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　　摘要：动植物细胞内都存在大量的ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ），ｍｉＲＮＡ的功能之一是通过互补指导内切酶切割与之互补
的ｍＲＮＡ，对该ｍＲＮＡ进行转录后调控。但ｍｉＲＮＡ与靶基因之间并不是完全互补，所以通过序列计算方式预测的靶
基因中假阳性也是很高的。单独验证预测的靶基因不能确定是否正确且费时费力，高通量测序与计算预测结合可以

很好地验证和发现ｍｉＲＮＡ的靶基因。介绍了寻找ｍｉＲＮＡ靶基因的降解组测序方法，包括降解组测序的方法原理、试
验流程、ｍｉＲＮＡ靶基因寻找等主要环节。经研究发现，降解组测序已经成为寻找ｍｉＲＮＡ靶基因的常用方法。
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　　ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是一类具有特殊功能的小 ＲＮＡ，约
为２２个核苷酸，具有抑制蛋白质编码基因的功能［１］，一些茎

环结构的ＲＮＡ在核酸酶的作用下将茎环结构的ＲＮＡ剪切加
工成ｍｉＲＮＡ。成熟的ｍｉＲＮＡ与ａｒｇｏｎａｕｔｅ（ＡＧＯ）蛋白结合形
成沉默复合体，ｍｉＲＮＡ与靶基因互补，ＡＧＯ蛋白则催化剪切
靶基因，抑制靶基因翻译蛋白质［２］。

在动物体内ＲＮＡ剪切活性来自 ａｒｇｏｎａｕｔｅ２（ＡＧＯ２），在５′剪
切片段留下３′末端羟基（３′—ＯＨ），在３′剪切片段留下５′末端
单磷酸（５′—ｐ）［３－４］，但是在动物体内已证实的 ｍｉＲＮＡ的靶
基因还很少［５－６］。尽管如此，人工构建的 ｓｉＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒ
ｆｅｒｉｎｇＲＮＡｓ）同样可以依据 ｍｉＲＮＡ类似的机制，将靶基因沉
默，目前已经成为研究靶基因功能的常用试验技术。

动物的ｍｉＲＮＡ通常只有部分序列是可以与靶基因完美
互补配对的，这段完美互补配对的序列通常是 ｍｉＲＮＡ的第２
个至第７个碱基，ｍｉＲＮＡ中这段与靶基因完全互补的序列为
“种子序列”［７－８］。ｍｉＲＮＡ的３′非种子端序列在一定程度上
有增强ｍｉＲＮＡ对靶基因识别的作用［８］。研究发现，一些非

ｍｉＲＮＡ靶基因也含有１个或多个 ｍｉＲＮＡ结合区域，为了避
免非ｍｉＲＮＡ靶基因也被ｍｉＲＮＡ剪切，对非ｍｉＲＮＡ靶基因的
保护机制也发生了进化［９－１０］，但是当导入１个ｓｉＲＮＡ／ｍｉＲＮＡ
或敲除１个

!

源ｍｉＲＮＡ仍然可以引起很多基因表达变化，这
些表达变化的基因中包含ｍｉＲＮＡ剪切的靶基因［１１－１３］。

植物中ｍｉＲＮＡ靶基因研究相对比较多，因为 ｍｉＲＮＡ与
靶基因互补的现象非常多，且 ｍｉＲＮＡ切割位点比较固定，通
常位于ｍＲＮＡ－ｍｉＲＮＡ互补区域，从 ｍｉＲＮＡ５′端算起，切割
位点位于第１０个和第１１个核苷酸之间［１４－１５］。ｍｉＲＮＡ调控
靶基因的方式也很多，１个 ｍｉＲＮＡ可以调控多个靶基因，同
时多个ｍｉＲＮＡ也可以调控同一靶基因。总之，在研究 ｍｉＲ
ＮＡ功能过程中寻找和鉴定ｍｉＲＮＡ的靶基因非常有必要。

新一代测序可以一次性测定百万级的序列，也可以根据

不同需要测定特定类型的ＲＮＡ，是研究转录组表达和表达调

控革命性的技术革新［１１］。近几年，新一代测序技术被广泛应

用，如寻找新的 ｍｉＲＮＡ［１２］。由于植物中 ｍｉＲＮＡ降解靶基因
的机制相对比较清晰，所以新一代测序在分析 ｍＲＮＡ降解片
段中应用较多。借助于高通量测序分析 ｍｉＲＮＡ靶基因的植
物有拟南芥、玉米、棉花、草莓、番茄、葡萄、黄瓜、杨树、红豆

