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摘   要：Argonaute 蛋白是广泛活跃于不同生物的整个生命周期、与小 RNA (small RNA, sRNA)
结合并调控基因表达的一类蛋白。脊椎动物 Argonaute 蛋白有 2 个分支，Ago 蛋白和 Piwi 蛋白，

均包含 N、L1、L2、PAZ、MID 和 PIWI 结构域。N 结构域有助于 sRNA 单链加载；L1、L2 起结

构域连接作用；PAZ 和 MID 结构域通过锚定 sRNA 发挥功能；部分 Argonaute 蛋白的 PIWI 结构

域类似 RNase H，具有核酸内切酶功能。Ago 蛋白主要在转录及转录后水平调控基因表达；Piwi
蛋白主要存在于生殖细胞，通过多种途径沉默转座子以保护机体基因组免受破坏，同时参与基因

表达调控。本文结合近年来 Argonaute 蛋白在晶体结构、功能解析、表达模式等方面的研究进展，

从蛋白结构、sRNA 依赖性、基因表达调控机制、生物学功能等方面对脊椎动物 Ago 和 Piwi 蛋白

分支进行比较阐述，以期阐明其在表观遗传调控中的作用，并为后续 Argonaute 蛋白的深入研究和

实际应用提供参考。 
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Abstract: Argonaute proteins are active throughout the lifetime in a variety of organisms and 
they bind to small RNAs (sRNAs) to regulate gene expression. The Argonaute proteins of 
vertebrates can be classified into two clades: the Ago clade and the Piwi clade. Both clades have 
N, L1, L2, PAZ, MID and PIWI domains. The N domain is involved in the loading of sRNAs. 
L1 and L2 domains facilitate the linking between domains. The PAZ and MID domains exert 
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functions by anchoring sRNAs. The PIWI domain of some Argonaute proteins has RNase H-like 
structure and exerts the endonuclease function. Ago proteins regulate gene expression at 
transcriptional and post-transcriptional levels. Piwi proteins mainly exist in the germ cells, 
silencing transposons in different ways to keep genome integrality and regulating gene 
expression. In recent years, great progress has been made in Argonaute proteins in terms of the 
crystal structures, functions, and expression patterns. By reviewing the relevant studies, we 
elaborate on the structures, sRNA dependence, gene expression regulation, and biological roles 
of the Ago and Piwi proteins in vertebrates, aiming to clarify the roles of Argonaute proteins in 
epigenetic regulation and provide a reference for further research and application of these 
proteins. 
Keywords: Argonaute protein; small RNA; regulation of gene expression; biological role 

 
 

脊椎动物 Argonaute 分为 Ago 蛋白和 Piwi
蛋白这两大分支，Ago 蛋白分支包含 Ago1、Ago2、
Ago3 等多个成员，Piwi 蛋白分支同样包含 Piwil1、
Piwil2、Piwil3 等多个成员[1]。Argonaute 蛋白首次

在拟南芥[Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.]中被

发现，Ago1 突变影响植物叶片形状结构[2]，随后

在古细菌、细菌、植物、动物中陆续报道 [3]。

Argonaute 蛋白是小 RNA(small RNA, sRNA)引导

的沉默复合体(RNA-induced silencing complexes, 
RISC)的核心蛋白。大量研究表明 sRNA 与基因

表达存在相关性[4-6]，但具体的机制研究却相对

较少，这限制了 sRNA 的后续研究及应用。功

能性非编码 sRNA 引导的 mRNA 降解、染色质

结构改变是表观遗传学的重要组成部分，而

sRNA 功 能 发 挥 依 赖 于 Argonaute 蛋 白 。

Argonaute 蛋白家族成员众多、结构复杂，结合

不同辅助蛋白可发挥不同调控功能，各成员之

间有明显的相似性和差异性。阐明 Argonaute
与 sRNA 在表观遗传调控中的作用机制，可为

其后续研究和应用奠定基础。 

1  Argonaute 蛋白的多样性与

分类 
Argonaute 蛋白多样性表现在物种、家族成

员和功能上。秀丽隐杆线虫 (Caenorhabditis 
elegans)的 Argonaute 蛋白有 27 个成员，它们按

一定顺序参与 RNA 干扰(RNA interference, RNAi)
过程[7]。哺乳动物 Ago 蛋白有 4 个成员，Ago1–4；
人、黄金地鼠等动物 Piwi 蛋白也有 4 个成员，

Piwil1–4[1,8]；小鼠Piwi蛋白有 3个成员，Piwil1 (也
被称为Miwi)、Piwil2 (也被称为Mili)和 Piwil4 (也
被称为 Miwi2)[9]。植物 Argonaute 家族成员也非

常丰富，拟南芥有 10 个 Ago 蛋白成员，杨树

[Populus trichocarpa (Torr. & Gray)]有 15 个，玉

米(Zea mays L.)有 17 个，水稻(Oryza sativa L.)有
19 个[10]。真核生物 Argonaute 受 sRNA 引导并靶向

RNA 或 DNA，是基因表达调控的重要途径[11-12]。

原核生物的 Argonaute 比真核生物更具多样性，

结构上分为长链和短链(图 1A)，长链和短链结

构域组成不同，但无一例外都保留了 PIWI 结构

域[13-14]；原核生物 Argonaute 受 DNA 或 RNA 引

导并靶向降解外源核酸[15-16]，甚至可不依赖 DNA
或 RNA 进行核酸切割[17]，或杀死宿主以阻止外

源核酸传播[18]，是细菌抵抗外源核酸侵扰的重要

机制[19]。Argonaute 有悠久的进化历史和高度的

保守性，但也有生物缺乏此类蛋白，如酿酒酵母

(Saccharomyces cerevisiae H.)，这可能与其进化过

程中 RNA 干扰途径丢失有关[13,20-21]。 
真核生物 Argonaute 家族根据结构和功能
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特征分为 3 个分支：Ago、Piwi (P-element 
induced wimpy testis)和 WAgo (worm-specific 
Argonaute)。Ago 蛋白分支存在于多种动物的整个

生命周期，主要与微小 RNA (microRNA, miRNA)、
短干扰 RNA (short interfering RNA, siRNA)等
sRNA 相互作用，在转录及转录后水平调控基

