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( １. 湖南文理学院 生命与环境科学学院ꎬ 湖南 常德 ４１５０００ꎻ ２. 常德市农业生物大分子研究中心ꎬ
湖南 常德 ４１５０００ꎻ ３. 水生动物重要疫病分子免疫技术湖南省重点实验室ꎬ 湖南 常德 ４１５０００ )

摘　 要: 为探究油菜 ｍｉＲ１７２ 前体(ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２)及成熟体(ｍｉＲ１７２)对 ＡＰ２ 基因的调控功能ꎬ该研究通过生

物信息学方法对 ｍｉＲ１７２ 和 ＡＰ２ 启动子进行调控元件预测ꎬ分析 ６ 条油菜 ＡＰ２ 基因的进化关系及 ｍｉＲ１７２ 与

ＡＰ２ 的靶向关系ꎻ通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方法检测 ＡＰ２、ｍｉＲ１７２ 和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 在早熟和晚熟油菜不同组织的表达规

律ꎻ比较分析 ｍｉＲ１７２ 丰度和 ＡＰ２ 表达量间的相关关系ꎬ以及比较分析 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 和 ｍｉＲ１７２ 在表达水平上

的相关关系ꎻ通过过表达 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ꎬ再次验证 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 对成熟体 ｍｉＲ１７２ 及 ＡＰ２ 的作用ꎮ 结果表明:
(１)ｍｉＲ１７２ 和 ＡＰ２ 启动子区均存在调控花发育的顺式元件ꎮ (２)６ 条 ＡＰ２ 序列均经历了强烈的纯化选择ꎬ
均具备 ｍｉＲ１７２ 的结合位点ꎬ属 ｍｉＲ１７２ 的靶基因ꎮ (３)ｍｉＲ１７２ 家族成员均可促进早熟油菜 ＡＰ２ 表达ꎬ但
ｍｉＲ１７２ｄ 作用不明显ꎮ 在晚熟油菜中ꎬｍｉＲ１７２ａ 和 ｍｉＲ１７２ｃ 作用微弱ꎬｍｉＲ１７２ｂ 和 ｍｉＲ１７２ｄ 二者共同发挥作

用降低 ＡＰ２ 的表达水平ꎮ (４)ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 家族对于早熟油菜中 ｍｉＲ１７２ 家族的表达水平均有促进作用ꎻ在
晚熟油菜中 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ 和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｂ 对其成熟序列的形成发挥正调控作用ꎬｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃ 和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ
则对于其成熟序列的形成发挥负调控作用ꎮ 过表达 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 后ꎬｍｉＲ１７２ 和 ＡＰ２ 表达规律与上述结果保

持一致ꎬ证实 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 对 ｍｉＲ１７２ 及 ＡＰ２ 的调控功能ꎮ 该研究结果丰富了油菜 ＡＰ２ 基因的功能调控路

径ꎬ为基因的调控功能研究提供了新的思路ꎮ
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ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｅａｒｌｙ ａｎｄ ｌａｔｅ ｍａｔｕｒｉｎｇ ｒａｐｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ. Ｆｉｎａｌｌｙꎬ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ１７２ ａｂｕｎｄａｎｃｅ
ａｎｄ ＡＰ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｓｔｕｄｉｅｄꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ ａｎｄ ｍｉＲ１７２. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ
ｆｏｌｌｏｗｓ: (１) Ｂｏｔｈ ｍｉＲ１７２ ａｎｄ ＡＰ２ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎｓ ｈａｄ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｔｈａｔ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｆｌｏｗｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ. (２) Ｔｈｅ ｓｉｘ
ＡＰ２ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｈｏｌｄｅｄ ｔｈｅ ｓｔｒｏｎｇ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｍｉＲ１７２ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅｉｒ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｓｉｔｅｓ ｆｏｒ ｍｉＲ１７２. (３) ｍｉＲ１７２ ｆａｍｉｌｙ ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｏｆ ｅａｒｌｙ ｍａｔｕｒｉｎｇ ｒａｐｅ ｂｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ＡＰ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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ａｎｄ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ ｅｘｅｒｔｅｄ ｔｈｅ ｏｐｐｏｓｉｔｅ ｅｆｆｅｃｔｓ. Ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｍｉＲ１７２
ａｎｄ ＡＰ２ ｒｅｍａｉｎｅｄ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓꎬ ｃｏｎｆｉｒｍｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ ｏｎ ｍｉＲ１７２ ａｎｄ
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　 　 ＭｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ) 是一类内源性非编码小

ＲＮＡꎬ一般长度为 １８ ~ ３６ 个核苷酸ꎬ参与基因转录

水平的调控 (张幸媛等ꎬ ２０２１)ꎮ 有研究表明ꎬ
ｍｉＲＮＡ 可以通过调控靶基因来调节植物生长发育

(Ｈｕｉｊｓｅｒ ＆ Ｓｃｈｍｉｄꎬ ２０１１)、开花时间(Ｓｐａｎｕｄａｋｉｓ ＆
Ｊａｃｋｓｏｎꎬ２０１４) 和逆境胁迫 ( Ｌｉｕ ＆ Ａｘｔｅｌｌꎬ ２０１５)ꎮ
ｍｉＲＮＡ 的形成先经过 ＲＮＡ 聚合酶转录产生初级

ｍｉＲＮＡ 前体(ｐｒｉｍａｒｙ ｍｉＲＮＡ ｐｒｅｃｕｓｏｒꎬｐｒｉ￣ｍｉＲＮＡ)ꎬ
再经 ＤＣＬ１ 切割后保留 ７０ ~ ５００ 个核苷酸序列形成

茎环二级结构ꎬ即 ｍｉＲＮＡ 前体 (ｍｉＲＮＡ ｐｒｅｃｕｓｏｒꎬ
ｐｒｅ￣ｍｉＲＮＡ)ꎬ最后 ｐｒｅ￣ｍｉＲＮＡ 通过相似剪切后形成

成熟 ｍｉＲＮＡ ( Ｐｈｉｌｌｉｐｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ )ꎮ 可 见 ｐｒｅ￣
ｍｉＲＮＡ 对于成熟体 ｍｉＲＮＡ 的形成具有重要意义ꎮ

ｍｉＲ１７２ 广泛存在于植物中ꎬ最早在拟南芥中被

克隆出来ꎬ其对植物的生长发育起基础作用(Ｐａｒｋ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００２)ꎬ在植物的生殖转换、花发育、响应胁迫机

制等方面具有重要作用(王幼宁等ꎬ２０１６ꎻ赵晓晖

等ꎬ２０１７)ꎮ 拟南芥中 ｍｉＲ１７２ 过表达抑制 ＡＰ２ 蛋白

水平ꎬ同时抑制成花因子 ＴＯＥ１ 和 ＴＯＥ２ꎬ导致拟南

芥提前开花(Ａｕｋｅｒｍａｎ ＆ Ｓａｋａｉꎬ ２００３)ꎮ 在水稻中

光敏色素可降低 ｍｉＲ１７２ｄ 的表达ꎬ从而抑制 ＡＰ２ 家

族中 ＯｓＩＤＳ１ 基因和 ＳＮＢ 基因的表达ꎬ诱导开花

(Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ Ｌｉ 等(２０１９)在大岩桐中发现

ｍｉＲ１７２ 过表达导致 ＳｓＡＰ２￣ｌｉｋｅ 基因表达量下降ꎬ促
使其提前开花ꎮ 此外ꎬｍｉＲ１７２ 通过靶向 ＡＰ２ 类基

因可以调控花器官形态的建成ꎬ如藏红花(Ｔｓａｆｔａｒｉｓ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)、芥菜(Ｓｈｉｖａｒａｊ ＆ Ｓｉｎｇｈꎬ ２０１６)、玉米

(Ｃｈｕｃｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)、水稻(Ｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)、月季

(Ｆｒａｎ ｏｉｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)、苎麻(马鑫ꎬ２０１７)等ꎬ可见

ｍｉＲ１７２￣ＡＰ２ 在花器官发育中发挥着重要作用(Ｊｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ

ＡＰ２ 亚家族是 ＡＰ２ / ＥＲＦ 转录因子家族成员

之一ꎬ包含 ２ 个重复的 ＡＰ２ 保守结构域ꎬ主要参与

植物的生长发育过程( Ｔｒｕｐｉａｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻＺｈａｏ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｎｅｏｇｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 最早ꎬＡＰ２ 结构

域在拟南芥中发现ꎬ其与花发育相关 ( Ｊｏｆｕｋｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ １９９４ )ꎬ 此 后ꎬ 陆 续 在 水 稻 ( Ｎａｋａｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００６)、油菜(Ｇｈｏｒｂａｎｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)、苹果( Ｃｈｅｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)、葡萄(Ｌｉｃａｕｓｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)等多个物

种中发现ꎬ其参与花发育过程ꎬ但功能不尽相同ꎮ
ＡＰ２ 的功能发挥会受到 ｍｉＲＮＡ 的调控ꎬ其调控开

花时间的机制往往有 ｍｉＲ１７２ 的参与来实现ꎮ

７３９５ 期 刘芳等: Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 及 ｍｉＲ１７２ 调控油菜 ＡＰ２ 基因表达的规律分析



