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摘要：G-四链体(G-quadruplex，G4)是广泛存在于基因组中的非典型核酸二级结构，是富含鸟嘌呤的

核酸通过碱基间Hoogsteen配对形成的四联体堆积。G4结构在DNA端粒、基因启动子区、核糖体DNA
和重组热点区等成簇存在，在DNA复制调控、转录调控、维持基因组的完整性和重组过程调控等方面

起作用。近年来，体内G4结构相关的功能及调控机理研究层出不穷。本文将围绕G4在基因组内的分

布、转录调节及DNA复制相关的功能研究进展进行阐述，总结目前对G4结构和功能，解释G4调控的

方式，从而为肿瘤、病毒感染和神经退行性病变等相关疾病的机理探究、治疗和药物研发提供思路与

方向。
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Biological functions of G-quadruplex in genome
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Abstract: G-quadruplex (G4), one of non-canonical DNA secondary structures, is widespread in genomes. It
is formed by guanines and Hoogsteen base pairs creating ring-like formations known as G-quartets. Guanine-
rich DNAs can fold into four-stranded structures that contain stacks of G-quartets. G4 structure-forming
sequences (G4 motifs) are significantly enriched at key functional units like telomeres, promoters, ribosomal
DNA and recombination hot spots, pointing to a variety of critical cellular functions including replication
regulation (including cell cycle regulation), transcriptional regulation, telomere maintenance, maintenance of
genomic integrity and recombination process regulation. More recent work has demonstrated that the functions
and regulatory mechanisms are related to the G4 structure in vivo. This review focused on the research progress
related to the distribution of G4 within the genome, transcriptional regulation and DNA replication;
summarized the current understanding of the G4 structure and function; and tried to explain the mode of
regulation by G4. This paper tried to provide ideas and guidance for the mechanism, treatment and drug
development for related diseases including tumors, viral infections and neural degenerative diseases.
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G-四链体结构(G-quadruplex，G4)是一种常见

的核酸二级结构，可以在富含G的核酸 (DNA/
RNA)中由多个G-四联体(G-quartet，由四个鸟苷酸

通过Hoogsteen配对形成的环状平面)堆积形成(图
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1A)。早在1910年，在对鸟苷酸的研究中就发现鸟

