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RNA修饰与细胞命运调控
胡晓杰#  于仁杰#  蒋悦#  贺一睿#  高义萌*

(同济大学生命科学与技术学院, 上海 200092)

摘要      RNA修饰作为一种基因表达转录后调控机制 , 对于细胞命运调控具有关键作用。其

中N6-甲基腺苷 (N6-methyladenosine, m6A)作为真核生物中最丰富的RNA修饰 , 可以被m6A“书写

器”(writer)、“擦除器”(eraser)及“阅读器”(reader)动态调控。m6A通过影响RNA剪接、稳定性、翻

译效率及染色质状态, 参与胚胎发育、免疫应答与基因组稳定性的维持。近年来, 表观转录组测序

技术的革新使得研究者能够对RNA上的m6A甲基化进行精确、大规模的检测分析。此外, m6A在癌

症领域的研究也取得了重大突破 , 多种小分子抑制剂已进入临床试验阶段。该文旨在综述近年来

m6A修饰在细胞命运调控中的研究进展 , 重点探讨m6A动态调控机制、检测技术 , 以及其对RNA命

运、染色质状态与癌症进展的作用。
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Abstract       RNA modification has emerged as a widespread mechanism for regulating gene expression 
during cell fate determination. Among these modifications, m6A (N6-methyladenosine), the most abundant RNA 
modification in eukaryotes, is dynamically regulated by m6A “writer”, “eraser”, and “reader”. m6A influences RNA 
splicing, stability, translation efficiency, and chromatin states, thereby participating in embryonic development, im-
mune responses, and the maintenance of genome stability. Recent advancements in epitranscriptomic sequencing 
technologies have enabled precise and large-scale detection and analysis of m6A methylation on RNA. Furthermore, 
significant breakthroughs have been achieved in cancer research related to m6A, with several small-molecule inhibi-
tors entering clinical trials. This review aims to summarize recent progress in the role of m6A modification in cell 
fate regulation, with a focus on its dynamic regulatory mechanisms, detection technologies, and its impacts on RNA 
fate, chromatin states, and cancer progression.

Keywords       RNA modification; m6A; RNA stability; cell fate; sequencing technologies

RNA作为遗传信息的重要“传递者”, 在转录水

平、转录后水平等多个层面调控基因表达。近年

来 , RNA修饰对基因表达的调控机制极大地扩充了

中心法则的内容 , 得到了广泛关注。已知的RNA修

饰有170多种化学形式, 包括N6-甲基腺苷(N6-methyl-
adenosine, m6A)、N1-甲基腺苷 (N1-methyladenosine, 
m1A)、N6,2’-O-二甲基腺苷 (N6,2’-O-dimethyl-
adenosine, m6Am)、假尿苷 (pseudouridine, Ψ)等 , 广
泛分布于信使RNA(mRNA)、核糖体RNA(rRNA)、
转运RNA(tRNA)、长链非编码RNA(lncRNA)、微

小RNA(microRNA)、环状RNA(circRNA)等多种

RNA, 对RNA结构及功能进行精细调控 [1]。其中 , 
m6A修饰是真核生物细胞中最常见的内部修饰 [2], 其
分布特征、调控机制及生物学功能被研究得最为透

彻。

早在20世纪70年代 , 已经有研究表明mRNA上

存在m6A修饰 [3], 并将m6A修饰与mRNA的稳定性联

系起来 [4]。20世纪90年代 , 研究人员在HeLa细胞核

提取物中发现了一种具有mRNA m6A甲基化催化

活性的蛋白。通过克隆纯化 , 该蛋白被鉴定出含有

S-腺苷甲硫氨酸 (S-adenosylmethionine, SAM)甲基

转移酶结构域 , 这一发现进一步验证了其甲基化功

能 , 该蛋白被命名为METTL3(methyltransferase like 
3), 并被确认为m6A甲基化转移酶 [5]。然而 , 由于当

时既缺乏高通量测序技术对m6A修饰进行全转录组

检测和定位 , 又缺乏对m6A修饰动态调控机制的认

识, m6A修饰并未引起人们的关注。直到2011年, 肥
胖基因相关蛋白FTO(fat mass and obesity-associated 
protein)有效催化m6A去甲基化这项重要的工作的相

关成果发表 , 第一次将FTO确定为m6A去甲基化酶 , 

揭示了RNA m6A修饰潜在的动态可逆的调控机制 , 
并提示了其与DNA甲基化修饰具有类似的调控机

理[6], 推动了表观转录组学研究的兴起。

随着测序技术不断革新 , 研究人员通过将m6A
修饰特异性抗体的核糖核酸免疫沉淀与下一代测

序相结合 (methylated RNA immunoprecipitation se-
quencing, MeRIP-seq), 绘制了首批全转录组m6A修

饰图谱 [7-8], 揭示了全转录组中的大量m6A位点及其

功能。大约 25%的哺乳动物mRNA中含有m6A修

饰 , 平均每个m6A mRNA转录本中有 1~3个腺苷被

修饰 [9]。m6A修饰主要富集在与调节生物体分化和

发育相关的转录本的3ʹ端的非翻译区(3ʹ untranslated 
region, 3ʹUTR)和终止密码子附近 , 且其共识基序

DRACH(D=A/G/U; R=A/G; H=A/C/U)在mRNA中每

隔约57个核苷酸出现一次[10]。

m6A通过调控RNA的剪接、核质转运、稳定

性及翻译效率 , 对RNA的命运和功能产生广泛的影

响[9]。此外, m6A修饰不仅在转录组水平发挥重要作

用 , 也可通过与组蛋白相互作用及调控异染色质开

放程度深刻地影响着基因表达 [11-12]。随着对m6A修

饰调控机制的不断挖掘 , 其生理学意义以及在癌症

等疾病中的作用也得到了广泛关注 [13]。m6A修饰在

早期胚胎干细胞的自我更新和分化过程中必不可

少 , 在小鼠中METTL3的组成性缺失会造成早期胚

胎的死亡 , 并使胚胎干细胞停滞在“naïve”态多能干

细胞时期 [14-15]。我们的研究发现RNA上m6A修饰的

存在可以维持细胞对于自体RNA的自我识别作用 , 
而m6A修饰缺失会诱发内源双链RNA(double-stranded 
RNA)形成 , 进而引发强烈的天然免疫反应 [16]。本文

旨在回顾近年来m6A修饰在细胞命运调控中的研究
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进展 , 详细探讨m6A修饰的调控机制、生物学意义、

