
麦类作物学报 2026,46(3):293-303
JournalofTriticeaeCrops doi:10.7606/j.issn.1009-1041.2026.03.02

网络出版时间:2026-01-16
网络出版地址:https://link.cnki.net/urlid/61.1359.S.20260115.1311.004

冬小麦TaIPT9A 基因的克隆及抗寒功能分析

收稿日期:2025-03-22   修回日期:2025-05-10
基金项目:国家自然科学基金项目(31701348);黑龙江省科学基金项目(LH2021C022)
第一作者E-mail:3335761856@qq.com(宋慧珊)
通讯作者E-mail:zhangda2011@126.com(张 达)

宋慧珊,孙 晨,刘亚赟,孙青川,张 达
(东北农业大学生命科学学院,黑龙江哈尔滨150030)

摘 要:细胞分裂素(CKs)在植物生长发育和逆境应答中发挥重要的调控作用,异戊烯基转移酶(IPTs)
是CKs生物合成的重要限速酶。为了探究小麦IPT编码基因在植物低温胁迫应答中的作用,从强抗寒冬小

麦品种东农冬麦1号(Dn1)分蘖节中克隆了TaIPT9A 基因(TraesCS7A02G560300),对其进行生物信息学分

析、低 温 下 启 动 子 活 性 分 析,并 采 用 农 杆 菌 介 导 法 将 其 转 入 水 稻 冷 敏 感 品 种 龙 粳11中,对 创 建 的 含 有

TaIPT9A的株系的抗寒功能进行初步分析。结果表明,TaIPT9A 基因的CDS为1362bp,编码453个氨基

酸;小麦与粗山羊草IPT蛋白亲缘关系最近;TaIPT9A 启动子区含有响应低温、光、ABA、MeJA等顺式作用

元件,TaIPT9A启动子活性受低温诱导。与野生型相比,过表达TaIPT9A基因水稻的叶片在低温胁迫下更翠

绿、生长状态更好;叶片的脯氨酸(Pro)含量、过氧化 氢 酶(CAT)活 性、抗 氧 化 酶 相 关 基 因(OsCATC、Os-
SOD1、OsSOD2和OsAPX1)及抗寒相关基因(OsCATC、OsDREB1A)的表达量显著提高。这说明TaIPT9A
基因增强了水稻幼苗的抗寒性。
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CloningandAnalysisoftheColdResistanceFunctionoftheTaIPT9A
GeneinWinterWheat(Triticumaestivum L.)
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Abstract:Cytokinins(CKs)playapivotalregulatoryroleinplantgrowth,developmentandstressre-
sponses,withisopentenyltransferases(IPTs)servingascriticalrate-limitingenzymesinCKsbiosyn-
thesis.ToinvestigatetheroleofwheatIPTgenesinplantresponsestolow-temperaturestress,this
studyclonedtheTaIPT9A gene(TraesCS7A02G560300)fromthetillernodesofthecold-resistant
winterwheatcultivarDongnongDongmai1(Dn1).Bioinformaticsanalysis,low-temperature-induced
promoteractivityassays,andfunctionalcharacterizationwereconducted.TheTaIPT9A genewas
overexpressedinthecold-sensitivericecultivarLongjing11viaAgrobacterium-mediatedtransforma-
tiontopreliminarilyanalyzeitscoldresistancefunction.TheresultsshowedthatTaIPT9Ahasacod-
ingsequence(CDS)of1362bp,encoding453aminoacids.Phylogeneticanalysisrevealedthatwheat
IPTproteinsaremostcloselyrelatedtothoseofAegilopstauschii.TheTaIPT9Apromotercontains
cis-actingelementsresponsivetolowtemperature,light,ABAandMeJA,anditsactivitywasin-
ducedbycoldstress.Comparedtowild-typerice,TaIPT9A-overexpressingplantsexhibitedgreener
leavesandbettergrowthunderlow-temperaturestress.Additionally,theseplantsshowedsignificant-
lyincreasedproline(Pro)content,catalase(CAT)activity,andupregulatedexpressionofantioxidant
enzyme-relatedgenes(OsCATC,OsSOD1,OsSOD2andOsAPX1)aswellascoldresistance-related



genes(OsCATCandOsDREB1A).ThesefindingssuggestthatTaIPT9Aenhancescoldtolerancein
riceseedlings.
Keywords:Winterwheat;TaIPT9A;Genecloning;Coldresistance

