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摘　要：叶片衰老是受内外多种因子影响的遗传发育进程。生长素、细胞分裂素和乙烯等多种植物激素是调
控叶片衰老的重要内部因子，它们通过长或短距离运输形成叶片组织内特定的区域分布和浓度梯度，从而直

接或间接参与植物叶片衰老过程。分子遗传学表明，细胞分裂素和乙烯分别是叶片衰老的抑制子和正调节
子，而生长素如何参与叶片衰老的分子机制目前还不清晰。植物体内成熟小分子ＲＮＡ由小ＲＮＡ基因转录

并通过特定酶加工形成的２１～２３ｂｐ的双链ＲＮＡ分子。这些小分子通过不完全配对方式抑制其靶基因转录
和／或表达，参与植物生长发育多个过程，然而这类小ＲＮＡ分子如何调控植物叶片衰老发育过程目前则还鲜

有报告。大豆是重要的油料作物，具有典型的单次结实性衰老特征。研究大豆叶片衰老具有重要的科学意义
和深远的应用价值。该文采用实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）技术分析大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ　ｍａｘ）ｍｉｃｒｏ　ＲＮＡ基因Ｇｍ－
ＭＩＲ１６０Ａ 的表达模式，发现大豆第一复叶中ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 表达受外源生长素和黑暗处理的诱导，暗示该基
因是生长素快速响应的叶片衰老相关基因。为进一步探究ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 在大豆叶片发育中的功能，构建了
肾上腺皮质激素（Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ，ＧＲ）类似物地塞米松（Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ，ＤＥＸ）诱导表达ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 双元表
达载体并通过农杆菌介导的子叶节方法转化野生型大豆。通过抗性筛选和基因组ＰＣＲ鉴定并结合表型分
析，共获得了４株诱导表达的稳定遗传转基因植株（株系ＯＸ－３、ＯＸ－５、ＯＸ－７和ＯＸ－８）。ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 过表达
植株根、茎、叶、花和果实在形态学上与野生型相比无显著差异，但叶片的叶绿素含量增加、最大光量子效率
（Ｆｖ／Ｆｍ）增强。进一步分子分析发现，转基因大豆叶片中ＧｍＡＲＦｓ和衰老标记基因（ＧｍＣＹＳＰ１）表达明显下
降，表明大豆Ｇｍａ－ｍｉＲ１６０通过抑制靶基因ＧｍＡＲＦｓ的表达来负调控植物叶片的衰老进程。该文揭示了生
长素通过小分子ＲＮＡ调控叶片发育一条新途径，为研究植物激素调控植物叶片衰老提供了新的思路。
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ｆｏｒｍｅｒ　ａｒｅ　ｔａｒｇｅｔｓ　ｏｆ　ＧｍＭＩＲ１６０ａｎｄ　ｔｈｅ　ｌａｔｔｅｒ　ｉｓ　ｔｈｏｕｇｈｔ　ａｓ　ａ　ｓｏｙｂｅａｎ　ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ　ｍａｒｋｅｒ，ｗｅｒｅ　ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ｄｒａ－
ｍａｔｉｃａｌｌｙ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　ｔｒｉｆｏｌｉａｇｅ　ｌｅａｖｅｓ．Ｔａｋｉｎｇ　ｔｏｇｅｔｈｅｒ，ｔｈｅｓｅ　ｄａｔａ　ｉｎｄｉｃａｔｅｄ　ｔｈａｔ　Ｇｍａ－ｍｉＲ１６０ｍｉｇｈｔ　ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ
ｒｅｇｕｌａｔｅ　ｌｅａｆ　ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ　ｂｙ　ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｉｔｓ　ｔａｒｇｅｔｓ　ｉｎ　ｓｏｙｂｅａｎ．Ｔｈｉｓ　ｒｅｐｏｒｔ　ｕｎｃｏｖｅｒｅｄ　ａ　ｎｏｖｅｌ　ｐａｔｈｗａｙ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｐｌａｎｔ
ｈｏｒｍｏｎｅ　ａｕｘｉｎ　ｃｏｕｌｄ　ｍｏｄｉｆｙ　ｔｈｅ　ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ　ｏｆ　ｌｅａｆ　ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ　ｂｙ　ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏＲ－
ＮＡ　ｇｅｎｅ　Ｇｍａ－ｍｉＲ１６０ａｎｄ　ｔｈｅｎ　ｒｅｐｒｅｓｓｉｎｇ　ｔｈｅ　ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ　ＲＮＡ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ａｕｘｉｎ　ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ　ｆａｃｔｏｒｓ　ＧｍＡＲＦｓ　ａｎｄ　ａｌｓｏ

ｐｒｏｖｉｄｅｄ　ｔｈｅ　ｎｅｗ　ｃｌｕｅｓ　ｆｏｒ　ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ　ｈｏｗ　ｔｈｅ　ｐｌａｎｔ　ｈｏｒｍｏｎｅｓ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｔｈｅ　ｐｒｏｇｒｅｓｓ　ｏｆ　ｌｅａｆ　ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：Ｇｌｙｃｉｎｅ　ｍａｘ；ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ；ａｕｘｉｎ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｆａｃｔｏｒｓ；ｏｖｅｒ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　叶片衰老是遗传程序控制的主动发育进程。叶
片衰老进程中，有些基因转录水平显著下降，称为衰
老下 调 基 因 （ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ　ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ｇｅｎｅｓ，

