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植物微小RNA跨界调控机制及其应用研究进展
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摘要: 微小RNA (microRNA, miRNA) 是在多种真核细胞及病毒中发现的一类参与基因表达调控的非编码单链

RNA。近期研究表明, 植物来源的miRNA可以稳定地存在于动物的血液与组织器官中, 并参与调控多种靶蛋白的

表达而发挥作用。本文拟从植物miRNA跨界调控的研究现状出发, 梳理植物miRNA发挥跨界调控功能的机制, 并

对其在中药miRNA活性成分的挖掘、小核酸药物开发、以植物为载体的药物开发等应用前景进行综述, 有利于加深

对植物miRNA跨界调控的认识以及对药用植物作用机制和生物学功能的理解, 为开发预防或治疗人类疾病的新方

法提供思路。
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Abstract: MicroRNAs (miRNAs) are a class of non-coding single-stranded RNAs involved in the regulation

of gene expression found in a wide variety of eukaryotic cells and viruses. Recent studies have shown that some

plant-derived miRNAs, which can stably exist in blood, tissues, and organs of animals, play a role in regulating the

expression of different target proteins. In this review, we intend to sort out the mechanism of plant miRNA regula‐

tion based on the current research, and discuss its application prospects in the mining of miRNA active components

of traditional Chinese medicine, small nucleic acid drug development, and drug development using plants as

carriers. This can be beneficial to deepen the understanding of plant miRNA regulation, as well as the pharmacological

mechanism and biological function of medicinal plants, thus providing new ideas for the prevention or treatment

therapies towards human diseases.
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微小 RNA (microRNA, miRNA) 是一类长度约为

19～25个核苷酸 (nucleotide, nt) 的短RNA分子, 是由

细胞内源基因产生的发卡结构转录本加工而来[1,2], 具

有高度的保守性、时序特异性和组织特异性。生物信

息学研究表明, miRNA介导哺乳动物中约 30%的蛋白

质编码基因的转录后沉默, 其可通过对靶基因的切割

或者抑制转录后翻译来发挥转录后水平的负调控作

用[3,4]。miRNA自发现以来就被证明在动植物等内源

性细胞的生长发育、分化凋亡、代谢、环境胁迫、免疫应

答、母婴调控等生理环节中发挥重要作用。此外 ,

miRNA还参与癌症、心血管等一些疾病病理的发生、
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发展过程[5-9]。越来越多的研究表明, miRNA不仅可以

