
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０２０ꎬ３６(６):１６１２~１６１６
ｈ ｔｔｐ: / / ｊ ｓ ｎ ｙ ｘ ｂ. ｊａ ａ ｓ.ａ ｃ.ｃ ｎ

张进兵ꎬ沈春修ꎬ王舸泓ꎬ等. 东乡野生稻苗期耐冷 ＱＴＬ ｑＣＴＳ１１.２ 位点候选基因 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 的克隆、生物信息学分析

及遗传转化[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０２０ꎬ３６(６):１６１２￣１６１６.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０２０.０６.０３５

东乡野生稻苗期耐冷 ＱＴＬ ｑＣＴＳ１１. ２ 位点候选基因
ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 的克隆、生物信息学分析及遗传
转化

张进兵ꎬ　 沈春修ꎬ　 王舸泓ꎬ　 廖建平ꎬ　 却志群
(宜春学院生命科学与资源环境学院 /江西省作物生长发育调控重点实验室ꎬ江西 宜春 ３３６０００)

收稿日期:２０２０￣０５￣１２
基金项目:国家自然科学基金项目(３１６６０３７９)ꎻ江西省教育厅科学

技术研究项目(ＧＪＪ１８０８４４、ＧＪＪ１８０８４５)ꎻ江西省作物生长

发育调控重点实验室开放课题项目(ＫＦＪＪ２０１８０２)
作者简介:张进兵(１９９８－)ꎬ男ꎬ江西南昌人ꎬ本科ꎬ主要从事水稻抗

逆性研究ꎮ (Ｅ￣ｍａｉｌ): ｚｈａｎｇｊｉｎｂｉｎｇ９８＠ １６３.ｃｏｍ
通讯作者:却志群ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)ｚｈｉｑｕｎｑｕｅ＠ １６３.ｃｏｍ

　 　 关键词:　 东乡野生稻ꎻ 耐冷ꎻ 数量性状座位(Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｔｒａｉｔ ｌｏｃｕｓꎬＱＴＬ)ꎻ 转录组分析ꎻ 半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ
中图分类号:　 Ｓ５１１.０１　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０２０)０６￣１６１２￣０５

Ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ
ｇｅｎｅ ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ ａｔ ＱＴＬ ｑＣＴＳ１１.２ ｉｎ Ｄｏｎｇｘｉａｎｇ ｗｉｌｄ ｒｉｃｅ

ＺＨＡＮＧ Ｊｉｎ￣ｂｉｎｇꎬ　 ＳＨＥＮ Ｃｈｕｎ￣ｘｉｕꎬ　 ＷＡＮＧ Ｇｅ￣ｈｏｎｇꎬ　 ＬＩＡＯ Ｊｉａｎ￣ｐｉｎｇꎬ　 ＱＵＥ Ｚｈｉ￣ｑｕｎ
(Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ Ｙｉｃｈｕｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ / Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｒｏｐ Ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ Ｊｉａｎｇｘｉ Ｐｒｏｖ￣
ｉｎｃｅꎬ Ｙｉｃｈｕｎ ３３６０００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｄｏｎｇｘｉａｎｇ ｗｉｌｄ ｒｉｃｅꎻ ｃｏｌｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅꎻ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｔｒａｉｔ ｌｏｃｕｓ (ＱＴＬ)ꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ｓｅｍｉ￣
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ

　 　 低温寒害是影响水稻生产的主要不利因素之一ꎬ特别

是苗期对低温胁迫尤为敏感ꎬ早春时期的水稻秧苗暴露于低

温胁迫下ꎬ幼苗发育变缓、变黄、枯萎ꎬ最终导致水稻产量下

降[１] ꎮ 受低温逆境胁迫的影响ꎬ东南亚和南亚共约有７.００×
１０６ ｈｍ２土地无法种植水稻[２] ꎮ 在中国ꎬ除了纬度较高的东

北水稻耕作区易受低温影响外ꎬ长江中下游地区早春时期的

“倒春寒”常导致水稻烂根、烂秧ꎬ对水稻产量产生了严重影

响ꎮ 据统计ꎬ每年中国稻作区均有低温冷害发生ꎬ平均４~ ５
年发生 １ 次严重冷害ꎬ造成水稻灾年年均减产５.０×１０９ ~ １.０×
１０１０ ｋｇ[３] ꎮ 挖掘水稻自身的耐冷相关基因ꎬ培育强耐冷性水

