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摘  要：目前兰科植物花型多样性形成分子机理仍不清楚，本研究对铁皮石斛、美花石斛花器官进行转录组和 microRNA

测序，通过 cytoscape 构建 miRNA-mRNA 网络和靶基因蛋白互作网络并进行差异比较，以期在分子水平上探究 2 种石斛

花型差异分子机理。转录组研究结果表明，与花发育相关的 mRNAs 有 MADS-box AP3 基因、激素类基因等。miRNA-mRNA

网络分析表明，差异表达的 miRNAs、mRNAs 参与了花型差异形成，miR5179 与靶基因 AP3、miR160 与靶基因 ARFs、

miR164 与靶基因 NAC021、miR159 与靶基因 GAM1、bdi-miR159 与靶基因 CKX9、miR167b-3p 与靶基因 ANT 可能参与

花型形成，以上 miRNA 均在铁皮石斛中上调表达。蛋白互作通路表明，2 种石斛有 AP3 这一关键基因，美花石斛缺少

CUL1、TIR1、TIR1A、RBS 四个基因；2 种石斛的生长素反应互作通路中存在 2 个差异表达的 ARFs 基因，美花石斛缺失

1 个 ARFI 基因；美花石斛特异性地拥有由 NAC021 基因构成的生长素信号转导靶基因蛋白互作通路。铁皮石斛和美花石

斛花型差异表达 miRNAs/mRNAs 以及靶基因蛋白互作差异可能是导致 2 种石斛花型差异的主要机理。 
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Differential Molecular Mechanism of Dendrobium Flower Pattern  
Using mRNAs/microRNAs Regulatory Network 

ZANG Rui, CHEN Yu, ZHAO Mei, HAO Yuheng, AO Die, LI Kaili, FANG Shidi, ZHAO Qiming,  
HE Fengmei* 

College of Horticulture and Landscape, Yunnan Agricultural University, Kunming, Yunnan 650201, China 

Abstract: The molecular mechanism of the formation of flower diversity is still unclear. In this study, the transcriptome 
and microRNA sequencing of Dendrobium officinale and D. loddigesii flower organs were performed, and the 

miRNA-mRNA network and target protein interaction network were constructed by cytoscape and compared at the mo-
lecular level. The results of transcriptome studies showed that mRNAs related to flower development had MADS-box 

AP3 gene, hormone genes, etc. The miRNA-mRNA network analysis showed that the differentially expressed miRNAs 
and mRNAs were involved in the differential formation of floral pattern, and miR5179 and its target genes AP3, miR160 

and their target genes ARFs, miR164 and its target genes NAC021, miR159 and the target genes GAM1, bdi-miR159 and 
the target genes CKX9, miR167b-3p and the target genes ANT may be involved in floral pattern formation, and the above 
miRNA was upregulated in D. officinale. The protein interaction pathway showed that two kinds of dendrobium had the 

key gene of AP3, D. loddigesii lacked four genes: CUL1, TIR1, TIR1A and RBS; there weret wo differentially expressed 
ARFs genes in the auxin response interaction pathway of two Dendrobium, and D. loddigesii lacked one ARFI gene; D. 
loddigesii flora specifically possessed the protein interaction pathway of auxin signal transduction target genes constituted 
by the NAC021 gene. Differential expression of miRNAs/mRNAs in D. officinale and D. loddigesii and protein interaction 

of target genes may be the main mechanisms leading to the difference between the two Dendrobium flower types. 
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MicroRNAs（miRNAs）是由单链前体（pre- 

