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植物microRNA与逆境响应研究进展 
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摘要: MicroRNA (miRNA)是一类在生物体内普遍存在的非编码、长度约 16~29 nt 的小分子 RNA, 由内源基因

编码, 于转录后水平通过介导靶 mRNA 降解或翻译抑制调控基因表达, 是真核细胞基因表达的重要调控因子。随着

生物信息学与研究技术的发展, 越来越多的植物 miRNA 得到预测和验证。逆境胁迫下, 植物体诱导或下调相关

miRNA 表达, 参与植物逆境生理调节与适应。文章综述了植物 miRNA 生物合成、与靶基因的作用方式、生物

功能以及逆境胁迫响应 miRNA, 概要介绍了目前常用的 miRNA 研究方法。 
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Advances in plant microRNA and stresses response 

XU Zhen-Hua, XIE Chuan-Xiao 

National Key Facility for Crop Gene Resource and Genetic Improvement, Institute of Crop Sciences, Chinese Academy of Agricultural 

Sciences, Beijing 100081, China 

Abstract: MicroRNAs (miRNAs) are endogenous 1629 nt non-coding small RNAs that were are generally found in 
species and typically encoded by endogenous genes. They play an important regulatory role at post-transcription level by 
targeting mRNA cleavage and translation repression. More and more plant miRNAs had been predicted and identified along 
with the development of bioinformatics and experimental techniques. At stress conditions, plant miRNAs also play a role in 
adaptation by up-regulating or down-regulating the miRNA expression. The biogenesis, action mode with target genes, bio-
logical functions of plant miRNAs, as well as the stress-responsive miRNAs, were reviewed and the methodologies of 
miRNA study were also briefly summarized in this paper. 
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MicroRNA(miRNA)是生物体内普遍存在的一

种内源、非编码、小分子量的单链RNA分子，其前

体具有发夹结构[1, 2]。miRNA长度约 16~29 nt，平均

22 nt，大部分为 21~23 nt[3]。miRNA由内源miRNA

基因编码产生[4]，通过与靶mRNA结合，在转录后水

平介导靶mRNA降解或翻译抑制来调控基因表  达
[1, 5~7]。大部分植物miRNA基因位于基因间区   域
[8~10]，其他则位于基因内含子区域[11]。有些植物如大

豆的一些miRNA基因相互距离很近，可形成基因簇
[12]，共同转录形成同一个初级miRNA (pri-miRNA)。 

自 iRNA最早于线虫中发现以来m [13], 大量

miRNA在水稻[14]、拟南芥[15]、玉米[16]、甘蓝型油菜
[17]等植物中陆续被预测, 并且一部分miRNA已经由

实 验 验 证 [14,18~21], 包 括 植 物 逆 境 胁 迫 响 应

miRNA[22]。目前, miRNA数据库miRBase中(Release 

14：2009 年 9 月)包含 28 个物种的 2 134 条植物
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miRNA序列及相关信息(http://microrna.sanger.ac.uk)。

