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胚胎干细胞（embryonic stem cells，ES细胞）
是由植入前早期胚胎内细胞团（inner cell mass，
ICM）或胚胎原始生殖细胞（primordial germ cells，

PGCs）分离得到并能在体外长期培养的高度未分
化多能细胞系，在认识细胞分化、胚胎发育机
理、基因功能研究、动物模型制备、药物开发与
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摘 要： MicroRNAs （miRNAs） 是一种大小约 20～25 个碱基的非编码小分子 RNA， 一般通过特异性抑制靶蛋
白翻译或降解靶基因 mRNA 发挥负调控基因表达的作用. 胚胎干细胞（embryonic stem cells， ES 细胞）是从植
入前早期胚胎内细胞团或原始生殖细胞中分离得到并能在体外长期培养的高度未分化的多能细胞系， 在揭示

胚胎早期发育机理、 药物筛选、 临床再生医学等领域具有广泛的应用前景. 最近研究发现 miRNAs 在 ES 细胞
自我更新和分化过程中均发挥着重要的调控作用， 但具体调控机制尚未完全阐明 . 进一步深入研究 miRNAs
在 ES 细胞中的作用， 全面了解 ES 细胞自我更新和定向分化的机制是实现 ES 细胞广阔临床应用前景的基础.
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Abstract：MicroRNAs（miRNAs） represent a novel class of small endogenous non-coding RNAs with 20～
25nt which can negatively regulate gene expression by inhibiting translation of target mRNAs or cleaving
target mRNAs. Embryonic stem （ES） cells are pluripotent cells derived from inner cell mass of the
blastocyst-stage embryo before implanting or isolated from primordial germ cells，which can be cultured
indefinitely in undifferentiated state in vitro. ES cells have a broad application in studying mechanisms
underlying early embryonic development，pharmaceutical research，clinical regenerative medicine，and so
on. Recently， it has been found that miRNAs should play a crucial role in the self-renewal and
differentiation of ES cells，while the accurate regulatory mechanisms have not been completely elucidated.
Further studying the role of miRNAs in ES cells and comprehensively understanding the mechanisms
underlying ES cell self-renewal and directed differentiation are the bases for wide applications of ES cells in
the clinical regeneration medicine in the future.
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筛选、肿瘤研究、细胞组织和器官的修复和移植
治疗等方面有着极其诱人的应用前景. 1998年，
美国 Thomson［1］和 Shamblott［2］两个研究小组分别
从 ICM和 PGCs建立了人 ES细胞系. 最近，干
细胞研究领域又获得了重大突破，多个研究小组

报道通过在成体细胞中表达多个 ES细胞自我更
新相关的基因可逆转成体细胞的分化状态，诱导

其转变成多潜能的干细胞（induced pluripotent
stem cells，iPS细胞）［3~6］. 这些研究为干细胞临
床移植治疗开辟了新的道路. 一直以来，ES细
胞自我更新和定向分化的机制研究是生命科学

领域的研究热点和重点之一. ES细胞自我更新
和定向分化能力受外部信号通路、转录因子、
miRNAs、染色体稳定性及 DNA甲基化等多种因
素调控. 最近的研究显示，miRNAs可以通过特
异性抑制靶基因 mRNAs 翻译或切割靶基因
mRNA发挥负调控基因表达作用，在调控 ES细
胞自我更新和分化中起着重要作用［7］.

1 miRNAs概况

miRNAs 来源于 miRNA 基因转录和内含子
剪接. 经典的 miRNAs 生物合成途径是 miRNA
基因经 RNA 聚合酶Ⅱ（RNApolⅡ）或 RNA 聚合
酶Ⅲ（RNApol Ⅲ） 转录形成具有帽子结构
（7MGpppG）和多聚腺苷酸尾巴（poly A）的原始
miRNA（pri-miRNA），pri-miRNA经核糖核酸酶Ⅲ
Drosha（RNaseⅢ Drosha）和其辅助因子 Pasha /
DGCR8（一种双链 RNA结合蛋白）结合形成的微
处理器处理成长约 70个核苷酸、具有发夹结构
的 前 体 miRNA （pre-miRNA）. pre-miRNA 经
Exportin5-RanGTP 输出进入细胞质 . RNaseⅢ
Dicer 将 pre-miRNA 剪切成约 22 个核苷酸长度
的 miRNA：miRNA* 双链 . miRNA：miRNA* 双
螺旋结构解旋，其中一条链被降解，另一条成熟

