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［摘要］　目的：基于ＧｉｔＨｕｂ上释放的野葛转录组序列和ｍｉＲＢａｓｅ中的ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡ）数据，通过生物信息
学方法预测野葛中保守的ｍｉＲＮＡ，为研究其在野葛中的生物学作用奠定基础。方法：根据 ｍｉＲＮＡ在植物中的保守
性，利用ｐｓＲｏｂｏｔ软件的前体预测模块 “ｐｓＲｏｂｏｔｍｉｒ”将ｍｉＲＢａｓｅ数据库中已知的 ｍｉＲＮＡ序列与野葛转录组序列进
行比对，按照ｍｉＲＮＡ的判定标准进行筛选，并随机选取了７条ｍｉＲＮＡ进行茎环ＰＣＲ验证，随后利用 ｐｓＲＮＡＴａｒｇｅｔ
软件对这些ｍｉＲＮＡ进行了靶基因预测。结果：在野葛中共预测出３４条潜在的 ｍｉＲＮＡ序列，它们属于１８个基因家
族，ｍｉＲＮＡ茎环ＰＣＲ验证的成功率是１００％。基于罚分≤３，预测出２３５个靶基因，其中６６个具有明确的功能，涉
及野葛抗病、生长发育、转录调节、胁迫应答等，其中２８个为抗病蛋白。结论：预测出的野葛保守 ｍｉＲＮＡ及其靶
基因，为今后解析ｍｉＲＮＡ在野葛抗病和次生代谢产物合成中的作用奠定了基础。
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野葛 Ｐｕｅｒａｒｉａｌｏｂａｔａ（Ｗｉｌｌｄ）Ｏｈｗｉ为豆科
Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ葛属 Ｐｕｅｒａｒｉａ多年生木质藤本植物，是
一种大宗重要中药材，于２００２年被国家卫生部认定
为药食两用植物。野葛以其干燥根入药，称为葛

根［１］，具有提高大脑记忆能力、改善和治疗心脑血

管疾病、抗肿瘤、保肝、消炎镇痛等功效［２３］，其主

要生物活性成分为异黄酮类物质［４］。此外，野葛还

富含淀粉、膳食纤维以及人体必需的多种氨基酸、

矿物质和微量元素，在保健品开发方面具有不错的

市场前景。近些年大量研究者对于野葛的化学成

分［５］、药理作用［６］、代谢途径解析及关键酶基因［７］

方面进行了研究。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类由内源基因产生的、
长度约为２０～２４ｎｔ的非编码ＲＮＡ。在植物中，ｍｉＲＮＡ
通常来自于含有茎环结构的初级转录物（ｐｒｅｍｉＲＮＡ），
接着在 Ｄｉｃｅｒ等一系列酶的作用下产生成熟的
ｍｉＲＮＡ［８９］。ｍｉＲＮＡ主要通过切割靶基因或者抑制其
翻译在转录后水平调节基因表达，从而在植物组织

形态建成［１０］、抗病［１１］、非生物胁迫［１１］、次生代谢

产物合成［１２］等方面起到了重要作用。然而迄今，在

野葛上未见报道。

由于植物中 ｍｉＲＮＡ在序列上具有高度保守
性［１３］，除了高通量测序结合计算机分析鉴定［１４］，

也可以利用生物信息学方法预测其保守 ｍｉＲＮＡ［１５］。
即从ｍｉＲＢａｓｅ下载已知的 ｍｉＲＮＡ，将其与所研究的
物种转录组数据比对，然后将比对上的转录本进行

二级结构折叠，再根据 ｍｉＲＮＡ的判定标准进行筛
选，该方法被广泛用于植物ｍｉＲＮＡ的鉴定［１６１７］，在

一些药用植物，比如毛地黄［１８］、甘草［１９］、黄芪［２０］

中有过报道。本研究首次预测了野葛中保守 ｍｉＲＮＡ
及其靶基因，为今后解析 ｍｉＲＮＡ在野葛防御反应、
次生代谢产物合成等方面的作用奠定了基础。

１　材料

于湖北省恩施州华中药用植物园试验基地采集

２年生野葛 Ｐｌｏｂａｔａ的根、茎和叶，冻于液氮中，
然后保存在－８０℃冰箱用于ＲＮＡ的提取。

２　方法

２１已知植物ｍｉＲＮＡ序列的获得

从 ｍｉＲＢａｓｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｍｉｒｂａｓｅｏｒｇ／）中下载
全部ｍｉＲＮＡ序列（版本２２），作为预测野葛中保守

