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摘要 microRNA(miRNA)在后生动植物细胞分化、生长发育、正常生理功能的维持、疾病的发生发展和转归中发挥重要功

能．通常认为，已知 miRNA 对应的序列就是存储于 miRBase 数据库中相应的成熟 miRNA 序列．然而，人们忽视了 miRNA

序列长度和碱基的可变性，低估了来源于同一 miRNA 基因、非主要表达的 miRNA 的多样性及其功能的重要性．由于测序

技术的快速发展和广泛使用，人们利用二代测序技术数据发现了 miRNA 序列和 miRNA 表达水平的多样性．基于 miRNA 序

列和表达的多样性，本文介绍了 miRNA 序列 5忆 端、3忆端和内部的变异体、miRNA 变异体的时空差异性表达和 miRNA 优势

表达臂转换等方面近年来的研究进展．
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microRNA(miRNA)是一类长度约 22 nt 的单链

小分子 RNA，通过作用靶标基因转录本直接或间

接参与了机体的几乎所有生命活动．miRNA 基因

的初始转录本(pri-miRNA)折叠成发卡结构并经过

核酶 Drosha 的剪切，形成一个 60～70 核苷酸的前

体 miRNA (pre-miRNA)．pre-miRNA 由 Exportin-5

从核内运出并被胞质酶 Dicer 加工成 19～25nt 的双

链 RNA(5p 臂 /3p 臂)[1]．双链 RNA 解螺旋，5p 臂

和 3p 臂中的 1 条或 2 条链可以作为功能性的成熟

miRNA 选择性地被载入 RNA 诱导沉默复合物

(RISC)[2-3]．miRNA 5忆端的第 2～8 位碱基(种子区)

被认为是靶标识别的关键 [1]．通过种子区序列与

mRNA 3忆非翻译区的靶位点碱基互补配对识别，

miRNA 阻断靶标 mRNA 翻译或指导靶标 mRNA

的降解．通过调控靶基因的表达，miRNA 参与了

生命体的多种病理和生理过程．

miRNA 序列的可变性在越来越多的物种中被

发现 [4-18]，这揭示了 miRNA 序列多样性的普遍存

在．来自 pre-miRNA 发卡丰度最高的 miRNA 序列

通 常 被 指 定 为 相 应 的 miRNA， 从 相 同 的

pre-miRNA 衍生的、更低丰度的变异体序列在早期

的克隆研究中可能已被确定，但往往被丢弃不予考

虑[9, 19]．由于深度测序的发展我们能够全面鉴定机

体、不同组织或细胞内 miRNA 序列及其表达水平

的变化．研究表明，同一 miRNA 的序列与表达模

式可能在不同发育阶段[4]、不同组织[9]以及不同物

种(直系同源 miRNA)中存在多样性或保守性[7]．而

目前认为，miRNA 序列的多样性主要来源于

Drosha 和 Dicer 在剪切位点的偏移、3忆端的核苷酸

添加[15, 20]和核苷酸多态性(单核苷酸多态性与 RNA

编辑)．miRNA 末端位置与内部的序列变异被认为

是 miRNA 的异质性．Drosha 和 Dicer 剪切位点的

序列和结构特征可能影响了 miRNA 的异质性[21]．

随着更多的 miRNA 异质性被深度测序检测，术语

isomiR 被引入用来识别来源于同一 miRNA 的变异

体[5]． isomiR 通常是指由同一 miRNA 基因产生的、

存在长度或序列变化的 miRNA 序列变异体．而
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不基于模板序列的核苷酸添加或修饰比较常

