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植物长链非编码RNA的研究进展
张  芳  董  衡  刘丹丹  黄  鹂*  曹家树

(浙江大学蔬菜研究所, 细胞与分子生物学实验室, 杭州 310058)

摘要      长链非编码RNA(long non-coding RNAs, lncRNAs)是真核生物中一类长度大于200个
核苷酸、无蛋白编码能力或编码能力极低的RNA转录本。lncRNA种类和功能的多样性导致了对

其进行研究的复杂性, 特别是对植物中lncRNA的认识相当有限。该文就近年来植物中已发现的

lncRNA的种类、相关转录酶、参与的生物学过程、发挥功能的分子机制以及其相关的研究策略

等方面进行综述和展望, 以期为深入认识植物lncRNA提供借鉴。
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Abstract       Long non-coding RNAs (lncRNAs), widely found in eukaryotes, are tentatively defined as a class 
of RNA transcripts, which are greater than 200 nt in length and have extremely low protein-coding ability or without 
protein-coding ability. The type and function diversity of lncRNAs make them difficult to be understood. Especially, 
the knowledge about lncRNAs in plants is still quite limited. In this review, the types of characterized lncRNAs, 
the RNA polymerases involved in lncRNAs transcription, the associated biological functions and the corresponding 
molecular mechanisms, as well as the methods and strategies for lncRNAs research were introduced and discussed. 
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长链非编码RNA(long non-coding RNA, lncRNA)
是一类长度大于200个核苷酸、无蛋白编码能力或

编码能力极低的RNA转录本[1-3], 具有诸如5′帽子、

poly(A)尾巴及选择性剪接位点等与mRNA类似的结

构特点[4-5]。近年来, 随着高通量测序技术的深入发

展, 越来越多的研究表明, lncRNA在真核生物中广

泛存在, 是构成转录组的重要组成部分[1,6]。在以哺

乳动物为主的研究中, 现已明确lncRNA参与了包括

干细胞命运决定、肿瘤发生等在内的众多生物学过

程, 并作为顺式作用元件或反式作用因子、染色质

修饰蛋白复合物的骨架等, 在不同水平大范围地影

响基因的表达[2,7-9]。相比之下, 我们对lncRNA在植

物生长发育过程中所起作用的认识还非常有限。所

幸, 通过梳理近年植物中研究过的lncRNA, 我们发

现, 植物lncRNA在结构、起源及作用的分子机制上, 
都与动物lncRNA具有一定的相似性, 同时也显示出

一些其特有的规律性[10]。

1   植物lncRNA的种类
1.1   与其在基因组所处位置相关的分类

lncRNA可由基因组上的任意位点转录产生[11], 
根据其在基因组中与蛋白质编码基因的相对位置, 
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一般将其分为正义lncRNA(sense long non-coding 
RNA)、反义lncRNA(antisense long non-coding RNA)、
双向lncRNA(bidirectional long non-coding RNA)、基

因内lncRNA(intronic long non-coding RNA)和基因间

lncRNA(intergenic long non-coding RNA)五类, 其中, 
基因间lncRNA也被称为大型介入性非编码RNA, 即
lincRNA(large intervening noncoding RNA)[2,12]。在此

基础上, Kung等[13]将lncRNA的起源和功能引入作

为分类需考虑的因素, 对哺乳动物中的lncRNA进行

了新的命名和划分, 主要包括独立的lncRNA(stand-
alone lncRNA)、天然反义转录本(natural antisense 
transcripts, NATs)、长内含子ncRNA、假基因、离

散转录本、启动子相关转录本以及增强子RNA等。

独立的lncRNA也即上述所说的lincRNA, 是一

类产生于蛋白编码序列间隔区的独立转录单位, 不
与蛋白编码基因重叠[14-16]。lincRNA在lncRNA中

占了较大的比重, 例如在拟南芥中发现的16 227条
lncRNA中就有40%(6 480条)是lincRNA, 其具体命

名和编号可参见PlncDB(http://chualab.rockefeller.
edu/gbrowse2/homepage.html)数据库中的信息; 另外, 
Li等[17]在对玉米的全基因组进行lncRNA鉴定时发

现, 在20 163条lncRNA中, 绝大部分(93%)转录自蛋

白编码基因间区域。

天然反义转录本(natural antisense transcripts, 
NATs)产生于其相应蛋白编码序列的同一或不同基

因座, 通过与正义转录本互补配对, 使其不能正常

翻译, 在转录后沉默基因的表达[18]。NATs一般起

始于正义转录本编码区域(coding sequence, CDS)
的起始密码子或终止子附近, 与正义转录本完全或

部分重叠。据报道, 在哺乳动物(主要为老鼠和人)
中, 70%的正义转录本具有相应的NATs[19-21], 但大部

分的NATs是否有生物学功能还有待研究。在植物

中, 目前比较明确的NATs有两个, 一个是与春化相

关的COOLAIR(COLD INDUCED LONG ANTISENSE 
INTRAGENIC RNA), 它形成于植物开花抑制基因

FLC(FLOWERING LOCUS C)的3′端, 具有多种剪

接方式, 长度在400~750 nt不等[1,22]; 另一个是与拟

南芥生物和非生物胁迫响应相关的npc536(non-
protein coding 536)(拟南芥基因ID为: AT1G67930), 
该基因全长597 bp, 其3′端有71 bp与相邻反向基因