因表达，是重要的表观遗传调控方式。Piwi 蛋

白分支在动物生殖细胞和节肢动物体细胞特异

性表达，与 piRNA (Piwi-interacting RNA)结合并

沉默靶标转座子，保障生殖细胞的正常发生和

节肢动物体细胞的正常功能保驾护航[22]。WAgo
蛋白分支特异性存在于线虫，调控染色质活性。

脊椎动物主要受 Ago 蛋白和 Piwi 蛋白调控，接

下来将从蛋白的结构、结合的 sRNA、表观调

控机制和生物学功能等方面对这 2 个分支蛋白

进行比较阐述。 

2  Argonaute 蛋白结构 
脊椎动物 Ago 蛋白有 6 个结构域：N、L1、

PAZ、L2、MID 和 PIWI (图 1B)。N 末端是 N
结构域的前序列，并作为“梁”贯穿 6 个结构域，

起到稳固 Ago 蛋白结构的作用。有研究表明

Ago2 的 N 末端截短剪接异构体 Ago2-ex1/3 可

导致其结构域之间灵活性增强，从而靶向更多

mRNA[23]。sRNA 双链与 Ago 结合过程中，N
结构域作为楔子打开 sRNA 双链，其中一条作

为乘客链被排出，另一条作为引导链被 MID 和

PAZ 识别固定[24]。MID 识别引导链 5ʹ端，PAZ
识别引导链 3ʹ端[25]，引导链 5ʹ端第 1 个核苷酸

通过与 Ago 相互作用增加 RISC 与靶标的结合

时间[26]，第 2–8、9–12、13–16 和 17-结尾核苷

酸分别称作“种子” “中心” “3ʹ补充区”和“尾巴”
序列，分别起到靶标识别、mRNA 剪切、靶标

稳定结合、调节靶标旋转的作用，这些区域也

可能招募其他蛋白因子[27]。L1 和 L2 共同稳固

RISC 结构[28]。L2 有 1 个 Helix-7 结构，可与引

导链第 6–7 位的 mRNA 接触，协同 L2 与 PAZ
运动，以调节引导链-靶 mRNA 双链相应位置扭

曲，增加 RISC 结合及处理靶 mRNA 的效率[29]。

PIWI 结构域是整个蛋白功能发挥的核心，不管

是长链还是短链 Ago，都包含该结构域。Ago2
和 Ago3 的 PIWI 结构域有保守的 Asp-Glu-Asp- 
His 基序，可进行 mRNA 剪切，而 Ago1 和 Ago4
无此功能[12,30]。PIWI 结构域还影响 miRNA 种

子序列与靶标 mRNA 的亲和力及切割力，如将

拟南芥 Ago10 和人 Ago2 (以下简称 hAgo2) 
PIWI 结构域的 1 个 9-氨基酸环互换，会使

hAgo2 与靶标亲和力下降而剪切力增强，而互

换对拟南芥 Ago10 的影响刚好相反[31]。Ago 有

2 个“LAKEs”池，当捕获 miRNA 时，Ago 会迅

速识别 miRNA 磷酸骨架，“LAKEs”瞬间吸附多

个水分子，使 Ago 的 6 个结构域相互作用更紧

密，形成 RISC 复合体[12]。RISC 表面带许多正

电荷，quasi-Markov State 模型研究 RISC 识别靶

标过程发现，限制靶标识别速度的不是 mRNA
与 miRNA 互补配对，而是 mRNA 磷酸基团与

RISC 带正电荷残基配位[32]。Nakanishi[12]在分析

Ago结构时也推测 RISC可能通过其表面电荷微

弱吸附非特异性 mRNA，部分 mRNA 的 3ʹ UTR
区先与引导链暴露在外的序列结合，再进一步

与所有种子序列配对，未能配对的 mRNA 经短

暂吸附后迅速分离。RISC 的形成过程如图 1C
所示。 

Piwi 蛋白有类似 Ago 的 N、L1、PAZ、L2、
MID 和 PIWI 结构域，且各结构域行使功能类

似。但 Piwi 蛋白与 Ago 蛋白序列重叠度不高，

这些序列差异决定了它们之间的结构差异，进

而导致了功能差异。如家蚕(Bombyx mori) Piwi
家族的 Siwi 蛋白与 hAgo2 序列只有 13%–32%
重叠区域，Siwi 蛋白的 PAZ 上有一段 7 个核苷
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酸的插入(Piwi-Ins，残基 405–412)，该插入使

N-PAZ 通道上产生一凸起结构，可能有利于其

与长链 sRNA 结合[33]。冷冻电镜下比较海绵体

(Ephydatia fluviatilis) 、黑腹果蝇 (Drosophila 
melanogaster)、家蚕的 Piwi 蛋白及 hAgo2 蛋白

结构发现，hAgo2 有 L1、L2 和 PAZ 结构域组

成的“中心门”，而 Piwi 蛋白缺乏该结构，取而

代之的是 piRNA 种子结合位置附近多了 1 个 α-
螺旋(helix-6)；与 hAgo2 结合的 sRNA 的 3ʹ端

(g5–g7)呈现有序且保守的扭曲摆放，而结合 Piwi
蛋白的 piRNA 的 3ʹ端(g5–g7)摆放是无序的[34]。功

能上，仅 sRNA 种子序列(g2–g8)与靶标配对时，

hAgo2 与靶标的亲和力远高于 Piwi 蛋白，当配

对延伸到 sRNA 的中心区(g9–g12)时，hAgo2 与

靶标的亲和力几乎不受影响，而 Piwi 蛋白与靶

标的亲和力大大增加；Piwi 蛋白剪切活力受

piRNA 3ʹ端与靶标配对程度的影响，配对程度越

高，剪切活力越强，直至达到最大剪切活力[34]。 
 

 
 

