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摘  要：MicroRNA(miRNA)是一类内源性的、长度约 18～24 nt、非编码、单链小 RNA 分子，miRNA 广泛存

在于各种动植物体内，并参与基因表达的调控。随着植物 miRNA 研究的不断发展，越来越多的 miRNA 被证实在

不同的非生物逆境下具有重要的调控作用，例如营养胁迫、低温胁迫、机械胁迫等。该文综述了植物 miRNA 的合

成、miRNA 及其靶基因的鉴定方法，并重点介绍了非生物逆境相关 miRNA 的表达分析方法、逆境条件下 miRNA
的调控特征及其靶基因特点等。 
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Research progress of plant miRNA regulatory mechanisms 

under the condition of abiotic stresses 
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Abstract: MicroRNAs (miRNAs) are a class of endogenous, small (~18-24 nt), single-stranded, non-coding 

RNAs that widely distribute in animals and plants and participate in the regulation of gene expression. With the 
development of the research of plant miRNA, more and more miRNAs was convinced to play important regula-
tory roles in the condition of abiotic stresses, e.g., nutrition starvation, low temperature, mechanism damage and 
so on. This paper reviews the synthesis of miRNA, the identification of miRNA and the targeted gene, and intro-
duce the express analysis of stress-related miRNA, the regulatory pattern of miRNA and the property of the tar-
geted gene. 
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MicroRNA（miRNA）是一类内源性的、非编

码、单链小 RNA 分子，其长度约 18～24 nt。 miRNA
广泛存在于动植物体内，在植物的生长发育、器官

形成、信号传导以及逆境应答等过程中具有重要的

调控作用[1]。研究发现，植物 miRNA 在不同的非生

物逆境下例如营养缺乏、低温、机械损伤等条件下

具有重要的调控作用。本文综述了植物 miRNA 的

合成、miRNA 及其靶基因的鉴定，并重点介绍了非

生物逆境相关 miRNA 的表达分析方法、逆境条件

下 miRNA 的调控特征及其靶基因特点等方面。 

1  植物 miRNA 的合成 

植物 miRNA 首先在核内通过一种类似 Dicer
酶的物质（Dicer-like，DCL1），协同 HYL1 蛋白作

用加工形成初级转录本（ primary transcripts，
pri-miRNAs），pri-miRNAs被DCL1剪切形成约60～
300 nt 的具有发卡茎环结构前体（pre-miRNAs）[2]。

具有茎环结构的前体经过裂解处理，形成

miRNA/miRNA*双链二聚体，经 HYL1 蛋白甲基化

修饰后通过 HASTY 蛋白（HST）转运到细胞质中。

随后在细胞质中由解旋酶（helicase）解开，形成成
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熟的单链 miRNA。成熟的单链 miRNA 与 AGO
（ARGONAUTE）蛋白结合，形成一种 RISC 复合