  小麦(Triticumaestivum L.)是全球种植最

广泛的作物之一,是世界上40%人口的主粮,为
人类提供20%的能量和蛋白质。中国2022年小

麦总产1.38亿吨,是世界最大的小麦生产国和消

费国,预计2030年总需求量为1.8亿吨,这要求

中国小麦产量稳定提升[1]。低温限制小麦的生长

发育、地理分布、产量及质量。黑龙江省地处高寒

地区,冬季寒冷漫长,历来是作物种植的禁区。东

农冬麦1号(Dn1)是首例能在黑龙江省安全越冬

的冬小麦品种,可耐-30℃低温,返青率>85%,
具有极强的抗寒性,Dn1的种植可有效提高土地

利用效率[2]。
细胞分裂素(cytokinins,CKs)在植物生长发

育和逆境应答中发挥重要作用。研究发现,无论

外源施加还是内源增加CKs,都可以提高植物对

低温的抗性[3-4];低温胁迫下,莫邪菊(Carpobro-
tusedulis)的CKs含量增加[5];用外源CKs预处

理小麦叶片,可以通过增加叶片中内源CKs含量

提高小麦幼苗的 耐 冷 性[6]。异 戊 烯 基 转 移 酶

(isopentenyltransferases,IPTs)是CKs生物合成

的重要限速酶,拟南芥CKs生物合成的起始受到

IPTs的精细调控[7]。IPT介导tRNA和 ATP/

ADP两种CKs合成途径[7]。顺式玉米素(cZ)通
过tRNA-IPT途径合成,异戊烯基腺嘌呤(iP)和
反式玉米素(tZ)通过 ATP/ADP途径合成[8]。
在拟南芥中鉴定出9个AtIPTs基因[9-10],其中

AtIPT1和AtIPT3~AtIPT8特异性地参与iP和

tZ的生物合成,而AtIPT2、AtIPT9则负责cZ类

化合物的合成[7]。目前,在水稻基因组中鉴定出

10个OsIPTs基因[11];在小麦基因组中鉴定出24
个TaIPTs基因[12]。

毕田田等[13]发现,5℃、0℃低温下毛果杨叶

片中PtIPT5基因的相对表达量下降。Feng等[14]

发现,过表达MdIPT5b显著增强了苹果愈伤组织

和番茄植株的抗寒性。转Leafy-ipt基因提高了

高羊茅植株的抗寒能力,并可延缓其衰老[15]。在

水稻中表达IPT基因,可减轻低温伤害[16]。转

IPT基因小麦在温室和田间种植条件下均表现出

产量较高的特征[17];干旱可诱导TaIPT8基因的

表达,TaIPT8基因过表达显著增强了小麦植株

的抗旱性[12]。然而,小麦IPT基因参与低温胁迫

应答的机制尚不清楚。
课题组前期构建了低温胁迫下Dn1分蘖节

(主要越冬器官)靶向激素代谢组,发现极端低温

下Dn1分蘖节中内源CKs含量增高[18];从Dn1
分蘖节转录组数据库筛选到低温下高表达的

TaIPT9A基因[19]。本研究拟检测大田自然降温

下该基因的表达量变化及转TaIPT9A 基因对水

稻抗寒性的影响,克隆TaIPT9A 基因启动子进行

低温下启动子活性分析,旨在明确TaIPT9A 在冬

小麦低温应答中的作用,为解析CKs调控小麦抗

寒理论、挖掘抗寒基因资源、培育适应低温环境的

小麦品种提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

冬小麦品种东农冬麦1号(Dn1),由东北农

业大学小麦室提供。水稻(OryzasativaL.)品
种龙粳11(LJ11)和拟南芥(Arabidopsisthaliana
L.)Col-0野生型(WT),由东北农业大学植物生

理与分子生物学实验室保存。

1.2 试验方法

1.2.1 材料种植

Dn1的种植:Dn1于2023年9月9日在东北

农业大学校内试验田播种;待自然降温且田间连续

10d的平均最低温分别为5℃(2023年10月12
日)、-10℃(2023年11月11日)和-25℃(2023
年12月20日)时,随机选取30株长势一致的小麦

苗,取分蘖节,剪成长约1cm小段,用锡纸包裹好

迅速放入液氮中冷冻,保存在-80℃冰箱中备用。
水稻的种植:将300粒饱满的LJ11种子放在

盛有水的锥形瓶中浸泡1d,之后放到湿润的纱布

中萌发,萌发2~4d后将其移到水分充足的黑土

中培养至成熟,收取水稻种子。30粒转基因水稻

种子(转化方法见1.2.4)采用相同的方法萌发后

进行水培培养,至三叶期(14d)进行处理。培养

条件:光照培养箱,光周期14/10h,温度30℃/

24℃,相对湿度70%。
拟南芥的种植:将花土和蛭石等比例混合均

匀,灭菌锅121℃灭菌20min,待土冷却后装入
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花盆中,撒入100粒种子,两周后单株移苗,待植

