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基于烟草瞬时表达体系对ａｍｉＲＮＡ沉默
效果快速有效的预验证
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摘　要：ａｍｉＲＮＡ（ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ　ｍｉｃｒｏＲＮＡ）作为一种诱导基因发生特异性沉默的技术已在多种植物中应用，但设计

出的不同ａｍｉＲＮＡｓ在所转化株系中的沉默效率难以预测，因此对ａｍｉＲＮＡ载体的沉默效率进行预验证是非常必

要的。本实验以丹参（Ｓａｌｖｉａ　ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ）的１个 ＭＹＢ类转录因子基因ＳｍＰＡＰ１的 ｍＲＮＡ序列为ａｍｉＲＮＡ作

用对象，并挑选２个经在线软件 ＷＭＤ３（Ｗｅｂ　ＭｉｃｒｏＲＮＡ　Ｄｅｓｉｇｎｅｒ）设计的ａｍｉＲＮＡｓ，分别命名为ａｍｉＲＮＡ１－Ｓｍ－
ＰＡＰ１和ａｍｉＲＮＡ２－ＳｍＰＡＰ１，然后通过农杆菌介导将构建的２个ａｍｉＲＮＡ载体和ＳｍＰＡＰ１过表达植物载体在

烟草叶片细胞中进行瞬时共表达。结果显示，ａｍｉＲＮＡ２的表达丰度约是ａｍｉＲＮＡ１的２倍；ａｍｉＲＮＡ２对靶标

ＳｍＰＡＰ１的沉默效率约是ａｍｉＲＮＡ１的２．５倍；ＳｍＰＡＰ１在ｍＲＮＡ和蛋白水平上均与相应ａｍｉＲＮＡ的表达水平

呈显著负相关。因此，ａｍｉＲＮＡ在烟草细胞中的瞬时表达可快速、有效地对不同ａｍｉＲＮＡ沉默效果进行预验证，

从而为后续的植物遗传转化研究提供重要参考。
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　　ａｍｉＲＮＡ是近几年发展起来的一种诱导基因发
生特异性沉默的新技术。植物中没有天然的ａｍｉＲ－
ＮＡ，也不能自然产生相应的ａｍｉＲＮＡ，它是经内
源ｍｉＲＮＡ前体加工形成、长度约为２１　ｎｔ的单链

ＲＮＡ。只要保留内源 ｍｉＲＮＡ 骨架中的茎环结构
不变，通过置换可将内源ｍｉＲＮＡ前体的 ｍｉＲＮＡ／

ｍｉＲＮＡ＊ 替换为需要的ａｍｉＲＮＡ／ａｍｉＲＮＡ＊，就
能达到特异干扰预期靶基因的目的。通过人工设
计，能够将ａｍｉＲＮＡ设计成仅靶向沉默一个单一
基因或者多个具有保守结构域的多基因家族不同成

员，因此ａｍｉＲＮＡｓ技术可通过形成一个特定序列
的高效ｓｍａｌｌ　ＲＮＡ来避免对相似序列的非靶基因
的影响。鉴于ａｍｉＲＮＡ对靶基因的高特异性，人
们在基因功能研究的方法上逐渐从ｈｐＲＮＡｉ技术
转向新型的ａｍｉＲＮＡ技术，并且随着这一技术不
断得到验证、完善和迅速发展，先后在拟南芥［１］、

水稻［２］、苔藓［３］、衣藻［４］、茄子［５］等植物中高效沉
默一个或多个目的基因的表达。

Ａｉ等研究表明，通过人工设计而构建的不同

ａｍｉＲＮＡｓ在其所转化株系中的表达水平差异较大，

而且ａｍｉＲＮＡ的表达水平与靶基因的沉默效果之
间呈正相关性［６］，因此获得高表达水平的ａｍｉＲＮＡ
转化株系对于增加靶基因的沉默效率具有关键作

用。大多数植物的遗传转化体系构建均是通过植物
组织培养再生体系形成转化株系再生苗以及再生植

株的抗生素筛选，这是一个耗时、实验操作步骤冗
长的过程。虽然通过农杆菌介导（ａｇｒｏ－ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ）

的目的基因在植物细胞中的瞬时表达可以为基因的

表达水平提供一个快速、简单的检测方法，但瞬时
表达结果并不能够准确反映稳定转化株系中基因的

表达。Ａｌｐｅｔｅｒ等认为基因在瞬时表达和稳定转化
株系中的表达无直接相关性［７］，但Ｔｅｌｌｙ等和Ａｈｎ
等研究发现，瞬时表达条件的优化可使植株的遗传
转化效率大幅度提高［８，９］。尽管构建的一些ｓｍａｌｌ

ＲＮＡｓ（包括ａｍｉＲＮＡ）能够在农杆菌液浸染的植物
组织中被检测到瞬时表达，但对用于植物遗传转化
的ａｍｉＲＮＡ的选择上，其瞬时表达结果能否为稳
定转化株系提供一个有效的参考值得进一步研究。

本研究拟选取丹参（Ｓａｌｖｉａ　ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ）的１个

Ｒ２Ｒ３　ＭＹＢ类转录因子基因ＳｍＰＡＰ１为研究对象，

利用在线软件 ＷＭＤ （ｈｔｔｐ：／／ｗｍｄ３．ｗｅｉｇｅｌｗｏｒｌｄ．
ｏｒｇ）分别在其核苷酸序列３’端区域设计相应的

ａｍｉＲＮＡ，再通过农杆菌介导将构建的ａｍｉＲＮＡ载
体和ＳｍＰＡＰ１过表达植物载体在烟草叶片细胞中
进行瞬时共表达，以期通过比较２个ａｍｉＲＮＡ的
表达水平及其对靶基因的沉默效果，来探讨

