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miR319b-JmGAMYB模块在胡桃楸花发育过程中
的调控机制

张丽杰，李京泽，段兴江，高 悦，李姝函，纪英含
（沈阳农业大学 林学院/辽宁省林木遗传育种与培育重点实验室, 沈阳 110161）

摘 要：胡桃楸是一种应用前景十分广阔的木本果材兼用的经济树种，其雌雄同株异型异熟的生殖特性有效避免了自

交，但这种雌雄异型异熟的花发育调控机制尚未清楚。miR319家族已经在多个物种中被鉴定为调节花芽分化的关键

miRNA家族之一。前期试验已筛选出 Jm-miR319b是调控胡桃楸花发育过程中的关键miRNA，而GAMYB基因被预测

为 Jm-miR319b的靶基因。为探索miR319-GAMYB模块对胡桃楸花发育的调控机制，通过胡桃楸花芽转录组数据中

GAMYB的CDS序列，利用RLM 5’RACE技术验证 Jm-miR319b与 JmGAMYB基因的靶向关系；通过 PCR克隆出 JmGA⁃

MYB基因的CDS序列全长并进行生物信息学分析；利用qRT-PCR技术对靶基因GAMYB在胡桃楸不同器官和不同生殖

类型的雌雄花芽表达模式分析。结果表明：JmGAMYB基因ORF全长 1 503 bp，编码 500个氨基酸，花发育相关基因

miR319b直接靶向 JmGAMYB，其表达趋势相反，切割位点在miR319b成熟体第 10~11碱基；qRT-PCR定量分析表明：

JmGAMYB基因在胡桃楸茎、叶、雌蕊、雄花序及果实中均有表达，且在雄花序中表达量最高。JmGAMYB基因在生理分

化期的雌先型和雄先型的雌、雄花芽表达量呈显著差异；而在形态分化期的雄花序交替散粉时，JmGAMYB基因表达量

也交替出现高峰。因此，推测miR319-JmGAMYB参与调控了胡桃楸花发育的全过程，并且在花芽分化早期就已经开始

起调控作用，在雄花序散粉时相对表达量最高，散粉后表达量开始降低。研究结果将为进一步探索胡桃楸花发育的分

子调控机制奠定基础。
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Regulation Mechanism of the miR319b-JmGAMYB Module During

Floral Development in Juglans mandshurica Maxim.
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（College of Forestry/Key Laboratory of Forest Tree Geneties, Breeding and Cultivation of Liaoning Province,
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Abstract：Juglans mandshurica Maxim. is a woody fruit and timber tree species with broad application prospects. Its
reproductive characteristics of monoecious and heterodichogamous effectively avoid self-fertilization. However, the
regulatory mechanism of heterodichogamous flower development remains unclear. The miR319 family has been identified as
one of the key miRNA families regulating flower bud differentiation in multiple plants. Our research group has screened
and identified Jm-miR319b as a crucial miRNA regulating the flower development process of J. mandshurica, and GAMYB
has been predicted as a target gene of Jm-miR319b. In order to explore the regulatory mechanism of miR319-GAMYB
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module on the flower development process of J. mandshurica, in this study, we screened the CDS sequences of GAMYB of
J. mandshurica by transcriptome data, and verified the relationship of Jm-miR319b with the RLM 5'RACE technique. The
target relationship between Jm-miR319b and GAMYB of J. mandshurica was verified using RLM 5'RACE technique. The
full-length CDS of JmGAMYB gene was cloned by PCR gene amplification technique and analysed bioinformatically, and
the expression of the target gene, GAMYB, was investigated in different organs and tissues and at different stages of
development of the two reproductive types of J. mandshurica using qRT-PCR technique. The target gene GAMYB was
analysed by qRT PCR in different organ tissues of J. mandshurica and in different developmental periods of both
reproductive types. The results showed that the JmGAMYB gene was 1503 bp in length, encoding 500 amino acids.
miR319b, a gene related to floral development, was directly targeted to JmGAMYB, with the opposite expression trend, and
the cleavage site was at bases 10-11 of the miR319b maturation body. qRT-PCR quantification showed that the JmGAMYB
gene was expressed in the stem, stem, and stem buds of J. mandshurica, and in the male and female buds of both
reproductive types. JmGAMYB gene was expressed in stems, leaves, male and female flowers, and fruits of J. mandshurica,
and the highest expression was found in male flowers. JmGAMYB gene expression was significantly different in male and
female flower buds of male and female precursors during the physiological differentiation stage, and the expression of the
JmGAMYB gene also reached the highest peak when male and female flowers were alternately opened during the
morphological differentiation stage. Therefore, it is hypothesized that JmGAMYB is involved in the whole process of floral
development in J. mandshurica and starts to play a regulatory role at the early stage of bud differentiation, with the highest
relative expression at the time of pollination of male flowers, and then the expression starts to decrease after pollination.
The results of this study will lay a foundation for further exploration of the molecular regulation mechanism of flower
development in J. mandshurica.
Key words：Juglans mandshurica Maxim.; floral development; miR319b-JmGAMYB; expression analysis

