
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(12): 3460 −3472

植物miRNA研究方法与药用植物miRNA研究进展

郑小宇 1,2, 陈 敏 1, 李 航 1,3, 赵淑娟 1*

(1. 上海中医药大学中药研究所, 中药新资源与品质评价国家中医药管理局重点研究室, 教育部中药标准化研究中

心, 上海市复方中药重点研究室, 上海 201203; 2. 上海中医药大学教学实验中心, 上海 201203; 3. 上海上药杏灵

科技药业股份有限公司, 上海 201703)

摘要: miRNA (microRNA) 是一类长度约为 21nt的内源性非编码单链小RNA, 在植物生长发育、信号转导、环境

胁迫响应和次生代谢产物形成等方面发挥着重要的调控作用。近年来, 多种药用植物中鉴定出了大量miRNA, 并

初步研究了这些miRNA对药用植物的调控作用。药用植物的活性成分大多是其次生代谢产物, 研究miRNA对药

用植物次生代谢产物形成的调控作用具有十分重要的意义。本文综述了植物miRNA的一般研究方法与药用植物

miRNA的研究进展及其对具有药用活性的代谢产物形成的调控作用, 并对药用植物miRNA发展趋势做了展望, 为

药用植物的研究开拓新思路。

关键词: 药用植物; microRNA; 研究方法; 次生代谢

中图分类号: R931 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2021)12-3460-13

Research methods of miRNA in plants and research progress of
miRNA in medicinal plants

ZHENG Xiao-yu1,2, CHEN Min1, LI Hang1,3, ZHAO Shu-juan1*

(1. Institute of Chinese Materia Medica, Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, The SATCM Key Laboratory

for New Resources & Quality Evaluation of Chinese Medicine, The MOE Key Laboratory for Standardization of Chinese

Medicines, Shanghai Key Laboratory of Compound Chinese Medicines, Shanghai 201203, China; 2. Experiment Center

for Teaching and Learning, Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203, China; 3. Shanghai

Xingling Science and Technology Pharmaceutical Co., Ltd., Shanghai 201703, China)

Abstract: microRNA (miRNA) is a class of endogenous ~21nt non-coding single-strand small RNAs which play

important roles in plant growth and development, signal transduction, stress response, and secondary metabolism.

In recent years, a large number of miRNAs have been identified in various medicinal plants, and the regulatory

effects of these miRNAs have been preliminarily studied. In medicinal plants, most of the active components are

secondary metabolites, so it is of great significance to study the regulatory effects of miRNA on the formation of

secondary metabolites. In this paper, the general research methods of plant miRNA and the research progress of

medicinal plant miRNA and their regulatory effects on the formation of bioactive metabolites were reviewed, and

the future direction of medicinal plant miRNA was prospected, so as to provide reference for the future research of

medicinal plants.
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miRNA (microRNA) 是一类长度约 21nt的内源性

的非编码小 RNA, 在真核细胞中广泛存在, 大部分来

源于基因间隔区或者基因的内含子区, 具有自己独立

的转录单元[1]。一个成熟的 miRNA 通常有多个靶基
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因, 植物miRNA与靶基因序列几乎完全互补配对, 可

在转录后剪切或者抑制其翻译来负调控靶基因的表达

水平[2]。1993年, Lee和 Wightman等[3,4]分别在秀丽隐

杆线虫 (Caenorhabditis elegans) 中发现了第一个动物

miRNA—lin-4。植物 miRNA 的研究相对较晚 , 直到

2002年, 人们才在拟南芥中分离出首批植物miRNA并

鉴定了第一个植物 miRNA—miR171[5]。随后 , 植物

miRNA 的发展十分迅速 , 截至目前 , miRBase22 数据

库中收录了 48 860条miRNA成熟序列, 其中仅拟南芥

就收录了428条miRNA成熟序列[6]。

植物miRNA的生物合成主要是在细胞核和细胞质

中进行 (图 1), 首先, 在细胞核中, 大多数编码miRNA

基因由 RNA 聚合酶 II 转录出 pri-miRNA (primary

miRNA) [7,8]; 接着 pri-miRNA 在 DCL1 (dicer-like 1)、

HYL1 (hyponastic leaves 1) 和 SE (serrate) 酶的共同作

用下形成 pre-miRNA (precursor miRNA)[9]; 然后经过

第二次剪切加工形成不完全配对的双链 miRNA:

miRNA*; 随后在 HENI (HUA enhancer1) 作用下进行

甲基化修饰[10], 甲基化的 miRNA:miRNA*在 HASTY

蛋白作用下转运到细胞质中, 其中一条成熟的miRNA

则与 Ago (argonaute) 蛋白组成沉默复合体 (RNA

induced silencing complex, RISC), miRNA*大部分会

被降解, 只有少数有功能的被保留下来。然而, 近期

Bologna 等 [11]的研究表明 , RISC 主要是在细胞核内

通过 CRM1/EXPORTIN1 (EXPO1) 组装完成后再运

送到细胞质中。RISC通过碱基互补配对与靶基因结

合, 介导靶基因的剪切或者翻译抑制[1]。在植物中, 关

于 miRNA 翻译抑制现象报道较少 , 可能是由于剪切

现象较易确认及植物中高质量的抗体缺乏而难以确

定蛋白水平[12]。此外, 被miRNA剪切的靶基因, 还有

可能产生相位 siRNA (phased small interfering RNA,

phasiRNA), 这是植物中广泛存在的一种保守机制, 即

miRNA对一类特殊靶基因的剪切可以触发产生具有

一定相位的 siRNA[13]。

近年来miRNA已成为生物学研究领域的热点, 众

多研究表明植物miRNA在生长发育、激素信号转导及

胁迫响应等方面的都发挥着重要的调控作用[14-20], 甚

至可以跨界调控其他物种体内基因的表达[21]。此外,

研究发现, miRNA对植物次生代谢产物合成也发挥了

重要调控作用[18,22-24]。药用植物药效活性成分多为次

生代谢产物, 通常在原植物体内含量都很低, 限制了其

开发利用。近年来, 借助计算机辅助的高通量测序技

术, 大量药用植物miRNA被发现与挖掘[25-30]。miRNA

调控研究一直是中药资源领域的研究热点问题, 它对

Figure 1 The biogenesis of miRNA in plants
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药用植物优良品质的形成及对具有重要药用价值的药

