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盐穗木miR397a增强转基因拟南芥的低温耐性∗
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摘 要：盐穗木（Halostachys caspica）是耐盐性极强的苋科藜属盐生植物．miRNA是长度为21∼24 nt的内源性非编

码小RNA，通常在转录后水平负调控靶基因的表达介导多种生物学过程．从盐穗木高盐胁迫下根的小RNA文库和转录

组数据中，克隆盐穗木miR397a（HcmiR397a）前体序列和漆酶HcLACs（Laccase, LAC）为预测的靶基因．通过实验

的方法鉴定HcmiR397a与HcLACs的靶向关系及HcmiR397a在多种非生物胁迫下的表达和HcmiR397a的转基因拟南芥

在低温胁迫下的功能．研究结果表明：（1）烟草瞬时表达体系和5’RLM-RACE技术确定HcmiR397a与HcLAC17之间存

在靶向切割，具体的切割位点位于HcmiR397a的第10∼11碱基处；（2）qRT-PCR检测的结果显示盐、干旱和低温胁迫

下，盐穗木同化枝HcmiR397a受到显著诱导；（3）异源表达HcmiR397a的转基因拟南芥表现出较强的低温耐性．
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Abstract： Halostachys caspica is a halophyte belonging to Chenopodium of Amaranthaceae with extreme salt

tolerance. miRNA is an endogenous small non-coding RNA with a length of 21∼24 nt and participates in a

variety of biological processes by negative regulating the expression of target genes at the post transcriptional

level. The miR397a precursor were screened, cloned and LAC genes(Laccase, LAC ) were predicted from the H.

caspica root small RNA libraries under high salinity and this species’s transcriptome data. This paper aims to

identify the targeting relationship between HcmiR397a and HcLACs by experimental methods, the expression of

HcmiR397a in the H. caspica branches under various abiotic stresses and the function of HcmiR397a transgenic

Arabidopsis under low temperature stress. The results were as follows: (1) Tobacco transient expression system

and 5’RLM-RACE technology confirmed that there was a targeted cleavage between HcmiR397a and HcLAC17,

and the specific cleavage site was located at the 10th∼11th base of HcmiR397a; (2) The results of qRT-PCR

showed that HcmiR397a was significantly induced under salt, drought and low temperature stress; (3) Transgenic

Arabidopsis heterologously expressing HcmiR397a improved cold tolerance, compared to the wild type.
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0 引 言

