
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2014, 36(9): 1317–1322 DOI: 10.11844/cjcb.2014.09.0104

x
_
±s

收稿日期: 2014-03-30            接受日期: 2014-04-18
国家自然科学基金(批准号: 31272170)资助的课题

*通讯作者。Tel: 0551-65786212, E-mail: jianghua_80@126.com
Received: March 30, 2014            Accepted: April 18, 2014
This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (Grant No.31272170)
*Corresponding author. Tel: +86-551-65786212, E-mail: jianghua_80@126.com
网络出版时间: 2014-08-20 15:36　　　URL: http://www.cnki.net/kcms/doi/10.11844/cjcb.2014.09.0104.html

植物花粉发育miRNAs研究进展
杨  静  宋江华*

(安徽农业大学园艺学院, 合肥 230036)

摘要      作为一类内源性的负调控因子, 植物miRNAs通过沉默靶基因或者翻译抑制来调控基

因的表达。到目前为止, 用高通量测序技术、miRNA微阵列技术以及实时荧光定量PCR等方法已

经鉴定出许多与植物花粉发育有关的miRNAs。越来越多的证据表明, 这些miRNAs选择性地存在

于花粉发育的各个时期并发挥着特异的调控功能。该文对近年来花粉发育中与miRNAs相关的研

究作一综述, 介绍了与之相关的研究方法及参与调控花粉发育过程的miRNAs, 为深入探索miRNAs
调控植物花粉发育的分子机制、通过人工miRNAs技术构建作物雄性不育系以及推动杂种优势的

利用提供研究策略。
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Research Progress of miRNAs in Plant Pollen Development

Yang Jing, Song Jianghua*
(College of Horticulture, Anhui Agricultural University, Hefei 230036, China)

Abstract       As a class of endogenous negative regulators, plant miRNAs regulate the gene expression by 
silencing target genes or translation inhibiting. At present, many miRNAs involved in pollen development had been 
identified by high-throughput sequencing, miRNA array and quantitative reverse transcription PCR. Meanwhile,  
more and more evidences showed that these miRNAs selectively existed in various periods of pollen development 
and played specific roles in regulatory function. This review is about the relevant researches of miRNAs associated 
with pollen development in recent years. It described the corresponding methods and the miRNAs participating in 
the regulation of pollen development, in order to provide research strategies for molecular mechanisms of miRNAs 
regulation on pollen development and male sterility line development in crops by artificial miRNAs, as well as 
promotion of heterosis application.
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miRNAs是广泛存在于生物体内的一类长度为

20~24 nt的内源非编码小RNA分子, 它们能对生物体

内的基因表达起到负调控作用, 在基因调控网络中

占据重要的位置。第一个miRNA lin-4, 是由Ambros
等[1]于1993年 在 线 虫(Caenorhabditis elegans)中 发

现的, 它参与线虫发育进程的调控。直到2002年, 
Reinhart等[2]从拟南芥小分子文库中获得miRNAs, 

证明miRNAs同样存在于植物中。相对于动物而言, 
植物miRNAs的研究起步较晚, 但其进展迅速。截

至目前, 已有许多研究表明, miRNAs广泛存在于植

物中, 如在拟南芥[3-5](Arabidopsis thaliana)、水稻[6]

(Oryza sativa)、玉米[7](Zea mays)、棉花[8](Anemone 
vitifolia Buch)、黄瓜[9](Cucumis sativus)以及番茄[10]

(Lycopersicon esculentum)等植物中均发现了大量
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miRNAs, 并且大多数植物miRNAs在物种间是高度

保守的, 表明其具有重要的功能。

有研究表明, 30%以上的高等真核生物基因可能

受到miRNAs的调控[11-12], miRNAs可以在转录水平、

转录后水平和翻译水平广泛地参与调控植物的生长

发育、逆境生理(如耐寒性、抗旱性)以及响应激素信

号(ABA、auxin)等重要过程, 并且绝大多数miRNAs
的功能都是重叠于整个基因调控网络中的[13]。然而, 
有关miRNAs在植物花粉发育方面的研究很少。花