我们总结了该数据库现有的植物miRNA在 28 个物

种中的分布并与该数据库Release 7.1(2005 年 10

月)[23] 植物miRNA数据进行比较(表 1)。水稻、小粒

碗藓、毛果杨及拟南芥等几个物种中发现的miRNA

较多; 植物miRNA信息量增长较快 , 是Release 7.1

的 2.7倍; 许多其他物种miRNA逐渐加入。随着高通

量测序技术应用于小RNA文库测序，相信未来几年

内, 该数据库植物miRNA信息还会快速增长[24, 25]。 

miRNA属于小RNA (Small RNA) 的一种[10, 26], 

由RNA聚合酶Ⅱ转录生成[11]。在植物新陈代谢、组

织生长、器官发育及分化、细胞生长分化及程序性

凋亡中起重要作用, 并能响应生物及非生物逆境胁迫, 

调节或改变内源基因表达[27, 28]。最初认为, miRNA在

所有植物物种间都是保守的 [29], 但随后发现, 拟南

芥一些miRNA在水稻中并不存在。Allen等 [30] 提出

植物miRNA进化模型, 把miRNA分为“古老的”和

“现代的”两类。该模型认为: “古老的”miRNA

在植物分化为不同类群之前就已进化完成 ,  这类

miRNA是保守的; 而“现代的”miRNA则是在现有

植物种群都出现后才开始进化, 是非保守的。很多

植物miRNA高度保守并呈现出独特的组织及发育特

异性或逆境特异性 [28]。在植物生长过程中 , 常会 

 
表 1  miRBase 中 miRNA 在各植物间的分布 

Release 14 Release 7.1[23] 
物种 

miRNA家族 成熟 miRNA miRNA家族 成熟 miRNA 

水稻 (Oryza sativa L.) 152 452 46 178 

小立碗藓(Physcomitrella patens L.) 111 281   

毛果杨(Populus trichocarpa L.) 42 237 33 213 

拟南芥(Arabidopsis thaliana L.) 114 215 46 117 

高粱(Sorghum bicolor L.) 25 140 16 72 

葡萄(Vitis vinifera L.) 29 137   

蒺藜苜蓿(Medicago truncatula L.) 27 116 10 16 

玉米(Zea mays L.) 20 113 18 97 

大豆(Glycine max L.) 53 86 11 22 

江南卷柏(Selaginella moellendorffii L.) 45 64   

甘蓝型油菜(Brassica napus L.) 18 48   

洛矶山耧斗菜(Aquilegia coerulea L.) 20 45   

火炬松(Pinus taeda L.) 27 38   

小麦(Triticum aestivum L.) 31 32   

番茄(Solanum lycopersicum L.) 17 30   

二穗短柄草(Brachypodium distachyon L.) 17 19   

芜菁(Brassica rapa L.) 9 19   

甘蔗(Saccharum officinarum L.) 6 16 6 16 

陆地棉(Gossypium hirsutum L.) 6 13   

菜豆(Phaseolus vulgaris L.) 8 9   

胡杨(Populus euphratica L.) 7 8   

甘蓝(Brassica  oleracea L.) 5 7   

百脉根(Lotus japonicus L.) 2 2   

豇豆(Vigna unguiculata L.) 1 2   

雷蒙德氏棉(Gossypium raimondii L.) 1 2   

番木瓜(Carica papaya L.) 1 1   

草棉(Gossypium herbecium L.) 1 1   

苹果(Malus domestica L.) 1 1   

http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_summary.pl?org=mtr
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_summary.pl?org=pta
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受多种逆境胁迫影响, 植物根据逆境种类及胁迫程

