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低温胁迫对幼苗期棉花根系 ＡＤＨａ与 ＢＡＤＨ表达的影响
沙向红，严建萍

（南通高等师范学校，江苏南通２２６００１）

　　摘要：海棉７１２４号棉花种子在常规花盆土壤中种植发芽，待棉花幼苗长至２叶１心时，将其随机分为对照组和试
验组，分别置于常温（２５℃）和低温（５℃）植物培养箱中，光照／黑暗１２ｈ交替培养，每天适量浇水。各组分别在０、
１２、２４、４８、９６ｈ取根尖组织，并提取 ＲＮＡ，以逆转录、荧光定量ＰＣＲ法测定亚型乙醇脱氢酶（ＡＤＨａ）和甜菜碱醛脱氢酶
（ＢＡＤＨ）基因的表达。结果显示，在各时间点下，低温组ＡＤＨａ和 ＢＡＤＨ表达量均明显高于常温组。说明幼苗期棉花
根系ＡＤＨａ和ＢＡＤＨ表达量在低温胁迫条件下升高与低温抗逆性有关。
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　　低温是影响作物分布和产量的最主要生态因子之一，也
是农业生产田间条件下经常遇见的一种作物生长逆境。在低

温胁迫下，作物体内的主要生理过程都会受到影响，植物光合

作用降低，呼吸作用增强，蛋白质合成受阻，消耗增强，植物处

于饥饿状态。因此，低温会严重影响植物正常生长发育，甚至

会导致植物死亡，同时还会诱导相关多个基因的表达，以提高

植物的抗逆性。棉花是长江中下游一带春季广泛种植的农作

物，低温又是这一地区早春常见的气象特点，在棉花发育的初

期阶段会影响棉花幼苗生长，对其生长产生不利影响，但棉花

对低温逆境的响应表现出积极主动的应激过程。乙醇脱氢酶

（ａｌｃｏｈｏｌｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＡＤＨ）和甜菜碱醛脱氢酶（ｂｅｔａｉｎｅ－
ａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＢＡＤＨ）都与植物的抗逆性相关。本
研究通过海棉７１２４号亚型乙醇脱氢酶（ＡＤＨａ）和ＢＡＤＨ基因
在低温胁迫下相对表达量的变化，研究低温对幼苗期棉花生

长发育和生理特性的影响，以期为研究棉花作物抗寒机理提

供一些理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
海棉７１２４号种子，由南通大学生命科学学院棉花分子育

种课题组提供。ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ总 ＲＮＡ提取试剂盒、ＳＹＢＲ
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ－ＰＣＲＫｉｔ购自 ＴａＫａＲａ公司，引物由上海英
骏公司合成，其他各种化学试剂均为进口或国产分析纯。

ＡＢＩ７５００Ｒｅａｌｔｉｍｅ－ＰＣＲ系统、ＡＢＩ２７２０型ＰＣＲ仪由美国

ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司生产。
１．２　方法
１．２．１　棉花幼苗的培养及低温处理　棉花种子置常规花盆
土壤中发芽，待棉花长至２叶１心时，随机分为室温对照组、
低温处理组，分别置于常温（２５℃）和低温（５℃）植物培养箱
中。通过培养箱自动控制进行光照／黑暗１２ｈ交替培养，每
天适量浇水。各组分别在０、１２、２４、４８、９６ｈ时取根尖组织，
自来水下冲洗干净，立即提取ＲＮＡ。
１．２．２　总ＲＮＡ的提取　剪取各组的根尖４～５根，每根约长
１ｃｍ，置于匀浆器中，加入 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ１ｍＬ抽提液研磨，静
置５ｍｉｎ，加入 ０．２ｍＬ三氯甲烷，振荡混匀，静置 ５ｍｉｎ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取上清液，加入等体积异丙醇，
混匀，室温静置１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，
用７５％ 乙醇洗涤沉淀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃乙醇，待剩
余乙醇完全挥发后，用适量的ＤＥＰＣ水溶解ＲＮＡ。
１．２．３　反转录　取各个样品的总 ＲＮＡ１μＬ进行反转录，依
次加入２μＬ５×Ｂｕｆｆｅｒ、０．５μＬＭｉｘ、０．５μＬ随机引物、１μＬ
ＲＮＡ，ＤＥＰＣ水补足至１０μＬ。３７℃保温１５ｍｉｎ，８５℃保温
１０ｓ，终止反应，－２０℃保存。
１．２．４　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ反应　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中登录的目的
基因ＡＤＨａ、ＢＡＤＨ和内参ａｃｔｉｎ序列，应用ＮＣＢＩＰｒｉｍｅｒ－ｂｌａｓｔ
工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｉｍｅｒ－ｂｌａｓｔ／ｉｎ
ｄｅｘ．ｃｇｉ？ＬＩＮＫ＿ＬＯＣ＝ＢｌａｓｔＨｏｍｅ）设计引物（表１）。

表１　引物资料

基因 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 引物序列（３′→５′）
预期产物长度

（ｂｐ）

ＡＤＨａ ＡＦ０８５０６４ ＧＡＴＣＡＧＴＣＣＡＡＣＣＧＣＣＣＣＧＣ；ＣＴＴＣＡＧＣＧＧＣＧＧＣＡＡＧＡＣＣＡ １５２
ＢＡＤＨ ＡＹ４６１８０４ ＴＧＧＣＧＡＧＴＧＧＡＧＡＧＡＧＣＣＣＡ；ＴＡＣＴＴＧＧＣＡＣＧＧＡＣＡＧＣＧＣＣ １９２
ａｃｔｉｎ ＥＦ４６４６７３ ＣＡＣＣＡＣＣＡＣＡＧＣＣＧＡＡＣＧＧＧ；ＣＧＧＧＧＣＡＴＣＴＧＡＡＡＣＧＴＴＣＡＧＣＡ １７３