ｍｉＲＮＡ的参考序列。

２２野葛转录组数据及注释文件的获得

从 ＧｉｔＨｕｂ（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂｃｏｍ／ｒｏｎｇｃｈｕｎｈａｎ／
Ｐｕｅｒａｒｉａ＿ｌｏｂａｔａ／ｃｏｍｍｉｔｓ／ｍａｓｔｅｒ／Ｐｕｅｒａｒｉａ＿ｌｏｂａｔａ＿
ｃｏｎｔｉｇｓｆａ）下载野葛的转录组序列和注释信息，该
序列是 Ｈａｎ等测得［６］，由不同组织（叶、茎、幼嫩

根、成熟根、根维管束）的测序数据混合拼接

得来。

２３野葛ｍｉＲＮＡ的生物信息学预测

利用ｐｓＲｏｂｏｔ软件［２１］的前体预测模块 “ｐｓＲｏｂｏｔ
ｍｉｒ”，将上述ｍｉＲＮＡ序列与转录组拼接数据进行比
对，采用默认参数，输入文件格式均为 ｆａｓｔａ格式。
ｐｓＲｏｂｏｔ内置 ｍｆｏｌｄ３５软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｂｉｏｉｎｆｏ
ｒｐｉｅｄｕ／ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ／ｍｆｏｌｄ／ｒｎａ／ｆｏｒｍ１ｃｇｉ）能够预测
并给出候选ｍｉＲＮＡ前体的二级结构和成熟的ｍｉＲＮＡ
序列［２２］。接着对候选的 ｍｉＲＮＡ进行人工核实，参
考Ｍｅｙｅｒｓ等判定 ｍｉＲＮＡ的标准［２３］，略作修改，具

体如下：１）预测的野葛ｍｉＲＮＡ前体能够折叠成发夹
状的二级结构；２）成熟的ｍｉＲＮＡ与另一条臂上的互
补序列不超过５个碱基的错配；３）ｍｉＲＮＡ与另一条
臂上的互补序列不超过３个 ｂｕｇ；４）当两条以上的
ｍｉＲＮＡ序列同时比对上同一前体时，本研究以
ｍｉＲＢａｓｅ中大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ或者苜蓿 Ｍｅｄｉｃａｇｏ
ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ同家族ｍｉＲＮＡ的序列作为参照。

２４茎环ＰＣＲ验证ｍｉＲＮＡ的真实性

用天根公司多糖多酚植物 ｍｉＲＮＡ提取分离试剂
盒（ＤＰ５０４）提取植物总 ＲＮＡ，具体操作参照说明书
进行。提取野葛幼苗根的总 ＲＮＡ，并使用 Ｎａｎｏ
ＤｒｏｐＴＭ２０００分光光度计和１２％琼脂糖凝胶电泳检测
ＲＮＡ的浓度、纯度和完整性。

ｍｉＲＮＡ的检测采用茎环ＰＣＲ法。随机选取７条
ｍｉＲＮＡ，分别设计反转录茎环引物及 ＰＣＲ引物（见
表１），利用荧光定量ＰＣＲ法验证ｍｉＲＮＡ的真实性。
２４１第一链反转录　首先配制无 ＲＮＡ混合物，将
４μＬ２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰ、７７５μＬｄｄＨ２Ｏ、１μＬＲＴ
引物（１μｍｏｌ·Ｌ－１）在６５℃放置５ｍｉｎ，接着迅速冰置
２ｍｉｎ，接着添加４μＬ５ｘＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄ缓冲液，２μＬ
０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＤＴＴ，０２５μＬＭＭＬＶ（２００单位／μＬ），
１μＬＲＮＡ模板，然后执行反转录程序：１６℃３０ｍｉｎ，
６０个循环的３０℃ ３０ｓ，４２℃ ３０ｓ，５０℃ １ｓ，７５℃
５ｍｉｎ，反转录产物作为荧光定量ＰＣＲ的模板。

·０３４·
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表１　ｍｉＲＮＡ反转录茎环引物及ＰＣＲ引物
ｍｉＲＮＡ名称 ｍｉＲＮＡ序列（５′３′） 反转录引物（５′３′） 正向引物（５′３′） 反向引物（５′３′）

ｍｉＲ１５６ｃ５ｐ ＵＵＧＡＣＡＧＡＡＧＡＧＡＧＵＧ
ＡＧＣＡＣＡ

ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧ
ＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＴＧＴＧＣＴＣ

ＣＧＧＣＧＧＴＴＧＡＣＡＧＡ
ＡＧＡＧＡＧＴ

ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧ
ＧＴＡＴ

ｍｉＲ１６６５ｐ ＧＧＡＡＵＧＵＵＧＵＵＵＧＧＣＵ
ＣＧＡＧＧ

ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧ
ＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＡＴＴＣＡＧ

