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摘要: 近来研究发现小 RNA(small RNAs)可作为转录后及翻译水平上基因表达调节的重要调节因子, 利用小

RNA 来阐明调节精子发生的分子机制取得了显著进展。这些小 RNA 主要分为 3 类, 即小干扰 RNA(siRNA)、

微小 RNA(miRNA)以及与 piwi 蛋白相互作用的 RNA(piRNA)。在减数分裂和精子发生过程中, 小 RNA 具有多

种生物学功能, 如利用 siRNA 体外转染或体内注射来敲低特定基因从而研究该基因在精子发生过程中的作用; 

miRNA 可能参与精子发生中有丝、减数及后减数分裂阶段的基因表达调节; piRNA 主要参与调节雄性生殖细胞

减数及后减数分裂的过程, 在精子发生中起抑制反转录转座子(retrotransposons)的作用。文章对小 RNAs 合成、

作用机制、功能及展望等最新进展进行了综述。 
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Small RNA molecules and regulation of spermatogenesis 
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Abstract: Small RNA molecules (small RNAs) have recently emerged as important regulators of gene expression at the 
post-transcriptional or translation level. Significant progress has recently been made in utilizing small RNAs to elucidate the 
molecular mechanisms regulating spermatogenesis. There are three major small RNAs: small interfering RNAs (siRNAs), 
microRNAs (miRNAs), and piwi-interacting RNAs (piRNAs). Small-RNAs have diverse biological functions in meiosis and 
spermatogenesis, In vitro or in vivo, use of siRNA to knockdown genes is a way to study the function of genes of intrest in 
spermatogenesis. miRNA can be involved in the regulation of mitosis, meiosis, and postmeiosis in spermatogenesis. piRNAs 
are mainly involved in regulating the process of meiosis and postmeiosis, and repressing retrotransposon transposition in male 
germline cells. In this paper, we reviewed recent works on the synthesis, mechanism, function, and outlook of smallRNAs. 
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精子发生过程始于精原干细胞(Spermatogonial 

stem cells, SSCs), SSCs一部分自我更新, 另一部分

首先分裂为Apaired(Apr)型精原细胞 , 进而形成

Aaligned(Aal)型精原细胞 [1]; Aal型精原细胞再发育
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为A1-A4型精原细胞细胞、中间型以及B型精原细胞; 