杉、蝴蝶兰和线虫等众多物种［１３－２３］。

如何获得ｍｉＲＮＡ及其降解位点是研究ｍｉＲＮＡ功能的前
提。ｍｉＲＮＡ通过互补方式识别靶基因，并将靶基因切割。所
以，传统的研究方法是通过计算机预测和后续的试验验

证［５］，在验证过程中须要获得 ｍＲＮＡ的５′末端序列；常规方
法是通过５′－ＲＡＣＥ技术［２４－２５］，该技术首先利用 ｐｏｌｙ（Ａ）分
离得到ｍＲＮＡ，去掉ｍＲＮＡ的帽子结构并加１个５′接头序列，
或者直接在ｍＲＮＡ５′末端加入接头。根据接头序列和 ｏｌｉｇｏ
（ｄＴ）或特定序列，ＰＣＲ扩增可以获得 ｍＲＮＡ全部或部分序
列，通过Ｓａｎｇｅｒ测序可以获得ｍＲＮＡ转录起始位点序列。通
过５′－ＲＡＣＥ技术即可以找到ｍＲＮＡ转录起始序列［２６－２７］，也

可以用于ｍＲＮＡ的切割序列分离［２４］。通常通过ｍｉＲＮＡ预测
靶基因，然后用５′－ＲＡＣＥ对预测的 ｍＲＮＡ开展剪切位点研
究，即寻找或验证某个特定的ｍＲＮＡ的５′末端序列。

ＲＡＣＥ方法是分析 ＲＮＡ末端的常用方法［２４］，新一代测

序可以测定百万条序列［２８］。将二者结合，能一次性测得所有

ＲＮＡ的末端序列，辅以生物软件分析末端序列，可以同时验
证所有预测的靶基因［２９］。这样不仅可以大大提高工作效率，

而且还可以从降解片段入手寻找新的ｍｉＲＮＡ［３５－３６］。

１　ＭｍｅⅠ内切酶和降解组建库流程

１．１　ＭｍｅⅠ是降解组测序重要的酶
降解组分析中的关键是如何找到 ｍｉＲＮＡ－ＡＧＯ复合物

切割的 ｍＲＮＡ片段，获得 ｍＲＮＡ切割位点序列，无非是获得
切割位点处的序列。３′切割片段是 ｍＲＮＡ切割产物之一，其
５′末端是单磷酸结构，３′末端具有ｐｏｌｙ（Ａ）结构。测定这样的
序列，可以发现所有被剪切的ｍＲＮＡ序列。但这样的序列太
长，超出了新一代测序技术的要求。通过化学方法将序列打

断，又会将切割位点序列淹没在众多序列之中，造成背景噪音

过大。
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ＭｍｅⅠ从嗜甲基菌（Ｍｅｔｈｙｌｏｐｈｉｌｕｓｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｕｓ）中分离
得到，属于Ⅱ型限制性内切酶。在非回文 ＤＮＡ序列上，
ＭｍｅⅠ识别５′－ＴＣＣＲＡＣ－３′序列（Ｒ表示 Ｇ或Ａ），在识别位
点下游２０ｂｐ处将双链ＤＮＡ切割，并在识别序列留下２个碱基
的黏性末端。ＭｍｅⅠ的识别序列为５′－ＴＣＣＲＡＣ（Ｎ）２０－３′

［３０］。

ＭｍｅⅠ可以单一地将ＤＮＡ的切割序列截取下来，单一测定切
割位点序列。所以，ＭｍｅⅠ是降解组测序过程中的关键酶。
１．２　降解组测序技术路线

降解组分析主要分成 ＲＮＡ建库测序与数据分析２个部
分。其中，ＲＮＡ建库是ＲＮＡ测序前的 ＲＮＡ处理过程。ＲＮＡ

建库很关键，测序目的不同，ＲＮＡ建库方法也不同［３１－３２］。根

据目的ＲＮＡ特点，设计特征的ＲＮＡ建库路线，富集获得感兴
趣的ＲＮＡ，即富集目的ＲＮＡ过程中同时也在去除污染ＲＮＡ。
降解组测序ＲＮＡ处理过程有别于其他类型的 ＲＮＡ处理，降
解组测序 ＲＮＡ处理过程的实质是获得被 ｍｉＲＮＡ切割的
ｍＲＮＡ产物［３３－３４］。通常 ｍＲＮＡ５′末端具有帽子结构，３′端
具有ｐｏｌｙ（Ａ）结构，ｍＲＮＡ被剪切后，形成２种剪切产物，即
５′剪切片段和３′剪切片段。降解组测序就是要提取３′剪切
片段，３′剪切片段的５′具单磷酸结构，３′末端具有 ｐｏｌｙ（Ａ）
结构［３４］。根据３′剪切片段特定设计ＲＮＡ建库流程（图１）。

