
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2021, 43(12): 2277–2283 DOI: 10.11844/cjcb.2021.12.0001

x
_
±s

领域前沿·中国

吴立刚, 中国科学院分子细胞科学卓越创新中心研究员。1996年毕业

于上海交通大学生物科学与技术系获学士学位; 2001年毕业于中国科

学院上海植物生理研究所遗传学专业获博士学位; 2001年至2008年在

美国纽约大学(NYU)医学院从事博士后研究; 2008年10月起任中科院

上海生科院生化与细胞所(现中国科学院分子细胞科学卓越创新中心)
研究员; 是中国科学院“百人”引进人才。吴立刚研究组主要研究mRNA
的稳定性调控、小RNA介导的基因沉默, mRNA和siRNA药物的设计开
发, 以及单细胞小RNA高通量测序技术。代表性工作发表在Nature Cell 
Biology、Science Advances、Nature Communications等期刊上, 发表论

文40余篇, 单篇引用超1 000次, 研究成果获得Nature Reviews Molecular 
Biology、Nature Cell Biology、PNAS、eLife等国际期刊的专评。
http://cemcs.cas.cn/sourcedb_cemcs_cas/zw/pi/202008/t20200823_5670123.
html

*通讯作者。Tel: 021-54921321, E-mail: lgwu@sibcb.ac.cn
*Corresponding author. Tel: +86-21-54921321, E-mail: lgwu@sibcb.ac.cn

piRNA通路在哺乳动物雌性生殖中具有

不可或缺的功能
张宏道  张英  吕小龙  吴立刚*

(分子生物学国家重点实验室, 上海市分子男科学重点实验室, 中国科学院分子细胞科学卓越创新中心/中国科学院

上海生物化学与细胞生物学研究所, 中国科学院大学, 上海 200031)

摘要      piRNA是一类非编码小RNA, 它在生殖细胞中针对基因组行使“免疫系统”的功能, 抑
制转座元件, 维持基因组的稳定性。已有的研究表明, piRNA在模式动物果蝇和斑马鱼的两性生殖, 
以及小鼠的雄性生殖中都是必需的, 但对小鼠的雌性生殖却是非必需的, 因此形成了piRNA对哺乳

动物的雌性生殖不重要的默认共识。该团队通过建立单细胞小RNA测序技术, 描绘了多种哺乳动

物卵细胞中小RNA的表达谱, 发现了小鼠卵细胞中无论是Piwi基因还是piRNA的组成类型和表达

特征在哺乳动物中均不具有代表性。该团队以piRNA表达情况更接近人类的金黄地鼠为模型, 重
新研究了piRNA通路在哺乳动物中的功能, 发现了piRNA通路关键基因被敲除后雄性和雌性的生

殖都受到了严重的影响, 与非哺乳动物中的表型一致。上述发现不仅为深入研究piRNA通路在高

等动物卵细胞发生和早期胚胎发育中的功能和机制提供了新的切入点, 更重要的是为研究piRNA
通路相关基因突变与女性生殖障碍的关联, 并针对性地开发新的治疗方法提供了重要的动物模型。
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Abstract       piRNAs (piwi-interacting RNAs) are sncRNAs (small non-coding RNAs) and function as an 
adaptive immune system to safeguard genome integrity in the germ cells. Despite its essential role for both female 
and male reproduction in flies and zebrafish, piRNA pathway appears to be dispensable for female fertility in the 
mouse, leading to the assumption that piRNA pathway is not required for female fertility in mammals. Here, this 
group developed a single cell sequencing method for sncRNAs, and profiled the sncRNAs in oocytes of various 
mammals. Intriguingly, this group found that the profile of both Piwis and piRNAs expressed in mouse oocytes are 
not representative in other mammals. Thus, this group reexamined the function of piRNA pathway using genetic-
modified golden hamsters. Notably, this group found that piRNA pathway is essential for both male and female fer-
tility in golden hamsters. Such an indispensable function of piRNA pathway for oogenesis is probably common in 
most mammalian species, including humans. Therefore, current study opens an avenue for understanding the aetiol-
ogy of female infertility and provides an informative animal model for developing medicine and cure. 
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1   piRNA通路对哺乳动物雌性生殖无足

