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摘  要: 种子的发育、休眠和萌发是植物生命周期中的重要过程 , 受许多遗传因素和环境因子的调控。小 RNAs 

(sRNAs)是一组由 19~24 个核苷酸组成的非编码 RNA 分子, 调控编码转录因子和关键调节蛋白的基因表达, 在植物

和动物的形态发生、生长、发育以及对生物和非生物胁迫的反应中发挥着重要的作用。尽管植物 sRNA 的部分调控

机制尚不明确, 但已有的证据表明它们显著调控种子的发育、休眠和萌发。本文综述了近年来植物 sRNA 的研究进

展, 主要包括 sRNA 的生物发生(生物合成)和作用机制, 以及它们对种子发育、休眠和萌发的调控作用, 并提出了在

本领域需要进一步研究的科学问题, 试图为深入研究 sRNAs 在调控种子发育、休眠和萌发中的分子机制, 以及提高

种子的质量与产量和萌发活力提供参考。 
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Research progress in biosynthesis and action mechanism of sRNAs and their 
regulation on seed development, dormancy and germination 
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Abstract: The development, dormancy and germination of seeds are critical processes in the plant life cycle, and are regulated by 
various genetic factors and environmental cues. Small RNAs (sRNAs) are a group of non-coding RNA molecules consisting of 
19–24 nucleotides, and regulate the expression of genes encoding transcription factors and key regulatory proteins. They play 
important roles in morphogenesis, growth, development, and response on biotic and abiotic stresses in both plants and animals. 
Although some of the regulation mechanisms of plant sRNAs remain unclear, existed evidences indicate their significant regula-
tory roles in seed development, dormancy, and germination. In the present paper, the research progresses of plant sRNAs in recent 
years were reviewed, mainly including sRNA biogenesis (biosynthesis) and action mechanism, as well as their regulatory roles in 
seed development, dormancy, and germination. Additionally, we have highlighted key scientific issues requiring further investiga-
tion in this field. The aim is to deepen our understanding of sRNA-mediated molecular mechanisms in these processes, thereby 
providing insights into improving seed quality, yield, and germination vigor. 
Keywords: gene silencing; regulation; seed development, dormancy and germination; small RNAs; translation repression 

种子是植物物种遗传信息保存和传递的重要个

体(微小植物), 也是人类和动物的主要食物来源以及

部分工业的主要原料。种子休眠(seed dormancy)是植

物在长期进化过程中所形成的一种适应性机制, 为

了确保物种的生存与繁衍, 种子选择在其幼苗最适

生长与发育季节的初始时期完成休眠释放和萌发[1-2]。
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同时, 种子休眠也是一种重要的农艺性状, 低水平的

休眠可能导致种子收获前萌发(pre-harvest sprouting, 

PHS), 而高水平的休眠则抑制种子迅速和整齐的萌

发[3-4], 导致萌发速率降低和部分个体不能正常生长

与发育; 这二者都严重影响了作物的产量和质量。

种子的休眠特性是在其发育过程中伴随着储藏物积

累、萌发能力形成和耐脱水性增强而产生的, 在生

理成熟期达到峰值[2] (图 1)。然而, 种子休眠的概念

被功能性地定义, 目前仍然没有找到评价干燥种子

是否具有休眠特性以及休眠特性深浅的方法 [5], 常

常用给定条件下的种子萌发率来表示; 而种子休眠

和萌发是 2 个相互关联的独立事件, 具有一系列不

同的生理和生化过程[4,6]。因此, 哪些过程或机制与休

眠相关还不清楚, 休眠形成与释放的过程或机制是

否为同一反应过程但方向相反的进程也不清楚。 

种子萌发(seed germination)是植物生命周期中

的起始步骤, 在物种生存与繁衍以及农作物生产中

发挥着重要的作用。种子萌发起始于水分吸收, 终

止于胚轴, 通常是胚根突破周围结构[4]。在萌发过程

中, 干燥静止的种子迅速恢复代谢活性, 如呼吸作

用增强、线粒体修复与增殖、氨基酸代谢活化、利

用储存和/或者新合成的 mRNA 合成蛋白, 以及胚中

储藏物的动员等。这些事件促进了胚轴的伸长和胚

周围组织的弱化, 导致种皮和胚乳破裂、胚根伸出

周围结构以及幼苗建成[7-9] (图 1)。研究表明, 许多

内源和外源因子调控种子的休眠与萌发, 主要包括

植物激素、基因转录和转录后修饰、表观遗传以及

环境因子, 例如水分、温度和光照[7-10]。 

 

图 1  影响种子发育和萌发的主要生理过程和分子事件的模式图 
Fig. 1  Schematic diagram of the main physiological processes and molecular events that influence seed development and germina-
tion 
图的左边和右边分别代表种子发育和萌发的主要生理过程和分子事件, 中间区域表示种子的静止过程(用时间表示)。值得注意的是, 
萌发能力、脱水耐性和休眠特性是在种子发育过程中同时形成的。种子的休眠释放和萌发均受植物激素、基因转录与转录后、表观
遗传和环境因子的调控(图中未表明)。蓝色虚线表示不同发育阶段的水分含量变化。每个生理过程或分子事件下面的长条形方框表示
该过程或该事件进行的起始时间与变化趋势。AFL: ABI3、FUS3 (FUSCA3)和 LEC2 (LEAFY COTYLEDON 2)亚家族; DOG1: 萌发延
迟 1; TF: 转录因子; W: 星期; Y: 年。 
The left and right sides in the figure represent the main physiological processes and molecular events of seed development and germina-
tion, respectively, and the middle area, and quiescent processes of seeds (expressed in time). It is noteworthy that germinability, desicca-
tion tolerance, and dormancy characteristic occur simultaneously during seed development. The dormancy release and germination of 
seeds are regulated by phytohormones, gene transcription and post-transcription, epigenetic, and environmental factors (not shown in the 
Figure). The blue dashed line represents the changes in water content at different developmental stages. The long rectangular box below 
each physiological process (or molecular event) represents the starting time and change tendency of the processes (or events). AFL: sub-
family of ABI3、FUS3 (FUSCA3) and LEC2 (LEAFY COTYLEDON 2); DOG1: DELAY OF GERMINATION 1; TF: transcription factor; 
W: weeks; Y: years. 
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小 RNAs (small RNAs, sRNAs)是一组由 19~24

个核苷酸(nucleotide, nt)组成的非编码 RNA 分子, 

调控编码转录因子(transcription factor)和关键调节

蛋白的基因表达, 在植物和动物的形态发生、生长、

发育以及对生物和非生物胁迫的反应中发挥着重要

的作用 [11-14]。植物微小 RNA [microRNA, miRNA 

(miR)]由 RNA 聚合酶 II (polymerase II, Pol II)转录, 

并被顺式 (cis-)和反式作用调节元件 (trans-acting 

regulatory element)调控 [15-17]。初级 MIR (primary 

miRNA, pri-miRNA)转录本由 DCL1 (DICER-LIKE 1)

酶 与 HYL1 (HYPONASTIC LEAVES 1) 和 SE 

(SERRATE) 蛋白共同加工形成发夹前体 (hairpin 

precursor)。miRNA 前体经过第 2 次 DCL 介导的切

割并形成双链(double strands)。然后, 该双链的 3′端

被 HEN1 (HUA ENHANCER 1)甲基化, 并运输到细

胞质中, 进一步掺入 miRNA 诱导的沉默复合物中。

miRNA 能够在转录后基因沉默(post-transcriptional 

gene silencing, PTGS)或翻译抑制(translation repres-

sion)中起作用, 或者它们能够触发转录本的切割以

产生另一种类型的 miRNA。AGO1 (ARGONAUTE 1)

蛋白是一种 miRNA 诱导的沉默复合物的核心组分, 

它引导复合物进入靶 RNA 序列, 这些序列几乎与

miRNA 完全互补[12]。许多 sRNAs 基因的生物合成

和功能也受到不同植物激素和环境胁迫的调控[18-19]。

近年来, sRNA 对植物生长发育和胁迫响应的研究取

得了重要的进展[14,20-21], 但 sRNA 对种子发育、休眠和

萌发的作用及其调控的部分机制还不够清楚[14,22-23]。

本文主要综述了近年来植物 sRNA 的生物发生(合

成), sRNA 的作用机制, 以及 sRNA 对种子发育、休

眠和萌发的作用, 试图为 sRNA 调控种子休眠与萌

发的作用机制研究以及提高种子萌发活力和减轻种

子 PHS 提供参考。 

1  sRNA 的生物合成与调节 

典型的植物 sRNA 包括 miRNA 和小干扰 RNA 

(small interfering RNA, siRNA)。siRNA 又可分为异

染色质 siRNA (heterochromatic siRNA, hc-siRNA)和

次级 siRNA (secondary siRNA) [13-14]。sRNA 的生物

合成通常由 DCL 核糖核酸内切酶(endoribonuclease)

从较长的 RNA 分子中产生 20~24 nt 的 sRNA 双链。

或者是由自身互补的 RNA (self-complementary RNA)

折叠加工而成的发夹状 RNA (hairpin-like RNA), 或

者是由 RNA 依赖的 RNA 聚合酶(RNA-dependent 

RNA polymerase, RDR) 合 成 的 双 链 RNA (dou-

ble-stranded RNA, dsRNA)。在许多情况下, 由 DCL

产生的一条短的 dsRNA 分子基于序列互补性被加

载到 AGO 蛋白上以靶向内源或外源 RNA, 并介导

基因或转座子(transposon)沉默[13]。 

1.1  miRNA 的生物合成与修饰 

植物 miRNA 由内源 MIR 基因编码。植物的大

多数 MIR 基因是基因间的非编码位点, 只有少数位

于蛋白质编码基因的内含子 (intron)中 [24-25]。通过

DNA 依赖的 Pol II, MIR 基因的转录产生 pri-miRNA, 

这 些 pri-miRNA 是 单 链 的 、 多 聚 腺 苷 酸 化 的

(polyadenylated)和自身互补的 RNA 分子, 可以折叠

成为发夹状结构。折叠的 pri-miRNA 被 DCL1 识别

和切割, 产生成熟的 miRNA 双链。每条双链由一条

miRNA 链和一条 miRNA*链组成。miRNA*链通常

被降解, 而 miRNA 链被保留在 AGO 蛋白上, 形成

一个 RNA诱导的沉默复合物(RNA-induced silencing 

complex, RISC) (图 2)。大多数植物 miRNA 的长度

为 21 nt; 少数 miRNA 为 20 nt 或 22 nt, 23 nt 或 24 nt

的 miRNA 是非常少的[26]。 

1.1.1  miRNA 的转录    MIR 基因的转录与蛋白

质编码基因的转录相似, 需要招募 Pol II 和共转录

(cotranscription)初级转录本(即 pri-miRNA)的 5′帽子

(5′ cap)和 3′多聚腺苷酸(3′ polyadenylation) [27]。

miRNA 的分析已经鉴定出许多调控 MIR 转录的转

录因子。例如, 调节 miR172 的 SPL (SQUAMOSA 

PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE)转录因子家

族 [28]。转录因子的研究也鉴定出了一些转录因子- 

MIR 的相互作用。例如, 2 个 MIR156 拷贝被鉴定为

拟南芥(Arabidopsis thaliana)种子发育过程中 FUS3 

(FUSA 3)和 ABI3 (ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3)