miRNAs）自发配对形成发夹状结构，并在转录后

通过介导靶基因 RNA 的降解或抑制蛋白质的翻

译调控基因表达的非编码小 RNA（small RNAs, 

sRNAs）。在植物叶和根的形态发生、花的诱导、

器官发生、繁殖和胁迫响应等逆向生物学过程中

发挥重要作用[1-3]。根据前人研究意大利兰的花序

中一个 MADS-box/DEF-like（AP3）转录本被

miR5179 同源物所切割[4]，在水稻中存在 miR5179

靶向调控 MADS-box 类基因[5]。AP3 基因有调控

多元化花被片和唇瓣的功能，表明在进化过程中

存在 miRNA 介导的花发育调控机制。此外

miRNA172 作为 AP2 的负调控因子可抑制 AP2 

基因表达，花期提前，使花瓣数目减少[6-7]。苹果、

拟南芥中均有 miR160-Auxin 响应因子（ARF）[8-9]。

miR164 家族（miR164a, miR164b, miR164c）与其

靶基因 NAC（CUC1 与 CUC2）间的关系决定了植

物 花 型 的 完 整 性 [10] 。 在 春 兰 中 ，

miR319/TCP4-miR396/GRF 联级调控多膜细胞增

殖发育[11]。 

目前对花模式和花型发育的分子机制的了

解还很有限，兰科植物花器官高度特化，形态多

样，为花的形态调控分子机理的研究提供了素材

模式[12-13]。铁皮石斛（D. officinale）和美花石斛

（D. loddigesii）花器官迥异，唇瓣形态差异巨大，

铁皮石斛唇瓣为反折的卵状披针形，美花石斛的

唇瓣边缘具短流苏呈筒状向内翻卷的近圆形[14]，

是研究花器官形态差异分子机理的理想材料。本

研究通过高通量测序技术检测 2 种石斛的差异显

著的花器官，对 microRNA 和 mRNA 表达谱进行

分析，构建 miRNA-mRNA 调控网络，以期识别

对 2 种花型形成起到调控作用的差异 miRNAs 及

调控的靶点，以及靶基因互作差异，以期了解石

斛属植物负责调控花被表型及调控花形态发生的

分子调控机制，并为未来兰花分子植物育种提供

一定科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

本研究所采用的铁皮石斛、美花石斛组织培

养苗种植于云南农业大学园林园艺学院基地大

棚，开花时期采摘其花蕾放入液氮冻存。 

1.2  方法 

1.2.1  转录组及 micro RNA 文库的构建与测序  

采用 Trizol 试剂分别提取铁皮石斛和美花石斛不

同大小花蕾总 RNA，cDNA 文库和小 RNAs 文库

构建和测序方法参考文献[15-19]，测序工作由上

海美吉生物医药科技有限公司完成。 

1.2.2  转录组功能注释  使用 Diamond 软件在

NR、Swiss-Prot、COG 数据库进行序列比对，使

用 Blast2g、HMMER 软件分别在 GO、Pfam 数据

库 比 对 ， 使 用 KOBAS2.1 软 件 获 得 KEGG 

Orthology 结果。 

1.2.3  miRNAs 鉴定  在 Illumina 测序平台进行

small RNA 测序。测序得到的原始数据经过滤后

得到有效序列，有效序列经比对和软件预测分别得

到铁皮石斛和美花石斛文库，以及保守 miRNAs 和

新 miRNAs，具体方法参考文献[20-21]。 

1.2.4  DEGs 分析  利用 RSEM 分析表达水平，

定量指标为 TPM（transcripts per million reads）。

基于表达量定量结果，使用 DEGseq 进行组间差

异基因分析，对不同样品间的 raw counts 进行标

准化处理，|log2FC|≥1 & padjust<0.001 作为过滤

条件，筛选差异表达的 miRNAs 和 mRNAs，采

用 BH（fdr correction with Benjamini/Hochberg）

对 P-value 进行矫正。 

1.2.5  miRNA- mRNA 调控网络的构建  使用

psRobot 预测 miRNAs 的靶基因，对 miRNA 与

mRNA 的表达量进行关联分析，获得表达相关性

（正调控或负调控），使用 Cytoscape 软件可视化。

设置 TSS 上游 5000 到下游 1000，P-value 阈值

（FIMO）为 0.000 05。 

1.2.6  蛋白互作网络构建  使用 STRING 数据库

进行蛋白互作网络分析，获得蛋白互作关系

（protein-protein interaction, PPI），将所得结果导入

Cytoscape 软件中进行可视化处理，构建 PPI 网络。 

2  结果与分析 

2.1  铁皮石斛、美花石斛的花器官形态学特征

比较分析 

铁皮石斛与美花石斛花型有很高观赏价值，

其中唇瓣是主要观赏部位，表形差别最大。铁皮
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石斛具长圆披针形萼片和花瓣，萼片长约 1.8 cm，