AT1G67930的3′端重叠[23]。

从上个世纪90年代开始, 我们就陆续知道, 诸

如小核仁RNA(small nucleolar RNA, snoRNA)和微小

RNA(microRNA, miRNA)等 小RNA可 以 转 录 自 内

含子。目前, 在动物中通过高通量测序和生物信

息学分析发现, 许多由基因的内含子转录而来的

长转录本, 如在人的78 147条以及老鼠的39 660
条内含子转录本中, 均有98%以上属于长内含子

ncRNA[24]。这些长内含子ncRNA的功能目前只

有少数被研究过, 但人们已经明确, 许多长内含子

转录本在不同的组织器官中具有不同的表达模式
[13]。在植物中的研究表明, FLC基因的第一个内含

子中隐藏的一个启动子可以响应低温信号, 转录形

成一个名为COLDAIR(COLD ASSISTED INTRONIC 
NONCODING RNA)的长内含子非编码RNA, 参与植

物春化过程。

在植物中发现的一些还不能够明确归类的

lncRNA, 统一归为其他类(表1)。
1.2   按其作用的分子机制进行的分类

按lncRNA发挥作用的分子机制, Wang等[25]将

lncRNA分为了以下四类, 即信号分子(signals)、诱饵

分子(decoys)、引导分子(guides)、骨架分子(scaffolds)。
关于该分类方法的具体划分规则将在下文介绍

lncRNA作用的分子机制部分详细展开。值得注意的

是, 某些lncRNA可能同时扮演多个角色。从而在这

种分类方式中归属一个以上的类别。

无论是按位置关系还是按分子作用机制进行

的分类, 都是出于研究的需要, 侧重点不同而已, 两
者并不冲突。本文参照两种分类方法, 将植物中已

发现的lncRNA作了相应划分(表1)。

2   植物lncRNA相关转录酶
目前一般认为, 真核生物中存在三种RNA聚合

酶(RNA polymerase), 其中聚合酶I(Pol I)存在于核仁

中, 负责rRNA的转录; Pol III存在于核质中, 转录少

数几种基因, 如tRNA以及5s rRNA; 而大多数蛋白编

码基因以及lncRNA由核质中的Pol II转录产生[2,23,43]。

植物中的lncRNA也主要由Pol II转录形成[44]。

此外, 植物中两种特有的RNA聚合酶——Pol IV和

Pol V同样能转录形成lncRNA[45]。Pol V产生一组

独特的lncRNA, 其可三磷酸化或加帽, 但是没有

poly(A)尾巴, 它们在RNA介导的DNA甲基化(RNA-
directed DNA methylation, RdDM)中起作用[46-49], 而
Pol IV则可以产生小干扰RNA(siRNA)的前体[45,50]。
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此外, 在拟南芥中还发现了一组lncRNA可能是

由Pol III催化转录, 其中一个名为At8的lncRNA被证

实可由烟草核酸提取物通过Pol III在体外有效地转

录得到[51], 但这是一个特殊例子还是一个普遍机制, 
目前尚无定论, 还需要更多的研究支撑。

 

3   植物lncRNA参与的生物学过程
3.1   lncRNA与成花转变

成花转变是植物生殖发育的第一个关键环

节, 由多种途径控制, 其中, 春化途径中研究得最

为清楚的一个关键基因是开花抑制因子FLC, 植物

感受低温后通过抑制FLC的表达促进开花。FLC
的表达受一系列转录因子及组蛋白共价修饰的调

控[11,31,52]。最近研究发现, 由其基因座鉴定出的两

个lncRNA(COOLAIR和COLDAIR)也参与了这一过

程。如前所述, COOLAIR是FLC的一类天然反义转

录本, 而COLDAIR转录自FLC的第一个内含子, 其
中COOLAIR的表达量在春化初期急剧上升, 在低

温处理10 d左右达到最高峰, 而COLDAIR在未春化

之前就有少量表达, 春化开始后, 表达量持续增加, 
在低温春化约20 d时达到峰值, 表明COOLAIR和
COLDAIR在春化过程的不同阶段发挥作用[1,31]。

