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摘要：miRNAs是一类短的（20-23nt）非编码的单链 RNA分子，在转录后水平上通过抑制靶基因的表达而影响生物体的生长、发育
以及癌症发生。miRNAs的成熟需要一系列大型蛋白复合体参与的协同加工，目前对 miRNAs生物合成过程调控的研究还处于初
始阶段。本文主要综述了影响 miRNAs的生物合成过程及活性的因素以及相关调控机制。癌症的发生通常伴随着异常的 miRNAs
表达谱，miRNAs生物合成调控机制的深入研究必将为癌症的基因治疗技术以及新型疗法的开发提供重要的理论基础和指导意
义。
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Regulation of miRNAs Biosynthesis Process*

MicroRNAs(miRNAs) are short(20-23-nucleotide), non-coding and single-stranded RNA molecules which regulate
target gene expression at the post-transcriptional level to affect organisms' growth, development and cancer occurence. The maturity of
miRNAs need a series of collaborative process mediated by large protein complexes and researches of miRNAs biosynthesis and activity
controlare still in initial stage at present. This review mainly discusses the influencing factors of miRNAs biosynthesis and activity and
relevant regulation mechanism. Cancer occurrence is usually accompanied by abnormal miRNAs expression profile, and further study for
regulation mechanism of miRNAs biosynthesis will surely provide important theoretical basis and guidance for gene therapy of cancer
and development of new technology.
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前言

miRNAs是一类短的（20-23nt）内源性单链 RNA分子,由真
核生物基因组中非蛋白编码区中 ncRNA基因编码并在转录后
水平调控靶基因表达[1]。成熟的 miRNAs在 Ago蛋白的引导下
与 RNA诱导的沉默复合体（RNA-Induced silencing complex，
RISC）结合，通过 miRNAs 5’末端与靶 mRNA 3’非翻译区（3’
UTR）形成碱基互补配对阻止靶 mRNA的翻译的起始或蛋白
链的延长[2，3]。另外有些靶 mRNA由于 RISC阻碍其翻译，后转
运到加工小体（p-bodies）进行降解[4]。计算生物学预测人类 60%
的蛋白质编码基因的 3’UTR 区含有 miRNAs的结合位点，同
时蛋白质组学研究表明一种 miRNA可能就存在几十种甚至上
百种目标 mRNA[5，6]。细胞内许多信号传导通路都受到 miRNAs
的调控，miRNA的异常表达会影响细胞的乃至整个个体的表
型，如细胞的分化和增殖、代谢甚至与癌症的产生具有密不可

分的关系。

在不同的生物体，组织，细胞类型以及发育时期，miRNAs

生物合成调控导致各异的 miRNAs表达谱，这些不同的表达谱
共同调控着整个基因网络的平衡。同基因组上蛋白编码基因一

样，miRNAs基因的转录也受到表观遗传因子以及转录因子的
调控。而且 pri-miRNAs、pre-miRNAs以及成熟的 miRNAs表达
水平的非一致性表明 miRNAs在转录后水平上也具有一定的
调控体系。近些年关于 miRNAs的研究主要集中其介导的转录
后水平上靶基因表达调控机制这一方面，miRNAs的成熟以及
生物合成过程调控的研究还处于初始阶段。综合近年来的研究

成果，本文主要介绍 miRNAs生物合成过程的调控因子以及调
控机制两方面内容，如 Drosha和 Dicer活性调控因子、SNPs的
存在对 miRNAs合成的调控等。
1miRNAs的生物合成过程

真核生物中 miRNAs基因在基因组上广泛分布，大约 50%
的 miRNAs 基因分布在非编码 RNA 转录区，研究表明这类
miRNAs基因可能存在独立的启动子进行转录 [7]。另外大约

