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摘  要：【背景】内生真菌印度梨形孢(Piriformospora indica)定殖植物可以显著促进植物生长发育。

miRNA 已被证实在植物体的生长发育中具有调控作用。【目的】揭示印度梨形孢定殖大麦促进大

麦生长发育过程中 miRNA 对印度梨形孢定殖的响应及对大麦生长发育的调控作用。【方法】提取

大麦总 RNA，实施转录组测序并进行序列比对与数据挖掘；使用高效液相色谱检测大麦生长素等

激素水平变化。【结果】印度梨形孢对大麦有显著促生作用；全转录组测序结果显示：印度梨形孢

侵染 3 d 较空白对照有 18 个差异表达的 miRNA，其中 11 个 miRNA 上调、7 个 miRNA 下调；侵

染 7 d 与空白对照相比 24 个差异表达的 miRNA，其中 11 个 miRNA 上调、13 个 miRNA 下调；侵

染 3 d 与侵染 7 d 相比有 3 个 miRNA 上调、6 个 miRNA 下调。GO 功能富集分析与 KEGG 通路分

析显示，差异表达 miRNA 的靶基因主要参与转录、细胞分裂、生长素信号的感知和转导、光合作用

和激素刺激响应。靶基因所参与的途径与大麦生长发育密切相关，暗示 miRNA 对印度梨形孢定殖

过程做出了积极响应。代谢产物分析表明 miRNA 参与的调控路径的代谢产物发生改变。【结论】本

研究以 miRNA 为入手点，探究了 miRNA 对大麦生长发育的调控机制，为揭示印度梨形孢的促生

机制提供了新的研究方向。 
关键词：miRNA；转录组测序；印度梨形孢；大麦；调节机制  
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Role of miRNA in the promotion of barley growth by 
Piriformospora indica 
ZHANG Yanze#, YUAN Zhi#, WEI Lubaihe, LI Liang* 

College of Chemical Engineering, Hebei University of Technology, Tianjin 300130, China 
 
Abstract: [Background] The endophytic fungus Piriformospora indica colonizes plants and 
significantly promotes plant growth and development. miRNAs have been demonstrated to play 
a regulatory role in plant growth and development. [Objective] To reveal the response of 
miRNA to P. indica colonization and its regulatory role in the growth and development of 
barley. [Methods] After extraction of total barley RNA, high-throughput sequencing was 
performed, followed by sequence alignment and data mining. Then, qPCR was conducted to 
determine the levels of miRNA and target gene expression. High performance liquid 
chromatography was employed to measure the levels of growth hormones in barley. [Results] 
P. indica significantly promoted the growth of barley. The whole transcriptome sequencing 
results showed that the barley infected by P. indica for three days had 11 miRNAs up-regulated 
and 7 miRNAs down-regulated compared with the blank control group; the barley infected by  
P. indica for seven days had 11 miRNAs up-regulated and 13 miRNAs down-regulated 
compared with the blank control group; the barley infected by P. indica for seven days had    
3 miRNAs up-regulated and 6 miRNAs down-regulated compared with the barley infected by  
P. indica for three days. The GO functional annotation and KEGG pathway enrichment analysis 
showed that predicted target genes of these differentially expressed miRNAs were mainly 
involved in transcription, cell division, auxin signal perception and transduction, 
photosynthesis, and response to hormone stimulus. These pathways were associated with barley 
growth, which suggested that miRNAs responded positively to the colonization of P. indica. In 
addition, the metabolites of the regulatory pathways involving the differentially expressed 
miRNAs changed. [Conclusion] This study explored the regulatory role of miRNA in barley 
growth and development, providing a new research direction for deciphering the growth 
promotion mechanism of P. indica colonization. 
Keywords: miRNA; transcriptome sequencing; Piriformospora indica; barley; regulatory 
mechanism 
 
 
 