的直接靶标[29]。在拟南芥中, 与 Pol II 机制或染色质

修饰过程有关的一些蛋白或蛋白复合物也参与了

MIR 转录的调控。SMA1 (SMALL1; 一种 DEAD-box

结构域剪接体蛋白)、PP4 (PROTEIN PHOSPHATASE 

4)复合物和 EMF2 (EMBRYONIC FLOWER 2)复合

物[一种 PRC2 (polycomb repressive complex 2)类型

的复合物, 它介导 H3K27me3 (histone H3 lysine 27 

trimethylation)]的修饰直接与 MIR 基因的启动子相

互作用来调节其转录[30-32]。2 个 NOT2 (NEGATIVE 

ON TATA LESS 2)蛋白 NOT2a 和 NOT2b [假定的

CCR4 (CARBON CATABOLITE REPRESSION 4)- 
NOT 复合物成分], SAC3A 和 THP1 [TREX-2 (THREE  
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图 2  典型的植物 sRNA 的生物发生和作用模式 
Fig. 2  Biogenesis and action mode of canonical plant sRNAs 
hc-siRNA 主要是通过 Pol IV、CLSY、RDR2 和 DCL3 的作用产生。hc-siRNA 与 AGO4/AGO6 蛋白形成 RISC, 并通过 DRM2 在 Pol V
转录位点指导 DNA 甲基化。hc-siRNA 及其靶标转录起始点上的模糊箭头表示尚未被充分表征的 Pol IV/Pol V 转录起始位点。miRNA
主要通过 Pol II、DCL1、HYL1 和 SE 的作用产生。miRNA 优先与 AGO1 形成 RISC; miRISC 可以指导转录本的切割、介导翻译抑制
或触发 phasiRNA 生物发生。phasiRNA 由 Pol II、RDR6 和 DCL4/DCL5 产生。参与生物发生或作用的其他蛋白在正文中被描述。AGO: 
Argonaute; CLSY: CLASSY; D-body: 核切割体; DCL: Dicer-like; DRM2: 结构域重排的甲基化酶 2; ER: 内质网; hc-siRNA: 异染色质
小干扰 RNA; HEN1: HUA 增强子 1; HYL1: HYPONASTIC LEAVES 1; MIR: 微小 RNA 基因; miRISC: miRNA 诱导的沉默复合物; 
miRNA: 微小 RNA; PHAS: 相位次级小干扰 RNA 位点; phasiRNA: 相位次级小干扰 RNA; Pol II: RNA 聚合酶 II; Pol IV: RNA 聚合酶
IV; Pol V: RNA 聚合酶 V; RDR: RNA 依赖的 RNA 聚合酶; RISC: RNA 诱导的沉默复合物; SE: SERRATE; SGS3: 基因沉默抑制因子 3; 
SHH1: SAWADEE 同源结构域同源物 1; sRNA: 小 RNA。 
hc-siRNAs are generated mainly through the activities of Pol IV, CLSY, RDR2, and DCL3. hc-siRNAs form RISCs with AGO4/AGO6 pro-
teins and direct DNA methylation at Pol V–transcribed loci via DRM2. The blurry arrow for the transcriptional start of the hc-siRNAs and 
targets indicates the poorly characterized Pol IV/Pol V transcription start sites. miRNAs are generated through the activities of primarily Pol 
II, DCL1, HYL1, and SE. miRNAs form RISCs predominantly with AGO1; miRISCs can direct transcript cleavage, mediate translational 
repression, or trigger phasiRNA biogenesis. phasiRNAs are produced by Pol II, RDR6, and DCL4/DCL5. Other proteins involved in the 
biogenesis or actions are described in the main text. AGO: Argonaute; CLSY: CLASSY; D-body; nuclear dicing body; DCL: Dicer-like; 
DRM2: DOMAINS REARRANGED METHYLASE 2; ER: endoplasmic reticulum; hc-siRNA: heterochromatic small interfering RNA; HEN1: 
HUA ENHANCER 1; HYL1: HYPONASTIC LEAVES 1; MIR: MIRNA; miRISC: microRNA-induced silencing complex; miRNA: microRNA; 
PHAS: phased secondary siRNA loci; phasiRNA: phased secondary siRNA; Pol II: RNA polymerase II; Pol IV: RNA polymerase IV; Pol V: RNA 
polymerase V; RDR: RNA-dependent RNA polymerase; RISC: RNA-induced silencing complex; SE: SERRATE; SGS3: SUPPRESSOR OF 
GENE SILENCING 3; SHH1: SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOG 1; sRNA: small RNA. 
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PRIME REPAIR EXONUCLEASE-2)复合物的成分]

与 Pol II 相互作用来促进 MIR 的转录[33]。与 Pol II

或染色质修饰过程有关的大多数蛋白都参与调控多

个 MIR 位点。尽管这些蛋白的一些特性主要涉及一

个或几个特定的 MIR 位点, 但其中的许多蛋白很可

能与大多数(如果不是全部) MIR 基因的转录有关, 

特别是直接与 DCL1 复合物相互作用的调控蛋白。 

1.1.2  初级 miRNA 的加工和修饰    pri-miRNA 的

加工。植物 pri-miRNA 形成不完全折叠的结构, 并在

细胞核中被 DCL1 切割, 产生 miRNA-miRNA*双链; 

而在动物系统中 , pri-miRNA 由 2 种核糖核酸酶

(ribonuclease) Drosha (在细胞核中)和 Dicer (在细胞质

中)依次加工[34]。pri-miRNA 的二级结构是 DCL1 在

pri-miRNA 内进行切割的关键决定因素 [35]。一些

pri-miRNA在miRNA-miRNA*双链区域的下方和一个

或多个凸起的上方含有一条 15~17 nt 的不完美的下茎

(imperfect lower stem)。这种结构引导 DCL1 在茎环的

远端进行初始切割(即从茎基部向环状结构方向加

工)。其他的 pri-miRNA 可能在环状结构和双链区域之

间含有一条上茎(upper stem), 并以从环到茎基部的方

式被加工。在少数情况下, 还观察到 DCL1 进行 3 次

或 4 次切割的加工模式。但在所有的情况下, 通过 2

次(或最终)切割后都释放 miRNA- miRNA*双链[35]。 

pri-miRNA 的修饰。dsRNA 结合蛋白 HYL1 和

C2H2 锌指蛋白 (C2H2 zinc-finger protein) SE 与

DCL1 结合形成核切割体(nuclear dicing body; D-小

体), 这些 D-小体在 miRNA 生物合成中起着核心作

用[36]。HYL1 和 SE 通过 DCL1 促进 pri-miRNA 的准

确加工[37]。HYL1 和 SE 功能丧失突变体表现出多效

性的发育缺陷 (pleiotropic developmental defect)和

miRNA 的整体丰度减少, 这 2 种突变体之间的一些

表型相似性支持了 HYL1 和 SE 在 miRNA 生物合成

中的普遍作用[36]。研究表明, D-小体是相分离凝聚物

(phase-separated condensate), SE 的相分离介导了 D-

小体的形成, 对 pri-miRNA 的高效加工非常重要[38]。 

除 HYL1 和 SE 外, 许多其他的因素也调控 pri- 

miRNA 的加工。例如, SMA1 和 NOT2 蛋白以及

TREX-2 复合物直接与 DCL1/HYL1/SE 相互作用来促

进 pri-miRNA 加工[31,33]。BRM [BRAHMA; 曾被称为

CHR2 (CHROMATIN REMODELING FACTOR 2), 一

种 SWI2 (Switch 2) /SNF2 (Sucrose Non-Fermentable 2)

复合物的 ATP 酶亚基 ]、延长因子 (elongator)和

TREX-2 复 合 物 以 及 HST (HASTY; 一 种 动 物

exportin-5 的直系同源物)也与 DCL1/SE 相互作用来

调控 pri-miRNA 的加工[39-40]。值得注意的是, 尽管

BRM、TREX-2、延长因子复合物和 HST 是否直接

与转录机制相互作用还不清楚, 但它们也促进 MIR

的转录[33,39-40]。总之, 许多与转录机制有关的蛋白也

与 D-小体相互作用, 这表明 pri-miRNA 被共转录加

工。事实上, pri-miRNA 被加工成为 miRNA, 仍然与

Pol II 机制相关, R 环(DNA-RNA 杂交体)在 MIR 位

点形成, 以促进 pri-miRNA 的共转录加工[41]。 

D-小体组分的积累也被严格地调控。核蛋白

XCT (XAP5 CIRCADIAN TIMEKEEPER)促进 DCL1

的转录, 并有助于 pri-miRNA 的加工[42]。SMA1 蛋

白除直接调控 MIR 转录和 pri-miRNA 加工外, 还通

过促进 DCL1 前体 mRNA (pre-mRNA)的剪接来增强

pri-miRNA 的加工[31]。DCL1 转录本直接被 miR162 

(一种 DCL1 作用的 miRNA 产物)靶向, 这表明了一

种负反馈调节。碱性螺旋-环-螺旋(basic helix-loop- 

helix, bHLH)转录因子光敏色素相互作用因子 4 

(PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR 4, PIF4)
与 DCL1 和 HYL1 相互作用, 并破坏 DCL1 的稳定

性, 以及抑制 pri-miRNA 的加工[43]。在 RNA 脱支酶

1 [RNA DEBRANCHING ENZYME 1 (RNA DBR1); 
一种参与内含子套索 RNA (intronic lariat RNA)降解

的蛋白]有缺陷的突变体中, pri-miRNA 加工被抑制, 

这可能反映了过量的套索 RNA 对 D-小体的隔离, 

证明了 DCL1 活性被调控的专一性机制[44]。 

一些植物 MIR 基因位于内含子中, 而另一些 MIR

基因本身包含内含子 [24]。因此 , 剪接机制 (splicing 

mechanism)也在 miRNA 加工中发挥作用。许多蛋白在

pri-miRNA 的剪接和加工中起着双重作用, 一些剪接

因子与 D-小体共定位或相互作用, 调控 pri-miRNA 的

加工。例如, 剪接因子 GRP7 (GLYCINE-RICH RBP7)、

RS40 (ARGININE/SERINE-RICH SPLICING FACTOR 
40)、RS41、SMA1 和 STA1 (STABILIZED1)参与

pri-miRNA 的剪接和加工[31]。此外, 前体 mRNA 加工

蛋白(pre-mRNA-processing protein) PRP39b、PRP40a、

PRP40b 和 LUC7rl (LETHAL UNLESS CBC 7 RL)在内

含子 miRNA 的生物合成中起着关键作用[45]。 

pri-miRNA 也在 3′端加尾巴 , 如尿苷酸化

(uridylation) 和 胞 苷 酸 化 (cytidylation), 这 促 进 了

pri-miRNA 的加工 [17]。核苷酸转移酶 (nucleotidyl 

transferase) HESO1 (HEN1 SUPPRESSOR 1)是一种

介导 pri-miRNA 尿苷酸化和胞苷酸化的关键蛋白, 
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而另外 2 种核苷酸转移酶 NTP6 和 NTP7 也有助于

pri-miRNA 的胞苷酸化[17]。 

RNA 甲基化, 如 N6-甲基腺苷(N6-methyladenosine, 

m6A), 是一种基因调控的重要机制[46]。拟南芥中的

mRNA 腺苷甲基化酶(mRNA adenosine methylase, 

MTA)将 m6A 沉积在 pri-miRNA 上 , 促进了 pri- 

miRNA 的加工, 并影响 D-小体的组装[47]。 

1.1.3  miRNA 的修饰和周转    在 pri-miRNA 加工

后 , sRNA 2′-O-甲基转移酶 (2′-O-methyltransferase) 