油菜 ｍｉＲＮＡ 的研究起步较晚ꎬＳｈｅｎ 等(２０１５)
利用油菜基因组ꎬ鉴定到 ６４５ 个 ＭＩＲ 基因ꎬ大部分

ｍｉＲＮＡ 具有高度保守性ꎬ调控油菜生长发育的各

个方面ꎬ包括参与杂种优势调控、种子发育、植物

病原互作、非生物胁迫和花发育等方面(陈丽等ꎬ
２０１８)ꎮ Ｗａｎｇ 等 ( ２０１９ ) 分 析 早、 晚 花 油 菜 中

ｍｉＲ１７２ 或 ＡＰ２ 类转录因子的表达模式和功能特

性ꎬ发现它们对花器官发育具有调节作用ꎬ其中

ＢｎａＡＰ２￣１、ＢｎａＡＰ２￣５ 和 ＢｎａＴＯＥ１￣２ 可能起到抑制

花开的作用ꎮ Ｓｈｉｖａｒａｊ 和 Ｓｉｎｇｈ(２０１６)分析白菜型

油菜和芥菜中 ＡＰ２ 的表达水平ꎬ揭示其参与芸薹

属植物花的发育ꎻ对 ｍｉＲ１７２ 和靶基因 ＡＰ２ 突变体

间杂交能进行分析ꎬ发现二者存在复杂的互作模

式ꎮ 突变 ｍｉＲ１７２ 获得的转基因系均显示出加速

开花的现象(Ｓｈｉｖａｒａｊ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 目前ꎬ关于油

菜中 ｍｉＲＮＡ 的研究大多集中在 ｍｉＲＮＡ 的挖掘与

预测ꎬ而涉及 ｍｉＲＮＡ 与靶基因的调控关系ꎬ以及

ｐｒｅ￣ｍｉＲＮＡ 对于 ｍｉＲＮＡ 调控的报道较少ꎮ
本文以油菜开花基因 ＡＰ２ 的调控为研究区

域ꎬ依托白菜和甘蓝中已发现的 ＡＰ２ 基因为切入

点ꎬ进行比对并获得油菜的 ＡＰ２ 基因ꎬ采用生物信

息学方法、ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方法、相关性分析及过表达载

体侵染油菜子叶的方法ꎬ通过对 ＡＰ２ 进行蛋白理

化性质、系统进化关系、选择压力、基序预测和顺

式调控元件分析ꎻ对 ｍｉＲ１７２、 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 和 ＡＰ２
表达规律及 ｍｉＲ１７２ 和 ＡＰ２ 之间及 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 与

ｍｉＲ１７２ 之间的相关性进行分析ꎻ对过表达 ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ 质粒侵染油菜子叶后 ｍｉＲ１７２ 和 ＡＰ２ 表达

水平进行分析ꎬ拟探讨以下问题:(１)预测 ｍｉＲ１７２
和 ＡＰ２ 与花发育的关系ꎻ(２)ｍｉＲ１７２ 对 ＡＰ２ 的调

控功能ꎻ(３)ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 对 ｍｉＲ１７２ 的调控功能ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验材料

早熟油菜品种为湘油 ４２０ꎬ晚熟油菜品种为湘

油 １５ꎬ均由湖南农业大学肖钢教授提供ꎮ 将油菜

种子种于大田ꎬ待其长至 ５ ~ ７ 叶期ꎬ选择长势一致

且完整的植株ꎬ取根和叶ꎬ液氮速冻保存于－８０ ℃
冰箱中备用ꎬ待油菜生长至花期ꎬ取完整的花ꎬ液
氮速冻保存于－８０ ℃冰箱中备用ꎮ
１.２ 油菜中 ＡＰ２ 基因的鉴定

从 ＴＡＩＲ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ. ｏｒｇ)和 ＢＲＡＤ

(ｈｔｔｐ: / / ｂｒａｓｓｉｃａｄｂ.ｃｎ)下载白菜、甘蓝的 ＡＰ２ 基因

和蛋白序列ꎬ经过 ＮＣＢＩ 比对ꎬ选择 Ｅ￣ｖａｌｕｅ≤１０￣１０的

序列作为目标油菜序列ꎮ 为进一步明确候选油菜

ＡＰ２ 家族成员ꎬ 从 ｍｉＲＢａｓｅ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｍｉｒｂａｓｅ.
ｏｒｇ / )下载油菜 ｍｉＲ１７２ 成熟序列(ｍｉＲ１７２)和前体

序列(ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２)ꎬ将 ｍｉＲ１７２ 成熟序列与已获得的

油菜 ＡＰ２ 序列通过 ＴＡＰＩＲ ( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.
ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｔａｐｉｒ / )网站进行预测ꎬ保留具

有靶向关系的 ＡＰ２ 序列ꎻ同时ꎬ基于 ｍｉＲＮＡ 和靶基

因间高度同源ꎬ利用 ＤＮＡＭＡＮ 比对 ｍｉＲ１７２ 与油菜

ＡＰ２ 基因ꎬ保留碱基错配数小于 ３ 的 ＡＰ２ 序列作为

本研究的候选基因ꎮ
１.３ ｍｉＲ１７２ 家族和 ＡＰ２ 基因启动子分析

分别截取 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 和 ＡＰ２ 基因上游 ２ ０００
ｂｐ 作 为 启 动 子 区ꎬ 通 过 Ｎｅｗ ＰＬＡＣＥ ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ.ｄｎａ.ａｆｆｒｃ.ｇｏ. ｊｐ / ＰＬＡＣＥ / ? ａｃｔｉｏｎ ＝ ｎｅｗｐｌａｃｅ)网
站进行顺式调控元件预测ꎬ初步预测 ｍｉＲ１７２ 对于

油菜开花的作用ꎮ
１.４ ＡＰ２ 系统发育分析

１.４.１ 油菜 ＡＰ２ 蛋白性质分析 　 利用在线软件

Ｅｘｐａｓｙ( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) 预测分

析候选油菜 ＡＰ２ 蛋白分子量、等电点( ＰＩ)ꎬ通过

Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ 网 站 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ. ｃｎ /
ｂｉｏｉｎｆ / Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ / )进行亚细胞定位预测分析ꎮ
１.４.２ 系统进化和选择压力分析　 利用 ＭＥＧＡ１１ 软

件的邻接法进行 ＡＰ２、ｍｉＲ１７２ 和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 核苷酸

序列 的 进 化 树 分 析ꎬ 检 验 方 法 为 步 长 检 验

(ｂｏｏｔｓｔｒａｐ)ꎬ抽样次数 １ ０００(１ ０００ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ)ꎮ 利

用 ＤｎａＳｐ Ｖ６ 软件分析 ＡＰ２ 基因的非同义突变率

(ｎｏｎ￣ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓꎬｋａ) 和同义突变率 ( ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓꎬ
ｋｓ)ꎬ计算非同义突变率和同义突变率比值 ( ｋａ /
ｋｓ)ꎬｋａ / ｋｓ <１ꎬ认为有纯化选择作用ꎬｋａ / ｋｓ >１ꎬ认
为有正选择效应ꎬｋａ / ｋｓ ＝ １ꎬ认为存在中性选择ꎮ
１.４. ３ 油 菜 ＡＰ２ 基 因 基 序 分 析 　 通过 ＷｅｂＬｏｇｏ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂｌｏｇｏ. ｂｅｒｋｅｌｅｙ. ｅｄｕ / ｌｏｇｏ. ｃｇｉ) 绘制油菜

ＡＰ２ 蛋白序列结构域的序列标志图ꎮ 通过 ＭＥＭＥ
(ｈｔｔｐ: / / ｍｅｍｅ ｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ / )鉴定油菜 ＡＰ２ 蛋白内部

的保守基序ꎮ
１.５ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＡＰ２、ｍｉＲ１７２ 及 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２
表达规律

采用 ｍｉＲｃｕｔｅ 多糖多酚植物 ｍｉＲＮＡ 提取分离

试剂盒[天根生化科技(北京)有限公司]提取油

菜根、 叶 和 花 的 ｍｉＲＮＡꎮ 使 用 ｍｉＲｃｕｔｅ 增 强 型

８３９ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



ｍｉＲＮＡ ｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒[天根生化科技

(北京)有限公司]合成 ｃＤＮＡꎬ以此 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ
选择 Ｕ６ 作 为 内 参 基 因ꎬ 采 用 ｍｉＲｃｕｔｅ 增 强 型

ｍｉＲＮＡ 荧光定量检测试剂盒[天根生化科技(北

京)有限公司]进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎮ ｍｉＲ１７２ 家族

成员 的 检 测 引 物 见 表 １ꎬ 具 体 反 应 体 系 按 照

ｍｉＲｃｕｔｅ 增强型 ｍｉＲＮＡ 荧光定量检测试剂盒说明

书进行ꎬ每个样本 ３ 次重复ꎬ在 ＣＦＸ９６ (ＢＩＯ￣ＲＡＤ)
定量 ＰＣＲ 仪上进行扩增ꎬ运行程序为 ９５ ℃ １５
ｍｉｎꎻ９４ ℃ ２０ ｓꎬ６０ ℃ ３４ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ溶解曲线分

析为 ６５ ℃ ５ ｓꎬ ９５ ℃ ０.５ ｓꎮ
采用 ＲＮＡ 提取试剂盒(北京全式金生物技术

股份有限公司)提取油菜根、叶和花的总 ＲＮＡꎬ并
合成 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ以 Ａｃｔｉｎ 为

内参基因ꎬ采用 ＴａＫａＲａ 公司[宝生物工程(大连)
有限公司] ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 试剂盒进行

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 实验ꎬ检测 ＡＰ２ 基因和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 表达

情况ꎬ具体所用引物见表 １ꎮ 参照说明书按照 ２５
μＬ 体系进行配液ꎬ每个样本 ３ 次重复ꎬ在 ＣＦＸ９６
(ＢＩＯ￣ＲＡＤ)定量 ＰＣＲ 仪上进行扩增ꎬ程序为 ９５ ℃
３０ ｓꎻ９５ ℃ ５ ｓꎬ５５ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ溶解曲线分

析为 ６５ ℃ ５ ｓꎬ９５ ℃ ０.５ ｓꎮ
１.６ 油菜 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 家族成员二级结构分析

通过 ＲＮＡｆｏｌｄ( ｈｔｔｐ: / / ｒｎａ. ｔｂｉ.ｕｎｉｖｉｅ. ａｃ. ａｔ / / ｃｇｉ￣
ｂｉｎ / ＲＮＡＷｅｂＳｕｉｔｅ / ＲＮＡｆｏｌｄ. ｃｇｉ) 在线网站分析油

菜 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 家族成员ꎬ在默认参数条件下ꎬ预测

其二级结构和自由能ꎮ
１.７ Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 过表达对成熟 ｍｉＲ１７２ 及 ＡＰ２ 基

