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真核 5-甲基胞嘧啶 (m5C) RNA 甲基转移酶的作用机制研究 
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【摘要】5-甲基胞嘧啶(m5C)是一种丰富的核糖核酸（RNA）修饰，其存在于多种 RNA 中，包括细胞

质和线粒体的核糖体 RNA (rRNAs)和转移 RNA (tRNAs)，以及信使 RNA (mRNA)、增强子 RNA (eRNAs)和
一些非编码 RNA。在真核生物中，RNA 胞嘧啶的 C5 甲基化是由 NOL1/NOP2/SUN 结构域(NSUN)家族的酶

以及 DNA 甲基转移酶同源物 DNMT2 催化的。近年来，甲基转移酶催化的底物 RNA 和修饰的靶核苷酸已

经得到鉴定，结构分析和生化分析学为研究这些酶是如何实现靶特异性奠定了基础。这些酶的功能特征及

其介导的修饰揭示了它们在线粒体和核基因表达的不同方面的重要作用。重要的是，这些发现使我们能够

更好地理解编码 m5C 甲基转移酶的基因突变或这些酶的表达水平的改变所导致的一些疾病的分子基础。 
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【Abstract】 5-methylcytosine (m5C) is a rich ribonucleic acid (RNA) modification, which exists in a 
variety of RNA, including cytoplasmic and mitochondrial ribosomal RNA(RRNAs) and transfer RNA(tRNAs), as 
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核酸的化学修饰是一个关键的细胞过程。在

DNA 中检测到的修饰相对有限（6 种），而 RNA
中存在的修饰种类要高得多，到目前为止报道的修

饰类型超过 140 种[1]。在真核生物中，DNA 中的
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5-甲基胞嘧啶(5mC)及其氧化衍生物 (5-羟甲基胞

嘧啶(5hmC)、5-甲基胞嘧啶 (5fC) 和 5-羧基胞嘧啶 
(5caC) 是最主要的修饰方式，可以通过各种不同的

机制调控基因的表观遗传[2]。然而，5-甲基胞嘧啶

(m5C)也存在于不同的 RNA 中，它已成为基因表达

许多方面的重要调节因子，包括 RNA 输出、核糖

体组装、翻译和 RNA 稳定性。目前有许多 m5C 的

检测方法，如亚硫酸氢盐测序、抗 m5C 交联和免疫

沉淀(CLIP)、Aza-IP 和甲基化 ICLIP(MICLIP)，使

得 m5C 在基因组和转录组中修饰的位置都有精准

的定位。在这篇综述中，我们讨论了目前关于人类

RNA m5C 修饰的机制，重点是 m5C 甲基转移酶的

作用机制、细胞功能及其作用位点的修饰，以及这

些酶缺陷对疾病发生的影响。 
1 真核 m5CRNA 甲基转移酶及其催化机制 
已知 RNA 中的 m5C 是由 NOL1/NOP2/SUN 结

构域(NSUN)蛋白家族的成员引入的，该家族包含人

类NSUN家族中的7个成员(NSUN1-7)[3]以及DNA
甲基转移酶(DNMT)的同源物 DNMT2。NSUN1、
NSUN2 和 NSUN5 在真核生物中都是保守的(在酵

母中，分别命名为 Nop2、Trm4 和 Rcm1)，而其余

的 NSUN 蛋白仅存在于高等真核生物中。NSUN 蛋

白是 S-腺苷甲硫氨酸(SAM)依赖性甲基转移酶，其

典型结构特征是 RNA 识别基序(RRM)和容纳 SAM
辅助因子的 Rossman 折叠催化核心。机制上，NSUN
蛋白家族在活性位点使用两个催化的半胱氨酸，而