ＳＤＧＳ），如编码与光合作用有关的多数蛋白质基
因；另一些基因是被衰老诱导表达的基因，称衰老相
关基因（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｇｅｎｅｓ，ＳＡＧＳ），这类
基因参与了新蛋白质的合成。多种植物激素直接影
响或参与调控叶片衰老进程（Ｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７；

Ｂｕｃｈａｎａｎ－Ｗｏｌｌａｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００５；Ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｇｒａａｆｆ　ｅｔ
ａｌ．，２００６）。乙烯通过其细胞信号组分如ＥＩＮ３来正
调控叶片衰老（Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，２０１３）；细胞分裂素通过受
体ＡＨＫ３／ＡＨＫ４和相应的下游磷酸化途径抑制植
物叶片的衰老（Ｋｉｍｅｔ　ａｌ．，２００６）。另外，细胞分裂
素还与类受体蛋白激酶形成调控网络参与调节叶片

衰老过程（Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００６）。生长素如何参与调控植

物叶片衰老过程中的作用机制目前不很清晰，尤其
是作为正调节子的证据还不够。虽然发现生长素响
应因子ＡｔＡＲＦ２功能缺失影响叶片衰老进程（Ｅｌｌｉｓ
ｅｔ　ａｌ．，２００５；Ｌｉｍｅｔ　ａｌ．，２０１０），但生长素如何通过
其细胞信号组分参与到叶片衰老的调控还有待进一

步阐明。
在植物组织中，生长素通过长、短距离运输形成

组织器官组织中的特定浓度梯度，从而调控在植物
生长发育（Ｌｅｙｓｅｒ，２００６；Ｄｈａｒｍａｓｉｒｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）。
生长素受体（ＴＩＲ１）、转录因子（Ａｕｘ／ＩＡＡ）、生长素
响应 因 子 （ＡＲＦｓ）和 具 有 生 长 素 响 应 元 件
（ＡｕｘＲＥｓ，ＴＧＴＣＮＣ）的下游靶基因等组成生长素
细胞信号转导的核心组分（Ｔｉｗａｒｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００１；

Ｋｅｐｉｎｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００５；Ｙａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）。当生长
素含量很低时，Ａｕｘ／ＩＡＡ与 ＡＲＦｓ结合，阻遏了下
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游靶基因的转录；当生长素的含量达到一定程度，生
长素就会起到分子胶的作用，使Ａｕｘ／ＩＡＡ与ＴＩＲ１
结合在一起，形成ＳＣＦＴＩＲ１－生长素－Ａｕｘ／ＩＡＡ 复合
体，促使 Ａｕｘ／ＩＡＡ 降解，从而解除 Ａｕｘ／ＩＡＡ 对

ＡＲＦｓ的抑制，释放下来的 ＡＲＦｓ与下游具有

ＡｕｘＲＥ的靶基因结合，发挥生长素的调控功能
（Ｔａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００７；Ｒｅｅｄ　ｅｔ　ａｌ．，２００１）。ＡＲＦｓ除受

Ａｕｘ／ＩＡＡ调节外，其转录产物还受到转录后水平的

ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ的调控。ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ依靠序列不完全
配对方式寻找靶基因并进而抑制它们的活性（Ｖｏｉｎ－
ｎｅｔ，２００９；Ｓｕｎｋａｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００７；Ｎｏｄｉｎｅ　ｅｔ　ａｌ．，

２０１０）。拟南芥基因组含有３个小ＲＮＡ基因（Ａｔ－
ＭＩＲ１６０Ａ－Ｃ），它 们 编 码 的 成 熟 小 ＲＮＡ（Ａｔｈ－
ｍｉＲ１６０）和 靶 基 因 ＡｔＡＲＦ１０，ＡｔＡＲＦ１６ 和

ＡｔＡＲＦ１７在特定的器官组织中发挥重要的调节功
能。修饰靶基因ＡｔＡＲＦ１０，ＡｔＡＲＦ１６和ＡｔＡＲＦ１７
的作用位点会导致靶基因转录本降解受阻及Ａｔ－
ＭＩＲ１６０ｓ的表达下调，并造成明显的发育障碍（Ｌｉｕ
ｅｔ　ａｌ．，２００７；Ｗａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，２００５；Ｍａｌｌｏｒｙ　ｅｔ　ａｌ．，

