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　　摘要：温度是植物种子萌发及生长发育的关键环境因素之一。冷适应蛋白作为植物冷调节的基因，在植物生命周
期中起着重要的作用。以耐寒品种北冰红葡萄叶片为材料，设计特异性引物，克隆北冰红冷适应蛋白基因。该基因序

列全长６０９ｂｐ，共编码２０２个氨基酸，将其命名为 ＶｖＣＯＲ４１３－Ｉ２，该基因编码蛋白的分子量为２２．６ｋｕ，等电点值为
９．８８。氨基酸序列同源性对比结果显示，该序列与其他植物的ＣＯＲ４１３蛋白一致性在７８％以上。对该蛋白的结构分
析显示，它具有ＷＣＯＲ４１３蛋白功能域，是ＷＣＯＲ４１３超家族成员，二级结构分析该蛋白含有５个跨膜结构域。
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　　低温是影响植物正常生长发育的重要非生物胁迫之一，
不仅限制植物的种植范围，而且还会造成作物减产和品质的

下降［１］。我国大部分地区位于暖温带和亚热带，植物对低温

的影响非常敏感，即便是很小的降温幅度，也会给一些植物造

成直接或间接损害［２］。冷害几乎每年都会对农业生产造成

巨大损失，严重时甚至会绝收［３］。低温胁迫直接抑制植物细

胞内的新陈代谢和多种生理生化反应，间接引起植物细胞的

渗透胁迫、氧化胁迫和其他胁迫，同时低温能使植物细胞吸水

速率降低，严重时细胞内结冰导致细胞结构的破坏，这种伤害

是不可逆的［４］。我国东北地区葡萄酒工业产品发展缓慢，影

响其发展的主要因素是酿酒的原料不足。东北地区冬季严

寒，无霜期较短，有效积温不足，一些酿酒葡萄品种很难完全

成熟，如赤霞珠葡萄等。因此，选育出适应寒带地区气候条件

的酿酒葡萄新品种，是我国东北寒带地区葡萄酒工业快速发

展的一个重要前提条件。北冰红葡萄是国内推出的适宜酿酒

的葡萄新品种，具有抗寒丰产等特点，不仅适于大面积的生产

果实，也是良好的观赏植物，发展前景广阔［５］。但也有研究

表明，北冰红在吉林省吉林市等地区露地越冬，植株地上部枝

蔓仍会发生冻害，萌芽率仅为２１．３％，造成减产［６］，因此提高

葡萄的耐寒性具有现实的意义。

ＣＯＲ基因家族参与低温胁迫的调节。Ｂｒｅｔｏｎ等在拟南芥
中首次发现并克隆出ＣＯＲ４１３基因［７］。目前已报道的家族成

员有 ＣＯＲ６．６、ＣＯＲ１５ａ、ＣＯＲ４７、ＣＯＲ７８、ＣＯＲ４１３等［８－９］。

ＣＯＲ４１３蛋白家族为植物所特有，包括定位于细胞膜上的细
胞膜型冷适应蛋白ＣＯＲ４１３－ＰＭ（ＣＯＲ４１３－ｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ）及定位于类囊体膜上的类囊模型冷适应蛋白

ＣＯＲ４１３－ＴＭ（ＣＯＲ４１３－ｔｈｙｌａｋｏｉｄｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｓ）２类具
有明显区别的蛋白组。研究表明，编码 ＣＯＲ４１３蛋白的基因
家族在拟南芥和谷类等草本植物的抗冻性形成中发挥着重要

的作用［１０］。本研究以耐寒性较强的北冰红葡萄为材料，利用

ＰＣＲ技术，获取北冰红耐寒基因 ＶｖＣＯＲ４１３－Ｉ２，并进行分子
特征分析，以期为进一步研究 ＶｖＣＯＲ４１３－Ｉ２基因的转化和
功能验证奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料及试剂
选择山葡萄品种北冰红为试验材料，由河北昌黎葡萄种

植园提供。大肠杆菌感受态细胞 Ｔｏｐ１０，由笔者所在实验室
保 存。ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ试 剂 盒、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ Ⅱ Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ试剂盒、Ｅｘ－Ｔａｑ、ｐＭＤ－１９ＴＥａｓｙＶｅｃｔｏｒ，均购自
ＴａＫａＲａ公司。琼脂糖凝胶试剂盒、胶回收试剂盒、质粒小提
试剂盒，均购自北京康为世纪生物科技有限公司。

１．２　总ＲＮＡ提取和反转录ｃＤＮＡ
　　采取北冰红葡萄幼嫩叶片，按照 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂盒和
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ试剂盒说明书进行总
ＲＮＡ的提取和反转录ｃＤＮＡ的合成。
１．３　ＣＯＲ４１３－Ｉ２基因引物设计及全长克隆