体（RNA-induced silencing complex，RISC）[3]。RISC
复合体可以与靶 mRNA 结合，剪切 mRNA 或抑制

其翻译。由于植物 miRNA 与其靶基互补性很高，

而结合位点通常出现在编码区内，从而导致靶基因

断裂，而由于不完全互补导致没有断裂的靶基因，

翻译却受到了阻碍。植物 miRNA 正是通过对靶基

因的裂解或抑制基因的转录本翻译而参与基因表达

的调控，从而对植物的生长发育、逆境胁迫等过程

中起到关键的调控作用[4]。 
植物 miRNA 由于其靶基因种类的不同而具有

功能多样性，研究表明，miRNA 在植物发育过程中

扮演着重要的角色。植物的生长通常会遭遇不利环

境因素的影响，例如干旱、盐碱、低温、病虫害、

机械损伤等。植物 miRNA 根据环境因素的变化，

对基因表达进行调控，从而产生一系列生理生化改

变，从而对不利的环境因素做出正确的应答[5]。 

2  miRNA 的发现和鉴定 

2.1  克隆 
植物 miRNA 的发现源自于模式植物拟南芥。

2002 年，Reinhart 通过克隆拟南芥中的小 RNA 发

现了 16 个植物 miRNAs[4]。克隆是简单直接的

miRNA 鉴定方法。通过 miRNA 克隆可以识别一些

保守的 miRNA 以及物种特异的 miRNAs。Sunkar
和 Zhu 通过从非生物逆境处理的拟南芥中直接克隆

出了 15 个家族的 26 个新 miRNAs，其中有多个

miRNAs 在逆境下出现上调或下调的表达模式[7]。

Sunkar 和 Girke 在水稻中克隆出 35 个 miRNAs，其

中 14 个 miRNAs 来自 13 个新 miRNA 家族中的成

员，有 13 个新 miRNAs 在拟南芥中不保守，4 个新

miRNA 在单子叶植物呈现一定的保守性，说明

miRNA 伴随着植物进化出现了分歧[8]。Sanan 和

Kumar 从经过高盐处理的水稻中克隆出 23 个

miRNAs，发现了 6 个与盐胁迫相关的 miRNAs[9]。

然而克隆鉴别方法对于低丰度、碱基构成特殊以及

组织特异性表达的 miRNAs 难于鉴定，存在着一定

的局限性。 
2.2  高通量测序 

高通量测序作为新一代测序技术，由于获得片

段短且具有速度快、成本低等特点，适合发掘植物

中新的 miRNAs。采用高通量测序，不需要基因序

列，能直接对样本进行测序，完成 miRNA 定性和

定量测定。目前常用的 miRNA 测序平台主要有

454，Solid 和 Solexa，能检测出百万级高质量的小

RNA 序列，鉴别大量的 miRNAs。Chen 等利用高通

量测序，鉴定了杨树低温胁迫下应答的 miRNAs，
其中有 29 个未报道，21 个在低温下表达量变低[10]。

Wang 等人通过对干旱处理的蒺藜苜蓿进行高通量

测序，鉴定了 293 个已知的 miRNAs 和 14 新的

miRNAs，其中 37 个 miRNA 对干旱胁迫应答[11]。 
2.3  生物信息学预测 

生物信息学方法是根据 miRNA 序列信息、保

守性及其前体都有二级发卡结构特点进行预测，并

依赖于物种的基因组或转录组信息。利用计算机预

测植物 miRNA，可以鉴别新的 miRNA。目前常用

的生物信息学预测软件有 miRcheck、miRseeker、
miRscan 等，这些软件都以 miRNA 共有的特点进行

预测，但方法各不相同。目前，大量预测软件被成

功开发，并且已经在拟南芥、水稻、蒺藜苜蓿等植

物中准确预测出大量 miRNAs，通过生物信息学预

测筛选 miRNA，可以有效节约大量繁琐的克隆鉴定

工作，但这种方法无法探索物种特异的 miRNA，获

得的 miRNA 需经生物学的进一步验证。 

3  miRNA 靶基因的研究分析 

3.1  miRNA 靶基因的预测 
对miRNA靶基因进行预测是miRNA功能研究

的基础，现阶段，可以通过生物信息学预测、miRNA
序列分析和基因功能注释（Gene ontology，GO）等

方法对 miRNA 靶基因进行预测[12]。 
由于 miRNA 与靶基因间的相互作用具有规律

性，由此可以对 miRNA 的靶基因进行预测分析。

常用的 miRNA 靶基因预测软件有：CleaveLand、
Targetfinder、 RNAhybrid 、 PicTar、 TargetScan、 
miRanda 和 AgriGO 等。AgriGO 软件可以对已知

miRNA 进行基因功能注释分析，预测 miRNA 靶基

因重要的生物学功能及其作用途径, 绘制的层级树

形图可以清晰显示 miRNA 靶基因的功能及分类。

Zhang 等利用基因功能注释方法分析了玉米的所有

miRNA 靶基因 [13]。Joung 等利用模式识别方法

（support vector machine，SVM）通过对基因表达

谱和序列信息的分析成功预测并鉴定拟南芥中几个

特殊环境诱导的 miRNA 靶基因[14]。 
3.2  靶基因的验证 

预测的靶基因是否准确一般都要进行生物学验

证，常用的验证方法有：剪切产物 5’RACE 法和荧

光素酶法。由于植物 miRNA 主要通过裂解靶基因

的方式进行基因调控，利用 5’RACE 对 miRNA 裂
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解的产物进行分析、验证 miRNA 靶基因是非常可

