表达水平之间的关系取决于R-loop在基因上的

位置, 并且R-loop的分布位置与DNA甲基化和组蛋白

甲基化修饰区域有一定的重叠.

2.2 植物细胞核基因组中R-loop的功能研究

已有的研究表明, R-loop在植物中的生物学功能

是丰富多样的, 在细胞核中主要发现R-loop参与调控

基因的转录、DNA复制、RNA加工、基因组稳定性

以及染色质三维构象(图5A). 在拟南芥中, R-loop遏制

反义lncRNAs COOLAIR转录来影响开花抑制基因FLC
的表达, 从而参与调控开花时期

[9,56]. 最近研究发现

COOLAIR启动子区域R-loop中的单链DNA容易形成

二级结构, 阻止DNA复制叉前进
[57]. LncRNA APOLO

通过短序列互补配对识别拟南芥基因组上多个远端位
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点形成R-loop, 从而诱导H3K27me3识别蛋白LHP1对
局部染色质3D结构进行调节, 精细调控多个基因的表

达, 影响生长素响应和侧根的发育
[54]. 最近本课题

组
[16]

发现, 拟南芥基因内tRNA形成的R-loop通过调控

RNA聚合酶Ⅱ和Ⅲ之间的转录干扰来调节tRNA宿主

基因的表达, 从而参与植物氧化胁迫响应. 来源于

SEP3基因上第6外显子区的环形RNA(circular RNAs,
circRNAs)在该基因区形成R-loop, 增加宿主基因的可

变剪切效率, 造成缺少第6外显子的转录本SEP3.3的

大量积累, 从而导致拟南芥花器官同源异形
[51]. 在水

稻中, 生长素相关基因位点上的R-loop可以影响基因

转录, 参与生长素的极性运输和根的向地性生长
[10].

Liu等人
[55]

通过对毛果杨次生木质部的高通量测序分

析, 发现环状RNA在R-loop结构和选择性拼接事件区

域显著富集, 并且过表达和次生生长相关的环形RNA
circ-IRX7会促进R-loop增加, 可能影响宿主基因转录

产物的选择性剪接. 在玉米中发现, 由着丝粒反转录

转座子(centromeric retrotransposons, CRMs)产生的环

形RNA以R-loop结构结合在着丝粒上, 并且通过一个

环形RNA形成两个R-loop促进CRM1位点处染色质环

的形成
[53].

基于这一系列研究, 近期内多个植物细胞核R-
loop的调节因子被鉴定到. 单链DNA结合蛋白AtNDX
通过结合R-loop结构中的单链DNA维持COOLAIR启
动子区R-loop的稳定

[9], 而RNA结合蛋白FCA和FY通
过对RNA 3′末端加工消除COOLAIR处形成的R-
loop[56]. ALBA是进化上保守的核酸结合蛋白, 在拟南

芥中AtALBA1结合RNA:DNA杂合链, AtALBA2识别

R-loop中的单链DNA, AtALBA1与AtALBA2形成异源

二聚体作为R-loop阅读器, 保护基因区R-loop DNA不
受损伤

[13]. 水稻中DNA拓扑异构酶TOP1(DNA topoi-
somerase 1)通过去除RNA聚合酶在转录过程中产生的

正、负DNA超螺旋防止R-loop的过量积累
[10]. RNA核

酸酶RNase H作为调控R-loop水平的重要因子, 其同源

蛋白在植物界中也普遍存在, 其中AtRNH1A是定位于

拟南芥细胞核的RNase H1同源蛋白
[12], 其具体的生物

学功能尚待揭示. 此外, 植物中还有大量含有类RNase
H结构域的蛋白家族, 这些蛋白也可能是R-loop的潜在

调控因子
[58].

3 内共生半自主细胞器中R-loop的功能研
究进展

线粒体和叶绿体被认为是一系列内共生事件的产

物
[59,60]. 目前推测, 线粒体由一个被原始真核宿主吞噬

的α-变形杆菌祖先产生, 叶绿体是后来(大约10亿~15
亿年前)从一个被已经有线粒体的真核生物吞噬的蓝

藻祖先中产生
[61]. 虽然线粒体和叶绿体保留了大部分

原核生物的生化特性, 但在基因组层面可能只保留了

各自祖先所拥有的少量基因组
[62]. 随着时间的推移,

图 5 R-loop在植物细胞中的功能. R-loop在植物(A)细胞核、
(B)叶绿体和(C)线粒体中的生物学功能模式图
Figure 5 Overview of R-loop functions in plant cells. Working
models for plant R-loops in (A) nucleus, (B) chloroplast, (C)
mitochondrion
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叶绿体和线粒体基因组的大小已经发生了巨大的变

化. 此外, 单个线粒体和叶绿体中的基因组拷贝数目显

著提升, 在几个至几百个之间
[63,64]. 细胞器基因组上R-

loop水平对维持细胞器的正常功能和生物体的健康发

育也具有重要作用.

