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　　摘要：为深入研究棉花逆境胁迫下的分子机制，利用耐盐陆地棉品种 Ｋ３６８和盐敏感陆地棉品种苏棉１２号为材
料，以０ｈ为对照，利用实时荧光定量ＰＣＲ技术在不同盐处理时期（６、２４、７２ｈ）对前期鉴定的２８个耐盐相关ＷＲＫＹ基
因进行表达分析，同时对耐盐相关ＷＲＫＹ基因在Ｋ３６８和苏棉１２号品种间差异表达情况进行比较分析，揭示耐盐品种
Ｋ３６８和盐敏感品种苏棉１２号在应答盐害方面的差异情况，初步探讨棉花耐盐的分子机制。
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　　为适应不良生长环境，植物在长期的进化过程中形成了
一系列复杂而有效的应对机制。现有的研究表明，这种由于

自身进化而获得的应对机制主要是通过转录激活或转录抑制

相关基因的表达发生作用的。而在这一过程中，转录因子发

挥重要作用，通过与其他相关蛋白或自身之间的相互作用激

活或抑制相关靶基因的表达。近年来，研究显示 ＷＲＫＹ转录
因子家族中众多成员都参与植物的非生物胁迫响应机制［１］，

目前已经成为植物抗性功能研究中的一个热点。

ＷＲＫＹ转录因子作为一个重要的转录因子超家族，除了
参与植物的生长发育、物质代谢途径及在抗病毒、细菌等方面

发挥重要的调节作用外，还参与应答环境信号刺激，如低温、

高盐、干旱等非生物胁迫逆境［２］。近年来，由于盐碱化对我

国农业的影响，植物耐盐机制的研究已成为热点。目前很多

研究都表明ＷＲＫＹ参与植物对盐胁迫的响应。在前期的研
究中，基于盐胁迫下旱地棉转录组测序，共鉴定了２８个受盐
胁迫诱导的ＷＲＫＹ基因［３］。本研究对耐盐陆地棉品种 Ｋ３６８
和盐敏感品种苏棉１２号的２８个耐盐相关ＷＲＫＹ基因进行表
达分析，为棉花耐盐机制的研究提供有力的理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试材料为陆地棉品种 Ｋ３６８和苏棉 １２号（简称：苏

１２）。将种子播于盆钵中，待长至２叶１心时开始盐处理，将
小苗浸在含 ２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ（其中 Ｎａ＋∶Ｃａ２＋浓度比为
１５∶１）的营养液中，分别处理０、６、２４、７２ｈ，取不同时期的根
液氮速冻后于－７０℃保存备用。

１．２　耐盐鉴定
耐盐鉴定试验于２００６年１２月在江苏省农业科学院经济

作物研究所培养室进行。将预发芽的 Ｋ３６８和苏１２种子播
于土质盆纅中，将盆纅放于２８℃光照培养箱中培养，待长至
２叶１心时开始盐处理，盐处理浓度为３５０ｍｍｏｌ／Ｌ。处理当
天取１０株幼苗作为对照，测定相关指标，包括植株高度、地上
部生长量等。处理７ｄ后测定盐胁迫下和清水对照的１０株
植株相关指标，计算植株相对高度、地上部相对生长量等。性

状相对值为胁迫环境下某性状表型值与对照环境下某性状表

型值的比率，计算公式：某性状相对值＝某一性状盐胁迫时表
型值／对照环境表型值。
１．３　实时荧光定量ＰＣＲ

不同盐处理时期根样 ＲＮＡ提取参照文献［４］。以反转
录获得的ｃＤＮＡ为实时荧光定量ＰＣＲ的模板，以棉花的Ａｃｔｉｎ
作为内参基因，根据ＷＲＫＹ基因的非保守区设计特异性引物，
对ＷＲＫＹ基因进行荧光定量ＰＣＲ扩增，检测基因受盐胁迫诱
导时的表达情况。实时荧光定量 ＰＣＲ分析方法参照文献
［３］，数据分析通过２－ΔΔＣＴ公式计算基因的相对表达量［５］。