度可自身调节体内相关基因表达水平, 通过改变生

理状态对逆境做出响应, 某些miRNA在这一过程中

起到重要作用。植物许多逆境响应正是通过诱导或

抑制相应miRNA表达来调控相关基因表达水平, 使

植物适应不同程度的逆境胁迫。因此, 通过不同生

长环境、不同逆境或同一逆境不同胁迫程度的处理

将会鉴定出更多新的 miRNA, 揭示不同 miRNA 在

逆境胁迫下的作用及植物对环境适应性机理。本文

综述了植物 miRNA 生物合成、与靶基因的作用方

式、生物功能以及逆境胁迫响应 miRNA, 概要介绍

了目前常用的 miRNA研究方法。 

1  miRNA的生物合成 

在动物中, 内源miRNA基因在RNA聚合酶Ⅱ作

用转录生成初级miRNA(pri-miRNA), 被一种称为

Drosha的RNA酶Ⅲ及其辅助因子DGCR8 作用切割, 

产生约 60~70 nt具有茎环结构的前体 miRNA 

(pre-miRNA)。植物与动物miRNA的生物合成差异主

要体现在 : 植物中不存在Drosha的同源类似物 , 该

过程是在Dicer的同源异形体DCL1[10, 31]及辅助因子

HYL1 作用下完成 [10]。Pre-miRNA在转运蛋白 5 

(exportin-5) 作用下进入细胞质 , 并被另一种称为

Dicer的RNA酶Ⅲ切割, 去除pre-miRNA茎环结构的

环状部分 , 产生约 16~29 bp的miRNA/miRNA* 杂

合双链体分子。该双链体分子与RNA诱导的沉默复

合物 (RISC)中AGO蛋白 (Argonaut)结合 , 随后双链

体解链去除miRNA* 链, 另一条仍与AGO蛋白结合

的链, 即为成熟单链miRNA分子。成熟miRNA与其

靶mRNA靶位点互补结合 , 通过降解靶mRNA或抑

制靶mRNA翻译调控内源基因表达[10, 32, 33]。 

2  植物miRNA的作用方式 

植物miRNA与其靶基因(靶mRNA)相互作用方

式分两种: 剪切降解和翻译抑制。不同miRNA作用

方式取决于miRNA与其靶位点的序列互补程度[1, 34]。

一般, miRNA与靶mRNA完全互补或近完全互补时, 

会切割降解靶mRNA; 两者不完全互补时 , 会抑制

靶mRNA翻译[35, 36]。 

与哺乳动物miRNA作用方式不同, 植物miRNA

介导的靶mRNA剪切是其主要作用方式。一般情况

下 , 植物miRNA作用方式与小分子量干扰RNA 

(siRNA)相似, 通过与其靶mRNA编码区特定位点以完

全互补或近完全互补方式结合, 在miRNA第 10 或 11

位碱基处[37, 38]精确切割并降解靶mRNA [36, 39, 40]。与

miRNA合成途径相关的基因突变会导致miRNA含量

显著下降, 影响miRNA剪切作用, 使靶mRNA含量显

著上升[41, 42]。 

哺乳动物miRNA一般以不完全互补方式与靶

mRNA 3′-UTR结合[43, 44], 通过抑制翻译起始因子或

Poly(A)尾巴的功能, 来抑制靶mRNA翻译而并不降

解靶mRNA[5, 45, 46]。目前, 植物中miRNA对靶mRNA

翻译抑制的报道较少, 但上述植物miRNA的剪切降

解作用也并不绝对 , 个别miRNA靶位点位于靶

mRNA 3′-UTR[1]; 有些miRNA虽与其靶mRNA互补

程度较高, 但对其靶mRNA的作用并非剪切降解而

是翻译抑制。如拟南芥miR172 与其靶基因AP2 

mRNA高度互补, 抑制AP2 蛋白表达, 但没有检测

到AP2 mRNA表达水平下降[38, 47]。 

3  miRNA在植物体中的功能 

miRNA一个显著特征是参与植物整个生长发育

进程调控[48]。因此, miRNA表达是植物正常生长发

育所必需的。miRNA靶基因大多都编码调控蛋白等

转录因子。表 2[49]列出了靶基因为转录因子编码基

因的某些拟南芥miRNA。 

 
表 2  靶基因编码转录因子的植物 miRNA 

miRNA
靶基因

家族
靶基因 

miR156 SBP SPL2, SPL3, SPL4, SPL10 

miR159/319 MYB MYB33, MYB65 

 TCP TCP2, TCP3, TCP4, TCP10, TCP24 

miR160 ARF ARF10, ARF16, ARF17 

miR164 NAC CUC1, CUC2, NAC1, At5g07680, At5g61430

miR169 HAP2 
At1g17590, At1g72830, At1g54160,  
At3g05690, At5g06510 

miR172 AP2 AP2, TOE1, TOE2, TOE3 

 
同时还有一些miRNA靶基因并不编码转录因子, 

而是编码植物代谢过程中的重要蛋白质。例如某些

miRNA靶基因编码F-box蛋白或泛素连接酶 , 说明

这类miRNA具有调节蛋白稳定性的作用 ; 某些

miRNA靶基因编码ATP硫酸化酶、超氧化物歧化酶
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(SOD)等植物代谢过程或逆境响应的关键酶 ; 还有

一些miRNA靶基因为DCL1 或AGO1 等miRNA合成

途径的重要基因, 表明这些miRNA还可调控自身合

成和功能(表 3[49])。不同miRNA通过调控基因表达过

程中相应转录因子或代谢过程中相关蛋白表达来调

节植物整个发育过程及生命进程。 

 
表 3  靶基因编码非转录因子的植物 miRNA 

miRNA 靶基因家族 靶基因 

miR162 Dicer DCL1 

miR168 ARGONAUTE AGO1 

miR403 ARGONAUTE AGO2 

miR393 F-box 
TIR1, ABF1, ABF2, ABF3, 
At3g23690 

miR395 APS APS1, APS4 

 SO2 transporter AST68 

miR399 E2-UBC At2g33770 

miR397 Laccase At2g29130, At2g38080, At5g60020

 

