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观赏海棠中McmiR１６０a的克隆及调控红叶着色的
功能分析

罗容丽,李雨欣,张　洁,张　杰,姚允聪∗

(农业应用新技术北京市重点实验室/植物生产国家级实验教学示范中心/
北京农学院植物科学技术学院,北京１０２２０６)

摘　要:【目的】为了验证观赏海棠叶片 McmiR１６０a对花色素苷代谢的调控作用.【方法】以观赏海棠常色红叶

品种 ‘王族’为试验材料,确定miR１６０a的前体基因序列并对其靶基因进行预测,克隆 McmiR１６０a 前体序列

并构建过表达载体并瞬时转入 ‘王族’组培苗.通过高效液相色谱和qRTＧPCR分析瞬时侵染植株中花色素苷的

含量及其合成途径中结构基因的表达量.【结果】结果表明,在观赏海棠中过表达 McmiR１６０a 可以降低花色素

苷的含量,同时降低其靶基因和花色素苷代谢途径关键基因表达水平.【结论】研究结果表明,观赏海棠中 McＧ
miR１６０a对花色素苷的合成具有负调控作用.
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CloningandfunctionalassayofMcmiR１６０regulatedredleaf
colorationinMalusspp．
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(BeijingKeyLaboratoryofNewTechnologyinAgriculturalApplication/NationalDemonstrationCenterforExperimental
PlantProductionEducation/PlantScienceandTechnologyCollege,BeijingUniversityofAgriculture,Beijing１０２２０６,China)

Abstract:【Objective】ThisexperimentwastoverifytheregulationofmiR１６０aonanthocyaninbiosynthesisinMalusspp．leavＧ
es．【Methods】WeusedtheleavesofeverＧredleafcultivar‘Royalty’ofMalusspp．asexperimentalmaterial．Thesequenceof
miR１６０aprecursorgeneanditstargetgeneswerepredicted．TheprecursorsequenceofMcmiR１６０awasclonedandwastranＧ
sientlyoverＧexpressedintothe‘Royalty’tissuecultureseedlings．Andthen,thecontentsofanthocyaninandtheexpressionsof
keygenesinthepathwayofanthocyaninbiosynthesiswereanalyzedbyHPLCandqRTＧPCR．【Results】Theresultsshowedthat
overＧexpressingofMcmiR１６０ainMalusspp．leavesdecreasedtheexpressionofitstargetgene,theanthocyanincontents,and
theexpressionsofkeygenesinanthocyaninbiosynthesispathway．【Conclusion】TheresultssuggestedthatMcmiR１６０anegaＧ
tivelyregulatedanthocyaninsbiosynthesisMalusspp．．
Keywords:Malusspp．;anthocyanin;McmiR１６０a

　　观赏海棠常色红叶品种‘王族’是常见的园林

绿化树种,色彩艳丽,树型优美,广受众人喜爱.其

叶片的红色是由于花色素苷的积累导致,花色素苷

是植物色泽形成过程中最重要的组分之一[１],花色

素苷属酚类化合物中的类黄酮类,是一种水溶性色

素,广泛存在于植物花瓣、果实的组织中及茎叶的

表面细胞与下表皮层.

miRNAs(microRNAs)长度约２１~２３nt,是一类
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单链小分子RNA.这类小RNA分子由长度约６４~
３０３nt的前体(preＧmiRNA)加工而成,而preＧmiRNA
则由更长的priＧRNA加工生成.miRNA是一类非常

重要的转录后调控因子,在很多生物过程中起重要的

调控作用.随着 miRNA在不同生物中的大量发现,
对其功能的研究已引起人们的极大兴趣[２].

