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新型非编码小 RNA一-piRNA 的生物学

功能研究进展
成佳肖丙秀*周辉郭俊明*

(宁波大学医学院， 宁波 3 15211 )

摘要 Piwi相王作用 RNA (Piwi-interacting RNA, piRNA)是一类新发现的非编码小 RNA， 其

长度一般为 24 - 33 nt，通过特异性地与 Piwi 蛋白结合而发挥生物学作用 。 编码 piRNA 的基因几乎

遍布整个基因组，说明 piRNA在生命起源早期就已经存在并且在物种的自然选择进化中被保留 。 自

从 piRNA被发现以来，对其研究进展迅速，现已发现其在生殖千细胞分化、胚胎发育、维持DNA 完

整性、表现遗传学调控和物种的性别决定等方面起着重要作用 。 对piRNA的研究有望加深人们对与

基因表达调控相关生命现象的认识。 本文就有关 piRNA 生物学功能的最新研究做一简要的综述。

关键词 piRNA; Piwi; 基因表达;生殖细胞; 表观遗传学

非编码小 RNA(non-coding small RNA , ncRNA) 

在高等生物体内大量存在， 组成了十分复杂的生物调

控网络 。 目前，非编码小 RNA 研究己经成为生命科

学研究的热门领域， 并取得了一系列振奋人心的研究

成果 。 2006 年的诺贝尔生理和医学奖授予了在这一

领域做出杰出贡献的科学家，进一步肯定了非编码

RNA 研究在当前生物医学研究领域中的重要性 。

至今为止，共发现了三类非编码小 RNA: 小干

扰 RNA (small interfering RNA, siRNA)、微小 RNA

(microRNA , miRNA)和最近刚发现的 Piwi 相互作用

RNA (Piwi-interacting RNA , piRNA) 0 siRNA 矛日

miRNA 都是由双链 RNA 的前体经过 Dicer 核酸内切

酶切割产生，它们与阿格蛋白家族(argonaute-family

proteins)的 Ago亚家族相互作用而诱导靶基因的转录

沉默[11 0 piRNA 与这两类小 RNA 的主要区别有: (1) 

形成过程中不依赖 Dicer 酶; (2)通过结合阿格蛋白的

Piwi 亚族发挥作用，这一特点也是它被命名的依据[11 。

对果蝇、鼠类和斑马鱼等的研究显示， piRNA在生殖

干细胞分化、胚胎发育、 维持 DNA 的完整性和表观

遗传学调控等方面具有十分重要的生物学作用 [2-51 。

本文对该领域己取得的最新研究进展综述如下 。

于基因区和重复序列区。 piRNA 在小鼠染色体上的分

布恨不均匀，主要分布在 2 、 4 、 5 和 17 号染色体上，

很少分布于 1 、 3 、 16 、 19 和 X 染色体上，而基本

不分布于 Y染色体上[71 。 人类中， piRNA 的分布相对

均匀，但在 13 、 20 、 21 和性染色体上分布较少[8 1 。

pi刚A 的另一个特点是，成熟 piRNA 3 ' 端的 2'

氧是被甲基化修饰的[9， 1 01 。 在果蝇中，这个反应是由

Hen1 RNA 甲基转移酶催化的，并且甲基化发生在

piRNA 与阿格蛋白结合以后[l 1 1 。 甲基化修饰具有重

要的生物学意义，它增加了 piRNA 的稳定性[叫 。

2 piRNA的生物发生
目前，对piRNA产生机制的认识主要来自于对它

们在基因组上的位点和与其结合的阿格蛋 白 的研

究。 在果蝇的卵巢中，大量的 piRNA 主要由富含逆

转座子序列的染色体末端着丝粒和端粒位点编码产

生[1 31 。 绝大多数的 piRNA来自于逆转座子的反义链，

这一类反义 piRNA 优先结合阿格蛋白家族中的 Piwi

和 Aubergine (Aub); 相反， 正义 piRNA 则优先与

Argonaute 3 (Ago3)结合[1付 。 Piwi 、 Aub 和 Ago3 与

piRNA组成的复合体可以在引导链的第 10位和第 11

ra 1piRNA的结构特千正
piRNA的长度为24-33个核昔酸(nucleotides，叫， 绝

大多数在 29-30 nt，稍长于 22 nt 的 miRNA和 siRNAl61 。

与 miRNA-样，其 5 ' 端也具有强烈的尿畸皖偏向性[句 。

现发现的piRNA主要存在于基因间隔区，而很少存在
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466 综述

