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摘要: MicroRNA 作为非编码小 RNA 分子在转录和后转录水平调控基因表达过程中扮演重要角色, 已成为

当前分子生物学的研究热点之一。近期已有研究证实, 一些在肌肉细胞中特异表达 microRNA包括 miR-1、

miR-206 和 miR-133 可能对肌肉生长和发育很关键。众所周知, 肌肉不仅是机体重要结构组织和运动器官, 

而且还是水产畜牧产品的重要蛋白源。聚焦这些肌肉特异myomiRs在肌肉生长和发育中的功能机理研究, 不

仅有助于揭示某些疾病的分子机制和解决医学上基因治疗难题; 同时也为畜牧水产养殖提供科学应用理论

依据。综述我们概括了 miR-1, miR-206和 miR-133 最新研究进展, 这将有助于深入了解其作用于肌肉生长

和发育的功能和分子机制。 
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MicroRNAs (miRNAs) 作为内源非编码小RNA

分子(–22 bp)与特定基因mRNA的 3′ UTR 模板序列

互补退火 , 从而在转录后水平上抑制靶基因 

mRNA的翻译或促使 mRNA的降解[1]。在人基因组

中含有相当于转录因子的 miRNAs 多达上千种[2]。

单个的  miRNA 能够有多个靶  mRNA, 并且单个 

mRNA 可以成为多个 miRNA 靶目标, 这使得调控

潜在基因的表达更加复杂多样。在大多情况下 , 

miRNA微调基因表达, 但是也是某些基因表达的开

关, 参与发育、新陈代谢和免疫反应等多种生物过

程。许多病理现象都与 miRNAs 的错误表达相关, 

如癌症、心血管病、心肌梗塞等[3—6]。因此, miRNA

的研究成为近年来的生命科学研究热点之一。 

Bernstein 等[7]通过敲除小鼠 Dicer 基因研究了

miRNA在发育过程中整体功能。众所周知, Dicer是

miRNA 的前体(pre-miRNA)加工形成成熟 miRNA 

(mature miRNA) 这一过程关键的蛋白, 敲除 Dicer

能阻断功能性成熟 miRNA分子的形成。实验发现胚

胎 7.5d出现致命性后果, 原肠胚形成期发育停止[7]。

O’Rourke 等[8]、Chen等[9]以及 Zhao等[10]采用组织

特异的 Dicer 缺失的方法揭示 miRNA 是使骨骼肌

和心肌准确形态发生所必需的。尽管这些实验有力

地证明了 miRNAs 在组织和器官发育和生长中不可

缺少, 但是并没有阐明单个 miRNA 生物功能和作

用机理。 

肌肉细胞发育开始于中胚层干细胞响应胞外信

号而形成成熟的肌肉细胞或成肌细胞。虽然目前的

研究已经能够初步解释参与肌肉细胞增殖分化信号

传导过程, 但是这个复杂过程中很多机制还不太清

楚。最近的研究表明, 一种在脊椎动物中高度保守

的新的 RNA小分子参与肌肉细胞增殖、分化、收缩

和应激反应等过程 , 这种小分子就是肌肉特异的

miRNAs[5]。miRNAs 在所有类型细胞都有发现, 而

有一些只在特定的组织内表达。在肌肉组织中存在

着特异表达的 miRNAs 被称为肌肉 microRNA 

(myomirs), 如 : miR-1 、 miR-133 、 miR-206 和 

miR-208等。这些 myomirs可以划分为不同的家族, 

主要为 miR-1 家族和 miR-133 家族。miR-1 家族由
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miR-1 和 miR-206 两个亚家族组成; 从低等动物线

