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gma-miR1507a生物信息学分析、植物

表达载体的构建及遗传转化
马  玲  崔晓霞  黄颜众  赵晋铭  王海棠  郭  娜*  邢  邯*

(国家大豆改良中心, 农业部大豆生物学与遗传育种重点实验室, 
作物遗传与种质创新国家重点实验室, 南京农业大学, 南京 210095)

摘要      miRNA(microRNA)是一类长度为18~25 nt的内源性非编码小分子RNA, 通过对其

靶基因mRNA的降解或抑制翻译来调控基因表达, 进而参与调控植物相关的生理活动。该研究

分析gma-miR1507a的成熟体序列、茎环结构和前体启动子区域的顺式作用元件并检测了逆境

处理下大豆组织中gma-miR1507a的水平; 使用psRNATarget在线软件预测了gma-miR1507a的靶

基因; 构建植物表达载体amiRNA1507a-pCAMBIA2301并转化大豆子叶, 获得了发状根。结果发

现, gma-miR1507a前体的启动子区域存在与干旱胁迫和病菌侵染相关的顺式作用元件; 在线软件

psRNATarget预测到9个gma-miR1507a的靶基因; 该研究利用发状根介导的遗传转化结合GFP染色, 
确定阳性发状根; 在转基因根毛中, gma-miR1507a水平与空载相比显著提高, 预测的部分靶基因表

达量显著下调。以上结果显示, 过表达amiRNA1507a能够提高大豆发状根中gma-miR1507a水平, 
为研究gma-miR1507a的功能奠定基础。同时, gma-miR1507a可能参与调控大豆的逆境胁迫。
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Abstract       miRNA (microRNA) are a class of endogenous and noncoding small molecular RNA with 
approximately 18-25 nucleotides (nt) in length. They can regulate gene expression through mRNA cleavage or 
translation inhibition. We analyzed the mature sequence, stem-loop structure and promoter sequence of gma-
miR1507a. The level of gma-miR1507a in soybean tissue under stress was tested by stem-loop RT-PCR method. 
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The target genes of gma-miR1507a were predicted by the online software psRNATarget. Then, we constructed 
artificial miRNA expression vectors-miRNA1507a-pCAMBIA3301. Furthermore, amiRNA1507a gene was 
overexpressed in soybean cotyledon and the transgenic hairy roots were obtained. The results showed that there 
were a number of cis-acting elements related to drought stress and pathogen infection in the promoter sequence 
of precursor gma-miR1507a and 9 target genes of gma-miR1507a were predicted. We obtained the transgenic 
hairy roots by hairy root-mediated genetic transformation system and GFP staining. The expression level of gma-
miR1507a in the transgenic hairy roots significantly increased compared with that in empty vector. The expression 
of seven predicted target genes significantly reduced in transgenic hairy roots. Based on the results, the transgenic 
hairy roots of amiRNA1507a overexpression could increase the expression of gma-miR1507a which could be used 
to analyze the function of gma-miR1507a. In addition, gma-miR1507a may involve in biotic stresses responses in 
soybean.

Keywords       gma-miR1507a; cis-acting elements; target gene predict; constructionof amiRNA expression 
vector; agrobacterium-mediated transformation

微RNA(microRNA, miRNA)是一段仅有18~25个
核苷酸(nucleotide, nt)的小分子RNA, 广泛存在于生

物体中。miRNA最早是由Lee等[1]在秀丽隐杆线虫

(Caenorhabditis elegans)中发现的, 之后, 在拟南芥

(Arabidopsis thaliana)[2]、水稻(Oryza sativa)[3]、小

麦(Triticum aestivum)[4]等多种植物体内均有发现。

随着克隆和测序技术的迅速发展, miRNA的研究越

来越深入。研究人员发现, miRNA在植物生长发育、

耐逆和抗病等方面起着重要的调节作用。miRNA是

一类由内源基因编码的非编码RNA, 通过对其靶基

因的mRNA的降解或抑制翻译来调控基因表达, 进
而参与调控植物相关生理活动[5]。

Baumberger等[6]的研究结果显示, 植物miRNA
可以通过与AGO(ARGONAUTE)蛋白质结合来指

导对靶mRNA切割。与动物的miRNA不同, 植物

miRNA可以与其靶基因高度互补[7-9]。在植物中, 
miRNA是由MIR基因编码而来, 在RNA聚合酶II的
作用下转录成为一段长的miRNA前体(pri-miRNAs) 
结构[10-12]。利用以上特点, 可以采用生物信息学的