根据剪切方式的不同, COOLAIR又分为近端和

远端两种类型, 即剪切位点距离FLC的最后一个外

显子近的称为近端, 远的称为远端。Liu等[53]通过筛

选突变体抑制子, 得到了2个与3′端加工相关的突变

体CstF(Cleavage stimulatory Factor)77和CstF64。研

究表明, CstF77和CstF64通过清除近端COOLAIR的
poly(A)位点附近组蛋白激活型甲基标记, 沉默FLC
正向转录本的转录, 继而改变植株的抽薹时间[52-53]。

这一研究说明了在依赖于一定的条件或发育阶段的

作用方式中, 通过起始于基因3′端的反义转录来调

控其相应的正义转录, 是lncRNA一种普遍存在的作

用机制。在COOLAIR抑制FLC的表达促进开花的这

个过程中, 所需要的仅是低温诱导的低水平的天然

反义转录本COOLAIR的持续产生[22]。

表1   植物中已发现的长链非编码RNA
Table 1   The discovered lncRNA in plants

按位置关系的分类
Types related to genome 
position

lncRNA名称
lncRNA

生物学功能
Biological Function

分子作用机制
Molecular function

按作用机制的分类
Archetypes of 
molecular function

参考文献
References

Stand-alone lncRNAs 
(lincRNAs)

IPS1 Responses to phosphorus 
stress  

Inhibits the activity of 
miRNA-399

Signals, decoys [26]

At4 Responses to phosphorus 
stress 

Inhibits the activity of 
miRNA-399

Signals, decoys [27-29]

Npc48 Participates in the 
development of 
leaves and flowers in 
Arabidopsis 

Regulates the accumulation of 
a series of miRNAs and AGO1  
(a member of Argonaute  
protein family) 

Scaffolds [23,30]

Natural antisense 
transcripts (NATs)

COOLAIR Regulation of 
vernalization process

Regulates the epigenetic 
silencing of FLC, a flowering 
inhibition  factor 

Signals [22,31]

Npc536 Responses to biotic and 
abiotic stress 

Regulates the translation of   
sense transcript 

Signals [23]

Long intronic ncRNAs COLDAIR Regulation of 
vernalization process

Recruits polycomb repressive 
complex -PRC2 to FLC locus 
to maintain the expression  
inhibitory state of FLC 

Signals, guides [1,31]

Others TERRA Maintains telomeric 
chromatin by promoting 
telomere methylation

Take parts in RNA-mediated 
DNA methylation process

Decoys [32]

LDMAR Causes the pollen 
abortion of photoperiod-
sensitive genic sterility 
rice

As the precursor of a small 
RNA 

Signals [33-35]

Zm401 Functions in maize pollen 
development

The exact mechanism is 
unclear

 Signals [36-37]

Enod40 Take parts in RNA 
binding proteins (RBP) 
relocation process

Binds to RBP directly Guides [38-42] 
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利用RNA干扰(RNAi)技术抑制COLDAIR的表

达后同样发现植株开花延迟, 但同时也发现, 当温

度回升后, FLC的mRNA含量又开始上升, 这表明

COLDAIR不仅在春化过程中抑制了FLC的表达, 在
春化过程后还起到了维持FLC沉默的作用[31]。内含

子lncRNA-COLDAIR调控春化过程中FLC的表达, 
表明内含子lncRNA对成花转变过程中的相关基因

的转录和沉默起重要调控作用。

此外, 在对拟南芥的全长cDNA文库进行生物

信息学分析时得到的一条长983 nt的lncRNA——

Npc48[23,30]。Npc48在拟南芥的根、茎、叶、花等

组织中均有表达[30]。其过表达植株除表现出明显

的叶锯齿(叶原基边缘细胞增殖的一种缺陷症状)
以及莲座叶直径增大等营养生长的异常表型外, 植
株的开花时间也显著推迟。此种表型与se(sucrose 
ester)和ago1突变体的表型很相似, SE的作用是调控

miRNA水平、影响miRNA的加工过程。而AGO1是
大部分miRNA的目标剪切酶, 但npc48的过表达对

miRNA及AGO1的积累都无影响, 推测其可能是通

过miRNA以别的作用方式来参与转录后的调控[23]。

由于成花转变在植物发育中占据着重要地位, 
对该过程的基因表达及调控网络的认识也相对清

楚, 因此, 相较于其他生物学过程而言, 对该过程

lncRNA的研究较多, 也相对容易。虽然目前的研究

已经认识到, lncRNA在成花转变中起着重要的作用, 
但是, 除了春化途径, lncRNA是否也在光周期途径、

自主开花途径等其他成花转变机制中占据重要的位

置还不得而知。

3.2   lncRNA与花粉发育

花粉发育不仅是植物生殖发育不可或缺的环

节, 也与农业生产上的雄性不育等现象密切相关。

张启发等[33]通过多年的研究, 发现调控水稻光敏

性雄性不育系‘农垦58S’育性的关键基因为一条水

稻特异lncRNA——LDMAR(long-day-specific male-
fertility-associated RNA)。该lncRNA长1 236 nt, 其
充分表达是长日照条件下水稻花粉正常发育所必