１．４　数据统计
采用Ｅｘｃｅｌ２０１０进行数据处理及统计分析。

２　结果与分析

２．１　盐胁迫下Ｋ３６８和苏１２表型比较
由图１可知，与对照相比，经３５０ｍｍｏｌ／Ｌ盐处理７ｄ后，

Ｋ３６８和苏１２均出现明显的盐害胁迫症状，生长均受到明显
抑制。与Ｋ３６８相比，苏１２在生长上受到的抑制更明显。盐
处理７ｄ后测定相关指标来评价２个品种的耐盐性，包括植
株相对高度、相对地上部鲜质量和相对地上部干质量等。由

表１可知，Ｋ３６８和苏１２相对株高、相对地上部鲜质量、相对
地上部干质量差异极显著。因此，认为 Ｋ３６８相对于苏１２表
现出更好的耐盐性。

２．２　盐胁迫下耐盐相关 ＷＲＫＹ基因在耐盐品种 Ｋ３６８和盐
敏感品种苏１２根部的表达分析

利用实时荧光定量 ＰＣＲ对耐盐品种 Ｋ３６８的２８个耐盐
相关ＷＲＫＹ基因进行表达分析，由图２可知，较之对照（盐处
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表１　盐胁迫下Ｋ３６８和苏棉１２号表型比较

材料名称 相对株高 相对地上部鲜质量 相对地上部干质量

Ｋ３６８ ０．５０２±０．０６９６ ０．６０２±０．１８３０ ０．７３３±０．１２１０
苏１２ ０．２７０±０．０３８１ ０．１７３±０．０８４９ ０．３０３±０．０２５３
均值差 ０．２３２ ０．４２９ ０．４３０

　　注：表示品种间在０．０１水平上差异极显著。

理０ｈ），２７个ＷＲＫＹ基因在盐处理不同时期（６、２４、７２ｈ）诱
导表达中仅 ＷＲＫＹ２２表达差异不显著。大部分耐盐相关
ＷＲＫＹ基因随着盐处理时间延长，其相对表达量表现为逐步
上升的趋势，且大部分ＷＲＫＹ基因在盐处理２４ｈ后其相对表
达量达到最高，其中 ＷＲＫＹ５、ＷＲＫＹ６以及 ＷＲＫＹ３８在盐处
理２４ｈ后其相对表达量上调３００倍以上；仅 ＷＲＫＹ１０７随着
盐处理时间延长，其相对表达量表现为逐步下调趋势。

　　本研究同样对盐敏感品种苏１２的２８个ＷＲＫＹ基因进行
了表达分析，由图３可知，２５个 ＷＲＫＹ基因盐胁迫诱导表达
中仅ＷＲＫＹ９、ＷＲＫＹ７５、ＷＲＫＹ１０５表达差异不显著。大部分
ＷＲＫＹ基因盐胁迫后其相对表达量表现为上调表达，其中
ＷＲＫＹ３１在盐处理 ２４ｈ后上调表达 ８００倍以上；仅
ＷＲＫＹ２２、ＷＲＫＹ５２、ＷＲＫＹ９０盐处理后表现为下调表达。
２．３　耐盐相关ＷＲＫＹ基因在Ｋ３６８和苏１２中差异表达分析