靶向生物体内源性基因, 还可以跨界调控其他种属基

因的表达。已有研究发现, 在动物血液循环中存在一

些植物来源的 miRNA, 这些植物 miRNA 被证明能够

发挥一定的生理调控功能[10]。目前研究的植物中药活

性成分主要是生物碱、甙类、挥发油、氨基酸、多糖等次

级代谢物, 上述现象的发现无疑为寻找中药活性成分

和解释中药作用机制提供了新的思路。本文通过梳理

植物 miRNA 跨界调控的相关文献 , 详细总结了植物

miRNA跨界调控的研究现状及可能的作用机制, 并重

点对植物miRNA在中药活性成分发掘、小核酸药物开

发、以植物为载体的药物开发等的应用前景进行了探

讨, 以期对植物miRNA跨界调控有更多的了解, 为植

物miRNA跨界调控的研究方向提供思路。

1 miRNA跨界调控研究的历程

1.1 跨界调控现象的发现

自然界的生物体之间存在紧密的联系, 跨物种间

的细胞信号交流越来越受到研究者们的关注。有研究

表明, 生物体内部或生物体间的交流依赖激素或类激

素物质[11], 而近年来研究发现miRNA能够作为物种间

的信号传递分子在转录后基因表达过程中起着重要的

调控作用 (图 1)。在 2005 年发现人细胞中的 miR-32

和miR-122均能有效抑制细胞中逆转录病毒灵长类泡

沫病毒-1 (primate foamy virus-1) 的复制, 进而发挥跨

界调控作用[12]; 宿主细胞通过上调 miR-199a-3p 和

miR-210调控乙型肝炎病毒的复制[13]; 某些真菌病原体

葡萄菌孢的小RNA (B.cinerea small RNAs, Bc-sRNA),

例如Bc-siR3.1可以沉默植物拟南芥和番茄的相关基

因, 从而抑制其宿主的免疫反应[14]。在 2011年, Zhang

等[15]报道了一项重大发现 , 植物来源的 miRNA168a

能够穿过小鼠的消化系统进入血液循环, 随后到达体

内多个组织器官, 调节小鼠的脂质代谢。通过多项实

验研究表明, miR168a可靶向肝脏中低密度脂蛋白受

体衔接蛋白-1 (low-density lipoprotein receptor adapter

protein 1, LDLRAP-1), 并抑制该蛋白的表达 , 进而降

低低密度脂蛋白 (low-density lipoprotein, LDL)的血浆

清除, 该研究结果首次揭示了植物来源的miRNA168a

可以跨物种调控哺乳动物的基因表达。一经报道便引

起众多争议和关注[16], 掀起了广泛的研究热潮。至此,

植物来源 miRNA 跨界调控动物基因的研究拉开了

序幕。

1.2 植物miRNA调控哺乳动物功能的研究现状

2012年, Wang等[17]使用二代测序技术在人血浆中

检测到大量来自各种外源物种 (包括植物) 的miRNA。

从血浆样品中鉴定出的最丰富的植物来源miRNA序

列来自玉米和水稻, 除普通谷物外, 在血浆样品中还观

察到了包括大豆、番茄、葡萄等植物中的miRNA。该

研究还表明, 外源miRNA可能与血浆中的蛋白质和脂

质形成复合物以保护其免受破坏并可能影响细胞功

能, 进一步支持了Zhang等[15]的研究结果。植物miR‐

NA被证实可以到达动物体内消化道及血液循环, 进

而对机体发挥一定的调控作用, 目前研究发现外源植

物miRNA除了对机体有调节脂质代谢的功能外还有

以下几个方面作用。

1.2.1 抗病毒作用 中药金银花具有清热解毒杀菌的

作用, Yang等[18,19]在 2015年的 2项研究显示, 金银花中

的miR2911可以在小鼠的血清和尿液中被检测到, 并

且 miR2911 的分子水平与饮食摄入水平相关。Zhou

等[20]在煎煮后的金银花药液中也发现了稳定存在的

miR2911, 其在动物体内可直接靶向多种亚型流感病

毒 (H1N1、H5N1和H7N9), 抑制病毒的复制, 防止病毒

感染引起的小鼠体重减轻, 并显著降低由H5N1病毒

感染引起的小鼠死亡率。

1.2.2 抗肿瘤作用 体外实验研究表明 , 植物来源

miR167e-5p 可以通过靶向 β-catenin 蛋白抑制肠癌细

胞的增殖[21]。有研究表明, 在西方人群的血清中检测

到植物miR159的存在, 并且进一步研究发现植物来源

的miR159能显著抑制乳腺癌细胞的增殖[22]。miR159

通过靶向编码 Wnt 信号通路的转录因子 7 (transcrip‐

tion factor 7) 基因, 下调原癌基因MYC的表达, 从而发

挥抑制肿瘤的作用。更为有趣的是, 研究人员在多种

植物如西兰花中发现了高表达的miR159, 而西兰花又

是被广泛接受的抗癌食物, 这项研究为西兰花的抗癌

机制提供了一定的理论依据, 也为植物miRNA跨界调

控基因表达提供了有力的支持。

1.2.3 调节免疫作用 Cavalieri等[23]发现植物miRNA

可以改变树突状细胞对炎症因子的反应能力, 抑制炎症

因子表达和细胞活化, 进而抑制T细胞增殖。这种免

疫调节效应可能与植物 miRNA结合树突状细胞 Toll

样受体 3 (Toll-like receptor 3, TLR3) 导致 TRIF (TIR-

domain-containing adapter-inducing IFN-β signaling) 信

号传导受损有关。另外该研究显示, 植物miRNA具有

改善实验性变态反应性脊髓炎模型的作用, 提示植物

miRNA具有防慢性炎症相关疾病的潜力。Xiang等[24]

