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真核生物基因组DNA 6mA表观修饰研究进展
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摘　要 ：众所周知，DNA 的 6mA 修饰在原核生物中，特别是细菌中发挥重要的作用，它控制着许多重要

的生物学过程，但这种 DNA 碱基修饰在真核生物中的存在与生物学功能一直还不清楚。近来的一系列研

究表明，6mA 在真核生物中不仅存在，并且可能是真核生物的一种新表观遗传学标记，具有重要的表观调

控功能。现对最新的真核生物 6mA 修饰研究进展进行简要综述，回顾并展望这种真核生物新表观修饰的基

本特征、潜在生物学功能及未来的研究方向。
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N6-methyladenine DNA modification in eukaryotic genomes
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Abstract: It has been widely accepted that DNA N6-methyladenine (6mA) plays an important role in controlling 
numerous biological functions in prokaryotes. However, the prevalence and function of this modification in 
eukaryotes are largely unknown. Recent studies highlight that 6mA does indeed occur, and plays an important 
epigenetic role in eukaryotes. Here, we briefly review the latest research discoveries of 6mA in eukaryotes. We also 
perform an analysis of the potential functions of 6mA, widening understanding of this new epigenetic mark in 
higher eukaryotes, and hence suggesting future studies in this field.
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DNA 甲基化是表观遗传机制中一种重要的

调控方式，主要包括 5-methylcytosine (5mC)、N4-
methylcytosine (4mC) 及 N6-methyladenine (6mA)
等 [1-3]。5mC 存在于原核生物和绝大多数真核生物