方法分析miRNA的靶基因和前体启动子区域的顺

式作用元件。

大豆(Glycine max [L.] Merr.)原产于中国, 是世

界主要的食用油和植物蛋白质来源之一[13]。大豆生

长发育受到很多逆境胁迫, 如干旱、水涝、冷害、

盐渍等非生物胁迫以及病虫害等生物胁迫。这些逆

境胁迫影响大豆生长发育的不同阶段, 导致大豆的

产量和品质降低。已有研究表明, miRNA参与调控

植物逆境胁迫。Combier等[14]研究发现, miR169通

过调控其靶基因HAP2-1(hem activator protein 2-1)控
制豆科植物根瘤发育适应低氮胁迫。Zeng等[15]发现, 
大豆miR159a在磷胁迫诱导下水平上调, 而miR166a、
miR319a、miR396a、miR398b和miR1507a水平下调。

李永光等[16]通过对gma-miR1508a靶基因预测及功能

分析发现, gma-miR1508a调控其靶基因参与低温胁

迫进程。

miRNA1507家族是豆科植物特有的miRNA。

gma-miR1507在大豆根、茎、叶和成熟种子中均

有发现[17]。Yan等[18]研究发现, gma-miR1507的靶

分子可能是一类NB-LRR(nucleotide binding leucine-
rich repeat)的抗病基因。这些实验结果表明, gma-
miR1507在植物体中可以通过调控靶mRNA发

挥一定的功能, 进而对植物的生长发育产生一

定的影响。miRNA数据库miRBase(http://www.
mirbase.org/)显示, 大豆中的miRNA1507家族有3
个成员 , 分别为gma-miR1507a、gma-miR1507b和
gma-miR1507c。本文重点分析gma-miR1507a。利

用生物信息学分析编码gma-miR1507a的基因序

列和其基因启动子中的顺式作用元件, 并预测相

应的靶基因。通过人工构建miRNA技术, 用gma-
miR1507a和gma-miR1507a*分别替换 at-miR319和
at-miR319a*, 将得到的amiR1507前体构建至植物表

达载体pCAMBIA2301。利用农杆菌介导的方法将

amiR1507a前体转入大豆子叶, 得到转基因发状根, 
并利用stem-loop RT-PCR技术检测gma-miR1507a的
水平, 为进一步验证gma-miR1507a的生物学功能奠

定基础。
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1   材料与方法
1.1   数据库及生物信息学分析软件

在植物miRNA数据库PMRD(http://bioinformatics.
cau.edu.cn/PMRD/)上搜索gma-miR1507a具体信息: 
gma-miR1507a的前体序列和成熟序列、前体基因

起始位点上游1 500 bp的启动子序列以及miR1507家
族基因。通过MEGA6.0软件构建了基于距离参数法

(neighbor-joining, NJ)miR1507家族的系统进化树[19]。

利用SoftBerry(http://linux1.softberry.com/berry.
phtml)的TSST在线工具预测gma-miR1507a上游启

动子序列中可能存在的转录起始位点。进而通

过 PlantCARE(http://bioinformatics.psb.ugent.be/
webtools/plantcare/html/)在线工具对gma-miR1507a
上游启动子序列进行顺式作用元件分析。

在psRNATarget(http://plantgrn.noble.org/psRNA 
Target/?function=1)上预测gma-miR1507a的靶基因, 
选择罚分小于3、靶基因可能性小于25的基因为目

标靶基因。

1.2   胁迫处理下gma-miR1507a水平的检测

1.2.1   干旱处理      将大豆种子(Williams 82)种植在

以蛭石为基质的塑料杯中, 置于22~25 °C培养, 正
常浇水。待大豆生长到第1片三出复叶刚刚展开时, 
将大豆土壤浇透, 第2 d停止供水。分别在停止供水

0、1、3、5、7 d取样, 取样部位为大豆的根。提

取RNA, 使用TaKaRa公司的PrimerScript反转录试

剂盒和加茎环的gma-miR1507a-RT引物(表1)反转

得到cDNA。使用Vazyme公司的AceQ qPCR SYBR 
Green Master Mix试剂盒进行荧光定量PCR实验, 以
SnoR1作为内参基因[18]检测gma-miR1507a前体的水

