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摘要：［目的］微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）具有靶向沉默信使ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）表达的功能，是基因表达的负调控因
子；研究并明确马尾松在遭受松材线虫侵染下是否存类似的调控模式，对于未来探析寄主植物对病原侵染胁迫下的

应激机制及获得调控马尾松抗松材线虫病的ｍｉＲＮＡ及其靶标ｍＲＮＡ都具有重要意义。［方法］以前期高通量测序
获得的松材线虫侵染１、２、３ｄ的马尾松针叶ｍＲＮＡ和ｍｉＲＮＡ表达谱为研究对象，采用ＳＴＥＭ软件分别分析 ｍＲＮＡ
和ｍｉＲＮＡ的表达变化模式，并运用斯皮尔曼等级相关法研究松材线虫侵染下的马尾松针叶中 ｍｉＲＮＡ与 ｍＲＮＡ的
表达关联情况。［结果］松材线虫侵染下的马尾松针叶中的ｍｉＲＮＡ呈２种显著的表达变化模式，ｍＲＮＡ呈８种显著
的表达变化模式，且１５个ｍｉＲＮＡ与其１２个靶标ｍＲＮＡ的表达变化模式相反，符合ｍｉＲＮＡ对靶标ｍＲＮＡ的负调控
特点，这些靶标ｍＲＮＡ编码具有识别病原作用的ＡＣＲＥ、ＣＣＮＢＳＬＲＲ基因等。［结论］松材线虫侵染下的马尾松针
叶中ｍｉＲＮＡ及ｍＲＮＡ均呈多种表达变化模式，且部分 ｍｉＲＮＡ与靶标 ｍＲＮＡ的表达变化模式相反，推测其中部分
ｍｉＲＮＡ可能是病原识别基因的负调控因子。
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林　业　科　学　研　究 第３１卷

ｎｉｆｉｃａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｗｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｍｉＲＮＡｐｏｏｌｓｏｆＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａｗｉｔｈＢ．ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓｉｎｆｅｓｔａｔｉｏｎｆｏｒ
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ｔｅｄｔｈａｔｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｓｉｌｅｎｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｗｉｔｈｐａｔｈｏｇｅｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ．
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　　马尾松（ＰｉｎｕｓｍａｓｓｏｎｉａｎａＬａｍｂ．）是我国南方
重要荒山造林树种，具有耐贫瘠，速生丰产等优点，

被誉为“先锋树种”。松材线虫病被视为松树的“癌

症”，其具有危害大、隐蔽性强、致使寄主快速死亡并

可人为远距离传播等特点，致使防治该病害的工作

存在较大困难，松材线虫病疫点数量和发生面积逐

年增大。有鉴于此，明确马尾松抗松材线虫病的基

因表达调控过程是当前利用现代生物学技术防控松

材线虫病害研究中不可缺少的部分。

非编码微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）由于具
有高效沉默靶向ｍＲＮＡ表达的特性，成为当前生命
科学研究中最受关注的对象之一［１－２］。这种长度为

２０ ２４ｎｔ的单链非编码小 ＲＮＡ能够以 ＲＮＡ诱导
沉默复合体的形式结合到靶基因上，对靶基因进行

降解或抑制靶基因的翻译，从而在基因转录后对其

进行表达沉默，降低基因的表达丰度。这一新奇的

基因表达调控方式自从２１世纪初发现以来已受到
国内外研究团队的密切关注［３－５］。

近年来的诸多研究均表明，ｍｉＲＮＡ在调控植物
生长发育和响应逆境胁迫的过程中起着十分重要的

作用，这包括调控植物抗旱、耐冷、抗病等多种行

为［６－１１］。在林木研究中，Ｗａｎ等［１２］利 用本地

ＢＬＡＳＴ和 ＭＩＲＥＡＰ程序从高山松（Ｐｉｎｕｓｄｅｎｓａｔａ
Ｍａｓｔ．）的转录组数据中鉴定得到了 ３４个保守的
ｍｉＲＮＡ，其中，２５个 ｍｉＲＮＡ家族共有７２个靶基因，
且大部分 ｍｉＲＮＡ与 ｍＲＮＡ具有靶向作用关系。
Ｑｕｉｎｎ等［１３］在火炬松（ＰｉｎｕｓｔａｅｄａＬ．）的序列表达
标签中发现１２个未被报道的 ｍｉＲＮＡ，这些 ｍｉＲＮＡ
作用的靶基因参与表达调控、代谢和信号转导。此