40%的 miRNAs起源于蛋白质编码区的内含子中[8]，这些基因

同内含子的转录方向一致且大部分与蛋白质编码基因共转录
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[9]。以果蝇为研究对象发现大部分 miRNAs由 RNA 聚合酶Ⅱ
转录且同 mRNA一样转录出的产物 5’端具有甲基化的帽子，
3’端具有多聚腺苷酸尾巴[10，11]。，许多 miRNAs基因是以成簇串
联的形式排列在基因组上且串联的 miRNAs基因数目为 2-19
不等，通常这些成簇基因由一个共同的启动子转录成多顺反子
[12]。最近，song等人[13]发现在老鼠中发现 以及

这种以成簇形式存在的 miRNAs基因也可以单独进行转录。
miRNAs基因进化具有保守性，转录后的 miRNAs序列含

两个有序的核酸内切酶位点，即 RNaseⅢ家族中的 Dorsha和
Dicer酶切位点。miRNAs的生物合成过程主要包括以下几个
步骤[12]：（1）miRNAs基因经 RNA聚合酶Ⅱ转录形成初级转录
产物（pri-miRNAs）；（2）pri-miRNAs在 Dorsha蛋白的作用下形
成一个含 60-100 个核苷酸且具有发夹结构的前体 miRNAs
（pre-miRNA）；（3）pre-miRNAs 在 exportin-5 和 Ran-GTP 的作
用下，由细胞核转运到细胞质中。由细胞质中 Dicer 识别
pre-miRNA 的双链部分将其茎环基部的两圈螺旋解开，随后
Dicer对两条链均进行切割将前体 miRNAs的其余部分切除，
生成一个大约为 22 nt的 5’端磷酸化、3’端有 2nt突出的不完
全配对双链 RNA中间体。（4）成熟的 miRNAs*继而被降解，成
熟的 miRNAs结合到 RISC上参与靶基因的表达调控。最近很
多研究表明 miRNAs生物合成的每一步都有精密的调控机制
参与从而影响其在生物体内的表达模式。

2 miRNA基因转录水平调控

miRNAs的成熟需要复杂的加工过程，也就意味着 miR-
NAs的加工存在多层次的调控。其中 RNA聚合酶Ⅱ的转录是
一个重要的合成过程调控点，RNA聚合酶受到广泛的调控而
结合到特异的启动和终止原件上选择性的表达特异的 miR-
NAs。这个过程涉及很多转录调控因子 , 如 c-Myc、p53 以及
miRNAs基因启动子的甲基化。
2.1 c-Myc的调控
原癌基因 c-Myc编码的蛋白是一类具有转录激活区，非特

异 DNA结合区，核靶序列，碱性区，螺旋一环一螺旋(HLH)及
亮氨酸拉链区的转录因子。人体中 基因控制着 10-15%
的基因表达以调控细胞的生长与凋亡[14]，许多癌细胞中

基因均表达异常且伴有相关基因不同程度地转录激活或抑制
[15]。最近研究表明， 也具有调控 miRNA基因表达的功能
[16,17]，如 C-Myc能结合到启动子的 E-boxes上活化
的转录[16]。癌细胞中 基因的活化导致 的高表

达以及 对 转录的促进作用表明了 通过同

时调控 miRNA和 mRNA的表达来共同控制细胞周期的。除了
活化相关基因的转录外， 还可以减弱一些肿瘤抑制 miR-
NAs基因的表达[17]。在淋巴瘤细胞中外源表达 蛋白基因