１．２．１　降解组测序基本设计思路　第一，根据 ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴
可将所有带有ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴的 ＲＮＡ分离得到，带有 ｐｏｌｙＡ尾
巴的ＲＮＡ主要有完整的 ｍＲＮＡ和３′剪切片段２种。第二，
在３′剪切片段５′末端加入 ＲＮＡ接头。完整的 ｍＲＮＡ５′末
端为帽子结构，３′剪切片段的５′末端为单磷酸。只有单磷酸
结构的 ＲＮＡ可以与 ５′接头相连接［３５］。５′接头序列带有
ＭｍｅⅠ识别位点，如拟南芥降解组分中 ５′ＲＮＡ接头：５′－
ＧＵＵＣＡＧＡＧＵＵＣＵＡＣＡＧＵＣＣＧＡＣ－３′，粗体标记为 ＭｍｅⅠ内
切酶识别序列［３３］。第三，反转录 ＲＮＡ为 ＤＮＡ。即根据接头
序列和ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）将 ３′剪切片段反转录为双链 ＤＮＡ序列。
第四，酶切获得３′剪切片段的５′末端序列（即切割位点序
列）。因为在接头序列中预先引入 ＭｍｅⅠ识别位点，带有接
头的序列会被 ＭｍｅⅠ切割生成４０ｂｐ左右的序列（含接头序
列）。第五，在ＭｍｅⅠ酶切位点加入 ＤＮＡ接头。ＭｍｅⅠ酶切
后，分离酶切序列，在ＭｍｅⅠ切割位点处连接双链ＤＮＡ接头，如拟
南芥双链 ＤＮＡ接头为５′－ＴＣＧＴＡＴＧＣＣＧＴＣＴＴＣＴＧＣＴＴＧ－３′
和其互补链 ３′－ＮＮＡＧＣＡＴＡＣＧＧＣＡＧＡＡＧＡＣＧＡＡＣ－５′［３３］。
第六，纯化带有双链ＤＮＡ接头的序列，按照新一代测序流程
进行测序。

１．２．２　降解组测序设计原理　通过 ｍＲＮＡ的结构特征、

ｍｉＲＮＡ调控靶基因特征以及结合新一代测序技术来实现。
将测序数据回帖转录组，深入比对分析，如果在 ｍＲＮＡ序列
的某个位点发现 １个回帖比对峰值，该峰值就是候选的
ｍｉＲＮＡ剪切位点，于是从试验中找到了 ｍｉＲＮＡ的作用靶
基因。

１．３　降解组数据分析基本流程
高通量建库和测序可以交由测序公司负责处理，因为建

库、测序所需要的试剂和设备非常昂贵，有公司负责建库和测

序相对比较便宜，而且现在的降解组测序技术已经非常成熟，

国内也涌现出多家测序公司，甚至一些大型的科研单位自己

就可以直接开展测序服务。但降解组数据分析过程则要求科

研人员要熟悉ｍｉＲＮＡ调控切割靶基因的基本过程，尤其是具
备一定的数据处理分析能力。

通过降解组分析可以很轻松地发现ｍｉＲＮＡ的降解片段，
而且也可以根据降解片段发现新的 ｍｉＲＮＡ。降解组数据分
析基本分为以下几个过程（图２）。
１．３．１　获得ｃｌｅａｎ数据　所谓 ｃｌｅａｎ数据是指去除测序接头
序列和低质量序列。如果是由公司测序，一般可以直接从测

序公司获得ｃｌｅａｎ数据，将 ｃｌｅａｎ数据直接用于下一步分析。
但ＮＣＢＩ上下载的数据中有时也有测序的原始数据，利用这
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些数据分析之前则须要进行数据预处理，基本过程包括：去除

