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菊花miRNA在花发育中的功能研究进展

徐诗瑶
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摘　要：菊花（Chrysanthemum Morifolium）具有重要的观赏价值和经济价值，其花发育的研究对于菊花品种
改良和花卉产业具有重要意义。近年来，microRNA（miRNA）作为非编码小分子RNA中重要的基因表达调
控因子，在调控植物生长发育过程中发挥关键作用。本文系统综述了菊花miRNA在花发育中的功能研究进
展，重点探讨了miRNA在开花时间调控、花器官形态建成以及花色形成中的作用机制，并展望了其在菊花分
子育种中的应用潜力。
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引 言

菊花（Chrysanthemum Morifolium）作为世界四大切花之一，其在全球花卉市场占据核心地位。但其典型
的短日开花特性与非生物胁迫敏感性，严重限制了周年化生产与品质稳定性。因此，阐明菊花花发育与调控
网络，是分子育种领域亟待解决的关键问题。
在植物基因表达调控中，microRNA（miRNA）凭借转录后水平的精准调控作用，成为解析复杂性状的核

心分子开关。从拟南芥到水稻，保守的miRNA通路（如miR156-SPL和miR172-AP2模块）已被证实是调控植
物发育阶段转换、开花时间及器官发育的核心调控枢纽。这些在模式植物中取得的突破性发现，为我们理解
生命过程的调控提供了经典范式。
然而，将模式植物的简单调控模型迁移至菊花这类具有复杂基因组（如异源六倍体）的园艺作物时，我

们面临着显著的演化鸿沟。作为异源六倍体，菊花基因组存在大量基因冗余、旁系同源基因功能分化及物种
特异性调控因子，使得其miRNA调控网络呈现出远超模式植物的复杂性。尽管高通量测序技术已初步揭示了
菊花miRNA组的组成，然而，绝大多数新鉴定的miRNA分子仍功能未知状态，其转录调控机制、靶标基因的
网络调控模式、以及如何整合内外源信号精确调控花器官发育与花色形成，仍是当前研究的核心问题，尚未
得到系统解答。
这种功能的缺失，严重阻碍了miRNA理论向菊花分子育种技术的转化。因此，系统梳理菊花miRNA研究

的现状，厘清其从生物合成到功能执行的独特路径，解析复杂调控逻辑背后的共性规律与物种特异性特征，
已成为连接基础研究与育种应用的必要桥梁

1. 菊花miRNA的克隆与鉴定

1.1. 传统克隆与高通量测序技术
菊花miRNA的克隆与鉴定经历了从传统Sanger测序到高通量测序（NGS）的技术革新。早期研究受限于

测序通量和成本，主要通过构建小RNA文库结合Sanger测序鉴定miRNA，例如通过差异筛选法发现与花发育
相关的保守miRNA（如miR156、miR172）。然而，传统方法效率低且难以覆盖低丰度miRNA [1-2]。
随着Illumina HiSeq、PacBio SMRT等NGS技术的发展，菊花miRNA的鉴定效率显著提升。对菊花不同发

育阶段的花芽进行sRNA测序，共鉴定出58个保守miRNA家族和21个物种特异性miRNA，其中包括多个与花
器官形成相关的miRNA（如Cmo-miR319、Cmo-miR164） [3]。此外，三代测序（PacBio）因其长读长优势，
能够准确解析miRNA前体（pre-miRNA）的二级结构，为菊花miRNA的功能研究提供了结构生物学基础。
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1.2. 生物信息学预测与验证
1.2.1. 生物信息学预测

生物信息学预测是菊花miRNA鉴定的重要辅助手段。通过比对miRBase数据库中的已知miRNA序列，结
合机器学习算法（如miRDeep2、miRPlant）预测候选miRNA。例如，我们可以利用miRDeep2预测菊花中的
miR285c家族成员，并通过RACE技术验证nov_miR285c的前体序列。