B型精原细胞有丝分裂形成初级精母细胞, 经历前细

线期、细线期、偶线期、粗线期, 再经过减数分裂形

成次级精母细胞; 圆形精子细胞形成之后, 经细胞核

浓缩等过程最终形成晚期的细长型成熟精子[2]。 

越来越多的研究表明 , 小RNAs对于正常精子

发生及雄性生育是必要的。如缺乏合成 siRNA及

miRNA所需的Dicer小鼠, 会产生异常伸长精子, 导

致雄性不育[3]; 果蝇Dicer1突变研究表明, 生殖干细

胞的分裂及干细胞通过G1/S关卡需要miRNAs的参

与 [4]; 小RNAs异常表达会导致雄性不育及睾丸癌

症。因此, 鉴定新的小RNAs、研究小RNA在精子发

生中的作用及机制, 有助于深入理解雄性不育及睾

丸癌等疾病的发生机制, 可成为雄性节育、雄性不

育基因治疗新靶点 , 并有望用于睾丸癌症的治疗 , 

也可能发现新的雄性避孕方法。 

1  小RNAs的分类 

根据小RNAs表达、发生、作用机制和功能等特

点 , 可将小RNAs分 3 类 , 分别是 : 小干扰RNA 

(Small interfering RNA, siRNA), 微小 RNA (mi-

croRNA, miRNA)以及与 piwi蛋白相互作用RNA 

(piwi-interacting RNA, piRNA)[5](表 1)。 

siRNA是小双链RNA, 长度~21nt, 含一段短发

夹结构, 发夹序列可抑制基因表达, 可以用来敲低

(knockdown)特定基因的表达并分析该基因对细胞

功能的影响。 siRNA已作为一种制作基因敲除

(knockout)小鼠的替代方法 , knockdown比knockout

省财省力 , 而且不像knockout会常导致胚胎或新生

胎儿死亡。miRNAs是小RNAs(长度~22nt)的另一种

类型, 在物种间是高度保守的。目前已发现上千种

miRNAs, http://www.mirbase.org网站 2010年 9月第

16版(Release 16: Sept 2010)数据库共收集了人 1 048

种、小鼠 672种、大鼠 408种miRNA。 

另一种小 RNAs称为 piRNAs, 因其与 piwi家族

蛋白相互作用而得名。Piwi 家族蛋白包括 PIWI、

HIWI、MIWI、MIWI2、MILI、PRG-1及 PRG-2蛋

白, 有相同的氨基酸序列。与 siRNAs或 miRNAs不

同, piRNAs 长 26~333nt, 在精子发生过程中粗线期

精母细胞及精子细胞中出现, 并为雄性及雌性胚系

发育所需。http://pirnabank.ibab.ac.in 网站数据库经

过去除冗余序列后, 收集人、小鼠、大鼠的 piRNA

数量分别是 23 439、39 986、38 549, 数量巨大。 

近来又发现一种新的小RNAs, 据其序列及基

因组图数据显示 , 只在小鼠雄性生殖细胞中表达 , 

这种新的RNAs被命名为生殖系小RNAs(Germline 

small RNAs, gsRNAs)[6]。与其他小 RNAs相比 , 

gsRNAs有以下不同 : (1)平均长度长于miRNAs和

siRNAs; (2)有链的偏差而不与茎环状结构相连。

gsRNAs在粗线期精母细胞至圆形精子细胞期间出

现[6], 这种特异表达方式可能说明gsRNAs在减数分

裂和后减数分裂期有特定作用。然而gsRNAs发生、

作用机制及功能尚不清楚。 

在果蝇中还发现一种重复相关 siRNAs (ra-

siRNAs)[7,8]。因rasiRNAs也与Piwi亚家族蛋白结合, 

其产物形成也不依赖Dicer[8~10], 可将其归为piRNAs

的一个亚群。 

2  miRNAs和piRNAs的生物发生及小RNAs

作用机制 

siRNAs属于外源性小 RNA, 在体外用 RNaseⅢ

内切酶 Dicer 降解长 dsRNAs 或用细胞内载体表达

shRNAs 再经 Dicer 作用生成 siRNAs。siRNA 转染

后 , 能结合一种称为 RNA 诱导沉默复合体(RNA 
 

表 1  3 种小 RNAs 的特征比较 

特征 siRNA miRNA piRNA 

长度 ~21nt ~22nt ~26—33nt 

链 双链 RNA 单链 RNA 单链 RNA 

数量 不适用 几百 ~500 000 

起源 外源 RNA 内源性 RNA 内源性 RNA 

表达 不在组织或细胞内表达 各种组织和细胞内均表达 精母细胞和精子中表达 

是否依赖 Dicer Dicer依赖 Dicer依赖 Dicer非依赖 

功能 降解 mRNA或转录后沉默 使 mRNA不稳定及抑制转录 抑制反转录转座子和转录后调控 

http://www.mirbase.org%E7%BD%91%E7%AB%992010%E5%B9%B49%E6%9C%88%E7%AC%AC16/
http://www.mirbase.org%E7%BD%91%E7%AB%992010%E5%B9%B49%E6%9C%88%E7%AC%AC16/
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induced silencing complex, RISC)的多酶复合体 , 

RISC识别并附着于互补的靶mRNA, 最后造成

mRNA被降解, 从而抑制蛋白质合成[11]。 

与之不同, miRNA的发生和作用是在细胞内(图

1)。较长的RNA分子在RNA酶Drosha作用下产生

~70nt shRNAs(pre-miRNA), pre-miRNAs经由输出蛋

白 5 依赖机制(exportin-5-dependent)转运至细胞   

质 [12,13]。在胞质中pre-miRNAs经RNaseⅢ(Dicer, 

DCR)催化形成成熟miRNAs[14~16]。成熟miRNA与

miRNA诱导沉默复合体(miRISC)结合, 在miRNA与

miRISC形成的复合物作用下, miRNA通过碱基互补

配对原则与靶mRNA结合。如果miRNA与mRNA的

3  - U T R对 应 序 列 完 全 互 补 ,  则 靶 m R N A 
 

 

图 1  哺乳动物细胞中miRNA发生及作用机制[21] 