检测手段以及癌症治疗中的应用 , 为表观转录组学

研究提供参考。

1   m6A调控机制概述
RNA m6A修饰的添加与去除是动态可逆的

调控过程 , 其调控元件主要分为甲基转移酶 “书写

器 ”(writer)、去甲基化酶 “擦除器 ”(eraser)和m6A识

别蛋白“阅读器”(reader), 分别负责对RNA的特定位

点进行甲基化、去甲基化、结合并整合下游生物过

程。

m6A修饰的添加过程由多组分甲基转移酶复

合物 (multicomponent methyl-transferase complex, 
MTC)催化。该复合物将甲基分子转移至RNA的特

定位置 , 其核心组分为甲基转移酶样3和14(methyl-
transferase-like 3 and 14, METTL3和METTL14)异源

二聚体、WTAP[17]。目前被鉴定的 “erasers”有FTO
和alkB同源物5(alkB homologue 5, ALKBH5)。FTO
是第一个被鉴定的RNA去甲基化酶 , 对于mRNA中

的m6A和m6Am以及 tRNA中的m1A修饰均具有去甲

基化活性 [6,18], 与FTO不同 , ALKBH5对m6A的去甲

基化作用具有更高的底物特异性 [19]。虽然m6A的在

RNA上的分布是由“writer”和“eraser”决定的, 但m6A
依赖的功能是由“reader”介导的 , 它通过对m6A修饰

RNA的特异性识别和结合以决定转录本的命运并

参与调控下游生物学过程。已知的m6A “reader”主
要包括三大家族 : YT521-B同源性 (YT521-B homol-
ogy, YTH)结构域家族蛋白 , 包括YTHDF1~3(YTH 
domain family 1-3)及 YTHDC1~2(YTH domain 
containing 1-2)[20]; 胰岛素样生长因子 2结合蛋白

(insulin-like growth factor 2 binding proteins, IGF2B-
Ps), 包括IGF2BP1~3[21]; 核内不均一核糖核蛋白(het-
erogeneous nuclear ribonucleoproteins, HNRNPs), 如
HNRNPA2B1、HNRNPC和HNRNPG[22]。

1.1   m6A修饰调控RNA命运和功能

m6A修饰几乎参与RNA代谢的各个方面 , 影响

RNA的折叠和结构 , 并调控mRNA的剪接、核质运

输、稳定性及翻译效率。

1.1.1   m6A修饰影响RNA结构      虽然m6A修饰并不

影响碱基互补配对 , 但m6A:U碱基对氢键强度弱于

A:U碱基对 , 单个m6A的存在会使短RNA螺旋结构

不稳定, 同时熔化温度降低5 °C[23]。m6A修饰的核苷

酸改变了碱基对动力学 , 也抑制了内源性双链RNA
的形成。在m6A甲基转移酶缺失后, 原本高度m6A修

饰并表现出低折叠倾向的RNA, 则会形成双链结构。

这些异常形成的内源性dsRNA通过激活细胞内视黄

酸诱导基因 I样受体 (Rig-I-like receptors, RLRs), 如
RIG-I和MDA5, 导致先天免疫的激活[16]。

1.1.2   m6A修饰调控mRNA剪接及核质转运      m6A
修饰通过与核内阅读器YTHDC1直接相互作用或

通过间接结合核内不均一核糖核蛋白 (HNRNPs)影
响mRNA选择性剪接。YTHDC1直接与m6A修饰的

mRNA结合 , 通过招募剪接因子SRSF3, 并抑制剪

接因子SRSF10的结合来调节选择性剪接 [24]。m6A
修饰改变mRNA和长链非编码RNA(long noncod-
ing RNA, lncRNA)的局部结构, 以促进HNRNPC的

结合 , 进而影响靶mRNA的丰度和选择性剪接 [25]。

YTHDC1还能通过与核输出组分的相互作用改变

mRNA的亚细胞定位。YTHDC1通过与SRSF3相互

作用 , 招募m6A修饰转录本至核输出受体NXF1, 加
速其从细胞核的输出[26]。 
1.1.3   m6A修饰调控mRNA稳定性      1978年, 研究

人员通过放射性同位素标记的方法 , 比较了含有

m6A修饰的mRNA以及缺乏该修饰的mRNA的半衰

期 , 证实了m6A修饰的存在会导致mRNA稳定性降

低 [4]。最近的研究表明m6A修饰对mRNA稳定性的

调控是通过“reader”介导的。YTHDF2可直接与m6A
标记的转录本结合 , 通过招募CCR4-NOT去烯化酶

复合物 , 介导mRNA靶向降解 [27]。然而 , 另一m6A 
“reader” IGF2BP则可以通过与甲基化的mRNA结合

避免其降解 [21], 说明m6A修饰对mRNA稳定性的影

响具有多层面的调控机制。

1.1.4   m6A修饰调控翻译效率      m6A对翻译速率

的促进作用具有文本依赖性 , 即m6A修饰对翻译的

调控方式与m6A修饰的位置有关 , m6A在mRNA上

的定位不同 , 其促进翻译的方式也不同 [28]。大多数

真核生物mRNA的翻译起始依赖于真核起始因子

4E(eukaryotic initiation factor 4E, eIF4E)识别mRNA 5ʹ
端的m7G帽结构, 然而, 在细胞应激等特殊情况下, 部
分mRNA可通过非帽依赖性的方式翻译 [29]。定位在

3ʹUTR的m6A修饰具有翻译促进作用 , YTHDF1优先

结合3ʹUTR m6A, 并通过与翻译起始因子的直接结合

来促进帽依赖的翻译 , 从而增强翻译能力 [20]。定位

在5ʹUTR的m6A修饰促进非帽依赖性的翻译过程, 单
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个的5ʹUTR m6A直接结合真核起始因子3(eukaryot-
ic initiation factor 3, eIF3), 在没有eIF4E的情况下, 
直接招募 43S核糖体复合物来启动翻译 , 以响应热

休克等压力条件 [30]。此外 , m6A在非编码RNA, 如
rRNA上的修饰也对翻译效率有重要调控作用 , 特
定细胞系中18S和28S rRNA上m6A修饰缺失使细胞

整体翻译水平明显下降, 并影响正常生理过程[2]。

1.2   m6A修饰参与染色质调控

m6A修饰不仅影响RNA命运及功能 , 而且可

在染色质可及性及基因组稳定性的调控中发挥

重要作用。m 6A修饰通过影响染色质相关调控

RNA(chromosome-associated regulatory RNA, car-
RNA)丰度 , 调控邻近染色质状态和下游基因的转

录 , METTL3和YTHDC1的缺失都可以显著促进

染色质的开放和转录活性的上调 [31]。在小鼠胚

胎干细胞和早期胚胎发育中 , FTO介导逆转座子

LINE1(long-interspersed element-1)的RNA m6A去甲

基化 , 调节染色质表观修饰水平 , 并影响LINE1及
其下游靶基因的表达 [12]。此外 , m6A修饰可显著影

响基因组稳定性 , YTHDC1与特定长链非编码RNA 
Xist(long non-coding RNA Xist, lncRNAXist)上的m6A
修饰位点结合并相互作用 , 构成了X染色体失活和