ＧＧＣＧＧＧＧＡＡＴＧＴＴＧ
ＴＴＴＧＧＣ

ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧ
ＧＴＡＴ

ｍｉＲ１６７５ｐ ＵＧＡＡＧＣＵＧＣＣＡＧＣＡＵＧ
ＡＵＣＵＣ

ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧ
ＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＣＡＧＡＴＣＡ

ＧＧＣＧＧＴＧＡＡＧＣＴＧＣ
ＣＡＧＣＡ

ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧ
ＧＴＡＴ

ｍｉＲ１６８３ｐ ＣＣＣＧＣＣＵＵＧＣＡＵＣＡＡＣ
ＵＧＡＡＵ

ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧ
ＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＡＴＴＣＡＧ

ＣＧＧＣＣＣＣＧＣＣＴＴＧＣ
ＡＴＣＡＡ

ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧ
ＧＴＡＴ

ｍｉＲ３９６ｂ５ｐ ＵＵＣＣＡＣＡＧＣＵＵＵＣＵＵＧ
ＡＡＣＵＵ

ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧ
ＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＡＡＧＴＴＣ

ＣＧＧＣＧＧＴＴＣＣＡＣＡ
ＧＣＴＴＴＣＴＴ

ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧ
ＧＴＡＴ

ｍｉＲ１５０７３ｐ ＵＣＵＣＡＵＵＣＣＡＵＡＣＡＵＣ
ＧＵＣＵＧＡ

ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧ
ＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＴＣＡＧＡＣＧ

ＣＧＧＣＧＧＴＣＴＣＡＴＴＣ
ＣＡＴＡＣＡＴ

ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧ
ＧＴＡＴ

ｍｉＲ２０８９ａ／ｂ３ｐ ＵＵＡＣＣＵＡＵＵＣＣＡＣＣＡＡ
ＵＵＣＣＡＵ

ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧ
ＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＡＴＧＧＡＡ

ＧＧＣＧＧＴＴＡＣＣＴＡＴＴ
ＣＣＡＣＣＡＡ

ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧ
ＧＴＡＴ

２４２荧光定量 ＰＣＲ　在 ＰＣＲ管中加入：１０μＬ２ｘ
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＩＩ（ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ），１μＬ通用
反向引物（５μｍｏｌ·Ｌ－１），１μＬｍｉＲＮＡ特异的正向引
物（５μｍｏｌ·Ｌ－１），１μＬ上述反转录产物，７μＬＨ２Ｏ。
使用ＢｉｏＲａｄＣＦＸ９６实时 ＰＣＲ系统 Ｃ１０００热循环仪
（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）进行扩增。程序如下：９４℃２ｍｉｎ，
９５℃ ２０ｓ，４５个循环 ９４℃ １０ｓ，６０℃ １０ｓ，
７２℃ ６ｓ。

２５野葛ｍｉＲＮＡ的靶基因预测

使用在线软件 ｐｓＲＮＡＴａｒｇｅｔ［２４］，采用默认参数
对野葛ｍｉＲＮＡ的靶基因进行预测，通过罚分机制筛
选潜在靶基因，规则为：Ｕ与Ｇ配对罚０５分，其他

不匹配罚１分；小于３个碱基插入或缺失罚 ２分，
３个碱基及以上罚３分。为了保证靶基因的真实性，
本研究选择罚分≤３的结果作为ｍｉＲＮＡ的潜在靶基因。

３　结果与分析

３１野葛ｍｉＲＮＡ预测结果及其二级结构

使用ｐｓＲｏｂｏｔ软件 “ｐｓＲｏｂｏｔｍｉｒ”模块共筛选出
２７条候选ｍｉＲＮＡ前体，手工核实发现符合标准的共
有２５条，其中有９条前体产生２条ｍｉＲＮＡ，其余分
别产生１条 ｍｉＲＮＡ。最终在野葛中共预测出 ３４条
ｍｉＲＮＡ，它们属于１８个家族。这些 ｍｉＲＮＡ的长度
范围为１９～２４ｂｐ，见表２。

表２　野葛中预测的ｍｉＲＮＡ

ｍｉＲＮＡ名称 ｍｉＲＮＡ序列 基因ＩＤ、位置及正负链 ＭＦＥＩ 前体长度

ｍｉＲ１５６ａ５ｐ ＵＧＡＣＡＧＡＡＧＡＧＡＧＵＧＡＧＣＡＣＡ Ｃｏｎｔｉｇ５１５４３｜１４７｜２７９｜＋ １０４ １３３

ｍｉＲ１５６ａ３ｐ ＧＣＵＣＡＣＵＵＣＵＣＵＵＵＣＵＧＵＣＡＧＣ Ｃｏｎｔｉｇ５１５４３｜１４７｜２７９｜＋ １０４ １３３

ｍｉＲ１５６ｂ５ｐ ＵＧＡＣＡＧＡＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＣＡＣＡ Ｃｏｎｔｉｇ２１０８２｜５０３｜６０５｜＋ ０６４ １０３