见，其中 3忆端的变异比 5忆端变异更为常见[5, 9, 25]．一

些 miRNA 变异体 3忆端包含 1～3 个不匹配基因组

DNA 序列的非模板核苷酸，通过在 3忆端添加核苷

酸改变 miRNA 序列产生的 isomiR 增加了 miRNA

功能的复杂性．miRNA 3忆端腺苷化或尿苷化从果

蝇到哺乳动物都可以检测到[20, 26-27]．尿苷酰或腺嘌

呤残基可被末端核苷酸基转移酶加入到 miRNA 的

3忆端并影响 miRNA 稳定性 [28-32]．而尿苷酸化通常

作为 miRNA 衰变的一个触发器，腺苷酸化阻止

miRNA 的降解．5忆端添加核苷酸的研究报道比较

少，但 Ebhardt 等[22]发现近 20%注释的 miRNA 存

在 5忆端核苷酸添加．5忆-isomiR 与主要 miRNA 有不

同的种子区；miRNA 种子区跨越 miRNA 5忆端的

第 2～7 个核苷酸，是 miRNA 的特异性和与靶标

结合的重要决定因素[33-35]．通常认为，5忆-isomiR 更

可能对基因表达调控有直接作用，而 3忆-isomiR 影

响 miRNA 的稳定性和靶标抑制的效率 [20, 32, 36]．

miRNA 变异体可能影响到 miRNA 半衰期、亚细胞

定位及 miRNA 靶标特异性等[37]．由于不精确加工

机制而产生的多重 miRNA 变体，可能是一种拓展

生物体内复杂调控网络的途径[5, 9, 12]，也可能是造成

物种表型差异和多样性的原因之一．

miRNA 表达水平的多样性主要源于 miRNA 表达的

组织特异性、阶段特异性的调控元件和表观遗传修

饰的影响，以及目前原因尚不是很明确的 miRNA

序列加工、降解机制(影响 miRNA 优势表达臂的转

换)．本文将从 miRNA 序列变异性(5忆-isomiR、3忆-
isomiR 和 miRNA 编辑)和表达模式多样性(miRNA

表达的时空特异性、miRNA 优势表达臂的转换)两

方面来作介绍．

1 miRNA序列多样性———isomiR
1.1 序列两端或一端存在变异的 isomiR

基于序列变异的位置，miRNA 变异体可以分

为 5忆 端、3忆端或内部的变异体．MiRNA 序列两端

或一端的多样性源自 Drosha 或 Dicer 的不精确剪

切、5忆端核苷酸添加[6, 22]、3忆端核苷酸添加[15, 20]；序

列内部的变异则包括单核苷酸多样性(SNP)，以及

RNA 编辑[23-24]．来自同一 miRNA 的不同长度 或 /

和多态性位点的 miRNA变异体被称为 isomiR(图 1).

miRNA 序列长度变异的 isomiR 有两种类型，即

5忆-isomiR 和 3忆-isomiR(图 1, 图 2)．其中序列碱基

组成基于模板的 5忆-isomiR 或 3忆-isomiR 为 miRNA

变异体的 5忆或 3忆端位置与主要 miRNA 或已知的标

准 miRNA 存在几个核苷酸的偏移；非基于模板的

5忆-isomiR 或 3忆-isomiR 是指不基于模板序列的 5忆或
3忆端的核苷酸添加(图 1)．

Fig. 1 The variant types of isomiRs
图 1 不同类型的isomiR

复合 isomiR

3忆-isomiR

5忆-isomiR

miRNA编辑

标准 miRNA
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Fig. 2 The diversity of the sequences of miR鄄151a isomiRs
图 圆 miR鄄151a isomiRs序列的多样性

1.2 非 SNP 序列内部碱基变异的 isomiR———

miRNA编辑

从线虫到人类，腺苷变成次黄嘌呤核苷

(adenosine-to-inosine，A-to-I)的编辑是一种包括

miRNA 前体在内的双链 RNA 的转录后修饰[38-40]．

这个反应是由作用 RNA 的腺苷酸脱氨酶(ADAR)