被降解; 如果不完全互补, mRNA则不能翻译, 导致

翻译被抑制。miRNA是后转录基因沉默的重要调节

因子, 它与靶mRNAs的 3-UTR结合形成双链RNA, 

导致靶mRNA的降解[17,18]。miRNAs调节基因表达另

一机制是 : 一些miRNAs可直接抑制mRNA翻译 [19], 

而其他一些miRNAs可通过对m7G帽子结构的识别

来抑制翻译起始[20]。 

p i R N A的发生和作用机制更为复杂精细。

piRNA特异性表达于哺乳动物睾丸的粗线期精母细

胞及圆形精子细胞[22~25], 对 5尿嘧啶有强偏好性。

piRNAs可能来自于重复DNA序列或复杂DNA序列
[7 ,9 ,10]。Piwi亚家族Ago蛋白Argonaute3(Ago3)与

piRNA转录产物的正链结合, 形成Ago3-piRNA复合

物 ,  引导沉默子介导的负链转录本在A:U处降解 , 

从而产生 5末端为U的长单链转录本—负链piRNA

前体[7,9,10], 即负链piRNA前体来自被降解的DNA负

链。Aubergine、Piwi与负链piRNA前体一起形成复

合物, 在核酸酶Squash和Zucchini催化下, 产生成熟

负链piRNAs[7,9,10]。相反, Aubergine(Aub)与piRNA负

链转录本结合形成Aub-piRNA复合物, 引导沉默子

介导的靶标正链转录产本降解, 形成第 10位核苷酸

为腺嘌呤(A)的正链piRNA前体, 如图 2 所示。这种

正链piRNA前体与Argonatute3 作用形成成熟正链

piRNAs[7,9,10]。哺乳动物中piRNA作用机制的一种假

说 :  p i R N A s和 p i w i蛋白形成一种复合物 , 
 

 

 

图 2  果蝇 piRNA 生物发生与作用机制[21] 
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称为piwi相互作用RNA复合物(piRC), 激发基因沉

默 [25]。piRNAs 能有多种功能 , 包括抑制反转录  

转座子转位及后转录调节 (正性 /负性调节 )

可
[6,26,27],  

但miRNAs对抑制生殖细胞中反转录转座子没有作

用[28]。 

3  小RNAs在精子发生过程中的功能 

近来常用siRNA的RNAi技术能有效抑制精子发

生相关基因的表达 , 从而研究该基因相关功能。

RNAi研究的关键在于siRNA的高效转染以及转染试

剂。研究发现, Lipofectamine 2000可以有效地转染

siRNA[29]。体外实验利用Gfra1 siRNAs引起GFRA1

沉默导致小鼠SSCs从自我更新到分化为A1-A4 精原

细胞的转变, 这是小鼠精子发生的第一步 [30], 说明

Gfra1 抑制精子的发生。Nodal基因siRNAs导致细胞

凋亡的显著增加以及小鼠SSCs分裂的减少 , 说明

Nodal基因抑制细胞凋亡, 增加SSCs的增殖。利用拮

抗Src家族激酶的siRNAs证明了GDNF信号途径在小

鼠SSCs增殖中的作用[31]。另外, siRNA可抑制Bcl6b、

Ets相关分子(Erm)及LIM同源框 1(Lhx1)的转录, 通

过siRNA已经明确了这些转录因子都是体外实验中

SSCs自我更新所需的关键调节因子[32,33]。在支持细

胞中, 利用Pard6a或Part3 各自的siRNAs敲低基因表

达, 引起血睾屏障(BTB)相关蛋白表达的减少, 表明

基于Part3/Pard6a极性复合物在精子发生中对BTB有

重建的作用[34]。RNAi对beta1 整合素的抑制导致封

闭蛋白(occludin)在支持细胞间的重分布和BTB的不

稳定[35]。体内实验siRNA靶向阻断小鼠雄激素受体

导致FGF2 的表达下降, 证明睾丸酮对FGF2 有调节

作用[36]。应用siRNA技术进行功能研究的过程中也

会出现一些问题, 比如用哺乳动物中较长的dsRNA

来实现RNAi的主要障碍是它们会引起非特异mRNA

降解以及宿主细胞蛋白合成的停止, 一种解决办法

是利用＜23nt的siRNA激活特定基因沉默而不引起

干扰素反应 [37,38]。另一问题是序列特异脱靶效应

(Sequence specific off-target effects), 如果获得可信

的RNAi数据可通过转染 2 个或更多靶向不同基因

siRNAs且每个RNAi都需要有适当对照。    

虽然miRNAs在雄性生殖细胞发育过程中的功

能尚未阐明, 但表达谱研究证实哺乳动物睾丸中有

多种miRNAs[35,39~ 41]。研究表明, miRNAs有可能参

与精子发生中有丝、减数及后减数分裂阶段的基因

表达调节。Yan等[42]利用芯片研究比较未成熟与成熟

小鼠睾丸中miRNA的表达, 发现 19 种miRNA在这

两种睾丸中的表达有显著不同, 表明这些miRNA可

能对睾丸的发育产生影响。已有研究表明, Mirn122a

主要在雄性生殖细胞晚期阶段表达, 抑制圆形精子

标志物的转换蛋白 2(Transition protein 2, TP2)转录
[39], 作为圆形精子细胞的标记物, 在生殖细胞后减

数分裂阶段起作用。最近证明, 转换蛋白(亦称睾丸、

脑RNA结合蛋白, testis–brain RNA-binding protein)