因的影响

１.７.１ 构建 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 过表达载体 　 为鉴定 ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ 对 ｍｉＲ１７２ 成熟体表达水平的影响ꎬ克隆

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 前体序列(包含发夹区域上下游各 １００
ｂｐ 区域序列)ꎬ并在序列 ５′端引入酶切位点 ＸｈｏＩꎬ
３′端引入 ＥｃｏＲＩ 酶切位点ꎮ 经过 ＸｈｏＩ 和 ＥｃｏＲＩ 双
酶 切 分 别 处 理 质 粒 ｐＧｒｅｅｎ ＿ ＧＵＳ ＿ ｃｏｍｐｅｔｉｔｏｒ
( ａｄｄｇｅｎｅ ＩＤ ５５２０８)和含 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 序列的 Ｔ 载

体ꎬ将 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 连接到 ｐＧｒｅｅｎ＿ＧＵＳ＿ｃｏｍｐｅｔｉｔｏｒ
上ꎬ构建过表达载体ꎮ 将已构建的过表达载体(实
验组)和空载体 ｐＧｒｅｅｎ＿ＧＵＳ＿ｃｏｍｐｅｔｉｔｏｒ(对照组)
分别转化至农杆菌 ＧＶ３１０１(成智博等ꎬ２０１９)ꎮ
１.７.２ 农杆菌瞬时侵染油菜子叶及体内验证实验

将实验组和对照组的农杆菌分别进行瞬时侵染油

菜子叶ꎬ 具体方法参照谭小力等 (２０１２)ꎮ 侵染后

表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 所需引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列(５′￣３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′￣３′)

Ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＣＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＴＧＴＣＴＣＡＣＡＣ

Ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＧＴＴＧＴＣＴＣＡＴＧＧＡＴＴＣＣＡＧＧＡＧ

Ｕ６￣Ｆ ＣＧＡＴＡＡＡＡＴＴＧＧＡＡＣＧＡＴＡＣＡＧＡ

Ｕ６￣Ｒ ＡＴＴＴＧＧＡＣＣＡＴＴＴＣＴＣＧＡＴＴＴＧＴ

ＤＬＡＰ２(通) ￣Ｆ ＣＴＣＡＣＣＡＣＡＣＣＡＡＡＣＡＣＴＴＧＴＴＧ

ＤＬＡＰ２(通) ￣Ｒ ＧＴＣＴＧＡＣＣＣＧＧＴＴＡＧＧＣＴＣＡＴ

ＤＬｍｉＲ１７２ｄ￣Ｆ ＧＣＡＧＡＡＴＣＴＴＧＡＴＧＡＴＧＣＴＧＣＡＧ

ＤＬｍｉＲ１７２ｂ￣Ｆ ＧＧＡＡＴＣＴＴＧＡＴＧＡＴＧＣＴＧＣＡＴ

ＤＬｍｉＲ１７２ａ￣Ｆ ＧＣＡＧＡＡＴＣＴＴＧＡＴＧＡＴＧＣＴＧＣＡＴ

ＤＬｍｉＲ１７２ｃ￣Ｆ ＧＣＡＧＡＡＴＣＴＴＧＡＴＧＡＴＧＣＴＧＣＡＴ

ＤＬ￣ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃ￣Ｆ ＧＣＣＧＧＴＡＧ ＴＴＧＣＡＧＡＴＧＣ

ＤＬ￣ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃ￣Ｒ ＧＣＴＧＡＴＧ ＣＡＧＣＡＴＣＡＴＣＡＡＧ

ＤＬ￣ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ￣Ｆ ＣＣＧＴＡＧＡＴＴＣＣＣＴＴＣＣＴＣＴＴＴＣ

ＤＬ￣ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ￣Ｒ ＧＡＡＣＧＣＡＴＣＡＴＣＡＣＡＡＡＣＣＣ

ＤＬ￣ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｂ￣Ｆ ＴＧＧＣＴＴＴＣＴＧＡＡＴＣＣＴＣＴＴＣＣ

ＤＬ￣ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｂ￣Ｒ ＧＡＴＧＣＴＧＣＡＴＣＴＧＣＡＡＣＴＡＣＣ

ＤＬ￣ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ￣Ｆ ＧＧＡＴＣＣＧＴＴＧＡＡＧＡＡＡＧＣＴＣＡ

ＤＬ￣ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ￣Ｒ ＧＣＣＧＴＣＧ ＧＴＴＧＴＴＧＡＴＧＣ

于 ２５ ℃条件下避光培养过夜ꎬ然后转移至 ２５ ℃ꎬ光
周期 １６ ｈ / ８ ｈ 条件下培养 ３ ｄ 后取样ꎬ对 ｍｉＲ１７２ 和

ＡＰ２ 基因进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎬ具体方法同上ꎮ
１.８ 数据处理

１.８.１ 相关性分析 　 通过 Ｅｘｃｅｌ 软件分别对油菜

ＡＰ２ 和 ｍｉＲ１７２ 家 族 以 及 ｍｉＲ１７２ 家 族 和 ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ 家族进行相关性分析ꎬ在 Ｐ<０.０５ 的条件

下ꎬ相关系数 ｒ 绝对值越接近 １ꎬ相关性越强ꎮ ０≤
｜ ｒ ｜ ≤０.５ꎬ基本不相关或低度相关ꎻ０.５< ｜ ｒ ｜ ≤０.８ꎬ
显著相关ꎻ０. ８ < ｜ ｒ ｜ < １ꎬ高度相关ꎻ ｜ ｒ ｜ ＝ １ꎬ完全

相关ꎮ
１.８.２ 差异显著性分析 　 利用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１０
对实验所得数据进行单因素方差分析ꎬ计算所得 Ｐ
值小于 ０.０５ 为差异显著ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 油菜中 ＡＰ２ 基因的鉴定

油菜基因组来源于白菜和甘蓝的杂交ꎬ选择

９３９５ 期 刘芳等: Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 及 ｍｉＲ１７２ 调控油菜 ＡＰ２ 基因表达的规律分析



甘蓝和白菜中已鉴定的 ＡＰ２ 基因ꎬ通过 ＢＬＡＳＴ 获

得油菜中的同源序列ꎬ经过筛选去除重复序列ꎬ得
到 ９ 条序列ꎻ经 ＴＡＰＩＲ 网站预测 ｍｉＲ１７２ 和 ＡＰ２ 的

互补配对位点(表 ２)ꎬ选择错配碱基数小于 ３ 的序

列保留ꎬ最终得到 ６ 条 ＡＰ２ 候选序列ꎮ 其中ꎬ根据

白菜 ＡＰ２ 序列比对得到 ２ 条序列 ＸＭ＿０１３８８７０７１
和 ＸＭ ＿ ０４８７７８０６８ꎬ其对应的蛋白序列为 ＸＰ ＿
０１３７４２５２５ 和 ＸＰ＿０４８６００９８１ꎻ根据甘蓝 ＡＰ２ 序列

比对得到 ４ 条序列 ＨＱ６３７４６８、ＸＭ＿０４８７７０４４５、
ＸＭ＿０１３８８７０７３ 和 ＸＭ＿０４８７６３４２６ꎬ其对应的蛋白

序列为 ＡＤＵ０４４９９、ＣＤＹ２９５３８、ＸＰ ＿０１３７４２５２７ 和

ＸＰ＿０４８６１９３８３ꎮ
２.２ 油菜 ｍｉＲ１７２ 和 ＡＰ２ 启动子区顺式调控元件

的预测分析

截取 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 和 ＡＰ２ 基因上游 ２ ０００ ｂｐ 作

为启动子区ꎬ经 ＮｅｗＰＬＡＣＥ 网站预测分析ꎬ在 ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ 和 ＡＰ２ 启 动 子 区 发 现 存 在 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ、

ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 等核心启动子元件ꎬ光应答元件 ( Ｇ￣
ｂｏｘ、ＡＡＡＣ￣ｍｏｔｉｆ、Ｂｏｘ４、ＧＴ￣１ 等ꎬ用于响应光照长

度和光周期刺激)ꎬ激素应答元件(ＡＢＲＥ、 Ｗ￣ｂｏｘ、
ＧＡＲＥ、ＣＧＴＣＡ、 ＴＧＡＣＧ 等ꎬ用于响应乙烯、脱落

酸、赤霉素、生长素、乙酰水杨酸、茉莉酸的刺激)ꎬ
生长发育应答元件( ＴＡＴＴＡＧꎬ参与细胞分裂)ꎬ逆
境胁迫响应元件(ＭＹＢ２、ＵＰ１￣ｍｏｔｉｆ 等ꎬ参与响应

水胁迫、损伤胁迫等机制)ꎬ此外ꎬ启动子区还存在

组织特异性元件 ( ｒｏｏｔ￣ｍｏｔｉｆ、 ＰＯＬＬＥＮ￣ＥＬＥＭＥＮＴꎬ
调控相应基因在根和花这些特定组织中表达)ꎮ
这说明 ｍｉＲ１７２ 和 ＡＰ２ 可能参与调控开花过程ꎮ
２.３ 油菜 ＡＰ２ 系统发育分析

２.３.１ ＡＰ２ 蛋白性质分析 　 由表 ２ 可知ꎬＡＰ２ 蛋白

由 ３５７ ~ ４３３ 个氨基酸组成ꎻ分子量为 ３９.７ ~ ４７.９
ｋＤａꎻ等电点为 ６.３１ ~ ６.７７ꎬ此外ꎬ亚细胞定位预测

发现ꎬ６ 条油菜 ＡＰ２ 均位于细胞核ꎬ说明这 ６ 条

ＡＰ２ 序列均属核基因ꎬ在细胞核内发挥不同功能ꎮ

表 ２　 油菜中 ＡＰ２ 蛋白性质分析
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＰ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｉｎ ｒａｐｅ

