
贝莱斯芽孢杆菌GF-46诱导玉米miRNA差异表达
及其调控功能分析
李婕超，陈龙俊，王京辉，闫国欣，李朝乾，朱 莹，韩升才*
（内蒙古农业大学园艺与植物保护学院，呼和浩特 010020）

摘 要：本研究采用 Illumina高通量测序技术，揭示了贝莱斯芽孢杆菌 GF-46处理对玉米 B73 miRNA表达的影响。共鉴

定出 37个差异表达的 miRNA，包括保守家族（如 miR164、miR171、miR166等）和新预测的 miRNA（如 8_36419、3_16586
等）。KEGG通路富集分析显示有 135条显著调节的代谢途径（Q<0.05），主要集中在植物激素信号转导（生长素、茉莉酸

信号通路）、苯丙烷生物合成(PAL、4CL酶节点）、植物-病原体相互作用（RLK介导的信号通路）。值得注意的是，miRNA-
8_36419表现出更强的调控能力，靶向这些关键途径中约 50%的注释基因。这些发现阐明了 GF-46介导的玉米生长促进

和系统抗性的机制，加深了对单子叶作物中微生物组调控转录网络的理解。
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Analysis of the Differential Expression of miRNAs Induced by Bacillus velezen⁃
sis GF-46 and Its Regulatory Functions in Maize
LI Jiechao, CHEN Longjun, WANG Jinghui, YAN Guoxin, LI Zhaoqian, ZHU Ying, HAN Shengcai*
(College of Horticulture and Plant Protection, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 010020, China)
Abstract: This study employed Illumina high-throughput sequencing technology to investigate the effects of Bacil⁃
lus velezensis GF-46 treatment on miRNA expression in maize B73. A total of 37 differentially expressed miRNAs
were identified, including conserved families (such as miR164, miR171, miR166, etc.) and novel miRNAs (such as
8_36419, 3_16586, etc.). KEGG pathway enrichment analysis revealed 135 significantly modulated metabolic path⁃
ways (Q<0.05), with pronounced representation in: (i) phytohormone signaling (auxin and jasmonic acid signaling
pathways), (ii) phenylpropanoid biosynthesis (PAL, 4CL enzymatic nodes), (iii) plant-pathogen recognition systems
(RLK-mediated signaling pathways). Notably, miRNA-8_36419 exhibited superior regulatory capacity, targeting ap⁃
proximately 50% of annotated genes within these key pathways. These findings clarify the mechanisms underlying
GF-46-mediated growth promotion and systemic resistance in maize, and deepen the understanding of microbiome-
regulated transcriptional networks in monocot crops.
Key words: Maize; Bacillus velezensis GF-46; miRNA; Plant-microbe interaction

贝莱斯芽孢杆菌作为一种根际益生菌，接种

后可以促进玉米的生长发育，这种促生作用与贝

莱斯芽孢杆菌所具备的促进根系发育尤其对侧根

的促进作用有密切的关系，如 B105-8和 FZB42，
这些菌株在盐碱条件下或正常土壤条件下具有促

生效果 [1-3]。例如WRN031和 D103菌株能够促进

根系伸长 [4-5]。贝莱斯芽孢杆菌对玉米的促生作
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用还与其解磷、解钾能力密切相关 [2]。除了促进

玉米的生长发育，贝莱斯芽孢杆菌对玉米的抗病

性也有显著的影响，例如 EBs02、TSA32-1 和
NWUMFkBS10.5等菌株 [6-8]，可产生多肽或聚酮等

次级代谢产物，能够直接破坏病原菌细胞膜的完

整性，抑制病原菌的生长。有些菌株如 Bacillus
velezensis HC6能够通过弱化病原菌产生毒素的能

力发挥作用 [9]。贝莱斯芽孢杆菌还可以通过激活

玉米的 ABA和 SA调节途径诱导玉米抗病，防止

病原体通过气孔进入 [8]。

贝莱斯芽孢杆菌对玉米的促生和抗病功能，

可 能 与 调 控 玉 米 内 源 miRNA 的 表 达 有 关 。
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miRNA是一类长度为 18~24 nt的短核苷酸序列，

在玉米的生长发育调控及抗病过程中发挥重要的

作用。通过降解靶向mRNA或抑制mRNA翻译来

调控基因表达 [10]。已有研究表明miRNA可调控玉

米生长发育。miR169在干旱条件下通过靶向基

因 NF-YA 调控玉米根系的发育并促进根的生

长 [11-12]。miR164通过靶基因 zmNAC1调控玉米侧

根的发育 [13]。miR166和 miR390可能通过影响脱

落酸含量调控玉米的抗旱能力 [14-15]。miR396调控

玉米对温度的适应能力 [16]。miR172调控玉米心皮

和雄蕊的发育 [17]。miR156调控玉米果穗发育和籽

粒结构。miR528在缺氮条件下调控木质素积累

的增加，提升玉米的抗倒伏能力 [18-19]。经鉴定多

种 miRNA在玉米的抗病过程中发挥重要作用。

miRNA160、miR319、miR408b、miR390、miR169j、
miR395a/p、miRNA（miRn5231）、miR397、miR408
和 miR528在诱导玉米抗病性方面表现出色 [20-25]。

