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冷胁迫诱导、咖啡因抑制的水稻根新基因片段的分离及表达分析

殷奎德" 张兴梅 刘世强"" 李乐攻"""

（黑龙江八一农垦大学基因工程研究中心 密山 !4"A%"）

摘 要 利用差异显示（B8CC2D2:E87) <8>F)7.）及 G*9/92))(H琼脂糖凝胶分离等方法，从冷胁迫和甘露醇共同处理的冷
敏感水稻（I7>2 E(8E>-）根的总 J+K中，分离出冷胁迫诱导的 @B+K片段，经过测序和同源比较，发现它是一尚未报道
的新基因片段。这一基因的表达对温度具有敏感的反应特性，#L时表达水平明显增加，在正常温度（$4L）下，其
表达水平又可快速降低。当幼苗根用 %*46()MN甘露醇预处理 $?后，转入冷胁迫，其低温诱导的表达水平增加更为
明显。在甘露醇预处理之前加入咖啡因处理根 !?，其表达水平明显降低，几乎与正常温度下的对照相同。据此推
测，这一基因可能参与了冷胁迫或水分胁迫诱导的耐冷过程中咖啡因敏感信号的传导。
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植物生长在复杂的环境中，常常同时感受到并

非单一的逆境刺激。当植物受到某种逆境刺激时，

常会获得对另一种或几种逆境胁迫的抗性。例如冷

害可以提高抗冻能力，即冷适应（P()< 7@@)867/
E8(:）［!］，拟南芥（ 3*+4#5(6&#&）研究表明，其抗冻性会
因冷适应而提高［$］。冷适应和耐冷性的研究因筛选

到一些拟南芥突变体使得研究有了飞速的发展，相

继克隆到几个耐冷基因［A，#］。但耐冷机制仍需深入

研究。另有研究表明渗透胁迫能够诱导水稻、玉米、

番茄等的低温忍耐力［4，3，&］，最近研究表明番茄果实

中热诱导的 @B+K具有抵抗冷害的作用［"］。各不同
逆境之间这种交叉或协同作用可能存在相似或共同

的反应机制，Q8E7R7H7等有关获得性耐冷研究的实
验证据为这一机制研究提供了一些新线索［0］。冷敏

感的水稻品种经短暂的水分胁迫处理发现可以获得

耐冷能力，而咖啡因敏感的 P7$ S流与这诱导过程密
切相关，水分胁迫与冷胁迫所诱导的基因可能是参

与这一过程的靶基因，它们的产物可能是潜在的抗

冷因子。虽然已分离出许多冷胁迫和水分胁迫的诱

导基因，但它们是如何定位于级联的信号传导之中，

如何在感受交叉或协同刺激过程中，或者更具体地

说在水分胁迫诱导的耐冷机制中行使功能，则是一

个需要解决的问题。

基于此，为了阐明水分胁迫所诱导的耐冷分子

机理，本实验采用差异显示（B8CC2D2:E87) <8>F)7.）法，
分离识别了受温度变化调节，咖啡因抑制的 @B+K，
并对其表达进行了初步研究。

! 材料与方法

!"! 植物材料与处理
以低温敏感型的水稻品种（I7>2 E(8E>-）为材料，

按照 17;7?7>?8 J等（!00#）方法准备幼苗［4］。
冷胁迫处理：当水稻幼苗长到三叶期时，转移至

#L处理 $#?，再转移至 $4L培养 $#?；甘露醇与冷胁
迫处理：三叶期幼苗转移至含有 %T46()MN甘露醇的
水溶液中，处理 $?，自来水洗涤之后转移到新鲜的
G(7R)7:<U> 培养液中，#L处理 $#?，再转移至 $4L培
养 $#?。咖啡因处理：将幼苗根在含 $%66()MN咖啡
因、!66()MN 5V1K的溶液中处理 $?之后，将甘露醇
加入其中，使终浓度为 %T46()MN，处理 $?，自来水洗
涤，再按冷胁迫方式处理幼苗。以未经任何处理的

样品为对照。

!"# 总 $%&的提取及 $%&凝胶印迹分析
按 N(R267:: , 等（!0"&）方法制备总 J+K［!%］。



!!"总 #$%在 &’()变性甲醛琼脂糖凝胶上分离，
转移至 *+,-./0$1膜上，用随机引物法制备2( 3 标记
探针（参见 4565#5 操作手册）。采用 7589/0:+,79/9;50
<9-.缓冲液（%=>7?:5=，@6）进行预杂交和杂交。
!"# 差异显示（$%&&’(’)*%+, -%./,+0）
按照 4565#5 A.;+=> B><0CC 操作手册和 D95."