需的。与野生型即可育系‘农垦58N’相比, 不育系中

的LDMAR产生了一个从C到G的单碱基突变(single 
nucleotide polymorphism, SNP), 从而导致其在不育

系中的表达量大幅降低, 最终引起花药绒毡层的细

胞程序性死亡, 产生光敏雄性不育。这一结果对阐

明光敏雄性不育的光调控途径的遗传和分子基础产

生了重要的影响, 当然, 该过程还需要进一步的研

究, 例如植物如何感知日长、光受体是什么等。

早年在玉米中发现了一条花粉特异表达的了

lncRNA—Zm401(Zea mays 401)。正向和反向遗传

学研究表明, Zm401能够调控花粉发育关键基因(如
ZmMADS2、MZm3-3和ZmC5等)的表达。在Zm401
缺失突变体中, MZm3-3上调表达, 而ZmMADS2和
ZmC5都下调表达, 导致小孢子和绒毡层发育异常, 
最终造成雄性不育。Zm401的过表达同样造成玉米

花药的退化, 进而严重影响花粉发育[36-37]。在正义和

RNAi构建的转基因植株中, Zm401的表达量都减少, 
且转录本的水平几乎一样, 这也许是造成缺失和过

表达具有相同表型的原因。Zm401在玉米、水稻、

小麦以及小米中具有高度的序列保守性, 且具有稳

定的RNA二级结构, 但Zm401到底是以RNA还是短

肽在起作用仍存在争议[37]。

本实验室在多年致力于白菜雄性不育调控

机理的研究中, 也发现了一条在‘矮脚黄’核不育

两用系的可育系花粉中特异表达的lncRNA—
BcMF11(brassica campestris male fertility gene 11)[54]。

BcMF11的异常表达造成绒毡层的提前降解和花粉

败育, 但与‘农垦58S’绒毡层的异常起始于花粉母细

胞形成期及花粉能正常通过减少分裂的表型[55]不同, 
BcMF11下调引起的绒毡层降解和花粉异常均起始

于减数分裂时期, 且未发现BcMF11引起的花粉败育

依赖于光照条件。花粉作为雄配子体, 包含了与雌

配子体结合完成受精过程所需要的全部遗传信息, 
在植物的整个生殖周期中发挥着重要作用。但目前

在花粉发育过程中发现的lncRNA还很少, 大规模鉴

定lncRNA的工作将是研究者所期待的。

3.3   lncRNA与逆境胁迫

植物在生长发育过程中往往会经历诸如磷胁

迫、干旱胁迫、盐胁迫等一系列非生物及生物胁

迫。研究发现, 在不同的逆境胁迫应答中, lncRNA
也扮演了重要角色。其中, TPSI1(tomato phosphate 
starvation induced 1)/Mt4基因家族是研究地较为

清楚的胁迫响应lncRNA, 该家族成员在磷胁迫

下诱导表达。IPS1(INDUCED BY PHOSPHATE 
STARVATION1)最早在番茄中被发现, 之后在拟南芥

和水稻中也检测到其同源基因, 过表达该基因能够

导致植物根中磷含量的减少[26]。

At4(AtIPS1), 长747 nt, 是TPSI1/Mt4基因家族的
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另一成员, 该基因最早在低磷肥条件下的蒺藜苜蓿

根中被检测到[27], 后在拟南芥的根和茎中也发现其

在磷胁迫下诱导表达[29]。At4的缺失导致在磷胁迫

条件下磷元素不能重新分配到根中, 而是在茎中大

量积累, 最终致使茎:根的磷比率提高[28]。而At4的过

表达能够导致根中磷含量减少[26], 同时, 分别过表达

At4和IPS1与同时过表达两者产生相同的磷含量变

化, 表明两者在磷胁迫下表现出一定的功能冗余, 而
这一功能冗余现象有可能存在于TPSI1/Mt4基因家

族的各成员中[26]。

除TPSI1/Mt4基 因 家 族 以 外, npc536, 即 如

上所述的拟南芥高尔基体转运复合物相关基因

AT1G67930的天然反义转录本也对磷胁迫有响应, 
同时, 其还在其他非生物胁迫如干旱、盐胁迫等条

件下以及在不同激素处理和生物胁迫下, 表现出

一系列的动态表达变化[23]。在盐胁迫下, npc536的
T-DNA插入突变体无明显表型; 而过表达植株则较

野生型植株表现出明显的主根生长加快、侧根长

度增加等现象。在干旱和冷处理下, npc536与其正

义转录本AT1G67930在根中的表达呈一定的负相关

性。然而, 在npc536过表达的植株中或是npc536突
变体中, AT1G67930的表达并没有明显的变化。同时, 
由于npc536包含一个在水稻中保守的短开放阅读框

