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[摘要] miRNA是近几年来发现的一类小RNA,它们在调节基因和蛋白质的表达中发挥重要作用。这些小RNA(-22nt)与3’端的非翻译区(3-UTRs)结合,从而导致靶mRNA的降解、抑制蛋白质的表达。miRNAs在发育和正常的细胞功能中发挥重要作用。最新研究发现miRNA可能是近日节律的重要调节因子，从而为我们提供了一个新的理解调控生物钟的层面。本文对miRNA在近日节律调节中的功能进行综述。
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The role of microRNAs (miRNA) in circadian rhythmicity
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[Abstract] MicroRNA (miRNA) is a recently discovered new class of small RNA molecules that have a significant role in regulating gene and protein expression. These small RNAs (∼22 nt) bind to 3- untranslated regions (3-UTRs) and induce degradation or repression of translation of their mRNA targets. Hundreds of miRNAs have been identified in various organisms and have been shown to play a significant role in development and normal cell functioning. Recently, a few studies have suggested that miRNAs may be an important regulators of circadian rhythmicity, providing a new dimension (posttranscriptional) of our understanding of biological clocks. Here, we describe the mechanisms of miRNA regulation, and recent studies attempting to identify clock miRNAs and their function in the circadian system.

[Key words] Circadian Rhythm，miRNA
miRNA分子是近几年来发现的一类小RNA分子，它在基因和蛋白质的表达中发挥重要作用。miRNA除了在发育、维持正常细胞功能发挥作用外[1]，有证据表明它也在近日节律的调节中发挥重要作用。本文对生物钟相关的miRNA分子及其在钟系统中的作用进行综述。
1  miRNA的产生

miRNA是一种单链小RNA分子，长22(～)24个核苷酸，是从非编码的基因组区域转录而来。该过程是在RNA聚合酶Ⅱ的作用下，从长的原始转录本pri-miRNA 前体转录，这种pri-miRNA前体编码一个或多个miRNAs。在细胞核，pri-miRNA发夹结构被多蛋白复合体（包括RNAseIII酶Drosha和其辅助因子Pasha）所加工，产生前体miRNA（pre-miRNA）。然后由依赖Ran的核转运受体家族成员输出蛋白-5（Exp5）将pre-miRNA从胞核由运到胞质；一旦到达胞质，pre-miRNA通过胞质核酸酶RNAse III dicer进行第二次加工，pre-miRNA被裂解成瞬时miRNA双链体，它的一条链通过未知RNA酶降解，而另一条链保留成为成熟的miRNA，参与构成效应复合物-RNA诱导沉默复合物（RNA-induced silencing complex，RISC），该复合物会结合到目标靶mRNA上,抑制靶基因的表达[2]。
2  miRNA发挥作用的机制

miRNA与目标转录体之间的相互作用可以分为两个途径：miRNA和目标mRNA完全的碱基配对可以导致mRNA的裂解、导致其表达沉默；miRNA和目标mRNA 3'-UTR区的非完全的碱基配对，驱使mi-RISC与目标结合，导致翻译的抑制。
miRNA作用的机制目前尚不完全清楚，但该情况发生在miRNA的5’端（7～8个核苷酸，称之为种子区）和目标miRNA的3’-UTR之间的碱基配对。这种配对或者导致mRNA的降解，或者影响翻译的效率，这种翻译效率的影响机制可能通过促使核糖体从mRNA中脱落或通过在翻译的起始阶段抑制80S核糖体的形成。也有证据表明，miRNA通过对目标mRNA的脱腺苷化或脱帽，从而影响mRNA的稳定性[3]。

