
果 树 学 报 2021，38（6）：884-894

Journal of Fruit Science

DOI:10.13925/j.cnki.gsxb.20200541

山核桃miR159家族成员进化特性分析及功能研究
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摘 要：【目的】了解山核桃miR159家族成员的进化特性以及在植物花发育过程中的作用。【方法】通过PsRNATarget

软件预测 cca-miR159的靶基因，利用生物信息学软件对其进行系统进化及miR159成熟体碱基保守性分析；采用 5’

RACE技术验证 cca-miR159对靶基因的裂解作用；以山核桃的雌雄花芽为试验材料，利用PCR技术扩增 cca-miR159

前体序列，通过转基因技术得到转基因阳性植株并对其基因功能进行验证，并通过荧光定量PCR分析转基因植株中

miR159 靶基因的表达情况。【结果】在山核桃中成功克隆了 miR159 的 2 种前体序列，分别为 cca-miR159.1 和 cca-

miR159.2。其中 cca-miR159.1 前体序列中只含有 1 个 cca-miR159a 成熟体，而 cca-miR159.2 前体序列中含有 cca-

miR159a和cca-miR159b 2个成熟体，且cca-miR159a碱基保守性明显高于cca-miR159b。进化分析发现山核桃miR159

前体序列与杨树的亲缘关系较近。预测到cca-miR159a的靶基因主要为MYB家族基因，而 cca-miR159b的靶基因则为

AP1和UBX，分别对花发育以及生长素的调节有影响。进而对靶基因的切割位点进行验证，发现 cca-miR159的靶基

因切割位点基本在第 11和 12位碱基之间。过表达 cca-miR159.1的拟南芥阳性植株叶片数量少于野生型，而过表达

cca-miR159.2 的阳性植株，除了叶片数量减少，其花期较野生型提早 10 d 左右。【结论】山核桃 miR159 含有 cca-

miR159a/b 2个成熟体，它们主要在靶基因的第11与12位碱基之间进行剪切。cca-miR159a的靶基因主要为MYB家族

基因，其中MYB33、MYB65促进花药与花粉发育。cca-miR159抑制靶基因的表达从而发挥作用，cca-miR159.1过表达

对植株的生长有一定的抑制作用，cca-miR159.2具有促进植物花期提前的作用。
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Evolutionary characteristic and functional research of miR159 gene fami-

ly in hickory
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Abstract:【Objective】MiR159 is a conserved gene family, which plays an important role in vegetative

and reproductive growth in plants, especially in the development of plant floral organs. In the miR159

gene family, there are usually multiple members, which regulate plant growth and development by act-

ing on their target genes. There has been no any report on the research of miR159 gene family in hicko-

ry so far. Therefore, we conducted a research on miR159 family in hickory. The aim of the study was to

reveal the secondary structure of its precursor sequence and analyze its stem-loop structure, in order to

explore the phylogenetic relationship of miR159 and the conservation of miR159 mature bases and to

verify the cleavage site of miR159 on the target gene and master its cleavage base position. It is neces-

sary to explore the function of miR159 in hickory, and the role of miR159 in plant development through

genetic modification to provide a theoretical basis for the study of the flowering mechanism of hickory.

【Methods】The precursor sequence of miR159 was obtained from the previously identified miR159 fami-
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山核桃（Carya cathayensis）属于胡桃科山核桃

属，是我国重要的经济干果和木本油料树种，也是山

区农民脱贫致富的重要经济来源树种[1]。山核桃从

种子萌发到生长结果需要 10 a（年）左右时间，雌雄

同株异花，发育时期和进程各不相同，严重制约了产

业的发展。因此，通过控制山核桃成花转变相关基

因的研究，可对童期短、早花、稳产高产的山核桃新

品种选育提供重要的理论指导和基因资源。根据影

响植物花发育的外源环境和内源因子，学者们提出

了 4条主要的开花调控途径：光周期途径、春化途

ly members of hickory. The RNA Folding from online website was used to analyze the secondary struc-

ture of the precursor sequence. The precursor sequences of Arabidopsis, rice, soybean, poplar, and grape

in miRBase were downloaded to perform multiple alignments of miRNA genes. Then the bootstrap is

set to 1000 times using the neighbor joining method, and the evolutionary tree of miR159 precursor se-

quence was constructed using MEGA 5.0. The conservation of hickory miR159 sequence was analyzed

through the online platform WebLOGO, and the target gene of the cca- miR159 was predicted by