２００５），暗示在植物组织中Ａｔｈ－ｍｉＲ１６０和靶基因之
间互为精确调控并维持一定平衡。在拟南芥中过表
达ＡｔＡＲＦ１０／１６／１７无明显的表型，推测是拟南芥
细胞中表达有足够的Ａｔｈ－ｍｉＲ１６０来维持对靶基因
的抑制（（Ｌｉｕ　ｅｔ　ａｌ．，２００７），而对其它物种是否也存
在这种现象还不是很清楚。本文以大豆叶片为研究
材料，探究Ｇｍａ－ｍｉＲ１６０及其靶基因是否在叶片衰
老中发挥调控功能。在分析ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 在叶片
衰老及生长素诱导中的表达特征基础上，我们通过
农杆菌介导转化方法获得ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 过表达转
基因大豆并对转基因植株叶片衰老表型进行分析。
研究叶片衰老的分子机制对进一步的分子遗传育种

具有理论指导意义。

１　材料与方法

１．１供试材料

１．１．１菌种、质粒及培养基　菌种Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５ａ；农
杆菌ＬＢ４４０４；植物表达载体ｐＴＡＭ１，由本实验室
提供。大肠杆菌培养：ＬＢ培养基；农杆菌培养：

ＹＥＰ培养基。

１．１．２试剂与酶　常规ＰＣＲ试剂和限制性内切酶购
自ＴａＫａＲａ公司；ＤＮＡ标准分子量购自全式金公
司；高保真 ＫＯＤ酶购自上海东洋坊公司；ＲＮＡ提

取试剂盒为 Ｓｙｓｔｅｍ　ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ和 Ｑｉａｇｅｎ 公司，

Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司。高纯质
粒小量提取试剂盒，购自威格拉斯生物技术公司，其
它试剂均为上海生工产品。

１．１．３引物　根据ｈｔｔｐ：／／ｄｉａｎａ．ｉｍｉｓ．ａｔｈｅｎａ－ｉｎｎｏｖａ－
ｔｉｏｎ．ｇｒｔｉｏｎ．ｇｒ／和ｈｔｔｐ：／／ｓｏｙｂａｓｅ．ｏｒｇ／提供ＧｍＭＩＲ１６０Ａ
和靶基因（ＧｍＡＲＦｓ）序列并结合ＮＣＢＩ数据库相应

ＥＳＴ，设计各定量 ＰＣＲ和相应载体构建引物（表

１）。ＧｍＭＩＲ１６０Ａ－ＯＸ　Ｆ／Ｒ是用于构建化学诱导过
表达载体。

１．２方法

１．２．１大豆栽培和叶片处理　所试大豆种植在混合
土壤中（泥炭土∶珍珠岩∶蛭石＝３∶３∶１）中，于人
工培养室中培养（１６ｈ白天／８ｈ夜晚；光照２５０

μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１；温度：２３～２５℃；相对湿度：７０％）。
叶片自然衰老：取营养生长期（Ｖ１）至生殖生长期
（Ｒ５）最先出现的完全展开第一复叶（Ｆｅｈｒ　ｅｔ　ａｌ．，

１９７１），进行定量ＰＣＲ；离体叶片衰老处理：选取完
全展开的第一复叶（２０ｄ），放入加有蒸馏水的培养
皿中，确保复叶叶柄与水充分接触，然后用锡箔纸包
裹培养皿，放在恒温培养箱中进行黑暗处理，在不同
时间间隔取出叶片（０，３，６和９ｄ），提取总ＲＮＡ并
分析。转基因植株基因表达（Ｔ３代）：选取完全展开
的第一复叶（２０ｄ），提取总ＲＮＡ并进行定量ＰＣＲ。
外源生长素处理：一定浓度的生长素ＩＢＡ（１μｍｏｌ·

Ｌ－１）喷在完全展开的第一复叶上（２０ｄ），每隔５ｍｉｎ
取下叶片，提取总 ＲＮＡ并分析。所有试验进行至
少３次生物学重复。

１．２．２　ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 定量ＰＣＲ 　ＲＮＡ提取和反转
录按Ｓｙｓｔｅｍ　ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ的ＱｕａｎｔｉＭｉｒ　ＲＴ　Ｋｉｔ操作
手册进行，首先对小ＲＮＡ３’端添加腺苷酸形成多聚
腺苷酸末端（ＰｏｌｙＡ），然后添加寡聚脱氧胸腺嘧啶
接头，最后反转录形成ｃＤＮＡ。反转录产物利用通
用引物和小ＲＮＡ特异引物的进行定量ＰＣＲ，荧光
定量 ＰＣＲ 试剂盒为 Ｔａｋａｒａ　ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ
ＴａｑＴＭＩＩ（ＤＲＲ０８１Ａ），相 应 引 物 见 表 １。Ｇｍ－
ＭＩＲ１５６ｂ为内参基因（Ｋｕｌｃｈｅｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，２０１０）。按
以下反应体系进行：２ｘＰｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　ＴａｑＴＭＩＩ（ＤＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｉ、ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ、５ｍｍｏｌ·

Ｌ－１　ＭｇＣＩ２、ｄＮＴＰ　ｍｉｘ　ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ　ｄＵＴＰ）１５μＬ；上游
引物Ｆ　１μＬ，下游引物 Ｒ　１μＬ；ｃＤＮＡ　ｔｅｍｐｌａｔｅ　２