等（&EE(）的方法［&&］，改进之后进行差异显示。总
#$%用 #$5?>0F7>> C$5?>G 处理，处理时加入 #$5?>
抑制剂。用除去 C$5?>的总 #$%（H’(!"）作为模板
进行 #403I# 反应，在 (H!D 反应体积中合成 JC$%
第一链。4&(K%和 4&(KI锚定引物（%.J:-7 879=>7?）
用于此 #403I#反应系统。以第一链 JC$%产物的
&L(H为模板，加入"0［2! B］/%43，&H种随机引物（IK$
M NOH P IK$ M NOE 4565#5 产品）与相关的锚定引
物，进行第二次 3I#反应。扩增的 JC$%?在 Q)含
有 R=-SLD尿素的聚丙烯酰胺变性凝胶上电泳分离，
电泳恒压 &!HHT，2 P O:。在 U:5<=5. 2KK滤纸上干
燥凝胶，放射自显影 &周。
!"1 2$34带的提取，再扩增与 5"6 7 6’,,89再分
离

比较凝胶和放射自显影图片的相应位置，将合

适的带以及对照样品的相关位置从凝胶中切出，按

C9FF>7>.<95S C9?8S5+ 69<4K操作指南提取 JC$%。原凝胶
重新在 V075+胶片上放射自显影，以证实是否切下所
需的带。取上面所提取的 JC$%水溶液的 &L&H为模
板和先前所用引物，加入 AV45"（4565#5）进行 3I#
反应，扩增 JC$%?。在含有 *W X0X>SS-Y的琼脂糖凝
胶上分离筛选 3I#产物，每 &=D琼脂糖中 *WX0X>S0
S-Y为 &单位。用 #>J-J:98从 *W X0X>SS-Y凝胶上收
集可能正确的带。

!": 2$34片段的克隆
将分别收集的 JC$% 3I#产物，克隆到 84RNSZ>

（4）载体中，利用 3I#法筛选阳性克隆。抽提质粒，
测定每个克隆的序列。选取合适的质粒，用 !"# G和
$%&G限制酶酶切获得插入片段，收集这些片段，2( 3
标记后，进行 #$%凝胶印迹分析。
!"; 2$34序列测定和分析
利用 %88S9>/ N9-?+?<>= 2R2%（@B%）对双链 C$%