的 miRNA 进入 RNA 诱导的基因沉默复合物
（RNA-induced silencing complex，RISC）中. 成熟
的 miRNA 以不完全匹配方式结合到其互补的
mRNA 靶位（常常位于 mRNA 3′-UTR）抑制翻译
和影响 mRNAs 的稳定性［8］，但也存在对翻译进

行激活的少数情况［9］. Mirtrons 是来自于内含子
的发夹结构，其生物生成过程避开了 RNase Ⅲ
酶 Drosha 的剪切，通过套索脱支酶（lariat-
debranching enzyme）产生带发夹结构的类 miRNA
前体，通过 Exportin-5 融入到经典的 miRNA 途

径过程中，由 Dicer-1 / loqs 处理成成熟的
miRNAs. 研究显示，Mirtrons 至少部分是通过
RNA诱导的沉默复合物效应子 Ago1行使生物学
功能的［10］. 迄今为止在灵长类动物中共找到 16
种 mirtrons，然而只有 3种可在哺乳动物中产生
直系同源 miRNA，因此相对于经典的 miRNAs来
说，各个物种之间的 mirtrons 并不相同，说明
mirtrons在进化过程中是独立产生的［11］. 与人 ES
细胞相关的 miRNAs更可能位于基因组簇而较少
可能来自于内含子. 通过转染 miRNA和降低内
源性 miRNA表达水平，采用高通量检测技术发
现，一个 miRNA能直接或间接地影响数千基因
的蛋白合成，可见 miRNA对基因表达调控的强
大作用［12］.

2 ES细胞特异性 miRNAs

Houbaviy等［13］通过构建miRNA文库发现miR-
290、 miR-291、 miR-292、 miR-293、 miR-294、
miR-295在小鼠 ES细胞中高表达，随着 ES细胞
分化而表达下调或不表达. 多序列比对发现这 6
个 miRNAs 的 pre-miRNAs 具有相关的序列，位
于小鼠基因组中一段长约 2.2 kb 的区域内. 表
达序列标签（EST）数据库搜寻含有这 6个 pre-
miRNAs序列的 2.2 kb片段，发现其仅存在于植
入前胚胎或 ES细胞中，提示这些 miRNAs是 ES
细胞特异性的，可能对维持细胞多潜能状态起重

要作用. miR-21 和 miR-22 在自发性分化的 ES
细胞中表达，提示 miR-21和 miR-22 与 ES细胞
分化有关. Suh等［14］对人 ES细胞进行了相似的
研究，也是通过克隆的方法发现 14 个 miRNAs
在人 ES细胞特异性表达，在 ES 细胞发育为拟
胚体（embryoid bodies，EBs）的过程中表达下调，
这 14 个 miRNAs 分别是：miR-302b*、miR-
302b、miR-302c*、miR-302c、miR-302a （又称
miR-302）、 miR-302a*、 miR-302d、 miR-367、
miR-200c、miR-368、miR-154*、miR-371、miR-
372、miR-373*. 对 12个 miRNAs基因组定位分
析发现它们集聚成两簇，8 个 miRNAs（miR-
302b、miR-302b*、miR-302c、miR-302c*、miR-
302a、miR-302a*、miR-302d和 miR-367，其中前
面 7 个 miRNAs 组成了 miR-302 簇，所有 8 个
miRNAs组成了 miR302-367簇）位于 4号染色体
上约 700 bp 的区域，另外 4 个 miRNAs（miR-
371、miR-372、miR-373、miR-373*）位于 19号染
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色体上 1 050 bp 的区域 . 4 号染色体上的
miRNAs 簇（miR-302b、miR-302c、miR-302a 和
miR-302d）彼此高度同源，它们的序列在 5′端最
为相似. 随后，Chen等［15］使用TaqMan MicroRNA
Assays 检测 13株小鼠 ES 细胞系，21 个分化的
EBs，6 个小鼠成体组织，报道了涵盖 425 个
miRNAs 的小鼠基因组范围 miRNAs 表达谱 .
miRNAs 表达水平的统计分析显示，miRNAs 具
有对小鼠 ES细胞、EBs、成体组织进行分类的独
特表达特征. Lakshmipathy等［16］采用芯片和定量