用活性成分的资源开发具有非常重要的意义, 也有不

少文献对此进行了总结。Zhu等[22]总结了近年来药用

植物 miRNA 调控次生代谢的研究情况及 miRNA 靶

基因预测及验证方法 ; Lu 等[23]主要综述了药用植物

miRNA的鉴定情况及与次生代谢产物生物合成相关

miRNA; Lu 等[24]综述了 miRNA 调控药用植物次生代

谢产物生物合成情况, 重点综述了miRNA对萜类、生

物碱和黄酮类生物合成的影响。本文在前人基础上

对当前植物miRNA一般研究方法及近年来药用植物

miRNA 的研究进展做一综述, 重点介绍了 miRNA 对

具有药用活性的次生代谢产物形成特别是萜类化合

物的调控作用 , 并对药用植物 miRNA 发展趋势做了

展望。

1 植物miRNA研究方法

miRNA研究一般包括miRNA的发现与生物学功

能解析两个方面。miRNA的发现有遗传筛选、直接克

隆、生物信息学预测和高通量测序等方法。计算机辅

助的高通量测序技术是当前植物miRNA发现的最主

要方法, 被广泛应用于药用植物miRNA发现与挖掘。

如何验证 miRNA 的靶基因及阐明其生物学功能是

miRNA研究的难点与重点。miRNA靶基因预测和验

证是解析miRNA生物学功能的首要环节, 靶基因预测

有多种软件可以使用 , 如 psRNATarget、C-mii、Target‐

Finder及psROBOT等[31-34]; 靶基因验证常用方法有基于

cDNA末端快速扩增 (rapid amplification of cDNA ends,

RACE) 技术的 5′RLM-RACE和 3′PPM-RACE、基于高

通量测序技术的降解组测序 (degradome sequencing)、

基于靶基因表达水平检测的烟草瞬间表达系统、荧光

定量PCR及蛋白质免疫印迹 (Western blot) 等[35-38]。另

一方面, miRNA的过表达、靶基因突变体表达或抑制

表达等, 可用于探索miRNA表达水平改变而引起的植

物基因型与表型变化, 进而研究miRNA调控的生理活

动过程及相关的分子机制。下面就植物miRNA功能

解析主要实验方法 (图2) 进行介绍。

1.1 miRNA靶基因验证方法

1.1.1 5′RLM-RACE和3′PPM-RACE 利用T4 RNA

连接酶介导的 5′RLM-RACE 是目前最可靠的验证植

物miRNA靶基因的方法。靶基因被miRNA诱导的沉

默复合体在靶位点切断后, 产生一个 3′剪切产物和一

个5′剪切产物, 其中3′剪切产物含有一个5′端磷酸基团

和 3′poly A 尾巴 , 5′剪切产物含有 3′羟基和 5′帽子结

构。5′RLM-RACE是利用T4 RNA连接酶在 3′剪切产

物的 5′端连上一个人工合成的 RNA 接头 , 由于完整

mRNA 的 5′端有帽子结构 , 因此不能与 RNA 接头相

连。然后用随机引物进行反转录, 接着用接头上的内

外两层锚定引物和基因下游的两个特异性引物进行巢

氏PCR, 最后将扩增产物连接到克隆载体上进行测序,

将测得片段与靶基因序列比对即可确定miRNA是否

剪切靶基因及剪切位点。

3′PPM-RACE 的原理与 5′RLM-RACE 相似 , 它选

取靶基因的 5′端剪切产物, 在 ploy A聚合酶的作用下

在其 3′端连一个 poly A尾巴。然后用特异的逆转录引

物进行反转录, 再用接头上的通用引物和基因上游的

特异性引物进行巢氏 PCR, 最后将扩增产物与载体连

接后进行测序[35]。由于RNA一般从 3′端开始降解, 因

此对更稳定的 3′剪切产物的 5′端进行 RACE 更合适。

3′PPM-RACE 和 5′RLM-RACE 不仅可以验证 miRNA

对靶基因的切割 , 还可以精确鉴定 miRNA 的切割位

点。研究结果表明, RISC 通常在 miRNA 的 5′端的第

10和第 11碱基的位置剪切靶基因[7,31]。Song等[35]同时

运用 5′RLM-RACE 和 3′PPM-RACE 鉴定甜橙 (Citrus

sinensis) 中miRNA相应的 6个靶基因, 并结合荧光定

量 PCR技术定量研究不同生长时期以及不同器官组

织中剪切产物的表达水平, 发现靶基因 5′剪切产物和

3′剪切产物在相对表达量的趋势上是一致的。

1.1.2 降解组测序 降解组测序也称为平行末端分析

技术 (parallel analysis of RNA end, PARE), 它的原理与

5′RLM-RACE相似, 由于miRNA的 3′剪切产物的 5′末

端带磷酸基团, 3′末端有 poly A 尾巴, 测定这种序列,

可以发现所有被剪切的 mRNA 序列[37]。首先也要利

用RNA连接酶在 3′剪切产物的 5′端连上一个RNA接

头, 然后用特异性引物进行反转录, RNA接头上有一

个 II型限制性内切酶MmeI识别位点, MmeI酶可对识

别位点下游 20 个核苷酸处进行酶切, 酶切后用 DNA

连接酶在 3′端连一个双链DNA接头, 根据两侧接头设

Figure 2 General methods for functional study of plant miRNAs
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计引物 PCR后进行高通量测序, 测序后通过生物信息