进行测序，C$%序列分析采用 [>.><+V ?-F<Y57>（B-F<0
Y57> C>\>S-8=>.< I-’ ]585.）。

< 结果和讨论

<"! 冷胁迫诱导的 2$34识辨与分离
以往的报道显示，短时间的水分胁迫能使冷敏

感的水稻增加耐冷性，咖啡因敏感的 I5( 1流参与了
此过程。为研究这一过程的分子基础，锁定冷胁迫

或者冷胁迫加水分胁迫共同诱导的基因为所要分离

的靶基因。以对照（O^处理的材料）和经水分胁迫
后 O^处理的材料，进行多次 CC#403I#实验，研究
各样品 =#$%的差异表达。

图 & 水稻根 2种处理样品的总 #$%差异显示
_9"W& C9FF>7>.<95S /9?8S5+ -F <-<5S #$% F7-= <:7>>

<7>5<=>.<? -F 79J> 7--<
& W 4-<5S #$% Y5? 9?-S5<>/ F7-= 7--< -F Y5?> <-9<?Z ?>>/S9."? 5< <:7>>0S>5F

?<5">；(W I:9SS9." <7>5<=>.< 5< O^ F-7 (O :-Z7?；2W 47>5<>/ Y9<: H W !=-SLD

=5..9<-S 5< (!^ F-7 ( :-Z7? F-SS-Y9." ,+ J:9SS9." <7>5<=>.< 5< O^ F-7 (O

:-Z7?W 4-<5S #$% Y5? 7>\>7?> <75.?J798<>/ Y9<: 5.J:-7>/ 879=>7 4&(KIW

4:> 57,9<757+ 879=>7?（IK$0NO! <- IK$0NOE）5./ <:> 5.J:-7>/ 879=>7

Y>7> Z?>/ F-7 5=8S9F9J5<9-. ?<>8 -F /9FF>7>.<95S /9?8S5+

图 &显示了其中一个实验的部分结果，所有样
品的锚定引物（4&( KI）相同，而随机引物分别为

IK$0NO!到 IK$0NOE。图中显示了冷害或冷害加
水分胁迫所诱导的差异表达。在 4&(KI和 4&(K%分
别与 IK$0NOH到 IK$0NOE的 (H对引物的反应中，
大约有 2H条冷害与冷害加水分胁迫都可诱导的差
异显示带出现，将这些带与对照样品的相应部位从

CC#403I#凝胶上分离出，其中只有很少一部分带
不能重新扩增，大部分带在进行第 (次 3I#之后都
能得到较为清晰的带（数据未列出）。

在普通凝胶上检测 3I# 产物，大多出现一条
带，而对照样品有时也出现相应的带，为了除去 3I#
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图 ! "#$%$&’’()胶分离差异显示片段第二次扩增产物
*+,# ! -./’+0+&1 /2(13456 (0 1+00&2&75+8’ 1+6/’89 028,.&756 82&

6&/8285&1 )+5: "#$%$&’’() 8,82(6& ,&’
-74:(2&1 /2+.&2（;<!=>）)86 36&1 +7 8’’ 68./’&6，82?+52829 /2+.&26 82&：

-# >@=%ABB；A# >@=%ABC；># >@=%ABD；E# >@=%ABF 2&6/&45+G&%

’9# <，H，I，D # >(752(’；!，B，C，J # K #I .(’LM .877+5(’ 52&85&1 85 !IN 0(2 !

:(326 5:&7 4:+’’+7, 85 BN 0(2 !B :(326# ;:& 1+00&2&75 028,.&756 ?&5)&&7 <

871 ! 82& +71+485&1 ?9 822()

非特异性反应带，利用 "# $%$&’’() 琼脂糖凝胶电
泳，对第二次 O>P产物进行再分离筛选（图 !）。图
中分别显示了 ;<!=>LABB，;<!=>LABC，;<!=>LABD，;<!

=>LABF的差异带，经第二次 O>P之后，在 "# $%$&%
’’()凝胶上的分离效果。以普通胶分离分子量相同
的 O>P产物分布在同一位置，处理与对照差异不大
（数据未列出）。即使 E@-产物的分子量相同，"#$%
$&’’()也能将 Q>含量不一的 E@-产物分离。图 <
中 A、>对照与处理样品同一分子量的单一带，分离
成泳动速率不一而且分布迥异的不同带，将很难区

分的 O>P产物清晰地分离开来（如箭头所示）。这
说明 "#$%$&’’()用于分离差异显示的 O>P产物确
实有其独到的优点，为筛选差异显示的产物提供简

单而有力的工具。然而这样分离的差异带并非全是

真正的诱导基因，而且测序发现如此分离的片段，也

可能是序列不同的片段的混合物。选择序列不同的

片段分别进行 P@-印迹分析，经多次杂交实验，从
而确定一片段 R>;（R71345+(7 (0 4:+’’+7, 52&85.&75 ）为
冷胁迫诱导，而且水分胁迫促进表达的 4E@-片段
（Q&7A87S接受号：-AK!DCKD）。
!"! !"# 的序列分析及基因表达调节
核酸测序显示 !"# 存在用于 EEP;%O>P 的引

物：IT%末端的随机引物（IT%>=@%ABD,58,548585,,）和 HT
末端的锚定引物（IT%4,888888888888）。 !"# 序列（EE%
AULV=AMLQ&7A87S接收编号：-AK!DCKD）同源性分析
表明，这一片段与已知的基因片段同源性非常低，与