平。

1.2.2   大豆疫霉菌处理      采用下胚轴创伤接种法

接种大豆疫霉菌株P6497, 将大豆种子(Williams 82)
种植在以蛭石为基质的塑料杯中, 置于22~25 °C培
养。待大豆生长到2片真叶刚刚完全展开(1周左右), 
用消毒后的刀片在大豆子叶节下方1 cm处划出一

道伤口, 取培养5 d的菌丝块贴在伤口处。接种后的

大豆幼苗于25 °C保湿培养, 分别在接菌后0、3、6、
12、24、36 h取下胚轴接种处上端1 cm做样品, 提
取RNA进行荧光定量PCR实验, 检测gma-miR1507a
前体的水平。

1.3   amiRNA1507a前体基因的克隆

以pRS300载体中拟南芥的miR319a的发夹环

状前体结构作为模板, 用overlap-PCR对at-miR319a
和at-miR319a*进行替换[20-21]。根据at-miR319a前体

基因, 在“WMD Oligo”(http://wmd3.weigelworld.org/
cgi-bin/webapp.cgi?page=Oligo;project=stdwmd)网站

上设计出4条用于扩增amiR1507a的引物(I、II、III、
IV)以及首尾的Primer A和Primer B。

进行两轮PCR扩增: 第一轮PCR以pRS300为
模板扩增出3条片段, 对应的引物分别是: Primer 
A+IV、II+III、I+Primer B。第二轮 PCR以第一

轮的3条目的片段为模板, Primer A和Primer B为

引物, 扩增得到含amiR1507a的目的片段。利用

限制性核酸内切酶Kpn I和Sac I分别对双元载体

pCAMBIA2301(图1)和amiR1507a的前体基因进行

双酶切和连接反应, 得到重组质粒amiRNA1507a-
pCAMBIA2301。将重组质粒于42 °C热激转化至大肠

杆菌感受态细胞DH5α中, 加入无抗的LB液体培养

表1   植物miR1507家族

Table 1   miR1507 family in plants
基因名称

Gene names
物种类型

Species
成熟序列(5′→3′)
Mature sequences (5′→3′)

ahy-miR1507 Arachis hypogaea CCU CGU UCC AUA CAU CAU CUA

gma-miR1507a Glycine max UCU CAU UCC AUA CAU CGU CUG A

gma-miR1507b Glycine max UCU CAU UCC AUA CAU CGU CUG

gma-miR1507c Glycine max CCU CAU UCC AAA CAU CAU CU

gso-miR1507a Glycine soja UCU CAU UCC AUA CAU CGU CUG A

gso-miR1507b Glycine soja UCU CAU UCC AUA CAU CGU CUG A

mtr-miR1507 Medicago truncatula CCU CGU UCC AUA CAU CAU CUA G

vun-miR507a Vigna unguiculata UCU CAU UCC AUA CAU CGU CUG A

lja-miR1507a Lotus japonicus UCU UCC AUC CAU ACA UCA UCU

lja-miR1507b Lotus japonicus UCU UCC AUC CAU ACA UCA UCU
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基37 °C摇菌1 h, 然后涂板(抗卡那霉素的LB固体培养