外，Ｌｕ等［１４］在对火炬松 ｍｉＲＮＡ及其与松梭锈病病
害发生的相关性研究中，从火炬松茎干的木质部克

隆并鉴定了２６个ｍｉＲＮＡ，其中，９个家族 ｍｉＲＮＡ能

够有效调控４３个靶基因的表达。Ｘｉｅ等［１５］测定了

松材线虫侵染１、２、３ｄ及未受侵染的对照马尾松样
本中ｍｉＲＮＡ表达谱，结果显示，侵染不同天数下的
马尾松针叶中有１０个ｍｉＲＮＡ均较对照样本发生差
异表达，其对应的靶基因在植物激素信号通路等途

径富集。与此同时，笔者前期也测定了松材线虫侵

染１、２、３ｄ的马尾松针叶ｍＲＮＡ表达谱。本文在上
述研究的基础上，进一步研究松材线虫侵染下，马尾

松针叶的ｍＲＮＡ及ｍｉＲＮＡ表达关联情况，通过比较
二者的表达变化模式，明确ｍｉＲＮＡ对重要ｍＲＮＡ的
有效调控作用，为揭示马尾松响应松材线虫侵染胁

迫下的转录调控过程提供参考。

１　材料与方法
１．１　供试材料

以前期通过 ＲＮＡｓｅｑ测序获得松材线虫（Ｂｕｒ
ｓａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓ．ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ）侵染１、２、３ｄ下的２年生马
尾松及其对照样本针叶中 ｍｉＲＮＡ和 ｍＲＮＡ表达谱
文库为研究对象［１５］。处理及对照马尾松针叶 ｍＲ
ＮＡ和ｍｉＲＮＡ由广州基迪奥生物科技有限公司采用
ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＴＭ２５００进行测序，其中，ｍＲＮＡ测序
采用ＰＥ１２５（ｐａｉｒｅｄｅｎｄ１２５ｂｐ）策略，ｍｉＲＮＡ测序
采用ＳＥ５０（ｓｉｎｇｌｅｅｎｄ５０ｂｐ）策略。
１．２　研究方法
１．２．１　松材线虫侵染下马尾松针叶的差异表达
ｍＲＮＡ及 ｍｉＲＮＡ的表达模式　使用 ＳＴＥＭ（Ｓｈｏｒｔ
ＴｉｍｅｓｅｒｉｅｓＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＭｉｎｅｒ，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｓ．ｃｍｕ．
ｅｄｕ／ ｊｅｒｎｓｔ／ｓｔｅｍ）软件分别绘制松材线虫侵染１、
２、３ｄ下的马尾松及其对照样本针叶的 ｍｉＲＮＡ和
ｍＲＮＡ不同表达变化模式图。
１．２．２　ｍｉＲＮＡ与ｍＲＮＡ的表达关联分析　挑选具
有靶向关系的差异表达 ｍＲＮＡ和差异表达 ｍｉＲＮＡ，

８



第６期 谢婉凤，等：松材线虫侵染下马尾松针叶ｍｉＲＮＡ和ｍＲＮＡ的关联表达

运用斯皮尔曼等级相关法计算这些 ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ
对在各自对应的两组模式中的相关性，得到相关系

数。由于ｍｉＲＮＡ对其靶向ｍＲＮＡ具有负调控作用，
因此，将斯皮尔曼等级相关系数小于等于 －０．５的
ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ对列出，得到目标ｍｉＲＮＡ及其靶向负
调控的ｍＲＮＡ。
１．２．３　表达量关联的ｍｉＲＮＡ及ｍＲＮＡ的热图　分
别提取关联表达的 ｍｉＲＮＡ与 ｍＲＮＡ在松材线虫侵
染１、２、３ｄ下的马尾松及其对照样本针叶中的表达
量，采用广州基迪奥生物科技有限公司的ＯｍｉｃＳｈａｒｅ
在线软件平台（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｏｍｉｃｓｈａｒｅ．ｃｏｍ／），绘制
松材线虫侵染１、２、３ｄ的马尾松较对照马尾松样本
针叶中发生关联表达的 ｍｉＲＮＡ与 ｍＲＮＡ表达量
热图。

