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摘　 要:水稻是世界三大粮食作物之一ꎬ然而低温胁迫会严重抑制水稻的生长发育ꎮ 为了探究 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 在水稻低温胁迫中

的作用ꎬ采用低温处理前、５ ℃低温处理 ２４ ｈ 和 ５ ℃低温处理 ４８ ｈ 的 ２~３ 叶期水稻整株ꎬ构建 ９ 个小 ＲＮＡ 文库ꎮ 通过高通量

测序后ꎬ对 ９ 个小 ＲＮＡ 文库的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 进行差异表达分析ꎬ一共筛选出 ２１ 个与冷胁迫相关的 ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ其中 １６ 个在冷胁迫下

上调ꎬ５ 个在冷胁迫下下调ꎮ 通过对这 ２１ 个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 靶基因的 ＧＯ 富集结果表明ꎬ其靶基因广泛富集在包括信号转导、免疫系

统和物质合成等细胞内过程中ꎮ 这表明水稻可能通过多种 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 介导ꎬ从各个方面来协同抵御低温胁迫ꎮ 本研究为进一步

阐明 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 响应低温胁迫的分子机制提供了基础ꎬ且本研究所鉴定的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 为增强水稻对低温耐受性遗传改良提供了

优异的 ｍｉＲＮＡ 资源ꎮ
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０ 引言

低温胁迫是植物正常生长的主要限制因素之

一ꎬ特别是热带和亚热带水稻作物ꎬ在其生长过程

中经常遇到低温ꎬ导致低温冷害ꎬ具体表现为:在芽

期遭受低温会导致种子发芽率降低ꎬ生长发育延缓
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甚至停止ꎻ而苗期遭受低温会导致叶片枯黄ꎬ分蘖

数减少ꎬ根系受损ꎬ严重时还会造成其生长发育减

缓或死亡ꎬ进而导致减产ꎬ甚至绝收ꎻ而减数分裂期

遭遇低温会导致花粉败育ꎬ从而影响正常开花受

粉ꎬ导致结实率下降ꎻ开花期遇低温会导致花药开

裂不正常或者花粉萌发受精异常ꎬ从而造成结实率

下降ꎻ灌浆期遭受冷害会造成物质运输功能受损ꎬ
从而导致水稻籽粒灌浆不饱满ꎬ降低品质和产量ꎮ
发生在水稻任何时期的低温冷害都会破坏性地降

低其产量[１－３]ꎮ 因此ꎬ解决水稻冷害问题对于中国

乃至世界的粮食安全具有极其重要的现实意义ꎮ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)是真核生物中一类长度 １９~

２４ ｎｔ 的非编码的内源性小分子 ＲＮＡꎮ 它主要通过剪

切降解、抑制翻译、染色质重塑(甲基化)等方式调控

其靶基因的表达水平[４－５]ꎮ 大量的研究表明:ｍｉＲＮＡ
在植物应对非生物胁迫方面起着至关重要的作

用[６－１０]ꎬ如温度[１１]、盐[１２－１３]和干旱[１４]胁迫等ꎮ
到目 前 为 止ꎬ 一 些 参 与 水 稻 低 温 调 控 的

ｍｉＲＮＡｓ 已经分离鉴定出来ꎮ Ｙａｎｇ 等[１５] 和 Ｗａｎｇ
等[１６]发现 ｍｉＲＮＡ３１９ 通过对靶基因 ＯｓＰＣＦ６ 和 Ｏｓ￣
ＴＣＰ２１ 的调控ꎬ从而增强水稻耐寒性ꎮ Ｓｕｎ 等[１７] 发