μＬ。总体为３０μＬ。定量 ＰＣＲ仪扩增反应条件
设置：５　０℃２ｍｉｎ；９　５℃１　０ｍｉｎ；９　５℃１　５ｓ～６　０℃

６８ 广　西　植　物　　　 　　　　　　　　　　　　　　３５卷



表１　本文所用引物
Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒｓ　ｕｓｅｄ　ｉｎ　ｔｈｉｓ　ｐａｐｅｒ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ　ｎａｍｅ

引物序列 （５′－３′）Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′）
应用

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ｑＧｍＭＩＲ１６０Ａ ＴＧＣＣＴＧＧＣＴＣＣＣＴＧＴＡＴＧＣＣＡ　 ＭｉｒｃｏＲＮＡ，ＲＴ

Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）－ａｄａｐｔｅｒ　ｐｒｉｍｅｒ　 ＧＡＣＴＣＧＡＧＴＣＧＡＣＡＴＣＧＡＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ　 Ｍｉｒｃｏ　ＲＮＡ，ＲＴ

ｑＧｍＡＲＦ１０－Ｆ１ ＡＧＡＴＧＣＴＡＡＴＡＴＧＡＡＣＴＧＡＡＡＡＴＴＣＣ　 ｑＲＴ－ＰＣＲ，１６３ｂｐ

ｑＧｍＡＲＦ１０－Ｒ１ ＡＡＧＡＡＴＡＧＣＡＡＡＣＴＣＧＣＴＣＧＴＧ　 ｑＲＴ－ＰＣＲ，１６３ｂｐ

ｑＧｍＡＲＦ１６－Ｆ　 ＧＧＡＡＡＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＴＡＡＡＧＡＧ　 ｑＲＴ－ＰＣＲ，１２１ｂｐ

ｑＧｍＡＲＦ１６－Ｒ　 ＧＡＡＴＧＡＣＴＣＴＣＣＣＴＴＴＧＴＴＴＣＡＡＣ　 ｑＲＴ－ＰＣＲ，１２１ｂｐ

ｑＧｍＡＲＦ１７－Ｆ　 ＣＣＧＴＣＡＡＧＴＡＣＴＴＣＴＡＧＣＣＴＴＧＴ　 ｑＲＴ－ＰＣＲ，１０９ｂｐ

ｑＧｍＡＲＦ１７－Ｒ　 ＴＣＣＴＴＴＧＣＡＡＣＡＴＣＣＴＣＣＣＴＣ　 ｑＲＴ－ＰＣＲ，１０９ｂｐ

ＧｍＭＩＲ１６０Ａ－ＯＸ－Ｆ　 ＣＡＣＡＣＴＡＧＴＣＴＴＴＣＡＡＡＣＣＣＡＴＴＴＧＡＴＴＡＴＧＡＣＴ　 Ｖｅｃｔｏｒ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ＧｍＭＩＲ１６０Ａ－ＯＸ－Ｒ　 ＴＧＡＣＴＣＧＡＧＴＣＴＡＡＴＴＴＡＣＧＧＴＡＡＣＴＴＧＧＧＧＴＴ　 Ｖｅｃｔｏｒ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ＧｍＭＩＲ１６０Ａ－ＩＦ　 ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＴＧＧＧＧＣＡ　 Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　ｉｄｅｎｔｉｆｙ

ＧｍＭＩＲ１６０Ａ－ＩＲ　 ＣＴＴＡＴＡＴＧＣＴＣＡＡＣＡＣＡＴＧＡＧＣＧ　 Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　ｉｄｅｎｔｉｆｙ

ｑＧｍＣＹＳＰ１－Ｆ　 ＴＣＴＣＣＴＡＡＡＧＡＴＧＡＡＣＴＴＴＧＡＡＴＧＣＴ　 ｑＲＴ－ＰＣＲ

ｑＧｍＣＹＳＰ１－Ｒ　 ＴＣＡＣＴＣＡＡＡＣＣＡＡＣＴＴＧＡＡＡＴＡＴＴＴＡ　 ｑＲＴ－ＰＣＲ

ｑＭＩＲ１５６ｂ ＴＧＡＣＡＧＡＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＣＡＣＡ　 Ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｃｏｎｔｒｏｌ

ｑＡＣＴ２／７－Ｆ　 ＣＴＴＣＣＣＴＣＡＧＣＡ　ＣＣＴＴＣＣＡＡ　 Ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｃｏｎｔｒｏｌ

ｑＡＣＴ２／７－Ｒ　 ＧＧＴＣＣＡＧＣＴＴＴＣＡ　ＣＡＣＴＣＣＡＴ　 Ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｃｏｎｔｒｏｌ

图１　化学诱导基因表达载体Ｔ－ＤＮＡ结构　编码转录因子ＧＶＧ 的ＤＮＡ片段插入至３５Ｓ启动子和终止子之间。ＧｍＭＩＲ１６０Ａ
片段通过内切酶ＳｐｅＩ和Ｘｈｏ插入到６×ＧＡＬ４启动子和终止子之间。ＨＰＴ．潮霉素；ＬＢ．左边界；ＲＢ．右边界。