已有文献报道有些 miRNA 与植物体发育有

关[３],例如:priＧmiR１６０响应SA 下调,但由于赤霉

酸,乙烯和茉莉酸甲酯正调控,从而影响龙眼的胚

乳发育,表明priＧmiR１６０与激素转导有关[４].在

拟南芥中,miR１６７及靶基因ARF４和ARF８受蓝

光调控降低莲座叶数和叶面积,减少干物质生成,
影响植株的生长发育[５].miR３９３影响外源２,４ＧD
对初级根的生长,同时 miR３９３的过表达抵消铝诱

导的根伸长抑制和减轻活性氧(ROS)诱导的细胞

死亡[６].近年来发现一些 miRNA能够参与花色素

苷代 谢. 据 报 道,苹 果、番 茄、葡 萄、丹 参 中

miR１５９,miR３１９和miR８２８家族也可以调控 MYB
转录因子[７].拟南芥 miR１５６和 miR５２９通过５′
RACE试验验证其与靶基因SPL９和SPL１５的剪

切方式,通过抑制靶基因SPL９和SPL１５的表达,
参与花色素苷代谢的调控[８].在荔枝中,miR１５６
的靶基因为SPL家族中的SPL１/２,使用酵母双杂

交和BiFC分析表明LcSPL１蛋白可与LcMYB１蛋

白相互作用,而LcMYB１是荔枝花色素苷生物合成

中的关键调控基因[９],从而证实 miR１５６ＧSPLs 模

块在荔枝花色素苷生物合成的作用.

miR１６０a是一个高度保守的 miRNA,在水稻中,

miR１６０a抑制其靶基因ARF１８,导致水稻的异常生

长和发育[１０].miR１６０aＧARFs受生长素调节,主要参

加激素代谢通道,施加外源生长素,ARF感知到生长

素后,通 过 结 合 其 调 控 区 中 的 生 长 素 应 答 元 件

(AuxRE)来激活或抑制大量生长素应答基因的表达.
在拟南芥中,ARF１８受外源生长素的正调控[１１Ｇ１３].

miR１６０aＧARFs模板在花色素苷代谢通道上的研究

甚少,因此本研究通过对观赏海棠‘王族’中miR１６０a
的前体进行克隆,并将其过表达载体瞬时转入‘王族’
组培苗中,通过对花色素苷含量及花色素苷代谢途径

关键 基 因 的 表 达 量 进 行 分 析,探 究 观 赏 海 棠 中

miR１６０a对花色素苷代谢途径的调控作用.

１　材料和方法

１．１　试验材料

试验过程中所用材料为２０１８年春天采集的北

京农学院东大地海棠资源圃自然生长的观赏海棠

常色红叶品种‘王族’和北京农学院组培中心的‘王
族’组培苗.采后迅速用液氮速冻,存于Ｇ８０℃备用.

瞬时侵染试验采用北京农学院组培中心保存

的海棠‘王族’.组培苗培养在 MS培养基中培养

(３０％蔗糖＋６．５g/L 琼脂＋０．４ mg/L NAA＋１
mg/L６ＧBA;pH５．８~６．０).培养条件:温度２３℃±
１℃,相对湿度:７０％~７５％,光照强度:１８００Lx,光
照时间:长日照光照(１６h光/８h暗).

１．２　试验方法

１．２．１　植物总 RNA 的提取及cDNA 的反转录　植

物材料总RNA提取采用艾德莱EASYspin多糖多

酚植物RNA 快速提取试剂盒(RN３８０２),提取‘王
族’叶片中总RNA,采用全式金两步法 RTＧPCR试

剂盒(AT４０１Ｇ０１).

１．２．２　McmiR１６０a 前体的克隆　由于苹果和海棠

高度同源,使用 NCBI找到苹果的 MdmiR１６０a 的

基因信息,可知该序列所在基因组的染色体,是在

１０号染色体上的 NC_０２４２４８．１位置,然后前体序列

的上游取２００~２５０bp,下游取２００~２５０bp,加上

前体序列本身构成一段４００~５００bp左右的基因序

列.通过 Primer５设计正向引物 McmiR１６０aＧF:

５′ＧCTTGGATTGAAGGGAGCTCＧ３′;反 向 引 物

McmiR１６０aＧR:５′Ｇ GTGCAGGGTCCGAGGTＧ３′.
以‘王族’叶片cDNA 为模板,反应体系为:cDNA
模板２μL、miR１６０aＧF１μL、miR１６０aＧR１μL、２×
EasyPfuPCRSuperMix２５μL、ddH２O１μL,反应