宽 4~5 mm，具 5 条脉；唇瓣基部具 1 个绿色或黄

色的胼胝体，卵状披针形，中部反折（图 1A）。

美花石斛花瓣与萼片近似呈卵状披针形，宽

8~9 mm；唇瓣近圆形，直径 1.7~2.0 cm，上面中

央金黄色，呈筒状向内翻卷，边缘具短流苏，两

面密布短柔毛（图 1B）。 
 

 
 

图 1  铁皮石斛（A）和美花石斛（B）完全 

开放的花器官 
Fig. 1  Fully open floral organs of D. officinale  

(A) and D. oddigesii (B) 
 

2.2  转录组测序组装及分析 

本研究检测到 2 种石斛的表达基因共 26 789

个。铁皮石斛 25 821 个，其中已知基因 21 169

个，新基因 4652 个；美花石斛 21 586 个，其中

已知基因 19 546 个，新基因 2040 个。共有 22 724

（88.01%）、21 058（97.55%）个序列得到注释。 

2.3  花发育、激素反应相关基因分析 

铁皮石斛中获得 92 个与花发育相关的基因，

根据功能注释和序列比对，其中 AP2 类基因 6 个，

MADS-box 家族基因 63 个，NAC 类基因 4 个，

MYB 类基因 3 个，TCP 家族基因 16 个（图 2）。

美花石斛中获得 69 个与花发育相关的基因，其中

AP2 类基因 6 个，MADS-box 家族基因 42 个，

NAC 类基因 5 个，MYB 类基因 2 个，TCP 家族

基因 14 个（图 3）。与激素反应（Auxin、GA、

CTK、ABA、BR）有关的基因，铁皮石斛中有

206 个，美花石斛中有 193 个。 

2.4  miRNA 分析及靶基因预测 

sRNA 统计中铁皮石斛、美花石斛的 miRNA

序列分别有 226 904、79 225 个。而 miRNA 成熟

体分别为 2755、2230 个，其中 2600、2185 个为

已知 miRNAs，155、45 个为未知 miRNAs。铁皮

石斛、美花石斛中表达量最高的是 miR319 家族，

此外，miR535、miR159 和 miR171 家族等也有高

丰度的表达。 

 
 

图 2  铁皮石斛与花型发育有关基因统计 
Fig. 2  Statistics of genes involved to floral  

development in D. officinale 
 

 
 

图 3  美花石斛与花型发育有关基因统计 
Fig. 3  Statistics of genes involved to floral  

development in D. loddigesii 
 

铁皮石斛有 2496 个 miRNA 预测到了 1264

个靶基因，6 个未知 miRNAs；美花石斛有 2076

个 miRNA 预测到了 1609 个靶基因，2 个未知

miRNAs，根据其靶向关系，存在一个基因被多个

miRNA 靶向，一个 miRNA 靶向多个基因。这些

miRNA 的靶基因大多被归类为转录因子，如

MADS-box 转录因子（miR5179）、MYB 家族转

录因子（miR159、miR319）等。其他一些基因被

归 类 为 功 能 性 基 因 蛋 白 质 ， 如 F-box 蛋 白

（miR393、miR394）、 cytokinin dehydrogenase 

4-like（miR159）等，均参与植物的代谢和环境刺

激反应。Novel miRNA 的靶基因大多归类为未知

功能基因。 

2.5  与花型发育有关的 miRNA 及其靶基因 

本项目拥有 2 个共表达的 miR5179 家族成员

osa-miR5179 和 bdi-miR5179，成熟序列相同

（UUUUGCUCAAGACCGCGCAAC），长度为

21 bp，且定位到参考基因组上，靶向 2 个差异表

达的 A P 3 基因，根据序列比对 M A D S 1 6
（LOC110093040）为 AP3-3 基因，MADS16 
（LOC110103364）为 AP3-2 基因，它们可能是 2

种石斛花型形成的关键差异 miRNA 及靶基因。

miR319、miR159 共同调控 2 个参与花器官发育
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且为赤霉素转录激活因子（GAM1）的 MYB 类基

