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马蔺根系响应 Cd 胁迫的 miRNA 高通量测序分析
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摘要: 为了解 Cd 胁迫下马蔺也 Iris lactea var. chinensis (Fisch.) Koidz.页根系 miRNA 的表达模式,采用高通量测序法

对 100 滋mol·L-1 Cd 胁迫 0(CK)和 24 h(Cd)后马蔺根系的 sRNA 文库(分别为 CK 和 Cd 文库)进行分析,筛选出

显著差异表达的 miRNA,并对这些 miRNA 的靶基因功能进行预测;在此基础上,采用 qRT-PCR 技术对部分 miRNA
及其靶基因的表达模式进行验证。 结果表明:在 CK 和 Cd 文库中,未注释的 sRNA 序列较多,分别占各自 sRNA 特

异序列总数的 86. 4%和 80. 5% ;在已注释的 sRNA 序列中,miRNA 所占比例最低(分别为 0. 3%和 0. 5% ),而 rRNA
所占比例最高(分别为 9. 4%和 11. 8% );2 个文库中的 sRNA 长度主要为 21 ~ 24 nt,且均以 21 nt 为最多。 从 Cd 胁

迫下马蔺根系 sRNA 中共筛选出 32 个显著差异表达的 miRNA,其中 20 个 miRNA 表达量下调(分别属于 miR165、
miR166、miR167、miR168、miR390 和 miR396 家族),12 个 miRNA 表达量上调。 功能预测结果表明:这些 miRNA 靶

基因的功能主要集中在生物学过程、细胞组分和分子功能 3 个方面;而从 KEGG 通路富集分析看,富集在核糖体、
氨基酸生物合成和碳代谢 3 个通路上的差异表达 miRNA 的靶基因数分别为 122、88 和 82 个。 qRT-PCR 验证结果

表明:在 CK 和 Cd 文库间,11 个差异表达 miRNA 及 8 个靶基因的相对表达量均有显著差异(P<0. 05);其中,11 个

miRNA 相对表达量的上调和下调趋势与上述筛选结果一致,并且 miRNA 相对表达量上调时,其靶基因的相对表达

量下调,反之亦然,说明 Cd 胁迫条件下马蔺根系的 miRNA 负调控其靶基因的表达,并且这些靶基因主要参与编码

转录因子、HD-ZIP 蛋白和信号蛋白等过程。
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Abstract: In order to understand the expression pattern of miRNA in root of Iris lactea var. chinensis
(Fisch.) Koidz. under Cd stress, sRNA libraries (which is CK and Cd libraries, respectively) from root
of I. lactea var. chinensis after stressed by 100 滋mol·L-1 Cd for 0 (CK) and 24 h (Cd) were analyzed
by method of high throughput sequencing analysis. Also, miRNA with significantly differential expression
was screened, and functions of target genes of these miRNA were predicted. On this basis, expression
pattern of some miRNA and their target genes were verified by qRT鄄PCR technology. The results show
that in CK and Cd libraries, there are more unannotation sRNA sequences, accounting for 86. 4% and
80. 5% of total number of their own sRNA unique reads, respectively. Among annotation sRNA
sequences, percentage of miRNA is the lowest with a value of 0. 3% and 0. 5% , respectively, while that
of rRNA is the highest with a value of 9. 4% and 11. 8% , respectively. Length of sRNA in the two
libraries is mainly 21 - 24 nt, and the most of them is 21 nt. Thirty鄄two miRNA with significantly
differential expression are screened from sRNA in root of I. lactea var. chinensis under Cd stress, in
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which, expression of twenty miRNA is down鄄regulated ( belonging to miR165, miR166, miR167,
miR168, miR390 and miR396 families, respectively), that of twelve miRNA is up鄄regulated. The result
of function prediction indicates that functions of target genes of these miRNA are mainly concentrated in
three aspects, i. e. biological process, cellular component and molecular function, while from KEGG
pathway enrichment analysis, number of target gene of differential expression miRNA enriching in three
pathways of ribosome, biosynthesis of amino acids and carbon metabolism is 122, 88 and 82,
respectively. Verification result of qRT鄄PCR shows that between CK and Cd libaries, there are
significantly differences in relative expression of eleven miRNA with differential expression and eight
target genes (P <0. 05). In which, up鄄regulated and down鄄regulated trends of relative expression of
eleven miRNA are consistent with above screening result, and when relative expression of miRNA is up鄄
regulated, that of its target gene is down鄄regulated, and vice versa, meaning that under Cd stress
condition, miRNA from root of I. lactea var. chinensis negatively regulates its target gene expression, and
these target genes mainly are involved in processes of coding transcription factor, HD鄄ZIP protein and
signaling protein, etc.