ａｍｉＲＮＡ的瞬时表达结果能否作为一个方便、快
捷的方法对经人工设计而构建的不同ａｍｉＲＮＡ进
行预选择，从而为进一步的植物遗传转化研究提
供重要参考。

１　材料与方法

１．１　材料
大肠杆菌ＤＨ５α、根癌农杆菌ＥＨＡ１０５和植物

表达载体ｐＣａｍｂｉａ１３０２由教育部药用植物资源与
天然药物化学重点实验室保存。植物表达载体

ｐＣａｍｂｉａ３５ｓ∶Ｃ３Ｆ由加州大学河滨分校陈雪梅教授
实验室提供。质粒ｐＲＳ３００由中国科学院遗传与发
育生物研究所提供。

１．２　方法

１．２．１　ａｍｉＲＮＡｓ的分子设计及其前体的克隆
利用在线软件 ＷＭＤ（ｈｔｔｐ：／／ｗｍｄ２．ｗｅｉｇｅｌｗｏｒｌｄ．

ｏｒｇ）分别在丹参ＳｍＰＡＰ１ 基因ｃＤＮＡ序列的３′端
区域设计相应的用于构建ａｍｉＲＮＡ的引物Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅳ（表１），然后通过ｏｖｅｒ－ｌａｐｐｉｎｇ　ＰＣＲ置换拟
南芥Ａｔ３１９ａ中的ｍｉＲＮＡ／ｍｉＲＮＡ＊序列。ＰＣＲ扩
增产物经２％琼脂糖凝胶电泳回收、纯化、连接至
克隆载体ＰＭＤ－１８Ｔ上，并转化到大肠杆菌ＤＨ５α

０２８ 植 物 科 学 学 报 第３３卷　



表１　Ｏｖｅｒ－ｌａｐｐｉｎｇ　ＰＣＲ扩增的引物序列
Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ｏｖｅｒ－ｌａｐｐｉｎｇ　ＰＣＲ

扩增引物Ｐｒｉｍｅｒｓ 引物序列Ｐｒｉｍｅｒ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′）

ａｍｉＲＮＡ１／ａｍｉＲＮＡ１＊

Ⅰ ＧＡＴＡＡＧＣＴＧＣＡＴＡＴＡＣＴＣＧＧＣＧＴＴＣＴＣＴＣＴＴＴＴＧＴＡＴＴＣＣ

Ⅱ ＧＡＡＣＧＣＣＧＡＧＴＡＴＡＴＧＣＡＧＣＴＴＡＴＣＡＡＡＧＡＧＡＡＴＣＡＡＴＧＡ

Ⅲ ＧＡＡＣＡＣＣＧＡＧＴＡＴＡＴＣＣＡＧＣＴＴＴＴＣＡＣＡＧＧＴＣＧＴＧＡＴＡＴＧ

Ⅳ ＧＡＡＡＡＧＣＴＧＧＡＴＡＴＡＣＴＣＧＧＴＧＴＴＣＴＡＣＡＴＡＴＡＴＡＴＴＣＣＴ
ａｍｉＲＮＡ２／ａｍｉＲＮＡ２＊

Ⅰ ＧＡＴＴＣＴＣＡＴＧＧＧＴＴＴＧＧＧＣＧＣＧＴＴＣＴＣＴＣＴＴＴＴＧＴＡＴＴＣＣ

Ⅱ ＧＡＡＣＧＣＧＣＣＣＡＡＡＣＣＣＡＴＧＡＧＡＡＴＣＡＡＡＧＡＧＡＡＴＣＡＡＴＧＡ

Ⅲ ＧＡＡＣＡＣＧＣＣＣＡＡＡＣＣＧＡＴＧＡＧＡＴＴＣＡＣＡＧＧＴＣＧＴＧＡＴＡＴＧ

Ⅳ ＧＡＡＴＣＴＣＡＴＣＧＧＴＴＴＧＧＧＣＧＴＧＴＴＣＴＡＣＡＴＡＴＡＴＡＴＴＣＣＴ

感受态细胞中；挑取阳性克隆，经测序验证其序列
正确性。Ｏｖｅｒ－ｌａｐｐｉｎｇ　ＰＣＲ扩增程序参考 Ｄｅｔｌｅｆ

Ｗｅｉｇｅｌ实验室提供的“Ｐｒｏｔｏｃｏｌ　ｆｏｒ　ｃｌｏｎｉｎｇ　ｏｆ　ａｒｔｉｆｉ－
ｃｉａｌ　ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ”。以获得的测序正确的ｏｖｅｒ－ｌａｐ－

ｐｉｎｇ　ＰＣＲ产物为模版，利用两端分别加有ＢｇｌⅡ或

ＢｓｔＥⅡ酶切位点的上、下游引物（ＢｇｌⅡ：５′－ＣＡＴ－
ＧＧＴＮＡＣＣＧＡＴＡＡＧＣＴＧＣＡＴＡＴＡＣＴＣＧＧＣＧ－Ｔ－３′ 和

５′－ＣＡＴＡＧＡＴＣＴＧＡＡＣＡＣＣＧＡＧＴＡＴＡＴＣＣ－ＡＧＣＴＴＴ－
３′； ＢｓｔＥ Ⅱ： ５′－ＣＡＴＧＧＴＮＡＣＣＧＡＴＴＣ－ＴＣＡＴ－
ＧＧＧＴＴＴＧＧＧＣＧＣＧ 和 ５′－ＣＡＴＡＧＡＴＣＴＧＡ－
ＡＣＡＣＧＣＣＣＡＡＡＣＣＧＡＴＧＡＧＡ－ＴＴ－３′）分 别 扩 增

