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　　摘要：对前人已预测的大豆ｍｉＲＮＡ的４个茎环结构进行引物设计、克隆 ｍｉＲＮＡ前体，先将设计好的接头与大豆
小ＲＮＡ的３′末端连接，然后利用与接头序列互补的引物对小ＲＮＡ进行反转录，即可得到加接头的第１链ｃＤＮＡ，再用
基因特异引物ＧＳＰ和通用接头引物的组合，经 ＰＣＲ扩增后即可捕获位于已知序列区和接头之间的３′端 ＲＮＡ序列。
结合３′端引物的测序结果，初步预测成熟ｍｉＲＮＡ可能的６个组合是同一家族。
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　　草甘膦是一类具有特异性，且能有效抑制叶绿体酶、５－
烯醇丙酮酰莽草酸－３－磷酸合成酶（ＥＰＳＰＳ）的除草剂［１－２］。

对ＥＰＳＰＳ作用的草甘膦能阻断莽草酸酯途径，通过竞争性抑
制磷酸烯醇式丙酮酸（ＰＥＰ）与 ＥＰＳＰＳ结合，形成稳定的三元
络合物，从而阻断 ＰＥＰ与 ３－磷酸莽草酸（Ｓ３Ｐ）反应生成
ＥＰＳＰＳ，最终阻止芳香族氨基酸的生物合成，抑制芳香族氨基
酸的生成，导致植物死亡［３－４］。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是指真核生物中长度约为２１～２５ｎｔ
的小型内源的非编码单链ＲＮＡ家族。ｍｉｃｒｏＲＮＡ是Ｌｅｅ等于
１９９３年在线虫中首次发现的。此后，大量的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ在植
物和动物中被发现和克隆［５］，到目前为止，植物中发现的 ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ分子已逾２００种［６］。ｍｉｃｒｏＲＮＡ是近年来非编码ＲＮＡ
研究的热点。它们在组织发育和细胞分化的特定阶段表达，

可以在转录后水平对许多基因的表达起着重要的调控作

用［７］。ｍｉＲＮＡ通过 ２种途径发挥其作用：（１）ｍｉＲＮＡ与靶
ｍＲＮＡ序列不完全互补，它主要通过与靶 ｍＲＮＡ的不完全互
补配对进而阻抑ｍＲＮＡ的翻译过程，这种途径对ｍＲＮＡ的稳
定性无任何影响，属于翻译水平基因调节；（２）ｍｉＲＮＡ与靶
ｍＲＮＡ序列完全互补，它可以通过与小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒ
ｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）类似的途径与靶 ｍＲＮＡ完全互补配对进
而降解靶ｍＲＮＡ，属于转录后水平基因调节［８］。

在各类小分子 ＲＮＡ中，ｍｉＲＮＡ具有最广泛的基因调节
功能［９］，内含子 ｍｉＲＮＡ具有反向调节其宿主基因的功
能［１０－１１］，可能有以下几种情况：（１）当宿主基因是内含子
ｍｉＲＮＡ的靶基因时，内含子 ｍｉＲＮＡ直接下调宿主基因的表
达，抑制其功能的发挥，这是直接作用。譬如，内含子 ｍｉＲ－
２０４被预测可直接靶向其宿主基因 ＴＲＰＭ３［１２］。（２）内含子
ｍｉＲＮＡ还可以通过下调促进宿主基因功能的靶基因，从而拮
抗宿主基因的功能。目前还未见有这方面的试验证据，但不

能否定这种情况存在的可能性。文献报道内含子 ｍｉＲ－２５
的可能靶基因是ＦＨＬ２基因，而ＦＨＬ２蛋白则通过与宿主基因
编码的蛋白ＭＣＭ７相互作用从而促进其功能［１３］。因此，我们

推测内含子ｍｉＲ－２５有可能有反向调节宿主基因ＦＨＬ２的功
能，当然这还有待今后进一步试验证实。拟南芥中的ｍｉＲ１６０
通过负调控生长素响应因子（ａｕｘｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｆａｃｔｏｒｓ）ＡＲＦ１０和
ＡＲＦ１６的表达而控制根冠细胞的形成［１４］。玉米中的 ＧＬ１５
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活性增高不仅使幼年期叶片增多，而且延缓生殖发育，而