株开花后用农杆菌对花序进行侵染。培养条件:
温度24℃,光周期16/8h,光照强度120~150

μmol·m-2·s-1,相对湿度60%。

1.2.2 抗寒相关基因表达量的检测

使用超纯RNA提取试剂盒(康为世纪,江苏)分
别提取1.2.1中种植的Dn1分蘖节和水稻叶片RNA,
反转录合成cDNA。使用PrimerPremier5.0软件设

计特异性引物,以TaActin(TraesCS5B01G124100)和Os-
Actin1(Os03g0718100)作为小麦和水稻内参基因,基
因及引物序列如表1所示。采用实时荧光定量

PCR(qRT-PCR)法检测基因表达量,扩增体系20

μL:2×ChamQ UniversalSYBRqPCR Master
Mix(诺唯赞,南京)10μL,引物各0.4μL,cDNA
1μL,ddH2O8.2μL,程序设定参考说明书。每

个样品均3个生物学重复,使用2-ΔΔCt 法计算相

对表达量。

1.2.3 TaIPT9A基因T载体构建

使用超纯 RNA 提取试剂盒(康为世纪,江
苏)提取-25℃处理下Dn1分蘖节总RNA,反转

录合成cDNA。通过小麦多组学网站(http://

202.194.139.32/)设计TaIPT9A 基因引物,序列

如表1。以cDNA为模版进行PCR扩增,反应体

系同1.2.2。反应程序:95℃5min;95℃15s,

58℃30s,72℃30s,35个循环;72℃10min。
回收TaIPT9A扩增产物,将TaIPT9A 与T载体连

接后转入大肠杆菌。对阳性菌株进行PCR,对目的

条带进行测序,将携带TaIPT9A 的菌液用30%甘

油保存于-80℃冰箱。

1.2.4 过表达载体构建及水稻遗传转化

使用 限 制 性 内 切 酶 Hind Ⅲ和 KpaⅠ对

PC1390U载体进行酶切,以携带TaIPT9A的T载

体质粒作为模板,引物序列见表1。利用一步克隆

试剂盒(诺唯赞,南京)构建PC1390U-TaIPT9A重

组载体。将重组载体转入大肠杆菌 DH5α感受

态,测序成功后,提取质粒转入农杆菌感受态

EHA105中,将PCR鉴定为阳性的菌株用30%
甘油保存于-80℃冰箱中。

水稻种子去壳,用酒精消毒后移至诱导培养

基上,置于培养箱中24℃暗培养5~10d,诱导愈

表1 本研究所用引物

Table1 Primersusedinthisstudy
基因
Gene

序列
Sequence(5'-3')

