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摘要: MicroRNA (miRNA)是真核生物中一类内源非编码蛋白的核酸单链小分子RNA, 在细胞机体调控网络中

发挥着重要的作用。miR394是众多发现的miRNA家族成员之一, 其前体序列在不同的植物中不尽相同, 但都

含有相同的20~22 nt高度保守的成熟片段。miR394通过完全互补或者近完全互补的方式作用于靶基因进而调

控靶基因的表达, 其靶基因主要编码F-box蛋白(FBX)并在植物的生长发育、生物和非生物应答胁迫中发挥重

要的作用。本文主要对miR394在植物中作用机制、靶基因和生物学功能进行综述, 并对miR394的研究现状进

行思考, 为进一步研究miR394家族在植物中的生物学功能及其调控机制提供参考。
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植物miRNA是长度为20~22 nt的内源非编码

RNA, 可在转录与翻译水平调控靶基因的表达

(Tian等2018; Jin等2012)。植物miRNA是在细胞核

中由聚合酶转录成初级产物Pri-miRNA, 然后在

Dicer酶作用下形成具有茎环结构的miRNA前体

(miRNA precursor, pre-miRNA), 经过Dicer酶第2次
剪切加工形成的, 并在植物输出蛋白HASTY的作

用下转运到细胞质中。在细胞质中, 成熟miRNA与

RNA诱导的基因沉默复合体(RISC蛋白复合体)结
合形成miRNA介导的沉默复合体(miRISC), 基于

与靶基因完全或不完全配对来调节基因表达。研

究表明植物miRNA广泛参与调控植物生长发育、

新陈代谢、信号转导以及生物、非生物胁迫的应答

等生物学过程, 因而在植物研究中受到高度关注

(Atkinson等2014; Jones-Rhoades等2006; Lee等
1993)。

miR394是广泛存在于植物中且高度保守的一

类miRNA, 在拟南芥、大豆、油菜、棉花、水稻和

玉米等植物中均有发现, 研究表明它们的miR394
靶基因为编码F-box的蛋白基因(Sanz-Carbonell等
2019; Ding等2019; Knauer等2013; Zhu 2002; Mag-
wanga等2018)。近年来随着对miR394研究的深入, 
发现该miRNA在调控叶片形态、营养代谢以及逆

境胁迫中扮演重要角色。本文综述了miR394在植

物中的研究进展, 探讨了miR394具有生物功能多

样性的机制, 以期为深入理解miR394在植物生长

发育和响应逆境胁迫中的调控作用提供参考。 

1  植物miR394结构和作用机制 

2004年, Matthew和Bartel (2004)利用生物信

息学方法首先在拟南芥和水稻中预测到了miR394, 
并利用PCR和Northern blot验证了其真实性。随后

其在大豆、油菜、棉花和谷子等植物中陆续被发

现, 目前已在miRBase数据库(http://www.mirbase.
org/)中32种植物收录了miR394。在这些植物中

miR394的前体序列差异很大, 但其成熟序列高度

同源, 根据成熟序列的差异, miR394分为不同的成

员, 主要包括miR394a、miR394b、miR394c和
miR394d等。研究发现不同的植物中含有不同的

家族成员, 如拟南芥中有miR394a和miR394b 2种, 
葡萄中有miR394a、miR394b和miR394c 3种, 而水

稻中只有1种。根据miR394成熟序列在前体序列

的3'端臂还是5'端臂, 分为miR394-3p和miR394-5p, 
聚类分析发现miR394-5p序列保守很强, 而miR394-
3p保守性较差。

目前研究表明植物中miRNA介导的基因沉默

作用机制主要有3种 ,  分别是miRNA介导的靶

mRNA降解、miRNA介导的翻译阻抑以及miRNA
介导的DNA甲基化。通过生物信息学预测和实验
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发现, miR394主要通过近完全互补切割靶mRNA, 
调控靶基因表达, 但在不同植物中miR394虽然具

