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　 　 风轮菜(Ｃｌｉｎｏｐｏｄｉｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ (Ｂｅｎｔｈ.) Ｏ.
Ｋｕｎｔｚｅ)ꎬ 是唇形科风轮菜属植物ꎬ 主要分布于江

西、 福建和安徽等地区ꎬ 中国药典将风轮菜和荫风

轮一起收录为断血流的原植物[１]ꎮ 风轮菜具有止

血、 抗炎抑菌的作用[２]ꎮ 黄酮及皂苷类物质是风

轮菜属植物发挥药理作用的有效成分[３ꎬ ４]ꎮ 近年

来ꎬ 黄酮类物质的抗菌、 抗病毒和抗心血管疾病等

广谱药理作用已经得到了医学界的肯定[５]ꎮ
樱桃苷、 芹菜素、 木犀草素、 圣草酚和二氢槲

皮素是苯丙氨酸经过一系列酶促反应之后生成的黄

酮类物质ꎮ 其中关键酶 ４￣香豆素辅酶 Ａ 连接酶

(４￣ｃｏｕｍａｒａｔｅ￣ＣｏＡ ｌｉｇａｓｅꎬ ４ＣＬ)作为苯丙烷类代

谢途径上的最后一个催化反应的酶ꎬ 控制下游代谢

支路[６]ꎮ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)是长度在 ２０ ~ ２４ 个核苷

酸(Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅꎬ ｎｔ)的一类内源性小分子单链 ＲＮＡ
(ｓｍａｌｌ ＲＮＡꎬ ｓＲＮＡ)ꎬ 结构保守ꎬ 主要通过与互

补的转录本结合调控基因的表达[７]ꎮ ｍｉＲＮＡ 属于

负调控因子ꎬ 无编码蛋白质的能力ꎬ 在植物体内通

过调节对应的靶基因参与萜类、 黄酮类和生物碱等

次生代谢物的积累ꎬ 是重要的调控因子[８]ꎮ
转录组学连接基因组的遗传信息和蛋白组学的

生物功能ꎬ 是发掘功能基因、 蛋白质结构、 功能研

究的开端ꎮ 转录组测序技术 (ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ
ＲＮＡ￣Ｓｅｑ) 具有高通量、 成本低、 灵敏度高的特

点ꎮ 随着二代测序技术的广泛应用ꎬ 通过转录组测

序技术挖掘中草药活性成分合成的相关基因及代谢

通路有助于理解其药用成分积累的调控机制ꎮ 目前

在很 多 中 草 药 如 玉 竹 ( Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｏｄｏｒａｔｕｍ
(Ｍｉｌｌ.) Ｄｒｕｃｅ)、 多花黄精(Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｃｙｒｔｏｎｅ￣
ｍａ Ｈｕａ)和细风轮(Ｃｌｉｎｏｐｏｄｉｕｍ ｇｒａｃｉｌｅ (Ｂｅｎｔｈ.)
Ｍａｔｓｕｍ)中得到了广泛应用[９－１１]ꎮ

转录组测序技术也促进了 ｍｉＲＮＡ 调控活性的

研究ꎬ 近年来苍耳(Ｘａｎｔｈｉｕｍ ｓｔｒｕｍａｒｉｕｍ Ｌ.)、 三

七(Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ (Ｂｕｒｋ.) Ｆ. Ｈ. Ｃｈｅｎ)和大

叶相思(Ａｃａｃｉａ ａｕｒｉｃｕｌｉｆｏｒｍｉｓ Ａ. Ｃｕｎｎ. ｅｘ Ｂｅｎｔｈ)

及马占相思(Ａｃａｃｉａ ｍａｎｇｉｕｍ Ｗｉｌｌｄ.)等多种植物

的ｍｉＲＮＡ 也被陆续挖掘ꎬ 促进了ｍｉＲＮＡ 对苍耳中

的萜类、 三七中的皂苷、 大叶相思及马占相思中黄

酮类物质的生物合成调控机制的解析[１２－１４]ꎮ 通过

转录组测序技术发掘 ｍｉＲＮＡ 并对其靶基因功能进

行预测ꎬ 对于 ｍｉＲＮＡ 介导的次生代谢物的生物合

成调控非常重要ꎮ
本课题组前期完成了风轮菜 ｍＲＮＡ 测序及分

析ꎬ 获得了基因编码序列及其不同器官基因表达模

式[１５]ꎮ 本研究利用 ＢＧＩＳＥＱ￣５００ 高通量测序技术

对风轮菜根、 茎和叶 ３ 个器官的小 ＲＮＡ 进行转录

组测序ꎬ 鉴定保守的 ｍｉＲＮＡ 和新 ｍｉＲＮＡꎬ 使用

ＴＰＭ(Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ)标准化 ｍｉＲＮＡ 水平

以消除建库时 ＰＣＲ 扩增不一致导致的拷贝数差

异[１６]ꎬ 分析 ｍｉＲＮＡ 基因表达谱ꎬ 并鉴定参与黄酮

类物质积累的候选 ｍｉＲＮＡ 及对应的靶基因ꎬ 以期

为风轮菜黄酮类物质合成途径的解析及调控机制研

究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

风轮菜植株采自安徽中医药大学少荃湖校区药

园ꎬ 经安徽中医药大学杨青山教授鉴定为唇形科风

轮菜属植物风轮菜ꎮ 选择新鲜无病虫害的风轮菜植

株洗干净后ꎬ 分离根、 茎、 和叶各器官ꎬ 再使用蒸

馏水冲洗后用滤纸将其擦干分别放入离心管中ꎬ 立

刻放入液氮中冷冻ꎬ 固样后放入－８０℃冰箱保存ꎮ
１􀆰 ２　 总 ＲＮＡ提取、 ｓＲＮＡ库构建和测序

使用植物 ＲＮＡ 提取试剂盒分别从根、 茎和叶

中分离出总 ＲＮＡꎮ ＲＮＡ 的质量使用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００
生物分析仪进行检测ꎮ 纯化后的 ＲＮＡ 用于构建

ｓＲＮＡ 文库ꎬ 并使用 ＢＧＩＳＥＱ￣５００ 平台进行测序ꎮ
１􀆰 ３　 原始数据处理

通过高通量测序获得的 ＲＮＡ 原始测序数据ꎬ
首先去掉低质量序列、 接头和其他污染序列ꎬ 最终

得到高质量的序列ꎬ 并且对 ｓＲＮＡ 序列的数目和种
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类以及长度分布进行统计ꎮ
１􀆰 ４　 ｓＲＮＡ注释和 ｍｉＲＮＡ预测