1.2.2. miRNA功能验证

Northern Blot为检测miRNA表达水平的经典方法。该技术可直观显示miRNA的长度和表达丰度，适用于
低通量验证。在菊花研究中，Northern Blot可以验证Cmo-miR156在菊花花芽分化期的显著积累。研究显示，
Cmo-miR156在营养生长期高表达，而在光周期诱导后表达量显著下降，这一动态变化与其靶基因SPL的转录
抑制效应高度吻合。该研究不仅验证了Cmo-miR156的时空特异性表达，还为阐明miR156-SPL模块调控菊花
成花转变的分子机制提供了关键实验证据。然而，该方法对操作技术要求较高，且存在灵敏度较低、样本需
求量大的局限性 [4-5]。实时荧光定量PCR则利用茎环引物进行miRNA特异性扩增，定量分析其在花发育不同
阶段的动态表达。该方法灵敏度高，可检测低至10拷贝的miRNA，适用于多样本、多时间点的动态分析。然
而，茎环引物的设计需严格匹配miRNA的5'端序列，以避免非特异性扩增。在菊花研究中，Wang等通过qRT-
PCR分析了Cmo-miR172在短日照处理下的表达模式。结果显示，光周期诱导后Cmo-miR172的表达量上升2.5
倍，而其靶基因CmTOE1（AP2-like转录因子）mRNA水平显著下降。这一负调控关系揭示了Cmo-miR172通
过抑制成花抑制因子促进菊花开花的分子机制 [6-7]。此外，内参基因的选择（如U6 snRNA或5S rRNA）对数
据可靠性至关重要，需通过geNorm或NormFinder软件验证其稳定性。另外，降解组测序则是通过捕获miRNA
介导的mRNA剪切产物，直接鉴定miRNA的靶基因。该技术的核心优势在于高通量解析靶基因网络，且无需
依赖序列保守性假设。降解组测序显示，Cmo-miR858在菊花花瓣中特异性剪切MYB75mRNA的10-11位核苷
酸，导致花青素合成基因（CmANS、CmUFGT）表达下调，花色由深红变为浅粉 [8]。

2. 菊花microRNA在花发育中的功能

2.1. 开花时间调控
菊花开花时间受光周期和温度信号的精密调控，miRNA通过靶向成花相关基因参与这一过程 [9]。Cmo-

miR156是调控菊花成花转变的核心因子，其通过剪切SPL（SQUAMOSA-promoter binding protein-like）基因
家族成员（如SPL3和SPL9）的mRNA，抑制其蛋白翻译。SPL蛋白可直接激活成花素基因FT（FLOWERING
LOCUS T）的表达，而Cmo-miR156的高表达可显著延迟菊花从营养生长向生殖生长转变。
此外，Cmo-miR172通过抑制AP2-like转录因子（如TOE1）解除对FT的抑制，从而促进开花。研究显

示，短日照或低温处理下Cmo-miR172的表达量上升2.5倍，与TOE1的下调呈显著负相关。Cmo-miR399通过
调控磷信号通路影响开花时间，表明miRNA在环境信号与成花途径间起桥梁作用。然而，miRNA介导的调控
网络可能受表观遗传修饰（如DNA甲基化）影响，其具体机制仍需进一步解析。

2.2. 花器官形态建成
菊花花器官的形态多样性（如舌状花与管状花的比例）受miRNA介导的细胞增殖和极性调控。Cmo-

miR319通过靶向TCP4基因调控花瓣细胞扩张。在重瓣菊花品种中，Cmo-miR319的高表达导致TCP4mRNA的
剪切，抑制其蛋白功能，最终形成较小且对称性增强的花瓣。此外，Cmo-miR164通过沉默NAC1
（NAM/ATAF/CUC）基因调控花器官边界形成。研究表明，Cmo-miR164的过表达导致舌状花数量增加，而
敲除该miRNA则使管状花比例上升。这一发现揭示了miR164-NAC模块在菊花花型多样性进化中的关键作
用。值得注意的是，miRNA的功能可能受miRNA（miRNA互补链）的竞争性抑制，需通过链特异性qRT-PCR
区分其活性形 [10]。

