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过表达ｍｉＲ３９８对烟草抗旱性的影响
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（西北农林科技大学 生命科学学院，陕西 杨凌７１２１００）

　　摘　要：以烟草为试材，构建了拟南芥ＭＩＲ３９８过表达载体，对烟草进行了转基因试验，研究
了转基因烟草Ｔ１代与野生型烟草在干旱条件下超氧阴离子、丙二醛、游离脯氨酸含量的差异。结
果表明：该试验成功将拟南芥ＭＩＲ３９８基因转入烟草中，与野生型相比，转基因烟草在干旱胁迫下
丙二醛与超氧阴离子含量都有所升高，脯氨酸含量则相对降低。该试验结果说明了ｍｉＲ３９８在植
物抗旱过程中的作用。
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　　干旱胁迫会导致植物体发育不良，叶片变黄，生长
受到抑制，严重时影响作物产量［１－２］。干旱胁迫会激发

　　　　

植物体内的许多生理生化反应和代谢变化使植物适应

环境变化，并帮助其度过逆境。近年来的研究发现，

ｍｉＲＮＡ作为一种重要的调控因子也能够参与到植物体
响应外界胁迫的过程中［３－５］。Ｓｕｎｋａｒ等［６］在干旱、盐害、
冷害、脱落酸胁迫下构建拟南芥幼苗的小ＲＮＡ文库，较
早克隆出了 ｍｉＲ３９８等２６个与逆境胁迫应答相关的
ｍｉＲＮＡｓ。Ｊｏｎｅｓ－Ｒｈｏａｄｅｓ等［７］采用了比较基因组学的方
法成功预测出了拟南芥和水稻基因组中十分保守的

ｍｉＲ３９８家族，其家族包括３个成员：ｍｉＲ３９８ａ、ｍｉＲ３９８ｂ
和ｍｉＲ３９８ｃ。其中ｍｉＲ３９８ｂ与ｍｉＲ３９８ｃ的成熟序列完全
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相同，而 ｍｉＲ３９８ａ仅仅在３’端的最后一个核苷酸与
ｍｉＲ３９８ｂ、ｍｉＲ３９８ｃ不同［７－９］。ｍｉＲ３９８在拟南芥和水稻中
十分保守，暗示该ｍｉＲＮＡ可能在多种生物及非生物的
胁迫应答响应中有作用。Ｊｏｎｅｓ－Ｒｈｏａｄｅｓ等［７］通过对

ｍｉＲ３９８的靶基因进行预测以及５’ＲＡＣＥ技术进行验
证，表明ｍｉＲ３９８可能靶向细胞质ＣＳＤ１和叶绿体ＣＳＤ２
以及细胞色素Ｃ的氧化酶亚基 Ｖ（ＣＯＸ５ｂ．１）。其中
ＣＳＤ１以及ＣＳＤ２都参与了植物氧化胁迫的响应。这其
中可能暗示了ｍｉＲ３９８在植物抗旱体系中可能发挥一定
作用［１０］。
该试验通过构建ｍｉＲ３９８过表达的转基因烟草，在

分子水平上对其抗旱性进行研究，旨在揭露ｍｉＲ３９８对
烟草中抗旱性能的影响，以期为提高烟草抗旱性提供参
考，并为改良作物的抗旱性能提供理论基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
供试哥伦比亚野生型拟南芥、林氏烟草为西北农林

科技大学生命科学学院实验室保存。
菌种和质粒：Ｅ．ｃｏｌｉ、ＤＨ　５α感受态细胞、根癌农杆

菌ＧＶ３１０１为该实验室保存；ｐＢＩ１２１质粒购于北京天恩
泽公司。
酶和化学试剂：Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶、特异性内切酶

ＸｂａⅠ、ＳａｃⅠ、Ｔ４连接酶、０．０１％ＢＳＡ，购于ＴＡＫＡＲＡ 公
司，Ｐｌａｓｍｉｄ　Ｍｉｎｉ　ＫｉｔⅠ（ＯＭＥＧＡ公司）；引物由华大基因
合成；琼脂糖、琼脂粉，氨苄青霉素，卡那霉素，６－ＢＡ，

ＮＡＡ。　
１．２　试验方法

１．２．１　过表达载体构建　将配好的 ＭＳ培养基与接种
器皿灭菌（１２１℃，２０ｍｉｎ），拟南芥种子表面用２０％漂白
水杀菌１０ｍｉｎ后用无菌水冲洗３次；用枪头将种子液打
到培养基上，斜置将无菌水吸除，用封口膜封好。冰箱