PsRNATarget software. While the cleavage effect of the cca-miR159 on target genes was verified using

5’RACE technology with the male and female flower buds of hickory as test materials. The cca-

miR159 precursor sequence was amplified with PCR, and positive transgenic plants were obtained by

transgenic technology to verify their gene function.【Results】In this study, two precursor sequences of

the miR159, cca-miR159.1 and cca-miR159.2, were cloned in hickory. The cca-miR159.1 precursor se-

quence contained only one cca-miR159a mature body, the cca-miR159.2 precursor sequence contained

two mature bodies, cca-miR159a and cca-miR159b. The bases conservation of cca-miR159a were obvi-

ously higher than later, the base changes of the cca-miR159b at positions 4, 8, 9, 11, 12, 13, and 20 were

quite different. Evolutionary analysis found that hickory, poplars and grapes were clustered in the same

subfamily, indicating that the cca- miR159 was more closely related to the Ptc- miR159. At the same

time, it was found that the two precursor sequences of the cca- miR159 were clustered on the same

branch, and there might have been a duplication event during the evolution process, and the phenome-

non of gene doubling occurred. It was predicted that the target genes of the cca-miR159a were mainly

MYB family genes. The MYB proteins plays an important role in regulating the cell cycle. MYB proteins

mainly control the cell cycle by controlling the different periods of cell division, while the target genes

of the cca-miR159b are AP1 and UBX, and contig780 corresponds to the AP1, which plays an important

role in the formation of plant flower meristems and floral organs. The expression of the AP1 promotes

plant flowering. Contig00675 corresponds to the UBX protein, which regulates the formation of growth

hormone. The cleavage site of the target gene of hickory miR159 was verified and the cleavage site of

the target gene of the cca-miR159 was basically between the 11th and 12th base, and its cleavage site

was different in different species. Through genetic modification, it was found that the number of leaves

of Arabidopsis thaliana positive plants overexpressing cca-miR159.1 was less than that of the wild type,

while the number of leaves of positive plants overexpressing cca-miR159.2 was reduced by about 10

days earlier than that of the wild type.【Conclusion】miR159 contained two mature forms of the cca-

miR159a/b in hickory, and the two members were mainly cleaved between the 11th and 12th base of the

target gene. The target genes of the cca-miR159a were mainly MYB family genes, among them MYB33

and MYB65 would promote the development of anthers and pollen. The cca-miR159a might inhibit the

growth of plant leaves, but the cca-miR159b would advance the flowering period of the plant. Based on

the above experiments, the next step could be to explore mechanism of miRNA and target genes regu-

late plant growth and development through the relationship between miR159 and target genes.

Key words: Hickory; cca-miR159; Target gene; Flower development; Transgenic
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径、赤霉素(GA)途径、自主途径，这些调控途径形成

了复杂的调控网络，从而精密地调控植物成花[2-3]，但

随着对miRNA的深入研究，发现部分miRNA对植

物的花器官发育也起到一定的调控作用。

MicroRNA（miRNA）是一类长度为 20~24 nt的

非编码小分子单链 RNA，由具有茎环结构的 pri-

miRNA经Dicer酶剪切加工而成，通过碱基互补配

对原则作用于靶mRNA，抑制mRNA的表达或使其

降解，从而在转录后水平调控靶基因的表达 [4- 5]。

1993年，Lee等[6]在秀丽隐杆线虫（Caenorhabditis el-

egans）中发现了第一个miRNA，将其命名为miRNA-

lin4。2002年，在拟南芥（Arabidopsis thaliana）中报

道了miRNA，研究者通过分离克隆的方法从拟南芥

的幼苗和花中发现了16种miRNA[7]，而后水稻（Ory-

za sativa）中也有报道 [8]。随着对 miRNA 的深入研

究，已揭示了miRNA的作用机制，主要通过以下 3

种方式发挥作用：在转录后水平对靶mRNA的剪切

降解、抑制靶基因 mRNA 的翻译 [5,9]、DNA 甲基

化[10-11]。总之，miRNA通过以上 3种作用方式，对植

物的生长发育起着不同的作用，如对成花诱导[12]、花

器官形成[13]、果实发育[14]、种子形成，以及对各种生

物与非生物胁迫响应的作用[15-19]。

在 拟 南 芥 已 知 的 miRNA，只 有 miR156、

miR159、miR172 这 3 个 miRNA 家族与花期调控有

关。其中miR159通过调控MYB转录因子等靶标，

在植物叶片形态建成、花器官发育中起着重要的作

用。李晓燕[20]发现miR159介导GAMYB 转录因子表

达可以调控大岩桐花期以及花器官发育。王梦琦

等 [21]在葡萄中发现，miR159的靶基因VvGAMYB通

过赤霉素开花途径参与葡萄的开花过程。陈旭等[22]