3.1  miRNA参与植物开花及花器官发育 

某些miRNA通过调控与植物开花及花器官发育

相关基因的表达, 参与植物生殖发育及花器官决定, 

比较典型的是miR172。miR172 通过作用于包括

AP2、TOE1、TOE2、GL15等在内的APETALA2转

录因子编码基因, 在植物发育过程中起到控制植物

开花时间[50]、花器官发育[48, 1]、花器官决定[48, 1]及发

育阶段转变[52]等重要作用。过表达miR172的拟南芥

植株表现开花提前及花瓣缺失、萼片转变成心皮[51] 等

花器官决定缺陷。AP2 类转录因子基因功能缺失分

析表明, AP2类转录因子为花器官抑制物。发育早期

由miR172介导的AP2基因下调表达能缓解AP2类转

录因子对花器官的抑制, 促进开花。表达抗miR172

的AP2 基因会导致雄蕊增多、花器官分生组织无限扩

展及花器官发育模式障碍[48]。另一种AP2类转录因子

SMZ是一种有效地开花抑制物 , 5′-RACE证明SMZ

也是miR172 的靶基因, 过表达抗miR172 的SMZ基

因的拟南芥植株长期维持营养生长, 表明miR172对

SMZ基因的作用会调控植物发育时期转变[50]。Wu等
[52] 发现转录因子SPL9 对miR172b的转录起直接作

用, 而SPL为miR156 的靶基因, 因此miR156 还可调

节miR172的表达, 两者共同作用控制植物营养生长

向生殖生长转变。 

3.2  miRNA参与植物激素信号传导 

研究发现, 某些miRNA在植物激素调节信号传

导过程发挥重要作用。拟南芥NAC1基因在侧根发生

的生长素信号传导过程中起作用。miR164直接作用

于NAC1 基因, 下调NAC1 mRNA表达, 影响生长素信

号转导, 导致侧根数量减少; mir164a和mir164b突变

体中miR164 丰度下降, NAC1 基因表达上调使侧根

数量增加 [53]。生长素涉及植物生长发育各个方面 , 

一般通过生长素应答因子(ARF)基因发挥作用。在拟

南芥中已经鉴定出 23个ARF转录因子家族成员, 其中

至少有 5 个ARF基因是miRNA靶基因 , 分别为

ARF10、ARF16、ARF17、ARF6和ARF8, 其中ARF10、

ARF16、ARF17 是miR160 的靶基因, ARF6 和ARF8

是miR167的靶基因[40]。赤霉素(GA)也参与植物花器

官形成及发育。植物体内miR159 水平受GA调节 , 

miR159 作用于靶基因GAMYB(编码GAMYB转录因

子, 参与GA启动的花器官分生组织决定基因LEAFY

的激活), 调节短日照植物开花时间和花药发育[54]。

同时miR159 还受脱落酸(ABA)诱导表达, 通过作用

于两个MYB转录因子基因MYB33和MYB101在种子

萌发过程中起作用[55]。Jia等[56]利用ABA处理拟南芥

和毛果杨发现miR398 也受ABA诱导, 且表达模式在

两个物种中不同, 表明miR398 可能与植物抗逆性相

关。之前, miRNA参与细胞分裂素(CK)和乙烯(ETH)

信号传导并无报道, 最近Liu等[57]研究发现miR159、

miR394 的表达受ETH调节; miR172、miR319 的表达

受CK调节, 但这些miRNA参与CK和ETH信号传导途

径及作用机制尚不明确。同时该研究还发现miR167、

miR413表达受ABA调节; miR166、miR319表达受GA

调节。 

3.3  miRNA参与植物叶片发育 

上文提到的miR172 除参与植物开花及花器官

发育外, 还参与植物叶片从幼叶到成熟叶的转变。这

一过程通过miR172 与GL15 基因相互作用完成。玉米

中过表达GL15 表明该基因控制叶片由幼嫩向成熟转

变, miR172 的表达下调GL15, 使叶片转为成熟[58]。

miR319 作用于TCP转录因子基因 , 过表达miR319

导致拟南芥叶片皱缩[59]。 

3.4  miRNA参与植物组织器官形态改变 

CUC2 是NAC功能域转录因子家族成员之一 , 
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miR164 作用于CUC2 基因, 控制植物营养器官生长