使用 ＡＡＳＲＡ[１７]比对软件ꎬ 将高质量的序列比

对到风轮菜 ｍＲＮＡ 数据和小 ＲＮＡ 数据库ꎬ 风轮菜

小 ＲＮＡ 按 照 ｍｉＲｂａｓｅ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｍｉｒｂａｓｅ.
ｏｒｇ / )、 ｐｉｒｎａｂａｎｋ ( ｈｔｔｐ: / / ｐｉｒｎａｂａｎｋ. ｉｂａｂ. ａｃ.
ｉｎ / )、 ｓｎｏＲＮＡ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｓｎｏｒｎａ.ｂｉｏｔｏｕｌ. ｆｒ / )、
Ｒｆａｍ(ｈｔｔｐ: / / ｒｆａｍ.ｘｆａｍ.ｏｒｇ / )的顺序注释ꎮ 使用

ｍｉＲＡ[１８]和 ｍｉＲＤｅｅｐ２[１９] 软件对风轮菜 ｍｉＲＮＡ 进

行预测ꎮ 由于 ｍｉＲＮＡ 的前体序列可以形成发夹状

二级结构ꎬ ｍｉＲＡ 软件可识别植物中的 ｍｉＲＮＡ 前

体ꎬ 并评估前体二级结构ꎻ ｍｉＲＤｅｅｐ２ 是分析已知

ｍｉＲＮＡ 和新 ｍｉＲＮＡ 的工具ꎮ
１􀆰 ５　 差异表达 ｍｉＲＮＡ的筛选和聚类分析

使用 ＴＰＭ[１６]标准化 ｓＲＮＡ 的表达水平ꎬ 标准

化后的数据用于差异比较分析ꎬ 计算方式为“比对

到某一 ｍｉＲＮＡ 的序列数目 × １０６ /比对到所有

ｍｉＲＮＡｓ上的序列数目”ꎮ 对差异检验的 Ｐ￣ｖａｌｕｅ 作

多重假设检验校正[２０]ꎬ 使用 ＦＤＲ(Ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ
ｒａｔｅꎬ ＦＤＲ)错误控制法确定 Ｐ￣ｖａｌｕｅ 的域值[２１]ꎮ
基于泊松分布的原理ꎬ 分析 ３ 个器官的差异表达

ｍｉＲＮＡ(Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍｉＲＮＡꎬ ＤＥＭ)ꎬ
差异表达倍数可根据 ＴＰＭ 值、 ＦＤＲ 值和 ｌｏｇ２
ＦＣ 来计算ꎬ 其中 ＦＤＲ ≤ ０􀆰００１ꎬ 且 ｌｏｇ２ ＦＣ

≥ ２ 归为差异表达的 ｍｉＲＮＡꎮ 本研究对风轮菜中

ＤＥＭ 使用 Ｒ 软件 ｖ１􀆰０􀆰１２[２２] ｐｈｅａｔｍａｐ 函数进行

聚类分析ꎬ 多组 ＤＥＭ 一同聚类时ꎬ 组间交集与并

集 ＤＥＭ 将会被单独进行聚类ꎮ
１􀆰 ６　 ｍｉＲＮＡ靶基因预测及靶基因的ＧＯ 和 ＫＥＧＧ
ｐａｔｈｗａｙ 功能富集分析

采用 ｐｓＲｏｂｏｔ[２３] 和 Ｔａｒｇｅｔ Ｆｉｎｄｅｒ[２４] ( ￣ｃ４)软

件预测风轮菜 ｍｉＲＮＡ 的靶基因ꎬ 结合自由能、 得

分值等过滤条件进行过滤ꎬ 两个软件预测的结果取

交集作为最终结果ꎮ 使用在线网站 ＴａｒＤＢ(ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｂｉｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ.ｃｎ / ＴａｒＤＢ) [２５]对目标 ｍｉＲＮＡ
进行靶基因预测ꎮ

将 ＤＥＭｓ 对应的靶基因比对到 ＧＯ ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ.ｏｒｇ / )数据库中ꎬ 进行 ＧＯ 功

能显著性富集ꎬ 分析它们的生物学功能(Ｐ￣ｖａｌｕｅ
≤ ０􀆰０５)ꎮ 根据 ＫＥＧＧ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｋｅｇｇ.ｊｐ / )有
关途径的主要公共数据库对 ＤＥＭｓ 对应的靶基因

进行注释ꎬ 确定靶基因显著性富集的途径 (Ｑ￣

ｖａｌｕｅ ≤ ０􀆰０５)ꎮ
１􀆰 ７　 ４ＣＬ的结构特征分析

通过 Ｇｅｔｏｒｆ ３􀆰０[２６] 软件检测风轮菜 ４ＣＬ 的全

长开放阅读框(Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬ ＯＲＦ)ꎬ 用

ＭＥＧＡ５􀆰０[２７] 和 ＣＬＵＳＴＡＬＸ１􀆰８３[２８] 软件对筛选出

的 ４ＣＬ 的氨基酸序列进行比对寻找保守的活性位

点ꎬ 通过 ＥＳＰｒｉｐｔ３􀆰０ ( ｈｔｔｐ: / / ｅｓｐｒｉｐｔ. Ｉｂｃｐ. ｆｒ / ＥＳ￣
Ｐｒｉｐｔ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ＥＳＰｒｉｐｔ.ｃｇｉ) [２９] 在线网站显示 ４ＣＬ
二级结构ꎬ 采用 Ｓｗｉｓｓ￣Ｍｏｄｅｌ(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄ￣
ｅｌ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ) [３０ꎬ ３１]在线软件对风轮菜 ４ＣＬ 同源

