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MicroRNA 在雌性哺乳动物生殖中的作用
任刚杨增明*

(东北农业大学生命科学学院，哈尔滨 15(030)

摘要 MicroRNAs (miRNAs)是一类内源性的非编码 RNAs， 通过与编码蛋白的 mRNAs序

列配对，在转录后调节基因表达。 将 miRNA 成熟过程中的关键酶 Dicer 完全敲除后，导致小鼠胚

胎在发育早期致死。 条件敲除扎减放敲除Dicer， 导致雌性IJ、鼠的生殖缺陷. Mi阳A在调节卵母细

胞成熟、黄体发育、 早期胚胎发育及胚胎着床等过程中起重要作用 。 此外， miRNA表达异常与多

种生殖道疾病密切相关。
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MicroRNAs (miRNAs)是一类具有约 19-25个核

昔酸序列的小分子非编码 RNA，由基因组DNA在细

胞核内转录形成前体 pri-miRNAs 后， 经过核糖核酸

酶 Drosha 剪切成发夹结构的前体 pre-miRNAs， 后者

被运送出核后由核糖核酸酶 Dicer 加工成熟。 成熟

体miRNAs通过RNA诱导沉默复合体作用于靶基因

mRNAs 的 3'-UTR 区，通过降解 mRNAs 或抑制翻译

来调节基因表达。近年发现， miRNAs 也可以作用于

mRNAs 的编码区，直接调节基因的翻译过程， 而且在

不同物种中，靶位点也不具有保守性[ 1 ] 。

自 1993 年在线虫中发现第一个miRNA基因 lin-

4 以来， 随着 454 和 Solexa测序等高通量测序技术的

广泛应用， 已在很多物种中发现越来越多的 miRNAs。

在 Sanger 数据库(http ://microrna. sanger .ac. uk/ 

叫uen∞的最新的 13.0版本中己收录了9539个miRNA

序列 。 MiRNAs 的靶基因可用 miRBase (http : // 

microma.sanger.ac.uk/targets/v51)和 Targetscan (http: 