Key words: Iris lactea var. chinensis (Fisch.) Koidz.; Cd stress; miRNA; target gene; high throughput
sequencing; differential expression

摇 摇 MicroRNA(miRNA)为一类单链、非编码的小分

子 RNA,长度为 20 ~ 24 nt,在基因表达调控过程中起

关键作用[1-2]。 miRNA 由含有茎环结构的单链 RNA
前体通过 DCL1 加工形成[1];成熟的 miRNA 可与靶基

因结合,实现对靶基因的抑制或切割[3];miRNA 在植

物发育过程中扮演重要角色,能够调控根的萌发和生

长[4],并可控制叶片形态和极性[5] 及花芽分化[6] 等。
拟南芥 也 Arabidopsis thaliana ( Linn.) Heynh.页 中 的

miR167 通过调节靶基因 ARF6 和 ARF8 的表达控制

体细胞胚的发生[7];硝酸盐胁迫下,miR167 通过显著

提高靶基因 ARF8 的表达量促进侧根的生长发育[8];
棉花(Gossypium hirsutum Linn.)中的 miRNVL5 通过介

导 GhCHR 基因的表达提高植株的耐盐性, 同时

GhCHR 基因的表达量也显著增加[9]。
随着工业化进程的加快,大量耕地受到重金属污

染。 镉(Cd)是毒性最强的重金属元素之一,土壤中

Cd 含量超标可使农作物的可食部分中累积大量的

Cd,严重影响农作物的品质,并威胁人类健康[10]。
miRNA 能够参与植物对重金属胁迫的响应过程,并在

植物适应重金属胁迫方面发挥重要作用。 Gielen
等[11]发现,拟南芥、欧洲油菜(Brassica napus Linn.)、
水稻 (Oryza sativa Linn.) 和烟草 (Nicotiana tabacum
Linn.)等植物中的 miRNA 对 Cd、As、Al 和 Hg 等重金

属胁迫均非常敏感;Xie 等[12] 发现,Cd 胁迫下欧洲油

菜的多个 miRNA 表达量上升;Zhang 等[13]也发现,Cd
胁迫下,miR395 超表达可阻止 Cd 进入欧洲油菜的地

上部分,提高其对 Cd 的耐性;水稻中有 19 个 miRNA
可响应 Cd 胁迫,并且大多数 miRNA 能够参与转录调

控、信号转导及胁迫响应等过程[14-16];Zhou 等[17] 从

Cd 胁迫下的蒺藜苜蓿(Medicago truncatula Gaertn.)中
鉴定出 38 个未知 miRNA, 其中 miR529、 miR319、
miR393 和 miR171 表达量上调,而 miR398 表达量则

下调;Sunkar 等[18] 认为,CSD1 和 CSD2 是拟南芥中

miR398 的靶基因,受 miR398 负调控表达,CSD1 和

CSD2 基因表达量的上调能够减轻由 Cd 胁迫引起的

氧化胁迫。 上述研究结果均显示:miRNA 介导的基因

表达在植物抵御重金属胁迫过程中具有不可替代的

作用。 WAK 基因是 miR604 的靶基因之一,参与响应

重金属胁迫 ( Cu、 Al、 Zn) 和植物防御机制[19-20];
miR167 和 miR159 的靶基因分别编码 NRAMP 金属离

子转运蛋白和 ABC 转运蛋白,二者在重金属离子吸

收和平衡方面具有关键作用[21-23]。
马蔺也 Iris lactea var. chinensis (Fisch.) Koidz.页为

重金属超富集植物[24],是研究植物对重金属抗逆机

制的重要物种之一。 虽然目前已经从马蔺中克隆获

得多个 Cd 耐性相关基因,并对其基因在 Cd 胁迫下的

表达特性进行了研究[25-26],但有关马蔺 miRNA 调控

植株响应和适应重金属胁迫的研究尚未见报道。
鉴于此,作者采用水培法、用 100 滋mol·L-1 Cd

培养马蔺,采集处理 0 和 24 h 的根系,分别提取总

RNA 并构建 sRNA 文库;对 sRNA 文库进行高通量测

序,对响应 Cd 胁迫下差异表达的 miRNAs 进行分析

并预测其靶基因的功能;采用实时荧光定量 PCR
(qRT-PCR)技术对预测结果进行验证,以期为马蔺

根系 miRNA 应答重金属胁迫机制(尤其是应答 Cd 胁

迫机制)的深入研究奠定基础。
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1摇 材料和方法

1. 1摇 材料

使用的马蔺种子由江苏省中国科学院植物研究

所鸢尾课题组提供。 选取饱满的当年生马蔺种子,用
质量分数 0. 5% NaClO 溶液消毒 20 min,用自来水冲

洗干净并浸种催芽;种子萌发后,以石英砂(用自来水

清洗干净)为栽培基质进行播种;待幼苗株高约 10 cm
时,选取长势一致的幼苗进行胁迫实验[27]。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 Cd 胁迫处理方法摇 采用 1 / 2Hoagland 营养液