植物细胞中除信使 RNA (mRNA)外，还含有

多种类型的非编码 RNA，如 microRNA (miRNA)、
circle RNA (circRNA)等[1]。miRNA 是一类由内

源基因编码的长度约为 22 个核苷酸的非编码

单链 RNA 分子，它们在动植物生长发育过程中

参与了广泛的转录后基因表达调控。其调控方式

可分为 3 类：(1) 切断靶基因的 mRNA 分子，

即 miRNA 与靶基因完全互补结合，最后切割靶

mRNA；(2) 抑制靶基因的翻译，即 miRNA 与

靶基因作用时不完全互补结合，进而阻遏翻译而

不影响 mRNA 的稳定性；(3) 结合抑制，即当

miRNA 与靶基因互补结合时，直接靶向切割
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mRNA，当 miRNA 与靶基因不完全结合时，起

调节基因表达的作用[2-3]。 
随着高通量测序的不断发展，对于 miRNA

的调控机理有了更深入的认识。为了研究 miRNA
是否调控水稻对纹枯病菌的抗性，Cao 等构建

了接种后 5、10 和 20 h 的水稻病原菌处理的感、

抗纹枯病水稻品种的 12 个小 RNA 文库[4]，利用

二代测序的优势，从文库中共收集到 400−450 个

已知 miRNA 和 450−620 个新 miRNA，miRNA
的表达分析显示了已知和新的 miRNA 在应对

病原菌 Rhizoctonia solani 的不同表达模式，鉴

定到 34 个 miRNA 家族在水稻中特异表达，其

中大部分参与植物抗病反应。KEGG 通路分析结

果表明，受调控的 miRNAs 的靶基因绝大多数属

于植物-病原菌互作通路。此外，通过 Northern 
blotting 证实，miR444b.2、miR531a、miR1861i、
novel_miR1956 和 novel_miR135 对 R. solani 的
侵染有响应；该研究进一步证明 miRNA 通过结

合抑制 mRNA 调节基因表达，miRNA 定位于

细胞质、细胞核及在细胞外环境的不同细胞室

中，miRNA 的亚细胞定位对于促进蛋白质和

RNA 相互作用至关重要，并最终决定 miRNA 对

靶基因的作用方式[5]。根据目前的研究，miRNA
可以介导靶基因mRNA的剪切过程或者与mRNA
特异结合抑制翻译过程 [6]。这些过程实现了

miRNA 对靶基因转录后的负调控，在调节生物

体的蛋白质翻译过程中起到重要作用。 
内生真菌印度梨形孢(Piriformospora indica)

于 1998 年由印度科学家 Varma 等从印度西北部

地区塔尔沙漠的灌木根际分离 Glomus mosseae
孢子时所得，由于其厚垣孢子呈梨形，因此被

称为梨形孢[7]。印度梨形孢可在诸多重要农业

经济作物、观赏植物及药用作物根部定殖[8]，并

能广泛促进营养物质和生物活性物质积累[9]、

增强抗生物及非生物胁迫等多种功能[10]。前人

的研究一方面侧重于印度梨形孢对植物的促生

作用[11]，另一方面考察其提高植物抗各种逆境胁

迫包括非生物胁迫(如盐胁迫[12-14]，干旱胁迫[15]，

砷胁迫[16]，水分胁迫[17-18])及生物胁迫[19-20]等方

面的内容，还未见有大麦与内生真菌互作过程

中 miRNA 的调控作用研究。 
本研究应用分子生物学与生物信息技术研

究和探索 miRNA 在印度梨形孢促进大麦生长

发育中的调节机制，对 miRNA 的调控作用进行

深入的探索，以期开拓 miRNA 调控作用下印度

梨形孢促生机制研究的新方向和新思路。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

印度梨形孢(P. indica)菌株由德国吉森大

学植物病理研究所 (Institute of Pathology and 
Applied Zoology, IPAZ, Giessen) Karl Heinz Kogel
教授惠赠。大麦(Hordeum vulgare)为天津农科院

