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　　摘要：分析干旱盐碱共胁迫下玉米ｍｉＲ３９８的表达变化，阐明 ｍｉＲ３９８与玉米水势胁迫生理指标关系。干旱盐碱
共胁迫处理７２ｈ，利用ｑＲＴ－ＰＣＲ技术分别验证了ｍｉＲ３９８及其他对应的靶基因在盐胁迫条件下的表达变化情况；应
用ＥＬＩＳＡ和茚三铜方法分别检测玉米的ＡＢＡ（脱落酸）和脯氨酸含量。结果表明：经过干旱盐碱共胁迫处理，玉米出
现了明显的水分亏缺症状，２４、４８、７２ｈ各处理组玉米ＡＢＡ和脯氨酸含量与对照组比较上升明显，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；ＲＴ－ＰＣＲ检测显示，２４、４８、７２ｈ各处理组玉米中 ｍｉＲ３９８的表达比对照组显著降低，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。说明干旱盐碱共胁迫条件下玉米ｍｉＲ３９８表达下调，可能参与抗逆相关基因ＡＢＡ的调控。试验为后续抗
旱抗盐碱玉米遗传性状研究提供了基础数据。
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　　玉米（ＺｅａｍａｙｓＬ．）是世界三大粮食作物之一，它的产量
对世界粮食的供给有着重要的影响［１］。非生物因子中干旱

是引起玉米减产的最为重要的胁迫因子［２］，干旱胁迫是植物

逆境最普遍的形式，在许多地区是农业发展的瓶颈，每年全世

界玉米产量损失中的几乎一半是由干旱造成的。特别是在实

际生产中干旱胁迫往往也伴随着盐碱的胁迫危害。统计现实

表明，我国平均每年受旱面积 ０．２２亿 ｈｍ２，成灾面积
０．０９亿ｈｍ２，直接减收粮食１００亿ｋｇ以上［３］。应用分子遗传

学方法研究作物抗旱抗盐碱机制并通过基因工程培育新的作

物品种已成为现代农业研究的重要目标。

ＳｍａｌｌＲＮＡ是一类非编码的、能够在转录水平和转录后
水平调控基因表达的小分子ＲＮＡ。最近的研究表明，植物在
多种逆境胁迫下存在着ｍｉｃｅｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）的诱导表达并证
实了某些ｍｉＲＮＡ在植物感受逆境胁迫而作出适应性调整的
过程中发挥着重要的作用［４－５］。随着研究的深入，ｍｉＲＮＡ将
为我们阐明植物耐胁迫机理和提高植物耐胁迫能力提供重要

的参考。

１　材料与方法

１．１　试验试剂与仪器
玉米幼苗营养液培养所需试剂及药品：液氮，Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ），三氯甲烷，异丙醇，无水乙醇，ＤＥＰＣ，无 ＲＮＡ酶双
蒸水。试 剂 盒：ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ），
ＴａｑＭａｎＲｍｉｃｒｏＲＮＡＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ），ＳＹＢＲＰｒｅｍｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ （ＴａＫａＲａ）。主要仪器：
ＮＡＮＯ２０００紫外分光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ），普通 ＰＣＲ仪（伯乐），

ＡＢＩ７３００荧光定量 ＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）。
１．２　方法
１．２．１　玉米处理和收集　试验选用玉米品系ＹＱ７－９６，玉米
种子催芽后待根长２～３ｃｍ时，点种于营养盘中，用Ｈｏａｇｌａｎｄ
营养液培养，置于网室。处理组在三叶一心期（苗期，长度为

