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　　摘要：为阐明杨树ＭＩＲ１５６基因家族的进化过程和功能分化，研究了杨树 ＭＩＲ１５６基因家族的扩张模式、倍增时
间、系统发育、表达方式、启动子元件和靶基因。结果表明：杨树ＭＩＲ１５６基因家族主要通过染色体大片段重复实现扩
张，而串联重复对此没有贡献；不同家族成员表达方式已分化，其中ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｇ／ｈ／ｉ／ｊ表达活性最高；家族成员启动
子顺式作用元件存在差异；杨树ＭＩＲ１５６的靶基因包括２９个ＳＢＰ结构域蛋白质，由于成熟序列存在差异，家族成员调
控的靶基因也表现出差异。说明杨树ＭＩＲ１５６基因家族成员的功能已经分化，在杨树中可能形成了复杂的调控网络。
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　　杨树是全球范围内广泛栽培的速生丰产用材树种和生物
质能源树种，具有重要经济价值，同时在生态环境保护中也具

有重要价值［１］。自毛果杨（Ｐｏｐｕｌｕｓｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ）基因组完成测
序后［２］，杨树作为一个重要的模式系统广泛用于木材形成、

周期性生长、适应性等方面的研究［３］。

植物微ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类具有调控作用的
非编码小分子 ＲＮＡ。ｍｉＲＮＡ由基因组编码，通过 ＲＮＡ聚合
酶Ⅱ转录，通过ＤＣＬ等蛋白的剪切加工形成长约２１ｎｔ的成
熟序列，并在多种蛋白质的参与下识别与其序列互补的靶

ｍＲＮＡ并介导其翻译抑制或剪切，从而实现对靶基因的转录
后调控。由于ｍｉＲＮＡ的靶基因往往是具有调控功能的转录
因子等，所以ｍｉＲＮＡ对植物生长发育和胁迫应答具有十分重
要的调控功能，在植物分子育种中具有良好的应用前景［４］。

ＭＩＲ１５６是一个古老的 ｍｉＲＮＡ基因家族，对植物生长发
育具有非常重要的调控作用，如赤霉素途径［５］、育性［６］、发育

阶段转变［７－８］、叶原基间隔长度与器官形态［９］等。已有的研

究主要以拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）为材料，而 ＭＩＲ１５６在
木本植物中的功能尚未见报道。本研究通过对杨树 ＭＩＲ１５６
基因家族的扩张模式、倍增时间、系统发育、表达方式、启动子

元件和靶基因的研究，初步阐明杨树 ＭＩＲ１５６基因家族的进
化过程和功能分化，以期为杨树 ＭＩＲ１５６基因的功能研究以
及在分子育种中的应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　基因组定位与基因倍增模式分析
从ｍｉＲＢａｓｅ数据库（ｗｗｗ．ｍｉｒｂａｓｅ．ｏｒｇ，Ｒｅｌｅａｓｅ１９）中获取

ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６基因家族序列和在杨树基因组ＪＧＩ＿Ｐｏｐｔｒ２．０中
的坐标，以ＦＡＳＴＡ格式将杨树基因组数据提交给 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ
数据库（ｗｗｗ．ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ．ｎｅｔ），经 ＢＬＡＳＴ比对获取其在杨树
基因组ＪＧＩ＿Ｐｏｐｔｒ３．０上的坐标。采用 Ｍａｈｅｒ等的方法［１０］对

杨树基因组数据（ＪＧＩ＿Ｐｏｐｔｒ３．０）进行基因家族扩张模式分
析，包括串联重复和染色体大片段重复。

１．２　基因倍增时间估算
对倍增块中保守的蛋白质编码基因采用 ＣｌｕｓｔａｌＸ进行

氨基酸序列比对，然后以氨基酸序列比对结果为参照，进行编

码序列比对，使用 ＫａＫｓ＿Ｃａｌｃｕｌａｔｏｒ计算序列间同义替换率
［Ｋｓ（次／个）］；Ｋｓ＝替换次数／同义替换位点个数，算法选择
ＹＮ法。求得Ｋｓ平均值以用于计算倍增时间，计算公式为：
Ｄ＝Ｋｓ／（２Ｅ）。式中：Ｄ表示时间（年），［次／（个·年）］；
Ｅ［Ｅ＝替换次数／（同义替换位点个数 ×时间）］表示分子替
换速率。杨树分子进化速率约为拟南芥的１／６［２］，在拟南芥
中 Ｅ＝１．５×１０－８次／（个·年）［１１］，所以杨树 Ｅ取２．５×１０－９