学方法与原mRNA进行序列比对分析, 即可确定miR‐

NA对靶基因的剪切[37]。Garg等[39]利用小RNA测序鉴

定了鹰嘴豆 (Cicer arietinum L.) 中 651 个 miRNA, 联

合降解组与转录组测序数据鉴定了其中629个miRNA

的2 131个靶基因。Shao等[40]通过降解组测序鉴定了灵

芝 (Ganoderma lucidum) 中168个miRNA的靶基因。

1.1.3 农杆菌介导的烟草瞬时表达系统 农杆菌介

导的烟草 (Nicotiana tabacum) 瞬时表达体系可以为

miRNA调控靶基因提供简单、快速和直观的证据。分

别构建miRNA表达载体和靶基因与GFP报告基因融

合的表达载体, 借助农杆菌侵染烟草表皮细胞, 使 2种

表达载体在烟草活体组织内共表达, 一段时间后通过

观察GFP融合蛋白的荧光强弱, 验证miRNA对靶基因

的切割作用。如果miRNA可以切割靶基因, 那么融合

荧光的强度应该减弱或消失。Llave等[41]将构建好的

含miR171的表达载体和靶基因 SCL的表达载体借助

农杆菌注射到烟草叶片中共表达, 报告基因表达减弱,

表明miR171可以剪切 SCL基因。Hu等[42]建立了基于

瞬时表达系统的水稻miRNA靶基因快速验证系统。

1.1.4 荧光定量PCR与蛋白质免疫印迹 miRNA负

调控靶基因的结果是靶基因 mRNA 表达水平和蛋白

水平的下降。因此, 可以利用荧光定量 PCR和蛋白质

免疫印迹进一步验证通过降解组测序、基因芯片或生

物信息学等手段发现的靶基因 , 检测过表达或抑制

miRNA表达前后植物体内靶基因的mRNA和其编码

蛋白表达量的变化, 以此来确定miRNA与靶基因的调

控关系。这种方法可以准确鉴定miRNA的靶基因, 方

法简单, 但是需要构建miRNA的过表达或抑制表达转

基因株系, 耗时较长, 无法鉴定miRNA的剪切位点, 也

难以发现miRNA的所有靶基因。另外, 在植物中, 每

一个组织存在不同的细胞类型, 而miRNA和靶基因可

能表达在同一个组织不同类型的细胞中, 因此有可能

出现某种情况下miRNA和靶基因的表达量同时上调

或下调的情况。由于植物中高质量的抗体制备比较困

难 , 蛋白质免疫印迹应用较少 , 这可能也是植物中

miRNA抑制现象报道较少的原因之一。

上述靶基因验证方法各有优缺点, 为获得准确的

实验结果, 通常会选择 2种或 3种方法对miRNA靶基

因进行实验验证。

1.2 miRNA调控生理活动研究方法

1.2.1 miRNA的过表达技术 miRNA的过表达是利

用转基因的方法过表达 miRNA, 引起 miRNA 靶基因

的表达发生变化, 从而研究miRNA的生物学功能。根

据所导入miRNA结构的不同, 主要有以 pri-miRNA和

pre-miRNA形式构建。由于 pri-miRNA和 pre-miRNA

都包含形成成熟miRNA的完整序列, 因此都可以在体

内被加工成正确的miRNA成熟序列。其中, pre-miRNA

需要构建到含H1或U6启动子的载体上才能转录, 以

这种形式构建的 miRNA 过表达载体是目前应用最

广泛的。但是近年来研究发现 , miRNA 的双臂对于

miRNA的成熟非常重要。以pri-miRNA形式构建的载

体可以更好的模拟 miRNA 在体内的加工过程, 因此,

在植物中应用得越来越多。Mao等[43]以 pri-miRNA的

形式分别在大豆 (Glycine max) 和蒺藜苜蓿 (Medicago

truncatula) 中过表达miR164和miR393来研究它们对

根瘤结节形成的影响。

1.2.2 miRNA靶基因的同义突变或缺失突变 突变靶

基因也是miRNA功能研究的常用方法。在miRNA靶

基因确定的情况下, 可以通过靶基因的同义突变或者

靶基因功能缺失突变体, 间接研究miRNA功能。靶基

因的同义突变, 即在靶基因的miRNA作用位点处引入

碱基突变, 使miRNA被整合住而不能剪切靶基因, 同

时又不改变靶基因所编码蛋白质的氨基酸序列。靶基

因功能缺失突变体则由于氨基酸种类和数目发生改

变, 靶基因原有生理功能缺失, 相当于过量miRNA抑

制其表达。

Debernardi 等[44] 通 过 构 建 拟 南 芥 (Arabidopsis

thaliana) 中 miR396 靶基因 bHLH74 同义突变体转基

因系发现, 转基因植株中 bHLH74表达水平明显升高,

并且叶片与对照相比较小, 叶脉分支数减少, 表明拟南

芥中 miR396 通过 bHLH74 调控叶片边缘及叶脉的形

成。Jin等[45]利用miRNA缺失突变体对miR159的功能

开展了深入研究。需要注意的是, 由于一个miRNA通

常有多个靶基因, 因此, miRNA某个特定靶基因的功

能往往并不能体现miRNA完整的生物学功能。

1.2.3 miRNA 的抑制表达 除 miRNA 的过表达外 ,

抑制miRNA表达也是解析miRNA生物功能的常用方

法。TM (target mimicry) 和 STTM (short tandem target

mimic) 是目前常用的抑制 miRNA 表达的技术手段 ,

可以在植物体内特异地诱导miRNA的降解, 降低内源

miRNA的表达水平。

2007年, Franco-Zorrilla等[46]发现拟南芥中一个非