对幼苗进行预培养,幼苗用泡沫板固定并培养在塑料

瓶中,每瓶 3 株幼苗,共 6 瓶 18 株。 预培养 1 周后,向
1 / 2Hoagland 营养液中加入 CdCl2固体粉末,使营养液

中 Cd 终浓度达 100 滋mol·L-1;在培养 0(CK)和 24 h
时分别采集其中 3 瓶幼苗的根系(每瓶视为 1 个重

复),将同一塑料瓶中的 3 株幼苗根系混匀[28],立即

用液氮速冻,并置于-80 益超低温冰箱中保存、备用。
1. 2. 2摇 总 RNA 的提取及 sRNA 文库的构建 摇 采用

RNAisoTM Plus也宝生物工程(大连)有限公司页提取 Cd
胁迫 0 和 24 h 的马蔺根系总 RNA 并构建 sRNA 文

库,分别命名为 CK 文库和 Cd 文库;采用 Agilent 2100
Bioanalyzer 和 ABI StepOnePlusTM Real -Time PCR
System 对 sRNA 文库进行质量检测,并用 Illumina
HiSeqTM2500 超高通量测序系统进行高通量测序,相
关检测由上海欧易生物医学科技有限公司完成。

通过 Base Callin 将原始图像数据转换为序列数

据,即为原始数据,并保存在“Fastq冶文件中。 为获得

高质量的序列,从原始序列数据中去除接头序列和质

量值 Q臆5 的碱基数占整个 reads 的 50%以上的低质

量序列,将获得的干净序列(clean reads)用于数据分

析。 miRNA 表达量采用 TPM( transcripts per million)
校准[29],计算公式为:miRNA 在文库中的归一化表达

量=(Read count伊106) / Total read count。 若 2 个文库

中任何 1 个 miRNA 基因的表达量在归一化后为 0,则
被修改为 0. 01;若 2 个文库中任何 1 个 miRNA 基因

的表达量在归一化后小于 1,则表示其表达量较低,不
宜进行差异表达分析。 根据公式 “差异倍数 ( fold
change)= log2(Cd 文库中 miRNA 的归一化表达量 / CK
文库中 miRNA 的归一化表达量)冶计算 CK 与 Cd 文

库 miRNA 表达的差异倍数。

1. 2. 3摇 差异表达 miRNA 靶基因的预测 摇 将测得序

列与 NCBI 数据库和 Rfam10. 0 数据库中水稻和拟南

芥的非编码 RNA 进行比对,并将 sRNA 的特异序列

(unique reads)与 miRBase21 数据库中所有植物的序

列进行 BLASTn 比对[30],只有完全匹配的序列才是保

守的 miRNA。 根据上述分析结果确定 CK 和 Cd 文库

中已知的 miRNA 数量,对已知的差异表达的 miRNA
进行分析, 以 fold change 逸 1 且 P 臆0. 05 作为

miRNA 显著差异表达的筛选条件。
采用 Allen 等[31]的方法,根据同源性对差异表达

的 miRNA 进行靶基因预测[32]。 将成熟的 miRNA 序

列用于靶基因序列推测,并对靶基因进行 GO 功能分

类和 KEGG 通路富集分析。
1. 2. 4 摇 差异表达 miRNA 及其靶基因表达模式的

qRT-PCR 验证摇 在 CK 和 Cd 文库中随机选择 11 个

差异表达 miRNA 及 7 个差异表达 miRNA 的靶基因,
采用 qRT-PCR 技术对其表达模式进行验证。 以成熟

的 miRNA 序 列 为 引 物 ( 表 1 ), 采 用 PrimeScript
miRNA qPCR Starter Kit Ver. 2. 0也宝生物工程(大连)
有限公司页对总 RNA 进行反转录,以 IlTIP41 基因为

