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综  述 

大熊猫(Ailuropoda melanoleuca) miRNA 研究进展 

朱艳，魏明，周晓，邓林华，仇剑，李果，周世强，谢浩，李德生，王承东 
中国大熊猫保护研究中心，大熊猫国家公园珍稀动物保护生物学国家林业和草原局重点实验室，成都 611830 

摘要: MicroRNA (miRNA)是一类广泛存在于真核生物、长约 22 nt 的内源性非编码 RNA。miRNA 通过与靶基

因 mRNA 特异性结合影响基因的表达，进而参与调控多种生物学过程。大熊猫(Ailuropoda melanoleuca)是我国

特有的珍稀动物，备受全世界的关注。近年来，随着二代测序技术(next-generation sequencing, NGS)的普及，

大熊猫 miRNA 陆续被发现和鉴定。本文综述了 miRNA 在大熊猫免疫反应、乳腺发育、精子冷冻耐受及其他

生物学过程的研究进展，并探讨了大熊猫 miRNA 的研究前景，以期为深入研究大熊猫 miRNA 的调控机制和

促进大熊猫繁育与保护工作提供科学参考和新思路。 
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Progress on miRNA in giant panda (Ailuropoda melanoleuca) 

Yan Zhu, Ming Wei, Xiao Zhou, Linhua Deng, Jian Qiu, Guo Li，Shiqiang Zhou, Hao Xie, 
Desheng Li, Chengdong Wang 

State Forestry and Grassland Administration Key Laboratory of Conservation Biology for Rare Animals of the Giant Panda State 
Park, China Conservation and Research Center for the Giant Panda, Chengdu 611830, China 

Abstract: MicroRNAs (miRNAs), a family of endogenous non-coding RNAs with a length of about 22 nucleotides, are 

widely found in eukaryotes. miRNAs can affect gene expression through specific bindings with mRNAs of target genes and 

participate in the regulation of a variety of biological processes. Giant panda is not only a unique rare animal in China, but 

also the focus of attention on wildlife preservation worldwide. In recent years, with the popularization of next-generation 

sequencing (NGS) technology, miRNAs in giant panda have been discovered and identified one after another. In this review, 

we focus on the research progress on miRNAs in giant panda, involved in immune response, mammary gland development, 

sperm freezing tolerance and other biological processes, and then discuss future research directions of miRNAs in giant 

panda, and thus providing the scientific references and new ideas for studying the regulatory mechanisms of miRNAs and 

promoting the breeding and protection of giant panda. 
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大熊猫是全球生物多样性保护的旗舰物种，我

国特有的珍稀野生动物，有“国宝”之称。一直以

来，关于大熊猫进化和保护方面的研究从未间断[1~8]。

近年来，随着二代测序技术和生物信息学的发展，

挖掘大熊猫基因组与转录组信息成为研究热点，为

进一步揭示大熊猫潜在分子机制提供了有效手段。

microRNA (miRNA)是一类内源性非编码小 RNA，

通过靶向抑制基因表达调控生物学过程。20 世纪 90
年代，Lee 等[9]首次发现 lin-4 参与调控秀丽隐杆线

虫(Caenorhabditis elegans)的时序性发育，从此揭开

了 miRNA 的研究序幕。目前，已有 38,589 条 miRNA
序列被发现并收录于 miRBase.22 数据库中(http:// 
www.mirbase.org/)[10]，并且 miRNA 相关研究仍在不

断推进。small RNA-seq 技术通过对高通量测序数据

进行过滤筛选和比对，不仅能鉴定已知 miRNA 
(known miRNA) 和新 miRNA (novel miRNA)，也能

挖掘低丰度表达的 miRNA，同时结合生物信息学分

析研究 miRNA 的表达模式及生物学调控功能[11]。由

于大熊猫物种的珍稀性，大熊猫 miRNA 的研究报道

相对较少，但近几年发展较为迅速，研究证明 miRNA
对大熊猫的生物学功能具有调控作用。本文总结了

近年来 miRNA 参与调控大熊猫免疫反应、乳腺发育、

精子冷冻耐受和其他生物学过程的研究进展，并在

此基础上探讨大熊猫 miRNA 的研究前景，为进一步

揭示大熊猫的转录调控机制和促进大熊猫繁育保护

工作提供参考和新思路。 

1  miRNA 概述 

1.1  miRNA 的发现 

随着全基因组测序技术(whole genome sequen-
cing, WGS) 的发展，人们发现全基因组中仅有 1%
的序列能够编码蛋白，而约 99%的非编码序列是“无