编码基因 IPS1 (induced by phosphate starvation 1) 含有

miR399结合域, 但是其与miR399的 5′端第 10和 11位

碱基之间有 3 个不配对碱基 , 从而阻止了 miR399-

RISC 复合体对 IPS1 的切割。研究还发现 , IPS1 作

用原理同样可以运用于抑制其他 miRNA 的表达。

Todesco 等[47]通过定向改造拟南芥中 IPS1 基因构建

TM对miR156、miR157和miR159等多个miRNA实现

·· 3463



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(12): 3460 −3472

了下调表达。Li 等[48]通过构建 MIM162 成功对水稻

(Oryza sativa) miR162a实现了下调表达。

Yan等[49]在TM的基础上进行了改进, 开创了一种

新的下调 miRNA 的方法—STTM。该方法通过人工

设计合成一段短 DNA序列, 该序列通过一个 48碱基

的间隔区 (spacer) 连接 2 个与 miRNA 互补配对的基

序, 但是在miRNA剪切位点处有3个不配对碱基, 导致

该DNA序列不能被剪切, 但是螯合了目标miRNA, 最

终导致目标 miRNA 的表达量降低, 从而减弱 miRNA

对靶基因的剪切或翻译抑制, 是目前报道的一种非常

有效的抑制 miRNA 活性的方法。此外 , SPONGEs

(SPs) 在动物中用于抑制 miRNA活性, Reichel等[50]为

了测试它在植物中有没有效果, 首次在拟南芥用 SPs

技术构建了多个表达载体并与 TM 和 STTM 做比较 ,

结果发现 SP165/166 和 STTM165/166 抑制 miRNA 效

果明显强于 MIM165/166, 而 MIM159 的效果却优于

SP159和 STTM159。总之, 没有一种技术可以保证对

每个miRNA都有很好的抑制作用, 在实际应用中建议

同时选取多种方法以达到理想的实验效果。

在实际应用中 , 应同时选取多个方法共同研究

miRNA的生物学功能。

2 药用植物miRNA研究进展

众所周知, 药用植物可产生种类繁多、结构独特的

次生代谢产物, 这些次生代谢产物广泛应用于医药、食

品、农业等领域。miRNA在植物生长发育、胁迫响应、

次生产物代谢等生理活动中的重要调控作用, 也使药

用植物miRNA备受重视。近年来, 随着高通量测序技

术和生物信息学的飞速发展, 大量药用植物miRNA被

发现和鉴定[51], 药用植物miRNA研究逐渐开展, 下面

以几种药用植物为例, 概述药用植物miRNA研究进展

情况及其对具有药用活性的次生代谢产物特别是萜类

化合物合成的调控作用。

2.1 药用植物miRNA的发现与功能预测

动物、人和模式植物miRNA的研究成果为药用植

物miRNA研究奠定了基础, 近年来借助于高通量测序

与生物信息学分析等手段 , 药用植物 miRNA 被批量

发现和注释, 如人参[52,53]、小蔓长春花[54]、三七[30,55]、丹

参[56,57]、杜仲[58]、金银花[59]、薄荷[27]、罗勒[60]、姜黄[61]、黄

芪[25]、石斛[62]、金丝桃[63]和姜[64]等。但是, 目前关于药

用植物miRNA功能的研究大部分仅停留在miRNA的

发现和靶基因预测阶段, 关于miRNA的生物学功能研

究较少。

Verma等[54]利用小蔓长春花 (Vinca minor) 转录组

数据鉴定了 37个 miRNA 并进行了靶基因预测, 靶基

因功能分析显示这些miRNA与小蔓长春花的生长发

育和其有效成分萜类吲哚类生物碱的次生代谢高度

相关。

基于杜仲 (Eucommia ulmoides) 的基因组数据 ,

Wang等[58]预测到 33个保守的和 92个新的 miRNA 及

相应的 202个和 306个潜在靶基因, 这些靶基因主要是

富集于代谢途径和次级代谢产物的生物合成过程中的

转录因子和功能基因; 对miRNA和预测的靶基因的转

录表达特性及杜仲 Eu-rubber产物的积累模式分析发

现 , 6 个 miRNA (Eu-miR14、Eu-miR91、miR162a、

miR166a、miR172c 和 miR396a) 与靶基因和目标化合

物积累具有负相关性, 由此推测这些miRNA可能是杜

仲Eu-rubber产物生物合成潜在的调控因子。

在转录组高通量测序基础上 , Singh 等 [27]使用

C-mii (http://www.biotec.or.th/isl/c-mii) 计算方法从薄

荷 (Mentha spp) 中鉴定出 11个miRNA家族, 包括 5个

唇形科中首次报道的miRNA家族, 并预测到8个miRNA

家族的 130个不同的靶基因, 这些靶基因涉及发育与

繁殖、信号传导、刺激响应及代谢过程。结合 KAAS

(KEGG automatic annotation server, http://www.genome.

jp/tools/kaas) 在线注释及以往的研究结果, 推测薄荷

家族中 miR5021、miR414 和 miR156 可能通过调控萜

类骨架生物合成途径包括 2-C-甲基-D-赤藓糖醇 4-磷

酸途径 (MEP) 和1-脱氧-D-木酮糖5-磷酸途径 (DOXP)