现 ＯｓｍｉＲ５３５ 在冷应激反应中的负调节功能ꎬＯｓ￣
ｍｉＲ５３５ 的过度表达通过影响渗透调节以及 ＲＯＳ 的

积累和清除加剧了低温诱导的细胞死亡ꎮ Ｚｈｏｕ
等[１８]发现 ＯｓｍｉＲ１５６ 通过靶向 ＯｓＳＰＬ３ 提高冷应激

耐受性ꎮ 另外ꎬＳｕｎ 等[１９] 发现 ｍｉＲ４０８ 也与低温胁

迫密切相关ꎮ
本研究以水稻品种日本晴为材料ꎬ通过高通量

测序技术测定日本晴在低温处理前、低温处理 ２４ ｈ
和低温处理 ４８ ｈ 的 ｍｉＲＮＡ 表达量ꎬ鉴定出与水稻

低温响应的 ｍｉＲＮＡꎬ为水稻低温耐受性的遗传改良

提供优良的 ｍｉＲＮＡ 资源ꎮ

１ 材料与方法

１.１ 材料和试验设计

将水稻品种日本晴种子播种到盆钵里ꎬ每钵

１００ 粒ꎬ在室温条件下育苗至 ２~３ 叶期ꎬ然后在光照

培养箱中设置温度为 ５ ℃ꎬ光照周期 １２ ｈ(光照) ＋
１２ ｈ(黑暗)条件下进行低温处理ꎮ 对照组(ＣＫ)在
２~３ 叶期不进行低温处理ꎬ处理组 １(Ｔ１)在 ２ ~ ３ 叶

期低温处理 ２４ ｈꎬ处理组 ２(Ｔ２)在 ２~３ 叶期低温处

理 ４８ ｈꎮ ＣＫꎬＴ１ 和 Ｔ２ 各包含 ３ 个生物学重复ꎬＣＫ
的 ３ 个重复分别用 ＣＫ－１ꎬ ＣＫ－２ 和 ＣＫ－３ 表示ꎻＴ１
的 ３ 个重复分别用 Ｔ１－１ꎬ Ｔ１－２ 和 Ｔ１－３ 表示ꎻＴ２ 的

３ 个重复分别用 Ｔ１２－１ꎬ Ｔ２－２ 和 Ｔ２－３ 表示ꎮ 然后

分别取其全株进行 ｍｉＲＮＡ 转录组测序ꎮ
１.２ ｍｉＲＮＡ 文库构建和测序

使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂(ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬＵＳＡ)提取每个样
本的总 ＲＮＡꎮ 在 １５％ＰＡＧＥ 凝胶上通过大小分级从
总 ＲＮＡ 中分离出 ｍｉＲＮＡꎬ并从凝胶中纯化出长度
为 １８~３０ ｎｔ 的 ＲＮＡ 分子ꎮ 将 ５′和 ３′端接头连接到
ｍｉＲＮＡ 分子上ꎬ通过 ＰＣＲ 对连接的 ＲＮＡ 进行反转
录和扩增ꎬ从而完成 ９ 个 ｍｉＲＮＡ 文库的构建ꎮ 最
后ꎬ在北京百迈客生物科技有限公司的 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＨｉＳｅｑ２５００ 分析仪上对构建的 ９ 个 ｍｉＲＮＡ 文库进行
测序ꎮ
１.３ 数据过滤和读取

在测序完成后ꎬ首先对原始 ｒｅａｄｓ 进行质量控
制ꎬ去除<１８ 或>３０ 个核苷酸的序列、无法识别的碱
基质量分数≥１０％的 ｒｅａｄｓ、没有 ３′端接头序列的
ｒｅａｄｓꎬ再剪切掉 ３′端的接头序列ꎬ从而获得高质量
序列 ( Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ)ꎮ 然后利用 Ｂｏｗｔｉｅ 软件ꎬ 将
Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ 分别与 Ｓｉｌｖａ 数据库、ＧｔＲＮＡｄｂ 数据库、
Ｒｅｐｂａｓｅ 数据库和 Ｒｆａｍ 数据库进行序列比对ꎬ通过
过滤核仁小 ＲＮＡ(ｓｎｏＲＮＡ)、转运 ＲＮＡ( ｔＲＮＡ)、核
内小 ＲＮＡ(ｓｎＲＮＡ)、核糖体 ＲＮＡ(ｒＲＮＡ)等 ｎｃＲＮＡ
以及 重 复 序 列ꎬ 从 而 获 得 含 有 ｍｉＲＮＡ 的
Ｕｎａｎｎｏｔａｔｅｄ ｒｅａｄｓꎮ 然后将筛选出的 Ｕｎａｎｎｏｔａｔｅｄ
ｒｅａｄｓ 通过 Ｂｏｗｔｉｅ 软件与水稻参考基因组进行对比ꎬ
分析其在水稻参考基因组(Ｏｒｙｚａ＿ｓａｔｉｖａ.ＭＳＵ＿ｖ７.０)
上的表达和分布ꎮ
１.４ ｍｉＲＮＡ 鉴定、差异表达分析和 ＫＥＧＧ 通路富集

