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摘 要:由春季低温引发的倒春寒灾害在中国频繁发生,解析小麦幼穗应答低温胁迫的基因调控机制对

抗倒春寒遗传改良具有重要意义。在人工控制环境条件下,通过转录组测序技术分析了小麦幼穗在减数分裂

期进行低温胁迫处理的基因表达特征。结果表明,在减数分裂期,低温胁迫可引起花药组织超微结构的损伤,

导致籽粒结实率显著下降。幼穗在低温胁迫过程中的差异表达基因主要涉及激素信号转导、光合作用、昼夜

节律-植物、糖代谢、DNA复制等反应通路。编码肌动蛋白解聚因子(ADF)、胚胎发育晚期丰富蛋白(LEA)、

CCCH锌指蛋白等的基因在低温处理各个时间节点均极显著上调表达,可能参与调控小麦幼穗对低温胁迫

的抗性反应。
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Abstract:ThelatespringcolddisastercausedbylowtemperatureinspringoccursfrequentlyinChina.
Itisofgreatsignificancetoanalyzethegeneregulationmechanismofwheatinresponsetolowtem-
peraturetoresistthegeneticimprovement.Inthisstudy,thegeneexpressioncharacteristicsofwheat
youngspikessubjectedtolowtemperatureduringmeiosiswasanalyzedusingtranscriptometechnolo-
gyunderartificiallycontrolledenvironmentalconditions.Theresultsindicatethatlowtemperature
duringmeiosisstagecancausedamagetotheultrastructureofanthertissue,leadingtoasignificant
decreaseinseedsettingrate.Thedifferentiallyexpressedgenes(DEGs)inyoungspikesunderlow
temperaturemainlyinvolvepathwayssuchashormonesignaltransduction,photosynthesis,circadian
rhythm-plants,sugarmetabolism,DNAreplication,etc.Theencodinggenesofactindepolymeriza-
tionfactor(ADF),lateembryonicdevelopmentabundantprotein(LEA),CCCHzincfingerprotein,

etc.weresignificantlyupregulatedatalltimepointsoflowtemperaturetreatment,whichmaybein-
volvedinregulatingtheresistanceresponseofwheatspikestolowtemperature.
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  小麦(TriticumaestivumL.)是世界上种植区