(short open reading frame, sORF), 所以它也可能是通

过编码多肽来发挥作用。因此, 它到底是直接作为

反式NAT(trans natural antisense transcript, trans-NAT)
来调控AT1G67930的翻译还是其他方式, 还需要进

一步研究[23]。

3.4   植物lncRNA参与的其他生物学过程

TERRA(telomeric repeat-containing RNA)即
端粒重复RNA, 是一类大小在100~9 000 nt之间的

lncRNA, 从亚端粒区域转录而来, 由Pol II催化, 具
有poly(A)尾[56-57]。TERRA的表达有多种机制, 特别

是端粒长度调控。在癌细胞中, 端粒越长, TERRA
的RNA含量越高。它们是哺乳动物端粒染色质的特

异结构成分[57]。目前, 在拟南芥中发现也存在端粒

重复RNA, 这些TERRA转录本中的一部分被加工为

siRNA, 这些siRNA(主要是24 nt的siRNA)进一步通过

促进端粒重复序列(CCCTAAA)(n)中不对称胞嘧啶

的甲基化来维护端粒染色质, 这个过程依赖于RdDM
途径。但我们目前还不明确具体哪些TERRA是被

DCL3(Dicer-like 3)酶作用而降解成siRNA的, 以及普

遍在RdDM过程中起重要作用的AGO4复合物是否

也参与了这个过程[32]。

在黄瓜中发现一个位于6号染色体的端粒区

域、名为CsM10(C. sativus male specific clone 10)的
lncRNA, 在不同的组织中差异表达, 且与种子发育

和光周期相关。同时, 它与生物胁迫信号相关的三

个非编码RNA(GenBank Accession No: BX827695、
D79216和BX819089)具有相同的179 bp长的保守区

域[58], 且这段保守区域都处在各基因的核心位置, 表
明其也可能参与生物胁迫响应过程。后续的研究可

能会采取RNAi技术来确定此段保守区域的具体功

能以及过表达CsM10或抑制CsM10表达, 来观察其

在各阶段植株的具体表型[58]。

从以上的研究结果看, 如同在动物中的研究

发现一样, 非编码端粒RNA在植物细胞端粒结构的

形成过程中也起到了一定的调节作用, 同时这也为

lncRNA调节染色体末端染色质重塑提供了有力的

佐证。另外, 推测某些lncRNA在光周期调控、生物

胁迫响应以及别的尚未发现的生物学过程中都发挥

着不可估量的作用。

4   植物lncRNA发挥功能的分子机制
在动物中的研究表明, lncRNA可以作为蛋白复

合体的骨架分子起作用[59], 也可以通过招募转录因

子或与转录因子发生特异性结合来激活/抑制基因的

表达[7,60-62], 还可以调控mRNA的选择性剪接[63]及成

熟mRNA的稳定性[64-65]。根据目前的研究, lncRNA在

植物中也基本以类似的机理发挥作用, 其分子功能

也即分子作用模式可以归结为以下几个方面。

4.1   信号分子(signals)
lncRNA具有组织和发育阶段特异性表达以及

响应不同刺激的特点, 说明lncRNA的转录受到了严

格的调控。lncRNA的转录一般发生在生物体发育

过程中特定的时间和特定的组织中, 其转录本有可

能作为信号分子, 进一步调控其他基因的表达。有

些lncRNA在这种作用模式中具有调控功能, 而其

他的仅仅是转录的副产物。但在这两种情况下, 我
们都可以仅仅根据相关lncRNA的表达来推断调控

因子的染色质状态。动植物中的一些例子都说明, 
lncRNA作为信号标记基因调控的空间、时间以及

表达情况。特别是, 在这种作用模式中lncRNA可以

作为功能重大的生物学事件发生的标志[25]。
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总结来说, 作为信号分子的lncRNA的功能就