靠的方法，能够准确发现 miRNA 对其靶基因的剪

切特性以及准确的剪切位点，但也存在实验操作复

杂等缺陷。荧光素酶法不但可以用于验证 miRNA
的靶基因，而且也可用于新的 miRNA 靶基因的检

测，其原理为构建荧光素酶载体将 miRNA 靶基因

导入，通过转染检测 miRNA 和靶基因的表达情况，

从而对 miRNA 是否调控目的基因进行验证。 
3.3  降解组测序 

降解组测序（degradome sequencing）是一种广

义的转录组实验方法，主要针对 miRNA 介导的剪

切降解片段进行测序，筛选 miRNA 作用的靶基因，

确定降解片段与 miRNA 精确的配对信息[15]。降解

组测序的原理是：绝大多数植物 miRNA 与目的

mRNA 完全互补，通过裂解 mRNA 调控基因的表

达，裂解位置一般发生在 miRNA5’端匹配区域的第

10 和第 11 位点上。靶基因裂解后产生 2 个片段，

其中 5’端含有 5’帽子结构的完整基因，无法被 RNA
酶连接；3’片段含有能被 RNA 酶连接自由的 5’单磷

酸和 3’polyA 尾巴，将 3’裂解产物连上接头引物后

可以进行测序分析。通过测序数据的对比分析，可

以得到 miRNA 剪切位点，发现并量化被 miRNA 剪

切的靶基因[16]。Pantaleo 利用降解组测序鉴定出葡

萄已知 miRNA 的 112 个靶基因及物种特异 miRNA
的 44 个靶基因[17]。Zhou 对水稻中 87 个 miRNA 进

行降解组测序得到 177 个靶向的基因，其中约 70%
保守的 miRNA 其靶基因为转录因子，说明这些

miRNA 在水稻中扮演着重要的调控角色，而非保守

的 miRNA 作用于潜在的基因，为更加复杂的调控

做准备[18]。 

4  非生物逆境相关 miRNA 的表达分析法 

4.1  荧光定量 PCR 
荧光定量 PCR（qRT-PCR）通过 PCR 产物的荧

光信号及拷贝数对 miRNA 进行准确的检测和定量

分析，可用于检测植物 miRNA 在非生物逆境胁迫

中的表达变化。 
利用 qRT-PCR 可以检测前体 miRNA 和成熟

miRNA 的表达状况。前体 miRNA 有茎环结构，在

茎环结构上设计引物，反转录后进行 qRT-PCR。而

成熟 miRNA 长度很短，只有 18～24 个核苷酸，并

且没有 mRNA3’端的 poly(A)尾巴，因此无法用普通

的反转录和 qRT-PCR 进行检测。目前，miRNA 的

反转录主要采用加尾反转录法和茎环反转录法。加

尾反转录法则是利用 poly(A)聚合酶为成熟的

miRNA 加上 poly(A)尾巴，然后用锚定引物进行反

转录，获得加长 cDNA 的第一链。最后使用与通用

标签序列互补的反向引物对 miRNA 表达进行荧光

定量 PCR 检测。这种可以批量将所有成熟 miRNA
