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　　摘要：为了验证东乡野生稻苗期耐冷ＱＴＬｑＣＴＳ３．３的功能，结合笔者所在课题组前期完成的转录组分析数据，将
落在ｑＣＴＳ３．３ＱＴＬ２个最近侧翼分子标记 ＭＫ１４９６２４和 ＭＫ１３７０３２之间区域的差异表达基因 ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ
作为ｑＣＴＳ３．３的候选基因，并通过反转录聚合酶链式反应（ＲＴ－ＰＣＲ）对不同低温处理时间长度该基因在东乡野生稻
叶片中的表达水平进行了相对定量分析，结果表明，该基因在低温胁迫处理前后表达量呈现出低—高—低—高的变化

趋势，随后，参照测序水稻品种日本晴对应的该基因位点的序列信息设计引物，通过ＲＴ－ＰＣＲ技术从东乡野生稻中成
功扩增到了ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基因的全长ｃＤＮＡ，构建了该基因位点的过表达载体。测序分析结果表明，东乡野
生稻中的ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基因序列与日本晴中的对应位点序列完全一致，进一步利用农杆菌介导法，将东乡野
生稻中的ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ的过表达载体转入水稻受体品种ＴＰ３０９，最终获得了４８株转基因植株，研究结果为下
一步研究东乡野生稻ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基因位点在冷胁迫作用条件下的功能机制奠定了材料基础。
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　　冷害（倒春寒和寒露风）是水稻生产遇到的一
个普遍问题，我国每年因低温冷害损失稻谷 ３０～
５０亿ｋｇ［１－２］。近年来，随着我国土地流转政策的实
施、城镇化进程的加快以及农村劳动力的转移，在

农业机械化和轻简栽培技术背景下，直播技术以及

免耕加直播技术逐渐被推广，对水稻品种的耐寒性

提出了更高的要求，迫切需要强抗寒的水稻品种。

如何提高水稻抗寒性已成为全国水稻科研工作者

普遍关注的问题，而提高水稻抗寒能力最有效的方

法就是挖掘和利用水稻自身耐冷基因［３］。

东乡野生稻（ＤｏｎｇｘｉａｎｇＯｒｙｚａｒｕｆｉｐｏｇｏｎＧｒｉｆｆ．）
属于普通野生稻的一种，原生地位于江西省抚州市

东乡县（２８°１４′Ｎ，１１６°３６′Ｅ），是目前为止发现的起
源地分布位置最靠北的野生稻。东乡野生稻的地
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下茎部分能够耐受－１２．８℃的低温冷害［４］，它或许

能成为一个改良栽培稻耐寒性的宝贵遗传资源。

目前，已经有一些关于东乡野生稻耐寒性遗传分析

和潜在的耐冷分子机制方面的研究报道，不同研究

者以东乡野生稻为材料，分别将控制东乡野生稻苗

期、孕 穗 期 和 花 期 的 耐 冷 数 量 性 状 基 因 座

（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｔｒａｉｔｌｏｃｕｓ，简称ＱＴＬ）定位在１、３、４、６、
８、１０、１１号染色体上［５－９］。但由于受东乡野生稻遗

传背景复杂和以简单重复序列（ＳＳＲ）为代表的老一
代分子标记在染色体特定区段数目有限的制约，目

前，通过这种定位克隆方法依然还没有从东乡野生

稻中克隆到耐冷基因，直到Ｌｉ等通过对东乡野生稻
中的一个类ｂＨＬＨ（ｂａｓｉｃｈｅｌｉｘ－ｌｏｏｐ－ｈｅｌｉｘ）蛋白基
因ＯｒｂＨＬＨ００１进行过表达分析，发现了该基因能够
增强拟南芥的耐冷性［１０］，这也是目前唯一从东乡野