发现甘草的miRNA对人免疫细胞的基因表达具有明

显调节作用, 能够显著抑制T细胞分化以及炎症和凋

亡相关基因的表达, 为进一步更全面地了解中药甘草

的作用机制带来了新思路。Shen等[25]证实了经鼻滴

入转染方法可使哮喘小鼠的脾脏、外周血和肺组织均

高表达植物来源的 miR396, 体内转染中药黄芪来源
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miR396可抑制哮喘小鼠 2型辅助型T细胞 (T helper 2

cell, Th2) 类细胞因子特异性转录因子GATA-3 (GATA

binding protein 3) 表达, 表明中药黄芪来源的 miR396

可作为一种潜在的哮喘治疗策略加以深入研究。

1.2.4 保护心血管作用 最新的研究报告证明了来自

蔬菜的miR156在心血管疾病中的作用, 体外实验表明

植物 miR156 可靶向连接黏合分子 -A (junction adhe‐

sion molecule-A, JAM-A), 该分子在动脉粥样硬化患者

中出现上调, miR156通过抑制 JAM-A的表达, 减少了

炎症细胞因子诱导的单核细胞对血管内皮细胞的黏

附, 从而保护血管并改善动脉粥样硬化的发展[26]。该

研究揭示了绿色蔬菜通过其植物miRNA保护人体血

管的作用, 提供了一种新的血管保护分子机制, 也为饮

食预防干预心血管疾病增添了新的思路。

综上所述 , 植物 miRNA 在调节脂质代谢、抗病

毒、抗肿瘤、免疫调节、保护心血管等方面发挥了跨界

调控功能。植物miRNA的跨界调控研究成果不仅为

miRNA的应用提供了新的途径, 同时也为阐明药用植

物中药药效物质基础和中药作用机制提供新的研究方

向[27]。在对 10种中药的研究中发现, 每种中药都有几

十万种包括 miRNA 在内的小 RNA, 其中数百上千的

小 RNA可以入血入肺, 这些研究证实了中药小 RNA

进入动物体内的普遍性[28], 也提示还有更多的植物

miRNA的功能值得进一步探索。

2 植物miRNA的稳定性及其跨界吸收作用机制

植物miRNA对异源基因具有一定的生物学活性,

但是仍有许多机制尚未阐明, 如新鲜植物在被制备成

汤剂或者熟食过程中是如何保证其miRNA的完整性

和稳定性、植物miRNA如何穿过消化道并在循环系统

中避免被降解、靶组织或者靶细胞对植物miRNA的吸

收及作用机制是如何进行的等问题。

2.1 植物miRNA的稳定性

2.1.1 植物 miRNA 在蒸煮、烹饪中的稳定性 研究

表明 , 烹饪后的西兰花中仍然存在丰度较高的

miR159[23]。在对熟玉米饲料中玉米miRNA浓度的评

估中, 发现其浓度虽然与新鲜玉米的miRNA含量相比

降低至 1/30, 但是在不同的玉米饲料中甚至在恶劣的

膨化处理后依然能够检测到 18 种玉米的 miRNA, 证

明玉米miRNA在一定程度上对恶劣的蒸煮条件具有

一定的抗性[29]; Wang等[30]通过 Illumina高通量测序和

实时定量 PCR (quantitative real time-polymerase chain

reaction, qRT-PCR) 方法验证了在高温煮沸的新鲜人

参汤中miRNA仍可稳定存在, 从水煎液中鉴定出属于

71个miRNA家族的 43种miRNA。Xie等[31]通过制备

中药槲寄生的提取物, 证实了中药提取过程中植物来

源miRNA的稳定性, 表明哺乳动物中可以存在功能完

整的药用植物miRNA。中药原材料经加工、销售、储

存、配制、煎煮、直至患者服用具有相当复杂漫长的过

程, 与一般植物miRNA分析研究的目的和方法存在很

大差异。Shen等[32]首次揭示了经热力学处理后黄芪

饮片的miRNA谱, 并分别确定了 1个保守的和 9个新

发现的miRNA, 进一步生物信息学分析表明 3'端种子

区对热力学高度稳定。

以上研究表明 , 与在加工过程中丧失完整性的

Figure 1 Examples of microRNA (miRNA) cross-kingdom regulation and mechanism of action. Bc: B.cinerea; RISC: RNA-induced

silencing complex; AGO: Argonaute, the core component of RISC; HJT: Hong Jing Tian, a kind of traditional Chinese medicine; AAAAA:

Poly-adenosine tail; The arrows indicate the direction of the small RNA transfer
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mRNA不同, 植物miRNA在浸泡和煮沸过程中都相对