ｍｉＲ１７２对ＧＬ１５ｍＲＮＡ水平进行负调控，从而促进玉米幼叶
向成熟叶片转变［１５］。贾小云等发现，ｍｉＲ８２８可以通过靶向
ＳｌＭｙｂ７－ｌｉｋｅ负调控花青素合成相关基因的表达，进而负调
控番茄植株中花青素的生物合成［２］。这些都表明植物中

ｍｉＲＮＡ具有负反馈调节机制［１６］。

本研究对前人预测的除草剂作用靶标酶的大豆 ｍｉＲＮＡ
的４个茎环结构进行引物设计，克隆 ｍｉＲＮＡ前体，从而进一
步研究它们在植物生长发育中的生物学意义和分子水平上的

调节机制，而且还可以有目的、有计划地利用它们进行植物生

长发育的调控和生理结构的改造，使植物更大限度地表现出

对人类研究有利的性状，从而为人类生产生活造福。

１　材料与方法

１．１　供试材料
大豆基因组 ＥＳＴ序列数据库来源：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．

ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／；ＲＮＡ－ｆｏｌｄｐｒｅｄｉｃｔ：ｈｔｔｐ：／／ｆｒｏｎｔｅｎｄ．ｂｉｏｉｎｆｏ．ｒｐｉ．
ｅｄｕ／ｚｕｋｅｒｍ／ｈｏｍｅ．ｈｔｍｌ；Ｍｉｐｒｅｄｃｏｎｆｉｒｍ：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆ．
ｓｅｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。
１．２　试验方法

利用生物信息学方法，对不同除草剂作用靶标酶 ＥＳＴ序
列进行 ｍｉＲＮＡ预测。通过 ＲＮＡ－ｆｏｌｄｐｒｅｄｉｃｔ软件对原始
ＥＳＴ序列预测，初步得到 １２个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ二级结构，利用
Ｍｉｐｒｅｄｃｏｎｆｉｒｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆ．ｓｅｕ．ｅｄｕ．ｃｎ）进一步筛选，
共筛选到４个ｍｉＲＮＡ前体，其中２个ＥＰＳＰ合成酶、１个谷氨
酰胺合成酶、１个原卟啉原氧化酶。

本试验中，先将设计好的接头与大豆小ＲＮＡ的３′末端连
接，然后利用与接头序列互补的引物对小 ＲＮＡ进行反转录，
即可得到加接头的第１链 ｃＤＮＡ；再用基因特异引物 ＧＳＰ和
通用接头引物的组合，经ＰＣＲ扩增即可捕获位于已知序列区
和接头之间的３′端ＲＮＡ序列。
１．２．１　连接３′接头　３′接头序列：５′－ＰＯ４－ＵＵＵＣＡＣＴＡＧ
ＣＡＣＧＡＧＣＴＣＧＣＴＡＣＧＣＴＣＡＣＴＡＣＴＣＧＧＣＡＴＴＡＴＧＴＡＣＧＣＴＡＡ
ＣＴＡＡＣＴＣＧＴＧＧＴＣ（ｉｄＴ）－３′。首先将总 ＲＮＡ与３′接头均匀
混合，８０℃下处理２ｍｉｎ后置于冰中冷却。配制反应体系：无
核酸酶的水 １８６μＬ、１０×Ｔ４ＲＮＡ连接酶缓冲液［不含牛血
清白蛋白（ＢＳＡ－ｆｒｅｅ）］４．０μＬ、ＢＳＡ（０．１％）２．４μＬ、３′接头
２．０μＬ、总 ＲＮＡ１１μＬ、Ｔ４ＲＮＡ连接酶（４０Ｕ／μＬ）２．０μＬ
（１００μｍｏｌ／Ｌ），５℃反应１６ｈ后，加入２μＬ０．５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ
终止反应；７０℃下处理１０ｍｉｎ以灭活连接酶，之后置于冰中
保存。需要注意的是，配制反应体系时须按照以下顺序：无核