内参基因[33];每个重复的总 RNA 样品均进行 3 次

qRT-PCR 扩增(视为 3 个技术性重复)。 扩增程序

为: 95 益预变性 120 s; 95 益变性 10 s、 55 益退火

15 s、72 益延伸 20 s,共 40 个循环。 基因的相对表达

量根据 2-驻驻CT计算[34],其中,CT值为每个反应管内荧

光信号达到设定阈值时所需要的循环数。

表 1摇 用于马蔺根系部分 miRNA 及其靶基因 qRT-PCR 扩增的引物
序列
Table 1摇 Primer sequences used for qRT鄄PCR amplification of some
miRNA from root of Iris lactea var. chinensis (Fisch.) Koidz. and
their target genes

引物
Primer

序列(5忆寅3忆)
Sequence (5忆寅3忆)

miR165a TCGGACCAGGCTTCATCCCCC
miR166 TCGGACCAGGCTTCATTCCCC
miR167d-5p TGAAGCTGCCAGCATGATCTG
miR168a TCGCTTGGTGCAGATCGGGAC
miR396f TTCCACAGCTTTCTTGAACTG
miR159a TTTGGACTGAAGGGAGCTCTA
miR535 TGACAACGAGAGAGAGCACGC
miR894 CGTTTCACGTCGGGTTCACC
miR1511-3p ACCTGGCTCTGATACCATAAC
miR5139 AAACCTGGCTCTGATACCA
miR8155 TAACCTGGCTCTGATACCA
miR160g TGCCTGGCTCCCTGTATGCCA
miR166i TCGGACCAGGCTTCATTCCC
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2摇 结果和分析

2. 1摇 Cd 胁迫条件下马蔺根系 sRNA 的高通量测序

结果分析

高通量测序结果表明:马蔺根系 CK 和 Cd 文库

中 sRNA 的原始序列(raw reads)分 别 有 6 961 617
和 7 459 170 条;去除接头序列、poly-A 序列、臆18 nt
序列和低质量序列后,干净序列分别有 4 819 714 和

4 641 223 条。 在 CK 和 Cd 文库中,sRNA 的特异序列

分别有 1 326 618 和 1 146 173 条(表 2),其中,能与基

因组比对成功的 sRNA 特异序列分别有 519 023
和 532 832 条,分别占各自 sRNA 特异序列总数的

39. 1%和 46. 5% 。
由表 2 可见:CK 和 Cd 文库中 sRNA 类型较多,

包括 miRNA、rRNA、snRNA、snoRNA、tRNA 和重复序

列。 其中,CK 和 Cd 文库中未注释的 sRNA 序列分别

有 1 145 700 和 922 152 条,分别占各自 sRNA 特异序

列总数的 86. 4%和 80. 5% ;已注释的 sRNA 序列分别

有 180 918 和 224 021 条。 在已注释的 sRNA 中,
rRNA 最多,分别占 CK 和 Cd 文库中 sRNA 特异序列

总数的 9. 4% 和 11. 8% ;其次为 tRNA,分别占各自

sRNA 特异序列总数的 2. 2% 和 3. 1% ;miRNA 最少,
分别仅占各自 sRNA 特异序列总数的 0. 3%和 0. 5% 。

对马蔺根系 CK 和 Cd 文库中 sRNA 长度的分析

结果见图 1。 由图 1 可以看出:在 CK 和 Cd 文库中,
长度为 21 nt 的 sRNA 所占比例最高,分别为 29. 1%
和 34. 0% ; 其次是长度为 24 nt 的 sRNA。 总体上看,
在马蔺根系的 CK 和 Cd 文库中,长度为 21 ~ 24 nt 的
sRNA 所占比例较高,分别为 75. 7%和 80. 9% 。

表 2摇 Cd 胁迫条件下马蔺根系 sRNA 高通量测序结果的分析1)

Table 2摇 Analysis on result of high throughput sequencing of sRNA in root of Iris lactea var. chinensis (Fisch.) Koidz. under Cd stress1)

sRNA 类型
Type of sRNA

CK 文库摇 CK library

数量 Number 比例 / % Percentage

Cd 文库摇 Cd library

数量 Number 比例 / % Percentage

miRNA 摇 3 257 0. 3 摇 5 312 0. 5
rRNA 124 107 9. 4 135 819 11. 8
snRNA 5 528 0. 4 10 664 0. 9
snoRNA 7 209 0. 5 13 704 1. 2
tRNA 29 691 2. 2 35 763 3. 1
重复序列 Repeat sequence 11 126 0. 8 22 759 2. 0
未注释序列 Unannotation sequence 1 145 700 86. 4 922 152 80. 5

总计 Total 1 326 618 100. 0 1 146 173 100. 0

摇 1)CK: 100 滋mol·L-1Cd 胁迫 0 h Stressed by 100 滋mol·L-1 Cd for 0 h; Cd: 100 滋mol·L-1Cd 胁迫 24 h Stressed by 100 滋mol·L-1 Cd for 24 h.

