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植物 miRNA 的生物功能与研究方法
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摘　 要: 植物 microRNA(miRNA)是近年来发现的一类在植物体内普遍存在的内源非编码小 RNA,与植物基因表达调控

相关。 本文综述了植物 miRNA 的特点、miRNA 与植物发育的关系及调控机制、植物 miRNA 研究方法等,对植物生长发

育以及抗性的调控机制提供了研究方向,同时对于一些基因家族研究提供了理论基础。
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Abstract:MicroRNAs (miRNAs) are a kind of endogenous small non-coding RNAs commonly found in plants in recent years,
and are involved in gene expression in plants. This paper reviews the characteristics of the plant miRNA, the relationship between
miRNA and plant development, as well as regulatory mechanism, and research methods in plants, so as to make a direction to do
research on regulatory mechanism of plant growth and development as well as plant resistance, at the same time to provide a
theoretical basis for some gene family research.
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　 　 长期以来,多数研究者认为除了成熟 snR-
NA、tRNA 和 rRNA 外,大部分 RNA 仅仅在 DNA
和蛋白质之间起桥梁作用,但随后发现 RNA 也可

能参与真核细胞中基因表达的调控[1]。 1993 年,
Lee 等[2]和 Wightman 等[3] 分别在研究线虫胚胎

发育时发现了 19 ~ 25 个核苷酸组成的非编码单

链小 RNA,从而打开了研究 miRNA 的序幕。 紧

接着在线虫中又发现了具有类似结构的 miRNA。
miRNA 通过碱基互补配对原则结合于靶基因

mRNA 的侧翼区域或编码区域,从而调控植物的

生理特征以及生物体对外界非生物或者生物胁迫

因素的应答[4,5]。 近年来,植物 miRNA 的研究广

泛而深入,对于揭示植物生长发育以及抗性调控

机制等方面提供了新的研究方向,同时对于一些

基因家族的研究提供了理论基础。

1　 植物 miRNA 的特点

成熟的 miRNA 通常为 21 个核苷酸,不编码

蛋白质,没有开放阅读框,为单链颈环结构 RNA
形式,与其他短链或降解的功能性 RNA 具有明显

不同。 miRNA 来源于任意发夹结构的端臂,大多

数 miRNA 起源于 5′臂,与 5′臂动力学不稳定性有

关。 Allen 等[6]把植物 miRNA 分为保守和非保守

两种模型,保守 miRNA 在植物分化为不同类群之

前就已进化完成,而非保守 miRNA 则是在现有植

物种群都出现后才开始进化。 对比不同物种的

miRNA 发现,miRNA 基因簇涉及序列的保守性及

基因排列的共线性等问题。 编码基因与 miRNA
通常会簇集在一起,两个或多个基因由一个前体



miRNA 加工而来,成簇排列的基因会产生协同作

用并显现出数量优势的表达。 植物 miRNA 的功

能主要为在转录后水平调控基因表达。

2　 miRNA 与植物发育与调控

剪切降解和翻译抑制是 miRNA 的两种作用

机制。 miRNA 的作用受序列配对原则的影响,通
过靶 mRNA 与 miRNA 的互补程度来控制切割降

解或翻译抑制。 在植物和动物发育过程中,
miRNA与靶 mRNA 结合的程度和部位以及作用

方式都有所不同[7]。 在物种体中,多数 miRNA 以

不完全互补方式结合于靶 mRNA 的 3′端非翻译

区,从而阻碍其 mRNA 的翻译,但不影响 mRNA
的稳定性[8,9]。

植物 miRNA 功能与多种蛋白质、泛素连接

酶、F-box 因子类基因的转录产物密切相关,多属

于参与植物根、叶、茎、花发育调控的转录因子家

族。 通过 mRNA 编码区的碱基配对原则在miRNA
固定碱基位进行切割并降解靶 mRNA。 在拟南芥

中发现的 miR160 作用于靶基因 ARF10 和 ARF16
因子从而抑制植物的向性生长[10,11]。 近几年,植
物 miRNA 在重要农作物中有广泛的研究,如玉米