分析

　 　 在已知 ｍｉＲＮＡ 鉴定方面ꎬ将比对到参考基因组
中的 ｒｅａｄｓ 和 ｍｉＲＢａｓｅ( ｖ２２)数据库中已知 ｍｉＲＮＡ
成熟序列及其下游 ５ ｎｔ 与上游 ２ ｎｔ 的范围进行序
列比对ꎬ不超过一个错配的 ｒｅａｄｓ 被认为是已知
ｍｉＲＮＡꎮ 在新 ｍｉＲＮＡ 的预测方面ꎬ使用 ｍｉＲＤｅｅｐ２
软件ꎬ通过所获得的 ｒｅａｄｓ 比对到基因组上的位置
信息来获得可能的前体序列ꎬ再基于 ｒｅａｄｓ 在前体
序列上的分布信息(基于 ｍｉＲＮＡ 产生特点ꎬｍａｔｕｒｅꎬ
ｓｔａｒꎬｌｏｏｐ)和前体结构能量信息(ＲＮＡｆｏｌｄ ｒａｎｄｆｏｌｄ)ꎬ
通过贝叶斯模型经进行打分ꎬ最终实现新 ｍｉＲＮＡ 的
预测ꎮ 利用 ＤＥＳｅｑ２＿ＥＢＳｅｑ 软件筛选 Ｐ≤０.０５且 ｜
ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｜≥２ 条件下的差异表达 ｍｉＲＮＡꎮ 并对筛
选出的差异表达 ｍｉＲＮＡ 进行 ＧＯ 富集和 ＫＥＧＧ 代
谢通路分析ꎮ

２ 结果与分析

２.１ ｓＲＮＡ 序列分析

为了探究 ｍｉＲＮＡ 在水稻低温胁迫调控中的机

２
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制ꎬ分别将 ２~３ 叶期 ＣＫ、Ｔ１ 处理、Ｔ２ 处理的水稻分

别全株进行小 ＲＮＡ 测序ꎮ 使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序技术ꎬ
分别 在 ＣＫꎬ Ｔ１ 和 Ｔ２ 的 小 ＲＮＡ 文 库 中 获 得

６８ ３８４ ４２１ꎬ １２９ ６２７ ３６１ 和 １２８ ８３４ ７２２ 条 ｒａｗ

ｒｅａｄｓꎮ 经过对 ｒａｗ ｒｅａｄｓ 过滤后ꎬ单个样品的 ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ 比率、Ｍａｐｐｅｄ＿Ｒｅａｄｓ 比率、Ｑ２０、Ｑ３０ 和 ＧＣ 的

质量分数分别在 ２９％ꎬ３７％ꎬ９８％ꎬ９６％和 ５１％以上

(表 １)ꎮ

表 １　 小 ＲＮＡ 注释分类

样品
编号

碱基总数 /
ｎｔ

原始测序 /
ｎｔ

过滤后的
ｒｅａｄｓ

总
ｒｅａｄｓ

比对上的
ｒｅａｄｓ

(占比)

比对到正链
的 ｒｅａｄｓ(＋)

(占比)

比对到负链
的 ｒｅａｄｓ
(占比)

新 ｍｉＲＮＡ /
所有鉴定到

ｍｉＲＮＡ(占比)

ＧＣ /
％

Ｑ２０ /
％

Ｑ３０ /
％

ＣＫ－１ １ ０１４ ７８９ ２７９ １９ ８９７ ８２９ １０ ５３３ ４０２ ５ １６４ ５４１
２ ３７１ ６３９
(４５.９２％)

１ ７７８ ４５６
(３４.４４％)

５９３ １８３
(１１.４９％)

２４０ / ７０７
(３３.９５％) ５２.２１ ９９.１８ ９７.３８

ＣＫ－２ 　 ８６１ １６４ ７８４ １６ ８８５ ５８４ １１ ４７８ ９６６ ５ ５２４ ５７３
３ ４９０ ９７２
(６３.１９％)

２ ９０７ ２５９
(５２.６２％)

５８３ ７１３
(１０.５７％)