位之间对互补配对的靶 RNA进行剪切[ 1 4] 。 值得注意

的是， 果蝇 piRNA 的每一条链都与其互补链具有 10

nt长度的互补序列 。 反义 piRNA 与 Piwi 和 Aub 相结

合并且具有强烈的 5'尿啼陡偏向性;而正义piRNA JniJ

与 Ago3 结合并且在第 10 个碱基位点具有腺嘿岭残

留 [14] 。 基于这些发现，有学者构建了一个乒乓球样

循环扩增模型， 解释了 piRNA 生物发生的机理[1 4] 。

在这个模型中 ， 与正义 piRNA 结合的 Ago3 在 A和 U

结合配对的位点对反义链的piRNA进行催化切割，从

而产生反义piRNA的 5'端[14] 。 此产物又与Aub~Piwi

结合共同作用于 3' 端的互补区进而产生 23~33 nt 的

成熟反义piRNA 。 成熟的反义piRNA- 阿格蛋白复合

体又结合并且切割与其互补的正义链RNA， 进而沉默

基因的表达。 在此过程中也相应地生成了与 Ago3 相

结合的正义 piRNA前体的 5' 端。在 3' 端重叠区域形

成的同时，成熟的正义 piRNA 也随之产生， 一个循环

到此结束 。 此过程可根据文献川做适当修改如下图

所示(Fig . lA) 。

义piRNA含量也相应增加，转座子的表达活性则被抑

制[闷 。 推测 piRNA 单链自身互补的碱基之间可以配

对以形成局部双链的高级结构来发挥作用(Fig . IB)l8] 。 二-'.

尽管这个模型是基于对果蝇的研究提出的，但相似的

机制在鼠类等哺乳动物中也可能存在[ 1飞在这个模

型中， 虽然有一些关键蛋白(包括在多个环节中起调

节作用的蛋白)还没有被鉴定出来， 但是最近的一些

研究结果或许有助于填补这些空白 。 例如 ， 果蝇的

上述过程不仅连续制造新的piRNA，而且不断破

坏靶RNA。 与转座子序列相对应的正义 piRNA和反

zucchini和 squash基因均编码piRNA形成过程中所必

需的核酸酶，它们的突变阻断了 piRNA 的生成[1 7] 。 因

此， Zucchini 和 Squash 这两种蛋白可能有助于产生

piRNA3' 端的延长部分和生成成熟的 piRNA 。

3 piRNA的生物学功能
piRNA 的生物学作用方式不同于人们较为熟知

的其它二类非编码小 RNA (siRNA和 miRNA) 。 后两

者主要通过与Ago亚家族蛋白相互作用， 而piRNA则

是通过结合Piwi蛋白形成piRNA复合物(piRNA-Piwi

clas s崎Argonaute complexes , piRC)来发挥基因沉默的

作用 。 Ago3 蛋白活性的升高可以增加 piRNA 的含

(A) 

马~ 3 'OMe (B) G 
A - U 

/ • f J ' \ C -G 
A - U 

A G 
Zucchini? G U 

Hen 1 3 'methylation 
斗二

E J』
C A 

~↑ 
..__________飞

飞年ν妒Clωl怡e…ge-叫_' Sens…ns
oe::::::::=工=工:::::J A nt阳lse strand 

3' 

5' 
3' 

U 
G 

C A 
G - C 
C -G 
A -U 

3' 5' 
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A: Ping-pong model of piRNA biogenesis: (a) the Piwi-class Argonaute protein Argonaute 3 (Ag03) binds to sense-strand piRNAs (black) and 

directs the cl巳avage of target antisense-strand transcripts (whi t时 ， producing the 5' 巳nd of antisense-strand piRNAs , (b) Aubergine (Aub) and 

Piwi bind to the tesulting piRNA precursor, which is trimmed to its finallength. This might be catalyzed by the putative nucleases Squash and 

