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　　摘要：以先玉３３５玉米为材料，研究笔者在前期试验中获得的ｚｍａ－ｍｉＲ０５９在ＮａＣｌ处理后的表达水平，测定处理
植株叶片和根系中丙二醛（ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ，简称ＭＤＡ）含量及超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，简称 ＳＯＤ）、过氧
化物酶（ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，简称ＰＯＤ）、过氧化氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，简称 ＣＡＴ）活性变化。结果显示：ｚｍａ－ｍｉＲ０５９表达量在分根
ＮａＣｌ胁迫和全根ＮａＣｌ胁迫后均有上升；胁迫后ＳＯＤ、ＰＯＤ的活性及ＭＤＡ含量与 ｚｍａ－ｍｉＲ０５９的表达水平变化趋势
一致，表明ｚｍａ－ｍｉＲ０５９与盐胁迫相关。为了进一步研究ｚｍａ－ｍｉＲ０５９的抗盐作用机制，构建了 ＳＴＴＭ表达载体，以
期通过转基因试验进一步揭示其功能。
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　　土壤盐渍化导致环境退化，严重影响着作物的生长及产
量。土壤中盐离子浓度过高会造成植物根系吸水困难，使植

物体内含水量下降，膨压降低，引起植物细胞脱水死亡，甚至

影响植物自身的生存［１］。目前，我国大约有０．３３亿ｈｍ２盐碱
地，而大量农作物耐盐性差，在盐碱地中无法种植，因此，如何

提高农作物的耐盐性，对扩大我国耕地面积具有现实意义。

ｍｉＲＮＡｓ是植物体内普遍存在的一类小分子非编码
ＲＮＡ，其长度在２４ｎｔ左右［２］。ｍｉＲＮＡｓ广泛参与植物的生长
发育、形态建成、果实发育、对生物和非生物胁迫的响应等过

程［３］。研究发现，拟南芥［４］、玉米［５］中都存在响应盐胁迫的

ｍｉＲＮＡｓ。目前研究 ｍｉＲＮＡｓ功能的方法有过表达和基因沉
默等。向娟等发现，在拟南芥中过表达番茄的 ｍｉＲ３９７能够
增强拟南芥的抗旱性［６］。２０１４年 Ｇｕ等构建了沉默 ｍｉＲ１６５／
１６６的ＳＴＴＭ（ｓｈｏｒｔｔａｎｄｅｍｔａｒｇｅｔｍｉｍｉｃ，即短串联靶标模拟）
载体，导致转基因棉花中靶标基因的表达量明显上升［７］。

当土壤环境中盐离子浓度较高时，会破坏植物细胞内的

离子平衡，引起膜功能异常，代谢活动减弱，从而影响生

长［８］。当植物受到非生物胁迫时，活性氧积累且高度活跃，

刺激植物通过抗氧化酶级联反应来清除活性氧［９］，使植物体

内清除活性氧相关酶超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，
简称ＳＯＤ）、过氧化物酶（ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，简称 ＰＯＤ）、过氧化氢酶
（ｃａｔａｌａｓｅ，简称ＣＡＴ）等活性升高［１０－１１］。此外，在胁迫下，细

胞膜会发生膜脂过氧化，产生丙二醛（ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ，简称
ＭＤＡ），因此，可以通过丙二醛了解膜系统受伤害的程度［１２］。

保护酶活性及 ＭＤＡ含量已被广泛用来衡量植物受胁迫的
程度。

笔者所在实验室在之前利用高通量测序研究了 ＮａＣｌ处

理下玉米 ｍｉＲＮＡｓ的表达，发现 ｚｍａ－ｍｉＲ０５９的表达量在
ＮａＣｌ胁迫下显著上升。因此本研究以先玉３３５为试验材料，
试图明确ｚｍａ－ｍｉＲ０５９与盐胁迫的关系，以期为从转录后调
控角度改进植物的耐盐性提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　玉米品种和接种的菌株　玉米品种为先玉３３５，载体
ｐＯＴ２－Ｐｏｌｙ－ｃｉｓ、ｐＦＧＣ５９４１－ＰａｃＩ和农杆菌 ＧＶ３１０１为笔者
所在实验室保存。