ｍｉＲ１５６ｃ５ｐ ＵＵＧＡＣＡＧＡＡＧＡＧＡＧＵＧＡＧＣＡＣＡ Ｃｏｎｔｉｇ１５８０３｜１｜１０２｜＋ １２０ １０２

ｍｉＲ１５９５ｐ ＧＡＧＣＵＣＣＵＵＧＡＡＧＵＣＣＡＡＵＵＧ Ｃｏｎｔｉｇ１８３４２｜９６２｜１１７４｜－ １０２ ２１３

ｍｉＲ１５９３ｐ ＵＵＵＧＧＡＵＵＧＡＡＧＧＧＡＧＣＵＣＵＡ Ｃｏｎｔｉｇ１８３４２｜９６２｜１１７４｜－ １０２ ２１３

ｍｉＲ１６２ａ５ｐ ＵＧＧＡＧＧＣＡＧＣＧＧＵＵＣＡＵＣＧＡＵＣ Ｃｏｎｔｉｇ０４６２８｜１９５２｜２０７４｜－ ０８４ １２３

ｍｉＲ１６２ａ３ｐ ＵＣＧＡＵＡＡＡＣＣＵＣＵＧＣＡＵＣＣＡＧ Ｃｏｎｔｉｇ０４６２８｜１９５２｜２０７４｜－ ０８４ １２３

ｍｉＲ１６２ｂ３ｐ ＡＵＣＧＡＵＧＡＡＣＣＧＣＵＧＣＣＵＣＣ Ｃｏｎｔｉｇ０４６２８｜１９５２｜２０７４｜＋ ０８５ １２３

·１３４·
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续表２
ｍｉＲＮＡ名称 ｍｉＲＮＡ序列 基因ＩＤ、位置及正负链 ＭＦＥＩ 前体长度

