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摘要:【目的】雌蕊败育是限制文冠果产量的关键因素，miR167可能通过调控 ARF 基因参与生长素通路，但在文冠果雌蕊

败育中的具体功能尚不清晰。本研究旨在探究文冠果雄花雌蕊败育过程中 miR167-XsARF-IAA模块的调控机制，明确

IAA通路关键基因 XsARF6受 miR167调控的功能，以期为解析文冠果雌蕊败育的调控机制奠定前期理论基础。【方法】以

文冠果雌雄花 3个关键发育时期的雌蕊为材料，开展全转录组测序，联合 miRNA与 mRNA数据分析筛选关键 xso-

miR167；结合生物学验证及激素测定，分析 miRNA与 mRNA表达特征，测定过表达文冠果种仁 IAA含量及转基因拟南

芥表型，阐明 miR167-XsARF-IAA的动态调控机制。【结果】（1）在雄花雌蕊败育 3个关键时期共鉴定出 481个 miRNA，

预测靶基因 2 266个，差异 miRNA表达具有明显阶段特异性，表明不同 miRNA在败育进程中发挥关键调控作用。（2）雄

花雌蕊发育过程中 xso-miR167表达持续升高，显著抑制靶基因 XsARF6.2表达，表达趋势呈负相关，推测这一调控对是

雌蕊败育的关键因素之一。（3）xso-miR167过表达文冠果种仁 IAA含量显著低于野生型与空载体对照。（4）在拟南芥中

过表达 xso-miR167，花粉活力从 90.9% 降至 43.68% 和 62.25%，同时柱头直径、雌雄蕊长度显著缩短，且开花延迟，花器

官发育异常。【结论】文冠果雄花雌蕊中存在 miR167-XsARF-IAA调控模块，miR167通过抑制 XsARF6.2表达，影响 IAA

的合成、代谢或转运过程，进而在雌蕊败育中发挥关键作用。研究为揭示生长素调控文冠果雌蕊发育的分子机制提供了

新视角，为相关基础研究与育种应用提供理论依据。
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Abstract: [Objective] Pistil abortion is a key factor limiting Xanthoceras sorbifolium yield. miR167 may
participate in the auxin pathway by regulating ARF genes, but its specific function in the pistil  abortion of
Xanthoceras sorbifolium remains to be elucidated. This study aimed to investigate the regulatory mechanism

 
 

收稿日期: 2026−04−07   修回日期: 2026−05−11

基金项目: 国家自然科学基金项目（32572006），国家重点研发计划（2024YFD2201101-6），中央高校基本科研业务费专项（2025XJ04）。

第一作者: 汪晋竹。主要研究方向：森林培育。Email：wangjinz1028@163.com　地址：100083 北京市海淀区清华东路 35 号北京林业大学林

学院。

责任作者: 敖妍，教授。主要研究方向：森林培育。Email：aoyan316@163.com　地址：同上。

本刊网址: https://j.bjfu.edu.cn；https://journal.bjfu.edu.cn

第 48 卷 第 6 期 北    京    林    业    大    学    学    报 Vol. 48，No. 6
2026 年 6 月 JOURNAL  OF  BEIJING  FORESTRY  UNIVERSITY Jun.，2026

https://doi.org/10.12171/j.1000-1522.20260162
https://doi.org/10.12171/j.1000-1522.20260162
https://doi.org/10.12171/j.1000-1522.20260162
mailto:wangjinz1028@163.com
mailto:aoyan316@163.com
https://j.bjfu.edu.cn
https://journal.bjfu.edu.cn


of the miR167-XsARF-IAA module during pistil  abortion in male flowers of X. sorbifolium Bunge,  and to
clarify the function of the key IAA pathway gene XsARF6 regulated by miR167, so as to lay a preliminary
theoretical  foundation  for  dissecting  the  regulatory  mechanism  of  pistil  abortion  in  this  species.
[Method] Pistils  of  female  and male  flowers  at  three  key developmental  stages  were  sampled for  whole-
transcriptome sequencing. The key xso-miR167 was identified by integrated miRNA and mRNA analyses.
Biological  validation  and  hormone  measurement  were  performed  to  analyze  the  expression  patterns  of
miRNAs and mRNAs were analyzed. IAA content in kernels of X. sorbifolium overexpressing xso-miR167
and phenotypes of transgenic Arabidopsis thaliana were determined to elucidate the dynamic regulation of
the  miR167-XsARF-IAA  module. [Result]  (1)  A  total  of  481  miRNAs  and  2  266  predicted  target  genes
were identified across the three key stages of pistil abortion, with differentially expressed miRNAs showing
clear  stage-specific  patterns,  indicating  that  different  miRNAs  play  critical  regulatory  roles  during  the
abortion  process.  (2)  The  expression  of  xso-miR167  increased  continuously  during  pistil  development  in
male flowers, significantly repressing its target gene XsARF6.2, and their expression trends were negatively
correlated,  suggesting  that  this  regulatory  pair  is  a  key  factor  in  pistil  abortion.  (3)  xso-miR167
overexpression  significantly  decreased  kernel  IAA  content  compared  with  wild-type  and  empty-vector
controls. (4) In transgenic A. thaliana, pollen viability decreased from 90.9% in the wild type to 43.68% and
62.25%,  stigma  diameter  and  lengths  of  pistils  and  stamens  were  significantly  reduced,  flowering  was
delayed,  and  floral  organ  development  was  abnormal. [Conclusion]  The  miR167-XsARF-IAA regulatory
module exists during pistil development in male flowers of X. sorbifolium. miR167 participates in regulating
the biosynthesis, metabolism or transport of IAA by inhibiting the expression of XsARF6.2, and plays a key
role in pistil abortion of X. sorbifolium. This study provides a new perspective on the molecular mechanism
of  auxin-regulated  pistil  development  in  X.  sorbifolium  and  offers  a  theoretical  basis  for  fundamental
research and breeding applications.
Key  words: Xanthoceras  sorbifolium;  pistil  abortion;  miR167;  auxin  response  factor  (ARF6);  indole-3-
acetic acid (IAA); heterologous transformation; reproductive development; post-transcriptional regulation

