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摇 摇 摘要:摇 以拟南芥类固醇类 C22琢鄄羟化酶基因 DWF4 的 T鄄DNA 插入缺失突变体 dwf4 为研究材料,通过观

察突变体在低温胁迫条件下的表型,检测 dwf4 突变体和野生型在低温胁迫条件下的相对电导率、叶绿素含

量、可溶性糖含量、脯氨酸含量、抗冷基因表达量和过氧化物酶基因表达量的区别,探讨了该基因在抗低温胁

迫反应过程中的功能。 结果表明,敲除 DWF4 基因能够提高拟南芥对低温胁迫的抗性。 dwf4 突变体的抗低

温胁迫能力一方面源于在低温胁迫下,与野生型相比,dwf4 突变体中相对较低的电导率和较高的叶绿素含

量,以及更多渗透调节物质可溶性糖和脯氨酸的积累,另一方面源于低温胁迫条件下 dwf4 突变体中低温胁

迫响应的下游基因 RD29A 及 COR47 的高表达。 结果还表明尽管 dwf4 突变体中过氧化物含量增加,但是过

氧化物酶基因 Prx22 与 Prx698 的高表达对过氧化物的毒害起到了很好的抑制作用。 说明在拟南芥中 DWF4
负调控拟南芥对低温胁迫的反应过程。
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Improvement of cold tolerance by knockout of DWF4 gene in Arabidopsis

XIA Jin鄄chan 1,摇 HE Yi鄄kun 2

(1. School of Basic Medicine,Henan University of Traditional Chinese Medicine, Zhengzhou 450008, China; 2. School of Life Science, Capital Normal U鄄
niversity, Beijing 100048, China)

摇 摇 Abstract:摇 A T鄄DNA deletion mutant dwf4 of Arabidopsis was used as material to investigate the role of DWF4 gene
in cold tolerance in plants by comparing the phenotypic performance and physioligcal characteristics between dwf4 mutant
and wild type seedlings. The dwf4 mutant knockout of DWF4 gene exhibited an increased tolerance to cold ness resulting
from lower electrical conductivity, higher chlorophyll content, and higher concentrations of soluble sugar and proline and
higher expression levels of RD29A and COR47 compared with wild type. The higher levels of peroxidase genes Prx22 and
Prx698 in dwf mutant effectively inhibited the harm caused by the increased reactive oxygen species. Taken together, it was
suggested that DWF4 gene might play a negative role in response to cold stress in Arabidopsis.
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摇 摇 低温是植物经常遭受的一种环境胁迫因子,它限

制作物的产量,影响植物的自然分布[1鄄2]。 剖析植物

对低温的应答反应机制、提高其抗低温能力在农业生

产上具有重要意义。 为了适应和抵抗低温胁迫,在长

期进化过程中植物形成了相应的应答保护机制。 目

前,通过筛选和克隆的方法已得到了许多与冷驯化信

号途径相关的基因,例如 CBF、COR、KIN、RD 等[3],对
它们的功能分析为我们绘制了植物抗冷反应的信号

传递网络,其中 ICE1鄄CBF鄄COR 通路在植物的冷驯化

过程中起重要作用。 在冷驯化过程中,膜是最先受到
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低温影响的细胞结构[4];低温诱导的质膜硬化可导致