PCR 方法比较了未分化和分化的人 ES 细胞
miRNAs的差异性表达，证实miRNAs在人 ES细胞
维持自我更新和分化中起重要作用. Morin等［17］

采用大规模平行测序方法对人 ES细胞和 EBs的
小 RNA 比较分析，发现 171 个已知 miRNAs 和
23个新发现的 miRNAs在二者间存在差异表达，
这些 miRNAs调控的靶基因主要参与细胞分化、
程序性细胞死亡、细胞周期调控及基因转录调节
等生物过程. Laurent 等 ［18］采用新的 miRNAs 芯
片平台，对人 ES细胞和多种干细胞及分化细胞
的 miRNAs表达谱进行研究，发现与分化细胞相
比，人 ES细胞中有 150个 miRNAs 存在差异表
达（76个 miRNAs表达上调，74个 miRNAs表达
下调），其中特异性调控人 ES细胞的 miRNAs多
位于基因组簇中，较少位于编码基因的内含子内，

同时许多在人 ES细胞中表达上调的 miRNAs具有
一致的种子序列，例如 mir-302、hsa-mir-371 / 372 /
373 和 19 号染色体上的 miRNAs 簇均具有
AAGTGC 序列，提示它们作用于相似的靶
mRNAs. Ren等［19］发现在人 ES细胞、EBs、成体
细胞中 104个 miRNAs 差异表达，其中 38 个在
人 ES细胞表达上调，31个在 EBs细胞中表达上
调，35个在成体细胞中表达上调；鉴定了 12个
miR-520簇新成员（miR-515-5p、miR-517a、miR-
517b、 miR-517、 miR-519e、 miR-520b、 miR-
520d、miR-520f、miR-520h、miR-521、miR-525-
3p 和 miR-526b*），加上以前鉴定的 9 个 miR-
520 簇成员 （miR-518、miR-518c、miR-519b、
miR-519c、 miR-520a、 miR-520c、 miR-520e、
miR-520g 和 miR-524*）［17，18，20］，使 miR-520 簇成
员增加到 21 个 . miR-520 簇定位于 19 号染色
体，和位于 4号染色体的 miR-302簇一样在未分
化的人 ES细胞高表达，这两簇 miRNAs 大部分
成员在 5′端具有相似序列，其中 miR-302a、miR-

302b、 miR-302c、 miR-302d、 miR-519b、 miR-
519c、 miR-520a、 miR-520b、 miR-520c、 miR-
520d 和 miR-520e 具 有 一 致 的 种 子 序 列 ：
AAGUGC. 用 miRNAMap 2.0软件预测发现 miR-
302簇、miR-520簇分别具有 2 436、4 691 个靶
基因，其中 2 284个靶基因为二者共有，表明二
者具有相似的功能 . 基因分类（gene ontology，
GO）分析证实 miR-302簇、miR-520簇在细胞生
长、负向调节细胞代谢、负向调控基因转录及小
GTPase 介导的信号转导功能方面重叠. 虽然这
些研究采用的方法不同，但它们均提示 ES细胞
中存在一系列特异性表达的 miRNAs，这些
miRNAs可能参与维持胚胎干细胞的自我更新及
多向分化潜能.