加上 poly(A)尾巴，然后进行反转录和检测。茎环反

转录法利用可以折叠成茎环结构的引物，通过与

miRNA 的 3’端碱基互补进行反转录，生成 cDNA
第一链，进行荧光定量 PCR 检测，该方法是将反转

录引物设计成茎环结构，所以特异性和灵敏性较高，

可以有效区分只相差几个碱基的同家族 miRNA 的

不同成员，茎环反转录法对引物的要求较高，需要

引物在反转录阶段形成茎环式的正确构型。  
4.2  Northern blot 

Northern blot 是一种探针杂交检测法，可以用

来反映植物逆境应答反应中 miRNA 的表达变化，

但其特异性和灵敏度不高，所以 Northern blot 一般

需要的总 RNA 样较多。目前，Northern blot 检测方

法能利用锚定核苷酸(Locked nucleotide acid，LNA)
修饰的寡核苷酸设计探针，并用于成熟 miRNA 的

检测，有较强的特异性和灵敏性[19]。 
4.3  miRNA 芯片 

miRNA 芯片 (microarray)是固定在固体基片上

大量与 miRNA 序列互补的探针组成的微阵列，可

以同时加入多个样本 RNA，杂交后对信号进行检

测，反映 miRNA 的表达情况[20]。芯片技术具有高

灵敏性，高通量，重复性好，适合检测 miRNA 的

表达谱。miRNA 芯片被广泛应用于植物 miRNA 不

同发育时期、不同组织器官、不同逆境胁迫下表达

水平的差异。由于需要依据 miRNA 序列设计出芯

片探针，miRNA 芯片只能对已知 miRNA 的表达水

平进行检测。Liu等对拟南芥进行miRNA芯片分析，

鉴别出 miR168、miR171 和 miR396 对高盐，干旱

和冷胁迫均有诱导表达[21]。 

5  参与非生物逆境调控的 miRNA 及其特征 

植物在生长发育过程中，很多环境因素例如水、

营养素、光照、温度是不可或缺的，然而，环境因

素的过高或过低会影响植物的生长，称为非生物逆

境。有些环境因素例如土壤的高盐性、pH 值的高或

低、重金属污染以及大气污染都会影响植物的生长

发育。 miRNA 在植物应答环境胁迫的复杂机制中

起到了重要的调控作用。植物许多逆境应答反应正

是通过诱导或抑制相应 miRNA 的表达，miRNA 通

过剪切靶基因或者降低靶基因的翻译来抑制相关靶

基因的表达，从而使植物适应不同程度的逆境胁迫。 
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5.1  目前已研究的非生物逆境诱导的 miRNA 
目前，植物非生物逆境胁迫下 miRNA 参与调

控的研究受到人们的广泛关注。Sunkar 等人构建了

拟南芥脱落酸、干旱、盐碱、低温胁迫的小 RNA
文库，利用 Northern blot 方法分析发现 miR319c、 
miR393、 miR395、miR397b 和 miR402 在盐碱、