通过ｈｔｔｐｓ：／／ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ．ｊｇｉ．ｄｏｅ．ｇｏｖ／ｐｚ／ｐｏｒｔａｌ．ｈｔｍｌ检索
葡萄（Ｖｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａ）Ｇｅｎｏｓｃｏｐｅ．１２Ｘ基因组中 ＣＯＲ４１３基因序
列，并在ＮＣＢＩ上检索其他植物 ＣＯＲ４１３基因序列，对葡萄基
因组中ＣＯＲ４１３基因序列进行 Ｂｌａｓｔ比对，设计特异性引物。
上游引物 ＣＯＲ４１３－Ｉ２－Ｆ：３′－ＡＴＧＧＧＧＡＡＡＡＡＧＧＧＴＴＡＣＴ
ＴＧＧＣＧ－５′，下游引物ＣＯＲ４１３－Ｉ２－Ｒ：３′－ＣＴＡＴＡＧＧＡＡＧＴ
ＧＡＡＧＴＡＣＣＡＧＡＧＣＣ－５′，引物由华大基因合成。

参照ＴａＫａＲａ公司的 Ｅｘ－Ｔａｑ说明书，以 ｃＤＮＡ为模板，
利用 Ｅｘ－ＴａｑＢｕｆｆｅｒ，Ｅｘ－Ｔａｑ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ
ｅａｃｈ）和引物ＣＯＲ４１３－Ｉ２－Ｆ／ＣＯＲ４１３－Ｉ２－Ｒ扩增ＣＯＲ４１３－
Ｉ２全长。反应条件：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃ ４０ｓ，７２℃
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９０ｓ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经０．１％琼脂糖凝胶
电泳检测、分析、拍照后，回收目的片段，与 ｐＭＤ１９－ＴＥａｓｙ
Ｖｅｃｔｏｒ连接，转化大肠杆菌 Ｔｏｐ１０感受态，将感受态活化培
养，并进行蓝白斑筛选，挑取阳性菌进行菌液ＰＣＲ检测，选取
３个检测为阳性的菌液送至北京华大中生科技发展有限公司
进行基因测序。

１．４　生物信息学分析
利用 ＤＮＡＭＡＮ、ＴＭＨＭＭ、Ｂｌａｓｔ、ＷＯＬＦＰＳＯＲＴ等生物信

息学软件对该序列及其编码的氨基酸序列进行分子特征分析

和结构分析。

２　结果与分析

２．１　总ＲＮＡ的提取和检测
ＲＮＡ提取电泳结果（图１）中可见清晰的３条条带，分别

为５Ｓ、１８Ｓ、２８ＳＲＮＡ，纯度检测结果为 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ ＝２．１０，
可以进行反转录。

２．２　ＣＯＲ４１３－Ｉ２基因全长克隆及检测结果
以北冰红葡萄叶片 ｃＤＮＡ为模板可以扩增出６０９ｂｐ大

小的基因片段（图２），与葡萄基因组中 ＣＯＲ４１３基因大小一
致。通过对阳性菌液进行ＰＣＲ检测，初步推测目的基因成功
转化到大肠杆菌感受态中（图３）。
２．３　ＶｖＣＯＲ４１３－Ｉ２基因及氨基酸分子特征分析

　　通过测序结果分析，成功克隆出 ＶｖＣＯＲ４１３－Ｉ２全长（图
４）。该基因编码 ２０２个氨基酸残基，编码的蛋白分子量为
２２．６ｋｕ，等电点值为９．８８，ｐＨ值为７．０时电荷为６．８８。对
ＶｖＣＯＲ４１３－Ｉ２编码的氨基酸序列与麻风树 （Ｊａｔｒｏｐｈａ
ｃｕｒｃａｓ）、巨桉（Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓｇｒａｎｄｉｓ）、可可树（Ｔｈｅｏｂｒｏｍａｃａｃａｏ）、
榴莲（Ｄｕｒｉｏｚｉｂｅｔｈｉｎｕｓ）、橡胶（Ｈｅｖｅａｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ）等植物的氨基
酸序列进行多重序列比对，发现同源性在７８％以上。其中与
橡胶的同源性最高，同源性为８５％（图５）。系统发育树结果
表明，ＶｖＣＯＲ４１３－Ｉ２蛋白与上述５种植物的ＣＯＲ４１３－Ｉ２具有
较近的亲缘关系（图６）。

２．４　ＣＯＲ４１３－Ｉ２蛋白的结构特性
利用ＮＣＢＩ的ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎｓ功能对 ＣＯＲ４１３－Ｉ２蛋

白进行分析，结果显示，ＶｖＣＯＲ４１３－Ｉ２编码的蛋白含有
ＷＣＯＲ４１３蛋白的功能域（图 ７），属于 ＷＣＯＲ４１３超家族成
员；运用ＳＯＰＭＡ软件对 ＣＯＲ４１３－Ｉ２蛋白二级结构预测，结
果显示该蛋白存在８１个α螺旋、１７个 β转角、４３个延伸链、
６１个随机线圈；ＣＯＲ４１３－Ｉ２蛋白含有５个跨膜结构（图８）。