稻品种是解决当前生产上这一突出问题的重要途径ꎮ
据国家水稻数据中心(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｒｉｃｅｄａｔａ. ｃｎ / )统计ꎬ

截至 ２０２０ 年 ２ 月 １ 日ꎬ水稻中已被克隆的耐冷相关基因共

计 ８１ 个ꎬ其中占比最大的一类是转录因子基因ꎬ约占 ５０％ꎬ
当遭遇冷胁迫时ꎬ植物转录因子的表达被启动ꎬ然后激活下

游一系列抗寒功能性基因的表达ꎬ从而提高了植物的抗寒

性[４￣５] ꎮ 由此可见ꎬ耐冷相关转录因子基因在未来水稻抗寒

育种中有着广阔的应用前景ꎮ ＭＹＢ(Ｖ￣ｍｙｂ ａｖｉａｎ ｍｙｅｌｏｂｌａｓ￣
ｔｏｓｉｓ ｖｉｒａｌ ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｈｏｍｏｌｏｇ)转录因子基因家族是目前植物

中已知基因数最为庞大的转录因子基因家族之一ꎮ ＭＹＢ 转

录因子由其 Ｎ 端保守的 ＤＮＡ 结合结构域而得名ꎬ根据结构

域中不完全重复的 Ｒ 结构的数量ꎬ可将 ＭＹＢ 转录因子分为

４ 个亚类:单一 Ｒ 结构的 ＭＹＢ、Ｒ２Ｒ３ 型 ＭＹＢ、３Ｒ￣ＭＹＢ 及

４Ｒ￣ＭＹＢꎮ 此外ꎬ有较多研究发现 ＭＹＢ 转录因子广泛参与了

植株耐低温胁迫的基因转录调控网络[６￣８] ꎮ 自东乡野生稻被

发现以来ꎬ一直以耐冷性强而著称ꎬ然而目前在东乡野生稻

中还未见关于 ＭＹＢ 转录因子在低温逆境胁迫中发挥作用的

２１６１



报道ꎮ
笔者所在课题组前期通过对耐冷东乡野生稻、茶陵野生

稻、东乡野生稻与冷敏感水稻 ９３￣１１ 杂交所得 Ｆ２代越冬群体

(ＯＯＰꎬ由 ２０ 个典型的可越冬存活的 Ｆ２代个体组成)及冷敏

感水稻 ９３￣１１ 苗期冷处理(４ ℃ ３ ｄ)前后的转录组数据进行

比较分析ꎬ获得了 ４６２ 个与水稻苗期耐冷性相关的差异表达

基因(Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬ ＤＥＧ) [９] ꎬ结合 Ｍａｏ 等公布的

１３ 个东乡野生稻苗期耐冷数量性状 ＱＴＬ 信息[１０] ꎬ发现有 １
个差异表达基因 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０ 刚好落于 ＱＴＬ 的 ｑＣＴＳ１１.
２ 位点区域ꎮ 本研究将东乡野生稻中该差异表达的基因暂

命名为 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸꎬ并将该基因视为耐冷 ＱＴＬ 的

ｑＣＴＳ１１.２ 基因的候选基因ꎬ拟通过半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术验证

该基因在东乡野生稻冷胁迫前后表达量的变化ꎬ克隆以该基

因为中心的上下游各延伸约 １􀆰 ２ ｋｂ 的基因片段ꎬ并预测分

析该基因的上游潜在功能顺式元件ꎬ最后借助农杆菌介导的

方法转化冷敏感水稻受体品种明恢 ８６ꎮ 本研究结果可为后

续东乡野生稻耐冷基因在耐低温胁迫功能中的研究奠定基

础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

供试植物材料为东乡野生稻ꎬ受体材料为冷敏感水稻品

种明恢 ８６ꎬ２ 种水稻材料均由笔者所在实验室保存ꎮ 大肠杆

菌菌株 ＤＨ５α、农杆菌菌株 ＥＨＡ１０５ 均购自北京全式金生物

技术有限公司ꎮ 植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００ 由笔者所在实

验室保存ꎮ
ＲＮＡ 抽提试剂盒ꎬ购自成都福际生物技术有限公司ꎻ高

保真 ＤＮＡ 聚合酶、Ｆａｓｔ Ｐｆｕ ＤＮＡ 聚合酶、ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒ꎬ均
购自 ＴｒａｎｓＧｅｎ 公司ꎻ质粒抽提试剂盒ꎬ购自 ＯＭＥＧＡ 公司ꎻ限
制性内切酶 ＢａｍＨⅠ、Ｋｐｎ Ⅰꎬ购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎻｒＴａｑ ＤＮＡ
聚合酶ꎬ购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎮ 其余试剂均为国产或进口分析