轻重？
piRNA是一类长度为18~31 nt的非编码小RNA 

(small non-coding RNA), 特异性表达于动物的生殖

细胞中, 与PIWI蛋白结合形成piRNA介导的沉默复

合体 (piRNA-induced silencing complexes, piRISC), 
在配子发生过程中行使重要的功能[1-8]。在动物中, 
piRNA最基本和最保守的功能是沉默转座子(trans-
posable element, TE)。这一功能通过转录后基因沉默

(post-transcriptional gene silencing, PTGS)和转录基因

沉默(transcriptional gene silencing, TGS)两种机制来实

现[9]。其中, 转录后基因沉默依赖于piRNA介导的沉

默复合体识别并切割靶标转座子RNA, 而转录基因沉

默则是通过改变转座子所在染色质区域内DNA甲基

化或组蛋白修饰来抑制转座子的转录的[10]。除了上

述功能之外, 越来越多的研究表明, piRNA还参与对

mRNA和长非编码RNA的表达调控[11-13], 在组织再生、

肿瘤的发生发展和胚胎发育等生物学过程中扮演着

重要的角色[14-19]。

PIWI家族蛋白是协助piRNA产生并与其结合

发挥功能的重要因子, 广泛存在于线虫、昆虫、鱼

类和哺乳动物等动物类群的生殖细胞中, 与生殖细

胞的发生和成熟过程有着紧密的联系[20]。果蝇中存

在3种PIWI家族蛋白, 分别是Piwi、Aub(Aubergine)
和Ago3(Argonaute3), 它们对生殖干细胞 (germline 
stem cell, GSCs)和雌雄育性的维持都是必需的[21]。

斑马鱼中存在ZILI和ZIWI两种PIWI蛋白, 任何一

种蛋白发生缺失都会造成雄性和雌性生殖能力的

丧失[22-23]。在哺乳动物中, 以小鼠为模型对piRNA

通路进行了大量研究。小鼠表达3种不同的PIWI家
族蛋白 , 分别是PIWIL1(MIWI)、PIWIL2(MILI)和
PIWIL4(MIWI2)。任意一种Piwi基因的缺失均会导

致雄性小鼠生精细胞发育异常, 进而造成不育。但

令人意外的是, 对雌性小鼠的育性却没有观察到任

何影响[24-26]。其他piRNA通路中关键蛋白, 如PLD6
和MOV10L1等的缺失, 同样只影响到雄性小鼠, 而
非雌性小鼠的生殖能力[27-30]。基于上述研究结果,  
piRNA研究领域内形成了一种被广泛接受的观点: 
piRNA通路对哺乳动物的雌性生殖不是必需的。

2   小鼠动物模型的一叶障目
与哺乳动物雄性生殖领域不同的是, 对雌性生

殖领域的研究长期受制于取材方面的困难—相比

于精子, 卵细胞稀少且珍贵。由于微量样品小RNA
高通量测序方法的匮乏, 前人在对卵细胞小RNA进

行表达谱研究时, 动辄需要用到几百甚至上千个卵

细胞, 这成为制约卵细胞小RNA研究的瓶颈之一。

目前对除小鼠以外其他哺乳动物雌性生殖细胞发

育过程中小RNA的组成和Piwi基因表达情况, 以及

piRNA通路的功能都知之甚少。前期的研究显示

小鼠卵细胞中表达一种特殊结构的Dicer蛋白, 可以

高效产生 endo-siRNAs(endogenous siRNAs)[31], 而
endo-siRNAs具有抑制转座子活性的功能, 很可能与

piRNA存在功能上的冗余[32], 削弱了卵细胞发育对

piRNA的依赖性。此外, 在小鼠基因组中缺少了一

种广泛存在于包括人类在内的大部分哺乳动物基因

组中的Piwi家族基因—Piwil3[33]。以牛为动物模

型的研究表明, Piwil3基因特异性表达于卵细胞和胚
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胎中[34]。由于Piwi家族蛋白与piRNA的产生及功能