４℃培养２ｄ后光培养１周，待根长３ｃｍ左右时，利用镊
子夹取拟南芥植株，注意保护根部，并冲洗掉培养基，小
心栽入培养基质（营养土∶蛭石＝１∶２（体积比））中。拟
南芥培养１０ｄ后，用ＣＴＡＢ法提取拟南芥基因组ＤＮＡ，
利用Ｐｒｉｍｅｒ　ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０设计拟南芥 ｍｉＲ３９８的引物，

ＰＣＲ扩增拟南芥ｍｉＲ３９８前体全长片段，对ＰＣＲ扩增产
物进行回收（Ｔｉａｎｇｅｎ，北京）。对ｐＢＩ１２１载体与ＰＣＲ扩
增出的ｍｉＲ３９８用ＸｂａⅠ和ＳａｃⅠ进行双酶切将ｐＢＩ１２１载
体中的ＧＵＳ基因用ｍｉＲ３９８的双酶切后基因代替，将
ｍｉＲ３９８用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接到ｐＢＩ１２１载体上。连接
后转化ＤＨ５α感受态细胞，筛选、培养、提质粒并酶切鉴
定和测序验证。

１．２．２　转基因烟草的获得　取阳性ＤＨ５α菌株扩大培
养后提取质粒，用电转化法转化到感受态农杆菌中，选

取阳性克隆转染到烟草叶片中进行组织培养，对原代
（Ｔ０）与子一代（Ｔ１）拟南芥幼苗用特异性引物进行ＰＣＲ
检测拟南芥转基因阳性幼苗。

１．２．３　转基因烟草抗旱性检测　挑取生长状况良好且
大小相近的转基因烟草植株和对照植物移栽到营养土

中，每组挑取１０株。温度设置为２２～２７℃，光照１４ｈ。
每隔１ｄ浇等量的水，植株进入旺盛生长期后开始控水
试验。

１．３　项目测定
控水１０ｄ后，取植物叶片，采用盐酸羟胺法［１１］测定

超氧阴离子含量；游离脯氨酸含量采用酸性茚三酮法测
定［１２］；丙二醛含量采用硫代巴比妥酸法测定［１３］。

２　结果与分析
２．１　ｍｉＲ３９８的克隆
根据拟南芥基因组和 ｍｉＲＢａｓｅ数据库数据可知，

ＭＩＲ３９８ａ位于拟南芥２号染色体，前体片段长度为

１０５ｂｐ，ＭＩＲ３９８ｂ位于拟南芥５号染色体，前体片段为

１１６ｂｐ。在２个基因位点两端设计引物，包含 ＭＩＲ３９８ａ
和ＭＩＲ３９８ｂ前体的片段分别为２２９ｂｐ和５００ｂｐ。从基
因组中克隆的序列通过电泳分析结果见图１。由图１可
知，该序列与数据库序列有１００％的同源性正向引物带
有ＸｂａⅠ酶切位点，反向引物带有ＳａｃⅠ酶切位点，双酶切
后经ＤＮＡ　ｃｌｅａｎｕｐ　Ｋｉｔ回收待用。

图１　ａｔｈ－ｍｉＲ３９８基因前体片段的克隆
注：Ａ：ａｔｈ－ｍｉＲ３９８ａ前体片段（１：ｍｉＲ３９８ａＭ：Ｄ　２　０００ｍａｒｋｅｒ）；Ｂ：

ａｔｈ－ｍｉＲ３９８ｂ前体片段（１：ｍｉＲ３９８ａＭ：Ｄ　２　０００ｍａｒｋｅｒ）。

Ｆｉｇ．１　Ａｔｈ－ｍｉＲ３９８ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ　ｆｒａｇｍｅｎｔ
Ｎｏｔｅ：Ａ：ａｔｈ－ｍｉＲ３９８ａｐｒｅｃｕｒｓｏｒ　ｆｒａｇｍｅｎｔ（１：ｍｉＲ３９８ａＭ：Ｄ　２　０００

