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摘　 要　 ＭＳＨ６ 在激活细胞周期阻滞和修复镉诱导的 ＤＮＡ 损伤等方面具有重要功能。 本
研究以拟南芥为实验材料，通过生物信息学分析发现，ＭＳＨ６ 具有 ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃
ＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ、ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 等 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ （ｍｉＲＮＡｓ） 的作用靶点。 利用烟草双荧光素酶报
告系统体外验证检测发现，与阴性对照组相比，ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 和 ｍｉＲ⁃
ＮＡ４７２⁃３ｐ 均可显著抑制荧光素酶的相对活性，其比值分别下降了 ２５．５％、４７．２％和 ４９．５％。
采用拟南芥植株瞬时侵染体内验证结果显示，ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 和 ｍｉＲＮＡ４７２⁃
３ｐ 分别上升了 １７８．９％、１２３．６％和 ３７．６％；同时，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ（ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎ⁃
ｓｃｒｉｐｔ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ）结果表明，拟南芥幼苗在 １．２５、２．５、４．０ ｍｇ·Ｌ－１ Ｃｄ 胁迫 ７ ｄ
后，与对照组相比，ＭＳＨ６ 表达显著降低，分别下降了 ２０． ３％、２２． ７％和 ３８． ２％。 而 ｍｉＲ⁃
ＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 和 ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 表达显著增加，二者呈显著的负相关关系（ ｒ ＝
－０．９９７，Ｐ＜０．０１；ｒ＝ －０．９９７，Ｐ＜０．０１；ｒ ＝ －０．９５２，Ｐ＜０．０５），表明 ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃
５ｐ 和 ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 是拟南芥 Ｃｄ 胁迫响应的 ｍｉＲＮＡｓ，并且靶向 ＭＳＨ６ 基因。 本研究为
ＤＮＡ ｍｉｓｍａｔｃｈ ｒｅｐａｉｒ （ＭＭＲ）对 Ｃｄ 毒理调控机制的研究提供 ｍｉＲＮＡ 理论基础。
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ｂｙ ＤＮＡ ｍｉｓｍａｔｃｈ ｒｅｐａｉｒ （ＭＭＲ） ｓｙｓｔｅｍ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｃｄ； ＭＳＨ６； ｍｉＲＮＡ； ｄｕａｌ⁃ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ａｓｓａｙ； ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．

　 　 经由矿产和工业生产活动、工业废水排放、磷肥

使用及污水农溉等多种人类活动，镉（Ｃｄ）不断地被

释放到环境中。 据 ２０１４ 年《全国土壤污染状况调查

公报》显示，其污染物点位超标率达 ７％。 且作为重

金属“五毒”元素之一，Ｃｄ 有效态高且活性强，因此

极易被植物吸收，继而在生物体内造成不同形式的

ＤＮＡ 损伤（李婧等，２０１５；王晓娟等，２０１５；庞荣丽

等，２０１６；丁通等，２０１８）。 研究表明，Ｃｄ 在生物体内

可引起氧化应激反应，从而导致 ＤＮＡ 链断裂，ＤＮＡ
位点突变等（Ｔｋａｌｅｃ ｅｔ ａｌ．，２０１４；Ｗｒｉｇｈｔ ｅｔ ａｌ．，２０１４；
Ｂａｇｃｈｉ ｅｔ ａｌ．，２０１５）。 Ｃｄ 胁迫在植物体遗传、生理、
生化水平引起复杂变化，但由于其耐受机理及响应

调控网络尚不明确，因此植物 Ｃｄ 胁迫后损伤修复

机制一直受到广泛关注（孙婕妤等，２０１８）。
ＤＮＡ 错配修复系统（Ｍｉｓｍａｔｃｈ Ｒｅｐａｉｒ Ｓｙｓｔｅｍ，

ＭＭＲ） 主要为 ＭｕｔＳ⁃ＭｕｔＬ 系，包含 ＭＳＨ２、 ＭＳＨ３、
ＭＳＨ６、ＭＳＨ７、ＭＬＨ１、ＭＬＨ３、ＰＭＳ２ 等基因，属于复

制后修复系统，是修复 ＤＮＡ 损伤的主要途径之一，
能识别并修复错配的碱基、链内交连与加合物等多

种碱基对损伤，以维持基因组的稳定性和 ＤＮＡ 复制

的准确性 （钟鸣等， ２０１２）。 其中， ＭＳＨ６ 基因是

ＭＭＲ 家族中的重要成员之一，参与构成复合体

ＭｕｔＳａ，主要识别单碱基错配及因小缺失或插入（１ ～
２ 个碱基）形成的突环与环丁烷嘧啶二聚体（ＣＰＤｓ）
等（Ｃａｓａｓ⁃Ｍａｒｃｅ ｅｔ ａｌ．，２０１１；Ｇｍｅｚ ｅｔ ａｌ．，２０１３）。 而

且在拟南芥和玉米的研究中发现，ＭＳＨ６ 基因突变

会导致 ＣＰＤｓ 显著上升，引起突变频率升高（Ｃａｓａｓｖ⁃
Ｍａｒｃｅ ｅｔ ａｌ．，２０１１）。 本实验室近期研究发现，ＭＳＨ６
是 Ｃｄ 诱导 ＤＮＡ 损伤的关键感受器，直接参与 ＤＮＡ
损伤的识别 ／传递与 Ｇ２ ／ Ｍ 期阻滞；但是拟南芥基因