纯级别ꎮ
１.２　 方法

１.２.１ 　 引物的设计 　 根据 Ｒｉｃｅ Ｇｅｎｏｍｅ Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ
(ｈｔｔｐ: / / ｒｉｃｅ. ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ. ｍｓｕ. ｅｄｕ / ) 中公布的水稻 ＬＯＣ ＿
Ｏｓ１１ｇ３５３９０ 基因及其上游序列信息ꎬ使用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软件设

计基因扩增引物 ３５３９０￣ＤＸ￣Ｆ、３５３９０￣ＤＸ￣Ｒꎬ参照外显子序列

设计半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 引物 ＳＱＵ￣３５３９０￣Ｆ、ＳＱＵ￣３５３９０￣ＲꎬＴｕｂｕ￣
ｌｉｎ￣Ｆ、Ｔｕｂｕｌｉｎ￣Ｒ 为内参基因 Ｔｕｂｕｌｉｎ 的扩增引物ꎬＨｐｔ￣Ｆ、Ｈｐｔ￣
Ｒ 为潮霉素抗性标记基因的扩增引物ꎮ
１.２.２ 　 荧光定量表达分析 　 参照 ＴＩＡＮＧＥＮ 公司的 Ｓｕｐｅｒ
Ｒｅａｌ ＰｅｒＭｉｘ Ｐｌｕｓ ( ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ) 试剂盒操作方法说明ꎬ以
ＳＱＵ￣３５３９０￣Ｆ、ＳＱＵ￣３５３９０￣Ｒ 为引物ꎬ在 ＳｔｅｐＯｎｅ ＰｌｕｓＴＭ 荧光

定量 ＰＣＲ 仪中进行实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增ꎬ用△△Ｃｔ 分析

方法评估基因的表达水平ꎮ 将东乡野生稻幼苗在常温条件

(２８ ℃左右)下培养至 ４ 周左右后置于 ４ ℃冷藏柜中进行冷

处理ꎬ以处理前的东乡野生稻叶片样本作为对照组ꎬ将东乡

野生稻于 ４ ℃冷处理 １ ｄ、２ ｄ、３ ｄ 后的叶片样本作为试验

组ꎬ以微管蛋白(Ｔｕｂｌｉｎ)编码基因作为内参基因ꎬ设置 ３ 次

生物学重复和 ３ 次技术重复ꎮ
１.２.３　 遗传转化　 用农杆菌介导的转化方法将构建好的植

物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣３５３９０￣ＤＸ 导入转基因受体水稻

品种明恢 ８６ 中ꎬ在转基因过程中ꎬ培养基的配制参照魏林

艳[１１]的方法ꎮ
１.２.４　 耐冷性的鉴定　 待来源于 Ｔ０ 代转基因株系的 Ｔ１ 代水

稻种子发芽后ꎬ将其置于盛有 ５０ ｍｇ / Ｌ潮霉素溶液的培养皿

(直径为 ９０ ｍｍ)中ꎬ进行约 １０ ｄ 的筛选培养ꎬ选择生长不受

抑制的 Ｔ１ 代转基因植株与同时进行发芽处理的受体明恢 ８６
植株(在盛有灭菌水的培养皿中培养)移栽到同 １ 个盛有泥土

的塑料培养容器中(１９ ｃｍ×１３ ｃｍ×１２ ｃｍ)ꎮ 采用自然光照

射ꎬ平均昼夜温度为２８ ℃至 ２２ ℃ꎬ每天对幼苗浇水直至３~ ４
叶期ꎬ而后将幼苗移栽至 ４ ℃的环境中ꎬ进行２~ ３ ｄ 的冷处

理ꎮ 复活 １０ ｄ 后分别统计野生型植株、转基因植株的复活率

(复活率＝处理后复活幼苗数 /幼苗总数×１００％)ꎬ试验设 ３ 次

重复ꎮ
１.２.５　 生物信息学分析　 用生物信息学软件 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 分