序列名称
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎａｍｅ

靶标起点
Ｔａｒｇｅｔ ｓｔａｒｔ

靶标终点
Ｔａｒｇｅｔ ｅｎｄ

氨基酸长度
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｌｅｎｇｔｈ

分子量
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ

等电点
ｐＩ

亚细胞定位
Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｔｉｏｎ

ＸＰ＿０１３７４２５２５ １ ３４８ １ ３６８ ４３３ ４７ ７３６.５８ ６.４４ 细胞核
Ｎｕｃｌｅｕｓ

ＸＰ＿０４８６００９８１ １ ３７３ １ ３９３ ４３２ ４７ ９２４.７７ ６.７７ Ｎｕｃｌｅｕｓ
细胞核

ＡＤＵ０４４９９ １ １７８ １ １９８ ４３２ ４７ ７５７.４７ ６.３１ Ｎｕｃｌｅｕｓ
细胞核

ＣＤＹ２９５３８ １ ３４８ １ ３６８ ４３２ ４７ ９２４.７７ ６.７７ Ｎｕｃｌｅｕｓ
细胞核

ＸＰ＿０１３７４２５２７ １ ３５１ １ ３７１ ３５７ ３９ ７５３.８６ ６.４２ Ｎｕｃｌｅｕｓ
细胞核

ＸＰ＿０４８６１９３８３ １ ３５７ １ ３７７ ４３１ ４７ ６８５.４１ ６.４１ Ｎｕｃｌｅｕｓ
细胞核

２.３.２ 油菜 ＡＰ２ 的选择压力分析 　 对油菜中 ６ 个

ＡＰ２ 候选序列与白菜(Ｂｒａ０１７８０９ 和 Ｂｒａ０１１７４１)和

甘蓝(ＫＣ５８４０９４)中 ＡＰ２ 进行 ｋａ、ｋｓ 计算ꎬ通过比较

ｋａ / ｋｓ 进行选择压力分析ꎮ 由表 ３ 可知ꎬ旁系同源

基因 ７ 对ꎬ直系同源基因 ６ 对ꎬ全部 ｋａ / ｋｓ<１ꎬ表明

ＡＰ２ 家族在进化过程中经历了强烈的纯化选择ꎮ
２.３.３ 系统进化树分析 　 为进一步确定油菜 ＡＰ２、
ｍｉＲ１７２ 和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 各 自 的 进 化 关 系ꎬ 利 用

ＭＥＧＡ６ 软件对多种植物的 ＡＰ２ 家族、ｍｉＲ１７２ 成

熟序列和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 序列进行进化树分析ꎬ结果

显 示 油 菜 ＡＰ２ 序 列 ＸＭ ＿ ０１３８８７０７１、 ＸＭ ＿

０４８７７０４４５、ＸＭ＿０１３８８７０７３ 与白菜 ＢｒａＡＰ２￣２ 关系

较近ꎬＸＭ＿０４８７６３４２６ 与甘蓝 ＢｒｏＡＰ２ 关系较近(图
１:Ａ)ꎮ Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 进化树分析发现ꎬｂｎａ￣ｍｉＲ１７２ａ
与 ｂｒａ￣ｍｉＲ１７２ａ 关 系 最 近ꎻ ｂｎａ￣ｍｉＲ１７２ｂ 和 ｂｎａ￣
ｍｉＲ１７２ｃ 聚 类 在 一 组ꎬ 和 ｂｒａ￣ｍｉＲ１７２ｄ、 ａｔｈ￣
ｍｉＲ１７２ｅ 关系较近ꎻ ｂｎａ￣ｍｉＲ１７２ｄ 和 ｂｒａ￣ｍｉＲ１７２ｃ
关系较近(图 １:Ｃ)ꎮ ｍｉＲ１７２ 成熟序列的进化树

分析ꎬ发现 ｍｉＲ１７２ｂ 和 ｍｉＲ１７２ｃ 聚类在一组 (图

１:Ｂ )ꎬ 表 明 二 者 可 能 功 能 相 似ꎻ ｍｉＲ１７２ａ 和

ｍｉＲ１７２ｄ 分别聚类在其他组 (图 １: Ｂ)ꎬ可能与

ｍｉＲ１７２ｂ、ｍｉＲ１７２ｃ 的功能存在差异ꎮ

０４９ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



表 ３　 油菜 ＡＰ２ 基因的选择压力分析
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒａｐｅ ＡＰ２

类别
Ｃａｔｅｇｏｒｙ

基因 １
Ｇｅｎｅ １

基因 ２
Ｇｅｎｅ ２ ｋａ ｋｓ ｋａ / ｋｓ 选择压力

Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｐｒｅｓｓｕｒｅ

直系同源
Ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ

Ｂｒａ０１７８０９ ＸＭ＿０１３８８７０７１ ０ ０ — —

Ｂｒａ０１１７４１ ＸＭ＿０４８７７８０６８ ０.００２ ０ ０.００６ ６ ０.３０３ ０ 纯化选择
Ｐｕｒｉｆｙｉｎｇ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

ＫＣ５８４０９４ ＨＱ６３７４６８ ０.０１３ ５ ０ — —

ＫＣ５８４０９４ ＸＭ＿０４８７７０４４５ ０.０２５ ０ ０.０８５ ８ ０.２９１ ３ 纯化选择
Ｐｕｒｉｆｙｉｎｇ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

ＫＣ５８４０９４ ＸＭ＿０１３８８７０７３ ０.０２５ ０ ０.０８５ ８ ０.２９１ ３ 纯化选择
Ｐｕｒｉｆｙｉｎｇ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

ＫＣ５８４０９４ ＸＭ＿０４８７６３４２６ ０.００６ ２ ０.０４８ ６ ０.１２７ ５ 纯化选择
Ｐｕｒｉｆｙｉｎｇ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

旁系同源
Ｐａｒａｌｏｇｏｕｓ

ＨＱ６３７４６８ ＸＭ＿０４８７７０４４５ ０.０２５ ０ ０.０８５ ８ ０.２９１ ３ 纯化选择
Ｐｕｒｉｆｙｉｎｇ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

ＨＱ６３７４６８ ＸＭ＿０１３８８７０７３ ０.０２５ ０ ０.０８５ ８ ０.２９１ ３ 纯化选择
Ｐｕｒｉｆｙｉｎｇ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

ＨＱ６３７４６８ ＸＭ＿０４８７６３４２６ ０.００６ ２ ０.０４８ ６ ０.１２７ ５ 纯化选择
Ｐｕｒｉｆｙｉｎｇ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

ＸＭ＿０４８７７０４４５ ＸＭ＿０１３８８７０７３ ０ ０ — —

ＸＭ＿０４８７７０４４５ ＸＭ＿０４８７６３４２６ ０.０１８ ６ ０.０３４ ８ ０.５３４ ４ 纯化选择
Ｐｕｒｉｆｙｉｎｇ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

ＸＭ＿０１３８８７０７３ ＸＭ＿０４８７６３４２６ ０.０１８ ６ ０.０３４ ８ ０.５３４ ４ 纯化选择
Ｐｕｒｉｆｙｉｎｇ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

ＸＭ＿０４８７７８０６８ ＸＭ＿０１３８８７０７１.３ ０.０４２ １ ０.２２２ ９ ０.１８８ ８ 纯化选择
Ｐｕｒｉｆｙｉｎｇ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

２.３.４ ＡＰ２ 蛋白基序分析 　 由图 ２ 可知ꎬ所有油菜

ＡＰ２ 蛋白候选序列均存在 ３ 个保守基序 (图 ２:
Ａ)ꎬ基序 １(Ｍｏｔｉｆ １)和基序 ２(Ｍｏｔｉｆ ２)高度保守ꎬ
基序 ３(Ｍｏｔｉｆ ３)有 ３ 个氨基酸位置保守性较低(图
２: Ｂ)ꎬ说明不同油菜 ＡＰ２ 基因功能的差异可能依

赖于基序 ３ 来发挥ꎮ
２.４ ｍｉＲ１７２家族与 ＡＰ２表达水平及二者相关性分析

由图 ３ 可知ꎬＡＰ２ 在根和叶中的表达水平呈现

为早熟低于晚熟ꎬ但在花中则早熟明显高于晚熟

(图 ３:Ａ)ꎮ 对于早熟油菜ꎬ根和叶中 ＡＰ２ 表达量

明显低于花的表达量ꎻ对于晚熟油菜则相反ꎬ呈现

根和叶中 ＡＰ２ 表达量高于花的ꎮ 早熟油菜花中

ＡＰ２ 表达量显著高于晚熟油菜花ꎬ初步推测 ＡＰ２
基因的综合作用结果是促进开花ꎮ

通过 ｍｉＲＢａｓｅ 下载得到 ４ 条成熟油菜 ｍｉＲ１７２
家族成员ꎬ分别是 ｂｎａ￣ｍｉＲ１７２ａ、ｂｎａ￣ｍｉＲ１７２ｂ、ｂｎａ￣
ｍｉＲ１７２ｃ 和 ｂｎａ￣ｍｉＲ１７２ｄꎮ 经过多重比对 ｍｉＲ１７２
家族成员和 ＡＰ２ 基因ꎬ发现 ４ 个家族成员高度保

守ꎬ仅存在 １ 个碱基的差异ꎬＡＰ２ 基因和 ｍｉＲ１７２
高度同源互补ꎬ仅有 １ ~ ３ 个碱基的差异(图 ３:Ｆ)ꎬ
初步推测这些 ＡＰ２ 基因是 ｍｉＲ１７２ 的靶基因ꎮ

通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ１７２ 家族的表达水平ꎬ
结果如图 ３:Ｂ－Ｅ 所示ꎬｍｉＲ１７２ 家族在早熟和晚熟

油菜的根、叶和花中均有表达ꎬ而且花中的表达水

平普遍高于根和叶ꎬ只有 ｍｉＲ１７２ｄ 在晚熟油菜花中

的 表 达 量 低 于 根 和 叶ꎮ ｍｉＲ１７２ａ、 ｍｉＲ１７２ｂ 和

ｍｉＲ１７２ｃ 在早熟油菜不同组织中的表达规律和 ＡＰ２
一致ꎬ 花中表达量高于根和叶ꎬ 说明 ｍｉＲ１７２ａ、
ｍｉＲ１７２ｂ 和 ｍｉＲ１７２ｃ 对于早熟油菜 ＡＰ２ 基因有促