Zucchini, (c)Henl methylates the 3' ends of piRNAs (3 ' OM的 ， (d) Aub- antisense-strand piRNA complexes catalyze the cleavage of sense 

transcripts (black), producing the 5' end of sense piRNAs, (e) Ag03 binds the resulting sense piRNA precursors, which are trimmed and (。

methylated , as described for antisense-strand piRNAso; B: predicted secondary structure of piRNA 
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量，使它们产生了反义链偏向性，而 piRNA 含量的增

加可以沉默逆转座子[ 1 8] 。 在 piRC 介导的基因沉默途

ι径中有多种尚未明确的蛋白质因子参与 。 因此， 对

于与 piRNA 相偶联的蛋白质功能的研究可以为揭示

piRNA 的生物学功能提供可靠的证据 。 例如， 果蝇

同源蛋白甲基转移酶5 (Drosophila homologue of pro

tein methyltransferase 5, dPRMT5)已经被证明是修饰

Aub 甲基化的酶，其活性的缺失可以导致果蝇卵巢中

piRNA 、 Ago3 和 Aub 蛋白水平的下降，进而导致卵

子发生的异常[19] 。 这显示了 Piwi 蛋白的甲基化修饰

在 piRNA 生物学功能发挥中的重要性。 根据最新的

研究结果，推测 piRNA 可能具有下列生物学功能。

3.1 维持干细胞和生殖系的功能

通过对影响果蝇卵子发生和胚胎轴线发育的基

因突变研究， Chen 等[20]首次鉴定出一些 piRNA 作用

途径中的相关基因 。 果蝇卵子的发生是从生殖干细

胞的分化开始，最后分裂为 1 个卵母细胞和 15 个滋

养细胞。 在卵子发生过程中卵母细胞大部分时间处

于转录沉默状态， 滋养细胞为卵母细胞提供了所需的

大部分 RNA 和蛋白质 。 在果蝇中，胚胎轴线特异性

的发育依赖于一类与形态学发生相关的 piRNA 的不

对称分布。 Cutoff和 aubergine (aub)基因的突变不

-仅在果蝇轴线特异性发育中影响了这类 piRNA 在细

胞中的分布， 还破坏了生殖干细胞的稳定性和卵母细

胞的产生[20] 。

piwi基因编码阿格蛋白家族中的 Piwi亚族， piwi

基因的突变导致了卵子发生中生殖干细胞的缺失 。

克隆研究显示， 生殖干细胞的稳定和分化需要体细胞

中 piwi 基因的有效表达以形成干细胞巢[到] 。 相 比之

下， 在 pLW L 基因缺失的种系中，干细胞的分化率降

低了，但是并没有导致干细胞的缺失和卵子发生的

阻滞[21) 。 其它 piRNA作用途径所需蛋白的基因突变，

包括zucchini和squash的突变也导致了生殖干细胞的

缺失[1口。] 。 现在仍然不清楚这些基因究竟仅仅是在

体细胞中必需还是在生殖细胞或者两者中均必需 。

此外， Piwi蛋白和piRNA在生殖干细胞分化和维持方

面的分子功能也未被完全阐明 。