用的”[12]。但随着技术的进步和完善，研究表明这

些所谓的“无用”序列实际发挥着重要作用，它们

转录生成的非编码小 RNA (如 miRNA、lncRNA
和 circRNA)参与调控基因的表达进而影响生物学功

能，其中 miRNA 是最早被发现也是目前的研究热点。

1993 年 Lee 等[9]在秀丽隐杆线虫中首次发现 lin-4 通

过与 lin-14 mRNA 的 3ʹ UTR 特异性结合，进而抑制 

lin-14 基因的表达，最终负调控 LIN-14 蛋白合成。

Reinhart 等[13]发现了另一个 miRNA—let-7，调控秀

丽隐杆线虫生长发育相关基因的表达且具有较高的

物种保守性，从此揭开了 miRNA 的研究序幕。 

1.2  miRNA 的调控机制 

miRNA 调控靶基因表达的作用机制十分复杂，

miRNA 的种子序列(5ʹ端第 2~8 个碱基) 与靶基因

mRNA 3ʹ UTR 互补配对，促使 mRNA 降解或抑制其

翻译[14~16]。植物细胞中，miRNA 与靶基因 mRNA   
3ʹ UTR 完全互补配对从而直接降解靶基因[17]，而在

动物细胞中，识别位点大多不能完全互补配对，形

成的凸泡结构(bulges)使 miRNA 只能在转录后调控

翻译过程[18]。通常，一个 miRNA 可以调控多个靶基

因表达，而一个靶基因也可以同时受到多个 miRNA
调控，这就形成了一个复杂的调控网络体系。研究

预测 miRNA 能调控超过 1/3 的基因表达[19,20]，但目

前只有小部分 miRNA 进行了功能验证[21~25]。 

2  大熊猫 miRNA 相关研究 

随着 miRNA 研究的不断深入，一些常见物种包

括鱼类[26~29]、鸟类[30,31]和农业动物[32~35]均进行了转

录组测序分析，并对 miRNA 的表达模式及调控功能

进行了验证。近年来利用 RNA-seq 技术对大熊猫

miRNA 的研究也发展迅速[36~42] (图 1)，miRNA 在大

熊猫免疫反应 [36,38,42]、乳腺发育 [37,38]、精子冷冻耐

受[40]及其他生物过程[39,41]等方面发挥着重要的调控

作用(表 1)。 

2.1  miRNA 调控免疫反应 

血液是免疫系统的主要组成部分，许多疾病都

可以通过血液鉴定[43]，因此对血液组织进行转录组

测序分析具有重要意义。2015 年，Yang 等[36]利用

Illumina 二代测序技术分析了 4 只大熊猫血液中

miRNA 的表达模式，共检测到 276 个保守 miRNA
和 51 个新 miRNA，差异表达分析发现 7 个 miRNA
的表达量在幼年大熊猫中明显高于成年大熊猫。此

外，雌性大熊猫中有 2 个 miRNA 表达量上调，雄性

个体中有 1 个 miRNA 表达量上调。靶基因预测表明

大熊猫 miRNA 可能与 4602 个下游基因的表达有关， 



 

第 9 期 朱艳等: 大熊猫(Ailuropoda melanoleuca) miRNA 研究进展 851 

 

    

 
 

图 1  大熊猫 miRNA 研究进展 
Fig. 1  Research progress of miRNA in giant panda 

 
表 1  大熊猫 miRNA 调控作用  
Table 1  Regulatory effects of miRNA in giant panda 

生物学功能 组织 研究策略 参考文献 

调控免疫反应，包括血液免

疫、母乳免疫 
血液、乳汁 对不同年龄大熊猫的血液进行 miRNA-seq；对接种犬瘟热病毒

疫苗后的大熊猫血液进行 miRNA-seq；对不同哺乳期的大熊猫

母乳外泌体进行 miRNA-seq 

[36,38,42] 

调控乳腺发育及新生幼崽

生长发育 
血液、乳汁 对怀孕后期和哺乳早期大熊猫血液进行 miRNA-seq；对不同哺

乳期母乳外泌体进行 miRNA-seq 
[37,38] 

调控精子冷冻耐受 精子 对大熊猫新鲜和冷冻的精子外泌体进行 miRNA-seq [40] 

调控其他多种生物学过程 
 

内脏(心、肝、脾、肺、

肾) 
对不同内脏组织进行 miRNA-seq；对新生和成年大熊猫的脾脏

进行 miRNA-seq 
[39,41] 

 