１．２　试验方法
１．２．１　材料处理和样品采集　将玉米种子进行消毒、萌发处
理，当玉米芽长到２ｃｍ时，用棉花包裹种子，留出根部，插入
自制的玉米水培盆小孔中，每天用通气泵通气３次。用蒸馏
水培养３ｄ后换 Ｈｏａｇｌａｎｄ培养液培养至三叶期，挑出长势一
致的玉米幼苗进行处理。分根处理（将玉米根系分为大致相

等的２个部分）：将２个部分的根分别放入正常的 Ｈｏａｇｌａｎｄ
培养液和含有２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的Ｈｏａｇｌａｎｄ培养液中。全部
根系ＮａＣｌ处理：将玉米根系全部放入含有２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
的Ｈｏａｇｌａｎｄ培养液中。对照：将全部根系放入不含 ＮａＣｌ的
Ｈｏａｇｌａｎｄ培养液中，培养２ｄ后，取样进行试验，每个处理设
置３个重复。

培养条件：光—暗周期为１５ｈ—９ｈ，昼—夜温度周期为
２８℃—２０℃。
１．２．２　ＲＮＡ提取和反转录　用十六烷基三甲基溴化铵
（ＣＴＡＢ）法提取叶片和根系总 ＲＮＡ。提取 ＲＮＡ后用
ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ，上海）进行反
转录，严格按照试剂盒说明书进行操作。反转录参照Ｃｈｅｎ等
发明的ｓｔｅｍ－ｌｏｏｐＲＴ－ＰＣＲ，设计反转录引物：５′－ＧＴＣＧＴＡ
ＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＧＡＣ
ＧＡＴＣ－３′（５′末端是 ４４个固定碱基，３′末端的 ８个碱基与
ｍｉＲＮＡ成熟体的 ３′端互补配对）［１３］。反应体系为 ２０μＬ：
２．５μＬ总 ＲＮＡ、４μＬ反应缓冲液、１μＬ反转录引物、２μＬ
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ＭｇＣｌ２、１μＬｄＮＴＰｓ、１μＬＲＮＡ酶抑制剂、１μＬ反转录酶，
７．５μＬ水。反应条件：２５℃５ｍｉｎ，４２℃１ｈ，７５℃１５ｍｉｎ。
１．２．３　实时定量ＰＣＲ　实时荧光定量 ＰＣＲ采用 Ｐｒｏｍｅｇａ公
司的ＧｏＴａｑ ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，操作严格按照说明书进行。
选择１８ＳｒＲＮＡ为内参，ｚｍａ－ｍｉＲ０５９和内参的引物由生工生
物工程（上海）股份有限公司合成（表 １）。反应体系为

２０μＬ：１０μＬ２×ＧｏＴａｑ ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，７．４μＬ水，各
０．３μＬ上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），２μＬｃＤＮＡ。反应条件：
９５℃ ５ｍｉｎ，９５℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，４０个循环。在
６５～９５℃，每升高０．５℃采集１次荧光，生成溶解曲线。每
个样品设置３个重复，阴性对照以ｄｄＨ２Ｏ为模板。表达量采
用相对定量２－ΔΔＣＴ法计算。

表１　实时定量ＰＣＲ引物

引物名
上游序列

（５′→３′）
下游序列

（５′→３′）

ｚｍａ－ｍｉＲ０５９ ＡＴＣＡＴＧＧＣＡＧＴＧＡＧＡＴＣＧＴＣＧＧ ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧ　　　　
１８ＳｒＲＮＡ　　 ＡＧＴＴＴＧＡＧＧＣＡＡＴＡＡＣＡＧＧＴＣＴ ＧＡＴＧＡＡＡＴＴＴＣＣＣＡＡＧＡＴＴＡＣＣ

１．２．４　ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ活性及ＭＤＡ含量的测定　参照高俊
凤的方法进行ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＰＯＤ活性和ＭＤＡ含量的测定，均为
鲜质量活性或含量［１４］。

１．２．５　ｚｍａ－ｍｉＲ０５９ＳＴＴＭ表达载体的构建　ｚｍａ－ｍｉＲ０５９
的序列为 ５′－ＡＴＣＡＴＧＧＣＡＧＴＧＡＧＡＴＣＧＴＣＧ－３′，参照 Ｙａｎ
等的方法［１５］设计 ｚｍａ－ｍｉＲ０５９的 ＳＴＴＭ序列，整段序列如

