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摘要: N 6-甲基腺苷(N 6-methyladenosine, m6A)修饰是发生在RNA分子上最广泛的化学修饰之一, 在转录后

调控中发挥着重要作用。m6A甲基转移酶和去甲基化酶协同调控m6A修饰的动态变化, 而识别酶特异性

地结合m6A修饰位点, 影响RNA的代谢和加工, 从而产生不同的生物学功能。本文对植物中m6A甲基化元

件、m6A修饰对mRNA的影响, 以及检测技术进行了综述, 并着重总结了m6A修饰在调控植物生长发育和

逆境应答等方面的研究进展, 以期为深入开展植物m6A相关研究提供理论参考。
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Abstract: As one of the most abundant chemical modifications on RNA, N6-methyladenosine (m6A) plays a 
variety of important roles in post-transcriptional regulation. The m6A methyltransferases and demethylas-
es coordinately regulate the dynamic changes of m6A modification, while the m6A readers specifically 
binds to the modification site of m6A and affects the metabolisms and processing of RNA, thereby produc-
ing different biological functions. In this review, we summarized the composition of m6A methylation ma-
chinery, the effect of m6A on mRNA, and the detection technologies of m6A in plants, focusing on recent 
advances in understanding the biological functions of m6A on plant growth, development, and stress re-
sponse. This may provide useful information for in-depth research on plant m6A.
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遗传信息从DNA到RNA再到蛋白的传递过

程受到来自不同水平化学修饰的精细调控(Uy和
Wold 1977; Zhao等2020)。在古生菌、细菌和真核

生物的RNA分子中发现了超过160种化学修饰, 包
括m7G、m1A、m6A、m6Am、m5C、hm5C、Nm、I、
Ψ、ac4C等(Liang等2020)。这些修饰影响了RNA的

代谢, 并对RNA的最终命运至关重要(Shi等2019; 
Yue等2019)。其中 , 广泛分布于mRNA、tRNA、

rRNA及和非编码RNA分子上的N 6-甲基腺苷(N 6- 
methyladenosine, m6A)修饰是含量最丰富的修饰之

一(Wei等2017)。
m6A是RNA分子中腺嘌呤核苷(Adenosine, A)
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N 6位置氢原子(H)被甲基(CH3)取代后形成的一种

十分保守的化学修饰(Motorin和Helm 2011)。该修

饰于1974年在Novikoff肝癌细胞中首次发现(Des-
rosiers等1974)。随后, m6A RNA甲基化修饰在病

毒 (Courtney等2017; Martinez-Pere等2017)、细菌

(Deng等 2015)、酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 
(Bodi等2010)、果蝇(Drosophila melanogaster) (Le-
vis和Penman 1978)、小鼠(Mus musculus) (Schibler
等1977)、小麦(Triticum aestivum) (Kennedy和Lane 
1979)、燕麦(Avena sativa) (Haugland等1980)、玉

米(Zea mays) (Nichols和Welder 1981)等物种中被

相继报道。因此, 它广泛存在于病毒、原核及真核

生物中。m6A修饰占所有RNA甲基化修饰的80%
以上(Kierzek和Kierzek 2003)。在酵母细胞中, m6A
的相对含量[(m6A)/A]为0.7%~0.9% (Bodi等2010), 而
在动物和拟南芥(Arabidopsis thaliana)中, m6A的相

对含量分别为0.1%~0.4% (Wei等1976; Shi等2019)
和0.4%~1.5% (Zhong等2008)。m6A修饰在哺乳动

物中主要发生在RRACH保守基序[R代表腺嘌呤核

苷(A)或鸟嘌呤核苷(guanosine, G), H代表A、胞嘧

啶核苷(cytidine, C)或尿嘧啶核苷(uridine, U)] (Sc-
hibler等1977; Shen等2016)。在拟南芥、玉米等高

等植物中, 除了RRACH基序外, m6A也分布于植物

特有的UGUA基序中(Luo等2014; Wei等2018; Miao

等2019)。m6A修饰在mRNA的各个区域内均有分

布, 包括5' UTR (untranslated region)、CDS (coding 
sequence)、3' UTR、终止密码子和转录起始位点

(transcription start site, TSS)附近, 并高度富集在终止

密码子附近和3' UTR内(Dominissini等2012; Meyer
等2012; Zhou等2021)。

m6A修饰具有可逆性, 在细胞内受各种作用元件

的协同调控从而保持动态平衡(Shi等2019)。m6A
甲基转移酶和去甲基化酶分别负责m6A的添加和去

除; m6A识别酶则通过与m6A特异性结合进而影响

RNA加工和代谢过程(Yue等2015; Shi等2019; Arri-
bas-Hernández和Brodersen 2020) (图1)。大量研究

表明, m6A修饰在各种生物学过程中发挥重要作用。

在动物中, m6A影响皮质神经发生、抗肿瘤免疫反

应、胚胎发育及多能干细胞分化等(Batista等2014; 
Yoon等2017; Bertero等2018; Han等2019)。在植物

中, m6A修饰参与调控根(Růžička等2017)、茎(Shen
等2016)、叶(Arribas-Hernández等2018; Lockhart等
2018)、花(Duan等2017; Zhang等2019a)、果(Zhou
等2019, 2021)和种子(Vespa等2004; Zhong等2008)
的发育过程以及生物或非生物胁迫响应。基于m6A
修饰的广泛性和重要性, 研究人员提出m6A可以作