ｍａｒｋｅｒ）；Ｂ：ａｔｈ－ｍｉＲ３９８ｂｐｒｅｃｕｒｓｏｒ　ｆｒａｇｍｅｎｔ（１：ｍｉＲ３９８ａＭ：Ｄ　２　０００

ｍａｒｋｅｒ）．

２．２　过表达载体的构建
由图２可知，ｐＢＩ－１２１表达载体含３５Ｓ驱动的ＧＵＳ

基因，ＮＯＳ驱动的卡那基因。ｐＢＩ－１２１利用ＸｂａⅠ和ＳａｃⅠ
双酶切后去掉ＧＵＳ基因，结果如图３所示，环形质粒已
被切成ＧＵＳ基因和除去ＧＵＳ基因剩下的部分。将上
述双酶切回收的目的片段连接入表达载体ｐＢＩ－１２１的双
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酶切片段中。目的基因上游为３５Ｓ启动子，两侧含有
ＸｂａⅠ和ＳａｃⅠ酶切位点。经转化ＤＨ５α，挑阳性克隆，提
质粒酶切后，送质粒测序，以ｐＢＩ－１２１载体上的３５Ｓ测序
引物测序。由图４可知，该试验得到了正确插入目的基
因的重组表达载体。以ｍｉＲ３９８ｂ为例，将阳性重组载体
用于转化农杆菌ＧＶ３１０１，进一步转化烟草。

图２　表达载体ｐＢＩ－１２１的Ｔ－ＤＮＡ区的结构

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　Ｔ－ＤＮＡ　ｒｅｇｉｏｎ　ｏｆ　ｖｅｃｔｏｒ　ｐＢＩ－１２１

图３　ｐＢＩ１２１质粒双酶切结果
注：１：ｐＢＩ－１２１双酶切；２：ＸｂａⅠ单酶切；３：ＳａｃⅠ单酶切；４：ｐＢＩ－１２１质

粒；Ｍ：Ｄ　２　０００ｍａｒｋｅｒ。

Ｆｉｇ．３　Ｄｏｕｂｌｅ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｅｎｚｙｍｅｓ　Ｄｉｇｅｓｔ　ｏｆ　ｐＢＩ－１２１
Ｎｏｔｅ：１：ｐＢＩ－１２１ｄｏｕｂｌｅ　ｅｎｚｙｍｅｓ　ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ；２：ＸｂａⅠｄｉｇｅｓｔｉｏｎ；３：ＳａｃⅠ

ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ；４．ｐＢＩ－１２１ｐｌａｓｍｉｄ；Ｍ：Ｄ　２　０００ｍａｒｋｅｒ．

图４　包含ｍｉＲ３９８ｂ前体片段测序结果Ｂｌａｓｔ结果

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｍｉＲ３９８ｂ

２．３　转基因烟草的获得
按照电转化的方法，经表达载体转化后的农杆菌经

ＰＣＲ鉴定，从图５可以看出，转化后的农杆菌质粒经过了

ＰＣＲ检验，证明目的片段已经连接到载体中。按叶盘法
利用含重组质粒的农杆菌转化３０ｄ左右的烟草叶盘，经
暗培养后，在选择培养基（５００ｍｇ／Ｌ　Ｃａｒ和１００ｍｇ／Ｌ　Ｋａｎ
的ＭＳ培养基）上培养得到抗性愈伤组织。以ｍｉＲ３９８ｂ
为例，从图６和图７可以看出，经含ｐＢＩ－ｍｉＲ３９８ｂ重组质
粒农杆菌侵染叶盘的愈伤组织能在具有抗生素培养基

上正常生长。
待抗性芽长到１．０～１．５ｃｍ时，将其切下换到含有

２００μｇ／ｍＬ　Ｃａｒ和１００ｍｇ／Ｌ　Ｋａｎ的生根培养基上诱导
生根，２～３周后可获得抗性植株。待根系长到１．０ｃｍ
左右时，将幼苗移栽至土里，移栽的第１天用塑料薄膜

图５　转化农杆菌菌落ＰＣＲ产物电泳结果
注：１，４：ｍｉＲ３９８ａ；２，５：ｍｉＲ３９８ｂ；３，６：ＩＰＳ１－ｍｉＲ３９８ｍｉｍｉｃｒｙ；Ｍ：ｍａｒｋｅｒ。

Ｆｉｇ．５　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ
Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ’ｃｏｌｏｎｙ　ＰＣＲ

Ｎｏｔｅ：１，４：ｍｉＲ３９８ａ；２，５：ｍｉＲ３９８ｂ；３，６：ＩＰＳ１－ｍｉＲ３９８ｍｉｍｉｃｒｙ；Ｍ：

ｍａｒｋｅｒ．
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图６　经农杆菌转化后在选择培养基上得到的抗性愈伤组织

