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摘　要：MicroRNA(miRNA) 是真核生物内源的一类长度为 20~24 nt 的非编码小 RNA，它们通过切割靶标

基因 mRNA 或阻止其翻译在转录后水平调控基因的表达。miRNA 广泛参与植物的生长发育、代谢及各类

胁迫反应过程，在植物基因表达调控网络中发挥重要作用。编码 miRNA 的 MIR 基因首先经过 DNA 依赖

的 RNA 聚合酶 Pol II 复合体转录形成 pri-miRNA，之后 pri-miRNA 再经过 DCL1 加工复合体的一系列加工

形成成熟的 miRNA。现介绍参与植物 pri-miRNA 转录和加工过程的重要蛋白及其作用方式，并阐述植物

miRNA 在转录及转录后水平复杂且精密的调控机制。 
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Abstract: MicroRNAs (miRNAs), which are about 20~24 nucleotides in length, are a group of endogenous non-
coding small RNA in eukaryotic. They regulate gene expression through cleaving their target mRNAs or repressing the 
translation after gene transcription. MiRNAs play an important role in the regulatory networks of plant genes as they 
are involved in many biological processes such as development, metabolism, and stress responses. Mature miRNAs 
are processed from their primary transcripts called primary miRNA transcripts (pri-miRNAs) by DCL1 processing 
complex, while pri-miRNAs are transcribed by DNA-dependent RNA polymerase II (Pol II) transcriptional complex. 
Here, we described the critical proteins involved in plant pri-miRNAs transcription and processing, and the 
sophisticated regulatory mechanisms of plant miRNA at the transcriptional and post-transcriptional level.
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MicroRNA (miRNA) 是真核生物中普遍存在的

一类长约 20~24 nt 的内源非编码小 RNA。自 1993
年 Lee 等 [1] 在线虫 (Caenorhabditis elegans) 中发现

了第一个miRNA即 lin-4以来，人们已在线虫、果蝇、

植物以及动物中发现了大量的 miRNA 。miRNA 通

过切割与其序列互补配对的靶标基因的 mRNA 或

抑制其翻译，在转录后水平调控基因的表达，在生

物体内发挥重要作用 [2-5]。

植物 miRNA 的产生主要经过以下几个步骤，

MIR 基因 ( 编码 miRNA 的基因 ) 先由 DNA 依赖的

RNA 聚合酶 Pol II 复合体转录出初级转录本 [6]，即

primary miRNA (pri-miRNA)，pri-miRNA 包含非完
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全互补配对的发夹结构。之后 RNase III 型家族中

的蛋白酶 DCL1 (DICLER-LIKE1) 识别发夹结构并

对其进行切割，形成前体 miRNA (pre-miRNA)，并

进一步加工成双链 miRNA (miRNA/miRNA*)[7]，其

3′ 末端会被 HEN1 甲基化修饰以维持稳定性 [8]。之

后双链 miRNA 中 miRNA* 被降解，形成成熟的

miRNA。最后，成熟的miRNA与AGO (ARGONAUTE) 
蛋白结合形成 RNA 诱导沉默复合体 RISC (RNA-
induced silencing complex)，RISC 剪切靶标基因 mRNA
或阻止其蛋白翻译从而抑制基因表达 [9]。