抑制的 miRNAs能够减缓细胞生长，表明 表达异常诱导

肿瘤发生的一个重要机制就是通过下调一系列相关的 miR-
NAs基因的表达来实现的[17]。同时，Chang等人[18]发现 能

够促进 的转录从而实现 在转录后水平上抑

制 家族成员的表达。

2.2 相关转录因子调控网络
蛋白编码基因的组织特异性表达谱受复杂的转录因子调

控网络控制从而决定特定的组织中细胞的分化与生长状况。同

样地，miRNAs的表达也存在组织特异性，而且这种特异性的

表达也受到多种转录因子的调控。.
最近 van rooij等[19]发现血清应答因子（SRF）肌细胞增强因

子 2（MEF2）与肌细胞特异性的螺旋 -环 -螺旋结构转录因子
的协作，如 Myf-5、MyoD 以及 Myogenin [20]能够促进几种肌细

胞特异性的 miRNAs的转录，包括 , , , and 。

Fukao等人的研究结果表明肌细胞中 基因被转录因

子 C/EBP和 PU.1激活[21]。在一些组织特异性的 miRNAs的负
调控中，一些转录因子也起到重要调控作用。如 miR-124在脑
中是过量表达的，通常 RE1转录沉默因子（REST）会结合到基
因的启动子上抑制其表达 [22]。同时生物信息学分析表明 miR-
NAs对转录调控因子存在普遍的偏好性，表明 miRNAs的组织
特异性的表达调控涉及复杂的调控因子网络[23]。

2.3 表观遗传调控
蛋白质编码基因存在很大程度的表观遗传调控，这种调控

机制对 miRNAs基因的转录调控同样适用。癌细胞中抑癌基因
DNA序列甲基化异常经常发生，同时发现几个 miRNAs基因
如 的超甲基化现象

十分明显[24,25]。研究表明肺腺癌细胞中 位点的低甲基化

状态导致 基因的高表达能引起相关癌基因转录水平的

升高[26]。miRNAs的启动子区域还受到组蛋白修饰的调控，组蛋
白脱乙酰化酶抑制蛋白被报道能够上调一系列 miRNAs表达
[27,28]。另外，在用组蛋白脱乙酰化抑制酶处理的乳腺癌细胞系

SKBr3中发现 32中成熟的 miRNAs表达量都显著下调[29]。在

正常的发育个体中，组蛋白 H3 56号赖氨酸的乙酰化可引起多
个与胚胎干细胞全能性相关的基因表达以及 13个 miRNAs的
高表达[30]。

3 Drosha/ Dicer活性调控

miRNAs基因经过转录形成 pri-miRNAs后需要经过一系
列转录后的加工过程才能形成成熟的 miRNA。许多转录后的
加工因子参与该过程且每个加工因子都是一个重要的调控点，

通过调控因子活性从而实现成熟 miRNAs的正常表达。
3.1 Drosha活性的调节

Drosha 是一种 RNase Ⅲ，与双链 RNA 结合蛋白（dou-
ble-stranded RNA binding protein，DGCR8）一起构成蛋白复合
体将 pri-miRNAs 加工剪切成 pre-miRNAs。然而，Drosha 和
DGCR8组成的复合体经常被发现存在于更大的复合体中，这
些复合体还含有 DEAD-box RNA 解旋酶 P68 (DDX5), P72
(DDX17), Smad 蛋白，P53，核因子 90，45(NF90，NF45)，KH 型
剪接调节蛋白（ ）等[31]。

通过微阵列芯片技术发现小鼠胚胎成纤维细胞中

DEAD-box RNA 解旋酶 P68 (DDX5) 和 P72(DDX17)的基因
的敲除可阻止大约 35%(266 miRNAs被检测)的 miRNAs的成
熟。同时 敲除导致细胞中 pre-miRNA 降低，而
pri-miRNAs 的表达水平不变，细胞提取物的体外试验发现
Drosha活性衰减，RNA-免疫沉淀的体内试验发现 Drosha被阻
止与 pri-miR-199a结合执行加工功能[32]。Fukuda等人还发现在

缺陷型的小鼠胚胎细胞内表达 能够实现有效

的营救，即能够促进 Drosha对胞内许多 miRNAs的加工剪切
[33]。 已知能与多种蛋白相互作用，所以他们可能作为一

种支架蛋白聚集更多的蛋白因子到 Drosha/DGCR8复合体上
[34，35]。最近的研究表明， 与其他蛋白的结合也能调节
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Drosha对特定 pri-miRNAs的加工。Smads是一类在转化生长
因子 -茁 (TGF-茁)家族信号级联放大过程中起信号传导作用的
蛋白。利用酵母双杂交系统发现 Smads蛋白与 P68相互作用
从而推断其可能参与 Drosha的加工过程调节[36]。后来通过免