/ /www.targetscan.org/vert_50/)等软件预测。 近年来，

己证实 miRNAs 在动物生殖过程中起重要作用， 这里

仅对 miRNAs 与哺乳动物雌性生殖的关系作一综述。

1 Dicer 与雌性生殖

Dicer是核糖核酸酶田家族中的一员，能够识别

双链pre-miRNAs 的茎环基部 5'端磷酸和 3'端突出结

构，将双链剪切后形成 miRNAs 成熟体。 己利用

Dicer敲除的小鼠模型对miRNA 功能进行了很多研

究， 但不同的敲除方式会产生不同的效果。

1.1 Dicer 全敲除模型

Bemstein 等[2]将 Dicer 的第 21 号外显子敲除后，

获得的 Dicer 敲除小鼠胚胎在发育到第 7.5 天时， 由

于原条期体轴分化过程异常导致胚胎死亡。 Dicer

敲除小鼠的胚胎在发育早期个体较小，胚胎发育潜能

的标志性基因 Oct4 的表达显著下调，因此认为可能

是由于缺少多潜能干细胞导致胚胎死亡。此外，

Hnf4、 Gatal 和 BMP4 等内胚层和中胚层标志性分

子的表达也降低，并且这些细胞的 DNA 甲基化水平

和组蛋白修饰异常、 异染色质凝集和着丝粒不分裂，

这些缺陷可能与缺少成熟体 miRNAs 有关[3] 0 

敲除Dicer 的第 1 和 2 号外显子后，胚胎死于早

期发育的第 12.5-14.5 天。与野生型小鼠相比，这些

小鼠胚胎中 VEGF、 Flt l 、 Kdr 和 Tiel 等血管发生

相关分子的表达明显改变，卵黄囊和胚胎中的血管数

量明显不足可能导致胚胎死亡[4] 。

敲除Dicer 的第23号外显子后，胚胎中缺失成熟

体 miRNAs， 无法发育到二细胞期。在生长卵泡和成

熟卵泡中， Dicer敲除对卵泡中的基因表达影响不大，

但成熟卵母细胞中纺锤体形成紊乱，染色体也不与纺

锤丝相连。因此， 卵母细胞成熟过程中未形成完整

的纺锤体可能是导致Dicer敲除胚胎无法分裂的主要

原因[5] 。 此外， Dicer 敲除后卵母细胞无法成熟，卵

母细胞进行第一次减数分裂时纺锤体形成就己出现

异常， 纺锤丝并未牵引染色体到赤道板位置， 并伴有

染色体凝集现象发生[6] 。

1.2 Dicer ì.戚效敲除(Hypomorphic mutation) 

由于以上的 Dicer敲除鼠均死于胚胎早期，难以

对成体中 Dicer 的功能进行研究。 在小鼠 Dicer基因
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第 25 号外显子上游 97 个碱基处插入一段序列后，可

干扰Dicer 的表达，使得 Dicer及产生的miRNAs 明显

减少，但表达和功能并不完全消失。利用这种方式获

得一只纯合的 Dicer基因敲除雄鼠，可通过杂交和自

交得到体内各组织中存在痕量 Dicer 表达的后代[7] 。

虽然得到了 Dicer 敲除的纯合体小鼠，但这些雌性个

体交配后却无法生育。这种 Dicer 表达减弱的小鼠

排卵正常，且胚胎可以发育到二细胞期。但这种小

鼠排卵后黄体功能不足，血清中孕酣含量显著偏低。

Dicer基因表达降低导致体内多种 rniRNAs 前体堆积

及成熟体减少。其中 miR-17-5p 和 Let-7b 的减少引

起小腻体内抗血管发生因子金属蛋白酶组织抑制剂

Timpl 下调，最终引起血管发生不足导致不育[8] 。

1.3 Dicer 条件性敲除

除以上整体敲除 Dicer 外，利用抗缪勒氏管激素

受体h由r2的启动子启动 Cre重组酶，可将胚胎发育

中缪勒氏管间充质细胞中的 Dicer特异性敲除，在获

得的雌鼠的卵巢和输卵管中， Dicer 的表达极低。这

种小鼠的卵巢形态和功能基本正常，但卵巢中

rniRNAs 成熟体普遍减少，并且交配后不育。 这些小

鼠的输卵管有明显的水肿现象，并且子宫短小，但蜕

膜化过程正常。这些小鼠交配后可以正常受精，胚

泡孵出正常但略有延迟但发育到第4天的胚胎无法

进入子宫完成着床，这可能是由输卵管水肿使胚胎无

法通过所致[9]

总之， Dicer 是 rniRNAs 成熟过程中必需的加工

酶，虽然敲除 Dicer 的雌性小鼠的缺陷表型各不相同，

但都出现不同程度的生殖缺陷，这些生殖缺陷是由

Dicer敲除后 pre-miRNAs 的聚集和成熟体的减少导

致的。

2 MiRNA与子宫功能
2.1 MiRNA 与小鼠胚胎着床

与交配后的小鼠子宫相比，在胚胎着床前的子宫

中有 32 个 rniRNAs 显著上调、 5 个 rniRNAs 显著下

调。在显著上调的 miRNAs 中， miR-199a* 和 miR-

101a 可以调节 Cox-2 o 已证实，环氧合酶 -2 (Cox-2) 