Ｆｉｇ．６　Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ－ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ’ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｃａｌｌｕｓ

图７　农杆菌侵染叶盘的筛选
注：左：经未转化农杆菌侵染的叶盘筛选；右：经含ｐＢＩ－ｍｉＲ３９８ｂ重

组质粒农杆菌侵染叶盘的筛选。

Ｆｉｇ．７　Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ　ｓｅｌｅｃｔｅｄ　Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ’ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｌｅａｖｅｓ

Ｎｏｔｅ：Ｌｅｆｔ：Ｎｏｎｅ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｅｄ　Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ’ｉｎｆｅｃｔｅｄ

ｌｅａｖｅｓ；Ｒｉｇｈｔ： Ｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｅｄ　 Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ’ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｌｅａｖｅｓ．

图８　转基因烟草的生根培养

Ｆｉｇ．８　Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍｒｏｏｔｉｎｇ
将幼苗罩起来，使之逐步适应周围的环境。如图８和图
９所示，转基因烟草可以正常生长。

２．４　转基因烟草的生化检测
提取抗性植株的基因组ＤＮＡ并以其为模板进行

ＰＣＲ鉴定。由图１０可以看出，该试验成功获得了
ｍｉＲ３９８ｂ的转基因阳性植株。所扩增的片断长度大约
为５００ｂｐ。只有那些确定不疑的条带所代表的株系作
为才作为阳性转基因植株。试验共获得１～６号泳道
的６个阳性转基因植株并将这些植株继续培育，以作后

图９　将抗性幼苗移栽至营养土中

Ｆｉｇ．９　Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ　ｓｅｌｅｃｔｅｄ　ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｉｎｇ

图１０　抗性植株的ＰＣＲ鉴定
注：Ｍ：Ｄ　２　０００ｍａｒｋｅｒ；１～６：为抗性植株；７：ｐＢＩ－ｍｉＲ３９８ｂ重组质粒

对照；８：非转植株对照。

Ｆｉｇ．１０　Ｔｈｅ　ＰＣＲ　ｉｄｅｎｔｉｆｙ　ｏｆ　ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　ｔｏｂａｃｃｏ
Ｎｏｔｅ：Ｍ：Ｄ　２　０００ｍａｒｋｅｒ；１～６：Ｒｅｓｉｓｔｅｄ　ｐｌａｎｔ；７：ｐＢＩ－ｍｉＲ３９８ｂ

ｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｅｄ　Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ’ｉｎｆｅｃｔｅｄ

ｐｌａｎｔ；８：Ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ　ｐｌａｎｔ．

续筛选之用。

２．５　转基因烟草的抗旱性检测
３个月后得到Ｔ１代转基因烟草种子，首先在１００ｍｇ／Ｌ

Ｋａｎ抗性培养基上进行抗性筛选，发芽率为９０％，如图
１１所示。生根２周后，移栽到营养土后，在组培室内培
养。１个月后进行干旱胁迫处理。控水１０ｄ后转
ｍｉＲ３９８Ｔ１代无论在叶片大小还是株高上都明显不如野
生型发育的好。

图１１　Ｔ１代种子与对照种子在抗性培养基上的发芽生长情况

Ｆｉｇ．１１　Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｅｅｄｓ　ｏｎ　ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ　ｍｅｄｉｕｍ

由图１３可知，超氧阴离子在转基因烟草叶片中的
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积累比在野生型烟草叶片中积累的多１０．６％，说明转基
因烟草对超氧阴离子的清除能力低于野生型。丙二醛
作为反映植物膜脂氧化程度的指标之一，反映了植物在
逆境下膜脂受到的伤害程度。转基因烟草叶片中丙二

醛含量比野生型烟草叶片中丙二醛含量高２４．３％，反映
出了转基因植株膜脂受到的伤害比野生型大。游离脯
氨酸作为植物体内的调节物质，在转基因烟草叶片中脯
氨酸含量比转基因烟草叶片中低４．９％。

图１２　对转基因Ｔ１代植株和野生型控水试验

Ｆｉｇ．１２　Ｔｈｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ　ａｆｔｅｒ　ｄｒｏｕｇｈｔ　ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ　ｏｆ　ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｔ１

图１３　脯氨酸、丙二醛、超氧阴离子测定结果

Ｆｉｇ．１３　Ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　Ｐｒｏ，ＭＤＡ，ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ　ａｎｉｏｎ　ｒａｄｉｃａｌ　ｃｏｎｔｅｎｔ