在果树龙眼中发现，miR159在生殖器官形成过程中

具有重要的作用，尤其是在雄花中的作用显著。在

库尔勒香梨中，马丽等[23]发现miR159可能在萼片的

脱落中起作用。包海等[24]发现miR159a在杨树的低

氮营养胁迫响应中可能发挥重要调控作用。这一系

列研究均表明，miR159在植物中具有广泛的调控作

用，特别是在花器官的发育过程中调控作用更明

显。关于miR159家族成员的研究在上述的植物中

都有报道，但山核桃miR159基因家族还未被研究。

笔者课题组前期利用高通量测序技术对山核桃雌雄

花芽样品构建的小分子RNA文库进行测序，筛选出

开花相关的miRNA基因，发现了一些山核桃中未知

的miRNA家族，并预测到了包括miR159在内的新

的家族基因，为后期miR159的研究提供了重要的参

考数据[25]。笔者以山核桃miR159的2条前体序列及

2条成熟序列为基础，进行miR159家族前体及成熟

体序列分析、二级结构预测、系统进化树构建、序列

保守性分析、靶基因预测，以及表达特性的分析，同

时在拟南芥中异源过表达这 2个前体基因，对其功

能进行验证，为进一步研究山核桃miR159基因功能

和探究其在育种中的应用潜力提供理论支撑。

1 材料和方法

1.1 植物材料

雌、雄花芽采自浙江农林大学果木园中 15 年

生、长势良好的临安山核桃植株，雌雄花芽的采样日

期如表 1 所示，采集后立即放入液氮，随后保存

于-80 ℃冰箱备用。使用的野生型和转基因拟南芥

（Arabidopsis thaliana）均为哥伦比亚型（Col-0），种

植在温度 24 ℃，16 h光照、8 h黑暗，湿度 80%的人

工气候培养室。

表 1 山核桃雌雄花样品采集时期

Table 1 Collection period of male and

female flower of hickory

样品

Sample

雄花

Male flower

雌花

Female flower

采集时期Collection period

休眠期Dormant period

2018-05-16
2018-05-23
2018-05-28
2018-06-07
2018-06-12
2018-06-17
2018-06-23
2018-07-16

生长期Growth period

2019-03-10
2019-03-19
2019-03-29
2019-04-05
2019-04-08
2019-04-18

2019-03-21
2019-03-25
2019-03-29
2019-04-05
2019-04-08
2019-04-11

1.2 山核桃miR159序列的获得及其二级结构

笔者课题组前期通过转录组测序构建了山核桃

miRNA文库[25]，从中筛选鉴定出 2个山核桃miR159

成熟体，分别命名为 cca-miR159a 和 cca-miR159b。

将获得的山核桃miR159成熟体序列比对到山核桃

数据库，并去除冗余，获得前体序列。得到的山核桃

miR159前体序列通过RNA Folding Form（http://un-

afold.rna.albany.edu/?q=mfold/RNA- Folding- Form）

在线网站进行二级结构折叠。
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1.3 山核桃miR159的系统进化分析