处于比较稳定的状态。

2.1.2 植物miRNA在消化道和循环系统中的稳定性

植物miRNA本身的结构特异性使得其可能在动物体

内稳定存在。前期实验模拟发现, 植物miRNA在 pH

2.0的极端胃酸环境中的降解速度与动物miRNA相比

显著减慢[15]。Philip等[33]在通过模拟人类消化系统来

研究大豆和玉米miRNA的稳定性时发现, 在存储、加

工、烹饪和早期消化 (75 min) 过程中, 大豆、玉米中的

某些植物miRNA仍可稳定存在。中药金银花在煮沸

30 min后, 多数 miRNA降解, 而 miR2911因其具有较

高GC含量的特定序列, 使得其在该煎剂中高度稳定

并且能够对RNase处理具有抗性[20]; 植物自身天然成

分 (蛋白质、脂质、多糖和多酚等) 也可以促进植物

miRNA在循环系统中的稳定性[19,34]。另外, 植物来源

miRNA 在结构上具有不同于动物 miRNA 的独特性 ,

前者 3'端的 2'-O-甲基化可以保护它们免受核酸外切酶

的降解和尿苷酸化而增强其稳定性[35,36]。

除了植物miRNA自身结构稳定性之外, 众多研究

表明, 外泌体、微囊泡等载体也可保护miRNA不被核

酸酶降解, 并可介导其进入动物体内。Köberle等[37]在

从血清中分级提取囊泡包裹的miRNA和非囊泡包裹

的 miRNA 后 , 给予 RNase A 或 RNase 抑制剂孵育后 ,

利用qRT-PCR检测miRNA的表达情况, 结果发现囊泡

包裹的 miRNA对 RNase A处理的抵抗性优于无囊泡

包裹的miRNA。在一项最新研究中[38], 发现并分离鉴

定出中药汤剂中含有外泌体样纳米粒 (exosome-like

nanoparticles, ELNs), 并将其命名为“汤剂体”, 其包含

植物脂质、miRNA、化合物分子和蛋白质组分, 体内外

细胞实验发现红景天和蒲公英“汤剂体”分别显示出良

好的抗纤维化疗效和抗急性肺损伤作用, 研究表明这

种结构可以使miRNA在进入细胞和机体的过程中尽

可能免受核酸酶的降解, 增加中药有效物质吸收入血,

提高中药疗效。“汤剂体”结构的发现为其含有的植物

miRNA在跨物种递送过程中保持稳定性的具体作用

机制提供了合理的解释。

2.2 植物miRNA的转运吸收机制

近几年, 细胞内源性 miRNA的载体已经被鉴定,

根据来源、大小和形式主要分为外泌体、微囊泡和凋亡

小体[39,40], 在植物如葡萄、椰子、生姜等中已鉴定出携

带蛋白质、脂质和miRNA的ELNs[41-43], 甚至是中药汤

剂中也检测到携带植物miRNA的ELNs可发挥中药生

物活性作用[38]。细胞外的miRNA还可通过高密度脂

蛋白 (high-density lipoprotein, HDL) 被递送至受体细

胞[44]。另外, 研究发现[15]在血清和血浆中检测到超过

一半的植物 miRNA 存在于微泡 (microvesicles, MVs)