建模ꎬ 用 Ｐｙｍｏｌ[３２ꎬ ３３]软件描绘风轮菜 ４ＣＬ 的空间

结构ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 风轮菜的高通量测序数据分析

本研究从风轮菜根、 茎和叶的 ｃＤＮＡ 文库中

测序产生了约 １􀆰２５×１０８条原始数据ꎬ 去掉低质量

序列、 接头和其他污染序列后ꎬ 根、 茎和叶分别得

到 ３３ ７９５ ８３７、 ３８ ８８２ ２１８ 和 ３７ ９５２ ０３９ 条高质

量序列ꎬ 且 ３ 个样品 Ｑ２０ 均超过 ９９％ꎮ
２􀆰 ２　 ｓＲＮＡ长度分析与 ｓＲＮＡ分类注释

风轮菜根、 茎和叶 ｓＲＮＡ 文库序列长度分布表

现出一致性ꎬ ２１ ｎｔ 的 ｓＲＮＡ 最丰富ꎬ 其次是 ２２ 和

２４ ｎｔ ｓＲＮＡꎮ ２１ ｎｔ ｓＲＮＡ 分别占根、 茎和叶 ｓＲＮＡ
的 １７􀆰２８％、 ３０􀆰３６％和 ３９􀆰８９％ꎻ ２２ ｎｔ ｓＲＮＡ 分别

占 根、 茎 和 叶 ｓＲＮＡ 的 １４􀆰３５％、 ２０􀆰８７％ 和

１７􀆰４７％ꎻ ２４ ｎｔ ｓＲＮＡ 分别占根、 茎和叶 ｓＲＮＡ 的

１８􀆰４７％、 １７􀆰９０％和 １２􀆰５２％(图 １)ꎮ
本研究将高质量序列同 ｍｉＲＢａｓｅ、 Ｒｆａｍ、

ｓｉＲＮＡ、 和 ｓｎｏＲＮＡ 等已知的 ｓＲＮＡ 数据库进行比

对ꎬ 在叶中注释到 ｍｉＲＮＡ ４ ０２９ ５８３ 个ꎬ 占 ｓＲＮＡ
总数的 １０􀆰６２％ꎻ 在根中注释到 ｍｉＲＮＡ １ ５８５ ２２８
个ꎬ 占 ｓＲＮＡ 总数的 ４􀆰６９％ꎻ 在茎中注释到 ｍｉＲ￣
ＮＡ ３ １１７ ８８０ 个ꎬ 占 ｓＲＮＡ 总数的 ８􀆰０２％ꎮ
２􀆰 ３　 保守的 ｍｉＲＮＡ和新发现的 ｍｉＲＮＡ

在风轮菜中共鉴定出 ８６ 个保守的 ｍｉＲＮＡꎬ 隶

属于 ２６ 个 ｍｉＲＮＡ 家族ꎬ 在根、 茎、 叶中分别有

８３、 ８１、 ７５ 个 ｍｉＲＮＡ(图 ２: Ａ)ꎮ 保守的 ｍｉＲＮＡ
长度范围是 １８ ~ ２４ ｎｔꎬ 其中长度为 ２１ ｎｔ 的

ｍｉＲＮＡ有 ４３ 个 (占 ５０􀆰００％)ꎬ 长度为 ２０ ｎｔ 的

ｍｉＲＮＡ 有 ２４ 个(占 ２７􀆰９１％)ꎮ 首位碱基偏好是尿嘧

啶(Ｕ)ꎬ 在长度为 １９、 ２０、 ２１、 ２２和２３ ｎｔ 的ｍｉＲＮＡ
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图 ２　 风轮菜 ｍｉＲＮＡ的分布及种类
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｖａｒｉｅｔｙ ｏｆ ｍｉＲＮＡｓ ｉｎ Ｃｌｉｎｏｐｏｄｉｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ

中比例均超过 ６０％ꎮ 保守的 ｍｉＲＮＡ 最大家族是有

１１ 个成员的 ｍｉＲ１５６ꎬ 其次是各有 １０ 个成员的

ｍｉＲ３９６ 和 ｍｉＲ１６６ꎬ 另外 １１ 个家族含 ２ ~ ７ 个成

员(图 ２: Ｂ)ꎮ
为了在风轮菜中寻找新 ｍｉＲＮＡꎬ 本研究使用

ｍｉＲＤｅｅｐ２ 和 ｍｉＲＡ 来检测茎环发夹二级结构ꎬ 并

测量新 ｍｉＲＮＡ 序列的最小自由能ꎮ 本研究发现 ８
个新的具有发夹二级结构的 ｍｉＲＮＡ 候选物(图 ３)ꎬ
长度为 １９ ~ ２８ ｎｔꎬ 每个新 ｍｉＲＮＡ 前体的长度范

围为 ８２ ~ ２２９ ｎｔꎬ 平均为 １６３ ｎｔꎬ 核苷酸首位碱

基分布与保守的 ｍｉＲＮＡ 相似ꎬ 第 １ 个碱基偏好于

尿嘧啶(Ｕ)ꎮ
２􀆰 ４　 根、 茎和叶之间 ｍｉＲＮＡ差异表达分析

表达水平相关性分析结果显示(图 ４: Ａ) ꎬ
两两器官间 ｍｉＲＮＡ 表达均有差异ꎮ 以根为对

照ꎬ 叶中有 ５１ 条 ＤＥＭｓꎬ 其中 ２２ 条上调、 ２９
条下调ꎻ 以根为对照ꎬ 茎中有 ５３ 条 ＤＥＭｓꎬ 其

中 １４ 条上调、 ３９ 条下调ꎻ 以茎为对照ꎬ 叶中

有 ４２ 条 ＤＥＭｓꎬ 其中 ３２ 条上调、 １０ 条下调

(图 ４: Ｂ) ꎮ
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Ａ: 风轮菜器官之间 ｍｉＲＮＡ 表达水平的相关性ꎻ Ｂ: 风轮菜两两器官比较 ｍｉＲＮＡ 表达上调和下调的数目ꎻ Ｃ: 风轮菜 ３ 种器官
中表达水平的基因聚类热图ꎮ
Ａ: Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｃ. ｃｈｉｎｅｎｓｅꎻ Ｂ: Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＤＥＭｓ ｉｎ
ｒｏｏｔ ｖｓ. ｌｅａｆꎬ ｒｏｏｔ ｖｓ. ｓｔｅｍꎬ ａｎｄ ｓｔｅｍ ｖｓ. ｌｅａｆ ｄａｔａｓｅｔｓꎻ Ｃ: Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｒｏｏｔꎬ ｓｔｅｍꎬ ａｎｄ ｌｅａｆ ｔｉｓｓｕｅｓ.

图 ４　 风轮菜器官间 ｍｉＲＮＡ表达水平的相关性及 ＤＥＭｓ的分析
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｍｉＲＮＡｓ (ＤＥＭｓ) ｉｎ Ｃｌｉｎｏｐｏｄｉｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ ｔｉｓｓｕｅｓ

　 　 每个 ｍｉＲＮＡ 的丰度差异很大ꎬ ｍｉＲ１６６ａ￣３ｐ
在每 个 器 官 都 是 高 表 达ꎬ 而 ｍｉＲ３９６ｂ￣３ｐ ＿ １、
ｍｉＲ５１７９、ｍｉＲ３９８ａ￣３ｐ＿１ 等 １３ 个 ｍｉＲＮＡ 在每个