苷酸浓溶液可以自发形成胶体。半个世纪后，通

过对鸟苷酸纤维的特性研究发现它们具有自发形

成四链体螺旋结构的倾向[1]。随后，在体外研究中

也证实了保守的端粒DNA序列可以形成G-四链体

结构[2]。当时，科学家Aaron Klug就预言既然G4可
以在体外如此稳定，那么自然界中就有可能找到

利用它的方式[3]。后来发现，在活细胞内的DNA分
子中也确实存在G4结构。G4序列存在于基因组

DNA端粒、基因启动子区、核糖体DNA和重组热

点区等[4]，并不断被证实与肿瘤的发生、基因调

控、病毒感染等过程相关。

G4结构在基因复制、转录、翻译和表观遗传

调控中均起作用。虽然细胞内的大多数基因组

DNA都是典型的双链B型构象，但DNA的转录和

复制等过程需要解开双链。形成的单链DNA就有

机会折叠成各种非B构象，其中一些比双链DNA结
构稳定性更高，G-四链体结构是其中最为重要的

一种。G4结构大量存在于细胞分裂的S期[5]。除了

广为人知的端粒中的G4结构阻止DNA聚合酶的延

伸从而影响复制外，更有趣的是，在90%的人类

DNA复制起始位点附近都含有G4序列。而复制起

始复合体(origin recognition complex，ORC)特异性

识别复制起始位点附近形成的G4结构，提示G4可

能是ORC识别复制起始位点的关键[6]。而且现有研

究已证实，内源性DNA G4s富集在开放染色质区

域和高表达癌基因的启动子中，这些G4s最近被发

现与乳腺癌的潜在转录因子程序相关[7]。人的线粒

体DNA中也有G4结构，并在线粒体结构不稳定性

中发挥作用[8]。除此之外，细菌和病毒中也可以形

成G4结构[9,10]，如在席卷全球的COVID-19中也存

在大量形成G4结构的潜在位点[11,12]。核酸二级结

构对生物过程产生影响的证明已经彻底改变了现

代生物学，尤其是对G4结构与功能的关注。

1 G4的结构特征及基因组内的分布特征

G4结构具有多态性，可以由多聚鸟苷酸链内

或链间产生。形成链内G4需要核酸单链具有四个

或更多的多聚G区，最典型的序列是含有四个保守

的鸟苷酸区，中间由相对短的环状区间隔 (G3 -

5NxG3-5NxG3-5NxG3-5，N可以是任意核苷酸，x为

1~7)[13,14]。间隔序列长度、核苷酸种类及位置会使

G4稳定性发生变化。当G4序列中间的间隔序列低

于3个核苷酸时，G4结构的稳定性下降。同时，间

隔序列长度的增加也会使G4结构的稳定性降低。

而链间G4可以由两条或四条单链形成平行或反平

行的G4结构[15]。一价阳离子可以稳定G4结构，K+

比Na+、NH4
+对G4结构的稳定性效果更好[16]。K+在

进入G-triplets堆积形成的中心孔道时引发的能量损

耗更低[17]。能够形成G4的单链DNA的最小长度是

多少? 在体外，这个问题的答案相当简单：一个热

力学稳定的G4可以最少只需要在G4序列中间隔一

个核苷酸(G3N1)3G3，只有15 bp。而在体内还需要

综合考虑其他因素，包括邻近DNA的状态、局部

作用于DNA的扭转和纵向力，以及DNA结合蛋白

和核小体的存在等。

结构研究显示，G4的构象具有多样性，主要

的两种构象为平行构象和反平行构象(图1B、图

1C)。在平行构象中，形成G4的核酸链的方向一

致，连接环结构如螺旋状分布在G4结构周围，连

接着一个链的末端和另一个链的起始。而在反平

行构象中，形成G4的链的方向相反，连接环结构

使相邻的链连接在一起。在一些情况下，G4也可

能出现混合构象(图1D)。与DNA G4结构的多样性

A: G-四链体中的G-四联体，K+，d(A(GGGTTA) 3GGG，PDB ID:
1KF1[19]；B: G-四链体的平行构象；C: G-四链体的反平行构象；D:
G-四链体的混合构象(蓝色为顺式，绿色为反式)

图1 G-四链体的结构形式
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相比，RNA G4结构不依赖溶液环境而具有更高的