测序接头序列、去除简单重复序列、去除带有不确定碱基的序

列、测序质量分析等。结合软件操作可以轻松实现数据处理，

如ＦＡＳＴＱ／ＡＣｌｉｐｐｅｒ、ｃｕｔａｄａｐｔ等。
１．３．２　序列比对　从ｍｉＲＮＡ数据库中找到 ｍｉＲＮＡ的序列，
与ｃｌｅａｎ数据分别与参考基因匹配，分析每种序列和 ｍｉＲＮＡ
的匹配位点。编写脚本程序，找到ｍｉＲＮＡ匹配位点附近的降
解片段。因为降解片段来自ｍＲＮＡ降解，ｍｉＲＮＡ与ｍＲＮＡ互
补，根据这个特征找到降解片段剪切位置周围是否有互补

ｍｉＲＮＡ存在。如果存在 ｍｉＲＮＡ，计算 ｍｉＲＮＡ周围降解片段

数量。序列匹配软件很多，常用的有 ＢＯＷＴＩＥ［３６］、ＳＯＡＰ２［３７］、
ＢＷＡ［３８］等。
１．３．３　获得靶基因　如果ｍｉＲＮＡ互补区域内存在一个明显
的降解片段峰值，则说明该基因很有可能是与之互补的

ｍｉＲＮＡ靶基因，通过与周围噪音相比，确定该基因为 ｍｉＲＮＡ
的疑似靶基因。

１．３．４　图片展示　将找到的候选靶基因、ｍｉＲＮＡ和降解片
段位置和数量，通过图展示出来，如常用 ｔ－ｐｌｏｔ展示，ｔ－ｐｌｏｔ
展示可采用 Ｒ语言绘制；也可以用一般作图软件实现如
Ｅｘｃｅｌ（图３）。

２　结论与讨论

ｍｉＲＮＡ是一类非常重要的调控小ＲＮＡ，通过剪切 ｍＲＮＡ
来调控靶基因的功能，达到调节生理代谢或发育的目的。

ｍｉＲＮＡ及其调控序列的发现，有助于深入了解 ｍｉＲＮＡ的功
能。然而，ｍｉＲＮＡ调控网络极其复杂，ｍｉＲＮＡ仅仅通过种子
的区域序列就可以达到调控靶基因的功能，所有 ｍＲＮＡ可同
时受到多种小 ＲＮＡ的调控，或同一种小 ＲＮＡ在同一 ｍＲＮＡ
上有多个的靶位点，这会给降解组分析带来一定的困难。同

时，近年来涌现出来其他类型的小 ＲＮＡ，如 ２２Ｇ－ＲＮＡ、
２６Ｇ－ＲＮＡ、ｐｉＲＮＡ等小 ＲＮＡ［３９］。这些小 ＲＮＡ是否直接参
与ｍＲＮＡ的调控还不清楚，但果蝇ｐｉＲＮＡ可以通过与转座子
ＲＮＡ序列互补，指导内切酶将转座子ＲＮＡ切割，阻止转座子
转座。但在线虫中，ｐｉＲＮＡ并不直接参与靶基因的沉默，而是
诱导次级小ＲＮＡ２２Ｇ－ＲＮＡ生成，这些次级２２Ｇ－ＲＮＡ调控
互补序列沉默，２２Ｇ－ＲＮＡ是否直接参与靶基因的切割还不

清楚。但有研究发现，一些次级 ｓｉＲＮＡ也可以切割靶基
因［４０］。小ＲＮＡ如何调控靶基因一直是研究的热点之一，其
中小ＲＮＡ参与靶基因的切割是研究的一个方向。现在有多
个网站提供ｍｉＲＮＡ靶基因的预测服务［５，４１－４３］，但预测的结果

需要试验验证。理论上降解组测序几乎可以一次性验证所有

预测的靶基因，可以将预测的靶基因从试验角度加以证实。

降解组测序实质是测定具有一定特征的 ＲＮＡ５′末端序列，
这类 ＲＮＡ特征是 ５′末端具有单磷酸且 ３′末端具有
ｐｏｌｙ（Ａ）［３４］。这类ＲＮＡ可以是来自ｍｉＲＮＡ指导的ｍＲＮＡ切
割产物，也可以是来自 ｍＲＮＡ的分解产物［４４］。当 ｍｉＲＮＡ的
靶基因表达量不高或 ｍＲＮＡ分解产物过高时，非特异性的
ｍＲＮＡ降解片段容易检测到，背景噪音过高，会对 ｍｉＲＮＡ靶
基因分析带来困难。但测序技术也在不断提高，相应分析方