器官中均为低表达ꎮ 我们过滤出表达量(ＴＰＭ 值)
均大于 １ 的 ｍｉＲＮＡ 进行聚类ꎬ 进一步探索显著差

异的 ｍｉＲＮＡꎮ 结果发现ꎬ 茎和叶被聚类在一个分

支 上ꎻ 其 中 ｍｉＲＮＡ１６０ａ￣５ｐ、 ｍｉＲＮＡ１７１ｂ￣３ｐ、

ｍｉＲＮＡ４７７ａ＿４ 和 ｍｉＲＮＡ１６７￣５ｐ 在茎和叶的表达

量小于根ꎻ ｍｉＲＮＡ１６０、 ｎｏｖｅｌ＿ｍｉＲ８、 ｍｉＲＮＡ３９６ｂ￣
５ｐ、 ｍｉＲＮＡ３９６ｈ、 ｍｉＲＮＡ１５６、 ｍｉＲＮＡ３９６ｇ￣３ｐ、
ｍｉＲＮＡ１６７ｄ＿１、 ｍｉＲＮＡ３９３ａ、 ｍｉＲＮＡ４９９５ 在根的

表达量小于茎和叶ꎻ 新 ｍｉＲＮＡ 在不同器官的表达

量也有差异ꎬ ｎｏｖｅｌ＿ｍｉｒ６ 在叶的表达量远多于根ꎬ
ｎｏｖｅｌ＿ｍｉｒ７ 在根的表达量大于叶ꎬ ｎｏｖｅｌ＿ｍｉｒ２ 在叶

０２２ 植 物 科 学 学 报 第 ４０ 卷　
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中的表达量大于根和茎ꎬ ｎｏｖｅｌ＿ｍｉｒ３ 在茎中高表达

(图 ４: Ｃ)ꎮ
２􀆰 ５　 ｍｉＲＮＡ靶基因的预测

风轮菜靶基因预测结果表明ꎬ ７９ 个 ｍｉＲＮＡ 有

８２４ 个靶基因ꎬ 这些 ｍｉＲＮＡ 的靶基因数目差距较

大ꎬ 如 ｍｉＲ５６５８ 的靶基因数目多达 ２５４ 个ꎬ 而

ｍｉＲ１６６ｄ￣５ｐ＿２、 ｍｉＲ３９８ｂ￣３ｐ＿１、 ｍｉＲ５５２３ 和 ｎｏ￣
ｖｅｌ＿ｍｉｒ１ 仅有 １ 个靶基因ꎬ ｍｉＲＮＡ 通过调控多种

基因ꎬ 介入到多种生物学途径ꎬ 显示 ｍｉＲＮＡ 调控

靶基因的复杂性ꎮ
保守ｍｉＲＮＡ 的靶基因可能参与各种生物过程ꎬ

如苯丙烷类化合物的生物合成是由 ｍｉＲ５６５８、
ｍｉＲ１７２ａ＿２、ｍｉＲ１７２ａ＿３、 ｍｉＲ１７２ｃ￣３ｐ、 ｍｉＲ１７２ｅ￣
３ｐ＿１、 ｍｉＲ１６７ａ ＿２、 ｍｉＲ１６７ｄ ＿１、 ｍｉＲ１６７ｄ￣５ｐ、
ｍｉＲ１５６ｇ＿１ 调节ꎻ ｍｉＲ３９５ｐ￣３ｐ 参与调控花青素的

生物合成ꎻ 转录因子 ＧＡＭＹＢ 编码基因被预测可能

为 ｍｉＲ１５６ｚ、 ｍｉＲ１５９ｃ＿５ 的靶点ꎬ 生长素响应因子

(Ａｕｘｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆａｃｔｏｒꎬ ＡＲＦ) 是 ｍｉＲ１６０ａ￣５ｐ、
ｍｉＲ１６０ｂ＿１、 ｍｉＲ１６０ｈ＿１、 ｍｉＲ５６５８、 ｍｉＲ１６７ｄ＿１ｄ
的靶基因ꎮ 对 ｎｏｖｅｌ ｍｉＲＮＡ 进行靶基因预测发现

编码 ４ＣＬ 的 ＣＬ５８９７￣３ 和 ＣＬ５８９７￣４ 是 ｎｏｖｅｌ￣ｍｉｒ３
的靶基因ꎬ 其中 ＣＬ５８９７￣４ 编码 ４ＣＬ 酶蛋白的完整

读码框ꎮ
２􀆰 ６　 ＤＥＭｓ 靶基因 ＧＯ 显著性富集分析

为了深入了解 ＤＥＭｓ 的功能ꎬ 本研究基于

ＧＯ 分析鉴定了风轮菜根、 茎和叶中 ＤＥＭｓ 的靶

基因ꎬ 绘制两两器官之间 ＤＥＭｓ 靶基因的 ＧＯ 功

能分类图ꎬ 阐明 ＤＥＭｓ 靶基因的功能分布特点

(图 ５)ꎮ 结果显示ꎬ 风轮菜 ＤＥＭｓ 对应的靶基因

功能可归纳为生物过程ꎬ 细胞成分和分子功能 ３ 大

A B C
!"#$ Biological process %&'( Celhular component ()*+ Molecular function

,-./
Number of genes

,-./
Number of genes

,-./
Number of genes

Ａ: 茎与根比较 ＤＥＭｓ 靶基因功能分类ꎻ Ｂ: 叶与根比较 ＤＥＭｓ 靶基因功能分类ꎻ Ｃ: 叶与茎比较 ＤＥＭｓ 靶基因功能分类ꎮ
Ａ: Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＭ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｒｏｏｔꎻ Ｂ: Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＭ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｅａｆ ａｎｄ ｒｏｏｔꎻ Ｃ: Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＭ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｅａｆ ａｎｄ ｓｔｅｍ.
１: 生物调控ꎻ ２. 细胞组织部分或生物合成ꎻ ３: 细胞过程ꎻ ４: 发育过程ꎻ ５: 定位ꎻ ６: 生物代谢进程ꎻ ７: 多细胞进程ꎻ
８: 生物过程的正向调节ꎻ ９: 生物过程的调节ꎻ １０: 对刺激的反应ꎻ １１: 信号传导ꎻ １２: 单一机体过程ꎻ １３: 细胞ꎻ １４: 细
胞部分ꎻ １５: 大分子复合物ꎻ １６: 膜结构ꎻ １７: 膜关闭内腔ꎻ １８: 膜部分ꎻ １９: 细胞器ꎻ ２０: 细胞器部分ꎻ ２１: 结合ꎻ ２２:
催化活性ꎻ ２３: 电子载体活性ꎻ ２４: 酶调节活性ꎻ ２５: 分子转导活性ꎻ ２６: 核酸结合转录因子活性ꎻ ２７: 转运活性ꎮ
１: Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎꎻ ２: Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｒ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓꎻ ３: Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ ４: Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ
５: Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎꎻ ６: Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ ７: Ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ ８: Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓꎻ ９: Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ １０: Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｔｉｍｕｌｕｓꎻ １１: Ｓｉｇｎａｌｉｎｇꎻ １２: Ｓｉｎｇｌｅ￣ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ １３:
Ｃｅｌｌꎻ １４: Ｃｅｌｌ ｐａｒｔꎻ １５: Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｏｍｐｌｅｘꎻ １６: Ｍｅｍｂｒａｎｅ: １７: Ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ｅｎｃｌｏｓｅｄ ｌｕｍｅｎꎻ １８: Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐａｒｔꎻ
１９: Ｏｒｇａｎｅｌｌｅꎻ ２０: Ｏｒｇａｎｅｌｌｅ ｐａｒｔꎻ ２１: Ｂｉｎｄｉｎｇꎻ ２２: Ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ２３: Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｃａｒｒｉｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ２４: Ｅｎｚｙｍｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ
ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ２５: Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ２６: Ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ２７: Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ.