疫共沉淀以及 RNA-CHIP 技术发现，经过转化生长因子 -茁
(TGF-茁) 和骨形成蛋白（BMPs)，Smads 蛋白结合在位于

发夹结构上的 Drosha/P68的复合体中 [37]，同时发现

Smads蛋白能够促进 Drosha复合体与 的结合从而对

其进行加工剪切。最近通过免疫共沉淀技术发现，同 Smads蛋
白相似，P53作为一种肿瘤抑制蛋白能与 Drosha及 p68复合体
相互作用，体外试验证明加入 P53能够增强 Drosha对 pri-miR-
NAs的加工，而 p53的突变体阻止 Drosha复合体的组装[38]。同

时，Drosha 的加工剪切还能够被雌激素受体（ER）刺激的
依耐性机制所阻止，如这种调控作用可以阻止

等的加工[39]。

研究发现[40] Drosha/DGCR8 复合体与 NF45、NF90蛋白也
存在相互作用且这两种蛋白具有调控 miRNA 加工的作用。
Sakamoto（2009）等人[41]在 293T细胞中过量表达 NF90/NF45导
致 pri-let-7a-1, pri-miR-21, and pri-miR-15az16-1的积累，但相
应成熟的 miRNAs没有改变，同时体外试验发现了同 Drosha
相比，NF45/NF90 与 pri-let-7a-1 具有更高的亲和力从而推测
NF45/NF90是通过减少 Drosha/DGCR8与 pri-miRNAs接触机
会来调控 miRNAs加工效率的。

Pri-miRNAs分子中存在一个环状区域，最近的研究表明
KH型剪接调节蛋白（KSRP）能与 pri-miRNAs环状区中富含鸟
嘌呤位点相互作用[42]。Trabucchi等人[42]还发现在 HeLa细胞中
瞬时敲除 KSRP显著地阻止了一些成熟 miRNA的表达水平。
同时在 Drosha 以及 Dicer 蛋白复合体中均存在 KSRP, 表明
KSRP能同时促进 Drosha 以及 Dicer参与的 miRNAs转录后
加工过程。

有趣的是近几年研究者发现 Drosha 介导的 pri-miRNAs
的加工剪切对有些 miRNAs的成熟不是必需的，即这些 miR-
NAs可跳过 Drosha 的加工步骤，这类 miRNAs也称 mitron。
Mitron起源于蛋白质编码区中的内含子中，经过蛋白质 mRNA
转录后的加工剪切从中释放出来，经过 lariat debranching酶作
用形成 pre-miRNAs类似的发夹结构，然后绕过 Drosha蛋白复
合体的加工被直接转运到细胞质中进行 Dicer加工[43，44]。这种

miRNAs已在多个物种中被报道，如哺乳动物、黑蝠、果蝇、线
虫等[43，45]。

3.2 Dicer活性的调节
Dicer是 RNase III家族中特异识别双链 RNA的一种，在

真核生物体进化中高度保守。在 miRNAs 合成加工过程中，
Dicer与相关的蛋白因子相互作用加工剪切由细胞核转运出来
的双链 pre-miRNAs。目前发现与 Dicer相互作用的蛋白因子主
要有 TAR RNA 结合蛋白（TRBP）、蛋白激酶 R 激活蛋白
（PACT）以及 Ago2 [46-48]。

和 等人发现在 Dicer蛋白复合体中去除
TRBP/ PACT中的任何一种蛋白因子都会导致 Dicer蛋白复合
体的稳定性的降低[48，49]。同时在许多癌细胞中发现了 TRBP蛋
白的肽段缺失突变体、相应的 miRNAs表达水平的降低以及
Dicer蛋白复合体显著地不稳定性[50]，表明 Dicer与 TRBP的相
互作用对 Dicer蛋白复合体是十分重要的。后来又发现这种与