图 1  Argonaute 蛋白结构   A：真核和原核 Argonaute 蛋白结构的线性表示. B：Ago 蛋白结构[12].     
C：sRNA 与 Ago 蛋白的结合过程 
Figure 1  Argonaute protein structure. A: Linear domain of eukaryotic and prokaryotic Argonaute proteins. 
B: Structure of Ago protein[12]. C: The process of sRNA binding to Ago protein. 
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3  加载至Argonaute蛋白的 sRNA 
sRNA 主要包括 miRNA、 siRNA 以及

piRNA。miRNA 是长约 22 nt 的单链小 RNA，

其前体 pri-miRNA 被 Drosha-DGCR8 复合体剪

切成短而带发夹结构的 pre-miRNA，pre-miRNA
转运出核后被 Dicer 切除发夹结构两端，形成

短双链 RNA，在加载至 Ago 蛋白过程中双链裂

开，形成成熟的单链 miRNA[35]。siRNA 为长约

21–23 nt 的双链小 RNA，由其前体长双链 RNA
受 Dicer 酶剪切加工形成，加载至 Ago 蛋白的过

程与 miRNA 类似。Dicer 是核糖核酸酶Ⅲ，可识

别 pre-miRNA 和长双链 RNA 切割位点附近的

“GYM”结构(配对的鸟嘌呤，配对的嘧啶，不配

对的腺嘌呤或胞嘧啶)，然后精确剪切 RNA 双

链；当底物没有“GYM”结构时，Dicer 作为“分
子丈量尺”测量底物从 5ʹ或 3ʹ末端至约 22 个核

苷酸的位置并在此进行剪切[36]。Dicer 加工产生

的小双链 RNA 均含有 5ʹ端单磷酸盐和 3ʹ端 2 nt
的核苷酸悬臂结构，该结构对其与 Ago 蛋白的

结合有重要作用。 
Ago 蛋白结合 sRNA 存在重叠性和偏好性。

重叠性是因为 Ago 序列和结构存在保守性；偏

好性与 sRNA 类别、Ago 蛋白丰度及结构差异

等有关。hAgo 成员共享约 80%氨基酸和 75% 
miRNA 相关结构域[1,37]。MCF7 乳腺癌细胞系

中，大部分可与 hAgo1 结合的 miRNA 也可与

hAgo2 结合，但结合丰度存在差异，且该差异

与 miRNA 来源于正义链还是反义链相关[38]。

从分别敲除 Ago1、Ago2 以及两者均敲除的小

鼠中发现：与 Ago1、2 和 3 结合的 miRNA 池

具有相似性，当缺失 Ago1 和 Ago2 时，Ago3
结合 miRNA 能力增强，结合能力与 Ago 丰度相

关[39]。Ago 对 sRNA 的偏好性还与 sRNA 序列有

关，Juvvuna等[40]研究不同发育期小鼠大脑发现，

miRNA-124 在小鼠发育过程中会进行 3ʹ末端缩短

性修饰，胚胎期未进行缩短性修饰的 miRNA-124
倾向于结合 Ago1；成年期 miRNA-124 进行缩短

性修饰，Ago2 可高效促进该修饰的发生并结合

修饰后的 miRNA-124；进一步研究发现，Ago2
的 PAZ 结构域有一个区别于其他 Ago 蛋白的

RH (精氨酸组氨酸)结构，该结构使 miRNA-124
的 3ʹ末端修剪更加高效地进行。 

piRNA 是一类长 21–35 nt 的单链小 RNA，

存在 5ʹ单磷酸尿嘧啶(U)偏好性，主要出现在动

物生殖细胞中，也有文献报道癌症患者存在

piRNA 在体细胞异常表达的情况[41]。piRNA 的

发生包括 2 个路径[42]。第一个是“乒乓循环”路
径，起始 piRNA 引导 Piwi 蛋白两步剪切靶标

RNA，产生应答 piRNA 和带 5ʹ单磷酸尿嘧啶末

端的尾 RNA 链。应答 piRNA 又引导 Piwi 蛋白

两步剪切反义靶标 RNA，产生与起始 piRNA
序列相同的 piRNA。第二路径与第一路径相关，

“乒乓循环”中被 Piwi 蛋白剪切产生的尾 RNA
链受到 Piwi 蛋白或其他+1U 识别偏好的核酸

内切酶(如 Zucchini)剪切，形成新的 piRNA 和

新的尾 RNA 链，新的尾 RNA 链继续通过第二

路径产生 piRNA，该路径可产生大量新的

piRNA。不管产生路径如何，成熟 piRNA 形成

前其 3ʹ端都要受核酸酶(如 Pnldc1)剪切并添加

2ʹ-O-CH3，Pnldc1 还具有 polyA 末端修剪功能，

可能参与 piRISC 引导的 mRNA 降解[42-45]。哺

乳动物主要产生 3 种 piRNA：(1) 26–28 nt 的主

要沉默转座子的 piRNA，主要出现在胎儿睾丸

中[46]；(2) 26–27 nt 来自于 mRNA 3ʹ UTR 端的

piRNA[47]；(3) 开始产生于减数分裂粗线期并

持续产生的约 30 nt 的 piRNA，种类丰富，但

转座子 piRNA 较胎儿睾丸少[48]。piRNA 通过结

合 Piwi 蛋白形成 piRISC，发挥基因表达调控 
功能。 
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Piwi-Ins 结构长度调控 piRNA 生成长度，