ａｍｉＲＮＡ１／ａｍｉＲＮＡ１＊、ａｍｉＲＮＡ２／ａｍｉＲＮＡ２＊的前体

结构序列。ＰＣＲ扩增产物经回收、转化以及测序确
定其扩增序列的正确性。

１．２．２　３５Ｓ∶ａｍｉＲＮＡ－ＳｍＰＡＰ１ 植物表达载体的构
建及其对农杆菌的转化

对经测序验证其序列正确的、包含ａｍｉＲＮＡ１／

ａｍｉＲＮＡ１＊或ａｍｉＲＮＡ２／ａｍｉＲＮＡ２＊ 前体结构序

列的质粒和 ｐＣａｍｂｉａ１３０２载体分别用 ＢｇｌⅡ和

ＢｓｔＥⅡ进行双酶切；回收酶切的相应片段且用Ｔ４
ＤＮＡ连接酶４℃连接，并分别将ａｍｉＲＮＡ／ａｍｉＲ－
ＮＡ＊前体序列与ｐＣａｍｂｉａ１３０２载体进行连接；然

后利用已构建的重组质粒对农杆菌ＥＨ１０５进行转

化，具体转化程序参考王仕英等［１０］的方法进行。

１．２．３　３５Ｓ∶ＳｍＰＡＰ１植物表达载体的构建
将丹参ＳｍＰＡＰ１基因的开放阅读框（ＯＲＦ）序

列连接到ＴＳＫ１０８载体上，并经测序验证正确后，

将其通过重组酶系统转移至经过改造的ｐＣａｍ－
ｂｉａ１３０２载体（ｐＣａｍｂｉａ３５ｓ∶Ｃ３Ｆ）ＣａＭｖ－３５Ｓ启动子
与Ｎｏｓ终止子之间，以构建３５Ｓ∶ＳｍＰＡＰ１植物过

表达载体。

１．２．４　ａｍｉＲＮＡ和ＳｍＰＡＰ１ 在烟草中的瞬时表达
将保存的含有目的载体３５Ｓ∶ＳｍＰＡＰ１的农杆

菌菌液在含有相应抗生素的ＬＢ固体培养基上划平

板，２８℃暗培养约３６　ｈ；挑取单克隆到附加相应

浓度卡那霉素的ＬＢ液体培养基（４００μＬ）中，２８℃
振荡（１６０　ｒ／ｍｉｎ）培养过夜；测量菌液 ＯＤ 且当

ＯＤ６００＝０．６～０．８时，将菌液离心并用１０　ｍｍｏｌ／Ｌ
氯化镁重新悬浮菌体沉淀；调节ＯＤ６００＝０．１，加

入１００　ｍｍｏｌ／Ｌ乙酰丁香酮（Ａｃｅｔｏｓｙｒｉｎｇｏｎｅ，Ａｓ），

振荡混匀，室温静置４　ｈ；然后将菌液注射到烟草叶

片中，并把烟草植株置于２５℃ ±２℃、光周期：１６

ｈ光照／８　ｈ黑暗、光照强度为２０００　ｌｘ的条件下培养

２～４　ｄ。同时，将含有ｐＣａｍｂｉａ１３０２空载体的农杆
菌液注射到烟草叶片中作为阴性对照。

１．２．５　ａｍｉＲＮＡ 和 ＳｍＰＡＰ１　ｍＲＮＡ 表达水平的

ＰＣＲ检测
盐酸胍法提取总ＲＮＡ，具体实验操作程序参

考Ｓｃｈｌａｐｐｉ等［１１］用ＤＮａｓｅⅠ处理提取总ＲＮＡ（以

除去保留的痕量ＤＮＡ）。采用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　ＴＭ　ＲＴ

ｒｅａｇｅｎｔ　Ｋｉｔ（ＴＡＫＡＲＡ，中国大连）对纯化的总

ＲＮＡ进行ｃＤＮＡ 反转录，使用 Ｏｎｅ　Ｓｔｅｐ　Ｐｒｉｍｅ－
Ｓｃｒｉｐｔ　ｍｉＲＮＡ　ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｋｉｔ（ＴＡＫＡＲＡ，

中国大连）对ａｍｉＲＮＡ 进行ｐｏｌｙＡ 加尾及其反转

录。以烟草持家基因ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ作为内参基因，采
用半定量 ＲＴ－ＰＣＲ以及实时定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ

ＰＣＲ）方法对ａｍｉＲＮＡ和ＳｍＰＡＰ１ 的表达水平分
别进行检测。实时荧光定量 ＰＣＲ 反应程序遵照
“ｉＱＴＭ５多重实时荧光定量ＰＣＲ说明书”进行设定，

其引物序列详见表２。
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表２　实时定量ＲＴ－ＰＣＲ引物序列
Ｔａｂｌｅ　２　Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ

引物名称Ｐｒｉｍｅｒｓ 引物序列Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′）

Ｎｔ－ＵＢＩ－Ｆ　 ＴＣＣＡＧＧＡＣＡＡＧＧＡＧＧＧＴＡＴ

Ｎｔ－ＵＢＩ－Ｒ　 ＧＡＧＡＣＣＴＣＡＧＴＡＧＡＣＡＡＡＧＣ

ＳｍＰＡＰ１－１－Ｆ　 ＡＴＧＡＧＡＧＴＣＴＣＣＴＣＧＣＧＧＡＧＣ

ＳｍＰＡＰ１－１－Ｒ　 ＡＣＣＴＣＡＡＣＡＣＣＡＡＣＧＣＡＧＣＣＡＣ

ＳｍＰＡＰ１－２－Ｆ　 ＧＣＧＧＡＡＡＧＡＧＣＴＧＣＡＧＡＴＴＧＡＧ

ＳｍＰＡＰ１－２－Ｒ　 ＧＧＡＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＣＣＧＧＣＣＡＧ

ａｍｉＲ１－ＰＡＰ１－Ｉ　 ＧＡＴＡＡＧＣＴＧＣＡＴＡＴＡＣＴＣＧＧＣＧ

ａｍｉＲ２－ＰＡＰ１－Ｉ　 ＧＡＴＴＣＴＣＡＴＧＧＧＴＴＴＧＧＧＣＧＣＧＴ

１．２．６　ａｍｉＲＮＡ的Ｓｍａｌｌ　Ｎｏｒｔｈｅｒｎ　Ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测
采用盐酸胍法提取总ＲＮＡ，并用Ｔ４　ＰＮＫ对相