中, 并通过体外实验证明, 来自结肠上皮细胞分泌的

MVs可以将外源植物miRNA递送至相应器官的靶细

胞并调节受体细胞功能。虽然目前这种吸收机制尚未

被阐明, 但是可以猜测植物来源的miRNA到受体细胞

的途径可能如下: 通过口服将植物机械粉碎, 在胃肠道

中, 植物miRNA从被破坏的细胞中释放出来并转移至

小肠细胞中, 通过掺入某些蛋白质或囊泡中成为可吞

噬的外泌体, 它们会被分泌至循环系统进而递送至靶

细胞。Yang等[18]研究了在各种压力或营养不良等疾

病状态下导致“肠道泄漏”症状的表型, 这种由疾病或

相关治疗引起的肠道通透性改变或损坏可以增强食物

miRNA的摄取。为了更好发挥植物miRNA的治疗潜

力, 其分子吸收机制是目前亟待解决的一个问题。

2.3 植物miRNA跨界调控的作用机制

在讨论 miRNA 作用机制之前 , 有必要讨论在 20

多年前发现的 RNA干扰 (RNA interference, RNAi) 现

象。Napoli等[45]发表了在转基因牵牛花中观察到的基

因沉默现象, 导入的外源基因使内源同源基因的mRNA

水平发生了下调。Fire等[46]首次报道双链RNA (double-

stranded RNA, dsRNA) 可 以 引 发 秀 丽 隐 杆 线 虫

(Caenorhabditis elegans) 中互补mRNA序列的基因沉

默 , 并将这种现象命名为“RNAi”, 表现为一种转录

后基因沉默现象 (post-transcriptional gene silencing,

PTGS)。Zamore 等[47]证明了由 dsRNA 产生的 21～

23 nt 的 siRNA (small interference RNA) 是发挥 PTGS

的序列特异性介质, dsRNA产生的 21～23 nt片段介导

切割相关mRNA。

与 siRNA相似, miRNA也以 PTGS方式抑制基因

表达, siRNA和miRNA的经典沉默机制如图2所示[48]。

在动植物细胞中, miRNA基因转录是通过 RNA聚合

酶 II在细胞核中进行的, 产生初级miRNA (pri-miRNA),

然后pri-miRNA被切割, 形成前体miRNA (pre-miRNA),

pre-miRNA随后被 exportin 5从细胞核转运至细胞质,

随后被 Dicer 酶进一步加工成 19～25 个 nt 的 miRNA

双链体。在这里 , 1 条 miRNA 和 Argonaute (AGO) 蛋

白结合 (不和 AGO 结合的 miRNA*会被降解), 形成

RISC (RNA-induced silencing complex) 复合物 , 通过

“miRNA-mRNA”的序列配对, 结合到目标mRNA上。

mRNA和成熟miRNA之间的互补配对通常发生在前

者的3'非编码区 (3' untranslated region, 3' UTR) 和后者

的种子区 (从 5'端开始的 2～7 nt)。很多情况下, 序列

只是部分匹配, 会抑制蛋白质翻译, 极少数情况下序列

高度匹配, 会引起mRNA切割以及降解, 这种机制类

似于 siRNA介导的基因沉默[49]。
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另外, 对于植物和动物, 其miRNA进化上二者是

相互独立的, 由此导致二者在序列、前体以及成熟过

程等方面都有所差异 (表 1)[45,50-53]。虽然成熟的植物

miRNA 与动物 miRNA 都可与 AGO 蛋白结合形成

RISC, 二者的 miRNA 均通过碱基互补配对方式引导

RISC识别靶基因, 从而影响靶基因相关功能[54-56], 但

是植物miRNA和自身目标mRNA的结合往往需要高

度序列匹配, 一旦结合, 可直接降解目标mRNA, 而动

物miRNA与自身目标mRNA的结合则允许错配。但

是对植物 miRNA 跨界调控的研究发现[15], 植物

miR168a 可以降低哺乳动物体内 LDLRAP-1 蛋白表

达 , 但不影响其 mRNA 水平 , 表明植物来源 miR168a

具有类似哺乳动物功能性miRNA的功能, 从而调节哺

乳动物 LDLRAP-1 的翻译。此外 , 植物 miR156a[26]通

过与人主动脉内皮细胞中目标mRNA的 3' UTR不完

全互补(4 nt不匹配), 降低了 JAM-A 蛋白含量以及其

mRNA 表达, 抑制 JAM-A基因的转录后翻译, 进一步

证实植物miRNA在行使跨界调控功能中, 与哺乳动物

miRNA调控自身基因表达具有相似性。另外, 研究表

明哺乳动物对植物 miRNA 的摄取不一定与植物中

miRNA的丰度有关, 但是这些 miRNA如需发挥生物

学功能必须达到一定的浓度, 通常认为miRNA执行其

功能需要每个细胞含有100个拷贝的阈值浓度[20]。

3 植物miRNA的应用前景探讨

植物miRNA的跨界调控现象为中药活性成分的

寻找打开了新的视角, 为阐明中药的药效物质基础提

供了有力的条件。那么如何对植物miRNA活性成分

进行发掘, 以及对创新药物开发有何启示, 如何利用跨

Figure 2 Classical post-transcriptional gene silencing mechanisms of small interference RNA (siRNA) and miRNA. RISC: RISC is

assembled by Dicer enzyme, AGO protein, small RNA, and other biological macromolecules. siRNA: Double strand RNA (dsRNA) (either

transcribed or artificially introduced) is processed by Dicer into siRNA which is loaded into the RISC. The guide strand of siRNA guides the