3 miRNAs在 ES细胞中的功能

miRNAs 与 ES 细胞自我更新转录因子相互
调控，对维持 ES细胞自我更新起重要作用. 在
干细胞分化进程中，miRNAs可下调细胞内维持
干细胞未分化状态的基因表达水平，同时激活干

细胞谱系特异性基因，从而促进 ES细胞的定向
分化. 对 miRNAs在 ES细胞中的功能研究始于
敲除 miRNAs生物合成中的酶和蛋白对 ES细胞
生物学的影响，以下分别简述敲除 Dicer 和
DGCR8对 ES细胞的影响，以及 miRNAs在维持
ES细胞自我更新和定向分化中的作用.
3.1 敲除 Dicer对 ES细胞的影响

Dicer是RNaseⅢ超家族中一员，参与miRNAs
和 siRNAs的生物合成. 组成性（constitutive）缺失
Dicer会引起胚胎死亡，所以条件性缺失 Dicer可
以更好地研究 miRNAs 在动物体内的作用 .
Bernstein等［21］发现 Dicer对小鼠早期发育是必需
的，组成性缺失 Dicer 导致胚胎在 7.5 d 死亡 .
Kanellopoulou等［22］通过条件性基因打靶技术成功

构建了 Dicer -/- ES 细胞 . 这种 ES 细胞中 pre-
miRNAs 聚集，但不能被加工为成熟的 miRNAs.
形态上，这种 ES细胞与野生型相同，但它们的
增殖速度减慢，不能分化形成正常的 EBs，检测
发现内胚层标记物（Hnf4）和中胚层分化标志物
（Brachyury、BMP4、Gata1）的缺失，而多潜能性
标志物 Oct4（又称 POU5F1）表达仍维持在较高水
平，与野生型 ES细胞的表现相反. Dicer缺陷的
ES细胞分化能力缺失的原因可能是由于不能下
调 Oct4的表达. 此外，Dicer 缺陷的 ES 细胞内
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DNA 甲基化和组蛋白修饰也发生改变，提示
Dicer以及它所合成的 miRNAs参与ES细胞内异
染色质结构的维持. 当 Dicer重新表达后，分化
表型可随之恢复，这充分说明 miRNAs 在 ES细
胞分化中起重要作用 . 与正常 ES 细胞（G0、G1
期时间较短，大部分处于 S期）不同，Murchison
等［23］发现条件性缺失 Dicer 的 ES 细胞（包括
Dicer+/-、Dicer-/-）虽然可以存活，但表现出严重的
生长和分化缺陷，细胞周期 G1 和 G0 期延长，
G2和 M期缩短，提示 miRNAs参与细胞周期的
调控. Sinkkonen等［24］对缺失 Dicer的 ES细胞分
化能力缺陷的机制进行了研究 . 通过对缺失
Dicer 的 ES 细胞转录组学进行分析，他们发现
ES细胞特异性 miR-290簇在未分化 ES细胞中发
挥着重要调节作用. 在正常 ES细胞内，miR-290
簇 miRNAs表达水平较高，它们可以直接作用于
靶基因如肿瘤抑制基因 Rbl2（retinoblastoma-like
2），导致其表达下调. Rbl2等靶蛋白可以作为抑
制因子负调控从头（de novo）DNA甲基化转移酶
Dnmts 的表达. 在缺失 Dicer 的 ES 细胞中 miR-
290簇 miRNAs表达缺失，导致 Rbl2等靶基因的
表达上调，进而抑制 Dnmts的表达，继而不能使
Oct4等基因启动子稳定地被甲基化失活，从而导
致缺失 Dicer 的 ES 细胞失去分化能力 . 转染
miR-290簇 miRNAs和甲基化转移酶 Dnmts可以
逆转缺失 Dicer的 ES细胞的许多缺陷，纠正异
常的甲基化，提示 miRNAs 亦调控着 ES细胞的
DNA 甲基化状态 . 转染 miR-290 簇 miRNAs 也
可以逆转缺失 Dicer的 ES细胞的增殖缓慢的缺
陷. 有研究表明，细胞周期蛋白 E-Cdk2 复合物
调节小鼠 ES 细胞从 G1 期向 S 期转换，而
Cdkn1a（也称 p21，编码 P21）和 Cdkn1b（也称
p27，编码 P27）是细胞周期蛋白 E-Cdk2复合物
的抑制子. ES细胞特异性 miRNAs（如 miR-290
簇）可以通过直接与细胞周期抑制子 Cdkn1a 3′-
UTR匹配，抑制 Cdkn1a表达，从而促进 ES细胞
由 G1期向 S期转换，使 ES细胞增殖加速［25］，这