惠赠，品种为津农 8 号。 

1.2  培养基、主要试剂和仪器 
印度梨形孢的培养采用 CM 培养基[21]。大麦

无菌培养采用 MS 培养基[22]。Revert-Aid 第 1 链

cDNA 合成试剂盒、Qubit RNA 分析试剂盒、

Ribo-Zeror RNA Removal Kit，天津鼎国生物技

术有限公司；NEB Next RULtraTM RNA Library 
Prep Kit，上海拜力生物科技有限公司。Agilent 
2100 生物分析仪，北京龙跃生物科技发展有限

公司；NanoPhotometer 分光光度计，广州东锐

科技有限公司。  

1.3  植株的培养与样品制备 
将春大麦品种‘福大麦 1 号’用 70%乙醇表

面消毒 3 min，然后在次氯酸钠(5%活性氯)中杀

菌 20 min。经过消毒处理后在培养皿中培养，

加蒸馏水浸湿，黑暗 25 ℃培养，发芽后种植于

蛭石与珍珠岩体积之比为 2:1 的基质中，每盆
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种 10 颗种子。待大麦种苗转入基质 5 d 后，进

行印度梨形孢孢子液侵染。每株幼苗用注射器

注入 10 mL 浓度为(1×105 个/mL)的孢子悬液，

每天 2 次。对照加入相同剂量清水。将大麦分

为 3 组：Mock：对照组；印度梨形孢侵染 3 d
组(3 days after inoculation, 3 dai)；印度梨形侵染

后 7 d 组(7 dai)，每组 3 个重复。培养结束后，

对这 9 组样本的大麦根部进行取样，每个样本

采集 6 株送往天津诺禾致源生物信息科技有限

公司进行 miRNA 建库测序。 

1.4  大麦根部植物激素的测定 
采用高效液相色谱分析测定植物激素含

量，包括生长素(auxin, IAA)、赤霉素(gibberellin, 
GA3)、脱落酸 (abscisic acid, ABA)和水杨酸

(salicylic acid, SA)这 4 种激素，具体方法参考

文献[23]。 

1.5  RNA 提取文库的构建 
用 TRIzol 法提取对照组与处理组的大麦根

部样本中 RNA，并进行序列测定。纯化的 RNA
用 Revert-Aid 第 1 链 cDNA 合成试剂盒进行反

转录。反转录引物使用 oligo dT，反转录程序：

70 ℃ 10 min；42 ℃ 45 min；70 ℃ 10 min，停

止反应。使用 Agilent 2100 生物分析仪评估

RNA 质量和完整性。分别使用 NanoPhotometer
分光光度计和 Qubit2.0 Flurometer 中的 Qubit 
RNA 分析试剂盒检查 RNA 纯度与浓度。使用

Ribo-Zeror RNA Removal Kit (Epicentre 
Biotechnologies)和 NEB Next RULtraTM RNA 
Library Prep Kit 构建 RNA-Seq 文库。根据末端

