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　 　 摘要:　 冰缘植物高山离子芥具有极强的抗寒能力ꎬ具葶离子芥为其同属近缘种ꎬ但抗寒性远不及高山离子

芥ꎮ 本试验以高山离子芥和具葶离子芥植株为材料ꎬ对这 ２ 种离子芥进行低温处理ꎬ并采用 ｃＤＮＡ 扩增片段长度多

态性(ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ)技术对其进行耐冷相关基因筛选ꎬ共获得与耐冷相关的 ２８ 条差异表达片段ꎬ其中 ７ 条来自具葶

离子芥ꎬ２１ 条来自高山离子芥ꎬ并对这 ２８ 条差异表达的片段进行生物信息学分析ꎮ 选取高山离子芥特有的 ５ 条差

异表达片段(ＴＤＦｓ)ꎬ采用 Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＲＴ￣ＰＣＲ 进行低温诱导表达验证ꎬ结果表明确实是低温诱导的特异表达片段ꎮ
本试验结果为高山离子芥特有耐冷基因的功能研究及其应用提供了依据ꎮ
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　 　 高 山 离 子 芥 ( Ｃｈｏｒｉｓｐｏｒａ ｂｕｎｇｅａｎａ Ｆｉｓｃｈ. ｅｔ
Ｍｅｙ)是一种多年生草本植物ꎬ属于十字花科离子

芥属ꎬ主要分布在新疆ꎬ位于海拔 ３ ６００ ~ ３ ９００ ｍ
亚高山草甸和草原砾石质山坡上ꎬ其生长环境恶

劣ꎬ常受到干旱和低温胁迫[１] ꎬ而其本身却缺乏形

态学上的特化结构ꎬ无表皮毛和黏液细胞等保护
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结构[１] ꎬ故推测其存在耐受低温的机制ꎮ 具葶离

子芥(Ｃｈｏｒｉｓｐｏｒａ ｇｒｅｉｇｉｉ Ｒｅｇｅｌ)为一年生草本植物ꎬ
与高山离子芥为同属近缘物种ꎬ生长形态相似ꎬ但
具葶离子芥的抗寒性远不如高山离子芥ꎮ 因此ꎬ
高山离子芥可作为植物抗低温分子机制研究的试

验材料ꎮ
近年来ꎬ对高山离子芥的研究主要集中在抗性生

理生化和分子机制方面ꎮ 在生理生化方面的研究主

要包括对高山离子芥细胞内钙离子水平的检测ꎬ对高

山离子芥在不同胁迫条件(低温 ４ ℃、水分胁迫、渗透

胁迫)下内源脱落酸(ＡＢＡ)的积累和相关生理指标

(细胞活力、质膜透性、膜脂过氧化性、脯氨酸含量)的
测定ꎬ发现在不同胁迫条件下各项生理指标存在不同

的变化趋势ꎬ说明高山离子芥除了具有很强的抗寒能

力外ꎬ还有一定的抗高温、抗渗透胁迫能力ꎬ在不同胁

迫条件下其抗性和信号转导机制也不同[２]ꎮ 对高山

离子芥线粒体进行研究后发现ꎬ其有特殊的能量耗散

体系[３]ꎮ 在冷胁迫下ꎬ高山离子芥谷胱甘肽的变化也

与其抗寒性相关[４]ꎮ 对高山离子芥悬浮培养细胞进

行研究ꎬ发现一氧化氮也是其抗寒机制中的一个重要

因素ꎬ主要是通过对活性氧进行清除并作为信号分子

参与抗寒[５]ꎮ
在分子机制方面的研究主要包括对高山离子芥

抗性相关基因的克隆及功能验证ꎮ 多年来ꎬ人们陆

续从高山离子芥中克隆得到许多与抗逆相关的基

因ꎬ如铁蛋白基因 ＣｂＦｅｒ[６￣７]、甜菜碱醛脱氢酶基因

ＣｂＢＡＤＨ[８]、胚胎发生晚期丰富蛋白基因 ＣｂＬＥＡ[８]、
铁转运蛋白基因 ＣｂＩＲＴ[９]、 抗性蛋白基因 ＣｂＰ￣
ＧＩＰ１[１０]、谷氨酰半胱氨酸合成酶基因 ＣｂγＥＣＳ[１１]、
ＭＡＰＫ 基因 ＣｂＭＡＰＫ３[１２]、冷调节基因 ＣｂＣＯＲ１５[１３]、
脱水应答元件结合因子基因 ＣＢＦ / ＤＲＥＢ１[１４]、多聚