酸酶的水→１０×Ｔ４ＲＮＡ连接酶缓冲液→０１％ ＢＳＡ→总
ＲＮＡ＆３′接头混合液。
１．２．２　连接５′接头　５′接头序列：５′－ＧＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＣ－
３′，通过 ＴａＫａＲａ生产的末端转脱氧核苷酸转移酶作用，使５′
接头ｐｏｌｙ（Ｇ）连接到 ｃＤＮＡｓ的 ３′末端，随后利用 ＢａｍＨⅠ
（ｄＣ）１６引物进行 ＰＣＲ扩增，结果 ５′接头被克隆到质粒
ｐＴＺ１８上。
１．２．３　合成 ｃＤＮＡ　ｃＤＮＡ文库合成反应体系：１０×逆转录
酶缓 冲 液 ８．０ μＬ、ＭｇＣｌ２（２５ ｍｍｏｌ／Ｌ）１６ μＬ、ｄＮＴＰ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）８．０μＬ、ＡＭＶ逆转录酶（２０Ｕ／μＬ）４．０μＬ、ＲＮａ

ｓｉｎ（ＲＮＡ 酶 抑 制 剂，４０ Ｕ／μＬ） ２．０ μＬ、 ＲＴ引 物
（１００μｍｏｌ／Ｌ）４．０μＬ、连接有３′接头的总 ＲＮＡ３８μＬ。首先
将反应液与ＲＴ引物均匀混合，８０℃下处理２ｍｉｎ后置于冰
中冷却。ＲＴ引物序列：５′－ＧＡＣＣＡＣＧＡＧＴＴＡＧＴＴＡＧＣＧＴＡ
ＣＡＴ－３′。然后参照配制反应体系（Ｐｒｏｍｅｇａ公司试剂盒），按
照以下程序合成ｃＤＮＡ文库：３０℃ １０ｍｉｎ→４２～５５℃１ｈ→
９５℃ ５ｍｉｎ→５℃ ５ｍｉｎ。
１．２．４　ＰＣＲ检测反应体系和反应程序　 递减 ＰＣＲ
（ＴｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ）是在引物的最高退火温度与最适退火温度
之间，以一定温度梯度逐步递减至最适退火温度，即通过在

ＰＣＲ的前几个循环使用严谨退火条件以提高扩增产物特异
性的方法。例如循环可设在比估算的退火温度高约５℃的退
火温度下开始，然后每个循环降低１～２℃，直到降至退火温
度（也可低于退火温度５℃）。特异性最高的目的模板会被
优先扩增，这些产物在随后的循环中继续扩增并占据优势。

１．２．５　割胶回收、转化连接、测序 　ＤＮＡ纯化后利用琼脂糖
凝胶ＤＮＡ回收方法割胶回收。在微量离心管中配制下列
ＤＮＡ溶液（全量为５μＬ）：ｐＭＤ１９－Ｔ载体１μＬ；ＣｏｎｔｒｏｌＩｎｓｅｒｔ
（ＴａＫａＲａ提供的ＤＮＡ片段）１μＬ；ｄｄＨ２Ｏ３μＬ。加入５μＬ
（等量）的 ＳｏｌｕｔｉｏｎＩ，１６℃反应３０ｍｉｎ。全量（１０μＬ）加入至
１００μＬＪＭ１０９感受态细胞中，冰中放置 ３０ｍｉｎ。４２℃加热
４５ｓ后，再在冰中放置 １ｍｉｎ。加入 ８９０μＬＳＯＣ培养基，
３７℃ 振荡培养６０ｍｉｎ。在含有Ｘ－Ｇａｌ、ＩＰＴＧ、Ａｍｐ的 Ｌ－琼
脂平板培养基上培养，形成单菌落。计数白色、蓝色菌落；挑