小 鼠基因组编码三种果蝇 Piwi 蛋白的同源蛋

f 自 一一Miwi 、 Miwi2 和 Mili 。 这 3 种蛋白是雄性小

鼠保持生育能力所必需的 。 Miwi 和 Mili 均可与

piRNA相结合，而敲除miwi和 mili基因将阻碍piRNA

的产生，且它们中的任何一个基因发生突变均可造成

雄性小鼠不育[22] 。 对小鼠中 Piwi 蛋白(Miwi 、 Miwi2

和 Mili)复合体的纯化和分析发现， Piwi 蛋白在它们 N

末端保守位置的精氨酸是被甲基化的问。 经证实， 在

这些蛋白家族中均存在一种精氨酸甲基转移酶[1 9] 。

具有 Tudor 结构域的蛋白家族可以特异地结合甲基

化的组蛋白 。 由精氨酸甲基转移酶催化修饰的 Piwi

蛋白对引导含有 Tudor 蛋白家族成员复合物的形成

是必需的 。 具有 Tudor 结构域的蛋白家族可以识别

这些蛋白质，并且特异性地驱动Piwi蛋白在细胞质中

的定位和特异位点的聚集[ 23 ] 。 在精子发生的过程

中， Tudor 家族成员呈现一种动态的表达，井且这种

表达方式与在细胞质中生殖质区域的 Piwi 家族蛋白

的表达方式具有一致性[叫 。

miwi 、 miwi2 和 mili 的突变实验显示， 小鼠的精

子发生在其出生后 2周是正常的， 大体上与减数分裂

的第一阶段相协调，然而， 在减数分裂以后精细胞却

不能形成(22) 0 mili 和 miwi2 的突变在粗线期阻滞了

生殖细胞的进一步发育而 miwi 突变的精母细胞可

以发育成为圆形精细胞，但是却不能形成成熟的精子

细胞[2孔最新的研究发现，在精子发生过程中 pi时.JA

特异性地定位在小鼠精母细胞中的联会复合体上井

且和转座子的表达密切相关[25] 。

3.2 调控胚胎的发育和保持种系 DNA 的完整性

大多数 piRNA 作用途径的异常都可以引起果蝇

轴线发育特异性的缺陷 。 现己证实，这些缺陷是由

DNA损伤信号所产生的[17，20，26] 0 mnk基因编码细胞周

期监测点激酶 2(checkpoint kinase-2, Chk-2) ， 减数分

裂过程中未被修复的DNA活化了 Chk-2，然后由 Chk-

2 诱发了可以观察到的轴线发育缺陷[27] 0 piRNA作用

途径的异常引起的后果也像 DNA修复机制相关基因

发生的突变一样，是通过激活 Chk-2 作用通路而引起

果蝇轴线发育的缺陷。 在果蝇卵子发生中， piRNA 作

用途径的异常可以导致由动力蛋白介导的微管动力复

合体聚集[27] 。 这一过程依赖 Chk-2 的激活 。

在果蝇中，所有piRNA作用途径的异常都明显地

导致了逆转座子的过量表达 。 逆转座子的活化可以

引发DNA 的损伤，而当 piRNA作用途径发生异常后，

转座子的高插入率就可以压制 DNA 的修复机制，进

而激活 Chk-2 。 目前仍然未知监测点的激活如何导

致细胞骨架网络的改变。 有一种可能是，监测点的

激活直接活化了 RNA 的转运机制。 Navarro 等[27]发

现，核蛋白聚集体形成是 DNA损伤的特异性细胞反

应， piRNA 生物发生的缺陷可以导致逆转座子 RNA

水平的上调 。 在 piRNA 缺失时，马达动力蛋白机制
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可以将逆转座子 RNA转运到逆转座子降解位点并且