随后对预测的靶基因进行 KEGG 通路分析，发现这

些基因主要参与宿主免疫应答，包括 Ras 信号通路、

PI3K-Akt 信号通路和 MAPK 信号通路。同年，Du
等[44]利用 Illumina HiSeq 2000 测序技术对 3 只大熊

猫的血液转录组进行鉴定，共注释 38,522 条转录本 
(41.6%)，其中有 25,142 条和 8272 条转录本分别被

富集到 GO (gene ontology)和 COG (clusters of ortho-
logous group )。KEGG(Kyoto Encyclopedia of genes 
and genomes)富集分析显示，9098 (9.83%)条转录本

富集于 324 条 KEGG 通路，其中信号转导和免疫系

统功能最具代表性。后来，Du 等[45]利用 RNA-seq
技术研究了大熊猫血液组织中随着年龄的增长而出

现的差异表达基因和通路。结果共获得 210 个差异

表达基因，包括 146 个表达上调基因和 64 个表达下

调基因，其中 ISG15、STAT1、IRF7 和 DDX58 是蛋

白互作网络中的中枢基因，它们的表达量随大熊猫

年龄增长而上调，并在应对病原菌入侵中发挥重要

作用。功能富集分析表明这些表达量上调的基因主

要参与先天免疫应答，而表达量下调的基因主要与

B 细胞激活有关。综上所述，大熊猫血液中的 miRNA

主要参与调控免疫反应，但具体的调控机制需进一

步研究。 
Sun 等[42]为了研究 miRNA 在犬瘟热病毒(canine 

distemper virus, CDV)疫苗免疫应答中的作用，对 5
只已接种两次疫苗(间隔 21 天)的大熊猫幼仔血液进

行 miRNA-seq。结果共鉴定出 187 个保守 miRNA 和

96 个新 miRNA，并发现 29 个差异表达 miRNA，其

中 miR-16、miR-182、miR-30b 和 miR-101 的表达量

上调，表明先天免疫力可能增强，而 miR-155 和

miR-181a 的表达量下调，表明大熊猫产生抗体和 B
细胞的能力可能减弱。研究还发现 20 对 miRNA- 
mRNA 存在负调控关系，其中 miR-204 表达量的下

调增加了 TLR6 基因的表达进而增强大熊猫幼崽先

天免疫力，miR-330 表达量的下调可能通过增加

TMEM106A 的表达激活巨噬细胞并调节免疫应答。

综上所述，miRNA 参与调控大熊猫的免疫应答反应，

但具体的分子调控机制仍有待进一步研究。 

2.2  miRNA 调控乳腺发育及新生幼仔生长发育 

母乳是哺乳动物婴儿理想的营养来源，它含有



 

852 Hereditas (Beijing)  2021 第 43 卷 

  

    

丰富且平衡的营养物质，满足婴儿大脑发育和生长

需要，与配方奶相比，具有显著的健康益处[46]。研

究发现，人(Homo sapiens)[47]、牛(Bos taurus)[48]和猪

(Sus scrofa)[49]的乳汁中都存在 miRNA 表达且高丰

度表达的 miRNA 大多参与免疫应答和神经系统相

关的组织发育[50]。2015 年，Wang 等[37]通过 RNA-seq
技术从大熊猫外周血液中鉴定出202个成熟的miRNA
以及 27 个 miRNA 家族和 29 个 miRNA 簇，在大熊