在植物中，miRNA 参与调控多种生理过程，

包括植物的生长发育、代谢以及对各类胁迫的反应

等 [10-11]。 如 Gandikota 等 [12] 发 现，miR156/157 可

以通过与 SPL3 (SQUAMOSA promoter binding like 
protein 3) mRNA 的 3′ UTR 互补配对来影响植物从

幼年期向成熟期的转换。Chen[13] 发现，miR172 靶

向花同源异型基因 AP2 (APETALA2)，在植物花器

官形态建成中起关键调控作用。Sunkar 等 [14] 首先

发现，miR398 靶向胁迫耐受基因，证明 miRNA 参

与植物对胁迫的响应，随后的研究发现大量的

miRNA 与植物的各类胁迫响应相关。

植物 miRNA 可以靶向许多与生长发育、代谢、

信号转导以及生物和非生物胁迫相关的转录因子和

调控因子 [11, 15]，是植物基因表达调控网络中的重要

成员。同时，miRNA 自身也需要在转录水平和转

录后水平被精确调控以保证植物生长发育的正常进

行。本文将详细介绍在 miRNA 的转录水平和转录

后水平调控中发挥作用的重要蛋白，以及这些蛋白

之间的相互作用和调控方式。

1　miRNA转录水平的调控

1.1　MIR基因的特征

miRNA编码基因 (MIR)位于基因间 (intergenic)
或基因内 (intragenic)[16-18]。基因间的 MIR 是一个独

立的转录单位，有单独的转录启动子，并且不与其

他基因重叠 [16-18]。与编码蛋白质的基因相同，MIR
基因通常也有内含子和外显子，只有极少数没有内

含子 [16-18]。MIR 启动子序列具有 TATA box [5] 以及

至少 21 个顺式作用基序 (cis-regulatory motifs)[19]，

说明 MIR 基因转录会受到许多反式作用因子的调

控。基因内 MIR 和管家基因 (host genes) 共转录 [20]，

因此不具有独立的转录单位，需要依靠管家基因的

启动子启动转录，这些管家基因主要编码蛋白质。

基因内 MIR 转录出来的 pri-miRNA 普遍位于管家

基因的内含子区域，有的也位于外显子区域 [20]。

1.2　参与MIR基因转录调控的主要蛋白质

MIR 基因被 DNA 依赖的 RNA 聚合酶 Pol II 复
合体转录形成 pri-miRNA ( 图 1)，pri-miRNA 和 mRNA
一样都有 5′ 帽子和 3′ PolyA 尾巴 [5]。MIR 基因的转录

不仅需要 Pol II，还需要许多与 Pol II 相互作用的转录

调控因子的参与，这些因子与 Pol II 形成转录复合体

调控 MIR 基因的转录，其中 MED20A (Mediator 20A)、 
MED17 (Mediator 17)、 MED18 (Mediator 18)、 Cell  
CDC5 (Division Cycle 5) 以及 Not2a/2b (Negative on 
TATA less2) 是正调控因子，它们的功能缺失突变

体 med20a、med17 和 med18、not2a/2b 以 及 cdc5
中 pri-miRNA 水平和 miRNA 水平都明显降低 [21-23]。

MED20A、MED17 和 MED18 是保守的转录调控复

合体 (mediator complex) 中的亚基，调控复合体可

以促进 Pol II 转录蛋白质编码基因。Kim 等 [21] 研究

发现，调控复合体也参与 miRNA 的转录调控，

MED20A、MED17 和 MED18 主要通过与 Pol II 相
互作用来调控 MIR 基因的转录，它们协同作用将

Pol II 招募到 MIR 基因的启动子位置，帮助 Pol II 准
确定位。DNA 结合蛋白 CDC5 是一个含有 MYB 结

构域 (MYB domain-containing) 的转录因子 [24]。Zhang
等 [22] 利用 CHIP 实验发现 CDC5 和 MIR 基因启动

子之间存在互作关系，并通过 Co-IP 结果进一步验证

了 CDC5 与 Pol II 的互作。此外，CDC5 还影响 MIR
基因启动子招募 Pol II。因此，CDC5 既可以影响

MIR 基因启动子的功能，也会影响 Pol II 在 MIR 基

因上的定位 [22]。NOT2a/2b是CARBON CATABOLITE 
REPRESSION4 (CCR4)-NOT复合体亚基。Wang等 [23]

利用酵母双杂交实验发现 OsNOT2 与 OsDCL1 之间

存在互作关系，由于水稻 not2 突变体具有致死性，

难以进行后续实验，因此，进一步在拟南芥中发现

NOT2 不仅与 miRNA 合成过程中的多个蛋白互作，

并且与 Pol II 互作，从而影响 MIR 基因的转录。以

上这些结果表明，MED20A、MED17、MED18、CDC5
以及 NOT2a/2b 是 MIR 基因转录过程中的正调控因

子；但是这些转录因子是共同调控转录还是单独起

作用仍需进一步研究，因为它们都与 Pol II 相互作

用，可能还参与蛋白质编码基因转录的调控，如

med20a 和 not2a 两个突变体中都发现部分 mRNA 的

水平降低 [21, 23]。

和其他依赖于 Pol II 转录的基因一样，MIR 基

因还受表观遗传的调控。组蛋白乙酰基转移酶

GCN5 (general control non-repressed protein 5) 可使一



生命科学 第29卷408

些 MIR 基因位点的组蛋白 H3K14 乙酰化，GCN5
缺失会造成 miRNA 水平降低 [25]。

2015 年，Sun 等 [26] 发现了一个新的影响 miRNA
含量的 Dof 型锌指转录因子，即 CDF2 (cycling DOF 
transcription factor)，CDF2 可直接结合一些 MIR 基