胡桃楸（Juglans mandshurica Maxim.）为胡桃属（Juglans）落叶乔木[1-2]，具有重要的经济价值、药用

价值、营养价值和观赏价值，应用前景十分广阔[3-4]。胡桃楸为雌雄同株异型异熟植物，按其生殖过程

中雌、雄花的开放时间顺序可以分为雌花先成熟个体和雄花先成熟个体两种类型[5-6]，即雌先型雌蕊开

放时，雄先型雄花序正处于散粉阶段，而雌先型雄花序散粉时，雄先型雌蕊处于开放阶段，这种异型异

熟的生殖过程能够有效避免自交现象的发生[7-8]。植物从营养生长转向生殖发育，标志着童期结束[9]，
在这个过程中不仅受到基因、染色体[10-11]、环境因素[12]的调控，同时也受到植物内源激素信号的调控，

如赤霉素、生长素、乙烯等[13]。赤霉素（GAs）属于四环二萜类植物激素，在植物营养生长和生殖生长中

有重要的调控作用，尤其是在花发育及性别分化方面[14]。在木本植物中，赤霉素在板栗（Castanea
mollissima）[15]、榛子（Corylus heterophylla）[16]、落叶松（Larix gmelinii）[17]等植物性别分化的研究中均有报

道。GAMYB基因是R2R3-MYB基因家族成员，是赤霉素正调控因子，在赤霉素信号通路中对许多赤

霉素诱导基因起关键调控作用[18-20]。在拟南芥（Arabidopsis thaliana）中GAMYB基因过表达可以改变花

器官形态，并且能够结合 LFY启动子调节开花时间[21-22]。GAMYB在黄瓜（Cucumis sativus）中过表达可

以影响性别分化[23-24]。但目前该基因在胡桃楸花发育过程中的表达和功能尚未见报道。

MicroRNA（miRNA）是一类长度为 18~24 nt的小型非编码RNA，在植物体内主要通过靶向互补序

列，调控靶基因表达，从而控制许多生物学功能[25-26]。研究表明miRNA在植物的花芽分化、果实发育、

激素合成等方面有重要的调控作用[27]，在花发育及性别分化中也起到关键的作用[28]。因此，近年来植

物中越来越多的miRNA被鉴定，为miRNA的功能验证奠定了研究基础。miR319家族是植物体内一

类保守的miRNA，在植物生长发育过程中的花器官发育、性别分化及激素信号传导方面发挥重要的调

控作用[29-31]。已有研究发现miR319可以靶向关键基因来调控拟南芥花药的发育[32]。本课题组前期通

过对胡桃楸生理分化期花芽进行miRNA测序，筛选出 Jm-miR319b是花发育过程中的关键miRNA，而
JmGAMYB被预测是miR319b的靶基因。为探索 Jm-miR319b-JmGAMYB模块在胡桃楸花发育过程中