关探针进行Ｐ３２的同位素标记。随后Ｓｍａｌｌ　ＲＮＡ的
电泳分离、转膜、膜的交联、探针的标记以及与

Ｓｍａｌｌ　ＲＮＡ杂交、压片和曝光均按照Ｌｉ等［１２］所采
用的程序进行。

１．２．７　ＳｍＰＡＰ１蛋白表达的Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测
取待检测的幼嫩烟草叶片（约１　ｃｍ×１　ｃｍ）放

入５０　ｍＬ的离心管中，加入液氮充分研磨；加入

ＳＤＳ上样缓冲液，并于１００℃水浴锅中水浴１０　ｍｉｎ，

然后置于离心机中１００００　ｒ／ｍｉｎ离心５　ｍｉｎ，取５μＬ
匀浆上清液并准备电泳上样。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ的制备、

电泳分离、转膜、膜的封闭、杂交及显色均参照Ｌｉ
等［１２］的程序进行。

２　结果与分析

２．１　３５Ｓ∶ａｍｉＲＮＡ１－ＳｍＰＡＰ１ 和 ３５Ｓ∶ａｍｉＲＮＡ２－
ＳｍＰＡＰ１植物表达载体的构建
为了提高设计的ａｍｉＲＮＡ对ＳｍＰＡＰ１的沉默

特异性，我们对ＳｍＰＡＰ１的氨基酸序列进行保守
结构域分析，以保证本实验设计的ａｍｉＲＮＡ作用
靶点尽量位于非保守结构域所对应的核苷酸区域，

从而降低ａｍｉＲＮＡ对其他基因沉默的可能性。从
在线软件 ＷＭＤ设计的很多ａｍｉＲＮＡ中选择出位
于ＳｍＰＡＰ１　ｍＲＮＡ　３′端的 ａｍｉＲＮＡ１ 和 ａｍｉＲ－
ＮＡ２。软件 ＷＭＤ对ａｍｉＲＮＡ 的评价指数显示，

ａｍｉＲＮＡ１综合指数优于ａｍｉＲＮＡ２，并且ａｍｉＲ－
ＮＡ１和ａｍｉＲＮＡ２与ＳｍＰＡＰ１　ｍＲＮＡ潜在靶定位
点的杂交能级分别是－４５．３７和－４９．２３。ａｍｉＲ－

ＮＡ１和 ａｍｉＲＮＡ２ 及其相对应的 ａｍｉＲＮＡ１＊ 和

ａｍｉＲＮＡ２＊序列信息和相应的植物表达载体构建思
路如图１所示。为了获得ａｍｉＲＮＡ 的前体序列，

以质粒ｐＲＳ３００为模板，利用ｏｖｅｒ－ｌａｐｐｉｎｇ　ＰＣＲ把

ｐＲＳ３００中拟南芥 Ａｔ－ＭＩＲ３１９ａ 的 ｍｉＲＮＡ／ｍｉＲ－
ＮＡ＊序列置换为本实验设计的ａｍｉＲＮＡ１／ａｍｉＲ－
ＮＡ１＊和ａｍｉＲＮＡ２／ａｍｉＲＮＡ２＊序列，然后通过ｏ－
ｖｅｒ－ｌａｐｐｉｎｇ　ＰＣＲ扩增产物酶切位点的添加、酶切
和连接，最终插入到ｐＣａｍｂｉａ１３０２的３５Ｓ启动子
与Ｎｏｓ终止子之间（图２）。测序结果显示，构建的
重组植物表达载体上均含有相应的 ａｍｉＲＮＡ／

ａｍｉＲＮＡ＊茎环结构序列，而且序列信息与本实验
设计的序列信息完全一致，表明利用ｏｖｅｒ－ｌａｐｐｉｎｇ
ＰＣＲ 技 术 成 功 构 建 了 ａｍｉＲＮＡ１－ＳｍＰＡＰ１ 和

ａｍｉＲＮＡ２－ＳｍＰＡＰ１植物表达载体。

２．２　ａｍｉＲＮＡ在烟草叶片中的瞬时表达水平
为了检验构建的ａｍｉＲＮＡ植物表达载体在植

物组织细胞中的表达情况，分别将ａｍｉＲＮＡ１－Ｓｍ－
ＰＡＰ１和ａｍｉＲＮＡ２－ＳｍＰＡＰ１植物表达载体在烟草
叶片细胞中进行瞬时表达分析。为了减少实验的随
机误差，尽量选取被农杆菌液浸润的不同部位、大
小一致的幼嫩烟草叶片进行冷冻保存、备用。实时
定量ＰＣＲ检测结果显示（图３：Ａ），在阴性对照（野
生型烟草，ＣＫ）组中未出现相应的特异性ＰＣＲ扩增
产物；在２个实验组（ａｍｉＲＮＡ１和ａｍｉＲＮＡ２）中均出
现特异性的ＰＣＲ扩增目的产物，而且ａｍｉＲＮＡ２－
ＳｍＰＡＰ１的表达量明显高于ａｍｉＲＮＡ１－ＳｍＰＡＰ１。