miRNA是真核生物中普遍存在的一类非编码小分子RNA，长度为21∼24 nt，通过转录后水平降解或抑制

靶基因表达或翻译，在生物的生长发育和胁迫响应方面发挥重要的作用[1]．鉴定miRNA与靶基因的靶向关系常

常通过以下方法：（1）采用生物信息学方法预测靶基因；（2）qRT-PCR（实时荧光定量PCR）技术检测二者的表

达是否存在负相关性[2]；（3）利用烟草瞬时表达体系，检测GUS（葡萄糖醛酸酶）报告基因的表达鉴定其靶向

性[3]；（4）使用5’RLM-RACE或3’PPM-RACE（RNA连接酶介导的cDNA末端快速扩增）技术确定miRNA对预测

靶基因的精确切割位点[4]．

miR397是植物保守的miRNA之一，不同物种的miR397家族大多由1∼3个成员组成，已鉴定miR397的靶基

因漆酶（LACs）属于铜蓝氧化酶蛋白家族[5]．5’RLM-RACE技术确定拟南芥LAC2、LAC4和LAC17是miR397的

靶基因[6]．LACs家族成员可以将单木醇聚合生成木质素，木质素在维持植物机械韧性和抗倒伏方面发挥作用[7]．

在大桉（Eucalyptus grandis）中，17个LAC基因被预测为miR397的靶基因，其中LACs基因在木质部中高表达，

提高了木质素的生物合成，增强茎的机械韧性[8]．

miR397广泛参与植物的非生物胁迫响应．干旱胁迫下，拟南芥[9]和甘蔗（Saccharum officinarum）[10]中miR

397的表达被显著诱导．过表达番茄（Solanum lycopersicum）miR397增强转基因拟南芥的干旱抗性[11]．异源表

达狗尾草（Setaria viridis）miR397的拟南芥能够抑制LAC4和LAC17的表达，导致木质素减少，细胞壁变薄，增

加拟南芥对盐胁迫的敏感性[12]．低温胁迫下，过表达AtmiR397a的拟南芥上调冷响应基因CBF2和COR的表达，

增强植物对冷胁迫的耐受性[13]．miR397a成熟体序列在不同植物中保守性较强，但是非生物抗性有所差异，因

此，鉴定HcmiR397a在低温胁迫下的功能是必要的．

盐穗木是耐盐性极强的苋科（Amaranthaceae）藜属（Chenopodium）盐生植物[14]，生长于中亚盐碱荒漠干旱

地区．本文在高盐胁迫下盐穗木根的小RNA文库中将miR397a作为候选基因[15]，从该物种的转录组数据中预测

的靶基因为HcLACs．克隆得到HcmiR397a前体序列；烟草瞬时表达体系和5’RLM-RACE实验鉴定HcmiR397a和

HcLAC17之间存在靶向关系；qRT-PCR的检测结果表明盐穗木同化枝中的HcmiR397a受到盐、干旱和低温胁迫

的显著诱导；异源表达HcmiR397a增强转基因拟南芥对低温胁迫的耐性．

1 材料与方法

1.1 植物材料与胁迫处理

盐穗木种子播种到充填基质（蛭石︰珍珠岩︰花土的体积比为1︰1︰3）的花盆中，置于自然光（16 h光

照/8 h黑暗）、温度25∼28 ℃、相对湿度20%∼30%的温室下培养70 d左右．将生长一致的盐穗木植株进行600

mmol/L NaCl、1 000 mmol/L Mannitol和低温4 ℃的胁迫处理3 h，取其同化枝，处理组和对照组各3份重复样

本，液氮速冻并保存于-80 ℃冰箱．

本氏烟草在上述温室环境下培养4 w后，用于HcmiR397a与预测靶基因HcLAC17靶向关系的鉴定实验．将

单拷贝纯合的HcmiR397a转基因拟南芥和WT于温室22∼23 ℃、16 h光照/8 h黑暗中培养3 w．将生长一致的植

株放入-2 ℃低温培养箱5 d，随后转移至温室恢复生长7 d，拍摄植株的生长表型，并统计拟南芥的存活率．

1.2 生物信息学分析

通过psRNATarget软件（http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/）预测HcmiR397a的靶基因．使用DNAMAN

5.2对HcmiR397a和公共数据库miRBase（http://www.mirbase.org/index.shtml）中拟南芥、葡萄（Vitis vinifera）、

玉米（Zea mays）、水稻（Oryza sativa）、油菜（Brassica napus）、大麦（Hordeum vulgare）和亚麻（Linum usi-

tatissim）成熟体序列进行比对．使用在线软件Mfold（http://mfold.rna.albany.edu/q=mfold）预测HcmiR397a前

体序列二级结构．

1.3 克隆HcmiR397a的前体

称取0.1 g盐穗木同化枝，利用植物总RNA提取试剂盒（DP432，Tiangen，中国）和RNA Free DNase I（D2270A，

Takara，日本）试剂提取植物总RNA；根据M-MLV Reverse Transcriptase试剂盒（2641A，Takara，日本）和Oligo

(dT)18引物反转录合成cDNA．依据文库中HcmiR397a前体序列，同时兼顾构建植物表达载体pCAMBIA2300，设

计带有酶切位点（BamH I、Sal I）的HcmiR397a前体特异性引物（HcmiR397a-F，HcmiR397a-R）（表1），克
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隆HcmiR397a前体序列，电泳检测，回收目标产物，TA克隆，转化大肠杆菌DH5α，对氨苄青霉素抗性菌PCR鉴

定，正确后送上海生工生物工程股份有限公司测序．

1.4 qRT-PCR检测基因表达

同1.3节的方法提取盐穗木RNA，利用HcmiR397a茎环引物（表1）反转录合成cDNA．以cDNA为模板，使

用Power SYBR® Green PCR Master Mix试剂（4364344，Applied Biosystems，美国）和ABI PRISM7500实