中，是脊椎动物中主要的修饰，参与调控染色体高

级结构维持、X 染色体失活，以及细胞功能的维持、

胚胎发育，乃至疾病的发生发展等过程 [4-6]。4mC
是存在于原核生物中的一种修饰，用以保护自身的

基因组 DNA 免受限制性内切酶的切除 [1]。6mA 主

要以高丰度存在于原核生物及一些低等的真核生

物 [2,7-8]。细菌中的 6mA 修饰在 DNA 复制 [9]、碱基

修复 [10]、基因表达调控 [11]、转座子调控 [12] 及宿主

与病原体之间的相互拮抗 [13] 等方面具有重要的调

控功能。真核生物基因组内 6mA 丰度比原核生物

基因组的 6mA 丰度低，长期以来，人们一直认为

6mA 在真核生物中可能是一种非典型的 DNA 碱基

修饰形式。因此，真核生物，特别是高等真核生物

中 6mA 修饰的产生、去除、分布、解读及功能长

期以来一直被忽视。最近两年，随着检测分析等研

究手段的不断进步，相关研究有了突飞猛进的发展，

取得了一系列重要的研究成果，使沉寂多年的 6mA
修饰研究重新引起广泛重视 [14]。目前普遍认为，

DNA 6mA 是真核生物基因组中一种新的表观遗传

修饰 [15-19]。本文主要对真核生物基因组 DNA 6mA
表观修饰的最新研究进展进行简要论述。

1　6mA的含量与分布特征

脊椎动物中 5mC 在整个基因组中所占比例通

常为 1%~6%，其中绝大多数 5mC 位点分布在 CpG
二核苷酸胞嘧啶的 C5 位置上，在某些 5mC 含量较

低的区域，多个 CpG 富集形成 CpG 岛，主要倾向

于分布在基因的第一外显子和启动子区域内，CpG
岛与基因的转录调控关系十分密切 [6,20]。借助于新

的定量分析检测手段，研究者目前已对多种真核生

物及不同组织的 6mA 修饰在基因组上的含量和分

布进行了精确检测，发现不同真核生物中以及同一

物种的不同发育阶段或不同组织中 6mA 的含量差

异较大，并且随生物发育阶段的不同而改变 [21-24]。

目前已定量的结果大概范围为 0.0001%~2.8% (6mA/
dA) 不等 ( 表 1)。其中，低等的单细胞真核生物中

6mA 含量相对较高，如 Mondo 等 [24] 发现真菌早期

分化谱系中的Hesseltinella vesiculosa基因组中 2.8%
的腺嘌呤发生了甲基化，这远远超过其他真核生物

和衍生真菌中观察到的水平，为目前在真核生物中

发现的含量最高的物种；四膜虫中 6mA 含量大约

为 0.8%，并且仅分布于大核，小核中没有信号 [25] ；

绿藻中的含量则为 0.4%~0.6%[26]。在更高等的真核

生物，特别是哺乳动物中，6mA 的含量降低，仅

以较高丰度存在于发育的特定时间以及特异的生

物学过程中，如线虫中的 6mA 含量波动较大，在

0.01%~0.4% 范围之内 [27] ；植物小麦中的 6mA 含量

约为 0.1% [28] ；在果蝇的头部、卵巢及胚胎发育的

后期阶段存在比较弱的 6mA 信号 (0.001%)，而在

胚胎发育的早期阶段 0.75 h 有较强的信号 (0.07%)，
表明 6mA 在果蝇胚胎的早期阶段含量很高，但随

着胚胎发育的进展迅速下降至比较低的水平 [23] ；

同样，斑马鱼和猪的早期胚胎基因组中 6mA 的含

量 (0.1%~0.17%) 也显著高于其他发育阶段的组织

(0.001%~0.004%)[22] ；小鼠胚胎干细胞 (embryonic 
stem cell, ES) DNA 的 6mA 含量极低 (0.0006%)，而

使用 H2A.X 抗体富集的 DNA 中 6mA 同样富集，

含量显著提高了 4 倍 [29] ；免疫荧光染色发现，在绝

大部分的小鼠心脏细胞中检测不到 6mA 信号的存

在，而其中一小部分的心肌细胞中却有明显的信号 [21]。

除了含量差异较大外，6mA 在不同物种基因

组上的分布位点差异也较大 ( 表 1)，在进化上具有

表1  真核生物基因组中6mA修饰的含量、分布及功能

物种 6mA含量(6mA/dA) 基因组分布区域 功能

真菌H. vesiculosa[24]	 2.8%	 TSS周围成簇分布 与基因的激活成正相关性

四膜虫[25]	 0.8%	 核小体的连接处TSS	 决定核小体的位置

绿藻[26]	 0.4%~0.6%	 核小体的连接处TSS	 决定核小体的位置，并激活基因的表达

秀丽线虫[27]	 0.01%~0.4%	 广泛分布，没有明显的位点倾向性 加快跨代生育能力丧失

小麦[28]	 0.1%	 —	 —
黑腹果蝇[23]	 0.001%~0.07%	 基因组的重复序列上 促进生殖细胞的分化，激活转座子表达

非洲爪蟾[54]	 0.009%	 外显子区域缺失该修饰 —
斑马鱼[22]	 0.002%~0.1%	 基因组的重复序列上	 —

小鼠[29]	 0.0007%	 基因间区，且主要在LINE元件上 ES细胞中可能抑制基因表达
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一定的规律性。单细胞真核生物中，6mA 主要位于