配对法，使用 Illumina HiSeq TM2000 对得到的文

库进行测序。每个样本进行 3 个生物学重复[24]。 

1.6  差异基因表达分析 
使用 R 语言进行基因表达差异分析，使用

校正后的 P 值，即 Padj，判断显著性水平。将

Padj 小于 0.05 时作为差异显著性的判断标准。

P<0.05 则视为差异表达基因[25]。 

1.7  KEGG pathway 富集分析 
使用KEGG网站[KEGG PATHWAY Database 

(genome.jp)]进行 Pathway 分析。气泡图使用 R
语言 ggplot2 package 制作。挑选富集最显著的

20 条 pathway 进行展示。当修正 P<0.05 时视为

显著富集。 

2  结果与分析 
2.1  印度梨形孢的根部促生作用 

使用小麦胚芽凝集素(wheat germ agglutinin, 
WGA)染色法，可以确定印度梨形孢可以在大麦

根部成功定殖，如图 1A、1B 中被亮绿色染色的

部分。印度梨形孢定殖后，大麦根长相较于未定

殖大麦明显伸长，并且分枝数明显增多(图 1C、

1D)，对 100 棵幼苗统计显示：幼苗根长度相比

于对照(Mock 组，下同)有显著提升(图 1E)；并

且大麦根长生物量相比于对照分别提高 27% 
(定殖后 3 d)和 65% (定殖后 7 d) (图 1F)。以上

结果可以证明，印度梨形孢的定殖对大麦根系

生长有显著促进作用。 

2.2  差异 RNA 的筛选 
为探究 miRNA 介导印度梨形孢定殖促生

作用机理，对于在相同情况下培养的印度梨形

孢侵染 3 d 组、印度梨形孢侵染 7 d 组与空白对

照组样品进行 RNA-Seq 测序。对上述 3 组样本

进行差异 miRNA 对比，并绘制出火山图(图 2)。
可以看出，3 dai 与 Mock 组对比，共发现 18 个

差异表达的 miRNA，其中 11 个 miRNA 表现为

上调、7 个 miRNA 表现为下调(图 2A)。7 dai 与
Mock 组对比，共发现 24 个差异表达的 miRNA，

其中 11 个 miRNA 表现为上调、13 个 miRNA
表现为下调(图 2B)。7 dai 与 3 dai 组对比，共

发现 9 个差异表达的 miRNA，其中 3 个 miRNA
表现为上调、6 个 miRNA 表现为下调(图 2C)。 
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图 1  印度梨形孢定殖后大麦生长情况   A：侵染 3 d，标尺=30 µm. B：侵染 7 d，标尺=30 µm. 荧光

显微镜显示 WGA-AF488 染色的印度梨形孢细胞壁(λex 494 nm, λem 515 nm). C：侵染 3 d 与未侵染大

麦长势对比，标尺=5 cm. D：侵染 7 d 与未侵染大麦长势对比，标尺=5 cm. E：大麦根部长度统计. F：大

麦根部数量统计. **: P≤0.01 
Figure 1  Barley growth after colonization by Piriformospora indica. A: Infection for 3 days, scale bar=30 µm. 
B: Infection for 7 days, scale bar=30 µm. Fluorescence microscopy showing WGA-AF488 stained cell wall 
of P. indica (λex 494 nm, λem 515 nm). C: Infection for 3 days vs. Mock, scale bar=5 cm. D: Infection for 7 days 
vs. Mock, scale bar=5 cm. E: Barley root length statistics. F: Barley root number statistics. **: P≤0.01. 
 
2.3  差异 miRNA 编组间对比韦恩图 

不同组间的差异 miRNA 韦恩图可以直观

地显示差异 miRNA 的数目和不同组间的关

系。数据挖掘结果显示在比较 HV_7DAI vs. 
Mock 组与 HV_3DAI vs. Mock 组中，发现有

12 个共有 miRNA (图 3A)；在比较 HV_7DAI vs. 
HV_3DAI 组与 HV_3DAI vs. Mock 组中，发现

有 5 个共有 miRNA (图 3B)；在比较 HV_7DAI vs. 
HV_3DAI 组与 HV_7DAI vs. Mock 组中，发现

有 5 个共有 miRNA (图 3C)。在 HV_7DAI vs. 
HV_3DAI 组，HV_7DAI vs. Mock 组与 HV_3DAI 
vs. Mock 组的比较中，有 2 个 miRNA 是 3 组共