发挥有着极为紧密的联系, 上述观察提示, 在雌性生

殖细胞中小鼠piRNA通路的组成和功能可能与大部

分哺乳动物存在较大差异。 
工欲善其事, 必先利其器。为了解答前述问题, 

我们前期发明了微量小RNA高通量测序方法CAS-
seq, 发现了人类卵细胞与小鼠卵细胞中小RNA组成

有着显著的差别: 相比endo-siRNAs在小鼠卵细胞

中的大量表达, 人类卵细胞中完全不表达endo-siR-
NAs, 却高表达一种长度约为19 nt的新型小RNA。

这种小RNA具有piRNA的大部分典型特征: 在基因

组上成簇分布, 序列具有明显的1U/10A偏好性, 但
长度明显短于已知的piRNA类型, 并缺乏已知种类

的piRNA通常含有的3’末端2’氧甲基修饰。我们通

过免疫共沉淀测序发现这种小RNA与Piwi家族的

蛋白—PIWIL3直接结合, 为了与经典的23–31 nt 
piRNA相区分, 我们称其为卵细胞短piRNA(oocyte 
short piRNA, os-piRNA)[8]。我们进一步在CAS-seq
基础上建立了单细胞小 RNA测序技术 eCAS-seq 
(enhanced CAS-seq), 并结合单细胞转录组测序, 分
析了人类卵细胞发育过程中piRNA、mRNA和转座