DNMT2 更倾向是使用单一活性位点半胱氨酸的

DNA 甲基转移酶[4, 5]。在这两种机制中，蛋白质

的半胱氨酸和 RNA 中的胞嘧啶之间形成共价中间

体，以激活缺电子的嘧啶杂环，使 C5 对 SAM 的甲

基亲核攻击。 
NSUN 家族利用位于氨基酸基序 VI 中的半胱

氨酸对 RNA[4]中目标胞嘧啶的碳 6 进行亲核攻击。

在所有 7 个人类 NSUN 变异体中，催化半胱氨酸之

前都有苏氨酸。在基序 IV 中，与脯氨酸的主链羰

基和天冬氨酸侧链的氢键将碱基定位在活性位点，

并通过胞苷内环 N3 的瞬时质子化协助形成键。然

后，活化的核酸碱基接受来自 SAM 辅助因子的甲

基，从而形成碳碳键和生成 S-腺苷同型半胱氨酸

(SAH)。为了完成这一反应，共价结合的甲基化 RNA
必须从酶中释放出来。这一释放过程是由位于

NSUN 蛋白基序 IV 中的半胱氨酸辅助的。这种半

胱氨酸位于部分保守的脯氨酸旁边，作为脱质子的

碱基，并启动释放反应。对于 NSUN1 蛋白 Nop2
的酵母同源物，已经证明在苏氨酸旁边的基序 VI
中的半胱氨酸是功能[6]所必需的。此外，对 NOP2
以及人 NSUN2 和 NSUN3 的研究表明，半胱氨酸在

基序 IV 中突变为丙氨酸或丝氨酸，导致稳定的共

价键[7-9]。与 NSUN 蛋白相比，DNMT 家族的甲基

转移酶在基序 VI 中不含有半胱氨酸，而是使用基

序 IV 中的半胱氨酸作为亲核剂在碳 6 处攻击。基

序 VI中保守的谷氨酸在NSUN 酶的基序 IV 中起着

天冬氨酸的作用，通过 N3[10]的质子化促进共价键

的形成。因此，在 NSUN 和 DNMT 甲基转移酶家

族中，基序 IV 和 VI 的作用似乎被转换。用抑制剂

对含有 5,6-二氢嘧啶的共价键进行了结构研究，如

5-氟嘧啶底物类似物，与酶形成稳定的复合物[11]。
另外，5-氮胞嘧啶作为抑制剂，导致核酸和酶之间

稳定的共价交联。 
2 m5C RNA 甲基转移酶的细胞功能及其特定

位点的修饰 
2.1 NSUN1 和 NSUN5 修饰细胞质核糖体 RNA

（rRNA） 
真核生物细胞质核糖体是一种大型核糖核蛋白

复合物，由四种核糖体 RNA (rRNAs)和大约 80 种

核糖体蛋白组成，是细胞中蛋白质产生的场所。在

rRNAs 成熟过程中，rRNA 会发生大量的化学修饰，

其中大多数是由小核仁 RNPs (SnoRNPs)引入的 2’
-O-核糖甲基化或假尿苷[12, 13]。真核生物的 rRNA
还含有许多碱基修饰，例如在28S/25S rRNA的3761
（人)/2870(酵母)和 4413(人)/2278(酵母）两个位置

上发生的 m5Cs 修饰。由 NSUN5（人）/Rcm1（酵

母）修饰甲基化的是 28S-C3761/25S-C2278 的 C5，
而 NSUN1（人）/NOP2（酵母）靶向的是 28S-C4413/ 
25S-C2870[14, 15]。在成熟核糖体内，这些修饰位

于大核糖体亚单位（LSU）和亚单位间桥 eB14 内的

肽转移酶中心（PTC; 28S-C4413/ 25S-C2870）附近。 
在分子水平上，m5C 通过促进碱基堆积和增加

鸟嘌呤氢键的热稳定性从而稳定 RNA 结构[16, 
17]。因此，rRNA 中存在的 m5Cs 可能有助于稳定

核糖体这些功能重要区域内的 rRNA 折叠。与此一

致，在酵母中，Rcm1 的缺失会影响氧化应激条件
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下 25S rRNA 中螺旋 69/70 的结构构象[14]，而且