２３８ / ６６１
(３６.０１％) ５１.６９ ９９.２５ ９７.４８

ＣＫ－３ １ ６１１ ６５１ ４０８ ３１ ６０１ ００８ １４ ０８０ ２８８ ６ ５８４ ６１２
４ １６５ ５４２
(６３.２６％)

３ ３８８ ２５２
(５１.４６％)

７７７ ２９０
(１１.８０％)

２３６ / ６７５
(３４.９６％) ５２.３９ ９９.０８ ９６.９５

Ｔ１－１ ２ ９８３ ９８３ ２７６ ５８ ５０９ ４７６ １８ １９５ ４７８ ８ ７８０ ３５５ ４ ４９５ ０３６
(５１.１９％)

３ ５８４ ３２３
(４０.８２％)

９１０ ７１３
(１０.３７％)

２３９ / ７３９
(３２.３４％)

５２.３３ ９９.１３ ９７.２４

Ｔ１－２ １ ２０５ ８８５ ０５５ ２３ ６４４ ８０５ １２ ０９６ ５６４ ５ ７４０ ００３
２ ７１４ ５６６
(４７.２９％)

１ ９７６ ７４５
(３４.４４％)

７３７ ８２１
(１２.８５％)

２３９ / ７２０
(３３.１９％) ５１.８ ９８.７７ ９６.７

Ｔ１－３ ２ ４２１ １２７ ０８０ ４７ ４７３ ０８０ １５ ６３７ ０３３ ７ ２１４ ０４８
３ ８６３ ５９９
(５３.５６％)

３ １６９ ３１５
(４３.９３％)

６９４ ２８４
(９.６２％)

２４０ / ７０５
(３４.０４％) ５３.２３ ９９.２３ ９７.３５

Ｔ２－１ １ ８５３ １７３ ７４０ ３６ ３３６ ７４０ １４ １５１ ４６６ ６ １５４ ５１９
２ ３２１ ５２３
(３７.７２％)

１ ８２７ １４１
(２９.６９％)

４９４ ３８２
(８.０３％)

２３９ / ６９５
(３４.３９％) ５２.４５ ９９.２１ ９７.１８

Ｔ２－２ ２ １２３ ００９ ３３４ ４１ ６２７ ６３４ １５ ２２１ ２４４ ６ ９７８ ６８１
３ ８３２ ０１６
(５４.９１％)

２ ９７９ ２３９
(４２.６９％)

８５２ ７７７
(１２.２２％)

２４０ / ７３８
(３２.５２％) ５２.６３ ９８.９９ ９６.６９

Ｔ２－３ ２ ５９４ ３８７ ７４８ ５０ ８７０ ３４８ １４ ８３９ ５０４ ６ ７０７ ５９７
３ ７０８ ６４６
(５５.２９％)

３ １７４ ０９５
(４７.３２％)

５３４ ５５１
(７.９７％)

２３３ / ６８４
(３４.０６％) ５２.４８ ９９.１７ ９７.１５

　 　 经过对测序中的小 ＲＮＡ 进行鉴定ꎬ分别在 ＣＫꎬ
Ｔ１ 和 Ｔ２ 鉴定出 ７５５ꎬ７７８ 和 ７８４ 个 ｍｉＲＮＡꎬ其中

ｎｏｖｅｌ － ｍｉＲＮＡ 的比率分别为 ３１.７９％ꎬ ３０.８５％ 和

３０.７４％(图 １)ꎮ 经过进一步的统计ꎬ总共获得 ８１８
个 ｍｉＲＮＡꎬ其中 ｎｏｖｅｌ－ｍｉＲＮＡ 有 ２４１ 个ꎬ占２９.４６％ꎮ
如此多的 ｎｏｖｅｌ－ｍｉＲＮＡꎬ表明水稻中依然有很多的

ｍｉＲＮＡ 有待发现ꎮ

图 １　 不同低温处理时间下 ｍｉＲＮＡ 表达数量　
２.２ 不同低温时间处理下 ｍｉＲＮＡ 的差异表达分析

为了筛选参与水稻低温胁迫的 ｍｉＲＮＡꎬ利用

ＤＥＳｅｑ２＿ＥＢＳｅｑ 软件筛选 Ｐ≤０.０５ 且 ｜ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｜≥

