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摘要 MicroRNA是一类在转录后水平上调节基因表达的非编码小分子 RNA，在生物体生理、病理等过程中发挥重要作用．

MicroRNA功能的研究将是未来人们关注的焦点．通过转基因技术建立的多种动物模型在整体水平揭示了基因的功能．近

年，以 microRNA为研究对象的转基因动物模型数量不断增加，构建策略不断丰富．通过 miRNA过表达、敲除及敲减等手

段已揭示了 miRNA在肿瘤、心血管系统疾病等多方面的作用．转基因动物正成为 microRNA研究中不可或缺的工具．
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转基因技术 (transgenic technology)是将外源
DNA导入动物受精卵或胚胎干细胞内，以随机插
入或同源重组的方式整合到受体染色体中，并随细

胞的分裂而遗传给后代的技术．通过该技术产生的

动物，称为“转基因动物(transgenic animal)”，是
现代实验动物学与分子生物学紧密结合的产物．目

前，已建立小鼠[1]、大鼠[2]、斑马鱼[3]及果蝇[4]等多

种转基因动物模型．转基因动物的建立，是对以往

基因功能研究在细胞水平上的补充，更是为探索人

类疾病发病机理和治疗效果评价提供的又一平台．

自 1982年 Palmiter等[5]发明“超级小白鼠”以来，

转基因技术已为生命科学和医学科学提供了包括组

织发生[6]、代谢 [7]、心脑血管疾病 [8]、神经系统疾

病[9]等方面的多种疾病模型．这种整体水平研究基

因功能的手段已被越来越多的科研工作者所接受．

从“转基因”表达水平的结果上看，转基因动

物模型可分为：过表达(overexpression)、基因敲除
(knockout，KO)及基因敲减 (knockdown)．通常，
“转基因动物”也可单指外源基因“过表达”的动

物．基因不同水平的表达导致其产物生成量的差

异，最终动物出现不同表型(phenotype)，从而为不
同研究提供材料．

微小 RNA(microRNA，miR，miRNA)最早于
1993年由 Lee等[10]在线虫体内发现．是由约 18～
24 个核苷酸组成的内源性、非编码的小分子

RNA．它广泛存在于动植物、微生物体内，可通
过降解特定 mRNA或抑制蛋白质翻译的方式在转
录后水平上对基因表达起调节作用． 自首个

miRNA(lin-4) [10]到第二个 miRNA(let-7) [11]的发现，

用了 7年时间，而 2000年至今已有多达 8 600余
个 miRNA 在不同物种体内被发现． 目前，
miRBase已经记录了人类 miRNA(has-miRNA)及其
亚型 722个．在不断发现新 miRNA的同时，人们
也开始了对其功能的探讨．2005年，Giraldez等[12]

通过斑马鱼实验证实，miRNA参与调节脑的形态
发育．2007年 Yang等[13]的研究揭示了 miR-1与心
律失常的关系，提示 miR-1可能是抗心律失常的潜
在靶点．实验证实，microRNA 参与发育控制 [14]、

细胞增殖分化[15]、细胞凋亡[16]、免疫反应[17]、肿瘤

发生[18]等多种病理生理[19～21]过程．

以往通过转基因技术导入的外源 DNA片段主
要编码酶、受体等蛋白质类物质，2002年起有实
验室 [22, 23]开始尝试导入编码短链 RNA 的 DNA 片
段，以在动物体内达到 RNA干扰(RNAi)使基因沉
默的目的．近年，随着 miRNA 研究的深入，
miRNA 转基因动物进入了人们的视线．2006 年
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1 过表达转基因动物在 microRNA研究中
的应用

利用转基因技术在动物体内表达 microRNA是
研究其功能的重要手段．与真核细胞转染相比，该

方法结果更接近于体内复杂反应的真实“结果”．

2006 年， Stenfa 等建立了 B 细胞特异过表达
miR-155的转基因小鼠，证实了其与成淋巴细胞白
血病和恶性淋巴瘤发生之间的关系 [24]．2007 年，
Lu等[28]建立了 miR-17-92簇(Cluster)过表达的转基
因小鼠，该 microRNA簇表达于肺上皮细胞，具有
促进增殖、抑制分化的作用．