用途
Purpose

TaActin F:CCTTAGTACCTTCCAACAGATGT

R:CCAGACAACTCGCAACTTAGA

TaIPT9A F:CCTGACGCGAGGAAGAAGAG

R:GATCTCTCCCCCTAGCCTCC

OsActin1 F:CCTTCAACACCCCTGCTATG

R:CAATGCCAGGGAACATAGTG

OsSOD1 F:TGGCTTCCACATCCACTCCT

R:CAACAACTGCCCTTCCCAATA

OsSOD2 F:AGGCTGTTGTTGTGCTTGGTAG

R:CTTTCCGGCAGGATTGTAGTG

OsCATC F:CTTCTCCTACTCCGACACGC

R:AAGCCGTCGTAGTGGTTGTT

OsAPX1 F:TTGACAACTCTTACTTCACGGA

R:CATCTGCAGCATATTTCTCGAC

OsDREB1A F:GACCTGTACTACGCGAGCTT

R:TAGTAGCTCCAGAGTGGGAC

荧光定量
PCR/qRT-PCR

TaIPT9A F:ATGTGCTGTGAAATGAGGCC
R:CTTCCCCTGCGTCCTCCTA

基因克隆
Genecloning

PC1390U-TaIPT9A F:GTTACTTCTGCACTAGGTACCATGTGCTGTGAAATGAGGCC
R:TCTTAGAATTCCCGGGGATCCTCACTTCCCCTGCGTCCT

过表达载体
Overexpressionvector

ProTaIPT9A F:TTGGCGATCAGATCCGATGG

R:CGAGCTTTGGTGGGAGATCA

启动子克隆
Promotercloning

ProTaIPT9A-GUS F:ACGGGGGACTCTAGAGGATCCTTGGCGATCAGATCCGATGG
R:GGACTGACCACCCGGGGATCCCGAGCTTTGGTGGGAGATCA

GUS染色
GUSstaining

·592·第3期 宋慧珊等:冬小麦TaIPT9A基因的克隆及抗寒功能分析



伤组 织 形 成。用 悬 浮 培 养 基 将 活 化 两 次 的

PC1390U-TaIPT9A 农杆菌菌液浓度调至 OD600
值为0.1~0.2,将其与诱导5~10d的愈伤组织

混合,30min后置于表面覆盖有一层灭菌滤纸的

共培养基上,移至培养箱中,20℃暗培养2d。共

培养完成后,用灭菌水对愈伤组织进行清菌处理,
之后将愈伤组织浸入含500mg·L-1 羧苄青霉

素的无菌蒸馏水中30min。将愈伤组织转移至

筛选培养基上,32℃暗培养14d后,将筛选出来

的具有抗潮霉素的愈伤转入分化培养基上,28℃
培养(光周期14/10h),每隔两周更换1次培养

基,待愈伤组织长出绿芽和须根,炼苗后将幼苗移

栽到土壤中培养至成熟,收取种子进行后续试验。
所用培养基如表2所示。

表2 培养基配方

Table2 Mediumformulation
培养基类型

Culturemedium
type

培养基成分
Medium

composition

方法
Method

悬浮培养基

Suspensionmedium
N6max储备液(10×)12.5mL,N6min储备液(100×)1.25mL,
Fe2+-EDTA储备液(100×)1.25mL,Vitamin储备液(100×)2.5mL,
2,4-D0.625mL,Proline0.15g,CH0.2g,蔗糖5g

pH=5.2,加 入 蒸 馏 水 定 容 至

250mL,灭菌后加入AS250μL
和50%葡萄糖5mL

诱导培养基

Inductionmedium
N6max储备液(10×)100mL,N6min储备液(100×)10mL,
Fe2+-EDTA储备液(100×)10mL,Vitamin储备液(100×)10mL,2,4-D
2.5mL,Proline0.6g,CH0.8g,蔗糖30g,Phytagel3g

加入900mL蒸馏水,pH=5.8,
加入3gphytagel,用蒸馏水定
容至1L,121℃灭菌20min

共培养基

Co-medium
N6max储备液(10×)12.5mL,N6min储备液 (100×)1.25mL,
Fe2+-EDTA储备液(100×)1.25mL,Vitamin储备液(100×)2.5mL,
2,4-D0.625mL,Proline0.15g,CH0.2g,蔗糖7.5g

pH=5.6,定容至250mL,加入

2gagarpowder,灭菌后加入5
mL50%葡萄糖与250μLAS
储备液

筛选培养基

Screeningmedium
N6max储备液(10×)25mL,N6min储备液(100×)2.5mL,
Fe2+-EDTA储备液(100×)2.5mL,Vitamin储备液(100×)2.5mL,
2,4-D0.625mL,Proline0.15g,CH0.2g,蔗糖7.5g

pH=6.0,加2gagarpowder并
定容 至 250 mL,灭 菌 后 加 入

250μLHn(50mg·mL-1)与
500μLCn(250mg·mL-1)

分化培养基

Differentiationmedium
MSmax(10×)储备液100mL,MSmin(100×)储备液10mL,
Fe2+-EDTA储备液(100×)10mL,Vitamin储备液(100×)10mL,
KT储备液2.0mL,NAA储备液0.2mL,Proline0.6g,CH0.8g,D-sor-
bitol30g,蔗糖30g

加入900mL蒸馏水,pH=5.8
后定容至1L,加入3g
phytagel,灭菌后加入2mLCn
(250mg.mL-1)

生根培养基

Rootingmedium

MSmax(10×)储备液50mL,MSmin(100×)储备液5mL,
Fe2+-EDTA储备液(100×)5mL,Vitamin储备液(100×)5mL,
蔗糖20g

加入900mL蒸馏水,pH=5.8,
加入3gphytagel定容至1L

1.2.5 TaIPT9A生物信息学分析及预测

从小麦多组学数据库(http://202.194.139.32/)
获得TaIPT9A 基 因 序 列;利 用 ExPASy-Prot-
Param(https://web.expasy.org/protparam/)对
蛋白理化性质分析。使用SOPMA(https://pra-
bi.ibcp.fr/htm/site/web/app.php)进行蛋白质

二级结构预测;使用同源建模SWISS-MODEL
(https://www.swissmodel.expasy.org/)在 线

程序对其蛋白三级结构建模。利用 MEGA11软件

对小麦(Triticumaestivum,XM_044569640.1)、粗
山羊草(Aegilopstauschiisubsp.strangulata,

XM_020307919.3)、大 麦(Hordeum vulgare,

XM_045102245.1)、二穗短柄草(Brachypodium
distachyon,XM_003563175.4)、黑麦草(Lolium
perenne,XM_051354021.2)、水稻(Oryzasativa