２ 条件下的 ＣＫ ｖｓ Ｔ１(Ｇ０)、ＣＫ ｖｓ Ｔ２(Ｇ１)和 Ｔ１ ｖｓ Ｔ２
(Ｇ２)差异表达 ｍｉＲＮＡꎮ 并利用 Ｇ０ꎬＧ１ 和 Ｇ２ 的差

异表达 ｍｉＲＮＡ 绘制维恩图(图 ２)ꎮ 从图 ２ 可见ꎬ同
时且仅在 Ｇ０ 和 Ｇ１ 之间存在差异表达的 ｍｉＲＮＡ 有

２１ 个ꎮ 这 ２１ 个差异表达的 ｍｉＲＮＡ 在 Ｇ０ꎬＧ１ 中都

有 １６ 个 ｍｉＲＮＡ 表达上调ꎬ５ 个 ｍｉＲＮＡ 表达下调ꎬ且
表达上调和下调的 ｍｉＲＮＡ 在 Ｇ０ 和 Ｇ１ 中都相同

(图 ３ꎬ表 ２)ꎮ 这些结果表明ꎬ这 ２１ 个差异表达的

ｍｉＲＮＡ 有可能参与水稻的低温胁迫ꎮ

注:Ｇ０ 为 ＣＫ ｖｓ Ｔ１ꎬＧ１ 为 ＣＫ ｖｓ Ｔ２ꎬＧ２ 为 Ｔ１ ｖｓ Ｔ２ꎮ
图 ２　 Ｇ０ꎬＧ１ 和 Ｇ２ 三个差异表达 ｍｉＲＮＡ 群体间的维恩图

３
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表 ２　 ２１ 个低温胁迫响应 ｍｉＲＮＡ 基本信息