转录起始位点 (transcription start site, TSS) 附近，如

真菌 H. vesiculosa 的 6mA 修饰主要对称出现在

ApT 二核苷酸处，并且在 TSS 周围出现密集的

6mA 簇，其分布与 5mC 的分布呈负相关 [24] ；四膜

虫 [25] 和绿藻 [26] 基因组的 6mA 位点同样主要存在

于 TSS 附近的 ApT。有意思的是，绿藻中基因 TSS
附近的 6mA 富集峰之间的距离在 200 bp 左右，正

好等于 1 个核小体所缠绕的 DNA 大小，暗示在单细

胞真核生物中，6mA 修饰与核小体相位 (nucleosome 
positioning) 和 TSS 位点决定之间存在某种相关性。

在多细胞真核生物，如线虫中 6mA 在基因组上广

泛分布，没有明显的位点倾向性 [27] ；果蝇卵巢基因

组DNA的6mA则更多地富集于转座子元件区域 [23]；

斑马鱼早期胚胎中 6mA 绝大部分位于基因组的重

复序列上 [22] ；小鼠 ES 细胞 6mA 主要富集在基因

间区，且主要在 LINE 元件上，特别是长 LINE 元

件上 [29]。以上结果反映了 6mA 修饰在真核生物中

分布及潜在功能的多样性。

2　6mA修饰酶及阅读器蛋白

确定 6mA 是不是一种新表观遗传学标记一个

重要的证据是体内是否具有完整的 6mA 催化酶学

系统和表观信号识别系统，即甲基转移酶 (writer)、
去甲基化酶 (eraser) 和阅读器蛋白 (reader)( 图 1)。

2.1　6mA甲基转移酶

DNA 的甲基化修饰是生物体在受到不同内源

及外源性因子的刺激作用下，以 S- 腺苷甲硫氨酸

(S-adenosyl-L-methionine, SAM) 为甲基供体，通过

甲基转移酶的生物催化，将甲基基团转移到 DNA
碱基上。在细菌中，6mA 的甲基转移酶主要有

Dam、CcrM 等，它们识别的催化位点分别为 GATC
和 GANTC[30-31]，5mC 的甲基转移酶主要为 Dcm[32]。

哺乳动物中 DNA 的 5mC 甲基转移酶主要有 DNMT1
和 DNMT3A/B/L，其中 DNMT1 催化刚合成的双链

DNA 中的新合成链上与母链内 5mC 相应的胞嘧啶

的甲基化；DNMT3A 和 DNMT3B 为从头甲基转移

酶，DNMT3L 则没有单独的催化活性，是 DNMT3A、

DNMT3B 的调节因子 [33-34]。

而真核生物中 DNA 6mA 甲基转移酶长期以来

都是空白，有研究对原核生物的甲基转移酶在真核

生物中的同源基因进行了模拟分析，预测了可能的

甲基转移酶 [30]。其中，细菌 M.MunI 在真核生物中

的同源物 MT-A70 结构域家族蛋白最为保守，已报

道的 mRNA m6A 甲基转移酶 METTL3 和 METTL14
即属于这个家族蛋白 [35-36]。Liu 等 [36] 报道表明，

METTL3 和 METTL14 在体外对 DNA 也有弱的

6mA 甲基化活性。2015 年，Greer 等 [27] 研究发现，

在线虫中敲低 DAMT-1 (MT-A70 家族蛋白 ) 能够显

著降低基因组的 6mA 含量，而在昆虫细胞中过表

A：DAMT-1为线虫的6mA甲基转移酶，催化dA形成6mA；NMAD-1、DMAD及AlkBH1分别是线虫、果蝇和小鼠基因组中

6mA修饰的去甲基化酶，催化6mA的去甲基化。目前在真核生物中尚未发现特异性的DNA 6mA阅读器蛋白。B：在真核生物

中，6mA的甲基化酶、去甲基化酶和阅读器蛋白协同作用于基因组DNA，参与调控基因的表达。

图1  真核生物基因组中6mA的动态可逆调控过程
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达 DAMT-1 能够提高基因组的 6mA 含量，过表达

酶活区突变的 DAMT-1 则没有明显变化。尽管目前

还缺乏直接的体外酶活的证据，以上结果已表明

DAMT-1 可能为线虫的 6mA 甲基转移酶 ( 图 1A)。
METTL4 是 DAMT-1 在哺乳动物中的同源物，而其

是否也具有 6mA 催化活性目前尚不清楚，对其酶

活及功能还有待进一步的研究。

2.2　6mA去甲基化酶

DNA 甲基化修饰往往是一个受调控的动态可

逆过程，即存在去甲基过程。去甲基化主要包括主

动去甲基化和被动去甲基化作用，其中主动去甲基

化指的是一种去除甲基基团或对其进行修饰的酶促

过程。在脊椎动物中，TET 家族蛋白 (TET1、TET2
和 TET3) 能够把 5mC 催化为 5hmC，及进一步催化

5hmC 为 5fC 和 5caC，并最终通过碱基切除修复完

成主动去甲基化过程 [37-40]。

总体来讲，真核生物基因组中 6mA 的含量很

低，其中一种可能是真核生物中 6mA 在甲基转移

酶催化形成后很快被去甲基化酶去除，从而在总体

上维持一个低 6mA 的水平。这一过程中，去甲基

化酶在调控6mA整体动态水平中起主导作用，因此，

发现 6mA 去甲基化酶是解开真核生物基因组 6mA
修饰研究的重要途径。在大肠杆菌中，6mA 是

AlkB 双加氧酶的底物之一 [41]。AlkB 家族蛋白在进

化上是非常保守的 [42]，目前研究表明人类基因组中

AlkB 家族至少存在 9 种同源物，分别为 AlkBH1~8
及 FTO，这其中的 FTO 和 AlkBH5 是 mRNA m6A
修饰的去甲基化酶 [43-44]。Greer 等 [27] 研究表明，敲

除 NMAD-1 (AlkB 家族蛋白 ) 的线虫基因组 DNA
的 6mA 含量显著上升，并且 NMAD-1 在体外也具

有 6mA 去甲基化的活性，因此，NMAD-1 可能为

线虫的一种 6mA 去甲基化酶。还有研究发现

Alkbh1 基因缺失突变小鼠细胞中 6mA 含量增加，

并导致转录沉默，AlkBH1 也可能是小鼠中作用于

6mA 修饰的一种去甲基化酶 [29]。DMAD 作为哺乳

动物 TET 家族蛋白在果蝇中的唯一同源物，在果

蝇体内并不具有催化 5mC 成为 5hmC 的活性；相反，

DMAD 突变体中 6mA 修饰含量与野生型相比显著

上升，特别是头部 6mA 的含量是野生型头部的 100
倍，达到了 0.1%。体外实验也证明，DMAD 具有

直接催化 6mA 修饰去甲基的活性，以上证据表明

DMAD 为果蝇基因组中 6mA 修饰的去甲基化酶 [23]