与Mirn122a结合从而增加 irn122a在体内的稳定性M
[43]。与青春期前睾丸相比, Mirn34b 成年睾丸中的

表达高很多

在
[44], 表明Mirn34b在雄性生殖细胞分化

中起潜在作用。miRNA-17-92群和Mirn290-295群在

培养 3 天后的新生小鼠精原细胞中表达最丰富, 说

明在精子发生过程中这两种miRNA群在调节SSCs

增殖和早期分化起重要作用[28]。Novotny等[45]的研究

发现, miRNA-17-92 群激活c-Myc的表达导致E2F1

转录抑制 , 从而阻止减数分裂重组中的凋亡。

Marcon  等 [46]研究表明 , miRNAs定位于精母细胞

染色体的中心、终端以及XY染色体上, 也存在于支

持细胞核中。另一项研究 示: 约 86%的X染色体相

关miRNA并不参与精子发生过程中的减数分裂性染

色体失活 (Meiotic sex chromoso e inactivation, 

MSCI), 虽然在X和Y染色体上的基因沉默出现在粗

线期精母细胞, 但大多数位于X染色体的miRNA基

因在这一时期重新转录, 这表明这些miRNA或者参

与MSCI, 或者在晚期减数分裂和早期后减数分裂中

调控常染色体mRNAs

显

m

[47]。 

由于Dcr在miRNAs的发生中起重要作用, 因此

研究Dcr可以更好的理解miRNAs的生物学功能。近

来研究发现无论是在生殖细胞还是支持细胞中, 敲

除Dcr都会导致不育[27,48]。一些基因, 如Gdnf、Kitl、

Man2a2、andSerpina5是精子发生过程在中必需的基

因, 在新生睾丸缺失Dcr的支持细胞中明显下调。 

piRNAs在精子发生中也有重要的作用。piRNA

与Piwi亚家族蛋白结合形成piRNA复合物 (piRC), 

piRC通过对基因转录后的调节抑制与精子发生异常

的相关基因表达, 实现对精子发生的调控。piwi亚家
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族蛋白MIWI、MIWI2、MILI等是无脊椎动物干细胞

自我更新及雄性生殖细胞发育所必需[22, 49~51]。哺乳

动物MIWI、MIWI2、MILI蛋白表达于生殖细胞中、

后期, 而且为小鼠精子发生所必需[27,52,53]。MIWI蛋

白存在于精母细胞胞质、圆形精子细胞拟染色质小

体(chromatoid body)和胞质中, 在翻译和维持mRNA

的稳定性方面起作用[54]。在敲除Mili小鼠中, 精子发

生停留在粗线期精母细胞阶段[53]; 在Miwi缺失小鼠

中, 精子发生停留在圆形精子阶段, 不能形成长形

精子[52]; Miwi2缺失的小鼠则表现为减数分裂 1期早

期缺陷以及随年龄增长的生殖细胞进展性缺失[27]。

这些研究都表明了Miwi在精子形成过程中的重要作

用, 由于piRNA主要表达与粗线期精母细胞和圆形

精子, 因此piRNAs主要是参与调节雄性生殖细胞减

数及后减数分裂的过程, 在精子发生中起抑制反录

转座子(retrotransposons)的作  用[26,27]。近来研究认

为: Nct1及Nct2是piRNA前体, 主要表达于粗线期精

母细胞[55,56], 表明piRNAs在精子发生减数分裂阶段

的调节中起作用。然而, Nct1/2-缺失的小鼠表现为第

2号染色体中一小部分piRNAs基因簇的减少(如反义

LINE1-相关重复序列piRNA), 并不影响小鼠精子发

生或生育, 说明这些在第 2 号染色体的piRNAs对维

持转座子沉默是必须的[56]。 

4  小RNAs在雄性生殖领域中的应用前景 

小RNAs在雄性避孕、治疗不育及睾丸癌中有潜

在应用价值。用siRNAs进行RNAi方面主要应用有: 1)

