
植物 microRNA对重金属胁迫响应的调控 *

丁艳菲 1, 2)** 朱 诚 2, 1)**, *** 王珊珊 1) 刘海丽 2)

(1)浙江大学生命科学学院，浙江大学植物生理学与生物化学国家重点实验室，杭州 310029；
2)中国计量学院生命科学学院，杭州 310018)

*浙江省自然科学基金重点资助项目(Z3100327)，国家自然科学基

金资助项目(31170251, 31071348)，中国水稻研究所水稻生物学国

家重点实验室资助项目(090102), 2009年度浙江省研究生创新科研

项目资助.

**共同第一作者.

***通讯联系人.

Tel: 0571-86914510, E-mail: pzhch@cjlu.edu.cn

收稿日期：2011-09-28，接受日期：2011-11-09

生物化学与生物物理进展
Progress in Biochemistry and Biophysics
2011, 38(12): 1106~1110

www.pibb.ac.cn

镉是重要的重金属污染物，它严重影响植物生

长，并危害人体健康．植物的重金属耐受机理很复

杂，需从多个角度阐述．但参与重金属应答的调节

性基因研究较少，重金属响应调控网络并不清楚．

microRNA(miRNA)是一类新型的调控基因表达的
小分子 RNA，广泛参与植物的生长发育及多种逆
境胁迫应答．最近研究发现，miRNA在水稻镉胁
迫响应中扮演重要角色[1]．miRNA微阵列芯片分离
得到了水稻中 19 个镉胁迫应答相关的 miRNA．
除了 miR528 表达显著上升，miR166、miR171、
miR168、 miR162、 miR396、 miR390、 miR156、
miR1432 和 miR444 等表达均下降．这些 miRNA
基因启动子区的重金属响应元件(metal responsive
element，MRE)和下游可能调控的靶基因的分析表
明，miRNA是镉胁迫应答调控网络中的重要成员，
且围绕 miRNA，形成了若干新的重金属应答调控
路径．

1 重金属抗性机理与 microRNA
重金属(镉、砷、汞等)引起的土壤污染问题

日益严重．重金属不仅影响植物的生长发育、品质

及产量，并可通过食物链进入人体，危害人体健

康．植物在长期进化过程中，产生了对重金属的多

种抗性，包括限制重金属离子吸收、重金属的外

排、细胞壁束缚、跨膜转运、液泡储存、抗氧化响

应等[2-3]．参与这些过程的重金属耐性基因逐渐得

到鉴定与功能描述，如植物螯合肽(phytochelatin，
PC)和金属硫蛋白(metallothionein，MT)可络合重金
属，使重金属浓度降低．低亲和性离子转运蛋白

(low affinity cation transporter，LCT1)、ABC 型蛋
白(ATP-binding cassette transporters，ABC)和天然
抗性相关巨嗜蛋白 (natural resistance associated
macrophage proteins，Nramp)等转运体也在重金属

抗性中发挥重要作用[2-5]．但是它们一般为直接参

与代谢过程的功能性基因，其基因表达调控网络并

不清楚，参与植物重金属胁迫应答的调节基因资源

发掘尚待开展[2, 6]．MicroRNA(miRNA)就是一类新
型的调控基因表达的小分子 RNA，主要在转录后
水平负调控靶基因的表达[7-9]．植物 miRNA通过调
控靶基因的表达，广泛参与植物的生长发育、细胞

代谢、器官形态建成、激素分泌、信号转导、胁迫

应答等过程[8-12]．

近年来研究表明，miRNA参与植物重金属胁
迫应答[12-13]．Yang等发现在甘蓝型油菜和蒺藜苜蓿
中,部分miRNA的表达可受到镉的诱导与调节[14-15].
他们还构建镉胁迫下水稻幼苗的 small RNA 文
库，克隆了 19 个新的 miRNA，并发现其中多数
miRNA 在镉胁迫下表达发生变化[16]．Sunkar 等 [17]

发现，拟南芥在高铜、高铁胁迫下，miR398表达
降低，其所调控的 Cu/Zn超氧化物歧化酶表达上
调，从而提高了拟南芥对重金属胁迫的耐受性．以

上研究虽可鉴定重金属相关的 miRNA，但多采用
Northern blot和 RT-PCR等方法，这些方法费时耗
力，检测的通量不高．生物芯片技术可高通量、高

灵敏度、高特异性地检测 miRNA的表达，但它们
自发展以来多应用于医学领域，以检测 miRNA在
不同组织、不同发育时相、不同疾病状态下的表达
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Fig. 1 Model proposed for cross talk between miRNA and
Ca2+ and their role in the regulation of Cd response
图 1 miRNA与 Ca2+信号转导在镉胁迫响应中