本研究分别对２８个ＷＲＫＹ基因在耐盐品种Ｋ３６８和盐敏
感品种苏１２中进行了差异表达分析，其中２２个 ＷＲＫＹ基因
在品种间表达趋势表现一致，即盐处理后ＷＲＫＹ基因在Ｋ３６８
和苏１２较之对照均表现为上调表达或下调表达，仅仅在表达
量上存在差异。其中１２个ＷＲＫＹ基因在耐盐品种Ｋ３６８中相
对表达量更高，如ＷＲＫＹ６在耐盐品种Ｋ３６８中盐处理２４ｈ后
其相对表达量达到了３００倍以上，在盐敏感品种苏１２中，其相
对表达量在盐处理７２ｈ后最高，与对照相比较，其表达量仅上
调了６倍。５个ＷＲＫＹ基因在盐敏感品种苏１２中相对表达量
更高，如ＷＲＫＹ４３在苏１２中其相对表达量在盐处理２４ｈ达到
约６００倍，而在耐盐品种Ｋ３６８中，其相对表达量在盐处理２４ｈ
后仅上调了不到１０倍。５个ＷＲＫＹ基因在Ｋ３６８和苏１２中表
达量相当，无明显差异。此外，有６个ＷＲＫＹ基因在Ｋ３６８和苏
１２中表达不一致，ＷＲＫＹ５２、ＷＲＫＹ９０盐处理后在 Ｋ３６８中表
现为上调表达，而在苏 １２中则表现为下调表达；ＷＲＫＹ９、
ＷＲＫＹ７５、ＷＲＫＹ１０５盐处理后在 Ｋ３６８中表现为上调表达，而
在苏１２中差异表达不显著；ＷＲＫＹ２２盐处理后在苏１２中表现

下调表达，而在Ｋ３６８中差异表达不显著。综上所述，盐胁迫后
总共有２３个ＷＲＫＹ基因在耐盐品种Ｋ３６８和盐敏感品种苏１２
中差异表达，仅 ＷＲＫＹ５、ＷＲＫＹ２７、ＷＲＫＹ２８、ＷＲＫＹ５１及
ＷＲＫＹ１０４无明显差异。推测该２３个ＷＲＫＹ基因可能与陆地
棉耐盐性有一定的关联。

３　讨论与结论

许多研究已报道了 ＷＲＫＹ基因可能参与盐胁迫诱导表
达，在植物中过量表达一些 ＷＲＫＹ基因能够改良植物的耐盐
能力。在拟南芥中，３５个 ＷＲＫＹ基因中有１８个基因被盐胁
迫诱导表达，过量表达 ＷＲＫＹ２５、ＷＲＫＹ３３可明显提高拟南
芥的耐盐性［６］。Ｑｉｕ等研究发现，水稻的１３个 ＷＲＫＹ基因中
有９个应答ＮａＣｌ处理，过量表达 ＯｓＷＲＫＹ４５可提高拟南芥
的耐盐性［７］。大豆中６４个 ＷＲＫＹ转录因子中的２２个在盐
胁迫下差异表达，过量表达大豆 ＧｍＷＲＫＹ５４可提高拟南芥
的耐盐性［８］。过量表达玉米 ＺｍＷＲＫＹ３３可改善拟南芥的耐
盐性［９］。这些都说明 ＷＲＫＹ转录因子家族成员是响应盐胁
迫反应的重要调控因子。本研究在前期研究的基础上继续对

受盐胁迫诱导的２８个ＷＲＫＹ基因在陆地棉中进行表达分析，
大部分 ＷＲＫＹ基因均表现为不同程度的诱导表达，推测可能
与陆地棉耐盐特性有一定关联性，但是表达强度的差异是否

影响到基因功能，对此还需要进一步研究。

目前，棉花中已经有很多关于ＷＲＫＹ响应盐胁迫反应报
道。Ｓｈｉ等从陆地棉中分离出ＧｈＷＲＫＹ３９，该基因被病原菌以
及盐胁迫诱导，在拟南芥中过量表达该基因能够提高其耐盐

性［１０］。Ｚｈｏｕ等从陆地棉中鉴定了２６个 ＷＲＫＹ基因，在 ＮａＣｌ
诱导下其中的５个基因在根中上调表达［１１］。Ｃａｉ等在全基因
组范围内分析雷蒙德氏棉ＷＲＫＹ基因家族，同时也在陆地棉中
分析了这些基因在非生物胁迫下的表达情况［１２－１３］。所有这些