Ｆｉｇ．１　Ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　Ｔ－ＤＮＡ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｃｈｅｍｉｃａｌ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｃａｓｓｅｔｔｅ　ＤＮＡ　ｆｒａｇｍｅｎｔｓ　ｅｎｃｏｄｉｎｇ　ｔｈｅ　ｃｈｉｍｅｒｉｃ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ　ＧＶＧｗｅｒｅ　ｐｌａｃｅｄ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｃａｕｌｉｆｌｏｗｅｒ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ　３５Ｓ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｔｅｒｍｉｎａｌ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ．ＧｍＭＩＲ１６０Ａ
ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｗａｓ　ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ　ｉｎｔｏ　ｐＴＭ－１ｗｉｔｈ　ｔｗｏ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｅｎｚｙｍｅｓ　ＳｐｅＩ　ａｎｄ　ＸｈｏＩ　ａｎｄ　ｗａｓ　ｐｒｅｃｅｄｅｄ　ｂｙ　ａｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

ｓｉｘ　ｃｏｐｉｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＧＡＬ４．ＨＰＴ．Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ　ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ；ＬＢ．Ｌｅｆｔ　ｂｏｒｄｅｒ；ＲＢ．Ｒｉｇｈｔ　ｂｏｒｄｅｒ．

６０ｓ～７２℃３０ｓ（４０个循环）；７２℃１０ｍｉｎ。用

２－ △△Ｃｔ法计算相对表达量。

１．２．３　ＧｍＡＲＦｓ和ＧｍＣＹＳＰ１定量ＰＣＲ　取对应叶
片，按 Ｑｉａｇｅｎ公司专门提取 ＲＮＡ 的试剂盒进行
（ＲＮｅａｓｙ　ｐｌａｎｔ　ｍｉｎｉ　ｋｉｔ），反转录产物的荧光定量

ＰＣＲ试剂盒为 Ｔａｋａｒａ　ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　ＴａｑＴＭＩＩ

（ＤＲＲ０８１Ａ）。ＡＣＴ２／７为定量的内标基因，扩增片
段长度为１１９ｂｐ。ＧｍＣＹＳＰ１是大豆叶片衰老标记
基因，扩增片段长度为１６２ｂｐ。ＧｍＭＩＲ１６０调控

１２个靶基因（ＧｍＡＲＦｓ）的转录，选择三个ＧｍＡＲＦｓ
（ＧｍＡＲＦ１０／Ｇｍ１３ｇ　 ４００３０．１， ＧｍＡＲＦ１６／

Ｇｍ１０ｇ０６０８０．２，ＧｍＡＲＦ１７／Ｇｍ０４ｇ４３３５０．１）来分
析ＧｍＭＩＲ１６０过表达是否引起靶基因的抑制表
达。ＧｍＡＲＦｓ和ＧｍＣＹＳＰ１表达量相对于大豆内
标基因ＡＣＴ２／７，用２－ △△Ｃｔ法计算相对表达量。

１．２．４化学诱导型载体构建　利用高保真的 ＫＯＤ

酶，以大豆基因组为模板，扩增１　１６２ｂｐ的ＰＣＲ片
段，ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 的前体序列位于该扩增片段的中
心位置（Ｌａｕｆｓ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）。在ＰＣＲ产物两端引入

ＳｐｅＩ和 ＸｈｏＩ位点，双酶切 ＰＣＲ 产物后导入到

ｐＴＡＭ１载体对应的克隆位点（图１）。

１．２．５农杆菌转化　取鉴定成功的双元载体１～２

μＬ用电击转化法转化农杆菌感受态细胞ＬＢ　４４０４
（Ｂｉｏ－Ｒａｄ，２．５ｋｖ／ｕｍ／ｍｓ）。转化后的农杆菌重悬
于１ｍＬ　ＹＥＰ培养基中，２８℃，转速为２００×ｇ·

ｍｉｎ－１，培养２～３ｈ，取５０～１００μＬ涂在具有卡那霉

素和壮观霉素（ＳｐｅｃＲ）双抗ＹＥＰ培养基上，２８℃倒
置培养２～３ｄ。挑选已分散开的单克隆，经菌裂解

ＰＣＲ鉴定稳定表达的阳性克隆，用于大豆转化。

１．２．６大豆转化和转基因鉴定　以科丰３４品种大豆
为材料，采用子叶节法进行转化，转化过程按文献并
加以调整（Ｓｃｈｍｕｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，２０１０；Ｐａｚ　ｅｔ　ａｌ．，２００４；
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Ｐａｚ　ｅｔ　ａｌ．，２００６）。各转化培养基的成分：（１）萌发
培养基（Ｇａｍｂｏｒｇ　Ｂ５ｂａｓｅ　ｓａｌｔ，Ｓｕｃｒｏｓｅ　３０ｍｇ·