敲除突变体 ＭＳＨ６⁃ＫＯ 在较高浓度 Ｃｄ 暴露下，依然

维持了 Ｇ２ ／ Ｍ 期检验点的功能，但导致内复制（多倍

体） 增加 （张巧丽等， ２００８；韩艳萍等， ２００９； Ｃｕｉ
ｅｔ ａｌ．，２０１７；宋婕等，２０１７；Ｃａｏ ｅｔ ａｌ．，２０１８）。

ＭｉＲＮＡ（ＭｉｃｒｏＲＮＡ）是一种高度保守、长度约为

２０～２５ 核苷酸的内源性非编码单链小 ＲＮＡ，可通过

与靶 ｍＲＮＡ 碱基互补配对，致使 ｍＲＮＡ 断裂或翻译

抑制，从而达到调节基因表达的目的。 在医学研究

中，靶向 ＭＭＲ 的 ｍｉＲＮＡ 已作为人类重大疾病的标

志物（ Ｏｒａｎｇｉ ｅｔ ａｌ．， ２０１９）。 Ｙｅ 等 （ ２０１７） 报道了

ｍｉＲＮＡ１２９０ 可靶向作用于 ｈＭＳＨ２，从而作为 ＭＭＲ
表达缺陷的结肠癌标记物；Ｘｉｃｏｌａ 等（２０１６）报道了

ｌｅｔ⁃７ｍｉＲＮＡ 与 ＭＭＲ 相关，从而影响结肠癌患病风

险。 在植物研究中，许多学者已发现 ｍｉＲＮＡ 在应对

生物 ／非生物胁迫方面发挥关键作用（Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ．，
２０１２；Ｈｉｋｍｅｔ ｅｔ ａｌ．，２０１５）。 例如，Ｌｉｕ 等（２００８）通过

ＲＴ⁃ＰＣＲ 和启动子分析表明，ｍｉＲＮＡ１６７、ｍｉＲＮＡ１６８
和 ｍｉＲＮＡ３９６ 在植物非生物胁迫反应中起重要作

用；Ｄｉｎｇ 等（２０１１）报道，Ｃｄ 胁迫下，水稻幼苗 ｍｉＲ⁃
ＮＡ１６２ａ、ｍｉＲＮＡ１６８ａ 和 ｍｉＲＮＡ１６８ｂ 等 ｍｉＲＮＡｓ 的

表达明显改变；ｍｉＲＮＡ 调控小麦、水稻 Ｃｄ 胁迫信号

反应的研究亦有报道（Ｄｉｎｇ ｅｔ ａｌ．，２０１８；Ｑｉｕ ｅｔ ａｌ．，
２０１６）。 研究已经证实，ｍｉＲＮＡ 以调控胁迫相关基

因的方式参与植物 Ｃｄ 应激，然而其靶向植物 ＤＮＡ
ＭＭＲ 系统参与 Ｃｄ 应激的研究，目前国内外尚未见

报道。
本研究利用生物信息学预测筛选出 ＭＳＨ６ 基因

的候选 ｍｉＲＮＡ；使用烟草双荧光素酶报告系统对其

进行体外验证；通过拟南芥植株叶片注射瞬时侵染

方法确定靶向 ＭＳＨ６ 基因的 ｍｉＲＮＡ；并进一步分析

了 Ｃｄ 胁迫条件下拟南芥幼苗 ＭＳＨ６ 基因与 ｍｉＲＮＡ
表达以及两者间的相关性，从而明确 ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃
５ｐ、ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 和 ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 通过调控 ＭＳＨ６
基因参与拟南芥 Ｃｄ 应激，为基于 ＭＭＲ 调控的 Ｃｄ

９３７３成智博等：拟南芥 ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 和 ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 靶向 ＭＳＨ６ 基因参与 Ｃｄ 应激响应



毒理机制研究提供 ｍｉＲＮＡ 研究基础。

１　 材料与方法

１ １　 材料与试剂

实验选用拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ，哥伦比

亚生态型）为供试植物。 经 １０％次氯酸钠及 ７０％乙

醇溶液消毒；４ ℃春化 ２４ ～ ４８ ｈ；采用 Ｃｄ 浓度为 ０、
１．２５、２．５、４．０ ｍｇ·Ｌ－１的 ０．５×Ｍ＆Ｓ 营养液于 ２１ ℃培

养 ７ ｄ，光暗周期为 １２ ｈ ／ １２ ｈ，光照强度为 ３０００ ｌｘ。
每个处理重复 ３ 次。 选取相同处理的幼苗，每组约

５０～８０ ｍｇ，使用康维世纪的植物 ＲＮＡ 提取试剂盒

（ＣＷ０５８８Ｓ）分别提取幼苗总 ＲＮＡ，并电泳检测 ＲＮＡ
质量，保存于－８０ ℃。

选用烟草为体外验证供试植物，２２ ℃恒温培养

１ 个月，光暗周期 １２ ｈ ／ １２ ｈ，至 ３ ～ ５ 叶叶片完全张

开；同时利用拟南芥作为体内验证供试植物，２１ ～ ２２
℃恒温培养至 ５～７ 叶龄，光暗周期 １６ ｈ ／ ８ ｈ。
１ ２　 拟南芥 ＭＳＨ６ 基因相关 ｍｉＲＮＡｓ 生物信息学

预测

利用 ＮＣＢＩ 数据库查找并获得拟南芥 ＭＳＨ６ 基

因 ＣＤＳ 序列；采用 ｐｓＲＮＡＴａｒｇｅｔ 软件，设置 Ｅｘｐｅｃｔａ⁃
ｔｉｏｎ （Ｅ）小于 ２（期望值越小可信度越高）筛选以

ＭＳＨ６ 基因为靶基因的候选 ｍｉＲＮＡｓ。
１ ３　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测拟南芥 ＭＳＨ６ 基因和 ｍｉＲＮＡｓ
表达情况

