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  微小 RNA( microRNAs , mi RNAs) 是一类长度约为22 个

核苷酸的内源单链 RNA, 它自身不含开放阅读框( ORF) , 不

具备编码蛋白质的能力。成熟 mi RNA 的5′端为磷酸基团 ,

3′端为羟基[ 1 - 3] 。mi RNA 是Lee 等于1993 年在线虫中首次

发现的, 此后大量的 mi RNA 在植物和动物中被发现和克隆。

自2002 年3 个研究小组分别从模式植物拟南芥中发现 mi R-

NA 以来, 学者们已在拟南芥和水稻等植物中鉴定出了数百

种 mi RNA , 在这些植物 mi RNA 中已有 863 个被登入 mi RNA

数据库[ 4 - 5] , 并对其中一些 mi RNA 进行了深入的研究。为

此, 笔者对植物 mi RNA 的特点、生物合成过程、调控机制和

植物 miRNA 在植物生长发育中的作用进行了综述。

1  植物 mi RNA 的特点

植物 mi RNA 具有以下几个基本特点 : ①成熟的 mi RNA

是一类19 ～25 nt 的小 RNA , 可通过 Northern 印迹检测; ②

mi RNA 能够互补配对结合于基因序列的侧翼区域 ; ③mi RNA

一般来源于染色体非编码蛋白区的一段 ; ④由核酸酶 Dicer

作用于前体的双链部分生成 ; ⑤成熟的 mi RNA 不含开放阅

读框( ORF) , 不具备编码蛋白质的能力 ; ⑥成熟的 mi RNA 的

5′端为磷酸基团,3′端为羟基 ; ⑦mi RNA 在不同组织发育的

不同时段调节基因表达; ⑧miRNA 在各个物种间具有高度

的进化保守性 , 并且在茎部的保守性更强 , 但在环部可以容

许更多的突变位点存在[ 6] 。

植物 mi RNA 除了具有以上基本特点外, 与动物 mi RNA

相比 , 它还具有以下几个方面特点 : ①植物 mi RNA 虽然比

较保守, 但仅是成熟的植物 mi RNA 才表现出进化上的保守

性。动物miRNA 则无论是其前体还是成熟的mi RNA 都表现

出保守的特性 ; ②植物 miRNA 前体的长度变异( 64 ～303 nt)