从miRBase（http：www.mirbase.org/index.shtml）

在线网站下载拟南芥、水稻、大豆（Glycine max）、杨

树（Populus trichocarpa）、葡萄（Vitis vinifera）等物种

的miR159基因前体及成熟序列。利用MEGA 5.0软

件中的Muscle对miRNA基因进行多重比对，参数

设置为：Gap opening penalty 为-2.9、Gap extension

penalty 为 0、Hydropbicity Multiplier 为 1.2。比对结

果使用MEGA 5.0的近邻相接法（neighbor-joining）

构建miR159前体序列进化树，重复值bootstrap设置

为1000次。

1.4 山核桃miR159保守性分析及靶基因预测

通过在线平台 WebLOGO 对山核桃 miR159 序

列的保守性进行分析。由于植物miRNA与其靶基

因互补程度很高，因此山核桃miR159基因家族的靶

基因预测可以通过在线数据库 psRNATarget（http：//

plantgrn.noble.org/psRNATarget/）进行预测。其中，

比对的数据库为拟南芥数据库（TAIR. Version 10），

以及载入本课题组测得的山核桃转录组数据，参数

设置为默认值。

1.5 RNA的提取以及cDNA的合成

CTAB法[26]结合minibest通用RNA提取试剂盒

（TaKaRa）提取山核桃的雌雄花芽的RNA。用 Nano-

Drop分光光度计（Thermo Fisher）检测RNA的浓度

和纯度，使用琼脂糖凝胶电泳检测RNA的完整性。

利用PrimeScriptTM RT Reagent试剂盒（TaKaRa）将总

RNA反转录成cDNA，作为模板用于基因的扩增。

1.6 实时荧光定量qPCR

使用 SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ试剂盒[宝生物

工程（大连）有限公司]，通过 qPCR对基因的表达量

进行分析。分别以拟南芥的 actin和山核桃的 5.8s

作为内参基因（表 2）。反应体系为 SYBR Premix

Ex TaqTM II 5 μL，cDNA 0.5 μL，正向引物 0.4 μL，反

向引物 0.4 μL，加灭菌后的双蒸水补足至 10 μL。

表 2 基因的 qPCR 引物

Table 2 The primer sequences of qPCR

基因名称 Gene name

actin

5.8s

MYB101

MYB33

MYB65

MYB81

MYB97

上游引物（5’-3’）Forward primer（5’-3’）

GCCATCCAAGCTGTTCTC

CACCCAGCGTCGCGTCTCAT

CAATGCCACTGAGTAGGT

AAATCCTGCGACCAATCT

GGAAACCGGTCAAA

CCAGTCATTACCCATTCT

CCAGTTGTAGCAGGGATA

下游引物（5’-3’）Reverse primer（5’-3’）

GCTCGTAGTCAACAGCAACAA

CACCGTGGATCGTGGCAGTC

CTATTGGGTTGCTATCTT

GGTATGTAACTTCCGTGCTT

AATAGCCGCCCAATAACTT

CTCACGCTCAGTTTCATC

CAAGCCAAGAGTTGAGAT

PCR扩增反应程序：95 ℃预变性30 s；95 ℃变性5 s，

60 ℃退火20 s，72 ℃延伸40 s，共40个循环，每个样

品进行3次技术重复。采用2－△△CT法进行分析。

1.7 5’RACE靶基因切割位点验证

使用 GeneRacer Kit（Invitirogen）试剂盒 ，对

miR159 的靶基因切割位点进行 RACE 扩增验证。

第一轮PCR反应体系,采用 touchdown PCR，反应程

序：5 cycles：94 ℃、30 s，72 ℃、30 s；5 cycles：94 ℃、

30 s，70 ℃、30 s，72 ℃、30 s；25 cycles：94 ℃、30 s，

68 ℃、30 s，72 ℃、30 s。然后进行第二轮PCR，反应

程序同第一轮 PCR。将第二轮 PCR扩增产物连接

到 PMD18克隆载体（TaKaRa）上，并转化到大肠杆

菌DH5α感受态细胞，挑选阳性克隆并对其进行测

序验证。靶基因切割位点验证所用引物如表 3 所

示。

1.8 cca-miR159.1和cca-miR159.2前体序列克隆以

及过表达载体构建

使 用 Primer5 软 件 对 cca- miR159.1 和 cca-

miR159.2 前 体 序 列 进 行 引 物 设 计 ，得 到 cca-

miR159.1 的正向引物 5’-GGGGTACCTGATCCCA-

CAGCCCTATCCATA- 3’，反 向 引 物 5’- GCTC-

TAGACGTAAGGAGCAGAGCTAAAAGAG- 3’ ；

cca-miR159.2 的正向引物 5’-GGGGTACCCCTAG-

GTTAATAATCAGTAACAATT- 3’，反向引物 5’-

GCTCTAGATCTGCCGAGTTATGGATTCCACA-3’。

在设计的引物序列中加入Kpn Ⅰ和Xba Ⅰ限制性内

切酶酶切位点（划线部分），由上海生工生物工程股

份有限公司合成。PCR 反应程序: 94 ℃预变性

3 min；94 ℃变性30 s，56 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，

35个循环；72 ℃延伸 8 min。获得的目的片段连接

至经双酶切的pCAMBIA13011表达载体中，最终将

过表达载体转化到农杆菌GV3101中。

1.9 异源转化以及转基因阳性植株鉴定

通过农杆菌介导的转化技术侵染拟南芥的花

张 博，等：山核桃miR159家族成员进化特性分析及功能研究 887
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序[27]，获得含有miR159前体序列的转基因拟南芥T0