在胚胎着床过程中起着关键性作用。 而且， Cox-2 是

在交配后高表达而着床前下调，这与两个rniRNAs 的

表达情况相符合[10]。白血病抑制因子(LIF)在胚胎着

床过程中起关键作用 LIF敲除后导致雌鼠不育。在

人类骨髓多能间质细胞系中， LIF表达受miR-199a和

rniR-346 调节。当过表达这两个 rniRNAs 时，细胞分

·综述·

泌的 LIF 明显受到抑制[11]。但 miR-199a和 miR-346

在子宫中能否调节 LIF 仍不清楚。

我们实验室利用基因芯片分析了小鼠着床期子

宫的 miRNAs 表达谱。与非着床点相比，在着床点

有 13个rniRNAs显著上调。利用原位杂交和Northem

印迹均证实， rniR-21 在娃撮第5天小鼠子宫着床点的

表达明显高于非着床点。我们利用 rniR-21 的前体和

抑制剂等多种手段证实 在着床点 miR-21 可以下调

靶基因 Reck， Reck继而调节基质金属蛋白酶(MMP)-

9，在胚胎着床中发挥作用。 rniR-21 可能还受卵巢分

泌的类固醇激素调节[12] 0 Gabriely 等[13]也证实，肿瘤

组织中 miR-21 可通过调节 Reck 作用于MMP-9 。

2.2 MiRNA 与人类子宫

Pan等[14]利用基因芯片比较了人子宫内膜基质

细胞和腺上皮细胞的rniRNA表达，发现在检测的287

个rniRNAs中有32个差异表达，这些rniRNAs 的靶基

因中，有一部分与维持子宫内膜功能相关，例如转化

生长因子(TGF)-ß 和受体、雌激素受体(ER) 、 孕酣

受体(PR)和芳香化酶 CYP19Al 。 此外，类固醇激素

可调节子宫内膜中 miRNAs o 子宫内膜基质细胞和

上皮细胞中的 miR-20a ， miR-21 和 miR-26a 受雌激

素和孕酣调节， rniR-20a在基质细胞中以及rniR-21 在

腺上皮的表达受雌激素下调。 孕酣抑制基质细胞中

rniR-20a、 rniR-21 和 rniR-26a 的表达，但在腺上皮中

却对 miR-20a 和 miR-26a 有明显的上调。

2.3 MiRNA 与妇科子宫疾病

2.3.1 子宫内膜癌 子宫内膜癌占雌性生殖道恶

性肿瘤的 30% 左右。 PTEN 是一个具有磷酸酶活性

的抑癌基因，在多种肿瘤中均有突变，但在子宫内膜

癌中突变率较高。 Daikoku等问条件性敲除阿EN后，

小鼠在 1 个月后出现子宫内膜癌。 这种小鼠中，肿

瘤发生的标志性分子 Cox-2和磷酸化丝氨酸/苏氨酸

蛋白激酶 pAkt 的表达明显升高。 以前的研究己证

明， Cox-2 在子宫中受miR-199a* 和 miR-101a 调节，

而这两个rniRNA在阿EN敲除鼠中的表达与正常鼠

相比明显降低，很可能rniR-199a*和rniR-101a的低表

达导致 Cox-2 水平升高，从而诱发癌变。

2.3.2 宫颈癌 宫颈癌是妇科最高发的癌症之

一。 从病理组织学上分析鳞状细胞癌占宫颈癌总

发病率的 90% 以上。利用 Taqman荧光定量技术分

析 10个患者的肿瘤组织，发现与正常的宫颈鳞状上

皮细胞比，有70个rniRNAs发生了显著变化，其中 68

个高表达， 2 个低表达。并且在淋巴结转移过程中，
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任刚等: MicroRNA在雌性哺乳动物生殖中的作用

miR- 127 的表达量显著提高。另→个高表达基因

miR-199a存在于宿主基因 Dynamin2 的第2 内含子中

并与宿主基因共同转录， 而 Dynamin2 基因具有促进

肿瘤发生作用。用 miR-199a 的抑制剂处理可抑制人

宫颈癌细胞的增殖[16] 。

2.3.3子宫乎滑肌瘤 子宫肌瘤是大龄妇女中的

多发肿瘤之一。与正常子宫肌层相比较，在绝经前妇

女的子宫平滑肌瘤病理样本中， miR-21 、 miR-125b、

miR-34a、 miR-323 和 miR-139 等 19个miRNAs 上调，

有 27 个 miRNAs 下调[17]0 Pan 等[18]证实， miR-20a , 

miR-21 和 miR-26a在平滑肌瘤细胞系中的表达水平

均低于普通平滑肌细胞。 miR-20a 和 miR-21 受 17自

雌二醇上调，受孕酣下调，而 miR-26a 则与之相反。

2.3.4 子宫内膜异住症 子宫内膜异位症是导致

妇女不孕的一个重要因素。在子宫内膜异位症患者

的子宫内膜中， miR-23b 和 miR-542-3p 的表达下调，

miR- 1 7-5p 的表达上调。类固醇激素可通过调节

miR-23b 、 miR-542-3p 和 miR-17-5p 的表达，影响

Cox-2、 芳香化酶和类固醇合成急性调节蛋白(StAR)