有相同成熟序列但切割靶mRNA的位置也不尽相

同, 如大豆中miR394在靶基因互补区的第9位和10
位碱之间发生精确切割, 在水稻中miR394切割位

置位于互补区的第10位和11位之间, 而在拟南芥中

这两个位置发生切割的现象均有发现(Ni等2012; 
Qu等2019)。造成这一现象的机制仍不清楚, 需进

一步研究。

2  miR394的靶基因

根据植物中miRNA与靶基因几乎完全互补配

对的特性, Matthew和Bartel (2004)通过生物信息学

预测了拟南芥中miR394的靶基因, 并利用RLM-
RACE验证其靶基因为At1g27340 (SKP1-Cullin/
CDC53-F-box), 属于F-box家族, 后被命名为LCR 
(leaf curing responsiveness)。由于在不同植物中发

现miR394越来越多, 利用实验方法鉴定靶基因的

工作非常艰巨和缓慢, 因此目前主要是通过生物

信息学的方法寻找miR394的靶基因, 只有拟南

芥、水稻、油菜和大豆等部分植物中的miR394靶
基因得到实验验证(表1)。已有研究表明F-box是
miR394家族最主要的靶基因。Kumar等(2019)利
用生物信息学对40种植物的miR394靶基因进行了

预测分析, 发现43个靶基因中有32个属于F-box基
因家族, 其它预测的靶基因包括GDSL、FAD2和
GDSL等, 而经过实验验证的靶基因也大多属于

F-box基因家族, 仅Chand等(2016)利用RLM-RACE
技术发现大蒜中miR394有2个靶基因, 一个编码

F-box, 另一个编码CYP450。这些结果说明在一些

植物中miR394的靶基因除了F-box家族基因, 可能

还有其它基因, 这需要更多的实验去验证。此外, 
miR394和其它一些miRNA一样, 具有调控模式的

多样性, 即一个miR394可以调控多个靶基因, 多个

同源miR394也可以同时调控一个靶基因, 表现出

“一对多”与“多对一”的调控模式, 如拟南芥中mi-
R394a和miR394b均与靶基因LCR作用, 在大蒜中

miR394可调控F-box和CYP450两个靶基因。

miRNA的主要调控机制是通过调节下游靶基

因来发挥作用。作为miR394最主要的靶基因, F- 
box蛋白家族在植物信号转导、器官发育和逆境胁

迫响应等过程中都具有重要功能(Kirch和Röhrig 
2010; Song等2012, 2015)。F-box蛋白家族是一类

含有F-box基序(motif), 在泛素介导的蛋白质水解

过程中具有底物识别功能的蛋白质家族, 由于在

细胞周期蛋白Cyclin F中第一个发现含有该结构域

而命名。F-box蛋白主要以SCF复合体(Skp1结合

蛋白, 在植物中称为ASK、骨架蛋白Cullin1、
CUL1和F-box蛋白)泛素连接酶E3介导的泛素化蛋

白降解目标蛋白, 其中F-box蛋白决定底物识别的

特异性, 即SCF复合体通过替换不同的F-box蛋白

来决定降解的目标底物, 从而行使不同生物功能

(Bai等1996; Kipreos和Pagano 2000; Hua等2011)。
这可能决定了miR394在植物生长发育过程中的重

要性及功能多样性。

3  miR394功能研究进展

3.1  miR394参与植物生长发育

随着对miRNA研究的深入, 越来越多证据表

明miRNA在植物正常生长发育过程中起着重要调

表1  通过试验验证植物miR394 靶基因

Table 1  Plant miR394 target gene has been identification

                    植物               靶基因                 验证方式    参考文献

拟南芥(Arabidopsis thaliana)	 Ath-LCR: At1g27340	 RLM-5′ RACE, 荧光定量	 Xie等2005
油菜(Brassica napus)	 BnLCR	 同源克隆Ath-LCR荧光定量	 Liu等2008 
大豆(Glycine max)	 Glyma08g11030	 RLM-5′ RACE荧光定量	 Ni等2012 
水稻(Oryza sativa)	 LEAF、INCLINATION 4	 RLM-5′ RACE荧光定量	 Qu等2019
大蒜(Allium sativum)	 F-box、CYP450	 RLM-5′ RACE荧光定量	 Chand等2016 
龙眼(Dimocarpus longan)	 DlAlMT12	 psRNAtarget software荧光定量	 Li等2018a 
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控作用。Song等(2012)发现过表达miR394的转基