半乳糖醛酸酶基因 ＣｂＰＧＩＰ１[１５]、ＣｂＣＢＦ４ 基因[１６]

等ꎬ并对高山离子芥 ＭＡＰＫ 基因 ＣｂＭＡＰＫ３ 进行原

核表达ꎬ发现 ＣｂＭＡＰＫ３ 在响应环境胁迫的过程中可

能通过蛋白质表达量的变化对酶活性强弱进行调

控[１７￣１８]ꎮ
高山离子芥抗性分子机制方面的研究主要是针

对一些常见的已知功能基因ꎬ可能并非高山离子芥

所特有的抗寒性基因ꎬ关于信号转导和基因诱导表

达调控机制的研究较少ꎮ 本研究拟以高山离子芥和

具葶离子芥为试验材料ꎬ采用 ｃＤＮＡ 扩增片段长度

多态性(ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ)技术筛选耐冷差异表达基因ꎬ

结合 Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＲＴ￣ＰＣＲ 技术对这 ２ 种离子芥属植物

耐受低温能力的差异性机制进行初步分析ꎬ以期全

面揭示高山离子芥的抗寒机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料和试剂

高山离子芥和具葶离子芥植株取自新疆伊犁ꎬ
将 ２ 种离子芥植株均分成 ２ 组进行处理ꎬ对照组(２１
℃黑暗培养 １２ ｈ)和处理组(４ ℃黑暗培养 １２ ｈ)均
重复 ３ 次ꎮ

所用试剂有 ＲＮＡ 提取试剂盒(百泰克公司产

品)、双链 ｃＤＮＡ 合成试剂盒(ＴａＫａＲａ 公司产品)、
限制性内切酶 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 和 Ｍｓｅ Ｉ(ＮＥＢ 公司产品)、Ｔ４
ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ(ＮＥＢ 公司产品)、ＰＣＲ 试剂(ＴａＫａＲａ 公

司产品)、寡核苷酸接头序列(生工公司产品)、寡核

苷酸预扩增引物序列(生工公司产品)、寡核苷酸选

择扩增引物序列 (生工公司产品)、双丙烯酰胺

１９ ∶ １(生工公司产品)、ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体(ＴａＫａＲａ 公

司产品)、ＤＨ５α 感受态细胞(全式金公司产品)、Ｓｕ￣
ｐｅｒＲＴ ｃＤＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒(康为公司产品)以及带有

ＲＯＸ 的 Ｐｌａｔｉｎｕｍ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ￣ＵＤＧ
试剂盒(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司产品)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 总 ＲＮＡ 提取及双链 ｃＤＮＡ 的合成　 采用试

剂盒法分别提取处理组和对照组离子芥叶片的总

ＲＮＡꎬ并检测其浓度和纯度ꎬ对合格的总 ＲＮＡ 进行

反转录ꎬ获得双链 ｃＤＮＡꎬ对内参基因 ＥＦ１ａ 进行检

测ꎮ
１.２.２　 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 差异条带筛选 　 用限制性内切

酶 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 和 Ｍｓｅ Ｉ 对反转录所得双链 ｃＤＮＡ 进行双

酶切后连接双链接头ꎬ参照 Ｂａｃｈｅｍ[１９] 所述方法进

行预扩增和选择性扩增ꎬ采用聚丙烯酰胺凝胶电泳

对选择性扩增产物进行分离ꎬ分别查找对照和处理

组的通过选择性扩增引物扩增所得的 ２ 种离子芥属

植物的差异条带ꎬ仅对高山离子芥和具葶离子芥在

４ ℃低温下诱导表达的差异条带进行标记ꎬ标记后

用干净刀片抠取差异条带并置于干净的 ＥＰ 管中ꎮ
采用冻融法提取胶中的 ＤＮＡ 片段ꎬ用 ２００ μｌ ｄｄＨ２Ｏ
洗涤凝胶条带 ２ 次ꎬ最后加 ３０ μｌ ｄｄＨ２Ｏ 置于－２０
℃冰箱中过夜ꎮ 将过夜冷冻的凝胶用干净的吸头捣