的调控和表达模式，以雌先型和雄先型胡桃楸生理分化期的花芽为试验材料，通过 PCR扩增获得
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JmGAMYB基因 CDS序列并进行生物信息学分析；利用RLM 5’RACE技术鉴定miR319b和 JmGAMYB
基因的靶向关系；利用 qRT-PCR荧光定量技术对 Jm-miR319b-Jm GAMYB模块在胡桃楸不同器官及

花芽不同发育时期的表达模式进行分析。研究结果将为 Jm-miR319b-JmGAMYB模块后续的功能验

证及对其他miRNA-靶基因模块在胡桃楸花发育调控机制的研究提供理论支撑，同时为构建完整的胡

桃楸花发育基因调控网络奠定理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

2023年春季在辽宁省实验林场胡桃楸母树林良种基地选取生理分化期（4月 3日、4月 11日、4月
17日、4月 24日、4月 30日）和形态分化期（5月 3日、5月 12日、5月 16日、5月 19日、5月 22日）胡桃楸

雌、雄花芽以及幼嫩叶片、茎段、果实等器官用于基因克隆、定量表达分析。样品取后带回实验室，液

氮速冻后保存于-80 ℃超低温冰箱。

1.2 方法

1.2.1 RNA提取及cDNA合成 使用FastPure通用植物总RNA试剂盒（诺唯赞生物公司）提取胡桃楸基因

组RNA，使用核酸蛋白仪（赛默飞）对其质量和纯度进行检测，利用Genstar公司反转录试剂盒合成cDNA。
1.2.2 GAMYB基因克隆及生物信息学分析 利用胡桃楸转录组数据设计JmGAMYB基因CDS序列PCR
扩增引物（表1），引物由金唯智生物公司合成。以cDNA为模版，使用PCR反应25 μL体系：12.5 μL 2×
UltraTaq PCR StarMix（Genstar）、9.5 μL ddH2O、10 μmol·L-1 F端引物 1 μL、10 μmol·L-1 R端引物 1 μL、模
版cDNA 1 μL。反应程序：98 ℃，3 min；95 ℃，30 s；55 ℃，30 s；72 ℃，1 min；35次循环，72 ℃，7 min。
PCR产物经纯化回收，连接、热激转化、菌液检测，送苏州金唯智生物公司测序。

基因
Gene
GAMYB

扩增引物
Extension primer
GAMYBCDS-F
GAMYBCDS-R

引物序列（5’-3’）
Primer sequence (5’-3’)

ATGATGGGCACAGTGAACAAGAGT
TTAACGATGCTGTTTGCTATTCCCAA

表1 胡桃楸GAMYB基因CDS扩增引物

Table 1 CDS amplification primers for the JmGAMYB gene of J. mandshurica

基因
Gene

miR319b

GAMYB

Actin

U6

qRT-PCR引物
qRT-PCR Primer
miR319-F
miR319-R
GAMYB-F
GAMYB-R
Actin-F
Actin-R
U6-F
U6-R

序列（5’-3’）
Sequence（5’-3’）

ATTCTATTCCATTGGTCTACTCGGGAGC
GCGTTGGACTGAAGGGA
TAACTTGCCGCCTTCATT

CCAACTTCATAGCCACAGAT
AGGAGCTGGAGAAGGAGCCCA
AACAGCAACGGTCTGGCGCA
TGGGTTCATTTCTGGGTCTT
CATCCGATAAAATTGGAACGA

表2 胡桃楸miR319b-GAMYB基因定量引物序列信息

Table 2 Sequence information for the miR319b-GAMYB gene quantification primer for J. mandshurica

在NCBI中对胡桃楸花发育相关 JmGAMYB基因进行同源性分析和蛋白质保守结构域预测；利用

DNAMAN对 JmGAMYB进行蛋白多序列比对，利用MEGA X软件对不同物种的 GAMYB基因进行分

析，以最大似然法构建系统进化树。

1.2.3 miR319b表达分析及其靶向关系鉴定 使用miRNA RTprimer对候选miRNA设计颈环引物，miR⁃
NA加尾反转录试剂盒（诺唯赞公司）和cDNA反转录试剂盒（康润生物公司）以胡桃楸花芽cDNA为模