２０ｃｍ），每盆浇５Ｌ含１００ｍｍｏｌ／Ｌ混合盐（５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，
５０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＳＯ４）的 Ｈｏａｇｌａｎｄ液作为盐胁迫处理组和含
２５ｍｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３、２５ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３的 Ｈｏａｇｌａｎｄ液（ｐＨ
值１１，水势为－０．７ＭＰａ）作为碱共胁迫处理。０、２４、４８、７２ｈ
后分别取根茎和叶组织，立即用液氮冷冻后保存于－８０℃备
用，每个样品取３次生物学重复。
１．２．２　总 ＲＮＡ提取　ｍｉＲＮＡ反转录茎环ＲＴ引物设计依据
５０ｎｔ可自行折叠成茎环结构的寡核苷酸，序列如下：５′－
ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧ
ＡＣＮＮＮＮＮＮ－３′，３′端的６个Ｎ代表与成熟ｍｉＲＮＡ３′端反向
互补的６个碱基。用于 ｍｉＲＮＡ荧光定量的反向引物为５′－
ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ－３′，该引物实际上为 ＲＴ引物
上的一部分，对所有 ｍｉＲＮＡ来说是通用的。正向引物利用
ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ３．０（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，ＣＡ，ＵＳＡ）
设计，基础序列为目标ｍｉＲＮＡ成熟序列，根据对引物的长度、
Ｔｍ值及ＧＣ含量的要求再用软件进行调整，可在５′端加２～３
个ＧＣ以增加退火温度，平衡ＧＣ含量。
１．２．３　ｍｉＲＮＡ反转录　利用 ＴａｑＭａｎＲｍｉｃｒｏＲＮＡＲｅｖｅｒｓｅ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，ＣＡ，ＵＳＡ）试
剂盒反转录ｍｉＲＮＡ，内参选择１８ＳｒＲＮＡ。
１．２．４　ｍｉＲＮＡ荧光定量ＰＣＲ　利用 ＡＢＩ７３００ＳｅｑｕｅｎｃｅＤｅ
ｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，ＣＡ，ＵＳＡ）荧光
定量ＰＣＲ仪进行ｍｉＲＮＡ荧光定量ＰＣＲ反应。荧光定量ＰＣＲ
试剂盒采用 ＴａＫａＲａ公司的 ＳＹＢＲＰｒｅｍｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ，并以
１８ＳｒＲＮＡ作为内参对照，ｍｉＲ３９８ａ引物序列如下：５′－ＡＴ
ＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＧＧＧＧＧ－３′，５′－ＧＣＣＧＣＴＧＴＧＴＴＣＴ
ＣＡＧＧＴＣ－３′，退火温度为５８℃。
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１．２．５　脱落酸（ＡＢＡ）的含量　ＡＢＡ含量测定方法依据中国
农业大学的ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书，并参考酶联免疫吸附测定
法（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）测定内源植
物激素。

１．２．６　脯氨酸的含量　脯氨酸含量测定方法是依据茚三酮
比色法［６］。

１．２．７　数据统计　ＰＣＲ反应结束后，手动设置合适的阈值，
之后导出 ＣＴ值数据，利用 ΔΔＣＴ法衡量 ｍｉＲＮＡ及其靶基因
在不同样品中的差异表达水平。对于特定时间点的处理样

品，有以下表达式：

ΔΔＣＴ ＝（ＣＴ，ｍｉＲＮＡ干旱盐碱处理组 －ＣＴ，１８ＳｒＲＮＡ，干旱盐碱处理组 ） －
（ＣＴ，ｍｉＲＮＡ，对照组 －ＣＴ，１８ＳｒＲＮＡ，对照组）。

统计分析采用Ｓｔａｔａ统计分析软件，比较各试验组与对照
组间的差异。

２　结果与分析

２．１　非生物胁迫处理的玉米和正常条件下玉米
玉米种子经过催芽后盆栽于温室中。待苗生长至雌雄分

化盛期（大喇叭口期，约１２张真叶），观察玉米生长情况，以
保证玉米生长良好且均一，无明显形态差异，此时将玉米材料

分为处理组和对照组。４８ｈ后，对照组玉米叶片舒展生长良
好；处理组玉米叶片卷蔫，且有黄叶出现，表现为典型的水分

亏缺症状（图１）。

２．２　在干旱和盐碱共胁迫条件下玉米ｍｉＲ３９８表达模式
熔解曲线可用来衡量引物质量的好坏，较好的引物具有

较高的扩增效率，不会形成引物二聚体或产生错配。可从曲

线形状看出ｍｉＲ３９８和内参（１８ＳｒＲＮＡ）ＰＣＲ扩增过程熔解曲
线呈现“Ｓ”形（图２），这表明ＰＣＲ扩增试验进行良好。

　　为了进一步探索 ｍｉＲＮＡ在盐胁迫条件下的表达变化情
况，利用 ｑＲＴ－ＰＣＲ技术检测玉米 ｍｉＲ３９８ｂ在干旱盐碱共胁

迫条件下（０、２４、４８、７２ｈ）变化情况。图３结果显示，２４、４８、
７２ｈ的处理组ｍｉＲ３９８表达量与对照组相比明显下降，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。其中，７２ｈ处理组ｍｉＲ３９８表达量
下降最为明显。

２．３　干旱盐碱共胁迫下玉米脱落酸和脯氨酸含量的变化
在干旱盐碱共胁迫处理后，通过 ＥＬＩＳＡ技术测定对照和

处理２组玉米幼苗样品的细胞内源 ＡＢＡ、脯氨酸含量。图４
结果表明，与对照组相比，２４、４８、７２ｈ的处理组玉米脱落酸累
积量与对照组相比明显上升，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
同样，与对照组相比，２４、４８、７２ｈ的处理组玉米脯氨酸累积量
与对照组相比明显上升，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结
果还显示，７２ｈ处理组玉米ＡＢＡ和脯氨酸累积量上升最为明
显。表明干旱胁迫触发玉米幼苗体内 ＡＢＡ和脯氨酸等化合
物的表达，进而引起ＡＢＡ信号的转导。