生稻中克隆到的耐冷基因，然而没有证据表明该基

因可以解释东乡野生稻的所有强耐冷性表现。另

外，值得一提的是，Ｍａｏ等利用东乡野生稻与协青早
Ｂ杂交后的回交重组自交系（ＢＩＬｓ）和重组自交系
（ＲＩＬｓ）２个后代群体［１１］，借助特异性位点扩增片段

测序（ｓｐｅｃｉｆｉｃ－ｌｏｃｕｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，
简称ＳＬＡＦ－Ｓｅｑ）技术构建高密度遗传图谱，通过区
间作图和单一位点分析相结合的方法在东乡野生

稻多条染色体上鉴定到了１５个与苗期耐冷相关的
ＱＴＬ，由于这一研究基于第２代测序技术开发了大
量特异性位点扩增片段（ＳＬＡＦ）分子标记用于构建
东乡野生稻苗期耐冷 ＱＴＬ的高密度遗传图谱，因
此，该研究相对准确、完整地鉴定了东乡野生稻所

携带的苗期耐冷 ＱＴＬ数目及其在染色体上的位置
信息。笔者前期通过比较转录组分析获得了冷胁

迫条件（４℃处理３ｄ）下在２个耐冷水稻材料中
［包括耐冷东乡野生稻以及东乡野生稻与冷敏感籼

稻９３－１１杂交产生的 Ｆ２ 代可越冬混合群体
（ｏｖｅｒ－ｗｉｎｔｅｒｅｄｏｆｆｓｐｒｉｎｇｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ，简称 ＯＯＰ），由
２０株能够在湖南长沙成功越冬的 Ｆ２后代植株组
成］出现差异表达而在冷敏感水稻材料９３－１１中
未表现出差异表达的４６２个东乡野生稻苗期耐冷相
关差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｅｎｅｓ，简称
ＤＥＧｓ）［１２］。

本研究基于Ｍａｏ等发表的１５个东乡野生稻苗
期耐冷ＱＴＬ侧翼标记的序列信息［１１］，结合笔者前

期的比较转录组分析结果［１２］，将落在 ｑＣＴＳ３．３ＱＴＬ
的２个最近侧翼分子标记之间区域的耐冷相关差异

表达基因ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０作为 ｑＣＴＳ３．３的候选基
因，以东乡野生稻作为试验材料，运用实时荧光定

量ＰＣＲ技术分析了东乡野生稻幼苗叶片中该基因
在低温处理条件下的表达量情况，并通过反转录

ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲ，简称ＲＴ－ＰＣＲ）方法
克隆东乡野生稻ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基因位点的
全长ｃＤＮＡ，构建该全长 ｃＤＮＡ基因过表达载体，然
后借助农杆菌介导转化方法导入水稻受体品种

ＴＰ３０９中，获得了成功导入该目标基因的转基因植
株，本研究内容旨在为后续研究东乡野生稻中

ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基因在冷胁迫作用下的功能
机制奠定材料基础。

１　材料和方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试植物材料　供试水稻材料为东乡野生
稻，转基因受体材料为粳稻品种ＴＰ３０９。
１．１．２　供试菌株和载体　农杆菌（ＥＨＡ１０５）；大肠
杆菌 （ＤＨ５α）；Ｔ载 体 （ｐＥＡＳＹ －ＢｌｕｎｔＺｅｒｏ
Ｃｌｏｎｉｎｇ－ Ｋｉｔ）； 植 物 双 元 过 表 达 载 体

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１Ｍ（图１）。

１．２　试验方法
１．２．１　提取水稻材料 ＲＮＡ　在正常生长条件下将
耐冷东乡野生稻幼苗培养至３～４叶期，于４℃冷藏
箱中处理２４、４８、７２ｈ后剪取叶片材料置于液氮中
研磨成粉末，通过四川成都福际生物技术有限公司

生产的 ＰｌａｎｔＴｏｔａｌＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ抽取试剂盒提
取植物总ＲＮＡ。
１．２．２　引物设计和ｃＤＮＡ第一链合成　全长ｃＤＮＡ
基因扩增引物５４９７０－Ｆ和５４９７０－Ｒ、实时荧光定
量ＰＣＲ扩增引物ＤＬ－５４９７０－Ｆ和 ＤＬ－５４９７０－Ｒ
以及Ｔ载体阳性克隆鉴定用引物Ｍ１３Ｆ和Ｍ１３Ｒ，均
委托深圳华大基因股份有限公司进行合成，引物序