子RNA的动态改变, 发现了piRNA与人类卵细胞发

育过程中的转座子沉默现象存在密切关联。但人

卵细胞中不表达特殊的Dicer异构体, 也不产生endo-
siRNA, piRNA的组成也与小鼠卵细胞存在巨大差

异。因此, 以小鼠为动物模型所得到的关于piRNA
功能的研究结论很可能不适用于人类。

那么, 哪些物种的雌性生殖细胞中piRNA通路

的组成和功能和人类相似, 可以作为动物模型来研

究piRNA相关的生物学过程呢？为了回答这个问

题, 我们搜集了9个科共计11种不同哺乳动物的卵细

胞, 对它们卵细胞中小RNA和转录本的表达谱进行

了深度测序, 从进化角度分析了物种间小RNA组成

的演变, 发现了卵细胞中小RNA的组成和表达谱有

很强的种属特异性(未发表数据)。11个物种中仅有

小鼠卵细胞中大量表达endo-siRNAs, 其他物种卵细

胞中丰度最高的小RNA类型都是piRNA。而小鼠

基因组在进化中缺失了Piwil3基因且完全不表达os-
piRNA, 其他piRNA的表达量也较低。因此, 在卵细

胞中小RNA的表达与功能方面, 小鼠在进化中是一

个特殊的物种, 无法代表其他哺乳动物。“piRNA在

哺乳动物雌性生殖中无足轻重”这一结论很可能是

过度依赖小鼠作为动物模型所导致的“一叶障目, 不
见泰山”。回顾以往的研究不难发现, 这样的例子并

不罕见。一个典型的例子是顶体蛋白(Acrosin): 顶
体蛋白是储存于哺乳动物精子顶体(acrosome)中的

一种重要的蛋白酶, 它可帮助精子穿透透明带与卵

子融合。顶体蛋白缺失的小鼠依然可育[35], 这与在

金黄地鼠和人类中观察到的现象完全不同[36-37]。因

此, 我们认为想要弄清楚piRNA在哺乳动物雌性生

殖中是否具有重要功能, 必须选择一个能够代表大

部分哺乳动物的模式动物开展研究。

3   金黄地鼠动物模型的拨云见日
金黄地鼠又称叙利亚仓鼠(syrian hamster), 属于

啮齿目仓鼠科。它易于饲养、生育力强, 作为模式

动物至今已有近60年的历史, 广泛应用于肿瘤、免

疫、生理和生殖等研究领域[38-39]。金黄地鼠有着固

定的发情周期(4天), 对超排激素响应好, 妊娠期短

(16天), 这些优势使其成为生殖研究中优秀的动物

模型。更重要的是, 我们通过单细胞小RNA测序发

现, 金黄地鼠卵细胞中Piwi基因和piRNA的组成和

表达特征与人和食蟹猴相似, 在哺乳动物中更具代

表性。因此, 我们选择金黄地鼠为模式动物来研究

包括人类在内的大多数哺乳动物中piRNA与雌性生

殖的关系。Piwil1和Mov10l1在金黄地鼠的雌性和雄

性生殖细胞中均高表达。免疫共沉淀测序(RIP-seq)结
果显示, Piwil1结合两种不同长度的piRNA, 分别是具

有3’末端氧化修饰的23 nt和29 nt piRNA。而Mov10l1
为保守的RNA解旋酶, 参与到几乎所有piRNA的加工

生成。我们与李建民教授合作, 通过CRISPR-Cas9
基因敲除技术分别获得了Piwil1和Mov10L1基因敲

除的金黄地鼠, 结果发现, Piwil1和Mov10l1突变的

雌性和雄性金黄地鼠均不可育[40]。有趣的是, 虽然

Piwil1和Mov10l1突变与小鼠类似, 均造成雄性金黄

地鼠的育性丧失, 但具体表型却与小鼠突变体有明

显的差别。金黄地鼠Piwil1突变体无法形成成熟的

精子, 睾丸和附睾切片结果显示圆形精子和变形精

子不能产生, 但在睾丸中存在着大量异常的粗线期

类似(pachytene-like)精母细胞(spermatocyte)的生精

细胞。我们采用染色质铺展技术详细统计了突变体

中生精细胞所处的发育时期, 结果显示相较于野生

型金黄地鼠, 突变体中早期粗线期(early pachytene)
和晚期双线期(late diplotene)细胞的占比异常增高。
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而Mov10l1金黄地鼠突变体雄性生殖障碍更加严重, 
绝大多数的曲细精管变为空腔, 仅有少部分(5%)依
然存在少量异常的生精细胞。而在小鼠中, Piwil1突
变后生精细胞可以发育到圆形精子时期[26], Mov10l1
突变后生精细胞产生大量异常的偶线期类似(zygo-
tene-like)的精母细胞[29-30]。说明piRNA通路在小鼠

和金黄地鼠雄性生殖细胞发育中有着相似、但又具

有物种特异性的必要功能。

令人意外的是, 我们发现与小鼠不同, Piwil1和
Mov10l1突变均影响到了金黄地鼠雌性生殖能力。

Piwil1和Mov10l1突变体成熟卵细胞数目和形态正

常, 可以正常受精并发育到2细胞时期, 但随后发育

停滞。将野生型的胚胎移植到Piwil1突变体内可以

正常的发育并出生; 而母源Piwil1突变的胚胎移植

到野生型金黄地鼠体内, 依旧无法继续发育。以上

结果证明了胚胎发育障碍源自于Piwil1突变卵细胞

本身不再具有维持胚胎生长的潜能, 而这种潜能的

丧失极有可能与piRNA的缺失相关。我们分析了这

些突变体和野生型金黄地鼠不同发育时期的卵细胞

或早期胚胎的小RNA和转录组的变化, 发现Piwil1
突变后造成卵细胞中23 nt和29 nt piRNA的缺失, 而
Mov10l1突变则导致几乎所有长度piRNA的大幅减

少, 这与PIWIL1和MOV10L1在piRNA加工中所扮演

的角色相吻合[10,41-42]。

在雄性生殖细胞中, piRNA的缺失通常会造成

转座子的异常表达和积累[20]。我们分析了金黄地鼠

卵细胞和胚胎中转座子的表达变化。结果显示, 在
Piwil1突变的GV和MII卵细胞及母源Piwil1缺失的1
细胞胚胎中转座子Line1和ERV异常积累。同时, 突
变体中积累的转座子与缺失的对应序列的piRNA之

间存在着明显的负向关联, 说明PIWIL1-piRNA参与

抑制转座子表达, 进而维持卵细胞的发育潜能。

胚胎发育停滞在2细胞时期是一个常见的胚胎

发育障碍, 有相当多的母源基因表达异常均会造成

这一表型。例如, Mater、Zfp36l2、Brg1、Floped、
Filia、Sebox、BTG4和PABP1L等[43-51], 此外初级合

子基因激活(minor zygotic genome activation)和主要

合子基因激活(major zygotic genome activation)的失

败也会导致类似发育停滞[52]。得益于全面的Piwil1
突变体早期胚胎转录组数据, 我们分析了胚胎发育

停滞前出现的异常事件, 发现野生型胚胎从卵细胞

激活后第9小时(9 hours post egg activation, 9 h.p.e.a.)