3.1 线粒体中R-loop的形成与功能

作为细胞的能量加工厂, 线粒体为细胞活动提供

所需的能量, 其基因组编码参与能量转换和基因表达

的关键因子. 线粒体基因组上R-loop最早于1995年由

Xu和Clayton[65]报道. 该课题组通过体外转录实验, 在

酿酒酵母和人源线粒体DNA(mitochondrial DNA,
mtDNA)中观察到持续、稳定形成的RNA:DNA杂合

链结构
[65,66]. 后续通过二维琼脂糖凝胶电泳(two-di-

mensional agarose gel electrophoresis, 2D-AGE)和
RNA印迹等实验证实哺乳动物线粒体R-loop的存

在
[67,68]. 后续的高通量测序也表明R-loop广泛分布于

酵母和人源线粒体基因组上
[34,69].

在哺乳动物线粒体中, 绝大多数的R-loop积累于

调控线粒体基因组转录和复制的控制区(control re-
gion, CR), 其中的RNA链作为起始引物介导线粒体先

导链的复制
[70]. 同时, 在先导链合成的过程中, 预先形

成的转录本可能会与空置出的另一条单链DNA配对

形成RNA:DNA杂合链结构, 促进后随链的合成
[71].

Holt[72]还推测, 控制区的R-loop可能作为一种特殊结

构使线粒体DNA锚定在线粒体内膜上(inner mitochon-
drial membrane, IMM). Brown等人

[68]
利用原子力显微

镜(atomic force microscope, AFM)发现, R-loop的存在

使小鼠线粒体DNA保持更加开放的状态. 此外, R-loop
还能促进mtDNA分子之间物理上的分离

[73].
不同于哺乳动物的线粒体基因组是只有15~17 kb

的紧凑环形, 主要依赖于控制区的D-loop和R-loop调
控复制起始

[72], 被子植物线粒体基因组要大得多, 从

大约200 kb到超过10 Mb[74], 并且结构也更加复杂, 包

括环形、线性和多分枝单、双链分子等, 并主要以线

性结构存在
[64]. 这些特点使植物mtDNA不太可能采用

类似于动物mtDNA的复制方式. 事实上在植物和真菌

中, mtDNA被认为主要通过类似噬菌体T4 DNA的重

组依赖性复制
[75], 但是关于重组依赖性的复制机理仍

然缺乏了解. 本课题组
[15]

最近的研究发现, 拟南芥线

粒体R-loop能显著促进mtDNA上中等重复区(inter-

mediate-sized repeats, IRs)的异常同源重组(ectopic
homologous recombination, eHR)(图5C). 这暗示R-loop
也可能参与大重复区(>1 kb, large repeats)的高频相互

重组介导的基因复制.

3.2 线粒体R-loop的调控

与核基因组上R-loop水平需要严格调控一样, 细

胞器中的R-loop也需要维持在稳定的状态. 人源线粒

体中R-loop的异常积累会导致基因组的不稳定, 产生

致病性
[69]. 而成人神经肌肉疾病(adult-onset neuro-

muscular disease)与mtDNA上R-loop水平过低有关
[73].