为了进一步验证实时定量ＰＣＲ的检测结果，分别对

２个实验组样品中的总ＲＮＡ做了Ｓｍａｌｌ　ＲＮＡ　Ｎｏｒｔｈ－
ｅｒｎ　Ｂｌｏｔｔｉｎｇ，以验证所扩增ｓｍａｌｌ　ＲＮＡ的序列真实
性。杂交结果显示（图３：Ｂ），在实验组（ｐＣａｍｂｉａ－ａ－
ｍｉＲ１和ｐＣａｍｂｉａ－ａｍｉＲ２）泳道中均出现大小约为２０
ｎｔ的杂交条带，但ａｍｉＲＮＡ１－ＳｍＰＡＰ１ 的杂交条
带亮度弱于ａｍｉＲＮＡ２－ＳｍＰＡＰ１；杂交条带的信号
强度与实时定量ＰＣＲ检测的表达水平较为一致，

均证明ａｍｉＲＮＡ２的表达丰度明显高于ａｍｉＲＮＡ１。

尽管本实验构建的ａｍｉＲＮＡ前体序列茎环结构是
一致的，但由于ａｍｉＲＮＡ及其ａｍｉＲＮＡ＊序列存在
差异，导致不同的ａｍｉＲＮＡ植物表达载体的表达
水平也存在较大差异。
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Ａ：拟南芥 ＭＩＲ３１９ａ前体茎环结构线状图，方框内序列为 ＭＩＲ３１９ａ和 ＭＩＲ３１９ａ＊；Ｂ：ａｍｉＲＮＡ１和ａｍｉＲＮＡ２表达载体结
构示意图，方框内序列分别为人工设计的ａｍｉＲＮＡ１和ａｍｉＲＮＡ２及其对应的ａｍｉＲＮＡ１＊ 和ａｍｉＲＮＡ２＊；Ｃ：ａｍｉＲＮＡ１和
ａｍｉＲＮＡ２靶定的作用位点。３５Ｓ－Ｐ：ＣａＭＶ３５Ｓ启动子；Ｎｏｓ－Ｔ：Ｎｏｓ终止子。
Ａ：Ｌｉｎｅａｒ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｔ－ＭＩＲ３１９ａｓｔｅｍ－ｌｏｏｐ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ＭＩＲ３１９ａ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ　ｒｅｇｉｏｎ（ａｐｐｒｏｘｉ－
ｍａｔｅｌｙ　ＭＩＲ３１９ａ＊）ｉｎ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅ　ａｒｅ　ｄｉｓｐｌａｙｅｄ　ｉｎ　ｂｏｘｅｓ．Ｂ：Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｂｉｎａｒｙ　ｖｅｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ａｍｉＲＮＡ１　ａｎｄ　ａｍｉＲ－
ＮＡ２．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ　ｎａｍｅｓ　ａｒｅ　ｉｎｄｉｃａｔｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｌｅｆｔ．Ｔｈｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｄｅｓｉｇｎｅｄ　ａｍｉＲＮＡ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ　ｒｅｇｉｏｎ（ａｐ－
ｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ　ａｍｉＲＮＡ＊）ａｒｅ　ｄｉｓｐｌａｙｅｄ　ｉｎ　ｂｏｘｅｓ．Ｃ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｍｉＲＮＡ１　ａｎｄ　ａｍｉＲＮＡ２　ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｓｉｔｅｓ　ｆｏｒ　ＳｍＰＡＰ１，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．３５Ｓ－Ｐ：ＣａＭＶ３５Ｓ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ；Ｎｏｓ－Ｔ：Ｎｏｓ　ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ．

图１　３５Ｓ∶ａｍｉＲＮＡ－ＳｍＰＡＰ１植物表达载体构建的设计思路
Ｆｉｇ．１　Ｄｅｓｉｇｎ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　３５Ｓ∶ａｍｉＲＮＡ－ＳｍＰＡＰ１　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｓ

图２　３５Ｓ∶ａｍｉＲＮＡ－ＳｍＰＡＰ１构建流程示意图
Ｆｉｇ．２　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　３５Ｓ∶ａｍｉＲＮＡ－ＳｍＰＡＰ１　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ
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Ａ：ａｍｉＲＮＡ１和ａｍｉＲＮＡ２的实时定量ＰＣＲ检测；１＃ 和１’＃、２＃ 和２’＃ 分别代表ａｍｉＲＮＡ１或ａｍｉＲＮＡ２实
时定量ＰＣＲ检测的两次生物学重复。Ｂ：ａｍｉＲＮＡ１和ａｍｉＲＮＡ２的Ｓｍａｌｌ　ＲＮＡ　Ｎｏｒｔｈｅｒｎ　Ｂｌｏｔｔｉｎｇ验证；ｐＣａｍ－
ｂｉａ－ａｍｉＲ１和ｐＣａｍｂｉａ－ａｍｉＲ２：用分别含有ａｍｉＲＮＡ１－ＳｍＰＡＰ１或ａｍｉＲＮＡ２－ＳｍＰＡＰ１植物表达载体的农杆菌液
浸染的烟草叶片提取的总ＲＮＡ；ｐＣａｍｂｉａ１３０２：用含有空载体ｐＣａｍｂｉａ１３０２植物表达载体的农杆菌液浸染的烟
草叶片提取的总ＲＮＡ；ＣＫ：从野生型烟草叶片中提取的总ＲＮＡ。烟草ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ基因作为实时定量 ＰＣＲ检测
的内参基因。拟南芥Ｕ６为Ｓｍａｌｌ　ＲＮＡ　Ｎｏｒｔｈｅｒｎ　Ｂｌｏｔｔｉｎｇ总ＲＮＡ上样量内参。