Dicer蛋白复合体结合 TRBP蛋白通常是处于磷酸化状态的.在
HeLa 细胞中表达拟磷酸化的 TRBP 导致一些促生作用的
miRNAs的表达水平提高，如 [51]。

Ago2 是 Ago 家族蛋白（Ago1-4）的一种，且该蛋白具有
RNA 裂解活性。研究表明在体内 Ago2 与 Dicer 以及
TRBP/PACT 相结合形成 RISC 装载复合体 （RLC）催化
pre-miRNAs 的断裂以及组装到 RISC 复合体上 [49]。体外由

Dicer、TRBP及 Ago2组成的复合体能有效的行驶 pre-miRNAs
的断裂功能[52,53]。 和 等人[54]发现异位表达 A-
go2 基因能够增加一些 miRNAs 的表达，如

.然而目前对 Ago2具体的调控
机制以及特异性还不清楚。此外，Lin28在细胞质中含量较高以
及体外试验中加入纯化的 Lin28 可以降低 与 Dicer的相
互作用表明在 Drosha加工过程中起作用的 Lin-28在 Dicer对

家族 miRNAs加工过程中同样起到一定调控作用。
最近 Blerta等人[55]发表了关于 miRNAs合成加工过程调

控的另一重要成果。他们发现一种新型的甲基转移酶

BCDIN3D能够使 pre-miRNAs的 5’磷酸末端的氧负离子甲基
化，这种甲基化的形式阻止了 Dicer对其进行剪切从而达到调
节体内 miRNAs表达水平的作用。同时在乳腺癌细胞内发现这
种 BCDIN3D 异常表达，导致许多 miRNAs 水平降低，如

。

研究表明还存在许多未知的蛋白因子调控 Dicer的活性
[56]，同时 Dicer自身转录表达是一个重要的调控点。生物信息
学分析发现 Dicer基因的 5’UTR区含有一个可变剪切的外显
子，Dicer在不同组织中存在一定的特异性，其 mRNA 不同剪
切方式可影响不同组织中其翻译效率从而调控 miRNAs的加
工。

4 Exportin-5-Ran-GTP介导的 pre-miRNA转运调控

含发夹结构的 pre-miRNAs首先在细胞核中合成，在 Ex-
portin-5 转运蛋白以及 GTPase-Ran的作用下由细胞核运送到
细胞质中[57]。Exportin正确结合到 pre-miRNAs需要至少 16bp
形成的双链 RNA结构，同时经过 Drosha加工形成的 pre-miR-
NAs 3’末端突出能增强 Exportin-5与双链 RNA结构的相互作
用[58,59]。Exportin-5的敲除试验引起细胞质中 miRNAs水平降低
[57]。反之，Exportin-5的过量表达可以增强 miRNAs的活性以及
表达量[60]。，Drosha蛋白复合体的加工以及 Exportin-5自身的
表达调控直接影响 Exportin-5 的转运效率以及后续的合成过
程。

5 单核苷酸多态性（SNP）影响miRNAs合成过程

SNP是基因组水平上由于单个核苷酸变异而引起的 DNA
序列的多态性。miRNAs基因中的 SNPs以及 pri-miRNAs序列
中点突变都会改变 pri-miRNAs的二级结构从而影响 miRNAs
的加工。 等人 [61] 通过系统生物学的方法在 227个人类
miRNAs基因中鉴定了 323个 SNPs位点，，利用 miR-125a基
因中的一个 SNP位点，将两种分别带有 mi-125a前体突变基因
的质粒转染到 HEK293T细胞中，其中一个能产生成熟的 miR-
NA-125a，另一种 miRNA 的加工被阻止在 pri-miRNA 向
pre-miRNA 转变的过程中，表明 SNP 的存在影响了
Drosha/DGCR8复合体与 pri-miRNAs的结合效率。后来在肺癌
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细胞又发现含有 C/T SNP 位点的 前体表达水平相