可能也是转染 miR-290家族可以逆转缺失 Dicer
的 ES细胞增殖缓慢缺陷的重要原因［25］.
3.2 敲除 DGCR8对 ES细胞的影响

DGCR8是双链 RNA结合蛋白，与 RNase Ⅲ
Drosha 结合将 pri-miRNAs 处理成 pre-miRNAs，
因此敲除 DGCR8 的 ES 细胞 pri-miRNAs 堆积，
miRNA成熟受阻. 敲除 DGCR8的小鼠 ES细胞

和 Dicer缺失的小鼠 ES细胞表型相似：增殖能
力下降，细胞周期异常，阻滞在 G1期，缺乏分
化能力［26］. 但这些缺陷不如在 Dicer敲除的突变
体内明显. 维甲酸诱导的分化过程中，DGCR8缺
失的 ES 细胞不能完全下调多潜能标记物（如
Oct4、Rex1、Sox2 和 Nanog），但能表达一些分化
标记物，而 Dicer缺失的 ES 细胞不能表达任何
分化标记物［22］. 另外，敲除 Dicer引起的增殖缺
陷可以随着时间延长而自发恢复，但 DGCR8突
变体没有类似的现象［23，26］. 与敲除 Dicer的 ES细
胞情况相似，ES细胞特异性 miR-290 家族也可
能通过相似的分子作用机制恢复缺失 DGCR8的
ES细胞的增殖缺陷，使细胞不再停留在 G1期［22］.
总之，敲除 DGCR8 和 Dicer 的研究证实

miRNAs 参与调控 ES 细胞的增殖、细胞周期和
分化. DGCR8 和 Dicer 敲除突变体的差异表明
Dicer产生的 siRNAs和其他小 RNA也可能在 ES
细胞中发挥重要的调节作用.
3.3 miRNAs 参与维持 ES细胞的自我更新