时定量PCR仪检测HcmiR397a在各处理样本中的表达量．以盐穗木HcU6为内参基因，采用2−∆∆CT法[16]并利

用GraphPad Prism 5.0软件进行作图分析．

表 1 本实验所使用的引物

实验 引物名称 引物序列（5’∼3’）

5’RLM-RACE

HcLAC17 -GSP2-1 AAGGGAGACGAGGGAGGTCCTTAG

HcLAC17 -GSP2-2 CGCGGTAGTGTTGTCAAATGTGC

5’RACE Outer CATGGCTACATGCTGACAGCCTA

5’RACE Inner CGCGGATCCACAGCCTACTGATGATCAGTCGATG

PCR
HcmiR397a-F（BamH I） GGATCCAAACATCATTGAGTGCAGCATT

HcmiR397a-R（Sal I） GTCGACAAAACATAATTGAATGCAGCG

qRT-PCR

茎环引物 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTTTCGT

qRT-HcU6 -F GGGGACATCCGATAAAATTGG

qRT-HcU6 -R GGACCATTTCTCGATTTATGCGT

qRT-AtU6 -F TATGAATTACCCGATGGGCAAG

qRT-AtU6 -R TGGAACAAGACTTCTGGGCAT

1.5 植物表达载体pBI121-HcLAC17 -GUS、pCAMBIA2300-pre-HcmiR397a的构建

参考pBI121载体上的多克隆位点设计带酶切位点的引物，扩增包含HcmiR397a预测靶基因HcLAC17（预测

的3个靶基因中的1个）互补片段，引物序列：HcLAC17 -F（XbaI）为TCTAGAATGGCTAGCCCTAACGT；HcLAC

17 -R（SmaI）为CCCGGGGGATTTAGCTTGGTT．扩增产物电泳检测，回收目标产物、构建至pMD18-T载体

（6011，Takara，日本），连接、转化DH5α，经菌液PCR扩增，鉴定正确后送上海生工生物工程股份有限公司测

序．测序无误后，将所需片段和pBI121植物表达载体用XbaI、SmaI这两个限制性核酸内切酶酶切、目标产物回

收后，连接、转化DH5α，对单克隆的菌，经卡那霉素抗性筛选压下扩繁，提取质粒，进行PCR和酶切鉴定．

将1.3节测序正确的pre-HcmiR397a质粒和pCAMBIA2300载体用同样的两个限制性核酸内切酶（BamH I、Sal

I）酶切，电泳检测并回收目标产物，连接、转化DH5α，经抗生素抗性筛选后，挑取单克隆菌液PCR鉴定．

将以上鉴定好的质粒pBI121-GUS、pBI121-HcLAC17 -GUS、pCAMBIA2300-pre-HcmiR397a分别转化根癌

农杆菌EHA105感受态细胞，用于后续在烟草中鉴定二者的靶向关系和实施农杆菌介导HcmiR397a的转基因拟

南芥转化．

1.6 GUS组织化学染色和酶活性的检测

含有不同植物表达载体的农杆菌EHA105（pBI121-GUS、pCAMBIA2300-pre-HcmiR397a和pBI121-HcLAC

17 -GUS）培养至OD600介于0.8∼1.0，离心收集，用10 mmol/L MgCl2和0.1 mmol/L乙酰丁香酮稀释至OD600为0.5．

将EHA105-pCAMBIA2300-pre-HcmiR397a和EHA105-pBI121-HcLAC17 -GUS等体积混合，调至OD600为1.0，向