当，然而成熟的 的含量存在很大的差异，表明 SNPs
的存在也能改变 pre-miRNAs的加工效率，可能是通过影响了
pre-miRNAs的出核运输或 Dicer的加工而实现的 [62]。同时，

miRNAs靶基因的 3’UTR的 SNP 位点引起的 mRNA 结构的
改变能影响其与 miRNA的结合从而使得 miRNAs功能丧失。
综上所述，SNPs的存在对 miRNAs的加工以及功能执行具有
重要意义。

6 RNA编辑对 miRNAs加工的调控

miRNAs基因序列上 SNPs对 miRNAs的加工合成具有重
要的调控作用，同时研究也发现 miRNAs基因转录本上由腺苷
脱氨酶(ADARs)作用引起的 RNA编辑也会影响 miRNAs的加
工过程。这种酶作用于双链 RNA结构将腺苷转换成次黄嘌呤
核苷[63-65]。 等人[66]第一次在 pri-miR-22中报道了这种形
式的 RNA编辑且编辑的位点位于 Drosha剪切位点附近。另外

等人 [67] 发现在体外 pri-miR-142 也能被 ADAR1 和
ADAR2作用而进行 RNA编辑，且这种腺苷位点转变成次黄嘌
呤核 苷 位 点 的 RNA 编 辑 形 式 导 致 HEK293 细 胞 中
pri-miR-142的 Drosha 加工过程受阻。ADAR 编辑也能阻止
Dicer 蛋白复合体的加工效率。 pri-miR-151 在体外经过
ADAR1 处理后发现编辑的 pre-miR-151 得到了积累，表明
ADAR1的处理不是影响 pri-miRNA 到 pre-miRNA 的加工而
是阻止了 pre-miRNA向成熟的 miRNA转变，尽管 Dicer-TRBP
复合体与 pre-miRNA之间存在有效的结合，但是 pre-miRNA
的剪切以及成熟 miRNA的释放过程被阻止。同时 ADAR主要
存在于细胞核内，表明其靶位点主要存在于 pri-miRNA以及未
转运出核的 pre-miRNA上。

7 结语

miRNA 的生物合成需要经历多个蛋白复合体的协同加
工，如特定序列的剪切、出核运输以及将成熟 miRNA组装到
RISC复合体上等。越来越多的研究表明这些加工过程的每一
步都是一个重要的合成调控点。

现在清楚地知道一些蛋白（P53, SMADs）调控 miRNAs基
因的转录，而一些蛋白调控因子(KSRP)参与 miRNAs基因转录
后产物的稳定。一些特定的 miRNAs的调控还需要转录后水平
上复杂的调控网络，这种调控的结果可能是产生一个应对细胞

环境变化的快速应答机制以作用特定的 mRNA控制相关基因
的表达。

越来越多的研究发现与正常的细胞相比，异常的 miRNAs
表达谱是许多癌细胞的一个重要特征，主要表现为细胞内几乎

所有 miRNAs表达水平的降低 [68-70]，然而肿瘤细胞中具体的

miRNAs合成调控机制还不清楚。同时，miRNAs生物合成过程
的紊乱也会导致细胞的癌症发生。Kumar等人[71]发现 Drosha、
DGCR8 或 Dicer的敲除能促进正常细胞向肿瘤细胞转化，表
明癌细胞中 miRNAs的表达异常与其加工调控缺陷有关。癌细
胞中 miRNAs表达调控将成为研究癌症发生的一个重要的着
眼点，miRNAs的异常表达及调控机制可能会成为新型癌症治
疗方法的理论基础。在不久的将来，基于 small RNA基因沉默
技术的治疗将成为科学和临床上研究的热点，然而 small RNA
行使功能更多的是依赖于内在的 miRNA作用路径。因此清楚

地了解 miRNAs 的合成调控过程将是开发并成功应用基于
RNAi技术药物的先决条件。

目前，在细胞中还存在许多未知的 miRNAs表达水平调控
因子，发现并解释这些调控因子的存在方式以及作用机制将是

未来一段时间 miRNAs合成调控领域的研究核心以及亟待解
决的问题。
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