水稻未成熟种子 M8.?18 W-O! 4E@- 库 FD-X!<K!
同源性在 FKY以上，这说明此片段是来源于水稻，
其功能尚待研究的新基因片段。

P@-印迹分析表明（图 H）：!"# 受冷胁迫诱导，

当甘露醇与冷胁迫同时处理时，其表达水平最高，预

先应用甘露醇处理短暂时间能够使其在冷胁迫时更

易诱导表达。如果只用甘露醇处理，其表达水平与

未经任何处理的对照相差无几。冷胁迫解除之后，

其表达水平能快速降低恢复到正常水平。从以上结

果可知，!"# 是一个冷胁迫诱导的基因，水分胁迫促
进表达。

图 H 以 !"#为探针的 P@-印迹分析
*+,# H P@- ?’(5 878’96+6 36+7, !"# /2(?&

X&&1’+7,6 )&2& ,2()7 5( 5:2&&%’&80 658,& 0(2 8?(35 5)( )&&S6 85 !IN 871

52&85&1 )+5: 1+00&2&75 4(71+5+(76#< # >(752(’；! # >:+’’+7, 52&85&1 85 BN 0(2

!B :(326；H# BN 0(2 !B :(326 5:&7 528760&22&1 5( !IN 0(2 !B :(326；B#

KZI .(’LM .877+5(’ +7 <..(’LM VQ;-（/"DZI）0(2 ! :(326；I # KZI

.(’LM .877+5(’ +7 <..(’LMVQ;-（O"DZI）0(2 ! :(326 5:&7 4:+’’+7, 85 B

N 0(2 !B :(326；C # KZI.(’LM .877+5(’ +7 <..(’LM VQ;-（/"DZI）0(2 !

:(326 4:+’’+7, 85 BN 0(2 !B :(326 5:&7 528760&22&1 5( !I N 0(2 !B :(326；

D #;2&85&1 )+5: !K ..(’LM 4800&+7& +7 < ..(’LM VQ;-（/"DZI）0(2 !

:(326，5:&7 811&1 .877+5(’ 5( 0+78’ 4(76&752+5+(7：KZI .(’LM，+743?85&1

85 !IN 0(2 ! :(326 0(’’()+7, 4:+’’+7, 52&85&1 85 B N 0(2 !B :(326#

;:& &5:+1+3. ?2(.+1& 658+7 4(70+2.6 5:& 5(58’ P@-6 8.(3756 +7 8’’ ’87&6

这一基因除了对温度敏感之外，如果在进行甘

露醇处理之前加入 !K..(’LM咖啡因处理 !:，!"# 的
冷胁迫诱导表达明显受到抑制，与同样在 BN下的
其它样品相比有非常明显的差异，其诱导表达水平

几乎不增加，而与未经冷处理的对照样品相似。即

咖啡因能抑制甘露醇的协同作用，不仅如此，也有可

能咖啡因能直接抑制这一基因的冷胁迫诱导过程。

总之，!"# 的表达水平在温度变化的条件下能够快
速的增加或降低，短时间的水分胁迫对其低温诱导

有协同作用，>8! [信号的抑制剂 \咖啡因能抑制这
一诱导表达过程。

>8是信号传导的第二信使，已证明它启动了冷
积累和获得性耐冷过程的反应机制［F，<!］，在拟南芥

中人们分离出 ]R@基因，钙调素的拮抗剂 ^D 能阻
止其表达，同时也能阻止冷积累的部分过程。由此

人们推测 ]R@ 基因介导了冷积累的逆境信号［<!］，
!"# 基因具有同样类似的性质，钙离子的抑制剂咖
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啡因能抑制其表达，而已有的药理学证据表明：咖啡

因同时也抑制了获得性耐冷反应［!］。因此，我们有

理由推测，!"# 参与了冷胁迫或者获得性耐冷反应
中 "#信号的传导，这一 $%&’片段的分离为进一步
研究冷胁迫或获得性耐冷机制提供了一些线索。

!"# 是否受其它钙信号拮抗剂或抑制剂的抑制，如
何在细胞中定位或具体行使功能，则需进一步研究，

我们期待 !"# 成为研究逆境信号传导的一个可利
用的工具。
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