ES细胞中高表达的 miRNAs与 ES细胞内重
要的转录因子相互调控的分子机制研究仍处于

探索阶段. miR-302-367簇在 ES细胞中高表达，
但在其他成体干细胞和成体或胚胎的分化细胞

中不表达 . Barroso-delJesus 等 ［27］对 miR302-367
簇转录起始位点和功能性核心启动子区域进行

了鉴定. miR302-367簇基因位点（locus）包含 3
个外显子和 2个可变剪切的内含子，这两个成熟
的剪切体 mRNA均不编码任何蛋白. 人 miR302-
367 簇位于基因的第一内含子 . miR302b* 是
miR-302-367簇的第一个 miRNA，miR302-367簇
原始转录本的转录起始位点位于 miR302b*编码
序列上游 153位的胸腺嘧啶. 转录起始位点上游
525 bp范围的序列具有启动子活性. miR302-367
启动子在 ES细胞中具有活性，一旦 ES 细胞分
化其活性便减退，表明 miR302-367 启动子仅在
ES细胞具有活性，推测 miR302-367启动子只在
早期胚胎发育阶段具有活性. 转录因子结合位点
预测和功能研究表明 Nanog、Oct3 / 4、Sox2 和
Rex1 结合到 miR302-367 启动子上游促 进
miR302-367簇转录激活，即 miR302-367基因位
于 Nanog、Oct3 / 4、Sox2 和 Rex1调控网络下游.
miR302-367簇能够调节 ES细胞周期，促进其自
我更新 和多能 性 ，是 维 持 ES 细 胞 干 性
（Stemness）的主要调节因子 . Card 等 ［28］也发现
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Oct4和 Sox2结合到miR-302保守启动子区域. 在
人 ES细胞，miR-302a的表达依赖于 Oct4 / Sox2.
在胚胎发育过程中，miR-302a和 Oct4的表达发
生在同一发育阶段和同一组织. miR-302a 在人
ES 细胞中靶向作用于抑制 G1 期调节子—细胞
周期蛋白 D1（cyclin D1），抑制其表达，促进 ES
细胞增殖；而抑制 miR-302表达使人 ES细胞停
滞于 G1期，表明 miR-302可以通过调节细胞周
期维持 ES细胞自我更新. Marson等［29］也发现 ES
细胞重要转录因子（Oct4、Sox2、Nanog 和 Tcf3）
能够结合到 ES细胞特异性表达的 miRNAs的启
动子，如 miR-290 簇 . Oct4、Sox2、Nanog 和
Tcf3结合到 Let-7g和 Lin28 的启动子，促进 pri-
Let-7g 和 Lin28的转录. Lin28是 ES细胞中 pri-
let-7g的一个结合蛋白，能够特异性阻止 pri-let-7g
转录本处理为 pre-let-7g，使 let-7 家族 miRNAs
在 ES细胞中低水平表达，维持 ES 细胞自我更
新［30］. Heo等［31］发现 Lin28诱导 pre-let-7 3′端尿
苷化，Dicer不能识别 3′端尿苷化的 pre-let-7，阻
止 pre-let-7 成熟，使 let-7 低表达. let-7 家族成
员 let-7g 可以与 LIN28 3′-UTR 匹配抑制 LIN28
表达，而 Lin28 能够阻止 pri-Let-7 转录本成熟，
二者形成精细的调控环路维持 ES 细胞特性［32］.
ES细胞分化后，let-7表达水平升高，与 HMGA2
的表达水平负相关，而已有研究表明 HMGA2是
一个在人和小鼠 ES细胞中调节细胞分化和增殖
的基因. 这些充分说明 ES细胞重要转录因子参
与 miRNAs的调控，维持 ES细胞自我更新.
近来研究发现，miRNAs 也参与调控 ES 细

胞重要转录因子的表达. Xu 等 ［33］采用 Taqman
real-time multiplex RT-PCR 方 法 比 较 466 个
miRNAs 在未分化的 H9 人 ES 细胞系和分化的
EBs的表达特征，他们发现 miR-145在未分化的
人 ES 细胞表达相当低而在 EBs 中显著上调 .
TargetScan、miRBase、Miranda 3个软件预测结果
显示，miR-145 能够与人 ES 细胞重编程因子
Oct4、Sox2和 Klf4序列匹配. 荧光素酶报告基因
系统分析进一步证实 miR-145可以直接与 Oct4、
Sox2和 Klf4 3′-UTRs靶向匹配并抑制 Oct4、Sox2
和 Klf4的表达. 转染 miR-145于人 ES细胞中可
以下调 Sox2 mRNA 水平而不影响 Oct4 和 Klf4
的 mRNA水平，但是可以导致 Oct4和 Klf4蛋白
质水平的下降，说明 miRNAs作用于一些靶位可
以直接降低靶基因 mRNA 水平，而作用于其他

靶位则可以降低靶蛋白水平；下调 miR-145在人
ES 细胞中的表达，Sox2 mRNA 水平和 Oct4、
Sox2 和 Klf4 蛋白水平都上升，这表明 miR-145
参与人 ES 细胞内源性因子转录后水平的调控.
研究发现，在人 ES细胞内单独上调 miR-145的
水平对 ES细胞表现出很强的抑制效应，能充分
阻止 ES细胞自我更新的维持，并诱导 ES 细胞
向中胚层和外胚层分化；Oct4可以结合到 miR-
145启动子区并抑制其活性，将 Oct4 和 Sox2表
达载体导入过表达 miR-145的细胞中，能恢复由
miR-145过表达引起的分化表型. 由此，Xu等［33］