列见表１。ｃＤＮＡ第一链的合成依据北京全式金生
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物技术有限公司的 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔⅡ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ反转录试剂盒说明进行。

表１　引物序列

引物名称 引物序列（５′→３′）

Ｍ１３－Ｆ ＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴ

Ｍ１３－Ｒ ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣ

５４９７０－Ｆ ＡＡＴＧＧＴＡＣＣＡＴＧＣＡＡＴＣＴＧＧＧＧＣＴＣＣＴＧＡＧＴＣＡＧＣ

５４９７０－Ｒ ＡＡＴＧＧＡＴＣＣＣＴＡＧＴＴＣＡＧＧＡＧＧＣＧＡＣＡＡＣＧＡＡＣＡＣ

ＤＬ－５４９７０－Ｆ ＴＡＣＣＧＣＡＣＴＴＣＴＣＧＡＣＴＧＧＣ

ＤＬ－５４９７０－Ｒ ＣＧＣＴＣＣＡＡＡＴＣＣＣＧＴＧＴＣＴＣ

Ｔｕｂｕｌｉｎ－Ｆ ＧＡＧＧＧＡＣＴＡＴＧＧＣＣＧＴＴＴＡＧＧ

Ｔｕｂｕｌｉｎ－Ｒ ＣＡＣＴＴＣＡＣＣＣＧＡＣＣＡＴＴＣＡＡＴＧＧ

１．２．３　实时荧光定量 ＰＣＲ　本研究首先利用
ｑＲＴ－ＰＣＲ引物ＤＬ－５４９７０－Ｆ和 ＤＬ－５４９７０－Ｒ，
以生长至 ３～４叶期的东乡野生稻鲜嫩叶片的
ｃＤＮＡ第一链为模板进行退火温度的梯度 ＰＣＲ，摸
索该引物特异性扩增的退火温度，然后按照购自天

根生化科技（北京）有限公司的 ＳｕｐｅｒＲｅａｌＰｅｒＭｉｘ
Ｐｌｕｓ试剂盒说明进行预混，于荧光定量 ＰＣＲ仪
ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＴＭ中进行３步法反应程序实时荧光定量
ＰＣＲ扩增，使用ΔΔＣＴ值方法来分析该基因的相对
表达水平。采用微管蛋白基因（Ｔｕｂｌｉｎ）作为内参，
生物学重复和技术重复均为 ３次。反应体系为
２０μＬ：该体系加入上游引物 ＤＬ－５４９７０－Ｆ和下游
引物ＤＬ－５４９７０－Ｒ各 ０．５μＬ，模板 ｃＤＮＡ用量

１μＬ，２×ＳｕｐｅｒＲｅａｌＰｒｅＭｉｘ１０μＬ，５０×Ｒｏ×
ＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ１μＬ，ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ７μＬ。反应
条件：９５℃预变性１０ｍｉｎ；９４℃变性１５ｓ，５８℃退
火４５ｓ，７２℃延伸４０ｓ，４０个循环；１６℃保存。
１．２．４　植物过表达载体转化受体水稻品种　采用
热击转化法将植物过表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１Ｍ－
５４９７０－ＤＸ导入农杆菌感受态菌株 ＥＨＡ１０５中，鉴
定正确的阳性克隆用于转化水稻胚性愈伤组织，农

杆菌介导转化水稻受体品种 ＴＰ３０９各时期培养所
使用培养基的具体配制方法参照李丁的试验方

法［１３］进行。

２　结果与分析

２．１　东乡野生稻苗期耐冷 ＱＴＬｑＣＴ３．３候选基因
ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ的确定