进 表 达 的 作 用ꎮ 在 晚 熟 油 菜 中ꎬ ｍｉＲ１７２ａ 和

ｍｉＲ１７２ｃ 在花中表达水平显著高于非花组织ꎬ但差

距较小ꎬ说明 ｍｉＲ１７２ａ 和 ｍｉＲ１７２ｃ 对于 ＡＰ２ 基因虽

表现为负调控ꎬ但作用较小ꎻｍｉＲ１７２ｂ 在花中表达量

高于非花组织ꎬ与 ＡＰ２ 表达规律相反ꎬ说明在晚熟

油菜中 ｍｉＲ１７２ｂ 对于 ＡＰ２ 起到负调控的作用ꎮ 在

早熟油菜中ꎬｍｉＲ１７２ｄ 在不同组织之间表达量差异

不显著ꎬ在晚熟油菜中 ｍｉＲ１７２ｄ 表达规律和 ＡＰ２ 一

致ꎬ非花组织的表达量显著高于花的表达量ꎬ说明

ｍｉＲ１７２ｄ 对于晚熟油菜 ＡＰ２ 可能起正调控作用ꎬ而
在早熟油菜中可能不发挥功能或作用微弱ꎮ

为进一步确定 ｍｉＲ１７２ 家族各成员与 ＡＰ２ 基

因的关系ꎬ分析 ＡＰ２ 和 ｍｉＲ１７２ 家族各成员表达规

１４９５ 期 刘芳等: Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 及 ｍｉＲ１７２ 调控油菜 ＡＰ２ 基因表达的规律分析



Ａ. ＡＰ２ 基因的进化树分析ꎻ Ｂ. ｍｉＲ１７２ 进化树分析ꎻ Ｃ. ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 进化树分析ꎮ
Ａ. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＰ２ ｇｅｎｅꎻ Ｂ. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉＲ１７２ꎻ Ｃ. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２.

图 １　 ＡＰ２、ｍｉＲ１７２、ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 的进化树分析
Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＰ２ꎬ ｍｉＲ７２ ａｎｄ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２

律之间的相关系数( ｒ 值)和差异显著性(Ｐ 值)ꎬ结
果如表 ４ 所示ꎬ在早熟油菜中 ｍｉＲ１７２ 家族各成员

与 ＡＰ２ 均呈显著或高度正相关ꎬ在晚熟油菜中

ｍｉＲ１７２ｄ 与 ＡＰ２ 呈高度正相关ꎬ ｍｉＲ１７２ｂ 与 ＡＰ２
呈负相关ꎬｍｉＲ１７２ａ 和 ｍｉＲ１７２ｃ 与 ＡＰ２ 低度相关ꎬ
说明在早熟油菜中 ｍｉＲ１７２ 家族促进 ＡＰ２ 表达ꎬ但
在晚熟油菜中 ｍｉＲ１７２ｂ 抑制 ＡＰ２ 表达ꎬｍｉＲ１７２ｄ
促进 ＡＰ２ 表达ꎮ

综上所述ꎬ油菜 ＡＰ２ 基因可能促进开花ꎬ而且

其功能的发挥受到 ｍｉＲ１７２ 的靶向调控ꎮ 在早熟

油菜中 ｍｉＲ１７２ 家族促进 ＡＰ２ 表达水平增加进而

促进开花ꎬ但其中 ｍｉＲ１７２ｄ 作用不明显ꎮ 在晚熟

油菜中ꎬｍｉＲ１７２ａ 和 ｍｉＲ１７２ｃ 对于 ＡＰ２ 的调控作

用较小ꎬｍｉＲ１７２ｂ 和 ｍｉＲ１７２ｄ 二者共同发挥作用

降低 ＡＰ２ 的表达水平ꎬ从而抑制晚熟油菜的开花ꎮ
２.５ Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 的二级结构分析

从 ｍｉＲＢａｓｅ 下载到 ４ 个欧洲油菜 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２
家族成员ꎬ４ 个白菜 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 家族成员ꎬ２ 个甘蓝

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 家族成员ꎮ 利用 ＲＮＡｆｏｌｄ(３.２)软件预

测油菜、白菜和甘蓝的 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 家族基因二级结

构ꎬ结果如表 ５ 所示ꎬｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 的基本二级结构均

为茎环结构ꎬ其自由能为 ４０.３ ~ ６７.７ ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ￣１ꎬ其

中欧洲油菜 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃ 的二级结构自由能最高ꎬ
欧洲油菜 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ 的二级结构自由能最低ꎮ 由

图 ４ 可知ꎬ白菜和甘蓝 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ 二级结构一致ꎬ
但由于 ５′端缺少 ＣＧＵＵ ４ 个碱基ꎬ３′端缺少 ＣＧＡＣＧ
５ 个碱基ꎬ导致其在油菜中的二级结构缺少 １ 个环

区和部分茎部碱基配对ꎬ致使自由能下降 ３.１ ｋｃａｌ􀅰
ｍｏｌ￣１ꎻｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｂ 在白菜和甘蓝中的二级结构一

致ꎬ但欧洲油菜中则由于碱基差异ꎬ导致其茎部碱

基配对数目增加ꎬ同时ꎬ虽然同为 ５ 个环区ꎬ但欧洲

油菜中的环更小ꎬ因此二级结构自由能增加ꎬ稳定

性更强ꎮ 与白菜相比ꎬ欧洲油菜 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃ 整体

碱基数更多ꎬ茎部配对数目更多ꎬ导致自由能更高ꎬ
二级结构更稳定ꎻ欧洲油菜 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ 相较于白

菜多形成了 １ 个环区ꎬ自由能降低ꎬ二级结构稳定性

更弱一些ꎮ 欧洲油菜中 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ 的稳定性最

低ꎬ 然 后 依 次 是 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ、 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｂꎬ ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ｃ 稳定性最强ꎮ
２.６ ｍｉＲ１７２ 与 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 功能的相关性分析

通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 家族各成员

的表达水平ꎬ将 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 家族和 ｍｉＲ１７２ 家族表

达量进行对比ꎬ发现在早熟油菜和晚熟油菜花中

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ 表达量高于根和叶ꎬｍｉＲ１７２ａ 也随之

２４９ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



Ａ. 基序预测ꎻ Ｂ. 基序 ３ 序列标志图ꎮ
Ａ. Ｍｏｔｉｆ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎꎻ Ｂ. Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｏｇｏ ｖｉｅｗ ｏｆ Ｍｏｔｉｆ ３.

图 ２　 油菜 ＡＰ２ 蛋白基序预测图
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＡＰ２ ｍｏｔｉｆ ｉｎ ｒａｐｅ

表 ４　 ｍｉＲ１７２ 家族与 ＡＰ２ 的相关性分析
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ１７２ｓ ａｎｄ ＡＰ２

家族
Ｆａｍｉｌｙ

Ｚ￣ＡＰ２

ｒ 值
ｒ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

Ｗ￣ＡＰ２

ｒ 值
ｒ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

ｍｉＲ１７２ａ ０.９２３ ０.０４７ －０.２６１ ０.０２３

ｍｉＲ１７２ｂ ０.８５９ ０.０４５ －０.９８９ ０.０４８

ｍｉＲ１７２ｃ ０.９２３ ０.０４７ －０.２６１ ０.０２３

ｍｉＲ１７２ｄ ０.７４３ ０.００５ ０.８８０ ０.０４５

　 注: Ｐ<０.０５ 表示差异显著ꎻ Ｚ￣ＡＰ２. 早熟油菜 ＡＰ２ 基因ꎻ Ｗ￣
ＡＰ２. 晚熟油菜 ＡＰ２ 基因ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｐ<０.０５ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓꎻ Ｚ￣ＡＰ２. ＡＰ２ ｇｅｎｅ
ｉｎ ｅａｒｌｙ ｍａｔｕｒｉｎｇ ｒａｐｅꎻ Ｗ￣ＡＰ２. ＡＰ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｌａｔｅ ｍａｔｕｒｉｎｇ ｒａｐｅ.

在花中呈 现 最 高 表 达 量 ( 图 ５: Ａ)ꎬ说 明 ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ａ 对于 ｍｉＲ１７２ａ 的形成有促进作用ꎻ但在

晚熟油菜中ꎬｍｉＲ１７２ａ 的变化幅度明显高于 ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ａ 的变化幅度 (图 ５: Ａ)ꎬ说明除了 ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ａ 表达丰度对 ｍｉＲ１７２ａ 的形成发挥促进作

用ꎬ可能还存在其他加工层面的调控参与ꎮ ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ｂ 与对应的成熟体序列表达趋势一致ꎬ不

同组织中前体序列表达量增加ꎬ成熟序列的表达

量也随之增加 (图 ５: Ｂ)ꎬ说明 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｂ 对

ｍｉＲ１７２ｂ 的形成具有促进作用ꎮ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃ 和

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ 早熟油菜花中表达量高于非花组织ꎬ
ｍｉＲ１７２ｃ 和 ｍｉＲ１７２ｄ 与其前体保持同样的表达规

律ꎬ说明 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃ 和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ 对于早熟油

菜 ｍｉＲ１７２ｃ 和 ｍｉＲ１７２ｄ 的形成同样具有促进作

用ꎻ但在晚熟油菜中ꎬｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃ 和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ
的表达规律与其相应成熟体表达趋势相反(图 ５:
ＣꎬＤ)ꎬ说明在晚熟 油 菜 中 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃ 和 ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ｄ 对于其成熟体的形成具有负作用ꎮ

为进一步确定 ｍｉＲ１７２ 的功能发挥与 ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ 的关系ꎬ分析 ｍｉＲ１７２ 和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 表达