因的启动子位点，从而促进或抑制其转录。

蛋白质编码基因的转录包括转录起始、转录延

伸以及转录终止，但 MIR 基因的转录延伸以及转

录终止相关因子鲜有报道，直到 2015 年，Fang 等 [27]

发现延伸因子 (elongater) 参与 miRNA 的转录及加

工。他们以表皮毛 (trichome)集聚表型突变体 (ema1)
为材料，通过基因筛选找出抑制该表型的突变体

(soe)，最后发现了两个新的影响 miRNA 合成的因

子，即 ELP2 和 ELP5。两者都是转录延伸因子的亚

基，可影响 Pol II 定位到 MIR 基因的转录位点。

1.3　MIR基因转录所需的特异因子

一些 miRNA 的转录除了需要上述蛋白参与外，

还需要特异的转录因子参与，并且受时间、空间和

生理的调控。miR156 和 miR172 是控制拟南芥从营

养生长 (vegetative) 向生殖生长 (reproductive) 转变

的关键因子。miR156 抑制植物由营养生长向生殖

生长的转变，而 miR172 的作用则相反。植物在向

生殖生长转变起始之前，MIR156 的转录受到 CCT 
(MED12) 和 GCT (MED13) 的抑制 [28]，miR156 水

平降低。miR156 的靶标是转录因子基因 SPL9/10 
(SQUA-MOSA promoter binding like protein 9 and 
10)，SPL9/10 促进 MIR172 的转录，诱导植物的时相

转换 (phase transition)。miR172 的靶标是 AP2，AP2
也是一个转录因子，促进 MIR156 的转录，同时，

通过招募另外两个转录抑制因子 LEG (LEUNIG) 和 
SEU (SEUSS) 抑制 MIR172 的转录 [29]。MIR156 和

MIR172 的转录除了受以上反馈调节外还受到其他转

录因子的影响。MADS 结构域蛋白 (MADS domain 
containing proteins) AGL15/19 以及 B3 结构域转

录因子 FUSCA3 可以促进miR156的积累 [30-31]。MIR172
的转录需要 SANT 结构域蛋白 PWR (POWER-DRESS)
将 Pol II 招募到其启动子区域来实现 [32]。2015 年，

Wang 等 [33] 研究发现，泛素 E3 连接酶 HOS1 (high 
expression of osmotically responsive genes 1) 可以和

MIR168B 启动子结合并促进其转录，miR168 的靶

标是 AGO1，而 AGO1 是 miRNA 发挥功能所需的

一个重要蛋白，因此，HOS1 通过对 MIR168B 的转

录调控，从而对 miRNA 的功能起重要调控作用。

MIR165/MIR166 在根中的表达受到转录因子 SCR 
(SCARECROW) 和 SHR (SHORT ROOT) 的调控 [34]。

SHR 在维管束 (vascular cylinder) 产生，并转移到内

皮层 (endodermis)，与 SCR 共同促进 MIR165A 和

MIR166B 的表达 [34]。miRNA 还会受到胁迫的影响。

图1 Pol II复合体转录MIR基因以及DCL1复合体加工pri-miRNA的过程
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磷酸盐胁迫下，转录因子 MYB2 会促进 MIR399F
的转录 [35] ；铜缺失条件下，SPL7 会促进 MIR398B/
C 的表达 [36]。

2　pri-miRNA转录后水平调控

2.1　pri-miRNA转录后修饰

和 mRNA 一样， pri-miRNA 也需要通过修饰来

维持其稳定性。细胞周期依赖性蛋白激酶 F;1 (cyclin-
dependent kinase F;1, CDKF;1) 是一个调控 Pol II C 端

磷酸化的保守蛋白 [37]。Hajheidari 等 [37] 发现，缺失

CDKF;1 之后，pri-miRNA 失去 5′ 帽子结构，miRNA
和 pri-miRNA 的量都减少，说明 CDKF;1 参与 pri-
miRNA 的加帽并促进其稳定性。另外，还有一些