和侧向器官发育。CUC2基因在miR164靶位点处的

变异使miR164 不能与 CUC2 结合 , 导致 CUC2 

mRNA过量表达, 植株与野生型相比表现出营养器

官增大 , 侧向器官再生等特点 [60]。拟南芥过表达

miR156 下调SPL基因表达, 与野生型相比, 植株开

花延迟, 基部莲座叶发生较早, 顶端优势明显减弱, 

且初花倾向于从侧枝处发生, 侧枝叶片数目显著增

多[40, 61]。 

3.5  miRNA参与自身代谢负反馈调节 

miRNA除参与植物体生命代谢活动及发育进程

外, 还参与自身代谢合成的负反馈调节。如miR162剪

切产物中含有DCL1 的转录本, 而DCL1 基因编码

miRNA合成过程中的关键酶Dicer, 说明miR162 对

Dicer酶具有负反馈调节功能[62]。表达抗miR168 的

AGO1基因增加植株体内AGO1转录本水平, 并具有

与miRNA合成途径中关键突变如dcl1、gen1、hyl1

等相似的发育缺陷表型。而人为导入与抗miR168的

AGO1 mRNA互补的miRNA, 则可以使缺陷表型回

复至野生型[42]。这些都表明某些miRNA在自身合成

途径中存在负反馈调节功能。 

4  植物逆境胁迫响应miRNA 

最近研究表明 , 植物中不同的miRNA 对多种

逆境胁迫发生响应, 并证实某些miRNA 在植物感受

逆境胁迫并产生适应性的过程中发挥重要作用[14, 63]。

植物生长过程中可能遇到的逆境胁迫分为生物逆境

和非生物逆境, 生物逆境主要是虫害、病害等; 非生

物逆境包括养分胁迫、干旱胁迫、低温胁迫、淹水

胁迫和高盐胁迫等。不同逆境胁迫会诱导或下调表

达植物相应miRNA, 有时某种miRNA会同时响应几

种逆境胁迫。尽管大多数miRNA参与逆境胁迫响应

机理尚不明确, 但随着研究的深入, miRNA 将为我

们阐明植物逆境胁迫响应机理和提高植物耐胁迫能

力提供重要参考。 

4.1  miRNA与植物养分胁迫 

4.1.1  miRNA 与低氮胁迫 

氮是植物三大营养元素之一, 对植物生长发育

具有重要作用。虽然与植物氮素响应miRNA相关的

报道很少, 但有研究显示某些miRNA在低氮情况下

表达发生改变。如miR167a在低氮胁迫下诱导表达, 

导致靶基因ARF8表达下调, ARF8控制侧根结构, 因

此 , miR167a在响应低氮胁迫过程中调节侧根生长
[64]。Bikram等[19]用实时定量PCR方法研究了拟南芥

营养元素响应的miRNA, 发现低氮抑制miR169 和

miR398表达。miR169的靶基因HAP2-1调控根瘤原

基分化, 过表达miR169 或敲除HAP2-1 基因均会抑

制侧根形成[65]。这说明低氮水平下, miR169在豆科

植物根瘤发育过程中起重要作用。中国农业科学院

作物科学研究所(本研究组)正在开展玉米miRNA对

低氮响应及其在基因表达调控中角色鉴定等研究 , 

已取得了一些初步有意义的结果, 将陆续发表。 

4.1.2  miRNA 与低磷胁迫 

世界性问题, 已成为许

多地

土壤有效磷缺乏是一个

区作物生长的限制因素。目前大量研究对低磷

胁迫诱导基因包括miRNA表达和调控在一定程度上

揭示了miRNA低磷响应机制, 但其详细调控机制仍

不明确[66]。拟南芥miR399能够对低磷胁迫发生响应

并保持体内磷素稳定平衡[67]。拟南芥基因组中分布

有 6个miR399基因, 均受低磷胁迫诱导[66]。研究表

明 , 无机磷转运子(Pi transporter)[68] 和泛素结合酶

(UBC24)[15]两个基因家族为miR399 的靶基因, 共同调

节植物体内磷素平衡。miR399受介质中磷酸盐水平调

节[55, 69], 低磷酸盐水平强烈诱导miR399 表达, 其靶

mRNA丰度下降首先在根部出现。miR399 通过与

UBC24 mRNA的 5′-UTR结合下调其表达 , 同时

UBC24 mRNA的 5′-UTR区已被证实与植物缺磷响应

有关[69]。miR399参与体内磷素平衡模型指出[69, 70], 高

磷环境下, 根部表达的UBC24 可能会下调特异磷吸

收转运系统的表达, 从而抑制过量无机磷进入植物

体内; 缺磷时, miR399 表达量增加, UBC24 表达下

调, 从而缓解了被抑制的无机磷吸收和转运, 增加

植物对无机磷的吸收以应对磷素缺乏。最近研究发

现, 缺磷诱导拟南芥miR778、miR827表达, 但下调

miR398 表达 [19]。miR827 的靶基因是E3 连接酶

NLA(At1g0260), NLA参与植物花青素合成, nla突变

体在缺氮条件下花青素含量下降, 叶片早衰; 但磷

和氮素同时缺乏时, 突变体表现野生型。表明尽管

miR827 会抑制NLA表达, 但缺磷作为一种信号, 足
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以诱导花青素合成, 弥补miR827对NLA的抑制。 