基), 于37 °C培养12 h, 挑取单菌落于37 °C、200 r/min
摇菌得到菌液。PCR检测菌液中目的片段并测序。

选取测序结果正确的菌液提取质粒, 得到的重组质

粒即植物表达载体amiRNA1507a-pCAMBIA2301。
然后, 将质粒电击转入发根农杆菌菌株K599中。加

入无抗的YEP液体培养基于28 °C摇菌1 h, 然后涂板

(抗卡那霉素和利福平的YEP固体培养基), 28 °C培
养48 h, 挑取单菌落摇菌得到菌液。菌液PCR检测条

带大小正确后, –80 °C保存甘油菌备用。

1.4   转基因大豆根毛的获得

挑选圆润饱满、种皮无破损的大豆种子

(William 82), 氯气灭菌2 h, 在灭菌水中浸泡24 h后, 
种在0.5%的琼脂培养基中, 萌发3~5 d。取萌发的大

豆子叶, 用手术刀挖一小孔, 将D600=0.6的农杆菌菌

液滴至小孔中, 放入含有羧苄青霉素和头孢霉素的

White培养基中, 遮光暗培养3~4周。

配置GUS染料: 40 mg/mL的X-Gluc母液用GUS
染色缓冲液稀释至0.5 mg/mL使用。取生长旺盛的

大豆根毛的根尖, 用GUS染料于37 °C过夜染色, 初
步鉴定amiR1507a表达载体是否转化成功。再取

染色成功的根尖提取RNA, 荧光定量PCR检测gma-
miR1507a前体的水平。

1.5   预测靶基因的表达

过表达gma-miR1507a的转基因发状根中对

预测出的靶基因进行表达分析。提取过表达gma-
miR1507a的转基因发状根的RNA, 荧光定量PCR检
测预测靶基因的表达量。大豆GmCons4作为内参基

因。

1.6   数据分析

      每个实验组设置3次生物学重复, 利用2–ΔΔCt法计

算目的基因的相对水平, 定量数据以“平均数±标准

误(mean±SE)”表示, 利用SPSS 17.0软件进行数据

的显著性差异分析。以P<0.05为差异具有统计学意

义。使用GraphPad Prism 5软件绘制柱形图。

2   结果
2.1   gma-miR1507a序列及家族分析

根据PMRD上的信息, 得到gma-miR1507a二级茎

环长度为107 bp, 成熟序列长22 nt(图2), 位于大豆13
号染色体25849777-25849883[+]位置。gma-miR1507a
是miR1507家族(表1)成员之一, 利用MEGA6.0构建了

miR1507家族的系统进化树(图3)。
2.2   gma-miR1507a启动子顺式作用元件分析

对gma-miR1507a前体上游2 000 bp的序列进行

分析, 在gma-miR1507a上游306 bp的位置预测到了1
个转录起始位点。取该位点上游1 500 bp的序列在

PlantCARE网站上进行顺式作用元件分析, 结果显

示, gma-miR1507a的启动子区除了基本元件TATA-
box和CAAT-box外, 还发现1个与植物逆境胁迫相

关的MBS[MYB (v-myb avian myeloblastosis viral 
oncogene homolog) binding site]元件, 即MYB结合位

点; 1个与真菌诱导应答相关的Box-W1元件; 3个与

胚乳表达相关的Skn-1-motif和1个与分生组织表达

相关的CAT-box(图4)。
2.3   干旱及大豆疫霉对gma-miR1507a水平的影响

根据gma-miR1507a启动子区顺式作用元件的

分析结果, 分别对大豆进行干旱和大豆疫霉菌处理, 
检测gma-miR1507a的水平。结果显示, 当大豆受到

干旱胁迫时, gma-miR1507a的水平在干旱后1 d发
生显著下调, 在处理3、5、7 d时, gma-miR1507a几
乎不表达(图5)。结果说明, gma-miR1507a可能参

与大豆干旱胁迫。当受到大豆疫霉菌侵染时, gma-
miR1507a水平呈现先升高后降低的趋势, 在侵染3 h
显著升高, 之后逐渐降低, 在侵染12 h达到最低, 说
明gma-miR1507a极有可能参与大豆与大豆疫霉菌

的互作。

2.4   gma-miR1507a靶基因的预测

利用psRNATarget在线预测gma-miR1507a的靶基

因, 共获得9个可能的靶基因(表2)。与拟南芥数据库比

对发现, Glyma01g214100与拟南芥编码YTH(YT521-B 

LB/RB: 左右端边界区; KanR: 卡那霉素抗性基因; 35S: CaMV 35S启动子; NOS: 终止子; GUS: GUS报告基因。

LB/RB: left/right border; KanR: kanamycin resistance gene; 35S: CaMV 35S promoter; NOS: terminator; GUS: GUS reporter gene.
图1   植物表达载体amiRNA1507a-pCAMBIA2301结构示意图