　　以上述方法逆转录合成的 ｃＤＮＡ为模板，按照 ＳＹＢＲ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ－ＰＣＲＫｉｔⅡ试剂盒说明操作，每管总反应体
积为２５μＬ，其中ｃＤＮＡ模板２μＬ、上下游引物（１０ｐｍｏｌ／μＬ）
各１μＬ、２×Ｍｉｘ１２．５μＬ、水８．５μＬ。以ａｃｔｉｎ为内参，并设３
个重复管，以０ｈ为参考进行相对定量。采用 ＡＢＩ７５００Ｓｏｆｔ
ｗａｒｅ２．０．４进行数据处理，使用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＯｆｆｉｃｅＥｘｃｅｌ２００３软
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件作图。

２　结果与分析

２．１　低温胁迫下棉花的生长状况
常温对照组根系的主根和侧根长势良好，根毛发达，而低

温胁迫组的主根、侧根、根毛细而短，随着时间的延长，室温对

照组和低温胁迫组的差异逐步增大，低温胁迫组的幼苗明显

矮小，茎发软，叶萎靡不振，发育不良。

２．２　低温对ＡＤＨａ表达的影响
由表２可知，与对照组相比，低温组ＡＤＨａ表达量在各个

时间点下均高于对照组，其中２４、９６ｈ时极显著（Ｐ＜０．０１），
分别高２．５、１．２３倍，而１２、４８ｈ的差异不显著。对照组和低
温组的 ＡＤＨａ表达量呈现 ２个高峰时间，第 １个高峰位于
２４ｈ，第２个高峰位于９６ｈ。

表２　低温对棉花幼根ＡＤＨａ表达量的影响

处理
不同时间的ＡＤＨａ表达量

０ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ９６ｈ
对照 １．００±０．３６ ０．１１±０．０３ １．１９±０．３３ ０．５５±０．２３ ３．４２±０．７５
低温 １．００±０．３６ ０．４１±０．１８ ４．２２±１．１５ １．３４±０．６７ ７．６２±１．１５

　　注：表示在０．０１水平差异显著（Ｐ＜０．０１）。表３同。

２．３　低温对ＢＡＤＨ表达的影响
由表３可知，与常温对照组相比，在各个时间点下，低温

胁迫组ＢＡＤＨ表达量均高于对照组，其中２４、４８、９６ｈ的差异

极显著（Ｐ＜０．０１），而 １２ｈ不显著。对照组和低温组的
ＢＡＤＨ表达量高峰均位于２４ｈ。

表３　低温对棉花幼根ＢＡＤＨ表达量的影响

处理
不同时间的ＢＡＤＨ表达量

０ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ９６ｈ
对照 １．００±０．３０ ０．８５±０．３５ ６．１６±１．８８ ３．３６±１．８９ ２．１０±１．７５
低温 １．００±０．３０ １．７０±０．８７ １０．８０±１．８８ ５．４７±１．９２ ４．２２±１．１１

３　结论与讨论

温度对棉花生长发育、产量及产品质量的形成影响很大。

低温是长江下游早春常见的环境因素，严重影响播期及苗期

棉花生长发育。目前，对棉花生长、光合效率、生理生化特性、

产量及品质等的影响研究较多，但关于低温胁迫对棉花生长

发育以及各种代谢的影响机制还不清楚。

ＡＤＨ是广泛存在于植物体中的酶，与植物的抗逆生理有
重要的关系，ＡＤＨ是植物在低氧状态下表达升高的主要酶系
之一［１］。赵森等采用荧光定量ＰＣＲ技术测定了 ＦＲ１３Ａ水稻
水淹不同时间后叶片中 ＡＤＨ２表达量的变化，发现表达量高
出很多倍［２］。刘登望等观察到淹涝时花生根系 ＡＤＨ的活性
大幅增加［３］。本研究中，棉花在低温条件下，ＡＤＨ表达量相
对于常温下呈现出显著上升的趋势。Ｃｈｒｉｓｔｉｅ等 １９９１年报
道，冷害低温提高了玉米和水稻幼苗 ＡＤＨ活性和 ＡＤＨａ基因
的表达量，这有利于幼苗在冷害逆境中的存活［４］。本研究结

果与上述研究的结论吻合。经低温驯化处理后，冬小麦 ＡＤＨ
活性提高了２～３倍，也提高了小麦随后的抗寒能力［５］。低

温环境下棉花ＡＤＨａ的表达量促进了棉花体内的能量释放，
从而提高了棉花的抗寒和应急能力，棉花和冬小麦的抗逆机

制一致，笔者认为棉花的ＡＤＨａ的抗逆性相对于小麦、水稻的
更为显著。

研究表明，植物中甜菜碱醛脱氢酶的基因表达与多种非

生物胁迫相关［６－８］。本试验中棉花幼苗根系在低温胁迫下，

ＢＡＤＨ的表达量明显高于常温组，２４ｈ时升高得最显著，随着
胁迫时间延长，表达量呈下降趋势，但在各个时间点上仍高于

常温组。说明 ＢＡＤＨ的表达量与低温抗逆性相关。ＡＤＨａ和
ＢＡＤＨ表达量在４８ｈ前变化相似，但９６ｈ之后 ＡＤＨａ呈上升
趋势，而ＢＡＤＨ却呈下降趋势，说明二者对低温抗逆作用的途
径和机制可能有差异，有待于进一步研究。
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