在此处发生聚集[27] 。 此外， piRNA 在 DNA 的修复过

程和维持染色质结构对抗DNA损伤方面或许还应该

具有更直接的作用。果蝇的端粒是由逆转座子重复

序列构成的， piRNA作用途径的异常增加了这种重复

性[28) 。 这预示， piRNA 作用途径中相关基因的突变

可以导致端粒保护机制的缺失，进而在 DNA 断裂时

发生染色体识别机制的终止， 这将不利于维持 DNA

的完整性 。

3.3 诱导蛋自质翻译过程的沉默

奥斯卡(Oskar)蛋白在细胞质极质的组装和胚胎

模式发育过程中是必不可少的 。 piRNA 作用途径的

异常可以影响 Osk mRNA 和 Oskar 蛋 白在细胞中的

定位[29) ， 并导致了 Oskar 蛋白在卵子发生过程中的提

前表达[ 1 7 ) 0 HeT-A 是果蝇中一个非长末端重复序列

逆转座子家族，与转座作用密切相关。 在造成 piRNA

缺失的 spindle-E (spn-E)和 aubergine (aub)的突变研

究中 ， piRNA作用途径中的蛋白不再与mRNA降解蛋

白相关联; 与之相伴随的是，在卵巢中 spn-E 和 aub

的突变引起了逆转座子全长转录产物与HeT-AmRNA

的积聚， 影响到转座作用 [30) 。 这些观察说明 ， piRNA 

介导的作用是转录后水平的逆转座子沉默。

在果蝇中， piRNA作用途径的异常降低了雄性果

蝇的生育能力， 这与星状蛋白(Stellate protein)的过度

表达相关[ 1) 0 Stellate 是由 X 染色体上的重复基因编

码产生并且受到Y染色体上双向重复序列Suppressor

01 Stellate [Su(Ste)J基因座的抑制 。 Su (Ste)基因座

编码25~27 nt的 piRNA， 它的突变可以导致Stellate 的

结晶，而影响其正常功能的发挥[1飞最近， Kotelnikov 

等[3 1 )研究发现， 敲除Su(Ste)所致的piRNA缺失可以引

起Stellate蛋白水平的明显升高，其升高幅度远远超过

Stellate mRNA 的水平 。 Su (Ste)重复序列的缺失、

piRNA 的产生和 aub 的突变并不导致初级 Stellate 转

录物的积累， 这说明 Stellate mRNA 主要是通过转录

后的降解途径而被沉默的 。 在对半乳糖(lacZ)标记

的 stellate 基因的研究中发现， 敲除 Su (Ste)重复序列

并没有对 Ste-lacZ mRNA 的水平产生明显的影响，却

大大增加了 β 半乳糖昔酶(ß-galactosidase)的活性[3 1 ) 。

Kotelnikov 等[3 1 )推测， Ste-lacZ mRNA 的含量与一种

未知的蛋白相关。 己知这种蛋白与 Stellate mRNA序

列特异性的模体相互作用井且抑制了 siRNA 介导的

降解 。 这暗示， piRNA 在基因沉默方面的功能类似

于 siRNA， 与抑制翻译过程相比， 更容易使转录物在

综述-

翻译过程中降解。 piRNA 介导的 stellate 基因转录后

的沉默机制在细胞核和细胞质中均存在 。 Su (Ste) 

piRNA 或许优先对细胞质中的转录模板进行引导切'A

割，因为在此处更加容易发生翻译过程 。 由此可见，

piRNA 的这种生物特性类似于先前发现的 siRNA 。

现有的研究说明， piRNA调控体系在基因表达调

控中的主要作用在于消除mRNA的翻译模板功能， 遏

制逆转录酶和转座酶等的活性[3 1) 。 此外，除了基因

沉默的负调控效应外，部分piRNA可能还有正调控效

应，如增加 .mRNA 的稳定性和翻译功能 。 在小鼠中

发现的一类与多核糖体相关的 piRNA 就有正调控的

作用 [η] 。

3.4 piRNA 参与表观遗传学调控

Piwi和 Aub均参与异染色质的形成， 是表观遗传

学中的调控因子[33) 0 Piwi 可以防止逆转座子转位[34] ;