结果表明ＷＲＫＹ基因参与了棉花对盐胁迫网络调控的应答。
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二穗短柄草 Ｔｒｉｈｅｌｉｘ转录因子家族的基因组学分析
胡风越，刘廷武，周曼丽，周颖君，周　芮，杨立明，纪剑辉

（淮阴师范学院生命科学学院，江苏淮安２２３３００）

　　摘要：Ｔｒｉｈｅｌｉｘ转录因子是一类与植物光应答反应、逆境胁迫应答和生长发育调控密切相关的转录调控蛋白家族，
首先在植物中被发现。为深入了解Ｔｒｉｈｅｌｉｘ转录因子家族，便于植物Ｔｒｉｈｅｌｉｘ基因克隆并鉴定其功能，选用禾本科模式
植物二穗短柄草，采用生物信息学相关方法，在二穗短柄草中鉴定出２８个Ｔｒｉｈｅｌｉｘ转录因子家族基因，并依据蛋白保
守域序列特点将其分为５个亚家族（Ⅰ～Ⅴ），这２８个Ｔｒｉｈｅｌｉｘ转录因子基因在染色体上均有分布且出现部分聚集现
象。依据二穗短柄草、水稻、高粱和玉米中聚类分析及染色体区段复制分析所得结果，判断Ｔｒｉｈｅｌｉｘ基因家族在二穗短
柄草、水稻、高粱和玉米中的进化关系，并推测Ｔｒｉｈｅｌｉｘ转录因子家族在物种演变过程中发生了基因的进化。
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　　在植物的转录因子家族中，研究得较为全面的是与逆境相
关的转录因子，如ＡＢＦ、ＭＹＢ、ＮＡＣ、ＤＲＥＢ、ＤＯＦ、ＷＲＫＹ等转录
因子家族，对这些转录因子相关基因的恰当的转化运用，可以

提高植物对逆境胁迫的耐受性［１－６］。Ｔｒｉｈｅｌｉｘ转录因子是与抗
逆相关的转录因子家族之一，目前在拟南芥、水稻、棉花、高粱

等植物中均有相关研究。研究显示，拟南芥中有３０个Ｔｒｉｈｅｌｉｘ
转录因子，而水稻中含有３１个［７］。此外，由于 Ｔｒｉｈｅｌｉｘ转录因

子在光应答反应、植物生长发育和逆境胁迫中显著的调控作

用［８－１２］，它们对生产实践中的品种改良应用具有重要意义。

二穗短柄草由于具有植株矮小、生育期短、遗传转化率高以及

其与小麦基因组相似度高达９５％、能同样感染小麦易感的各
种细菌的特点，成为继拟南芥和水稻之后新型模式植物的理想

植株，并能有效弥补模式植物水稻的不足［１３－１４］。本研究利用

生物信息学分析手段，对二穗短柄草Ｔｒｉｈｅｌｉｘ转录因子家族基
因进行结构特征、进化情况及染色体定位等分析，并对该基因

家族在水稻、二穗短柄草以及玉米等物种染色体区段的复制作

了分析，以期更全面地了解禾本科植物Ｔｒｉｈｅｌｉｘ基因家族。

１　材料与方法

１．１　数据的收集与分析
在植物转录因子数据库 （ＰｌａｎｔＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＦａｃｔｏｒ

Ｄａｔａｂａｓｅ，简称ＴＦＤＢ）中获取水稻、二穗短柄草、玉米、高粱及
拟南芥中的Ｔｒｉｈｅｌｉｘ基因序列，随后对相关数据进行整合分
析，利用Ｐｆａｍ方法在水稻中检测是否存在此家族蛋白的特征
结构域，借助同样的方法，完成对 Ｔｒｉｈｅｌｉｘ特殊结构域的序列
筛选，进而得到不同物种 Ｔｒｉｈｅｌｉｘ蛋白的全部序列［１５］。利用

ＥｘＰＡＳｙ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）对二穗短柄草
Ｔｒｉｈｅｌｉｘ蛋白的分子量、染色体位置、等电点等基因组信息进
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