也比动物 mi RNA( 60 ～70 nt) 明显[ 7] , 成熟的植物 mi RNA 长

度多为21 nt , 而动物 mi RNA 长度多为 22 ～23 nt , 这源于

Drosha 与 Dicer 切割性能的差异[ 8] ; ③植物 mi RNA 5′端更优

选脲��[ 7 ,9] , 热力学分析表明, 这种末端不稳态通过 RISC

维持; ④植物 mi RNA 是其前体在核内由 Dicer 执行两步切

割, 以互补双链形式出核并解旋后才可发挥功能, 茎环结构

只是短暂存在于核内的中间体, 而动物 mi RNA 的前体在核

内由 Drosha 仅完成初步切割 , 产物以茎环结构形式转移到

胞质中 , 由 Dicer 完成第2 步切割[ 10] ; ⑤植物 mi RNA 与靶

mRNA 几乎完全互补配对 , 而大多数动物 mi RNA 与其靶mR-

NA 不完全互补配对[ 7 ,9] ; ⑥植物 mi RNA 可以与靶 mRNA 的

任何区域作用( 主要是蛋白编码区) , 通过切割靶 mRNA 或

抑制靶 mRNA 翻译实现对基因表达的调控, 而动物 miRNA

则主要针对靶 mRNA 的3′非编码区域( 3′UTR) , 作用机制为

抑制翻译的正常进行[ 10] ; ⑦植物 mi RNA 具有较高的进化保

守性, 对植物 miRNA 目标基因的预测相对简单[ 11] ; ⑧大多

数情况下, 植物 mi RNA 作用的靶标主要是一些在植物生长

发育过程中起作用的转录调控因子 , 而动物 mi RNA 不但能

调控一些转录因子, 还可以对物质代谢、细胞周期、细胞分

化和凋亡以及个体发育等一系列生命活动进行调节。这些

区别表明动、植物从最后的共同祖先( 通常认为是单细胞个

体) 分化后, 各自 mi RNA 基因的进化是彼此独立的。某些

mi RNA 基因在动、植物中并不都能找到相应的保守序列 , 更

增大了这种观点的可能性。

2  植物 mi RNA 的生物合成过程

植物 mi RNA 的生物合成过程包括转录、加工成熟及功

能复合体装配3 个主要步骤。植物 mi RNA 由非编码的核基

因转录而来 , 其基因通常以单拷贝形式存在, 多定位于基

因之间的间隔区 , 也有一些处于已知基因的内含子区域。

mi RNA 基因首先转录成较长的初级 mi RNA , 称为 pri- mi R-

NA , 再在具有 RNase Ⅲ活性的 DCL1 ( Dicer-like protein) 结合

其他成分, 如 HYL1 蛋白 , 切割成 mi RNA 前体( pre- mi R-

NA) [ 7 ,12] , 此时 mi RNA 的一端已经确定。pre- miRNA 很不稳

定, 在核内直接由 DCL1 在另外一端进行第2 步切割 , 即形

成由成熟 mi RNA 和源于pre- miRNA 且与成熟 mi RNA 互补片

段组成的双链 mi RNA: miRNA’[ 7] 。经 HEN1 甲基转移酶对

mi RNA:mi RNA’双链体3′端的尿��进行甲基化后, 互补

mi RNA :mi RNA’双链在Exportin5 的同源物 HASTY( HST) 的作

用下出核[ 13 - 14] , 进而转移到含有 Argonaute 和 RNA 解旋酶

的蛋白功能复合体 RISC 中[ 6] 。mi RNA :mi RNA’互补双链其

中一条单链可以选择性结合到 RISC 上成为成熟 mi RNA , 而

另一条单链则被立即降解。由于 mi RNA : mi RNA’的两条链

是不完全配对的 ,mi RNA 链上靠近5’端有一个不与 miRNA’

链相应位置配对的小突起。这个小突起显著地减弱了 mi R-

NA 链5’端的稳定性。成熟 miRNA 的产生总是趋向于选择

5’端更不稳定的 mi RNA[ 15] , 因此,mi RNA 链被选中的机会要

大大高于 mi RNA’链( 约高100 倍) 。结果是解旋酶将双链解

开后 ,mi RNA 链结合到RISC 内识别目标基因从而发挥作用 ,

而 mi RNA’链则迅速被降解。

在植物 mi RNA 的成熟和 RISC 的装配过程中, RNase 家
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族的 Dicer 同源物 DCL1 和Argonaute 家族的PPD 蛋白发挥了