３　结论与讨论

冷害时常会使植物发生淀粉转化为糖、二氧化碳交换减

少、净光合速率降低、叶绿素降解等生理机能失调的现象，从

而导致作物减产甚至死亡［１１］。ＣＯＲ４１３蛋白在感应到冷害胁
迫信号后，通过维持植物细胞膜的稳定性来减少冷害对植物

细胞的伤害，其结构与哺乳动物的视紫质类似Ｇ蛋白偶联受
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体（Ｇ－ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，简称 ＧＰＣＲ）蛋白家族相
似［４，１２］，但二者机制是否相似或相同有待进一步研究。现在

已有大量研究证明，ＣＯＲ４１３蛋白家族在植物应对冷胁迫的
机制中起着重要的作用，冷胁迫下丹参、针叶福禄考等植物的

ＣＯＲ４１３基因表达量明显提高［１３－１４］。ＣＯＲ４１３基因的异源表
达结果表明，将柽柳的冷适应蛋白基因转入粳稻中，转基因粳

稻的耐寒性明显高于对照组［１５］，转蜡梅ＣＯＲ４１３基因的烟草
同样表现出较高的耐寒性［１６］。转番茄 ＣＯＲ４１３基因的烟草
不仅在冷胁迫下正常生长，同时在干旱胁迫时表现出更强的

适应能力［１７］，表明ＣＯＲ４１３家族在响应冷胁迫的同时还可以
响应干旱胁迫。本研究以耐寒葡萄品种北冰红叶片为试验材

料，克隆出ＶｖＣＯＲ４１３－Ｉ２基因并对该基因进行了特征分析，
为分析该基因的功能及通过基因工程手段选育抗寒葡萄新品

种奠定基础。
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棉花 ＥＲＦ－Ｂ３亚组转录因子基因
ＧｈＥＲＦ５－１的克隆及表达
郭文婷，张鹏飞，李潇玲，张　析，张　薇

（石河子大学农学院／新疆绿洲生态农业重点实验室，新疆石河子８３２０００）

　　摘要：为海岛棉抗病提供新的基因资源和作物抗病分子育种提供有用的理论依据，以前期获得的枯萎病病菌诱导
陆地棉根部基因表达谱中获得差异性表达ＥＲＦ片段为探针，用电子克隆及ＲＴ－ＰＣＲ技术，从陆地棉抗枯萎品种中棉
所１２根部 ｃＤＮＡ克隆得到１个新的 ＥＲＦ转录因子。通过进化树分析属于 Ｂ３亚组，命名为 ＧｈＥＲＦ５－１（登录号：
ＭＦ１４５６５７）。ＧｈＥＲＦ５－１基因的序列分析表明，其ｃＤＮＡ全长为９９０ｂｐ，编码的氨基酸３２９个，分子量３６．５２ｋｕ，等电
点为６．１５，含有１个保守的 ＡＰ２的结构域。ｑＲＴ－ＰＣＲ分析结果表明，枯萎病病菌侵染后，随着侵染时间的延长，
ＧｈＥＲＦ５－１基因的表达趋势是先增加后降低，在处理后２ｈ基因的相对表达量达到最大。推断ＧｈＥＲＦ５－１基因可能
参与枯萎病的防御反应。

　　关键词：棉花；ＥＲＦ转录因子；枯萎病病菌；基因克隆；基因表达
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通信作者：张　薇，博士，教授，研究方向为棉花分子育种。Ｅ－ｍａｉｌ：
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　　枯萎病（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．）是一种真菌性土传病
害，由尖孢镰刀菌引起。枯萎病对棉花的生产发展造成了严

重的损失。由于枯萎病病菌自身的一些传播特点，传统的防

护措施及一些治病方法效果不是很理想，因此培育和种植抗

枯萎病品种是一种有效的办法。陆地棉种抗病基因资源较丰

富，因此从陆地棉中分离抗枯萎病相关的基因，通过转基因技

术可为海岛棉抗枯萎病育种奠定基础。

当植物被病原菌侵染时会发生一系列的应激防卫反应，

其中一些植物的内源性激素发挥重要作用。另外，一些转录

因子在植物抗病中扮演着重要角色，它们通过结合下游基因

启动子中顺式元件，调节下游防卫基因。ＡＰ２／ＥＲＦＢＰ转录因
子中的ＥＲＦ亚家族主要参与了植物体的生物和非生物胁迫
下的应答反应。ＥＲＦ亚家族转录因子只含有 １个保守的
ＡＰ２／ＥＲＦ结构域，一般由 ５８～５９个氨基酸残基组成［１－２］。

很多信号分子可以诱导 ＥＲＦ转录因子，当病原菌侵染棉花
时，棉花自身会发生应激反应而产生许多小分子物质，如乙烯
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