猫怀孕后期和哺乳期早期阶段，通过 PCR 检测到 12
个与哺乳相关的 miRNA 表达。功能富集分析表明，

这些 miRNA 在乳腺发育和代谢变化中发挥着重要

调控作用。2017 年，Ma 等[38]对大熊猫乳汁外泌体

中的 miRNA 进行了高通量测序，阐述了不同哺乳期

大熊猫乳汁外泌体中 miRNA 的表达特征，并发现在

初乳和成熟乳中富集与免疫和发育相关的内源性

miRNA，这些 miRNA 在胞外囊泡的保护作用下稳

定存在，以应对某些苛刻的环境条件。研究还发现

母乳可能会促进大熊猫幼崽从饮食中摄入母亲的

miRNA，以调节产后发育。此外，在大熊猫母乳外

泌体中检测到来自大熊猫主要食物来源(竹子)的外

源性植物 miRNA，这些 miRNA 与基础代谢和神经

元发育的调节作用相关，提示外源性植物 miRNA 被

宿主细胞吸收，随后作为潜在的跨界调节因子被分

泌到体液中。因此，大熊猫母乳外泌体中的 miRNA
是至关重要的母性调节因子，有助于促进新生幼崽

的生长发育。 

2.3  miRNA 调控精子冷冻耐受 

精子生成是一个复杂的过程，原始生殖细胞增

殖分化形成精原细胞，精原细胞有丝分裂形成初级

精母细胞，接着减数分裂形成精子细胞，最后形成

成熟精子[51,52]。研究发现许多 miRNA 参与调控小鼠 
(Mus. musculus)[53~55]和人[56,57]的精子生成过程。但

目前关于 miRNA 调控大熊猫精子生成的研究还未

见报道。精子低温保存和人工授精是大熊猫繁育和

保存现有遗传多样性的重要手段，但对精子低温损

伤的分子机制及抗冻性等影响因素尚不清楚。Ran
等[40]分析了 miRNA 对大熊猫精子冷冻耐受能力的

调控作用，通过高通量测序技术比较了大熊猫新鲜

精子和冷冻精子外泌体 miRNA 表达图谱，共鉴定出

899 个成熟 miRNA，其中显著差异表达的 miRNA
有 284 个，包括 195 个表达量上调和 89 个表达量下

调。GO 富集分析发现这些差异表达 miRNA 的靶点

主要分布在膜信号转导通路中，涉及能量代谢、嗅

觉传导通路、炎症反应和细胞因子相互作用的差异

miRNA 可能参与调控精子的冷冻耐受机制，但具体

的调控功能有待进一步验证。 

2.4  miRNA 调控多种生物学过程 

目前利用高通量测序技术对大熊猫内脏组织的

研究报道还很少。Wang 等[41]利用 RNA-seq 技术对 4
只大熊猫的 5 种内脏组织(心脏、肝脏、脾脏、肺和

肾脏) miRNA 进行测序分析，结果共鉴定出 1256 个

已知 miRNA 和 12 个新的 miRNA。在心脏、肝脏、

脾脏、肺和肾脏中分别筛选出 215、131、185、83
和 126 个组织特异性差异 miRNA，分别包括 miR- 
1b-5p、miR-122-5p、miR-143、miR-126-5p 和 miR- 
10b-5p，预测的靶基因(包括 MYL2、LRP5、MIF、

CFD 和 PEBP1) 分别与组织特异性生物学功能密切

相关。Peng 等[39]通过转录组测序技术分别对新生和

成年大熊猫脾脏 miRNA 进行测序分析，结果共鉴定

出 737 个 miRNA，且新生和成年脾脏 miRNA 的表

达水平高度一致。此外，共筛选出 503 个差异表达

miRNA，且大多数差异表达 miRNA (81.1%)在新生

脾脏中表达量上调，而成年脾脏中只有 95 个 miRNA 
(18.9%)高表达。通过对预测的靶基因进行 GO 富集

分析，结果发现靶基因主要富集在生物过程，其次

是细胞成分和分子功能。KEGG 富集分析显示差异

表达 miRNA 的靶基因共涉及 11 条通路，包括细胞

外基质受体相互作用(ECM-receptor interaction)、轴

突导向(axon guidance)、T 细胞受体信号通路(T cell 
receptor signaling pathway)、TGF-β 信号通路(TGF-β 
signaling pathway)、血管内皮生长因子信号通路

(VEGF signaling pathway)、弓形虫病(Toxoplasmosis)、
基底细胞癌 (basal cell carcinoma)、小细胞肺癌

(small cell lung cancer)、细胞周期(cell cycle)、急性

髓细胞白血病(acute myeloid leukemia)和破骨细胞

分化(osteoclast differentiation)，其中只有 T 细胞受

体信号通路(T cell receptor signaling pathway)与免疫

相关，说明 miRNA 不仅调控免疫应答，还可能参与
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调节其他生物过程，但具体的调控机制有待进一步