是作为转录活性的指示剂, 独立于别的功能角色

以及简单的一对一的关系。植物中的COOLAIR和
COLDAIR是这类lncRNA的典型代表。

4.2   诱饵分子(decoys)
增强子和启动子的普遍转录[66], 暗示了lncRNA

不管是在正向调控还是反向调控中都可能具有重要

作用。这类非编码RNA调控转录的方式囊括了多种

多样的机制, 其中最主要的一种就是作为诱饵分子, 
这种作用模式的lncRNA可以通过招募其他RNA结

合蛋白(RNA binding protein, RBP), 共同实现对目标

基因表达的调控。而这些RBP本身通常是转录因子、

或是染色质修饰物或者是别的调控因子[25]。前文所

述植物中的TERRA可以归为此类。

此外, 作为诱饵分子的lncRNA, 亦可诱捕

miRNA和剪切因子, 即作为假基因或是miRNA的伪

靶基因(target mimicry)而发挥生理作用, 具备该作

用的lncRNA也被称为竞争性内源的RNA(competing 
endogenous RNA, ceRNA)[67]。植物中的IPS1、At4
可以归为此类。

“伪靶基因”是指一类可以与互补的miRNA相

互作用、抑制miRNA活性但同时又不被降解的内源

非编码RNA。这个概念最早由Franco-Zorrilla等于

2007年在研究IPS1对miR-399活性的抑制作用时提

出[26]。IPS1含有一个能够和miR-399互补配对、长

为23 nt的基序, 该基序在miR-399的剪切位点存在

一个错配环, 使得IPS1能够被miR-399错误地识别为

它的靶基因而与之结合, 但同时又不被miR-399所
降解[26-28]。IPS1通过捕获miR-399, 而使其不能与它

本身的靶基因PHO2(PHOSPHATE 2, 一个编码泛素

结合酶相关蛋白的基因)的mRNA结合, 导致PHO2 
mRNA积累, PHO2活性增加, 而高活性的PHO2能够

导致根中的两个特异的磷转运基因Pht1;8和Pht1;9
的表达降低, 从而减少根对磷的吸收[26]。

At4与IPS1类似, 也是通过伪靶基因的方式抑制

miR-399、上调PHO2的表达量, 导致根中磷含量的变

化。此外, 通过构建人工伪靶基因, Franco-Zorrilla等[26]

证明了这种作用方式是磷平衡调控过程中最常见的

调控方式。

近来, 从拟南芥和水稻中均鉴定得到一些可

能为miRNA候选内源伪靶基因的lncRNA, 且部

分 lncRNA(如ath-eTM160-1、ath-eTM166-1、osa-

eTM160-3)已被实验证明能有效地抑制相应miRNA
的活性[68]。

4.3   引导分子(guides)
lncRNA的第三种作用模式是引导分子, 即指导

核糖核蛋白(RNA结合蛋白)复合体在特定目标位点

的定位[25]。研究表明, lncRNA可以以顺式作用(cis)
或反式作用(trans)指导基因表达, 顺式作用是以共转

录(关联Pol II)或是作为小调控RNA的互补目标的方

式起作用; 反式作用是以lncRNA结合到目标DNA, 
形成RNA:DNA双螺旋、形成RNA:DNA:DNA三螺

旋或RNA识别特定染色质特性的表面复合物的方式

起作用[69-70]。由lncRNA形成的基因调控成分包括激

活复合物、抑制复合物以及普通的转录因子集合体。

这种作用模式的调控通常是利用lncRNA特定的空

间, 而非特定序列来实现的。这类lncRNA在发挥基

因调节作用时, 靶位点染色质局部结构的变化不仅

与该区域内的改变相关, 也可能与染色质远端结构

的改变有关[25]。

在大豆和蒺藜苜蓿中鉴定出的根瘤素基因

Enod40[40-41], 由存在于根中柱鞘中的根瘤菌和共生

反应阶段的根瘤原基中正在分裂的皮层细胞中的根

瘤菌迅速诱导表达[71]。Enod40在豆科植物中非常保

守, 并且也可从水稻和烟草等非豆科植物中分离得

到[42,72]。

在蒺藜苜蓿中发现, Enod40的RNA能够直接与

根瘤中的MtRBP1(medicago truncatula RNA binding 
protein 1)蛋白结合, 在MtRBP1从细胞核的核小点(一
种动态亚核结构)到细胞质颗粒的重定位中扮演重要

角色[39]。此外, Enod40也被证明参与了另外两个小

根瘤素酸性RNA结合蛋白—MtSNARP1(medicago 
truncatula small nodulin acidic RNA-binding protein 1) 
和MtSNARP2的重定位[73]。

一般而言, lncRNA可以引导染色质变化。染色

质修饰对于发育过程中组织特异性基因表达和染色

体重塑都非常重要[74-75], 而特定基因位点的染色质修

饰起始于染色质修饰复合物在该位点上的募集[31]。

有证据表明, lncRNA是调控染色质状态的关键因子, 
通常通过与染色质重塑复合物作用, 将其募集到特

定的基因座上而起作用[76-78]。在植物中, 由lncRNA
参与调节的染色质修饰, 已在拟南芥FLC基因上得

到证实。

PRC2(polycomb repressive complex 2)蛋白复合
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体能够通过三甲基化组蛋白H3K27位点抑制基因表

达。通过体外RNA结合等实验证明, 在春化过程中, 
COLDAIR与植物PRC2复合体中的亚基CLF(CURLY 
LEAF)特异结合, 在募集PRC2到FLC的过程中起了