肌动蛋白细胞骨架的重排,诱导胞内 Ca2+的瞬时增

加[5];IP3作为重要的信号分子介导细胞内钙库储存

的 Ca2+释放到胞质,从而调控 CBF 和 COR 基因的表

达[6]。 ICE1 基因编码一个 MYB 类型的碱性螺旋鄄环鄄
螺旋(bHLH)转录因子,在上游调节 CBF 和其他转录

因子的表达,提高抗冷性[7]。 HOS1 蛋白通过泛素化

介导的蛋白质降解负调控 ICE1[8]。 在不依赖于 CBF
的途径中,转录因子 HOS9、HOS10、RNA 修饰和核质

转运在调节有关抗冷基因的表达和提高植物抗冷能

力方面具有至关重要的作用[9鄄10]。 植物对冷胁迫的

分子反应机制已经成为目前科学研究的热门领域,近
几年的研究成果为改良作物的抗冷能力打下了坚实

的基础。
有研究结果表明,一些植物激素也参与了植物的

抗逆反应过程。 脱落酸(ABA)能够提高低温条件下

植物的抗氧化能力,降低过氧化物(ROS)的积累[11],
诱导 CBF 基因的表达,但其表达量远远低于低温诱

导的表达量[12]。 外施油菜素内酯(BR)在植物的生

长发育过程中也具有重要的调节功能,例如参与光形

态建成,促进植物细胞的生长、分裂和分化等。 BR 不

仅能够阻止低温对叶绿体的破坏,提高植物的抗冷能

力,还能够恢复高盐胁迫条件下幼苗的生长状况[13],
但是 BR 在植物抗逆反应过程中所起作用的分子机

制还不清楚。 拟南芥的 DWF4 基因编码一个类固醇

类 C22琢鄄羟化酶,催化油菜素内酯的生物合成过程。
该基因在植物活跃生长的组织中表达,例如根与茎的

顶端组织以及根与茎的结合部位[14],表达量受乙烯

和茉莉酸甲酯的调控[15],参与植物的抗高温反应过

程[16],超表达 DWF4 的转基因植株表现出外加 BR 的

特征,包括较长的下胚轴等[17]。 本试验采用反向遗

传学的方法,利用拟南芥 DWF4 基因缺失突变体

dwf4,研究敲除 DWF4 基因后拟南芥对低温胁迫的响

应,探讨该基因在抗低温胁迫反应过程中的功能。

1摇 材料与方法

1. 1摇 植物材料和生长条件

试验中所用的野生型拟南芥(Arabidopsis) 和

dwf4 突变体均为 Col鄄0 生态型背景。 在培养皿中无

菌培养拟南芥,先对种子进行表面消毒,4 益同步化

处理 2 ~3 d 后,均匀地种在含有 0郾 8%琼脂的1 / 2MS
培养基上,放在培养室中培养。 培养室的培养条件:

温度为22 益,光照度为100 滋mol / (m2·s),光周期为

16 h 光照 / 8 h 黑暗交替。 低温胁迫处理:在培养皿中

生长 21 d 的材料不经冷驯化置于-20 益中 1 h,4 益
解冻 12 h,于 22 益、16 h 光照 / 8 h 黑暗中恢复 7 d。
1. 2摇 生理指标的测定

将在正常培养基上生长 14 d 的野生型拟南

芥和 dwf4 突变体幼苗移到 4 益 条件下处理 2 d,
测定野生型拟南芥和 dwf4 突变体在低温胁迫下

可溶性糖和脯氨酸含量 [18鄄19] 。 在营养土中生长

21 d 的野生型拟南芥和 dwf4 突变体幼苗,移到 4
益条 件 下 2 d 进 行 低 温 处 理, 测 定 叶 绿 素 含

量 [20] 。 相对电渗透率的测定参考 Ishitani 等的方

法 [21] ,其温度处理过程为:初始温度为 0 益 ,在
此温度稳定 30 min 后降至-1 益 ,-1 益 维持 1 h
后加入碎冰,而后以 2 益 / h 速度降温至-12 益 ,
每一个温度梯度取 1 个样。 将在正常培养基上

生长 10 d 的野生型拟南芥和 dwf4 突变体幼苗,
移到 4 益条件下进行低温处理 2 d,测定硫代巴

比妥酸反应物( TBARS)的含量,测定方法参照文

献[22] 、[23] 。
1. 3摇 实时荧光定量 PCR

在正常培养基上生长 10 d 的野生型拟南芥和

dwf4 突变体幼苗,移到 4 益条件下进行低温处理,
分别在 0 h、12 h、24 h 时取样。 用 TRIZOL 试剂

(Sigma, USA) 提 取 总 RNA, 用 AMV 反 转 录 酶

(TaKaRa,Dalian)合成第一条 cDNA。 利用 Agilent
Strata鄄gene 荧光定量 PCR 仪(Mx3005P)进行实时荧

光定量 PCR。 荧光染料试剂盒采用 SYBR Premix Ex
Taq (TaKaRa,日本), 以稀释 10 倍的植物 cNDA 为

模板。 20 滋l PCR 反应体系中含 1伊SYBR Premix Ex
Taq、上下游引物各 0郾 2 滋mol / L、2 滋l 稀释的 cDNA,
使用 UBQ10 (Polyubiquitin 10) 作为内参对目标基