GL15 mRNA 受到 miR172 的负调控,与玉米叶和

茎的发育相关[12]。

2. 1　 miRNA 参与植物生殖器官发育

在植物个体发育中,花的分化标志着植物从

营养生长转入了生殖生长。 植物从发芽出苗开

始,经过根、茎、叶等的营养生长,才开始形成花

芽,随后经过开花、传粉、受精,最终结出果实。
花、果实和种子是植物的生殖器官,它们的形成和

生长过程受 miRNA 的调控和控制,植物 miRNA
调控花的形态和开花时间。 研究发现,miR159 负

调控植物 MYB 家族的 MYB33 和 MYB65 的表达,
参与花粉囊的形态构成[13,14]。 Schmid 等[15] 发现

miR172 能够促进拟南芥的提前开花,miR172 通

过 AP2 基因调控开花时间,miR172 介导 AP2 基

因表达下调,促进开花,证明了植物生殖器官生长

过程中对开花时间起到重要作用。 Yu 等[16] 研究

SPL 基因家族时发现,拟南芥中 miRNA156 可以

靶向 SPL15、 SPL13、 SPL11、 SPL10、 SPL9、 SPL6、
SPL5、SPL3 和 SPL2 等十个转录因子,通过这些转

录因子对植物生长发育的影响来调控营养生长及

生殖器官发育。 之后进一步研究发现,植物胚的

发育过程中,胚的过早或延迟成熟与 SPL11 和

SPL10 被 miRNA156 的抑制密切相关,表明植物

胚形态建成受 miRNA 的调控。

2. 2　 miRNA 参与植物激素信号传导

植物激素的研究始于 20 世纪 30 年代的生长

素研究,50 年代又发现了赤霉素和细胞分裂素,
60 年代起脱落酸和乙烯又被列入植物激素的名

单中。 目前大家公认的植物激素即生长素类、赤
霉素类、细胞分裂素类、乙烯和脱落酸五类。 植物

激素也与 miRNA 的调控相关。 miR159 受赤霉素

的调节,cGMP 在植物细胞内起着第二信使的作

用[17]。 用赤霉素处理糊粉层细胞约 1 h 后,cGMP
水平骤然升高, 因此认为靶基因 GAMYB 受

miR159 的 作 用; 同 时 脱 落 酸 诱 导 表 达 也 与

miR159 有关,Reyes 等[18] 发现,用脱落酸处理拟

南芥种子萌发时,MYB33 和 MYB101 两个转录因

子受到 miR159 的靶向。 目前,细胞分裂素和乙

烯与 miRNA 之间研究报道较少,Liu 等[19]研究拟

南芥突变体时发现,miR172、miR319、miR159 和

miR394 的表达受细胞分裂素和乙烯调节,但作用

机制以及信号传导途径仍不明确。

2. 3　 miRNA 参与植物叶片与茎的发育

植物体是由细胞组成的,而植物的生长实际

上就是细胞数目的增多和体积的增大,因此,植物

生长是一个体积或重量的不可逆的增加过程。 植

物生长的性质和动物的有本质上的区别。 植物茎

和叶的维管形成层的生长通过 miR165 引起

PHAVOLUTA 转录因子的调控。 在 phv 突变体烟

草的研究中证实,miR165 的功能抑制后,叶和茎

维管系统生长发生异常[20. 21]。 以玉米为材料研

究 GLOSSY15 基因时观察到了该基因具有幼年期

叶片增多并延缓生殖发育的异常功能,进一步研

究发现这是由 miR172 的负调控所引起的[12]。 近

几年已发现多种 miRNA 与植物体生长发育有关,
如 miR319、miR156、miR164 和 miR160 等[22]。

2. 4　 miRNA 对植物气孔的调控

气孔是高等植物与外界环境交换空气、能量

以及营养素的生理通道。 气孔是运动的。 一般来

说,气孔在白天开发,晚上关闭。 近几年发现气孔

的运动与 miRNA 有关。 气孔保卫细胞中存在多

种间接或直接 miRNA 的调控作用。 Liu 等[23] 发
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现 miR159 参与脱落酸的合成,从而调控气孔的