粉在高等植物有性繁殖过程中扮演着重要的角色, 
植物花粉发育的过程直接影响种子的产量及品质, 
因而花粉发育相关miRNAs的发掘和调控机理的研

究越来越成为人们关注的焦点。这对于阐明植物花

粉发育的分子机制, 并通过人工miRNAs技术构建作

物雄性不育系以及推动杂种优势的利用具有潜在的

应用价值。

1   植物花粉发育miRNAs的研究方法
1.1   miRNAs的研究方法

因为miRNAs分子量小, 表达丰度很低且具有

时空特异性, 所以在对其进行研究的过程中, 很容易

发生miRNAs的降解丢失或者其他RNA降解产生大

量的假阳性片段以及miRNAs不表达或表达量低于

检测水平的下限而产生假阴性的情况[14], 因此鉴定

并验证miRNAs具有一定的难度。

目前, 鉴定miRNAs的方法主要有遗传筛选法、

直接克隆法、深度测序法和基于基因组同源表达

序列标签(sexpression sequence tag, EST)的生物信息

学分析方法[15]。miRNAs的鉴定最早多采用直接克

隆和测序的方法实现, 而遗传筛选只能获得少量的

miRNAs, 这些传统方法在寻找新miRNAs上具有一

定的难度。随着深度测序技术的快速发展, 利用454
测序、Illumina/Solexa等新一代测序技术实现了边

合成边测序, 可以有效检出一些组织表达丰度低的

miRNAs[16], 具有高通量、高效、准确等特点, 但也

存在所需样本量大、费用高、后续实验工作量大等

缺点。近年来, 由于越来越多的物种基因组测序工

作的开展和序列信息的丰富, 采用生物信息学方法

预测新miRNAs与实验生物学方法加以验证有机结

合的方式, 成为当前miRNAs鉴定的简单、高效的方

法之一。

验证miRNAs的方法主要有Northern杂交、点

杂 交、 原 位 杂 交、RT-PCR(reverse transcription 
PCR)、RNase保护试验、引物延伸分析和Invader 
Assay等[17], 并在此基础上陆续出现了很多改进方

案, 包括用LNA(locked-nucleic acid)修饰探针进行

的Northern杂交、茎环RT-PCR等。另外, 随着高通

量测序技术的不断革新, 近些年出现了一种新的验

证miRNAs及其靶基因的检测方法, 即降解组测序

(degradome sequencing)法, 该方法可以直接检测出

被剪切的miRNAs靶基因, 同时拥有高通量测序技

术、生物信息学分析和RACE验证三者的优势, 并且

已经成功应用于拟南芥、水稻和小立碗藓等模式植

物miRNAs靶基因的检测[18]。

1.2   植物花粉发育miRNAs的发掘

在花粉发育相关miRNAs的研究中, 利用新

一 代 的 深 度 测 序 及qRT-PCR(quantitative reverse 
transcription PCR)等技术已经发现了存在于拟南芥

孢子体内的数以百计的miRNAs序列, 并成功鉴定出

miRNAs调控的植物花粉发育过程中的许多功能基

因。

Slotkin等[19]用miRNA微阵列技术、Illumina测
序法在拟南芥精细胞和花粉中鉴定出几个已知的

miRNAs家族, 并指出它们可以在配子中沉默靶基

因。Grant-Downton等 [20]用5′ RACE、miRNA微 阵

列以及RT-PCR法研究了被子植物雄配子中小RNA
途径的存在与功能, 结果表明miRNAs确实调控花粉

中转录本的表达丰度, 同时证明一些成熟miRNAs在
花粉中累积并普遍参与转录后调控中内源基因的表

达。随后, 该研究组用454深度测序法在拟南芥成熟

花粉中成功地检测到已知的33个miRNAs家族, 并
通过qRT-PCR法证明了选定的17个miRNAs中有14
个在花粉中高丰度表达且表达量明显高于叶片[21]。

Chambers等[22]用miRURY LNA array(miRNA锁核苷

酸微阵列)法检测出26个在拟南芥成熟花粉和花序

中表达差异显著的miRNAs, 通过qRT-PCR证实其中

22个miRNAs在成熟花粉中表达。Borges等[23]用深

度测序技术鉴定出25个存在于拟南芥花粉和生殖

细胞的新miRNAs。Wu等[24]用Northern杂交和原位

杂交证明了miR167能够调控ARF6和ARF8的表达模

式, 且ARF6和ARF8是花粉管生长所必需的。在一项

水稻花药发育晚期小RNA的研究中, Tomoaki等[25]用

Northern杂交表明, 从单核花粉期到三核花粉期都有

miR166和miR167的明显累积。
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近几年, 国内关于植物花粉发育miRNAs的研