并调节 Piwi 蛋白的 piRNA 结合偏好性。Wang
等[49]通过蛋白序列比对发现 Piwi-Ins 结构存在

于人、鼠、蝇、线虫、海绵体等动物的所有 Piwi
蛋白中，但 Ago 蛋白不存在；野生型小鼠睾丸

提取物中的 Miwi 能利用 50 nt 的 piRNA 前体产

生 30 nt 的成熟 piRNA，而敲除其 9 个氨基酸

Piwi-Ins 序列的变异 Miwi 只能产生 28 nt 的

piRNA，用另一物种 27 个氨基酸 Piwi-Ins 序列

代替 9 个氨基酸序列的新 Miwi 蛋白可产生约

33 nt 的 piRNA；小鼠活体试验也验证了这一现

象，敲除该结构的 MiwiΔins 小鼠产生比野生型更

短片段的 piRNA，导致精子发生失败，小鼠不育；

缺失 Piwi-Ins 结构的 Miwi 蛋白更倾向于富集短

序列 piRNA，结合短 piRNA 的 Miwi 蛋白同样

有调控基因表达功能，但由于 piRNA 3ʹ端与靶

标缺少延伸区互补配对，Miwi/eIF3f/HuR 翻译

激活复合物组装受阻，导致很多基因不能被激

活翻译；通过分子动力学模拟发现，Piwi-Ins
片段大小和带电状态都参与决定了其装载的

piRNA 长度。可见，Piwi-Ins 结构对 piRNA 的

正常产生及功能发挥都至关重要。 

4  脊椎动物 Argonaute 蛋白的

基因表达调控机制 
4.1  Ago 蛋白的基因表达调控机制 

Ago 蛋白于转录及转录后水平调控基因表

达(图 2A)。转录水平调控表现为改变 DNA 的

甲基化状态和组蛋白修饰，招募不同功能蛋白

因子，既可激活转录也可抑制转录；转录后水

平调控表现为沉默靶标 mRNA、改变 miRNA
修饰、影响可变剪接等。 
4.1.1  转录水平调控 

Ago 蛋白通过调控 DNA 甲基化抑制基因

转录。RNA 依赖的 DNA 甲基化(RNA-directed 

DNA methylation, RdDM)现象在植物中普遍存

在，其过程是：植物 Pol Ⅳ产生的转录物被复

制成长双链 RNA，再经 Dicer 剪切成 siRNA；

siRNA 与植物 Ago4 蛋白结合成 RISC，再转运

至核内；RISC 靶向识别并结合至 Pol Ⅴ正在产

生的转录物支架上；最终 RISC 招募大量蛋白

因子和 DNA 甲基化酶将 Pol V 附近 DNA 序列

的胞嘧啶甲基化[50]。因该过程所需要的 RNA 聚

合酶 Pol Ⅳ和 Pol Ⅴ是植物特有酶，由 Pol Ⅱ进

化而来，科研人员一直认为 RdDM 是植物特有

的表观修饰。直至有研究发现动物中也存在

RdDM ， 2019 年 Chalertpet 等 [51] 发 现 人 类

HEK293 细胞系中，相较于 Ago1–3，Ago4 与全

基因组 DNA 甲基化有更强相关性，耗尽内源性

Ago4 会使其靶点 DNA 去甲基化，而外源补救

Ago4 可恢复该甲基化；2022 年 Watcharanurak
等[11]在 HEK293 细胞系中发现，人类 RdDM 过

程可甲基化由 Hmgb1 蛋白产生的 DNA gaps 附

近的 DNA 序列以稳定基因结构。 
Ago 蛋白还可通过改变靶点表观修饰或招

募转录相关蛋白以激活基因转录。Li 等[52]发现

某些小 RNA 可靶向基因启动子并激活转录，并将

这类小 RNA 命名为小激活 RNA (small activating 
RNAs, saRNAs)。Li 等[53]对糖尿病小鼠模型和糖

尿病心肌病(diabetic cardiomyopathy)患者研究

发现，miR-320 在糖尿病心肌病个体心脏高表

达，并通过 Ago2 靶向脂肪酸转位酶基因 CD36
的启动子，使 CD36 基因高表达，进而导致糖

尿病患者心脏对脂肪酸摄取增加，增加了心脏

的脂毒性。孕激素受体 (progesterone receptor, 
PR)是类固醇 /核激素受体超家族成员，是

saRNA 敏感靶点，科研人员利用该基因模型研

究 saRNA 的激活机制发现，Ago2 是 saRNA 激

活基因转录的必需蛋白，它以 saRNA 反义链 5ʹ
端种子序列依赖的方式靶向基因启动子区域，
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改变该区域表观修饰，如降低 H3K9 和 H3K14
乙酰化以及增加 H3K4 二甲基化和三甲基化，

并启动基因转录[54-55]。另有研究表明，Ago2 与

saRNA 复合体靶向启动子，同时可招募 Rita、
Rha、Ctr9 复合体，而 Rita 与 RNA 聚合酶Ⅱ相

互作用激活基因转录[56]。Ago1 对基因的转录激

活同样有调控作用，但它不是结合基因启动子

而是增强子。Ago1 在骨骼肌分化过程中，与增

强子 RNA、CREB-结合蛋白乙酰转移酶形成复

合物，直接控制全局 H3K27 乙酰化，进而激活

基因转录，Ago1 是成肌分化基因 myod 和下游

成肌基因激活所必需的调控因子[57]。 
Ago 蛋白还影响染色质状态。人 HepG2 细

胞中，Ago1 在拓扑相关结构域 (topologically 
associating domain, TAD)边界富集，并依赖增强

子 RNA (enhancer RNAs, eRNAs)作用于增强

子，它是维持三维染色质结构的关键因子[58]。

当敲除小鼠胚胎干细胞的 Ago1 时，H3K9me3
和异染色质蛋白HP1α在着丝粒周围区域重新分

布，而着丝粒周围转录本的表达急剧上调[59]。

Hi-C 与染色质免疫共沉淀技术也证实，果蝇 Ago
与染色质的 TAD 边界相关，并可通过调节 TAD
结构来抑制某些精子发生相关基因的转录[60]。 
4.1.2  转录后水平调控 

Ago 蛋白通过剪切、降解 mRNA 调控转录

后沉默。Ago2 和 Ago3 具有相同的剪切基序

Asp-Glu-Asp-His 及相似的剪切功能。2004 年，

科研人员发现哺乳动物 Ago2 有剪切 mRNA 的

功能，突变掉剪切基序后的 Ago2 不能对 siRNA
产生剪切反应，但该团队并未发现 Ago3 有剪

切功能[61]。2020 年，Park 等[62]发现人类 Ago3
与极微小引导链 RNA (14 nt)结合的 RISC 有剪

切功能，且对靶标的剪切效率比 Ago2 更高。

Ago1 和 Ago4 因序列差异，没有剪切功能，但

依然可加载不同 sRNA 并介导靶标降解：一种

机制认为 GW182 是 RISC 的另一个关键蛋白，

GW182 作为支架蛋白招募 poly(A)结合蛋白、

Ccr4-Not 及 Pan2-Pan3 复合体，Ccr4-Not 加速

mRNA 的 poly(A)尾移除，Pan2-Pan3 可以使

RNA 去烯化，加速 mRNA 降解，4 种 Ago 蛋白

均存在这一沉默机制[63-64]；另一机制认为果蝇

RISC 可招募去帽因子 Dcp1、Hpat 和 Me31B，

可能导致 mRNA 沉默降解[65-66]。转录后沉默不

仅发生于细胞质，也发生于细胞核。研究小鼠

成肌干细胞、胚胎干细胞和 HEK293 等多个细

胞系发现，细胞核存在高水平 Ago 蛋白，其与

胞质中一样结合 sRNA 并与 GW182 和 Ccr4-Not
互作，介导靶 mRNA 降解沉默；胞质 mRNA
靶点主要集中于 mRNA 的 3ʹ端，而细胞核内未