( 图 1A)。真核生物中是否还存在其他的 DNA 6mA
去甲基化酶还有待今后进一步研究。

2.3　6mA阅读器蛋白

在甲基修饰介导的调控过程中，甲基阅读器蛋

白能够特异识别并结合到修饰位点上，招募其他重

要分子而起到桥梁作用。在哺乳动物中，MBD 家

族蛋白 (MBD1、MBD2、MBD3、MBD4 和 MeCP2)
是最早发现，也是最主要的一类 5mC 甲基阅读蛋

白，这类蛋白通过募集各类复合物至 5mC 位点，

参与调控基因转录抑制及染色质高级结构的组装

等过程 [45-47]。此外，含有 YTH 功能结构域家族的

蛋白 (YTHDF1、YTHDF2、YTHDF3 和 YTHDC1)
能特异结合 mRNA 的 m6A 甲基化修饰序列，在介

导 mRNA 的代谢、选择性剪切及蛋白质翻译等生

物学过程中发挥调控功能 [48-51]。有关真核生物的

DNA 6mA 研究在这两年才取得重要进展，截至目

前尚未发现特异性的 DNA 6mA 阅读器蛋白，大规

模筛选鉴定 6mA 阅读器蛋白是研究 6mA 修饰的调

控网络和生物学功能的重要突破口。

3　6mA的生物学功能

6mA 的生物学功能目前所知甚少，已有证据

表明其可能与基因转录表达、遗传信息传递、细胞

分裂分化及早期胚胎发育等过程密切相关 [23-24,26-27,29]。

真菌 H. vesiculosa 的 5mC 和 6mA 在基因组上

的分布存在着负相关性，当 5mC 出现在基因组的

重复区域时，6mA 便会出现在启动子上，并且

6mA 与基因的激活呈正相关 [24]。四膜虫中，大核

为多倍体营养核，通过转录表达基因负责细胞的正

常代谢、有丝分裂及分化控制，二倍体的小核是基

因的贮存地，是转录失活的。而 6mA 主要存在于

大核中，可能直接决定大核中核小体的相位和基因

的表达，同样，绿藻中的 6mA 修饰也可能具有类

似功能 [26,52]。在线虫中，H3K4me2 去甲基化酶

spr-5 突变体中的 6mA 要明显高于野生型，并且

6mA 含量随隔代遗传增加，去除 spr-5 和 DNA 去

甲基转移酶 NMAD-1 都可以加快跨代生育能力丧

失的步伐；相反，去除 6mA 甲基转移酶 DAMT-1
则显著抑制 spr-5 突变体隔代遗传的表型，这表明

在线虫中 6mA 和组蛋白 H3K4 甲基化有可能协同

传递遗传信息 [27]。

在果蝇中，6mA 去甲基化酶 DMAD 介导的

6mA 修饰促进早期生殖细胞的分化，并可能通过减

少转座子区域的 6mA 修饰来维持转座子的沉默，

在卵巢早期生殖细胞的调控中发挥重要功能 [23]。此

外，果蝇早期胚胎中 6mA 修饰含量较高，并随着
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胚胎的发育迅速下降到很低的水平，在斑马鱼及猪