重要作用[ 9 ,16] , 另外, HEN1 和 HYL1 也与 mi RNA :miRNA’互

补双链的形成有关[ 12 ,17] 。

3  植物 mi RNA 的调控机制

植物 mi RNA 介导的靶 mRNA 调控机制可以是对靶 mR-

NA 的剪切或对靶 mRNA 翻译的阻遏, 这主要取决于植物

mi RNA 与其靶 mRNA 的序列互补的程度。若植物 mi RNA 与

靶 mRNA 近乎完全互补, 则切割 mRNA; 若植物 miRNA 与靶

mRNA 不完全互补, 则抑制它的翻译[ 5 ,7 ,11 - 12 ,18 - 19] 。在 mi RNA

切割过程中 ,mi RNA 5′端的2 ～8 位残基是与靶 mRNA 互补

的核心元件 , 而切割位点位于 mi RNA 10 ～11 位核苷酸残基

配对的靶 mRNA 的 ORF 区[ 5 ,18] 。切割后, mi RNA 继续识别

和切割其他目标 mRNA[ 11] 。而在 mi RNA 抑制翻译中, mi R-

NA 主要作用位点为靶 mRNA 的3′UTR 区, 通过改变靶 mR-

NA 上核糖体密度或特异降解新合成的多肽链来达到抑制

mRNA 翻译的目的。mi RNA 还有可能作用于靶 mRNA 的5′

UTR 区[ 20] 。

与动物 mi RNA 相比 , 植物 mi RNA 与靶 mRNA 的转录区

互补程度更高, 在作用方式上与 si RNA 更为接近 , 即主要

造成靶 mRNA 的降解。但也有例外, 如植物中的 mi R172 与

其靶序列 AP2 mRNA 高度互补 , 却引起 AP2 蛋白表达受抑,

而没有检测到 AP2 mRNA 水平的降低[ 21] 。进而有证据表

明, 切割与抑制机制大都协同进行[ 10] 。

mi RNA 也可能存在其他的调控机制。可以调控靶 mR-

NA 的定位或稳定性, 或作用于 mRNA 以外的靶分子[ 22] 。此

外, 还发现 mi RNA 通过目标染色体位点的甲基化 , 在转录水

平上发挥作用[ 23] 。

4  植物 mi RNA 对植物生长发育的影响

植物 mi RNA 的靶基因大多是编码参与发育调控与细胞

分化的转录因子, 包括 AP2 、CUC1 、CUC2、PHV、PHB 等。这

些由 mi RNA 靶基因编码的基因大多参与器官的发育、细胞

分裂、器官极性建立等过程 , 一小部分则参与 mi RNA 的形成

与作用, 如 DCL1 的 mRNA 自身是一个 mi R162 的靶 , 表明植

物中 miRNA 途径存在着负反馈调节[ 12] 。

4 .1 对根发育的影响  植物的根冠调节根尖的生长向性

并保护其内部细胞。根冠细胞的形成受生长素信号的调

控, 由根分生区末端 的干细胞分 化而来。在 拟南芥中 ,

mi R160 通过负调控生长素响应因子( Auxin response factors)

ARF10 和 ARF16 的表达而控制根冠细胞的形成。mi R160 过

表达或ARF10、ARF16 双突变都会造成拟南芥根尖呈瘤状并

失去重力感应性, 根分生区末端的干细胞分化受阻遏, 表明

mi R160 对 ARF 基因的正常表达和准确定位的调控作用对根

冠细胞形成很重要。另外, 失去 mi R160 对 AFR16 表达的调

控, 即会导致拟南芥呈多向性生长。生长素也对拟南芥

ARF10 和ARF16 的表达进行调控 , 但这与 mi R160 的调控作

用无关[ 24] 。

拟南芥侧根生长也受 mi RNA 调控。mi R164 的靶基因之

一是拟南芥 NAM/ ATAF/ CUC ( NAC) 基因家族的 NAC1。在

拟南芥中 ,NAC1 的作用是传递生长素信号, 促进拟南芥侧

根生长。mi R164 引起 NAC1mRNA 裂解, 减少 NAC1 蛋白表

达量 , 从而减弱生长素信号 , 抑制其侧根生长。NAC1mRNA

中与 miR164 配对的碱基发生突变( 编码的蛋白序列未改变)