修饰的前体 mRNA 的外显子和内含子均可成为

RISC 的作用靶点[67-68]。 
Ago 蛋白也可通过甲基化 miRNA 抑制

RNAi 过程。Cheray 等[69]对胶质母细胞瘤细胞系

U87 细胞系进行研究，发现 102 个 miRNA 存在

m5C 甲基化，Dnmt3a/Ago4 可甲基化 miRNA，

而甲基化的 miRNA 失去与 mRNA 结合能力即

失去对靶基因的抑制作用。 
此外，Ago 蛋白还影响可变剪接。RNA 可

变剪接指同一基因的转录产物 pre-mRNA 经过

可变剪接复合体加工成不同转录本 mRNA 的过

程。人 Ago1、Ago2 和 Ago3 均可调控可变剪接

事件，这些事件既有重叠性又有差异性[70]。宫

梦婷[71]对 Ago2 介导的可变剪接进行深入研究，

证实 Ago2 的核质分布及其对可变剪接相关蛋白

HNRNPU 表达量的调控均影响靶基因可变剪

接，且该影响依赖于小分子 RNA。Ameyar-Zazoua
等[72]从 HeLa S3 细胞系分离染色质结合蛋白并

进行分析，发现 Ago1 和 Ago2 存在共定位，且

与 HP1γ、HNRNPU 等剪接因子共定位；Ago1
和 Ago2 促进剪接体招募并调控 Pol Ⅱ的延伸速
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率，从而影响可变剪接。Chu 等 [70]利用敲除

Ago1、Ago2、Ago1/2、Ago1/2/3 等的大肠癌

HCT116 细胞系研究发现，在敲除 Ago1/2、敲

除 Ago1/2/3 细胞系中发现了几百个可变剪接变

化的 mRNA。可见，Ago 蛋白参与的可变剪接

亦是重要的表观调控方式。 

4.2  Piwi 蛋白的基因表达调控机制 
Piwi 蛋白对转座子和编码基因活性具有调

控作用(图 2B)。转座子分为两类，第一类是逆

转座子 (retrotransposons) ，先转录成转座子

RNA，再逆转录成 DNA 片段，插入到基因组

不同位置，包括 LTR (long terminal repeat)、DIRS 
(dictyostelium intermediate repeat sequence)样元

件、PLEs (penelope-like elements)样元件、LINEs 
(long interspersed nuclear elements)和 SINEs 
(short interspersed nuclear elements)等；第二类是

DNA 转座子，包含 TIR (terminal inverted repeat)、
Crypton 和 Helitron 等，根据转座过程 DNA 断

裂的链数分为 2 个亚类，但都不以 RNA 为转座

中间体[73]。转座子插入基因组不同位置，破坏

基因完整性，影响基因表达。Piwi 蛋白对转座

子的抑制是多途径的，如调控转座子可及性、

DNA 甲基化和剪切、降解转座子 RNA 等。Piwi
蛋白的另一个功能是调控编码基因表达，既可

剪切、降解 mRNA 以抑制翻译，也可激活 mRNA
翻译。 
4.2.1  转录水平调控 

Piwi 蛋白通过调控染色质可及性抑制转座

子活性。果蝇 Piwi 蛋白是果蝇 Piwi 家族成员之

一，在卵巢体细胞的细胞核富集，可与组蛋白

H1 共定位，敲除 H1 或 Piwi 蛋白，都会使某些转

座子 RNA 表达显著升高，研究发现 piRNA-Piwi
引导 H1 在这些转座子附近富集，降低该区域染

色质可及性，从而抑制转座活性[74]。同样是果

蝇卵巢体细胞， piRNA-Piwi 蛋白亦可引导

H3K9me3 在某些转座子附近富集[75]。小鼠雄性

生殖细胞中，H3K9me3 标记在 LINE 附近富集，

且 Piwi 家族成员 Miwi2 是其维持富集状态的必

需条件[76]，组蛋白 H1 的变体 H1t 在转座子区

域与 H3K9me3、H4K20me3 共定位[77]。 
Piwi 蛋白通过 piRNA 依赖的 DNA 甲基化

沉默转座子。在哺乳动物中，DNA 甲基化是转

座子沉默的重要途径。生殖细胞发育过程需经

历全基因组范围的去甲基化和甲基化重建，但

转座子，如 LINE1、IAP (intracisternal A particle 
elements)和 LTR 等可躲过全基因组甲基化而继

续表达，这对基因组来说是严重威胁，而 Piwi
蛋白可对这些转座子进行甲基化，从而保护基

因组的完整性[78]。小鼠 Mili 蛋白在细胞质中剪

切降解转座子 RNA 以抑制其转座活性，同时产

生大量 piRNA，敲除 Mili 会导致胚胎时期睾丸

大部分 piRNA 消失[79]。Mili 为 Miwi2 的甲基化

功能提供 piRNA，同时 Mili 也是转座子甲基化

的重要因子，当敲除 Mili 时，精母细胞 LINE1
和 LTR 甲基化水平降低，而 Miwi2 缺失并不影

响 LTR 的甲基化水平，可见 LTR 是通过区别于

Miwi2 途径的 Mili 途径被甲基化的[78-80]。Miwi2
也参与 piRNA 生成，但并不必需，它主要定位

于细胞核，以 piRNA 依赖的方式甲基化某些转

座子。当敲除出生后 10 d的小鼠睾丸中的 Miwi2
时，LINE1 家族的新转座子 L1-T、L1-Gf 以及

内源性病毒家族(endogenous retrovirus, ERV)的
IAPEy 表达量显著上升，Miwi2 缺失对全基因

组 DNA 甲基化水平影响不大，但 L1-T、L1-Gf
以及 ERV 家族的甲基化水平显著降低[80]。参与

Miwi2 调控机制的蛋白因子复杂而多样，Zoch
等 [81]通过免疫共沉淀，共鉴定到 28 种 Miwi2
相关蛋白，它们可能参与 Miwi2 相关的 piRNA 生

成或 DNA 从头甲基化，并通过实验验证了 Spocd1
是 Miwi2 从头甲基化 DNA 的重要蛋白因子。 
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4.2.2  转录后水平调控 
Piwi 蛋白通过剪切、降解 mRNA 调控转录

后沉默，类似 Ago 分支但又有一定区别。成年 

小鼠睾丸组织中大量 mRNA 存在与 piRNA 配

对的潜在切割位点，剪切位点位于 piRNA 5ʹ端
第 10 位，这些 mRNA 与 Miwi 蛋白存在直接相 
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图 2  人 Ago 蛋白与小鼠 Piwi 蛋白的功能   A：人 AGO 蛋白的功能. B：小鼠 PIWI 蛋白的功能 
Figure 2  Functions of human Ago and mouse Piwi proteins. A: Functions of human Ago proteins. B: Functions 
of mouse Piwi proteins. 