碎ꎬ４ ℃静置 １０ ｍｉｎꎬ１５ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎꎬ取 ２
μｌ 上清液作为模板ꎬ用预扩增引物进行二次 ＰＣＲ
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扩增(扩增程序同第一次预扩增)ꎬ扩增后用 ２％琼

脂糖凝胶电泳检测ꎬ用琼脂糖凝胶回收试剂盒对二

次 ＰＣＲ 产物进行回收ꎬ并连接载体送至华大公司进

行测序ꎮ 接头、预扩增引物和选择扩增引物的序列

如表 １ 显示ꎮ

表 １　 接头、预扩增引物和选择扩增引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

接头 / 引物 编号 碱基序列

Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 接头 ５′￣ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣ￣３′

３′￣ＣＴＧＡＣＧＣＡＴＧＧＴＴＡＡ￣５′

预扩增引物 Ｅ００ ５′￣ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡ￣３′

选择扩增引物 Ｅｌ Ｅ００＋ＡＣ

Ｅ２ Ｅ００＋ＡＧ

Ｅ３ Ｅ００＋ＣＡ

Ｅ４ Ｅ００＋ＣＴ

Ｅ５ Ｅ００＋ＣＣ

Ｍｓｅ Ｉ 接头 ５′￣ＧＡＣＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧ￣３′

３′￣ＴＡＣＴＣＡＧＧＡＣＴＣＡＴ￣５′

预扩增引物 Ｍ００ ５′￣ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣ￣３′

选择扩增引物 Ｍ１ Ｍ００＋ＡＡ

Ｍ２ Ｍ００＋ＡＣ

Ｍ３ Ｍ００＋ＡＧ

Ｍ４ Ｍ００＋ＡＴ

Ｍ５ Ｍ００＋ＴＡ

１.２.３　 差异表达片段(ＴＤＦｓ)测序及功能分析　 将

测得的差异表达基因片段序列提交至 ＮＣＢＩ 数据

库ꎬ采用 Ｂｌａｓｔｘ 比对方法进行同源性分析ꎬ并提交至

ＴＡＩＲ、ＧＯ 和 ＣｌｕｓｔａｌＷ２ 等蛋白质数据库中进行比

对ꎬ对 ＴＤＦｓ 进行功能预测分析ꎮ
１.２.４　 差异表达序列的表达验证分析

１.２.４.１　 ＴＤＦｓ 内参基因表达稳定性验证　 以处理

组和对照组的 ２ 种离子芥属植株叶片总 ＲＮＡ 反转

录所得单链 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ以 ＧｅｎＢａｎｋ 公布拟南芥

内参基因 ＥＦ１ａ 设计正、 反向引物 ＥＦ１ａ Ｓ ( ５′￣
ＡＣＡＣＣＴＣＣＴＴＣＡＣＧＡＴＴＴ￣３′) 和 ＥＦ１ａ Ａ ( ５′￣ＴＣＴ￣
ＴＣＴＴＧＣＴＴＴＣＡＣＣＣＴ￣３′)ꎬ对内参基因 ＥＦ１ａ 进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ检测其在不同物种和不同处理中表达的

稳定性ꎮ 扩增体系与程序为:１０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ０ μｌꎬ

正、反向引物各 １􀆰 ０ μｌꎬｄＮＴＰ ２􀆰 ０ μｌꎬＴａｑ 酶 ０􀆰 ３ μｌꎬ
ＭｇＣｌ２ １􀆰 ７ μｌꎬ单链 ｃＤＮＡ 模板 ２􀆰 ０ μｌꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 至

２０􀆰 ０ μｌꎬ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５８ ℃ ４０ ｓꎬ
７２ ℃ ５０ ｓꎬ扩增 ２０ 个循环ꎬ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎮ 用 １％
琼脂糖电泳进行检测ꎬ并将内参基因 ＥＦ１ａ 的 ＰＣＲ
产物送至华大基因公司进行测序ꎮ
１.２.４.２　 ＴＤＦｓ 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测　 选取高山