干旱和低温胁迫下均有应答反应[22]。Buhtz 和 Pieritz
利用 miRNA 芯片在油菜中发现营养素和微量元素

缺失诱导了数个 miRNA 的表达。miR398、miR408、
miR2111 在 Cu 元素缺失时，表现为表达上调，而

在 Fe 元素缺失表现出表达下调[23]。 
Zhou 等利用高通量测序及 miRNA 芯片研究了

重金属(Hg) 对蒺藜苜蓿 miRNA 表达的影响，发现

许多与汞胁迫相关的 miRNA，并且表达模式具有不

一致的特点[24]。Lu 和 Sun 在毛果杨树中克隆了 22
个 miRNAs，其中一部分 miRNAs 的表达水平受拉

伸和挤压的影响[8]。 
5.2  参与非生物逆境调控的 miRNA 特征 

有些 miRNA 是保守的，有些 miRNA 则具有物

种特异性。大部分保守 miRNA 参与植物的生长和

发育，而很多物种特异的 miRNA 参与了非生物逆

境胁迫应答的调控。有些保守的或者非保守的

miRNA 对不同逆境胁迫的反应表现出一致性，如水

稻中的 miR156 在重金属（Al，Cd）胁迫、冷胁迫

和干旱胁迫下出现了表达下调[25-28]；低氧、低温、

高盐和强紫外光胁迫能诱导拟南芥 miR159 的表  
达[21, 29-30]，说明他们能够参与多种调控，而且属于

非特异性的调控。 
植物 miRNA在不同器官中的表现不完全相同。

Zeng 等研究了大豆根部 miRNA 和叶的 miRNA 在

低磷胁迫下的表达变化，其中有 27 个叶部 miRNA
和 14 个根部 miRNA 的表达发生变化， 有 9 个

miRNA 在叶部和根部表达变化一致，而 miR168 和

miR319 在叶部表现为上调，在根部表现则为抑制。

有些 miRNA 在不同的物种中面对一些逆境胁迫表

现出差异[31]。拟南芥 miR399 在低磷胁迫下，会出

现明显诱导表达[32-33]；而在其它作物中则不会[34]。

烟草中 miR167 在干旱胁迫下表达量上调[35]，而玉

米中 miR167 在干旱下表达量下降[36]。大部分同一

家族的 miRNA 成员在逆境胁迫中表达变化趋势一

样，有些变化较小，还有些不产生应答反应[37]。 

6  参与非生物逆境调控 miRNA 靶基因特点 

miRNA 通过剪切或者抑制翻译来调控靶基因

的表达，这依据其与靶基因序列的互补程度，

miRNA 靶基因的数目可能是一个或者多个，有些靶

基因受到多个 miRNA 的调控。参与非生物逆境调

控的 miRNA，其靶基因主要参与转录调控和非生物

逆境应答。例如，miR398 的靶基因是超氧化物歧化

酶（CSD1 和 CSD2），在铜或铁元素缺乏的情况下，

Cu/Zn-SOD 的表达受到抑制 [38]。F-box 蛋白受

miR393、miR394、miR528 的调控[39]。miR395 受低

硫胁迫的诱导，调控 3 个三磷酸腺苷硫酸化酶基因

（APS1/3/4）的表达[40]。转录因子在植物适应非生

物逆境胁迫中扮演关键的角色，研究发现 MYB 等

转录因子在植物抗寒、抗旱、抗盐中起重要作用。

植物中很多保守 miRNA 的靶基因多为转录因子，

例如 miR159 参与 MYB 类转录因子的调控，miR166
参与 HD-Zip 转录因子的调控，miR319 参与 TCP
转录因子的调控，说明 miRNA 在植物适应非生物

逆境环境中起到非常重要的作用。 

7  结语 

最近几年有关植物 miRNA 研究的大量出现，

越来越多的植物 miRNA 被鉴定，大量的 miRNA 靶

基因被预测，这些工作为以后的深入研究提供了基

础，然而仍有很多问题无法解答，例如很多 miRNA
的功能仍不明确，植物 miRNA 是选择性剪切还是

抑制翻译尚属未知。目前的研究表明，植物 miRNA
的沉默方式有抑制 mRNA 翻译和裂解 mRNA。有研

究表明不同 miRNA 家族的靶基因存在明显的表达

差异，miRNA 丰度和靶基因表达之间没有明显的相

关性，所以目前对 miRNA 的调控机理的研究处于

探索阶段。miRNA 具有保守性和物种特异性，说明

miRNA 一直进行快速的进化，有些 miRNA 在绝大

数的物种中存在，这说明具有高度的保守性，而有

些 miRNA 在部分物种中存在，还有些 miRNA 只存

在特异的物种中，而且保守的 miRNA 在染色体中

的位置相对集中。植物 miRNA 在非生物逆境胁迫

下对基因的表达起着重要的调控作用，为我们研究

植物抗逆分子机制提供了新的认识。随着对 miRNA
作用机理、调控途径和功能研究的不断深入以及

miRNA 研究方法的不断发展，对 miRNA 在植物发

育及相应的非生物逆境胁迫应答的调节机制和调控

网络有更清晰的认识。 
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