催化[41]．由于结构的相似性，次黄嘌呤被细胞机器

读成鸟苷酸(G)．这样，RNA 序列中的次黄嘌呤将

出现 A-to-G 的转变(图 1)．然而仅一小部分 A-to-I

编辑导致蛋白的重编码，ADAR 的大多数靶标是转

录组的非编码部分[38, 42]．由于在 miRNA 加工过程

中存在发卡双链，核苷酸编辑事件在 miRNA 生成

过程中就有可能发生．ADAR 结合双链 RNA，它

们可以作用 pri-miRNA 的双链形成[24]．pri-miRNA

的 A-to-I 编辑能影响 pri-miRNA 到 pre-miRNA 或

pre-miRNA 到成熟 miRNA 的加工过程[24]．当前有

关 miRNA 编辑的大多数研究主要关注的是人和小

鼠组织，特别是脑组织 [23, 43-47]．Warnefors 等 [48]认

为，相较于非神经组织，miRNA 编辑的发生更常

见于脑中．

miRNA 编辑事件有可能增加了基因表达调控

层次的复杂度．一些编辑位点在脊椎动物中是保守

的 [48]，并且大多数 miRNA 中的编辑位点是位于

“种子(seed)”区[26, 45-48]，因此 miRNA 编辑位点有潜

力导致 miRNA 靶向新的靶基因．一个突出的例子

是小鼠 miR-376，编辑位点位于种子区，改变了

miRNA 的靶标特异性并极大地影响了细胞生物学

过程[43]．改变 miRNA 靶标特异性的 A-to-I 编辑事

件明显地增加了基因调控通路的复杂度．

2 miRNA表达模式的多样性

2.1 miRNA的表达差异性与物种间保守性

目前的研究结果表明：一方面，和经典的

miRNA 一样，isomiR 的表达存在时空表达的特异

hsa-mir-151a------------------------------------------------------------------------------
..............................................CTAGACTGAAGCTCCTTGAGGt......................
..............................................CTAGACTGAAGCTCCTTGAG........................
..............................................CTAGACTGAAGCTCCTTGAGG.......................
..............................................CTAGACTGAAGCTCCTTG..........................
..............................................CTcGACTGAAGCTCCTTGAG........................
..............................................CTAGACTGAAGCTCCTTGAGGATc....................
..............................................CTAGACTGAAGCTCCTTcA.........................
..............................................CTAGACTGAAGCTCCT............................
..............................................CTAGACTGAAGCTCCTTGcGG.......................
..............................................CTAGACTGAAGCTCCTTGAtG.......................
..............................................CTAGACTGAAGCTCCTTGAGGA......................
..............................................CTAGACTGAAGCTCCTTGcG........................
..............................................CTAGACTGAAGCTCCTT...........................
..............................................CTAGACTGAAGCTCCTTGAGGAt.....................
..............................................CTAGACTGAAGCTCCTTGAGGAa.....................
..............................................CTAGACTGAAGCTCCTTGA.........................
..............................................CTAGACTGAAGCTCCTTGAGGATCTc..................
..............................................CTAGACTGAAGCTCCTTtAG ........................
..............................................CTAGACTGAAGCTCCTTGAGGATCt...................
.............................................ACTAGACTGAAGCTCCTTGAG........................
............................................TACTAGACTGAAGCTCCTTG..........................
............................................TACTAGACTGAAGCTCCTTGAG........................
............................................TACTAGACTGAAGCTCC.............................
............................................TACTAGACTGAAGCTCCTTGAGG.......................
............................................TACTAGACTGAAGCTCCTT...........................
............................................TACTAGACTGAAGCTC..............................
............................................TACTAGACTGAAGCTCCTTGA.........................
..........TCGAGGAGCTCACAGTCTAGT...........................................................
..........TCGAGGAGCTCACAGTCT..............................................................
..........TCGAGGAGCTCACAGTCTAG............................................................
..........TCGAGGAGCTCACAGTCTAGT...........................................................
..............................................CTAGACTGAAGCTCCTTGAGG.......................
TTTCCTGCCCTCGAGGAGCTCACAGTCTAGTATGTCTCATCCCCTACTAGACTGAAGCTCCTTGAGGACAGGGATGGTCATACTCACCTC