2.3. 花色形成
花色由类黄酮、花青素和类胡萝卜素等色素共同决定，miRNA通过靶向色素合成相关基因调控花色

[11]。Cmo-miR858通过剪切MYB75基因的mRNA抑制其翻译，导致花青素合成酶基因（如CmANS和
CmUFGT）的表达下调，从而使花瓣颜色由深红变为浅粉。降解组测序显示，Cmo-miR858在花瓣发育中期特
异性结合MYB75mRNA的第10-11位核苷酸  [12]。此外，Cmo-miR828通过生成次级phasiRNA（phased，
secondary，small interfering RNA）沉默多个花色苷合成基因（如CHS和DFR），形成级联调控网络 [13]。然
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而，环境因素（如光照强度和pH值）可能干扰miRNA的稳定性，需结合代谢组学分析色素含量与miRNA表达
的相关性。

3. 拟南芥转化分析

近年来，菊花早期花发育阶段的miRNA研究取得显著进展。通过sRNA测序和降解组分析，研究者从菊
花花芽分化初期筛选到一类新型miRNA（如nov_miR285c）。生物信息学分析表明，其前体序列在基因组中
缺乏保守同源区域，提示其为菊花特有的调控因子 [14-15]。为验证其功能，研究可采用模式植物拟南芥
（Arabidopsis Thaliana）异源转化系统进行功能解析，凭借其基因组高度注释、遗传操作便捷以及表型分析标
准化等优势，为菊花miRNA的功能解析提供了高效且可靠的异源验证平台。

3.1. 技术体系
3.1.1. 载体设计与遗传转化

采用基因克隆技术，以菊花为材料，扩增miRNA编码基因。利用miRNADesign引物设计软件（Vazyme）
进行特异的逆转录引物设计和后续的qPCR引物设计，通过PCR技术扩增目的基因，并与线性化载体连接形成
重组DNA [16]；将重组DNA导入大肠杆菌，农杆菌介导的花序侵染法（Floral Dip）转化拟南芥。这个过程是
基因工程中实现目的基因稳定表达和遗传的关键步骤。

3.1.2. 转基因阳性植株的筛选与鉴定

目前，该流程主要依赖于分子鉴定与抗性筛选相结合的策略。PCR扩增是验证T-DNA整合的常用方法，
通常利用针对外源表达框设计的特异性引物进行。为弥补PCR可能存在的假阳性，常辅以Basta喷施筛选鉴定
和多次自交纯化阳性苗 [17]，通过观察后代群体的抗性分离比确认转基因株系的纯合状态。然而，菊花
miRNA前体序列与拟南芥内源序列可能存在较高同源性，使得PCR引物设计面临特异性挑战。因此，优化引
物设计流程对提升研究结论的准确性至关重要。

3.2. 表型分析及功能验证
3.2.1. 表型分析
观察转基因拟南芥植株的表型变化，分析miRNA对花发育的影响。Cmo-miR858在拟南芥中的功能验证

表明其通过调控花青素合成相关基因影响花色。Cmo-miR858通过剪切MYB75基因的mRNA，抑制其翻译，
导致花青素合成酶基因（如CmANS和CmUFGT）的表达下调，从而使花瓣颜色由深红变为浅粉。降解组测序
显示，Cmo-miR858在花瓣发育中期特异性结合MYB75 mRNA的第10-11位核苷酸。此外，Cmo-miR828通过
生成次级phasiRNA（phased siRNA）沉默多个花色苷合成基因（如CHS和DFR），形成级联调控网络。这些
研究结果表明，miRNA在菊花花色调控中起着重要作用 [18-19]。

3.2.2. 基因表达分析

通过实时荧光定量PCR（RT-qPCR）技术检测开花相关基因的表达水平，进一步分析miRNA的功能。例
如，在转基因拟南芥中，花器官发育相关基因AP1、FUL、SOC1等的表达显著上调 [20]，而开花抑制子FLC
的表达下调。