热稳定性。稳定性的差异主要源于核糖骨架上的

2'-OH。G4结构的多样性本质上是由G4的一级结构

(即碱基排列顺序)决定的，但与G-四联体的数量、

环的长度、链的走向和手性等都相关[15,18]。现在，

我们已经对G4结构的多样性有深入的了解，但是

这些瞬时产生的二级结构的热动力学特性与其生

物学功能的关系仍有待进一步探索。

G4结构最初被认为的特殊结构，但现在已经

被普遍认为可为体内存在的调控生物学过程的基

本机制。G4在细胞内大量、广泛的存在也预示着

它们参与细胞内多个过程，是细胞内的重要调节

机制，如端粒维持、基因表达调控[20]等。G4结构

在细胞内的瞬时精确调控和在不同细胞状态时可

能发生的不同变化，使G4与癌症、神经退行性疾

病、肿瘤、病毒感染等人类疾病的发病相关。因

此，本文进一步探讨基因组DNA中的G4的分布特

征以及相关的调控功能，将为相关疾病的治疗提

供更多的思路。

G4广泛存在于各种生物中。大肠杆菌中，G4
潜在形成序列在转录基因、次级代谢生物合成和

信号传导的调控区含量较多。人类基因组中，G4
潜在形成序列在基因组的很多重要区域都有分

布，包括复制起始位点、癌基因启动子区、端粒

及免疫球蛋白的转换区等，分别在复制调控、转

录调控、维持基因组的完整性和重组过程调控等

方面起作用。通过不同的算法，已经确定除了端

粒序列含有的重复序列可以形成20 000多G4结构以

外，人类基因组中有可能形成G4结构的区域超过

350 000，甚至更多[21,22]。随着G4结构广泛存在被

证明，越来越多的研究人员开始在现有技术上重

新考量，评价G4结构形成可能产生的影响，从而

进一步确证了基因组内G4结构的广泛形成[23]。在

最近的研究中，来自中国科学院的研究团队利用

G4结合蛋白DHX36结合结构域设计出一种人工G4
探针蛋白，结合ChIP-seq技术，在A549细胞系中测

得了超过10万个G4结构 [ 2 4 ]。病毒基因组中，

SARS-CoV-2基因组中有四个G4潜在形成序列，其

中有一个存在于SARS-CoV-2的核衣壳蛋白编码区

中(RG-1)，相关研究为抗病毒药物的发展提供了新

的视角，包括现在影响全球的COVID-19[25]。

多物种基因组分析表明，G4结构在多物种中

普遍存在[26]。在进化过程中，从低等的单细胞生

物到高等哺乳动物和人的基因组，G4潜在形成序

列的数量、长度、密度和多样性呈现增加趋势。

随着物种复杂性的增加，整个基因组中G4潜在形

成序列的密度和长度比例也随之增加。小鼠和人

的基因组中G4潜在形成序列最多，但是G4潜在序

列的数量却与GC含量无关[27]。富含GC的区域不利

于核小体形成，而核小体缺失则可能有利于G4的
形成，形成G4结构的DNA区域以排除核小体的开

放构象存在，从而提高转录[28]。G4潜在形成序列

在染色体上成簇存在，并富集于基因区域。在高

等生物中，G4结构更加密集地出现在基因的调控

区中。在大多数物种中，短环G4序列比较保守，

但是在哺乳动物中环的长度变化较多。在酵母菌

基因组比对研究中，G4潜在序列的保守性较高，

且在G4基序中突变导致G4 DNA结构破坏的关键位

点保守性更高。进化过程中，含有G4的基因的比

例逐渐增加，尤其是在转录因子中的增加更加明

显。通过对人类基因组分析发现，近20 000个基因

的启动子区存在G4潜在形成序列，并集中于转录

起始位点(transcription start site，TSS)上游1 kb和下

游500 nt区域内[28]，并与已确定的增强子、转录因

子结合位点和核酸酶超敏位点重叠，G4潜在序列

在原癌基因中形成G4的能力较高，如c-MYC、
BCL2、c-KIT、VEGF、KRAS等。不同物种中，

G4潜在形成序列在基因启动子区域富集程度有较

大差异，如酵母基因组中启动子区1 kb范围内G4
潜在形成序列是哺乳动物的六倍。所以，从以上

基因组内的分布情况可以看出，G4结构相关的转

录调控是从酵母菌到人类普遍存在的调控方式，

且保守性极高。

2 基因组内形成G4结构是转录调控的关键

因素

G4结构对转录起始过程的影响是双向的，既

有激活，也有抑制。G4结构对转录调控的作用首

先体现在可以被转录因子特异性识别上。随着G4-
染色质免疫沉淀测序(G4-chromatin immunopreci
pitation sequencing，G4-ChIP-seq)技术这一分辨G4
结构的高通量测序技术的发展，人类染色质中G4
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结构图谱的描述日渐清晰。有研究进一步证实，