JaponicaGroup,AB239807.1)、高 粱(Sorghum
bicolor,XM_021453915.1)、玉米(Zeamays,NM_

001365497.1)、拟 南 芥 (Arabidopsisthaliana,

AY040056.1)、黍(Panicumhallii,XR_003227293.
1)共10个物种的IPT蛋白序列进行比对和系统

进化树分析。利用 MEME 在线程序(http://

meme-suite.org/tools/meme)对 10 个 物 种 的

IPT蛋白进行motif分析;使用PlantCARE(ht-
tp://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/

plantcare/html/)对TaIPT9A 基因的启动子区

(上游2000bp)进行顺式作用元件分析。

1.2.6 TaIPT9A基因启动子活性分析

从小麦多组学数据库(http://202.194.139.
32/)获得TaIPT9A 启动子序列,用DNA提取试

剂盒(康为世纪,江苏)提取1.2.1中保存的Dn1
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分蘖节总DNA,用引物ProTaIPT9A (表1)扩增

TaIPT9A 启动子区。PCR扩增体系为20μL:

DNA1μL,上、下游引物各1μL,2×RapidTaq
MasterMix10μL,ddH2O7μL。反应程序:95
℃3min;95℃15s,58℃30s,72℃30s,35个

循环;72℃5min。
以ProTaIPT9A扩增获得的目的片段为模板,

在上、下游引物的5'端加上特异性接头(ACGGGG-
GACTCTAGAGGATCC 和GGACTGACCACCCGGG-
GATCC)进行PCR扩增,获得含有同源臂的Pro-
TaIPT9A,胶回收产物。将pBI121-35S-GUS植

物表达载体用 Hind Ⅲ和Bam HΙ进行双酶切,
将含 有 同 源 臂 的ProTaIPT9A 与 酶 切 后 的

pBI121-35S-GUS植物表达载体连接,转入大肠杆

菌DH5α中,培养单菌落,摇菌培养后测序。测序

结果比对成功后转化到农杆菌GV3101中,对阳性

菌液进行PCR扩增,检测出与目的片段大小一致

的条带,表明ProTaIPT9A-GUS成功转入农杆菌。
将含有ProTaIPT9A-GUS的农杆菌菌液进

行活化后,6000r·min-1 离心8min收集菌体,
用5%的蔗糖溶液(含表面活性剂Silwet-77)稀释

菌液至OD600 为0.8~1.0作为浸染液。将1.2.
1中培养至开花的拟南芥花序完全浸入侵染液1
min,用塑料袋密封后暗培养1d。在塑料袋上打

孔,转移至光下培养2d后,去塑料袋在光下培养

至成熟,收取种子,记作T0 代。将T0 代种子播

种至含Kan的1/2MS培养基中,挑选能够正常

生长至四叶期的拟南芥幼苗移至土壤中继续培

养,筛选至T3 代,提取叶片DNA进行鉴定。将

鉴定为ProTaIPT9A-GUS阳性的种子播种于土

壤中,待植株长至28d,取植株分别置于常温(对
照组)及4℃培养(低温处理组)4h。将拟南芥植

株整株浸泡于GUS染液,37℃暗培养12h。将

染色后的植株取出用95%酒精脱色,对脱色完全

的植株进行观察及拍照。

1.2.7 TaIPT9A对低温胁迫的效应分析

将水稻LJ11野生型(WT)及其转基因(OE)
幼苗置于光照培养箱中,培养条件同1.2.1中水

稻种植14d后取生长状态一致的幼苗分两批处

理。一批于原生长条件下培养(对照组),另一批

于12℃低温培养(处理组);3d后,对水稻幼苗

进行表型观察并拍照。取幼苗叶片,用锡纸包裹,
液氮冷冻后置于-80℃冰箱中保存备用。

采用试剂盒(苏州,科铭)测定水稻幼苗叶片

脯氨酸(Pro)含量和过氧化氢酶(CAT)活性。

2 结果与分析

2.1 TaIPT9A基因的克隆

提取-25℃下Dn1分蘖节总RNA,反转录

成cDNA,扩增TaIPT9A 的CDS,经琼脂糖凝胶

电泳检测和测序,获得1362bp的目的片段(图

1),与小麦多组学网站公布序列相比无碱基突变。

  M:DL2000;1~12:重复。

M:DL2000;1-12:Repetitions.