以往认为，microRNA分子小，难以进行该类
操作．但实践证明，microRNA过表达转基因动物
模型的建立从技术上讲是可行的．对“转基因”的

构建与操作，结合我们自身的实践与目前建立的模

型，总结如下：

1.1 microRNA编码基因碱基数量少可直接构建
成熟的 microRNA 只有 20 nt 左右的碱基数，

而在其编码序列的上下游有一定数量的碱基参与

Pre-miRNA茎环结构的形成过程[35, 36]．故在构建转

基因构件时，克隆的目的片段应保留 pre-miRNA
序列上下游各 100～400 bp [31, 24]的碱基侧翼序列．

但 Micaela 等报道的 miR-30 转基因小鼠，将

pre-miR-30的共 83个碱基直接构建入载体．转基
因构件中增加侧翼序列是否影响 mature-miRNA的
形成及表达效率的研究还未见报道． 另外，

microRNA编码产物仅为一段 RNA．不涉及蛋白质
的翻译过程，故在构建转基因构件时可不考虑“翻

译起始点”和“开放阅读框架”等信息．这不会影

响 miRNA的表达．典型的 microRNA转基因构件
应包括：启动子、Pre-miRNA、侧翼序列及转录终
止信号(图 1a, b)．
1.2 可将microRNA簇视为整体
某些 microRNA 编码基因在基因组中成簇出

现，方向相同或相反，功能相近或相异．如

miR-17-92簇，miR-133-1 簇等．对这些可将其作
为整体，一并构建入载体．2007 年 Lu 等 [26]研究

的转基因小鼠模型中，将编码 7 个 miRNA
(miR-17-5p, miR-17-3p, miR-18, miR-19a, miR-20a,
miR19b-1, miR-92-1)的 miR-17-92簇作为整体，上
下游各增加 133 bp的侧翼序列而成为转基因构件
的主要部分．结果表明，该 miRNA簇在转基因动
物体内能够有效表达，但过表达程度有所差异，其

中野生型小鼠体内很少表达的 miR-17-5p在转基因
小鼠肺上皮细胞中呈高表达．与单一 miRNA过表
达相比，miRNA簇的过表达可能更加复杂．

microRNA 功能 验证途径 主要文献

miR-155 血液肿瘤、淋巴瘤等 TG/KO [24, 26, 27]

miR-17-92 淋巴细胞增殖与肺发育 TG/KO [28, 29]

miR-30 沉默 Prnp 表达 TG [30]

miR-195 心肌肥大、心衰 TG [31]

miR-214 心肌肥大、心衰 TG [31]

miR-24 心肌肥大、心衰 TG [31]

miR-208 心脏收缩功能 KO [32]

miR-1-2 心脏发生 TG/KO [25]

miR-126 血管发生与完整性 KO [32]

miR-223 血细胞增殖与功能 KO/KD [33, 34]

TG:转基因(过表达); KO:基因敲除; KD:基因敲减.

Table 1 The functions of microRNAs revealed by using transgenic mouse
表 1 应用转基因小鼠证实的 microRNA功能

Stefan等应用转基因技术建立了 miR-155过表达的
小鼠模型[24]．2007年 Zhao等[25]应用基因打靶技术

建立了 miR-1-2的基因敲除模型．近三年，与

“miRNA和转基因动物”相关的研究数量更是不断
增长，建立策略不断丰富．miRNA转基因动物模
型正成为miRNA功能研究的有力工具(表 1)．
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Fig. 1 Construction of microRNA transgene
图 1 microRNA转基因的构建

(a) miR-155 [24], miR-195 [31]及 miR-214 [31]等转基因的构建策略 . (b)

miR-30[30]转基因的构建策略. (c) miR-208基因敲除的策略, Neo/DTA

为筛选基因;▼为 LoxP位点.
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1.3 MicroRNA的生物学特性符合转基因操作
MicroRNA的表达具有组织特异性和阶段特异