生长良好的烟草叶片注射500 μL菌液，注射后的烟草黑暗生长2 d后，转正常培养3 d．

按照Jefferson等[17]的描述进行GUS组织化学染色和GUS酶活性的检测．注射后的叶片在GUS染色液中孵

育12 h，随后浸泡在乙醇梯度（30%、50%和70%浓度）中进行可视化．通过4-甲基伞形酮-β-D-葡萄糖醛酸苷

（MUG）荧光法检测不同重组载体的农杆菌浸染烟草叶片的β-葡萄糖苷酶活性．每个处理检测6个重复样本的荧

光值，通过4-MU标准曲线计算GUS酶活性．

1.7 5’RLM-RACE检测HcmiR397a对预测靶基因HcLAC17的切割位点

根据5’RLM-RACE试剂盒指示（634922，Takara，日本），使用T4RNA连接酶将HcmRNA与5’接头序列相

连接，随后Oligo(dT)18逆转录合成含有5’接头序列的5’RACE cDNA，通过接头和基因特异性引物（HcLAC17 -
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GSP2-1、HcLAC17 -GSP2-2）（表1）进行两轮巢式PCR，扩增产物构建至测序载体，菌液或质粒PCR鉴定正确

后，15个单克隆送上海生工生物工程股份有限公司测序，分析并确定具体切割位点．

1.8 HcmiR397a转基因拟南芥的分子鉴定

植物表达重组质粒载体（EHA105-pCAMBIA2300-pre-HcmiR397a）的农杆菌在含有50 mg/L卡那霉素和100

mg/L链霉素的YEB培养基中培养，采用花序浸染法转化哥伦比亚（Col-0）生态型拟南芥．在含有50 mg/L卡那

霉素和100 mg/L羧苄霉素的MS培养基上筛选转化苗，后续实验选用T3代单拷贝纯合株系．根据DNA提取试剂

盒说明书（DP305，Tiangen，中国）提取拟南芥基因组DNA，鉴定HcmiR397a是否整合到拟南芥的染色体上．

以AtU6为内参基因，通过qRT-PCR检测HcmiR397a转基因拟南芥的相对表达量．

1.9 电导率测定

收集0.1 g低温胁迫3 d的拟南芥叶片，蒸馏水浸泡24 h后使用电导率仪（DSS-307，中国上海）测量溶液电导

率（C1），煮沸1 h后再次测量溶液电导率（C2），C1/C2×100%即为离子泄露率[18]．

1.10 数据分析

实验数据用Excel和GraphPad Prism 5.0软件进行统计分析和制图．所有数据均以“均数±标准差”表示，
当P在0.05的显著性水平以下时，采用t检验进行差异分析．相同字母表示差异不显著（P>0.05），不同字母表示

差异显著（P<0.05）．每个被处理样本都进行3个生物学重复．

图 1 HcmiR397a前体的克隆与生物信息学分析

注：A为前体的克隆（“M”为2000 Marker，“-”为阴性对照，“1”为HcmiR397a的前体）；B为二级结构；C为成熟体的保守性分

析；D为靶基因预测．

2 实验结果

2.1 HcmiR397a的克隆与生物信息学分析

根据盐穗木高盐胁迫下根的小RNA文库和转录组数据，克隆获得HcmiR397a前体93 bp的序列（图1A），测

序结果与文库中的序列一致．通过Mfold软件预测HcmiR397a前体序列的二级结构能够形成茎环结构，成熟体在
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茎环结构的一条臂上（图1B蓝色区域）．HcmiR397a前体序列最小折叠自由能指标（MFEI）值约为0.98（表2），高