因拟南芥表现出向上卷曲的形态, 靶基因LCR功能

缺失突变体表现出植株矮化, 叶形异常; 而过表达

不受miR394调节的LCR的植株中, 叶片呈向下卷

曲形态。进一步研究发现, LCR表达存在一个最佳

状态以维持叶片正常的形态, 过低或者过高的LCR
表达都会导致非正常的叶片形态。在水稻上也发

现过表达miR394会导致叶片出现上卷, Qu等(2019)
发现miR394的靶基因LC4 (LEAF INCLINCATION 
4)同样编码F-box蛋白, 抑制miR394的表达或过表

达靶基因LC4导致叶倾角增大, 而通过CRISPR/
Cas9降低靶基因LC4表达会导致叶片倾向减小。

前人研究证实植物生长素与水稻叶枕的发育有关, 
但Li等(2019)通过酵母双杂实验发现LC4与生长素

响应因子基因ARF4、BZR1和BIN2均没有相互作

用, 表明LC4可能通过其他途径调节叶片倾斜度。

为了进一步确定LCR的靶标, Litholdo等(2016)利用

蛋白质组学技术, 确定了乳胶蛋白(major latex pro-
tein,   MLP)家族基因的成员是潜在的LCR F-box靶
标。通过人工miRNA干扰技术降低MLP28基因表

达后, 转基因拟南芥植株表现出严重分发育缺陷, 
包括叶片形态改变、茎尖缺陷以及最终的过早死

亡等现象, 这些表型特征类似于过表达LCR的拟南

芥植物的表型特征, 这些结果表明MLPs被LCR
驱动降解, MLP基因家族是可能是LCR调控的直接

靶标。

miR394不仅可以调控叶片形态, 而且还能调

控果实和种子的发育。在油菜中, 过表达miR394
可以推迟植株花期, 增大植株体、叶片、荚果和

种子大小, 但转基因植株的种子与野生型相比具

有较高蛋白质和硫苷含量, 但含油量较低。同时, 
过表达miR394改变了种子脂肪酸的组成, 增加了

C16:0、C18:0和不饱和脂肪酸C20:1、C22:1, 降低

了C18:3。进一步研究发现BnLCR转录本的升高能

导致果实和种子发育中的表型缺陷。这些结果表

明, 适当的miR394表达水平是油菜果实正常发育

和种子形成的必要条件(束霞霞等2013)。
3.2  miR394参与植物非生物胁迫

干旱、盐碱以及极端温度等是影响植物生长

的重要环境胁迫因子, 植物在长期进化过程中建

立了一系列适应各种非生物胁迫的机制。现已有

实验证据表明, miRNA在响应非逆境胁迫过程中

具有重要调控作用。利用高通量测序和芯片技术

发现, 植物受到非生物胁迫后miR394差异表达

(Yin等2014; Wang等2016)。2012年Ni等(2012)发
现大豆miR394受干旱、高盐度、低温胁迫和ABA
胁迫诱导表达, 将大豆miR394前体转入拟南芥过