为一种表观遗传修饰的观点(He 2010; Jia等2011)。
m6A RNA甲基化与DNA甲基化存在一定的相似性, 

图1  m6A通路及其组分功能

Fig. 1  The m6A pathway and the functions of its components
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但也有根本区别。DNA甲基化发生在DNA分子中

胞嘧啶第5位碳原子上, 由DNA甲基转移酶催化产

生, 并由主动和被动两种形式去甲基化去除(Mo-
rales-Ruiz等2006)。DNA甲基化可参与亲本印记、

转座子和其他重复DNA序列沉默、基因表达调控

等(Mirouze和Paszkowski 2011)。

1  m6A甲基转移酶复合物

m6A甲基转移酶主要以复合体的形式发挥功

能(Shi等2019)。在哺乳动物中, m6A甲基转移酶

METTL3 (methyltransferase-like 3)、METTL14 
(Methyltransferase-like 14)、WTAP (Wilms tumor 
1-associating protein)通过蛋白质互作形成聚合物

METTL3-MTTTL14-WTAP, 组成m6A甲基转移酶

复合体核心组分(Bokar等1997; Liu等2014; Ping等
2014; Wang等2016a, b)。METTL3具有m6A甲基转

移酶活性, 作为催化亚基行使功能; METTL14主要

负责复合体与靶标RNA的结合; WTAP在复合体细

胞定位和底物选择方面发挥作用(Shi等2019)。此

外, 其他亚基对复合体生理功能的行使也具有重要

的辅助作用。例如, VIRMA (Vir-like m6A methyl-
transferase associated)可引导m6A修饰在终止密码

子附近和3' UTR内富集(Yue等2018); ZC3H13 (Zinc 
finger CCCH-type containing 13)辅助复合体进入细

胞核内发挥功能(Wen等2018); RBM15/15B (RNA 
binding motif protein 15/15B)通过结合尿嘧啶核苷

(U)富集的RNA区域促进复合体对特定mRNA的修

饰(Patil等2016)。
在植物中, METTL3同源蛋白MTA (adenosine 

methylase)和METTL14同源蛋白MTB (methyltrans-
ferase B)是植物m6A甲基转移酶复合物中的核心亚

基, 均含有MT-A70保守结构域(表1)。它们均定位

于细胞核, 可形成异源二聚体(Liu等2014; Růžička等
2017)。MTA和MTB与m6A的形成密切相关。Zhong
等(2008)利用二维薄层色谱法(two-dimensional thin 
layer chromatography, TLC)在mta缺陷型种子中即

检测不到m6A修饰的存在。拟南芥MTB的RNAi株
系与野生型相比, m6A修饰水平减少了约50% (Rů- 
žička等2017)。水稻(Oryza sativa)中含有4个与拟

南芥MTA同源的基因 , 其中仅MTA2突变可导致

m6A水平显著降低, 其余三个基因均不影响m6A整

体水平(Zhang等2019a)。近期 , 研究人员在草莓

(Fragaria vesca)中鉴定到MTA和MTB的同源蛋白, 
并发现它们同样具有m6A甲基转移酶的功能(Zhou
等2021)。

植物中其他m6A甲基转移酶复合物成员也影

响着m6A的产生。通过串联亲和纯化及酵母双杂

交实验, 研究者确定除了MTA和MTB之外, FIP37 
(FKBP12 Interacting Protein 37)、HAKAI、VIR 
(VIRILIZER)也是植物m6A甲基转移酶复合物的重

要成员(表1), 它们也定位于细胞核中, 在动物中的

同源蛋白分别为WTAP、CBLL1、KIAA1429 (Rů- 
žička等2017; Arribas-Hernández和Brodersen 2020)。
在fip37突变株中, m6A整体水平较野生型减少约

20%, 这些差异化的m6A主要发生在3' UTR及终止

密码子附近, 而在5' UTR却变化不大(Shen等2016)。
hakai突变株的m6A整体水平减少35%左右, 而vir植
株中m6A整体水平较野生型降低5%~15% (Růžička
等2017)。此外, 在植物中也鉴定到以单体形式发

挥功能的m6A甲基转移酶FIONA1 (FIO1) (表1), 
FIO1缺失可导致拟南芥整体m6A水平下降, 并呈现

出早花表型(Xu等2022)。

2  m6A去甲基化酶

m6A去甲基化酶的主要功能是识别m6A修饰

并将其从RNA分子上去除(Shi等2019)。m6A去甲

基化酶与甲基转移酶协同作用, 共同调控m6A的动

态可逆变化。哺乳动物中研究较为深入的m6A去

甲基化酶包括肥胖相关蛋白FTO (fat mass and obe-
sity-associated protein)和ALKBH5 (AlkB homolog 5), 
它们都属于α-酮戊二酸和Fe(II)依赖的双加氧酶家

族蛋白 , 含有保守的AlkB功能结构域(Fedeles等
2015; Sanchez-Pulido和Andrade-Navarro 2007)。FTO
和ALKBH5重组蛋白在体外可以单独将RNA分子