１ ３ １　 拟南芥 ＭＳＨ６ 基因表达定量分析 　 使用

Ｔａｋａｒａ 公司的 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ １ｓｔ ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ 合成试

剂盒反转录 ｃＤＮＡ；靶基因表达使用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ

Ｅｘ Ｔａｑ 在 ＣＦＸ９６（ＢＩＯＲＡＤ）实时定量 ＰＣＲ 仪上进

行，选取 ＵＢＱ１０ 作为内参基因，扩增所用引物如表

１ 所示。
１ ３ ２　 拟南芥 ｍｉＲＮＡｓ 表达定量分析　 使用 Ｔｉａｎ⁃
ｇｅｎ 公司的 ｍｉＲｃｕｔｅ 增强型 ｍｉＲＮＡ ｃＤＮＡ 第一链合

成试剂盒反转录 ｃＤＮＡ；ｍｉＲＮＡ 表达使用 ｍｉＲｃｕｔｅ
增强型 ｍｉＲＮＡ 荧光定量检测试剂盒在 ＣＦＸ９６（ＢＩＯ⁃
ＲＡＤ）实时定量 ＰＣＲ 仪上进行，选取 Ｕ６ 作为内参基

因，扩增所用引物如表 １ 所示。
１ ４　 烟草双荧光素酶报告系统与 ｍｉＲＮＡ 过表达质

粒构建

本实验通过修饰 ｐＧｒｅｅｎ＿３′ＵＴＲ＿ｓｅｎｓｏｒ （Ａｄｄ⁃
ｇｅｎｅ ５５２０６）和 ｐＧｒｅｅｎ＿ＧＵＳ＿ｃｏｍｐｅｔｉｔｏｒ ｐｌａｓｍｉｄ（Ａｄ⁃
ｄｇｅｎｅ ＩＤ ５５２０８） （ｗｗｗ． ａｄｄｇｅｎｅ． ｏｒｇ）分别制备双荧

光素酶报告系统及 ｍｉＲＮＡ 过表达质粒。 设计

ＭＳＨ６ 基因前体序列阳性对照及阴性对照引物序列

如表 １ 所示。
参照 Ｌｉｕ 等（２０１５）方法构建重组质粒。 使用

ＡｖｒＩＩ、ＡｇｅＩ 酶对 ３′ＵＴＲ 质粒进行双酶切（购自 ＮＥＢ
公司），使用 Ｘｈｏｌ、ＥｃｏＲＩ 酶（购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司）对
ＧＵＳ 质粒进行双酶切；取酶切纯化后质粒 ５０ ｎｇ 及

双链 ＰＣＲ 产物 ４００ ｎｇ 使用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶（购自

Ｔａｋａｒａ 公司）连接；连接产物转入 Ｅ． ｃｏｌｉ ＴＯＰ１０ 感

受态细胞（购自 Ｓａｎｇｏｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司），于含有 ５０
μｇ·ｍＬ－１ 卡那霉素的 ＬＢ⁃琼脂平板上 ３７ ℃ 培养

１２ ｈ；挑选单菌落进行菌落 ＰＣＲ 验证并测序。 将测

序验证正确质粒转入根癌农杆菌 ＧＶ３１０１（ＰＳｏｕｐ）
感受态细胞（购自上海唯地生物技术有限公司），涂

表 １　 实验用引物名称和序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｎａｍｅｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
引物名称 引物序列（５′⁃３′） 引物序列（５′⁃３′）