最为直接和关键的作用[1,32,79]。这一过程直接改变了

FLC基因座的染色质结构, 使得在此之后, 直到双受

精前的整个生长发育阶段FLC的表达均处于被抑制

的状态, 受精后, 在胚胎发育过程中FLC才被重新激

活[80]。

4.4   骨架分子(scaffolds)
lncRNA可以作为一个中央平台, 多个相关的分

子成员在这里进行装配; 这对许多生物信号的传递、

分子间互作以及对信号本身的特异性和动态性的精

确调控非常重要[81]。传统上, 我们认为蛋白质在各

种骨架复合物中扮演着主要的角色[82]。然而, 近来

的证据表明, lncRNA也可能扮演着类似的角色。

因此, 按作用模式分类方法中的第四类lncRNA
是骨架分子。这类lncRNA可能是功能上最复杂的

一类, 因为这类lncRNA具有多个不同的结构域, 从
而能够结合不同蛋白质或其他效应分子, 且能够同

时结合多个效应元件, 这样可以把激活转录或抑制

转录的效应元件聚集在相同的时间和空间里[25]。一

旦我们能够弄清这些骨架复合物是如何实现组装和

调控的, 那么我们就可以选择性地利用特定的信号

组分和信号产物重塑细胞行为。

在植物中, Pol V可以产生siRNA及相关蛋白

的骨架转录本, 通过RdDM途径来修饰染色质[45,83]。

Argonaute蛋白ARGONAUTE4(AGO4)是RdDM途径

中的一个关键因子, 这些lncRNA可以和AGO4相互

作用并且指导siRNA-AGO4复合物转运到它们在染

色质上的目标位点[45-46,84-85]。

4.5   小RNA生物合成的前体

研究表明, 许多lncRNA是siRNA、miRNA等

小RNA生物合成的前体。一些研究表明, 在植物中, 
Pol IV可以产生siRNA生物合成的前体, 而这些前体

就是一些lncRNA[45,50]。

在植物中, lncRNA作为小RNA生物合成前体的

另一个例子是, 前面所述的水稻光敏雄性不育关键

调控基因LDMAR最终被发现通过剪切加工形成了

长21 nt的小RNA osa-smR5846w/m[34]。两个实验室

的独立研究均显示, 1 236 nt长的LDMAR可能是初级

转录本, 该初级转录本会被加工为一条长136 nt的中

间转录本, 最终才形成21 nt的小RNA[33-35]。目前还

不清楚, 如果21 nt的小RNA是最终的功能形式, 那
它的作用靶标是什么？ 1 236 nt及136 nt长的这两条

转录本是否也具有功能？另一方面, 研究发现, 那些

从长的前体产生而来的小RNA的生物合成在体内通

常依赖于RNAi通路中核心蛋白Dicer/Dicer-like或其

他核酸内切酶[35,86-87]。osa-smR5846w/m的生物合成

是否也是如此, 还有待于进一步阐明。研究还发现, 
那些从长的前体产生而来的小RNA通常具有RNAi
通路中另一个核心蛋白Argonaute复合物装载偏好, 
从而将小RNA本身和其功能模式联系起来[35]。osa-
smR5846w/m是否与Argonaute蛋白有关系, 目前还

不得而知。此外, 有意思的是, 可育系‘农垦58N’和
不育系‘农垦58S’的DNA甲基化水平有差异, 推测在

不育系中, LDMAR启动子区域的甲基化水平升高是

导致其在长日照条件下表达下降的原因[33]。那么, 
是否是LDMAR上的SNP突变导致的DNA甲基化水

平变化也是值得进一步研究的内容。

除此以外, 在玉米的一组全长cDNA文库中鉴

定得到的1 802条lncRNA中, 发现其中有60%可能是

miRNA的前体序列[88]。

事实上, 一些lncRNA可能同时具有多个作用模

式的特点, 结合起来才能发挥其最终的生物学功能。

例如, COOLAIR和COLDAIR响应环境的低温而转录, 
因此它们的转录是作为一个重大的生物事件的信号

分子, 为持续寒冷之后的正常开花作准备。开花抑制

物的表观抑制则是通过COLDAIR结合PRC2而实现

的, 而此过程中lncRNA则是作为引导分子沉默FLC
的, 进而导致春化。因此, 作为信号分子的lncRNA, 
通常兼有作为诱饵分子、引导分子和骨架分子的作

用。

同时, 由于我们对植物中已发现的这些lncRNA
的某些具体的机制还不是了解地特别清楚, 本文只是

列出了其已知的分子作用模式; 另一方面, 对lncRNA
的认识还处于探索阶段, 对其分子作用机制的划分可

能还存在不完善之处。

5   lncRNA的研究策略和方法
目前在动物和医学领域, lncRNA研究的基本

策略一般分为三步: (1)lncRNA的鉴定和表达的高

通量分析; (2)高通量分析所得lncRNA表达结果的

验证; (3)目标lncRNA的生物学功能和作用机制研
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究[3]。其中, 微阵列芯片(microarray)和RNA-seq是
高通量分析常用的两种技术, 目前已经有商品化的