选白色菌落，使用ＰＣＲ法确认载体中插入片段的大小；将培
养液送出测序。

２　结果与分析

２．１　对已预测的４个ｍｉＲＮＡ前体序列进行引物设计
确定３′端对预测的茎环结构设计３′端引物。设计原则：

在４个茎环上游，根据碱基配对比例设计１条引物，分别前移
３个碱基、后移３个碱基，设计３条引物（表１）。

表１　对预测的大豆ｍｉＲＮＡ４个茎环结构设计引物

除草剂作用靶标酶基因　　 设计引物序列（５′→３′）（２４ｂｐ）
ｅｐｓｐ－１ ＧＧＧＡＡＡＴＴＣＣＧＧＣＡＴＧＴＴＴＡＡＧＧＴ
ｅｐｓｐ－１前移３个 ＧＡＡＧＧＧＡＡＡＴＴＣＣＧＧＣＡＴＧＴＴＴＡＡ
ｅｐｓｐ－１后移３个 ＡＡＡＴＴＣＣＧＧＣＡＴＧＴＴＴＡＡＧＧＴＴＴＣ
ｅｐｅｐ－２ ＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡＡＡＴＧＧ
ｅｐｅｐ－２前加３个 ＡＡＡＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡＡＡ
ｅｐｅｐ－２后移３个 ＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡＡＡＴＧＧＧＡＡ
谷氨酰胺合成酶 ＴＴＧＴＣＧＴＴＧＣＴＴＧＣＡＴＴＴＡＣＡＣＴＴ
谷氨酰胺合成酶前加３个 ＣＡＴＴＴＧＴＣＧＴＴＧＣＴＴＧＣＡＴＴＴＡＣＡ
谷氨酰胺合成酶后移３个 ＴＣＧＴＴＧＣＴＴＧＣＡＴＴＴＡＣＡＣＴＴＧＡＧ
原卟啉原氧化酶 ＣＧＴＧＴＴＧＣＡＣＡＴＴＴＴＧＧＴＴＡＴＣＴＴ
原卟啉原氧化酶前加３个 ＣＡＧＣＧＴＧＴＴＧＣＡＣＡＴＴＴＴＧＧＴＴＡＴ
原卟啉原氧化酶后移３个 ＧＴＴＧＣＡＣＡＴＴＴＴＧＧＴＴＡＴＣＴＴＴＡＧ

　　由于 ｍｉｃｒｏＲＮＡ本身序列较短，加接头的目的是与
ｍｉｃｒｏＲＮＡ连接便于扩增与识别，３′接头（６４ｂｐ）为：５′－ＰＵＵＵ
ＣＡＣＴＡＧＣＡＣＧＡＧＣＴＣＧＣＴＡＣＧＣＴＣＡＣＴＡＣＴＣＧＧＣＡＴＴＡＴＧＴＡＣ
ＧＣＴＡＡＣＴＡＡＣＴＣＧＴＧＧＴＣＸ－３′。
２．２　小ＲＮＡ的回收、转化连接、ＰＣＲ检测及测序

对设计的１２条引物进行 ＰＣＲ扩增、回收、转化连接和
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ＰＣＲ检测。图１显示，每个引物挑５个克隆，目标片段大小约
８５ｂｐ（３′接头６４ｂｐ，小ＲＮＡ２０ｂｐ左右），每个引物选１管菌
液送去测序。

　　ＥＰＳＰ－２引物序列：５′－ＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡＡＡＴ
ＧＧ－３′；
３′－ａｄａｐｔｏｒ（６４ｂｐ）：５′－ｐＵＵＵＣＡＣＴＡＧＣＡＣＧＡＧＣＴＣＧＣ

ＴＡＣＧＣＴＣＡＣＴＡＣＴＣＧＧＣＡＴＴＡＴＧＴＡＣＧＣＴＡＡＣＴＡＡＣＴＣＧＴＧＧＴＣ
Ｘ－３′。

测序结果：

１ ５′－ ＧＣＧＴＡＡＣＴＧＧＴＣＧＧＧＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＡＴＴＣＴＧＴ
ＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡＡＡＴＧＧＴＴＴＣＡＣＴＡ
６１ＧＣＡＣＧＡＧＣＴＣＧＣＴＡＣＧＣＴＣＡＣＴＡＣＴＣＧＧＣＡＴＴＡＴＧＴＡ

ＣＧＣＴＡＡＣＴＡＡＣＴＣＧＴＧＧＴＣＡＡＴＣ－３′。
ＥＰＳＰ－２前加３个碱基引物序列：５′－ＡＡＡＣＴＧＴＣＣＡＣ

ＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡＡＡ－３′。
测序结果：

１５′－ＣＣＧＧＡＡＴＣＧＧＴＣＧＧＧＧＡＣＣＴＣＴＡＧＡＧＡＴＧＡＣＣＡ
ＣＧＡＧＴＴＡＧＴＴＡＧＣＧＴＡＣＡＴＡＡＴＧＣＣＧ
６１ ＡＧＴＡＧＴＧＡＧＣＧＴＡＧＣＧＡＧＣＴＣＧＴＧＣＴＡＧＴＧＡＡＡ

ＴＴＴＡＣＡＣＧＡＡＣＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＴＴＴＡＡＴ－３′。
测序结果表明，对预测的 ４个茎环结构，其中只有