Ｌ－１，ｐＨ　５．８，Ａｇａｒ　６．５ｇ·Ｌ－１）；（２）共培养培养基：
（１／１０ Ｇａｍｂｏｒｇ　Ｂ５ ｂａｓｅ　ｓａｌｔ，Ｇａｍｂｏｒｇ　Ｂ　５
Ｖｉｔａｍｉｎ，ＭＥＳ　３．９ｇ·Ｌ－１，Ｓｕｃｒｏｓｅ　３０ｇ·Ｌ－１，ＢＡＰ
１．８ｍｇ·Ｌ－１，ＧＡ３　０．２ｍｇ·Ｌ－１，ＡＳ　０．１ｇ·Ｌ－１，

ＤＴＴ　２００ｍｇ·Ｌ－１，Ｃｙｓｔｅｉｎｅ　４００ｍｇ·Ｌ－１　ｐＨ　５．２，

Ａｇａｒ　４．５ｇ·Ｌ－１）；（３）芽诱导培养基（Ｇａｍｂｏｒｇ　Ｂ５
ｂａｓｅ　ｓａｌｔ，Ｇａｍｂｏｒｇ　Ｂ５Ｖｉｔａｍｉｎ，ＭＥＳ　１．２ｇ·Ｌ－１，

Ｓｕｃｒｏｓｅ　３０ｇ·Ｌ－１，ＢＡＰ　１．８ｍｇ·Ｌ－１，Ｃｅｆ　２００ｍｇ·

Ｌ－１，Ｃａｒｂ　５００ｍｇ·Ｌ－１，Ｈｙｇ　２５～５０ｍｇ·Ｌ－１　ｐＨ
５．４，Ｐｈｙｔａｇｅｌ　３．０ｇ·Ｌ－１）；（４）生 根 培 养 基
（Ｇａｍｂｏｒｇ　Ｂ５ｂａｓｅ　ｓａｌｔ，Ｇａｍｂｏｒｇ　Ｂ５ Ｖｉｔａｍｉｎ，

ＭＥＳ　１．２ｇ·Ｌ－１，Ｓｕｃｒｏｓｅ　３０ｇ·Ｌ－１，ＩＡＡ　ｌ　ｍｇ·

Ｌ－１，ｐＨ５．８，Ａｇａｒ　６．５ｇ·Ｌ－１）。大豆筛选抗生素为
潮霉素，筛选过程辅助以头孢霉素来去除残留农杆
菌。抗性筛选成功的转基因小苗（Ｔ０）经驯化后移
入土壤中进行传代。用引物组合（ＧｍＭＩＲ１６０Ａ－
ＩＦ／ＩＲ）对每代植株进行ＰＣＲ鉴定，ＧｍＭＩＲ１６０Ａ－
ＩＦ是ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 上的特定序列，ＭＩＲ１６０Ａ－ＩＲ是
双元表达载体ｐＴＡＭ１上的转录终止区序列的特定
序列，扩增片段８５１ｂｐ。

１．２．７叶片生理指标测定　大豆叶绿素提取用二甲
基甲酰胺黑暗浸提４８ｈ后，用分光光度计分别测定

６６４ｎｍ和６４７ｎｍ吸光值，以叶片鲜重每克含有的
叶绿素含量（单位：ｍｇ）来计量（Ｘｉａｏ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）。
最大光量子效率ＰＳＩＩ（Ｆｖ／Ｆｍ）用脉冲调制荧光仪
进行测定 （ＦＭＳ－２，Ｈａｎｓａｔｅｃｈ，Ｋｉｎｇ’ｓ　Ｌｙｎｎ，ＵＫ）
（Ｗｉｎｇｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）。

２　结果与分析

２．１　ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 是受叶片衰老诱导的生长素快速
响应基因

叶片衰老过程中，大量基因进行表达，这些基因
的编码产物主要参与细胞内大分子的分解代谢和相

关物质的运输，而部分衰老相关基因则通过细胞信
号途径来调控衰老过程。衰老相关基因的表达随叶
片衰老呈现一定模式。为研究ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 在叶
片衰老过程的表达特征，分析了ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 在自
然衰老和人工黑暗诱导衰老下转录水平的变化。结
果显示，ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 无论在自然发育和人工诱导
衰老中其表达都随衰老进程而逐渐增加（图２，图

３），说明ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 表达受衰老诱导，是衰老相
关基因。在外源生长素处理下，一些基因表达会在
很短时间（１０～３０ｍｉｎ）内就达到稳态水平，这些基
因为生长素原初响应基因，它们的这种上调表达不
依赖于蛋白质的重新合成。我们用生长素ＩＢＡ处
理叶片，在不同时间间隔取样分析，发现 Ｇｍ－
ＭＩＲ１６０Ａ 的转录在２０ｍｉｎ内就显著提高并保持
一定的水平（图４），说明ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 的表达受生
长素的快速诱导且是生长素的原初响应基因。

图２　ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 在叶片自然衰老进程中表达上调
Ｆｉｇ．２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ＧｍＭＩＲ１６０Ａｉｓ　ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ

ｄｕｒｉｎｇ　ｎａｔｕｒａｌ　ｌｅａｆ　ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ

图３　人工黑暗处理诱导ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 的表达
Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＧｍＭＩＲ１６０Ａｉｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ
ｄｕｒｉｎｇ　ｔｈｅ　ｄａｒｋ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｌｅａｆ　ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ

２．２化学诱导ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 过表达
为了探索ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 在叶片衰老进程中的

功能，我们构建了可用肾上腺皮质激素（Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉ－
ｃｏｉｄ，ＧＲ）类似物地塞米松（Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ，ＤＥＸ）
诱导的过表达载体（图１）。通过农杆菌介导子叶节
转化方法，我们共获得４个稳定遗传的转基因株系
（３，５，７和８）（图５），并对其中３个株系进行进一步

８８ 广　西　植　物　　　 　　　　　　　　　　　　　　３５卷



图４　外源生长素快速调节ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 的表达
Ｆｉｇ．４　Ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ　ａｐｐｌｉｅｄ　ａｕｘｉｎ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＧｍＭＩＲ１６０Ａｑｕｉｃｋｌｙ

分析。对自然生长叶片，我们用１０μｍｏｌ·Ｌ－１的

ＤＥＸ每隔一天喷洒一次（Ｈｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，２０１３）；对离体
叶片，直接在蒸馏水中加入１０μｍｏｌ·Ｌ－１的ＤＥＸ，
对照组用相应浓度的乙醇溶剂处理。试验表明，

ＤＥＸ处理８ｄ后，ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 表达增加１０倍以
上（图６），ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 对应的三个靶基因表达受
到明显的抑制（图７），表明ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 在大豆叶
片中被成功地过表达。

图５　ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 过表达转基因植株的ＰＣＲ鉴定　
泳道１－１１．不同Ｔ１ 代转基因株系；Ｍ．标准分子量。

Ｆｉｇ．５　ＰＣＲ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　ｐｌａｎｔｓ　ｏｖｅｒ－
ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ　ＧｍＭＩＲ１６０Ａ　Ｌａｎｅ　１－１１．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

Ｔ１ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　ｌｉｎｅｓ；Ｍ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｍａｒｋｅｒ．

２．４过表达ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 延缓叶片衰老
叶片衰老主要表现为叶绿体的崩溃，叶绿素的

降解和相关大分子动员从而导致叶片发黄，最后叶
片脱落死亡。叶片衰老导致叶绿体功能的丧失必然
伴随着ＰＳＩＩ和ＰＳＩ活性的下降，但ＰＳＩＩ比ＰＳＩ对
衰老更敏感，其光化学活性在衰老过程中下降十分
明显（Ｗｉｎｇｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）。大豆为单次结实衰老
植物，即一旦结实迅速启动叶片衰老进程。营养生

图６　外源ＤＥＸ诱导ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 过表达　用ＤＥＸ
（１０μｍｏｌ·Ｌ

－１）和对照溶液处理展开２０ｄ的第一复叶，共处理８
ｄ，进行定量分析。ＯＸ－Ｃ／Ｔ－２０ｄ表示处理前叶片；ＯＸ－Ｃ－２８ｄ
表示对照溶液处理８ｄ；ＯＸ－Ｔ－２８ｄ表示ＤＥＸ（１０μｍｏｌ·Ｌ

－１）处
理８ｄ。

Ｆｉｇ．６　Ｏｖｅｒ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＧｍＭＩＲ１６０Ａ ｂｙ　ｓｐｒａｙｉｎｇ
ＤＥＸ　ｏｎ　ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　ｌｅａｖｅｓ　Ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　ｔｒｉｆｏｌｉａｔｅ　ｌｅａｖｅｓ　ｅｘｐａｎｄｉｎｇ
ｆｏｒ　２０ｄｆｒｏｍ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　ｌｉｎｅｓ（ＯＸ－３，ＯＸ－７ａｎｄ　ＯＸ－８）

ｗｅｒｅ　ｓｐａｙｅｄ　ｗｉｔｈ　ＤＥＸ（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）ｏｒ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｗｉｔｈｏｕｔ　ＤＥＸ　ｆｏｒ

８ｄａｎｄ　ｔｈｅｎ　ｐｒｅｐａｒｅｄ　ｆｏｒ　ｑＲＴ－ＰＣＲ　ａｓｓａｙｓ．ＯＸ－Ｃ／Ｔ－２０ｄｉｎｄｉｃａｔｅｓ
ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｔｒｉｆｏｌｉａｔｅ　ｌｅａｖｅｓ　ｅｘｐａｎｄ　ｆｏｒ　２０ｄｂｅｆｏｒｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ＯＸ－Ｃ－２８ｄ
ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｔｒｉｆｏｌｉａｔｅ　ｌｅａｖｅｓ　ｗｅｒｅ　ｓｐｒａｙｅｄ　ｗｉｔｈ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｆｏｒ　８ｄ；ＯＸ－Ｔ－２８ｄｍｅａｎｓ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｔｒｉｆｏｌｉａｔｅ　ｌｅａｖｅｓ　ｗｅｒｅ　ｓｐｒａｙｅｄ　ｗｉｔｈ
ＤＥＸ（１０μｍｏｌ·Ｌ