ｍｉＲＮＡ 编号 ｍｉＲＮＡ 序列
ｍｉＲＮＡ 碱基

数目 / ｎｔ
相对表达量

ＣＫ Ｔ１ Ｔ２

ｎｏｖｅｌ＿ｍｉＲ＿１４８ ＣＡＣＵＧＡＣＡＵＧＵＧＧＧＵＣＣＣＡＣＣＵ ２２ ６.０４ １１.８９ １０.８１

ｎｏｖｅｌ＿ｍｉＲ＿１７５ ＣＡＣＵＧＡＣＡＵＧＵＧＧＧＵＣＣＣＡＣＣＵ ２２ ８.１５ １８.３０ １５.４９

ｎｏｖｅｌ＿ｍｉＲ＿１８８ ＡＵＡＧＡＣＣＵＣＵＧＡＣＵＣＧＵＡＣＡＵＧＣＧ ２４ ５１.２６ １９.３１ １１.１７

ｎｏｖｅｌ＿ｍｉＲ＿２２１ ＣＡＣＵＧＡＣＡＵＧＵＧＧＧＵＣＣＣＡＣＣＵ ２２ ６.０４ １１.８９ １０.８１

ｎｏｖｅｌ＿ｍｉＲ＿４１ ＡＡＣＡＣＣＧＧＡＵＵＣＧＡＡＵＣＵＵＵＵＧ ２２ ２７４.０７ ８８.８１ ６７.７５

ｎｏｖｅｌ＿ｍｉＲ＿５ ＧＧＵＧＣＧＣＧＣＡＣＧＧＣＣＧＵＣＧＡＧＵ ２２ ２.６５ ９.３４ １４.９７

ｎｏｖｅｌ＿ｍｉＲ＿７ ＧＧＵＧＣＧＣＧＣＡＣＧＧＣＣＧＵＣＧＡＧＵ ２２ ２.６５ ９.３４ １４.９７

ｎｏｖｅｌ＿ｍｉＲ＿７０ ＵＣＧＵＣＧＵＣＧＧＣＧＣＡＧＣＵＧ １８ ３６.３５ ８５.９８ ７４.７８

ｏｓａ－ｍｉＲ１４３０ ＵＧＧＵＧＡＧＣＣＵＵＣＣＵＧＧＣＵＡＡＧ ２１ １４.６４ ２９.９７ １８.１１

ｏｓａ－ｍｉＲ１６６ｃ－５ｐ ＧＧＡＡＵＧＵＵＧＵＣＵＧＧＵＣＣＧＡＧ ２０ ８.６０ ２２.４１ １４.２５

ｏｓａ－ｍｉＲ１６６ｈ－５ｐ ＧＧＡＡＵＧＵＵＧＧＣＵＧＧＣＵＣＧＡＧＧ ２１ １８.４２ ６０.８３ ４６.８０

ｏｓａ－ｍｉＲ１６６ｍ ＵＣＧＧＡＣＣＡＧＧＣＵＵＣＡＵＵＣＣＣＵ ２１ １ ３８２.７２ ７８０.０４ ４７２.９８

ｏｓａ－ｍｉＲ１６９ｉ－５ｐ.２ ＵＧＧＵＧＡＵＡＡＧＧＧＵＧＵＡＧＣＵＣＵＧ ２２ ２９２.０８ ９７.１１ ６５.７２

ｏｓａ－ｍｉＲ１７１ｉ－５ｐ ＡＧＧＵＡＵＵＧＧＣＧＵＧＣＣＵＣＡＡＵＣ ２１ ３.３８ １１.３８ １２.０７

ｏｓａ－ｍｉＲ１８４６ａ－５ｐ ＡＧＵＧＡＧＧＡＧＧＣＣＧＧＧＧＣＣＧＣＵ ２１ ６０.６７ １１８.９６ １６３.５８

ｏｓａ－ｍｉＲ１８４６ｂ－５ｐ ＡＧＵＧＡＧＧＡＧＧＣＣＧＧＧＧＣＣＧＣＵ ２１ ６０.６７ １１８.９６ １６３.５８

ｏｓａ－ｍｉＲ１８４６ｃ－５ｐ ＡＧＵＧＡＧＧＡＧＧＣＣＧＧＧＧＣＣＧＣＵ ２１ ２.０４ ７.８３ １０.１７

ｏｓａ－ｍｉＲ１８６０－５ｐ ＡＧＡＡＡＡＣＣＡＧＣＵＵＣＣＡＧＡＵＣＵ ２１ ３.７４ １２.６９ １１.４９

ｏｓａ－ｍｉＲ５８１５ ＡＡＵＧＵＵＡＵＧＧＡＣＡＣＵＡＧＡＵＧＡＣＡＵ ２４ １３.７９ ５.３９ ２.１６

ｏｓａ－ｍｉＲ６２５３ ＧＡＧＧＡＡＡＧＵＧＧＧＣＡＧＵＵＧＧＧＵＵ ２２ ０.５４ ４.７８ １２.３０

ｏｓａ－ｍｉＲ７６９５－３ｐ ＡＣＧＵＧＡＵＧＵＧＣＣＡＣＧＵＡＧＧＣＡ ２１ ３.１１ ８.６８ ７.１０

图 ３　 ＣＫ ｖｓ Ｔ１ 和 ＣＫ ｖｓ Ｔ１ 共有的 ２１ 个低温胁迫

响应 ｍｉＲＮＡ 的表达量　
２.３ 差异表达 ｍｉＲＮＡ 的靶基因数量分析

为了进一步解析 ｍｉＲＮＡ 在水稻低温胁迫中的

作用ꎬ对 ２１ 个差异表达 ｍｉＲＮＡ 的靶基因进行分析ꎬ
并统计了这 ２１ 个 ｍｉＲＮＡ 的靶基因数目ꎬ其中拥有

最多靶基因数目的 ｍｉＲＮＡ 是 ｎｏｖｅｌ＿ｍｉＲ＿７０ꎬ含有

４ ５１５个靶基因(图 ４)ꎮ
２.４ ｍｉＲＮＡ 靶基因 ＧＯ 注释和 ＫＥＧＧ 分析

在 Ｔ１ꎬＴ２ 和 ＣＫ 的小 ＲＮＡ 文库中鉴定出的 ２１
个 ｍｉＲＮＡ 一共含有 ５ ５６８ 个预测靶基因ꎬ其中未知

ｍｉＲＮＡ 的靶基因有 ４ ９３８ 个ꎬ已知 ｍｉＲＮＡ 的靶基因

有 ６３０ 个ꎮ 为了探究 ｍｉＲＮＡ 在低温胁迫中的作用ꎬ