次／（个·年）。
１．３　分子系统发育树构建

将杨树ＭＩＲ１１５６基因家族序列进行ＭＵＳＣＬＥ比对，比对
结果输入到ＭＥＧＡ５软件中，分别采用最大似然法和邻接法
构建系统进化树，采用自展法检验进化树，重复值设置

为１０００。
１．４　启动子顺式作用元件分析

参考 Ｃｕｉ等的方法［１２］，从 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ数据库（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ．ｎｅｔ，ＪＧＩ＿Ｐｏｐｔｒ３．０）中获取 ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６基因
家族上游启动子序列。将所获取的序列提交给 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ
（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／ｐｌａｎｔｃａｒｅ／ｈｔｍｌ／），
分析其中的顺式作用元件。

１．５　表达分析
从毛果杨小ＲＮＡ高通量测序结果［１３］中提取 ＭＩＲ１５６基

因家族成员原始测序读数，并进行均一化处理计算表达量：表

达量＝原始读数／与基因组匹配的总读数×１０６。
１．６　靶基因分析

杨树 ＭＩＲ１５６基因家族靶基因预测采用 ｐｓＲＮＡＴａｒｇｅｔ
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（ｈｔｔｐ：／／ｐｌａｎｔｇｒｎ．ｎｏｂｌｅ．ｏｒｇ／ｐｓＲＮＡＴａｒｇｅｔ／＃），将 ｍｉＲＮＡ成熟
序列提交给 ｐｓＲＮＡＴａｒｇｅｔ，靶基因搜索范围设置为 Ｐｏｐｕｌｕｓ
ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ（ｐｈｙｔｏｚｏｍｅｖ８．０，ｇｅｎｏｍｅＶ３．０，ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｎｕｍｂｅｒ２１０），参数为默认值。

２　结果与分析

２．１　基因组定位与基因倍增模式分析

通过查询ｍｉＲＢａｓｅ和Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ数据库获取杨树ＭＩＲ１５６
基因家族在杨树基因组中的位置信息（表１）。杨树 ＭＩＲ１５６
基因家族共有１２个成员，除 ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｈ在 ＪＧＩ＿Ｐｏｐｔｒ３．０
中未找到定位，其余１１个成员均在 ＪＧＩ＿Ｐｏｐｔｒ３．０找到了位
置。从定位情况可知，杨树 ＭＩＲ１５６基因家族成员在基因组
上均为分散分布，未见成簇分布，说明杨树 ＭＩＲ１５６基因家族
成员间没有串联重复关系。

表１　杨树ＭＩＲ１５６基因家族成员的基因组定位情况

ＭＩＲ１５６基因家庭成员 基因组定位（ＪＧＩ＿Ｐｏｐｔｒ２．０） 基因组定位（ＪＧＩ＿Ｐｏｐｔｒ３．０） 证据

ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｈ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿４：７９３８８３２－７９３８９３４［－］ — 克隆［２，１４－１５］

ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｌ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿１：３４４４５８４０－３４４４５９３３［－］ Ｃｈｒ０１：３４２９２４８８－３４２９２５８１［＋］ 小ＲＮＡ深度测序［１３］

ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ａ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿６：１９０８９４１４－１９０８９５１４［－］ Ｃｈｒ０６：２００８４１６１－２００８４２６１［－］ 与ａｔｈ－ＭＩＲ１５６ｂ序列相似［２］

ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｂ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿６：２２８６９８９９－２２８６９９９９［－］ Ｃｈｒ０６：２３７３５９５４－２３７３６０５４［－］ 与ａｔｈ－ＭＩＲ１５６ｆ序列相似［２，１５］

ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｃ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿６：２５７６６６６８－２５７６６７６７［＋］ Ｃｈｒ０６：２６６３１５２５－２６６３１６２４［＋］ 与ａｔｈ－ＭＩＲ１５６ａ序列相似［２］

ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｋ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿１１：１１９５６１１５－１１９５６２１５［－］ Ｃｈｒ１１：１１３８２２２８－１１３８２３２８［－］ 与ａｔｈ－ＭＩＲ１５６ａ序列相似［２］

ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｉ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿１２：４３３２０６２－４３３２１６０［－］ Ｃｈｒ１２：４９３９２４１－４９３９３３９［＋］ 克隆［２，１４－１５］

ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｊ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿１５：４０１３６９９－４０１３７９８［＋］ Ｃｈｒ１５：４２２７００２－４２２７１０１［－］ 克隆［２，１４－１５］

ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｇ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿５：１１８７５５３３－１１８７５６３５［－］ Ｃｈｒ１７：１３４１８４６４－１３４１８５６６［＋］ 克隆［２，１４－１５］

ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｆ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿１８：１２４４８４８４－１２４４８５８４［－］ Ｃｈｒ１８：１３５６６８７５－１３５６６９７５［－］ 与ａｔｈ－ＭＩＲ１５６ｂ序列相似［２］

ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｅ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿１８：２１８９６９１－２１８９７９０［＋］ Ｃｈｒ１８：１５８３３５８－１５８３４５７［－］ 与ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｊ序列相似［２，１４］

ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｄ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿１８：８３５０１０３－８３５０２０３［＋］ ｓｃａｆｆｏｌｄ＿２８：１９０９７４－１９１０７４［＋］ 与ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｇ序列相似［２，１４－１５］

　　通过分析各成员的侧翼保守蛋白质基因，共发现５对基
因为染色体大片段重复的产物，对其中侧翼保守蛋白质基因

数量大于４的倍增基因对进行了倍增时间估算，结果见表２。
表２显示，产生倍增基因对 ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ａ与 ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｆ、

ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｃ与 ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｅ的染色体大片段重复发生的
时间分别约在４５９８万、５６０５万年前，这一时间与杨树进化
过程中最近所经历的一次全基因组重复———杨柳科重复在时

间上较接近。

表２　染色体大片段重复及其时间估算

倍增基因１ 倍增基因２ 保守侧翼蛋白质基因对数 平均Ｋｓ Ｋｓ标准差 倍增时间（万年）

ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ａ ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｆ ９ ０．２８０２５６４４４ ０．０９６５３４０３５ ５６０５
ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｃ ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｅ ９ ０．２２９８８２１１１ ０．０３４７８２３２８ ４５９８
ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｉ ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｊ ２ — — —

ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ａ ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｅ １ — — —

ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｇ ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｌ １ — — —

　　由此可见，杨树 ＭＩＲ１５６基因家族主要通过染色体大片
段重复实现基因家族的扩张，而串联重复对杨树 ＭＩＲ１５６基
因家族的扩张并没有贡献。

２．２　分子系统发育树构建
分别采用邻接法和最大似然法构建杨树 ＭＩＲ１５６基因家

族的分子系统发育树，这２种方法所建进化树结构相似，且大
部分节点的Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值大于７０，说明所建分子系统发育树是
可靠的，其中邻接树如图１所示。将分子系统发育树与基因
倍增模式分析结果进行比较，结果发现，通过染色体大片段重

复所产生的重复基因如 ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ａ与 ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｆ、
ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｃ与ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｅ、ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｉ与 ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｊ
在进化树上位于分支末端，说明这些染色体大片段重复导致

的基因家族扩张是杨树ＭＩＲ１５６基因家族进化过程中较晚的
事件；ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｂ与 ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｄ、ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｇ与
ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｈ在进化树中位于分支末端，但它们不是串联重
复和染色体大片段重复的产物，说明它们可能是通过转座等

其他方式进行扩张的产物［１６］。

２．３　表达分析

基于小ＲＮＡ高通量测序的表达分析结果如图 ２所示。
从图２可知，在叶片、木质部、机械胁迫木质部和混合组织
（包括营养生长茎尖、雄花、雌花、雌株顶芽、雄株顶芽和侧

芽）中，ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｇ／ｈ／ｉ／ｊ表达活性最高，其次是 ｐｔｃ－
ＭＩＲ１５６ａ／ｂ／ｃ／ｄ／ｅ／ｆ，ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｋ与ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｌ表达活性
均很低，在混合组织中甚至没有检测到。

杨树ＭＩＲ１５６基因家族在叶片和木质部中表达活性较
高，而在以花和芽组成的混合组织中表达活性较低。另外，杨

树ＭＩＲ１５６基因家族各成员中的表达水平在不同组织中呈现
出多样性，说明不同成员的表达方式已经分化。

２．４　启动子顺式作用元件分析
采用ＰｌａｎｔＣＡＲＥ分析杨树ＭＩＲ１５６家族１１个成员上游启

动子所含的顺式作用元件，部分元件如表２所示。结果（表３）
显示，家族成员上游均具有ＣＡＡＴ－ｂｏｘ、ＴＡＴＡ－ｂｏｘ等基本元
件，可能都具有转录活性。同时，在不同成员上游发现了多个