基因沉默过程中的重要环节 [32]。R-loop是由新生

RNA(nascent RNA)与DNA模板链形成的RNA-DNA
杂合结构 , METTL3和YTHDF2的缺失都可造成R-
loop的异常累积, 从而对基因组稳定性产生影响[33-34]。

m6A修饰在转录水平影响RNA结构、加工及

代谢过程并影响 RNA功能的行使。此外 , m6A修

饰调控染色质状态机制的发现 , 将 m6A修饰对基

因表达的影响从表观转录组水平拓宽到表观遗传

组水平 , 加深了人们对 m6A修饰调控机制的理解

(图1)。

A: m6A修饰缺失诱导双链RNA形成; B: m6A影响mRNA从细胞核到细胞质的输出过程; C: m6A通过直接和间接方式影响mRNA前体剪接; D: 
m6A调控mRNA稳定性; E: m6A介导帽依赖性和非帽依赖性的翻译起始过程; F: m6A通过调控carRNA丰度与稳定性进行染色质互作。

A: m6A deficiency induces dsRNA (double-stranded RNA) formation; B: m6A regulates mRNA nuclear export to the cytoplasm; C: m6A modulates 
pre-mRNA splicing through both direct and indirect mechanisms; D: m6A regulates mRNA stability via dynamic modification; E: m6A mediates cap-
dependent and cap-independent translation initiation processes; F: m6A facilitates chromatin interactions by regulating carRNA abundance and stability.

图1   m6A修饰的分子作用机制

Fig.1   Molecular mechanisms of m6A regulation
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2   m6A“书写器”(writer)
大部分 m6A是被甲基转移酶复合物 (methyl-

transferase complex, MTC)以高度特异性的方式添加

到mRNA上的 , 这种具有添加m6A修饰功能的甲基

转移酶被称为m6A“书写器 ”, 该复合物靶向一个包

含DRACH基序的特定位点 [17]。为了保证m6A高效、

准确地被安装到RNA上 , 组成MTC的三个核心亚基

发挥了主要的功能。其中METTL3是复合物中唯

一一个具有甲基转移酶活性的组分 , METTL14也包

含RNA结合位点 , 但其主要作为一种变构激活剂来

促进METTL3的酶活性 , 二者结合形成一个异源二

聚体来发挥催化功能 [35]。除此之外 , MTC还包括第

三个核心亚基—WTAP。虽然WTAP本身不具有

甲基转移酶活性 [36], 但它可以通过与一些其他的辅

助亚基结合来促进MTC的精准定位。这些辅助亚基

包括VIRMA、HAKAI、ZC3H13以及RBM15/15B等。

一般来说 , ZC3H13-WTAP-VIRMA-HAKAI四聚体

被认为是一种较为经典的调控复合物 , 发挥着MTC
核定位的功能 , 可以调节其底物区域选择性 , 但不

直接参与单个RNA靶点的识别 [37-38]。然而 , 包含

RNA结合基序的RBM15/15B则完美地弥补了这一

缺陷 , 它可以精准识别单个RNA靶点 , 并将MTC招
募到此位点 [32]。在一些特定的RNA中 , m6A的添加

由其他特定的 “writer”负责。ZCCHC4和METTL5-
TRMT112复合体分别在28S和18S rRNA中催化m6A
的形成 [39], 而METTL16的两种已验证的底物是U6 
snRNA和MAT2A mRNA 3ʹUTR区的茎环结构 , 该
mRNA编码S-腺苷甲硫氨酸 (SAM)合成酶 [40]。这些

不同RNA上的m6A修饰将从RNA稳定性、翻译效率、

RNA剪接等不同方面影响细胞的基因调控网络。

METTL3作为MTC的核心亚基 , 已被证明可以

在多种组织中调节细胞分化与细胞重编程等机体内

重要的生物学过程。mRNA上的m6A甲基化是影响

细胞命运的一个关键控制器。目前已有研究表明了

METTL3在哺乳动物胚胎发育中的必要性 , 它可以

促进胚胎干细胞 (embryonic stem cells, ESCs)从“na-
ïve”状态向“primed”状态过渡 , 确保胚胎早期发育过

程中的细胞命运决定[14]。

在这些生理过程中 , METTL3介导的m6A甲基

化主要是通过影响mRNA转录本的稳定性、翻译和

构象来调节机体功能。许多研究已经探索了m6A甲基

化调节转录本命运的机制 , 有实验证明敲除METTL3

和METTL14将会提高其靶mRNA的稳定性[41]。m6A对

于RNA稳定性的调节在细胞应激状态下发挥着重要

的功能, 能够维持细胞稳态。例如, 当细胞热休克后, 
METTL3通过共转录的方式在这些热休克转录本

上添加m6A, 以确保它们被及时清除[42]。另外还有

研究显示 , METTL3催化的m6A甲基化可以促使机

体清除内源性逆转录病毒 (endogenous retroviruses, 
ERVs)来源的RNA, 为维持细胞完整性提供了保护

作用[43]。然而METTL16介导的m6A修饰则通过维持

MAT2A转录本的稳定性来调节SAM的稳态, 这一现

象是与上述结论相反的 [44], 原因可能是不同的m6A 
“reader”对RNA命运具有不同的调节作用。除此之

外 , 我们前期的研究发现m6A影响RNA命运的另一

种机制 , 在小鼠造血系统中特异性敲除METTL3会
诱导dsRNA的形成 , 致使机体将内源性dsRNA识别

成外来的病毒RNA, 引发异常的天然免疫反应, 最终

导致造血干细胞 (hematopoietic stem cells, HSCs)自
我更新缺陷及造血衰竭[16]。近期有研究表明, 在1型
糖尿病个体的胰岛β细胞中METTL3也可以通过影

响天然免疫反应来调控疾病的进程[45]。

到目前为止, m6A “writer”被认为不仅可以通过

结合RNA来发挥作用 , 还可以利用共转录的方式在

细胞核中将m6A添加到RNA上 , 但其如何将甲基化

修饰定位到一个特定转录本上也是一个十分有趣的

话题。人们经过长期的研究发现 , 在染色质中 , 转
录因子 (transription factors, TFs)或表观遗传修饰可

以将“writer”复合物招募到特定的基因组位点 , 这可

能有助于m6A的区域修饰特异性的形成 [28]。一项对

急性髓系白血病(acute myeloid leukemia, AML)的研

究表明 , METTL3与细胞增殖活性基因的启动子区

域有关 , 启动子上的转录因子CAATT-box结合蛋白

zeta(CCAAT/enhancer binding protein zeta, CEBPZ)
是将METTL3招募到染色质所必需的, 而METTL3在
启动子上的定位并不依赖于METTL14[46]。此外有其