中酶的表达来控制薄荷精油的生物合成 , 也预测到

miR156、miR5021和miR5015b也参与毛状体发育。

Patel 等 [60] 采用基于同源搜索的计算方法 , 从

NCBI 中已发布的罗勒 (Ocimum basilicum) EST 数据

中鉴定到 10 个可能的 miRNA, 分属于 8 个 miRNA 家

族, 接着以人类转录组为靶基因库, 用 psRNAtarget预

测对应的靶基因, 结果显示其共靶向 87个人类基因,

其中56个基因与人类疾病及代谢相关。

温度是影响黄芪 (Astragalus membranaceus) 产量

和质量的重要因素[25]。Abla等[25]首次通过高通量测序

鉴定得到黄芪中168个保守和14个非保守的miRNA, 并

对这些miRNA进行了靶基因预测, 同时还分析了低温和

正常温度下黄芪 miRNA 表达特征 , 并通过荧光定量

PCR鉴定了具有显著低温响应的部分miRNA及靶基

因的表达情况, 发现同一家族的miRNA在低温下通常

具有相同的表达模式。

金丝桃属 Hypericum (Hypericaceae) 植物在世界

各地广泛分布, 它的主要药用成分金丝桃素在肿瘤和

自身免疫性疾病的光敏治疗和诊断中得到了广泛的应

用[63]。Petijová等[63]用 5个典型金丝桃属植物的叶子进

行转录组测序, 通过计算机预测其miRNA和对应的靶

基因, 并进行了miRNA-mRNA交互分析, 共鉴定得到
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881个miRNA家族及对应的靶基因, 并发现了一些新

的 miRNA-mRNA 相互作用 , 如 miR1171 可能在褪黑

激素的生物合成中发挥调控作用。

生 姜 (Zingiber officinale) 和 芒 果 姜 (Curcuma

amada) 同属于姜科 (Zingiberaceae), 后者对青枯菌

(Ralstonia solanacearum) 具有较好的抗性[64]。为了研

究 miRNA 在应对青枯病中的作用 , Snigdha 等 [64]利

用前期已有的转录组数据分别分析了感染了青枯菌和

未感染的生姜及芒果姜中的差异表达基因, 共鉴定得

到 4 736 和 4 485 个差异基因 , 接着运用 psRNATarget

预测生姜和芒果姜中miRNA对应的靶基因 (miRTG),

并用 Cytoscape 3.7.1构建miRNA-miRTG调控网络, 最

终通过荧光定量PCR, 确定了 9对miRNA-miRTG可能

是姜科植物参与响应青枯菌感染的调控因子。

2.2 药用植物miRNA调控具有药用活性的次生代谢

产物合成

药用植物一般通过药用活性成分发挥临床疗效,

其活性成分大多是次生代谢产物, 比如丹参中的丹参

酮、红豆杉中的紫杉醇和人参中的人参皂苷等。植物

次生代谢产物是相对于初生代谢产物的概念, 指植物

在特定的时期或者特定的阶段, 在一定的或者特殊的

环境条件, 对初生代谢产物进行结构修饰、合成或分解

而来的衍生物, 包括萜类、生物碱、酚类、皂苷类和黄酮

类等化合物[65]。近年来研究发现, miRNA是植物次生

代谢的重要调控因子[18,66,67], 且 miRNA 在药用植物次

生代谢中的调控作用非常广泛 (图3), 它可以通过控制

基因 (结构基因或者调控基因) 的表达直接或间接影

响次生代谢产物的生成。

当前, 有关miRNA调控药用植物中具有生物活性

次生代谢产物合成 (表 1) 的报道还较少, 其中主要是

miRNA调控萜类次生代谢产物。萜类化合物是指由

两个或两个以上异戊二烯结构单元头尾相连构成的天

然产物[68], 在自然界中广泛存在, 几乎存在于所有植物

中, 很多都具有较高的药用价值, 临床上应用广泛。

青蒿素属于倍半萜类化合物 , 是青蒿 (Artemisia

annua) 的药效成分, 具有非常好的抗疟作用[69]。Khan

等[70]利用小RNA测序技术鉴定了青蒿叶子中 80个保

守和 41个新的 miRNA, 靶基因预测显示很多 miRNA

靶向与青蒿素合成相关的关键酶基因和转录因子, 荧

光定量 PCR验证结果显示miR858在青蒿生长的不同

时期和青蒿素合成关键酶基因紫穗槐-4,11-二烯合酶

(amorpha-4,11-diene synthase, ADS) 及青蒿素合成相关

基因MYB1的表达水平呈负相关, 表明青蒿miR858可

能通过抑制ADS和MYB1的表达调控青蒿素的合成[71]。

紫杉醇为二萜化合物, 由红豆杉属植物产生, 具

有非常好的抗癌活性[72]。Hao 等[73]通过南方红豆杉

(Taxus mairei) 降解组测序发现 2个紫杉醇生物合成途

径中的关键酶基因—紫杉烷 13α -羟基化酶 (taxane

13α -hydroxylase) 和紫杉二烯 2α -O-苯甲酰转移酶

(taxane 2α-O-benzoyltransferase) 基因 , 分别被 miR164

和 miR171 切割 , 表明 miR164 和 miR171 可能参与了

紫杉醇的生物合成。Zhang等[74]通过高通量测序揭示

miRNA对长期继代培养的红豆杉 (Taxus chinensis) 细

胞中初生和次生代谢产物生成的影响, 进一步研究发

现在红豆杉细胞中过表达miR8154和miR5298可以上

调编码紫杉醇、苯丙烷和黄酮类化合物的关键酶基因

的表达水平, 表明miR8154和miR5298可能和紫杉醇

的合成相关。

丹参酮为二萜类化合物, 是丹参 (Salvia miltiorrhiza)

的主要活性成分之一, 临床上广泛用于心脑血管疾病

的治疗[75]。Xu等[56]在高通量测序获得的丹参 452个保

守和 40个新的 miRNA 基础上, 通过降解组测序鉴定

了 25个miRNA的 69个潜在靶基因。其中, 参与丹参

酮生物合成的乙酰辅酶 A酰基转移酶 (acetyl-CoA C-

acetyltransferase, AACT) 被 miR5072 剪切[56]。丹参酮

主要由甲羟戊酸 (MVA) 途径和丙酮酸/磷酸甘油醛

(DXP) 途径合成, 乙酰辅酶A酰基转移酶在MVA途径

起始阶段发挥重要作用[76], 由此推测miR5072可能参

与丹参酮的生物合成。Zhang[77]为了研究丹参中miRNA

与连作障碍及丹参次生代谢产物合成的关系, 通过高

通量测序建立了丹参连作和非连作 2个miRNA库, 筛

选出差异表达 miRNA 共 41个, 同时对丹参酮和丹酚

酸含量进行了检测, 推测 miR164a和 miR160a可能与

丹参连作障碍及丹参次生代谢产物的生物合成相关。

Figure 3 The regulatory roles of miRNA in plant secondary

metabolism of medicinal plants
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进一步研究发现, miR164a过表达毛状根中丹参酮 IIA