图 ５　 风轮菜两两器官 ＤＥＭｓ靶基因 ＧＯ 功能分类
Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍｉＲＮＡ (ＤＥＭ) ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｃｌｉｎｏｐｏｄｉｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ

１２２　 第 ２ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 许景垚等: 基于小 ＲＮＡ 测序的风轮菜 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 及其靶基因分析
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类ꎮ 比较茎和根ꎬ ＤＥＭｓ 靶基因 ３１０ 条ꎬ 有 １１７ 条

被富集到“生物过程”ꎬ １３６ 条被富集到“细胞成

分”ꎬ ７７ 条被富集到“分子功能”ꎻ 比较叶和根ꎬ
ＤＥＭｓ 靶基因 ２８６ 条ꎬ 有 ９０ 条被注释到“生物过

程”ꎬ １２０ 条被富集到“细胞成分”ꎬ ７６ 条被富集到

“分子功能”ꎻ 比较叶和茎ꎬ ＤＥＭｓ 靶基因 １９８ 条ꎬ
有 ７２ 条被注释到“生物过程”ꎬ ８８ 条被富集到“细
胞成分”ꎬ ３８ 条被富集到“分子功能”ꎮ 其中被富

集到最多的是 “细胞”、 “结合功能” 和 “细胞组

分”ꎮ 此外ꎬ 发现茎与根、 叶与根的 ＤＥＭｓ 靶基因

数目比茎与叶多ꎬ 即地上部分的两器官之间差异基

因较少ꎮ
２􀆰 ７　 ＤＥＭｓ 靶基因 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ 分析

ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ 分 析 结 果 表 明ꎬ 根 和 叶 的

ＤＥＭｓ 靶基因富集于 ２５２ 条信号通路ꎻ 根和茎的

ＤＥＭｓ 靶基因富集于 ２６８ 条信号通路ꎻ 茎和叶的

ＤＥＭｓ 靶基因富集于 ２６８ 条信号通路ꎮ 植物激素信

号转导通路是两两器官间最主要富集的通路(图 ６)ꎮ
２􀆰 ８　 黄酮生物合成相关 ｍｉＲＮＡ的筛选

风轮菜活性成分柚皮素、 樱桃苷、 芹菜素、
木犀草素、 圣草酚和二氢槲皮素均属于黄酮类物

质ꎬ 基于 ｍＲＮＡ 转录组 ＫＥＧＧ 分析[１５] ꎬ 本研究

发 现 ３ 个 ｍｉＲＮＡ ( ｎｏｖｅｌ ＿ ｍｉｒ３、 ｍｉＲ１６７ｄ￣５ｐ、
ｍｉＲ３９６ｈ)的 ６ 个靶基因编码黄酮类生物合成途径

的 ３ 个关键酶ꎮ 编码 ４ＣＬ 酶的 ＣＬ５８９７.Ｃｏｎｔｉｇ３＿
Ａｌｌ、 ＣＬ５８９７.Ｃｏｎｔｉｇ４＿Ａｌｌ 是 ｎｏｖｅｌ＿ｍｉｒ３ 的靶点ꎻ 编

码 ＣＨＩ 酶的 ＣＬ４６１２.Ｃｏｎｔｉｇ３＿Ａｌｌ、 Ｕｎｉｇｅｎｅ３５３＿Ａｌｌ
是 ｍｉＲ１６７ｄ￣５ｐ 的靶点ꎻ 编码 Ｆ３Ｈ 酶的 ＣＬ１７９６.
Ｃｏｎｔｉｇ１＿Ａｌｌ、 ＣＬ１７９６.Ｃｏｎｔｉｇ４＿Ａｌｌ 是 ｍｉＲ３９６ｈ 的靶

点(图 ７、 表 １)ꎮ
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Ａ: 叶与根比较 ＤＥＭｓ 靶基因显著富集途径ꎻ Ｂ: 茎与根比较 ＤＥＭｓ 靶基因显著富集途径ꎻ Ｃ: 叶与茎比较 ＤＥＭｓ 靶基因显著
富集途径ꎮ
Ａ: Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｐａｔｈｗａｙｓ ｆｏｒ ＤＥＭｓ ｉｎ ｌｅａｆ ｖｓ. ｒｏｏｔ ｔｉｓｓｕｅｓꎻ Ｂ: Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｐａｔｈｗａｙｓ ｆｏｒ ＤＥＭｓ ｉｎ ｓｔｅｍ ｖｓ.
ｒｏｏｔ ｔｉｓｓｕｅｓꎻ Ｃ: Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｐａｔｈｗａｙｓ ｆｏｒ ＤＥＭｓ ｉｎ ｌｅａｆ ｖｓ. ｓｔｅｍ ｔｉｓｓｕｅｓ.
１: 硒化合物代谢ꎻ ２: 磷脂酰肌醇信号系统ꎻ ３: 真核生物核糖体合成ꎻ ４: 其他糖类降解ꎻ ５: 鞘脂代谢ꎻ ６: 赖氨酸生物合
成ꎻ ７: 单内酰胺生物合成ꎻ ８: 缬氨酸、 亮氨酸和异亮氨酸的降解ꎻ ９: 柠檬酸循环(ＴＣＡ 循环)ꎻ １０: 糖胺聚糖降解ꎻ １１:
ｍＲＮＡ 监控途径ꎻ １２: ＲＮＡ 运输ꎻ １３: 甘油磷脂代谢ꎻ １４: 甘油脂代谢ꎻ １５: 糖鞘脂生物合成－神经节系列ꎻ １６: 丙酸代谢ꎻ
１７: 赖氨酸降解ꎻ １８: 色氨酸代谢ꎻ １９: ＲＮＡ 降解ꎻ ２０: 植物激素信号转导ꎻ ２１: 昼夜节律－植物ꎻ ２２: 叶酸生物合成ꎻ ２３:
倍半萜和三萜的生物合成ꎻ ２４: 脂肪酸伸长ꎻ ２５: 亚油酸代谢ꎻ ２６: 不饱和脂肪酸生物合成ꎻ ２７: 剪接体ꎻ ２８: 酪氨酸代谢ꎻ
２９: 苯丙氨酸代谢ꎻ ３０: 光合作用ꎻ ３１: 类黄酮生物合成ꎻ ３２: 油菜素甾醇生物合成ꎻ ３３: 过氧物酶体ꎮ
１: Ｓｅｌｅｎｏｃｏｍｐｏｕｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ ２: Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍꎻ ３: Ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｅｕｋａｒｙｏｔｅｓꎻ ４: Ｏｔｈｅｒ
ｇｌｙｃａｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎꎻ ５: Ｓｐｈｉｎｇｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ ６: Ｌｙｓｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎻ ７: Ｍｏｎｏｂａｃｔａｍ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎻ ８: Ｖａｌｉｎｅꎬ ｌｅｕｃｉｎｅꎬ
ａｎｄ ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎꎻ ９: Ｃｉｔｒａｔｅ ｃｙｃｌｅ ( ＴＣＡ ｃｙｃｌｅ)ꎻ １０: Ｇｌｙｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎꎻ １１: ｍＲＮＡ ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ
ｐａｔｈｗａｙꎻ １２: ＲＮＡ ｔｒａｎｓｐｏｒｔꎻ １３: Ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ １４: Ｇｌｙｃｅｒｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ １５: Ｇｌｙｃｏｓｐｈｉｎｇｏｌｉｐｉｄ ｂｉｏ￣
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ￣ｇａｎｇｌｉｏ ｓｅｒｉｅｓꎻ １６: Ｐｒｏｐａｎｏａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ １７: Ｌｙｓｉｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎꎻ １８: Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ １９: ＲＮＡ ｄｅｇ￣
ｒａｄａｔｉｏｎꎻ ２０: Ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎꎻ ２１: Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ￣ｐｌａｎｔꎻ ２２: Ｆｏｌａｔｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎻ ２３: Ｓｅｓｑｕｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ
ａｎｄ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎻ ２４: Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎꎻ ２５: Ｌｉｎｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ ２６: Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ
ａｃｉｄｓꎻ ２７: Ｓｐｌｉｃｅｏｓｏｍｅꎻ ２８: Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ ２９: Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ ３０: Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎻ ３１: Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｂｉｏ￣
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎻ ３２: Ｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎻ ３３: Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ.