HEN1 替代 SE 与 DCL1 和 HYL1 相互作用, 并在

miRNA双链的3′端催化2′-O-甲基化以稳定miRNA [48]。

hen1 功能丧失突变体表现出几乎所有的 miRNA 的丰

度降低, 以及 miRNA 的分子大小也不同, 从而导致了

miRNA 3′端到 5′端的截短和 3′端尿苷酸化。3 个 sRNA

降解核酸酶(SMALL RNA-DEGRADING NUCLEASE)基

因 SDN1、SDN2 和 SDN3 编码 3′到 5′核酸外切酶

(exonuclease), 它们在野生型和 hen1 突变体中在降解

miRNA 和 siRNA 中具有冗余功能[49-50]。SDN1 的核酸

外切酶活性被miRNA的3′端甲基化部分抑制[49], 从而

支持了 3′端甲基化在保护 miRNA 中的作用。在拟南

芥、水稻(Oryza sativa)和玉米(Zea mays)的 hen1 突变

体中, miRNA 经历了 3′端尿苷酸化, 其中, miRNA 的

甲基化被去除[51]。在拟南芥 hen1 突变体中, HESO1 和

URT1 (UTP:RNA URIDYLYLTRANSFERASE 1)尿苷

酸化未甲基化的 miRNA, 导致 miRNA 降解[52-53]。

HESO1 的功能丧失部分地挽救了 hen1 突变体的发

育缺陷, 伴随着 miRNA 积累增加和 3′端尿苷酸化减

少[52]。这些结果表明, 3′端尿苷酸化引导 miRNA 的降

解以降低其调节功能。在体外 , 当 AGO1 结合的

miR165/miR166 被 URT1 尿 苷 酸 化 时 , miR165/ 

miR166-AGO1 复合物的切割活性被降低[53], 这表明

除miRNA的稳定性外, 3′端尿苷酸化也调控miRNA活

性。总之, HEN1 在调节 miRNA 的周转和功能中起着

关键作用; 它能够甲基化 miRNA 以防止尿苷酸化, 尿

苷酸化导致 miRNA 降解并降低 miRNA 功能。 

1.2  siRNA 的生物合成与修饰 

1.2.1  24 nt siRNA 的生物合成    hc-siRNA 来源

于异染色质基因组区域的转座子, 长度为 24 nt, 在

RNA 指导的 DNA 甲基化(RNA-directed DNA me-

thylation, RdDM)中起作用。它们是植物中最丰富的

siRNA, 在拟南芥中占 siRNA 群体的 90%以上[54]。

hc-siRNA 的生物合成起始于植物专一的 DNA 依赖

的 RNA 聚合酶(DNA-dependent RNA polymerase) 

Pol IV 的转录, 随后由 RNA 依赖的 RNA 聚合酶 2 

(RNA dependent RNA polymerase 2, RDR2)合成第二

条 RNA 链。然后, dsRNA 被 DCL3 切割成 hc-siRNA

双链并甲基化 , 单链被装载到 AGO4、AGO6 或

AGO9 上形成 RISC [13-14,55] (图 2)。 

Pol IV 的转录起始于类 Pol II (Pol II-like)转录起

始位点; 即转录区域第一个核苷酸的直接上游核苷

酸高度偏向于嘧啶(Y), 而转录区域的第一个核苷酸

偏向于嘌呤(R), 表明尽管 Pol II和 Pol IV 作用于不同

的基因组区域, 但它们之间的转录起始位点偏好是

保守的[56-57]。Pol IV 可以在具有 YR 序列的多个位置

启动转录, 从单个位点产生多个短的转录本, 通常为

26~45 nt [56-57]。含有 SNF2 结构域的染色质重塑因子

CLSY1 (CLASSY 1) ~CLSY4 [58]和同源结构域的

DNA 结合蛋白 SHH1 (SAWADEE HOMEODOMAIN 

HOMOLOG 1) /DTF1 (DNA-BINDING TRANSCRIPTION 
FACTOR 1) [59-60]一起招募 Pol IV 使 hc-siRNA 位点

能够转录。 

生化分析发现, Pol IV与RDR2发生物理相互作用

来形成双重 RNA 聚合酶复合物(dual-RNA-polymerase 

complex) [59]。结构研究表明, Pol IV 和 RDR2 的活性是

紧密耦合的, 因为 Pol IV 转录本被直接输送到 RDR2; 

Pol IV 的原路返回(backtracking)使 RDR2 能够合成

hc-siRNA 前体的第二条链[称为 Pol IV-RDR2 (P4R2) 

RNA] [61-62]。双链 P4R2 RNA 被 DCL3 切割, 每个前体

产生一个 hc-siRNA [56-57]。通过将 Pol IV、RDR2 和

DCL3 与 DNA 模板和核苷三磷酸 (ribonucleotide 

triphosphate)共孵育, hc-siRNA 的生物合成可以在体

外重复, 这表明这 3 种酶足以用于 hc-siRNA 的生物

合成[63]。P4R2 RNA 的切割不仅产生 24 nt hc-siRNA, 

而且产生 23 nt siRNA [64]。然而, AGO4 几乎完全与 24 

nt siRNA 免疫沉淀 [65], 这表明 23 nt siRNA 是

hc-siRNA 双链的乘客链(passenger strand) [63]。P4R2 

RNA 被 DCL3 加工的生化研究表明, 哪个前体末端被

切割, 以及是否产生 24 nt 和/或 23 nt siRNA, 取决于

P4R2 RNA的Pol IV链的第一个核苷酸和RDR2在 Pol 

IV 转录本末端内的起始位置 [66]。Wang 等 [67]对

DCL3-P4R2 RNA 复合物进行了结构分析, 结果表明, 

DCL3 的 PAZ (Piwi/Argonaute/ Zwille)和 RNase IIIb 结

构域仅测量 P4R2 RNA 一条链的 5′端核苷酸和 RNase 

IIIb 结构域切割位点之间的 24 nt 的距离。RNase IIIa

结构域切割所测量的链产生 24 nt siRNA, 而 RNase 

IIIc 结构域切割未测量的链以产生 23 nt siRNA [67]。 
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一类胚乳专一的 siRNA (siRNA endosperm- 

specific, siren)位点也在水稻胚乳中被发现, 这些位

点在胚乳中高度表达[68]。在胚乳中积累的 siren 具有母

系偏向性, 被认为是从种皮转移到子代组织(胚乳和胚/

受精卵), 以反式介导蛋白基因的 DNA 甲基化[69-70]。

Siren 产生的 sRNA 不仅诱导 DNA 甲基化, 而且调

节邻近基因的表达[69-70]。Siren 与 hc-siRNA 不同, 因

为它们来源于数量较少的蛋白编码基因附近的位点, 

而不是转座子。然而 , siren 的生物合成似乎与

hc-siRNA 的生物合成相似, 因为它们依赖于 Pol IV

和 RDR2 [69-70]。此外, CLSY1~CLSY4 基因在拟南芥

组织中差异表达, 以协同调节 hc-siRNA 和 siren 的

积累, 从而调节 DNA 的甲基化模式。Siren 在胚珠

中高度富集, 主要依赖于 CLSY3, 在较小的程度上

依赖于 CLSY4 [71]。因此, siren 似乎在胚珠和种子组

织中特异地介导 RdDM, 而 hc-siRNA 在其他组织中

负责调控 RdDM。到目前为止, siren 仅在拟南芥、

油菜(Brassica napus)和水稻中被报道[69,71-72], 因此, 

它们在被子植物中的保守程度需要进一步研究。 

1.2.2  次级 siRNA 的生物合成    次级 siRNA是指

其生物合成是由其他 miRNA 或 siRNA 产生的

siRNA。相位次级 siRNA (phased secondary siRNA, 

phasiRNA)由长的 RNA 前体产生, 产生的 siRNA 以

精确的头尾排列(head-to-tail arrangement)映射到前

体。这种排列的结果是: 前体首先在特定的靶位点

被 RISC 切割, 形成双链, 然后被 DCL 蛋白按顺序

方式切割(图 2)。根据每个位点的编码潜力, 产生

phasiRNA 的基因组位点(也称为 PHAS 位点)可以分

为蛋白编码位点和非编码位点[73]。PHAS 前体, 无论

是 mRNA还是长链非编码 RNA, 都是 Pol II的产物。

产生 phasiRNA 的蛋白编码基因包括那些来自不同

家族的蛋白编码基因; 这些基因的 phasiRNA 生物

合成通常遵循一次打击模型(one-hit model), 但具有

不同的 miRNA 触发因子[73]。来源于非编码位点的

phasiRNA 具有反式作用 siRNA (trans-acting siRNA, 

tasiRNA)和生殖 phasiRNA (reproductive phasiRNA)

的显著特征。 

拟南芥基因组含有 8 个已知的 tasiRNA 产生位

点 (即 TAS 位点 ), 属于 TAS1~TAS4 4 个家族。

tasiRNA 的生物合成通过 2 条途径产生[73]; 这 2 条途

径都起始于由 miRNA 介导的 TAS 前体的切割。一

个前体切割的片段被 RDR6 转化为 dsRNA, 并被

DCL4 和 DRB4 (DOUBLE-STRANDED RNA-BINDING 

PROTEIN 4)辅助, 反复切割以产生 21 nt phasiRNA

双链, 然后被分选并装载到 AGO 蛋白上。除了这些

相似的步骤之外, 这 2 条途径也有一些差异。普遍

的一次打击途径(one-hit pathway)起始于 TAS 前体被

含有 5′ U 22 nt 的 miRNA 触发因子切割, 这优先引

导 miRNA 被装载到 AGO1。尽管已经提出了几种其

他的假设, 但 22 nt 长度似乎是 miRNA 触发次级

siRNA 生物合成的关键[74]。由 AGO1-miRNA 切割

产生的 3′片段是 dsRNA 合成和随后产生 tasiRNA 的

底物。在不常见的 2 次打击途径(two-hit pathway)中, 

前体被 AGO7-miR390 复合物在 2 个位点靶向: 3′-近

端靶点被切割, 而 5′-近端靶点未被切割。在切割时, 

5′片段作为 RDR6 的底物[75]。这些 tasiRNA 生物合

成的途径/模型大多基于拟南芥 tasiRNA 的特征。然

而, 对拟南芥之外的物种进行分析时发现, 在这些物

种中其途径也存在显著的差异, 包括 miRNA 触发因

子的长度以及触发因子与 TAS 前体之间的配对[76-77]。

因此, 这里描述的途径还需要从更广泛的物种中获

得更多的数据来支持。 

生殖 phasiRNA 最初在草本植物、随后在其他被

子植物中被鉴定。在花药中富集的生殖 phasiRNA

可分为 2 种亚类型, 即 21 nt 和 24 nt phasiRNA。在

水稻和玉米中, 这 2 种亚类型的 phasiRNA 分别在花

药发育的减数分裂前和减数分裂期间优先积累[78]。 

生殖 phasiRNA 的生物合成遵循一次打击模型 , 

miR2118 家族触发 21 nt phasiRNA 的合成 , 而

miR2275 触发 24 nt phasiRNA 的合成。在玉米中, 

HD-ZIP IV (homeodomain-leucine zipper IV)家族转

录因子 OCL4 (OUTER CELL LAYER 4)可能是 21 nt 

phasiRNA 的关键转录调控因子[79], 而 3 个 bHLH 家

族转录因子 MS23 (MALE STERILE 23)、MS32 和

bHLH12 在调控 24 nt phasiRNA 生物合成中起着关

键作用[80]; 然而, OCL4 和 bHLH 是否直接激活生殖

PHAS 位点还不清楚。生殖 phasiRNA 生物合成途径

存在一些差异, 包括不需要 RDR6 从发夹状结构产

生的 24 nt phasiRNA [81], 以及其前体缺乏已知

miRNA 靶点的一组 24 nt phasiRNA [82-83]。 

次级 siRNA 也可以在不同的发育阶段产生, 例

如 , 表观遗传激活的 siRNA (epigenetic-activated 

siRNA, easiRNA), 这是一类在花粉营养细胞中富集

的 21 nt 或 22 nt siRNA [84]。Creasey 等[85]证明, 

easiRNA 来源于激活的转座子, 并由 DCL1 依赖的

miRNA 触发。DCL1、DCL4 或 RDR6 的缺失导致
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21 nt easiRNA 的缺陷, 这表明 DCL4 和 RDR6 参与