上的m6A修饰去除, 表明它们能以单一蛋白的形式

发挥功能(Jia等2011; Zheng等2013)。FTO的N端序

列中存在核定位信号肽, 使其定位于细胞核, 并且

部分富集于核斑点(Jia等2011)。研究发现, 除了作

用于m6A以外, FTO也催化去除m6Am, 且催化效率

更显著(Mauer等2017), 偏好性也更强(Meyer等



汤仁坤等: m6A RNA甲基化修饰在植物中的研究进展 1043

2017; Shi等2019)。ALKBH5定位于核斑点, 主要

催化mRNA上m6A的去除, 可介导特定转录本上

3' UTR区的m6A去除(Zhang等2016, 2017; Tang等
2018)。

在模式植物拟南芥中, 科研人员鉴定到多个

ALKBH5的同源蛋白, 包括AtALKBH9A/9B/9C和

AtALKBH10A/10B (表1), 它们均含有保守的AlkB
功能结构域(Mielecki等2012; Duan等2017; Marti-
nez-Perez等2017)。ALKBH10B能够在体内、体外

行使去甲基酶功能; ALKBH9B可在体外去除m6A
修饰, 且ALKBH9B的缺失将导致拟南芥m6A水平

显著升高(Duan等2017; Martinez-Pere等2017)。亚

细胞定位分析显示, 拟南芥ALKBHs蛋白在细胞内

的定位呈现多样化, 主要定位于细胞核和细胞质

(Mielecki等2012)。近期, 研究人员在番茄(Solanum 
lycopersicum)中鉴定到8个ALKBHs蛋白(Zhou等
2019)。其中, SlALKBH2定位于内质网并具有催

化去除m6A的活力(表1)。

3  m6A甲基识别酶

m6A在甲基转移酶及去甲基化酶的作用下实

现m6A修饰的动态变化。然而, m6A介导的转录后

调控功能的发挥在很大程度上依赖于m6A甲基识

别酶。对m6A甲基识别酶的研究有利于深入解析

m6A的生理功能和作用机制。m6A甲基识别酶能

够结合发生m6A修饰的转录本, 并招募多种功能性

调控蛋白, 从而对转录本的代谢过程产生影响(Shi
等2019)。目前, 主要通过甲基化探针富集结合蛋白

质质谱分析技术对m6A甲基识别酶进行鉴定(Edu-
puganti等2017)。在哺乳动物中, 一类重要的m6A
甲基识别酶是含有YTH功能结构域的蛋白, 包括

YTHDF1/2/3 (YTH domain family 1/2/3)和YTHDC- 
1/2 (YTH domain containing 1/2) (Shi等2019)。YT-
HDF1/2/3定位于细胞质, 而YTHDC1/2主要在细胞

核中发挥作用(Wang等2014, 2015; Du等2016; Xiao
等2016)。YTH家族成员所含有的YTH结构域由高

度保守的芳香族氨基酸形成芳香环, 该芳香环能

够特异性地识别m6A, 并对其具有较高亲和力(Luo
和Tong 2014)。除了YTH家族蛋白以外, 很多RNA
结合蛋白也具有潜在的m6A识别功能, 并被当作一

类特殊的m6A甲基识别酶。它们通过KH (K homol-
ogy)、RRM (RNA recognition motif )、RGG (Argi-
nine/glycine-rich)等RNA结合功能域识别m6A位点, 
进而对转录本进行调控(Liu等2015; Huang等2018; 
Wu等2018)。m6A甲基识别酶对RNA的特异性识

别可能受招募蛋白的类型、m6A基序、亚细胞定

位等影响, 具体结合机制尚有待深入探索(Shi等
2019)。

拟南芥基因组编码13个含有YTH保守结构域

的ECT (evolutionarily conserved C-terminal region)
蛋白(ECT1-13) (Li等2014a)。其中, ECT1和ECT2
可与CIPK (calcineurin B-like-interacting protein ki-
nase1)互作, 并通过CBL1-CIPK1膜结合复合体将

外界胁迫信息传递到细胞核(Ok等2005)。ECT2可
通过YTH结构域特异性地结合m6A, 其结合位点大

量富集在含有m6A修饰的3' UTR区域。ECT2既可

在细胞核中调控3' UTR的加工, 又可在细胞质中增

强mRNA的稳定性(表1) (Wei等2018)。ECT2功能

的实现可能是通过控制PTRE1和几个20S蛋白酶

亚基的mRNA水平, 从而导致26S蛋白酶体活性

增强(Wu等2020)。植物中另外一种含有YTH结构

域的蛋白为CPSF30L, 它与m6A的结合能够促进

mRNA 3' UTR的切割和选择性聚腺苷酸化(表1)。
CPSF30L突变导致转录通读和mRNA嵌合体的形

成(Hou等2021; Song等2021)。除以上功能, m6A甲

基识别酶还参与RNA剪切、翻译、运输等, 并调节

RNA结构(图1), 但植物中相关研究尚有待深入。

4  m6A修饰对mRNA的影响

m6A修饰调控mRNA加工和代谢过程 , 包括

mRNA翻译、降解、剪切、运输等(Shi等2019), 从
而参与调控多种生物学过程。首先, m6A修饰参与

调控mRNA稳定性。通过YTH结构域, 小鼠m6A甲

基识别酶YTHDF2识别含有m6A修饰的mRNA, 并
通过P/Q/N结构域将结合的mRNA从细胞质翻译区

转运到P小体降解位点内 , 从而促进mRNA降解

(Wang等2014), 表明m6A修饰负调控mRNA稳定性。

然而, 在人类急性髓性白血病细胞中, FTO介导的

m6A去甲基化致使大量mRNA稳定性降低, 降解速

率加快, 预示着m6A修饰也具有促进mRNA稳定性
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的功能(Li等2017a)。另外, 含有KH结构域的RNA
结合蛋白IGF2BP1/2/3 [insulin-like growth factor-2 
(IGF2) mRNA-binding proteins 1/2/3]可识别m6A修