到33 h.p.e.a.和从33 h.p.e.a.到44 h.p.e.a.时期均出现了大

量基因表达的上升, 指示胚胎中合子基因的激活[52-53]。

而在Piwil1突变体中没有观察到明显的基因转录激

活, 表明合子基因激活失败。已有研究证明, 胚胎

合子基因激活与母源RNA降解相偶联[53], 而且在果

蝇和埃及伊蚊中已有报道显示, piRNA参与了母源

RNA降解[19,54]。因此, 我们分析了Piwil1突变体中

母源RNA降解情况, 结果显示分别存在着106和158
个母源RNA在MII卵细胞到9 h.p.e.a.和9 h.p.e.a.到
33 h.p.e.a.时期降解速率减缓。以上降解异常的母源

RNA在突变体中积累的倍数与其含有piRNA靶标序

列的数目成正比, 提示着这些母源RNA的非正常降

解与piRNA的缺失相关。

总之, 使用金黄地鼠开展piRNA在生殖发育中

的功能研究, 证明了piRNA对金黄地鼠雌性和雄性生

殖都是必要的, piRNA在抑制转座子表达和维持合

子基因激活中具有关键的作用(图1A)。由于金黄地

鼠与人和其他大部分哺乳动物具有类似的Piwi基因

表达和小RNA组成, 该结果也强烈暗示了piRNA可

能在人类及其他大部分哺乳动物雌性生殖中有着不

可替代的重要功能(图1B)。值得一提的是, 在同期的

Nature Cell Biology上, 另外两个实验室也同时利用

金黄地鼠作为模式动物报道了这一重要结论[40,55-56]。

4   总结与展望
piRNA是在生殖细胞中抵抗转座子表达以保护

基因组稳定的一种免疫机制, 在物种间具有相当保

守的特征和功能机制[9,57-58]。基于小鼠动物模型的研

究结论认为piRNA对哺乳动物雌性生殖过程可有可

无, 看似符合逻辑, 但以金黄地鼠作为模式动物的实

验结果却证明这个推论是错误的。毫无疑问, 小鼠

作为优秀的动物模型, 为我们理解基因功能以及其

他基本生物学问题上作出了巨大贡献。但以小鼠为

动物模型的研究结论并不总是放之四海而皆准的, 
一些基于小鼠模型研究被认为功能冗余或者没有功

能的基因, 很可能在其他哺乳动物中具有重要的功

能。事实上, 越来越多的研究表明, 一些已经被遗传

学确认与人类疾病发生发展密切相关的基因, 在小

鼠中敲除或突变后并不能观察到相应的表型[35-37]。

因此, 我们需要破除已有观念的局限性, 在开展基因

功能研究前, 特别是与人类生殖、发育和疾病相关

的基因, 首先应该进行基因的进化保守性和表达谱
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分析, 理性选择不同的模式动物, 再构建合适的动物

模型开展功能和机制的研究, 达到事半功倍的效果。

对于piRNA在哺乳动物雌性生殖中所扮演的角

色及其机制, 我们所知仍然有限。但通过以金黄地

鼠动物模型的研究工作, piRNA在雌性生殖中的神

秘面纱正被逐步揭开。今后, 针对临床卵细胞发育

和功能异常, 以及早期胚胎发育阻滞患者的piRNA
表达情况、piRNA通路相关基因的突变进行检测, 
并在金黄地鼠模型中解析其功能和机制, 将有助于

揭示piRNA通路与女性生殖障碍的关联, 为开发精

准的诊疗方法提供新的思路和重要途经。
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