他研究表明, 组蛋白H3K36me3修饰对MTC的招募则

需要METTL14发挥其识别功能[11]。目前, m6A “writ-
er”参与染色质共转录的分子机制仍然在不断探索

中。近期的研究发现R-loop-DDX21-METTL3轴参

与了染色质共转录的调节过程 , 这三种元件对m6A
的成功安装缺一不可 [47]。除此之外 , 最新的一项研

究表明 , 染色质上的同义突变会影响下游mRNA的

m6A修饰 , 从而破坏抑癌基因的转录本稳定性 [48]。
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这为RNA修饰的探索提供了新的思路 , 同义突变对

RNA修饰的调节如何影响肿瘤疾病的进展仍有待深

入研究。

3   m6A“擦除器”(eraser)
m6A修饰在生物体中是一个动态调控的过程 , 

RNA上m6A的添加由甲基转移酶介导 , 反之 , 其修

饰的去除也需要一种相应的酶来催化 , 人们将这种

m6A去甲基化酶命名为m6A“擦除器”。到目前为止 , 
已鉴定出两个m6A “eraser”。FTO是第一个被鉴定的

m6A “eraser”, 它可以去除mRNA中的m6A和m6Am及

以tRNA中的m1A等[18]。FTO的亚细胞定位在不同的

哺乳动物细胞系中存在差异 , 其在正常细胞内主要

集中于细胞核; 而在肿瘤细胞内, FTO则会从细胞核

转运到细胞质中。第二个被发现的m6A “eraser”是α-
酮戊二酸(α-KG)依赖的双加氧酶ALKBH5。与FTO
不同 , ALKBH5是迄今为止被发现的第一种以m6A
为唯一底物的RNA去甲基化酶 , 其主要定位于细胞

核中[19]。

虽然FTO和ALKBH5在结构和功能上存在一定

的相似性 , 但它们具有完全不同的催化特性。在哺

乳动物中 , ALKBH5在睾丸中表达量最高 [19], 而FTO
在大脑中表达量最高 , 两者在不同组织间的表达差

异可能是这两种m6A去甲基化酶参与不同的生物学

途径的原因之一。除此之外 , 对于不同底物的靶向

性也是二者差异的一个重要因素。值得注意的是 , 
m6A可能不是FTO的关键靶点。有研究指出 , FTO
对m6Am去甲基化活性明显高于m6A, FTO敲除细胞

可以通过维持m6Am形式的 snRNA导致剪接缺陷 [49]。

目前m6A去甲基化酶实现底物特异性的机制尚未

完全阐明。研究者提出假设 , m6A “eraser”的去甲基

化酶活性与底物选择性是由RNA结合蛋白调控的 , 
HNRNP A2/B1可能在 “m6A开关 ”发挥功能的过程

中起着关键的协助定位作用 , 而不是直接作为m6A
修饰的 “reader”[50]。对于这类假设 , 近期已有研究

给出了相关的答案 , RNA结合蛋白RBM33通过促进

ALKBH5去SUMO化 , 进而激活其去甲基化酶活性 , 
并将ALKBH5选择性招募到RNA的m6A修饰位点[51], 
以此实现m6A “eraser”的精准定位。

FTO和 ALKBH5对其靶 RNA功能的调控在

生命过程中具有重要的生理意义。FTO已被证明

有助于AML的发生 , 而R-2-羟基戊二酸 (R-2-HG)

作为一种由突变体 IDH1/2产生的代谢物 , 可以抑

制FTO活性 , 限制AML的有氧糖酵解 [52]。在这之

后 ,  我们的研究发现 ,  ALKBH5缺失通过降低酮

戊二酸脱氢酶 (OGDH)转录本的稳定性 ,  从而抑

制其蛋白表达 , 导致 α-KG积累并转变为L-2-羟基

戊二酸(L-2-HG), 最终抑制造血细胞的能量代谢[53]。

最近的一项研究显示 , 肝脏中的ALKBH5可以独立

调控GCGR和mTORC1信号通路 , 从而维持葡萄糖

和脂质代谢的稳态[54]。这些结论揭示了m6A “eraser”
在细胞代谢中的复杂功能网络 , 为治疗代谢性疾病

提供了潜在靶点。除此之外, m6A “eraser”对染色质

的状态也有着重要的调节作用。FTO敲除会导致纯

合雌鼠无法产生健康存活的后代 , 这种生殖缺陷被

发现与染色质相关RNA LINE1上的m6A缺失有关 , 
由此导致的染色质开放程度降低将损害卵母细胞

的成熟[12]。

FTO和ALKBH5的发现拉开了m6A修饰动态调

控的序幕 , 然而到目前为止 , m6A可逆修饰的时空特

异性及其分子机制仍未被完全阐明。m6A “eraser”
在细胞核与细胞质中均有出现 , 那么它们究竟是在

细胞核中通过共转录的方式擦除m6A还是依赖其他

方式进行转录后去甲基化还有待深入研究 , 这将进

一步理解m6A的动态调控提供更有力的证据(图2)。

4   m6A阅读器(reader)
m6A“书写器 ”、“擦除器 ”对靶RNA作用后 , 一

些RNA结合蛋白能够识别靶RNA上的m6A修饰并

影响其稳定性及后续加工等过程 , 这些能够识别靶

RNA上m6A修饰的RNA结合蛋白被称为m6A“阅读

器”。通过亲和层析、RNA pull-down实验和质谱技术, 
已在哺乳动物中鉴定出多种m6A “reader”, 如YTH结

构域蛋白、胰岛素样生长因子2结合蛋白(IGF2BPs)、
核内不均一核糖核蛋白 (HNRNPs)。针对这些m6A 
“reader”的研究揭示了m6A修饰在RNA稳定性及后

续加工等过程中的重要作用。

4.1   YTH结构域蛋白

YT521-B剪接因子是首个被发现具有结合RNA
上m6A修饰能力的蛋白质, YTH(YT521-B homology)
结构域使其具备了结合RNA上m6A修饰的能力 , 因
此该蛋白也被称为YTHDC1[55]。在哺乳动物中 , 主
要有两类含有YTH结构域的蛋白质家族 : YTHDF与
YTHDC。
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4.1.1   YTHDF家族蛋白      YTHDF蛋白由C-端的