饰的转录本, 并减弱mRNA的降解速率, 表明IG-
F2BP1/2/3在调控mRNA稳定性方面与YTHDF2功
能相反(Huang等2018)。随后的研究显示, m6A识

别酶对mRNA稳定性的调控作用可能受转录本内

序列特征的影响: YTHDF2主要识别CDS区域的

m6A位点, 而IGF2BP1/2/3倾向结合3' UTR内的m6A
修饰(Wang等2014; Huang等2018; Shi等2019)。在

拟南芥中, m6A甲基转移酶复合体介导的m6A修饰

有利于相关转录本的稳定(Shen等2016); m6A去甲

基化酶AtALKBH10B介导的m6A去甲基化可减弱

mRNA降解速率, 说明m6A修饰对mRNA稳定性发

挥负调控作用(Duan等2017); m6A识别酶ECT2可
通过影响转录本3' UTR加工, 从而促进mRNA稳定

性(Wei等2018)。与拟南芥类似, 草莓m6A甲基转

移酶MTA介导的m6A修饰同样促进mRNA稳定性

(Zhou等2021), 而番茄m6A去甲基化酶SlALKBH2
介导的m6A去甲基化也同样降低mRNA降解速率, 
促进mRNA稳定性(Zhou等2019)。因此 , 植物中

m6A修饰对mRNA稳定性的影响也具有不同的调

控功能。

其次, m6A修饰可影响mRNA翻译效率。在哺

乳动物中, m6A甲基识别酶YTHDF1识别3' UTR内
的m6A位点, 并与翻译起始因子复合体结合, 促使

mRNA形成环状结构, 进而增强其翻译效率(Wang
等2015)。YTHDF3与YTHDF1协同作用, 增强YT-
HDF1对mRNA翻译效率的促进作用(Li等2017b; Shi
等2017)。此外, m6A甲基识别酶IGF2BP对部分转

录本的翻译过程也具有促进作用(Huang等2018)。
在神经细胞中, FTO蛋白通过去甲基化作用正调控

轴突基因GAP-43 (Growth-associated protein-43)的
翻译(Yu等2018)。值得注意的是, m6A甲基转移酶

METTL3也可在细胞质中发挥甲基识别功能, 并通

过与YTHDF1类似的机制促进mRNA翻译(Wang等
2015; Lin等2016)。这些研究结果表明m6A修饰对

mRNA的翻译具有复杂的调控作用。在植物中, 关
于m6A修饰与翻译调控之间的相关性报道较少。

最近, 科研人员利用m6A-seq结合核糖体印记测序

技术, 在整体水平上分析了玉米中m6A修饰与翻译

水平之间的关系, 并发现起始密码子附近的m6A
修饰可促进mRNA与核糖体的结合, 进而正调控

mRNA翻译效率(Luo等2020)。在草莓中, 研究人

员也发现m6A修饰可影响翻译起始因子和延伸因

子的表达, 并正调控ABA信号途径中某些基因的

翻译效率(Zhou等2021)。
再次, m6A修饰能够调节mRNA剪切过程。在

哺乳动物中, m6A甲基识别酶YTHDC1参与调节前

体mRNA的剪切(Shi等2019)。YTHDC1蛋白可在

细胞核内识别前体mRNA上的m6A修饰, 随后招募

剪切因子SRSF3 (Pre-mRNA splicing factor), 并阻

止SRSF10与mRNA结合, 从而致使前体mRNA产

生合适的外显子保留(Xiao等2016)。某些定位于细

胞核的核糖核蛋白HNRNPs (heterogeneous nuclear 
ribonucleoproteins), 如HNRNPC、HNRNPG、HN-
RNPA2B1等, 具有m6A甲基识别酶功能, 也参与调

控转录本的剪切和加工过程(Alarcón等2015; Liu等
2015; Wu等2018)。此外 , m6A甲基转移酶MET-
TL16通过甲基化SAM (S-adenosylmethionine)合成