RISC to the target mRNA. The full complementary binding between the guide strand of siRNA and the target mRNA leads to the cleavage of

mRNA; miRNA: Transcription of miRNA gene is carried out by RNA polymerase II in the nucleus to give pri-miRNA, which is then

cleaved by Drosha to form pre-miRNA. The pre-miRNA is transported by exportin 5 to the cytoplasm where it is processed by Dicer into

miRNA. The miRNA is loaded into the RISC where one strand is discarded, and the RISC is guided by the remaining strand to the target

mRNA through partially complementary binding. The target mRNA is inhibited via translational repression, degradation, or cleavage;

miRNA/miRNA*: Denoting the miRNA duplex, one miRNA binds to the AGO protein, miRNA* that does not bind to AGO protein will be

degraded; m7G: 7-Methylguanine; AAAA: Poly-adenosine tail; ATP: Adenosine triphosphate
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界调控这一现象来为人类服务都值得进一步的研究与

探讨。

3.1 中药miRNA活性成分的发掘

中药的药效物质基础不仅仅局限于次级代谢产

物 (多酚、生物碱、单宁、皂苷等), 也可能是miRNA等

核酸类物质。很多中药的次级代谢产物的具体作用机

制通过体内外实验很难被阐明, 例如金银花[20]的抗病

毒作用机制以及有效成分、冬虫夏草[57]提高人体免疫

功能的具体机制等, 如果从miRNA的角度去探讨, 这

些问题也许可提供新思路。由于中药和miRNAs均具

有多靶点的作用特点, 通过基因、蛋白和疾病等相关数

据库, 利用分析软件全面系统地从网络层面找到分子

作用的相关靶点及通路, 观察分子对疾病的作用与影

响, 构建中药miRNA及其预测靶基因作用网络, 能够

大幅度降低单纯实验筛选的盲目性, 提升研究效率。

Zhang等[58]利用PageRank算法提取中心节点构建

了植物miRNA跨物种调控模块, 并将模块功能归纳为

3个类别: 离子转运、代谢过程和应激反应。通过基因

本体论 (Gene Ontology, GO) 和KEGG (Kyoto Encyclo‐

pedia of Genes and Genomes) 通路分析, 发现人类血浆

中的植物miRNA的靶标与植物miRNA自身的靶标具

有某些功能相似性。研究发现外源植物miRNA的靶

标与消化和泌尿器官之间存在紧密联系, 这种新颖的

计算方法为发现更多靶向人类的植物miRNA提供了

帮助。Kumar等[59]通过生物信息学方法分析药用植物

喜树在抗癌方面的作用, 研究其可能的跨界调控机制

以及源自该植物的miRNA是否参与调控癌症相关信

号通路。经功能富集分析发现, 14个喜树miRNA可以

调节人类的 152个靶基因, 并且这些靶基因与乳腺癌、

白血病和肺癌等癌症相关。目前, 计算机系统生物学

方法是分析植物以及中药来源miRNA跨物种调控作

用靶点的有效手段, 在此基础上进一步通过实验验证,

可发掘中药miRNA活性成分, 更好地阐明miRNA的

跨物种调控相关表观遗传机制。

3.2 小核酸药物开发

小核酸药物又称 RNAi技术药物, 具有基因靶向

特异性强、研发周期短、候选靶点广泛、转化基础深厚

等特点, 已成为药物研发行业的必争之地。2018年8月,

美国食品药品监督管理局 (Food and Drug Administra‐

tion, FDA) 首次批准了Alnylam制药公司的RNAi的治

疗药物: Patisiran (Onpattro) 可以通过减少患者体内致

病突变蛋白的产生, 治疗遗传性转甲状腺素蛋白淀粉

样变性。当前小核酸药物开发的挑战之一就是如何高

效稳定地递送药物到达靶器官和组织, 从而发挥作用。

研究已证实了植物 miRNA 在癌症治疗中的潜

力[60], 在成熟的结直肠癌 ApcMin/+小鼠模型中, 口服抑

癌药miRNA混合物可有效降低小鼠肿瘤负荷。该混

合物包含 3个经过验证的抑癌miRNA (miR-34a、miR-

143和miR-145), 它们被设计为有植物特征的miRNA,

即在 3'末端的 2'位置带有 1个甲氧基末端 , 这种植物

miRNA可以被哺乳动物的消化道吸收, 并发挥降低小

鼠肿瘤负荷作用。如果将这项技术扩展到其他miRNA

相关疾病, 针对特定靶标设计新型植物工程化的miRNA,

则可作为有效、无毒、廉价的化学预防策略, 具有一定

的临床应用潜力。另外, 研究报道[61]红景天煎剂中油

溶性化学物质磷酸胆碱 (大多数在蒲公英、穿心莲、金

银花等中药中被发现), 其可与miRNA形成脂质体进

入人类肺泡和胃上皮细胞, 保护其在进入细胞的过程

Table 1 Similarities and differences of miRNAs and siRNAs. nt: Nucleotide; RNA Pol: RNA polymerase; DCL1: Dicer-like 1; HEN1:

Hua enhancer 1; UTR: Untranslated region

Characteristic

First reported in the literature

Location in the genome

Mature RNA length

Pre-miRNA length

Mature RNA structure

Key enzymes

Biosynthetic location

Pairing with target gene

Target site

Mechanism of repression

Plants' miRNA

2002 (Arabidopsis thaliana)[52]

Most are located in regions between

protein-coding genes

19-25 nt

60-300 nt

It is usually relatively stable with methyla‐

tion modifications at the 3' end

RNA Pol II, RNA Pol III, DCL1, and

HEN1

Nucleus

Highly matched

Mainly in coding sequence, secondly in 3'

UTR and 5' UTR regions

mRNA cleavage

Animals' miRNA

1993 (Caenorhabditis elegans)[53]

Most are located in regions between

protein-coding genes, and also exist

in the intron regions

19-25 nt

70-90 nt

No methylation modification at 3'

end, it has free hydroxyl group

RNA Pol II, RNA Pol III, Drosha,

Dicer, and exportin 5

Nucleus and cytoplasm

Mismatches are allowed

Mainly in 3' UTR

Transcriptional repression and

mRNA cleavage or degradation

siRNA

1990 (Petunia)[45]

From transposons, transgenic, or

viral exogenously transcribed

genes

21-23 nt

None, converted from dsRNA

No methylation modification at

3' end

Dicer

Typically exogenous import

Highly matched

Typically in coding sequence

mRNA cleavage
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中免受核酸酶降解的影响, 这种miRNA可以通过脂质