因进行相对定量。

2摇 结 果

2. 1 摇 DWF4 基因调节拟南芥对低温胁迫的反应

过程

摇 摇 DWF4(基因编号 AT3g50660)位于拟南芥第

3 条染色体上,其中包含 8 个外显子和 7 个内含

子,编码 513 个 氨 基 酸 [14] 。 为 了 进 一 步 探 讨

DWF4 的生物学功能,从拟南芥信息资源中心

( The Arabidopsis Information Resource,TAIR)获得
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DWF4 基 因 的 T鄄DNA 插 入 突 变 体 ( SALK _
020761) ,其插入位置在第 4 个外显子上。 RT鄄
PCR 结果显示由于 T鄄DNA 的插入,DWF4 基因被

敲除(图 1) ,将该突变体命名为 dwf4。 将在培养

皿中正常生长 21 d 的野生型与 dwf4 突变体置于

-20 益处理 1 h,之后在 4 益下解冻 12 h,再置于

正常培养条件下恢复生长 7 d。 我们发现 dwf4 突

变体在受到低温胁迫后能够继续生长出新的叶

片,而野生型拟南芥在受到低温胁迫后大多数叶

片的叶绿素受到破坏而白化死亡(图 2 ) 。 低温

胁迫能够导致植物的细胞受到伤害,造成相对电

导率的变化。 相对电导率能够反映低温胁迫对

细胞膜的伤害程度,是细胞膜在逆境条件下生理

活性高低的重要指标之一。 相对电导率低,说明

细胞膜的损伤程度小,进而细胞受到的伤害就

小,抗寒能力就强。 我们发现野生型和 dwf4 突

变体经过低温处理后其相对电导率都表现出增

加的趋势,但是 dwf4 突变体的相对电导率比野

生型的低,例如,经过-9 益 低温处理,dwf4 突变

体的相对电导率为 62% ,而野生型的为 75% (图

3) 。 植物中叶绿体对低温胁迫相当敏感,低温胁

迫会造成叶绿素的降解。 在正常条件下,dwf4 突

变体的叶绿素含量比野生型的稍低,但是经过低

温处理后野生型的叶绿素含量下降比较明显,而
dwf4 突变体的叶绿素含量变化不大,导致 dwf4
突变体的叶绿素含量比野生型的还要高(图 4) ,
说明 dwf4 突变体抗冷能力强。

Tubulin1 为内参基因。
图 1摇 DWF4 基因在野生型(WT)与 dwf4 突变体中的表达

Fig. 1摇 Expression of DWF4 gene in wild鄄type and dwf4 mutant
plants

2. 2摇 低温胁迫下 dwf4 突变体可溶性糖和游离脯氨

酸含量变化

摇 摇 在逆境条件下,植物会积累一些渗透调节物质,

图 2摇 野生型拟南芥和 dwf4 突变体在低温处理前(左)和低温

处理后(右)的表型

Fig. 2摇 The phenotypes of wild鄄type and dwf4 mutant plants be鄄
fore ( left) or after (right) cold stress

图 3摇 野生型拟南芥和 dwf4 突变体在不同低温条件下的相对电

导率

Fig. 3 摇 Relative electronic conductivity of wild鄄type and dwf4
mutant plants induced by cold stress

图 4摇 低温条件下野生型拟南芥和 dwf4 突变体的叶绿素含量

Fig. 4 摇 Chlorophyll contents of wild鄄type and dwf4 mutant
plants induced by cold stress

例如可溶性糖和脯氨酸,用于平衡渗透压对胞质的

损伤,调节细胞膜的稳定性,其含量的多少反映其抗

逆能力的大小[21,24]。 因此,测定植物体在低温胁迫
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条件下可溶性糖和脯氨酸的含量,在一定程度上可