有的(图 3D)。 

2.4  miRNA 靶基因富集分析 
2.4.1  GO 富集分析 

对表达量有差异的 miRNA 所对应的靶基

因进行 GO 功能富集分析。对于 3 dai vs. Mock
组(图 4A)：靶基因参与的生物学过程中，参与

细胞生物合成过程的靶基因表达量最高。靶基

因参与的分子功能中，参与转移酶活性的靶基

因表达量最高。靶基因参与的细胞成分中，靶基

因表达量都较低。对于 7 dai vs. Mock 组(图 4B)：
靶基因参与的生物学过程中，参与细胞过程的

靶基因表达量最高。靶基因参与的分子功能中，

参与细胞器成分的靶基因表达量最高。靶基因

参与的细胞成分中，靶基因表达量都较低。对 
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图 2  不同组间差异 miRNA 火山图   A：侵染 3 d 比对照. B：侵染 7 d 比对照. C：侵染 7 d 对比侵染 3 d 
Figure 2  Differential miRNA volcano plots between different groups. A: Infection for 3 days vs. Mock. B: 
Infection for 7 days vs. Mock. C: Infection for 7 days vs. infection for 3 days. 

 
于 7 dai vs. 3 dai 组(图 4C)。靶基因参与的生物

学过程中，参与含磷化合物代谢物和磷代谢过

程的靶基因表达量最高。靶基因参与的分子功

能中，参与小分子结合的靶基因表达量最高。

靶基因参与的细胞成分中，参与转录因子复合

物成分的靶基因表达量最高。 
2.4.2  KEGG pathway 富集分析 

对印度梨形孢侵染 3 d 对比空白对照组，

印度梨形孢侵染 7 d 对比空白对照组以及印度

梨形孢侵染 3 d 对比印度梨形孢侵染 7 d 组的差

异表达 miRNA 对应的靶基因功能进行 KEGG

通路富集分析。分析结果如图 5A–5C 所示。这

些差异基因所对应的靶基因功能涉及代谢途径

(包括糖类以及氨基酸的代谢)，生物合成，ABC
转运等。 

对于印度梨形孢侵染 3 d 对比空白对照组

(图 5A)，对应靶基因功能涉及辅酶 a 的合成、

代谢通路、硫辛酸代谢、调节植物昼夜节律及

天冬氨酸、谷氨酸、丙氨酸代谢等。其中代谢

通路的显著性水平最高。对于印度梨形孢侵染

7 d 对比空白对照组(图 5B)，对应靶基因功能涉

及氨基酸的合成、辅酶 a 的合成、代谢通路等。 
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图 3  维恩图显示样本专属或共同存在的内源性 miRNA   A：专属或共同存在的内源性 miRNA 在侵

染 7 d 相较对照 vs.侵染 3 d 相较对照组中. B：专属或共同存在的内源性 miRNA 在侵染 3 d 相较对照 vs.
侵染 7 d 相较侵染 3 d 组中. C：专属或共同存在的内源性 miRNA 在侵染 7 d 相较对照 vs.侵染 7 d 相较

侵染 3 d 组中. D：专属或共同存在的内源性 miRNA 在侵染 3 d 相较对照 vs.侵染 7 d 相较对照 vs.侵染 7 d
相较侵染 3 d 组中 
Figure 3  Venn diagrams showing the sample-exclusive or communal presence of unique putative endogenous 
miRNAs. A: Putative endogenous miRNAs in 7 dai-mock vs. 3 dai-mock. B: miRNAs in 3 dai-mock vs. 7 dai-3 dai. 
C: miRNAs in 7 dai-mock vs. 7 dai-3 dai. D: miRNAs in 3 dai-mock vs. 7 dai-3 dai vs. 7 dai-mock. 
 