图 ６　 风轮菜两两器官间比较 ＤＥＭｓ靶基因 ＫＥＧＧ 途径富集
Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＫＥＧＧ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍｉＲＮＡ (ＤＥＭ) ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｃｌｉｎｏｐｏｄｉｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ
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ＰＡＬ: 苯丙氨酸裂解酶ꎻ Ｃ４Ｈ: 肉桂酸 ４￣羟基化酶ꎻ ４ＣＬ: ４￣香豆素辅酶 Ａ 连接酶ꎻ ＣＨＳ: 查尔酮合
成酶ꎻ ＣＨＩ: 查尔酮异构酶ꎻ ＦＮＳ: 黄酮合成酶ꎻ Ｆ３′５′Ｈ: 类黄酮￣３′ꎬ ５′￣羟化酶ꎻ Ｆ３′Ｈ: 类黄酮 ３′￣羟
化酶ꎻ Ｆ３Ｈ: 黄烷酮￣３￣羟化酶ꎻ ７ＧＴ: 黄烷酮 ７￣Ｏ￣β￣糖基转移酶ꎮ
ＰＡＬ: Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ａｍｍｏｎｉａ￣ｌｙａｓｅꎻ Ｃ４Ｈ: Ｃｉｎｎａｍａｔｅ４￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎻ ４ＣＬ: ４￣Ｃｏｕｍａｒａｔｅ￣ＣｏＡ ｌｉｇａｓｅꎻ
ＣＨＳ: Ｃｈａｌｃｏｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎻ ＣＨＩ: Ｃｈａｌｃｏｎｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅꎻ ＦＮＳ: Ｆｌａｖｏｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎻ Ｆ３′５′Ｈ: Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ
３′ꎬ ５′￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎻ Ｆ３′ Ｈ: Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ３′￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎻ Ｆ３Ｈ: Ｆｌａｖａｎｏｎｅ３￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎻ ７ＧＴ: Ｆｌａｖａ￣
ｎｏｎｅ７￣Ｏ￣ｂｅｔａ￣ｇｌｕｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ.

图 ７　 风轮菜黄酮类物质生物合成途径
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｉｎ Ｃｌｉｎｏｐｏｄｉｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ

表 １　 编码黄酮类生物合成关键酶的 ｍｉＲＮＡ及其靶基因
Ｔａｂｌｅ １　 ｍｉＲＮＡｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｋｅｙ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ

关键酶
Ｋｅｙ ｅｎｚｙｍｅ

缩写
Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ

ｋｏ 编号
ｋｏ ＩＤ

ｍｉＲＮＡ 名称
ｍｉＲＮＡ ＩＤ

靶基因名称
Ｔａｒｇｅｔ ＩＤ

４￣香豆酸辅酶 Ａ 连接酶 ４ＣＬ ｋｏ００９４０ ｎｏｖｅｌ＿ｍｉｒ３ ＣＬ５８９７.Ｃｏｎｔｉｇ３＿Ａｌｌ
ＣＬ５８９７.Ｃｏｎｔｉｇ４＿Ａｌｌ

查尔酮异构酶 ＣＨＩ ｋｏ００９４１ ｍｉＲ１６７ｄ￣５ｐ ＣＬ４６１２.Ｃｏｎｔｉｇ３＿Ａｌｌ
Ｕｎｉｇｅｎｅ３５３＿Ａｌｌ

黄烷酮 ３￣羟化酶 Ｆ３Ｈ ｋｏ００９４１ ｍｉＲ３９６ｈ ＣＬ１７９６.Ｃｏｎｔｉｇ１＿Ａｌｌ
ＣＬ１７９６.Ｃｏｎｔｉｇ４＿Ａｌｌ

２􀆰 ９　 ４ＣＬ的二级结构和空间结构分析

黄酮合成途径起始于苯丙氨酸的苯丙烷途径ꎬ
４ＣＬ 是在苯丙烷途径最后一步发挥作用ꎬ 是黄酮

类物合成的关键酶[３４]ꎮ 风轮菜 ｍｉＲＮＡ 的靶基因

ＣＬ５８９７￣４ 编码完整的 ４ＣＬꎬ 作者选择具有完整读

码框的 ＣＬ５８９７￣４ 对 ４ＣＬ 酶蛋白的结构和功能进行

分析ꎮ 风轮菜 ４ＣＬ 与其他植物的 ４ＣＬ 序列同源性

很高ꎬ 与已知序列的毛白杨(Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｏｍｅｎｔｏｓａ
Ｃａｒｒｉèｒｅꎬ Ｐｔ)４ＣＬ、 赤桉(Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｃａｍａｌｄｕｌｅｎ￣
ｓｉｓ Ｄｅｈｎｈ.ꎬ Ｅｃ)４ＣＬ、 紫穗槐(Ａｍｏｒｐｈａ ｆｒｕｔｉｃｏｓｅ