虫(Caenorhabditis elegans)、果蝇(Drosophila)到高等

脊椎动物机体内都能发现进化高度保守的 miR-1 家

族成员的表达。miR-206 亚家族目前只发现一个成

员, 只在骨骼肌表达, 而不在心肌表达。在线虫和果

蝇基因组中只含有单独的 miR-1 基因, 而在鱼类、

鸡(Gallus gallus)、老鼠(Mus musculus)和人(Homo 

sapiens)的基因组中 miR-1 亚家族含有两个相似的

转录本 miR-1-1 和 miR-1-2。尽管他们由不同的基

因编码 , 但是成熟态的 miR-1 序列却完全一致。

miR-133家族由 miR-133a-1、miR-133a-2、miR-133b

和 miR-133c 等组成, 他们序列高度相似。miR-208

作为心肌特异表达的 microRNA 逐渐为人所知, 它

由 α-MHC 的一个内含子编码。其他的如 miR-128、

miR-302、miR-367 和 miR-499 可能是潜在的心肌

特异的 miRNAs, 但他们的功能还有待进一步研究

证实[6]。有意思的是这些肌肉特异的miR-133、 miR-1

和miR-206在基因组上呈双顺反子对(Bicistronic pairs)

排列。在家鼠中, miR-1-1 和 miR-133a-2 基因簇位

于 2 号染色体上, miR-1-2 和 miR-133a-1 基因簇位

于 18号染色体上, miR-206 和miR-133b基因簇则位

于 1 号染色体上[11]; 与之对应, 人类 miR-1/133/206

基因簇分别位于 20、18和 6号染色体上; 鸡则位于

20、2 和 3号染色体上; 斑马鱼(Danio rerio)位于 23、

18、20号染色体上。值得一提的是斑马鱼 miR-206-2 

和 miR-133c 共同位于 17 号染色体上构成额外的双

顺反子对。虽然这些 miR-1 与 miR-133 基因簇上位

置高度保守, 但是他们种子序列(Seed sequence)不

同, 他们功能也各异 [11, 12]。 

1  Myomirs的调控 

在骨骼生肌细胞和心肌组织胚胎发育及肌肉分

化过程中主要有三种肌肉特异的 microRNA 表达, 

分别为 miR-1、miR-206 和 miR-133, 他们受肌肉调

节因子 (Muscle regulatory factors, MRFs)调控。

Sweetman 等[12]通过成纤维细胞源生长因子(Fibroblast 

growth factor, FGF) 抑制小鼠 C2C12肌肉细胞的分

化, 从而干扰 MRF 的活性, 导致 miR-1、miR-206

和 miR-133 的表达受到抑制。此外, 在小鼠和鸡胚

胎实验中, 过表达 MRFs可诱导 miR-1 和 miR-206

表达异常, 同时还发现当敲除 Myf5, 导致 miR-1 和

miR-206表达缺失[12]。血清效应因子(Serum response 

factor, SRF), 肌细胞增强子 2 (Myocyte- enhancer 

factor 2, Mef2) 和 MyoD 作为主要的肌原分化调节

因子 , 体外和体内实验证实他们是 miR-1-1 和

miR-1-2 起始所必需的。SRF 能够结合和激活起始

区域, 在小鼠实验中发现敲除 SRF 会导致内源的

miR-1-1 和 miR-1-2 的表达缺失[13]。尽管早先还没

有成功敲除小鼠 miR-1 基因的报道, 但通过过表达

miR-1 会导致肌细胞过早分化和增殖缺陷最终导致发

育受阻、心室肌壁薄化和心力衰竭等症状[13]。在体外

培养的细胞实验中发现, miR-1 通过靶作用于肌肉

分化的压制者组蛋白去乙酰化酶 4 (Histone deace-

tylase 4, HDAC4), 从而促使肌肉生成[14]。HDAC4

同样很可能是成骨细胞分化和骨骼基因形成过程中

miR-140的靶基因[15]。这表明在细胞分化过程中, 同

一个基因可成为两个或多个不同的 miRNA 的靶基

因。此外, miR-1、miR-133 和 miR-206 反而抑制自

身的调节因子 SRF 和 HDAC4 等的表达, 形成一个

负调控回路[14, 16]。这一负调控回路机制有助于解释

miR-1/206 与 miR-133的鲜明差异。过表达 miR-1首

先抑制 HDAC4, 随后抑制 MEF2, 增加肌管分化[14]。

与此相反, miR-133抑制SRF的表达, 从而增加成肌细

胞增殖, 这一调控回路机制或许是胚胎发育过程中肌

肉细胞增殖与分化的特异调控通路[14]。 

类似的结果在心肌中研究也有发现, Kwon等[17]