于0.85，属于miRNA[19]，命名为pre-HcmiR397a．miRBase中，拟南芥AtmiR397a、葡萄VvmiR397a、玉米ZmmiR

397a、水稻OsmiR397a、油菜BnmiR397a、大麦HvmiR397a和亚麻LumiR397a与HcmiR397a成熟体比对的结果显

示miR397a成熟体在不同物种中保守（图1C）．通过分析盐穗木转录组数据，预测HcmiR397a的靶基因为HcLAC

17、HcLAC4和HcLAC3，靶向位点在这些基因的编码区（图1D），表明其可能受到HcmiR397a的调控．

表 2 HcmiR397a前体序列基本信息

名称 成熟序列
成熟序列 前体序列 最小折叠自 最小折叠自由

长度/bp 长度/bp 由能（MEF） 能指标（MFEI）

HcmiR397a TTGAGTGCAGCATTGACGAAA 21 93 -39.3 0.98

2.2 HcmiR397a在盐、干旱和低温胁迫下的表达量

为检测HcmiR397a是否响应主要的非生物胁迫，对生长近70 d的盐穗木植株进行盐（600 mmol/L NaCl）、

干旱（1 000 mmol/L Mannitol）和低温（4 ℃）胁迫的处理3 h，qRT-PCR检测的结果表明：盐穗木同化枝

中HcmiR397a的基因表达受到上述胁迫的显著诱导，为对照（用水浇灌）的9∼12倍（P<0.05）（图2）．

图 2 盐、干旱和低温胁迫下盐穗木同化枝HcmiR397a的表达

图 3 HcmiR397a与HcLAC17靶向关系的实验鉴定

注：A为含有不同载体的农杆菌菌液注射本氏烟草叶片的GUS组织化学染色（I为pBI121-GUS；II为pBI121-HcLAC17 -GUS；III为

pCAMBIA2300-pre-HcmiR397a和pBI121-HcLAC17-GUS；IV为pCAMBIA2300-pre-HcmiR397a）；B为GUS酶活性检测；C为

5’RLM-RACE确定HcmiR397a对HcLAC17的靶向切割位点．
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2.3 HcmiR397a与HcLAC17存在靶向切割关系

在盐穗木的转录组中预测HcmiR397a的靶基因为HcLAC17、HcLAC4和HcLAC3．为鉴定靶向性，选择其

中1个基因HcLAC17，通过烟草瞬时表达体系鉴定HcmiR397a与HcLAC17之间是否存在靶向关系．根据GUS的

染色结果，将含有GUS报告基因的阳性对照（空载体的农杆菌）和HcLAC17的重组载体的农杆菌（I和II）菌液

分别注射烟草叶片后观察到着色较深的蓝色，将作为阴性对照的pCAMBIA2300-pre-HcmiR397a载体的农杆菌

（IV）菌液注射烟草叶片后，无GUS基因表达，也未观察到染色，而注射转化HcmiR397a和HcLAC17的重组载体

的农杆菌（III）菌液的烟草叶片，与阳性对照相比，III组的烟草叶片GUS的染色范围变小，染色变浅（图3A）．

为进一步证实GUS组织化学染色的观察结果，采用MUG法检测不同重组载体的农杆菌菌液注射烟草叶片

后的GUS酶活性．结果显示：阳性对照（I和II）中GUS酶活性最高，阴性对照（IV）GUS酶活性最低，共转

化HcmiR397a和HcLAC17重组载体的农杆菌（III）菌液注射的烟草叶片导致GUS酶活性与阳性对照相比显著下

降（图3B）．这些结果表明HcmiR397a对HcLAC17在mRNA水平存在靶向切割．

通过5’RLM-RACE实验，进一步鉴定了HcmiR397a在第10∼11碱基处（红色箭头指示）对HcLAC17进行准

确切割（图3C）．

图 4 HcmiR397a的过表达增强拟南芥的低温抗性

注：A为基因组PCR检测3个HcmiR397a转基因株系是否实现了拟南芥基因组的整合（“M”为2000 Marker；“-”为阴性对

照；Line12、Line13、Line14为HcmiR397a单拷贝拟南芥纯合株系）；B为以AtU6为内参、qRT-PCR技术检测miR397a在WT和3个

转基因株系中的相对表达量；C为WT和过表达HcmiR397a的转基因拟南芥低温胁迫5 d、然后恢复生长7 d的表型；D为存活率统

计；E为低温胁迫3 d后的电导率检测．

2.4 过表达HcmiR397a提高拟南芥的低温耐性

为阐明HcmiR397a基因的功能，本文利用农杆菌介导的花序浸染法将HcmiR397a稳定转化到拟南芥，通过

抗生素持续的压力筛选，使用3个T3代符合3︰1转基因拟南芥的纯合株系（Line12、Line13、Line14）进行后续实

验．DNA水平的检测结果显示：HcmiR397a已整合到拟南芥的基因组中（图4A）；qRT-PCR的数据表明3个转基
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因株系的miR397a的相对表达量明显高于WT（图4B）．