阴: CK 文库(100 滋mol·L-1Cd 胁迫 0 h) CK library (stressed by 100 滋mol·L-1 Cd for 0 h);
摇 姻: Cd 文库(100 滋mol·L-1Cd 胁迫 24 h) Cd library (stressed by 100 滋mol·L-1 Cd for 24 h) .

图 1摇 Cd 胁迫下马蔺根系 CK 和 Cd 文库中不同长度 sRNA 的比例
Fig. 1摇 Analysis on percentage of sRNA with different lengths in CK and Cd libraries from root of

Iris lactea var. chinensis (Fisch.) Koidz. under Cd stress
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2. 2 摇 Cd 胁迫条件下马蔺根系中显著差异表达

miRNA 的筛选结果

对 Cd 胁迫 0(CK)和 24 h(Cd)的马蔺根系中能

与 miRBase 21 数据库中序列完全匹配的已注释的

miRNA 进行统计分析,结果显示其 CK 和 Cd 文库分

别包含 104 和 99 个 miRNA 家族。 进一步的分析结果

(表 3)表明:以 fold change 逸1 且 P臆0. 05 作为筛

选条件,确定显著差异表达的 miRNA 有 32 个,其中

20 个 miRNA 下调表达(分别属于 miR165、miR166、
miR167、 miR168、 miR390 和 miR396 家 族 ), 12 个

miRNA 上调表达。
2. 3摇 Cd 胁迫条件下马蔺根系中差异表达 miRNA 靶

基因功能的预测结果

利用 GO 功能分类对 Cd 胁迫条件下马蔺根系中

差异表达的 miRNA 靶基因进行功能预测,结果(图
2)表明:大部分差异表达 miRNA 靶基因的功能主要

集中在生物学过程、细胞组分和分子功能 3 个方面。
在生物学过程中,差异表达 miRNA 靶基因的功

能主 要 集 中 在 氧 化 还 原 过 程 ( oxidation鄄reduction
process)、 以 DNA 为模板的转录调控 (regulation of

表 3摇 Cd 胁迫条件下马蔺根系中显著差异表达 miRNA 的表达特性分析
Table 3摇 Analysis on expression character of miRNA with significantly differential expression in root of Iris lactea var. chinensis (Fisch.) Koidz.
under Cd stress

miRNA 名称1)

miRNA name1)
在不同文库中的表达量2) 摇 Expression in different libraries2)

CK 文库 CK library Cd 文库 Cd library
差异倍数
Fold change

摇 调控类型
摇 Type of regulation

miR165a 摇 787. 39 摇 175. 60 -2. 16 摇 下调 Down鄄regulated
miR166j 6. 22 1. 51 -2. 05 摇 下调 Down鄄regulated
miR166i 487. 37 124. 32 -1. 97 摇 下调 Down鄄regulated
miR166a 38 190. 44 9 757. 13 -1. 97 摇 下调 Down鄄regulated
miR166 37 979. 01 9 750. 23 -1. 96 摇 下调 Down鄄regulated
miR166e-3p 135. 28 35. 55 -1. 93 摇 下调 Down鄄regulated
miR166j-3p 85. 07 22. 62 -1. 91 摇 下调 Down鄄regulated
miR166u 259. 14 71. 32 -1. 86 摇 下调 Down鄄regulated
miR166m 97. 72 29. 09 -1. 75 摇 下调 Down鄄regulated
miR166b 118. 06 37. 06 -1. 67 摇 下调 Down鄄regulated
miR165a-3p 3. 32 1. 08 -1. 62 摇 下调 Down鄄regulated
miR166g-3p 143. 58 47. 19 -1. 61 摇 下调 Down鄄regulated
miR166h-3p 81 853. 61 27 682. 79 -1. 56 摇 下调 Down鄄regulated
miR166n 44. 61 15. 30 -1. 54 摇 下调 Down鄄regulated
miR167d-5p 6. 22 2. 37 -1. 39 摇 下调 Down鄄regulated
miR166k 41. 08 17. 02 -1. 27 摇 下调 Down鄄regulated
miR390a 4. 15 1. 72 -1. 27 摇 下调 Down鄄regulated
miR396f 1 175. 80 515. 17 -1. 19 摇 下调 Down鄄regulated
miR168a-3p 117. 85 53. 43 -1. 14 摇 下调 Down鄄regulated
miR168a 143. 37 69. 59 -1. 04 摇 下调 Down鄄regulated
miR535 27. 59 58. 61 1. 09 摇 上调 Up鄄regulated
miR535a 28. 63 61. 41 1. 10 摇 上调 Up鄄regulated
miR159a 736. 97 1 605. 40 1. 12 摇 上调 Up鄄regulated
miR8155 5. 81 12. 71 1. 13 摇 上调 Up鄄regulated
miR5139 8. 09 18. 10 1. 16 摇 上调 Up鄄regulated
miR1511-3p 3. 32 7. 76 1. 22 摇 上调 Up鄄regulated
miR159-3p 2. 49 5. 82 1. 22 摇 上调 Up鄄regulated
miR159b 31. 33 74. 12 1. 24 摇 上调 Up鄄regulated
miR160g 1. 24 3. 88 1. 64 摇 上调 Up鄄regulated
miR894 20. 54 78. 21 1. 93 摇 上调 Up鄄regulated
miR396b-3p 3. 73 14. 44 1. 95 摇 上调 Up鄄regulated
miR2916 0. 41 2. 37 2. 51 摇 上调 Up鄄regulated