经贝莱斯芽孢杆菌 FZB42处理后玉米靶向抑制

miRNA表达，并参与系统抗病性的激活 [26]。但是

在贝莱斯芽孢杆菌与玉米互作过程中被成功鉴定

并明确功能的miRNA数量有限。

目前鉴定出一株对玉米有显著促生作用且能

够有效控制玉米茎基腐病的 Bacillus. velezensis
GF-46菌株 [27-29]。为明确 GF-46菌株对玉米的益

生功能与 miRNA之间的关系，本研究分析了接种

GF-46菌株后玉米 B73植株中差异 miRNA的变

化，通过高通量测序鉴定差异表达 miRNA。对差

异表达基因做 GO注释和 KEGG代谢通路分析，筛

选生长发育和抗病相关潜在关键通路，并用 qPCR
验证测序结果的准确性。该研究结果将为深入理

解植物-微生物互作的分子机制，以及利用微生

物促进植物生长、提高抗病性提供理论基础和技

术支撑。

1 材料与方法

1.1 样品制备

试验所用玉米品种为自交系 B73，由中国农业

大学资源与环境学院李学贤教授提供。供试菌株

GF-46（CGMCC NO.21314），由内蒙古农业大学园艺

与植物保护学院韩升才实验室菌种库保存并提

供。活化培养 GF-46菌株至菌液浓度 108 CFU/mL
（OD600）。将菌液 6 000 r/min离心 10 min，去除上清

并用无菌水重悬菌体。将经离心重悬后的 GF-46
菌株菌悬液采用浸蘸处理法，将菌悬液缓慢滴加

至置于滤纸上的 B73幼胚表面。对照组以等量无

菌水处理，处理完成后，滤纸保持湿润状态。每

个处理 10株幼胚，3次重复。室温下培养 7 d后取

样测序。

1.2 试验方法

1.2.1 玉米 miRNA 的高通量测序

将样本送至上海美吉生物医药科技有限公司提取

RNA构建文库及测序。参考基因组版本为Zm-B73-
REFERENCE-NAM-5.0[30]。使用 QIAseq miRNA Li⁃
brary Kit 试 剂 盒 进 行 文 库 构 建 ，引 物 为 3´-
AACTGTAGGCACCATCAAT， 5´-
GTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC，并利用 No⁃
vaSeq X Plus平台对 16~35 nt的小 RNA片段上机

测序。

1.2.2 玉米 miRNA 测序数据分析

原始测序结果包括测序接头序列或低质量读

段。为确保后续生物信息学分析的准确性，对原

始测序数据进行过滤。利用美吉软件 Fastx-
Toolkit（https://github.com/agordon/fastx_toolkit）过滤

原始数据：去除 3´接头、未插入片段的连接产物、

剪切 3´端质量值<20的碱基、去除含未知碱基 N
以及长度过短（<18 nt）和过长（>32 nt）的 reads。
得到 clean data以保证后续分析的顺利进行。

1.2.3 已知 miRNA 鉴定

将已经比对到参考基因组的 reads与 miRBase
数据库（http://www.mirbase.org/）中玉米 B73品种的

miRNA前体及成熟体序列进行比对。允许存在 1
个碱基的错配，以此来识别已知 miRNA，并对其

前体的二级结构进行预测。

1.2.4 新 miRNA 预测

使用 miRNA 前体的发夹结构特征预测新

miRNA。将无法与 Rfam数据库和miRBase数据库

匹配的 reads重新比对到参考基因组上，截取周围

序列。使用 miRDeep 2软件对截取序列进行二级

结构预测，根据预测结果使用 Dicer酶切位点信

息、能量值等特征进行过滤，鉴定出新的miRNA。
1.2.5 miRNA 表达量分析

对各样本 miRNA的表达量进行定量分析，用

TPM进行表达量的均一化处理。根据 miRBase数
据库和玉米自交系 B73的基因组序列数据库获取

miRNA的读数后，对多样本（≥2）项目进行样本间

miRNA差异表达分析，筛选处理组与对照组之间差

异表达 miRNA。用差异表达分析软件 DESeq 2软
件 [31]筛选差异miRNA（筛选标准：P<0.05，|log₂FC|≥
1）。通过 psRobot软件 [32]预测靶基因并进行功能

注释。
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1.2.6 差异miRNA靶基因GO和KEGG注释分析

基于 GO数据库对靶基因进行生物学过程

（BP）、细胞组分（CC）和分子功能（MF）注释，利用

KEGG数据库分析代谢通路 [33]。

1.2.7 差异表达 miRNA 的 qRT-PCR 检测

选用 U6为内参基因，参照 Evo M-MLV反转

录预混型试剂盒说明书，将 RNA反转录为 cDNA。
通过 SYBR Green Pro Taq HS预混型 qPCR试剂盒

进行荧光定量 PCR（反应体系见表 1。反应程序：

95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 5 s，60 ℃延伸 30 s，40
个循环；熔解曲线分析：95 ℃ 保持 15 s，60 ℃ 保