ｍｉＲ１６６５ｐ ＧＧＡＡＵＧＵＵＧＵＵＵＧＧＣＵＣＧＡＧＧ Ｃｏｎｔｉｇ７７９２４｜１３９｜３４１｜＋ ０９８ ２０３

ｍｉＲ１６６３ｐ ＵＣＧＧＡＣＣＡＧＧＣＵＵＣＡＵＵＣＣＣＧ Ｃｏｎｔｉｇ７７９２４｜１３９｜３４１｜＋ ０９８ ２０３

ｍｉＲ１６７５ｐ ＵＧＡＡＧＣＵＧＣＣＡＧＣＡＵＧＡＵＣＵＧ Ｃｏｎｔｉｇ２１７０７｜２９９｜３９１｜＋ １１３ ９３

ｍｉＲ１６８５ｐ ＵＣＧＣＵＵＧＧＵＧＣＡＧＧＵＣＧＧＧＡＡ Ｃｏｎｔｉｇ３４７７９｜４７５｜５８７｜－ ０８２ １１３

ｍｉＲ１６８３ｐ ＣＣＣＧＣＣＵＵＧＣＡＵＣＡＡＣＵＧＡＡＵ Ｃｏｎｔｉｇ３４７７９｜４７５｜５８７｜－ ０８２ １１３

ｍｉＲ１６９ａ５ｐ ＣＡＧＣＣＡＡＧＧＧＵＧＡＵＵＵＧＣＣＧＧ Ｃｏｎｔｉｇ６６１６５｜１６９｜３１１｜－ １１７ １４３

ｍｉＲ１６９ａ３ｐ ＵＧＣＣＧＧＣＡＡＧＵＵＵＣＵＣＵＵＧＧＣ Ｃｏｎｔｉｇ６６１６５｜１６９｜３１１｜－ １１７ １４３

ｍｉＲ１６９ｂ５ｐ ＣＡＧＣＣＡＡＧＧＡＵＧＡＣＵＵＧＣＣＧＧ Ｃｏｎｔｉｇ７６７５９｜４０｜２０２｜＋ ０９５ １６３

ｍｉＲ１６９ｂ３ｐ ＧＧＣＡＡＧＵＵＧＵＵＣＵＵＧＧＣＵＡＣＡ Ｃｏｎｔｉｇ７６７５９｜４０｜２０２｜＋ ０９５ １６３

ｍｉＲ１７１ａ３ｐ ＵＧＡＵＵＧＡＧＣＣＧＣＧＣＣＡＡＵＡＵＣ Ｃｏｎｔｉｇ８０２４５｜３７９｜５０１｜－ ０８５ １２３

ｍｉＲ１７１ｂ３ｐ ＵＧＡＵＵＧＡＧＣＣＧＵＧＣＣＡＡＵＡＵＣ Ｃｏｎｔｉｇ５６０６７｜９６｜１９８｜＋ １０７ １０３

ｍｉＲ１７２３ｐ ＡＧＡＡＵＣＵＵＧＡＵＧＡＵＧＣＵＧＣＡＵ Ｃｏｎｔｉｇ２７４５６｜５９０｜７４２｜＋ ０９３ １５３

ｍｉＲ３９６ａ５ｐ ＵＵＣＣＡＣＡＧＣＵＵＵＣＵＵＧＡＡＣＵＧ Ｃｏｎｔｉｇ３０４８５｜４９｜１９１｜＋ １００ １４３

ｍｉＲ３９６ａ３ｐ ＧＵＵＣＡＡＵＡＡＡＧＣＵＧＵＧＧＧＡＡＧ Ｃｏｎｔｉｇ３０４８５｜４９｜１９１｜＋ １００ １４３

ｍｉＲ３９６ｂ５ｐ ＵＵＣＣＡＣＡＧＣＵＵＵＣＵＵＧＡＡＣＵＵ Ｃｏｎｔｉｇ４７０４４｜２３２｜３６４｜－ ０８９ １３３

ｍｉＲ３９６ｂ３ｐ ＡＡＧＡＡＡＧＣＵＧＵＧＧＧＡＧＡＡＵＡＵＧＧＣ Ｃｏｎｔｉｇ４７０４４｜２３２｜３６４｜－ ０８９ １３３

ｍｉＲ３９６ｃ３ｐ ＧＵＵＣＡＡＧＡＡＡＧＣＵＧＵＧＧＡＡＧＡ Ｃｏｎｔｉｇ３０４８５｜４７｜１８９｜－ ０８８ １４３

ｍｉＲ１５０７３ｐ ＵＣＵＣＡＵＵＣＣＡＵＡＣＡＵＣＧＵＣＵＧＡ Ｃｏｎｔｉｇ２６５０７｜２５３｜３９５｜＋ ０９８ １４３

ｍｉＲ１５０９５ｐ ＵＵＡＡＵＣＡＡＧＧＡＡＡＵＣＡＣＧＧＵＵ Ｃｏｎｔｉｇ２１２５０｜２０｜１６２｜＋ １００ １４３

ｍｉＲ１５１４５ｐ ＵＵＣＡＵＵＵＵＵＡＡＡＡＵＡＧＧＣＡＵＵ Ｃｏｎｔｉｇ６１９８５｜１５２｜２８１｜＋ ０８７ １２８

ｍｉＲ２０８９ａ３ｐ ＵＵＡＣＣＵＡＵＵＣＣＡＣＣＡＡＵＵＣＣＡＵ Ｃｏｎｔｉｇ１９９９８｜１３５１｜１４６３｜－ １１９ １１３

ｍｉＲ２０８９ｂ３ｐ ＵＵＡＣＣＵＡＵＵＣＣＡＣＣＡＡＵＵＣＣＡＵ Ｃｏｎｔｉｇ１９９９９｜３５１｜４８３｜－ ０９２ １３３

ｍｉＲ２１０９５ｐ ＵＧＣＧＡＧＵＧＵＣＵＵＣＧＣＣＵＣＵＧ Ｃｏｎｔｉｇ５３８５３｜４３９｜５５１｜－ ０９３ １１３

ｍｉＲ１０１９１５ｐ ＧＧＣＧＡＣＵＧＣＧＧＣＵＣＣＵＣＣＧＣＣＧ Ｃｏｎｔｉｇ７９２２６｜３５４｜４２６｜＋ ０９２ ７３

ｍｉＲ９７４９３ｐ ＵＵＡＧＣＵＵＣＵＵＵＣＡＣＣＵＵＵＣＣＣ Ｃｏｎｔｉｇ１７３２６｜１８６｜３０８｜－ １２３ １２３

　　注：表示最小自由能折叠指数。

　　通常情况下，植物ｍｉＲＮＡ前体在长度和二级结
构上存在多样性［２５］。在筛选过程中，笔者发现预测

的野葛 ｍｉＲＮＡ前体的长度变化相对较大，在 ９０～
２０３ｂｐ；虽然其前体的长度和二级结构变化较大，
但都能折叠成茎环结构（见图１）。

预测出的２５条野葛ｍｉＲＮＡ前体的ＭＦＥＩ值范围为
０６４～１２０，平均为０９７（见表２），其中大多数符合
ｍｉＲＮＡ前体二级结构稳定性要求（ＭＦＥＩ大于０８）［２６］。