和 Sokol 等[18]发现抑制果蝇 miR-1会导致部分心肌

细胞不分化, 而缺失会导致未分化的肌原细胞大量

积累; 与此相反, 过表达 miR-1扰乱胚胎心肌结构。

有意思的是, 敲除果蝇 miR-1 并不影响幼虫肌肉组

织的形成和生理机能, 但是在饲养和生长过程中会

出现大量肌肉畸形和死亡个体。因此推断某些

microRNA 并非组织分型所必需的, 但是对随后组

织的增长和维持不可缺少[18]。在小鼠中也有相似结

果 , 过表达 miR-1, 导致心室细胞减少 , 抑制了

Hand2的表达, 致使心力衰竭[14]。缺失 miR-1-2, 导

致小鼠心脏肿大 , 这表明 miR-1-2 负调控心肌增

殖。在爪蟾( Xenopus laevis)中研究发现, 胚胎注射

miR-1 后会导致心肌发育不正常并且减少心肌细胞

增殖; 当注射 miR-133, 则发现心脏高度紊乱, 不能

形成心室和心环, 细胞增殖明显提高[14]。另有多项

实验证实, miR-133a 是心肌增殖和心脏发育不可缺

少的关键因子, 并研发现心肌传导障碍与 miR-1 和

miR-133的异常表达有直接关系[10, 19, 20]。 
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2  Myomirs参与肌卫星细胞增殖与分化 