持 60 s，以 0.05 ℃/s的速率升至 95 ℃），相对表达

量按 2⁻ΔΔCt法计算。qRT-PCR所用引物见表 2。
2 结果与分析

2.1 玉米miRNA测序质量分析

高通量测序结果显示，处理组（T46）和对照

组（CK）的 Raw reads数约为 10 907 868左右。通

过质控后的 Clean reads数约为 7 140 202。useful
reads数从 6 062 703到 7 280 017不等。质量值

（Q20）在 99%以上，质量值（Q30）在 96%以上，GC
含量接近 52%，比率均衡，说明测序的碱基错误率

低，测序质量非常可靠（表 3）。
2.2 样本间关系分析

主成分分析（PCA）常用于评估组间差异及组内

样本的重复性。在PCA分析中（图1），处理组的3个
重复样本 T46-1、T46-2和 T46-3聚类紧密，表明组

内重复性良好。对照组的 3个重复样本 CK1、CK2

表1 qRT-PCR反应体系

Table 1 qRT-PCR reaction system

组分

Component
2× SYBR qPCR Master Mix
Upstream primer (10 μmol/L)
Downstream primer (10 μmol/L)

Template
RNase Free Water

用量/μL
Volume
10
0.4
0.4
1
8.2

表 2 qRT-PCR引物序列

Table 2 qPCR primer names and sequences

序列名称

Sequence name
U6-F
U6-R

2_12941-RT
zma-miR164a-3p-RT
zma-miR166n-5p-RT

8_36419-RT
3_16586-RT
10_44628-RT
miR-R

2_12941-F
zma-miR164a-3p-F
zma-miR166n-5p-F

8_36419-F
3_16586-F
10_44628-F

引物序列（3´-5´）
Primer sequence

GATAAAATTGGAACGATACAG
ATTTGGACCATTTCTCGATTT

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCCGGAA
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGATGGA
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCACCGA
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGAGCC
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCCTCGA
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCATAAT

GTGCAGGGTCCGAGGT
GGATCTTCTTCGGGGTTTC
GCACGTGTTCCTCCTCTC
AGGGATTGTTGTCTGGCT
AGGGGTGGCTGTCCTG
CAGCGGGTGCTGTATC
AGCCCTCGGATGTCTC

和 CK3虽有分离趋势，但整体相关性较高，一致性

较强。对照组和 T46组的样本明显分离，表明这两

组样本的整体表达模式存在显著差异。

2.3 差异表达miRNA筛选

将质控后的 useful reads与参考基因组比对，

共鉴定出 654个 miRNA序列，已知 miRNA共 250
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注：横轴是 PC1，变异系数为 30.76%；纵轴是 PC2，变异系数为 25.70%。
Note: The horizontal axis represents PC1 with a variance contribution rate of 30.76%; the vertical axis represents PC2 with a variance contribution

rate of 25.70%.
图 1 PCA主成分分析图

Fig.1 Principal component analysis plot

 
 

  

表 3 不同样本中miRNA测序数据分析

Table 3 Statistical analysis of miRNA sequencing data in the different samples

样品

Sample
T46_1
T46_2
T46_3
CK_1
CK_2
CK_3

质控前 read数
Number of reads before

quality control
10 907 868
10 493 004
10 293 390
10 258 448
10 274 565
12 356 844

质控后 read数
Number of reads after qual⁃

ity control
7 140 202
6 858 319
6 861 363
8 131 645
7 048 786
6 913 768

Q20

99.35
99.30
99.33
99.30
99.34
99.07

Q30

97.16
96.96
97.13
96.96
97.06
96.30

GC含量/%
GC content
52.25
52.88
52.07
54.26
52.40
52.49

长度在18~32 nt的序列/个
Number of sequences with length

18-32 nt
6 928 758
6 505 805
6 236 970
7 280 017
6 410 540
6 062 703

个，以及 404个新 miRNA。共筛选出 37个差异表

达的 miRNA，其中 22个上调、15个下调（图 2）。
极显著差异（P≤0.01）miRNA 共有 14 条。差异

miRNA序列长度在 18~24 nt，主要集中在 21 nt（表
4）。 已 知 的 主 要 miRNA 家 族 包 括 miR171、
miR164、miR166和miR395等。新预测miRNA主要

包括 8_38768、8_36419、3_16586、1_2720、10_44628、
9_40809等。8_38768和 8_36419的成熟体序列、

前体序列以及靶向基因均一致，推测可能是由于序

列所在基因组位置不同。因此后文仅对 8_36419进
行分析。这些具有差异性表达的 miRNA在玉米

B73经过贝莱斯芽孢杆菌 GF-46处理后可能发挥

特定的功能。

2.4 差异表达miRNA的靶基因分析

为了研究菌株 GF-46处理后玉米中差异表达

miRNA的功能，本研究采用了 psRobot靶基因预测

软件，对所有已识别的以及新预测的 miRNA进行

了靶基因预测，并对这些靶基因进行了功能注

释（图3）。通过分析，识别出25 039个靶基因与已知

miRNA相关联，而新预测的miRNA则对应了 39 597
个靶基因。GO功能注释揭示差异 miRNA靶基因

在 5种分子功能（MF）、6种细胞组分（CC）和 9种
生物学过程（BP）中富集。分子功能方面主要集

中在结合（78个，GO:0005488）和酶活性（51个，

GO:0003824）两方面。细胞组分主要集中在细胞

部分（76 个，GO: 0044464）、细胞器（52 个，GO:
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表 4 差异miRNA序列表