蛋白通过和 pri-miRNA 结合促进其稳定性。PRL1
是一个进化上保守的含 WD40 结构域的 RNA 结合

蛋白 [38]。Zhang 等 [39] 通过体内实验发现，PRL1 可

以 和 pri-miRNA 结 合， 并 且 prl1 突 变 体 中 pri-
miRNA 水平下降，MIR 基因的转录却没有受到影

响，表明 PRL1 是影响 pri-miRNA 稳定性的因子。

RNA 结合蛋白 DDL (DAWDLE) 包含 FHA 结构域

(forkhead-associated domain)，该结构域与 DNA 损

伤修复、蛋白质降解以及信号转导相关。Yu 等 [40]

研究发现，DDL 还参与 miRNA 的合成过程。与

PRL1 一样，DDL 也可以和部分 pri-miRNA 结合并

促进其稳定性，但 DDL 不作用于所有 pri-miRNA。

在 prl1 和 ddl 突变体中，pri-miRNA 量减少，但 MIR
基因的转录不受影响，说明 PRL1 和 DDL 都不影

响 MIR 基因启动子的功能 [39-40]。

2.2　pri-miRNA转录后加工

2.2.1　pri-miRNA结构对其加工的影响

pri-miRNA 的发夹结构有多种形式，长度在 50~ 
900 bp [41-42]，发夹结构的不同会影响 pri-miRNA 加工

的模式和效率。根据切割方向和切割次数的不同，

pri-miRNA 的加工主要有 4 种机制 [43]。第一种称为

base to loop，pri-miRNA 首先在距离单链 RNA 15 bp
的位置切割产生 pre-miRNA，然后在靠近环的方向

切割产生双链 miRNA [41, 44-45]。一些长的发夹结构也

是通过 base to loop 的方式切割，只是会在靠近单

链的方向切割两次 [43]。第二种称为 loop to base，即

先切割靠近环的方向，再切割靠近单链 RNA 的方

向 [43]。还有一种 loop to base 的方式，会在 pri-miRNA
的双链区域切割多次，最后切割靠近单链 RNA 的方

向以产生双链 miRNA[42]。最后一种切割方式是双向

切割。Zhu 等 [46] 发现，pri-miR166c 有多个分支的环

形结构，可以从两个方向对 pri-miRNA 进行切割，

但是只有 base to loop 的切割产生 miR166。虽然

pri-miRNA 的二级结构对 miRNA 的成熟有重要作

用，但是还不清楚这些切割机制中是否有蛋白因子

起决定作用。

2.2.2　DCL1加工复合体

pri-miRNA 从 MIR 基因转录出后会被 DCL1
复合体加工成 miRNA[7] ( 图 1)。DCL1 复合体除了

DCL1 自身以外，还包含其他许多的蛋白因子。这

些蛋白因子和 DCL1 相互作用影响 DCL1 的活性或

者促进 pri-miRNA 结合到 DCL1 复合体上。

DCL1 复合体中除了 DCL1 以外的 3 个最主要

的蛋白是：G-patch 结构域蛋白 TGH (TOUGH)[47]、

锌指结构蛋白 SE (SERRATE)[48-49] 和双链 RNA 结合

蛋白 HYL1/DRB1 (HYPONASTIC LEAVES 1) [50]。这

3 个蛋白都可以和 RNA 结合，参与 pri-miRNA 的切

割。TGH 和单链 RNA 结合，是新发现的 DCL1 复

合体中的蛋白成分。2012 年，Ren 等 [47] 发现，TGH
可以结合 pri-miRNA 并和 HYL1 互作，通过影响

DCL1 活性和 pri-miRNA 对 DCL1 的招募来影响切

割效率，但是不影响 miRNA 加工的精确性。SE 是

一个含锌指结构域的蛋白，其 N 端结合在 pri-miRNA
单链区域和双链区域连接的部位，该蛋白通过 N 端

及锌指结构域与 DCL1 结合 [51]。SE 起支架蛋白的

作用，可将多种蛋白以及 pri-miRNA 结合在 DCL1