图1 TaIPT9A基因扩增结果

Fig.1 PCRresultofTaIPT9Agene

2.2 TaIPT9A理化性质及结构

TaIPT9A基因(TraesCS7A02G560300)全长

1830bp,位于7A染色体上,包含1个内含子(图
2A)。TaIPT9A的CDS为1362bp,编码453个

氨基酸。TaIPT9A蛋白的分子量为50.99kDa,
理论等电点(PI)为6.53,属于弱酸性蛋白;脂肪

指数为74.30,不稳定指数为58.94,亲水指数为

-0.369,说明 TaIPT9A为不稳定亲水性蛋白。

TaIPT9A蛋白二级结构预测分析显示,该蛋白中

无规则卷曲(Coils)占43.93%,α-螺旋(Helix)占
47.90%,延伸链占6.84%,β-转角(Turns)为0
(图2B)。TaIPT9A蛋白三维建模为6dtl.1.A,
与模板的氨基酸序列同源性为94.47%,GMQE
值为0.83(图2C)。

系统进化树分析发现,小麦与粗山羊草的

IPT蛋白亲缘关系最近(图2D)。Motif分析显

示,小麦IPT与粗山羊草、大麦、二穗短柄草、黍、
高粱、玉米具有10个相同的 motif,与黑麦草、水
稻有9个相同的 motif,与拟南芥有8个相同的

motif(图2E)。

TaIPT9A基因启动子区含有低温响应元件

LTR、光响应元件、激素 ABA、MeJA、ABA及生

长素响应元件(表3),表明TaIPT9A 基因可能响

应低温和激素处理。
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  A:基因结构;B:蛋白质二级结构;C:蛋白质三级结构;D:系统进化树;E:Motif分析。
A:Genestructure;B:Proteinsecondarystructure;C:Proteintertiarystructure;D:Phylogenetictree;E:Motifanalysis.

图2 TaIPT9A基因、蛋白结构预测、系统进化树及 motif分析

Fig.2 Predictionofgene,proteinstructure,phylogenetictreeandmotifanalysisofTaIPT9A

表3 TaIPT9A启动子区顺式作用元件分析

Table3 Analysisofcis-actingelementsinthepromoterregionofTaIPT9A
种类

Category
元件
Element

描述
Description

个数
Category

胁迫
Stress

LTR 参与低温响应的顺式作用元件
Cis-actingelementinvolvedinlow-temperatureresponsiveness

2

光
Light

G-box

GT1-motif
Sp1
MRE

参与光响应的顺式作用调节元件
Cis-actingregulatoryelementinvolvedinlightresponsiveness
光响应元件Lightresponsiveelement

参与光响应的 MYB结合位点 MYBbindingsiteinvolvedinlightresponsiveness

1

1
1
1

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

调节
Regulation

3-AF3bindingsite 部分保守的DNA模块阵列(CMA3)
PartofaconservedDNAmodulearray(CMA3)

1

CAAT-box 启动子和增强子区常见顺式作用元件
Commoncis-actingelementinpromoterandenhancerregions

13

TATA-box 在转录开始30左右的核心启动子元件
Corepromoterelementaround30oftranscriptionstart

15

A-box 顺式作用调节元件Cis-actingregulatoryelement 1

CCAAT-box MYBHv1结合位点 MYBHv1bindingsite 4
CAT-box 与分生组织表达相关的顺式作用调节元件

Cis-actingregulatoryelementrelatedtomeristemexpression。
1

AT-richelement 富含AT序列的DNA结合蛋白(ATBP-1)的结合位点
BindingsiteofAT-richDNAbindingprotein(ATBP-1)

1

O2-site 参与玉米醇溶蛋白代谢调控的顺式作用调节元件
Cis-actingregulatoryelementinvolvedinzeinmetabolismregulation

1

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

生长
Development

ARE 厌氧诱导所必需的顺式作用调节元件
Cis-actingregulatoryelementessentialfortheanaerobicinduction

2

RY-element 参与种子特异性调控的顺式作用调节元件
Cis-actingregulatoryelementinvolvedinseed-specificregulation

2

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

激素
Hormone

TGACG-motif 参与茉莉酸甲酯反应的顺式作用调节元件
Cis-actingregulatoryelementinvolvedintheMeJA-responsiveness

2

CGTCA-motif 参与茉莉酸甲酯反应的顺式作用调节元件
Cis-actingregulatoryelementinvolvedintheMeJA-responsiveness

2

ABRE 参与脱落酸反应的顺式作用元件
Cis-actingelementinvolvedintheabscisicacidresponsiveness

1

TCA-element 参与水杨酸反应的顺式作用元件
Cis-actingelementinvolvedinsalicylicacidresponsiveness

2

TGA-element 参与生长素响应性的顺式作用调节元件
Cis-actingregulatoryelementinvolvedinauxinresponsiveness

1

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋
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2.3 TaIPT9A基因表达量及其启动子活性分析