ＥＰＳＰ－２设计的２条引物与接头相连接，引物与接头完全接
上，还不能确定是否是 ｍｉＲＮＡ，为进一步验证，须继续设计
引物。

２．３　设计引物对ＥＰＳＰ合成酶－２进一步验证
上述结果表明：由于在ＥＰＳＰ－２前加３个碱基引物序列

为５′－ＡＡＡＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡＡＡ－３′共２４ｂｐ，完全
接到接头上，不能确定３′ｍａｐｐｉｎｇ，故再向后、向前推２个碱
基，设计１条２２ｂｐ引物：５′－ＡＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡＡＡ－３′
和１条引物：５′－ＡＡＡＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡ－３′。

表２　设计引物确定３′ｍａｐｐｉｎｇ

除草剂作用靶标酶基因 设计引物序列（５′→３′）（２２ｂｐ）
ｅｐｓｐ－２－１ ＡＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡＡＡ
ｅｐｓｐ－２－２ ＡＡＡＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡ

　　ＥＰＳＰ－２－１引物序列：５′－ＡＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡ
ＡＡ－３′；
３′－ａｄａｐｔｏｒ（６４ｂｐ）：５′－ＰＵＵＵＣＡＣＴＡＧＣＡＣＧＡＧＣＴＣＧＣ

ＴＡＣＧＣＴＣＡＣＴＡＣＴＣＧＧＣＡＴＴＡＴＧＴＡＣＧＣＴＡＡＣＴＡＡＣＴＣＧＴＧＧＴＣ
Ｘ－３′。

已经预测的小ＲＮＡ前体序列：
５′－ＡＧＡＵＧＵＵＧＡＵＵＧＣＵＵＵＣＵＵＧＧＣＡＣＡＡＡＣＵＧＵＣＣＡ

ＣＣＵＧＵＵＣＧＵＧＵＡＡＡＵＧＧＧＡＡＧＧＧＡＧＧＡＣＵＵＣＣＵＧＧＣＧＧ

ＡＡＡＧＧＵＧＡＡＡＣＵＧＵＣＵＧＧＡＵＣＡＧＵＵＡＧＣＡＧＵＣＡＡＵＡＣＣＵ－３′。
测序结果：

９６１５′－ＣＴＴＧＣＡＴＧＣＣＴＧＣＡＧＧＴＣＧＡＣＧＡＴＴＡＣＴＧＴＣＣＡ

ＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡＡＡＴＧＧＴＴＴＣＡＣＴＡＧＣ

１０２１ＡＣＧＡＧＣＴＣＧＣＴＡＣＧＣＴＣＡＣＴＡＣＴＣＧＧＣＡＴＴＡＴＧＴ
ＡＣＧＣＴＡＡＣＴＡＡＣＴＣＧＴＧＧＴＣＡＡＴＣＴＣ－３′。
ＥＰＳＰ－２－２引物序列：５′－ＡＡＡＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴ

ＧＴＡ－３′。
已经预测的小ＲＮＡ前体序列：

测序结果：

　　测序结果表明：引物ＥＰＳＰ－２－１在３′端扩出ＴＧＧ，而引
物ＥＰＳＰ－２－２在３′端扩出ＡＡ，而且碱基ＴＧＧ和ＡＡ均存在
于已经预测的小ＲＮＡ前体序列中，如果这种３′端多态性确实
存在，那么这个茎环结构上的ｍｉＲＮＡ初步认为是家族式的。

为了进一步验证这种多态性的可靠性，在２个 ｃＤＮＡ文
库中去扩增：“ＢＬｉｂ．”文库（含豆粒）和“ＲＬｉｂ．”（不含豆粒）
文库（图２），每个平板挑１０个克隆，进行测序。
　　测序结果表明：在上述２个文库中，每个文库挑１０个克
隆，可以看出３′端序列存在多态性，且重复性较高，３′端端点
有４种可能（表３）。
　　测序结果表明：在上述２引物中，每个引物挑５个克隆，可
以看出５′端序列存在多态性，５′端序列有５种可能，详见表４。

表３　对３′端的测序结果

引物序列（５′→３′） ３′端结果 出现频率

ＡＡＡＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡ ＡＡ ７／２０
ＡＡＡＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡ ＡＡＴＧＡ ３／２０
ＡＡＡＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡ ＡＡＴＧＧ ５／２０
ＡＡＡＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡ ＡＡＴＧＧＧＡＡ １／２０