的催化位点 [52]。Iwata 等 [51] 的研究还发现，SE 对

DCL1 切割效率的影响依赖于离子强度，盐浓度高

时细胞内会积累更多的小 RNA。HYL1 是最早发现

的协助 DCL1 功能的蛋白 [50]。Yang 等 [53] 发现，

HYL1 的 N 端有两个结合 RNA 的结构域，是其发挥

功能的部位；当 HYL1 结合在 pri-miRNA 双链 RNA
部位时会形成二聚体，如果二聚体结构被破坏，会

导致 pri-miRNA 切割位点发生错误，但是不会影响

HYL1 与 DCL1 之间的互作。TGH、SE 和 HYL1 这

3 个 RNA 结合蛋白通过与 pri-miRNA 相互作用，招

募 DCL1 到 pri-miRNA 所在位置并维持 pri-miRNA
的特定结构，以便 DCL1 行使切割功能。HYL1 和

SE 可以促进 DCL1 加工的精确性 [51, 53]，而 TGH 不

影响加工的精确性，但可以促进 DCL1 的活性 [47]。

2.2.3　其他影响DCL1加工复合体功能的因子

研究发现，许多蛋白质通过和 DCL1 加工复合

体的主要成分相互作用间接参与 miRNA 加工过程

的调控。HYL1 是一个磷酸化蛋白，Manavella 等 [54]

利用快速正向基因筛选法发现类 C 端结构域磷酸酶
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1 (C-terminal  domain  phosphatase-like 1, CPL1) 影响

miRNA 的合成，进一步的研究发现，CPL1 可以维

持 HYL1 的去磷酸化状态，从而保证 miRNA 加工

的精确性，而 CPL1 本身不影响 DCL1 的活性。CPL1
还可以和 SE 相互作用，当缺失 SE 时，CPL1 不能和

HYL1 互作，因此，SE 可能起到招募 CPL1 到 DCL1
加工复合体的作用 [54]。相反，类分裂酶原蛋白激酶 3 
(mitogen-activated protein kinase, MPK3) 可促进HYL1
的磷酸化，从而抑制 HYL1 的功能，在 mpk3 突变

体中，miRNA 的含量上升 [55]。Cho 等 [56] 发现，HYL1
在黑暗处理后会被一个未知的酶降解，而 E3 泛素

连接酶 (E3 ubiquitin ligase)、COP1 (constitutive photo- 
morphogenic 1) 会抑制 HYL1 在光照中被泛素化降

解；在 cop1 突变体中，miRNA 含量会由于 COP1
缺失导致 HYL1 被降解而降低，这很可能是 miRNA
响应光照和黑暗转变的机制。除此之外，Zhan 等 [57]

发现，脯氨酸富集蛋白 (proline-rich protein) SIC 
(SICKLE) 在亚细胞水平和 HYL1 共定位，sic 突变

体中 miRNA 含量减少，说明 SIC 可能影响 HYL1 的

功能。帽子结合蛋白 20 (cap binding protein 20, CBP20)
和 CBP80 影响 pri-miRNA 拼接，可以通过和 SE 互

作从而影响 pri-miRNA 的加工 [58-59]。激活性蛋白激

酶 C 受体 1 (receptor for activated C kinase 1, RACK1)
的功能是作为蛋白与蛋白之间相互作用的支架，协

助 SE 调控 pri-miRNA 的加工 [60]。

DCL1 作为 pri-miRNA 加工过程中起直接作用

的蛋白，其活性或表达量同样也受许多因子的影响。

FHA 结构域蛋白 DDL 具有一个保守的结合磷酸苏

氨酸 (phosphothreonine) 的结构域，可以和 DCL1
的磷酸化苏氨酸 (phosphorylated threonine) 部位相

互作用，使 DCL1 维持磷酸化状态 [61]。缺失 FHA
结构域影响 DDL 与 DCL1 的结合，从而影响 DCL1
活性，导致 pri-miRNA 的加工受到抑制。MAC 复