主要的G4-ChIP-seq位点与转录调控相关，尤其是

基因启动子区内的位点[29]。针对转录起始位点功

能区域的G4形成的研究发现，与其他功能区域相

比，TSS功能区域能够形成更多稳定的G4，意味着

在转录驱动的启动子中，G4的形成更为活跃和稳

定[30]。也就是说，并不是所有的G4潜在序列都会

形成G4 DNA，不同细胞的不同状态下，转录差异

与G4 DNA的形成相互影响，而导致G4 DNA形成

产生差异。形成的G4结构会成为转录相关蛋白质

的特异性识别位点而起作用，如染色质重塑的关

键蛋白SMARCA4是直接结合折叠成二级结构的G4
DNA而起到调控作用的。SMARCA4结合G4的位

点42%分布在基因的启动子区[31]。但是，由于检测

技术的限制，到现在为止的很多相关研究都是通

过抗体或特异性结合G4的化学分子稳定G4 DNA得
出的结论，有一些瞬时发生的生物学过程可能会

受到干扰，出现一些假阳性的结果。所以，如果

有更能反映应G4 DNA结构，而又不会影响其瞬时

变化的技术出现，那么相关结果可能有很大的

差别。

G4结构对转录过程中RNA聚合酶的作用也会

产生影响。由于G4结构稳定性强，形成后需要特

定的解旋酶才能解开，RNA聚合酶在沿着模板链

迁移时G4结构会对RNA聚合酶产生阻碍作用，也

称为转录阻滞(transcription blockage)。但是，实际

的影响更复杂。通过体外的单分子检测：G4潜在

序列在非模板链上，分子内形成的G4 DNA与RNA
聚合酶间不会产生直接的相互作用，G4的形成将

会使模板链更加稳定，显著提升了RNA聚合酶的

起始和延伸效率，增加转录效率[32]。这种效应是

链依赖的，G4潜在序列在模板链上时，转录效率

并不会增加。但是在模板链上的G4潜在形成序列

会与形成的RNA链形成分子间DNA:RNA杂合G4，
这一结构可能会阻滞后续RNA聚合酶的作用，而

抑制连续的转录[20]。

G4结构对基因的转录调控还出现在细胞的压

力环境下。细胞在内源或外源因素影响下时产生

由反应活性氧(ROS)导致的鸟嘌呤氧化，生成8-
oxo-7,8-二氢鸟嘌呤(OG)。当OG的生成发生在没

有G4潜在序列的启动子中时，细胞的修复机制会

在OG位点发生糖苷键的断裂形成AP位点，然后

AP位点被APE1识别并被切割修复，整个修复过程

不增加基因转录水平。但是，当OG的生成发生在

具有G4潜在序列的启动子中，并且这个启动子的

G4序列下游还有第五个G重复序列时，OG形成AP
后，原有的G4结构就被掺入第五个替代G序列的

G4结构取代，使AP位点被排挤到一个环结构中，

而APE1结构虽然可以识别环中的AP位点，但是剪

切功能降低，并刺激了转录因子的招募，最终增

强了转录[20,33]。

在物种进化过程中，DNA二级结构已成为一

种重要的表观遗传调控机制，对转录调控起作

用。在甲基化程度较高的物种如猪和蚕的基因组

研究中，检测胞嘧啶的甲基化水平发现，含有G4
基因的胞嘧啶甲基化频率明显低于所有基因的

平均水平。人类基因组中近29 000 CpG岛(CpG
islands，CGIs)存在于基因的启动子区，CpG岛的

甲基化阻止启动子的激活，从而实现调控基因表

达。DNA甲基化水平的控制对基因调控至关重

要，控制CGIs低甲基化的因素仍未被完全解读。

通过G4-ChIP-seq检测出的G4s结构(79%)是在人类

基因组中未甲基化的CGIs中形成的。GCIs中形成

的G4s结构还与DNMT1显著共定位，并证实可抑

制DNMT1的甲基化活性。所以，G4s结构形成是

抑制DNMT1并保护CGIs不被甲基化的机制之

一[34]。至少在哺乳动物和昆虫中，DNA G4和甲基

化之间可能存在一种拮抗关系，而且这种拮抗关

系可能是保守的[34]。

G4结构对基因表达调控的影响方式还有很多

是未知的。G4结构在受到调控的基因中更为丰

富，说明G4在级联信号转导的基因表达的精细调

控中起作用。例如，在人类、黑猩猩和小鼠等哺

乳动物中，转录起始位点±5 K的G4密度远高于果

蝇和线虫[35]。这暗示G4结构的可逆变化是高等生

物中的基因调控机制之一。同时，在高等生物

中，G4的密集分布也可能是其调控功能发挥作用

的关键。G4聚集在人类基因组中很明显，但在血

吸虫和线虫基因组中不存在，在单细胞酵母的染

色体中极少。所以，G4结构的调控功能可能在低

等生物中尚未建立，直到它们在高等动物中发

育，通过形成大量的G4结构发展成为新的表观遗
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传机制。

3 G4在DNA复制和损伤修复通路中的调控

作用

在DNA复制过程中，G4结构的形成影响基因

组稳定性。G4结构对DNA复制的影响分成两个方

面：首先是G4结构对复制体的阻碍作用。无论是

前导链还是滞后链都会受G4结构形成的影响，包

括滞后链中端粒形成的G4，都是天然的复制叉屏

障。多种人类癌细胞中的比对研究都发现G4结构

增加，这可能是G4加工不正常导致的。具体原因

可能是调节基因组稳定性的细胞过程的改变或癌

组织中G4位点染色质状态的改变[36]。其次，G4结
构的形成也是DNA复制必需的。有研究发现，当

细胞内缺失G4结合蛋白Zou1时，G4结构的形成减

少，会导致细胞生长缓慢及UV敏感[37]。Zou1结合

G4并招募核苷酸切除修复因子(nucleotide excision