文冠果（Xanthoceras sorbifolium）是我国北方特

有珍稀木本油料树种，兼具重要经济和生态价值。

其种仁含油率高[1]、脂肪酸组成与石化柴油相近，是

优质生物柴油原料[2]，且富含珍稀神经酸[3]，在食品、

医药及能源领域开发潜力巨大[4]。但文冠果普遍产

量偏低、结实不稳，严重制约产业化发展，除栽培管

理与种质因素外，其雌花多着生于顶生花序，雄花集

中于侧生花序，雌花比例低导致结实率不足，是关键

限制因子[5]。因此，阐明文冠果雄花雌蕊败育机制，

揭示性别分化规律，对文冠果遗传改良、提高雌雄花

比例及丰产稳产具有重要意义。

雌蕊败育是植物生殖发育常见现象，直接影响

产量。研究表明，MADS-box、ARF等转录因子在雌

雄花发育中差异表达，参与植物激素信号转导、花器

官发育等通路[6−8]。生长素是植物生长核心调控激素，

在雌蕊发育中发挥关键作用。ARF 家族作为生长素

信号通路核心，可响应 IAA信号调控雌蕊发育，在

拟南芥（Arabidopsis thaliana）研究中证实 ARF6/8功
能缺失会导致胚珠发育异常，植株不育[9−11]，是连接

生长素信号与雌蕊育性的关键。

MicroRNA（miRNA）是内源性非编码小 RNA，
通过靶向调控基因参与植物生殖发育 [12]。其中

miR167可靶向 ARF6/8等生长素响应因子[13]，在牵

牛花（Ipomoea nil）[14]、番茄（Solanum lycopersicum）[15]

等物种中调控雌蕊育性，该调控模式高度保守，通

过抑制 ARF 表达干扰生长素信号，影响雌蕊正常

发育。

文冠果中雌雄花芽内源激素差异显著，雌花

IAA含量显著高于雄花，高水平 IAA有利于雌花发

育[16]，揭示 IAA可能是调控其性别分化与雌蕊育性

的关键激素。本团队前期研究已明确文冠果雄花雌

蕊败育关键时期 [17]，发现 XsARF6受 miR167靶向，

且 miR167在雄花雌蕊中特异高表达，推测其通过抑

制 XsARF6导致雌蕊败育。但相关分子机制仍缺乏

系统解析与本体功能验证。

基于此，本研究围绕 miR167-XsARF-IAA调控

模块，通过解析核心 miRNA与靶基因的靶向调控关

系及生长素信号通路的动态变化规律，揭示其介导

文冠果雄花雌蕊败育的内在机制。并结合内源表达

特征与异源、同源功能验证体系，系统解析该调控模
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块在文冠果雌蕊发育中的生物学功能。本研究旨在