因，ath-miR5021 调控与花型发育有关的 4 个 TCP

家族基因；3 个 APETALA2-like 的基因与 miR172

相互作用，miR164 调控 2 个与花型发育相关的

NAC 家族基因；此外 miR167 与 2 个作为生长素

转录因子的基因（ARF）相互作用，bdi-miR159c

调控 1 个催化细胞分裂素的氧化基因（CKX9），
miR160 靶向 4 个作为生长素转录因子的基因

（ARF），miR167 靶向 ANT。另外，miR408、miR528

也调控生长素转录因子的表达。这与前人的研究 

结果一致，因此，推测以上 miRNA 及其靶基因

为花型形成候选 miRNA 和靶基因。 

2.6  miRNA-mRNA 调控网络构建 

将表达 miRNA 及其靶标进行 miRNA-mRNA

关联分析，最后将数据导入 Cytosc-ape 软件对

miRNA-mRNA 调控网络进行可视化处理，筛选

与花型形成有关 miRNA 及其靶基因，得到 22

个共表达的靶基因及其相关 miRNA，和在铁皮

石斛中特异性表达的 vca-miR167b-3p 及其靶基

因（表 1）。 

 
表 1  miRNA-mRNA 调控网络中与花型发育有关的 miRNA 及其靶基因统计 

Tab. 1  Statistical of the miRNA and its target genes involved in floral pattern development in  
miRNA-mRNA regulatory network 

基因名称 
Gene name 

TP_1vsMH_2 
(log2FC) 

miRNA 
TP_1vsMH_2 

(log2FC) 
Nr 注释 

Nr description 

MADS16 
(LOC110106631) 

‒0.768 830 261 30 osa-miR5179; 
bdi-miR5179 

‒1.622 324 615 93 MADS-box transcription factor 16-like [Dendrobium cate-
natum] 

MADS16 
(LOC110093040) 

1.109 557 191 60 osa-miR5179; 
bdi-miR5179 

‒1.622 324 615 93 MADS-box transcription factor 16 [Dendrobium catenatum]

MADS16 
(LOC110103364) 

‒2.072 810 395 28 osa-miR5179; 
bdi-miR5179 

‒1.622 324 615 93 MADS-box transcription factor 16 [Dendrobium catenatum]

MADS16 
(LOC110096227) 

0.553 360 403 33 bdi-miR5179; 
osa-miR5179 

‒1.622 324 615 93 MADS-box transcription factor 16 [Dendrobium catenatum]

AP2-3 
(LOC110107829) 

‒0.786 369 378 60 miR172 ‒0.058 359 940 00 APETALA2-like protein 3 isoform X1 [Dendrobium cate-
natum] 

AP2 
(LOC110095317) 

0.682 606 379 14 miR172 ‒0.058 359 940 00 AP2-like ethylene-responsive transcription factor TOE3 
isoform X1 [Dendrobium catenatum] 

AP2 
(LOC110097153) 

‒1.824 070 389 73 miR172 ‒0.058 359 940 00 AP2-like ethylene-responsive transcription factor TOE3 
[Dendrobium catenatum] 

NAC021 
(LOC110116607) 

2.926 867 836 60 miR164 ‒1.424 862 521 69 NAC domain-containing protein 21/22-like[Dendrobium 
catenatum] 

NAC021 
(LOC110104882) 

3.566 692 272 30 miR164 ‒1.424 862 521 69 NAC domain-containing protein 21/22[Dendrobium cate-
natum] 

GAM1 
(LOC110091872) 

4.058 220 420 70 miR319/159 0.551 705 000 00/
‒1.113 824 573 00

transcription factor GAMYB isoform X1 [Dendrobium cate-
natum] 

GAM1 
(LOC110114505) 

1.515 427 374 20 miR319/159 0.551 705 000 00/
‒1.113 824 573 00

transcription factor GAMYB isoform X1 [Dendrobium cate-
natum] 

TCP2 
(LOC110093292) 

0.623 023 112 54 miR319/159 0.551 705 000 00/
‒1.113 824 573 00

transcription factor TCP2 [Dendrobium catenatum] 

TCP24 
(LOC110114709) 

‒0.043 670 325 15 miR319/159 0.551 705 000 00/
‒1.113 824 573 00

transcription factor TCP24-like [Dendrobium catenatum] 

TCP2 
(LOC110094248) 

‒0.570 975 362 11 miR319/159 0.551 705 000 00/
‒1.113 824 573 00

transcription factor TCP24-like [Dendrobium catenatum] 

TCP3 
(LOC110094779) 

‒0.192 780 588 84 miR319/159 0.551 705 000 00/
‒1.113 824 573 00

Transcription factor TCP3 [Dendrobium catenatum] 

ANT 
(LOC110101314) 