 
互作用，当 Miwi 基因突变时，这些 piRNA 靶

向的 mRNA 表达量显著升高[9]，Pi6 是一组来

自小鼠 6 号染色体的 piRNA，其缺失会导致小

鼠精子难以穿透透明带而降低受精率，研究表

明该组 piRNA 通过直接切割其靶标 mRNA 而

影响基因表达[82]。Gou 等[83]发现，小鼠精子细

胞向精子转变的过程中，粗线期 piRNA-Miwi
与去烯化酶 Caf1 结合并诱导 mRNA 去烯化和



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

4428 

衰变，清除胞内大量 mRNA，给精子变形创造

条件。这些研究表明 Piwi 蛋白存在类似 Ago 蛋

白的剪切、沉默 mRNA 功能。区别在于 Ago 蛋

白剪切、降解功能需要“种子”序列与靶标的精

确互补配对；piRISC 与靶标配对可不从第 2 个

核苷酸开始，但要求至少 15 个连续核苷酸配

对，当转座子发生突变而 piRNA 库还未更新时，

Piwi 蛋白对其转录本仍能剪切，只是剪切效率

不同[84]。 
除了负向调控，Piwi 蛋白也可正向调控基

因表达。果蝇 Piwi 蛋白 Aub 不仅在果蝇卵巢表

达，也在其生殖干细胞表达，可通过直接结合

靶 mRNA 并与翻译起始因子相互作用来促进

自我更新和分化因子翻译[85]。Dai 等[86]利用小

鼠 GC-2spd(ts)细胞系研究发现，piRNA-Miwi
蛋白除了抑制 mRNA 活性，还在早期精子细胞

内与 eIF3f、HuR 等翻译起始因子形成超级复

合体并激活细胞内某些 mRNA 翻译，Fxr1 参

与了这一激活过程[87]，解锁了 Piwi 蛋白新调

控机制。可见，与 Ago 蛋白一样，结合不同蛋

白因子时，Piwi 蛋白可能起着截然相反的调控

功能。 

5  Argonaute 蛋白的生物学作用 
由于 sRNA 多样性、Argonaute 蛋白种类以

及功能多样性，RISC 的生物学作用广泛而多

样。Ago 蛋白从免疫、DNA 修复、生殖、发育

和癌症等多方面影响个体的生命活动；Piwi 蛋

白受其表达时空限制，仅在生殖和癌症方面存

在重要的调控作用。下面将对 Argonatute 影响

的各生物学作用进行细致阐述。 

5.1  免疫 
siRNA 介导的转录后沉默是动物病毒免疫

的重要途径。研究人员发现 siRNA 介导的 RNAi
是植物和非脊椎动物抵抗病毒感染的重要途

径。siRNA 介导的免疫机制主要分 3 个阶段：

(1) 病毒在宿主内进行基因组复制时产生双链

RNA；(2) Dicer 酶识别双链 RNA 并进行剪切加

工，产生 siRNA；(3) siRNA 与 Ago 蛋白结合形

成 RISC 复合体，该复合体靶向并降解病毒

RNA，从而达到清除病毒的作用[88]。脊椎动物

的病毒免疫主要依赖于干扰素途径，RNAi 途径

一直受到争议，因为干扰素的存在会抑制病毒

siRNA 产生[89]，在持续感染的 T 细胞中检测不

到显著水平的病毒源性 siRNA[90]。后来研究人

员发现脊椎动物在 RNAi 抑制因素缺失的情况

下，RNAi 可发挥免疫作用：Maillard 等[91]在抑

制干扰素途径情况下，在哺乳动物细胞系中观

察到了感染病毒的 siRNA；Qiu 等[92]在人类细

胞系以及小鼠中用人类肠道病毒 HEV71 作为

模型发现，HEV71病毒包含 RNAi抑制蛋白 3A，

当突变掉该蛋白基因时，突变病毒感染的细胞

系和小鼠中均可检测到大量 HEV71 病毒源性

siRNA。严重急性呼吸综合征冠状病毒 2 型

(severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, 
SARS-CoV2)病毒是一种引起重症急性呼吸综

合征的冠状病毒，可抑制人体干扰素免疫机制，

此时人体潜在的 RNAi 途径将代替干扰素机制

行使自然免疫功能[93]。Lopez-Orozco 等[94]在培

养人肺癌、肝癌等多种细胞系时发现，Ago2 蛋

白会在 SARS-CoV2 病毒复制复合物附近聚集，

敲除 Ago2 后细胞的病毒 RNA 丰度和病毒滴度

都大幅增加，且该病毒免疫机制依赖于病毒复

制过程产生的 siRNA 和 Ago2 的核酸内切酶功

能。病毒免疫的 RNAi 途径受到争议的另一原

因是体内正常 Dicer 酶剪切长双链 RNA 效率低

下，但 Poirier 等[95]在人和小鼠多种细胞系、器

官及胚胎干细胞中均观察到正常 Dicer 的另一

变体，缺失外显子 7 和 8 的短 Dicer，可有效进

行长双链 RNA 加工并产生抗病毒 siRNA。由此
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可见，RNAi 也是脊椎动物中存在且重要的病毒