脊椎动物肌肉生长分为限定(Determinate)和非

限定(Indeterminate)两种生长模式。肌肉限定生长最

典型的代表动物就是哺乳类, 因为其个体大小是有

限的; 而鱼类肌肉生长相对来说是非限定的, 因为

鱼类并没有固定的大小, 而有些鱼类在整个生命中

都在持续生长[21]。这两种生长模式最主要的区别在

于肌纤维(Muscle fiber) 的生长差异。与哺乳类不同

的是, 鱼类之所以表现为非限定生长主要是因为鱼

类可以通过补充新的肌纤维 (即为 Hyperplasia)来

增加肌肉量, 同样也可以增加已有的肌纤维的大小

(即为 Hypertrophy)[22, 23]。鱼类孵化后期的肌细胞增

殖也即为肌肉的补充过程使得鱼类肌肉生长模式与

其他脊椎动物不同, 主要是因为鱼类出生后肌纤维

数量不是固定的, 而随后伴随着的是肌肉纤维的增

粗和肥大过程 [24]。鱼类肌细胞来源于肌肉干细胞 

(Satellite cells), 它是提供肌肉生长和修复过程中新

肌纤维的细胞来源。 由于该类细胞具有自我分化和

更新的能力, 因而也被称之为肌肉干细胞[25]。肌卫

星细胞一旦被激活就分化形成肌卫星细胞驱使的成

肌细胞 ,  并且进一步增生 ,  分化和融合形成肌管 , 

随后成熟的肌管形成肌纤维。已有的研究表明, Pax3 

和 Pax7 的表达是肌卫星细胞的特异性标志。同时, 

他们在肌卫星细胞增殖和分化中发挥重要作用[26]。

当 Pax7 基因敲除引起肌卫星细胞凋亡, 继而导致

动物出生后个体瘦小, 甚至几乎没有肌肉再生[27, 28]。

Pax3 和 Pax7 作为转录因子直接调节生肌调节因

子 Myf5和 MyoD 的表达, 继而影响肌细胞分化。通

过基因表达和细胞定位研究揭示, 肌卫星细胞通过

非对称性细胞分裂来维持生肌细胞的激活和自我更

新, 即一部分来自肌卫星分裂的子细胞维持着干细

胞功能, 而另一些子细胞则被激活形成肌细胞进而

发育成肌纤维[29—31]。这类维持干细胞特性的子细胞

持续保持 Pax3 和 Pax7 的高量表达, 而已激活进入

分化肌细胞阶段的子细胞则高量表达Myf5 和MyoD。

因此, Pax3/Pax7和Myf5/MyoD表达量的改变是控制

肌卫星细胞增殖和激活分化的关键转点[31, 32]。Chen

等[33]发现, 肌卫星细胞分化时 miR-1 和 miR-206

显著上调表达, 肌肉损伤时明显下调。实验进一步

确认, miR-1 和 miR-206 促使肌卫星细胞分化是

通过直接抑制靶基因 Pax7而发挥作用。体内实验证 

实, 抑制 miR-1 和 miR-206 提高肌卫星的增殖并

且增加了 Pax7 的蛋白水平。与此相反 , 过表达

miR-1和miR-206 显性失活突变体(Dominant negative 

mutant)能够维持 Pax7 的表达, 最终抑制成肌细胞

的分化[33]。 

3  Myomirs的靶基因 

骨骼肌细胞发育源于胚胎中胚层, 成肌细胞增

殖或最终分化成肌管都依赖此重要阶段。McCarthy 

等[34, 35]发现, 小鼠错误表达 miR-206 和 miR-133a

会导致肌肉营养失调(Dystrophy)[34, 35]。获得或丢失

miRNA 靶位点可能会导致一些基因表达失调而产

生疾病。Alex 等[36]发现在名为 Texel 的羊myostatin 

基因 3UTR上一位点 G突变为 A后, 恰好暴露成为

mir-1 和 mir-206 的靶位点, 从而使得 myostatin 表

达受到抑制, 最终导致 Texel羊的肌肉粗大, 异常肥

胖。miRNA 之所以能够抑制靶基因的表达依赖于

mRNA 的 3UTR的识别位点与 miRNA的种子序列

相匹配的关键的 7 个碱基长度的核苷酸, 但是有时

这还远不足以有效, 还需要其他的额外的特征才能

有效抑制 mRNA 的表达。Andrew 等 [37]总结出识

别序列有效性的 5 个广谱特性: 即识别位点附近富

含 AU 核苷酸、附近存在可识别多个 miRNA(有利

于 miRNA 协同作用)位点、与 miRNA 配对需要

13—16 长度的核苷酸残基、距离 mRNA 3UTR 终

止位点至少 15 bp 长度以及 3UTR 序列偏长的

mRNA 的识别序列位点距离中间部位也相应偏远。

鉴于 miRNAs 序列的保守性, 为靶基因的预测和鉴

定提供了可行性。尽管如此, 但真正已确认的靶基

因数量仍然有限。目前在哺乳动物中, miRNA-1 和 

miRNA-133已鉴定出与肌肉细胞增殖和增粗相关的

靶基因分别为 Cdk9、Rheb、RASA1、Calmodulin、

MEF2A 和 SRF 等; 而 cyclinD2、Rho-A、Cdc42、

WHSC2、Fstl1、Pola1和 Utrn被鉴定为骨骼肌特异

表达的 miRNA-206 的靶基因[11]。Yuichiro 等[38]在

模式生物斑马鱼中鉴定出一批miRNA-1和 133的靶

基因, 如 actr3、arpc4I、arpc5a、arpc5b、bactin1、

bactin2、cnn2、cnn3a、cnn3b、coro1c、dctn5、parva、

pdlim1、pfn2、pfn2I 和 TPM3 等, 研究表明这些潜

在靶基因可能与肌小节(Sarcomere)肌动蛋白(Actin)