完善木本油料树种雌蕊败育与性别分化的分子调控

体系，并为文冠果雌雄花比例定向调控、高产优质品

种分子育种提供可利用的基因靶点与理论支撑。

 1   材料与方法

 1.1    材　料

文冠果试验树均来自辽宁省文冠果试验基地

（41°25′N，120°16′E），该区域属于温带大陆性气候，

年均温 6 ~ 9 ℃。试验材料选用 11号文冠果无性系，

平均株高约 2.5 m，平均冠幅约 1.6 m。采用常规田

间管理模式，株行距为 1.5 m × 4.0 m。试验所用拟南

芥哥伦比亚野生型（Col，Colombia）的种子由实验室

保存。培养条件：光照周期 16 h/8 h（光照/黑暗），培

养温度 22 ℃，光照强度 12 000 lx。
 1.2    采样方法

基于课题组前期研究基础及基地当地气候，依

据花芽形态特征确定 3个关键采样时期[17]：4月 23
日（雌蕊败育前期 e）花芽逐步分离并趋于圆润饱满；

4月 26日（雌蕊败育中期 m）花芽顶端变尖、彼此分

离程度加大；4月 28日（雌蕊败育后期 l）花芽膨大

趋于成熟，侧生花芽雌蕊逐渐干瘪退化，颜色转变为

黄色。在每株植株的东、南、西、北 4个方位选取一

年生枝条，采集顶生花芽（雌花芽）与侧生花芽（雄花

芽）并剥离出雌蕊放入液氮速冻，后于–80 ℃ 超低温

保存，用于 RNA的提取。所有样品均设置 3个生物

学重复。

 1.3    构建组装测序文库

为解析文冠果雌蕊发育过程中 RNA 转录水平

变化，本研究委托北京百迈客生物科技有限公司

（Biomarker）进行 Illumina测序和 RNA-seq分析，分

别构建 sRNA文库[18]及 cDNA文库[19]，并使用 fastp
对原始测序数据进行质控，去除低质量数据，保证后

续分析数据的可靠性。

 1.4    miRNA 鉴定、靶基因预测及生物信息学分析

为全面鉴定文冠果中差异表达 miRNA及其作

用靶点，将质控后的有效序列比对至文冠果参考

基因组，与 miRBase（v22）已知 miRNA比对（允许

1个错配）鉴定已知 miRNA。未比对上的序列使用

miRDeep2软件预测新 miRNA。使用 Target Finder
预测保守与新 miRNA的靶基因。利用 MEME分

析成熟序列保守性，TBtools完成可视化分析；在

RNAfold网站预测前体序列的二级结构和最小自由

能（minimum free  energy,  MFE）。在 Plant-CARE网

站预测启动子顺式作用元件。使用 MEGA7.0软件

采用邻接法（NJ）构建系统发育树，分析 miRNA的

进化规律。

 1.5    差异表达基因的筛选及功能分析

为筛选参与文冠果雌蕊败育的核心差异基因，

本研究分别采用 FPKM、TPM值对mRNA与miRNA
表达量进行标准化处理。对于 mRNA采用 DESeq2
进行差异分析，筛选标准为| log2（FC）|≥ 0.58且 P <
0.01。对于 miRNA表达数据采用| log2（FC）| ≥ 0.58
且 P ≤ 0.05作为筛选阈值。利用 BMKCloud工具

采用超几何检验方法对差异表达基因进行 GO分类、

KEGG富集分析，挖掘差异基因参与的雌蕊发育过

程中关键代谢通路。

 1.6    xso-MIR167a 过表达载体构建与功能验证

为验证 xso-MIR167a在文冠果雌蕊发育中的生

物学功能，提取文冠果雌雄混合花芽 DNA，进行

PCR扩增，程序如下：95 ℃、3 min，95 ℃、30 s，57 ℃、
15 s，72 ℃、30 s，34个循环，72 ℃、5 min。测序鉴定

后将 xso-MIR167a基因片段插入 pCambia1301表达

载体，构建过表达载体。采用农杆菌 GV3101真空

渗透法转化文冠果种仁、花序浸染法转化野生型拟

南芥；转基因拟南芥经卡那霉素筛选至 T3 代纯合株

系。观察 T3 代转基因与野生型拟南芥表型差异，每

株系选择 20株，使用体式显微镜拍照记录。将文冠

果种子浸泡在侵染液中 12 h后，放入培养箱共培养

3 d，然后进行染色观察。使用 ELISA酶联免疫法检

测转基因 xso-MIR167a文冠果种仁的 IAA含量。使

用 Excel、Graphpad Prism 10.1.2对数据进行统计分

析和绘图。

 1.7    miRNA 与靶基因表达模式分析

利用 qRT-PCR分析关键基因表达水平，使用

RN52-EASYspin通用植物 RNA快速提取试剂盒

（北京艾德莱公司）提取的文冠果种仁总 RNA，分别

以 U6、UBQ为 miRNA、mRNA内参基因，使用茎环

法对 miRNA进行反转录，采用 2−ΔΔCT 方法计算基因

的相对表达量[20]。引物序列见表 1。

 2   结果与分析

 2.1    雌蕊发育过程中差异表达 mRNA 分析

对文冠果雌蕊败育过程中差异表达的 mRNA
开展了进一步分析，结果表明在文冠果雌蕊败育关

键时期存在大量差异表达 mRNA，且显著富集于激

素信号相关通路。通过对文冠果雌雄花芽中链特异

性 RNA测序数据分析，鉴定出雌蕊败育前中后 3个
时期共 1 986个差异表达 mRNA（上调 1 586个，下
调 400个）。对差异 mRNA进行 GO和 KEGG分析，

GO富集分析显示（图 1A），在生物过程（BP）类别中，

主要富集到代谢过程、信号传导、发育过程等；KEGG
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富集分析显示（图 1B），玉米素生物合成、类黄酮生

物合成等通路显著富集，其中有大量基因也富集到

植物 MAPK信号通路、植物激素信号转导等。该结

果与本团队在前期研究中发现以 ARF为核心的调

控网络结果相一致[17]，进一步证明了植物激素，尤其

是生长激素在文冠果雌蕊发育过程中的重要作用。

进一步对 1 986个差异 mRNA进行 miRNA靶

基因预测分析，发现其中 1 196个mRNA受到miRNA
靶向调控（图 1C），这些结果表明mRNA受到miRNA
靶向调控参与的生物学过程和通路存在差异，其中

植物激素信号转导、MAPK信号通路等在花芽发育

中可能起到关键作用，共同调控雌蕊发育。

 2.2    雌蕊发育过程中 miRNA 全转录组分析

小 RNA测序结果表明，文冠果雌蕊败育过程中

鉴定出大量 miRNA，其靶基因多富集于信号调控相

关通路。其中共检测到 481个 miRNA，已知 miRNA
45个，新预测 miRNA 436个，预测到 miRNA靶基

因 2 266个，并对差异 miRNA靶基因进行了 KEGG
富集和注释分析。从图 2A可见，植物 MAPK信号

通路、内质网中的蛋白质加工、植物–病原菌互作等

通路显著富集，说明这些通路可能在文冠果雄花雌

蕊败育中发挥关键作用。差异 miRNA注释分类结

果显示（图 2B），差异 miRNA靶基因广泛参与遗传

信息处理、环境信息处理、细胞过程等多个功能模块，

其中 Signal transduction（45个基因）、Translation（30
个基因）和 Environmental  adaptation（31个基因）模

