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MicroRNAs 与多潜能干细胞的研究进展 
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摘要：microRNAs (miRNAs)是一类内源性非编码小 RNA, 通过调控基因表达来参与生命过程中的一系列重

要进程。越来越多的证据表明, miRNAs 参与了几乎所有生物代谢过程, 其胚胎干细胞的自我更新与分化和在多能

干细胞(iPSCs)中的诱导调节作用也日益受到关注。该文介绍了 miRNAs 的生成、检测方法以及 miRNAs 对胚胎干

细胞(ESCs)及诱导多能性干细胞的调控作用, 并对 miRNAs 的应用前景进行了展望。 
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Abstract: MicroRNAs (miRNAs) are a newly identified class of small regulatory non-coding endogenous RNAs 
that take part in a series of important processes by regulating gene expression. Recent studies have provided evidence that 
miRNAs may be involved in nearly all biological and metabolic processes, especially influencing self-renewal and 
differentiation of embryonic stem cells (ESCs) and induced pluripotent stem cells (iPSCs). In this review, we briefly 
summarize the biological characteristics of miRNAs, the detection technologies, and the role of miRNAs regulation in 
ESCs and iPSCs to frame a discussion on the future prospects of miRNA research.  
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微小核糖核酸 (microRNAs, miRNAs)是细胞

内一类长度在 20~25 nt的非编码单链RNA, 广泛存

在于真菌和动、植物中, 在物种进化过程中高度保

守。它的表达既具有时空特异性, 也具有组织和细

胞特异性。编码 miRNAs 的序列可以位于编码或是

非编码基因的内含子或者外显子附近, 也可以位于

基因之间(Bartel, 2004; Rodriguez et al, 2004)。绝大

部分 miRNAs 是在细胞核内由 RNA 聚合酶Ⅱ转录

生成(Kim, 2005), 其成熟先后在细胞核和细胞质中

完成, 其中 Dicer 1 和 DGCR 8 是 miRNAs 成熟过程

中两个重要基因 (Ghildiyal & Zamore, 2009)。
miRNAs成熟后与Argonautel (AGO1)蛋白结合形成

RNA 诱 导 沉 默 复 合 体 (RNA-induced silencing 
complex, RISC), 通过与靶 mRNAs 的 3′非翻译区(3′ 

UTR)配对降解 mRNA 或抑制 mRNA 的翻译, 从而

在转录后水平调控蛋白表达, 行使其多样的生物学

功能(Tolia & Joshua-Tor, 2007)。最新研究表明，

miRNAs 也能在转录水平调控基因表达。 
在生物体内, 虽然 miRNAs 的作用是特异的, 

但靶点特异性并不强, 往往一个 miRNA 可以靶向

多个 mRNA，而一个 mRNA 也可能是多个 miRNAs
的靶标, 这样就形成了以 miRNAs 为主的庞大调控

网络 , 从而从整体上调控生物体的生理进程

(Tiscornia & Izpisúa Belmonte, 2010; Zhang & Wen, 
2010; Huang et al, 2008)。 

1  miRNAs 的检测方法 

miRNAs 检测方法的快速发展为研究其功能提
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供了良好的平台。目前 miRNAs 检测一般是基于核

酸杂交与扩增的原理, 主要有 Northern 印迹、实时

定量 PCR、微阵列芯片等 3 种方法。Northern 印迹

技术一直被应用于 miRNAs 的鉴定和 miRNAs 的发

现, 是目前 miRNAs 检测中最常用的方法, 通常被

用来作为新技术可靠性的验证手段; 实时定量 PCR
主要用于定量检测 miRNAs, 具有灵敏度高、线性

范围宽、特异性好、重复性佳等特点, 可以满足大

多数 miRNAs 在组织和细胞中表达水平的研究; 微
阵列芯片(microaaray)是实现 miRNAs 表达图谱分

析和多种 miRNAs 高通量同时检测的主要技术, 一
般用于 miRNAs 的初筛实验。另外, 利用高通量测

序(High Throughput Sequencing)能在无需任何序列

信息的前提下研究 microRNA 的表达图谱, 还可发

现和鉴定新的 microRNA 分子(Schulte et al, 2010)。
此外, 还有很多不同的检测手段也常用于 miRNAs
的检测，如 Chapin & Doyle (2011)报道了利用滚环