根据Ｍａｏ等公开的东乡野生稻苗期耐冷 ＱＴＬ
ｑＣＴ３．３所在染色体的物理位置信息［１１］，将笔者所

在课题组前期通过转录组测序分析统计发现的４６２
个东乡野生稻和 ＯＯＰ共同的耐冷相关的差异表达
基因着落到 ｑＣＴ３．３ＱＴＬ所在染色体区域［１２］，结果

表明，在 ４６２个与耐冷相关的差异表达基因中
ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基因位点刚好位于 ｑＣＴ３．３
定位的染色体区段（表２），因此，本研究将该基因确
定为东乡野生稻苗期耐冷 ＱＴＬｑＣＴ３．３的候选
基因。

表２　东乡野生稻苗期耐冷ＱＴＬｑＣＴ３．３信息

ＱＴＬ 染色体
遗传距离

（ｃＭ）
物理距离

（ｋｂ） 侧翼标记 ＱＴＬ区域的ＤＥＧｓ

ｑＣＴＳ３．３ ３ ８．１ １３０９ ＭＫ１４９６２４、ＭＫ１３７０３２ ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ

２．２　ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ实时荧光定量表达
分析

为了进一步验证笔者所在课题组先前通过

ＲＮＡ－Ｓｅｑ技术完成的，冷胁迫条件下 ＬＯＣ＿
Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ的表达数据（表３），本研究对３～
４叶期东乡野生稻叶片中 ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基
因位点在冷处理前后的相对表达量进行了实时荧

光定量ｑＲＴ－ＰＣＲ分析，在进行ｑＲＴ－ＰＣＲ之前，进
行了普通 ＰＣＲ和电泳跑胶对荧光定量 ＰＣＲ引物
ＤＬ－５４９７０－Ｆ和 ＤＬ－５４９７０－Ｒ的退火温度进行
了摸索，结果表明该引物在５８℃时扩增特异性好，
且无引物二聚体（图２）。接下来，本研究使用５８℃
退火进行了ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ的实时荧光定量

ＰＣＲ实验，检测了在不同低温处理时间（４℃处理
１、２、３ｄ）条件下ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基因的表达
情况，结果（图 ３）表明，４℃冷处理 １、２、３ｄ后
ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ的相对表达量分别是冷处理
之前的１３．９、１．４、３．６倍，ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ冷
处理后的表达量相比冷处理之前均表现出一定程

度的上调，其中以冷处理 １ｄ的表达水平最高，总
之，在冷处理３ｄ时间内ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基因
的表达水平表现出了低—高—低—高的变化规律。

２．３　ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ克隆及载体构建
　　以东乡野生稻叶片为材料，使用ＲＴ－ＰＣＲ方法
扩增ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ的全长ｃＤＮＡ，将其与Ｔ
载体ｐＥＡＳＹ－ＢｌｕｎｔＺｅｒｏＣｌｏｎｉｎｇ－Ｋｉｔ连接，热激
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表３　冷处理前后ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基因的ＲＮＡ－ｓｅｑ测序

ＱＴＬ 基因 读段１ 读段２ ＲＰＫＭ－１ ＲＰＫＭ－２ ｌｏｇ２Ｒａｔｉｏ 上调／下调

ｑＣＴＳ３．３ ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ １６７ ２９８ １８．４７１４３８ ３９．５０１２５９ １．０９６６０２３ 上调

　　注：读段１、读段２分别表示冷处理前、后在ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ位点表达谱测序检测到的读段数目；ＲＰＫＭ－１、ＲＰＫＭ－２分别表示冷

处理前、后的表达量；Ｒａｔｉｏ表示同一基因处理组与对照组的ＲＰＫＭ的比值。

转化至大肠杆菌感受态细胞 ＤＨ５α，挑取单菌落并
通过Ｍ－１３Ｆ和Ｍ－１３Ｒ进行菌液鉴定，结果表明，
ＰＣＲ扩增出了与目的基因大小一致的ＤＮＡ片段，约
１．５ｋｂ左右（图４），说明全长 ｃＤＮＡ基因可能已成
功连接到 Ｔ载体上。随后，使用限制性内切酶
ＫｐｎⅠ 和ＢａｍＨⅠ对构建好的Ｔ载体阳性克隆进行
双酶切，回收带有黏性末端的 ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－
ＤＸ的全长ｃＤＮＡ基因片段，与同样经限制性内切酶
ＫｐｎⅠ和 ＢａｍＨⅠ酶切后的植物双元表达载体
ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１Ｍ连接，而后转化大肠杆菌，挑取阳性
克隆摇菌并抽提质粒，质粒酶切鉴定结果表明，重组