的组装相关, 但是并没有后续报道。Yin 等[39]通过

过表达的方法在斑马鱼中鉴定出 mir-133 的靶基因, 
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如 mps1、cdc37、PA2G4、cx43和 cldn5等, 并证实

mir-133 限制损伤诱导的心肌细胞(Cardiomyocyte)的增

殖。在癌症研究方面, 也鉴定出 myomirs 的靶基因, 

如mir133a通过靶基因 Bcl-xL 和Mcl-1能够抑制骨

肉瘤癌细胞增殖而促使细胞凋亡[40]; mir133a 还直接

作用于靶基因 FSCN1而扮演胰腺癌肿瘤压制者的角

色[41]。Mataki等[42]发现下调表达Mir-1/133a 功能基因

簇增强肺鳞状上皮癌细胞的迁移和入侵, 当恢复正

常表达 Mir-1/133a 后, 通过锚定靶基因冠蛋白 1C 

(Coronin-1C)抑制癌细胞的增殖、迁移和入侵。Yin

等[43]发现mir-133a 通过靶作用于 Prdm16 调控骨骼

肌卫星细胞褐色脂肪的分型(Brown adipose determi-

nation), 这一研究发现使得mir-133成为治疗糖尿病

重要药物作用靶点。在研究糖尿病性心肌病病例时

发现下调 mir-1的表达, 会增加氧化应激, 导致糖尿

病性心肌功能紊乱 , 而接头蛋白 (Junction)成为

mir-1的靶蛋白[44]。 

4  Myomirs研究展望 

至目前, 有关 myomirs 的研究仅仅局限于过表

达和报告基因活性检测来确定靶基因这两种主要研

究手段, 而有效的基因敲除技术手段的运用必将极

大地提升对 myomirs 的系统研究。目前在哺乳动物

和鱼类等脊椎动物中成功敲除 miRNAs 已有少量

报道。在小鼠中, 敲除 miRNAs 后有较为明显的表

型(Phenotype) 的有 mir-155、mir-17-92、mir-144、

mir-143/145、mir-145、mir-451、mir-140、mir-150、

mir-223、mir-375和mir-126等, 而单独敲除mir-106、

mir-143以及 mir-182并没有明显的表型; 与此相似, 

单独敲除 mir-208a、mir-208b、mir-499、mir-133a-1、

mir-133a-2 以及 mir-206 也未见明显的表型[45—50]。

有意思的是 , 单独敲除 mir-1-2 则导致心肌缺陷 , 

大约 50%胚胎致死, 这暗示 mir-1 的功能性单倍剂

量不足(Haploinsufficiency)。这一结果表明, mir-1在

心肌发育过程中的重要性, 而双敲除mir-1-1和 mir-1-2

基因成为必须 , 将进一步揭示心肌发育机理 [51]。

Srivastava[51, 52]实验室继敲除小鼠 mir-1-2 后, Hei-

dersbach 等[ 52]敲除小鼠 mir-1-1。他们发现 mir-1-1

突变小鼠呈现与 mir-1-2缺失突变体相似的表型。杂

合的(Compound) mir-1 突变体小鼠在断奶前无规律

地死亡归因于严重的心肌功能障碍 (Dysfunction); 

与此同时 mir-1-null 小鼠肌小节不正常组装并且下

调肌球蛋白轻链 2 (Myosin light chain-2, MLC2)的磷

酸化 ; 细胞骨架调节因子 (Cytoskeletal regulator) 

Telokin 作为平滑肌限制的(Muscle-restricted)MLC2

磷酸化的抑制子与其他平滑肌基因在心肌中异常表

达; mir-1 压制 Telokin 通过直接靶作用于 Telokin

的转录调控者 myocardin, 抑制 myocardin 的转录, 

这些实验证明 mir-1 是心脏发育所必需的, 而且是

通过调控平滑肌基因表达网络转录和效应的节点来

加强条纹肌肉(Striated muscle)的显型[52]。在哺乳动

物中, 许多 miRNAs 存在基因双拷贝或高度相似性, 

使得功能富余和互补。单敲除 mir-133a-1 和 mir- 

133a-2 未见任何明显的表型; 而同时敲除导致胚胎

发育延迟和 50%新生小鼠心室中膈缺损(Ventricular 

septal defect)和心腔扩张(Cardiac chamber dilation)