酶基因MAT2A的3' UTR内发夹结构序列, 诱导其发

生有效的可变剪切并形成特定的内含子保留, 从
而增强MAT2A的表达水平(Pendleton等2017)。在

拟南芥中, m6A甲基转移酶复合体核心成员FIP37 
(FKBP12 interacting protein 37 KD)与果蝇性别相

关剪切因子FL(2)D (FEMALE LETHAL2D)高度同

源, 暗示其介导的m6A修饰可能参与调控mRNA剪

切过程(Vespa等2004; Zhong等2008)。此外, m6A甲

基转移酶复合体及ECT2识别酶可通过m6A修饰影

响mRNA多聚腺苷酸化剪切过程, 从而调节相关转

录本的3' UTR长度(Wei等2018; Hu等2021)。
除了以上作用方式, m6A修饰还具有其他调控

功能。例如, m6A甲基识别酶YTHDC1可与核输出

调控蛋白SRSF3互作, 促进mRNA从细胞核转运至

细胞质(Roundtree等2017); 拟南芥m6A甲基转移酶

MTA通过m6A修饰作用调节miRNA合成过程(Bhat
等2020)。鉴于m6A对mRNA代谢和加工的重要影响, 
相关生理功能和作用机制需要进一步深入探索。
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5  m6A检测技术

在m6A修饰研究的早期阶段, 主要通过同位素

标记(Canaani等1979)、薄层色谱(thin-layer chro-
matography) (Keith 1995)、点杂交(Nagarajan等2019)
等方法检测m6A (表2)。m6A高通量测序技术于

2012年由2个研究团队独立开发完成, 分别称为

m6A-seq (Dominissini等2012)和MeRIP-seq (m6A-spe-
cific methylated RNA immunoprecipitation with next- 
generation sequencing) (Meyer等2012), 用于检测哺

乳动物中的m6A修饰。它们均是利用特异的m6A
抗体对甲基化的mRNA片段进行免疫富集, 随后结

合高通量测序技术鉴定发生m6A修饰的转录本。

m6A-seq和MeRIP-seq的应用使得科研人员能够在

全转录组水平上对m6A修饰进行分析(表2), 极大地

推动了m6A研究领域的发展(Meyer和Jaffrey 2017)。
利用该技术, 研究人员已经在拟南芥(Luo等2014; 
Wang等2015; Shen等2016)、水稻 (Li等2014b; 
Zhang等2019a)、番茄(Zhou等2019)、草莓(Zhou
等2021)、玉米(Luo等2020)等植物中研究了m6A的

修饰特征。在m6A-seq和MeRIP-seq技术的基础上, 
研究人员将m6A免疫沉淀与RT-qPCR结合, 开发出

m6A-IP-qPCR (m6A immunoprecipitation followed by 
qPCR), 用于单个转录本的m6A检测(Xu等2017)。

虽然m6A-seq和MeRIP-seq技术得到了广泛应

用, 但是它的分辨率较低, 仅能将m6A修饰定位到

长度为100~200个核苷酸的序列中(Dominissini等
2012; Meyer等2012)。因此, 对于m6A精准定位存

在很大局限性。为了提高m6A高通量测序的精确

度, 研究人员开发出多种基于免疫沉淀的优化方法, 
用于m6A修饰的单碱基分辨率检测, 包括基于第二

代高通量测序的PA-m6A-seq (photo-crosslinking-ass- 
isted m6A-sequencing) (Chen等2015)、miCLIP (m6A 
individual-nucleotide-resolution crosslinking and im-
munoprecipitation) (Linder等2015)、m6A-CLIP (m6A 
cross-linking immunoprecipitation) (Ke等2015) (表2)。
PA-m6A-seq技术通过紫外交联和插入硫尿核苷的

方法, 在m6A位点附近引入T-C突变, 然后采用高通

量测序技术对m6A修饰进行分析(Chen等2015)。
该技术虽然比普通m6A-seq的分辨率高, 但是操作

步骤较为复杂, 且不适用于植物研究。miCLIP和
m6A-CLIP具有相同的技术原理: 首先, 通过m6A抗

体对发生m6A修饰的mRNA片段进行免疫富集; 然
后, 利用紫外交联对样品进行处理; 随后, 通过蛋

白酶将部分抗体去除, 而残留的抗体在随后的反

转录过程中导致m6A的+1位置核苷酸位点发生突

变; 最后, 通过高通量测序即可检测m6A修饰位置

(Linder等2015; Ke等2015)。鉴于抗体依赖的m6A
检测技术存在诸多缺陷, 2个科研团队于2019年先

后报道了一种不依赖于抗体并可在单碱基分辨率

检测m6A的方法: m6A-REF-seq (m6A-sensitive RNA- 
endoribonuclease-facilitated sequencing) (Zhang等
2019b)和MAZTER-seq (Garcia-campos等2019) (表
2)。这两种方法均依赖RNA序列敏感性核酸内切

酶, 所使用的MazF核酸内切酶可在“ACA”序列的

上游进行特异性切割, 但是不能切割“m6ACA”的
上游序列, 从而将m6A与A进行区分。MazF识别的

ACA位点仅占经典的RRACH基序的1/3, 因此不能

覆盖所有的m6A修饰位点。此外, 以上几种单碱基

水平m6A测序技术只能用于鉴定RRACH基序中的

m6A位点, 对植物特异性基序UGUA中的m6A修饰

不适用。DART-seq (deamination adjacent to RNA 
modification targets)是另一种不需抗体的m6A检测

方法(表2)。它通过APOBEC1 (apolipoprotein B-ed-
iting enzyme, catalytic polypeptide-1)与结合m6A的

YTH结构域融合, 使m6A相邻位点的胞嘧啶(C)诱
导脱氨成为尿嘧啶(U), 然后通过RNA-seq检测m6A
位点。该技术仅需纳克级总RNA即可进行m6A分析。