条件为:９５℃预变性３min,９４℃ ３０s,５６℃ ３０s,

７２℃４０s,３５个循环,７２℃１０min,４℃保存.
将PCR产物进行琼脂糖凝胶检测,目的条带正

确的基因片段用琼脂糖凝胶纯化回收试剂盒(博迈

德:DH１０１Ｇ１)进行胶回收,回收后的目的基因产物

连接至pEASYＧBlunt载体上,进行涂板、转入大肠

杆菌、挑选阳性克隆后测序.

１．２．３　McmiR１６０a 前体过表达载体的克隆　将测

序正确的质粒与过表达质粒pCAMBIA１３００ＧeGFP
用限制性内切酶 QuickCutXbaI(TAKARA:１６３４)
和 QuickCutkpnI(TAKARA:１６１８)双酶切,酶切

体系为目的基因/载体１０μL/１５μL、QuickCutTM

XbaI１μL、QuickCutTM KpnI１μL、１０×QuickCut
buffer５μL、ddH２O补充到５０μL,得到 DNA 小片

段和质粒大片段,将目的基因、载体与 T４DNA连接

酶(TAKARA:２０１１A)轻轻混匀,离心后进行金属

浴４℃连接过夜(１６~２４h),连接体系为:载体DNA
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５０ng、插入 DNA 片段１５０ng、T４DNA 连接酶１

μL、T４DNA连接酶缓冲液２μL、ddH２O补充到２０

μL,然后转入大肠杆菌transT１,送博迈德公司测

序.将测序正确的质粒Ｇ２０℃保存,并将测序正确的

大肠杆菌加入５０％甘油１∶１混匀后液氮速冻之后

于Ｇ８０℃保存.

１．２．４　McmiR１６０a 的瞬时转化　
采用农杆菌冻融法将２μL质粒 DNA 转入５０

μL刚刚融化的农杆菌感受态 GV３１０１细胞(实验室

留存)中.培养并挑取单菌落进行PCR鉴定,正确的

菌液进行大量培养后收集农杆菌菌体,加入侵染液

(１０mmol/LMES＋１０mmol/LMgCl２＋２００μmol/L
AS＋无菌水)调菌液OD值到０．８~１．０左右.取继代

培养２０~２５d左右的生长良好无损伤褐化的‘王族’
组培苗,采用真空抽吸的方法将菌液转入组培苗中,

条件为０．５Mpa持续３０~４０s后,快速放气;至０．３
Mpa后,缓慢放气;至０．２Mpa后,缓慢放气.然后用

滤纸吸干组培苗表面的液体后,接种于固体培养基

(MS培养基＋头孢３００mg/L＋卡那霉素５０mg/L)
上,组培室中培养７~１０d后观察表型.

１．２．５　实时荧光定量PCR　实时荧光定量PCR参

照 SYBR ® Premix Ex TaqTM II (TliRNaseH
Plus)试剂(购自大连宝生物工程有限公司)使用说

明 书,采 用 实 时 荧 光 定 量 PCR (realＧtime
quantitativePCR,qRTＧPCR)两步法(９５℃预变性３
min,９４℃变性２０s,６０℃退火３０s,７２℃延伸３０s,