其中代谢通路的显著性水平最高。对于印度梨

形孢侵染 7 d 对比印度梨形孢侵染 3 d 组(图 5C)，
对应靶基因功能涉及泛素的生物合成、淀粉和

糖类的代谢、RNA 代谢、氨基酸的合成等。其

中代谢通路的显著性水平最高。 

2.5  miRNA 靶基因功能分析 
对差异 miRNA 的靶基因进行功能分析，其

中 3 dai vs. mock中发现，存在 3个差异的miRNA，

包 hvu-miR6214、hvu-miR444b 和 hvu-miR6190。
它们的靶基因所对应的功能包括细胞分裂，光

合作用以及激素激活途径。在 7 dai vs. mock 组

中发现 2个重要的 miRNA，分别是 hvu-miR6214
和 hvu-miR397a，其靶基因对应的功能为细胞分

裂，激素激活以及生长素响应。靶基因富集的

通路如激素合成途径、细胞分裂途径、光合作

用路径都与植物的生长发育有直接作用(表 1)。 
利用 KEGG 进一步挖掘关于激素包括

IAA、GA3、ABA、JA 合成途径的关键基因。转

录组数据显示生长素合成途径相关基因被上调

(图 6)，这些基因是 miRNA 包括 hvu-miR397a、
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hvu-miR6214、hvu-miR6190 的靶基因，而

hvu-miR397a、hvu-miR6214、hvu-miR6190 有

的表现上调有的表现下调。表明这些 miRNAs
参与了大麦生长素合成途径的靶基因调控过

程。同样地，hvu-miR6190、hvu-miR6189 等

miRNAs 参与了赤霉素合成途径中的抑制因子

DELLA 的调控。DELLA 蛋白表达的降低缓解了

赤霉素合成的抑制作用，这与前期定殖 P. indica 
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图 4  miRNAs 靶基因 GO 功能富集   A：侵染 3 d 比对照组. B：侵染 7 d 比对照组. C：侵染 7 d 比侵

染 3 d 组. BP 代表生物学过程，CC 代表细胞成分，MF 代表分子功能 
Figure 4  GO functional enrichment of miRNAs target genes. A: 3 dai vs. Mock group. B: 7 dai vs. Mock 
group. C: 7 dai vs. 3 dai group. BP stands for biological process; CC stands for cellular component; MF 
stands for molecular function.  
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图 5  各比较组中差异 miRNA 靶基因功能 KEGG 富集气泡图   A：侵染 3 d 比对照组. B：侵染 7 d
比对照组. C：侵染 7 d 比侵染 3 d 组 
Figure 5  Differential miRNA target gene functional KEGG enrichment map in the respective groups. A:   
3 dai vs. Mock group. B: 7 dai vs. Mock group. C: 7 dai vs. 7 dai group. 
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表 1  miRNA 靶基因功能 
Table 1  miRNA target gene functions 
 miRNA Target_gene P-value GO term acc. and function description log2 (fold change) 
7 dai  
vs.  
3 dai 

hvu-miR6214 HORVU7Hr1G036130 3.094 8×102 GO: 0005179 
hormone activity 

0.788 87 

hvu-miR6180 HORVU1Hr1G037250 4.847 4×102 GO: 0005179 
hormone activity 

–1.654 00 

hvu-miR6180 HORVU3Hr1G068970 4.847 4×102 GO: 0005184 
neuropeptide hormone activity 

–1.654 00 

hvu-miR6189 HORVU5Hr1G067480 3.070 0×107 GO: 0051301 
cell division 

0.948 30 

hvu-miR6189 HORVU4Hr1G036120 3.070 0×107 GO: 0009725 
response to hormone 

0.948 30 

hvu-miR6189 HORVU3Hr1G089580 3.070 0×107 GO: 0035257 
nuclear hormone receptor binding 

0.948 30 

hvu-miR6189 HORVU1Hr1G095410 3.070 0×107 GO: 0015979 
photosynthesis 

0.948 30 

hvu-miR6214 HORVU2Hr1G021110 1.313 6×102 GO: 0051301 
cell division 

–1.413 20 

3 dai 
vs.  
mock 

hvu-miR6214 HORVU5Hr1G070630 1.313 6×102 GO: 0019684 
photosynthesis, light reaction 