块基因富集数量较高，差异 miRNA可能通过调控

这些通路参与雄花雌蕊败育过程。进一步对分化各

时期差异 miRNA的上调和下调数量分析（图 2C）发
现，在雌蕊发育后期（Fl ~ Ml），雌雄花间差异表达

miRNA的上调、下调数量分别为 106和 108个；在
雄花中，雌蕊发育早期与后期（Me ~ Ml）的上调、下

调数量最高，分别为 128和 123个。雄花雌蕊与雌

花雌蕊在发育前期（Fe ~ Me）的差异 miRNA表达数

量差异较少，但中期（Fm ~ Mm）出现明显的差异

miRNA调控变化，且不同发育阶段差异表达 miRNA
的数量存在明显差异，说明 miRNA在文冠果雄花雌

蕊败育不同时期具有特异性调控作用。上述结果表

明，差异 miRNA富集的功能通路与雌蕊发育过程相

关，提示 miRNA可能通过调控这些关键通路参与文

冠果雄花雌蕊败育过程。

 2.3    关键 miRNA 的鉴定与分析

鉴定结果显示 xso-miR167可靶向结合 XsARF
家族基因，且靶基因集中富集于激素信号通路。通

过 sRNA测序并结合 miRBase、RNAhybrid等数据

库，筛选出文冠果中 MIR167主要调控 XsARF6.1、
XsARF6.2和 XsARF18，如图 3A所示， xso-miR167
的靶基因显著富集于植物激素信号转导通路，这与

本研究关注的激素信号调控及雌蕊发育过程高度相

关，因此本研究针对 xso-miR167开展进一步的分析

工作。

xso-miR167在雄花雌蕊中表达上调，与其靶

基因 XsARF 家族表达趋势呈相反模式。对文冠果

雌蕊败育过程中的 xso-miR167及其靶基因的 TPM
和 FPKM值进行分析（图 3B），发现在雌蕊发育过

程中，雌花雌蕊中 xso-miR167a-5p的表达都低于雄

花，靶基因 XsARF6.1、XsARF6.2和 XsARF18在雌花

雌蕊中含量偏高，这与 xso-miR167a-5p相反。xso-
miR167a-5p在雌花和雄花的雌蕊中的表达上调，靶

基因 XsARF6.1、XsARF6.2和 XsARF18的表达下调，

两者表达趋势基本呈现相反趋势。这说明 xso-
miR167可能对 XsARF6.1、XsARF6.2和 XsARF18有
靶向抑制作用。

 2.4    靶向 XsARF 基因的 miR167 生物信息学分析

经鉴定 xso-MIR167家族有 7个成员，其前体

序列保守且可形成典型茎环结构。前体分别命名

为 xso-MIR167a、 xso-MIR167b、 xso-MIR167c、 xso-
MIR167d、 xso-MIR167e、 xso-MIR167f和 xso-
MIR167g。通过将文冠果雌蕊转录组中靶向 XsARF
基因的 MIR167家族所有前体序列，与文冠果参考

 

表 1    试验所用的引物序列

Tab. 1    Primers used in the research

引物名称 上游引物序列（5′→3′） 下游引物序列（5′→3′） 用途

pCambia1301 GACGTAAGGGATGACGCACAATC AGAGAAAAGGGTCCTAACCAAG 通用引物

xso-miR167a

ATGGACCACTGAACTGACATCTG CCTTGCTGGGTAATAATGGC 目的片段克隆

gcTGAAGCTGCCAGCATGATCTA GATCGCCCTTCTACGTCGTAT 文冠果miRNA实时荧光定量PCR

acggactcttgacccatggCCTTGCTGGGTAATAATG tagaatacccaagatctATGGACCACTGAACTGACAT 过表达载体构建

XsARF6.2 TTCCAGCAAACAGCCAACC GCTACTCGCAAGACACCATCA

文冠果种仁实时荧光定量PCRUBQ GACCAAGACCAAGACCAA ATCTACCACTACTGCTGAAG

U6 GATAAAATTGGAACGATACAG ATTTGGACCATTTCTCGATTT
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基因组进行重新比对，获得了文冠果 MIR167家族

的前体序列。MIR167家族保守性分析如图 4A所示，

前体序列长度为 75 nt，在每个前体的 5′和 3′端都存

在两个保守区域，并且前体中的两个成熟序列能够

互补配对，这使得前体序列能够形成茎环结构。其

中 xso-MIR167a/b进化高度保守，其前体序列的二

级结构预测及 MFE如图 4B所示。预测结果均为茎

环结构，符合前体序列结构。其中可能靶向 XsARF
基因的成熟 miRNA序列用红色（5′端成熟体）标记。

预测结果表明 MIR167主要是 5 ′端成熟体靶向

XsARF 基因并发挥调控作用。在 MIR167家族中观

察到最高值（−36.68 kcal/mol），且平均 MFEs值低

于 tRNA（−27.5 kcal/mol）和 rRNA（−33 kcal/mol），符
合 sRNA的MFE值范围。

启动子顺式作用元件分析表明，xso-MIR167家
族成员富含多种调控元件，且存在功能分化。为了

进一步研究 miRNA靶向 XsARF 基因的潜在调控机

制，使用前体序列起始位点的 2kb上游序列来分析

其顺式作用元件（图 4C）。共鉴定到光响应元件、植

物激素相关元件、生长发育相关元件及逆境响应元

件。结果显示 xso-MIR167a启动子中的元素数量最

多（44个），xso-MIR167a、xso-MIR167b的启动子序
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列含有最多的激素相关元件，xso-MIR167b启动子