4.1.3  miRNA 与缺硫胁迫 

植物在低硫胁迫下一些miRNA也参与缺硫响应, 

如miR395在维持拟南芥硫素平衡中起重要作用[71]。

拟南芥miR395 靶基因有两种: 一种是APS1、APS3 

和APS4 等ATP 硫酸化酶基因, 其编码蛋白催化硫

同化反应第一步 [68]; 另一个是AsT68, 编码一种硫

酸盐转运蛋白 , 负责将无机硫由根系转运至茎叶
[30]。说明miR395能同时调节同一代谢途径中的两组

不同基因。研究表明, 低硫胁迫诱导miR395的同时, 

APS1表达下调; 硫素水平正常时, APS1转录水平增

加, miR395表达完全受到抑制[68]。证实了miR395在

植物低硫胁迫响应过程中的作用。 

4.1.4  miRNA 与微量元素 

miRNA不仅响应大量元素缺乏, 也会响应一些

微量元素含量变化并调节相应生理活动。研究发现, 

缺铜会抑制Cu/Zn超氧化物歧化酶(Cu/Zn-superoxide 

dismutase, CSD)表达, 其在叶绿体中的作用被Fe超氧

化物歧化酶(Fe-superoxide dismutase)代替, miR398

在该过程中发挥重要作用[72]。铜素缺乏时, miR398

的诱导表达使CSD基因表达下调。Abdel-Ghany等[73]研

究发现 , 除miR398 外 , 拟南芥miR397、miR408、

miR857 也受低铜诱导表达 , 表明通过miRNA的作

用, 可以下调植物体内非必须铜蛋白表达, 减少铜

素消耗, 从而在缺铜情况下, 保证植物体正常生理

活动必须铜素的供应。 

4.2  miRNA与干旱胁迫 

很大, 实验表明干旱诱导

水稻

干旱对植物生长影响

miR169g表达[21]。miR169g是miR169 家族唯一

受干旱诱导的miRNA, 且在根部表达量比茎部高, 表

明miR169g在根组织快速响应干旱胁迫中起重要作

用, 同时还表明干旱胁迫时miRNA在叶片与根组织

细胞中可能参与不同的信号转导过程[21]。干旱胁迫

抑制拟南芥 miR169a和 miR169c表达 , 过表达

miR169a的植株 , 较野生型表现出叶片易失水和抗

干旱能力减弱等特点[74]。Wei等[75] 通过miRNA芯片

杂交实验表明, 干旱胁迫下, 来自 13个物种的 34个

miRNA表达显著变化。这些miRNA靶基因大部分都

含有干旱胁迫下ABA响应元件。miR474受干旱胁迫

诱导, 其靶基因PDH是脯氨酸积累过程的负调控元

件。干旱胁迫抑制miR168、miR528、miR167表达, 各

自靶基因(MAPK、POD、PLD)表达上调, 启动ABA

诱导的气孔运动和抗氧化防御。 

4.3  miRNA与低温胁迫 

低温是限制植物生长和分布的一种非生物胁迫

因素, 多种miRNA可通过调控生长素或脱落酸信号

途径, 响应植物低温胁迫。最初Sunkar等[15] 利用不

同胁迫处理拟南芥幼苗并构建小RNA文库, 通过筛

选表明低温胁迫诱导miR393、miR397表达。Zhang

等 [76]和Liu等 [63]分别通过全基因组测序及芯片杂交

方法证实低温诱导miR397表达。芯片杂交实验还表

明低温诱导拟南芥miR172、miR171、miR169、

miR408[63]及毛果杨miR477、miR168 表达[77]; 但抑

制毛果杨miR156、miR475、miR476 表达[77]。Zhou

等[20]基于转录组预测方法鉴定了拟南芥miR398 也

受低温诱导表达。 

4.4  miRNA与高盐胁迫 

长的重要限制因素, 近年

来通

土壤盐度是农作物生

过对逆境响应miRNA的研究, 鉴定了一些盐胁

迫响应miRNA。拟南芥miR397在高盐条件下上调表

达 , 导致LACs和CKB3 mRNA表达水平下降。转

miR397 基因的拟南芥植株, 抗盐性提高; 相反, 抗

miR397 的转基因拟南芥, 耐盐性能力减弱[15]。Liu

等 [63]借 芯片杂交在拟南芥中鉴定了miR396 和

miR168等 12种盐胁迫诱导表达miRNA Jia等

助

。 [56] 研

究了盐胁迫处理下拟南芥与毛果杨miRNA的时序表

达, 结果表明, 盐胁迫下, 毛果杨miR398 上调表达, 

但表达量随时间不断变化; 而在拟南芥中miR398 表

达受盐胁迫抑制, 且表达量恒定。Guru等[78] 证实包括

高盐胁迫在内的多种逆境抑制miR398表达。 

4.5  miRNA与其他逆境胁迫 

植物生长过程中, 除以上几种逆境胁迫外, 还

会遇到生物胁迫、紫外线照射、重金属、氧化、淹

水等一些其他形式的逆境胁迫, 植物体响应这些逆境

时, 同样存在miRNA对生理活动的调节。例如, 病原

菌侵染植物叶片会使miR398表达量下降[78]。土壤重金

属含量过高时, miR398 通过与超氧化物歧化酶基因

(CSD)相互作用调节植物体内铜素平衡; miR393 和

miR171 在植物响应镉胁迫时起重要作用[79]。Zhou   
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等[80]研究了重金属(Hg、Cd和 Al)对蒺藜苜蓿miRNA

表达的影响, 发现miRNA在重金属胁迫时表达不一

致, 并与重金属种类和浓度有关。miR171、miR319、

miR393 和miR529 在重金属胁迫时表达上调。其中

miR319 被Cd 和Al诱导, miR393 被Hg和Cd诱导。

miR529被上述 3种重金属同时诱导表达, 且Al的诱

导效应最强。Zhou等 [81]研究了拟南芥在紫外线

(UV-B)胁迫下miRNA表达, 结果表明包括miR159、

miR398 在内的多种miRNA可能受UV-B诱导表达。

Zhang等[82]研究了玉米在淹水胁迫下miRNA对根细

胞形态及代谢的调节作用, 表明多种miRNA在淹水

胁迫下表达发生改变, 并呈现出表达模式的动态性

及多样性。另外, 上述逆境胁迫很多都伴有氧化胁

迫存在, miR398是植物响应氧化胁迫的主要miRNA,

氧化胁迫下表达下调, 并通过与靶基因CSD相互作

用行使功能

 

[83]。 

5  miRNA植物 研究方法 

失突变体 

率最低, 因为自然

状态

 