下：５′－ＣＡＴＴＴＧＧＡＧＡＧＧＡＣＡＧＣＣＣＣＧＡＣＧＡＴＣＴＣＡＴＡＧＣＴＧ
ＣＣＡＴＧＡＴＧＴＴＧＴＴＧＴＴＧＴＴＡＴＧＧＴＣＴＡＡＴＴＴＡＡＡＴＡＴＧＧＴＣＴＡ
ＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＴＣＧＡＣＧＡＴＣＴＣＡＴＡＧＣＴＧＣＣＡＴＧＡＴＧＧＴＡＣＧ
ＣＴＧＡＡＡＴＣＡＣＣＡＧ－３′。根据上述序列设计引物，构建
ＳＴＴＭ－ｚｍａ－ｍｉＲ０５９表达载体，引物序列详见表２。

表２　构建ＳＴＴＭ－ｚｍａ－ｍｉＲ０５９的引物

类别 引物名称 序列（５′→３′）

构建ＳＴＴＭ的引物 ｚｍａ－ｍｉＲ０５９－Ｆ ＧＣＣＡＴＴＴＡＡＡＴＡＴＧＧＴＣＴＡＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＴＣＧＡＣＧＡＴＣＴＣＡＴＡＧＣＴＧＣＣＡＴＧＡＴＧＡＡＴＴＣＧＧＴ
ＡＣＧＣＴＧＡＡＡＴＣＡＣＣＡＧ

ｚｍａ－ｍｉＲ０５９－Ｒ ＧＣＣＡＴＴＴＡＡＡＴＴＡＧＡＣＣＡＴＡＡＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣＡＴＣＡＴＧＧＣＡＧＣＴＡＴＧＡＧＡＴＣＧＴＣＧＡＡＧＣＴＴＧＧＧ
ＣＴＧＴＣＣＴＣＴＣＣＡＡＡＴＧ

ｐＯＴ２－ＳＴＴＭ ＳＴＴＭ－Ｆ ＣＡＴＴＴＧＧＡＧＡＧＧＡＣＡＧＣＣＣＡＡＧ
验证引物 ＳＴＴＭ－Ｒ ＣＴＧＧＴＧＡＴＴＴＣＡＧＣＧＴＡＣＣＧＡＡ
删除起始位点的引物 ＰａｃＩ－Ｐ－Ｆ ＴＣＣＣＴＴＡＡＴＴＡＡＧＴＴＴＧＣＡＡＧＣＡＧＣＡＧＡＴＴＡＣＧＣＧ

ＰａｃＩ－Ｐ－Ｒ ＴＣＣＣＴＴＡＡＴＴＡＡＧＡＡＡＧＧＣＧＧＡＣＡＧＧＴＡＴＣＣＧＧＴＡＡＧ

　　以 ｐＯＴ２－Ｐｏｌｙ－Ｃｉｓ质粒为模板，ＰＣＲ扩增 ＳＴＴＭ
（ＫＯＤ－Ｐｌｕｓ－Ｎｅｏ，日本），对 ＰＣＲ产物进行回收纯化［天根
生化科技（北京）有限公司］，用 Ｓｗａ［ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ
（ＮＥＢ）公司，美国］酶切产物，４℃过夜自连，转化 ＴＯＰ１０感
受态细胞［天根生化科技（北京）有限公司］，用卡那霉素

（Ｋａｎ）筛选，选择阳性菌落以 ＳＴＴＭ－Ｆ、ＳＴＴＭ－Ｒ为引物送
往生工生物工程（上海）股份有限公司测序，进行 ＢＬＡＳＴ
比对。

以连接成功的ｐＯＴ２－ＳＴＴＭ为模板，ＰＣＲ删除复制起始
位点，将产物回收纯化，用 ＰａｃＩ［ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ（ＮＥＢ）
公司，美国］酶切 ｐＦＧＣ５９４１－ＰａｃＩ和 ＰＣＲ片段，为了防止载
体自连，用ｐＦＧＣ５９４１－ＰａｃＩ酶切１２０ｍｉｎ后再在体系中加入
１μＬ碱性磷酸酶（ＮＥＢ，ＵＳＡ）处理３０ｍｉｎ，纯化，４℃过夜连
接，转化 ＴＯＰ１０感受态细胞，筛选重组载体 ｐＦＧＣ５９４１－
ＳＴＴＭ，选择阳性菌落，以 ＳＴＴＭ－Ｆ、ＳＴＴＭ－Ｒ为引物送至生
工生物工程（上海）股份有限公司测序，进行ＢＬＡＳＴ比对。测
序验证正确后用液氮速冻法将重组质粒转化到农杆菌