研究。 

3  结语与展望 

随着高通量测序技术的成熟，对非编码 RNA 进

行转录组测序已成为当前研究热点。miRNA 作为真

核生物转录后基因调控因子，在哺乳动物各组织中

广泛表达，并通过特异性结合靶基因调控生物学功

能[58,59]。大熊猫作为珍稀保护物种，近年来关于其

miRNA 的研究发展迅速。miRNA 在大熊猫血液、

乳汁、精子和内脏组织中广泛表达且功能富集分析

发现这些 miRNA 在大熊猫免疫反应、乳腺发育、精

子冷冻耐受及其他生物学过程等方面发挥着重要调

控作用。  
然而这些研究仅停留在鉴定和筛选层面，对预

测的靶基因未做进一步生物学功能验证，因此今后

应着重关注大熊猫功能性 miRNA 的验证和调控机

制探究，以及如何应用于大熊猫繁育和保护工作。

具体如下： 

3.1  建立成熟的大熊猫原代细胞分离培养体系 

由于大熊猫物种的珍稀性，目前关于分离培养

大熊猫原代细胞的研究十分有限。2005 年，Zhang
等[60,61]利用酶消化法分离出大熊猫皮肤成纤维细胞，

并利用表皮生长因子和胰岛素筛选出具有较好生物

学特性的皮肤成纤维细胞。2015 年，Yu 等[62]利用组

织块法和差速贴壁法成功分离出大熊猫骨骼肌来源

的原代细胞。然而，这些研究涉及到的组织种类比

较单一，且这些原代细胞在数次传代后，是否依然

能保持较好的细胞活性？这些细胞活性如何变化？

传代次数的极限是多少？如何保持传代后细胞的稳

定性？这些问题都需要人们进一步探究。因此，针

对不同组织来源的原代细胞(例如来源于脂肪的成

脂细胞、来源于心脏的心肌细胞和来源于胚胎的胚

胎干细胞等)分别建立起一套成熟的原代细胞分离

培养体系，并且在多次传代后仍然保持较好的细胞

活性。 
培养出稳定的大熊猫细胞系有利于后续的功能

验证或克隆，也可为其他研究者提供珍稀和丰富的

研究材料，同时建立起的大熊猫细胞库也将成为世

界上珍贵的遗传资源保护系统。 

3.2  验证免疫等生物学等功能，完善调控网络  

为了进一步验证 miRNA 及其靶基因免疫等生

物学功能，通过合成 miRNA 过表达和抑制剂、构建

靶基因过表达和抑制载体分别在细胞和分子水平进

行功能验证。将 miRNA 过表达和抑制剂分别转染至

大熊猫原代细胞，验证 miRNA 对免疫等生物学功能

的影响，同样的方法也用于验证靶基因功能。结合

PCR 技术分别定量 miRNA、靶基因及其关联基因的

表达情况，同时利用双荧光素酶报告系统 (dual- 
luciferase reporter system) 再次验证 miRNA 与靶基

因的靶标关系，进一步说明 miRNA 对大熊猫相关生

物学功能的调控作用。此外，合成大熊猫相关抗体，

利用免疫印迹(Western blot, WB)技术检验其蛋白表

达水平。 
通过分子和蛋白水平的功能验证，明确 miRNA

对大熊猫免疫等生物学功能的调控机制，进一步完

善调控互作网络，探讨如何利用 miRNA 抵抗病原菌

入侵，提高大熊猫免疫能力，减少免疫相关的疾病

发生，降低大熊猫在野外放归和重引入过程中因免

疫疾病带来的死亡率。 

3.3  构建大熊猫精子冷冻模型 

Ran 等[40]研究表明 miRNA 可能参与调控精子

细胞的冷冻耐受机制，但未做进一步的功能验证。

对此，建立一套大熊猫精子细胞冷冻模型，在不同

冷冻温度或不同冷冻时间条件下，研究 miRNA 的表

达情况及调控机制。同时，构建不同发育阶段的精

子细胞冷冻模型，研究 miRNA 在大熊猫精子发育过

程中对精子冷冻耐受的作用，深入挖掘 miRNA 对大

熊猫精子冷冻耐受的调控机制，为进一步提高精液

冷冻耐受和质量，完善精液保存技术，提高圈养大

熊猫的繁殖率提供新思路。 

3.4  探究 CRISPR/Cas9 介导的基因编辑技术 

基因编辑技术是对目标基因组进行定点修饰的

一种基因工程技术，其中 CRISPR/Cas9 介导的基因

编辑技术在设计和构建上相对简单，应用最广泛。

目前，研究表明该技术已成功应用于人[63]、斑马鱼

(Danio rerio)[64]、小鼠[65]、猪[66]、绵羊(Ovis arise)[67]
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等物种。研究发现，利用 CRISPR/Cas9 技术引入绵

羊等大型家畜所需的 SNP，可以促进肌肉生长，也

能缩短育种年限[68,69]。Wu 等[65]通过 CRISPR/Cas9
技术使引起小鼠白内障的一个单碱基发生突变，结

果部分突变体受精卵发育成无白内障疾病的正常小

鼠。因此，CRISPR/Cas9 介导的基因编辑技术是否

也能应用于大熊猫这一珍稀物种？该技术在大熊猫

基因功能探究和基因疾病治疗方面是否能有新发现？

这些都需要人们进一步探究。 
综上所述，建立大熊猫原代细胞分离培养体系，

利用大熊猫精子冷冻模型及 CRISPR/Cas9 技术，验

证大熊猫 miRNA 功能及作用机制，完善调控互作网

络，探索其生物学功能对大熊猫繁育和保护工作具

有重要意义。 
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