但是, 该技术依赖于细胞转染效率, 受转染样品材

料的限制(Meyer等2019)。最近, 报道了2种基于化

学标记的m6A检测技术: m6A-label-seq (Shu等2020)
和m6A-SEAL (Wang等2020) (表2)。但是, 目前这

些技术仅在动物细胞中得以验证, 未曾在植物中

应用。

随着测序技术的发展, 第三代测序技术无需

样品扩增且能够进行快速的、高通量的单分子测

序, 可直接对m6A修饰进行分析。相关技术包括单

分子实时测序(single-molecule, real-time, SMART) 
(Vilfan等2013)和单分子纳米孔测序(Ayub和Bayley 
2012; Garalde等2018)等(表2)。在单分子实时测序
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表2  m6A检测技术及其特点

Table 2  m6A detection technology and its characteristics

m6A检测技术	                                                                               特点

同位素标记	 可用于定量研究, 涉及放射性标记

薄层色谱	 成本低、装置简单, 用于定性研究, 涉及放射性标记, 准确性有限

点杂交	 基于免疫技术, 样品需要量大, 操作简单, 存在抗体特异性问题

m6A-seq	 基于免疫技术, 样品需要量大, 可在全转录组范围确定m6A修饰的mRNA, 分辨率较低, 存在抗体特

 异性问题

MeRIP-seq	 基于免疫技术, 样品需要量大, 可在全转录组范围确定m6A修饰的mRNA, 分辨率较低, 存在抗体特

 异性问题

PA-m6A-seq	 基于免疫技术, 通过紫外光进行交联, 分辨率高, 操作步骤复杂, 存在抗体特异性问题

miCLIP	 基于免疫技术, 样品需要量大, 可实现单核苷酸分辨率检测, 存在交联效率低及抗体特异性问题

m6A-CLIP	 基于免疫技术, 样品需要量大, 可实现单核苷酸分辨率检测, 存在交联效率低及抗体特异性问题

m6A-REF-seq	 依赖MazF核酸内切酶, 可实现单核苷酸分辨率检测, 不能覆盖所有的m6A修饰位点

MAZTER-seq	 依赖MazF核酸内切酶, 可实现单核苷酸分辨率检测, 不能覆盖所有的m6A修饰位点

DART-seq	 样品需要量少, 假阳性高, 可实现单核苷酸分辨率检测, 受限于样品材料, 仅应用于动物细胞

m6A-label-seq	 基于代谢中间物标记, 可实现单核苷酸分辨率检测

m6A-SEAL	 基于化学标记, 具有良好的敏感性、特异性和可靠性

SMART	 三代测序, 依赖逆转录和单分子直测, 样品需要量少, 读长长, 可实现单核苷酸分辨率检测, 价格高

DRS	 三代测序, 基于纳米孔和单分子直测, 样品需要量少, 读长长, 可实现单核苷酸分辨率检测, 价格高

SCARLET	 针对特定转录本进行单核苷酸分辨率检测, 精准度高, 操作简单, 涉及放射性标记

SELECT	 针对特定转录本进行单核苷酸分辨率检测, 精准度高, 操作简单, 成本低

分析中, 逆转录酶通过m6A时的动力学信号明显不

同于腺苷酸(A)信号, 因此可用于m6A检测。此外, 
该方法也适用于发生在核酸序列上的其他修饰的

定位分析(Korlach等2010)。单分子纳米孔测序则

利用电压驱动RNA分子穿过纳米孔。不同的核苷

酸通过纳米孔时产生不同的电流信号强度, 可根

据电流的变化区分正常核苷酸和被修饰的核苷酸

(Ayub和Bayley 2012; Garalde等2018)。单分子纳

米孔测序不受保守基序的影响, 目前已在多种动物

细胞中得到应用(Pratanwanich等2021)。在植物中, 
研究人员利用纳米孔DRS (direct RNA sequencing)
技术检测了拟南芥全转录组范围内的m6A分布情

况(Parker等2020)。纳米孔DRS技术具有样品需要量

少、读长长、无需扩增直接测序以及单碱基分辨

率等特点, 将极大地促进植物m6A修饰相关研究的

发展。

除了m6A高通量测序外, 科研人员还开发出2
种可准确测定单个m6A位点的方法, 分别为SCAR-
LET (site-specific cleavage and radioactive-labeling 

followed by ligation-assisted extraction and thin-layer 
chromatography) (Liu等2013)和SELECT (single- 
base elongation- and ligation-based PCR amplifica-
tion method) (Xiao等2018) (表2)。这两种技术精准

度高且操作简单, 已被广泛应用于特定转录本m6A
修饰位点的鉴定及功能分析。

6  m6A在植物中的生物学功能

6.1  m6A在植物生长发育中的作用

近年来, 通过对m6A整体水平进行分析, 研究

人员发现m6A修饰广泛存在于植物mRNA中, 并在

植物生长发育过程中呈现动态变化(Anderson等
2018; Shao等2021)。拟南芥根、叶、花等组织中

超过35%的转录本存在m6A修饰(Luo等2014; Wan
等2015)。在不同发育时期的叶片中, 多达几千个基

因的m6A修饰存在差异(Anderson等2018)。随着对

植物中m6A功能的深入解析, 目前已知m6A修饰

广泛参与调控植物生长发育的各个过程(Liang等
2020)。
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在模式植物拟南芥中, 研究人员克隆了哺乳