25S-G2288附近的 25S-m5C2278和 2'-O-甲基化的同

时缺失会极大地破坏 LSU 前体的稳定性[15]，这表

明 LSU 核糖体蛋白的募集失败。Rcm1/NSUN5 介
导的 m5C 修饰会进一步影响核糖体功能，有研究

发现，从酵母中删除 Rcm1 可促进提前终止密码子

的读取[14]。在成熟的酵母核糖体中，m5C2278 直

接与核糖体蛋白 eL41 (RPL41)接触，该蛋白在翻译

过程中充当小亚基(SSU)旋转的枢纽[18]，这可能为

修饰如何影响翻译提供了分子基础。虽然已知 LSU
的生物发生需要 NSUN1/Nop2[19]，但有研究表明

一些 RNA 修饰酶除了催化修饰之外还有其他功能

[20]，但尚不清楚 NSUN1 或 28S-m5C3761 是否对

LSU 组装有重要作用。 
2.2 细胞质转运 RNA(tRNA) 由 NSUN2 、

NSUN6 和 DNMT2 催化甲基化 
转移 RNA（tRNA）是修饰最广泛的细胞 RNA。

已有研究证明三种 m5C 甲基转移酶 NSUN2，
NSUN6 和 DNMT2 对细胞质 tRNA 修饰起作用。尽

管 NSUN6 和 DNMT2 分别负责 tRNA C72 和 C38
位的甲基化，但 NSUN2 具有更宽的靶谱，能够在

若干不同的 tRNA 以及其他 RNA 中修饰多个位置

（C34、C40、C48、C49 和 C50）[7]。 
虽然 tRNA 的修饰发生在 tRNA 生物发生的不

同阶段，但大多数 tRNA 修饰酶是在核内的，这表

明大多数修饰发生在 tRNA 生物发生的早期阶段。

与此相一致，NSUN2 主要定位于细胞核，并且

NSUN2 介导的 tRNALeu（CAA）C34 的甲基化修

饰仅发生在含有内含子的 tRNA 前体上[21]。值得

注意的是，在人类和果蝇中，DNMT2 存在于细胞

核和细胞质中，这表明 m5C38 的修饰也可能在

tRNA 生物发生的后期阶段发生[22]。值得注意的

是，NSUN6 定位在细胞质，且在靠近高尔基体和中

心粒部位更为丰富[23]，表明 tRNA C72 部位的甲基

化修饰是出核后发生的。 
一般来说，在 tRNA 核心内部的修饰，可以影

响 tRNA 结构、稳定性，而在 tRNA 反密码子的修

饰则通过影响密码子-反密码子相互作用从而有助

于 tRNA 发挥功能；tRNALeu（CCA）是唯一在反

密码子内由 m5C 甲基转移酶修饰的细胞质

tRNA[21]。然而，tRNALeu（CAA）-m5C34 是在反

密码子位置形成的超修饰化的中间体，当内含子去

除后，m5C 由 α-酮戊二酸和 Fe2+依赖性双加氧酶

ALKBH1 氧化，以产生 5-羟甲基胞嘧啶（hm5C），

5-甲酰胞嘧啶（f5C），然后在将 tRNA 运输到细胞

质后，FTSJ1 以介导 2'-O 核糖甲基化修饰，产生 5-
羟甲基-2'-O-甲基胞苷（hm5Cm），5-甲酰-2'-O-甲
基胞苷（f5Cm）。有趣的是，tRNALeu（CCA）的

