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microRNA 生物合成的调控进展 --TGFβ/Smad 信号途径的作用 *
廖清池 周胜华△

（中南大学湘雅二医院 心血管内科 湖南 长沙 410011）

摘要：microRNA(miRNA)是一类非编码的小分子单链 RNA，主要通过转录后抑制靶基因表达调节各种生物功能。miRNA 表达水

平在正常发育过程中以及在癌症及心血管疾病等各种疾病中发生变化。目前控制 miRNA 生物合成的信号途径以及调节机制尚

未完全阐明。miRNA 基因转录后在大蛋白复合体的介导下经一系列协调加工过程形成成熟的 miRNA。近来发现转化生长因子 β
（TGFβ）信号途径的转导因子 Smad 蛋白在细胞核内调节 miRNA 的加工处理过程起重要作用。本文主要综述 TGFβ/Smad 信号途

径在 miRNA 生物合成中的调节作用。
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ABSTRACT: MicroRNAs (miRNAs) are small, non-coding and single-strand RNAs which modulate diverse biological function

through post-translational repression of target gene expression. The levels of miRNAs are altered during normal development and patho-
genesis of various diseases, including cancer and cardiovascular diseases. However, the signaling pathway controlling miRNA biogenesis
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据报导 microRNA（miRNA）控制各种生物过程，包括早期

胚胎发育、细胞分化、细胞增值、细胞凋亡以及代谢。人类基因

中至少有三分之一受 miRNA 调控。大约 30-50%的 miRNA 编

码于蛋白编码基因的内含子中，其余的则定位于各基因间位点

上。大多数 miRNA 由 RNA Ⅱ聚合酶转录，与 mRNA 一样其

5，端具有 7- 甲基鸟甘酸冒样结构，3，端具有多聚腺苷尾巴结

构。miRNA 的合成机制高度保守，主要涉及由核糖核酸酶Ⅲ

（又名 Drosha 酶）及 Dicer 酶分别介导的两个清除过程。在核内

miRNA 基因首先转录生成原始 miRNA（pri-miRNA），pri-miR-
NA 在 Drosha 酶的作用下加工形成包含有 65-80 个核苷酸的

茎环样结构，即前体 miRNA（pre-miRNA）。Pre-miRNA 迅速被

Ras 相关核蛋白 GTP 酶( Ran-GTP )依赖的核质 / 细胞质转运

蛋白 Exportin-5 转运至细胞浆中。然后在细胞浆内 Dicer 酶的

作用下被进一步剪切成大约含有 22 个核苷酸的双链 miRNA

（包括领头链及随从链）。随后双链解螺旋，其中领头链结合到

RNA 诱导的沉默复合物（RISC）中与靶 mRNA 相互作用导致

负向调控蛋白质合成或降解靶 mRNA，另一随从链随即被降

解。miRNA 与靶 mRNA 相互作用需要后者具备能与 miRNA

序列部分互补的结合位点。miRNA 5，端的 2-7 个核苷酸称为

种子序列，它在抑制靶 mRNA 中起十分重要的作用。靶 mRNA

的 miRNA 结合序列经常位于其 3，端非翻译区（UTR），但是亦

可能位于 5，端 UTR 或者编码区。尽管目前人们理解 miRNA

生物合成的基本机制已取得较大进展，但对 miRNA 生物合成

的调节机制却知之甚少。

1 miRNA 表达的时空调节

1993 年 Lee 等在秀丽隐杆线虫中发现第一个 miRNA，被

命名为 lin-4。其后 Reinhart 等在研究线虫的发育调控中发现了

另一个被命名为 let-7 的 miRNA。Let-7 miRNA 合成的调节在

进化过程中是高度保守的，表明 miRNA 以明确的时序模式表
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达。研究者在研究小鼠及人类成人器官的 miRNA 表达谱时发