以判断植物对低温胁迫的抵抗能力。 从图 5 中可以

看出,正常生长条件下 dwf4 突变体的可溶性糖与脯

氨酸的含量都比野生型的高,分别是野生型的 1郾 29
与 5郾 10 倍。 低温处理后 dwf4 突变体和野生型的可

溶性糖含量均有所提高,但此时 dwf4 突变体的可溶

性糖与脯氨酸含量仍然比野生型的高,分别是野生

型的 1郾 32 和 6郾 40 倍。 低温胁迫条件下,dwf4 突变

体中可溶性糖和脯氨酸的快速积累可能与相关的基

因表达活跃有关。

图 5摇 野生型拟南芥和 dwf4 突变体在低温胁迫下可溶性糖(A)和脯氨酸(B)含量

Fig. 5摇 Soluble sugar (A) and proline (B) contents of wild鄄type and dwf4 mutant plants induced by cold stress

2. 3摇 DWF4 负调控 RD29A 基因和 COR47 基因的

表达

摇 摇 为了进一步探讨 dwf4 突变体抗低温胁迫的分子

机制,选择参与低温胁迫反应的 CBF 转录因子与下

游基因 RD29A 和 COR47,对它们的表达量进行分析。
实时荧光定量 PCR 检测结果表明,CBF1、CBF2、
CBF3 的表达量在低温处理条件下升高,但在 dwf4 突

变体与野生型中的表达量并没有明显区别(图 6)。
RD29A 的表达量在突变体和野生型中都受低温胁迫

的诱导,而且在突变体中的诱导表达量高,表达时间

早。 例如,在正常生长条件下,dwf4 突变体中 RD29A
的表达量是野生型的 1. 22 倍,在低温处理 12 h 时,
dwf4 突变体中 RD29A 的表达量是野生型中的 1. 40
倍。 在低温胁迫条件下 dwf4 突变体中 COR47 的表达

量也高于野生型(图 7),因此推测 DWF4 基因负调控

RD29A 和 COR47 的表达。
2. 4摇 野生型和 dwf4 突变体中过氧化物酶基因的表

达差异

摇 摇 低温胁迫能引起植物体内活性氧的积累,从而

对细胞造成伤害,抑制生长[11]。 硫代巴比妥酸反应

物(TBARS)含量是测定植物体内脂质过氧化和自

由基形成的一个重要指标。 为了验证低温胁迫条件

下 dwf4 突变体抗氧化能力的强弱,我们检测了在不

同条件下野生型和 dwf4 突变体中 TBARS 含量。 结

果表明,在正常生长条件下 dwf4 突变体中 TBARS

图 6摇 野生型和 dwf4 突变体在低温处理下 CBF 基因的表达量

(以 UBQ10 作为内参)
Fig. 6摇 The expression levels of CBF gene of wild鄄type and dwf4

mutant plants induced by cold stress (UBQ10 internal
control)

含量比野生型中的高,低温胁迫能使拟南芥植株中

TBARS 含量升高,但 dwf4 突变体中 TBARS 含量仍

高于野生型,即 dwf4 突变体中过氧化物的积累比野

生型中的多(图 8)。 但是,dwf4 突变体抵抗低温胁

迫的能力却比野生型强,为此我们用实时荧光定量

PCR 检测了抗氧化防御系统相关基因表达水平的

变化。 过氧化物酶在清除植物体内过氧化物毒害方

面起着重要作用,是植物抗氧化防御体系中的一个

重要组成成分,参与抗逆反应。 我们检测了过氧化

物酶基因 Prx22(AT2g38380)和 Prx69(AT5g64100)
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表达量的变化,发现在正常生长条件下,dwf4 突变

体中 Prx22 和 Prx69 的表达量就比野生型中的高

(图 8),这对低温条件下 dwf4 突变体中高含量的过

氧化物所产生的毒害起到了很好的抑制作用。

图 7摇 野生型和 dwf4 突变体在低温处理下 RD29A 基因(A)和 COR47 基因(B)的表达量(以 UBQ10 作为内参)
Fig. 7摇 The expression levels of RD29A gene (A) and COR47 gene (B) of wild鄄type and dwf4 mutant plants induced by cold stress (UBQ10

as internal control)