‒1.132 614 587 44 vca-miR167b-3p ‒3.000 836 239 18 AP2-like ethylene-responsive transcription factor ANT 
[Dendrobium catenatum] 

CKX9 
(LOC110102256) 

‒2.019 303 535 24 bdi-miR159c ‒1.766 370 985 55 cytokinin dehydrogenase 4-like[Dendrobium catenatum] 

ARF 12 
(LOC110112646) 

‒0.111 328 536 76 miR167 ‒0.522 373 360 00 auxin response factor 12 isoform X1 [Dendrobium cate-
natum] 

ARF 17 
(LOC110104921) 

0.474 397 750 04 miR167 ‒0.522 373 360 00 auxin response factor 17-like [Dendrobium catenatum] 

ARF18 
(LOC110109117) 

4.009 699 676 01 miR160 0.745 670 000 00 auxin response factor 18 isoform X1 [Dendrobium cate-
natum] 

AFR18 
(LOC110102977) 

1.303 956 073 39 miR160 0.745 670 000 00 auxin response factor 18 [Dendrobium catenatum] 

AFR17 
(LOC110112371) 

2.057 551 206 44 miR160 0.745 670 000 00 auxin response factor 17 isoform X1 [Dendrobium cate-
natum] 

AFR18 
(LOC110091857) 

‒0.093 840 471 84 miR160 0.745 670 000 00 LOW QUALITY PROTEIN: auxin response factor 18-like 
[Dendrobium catenatum] 
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将关联分析得到与花型形成有关的共表达

miRNA 及其靶基因进行差异分析，删除无显著差

异靶点，得到 6 个与花型形成有关的关联网络（图

4~图 6）。铁皮石斛特异表达的 vca-miR167b-3p

作用靶基因为 ANT（图 4A）；2 个 miR160 负向调

控生长素反应因子（ARFs）ARF18(LOC110109117)、

ARF18（LOC110102977），其中 miR160 在铁皮石

斛中上调表达，2 个靶基因在美花石斛中上调表达

（图 4B）；在铁皮石斛中上调表达的 2 个 miR5179

正向调控 2 个差异表达的 AP3 类靶基因，MADS16

（ LOC110093040 ）在美花石斛中上调表达，

MADS16（LOC110103364）在铁皮石斛中上调表达

（图 4C）；bdi-miR159c 及其靶基因 CKX9 在铁皮石

斛中上调表达（图 4D）；88 个 miR164 在铁皮石斛

中上调表达负向调控 2 个 NAC 家族基因，NAC021
（LOC110104882）被 88 个 miR164 靶向，NAC021
（LOC110116607）被 87 个 miR164 靶向，2 个靶基

因在美花石斛中上调表达（图 5）；44 个 miR159 在

铁皮石斛中上调表达，2 个 MYB 家族靶基因在美

花石斛中上调表达并呈负调控关系（图 6）。 
 

 
 

图 4  miR167（A）、miR160（B）、miR5179（C）、miR159（D）调控网络 
Fig. 4  miR167 (A), miR160 (B), miR5179 (C), miR159 (D) regulatory network 

 

 
 

图 5  miR164 调控网络 
Fig. 5  miR164 regulatory network 
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图 6  miR159 调控网络 
Fig. 6  miR159 regulatory network 

 

2.7  靶基因 PPI 网络 

借助 STRING 数据库和 Cytoscape 软件对 2

种石斛构建 PPI 网络，在可视化网络筛选关联分

析得到的靶基因。铁皮石斛与美花石斛花发育相

关的蛋白互作通路和生长素反应互作通路各不相

同 。 铁 皮 石 斛 花 发 育 互 作 通 路 中 A P 3 - 2
（LOC110103364）基因表达量远高于美花石斛， 

AP3-3（LOC110093040）基因表达量远底于美花

石斛，美花石斛缺少 CUL1、TIR1、TIR1A、RBS
四个节点基因。生长素反应互作通路中 ARFs 在

铁皮石斛中表达量高于美花石斛，美花石斛缺失 
ARF18（LOC110110803）节点基因，而且特异性

拥有一条 NAC 基因组成的生长素信号转导靶基

因蛋白互作通路（图 7，图 8）。 

 

 
 

A：与花型形成（MADS-box）、生长素、乙烯反应有关蛋白互作通路；B：与生长素反应有关通路。 
A: Protein interaction pathways related to floral type formation (MADS-box) and auxin response;  

B: Protein interaction pathways related to the auxin response. 