板，U6为内参基因，进行荧光定量qRT-PCR验证，分析miR319b在不同生殖类型雌雄花芽的表达模式。

以Actin为内参，依据转录组数据筛选出的与花发育相关的关键靶基因GAMYB设计定量引物（表2），分析

JmGAMYB基因的表达模式。并利用RLM 5’RACE试剂盒（Taraka）进一步验证miR319b-JmGAMYB基因

的直接靶向关系。
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1.2.4 JmGAMYB基因表达分析 使用诺唯赞荧光定量试剂盒进行qRT-PCR检测，按说明书进行避

光、冰上操作。将胡桃楸各器官以及各个发育时期的花芽cDNA进行qRT-PCR检测，以Actin为内参基

因，定量分析JmGAMYB基因在胡桃楸茎段、叶片以及生理分化期和形态分化期的雌、雄花芽的相对表

达量。

2 结果与分析

2.1 GAMYB基因克隆

以胡桃楸花芽 cDNA为模板，利用GAMYB基因

上下游引物进行PCR扩增，获得长约 1 500 bp特异

性条带（图 1）。测序结果显示：GAMYB基因CDS序
列全长 1 503 bp，编码 500个氨基酸（图 2），具有完

整的ORF阅读框。
图 1 GAMYB基因PCR扩增

Figure 1 PCR amplification of the GAMYB gene

图2 GAMYB基因CDS序列及氨基酸序列

Figure 2 CDS sequence and amino acid sequence of GAMYB gene

基因
Gene

JrGAMYB

CiGAMYB

AgGAMYB

QiGAMYB

QrGAMYB

CaGAMYB

GeneBank登录号
Gene bank accession
XM_041139056.1
XM_043103180.1
XM_062315627.1
XM_031105477.1
XM_050430078.1
XM_059574446.1

同源性/%
Homology
97.07
94.61
82.17
81.57
81.43
79.55

植物种类
Plant species

核桃 Juglans regia

美国山核桃Carya illinoinensis

英国桤木Alnus glutinosa

白栎Quercus lobata

夏栎Quercus robur

欧榛Corylus avellana

表3 JmGAMYB基因NCBI数据库Blast同源性比较

Table 3 Comparison of Blast homology of JmGAMYB gene NCBI database

2.2 JmGAMYB基因氨基酸比对及系统进化树分析

将克隆获得的GAMYB基因CDS序列在NCBI数据库进行同源性分析，结果表明：GAMYB基因与核

桃（Juglans regia）、美国山核桃（Carya illinoinensis）同源性高达到 94%以上，与英国桤木（Alnus glutino⁃
sa）、白栎（Quercus lobata）、夏栎（Corylus avellana）的GAMYB基因的同源性达到 81%以上，与欧榛（Cor⁃
ylus avellana）同源性达到 79%以上（表 3）。证明已经克隆获得胡桃楸GAMYB基因，将该基因命名为

JmGAMYB（登录号：PQ202048.1）。

将胡桃楸花发育相关 JmGAMYB编码的蛋白质与核桃、山核桃、欧洲桤木等其他物种GAMYB编码

的氨基酸序列比对（图3），表明 JmGAMYB具有MYB保守结构域，同时具有R2-R3 MYB结构域特征。

2 000 bp
1 000 bp
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在NCBI中选取 16个物种的GAMYB基因编码的氨基酸序列，使用MEGA X软件，利用最大似然法

结合 JmGAMYB氨基酸序列构建系统发育进化树（图 4）。结果表明，胡桃楸 JmGAMYB蛋白与核桃 Jr⁃
GAMYB亲缘关系最近，之后与美国山核桃CiGAMYB、欧榛CaGAMYB、英国桤木AgGAMYB、白栎QiG⁃
AMYB、夏栎QrGAMYB、栓皮栎（Quercus suber）QsGAMYB亲缘关系较近，被聚在一个分支上。与银鹊