5.1  miRNA的获得 

5.1.1  miRNA 功能缺

这种方法获得新miRNA的效

下miRNA功能缺失突变体非常少见。迄今为止, 

只有拟南芥miR164 是通过功能缺失突变体获得 

的[84]。显然该方法不能高效获得miRNA。 

5.1.2  小 RNA 克隆 

小RNA直接克隆是获得miRNA比较有效、可信

的方法。植物中最早采用克隆方法获得包括 15 个

miRNA家族在内的 19 个miRNA成员[85]。高通量测序

方法的建立, 使获得大量miRNA序列信息成为可能。

该方法在miRNA发现和鉴定中还会有重要应用。 

5.1.3  生物信息学预测 

根据miRNA前体序列特征, 通过生物信息学方

法在全基因组中预测miRNA 是获得miRNA最多最

常用的方法。相对于直接克隆法, 生物信息学预测

可获得一些表达水平低、组织特异性表达以及特定

环境诱导表达的miRNA。利用miRNA序列特征设计

开发的植物miRNA预测程序, 已经在预测和鉴定新

miRNA中得到广泛应用[14~17]。利用生物信息学预测

得到的miRNA需经过生物学实验验证[18~21]。 

5.2  miRNA的生物学验证 

除以上获得新miRNA的方法外, 有些研究可能

会借助miRNA表达谱芯片等方法筛选与研究目标相

关的miRNA[63, 82], 这些筛选到的miRNA同样需要生

物学实验验证。 

5.2.1  Northern 杂交 

Northern杂交作为应用最广泛的验证目标

miRNA的方法, 已用于许多miRNA的生物学验  证
[14, 15, 20, 21, 25, 54]。其优点是不需要特殊实验仪器及实

验技能 , 且能反映miRNA表达量及miRNA分子大

小。但该方法灵敏度低, 尤其是待检测miRNA丰度

较低时, 低灵敏度缺点就更突出。因此, Northern杂

交通常需要大量总RNA样品。Válóczi等[86]将锚定核

苷酸(Locked nucleotide acid, LNA)修饰的寡核苷酸

探针用于成熟miRNA的Northern杂交 , 大大提高了

杂交灵敏度; Várallyay等[87, 88]详细阐述了LNA探针

用于成熟miRNA的Northern杂交方法。商业化的LNA

修饰探针可从Exiqon (http://www.exiqon.com)获得。

Pall等 [89]利用可溶性碳化二亚胺(EDC)代替紫外交

联等方法用于RNA固定, 极大提高了miRNA检测效

率, 比传统紫外交联固定效率高 25~50倍。 

5.2.2  实时定量 PCR 

实时定量 PCR(Real-time PCR)利用PCR产物的荧

光信号与目标产物拷贝数关系实现目标 miRNA 的检

测和定量。这种方法灵敏度高, 只用少量初始 RNA样

品便可获得精确结果。但这种方法需要设计特异性引

物及探针, 且实验结果受体系、操作及环境影响较大。 

miRNA的Real-time PCR检测方法在前体 [90]和

成熟miRNA中不同, 主要体现在引物和探针设计及

反转录差异。Chen等 [91]发展了一种新的用于成熟

miRNA 的Real-time PCR方法。该方法引进特异的茎

环反转录引物 (Stem-loop RT primer)用于成熟

miRNA反转录。利用TaqMan MGB探针能提高检测

特异性, 可区分甚至 1 个碱基差异, 适于miRNA家

族不同成员的Real-time PCR检测。针对成熟miRNA

反转录及PCR扩增, Shi等[92]和Raymond等[93]还分别

提出引物延伸法和Poly A加尾法。前体及成熟

miRNA的引物及探针设计参阅文献[90]。 

5.2.3  miRNA 抑制剂 
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miRNA抑制剂是一种与目标miRNA序列特异

性互补并经过一定化学修饰的反义寡核苷酸(ASO)

序列。一般通过对这种反义RNA分子核糖 2′-氧甲基

化保证其在体内稳定性[94, 95]。借助转染试剂进入细

胞后, 抑制剂可快速稳定地同目标miRNA分子互补

结合, 从而阻止miRNA与靶基因结合来抑制miRNA

功能。也有研究利用锚定核苷酸(LNA)来修饰反义寡

核苷酸[96]。 

5.3  miRNA靶基因预测 

功能及后续研究的基础。

生物

Gene ontology, GO)可分析已知或预

测的

靶基因预测是 miRNA

信息学方法预测 miRNA 靶基因主要基于

miRNA与靶基因相互作用的热力学稳定性、二级结

构分析以及 miRNA与靶基因互补的序列特征。表 4、

表 5分别列出了植物miRNA及靶基因预测的数据库

网站及软件。 

基因本体(

miRNA靶基因分子功能及参与的生物学过程 , 

为后续靶基因验证提供重要参考。产生的层级树形

图能够清晰显示各靶基因功能及层级分类。Zhang[103] 