３２野葛ｍｉＲＮＡ真实性验证
为了验证预测的ｍｉＲＮＡ真实性，本研究随机选

取７条ｍｉＲＮＡ，通过茎环实时荧光定量ＰＣＲ进行实
验验证。结果显示这７条ｍｉＲＮＡ荧光定量ＰＣＲ扩增
产物的熔解曲线均为单峰。随后进行琼脂糖凝胶电

泳，均出现明显单一条带，大小约为６０ｂｐ（见图２），
与预期茎环ＰＣＲ扩增的大小相一致，从而验证这些
ｍｉＲＮＡ的真实性。

·２３４·
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图１　部分野葛ｍｉＲＮＡ前体二级结构图

注：Ｍ５０ｂｐＤＮＡＭａｋｅｒ（ａ１００ｂｐ、ｂ５０ｂｐ）；１ｍｉＲ１５６ｃ

５ｐ；２ｍｉＲ１６６５ｐ；３ｍｉＲ１６７５ｐ；４ｍｉＲ１６８３ｐ；５ｍｉＲ３９６ｂ５ｐ；

６ｍｉＲ１５０７３ｐ；７ｍｉＲ２０８９ａ／ｂ３ｐ。

图２　ｍｉＲＮＡ茎环引物ＰＣＲ产物电泳图

３３野葛ｍｉＲＮＡ靶基因预测结果及主要功能分析

根据预测出的３４条野葛ｍｉＲＮＡ序列，通过在

线 ｐｓＲＮＡＴａｒｇｅｔ软件预测出 ２３５个靶基因，其中有
６６个有明确的功能，见表３。这些靶基因中有２８个
是抗病蛋白，其余则主要参与了野葛体内转录调节、

信号转导、物质运输、防御反应等多种生物学过程。

在这６６个有明确功能的靶基因中，有的在不同科植
物间高度保守，例如受ｍｉＲ１５６调控的ＳＰＬ基因，其
广泛存在于许多科的植物中，是调控植物生长发育

的重要转录因子［２７］；ｍｉＲ１６２靶向 ＤＣＬ，在多科植
物中有过报道，其能够特异性地剪切双链ＲＮＡ并且
自身也被ｍｉＲＮＡ靶向形成反馈调节［２８３０］；还有的在

同科植物中保守，例如本研究发现在豆科植物大豆

和苜蓿中都找到ｍｉＲＮＡ１５０７靶向含有ＮＢＳ的抗性蛋
白［３１３２］；其余的靶基因均为非保守。

表３　野葛中预测ｍｉＲＮＡ的靶基因及其编码蛋白
小ＲＮＡ家族 靶基因ＩＤ（罚分） 功能 分类

ｍｉＲ１５６ Ｃｏｎｔｉｇ２５１８５（２） ＳＰＬ 转录调节

Ｃｏｎｔｉｇ２２２１０（３） Ｚｎ／ＣｄＰ（ＩＢ）型ＡＴＰ酶 物质运输

ｍｉＲ１５９ Ｃｏｎｔｉｇ０１３４１（３） 钙联蛋白同系物 信号转导

Ｃｏｎｔｉｇ１５０１１（２５） 抗病蛋白 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ０６５５４（３） ＧＤＳＬ酯酶／脂肪酶 物质代谢

Ｃｏｎｔｉｇ１７７３６（２） ＮＢＬＲＲ型抗病蛋白 抗病性
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续表３
小ＲＮＡ家族 靶基因ＩＤ（罚分） 功能 分类

Ｃｏｎｔｉｇ１６２２７（３） ＲＮＡ结合蛋白 ＲＮＡ加工

Ｃｏｎｔｉｇ０４７５０（３） 翻译起始因子ＩＦ３ 翻译

ｍｉＲ１６２ Ｃｏｎｔｉｇ０７９８６（３） ＤＣＬ１ 转录调节

Ｃｏｎｔｉｇ３１５６７（３） 喹诺酮耐药蛋白运转蛋白ｎｏｒＡ 物质运输

ｍｉＲ１６６ Ｃｏｎｔｉｇ１５４２３（２５） 丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶 蛋白激酶

Ｃｏｎｔｉｇ４１６１６（２５） 受体样蛋白激酶 蛋白激酶

Ｃｏｎｔｉｇ１０１５３（３） 丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶 蛋白激酶

ｍｉＲ１６７ Ｃｏｎｔｉｇ１０５２７（２５） ２氧代酸脱氢酶 物质代谢

Ｃｏｎｔｉｇ１３６４４（３） 半乳糖变位酶 物质代谢

Ｃｏｎｔｉｇ１７７０６（３） ＤＮＡ结合家族蛋白 转录加工

Ｃｏｎｔｉｇ３９０２３（２５） 赤霉素２０氧化酶 物质代谢

Ｃｏｎｔｉｇ００１１３（３） Ｒｊ２蛋白 抗病性

ｍｉＲ１６９ Ｃｏｎｔｉｇ２１２２６（２５） Ｔａｕ类谷胱甘肽Ｓ转移酶 防御反应

Ｃｏｎｔｉｇ２１２３０（２５） Ｔａｕ类谷胱甘肽Ｓ转移酶 防御反应

Ｃｏｎｔｉｇ０８５９７（２） ＣＣＡＡＴ结合转录因子家族蛋白 转录加工

Ｃｏｎｔｉｇ２０７７４（２５） 大豆磷酸转运蛋白１１ 运输蛋白

Ｃｏｎｔｉｇ１１４８１（３） ＲＮＡ指导的ＤＮＡ聚合酶 转录加工

ｍｉＲ１７２ Ｃｏｎｔｉｇ０６８２９（２５） 丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶 蛋白激酶