等基因，促进子宫内膜异位症的发生[19] 0 Pan等[14]发

现有 48 个 miRNAs在子宫内膜异位症患者的子宫内

膜中表达上调，其中 miR-20a、 miR-21 和 miR-26a在

体外培养的子宫内膜基质细胞和腺上皮细胞中的表

达也受类固醇激素调节。这些 miRNAs 分子可能作

用于 TGF-ßR2 ， ER- a. 、 ER币 和 PR 等基因，调控

子宫内膜异位症发生。

在另→项研究中，与原位的子宫内膜相比，有 14

个 miRNAs 在异位的子宫内膜中显著上调，有 8 个下

调。在这些差异表达的 miRNAs预测的靶基因中，奋

673个miRNAs的靶基因异位内膜和原位内膜中差异

表达，这些miRNAs 中很多已经证实与子宫内膜异位

症相关的信号通路有关，包括 c-Jun、 CRE-ß 结合蛋

白、 Akt 通路和细胞周期蛋白 CCNDl 等通路[20] 。

3 MiRNA与卵巢功能
3.1 岛fiRNA 与捐~~~

比较排卵前卵巢颗粒细胞的 miRNAs 表达谱发

现， L阳hCG 处理前后在所检测的 212 个 miRNAs 中，

有 13个差异表达，其中miR-132和miR-212在LH/hCG

处理后均显著上调。用实时定量PCR 检测发现，无

论体内或体外， LH/hCG可以同时上调miR-132和miR-

212 的前体和成熟体。己证实 CtBP家族具有转录共

激活或者共阻遍的功能。在卵巢颗粒细胞中， m iR-

807 

132通过调节 CtBPl 的表达作用于基因转录过程[21]。

3.2 MiRNA 与卵巢疾病

卵巢癌是女性常见的恶性肿瘤之一，因发病率

高、不易诊断、转移性强、致死率高等因素成为

临床上一大难题。卵巢上皮细胞的异常增殖可能是

卵巢癌发病的早期征兆。 MiRNAs 与上皮型卵巢癌

病理有关。在体内及体外均发现，上皮型卵巢癌细

胞中有 34个 miRNAs 的表达发生改变，其中绝大多

数下调，这些分子中包括miR-27 和 Let-7d 等抑癌基

因。比较不同时期的卵巢癌病例也发现，在重症和

晚期患者中有很多的 miRNAs 以及抑癌基因表达下

调。而且，在转录前这些下调的 miRNAs 的基因组

拷贝数就已经低于正常值。在下调最显著的 12个分

子中，有 5 个定位于 14 号染色体上 Dlkl-Gtl2 区域。

这个区域是编码 8 个 miRNAs 的基因簇，且这 8 个基

因在上皮型卵巢癌中均表达下调。经预测发现这个

基因簇的靶基因在很大程度上调节细胞周期和免疫

反应，这个基因簇的表达下调会导致卵巢癌患者的肿

瘤生长加快，生存期缩短[22]。卵巢癌晚期无进展生

存期(progression-free surviva1)更短的患者体内 Let-7i

水平较低。当利用 Let-7i 抑制剂处理卵巢癌细胞时，

细胞抗药性明显增加[23]。上皮型卵巢癌患者体内

miR-210 的表达减少。细胞缺氧条件下缺氧诱导因

子(HIF)促进肿瘤生长， miR-21O可以通过调节HIF信

号通路抑制肿瘤生长[24] 。 卵巢癌组织中 miR-214 显

著下调， miR-214通过作用于PTEN基因mRNA 的 3'­

UTR 区，抑制 PTEN 的表达，从而激活Akt信号通路，

促进肿瘤生长[25]。在恶性卵巢肿瘤中， miR-199a 可

以调节 IKKß 的表达，通过NF-KB信号通路来抑制肿

瘤细胞生长，降低细胞耐药性[剧。

上皮型卵巢癌的发生可能与 miRNAs 的甲基化

水平有关。 Iorio 等[27]利用芯片检测出卵巢癌样本中

rniR-200a 、 miR-14 1 、 miR-200c 和 miR-200b 等高

表达基因和 miR-199a 、 miR- 140、 miR-145 、 miR-

125b 等低表达基因。利用去甲基化试剂处理卵巢癌

细胞系后， miR-2 1 、 rniR-203 和 miR-205 表达升高，

且它们在卵巢癌中同样高表达。从基因组水平比较

发现，它们定位在 CpG 岛附近，因此上皮型卵巢癌可

能与甲基化程度有关。另外，有研究认为Let-7a-3 的

甲基化也与上皮型卵巢癌有关。 Let-7a-3 定位于基

因组 CpG 岛处，而抑癌基因的 CpG 岛甲基化会促进

癌症发生。利用甲基化特异性实时定量分析发现，

Let-7a-3 的甲基化是通过调节其靶基因 IGF-II 和
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IGFBP-3 的表达来影响癌症发生[则。