究也取得了一些进展。在水稻花粉发育miRNAs的
构成和表达模式的研究中, Wei等[26]用深度测序法在

水稻的单核小孢子、二细胞花粉、三细胞花粉以及

孢子体组织中共检测到292个已知miRNAs和75个新

的miRNAs。292个已知miRNAs中的103个在花粉

发育过程中有着较高丰度的表达, 且超过一半的新

miRNAs显示出表达上的花粉特异性或者阶段特异

性。李晓明[27]通过miRNA微阵列技术比较玉米授

粉过程中miRNAs的表达差异, 得到了25个差异显著

的、极可能在授粉过程中起重要作用的miRNAs, 其
中大部分为预测的新miRNAs, 其靶基因包括ARF、
HD-ZIP III转录因子、AGO1及CYP450单氧化酶的

编码基因等。之后, 蒋晶晶[28]利用miRNAs微流体芯

片对白菜3个雄性不育系及其共同的保持系花序进

行miRNAs差异表达的比较分析, 发现参与花粉发育

或授粉受精的非冗余miRNAs共30个, 通过对比已

有的数据发现, 其中近70%曾被报道在花粉中表达。

最近, Jiang等[29]通过高通量测序建立了与白菜花粉

发育有关的两个独立的小RNA文库, 其中包括54个
保守的miRNAs以及8个新miRNAs, 同时发现了18个
在雄性不育系和可育系中差异表达的miRNAs。并

且qRT-PCR的结果表明, 大多数差异表达的miRNAs
优先在雄性可育系植株的花蕾中表达。

随着miRNAs鉴定方法及表达水平检测技术的

逐步发展、完善, 在拟南芥、水稻等模式植物中新

发现了数目较多的花粉发育相关miRNAs, 但由于研

究技术水平的限制, 仍有大量的花粉特异miRNAs及
其靶基因有待发掘, 且绝大多数miRNAs在植物花粉

发育基因调控网络中发挥的具体功能尚不清楚。

2   植物花粉发育miRNAs的功能
近年来, 拟南芥成为研究花粉发育的模式植物, 

以花粉发育突变体对应基因的分子鉴定研究迅速发

展。通过对拟南芥中已知miRNAs靶基因的分类预

测, 发现约有70%的靶基因参与发育相关的转录因

子及其他调控因子基因的编码, 这说明miRNAs处于

基因调控网络的中心位置[30]。早在2005年就有研究

表明, miRNAs可能对雄配子体的发育具有调控作

用[31], 并且雄配子发育与SPL基因、MYB基因、赤

霉素(GA)等有关[32]。在挖掘植物miRNAs的过程中, 
人们陆续发现了一些在花粉发育过程中特异表达的

miRNAs, 并进一步预测鉴定得到其靶基因(表1)。
miR156被证明是植物中最为保守的miRNAs

表1  部分植物花粉发育miRNAs及其调控的主要靶标(根据参考文献[28]修改)
Table 1  Part of the miRNAs that involved in plant pollen development and its main target genes (modified from reference [28])

miRNAs
靶基因

Target genes
参考文献

References

miR156 SPL [21,33-34]

miR157 SPL [21]

miR159 DUO1, MYB, TCP [26,35] 

miR164 NAC, CUC2 [26]

miR166 HD-Zip transcription factors [25-26] 

miR167 ARF6, ARF8 [ 24,36-37]

miR168 AGO1 [21]

miR169 Nitrate transporter, nitrogen starvation NFYA [38]

miR170 SCARECROW-like transcription factor [22]

miR171 SCARECROW-like transcription factor [39]

miR172 AP2-like transcription factors [20-21]

miR395 SULTR2, APS [37]

miR396 GRF,odanase-like proteins,kinesin-like protein B [26,40]

miR398 CSD(copper superoxide dismutase) [26]

miR399 Phosphate overaccumulator 2 [20]

miR403 AGO2 [22]

miR408 Plantacyanin, LAC [26]
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之一[41], 靶定SPL家族中的大多数成员(如SPL9、
SPL10、SPL15等), 而SPL家族在植物大、小孢子发