–1.413 20 

hvu-miR444b HORVU5Hr1G092310 5.220 0×106 GO: 0051301 
cell division 

–2.594 60 

hvu-miR444b HORVU5Hr1G069040 5.220 0×106 GO: 0047746 
chlorophyllase activity 

–2.594 60 

hvu-miR444b ENSRNA049488557 5.220 0×106 GO: 0007059 
chromosome segregation 

–2.594 60 

hvu-miR444b HORVU3Hr1G061700 5.220 0×106 GO: 0005184 
neuropeptide hormone activity 

–2.594 60 

hvu-miR444b HORVU7Hr1G048310 5.220 0×106 GO: 0005179 
hormone activity 

–2.594 60 

hvu-miR444b HORVU2Hr1G090100 5.220 0×106 GO: 0015979 
photosynthesis 

–2.594 60 

 hvu-miR6190 HORVU7Hr1G040960 4.693 0×102 GO: 0005179 
hormone activity 

4.597 80 

 hvu-miR6190 HORVU7Hr1G068230 4.693 0×102 GO: 0005179 
hormone activity 

4.597 80 

 hvu-miR6190 HORVU2Hr1G057700 4.693 0×102 GO: 0042548 
regulation of photosynthesis, light reaction

4.597 80 

7 dai  
vs.  
mock 

hvu-miR6214 HORVU3Hr1G021610 4.099 4×103 GO: 0051301 
cell division 

–3.977 30 

hvu-miR6214 HORVU3Hr1G078090 4.099 4×103 GO: 0005179 
hormone activity 

–3.977 30 

hvu-miR6214 HORVU5Hr1G070630 4.099 4×103 GO: 0005179 
hormone activity 

–3.977 30 

hvu-miR6214 HORVU7Hr1G036130 4.099 4×103 GO: 0005179 
hormone activity 

–3.977 30 

hvu-miR397a HORVU4Hr1G036120 1.813 1×102 GO: 0009733 
response to auxin 

–5.244 40 
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图 6  KEEG 通路分析植物激素信号转导   红色代表激素信号转导通路中上调的 mRNA；绿色代表激

素信号转导通路中下调的 mRNA 
Figure 6  Plant hormone signal transduction analyzed by KEEG pathway. Red color stands for the 
upregulated mRNA in the hormone signal transduction pathway; Green color stands for the down-regulated 
mRNA in the hormone signal transduction pathway. 
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促进根系形成和生长的实验结果一致。同时，

由图 7 可知，miRNA 的靶基因所参与的其他激

素合成路径也受到 P. indica 定殖的影响，说明

miRNA 作为靶基因的调控因子，对印度梨形孢

的定殖做出了响应。 

2.6  印度梨形孢定殖后大麦激素水平检测 
由表 1 及图 7 可知，miRNA 对应的靶基因多

集中于激素代谢通路，为了验证转录水平的调控

作用，我们利用高效液相色谱法(high performance 
liquid chromatography)对印度梨形孢定殖后，大

麦体内的生长素(IAA)、赤霉素(GA3)、脱落酸

(ABA)和水杨酸(SA)这 4 种激素进行了鉴定。

实验结果显示印度梨形孢定殖后能显著提高

IAA、GA3 和 ABA 的含量(图 7A–7C)。但 SA

在侵染过程前期(侵染 3 d)比对照组的激素水平

低(图 7D)，在侵染 7 d 时相比对照组又有提高。 

3  讨论与结论 
为了应对迅速变化的环境，植物利用多变

而又大量的适应机制以及微调的应激反应提供

表型的可塑性。分子生物学在研究植物应对生

物和非生物胁迫应激通路调节的基因组区域和

潜在机制方面取得了巨大进展。在植物中，

miRNAs 不断的进化并在调控胁迫反应中发挥

重要作用。miRNAs 是大小为 20–22 nt 的非编码

RNA，是植物应对生物和非生物胁迫响应的重要

调控分子，是 RNA 干扰(RNA interference, RNAi)
的驱动分子[26]；miRNAs 通过调控靶基因的上 

 