序列中包含与生长素相关的反应元件。

系统发育分析显示，文冠果 MIR167家族与

拟南芥等物种中已知功能基因高度同源，其中

xso-MIR167a亲缘关系最近。如图 5所示，对靶向

XsARF 基因的 MIR167全部前体序列开展同源性分

析，并构建系统发育树。结果表明，文冠果 MIR167
家族多数前体与甜橙（Citrus sinensis）、拟南芥的同

源前体亲缘关系较近，且与拟南芥前体序列高度相

似，整体序列特征符合物种系统发育规律。已有研

究表明，拟南芥、甜橙、龙眼（Dimocarpus longan）等
植物中该类 MIR167同源基因的功能与花发育、植

物激素信号传导密切相关[21]。由于 xso-MIR167a与
上述功能明确的同源基因亲缘关系更近，序列保守

性更高，因此本研究优先选择 xso-MIR167a开展后

续功能研究。

 2.5    xso-miR167 的本体瞬时表达分析

本研究成功构建 xso-MIR167a过表达载体，并

在文冠果种仁中实现瞬时表达。结合 miRNA表达

量差异，选取表达水平更高的 xso-MIR167a基因构

建至植物表达载体 pCambia1301-GUS中，并采用农

杆菌介导的瞬时转化技术用 xso-MIR167a-GUS载

体的农杆菌浸泡处理后文冠果种仁进行 GUS染色

分析，结果见图 6，其中 A为浸泡 12 h清水对照的

文冠果种仁，该种仁各部分中均没有 GUS基因的表

达。由 B、C、D观察可知，种仁在 GUS染色后可清

晰地观察到蓝色信号，且伤口处呈现的蓝色略深于

其他部位，表明载体已成功转化并在文冠果种仁中

表达。

qRT-PCR及 IAA含量测定结果显示，xso-miR167
过表达可显著抑制其靶基因 XsARF6.2的表达，并显

著降低文冠果种仁中 IAA含量。提取共培养 3 d的
瞬时转化文冠果种仁 RNA，反转录后进行 qRT-PCR，
检测 xso-miR167与 XsARF6.2的表达变化，结果如

图 7所示，与WT、EV植株相比，xso-miR167在 xso-
MIR167-OE株系中表达量上调 10倍以上，证明其成

功实现过表达。而 xso-miR167的靶基因 XsARF6.2
基因表达量在过表达株系中显著降低，验证了二者

靶向调控关系，表明 xso-miR167对 XsARF6.2具有

反向抑制作用；xso-MIR167a转基因文冠果种仁

 

B C

0

500

1 000

1 500

2 000

2 500

基
因

数
量

A. 文冠果 11 号无性系雌蕊发育前期（e）、中期（m）、后期（l）GO富集分析柱状图；B. 文冠果 11 号无性系雌蕊发育前期（e）、
中期（m）、后期（l）KEGG 富集气泡图；C. 受 miRNA 调控与未受 miRNA 调控的差异表达 mRNA 数量。