免疫途径。 

5.2  DNA 修复 
Ago 蛋白复合物在同源重组修复中发挥重

要作用。DNA 断裂(DNA double-strand break, 
DSB)是非常严重的 DNA 损伤，其修复机制是

DNA 完整性的重要保障，包括同源重组修复和

非同源末端连接。同源重组修复利用姐妹染色

单体模板进行高保真修复，仅发生于细胞周期

S 期后期和 G2 期。同源重组修复过程分为 4 个

步骤：(1) 识别和稳定 DNA 损伤位置。当 DNA
发生断裂性损伤时，核酸酶和解旋酶复合物识

别该区域并将损伤严重的一段剪除，使 DNA 出

现一段较长的单链区域 (single-stranded DNA, 
ssDNA)；然后复制蛋白 RPA 结合至单链以维持

单链稳定，RPA 紧接着招募 DNA 损伤应答蛋

白 ATM 和 ATR；ATM 和 ATR 将损伤区的 H2A
蛋白变体 H2AX 磷酸化，即变成 γH2AX，并将

γH2AX 扩散到附近区域。(2) RPA 被 Rad51 蛋

白替代。(3) Rad51-ssDNA 寻找并结合至同源

DNA 链上。(4) 利用完好的同源 DNA 为模板

将损伤修复，两条完整的双链 DNA 分离[96]。

Wei 等[97]和 Gao 等[98]发现，Ago2 蛋白参与了步

骤 (2)中的 Rad51 蛋白招募：在拟南芥和人

DR-GFP/U2OS 细胞系(含有同源重组报告系统)
中，DSB 可诱导其断裂点两侧序列产生大量断

裂诱导产生的小 RNA (DSB induces production 
of small RNAs, diRNAs)；这些 diRNA 与 Ago2
结合形成 RISC，并与 Rad51 共定位于 ssDNA
区域，当敲除 dicer 基因或 Ago2 基因时，Rad51
在 ssDNA 区的富集情况明显降低。另外，有研

究表明 Ago2 S672 位点磷酸化与重组修复有

关，该点突变导致 Ago2 无法在 DNA 损伤位置

富集，减少 Rad51 的招募，但该点突变并不影

响 Ago2 的 miRNA 结合效率及剪切功能[99]。

Chang 等发现 Kmt2c 蛋白有招募 γH2AX、Nbs1、
Mdc1 等同源重组修复因子的作用，而 siRNA
和 Ago2 形成的 RISC 有招募 Kmt2c 的作用[100]。

可见，Ago2 蛋白在同源重组修复中扮演重要角

色，但这可能与其剪切和沉默功能无关，具体

机制还有待进一步探究。 

5.3  生殖 
Ago 蛋白对生殖有重要作用。成年小鼠睾

丸中，Ago4 在精母细胞减数分裂Ⅰ期高表达，

其缺失会导致睾丸变小、精子数量减少、性别

分化异常、性染色体沉默异常等缺陷[101]。Ago2
在小鼠雄性生殖细胞减数分裂过程中与染色质

及核内 mRNA 结合，调控精子发生相关基因的

表达，Ago2 敲除的雄性小鼠表现出精子头部

形态异常、精子数量减少、子代存活率降低等

表型 [102]。  
Piwi 蛋白以非冗余方式调控动物生殖。小

鼠 Miwi 蛋白在精子发生中有不可替代的作用，

当突变掉该蛋白催化剪切基序(Asp-Asp-His)的
第 1 个天冬氨酸(Asp)时，其剪切功能失活，进

而导致转座子 LINE1 的 RNA 表达上调，以及

DNA 损伤标记 γH2AX 表达上调，小鼠精子发生

被阻滞在减数分裂之后，表现出不育表型[103]。

当突变掉小鼠 Mili 催化剪切基序(Asp-Asp-His)
的第 2 个 Asp 时，Mili 的功能缺失并阻碍了转

座子 piRNA 产生，导致 Miwi2-piRNA 量减少，

进而导致 LINE1 转座子逃避沉默，Mili 突变纯

合子表现出雄性不育表型[79]。小鼠缺乏 Piwil3
且雌性生殖细胞不受 Piwi 蛋白调控，以小鼠为

模型只能对其雄性生殖细胞 Piwi 家族进行研

究，无法研究哺乳动物雌性生殖细胞的 Piwi 蛋
白表达与功能。黄金地鼠含有 Piwil1、Piwil2、
Piwil3 和 Piwil4，其 Piwi 蛋白及 sRNA 表达模

式更接近人、牛、猴等哺乳动物，更适合作为

Piwi 蛋白研究模型。Lv 等[8]绘制了 Piwi 蛋白家
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族在黄金地鼠表达动态图，产后 3 d 的雄性黄

金地鼠只表达 Piwil2 和 Piwil4，Piwil2 只定位

于细胞质，而 Piwil4 在细胞质、细胞核都有定

位；Piwil1 和 Piwil2 在地鼠成年睾丸中高表达，

且均只定位于细胞质，早期精母细胞细线期/偶
线期只能观察到 Piwil2，粗线期精母细胞可观

察到 Piwil1 与 Piwil2 共定位，而到圆形精子时

期，只能观察到 Piwil1；雌性黄金地鼠里，Piwil
和 Piwil3 表达于静止和发育中的卵母细胞，

Piwil2 仅表达于原始卵泡和初级卵泡的卵母细

胞细胞质中，而 Piwil4 在整个雌性生殖细胞是

缺失的；雄性地鼠敲除 piwil2 和 piwil4 中任意

一基因，小鼠会表现出完全不育症状，而雌性地

鼠敲除这 2 个基因时生育能力不受影响；敲除

piwil3，雌性地鼠生育能力下降，产仔数显著减少。 

5.4  发育 
Ago 蛋白对脊椎动物生长发育有重要调控

作用。不同 Ago 蛋白在小鼠胚胎有不同的表达

模式：Ago1、Ago3、Ago4 在整个胚胎期呈现低

表达，而 Ago2 在桑葚胚期有一个表达高峰[104]。

研究发现，敲除 Ago2 会导致小鼠胚胎分化异

常，如外胚内胚层(extra-embryonic endoderm, 
ExEn)分化异常、中胚层扩张，甚至导致胚胎死

亡[105-106]。在早期胚胎中，胚胎发育需要从母体

控制的表达模式转变为胚胎控制的发育模式，

此过程需要降解母体 mRNA，这也是合子的激

活过程。小鼠胚胎母体 mRNA 降解依赖于

Ago2，Ago2 以内源性 siRNA 依赖的方式降解

母体 mRNA，并结合某些 saRNA 以启动 Yap1
和 Tead4 表达，诱导合子激活[107]。另外，Lessel
等[108]在 21 例神经发育障碍患者中发现了 13 个