Table 4 Sequence table of differentially expressed miRNAs

miRNA名称

miRNA name
zma-miR171g-3p

2_12941
10_44783

zma-miR164e-3p
zma-miR164a-3p
zma-miR166n-5p

4_21397
zma-miR395h-5p
zma-miR395j-5p
zma-miR395p-5p
zma-miR395e-5p
zma-miR166j-5p
zma-miR166d-5p
zma-miR166b-5p
zma-miR159a-5p
zma-miR164e-5p
zma-miR171k-3p

miRNA序列

miRNA sequence
GAGGUGAGCCGAGCCAAUAUC
GAUCUUCUUCGGGGUUUCCGG

UCUCUCUGUAUUGCUUUAUUGAUG
CAUGUGUCCGCCCUCUCCACC
CACGUGUUCUCCUUCUCCAUC
GGAUUGUUGUCUGGCUCGGUG
UGUAGUCUGGGUGGUCAUCUCG
GUUCCCUUCAAGCACUUCACAU
GUUCCCUUCAAGCACUUCACAU
GUUCCCUUCAAGCACUUCACAU
GUUCCCUUCAAGCACUUCACAU
GGUUUGUUUGUCUGGUUCAAGG
GGAAUGUUGUCUGGUUCAAGG
GGAAUGUUGUCUGGUUCAAGG
GAGCUCCUAUCAUUCCAAUGA
UGGAGAAGCAGGACACGUGAG
GUGAGCCGAACCAAUAUCACU

miRNA长度/nt
miRNA length

21
21
24
21
21
21
22
22
22
22
22
22
21
21
21
21
21

Log2FC(T46/CK)

5.645
4.823
4.647
4.429
4.135
4.095
3.947
3.397
3.397
3.397
3.397
3.268
2.913
2.912
2.895
2.786
2.357

P值

P value
0.001 432
0.004 628
0.015 593
0.031 922
0.034 196
7.868 725E-7
0.020 247
0.004 807
0.004 807
0.004 807
0.004 807
1.354 103E-5
2.011 697E-8
2.035 808E-8
1.550 887E-6
5.394 613E-5
0.032 483

 

  
注：火山图展示了表达差异（P<0.05=−log 10 P>1.301；|log2FC|≥1）。横坐标“Log2FC”表示基因表达水平变化的对数，反映了基因表达

上调或下调的程度。纵坐标“-Log10（P value）”反映了统计检验 P值，数值越大基因表达差异越显著。图中，右侧点表示显著上

调miRNA，共 22个。左侧点表示显著下调miRNA，共 15个。灰色点表示没有显著差异的miRNA，共 617个。

Note: Thevolcano plot shows the expression differences (P < 0.05=−log10 P>1.301; |log2FC|≥1). The abscissa "Log2FC" represents the logarithm of
the change in gene expression levels, reflecting the degree of up-regulation or down-regulation of gene expression. The ordinate "-Log10 (P
value)" reflects the P-value of the statistical test, and the larger the value, the more significant the difference in gene expression. In the figure,
the points on the right represent significantly up-regulated miRNAs, totaling 22. The points on the left represent significantly down-regulated
miRNAs, totaling 15. The gray points represent miRNAs with no significant differences, totaling 617.

图 2 表达量差异火山图

Fig.2 Volcano plot of differential expression levels
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续表 4
Table 4 Continued

miRNA名称

miRNA name
zma-miR171h-3p
zma-miR171k-5p
zma-miR171h-5p
zma-miR166g-5p
zma-miR167c-3p

8_38768
8_36419
3_16586
1_2720
10_44628
9_40809
3_16423
1_3964
3_14012
1_760

zma-miR167g-3p
2_10021
6_28196
1_2075
1_4437

miRNA序列

miRNA sequence
GUGAGCCGAACCAAUAUCACU
UGGUAUUGUUUCGGCUCAUGU
UGGUAUUGUUUCGGCUCAUGU
GGAAUGUUGUCUGGUUGGAGA
GAUCAUGCUGUGGCAGCCUCACU
GGUGGCUGUCCUGGGCUCG
GGUGGCUGUCCUGGGCUCG

AAGUCAGCGGGUGCUGUAUCGAGG
ACGACUAGUGCUGGGAAUUGGGCC
AGCCCUCGGAUGUCUCGCAUUAUG
GUGGGUACGCCGUAUGGAUACUGG
AUGGAUUGUACGAGAUUGAUACGG

AACUCCGUUGCCCAAUGG
UUGGCUGACGACUACCUUGGAG
UUGGCUGACGACUACCUUGGAG
GGUCAUGCUGUAGUUUCAUC

AUCAAAAGUUGUAGCGCUAUCGGU
UCGCGGACGAACGGAUAGGAAC
UCGCGGACGAACGGCUAGGAAC
UUGCGUCUGGAUAGAAGGGGA

miRNA长度/nt
miRNA length

21
21
21
21
23
19
19
24
24
24
24
24
18
22
22
20
24
22
22
21

Log2FC(T46/CK)

2.357
1.825
1.825
1.671
1.299
-8.492
-8.492
-5.689
-5.560
-5.390
-5.318
-4.051
-3.673
-3.536
-3.536
-2.449
-2.311
-1.757
-1.757
-1.587

P值

P value
0.032 483
0.013 905
0.013 905
0.000 730
0.041 592
0.029 852
0.029 852
0.018 748
0.002 722
0.018 599
0.023 826
0.037 836
0.027 728
0.013 663
0.013 663
0.000 285
0.046 572
0.023 428
0.023 428
0.048 930

 

  
注：该图是 T46组和 CK组目标基因的 GO二级注释分析图。横轴表示目标基因的数量，纵轴表示 GO条目。

Note: This figure is a GO secondary annotation analysis chart of target genes in the T46 group and the CK group. The horizontal axis represents the
number of target genes, and the vertical axis represents the GO terms.