表达能够显著减少叶片失水速率, 提高植株耐旱

性。随后, Song等(2013)进一步研究发现在拟南芥

中过表达miR394转基因植株和靶基因缺失突变体

能显著提升植株干旱胁迫的耐受性, 但对盐胁迫

表现出高度敏感性。在拟南芥中miR394同样受

ABA诱导表达而靶基因LCR受ABA抑制, 过表达

miR394导致植株对ABA反应敏感, 同时转基因植

株中ABA信号的重要元件ABI3、ABI4、ABI5、
ABF3和ABF4基因表达量较野生型显著升高, 相反

过表达不受miR394调控的靶基因对ABA不敏感, 
抗旱能力减弱。为了进一步研究F-box与非生物胁

迫之间的应答关系, 高帅(2015)利用酵母双杂交的

方法筛选到与一个miR394靶基因LCR互作的蛋白

AHA1, AHA1是一个质膜质子ATP酶, 是细胞维持

正常质子梯度的必需蛋白, 在干旱情况下, AHA1突
变体的气孔关闭能力降低。这些研究表明miR394
可能是通过ABA途径调节叶片气孔开度, 增强叶

片保水能力, 从而提高植物的抗旱性。

此外, Song等(2016)发现过表达miR394和靶

基因缺失突变体拟南芥与野生型相比, 电解质渗

漏率明显降低, 脯氨酸含量和可溶性糖含量都有

显著提高, 表现出更强的抗冷能力; 而过表达不受

miR394调控的靶基因, 植物表现出明显的冷敏感

性。已有研究表明CBF (C-repeat binding factor)是
调控植物冷驯化相关基因表达的一种调控转录激

活因子, CBF蛋白可与下游冷应答基因启动子的

CBT/DRE响应元件特异性结合, 启动耐寒基因

COR的的表达(Li等2018b)。通过qRT-PCR分析发

现, 相对于野生型, miR394过表达植株和靶基因缺

失突变体中CBF1、CBF2和CBF3的表达量增加。

CBF下游的应激反应基因, 包括RD29A、COR15a、
COR15b和KIN1, 在miR394过表达植株和靶基因缺

失突变体中表达显著提高, 而在过表达不受miR394
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调控的靶基因植株中这些基因受到抑制。综上结

果表明miR394及其靶基因LCR均参与了植物对低

温的胁迫反应。

3.3  miR394参与植物生物胁迫

植物病害影响植物正常生长发育, 最终导致

产量减少, 造成一定的经济损失。已有报道显示

水稻、小麦等植物miRNA可受病原菌诱导, 在生

物胁迫过程中发挥重要作用(Campo等2013)。尖

孢镰刀菌可以引起大蒜镰刀菌基腐病(Fusarium 
oxysporum f. sp. cepae, FOC), Chand等(2016)将尖

刀镰孢菌接种于大蒜后, 利用qPCR对miR156、
miR159和miR394等6个miRNA进行0~72 h的定量

追踪, 发现只有miR394诱导表达, 且主要在感病部

位茎部组织表达, 同时研究发现大蒜miR394受茉

莉酸甲酯(methyl jasmonate, MeJA)诱导表达。当

对2个FOC抗性不同的材料接种病原菌后, miR394
在2个材料中的表达量均上调而靶基因下调, 但在

抗病材料中表达模式被延迟。这些结果表明, miR- 
394在FOC抗性中可能起着负调控作用。miR394
在响应番茄灰霉菌过程中也表现出相似的机制, 
Jin和Wu (2015)通过高通量测序发现番茄在接种灰