浆液型卵巢癌在卵巢疾病中占有很大比例。与

正常卵巢相比，病患卵巢中 miR-2 1 、 miR-125a 、

miR- 125b 、 miR-I00 、 miR-145 、 miR- 16 和 miR-

99a 等基因表达变化显著，而高表达的 miR-200 、

miR-141 、 miR-18a、 miR-93 、 miR-429 和低表达的

Let-7b 、 miR-199a 与肿瘤不良预后有密切关系[29] 。

与原发性卵巢癌相比，在转移性卵巢癌中有很多基因表

达发生改变， 而变化较大的基因中有很多是 miR-9 和

miR-223 的靶基因。因此 miR-9和 miR-223 可能是肿

瘤转移的标志性分子，具有抑制肿瘤转移的功能[30] 。

3.3 MiRNA 单核昔酸多态性与卵巢疾病

近年来，在越来越多的病理样本中发现 miRNAs

本身，特别是miRNAs 的靶基因结合位点具有单核昔

酸多态性现象。 MiRNAs 结合位点突变后，与靶基因

的 3'-UTR 区出现结合不紧密或脱靶现象， 使靶蛋白

功能紊乱导致病患。在生物体内的 miR-146a前体序

列中，存在部分腺嘿岭和鸟嘿岭被胞唔睫取代的现象，

如在前体的茎环结构中出现 G:U变成C:U 的错

配。 Shen 等[3 1]对 42 名卵巢癌患者的研究发现， 体内

含有C:U遗传型患者的平均患病年龄比正常组提

前 11 年。对 82例家族型卵巢癌患者的研究表明，在

miR晴 1 46a 基因中含有C:U遗传型患者的平均发病

年龄比正常组提前 5 年。 MiRNAs 茎环结构中的多

态性甚至影响到成熟体的产生效率。当分别利用

miR-146a 前体中含有G 和 C 克隆的质粒体外转染

MCF-7 细胞系时，等位基因 C遗传型的 miR-146a前

体会产生更多的成熟体。此外，卵巢癌的标志性原癌

基因BRCAl 和 BRCA2是 miR-146a的靶基因 。 但当

等位基因由G变成C后 miR-146a与BRCAl的3'-UTR

区的结合能力显著降低，导致BRCAl 的表达量升高，

从而增加卵巢癌患病几率。

3.4 MiRNA 加工基因与卵巢癌

Dicer和 Drosha是与 miRNA剪切和加工相关的

重要基因，卵巢癌组织中 miRNAs 的减少与这些基因

的表达有关。上皮型卵巢癌患者中， Dicer和 Drosha

的含量分别降低了 60% 和 5 1 % 0 Dicer低表达使患

者更容易进入癌症晚期，而 Drosha 的低表达会导致

术后细胞减少症。体内存在高水平 Dicer 和 Drosha

的患者比低水平组的平均存活时间显著增长，而且低

Dicer 水平患者的治疗效果明显较弱[32]。真核翻译

起始因子 eIF6 是近期发现的一个参与 miRNAs 转录

后调节的基因，在卵巢癌患者体内含量较低。在浆

·综述·

液型卵巢癌样本中 Dicer和 eIF6 的水平明显升高，并

且 eIF6 的低表达可能会导致患者治疗后无瘤生存率

降低[33] 。

4 MiRNA与卵母细胞成熟和早期胚胎发育
哺乳动物中，原始卵泡在卵巢内生长发育到成熟

排卵，是一个复杂的调控过程，己证实 miRNA 与此

过程有关。 Tesfaye 等[34]对牛体外成熟卵泡研究发

现，在 454个 miRNAs 中，与生长卵泡相比，成熟卵泡

中有 31 个表达下调， 28 个表达上调。在卵母细胞成

熟过程中， miR-125a、 miR-1 27 、 miR- 145 和 miR-

208 的上调表达对卵泡发育具有重要作用 。

卵裂是早期胚胎发育的基础，精源的miRNAs对

植入前胚胎发育的影响微乎其微。卵源miRNAs 的

表达在第一次卵裂过程中急剧减少 60% 左右。在合

子中表达量最高的 miRNA是Let-7家族基因，它们与

卵子发生和胚胎早期发育有关; 表达量最高的基因簇

是miR-17-92 簇，它们与细胞增殖分化有关。当胚

胎发育到二细胞时， Let-7家族和miR-17-92簇都明显

较少，而此后表达逐渐增加。 从二细胞发育到四细