２　结果与分析
２．１　松材线虫侵染下马尾松针叶的 ｍｉＲＮＡ表达
模式分析

　　基于前期ＲＮＡｓｅｑ得到的松材线虫侵染１、２、３
ｄ的马尾松及其对照样本针叶的 ｍｉＲＮＡ表达谱数

据，分析不同ｍｉＲＮＡ的表达变化模式，结果显示：侵
染不同天数的马尾松针叶的 ｍｉＲＮＡ表达量变化呈
多种模式（ｐｒｏｆｉｌｅ），其中 ｐｒｏｆｉｌｅ１和 ３中的 ｍｉＲＮＡ
在侵染不同天数下的马尾松中较对照组表达变化差

异显著，其ｐ值均小于０．０５，且这些 ｍｉＲＮＡ在侵染
第２天的马尾松针叶中的表达较对照样本变化程度
最大，说明松材线虫侵染２ｄ的马尾松针叶中基因
表达响应强烈。通过对各组不同表达变化模式的

ｍｉＲＮＡ数量进行统计，结果显示：ｐｒｏｆｉｌｅ１和３中分
别有１０个和１４个ｍｉＲＮＡ（图１）。
２．２　松材线虫侵染下马尾松针叶的 ｍＲＮＡ表达模
式分析

　　进一步研究了 ＲＮＡｓｅｑ得到的松材线虫侵染
１、２、３ｄ的马尾松及其对照样本针叶的 ｍＲＮＡ表达
谱，对 ｍＲＮＡ的表达变化模式进行分析，结果显示
ｍＲＮＡ表达变化模式具有显著性的有８组，分别是
ｐｒｏｆｉｌｅ２（１１９个基因），ｐｒｏｆｉｌｅ４（２０５个基因），ｐｒｏ
ｆｉｌｅ６（３２１个基因），ｐｒｏｆｉｌｅ７（３７６个基因），ｐｒｏｆｉｌｅ
１１（３７４个基因），ｐｒｏｆｉｌｅ１４（２８２个基因），ｐｒｏｆｉｌｅ２２
（８８个基因）和ｐｒｏｆｉｌｅ２３（１２３个基因）（图２）。

图１　松材线虫侵染前后马尾松针叶ｍｉＲＮＡ表达变化显著的模式

Ｆｉｇ．１　ＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｍｉＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆｎｅｅｄｌｅｌｅａｆｏｆＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄａｙｓｏｆ

Ｂ．ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓｉｎｆｅｓｔａｔｉｏｎｉｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌ

２．３　松材线虫侵染下，马尾松针叶中 ｍｉＲＮＡ与
ｍＲＮＡ的关联统计
　　为研究松材线虫侵染的马尾松针叶中可能由
ｍｉＲＮＡ的降解作用而引起表达变化的 ｍＲＮＡ，进一
步对表达变化模式相反的 ｍｉＲＮＡ和 ｍＲＮＡ进行关

联性分析。结果在 ｍｉＲＮＡ表达变化模式中获得１５
个具有统计学关联性的 ｍｉＲＮＡ（表１），与这些 ｍｉＲ
ＮＡ表达变化模式相反的靶标 ｍＲＮＡ为１２个，这些
基因包括：（１）与病原识别相关的类 ＣＣＮＢＳＬＲＲ
抗性基因（ＣＣＮＢＳＬＲＲｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｌｉｋｅｇｅｎｅ）、ＮＢＳ、

９
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图２　松材线虫侵染下马尾松针叶ｍＲＮＡ表达变化显著的模式

Ｆｉｇ．２　ＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆｎｅｅｄｌｅｌｅａｆｏｆＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄａｙｓｏｆ

Ｂ．ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓｉｎｆｅｓｔａｔｉｏｎｉｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌ

ＴＩＲ／ＮＢＳ以及 ＡＣＲＥ（Ａｖｒ９／Ｃｆ９ｒａｐｉｄｌｙｅｌｉｃｉｔｅｄｄｅ
ｆｅｎｓｅｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅ，ＡＣＲＥ）；（２）与转录调控相关的类
ＭＹＢ转录因子 ＭＢＦ１（ＭＹＢｌｉｋｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｆａｃ
ｔｏｒ，ＭＢＦ１）；（３）与防御相关的，位于保守激酶２和
ＰＬｏｏｐ结构阈区间的抗性基因（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ，ｒｅ
ｇｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｃｏｎｓｅｒｖｅｄｋｉｎａｓｅ２ａｎｄＰＬｏｏｐｄｏｍａｉｎｓ）、
棉子糖合成酶家族蛋白质异构体１（Ｒａｆｆｉｎｏｓｅｓｙｎ
ｔｈａｓｅｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｆｏｒｍ１）基因、类乙烯不敏感蛋
白３异构体１（ｅｔｈｙｌｅｎｅｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ３ｌｉｋｅｉｓｏｆｏｒｍ１）基
因；（４）与植物生长发育相关的，类 ｃｏｐｉａ反转录转
座子（ｃｏｐｉａｌｉｋｅｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓａｂｌｅｅｌｅｍｅｎｔ）、１，２αＬ
岩藻糖苷酶（１，２ａｌｐｈａＬｆｕｃｏｓｉｄａｓｅｓ）、５’腺苷酰硫
酸还原酶３（５’ａｄｅｎｙｌｙｌｓｕｌｆａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ３）、反转录酶
（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ）等的编码基因。在这些表达关
联的 ｍｉＲＮＡ与 ｍＲＮＡ中，ｎｏｖｅｌｍ００４０３ｐ和 ｎｏｖｅｌ
ｍ００４０５ｐ靶向作用的 ＣＣＮＢＳＬＲＲ抗性基因，
ｍｉＲ９４６、ｎｏｖｅｌｍ０１３６３ｐ、ｎｏｖｅｌｍ００５１３ｐ靶向作用
的ＡＣＲＥ基因，二者均是植物识别病原信号的直接
基因。

深入分析表达关联的 ｍｉＲＮＡ与 ｍＲＮＡ的基因
信息可见，松材线虫侵染后，马尾松针叶中的类 ＣＣ
ＮＢＳＬＲＲ基因、ＡＣＲＥ基因受到其对应 ｍｉＲＮＡ的沉
默作用后，其在受侵染的马尾松样本中的表达都较

对照样本中的表达量低，而相应的ｍｉＲＮＡ则在受侵

染样本中的表达量均高于对照样本，ｍｉＲＮＡ与靶基
因的表达变化模式相反体现了 ｍｉＲＮＡ对靶标 ｍＲ
ＮＡ的负调控作用。此外，位于保守激酶２和ＰＬｏｏｐ
结构域之间的类似抗性基因与 ｍｉＲＮＡ５６５８关联，其
中，ｍｉＲＮＡ５６５８在处理样本中下调表达，而其对应
的靶标基因即抗性基因则上调表达。逆转录酶基因

在侵染１、２天的样本中上调表达并在第３天较对照
样本表达下调，其相应的 ｎｏｖｅｌｍ００１９３ｐ则在侵染
第１、２天的处理样本中下调表达，而在第３天表达
上调。与光合作用相关的５’腺苷酰硫酸还原酶３
的编码基因在处理的第１天表达上调，在随后的第
２、３天表达下调，对应的 ｎｏｖｅｌｍ０１５７３ｐ则是先下调
表达后上调表达，符合其对靶标ｍＲＮＡ的调控特征。
此外，编码棉子糖合成酶家族蛋白质异构体１的基
因在侵染第１天的样本中的表达较对照样本下调，
侵染第２天的处理样本中的表达则高于对照样本，
侵染第３天的表达又低于对照样本，其相应的 ｍｉＲ
ＮＡ１５６则在处理第１天的样本中表达量显著增加，
随后在侵染第２、３天时表达量降低 （图３）。

３　讨论
就林木遗传育种而言，由于传统技术存在周期

长、成本高、遗传体系建立难度大等缺点，致使优良

林木品种的育种效率受到较大限制，严重影响了优
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图３　松材线虫侵染下马尾松针叶中表达关联ｍｉＲＮＡ和ｍＲＮＡ的热图

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｈｅａｔｍａｐｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｖｅｍｉＲＮＡａｎｄｍＲＮＡｆｒｏｍｎｅｅｄｌｅｌｅａｆｏｆＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｄａｙｓｏｆＢ．ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓｉｎｆｅｓｔａｔｉｏｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