easiRNA 和 tasiRNA 的生物合成[85]。其他的研究表

明, DCL2、AGO1、AGO2、AGO6 和 Pol IV 也参与

easiRNA 的生物合成或活化[86-87], 以及 easiRNA 的

生物合成起始于减数分裂期间或之后 [88]。然而 , 

easiRNA 的生物合成途径仍然在很大程度上不清楚, 

它在拟南芥之外的其他物种中的普遍性也不清楚。研

究发现, 父系 Pol IV的缺失抑制了 easiRNA的生物合

成, 并绕过了父系基因组过量引发的种子败育[86-87]。

这些发现表明, easiRNA 调控基因组的丰度平衡。 

除上述的 sRNA 外, 还有一些其他类型的植物

sRNA 也被报道, 如天然反义转录本 siRNA (naturally 

antisense transcript siRNA, natsiRNA)、22 nt siRNA 和

转运 RNA 片段(transfer RNA fragment, tRF) [13,89-90], 

但它们的特征仍然了解较少, 甚至存在争议。 

天然反义转录本 siRNA。具有互补的内源转录

本退火(anneal), 产生的 dsRNA 被 DCL 蛋白加工, 

从而产生介导基因沉默的 natsiRNA [90]。尽管已经报

道了几个关于这类位点的计算预测 (computational 

prediction), 但 在 植 物 中 还 没 有 鉴 定 到 单 个

trans-natsiRNA 的功能作用[91]。因此, 本节主要关注

cis-natsiRNA, 它们来源于同一转录位点但转录方

向相反。已报道的 cis-natsiRNA 的生物合成途径似

乎具有多样性 , 其中的一条途径依赖于 Pol IV、

RDR2 和 DCL3, 类似于 hc-siRNA; 其余的几条途径

依赖于 DCL1、DCL2 和/或 DCL3, 以及其他的 sRNA

生物合成蛋白 [92]。拟南芥中的一些基因被 cis- 

natsiRNA 沉默。盐胁迫诱导了 SRO5 [一个对 P5CDH

的反义转录本, P5CDH 编码 Δ-吡咯啉-5-羧酸脱氢酶

(Δ-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase)]。正义和

反义 2 种转录本形成 dsRNA, dsRNA 被 DCL2 加工

以产生 24 nt siRNA, 进而触发从 P5CDH 转录本产

生 DCL1 依赖的 21 nt phasiRNA, 并下调 P5CDH 的

表达。在拟南芥花粉中, 重叠的 KPL (KOKOPELLI)

和 ARI14 (ARIADNE 14)基因的转录本产生一种精子

专一的 natsiRNA, 该 natsiRNA 通过沉默 ARI14 来实

现成功的受精[93]。在这些研究中, natsiRNA 似乎通

过切割来沉默靶 mRNA; 而在其他的一些研究中 , 

natiRNA 参与介导 DNA 和/或组蛋白甲基化[94]。 

22 nt siRNA。拟南芥 DCL2 是一种 RNase III 家

族的核糖核酸内切酶(dicer)蛋白 , 它加工病毒产生

siRNA, 但当其他的 DCL 缺失时, 它也产生内源 22 

nt siRNA。在拟南芥突变体中已观察到 22 nt siRNA

的大量积累, 这些突变体缺乏细胞质 RNA 衰减和

DCL4 活性, 导致发育缺陷, 如叶片扩展和色素沉积

减少[95]。这些缺陷可以通过 dcl2 或 rdr6 突变来修复, 

这表明它们是由 DCL2-和 RDR6-依赖的 22 nt siRNA

的异位积累引起的。转录组(transcriptome)和翻译组

(translatome)分析进一步表明, NIA1/NIA2 基因[编码

硝酸还原酶(nitrate reductase)]产生的 22 nt siRNA 占

22 nt siRNA 的近一半, 并由 AGO1 装载, 抑制其同

源 mRNA 以及其他 mRNA 的翻译, 从而抑制植物生

长并增强对氮缺乏的响应[95]。有研究表明, 野生型

大豆(Glycine max)积累丰富的 DCL2 依赖的 22 nt 

siRNA [96]。大豆 DCL2 蛋白以具有长反向重复的 Pol 

II 转录本作为底物 , 类似于芦笋(Asparagus offici-

nalis)和百合(Lilium lancifolium)中存在的生殖 24- 

PHAS 前体[81], 这表明大豆中 22 nt siRNA 的生物合

成可能不需要 RDR6。DCL2 依赖的 22 nt siRNA 通

过触发查尔酮合酶(chalcone synthase)转录本的次级

siRNA 来调控大豆种子的颜色[96]。总之, 这些研究

表明, 根据生物合成(是否依赖 RDR6)、分子活性和

发育功能, 植物内源 22 nt siRNA 不可能是保守的。

22 nt siRNA 在玉米、木薯(Manihot esculenta)和几种

菊科植物中也很丰富[97]。显然, 需要对不同的植物

物种开展更多的研究来了解 22 nt siRNA 的差异。 

转运 RNA 片段。在典型的 tRNA 生物合成途径

中, tRNA 前体(tRNA precursor, pre-tRNA)由 RNA 聚

合酶 III (RNA polymerase III, Pol III)转录, 并经历一

系列的成熟事件, 包括除去 5′前导序列(5′ leader)和

3′尾随序列(3′ trailer)、内含子剪接、3′端 CCA 残基

的添加和共价修饰。成熟的 tRNA 从细胞核输出到

细胞质, 在翻译中发挥作用[98]。对动物、酵母和植

物的研究表明 , 成熟的 tRNA 可以被核酸内切酶

(endonuclease)切割产生 tRF [89]。tRF 主要以 tRF-5、

tRF-3、5′ tRNA 半分子(5′ tRNA half)和 3′ tRNA 半分

子的形式存在, 这取决于它们的前体 tRNA 分子。

tRF-5 和 tRF-3 RNA 分别来源于 tRNA 5′端和 3′端, 

长度约为 13~30 nt; 它们是由 RNase T2 家族的核酸

内切酶切割 tRNA 的 D 和 TψC 环产生的[89]。拟南芥

RNase T2 家族成员 RNS1 和 RNS3 是 tRF-5 生物合

成所必需的[99]。DCL1 也参与拟南芥花粉中 tRF-5

的生物合成[100]。然而, 尽管对不同的组织进行了分

析, 但有研究表明, DCL1 在 tRF 生物合成中不起主

要作用[101]。因此, 目前的证据表明, 在植物 tRF 的

生物合成中, RNase T2 酶起着关键作用, 而 DCL 的
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作用是有争议的。 

2  sRNA 的作用机制 

2.1  Argonaute 蛋白对 sRNA 的分选和装载 

sRNA 被装载到它们的效应器(effector) AGO 蛋

白上。AGO 蛋白是一类庞大的蛋白家族 , 是组成

RISC 复合物的主要成员。AGO 蛋白由 N 端、PAZ、

MID 和 PIWI (p-element induced wimpy testis) 4 个结

构域组成[13-14]。PAZ 结构域结合到 siRNA 的 3′端, 

PIWI 结构域赋予切割体(slicer)以内切酶活性; PAZ

和 PIWI 2 个结构域与 siRNA 和目标 mRNA 相互作

用, 从而导致目标 mRNA 的切割或者翻译抑制。在

种子植物中, AGO 蛋白家族高度多样化, 形成了 3

个主要的系统发育分支 : AGO1/AGO5/AGO10、

AGO2/AGO3/AGO7 和 AGO4/AGO6/AGO8/AGO9 

(基于拟南芥蛋白而命名) [102]。对拟南芥的研究表明, 

sRNA 的 5′端 核 苷 酸 是 其 分 选 (sorting) 和 装 载

(loading)的关键决定因素之一; AGO1 优先与具有 5′ 

U 的 sRNA 结合, AGO2、AGO4、AGO6、AGO7 和

AGO9 优先与具有 5′A 的 sRNA 结合, 而 AGO5 优

先与具有 5′C 的 sRNA 结合[55]。 

对拟南芥 AGO1、AGO2 和 AGO5 的结构分析

表明, AGO 蛋白的 MID 结构域感知 sRNA 的 5′端核

苷酸以进行分选[103]; AGO10 中央裂缝(central cleft)

中的一个环对于 miR165/miR166 的选择性装载是关

键的[104]。sRNA 的长度对于 AGO 装载的分选是另

一个关键的决定因素, 具有 21 nt 和 22 nt sRNA 优先

与 AGO1/AGO5/AGO10 和 AGO2/AGO3/AGO7 进化

枝的成员结合, 而 24 nt sRNA 优先与 AGO4/AGO6/ 

AGO9 结合[55,105]。sRNA 双链的二级结构也影响它

们在 AGO 上的装载。miR165/miR166 具有 5′ U, 可

以被装载到 AGO1 上, 但 AGO10 对 miR165/miR166

的亲和力高于 AGO1, 因为 AGO10 的位置 12 与成

熟双链中 2 个相邻的匹配(位置 10 和位置 11)有一个

错配(mismatch) [105]。同样, miRNA 双链位置 11 的错

配有助于 miR390 和 AGO7 之间的专一相互作用[106], 

miRNA双链位置 15的碱基配对对于 AGO1和 AGO2

之间的 miRNA 分选也是重要的[107]。除 miRNA 外, 

对水稻和玉米中 21 nt 生殖 phasiRNA 的分析表明, 

分别在位置 14 和位置 19 富集大量的 U 和 G, 这表

明这些核苷酸位置以及 5′端核苷酸影响 phasiRNA

装载到 AGO 蛋白上[108]。 

在 miRISC 形成过程中, 5′端热力学稳定性较低

的链被优先选择为引导链 , 一些蛋白包括上述的

HYL1、RS40 和 RS41 都参与了这一过程[109]。miRNA

在细胞核中被装载到 AGO1 上, AGO1 和 miRISC 可

以在细胞核和细胞质之间穿梭(shuttling) [110]。穿梭

是由 AGO1 蛋白序列中的核定位信号(nuclear lo-

calization signal) 和 核 输 出 信 号 (nuclear expoet 

signal)以及输出蛋白 1 (exportin-1)实现的。相反 , 

phasiRNA 和 hc-siRNA 在细胞质中被装载到 AGO

蛋白上 [110]。  

2.2  miRNA 的作用机制  

在植物中, miRNA 主要通过靶转录本的切割来

沉默基因表达, 其次是抑制翻译活性, 在很少的情

况下指导 DNA 的甲基化(图 2); 这些不同的作用方

式在很大程度上取决于 miRNA 和装载它们的 AGO

蛋白[13]。转录本的切割取决于 miRNA 指导的 AGO

的切割活性; 已经在拟南芥中证明了 AGO1、AGO2、

AGO4、AGO7 和 AGO10 具有切割活性[111]。AGO

蛋白的 PIWI 结构域中的氨基酸催化三联体切割具有

完全或几乎完全互补的 miRNA 的靶转录本[111]。切割

后, 未加帽的 3′片段被 5′–3′核糖核酸内切酶 XRN4 降

解; 5′片段被 HESO1 尿苷酸化, 并被 RICE1 (RISC- 

INTERACTING CLEARING 3′–5′ EXORIBONUCLE 
ASE 1)和 RICE2 降解[112]。值得注意的是, 尽管被

miRISC 切割的大多数转录本将被降解, 但有一亚组

的切割片段可以被 RDR6 转化为 dsRNA, 并通过

phasiRNA 生物合成途径被 DCL 蛋白加工。 

在 miRNA 的翻译抑制中, miRISC 靶向不同的

转录本区域产生不同的结果。靶向转录本的 5′非翻

译 区 (5′ untranslated region, 5′UTR) 阻 断 核 糖 体

(ribosome)的招募和翻译起始 , 而靶向开放阅读框

(open reading frame)阻断翻译延长[113]。在这 2 种情

况下 , 核糖体活性很可能通过空间阻碍被 miRISC

阻断。miRISC 靶向 3′UTR 也抑制翻译启动, 但这似

乎是 miRNA 的一种罕见活性, 因为它需要在 3′UTR

中的多个靶位点来进行有效的抑制[113]。miRISC 抑

制翻译发生在内质网上, 以及同时需要与微管动力

学(microtubule dynamics)或 miRNA 去帽相关的蛋白

质参与[114]。此外, DRB2 对于 miRNA 抑制翻译是必

需的, 这表明 miRNA 是指导切割转录本还是抑制翻

译取决于 DCL1 相互作用蛋白 DRB1 (又称 HYL1)