现大约一半 miRNA 的表达具有组织特异性[1]。譬如，来自不同

小鼠组织的克隆小 RNA：miRNA-1 （miR-1）、miR-122a 以及

miR-124 分别在心脏、肝脏及脑组织中高表达。此外应用原位

杂交技术识别出斑马鱼胚胎中存在大量组织特异性 miRNA 表

达，这些 miRNA 在发育过程中也受时序调节。而且组织特异的

miRNA 表达增加可抑制祖细胞特异的 mRNA，这增加了祖细

胞分化过程中细胞转化的精确性[2]。
鉴于 miRNA 在发育过程中的重要性，在癌症、神经系统及

心血管系统疾病等人类各种疾病中观察到 miRNA 的异常调节

也就不足为奇。肿瘤样本中经常可见整体 miRNA 表达较正常

组织明显减少，表明 miRNA 在维持细胞分化状态中起重要作

用。事实上，let-7 在肺癌中表达显著减少，过表达 let-7 可明显

抑制体内肿瘤生长 [3]。与 let-7 在癌症中低表达相反，另一类

miRNA（miR-21 及 miR-155）在各类肿瘤中被证实高度表达，

进一步研究表明，这类 miRNA 有可能通过抑制促凋亡机制促

进肿瘤生长。miRNA 表达谱可以用来预测肿瘤起源及预后，而

且比传统的基因预测效果更好，这进一步强调了 miRNA 在肿

瘤形成中的重要作用[4]。深刻理解 miRNA 表达的正常及异常

调节机制有可能为各种疾病的治疗提供新的思路。

2 Smad 蛋白调节 miRNA 的加工

miRNA 基因转录后形成的 pri-miRNA 在 Drosha 酶的作

用下进一步被加工形成 pre-miRNA。由于 Drosha 酶能够识别

成熟 miRNA 的 5，端或 3，端核苷酸序列，因此它在剪切加工

pri-miRNA 过程中的精确定位以及移动方向对产生成熟 miR-
NA 起关键作用。Drosha 酶的清除位点错误有可能导致 miR-
NA 的种子序列改变，进而引起 miRNA 的靶基因改变。此外在

某些情况下清除位点的改变可翻转两条 miRNA 链的相对稳定

性，导致错误的 miRNA 链并入 RISC 复合体中。在体内 Drosha

存在于大蛋白复合体中，与复合体中的辅助因子相互作用可促

进其清除活性及作用的精确性。特别值得指出的是，Drosha 加

工 清 除 pri-miRNA 需 要 有 迪 乔 治 综 合 症 关 键 区 域 基 因 8

（DGCR8）的参与。pri-miRNA 包括一个含 33 个核苷酸的茎样

结构、将茎样结构连接起来的终末环结构以及两个单链 RNA

侧翼序列。DGCR8 可识别茎样结构与单链 RNA 结构间的区

域，指导 Drosha 酶水解一个螺旋打开相应连接。尽管纯化的

DGCR8 及 Drosha 酶可介导许多 miRNA 的剪切加工，然而体

外试验表明一些 pri-miRNA 剪切加工成 pre-miRNA 是个相对

慢的过程，而且剪切亦不充分[5]。因此，Drosha/DGCR8 复合体

高效处理 miRNA 也许需要其他辅助因子。应用免疫沉淀及质

谱分析方法发现 RNA 解旋酶 p68 (DDX5)以及 p72 (DDX17)

