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小麦叶片内几个抗冷相关基因 cDNA 片段的克隆

康国章 ,岳彩凤 ,沈丙权 ,刘　超 ,王永华 ,郭天财＊
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摘要:运用 RT-PCR法 ,从小麦叶片中克隆出 SOD 、CA T 、A PX 、GR 、CBF 、GI等几个抗冷相关基
因的 cDNA 片段 ,序列比对结果显示 ,这些基因与 GenBank上已登录的大麦 、小麦 、玉米 、水稻等相
关基因的同源性较高 ,表明克隆出了上述几个小麦抗冷相关基因 ,其中的 APX和 GR为普通小麦

中首次报道 。
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Cloning of Some Genes Related to

Cold-tolerance in Wheat Leaves

KANG Guo-zhang , YUE Cai-feng ,SHEN Bing-quan ,

LIU Chao ,WANG Yong-hua ,GUO Tian-cai
＊

(Eng ineering Resea rch Center fo r Wheat , Henan Ag ricultural Univ ersity , Zhengzhou 450002 , China)

Abstract:Partial cDNA sequences of supe ro xide dismutase (SOD), catalase (CA T), ascorbate
perox idase (APX), g lutathione reductase (GR), C-repeat bing facto r (CBF)and GIGAN TEN

(GI)were iso lated f rom wheat leaves using RT-PCR.Sequence analy sis show ed that these gene s
had high identi ty to relevant genes f rom wheat ,barley , maize and rice registered in GenBank , im-
plying that these cloned fragments w ere really the cold-to lerant genes.Among them ,APX and G R

were f irstly isolated f rom common wheat(Trit icum aest ivum L.).
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　　小麦是一种越冬作物 ,相对于其他主要作物(水

稻 、玉米等)而言 ,其抗冷性(抗寒性与抗冻性)较强 ,

故有关小麦抗冷性的研究较少。但近年来 ,冬季极

端严寒和春季倒春寒等低温灾害性天气频繁出现 ,

加上抗冷性较差的春性与弱春性小麦品种种植面积

的不断扩大 ,使低温对小麦生产造成越来越大的影

响 ,因此 ,深入研究小麦冷害机理并提高其抗冷性具

有重要意义
[ 1]
。

在低温胁迫下 ,超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化

氢酶(CAT)、抗坏血酸过氧化物酶(APX)等在清除

细胞内积累的活性氧(O
-·
2 、·OH 、H 2O 2 等)过程中

发挥着重要作用[ 2] ;谷胱甘肽还原酶(glutathione

reductase ,GR)则调控了谷胱甘肽的合成 ,也具有清

除活性氧的作用
[ 3]
;CBF 转录因子 (C-repeat bing

factor)则在低温胁迫下能激活下游含有 CRT/

DRE (C-repeat/Dehydration responsive element)

顺式作用元件的冷调节(COR , co ld-regulated)基因

的表达[ 4] 。此外 ,一些研究认为 ,小麦的抗低温能力

还与春化进程有关 , GI(GIGAN TEN)基因参与了

小麦与大麦的低温春化过程
[ 5]
。

本研究克隆了小麦叶片中 SOD 、CAT 、APX 、

GR 、CBF 、GI等几个抗冷基因的 cDNA 片段 ,旨在

为从分子水平上研究这些基因在小麦抗冷过程中的

作用奠定基础。
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1　材料和方法

在 2006年冬季严寒来临期间(12月 26日),取

抗寒性较强小麦品种豫农 949的幼嫩心叶 ,液氮速

冻并研磨成粉末状 ,用 T rizol法提取总 RNA , cD-

NA 合成参照 M -MLV RTase cDNA Synthesis

Ki t(MBI公司)操作步骤进行 。

根据 GenBank 上的大麦 APX(AJ006358)、一

粒小麦 SOD(TAU72212)、大麦 GR(AY364467)、

小麦 CBF(AY785901)、小麦GI(AY679114)和小麦

CA T(X94352)基因的核苷酸序列设计引物对(引物

均由北京奥科生物技术有限公司合成)。APX:5′-

GCCCTCTTGTGGAGAAATA-3′和 5′-CTGA-

CAGCG TTCAAGGTA T- 3′(扩增片段预期为 250

bp);SOD:5′– GAAGCACCACGCCACCTAC-3′

和 5′-CCAACAGCGGGAAACTCAA-3′(扩增片段预期

为580bp);GR:5′-AGATGAGAACGGTTGTGG-3′和

5′- TTGGGTTGAAACTTGATGTG-3′(扩增片段预

期为 498 bp);CA T :5′-CCACCACAACAACCAC-

TACGA-3′ 和 5′-TGCCGA TAAGAGG-

GAAGAAC-3′(扩增片段预期为 437 bp);GI:5′-

GCTACCTCCGCCGACAA-3′和 5′-CAGCAA T-

ACCAGCCCTC-3′(扩增片段预 期为 311 bp);

CBF: 5′-GGACAACCGA TGACGAG-3′ 和

5′-TCACAA TGAACGAGCACA-3′(扩增片段预期

为 332 bp)。

PCR 扩增体 系:10 × PCR 缓冲 液 3μL 、

10mmo l/L dN TP 0.6μL 、10μmo l/L 引物各 1μL 、

2U/μL Taq DNA 聚合酶 0.5μL 、cDNA 模板

1μL 、无菌双蒸水 21.9μL。PCR扩增程序:95℃变

性 5m in;95℃50 s , 56℃ 1min , 72℃ 1.5min ,30 个

循环;72℃延伸 10min。

将获得的 PCR产物纯化后 ,经 T 4(MBI 公司)