法也在升级，高通量测序与数据分析技术已经成为生物试验

中的常规试验检测分析方法。

—８５— 江苏农业科学　２０１４年第４２卷第７期
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不同激素浓度配比对萝卜愈伤组织形成的影响

胡　伟，陈　豫，伍　洋
（宜宾学院生命科学与食品工程学院，四川宜宾６４４０００）

　　摘要：以萝卜直根形成层为试验材料，比较不同激素ＮＡＡ、２，４－Ｄ和６－ＢＡ浓度配比对萝卜外植体形成愈伤组
织诱导率和质量的影响。结果表明：（１）与不添加任何激素相比，不同激素浓度配比对萝卜愈伤组织诱导效果明显。
（２）６－ＢＡ分别与ＮＡＡ、２，４－Ｄ配比诱导萝卜愈伤组织的比较表明，２，４－Ｄ较ＮＡＡ更适于诱导萝卜愈伤组织。（３）
６－ＢＡ与２，４－Ｄ浓度均为０．０５０～０．０７５ｍｇ／ｍＬ的配比对萝卜愈伤组织诱导效果最好。
　　关键词：萝卜；激素；直根；愈伤组织；诱导率
　　中图分类号：Ｑ９４３．１；Ｓ６３１．１０４＋．３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１４）０７－００６０－０３
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基金项目：发酵资源与应用四川高校重点实验室项目（编号：

２０１２ＫＦＪ００２）；宜宾学院青年基金（编号：２０１２Ｑ１４）。
作者简介：胡　伟（１９８１—），男，宁夏吴忠人，硕士，讲师，主要从事有
机农业及作物生产系统模拟与决策研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｗｈ＿１９８１２２５＠
１６３．ｃｏｍ
通信作者：陈　豫，博士，副教授，主要从事农村沼气及生态农业研
究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｈｅｎｙｕ＠ｎｗｓｕａｆ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　萝卜（Ｒａｐｈａｎｕｓｓａｔｉｖｕｓ）是中国主要的大众化蔬菜作物之
一，在民间有“小人参”之美称，具有较高的食用价值和医用

价值。萝卜采用常规育种手段需时长且劳动强度大，通过组

织培养能够大量扩繁原种，并能更好地保持萝卜良种的性状。

关于萝卜组织培养的研究，国内外都有大量报道［１－９］，但大多

数研究中应用的激素种类比较单一，外植体的类型从萝卜的

带柄子叶、子叶、下胚轴、花药等进行研究，但未涉及外植体萝

卜根部对愈伤组织的影响。本试验旨在研究不同激素浓度配

比下，以萝卜根部形成层为外植体进行愈伤组织的培养，分析

不同激素配比对萝卜愈伤组织形成的影响及愈伤组织的生长

情况，找出萝卜组织培养过程中适宜的激素配比浓度范围，为

萝卜的组培技术提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
选用生长健壮、体型匀称、表面无伤痕的市场销售的新鲜

萝卜。试验所用的３种激素为分裂素６－ＢＡ（６－苄氨基嘌
呤）和生长素２，４－Ｄ（２，４－二氯苯氧乙酸）、ＮＡＡ（萘乙酸）。
１．２　试验方法
１．２．１　诱导培养基的配制　在 ＭＳ培养基中添加３％蔗糖、
０．８％琼脂和不同激素浓度配比（表１），作为本试验诱导愈伤
组织的培养基。配制好培养基后，用０．１ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ或
０．１ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ溶液在灭菌前将培养基 ｐＨ值调至５．８～
６０，然后将培养基分装到１００ｍＬ的三角培养瓶中，用封口膜
封好瓶口，在１２１℃下湿热灭菌３０ｍｉｎ，灭菌后冷却待用。
１．２．２　愈伤组织的诱导　用自来水将萝卜直根表面污物冲
洗干净，用小刀切成小段放入烧杯中。先用７５％乙醇对萝卜
小段消毒５ｍｉｎ，用无菌吸水纸吸干，再用０．２％氯化汞溶液
消毒３ｍｉｎ，放入无菌水中漂洗２～３次，用无菌吸水纸吸干。
在无菌操作台上操作，把消毒好的萝卜直根放入无菌培养皿

中，用消毒好的解剖剪将萝卜的形成层切成０．５ｃｍ３左右的
小块，置于含有不同激素浓度配比的愈伤组织诱导培养基上，

２５℃暗培养，无需光照。外植体培养每隔３～５ｄ观察１次，
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