生以及雌雄配子体发育过程中均有重要作用, 在拟

南芥SPL8突变体中过量表达miR156几乎会导致完

全不育[42]。植物花粉囊绒毡层发育过程中的任何

异常都可能直接或间接导致花粉粒败育, 形成雄性

不育[43-44]。最近的几项研究发现, miRl59和miR319
的过量表达会引起其共同靶定的花发育相关的转

录因子MYB的表达异常, 从而影响花粉绒毡层的正

常代谢, 包括绒毡层形态和结构异常等[45-47]。由此

推测, miRNAs与花粉绒毡层的发育密切相关。有

研究发现, miR159的表达受GA3的正调控[48], 而赤

霉素能够通过降解DELLA蛋白促进茉莉酸(JA)的
生物合成, 从而调控花粉发育相关MYB类转录因子

(如AtMYB21、AtMYB24、AtMYB57)的表达, 最终影

响花粉正常发育[49-50]。另外, 拟南芥中miRl59靶定

DUO1, 而DUO1在雄配子细胞分裂过程中是必不可

少的[51]。

AP2-like基因对于花器官的生成有着非常重要

的作用, 而花器官不能正常发育(如花丝异常、花粉

囊异常)就极可能会导致花粉粒不能正常发育。拟

南芥中通过miR172来调控AP2-like转录因子的表达, 
进而控制开花的时间和花器官的形成。Chen[52]研究

了拟南芥中miR172调控AP2基因表达的情况, 结果

表明, miR172过表达会使植株提早开花和花发育畸

形, 其表型与ap2突变体表型类似, 最终导致配子异

常发育。miR167的靶基因是ARF6和ARF8, 它们在

雌蕊群和雄蕊群发育及成熟的过程中有着重要的调

控作用[53]。Mallory等[54]发现, miR160在转录后水平

通过调节生长素应答转录因子ARF17的mRNA表达, 
影响生长素结合蛋白编码基因CH3类基因(如YDK1/
GH3.2、GH3.3、DFL1/GH3.6等)mRNA的积累, 这
些基因表达量的变化与植物发育性缺陷密切相关, 
如花瓣数目减少、雄蕊异常以及花粉败育等。

现在miRNAs已经被证明存在于花粉中[20-21]

并且与miRNA调控过程中一些重要基因的表达有

关, 例如DCL1可以和miRl62之间形成调控网络[55]、

AGO蛋白家族的存在对miRNAs调控靶基因的表达

是必需的[56]等。近来, 闫龙凤[57]关于水稻和拟南芥

花粉不同发育时期转录组基因的研究结果表明, 基
因表达在花粉发育过程中呈现出显著而特异的变

化, 但长度为21~24 nt的非编码RNA—miRNAs作

为基因表达的调控因子, 在花粉发育过程中的具体

功能尚缺乏系统性研究。因此, 分析花粉发育过程

中miRNAs的表达与功能特征对于认识植物花粉发

育的调控机制以及在农业生产上通过调控花粉育性

进行杂交育种具有重要意义。

3   结语与展望
虽然植物花粉发育相关miRNAs的研究已经取

得了不少进展, 但是该领域仍有诸多问题亟待解决, 
例如: (1)用作实验材料的花粉发育各个时期的花粉

纯度难以保证在相同水平。由于花粉存在自降解现

象[58]以及不同发育时期花粉细胞的均一性不够[59]等

因素, 可能会造成单核期花粉纯度能达到90%而三

核期却仅有80%, 所以很难确保实验所用各时期花

粉材料的纯度处在同一水平。(2)虽然已经发现了大

量的miRNAs, 其中一部分已经被证明与花粉发育有

关, 但花粉发育相关miRNAs的数量、保守性及其作

用机制还不得而知。(3)有研究表明, miRNAs的互

补链miRNAs*也能像miRNAs一样调控生物体的生

长发育、激素分泌与信号转导以及对外界胁迫的应

答等能力[60], 那么miRNAs*在花粉的发育过程中是

否也参与调控, 对此尚不清楚。这些问题都有待于

人们进一步探究。

随着对非编码基因的深入研究, 发现miRNAs
不仅在生物体内被广泛转录[61], 而且大部分还具有

特定的功能, 尤其是在细胞的增殖、分化与凋亡过

程中有着极为重要的调控功能, 而这三种基本行为

贯穿于植物花粉发育的整个过程。现在人们已经

发现了众多在植物花粉中表达或特异性表达的基

因, 并初步研究了这些基因的功能, 但是与众多花粉

特异表达的基因相比, 现在被鉴定和克隆的miRNA
数目还是非常有限的。深入研究花粉发育相关

miRNAs及其调控机制, 有助于运用人工miRNAs技
术获得雄性不育系, 提高杂种优势在农业生产活动

中的利用程度与范围。
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