水平间的相关系数(表 ６)ꎬ结果发现在早熟和晚

熟品种中表现出一致的 规 律ꎬ ｍｉＲ１７２ａ 和 ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ａ 间显著正相关ꎮ ｍｉＲ１７２ｄ 和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ
间显著相关ꎬ但在早熟品种中表现为正相关ꎬ在晚

熟品种中表现为负相关ꎬ 说明成熟序列 ｍｉＲ１７２ａ
和 ｍｉＲ１７２ｄ 的形成与相应前体表达丰度高低具有

显著的相关关系ꎮ
综合上述结果ꎬ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 家族对于早熟油

３４９５ 期 刘芳等: Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 及 ｍｉＲ１７２ 调控油菜 ＡＰ２ 基因表达的规律分析



Ａ. 油菜 ＡＰ２ 表达规律图ꎻ Ｂ－Ｅ. 油菜 ｍｉＲ１７２ 家族成员表达规律图ꎻ Ｆ. 油菜 ｍｉＲ１７２ 家族与 ＡＰ２ 基因比对图ꎮ ＺＲ、ＺＬ、ＺＦ 分别代
表早熟油菜根、叶、花ꎻ ＷＲ、ＷＬ、ＷＦ 分别代表晚熟油菜根、叶、花ꎻ ∗表示差异显著ꎬ下同ꎮ
Ａ. ＡＰ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｉｎ ｒａｐｅꎻ Ｂ－Ｅ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｍｉＲ１７２ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ ｒａｐｅꎻ Ｆ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｍａｐ ｏｆ ｍｉＲ１７２ｓ ａｎｄ ＡＰ２ ｇｅｎｅ
ｉｎ ｒａｐｅ. ＺＲꎬ ＺＬꎬ ａｎｄ ＺＦ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｒｏｏｔｓꎬ ｌｅａｖｅｓꎬ ａｎｄ ｆｌｏｗｅｒｓ ｏｆ ｅａｒｌｙ ｍａｔｕｒｉｎｇ ｒａｐｅꎻ ＷＲꎬ ＷＬꎬ ａｎｄ ＷＦ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｒｏｏｔｓꎬ ｌｅａｖｅｓꎬ ａｎｄ
ｆｌｏｗｅｒｓ ｏｆ ｌａｔｅ ｍａｔｕｒｉｎｇ ｒａｐｅꎻ ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓꎬ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ３　 ＡＰ２、ｍｉＲ１７２ 家族表达规律分析及序列比对
Ｆｉｇ. ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＰ２ ａｎｄ ｍｉＲ１７２ｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ

菜中 ｍｉＲ１７２ 的表达水平具有促进作用ꎬ其中

ｍｉＲ１７２ａ 和 ｍｉＲ１７２ｄ 的 表 达 水 平 主 要 受 ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ａ 和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ 丰度的调控ꎮ 在晚熟油

菜中 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ 和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｂ 对其成熟序列的

形成发挥正向调控ꎬ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃ 和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ
则对于其成熟序列的形成发挥负向调控ꎮ
２.７ Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 对 ｍｉＲ１７２ 及 ＡＰ２ 表达水平影响

通过携带 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 过表达质粒的农杆菌侵

染油菜子叶进行体内验证实验ꎬ结果如图 ６ 所示ꎬ

早熟油菜子叶中 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 过表达均导致其对应

的 成 熟 体 表 达 量 高 于 对 照 组 ( ｃｋ )ꎬ 但 其 中

ｍｉＲ１７２ｂ 与对照组相比差异不显著(图 ６: Ａ)ꎬ可
见基本上ꎬ在早熟油菜中 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 促进其成熟

体的形成ꎻ晚熟油菜子叶中 ｍｉＲ１７２ａ 和 ｍｉＲ１７２ｂ
表达量高于对照组ꎬｍｉＲ１７２ｃ 和 ｍｉＲ１７２ｄ 则显著

低于对照组(图 ６: Ｂ)ꎬ表明前二者促进其成熟体

形成ꎬ后二者抑制其成熟体形成ꎮ 早熟油菜子叶

中 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 过表达后发现 ＡＰ２ 基因表达水平显
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图 ４　 油菜、白菜、甘蓝中 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 家族二级结构预测图
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｓ ｉｎ ｒａｐｅꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅꎬ ａｎｄ ｃａｂｂａｇｅ

著高于对照组(图 ６: Ｃ)ꎬ晚熟油菜子叶中过表达

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｂ 时 ＡＰ２ 表达量低于对照组ꎬ过表达

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ 时 ＡＰ２ 表达量高于对照组ꎬ过表达

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ 和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃ 时 ＡＰ２ 表达水平略低

于对照组ꎬ但差异不显著 (图 ６: Ｄ)ꎮ 过表达后

ＡＰ２ 的表达规律与正常油菜中的表达规律一致ꎬ
再次证明 ｍｉＲ１７２ 靶向调控 ＡＰ２ 基因ꎮ

３　 讨论

３.１ ＡＰ２ 参与油菜花发育

在拟南芥中ꎬＡＰ２ 除了在花发育过程中表达ꎬ
在非花组织茎和叶中也有表达ꎬ但在非花组织的

表达水平较低ꎬ在花序分生组织和幼嫩花蕾中表

达增强(赵奇等ꎬ２００５)ꎮ 本研究发现ꎬＡＰ２ 在油菜

根、叶和花中均有表达ꎬ在早熟油菜的花中 ＡＰ２ 表

达量最高ꎬ与之规律一致ꎻ在晚熟油菜的根中 ＡＰ２
表达量较高ꎬ而花中却较低ꎬ初步推测获得的油菜

ＡＰ２ 序列综合作用后可以正向调控开花的进行ꎮ
Ｗａｎｇ 等(２０１９)认为其发现的 ｅｕＡＰ２ 家族成员中

部分序列发挥负调控作用ꎬ其他成员在其所选样

本中表达水平无明显差异ꎮ 这与本研究结果不

同ꎬ第一ꎬ筛选的候选 ＡＰ２ 序列存在差异ꎬ可能导

致检测结果不同ꎻ第二ꎬ本研究选择所有候选 ＡＰ２
序列的保守区设计的通用引物ꎬ并未分别检测每

个家族成员的表达水平ꎬ其中发挥正向和负向调

控作用的成员综合作用后呈现了正向调控的效

果ꎬ这也可能是与前人结果不同的原因ꎮ
３.２ ｍｉＲ１７２ 对 ＡＰ２ 的调控

基因表达受到不同水平的调控ꎬ包括染色体

水平、转录水平、转录后水平和翻译水平等ꎮ 转录

因子在转录水平中发挥重要作用ꎬ转录因子主要

通过与靶基因启动子区的 ＤＮＡ 结合位点结合ꎬ激
活或抑制下游基因的转录水平ꎬ进而起到调控基

因表达的作用(Ｖａｑｕｅｉｚａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ Ｓａｉｔｏ 等

(２００９)研究发现ꎬ转录因子可以与 ｍｉＲＮＡ 的启动

子区结合ꎬ从而调节 ｍｉＲＮＡ 表达ꎬｍｉＲＮＡ 通过与

靶基因的 ３′ＵＴＲ 区特异性结合ꎬ进而在转录后水

平抑制靶基因表达或者降解靶 ｍＲＮＡꎮ 转录因子

和 ｍｉＲＮＡ 的有机结合增加了基因表达调控网络的

复杂性(熊莉丽等ꎬ２０１４)ꎮ
ＡＰ２ 亚家族作为转录因子 ＡＰ２ / ＥＲＦ 基因家

族成员之一ꎬ包含 ＡＮＴ 和 ｅｕＡＰ２ 两种类型ꎬ 其中

ｅｕＡＰ２ 家族成员均含有 ｍｉＲ１７２ 的结合位点ꎮ 本

研究获得的油菜 ＡＰ２ 序列ꎬ与 ｍｉＲ１７２ 比对后呈现

１ ~ ３ 个碱基的错配ꎬ均含有 ｍｉＲ１７２ 的结合位点ꎬ

５４９５ 期 刘芳等: Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 及 ｍｉＲ１７２ 调控油菜 ＡＰ２ 基因表达的规律分析



表 ５　 油菜、白菜和甘蓝中 ｐｒｅ￣ｍｉＲ７２ 家族的二级结构稳定性分析
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｅ￣ｍｉＲ７２ｓ ｉｎ ｒａｐｅꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ａｎｄ ｃａｂｂａｇｅ

来源
Ｏｒｉｇｉｎ

名称
Ｎａｍｅ

自由能
ΔＧ (ｋｃａｌ􀅰ｍｏｌ ￣１)

二级结构
Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

欧洲油菜
Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ －４０.３ ＵＵＵＵＧＵＡＧＧＣＧＣＡＧＣＡＣＣＡＵＣＡＡＧＡＵＵＣＡＣＡＵＧＧＡＡＡＵＵＧＡＡＡＡＡＵＣＵＣＣＵＡＡ
ＵＵＵＵＵＡＡＵＵＡＧＧＧＵＵＵＵＧＡＵＡＵＧＵＡＵＡＵＧＡＧＡＡＵＣＵＵＧＡＵＧＡＵＧＣＵＧＣＡＵＣＡＡ
ＣＡＡＣ
.. (((( . (( . (((((( . ((((((((((( . (((( .. . ( ( .. .
( (((( ..( (((((( .. .) ))))))))))) .. .) ) .. .) ))) .))))))))))) .)))))) .
)) .)))) .

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｂ －５３.４ ＵＡＧＵＵＧＣＡＧＡＵＧＣＡＧＣＡＵＣＡＵＵＡＡＧＡＵＵＣＡＣＡＡＧＡＧＡＵＧＵＧＧＵＵＵＵＣＵＵＧＵＵＵ
ＵＣＵＣＧＣＣＵＣＵＵＧＧＧＡＡＵＣＵＵＧＡＵＧＡＵＧＣＵＧＣＡＵＣＡＧＣＡＡＣＵＡ
((((((( . ((((((((((((((((((((( . (((((( .
(( .(( .. . . . . . . . . .) ) .)) .)))))) .))))))))))))))))))))) .)))))))