析启动子序列ꎬ预测其中存在的顺式元件ꎻ用在线分析软件

ＳＭＡＲＴ 对基因编码蛋白质的结构域进行预测分析ꎻ用 ＤＮＡ￣
ＭＡＮ 进行氨基酸序列的多重比对和系统进化树的构建ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＱＴＬ ｑＣＴＳ１１.２ 位点候选基因 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 的

确定

根据 Ｍａｏ 等[１０] 公开的东乡野生稻苗期耐冷 ＱＴＬ
ｑＣＴＳ１１.２ 位点最邻近侧翼标记的序列信息ꎬ在公共数据网站

ｇｒａｍｅｎｅ( ｈｔｔｐ: / / ｅｎｓｅｍｂｌ. ｇｒａｍｅｎｅ. ｏｒｇ / Ｔｏｏｌｓ / Ｂｌａｓｔ) 上对两端

侧翼标记序列进行 ＢＬＡＳＴꎬ以确认其在水稻染色体上的确切

位置ꎮ 随后在 Ｒｉｃｅ Ｇｅｎｏｍｅ Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ 网站(ｈｔｔｐ: / /
ｒｉｃｅ.ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ.ｍｓｕ.ｅｄｕ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｇｂｒｏｗｓｅ / ｒｉｃｅ)上输入这 ２ 个

侧翼标记序列的物理位置信息ꎬ并查阅该区段中的所有基

因ꎬ与笔者所在课题组前期通过 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 测序统计发现的

４６２ 个东乡野生稻和 ＯＯＰ 共有的与耐冷相关的差异表达基

因进行比对ꎬ最终发现在 ４６２ 个低温诱导的差异表达基因中

有 ２ 个基因(ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３１１９０￣ＤＸ、ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ)位
于 ｑＣＴＳ１１.２ 位点所处的染色体区段中ꎬ本研究选取的候选

基因 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 正是其中之一ꎮ
２.２　 低温胁迫下东乡野生稻 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因的

表达

在前期的研究中ꎬ笔者用 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 技术对耐冷东乡野生

稻苗期冷处理前后的转录组进行分析发现ꎬ东乡野生稻

ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ基因的表达量在冷处理后显著下调ꎬ仅
为冷处理前表达量的 １３.４％ꎮ 这一结果显示ꎬ在东乡野生稻

３１６１张进兵等:东乡野生稻苗期耐冷 ＱＴＬ ｑＣＴＳ１１.２ 位点候选基因 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 的克隆、生物信息分析及遗传转化



中ꎬ低温胁迫会诱导 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因表达量的下

调ꎮ 为了验证这一结论ꎬ用实时荧光定量 ＰＣＲ 对东乡野生

稻中的 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因在冷胁迫处理条件下的相

对表达量进行分析ꎮ 结果显示ꎬ在连续冷胁迫处理 ３ ｄ 的过

程中ꎬ东乡野生稻中 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因的表达量表

现出逐渐下调的趋势ꎻ冷处理 ３ ｄ 后ꎬ该基因的表达量下降

至冷处理前表达量的 ７􀆰 ８％ꎮ
２.３　 东乡野生稻 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因的克隆

对包含 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因及其上游、下游序列

在内的共计 ４􀆰 ５ ｋｂ 的 ＤＮＡ 片段进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 扩增

结果显示ꎬ扩增出的特异性条带与目的片段大小相符ꎬ约为

４􀆰 ５ ｋｂꎮ 随后用 ＢａｍＨ Ｉ、Ｋｐｎ Ｉ 限制性内切酶双酶切 ＰＣＲ 扩

增产物ꎬ用 ０􀆰 ８％琼脂糖凝胶电泳后回收目的条带ꎬ与同样用

ＢａｍＨ Ｉ、Ｋｐｎ Ｉ 限制性内切酶双酶切后的表达载体 ｐＣＡＭ￣
ＢＩＡ１３００ 进行连接ꎮ 通过 Ｂａｍ Ｈ Ｉ、Ｋｐｎ Ｉ 双酶切鉴定重组克

隆 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣３５３９０￣ＤＸꎬ结果显示ꎬ本研究获得了 １ 个阳