关闭。 Liu 等[24] 通过 Northern 杂交发现,miRNA396
在拟南芥叶子中显著表达,并且叶子中的保卫细

胞数目减少导致气孔密度降低。

2. 5　 miRNA 对植物抗性的调控

植物体是一个开放体系,生存于自然环境。
自然环境不是恒定不变的,不同地区水热条件相

差悬殊,即使同一地区,一年四季也有冷热旱涝之

分。 对植物产生伤害的环境称为逆境。 逆境因素

包括生物因素和非生物因素,生物因素有病害、虫
害和杂草;非生物因素包括寒冷、高温、干旱和盐

渍等。 植物对不良环境的适应性和抵抗力,称为

植物的抗性。 近几年研究表明,miRNA 对植物的

抗性起重要作用[25 ~ 28]。 Sunkar 等[29] 采用逆境条

件下的植物幼苗进行构建 miRNA 文库,发现

miR393、miR397 和 miR398 在低温胁迫下表达,
同时 miR397 和 miR398 高盐环境中也同样观察

了表达;miR168、miR528 和 miR167 在干旱胁迫

后 表 达; miR778 、 miR827、 miR399、 miR395、
miR408 和 miR857 在养分胁迫下表达。 植物在不

同胁迫环境中相应的诱导或抑制 miRNA,有时不

同逆境环境中参与同一个 miRNA。 目前,植物抗

性与 更 多 miRNA 相 应 的 相 关 机 制 尚 不

明确[30 ~ 33]。

3　 植物 miRNA 研究方法

3. 1　 植物 miRNA 的获得

miRNA 的获得可通过筛选、克隆、生物信息

学预测和测序四种途径。
3. 1. 1　 突变体的筛选　 通过突变体筛选可以获

得所需要的 miRNA,但产率低,难度大。 到目前为

止,仅在拟南芥上通过该方法获得了 miR164[34]。
3. 1. 2　 miRNA 的克隆　 直接克隆法广泛应用于

miRNA 的发现和鉴定中。 其优点是能比较有效

且可持续地获得 miRNA。 在植物中获得 miRNA
最早就采用克隆法,已在 15 个 miRNA 家族得到

了 19 个 miRNA 成员。 在研究中,实验人员根据

miRNA 前体序列的相关特征,自全基因组中直接

克隆得到 miRNA,并获得了一系列通过特定诱导

表达的 miRNA[35]。
3. 1. 3　 生物信息学预测　 通过生物信息学方法

能够对动植物体中的全基因组中进行相关的

miRNA 的预测以便获得最多 miRNA 信息。 根据

动植物 miRNA 的序列特征已开发出的相应的预

测程序,在相关领域得到广泛应用[36]。
3. 1. 4　 高通量测序　 近年来,植物 miRNA 的鉴

定与定量分析开始应用 454、MPSS 和 Solexa 等高

通量测序技术,高通量测序方法比传统测序方法

具有操作简单、费用低廉、技术灵活、灵敏度高的

优势。 Solexa 测序技术可能成为植物 miRNA 在

不同情况下表达研究的重要手段,因为 Solexa 测

序能够精确地给出各个 miRNA 的表达量、植物

miRNA 的大小以及分布情况等信息。 此外 Solexa
可以在一次试验中读取 40 万 ~ 400 万条序列,涵
盖植物单个细胞所有的 miRNA[37]。 因此通过高

通量的测序,理论上可以鉴定植物全基因组水平

的 miRNA 图谱,应进一步发掘。

3. 2　 植物 miRNA 的生物学验证

目标物种中 miRNA 的生物学验证方法有

Northern 杂交、实时定量 PCR 和 miRNA 抑制剂等

三种。
Northern 杂交法广泛应用于不同功能的 miR-

NA 的生物学验证。 其优点是实验成本和技术难

度较低,且能反映 miRNA 分子的各项参数。 缺点

是灵敏度较低。 为了提高 miRNA 的 Northern 杂

交的灵敏度,许多研究者通过采用不同的探针,例
如采用锚定核苷酸( locked nucleotide acid, LNA)
修饰的寡核苷酸标记探针和 LNA 探针或者改变

RNA 固 定 方 法, 极 大 地 提 高 了 miRNA 检 测

效率[38]。
实时定量 PCR(real-time PCR)的优点是灵敏

度高,用极少量的 RNA 即可获得精确结果。 缺点

是需要设计特异性引物及探针,且实验结果受反

应体系、操作流程及实验环境影响较大[39]。 根据

引物的不同,实时定量 PCR 法还可进一步分为特

异茎环反转录引物(stem-loop RT primer)法、引物

延伸法和 Poly A 加尾法[40]。
miRNA 抑制剂是一种经过一定化学修饰的,

并与目标 miRNA 序列特异性互补的反义寡核苷酸

(ASO)序列。 通过转染进入真核细胞后,抑制剂可

与目标 miRNA 分子快速稳定地互补结合,从而阻

止 miRNA 与靶基因结合来抑制 miRNA 功能[41]。

3. 3　 植物 miRNA 靶基因验证

目前靶基因验证主要有 5′-RACE、抗 miRNA
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表达、农杆菌介导法等三种方法。 植物中最广泛

应用的是农杆菌介导法,此方法不需要昂贵的实

验成本以及先进的实验仪器,直接注射在植物叶

片或花蕾即可。 根据 miRNA 序列设计引物,同时

PCR 克隆构建表达载体并直接跟目标基因结合,
两种 miRNA 将同时表达,缺点是效率较低,耗时

间交长。 5′-RACE 方法可以验证靶基因的剪切作

用,并且在精确的碱基位点发生剪切作用。 抗

miRNA 的表达方法不改变蛋白质序列即不发生

碱基突变,可以有效验证目标 miRNA 与靶基因相

互作用[42]。

4　 展望

第一次发现小 RNA 分子机理开始到现在历

经了将近半个世纪的研究,miRNA 途径已经在各

个领域被很多研究学者所关注,是真核生物调控

基因表达的重要手段,成为了当今生物学研究的

一个热点领域,荣登 2002 年十大科学发现之首,
它的后续相关研究也占据了 2003 年、2006 年十

大科学发现之一。 一方面,miRNA 的研究为植物

生长发育现象提供了新的研究和方向;另一方面

在深入研究不同物种对象时,会发现更多的新

miRNAs,尤其是来自地方性特色动植物的那些

miRNAs。 目前 miRNA 的鉴定和靶基因的预测仍

在进行,miRNA 是调控发育机制的第一步。 为进

一步研究 miRNA 的功能,并将其应用于各领域的

基因表达研究中,还需要进一步解析它在生物体

中的生物学功能。
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