质粒ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１Ｍ－５４９７０－ＤＸ酶切电泳后出现
了１条大小约１３ｋｂ的载体大片段和 １条大小约
１．５ｋｂ的插入片段（图５），说明 ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ
的过表达载体可能已成功构建，后续重组克隆测序

后与水稻品种日本晴的对应位点的序列比对分析

进一步验证了这一结果。

２．４　ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基因的全长 ｃＤＮＡ与
日本晴对应位点的氨基酸序列比对

重组质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１Ｍ－５４９７０－ＤＸ测序
结果表明，ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基因的 ｃＤＮＡ全
长共 １５２４ｂｐ，首先使用 ＤＮＡ序列分析软件
ＤＮＡＳＴＡＲ将 东 乡 野 生 稻 中 克 隆 到 的 ＬＯＣ＿
Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ全长 ｃＤＮＡ序列和 ＲｉｃｅＧｅｎｏｍｅ
Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｐｒｏｊｅｃｔ公共数据库中公布的水稻品种日
本晴的对应位点序列分别转换成氨基酸序列，然后在

序列分析软件ＤＮＡＭＡＮ中进行氨基酸序列的同源比
较分析。结果表明，该基因位点在东乡野生稻和日本

晴中都编码５０７个氨基酸，且二者在这一基因位点编
码的氨基酸呈现出了１００％的同源性（图６）。
２．５　ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基因过表达载体遗传
转化

将携有 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１Ｍ－５４９７０－ＤＸ的农杆
菌克隆在含利福平和卡那霉素的固体平板上接种
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活化，培养２～３ｄ后将农杆菌使用含乙酰丁香酮的
液体共培养基洗下，然后侵染预培养３ｄ的 ＴＰ３０９
愈伤组织，经后续农杆菌克隆与愈伤组织共培养、

于含潮霉素的筛选培养基中进行抗性愈伤组织选

择培养、在含潮霉素的分化培养基上见光培养以及

生根培养（图７），最后，进行转基因植株叶片的ＧＵＳ
（β－葡萄糖苷酸酶）染色鉴定，图８所示为本研究
中部分转基因植株的 ＧＵＳ染色检测结果，５株转基

因植株的叶片在叶尖部位和剪切过的切口处都染

上了明显的蓝色，而野生型转基因受体水稻 ＴＰ３０９
的叶片则没有能够被染上蓝色，表明被检测的转化

植株都为成功导入了ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基因的
阳性植株。最终，本研究获得了４８株成功导入重组
质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１Ｍ－５４９７０－ＤＸ的转基因阳性
植株。

３　讨论

Ｗｅｉｓｅｒ研究表明，植物的耐冷性表现被诱导的
过程其实是植物通过调控自身基因表达发生改变

的过程［１４］。换句话说，植物携带的与寒冷逆境相关

基因是一种冷诱发表达基因，耐冷基因的表达往往

是在低温和短日照等特定条件诱导下才得以启动，

耐冷相关基因冷诱发表达之后才赋予了细胞抵御

寒冷的能力。因此，植物在本身的耐冷相关基因表

达之前，其抗寒能力仅仅只是植物的一种潜能［１５］。
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所以，从强耐冷的植物材料中挖掘克隆冷诱导表达

基因，导入冷敏感植物中，或许可以作为一种增强

冷敏感植物抗寒能力的有效手段。本研究利用Ｍａｏ
等公布的东乡野生稻苗期耐冷 ＱＴＬ所在染色体上
的位置信息［１０］，将低温处理之后（４℃处理３ｄ）在
东乡野生稻和 ＯＯＰ中都出现上调表达且刚好落在
ｑＣＴＳ３．３ ＱＴＬ区 段 的 差 异 表 达 基 因 ＬＯＣ＿
Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ作为东乡野生稻 ｑＣＴＳ３．３中的一
个耐冷候选基因，由于水稻耐冷相关基因往往都是