尽管目前已经鉴定了许多调控真核生物细胞核基因

组上R-loop水平的因子, 但对于线粒体中R-loop调节

因子的挖掘还较少. 在哺乳动物和酵母中, 核糖核酸

酶RNase H1除能定位于细胞核外, 还被转运到线粒体

中, 是mtDNA上R-loop的重要调节因子. 在哺乳动物

线粒体中, RNase H1被认为主要调节CR区R-loop的状

态, 影响mtDNA的复制
[72]. 新生的R-loop结构不能直

接启动mtDNA合成, 必须先经过RNase H1处理生成

能被DNA聚合酶γ用于起始DNA合成的3′末端
[76], 而

在复制起始后R-loop中作为引物的RNA分子需要被

RNase H1消除, 保证复制能顺利完成
[70,77]. RNase H1

的缺失严重影响小鼠mtDNA的复制、转录, 导致线粒

体功能紊乱, 造成胚胎死亡
[70,78,79]. 在酵母中, 目前认

为RNase H1在线粒体中的作用与在细胞核中的类似,
主要涉及共转录R-loop的清除 , 而不是直接参与

mtDNA复制过程
[34]. 线粒体降解小体(mitochondrial

degradosome, mtEXO)是在人源线粒体中鉴定到的另

一种R-loop去除因子, mtDNA上R-loop具有广泛的调

节作用
[69]. 由于mtEXO是一种从细菌到人的功能保守

的RNA监测和降解复合物
[80], 其在各物种中可能也具

有R-loop调节功能. RNase H1的同源蛋白广泛存在于

植物中, 并且不同于动物和真菌一般只有一个RNase
H1同源蛋白, 植物中可能有多个同源蛋白负责不同基

因区室的R-loop调控
[12]. 十字花科拟南芥线粒体中有

3个RNase H1同源蛋白, AtRNH1A, AtRNH1B和
AtRNH1C[12]. 正常条件下AtRNH1B负责线粒体R-
loop的调控, AtRNH1C负责叶绿体中R-loop的调控.
有趣的是, 在线粒体中缺乏AtRNH1B时, AtRNH1C也
能被转运到线粒体中弥补AtRNH1B的功能(图5B和
C)[15].
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3.3 叶绿体中R-loop的形成与功能

叶绿体是陆生植物、藻类和少数原生动物中常

见的具有独立遗传物质的多功能细胞器. 与线粒体或

核基因组相比, 植物叶绿体基因组在结构、基因数量

和基因组成方面具有更高的保守性
[61,81]. 叶绿体基因

组通常以环形结构表示, 包括一个小的单拷贝区域

(small-single copy region, SSC)和一个大的单拷贝区

域(large single-copy region, LSC), 这两个区域被一对

反向重复区域分开, 形成典型的四部结构, 但在细胞

内其主要以线形或分枝低聚体形式存在
[82]. 高等植物

叶绿体基因组大小一般为120~160 kb, 包括大约120
个基因, 主要编码光合作用系统的核心元件和质体基

因表达相关的组分, 包括RNA聚合酶亚基、核糖体蛋

白亚基、rRNA和tRNA[83]. 其中rDNA区是转录活跃

区域, 而且其内部含有两个基因组复制起始位点. 由

于rRNA在叶绿体中高峰度表达, 因此rDNA区天然具

有高频的转录-复制迎面对撞冲突(transcription-repli-
cation head-on conflicts, HO-TRCs). 本课题组

[12]
通过

DRIP-qPCR在该区域内检测到大量的R-loop积累. 本

课题组
[ 1 2 ]

发现 , 叶绿体定位的RNase H1蛋白

AtRNH1C可与DNA拓扑异构酶Ⅱ同原蛋白AtGyrase
协作维持rDNA区R-loop稳态并解除该区域的HO-
TRCs, 从而减少DNA损伤, 维持叶绿体基因组的稳定

性. 除AtRNH1C外, 本课题组
[18]

还发现解旋酶RHON1
作为另一个已知的叶绿体R- l o o p消除因子 , 与

AtRNH1C平行调控rDNA上R-loop的水平, 维持叶绿

体基因组的稳定(图5B).
此外,本课题组

[17]
发现,在叶绿体基因组的断裂位

点处有叶绿体基因编码的RNA聚合酶(plastid-encoded
RNA polymerase, PEP)转录瞬时产生的RNA:DNA杂
合链, AtRNH1C识别此结构并降解其中的RNA, 随后

与单链DNA结合蛋白WHY1/3和重组酶RecA1协作抑

制断裂位点处微同源序列介导的断裂修复(microho-
mology-mediated break-induced repair, MMBIR), 以促

进更精准的同源重组(homologous recombination, HR)
修复来维持叶绿体基因组完整性(图5B).