动物m6A甲基转移酶METTL3的同源基因MTA 
(Zhong等2008)。MTA基因的缺失导致拟南芥胚胎

发育受阻, 胚发育停滞在球形胚时期, 产生胚致死

的表型(Zhong等2008)。在胚发育期特异表达MTA
的回补突变株(mta-ABI3prom:MTA)则表现为顶端

优势降低、花器官畸形、表皮毛分枝数增加、根

系生长缩短、根原生木质部发育及向重力性缺陷

等表型(Bodi等2012; Růžička等2017)。通过人工小

RNA (AmiR)干扰下调MTA表达, 植株出现顶端分

生组织过度增殖、生长缓慢、叶片形状异常等现

象(Shen等2016)。水稻mta2突变株及OXMTA2超
表达植株均表现为植株穗长短于野生型, 结实率

和有效籽粒数低于野生型(Zhang等2019a)。在草

莓中, MTA沉默以后果实成熟时间显著推迟, 而过

表达MTA则加速果实成熟(Zhou等2021)。MTA介

导的m6A修饰可调控ABA合成及信号途径中关键

基因的mRNA降解或翻译效率, 从而影响草莓果实

成熟(Zhou等2021)。
拟南芥m6A甲基转移酶复合体的其他核心成员

同样具有调控胚胎发育的功能, 包括MTB、FIP37
和VIR (Shen等2016; Růžička等2017)。MTB的RNAi
植株表现为生长发育延迟、顶端优势减弱、根原生

木质部发育及重力反应缺陷等表型(Růžička等2017)。
FIP37突变可导致拟南芥胚乳和胚发育停滞, 产生

致死表型; 过表达FIP37则显著增加表皮毛的分枝

数(Vespa等2004)。随后的研究发现, FIP37控制拟

南芥芽干细胞命运, 下调FIP37表达可造成茎尖分

生组织大量增殖、叶形异常、生长缓慢等(Shen等
2016)。FIP37介导的m6A修饰可促进顶端分生组

织关键调控基因WUS (Wuschel)和STM (Shoot meri-
stemless)的mRNA降解(Shen等2016)。FIP37突变

使得WUS和STM的mRNA更加稳定, 进而致使顶端

分生组织过度增殖(Shen等2016)。此外, Ruzicka等
(2017)研究发现fip37突变体表现出顶端优势、向

重力性异常及根原生木质部发育缺陷。Pontier等
(2019)报道了fip37可导致转录通读及mRNA嵌合

体的出现。在水稻中, fip植株的营养生长阶段仅表

现为植株分蘖数减少, 但在生殖发育后期则表现

为穗数减少、花序和花药缩短, 几乎完全不育, 与过

表达植株相反(Zhang等2019a)。此外, FIP对于水

稻雄性配子的发生至关重要(Zhang等2019a)。FIP
可直接调控苏氨酸蛋白酶(Threonine protease)和核

苷三磷酸水解酶(NTPase)转录本的m6A水平, 影响

它们的表达和剪切, 从而调节小孢子发生(Zhang等
2019a)。vir株系表现为植株矮小, 且重力响应及根

冠、侧根和子叶发育异常(Růžička等2017)。令人

惊讶的是, 虽然hakai突变株中m6A整体水平减少

35%, 但是该突变体仅表现出与根维管束发育有关

的原生木质部发育缺陷(Růžička等2017)。在mta- 
ABI3prom:MTA株系的基础上进行hakai突变, 则
造成更为严重的发育缺陷, 植株在发育早期致死

(Růžička等2017)。RBM15B在植物中的同源物FPA 
(FLOWERING LOCUS PA)控制着开花时间, 突变株

fpa表现出明显的开花延迟现象; 超表达植株35S:: 
FPA开花时间则早于野生型(Schomburg等2001)。此

外, METTL16在植物中的同源蛋白FIONA1 (FIO1)
调控拟南芥生物钟周期长度, 其突变后导致叶片

自由运动的昼夜节律周期延长(Kim等2008)。
m6A去甲基化酶AtALKBH10B可通过去甲基化

作用增强开花时间控制基因FT (flowering locus T)、
SPL3 (squamosa promoter binding protein-like 3)和
SPL9的mRNA稳定性(Duan等2017)。当AtALKB-
H10B基因突变后, 拟南芥开花时间明显延迟(Duan
等2017)。在番茄中, m6A去甲基化酶SlALKBH2调
控果实成熟(Zhou等2019)。SlALKBH2可结合果

实成熟关键调控因子DNA去甲基化酶SlDML2的
mRNA, 并调控其m6A修饰及稳定性, 进而影响果

实成熟(Zhou等2019)。最新研究表明, 在水稻和马

铃薯中异源表达人类m6A去甲基化酶基因FTO可

使产量和生物量增加50%以上(Yu等2021)。
另外, 研究发现m6A甲基识别酶ECT2的功能

缺失可引起拟南芥叶片毛囊体分枝个数显著增加

(Scutenaire等2018; Wei等2018)。进一步研究显示, 
ECT2可结合毛囊体个数调控基因TTG1 (transpar-
ent testa glabra 1)、ITB1 (irregular trichome branch 
1)和DIS2 (distorted trichome 2)的3' UTR区域的

m6A位点, 促进它们的mRNA稳定性(Wei等2018)。
此外, ECT2以及它的同源基因ETC3和ETC4在拟南

芥叶片发育早期具有较高的表达水平, 它们能够协
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同调控叶片早期形态发育 (Arribas-Hernandez等
2018)。ect2/ect3、ect2/ect3/ect4表现出根生长速率