域最广的粮食作物[1]。近年来,春季气候波动异

常,小麦拔节孕穗期遭受倒春寒的灾害频发[2-3],导
致小麦产量降低和品质劣化[4-5],严重时可造成绝

收[6]。2018年,中国黄淮南片麦区发生大面积的

倒春寒灾害,抗寒性弱的强筋小麦品种减产十分严

重,较抗寒品种每公顷减产达3000kg[7]。明确小

麦在生殖发育阶段耐低温的分子机理,挖掘关键

耐寒基因,对小麦抗倒春寒遗传改良具有重要的

意义。
遭受低温胁迫后,植物会启动一系列的基因

应答反应。当温度下降时,位于细胞膜上的信号

受体(如钙离子通道蛋白)识别外界低温信号后产

生Ca2+、活性氧(reactiveoxygenspecies,ROS)
等第二信使,这些第二信使可同时介导细胞内的

多种信号转导途径[8]。为了保护和维持正常代谢

和生长发育,植物会启动一系列低温反应保护机

制,激活大量耐低温胁迫的相关基因,以减弱低温

造成 的 伤 害[9]。C-端 重 复 结 合 因 子 (C-repeat
bindingfactor,CBF)信号转导通路是植物响应低温

应答的主要途径[10],CBF转录因子是 APETA-
LA2/乙烯反应元件结合蛋白(AP2/EREBP)家族

的成员[11],可通过特异识别下游靶基因启动子区

域中的C-重复/脱水反应元件(CRT/DRE),激活

次级低温胁迫响应基因(COR)的表达[12]。ICE
基因正向调控CBF转录因子的表达来增强植物

抗寒性[13]。在春大麦中过表达冬小麦TaCBF14
和TaCBF15基因,可导致下游HvCOR14b基因表

达上调,转基因株系的低温耐受性显著提高[14]。
多种激素在植物应对低温胁迫中发挥着重要作

用。脱落酸(abscisicacid,ABA)不仅能够通过调

节植物气孔的开合而控制植物的含水量,而且能够

调控某些低温胁迫响应基因的表达[15]。CBF转录

因子通过促进ABA的生物合成,进而诱导COR 基

因的表达[16]。罕见低温诱导1A基因(RCI1A)可
通过控制乙烯(ethene,ET)的生物合成调节拟南

芥耐冻性[17]。茉莉酸(jasmonicacid,JA)可与

ABA、ET等激素相互作用来抵御低温胁迫[18],
抑制JA的生物合成会导致植物对低温胁迫更加

敏感[19]。赤霉素(gibberellin,GA)合成受抑制的

拟南芥突变体经低温胁迫后,冷反应相关基因

CBF 和COR15的表达水平升高,植株对低温胁

迫的耐受性增强[20]。
转录组测序(RNA-Seq)技术是挖掘植物抗

逆基因的重要手段之一。Du等[21]利用 RNA-
Seq鉴定了一个在PEG诱导的脱水胁迫应答中

起重要作用的关键基因TaERF87,挖掘了受TaE-
RF87调控的脯氨酸生物合成相关基因TaP5CS1
和TaP5CR1。Liu等[22]利用RNA-Seq技术发现,
水稻氮高效基因OsTCP19作为转录因子抑制分

蘖促进基因DLT 的表达,进而实现对水稻分蘖

发育的调控。小麦在减数分裂期遭遇低温胁迫后

结实率会显著降低。Zhang等[23]对处于花药分

化期的小麦进行低温胁迫,发现小穗粒数、千粒重

和单株产量明显下降。王娟等[24]发现小麦品种

中麦8444在减数分裂期遭受低温胁迫,可造成

茎、叶等器官冻伤,最终株高、穗长和结实率显著

降低。为了进一步阐明小麦幼穗在减数分裂期应

答低温的分子机制,本研究以小麦品种中麦8444
为试验材料,在减数分裂期进行低温胁迫处理,对
低温处理不同时间节点的幼穗进行转录组测序,
以期解析小麦幼穗在减数分裂期应答低温胁迫的

基因调控网络,并鉴定耐低温胁迫的关键基因。

1 材料与方法

1.1 试验材料

春性小麦品种中麦8444为试验材料,其生育

期短,矮秆,株高40cm左右。

1.2 样品处理和采集

将小麦种子腹沟朝下置于含双层湿润滤纸的

培养皿中,在室温下吸涨12h。为保证种子萌发

一致,将其转移至4℃条件下培养48h,然后挑选

露白一致的种子均匀播种于高12cm、直径14.5
cm的花盆中,播种深度为1cm。所用栽培土为

营养土(购自Pindstrup公司)。播种后置于光照

培养箱(DPRX-450A,上海乔越仪器公司)中培

养,生长环境为22℃光照16h,15℃黑暗8h,相
对湿度80%,光强的光合光子通量密度(photo-
syntheticphotonfluxdensity,PPFD)450μmol·

m-2·s-1。待生长至三叶期,参照Zadoks等[25]

方法记录播种以后的植株关键生长发育阶段,参
照 Waddington等[26]方法记录幼穗发育进程。当

小麦植株生长至减数分裂期(GS17,S8)时,此期

旗叶与倒数第二叶距离为2~3cm,利用低温人
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工气候培养箱进行低温胁迫处理。低温处理前

(22)对小麦幼穗进行第一次取样,命名为S1;培
养箱温度从22℃开始降温,每小时降4℃,历时

约6h降至-2℃,进行第二次取样,命名为S2;

-2℃处理24h后进行第三次取样,命名为S3;