性[37]．对于前者，可选择不同组织特异性的启动子

(tissue-specific promoter)，如：心肌细胞特异启动
子 琢-MHC和 B细胞特异启动子 E滋等使其在特定
组织进行表达．而对于某些在个体发育特定时期表

达的 miRNA、严重影响发育及器官功能的
miRNA，“过表达”可能导致胚胎在发育过程中
死亡，如在心脏功能中起作用的 miR-24[31]．对此，

应注意观察转基因动物产仔和仔鼠死亡情况，必要

时在胚胎发育的不同时期进行检测．

1.4 MicroRNA过表达转基因动物的建立成本低、
周期短、设计相对简单

目前，国内转基因技术日臻完善，多家科研院

所、公司均能够按要求提供转基因服务．转基因小

鼠的产生周期 3至 6个月．相比于传统过表达编码
蛋白的基因，无需考虑蛋白编码情况，使其实际操

作起来更为简单．

2 基因打靶(gene targeting)技术在microRNA
研究中的应用

基因打靶技术是建立在以胚胎干细胞

(embryonic stem cell，ES)技术和同源重组技术基础
上的转基因技术．经过多年的探索与完善，于

1989年首次通过该技术建立了基因敲除(knockout，
KO)小鼠模型[38～40]．2007年该技术更是获得了诺贝
尔生理学医学奖，进一步揭开了基因打靶在基因功

能研究中的帷幕．

MicroRNA的表达具有阶段和组织特异性，有
些microRNA在胚胎发育过程中起着关键作用，有
些microRNA只在特定组织表达．这完全适合运用
条件基因打靶(conditional gene targeting)技术对其进
行功能研究．在传统基因打靶过程中，microRNA
从发育的开始就在其全部脏器内被“敲除”，这会

影响胚胎发育，甚至造成胎死(embryonic lethality)
现象．而条件基因敲除的应用很好地解决了这一问

题．目前，重组酶 Cre-LoxP 系统已在 microRNA
基因敲除动物中有所应用．2007年，van Rooij等[41]

报道了心肌细胞条件敲除 miR-208(图 1c)对 琢MHC
基因表达的影响，进一步揭示了其对心脏发育的作

用．该技术需要一种含组织特异性表达 Cre重组酶
的转基因动物，同时经同源重组建立另一种含

LoxP 重组酶位点的基因打靶动物，二者杂交产
生的后代，就可产生组织特异性的 miRNA敲除的
动物．

此外，2007年 Zhao等[25]通过肌肉特异miR-1-2
基因敲除小鼠模型发现心脏电活动的异常，部分胚

胎由于心脏发生的缺陷而死亡．同年，两个研究

组[26, 27]成功建立了 miR-155基因敲除小鼠模型，该
突变小鼠的免疫细胞功能异常，容易发生感染而死

亡．2008 年，Jonathan 等建立了 miR-223 基因敲
除小鼠，揭示其在粒细胞发生与炎症反应中的作

用[34]．Wang等[32]建立的 miR-126基因敲除小鼠由
于内皮细胞发生、迁移和血管发生的缺陷而极易发

生胎死．

目前，国际上已建立了“小鼠基因敲除联盟”

等组织以加强信息交流和数据共享．我国这方面的

研究起步较晚，但发展迅速．一方面，国家投入资
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Fig. 2 Transgenic strategies in studies of microRNA
图 2 microRNA研究中的转基因策略

1:条件性敲除 miRNA; 2:过表达 miRNA; 3:敲除 Dicer/Drosha; 4:过

表达 miRNA的靶序列.
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金支持相关项目的研究，另一方面，在国外有着丰