YTH结构域以及富含脯氨酸 (Pro)、谷氨酰胺 (Gln)
和天冬酰胺 (Asn)的N-端结构域构成。YTH结构

域与m6A修饰前后的核苷酸相互作用 , 进而实现与

DRACH基序的结合 , 这是YTH结构域特异性识别

m6A修饰RNA的基础[32]。YTH结构域也具备识别m1A
修饰的能力, 但相较于识别m6A修饰, 灵敏性更低[56]。

YTHDF蛋白家族成员包括YTHDF1、YTHDF2、
YTHDF3, 都定位于细胞质中。YTHDF2是目前研究

最多的YTHDF蛋白家族成员 , 其主要功能是介导靶

mRNA的降解。在大多数细胞中 , 其表达水平远高

于YTHDF1和YTHDF3[57]。YTHDF2在结合m6A修

饰的mRNA后 , 其N-端的第101至200个氨基酸会招

募CCR4-NOT脱腺苷酸酶复合物启动脱腺苷酸化过

程 , 导致靶mRNA降解 [41]。此外 , m6A修饰的mRNA
还以依赖热激反应蛋白12(heat-responsive protein 12, 
HRSP12)的方式与YTHDF2结合 , 随后被核糖核酸

酶P/MRP切割 [58]。YTHDF2在内皮细胞向造血干细

胞转变的过程中, 介导动脉内皮基因notch1a和rhoca
转录本的降解 , 促进造血干祖细胞 (hematopoietic 

stem/progenitor cells, HSPCs) 的产生[59]。

与YTHDF2不同 , YTHDF1的功能主要是促进

核糖体与靶mRNA的结合 , 并且通过与 eIF3以帽依

赖的方式相互作用 , 关联eIF4G介导的环状结构 , 从
而提高翻译起始速率 [20]。基于YTHDF1在靶mRNA
翻译进程中的重要作用 , 最新的研究发现YTHDF1
的缺失会导致 IgG分泌量的减少 , 有助于红斑狼疮

的恢复 [60]。此外 , 抑制YTHDF1还可以抑制肝癌干

细胞的自我更新 , 提高治疗效果 [61]。除了促进靶

mRNA的翻译过程外 , YTHDF1还能通过液 –液相

分离 (liquid-liquid phase separation, LLPS)促进靶

mRNA的降解。液–液相分离是指在特定条件下 , 由
蛋白质、核酸等生物大分子组成的混合物在液相

中发生分离 , 形成两个或更多相互独立的液相 ; 这
一现象在细胞内具有重要的生物学意义和功能 [62]。

而YTHDF1正是借助液–液相分离促进加工小体 (P-
body)的形成, 进而实现对mRNA的降解的目的[63]。

YTHDF3在靶 mRNA调控中发挥双重作用 : 
YTHDF3通过与YTHDF1、40S/60S核糖体亚基相

互作用 , 促进m6A修饰mRNA的翻译过程 [64]; 同时 , 

A: 核内调控阶段。转录过程中, m6A甲基转移酶复合体催化生成m6A修饰, 该修饰由ALKBH5和FTO动态可逆调控。YTHDC1结合m6A位点调

控前体mRNA剪接与核输出。B: 胞质功能阶段。YTHDF1与eIF3增强mRNA与核糖体的结合效率, YTHDF2介导mRNA降解, YTHDF3既可以

促进mRNA翻译又可以促进其降解, IGF2BP家族维持mRNA稳定, FMRP抑制mRNA翻译。

A: nuclear regulation phase. During transcription, the m6A methyltransferase complex catalyzes the formation of m6A modifications, which are dynami-
cally and reversibly regulated by ALKBH5 and FTO. YTHDC1 binds to m6A sites to regulate pre-mRNA splicing and nuclear export. B: cytoplasmic 
function phase. YTHDF1 collaborates with eIF3 to enhance the binding efficiency of mRNA to ribosomes, while YTHDF2 mediates mRNA degrada-
tion. YTHDF3 exhibits dual roles in promoting both mRNA translation and degradation. The IGF2BP family maintains mRNA stability, whereas FMRP 
suppresses mRNA translation.

图2   mRNA上m6A修饰的动态调控网络与功能

Fig.2   Dynamic regulatory network and functional mechanisms of m6A-modified mRNA
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YTHDF3还能与YTHDF2共同作用, 促进m6A修饰的

mRNA的降解[65]。总体而言, YTHDF3充当一个枢纽, 
用于调节YTHDF1和YTHDF2对RNA的可及性。

YTHDF1和YTHDF3在其低复杂度结构域中具

有高水平的O-GlcNAc修饰。在高O-GlcNAc修饰水

平下 , YTHDF蛋白的翻译促进功能受到抑制 ; 而在

低O-GlcNAc修饰水平下 , 其翻译促进功能得以发

挥。这部分解释了YTHDF蛋白在不同细胞类型和

实验条件下表现出不同的功能的原因 [66]。但针对

YTHDF蛋白的功能存在不同的见解, 部分研究人员认

为YTHDF蛋白的功能是冗余的, 并且其功能只是诱导

mRNA的降解并不直接促进mRNA的翻译 [67]。因此 , 
针对YTHDF蛋白的确切功能仍需进一步的研究。

4.1.2   YTHDC家族蛋白      YTHDC蛋白家族成员

包括YTHDC1与YTHDC2。与存在于细胞质中的

YTHDF蛋白不同 , YTHDC1存在于细胞核中 , 具
有一个YTH结构域以及多个其他功能结构域 [68]。

YTHDC1可以通过优先招募特定的剪接因子来调控

mRNA的剪接、加快mRNA的输出以及加速某些转

录本的降解。YTHDC1结合m6A修饰的长链非编码

RNA NEAT1后, 其稳定性增强并促进了肝癌的进展, 
是肝癌潜在的治疗靶点[69]。

YTHDC2是一种穿梭于细胞核与细胞质之间

的蛋白质 , 它含有一个DEAD-box RNA解旋酶结构

域 , 该结构使其能够通过m6A靶向到特定的RNA上。

与YTHDF直接结合成熟的mRNA不同 , YTHDC2主
要与非编码RNA以及内含子和基因间区域结合 [32]。

YTHDC2与减数分裂特异性蛋白MEIOC相互作用, 影
响减数分裂中靶转录本稳定性, 在精子发生中具有重

要作用[70]。

4.2   胰岛素样生长因子2结合蛋白(IGF2BPs)
胰岛素样生长因子 2结合蛋白 (IGF2BPs)能够

结合胰岛素样生长因子2(insulin-like growth factor 
2, IGF2)的mRNA, 调节其翻译过程 , 但它的功能并

不局限于调节 IGF2的表达。IGF2BPs是一个保守

的单链RNA结合蛋白家族 , 包含两个RNA识别基序 
(RNA recognition motif, RRM)结构域和四个K同源 
(K-homology, KH)结构域 , 其主要功能是通过招募

mRNA稳定因子来抑制靶mRNA的降解 [21]。针对急

性髓系白血病 (AML)的研究发现 , IGF2BPs与其他

RNA结合蛋白共同稳定了包括MYC、BCL2在内的

多个促进AML细胞存活和增殖的mRNA, 成为了潜

在的AML治疗靶点 [71]。此外 , IGF2BP3通过与长链

非编码RNA CDR1as的相互作用调控黑色素瘤细胞

的侵袭和转移 , 并通过影响特定mRNA(如HMGA2)
的稳定性促进肿瘤细胞的恶性进展 , 是潜在的黑色

素瘤治疗靶点[72]。 
4.3   核内不均一核糖核蛋白(HNRNPs)

m6A的存在能够重塑RNA的结构 , 进而调节

其周围或附近的 RNA与蛋白质之间的相互作用 , 
这被称为 “m6A开关 ”[25]。核内不均一核糖核蛋白

(HNRNPs), 如HNRNPC、HNRNPG可以通过 “m6A
开关”, 调控靶转录本的可变剪接或加工过程。然而, 
核内不均一核糖核蛋白HNRNPA2B1的作用机制存