repair factor，NER factor)，从而增加基因组的稳

定性。胰腺癌细胞内的研究可以看到核仁内的

rDNA在G0/G1期瞬时G4形成较少，而在G1/S期
DNA复制依赖的G4结构形成明显增加[38]。这说明

在DNA复制相关的过程中，端粒中的G4结构导致

复制阻滞的同时，部分区域G4结构的形成对于复

制过程反而是必要的。

在复制过程中，细胞依赖特定的聚合酶和解

旋酶来确保G4结构的精确调控，从而进行有效复

制，如FANCJ、BLM和Pif1等[39]。人类细胞中，

FANCJ解旋酶解开G4结构保证DNA复制。FANCJ
具有一个G4特异性的识别位点，同时还与REV1和
PCNA共同起作用帮助DNA修复和复制[40]。布鲁姆

综合征(Bloom syndrome)是由BLM解旋酶基因突变

引发的癌症易患性疾病，其患者的细胞会出现大

量的姐妹染色单体交换(sister chromatid exchange
events，SCEs)。在没有BLM的情况下，人类和小

鼠细胞中的SCEs不会在整个基因组中随机发生，

而是在编码区显著富集，特别是在转录基因中的

G4位点。所以，BLM通过抑制G4结构位点的重

组，特别是基因组转录区域的重组，来保护基因

组的稳定性[41]。在酿酒酵母中，Pif1解旋酶对不同

特征的G4结构敏感性存在差异，但是能够处理基

因组中存在的大部分G4结构，从而减少了G4结构

对基因组稳定性的影响[41]。

这些酶功能的缺失或G4配体的加入都会阻碍

DNA的复制和修复[42,43]。DNA G4可以持续通过多

次有丝分裂而不改变构象，在有丝分裂增殖期间

持续存在，在后续的每个分裂期(S期)进行复制阻

断。遇到G4障碍后，DNA复制失败导致产生单链

DNA缺口，单链DNA缺口在随后的细胞分裂中导

致子代细胞中出现DNA双链断裂(DNA double-
strandbreaks，DSBs)，这是由聚合酶θ介导的替代

末端连接(alternative end joining)处理的(图2)。而另

一个子代细胞中DNA的G4复制障碍依然存在，直

至被相关解旋酶处理。单个复制阻断的G4结构可

以在子代细胞中产生多个独特的缺失，从而在器

官发育过程中引起遗传异质性[44]。所以，在不断

复制的癌细胞群体中，G4结构的形成会导致子代

细胞间产生遗传改变，而单细胞分辨率上展示G4
结构的方法如snG4-CUT&Tag也应运而生[45]。

细胞复制叉崩溃时由于G4产生的DNA双链断

裂是通过同源重组(homologous recombination，
HR)和非同源末端连接 (nonhomologous end
joining，NHEJ)修复的。在缺乏HR的细胞中，富

含G4的端粒重复序列的复制效率显著降低 [ 46 ]。

BRCA1、Rad51和Ku80分别在HR或NHEJ过程中与

G4结构相互作用[37]。G4稳定化合物吡啶他汀(PDS)
增加了BRCA2缺陷细胞的端粒脆性，表明G4形成

导致端粒不稳定。PDS通过诱导DSBs积累、检查

点激活、G2/M进程失调和复制缺陷来减少HR缺陷

细胞的增殖[46]。

除了以上的修复途径，复制后的修复蛋白如

翻译合成(TLS)蛋白Rev1也与G4结构的形成有关。

Rev1可以通过置换四分体鸟嘌呤来展开DNA中的

G4促进分叉进程，帮助DNA聚合酶延伸。同时，

Rev1还可以防止DNA G4结构重新折叠[47]。Zuo1蛋
白结合并稳定G4结构，阻断Rev1与DNA结合，并

召集核苷酸切除修复(nucleotide excision repair，
NER)因子Rad4/23复合体，进而稳定基因组。如果

缺乏核酸切除修复功能(Rad4突变)或Zuo1突变都会

导致细胞跨损伤复制(translesion synthesis)。此外，

参与转录调控和核苷酸切除修复(NER)的解旋酶

XPD和XPB已被证明在体外和体内调节G4结构，

但具体作用方式仍待研究[48]。G4结构增加了DNA
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断裂的风险，会对基因组的稳定性产生影响。与

之相反，G4结构诱导的损伤在类开关重组、抗原

变异或氧化鸟嘌呤修复过程中也有利于细胞。这些

相反的发现表明，G4结构诱导的基因组不稳定性和

G4结构促进的修复过程之间一定存在微妙的平衡。

4 总结与展望

G4在生物体的广泛分布预示着其生物功能的

多样化，但是全面阐明G4生物学功能仍需要时

间。从DNA代谢层面上，现在可以看出G4结构的

调控作用是平衡作用下受到相互作用的蛋白质的

精准调控，而不仅是通过结构产生阻滞作用来起

到调节功能。G4为探讨二级结构对生物功能的响

应提供了一个范例。虽然目前还不可能完全确定

G4在体内的精确构象，只能通过控制二级结构的

形成使结构和功能之间的相关性显现出来，但随

虚线框显示了一个复制阻断的G-四链体，在包含G-四链体的链上产生一个ssDNA缺口

图2 持久性G-四链体的复制模型[44]
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着今后相关研究的进一步深入，G4相关的二级结

构对功能影响的全景必将更为清晰地展现出来。
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