-2℃处理48h后进行第四次取样,命名为S4;
低温处理结束后,每小时升4℃,历时约6h升至

22℃,进行第5次取样,命名为S5。剥取幼穗时

在冰上操作,将幼穗装入冻存管,迅速放入液氮速

冻,然后-80℃保存。每个时间点的样品做3次

生物学重复,取样部位如图1所示。

图1 用于转录组分析的植株发育时期及幼穗取样

Fig.1 Samplingstagesofplantdevelopmentandyoung

spikesfortranscriptomeanalysis

1.3 低温胁迫过程中的花药超微结构观察

幼穗取样后,用镊子夹取中部小穗的花药迅

速置于装有2.5%戊二醛固定液的离心管中,抽
真空,使花药尽快下沉,室温固定24h以上,然后

4℃保存。用缓冲液将固定液冲洗完全,在1%锇

酸固定2h后,依次用30%、50%、70%、80%、

90%、95%和100%的酒精梯度脱水。脱水后,以
无水丙酮置换酒精,并用包埋剂包埋。包埋的样

品经过超薄切片和醋酸铀/柠檬酸铅染色后,利用

H-7500透射电子显微镜(日本日立公司)观察花

药组织的超微结构。

1.4 低温胁迫后性状调查

低温胁迫后,植株恢复至正常环境条件下继续

生长。成熟期调查株高,主茎穗长度、小穗数、小花

数和穗粒数。用SPSSAU(https://spssau.com/in-
dexs.html)进行差异显著性分析(t-检验)。以结实

率 (seed-settingrate,SSR)[24]来评价低温胁迫的影

响,SSR=穗粒数/小花数×100%。

1.5 总RNA提取和转录组测序

使用RNAprepPurePlantKit(天根生化科

技有限公司,北京)提取幼穗的总RNA。RNA样

品委托北京诺禾致源科技股份有限公司进行转录

组测序。将纯化后的总 RNA 利用 Agilent2100
精确检测RNA的质量和完整性,质控合格后进

行Illumina1500测序,产生150bp配对末端读

长(pairedreads)。为了保证数据分析的质量,去
除原始reads中的接头、低质量reads以及无法确

定碱基信息的reads。从国际小麦基因组测序联

盟网站(http://www.wheatgenome.org/)下载

中国春基因组V1.0版本和基因注释文件。使用

HISAT2V2.0.5进行参考基因组比对,计算每个

基因的表达量FPKM (fragmentsperkilobaseof
exonmodelpermillionmappedfragments)[27]。测

序数据提交国家生物信息中心(https://ngdc.cncb.
ac.cn/gsa,CRA021808)。

1.6 差异表达基因分析

样本测序数据用DESeq2(1.20.0)进行基因差

异表达分析[28]。差异表达基因(differentialexpres-
siongene,DEGs)选择依据为校正后的P<0.05和

|log2(FoldChange)|≥1。按照错误发现率FDR
<0.05的标准,通过ClusterProfiler(3.4.4)软
件进行 DEGs的功能注释分析(geneontology,

GO)[29]。使用 GSEA 分析工具(http://www.
broadinstitute.org/gsea/index.jsp)进 行 DEGs
的基 因 通 路 富 集 分 析 (kyotoencyclopediaof
genesandgenomes,KEGG)。

1.7 qRT-PCR检测差异表达基因

为验证转录组测序结果的准确性,随机挑选

6 个 差 异 表 达 基 因 TraesCS5B01G491500、

TraesCS5A01G468300、TraesCS5A01G478500、

TraesCS3A01G107200、 TraesCS3B01G125600、

TraesCS2D01G084400,以Actin 基因为内参,根
据ORF序列设计引物,并由上海生物工程有限

公司合成(表1)。使用EasyScript○RAll-in-One
First-Strand cDNA Synthesis SuperMix for
qPCR试剂盒(购自北京全式金生物公司)合成第

一链cDNA。反应体系:cDNA 模板1μL,2×
PerfectStart○R GreenqPCRSuperMix5μL,10

μmol·L-1 上游引物0.3μL,10μmol·L-1 下

游引物0.3μL。各样品设置3次生物学重复。
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用CFX96Real-timePCR系统(Bio-RadLabora-
tories,Inc.,USA)进 行 实 时 荧 光 定 量 PCR
(qRT-PCR)。反应程序:94℃预变性30s;94℃
变性5s,60℃退火30s,40个循环。用2-ΔΔCt计