树（Tapiscia sinensis）TsGAMYB等9个物种的GAMYB基因亲缘关系较远，被分在不同的分支上。

2.3 miR319b-JmGAMYB的表达分析及RLM 5’RACE靶向关系验证

miRNA测序数据分析筛选出胡桃楸花发育关键 Jm-miR319b基因，通过对生理分化期花芽设计颈

环引物，以U6为内参，进行qRT-PCR，用于验证在雌先型和雄先型两种生殖类型的雌花芽和雄花芽中

Jm-miR319b的表达情况。结果发现：Jm-miR319b基因无论在雌先型还是雄先型中，雌花芽表达量均

显著高于雄花芽表达量（p<0.05）；在雌先型中表达量显著高于雄先型表达量。以Actin为内参，对胡桃

楸生理分化期中 JmGAMYB基因的 qRT-PCR分析发现 JmGAMYB在两种生殖类型中雄花芽表达量均

显著高于雌花芽，与 Jm-miR319b趋势相反（图 5）。利用RLM 5’RACE验证测序数据中预测的靶向关

系，产物测序结果表明，JmGAMYB是 Jm-miR319b在胡桃楸花发育过程中的直接靶基因，靶向切割位

点在 Jm-miR319b第 10~11个碱基（图6）。

2.4 JmGAMYB基因在不同器官中的表达分析

以 Actin为内参基因，对 JmGAMYB基因在胡桃楸不同器官组织中的表达分析，结果表明，JmGA⁃
MYB基因在茎、叶、雌花芽、雄花芽、果实中均表达，其相对表达量在花芽组织中较高，且在雄花芽中表

达量最高，之后依次为雌花芽、果实、叶和茎（图7）。因此，推测 JmGAMYB基因在胡桃楸花芽发育过程

图3 JmGAMYB与其他物种的GAMYB编码的蛋白氨基酸序列比对

Figure 3 Amino acid sequence comparison of JmGAMYB with GAMYB-encoded proteins of other species
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JmGAMYB.胡桃楸，登录号为PQ202048.1；JrGAMYB.核桃，登录号为XP_018833735.1；CcGAMYB.山核桃，登录号为XP_040994990.1；CaGAMYB.美国山核
桃，登录号为XP_042959113.1；AgGAMYB.欧洲桤木，登录号为XP_062171609.1;QiGAMYB.白栎，登录号为XP_030961314.1；QrGAMYB.红槲栎，登录号为
XP_050286021.1; QsGAMYB. 栓 皮 栎 ，登 录 号 为 XP_023921632.1; PaGAMYB. 银 白 杨 ，登 录 号 为 XP_034921096.1；SsGAMYB. 簸 箕 柳 ，登 录 号 为
KAG5238103.1；PnGAMYB.黑杨，登录号为XP_061978315.1;PtGAMYB.毛白杨，登录号为XP_024463496.2;HbGAMYB.橡胶树，登录号为XP_021677407.2；
MeGAMYB.木薯，登录号为XP_021598621.1；TwGAMYB.雷公藤，登录号为 XP_021598621.1；CpGAMYB.番木瓜，登录号为XP_021900987.1;TsGAMYB.银鹊

树，登录号为ATG24457.1
JmGAMYB. Juglans mandshurica, Accession is PQ202048.1; JrGAMYB. Juglans regia, Accession is XP_018833735.1; CcGAMYB. Carya cathayensis, Accession is
XP_040994990.1; CaGAMYB. Carya illinoinensi, Accession is XP_042959113.1; AgGAMYB. Alnus glutinosa, Accession is XP_062171609.1; QiGAMYB.Quercus
lobata, Accession is XP_030961314.1; QrGAMYB.Quercus rubra, Accession is XP_050286021.1; QsGAMYB.Quercus suber, Accession is XP_023921632.1; PaGA⁃
MYB. Populus alba, Accession is XP_034921096.1; SsGAMYB. Salix suchowensis, Accession is KAG5238103.1; PnGAMYB. Populus nigra, Accession is XP_
061978315.1; PtGAMYB.Populus tomentosa, Accession is XP_024463496.2; HbGAMYB.Hevea brasiliensis, Accession is XP_021677407.2; MeGAMYB.Manihot es⁃
culenta, Accession is XP_021598621.1; TwGAMYB. Tripterygium wilfordii, Accession is XP_021598621.1; CpGAMYB. Carica papaya, Accession is XP_