或 mi R164 表达受阻遏都会导致拟南芥侧根增生[ 25] 。Guo 等

还发现生长素能诱导 mi R164 表达并促进 NAC1mRNA 裂

解, 表明生长素信号诱导与 mi R164 调控作用之间存在密切

联系。

4 .2  对叶和茎发育的影响  玉米幼叶到成熟叶的转变由

APETALA2-like 基因 GLOSSY15 ( GL15) 调控。GL15 活性增高

不仅使幼年期叶片增多, 而且延缓生殖发育。mi R172 对

GL15 mRNA 水平进行负调控 , 从而促进玉米幼叶向成熟叶

转变[ 26] 。

mi RNA 参 与 叶 形 态 的 调 控。转 录 因 子 REVOLUTA

( REV) 基因与叶形态建成有关, 其表达受 mi R165 负调控。

双链 RNA 结合蛋白 HYPONASTIC LEAVESI( HYL1) 通过改变

mi R165 的水平, 控制拟南芥 REV mRNA 表达量 , 维持叶脉和

叶片的形态 , 拟南芥 hyl1 突变株的叶片表现为背腹轴极性

丧失 , 叶脉变少且不连续[ 27] 。控制叶片发育的含 TCP 域的

TCPs 转录因子受到 mi RJAW 的调控, 高表达 mi RJAW 造成

叶片弯曲并呈锯齿状。

维管形成层对叶和茎的维管组织连续生长非常重要 ,

但维管形成层的生长具有不确定性。在林生烟草中 ,mi R165

通过引起转录因子PHAVOLUTA ( NsPHV) mRNA 裂解调控维

管形成层的生长。在失去 mi R165 调控功能的烟草的半显性

phv 突变株中, 叶和茎维管系统发生异常的径向生长, 茎节

点的维管组织不连续[ 28] 。

4 .3 对花发育的影响  mi RNA 参与调控开花时间。Auker-

man 等[ 29] 利用活化标签技术证明拟南芥中 mi R172 过表达促

进开 花 提 早。mi R172 的 靶 基 因 包 括 拟 南 芥 转 录 因 子

APETALA2 ( AP2 ) 、基 因 亚 家 族 的 SCHLAFMUTZE 和

SCHNARCHZAPFEN, 二者编码光周期诱导抑制子。有证据

表明 ,mi R172 对二者表达的负调控是通过抑制靶 mRNA 翻

译而非引起靶 mRNA 裂解实现的。事实上 , 拟南芥的开花

时间受多种信号途径控制, 有多个基因将这些途径整合起

来, 基因组对光周期诱导的反应也是多方面的[ 30] 。

mi RNA 还参与花的形态调控。如, 拟南芥的转录因子

MYB33 和 MYB65 与花粉囊发育有关, mi R159 对 MYB33 和

MYB65 的表达进行负调控 , 从而影响花粉囊形态[ 31] 。控制

花发育的AP2 基因是mi R172 的靶标基因, 过量表达 miR172

造成类似 AP2 缺失突变的花型 , 如心皮螺旋状卷曲等[ 30] 。

4 .4 对器官极性和器官分化的影响 mi RNA 对拟南芥器官

极性产生影响。叶和花等器官从茎顶端分生组织( SAM) 或

花分生组织侧面的原基中产生 , 因此称为侧生器官。侧生

器官具有背腹轴极性。在拟南芥中,class III HD- ZIP 基因家

族和 KANADI 基因家族组成控制SAM 产生的侧生器官的背

腹轴极性的遗传学系统 , PHABULOSA ( PHB) 和PHAVOLUTA

( PHV) 的功能获得性突变或 KANADI 的功能缺失性突变均

导致拟南芥的叶片丧失背腹轴极性[ 32] 。

Emery 等将拟南芥 REVOLUTA 进行突变, 使 REV mRNA

中与 mi R165 互补的序列发生改变, 而它编码的蛋白质序列

不发生变化 , 结果得到与 PHB 和PHV 功能获得性突变类似

的表型 , 从而推测 mi R165 参与调控SAM 产生的侧生器官的

背腹轴极性[ 32] 。Kidner 等随后发现 PHB 和 PHV 在拟南芥

叶原基的表达亦受到 mi R165 的负调控, 进一步证明 miR165

的靶基因是 class III HD- ZIP 基因家族成员( REV , PHB 和

PHV 等) ,mi R165 通过抑制这些基因的表达参与调控拟南芥

SAM 产生的侧生器官的背腹轴极性[ 33] 。另外 , mi R166 对
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class IIIHD- ZIP 基因家族拟南芥 ATHB15 表达的负调控也被

认为与SAM 产生的侧生器官的背腹轴极性建成有关[ 34] 。

拟 南 芥 NAC 基 因 家 族 的 CUP- SHAPEDCOTYLEDON

( CUC1) 和CUC2 与分生组织发育和地上器官的分化有关 ,

mi R164 对它们的表达进行负调控。如果失去 mi R164 的调

控,CUC1 和CUC2 的表达会导致拟南芥胚胎发育异常、子叶

生长趋向性受到破坏、莲座叶减少或呈畸形、花瓣增生、花

尊减少等。mi R164 过表达会造成拟南芥的叶与茎融合[ 35] 。

5  结语

植物 mi RNA 是细胞分化的重要决定因子, 它不仅具有

器官特异性 , 而且可以在器官的特定组织中表达。mi RNA

作为一种新型的调控小 RNA , 在植物生长发育的调控中发

挥着极其重要的生物学作用[ 36 - 37] 。mi RNA 介导的基因沉

默调控路径的发现是生命科学的一大突破 , 它拓展和丰富

了真核生物基因表达调控系统, 同时使人们对 mi RNA 的生

物学功能产生了浓厚的兴趣与探索欲望。

虽然对于植物 miRNA 的研究取得了很大进展 , 但仍存

在着许多问题。如 ,mi RNA 调控基因的数量 ;mi RNA 基因如

何自身调节 ; 影响 mi RNA 在 UTR 位点的易接近和效率 ; 不

同的 miRNA 结合在相同的目标物上如何起作用 ; 植物中

mi RNA 如何在切割 mRNA 和抑制翻译之间选择 ; 除了切割

和抑制之外其作用机制等。这些问题都将成为今后 mi RNA

研究领域的热点。另一方面, 随着越来越多植物 mi RNA 的

发现, 不仅可以继续研究它们在植物生长发育中的生物学

意义和分子水平上的调节机制, 而且还可以有目的、有计划

地利用它们进行植物生长发育的调控和生理结构的改造 ,

使植物更大限度地表现出对人类有利的性状, 从而为人类

生产和生活服务。
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