代。将其种子播种在含有潮霉素（50 mg · L-1）的

1/2MS固体培养基中进行筛选，待其生长1周左右，

移栽到培养基质中，直到将其培养到T3代。标记20

株拟南芥，每隔2 d对野生型拟南芥和转基因拟南芥

进行观察，记录叶片数量和开花时间，将观察的数据

进行统计，使用Excel 2019对统计数据进行处理。

2 结果与分析

2.1 山核桃miR159基因家族的鉴定及进化分析

通过序列比对（图 1），发现其对应 2种前体序

列，分别为 cca-miR159.1 和 cca-miR159.2。对山核

表 3 cca-miR159a 和 cca-miR159b 靶基因剪切位点引物

Table 3 cca-miR159a, cca-miR159b target genes splicing site primer

短链非编码RNA
miRNA

cca-miR159a

cca-miR159b

靶基因名称

Target gene name

TCP2

MYB65

contig1105.7

contig252

contig275

contig347

contig389

contig454

contig551

contig780

contig00675

引物序列

Primer sequence

F:5’-GCCGGCTTTTCCTTTACCCTTCTGA-3’
R:5’-CTACCGTCGCCGTAACAGAGCTGCA-3’
F:5’-GGTGTTTGGTTTGAAGGGGGCTCTG-3’
R:5’-CGAGCATCTTGCGACAATGGCGTCT-3’
F:5’-CCCACAGGGATTCATGGGCAA ACG-3’
R:5’-GGCTGCCCGAAAGACCACCAAAAG-3’
F:5’-GATTGGCCATTGGAGATTTCCCCA-3’
R:5’-CAACAACCCATTGCCACTGCCCTG-3’
F:5’-TGGGTCTGCTCTGTCGGA-3’
R:5’-GGAAGTGGGGAAGCA GGC-3’
F:5’-CTCGTCGGTTGGTTGTCC-3’
R:5’-AAGCATCCAGCAAACCGC-3’
F:5’-GGAGAGCTTGGAGCTGGC-3’
R:5’-CACGTCGGTTGGGAAGTC-3’
F:5’-ACCCCTCAAATGCACGCT-3’
R:5’-CCTGACTGGCAGCCGCAT-3’
F:5’-TGGAAGTGGTGGCATTTG-3’
R:5’-TGGAAGTGGTGGCATTTG-3’
F:5’-GCCCATTTTACCGCTTTG-3’
R:5’-TCTCTTCATTTTTCTCCCTCTTCAT-3’
F:5’-AACCGCCTCCGTAGATGG-3’
R:5’-GTACTCTGCGTTGATACCACTACTGCTT-3’

A. cca-miR159.1 前体序列包含 cca-miR159a 1 个成熟体; B. cca-miR159.2 前体序列包含 cca-miR159a 和 cca-miR159b 2 个成熟体。

A. The cca-miR159.1 precursor sequence contains a mature body of cca-miR159a; B. The cca-miR159.2 precursor sequence contains two mature

bodies of cca-miR159a and cca-miR159b.

图 1 cca-miR159.1 和 cca-miR159.2 二级序列结构分析

Fig. 1 Sequence secondary structure analysis of cca-miR159.1and cca-miR159.2

A B

cca­miRNA159bcca­miRNA159a cca­miRNA159a
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桃 miR159 前体序列二级结构预测 ，发现 cca-