Ｌ.ꎬ Ａｆ) ４ＣＬ 和灰毡毛忍冬 ( Ｌｏｎｉｃｅｒａ ｍａｃｒａｎ￣
ｔｈｏｉｄｅｓ Ｈａｎｄ. ￣Ｍａｚｚ.ꎬ Ｌｍ)４ＣＬ 的相似度均接近

６０％ꎮ 风轮菜 ４ＣＬ 二级结构由 １６ 个 α￣螺旋和 ２８
个 β￣折 叠 组 成ꎬ 还 具 有 ４ＣＬ 蛋 白 的 ＢＯＸ Ⅰ

“ＳＳＧＴＴＧＬＰＫＧＶ” ( Ｓ１９０￣Ｖ２００) 高度保守序列ꎬ
ＢＯＸⅡ“ＧＥＩＣＴＫＧ” (Ｇ３８６￣Ｇ３９２) 保守序列[３５]ꎬ
包括 ５ 个底物结合位点氨基酸 ( Ｙ２４０、 Ａ３１０、
Ｇ３３５、 Ｖ３４１、 Ｉ３４２)和 ３ 个催化活性必需的氨基

酸(Ｋ４４１、 Ｈ４４６、 Ｋ５２８)(图 ８)ꎮ
利用在线软件 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬꎬ 以毛白杨 ４ＣＬ

晶体结构(ＰＤＢ ＩＤ: ３ａ９ｖ􀆰１􀆰Ａ)为模板ꎬ 构建风轮

菜 ４ＣＬ 的空间结构模型ꎬ 覆盖区域为 Ａ８￣Ａ５３７ꎮ
结果表明ꎬ 风轮菜 ４ＣＬ 与毛白杨 ４ＣＬ 序列一致性

达到 ５９􀆰３６％ꎬ ＯＲＦ 长度为 １８７８ ｂｐꎬ 编码 ５３８ 个

氨基酸ꎮ 二级结构主要由 １６ 个 α￣螺旋和 ２８ 个

β￣折叠组成ꎮ Ｎ 端大亚基的 ３ 个亚结构域(绿色示

意)及 Ｃ 端小亚基(黄色示意)均为 α 螺旋包裹着 β
折叠形成的夹心饼干样结构(图 ９: Ａ)ꎻ 底物结合

３２２　 第 ２ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 许景垚等: 基于小 ＲＮＡ 测序的风轮菜 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 及其靶基因分析
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BOXⅠ

风轮菜 ４ＣＬ 中的 ＢＯＸⅠ结构域和 ＢＯＸⅡ结构域用方框表示ꎻ 星型示意底物结合位点ꎬ 圆点示意催化活性必需的氨基酸ꎮ
Ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＢＯＸⅠ ａｎｄ ＢＯＸⅡ ｉｎ ４ＣＬ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｂｏｘｅｓꎻ Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ‘★’ꎻ Ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ‘•’ .

图 ８　 风轮菜 ４￣香豆酸辅酶 Ａ连接酶的序列比对及蛋白二级结构
Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ４ＣＬ ｉｎ Ｃｌｉｎｏｐｏｄｉｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ

A B

Ａ: 风轮菜 ４ＣＬ 空间结构模型(黄色和绿色分别是 Ｎ 端结构域和 Ｃ 端结构域)ꎻ Ｂ: 风轮菜 ４ＣＬ 活性位点示
意图(红色和蓝色球分别示意催化活性位点和底物结合位点的氨基酸)ꎮ
Ａ: Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ４ＣＬ ｉｎ Ｃ. ｃｈｉｎｅｎｓｅ (ｙｅｌｌｏｗ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ａｒｅ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｄｏｍａｉｎꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ)ꎻ Ｂ: Ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ４ＣＬ ｉｎ Ｃ. ｃｈｉｎｅｎｓｅ ( ｒｅｄ ａｎｄ ｂｌｕｅ ｂａｌｌｓ ａｒｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｏｆ ｃａｔａ￣
ｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ) .

图 ９　 风轮菜 ４￣香豆酸辅酶 Ａ连接酶的空间结构模型及活性位点
Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ４ＣＬ ｉｎ Ｃｌｉｎｏｐｏｄｉｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ
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位点的 ５ 个氨基酸和催化活性必需的 ３ 个氨基酸在

空间结构上构成了特定的底物结合区域(蓝色示

意)和催化区域(红色示意)(图 ９: Ｂ)ꎮ

３　 讨论

风轮菜以往研究主要集中于有效成分和药理作

用等方面[２ꎬ ３６]ꎮ 本课题组前期研究了风轮菜ｍＲＮＡ
转录组ꎬ 鉴定出风轮菜三萜皂苷生物合成中涉及编

码关键酶的基因[１５]ꎮ 本研究进一步利用高通量测

序分析了风轮菜 ｍｉＲＮＡ 转录组ꎬ 鉴定了涉及黄酮

生物合成的 ｍｉＲＮＡ 和相关靶基因ꎬ 为探索 ｍｉＲＮＡ
调控黄酮类物质生物合成奠定基础ꎮ

本研究构建了风轮菜叶、 根和茎的 ３ 个 ｓＲＮＡ
文库ꎬ 总共得到超过 １􀆰１×１０８高质量序列并且 ３ 个

样品 Ｑ２０ 值均超过了 ９９％ꎬ 表明得到的测序数据

质量较高ꎮ 风轮菜的 ｓＲＮＡｓ 的主要长度分布区间

在 ２１ ~ ２４ ｎｔꎬ 所占比例最高的是 ２１ ｎｔ ｓＲＮＡꎬ 这

与人参 (Ｐａｎａｘ ｇｉｎｓｅｎｇ Ｃ. Ａ. Ｍｅｙｅｒ) [３７]、 玉米

(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ.) [３８] 类似ꎮ 共鉴定出了 ８６ 个保守

ｍｉＲＮＡ 和 ８ 个新发现的 ｍｉＲＮＡꎬ 多数为植物保守

ｍｉＲＮＡꎮ
风轮菜根、 茎和叶的 ｍｉＲＮＡ 文库 ｐｈｅａｔｍａｐ

层次聚类分析结果显示ꎬ 茎和叶聚类在同一个分支

上ꎬ 表明这两种器官中基因的表达水平整体上更接

近ꎬ 并 且 其 中 的 ｍｉＲＮＡ１６０ａ￣５ｐ、 ｍｉＲＮＡ１６７ｄ￣
５ｐ、 ｍｉＲＮＡ１７１ｂ￣３ｐ 表达量在茎和叶中低于根ꎬ
ｍｉＲＮＡ１６０、 ｎｏｖｅｌ＿ｍｉＲ８、 ｍｉＲＮＡ３９６ｂ￣５ｐ 表达量