2.3.1 TaIPT9A表达量分析

随着温度降低,TaIPT9A表达量呈显著上升

的趋势,-25℃下基因表达量是5℃时的52.5
倍(图3),表明TaIPT9A表达响应低温。

2.3.2 TaIPT9A启动子活性分析

提取Dn1分蘖节总DNA,扩增TaIPT9A 启

动子区,获得完整的2000bp目的片段(图4A),
将其测序结果与数据库序列比对,发现无碱基突

变。构建植物表达载体ProTaIPT9A-GUS,转化

拟南芥,筛选至T3 代进行低温处理(图4B)。
常温下(24℃),TaIPT9A启动子能启动GUS

基因的表达;4℃处理4h后,转ProTaIPT9A-
GUS拟南芥植株GUS染色明显加深(图5),表
明TaIPT9A启动子活性受低温诱导后能够启动

下游基因的表达。

2.4 转TaIPT9A基因水稻及抗寒性分析

2.4.1 转TaIPT9A水稻的筛选及鉴定

以 水 稻 LJ11 成 熟 胚 为 外 植 体,用 含 有

PC1390U-TaIPT9A的农杆菌菌液侵染愈伤组织

进行转基因处理(图6)。取筛选出的转基因幼苗

T1 代生长状态良好叶片进行PCR鉴定,结果(图

7A)发现TaIPT9A目标条带,说明TaIPT9A 被成

功转入水稻。提 取TaIPT9A 阳 性 水 稻叶片总

RNA,进行qRT-RCR检测(图7B)发现,部分株系的

  图柱上不同字母表示处理间差异显著(P<0.05)。下同。

Differentlettersabovecolumnsindicatesignificantdiffer-

encesbetweentreatments(P<0.05).Thesameinbelow.

图3 Dn1分蘖节中TaIPT9A基因的表达量

Fig.3 ExpressionofTaIPT9AgeneinDn1tilleringnode

TaIPT9A表达量显著提高。选取表达量较高的

株系OE-13、OE-28进行后续试验。

2.4.2 水稻幼苗抗寒性分析

正常生长条件下,LJ11与其转TaIPT9A 幼

苗的生长状态、叶片颜色无明显差异;12℃处理3
d后,转TaIPT9A水稻幼苗的生长状态明显优于其

野生型,植株较高,叶色更翠绿(图8)。这表明转

TaIPT9A可提高水稻的抗寒性。

2.4.3 Pro含量和CAT活性分析

常温下,LJ11与其转基因株系的Pro含量和

CAT活性无明显差异;12℃处理3d后,水稻各

株系Pro含量和CAT 活性显著提高(图9),且转

TaIPT9A株系的Pro含量(图9A)和CAT活性(图

9B)显著高于LJ11野生型。这表明转TaIPT9A基

因提高了低温下水稻植株的渗透调节能力和抗氧

化能力。

  M:2000bpmarker;1~6:重复。

M:2000bpmarker;1-6:Repetitions.

图4 TaIPT9A启动子克隆(A)及ProTaIPT9A-
GUS转基因拟南芥T3 代阳性植株(B)

Fig.4 CloningofTaIPT9AgenepromoterinDn1(A)

andT3-generationpositiveplantsofProTaIPT9A-GUS
transgenicArabidopsis(B)

图5 低温下TaIPT9A启动子活性分析

Fig.5 AnalysisofTaIPT9Apromoteractivityunderlowtemperature
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  A:诱导阶段;B:共培养阶段;C:筛选阶段;D:生芽阶段;E:生根阶段。

A:Inductionphase;B:Co-cultivationphase;C:Selectionphase;D:Buddingphase;E:Rootingphase.

图6 水稻转基因培养过程

Fig.6 Ricetransgeniccultivation

  图A中,M:DL2000;1~31:水稻植株。图B中,WT:LJ11野生型;OE-10~OE-30:LJ11的转基因株系。图8~图10相同。

InFig.A,M:DL2000;1-31:Riceplants.InFig.B,WT:WildtypeofLJ11;OE-10-OE-30:TransgeniclineofLJ11.Thesame

inFig.8-Fig.10.

图7 转TaIPT9A水稻鉴定(A)和相对表达量检测(B)

Fig.7 Identification(A)anddetectionofrelativeexpressionlevels(B)ofTaIPT9Atransgenicrice

图8 转TaIPT9A基因水稻的植株表型

Fig.8 PhenotypicofTaIPT9Atransgenicriceplants

2.4.4 抗氧化酶和抗寒相关基因检测

CAT、超氧化物歧化酶(SOD)和抗坏血酸过

氧化物酶(APX)是重要的抗氧化酶,OsCATC
(Os03g0131200)、OsSOD1(Os03g0219200)、OsSOD2
(Os03g0351500)和OsAPX1(Os03g0285700)是这3个

酶 的 主 要 编 码 基 因。OsCATC、OsDREB1A
(Os09g0522200)是抗寒相关基因[20-22]。基因表

达量检测发现,常温下水稻不同株系的OsCATC
(图10A)、OsSOD1(图10B)、OsSOD2(图10C)、
OsAPX1(图10D)和OsDREB1A(图10E)表达量