在争议: 有研究认为HNRNPA2B1能够直接结合m6A
影响靶RNA的加工过程 [73]。然而 , 针对其空间结构

的研究表明HNRNPA2B1可能并非通过直接结合

m6A影响靶RNA的加工过程 , 更可能是利用“m6A开

关”对靶RNA的后续加工进行调控[50]。

4.4   其他m6A “reader”
除了上述三类研究较多且功能较为确切的m6A 

“reader”以外, 还已知一些其他的“reader”。
脆性X智力障碍1蛋白(fragile X mental retarda-

tion 1, FMR1)含有三个K同源 (KH)结构域和一个

富含精氨酸 /甘氨酸结构域 , 倾向于结合含有m6A的

RNA, 通过与YTHDF1和YTHDF2的相互作用 , 对
RNA的翻译和稳定性产生影响[74]。

 5ʹUTR中约35%的m6A位点与eIF3的交联免疫

沉淀 (crosslinking-immunoprecipitation, CLIP)位点重

叠, 并且与未甲基化的RNA相比, eIF3更倾向于与含

有m6A修饰的mRNA发生交联 [30], 因此 , eIF3也被认

为是m6A “reader”的一种。

部分RNA结合蛋白也被报道为m6A “reader”, 
如: 甲基化RNA结合蛋白1(mitochondrial RNA-bind-
ing complex 1, Mrb1)、ELAV(embryonic lethal, ab-
normal vision, Drosophila)样RNA结合蛋白1(ELAV-
like 1, ELAVL1)、富含亮氨酸的五肽重复序列包含

蛋白 (leucine-rich pentatricopeptide repeat-containing 
protein, LRPPRC)。然而 , 这些蛋白质是直接结合

m6A, 还是属于m6A结合核糖核蛋白复合物的一部

分, 还需要进一步研究[75](图2)。

5   RNA m6A测序技术的进展
RNA m6A研究早期 , 由于缺乏可靠的测序分析
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方法, 因此关于m6A分布和功能的深入研究受到了限

制。m6A高通量测序技术的出现打破了m6A在转录

组中的检测限制 , 使得m6A的深入研究成为了可能 , 
开启了表观转录组研究的热潮。为了更加深入地揭

示m6A的生物学功能 , 测序方法经过不断迭代 , 能够

更灵敏、更准确、更高通量地绘制m6A转录组图谱。

2012年 , 基于m6A特异性抗体免疫沉淀的m6A-
seq(m6A-MeRIP-seq)首次绘制了人类与小鼠的m6A
图谱 , 证明了m6A在多种RNA类型中存在并随着细

胞状态而动态改变 , 展示了m6A在基因表达调控上

的重要作用 [7-8]。但是该方法分辨率不足 , 只能将

m6A定位到100~200 nt的RNA片段, 限制了人们的进

一步研究。为了提高检测的分辨率 , m6A单核苷酸

拆分交联和免疫共沉淀技术miCLIP(m6A individual-
nucleotide-resolution cross-linking and immunopre-
cipitation, m6A-CLIP)和光交联辅助m6A测序技术

(photo-crosslinking-assisted m6A sequencing strategy, 
PA-m6A-seq)优化了抗体策略 , 利用紫外线使蛋白质

与RNA交联使交联位点在逆转录过程中导致截断或

错误掺入, 从而精确反映出了修饰位点, 实现了m6A
的单碱基定位 [10,76]。m6A水平和亚型特征测序(m6A-
level and isoform-characterization sequencing, m6A-
LAIC-seq)在RNA与抗体杂交后定量地分解甲基化

和非甲基化转录本 , 对完整的全长转录本进行测序 , 
并提供这两种转录本的量化比例 , 首次描绘了m6A
的化学计量学特征 [77]。但是基于抗体的检测方法其

特异性及分辨率仍然有限 , 且抗体的亲和力变异和

批处理效应导致重复率较差 , 这限制了对于m6A生

物学功能的研究。

为了突破抗体分辨率的限制这一瓶颈 , 研究

人员开发了全新的m6A检测方法。MAZTER-seq和
m6A-REF-seq(m6A-sensitive RNA-endoribonuclease-
facilitated sequencing)基于MazF RNase的差异性切

割 , 能在ACA特异性序列的未甲基化A位点上切割

RNA。随后 , 对处理后的RNA片段进行逆转录和测

序 , 通过量化每个转录片段ACA位点的起始、终止

和读取的数量 , 从而实现m6A的定量分析 [78-79]。但

是这种方法可以检测的位点仅占mRNA中m6A总位

点的16%~25%, 不能检测mRNA上所有的m6A修饰。

近RNA修饰靶点脱氨测序技术(deamination adjacent 
to RNA modification targets sequencing, DART-seq)
利用YTH结构域与胞苷脱氨酶APOBEC1结合 , 诱

导m6A残基附近的胞嘧啶脱氨转变为尿嘧啶 (C-to-
U), 进而在微量的RNA样本中实现转录组范围内

的m6A定位 [80], 但是其性能依赖于APOBEC1-YTH
质粒的转染效率 , 并受到YTH结构域的亲和力以及

m6A与相邻C之间的距离的影响。m6A-SEAL(FTO-
assisted m6A selective chemical labeling method)和
m6A-label-seq(metabolic labeling method to detect 
mRNA m6A transcriptome-wide at base resolution)为
m6A特异性映射提供了新的选择 , 但它们仍然缺乏

化学计量学信息[81-82]。

m6A选择性烯丙基化学标记和测序 (m6A-selec-
tive allyl chemical labeling and sequencing, m6A-SAC-
seq)通过连续的甲基化反应将A转化为m6A, 同时

将m6A转化为m6
2A, 可以提供m6A修饰的化学计量

学 [83], 但是在AAC序列位点存在限制 , 并依赖于基

于RNA的归一化进行定量。最近 , 改良的TadA辅助

N6-甲基腺苷测序 (evolved TadA-assisted N6-methyl-
adenosine sequencing, eTAM-seq)和乙二醛和亚硝酸