摆动碱基修饰与调节翻译有关[24]。在酵母中，

tRNALeu（CCA）的 C34 在正常条件下也会发生化

学修饰，但在氧化应激时甲基化修饰程度增加。这

导致密码子中富含 UUG 的 mRNA 的翻译增强，例

如 氧 化 应 激 反 应 所 需的 核 糖 体 蛋 白 eL22a 
（Rpl22a）[24]。DNMT2 介导的 tRNAAsp （GUC）

的

反密码子环中C38的甲基化也促进了特定基因子集

的翻译，但在这种情况下，该修饰促进了与天门冬

氨酸-tRNA 合成酶的关联，导致氨酰化和富天冬氨

酸蛋白的翻译增强[25]。DNMT2 介导的 C38 修饰

也被认为通过提高同源和近同源密码子之间的区分

度来影响翻译的准确性；缺乏 tRNA Asp-m5C38 会
降低 tRNAAsp 与邻近同源的 tRNA（例如 tRNAGlu）

竞争的能力，导致氨基酸误入率增加[26]。 
细胞质 tRNA 中的其他 m5C 修饰均存在于反密

码子环之外，因此该 m5C 修饰可能主要影响 tRNA
结构和稳定性。NSUN2 甲基化酶负责在与 T 环交

界处的可变环内 m5C-48/49/50 的修饰。值得注意的

是，NSUN2 介导的可变环内的甲基化也已被证明可

以保护 tRNA 免受应激引起的、由血管因子介导的

内切核苷酸的侵害。缺乏 m5C48/49/50 修饰的 tRNA
被血管紧张素更多地切割，导致 5' tRNA 衍生的小

RNA 片段的积累，从而触发细胞应激并导致疾病。

与 NSUN2 介导的修饰相比，NSUN6 介导的 m5C72
修饰位于 tRNA 受体臂内，目前，这些修饰的确切

作用仍然未知。 
2.3 NSUN3和NSUN4介导线粒体RNA的m5C

甲基化修饰 
线粒体基因表达对于氧化磷酸化系统成分的产

生至关重要。虽然氧化磷酸化系统中的这些蛋白质

的大多数是由线粒体信使 RNA（mt-mRNA）编码

的，而且 12S 和 16S mt-rRNA 和 22mt-tRNA，也都

是从线粒体基因组中转录的，但线粒体翻译机制的

组装需要大量核编码的蛋白质。七种 NSUN 蛋白中



栾娜，周钦，王建伟                                        真核 5-甲基胞嘧啶 (m5C) RNA 甲基转移酶的作用机制研究 