富经验的专家纷纷回国工作进一步带动了我国基因

敲除研究的发展．

3 其他转基因策略在 microRNA研究中的
应用

传统转基因技术是针对特定 miRNA直接进行
过表达或敲除的研究．根据 miRNA的分子特点、
成熟过程及作用机理，我们还可采用其他转基因策

略(图 2)来研究其功能．

3.1 敲除 RNase芋(Dicer/Drosha)
Dicer酶是 microRNA成熟过程中的酶，Dicer

的敲除将致体内所有 miRNA缺失，直接导致早期
胚胎发育异常而致胎死现象的发生 [42]．2007 年
Otsuka等[43]建立了 Dicer低表达的突变小鼠．在该
小鼠体内，部分组织低表达 Dicer，而部分组织不
表达 Dicer．由于巨噬细胞不表达 Dicer使 miRNA
缺陷，造成突变鼠在病毒感染后细胞内有更高的病

毒滴度．2008 年，Ho 等 [44]建立了肾小球足细胞

Dicer敲除的动物模型．Nagaraja 等[45]建立了雌性

生殖系的 Dicer敲除模型．Katsuhiko等建立了雄性
生殖细胞的 Dicer 敲除模型[46]．RNase芋的条件敲
除渐渐成为 microRNA研究的重要手段之一．但应
用该方法将使某一组织中全部 miRNA的表达受到
影响，可能对后续分析带来影响．

3.2 过表达 miRNA的靶序列 (target sequences)
在miRNA调节基因表达的过程中，miRNA与

mRNA相互作用．通过体内过表达 miRNA的靶序
列，对miRNA可以起到基因敲减的作用．2009年，
Bernhard 等通过慢病毒载体在体内稳定表达
miR-223的靶序列从而有效地抑制其功能．该研究
应用了称为“海绵”(Sponges)的构建策略，但实验
表明靶序列的有效作用依赖于强启动子、重复的多

拷贝以及不完全互补的结构[33]．而该方法的应用还

需考虑靶基因的特异性．这种过表达靶序列以竞争

miRNA的天然序列对其作用的构建策略，可能成
为未来miRNA功能抑制的主要方法．
3.3 类似转基因动物模型的应用

2006年，Lin等[47]报道了一种类似转基因动物

模型(transgene-like animal models)的建立．该研究
将 miRNA 构建于绿色荧光蛋白基因的内含子中，
通过该转基因在体内的表达和剪接作用生成成熟的

miRNA．该方法可直接通过观察荧光而验证内含
子 miRNA的产生．
3.4 可逆性条件基因敲除

与 Cre-LoxP系统相似，基于四环素诱导的调
控载体可为研究 miRNA 提供“时间”上的可控
性．2007年，Ross等通过四环素敏感的 RNA聚合
酶域在动物体内启动了特定 shRNA(short hairpin
RNA)的表达，后者以肿瘤抑制因子 Trp53为作用
靶点参与肿瘤的发生过程 [48]．而“关掉”其表达

后，肿瘤发生退化．这种 RNAi技术也为 miRNA
的研究提供了参考．

4 展 望

MicroRNA是一类新发现的具有基因表达调控
作用的小分子．进一步明确其生物学功能可以帮助

人们了解更多生命现象．“转基因技术”这一整体

水平研究基因功能的工具无疑会推动 microRNA功
能的研究．MicroRNA基因分子小，易操作，具有
表达的时空特异性，适合进行条件性操作，产物为

基因表达调节因子，结果易检测 ． 因此，
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microRNA转基因动物模型的建立在其功能及与疾
病关系的研究中具有广阔的应用前景．随着我国对

转基因技术理论与实践研究的深入，相信该技术将

为我国的生命科学和医学科学研究提供更多的研究

成果．
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Abstract MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs which are essential for posttranscriptional gene
regulation and have important roles in physiology and pathology. The researches on function of miRNA will be a
focus in the future. Several animal models have been built by transgenic technology, making important
contributions to our understanding of gene function at the whole scale. Recently, the number of transgenic animal
models for microRNAs and construction strategies have been increasing and diversifying. Some roles of miRNA in
tumor and cardiovascular disease have been revealed by transgenic animals. Transgenic animals are becoming a
kind of powerful tool in microRNA researches.
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