在根中低于茎和叶ꎬ 说明风轮菜 ｍｉＲＮＡ 在根、 茎

和叶 ３ 个器官具有不同的表达模式ꎬ 这些 ｍｉＲＮＡ
很可能与风轮菜地上部分次生代谢物的生物合成有

重要的联系ꎮ
７９ 个 ｍｉＲＮＡ 进行靶基因共预测出 ８２４ 个靶基

因ꎬ ｍｉＲＮＡ 和靶基因的关系具有多对多、 一对多

和一对一的特点ꎬ 此结果与孙平[３９] 和 Ｚｈａｎｇ
等[４０]的研究一致ꎬ 说明 ｍｉＲＮＡｓ 之间的功能具有

一致性和特异性ꎮ 风轮菜根、 茎和叶 ３ 个器官两两

比较ꎬ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ 分析 ＤＥＭｓ 靶基因均主要

集中在植物激素信号转导途径ꎬ 研究发现ꎬ 许多

ｍｉＲＮＡ 参与植物发育及种子内物质变化、 积累、
储藏等方面的调控作用[４１]ꎮ

ＣＨＩ 是第一个被报道的黄酮物质合成相关

酶[４２]ꎬ 已有研究证实茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ( Ｌ.)

Ｏ. Ｋｕｎｔｚｅ)ｍｉＲＮＡ１６７ａ 在转录后水平对 ＣＨＩ 起负

调控作用ꎬ 抑制 ＣＨＩ 的表达[３９]ꎻ ｍｉＲ１６７ 家族是

种子 发 育 过 程 中 丰 度 最 高 的 ｍｉＲＮＡ 之 一ꎬ
ｍｉＲＮＡ１６７家族的靶基因 ＡＲＦ 蛋白影响植物花和果

实的 发 育[４３]ꎻ ＡＲＦ 还 可 能 与 黄 芩 ( Ｓｏｕｔｅｌｌａｒｉａ
ｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ Ｇｅｏｒｇｉ)黄酮生物合成途径中的关键酶

ＰＡＬ 关系密切ꎬ 进而影响黄酮类化合物的积累[４４]ꎮ
ｍｉＲ３９６ 家族对生长调节因子(Ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒꎬ ＧＲＦ)进行转录后水平的抑制ꎬ 控制叶片

的大小[４５]ꎬ 在植物耐高温抗逆性方面有关键作

用[４６]ꎬ 促进合成较强的信号多肽多肽酶(Ｓｉｇｎａｌ
ｐｅｐｔｉｄｅ ｐｅｐｔｉｄａｓｅꎬ ＳＰＰ)蛋白和基因沉默效应作

用[４７]ꎮ 研究发现ꎬ 大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌ.) Ｍｅｒｒ.)
中的 ｍｉＲＮＡ３９６ 家族靶向 ＵＤＰ￣葡萄糖￣类黄酮￣３￣
Ｏ￣葡萄糖基转移酶(Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ￣３￣Ｏ￣ｇｌｕｃｏｓｙｌｔｒａｎｓ￣
ｆｅｒａｓꎬ ３ＧＴ)ꎬ 从而影响异黄酮的合成[４８]ꎮ 根据

软件 ＴａｒＤＢ 的预测ꎬ 有研究发现 ｍｉＲ１６７ 在水稻

(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)中的靶基因是 ＡＲＦꎬ ｍｉＲ３９６ 在

水稻中的靶基因是 ＧＲＦ[４９ꎬ ５０]ꎬ 说明同一类别的

ｍｉＲＮＡ 可能靶向不同的基因ꎬ 从而发挥不同的生

物学功能ꎮ
本研究对风轮菜黄酮类物质生物合成途径进行

分析ꎬ 鉴定出 ３ 个 ｍｉＲＮＡ(ｎｏｖｅｌ＿ｍｉｒ３、 ｍｉＲ１６７ｄ￣
５ｐ、 ｍｉＲ３９６ｈ)参与调控黄酮类物质合成途径的 ３
个关键酶(４ＣＬ、 ＣＨＩ、 Ｆ３Ｈ)ꎬ 它们可能在风轮菜

中调控黄酮的合成与积累ꎬ 风轮菜黄酮类物质含量

可能是这些 ｍｉＲＮＡ 协同作用的结果ꎬ 但具体调控

机制还有待深入研究ꎮ
４ＣＬ 作为控制苯丙烷代谢途径到黄酮类下游

代谢分支的最后一个酶ꎬ 具有重要作用ꎮ 有研究以

桑(Ｍｏｒｕｓ ａｌｂａ Ｌ.) 幼叶 ｃＤＮＡ 为模板克隆了桑

４ＣＬ 酶ꎬ 通过荧光定量 ＰＣＲ 分析及桑叶总黄酮含

量测定ꎬ 证明 ４ＣＬ 酶的表达水平与总黄酮的含量

有一定的关联[５１]ꎻ 也有研究通过控制青稞(Ｈｏｒ￣
ｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｌ. ｖａｒ. ｎｕｄｕｍ Ｈｏｏｋ. Ｆ)４ＣＬ 的表达

量从而影响黄酮类物质的合成[５２]ꎻ 对水稻、 拟南

芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ.) 和毛白杨

(Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｏｍｅｎｔｏｓａ Ｃａｒｒｉèｒｅ)等模式植物的研究

也同样证明ꎬ 黄酮类物质的表达量可以被 ４ＣＬ 控

制[５３]ꎮ
风轮菜中 ４ＣＬ 酶有高度保守的底物结合区域

和催化结构域ꎬ 但其保守序列 ＢＯＸⅠ和 ＢＯＸⅡ中

５２２　 第 ２ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 许景垚等: 基于小 ＲＮＡ 测序的风轮菜 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 及其靶基因分析
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有些氨基酸出现变化的原因可能是由于遗传进化或

者是与自身的功能有关ꎮ ＢＯＸⅠ是 ＡＭＰ 结合功能

域ꎬ 是所有腺苷酸合成酶以及肽合成酶等共同的保

守结构域ꎬ ＢＯＸⅡ直接参与催化反应ꎬ 且与维持

蛋白质空间构象有关[６ꎬ ３４]ꎮ 近年来ꎬ 随着基因测

序技术的不断进步ꎬ 越来越多物种的 ４ＣＬ 酶被测

序ꎬ 为改良这些基因ꎬ 调控它们的活性提供更多的

研究基础ꎮ
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