摇 1)表中的 miRNA 均满足 P臆0. 05 且 fold change 逸1 的条件 All of miRNA in the table satisfied the condition of P臆0. 05 and fold change 逸1.
摇 2)为归一化后的表达量 Expression after normalization. CK: 100 滋mol·L-1Cd 胁迫0 h Stressed by 100 滋mol·L-1 Cd for 0 h; Cd: 100 滋mol·L-1Cd

胁迫 24 h Stressed by 100 滋mol·L-1 Cd for 24 h.
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图 2摇 Cd 胁迫条件下马蔺根系中涉及生物学过程(A)、细胞组分(B)和分子功能(C)的差异表达 miRNA 靶基因的 GO 功能分类结果
Fig. 2摇 Result of GO function classification on target genes of differential expression miRNA related to biological process (A), cellular

component (B) and molecular function (C) in root of Iris lactea var. chinensis (Fisch.) Koidz. under Cd stress
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transcription,DNA templated)和蛋白质磷酸化(protein
phosphorylation)等过程(图 2-A);在细胞组分中,细
胞核 ( nucleus)、质膜 ( plasma membrane) 和线粒体

(mitochondrion)中的差异表达 miRNA 靶基因较多(图
2-B);而在分子功能中,多数差异表达 miRNA 靶基因

与结合功能有关,与 ATP 结合有关的 miRNA 靶基因

最多,其次是与锌离子结合的靶基因(图 2-C)。

对马蔺根系中差异表达的 miRNA 靶基因进行

KEGG 通路富集分析,结果见图 3。 结果显示:富集差

异表达 miRNA 靶基因数量最多的通路依次为核糖体

(ribosome)、氨基酸生物合成 ( biosynthesis of amino
acids)和碳代谢(carbon metabolism),3 个通路富集的

差异表达 miRNA 靶基因数分别为 122、88 和 82 个。

图 3摇 Cd 胁迫条件下马蔺根系中差异表达 miRNA 靶基因的 KEGG 通路富集分析的结果
Fig. 3摇 Result on KEGG pathway enrichment analysis of target genes of differential expression miRNA in root of

Iris lactea var. chinensis (Fisch.) Koidz. under Cd stress

2. 4摇 Cd 胁迫条件下马蔺根系中差异表达 miRNA 及

其靶基因表达模式的 qRT-PCR 验证结果

2. 4. 1摇 差异表达 miRNA 表达模式的验证结果 摇 对

Cd 胁迫条件下马蔺根系 CK 和 Cd 文库中 5 个下调表

达的 miRNA(包括 miR165a、miR166、miR167d - 5p、
miR168a 和 miR396f)和 6 个上调表达的 miRNA(包括

miR159a、miR535、miR894、miR1511 -3p、miR5139 和

miR8155)进行 qRT-PCR 验证,结果见图 4。 结果显

示:CK 和 Cd 文库间供试 11 个差异表达 miRNA 的相

对表达量均有显著差异 ( P < 0. 05);虽然这 11 个

miRNA 的表达水平差异与表 3 中的数据并不完全匹

配,但是表达的上调和下调趋势一致,说明高通量测

序结果可靠。
2. 4. 2摇 差异表达 miRNA 靶基因表达模式的验证结

果摇 对 Cd 胁迫下马蔺根系 CK 和 Cd 文库中 7 个差

异表 达 miRNA ( 包 括 miR396f、 miR165a、 miR166、
miR166i、 miR160g、 miR1511-3p 和 miR159a)的 8 个