Ago2 杂合子变异，每种错义突变都会导致其

RISC 功能受损。除了 Ago2，其他 Ago 蛋白同

样对发育有调控作用。Tokita 等[109]研究发现，

5 例肌张力低下、喂养不良和发育迟缓的患者

均存在 1p34.3 染色体区域微缺失，而 1p34.3 区

域包含 Ago1 和 Ago3 基因，且其中 4 例患者还

存在 Ago4 基因部分缺失。Schalk 等[110]在 26 个

无血缘关系的神经发育障碍患者中检测到 15 个

Ago1 变异：其中包括 12 个错义突变，2 个缺失

变异和 1 个可变剪接变异；经过计算机模拟这

些突变 Ago1 结构发现，它们大部分聚集在 L1
与 PAZ 结构域形成的 3D 结构两侧。 

5.5  肿瘤 
Ago 成员通过各自不同的分子功能影响肿

瘤发生。有研究表明，在小鼠非小细胞肺癌模

型中，Ago2 存在过表达现象，通过上调 KRAS
信号通路促进恶性肿瘤发生，敲除 Ago2 可抑

制肿瘤细胞 Erk 磷酸化进而抑制 KRAS 通路，

降低肿瘤大小和级别[111-112]。与 Ago2 作用相反，

Ago1 和 Ago4 在肿瘤细胞中起抑制肿瘤生长的

作用。果蝇中，Ago1 显著富集于生长调节基因

myc 启动子，抑制该基因转录从而抑制生长[113]。

对病患透明细胞肾癌组织及 786-O、TK10 等细

胞系研究发现，MiR-153-5p 可以靶向 Ago1，
降低 Ago1 的表达，促进肿瘤增殖与转移，而

敲除 Ago1 也有相同效果[114]。Ago4 在非小细胞

肺癌中呈低表达并能抑制癌细胞增殖与转移，

其过表达导致体内和体外多种 p53 缺陷细胞生

长受到抑制[115]。 
一般认为，正常生理状态下 Piwi 蛋白只在

脊椎动物生殖细胞中表达，在体细胞中几乎不

表达，但在多种肿瘤组织中均发现了 Piwi 蛋白

异常表达的情况。PiRISC 可通过 m6A 甲基化、

组蛋白修饰、DNA 甲基化，甚至不依赖 piRNA
调控肿瘤组织的基因表达[41]。相对于正常体细

胞，Piwil1 在人肝细胞癌中表达显著升高，表

达量与癌细胞增殖率呈正相关，敲除该基因时

癌细胞增殖受到抑制；Piwil1 可在不影响有氧

糖酵解的情况下促进脂肪酸氧化分解，并为癌
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细胞提供能量，抑制脂肪酸氧化可达到与

Piwil1 敲除类似的抑制增殖效果 [116]。在缺乏

piRNA 情况下，人胰腺癌中 Piwil1 作为一种癌蛋

白，通过激活(APC/C) E3 复合体，靶向关键的细

胞黏附蛋白 Pinin，促进胰腺癌细胞转移[117]。 

6  结语 
脊椎动物 Argonaute 家族的 2 个分支蛋白

Ago 和 Piwi 在结构和功能方面均存在异同。相

同之处表现为：Ago 和 Piwi 蛋白均存在 PIWI、
MID 等 6 个结构域；均受 sRNA 引导；均通过

调控 DNA 甲基化、组蛋白修饰等方式改变染色

质状态，进而抑制或激活基因的转录；均可通

过剪切或降解与 sRNA 互补配对的 mRNA 来沉

默 mRNA。不同之处表现为：(1) Ago 和 Piwi
蛋白结合的 sRNA 不同。siRNA 或 miRNA 以双

链的形式结合至 Ago，并在紧密结合过程排出

其中一条链，形成成熟的 RISC 复合体；Piwi
蛋白结合更长的单链 piRNA，形成 piRISC 复合

体。(2) 表达时间不同。Ago 蛋白几乎在整个生

命周期均有表达且成员间功能存在冗余；Piwi
蛋白正常情况下表达于生殖细胞发育的不同时

期且成员之间常以非冗余方式发挥同向调控功

能。(3) 功能不同。Piwi 蛋白在 piRNA 生成过

程扮演重要的剪切角色，同时对转座子特别是

新产生的转座子抑制作用强；而 Ago 与 miRNA
或 siRNA 生成无关，且主要调控蛋白编码基因

的表达。(4) 影响的生物学功能不同。Ago 蛋白

影响的生物学功能更加广泛，如免疫、生殖、

发育、癌症；Piwi 蛋白主要影响个体生殖以及

癌症。 
研究人员已经解析了大量 Ago 和 Piwi 蛋白

功能，但仍有许多问题有待研究。首先，Ago
和 Piwi 蛋白对基因表达的调控机制有待进一步

解析。为何 Ago1 倾向于结合增强子而 Ago2 倾

向于靶向启动子，Ago 如何实现不同蛋白因子

筛选及亚细胞定位，Ago 是否还有其他调控机

制，不同的调控机制与 Ago 蛋白结构有怎样的

联系；哪些因素调控了 Piwi 蛋白成员表达的时

空特点，为何 Piwi 蛋白既可降解 mRNA 又可激

活 mRNA 翻译而两者却并不冲突，是否还存在

其他调控机制。其次，如何将 Argonaute 的理

论研究转化为实际应用。Ago 蛋白对肿瘤发展

有明显调控作用，但目前尚未开发出相关的治

疗方法；已有文献报道 piRNA-Piwi 复合物与雌

性生殖疾病相关[118]，Wang 等[49]已从男性不育

症患者 Piwi 蛋白上鉴定到影响男性生育能力的

突变，但要将理论知识应用到不孕不育症的检

测和治疗仍需进一步努力。最后，Argonaute 研

究主要集中于小鼠、黄金地鼠等模式动物和人，

其在猪、牛、羊、鸡等经济动物上的调控作用

是否与模式动物存在差异，该蛋白家族对其经

济性状又有怎样的影响，仍有待进一步探究。 
本文系统综述了脊椎动物 Argonaute 的结

构、作用机制、生物学功能，以比较的形式分

析了 Argonaute 家族成员在表观遗传调控中的

不同作用，可为研究 sRNA、Argonaute 蛋白及

生产应用提供参考。 
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