含量降低, 丹酚酸B的含量升高, 研究表明miR164a可

能通过对靶基因NAC2和NAC3的调控参与丹参酮和

丹酚酸的生物合成 , 其中 NAC3 可能发挥了主要作

用[77]。由于没有丹参 MIR160a 基因序列信息 , Zhang

等[78]通过过表达成熟序列相同的拟南芥 pre-MIR160b

研究其功能 , 联合转录组和降解组数据 , 鉴定了

miR160a 的 三 个 靶 基 因 SmARF10、SmARF16 和

SmARF17。过表达miR160a丹参毛状根中丹参酮含量

降低, 荧光定量 PCR结果显示 SmARF10、SmARF16和

SmARF17的表达水平也显著降低, 并且丹参酮合成途

径中一些关键酶基因如AACT1、DXS3及KSL2等基因

的表达水平也显著降低, 表明丹参miR160a和丹参酮

的生物合成相关[78]。本课题组通过小 RNA高通量测

序鉴定了丹参中 152个保守的miRNA, 采用降解组测

序 和 5′RLM-RACE 发 现 miR396b 靶 向 SmGRF1-7、

SmHDT1和 SmMYB37/4等 13个靶基因, 转录组测序、

小RNA测序及荧光定量 PCR结果证实miR396b靶向

Table 1 miRNA regulates the synthesis of bioactive compounds in medicinal plants

Species
Artemisia annua
Taxus mairei

Taxus chinensis

Salvia miltiorrhiza

Picrorhiza kurroa
Ginkgo biloba

Panax ginseng C. A. Meyer

Panax notoginseng
Pogostemon cablin
Lycium barbarum
Catharanthus roseus

Papaver somniferum

Lonicera japonica

Podophyllum hexandrum

miRNA
miR858
miR164
miR171
miR8154
miR5298
miR5072
miR164a

miR160a
miR396b

miR12112
miR858
miR408
miR-4995
known-miR167
novel-miR2924

novel-miR457

novel-miR218
novel-miR2642
known-miR163c
novel-miR2432
known-miR159a/b
pgi-MIR6135h-p3_1ss22TC
pgi-MIR6135d-p3_1ss23CT
t49562107
miR156
miR156
miR160

pso-miR13

pso-miR2161

pso-miR408

U436803
U977315
U805963
U3938865
U4351355
miR396b
miR2673a
miR828b
miR2910

Target gene
Amorpha-4,11-diene synthase, MYB1
Taxane 13α-hydroxylase
Taxane 2α-O-benzoyltransferases
-
-
Acetyl-CoA C-acetyltransferase (AACT)
NAC2, NAC3

ARF10, ARF16, ARF17
SmGRFs, SmHDT1, SmMYB37/4

SmPPOs
PAP1
SmLAC3
3-Deoxy-7-phosphoheptulonate synthase
AACT
3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase

(HMGS)
3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase

(HMGR)
Mevalonate kinase (MK)
Diphosphate-MVA decarboxylase (MPDC)
Geranylgeranyl diphosphate synthase (GGPPS)
Levopimaradiene synthase (LPS)
LPS
DNA-3-methyladenine glycosylase
DNA-3-methyladenine glycosylase
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase (HMGCS)
SPLs
1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase (DXS)
CrARF16

7-O-Methyltransferase (7-OMT)

4'-O-Methyltransferase (4-OMT)

A gene encoding FAD-binding and BBE domain-

containing protein
Long-chain acyl-CoA synthetase (LACS)
Acyl carrier protein (ACP)
Fatty acid hydroxylase (FAH)
MYB34
MYB34
UDP glycosyltransferase
WRKY37, MYB F1
Phosphoenolpyruvate carboxylase
Malate dehydrogenase

Bioactive compound
Artemisinin
Paclitaxel
Paclitaxel
Paclitaxel
Paclitaxel
Tanshinones
Tanshinones,

salvianolic acids
Tanshinones
Tanshinones,

salvianolic acids
Salvianolic acid B
Salvianolic acid B
Salvianolic acid B
Picroside-I
Terpene trilactones
Terpene trilactones

Terpene trilactones

Terpene trilactones
Terpene trilactones
Terpene trilactones
Terpene trilactones
Terpene trilactones
Ginsenoside
Ginsenoside
Saponins
Patchouli oil
Carotenoid
Terpenoid indole

alkaloid
Benzyliso-quinoline

alkaloids
Benzyliso-quinoline

alkaloids
Benzyliso-quinoline

alkaloids
Fatty acid
Fatty acid
Fatty acid
Fatty acid
Fatty acid
Podophyllotoxin
Podophyllotoxin
Podophyllotoxin
Podophyllotoxin

Reference
[70]
[73]

[74]

[56]

[77]

[78]

[79]

[92]
[93, 94]

[95]
[28]
[80]

[81]

[83]
[87]
[89]

[96]

[97]

[59]

[98]
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SmGRFs、SmHDT1和SmMYB37/4介导植物激素信号通