慢、向重力性异常、维管干细胞及叶原基细胞生

长异常、茎弯曲生长、叶片生长延迟、叶面凹陷、

开花延迟、花形态缺陷、果荚形态异常、种子呈

不规则分布等多效表型(Arribas-Hernández等2018, 
2020; Lockhart等2018)。以上研究结果表明, m6A
修饰对植物生长发育过程具有广泛的调控作用。

6.2  m6A在胁迫响应中的作用

除了调控植物生长发育, m6A修饰也参与调节

植物胁迫应答过程(Hu等2019; Liang等2020)。研

究显示, 拟南芥m6A甲基转移酶复合体成员VIR可
调节多聚腺苷酸化位点的剪切过程, 从而降低盐

胁迫负调控基因ATAF1 (NAC transcription factor)、
GI (Gigantea)和GSTU17 (glutathione S-transferase 
U17)的mNRA稳定性, 增强拟南芥幼苗对高盐胁迫

的适应能力(Hu等2021)。m6A修饰也可调控玉米和

甜高粱中盐胁迫应答相关基因的表达水平, 进而

调节它们的的盐胁迫应答反应(Miao等2020; Zheng
等2021)。此外, m6A甲基识别酶ECT1和ECT2可与

CIPK1 (calcineurin B-like-interacting protein kinase1)
蛋白互作, 并在外源添加Ca2+的情况下从细胞质向

细胞核移动(Ok等2005)。钙传感器CBL (calcineurin 
B-like)结合Ca2+后与CIPK蛋白互作, 将盐、干旱、

冷等胁迫信号传递到细胞核, 表明ECT蛋白可能通

过CBL-CIPK复合体将外界胁迫信号传递到细胞核

中(Cheong等2003)。Scutenaire等(2018)研究发现, 
正常条件下ECT2主要以弥散形式在细胞质中聚集, 
而在热激后会重新定位到细胞质, 且呈现颗粒状

分布。在PEG6000的渗透胁迫下, ECT2和ECT4可
在细胞质中呈现颗粒状分布, 而这些颗粒状斑点

的形成可能与干旱胁迫有关(Arribas-Hernández等
2018)。

在生物胁迫方面, Martinez-Perez等(2017)发现

拟南芥m6A去甲基化酶AtALKBH9B可以和苜蓿花

叶病病毒(Alfalfa mosaic virus, AMV)的衣壳蛋白

发生互作, 并通过去甲基化作用影响该病毒对植

物的入侵。进一步的研究揭示, AtALKBH9B在细

胞质中与siRNA (small interference RNA)小体和P
小体共定位, 表明它可能参与调控mRNA稳定性, 

并通过这种方式调节植物对AMV的抗性应答反应

(Martinez-Perez等2017)。Li等(2018)测定发现烟草

花叶病毒侵染后烟草中m6A整体水平降低, 并推断

这可能与m6A甲基转移酶上调或去甲基化酶下调

有关。在最近一项研究中, 研究人员发现水稻在应

对病毒感染的过程中m6A整体水平升高, 而病毒防

御途径中多个基因的转录水平与m6A修饰密切相关

(Zhang等2021a)。此外, 通过m6A甲基组分析, Zhang
等(2021b)发现在抵抗小麦黄花叶病毒(WYMV)侵
染的过程中 , 抗WYMV品种与敏感型品种存在

m6A修饰差异, 推测m6A修饰可能与小麦对WYMV
的抗性应答有关。这些研究表明, m6A修饰在植物

抵御生物和非生物胁迫中均发挥调控作用。

7  展望

m6A修饰在植物学中的研究虽然取得了一些

进展, 鉴定到多个m6A甲基转移酶、去甲基化酶和

甲基识别酶, 并揭示m6A修饰参与调控植物发育过

程和逆境应答。但是, 相较于动物领域的研究而言, 
仍有大量未知的科学问题亟待探究。例如, 除了已

经报道的m6A甲基转移酶、去甲基化酶和甲基识

别酶, 植物中是否还存在其他成员？它们是否调

控植物发育和抗逆反应或其他生物学过程？m6A
修饰与组蛋白修饰、DNA甲基化等其他表观遗传

修饰之间存在怎样的关系？m6A修饰是否受光照、

温度等环境条件和其他因素影响？对这些问题的

阐释, 将为全面揭示m6A修饰在植物生物学过程中

的功能和作用机制提供依据。基于m6A研究的不

断深入, 研究人员提出可结合纳米孔测序与基因

编辑技术对m6A修饰进行选择性编辑, 从而实现作

物改良(Zheng等2020)。如果这一构想能够实现, 
势必极大地推动m6A修饰研究的发展, 同时也为作

物遗传改良提供新的思路。
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