Fig.1   Diagram of plant expression vector amiRNA1507a-pCAMBIA2301

LB

KanR 35S amiRNA
1057a NOS 35S GUS NOS

RB
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homology)家族蛋白质的At4g11970同源; Glyma04g137800
同源拟南芥At3g29765基因, 是一类编码含HAT二聚体的

TTF(transposases and transcription factors)类锌指蛋白

的基因; Glyma04g187600与AtMET1(methyltransferase 
1)同源 ; Glyma05g001600的同源基因 At2g48110
即拟南芥 RFR1(reduce epidermal fluorescence 
4-related 1)基因; Glyma05g224700和Glyma08g031500
都与拟南芥At4g32920同源 , 编码一类甘氨酸富集

蛋白质; Glyma08g037900的拟南芥同源基因可以

编码ROP(Rho-related GTPase from plant)蛋白 ; 
Glyma09g257900与拟南芥AtBRM(AtBRAHMA)同
源; Glyma19g260400的拟南芥同源基因At5g24470
是PRRs(pseudo-response regulators)家族的成员之

一。

2.5   amiRNA1507a表达载体的构建

通过重叠PCR和琼脂糖凝胶电泳的方法, 用gma-
miR1507a置换pRS300载体中拟南芥的miR319a, 回
收条带得到amiRNA1507a的前体(图6)。酶切、连接

至pCAMBIA2301上, 得到重组质粒体amiRNA1507a-
pCAMBIA2301。
2.6   转基因大豆根毛的获得

挑取测序正确的重组质粒, 农杆菌侵染大豆子

叶, 并用White培养基进行组织培养。侵染约2 d后, 
即可长出愈伤组织(图7A); 继续暗培养2~3周, 即可

长出发状根(图7B), 此时, 可将发状根转入新的培养

基中继续扩大培养(图7C)。
取生长旺盛的大豆根尖, 进行GUS染色。通过

染色结果初步鉴定amiRNA1507a已转入大豆根中。

阳性根毛将被成功染成蓝色(图8A), 即代表目的基

因amiRNA1507a过表达载体已成功导入根毛中。

为了进一步验证gma-miR1507a成功过表达, 取

gma-miR1507a前体结构折叠形成一段发夹结构, 黑色方框表示gma-
miR1507a的成熟序列。

The gma-miR1507a precursor forms a stem-loop structure. The black 
frame stands for the mature sequence.

图2   gma-miR1507a二级茎环结构

Fig.2   The stem-loop structure of gma-miR1507a precursor
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gma-miR1507a、gma-miR1507b、gma-miR1507c来自大豆 , gso-miR1507a、gso-miR1507b来自野生大豆 , vun-miR1507a来自豇豆 , ahy-
miRNA1507来自花生, mtr-mR1507来自蒺藜苜蓿, lja-miR1507a、lja-miR1507b来自百脉根。

gma-miR1507a, gma-miR1507b and gma-miR1507c come from Glycine max, gso-miR1507a and gso-miR1507b are from Glycine soja, vun-miR1507a 
is from Vigna unguiculata, ahy-miR1507 comes from Arachis hypogaea, mtr-miR1507 is from Medicago truncatula, lja-miR1507a and lja-miR1507b 
are from Lotus japonicas.

图3   植物miR1507家族系统进化树

Fig.3   Phylogenetic tree of plant miR1507 family
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染成蓝色的根尖, 使用stem-loop RT-PCR检测gma-
miR1507a。结果显示, gma-miR1507a的水平与空载

(empty vector, EV)相比, 提高了近3倍, 统计学分析

表明差异极显著(P<0.01, 图9)。

2.7   转基因发状根中预测靶基因的表达水平检测

通 过qRT-PCR检 测 转 基 因 发 状 根 中 预 测

的 9个靶基因的表达水平发现 , Glyma01g214100、
Glyma05g001600、Glyma05g224700、Glyma08g031500、
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TSS: 转录起始位点; CCAAT-box: MYBHv1结合位点; Skn-1-motif: 与胚乳表达相关的顺式作用元件; Box-W1: 真菌诱导应答相关; CAT-box: 与
分生组织表达相关; MBS: MYB的结合位点。

TSS: trancriptinal start site; CCAAT-box: MYBHv1 binding site; Skn-1-motif: cis-acting element required for endosperm expression; Box-W1: fungal 
elicitor responsive element; CAT: cis-acting element related to meristem expression; MBS: MYB binding site.