扩增 (RCA) 在编码的凝胶微粒上对亚飞摩尔

(sub-femto molar, 即<10-15 M)量级的 miRNA 进行

多重定量检测, 且能达到单分子的分辨率。该方法

可以对极少量血清中的 miRNAs 进行直接检测而不

需要提取 RNA。Harcourt & Kool (2012)利用滚环扩

增检测 miRNAs 时, 首次通过化学方式使 Q-STAR
探针自动成环, 而不需要使用单独的连接酶进行环

化反应, 这在一定程度上降低了实验的复杂性和成

本。这些新的检测技术不断被开发, 为 miRNAs 的

检测提供了新的思路。 

2  miRNAs 调控胚胎干细胞的命运 

胚胎干细胞(ESCs)具有无限自我更新以及分化

成任何特定类型细胞的能力, 表达着一套独特的、

与细胞快速增殖和周期进展相关的 miRNAs。这些

miRNAs 主要包括 miR-302/367 家族(miR-302a/b/c/d
和 miR-367)( 小 鼠 ) ； miR-290-295 家 族

(miR-290/291a/291b/292/293/294 和 miR-295) 和

miR-371-373 家族(miR-371/372/373)(人类)。研究

ESCs 的关键问题之一是了解其干性(stemness)维持

和分化的机制, 最近研究表明, miRNA 在调控胚胎

干细胞自我更新和分化方面发挥着重要作用。 
2.1  miRNAs 控制 ESCs 增殖 

目前认为, miRNAs 可以通过作用于细胞周期

抑制因子, 来维持胚胎干细胞特殊的细胞周期进

程。胚胎干细胞的细胞周期特殊性在于, 其 G1 期

非常短, 且缺失 G1/S 关卡。这就使得它可以无限制

地由 G1 期向 S 期转变, 进而快速增殖。然而，随

着胚胎干细胞的分化, G1/S 关卡也就随之恢复。参

与 ESCs 细胞周期调控的 miRNA 被称之为“胚胎干

细胞调控型 miRNA(embryonic stem cell cycle 
regulating miRNA, ESCC miRNA)”。 

研究发现, 一些 miRNAs 在胚胎干细胞中会优

先表达，如 miR-290 家族在未分化小鼠 ESCs 中高

度表达, 其表达水平随着 ESCs 的分化而迅速下降

(Houbaviy et al, 2003), 这些 miRNAs 可以促进细胞

由G1期向 S期转变, 从而加速ESCs增殖 (Wang et 
al, 2008; Lichner et al, 2011), 具有维持ESCs多能性

的作用。在小鼠 ESCs 中, 由于缺少 cyclin D-Cdk4/6
复合物, G1 期向 S 期的转变主要由 cyclin E-Cdk2
信号通道调控。而 miR-291a-3p、miR-291b-3p、
miR-294、miR-295 和 miR-302d 可以通过直接靶向

cyclin E-Cdk2 信号通道的抑制因子 p21、p130 (Rb12)
和 Lats2 来激活 cyclin E-Cdk2 通道(Wang et al, 
2008)。另外一些研究则表明, 在人类的 ESCs中, 如
果将miR-17-92家族成员miR-92b下调, 会导致细胞