算基因相对表达量[30],用SPSSAU(https://sps-
sau.com/)分析qRT-PCR的|log2(FoldChange)

|和转录组测序的|log2(FoldChange)|之间的相

关性。

表1 本研究所用的qRT-PCR引物

Table1 PrimersforqRT-PCRusedinthisstudy

基因ID
GeneID

基因注释
Geneannotation

引物序列Primersequence(5'-3')

正向Forward 反向 Reverse

Actin 肌动蛋白
Actin ATGGAAGCTGCTGGAATCCAT CCTTGCTCATACGGTCAGCAATAC

TraesCS5B01G491500 肌动蛋白解聚因子
Actindepolymerizingfactor CTCATCACCTCCAGCCATCAGCT CCCAGACACAGAGTTCGCCATTG

TraesCS5A01G468300 包含NAC结构域的蛋白质
NACdomain-containingproteinveGACGACATCCAGAGCATGTACA AAGAGGGAGGAGTAGAGCAG

TraesCS5A01G478500 肌动蛋白解聚因子
Actindepolymerizingfactor AGCACACGGATTTCTCCTCG CACCTTCACGCACTCCTCAT

TraesCS3A01G107200
包含锌指CCCH结构域的蛋白质
ZincfingerCCCHdomain-
containingprotein

TCAATGACGTCCTCGCTTCG GTTCAGTGGCTCCAGGTTGG

TraesCS3B01G125600
包含锌指CCCH结构域的蛋白质
ZincfingerCCCHdomain-
containingprotein

CGGCTCTTGCGGCTCTTGGC TGGTGGGGAGACTGTAGAGG

TraesCS2D01G084400 蛋白磷酸酶2C
Proteinphosphatase2C CTGCAGCTCCACCACCATC CTTGACCGGGGCCTTAGC

2 结果与分析

2.1 低温胁迫对株高和籽粒结实率的影响

中麦8444先在减数分裂期低温胁迫处理48
h后,再升温至正常环境下继续生长到成熟。结

果(表2)表明,与正常生长条件下的对照相比,低
温胁迫处理均导致小麦的株高、穗长、小穗数、穗
粒数和结实率降低。其中,株高、穗粒数、结实率

的变化达到极显著水平(表2)。

2.2 低温胁迫对花药组织超微结构的影响

利用透射电镜观察小麦幼穗在S1和S5处

理时间节点的花药组织超微结构。结果表明,
减数分裂期低温处理可导致小麦幼穗花药的

超微结构发生变化。S5的花粉母细胞(PMC)

皱缩,逐渐脱离绒毡层(T);药室内壁细胞(E)
和绒毡层(T)细胞靠近,中层细 胞(ML)变 窄

(图2a、图2b)。S5的绒毡层细胞(T)的细胞

核(N)较S1发生皱缩(图2c、图2d)。部分S5
的表皮细胞(EP)中出现了大量不溶性物质(图

2e、图2f)。

2.3 不同低温处理时间的DEGs比较

对小麦幼穗不同低温处理时间节点的DEGs
进行统计,结果(图3)表明,随着低温胁迫处理时

间的延长,DEGs数量逐渐增多;低温处理48h
时DEGs最多(S4vsS1);恢复到常温后,DEGs
急剧减少(S5vsS1)。与S1相比,在低温处理的

S2、S3、S4、S5中共同上调表达和下调表达的小麦

幼穗DEGs数量分别为199和51个(图3)。

表2 低温对中麦8444株高和结实的影响

Table2 EffectoflowtemperatureonplantheightandseedsettingofZhongmai8444

处理
Treatment

株高
Plantheight/cm

穗长
Spikelength/cm

小穗数
Numberofspikelets

穗粒数
Numberofgrainsperspike

结实率
Seedsettingrate/%

对照
Control 43.60±1.90 6.68±0.48 11.83±0.98 24.83±3.34 70.63±6.90

低温
Lowtemperature 31.58±5.91** 6.27±0.33 9.83±1.47 18.33±2.58** 56.57±4.50**

  **:P<0.01.
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  a:S1的花药,×500;b:S5的花药,×500;c:S1的绒毡层细胞,×1500;d:S5的绒毡层细胞,×1500;e:S1的花药表皮细胞,×1500;