Ａ：Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｂｏｔｈ　ａｍｉＲＮＡ１　ａｎｄ　ａｍｉＲＮＡ２　ａｂｕｎｄａｎｃｅ　ｂｙ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ；１＃ａｎｄ　１’＃，ａｎｄ　２＃ａｎｄ　２’＃ｒｅ－
ｐｒｅｓｅｎｔ　ｔｗｏ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ　ｏｆ　ａｍｉＲＮＡ１　ａｎｄ　ａｍｉＲＮＡ２　ａｂｕｎｄａｎｃｅ　ｂｙ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｂ：Ｄｅｔｅｃ－
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｍｉＲＮＡ　ａｂｕｎｄａｎｃｅ　ｂｙ　ｓｍａｌｌ　ＲＮＡ　Ｎｏｒｔｈｅｒｎ　Ｂｌｏｔｔｉｎｇ　ａｓｓａｙ；Ｌａｎｅ　ｐＣａｍｂｉａ－ａｍｉＲ１　ａｎｄ　ｐＣａｍｂｉａ－ａｍｉＲ２：Ｔｏ－
ｔａｌ　ＲＮＡｓ　ｆｒｏｍ　ｔｏｂａｃｃｏ　ｌｅａｆ　ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ　ｂｙ　ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ａｍｉＲＮＡ１－ＳｍＰＡＰ１　ｏｒ　ａｍｉＲＮＡ２－Ｓｍ－
ＰＡＰ１　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｖｅｃｔｏｒ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｌａｎｅ　ｐＣａｍｂｉａ１３０２：Ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ　ｆｒｏｍ　ｔｏｂａｃｃｏ　ｌｅａｆ　ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ　ｂｙ　ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉ－
ａｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｎｌｙ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｐＣａｍｂｉａ１３０２　ｂｌａｎｋ　ｖｅｃｔｏｒ；ＣＫ：Ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ　ｆｒｏｍ　ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ　ｔｏｂａｃｃｏ　ｌｅａｆ．Ｔｈｅ　ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ
ｇｅｎｅ　ｏｆ　ｔｏｂａｃｃｏ　ｗａｓ　ｕｓｅｄ　ａｓ　ｔｈｅ　ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｆｏｒ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ．Ｕ６　ｗａｓ　ｕｓｅｄ　ａｓ　ｔｈｅ　ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｆｏｒ　ｓａｍ－
ｐｌｅ　ｌｏａｄｉｎｇ　ｏｆ　ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ　ｉｎ　ｓｍａｌｌ　ＲＮＡ　Ｎｏｒｔｈｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ．

图３ａｍｉＲＮＡ１和ａｍｉＲＮＡ２在烟草叶片细胞中的瞬时表达水平
Ｆｉｇ．３　Ａｓｓａｙ　ｆｏｒ　ｔｒａｎｓｉｅｎｔ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ａｍｉＲＮＡ１　ａｎｄ　ａｍｉＲＮＡ２ｉｎ　ｔｏｂａｃｃｏ　ｌｅａｆ　ｃｅｌｌｓ

２．３　烟草中ＳｍＰＡＰ１　ｍＲＮＡ表达水平的变化
为了验证所表达的ａｍｉＲＮＡ 是否对靶基因

ＳｍＰＡＰ１产生特异性沉默，将构建的２个ａｍｉＲ－
ＮＡ过表达植物载体分别和ＳｍＰＡＰ１ 过表达植物
载体在烟草叶片细胞中进行瞬时共表达，以检测２
个ａｍｉＲＮＡ 的表达对靶基因ＳｍＰＡＰ１ 的沉默效
果。因２个ａｍｉＲＮＡ与ＳｍＰＡＰ１　ｍＲＮＡ预期的结
合位点不同，并且为了更加准确、客观的反映

ＳｍＰＡＰ１　ｍＲＮＡ表达水平的变化，我们设计的实
时定量ＰＣＲ上、下游引物均分别位于预期作用位
点的两侧。ＳｍＰＡＰ１ 在烟草叶片中瞬时表达的实
时定量ＰＣＲ检测结果显示（图４：Ａ），与阴性对照
组（仅含３５Ｓ∶ＰＡＰ１表达载体）相比，２个实验组合
中ＳｍＰＡＰ１的ｍＲＮＡ表达水平均显著下降，而且

ａｍｉＲＮＡ２对ＳｍＰＡＰ１的沉默效果优于ａｍｉＲＮＡ１。

半定量 ＲＴ－ＰＣＲ检测结果显示（图４：Ｂ）中，在

ａｍｉＲＮＡ１＋３５Ｓ∶ＰＡＰ１组合和ａｍｉＲＮＡ２＋３５Ｓ∶
ＰＡＰ１组合分别得到２４０　ｂｐ和４５０　ｂｐ的特异性条
带，即ＰＣＲ扩增产物大小基本与预期一致，而在
阴性对照组没有预期大小的扩增条带出现；与

ａｍｉＲＮＡ１＋３５Ｓ∶ＰＡＰ１组合中ＳｍＰＡＰ１的扩增条
带相比，ａｍｉＲＮＡ２＋３５Ｓ∶ＰＡＰ１组合中ＳｍＰＡＰ１
的扩增条带亮度很弱，表明ａｍｉＲＮＡ２对ＳｍＰＡＰ１
的沉默效果较好，这与实时定量ＰＣＲ对ＳｍＰＡＰ１
ｍＲＮＡ表达水平的检测结果一致。