４０次循环),以１８S作为参照基因,所用所有荧光引

物见表１,检测花色素苷合成途径相关的转录因子

和生物合成基因的相对表达量.待测样品的数据

均进行３次生物学重复.
表１　引物序列

Tab􀆰１　Primersequences

基因 Genes 引物序列(５′Ｇ３′)Primersequences(５′Ｇ３′) 产物长度 Productlength/bp

qCHS Forwoard GTGACTGTCCAGGAAGTTCGC １４３

qCHS Reverse GCACACACTTGGATTCTCCTTTAG １４３

qANS Forwoard GAGAAGTATGCCAATGACCAGG ２００

qANS Reverse GGCGGTTGCCTCAATGTAAT ２００

qDFR Forwoard CCGAGTCCGAATCCGTTTGT １２６

qDFR Reverse CCTTCTTCTGATTCGTGGGGT １２６

qMYB１０ Forwoard GGCGCATGATCTTGGCGACAGT １７１

qMYB１０ Reverse ACGCCACCACAAACGTCGTCG １７１

qARF１８ Forwoard ATGGCGGCGGGTTCTCTGTC １５０

qARF１８ Reverse GCGGCGTCCCTCTGTAAATG １５０

miR１６０a Forwoard GCCTGGCTCCCTGTATG ５６３

miR１６０a Reverse GTGCAGGGTCCGAGGT ５６３

XbaIＧmiR１６０a Forwoard GCTCTAGAGAGGATCCCTCTCAAAAGCA ５８１

miR１６０ＧKpnI Reverse CGGTACCCACCAAGTGCGTAGATGTGCC ５８１

１．２．６　HPLC 法测定花色素苷含量　将组培苗叶

片在液氮下磨成细粉,称取１g粉末加入１mL花色

素苷提取液(体积比是甲醇∶甲酸∶水＝８０∶１∶
１９),之后在４５℃的水浴中超声提取６０min(注意先

预热到４５℃).将提取的所述花色素苷提取液进行

纯化处理,使用离心机(１２０００r/min)离心１０min,
得到上清液后,使用０．２２μm 微孔滤膜对上清液进

行过滤,并将剩余的滤液在Ｇ２０℃冰箱中保存备用.
将过滤后的上清液装于液相上样瓶中用于 HPLC
检测;对上样瓶进行 HPLC检测,检测条件:样品温

度１５℃;柱温４０℃;流速０．５mL/min;进样量０．４

μL;流动相梯度,其中流动相A采用０．１％(体积比)
甲酸水;流动相 B采用色谱纯乙腈:０min１０％ B,

４．５min１９％ B,９．５min３２％ B;１０．５min３５％ B;

１１．５min６５％ B;１４min９５％ B;柱子平衡时间１
min;平衡:１４min９５％ B;１５min,１０％ B.检测波

长:５２０nm,３５０nm;２８０nm(甲酸、乙腈均为１００％
色谱纯,用水为１８．２mol/L去离子水).

１．２．７　McmiR１６０a 的靶基因预测　通过靶基因预

测网站psRNATarget(http://plantgrn．noble．org/

v１_psRNATarget/)对 McmiR１６０a 的靶基因进行

预测,通过 NCBI比对,找到该基因的详细描述.

２　结果与分析

２．１　McmiR１６０a前体的克隆和过表达载体的构建

以观赏海棠常色红叶品种‘王族’叶片cDNA
为模板,进行 PCR 扩增后得到长度为５６３bp的

McmiR１６０a 前体 序 列 (引 物 序 列 见 表 １),经 过
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１．５％琼脂糖凝胶电泳检测后,将目的片段进行胶回

收后连接到pEASYＧBlunt载体上,进行蓝白斑筛选

挑取阳性克隆进行测序,将测序正确的质粒与过表

达载体 pCAMBIA１３００用限制性内切酶 XbaI和

KpnI双酶切,并连接转化,将鉴定正确的质粒进行

测 序,得 到 McmiR１６０a 过 表 达 载 体 (OEＧ
miR１６０a),测序结果如图１所示.

图１　McmiR１６０a过表达载体序列比对

Fig􀆰１　SequencealignmentofexpressionvectorMcmiR１６０a

２．２　McmiR１６０a的靶基因预测

通过靶基因预测网站 psRNATarget对 McＧ
miR１６０a 的 靶 基 因 进 行 预 测 分 析,得 到 与 McＧ
miR１６０a 高度互补的并且假阳性较低的靶基因

ARF１８,其McmiR１６０a 互补性如图２所示,可以看

出只有在第一个碱基处有错配.将其比对到苹果

基因组中的 NCBI上,其在 NCBI上的序列号为

LOC１０３４２３００２,属于 ARFs家族,具有相对保守的

结构,即包含一个保守的B３DNA 结构域,ARF结

构域和 Aux/IAA结构域.