中的调节作

为开

基础研究—深入研究某一特定基因及信号途径在精

子发生 用; 2)雄性避孕—可利用RNAi作

发雄性避孕方法的一种有效工具。体内研究表

明, RNAi能有效作用于雄性生殖细胞有丝、减数分

裂及单倍体细胞阶段[57], 故可通过直接向睾丸中注

射人工合成的siRNAs来降低正常精子发生所需基因

的表达来实现雄性避孕; 3)体内RNAi治疗雄性不育, 

去除疾病基因表达。在雄性不育小鼠模型中, 很多

基因如簇集蛋白(clusterin)、Aard、Akr1b3、Defb1、

Itga6、Itgb1、,Maged2、Rbm3 及Vim可被上调[58]。

因此 , 通过体内注射siRNAs或利用表达shRNAs的

载体 , 可以抑制上调基因中那些病变相关基因表

达。 

因为miRNAs及piRNAs在精子发生中起重要的

作用 , 所以与这些小RNAs起拮抗作用的抑制剂将

来可能作为雄性避孕药。将miRNAs和piRNAs抑制

剂用于雄性避孕的优势就是其副作用可能会更小 , 

因为很多miRNAs及piRNAs只表达于睾丸中 , 而不

在其他组织中表达。更重要的是, piRNAs只在雄性

生殖细胞的中、后期阶段表达[22~24]。已证实miRNAs

的强效抑制剂—与miRNAs互补的寡聚核苷酸 (如

antagomir)经特异性结合后能有效的抑制靶miRNAs

的表达[59,60]。另外, miRNA加工过程中受损可能导致

小鼠雄性不育 , 故阻断miRNAs的发生也可作为雄

性避孕方法[49,61]。因为miRNAs在人类和小鼠之间有

高度的保守性 , 所以对小鼠miRNAs在雄性不育的

研究应该有望用于人类。 

miRNAs有致人类生殖细胞肿瘤 (Human germ 

cell tumors, hGCTs)的作用 , 尤其是Mirn322 和

Mirn323 被认为是参与人类睾丸生殖细胞肿瘤新的

原癌基因[,62]。研究表明, MIRNA372和MIRNA373可

能是参与hGCTs进展的原癌基因[62]。利用定量PCR

发现 156 个miRNAs在Ⅱ型、Ⅲ型GCTs中有不同表

达方式[63], 为区分Ⅱ型和Ⅲ型GCTs提供依据。因此, 

揭示人类睾丸癌患者和正常人之间所有miRNAs的

不同表达谱, 可能会对人类睾丸癌有预测价值, 并

可提供诊断、预防以及最终基因治疗新的分子标记。

此外, 小鼠睾丸生殖细胞瘤(Testicular germ cell tu-

mour, TGCT)易感基因Dnd1 对于维持雄性生殖细胞

活力是必需的[64], 缺失后小鼠表现为雄性生殖细胞

缺失, Dnd1编码蛋白DND1与APOBEC3相互作用并

与mRNA相结合来阻止miRNA介导的mRNA抑制作

用, 提示这可能是阻止GCTs进展的机制之一[65]。 

5  展 望 

小分子RNA在精子发生过程中 作用机制研究

很有趣且十分重要, 有助于深入理解雄性不育及睾

丸癌等的发生机制, 也可能发

的

现新的雄性避孕方法, 

育和睾丸癌的基因疗法。将来

研究方向包括: (1)利用miRNA芯片、

实时

以及提供治疗雄性不

比较有意义的

RT-PCR或第二代测序技术, 建立miRNAs在哺

乳动物精子发生中细胞及阶段特异表达谱。如用基

于实时PCR的 220-plex miRNA表达谱法, 可以分析
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miRNA在单个细胞(如干细胞)中的表达方式[28]; (2)

探索miRNA对精子发生过程中雄性生殖干细胞的更

新与分化的作用; (3)鉴定雄性生殖细胞与体细胞中

miRNAs调节的靶基因; (4)揭示miRNAs在睾丸癌变

中的潜在作用。 

piRNAs 在雄性生殖领域的研究有诸多问题等

待揭示, 首先是其对基因表达沉默作用的机制有待

阐明 , 其次是弄清在哺乳动物精子发生中 piRNAs

的细胞特异表达谱, 以便阐明 piRNA 及 PIWI 蛋白

在人类睾丸组织中的表达情况, 在基因组中的作用

以及

, 

piRNA 与 Piwi 蛋白结合形成基因转录沉默复

合体对基因转录后的调节的信号传导途径等。 
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