良品种的推广应用和林业产业的健康发展。近年

来，随着现代分子生物学研究技术的不断发展及在

其它作物育种领域的成功应用，未来利用分子遗传

技术培育优良品种也将成为现代林木育种的新趋势

与新方向［１６］，其中，发掘林木抗逆防御的相关基因

是实现其分子遗传育种的重要基础和努力方

向［１７－１８］。通过比较同一种林木在环境条件变化下

的转录组表达变化情况，能够明确供体样本的基因

表达调控过程，并获得目标基因。笔者前期利用

ＲＮＡｓｅｑ研究发现，松材线虫侵染抑制了马尾松针
叶中Ｒ基因、类 ＣＣＮＢＳＬＲＲ基因等与抗病能力密
切相关的基因的表达，其中，Ｒ基因与樟子松（Ｐｉｎｕｓ
ｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ）的ＰｓＡＣＲＥ（ａｈｏｍｏｌｏｇｙｏｆＡｖｒ９／Ｃｆ９ｒａｐｉｄｌｙ
ｅｌｉｃｉｔｅｄｄｅｆｅｎｓｅｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅ）的相似度为 ９９％，而
ＰｓＡＣＲＥ属于富含亮氨酸重复（ＬＲＲ）家族的基因，其
在接种担子菌的樟子松中表达增强［１９］。课题组进

一步克隆了马尾松 ＡＣＲＥ基因的全长 ＣＤＳ，并成功
遗传转化拟南芥［２０］，对转基因拟南芥及其未转基因

的野生型植株接种松材线虫，比较２种拟南芥的抗
性能力，结果显示：转基因拟南芥对松材线虫的抵抗

更强，从而证实了 ＡＣＲＥ基因对松材线虫抗病能力
的调控作用，也表明该基因可作为分子培育抗病马

尾松的重要候选基因。深入揭示这些抗病密切相关

基因的表达调控行为，有利于阐明马尾松抗病能力

的内在机制。

转录组层面的基因表达变化包括 ｍＲＮＡ和小
ＲＮＡ等的表达水平变化，其中，小 ＲＮＡ是一类短的
调控ＲＮＡ，其不具有编码基因的功能，但其通过互
补序列沉默基因，在细胞的基因表达调控过程中具

有重要的作用。这些小的寡核苷酸片段通过与沉默

复合体（ＲＩＳＣ）结合并作用于靶标 ｍＲＮＡ，降解靶标
ｍＲＮＡ而影响基因表达［２１］，其中，由于 ｍｉＲＮＡ在进
化过程中十分保守，且大部分植物的ｍｉＲＮＡ只在特
定组织和特定阶段表达［２２］，因此，ｍｉＲＮＡ是当前植
物表观遗传学研究的一个热门方向。本文结合前期

研究结果发现，松材线虫侵染的马尾松针叶中 ｍｉＲ
ＮＡ的表达丰度随着侵染时间延长也在发生改变，其
中大部分 ｍｉＲＮＡ在侵染第２天的马尾松针叶中表
达变化最强烈［１５］，这预示该时期下的马尾松针叶中

的ｍＲＮＡ表达将受到ｍｉＲＮＡ的有力调控，并可从中
发掘调控马尾松抗松材线虫病害能力的相关 ｍｉＲ
ＮＡ和 ｍＲＮＡ，为抗病马尾松的分子育种提供基因
资源。

对ｍｉＲＮＡ和ｍＲＮＡ的表达关联分析显示，马尾
松针叶中类 ＣＣＮＢＳＬＲＲ抗性基因、属于 ＬＲＲ家族
的ＡＣＲＥ基因等的表达分别受到了 ｍｉＲ９４６，ｎｏｖｅｌ
ｍ０１３６３ｐ和 ｎｏｖｅｌｍ００５１３ｐ，以及 ｎｏｖｅｌｍ００４０５ｐ
和 ｎｏｖｅｌｍ００４０３ｐ的调控。ＣＣＮＢＳＬＲＲ类抗病相
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第６期 谢婉凤，等：松材线虫侵染下马尾松针叶ｍｉＲＮＡ和ｍＲＮＡ的关联表达

关基因是调节植物抗病免疫反应的一类重要基因，

ＮＢＳ（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ）存在于真核生物的许
多蛋白中，主要负责ＡＴＰ的水解以及释放信号，其Ｎ
端包含一个 ＴＩＲ（Ｔｏｌｌａｎｄｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ）结
构［２３］。ＣＣＮＢＳ的增强表达可以激活植物的抗病防
御能力；与之相似的还有一个编码类似抗性基因的

片段（ｓｉｍｉｌａｒｔｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ；ｒｅｇｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｃｏｎ
ｓｅｒｖｅｄｋｉｎａｓｅ２ａｎｄＰＬｏｏｐｄｏｍａｉｎｓ），该片段介于保
守激酶２（ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｋｉｎａｓｅ２）和 ＰＬｏｏｐ结构域（Ｐ
Ｌｏｏｐｄｏｍａｉｎｓ）之间，可能受到 ｍｉＲ５６５８的调控。由
此可见，马尾松中抗病密切相关的 ＣＣＮＢＳＬＲＲ，
ＬＲＲ等基因的表达均受到了相应的 ｍｉＲＮＡ的调控。
在此基础上，通过外源调控技术抑制负调控作用的

ｍｉＲＮＡ表达，以及转基因技术提高抗病基因在马尾
松中的表达均有望获得抗病能力提高的马尾松株

系，促进抗病马尾松的培养。

ｍｉＲＮＡ还调控转录因子的表达，如 ｍｉＲ５８５调
控的 ＭＹＢｌｉｋｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｆａｃｔｏｒＭＢＦ１，这是一类
含有ＭＹＢ结构域的转录因子，这种结构域具有一段
约５１ ５２个氨基酸的肽段，包含一系列高度保守
的氨基酸残基和间隔序列，参与植物苯丙烷类次生

代谢途径的调节［２４］，苯丙烷类代谢是植物主要的３
条次生代谢途径之一，它起始于苯丙氨酸，经过几个

共同步骤后，分成２个主要分支途径，其中一条分支
称为黄酮类代谢途径，这些次生物质参与植物的防

御反应，属于植保素类物质。可见松材线虫侵染马

尾松可能影响了其植保素类物质合成的上游调控基

因，进而改变这些物质的合成能力。除此之外，马尾

松针叶中与叶绿体内硫酸盐吸收与还原相关的５’
腺苷酰硫酸还原酶，与遗传信息传递相关的反转录

酶基因，与植物生长发育及防御相关的１，２αＬ岩
藻糖苷酶（１，２ａｌｐｈａＬｆｕｃｏｓｉｄａｓｅｓ）、棉子糖合成酶
等基因的表达也受到了相应ｍｉＲＮＡ的调控，这些基
因分别参与植物体生长发育、遗传信息传递以及抗

逆境胁迫的过程［２５－２７］，其表达丰度的变化将最终影

响马尾松针叶细胞的代谢能力。上述基因及调控其

表达的 ｍｉＲＮＡ的发掘也为马尾松的分子育种提供
了基因基础。

４　结论
本文通过对松材线虫侵染下，马尾松针叶 ｍｉＲ

ＮＡ和ｍＲＮＡ的表达变化模式及其关联情况进行研
究，结果推测ｍｉＲＮＡ负调控了松材线虫侵染下的马

尾松针叶中相关防御、代谢及转录调控基因的表达，

且ＣＣＮＢＳＬＲＲ、ＡＣＲＥ等抗病密切相关基因的表达
也可能受到相应 ｍｉＲＮＡ的负调控。进一步采用
ｍｉＲＮＡ和靶标ｍＲＮＡ的共表达能够验证 ｍｉＲＮＡ对
靶标ｍｉＲＮＡ表达的有效负调控作用。马尾松响应
松材线虫侵染的抗性基因及调控其表达的小 ＲＮＡ
的发掘可为抗病马尾松的分子设计与遗传育种提供

重要的理论基础与基因资源，并为松类树木的抗病

机制研究提供借鉴，以此加快抗病松树的现代分子

育种进程。
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［５］ＲｅｉｎｈａｒｔＢＪ，ＳｌａｃｋＦＪ，ＢａｓｓｏｎＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ２１ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｌｅｔ７

ＲＮＡｒｅｇｕｌａｔｅｓｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｔｉｍｉｎｇｉｎＣａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓ［Ｊ］．

Ｎａｔｕｒｅ，２０００，４０３（６７７２）：９０１－９０６．

［６］ＺｈａｎｇＢ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ：ａｎｅｗｔａｒｇｅｔｆｏｒｉｍｐｒｏｖｉｎｇｐｌａｎｔｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｏ

ａｂｉｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＢｏｔａｎｙ，２０１５，６６（７）：

１７４９－１７６１．

［７］ＦｅｒｄｏｕｓＪ，Ｓａｎｃｈｅｚ－ＦｅｒｒｅｒｏＪＣ，ＬａｎｇｒｉｄｇｅＰ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡｓａｎｄｐｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｓｕｎｄｅｒｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓｉｎ

ｂａｒｌｅｙ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ，Ｃｅｌｌ＆Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，２０１７，４０（１）：１１－２４．