２．４　烟草中ＳｍＰＡＰ１融合蛋白的表达水平
在植物体内，ｍｉＲＮＡ对靶基因的下调不仅体

现在 ｍＲＮＡ水平的剪切，而且还抑制其翻译，因
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Ａ：ＳｍＰＡＰ１　ｍＲＮＡ表达水平的实时定量ＰＣＲ检测；Ｂ：ＳｍＰＡＰ１　ｍＲＮＡ表达水平的ＲＴ－ＰＣＲ检测。烟草ｕｂｉ－
ｑｕｉｔｉｎ基因作为实时定量ＰＣＲ内参基因。ＣＫ：野生型烟草叶片；３５Ｓ∶ＰＡＰ１：用仅含３５Ｓ∶ＰＡＰ１表达载体的农杆
菌液注射的烟草叶片；ａｍｉＲＮＡ＋３５Ｓ∶ＰＡＰ１：用含有３５Ｓ∶ＰＡＰ１和３５Ｓ∶ａｍｉＲＮＡ－ＳｍＰＡＰ１植物表达载体的农
杆菌菌液共同注射的烟草叶片。
Ａ：Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＳｍＰＡＰ１　ｍＲＮＡ　ａｂｕｎｄａｎｃｅ　ｂｙ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ；Ｂ：Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＳｍＰＡＰ１　ｍＲＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ
ｂｙ　ＲＴ－ＰＣＲ．Ｔｈｅ　ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｇｅｎｅ　ｏｆ　ｔｏｂａｃｃｏ　ｗａｓ　ｕｓｅｄ　ａｓ　ｔｈｅ　ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｆｏｒ　ｓａｍｐｌｅ　ｌｏａｄｉｎｇ．ＣＫ：Ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ
ｔｏｂａｃｃｏ　ｌｅａｖｅｓ；３５Ｓ∶ＰＡＰ１：Ｔｏｂａｃｃｏ　ｌｅａｖｅｓ　ｏｎｌｙ　ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ　ｂｙ　ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　３５Ｓ∶ＰＡＰ１　ｖｅｃｔｏｒ；
ａｍｉＲＮＡ＋３５Ｓ∶ＰＡＰ１：Ｔｏｂａｃｃｏ　ｌｅａｖｅｓ　ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ　ｂｙ　ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　３５Ｓ∶ＰＡＰ１　ｖｅｃｔｏｒ　ａｎｄ　３５Ｓ∶
ａｍｉＲＮＡ－ＳｍＰＡＰ１　ｖｅｃｔｏｒ．

图４　烟草叶片中ａｍｉＲＮＡ的表达对ＳｍＰＡＰ１　ｍＲＮＡ表达水平的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ａｍｉＲＮＡ　ｏｎ　ＳｍＰＡＰ１　ｍＲＮＡ　ａｂｕｎｄａｎｃｅ　ｉｎ　ｔｏｂａｃｃｏ　ｌｅａｆ　ｃｅｌｌｓ

此为了进一步研究２个ａｍｉＲＮＡ 对靶基因Ｓｍ－
ＰＡＰ１在蛋白水平上的沉默效果，我们对２个实验
组合中 ＳｍＰＡＰ１－Ｆｌａｇ 融合蛋白的表达进行了

Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测。结果显示（图５），６个泳
道中烟草 ＨＳＣ７０蛋白（内参）的表达水平基本一
致，因此可对其他泳道中ＳｍＰＡＰ１－Ｆｌａｇ融合蛋白
的表达量进行比较；与阴性对照组相比，２个实验
组合中ＳｍＰＡＰ１－Ｆｌａｇ融合蛋白的表达水平均显著
下降，而且ａｍｉＲＮＡ２＋３５Ｓ∶ＰＡＰ１组合中 Ｓｍ－
ＰＡＰ１－Ｆｌａｇ融合蛋白的表达量低于ａｍｉＲＮＡ１＋
３５Ｓ∶ＰＡＰ１组合，即２个实验组合中 ＳｍＰＡＰ１－
Ｆｌａｇ融合蛋白表达水平存在差异，说明本实验设
计的２个ａｍｉＲＮＡｓ对靶基因ＳｍＰＡＰ１ 的干涉程

度在蛋白表达水平和 ｍＲＮＡ表达水平上是趋于一
致的。

３　讨论

虽然目前成功利用拟南芥中 ｍｉＲ３１９ａ的骨架
构建ａｍｉＲＮＡ的报道比较多，但不同的物种中存
在不同的核糖核酸酶Ⅲ（ＤＩＣＥＲ－ＬＩＫＥ１）并识别不
同的 ｍｉＲＮＡ茎环结构。烟草叶片细胞中瞬时共
表达的结果说明，本实验构建的２个ａｍｉＲＮＡ－
ａｍｉＲＮＡ＊茎环结构均能够被相应的 ｍｉＲＮＡ生源
系统所识别和进一步的剪切、加工，从而形成成熟
的ａｍｉＲＮＡ；但在表达水平上，ａｍｉＲＮＡ２的表达
丰度
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ＣＫ：野生型烟草叶片；３５Ｓ∶ＰＡＰ１：只用含３５Ｓ∶ＰＡＰ１表达载体的农杆菌液注射的烟草叶片；ａｍｉＲＮＡ
＋３５Ｓ∶ＰＡＰ１：用含有３５Ｓ∶ＰＡＰ１以及３５Ｓ∶ａｍｉＲＮＡ－ＳｍＰＡＰ１植物表达载体的农杆菌菌液共同注射的烟
草叶片。烟草 ＨＳＣ７０蛋白作为样品上样内参。
ＣＫ：Ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ　ｔｏｂａｃｃｏ　ｌｅａｆ；３５Ｓ∶ＰＡＰ１：Ｔｏｂａｃｃｏ　ｌｅａｆ　ｏｎｌｙ　ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ　ｂｙ　ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
３５Ｓ∶ＰＡＰ１　ｖｅｃｔｏｒ；ａｍｉＲＮＡ ＋３５Ｓ∶ＰＡＰ１：Ｔｏｂａｃｃｏ　ｌｅａｆ　ｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｄ　ｂｙ　ｂｏｔｈ　ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｃｏｎｔａｉ－
ｎｉｎｇ　３５Ｓ∶ＰＡＰ１　ｖｅｃｔｏｒ　ａｎｄ　ｔｈａｔ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　３５Ｓ∶ａｍｉＲＮＡ－ＳｍＰＡＰ１　ｖｅｃｔｏｒ．ＨＳＣ７０　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｗａｓ　ｔｒｅａｔｅｄ　ａｓ
ｔｈｅ　ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｆｏｒ　ｓａｍｐｌｅ　ｌｏａｄｉｎｇ．