ＧＶ３１０１中。

２　结果与分析

２．１　ＮａＣｌ处理对ｚｍａ－ｍｉＲ０５９表达的影响
由图１可以看出，ＮａＣｌ胁迫下玉米叶片、根系中的ｚｍａ－

ｍｉＲ０５９表达量均明显上升。全根 ＮａＣｌ处理下，叶片表达量
是对照叶的 ３．７１倍，根系表达量是对照根系的 ３．７５倍。

ｚｍａ－ｍｉＲ０５９在分根 ＮａＣｌ处理下的叶片和盐处理侧根系中
的表达水平也上升，但没有全根ＮａＣｌ胁迫下的上升明显。分
根ＮａＣｌ处理组叶片的表达量比对照叶片上调了１２０％，盐处
理侧根系的表达量比对照根系上调了８５％，水处理侧根系的
表达量与对照根系相当。结果显示，在 ＮａＣｌ胁迫下 ｚｍａ－
ｍｉＲ０５９的表达量明显上升，与前期高通量测序结果一致，进
一步表明 ｚｍａ－ｍｉＲ０５９是一个新的与 ＮａＣｌ胁迫相关的
ｍｉＲＮＡ。

２．２　ＮａＣｌ处理对玉米 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ活性和 ＭＤＡ含量的
影响

如图２－Ａ所示，用 ＮａＣｌ处理后，玉米幼苗的叶片和根
系中ＳＯＤ活性均有所提高。ＮａＣｌ处理对叶片中ＳＯＤ活性的
影响比对根系中ＳＯＤ活性的影响更大；ＳＯＤ活性在对照、分
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根ＮａＣｌ处理和全根 ＮａＣｌ处理叶片中呈现出明显的上升趋
势，且在全根ＮａＣｌ处理的玉米叶片中 ＳＯＤ活性达到最大值；
处理组根系中的ＳＯＤ活性虽然也增加了，但没有叶片增加得
明显。

ＮａＣｌ处理能够在一定水平上影响幼苗的 ＰＯＤ活性。如
图２－Ｂ所示，ＮａＣｌ处理后，叶片中的 ＰＯＤ活性变化并不明
显，其中分根ＮａＣｌ处理呈现出微小的下降趋势。但是全根、
分根ＮａＣｌ处理的幼苗根系中ＰＯＤ活性均增加。

如图２－Ｃ所示，与 ＰＯＤ、ＳＯＤ的活性变化不同，ＮａＣｌ处
理后玉米幼苗根系和叶片中的ＣＡＴ活性明显降低，特别是在

全根ＮａＣｌ处理的玉米幼苗中，ＣＡＴ活性在其叶片中有明显降
低，这与郑世英等的研究结果一致［１６］。

如图２－Ｄ所示，ＮａＣｌ处理对玉米幼苗的叶片和根系中
ＭＤＡ含量影响明显，全根ＮａＣｌ处理的叶片中ＭＤＡ含量是对
照叶片中的４．２５倍，分根ＮａＣｌ处理的叶片中ＭＤＡ含量是对
照的２．０６倍。全根 ＮａＣｌ处理的根系中 ＭＤＡ含量增加了
２．９１倍，分根处理的根系中 ＭＤＡ含量增加了 ２．０１倍。经
ＮａＣｌ处理后，ＭＤＡ含量在玉米幼苗叶片和根系的对照组、分
根ＮａＣｌ处理组及全根 ＮａＣｌ处理组中均呈现出明显的上升
趋势。

２．３　ｚｍａ－ｍｉＲ０５９－ＳＴＴＭ表达载体的构建
按照第“１．２．５”节中描述的方法进行载体构建，对重组

质粒进行菌落ＰＣＲ或酶切鉴定，鉴定正确后通过测序最终确
定ＳＴＴＭ的序列。由图３可以看出，１、２、３泳道检测到的菌落
ＰＣＲ片段大小为１３４ｂｐ，与预期大小一致，表明连接成功。由