3.2.3. 功能机制

菊花miRNA通过靶向关键调控因子，形成级联信号网络以精细调控花发育。Cmo-miR319通过靶向TCP4
基因调控花瓣细胞扩张，高表达导致TCP4 mRNA的剪切，抑制其蛋白功能，最终形成较小且对称性增强的花
瓣 [21]。此外研究表明，Cmo-miR164通过沉默NAC1基因调控花器官边界形成。超表达菊花CmSPL4.1基因拟
南芥植株开花时间显著提前，表明miR156通过靶向CmSPL4.1调控菊花的开花时间 [22]。
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4. 菊花miRNA研究的挑战与展望

4.1. 当前问题
4.1.1. 基因组复杂性
尽管菊花miRNA研究已取得显著进展，但其基因组复杂性和功能验证技术不足仍是主要障碍。菊花

（Chrysanthemum Morifolium）作为为异源六倍体植物（2n=6x=54），基因组中存在大量重复序列和旁系同
源基因，导致miRNA靶标预测的准确性受限 [23]。例如，单个miRNA可能靶向多个同源基因（如SPL家族成
员），而现有生物信息学工具（如psNATarget）难以区分其功能优先级。此外，尽管近年发布了菊花基因组
草图，但其组装连续性（Contig N50仅为1.2 Mb）和注释完整性（约60%基因功能未知）仍远低于模式植物
[24]。这一局限性直接影响了miRNA调控网络的全局解析。

4.1.2. 功能验证体系不完善

菊花遗传转化效率低（通常低于5%）且周期长（需6-8个月），严重制约了稳定转基因株系的构建。目
前研究多依赖瞬时表达系统，如农杆菌注射（Agroinfiltration）或病毒诱导基因沉默（VIGS），但这些方法
存在表达不稳定和脱靶效应问题 [25]。

4.2. 未来研究方向
4.2.1. 多组学整合与单细胞技术

结合单细胞测序（scRNA-seq）和空间转录组技术，可解析miRNA在花器官特定细胞层（如表皮、维管
束）中的时空表达模式 [26-27]。例如，通过scRNA-seq揭示Cmo-miR164在舌状花原基细胞中的特异性分布，
将深化对花型建成的理解。此外，整合代谢组学分析色素含量与miRNA表达的相关性，可建立“miRNA-靶
基因-代谢物”三维调控网络。

4.2.2. 精准基因编辑技术

传统CRISPR/Cas9系统因依赖DNA双链断裂修复机制，在六倍体菊花中易产生嵌合体突。新兴的
CRISPR/Cas13d系统可直接靶向miRNA前体（pre-miRNA）的茎环结构，实现miRNA的敲低或过表达，避免
基因组不可逆编辑 [28]。此外，利用纳米材料（如碳点）递送Cas13d核糖核蛋白复合体（RNP），可显著提
高转化效率并缩短周期。

4.2.3. 分子育种与合成生物学应用
开发miRNA分子标记辅助选择（MAS）技术，可加速培育花期可调、花型多样的菊花新品种 [29]。例

如，基于Cmo-miR172的单核苷酸多态性（SNP）标记，可筛选早花性状的育种材料。此外，合成生物学策略
（如人工miRNA模拟物）通过叶面喷施或纳米载体递送，可实现非转基因的花色调控。近期研究表明，脂质
体包裹的Cmo-miR858模拟物可穿透菊花花瓣表皮细胞，显著抑制MYB75表达并改变花色。

5. 结语

菊花miRNA在花发育中的功能研究为解析其开花时间、花器官形态和花色形成的分子机制提供了新的视
角。尽管面临基因组复杂性和功能验证技术不足等挑战，但随着高通量测序和基因编辑技术的快速发展，菊
花miRNA的功能解析及其在分子育种中的应用前景广阔。新miRNA（如nov_miR285c）的鉴定与跨物种功能
验证，为菊花花发育研究提供了新的切入点。尽管拟南芥模型加速了功能解析，但菊花基因组复杂性和转化
技术瓶颈仍需突破。未来研究应聚焦菊花特异性功能验证体系的构建，并结合多组学技术揭示miRNA调控网
络的全局图谱。这一进程不仅将提升菊花产业的观赏与经济价值，也为其他植物的miRNA研究提供范式参
考。
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