ＵＢＱ１０ ＣＴＣＡＧＧＣＴＣＣＧＴＧＧＴＧＧＴＡＴＧ ＧＴＧＡＴＡＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＡＣＧＴＣ
Ｕ６ ＣＧＡＴＡＡＡＡＴＴＧＧＡＡＣＧＡＴＡＣＡＧＡ ＡＴＴＴＧＧＡＣＣＡＴＴＴＣＴＣＧＡＴＴＴＧＴ
ａｔｈＭＳＨ６ ＡＴＴＡＧＴＴＡＧＡＡＡＧＧＧＣＴＡＴＣＧＧＧ ＡＡＣＡＡＣＴＧＣＡＣＡＴＡＣＴＴＣＧＣ
ａｔｈ⁃ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ（ａｔｈ⁃ｍｉＲ１７２ｅ⁃５ｐ） ＧＴＣＣＧＣＡＧＣＡＣＣＡＴＴＡＡＧＡＴＴ
ａｔｈ⁃ｍｉＲＮＡ４７２ ＣＧＡＴＧＧＴＣＧＡＡＧＴＡＧＧＣ
ｐｒｉ⁃ａｔｈ⁃ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ ＣＴＣＧＡＧＧＴＧＴＡＧＣＡＡＧＡＡＡＴＴＡＴＣＡ ＧＡＡＴＴＣＡＴＣＣＡＧＡＣＴＴＣＡＡＴＣＡＡＴ
ｐｒｉ⁃ａｔｈ⁃ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ ＣＴＣＧＡＧＴＴＣＣＣＡＡＣＴＴＴＡＧＡＣＣＴＣ ＧＡＡＴＴＣＡＴＡＴＴＧＣＣＡＡＧＡＧＡＣＡＧＡ
ｐｒｉ⁃ａｔｈ⁃ｍｉＲＮＡ４７２ ＣＴＣＧＡＧＣＴＣＴＡＴＴＡＧＴＧＣＡＧＴＧＡＴ ＧＡＡＴＴＣＡＴＴＡＧＧＴＧＴＡＴＧＴＡＴＧＧＴ
ａｔｈＭＳＨ６⁃３′ＵＴＲ⁃１７２⁃ｔｅｓｔ ＣＴＡＧＧＡＴＧＧＴＴＣＴＴＧＡＴＧＣＴＧＣＴＧＣＡ ＣＣＧＧＴＧＣＡＧＣＡＧＣＡＴＣＡＡＧＡＡＣＣＡＴＣ
ａｔｈＭＳＨ６⁃３′ＵＴＲ⁃４７２⁃ｔｅｓｔ ＣＴＡＧＧＧＧＡＡＴＣＧＧＴＧＧＡＧＴＡＧＡＡＧＡＡＧＡ ＣＣＧＧＴＣＴＴＣＴＴＣＴＡＣＴＣＣＡＣＣＧＡＴＴＣＣＣ
ａｔｈＭＳＨ６⁃３′ＵＴＲ⁃１７２⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＣＴＡＧＧＧＴＧＡＡＴＣＴＴＡＡＴＧＧＴＧＣＴＧＣＡ ＣＣＧＧＴＧＣＡＧＣＡＣＣＡＴＴＡＡＧＡＴＴＣＡＣＣ
ａｔｈＭＳＨ６⁃３′ＵＴＲ⁃４７２⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＣＴＡＧＧＧＧＴＡＴＧＧＧＣＧＧＡＧＴＡＧＧＡＡＡＡＡＡ ＣＣＧＧＴＴＴＴＴＴＣＣＴＡＣＴＣＣＧＣＣＣＡＴＡＣＣＣ
ａｔｈＭＳＨ６⁃３′ＵＴＲ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ＣＴＡＧＧＡＣＡＡＣＴＴＣＡＧＧＧＴＣＡＧＣＴＡＧＴＡ ＣＣＧＧＴＡＣＴＡＧＣＴＧＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴＴＧＴＣ
表格中 ａｔｈ⁃ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ 与 ａｔｈ⁃ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 序列相同，前体序列不同。 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ 标记为 ＭＳＨ６ 基因前体序列阳性对照，此段序列能够与靶向
ｍｉＲＮＡ 进行完全互补配对；ｎｅｇａｔｉｖｅ 标记为 ＭＳＨ６ 基因前体序列阴性对照，此段序列与靶向 ｍｉＲＮＡｓ 完全不能进行互补配对。
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布于含有利福平（Ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ，５０ μｇ·ｍＬ－１）、四环素

（Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ，５ μｇ·ｍＬ－１）、庆大霉素（Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ，
２５ μｇ·ｍＬ－１ ） 和卡那霉素 （ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ， ２５ μｇ·
ｍＬ－１）的 ＹＥＢ 培养基上，倒置培养 ４８ ｈ 得到阳性转

化子。
１ ５　 烟草植株农杆菌侵染与体外验证实验

１ ５ １　 农杆菌侵染烟草植株 　 在含有利福平（５０
μｇ·ｍＬ－１）、四环素（５ μｇ·ｍＬ－１）、庆大霉素（２５ μｇ
·ｍＬ－１）的 ＬＢ 液体培养基中接种上述 ＭＳＨ６⁃３′ＵＴＲ
阳性对照组、阴性对照组、测试组及 ｍｉＲＮＡｓ 过表达

农杆菌；２８ ℃ × １８０ ｒ·ｍｉｎ－１ × １６ ｈ 培养后，６０００
ｒ·ｍｉｎ－１×５ ｍｉｎ离心收集农杆菌，使用（重悬液）清

洗两次后，重悬菌液，黑暗条件下室温放置 ４ ｈ；取
ｍｉＲＮＡｓ 过表达侵染液分别与空白组、ＭＳＨ６⁃３′ＵＴＲ
阳性对照组、阴性对照组、测试组侵染液 １：１ 混合后

的混合，使用 １ ｍＬ 显微注射器将混合侵染液注入烟

草植株叶片。 每组实验选取 ３ 株烟草植株（３ ～ ５ 叶

龄）进行侵染，每株植株选取 ３ 片叶片并做标记。
侵染后烟草植株于 ２４ ℃避光培养 ２４ ｈ，后置于光暗

周期 １２ ｈ ／ １２ ｈ 培养 ４８ ｈ 后采集样本，所有样品储

存温度为－８０ ℃。
１ ５ ２　 烟草植株双荧光素酶体外验证实验　 本实

验使用双荧光素酶报告基因检测试剂盒 Ｅ１９１０（购
自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司）参照 Ｌｉｕ 等（２０１５）方法进行体外

验证实验。 使用 ＴＨＥＲＭＯ Ｖａｒｉｏｓｋａｎ Ｆｌａｓｈ 全波长多

功能酶标仪，测量萤火虫荧光素酶荧光强度及海肾

荧光素酶荧光强度并记录数据。
１ ６　 农杆菌对拟南芥植株侵染与体内验证实验

将 ｍｉＲＮＡｓ 过表达侵染液及空白对照侵染液，
分别注满拟南芥健康叶片，每组实验选取 ３ 株植株，
每株选取 ３～４ 片叶片并做标记；侵染后拟南芥避光

培养过夜，光暗周期 １６ ｈ ／ ８ ｈ 培养 ４８ ｈ 后采集样

本；对 ＭＳＨ６ 基因及 ｍｉＲＮＡｓ 分别进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 测

定，检测 ＭＳＨ６ 基因及 ｍｉＲＮＡｓ 表达量变化情况（详
见 １．３）。
１ ７　 实验数据处理

１ ７ １　 拟南芥 ＭＳＨ６ 基因及 ｍｉＲＮＡ 表达量计算　
在不同 Ｃｄ 胁迫浓度下使用如下公式，对靶基因及

ｍｉＲＮＡ 表达量进行计算：
表达量＝ ２－ΔΔＣｔ

式中：设空白对照组靶基因及 ｍｉＲＮＡ 表达量为 １；
ΔΔＣｔ＝（Ｃｔ ｔａｒｇｅｔ－Ｃｔ ｃｏｎｔｒｏｌ） Ｓａｍｐｌｅ２－（Ｃｔ ｔａｒｇｅｔ－Ｃｔ
ｃｏｎｔｒｏｌ） Ｓａｍｐｌｅ１。