而死亡[48]。最新研究表明, 心肌胚胎发育依赖 miR-1-1/ 

133a-2 和 miR-1-2/133a-1 基因簇的协调运作, 双敲

除这两个基因簇压制转录共同激活子心肌素蛋白

(Myocrdin)的表达, 而 myocardin 是平滑肌(Smooth 

muscle, SM)基因表达的主要的调控者[53]; DAN芯片

实验证实, 敲除 mir-1/133a簇导致 Kcnmb1、Bmp10、

transgelin、myocardin和 Acta2等基因显著上调, 而

先前推定的 mir-1/133a 的靶基因 Hand2、SRF、 

IRX5、Ccnd2、Kcnd2 和 Hdac4 的表达与对照野生

型相比并无明显差异。由此可见, 先前体外实验荧

光素酶活性检测预测靶基因的方法的准确性可见一斑, 

而体内实验基因敲除成为研究基因功能的首选。

Zhang等[54]和 Miller 等[55]在 Nature biotechnology杂

志同期报道了从黄单胞菌(Xanthomonas sp.)中分离

和鉴定出一种能对基因有效修改和编辑的蛋白名为

类转录激活效应核酶 (Transcription activator-like 

effectors nucleases, TALEN), 其原理主要是通过

TAL effector DNA 结合区域和 FokI 切割区域两个

融合蛋白有效破坏内源靶基因。随后 TALEN 技术

相继被广泛运用于哺乳类, 两栖类爪蟾的组织细胞

和胚胎基因敲除实验[56—60]; 而在斑马鱼中 TALEN

技术已越发成熟 [61—64]。此外 , 一种从酿脓链球菌

(Streptococcus pyogenes)中分离出的核酸内切酶 Cas

蛋白利用 CRISPR/Cas9 系统也能对目的基因在基

因组准确位点进行有效切割 , 此方法有效率高达

30%以上[65—68]。目前此两种高效的基因敲除技术纷

纷被用于模式生物斑马鱼基因敲除实验, 生命科学

从而进入全新的基因敲除时代[69, 70], 相信 myomirs 
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的功能将会得到进一步阐释。当前我们承担鱼类

miRNA-1/133a 在肌肉发育与生长中的功能研究课

题, 通过最新基因敲除技术建立突变模型, 试图解

释鱼类 mir-1/133a 基因簇的协同作用机制。当前斑

马鱼中已有 miRNAs敲除的成功报道, Xiao 等[71]采

用 CRISPR/Cas9和 TALEN系统成功敲除mir-126a/b

和 1号, 9号染色体 miRNAs基因簇, 这将为 miRNA

功能研究提供重要参考价值和技术支撑。 
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THE FUNCTIONAL STUDIES OF MUSCLE-SPECIFIC MICRORNAS 

SHI Jun, CHU Wu-Ying and ZHANG Jian-She 

(Department of Biological and Environmental Science, University of Changsha, Changsha 410003, China) 

Abstract: MicroRNAs are small non-coding RNA molecules that play important roles in the transcriptional and 

post-transcriptional regulation of gene expression. MicroRNAs have become one of the hotspot issues in molecular bi-

ology. Recently several microRNAs have been identified including miR-1, miR-206 and miR-133 that are specifically 

expressed in muscle cells and may be crucially involved in the development and growth of muscles. Muscles are an 

important part of body structure as well as a locomotive organ, and they are also the main protein source in aquaculture 

and animal husbandry. Therefore, functional studies of the roles of muscle-specific microRNAs will help uncover the 

mechanisms of certain diseases, facilitate medical gene therapy, and provide guidance for the animal husbandry and 

fishery. In this review we summarized the latest research on miR-1, miR-206 and miR-133 that shed lights on better 

understanding of their functions in muscle development and growth. 
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