
桑寄生种子中抗寒microRNAs的鉴定
华大智造Small RNA建库与DNBSEQ测序技术赋能miRNA研究

样本类型兼容性高
桑寄生种子可作为植物样本进行实验。该建库技术适用于多物
种的不同类型样本，且在所有样本类型上保持稳定的性能。

样本RNA起始量低
可将10 ng-1 μg总RNA样本制备成高质量小RNA测序文库。

适配自动化
该试剂盒可适配华大智造自动化样本处理系统从而实现高效、
快捷的实验流程。

测序数据产出高效且质量高

DNBSEQ测序技术具有高准确性，低重复序列率以及低标签跳跃
等重要特性。

推荐应用：农业基因组学
推荐机型：MGISEQ-2000RS

广西药用植物园魏树根团队利用华大智造MGIEasy Small RNA建库技术和DNBSEQ测序技术，针对当前桑寄生种子在
低温胁迫下易丧失生存发育能力问题进行研究，对桑寄生种子中特异性响应低温胁迫的miRNA进行了分析和鉴定1。
相关成果以Identification of MicroRNAs in Taxillus chinensis (DC.) Danser Seeds under Cold Stress为题于2021
年发表于BioMed Research International杂志。

Taxillus chinensis
BioMed Research International



背景介绍

桑寄生(学名：Taxillus chinensis (DC.) Danser)是一种寄生植物，同时也是一种古老的中药，可用于治疗风
湿、高血压、中风等疾病2。然而，桑寄生植物繁殖能力较低，很大一部分原因在于其种子对温度十分敏
感，在低于0℃条件下会迅速丧失生存发育能力。低温胁迫是影响许多植物地理分布、生长季节和产量的
重要因素3。已有大量研究报道表明，植物中存在许多与低温胁迫响应相关的MicroRNAs(miRNA)，它们在
植物抗寒调控中发挥重要功能。然而，我们对桑寄生中的低温胁迫响应的调控机制知之甚少。

miRNA是一类内源性的小的非编码RNA(18~24nt)，其通过切割信使RNA(mRNA)或在转录后抑制翻译以达
到抑制蛋白表达的功能4。在植物中，miRNA的初级转录产物可由DAWDLE稳定，并被DCL1、HYL1、SE
和D-小体中的核CBC加工为miRNA:miRNA*双体，随后被HEN1甲基化并转运到细胞质5。双链中的成熟
miRNA，被并入AGO蛋白复合物中6。目前，miRBase数据库(v22.1)共收录82种植物(如水稻、玉米、拟南
芥和葡萄等)的10414条miRNA和miRNA*序列。



后 ， 将 其 与 3 ' 腺 苷 酰 化 接 头 连 接 ， 然 后 用 带
barcode 的逆转录引物与3'接头退火，再与5'接头进
行连接，进行反转录。合成一链cDNA后，经PCR扩
增15个循环并凝胶电泳切取103-115bp大小的片段
产物进行纯化并使用定量。后将产物进行环化，用
Qubit ssDNA Assay Kit对最终产物(单链环状DNA)进
行定量。

文库制备过程较为复杂，尤其在样本量较大时耗时
耗力，且容易出现加样体积误差及出错。推荐使用
华大智造自动化样本制备系统完成文库构建，省去
人工实验的操作，提高样本制备的稳定性，全面提
升效率。

对于small RNA测序，首先通过滚环复制产生DNA纳
米球(DNBs)，然后将DNB加载到测序芯片中，在
DNBSEQ测序平台上完成单端50个碱基的读长测序
(SE50)。

实验方法

研究描述

由于未了解桑寄生属基因组的全面信息，桑寄生
属 m i R N A 序 列 及 其 调 控 的 研 究 仍 然 是 空 白 。
miRNA测序已被广泛应用于模型和非模型植物中
识别已知的和新的miRNAs，如秋葵等植物。此
前，该团队已报道了桑寄生种子响应水分流失的
相关转录组信息7，这个转录组可以用于桑寄生种
子的miRNA发现。在这项研究中，作者首先评估
了在不同温度下保存不同时间的桑寄生种子的生
存能力。然后对miRNA进行测序，确定了桑寄生
种子中已知的和新的miRNAs以及参与抗寒过程的
miRNAs。

所制备的总RNA样本取1μg使用华大智造MGIEasy 
Small RNA文库制备试剂盒构建小RNA文库。大致
流程如下：总RNA经尿素-PAGE凝胶电泳分离，并
切取对应小RNA(18-30bp)的条带。离心提取小RNA

从广西药用植物园内收集了100个桑寄生种子样
本。经过不同冷处理温度(-20°C，-5°C，-1°C，
0°C，4°C，10°C，25°C)和时间(1h，2h，3h，
4h，5h，10d，20d)后使用TTC染色法(1% 2,3,5-
三苯基四唑氯)进行种子活力测试7。用TRIzol试剂
从储存在0°C条件下0h(A0)，12h (A1)，36h(A2)种
子中提取总RNA(100毫克，三份)，使用Agilent 
Bioanalyzer 2100对总RNA数量和质量进行评价8。