采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 软件进行计算，并利

用 ＳＰＳＳ ２０ 统计软件对 ＭＳＨ６ 基因和 ｍｉＲＮＡ 表达

量进行线性相关分析。
１ ７ ２　 烟草植株双荧光素酶体外验证实验数据处

理　 通过只含有 ｍｉＲＮＡ 过表达质粒的烟草植株双

荧光素酶比值，对实验数据进行矫正；设阳性对照组

双荧光素酶比值为 ０、阴性为 １，对测试组双荧光素

酶比值变化情况进行计算，并使用 ＳＰＳＳ ２０ 软件分

析差异显著性。
双荧光素酶比值＝（Ｆ⁃ｌｕｃ测－Ｆ⁃ｌｕｃ矫正） ／ （Ｒ⁃ｌｕｃ测－

Ｒ⁃ｌｕｃ矫正）
式中：Ｆ⁃ｌｕｃ测为同时含有 ｍｉＲＮＡ 过表达质粒及双荧

光素酶报告质粒的萤火虫荧光值；Ｆ⁃ｌｕｃ矫正为只含有

ｍｉＲＮＡ 过表达质粒的烟草植株萤火虫荧光值；
Ｒ⁃ｌｕｃ测为同时含有 ｍｉＲＮＡ 过表达质粒及双荧光素

酶报告质粒海肾荧光值；Ｒ⁃ｌｕｃ矫正 为只含有 ｍｉＲＮＡ
过表达质粒的烟草植株海肾荧光值。

２　 结果与分析

２ １　 以拟南芥 ＭＳＨ６ 基因为靶基因的 ｍｉＲＮＡ 预测

利用 ＮＣＢＩ 数据库查找 ＭＳＨ６ 基因序列，采用

ｐｓＲＮＡＴａｒｇｅｔ 软件，设置 Ｅｘｐｅｃｔａｔｉｏｎ （Ｅ） ＜２ 使其达

到较高可信度，ｃＤＮＡ 文库选择“Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎ，
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ，ｒｅｍｏｖｅｄ ｍｉＲＮＡ ｇｅｎｅ，ＴＡＩＲ，ｖｅｒｓｉｏｎ １０，ｒｅ⁃
ｌｅａｓｅｄ ｏｎ ２０１０＿１２＿１４”筛选以 ＭＳＨ６ 基因为靶基因

的 ｍｉＲＮＡ，得到 ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 及

ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 与 ＭＳＨ６ 匹配结果如图 １ 所示。
２ ２ 　 烟 草 ＭＳＨ６ 基 因 与 ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、 ｍｉＲ⁃
ＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 和 ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 双荧光素酶体外验证

结果

通过基因测序比对验证，成功构建 ｍｉＲＮＡｓ 过

表达质粒及双荧光素酶报告质粒，结构如图 ２Ａ、Ｂ
所示。将含有ｍｉＲＮＡ过表达质粒的农杆菌ＧＶ３１０１

图 １ 　 ａｔｈ⁃ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、ａｔｈ⁃ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 及 ａｔｈ⁃ｍｉＲ⁃
ＮＡ４７２ 与 ＭＳＨ６ 比对结果
Ｆｉｇ． １ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｔｈ⁃ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ， ａｔｈ⁃ｍｉＲ⁃
ＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ， ａｔｈ⁃ｍｉＲＮＡ４７２ ａｎｄ ＭＳＨ６ ｇｅｎｅ
匹配结果图来自于 ｐｓＲＮＡＴａｒｇｅｔ，其中 ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ 及 ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃
５ｐ 序列相同，前体序列不同。

１４７３成智博等：拟南芥 ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 和 ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 靶向 ＭＳＨ６ 基因参与 Ｃｄ 应激响应



图 ２　 重组质粒结构示意图及双荧光素酶相对活性
Ｆｉｇ．２　 Ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
Ａ．ｍｉＲＮＡｓ 过表达质粒结构图例；Ｂ．双荧光素酶报告质粒结构图例；
Ｃ．双荧光素酶相对活性（阳性对照为 ０、阴性对照为 １，∗表示差异显
著 Ｐ＜０．０５）。

分别与含有双荧光素酶报告质粒（阳性对照组、阴
性对照组及测试组）的农杆菌 ＧＶ３１０１ 共同侵染烟

草植株，测定双荧光素酶比值，并使用只含有 ｍｉＲ⁃
ＮＡ 过表达质粒的烟草双荧光素酶比值进行校正。
如图 ２Ｃ 所示，ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ 及 ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 测

试组与阴性对照相比，双荧光素酶比值分别下降了

２５．５％、４７．２％，ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 测试组与阴性对照相

比，双荧光素酶比值下降了 ４９．５％。
２ ３ 　 拟南芥 ＭＳＨ６ 基因与 ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、 ｍｉＲ⁃
ＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 和 ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 瞬时侵染体内验证