目前，有4种miRNA的靶基因库存在：EMBL服务器、Wellcome Trust Sanger Institute的mirBase、TargetScan和PicTar，提供了不同的寻找目标基因的方法。人们正在努力将序列信息、二级结构和3’-UTR的多聚polyA位点信息整合起来。最近的研究表明miRNA的“种子区”以外的序列的碱基配对也参与目标mRNA的结合，这些发现更增加了研究的复杂性[4]。
Vasudevan等[5]的一项研究发现，miRNA除了传统的下调功能外,也能提高蛋白质的翻译。通过血清饥饿法引起的HeLa细胞的静止状态与TNF-α介导的翻译上调相关。他们发现以TNF-α3’-UTR为靶目标的miR369-3需要靶蛋白与其他两个蛋白AGO和FXR1相互作用，从而导致蛋白翻译的上调；另外两个miRNA Let-7和Rcxcr4通常在增殖性细胞中抑制翻译，也被发现在细胞静止状态上调靶基因的翻译。
3  近日节律的转录后和翻译调节
由于地球自转产生的光和温度的日循环周期是生物钟形成与进化过程中最重要的两种因素[6]。尽管生物钟的分子机制在某种程度上有所不同，但是自我维持的转录-翻译反馈环系统是比较保守的：转录因子，如哺乳动物的CLOCK和BMAL1，与钟特异的序列（如E-box）结合，促进负性调节因子的转录，这些负性因子转录后被运输到胞质处翻译。负性作用因子之间相互作用形成异源二聚体（如小鼠的PER-CRY,果蝇的PER-TIM），并被运回到细胞核，在胞核抑制正性转录因子，因此也下调自身的转录。负性转录因子丰度的减少导致了它们的阻抑作用，允许正性转录因子驱动新的昼夜周期的开始。
核心钟蛋白表达的日常震荡驱动了下游钟控制基因（clock-controlled gene，ccgs）的转录节律。基因组芯片研究发现5%～10%的特异组织中的转录产物以近日节律的方式震荡 [7] 。cytosolic但是哺乳动物周期蛋白组学分析发现，胞质中周期性蛋白的比例高于芯片研究的结果，而且许多周期性蛋白持续存在高水平的成熟的转录本[8]。这些不一致的结果提示转录后和翻译调控机制（目前大部分不清楚）是近日节律的重要组成部分。
4  近日节律中miRNA的作用

(1)果蝇节律相关miRNA的研究

Yang等[9]发现果蝇头部的芯片研究发现有78个miRNA在光暗循环导引中的表达。其中两个miRNA dmemiR -263a和263b,表现出明显的周期性，在突变株中丧失表达的节律性；进一步研究发现这两个miRNA在持续黑暗中周期性表达。miR-263a 和263b表达幅度的改变比较小（分别为1.7倍和2倍）。这种中等变化的miRNA幅度与近日节律钟转录本通常变化的幅度相比（一般是4～5倍）不太一致。但是Yang等[9]在2008年通过原位杂交分析了这些特异的miRNA在头部的表达，发现这些特异的miRNA在个别神经元中表达水平变化较大，并且揭示miRNA固有的表达可能是中等水平的变化，说明这些miRNA对钟基因表达的精细调节。例如，睡眠剥夺后大鼠脑部的miRNA水平显示了中等水平的变化（1.5～2.5倍）。
Yang等[9]还预测某些钟基因可能是一些近日节律的miRNA的靶基因，如per、Clock、tim、dbt、cwo 和 tws。但是dme-miR-263a和263b的周期性如何产生仍不清楚。有意思的是，这两种miRNA在突变体中表达水平较高，提示它们的表达在野生型中通常被CYC所抑制，被不明确的转录抑制因子所驱动。
（2）哺乳动物节律相关miRNA的研究