离子芥低温差异表达的目标 ＴＤＦｓ 进行差异表达验

证ꎬ使用 Ｐｒｉｍｅｒ５ 软件设计引物ꎮ
进行实时荧光定量 ＰＣＲꎬ反应体系为: ｃＤＮＡ

１􀆰 ０ μｌꎬＳＹＢＲ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μｌꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２５􀆰 ０ μｌꎬ反
应程序为:９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ９５ ℃变性 １５ ｓꎬ５８ ℃
退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 对荧光定

量数据处理使用 ２－△△Ｃｔ法进行处理:△Ｃｔ对照 ＝对照

组目的基因 Ｃｔ 值－内参基因 ＥＦ１ａ Ｃｔ 值ꎬ△Ｃｔ处理 ＝
处理组目的基因 Ｃｔ 值 －内参基因 ＥＦ１ａ Ｃｔ 值ꎬ
△△Ｃｔ ＝ △Ｃｔ处理 －△Ｃｔ对照ꎬ２－△△Ｃｔ ＝ ２－(△Ｃｔ处理－△Ｃｔ对照)ꎮ
每组包含 ３ 个生物学重复和 ２ 个技术重复ꎬ并利用

Ｐｒｉｓｍ５􀆰 ０ 软件进行 Ｏｎｅｗａｙ ＡＮＯＶＡ 分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 总 ＲＮＡ 浓度及纯度测定

图 １ 显示ꎬ在不同处理下提取的 ２ 种离子芥叶

片总 ＲＮＡ 条带清晰ꎬ无降解且浓度均较高ꎬ１~ ８ 泳

道总 ＲＮＡ 浓度分别为 ０􀆰 ６３６ μｇ / μｌ、０􀆰 ７１２ μｇ / μｌ、
０􀆰 ２５２ μｇ / μｌ、 ０􀆰 ３４２ μｇ / μｌ、 １􀆰 ０００ μｇ / μｌ、 １􀆰 １６０
μｇ / μｌ、０􀆰 ３７０ μｇ / μｌ、０􀆰 ３９０ μｇ / μｌꎬＯＤ２６０ / ＯＤ２８０的值

均在 ２􀆰 ０ 左右ꎬ满足后续试验要求ꎮ

１~ ２:２１ ℃ 下具葶离子芥总 ＲＮＡꎻ３ ~ ４:４ ℃ 下具葶离子芥总

ＲＮＡꎻ５~６:２１ ℃下高山离子芥总 ＲＮＡꎻ７~ ８:４ ℃下高山离子芥

总 ＲＮＡꎮ
图 １　 叶片总 ＲＮＡ 电泳图

Ｆｉｇ.１　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｗｏ Ｃｈｏｒｉｓｐｏｒａ
ｓｐｅｃｉｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

２.２　 低温处理下高山离子芥基因的差异表达

高山离子芥和具葶离子芥在处理和对照中部分
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选择扩增产物的聚丙烯酰胺凝胶电泳结果(图 ２)显
示ꎬ与对照相比ꎬ在 ４ ℃处理组中 ２ 种离子芥属植株

都存差异表达基因ꎬ在处理组中有些基因表达上调ꎬ

有些基因表达下调ꎬ还有些基因呈冷诱导表达或冷

诱导沉默ꎮ

Ｅ２、Ｍ２、Ｍ３、Ｍ４见表 １ꎮ

图 ２　 部分选择扩增产物电泳结果

Ｆｉｇ.２　 Ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

２.３　 差异片段二次 ＰＣＲ 及琼脂糖回收

选取高山离子芥和具葶离子芥在 ４ ℃低温下诱

导表达的差异条带作为低温差异表达基因序列条带

进行测序ꎮ 以割胶回收的差异条带为模板ꎬ进行二

次 ＰＣＲꎬ琼脂糖电泳后回收ꎬ电泳检测回收产物均

为单一条带(图 ３)ꎬ回收效率较高ꎬ可用于后续试

验ꎮ

Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ２０００ꎮ
图 ３　 二次 ＰＣＲ 产物琼脂糖回收后的电泳检测结果

Ｆｉｇ.３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ(ＰＣＲ) ｂｙ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