路, 特别是赤霉素信号通路, 而miR396b过表达毛状根

中丹参酮含量升高, 丹酚酸含量下调, 表明miR396b可能

通过激素信号通路参与丹参酮和丹酚酸的生物合成[79]。

胡黄连苷-I是胡黄连 (Picrorhiza kurroa) 中环烯醚

萜苷类的重要活性成分, 具有抗炎和抗肿瘤的功效[28]。

Vashisht等[28]在胡黄连中预测到18个保守的miRNA及

其 30个靶基因, 5′RLM-RACE和荧光定量PCR结果显

示 miR-4995靶向苯丙烷代谢途径中的一个关键酶基

因3-脱氧-7-磷庚酸合酶 (3-deoxy-7-phosphoheptulonate

synthase), 该酶是苯丙烷代谢途径中决定肉桂酸含量的

第一个关键酶, 可以调控胡黄连苷-I生物合成, 由此表

明miR-4995是胡黄连苷-I生物合成的重要调控因子。

萜类内酯是银杏叶 (Ginkgo biloba) 提取物的主要

活性成分, 对心脑血管疾病具有很好的疗效[80]。然而

萜类内脂在银杏叶中含量很低, 难以满足市场需求, 并

且它的化学结构复杂 , 很难通过化学途径合成。Ye

等[80]通过高通量测序技术鉴定了银杏中 1 197个保守

的miRNA和 2 117个新的miRNA, 结合 5′RLM-RACE

和荧光定量 PCR, 证明 9个miRNA靶向萜类内脂生物

合成途径的多个结构基因 (AACT、HMGS、HMGR 和

MK等), 可能参与银杏叶中萜类内脂的合成; 此外, 还

有 25个miRNA靶向萜类内脂生物合成的候选调控基

因 (bHLH、WRKY 和 AP2), 可能在萜类内脂生物合成

中发挥重要调控作用。

人参皂苷属于三萜苷类 , 是人参 (Panax ginseng

C. A. Meyer) 的主要活性成分 , 是评价人参药材质量

的重要指标, 具有抗氧化、抗炎、抗肿瘤等功效[81]。低

温下, 人参皂苷含量增加[81]。对低温和常温下的人参

miRNA 进行测序 , 共鉴定得到 482 个新的 miRNA 和

265 个保守的 miRNA, 此外, 鉴定出差异表达 miRNA

共 16 个 , 荧光定量 PCR 结果显示 pgi-MIR6135h-p3_

1ss22TC 和 pgi-MIR6135d-p3_1ss23CT 与 预 测 的 靶

基因DNA-3-甲基腺嘌呤糖基化酶 (DNA-3-methylade‐

nine glycosylase) 的表达量呈负相关, 表明低温条件下

pgi-MIR6135h-p3_1ss22TC和pgi-MIR6135d-p3_1ss23CT

可能通过降解DNA-3-甲基腺嘌呤糖基化酶调控人参

皂苷合成[81]。

三七皂苷也是典型的萜类化合物, 是三七 (Panax

notoginseng) 的主要活性成分, 对血液系统、心血管系

统及神经系统疾病都具有较好的疗效[82]。研究发现,

干旱胁迫后三七叶子和根中总皂苷含量显著增加, 对干

旱胁迫后的转录组和miRNA表达进行分析, 发现 4对

表达量呈显著负相关且与萜类合成相关的miRNA-靶

基因对 (MIR156aaai-GGPS、MIR482g-ispF、t15589037-

ispH 和 t49562107-HMGCS), 接着 5′RLM-RACE 证明

t49562107 剪切萜类骨架合成基因 HMGCS 参与三七

皂苷的合成[83]。

广藿香油是广藿香 (Pogostemon cablin) 的主要药

用成分, 主要包括单萜、倍半萜和小分子醇等次生代谢

产物, 具有免疫调节、抗炎、抗氧化等功效[84]。miR156

是植物中高度保守的miRNA, 可以靶向 SPL转录因子

影响植物营养阶段的转变和开花[85,86]。Yu等[87]研究表

明广藿香中miR156靶向 SPL转录因子间接调控负责

广藿香油生物合成的关键倍半萜合成酶基因 PatPTS

的表达, 最终影响广藿香油的生物合成。

类胡萝卜素是枸杞 (Lycium barbarum) 中的主

要有效成分之一, 属四萜类, 具有抗氧化和视觉保护

的功效[88]。Zeng 等[89]通过高通量测序鉴定了枸杞中

50个新的miRNA和 38个保守的miRNA, 结合降解组

测序与荧光定量 PCR, 发现 miR156靶向 1-脱氧-D-木

糖 -5-磷酸酯合成酶 (1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate

synthase, DXS) 参与枸杞中类胡萝卜素合成。

除了萜类外, miRNA也可调控多酚类、生物碱和

木脂素等次生代谢产物的合成。

丹酚酸B是丹参中有效成分之一, 具有抗氧化、活

血化瘀和通经活络等功效[90]。研究表明, 丹参多酚氧

化酶基因 (SmPPOs) 可以正向调控丹酚酸B的生物合

成[91]。Li 等[92]通过降解组测序发现 smi-miR12112 可

以剪切丹参中 15个 SmPPOs基因, 表明miR12112可能

和丹酚酸 B 的合成相关。研究表明 Sm-miR858 过表

达植株中Sm-miR858通过负调控靶基因PAP1的表达,

抑制丹酚酸B和迷迭香酸的合成, 表明 Sm-miR858对

丹参酚酸类成分合成具有重要的调控作用[93,94]。Zou

等[95]通过 5′RLM-RACE 和荧光定量 PCR 证明丹参中

miR408靶向 SmLAC3, 过表达 SmLAC3和抑制miR408

后丹参植株中丹酚酸 B和迷迭香酸含量均明显提高,

表明miR408靶向SmLAC3调控酚酸类的生物合成。

萜类吲哚生物碱是长春花 (Catharanthus roseus)