结果

本实验利用携带 ｍｉＲＮＡ 过表达质粒的农杆菌

侵染拟南芥植株进行体内验证实验。 结果如图 ３ 所

示，ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 及 ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ
与各 自 空 白 对 照 相 比， 其 表 达 量 分 别 上 升 了

１７８．９％、１２３． ６％及 ３７． ６％；而在上述 ３ 组实验中，
ＭＳＨ６ 基因与空白对照相比表达量分别下降了

２０．３％、２２．７％及 ３８．２％。
２ ４　 Ｃｄ 胁迫下拟南芥 ＭＳＨ６ 基因和 ｍｉＲＮＡｓ 表达

情况

拟南芥幼苗错配修复基因ＭＳＨ６在Ｃｄ胁迫７ ｄ

图 ３ 　 ＭＳＨ６ 基因与 ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 及
ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 体内验证结果图
Ｆｉｇ．３　 Ｉｎ ｖｉｖｏ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＳＨ６ ｇｅｎｅ ｗｉｔｈ ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃
５ｐ， ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ ａｎｄ ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ
Ａ．体内侵染 ｍｉＲＮＡｓ 过表达质粒植株 ｍｉＲＮＡｓ 表达情况（内参基因

为 Ｕ６）；Ｂ．侵染后植株 ＭＳＨ６ 基因表达情况（内参基因为 ＵＢＱ１０）。
图中∗表示差异显著 Ｐ＜０．０５，∗∗表示差异极显著 Ｐ＜０．０１。

后表达情况如图 ４Ａ 所示，当 Ｃｄ 处理浓度分别为

１．２５、２．５、４．０ ｍｇ·Ｌ－１ 时与对照相比，拟南芥幼苗

ＭＳＨ６ 基因表达量随 Ｃｄ 浓度增加呈现明显下降趋

势，ＭＳＨ６ 基因表达量分别下降了 １６． ９％、３２． ３％、
４５．１％。

ＭｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、 ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 及 ｍｉＲＮＡ４７２⁃
３ｐ 随 Ｃｄ 胁迫浓度变化其表达变化趋势如图 ４Ｂ⁃Ｃ
所示，当 Ｃｄ 处理浓度分别为 １．２５、２．５、４．０ ｍｇ·Ｌ－１

时与对照相比，拟南芥幼苗 ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃
ＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 及 ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 表达量随 Ｃｄ 浓度增加

呈现明显上升趋势。 其中，ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ 表达量上

升了 ８７． ４％、１３２． １％、２０４． １％，ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 表达

量上升了 ８７．４％、１３２．１％、２０４．１％，ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 表

达量上升了 ６４．１％、１１４．２％、１２９．７％。
通过 ＳＰＳＳ 软件对 ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃

５ｐ 和 ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 与 ＭＳＨ６ 基因在 Ｃｄ 胁迫下表达

情况进行相关性分析，得到 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数为

－０．９９５、－０．９９５ 和－０．９８４，即二者间呈显著负相关

（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。
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图 ４　 Ｃｄ 胁迫 ７ ｄ 后拟南芥幼苗 ＭＳＨ６ 基因及 ｍｉＲＮＡｓ 表
达情况
Ｆｉｇ．４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＳＨ６ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｍｉＲＮＡｓ ｆｒｏｍ
Ｃｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｆｏｒ ７ ｄ
Ａ．ＭＳＨ６ 基因相对表达量（内参基因为 ＵＢＱ１０）；Ｂ．ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、
ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 相对表达量（内参基因为 Ｕ６）；Ｃ．ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 相对
表达量（内参基因为 Ｕ６）。 图中均以 ０ ｍｇ·Ｌ－１为对照设其表达量
为 １，∗表示差异显著 Ｐ＜０．０５，∗∗表示差异极显著 Ｐ＜０．０１。

３　 讨　 论

ＭＳＨ６ 基因是表征 Ｃｄ 胁迫对于拟南芥遗传毒

性效应的有效生物标记物（宋婕等，２０１７）。 本实验

室前期研究发现，ＭＳＨ６ 基因是 Ｃｄ 诱导拟南芥 Ｇ２ ／
Ｍ 期阻滞的靶基因之一，敲除 ＭＳＨ６ 基因会造成细

胞周期 Ｇ２ ／ Ｍ 期阻滞，引起细胞内复制，明确了

ＭＳＨ６ 基因在 Ｃｄ 胁迫下对细胞周期、细胞增殖与植

物生长的重要调控作用（宋婕等，２０１７；Ｃａｏ ｅｔ ａｌ．，
２０１８），然而 Ｃｄ 胁迫下错配修复基因 ＭＳＨ６ 调控机

制尚不清楚。 为应对环境中多种非生物胁迫，生物

体内产生了复杂的调控网络，其中 ｍｉＲＮＡ 作为重要

的调控因子，可在转录后水平调控基因差异性表达

（陈芳等，２００５；Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ．，２００７；Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ．，２００８）。

研究表明，人体中 ｍｉＲＮＡ１５５ 可靶向 ＭＳＨ６ 等基因，
通过对 ＤＮＡ 损伤反应及修复途径等产生影响，从而

导致基因组突变频率增加（ Ｃｚｏｃｈｏｒ ｅｔ ａｌ．，２０１６）。
因此，Ｃｄ 胁迫条件下植物 ｍｉＲＮＡ 对 ＭＳＨ６ 基因的

调控研究具有重要意义。 本实验验证了 ｍｉＲ⁃
ＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、 ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 及 ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 对