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃ －６７.７ ＣＡＧＣＣＧＧＵＡＧＵＵＧＣＡＧＡＵＧＣＡＧＣＡＵＣＡＵＣＡＡＧＡＵＵＣＡＣＡＡＧＵＧＡＡＧＵＧＧＵＵＵＣＣ
ＵＵＧＧＵＵＵＵＣＧＣＣＵＣＵＣＣＡＵＣＣＧＡＡＡＡＣＡＡＡＧＧＧＵＵＣＵＵＣＵＣＧＡＡＵＧＧＧＡＡＵＣＵＵ
ＧＡＵＧＡＵＧＣＵＧＣＡＵＣＡＧＣＡＵＡＵＡＣＡＵＧＧＣＵＡ
. (((((((( .. ( (( . ((((((((((((((((((((( . (( .. ( ( . (( . (( ..
( (((( .((((((( .. . . . . . . . .) )))))) .))))) ..) ) .)))) ..) ) .)))))))))))))
)))))))) .))) ..) )) .))))) .

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ －４９.４ ＵＵＵＵＵＧＣＵＡＵＵＧＣＡＵＣＡＵＣＡＵＣＡＡＧＡＵＵＣＡＧＡＡＡＵＣＡＵＡＵＵＣＣＵＵＧＡＵＧＧＧＵＵＣ
ＵＣＣＵＵＣＧＡＧＣＣＵＧＵＣＵＵＵＵＵＵＧＧＵＵＵＧＡＧＡＡＵＣＵＵＧＡＵＧＡＵＧＣＵＧＣＡＧＣＧＧＣＧ
ＡＵＵＡＡＡ
... ( (((( . ((((( . (((((((((((((( ..
( ((((( .. . . . . . .( (((((((( .. . . . .) )))))))) .. . . .) ))))) ..) ))))))))))))
) .))))) .))))) .. . . .

白菜
Ｂ. ｒａｐａ

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ －４３.４ ＣＧＵＵＵＵＵＵＧＵＡＧＧＣＧＣＡＧＣＡＣＣＡＵＣＡＡＧＡＵＵＣＡＣＡＵＧＧＡＡＡＵＵＧＡＡＡＡＡＵＣＵＣＣ
ＵＡＡＵＵＵＵＵＡＡＵＵＡＧＧＧＵＵＵＵＧＡＵＡＵＧＵＡＵＡＵＧＡＧＡＡＵＣＵＵＧＡＵＧＡＵＧＣＵＧＣＡＵ
ＣＡＡＣＡＡＣＣＧＡＣＧ
(((( .. ( ((( . (( . (((((( . ((((((((((( . (((( .. . ( ( .. .
( (((( ..( (((((( .. .) ))))))))))) .. .) ) .. .) ))) .))))))))))) .)))))) .
)) .)))) ..) )))

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｂ －４６.５ ＵＧＵＡＧＧＵＧＣＡＧＣＡＣＣＡＵＵＡＡＧＡＵＵＣＡＣＡＵＧＧＡＡＡＵＵＧＡＧＡＡＡＡＣＣＣＵＡＡＵＵＵＡＵ
ＡＵＵＡＡＵＵＡＧＧＧＵＵＣＵＧＡＵＡＵＧＵＡＵＡＵＧＡＧＡＡＵＣＵＵＧＡＵＧＡＵＧＣＵＧＣＡＵＣＡＡＣＡ
((( .((((((((( .((((((((((( .(((( .. . . . . .( (( ..( (((((((( .. . . . .) ))))
))))))) .. . . . . . .) ))) .))))))))))) .))))))))) .)))

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃ －５８.６ ＵＵＣＡＧＡＣＵＵＵＧＡＡＧＣＡＧＵＵＧＣＡＧＵＣＡＵＵＵＵＵＵＧＣＵＡＵＵＧＣＡＵＣＡＵＣＡＵＣＡＡＧＡＵ
ＵＣＡＧＡＡＡＵＣＡＵＡＵＵＣＣＵＵＧＡＵＧＧＧＵＵＣＵＣＣＵＵＣＧＡＧＣＣＵＧＵＣＵＵＵＵＵＵＧＧＵＵＵＧ
ＡＧＡＡＵＣＵＵＧＡＵＧＡＵＧＣＵＧＣＡＧＣＧＧＣＧＡＵＵＡＡＡＵＧＧＣＵＵＵＵＵＵＡＵ
(((( .. . . .) ))) (( .. . .) ) (((((((( . ((((( . ((((( . (((((((((((((( ..
( ((((( .. . . . . . .( (((((((( .. . . . .) )))))))) .. . . .) ))))) ..) ))))))))))
))) .))))) .))))) ..) ))))))) .. . . . . .

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ －５３.４ ＵＡＧＵＵＧＣＡＧＡＵＧＣＡＧＣＡＵＣＡＵＵＡＡＧＡＵＵＣＡＣＡＡＧＡＧＡＵＧＵＧＧＵＵＵＵＣＵＵＧＵＵＵ
ＵＣＵＣＧＣＣＵＣＵＵＧＧＧＡＡＵＣＵＵＧＡＵＧＡＵＧＣＵＧＣＡＵＣＡＧＣＡＡＣＵＡ
((((((( . ((((((((((((((((((((( . (((((( .
(( .(( .. . . . . . . . . .) ) .)) .)))))) .))))))))))))))))))))) .)))))))

甘蓝
Ｂ. ｏｌｅｒａｃｅａ

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ －４３.４ ＣＧＵＵＵＵＵＵＧＵＡＧＧＣＧＣＡＧＣＡＣＣＡＵＣＡＡＧＡＵＵＣＡＣＡＵＧＧＡＡＡＵＵＧＡＡＡＡＡＵＣＵＣＣ
ＵＡＡＵＵＵＵＵＡＡＵＵＡＧＧＧＵＵＵＵＧＡＵＡＵＧＵＡＵＡＵＧＡＧＡＡＵＣＵＵＧＡＵＧＡＵＧＣＵＧＣＡＵ
ＣＡＡＣＡＡＣＣＧＡＣＧ
(((( .. ( ((( . (( . (((((( . ((((((((((( . (((( .. . ( ( .. .
( (((( ..( (((((( .. .) ))))))))))) .. .) ) .. .) ))) .))))))))))) .)))))) .
)) .)))) ..) )))

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｂ －４６.５ ＵＧＵＡＧＧＵＧＣＡＧＣＡＣＣＡＵＵＡＡＧＡＵＵＣＡＣＡＵＧＧＡＡＡＵＵＧＡＧＡＡＡＡＣＣＣＵＡＡＵＵＵＡＵ
ＡＵＵＡＡＵＵＡＧＧＧＵＵＣＵＧＡＵＡＵＧＵＡＵＡＵＧＡＧＡＡＵＣＵＵＧＡＵＧＡＵＧＣＵＧＣＡＵＣＡＡＣＡ
((( .((((((((( .((((((((((( .(((( .. . . . . .( (( ..( (((((((( .. . . . .) )))))
)))))) .. . . . . . .) ))) .))))))))))) .))))))))) .)))

初步认为获得的 ＡＰ２ 序列均属 ｅｕＡＰ２ 家族成员ꎮ
拟南芥 ｍｉＲ１７２ 已被证实通过切割 ｅｕＡＰ２ 和抑制

蛋白翻译的方式调控 ＡＰ２ 基因的表达(Ａｕｋｅｒｍａｎ ＆

Ｓａｋａｉꎬ ２００３ꎻＣｈｅｎꎬ２００４)ꎮ 通过分析油菜 ｍｉＲ１７２
和 ＡＰ２ 表达规律间的相关性ꎬ本研究发现 ｍｉＲ１７２
家族丰度在早熟油菜中与 ＡＰ２ 表达水平显著或高
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Ａ. ｍｉＲ１７２ａ 与 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ 表达规律比较ꎻ Ｂ. ｍｉＲ１７２ｂ 与 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｂ 表达规律比较ꎻ Ｃ. ｍｉＲ１７２ｃ 和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃ 表达规律比
较ꎻ Ｄ. ｍｉＲ１７２ｄ 与 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ 表达规律比较ꎮ ＺＲ、ＺＬ、ＺＦ 分别代表早熟油菜根、叶、花ꎻ ＷＲ、ＷＬ、ＷＦ 分别代表晚熟油菜根、
叶、花ꎮ
Ａ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ１７２ａ ａｎｄ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａꎻ Ｂ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ１７２ｂ ａｎｄ ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ｂꎻ Ｃ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ１７２ｃ ａｎｄ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃꎻ Ｄ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ１７２ｄ
ａｎｄ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ. ＺＲꎬ ＺＬꎬ ａｎｄ ＺＦ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｒｏｏｔｓꎬ ｌｅａｖｅｓꎬ ａｎｄ ｆｌｏｗｅｒｓ ｏｆ ｅａｒｌｙ ｍａｔｕｒｉｎｇ ｒａｐｅꎻ ＷＲꎬ ＷＬꎬ ａｎｄ ＷＦ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｒｏｏｔｓꎬ
ｌｅａｖｅｓꎬ ａｎｄ ｆｌｏｗｅｒｓ ｏｆ ｌａｔｅ ｍａｔｕｒｉｎｇ ｒａｐｅ.