利用GO的分子功能和生物学过程两个本体分析了玉

米所有miRNA靶基因, 表 6列出部分分析结果。 

各种 miRNA 靶基因功能几乎涵盖了植物生命

活动

参考价值。 

内容是验证靶基因与目标

功能, 一般有以下

几种

物 5′-RACE法是植物中最常用的验证

植物miRNA与其靶基因

作用

各方面, 同一种miRNA靶基因可行使不同的分

子功能并参与不同生物学过程。另一方面, 不同靶

基因在功能或参与的生物学过程中分布频率存在差

异。这些信息对于深入了解 miRNA及其靶基因功能

5.4  miRNA靶基因验证 

靶基因验证主要

具有重要

miRNA之间相互作用及靶基因生物

方法。 

5.4.1  剪切产物 5′-RACE 

剪切产

miRNA靶基因的方法。一般

方式是通过剪切作用降解靶mRNA, 5′-RACE通

过对剪切产物末端扩增测序验证miRNA对靶基因的

剪切作用, 同时该方法得到的末端产物与miRNA序列

比对后还可得到miRNA精确剪切位点[38]。许多研究都

用该方法验证了miRNA靶基因[38, 104~106], 并且表明, 

这种剪切作用通常精确发生在miRNA第 10 或 11 位

碱基处[37, 38]。 

5.4.2  农杆菌注射 

农杆菌注射(A -inogro culation)法属于瞬时表达

启动子分别构建miRNA及其

靶基

的一种, 一般利用 35S

因表达载体, 然后借助农杆菌注射接种植物叶

片, 使两种表达载体在植物活体组织内共表达(Co- 

expression)[38]。 

5.4.3  表达抗 miRNA 靶基因 

表达抗 靶基性 因方法是指在预测的 miRNA 靶

标miRNA不能与靶 位点处引入多个碱基突变, 使目

 
表 4  植物 miRNA 与靶基因数据库及其链接 

数据库 地址 主要特征 参考文献 

mirBase http://www.mirbase.org/ miRNA序列、注释及预测的靶基因 [23] 

PMDB http://bioinformatics.cau.edu.cn/PMRD/ 已知植物 miRNA及其靶基因信息 [97] 

CSRDB http://sundarlab.ucdavis.edu/smrnas/ 已知玉米、水稻小 RNA(含 miRNA)信息 [98] 

ASRP http://asrp.cgrb.oregonstate.edu/ 拟南芥 miRNA序列及相关靶基因 [99] 

 
表 5  植物 miRNA 靶基因在线预测程序及其链接 

程序名称 获取地址 物种 参考文献 

MicroInspector http://mirna.imbb.forth.gr/microinspector/ 任何物种 [100] 

miRU http://bioinfo3.noble.org/miRNA/miRU.htm 植物 [101] 

miTarget http://cbit.snu.ac.kr/~miTarget/ 任何物种 [102] 
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表 6  玉米 miRNA 靶基因 GO 分析 

基因本体 GO编号 功能描述 频率 miRNA家族 

GO 分子功能 

 
5488 结合 154/187  82.3% 

miR1432; miR156; miR159; miR160; miR164; miR166;
miR167; miR168; miR169; miR171; miR172; miR319;
miR390; miR393; miR396; miR397; miR399; miR408;
miR482; miR528; miR529; miR827 

 30528 转录调控活性 21/187  11.2% 
miR156; miR164; miR166; miR169; miR172; 
miR528; miR529 

 3700 转录因子活性 20/187  10.6% 
miR156; miR166; miR169; miR172; miR528; 
miR529 

 4779 硫酸腺苷酰转移酶活性 2/187  1.0% miR395 

GO 生物学过程 51869 应激响应 35/187  18.7% 
miR156; miR159; miR160; miR164; miR166; miR167;
miR172; miR396; miR397; miR399; miR528 

 9719 内源刺激响应 14/187  7.4% miR160; miR167 

 9725 激素响应 14/187  7.4% miR160; miR167 

 50791 生物过程调节 66/187  35.2% 
miR156; miR159; miR160; miR164; miR166; miR167;
miR168; miR169; miR172; miR319; miR396; 
miR408; miR482; miR528; miR529 

 10468 基因表达调控 60/187  32.0% 
miR156; miR160; miR164; miR166; miR167; miR169;
miR172; miR319; miR396; miR408; miR528; miR529 

 6817 磷酸盐转运 5/187  2.6% miR399 

  103 硫酸盐同化 2/187  1.0% miR395 

 
基因结合, 同时不改变靶基因编码蛋白序列, 来验

证目标miRNA与靶基因相互作用。已有研究表明, 该

方法是一种有效验证miRNA靶基因的方法[48, 107]。 

5.4.4  转基因过表达目标 miRNA 

转基因过表达目标miRNA 是一种常用的

miRNA靶基因及功能验证方法。根据miRNA前体序

列设计引物 , PCR克隆得到miRNA前体 , 并连接在

过表达载体启动子与终止子之间

也

[63,108], 也有报道同

时将两个miRNA前体连在一起构建过表达载体, 使

两种miRNA同时表达[109]。 

6  结 语 

miRNA 是生物体内一类重要的小 RNA, 具有

调控生物体的生长发育、细胞程序性死亡以及新陈

代谢等多种功能。miRNA 的发现是 RNA 研究领域

一个里程碑式的突破, 其生物学及功能的研究已成

为分子生物学领域的热点。目前, 在植物中虽已鉴

定出大量 miRNA, 某些 miRNA 在植物生长发育过

程中的功能及作用机制逐渐得以验证 , 但大部分

miRNA作用机理尚不明确。随着对模式植物 miRNA

形成、功能及作用机制深入研究及针对 miRNA 研

究方法不断改进 , miRNA 在植物体中的生物学功

能、作用机制与生长发育调控途径将会得到更清晰

地阐释。此外, miRNA 也具有重要的应用价值, 如

miRNA 转基因便具有较好的应用前景, 可以把当前

功能验证已鉴定的miRNA构建表达载体, 通过转基

因过表达获得某种特定改良性状的转基因植株。 
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