和 DRB2 的活性[115]。 

在很少的情况下, miRNA 指导 DNA 的甲基化, 

而不是切割转录本或抑制翻译。拟南芥 miR165/ 



968 作 物 学 报 第 52 卷 

 

 

miR166 介导 HD-ZIP III 家族转录因子基因 PHB 

(PHABULOSA)的 DNA 甲基化, 可能是通过与新生

的 PHB 转录本的碱基配对。在水稻中, 24 nt miRNA

类似于 hc-siRNA, 因为它们是由 DCL3 而不是由

DCL1 产生的, 并被装载到 AGO4 上以指导 DNA 甲

基化[116]。miRNA 指导 DNA 甲基化的罕见性表明, 

DNA 甲基化可能是它们在特定的发育环境中所需

的一种特异性的作用 , 并表明由 Pol IV 产生的

sRNA 不能靶向 RdDM [13]。 

除少量编码 NB-LRR (nucleotide-binding and 

leucine-rich repeat)或其他触发 phasiRNA 蛋白家族

和长链非编码 RNA 的 mRNA 外, miRNA 主要靶向

编码转录因子的 mRNA [117]。通过调控转录因子基

因, miRNA 作为植物发育和对非生物或生物胁迫反

应的关键调控因子起作用[118-119]。 

2.3  异染色质小干扰 RNA 的作用机制  

Pol IV 依赖的 hc-siRNA 通过 RdDM 途径来调控

植物基因组的稳定性和基因表达。在典型的 RdDM

途径中, hc-siRNA 靶位点由另一种植物专一的 RNA

聚合酶 V (polymerase V, Pol V)转录, 产生非编码的

转录本。虽然 Pol V 转录本仍然附着在其基因组位

点上, 但 hc-siRNA-AGO4/AGO6 复合物通过序列互

补靶向转录本, 并招募 DNA 甲基转移酶(DNA me-

thyltransferase) DRM2 (DOMAINS REARRANGED 
METHYLASE 2), 在所有的序列(CG、CHG 和 CHH, 

其中 H = A/C/T)背景下介导 Pol V 转录位点的从头

DNA 甲基化[120-121] (图 2)。除涉及由 Pol IV、RDR2

和 DCL3 产生的 hc-siRNA 典型途径外, 还有一些非

典型的 RdDM 途径 , 它们是由其他机制产生的

siRNA 通过不同的位点进入[121]。RdDM 最典型的生

物学功能是沉默转座子。 

转座子是基因组 DNA 的片段, 可以通过复制-

粘贴 (copy-and-paste)或剪切 -粘贴 (cut-and-paste)机

制在染色体位点之间移动。这些转座子可以破坏基

因或基因调控区, 因此, 植物已进化出了沉默转座

子的机制[122]。转座子是 hc-siRNA 最普遍的靶点, 这

表明通过转座子沉默来维持基因组的完整性是

hc-siRNA 的 主 要 作 用 [120] 。 反 转 录 转 座 子

(retrotransposon) EVD (EVADÉ)是最早发现的被 24 

nt hc-siRNA 沉默的转座子之一[123]。随后对 EVD 的

分析揭示了从 PTGS 向 RdDM 介导的转录基因沉默

过渡的关键机制, 涉及从产生 21 nt 或 22 nt siRNA

转换为产生 24 nt siRNA [124]。然而, RdDM 并不是转

座子沉默的唯一机制, 在拟南芥 RdDM 缺陷突变体

中只有少数转座子被激活[125]。对玉米 RdDM 突变

体的研究表明, 基因附近的 RdDM活性对于维持活

跃转录的染色质区域和相邻转座子之间的边界是

重要的 [126]。 

对拟南芥的早期研究表明, 抑制 RdDM 介导的

FWA (FLOWERING WAGENINGEN)基因启动子区

SINE 相关的直接重复序列对正确的开花时间至关

重要, FWA 基因编码同源结构域(homeodomain)转录

因子 [127]。对其他植物物种包括番茄 (Solanum ly-

copersicum) [128]、油菜[129]、荠菜(Capsella rubella) [88]

和水稻[130-132] RdDM 突变体的研究揭示了 RdDM 在

营养(如叶片)和/或生殖(如小孢子、花粉和种子)发育

中的关键作用。Siren 也是 Pol IV 依赖的 24 nt siRNA 

(类似于 hc-siRNA)。由于 siren 可以指导生殖组织中

的 DNA 甲基化[70-71], Pol IV/Pol V 突变体的生殖缺

陷是否由于 hc-siRNA 或 siren 的功能丧失引起的还

不清楚。此外, RdDM 也参与了基因组印迹(genomic 

imprinting)和倍性间杂交障碍(interploidy hybridiza-

tion barrier)的调节[133-134]。 

2.4  相位次级小干扰 RNA 的作用机制 

tasiRNA 介导切割一组不同基因的转录本, 以

调节植物发育或对胁迫做出反应。在拟南芥中, TAS1 

siRNA 靶向热反应基因 HTT1 (HEAT-INDUCED 

TAS1 TARGET 1)和 HTT2, 以抑制耐热性。TAS3 

siRNA 靶向生长素反应因子(auxin response factor, 

ARF)家族转录因子, 以调控许多与植物发育和反应

有关的生长素信号, 如叶片发育和幼年期到成年期

的过渡[135]。TAS4 siRNA 靶向 MYB 家族转录因子的

mRNA, 以调节花青素(anthocyanin)的生物合成 [136]

和毛状体(trichome)的发育[137]。虽然 TAS1 和 TAS2

仅仅在拟南芥中被报道, 但 TAS3 广泛存在于陆生植

物中, 而 TAS4 在真双子叶植物中是保守的[73]。除拟

南芥之外 , 还存在一些额外的 TAS 位点或家族

(TAS5~TAS10) [138]; 然而, 这些较少表征的位点在植

物中表现出有限的保守性。 

21 nt 生殖 phasiRNA 可以介导反式靶点 mRNA 

(水稻)或其自身前体(水稻和玉米)的切割[139-140]。对

玉米和/或水稻中 OCL4 (假定的 21 nt phasiRNA 途

径转录因子的调控因子)、miR2118 (21 nt phasiRNA

的触发因子)和 AGO5同源物(21 nt phasiRNA的效应

因子)的研究揭示了 21 nt phasiRNA 在发育中的功

能。玉米 ocl4 突变体缺乏 21 nt phasiRNA, 表现出
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温度敏感的雄性不育(temperature-sensitive male ste-