性克隆ꎬ电泳所得大小约为 ９􀆰 ０ ｋｂ 的条带是 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００
载体片段ꎬ大小约为 ４􀆰 ５ ｋｂ 的条带是目的基因片段ꎮ
２.４　 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 蛋白结构域的分析及多重比对

通过对阳性克隆测序结果与公共数据库中水稻品种日

本晴测序结果对应位点的全长 ｃＤＮＡ 序列进行比对ꎬ推测该

基因全长 ｃＤＮＡ 大小为 ９９３ ｂｐꎬ编码 ３３０ 个氨基酸ꎬ使用生

物信息学工具 ＳＭＡＲＴ 对 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 蛋白氨基酸

序列的保守结构域进行分析ꎮ 结果显示ꎬ东乡野生稻 ＬＯＣ＿
Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 蛋 白 的 Ｎ 端 有 ２ 个 保 守 结 构 域 ＳＡＮＴ
(ＳＷＩ３ꎬ ＡＤＡ２ꎬ Ｎ￣ＣｏＲ ａｎｄ ＴＦＩＩＩＢ ＤＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎｓ)ꎬ分
别位于氨基酸序列第１４~６４ 号位点及第６７~１５５ 号位点之间

的区段ꎬ这一结构域是 ＭＹＢ 转录因子典型的 Ｒ２Ｒ３ 型保守

结构域ꎬ表明东乡野生稻的 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因属于

Ｒ２Ｒ３ 型 ＭＹＢ 转录因子基因ꎮ 从国家水稻数据中心网站

(ｗｗｗ.ｒｉｃｅｄａｔａ.ｃｏｍ)上获取其他已克隆的水稻 Ｒ２Ｒ３ 型 ＭＹＢ
转录因子的氨基酸序列ꎬ使用 ＤＮＡＭＡＮ 将东乡野生稻 ＬＯＣ＿

Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因编码的蛋白质氨基酸序列与其进行多

重比较ꎬ结果显示ꎬ东乡野生稻 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因编

码的蛋白质氨基酸序列与 ＯｓＪＡＭｙｂ[１２] 、ＯｓＭＹＢ２Ｐ￣１[１３] 、Ｏｓ￣
ＭＹＢ９１[１４] 、ＯｓＭＹＢ２[１５] 及 ＯｓＭＹＢ１０３[１６] 等 Ｒ２Ｒ３ 型 ＭＹＢ 转

录因子基因编码的蛋白质氨基酸序列存在 ３０􀆰 ９８％的一致

性ꎮ
２.５　 水稻 ＭＹＢ 转录因子基因分子进化树的构建

为了对东乡野生稻 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因的功能进

行初步预测ꎬ用 ＤＮＡＭＡＮ 软件将该基因与 １９ 个已克隆的水

稻 ＭＹＢ 转录因子基因进行系统发育分析并构建进化树ꎮ 结

果表明ꎬＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因与 Ｏｓｍｙｂ４ 基因[１７] 、Ｏｓ￣
ＭＹＢ３０ 基因[１８]同源性最高ꎬ亲缘关系最近ꎻ与水稻 ＭＹＢ１ 基

因[１９] 、ＯｓＭＹＢ６ 基因[２０]的同源性最低ꎬ亲缘关系最远ꎮ
２.６　 重组质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣３５３９０￣ＤＸ 的遗传转化及 Ｔ１