Ｃｏｎｔｉｇ３００２８（２５） 丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶 蛋白激酶

ｍｉＲ３９６ Ｃｏｎｔｉｇ６０７７７（３） 受体样蛋白激酶 蛋白激酶

Ｃｏｎｔｉｇ１５７３６（３） 富含亮氨酸的重复跨膜蛋白激酶 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ１８８７２（２） Ｎｅｕｒｏｂｅａｃｈｉｎ样蛋白 信号转导

Ｃｏｎｔｉｇ２９４４２（３） 丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶 蛋白激酶

Ｃｏｎｔｉｇ３７４３５（３） Ｔｙ３／吉普赛逆转录转座子蛋白 转录加工

Ｃｏｎｔｉｇ１４４６３（２５） 丝氨酸羟甲基转移酶 物质代谢

Ｃｏｎｔｉｇ３０９２０（３） ＰＩＦ３ 转录因子

ｍｉＲ１５０７ Ｃｏｎｔｉｇ３２５７１（３） 抗病蛋白 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ３３１７２（２５） 含有ＮＢＳ的抗性蛋白质 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ３８２５５（３） 抗病蛋白ＳＢ４ 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ０６０６９（３） 抗性蛋白 抗病性

ｍｉＲ１５０９ Ｃｏｎｔｉｇ４８１６５（２５） ＤＮＡ聚合酶 ＤＮＡ加工

Ｃｏｎｔｉｇ３８０３４（３） 含有五肽重复的蛋白质 抗病性

ｍｉＲ１５１４ Ｃｏｎｔｉｇ４５５４６（３） Ａｌａｄｉｎ 功能不明确

Ｃｏｎｔｉｇ０６３０６（３） ＢＺＩＰ转录因子ｂＺＩＰ９６ 转录因子

Ｃｏｎｔｉｇ３０７５５（３） ＭｓｃＳ家族内膜蛋白ｙｎａＩ 泡膜运输

Ｃｏｎｔｉｇ４９１２５（３） 含有五肽重复的蛋白质 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ１６０８５（２５） 丝氨酸／苏氨酸蛋白磷酸酶 物质代谢

ｍｉＲ２０８９ Ｃｏｎｔｉｇ２１７３８（１） 抗病蛋白质 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ１７１８７（２５） 抗性蛋白ＫＲ１ 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ０２９６５（３） Ｈ＋运输两个扇区的ＡＴＰ酶 物质运输
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续表３
小ＲＮＡ家族 靶基因ＩＤ（罚分） 功能 分类

Ｃｏｎｔｉｇ２４９１８（２５） 抗性蛋白 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ１９０４３（３） Ｒｊ２蛋白 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ６１４６３（２５） ＳＥＯＦ１蛋白 通道蛋白

Ｃｏｎｔｉｇ０７２６２（３） ＴＩＲＮＢＳＬＲＲ型抗病蛋白 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ０７９６７（３） ＴＩＲＮＢＳＬＲＲ型抗病蛋白 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ２３９６１（３） ＴＩＲＮＢＳＬＲＲ型抗病蛋白 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ１５１３８（２５） ＴＭＶ抗性蛋白Ｎ 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ１８８５１（２５） ＴＭＶ抗性蛋白Ｎ 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ２８９４２（２５） ＴＭＶ抗性蛋白Ｎ 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ４８０５９（２５） ＴＭＶ抗性蛋白Ｎ 抗病性

ｍｉＲ２１０９ Ｃｏｎｔｉｇ７９７９３（２） 含有ＮＢＳ的抗性蛋白质 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ１１０４７（２５） 含有ＮＢＳ的抗性蛋白质 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ３５６７６（２５） 抗性蛋白 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ２２７６０（３） ＴＩＲＮＢＳＬＲＲ型抗病蛋白 抗病性

ｍｉＲ９７４９ Ｃｏｎｔｉｇ２９６７７（２） 有丝分裂细胞周期蛋白ｂ１型 细胞分裂

Ｃｏｎｔｉｇ４００３５（２５） 含有五肽重复的蛋白质 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ１１９９５（３） Ｒｅｔｉｃｕｌｏｎ样蛋白 膜蛋白