３　讨论
自从２００４年ｍｉＲＮＡ３９８首次被Ｚｈｕ等［１４］克隆后，

对该家族ｍｉＲＮＡ的研究就从未间断。ＭｉＲＮＡ的靶基
因ＣＳＤ１和ＣＳＤ２都已被证实在植物体清除活性氧（Ｒｅ－
ａｃｔｉｖｅ　ｏｘｙｇｅｎ　ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）系统中发挥着重要作
用［１０，１５］。ＲＯＳ是植物体内光合作用以及呼吸作用产生
的副产物，通常情况下保持在一个稳定范围。但是当植
物体内渗透压变化、或者遭受营养缺乏等胁迫时，光合
以及呼吸作用的电子传递链会产生过量的ＲＯＳ，甚至诱
导ＮＡＤＰＨ氧化酶等产生ＲＯＳ。ＲＯＳ本身是一种细胞
毒素，高浓度的 ＲＯＳ会对细胞本身造成伤害。而
ｍｉＲ３９８在植物体内表达量的变化会直接影响到植物体
自身对氧化胁迫的耐受程度［１０，１６］。
该试验中由于在烟草中转入了ｍｉＲ３９８，转基因植

株中的ＣＳＤ基因下调，导致了转基因株氧化胁迫的耐
受能力降低。过表达ｍｉＲ３９８ｂ的Ｔ１代植株中，氧自由
基含量较对照组高出１０％左右。
研究表明，植物体内基因间的调控是多种多样的，

仅仅对于ｍｉＲＮＡ这一种调控因子来说，其本身就是一
种网络状调控方式。一种 ｍｉＲＮＡ 可以调控多种

ｍＲＮＡ，而多个不同家族的ｍｉＲＮＡ也会共同调控一种
ｍＲＮＡ的表达。例如该试验选取的ｍｉＲ３９８，不仅在植
物受到臭氧、干旱、盐害以及重金属胁迫下表达发生变
化，而且在受到一些非生物胁迫时，其表达量也会相应
的变化。Ｊａｇａｄｅｅｓｗａｒａｎ等［１７］用丁香假单胞杆菌番茄致
病变种的无毒性Ｐｓｔ　ＤＣ３０００（ａｖｒＲｐｍ１）或Ｐｓｔ　ＤＣ３０００
（ａｖｒＲｐｔ２）菌株侵染拟南芥叶时，也检测出来了ｍｉＲ３９８
的表达受到了抑制，表明ｍｉＲ３９８可以调控适应多种生
物或非生物胁迫时产生的ｍＲＮＡ。另外ｍｉＲ３９８与ＣＳＤ
之间的调控机制是十分复杂的。如ＣＳＤ２与ｍｉＲ３９８之间
不总是呈现出显著的负相关性。如 Ｍｏｅｄｅｒ［１８］等发现顺
乌头酸酶结合ＣＳＤ２ｍＲＮＡ的５’ＵＴＲ，使得拟南芥和
烟草中ＣＳＤ２ｍＲＮＡ的稳定性增强，使得 ｍｉＲ３９８对
ＣＳＤ２的调控效率显著下降。
植物在逆境下遭受伤害与活性氧积累诱发的膜脂

过氧化作用密切相关，丙二醛就是膜脂过氧化产物之
一。试验显示，转ｍｉＲ３９８ｂＴ１代植株，丙二醛含量升高

２４％左右，与超氧阴离子自由基（Ｏ·２ ）变化趋势相同。在
干旱条件下，植物体内脯氨酸含量显著增加，植物体内
的脯氨酸含量在一定程度上反映了植物的抗逆性，抗旱
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性好的品种积累的脯氨酸多。该试验中Ｔ１ 代植株相对
野生型其脯氨酸积累降低了５％左右。
对于Ｔ１代形态学观察以及生理指标的检测可以看

出，ｍｉＲ３９８对烟草抗旱能力方面有一定影响，具体影响
还需在转基因Ｔ２代植株中进一步研究。
目前有关ｍｉＲＮＡ的研究主要集中于ｍｉＲＮＡ的下

游靶基因，对于ｍｉＲＮＡ自身调控的研究并不多见［１９－２０］。
对ｍｉＲＮＡ具体功能的研究，除了需要研究其下游靶基
因外，更需要与其上游调控因子相结合，才能更全面的
反映基因在细胞中全方位，多层次的调控网络机制。
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