人、大鼠、小鼠的lncRNA芯片。对高通量分析得

到的批量数据进行生物信息学分析是非常重要的一

步 , 其中包括 lncRNA表达差异分析、新 lncRNA预

测、lncRNA-mRNA共表达分析以及 lncRNA生物学

功能预测。高通量分析所得结果的进一步验证可使

用较多的成熟技术 , 包括Northern印记、实时荧光定

量PCR(qRT-PCR)、RNA荧光原位杂交 (fluorescence 
in situ hybridization, FISH)等。对 lncRNA的生物学

功能研究 , 包括了两方面 , 即功能获得性研究和功

能缺失性研究。其中, 功能获得性研究主要通过导

入过表达载体实现;  功能缺失性研究则通过构建

siRNA、短片段发夹RNA(short hairpin RNA, shRNA)
等载体进行RNA干扰而实现。另外, 关于 lncRNA
与蛋白质的互作研究 , 常用的有RNA-pulldown实
验、RNA结合蛋白免疫沉淀 (RNA-binding protein 
immunoprecipitation, RIP)、 RNA纯化的染色质分

离 (chromatin isolation by RNA purification, ChIRP)、
目标RNA的捕捉杂交分析 (capture hybridization 
analysis of RNA targets, CHART)和交联免疫沉淀

(crosslinking-immunopurification, CLIP)等方法。

在植物领域, 目前已在拟南芥、蒺藜苜蓿、水

稻和玉米中进行过全基因组lncRNA的检索及相

关研究[17]。利用约200个拟南芥tilling array数据库

和RNA-seq技术, 在拟南芥中鉴定出了成千上万的

lncRNA[89]。近来关于拟南芥NATs的相关研究中, 
使用不同的技术平台, 包括表达微阵列、特异链

RNA-seq、 qRT-PCR等发现了拟南芥中6 000多条

lincRNA、37 238对转录本正反义对。研究人员进

一步进行了正反义对在各种环境或胁迫下以及各生

长发育阶段的表达谱分析, 从而确定特定lncRNA在

特定阶段和特定环境的特定功能[90]。这个研究思路

为在别的植物种类中鉴定lncRNA提供了借鉴。关

于lncRNA突变体的构建目前还没有报道, 相信随着

植物中越来越多的lncRNA被发现和鉴定, 在不久的

将来, 突变体也将成为研究lncRNA的重要途径。

6   结论与展望
随着高分辨率tilling array技术、RNA-seq等技

术的出现和发展, 已使得研究者们可以大量地鉴别

出转录本[17]。转录组分析表明, 真核基因组90%以

上都是转录的[91], 但仅有1%~2%的基因组可以编码

蛋白质[92]。虽然已经在动物中通过高通量的方法

发现了大量的lncRNA, 但大部分的表达特点和功

能还不是很清楚; 且研究表明, 有些高丰度表达的

lncRNA保守性很差, 而有些低表达的反而具有重要

的功能, 所以试图用lncRNA存在的稳定性、lncRNA
在物种间的保守性和lncRNA的表达水平等为标准

来找到其中的规律意义不大, 可行性也不高[13]。

与动物的研究相比, 对植物lncRNA的研究则

更加有限, 尽管我们已经通过高通量测序等方法

在水稻、拟南芥等物种中发现了数量可观的植物

lncRNA, 也知道lncRNA参与了植物成花、花粉发

育及胁迫响应等过程, 但仍然有相当多的lncRNA
需要挖掘, 它们所扮演的生物学功能及分子功能也

需要进一步探索。总体来说, 目前植物lncRNA的

相关研究还处于探索阶段, 主要存在的问题有: (1)
lncRNA基因芯片缺乏, 除拟南芥以外还没有其他物

种的商品化芯片; (2)基因组、蛋白质组数据库不完

善; (3)植物lncRNA相关数据库寥寥无几; (4)适合植

物lncRNA结构和功能预测的软件较少; (5)功能研究

的思路和技术不成熟。这些问题对新lncRNA的发

现及预测、lncRNA的生成、结构、功能等的研究

造成了极大的阻碍。

针对以上问题, 近期及将来在植物中开展

lncRNA的研究需重点关注以下几点: (1)健全和完善

植物基因组、蛋白组数据库; (2)对新一代转录组测

序技术的进一步利用和推广; (3)加强生物信息学理

论和方法在植物lncRNA的发现、表达和功能预测

上的运用; (4)根据植物生长发育和细胞组成特点等

设计其lncRNA的研究方法。

可以预见的是, 未来在不同物种中以及在特

定生物学过程中发现大量的lncRNA将不再是困

难的事情; 通过生物信息学分析, 也能较容易进行

lncRNA表达量及在不同样品间的表达差异分析。

因此, 未来植物lncRNA研究中的难点是对其生物学

功能和分子功能进行研究, 即某个或某类lncRNA, 
到底在哪个生物学过程或事件中起作用以及以怎样

的分子机制起作用。
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