基
因

占
比

%

基
因

数
量

生物过程 细胞组分 分子功能

代
谢

过
程

细
胞

过
程

单
有

机
体

过
程

生
物

调
控

定
位

过
程

应
激

响
应

细
胞

组
分

组
织

与
生

物
发

生
信

号
转

导
发

育
过

程
多

细
胞

有
机

体
过

程
生

殖
生

殖
过

程
多

有
机

体
过

程
解

毒
过

程
免

疫
系

统
过

程
生

长
过

程
运

动
过

程
节

律
过

程
行

为
过

程
生

物
黏

附
细

胞
聚

集
膜

结
构

细
胞

细
胞

组
分

膜
组

分
细

胞
器

细
胞

器
组

分
大

分
子

复
合

物
膜

封
闭

腔
室

胞
外

区
域

其
他

有
机

体
组

分
细

胞
连

接
超

分
子

复
合

物
共

质
体

胞
外

区
域

组
分

拟
核

突
触

突
触

组
分

结
合

功
能

催
化

活
性

转
运

活
性

核
酸

结
合

转
录

因
子

活
性

结
构

分
子

活
性

分
子

功
能

调
控

因
子

抗
氧

化
活

性
电

子
载

体
活

性
分

子
转

导
活

性
信

号
转

导
活

性
蛋

白
结

合
转

录
因

子
活

性
营

养
储

备
活

性
蛋

白
标

签
金

属
伴

倡
活

性
酮

译
调

控
活

性

差异表达基因
所有背景基因

基
因

占
比

%

基
因

数
量

生物过程 细胞组分 分子功能

代
谢

过
程

细
胞

过
程

单
有

机
体

过
程

生
物

调
控

定
位

过
程

应
激

响
应

细
胞

组
分

组
织

与
生

物
发

生
信

号
转

导
发

育
过

程
多

细
胞

有
机

体
过

程
生

殖
生

殖
过

程
多

有
机

体
过

程
解

毒
过

程
免

疫
系

统
过

程
生

长
过

程
运

动
过

程
节

律
过

程
行

为
过

程
生

物
黏

附
细

胞
聚

集
膜

结
构

细
胞

细
胞

组
分

膜
组

分
细

胞
器

细
胞

器
组

分
大

分
子

复
合

物
膜

封
闭

腔
室

胞
外

区
域

其
他

有
机

体
组

分
细

胞
连

接
超

分
子

复
合

物
共

质
体

胞
外

区
域

组
分

拟
核

突
触

突
触

组
分

结
合

功
能

催
化

活
性

转
运

活
性

核
酸

结
合

转
录

因
子

活
性

结
构

分
子

活
性

分
子

功
能

调
控

因
子

抗
氧

化
活

性
电

子
载

体
活

性
分

子
转

导
活

性
信

号
转

导
活

性
蛋

白
结

合
转

录
因

子
活

性
营

养
储

备
活

性
蛋

白
标

签
金

属
伴

倡
活

性
酮

译
调

控
活

性

差异表达基因
所有背景基因

基
因

占
比

%

基
因

数
量

生物过程 细胞组分 分子功能

代
谢

过
程

细
胞

过
程

单
有

机
体

过
程

生
物

调
控

定
位

过
程

应
激

响
应

细
胞

组
分

组
织

与
生

物
发

生
信

号
转

导
发

育
过

程
多

细
胞

有
机

体
过

程
生

殖
生

殖
过

程
多

有
机

体
过

程
解

毒
过

程
免

疫
系

统
过

程
生

长
过

程
运

动
过

程
节

律
过

程
行

为
过

程
生

物
黏

附
细

胞
聚

集
膜

结
构

细
胞

细
胞

组
分

膜
组

分
细

胞
器

细
胞

器
组

分
大

分
子

复
合

物
膜

封
闭

腔
室

胞
外

区
域

其
他

有
机

体
组

分
细

胞
连

接
超

分
子

复
合

物
共

质
体

胞
外

区
域

组
分

拟
核

突
触

突
触

组
分

结
合

功
能

催
化

活
性

转
运

活
性

核
酸

结
合

转
录

因
子

活
性

结
构

分
子

活
性

分
子

功
能

调
控

因
子

抗
氧

化
活

性
电

子
载

体
活

性
分

子
转

导
活

性
信

号
转

导
活

性
蛋

白
结

合
转

录
因

子
活

性
营

养
储

备
活

性
蛋

白
标

签
金

属
伴

倡
活

性
酮

译
调

控
活

性

差异表达基因
所有背景基因

受 miRNA调控的
差异表达基因

所有差异
表达基因

基因数量

p 值

基因比例

20
40
60
80

0.02
0.04
0.06

0.030 0.090.06 0.12

植物−病原体互作

植物激素信号转导

植物 MAPK 信号通路

苯丙烷类生物合成

淀粉与蔗糖代谢

ABC 转运蛋白

玉米素生物合成

α-亚麻酸代谢

半胱氨酸与蛋氨酸代谢

过氧化物酶体

酪氨酸代谢

色氨酸代谢

脂肪酸降解

其他聚糖降解

角质、木栓质与蜡质的生物合成

类胡萝素生物合成

β-丙氨酸代谢

亚油酸代谢

丙氨酸、天冬氨酸与谷氨酸代谢

单萜类生物合成

KEGG 通路e

基因数量

p 值

基因比例

10
20
30
40

0.02
0.04
0.06

0.0250 0.0750.050 0.100

植物激素信号转导

植物 MAPK 信号通路

苯丙烷类生物合成

淀粉与蔗糖代谢

类黄酮生物合成

α-亚麻酸代谢

ABC 转运蛋白

甘油酯代谢

甘油磷脂代谢

玉米素生物合成

色氨酸代谢

氰基氨基酸代谢

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸降解

其他聚糖降解

2-氧代羧酸代谢

硫代葡萄糖苷生物合成

黄酮与黄酮醇生物合成

异黄酮生物合成

亚油酸代谢

吲哚生物碱生物合成

KEGG 通路m

基因数量

p 值

基因比例

100
200

0.01
0.02

0.04
0.03

0.05

0.020 0.060.04 0.08

核糖体

氨基酸的生物合成

泛素介导的蛋白质水解

甘油酯代谢

甘油磷脂代谢

同源重组

ABC 转运蛋白

α-亚麻酸代谢

嘧啶代谢

光合作用

脂昉酸降解

泛醌及其他萜类-醌的生物合成

碱基切除修复

β-丙氢酸代谢

亚油酸代谢

组氨酸代谢

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的生物合成

光合作用−天线蛋白

柠檬烯和蒎烯的降解

非同源末端连接

KEGG 通路l

图 1    文冠果雌蕊败育 3个时期差异表达基因的富集及靶向调控分析

Fig. 1    Enrichment and targeted regulation analysis of differentially expressed genes at three stages of pistil abortion in Xanthoceras sorbifolium
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IAA含量变化由图 7所示，结果表明 WT组与 EV
组的 IAA含量相近，均处于约 0.4 nmol/g的水平，