是大 Drosha 微处理器复合体的组成成分，随后研究表明它们

亦可与 DGCR8 相互作用[6]。有研究者在分析成熟 miRNA 表达

水平时发现 p68 及 p72 表达阴性的小鼠胚胎成纤维母细胞中

miRNA 明显减少，这说明 p68/p72 在 miRNA 的生物合成中起

重要作用。最近研究显示 p68 可通过与 Smad 蛋白相互作用来

正向调节 Drosha 酶的加工过程。Smad 蛋白是转化生长因子 β
（TGFβ）家族信号途径中的转导因子。在经典作用途径中，配体

与 TGFβⅠ型及Ⅱ型受体结合可促使核内积聚 Smad 受体

（R-Smad）。R-Smad 与 Smad4 结合形成复合体可与靶基因启动

子的序列元件相结合，正向或负向调节基因转录。TGFβ 及其

家族成员骨成形蛋白 4（BMP-4）在血管平滑肌细胞（VSMC）分

化过程中起非常重要的作用。应用 BMP-4 及 TGFβ 处理

VSMC 后可增加具有收缩特性的基因表达，这一过程至少部分

是由于 miR-21 介导抑制了程序性细胞凋亡蛋白 4（PDCD4）表

达。VSMC 中的 miR-21 可被 BMP-4 及 TGFβ 迅速诱导表达，

随后导致 PDCD4 表达减少及 VSMC 相应基因表达增加[7]。有

趣的是尽管敲减 R-Smad 后可阻止 BMP-4 及 TGFβ 对成熟的

miR-21 及 pre-miR-21 表达的上调作用，但对 pri-miR-21 的转

录并没有影响[7]。进一步研究表明 BMP-4 及 TGFβ 可在转录后

水平通过促进 Drosha 酶的加工步骤增加 pre-miR-21 及成熟

miR-21 的表达。研究证实 R-Smad 是 p68 的结合伴侣，表明

R-Smad 可与 Drosha/p68 复合体相互作用。利用共免疫沉淀及

RNA 免 疫 沉 淀 方 法 证 实 在 BMP-4 及 TGF β 的 刺 激 下

pri-miR-21 茎环结构上包含有 Drosha 酶及 p68 的复合体中亦

有 Smad 的存在。经配体处理后结合到 pri-miR-21 的 Drosha 酶

亦可升高，表明 Smad 蛋白也许促进 Drosha 酶与 miRNA 茎环

样结构的联系。以上结果表明 TGFβ 不仅在转录水平直接调节

miRNA 基因表达，而且能通过影响 miRNA 的加工过程来调节

基因表达。Smad 蛋白在核浆中的穿梭活动由其 C 端的丝氨酸

残基的磷酸化来控制，而 TGFβⅠ型受体激酶可促进丝氨酸残

基的磷酸化。有趣的是有丝分裂原激活的蛋白激酶（MAPK）以

及葡萄糖合成酶激酶 3（GSK3）也能通过磷酸化作用改变细胞

内 Smad 蛋白的定位。因此，Smad 蛋白介导的 miRNA 的生物

合成并不一定依赖于 TGFβ 及 BMP-4 分子的调节，它有可能

通过 ERK-MAPK 及 Wnt 等信号途径改变 Smad 蛋白的核定位

来调节。近来研究显示 p53 可通过 p68 与 Drosha 复合体发生

相互作用进而促进 Drosha 酶的加工，这一作用方式与 Smad 相

似[8]。然而促发 p53 与 Drosha/p68 复合体相联系的机制目前

尚不明确。需要指出的是 R-Smad 与 Drosha 相互作用并不需要

Smad4，敲减 VSMC 中 Smad4 并不影响 miR-21 的表达，而且

在 Smad4 表达阴性的乳腺癌细胞中 TGFβ 亦 可 强 烈 诱 导

miR-21 的表达[7]。以前有资料报导 R-Smad 与 Smad4 作为复合

体一起被转入细胞核内，然而近来有研究证实它们也可通过不

同的转入机制互不依赖的转入细胞核内[9, 10]。因此，Smad 受体

可不与 Smad4 结合，而与 Drosha/DGCR8 复合体相互作用参与

miRNA 的加工。相反，R-Smad/Smad4 异质复合体则主要作为

转录因子与 TGFβ 靶基因的启动子区域的 Smad 结合元件

（SBE）相互作用在转录水平调节 miRNA 的合成。
除 miR-21 外，几个其它的 miRNA 也可被 BMP 及 TGF-β

转录后诱导，表明调节 miRNA 水平在细胞对外界信号做出迅

速反应中起重要作用 [7]。近来有学者在研究一种被称为 Smad

核相互作用蛋白（SNIP1）的核因子时发现 Smad 在调节 Drosha

复合体功能中起重要作用。SNIP1 最初被证实是 Smad 的核蛋

白伴侣，它亦存在于 Drosha 复合体中[11]。SNIP1 的拟南芥同源

体 DAWDLE(DDL)在将 pri-miRNA 有效加工成 pre-miRNA 的

过程中是必要的，而且它能促进 Drosha 的拟南芥同源体，即
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Dicer 样因子 1（DCL1）识别 pri-miRNA 并与之结合[11]。下调哺