rility, TGMS) [79]。水稻中一亚组 MIR2118 拷贝的敲

除导致雄性不育(male sterility), 并降低 21 nt pha-

siRNA 的丰度[141]。值得注意的是, 部分 mir2118 突

变体也表现出雌性不育 (female sterility), 这表明

mir2118 和潜在的 21 nt phasiRNA 在调节雌性种系

(germline)发育中起作用 [141]。在水稻中 , AGO5c/ 

MEL1 (MEOSIS ARRESTED AT LEPTOTENE 1)蛋

白装载一亚组 21 nt 生殖 phasiRNA, 干扰 AGO5c 基

因引起雄性不育 [142]。在玉米中 , AGO5b/MAGO1 

(MALE-ASSOCIATED ARGONAUTE-1)和 AGO5c/ 

MAGO2 在调节雄性育性中起冗余作用, 因为只有

敲除或双敲除突变体才显示出雄性不育 [143]; 而另

一项研究则表明, AGO5c 是典型的玉米突变体 ms28 

(male sterile 28)的原因基因(causal gene), 是雄性育

性唯一所必需的[144]。Lee 等[143]也证明了 AGO5b 和

AGO5c 装载热诱导的 21 nt phasiRNA 以调节雄性生

殖细胞中反转录转座子的活性 , 以及 ago5b;ago5c

敲除突变体表现出温度敏感的雄性不育[143]。 

24 nt 生殖 phasiRNA 的分子功能仍然不够明

确。它们可能介导自身位点的 CHH 甲基化, 但这似

乎不是它们的唯一功能[145]。玉米 DCL5 的一些功能

丧失突变等位基因在 24 nt 生殖 phasiRNA 生物合成

中专一地起作用, 它们缺乏 24 nt phasiRNA, 并表现

出温度敏感的雄性不育表型[146]。DCL5 是 DCL3 的

复制品, 在 24 nt phasiRNA 生物合成中的特殊作用

归因于 DCL3 和 DCL5 的 PAZ 结构域的差异, 这 2

个结构域对底物 siRNA 前体的 5′磷酸和 3′突出物表

现出不同的偏好[147]。MS23、MS32 和 bHLH122 是

假定的 24 nt phasiRNA 生物合成的转录因子的调控

因子, 其单突变体表现出完全雄性不育; 在这些突

变体中 24 nt phasiRNA 的丰度也显著降低[80]。21 nt 

phasiRNA 途径存在于所有已鉴定的单子叶植物中, 

而 24 nt phasiRNA 在被子植物中较广泛, 但并不是

普遍的[73]。因此, 已有的数据表明, 21 nt 和 24 nt 

phasiRNA 在调节雄性育性中起重要和保守的作用。 

2.5  转运 RNA 片段的作用模式 

在拟南芥花粉中, 19 nt tRF 被 AGO1 装载, 可以

介导反转录转座子 Gypsy 家族的切割[100], 也有证据

表明 tRF 在翻译水平上沉默基因表达。对南瓜

(Cucurbita maxima)的研究表明 , 韧皮部汁液中的

RNA 分子能够以非专一的方式抑制翻译, tRF 可能

起主要作用[148]。拟南芥中的一组 tRNA 半分子和其

他的 tRF 可以抑制体外翻译[149]。然而, 通过 tRF 的

抑制翻译机制在很大程度上还不清楚。例如, tRF 是

靶向 mRNA 还是 tRNA？该过程是否需要 AGO？ 

tRF-AGO1 RISC 对 Gypsy 转座子的切割表明, 

tRF 参与调控基因组的稳定性[100]。此外, tRF 常常被

非生物和生物胁迫诱导, 如氧化胁迫、紫外线辐射、

冷、热、低磷酸盐和病原体感染[150]。研究表明, 在

未被感染时, 5′ tRF 与 AGO1 形成 RISC 来抑制病原

体的防御[151]。然而, 抑制防御反应可能不是 tRF 的

普遍作用, 因为它们更频繁地被病原体感染诱导而

不是抑制[152-153], 这表明 tRF很可能作为病原体防御

的激活剂发挥作用。因此, 关于 tRF 的功能仍然有

许多问题需要研究。例如, 在胁迫反应中, tRF 直接

调控哪些靶 RNA, 以及它们是如何被调节的(例如

是切割 RNA 还是抑制翻译)？ 

3  sRNA 对种子发育、休眠和萌发的作用 

3.1  对种子发育的作用 

3.1.1  sRNA 对种子发育的调控    sRNA 参与种

子成熟过程中基因表达的调控[154-156]。在拟南芥胚发

育的不同阶段 , 利用低通量 sRNA 测序(low-input 

small RNA sequencing)已经鉴定了 349 个 miRNA 介

导的靶转录因子的降解和抑制, 其中, 22 个 miRNA

家族在种子成熟后期阶段积累, 并在成熟的绿色胚

中持续存在[156]。这些家族包括 miR156、miR167、

miR170/171、miR390、miR394 和 miR403 [156]。成

熟胚中 miR156 的水平增加 , miR172 和转录因子

SPL3、SPL4 和 SPL5 的水平降低, 从而延缓发育转

变并使种子处于休眠状态[157] (图 3)。 

在水稻中, 多个 sRNA 包括 miR156、miR159、

miR160、miR396 和 miR397 调控籽粒的大小与性

状 [158-159]。其中, OsmiR156 的不同亚家族产生不同

的种子性状。OsmiR156 由 12 个基因编码, 它们产

生 3 种 OsmiR156-5p 异构体和 4 种 OsmiR156-3p 异

构体[160]。OsmiR156 调控 SPL 和 IPA1 (Ideal Plant 

Architecture 1)基因的表达。SPL13、SPL16 和 IPA1 是

籽粒大小的正调控因子[161-162] (图 3), SPL12 和 IPA1

通过直接调控赤霉素(gibberellin, GA)途径中的多个

基因来增强种子休眠[163-164]。OsmiR396 基因家族在

水稻中高度保守并高丰度积累; 它由 8 个基因组成, 

编码 5 个成熟的异构体; 这些异构体靶向 11 个 GRF 

(GROWTH REGULATING FACTOR)转录因子的编

码基因; 该家族也参与籽粒大小的调控[165] (图 3)。 
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图 3  sRNA 调控种子形成、发育、休眠和萌发的示意图 
Fig. 3  Schematic diagram of seed formation, development, dormancy, and germination regulated by sRNAs 
小 RNAs (sRNAs)包括微小 RNAs (miRNAs, miRs)和小干扰 RNAs (siRNAs), 通过转录后基因沉默或翻译抑制调控编码转录因子和
关键调节蛋白的基因表达 , 并通过与植物激素、DOG1 和表观遗传因子相互作用在种子形成、发育(包括种子大小)、休眠和萌发的
调控中发挥重要作用。黑色虚线表示种子形成和发育与种子休眠和萌发的相互关系。种子形成与发育是种子休眠和萌发的前提 , 休
眠种子必须在干藏、冷湿和植物激素处理解除休眠后才能萌发。→和⊣分别表示促进和抑制。ABA: 脱落酸; ABF: ABA 反应元件
结合因子; ABI3: ABA 不敏感 3; ABRE: ABA 反应元件; ABRG: ABA 反应基因; AGO: Argonaute; AHG1/3: ABA 过敏感萌发 1/3; 
AREB: ABRE 结合蛋白; ARF10: 生长素反应因子 10; At: 拟南芥; DCL1: DICER-LIKE 1; DML3: DEMETER-LIKE PROTEIN 3; 
DOG1: 萌发延迟 1; FUS3: FUSCA3; GA: 赤霉素; GA20ox: GA 20 氧化酶; GA3ox: GA 3 氧化酶; GAMYB: 赤霉素诱导的 MYB 转
录因子; GARE: GA 反应元件; GARG: GA 反应基因; GID1: 赤霉素不敏感矮化 1; GRF: 生长调节因子; HEN1: HUA ENHANCER 1; 
HYL1: HYPONASTIC LEAVES 1; IPA1: Ideal Plant Architecture 1; KO: 内根-贝壳杉烯氧化酶; LEC2: leafy cotyledon 2; MIR: mi-
croRNA 基因; NCED: 9-顺式环氧类胡萝卜素双加氧酶; nt: 核苷酸; Os: 水稻; PCD: 细胞程序性死亡; phasiRNA: 相位次级小干扰
RNA; pol II: RNA 聚合酶 II; PP2C: 蛋白磷酸酶 2C; pre-miRNA: 前体 miRNA; pri-miRNA: 初级 miRNA; PTGS: 转录后基因沉默; 
PYL: pyrabactin resistance 1/pyrabactin resistance 1-like/regulatory components of ABA receptor; SLR1: SLENDER RICE 1; SnRK2: 
SNF1 (蔗糖非发酵-1)相关的蛋白激酶 2; SPL: SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE; TRRE: 翻译抑制; WSGAR: 小
麦种子萌发相关的 RNA 基因; ZEP: 玉米黄质环氧化酶。  
Small RNAs (sRNAs), including microRNAs (miRNAs, miRs) and small interfering RNAs (siRNAs), regulate the expression of genes 
encoding transcription factors and key regulatory proteins through post-transcriptional gene silencing or translational inhibition. They 
also play an important role in the regulation of seed formation, development (including seed size), dormancy, and germination by inter-
acting with phytohormone, DOG1, and epigenetic factors. The dashed black line indicates the relationship between seed formation and 
development with seed dormancy and germination. Seed formation and development are prerequisites for seed dormancy and germination, 
and dormant seeds can only germinate after dormancy is broken through dry storage, cold-moist treatment, and phytohormone treatment. 
→  and ⊣ represent promotion and inhibition, respectively. ABA: abscisic acid; ABF: ABA-responsive element binding factor; ABI3: ABA 
insensitive 3; ABRE: ABA-responsive element; ABRG: ABA-responsive gene; AGO: Argonaute; AHG1/3: ABA HYPERSENSITIVE 
GERMINATION 1/3; AREB: ABRE-binding protein; ARF10: AUXIN RESPONSE FACTOR 10; At: Arabidopsis thaliana; DCL1: 
DICER-LIKE 1; DML3: DEMETER-LIKE PROTEIN 3; DOG1: DELAY OF GERMINATION 1; FUS3: FUSCA3; GA: gibberellin; 
GA20ox: GA 20-oxidase; GA3ox: GA 3-oxidase; GAMYB: Gibberellin-induced MYB; GARE: GA-responsive element; GARG: 
GA-responsive gene; GID1: GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF 1; GRF: GROWTH REGULATING FACTOR; HEN1: HUA 
ENHANCER 1; HYL1: HYPONASTIC LEAVES 1; IPA1: Ideal Plant Architecture 1; KO: ent-kaurene oxidase; LEC2: leafy cotyledon 2; 
MIR: microRNA gene; NCED: 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase; nt: nucleotide; Os: Oryza sativa; PCD: programmed cell death; pha-
siRNA: phased secondary siRNA; pol II: RNA polymerase II; PP2C: protein phosphatase 2C; pre-miRNA: precursor miRNA; pri-miRNA: 
primary miRNA; PTGS: post-transcriptional gene silencing; PYL: pyrabactin resistance 1/pyrabactin resistance 1-like/regulatory com-
ponents of ABA receptor; SLR1: SLENDER RICE 1; SnRK2: SNF1 (sucrose non-fermenting-1) -related protein kinase 2; SPL: 
SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE; TRRE: translation repression; WSGAR: WHEAT SEED GERMINATION 
ASSOCIATED RNA; ZEP: zeaxanthin epoxidase.  
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抗 OsmiR160的 OsARF18 (一种籽粒大小的负调控因

子编码基因)表达产生较小的籽粒且淀粉粒的积累

减少, 这表明 miRNA 可以精确地调控种子发育[154]。

OsmiR397 在幼穗和籽粒中高度表达 , 其过表达促

进穗分枝并增加籽粒的体积[155]。这些结果表明通过

miRNA 的转录后修饰将有助于开发出更好的遗传

材料, 提高产量。 

Xie 等 [166]利用 CRISPR (clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats) /Cas (CRISPR-  

associated nuclease) 12SF01 对大豆优良品种‘中黄

302’的 mir396 基因进行基因组编辑, 获得了 8 个大

豆突变体, 其中在 6 个大豆 mir396 基因中具有不同

的纯合突变组合。他们对 4个三重突变体(mir396aci、

mir396acd、mir396adf 和 mir396cdf)和 2 个五重突变

体(mir396abcdf 和 mir396bcdfi)的研究发现, 与野生

型‘中黄 302’相比, 所有 mir396 突变体的植株都产

生 较 大 的 种 子 。 田 间 试 验 表 明 , mir396adf 和

mir396cdf 的产量在适合‘中黄 302’生长的相对高纬

度地区显著增加, 而在低纬度地区适度增加。相反, 

mir396abcdf 和 mir396bcdfi 在相对高纬度地区因株

高增加容易倒伏, 导致产量降低; 但在低纬度地区

倒伏较少 , 产量增加 ; 这些研究结果表明 , miR396

基因功能的丧失导致大豆种子的体积显著增大, 产

量增加; miR396 基因为培育高产大豆品种提供了有

价值的种质资源[166]。 

Yue 等[20]的研究发现, 与父本(‘11GF5135’)和母

本 (‘BS1453’)相比 , 杂交小麦 (‘BS1453×11GF5135’)

在种子活力和抗衰老能力方面表现出优势。他们鉴

定了 4 种与种子活力相关的 miRNA, 这些 miRNA

的大多数靶标与泛素连接酶(ubiquitin ligase)、激酶

(kinase) 、 蔗 糖 合 酶 (sucrose synthase) 和 水 解 酶

(hydrolase)有关, 涉及淀粉和蔗糖代谢、水解、催化、

植物激素信号转导等途径(图 3), 在种子发育中发挥

重要作用。此外, 他们还发现 miR531 在父本和杂交

种中也差异表达, 其靶基因是 α-酮酸脱氢酶复合物

(α-ketoate dehydrogenase complex)的 E1 亚基, 该亚

基与二氢硫辛酰胺乙酰转移酶 (dihydrolipoamide 

acetyltransferase, E2) 和 二 氢 硫 辛 酸 脱 氢 酶

(dihydrolipoyl dehydrogenase, E3)相互作用。此外 , 

miR156b、miR414、miR2673b 和 miR7826 通过调节

牡丹(Paeonia suffruticosa)脂肪酸生物合成和脂质代

谢所需基因的表达来控制种子发育[167] (图 3)。在麻

疯树(Jatropha curcas)种子发育过程中, 多种 miRNA 

(包括 miR156、miR157、miR159、miR166、miR167、

miR168 和 miR396)靶向与细胞结构、核功能、翻译、

运输、激素合成和脂质代谢相关的基因[168]。木本油

料植物水黄皮(Pongamia pinnata)在胚胎发生、种子

灌浆和脱水阶段的深度测序表明, miR482a-3p 在种

子发育过程中调控脂肪酸的生物合成 [169]。在椰子

(Cocos nucifera)中, miR166a、miR397a 和 miR398a

在未成熟的胚乳中高度表达[170]。 

在龙眼(Dimocarpus longan)体细胞胚发生过程

中 , 许多 miRNA 在不同的发育阶段被优先表达 : 

miR156 和 miR166c* 在 早 期 胚 培 养 物 中 表 达 , 

miR159、miR160、miR390 和 miR398 在心形和鱼雷

形胚阶段表达 , miR167 、 miR168a* 、 miR397 、

miR398、miR808 和 miR5077 在子叶期胚阶段表达, 

而 miR167、miR808 和 miR5077 在成熟胚阶段表

达 [171]。miR166 的过表达抑制了体细胞胚发生过程

中子叶的形成 , 导致胚顶端异常发育 [172]。miR159

通过负调控其靶点 LaMYB33 来维持体细胞胚的成

熟[173]。在火炬松(Pinus taeda)中, miR166 主要在合

子胚和雌配子体中表达; 但 miR167 仅在合子胚中

被检测到[174]。 

miRNA 生物合成所需的 DCL1 突变影响早期胚

胎发生的程序。无效突变体(null mutant)的胚发育不

会超过球形胚阶段, 其形态缺陷是由胚 miRNA 的积

累较少及其靶标上调造成的[175]。表达模式的改变导

致发育不规则, 如细胞过早分化、细胞命运改变、

早期组织和分生组织改变[176]。在 miRNA 生物合成

途径中的其他基因突变也发生类似的变化 [177]。

Willmann 等[177] 研究表明, miRNA 可以通过抑制成

熟调控因子LEC2 (leafy cotyledon 2)和FUS3 (FUSCA 

3)的表达来发挥作用(图 3)。在 dcl1 突变体胚中, LEC2

和 FUS3 的转录本上调, 而组蛋白脱乙酰酶(histone 

deacetylase)等阻遏物则下调。2 个三螺旋转录因子

(trihelix transcription factor) ASIL1 (ARABIDOPSIS 
6B-INTERACTING PROTEIN1-LIKE 1)和 ASIL2 与