３　讨论

植物中的小ＲＮＡ在植物的生长发育、组织器官的形态建
成、逆境应答和信号转导等过程中发挥重要的调控作用。通

过对靶基因预测和功能分析后发现，某些胁迫（旱、盐碱、热、

冷、冻）诱导的ｍｉＲＮＡ还直接参与植物逆境胁迫下的适应性
反应。尤其是ｍｉＲＮＡ在植物非生物环境胁迫应答中的调控
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作用日益受到重视［７］。ｍｉＲＮＡ３８９可以同时受这４种非生物
因素胁迫的调控。在转基因拟南芥中研究进一步揭示 ｍｉＲ
ＮＡ３９８在调控ＣＳＤ２基因表达中和氧化胁迫中的重要作用。
而干旱、严寒和盐分则会影响植物 ｍｉＲ３１９ｃ、ｍｉＲ３９３、
ｍｉＲ３９５、ｍｉＲ３９７ｂ和 ｍｉＲ４０２的表达水平［８］。实际上，Ｓｕｎｋａｒ
等构建了拟南芥幼苗经脱水、高盐、低温和 ＡＢＡ胁迫处理后
的小分子ＲＮＡ文库并对文库的测序结果进行分析，发现了
２６个新的 ｍｉＲＮＡｓ，它们来源于 １５个新的 ｍｉＲＮＡ家族［９］。

但是，ｍｉＲＮＡ在植物抗逆反应中作用的分子机制目前还不清
楚，有待进一步研究。

氧化应激反应是玉米在多种逆境胁迫环境下的生理反

应，氧化应激反应可导致玉米体内脯氨酸的含量显著增加。

植物体内脯氨酸含量在一定程度上反映了植物的抗逆性，抗

旱性强的品种往往积累较多的脯氨酸。因此测定脯氨酸含量

可以作为抗旱育种的生理指标。同时，在玉米叶片中ＡＢＡ诱
导产生的Ｈ２Ｏ２能通过促发促分裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）
引起的级联反应来调节一些抗氧化酶类基因的表达，进一步

增强抗氧化酶类的活性，最终启动氧化防御系统［１０］。本试验

结果显示，ｍｉＲ３９８在干旱盐碱胁迫过程中参与靶基因ＡＢＡ和
脯氨酸的抗氧化防御机制的调控。因此我们认为：ｍｉＲ３９８可
以通过增加ＡＢＡ的累积，进而激活 ＡＢＡ诱导的抗氧化防御
系统，且此过程还涉及到脯氨酸。

试验过程中玉米盐碱处理浓度是获得相关基因表达的重

要因素。目前，国内外对玉米耐盐碱性鉴定还没有形成统一

的、权威的耐盐碱鉴定浓度，大部分研究者都是根据自身的鉴

定方法、处理溶液选取不同的鉴定浓度，而且在操作过程中的

误差或人为因素都有可能造成鉴定浓度的不同［１１－１３］。因此，

本试验中对耐盐碱性鉴定浓度的筛选是很必要的。本研究最

终确定的玉米苗期盐性处理浓度为１００ｍｍｏｌ／Ｌ，确定的玉米
苗期碱处理浓度为３５ｍｍｏｌ／Ｌ；刘芳等研究表明，ＮａＣｌ浓度为
２５０ｍｍｏｌ／Ｌ是玉米苗期耐盐性筛选的理想浓度［１４］；崔美燕

的研究表明，Ｎａ２ＣＯ３浓度为２５ｍｍｏｌ／Ｌ可以作为玉米苗期耐
碱性鉴定的理想浓度［１５］。另外，玉米在苗期的耐盐碱性很重

要，因为植株苗期的生长情况影响其最终的产量。本试验是

在选取玉米对盐碱胁迫最敏感的“３叶１心”期进行盐碱胁迫
处理３ｄ。

本试验中使用的耐盐碱性鉴定浓度与其他人的研究存在

一定的差异，并使用较重的胁迫参数。这样更有利于获得特

异性相关ｍｉＲＮＡ表达。此外，崔美燕等采用苗情评价的方法
对玉米自交系幼苗进行耐盐、碱性鉴定，根据盐或碱胁迫处理

７ｄ后苗情观察来评价玉米材料的耐盐、碱性性状，非常直
观、简单［１５－１６］。为了检测玉米对干旱盐碱胁迫的早期反应，

在试验中收集处理３ｄ后的玉米混合组织作为抽提 ＲＮＡ的
材料。

本研究建立了盐、碱和旱共胁迫下的玉米品系 ＹＱ７－９６
模型，检测 ｍｉＲ３９８在不同处理时期的表达水平，并验证
ｍｉＲ３９８表达与多个玉米抗旱指标（ＡＢＡ和脯氨酸）的相关
性。研究发现，在玉米幼苗植株中 ｍｉＲ３９８表达在干旱盐碱
共处理后被抑制，而基因ＡＢＡ和脯氨酸在处理组的玉米叶片

中也被大量诱导表达。试验将初步阐明由 ｍｉＲＮＡ介导的玉
米幼苗干旱胁迫响应机制的调控网络，为更好地理解植物耐

旱分子机理提供试验数据。
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