为确定HcmiR397a转基因拟南芥在低温胁迫下的表现，对3 w龄的转基因拟南芥和WT进行低温胁迫处理．

如图4C所示，将-2 ℃胁迫处理5 d的植物转移到正常生长条件下恢复生长7 d时，野生型拟南芥大多数植株叶片

变黄枯萎，植株停止生长或死亡；相较之下，过表达HcmiR397a的转基因拟南芥在低温胁迫后恢复正常生长条

件，叶片大部分呈现绿色，转基因株系的存活率（60%）显著高于WT（5%）（图4D），而且过表达HcmiR397a拟

南芥在低温处理3 d后，电导率值明显低于WT（图4E），以上结果表明：低温胁迫对野生型拟南芥造成的损害更

大，HcmiR397a的异源表达增强了拟南芥对低温胁迫的耐性．

3 讨 论

植物miRNA的靶基因大多为编码调控蛋白的转录因子．盐穗木为极端耐逆的盐生植物，生长于干旱盐碱荒

漠昼夜温差大的地区，开展非生物抗性的研究在选材上具有特色和针对性[20]．本课题组建立了600 mmol/L

NaCl处理的盐穗木根的小RNA文库[15]，从中筛选差异表达的HcmiR397a为候选基因，结合转录组数据，获

得HcmiR397a前体并预测靶基因为HcLACs．克隆的pre-HcmiR397a基本信息（表2）符合miRNA前体的标准[19]，

且HcmiR397a的成熟体在进化中相对保守．拟南芥miR397a的表达在干旱、盐和低温下迅速增加[9,13]．HcmiR397a

基因同样受到盐、干旱和冷的强烈诱导（图2）．以上结果表明：HcmiR397a可能在植物非生物胁迫响应方面发

挥重要作用．

miRNA通过切割mRNA或翻译抑制下调靶基因的表达，参与植物的生物学过程．利用生物信息学方法预

测miRNA靶基因序列，再根据实验鉴定真实的靶向关系．主要以绿色荧光蛋白（GFP）和GUS为报告基因，

通过检测烟草瞬时表达体系中GFP的荧光或者GUS的染色确定miRNA与靶基因是否发生互作[3,21]．本文将含

有HcmiR397a靶位点的靶基因HcLAC17片段和HcmiR397a前体（pre-HcmiR397a）分别构建到含有GUS报告基

因的pBI121和pCAMBIA2300载体中，利用农杆菌介导的烟草瞬时转化体系结合GUS的组织化学染色和酶活性鉴

定出HcmiR397a与HcLAC17存在靶向关系（图3A∼B），进一步通过5’RLM-RACE技术充分确定了HcmiR397a对

HcLAC17基因的准确切割位点（图3C）．湖北海棠（Malus hupehensis）[22]、杨树（Populus trichocarpa）[23]、水

稻[24]和狗尾草[12]中，也通过这项技术确定了miR397在第10∼11个碱基处对靶基因LAC的切割．本文结果与上述

文献报道的一致，说明miR397对靶基因的作用在进化上也是保守的．

为确定HcmiR397a在植物非生物胁迫方面的作用，本文在拟南芥中过表达HcmiR397a，利用3个表达量较

高的单拷贝转基因纯合株系（图4A∼B）进行低温胁迫的功能鉴定．与WT相比，低温胁迫下转基因拟南芥表

现更好的生长表型、更高的存活率和低的电导率（图4），表明过表达HcmiR397a提高了转基因植株的低温耐受

性．拟南芥中，AtmiR397a通过上调冷响应基因CBF2和COR基因的表达，同样增强了转基因拟南芥的低温耐受

性[13]．miR397a成熟体序列在进化上保守，HcmiR397a可能参与调控冷响应基因的表达以增强转基因拟南芥的

低温耐受性，但是HcmiR397a是否通过HcLACs参与冷调控，以及盐穗木LACs是否响应逆境胁迫、进而调控冷

响应基因的表达发挥植物对低温胁迫的抗性，这些问题都需要深入的探讨和解析．

4 结 论

通过实验的手段确定了HcmiR397a对HcLAC17的靶向性；利用拟南芥的遗传转化平台，确定了HcmiR397a能

够提高转基因拟南芥对低温胁迫的抗性．
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