停留在 G1 期, 而上调 miR-92b, 则会促进细胞由 G1
期向 S 期转变。进一步的研究证明, miR-92b 是通过

靶向 G1/S 关卡抑制因子 p57, 来调节细胞周期进程

的(Sengupta et al, 2009)。此外, 相关的文献也证实

miR-372 可以靶向 G1/S 关卡限制因子 Cdkn1a, 
miR-195 能通过靶向 G2/M 关卡限制因子 WEE1, 来
调控 ESCs 的细胞周期进程(Qi et al, 2009)。 

另外, miRNAs 可以通过与相关基因作用来维

持 ESCs 的多能性，如 Marson et al (2008)证实

miR-290 家族的启动子受到胚胎干细胞内特异的转

录因子 Nanog、Oct4、Sox2 的调控, 并且可以稳定

Oct4 的表达, 通过重新进行 DNA 甲基化而调节

ESCs 的干性维持。同样,  miR-302-367 家族的启动

子受ESCs内特异性的转录因子Nanog、Otc3/4、Sox2
和 Rex1 的调控(Barroso-delJesus et al, 2008), 不仅

能与靶基因 cyclin D1 和 Cdk4 作用, 调节 ESCs 的
细胞周期进程 (Card et al, 2008), 而且可以与靶基

因NR2F2 (Rosa & Brivanlou, 2011)和Lefty (Barroso- 
DelJesus et al, 2011)作用, 对 ESCs 的早期分化产生

抑制, 从而维持其多能性。 
2.2  miRNAs 控制 ESCs 分化 

ESCs 在定向分化过程中会开启两个重要的程

序, 包括关闭胚胎干细胞的自我更新程序, 以及激
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活组织特异性的定向分化程序。最近研究发现, 将
let-7导入GDCR8蛋白缺失的未分化的ESCs中, 可
以有效抑制 ESCs 中的自我更新程序。同时，这种

抑制也可以被 ESCC miRNA 逆转, 表明 let-7 和

ESCC miRNA 之间是可以互动的。这就提供了一个

能够支配细胞命运的机制。在进一步的研究中, 发
现 let-7 能抑制 c-Myc、Sall4、Lin28 和下游靶基因

Sox2、Oct4、Nanog 的表达；而将 let-7 导入野生型

ESCs 中, 则未能诱导 ESCs 的分化, 表明 ESCC 
miRNA能拮抗 Let-7 的分化作用(Melton et al, 2010)。 

除 let-7 以外, 还存在其他调控 ESCs 分化的

miRNAs，如在小鼠 ESCs 中, miR-200c、miR-203
以及 miR-183 共同抑制多能性因子 Sox2 和 Klf4。当
将这些 miRNAs 导入 ESCs 中时, 会降低 ESCs 的自

我更新能力(Wellner et al, 2009)。还有研究表明，

miR-145 在人类 ESCs 中会抑制 Sox2、Oct4 和 Klf4
的表达, 从而抑制 ESCs 的自我更新能力。当导入

反义寡核苷酸抑制 miR-145 表达时, 人类 ESCs 就

会恢复自我更新能力 (Xu et al, 2009)。另外 , 
miR-371-3的表达与人类ESCs向神经细胞分化潜能

则呈负相关。当将 Klf4 基因转导至神经细胞中提高

miR-371-3 的表达时, Klf4 转导的神经细胞显示出多

能标记物表达的改变, 相反, 若在 Klf4 转导的神经

细胞中抑制 miR-371-3 的表达，则可恢复其神经性

分化倾向。这些均表明，miR-371-3 有可能在人类

多能干细胞神经性分化行为过程中发挥关键性作

用(Kim et al, 2011)。最近, Boissart et al (2012)通过

抑制人类 ESCs 中 TGFβ 信号通道证明了 miR-125
的两亚型(miR-125a 和 miR-125b)参与了人类 ESCs
分化为神经细胞系的过程。功能分析表明, miR-125
通过靶向抑制核心信号转导分子 SMAD4 的表达, 
从而促进了人类 ESCs 向神经前体细胞的转变。 