无显著差异;当温度降至12℃时,转TaIPT9A 基

因株系植株中这5个基因表达量均显著高于其野

生型(图10)。这表明,转TaIPT9A提高了低温胁

迫下水稻植株的抗氧化酶相关基因(OsCATC 、
OsSOD1、OsSOD2 和OsAPX1)和抗寒相关基因

(OsCATC、OsDREB1A)的表达量。
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图9 不同温度下水稻植株Pro含量(A)和CAT活性(B)

Fig.9 Procontent(A)andCATactivities(B)inriceplantsunderdifferenttemperature

图10 不同温度下水稻植株OsCATC、OsSODs、OsAPX1和OsDREB1A基因的表达量

Fig.10 ExpressionlevelsofOsCATC,OsSODs,OsAPX1andOsDREB1Ainriceplantsunderdifferenttemperature

3 讨论

本研究检测了低温胁迫下冬小麦Dn1分蘖

节中TaIPT9A 基因的表达变化,发现-25℃下

该基因表达量显著增高,是5℃时的52.5倍,这
与低温降低了毛果杨叶片中PtIPT5基因的相对

表达量[13]的结果相反。低温诱导了TaIPT9A 基

因的表达,这可能与Dn1在低温下分蘖节中积累

较多的细胞分裂素水平[18]有关。结合TaIPT9A
的启动子活性受低温诱导,TaIPT9A 可能是Dn1
应答冷胁迫的正调节因子。

水稻是单子叶模式植物,相较于小麦对低温

更敏感;苗期,当环境温度低于15℃,水稻的生理

代谢受到影响[23]。LJ11是一个高产、优质、冷敏

感的水稻品种[24]。将TaIPT9A 基因在LJ11中

表达,发现苗期12℃低温处理的转基因LJ11与

其野生型相比,植株更高,叶片更翠绿,Pro含量

更高,这与过表达MdIPT5b基因促进了Pro的积

累,显著提高了苹果愈伤组织和番茄植株的抗寒能

力[14]结论相似。再次证明Pro的积累有助于清除

超氧阴离子或羟基自由基,提高植物的抗寒性[25]。
低温常常引起植物体内ROS(包括超氧阴离

子O2
-·、过氧化氢 H2O2和氢氧根离子 OH-)的

过度积累,引发膜脂过氧化,造成细胞膜损伤[26]。
抗氧化酶和抗氧化物有助于清除ROS的毒害,提
高植物对低温的耐受性。SOD、CAT、APX和过

氧化物酶(POD)是调节生物体内ROS稳态的重

要抗氧化酶。SOD和CAT可将O2
-·和 H2O2变

成水 和 氧 分 子,减 轻 ROS对 细 胞 的 伤 害[27]。

CAT可提高植物的耐冷性[28-29]。APX是抗坏血

酸-谷胱甘肽循环的关键酶,可以清除叶绿体、过
氧化物酶体和细胞质中过量产生的H2O2[30]。过

表达APX基因家族不同成员的转基因植物可有

效解除 ROS的 毒 害 作 用 并 改 善 植 物 的 耐 寒

性[31-33]。本研究检测了转TaIPT9A 水稻中CAT
酶活性和抗氧化酶相关基因的表达量,发现转基
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因水稻幼苗的CAT活性显著高于其野生型,这
与转IPT基因提高了茄子活性氧(ROS)清除酶

活性,显著增强了茄子对冷胁迫的耐受性[34]的结

论相似。本研究中,转TaIPT9A 基因水稻幼苗抗

氧化酶相关基因OsCATC、OsSOD1、OsSOD2和

OsAPX1的表达量均显著提高。OsCATC 被报道正

调节水稻生长发育和冷响应[20,35];OsDREB1A的表

达受低温诱导[21],过表达OsDREB1A 增强了拟

南芥的抗冻性[22]。转TaIPT9A 基因水稻幼苗的

OsCATC和OsDREB1A 的表达量也显著提高。
推测转TaIPT9A 基因可能通过提高抗氧化酶基

因和抗寒相关基因的表达量提高水稻抗寒性。
本研究从强抗寒冬小麦Dn1中克隆了细胞

分裂素异戊烯基转移酶基因TaIPT9A,对其生物

学信息、启动子活性、低温胁迫下的表达进行了初

步分析,发现TaIPT9A基因正调节植物对低温的

耐受性,这为进一步探究CKs在小麦低温胁迫应

答中的作用机制提供了依据。TaIPT9A 基因正

调节小麦和水稻的抗寒应答,转TaIPT9A 基因是

否提高了内源CKs水平? 该抗寒功能是否通过

CBF途径影响冷响应基因的表达? 这都有待于

进一步深入研究。
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