021900987.1; TsGAMYB. Tapiscia sinensis, Accession is ATG24457.1
图4 JmGAMYB与其他物种系统发育进化树

Figure 4 Phylogenetic evolutionary tree of JmGAMYB and other species

CC.雌先型雌花芽；CX.雌先型雄花芽；XC.雄先型雌花芽；CX.雄先型雄花芽
CC.Female primordial female flower bud;CX.Female prokaryotic male flower bud;

XX.Androgenic male flower bud;XC.Male primordial female flower bud
图 5 胡桃楸Jm-miR319b-JmGAMYB基因在生理分化期不

同生殖类型花芽中的表达

Figure 5 Expression of Jm-miR319b-JmGAMYB gene in

male and female flower buds of Juglans mandshurica

during physiological differentiation stage

图 6 胡桃楸miR319b的靶基因验证

Figure 6 Target gene validation of miR319b in Jug‐

lans mandshurica
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中起到了重要的调控作用。

2.5 JmGAMYB基因在不同生殖类型花芽不同发

育时期的表达分析

以 Actin基因为内参基因，对 JmGAMYB基因在

生理分化期（4月 2-30日）和形态分化期（5月 4-22
日）中两种生殖类型雌雄花芽的表达模式进行分

析，由图 8可知，无论是生理分化期还是形态分化

期，JmGAMYB基因在雌先型和雄先型的雌、雄花芽

相对表达量均呈显著差异（p<0.05），因此推测 JmG⁃
AMYB对胡桃楸花发育整个过程都具有明显的调

控作用，而且在花芽分化早期就已经开始起到调控

作用。且随着花芽的不断发育，在形态分化期 5月
12-16日期间，雄先型雄花芽开始迅速发育成熟散

粉，JmGMAYB基因在雄先型雄花芽相对表达量持

续增加，最终在 5月 16日 JmGAMYB相对表达量达

图 7 JmGAMYB基因在不同器官中的表达模式分析

Figure 7 Analysis of the expression pattern of

JmGAMYB gene in different tissues
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图 8 JmGAMYB基因在生理分化期（4月2-30日）和形态分化期（5月3-22日）雌、雄先型中雌、雄花芽的表达

Figure 8 Expression of JmGAMYB gene in male and female flower buds during physiological (2-30 April) and

morphological(3-22 May) differentiation stages
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到最高。5月 16-22日，雌先型雄花芽开始发育至散粉，最终在 5月 22日 JmGAMYB基因相对表达量在