提出这样的模式：ES 细胞内 miR-145 低表达，
Oct4，Sox2，Klf4 高表达，Oct4 作用于 miR-145
启动子抑制 miR-145表达使 miR-145维持在低水
平，彼此互相调控，维持 ES细胞自我更新；当
miR-145表达升高时，Oct4、Sox2、Klf4表达受到
抑制，诱导 ES细胞向中胚层和外胚层分化. 由
此可见，低水平的 miR-145对于维持 ES细胞的
自我更新起重要作用.
另有学者对人 ES细胞高表达的 miRNAs下

游的靶位进行了研究. Li等［34］比较未分化的人

ES 细胞系 hES-T3、hES-T3 来源的 EB（T3EB）、
hES-T3 分化而来的类成纤维细胞 T3DF 的
miRNA和 mRNA表达谱，发现 4个人 ES细胞特
异 miRNAs （miR-302d、miR-372、miR-200c 和
miR-367）有 58个靶位基因，并通过荧光素酶报
告基因系统证实 miR-302d和 miR-372能结合到
Trps1、Klf13和 Mbnl2等 3个在细胞分化和胚胎
发育中起重要作用的基因 3′-UTR，使这 3 个靶
mRNAs 失去稳定性并抑制其翻译，从而降低它
们在细胞内的表达水平，这提示 ES细胞特异性
miRNAs可能通过抑制分化相关基因的表达来维
持 ES 细胞特性 . 2003 年，Houbaviy 等 ［13］发现

miR-21 在小鼠 ES 细胞分化过程中水平升高 .
2008 年，Singh 等 ［35］发现 miR-21 通过降低自我
更新调节因子 Oct4，Nanog，Sox2 和 c-Myc表达
抑制自我更新，RE1 沉默转录因子（RE1-
silencing transcription factor，REST）直接与 miR-
21基因上游的顺式作用元件结合，抑制 miR-21
的表达，维持小鼠 ES 细胞自我更新和多能性 .
然而，Buckley 等 ［36］研究发现，在单倍体不足

（haplodeficient）Rest（+ / -） ES细胞中并没有检测到
多潜能标记物的变化和分化的神经标记物表达，

也没有发现 REST和 miR-21之间存在相互影响.
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因此，REST和 miR-21之间是否存在相互作用还
存在争议，仍需进一步研究证实.
总之，一方面，ES 细胞重要转录因子可以

通过调控 ES细胞特异性 miRNAs的表达水平来
维持 ES细胞的自我更新. 例如，Oct4可以结合
到 ES细胞特异性 miRNAs的启动子上促进其表
达维持 ES细胞自我更新，也可以结合到 ES 细
胞分化相关的 miRNAs的启动子上抑制其表达维
持 ES细胞自我更新. 另一方面，ES细胞特异性
miRNAs 也可以通过调控 ES细胞重要转录因子
的表达，抑制 ES细胞分化、维持 ES细胞特性.
此外，ES 细胞特异性 miRNAs 还可以通过抑制
分化相关基因的表达来维持 ES细胞的自我更新.
3.4 miRNAs 在 ES细胞定向分化中的作用
在干细胞分化进程中，miRNAs可下调细胞

内维持干细胞未分化状态的某些基因，同时激活

干细胞谱系特异性基因，促进干细胞的定向分

化. Krichevsky等［37］证实特异的 miRNAs在决定
ES 细胞向神经细胞分化的过程中起重要作用 .
在小鼠 ES细胞向神经细胞分化过程中检测到许
多 miRNAs在神经祖细胞向神经元和星形胶质细
胞分化过程中同时被诱导表达. 进一步研究显
示，在神经前体细胞中过表达两个大脑特异性

miRNAs（miR-9 和 miR-124a）可以引起星形胶质
细胞数量减少，而单独降低 miR-9表达或者联合
降低 miR-124表达可以导致神经元数量的下降，
这些结果显示大脑特异性 miRNAs 可以影响 ES
细胞来源的神经前体细胞是向神经胶质细胞还