复合物途径进入体内, 为口服miRNAs作为治疗药物

提供了理论依据。

另外, 小核酸药物开发面临的另一个挑战是其安

全性问题。Minutolo 等[62]发现橄榄油小 RNA (olea

europaea small RNAs, oeu-sRs) 在抗肿瘤调节中具有

与人类 miR-34a (has-miR34a) 功能同源性 , 在不同肿

瘤细胞中转染合成的 oeu-sRs可以降低 has-miR34a靶

标mRNA的表达, 引起肿瘤细胞的凋亡和增殖抑制。

并且在缺乏 has-miR-34a的肿瘤细胞中引入 oeu-sRs可

以恢复其抑癌能力, 而内源性 has-miR34a正常表达的

细胞仍不受影响, 表明从植物来源miRNA开发天然无

毒药物的可能性。而相关研究提示, 同一miRNA可以

调控多个 mRNA 分子 , 不同的 miRNA 分子也可以协

同调控相同的 mRNA 分子 , O'Day等[63]利用 Ingenuity

软件制作了与乳腺癌发病相关的 11种miRNA及其 34

个已知靶标的直接相互作用网络, 表明多种miRNA与

多种乳腺癌基因相互作用并相互联系, 这种多对多的

miRNA-靶基因网络凸显了miRNA治疗乳腺癌的药效

优势, 可以通过拮抗或过表达单个miRNA来实现整体

的调控。但同时, 这种广泛的基因干扰又具有很大的

风险问题, 某些miRNA的表达失调将改变许多基因的

表达, 继而诱导肿瘤的发生。目前植物miRNA跨界调

控的研究大多处于体外细胞水平, 未来科研人员将植

物 miRNA 开发成药时 , 在把控其安全性方面任重而

道远。

3.3 以植物为载体的药物开发

研究发现植物miRNA被摄食进入人体内并不会

被完全降解, 反而参与人体的代谢循环, 并调控人体内

基因表达 , 该发现为以食物作为药物载体治疗某些

疾病的策略奠定了基础。Xiao等[64]从 11种可食用的

水果和蔬菜中鉴定出外泌体样纳米粒 (edible plant-

derived exosome-like nanoparticles, EPDELNs) 的

miRNA, 靶标预测和功能分析表明 EPDELNs 中高表

达的miRNA可能与调节炎性细胞因子和癌基因表达

有关。虽然这种纳米粒的吸收和作用机制尚未阐明,

但是却提示人们植物来源可食用的纳米粒作为药物载

体可能会更优于合成纳米粒。

Zhang等[65]通过基因编辑方式, 成功在生菜中构

建出针对HBsAg (hepatitis B surface antigen) 基因 (乙

型肝炎病毒的靶点) 的 siRNA序列, 使得经过改造的

生菜被食用后, 其特异的能够干扰HBsAg基因的RNA

序列可以被人体吸收并特异性结合及抑制HBsAg基

因的表达 , 而给予 HBsAg–/+转基因小鼠长期食用后 ,

小鼠的肝损伤得到缓解, 并且没有观察到相应的毒性

反应。这些结果有力地表明, 食用植物内源性miRNA

来发挥药用 siRNA 作用是解决 siRNA 稳定性问题以

及减少 RNAi 疗法中潜在副作用的一种新方法。目

前, 对于这种基因修饰食物的安全性尚存在争议, 因此

需要更多的毒理学实验来验证这种基因修饰食物的安

全性, 从而更好地被人们应用。

4 总结与展望

食用植物及植物药中miRNA可以跨界调控哺乳

动物生理、病理功能的现象已经得到了大量实验验证,

这也证明了中药包含的植物miRNA可能是药用植物

的一种活性成分。目前发掘新的植物源功能miRNA

的主要手段是通过高通量测序[66]、miRNA芯片技术[67]、

qRT-PCR[68]、Northern blotting[69]、原 位 杂 交 (in situ

hybridization, ISH)[70]等实验方法构建miRNA表达谱,

进而通过生物信息学方法[71,72]、数据库来预测分析

miRNA潜在的功能, 最后通过体内外生物学实验进行

功能验证。另外, 受植物miRNA跨界调控启发, 中药

中动物药也可依照此策略进行动物药中是否存在潜在

药理活性 miRNA 的分析, Chen等[73]通过对生龟甲进

行转录组测序发现了生龟甲在炮制加工后存在未降解

的miRNA, 其中龟甲 xtr-miR-22的靶基因预测结果显

示其具有治疗早幼粒细胞白血病的潜在药理活性。

从近期研究来看, 植物miRNA确实具有一定的治

疗作用, 其含有的miRNA可以利用外泌体为载体跨界

调控其他物种基因的表达, 以达到抗炎、抗病毒、抗纤

维化、抗肿瘤等作用。外泌体是哺乳动物细胞分泌的

微囊泡, 是天然的胞间信息载体, 以其良好的生物相容

性, 低免疫原性和循环稳定性等在核酸类药物载体领

域存在巨大应用潜力[74,75]。但是由于外泌体产量低 ,

纯化操作繁琐等技术难题, 研究者多采用外泌体与纳

米材料相结合的方法实现药物的可控释放和精准治

疗[76]。利用人工合成模拟外泌体的方法, 设计和合成

具有外泌体类似结构的颗粒, 不仅可以大规模生产人

工外泌体, 这种结构还改善了纳米粒的表面性能, 增强

其稳定性[77]。Yong等[78]结合天然生物材料 (例如细胞

或细胞膜) 的独特功能以及仿生纳米粒, 构建了一种

肿瘤细胞外排的外泌体仿生多孔硅纳米粒 (E-PSiNPs),

用于肿瘤干细胞的靶向给药, 这种外泌体仿生纳米粒

不干扰外泌体膜上的功能蛋白质完整性, 具有高靶向

性和高产量的特性。同时, 出于对外泌体安全性和实

现大规模制备的考虑, 利用葡萄、柚子等植物或牛奶作

为外泌体的替代供体来源是个不错的选择[79-81]。通过

构建植物来源的新型纳米粒作为小核酸药物递送的新

载体, 能够更好地为人类健康服务。

植物来源 miRNA 跨物种调控研究仍处于早期
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探索阶段, 还有很多问题亟待解决, 例如: 中药miRNA

在制备和消化过程中的稳定性机制、其在肠道中的吸

收机制、以及这些 miRNA 在动植物体内的存在形

式、组织分布以及生物利用度等等。鉴于中药制剂中

miRNA降解动力学和相关分子机制仍不清楚, 未来应

深入探讨植物miRNA是如何跨胃肠道吸收、以及如何

将miRNA结合宿主RISC启动沉默机制等。对这个新

兴领域的探索 , 不仅能够增强人们对药用植物来源

miRNA的了解, 还将有可能开辟出预防或治疗人类疾

病的新方法。
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