的共同调节作用
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为主[18-20]，在植物 miRNA研究方面应用较少．直
至近几年，微阵列芯片技术才开始应用到植物

miRNA的研究领域[21-23]．本实验即采用 miRNA微
阵列芯片技术，检测镉胁迫下水稻 miRNA 的表
达，得到一批镉胁迫应答相关的 miRNA[1]．结合上

游的重金属响应元件MRE分析以及下游的靶基因
预测与验证等工作，寻找并获得参与逆境胁迫响应

的关键基因，进而完善植物逆境胁迫响应的分子网

络，为利用生物技术手段改善作物的抗逆性提供

依据．

2 镉胁迫相关 miRNA 的靶基因参与的代
谢过程与信号通路

植物 miRNA功能的发挥通过下游靶基因的表
达调节而实现．作者对微阵列芯片分离获得的镉胁

迫相关 miRNA的靶基因分析显示，这些靶基因多
为调节性基因，包括调控下游基因表达的转录因

子，参与信号转导的信号分子如蛋白激酶、钙调素

结合蛋白等[1, 24]．

2援1 转录因子

在镉胁迫相关 miRNA的靶基因中，转录因子
占到绝大多数．这些转录因子参与调控多种植物生

长发育过程，主要包括信号传导[25]、细胞代谢[26-27]、

根与叶器官分化 [28-30]、花器官的形成与生殖[31]等，

显示出 miRNA在生物体基因表达调控网络中的中
心位置 [11]．miR166 的靶基因即为一类转录因子：
同源异型域———亮氨酸拉链蛋白 (homeodomain-
leucine zipper protein，HD-Zip)．miR166通过调节
HD-Zip 转录因子的表达调控叶的极性、花器官、
维管细胞和韧皮部细胞的发育，进而影响植物的形

态建成[11, 29-30]．HD-Zip 转录因子除了调节植物的生
长发育，还在逆境胁迫响应中发挥作用．拟南芥的

HD-Zip转录因子 A thb-6/7/12受到干旱和外源 ABA
的诱导表达[32]；水稻的 HD-Zip 家族成员也受到干
旱胁迫的调节[33]．这暗示逆境条件下植物生长调节

过程中 miRNA的潜在作用，以及 miRNA 在逆境
胁迫应答相关基因的表达调控网络中的重要地位．

2援2 蛋白激酶

miR390的靶基因为富含亮氨酸的类受体蛋白
激酶(receptor-like protein kinase，RLK)[34]．Lee等[35]

发现水稻的 LRR型类受体蛋白激酶 OsRLK1受低
温和盐胁迫诱导表达．作者发现 RLK蛋白激酶受
镉胁迫诱导表达[1]．生物信息学分析表明，RLK可
能在胁迫响应及信号转导中发挥作用．尽管重金属

应答过程中的信号转导研究较少[2]，有关 RLK蛋白
激酶在重金属胁迫中的作用也尚未见报道，镉胁迫

相关 miRNA的获得为研究参与重金属信号转导的
蛋白激酶提供了思路．重金属相关 miRNA所调控
靶标的进一步挖掘与研究，可成为重金属耐性关键

基因克隆鉴定的切入点．

2援3 钙信号分子

miR1432 和 miR444d 经预测靶向 EF 手型钙
结合蛋白(EF hand calcium binding protein)和钙调素
结合蛋白，它们均为钙 -钙调素信号传导途径中
的重要蛋白[36-37]．钙调素(calmodulin，CaM)是一种
钙结合蛋白，它在信使系统 -蛋白质磷酸化 -细胞
效应过程中具有重要作用，介导多种生物和代谢过

程．而镉可诱导植物钙信号发生变化，并诱导提高

CaM 基因的表达 [38]．作者研究发现，miR1432 和
miR444d在镉胁迫下表达下降，暗示其靶基因钙调
素结合蛋白和 EF hand钙结合蛋白表达上升[1]．这

一结果第一次通过 miRNA，将钙信号与镉胁迫应
答网络联系起来，为进一步研究镉胁迫下植物钙信

号转导的分子机制提供了思路(图 1)．

3 miRNA对靶基因的表达调节及自身的上
游表达调控

作者对 3 个 miRNA/ 靶基因对，miR166/HD-
Zip、miR390/RLK 和 miR168/A GO，进行镉胁迫不
同时间下的表达检测，结果表明，这几个靶基因的