H9_ESC
7

134
118
120
1
16
11
63
18
17
15
13
119
18
17
112
21
7
23
8
7
16
4
7
9
2
12
9
11
8

位置
47
47
47
47
47
45
47
47
47
47
47
47
47
47
47
47
43
47
44
46
45
45
45
45
45
45
45
11
11
11

变异
A>T
no
no
no

A>C
TC
G>T
no

A>C
G>T
no

A>C
no

C>A
C>A
no

TCTC
G>T
TCT
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
21
21
90

长度
22
20
21
18
20
24
19
16
21
21
22
20
17
23
23
19
26
20
25
21
20
22
17
23
19
16
21
21
18
20

轮
r1-M3
r0-r0
r0-r0
r0-r0
r1-MM
r2-M3
r1-MM
r0-r0
r1-MM
r1-MM
r0-r0
r1-MM
r0-r0
r1-M3
r1-M3
r0-r0
r4-M3
r1-MM
r3-M3
r0-r0
r0-r0
r0-r0
r0-r0
r0-r0
r0-r0
r0-r0
r0-r0
r0-r0
r0-r0
r0-r0

hsa-miR-151a-5p
hsa-miR-151a-3p
hsa-mir-151a
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性与多样性，甚至还发现存在环境响应、种群与性

别等方面的表达差异性；另一方面，物种间的直系

同源 miRNA 间存在保守性．

Fernandez-Valverde 等 [4]发现了 isomiR 在果蝇

各发育阶段和组织中都存在差异性表达．miRNA

的非模板 3忆端腺苷酸添加在发育的早期非常丰富，

而非模板 3忆端尿苷酸添加的部分 miRNA 在成年果

蝇中中度富集表达，并且发现至少 8 个成熟

miRNA 的序列长度在不同的生命周期或组织间发

生变化[4]．我们发现，在干细胞分化为视网膜色素

上皮细胞的四个阶段中有 107 个优势表达的、与

miRBase 中记录的标准 miRNA 序列不一致的 5忆-
isomiR 序列，而在所有阶段细胞都优势表达的

isomiR 共有 19 个 [49]．Siddle 和 Tailleux 等 [50]发现

isomiR 因树突细胞响应分支杆菌的感染而呈现多

样性变化．有意思的是，最近 Loher 等[51]不仅发现

isomiR 在不同人类种群间的淋巴母细胞中有表达

差异，还发现了一些 isomiR 在不同性别来源的淋

巴母细胞间也存在差异表达．

miRNA 编辑不仅在脊椎动物中被发现[48]，也

在非脊椎动物如果蝇[27]和线虫[52]中发现．miR-455、

miR-140* 和 miR-301a 中的 A-to-G 编辑位点在哺

乳动物和鸟类中都保守[48]，其中 miR-455 中第 17

个核苷酸位点 (A-to-G 编辑位点 )已被过量表达

ADARB1 的人类细胞系所证实[46]，并且这三个编辑

位点均位于非“ seed”区． 目前发现，保守的

miRNA 的 A-to-G 编辑位点大部分位于“seed”区：

在有胎盘的哺乳动物和鸭嘴兽中发现了 miR-27a 相

同的 A-to-G 编辑位点；而在有胎盘的哺乳动物和

有 袋 类 动 物 中 发 现 了 miR-187*、 miR-497 和