是向神经元方向分化. Visvanathan 等 ［38］研究发

现 miR-124结合到 SCP1（small C-terminal domain
phosphatase gene）基因 3′-UTR，可以抑制 SCP1
的表达，促进胚胎神经系统发育.
最近 Ivey等［39］证实 miR-1和 miR-133在 ES

细胞分化形成的心肌细胞中表达丰富. 在 ES细
胞表达 miR-1 或者 miR-133 可以增加 EBs 中胚
层基因的表达，抑制向外胚层和内胚层分化 .
Tay等［40］发现 miR-134在小鼠 ES细胞经维甲酸
诱导 4 d和 N2B27诱导 2 d时表达水平最高. 在
小鼠 ES细胞中单独增加 miR-134的表达水平可
促进 ES 细胞向外胚层分化，但这种效应可被
miR-134阻断剂所阻断. miR-134促进分化的部
分原因在于靶向抑制 Nanog 和 LRH1，降低
Nanog和 LRH1的表达水平，而这两者是 Oct4和
小鼠 ES细胞生长的正向调节子. Tay等［41］还发

现 miR-134、miR-296 和 miR-470 在维甲酸诱导
小鼠 ES细胞中表达上调. miR-134、miR-296和
miR-470能够与 Nanog、Oct4和 Sox2的编码区匹
配，降低它们的表达，促进 ES细胞分化［41］，这

一研究结果也证实了 miRNAs除了与靶基因 3′-
UTR匹配还可以与靶基因编码区匹配发挥作用.
miR-17 家族成员（包括 miR-17-5p、miR-20a、
miR-93和 miR-106a）在胚胎早期表达，调节 ES
细胞的分化. 研究发现，这些 miRNAs可降低信
号转导与转录激活因子 3（STAT3）mRNA水平并
促进 ES细胞分化，说明 STAT3是 miRNAs调节
细胞分化的一个重要靶位［42］. 如前所述，miR-21
在小鼠 ES细胞诱导分化过程中水平升高［13］，提

示 miR-21与 ES细胞分化相关. Singh等［35］发现

miR-21降低自我更新调节子 Oct4，Nanog，Sox2
和 c-Myc表达抑制自我更新促进分化. 这些研究
均表明 ES细胞分化相关的 miRNAs可以通过降
低 ES细胞内自我更新相关重要蛋白的表达水平
而促进 ES细胞分化.

4 结语

综上所述，根据现有的研究发现，可以得出

miRNAs参与 ES细胞调控的模式：ES细胞重要
转录因子结合到分化相关 miRNAs基因启动子区
域抑制 miRNAs的表达，使 ES细胞分化相关的
miRNAs 低水平表达以维持 ES 细胞自我更新；
同时 ES细胞重要转录因子也可以结合到 ES细
胞特异性 miRNAs 的启动子上促进其表达维持
ES细胞自我更新. 当 ES细胞分化时，ES 细胞
转录因子表达下降失去对分化相关 miRNAs的抑
制，分化相关 miRNAs 表达水平上升，而 ES 细
胞分化相关 miRNAs又可以作用于重要转录因子
编码区或者 3′-UTR抑制其表达，降低其蛋白表
达水平而进一步促进 ES 细胞分化. 由此可见，
miRNAs与 ES细胞重要转录因子形成调控环路，
miRNAs在调控环路中起核心作用，同时miRNAs
还可能作为 ES 细胞新的标记物 ［ 15，29］. 然而，
miRNAs 在 ES细胞自我更新和定向分化中的作
用及分子机制研究还存在一些尚未解决的问题，

例如是否还存在新的基因调控 miRNAs 以及
miRNAs下游的靶位还不是非常清楚等等. 这些
问题仍需要深入研究，因为只有深入了解 ES细
胞自我更新和定向分化的机制才可能实现 ES细
胞广阔的应用前景.
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