图 7  铁皮石斛靶基因蛋白互作通路图 
Fig. 7  Diagram of target gene protein interaction pathways in D. officinale 
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A：与花型形成（MADS-box）有关基因蛋白互作通路；B：与生长素反应有关通路；C：与生长素（NAC）有关通路。 
A: Protein interaction pathways related to floral type formation (MADS-box) and auxin response;  

B: Protein interaction pathways related to the auxin response; C: Pathways related to auxin. 

图 8  美花石斛靶基因蛋白互作通路图 
Fig. 8  Diagram of target gene protein interaction pathways in D. loddigesii 

 

3  讨论 

根据前人研究，MADS-box 家族基因在调控

花型形成中发挥重要作用，其中 AP3 亚家族作为

ABCDE 模型的 B 类基因具有调控多元化花被片

和唇瓣的功能[22]，包括 AP3-1、AP3-2 和 AP3-3
等 3 个进化枝，AP3-3 通常只在花瓣中特异性高

表达并作为身份特征基因，是石斛兰的花器官发

育的重要基因[23]。根据转录组数据分析显示，一

个在美花石斛中上调表达的 AP3-3 基因和在铁皮

石斛中上调表达的 AP3-2 基因或许是致使 2 种石

斛花型和唇瓣结构差异的关键基因。此外已有研

究表明，意大利兰和水稻的花序中 miR5179 同源

物靶向 AP3 转录本[4-5]，表明在花器官发育过程中

存在 miRNA 介导的 AP3 花发育调控机制，且在 

miRNA-mRNA 调控网络中，miR5179 在铁皮石斛

上调表达并靶向 MADS-box B 类基因 AP3-3、
AP3-2，因此认为 AP3 的差异表达可能与 miR5179

的差异调控有关，说明石斛兰中同样存在 miR5179

靶向 AP3 基因表达的现象，miR5179 可能是石斛

花型发育的关键差异调控分子，miR5179-AP3 花

型发育调控机制可能是石斛兰花型形成 mRNAs/ 

microRNAs 调控网络的重要组成部分。 

ANT 作为一个 A 类 AP2 同源基因可促进花瓣

细胞的特性，参与花器官的起始和发育，维持细

胞的分生组织能力，在器官发生过程中维持细胞

周期调节因子的表达，从而通过控制细胞数量调

控花器官大小，参与花器官发育调节 INO 的自诱

导和表达模式调节花器官发育，并介导花模型 2

轮中的 AG 基因的下调[24]。本研究中一个在铁皮

石斛特异性表达的 miR167 靶向差异显著基因

ANT，表明 2 种石斛 ANT 的差异表达可能与该

miRNA 的缺失有关，因此认为 miR167-ANT 可能

是花器官发育的关键通路。 

此外部分激素有关基因也与花型形成有关。

NAC 基因具有调控生长素合成的作用，本研究中

存在差异表达的 NAC021，是生长素信号转导转

录激活因子，在拟南芥 NAC1 转导 TIR1（生长素

受体蛋白）下游的生长素信号，可激活 2 个下游

生长素应答基因 DBP 和 AIR3 的表达[25]。在铁皮

石斛的 PPI 网络中 TIR1 与 UFO（花叶分生组织

特性因子）互作，而 UFO 与 4 个 AP3 基因互作，

包括差异表达的 AP3-2、AP3-3，所以 NAC021 基

因作为生长素调控通路的关键基因可能间接影响

了 AP3 基因的表达，从而在 2 种石斛花型形成过

程发挥作用。已知在核桃等其他园艺植物中

miR164 靶向 NAC 家族基因的表达[26]，本研究

miRNA-mRNA 调控网络中差异表达的 miR164 靶

向 NAC021 基因，表明在兰科植物中同样存在

miR164-NAC 调控机制。 

MYB 家族基因 GAM1 为大麦 GAMYB 同源

转录因子，是糊粉蛋白细胞中赤霉素依赖性淀粉

酶表达的转录激活因子，可能与淀粉酶启动子的

5'-TAACAAA-3' box 结合参与花粉和花器官的发