的主要活性成分, 如长春碱和长春新碱, 具有很好的抗肿

瘤作用[96]。Shen等[96]运用小RNA测序技术鉴定了长春

花中181个保守的和173个新的miRNA, 靶基因预测结

果显示这些miRNA共有 519个潜在的靶基因。PPM-

RACE实验表明miR160可以剪切靶基因CrARF16, 而

CrARF16可以结合到萜类吲哚生物碱合成途径关键酶

基因 (TDC、G10H和STR) 的启动子上抑制其表达, 表明

miR160可能参与了长春花中萜类吲哚生物碱的合成[96]。

苄基异喹啉生物碱是药用植物罂粟 (Papaver

somniferum) 的主要活性产物之一[97]。Boke等[97]研究表

明罂粟中 pso-miR13、pso-miR2161和 pso-miR408分别
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靶向编码 7-O-甲基转移酶 (7-O-methyltransferase, 7-

OMT)、4'-O-甲基转移酶 (4'-O-methyltransferase, 4-OMT)

和与 FAD 结合且含 BBE 结构域蛋白的基因 (a gene

encoding FAD-binding and BBE domain-containing

protein), 可能参与BIAs的合成。

脂肪酸是金银花 (Lonicera japonica) 的主要活性

成分之一[59], 不同产地之间有效成分含量的高低往往

导致了疗效的差异。鉴于miRNA在次生代谢中发挥

的重要作用, Liu等[59]利用小RNA高通量测序和直接

克隆技术鉴定两个产地来源的 3个金银花样品的差异

表达 miRNA。结果显示 , 在 3 个样本中 , 共有 37 个

miRNA 在两个地点表达差异。5′RLM-RACE 和荧光

定 量 PCR 结 果 表 示 U436803、U977315、U805963、

U3938865 和 U4351355 分别靶向 LACS、ACP、FAH、

MYB34和MYB34, 可能参与脂肪酸生成。

鬼臼毒素是桃儿七 (Podophyllum hexandrum) 的主

要活性成分, 属于木脂素类, 可用于制备抗癌药物, 在

原植物中含量仅占 0.3% 左右[98]。Kumar 等[98]把桃儿

七转录组数据和植物 microRNA 数据库 PMRD (Plant

microRNA database) 进行 Blast比对, 首次获得桃儿七

潜在 miRNA 共 279个并选取其中 6个 miRNA 进一步

进行靶基因预测及功能分析, 荧光定量 PCR验证显示

miR396b、miR2673a、miR828b和miR2910表达水平和

它们的靶基因 (UDP糖基转移酶、WRKY37和MYB F1、

磷酸烯醇丙酮酸羧化酶、苹果酸脱氢酶) 呈负相关, 这

些靶基因通过三羧酸循环、糖酵解、莽草酸途径和苯丙

烷途径不同程度地参与了鬼臼毒素的生成, 表明这 4

个miRNA可能参与调控鬼臼毒素的生物合成。

3 展望

我国药用植物资源丰富, 其有效成分多为植物次

生代谢产物, 药用植物中有效成分含量是衡量药用植

物品质优劣的重要性状之一, 但在野生药用植物体内

含量往往很低。目前对药用植物有效成分的调控研究

大多集中在合成途径上的关键酶基因及转录因子上,

也取得了一定成效。现有药用植物miRNA研究结果

表明, 除参与调控生长发育等生理活动外, miRNA还

可以通过靶向结构基因或调控基因调控植物体内萜

类、苯丙烷类、生物碱等次生代谢产物的生物合成与积

累[24,99,100]。因此, 对miRNA的调控将对药用植物优良

品质形成具有至关重要的意义。另一方面, 利用功能

明确的miRNA作为基因工程工具, 用以调控目标化合

物在药用植物中的生物合成过程[66], 提高目标化合物

在药用植物中的产量, 也是药用植物资源可持续发展

的重要途径。

Liao 等[101]构建了全球药典草药基因组数据库

(Global Pharmacopoeia Genome Database), 该数据库

(http://www.gpgenome.com) 将全球多地草药基因组数

据统一整合, 并提供不同层面的草药基因组学相关数

据及分析工具, 将为药用植物miRNA的发现和功能研

究提供坚实的基础。此外 , Yu 等[51]构建了药用植物

miRNA数据库MepmiRDB (medicinal plant microRNA

database), 包含了 29 种药用植物 miRNA (http://mep‐

mirdb.cn/mepmirdb/index.html), 为药用植物miRNA的

序列、生物学功能和调控机制研究提供了一定的基础。

目前, 虽然人们对一些药用植物miRNA及其靶基因有

了一定的了解, 但是大部分药用植物miRNA的研究停

留在 miRNA 的发现及其靶基因预测阶段, 对 miRNA

的生物学功能研究相对较少, 并且已有的功能研究多

集中在miRNA参与药用植物的生长发育和胁迫等方

面 , 对 miRNA 参与药用植物次生代谢的研究相对较

少。此外, 对部分功能已知的miRNA在药用植物体内

具体的调控机制和参与的调控网络还不完全明了。未

来需要综合运用组学、生物信息学、分子生物学等技术

手段, 对药用植物miRNA开展更深入的研究, 才能在

阐明miRNA生物学功能基础上, 使其成为调控药用植

物次生代谢产物生物合成、调控药用植物优良品质性

状的有力工具。今后对miRNA调控药用植物次生代

谢的研究可以从以下几方面进行: ① 进一步挖掘药用

植物 miRNA及其靶基因, 完善药用植物 miRNA数据

库。② 通过实验明确miRNA的靶基因, 通过生物学功

能研究掌握miRNA参与药用植物性状和次生代谢的

调控机制和调控网络。③ 重点研究miRNA和已有明

确临床应用的药用植物有效成分的调控关系, 着力解决

临床应用问题。④ 结合分子鉴定技术手段, 筛选出具

有特异性表达的miRNA作为药用植物产地、品种与用

药部位等性状鉴别的候选标记[23]。
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