4 总结与展望

虽然早在20世纪70年代, R-loop结构已经在体外

实验中被观测到, 但直到最近十年, R-loop生物学功能

研究才随着S9.6抗体的普及和多种高通量测序技术的

发展逐渐被更多研究者重视. 虽然很长时间内R-loop
被认为是基因转录的副产物, 但目前越来越多的研究

发现R-loop可以作为真核生物染色质稳定组分, 在转

录调控、基因组复制、DNA损伤修复、表观修饰等

过程中发挥重要功能.
由转录-复制对撞产生的R-loop作为基因组不稳

定性的重要因素, 需要被一系列机制来消除
[84]. 叶绿

体作为光合作用的主要场所, 可认为是实现“碳中和”
宏伟目标的最基本单位, 其基因组的稳定性与光合作

用的效率息息相关. 在植物叶绿体中, 本课题组分别

鉴定到核酸酶AtRNH1C和解旋酶RHON1可直接消除

R-loop结构, 减小复制压力, 但还尚未在植物细胞核基

因组中发现类似的机制. 与质体基因组复制不同, 真核

生物核基因组复制还伴随着染色质状态的改变, 如核

小体解聚和重组装等过程, 因此核基因组复制过程中

的R-loop解除机制更为复杂. 近期, 有研究指出, 在动

物细胞核中染色质重塑蛋白也可消除由R-loop介导的

转录-复制冲突
[85,86], 这是一个理解R-loop代谢过程的

新角度. 除了对基因组稳定性起负面作用, 已有研究

发现R-loop也参与基因组稳定性的维持. 在叶绿体和

细胞核基因组中的研究指出, 在DNA损伤位点处产生

的一类瞬时RNA:DNA杂合链可作为早期同源重组信

号帮助机体完成有效的同源重组修复
[17,87~89]. 由此可

见, R-loop可以作为“双刃剑”从正反两个方面实现某

一生物学意义, 其丰富多彩的生物学功能也将吸引更

多的关注.
除了上文提到的R-loop在植物细胞核中参与基因

转录、可变剪切、复制等过程, 动物细胞中的研究揭

示出R-loop还参与基因组上的表观修饰调控, 如抑制

DNA甲基化修饰
[26,90,91], 促进H3K9me3和H3K27me3

修饰
[92~94], 在果蝇中PRE(polycomb response elements)

位点处富集的R-loop结构也能被PcG(polycomb group)
蛋白识别进而调控发育基因上的组蛋白修饰

[95]. 拟南

芥中的ssDRIP-seq数据显示, R-loop与异染色质修饰

信号H3K9me2和H3K27me1高度关联
[11], 但其背后的

机制和生物学意义尚需进一步研究.
目前, R-loop的全基因组检测方法主要基于RNA:

DNA识别蛋白和S9.6抗体的免疫沉淀(图3和4). 两类

方法在蛋白/抗体特异性、免疫沉淀方式、建库方法
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等方面有不同, 导致两类方法的测序结果存在一定差

异
[96], 但目前均需要向单碱基分辨率和低起始量(甚至

到单细胞水平)这两个方向优化, 以满足不同检测样品

的需要. 此外, 随着计算生物学的发展, 基于热力

学
[97,98]

、模式搜索
[99]

、形式文法
[100]

、隐马尔可夫模

型
[26]

的R-loop预测工具相继被开发出来, 这些方法能

在一定程度上预测R-loop结构, 帮助人们从“干”实验

的角度理解R-loop结构形成原则(现阶段已经上线的

R-loop高通量测序数据库链接RLBase: https://gccri.

bishop-lab.uthscsa.edu/rlbase/; R-loopDB: http://rloop.
bii.a-star.edu.sg/; R-loopAtlas: http://bioinfor.kib.ac.cn/
R-loopAtlas/; R-loopBase: https://rloopbase.nju.edu.cn/).
未来, 随着R-loop测序数据的不断产生以及计算工具

日益成熟, 基于测序数据的深度学习也将有可能会是

R-loop预测工具发展的新方向.
综上所述, 随着R-loop检测技术的提升、研究手

段的成熟, 不同生理过程中R-loop的重要生物学功能

将被逐一揭示.
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Recent progress on R-loop biology: from detection methods to
biological functions
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R-loops are three-stranded chromatin structures composed of a single-stranded DNA and an RNA:DNA hybrid with important
biological functions in numerous organisms. Numbers of R-loop regulators have been found to affect genomic events, such as
transcription, replication, DNA damage, and repair, through modulating R-loop homeostasis. Over the last few years, with the
development of R-loop detection methods, an increasing number of R-loop biological functions are being discovered. In this review,
we provide an overview of R-loop detection methods and focus on the research progress of R-loop functions in plants.
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