冷诱导表达基因，所以，这种将水稻耐冷基因 ＱＴＬ
定位与转录组测序分析结果相结合的基因克隆策

略具有一定的合理性，在很大程度上便利了 ＱＴＬ区
段耐冷候选基因的筛选，有可能加快水稻耐冷基因

的挖掘进程。

为了验证ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ转录组测序结
果 的 可 靠 性，本 研 究 对 东 乡 野 生 稻 中

ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基因在低温胁迫条件下的表
达做了进一步的荧光定量分析，通过 ｑＲＴ－ＰＣＲ技
术研究发现东乡野生稻中ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ在
低温胁迫处理３ｄ的时间内表达量都出现不同程度
的上调。其中以低温处理２４ｈ内ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－
ＤＸ基因上调幅度最高，当冷处理时间长达４８ｈ和
７２ｈ时，ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ的表达量与冷处理
２４ｈ时相比都有明显降低，但依然比冷处理前要
高。这说明，ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ可能主要是在
东乡野生稻遭受冷胁迫后的前期（２４ｈ内）起作用，
通过在低温胁迫的前期大幅度提高自身表达量，以

正调控的方式参与东乡野生稻对低温胁迫的响应

过程，帮助东乡野生稻抵御低温胁迫环境。

另外，本研究通过与日本晴中对应位点的

ｃＤＮＡ编码的氨基酸序列进行比较发现，东乡野生

稻中的ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基因序列与日本晴中
对应位点的序列完全一致，说明该基因位点的编码

区在东乡野生稻和日本晴中具有较强的保守性，或

许行使某种相同的功能作用。当然，也存在这样的

可能性，ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基因的启动子区域
或许与日本晴的对应位点存在差异，ＬＯＣ＿
Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ由于在启动子区域与其他常规水
稻品种的不同而在东乡野生稻中行使某种特定

功能。
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Ｄｏｎｇｘｉａｎｇｗｉｌｄｒｉｃｅｃｏｎｆｅｒｓｆｒｅｅｚｉｎｇａｎｄｓａｌｔｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＲｅｐｏｒｔｓ，２０１０，２９（９）：９７７－９８６．

［１１］ＭａｏＤＨ，ＹｕＬ，ＣｈｅｎＤＺ，ｅｔａｌ．Ｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｌｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｌｏｃｉ

ｃｏｎｆｅｒｔｈｅｈｉｇｈｃｏｌｄｔｏｌｅｒａｎｃｅａｄａｐｔａｔｉｏｎｏｆＤｏｎｇｘｉａｎｇｗｉｌｄｒｉｃｅ

（Ｏｒｙｚａｒｕｆｉｐｏｇｏｎ）ｔｏｉｔｓｈｉｇｈ－ｌａｔｉｔｕｄｅｈａｂｉｔａｔ［Ｊ］．Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌａｎｄ

ＡｐｐｌｉｅｄＧｅｎｅｔｉｃｓ，２０１５，１２８（７）：１３５９－１３７１．

［１２］ＳｈｅｎＣＸ，ＬｉＤ，ＨｅＲＨ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆＲＮＡ－ｓｅｑｄａｔａｆｏｒｃｏｌｄ－ｔｏｌｅｒａｎｔａｎｄｃｏｌｄ－ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｒｉｃｅ

ｇｅｎｏｔｙｐｅｓｕｎｄｅｒｎｏｒｍａｌａｎｄｃｏｌｄｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｌａｎｔ

Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１４，５７（６）：３３７－３４８．

［１３］李　丁．以潮霉素为筛选标记的水稻叶绿体转化体系的建立

［Ｄ］．长沙：中南大学，２０１３

［１４］ＷｅｉｓｅｒＣＪ．Ｃｏｌｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｉｎｊｕｒｙｉｎｗｏｏｄｙｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．

Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９７０，１６９（３９５２）：１２６９－１２７８．

［１５］简令成．植物冻害和抗冻性的细胞生物学研究［Ｊ］．植物生理

生化进展，１９８７，１３（５）：１－１６．
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