盐介导的未甲基化腺苷的脱氨测序技术(glyoxal and 
nitrite-mediated deamination of unmethylated adeno-
sines, GLORI)通过将未甲基化腺苷高效脱氨 , 保持

m6A信息的完整性 , 能够对m6A甲基组进行绝对定

量 [84-85], 且在不断变化的细胞条件下更细致地展示

m6A的动态变化, 这将有助于解决m6A的重大生物学

问题。

单细胞RNA测序 (single-cell RNA sequencing, 
scRNA-seq)能够揭示单细胞间的差异性 , 这一技

术的出现代表转录组测序进入新的时代。scm6A-
seq(single-cell m6A sequencing)与scDART-seq(single-
cell DART-seq)分别在原有的MeRIP和DART-seq
的基础上进行了改进 , 实现了单细胞水平的m6A修

饰检测 , 使m6A细胞异质性的研究成为了可能 , 但
依旧受到了原有方法策略的限制 [86-87]。sn-m6A-
CT(single-nucleus m6A-CUT&Tag)能够原位富集m6A
标记的RNA分子 , 进行高通量分析而不需要事先对

细胞进行基因操作 [88], 适用于分析高度异质性的细

胞群体。这些方法将会有助于揭示m6A异质性信息, 
进而对m6A的功能机制提出新的见解。

上述基于m6A的特异性的测序方法极大地推动

了m6A研究的进展, 此外, 还有许多RNA修饰的测序

方法值得讨论。高灵敏度液相色谱 –质谱法 (liquid 
chromatography-mass spectrometry, LC-MS)将RNA
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水解成单核苷酸 , 通过液相层析将混合物分离为单

一组分 , 然后借助高分辨质谱提供每个组分的精确

质量数 , 通过匹配已知修饰核苷的质谱数据库 , 能
够同时测定数十种RNA修饰类型的丰度 , 被广泛应

用于RNA修饰的检测和定量 , 是识别和定量RNA修

饰的有力工具 [89], 但是这种方法无法获得修饰的具

体位置信息。MLC-seq(MS ladder complementation 
sequencing approach)通过可控的酸水解的方式 , 使
得RNA变成梯度大小的片段 , 满足了质谱检测对于

梯度的要求 , 以单核苷酸精度对全长异质细胞的转

录本进行了从头质谱测序 , 弥补了质谱检测法不能

获得修饰具体位置信息的缺陷 [90], 但是它无法进行

微量样本的检测。PANDORA-seq(panoramic RNA 
display by overcoming RNA modification aborted se-
quencing)通过克服RNA修饰的终止测序而绘制了

全景RNA图谱 , 发现了大量带有修饰的 sncRNA, 更
加真实地反映了小RNA在体内的表达情况[91]。纳米

孔测序可以在天然RNA上进行 , 从而在建库过程中

保留RNA修饰 , 具有相当的准确性、较长的读取长

度和较大的通量 , 并已广泛应用于m6A和其他RNA
修饰的检测 [92]。除此之外还有针对Ψ、m7G、m5C、
m3C、m1A、Nm等修饰的检测技术[1], 这些RNA修饰

检测技术的开发 , 为表观转录组在RNA加工和细胞

生物学中的具体作用提供了新的视角(图3和表1)。

6   RNA m6A修饰与癌症进程
在过去的十年中 , 由m6A机制的改变引起的基

因表达失调已被广泛研究。m6A并被证明可以作为

癌蛋白或肿瘤抑制因子在癌症起始、进展和药物

反应中发挥重要作用。包括m6A修饰及其 “writer”、
“eraser”和 “reader”在内的异常特征可能作为癌症诊

断、预后和预测生物标志物 , 且具有巨大的临床治

疗潜力。

近年来越来越多的证据表明 , METTL3、MET-
TL14、WTAP作为m6A甲基转移酶在多种癌症中作

为致癌因子发挥着关键作用 , 在肿瘤中的高水平表

达通常与不良的预后相关 [13]。在急性髓系白血病

(AML)中 , METTL3、METTL14以及WTAP均异常

表达。这些蛋白通过m6A介导的方式增加致癌基因

mRNA靶点的稳定性和促进其翻译 , 同时导致抑癌

基因mRNA的失稳和表达抑制 , 因此对造血 /白血病

干细胞的自我更新和分化至关重要[13]。

目前有 3种METTL3的小分子抑制剂被报道。

UZH1a和UZH2是一组对映体化合物, 在结构上与甲

基转移酶辅助因子SAM相似 , 通过竞争性结合抑制

METTL3催化活性 , 降低了白血病细胞中的m6A水

平。STM2457是另一种METTL3抑制剂 , 其结构与

SAM无关 , 但是能以更加高效且更具选择性的方式占

用SAM的结合区域 (IC50=16.9 nmol/L), 抑制METTL3
的催化活性 , 在体外有效显著抑制AML细胞生长、

分化并促进其凋亡 , 并在多个AML小鼠模型中具有

良好的治疗活性 [93]。目前 , 以STM2457为基础开发

的STC-15正在进行临床 I期试验 (NCT05584111), 它
有着良好的临床活性 , 且在药理活性剂量范围内耐

受性良好[94]。

m6A去甲基化酶的失调在癌症中也很常见。

ALKBH5可以通过擦除m6A促进癌症干细胞的自我

更新、扩张和转移, 在许多恶性肿瘤中高表达。例如, 
胶质母细胞瘤干细胞样细胞 (glioblastoma stem cell-
like cells, GSCs)依赖于ALKBH5的高表达和优先的

铁转运 , ALKBH5去甲基化铁蛋白下游因子FOXM1
的新生转录本 , 增强了 FOXM1表达能力 , 促进了

GSC的肿瘤发生[95]。

FTO的高表达通过m6A依赖的机制促进了肿

瘤的发生与转移 , 标志着癌症患者的不良预后 , 抑
制 FTO能够抑制肿瘤细胞依赖的免疫检查点基因

LILRB4的表达, 重新编程免疫反应, 阻碍了癌症干细

胞的自我更新和免疫逃避 , 显示出了抗肿瘤作用 [96]。

最新的FTO的小分子抑制剂CS1和CS2通过直接与

FTO蛋白紧密结合 , 并占据催化结合位点 , 抑制FTO
催化活性, 从而抑制MYC通路并激活凋亡信号通路, 
进而显著降低患者AML细胞的活力与增殖速率 [96]。