图５　烟草中ＳｍＰＡＰ１融合蛋白表达水平的 Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测
Ｆｉｇ．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ　ａｓｓａｙ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＳｍＰＡＰ１－Ｆｌａｇ

ｆｕｓｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｎ　ｔｏｂａｃｃｏ　ｌｅａｆ　ｃｅｌｌｓ

明显高于ａｍｉＲＮＡ１。由于构建的２个ａｍｉＲＮＡ－
ｍｉＲＮＡ＊茎环结构均来自于同一个骨架，而且进行

瞬时表达的操作也相同，因此造成不同ａｍｉＲＮＡ
表达差异的原因很可能是设计的 ａｍｉＲＮＡ 和

ａｍｉＲＮＡ＊的序列存在差异。我们认为导致ａｍｉＲ－
ＮＡ１表达丰度低的原因可能有２个：一是加工成

熟的ａｍｉＲＮＡ１序列可能与自身 ｍｉＲＮＡ前体（ｐｒｅ－
ａｍｉＲＮＡ１）结合，从而引起自身 ｍｉＲＮＡ前体二级

结构的局部修饰，进而诱导了ａｍｉＲＮＡ１前体中

ＤＩＣＥ－ＬＩＫＥ酶识别位点构象的变化，导致细胞内

ＤＩＣＥ－ＬＩＫＥ对其结构的识别能力降低，从而影响

了ａｍｉＲＮＡ１的正常剪切和加工过程 ［１３，１４］；二是

不同加工成熟的ａｍｉＲＮＡｓ由于存在序列上的差

异，导致二者在烟草叶片细胞中的降解速度不

同［１２］。

不同的ａｍｉＲＮＡ载体转化到植物宿主细胞后

其表达水平具有一定的差异［１，６，１５］，并且很多研究

报道都证实转化株系中ａｍｉＲＮＡ的表达水平与靶

ＲＮＡ的沉默强度之间呈显著正相关，因此获得

ａｍｉＲＮＡ高表达水平的转化株系对增强靶基因的沉

默效果尤为关键。为了使构建的ａｍｉＲＮＡ能够在

植物体内进行高效表达，除了对ａｍｉＲＮＡ 及其

ａｍｉＲＮＡ＊的序列精心设计外，在进行稳定遗传转

化前若能通过某种手段对ａｍｉＲＮＡ的表达水平及

对靶基因的沉默效率进行早期评价显得非常重要。

ａｍｉＲＮＡ载体能够通过农杆菌介导在宿主细胞中进

行瞬时表达［１６，１７］，但存在瞬时表达与遗传转化所

使用的植物种类不同这一问题。例如，本实验瞬时

表达是在烟草组织中，而最终的遗传转化宿主是丹

参植株，但含有不同ａｍｉＲＮＡ序列的植物表达载

体在烟草细胞中的瞬时表达结果可对所设计的

ａｍｉＲＮＡ序列是否能够被正确加工、剪切并大量表

达，以及是否能够对靶标基因进行有效的沉默进行

预验证，因此不同ａｍｉＲＮＡ的瞬时表达结果可为

后续稳定的遗传转化选择哪一种ａｍｉＲＮＡ载体提

供快速参考。

通过软件 ＷＭＤ设计出来的ａｍｉＲＮＡ排序是

基于经典的序列互补以及杂交能级，并未考虑到如

靶基因ｍＲＮＡ的结构、ａｍｉＲＮＡ对靶标的翻译抑

制［１８，１９］等因素影响。植物内源ｍｉＲＮＡ通过翻译抑

制方式对靶基因进行沉默日益受到研究者们的重

视［１２，２０－２４］，因此仅通过检测靶基因 ｍＲＮＡ表达丰

度的变化来确定设计的ａｍｉＲＮＡ对靶基因的沉默

效率是不全面的。有研究显示［２５，２６］，一些ａｍｉＲ－
ＮＡ也存在通过翻译抑制方式对靶基因进行沉默，

即其靶基因ｍＲＮＡ的表达丰度出现较小幅度的降

低，说明有些ａｍｉＲＮＡ对靶基因的沉默很可能是

通过ｍＲＮＡ的剪切和翻译抑制同时来进行的。本

实验结果显示，２个实验组合中ＳｍＰＡＰ１－Ｆｌａｇ融

合蛋白表达存在差异且与 ｍＲＮＡ表达水平变化是
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趋于一致的，排除了靶基因ＳｍＰＡＰ１的ｍＲＮＡ水
平并未能真实反映其最终沉默效率（蛋白表达水平）

的可能性。靶基因在蛋白表达水平的下调程度并不
一定与ｍＲＮＡ表达水平的下降保持一致，因为某
些ａｍｉＲＮＡ对靶基因的沉默不是仅仅体现在 ｍＲ－
ＮＡ水平的切割，而且还发生在蛋白表达水平的抑
制，因此通过瞬时表达体系在靶基因蛋白水平上评
测设计的ａｍｉＲＮＡ对靶基因的沉默效率比在 ｍＲ－
ＮＡ表达水平上更为准确、客观。

通过将构建的不同ａｍｉＲＮＡ植物表达载体和
靶基因表达载体在烟草叶片细胞中进行瞬时共表

达，不仅可以预观察ａｍｉＲＮＡ在植物细胞中的表
达效率，而且还能检测其对靶标基因的沉默效率，

因此本实验可作为一个方便、快捷的方法对设计出
的不同ａｍｉＲＮＡ进行预选择，并为后续的植物遗
传转化提供重要参考。
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