２.４　 差异条带测序结果的同源性及功能预测分析

成功获得 ３５ 条差异条带序列ꎬ去掉载体序列、
接头序列和引物序列后进行核酸序列的同源性比

对ꎬ其中有 ７ 条差异条带在 ＮＣＢＩ 中没有同源序列ꎬ
比对结果见表 ２ꎬ共获得与耐冷相关的 ２８ 个差异表

达序列ꎬ其中 ７ 个属于具葶离子芥ꎬ２１ 个属于高山

离子芥ꎮ
２.５　 差异表达序列的表达验证分析

２.５.１　 内参基因 ＥＦ１ａ 的验证 　 图 ４ 显示ꎬ对所得

具葶离子芥和高山离子芥内参基因 ＥＦ１ａ 测序序列

进行同源性比对ꎬ发现 ２ 种离子芥属植物的 ＥＦ１ａ
基因均与拟南芥属胡菜的 ＥＦ１ａ 基因有很高的同源

性ꎬ均高达 ９５％ꎮ
　 　 ＥＦ１ａ 基因在 ２ 种离子芥属植物的处理组和对

照组中的 ＰＣＲ 扩增结果(图 ５)显示ꎬ不同物种和不

同处理间 ＥＦ１ａ 基因的表达相对稳定ꎬ可以作为实

时荧光定量 ＰＣＲ 研究差异基因表达分析中的内参

基因ꎮ
２.５. ２ 　 高山离子芥低温差异表达序列荧光定量

ＰＣＲ 分析　 与具葶离子芥相比ꎬ选取高山离子芥在

４ ℃低温下特异表达的 ５ 条 ＴＤＦｓ 进行实时定量

ＰＣＲ 检测ꎬ引物序列见表 ３ꎮ
　 　 图 ６ 显示ꎬ低温处理下ꎬ除 ＴＤＦ ５＃１０.２ 外ꎬ其余

４ 条 ＴＤＦｓ 相对表达量均显著高于 ２１ ℃下对照的表

达量ꎬ其中差异序列 ＴＤＦ ４＃１０.１ 的相对表达量比对

照约高 ６ 倍ꎬ差异序列 ＴＤＦ ３＃１０.２、ＴＤＦ ３＃１０.１ 和

ＴＤＦ ６＃１０.２ 的相对表达量也比对照约高 ２ 倍ꎮ

１７７赖晓辉等:高山离子芥耐冷基因的挖掘



表 ２　 差异表达序列同源性及功能预测分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ (ＴＤＦｓ)