图４可以看出，酶切片段为删除 ｐＯＴ２－ＳＴＴＭ复制起始位点
的 ＰＣＲ片段，大小为 ２８３７ｂｐ，与 ＰＣＲ片段一样，说明
ｐＦＧＣ５９４１－ＳＴＴＭ重组质粒连接成功。测序比对后显示序列
正确，表明ｚｍａ－ｍｉＲ０５９－ＳＴＴＭ的表达载体构建成功。

３　讨论与结论

ｍｉＲＮＡ以调控靶标的方式在转录后水平参与植物对逆
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境胁迫的响应［１７］。Ｄｉｎｇ等研究发现，用盐处理玉米根系时，
ｍｉＲ１６６、ｍｉＲ３１９、ｍｉＲ３９５、ｍｉＲ３９９等表达水平显著改变［５］。

本试验结果显示，用 ＮａＣｌ处理玉米幼苗时，叶片、根系的
ｚｍａ－ｍｉＲ０５９表达量均升高，表明 ｚｍａ－ｍｉＲ０５９可能是玉米
抗盐性相关的ｍｉＲＮＡ。此外，分根处理的玉米幼苗叶片和根
系中ｚｍａ－ｍｉＲ０５９的表达量低于全根ＮａＣｌ处理，表明分根处
理能够在一定程度上缓解玉米的胁迫情况，从而影响 ｚｍａ－
ｍｉＲ０５９的表达量。

植物体内的ＳＯＤ、ＣＡＴ和ＰＯＤ等抗氧化酶是检测活性氧
代谢的生物标志物［１８－２０］，ＭＤＡ在植物受到伤害后产生，植物
受外界胁迫越强，ＭＤＡ含量越高［１２，２１－２２］，因此 ＭＤＡ含量及
保护酶活性可以用来评判植物对外界胁迫的抵抗能力。全根

ＮａＣｌ处理和分根 ＮａＣｌ处理后，玉米幼苗叶片、根系中的
ＳＯＤ、ＰＯＤ活性均增加，表明 ＮａＣｌ胁迫导致植物体内膜脂过
氧化、活性氧积累，而 ＳＯＤ等保护酶活性的增强可以有效清
除活性氧，提高对胁迫的抵御能力。分根ＮａＣｌ处理的玉米幼
苗酶活性增加程度明显低于全根 ＮａＣｌ处理，表明在 ＮａＣｌ浓
度相同时，分根ＮａＣｌ处理的膜脂过氧化程度低于全根 ＮａＣｌ
胁迫，分根处理会在一定程度上缓解植物的膜脂过氧化水平。

ＮａＣｌ处理后，玉米幼苗的叶片、根系中 ＭＤＡ含量明显增加，
分根ＮａＣｌ处理的玉米幼苗中 ＭＤＡ含量均低于全根 ＮａＣｌ处
理，因此可见全根ＮａＣｌ处理比分根 ＮａＣｌ处理会更大程度地
损害植物膜系统。ｚｍａ－ｍｉＲ０５９在根中的表达量变化趋势与
ＭＤＡ含量、ＰＯＤ活性变化趋势基本相同，都是胁迫后上升，且
全根ＮａＣｌ处理比分根处理增加幅度更大，进一步说明
ｚｍａ－ｍｉＲ０５９与玉米抵抗盐胁迫相关。

Ｙａｎ等构建ｍｉＲ１６５／１６６的ＳＴＴＭ载体侵染拟南芥后，出
现了植株叶片不规则、矮小、弯曲的表型［１５］，与 ＦｒａｎＣｏ－
Ｚｏｒｒｉｌｌａ等构建的ＴＭ载体［２３］相比，Ｙａｎ等构建的突变体沉默
效率更高［１５］。本试验表明，ｚｍａ－ｍｉＲ０５９是１个与玉米盐胁迫
相关的ｍｉＲＮＡ，为了进一步研究ｚｍａ－ｍｉＲ０５９的作用机制，揭
示其功能，笔者构建了ＳＴＴＭ载体，并进行了农杆菌转化，下一
步将获得ＳＴＴＭ－ｚｍａ－ｍｉＲ０５９转基因玉米，期望通过转基因
玉米试验进一步明确ｚｍａ－ｍｉＲ０５９与抗盐性的关系。
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