霉病菌后miR394表达升高。随后田星(2018)为了

进一步确定miR394是否参与番茄灰霉病防御反

应, 将过表达miR394的转基因拟南芥及其靶基因

缺失突变株接种灰霉菌, 发现与野生型相比, 过表

达miR394的转基因拟南芥和靶基因缺失突变体的

叶片表面均出现较大的病变面积 ,  说明过表达

miR394或靶基因LCR功能缺失后使得植物对灰霉

菌更加敏感, miR394通过与靶基因LCR作用负调

控番茄灰霉病抗性。

3.4  miR394参与植物生理生化代谢

miRNA可调控植物对营养缺乏的适应性, 通
过细胞之间进行信息传递, 甚至可长距离运输到

植物不同组织中调控转录因子, 激活或抑制基因

的表达, 从而稳定植株体内营养物质和重金属离

子的吸收与代谢(D'Ario等2017; Bari等2017; Chiou 
2007), 目前对miR394参与生理生化代谢过程的研

究还比较少。2010年, Kong和Yang (2010)在缺铁

响应的拟南芥microRNAs文库中鉴定出8个差异表

达的miRNA, 其中miR394在根部和地上部分组织

中随缺铁时间的延长呈先上升后下降的趋势。小

金海棠(Malus xiaojinensis)是苹果属中一种铁高效

物种, 在缺铁胁迫下, 根和叶中的miR394都呈先上

调后下降表达模式, 但miR394在根部响应较叶片

更为迅速(于昌江等2012)。miR394虽然受缺铁胁

迫诱导表达, 但其在响应缺铁胁迫过程中的作用

机制仍不清楚。此外, miR394在光介导类黄酮代

谢过程中发挥重要作用, Li等(2018a)研究发现龙眼

胚胎愈伤在不同强度蓝光照射下, miR394与其靶

基因DlAlMT12的表达量呈现负相关趋势, 并且

miR394与miR393、miR395分别共同作用负向调

控中类黄酮关键基因DlFLS, 正向调控类黄酮关

键基因DlCHS、DlCHI、DlF3'H、DlDFR以及

DlLAR, 最终影响类黄酮的积累。目前对于miR394
参与生理生化代谢研究停留在检测基因表达差

异的水平层面, 缺乏直接的证据, 仍需进行深入

研究。

4  讨论与展望

目前研究表明miR394的功能是多样的, 不仅

能改变植物的叶片形态, 影响种子发育, 提高植物

的耐旱性, 增加植物抗病性, 而且可能参与了一些

生理生化代谢过程(图1)。这些研究结果主要基于

拟南芥、水稻和油菜等模式植物, 而在这些植物

中发现miR394的靶基因都属于F-box, 不像其它一

些miRNA, 如miR528在不同植物中可以调控不同

靶基因, 包括AAO、LAC、CBP和PPO等, 造成其

功能具有多样性(Chen等2019)。miR394所表现出

的功能多样性, 是由于F-box本身具有多种功能, 还
是由于不同植物中靶基因F-box的序列差异, 使
F-box介导的泛素化降解的靶标在不同植物中不

同, 从而导致miR394表现出功能多样性, 这需要我

们进一步进行系统研究。此外, 对于miR394的研

究集中在与靶基因的作用关系, 至于miR394与非

靶基因的互作研究很少。如circRNA或长链非编

码RNA是否对miR394起到海绵(sponge)的作用, 对
我们深入理解miR394在植物生长发育、抗逆等过

程中所扮演的角色有重要意义。
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图1  miR394在不同植物中的功能

Fig.1  The function of miR394 in different plants 
A~D: miR394参与植物非生物、生物胁迫及植物生长发育和生理生化代谢的调控路径。
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Advances in biological functions of plant miR394
GENG Zhao, LIU Jianguang, ZHAO Guiyuan, WANG Yongqiang*, ZHANG Hanshuang*

Cotton Research Institute, Hebei Academy of Agriculture and Forestry Sciences / Key Laboratory of Biology and Genetic 
Improvement of Cotton in Huanghuaihai Semiarid Area, Shijiazhuang 050051, China

Abstract: MicroRNA (miRNA) is a class of short endogenous non-coding small RNA, which plays a important 
role in cell regulation mechanism. The miR394 is one of the many discovered miRNA members, whose precur-
sor sequences vary from plants. while all miR394 contains the same mature fragment 20–22 nt. The miR394 
regulates gene expression by acting on target genes in a fully complementary or near-completely manner, play-
ing a major role in plant growth and development, biotic and abiotic response of stress. This review focused on 
the mechanism, target genes and biological functions of miR394 in plants, and discussed the future research di-
rections of miR394 to provide references for further study of related researches. 
Key words: miR394; F-box; growth and development; response of stress
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