乳动物细胞中的 SNIP1 减少了几类 miRNA 的表达，其中包括

miRNA-21 [11]。这些结果表明 SNIP1 参与了 miRNA 的生物合

成，其机制可能与其通过与 Smad 蛋白的相互作用促进了

Drosha 酶的加工过程有关。
与 TGFβ 信号途径介导的正向调节 Drosha 形成鲜明对比

的是 miRNA 的 let-7 家族的剪切加工过程可受 Lin-28 负向调

节。Lin-28 与 pri-let-7 结合后可阻止 Drosha 复合体对后者的剪

切作用[12, 13]。研究中观察到尽管 pri-let-7 在大多数细胞类型中

高度表达，然而成熟的 let-7 水平在高度表达 Lin-28 的未分化

细胞中并不能探测到；相反，并不表达 Lin-28 的高分化细胞却

能探测到成熟的 let-7[14]。Lin-28 除了在核内抑制 Drosha 酶的

加工步骤外，它还可在细胞浆中促使 Dicer 酶的降解进而抑制

该酶对 pre-let-7 的剪切处理[15]。目前尚不知 Smad 蛋白在调节

Dicer 酶的加工处理过程中是否起作用。总之，这些观察表明

Smad 蛋白存在于包含多种蛋白的大复合体中，通过与不同的

RNA 结合蛋白相互作用来调节成熟的 miRNA 水平。

3 Smad 蛋白调节 miRNA 基因转录

miRNA 基因的转录主要由 RNAⅡ聚合酶介导。利用染色

质免疫共沉淀法分析 miRNA 基因启动子的研究表明 miRNA

基因的启动子结构包括 CpG 岛、转录启动元件以及组蛋白修

饰区，这些结构与蛋白编码基因的启动子区域并不能区分开

来[16, 17]。而且调节 miRNA 基因转录的 DNA 结合因子与控制蛋

白编码基因的那些因子大部分重叠。因此，Smad 蛋白作为转录

因子很可能通过调节 miRNA 基因的转录而调节其表达。此外，

TGFβ/Smad 信号途径可调节 miRNA 生物合成相关的酶或调

节因子的基因转录，如 Drosha、DGCR8 以及 Dicer 等。最近发

现 Ago 蛋白的稳定性受转录后修饰调节。研究发现敲减或过

度表达 Ago 蛋白可相应显著减少或增加 miRNA 水平，因此，

相对稳定的 Ago 蛋白在调节 miRNA 的稳定性上起关键作用[18,19]。
Ago 蛋白的稳定性可因其某一特定脯氨酸残基被Ⅰ型胶原蛋

白脯氨酸 4- 羟化酶（C-P4H）羟化后而增加[20]。敲减 C-P4H 可减

少 Ago 蛋白水平。C-P4H 的 α 亚单位是形成活化型 C-P4H 的

限速成分，有研究报导它可在转录水平由 TGFβ 等不同刺激因

子诱导产生。因此我们有理由推测 TGFβ 上调 C-P4H 表达后

可导致 Ago 蛋白稳定性增加，进一步导致整个 miRNA 表达增

加。

4 Smad 蛋白的表观遗传学调节 miRNA 基因表达

由于大部分 miRNA 基因与蛋白编码基因一样均由同样的

RNAⅡ聚合酶转录，因此蛋白编码基因的表观遗传学调控机制

（如甲基化及乙酰化修饰）很可能也适用于 miRNA 基因。事实

上几种 miRNA 基因，包括 miR-9-1、miR-193、miR -137、miR
-342、miR -203 以及 miR -34b/c，在人类多种癌症中均被发现高

度甲基化[21, 22]。相反，let-7a-3 基因在肺腺癌中却很少被甲基化

修饰，这中低甲基化基因的高表达可导致促癌基因的转录增

加[23]。在发育及疾病发生过程中 miRNA 基因的启动子也受组

蛋白修饰调节。据报导抑制组蛋白去乙酰酶（HDAC）活性可上

调癌细胞中一类 miRNA 的表达[24]。研究表明 Smad 蛋白可招

募 HDAC 或组蛋白乙酰转移酶（HAT）到各种各样的基因启动

子 中。因 此 ， 我 们 推 断 某 些 以 前 与 Smad 蛋 白 介 导 激 活

HAT/HDAC 有关的 mRNA 表达变化很可能是由于 miRNA 表

达改变所致的间接效果，而 miRNA 的表达改变主要通过 Smad

蛋白介导的表观遗传学调节方式来实现。

5 展望

miRNA 的生物合成涉及多种亚单位复合体的协调作用以

及相继发生的清除、输出以及并入 RISC 复合体的过程。越来越

多的研究表明上述每一个步骤均可成为潜在的调节点，因此

miRNA 生物合成的调节机制甚为复杂。至今仅有几个研究证

实 TGF β/Smad 途 径 可 在 miRNA 基 因 的 转 录 水 平 及 在

pri-miRNA 被 Drosha 加工成 pre-miRNA 的步骤中调节 miR-
NA 水平。与蛋白编码基因必须转录后翻译不同，miRNA 转录

后不需要翻译，在应答周围环境刺激的变化时能更迅速修饰基

因表达。因此，TGFβ 及 BMP 信号可通过调节 miRNA 的生物

合成做出更早的反应。由于单个 miRNA 能同时调节数百个靶

基因表达，因此 TGFβ/BMP 信号途径调节几个 miRNA 即可能

对基因表达及细胞生理功能产生显著影响。将来探明 miRNA

的共同调节机制以及受这些共同机制调节的 miRNA 对细胞过

程的影响显得尤为重要。随着越来越多 miRNA 的调节机制被

揭示，当前一个主要的挑战是阐明调节 miRNA 的多种机制如

何相互协调共同调节 miRNA 的表达。此外 Smad 蛋白在调节

miRNA 生物合成的作用有待将来进一步研究，以阐明 Smad 蛋

白仅介导处理某些特定 miRNA 的机制 （已有个别研究表明这

类 miRNA 具有同样的 SBE[25]）以及它在 Drosha 微处理器复合

体中的确切作用。
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