Ｃｏｎｔｉｇ４７４０２（３） 含有五肽重复的蛋白质 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ３８９３６（３） Ｒｐｐ４Ｃ５ 抗病性

Ｃｏｎｔｉｇ１８９７７（３） ＣＨＵＰ１蛋白 叶绿体运输蛋白

４　讨论

本研究在野葛中共鉴定出３４条保守ｍｉＲＮＡ，预
测出６６个具有明确功能的靶基因，其中２８个为抗
病蛋白。在植物抗病防御中，具有核苷酸结合位

点（ＮＢＳ）的抗病基因被用于植物抗病基因识别和分
类［３３］。本研究预测到野葛的大部分抗病基因也包含

这个特征。在野葛同科植物大豆中有报道 ｍｉＲＮＡ负
调控ＮＢＳ抗病基因。在最近的研究中，哈达等在研
究大豆花叶病毒病（ＳＭＶ）时发现ＳＭＶ可以通过诱导
大豆中 ｍｉＲ１５０７ａ、ｍｉＲ１５０７ｃ、ｍｉＲ４８２ａ、ｍｉＲ１６８ａ
和ｍｉＲ１５１５ａ的积累，下调 ＮＢＳＬＲＲ家族抗性基因
来抑制大豆的防御反应。在抑制上述５个 ｍｉＲＮＡ表
达后，ＳＭＶ在大豆中的感染率有明显下降［３２］。在野

葛中，ｍｉＲ１５０７３ｐ被发现是与大豆 ｍｉＲ１５０７ａ相同
的保守ｍｉＲＮＡ，且其被预测的靶基因均为抗病相关
基因。而在豆科植物苜蓿中，Ｚｈａｉ等［３４］发现 ｍｉＲＮＡ
通过产生反式作用干扰小 ＲＡＮ（ｓｉＲＮＡ）负调控
ＮＢＬＲＲ基因。这些结果为揭示野葛抗病的分子机
制奠定了基础。

还有研究表明，食物中的外源植物 ｍｉＲＮＡ可以
调节哺乳动物中靶基因的表达：在稻米中发现含量

丰富的１６８ａ，被人食用后能够减缓低密度脂蛋白从
血浆中清除的速度，从而使食用者更易得高血脂、

糖尿病等代谢疾病［３５］。本研究在野葛中发现ｍｉＲ１５１４
靶向Ａｌａｄｉｎ蛋白质。目前已知编码该蛋白的 ＡＡＡＳ
基因突变是导致三Ａ综合征的原因［３６］。这一发现也

暗示了ｍｉＲＮＡ可以跨界行使功能。
在世界范围内，野葛主要分布于东亚及东南亚

地区；在我国除青海、西藏等少数几个省、自治区

外，大部分省、自治区都有分布［３７３８］。近年来随着

野葛需求量越来越大，现有的野生种质资源可能难

以满足日益增长的需求。解析野葛抗病的分子机制

一方面有利于野葛栽培，提高其产量和品质；另

一方面，野葛主要活性成分为异黄酮类、萜类、生

物碱类等次生代谢产物。植物次生代谢及其调控是

植物生长或进化过程中出现的对外界环境改变的适

应，包括抵御一些环境胁迫和病虫害。本研究预测

得到的ｍｉＲＮＡ的靶基因中以抗病基因居多，关注野
葛抗病基因为后续深入了解野葛ｍｉＲＮＡ的生物学功
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能，特别是在次生代谢中的作用奠定基础。

本研究采用 ｐｓＲｏｂｏｔ软件进行了 ｍｉＲＮＡ预测；
以前采用 ＢＬＡＳＴ或者 ｓｏａｐ程序将 ｍｉＲＮＡ和转录组
序列进行比对，然后将比对上的转录组序列用二级

结构预测软件进行折叠，再根据 ｍｉＲＮＡ的标准进行
筛选；相较于以前方法，本操作更加快捷、方便，

ｐｓＲｏｂｏｔ内置二级结构折叠软件 ｍｆｏｌｄ３５在预测
ｍｉＲＮＡ时可以同时输出前体二级结构折叠和成熟的
ｍｉＲＮＡ序列。

随着高通量测序技术的发展，测序小 ＲＮＡ并结
合生物信息学分析已经成为鉴定 ｍｉＲＮＡ的主要手
段。目前已经在红豆杉［３９］、人参［４０］等药用植物中

得到应用。今后笔者将使用高通量测序野葛的小

ＲＮＡ数据，进一步预测其特异的 ｍｉＲＮＡ和 ｓｉＲＮＡ，
并进行实验验证，使结果更加丰富可靠，为深入研

究野葛中小ＲＮＡ的功能奠定基础。
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