miR159.1只含有 cca-miR159a 1个成熟体（图 1-A），

而 cca-miR159.2含有 cca-miR159a和 cca-miR159b 2

个成熟体（图 1-B）。cca-miR159a和 cca-miR159b序

列的保守性分析表明，cca-miR159a的保守性明显高

于 cca-miR159b，cca-miR159a 的碱基没有变化，而

cca-miR159b在 4、8、9、11、12、13、20的位置上碱基

变化差异较大（图2-A、B）。通过构建前体序列进化

树，发现山核桃与杨树、葡萄聚在同一亚族上，说明

cca-miR159 与 Ptc-miR159 亲缘关系更近。同时发

现，cca-miR159的2个前体序列都聚在了同一支上，

可能在进化过程中出现了复制事件，发生了基因加

倍现象（图2-C）。

2.2 山核桃miR159靶基因预测

A C

B

zam­MIR159g
zam­MIR159i
zam­MIR159h

zam­MIR159j
zam­MIR159k

zam­MIR159b
zam­MIR159f

zam­MIR159a
sbi­MIR159a

osa­MIR159b
osa­MIR159a

ath­MIR159a
ath­MIR159b

vvi­MIR159c
cca­MIR159.1

cca­MIR159.2
ptc­MIR159a

ptc­MIR159b

69

98
83

71

35
72

68
66
99

70
58

74

99

2

1

0

bi
ts

2

1

0

bi
ts

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

5’ 3’

5’ 3’

A. miR159a 碱基的保守性；B. miR159b 碱基的保守性；C. miR159 前体序列的进化关系分析。

A. Conservation of miR159a base; B. Conservation of miR159b base; C. Evolutionary relationship analysis of miR159 precursor sequence.

图 2 cca-miR159a 和 cca-miR159b 的碱基保守性以及 cca-miR159.1 和 cca-miR159.2 的进化关系分析

Fig. 2 The base conservation analysis of cca-miR159a, cca-miR159b and the phylogenetic tree of cca-miR159.1, cca-miR159.2

通过 psRNATarget在线分析软件对 cca-miR159

靶基因进行预测，结果如表 4所示，cca-miR159a在

山核桃转录组数据库中有11个靶基因，将预测到的

靶基因放到TAIR数据库中比对，发现 cca-miR159a

的靶基因主要为MYB家族，MYB蛋白对细胞周期

起重要的调控作用，MYB蛋白主要是通过控制细胞

分裂的不同时期，实现对细胞周期的调控 [28]。如

MYB33、MYB65、MYB97、MYB101、MYB81、DUO1，

其中MYB33与MYB65共同作用于花药与花粉发育，

DUO1 为编码 R2R3 的转录因子，调节雄配子的形

成，尤其是促进生殖细胞进入有丝分裂时期 [29]。

cca-miR159b在山核桃转录组数据库中预测到 2个

表 4 cca-miR159a 和 cca-miR159b 靶基因的预测与分析

Table 4 Prediction of target genes and functions of cca-miR159a, cca-miR159b

短链非编码RNA
miRNA

cca-miR159a

cca-miR159b

靶基因名称

Target gene name

contig431.5

contig1105.7

contig252.141

contig252.187

contig275.13

contig347.70

contig389.122

contig431.102

contig551.16

TCP2

MYB65

contig780.23

contig00675

拟南芥中的同源序列

Homologous sequences in
Arabidopsis

AT4G40100

AT2G26960

AT5G55250

AT4G26930

AT5G06100

AT2G32460

AT3G60460

AT5G37330

AT3G07565

AT4G18390

AT3G11440

AT2G01180

AT4G10790

功能注释

Function notes

GRAM domain family protein

AtMYB81, MYB81 | myb domain protein 81

IAA carboxyl methyltransferase 1

MYB97, AtMYB97 | myb domain protein 97

MYB33, ATMYB33 | myb domain protein 33

MYB101, ATMYB101, ATM1 | myb domain protein 101

DUO1 | myb-like HTH transcriptional regµlator family protein

Transposable element gene

Protein of unknown function

TCP2 | TEOSINTE BRANCHED 1, cycloidea and PCF transcription factor 2

ATMYB65, MYB65 | myb domain protein 65

ATPAP1, PAP1, LPP1, ATLPP1 | phosphatidic acid

UBX domain-containing protein

98

67

碱基位置 Base position

碱基位置 Base position
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靶基因，在拟南芥数据库中比对，发现 contig780对