f:S5的花药表皮细胞,×1500。

a:AntherofS1,×500;b:AntherofS5,×500;c:TapetumcellofS1,×1500;d:TapetumcellofS5,×1500;e:Antherepidermic

cellofS1,×1500;f:AntherepidermiccellofS5,×1500.

图2 S1和S5时间节点取样的小麦花药组织超微结构

Fig.2 UltrastructureofanthertissuesfromwheatsamplesatS1andS5timepoints

  A和B:幼穗中上调或下调的DEGs分布。

AandB:Distributionofup-regulatedanddownregulatedDEGsinyoungspikes.

图3 幼穗不同低温处理时间节点间的DEGs维恩图

Fig.3 AnalysisofDEGsinwheatyoungearsatdifferenttimepointtsunderlowtemperaturetreatment

2.4 DEGs的GO功能富集分析

对小麦幼穗低温处理不同时间节点的DEGs
进行GO功能注释分析,根据校正后P<0.05筛

选出最显著的生物学过程(biologicalprocess,

BP)、细胞组分(cellularcomponent,CC)和分子

功能(molecularfunction,MF)的条目(图4)。
在BP中,低温处理0h(S2vsS1)、24h(S3

vsS1)和48h(S4vsS1)均可引起激素的响应。
随着低温处理时间延长,在24h(S3vsS1)和48
h(S4vsS1)均富集到对水响应、酸性化学物质、
非生物刺激响应、无机物质和富氧成分的条目。

处理48h(S4vsS1)时,有45个表达下调的

DEGs富集在光合作用功能,表明光合作用在低

温胁迫下会受到影响。当恢复常温(S5vsS1)
后,DNA代谢过程被富集,有42个表达下调的

DEGs。
在CC中,低温处理24h(S3vsS1)和48h

(S4vsS1)中DEGs富集在光合作用功能、类囊

体膜上的下调表达基因分别有66和104个,表明

低温胁迫影响光合作用。当恢复常温(S5vsS1)
后,在细胞壁、质外体、胞外区等组分中有38个表

达上调的DEGs被富集,说明细胞壁、质外体、胞外
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图4 小麦幼穗低温处理不同时间节点DEGs的GO功能分类

Fig.4 GOtermsofDEGsunderdifferenttimepointsoflowtemperaturetreatment

区等组分可能在植株脱离低温胁迫后优先恢

复生长。
在 MF中,低温处理0h(S2vsS1)显著富集

氧化还原酶、钙离子结合条目;低温处理24h(S3
vsS1)富集氧化还原酶。恢复常温(S5vsS1)后,
肽酶抑制剂、木葡聚糖:低聚木糖葡糖基转移酶、
葡萄糖基转移酶、葡萄糖苷酶被富集,33个参与