靶基因(其中 miR159a 有 2 个靶基因)的表达模式进

行 qRT-PCR 验证,结果见图 5。 结果表明:miR396f
的靶基因 comp281813 编码生长调节因子 5,miR165a
的靶基因 comp250130 编码 HD-ZIP 蛋白 ATHB-15,
miR166 的靶基因 comp329160 编码 HD - ZIP 蛋白

HOX32,miR166i 的靶基因 comp311396 编码转录因子

PCF6,miR160g 的靶基因 comp357989 编码生长素响

应因子 17,miR1511-3p 的靶基因 comp120421 编码细

胞分裂蛋白 SepF,miR159a 的靶基因 comp239971 和

comp350997 分别编码细胞色素 C 氧化酶亚基 3 和转

录因子 GAMYB。
由图 5 还可见:在 CK 和 Cd 文库间,靶基因

comp311396 的相对表达量无显著差异,其余靶基因的

相对表达量均存在显著差异。 另外,在 CK 文库中未

检测到靶基因 comp281813 和 comp250130 的表达,而
且在 Cd 文库中也未检测到靶基因 comp120421 和

comp239971 的表达。
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阴: CK 文库(100 滋mol·L-1Cd 胁迫 0 h) CK library (stressed by 100 滋mol·L-1 Cd for 0 h);
摇 姻: Cd 文库(100 滋mol·L-1Cd 胁迫 24 h) Cd library (stressed by 100 滋mol·L-1 Cd for 24 h) .

不同小写字母表示不同文库间同一类 miRNA 的相对表达量有显著差异(P<0. 05) Different small letters indicate the significant difference in relative
expressions of the same miRNA among different libraries.

图 4摇 Cd 胁迫条件下马蔺根系 sRNA 文库中 11 个差异表达 miRNA 的相对表达量比较
Fig. 4摇 Comparison on relative expression of eleven differential expression miRNAs in sRNA libraries from root of

Iris lactea var. chinensis (Fisch.) Koidz. under Cd stress

阴: CK 文库(100 滋mol·L-1Cd 胁迫 0 h) CK library (stressed by 100 滋mol·L-1 Cd for 0 h);
摇 姻: Cd 文库(100 滋mol·L-1Cd 胁迫 24 h) Cd library (stressed by 100 滋mol·L-1 Cd for 24 h) .

comp281813: miR396f 的靶基因 Target gene of miR396f; comp250130: miR165a 的靶基因 Target gene of miR165a; comp329160: miR166 的靶基因
Target gene of miR166; comp311396: miR166i 的靶基因 Target gene of miR166i; comp357989: miR160g 的靶基因 Target gene of miR160g;
comp120421: miR1511-3p 的靶基因 Target gene of miR1511鄄3p; comp239971, comp350997: miR159a 的靶基因 Target gene of miR159a. +: 未检出
Undetected; *: 表示不同文库间同一靶基因的相对表达量有显著差异(P<0. 05) Indicating the significant difference in relative expressions of the same
target gene among different libraries.

图 5摇 Cd 胁迫条件下马蔺根系 sRNA 文库中 7 个差异表达 miRNA 的靶基因相对表达量的比较
Fig. 5摇 Comparison on relative expression of target genes of seven differential expression miRNAs in sRNA libraries from root of

Iris lactea var. chinensis (Fisch.) Koidz. under Cd stress

3摇 讨论和结论

不同植物中的 sRNA 存在一定差异。 本研究中,
100 滋mol·L-1Cd 胁迫 0(对照)和 24 h,马蔺根系的

sRNA 长度均以 21 和 24 nt 为主,并且前者最多。 相

关研究结果显示:萝卜(Raphanus sativus Linn.)中的

sRNA 长度以 21 和 24 nt 为主[35];番茄 ( Solanum
lycopersicum Linn.) [36] 和枳也Poncirus trifoliata (Linn.)
Raf.页 [37]的 sRNA 长度以 21 nt 为最多,而拟南芥[38]中

的 sRNA 长度则以 24 nt 为最多。 表明不同植物的

sRNA 长度和含量存在差异,可能与植物种类及参与

sRNA 生物合成的酶不同有关。 高通量测序结果显

示:马蔺根系 CK 和 Cd 文库中 sRNA 类型丰富;2 个
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文库的已注释 sRNA 中,rRNA 比例均最高(9. 4% 和