应的为AP1，它在植物花分生组织及花器官形成过

程中发挥着重要作用，AP1的表达促使植物开花。

contig00675 对应的为 UBX 蛋白，调节生长素的形

成。

2.3 山核桃miR159靶基因剪切位点验证

通过 5’RACE，验证了 6个 cca-miR159a的靶基

因和 1个 cca-miR159b的靶基因的切割位点。cca-

miR159a 的靶基因为 contig1105.7、contig252.187、

contig275.13和 contig347.10，对应的MYB家族基因

为 MYB33、MYB65、MYB101、MYB97、MYB120 和

TCP2。MYB家族的靶基因切割位点主要在第 11~

12碱基；而预测到TCP2靶基因切割位点在第7~8碱

基占比为 2/15，在第 11~12 碱基占比为 11/15，在第

12~13碱基占比为1/15（图3-A~F）。cca-miR159b的

靶基因contig00675切割位点在第11~12碱基占比为

4/5（图 3-G）。在拟南芥，水稻等模式植物中发现

miRNA的靶基因切割位点基本在第 10~11碱基，而

A~F. cca-miR159a 的靶基因的切割位点验证；G. cca-miR159b 的靶基因的切割位点验证；箭头表示剪切位点，数字代表在不同位置的切割片

段的频率。

A-F. Verification of the cleavage site of target genes of cca-miR159a; G. Verification of the cleavage site of target genes of cca-miR159b; The ar-

row indicates the cleavage site, and the number represents the frequency of the cleavage fragment at different positions.

图 3 cca-miR159 靶基因切割位点验证

Fig. 3 Target gene of cca-miR159 cleavage site

cca-miR159的靶基因切割位点主要位于第 11和 12

碱基，这表明靶基因的切割位点存在一定的差异。

2.4 山核桃miR159转基因植株阳性鉴定以及功能

分析

通过对转基因植株和野生型植株叶片进行

GUS染色（图4-A），发现野生型的叶片呈现无色，而

cca-miR159.1和 cca-miR159.2转基因植株的叶片呈

现蓝色。通过对转基因植株进行PCR验证，发现转基

因植株均能扩出目的条带，且条带大小正确（图4-B）。

通过农杆菌介导与花序侵染获得 cca-miR159.1

纯合的转基因阳性植株，对转基因和野生型拟南芥

移植后 10、14和 18 d的叶片数目进行统计，发现转

基因植株的叶片数目少于野生型植株，花期和野生

型花期无区别，未发生显著变化（图5-A~B，D）。对

野生型与转基因植株中miR159的靶基因表达量进

行分析，发现MYB81在野生型中较 cca-miR159.1转

基因植株中表达量高，而 MYB101、MYB33、MYB97

在转基因植株中表达量较高（图 5-E），这可能是

miR159只对MYB81起到降解作用，从而抑制叶片生

长。cca-miR159.2过表达植株与野生型拟南芥比较

发现，转基因植株较野生型植株花期提前10 d左右，

且叶片数目也相对减少（图5-A，C，F），在对miR159

靶基因表达量分析时 ，发现 MYB101、MYB33、

MYB65、MYB81和MYB97在 cca-miR159.2转基因植

株中表达量明显低于野生型（图 5-G），这可能是

miR159作用于靶基因，对其起到降解作用，从而促

A B C

D E F

G
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A. 野生型与转基因拟南芥 GUS 染色比较；B. 转基因拟南芥株系的 PCR 鉴定。

A. Comparison of GUS staining between Arabidopsis of wild-type and transgenic; B. PCR identification in Arabidopsis of transgenic lines.

图 4 cca-miR159.1 和 cca-miR159.2 转基因植株验证

Fig. 4 Verification of cca-miR159.1 and cca-miR159.2 transgenic plants

B

A. 野生型表型；B. cca-miR159.1 转基因表型；C. cca-miR159.2 转基因表型；D. 不同生长天数下野生型与 cca-miR159.1 转基因叶片数目；E.

cca-miR159.1 靶基因表达分析；F. 不同生长天数下野生型与 cca-miR159.2 转基因叶片数目；G. cca-miR159.2 靶基因表达分析。

A. Wild-type phenotype; B. Transgenic phenotype of cca-miR159.1; C. Transgenic phenotype of cca-miR159.2; D. Leaf numbers of wild-type and

cca-miR159.1 under different growth days; E. Target gene expression analysis of cca-miR159.1; F. Leaf numbers of wild-type and cca-miR159.2 un-

der different growth days; G. Target gene expression analysis of cca-miR159.2.