样本制备

文库构建与测序

数据分析

原始数据由SOAPnuke进行处理筛选，利用miRD-
eep2预测之前发表的桑寄生种子转录组中可能的
miRNA发夹结构。使用预测的miRNA前体作为参
考来分析miRNA的表达情况9，将所有处理后的数
据与miRBase中成熟植物miRNAs数据进行比较，
选择与各miRNA家族一致的表达量最高的Read作
为桑寄生属植物的miRNA序列。将已发表的桑寄
生属种子转录组作为miRNA靶基因信息资源，利
用psRobot，TarHunterL，TargetFinder三个软件
预测差异表达的miRNA靶基因。应用Gene Ontol-
ogy和KEGG pathway分析并注释这些转录组。最
后利用qRT-PCR定量验证miRNA及其目的基因的
表达水平。



表1. 冷处理12 h和36h后桑寄生种子中miRNA的激活和抑制

结果

桑寄生种子的miRNA具有传统miRNA结构，例
如，aly-miR390a和c51122_g1_i3_15022 (图1a)，
以及一些具有siRNA-like结构的miRNA(图1b),这些
在桑寄生种子中具有传统结构的miRNA在冷处理
12 h和36h后具有明显的激活和抑制表现(表1)。此

miRNA鉴定和表达分析 次研究结果首次在低温胁迫下的桑寄生种子中鉴
定到600个miRNAs。其中共鉴定出242个差异表达
miRNA，分别在A0(对照)、A1(0°C冷处理12小时)
和A2(在0°C冷处理36小时)中检测到224、229和
223个miRNAs(TPM > 1)(图1c)。在A0、A1和A2
中，分别有18、17和16个miRNAs表达量超过
1000 TPM(图1d)。
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图1. 低温胁迫下桑寄生种子中发现的miRNAs。(a) miRDeep2鉴定的桑寄生miRNAs的常规结构。(b) 桑寄生种子中可能存在
siRNA-like结构的miRNA。(c) 在0 °C下0 h (A0)，12 h(A1)和36 h (A2)桑寄生种子中鉴定的miRNA的韦恩图。(d) 每个样本的
miRNA表达分布。

桑寄生种子中响应低温胁迫的miRNA

在响应寒冷的桑寄生种子中鉴定到103个差异表达
miRNA(图2 a~d)，其中miR408在冷处理过程中上
调，同时，一些差异表达miRNA在A1组中特异性

存在，并且可能在冷胁迫响应早期发挥功能，如
miR390a、miR160b、miR171b和miR167c，而
miR408在冷处理过程中一直发挥作用(图2 e~h)。
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图2. 低温胁迫下桑寄生种子中发现的差异表达miRNAs
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表2. 差异表达miRNA的靶标数量

图3. DEmiRs的KEGG通路分析

靶基因预测、通路分析及其调控网络

利用已发表的桑寄生属种子转录组作为信息资
源，利用psRobot，TarHunterL，TargetFinder
三个软件对差异表达miRNA的靶基因进行预测，
获得了479个miRNA和5610个靶基因以及不同冷
处理条件下相关靶基因的调控情况(表2)。靶基因
预测结果表明，桑寄生种子中一些已知的冷响应
基因可能受到DEmiRNAs的调控，如ICE1、UBC

和多种转录因子(如WRKY和TCP)，这表明这些差
异表达miRNA可能通过调控冷胁迫响应中的关键
调控基因来发挥功能。接下来，我们对每个比较
中发现的DEmiRs的靶基因进行了KEGG通路分
析。对于大多数调控通路，A1与A0和A2与A1中
DEmiRs的靶基因数量相似(图3)。然而，一些通路
可能被一些只在A2中发现的DEmiRs所调节。
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表3. 参与冷响应和种子发芽的关键miRNAs及其靶标

关键miRNA及其调控网络

通过GO和KEGG注释这些miRNA的靶基因，基因
功能分析结果显示分别有4个DEmiRNAs(miR4228, 
miR8036, aly-miR390a-3p, zam-miR164d-5p)参与
冷 响 应 调 控 。 3 个 ( g m a - m i R 1 5 2 0 o - 3 p , 
c53051_g1_i1_18088-5p, sly-miR10539-3p)参与

非生物刺激响应调控。鉴定到的其它一些DEmiR-
NAs则参与了调节种子胚胎发育、萌发、休眠过
程以及种皮发育中的黏液代谢等过程。KEGG通路
分析，发现DEmiRs的靶基因还参与了“植物-病
原体相互作用”等调控通路。(表3)
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基因测序仪MGISEQ-2000

总结

本研究是桑寄生属植物miRNAs的首次研究，在冷
胁迫下的桑寄生种子中鉴定出600个miRNAs以及
103个差异表达的miRNAs，参与了“寒冷反应”，
“非生物刺激反应”和“种子发育/萌发”的通
路。为今后研究桑寄生属植物提供了有价值的资
源。该研究结果能够提高人们对miRNA调控植物
低温胁迫响应的理解，同时更好地进行桑寄生属
植物的繁殖计划。

该研究基于华大智造的MGIEasy Small RNA建库技
术和DNBSEQ测序平台实现了桑寄生种子中small 
RNA的测序鉴定。该应用案例表明华大智造的相
关small RNA建库和测序技术可以实现miRNA的快
速准确鉴定。
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