胞过程中， miR-290-295 簇表达明显增加，它们可能

参与胚胎早期发育过程。在此过程中多个miRNAs

的表达趋势随合子发育呈波形分布，说明 miRNAs有

动态调节早期胚胎发育的功能[坷。 Yang 等(35)以小鼠

卵母细胞及二细胞、 八细胞和囊胚期胚胎为样本，

从生物信息学角度将检测到的 97个 miRNAs 分子归

类为时期特异性(67个)和非时期特异性(30个)表达两

大类，并筛选出了若干已知和未知的调节胚胎发育的

miRNA基因。他们认为胚胎早期发育过程主要通过

时期特异性 miRNA 基因表达推动胚胎发育。

Qa-2基因是调节着床前胚胎发育过程的重要基

因，对胚胎着床前卵裂过程至关重要。将正常和 Qa-

2缺失品系小鼠比较发现， miR-125b在两种品系小鼠

的各胚胎发育时期没有明显变化， 而 miR-125a 的表

达在二细胞期基本相间，但在敲除鼠中 miR-125a 表

达随发育逐渐升高，到囊胚期时己比正常组表达升高

10 倍，这表明 miR-125a对小鼠着床前胚胎发育的调

节是通过抑制 Qa-2 来发挥作用[36] 。

5 小结与展望

Lytle 等[37]发现 miRNAs 也可以同时作用于

mRNAs 的 5飞UTR区，伽om等(38)发现miR-I0a可以直

接作用于核糖体蛋白 mRNA 的 5'-UTR 区，上调蛋白
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质的表达， 这些进展丰富了传统意义上的 miRNAs 的

调控机制。 随着人们对miRNA作用机制和调节方式

认识的不断深入， rniRNA在雌性生殖和发育过程中的

作用会更加清晰。 许多妇科疾病中都伴随着多种

miRNAs 的异常表达。 目前在基因治疗领域，己有

miRNAs药物和定向miRNAs载体应用于疾病治疗研

究[3阳1 0 miRNA对雌性生殖疾病的治疗意义也将会

越来越受到关注。
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Role of MicroRNA in Mammalian Female Reproduction 

Gang Ren, Zeng-Ming Yang* 

(School 01 Life Science, Northeast Agriculture Universiη， Harbin 15，ω'3D， China) 

A b s tract MicroR NAs (miRNAs) are endogenous 19-25 nt non-coding RNAs that play important gene-

regulatory roles by p但ring to the mRNAs of protein-coding genes to direct their posttranscriptional repression. 

Knockout of Dicer which is a key enzyme during miRNA maturation, led to death of the mouse during early embryo 

development. Condition al knockout or hypomorphic mutant of Dicer cause some reproduction defects of female 

mice. MiRNAs regulate physiological processes such as oocyte maturation, luteum development, early embryo 

development and implantation. The abnormal miRNA expression is involved in the diseases of female reproduction 

tract. 
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