ＭＳＨ６ 基因的靶向调控作用，该实验结果将有助于

研究功能基因的表达调控以及植物适应逆境胁迫的

分子机理。
ＭＭＲ 系统的主要功能是识别和修正 ＤＮＡ 复制

后的错配碱基，并且对胁迫诱导的 ＤＮＡ 损伤具有识

别、修复和调控作用。 然而，前期研究已发现，Ｃｄ 胁

迫会造成拟南芥 ＭＭＲ 系统中 ＭＳＨ２、ＭＳＨ６、ＭＬＨ１
等基因表达明显下降，而且呈现剂量⁃效应关系（Ｃａｏ
ｅｔ ａｌ．，２０１８），但其调控机制尚不明确。 本实验室通

过分析 ＭＭＲ 基因的启动子元件与启动子胞嘧啶甲

基化，探索其在转录水平的调控机制，但结果不显

著，无法解释表达显著下降现象（何蕾等，２０１６）。
因此，本研究利用筛选靶向 ＭＭＲ 基因的 ｍｉＲＮＡｓ、
探索其在转录后水平的调控机制。 已有的大量研究

证实，ｍｉＲＮＡ 作为植物逆境胁迫适应过程中一类重

要的调控因子，调控下游逆境相关基因表达参与植

物应 激。 在 Ｃｄ 胁 迫 下， 植 物 ｍｉＲＮＡ１５９、 ｍｉＲ⁃
ＮＡ３９５、ｍｉＲＮＡ３９８、ｍｉＲＮＡ３９３ 及 ｍｉＲＮＡ３１９ 等可分

别靶向 ＡＢＣ、ＡＴＰ、ＣＳＤ、ＴＩＲ１ 及 ＴＣＰ 等基因（张柳

伟，２０１２；肖莉等， ２０１３； 曾幼玲等， ２０１６； Ｆｅｒｄｏｕｓ
ｅｔ ａｌ．，２０１７），通过调控重金属转运、硫同化、抗氧化

胁迫、生长素响应因子等途径参与重金属胁迫应答

（张林等，２０１４），然而，对于参与细胞增殖、细胞死

亡、ＤＮＡ 损伤修复等多种重要功能的 ＭＭＲ 基因，其
ｍｉＲＮＡ 的靶向性研究尚未见报道。

为了验证 ｍｉＲＮＡｓ 与 ＭＳＨ６ 基因的靶向性，本
实验采用植物双荧光素酶报告系统进行体外验证，
其原理在于 ｍｉＲＮＡ 主要通过识别靶基因３′ＵＴＲ起

作用。 因此，可将靶基因３′ＵＴＲ区域构建至 ｐＧｒｅｅｎ＿
３′ＵＴＲ ｓｅｎｓｏｒ 载体中，替换 Ｆ⁃ｌｕｃ 原始 ３′ＵＴＲ 区域的

相应序列，此时 Ｆ⁃ｌｕｃ 反映靶基因的表达情况，而 Ｒ⁃
ｌｕｃ 为内参。 而后借由 ＧＶ３１０１ 农杆菌将构建好的

双荧光素酶质粒转染至植物叶片细胞中，当 ｍｉＲＮＡ
过表达时，过量 ｍｉＲＮＡ 可与替换后靶基因 ３′ＵＴＲ
区域转录的 ｍＲＮＡ 结合，抑制其蛋白质翻译，导致

Ｆ⁃ｌｕｃ ／ Ｒ⁃ｌｕｃ 比值下降，从而反映植物体内 ｍｉＲＮＡ 对

靶基因表达的抑制作用。 在实验中我们发现，组成
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型表达的海肾荧光素酶在拟南芥中近乎无表达，可
能由于海肾荧光素酶基因在拟南芥植株内转录受到

抑制或存在转录后 ｍｉＲＮＡｓ 调控等，导致海肾荧光

素酶不能稳定表达，从而影响实验结果。 因此，本实

验使用烟草作为体外验证的受试植株，结果显示，
ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 及 ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 对

ＭＳＨ６ 基因的抑制率分别达到 ２５． ５％、 ４７． ２％ 及

４９．５％（图 ２Ｃ），表明 ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ
及 ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 可靶向 ＭＳＨ６ 基因 ３′ＵＴＲ 区域，抑
制 ＭＳＨ６ 基因表达。 由于植物双荧光素酶报告系统

具有较高的准确性，而且相比传统的 ＣＡＴ、β⁃Ｇａｌ 等
共报告基因更为灵敏、快捷（鲍春旸等，２０１１；耿德

玉等，２０１２），因此，被广泛应用于 ｍｉＲＮＡｓ 与基因靶

向性验证（康夏等，２０１３；Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ．，２０１５；魏斌等，
２０１６；杨晓燕等，２０１８）。 另外，本实验采用拟南芥植

株瞬时侵染实验作为体内验证手段，结果表明，ｍｉＲ⁃
ＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 及 ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 的表达

明显增加，分别上升了１７８．９％、１２３．６％及 ３７．６％，而
ＭＳＨ６ 基因的表达显著降低，分别下降了 ２０． ３％、
２２．７％及 ３８．２％，表明这些 ｍｉＲＮＡｓ 对 ＭＳＨ６ 基因具