［８］ＬｉｍａＪＣＤ，ＬｏｓｓＭｏｒａｉｓＧ，ＭａｒｇｉｓＲ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｓｐｌａｙｃｒｉｔｉｃａｌ

ｒｏｌｅｓｄｕｒｉｎｇｐｌａｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏａｂｉｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓｅｓ

［Ｊ］．ＧｅｎｅｔｉｃｓａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２０１２，３５（４）：１０６９－１０７７．

［９］ＣｈｅｎＱ，ＬｉＭ，ＺｈａｎｇＺ，ｅｔａｌ．ＩｎｔｅｇｒａｔｅｄｍＲＮＡａｎｄｍｉｃｒｏＲＮＡａ

ｎａｌｙｓｉｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓｇｅｎｅｓａｎｄｓｍａｌｌｍｉＲＮＡｍｏｌｅｃｕｌｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｎｄ ｐｏｓｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｌｅｖｅｌｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ ｂｏｔｈ

ｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓａｎｄｒｅｗａｔｅｒｉｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｔｏｂａｃｃｏ［Ｊ］．ＢＭＣＧｅ

ｎｏｍｉｃｓ，２０１７，１８（１）：６２．

［１０］ＹａｎｇＬ，ＨｕａｎｇＨ．ＲｏｌｅｓｏｆｓｍａｌｌＲＮＡｓｉｎｐｌａｎｔｄｉｓｅａｓｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｔｅｇｒａｔｉｖｅＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｙ，２０１４，５６（１０）：９６２

－９７０．

［１１］李丹蕾，张瑞芝，王　峰，等．ＭｉｃｒｏＲＮＡ转录后调控欧美杨

Ｒ２Ｒ３ＭＹＢｓ抗锈菌表达 ［Ｊ］．林业科学研究，２０１７，３０（２）：

２５４－２５９．

［１２］ＷａｎＬＣ，ＺｈａｎｇＨ，ＬｕＳ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｗｉｄｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡｓｆｒｏｍＰｉｎｕｓｄｅｎｓａｔａ［Ｊ］．ＢＭＣＧｅ

ｎｏｍｉｃｓ，２０１２，１３（１）：１３２．

［１３］ＱｕｉｎｎＣＲ，ＩｒｉｙａｍａＲ，ＦｅｒｎａｎｄｏＤＤ．Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓ
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ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｃｏｎｓｅｒｖｅｄｍｉｃｒｏＲＮＡｓｉｎｌｏｂｌｏｌｌｙｐｉｎｅ

（Ｐｉｎｕｓｔａｅｄａ）［Ｊ］．ＴｒｅｅＧｅｎｅｔｉｃｓ＆Ｇｅｎｏｍｅｓ，２０１５，１１（１）：１－

１１．

［１４］ＬｕＳ，ＳｕｎＹＨ，ＡｍｅｒｓｏｎＨ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｓｉｎｌｏｂｌｏｌｌｙｐｉｎｅ

（ＰｉｎｕｓｔａｅｄａＬ．）ａｎｄｔｈｅｉｒａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｆｕｓｉｆｏｒｍｒｕｓｔｇａｌｌｄｅ

ｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌ，２００７，５１（６）：１０７７－１０９８．

［１５］ＸｉｅＷ，ＨｕａｎｇＡ，ＬｉＨ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌ

ｙｓｉｓｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡｓｉｎＰｉｎｕｓｍａｓｓｏｎｉａｎａｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＢｕｒｓａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓ

ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＧｒｏｗｔｈＲｅｇｕｌａｔｉｏｎ，２０１７，８３（２）：２２３

－２３２．

［１６］ＨｏｌｌｉｄａｙＪＡ，ＡｉｔｋｅｎＳＮ，ＣｏｏｋｅＪＥＫ，ｅｔａｌ．Ａｄｖａｎｃｅｓｉｎｅｃｏｌｏｇ

ｉｃａｌｇｅｎｏｍｉｃｓｉｎｆｏｒｅｓｔｔｒｅｅｓａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｔｏｇｅｎｅｔｉｃｒｅｓｏｕｒｃｅｓ

ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎａｎｄｂｒｅｅｄｉｎｇ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｃｏｌｏｇｙ，２０１７，２６（３）：