miR-1251 共同的位于“seed”区的 A-to-G 编辑位

点 ； 位 于 miR-376a-1、 miR-381 和 miR-411 的

“seed”区的 A-to-G 编辑位点在人、恒河猴和小鼠

中也均保守[48]．

2.2 miRNA优势表达臂的转换

早些时候，miR/miR* 被用来表示一个 miRNA

前体产生的数量上主要的和次要的成熟 miRNA．

大多数经典的 miRNA 基因从 pre-miRNA 的 5忆或
3忆臂产生一个占主导地位或优势表达的成熟

miRNA 种类(简称优势表达 miRNA)，整体倾向是

从 5忆臂衍生主导地位的成熟 miRNA[26, 53]．然而，从

部分 pre-miRNA 的两臂也产生了相似数量的测序

读段，这表明这两种类别的 miRNA 以同样的频率

进入了沉默复合物[26]．从 miRBase 数据库的 19 版

本(miRBase R19)开始，对于这些产生自 miRNA 前

体 5忆和 3忆臂的成熟 miRNA 分别在 miRNA 名称后

使用“ -5p”和“ -3p”后缀来注释，不再是

miR/miR*．一些研究报道了在不同部位组织[26, 54-55]、

正常与病理组织间[56-58]、不同时期[26, 59]和物种间直

系同源 miRNA[60-63]间，产生数量上主要的(即优势

表达的)miRNA 臂(miRNA 优势表达臂)发生变化，

这种变化主要是在同一 pre-miRNA 两条臂之间进

行转换，因而被称之为“臂转换(arm switching)”

(图 3)．因此，由同一前体产生的 miRNA 臂的优势

表达 miRNA 在同一个体的不同组织、不同发育阶

段、不同生理病理状态，甚至在不同物种中都存在

差异[56-57, 60-61]．最优势表达的 isomiR 序列也可能和

当前 miRBase 中记录的同一 miRNA 基因产生的标

准 miRNA 序列不一致[5].

miRNA 优势表达臂的转换很可能是一种普遍

的生物学现象． 使用半定量 RT-PCR 技术发现

mir-30e-5p 和 mir-30e-3p 在小鼠大多数组织中呈现

差异表达[55]．而随着高通量测序技术的发展，可以

产生足够多的测序读段数据，全面研究 miRNA 基

因优势表达臂的转换现象已成为可能，因而在多种

生物体中发现越来越多的优势表达臂转换

miRNA．Grimson 等 [59]发现 miR-2015 在海绵的胚

胎期主要是 5忆臂表达，而在成年期主要是 3忆臂表

达．Cloonan 等 [54]发现了一些 miRNA 的优势表达

臂在不同的人体组织间发生变化．我们也在干细胞

分化为视网膜色素上皮细胞的四个阶段中，发现有

14 个 miRNA 基因产生的 miRNA 存在明显的臂选

择倾向性表达变化[49]．Chiang 等[26]发现在小鼠中的

21 个 miRNA 基因在不同发育阶段或在不同组织中

产生优势表达的 miRNA 发生了臂转换． 例如

miR-142-5p 在卵巢、睾丸和大脑中更频繁出现，

而 miR-142-3p 更常见于胚胎和新生小鼠中[26]．目

Fig. 3 A dominant鄄arm switching model occurs
in the miRNA expression

图 3 miRNA优势表达臂的转换

3忆

5忆
miR-5p

miR-3p

3忆

5忆
miR-5p

miR-3p

692· ·



丁素萍, 等：microRNA序列和表达模式的多样性2015; 42 (8)

前，在正常和异常的组织(乳腺癌、胃癌、肝癌等)