图 3 GO注释分析

Fig.3 GO annotation analysis
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注：该图是 T46组与 CK组比较的 KEGG注释分析图。横轴表示目标基因的数量，纵轴表示 KEGG通路。

Note: This figure is a KEGG annotation analysis chart comparing the T46 group with the CK group. The horizontal axis represents the number of tar⁃
get genes, and the vertical axis represents the KEGG pathways.

图 4 KEGG注释分析

Fig.4 KEGG annotation analysis

表5 各通路中差异miRNA调控靶基因的比例

Table 5 Proportion of target genes regulated by differentially expressed miRNAs in each pathway

miRNA名称

miRNA name
zma-miR171g-3p

2_12941
10_44783

zma-miR164e-3p
zma-miR164a-3p
zma-miR166n-5p

4_21397
zma-miR395h-5p
zma-miR395j-5p
zma-miR395p-5p

植物激素信号转导

Plant hormone signal transduction
4/186
9/186
5/186
12/186
6/186
7/186
11/186
1/186
1/186
1/186

苯丙烷生物合成

Phenylpropane biosynthesis
6/104
2/104
0/104
6/104
4/104
3/104
5/104
1/104
1/104
1/104

植物-病原物互作

Plant pathogen interaction
1/99
1/99
1/99
4/99
2/99
2/99
3/99
1/99
1/99
1/99

0043226）和膜的组成部分（43个，GO:0044425）3
个方面。在生物学过程中靶基因主要集中在生物

调节（48个，GO:0065007）、代谢过程（47个，GO:
0008152）、细胞过程（44个，GO:0009987）以及细

胞组分位置的建立和维护（43个，GO:0051179）。
2.5 KEGG功能注释差异表达基因

通过对所含靶基因数目较高的 KEGG代谢通

路进行分析（图 4），筛选出与促进生长和抗病相

关、调控靶基因数目较多的 3条关键通路，并针对

这些通路中的差异靶基因进行了详细分析。这 3
条通路分别是：植物激素信号转导，苯丙烷生物

合成和植物-病原体相互作用。在植物激素信号

转导通路中 8_36419调控靶基因占总靶基因的

55.9%左右，苯丙烷生物合成通路中 8_36419调控

靶基因占 48.1%，在植物-病原体相互作用通路中

8_36419调控靶基因数占 58.6%左右。在这 3条
通路中 8_36419起主要作用（表 5）。
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2.5.1 植物激素信号转导 KEGG 通路

在植物激素信号转导的 KEGG通路中，存在 8
条关键代谢途径（图 5）。通过对靶基因的分析发

现，脱落酸受体、生长素响应蛋白、bZIP转录因子以

及乙烯相关蛋白在其中占比较大，主要受 8_36419、
zma-miR164a-3p 和 zma-miR164e-3p 等 miRNA 的

调控。在这 8条代谢途径中，均有 8_36419参与调

控。其中，赤霉素、茉莉酸和水杨酸代谢通路仅由

8_36419调控。生长素代谢通路主要由 3_16586、
zma-miR164e-3p和 9_40809调控，其靶基因主要

为 TIR1、ARF、GH3和 SAUR，影响细胞增大和植株生

长。细胞分裂素代谢通路由 8_36419和 3_16586共
同调控。在细胞分裂素信号转导通路中，B-ARR
作为正向调节因子，A-ARR主要起到反馈调节作

用，最终对细胞分裂与芽分化产生影响。在脱落

酸的合成通路中，10_44628、zma-miR164a-3p和
zma-miR164e-3p发挥着主要作用。乙烯通路主

要由 9_40809调控，该通路影响着植物的衰老与

成熟。在芸苔素类固醇相关的信号通路中，zma-
miR164e-3p和 8_36419发挥作用，其靶基因主要

包括 BSK、BIN2、BZR1/2等，影响气孔闭合、种子

休眠和细胞伸长等生理过程。

2.5.2 植物-病原物互作 KEGG 通路

对植物病原物互作的 KEGG通路（图 6）靶基

因分析发现，3-酮酰基辅酶 A合成酶、钙依赖性

蛋白激酶（CDPK）、钙结合蛋白、WRKY转录因子

以及与抗病/致病相关的蛋白编码基因富集程度

较高。在植物抵御病原侵袭的免疫应答过程中，

主要存在两种模式：一是病原相关分子模板触发

的免疫（PTI）；二是效应蛋白触发的免疫（ETI）。在

续表5

Table 5 Continued

miRNA名称

miRNA name
zma-miR395e-5p
zma-miR166j-5p
zma-miR166d-5p
zma-miR166b-5p
zma-miR159a-5p
zma-miR164e-5p
zma-miR171k-3p
zma-miR171h-3p
zma-miR171k-5p
zma-miR171h-5p
zma-miR166g-5p
zma-miR167c-3p

8_38768
8_36419
3_16586
1_2720
10_44628
9_40809
3_16423
1_3964
3_14012
1_760

zma-miR167g-3p
2_10021
6_28196
1_2075
1_4437

植物激素信号转导

Plant hormone signal transduction
1/186
2/186
0/186
0/186
1/186
3/186
0/186
0/186
4/186
4/186
1/186
5/186
104/186
104/186