与激素调控、胁迫响应及光响应相关的元件，说明ＭＩＲ１５６可能
参与这些过程的调控。表３还显示，不同成员的上游元件存在
差异，而这将导致不同成员的表达存在时空差异。
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２．５　靶基因分析
将杨树 ＭＩＲ１５６基因家族的成熟序列进行比对，结果如

图３所示，１２个家族成员产生的成熟序列只有４种，分别为
ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ａ／ｂ／ｃ／ｄ／ｅ／ｆ、ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｇ／ｈ／ｉ／ｊ、ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｋ
和ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｌ。４种成熟序列存在差异，可能导致其识别的
靶基因有所差异。

　　通过 ｐｓＲＮＡＴａｒｇｅｔ预测分析共找到杨树 ＭＩＲ１５６的靶基
因２９个，均为 ＳＱＵＡＭＯＳＡ启动子结合蛋白（ＳＱＵＡＭＯＳＡ
ｐｒｏｍｏｔｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＢＰ）。ＳＢＰ是植物特有的一类转录
因子，对植物的生长发育具有重要的调控功能，如花与果实发

育、赤霉素途径、铜应答过程等［１７］。但由于成熟序列存在差

异，导致不同成员的靶基因存在一定差异（图４）。其中２０个
基因是全部成员的预测靶基因，而 ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ａ／ｂ／ｃ／ｄ／ｅ／ｆ
和ｐｔｃ－ＭＩＲ１５６ｋ分别独有 ２个靶基因。这说明由于杨树
ＭＩＲ１５６基因家族成员间成熟序列的差异，可能导致它们调控
的靶基因也已经出现了差异，即不同成员间已出现了功能

分化。

表３　杨树ＭＩＲ１５６基因家族成员启动子中的顺式作用元件

功能 顺式作用元件 ＭＩＲ１５６ａ ＭＩＲ１５６ｂ ＭＩＲ１５６ｃ ＭＩＲ１５６ｄ ＭＩＲ１５６ｅ ＭＩＲ１５６ｆＭＩＲ１５６ｇ ＭＩＲ１５６ｉ ＭＩＲ１５６ｊＭＩＲ１５６ｋ ＭＩＲ１５６ｌ
基本元件 ＣＡＡＴ－ｂｏｘ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

ＴＡＴＡ－ｂｏｘ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
激素调控ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ － ○ ○ － ○ ○ ○ － ○ － ○

ＥＲＥ ○ － － ○ － ○ － － ○ － －
ＧＡＲＥ－ｍｏｔｉｆ － ○ － ○ － － ○ － － － －
Ｐ－ｂｏｘ － － － － ○ － － － － － ○
ＴＡＴＣ－ｂｏｘ － － － － － － ○ － － － ○
ＴＣＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ － ○ － －
ＴＧＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ － － － － － ○ － － ○ － ○
ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ － ○ ○ － ○ ○ ○ － ○ － ○

胁迫响应 ＡＢＲＥ ○ ○ － － ○ － ○ － ○ － －
ＡＲＥ ○ ○ ○ ○ ○ ○ － － ○ ○ －
Ｂｏｘ－Ｗ１ － － － ○ ○ － － ○ － ○ ○
ＨＳＥ ○ ○ ○ ○ － ○ － － ○ － －
ＭＢＳ ○ ○ － ○ － ○ ○ ○ ○ － ○

ＴＣ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓ ○ ○ ○ ○ ○ － ○ － － － －
光响应 Ｂｏｘ４ － ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ － ○

Ｇ－Ｂｏｘ ○ ○ － ○ ○ － ○ ○ ○ － ○
Ｓｐ１ ○ ○ ○ ○ ○ ○ － ○ － － ○

　　注：“○”表示有，“－”表示无。
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３　结论

ｍｉＲＮＡ通过靶基因的反向重复或随机序列而起源，通过
染色体片段重复或串联重复实现家族扩张［１６，１８］。扩张模式

分析结果表明，杨树 ＭＩＲ１５６基因家族主要通过染色体大片
段重复实现扩增，而串联重复对此没有贡献。基于ｍｉＲＮＡ深
度测序的表达分析结果表明，杨树 ＭＩＲ１５６基因家族成员的
表达方式已经分化，而且不同成员的上游顺式作用元件及调

控的靶基因也表现出差异，说明家族成员间功能已经分化，

ＭＩＲ１５６基因家族在杨树中可能已经形成了复杂的调控网络，
参与不同生命活动的调控。杨树为多年生木本植物，其生长

发育与拟南芥等一年生或二年生植物差异显著，所以进一步

研究ＭＩＲ１５６及其靶基因ＳＢＰ转录因子对杨树生长发育的调
控具有重要意义。
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