　　结合３′端的测序结果（表３），初步预测的成熟ｍｉＲＮＡ可
能的６个组合，可能是同一家族。预测序列如下：
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表４　对５′端的测序结果

引物序列（５′→３′） ５′端结果 出现频率

ＴＴＴＡＣＡＣＧＡＡＣＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＴ 引物本身 ３／５
ＴＴＴＡＣＡＣＧＡＡＣＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＴ ＧＡＴ １／５
ＣＣＡＴＴＴＡＣＡＣＧＡＡＣＡＧＧＴＧＧＡＣ Ｇ ２／５
ＣＣＡＴＴＴＡＣＡＣＧＡＡＣＡＧＧＴＧＧＡＣ Ｔ １／５
ＣＣＡＴＴＴＡＣＡＣＧＡＡＣＡＧＧＴＧＧＡＣ ＧＣＣＧ ２／５

　　（１）５′－ＴＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡＡＡ－３′（２０ｂｐ）；
（２）５′－ＡＴＣＡＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡＡＡ－３′（２５ｂｐ）；

　　（３）５′－ＣＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡＡＡＴＧＧ－３′（２３ｂｐ）；
（４）５′－ＡＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡＡＡＴＧＧ－３′（２３ｂｐ）；
（５）５′－ＣＧＧＣＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡＡＡＴＧＧ－３′（２６ｂｐ）；
（６）５′－ＡＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡＡＡＴＧＧＧＡＡ－３′（２６ｂｐ）。
后续的试验将主要依赖核酸杂交技术。利用试验认定是

同一家族的可能６个ｍｉｃｒｏＲＮＡ组合基因序列作为探针进行
ＮｏｒｔｈｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ，可以在ＲＡＣＥ的基础上进一步验证 ｍｉｃｒｏＲ
ＮＡ是否表达。

３　讨论

本试验从４个靶标酶入手，首先通过软件预测ｍｉＲＮＡ的
二级结构，可知 ｍｉＲＮＡ的二级结构是茎环结构。根据已知
ｍｉＲＮＡ的二级结构碱基配对比例，通过筛选，挑选出可能的
ｍｉＲＮＡ前体，ｍｉＲＮＡ前体在形成成熟ｍｉＲＮＡ的过程中，茎环
结构中的一条茎被降解，另一条茎形成成熟的ｍｉＲＮＡ［１７］。尽
管从理论上来说，成熟的 ｍｉＲＮＡ产生是随机选择的结果，但
由于２条链的稳定性有所不同，导致机会的不等［１８］。而本研

究只是对４个茎环中其中１条茎设计引物，没有对另外的茎
设计引物，所以不能排除其他３个茎环结构中也含有成熟的
ｍｉＲＮＡ。本研究确定６个ｍｉＲＮＡ组合，可能是同一家族。植
物ｍｉＲＮＡ具有簇集现象，多数ｍｉＲＮＡ不是分散分布的，而是
２个或多个基因由１个前体ｍｉＲＮＡ加工而来，成簇排列的基
因协同表达，显现出在基因表达方面的数量优势［１９］。

后续试验将主要依赖核酸杂交技术［２０］。利用试验认定

为同一家族可能的６个ｍｉｃｒｏＲＮＡ组合基因序列作为探针进
行ＮｏｒｔｈｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ，可以在 ＲＡＣＥ的基础上进一步验证 ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ的表达与否。由于 ｍｉｃｒｏＲＮＡ基因的表达比蛋白基
因更迅速，且不受翻译过程影响，对目标基因表达的调控效率

更高，我们可以把它作为一种强有力的工具，借助它来完成突

变体的构建与特定基因表达的调控。虽然对植物 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
的研究取得了很大进展，但是植物ｍｉＲＮＡ在转录和转录后水
平上其本身如何被调控及其被调控后的结果是怎样的，这些

问题都需要人们去研究和探索［２１］。随着植物ｍｉｃｒｏＲＮＡ越来
越多地被发现，可以继续研究它们在植物生长发育中的生物

学意义和在分子水平上的调节机制，而且还可以有目的、有计

划地对它们进行植物生长发育的调控和生理结构的改造，使

植物更大限度地表现出对我们有利的性状，从而为人类的生

产生活造福。
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