之间也发现了 miRNA 优势表达臂的选择变化[56-58].这

意味着随着个体发育的进行或在不同组织中，

miRNA 优势表达臂的转换，导致 miRNA 作用的靶

标也发生变化，其功能可能发生了变化．而可能正

因为这种变化影响了发育过程、造成了组织器官差

异或机体病理生理状态的改变．

在不同物种中，一些直系同源 miRNA 基因可

选择不同的 miRNA 臂表达优势 miRNA．比如，在

果蝇和赤拟谷盗中，直系同源 miRNA 前体的 5忆和
3忆臂产生的成熟 miRNA 存在偏爱性 [60]：果蝇中

mir-33 的 5忆臂产生了 mir-33 的优势表达的成熟

miRNA，而赤拟谷盗的 mir-33 主要是 3忆臂产生了

居主导地位的成熟 miRNA[60]．另外，miR-100/10

家族也被发现在不同物种间发生了 miRNA 优势表

达臂的选择演化[61]．

3 结论与展望

miRNA 的表达多样性是广泛存在的．最近的

一些研究报道了动物(人、小鼠、果蝇和线虫)、植

物(拟南芥、水稻、苜蓿、毛果杨和兴安落叶松)与

病毒的 miRNA 展现出不同的 5忆和 3忆端，以及转录

后非模板 3忆端添加尿苷或腺苷[5, 8-18]，并且腺苷转肌

苷 (A-to-I)的 RNA 编辑也发生在从 pri-miRNA 到

pre-miRNA 的加工过程或 pre-miRNA 加工成成熟

miRNA[24]的过程中．在不同发育过程、不同组织

中[26, 55, 59]，甚至在不同物种中的直系同源 miRNA[60-63]

优势表达的 miRNA 可从 pre-miRNA 的一条臂转换

到另一条臂．而且，成熟 miRNA 的 A-to-I 的编辑

事件在哺乳动物中不是独有的[23, 45, 48]，在其他物种

(比如果蝇[27]和线虫[52])也存在．在不同组织和不同

发育阶段的这些事件和 miRNA 的不同表达水平与

不同表达模式导致了 miRNA 的多样性．同时，这

些研究结果也表明 miRNA 多样性的存在不是偶发

的，有些甚至在物种演化的过程中受到选择压力而

承担了新的功能，并在特定的条件下表达．因而，

miRNA 的多样性也可能是促成生物体的复杂和多

样性的原因之一．

值得指出的是目前研究中实际优势表达的

miRNA 序列可能并非与标准 miRNA 序列一致．在

很多情况下研究者容易忽略用来预测靶标的

miRNA 是标准型的 miRNA，还是实际上优势表达

的非经典的 isomiR，其实它们的功能很可能差别

较大，由此，就有可能得出不准确的分析结果．这

是由于很多情况下，我们除了测序外没有简便的技

术去确定当前样本中表达 isomiR 的情况．最近

Honda 等 [64] 开发的被称为哑铃 PCR (Dumbbell-

PCR，Db-PCR)技术将会使这种状况有所改观．

Db-PCR 可以有效、方便地区分并定量 5忆-isomiR

和 3忆-isomiR[64]，为研究小 RNA 末端序列的变异性

提供了一个亟需的、简便的技术．

尽管由于高通量测序技术的发展，miRNA 序

列和表达模式的多样性有了大量的实验数据支持：

但是，关于与标准 miRNA 序列不一致的绝大部分

isomiR 的功能，还不能完全确定，还不能回答

isomiR 存在的具体生物学意义是什么，也不知道

miRNA 为什么和什么时候会发生 miRNA 优势表达

臂的转换．这些问题只能从功能实验中得到答案，

而探讨回答这些问题的实验研究屈指可数[65-67]．因

此，关于优势表达的非经典 miRNA 以及优势表达

臂转换的 miRNA 的功能是对更深入对实验研究具

有重要意义．
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The Diversity of MicroRNAs in Sequences and Expression Patterns*
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Abstract MicroRNAs (miRNAs) play important roles in cell division, development, maintenance of normal

physiological function, occurrence, development and outcome of the diseases in metazoan animals, plants. The

miRNA sequences stored in miRBase are usually taken as the only known miRNA sequences. In fact, people often

ignore the varieties of the miRNA sequences and underestimate the diversities and importance of the functions of

miRNA expressed in non-primary forms. Due to the rapid development and a wideranged application of

sequencing technology, the variations in sequences and expression levels of mature miRNAs could be easily

detected from the data obtained by the use of second-generation sequencing technology. This review intends to

summarize the progress on 5忆 -end, 3忆 -end, or internal variants of miRNAs, the expression differences of miRNA

variants in different developmental stages and different tissues, and dominant arm switch of miRNAs in recent

years.
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