代转基因植株耐冷表型的鉴定

将转入植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣３５３９０￣ＤＸ 的农杆菌

菌株接种在含有 ５０ ｍｇ / Ｌ 卡那霉素、５０ ｍｇ / Ｌ 利福平的 ＬＢ 固

体平板上ꎬ培养２~３ ｄ 后侵染预备好的冷敏感水稻明恢 ８６ 的

愈伤组织ꎬ愈伤组织经与农杆菌克隆共培养ꎬ潮霉素筛选培

养ꎬ分化培养基上的光照分化培养及幼苗生根壮苗后ꎬ最终获

得 ２４ 株转入重组载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣３５３９０￣ＤＸ 的转基因植

株(图 １)ꎮ 用潮霉素抗性标记基因部分序列的特异性引物

Ｈｐｔ￣Ｆ、Ｈｐｔ￣Ｒ 对经潮霉素抗性筛选获得的 Ｔ０ 代转基因水稻幼

苗进行 ＰＣＲ 扩增检测ꎮ 结果显示ꎬ２４ 个被检测植株中都检测

到了目标条带ꎬ阳性率为 １００％ꎬ说明本研究已经获得转

ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因的阳性株系ꎮ 部分潮霉素抗性标

记基因特异性引物的 ＰＣＲ 检测结果显示ꎬ阳性样本在 ９００
ｂｐ 左右有目标条带ꎬ而野生型阴性对照无条带ꎮ 本研究同

时对来源于 Ｔ０ 代转基因株系的 Ｔ１ 代转基因植株与野生型

水稻植株进行了耐冷表型的比较鉴定ꎬ然而未发现 Ｔ１ 代转

基因植株的耐冷性与野生型植株之间的耐冷性有明显差异ꎮ

ａ:愈伤组织培养ꎻｂ:愈伤组织与转入 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣３５３９０￣ＤＸ 载体的农杆菌共培养ꎻｃ:抗性愈伤组织的潮霉素筛选ꎻｄ:愈伤组织的分化培

养ꎻｅ:转基因植株的生根壮苗培养ꎮ
图 １　 遗传转化实物

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ｍａｐ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

２.７　 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因上游启动子主要顺式作用元

件的分析预测

本研究用启动子分析工具 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 预测了 ＬＯＣ ＿

Ｏｓ１１ｇ３５３９￣ＤＸ 基因起始密码子上游约 １􀆰 ２ ｋｂ 启动子序列中

的主要顺式作用功能元件ꎮ 结果表明ꎬ该顺式作用元件包含

一些启动子的基本元件ꎬ包括 ３ 个转录起始核心顺式作用元
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件 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ 位点、３ 个启动子结构以及增强子结构中常见

的顺式作用元件 ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 位点ꎮ 除了这些启动子的基本元

件外ꎬ上游启动子序列还包含与非生物逆境胁迫有关的 ４ 个

ＭＹＣ 转录因子结合顺式作用元件和 １ 个 ＭＹＢ 转录因子结合

顺式作用元件ꎬ另外还携带一些与激素调控相关的作用元

件ꎬ包括与茉莉酸信号通路相关的顺式作用元件 ＧＧＴＣＡ￣ｍｏ￣
ｔｉｆ、ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆꎬ与脱落酸响应信号通路相关的顺式作用元