 
 
图 7  印度梨形孢定殖对植物激素的影响   A：印度梨形孢侵染 3、7、14 d 对比未侵染大麦生长素含

量. B：赤霉素含量. C：脱落酸含量. D：水杨酸含量 
Figure 7  Content of the various hormones detected at different times of colonization by Piriformospora 
indica. A: Content of IAA levels of 3, 7, 14 dai vs. mock. B: Content of GA3 levels. C: Content of ABA 
levels. D: Content of SA levels. *: P<0.05; **: P<0.01. 
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调和下调，参与重要的生物过程包括胚胎、分

生组织、叶和花[27]的形成以及对生物和非生物

胁迫的响应[28]。 
印度梨形孢定殖植物会产生广泛的促生作

用[29]。植物的生长状况得到明显改善，对于促

进植物生长有巨大潜力。然而目前产生这种促

生作用的非编码基因调控机理研究较少。在大

麦中，miRNAs 对于响应 P. indica 定殖从而调

控基因表达的作用在很大程度上尚未被探索。

有报道显示，印度梨形孢可以诱导文兰根部的生

长，并且与相关的 miRNAs 的调控作用有关[30]。

另一项研究表明，P. indica 在二穗短柄草[31]上

定殖后，sRNA 发生了转录后重排。本文通过

对印度梨形孢定殖不同时间的大麦进行分析测

定，发现印度梨形孢的定殖激发了非编码 RNA
的基因调控效应，在 3 个对比组中发现了差异

表达的 miRNAs。分析发现在 P. indica 定殖过

程中有 42 个 miRNAs，其中一些靶基因已知，

而另一些靶基因还有待于进一步鉴定。其中

hvu-miR6189、 hvu-miR6214、 hvu-miR444b、

hvu-miR6190、hvu-miR397a 的靶基因实际上具有

转录因子活性(表 1)。在拟南芥中，miR165/166
家族对转录因子的抑制可以调节根的生长、茎

尖分生组织的维持和叶片极性的发展；mir156
介导的 SPLs 下调可调节发育时间、侧根发育、

分枝和叶片形态 [31]。这表明调控转录因子的

miRNAs 在植物生长发育中发挥着重要作用。 
实验通过测定植物激素含量包括 IAA、

GA3 和 ABA 验证了印度梨形孢定殖对植物激

素水平的影响，对转录组进行测序发现有 51 个

差异表达的 miRNA。对于这些 miRNA 对应的

靶基因的 GO 富集功能分析表明，这些靶基因

功能主要集中于激素合成、酶蛋白合成、生长

调节因子合成等功能。这也说明 miRNAs 通过

调控激素代谢路径的基因表达从而影响植物体

内代谢产物含量。进一步对差异表达的 miRNA
靶基因进行 KEGG 富集分析，结果显示靶基因

主要富集在合成与代谢途径上，还有一些基因

富集在分子的合成与代谢上。这些基因通过控

制植物体代谢与分子合成等方式调节植物体的

生长发育。 
综上所述，本文挖掘了在印度梨形孢侵染

下影响大麦生长的 miRNA，对比不同组别的差

异 miRNA 对应的靶基因功能进行比较，初步揭

示了 miRNA 调节大麦生长的方式以及印度梨形

孢促生作用在分子层面的作用机制。通过 GO 富

集与 KEGG Pathway富集分析，差异表达 miRNA
的靶基因主要参与转录、细胞分裂、生长素信

号的感知和转导、光合作用和激素刺激响应等

路径，靶基因所参与的途径与大麦生长发育密

切相关，暗示 miRNA 对印度梨形孢定殖过程做

出了积极响应，这些结果也能为后续探究印度

梨形孢促生机制以及 miRNA 如何调控植物生

长发育奠定基础。 
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