5/186
1/186
15/186
9/186
0/186
0/186
13/186
14/186
0/186
0/186
5/186
2/186
1/186

苯丙烷生物合成

Phenylpropane biosynthesis
1/104
0/104
0/104
0/104
0/104
0/104
0/104
0/104
0/104
0/104
0/104
12/104
50/104
50/104

2/104
0/104
6/104
15/104
0/104
0/104
3/104
3/104
1/104
0/104
1/104
1/104
3/104

植物-病原物互作

Plant pathogen interaction
1/99
0/99
0/99
0/99
0/99
0/99
0/99
0/99
0/99
0/99
0/99
0/99
58/99
58/99

1/99
1/99
10/99
4/99
0/99
0/99
2/99
1/99
1/99
0/99
3/99
3/99
1/99
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真菌触发的 PTI过程中，8_36419对 CNGCs进行调

控，使得大量Ca2+涌入细胞，导致细胞内Ca²⁺浓度升

高，激活了 CDPK、Rboh和 CaMCM。其中 CDPK受
zma-miR164a,e-3p、8_36419、9_40809、10_44628等

11个下调差异miRNA和 14个上调差异miRNA的调

控，而 CaMCM主要由 3_16586、8_36419、10_44628
等 9个下调差异miRNA和 5个上调差异miRNA调
控。上述激活过程能够促使细胞程序性死亡相关

 

 

  

注：图中与差异表达靶基因相对应的受体突出显示，并带有边框（实线框表示上调的miRNA，虚线框表示下调的miRNA）。
Note: In the figure, the receptors corresponding to differentially expressed target genes are highlighted with borders(Those marked with solid-line

boxes indicate up-regulated miRNAs, and those marked with dashed-line boxes indicate down-regulated miRNAs).
图 5 植物激素信号转导 KEGG通路图

Fig.5 KEGG pathway diagram of plant hormone signal transduction
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基因表达，推动过敏反应进程，同时影响细胞壁

强化。在细菌触发的 PTI 中，FLS2 激活下游

MEKK1，此过程由 10_44628单独调控。而其余过

程大多由 8_36419 进行调控。其中，转录因子

WRKY 22/WRKY29不仅受 8_36419调控，还受到

zma-miR164a-3p和 10_44628的调控，最终影响防

御基因的表达。

在细菌 ETI过程中，细菌利用其分泌系统将

效应子 AvRpt2输送至植物细胞内，AvRpt2识别并

剪切 RIN4，RIN4由 8_36419单独调控。随后 RPS2

和 RPM1被激活，从而激活下游的信号传导通路，

最终影响过敏反应。其中，RPS2由 2_12941调控，

RPM1则由 zma-miR164a-3p和 zma-miR171g-3p调
控。在整个植物-病原物互作通路中，8_36419、
zma-miR164e-3p同时参与了 PTI和 ETI两个过程，

而 10_44628主要在 PTI中发挥作用。

2.5.3 苯丙烷生物合成 KEGG 通路

由图 7可知，苯丙烷代谢途径的起始步骤是

通过 PAL催化 L-苯丙氨酸脱氨生成反式肉桂酸。

在这一过程中 zma-miR171g-3p, zma-167c-3p和

 

 

  

注：该图展示了植物与病原物相互作用的途径，描绘了植物面对病原体入侵时复杂的免疫反应机制。图中与差异表达靶基因相对应

的受体突出显示，并带有边框（实线框表示上调的miRNA，虚线框表示下调的miRNA）。
Note: This diagram shows the pathway of interaction between plants and pathogens, depicting the complex immune response mechanism of plants when

facing pathogen invasion. In the figure, the receptors corresponding to differentially expressed target genes are highlighted with borders(Those
marked with solid-line boxes indicate up-regulated miRNAs, and those marked with dashed-line boxes indicate down-regulated miRNAs).

图 6 植物-病原物互作 KEGG通路图

Fig.6 KEGG pathway diagram of plant-pathogen interaction
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8_36419发挥主要作用。该合成通路中存在许多

保守基因，例如 4CL、CCR、CAD、FH5以及 1.11.1.7
等，在木质素合成过程中发挥着重要作用。这些

保守基因均受 8_36419的调控，8_36419不仅调控

这些保守基因，还对 PTAL、CSE、HCT等基因具有

调控作用。此外，zma-miR164a-3p主要调控 CAD，
zma-miR166n-5p 调控 CCR，而 zma-miR171g-3p、
9_40809、zma-miR166n-5p 则主要调控 1.11.1.7。

不同的 miRNA通过对这些基因的调控，最终影响

p-羟基苯基木质素、愈创木基木质素、5-羟基愈

创木基木质素以及紫丁香基木质素的合成代谢通

路。这些 miRNA的靶基因包含苯丙氨酸解氨酶、

肉桂酰辅酶 A还原酶、细胞色素 P450、过氧化物

酶等。这些靶基因深度参与木质素的合成、分解

与聚合等复杂过程，在植物抵御外界逆境胁迫、

增强抗逆性方面发挥作用。

 

 

  

注：该图展示了苯丙烷生物合成途径。此途径描绘了植物从初始底物如苯丙氨酸出发，通过一系列酶促反应，合成多种苯丙烷化合物的过

程。图中与差异表达靶基因相对应的受体突出显示，并带有边框（实线框表示上调的miRNA，虚线框表示下调的miRNA）。
Note: This diagram shows the phenylpropanoid biosynthesis pathway. This pathway depicts the process by which plants synthesize various phenyl⁃

propanoid compounds from initial substrates such as phenylalanine through a series of enzymatic reactions. In the figure, the receptors corre⁃
sponding to differentially expressed target genes are highlighted with borders(Those marked with solid-line boxes indicate up-regulated miR⁃
NAs, and those marked with dashed-line boxes indicate down-regulated miRNAs).