合体的主要成分是 CDC5 和 PRL1 这两个蛋白质，它

们都可以通过和 DCL1 以及 SE 互作来调控 miRNA
的成熟过程。Zhang 等 [22] 发现 CDC5 通过和 DCL1 的

PAZ 结构域及双链 RNA 结合结构域 (dsRNA binding 
domains) 的相互作用影响 DCL1 的加工活性，而

PRL1 的作用主要是协助 CDC5 发挥功能 [39]。另外，

还有 STA1 蛋白，它是一个拼接因子，不与 DCL1
互作，但正调控 DCL1 的表达，从而促进 pri-miRNA
的加工 [62]。还有研究发现，DCL1 加工复合体的形

成也需要转录因子 NOT2 和 MOS2 (MODIFIER OF 
SNC2) 的参与。Wang 等 [23] 发现，NOT2 可与 DCL1

的 PAZ 结构域互作， 作为转录因子，可能起招

募 DCL1 到 pri-miRNA 的作用。双分子荧光互补

(bimolecular fluorescence complementation) 实验证明

了 NOT2 与 CBP20/80、SE 等的互作，这些蛋白都

与 pri-miRNA 的加工相关。而 MOS2 不与 DCL1 加

工复合体中的蛋白结合，它通过招募 pri-miRNA 到

DCL1 复合体中的 HYL1 蛋白来影响 pri-miRNA 的

加工 [63]。

Elongator 复合物亚基 ELP2、ELP5 和影响转

录的 CDF2 也被证实和 DCL1 互作，从而影响 pri-
miRNA 的加工 [26-27]。缺失 Elongator 之后，DCL1
不能准确定位到 DCL1 加工复合体 [27]。

以上这些因子都是通过蛋白质之间相互作用来

影响 pri-miRNA 的加工。Francisco-Mangilet 等 [64]

发现了一个新的参与 pri-miRNA 加工的蛋白 THO2，
它是 THO/TREX 复合体 (THO/TREX complex) 的核

心成员，但 THO2 并不与参与 miRNA 形成过程的

蛋白互作。RNA免疫共沉淀 (RNA immunoprecipitation)
实验表明 THO2 可结合 pre-miRNA，在 tho2 突变

体中，pre-miRNA 不能被招募到 DCL1 加工复合体，

因此 miRNA 含量下降 [64]。

3　结论与展望

自 miRNA 被发现以来，植物中越来越多的蛋

白质被证实参与 miRNA 转录和加工的调控 ( 表
1)。MIR 基因的转录由 RNA 聚合酶 Pol II 起始， 
MED20A、MED17、MED18、CDC5 以及 NOT2a/b
形成 Pol II 转录复合体共同参与 MIR 基因转录的调

控。MIR 基因的转录过程有一些蛋白质编码基因转

录过程中通用的转录因子，并且 MIR 基因的启动

子区域有 TATA box 和顺式元件 (cis-elements)。这

暗示 MIR 基因的转录起始可能与蛋白质编码基因

的转录起始有相似的调控机制。MIR 基因的转录也

受表观遗传的调控，并在时间、空间以及生理上受

到一些特异因子的调控。pri-miRNA 的加工由

DCL1 加工复合体完成，DCL1 复合体包括 DCL1、
HYL1、SE 以及新发现的 TGH。其他蛋白因子通过

影响 DCL1 复合体主要成分的活性或表达量发挥功

能，如 CPL1、MPK3、COP1、HOS1 和 SIC 等影

响 HYL1 功能， RACK1 和 CBP20/80 影响 SE 功能， 
DDL、CDC5、PRL1、STA1、NOT2、MOS2、
CDF2 和 Elongator 等影响 DCL1 的功能，从而调控

pri-miRNA 加工。

目前人们对于 MIR 基因的转录和 pri-miRNA
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加工过程有了一定的了解，但还有很多问题有待于

进一步研究，如除了已知的蛋白质外，还有哪些蛋

白质也参与 miRNA 的转录和加工过程；MIR 基因

转录的延伸和终止的调控机制是什么；参与蛋白质

编码基因转录的延伸因子和终止因子是否也参与

MIR 基因的转录延伸和终止；MIR 基因转录和 pri-
miRNA 加工的动态过程是如何进行的；CDC5、
NOT2a/b、CDF2 和 Elongator 这些参与 MIR 基因转

录与 pri-miRNA 加工的蛋白是如何将这两个过程联

系起来的。以上这些分子机制若得到进一步的阐明，

将有助于加深人们对 miRNA 转录和加工调控机制

的认识和理解。
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