对所有推测的靶基因进行 ＧＯ 富集分析(图 ５)ꎮ

图 ４　 ２１ 个差异表达 ｍｉＲＮＡ 的靶基因数量

图 ５　 ２１ 个低温胁迫响应 ｍｉＲＮＡ 靶基因 ＧＯ 富集图

４
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这些靶基因被分为生物学过程(ＢＰ)、细胞组分

(ＣＣ)和分子功能(ＭＦ)３ 个 ＧＯ 类别ꎮ ＢＰ 中高度富

集的是代谢过程ꎻＣＣ 中高度富集的是细胞ꎻＭＦ 中

高度富集的是结合活性ꎮ 另外这些靶基因在刺激

反应处也丰富富集ꎬ表明这些靶基因在应对低温胁

迫中发挥着重要作用ꎮ 另外ꎬ对 ２１ 个差异表达

ｍｉＲＮＡ 靶基因参与的 ｐａｔｈｗａｙ 通路中进行分析(图
６)ꎬ 发 现 在 环 境 信 息 处 理 ( ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｉｎ －
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ)中有 ３７ 个靶基因参与植物激

素信号转导ꎬ这表明这些靶基因可能积极参与到水

稻低温胁迫抗性反应ꎮ

图 ６　 ２１ 低温胁迫响应 ｍｉＲＮＡ 靶基因参与的 ｐａｔｈｗａｙ 通路

３ 结论与讨论

低温胁迫是影响水稻生长的主要因素之一ꎬ水
稻苗期受到低温侵袭会导致膜受损ꎬ丙二醛含量增

加ꎬ细胞中叶绿素含量减少ꎬＳＯＤ 活性、ＰＯＤ 活性和

ＣＡＴ 活性变化ꎬ从而引起叶片失绿ꎬ分蘖减少ꎬ根系

受损ꎬ秧苗枯萎ꎬ甚至引起大面积死苗ꎮ 近年来ꎬ
ｍｉＲＮＡ 在非生物胁迫调控中的作用越来越清晰ꎬ许
多 ｍｉＲＮＡ 如 ｍｉＲ３１９ꎬｍｉＲ３９４ꎬｍｉＲ４０８ꎬＯｓｍｉＲ５３５ 和

ｍｉＲ３９７ 等在水稻[１６－１７ꎬ１９] 和拟南芥[２０－２１] 等植物低温

胁迫响应中发挥着重要作用ꎮ
为了探究 ｍｉＲＮＡ 在水稻低温胁迫调控中的重

要作用ꎬ通过高通量测序ꎬ鉴定水稻品种日本晴 ２~３
叶期幼苗在 ５ ℃低温处理前、低温处理２４ ｈ和低温

处理 ４８ ｈ 时的数百万小 ＲＮＡ 序列ꎬ从 ＣＫꎬＴ１ 和 Ｔ２
数据库中共获得３２６ ８４６ ５０４个 ｒａｗ ｒｅａｄｓꎮ 通过进

一步对 ＣＫꎬＴ１ 和 Ｔ２ 数据库中的 ｍｉＲＮＡ 进行差异

表达分析ꎬ筛选出 ２１ 个响应低温胁迫的 ｍｉＲＮＡꎮ
进一步对这 ２１ 个 ｍｉＲＮＡ 的靶基因进行 ＧＯ 富集分

析表明ꎬ其靶基因功能响应着一系列广泛的细胞内

过程ꎬ包括信号转导、免疫系统和物质合成等ꎮ 这

表明水稻可能通过多种 ｍｉＲＮＡ 介导ꎬ从各个方面来

协同 抵 御 低 温 胁 迫ꎬ 例 如 ｍｉＲ３１９ꎬ ｍｉＲ３９４ 和

ｍｉＲ４０８ 等与水稻低温胁迫均有关[１６－１７ꎬ１９]ꎮ 这些研

究结果为进一步阐明 ｍｉＲＮＡ 响应低温胁迫的分子

机制提供了基础ꎮ
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[２１] 　 ＤＯＮＧ Ｃ Ｈꎬ ＰＥＩ Ｈ Ｘ.Ｏｖｅｒ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ３９７ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｐｌａｎｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ[Ｊ] .Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１４ꎬ５７(４):２０９－２１７.
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