- 7 - 

有两种（NSUN3 和 NSUN4）在细胞质核糖体上合

成，并定位在线粒体上。NSUN4 在进入线粒体之后，

其含有 25 氨基酸的线粒体导肽即被切割，这表明

NSUN4 是通过 TOM-TIM23 通道进入到线粒体的

[27]。虽然 NSUN3 已被证明能够定位到线粒体，但

它进入线粒体的通道尚未报道[28]。 
NSUN4 负责在小鼠 12S rRNA(相当于人类的

12S-m5C 841)的 911 位介导 m5C 修饰，该修饰位于

线粒体小核糖体亚单位 (mt-SSU)的解码位点内

[29]。与其他 NSUN 蛋白相比，NSUN4 缺乏 RNA
识别基序，与线粒体转录因子 MTERF4 形成异二聚

体复合物[30]。然而，MTERF4 对 NSUN4 介导的

mt-12S-C911 的 C5 甲基化不是必需的，这表明这是

甲基转移酶的独立功能。与 NSUN4 相反，NSUN3
是一种线粒体 tRNA m5C 甲基转移酶，特异性介导

mt-tRNAMet 的摆动位置(C34)[31]。Mt-tRNAMet- 
C34 在体内几乎完全修饰，有趣的是，尽管重亚硫

酸盐和还原性重亚硫酸盐测序分析表明在该位置存

在一些 m5C，但大多数被 ALKBH1 进一步氧化生

成 f5C。 
2.4 mRNA 中的 m5C 修饰 
在利用从HeLa细胞中提取的RNA的双硫酸盐

测序进行的一项开创性研究中，报告了大约 8500 
mRNA 中的 10，000 多个 m5C 位点[32]。随后，

m5C 检测方法在不同生物体和细胞类型的 RNA 中

展开应用，包括小鼠胚胎干细胞（ESC）[33]，各种

小鼠组织（小肠，心脏，肌肉，大脑，肾脏和肝脏），

植物，酵母菌，和古细菌[34]。这些研究支持 mRNA
中存在 m5C 修饰，并提示 m5C 在 5'和 3'非翻译区

（UTR）中较为丰富，在靠近翻译起点位置尤为突

出。然而，在这些研究中检测到的 m5C 的数量和位

置差异很大，也有研究表明 mRNA 上的 m5C 修饰

要么没有，要么很少。出现这种差异的原因，可能

是由于细胞类型特定修饰的存在，但也可能由于目

前可用的 m5C 检测方法的局限性和偏差而导致。因

此，mRNA 中的 m5C 数量和位置仍然存在争议，

需要进一步的研究解决这些问题。目前，尚未确认

mRNA 中介导 m5C 修饰的甲基转移酶，mRNA 中

m5C 的功能在很大程度上仍未明确。一些研究结果

表明 NSUN2 与 mRNA 甲基化有关联。据报道，

NSUN2 的敲低、过表达可以改变 mRNA 中的 m5C

总量，而非 NSUN1、NSUN5 或 NSUN6[35]。 
体外甲基化检测和分析表明，NSUN2 在特定的

mRNA（例如 p27（KIPI）、CDK1、p21、SHC、ICAM、

p53、E2F3 和 ErbB2 中介导 m5C 的修饰，并且这些

修饰会影响 mRNA 翻译[36]。然而，缺乏证据支持

这些修饰存在于内源性 mRNA 中。有研究表明，

mRNA中的m5C 修饰可以通过影响RNA-蛋白质相

互作用发挥其功能[35]。 
3 m5C RNA 甲基转移酶在发育和疾病中的作

用 
与 m5C 甲基转移酶在 RNA 代谢中的重要作用

一致，编码这些甲基化酶的基因突变与各种人类疾

病有关，在各种癌症中观察到 m5C 甲基转移酶的表

达水平变化。NSUN2 功能丧失的突变是几种神经发

育障碍的基础[37]。在常染色体隐性智力残疾个体

中检测到 NSUN2 基因的纯合突变，该突变导致蛋

白质中甘氨酸 679 取代精氨酸（p.Gly679Arg）[38]。
这种氨基酸的改变通过阻止 NSUN2 在细胞核中作

用位点的定位从而阻碍 NSUN2 发挥作用。NSUN2
也与 Dubowitz 综合征有关，Dubowitz 综合征的特

点是小头症、生长和智力迟钝、湿疹和典型的面部

特征；exon6 的纯合突变导致 NSUN2 mRNA 的不

稳定性、蛋白质水平显著降低以及 NSUN2 靶 RNA 
甲基化的减少（tRNAAsp（GUC）

的 m5C47/48）[39]。
在小鼠中，研究发现由于缺乏 NSUN2 介导的 tRNA
甲基化导致的 5'tRNA 片段的积累会损害神经发生，

导致上层神经元产生减少和大脑发育减少，这部分

揭示了在 NSUN2 功能受损的人类中观察到的神经

发育障碍的机制基础[40]。 
缺乏NSUN3介导的修饰会影响线粒体的翻译，

导致线粒体功能降低。NSUN3 的缺乏阻碍了小鼠胚

胎干细胞向神经外胚层谱系的分化，这意味着线粒

体翻译功能降低会影响正常的分化程序[41]。 
对小鼠的研究表明，在发育过程中，NSUN7

在广泛的组织中表达[42]，但在成人中，主要存在

于睾丸细胞中，尤其是精母细胞和单倍体精子细胞。

此外，导致 Gln333 转化为终止密码子(p.Gln333*)
的化学诱导突变导致精子活力降低，导致不育或低

生育力。在弱精子症患者中已鉴定出 NSUN7 外显

子 4 和外显子 7 的点突变，其将 Val 157 转变为终

止密码子(p.Val157*)并诱导丝氨酸替换为丙氨酸
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[43]。到目前为止，在编码 m5C 甲基转移酶 NSUN1，
NSUN5和NSUN4的基因中没有发现特定的疾病相

关突变。然而，NSUN4 的缺失是胚胎致死性的，并

且发现小鼠心脏组织中的条件性 NSUN4 敲除会导

致心肌病[29]。Williams-Belen 综合征是由于位于染

色体 7q11.23 处关键区域的一段约 1.5 Mb 缺失造成

的 NSUN5 基因无法正常表达，这提高了由于

NSUN5 修饰酶或 28S-m5C3761 缺失造成的多系统

疾病发生的风险[44]。然而，果蝇和秀丽隐杆线虫

NSUN5 同源物在衰老细胞中的表达减少。NSUN5
及其同源 RNA 修饰的减少有助于通过促进应激相

关的 mRNA 的翻译，从而抵消衰老相关的影响，延

长生物体的寿命[14]。 
4 总结 
通过揭示七种 NSUN 蛋白和 DNMT2 对 RNA

底物的修饰在细胞质和线粒体核糖体组装和翻译中

的重要作用，以及在调节 tRNA 稳定性、mRNA 输

出和转录中的重要作用，有助于我们对 m5C 修饰在

基因表达调节中的作用的认识。虽然各种 m5C 检测

方法的发展极大地扩展了转录组中潜在的 m5C 位

点，但 m5C 修饰在低丰度 RNA 物种中的修饰范围

和精确位置仍需要进一步明确。此外，m5C 甲基转

移酶如何与蛋白质或酶协调发挥作用的机制也需要

进一步探究。 
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