在 xso-MIR167a转基因文冠果种仁中，IAA含量较

WT和 EV组极显著下降约 50%，说明 xso-miR167
参与调控文冠果种仁 IAA含量，进而对雌蕊发育过

程具有关键调节作用。

 2.6    转基因拟南芥的表型分析

过表达 xso-MIR167a能够导致转基因拟南芥花

序形态变化及花器官发育异常。为研究靶向 XsARF
基因的 xso-miR167功能，使用包含关键 miRNA前

体序列的表达载体农杆菌侵染拟南芥，并获得稳定

遗传的转基因植株，随机选择两个性状不分离的纯

合株系（xso-MIR167a#OE2和 xso-MIR167a#OE18），
进行后续转基因拟南芥的表型观察。对比空载体型

拟南芥（EV）、转基因拟南芥和野生型拟南芥（WT）
的顶端花序发育特征（图 8）。结果显示，WT、EV植

株的花序分生组织可以正常分化成为花分生组织，

形成花原基并发育成完整的花器官，而 xso-MIR167a
转基因株系表型变化最为显著，其顶端花序转为有

限花序形态，同时伴随花器官发育异常。

过表达 xso-MIR167a也会导致拟南芥花朵变小，

选取 4个发育时期的花器官进行观测比较转基因植

株和野生型拟南芥的花器官形态结构（图 9）。可以

看出转基因 xso-MIR167a植株的花朵较野生型更小；

但在发育过程中，除花朵大小外，EV、xso-MIR167a
的拟南芥与WT花朵无显著差异。

对转基因拟南芥的花发育数据进行统计分析，

结果表明过表达 xso-MIR167a会导致拟南芥花粉活

力下降、柱头及雌雄蕊长度缩短，但对花瓣长度无显

著影响。选取 2个独立的 T3代纯合转基因株系 xso-
MIR167a#OE2和 xso-MIR167a#OE18，每个株系随

机选取 6株，共 12株进行表型统计分析。图 10结
果显示：EV、xso-MIR167a的拟南芥开花略晚于WT，
且WT的平均花粉活力为 90.9% 与 EV无明显区别，
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图 2    文冠果雄花雌蕊败育过程中 miRNA差异表达与功能分析

Fig. 2    Analysis of miRNA differential expression and function during the pistil abortion process of X. sorbifolium male flowers

第 6 期 汪晋竹等：miR167-XsARF6-IAA模块在文冠果雌蕊败育中的调控机制 65
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图 3    文冠果雌蕊败育中关键 miRNA与 XsARF 表达模式分析

Fig. 3    Expression pattern analysis of key miRNA and XsARFs during pistil abortion in X. sorbifolium
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图 4    文冠果雌蕊败育中靶向 XsARF 基因的 xso-MIR167鉴定

Fig. 4    Identification of key miRNAs targeting XsARF genes during pistil abortion in X. sorbifolium

 66 北    京    林    业    大    学    学    报 第 48 卷    



而转基因 xso-MIR167a#OE2和 xso-MIR167a#OE18
拟南芥的花粉活力显著下降至 43.68% 和 62.25%。
WT和 EV的柱头平均直径分别为 0.364 0、0.369 6
mm，xso-MIR167a株系的柱头均值为 0.311 9 mm，
和 WT相比显著缩短。WT的雄蕊平均长度为

1.534 2 mm，转基因 xso-MIR167a#OE2拟南芥的雄

蕊平均长度为 1.393  7  mm，显著短于 WT和 EV；
WT的雌蕊长度为 1.805 7 mm，EV植株雌蕊长度

为 1.703  1  mm，显著高于转基因 xso-MIR167a株
系；WT、EV植株的花瓣平均长度分别为 2.023 3、
2.085  2  mm，xso-MIR167a株系的花瓣长度与 WT
和 EV无显著差异。上述结果表明过表达 xso-
MIR167a对拟南芥花器官发育产生影响，能通过调

控靶基因参与花器官发育过程。
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图 5    文冠果MIR167家族及其同源基因的系统发育树

Fig. 5    Hylogenetic tree of the MIR167 families in X. sorbifolium and their homologs
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5 mm 5 mm
A. 清水浸泡处理 12 h 的文冠果种仁（对照）；B、C、D为菌液 
OD600 = 0.8 浸泡处理 12 h 的文冠果种仁。

图 6    文冠果种仁瞬时转化后的 GUS 染色结果

Fig. 6    GUS staining results of X. sorbifolium seeds
after transient transformation
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 3   讨　　论