序号 ＴＤＦ 编号 大小(ｂｐ) 　 　 　 　 　 注　 　 释 Ｅ 值 同源性(％) 同源物种

１ １＃１０.６ ８５ ３￣脱氧￣Ｄ￣阿拉伯庚酮糖￣７￣磷酸合成酶 ３.０００×１０－１１ ９７ 圆叶牵牛

２ ２＃１０.２ ８７ 假定蛋白 ＥＵＴＳＡ １.０００×１０－７ ７７ 山嵛猪毛菜

３ ３＃１０.１ １６３ １￣氨基环丙烷￣１￣羧酸盐氧化类似蛋白 ７ ２.０００×１０－１６ ７１ 鼠耳芥

４ ３＃１０.２ ８８ 假定蛋白 ＥＵＴＳＡ １.０００×１０－７ ７７ 山嵛猪毛菜

５ ４＃１０.１ １１１ 防御相关蛋白 ２.０００×１０－１１ ７６ 埃塞俄比亚芥

６ ５＃１０.１ ４８０ ＤＮＡ 错配修复蛋白 ０.００８ ７４ 短花药野生稻

７ ５＃１０.２ ２３１ 假定表达蛋白 ２.０００×１０－３９ ８７ 鼠耳芥

８ ６＃１０.１ １６８ 假定蛋白 ＶＩＴＩＳＶ １.０００×１０－２９ ９６ 葡萄

９ ６＃１０.２ １６９ 肌动蛋白解聚因子 ２ 亚基 １ ０.００１ ８３ 黄瓜

１０ ７＃１０.１ ４５７ Ｏｃｔｉｃｏｓａｐｅｐｔｉｄｅ / Ｐｈｏｘ / Ｂｅｍ１ｐ 家族蛋白 １.０００×１０－６１ ７８ 鼠耳芥

１１ ７＃１０.２￣１ ４２０ ４０Ｓ 核糖体蛋白 Ｓ２４￣１ ７.０００×１０－７９ ９５ 鼠耳芥

１２ ７＃１０.２￣２ １１８ 吸收同源蛋白 ４.０００×１０－７ ７１ 鼠耳芥

１３ ７＃１０.３￣１ ４５７ Ｏｃｔｉｃｏｓａｐｅｐｔｉｄｅ / Ｐｈｏｘ / Ｂｅｍ１ｐ 家族蛋白 １.０００×１０－６１ ７９ 鼠耳芥

１４ ７＃１０.３￣２ ２３６ 假定蛋白 ＶＩＴＩＳＶ ６.７００ ４５ 鼠耳芥

１５ ７＃１０.５ １１８ 吸收蛋白同源物 ３.０００×１０－８ ７４ 鼠耳芥

１６ ８＃１０.１￣１ ３０９ 核酸结合蛋白 ４.０００×１０－３９ ８４ 鼠耳芥

１７ １０＃６.１ ９８ 核糖体蛋白 Ｓ７ ２.０００×１０－４ １００ 狭叶大叶藻

１８ １２＃６.１ ９０ 未命名蛋白产物 ７.０００×１０－８ ６８ 小盐芥

１９ １５＃１０.１ ２１３ 推测的 Ｍｕｔａｔｏｒ 转座酶 ３.８００ ４８ 粳稻

２０ ２３＃６.１ ３６６ 未知蛋白 １.０００×１０－５５ ７２ 鼠耳芥

２１ ４＃６.１￣１ａ ３２９ 未命名蛋白产物 ６.０００×１０－７３ ９９ 小盐芥

２２ ４＃６.１￣１ｂ ２８５ 受体类似蛋白激酶 ０.０２５ ２８ 短花药野生稻

２３ ４＃６.２￣１ １７９ 半乳糖激酶 ７.０００×１０－３２ ８８ 鼠耳芥

２４ ４＃６.３ １２１ 假定蛋白 ＥＵＴＳＡ ２.０００×１０－１３ ８３ 山嵛猪毛菜

２５ ７＃１０.４ １１９ 吸收蛋白同源物 １.０００×１０－８ ７７ 鼠耳芥

２６ ７＃１０.６￣１ ４５７ Ｏｃｔｉｃｏｓａｐｅｐｔｉｄｅ / Ｐｈｏｘ / Ｂｅｍ１ｐ 家族蛋白 ５.０００×１０－６７ ７９ 鼠耳芥

２７ ７＃１０.６￣２ １１９ 吸收蛋白同源物 ８.０００×１０－１０ ８０ 鼠耳芥

２８ ２１＃１０.２ ６５ 受体类似蛋白激酶 １ ０.００５ ７５ 鼠耳芥

ＴＤＦ 编号为试验过程中不同处理和样品管号的标记ꎬ＃号之前数字为 ２５ 对引物组合号ꎬ＃号后数字为不同种、处理和生物学重复植株编号ꎬ小数
点后数字为同一模板和选择扩增引物下的多个扩增产物序列条带号ꎮ

图 ４　 ２ 种离子芥属植物与拟南芥内参基因 ＥＦ１ａ 序列的比对

Ｆｉｇ.４　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ＥＦ１ａ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ Ｃｈｏｒｉｓｐｏｒａ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｌｙｒａｔａ
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Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ２０００ꎻ１、２:２１ ℃下具葶离子芥的内参基因 ＥＦ１ａꎻ
３、４:４ ℃下具葶离子芥的内参基因 ＥＦ１ａꎻ５、６:２１ ℃下高山离子

芥内参基因 ＥＦ１ａꎻ７、８:４ ℃下高山离子芥的内参基因 ＥＦ１ａꎮ
图 ５　 ２ 种离子芥属植物不同处理组间 ＥＦ１ａ 基因的表达

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ＥＦ１ａ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｗｏ Ｃｈｏｒｉｓｐｏｒａ
ｓｐｅｃｉｅｓ