有研究发现, miRNAs 还存在另一种控制胚胎

干细胞种系分化决定过程的机制, 即某些组织特异

性 miRNAs 能通过抑制或促进胚胎干细胞分化为特

定的细胞系, 显示出 miRNAs 的网络调控能力，如

在心肌细胞发育过程中特异表达的 miR-1 和

miR-133 受到相同上游基因的调控； 但是它们在控

制中胚层向心肌细胞分化过程中的作用却不一致

(Ivey et al, 2008)。 

3  miRNAs 与诱导多能干细胞 

诱导多能干细胞(iPSCs)首先是由 Takahashi & 

Yamanaka 在 2006 年利用转录因子 Oct4、Sox2、Klf4
和 Myc 实现的 , 虽然他们得到的细胞与真正的

ESCs 相比还存在着许多差异, 但是这一研究开创

了利用少数几个因子来诱导 iPSCs 产生的先例

(Takahashi & Yamanaka, 2006)。随后, Yu et al (2007)
利用 Oct4、Sox2、Nanog 和 Lin28 诱导体细胞产生

了 iPSCs, 其中Lin28会抑制少数 pri-miRNA的成熟

(Viswanathan et al, 2008), 这意味着, 胚胎干细胞特

异性 miRNAs 可能适用于体细胞的重新编程。 
近年来, 科学家开始尝试应用 miRNAs 与转录

因子共同诱导体细胞重编程，如 Judson et al (2009)
利用逆转录病毒载体用不同的 miRNAs 和 Oct4、
Sox2、Klf4 一起转染小鼠胚胎成纤维细胞, 发现重

编程效率显著提高, 其中 miR-294 对重编程效率影

响最大, 使 iPSCs 产生效率从 0.01%~0.05%提高到

了 0.4%~0.7%。Lin et al (2011)利用诱导性 miR-302
表达系统研究 miR-302 表达量对重编程的影响时发

现, 当 miR-302 在人类毛囊细胞(hHFCs)的表达量

超过胚胎干细胞 H1 和 H9 亚型表达量的 1.3 倍时就

可以诱导其重编程。miR-302 的靶基因包括 4 个遗

传调控因子 AOF2、AOF1、MECP1-p66 和 MECP2, 
沉默 AOF2 将导致 DNMT1 的失活并增强其去甲基

化过程, 从而提高 hHFCs 重编程效率。近期 Liao et 
al (2011)通过把 miR-106a-363 家族、miR-302-367
家族和 3 个外源性因子(Oct4、Sox2、Klf4)一起转染

小鼠胚胎成纤维细胞可以显著提高 iPSCs 的产生效

率。其中 miR-302-367 家族通过靶向 TGFβ-receptor 
2 来促进 E-cadherin 的表达, 从而加速间充质向上

皮转化(mesenchymal-to-epithelial transition, MET)。
另外 , miR-93 及其家族成员也可以通过抑制

TGFβ-receptor 2 加速 MET 过程, 进而提高诱导小

鼠 iPSCs 形成的效率(Li et al, 2011)。上述研究结果

均表明，ESCs 特异性 miRNAs 的表达能促进细胞

重新编程。 
有趣的是, 通过抑制组织特异性 miRNAs 表达

也能促进 iPSCs 的形成。Rybak et al (2008)将 let-7
反义引物抑制剂和 Sox2、Oct4、Klf4 瞬时转染小鼠

胚胎成纤维细胞后, 重编程效率提高了 4.3 倍。另

外, 近年来发现，p53 信号途径对细胞重编程具有

阻碍作用, 抑制或敲除 p53 可以促进细胞重编程效

率(Banito et al, 2009; Kawamura et al, 2009)。Choi et 
al (2011)证实 miR-34 家族，尤其是其成员 miR-34a
以 p53 依赖性方式参与了对体细胞重编程的调控。
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不同于 p53 缺陷在提高重编程效率的同时导致生成