组蛋白脱乙酰酶 HDA6 一起在 miRNA 的下游起作

用, 抑制早期胚发育过程中的成熟程序[177]。此外, 在

种子发育和成熟过程中, 许多来源于母体组织的 POL 

IV 介导转录的 siRNA 可以调控胚乳基因的表达[178-179]; 

这些 siRNA 占整个家族的 90% [69]。尿囊素酶

(allantoinase)是一种胚乳母系表达的基因和休眠的

负调控因子 , 其印迹通过 24 nt siRNA 和非典型的

RdDM 途径被甲基化控制 , 以促进低温下的种子
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休眠 [180]。  

3.1.2  sRNA 在种子杂交优势、杂交败育和倍性杂

交种中的作用    雄性不育是植物中的一种常见的

生物学现象。雄性不育系是作物杂种优势利用和商

业化杂交种生产的宝贵育种材料[181]。研究表明, 一

些 AGO 成员在植物雄配子和/或雌配子发育中起重

要作用。拟南芥中的 AtAGO9 和 AtAGO5 [182]以及

玉米中的 ZmAGO9 介导雌配子的形成[183] (图 3)。在

水稻中 , OsAGO2a 和 OsAGO18 参与小配子体发

育 [184] (图 3), OsAGO5c/MEL1 在减数分裂前期介导

雄性和雌性器官中的生殖细胞分裂[185] (图 3)。玉米

基因组包含 17 种预测的 AGO 家族蛋白[102], 其中, 

ZmAGO18b、ZmAGO1b 和 ZmAGO5c 在减数分裂

期花药中高表达[186]。Li 等[144]研究了玉米中一个典

型的雄性不育突变体 ms28 (male sterile 28)。该突变

体具有正常的雄配子减数分裂过程, 但其绒毡层细

胞在减数分裂前期的早期表现出过早的液泡化, 乌

氏体(Ubisch body)发育缺陷以及产生无生活力的花

粉粒。Ms28 编码 AGO 家族蛋白 ZmAGO5c, 其转录

本主要在减数分裂前的花药中积累, 且在花粉母细

胞(pollen mother cell, PMC)中的丰度更高。转录组分

析表明, 与花药发育、细胞分裂和生殖结构发育过

程相关的基因在 ms28 突变体及其可育同胞植株

(sibling plant)之间差异表达。sRNA 测序表明 , 在

ms28 减数分裂的花药中, siRNA 和 miRNA 的丰度显

著改变, 这表明 ms28 可能通过 sRNA 介导的表观遗

传调控途径调节绒毡层细胞的发育[144]。 

Shi 等 [187]研究表明 , AGO1d 分别优先结合

miR2118 和 miR2275 以触发 21 nt 和 24 nt 相位

siRNA90 (phase siRNA90)的生物合成 , 以及敲除

AGO1d 导致 21 nt 和 24 nt 相位 siRNA 的总体丰度降

低以及 TGMS。在较低的温度下, ago1d 花药表现出

糖和脂质代谢失调 , 绒毡层细胞增多 [187]。通过对

sRNA、降解组(degradome)和转录组的多组学分析, 

发现 21 nt 相位 siRNA 占水稻花药中 21 nt sRNA 的

比例最大, 对低温敏感; 而在 ago1d 突变体中 21 nt

相位 siRNA 显著下调[188]。此外, 21 nt 相位 siRNA

对于与可育性和耐寒性相关基因的 mRNA 切割是必

需的, 这些基因直接或间接地由 AGO1d 介导的基因

沉默决定 , 包括 EDT1 (Earlier Degraded Tapetum 

1) 、 TDR (Tapetum Degeneration Retardation) 、

OsPCF5 和 OsTCP21; 21 nt 相位 siRNA 的功能丧失

可能导致其靶基因上调, 并引起不同程度的雄性可

育和籽粒形成缺陷[188]。这些研究结果表明, 21 nt 相

位 siRNA 在水稻 TGMS 中的重要功能, 为未来两系

杂交水稻育种提供了重要参考。 

自交不亲和性(self-incompatibility)在被子植物

中起着重要的作用, 它能防止近亲繁殖衰退和维持

种群内的遗传多样性。在多倍体化(polyploidization)

之后, 许多被子植物物种从自交不亲和转变为自交

亲和(self-compatibility)。Dou 等[189]研究了十字花科

(Brassicaceae)植物中的 S-位点, 并鉴定了 S-位点内

sRNA 位点 SMI1 (SCR Methylation Inducer 1)和 SMI2

的不同起源。研究发现 SMI1 位点在十字花科中广泛

存在, 而 SMI2 位点则仅存在于芸薹属(Brassica)物

种中。在自交不亲和的欧洲油菜 (Brassica napus) 

‘S-70S1300S6’中过表达 BnSMI-1, 导致 BnSCR-6 和

BnSCR-1300 启动子区域中的 DNA 甲基化显著增加, 

从而产生自交亲和性。相反, 通过在‘S-70S1300S6’品

系中过表达 BnSMI-1 的一个点突变 , BnSCR-6 和

BnSCR-1300 启动子中的 DNA 甲基化水平降低。在‘- 

SI-326S7S6’品系中, BnSMI2-1300 的过表达通过转录

抑制来自 BnS-1300 单倍型的 Smi2 sRNA, 降低了

BnSCR-7 的表达[189]。这些研究结果表明, 油菜的自

交亲和性是由多倍体化后 S-位点 sRNA 介导的 SCR

基因沉默决定的, 这有助于进一步培育自交不亲和

或自交亲和的油菜品系, 进而促进杂种优势的利用。 

多倍体(polyploidy)或全基因组加倍(whole-genome 

duplication)是植物中一种常见的物种形成机制。多

倍体形成的一个重要障碍是缺乏相容的配偶, 而自

交亲和性可以克服这一难题。Bachmann 等[190]研究

了十字花科自交不亲和性系统的分子组成, 特别是

由 sRNA 介导的 S-单倍型(S-haplotype)之间的显性

关系能否促进异源多倍体(allopolyploid)十字花科植

物中自交不亲和的丧失。试验材料为异源四倍体荠

(Capsella bursa-pastoris), 该物种大约在 30 万年前

通过杂交和全基因组加倍形成, 其祖先来自东方荠

(Capsella orientalis)和大花荠(Capsella grandiflora)

的谱系。他们利用靶向长读长测序(targeted long-read 

sequencing)来组装和分析 8 个全长 S-位点单倍型, 

以及利用花芽中的 sRNA 测序数据, 以鉴定候选的

显性修饰因子。研究结果发现, 荠中东方荠衍生的

S-单倍型含有雄性自交不亲和特异性基因 SCR 的截

短版本, 并表达一个保守的基于 sRNA 的候选显性

修饰因子, 其靶标存在于大花荠的 S-单倍型中; 花

粉水平的显性可能促进荠中自交不亲和性的丧失 ; 
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而在东方荠和大花荠杂交后自发产生的体细胞四倍

体化阶段可以产生自交亲和的四倍体后代[190]。 

3.2  对种子休眠和萌发的影响 

3.2.1  sRNA 对种子休眠和萌发的作用    在日本

落 叶 松 (Larix kaempferi) 中 , miR-12 、 miR-13 、

miR-14、miR159c、miR162a、miR319a、miR397d、

miR894g 和 miR1313b 在 休 眠 胚 中 上 调 , 而

miR168b、miR169b、miR414b 和 miR529a 在萌发胚

中上调 [191] (图 3)。同样 , miR397 通过调节细胞壁

的厚度在休眠胚转化为萌发胚的过程中起作用 [191] 

(图 3)。此外, 日本落叶松种子休眠维持和释放的调

控伴随着 siRNA 家族的变化。休眠胚表现出较高水

平的 24 nt siRNA 的积累, 而萌发胚则偏向于 21 nt 

siRNA 的积累。这可能是由于 RDR2 和/或 RDR6 的

表达水平差异, 表明不同的 sRNA 途径对休眠释放

的贡献也不同[191]。 

不同的 miRNA, 如 miR156、miR158、miR159、

miR160、miR164、mir165/166、miR167、miR172、

miR395、miR402 和 miR417 能够调控种子萌发和休

眠的激活剂和抑制剂[12,22,192]。Li 等[193]研究表明, 种

子吸胀过程本身可以差异下调 12 个 miRNA 家族成

员(miR156、miR159、miR164、miR166、miR167、

miR168、miR169、miR172、miR319、miR393、miR394

和 miR397), 而在种子萌发过程中有 4 个家族成员

(miR398、miR408、miR528 和 miR529)上调(图 3)。 

Sun 等[194]比较了抗 PHS 和 PHS 敏感的白小麦

品种的萌发种子中 miRNA 组的差异。在种子萌发的

3 个不同阶段共鉴定出 1879 种 miRNA。为了进一步

获得候选的 miRNA, 通过差异表达和时间序列分析

(time-series analysis)挖掘了差异表达 miRNA 的不同

数据集, 结合降解组数据, 在靶基因全基因组筛选

后进行 miRNA mRNA 网络分析, KEGG (Kyoto En-

cyclopedia of Genesand Genomes)富集表明, 与 PHS

相关的淀粉和蔗糖代谢途径在来源于 R12R18-HE 

miRNA 的专一靶基因数据集中被特异地富集。 

miRNA 生物合成的不同组分也有助于调控萌

发后事件。miR402 通过调节 miRNA 指导的 DML3 

(DEMETER-LIKE PROTEIN 3)正调控胁迫条件下

的种子萌发和幼苗生长 [195] (图 3); 在黑暗中 , 

HYL1、DCL1、HEN 和 HASTY 增加了幼苗下胚轴

的生长 [43,196]。HYL1 被 COP1 (CONSTITUTIVE 

PHOTOMORPHOGENESIS 1)稳定, 并与 PIF4 相互

作用[43]。与 HYL1 相反, 在幼苗光形态发生过程中, 

DCL1 和 SE 促进钩的伸展。这些结果表明, miRNA

生物合成机制精确地调节幼苗的发育[196]。 

3.2.2  sRNA 与植物激素的互作    赤霉素。GA 结

合并激活其核受体GID1 (GIBBERELLIN-INSENSITIVE 

DWARF 1), 从而触发下游抑制蛋白 DELLA (Asp- 

Glu-Leu-Leu-Ala) 的 多 泛 素 化 (polyubiquitylation), 

并通过 26S 蛋白酶体(proteasome)对 DELLA 蛋白进

行降解[197-198]。在植物中, DELLA 基因编码保守的主

要生长调控因子。核定位的 DELLA 蛋白是转录调

控因子, 能与数百个转录因子及其转录调控因子相

互作用。它们在维管植物中不仅作为 GA 信号转导

的抑制因子发挥作用, 而且在协调多种信号途径响

应内部激素信号和外部信息(如光照和营养条件、生

物和非生物胁迫)中起核心作用[199]。GAMYB 蛋白作

为 GA 信号级联的正调节因子[3,200], miR159 通过靶

向 MYB33 在控制种子萌发中起重要作用 [201-202] 