表 ３　 引物序列

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物编号 　 　 　 引物序列(５′→３′)

５＃１０.２ ＧＣＧＴＡＡＣＴＡＴＴＡＴＧＧＡＡＴＧＣＡＧＣ

ＣＣＡＣＡＡＴＧＴＧＴＣＣＴＣＴＧＡＴＧＣ

３＃１０.１ ＡＡＴＴＣＡＡＣＧＡＴＴＴＡＣＧＧＡＣＣＡＡ

ＣＧＣＧＴＴＣＡＡＧＴＧＴＴＴＴＴＣＡＴＡＴＣ

３＃１０.２ ＡＡＴＴＣＡＡＣＧＡＣＡＴＧＧＡＣＧＧ

ＧＡＡＴＣＧＴＡＧＴＡＧＣＣＧＧＣＧ

４＃１０.１ ＴＡＡＣＡＴＡＧＣＣＧＡＴＴＴＣＧＧＴＴＧＴ

ＡＣＧＴＴＡＴＣＴＴＣＴＧＧＡＴＴＴＣＣＴＴＧ

６＃１０.２ ＡＡＴＴＣＡＡＧＴＡＧＡＧＣＴＴＣＡＧＧＣＡＡＣ

ＡＣＡＧＴＣＡＣＡＧＧＡＡＡＣＴＧＴＡＡＡＧＡＧＧ
引物编号见表 ２ 注ꎮ

不同小写字母表示差异显著 Ｐ<０.０５ꎮ ＣＫ:对照(２１ ℃黑暗培养

１２ ｈ 的高山离子芥表达序列)ꎻ５＃１０.２、３＃１０.２、３＃１０.１、４＃１０.１、６＃
１０.２ 见表 ２ꎮ
图 ６　 高山离子芥差异表达序列 Ｒｅａｌｔｉｍｅ￣ＰＣＲ 表达分析

Ｆｉｇ.６ 　 Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ Ｃ. ｂｕｎｇｅａｎａ

３　 讨 论

多年研究结果表明ꎬ低温下植物细胞内会产生

过多的氧自由基ꎬ对细胞膜和细胞器造成过氧化伤

害ꎬ具有氧化还原酶活性的蛋白可以直接参与清除

氧自由基的过程ꎬ并且植物细胞骨架解聚与重组是

低温信号感知并进行低温信号转导以及增强细胞低

温耐受性的一个关键过程ꎮ Ｒｅａｌｔｉｍｅ￣ＰＣＲ 验证的 ５
条高山离子芥 ＴＤＦｓ 生物信息学分析结果显示ꎬＴＤＦ
３ ＃ １０. １ 编 码 的 蛋 白 具 有 氧 化 还 原 酶 活 性ꎬ
ＴＤＦ ６＃１０.２所属基因编码肌动蛋白解聚因子 ２ 的 １
个亚型ꎬ肌动蛋白解聚因子参与细胞骨架的解聚与

重组ꎮ 但 ＴＤＦ ３＃１０.１ 编码的蛋白具体为何种氧化

还原酶? ＴＤＦ ６＃１０.２ 编码的肌动蛋白解聚因子是

如何参与高山离子芥低温信号转导响应的? 高山离

子芥低温特异表达编码未知功能蛋白基因片段 ＴＤＦ
３＃１０.２ 具体编码何种蛋白? 编码的具有甲基化转移

酶活性蛋白的 ＣＪＳ１ 基因片段 ＴＤＦ ４＃１０.１ 与高山离

子芥抗寒性关系如何? 这些问题都有待深入研究ꎮ
近年来ꎬ对高山离子芥的研究主要集中在功能

已知的逆境胁迫相关基因(ＣＯＲ、ＣＢＦ４、ＢＡＤＨ、ＬＥＡ、
ＭＡＰＫ３、ＦＥＲ 等)的克隆方面ꎮ 本试验为高山离子

芥特殊的抗寒性分子机制的深入研究以及响应基因

的深入挖掘等方面提供了依据ꎬ同时可为棉花、番茄

及林果类等新疆重要经济作物抗寒性品种的改造提

供转基因资源ꎮ
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