的 iPSCs丧失了多潜能性, miR-34a基因敲除不仅可

以促进小鼠体细胞重编程为 iPSCs, 且生成的 iPSCs
维持了自我更新或分化能力。进一步分析表明 , 
miR-34a 有可能是通过负调控 Nanog、Sox2 和 Mycn
基因而发挥重编程抑制效应的。此外, 研究人员还

证实 miR-34 家族的另外两个成员 miR-34b 和

miR-34c 也对体细胞重编程有抑制效应。 
最近研究证明, miRNAs 具有直接诱导体细胞

重编程的能力, 且其效率高于利用转录因子 Sox2、
Oct4、Klf4 和 Myc 进行的体细胞重编程, 致瘤性低。

Anokye-Danso et al (2011)利用慢病毒载体导入

miR-302b/302c/302a/302d/367cluster 和丙戊酸 , 成
功将小鼠胚胎成纤维细胞以及人成纤维细胞重编

程为 iPSCs, 这是科学家首次未使用 4 个转录因子

制造出的 iPSCs。与之前诱导重编程方法相比, 这
种新方法将重编程效率提高了 100 倍以上。有趣的

是, 重编程鼠类细胞时丙戊酸是必须的, 但单独用

miR-302/367 就能有效地重编程人类细胞。组蛋白

脱乙酰化酶(Hdac2)的作用可以部分解释产生这种

差异的原因。有研究指出，Hdac2 的功能是细胞重

编程的一个重要障碍, 而丙戊酸可以破坏 Hdac2。
小鼠成纤维细胞中Hdac2的表达水平明显高于人类

的成纤维细胞, 说明丙戊酸通过抑制 Hdac2 的功能

而促进小鼠 iPSCs的形成。另外, Miyoshi et al (2011)
对小鼠脂肪基质细胞(mASCs)中 miRNAs 表达图谱

进行分析, 发现相对于mASCs, 小鼠ESCs和 iPSCs
中 mir-200c、mir-302 家族及 mir-369 家族呈高水平

表达。将这 3 个家族 miRNAs 导入到 mASCs 中后, 
发现 mASCs 可以重编程为 iPSCs。同时，这些

miRNAs 介导的 iPSCs 能够表达未分化 ESCs 的特

征性基因。当研究人员将相同的 miRNAs 导入到人

类脂肪基质细胞及皮肤纤维细胞中, 这些 miRNAs
同样能够诱导人类体细胞重编程为 iPSCs。此外, 直
接转染成熟的双链 miR-200c、miR-302 家族及

miR-369 家族, 这在一定程度上减少了肿瘤发生的

可能性和增强了安全性, 在临床治疗上会更加可

靠。由此看来, 利用 miRNA 诱导 iPSCs 可能是一种

理想的方法。 

4  展  望 

miRNAs的发现, 为我们研究生物体生长发育、

分化调控以及 iPSCs 提供了强有力的工具和全新的

研究思路。虽然对 miRNAs 的研究取得了较大进展

(Wang et al, 2012), 但仍然面临着很多问题。首先, 
miRNAs 的检测手段存在自身优点的同时也或多或

少存在不足。高灵敏度、高通量、高特异性的检测

技术将更好地推动 miRNAs 的发展。其次, 被证实

的和明确功能的 miRNAs 的数量还很少, 其在各个

生命活动中所扮演的角色尚未完全明了。寻找调控

的 miRNAs 基因以及 miRNAs 的靶基因, 揭示

miRNAs 具体的作用机制尤为重要。再次, 考虑到

临床应用的安全性和效率 , 研究非介入型的

miRNA 载体和（或）直接的转染技术将成为研究者

接下来要解决的重要任务之一。 
随着研究的不断深入, 人们对 miRNAs 控制网

络的认识必将越来越全面, 对其功能和作用机制的

了解也将会更加透彻。我们可以相信, miRNAs 必将

为生命科学的研究和生物医学的发展等方面带来

更为深远的影响。 
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