育[27]。miR159 是植物中一类古老保守的 microRNA，

其靶基因主要是一类编码 R2R3 MYB 转录因子的

GAMYB-like 基因。miR159-GAMYB 途径高度保

守，miR159 通过转录后调控 GAMYB 在植物花

器官发育中发挥着重要作用[28]。本研究中差异表

达的 miR159 靶向调控了 2 个差异显著的 GAM1，
说明 2 种石斛中存在 miR159-GAMYB 花器官发

育调控机制，miR159 可能通过靶向 GAM1 的表达

从而调控石斛兰的花器官发育，影响花型形成。 
细胞分裂素脱氢酶（CKX）对 CK 具有强底

物专一性，是目前已知的唯一参与 CK 降解过程
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的酶，已有研究表明，CKX 在植物体内以多基因

家族的形式存在，在系统进化树上可分为 4 组，

但不同的 CKX 基因家族成员都包含 FAD 和

Cytokinine 两个保守的结合域[29]，在本研究关联

分析中差异表达的 bdi-miR159c 靶向 CKX9，使该

基因在铁皮石斛中上调表达。生长素响应因子参

与的 TIR1/AFB-Aux/IAA-ARF 信号通路是植物体

内最重要的信号通路之一，ARF 家族成员在信号

通路中的表达可以调控植物体内如花器官发育等

多种生物学过程[30]，参与花器官的发育差异表达

的 miR160-ARF（Auxin 响应因子），在苹果、拟

南芥中均有体现[8-9]，这与本研究结果一致。  

MADS-box 蛋白互作差异可能导致石斛兰花

型差异的关键，2 种石斛中均存在 4 个 B 类（AP3）
花同源性基因 MAD16 并与花叶分生组织特性因

子（UFO）互作，其中存在差异表达的节点 AP3-3、
AP3-2，且这 2 个节点在 miRNA-mRNA 调控网络

中被 miR5179 靶向。研究表明许多激素信号通路

直接或间接参与花器官发育调控，目前研究发现

多种激素都是 MADS-box 的潜在靶点，直接或者

间接参与植物生长发育、花器官形态建成等过程。

在铁皮石斛中存在花模式和激素反应有关基因构

成的调控网络，CUL1 可与 F-box 蛋白形成 SCF
复合物，该复合物在花器官发育和生长素反应过

程中发挥调控作用[31]，且在铁皮石斛 PPI 互作网

络中 F-box 蛋白 UFO 和 TIR1（生长素受体蛋白）

与 CUL1 为互作关系。SCF（CUL1-UFO）复合物

正向调控 B 类（AP3）花同源性基因，SCF（CUL1- 
TIR1）复合物作为生长素受体介导 Aux/IAA 蛋白

的蛋白酶降解和调控生长素因子的转录，这与本

研究结果一致，美花石斛 PII 网络中则缺少 CUL1、
TIR1、TIR1A、RBS 基因，这可能是其花型存在差

异的原因之一。此外 ARFs 互作通路中美花石斛

缺少节点 ARF18（LOC110110803），铁皮石斛则

缺少 NAC 互作通路，PPI 网络中 AP3、ARFs、
NAC021 等节点均在 mRNA-miRNA 调控网络显

示。 

综上所述，本研究借助生物信息学成功筛选

并构建了 2 种石斛的 miRNA-mRNA 网络和 PPI

网络，发现 2 种石斛与花型形成有关的关联网络

和蛋白互作关系，探讨了可能与花型形成有关的

分子发育机制，为今后阐明石斛属植物花型形成

的分子调控机制提供重要的线索，为分子植物育

种提供数据支撑和参考依据。此外本研究存在一

些不足，由于筛选条件的限制，只能根据前人研

究对关键 mRNA 和 miRNA 进行分析，研究结果

具有局限性；缺乏证明 miRNA-mRNA 调控网络

中靶向关系验证实验。在后续的研究中应通过相

关实验进一步讨论和验证本研究的预测。 

4  结论 

从铁皮石斛、美花石斛分析发现的 miR5179- 

AP3 、 miR167-ANT 、 miR164-NAC 、 miR159- 

GAMYB、miR159-CKX、miR160-ARF 关联通路可

能是石斛属植物花型差异的关键 miRNA-mRNA 通

路。其通路中的部分基因如 AP3、ARF、NAC 则是

PPI 网络中的关键节点。以上 miRNA、mRNA 共同

构成分子调控网络调控石斛的花型差异。 
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