件 ＡＢＲＥ 以及与生长素响应相关的顺式作用元件 ＴＧＡ￣ｅｌｅ￣
ｍｅｎｔꎮ

３　 讨 论

植物在生长发育过程中常受到各种逆境胁迫的影响ꎬ经
过漫长的进化过程ꎬ植物受到逆境胁迫后ꎬ通过自身基因转

录、转录水平的调控ꎬ形成了完整的抗逆境胁迫体系[２１] ꎮ 由

此可见ꎬ与植物抗逆境胁迫相关的基因常为胁迫诱导表达基

因ꎬ通过自身转录或翻译的变化ꎬ参与到植物抗逆境胁迫响

应的机制中ꎮ 通过 ＱＴＬ 定位方法获得的 ＱＴＬ 在染色体上的

长度范围动辄达 ｋｂ 级ꎬ其中包含的基因数量巨大ꎬ无法实现

基因的单独克隆鉴定、表型分析等工作ꎬ而缩小 ＱＴＬ 定位范

围又面临找寻分子标记难度逐步加大、工作量繁杂等问题ꎮ
本研究结合 Ｍａｏ 等[１０]公开的东乡野生稻苗期耐冷 ＱＴＬ 染色

体位置信息ꎬ将低温处理(４ ℃处理 ３ ｄ)后在东乡野生稻和

ＯＯＰ 中都出现下调表达且同时落在 ＱＴＬ ｑＣＴＳ１１.２ 位点所在

区段的差异表达基因 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 作为东乡野生稻

ｑＣＴＳ１１.２ 位点中的 １ 个候选基因ꎬ由于水稻耐冷相关基因往

往是冷诱导表达基因ꎬ这种将水稻耐冷基因 ＱＴＬ 定位与冷胁

迫处理前后转录组分析获得的差异表达基因结合的基因克

隆研究思路在很大程度上为耐冷 ＱＴＬ 所在染色体区段候选

基因的筛选提供了便利ꎬ有助于加快水稻耐冷基因的挖掘进

程ꎮ
ＳＭＡＲＴ 在线分析软件预测结果表明ꎬ东乡野生稻 ＬＯＣ＿

Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因属于典型的 Ｒ２Ｒ３ 型 ＭＹＢ 转录因子基

因ꎬＭＹＢ 转录因子是植物中一类重要的转录因子ꎬ因其结构

中存在高度保守的 ＤＮＡ 结合区域(ｍｙｂ 结构域) 而得名ꎮ
ＭＹＢ 转录因子家族具有广谱作用ꎬ广泛参与植物组织的形

态建成、次生代谢、激素调控及信号转导过程[２２] ꎮ 此外ꎬ在
植物遭受非生物逆境胁迫时ꎬＭＹＢ 转录因子也通过调控下

游基因的表达而参与生物应答ꎮ Ｌｉａｏ 等[２３] 将大豆 Ｇｍ￣
ＭＹＢ１７７ 基因转入拟南芥ꎬ提高了拟南芥的耐旱性ꎻ Ｚｈａｉ
等[２４]报道ꎬＭＹＢＣ１ 转录因子可独立于 ＣＢＦ 通路负调控拟南

芥的耐寒性ꎮ ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因编码的氨基酸序列

与其他已克隆的水稻 Ｒ２Ｒ３ 型 ＭＹＢ 转录因子氨基酸序列的

比对结果表明ꎬ它们之间的氨基酸序列同源性较低ꎬ表明水

稻 Ｒ２Ｒ３ 型ＭＹＢ 转录因子之间差异较大ꎬ推测存在多个进化

分支ꎮ 通过构建分子进化树发现ꎬＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因

与水稻 Ｒ２Ｒ３ 型 ＭＹＢ 基因 Ｏｓｍｙｂ４、ＯｓＭＹＢ３０ 的亲缘关系最

近ꎮ 有研究发现ꎬ过表达水稻 Ｏｓｍｙｂ４ 基因显著增强了拟南

芥植株的抗寒性ꎬ同时ꎬ转基因植株中部分参与低温胁迫响

应的基因表达量也发生了变化ꎬ表明水稻 Ｏｓｍｙｂ４ 基因在植

物响应低温胁迫的信号传导通路中起着开关作用[１７] ꎬ而过

表达 ＯｓＭＹＢ３０ 基因的转基因水稻植株却呈现低温胁迫敏感

的表型[１８] ꎮ 以上结果表明ꎬ与 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因亲

缘关系较近的 Ｒ２Ｒ３ 型 ＭＹＢ 转录因子基因 Ｏｓｍｙｂ４、Ｏｓ￣
ＭＹＢ３０ 在水稻应答低温胁迫的正负调控中发挥了重要的调

节作用ꎮ 结合 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因受低温诱导后表达

量降低这一特性ꎬ推测 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因可能参与东

乡野生稻低温胁迫应答的负调控过程ꎮ
通过在线分析软件 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 分析东乡野生稻转录因

子基因 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 的上游启动子序列ꎬ结果显示ꎬ
在 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因的启动子序列中ꎬ除了包含一些

常见功能顺式作用元件外ꎬ还存在 ＭＹＢ、ＭＹＣ 等两类被广泛

报道参与植物非生物胁迫响应的基因表达调控网络的转录

因子 结 合 位 点ꎮ 由 此 推 测ꎬ 在 东 乡 野 生 稻 中ꎬ ＬＯＣ ＿
Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因作为 １ 种 ＭＹＢ 转录因子基因调节下游

基因表达的同时ꎬ自身的表达也可能被上游 ＭＹＢ 或 ＭＹＣ 转

录因子调控ꎬ推测其在东乡野生稻低温胁迫响应的基因表达

调控网络中起到中间信号传递的作用ꎮ 另外ꎬ预测分析结果

表明ꎬ在 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３５３９０￣ＤＸ 基因启动子上还分布着与脱落

酸、茉莉酸及生长素等在植物响应逆境胁迫时发挥重要作用

的植物激素信号通路相关联的顺式作用元件ꎬ表明该基因可

能也参与了植物激素响应逆境胁迫的信号转导途径的基因

表达调控ꎮ
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