(图 3)。在 GA 缺乏的情况下, miR159 的表达可能通

过 DELLA 蛋白的作用被抑制[201]。miR159 和 GA 对

GAMYB 的下调促进了萌发所需的糊粉层程序性细

胞死亡(programmed cell death)过程[203] (图 3)。在小

麦中, 22 nt miR9678 专一地在发育和萌发种子的盾

片中表达, 这表明它在调节种子萌发方面具有潜在

的作用[204]。miR9678 靶向一种长链非编码 WSGAR 

(WHEAT SEED GERMINATION ASSOCIATED RNA), 
具有触发 phasiRNA 生物合成的典型的 22 nt miRNA

的特征(图 3)。miR9678 及其触发的 phasiRNA 对萌

发和 PHS 都表现出负调控(图 3)。在 miR9678 过表

达系中, 生物活性 GA 的含量以及与萌发有关的基

因的表达水平降低 , 这表明小麦专一的 miR9678- 

WSGAR-phasiRNA 途径通过 GA 信号转导在调节种

子萌发中发挥作用[204]。 

脱落酸。ABA (abscisic acid)是种子休眠的诱导

因子和种子萌发的抑制因子; GA 拮抗 ABA 的作用, 

是种子萌发的促进因子[7]。在休眠胚转化为萌发胚

的过程中, ABA 通过调节 miRNA 生物合成基因的表

达水平来改变 miRNA 的组成[191]。miR159 的表达被

GA 和 ABA 共同控制[205], MYB33 在 ABI5 (ABA 

INSENSITIVE 5)的上游对 ABA 起反应[202]。ABI5 是

一种碱性亮氨酸拉链(basic leucine zipper, bZIP)转录

因子, 在种子萌发过程中介导对 ABA 信号的感知。

miR159 负调控 MYB33 (图 3), 而 MYB33 通过直接

与 ABI5 启动子的 GTAC 基序结合来促进其转录。因

此, miR159 的功能丧失增强了种子萌发的抗旱性和
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对 ABA 的超敏性[202]。miR159 介导的对 AtMYB33

和 AtMYB101 调控的缺陷增加了种子萌发对 ABA 的

敏感性, 表明它可能在此过程中作为 ABA 反应的负

调控因子起作用。Guo 等[204]发现, miR9678 的转录

依赖于 ABA 信号转导途径, 提出 miRNA 介导小麦

种子萌发中 ABA 和 GA 之间的互作。 

生长素。ARF 是许多植物生长发育过程中参与

生长素信号转导的转录因子。ARF 的丰度受到包括

miRNA 在内的许多机制的精确调节。特别是, 在胚

发育后期和萌发过程中 , ARF10 的转录水平受

miR160 的调节[206]。在拟南芥中, miR160 通过切割

ARF 的 mRNA 来负调控 ARF10、ARF16 和 ARF17

的表达水平, 从而控制光照条件下下胚轴的伸长[207] 

(图 3)。ARF10 的去阻遏增加种子对 ABA 的敏感性, 

而 miR160a的过表达降低拟南芥种子对 ABA的敏感

性[206]。当 ARF10 的抗 miR160 的切割因子在拟南芥

中表达和积累时, 一些 ABA 反应基因的表达增加, 

表明生长素可能影响拟南芥中的 ABA 反应途径。研

究表明, 通过 miR160 下调 ARF10, 对萌发过程中降

低 ABA 敏感性和允许胚根伸长是必需的[208]。这些

证据表明, 在种子萌发过程中, miR160 似乎是作为

生长素和 ABA 介导的互作的汇合点; 因为 ARF10

的突变导致发育缺陷和 ABA 反应基因的过表达 , 

miR160 的过表达导致萌发过程中对 ABA 的敏感性

降低[206]。在种子萌发过程中, 其他的 ARF 被 miR390

调节。miR390 通过促进 TAS3 转录本加工成为功能

性 tasiR-ARF 来连接 2 种主要类型的 sRNA (miRNA

和 tasiRNA), tasiR-ARF 靶向家族成员 ARF2、ARF3

和 ARF4 [209]。此外, ARF2、ARF3 和 ARF4 的转录水

平在萌发早期较低, 只有在吸胀 48 h、miR390 的积

累下降后才变高[22]。“miR390-tasiR-ARF”模块通过

调控一些 ARF转录因子及其下游靶点的表达水平在

种子萌发中起作用。 

细胞分裂素。在大麦种子灌浆期间, siRNA 通过

靶向 HvCKX2.1 [CYTOKININ-OXIDASE 2.1; 一种参

与细胞分裂素降解和萌发时间控制的 CKX (cyto-

kinin oxidase/dehydrogenase, EC.1.5.99.12)]来影响干

旱胁迫反应[210]。当对未成熟的种子进行干旱处理时, 

胁迫专一性 24 nt siRNA 的产生使得 HvCKX2.1 启动

子区域的 DNA 甲基化增加, 降低了 CKX 的 mRNA

水平 , 并进一步影响随后的萌发速率和芽的出现 , 

这可能是通过细胞分裂素核苷(cytokinin riboside)的

积累实现的。 

乙烯。乙烯与 ABA 信号转导途径相互作用促进

种子萌发。突变体 etr1 (ethylene resistant 1)和 ein2 

(ethylene insensitive 2)或 era3 (enhanced response to 

aba 3)表现出 ABA 响应基因上调、种子萌发延迟[3]。

用乙烯前体 ACC (1-aminocyclopropane-1-carboxylic 

acid)处理的野生型种子中的 ABA 响应因子下调, 而

etr1-2 突变体中的 GA 过量积累, 这可能是对 ABA

过量积累的补偿[3]。由于 miR159 和 miR160 对 ABA

和 GA 都具有调节作用, 乙烯与 ABA 和 GA 都有互

作; 因此, 推测这些 miRNA 可能在种子休眠和萌发

过程中直接或间接地控制乙烯介导的调控。 

3.2.3  sRNA 与 DOG1    DOG1 (delay of germi-

nation 1)蛋白是种子休眠的一种主要调控因子, 可

与 ABA协同作用来延迟种子萌发[5,211-212]。核心 ABA

信号转导途径和 DOG1 途径在蛋白磷酸酶 2C (pro-

tein phosphatase 2C, PP2C)处汇聚。DOG1 调控种子

休眠需要 PP2C, 并通过与 ABA 过敏感萌发 1/3 

(ABA HYPERSENSITIVE GERMINATION 1/3, 
AHG1/AHG3)结合来增强 ABA 的信号转导。DOG1

抑制 AHG1 的作用可增加 ABA 的敏感性和诱导种

子休眠[211-212]。对拟南芥和莴苣(Lactuca sativa)种子

的研究表明, DOG1 可以通过影响 miR156 和 miR172

的产生、作用以及加工来调控种子的休眠 [213-214]。

AtMIR156 的过表达促进种子休眠, 而 AtMIR172 的

过表达减少种子休眠[213]。miR156 水平的降低导致

SPL 水平的增加, 促进了 miR172 的表达和种子萌

发。拟南芥和莴苣 dog1 突变体的干种子中与 miR156

和 miR172 加工有关的基因表达丰度降低[213]。在一

些物种中, miRNA 与种子休眠和萌发的激活剂和阻

遏物有关[63,175]。在 32℃下, DOG1 也影响吸胀的拟

南 芥 种 子 中 miRNA 的 产 生 和 萌 发 热 抑 制

(thermoinhibition) [213]。有趣的是, DOG1 影响编码

miRNA 加工蛋白的基因表达: 在干种子中, DCL1 和

HYL1 的转录本被 DOG1 诱导(图 3), 而 SE 被 DOG1

抑制, 这表明 DOG1 可以通过调控 miRNA 加工来控

制种子萌发[213]。此外, 在高温下, 高水平的 miR156

抑制种子萌发, 而高水平的 miR172 促进种子萌发。 

3.2.4  sRNA 与表观遗传    虽然 miRNA 主要发挥

PTGS 的作用, 不直接促进表观遗传修饰(epigenetic 

modification), 但它们可以通过控制编码特定染色

质重塑因子或表观遗传修饰因子的转录本水平来间

接地影响表观遗传格局。例如, miR402 是一种正调

控种子萌发的 miRNA, 特别是在胁迫条件下[215]。
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miR402 靶向脱甲基酶(demethylase) DML3 转录本, 

dml3 突变体的种子在相同的胁迫条件下表现出萌发

速率增加。研究发现 , 胁迫诱导的 miR402 引导

DML3 的切割, DML3 的降低有助于维持种子萌发过

程中负调控基因上的 DNA 甲基化 [215]。然而 , 由

miR402 过表达所引起的专一甲基化变化需要进一

步的研究来证实。 

RdDM 途径产生的 24 nt sRNA 调控种子发育和

基因组印迹 (genomic imprinting) [216]。在水稻中 , 

RdDM 途径基因如 Pol IV (OsNRPD1)、OsRDR2/ 

FEM1 和 Pol V (OsNRPE1)调控穗发育、花粉发育和

结实等[131,217-218]。在水稻胚乳中, 大部分 24 nt sRNA

主要来自基因区域, 而不是来自转座子[68]。Pal 等[219]

发现 CLSY 家族的染色质重塑因子 OsCLSY3 在

sRNA 途径中作为上游因子起作用, 是水稻胚乳发

育和印迹所必需的。比较转录组和遗传分析表明 , 

OsCLSY3 主要在胚乳中表达 , 调控转座子产生的

sRNA、siren 位点和印迹 sRNA 位点。OsCLSY3 突

变负调控胚乳发育, 突变基因的过表达导致具有细

胞化缺陷的较大的籽粒。OsCLSY3 主要与基因组中

的长末端重复(long terminal repeat)转座子结合发挥

作用。 

4  结论与展望 

sRNA 是植物生命周期中基因表达的中心效应

因子。从胚胎发育到萌发后生长, sRNA 调节它们的

靶标并支持植物发育阶段的转变。特别是, miRNA

在胚胎发生、萌发、器官模式形成、开花、激素信

号转导和胁迫感知中起着重要的作用 [220]。大多数

miRNA 靶向转录因子网络, 并建立基因表达梯度, 

以决定超过阈值的特定细胞命运。然而, 在种子发

育、休眠和萌发期间发生表达变化的 miRNA 中 , 

只有少数 miRNA 与生理和分子水平的特定功能有

关 [220], 值得进一步深入研究。 

miRNA 在转录后水平上作为基因表达的主控

因子 , 也是一个新的潜在的作物改良研究领域 ; 

miRNA 正在成为作物基因工程的下一代关键靶标。

因此, 阐明它们在种子发育中的作用有助于改善种

子的产量和质量。例如, MIR 基因以器官或时间依赖

的方式过表达能够改善作物的农艺性状, 包括籽粒

的产量、质量以及耐旱性和耐寒性[117,221]。但是, 在

设计人工 miRNA 时应谨慎, 因为 miRNA 具有广泛

的作用网络, 转基因事件也可能产生多效性表型。 

sRNA 主要包括 miRNA 和 siRNA 2 种类型, 而

后者又可分为 hc-siRNA 和次级 siRNA。这些不同类

型的 sRNA 在种子发育、休眠、萌发以及对生物和

非生物胁迫反应调控中的作用与相互关系还不清

楚。上述问题的深入研究将有助于理解 sRNA 调控

种子特性的分子机制及其实践应用。 
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