 3.1    miR167-ARF 模块在植物花器官发育中的保守

调控作用

植物雌蕊败育是多基因、多通路协同调控的复

杂发育过程，miRNA介导的转录后调控在植物雌蕊

中发挥核心作用。雌蕊败育是文冠果产量受限的关

键因素，但其内在分子调控机制仍缺乏系统解析。

在文冠果雌蕊败育过程中，我们鉴定出靶向差异表

达 XsARF 基因的差异表达 miR167，已有研究表明，

miR167家族作为植物中高度保守的 miRNA家族之

一，可以通过调控生长素反应因子（ARFs）参与调控

植物发育[22]。生长素信号通路影响植物雌蕊发育过

程[23]，IAA浓度升高促使 Aux/IAA蛋白降解，释放

的 ARF 结合生长素响应元件（AuxRE），调控细胞分

裂与分化[24]。miR167精准调控 ARF6/8的表达量，避

免因 ARF 过量积累导致 IAA信号通路过度激活[25]。

在拟南芥中，miR167功能缺失或过表达均导致花器

官发育异常及育性下降[26]，本研究结果与上述结果

相似：拟南芥异源过表达 xso-MIR167a，植株表现为

开花延迟，有限花序，且花器官缩小，花粉活力显著

下降，暗示其可能参与雌蕊发育调控。此外，小麦中

miR167同源家族通过靶向 ARFs参与雄蕊花丝伸长

和柱头大小调控[27]。以上均表明 ARF 基因是生长素

转录响应的核心因子，而靶向 ARF 的 miRNA通过

调控激素合成，最终影响 ARF 基因表达。

 3.2    文冠果中 miR167-XsARF-IAA 调控模块的鉴

定与功能分析

文冠果中 xso-miR167与 XsARF6.2存在典型的

负调控关系，二者通过调控内源 IAA含量形成

miR167-ARF-IAA功能模块，最终参与到雌蕊败育过

程中。本研究发现，xso-miR167表达量显著高于雌

花雌蕊，而靶基因 XsARF6.2表达持续偏低。在雄花

雌蕊发育后期，xso-miR167高表达导致 XsARF6.2
显著下调，下游发育基因无法有效激活，进而引起雌

蕊败育。在雌花雌蕊发育中期，XsARF6.2显著上调，

从而维持雌蕊正常发育。xso-MIR167a在文冠果种

仁中实现过表达，对 xso-miR167过表达种仁进行激

素含量测定，与野生型文冠果 WT和空载体型文冠

果 EV相比，IAA含量显著下降，揭示文冠果中可能

存在“miR167-ARF-IAA”调控模块。

本研究通过对 miR167及雌蕊败育过程中差异

mRNA进行了生物信息学分析，明确了 miR167与
ARF 家族关键成员的靶向关系，通过拟南芥稳定转

化体系验证了 miR167的功能，并进一步在文冠果本
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图 7    xso-MIR167a转基因文冠果种仁的基因表达量及激素含量

Fig. 7    The gene expression levels of the kernels in xso-MIR167a transgenic X. sorbifolium

 

A B

C D

1 mm 2 mm

1 mm 2 mm

A. 野生型拟南芥（WT）的顶端花序放大特征；B. 空载体型拟南
芥（EV）的顶端花序整体特征；C. 转基因 xso-MIR167a#OE2 拟
南芥的顶端花序放大特征；D. 转基因 xso-MIR167a#OE18 拟南芥
的顶端花序整体特征。拟南芥为 Columbia 生态型（Col）。下同。

图 8    WT、EV和转基因拟南芥的顶端花序特征

Fig. 8    Characterization of apical inflorescence of WT, EV and
transgenic A. thaliana
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体中验证了 xso-miR167与 XsARF6.2的互作模式，

明确其在文冠果雌蕊发育中的重要作用。

 3.3    研究展望

本研究发现过表达 miR167后 IAA含量下降，

但并未证明该基因直接调控了 IAA的合成、代谢或

转运过程，该调控是直接还是间接作用仍有待阐明。

后续可进一步解析 IAA信号通路中 XsARF 下游的

Aux/IAAs、GH3s、SAURs等靶基因，构建以 miRNA-
ARF 为核心的遗传发育调控网络，并对其他 XsARF
基因及 IAA通路中的其他关键基因进行系统研究。

同时，也可结合激素喷施、环境因子调控等手段，在

IAA处理基础上加入其他激素干预，利用激素互作

促进文冠果雌蕊发育，调控文冠果雌雄花比例，进一

步提高文冠果产量。本研究为解析文冠果雌蕊发育

与激素信号互作机制提供新的研究思路，丰富了木

本植物 miRNA-ARF 调控模块的研究体系。

 4   结　　论

本研究旨在解析文冠果雄花雌蕊败育过程中

miR167-XsARF6.2-IAA模块的调控机制。首次在文

冠果体系中揭示了 miR167-XsARF6.2的靶向调控关

系，并结合异源转化拟南芥实验验证了 miR167-
XsARF6.2-IAA模块的功能 ，探究了 IAA介导的

miR167-XsARF6.2调控模式在雌蕊发育中的核心作

用，为文冠果性别调控与高产育种提供更多理论基

础。本研究可得出如下结论。

（1）在雄花雌蕊败育的 3个关键时期，共鉴定

481个 miRNA，预测到 miRNA靶基因 2 266个，并
筛选出 1 986个差异表达 mRNA，其差异表达呈明

显阶段特异性；且 miRNA靶向的 mRNA显著富集

于信号转导等信号通路，参与雌蕊原基分化和花器

官发育。这揭示了 miRNA通过调控这些功能基因

的表达，主导雄花雌蕊发育的分子过程。

（2）miR167显著富集于植物激素信号转导通路，

且外源 IAA处理可抑制 miR167 表达，解除其对

XsARF6.2的抑制，并激活生长素信号通路。由此，

提示 miR167是调控雌蕊发育的关键 miRNA。
（3）雄花雌蕊发育过程中，xso-miR167表达持续

升高 ，其靶基因 XsARF6.2表达显著下调 ； xso-
miR167过表达实验证实，该基因可显著降低文冠果

种仁中 IAA含量，表明其可能参与 IAA的合成、代

谢或转运过程；外源 IAA处理可显著抑制 miR167
在雌蕊关键发育期的功能，解除其对 XsARF6.2的抑

制，激活 IAA信号通路，进一步验证了该基因与生

长素信号转导的密切关联。

（4）转基因拟南芥中花粉活力大幅降低，由野生

型的 90.9% 依次降至 43.68% 和 62.25%，且伴随着

雌雄蕊形态萎缩、开花滞后、花器官发育畸形等特征。

这进一步佐证了 miR167-ARF 调控模式是调控雌蕊
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A. WT 的花发育过程；B. EV 的花发育过程；C. 转基因 xso-MIR167a#OE2 拟南芥的花发育过程。

图 9    WT、EV和转基因拟南芥的花发育过程

Fig. 9    Characterization of flower development of WT, EV and transgenic A. thaliana
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图 10    WT、EV和转基因拟南芥的花发育数据的统计结果

Fig. 10    Flower development data statistics of WT, EV and
transgenic A. thaliana
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发育的关键因子。
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