Cheng等[10]用不同方法研究了小鼠的昼夜性miRNA分子。他们对视交叉上核中的、光反应的转录因子CREB的靶基因进行了研究。通过免疫沉淀和RT-PCR方法证明CREB的一个靶基因存在于miR-132的上游区域。除了miR-132，miR-219-1也在CREB的免疫沉淀物中大量存在，而CHIP实验表明miR-219-1与Clock相关。
分析miR-219-1启动子区域发现，此区域中存在E-box和CRE基序（CRE-1和CRE-2)。Cheng等[10]还发现，在哺乳动物细胞PC12中共表达BMAL1和CLK导致miR-219-1表达水平的升高，但是miR-132对BMAL1和CLK的表达没有相关性。在持续黑暗环境中，这两个miRNA在视交叉上核表现出日震荡节律（而在其他区域不存在），在主观白天表达水平达到峰值；而在mCry1/mCry2双突变体中这种表达特点丧失，提示体内这些miRNA的表达受体内生物节律的调控。miR-219的阻抗剂导致其在视交叉上核中表达水平的下降，并导致昼夜周期的延长。在光脉冲实验中，miR-132的阻抗剂导致位相移动幅度提高了2倍。
利用生物信息学手段[10]，明确了miR-132 和 miR-219-1的靶基因是离子通道蛋白，提示这两种miRNA调节细胞的兴奋性。当皮质神经元转染miR-132后，Ca2+反应增强，而转染miR-219则减弱了Ca2+反应。向HEK293T细胞转染其中之一或两种miRNAs，并同时转染CLK和BMAL1，提高了Per-Luc报告基因的活性，提示这些miRNA分子参与生物节律的调节。
Young JI-Na等[11]用芯片研究了48 h中小鼠肝脏中miRNA和一些钟基因mRNA的情况。研究发现近日节律的起始因子Clock 和 Bmal1与其对应的miR-181d和miR-191表达方式相反。而近日节律的抑制因子Per、Cry、CKIe和Rev-erba表达方式与其对应的miRNAs分子表达方式呈正相关。该研究提示miRNA参与肝脏的近日节律的调节，具体机制是调节Clock和Bmal1复合物而发挥作用。Shihoko Kojima等[12]研究表明，miR-122通过调节Nocturnin的表达来参与小鼠肝脏近日节律的调节。
Xu Shunbin等[13]研究发现在成年小鼠的视网膜中特异表达的miRNA有21种，其中包含了感觉器官特异的miRNA群（包括miR-96、miR-182和miR-183）。原位杂交发现这些miRNAs在光感受器、视网膜双极细胞及无长突细胞上表达。靶基因预测及体外功能实验发现转录因子MITF是miR-96和miR-182的靶基因，MITF在建立和维持视网膜色素上皮上是必需的。进一步的miRNA表达分析表明miR-183/96/182的表达存在近日节律性的特点。他们的研究结果表明miR-96和miR-182可能通过调控腺苷酸环化酶VI(ADCY6)的表达而参与近日节律的调节。Remco Nagel等[14]发现miR-192/194可以抑制近日节律基因-Period 基因家族(Per1、Per2和Per3)的合成，最终导致近日节律的改变。
（3）其他生物miRNA的研究

与哺乳动物的生物钟类似，转录后调节也在鸟类的昼夜系统中发挥重要作用[15]。近来发现，褪黑素周期性循环在转录后水平上，被4种miRNA调控，这4种miRNA的表达水平表现出昼夜性震荡，NPAS2和 Period3是这些miRNA的靶基因[16]。
 一些miRNA没有表现出昼间节律性，但对生物节律的调节发挥重要影响。例如Nocturnin [17]是存在于近日节律下游的一个deadenylase，在代谢调节中作为生物节律输出产物。研究发现Nocturnin是miR-122的靶基因，miR-122参与脂质的代谢。相当大一部分的转录体和蛋白被昼夜性调控，因此可以推测许多昼夜性调控基因是miRNA的靶基因。
   miRNA也在季节性周期中发挥重要作用。在拟南芥中，昼夜性生物节律参与了光引起的花周期的循环。GIGANTEA[18]是拟南芥中的一种钟蛋白，它通过与COSTANT (CO)、FLOWERING LOCUS T (FT)相互作用发挥连接钟起搏点和光引起的开花反应的作用。研究表明，植物的一种miRNA (miR-172)被确定参与白天长度的调节，GI调节miR-172对白天长度的反应[19]。miR-172和它的靶基因，通过调节FT、组成季节性周期的单独通路而介导花期的变化。
5 小结与展望

在近二十年的时间里，近日节律的转录-翻译反馈模式为我们提供了理解生物钟如何运行的基本框架。但是，我们对节律的转录后调控机制知之较少。而近几年来miRNA及其功能的发现可能为我们提供了进一步理解近日节律相关基因转录后调控的新途径，其在生物节律领域的功能将被人们所揭示。目前，虽然近日节律相关的miRNA研究处于起步阶段，我们相信在不久的将来，随着研究的进一步深入，miRNA调节近日节律的强大功能将会展现在我们面前。
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