雌先型雄花芽达到最高，而在散粉后雄先型雄花芽的表达量开始有所降低。这种基因表达模式交替

出现高峰的现象与胡桃楸雄花芽交替散粉一致。因此，推测 JmGAMYB基因在胡桃楸花发育整个过程

中起到重要的调控作用，且主要与雄花芽的发育有关。

3 讨论与结论

近年来植物花发育已经逐步成为学术研究的热点，而对雌雄异型异熟植物性别分化机制的研究

目前还不够深入。胡桃楸是我国北方珍贵的木本粮油经济树种，为国家二级保护植物[33]。但由于其

雌雄异型异熟的生殖特性，在有效避免自交的同时，也会导致自然条件下结实率和种子质量参差不

齐。而有性繁殖是自然条件下木本植物繁衍后代的主要形式[34]，因此，对胡桃楸花芽分化及发育过程

的研究可以为该物种遗传改良、良种选育奠定良好的基础。

miRNA和其调控的靶基因表达可以显著影响植物性器官的发育与转化[35-36]。越来越多的研究表

明，miRNA通过靶向一系列的核心转录因子，在植物生命活动中发挥着重要作用。其中miR319是植

物中最保守的miRNA家族之一，课题组前期研究中发现miR319b是胡桃楸花发育的关键miRNA。但

对miR319的研究多数都集中于其靶向 TCP转录因子来调节植物生命中各种活动，在本研究中通过

RLM 5’RACE技术验证了 Jm-miR319b对 JmGAMYB基因有直接靶向作用。这与番茄（Solanum lycop⁃
ersicum）[37-38]中的研究结果一致。赤霉素（GA）是对花发育具有重要调控作用的激素之一，GAMYB基因

家族属于R2-R3 MYB家族，同时也是赤霉素信号传导途径的重要正调控因子，外源施加赤霉素会显

著提高GAMYB的表达量[39]。研究表明GAMYB位于DELLA基因的下游[40]，且编码的蛋白可以响应GA
信号且激活下游的α-淀粉酶等基因的表达[41]。本研究进一步鉴定出胡桃楸 JmGAMYB基因有着保守

重复的MYB结构域，表明 JmGAMYB基因是GAMYB家族成员。且前期课题组对胡桃楸花发育关键基

因 JmDELLA基因的表达分析发现，JmDELLA与 JmGAMYB基因的表达模式类似，在胡桃楸各器官中均

有表达，且在雄花芽高表达[42]。GAMYB基因在花发育和花药发育中起到重要作用[43]，在大麦中也发现

GAMYB在雄蕊中出现高表达的情况。在拟南芥中，也有研究表明GAMYB基因参与了花药的发育[44]。

在黄瓜中已经证明 miR159和 miR319可以通过调控 GAMYB基因家族来调控雌雄花的比例，沉默

GAMYB1会导致黄瓜中雄花和雌花的比例降低[45]。在番茄中GAMYB可以调控糖代谢基因来控制花药

的发育，干扰GAMYB家族成员MYB33会导致花粉可育性降低[46]。在百合中发现GAMYB基因可能在

花药发育的早期就已经开始起作用，并且在花药成熟体的表达水平仍较高[47]。本研究与上述研究结

果一致。因此，进一步对胡桃楸花芽的“miRNA-靶基因模块”进行研究，有利于深入了解其在胡桃楸

花发育的分子调控机制，有助于人工调控花期，促进胡桃楸结实，提高产量。综上所述，本研究鉴定了

Jm-miR319与 JmGAMYB的靶向关系以及在花发育过程的调控机制，为进一步验证其功能奠定基础。

然而，为了更全面的阐明胡桃楸 Jm-miR319-JmGAMYB模块调控花发育机制，构建完善的花发育分子

调控网络，仍需要更全面的后续研究。

本研究鉴定了胡桃楸 Jm-miR319b-JmGAMYB模块，并对胡桃楸miR319b及其靶基因 JmGAMYB进

行 qRT-PCR分析，发现在雌雄先型雌、雄花芽中表达趋势相反。对其进行靶向关系验证，发现其切割

位点在miR319b成熟体第 10~11位碱基。通过 PCR克隆得到胡桃楸 JmGAMYB基因CDS全长序列为

1 503 bp，编码 500个氨基酸。Blast同源性分析发现 JmGAMYB基因与其他物种GAMYB基因同源性达

到 75%以上。qRT-PCR表达分析发现 JmGAMYB基因在茎、叶、雌雄花芽和果实等器官均有表达，但

在雄花芽中表达量最高。在生理分化期（4月 2-30日）和形态分化期（5月 3-22日）中同一生殖类型中

的雌、雄花芽表达量差异均显著，且随着两种生殖类型雄花交替开放、散粉，JmGAMYB表达量也随之

交替出现高峰。因此，推测 Jm-miR319b-JmGAMYB模块在胡桃楸花发育过程中起到重要的调控作

用，且在花芽分化早期就已经发挥作用。本研究结果将为后续对miRNA-mRNA介导的胡桃楸花发育

基因调控网络的研究奠定理论基础。
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