图 ５　 ｍｉＲ１７２ 家族与 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 家族表达规律比较分析
Ｆｉｇ. ５　 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｍｉＲ１７２ｓ ａｎｄ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｓ

度正相关ꎮ 但是ꎬ在晚熟油菜中仅 ｍｉＲ１７２ｂ 和

ｍｉＲ１７２ｄ 丰度与 ＡＰ２ 表达量高度相关ꎬ而且前者

为负相关ꎬ后者为正相关ꎬｍｉＲ１７２ａ 和 ｍｉＲ１７２ｃ 表

达丰度与 ＡＰ２ 表达量低度相关ꎮ 这表明 ｍｉＲ１７２
在不同油菜品种中对于 ＡＰ２ 调控功能的发挥存在

差异ꎮ 推测 ｍｉＲ１７２ 家族成员对于 ＡＰ２ 基因的调

控不仅依赖于表达丰度ꎬ还存在加工层面的调控ꎬ
致使在不同油菜品种中 ｍｉＲ１７２ 家族成员的功能

发挥有所不同ꎮ 在早熟油菜中 ｍｉＲ１７２ 家族成员

对 ＡＰ２ 表达水平起促进作用ꎻ在晚熟油菜品种中

仅 ｍｉＲ１７２ｄ 发挥促进作用ꎬｍｉＲ１７２ａ、ｍｉＲ１７２ｂ 和

ｍｉＲ１７２ｄ 的作用可能经过加工后被削弱甚至不能

发挥ꎬ导致其与 ＡＰ２ 的关系不具备相关性ꎬ甚至呈

负相关ꎮ
３.３ Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 调节 ｍｉＲ１７２ 的表达水平

关于 ｍｉＲＮＡ 的研究大多集中在 ｍｉＲＮＡ 成熟

体ꎬ有关 ｐｒｅ￣ｍｉＲＮＡ 的报道较少ꎮ 植物 ｐｒｅ￣ｍｉＲＮＡ

对于成熟体 ｍｉＲＮＡ 的功能发挥有着重要意义ꎮ 本

研究通过检测 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 和 ｍｉＲ１７２ 表达量以及

对二者进行相关性分析ꎬ发现 ｍｉＲ１７２ 的表达量与

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 的 丰 度 有 关ꎬ 其 中 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ 和

ｍｉＲ１７２ａ 及 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ 和 ｍｉＲ１７２ｄ 高度或显著

相关ꎬ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｂ 和 ｍｉＲ１７２ｂ 及 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃ 和

ｍｉＲ１７２ｃ 在丰度上不呈现线性相关ꎬ可能是因为

ｍｉＲ１７２ 丰度不仅受到前体丰度调控ꎬ还受到加工

层面的调控ꎬ所以单从表达量上不表现出线性相

关ꎮ 张俊红等(２０１２)在落叶松胚珠中同样发现这

一规律ꎬｍｉＲ１５６、ｍｉＲ１６６、ｍｉＲ３９７、ｍｉＲ３９８、ｍｉＲ４０８
丰度与其前体表达量均不呈现线性相关ꎬ认为其

可能是受到加工调控ꎻｍｉＲ１６６ 在前 ４ 个发育阶段

与前体表达量呈线性相关ꎬ 认为在前 ４ 个阶段

ｍｉＲ１６６ 成熟体受到前体丰度调控ꎬ到后期受到加

工调控ꎮ
在晚熟油菜中发现ꎬｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ 和 ｍｉＲ１７２ａ 的

７４９５ 期 刘芳等: Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 及 ｍｉＲ１７２ 调控油菜 ＡＰ２ 基因表达的规律分析



表 ６　 Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 家族与 ｍｉＲ１７２ 家族间的相关性分析
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｓ ａｎｄ ｍｉＲ１７２ｓ

品种
Ｖａｒｉｅｔｙ

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ－ｍｉＲ１７２ａ

ｒ 值
ｒ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｂ－ｍｉＲ１７２ｂ

ｒ 值
ｒ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃ－ｍｉＲ１７２ｃ

ｒ 值
ｒ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ－ｍｉＲ１７２ｄ

ｒ 值
ｒ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

Ｚ ０.９３９ ０.０２９ ０.８６７ ０.５３６ ０.８７６ ０.２０２ ０.７５２ ０.０４６

Ｗ ０.８８９ ０.００１ ０.８２６ ０.３７５ －０.１８３ ０.１０９ －０.５４９ ０.０２１

　 注: Ｐ<０.０５ 表示差异显著ꎻ Ｚ. 早熟油菜ꎻ Ｗ. 晚熟油菜ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｐ<０.０５ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓꎻ Ｚ. Ｅａｒｌｙ ｍａｔｕｒｉｎｇ ｒａｐｅꎻ Ｗ. Ｌａｔｅ ｍａｔｕｒｉｎｇ ｒａｐｅ.

Ａ. 瞬时转染后早熟油菜子叶中 ｍｉＲ１７２ 表达水平比较ꎻ Ｂ. 瞬时转染后晚熟油菜子叶中 ｍｉＲ１７２ 表达水平比较ꎻ Ｃ. 瞬时转染后早
熟油菜子叶中 ＡＰ２ 表达水平比较ꎻ Ｄ. 瞬时转染后晚熟油菜子叶中 ＡＰ２ 表达水平比较ꎮ ａꎬｂꎬｃ 和 ｄ 分别表示 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ、ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ｂ、ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃ 和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ 过表达质粒侵染油菜子叶ꎻ ｃｋ 表示空白质粒 ｐＧｒｅｅｎ＿ＧＵＳ＿ｃｏｍｐｅｔｉｔｏｒ 侵染油菜子叶ꎮ
Ａ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｉＲ１７２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｍａｔｕｒｉｎｇ ｒａｐｅ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎻ Ｂ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｉＲ１７２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌａｔｅ ｍａｔｕｒｉｎｇ ｒａｐｅ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎻ Ｃ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＰ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｍａｔｕｒｉｎｇ ｒａｐｅ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ
ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎻ Ｄ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＰ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌａｔｅ ｍａｔｕｒｉｎｇ ｒａｐｅ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ. ａꎬ ｂꎬ ｃꎬ ａｎｄ ｄ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａꎬ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｂꎬ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃꎬ ａｎｄ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ ｒａｐｅ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓꎻ ｃｋ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＧｒｅｅｎ＿ ＧＵＳ＿ ｃｏｍｐｅｔｉｔｏｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｐｅ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ.

图 ６　 Ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 过表达质粒侵染油菜子叶后 ｍｉＲ１７２ 及 ＡＰ２ 表达情况
Ｆｉｇ. ６ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ１７２ ａｎｄ ＡＰ２ ａｆｔｅｒ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ ｒａｐｅ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ

８４９ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



相关系数为 ０.８８９ꎬ表现为显著正相关ꎬ过表达 ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ａ 后 ｍｉＲ１７２ａ 的表达量也显著提高ꎬ说明

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ 对于 ｍｉＲ１７２ａ 表达水平有正向调控

作用ꎻｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ 表达量在根、叶、花中变化幅度

不大ꎬ而 ｍｉＲ１７２ａ 变化幅度较大ꎬ这可能是由于

ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ 相对于成熟体更加不稳定ꎬ容易发生

降解(Ｓｃｈｍｉｔｔｇｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎬ因此不能完全检测

到ꎮ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ａ 自由能相较于其他家族成员最

低ꎬ也表明其稳定性更低ꎬ容易降解ꎮ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｂ
和 ｍｉＲ１７２ｂ 基本表现一致的表达规律ꎬ但二者不

呈 现 线 性 关 系ꎬ 推 测 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｂ 对 成 熟 体

ｍｉＲ１７２ｂ 还有其他层面的加工调控ꎮ 过表达 ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ｂ 后ꎬ ｍｉＲ１７２ｂ 表达水平显著提高ꎮ ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ｃ 和 ｍｉＲ１７２ｃ 表达量在晚熟油菜中呈现相

反的趋势ꎬ同时ꎬ过表达 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃ 后ꎬｍｉＲ１７２ｃ
表达水平降低且二者不呈现线性相关ꎬ可能是由

于晚 熟 油 菜 中 ｍｉＲ１７２ｃ 形 成 后ꎬ 其 前 体 ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ 发生了降解ꎬ因此检测到的前体表达量较

低ꎬ 但 成 熟 体 表 达 量 较 高ꎮ ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ 与

ｍｉＲ１７２ｄ 在 晚 熟 油 菜 中 呈 负 相 关ꎬ 表 明 ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ｄ 丰度的增加会抑制 ｍｉＲ１７２ｄ 的形成ꎬ过
表达 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ 后ꎬｍｉＲ１７２ｄ 的表达水平显著降

低ꎬ进 一 步 证 明 在 表 达 水 平 上 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ 对

ｍｉＲ１７２ｄ 起抑制作用ꎮ
耿立英等(２０１５)研究表明 ｐｒｅ￣ｍｉＲＮＡ 种子区

的单个碱基的差异就足以导致 ｍｉＲＮＡ 成熟体功能

的不同ꎬ从而调控不同靶基因ꎮ 油菜中 ｍｉＲ１７２ 序

列差异较小ꎬ但在不同材料不同组织中表达水平

差异较大ꎬ其原因可能在于前体的调节ꎬ前体的调

节方式不仅仅局限于丰度调节ꎬ还有加工层面的

调控ꎬ有待进一步的研究ꎮ

４　 结论

本研究分析 ｍｉＲ１７２ 和 ＡＰ２ 的启动子区ꎬ发现

均存在调控花发育的顺式元件ꎬ可能参与花发育

的调控ꎮ 获得的 ６ 条 ＡＰ２ 序列均具备 ｍｉＲ１７２ 的

结合位点ꎬ属 ｍｉＲ１７２ 的靶基因ꎬ说明 ＡＰ２ 可能受

到 ｍｉＲ１７２ 的调控ꎮ 在早熟油菜中ꎬｍｉＲ１７２ 家族

成员均可促进 ＡＰ２ 表达ꎬ其中 ｍｉＲ１７２ｄ 作用不显

著ꎮ 在晚熟油菜中ꎬ主要是 ｍｉＲ１７２ｂ 和 ｍｉＲ１７２ｄ
共同作用降低 ＡＰ２ 的表达水平ꎮ ｍｉＲ１７２ 的形成

受到其前体的调节ꎬ在早熟油菜中ꎬｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ 家

族促进 ｍｉＲ１７２ 家族的表达ꎻ在晚熟油菜中 ｐｒｅ￣
ｍｉＲ１７２ａ 和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｂ 正向调控其成熟体的形

成ꎬｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｃ 和 ｐｒｅ￣ｍｉＲ１７２ｄ 则对于其成熟体

的形成发挥负调控作用ꎮ
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