图 7 苯丙烷生物合成 KEGG通路图

Fig.7 KEGG pathway diagram of phenylpropanoid biosynthesis

2.6 qRT-PCR验证

随机筛选出部分差异 miRNA进行验证，zma-
miR164a-3p、2_12941、zma-miR166n-3p等的表达

量增加，而 miRNA 3_16586、8_36419、10_44628的
表达量均下降（图 8）。为了验证 miRNA-Seq的结

果，将 qRT-PCR 获得的每个基因的表达量与

miRNA-Seq的 TPM值进行了关联。这些基因在

这两个数据集中表现出相似的表达模式（表 6）。

3 讨 论

本研究使用贝莱斯芽孢杆菌 GF-46处理玉米

后，确定了 37条差异表达的 miRNA，其中上调表

达的miRNA有 22个，下调表达的miRNA有 15个。

这些差异表达的 miRNA 主要包括 miRNA164家
族、miRNA171家族、miRNA166家族及部分新预测

miRNA，他们的靶基因主要集中在植物激素信号
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注：对差异表达的 miRNA进行了荧光定量 PCR验证，其中（a）、（c）和（e）为上调的 miRNA，（b）、（d）和（f）为下调的 miRNA。图中 CK
为对照组，T46为处理组。

Note: Quantitative real-time PCR verification was performed on differentially expressed miRNAs, among which (a), (c), and (e) are up-regulated
miRNAs, and (b), (d), and (f) are down-regulated miRNAs. In the figure, CK represents the control group, and T46 represents the treatment
group.

图 8 qRT-PCR表达量检测图

Fig.8 qRT-PCR expression detection chart

 

 

 

表 6 表达量与 TPM关联表

Table 6 Correlation table between expression levels and TPM

zma-miR164a-3p

2_12941

zma-miR166n-3p

8_36419

3_16586

10_44628
注：上排数字为相关性系数，下排加粗数字为显著性。

Note: The numbers in the upper row are correlation coefficients, and the bold numbers in the lower row indicate significance.

zma-miR164a-3p
0.9552
0.0448*

2_12941

0.9501
0.0499*

zma-miR166n-3p

0.9692
0.0308*

8_36419

0.9495
0.0505

3_16586

0.9621
0.0379*

10_44628

0.9992
0.0008*
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转导、植物根系生长发育、木质素的合成以及植

株与病原物互作等关键代谢通路。Xie等 [26]研究

发现，贝莱斯芽孢杆菌 FZB42可以诱导玉米系统

抗性（ISR），并鉴定出 3个 miR169家族成员参与

ISR激活过程。玉米的代谢通路影响范围更为广

泛，特别是 8_36419家族在玉米的 3条 KEGG通路

中都有靶基因存在，主要调控玉米的生长发育和提

高其抗病抗逆能力。本研究中 8_36419、10_44628、
3_14012、4_21397、miR166、miR171 和 miRNA164
等家族共同参与玉米的信号转导通路、病原菌互

作通路及苯丙烷生物合成通路。

在玉米应对非生物胁迫的过程中 miRNA也
发挥着关键作用。Zma-miR164能够响应盐胁迫，

导致其靶基因 NAC 转录因子家族蛋白 NAM、
ATAF和 CUC的表达显著增加 [34]。miR164可能通

过靶向 NAC、MYB和 MAPK基因家族在植物抗旱

过程中起重要作用 [35]。研究表明，miRNA164可能

参与了玉米维持低 Na⁺/K⁺比的信号转导和响应机

制 [36]，并且 Zma-miR164s可能与玉米节间伸长的

杂种优势有关 [37]。miR164家族的成员能够调控与

激素信号转导相关的基因，促进节间的正常伸

长，进而影响玉米的株高和叶片分布 [38]。miR171
在植物应答盐胁迫和干旱逆境胁迫的过程中发挥

重要作用，通过调节相关的转录因子或信号传导

途径，帮助植物调整生长和生理状态，增强抗逆

能力 [39]。敲除 miR166基因会导致玉米叶片卷曲，

延迟开花时间 [40]。该基因还参与调控干旱、高温

和低温等其他非生物胁迫，并且在玉米叶片极性

的建立过程中发挥作用 [41]。miR156靶向 SBP转录

因子家族的成员，影响玉米的分蘖模式和叶片形

态 [42]。miR167是玉米生长、发育和胁迫响应过程

中的关键调节因子，主要通过负调控生长素响应

因子（ARF）家族的靶基因（ZmARF3和 ZmARF30）
来发挥作用。这些 ARF基因参与生长素信号通

路，在根系生长、分支以及花序发育过程中起重

要作用 [43]。在玉米的生长发育过程中，miR167抑
制 ARF基因的表达，精细地调节根系形态发生 [44]