Miwi 可增加靶 mRNA 的稳定性，对翻译具有促进作

用[划 。 piRC 具有序列识别机制， 可以产生一系列后

生效应，比如引导异染色体蛋白 1a(heteroch-romatin 

proteinla, HPl a)在基因组中特异性的定位从而进行表

现遗传学的调控[35 ，36) 0 Pi w i 家族在小鼠中的两个成

员Mili和Mili2在胚胎生殖细胞中特异性地催化转座子

DNA 的甲基化，从而引起它们在转录水平的抑制[3) 。

在雄性胎鼠的精原细胞中存在一种由 DNA 甲基化

和转座因子靶向 piRNA 构成的精密而复杂的抑制机

制， 这一机制也被证实参与了转座因子的沉默过程[25) 。

遗传学分析显示， 生殖细胞和体细胞中与转座子

靶向介导的 piRNA 簇在果蝇科中是保守的 。 这说明

piRNA 簇的结构与转座子是协同进化的 [3飞在哺乳

动物中发现， piRNA基因簇的展开率高于已知的任何

一个基因家族;与其它大的基因家族相比， piRNA 基

因簇没有单个基因簇的缺失 [3 8) 。 这些现象均提示，

piRNA基因簇的展开是在进化中主动选择的结果[38) 。

3.5 piRNA 在性别决定中的作用

斑马鱼的基因组编码 Ziwi 和 Zili 两种 Piwi 蛋白

的同源蛋白 。 Ziwi 蛋白是小鼠 Miwi 蛋白 同源基因编

码的产物， Zili 蛋白则与小鼠的 Mili 蛋白更加近似。

只有 Ziwi 蛋白可以在雄性和雌性的种系中特异性地

表达[坷。 Ziwi 蛋白类似于果蝇中的 Ago3 和 Aub 蛋白，

它首先在细胞质中出现， 然后定位于细胞核周围的生 产

殖质。 实验显示， ziwi 基因的突变也可以导致生殖细

胞凋亡的缺失[5) 。 降低 ziwi 基因的表达水平并不影

响雄性生殖细胞存活到成熟阶段，但是却导致成熟生

殖细胞凋亡水平的显著增加和多种层次上的不育症[匀 。
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从斑马鱼的卵巢中提取出的 piRNA 与其它器官中提

取的piRNA具有相同的分子功能，并且很多都是源自
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protein in mouse testes . Nature 2006; 442(7099): 203-7. 

ι基因组的重复序列。 ziwi 的突变也可以影响斑马鱼

的性别决定，在实验中所有存活的突变动物都是雄性(5] 。

其它可以降低生殖细胞分裂能力的基因突变也可以

影响性别决定 。 这说明，与生殖细胞的缺失相比，性

别决定的表型是次要的 。 然而， 也不能排除 piRNA

在性别决定方面具有更加直接的作用 。

7 Grivna ST, Beyret E, Wang Z, Lin H. A novel class of small 

RNAs in mouse spermatogenic cells. Genes Dev 2006; 20(1 3) 

1709-14 

8 Sai LS , Agrawal S. piRNABank: a web resource on classifi巳d and 

clustered Piwi-interacting RNAs. Nucleic Acids Res 2008; 36 

(Database issue): D173-7 . 

9 Ohara T, Sakaguchi Y, Suzuki T, Ueda H, Miyauchi K, Suzuki 

T. The 3' termini of mouse Piwi-interacting RNAs are 2'-0-

methylated . Nat Struct Mol Biol 2007; 14(4): 349-50. 

10 Kirino Y, Mourelatos Z. Mouse Piwi-interacting RNAs are 2'

O-methylated at their 3' terrnini . Nat Struct Mol Biol 2007; 14 

(4): 347-8. 

--

，.阁'

4 问题与展望

piRNA 的研究尽管己经在几种模式生物中取得

了很大进展，预示着这一新发现的非编码小 RNA 具

有十分广阔的生物医学研究前景。但目前仍然处于

起步阶段，还有一些问题需要进一步地探讨，比如

piRNA 的乒乓球样扩增循环过程是如何调节的; 在

piRNA 的作用途径中究竟还有哪些蛋白质因子参与

了对基因的调控等等。

相信随着研究的深入， piRNA越来越多的生物学

功能将被揭示。非编码小 RNA 具有很强的灵活性，

既能以碱基互补的方式与 DNA 结合，又可通过自身

的高级结构(如形成发夹结构)与蛋白质结合， 在基因

和蛋白质之间起到一个桥梁作用 (39] 。

总之，对 piRNA 等非编码小分子 RNA 的研究可

以使人们更深刻地认识机体复杂的生命调节现象，将

对未来生物医学的发展产生较大的推动作用。
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The Research Progress of Biological Function of p iRNA, the New Found 

N on-coding Small RN A 

Jia Cheng, Bing-Xiu Xiao飞 Hui Zhou, Jun-Ming Guo* 

(Ningbo University School of M edicine, Ningbo 315211, China) 

Abstract Piwi-interacting RNA, piRNA, i s a type of new found non-coding small RNA with the length of 

24-33 n t. They play biological roles through the specific combination with the Piwi protein . The genes encoding 

piRNA are almost located throughout the whole genome, indicating that piRNA has been present in the early s tage of 

origin of life and been preserved by natural selection in species evolution. Great achievements have been obtained 

since piRNA was discovered. The crucial roles of piRNA were revealed in the differentiation of germline stem cells , 

e m bryo nic development, maintaining DNA integrity, regulation of epigenetic and sex determination. The research on 

piRNA may lead to improve our understanding of the life phenomena associated with regulation of gene expression . 

In th is r eview, we introduce the la tes t developments related to biological function of piRNA. 
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