连接酶与 pMD20-T(大连宝生物公司)连接后 ,转化

大肠杆菌 DH5α,经菌落 PCR和质粒酶切鉴定为阳

性的单克隆进行测序 ,重复 3次。

将上述阳性克隆送至上海英骏生物技术有限公

司进行测序。测序结果在 NCBI 数据库(http:∥

www .ncbi.nlm.nih.gov/blast/)上进行同源性比较

分析。

2　结果与分析

2.1　小麦叶片抗冷相关基因的克隆

由图 1可见 ,所提取小麦叶片总 RNA 的 28S 、

18S 和 5S 3条带完整清晰 ,且 28S 的亮度是 18S 的

2倍左右 ,表明所提取总 RNA 完整性较好 ,没有降

解 。紫外分光光度法测得 OD260/ OD280的值介于

1.8 ～ 2.0 ,表明总 RNA 的纯度较高 ,没有糖 、蛋白质

等污染 。

图 1　小麦叶片 RNA 的电泳

　　在 MMLV 反转录酶的作用下 ,把上述总 RNA

反转录成 cDNA ,以此作模板 ,用材料与方法中所设

计的引物 ,分别扩增小麦叶片中 SOD 、GR 、CAT 、

CBF 、GI、APX等基因的部分 cDNA 序列 ,电泳结果

显示扩增片段与预期长度相似(图 2)。将这些扩增

产物进行纯化回收后连接到 pMD20-T 载体中 ,并

转化到 DH5α大肠杆菌中进行菌落培养 ,挑白斑进

行菌落 PCR检测 ,对经检测无误的阳性菌斑进行摇

菌后送至上海生物工程技术公司测序 。

M:DNA 分子量标准;泳道 1 、 2、 3 、4 、5 和 6 分别代表 T aSOD 、

T aGR、TaCAT 、TaCBF、TaGI 、T aAPX基因的 cDNA 序列

　　图 2　小麦叶片中 TaSOD、TaGR、TaCAT、TaCBF、

　　　　　TaGI、TaAPX基因 cDNA片段的扩增

2.2　小麦抗寒基因的测序结果

测序结果显示 , 扩增的小麦叶片 SOD 、GR、

CA T 、CBF 、GI 、APX 基因的长度分别为 581bp 、

500bp 、437 bp 、319 bp 、311 bp和 251 bp ,与预期结果

基本相同 , 暂命名为 T aSOD 、 TaGR 、 TaCAT 、

TaCBF 、TaG I和 TaAPX(图 3)。
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图 3　克隆的小麦叶片的 TaSOD、TaGR、TaCAT、TaCBF、TaGI、TaAPX基因的核苷酸序列

2.3　克隆基因序列的同源性比较分析
将上述所测序列在 NCBI 数据库(ht tp:∥

www .ncbi.nlm.nih.gov/blast/)上进行同源性比

较 ,结果显示 ,所克隆的 TaSOD 与 A F092524(小
麦)、U72212(小麦)、AK210543(大麦)、L19463(玉

米)、L34039(水稻)和 L19461(玉米)等的同源性分
别为 97%、97%、95%、89%、88%和 87%。TaCAT

与 D86327(小麦)、AK248618(大麦)、X54819(玉

米)等的同源性分别为 97%、94%、87%。

TaAPX 与 AK251765(大麦)、AJ006358(大麦)、
AF411227(大麦)、BT017015(玉米)和 EF495352(谷

子)的同源性分别为 94%、94%、94%、68%和 62%。

且此 TaAPX 为普通小麦中首次报道 。
TaG R与 AY364467(一粒小麦)、AK251978

(大麦)、AB277097(大麦)和 AB063249(大麦)等的
同源性分别为 99%、96%、95%和 95%。且此

TaG R为普通小麦中首次报道 。

TaCBF 与 AY951948(一粒小麦)、EF02877(小
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麦)、EU076382(一粒小麦)、DQ151545(大麦)和

DQ095159(大麦)的同源性分别为 100%、99%、
100%、91%和 91%的同源性 。

TaGI 与 AY679115(小麦)、AF411229(大麦)

AY740523(大麦)、BK006299(玉米)和 DQ534010

(黑麦草)的同源性分别为 99%、98%、97%、89%

和 92%。

3　结论

运用 RT-PCR 法 ,从普通小麦品种中克隆出

SOD 、CA T 、APX 、GR 、CBF 和 GI 等几个抗冷相关

基因的 cDNA 片段 ,测序结果经 Blast比较 ,发现与

已报道的大麦 、小麦 、玉米 、水稻等禾本科作物上相

应基因的同源性较高 ,表明克隆出了目的基因 。下
一步的工作是研究低温胁迫期间 ,这些基因在不同

抗冷性的小麦品种间表达 ,以探讨这些基因在小麦

抗冷过程中的作用。此外 ,SOD 、CA T 、APX 、GR和
CBF 等在植物抗干旱 、高温 、盐渍等逆境胁迫中也

发挥着重要作用
[ 6 , 7]

,因此 ,这些基因的克隆也为从
分子水平上研究它们在小麦干旱 、高温 、盐渍等逆境

胁迫中的作用奠定了一定基础 。
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