和花序发育 [45]。在胁迫响应方面，miR167的表达

量在盐胁迫 [46]、冷胁迫和水分胁迫 [47]下会发生变

化，通过调控 ARF基因来帮助玉米适应不利环

境。miR395参与玉米的代谢调控，尤其是在碳水

化合物代谢相关的过程中 [48]。

玉米应对病原物侵染时，发生超敏反应、细胞

壁动态变化、气孔开闭调控、miRNA介导的基因

表达以及植物抗毒素积累等方面均发挥着极为关

键的作用。miRNA在哈茨木霉 T28诱导玉米小斑

病菌的抗性中发挥作用 [21]，ZmmiR398b负调控玉

米对甘蔗花叶病毒（SCMV）的抗性 [49]。苯丙烷生

物合成途径能够增强玉米的抗病性和抗逆性。该

途径产生的木质素是植物细胞壁的关键组成部

分，可以增加细胞壁的厚度和硬度，强化植物细

胞，从而增强植物抵御病原菌的物理屏障。

miRNA528调控木质素合成途径中的关键酶 Zm⁃
PAL的表达，进而在高氮条件下影响玉米的抗倒

伏性和抗逆性 [50]。miR397、miR408和miR528可以

靶向漆酶等蛋白质的编码基因，影响木质素的合

成与代谢。在玉米中过表达这 3种miRNA可以降

低漆酶活性和木质素含量，增加类黄酮的积累，

并显著提高玉米对寒冷和干旱胁迫的耐受性 [51]。

本研究发现，miRNA可能通过影响苯丙烷生物合

成通路影响玉米对非生物胁迫的耐受性。

植物激素信号转导、苯丙烷生物合成以及植

物与病原体互作这 3条通路相互关联且彼此影

响。在植物激素信号转导与苯丙烷生物合成途径

的联系中，后者部分酶基因的表达受植物激素的

调控。例如，水杨酸和茉莉酸能够调控苯丙烷生

物合成途径中的关键酶基因（PAL、C4H、4CL）表
达。反之，苯丙烷生物合成途径产出的木质素、

黄酮类和酚类化合物等，可作为信号分子参与到

植物激素信号转导的调控进程中。植物在受到病

原体侵袭时会激发病原相关分子模式激发的免疫

反应（PTI）和效应子触发免疫（ETI）。在 PTI免疫

过程中，位于植物细胞膜表面的模式识别受体

（PRR）能够特异性识别病原体相关分子模式

（PAMP），引发下游信号级联反应。其中植物激

素信号转导也被激活，进而调控苯丙烷生物合成

途径关键酶基因的表达。在 ETI中，植物通过抗

病蛋白识别病原体效应子，引发强烈的免疫反

应，同样影响植物激素水平以及信号转导，间接

对苯丙烷生物合成途径产生作用。同时苯丙烷生

物合成途径产生的黄酮类化合物能影响植物体内

转录因子的活性，从而调控水杨酸和茉莉酸信号

通路中关键基因的表达，进一步影响信号转导 [52]。

苯丙烷生物合成途径对玉米与病原菌相互作用通

路也有重要影响。玉米受到病原菌侵染时，苯丙

烷生物合成途径会生成木质素、黄酮类和酚类化

合物等次生代谢产物，这些产物使细胞壁更加坚

固，有效阻止病原菌的入侵 [41]。植物与病原体相

互作用的通路和植物激素信号转导之间的关系复

杂且紧密。一些 miRNA的靶基因参与生长素、水
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杨酸、茉莉酸等激素的信号转导，miRNA表达水

平的改变会影响靶基因表达，改变植物体内激素

平衡与信号传递，促使玉米启动防御反应抵抗病

原菌入侵。PTI和 ETI会影响 miRNA的基因表达

变化及其靶基因的调控，间接影响植物激素信号

转导。而植物激素信号转导产生的水杨酸和脱落

酸，能够调节气孔免疫 [20,53]，减少病原菌进入植物

体的机会，并诱导植物防御相关基因的表达，增

强植物抗病能力 [54]。由此可见，贝莱斯芽孢杆菌

GF-46所表现出的促生和抗病效果，极有可能与

改变玉米内源相关 miRNA 的表达有关。这些

miRNA深度影响了与促生和抗病有关的重要信

号通路，其中主要包括植物激素信号通路，植物

和病原物互作通路以及苯丙烷代谢通路。

4 结 论

通过对 GF-46诱导的玉米 miRNA进行分析，

鉴定出 37个差异表达的 miRNA。这些 miRNA主
要集中在 miR164家族、miR171家族、miR166家族

以及一些新预测的 miRNA中。由 miRNA介导的

变化主要影响了 3条途径：植物激素信号转导途

径、苯丙烷生物合成途径以及植物-病原体相互

作用途径。这些途径在玉米的抗逆性、抗病性、

生长和发育等方面都发挥着重要作用。在这些途

径中，miRNA-8_36419调控的靶基因数量最多。

因此，miRNA-8_36419很可能是调控玉米生长发

育、抗病性和抗逆性的关键miRNA。然而，仅仅认

为 miRNA-8_36419重要是一种过于简单化的观

点。其他 miRNA，如 miR164和 miR171，也可能对

调控植物的生长、发育和抗病性做出重大贡献。
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