图4   gma-miR1507a启动子区域的部分顺式作用元件

Fig.4   Key cis-acting elements of the gma-miR1507a promoter

A: 干旱处理0、1、3、5、7 d时gma-miR1507a的水平; *P<0.05, **P<0.01, 与0 d组比较; B: 疫霉菌侵染0、3、6、12、24、36 h时gma-miR1507a
的水平; *P<0.05, **P<0.01, 与0 h组比较。

A: the level of gma-miR1507a at 0, 1, 3, 5, 7 days under drought stress; *P<0.05, **P<0.01 vs 0 d group; B: the level at 0, 3, 6, 12, 24, 36 hours after 
inoculated with Phytophthorasojae; *P<0.05, **P<0.01 vs 0 h group.

图5   不同处理下gma-miR1507a的水平

Fig.5   The level of gma-miR1507a under different stress
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表2   预测gma-miR1507a靶基因

Table 2   The prediction targeting genes of gma-miR1507a 

靶基因

Target gene
罚分

Expection

拟南芥同源基因

Homologous genes of 
Arabidopsis

核苷酸同源性(%)
Nucleotide homology 
(%)

功能类型

Function

Glyma01g214100 3.0 At4g11970 82 YTH family protein

Glyma04g137800 2.0 At3g29765 95
TTF-type zinc finger protein with 
HAT dimerisation domain

Glyma04g187600 3.0 At5g49160 83 MET1

Glyma05g001600 2.0 At2g48110 81 RFR1

Glyma05g224700 3.0 At4g32920 80 Glycine-rich protein

Glyma08g031500 3.0 At4g32920 79 Glycine-rich protein

Glyma08g037900 3.0 At1g52240 79 ROP

Glyma09g257900 3.0 At2g46020 78 ATBRM

Glyma19g260400 3.0 At5g24470 83 PRR5
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A: 第一轮扩增的凝胶电泳结果; M: DL2000 DNA marker; 1: Primer A+IV; 2: II+III; 3: Primer B+I; B: 第二轮扩增凝胶电泳结果; M: DL2000 DNA 
marker; 1: amiRNA1507a。
A: the result of the first PCR by gel electrophoresis; M: DL2000 DNA marker; 1: Primer A+IV; 2: II+III; 3: Primer B+I; B: the result of the second PCR 
by gel electrophoresis; M: DL2000 DNA marker; 1: amiRNA1507a.

图6   amiRNA1507a的前体条带的扩增

Fig.6   The band of amiRNA1507a precursor amplified by PCR
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A: 用农杆菌侵染大豆子叶2 d后的形态; B: 图A的组织继续在暗光条件下培养2~3周; C: 转入新的培养基继续暗培养。

A: soybean cotyledon about 2 days after inoculation with A. rhizogenes; B: the tissue in picture A after 2-3 weeks in dark; C: hairy root in new medium 
in dark.

图7   发根农杆菌侵染大豆子叶生长过程

Fig.7   Agrobacterium mediated transformation of soybean cotyledon

A B C

A: GUS染色成功的根尖; B: GUS染色未成功的根尖形态。

A: the root tip with GUS staining successfully; B: the root tip with GUS staining unsuccessfully.
图8   发状根根尖GUS染色结果图

Fig.8   Histochemical GUS staining of soybean hairy roots

A B
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Glyma08g037900、Glyma09g57900、Glyma19g260400
共7个靶基因在转基因发状根中的表达水平相比于

对照明显下调, 其中5个达到极显著水平(图10)。结

果表明, 这些基因可能是gma-miR1507a的靶基因, 
受到gma-miR1507a的调控。

3   讨论
本文通过生物信息学的方法对gma-miR1507a

及其进化树进行分析, 可以看出miRNA1507是豆科

植物特有的一类miRNA, 大豆的miRNA1507a与野

生 大 豆(Glycine soja)、 豇 豆(Vigna unguiculata)在
同一个大分支上。结果说明, gma-miR1507a、gso-
miR1507a和vun-miR1507a的亲缘关系较近。