的早期胚胎中同样如此 [22]。这表明在这些物种的早

期胚胎中可能存在 6mA 的主动去甲基化过程，

6mA 与其他表观调控因子协同作用，共同推动早期

胚胎发育的基因表达由母型向合子型转变。

此外，研究人员在哺乳动物中采用 RNA-seq
对敲除 Alkbh1 的 ES 细胞进行转录组测序分析，结

果显示 550 个基因表达下调，其中大部分为发育因

子或种系特异性基因，并且这些下调基因明显集中

于 X 染色体上，这表明 ES 细胞中 6mA 增多会导

致基因沉默，6mA 抑制了基因表达，这与之前在其

他物种中发现的 6mA 作用有所不同 [29]。

表观遗传学研究中一个很大的热点和难点，是

表观遗传如何去实现跨代遗传。从目前为数不多的

研究结果来看，线虫基因组中的 DNA 6mA 修饰具

有跨代遗传的表型。在果蝇、斑马鱼和猪等多细胞

真核生物中，DNA 6mA 修饰似乎是在卵子发生过

程中，提前“预设”在卵子基因组中，并跨代传递

给合子。作为一种新的表观遗传修饰，DNA 6mA
是否是跨代遗传的一种重要机制，值得进一步深入

研究。此外，6mA 在脊椎动物中的生物学功能备受

关注。现有的研究结果一方面表明，6mA 可能在重

编程或其他一些分化过程 (5mC 缺失的发育节点 )
中作为替代的 DNA 标记发挥重要的调控功能；另

一方面，虽然大部分的脊椎动物基因组受 5mC 的

调控抑制，但其中也有很多区域，特别是重复序列

元件中没有 CpG 或 CpG 很少，6mA 在这些区域的

分布表明这些区域的调控可能并不依赖 5mC，而受

6mA 的调控。因此，尽管整个基因组水平的 6mA
含量很低，特定位置 6mA 的富集分布依然发挥着

重要调控功能。

总之，6mA 作为真核生物基因组 DNA 上一种

新的表观修饰标记，在真核生物的进化演变过程中

并不保守，含量与分布的种属及组织差异性较大，

并可能与其他的表观修饰体系存在着复杂的协同修

饰关系，从而使得它在不同进化等级的物种中具有

多样化的生物学功能。 

4　6mA检测分析技术

早期的 6mA 研究由于受到检测技术手段的限

制进展较为缓慢，而随着近几年来新技术的不断出

现，使相对处于低丰度的6mA修饰的研究成为可能，

研究手段也更为多样化。首先，基于 6mA 抗体的

点杂交 (Dot-blot) 及免疫荧光技术可以对 6mA 的含

量及分布进行初步的分析 [23,27] ；超高效液相色谱 -
串联质谱 (UHPLC-MRM-MS/MS) 可以将 6mA 的检

测分辨率精确到 10−6，实现了对组织样品中微量

6mA 修饰的精确定量 [23,29,53] ；基于 6mA 抗体免疫

共沉淀和高通量测序技术 (MeDIP-Seq) 及 6mA 敏

感的 CviAII、DpnI 及 DpnII 酶切和高通量测序技术

(6mA-RE-seq)，研究者可以初步获得基因组上的

6mA 修饰数量和分布特征 [23,26,54-56] ；而更为精确的

6mA 单碱基分辨率技术开发也在不断探索当中，如

SMRT (single-molecule real-time sequencing) 技术已

被开发用于 6mA 修饰的单碱基位点的分析，如细

菌 [57-58]、真菌 [24]、线虫 [27] 及小鼠 ES 细胞 [29,59] 等

的6mA修饰位点。但该方法目前还存在测序成本高、

无法区分 1mA 和 6mA 以及数据分析困难等缺点。

相信随着今后仪器的不断升级、测序成本的下降及

分析算法的不断完善，该方法将逐步被研究者广泛

使用。此外，Hong 等 [60] 最近发现 Ag+ 能够选择性

地稳定A-C错配，相反会使6mA-C错配变得不稳定，

利用此特性也可通过 PCR 扩增对 6mA 修饰进行单

碱基水平的位点分析。

5　展望

尽管近两年来对真核生物 6mA 修饰已进行了

较多的研究，但其具体功能还知之甚少。今后针对

高等真核生物，特别是哺乳动物 6mA 修饰的研究

势必会引起更多科学家的重视，成为表观遗传领域

的研究热点之一。

目前，研究者已发现部分物种的可能的 6mA
甲基转移酶和去甲基化酶，而要揭示整个完整的酶

学系统还需要有大量的工作，这也是能否深入研究

6mA 机制和功能的重要突破口。另外，到目前为止

还未找到相关的 6mA 阅读器蛋白，而这些蛋白可

以通过结合甲基化位点，从而招募其他的重要分子

发挥相应的功能，对研究 6mA 的调控机制和功能

有着重要的推进作用。由于目前分析测序技术限制，

6mA 的单碱基位点鉴定仍面临着很大的挑战，还需

要有更多新技术的产生与完善，相信这方面新技术

的广泛开发及应用势必会推动该领域的发展。不同

物种中 6mA 的含量分布及功能差异较大，呈现多

样性的特征，那么这些修饰在进化过程中是如何保

持和演变的，又是如何与其他表观修饰协同进化的，

这些问题的回答都将对揭开 6mA 修饰在复杂调控

网络中的生物学功能具有重要意义。
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