11. 8% ),miRNA 比例均最低(0. 3% 和 0. 5% ),而未

注释的 sRNA 比例均在 80%以上,说明马蔺根系中未

知的 sRNA 数量较多,有待进一步深入研究。
研究结果表明:100 滋mol·L-1Cd 胁迫条件下,马

蔺根系中共有 32 个 miRNA 显著差异表达,其中

miR165a、miR166、miR167d -5p、miR168a 和 miR396f
等 20 个 miRNA 下调表达,其余 12 个 miRNA 上调表

达。 在 Cd 胁迫条件下,水稻的 miR166、miR168 和

miR396 下调表达[14],蒺藜苜蓿的 miR166 也下调表

达[17];在非生物胁迫(盐、干旱和冷害胁迫)条件下,
拟南芥的 miR168 和 miR396 上调表达[39]。 Cd 胁迫

条件下,不同植物同一家族 miRNA 的表达水平也存

在差异[12,40-41]。 马蔺根系中的 miR159a 和 miR894 受

Cd 胁迫诱导表达,这与 Zhang 等[42]的研究结果一致。
根据本研究结果及上述文献报道,推测 miR166、
miR168 和 miR396 可能介导了植物对各种非生物胁

迫的响应,并且,植物体内不同 miRNA 对非生物胁迫

的响应具有特异性,但许多 miRNA 的调控机制尚未

明确,有待深入研究。
对 Cd 胁迫条件下马蔺根系中差异表达的 miRNA

靶基因功能的预测结果表明:7 个差异表达 miRNA 的

靶基因主要参与编码转录因子、HD-ZIP 蛋白和信号

蛋白等。 而对 miRNA 及其靶基因表达状况的比较结

果表明:当 miRNA 表达水平上调时,其靶基因的相对

表达量降低;而当 miRNA 表达水平下调时,其靶基因

的相对表达量则升高。 说明 Cd 胁迫条件下马蔺根系

中这些差异表达的 miRNA 对其靶基因具有负调控作

用,并说明本研究对差异表达 miRNA 靶基因的预测

结果可靠。 HD-ZIP 蛋白在植物器官发育过程中起重

要作用[43-45],马蔺根系中 miR166 的靶基因编码 HD-
ZIP HOX32 蛋白,据此推测 miR166 可能参与马蔺的

器官发育;马蔺根系中 miR165a 的靶基因编码 HD-
ZIP ATHB-15 蛋白,而该蛋白已被证实与植物响应胁

迫有关[46-47]。 生长素响应因子 ARF17 在生长素信号

通路中发挥作用[18],该转录因子由马蔺 miR160g 的

靶基因所编码,能够响应 Cd 胁迫;而 miR160 家族不

同成员通过调控 ARFs 响应不同类型的环境胁

迫[35,37,48],因而,miR160 在调控植物生长发育和植物

响应各种非生物胁迫过程中发挥重要作用,但不同植

物的 miR160 对胁迫的响应机制尚待进一步探究。 Cd
胁迫条件下,马蔺根系中 miR159a 负调控 2 个靶基因

(编码转录因子 GAMYB 和细胞色素 C 氧化酶亚基 3)
的表达,小麦 ( Triticum aestivum Linn.) 根和叶中的

miR159 负调控靶基因 MYB3 的表达[49],拟南芥中的

miR159 抑制靶基因 MYB33 和 MYB65 的表达[50];此
外,萝卜根系中的 miR159 靶向调控 ABC 转运蛋白,
而该转运蛋白在植物对重金属离子的吸收与转运过

程中发挥关键作用[51],据此推测 miR159 可能参与植

物的应激反应。
综合分析结果表明:马蔺根系中未注释的 sRNA

序列较多,且在已注释的 sRNA 序列中 rRNA 所占比

例最高,而 miRNA 所占比例最低;其 sRNA 长度主要

集中在 21 ~ 24 nt,并以 21 nt 为最多。 通过高通量测

序筛选出 32 个显著差异表达的 miRNA,其中,20 个

miRNA 下调表达,12 个 miRNA 上调表达。 马蔺根系

miRNA 靶基因的功能主要集中在生物学过程、细胞组

分和分子功能 3 个方面;其 miRNA 均对靶基因的表

达具有负调控作用,并且这些靶基因主要参与编码转

录因子、HD-ZIP 蛋白和信号蛋白等过程。
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