图 8摇 野生型和 dwf4 突变体中低温条件下的 TBARS 含量(A)以及过氧化物酶 Prx22 与 Prx69 表达量(B)(以 UBQ10 作为内参)
Fig. 8摇 TBARS content (A) and the expression levels of peroxidase genes Prx22 and Prx69 (UBQ10 as internal control) (B) in wild鄄type

and dwf4 mutant plants under cold stress

3摇 讨 论

在世界范围内,低温是一个重要的环境因子,影
响植物的分布,限制作物的产量。 低温不仅能直接

对细胞产生伤害导致植株的死亡,还可以造成氧化

与渗透胁迫。 为了克服这种限制因素提高农作物产

量,研究植物抗冷反应分子机制,进而通过分子生物

学手段提高农作物的抗冷能力,显得至关重要。 本

研究中我们第一次发现敲除 DWF4 基因能够提高拟

南芥的抗冷能力。
拟南芥 dwf4 突变体中,油菜素内酯(BR)合成

过程中的一个限速酶 C22琢鄄类固醇水解酶发生缺失

突变,导致突变体内油菜素内酯含量减少[17]。 dwf4

突变体表现为极度矮化、叶片圆而短小卷曲、侧根多

且短、叶色深绿、下胚轴短且开花晚等特征。 本试验

发现缺失突变体 dwf4 的抗冷能力明显高于野生型。
低温胁迫条件下 dwf4 突变体中高含量的可溶性糖

和脯氨酸降低了细胞水势,有利于减少低温条件下

渗透胁迫对植物的损伤。 特别是脯氨酸含量,在正

常生长条件下,dwf4 突变体中脯氨酸的含量就是野

生型的 6. 4 倍,这与 Strizhov 等[25] 的发现一致。 油

菜素内酯能够模拟黑暗对 P5CS1鄄GUS 表达的抑制,
从而导致 ABA 处理或干旱胁迫下植株脯氨酸含量

下降[25],而 dwf4 突变体中油菜素内酯含量低而导

致细胞中脯氨酸含量升高。 BR 是一种新型植物激

素,在植物体内含量极低,但生理活性很高,不仅对
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植物的生长发育有影响,与植物抗性也有一定的关

系,外用 BR 处理油菜和番茄植株可以增强它们的

耐热性[26],还可以增强油菜和拟南芥的抗干旱和抗

冻能力[27]。 dwf4 突变体体内油菜素内酯含量低而

抗冻性强的分子机制可能与外施油菜素内酯后植株

抗性增强的分子机制不同。 Kagale 等用 BR 处理拟

南芥和油菜,发现 CBF 的表达量在拟南芥中只有微

量变化,在油菜中根本没有变化,下游的 RD29A、
COR47 基因表达明显高于对照[27]。 我们也发现在

低温条件下 dwf4 突变体中 CBF 基因的表达量与野

生型中的并没有明显区别,而 RD29A 和 COR47 的

表达则高于野生型,说明 BR 对植物抗冷能力的调

控可能不依赖 CBF 转录因子而是通过其他因子影

响下游基因 RD29A 和 COR47。 许多非生物胁迫,例
如干旱、高盐、低温等,都可以诱导过氧化物的产生,
对植物体造成氧化胁迫,损伤 DNA 和蛋白质分子,
抑制植物正常的生长和发育[28]。 研究发现,尽管

DWF4 缺失导致突变体中过氧化物含量的增加,但
是 dwf4 突变体中高表达的过氧化物酶 Prx22 与

Prx698,对过氧化物的毒害起到了很好的抑制作用,
这 2 个基因都属于植物特有的过氧化物酶(芋)家

族,我们推测该家族基因的高表达可能是 dwf4 突变

体具有强抗冷能力的重要原因。 同时,我们也注意

到 dwf4 突变体的一些表型特征,例如下胚轴短、叶
片圆而肥厚、叶色深绿等,一般在抗冻植物中多见,
例如,过量表达 CBF 转录因子的植株[29]。 野生型

植株在低温下生长数日到数月也会表现出矮化、叶
色深绿并且叶片增厚的特征[18],这也说明在正常生

长条件下 dwf4 突变体中可能有抗冷相关基因的表

达,我们的研究也证明在正常情况下 dwf4 突变体中

RD29A 基因的表达量就高于野生型。
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