７０６－７１７．

［１７］武絆菲，李万峰，徐海燕，等．中间锦鸡儿ＣｉＤＲ１的克隆及干

旱胁迫下的表达分析 ［Ｊ］．林业科学研究，２０１７，３０（２）：２３８

－２４４．

［１８］王江英，范正琪，殷恒福，等．杜鹃红山茶 ＣａＡＰＸ基因的克

隆、表达及功能分析 ［Ｊ］．林业科学研究，２０１６，２９（４）：４７１－

４７９．

［１９］ＬｉＧＳ，ＡｓｉｅｇｂｕＦＯ．ＩｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆＰｉｎｕｓｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓＰｓＡＣＲＥ，ａｈｏ

ｍｏｌｏｇｙｏｆＡｖｒ９／Ｃｆ９ｒａｐｉｄｌｙｅｌｉｃｉｔｅｄｄｅｆｅｎｓｅｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｒｏｏｔｒｏｔｆｕｎｇｕｓＨｅｔｅｒｏｂａｓｉｄｉｏｎａｎｎｏｓｕｍ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ

Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００４，１６７（３）：５３５－５４０．

［２０］李慧敏，谢婉凤，冯丽贞，等．ＰｍＡＣＲＥ基因的克隆及遗传转

化拟南芥 ［Ｊ］．森林与环境学报２０１８，３８（１）：１３－１９．

［２１］ＶａｌｅｎｃｉａｓａｎｃｈｅｚＭＡ，ＬｉｕＪ，ＨａｎｎｏｎＧＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｔｒｏｌｏｆｔｒａｎｓ

ｌａｔｉｏｎａｎｄｍＲＮＡｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｂｙｍｉＲＮＡｓａｎｄｓｉＲＮＡｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｓ

＆Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２００６，２０（５）：５１５－５２４．

［２２］ＷｉｌｌｍａｎｎＭＲ，ＰｏｅｔｈｉｇＲＳ．ＣｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎａｎｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ

ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｇｒａｍｓｉｎｐｌａｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＯｐｉｎｉｏｎｉｎ

ＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｙ，２００７，１０（５）：５０３－５１１．

［２３］ＭｃｈａｌｅＬ，ＴａｎＸ，ＫｏｅｈｌＰ，ｅｔａｌ．ＰｌａｎｔＮＢＳＬＲＲｐｒｏｔｅｉｎｓ：ａ

ｄａｐｔａｂｌｅｇｕａｒｄｓ［Ｊ］．ＧｅｎｏｍｅＢｉｏｌｏｇｙ，２００６，７（４）：２１２．

［２４］ＭａｒｔｉｎＣ，ＰａｚａｒｅｓＪ．ＭＹＢｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｉｎｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．

ＴｒｅｎｄｓｉｎＧｅｎｅｔｉｃｓ，１９９７，１３（２）：６７－７３．

［２５］ＲｏｔｔｅＣ，ＬｅｕｓｔｅｋＴ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｏｆＡＴＰｓｕｌｆｕｒｙｌａｓｅａｎｄ５’ａｄｅｎｙｌｙｌｓｕｌｆａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅｄｕｒｉｎｇｏｎ

ｔｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｌｅａｖｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｃｙｔｏｓｏｌｉｃａｎｄｐｌａｓｔｉｄ

ｆｏｒｍｓｏｆＡＴＰｓｕｌｆｕｒｙｌａｓｅｍａｙｈａｖｅｓｐｅｃｉａｌｉｚｅｄｆｕｎｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ

Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０００，１２４（２）：７１５－７２４．

［２６］ＭａｒｔｉｎＭＮ，ＴａｒｃｚｙｎｓｋｉＭＣ，ＳｈｅｎＢＯ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆ５’

ａｄｅｎｙｌｙｌｓｕｌｆａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇｓｕｌｆａｔｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎｉｎｐｌａｎｔｓ

［Ｊ］．ＰｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２００５，８６（３）：３０９－３２３．

［２７］ＡｕｇｕｒＣ，ＳｔｉｅｆｅｌＶ，ＤａｒｖｉｌｌＡ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｐａｔｔｅｒｎ

ｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｎαｌｆｕｃｏｓｉｄａｓｅｇｅｎｅｆｒｏｍｐｅａｓｅｅｄｌｉｎｇｓ［Ｊ］．

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９５，２７０（４２）：２４８３９－２４８４３．

（责任编辑：张　研）
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