在对gma-miR1507a前体的转录起始位点上游

的启动子元件进行分析时, 发现了一些与逆境胁

迫、病菌侵染和光反应相关的元件。这些元件的

存在说明gma-miR1507a极有可能参与对逆境胁迫、

病菌侵染和光反应的调控过程。例如, 启动子区的

MBS元件是MYB的结合位点, 有研究表明, 拟南芥

rd22(responsive to dehydration 22)基因启动子区的
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图9   gma-miR1507a在发状根中的表达

Fig.9   The expression level of gma-miR1507a in soybean hairy roots

1.5

1.0

0.5

0

**

****

**

**

*
*

EV
amiRNA1507a

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

Gl
ym
a0
1g
21
41
00

Gl
ym
a0
4g
13
78
00

Gl
ym
a0
4g
18
76
00

Gl
ym
a0
5g
00
16
00

Gl
ym
a0
5g
22
47
00

Gl
ym
a0
8g
03
15
00

Gl
ym
a0
8g
03
79
00

Gl
ym
a0
9g
25
79
00

Gl
ym
a1
9g
26
04
00

*P<0.05, **P<0.01, 与EV组比较。

*P<0.05, **P<0.01 vs EV group.
图10   在转基因发状根中预测靶基因表达水平

Fig.10   The expression level of predicted target genes in transgenic hairy roots
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MYB结合位点, 在干旱胁迫下, 可以作为转录调控

因子参与ABA(abscisic acid)诱导的rd22基因的表

达[22]。当植物受到病原菌侵染时, 启动子区的Box-
W1元件可以调控局部基因的表达[23]。本文在对干

旱胁迫和疫霉菌侵染下gma-miR1507a水平的检测

也证明, 其可能参与了大豆抗旱和病菌侵染的进程。

至于gma-miR1507a具体如何发挥调控作用还需进

一步的实验验证。

我们对gma-miR1507a的靶基因进行预测, 并
通过同源比对的方法对靶基因进行功能注释。结

果发现, 与预测的靶基因Glyma01g214100同源的

At4g11970基因编码YTH家族蛋白质, Li等[24]发现, 
YTH家族蛋白质是一类新的RBPs(RNA-binding 
proteins), 可以在拟南芥和水稻中响应生物和非生物

胁迫以及激素应答。Glyma05g001600的同源基因

At2g48110即拟南芥RFR1基因可以参与木质素的新

陈代谢过程[25]。与靶基因Glyma04g187600同源的

拟南芥AtMET1会影响植物的株高和开花时间[26-27]。

Glyma08g037900的拟南芥同源基因At1g52240编码

ROP蛋白质, ROP是小GTP结合蛋白超家族成员, 在
植物中起着信号开关的作用[28]。Glyma09g257900
的拟南芥同源基因AtBRM可以与AtSWI(AtSWITCH)
相互作用, 抑制叶片中种子成熟基因的表达[29], 还
可以对植物根和花的生长发育发挥调控作用[30-31]。

Glyma19g260400与拟南芥PRR5(pseudo-response 
regulator 5)同源, PRR5是PRRs基因家族的成员, 是
植物生物钟中央振荡器的中心组分, 与光调节相

关, 调控生物节律[32]。通过在转基因发状根中检

测靶基因的表达情况, 初步验证Glyma01g214100、
Glyma05g001600、Glyma05g224700、Glyma08g031500、
Glyma08g037900、Glyma09g57900、Glyma19g2604007
靶基因受到gma-miR1507a的负调控。本研究结果

提示, gma-miR1507a可能通过调控这些靶基因调控

上述反应, 进而参与调控逆境胁迫。

通过启动子顺式作用元件分析发现, gma-
miR1507a前体上游启动子区域存在多个与逆境相

关的顺式作用元件; 利用psRNATarget预测到9个
靶基因, 同源比对结果显示, 部分参与逆境和抗病

进程; 以拟南芥miR319a的前体结构为框架, 构建

amiRNA1507a表达载体, 获得过表达发状根; 利用

stem-loop RT-PCR检测gma-miR1507a的表达, 发现

其显著提高。以上结果说明, amiRNA1507a表达载

体可以用于gma-miR1507a生物学功能的研究。
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