图２　McmiR１６０a与ARF１８互补性分析

Fig􀆰２　ComplementaryAnalysisofMcmiR１６０aandARF１８

２．３　McmiR１６０a的瞬时遗传转化

将McmiR１６０a 过表达载体通过农杆菌转化法

瞬时转入‘王族’组培苗,培养室中培养７~１０d观

察表型,与对照相比,过表达 McmiR１６０a 转基因组

培苗明显呈现绿色的表型(图３).通过荧光检测后

取样,对瞬时过表达 McmiR１６０a 植株中花色素苷

含量进行测定,过表达植株中花色素苷含量明显低

于对照组.对瞬时过表达 McmiR１６０a 植株中靶基

因ARF１８ 和 花 色 素 苷 合 成 途 径 中 的 关 键 基 因

CHS、ANS、DFR、MYB１０的相对表达量进行测

定,过表达 McmiR１６０a 后,其靶基因ARF１８的表

达量下降,花色素苷合成关键基因的表达量都显著

降低.说明McmiR１６０a 可以负调控观赏海棠中花

色素苷的生物合成(图４).

图３　McmiR１６０a过表达表型图

Fig􀆰３　PhenotypicofOEmiR１６０aplants
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图４　McmiR１６０a瞬时过表达植株中花色素苷含量及其结构基因表达

Fig􀆰４　AnthocyanincontentandrelativeexpressionlevelofkeygenesinOEmiR１６０aplants

３　讨　论

近年来,miRNAs在参与植物生长发育以及应

激环境胁迫等方面已有很多的研究进展.高蔗糖

诱导的miR３９８以及miR４０８被高铜消除,这种蔗

糖调 节 的 铜 处 理 是 取 决 于 SPL７ 的 存 在[１４].

miR１５６通过靶基因SPL３调控PHT１;５或者诱

导根际酸化作用参与 P缺乏时的代谢调控[１５].而

花色素苷不仅对植物组织的呈色,应对外界胁迫至

关重要,同时还是一种重要的抗氧化物质,miRNAs
对花色素苷以及植物生长发育发挥重要作用.

miR１６０在苹果中高度保守,其在 miRbase数

据 库 中 收 录 的 miR１６０ 前 体 有 ５ 种:miR１６０a、

miR１６０b、miR１６０c、miR１６０d、miR１６０e.本研究

主要 通 过 在 常 色 红 叶 观 赏 海 棠 ‘王 族’中 进 行

miR１６０a的前体克隆,得到５６３bp的前体序列,并
通 过 双 酶 切 的 方 式 构 建 过 表 达 载 体

pCAMBIA１３００ＧmiR１６０a,瞬时转入‘王族’组培苗

中.使用 HPLC法对转基因组培苗进行花色素苷

含量测定,使用qRTＧPCR 对转基因组培苗进行花

色素苷结构基因CHS、ANS、DFR、UFGT 及转录

因子 MYB１０的表达量进行测定.发现 miR１６０a
对花色素苷有着负调控作用.miRNAs主要是通

过对下游靶基因的剪切抑制来发挥作用,miR１６０a
的靶基因ARF１８,属于生长素调节因子,主要参与

激素代谢通路.在番茄中,miR１６０ 的 主 要 靶 标

SlARF１０a,调节生长素介导的花器官脱落和侧向

器官叶片生长[１６].而花色素苷的调节受到各种激

素的影响,其中包括生长素.在拟南芥中,施用３种

外源生长素(IAA,NAA,２,４ＧD),调节转录因子

TT８,GL３和PAP１的表达以及花色素生物合成途

径中的基因如DFR 的表达来控制花色素苷的生物

合成[１７].同时ARF１８受外源生长素的正调控,因
此ARF１８可能对花色素苷有积极调控作用.本研

究结果对 miR１６０a 及靶基因ARF１８对花色素苷

的具体调控作用提供一定的理论基础.
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