图 5 cca-miR159.1 和 cca-miR159.2 转基因植株形态观察以及靶基因表达分析

Fig. 5 Morphological observation and target gene expression analysis of cca-miR159.1 and cca-miR159.2 transgenic plants
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进植株提早开花并使叶片减少。试验结果表明，

cca-miR159a与 cca-miR159b的功能存在差异，并且

cca-miR159b具有促进植物开花的作用。

3 讨 论

随着对miR159的深入研究，越来越多物种中的

miR159 家族基因相继被鉴定出来。在植物中，

miR159 的研究主要集中于模式植物，并且 miR159

主要对植物的花发育有一定的影响，而在林木中对

于miR159的功能研究却相对较少。本研究在山核

桃中成功克隆了2条miR159前体序列，分别命名为

cca-miR159.1 和 cca-miR159.2。其中 cca-miR159.1

中只含有 1个成熟体 cca-miR159a，cca-miR159.2中

含有 2个成熟体miR159a和miR159b。miR159家族

在不同物种中具有较高的保守性，如拟南芥 [30]、水

稻[31]、小麦[32]，而对山核桃miR159成熟体的保守性分

析发现，cca-miR159a成熟体序列具有高度保守性，

而 cca-miR159b成熟体序列保守性较差，这可能与

它在植物中发挥作用的差异有关。

研究表明，miR159在拟南芥的营养生长到生殖

生长转折时期发挥着重要作用 [33]。而笔者发现，

cca-miR159具有抑制转基因植株营养生长的功能。

山核桃miR159的靶基因主要为MYB基因家族，并

且其他植物miR159的靶基因也主要为MYB基因家

族，这也证明保守的miRNA具有保守的靶基因，并

通过靶基因调节植物生长发育。在拟南芥中

MYB33、MYB65、MYB120 都是 miR159 的靶基因，

miR159对靶基因均有剪切作用，且剪切位点一般在

第 10~11碱基 [34]，而山核桃靶基因的剪切位点在第

11~12碱基，这可能在不同的植物中存在差异。

植物开花途径受到 miRNA 调控，其中 miR156

和 miR172 是 2 个关键的调控因子 [35- 36]。在拟南芥

中，miR156和miR172通过下调靶基因的表达调控

开花时间，且二者具有相反的作用。在植物由营养

生长向生殖生长转变的过程中，miR156 的表达量

降低，而miR172的表达量升高[36-37]。miR172是高等

植物中保守的miRNA，在转录或翻译水平上作用于

花器官基因 AP2和 AP2-like[38-39]。如在拟南芥种子

萌发后，miR172表达量逐渐升高，调控着拟南芥由

幼年期向成年期的转变。此外，miR172还通过形成

远轴面毛状体来维持成叶的特性，过表达miR172植

株中拟南芥萼片和花瓣向心皮转化，雄蕊数量减

少[39]。除此之外，以上miRNA在其他物种中也有研

究，如在玉米中，miR156在幼年的生长阶段表达量

较高，在生长成熟的阶段其表达量又会逐渐降低。

在水稻中，miR172在其生长发育阶段，通过抑制靶

基因SMZ和SNZ的表达，从而对花发育起到促进作

用 [40-42]。除miR156和miR172两个主要的开花调控

miRNA外，miR167也影响着植物的开花过程，山核

桃miR167在雌花芽分化后期表达上调，表明其在山

核桃雌花芽分化过程中具有重要的作用。而本研究

表明 cca-miR159a 对植物的花期不具有作用，cca-

miR159b对植物的花期具有一定的促进作用，表明

只有 cca-miR159b对植物的花期具有促进作用。山

核桃是如何通过miR159调控靶基因发挥作用进而

影响植物的生长发育，这将是课题组接下来研究的

重点，从而进一步完善山核桃花发育的调控网络图，

为山核桃成花调控提供理论依据。

4 结 论

从山核桃中成功克隆出了 2条miR159的前体

序列，cca-miR159.1和 cca-miR159.2。cca-miR159.1

中只含有 1 个 miR159 成熟体 cca- miR159a，cca-

miR159.2中含有 2个miR159成熟体 cca-miR159a和

cca-miR159b。进化分析发现山核桃与杨树聚类在

一起，与杨树的进化关系最近。对 cca-miR159靶基

因预测，靶基因主要为MYB家族，并且对靶基因切

割位点进行了验证，表明切割位点基本在第11和12

碱基。对miR159靶基因表达特性进行分析以及异

源转化拟南芥，结果表明，miR159可能通过降解靶

基因，抑制靶基因的表达，从而发挥作用。cca-

miR159.1过表达抑制叶片的生长，而 cca-miR159.2

过表达不仅抑制叶片生长，而且促进植物开花。
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