有靶向调控作用，与体外验证结果一致。 虽然该方

法未对待检测细胞进行筛选，但相比原生质体转化

验证与愈伤组织转化验证，其实验难度小、周期短；
而且由于本研究中的 ｍｉＲＮＡｓ 在野生型拟南芥无胁

迫条件下表达较低，ＭＳＨ６ 基因未受到明显下调，因
此检测瞬时侵染植株时，即使存在未转化成功的细

胞，也可在 ｍｉＲＮＡｓ 过表达转化拟南芥植株后，检测

到其靶基因 ＭＳＨ６ 表达的明显差异（图 ３Ａ 和 ３Ｂ）。
本实验中 Ｃｄ 胁迫（０、１．２５、２．５、４．０ ｍｇ·Ｌ－１）

７ ｄ后，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析结果表明，随 Ｃｄ 浓度增加，
ＭＳＨ６ 基因的表达量显著下降 （图 ２Ａ）。 宋婕等

（２０１７）报道，Ｃｄ 处理浓度高于 １．０ ｍｇ·Ｌ－１时，错配

修复系统受到一定程度损伤，导致 ＭＳＨ６ 基因表达

量亦为下降趋势。 为了探究 ＭＳＨ６ 基因表达量下降

与 ｍｉＲＮＡ 的关系，本实验采用了 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析，发
现 随 Ｃｄ 胁 迫 浓 度 增 加， ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、 ｍｉＲ⁃
ＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 及 ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 的表达量显著上升（图
２Ｂ⁃Ｃ）；通过 ＳＰＳＳ 相关性分析，发现上述 ｍｉＲＮＡｓ 与
ＭＳＨ６ 基因表达之间呈现显著负相关（ ｒ ＝ －０．９９７，
Ｐ＜０．０１；ｒ＝ －０．９９７，Ｐ＜０．０１；ｒ ＝ －０．９５２，Ｐ＜０．０５），表
明在 Ｃｄ 胁迫下 ＭＳＨ６ 基因受到此 ３ 种 ｍｉＲＮＡｓ 调

控导 致 其 表 达 降 低， 说 明 ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、 ｍｉＲ⁃
ＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 及 ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 通过靶向 ＭＳＨ６ 参与

Ｃｄ 应激响应。 此外，研究表明，上述 ｍｉＲＮＡｓ 除对

Ｃｄ 胁迫作出响应外，还可参与其他多种胁迫应激反

应。 如 ｍｉＲＮＡ４７２ 可参与植物干旱应激反应（Ａｋ⁃
ｄｏｇａｎ ｅｔ ａｌ．，２０１６）；同时可触发次级 ｓｉＲＮＡｓ，通过调

控 ＲＰＳ５、ＲＳＧ１、ＲＳＧ２、ＰＴＩ 及 ＥＴＩ 等基因，参与植物

免疫应激反应 （ Ｆｅｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１２； Ｂｏｃｃａｒａ ｅｔ ａｌ．，
２０１４）；通过调控抗病蛋白 ＴＩＲ⁃ＮＢＳ⁃ＬＲＲ 家族、ＣＣ⁃
ＮＢＳ⁃ＬＲＲ 家族的表达，参与植株抗病反应 （ Ｌｕ ｅｔ
ａｌ．，２０１４）。 而 ｍｉＲＮＡ１７２ 作为植物体内极度保守

的 ｍｉＲＮＡ，不仅对开花发育等生理过程有重要调节

作用（Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ．，２０１５；Ｓｈｉｖａｒａｊ ｅｔ ａｌ．，２０１８），还可响

应盐胁迫应激（Ｇｕｐｔａ ｅｔ ａｌ．，２０１４）；同时可通过调控

ＷＲＫＹ４４ 及 ＡＰ２ 类 ＴＯＥ１ 等基因，参与植物干旱应

激反应（Ｂｒｂａｒａ ｅｔ ａｌ．，２０１５；Ａｋｄｏｇａｎ ｅｔ ａｌ．，２０１６；曾
幼玲等，２０１６）。 因此，在胁迫条件下，ｍｉＲＮＡ１７２ 及

ｍｉＲＮＡ４７２ 均是重要的应激相关 ｍｉＲＮＡｓ，通过调控

免疫基因、抗病基因、生长基因、转录因子基因等多

领域基因，参与植物免疫、抗病、干旱、盐胁迫等应激

反应。

４　 结　 论

本实验通过生物信息学预测筛选出靶向 ＭＳＨ６
的 ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 和 ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ，
通过荧光素酶体外实验（荧光素酶比值分别下降了

２５．５％、４７．２％和 ４９．５％）及拟南芥植株瞬时侵染体

内实验（ＭＳＨ６ 基因表达量下降了 ２０．３％、２２．７％和

３８． ２％） 验证了 ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、 ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 和

ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 是靶向拟南芥 ＭＳＨ６ 基因的 ｍｉＲＮＡｓ。
与对照相比，１．２５、２．５、４．０ ｍｇ·Ｌ－１ Ｃｄ 胁迫 ７ ｄ

显著降低了错配修复基因 ＭＳＨ６ 表达量，而 ｍｉＲ⁃
ＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、ｍｉＲＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 和 ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 表达量

显著增加，且经 ＳＰＳＳ 相关性分析二者呈显著负相

关（ ｒ ＝ － ０． ９９７，Ｐ ＜ ０． ０１； ｒ ＝ － ０． ９９７，Ｐ ＜ ０． ０１； ｒ ＝
－０．９５２，Ｐ ＜ ０． ０５），从而证实 ｍｉＲＮＡ１７２ｂ⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃
ＮＡ１７２ｅ⁃５ｐ 和 ｍｉＲＮＡ４７２⁃３ｐ 通过靶向 ＭＳＨ６ 基因参

与拟南芥 Ｃｄ 应激反应。 本研究为 ＭＭＲ 调控的 Ｃｄ
毒理机制研究提供了 ｍｉＲＮＡ 研究基础。
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