这两种抑制剂的IC50均已达到nmol/L级别, 有效性在

先前FTO抑制剂FB23-2的基础上提升了10倍 , 并且

对高FTO水平的AML样本更具敏感性 , 具有高度的

临床应用可行性。

YTH蛋白家族作为最早被发现的m6A阅读器 , 
已经在许多癌症类型中得到了充分的研究。在AML
中, YTHDF2促进m6A转录本的降解, 在AML发展阶

段促进白血病干细胞的扩增 [97]。IGF2BP是癌症基

因组图谱 (The Cancer Genome Atlas, TCGA)中上调

最多的RNA结合蛋白之一 , 在大多数癌症尤其是晚

期癌症中高表达。IGF2BP以m6A依赖的方式调控经

典致癌基因的稳定性及储存 , 能够调控多种生长因
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子 , 促进癌症细胞上皮–间充质转化 , 加速癌症的进

程, 靶向IGF2BP2的抑制剂CWI1-2, 通过与IGF2BP2
选择性结合, 抑制其m6A阅读器活性, 且副作用较小, 
在体内和体外都显示出良好的抗白血病作用[98]。

m6A修饰因子在其他癌症类型中也可能作为肿

瘤抑制因子。例如 , 在结直肠癌中METTL3被发现

可以通过p38/ERK通路抑制癌细胞增殖、迁移和侵

袭[99]。在肝癌中METTL14以m6A依赖的方式通过促

进初级microRNA加工进而抑制癌症转移 [100]。因此, 

m6A及其调控蛋白在癌症中的作用具有复杂性 , 需
要在具体的癌症中加以深入研究。

RNA m6A修饰在细胞中分布的多样性以及调

控机制的复杂性提示它是转录后调控的一个关键因

子。不断改进的m6A测序技术使m6A机制的深入研

究成为可能, 未来的研究或许将解释单个细胞甚至

是单个位点上m6A修饰的作用机理 ; 药物筛选和合

理的药物设计策略产生了有效的 m6A修饰机制的

小分子抑制剂 , m6A的中心数据库已经被开发并被

A: m6A-seq与MeRIP-seq检测m6A修饰基于m6A特异性抗体, 其定位分辨率为100~200核苷酸; B: DART-seq技术通过招募胞苷脱氨酶至m6A位点, 
诱导特定位点的突变信号进行m6A修饰检测; C: 化学代谢标记法包括, m6A-SEAL、m6A-label-seq、m6A-SAC-seq; D: m6A-REF-seq和MAZTER-
seq检测m6A修饰基于m6A敏感内切酶MazF特异性切割ACA序列, 保留m6ACA; E: 选择性腺苷脱氨技术实现了全转录组m6A修饰的化学计量检

测; F: 纳米孔测序技术可以实现m6A及其他RNA修饰的直接检测。

A: m6A-seq and MeRIP-seq detect m6A modifications using m6A-specific antibodies, achieving localization resolution of 100-200 nucleotides; B: 
DART-seq technology detects m6A modifications by recruiting cytidine deaminase to m6A sites, inducing site-specific mutagenesis signals; C: chemi-
cal metabolic labeling methods include, m6A-SEAL, m6A-label-seq, and m6A-SAC-seq; D: m6A-REF-seq and MAZTER-seq detect m6A modifications 
through m6A-sensitive endonuclease MazF, which specifically cleaves ACA sequences while preserving m6ACA; E: selective adenosine deamination 
technology enables transcriptome-wide stoichiometric detection of m6A modifications; F: nanopore sequencing technology allows direct detection of 
m6A and other RNA modifications.

图3   m6A修饰检测技术

Fig.3   Detection technologies for m6A modification
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不断完善。随着研究人员对复杂生物过程中 m6A
修饰机制理解的不断推进, 针对表观转录组的治疗

策略也将被开发用于治疗人类疾病。总而言之, 以
m6A为代表的RNA修饰介导的调控机制极大地拓

展了我们对细胞命运调控的认知, 并为疾病治疗带

来了全新的思路。
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表1   检测m6A mRNA修饰的测序技术

Table 1   Sequencing technologies for the detection of m6A mRNA modifications
检测方法 RNA输入 基频分辨率 优点 缺点

Detection 
methods

RNA input Base resolu-
tion

Advantage Disadvantage

m6A-seq 400 μg mRNA or 2.5 mg 
total RNA

No The m6A map of human and 
mouse was mapped for the first 
time

m6A residues only be localized to transcript regions 
100-200 nt long

miCLIP 20 µg fragmented RNA 
after depleted ribosomal 
RNA

Yse Achieved single base localiza-
tion of m6A

The specificity and resolution are still limited, and the 
affinity variation and batch effect of antibodies lead to 
poor reproducibility

PA-m6A-seq 10 μg of mRNA Yse Achieved single base localiza-
tion of m6A

The specificity and resolution are still limited, and the 
affinity variation and batch effect of antibodies lead to 
poor reproducibility

m6A-LAIC-
seq

150 µg of total RNA Yse The stoichiometric information 
of m6A were depicted for the first 
time

The specificity and resolution are still limited, and the 
affinity variation and batch effect of antibodies lead to 
poor reproducibility

MAZTER-
seq

100 ng of mRNA Yse Avoiding the limitation of anti-
body resolution

Only reads m6A sites in ACA motifs that accounts for 
16%-25% of the total m6A sites in mRNA, and the 
quantitative power of MAZTER-seq is further chal-
lenged by the limited enzymatic efficiency of MazF

m6A-REF-seq 500 ng of mRNA Yse Avoiding the limitation of anti-
body resolution

Only reads m6A sites in ACA motifs that accounts for 
16%-25% of the total m6A sites in mRNA, and the 
quantitative power of MAZTER-seq is further chal-
lenged by the limited enzymatic efficiency of MazF

DART-seq 10 ng-100 ng of total RNA Yse Map m6A sites from low quanti-
ties of RNA

High false-positive rates derived from non-specific C-
to-U editing events

m6A-SEAL 200 ng mRNA No FTO protein that the method 
relies on is commercially avail-
able or can be easily purified in 
laboratory

The resolution of m6A-SEAL (~200 nt) is compatible 
with MeRIP

m6A-label-
seq

10 µg total RNA Yse Applicable to all m6A motif se-
quences and its entire procedure 
is easier to handle

Lack of a long time period of labeling and need to con-
sider the methionine analog-induced moderate cellular 
stress

m6A-SAC-
seq

~30 ng of mRNA or 
rRNA-depleted RNA

Yse The stoichiometry of m6A 
modification can be provided by 
converting A to m6A and m6A 
to m6

2A simultaneously through 
continuous methylation reactions

There are limitations at AAC sequence sites and quan-
tification relies on RNA based normalization

eTAM-seq 50 ng mRNA Yse Alow detection limit and 
maintain RNA integrity with no 
measurable degradation

May not work well for highly structured RNA; stoi-
chiometry estimation may be less accurate at lowly 
methylated sites or sites of compromised accessibility

GLORI 1 μg mRNA Yse Alow detection limit and 
maintain RNA integrity with no 
measurable degradation

High sequencing cost compared to enrichment-based 
methods; do not enable to direct distinguish m6A from 
some other A modifications
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