－１）ｆｏｒ　８ｄ．

图７　ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 过表达抑制其靶基因表达
取样方法同图６。下同。

Ｆｉｇ．７　Ｏｖｅｒ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＧｍＭＩＲ１６０Ａｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｔｓ　ｔａｒｇｅｔｓ　Ｓａｍｐｌｅｓ　ａｒｅ
ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　Ｆｉｇ．６．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｂｅｌｏｗ．

长期第一复叶展开２０ｄ后，叶片已开始出现衰老生
理特征，随大豆进一步发育（２８ｄ），该叶片衰老程度
更为明显，出现叶绿素含量下降和ＰＳＩＩ的降低（图

８，图９），但当用化学诱导ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 过表达后，
这些叶片具有较高的叶绿素含量（图８），较强的最
大光量效率（Ｆｖ／Ｆｍ）（图９）。此外，ＧｍＭＩＲ１６０Ａ
过表达引起大豆叶片衰老标记基因ＧｍＣＹＳＰ１表
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达下调（图１０）。这些现象表明ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 直接
参与了大豆叶片衰老过程的调控。

图８　ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 过表达对大豆叶片叶绿素含量的影响
Ｆｉｇ．８　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＧｍＭＩＲ１６０Ａ
ｏｎ　ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ　ｃｏｎｔｅｎｔｓ　ｉｎ　ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　ｌｅａｖｅｓ

图９　ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 过表达对大豆叶片
最大光量子效率的影响

Ｆｉｇ．９　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＧｍＭＩＲ１６０Ａｏｎ
ｍａｘｉｍｕｍ　ｑｕａｎｔｕｍ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ（Ｆｖ／Ｆｍ）ｉｎ　ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　ｌｅａｖｅｓ

３　讨论与结论

大豆基因组测序已经完成 （Ｓｃｈｍｕｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，

２０１０），大豆的遗传转化方法比较成熟，如通过子叶
节转化，其转化效率最高可达１０％（Ｐａｚ　ｅｔ　ａｌ．，

２００４；Ｐａｚ　ｅｔ　ａｌ．，２００６），这为反向遗传学方法研究
基因功能提供了便捷。由于大豆为古多倍体（Ｐｌａｅ－
ｏｐｏｌｙｐｌｏｉｄ），其基因组含有６个ＧｍＭＩＲ１６０基因，
分别为ＧｍＭＩＲ１６０Ａ－Ｆ，基因功能冗余现象势必存
在，所以利用基因缺失突变方式研究他们的功能较
为困难。过表达可以从基因获得性功能角度来探究
基因的功能 （Ａｏｙａｍａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７）。

图１０　ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 过表达抑制叶片
衰老标记基因的表达

Ｆｉｇ．１０　Ｏｖｅｒ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＧｍＭＩＲ１６０Ａｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｏｆ　ＧｍＣＹＳＰ１ｉｎ　ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　ｌｅａｖｅｓ

大豆叶片自然衰老和人工诱导衰老中，Ｇｍ－
ＭＩＲ１６０Ａ 表达随衰老进程而逐渐增加，表明其为
衰老相关基因。ＧｍＭＩＲ１６０的靶基因ＧｍＡＲＦｓ是
生长素信号转导重要组分，外源生长素可在２０ｍｉｎ
内诱导ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 的表达，表明ＧｍＭＩＲ１６０Ａ
是生长素的快速响应基因。进一步分析靶基因

ＧｍＡＲＦｓ 的 时 空 表 达 模 式 将 有 助 于 理 解

ＧｍＭＩＲ１６０在叶片发育中的调节功能，这部分工作
目前正在进行中。
大豆营养生长期（Ｖ）第一复叶展开２０～２８ｄ，

叶绿素含量和最大光量子效率都明显下降，叶片衰

老基因表达上调，表明叶片衰老已经启动并进行；相
同时期ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 过表达第一复叶的衰老明显
受到抑制，表现为叶绿素升高、最大光量子效率增强
且衰老标记基因ＧｍＣＹＳＰ１明显抑制，充分证明

Ｇｍａ－ｍｉＲ１６０作为负调节因子直接参与了大豆叶
片衰老进程。此外，ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 过表达直接导致
靶基因ＧｍＡＲＦ１０／１６／１７的表达下调，表明大豆中

ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 通过抑制靶基因的表达参与调控叶
片衰老的发育进程。
过表达ＧｍＭＩＲ１６０Ａ 延缓了叶片衰老且抑制

ＧｍＡＲＦｓ的表达，可以想象敲减表达ＧｍＡＲＦｓ的
转基因植株将会一定程度地抑制叶片的衰老，而抗
降解表达的转基因植株（ｍＧｍＡＲＦｓ）必将加速叶片
的衰老进程，相关实验正在进行中。
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