表达虽然均受到其 miRNA的负调控，但它们并不
是在所有时间点均呈现出绝对的负调控关系，如镉

胁迫 12 h miR166与其靶基因 HD-Zip 均表达上调[1].
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Sire等[39]报道拟南芥中miR171/SCL6、miR398/CSD2
也并非呈现出完美的相反表达模式．这些暗示

miRNA对靶基因的调控模式很复杂．一种 miRNA
可调控多个靶基因和多个信号转导通路[17, 26, 29]，有

的则与其他miRNA共同调控一个靶基因[30], miRNA
可在翻译水平负调控靶基因[40]，miRNA 也可受到

其靶基因的反馈调控 (miR168 的靶基因表达的
AGO蛋白是miRNA生物合成与作用路径中的关键
蛋白)[41]．镉胁迫下 miR168/AGO的表达并不完全
相反，也暗示 miR168既可介导其靶基因 AGO 的
降解，又可受到 A GO对其表达的反馈调控[1, 41]．

在 miRNA的调控网络中，miRNA对下游靶基
因的表达调控研究较多，而 miRNA自身的上游表
达调控研究相对较少．Yamasaki 等 [42]研究发现，

SPL7转录因子通过结合 GTAC顺式元件，从而调
控 miR398的表达．作者对水稻 miRNA基因上游
的顺式作用元件分析显示，重金属响应元件 MRE
更多地存在于微阵列芯片分离得到的镉相关

miRNA基因上游[1]．此结果暗示，这些 miRNA在
镉胁迫响应过程中的地位：围绕 miRNA，其上游
的调控因子与下游的靶基因组成了一个完整的调控

网络．miRNA处于基因表达调控的中心位置，是
基因进行精细调控必不可少的重要手段，进而调节

细胞的生命活动．

4 研究展望

随着 miRNA微阵列芯片和 Solexa测序等高通
量技术的应用，越来越多的植物 miRNA得到克隆
与鉴定，但真正明确其功能的 miRNA却很少．作
者利用 miRNA微阵列芯片分离获得重金属镉胁迫
相关的 miRNA，初步探明了miRNA在镉胁迫应答
基因调控网络中的地位．但是这些 miRNA究竟如
何发挥作用？其具体功能与作用机制是什么？

miRNA功能的发挥依赖于对其下游靶基因的表达
调节．因此，重金属相关 miRNA 靶基因的进一
步鉴定和功能探究应该成为未来研究的重点．

miRNA对靶基因的调控很复杂，是否还存在其他
的靶基因？如果靶基因编码转录因子，下游又可调

控哪些基因？值得研究．

与医学领域的miRNA研究相比，多种小 RNA
技术在植物 miRNA研究中应用较少[43]，因此，今

后可利用miRNA的过表达和沉默、过表达 miRNA
作用位点突变的靶基因等技术手段，进一步研究植

物 miRNA在重金属胁迫应答中的功能及其作用机
制，这将有助于阐明植物对重金属耐性的生理分子

机理及其中的信号通路，也可为通过小分子 RNA
的遗传操作改良作物的抗逆性提供思路．
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Regulation of Heavy Metal Stress Response by Plant microRNAs*

DING Yan-Fei1, 2)**, ZHU Cheng2, 1)**, ***, WANG Shan-Shan1), LIU Hai-Li2)
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2) College of Life Sciences, China Jiliang University, Hangzhou 310018, China)

Abstract This paper focuses on the role of microRNAs (miRNAs) in response to cadmium (Cd) stress in rice. A
number of Cd-responsive miRNAs in rice were identified by using microarray assay and quantitative Real-time
PCR. The downstream targets were mainly regulatory genes which encoded transcription factors and protein
kinases. These target genes were reported to be associated with metabolic processes and signal pathways. Promoter
analysis showed that metal stress-responsive cis-elements tended to occur more frequently in the promoter regions
of Cd-responsive miRNAs. These findings suggested that miRNAs played an important role in Cd tolerance in rice,
and highlighted a heavy metal tolerance network involving miRNAs in plants.

Key words microRNA, cadmium, microarray, response, regulation
DOI: 10.3724/SP.J.1206.2011.00354

*This work was supported by grants from Zhejiang Provincial Natural Science Foundation of China (Z3100327), The National Natural Science

Foundation of China (31170251, 31071348), The State Key Laboratory of Rice Biology, China National Rice Research Institute (090102) and 2009

Zhejiang Innovation Program for Graduates.

**These authors contributed equally to this work.

***Corresponding author.

Tel: 86-571-86914510, E-mail: pzhch@cjlu.edu.cn

Received: September 28, 2011 Accepted: November 9, 2011

1110· ·