上述酶代谢的DEGs表现上调,表明与细胞壁合

成相关的代谢途径优先恢复。

2.5 DEGs的KEGG通路富集分析

对小麦幼穗低温处理不同时间节点的DEGs
进行KEGG通路富集分析。在S2、S3、S4、S5时

间节点 均 富 集 到 植 物 激 素 信 号 转 导,富 集 的

DEGs数量分别为10、38、57和13个,说明植物

激素信号转导通路基因参与幼穗低温诱导、耐受

和恢复的全过程。在S2、S3、S4时间节点均富集

到光合作用-天线蛋白,富集的DEGs数量分别为

6、12和11个,这些DEGs均下调表达,表明在低

温胁迫下光合作用受到抑制。在S3、S4时间节

点均富集到昼夜节律-植物,富集的DEGs数量分

别为12和17个,表明低温胁迫影响植物的昼夜

节律活动。在S5时间节点富集到淀粉和糖代谢、

DNA复制,富集的DEGs均为10个,且主要呈现

下调表达,表明淀粉和糖代谢、DNA复制活动在

恢复常温后受到抑制(图5)。

2.6 激素信号转导相关基因的表达模式

激 素 是 植 物 生 长 发 育 的 重 要 调 节 因 子。

KEGG通路分析表明,激素信号转导通路与低温

胁迫关系密切。以低温胁迫处理24h(S3vsS1)
的21个显著上调表达的激素信号转导通路基

因为对象,进行表达模式分析。结果表明,多数

基因的表达水平随着低温处理时间延长而逐渐

升高,恢复常温后表达水平降低。这些基因编

码包括蛋白磷酸酶、蛋白激酶、植物激素响应蛋

白、植物激素信号受体蛋白、BZIP转录因子、激
素转运蛋白等组分(表3)。上述结果表明,JA、

GA、ABA、ET等激素均影响幼穗对低温胁迫的

应答反应。

2.7 在低温胁迫过程中表达差异显著的基因

依据低温胁迫处理24h(S3vsS1)节点的校

正后P 值大小,筛选出19个DEGs。这些DEGs
的表达水平大多数呈现随着低温处理时间的延长

而逐渐升高,恢复常温后逐渐降低的表达模式。
这些基因编码小麦肌动蛋白解聚因子(ADF)、胚
胎发育晚期丰富蛋白(LEA)、CCCH 锌指蛋白、

NAC家族转录因子等组分(表4),表明 ADF、

LEA、NAC 等基因上调表达可能会提高幼穗对

低温的耐受性。

·6541· 麦 类 作 物 学 报                  第45卷



图5 DEGs的KEGG富集通路

Fig.5 KEGGenrichmentpathwayofDEGs

表3 低温处理24h显著富集的激素信号转导通路的基因

Table3 Genesofhormonesignaltransductionpathwaysignificantlyenrichedunder24-hourlowtemperaturetreatment

基因ID
GeneID

基因注释
Geneannotation

log2(FoldChange)

S2vsS1 S3vsS1 S4vsS1 S5vsS1
TraesCS3A01G362200
TraesCS5A01G183600
TraesCS4B01G210100

蛋白磷酸酶2C
Proteinphosphatase2C

1.08 2.74 3.57 0.76
1.97 3.93 4.75 1.93
1.58 5.57 5.75 3.44

Novel.12191 含组氨酸的磷酸转移蛋白2
Histidine-containingphosphotransferprotein2 0.69 1.04 1.20 -0.19

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

TraesCS2D01G577000 激酶家族蛋白
Kinasefamilyprotein 0.88 1.11 1.15 -0.24

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

TraesCS4B01G297100􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋
TraesCS4B01G297000

茉莉酸ZIM结构域蛋白
JasmonateZIMdomainprotein

2.53 3.59 3.24 1.59
1.05 1.49 2.06 1.18

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

TraesCS3B01G399200
TraesCS4A01G091200

冠菌素不敏感蛋白1
Coronatine-insensitiveprotein1

0.56 1.21 1.70 0.38
0.86 1.02 1.39 0.10

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

TraesCS5A01G058700
Novel.10994

生长素反应蛋白
Auxin-responsiveprotein

0.98 2.54 2.11 0.23
0.64 1.45 0.9 -0.04

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

TraesCS4B01G111100 生长素流入转运蛋白
Auxininfluxtransporter 1.33 1.32 2.52 0.27

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

TraesCS6A01G226200 生长素响应家族蛋白
Auxin-responsivefamilyprotein 0.97 2.08 2.12 1.56

TraesCS2D01G191800 GH3生长素响应蛋白
GH3auxin-responsiveprotein 1.17 2.17 2.58 0.14

TraesCS1D01G254500 赤霉素受体
Gibberellinreceptor 0.41 1.12 1.06 1.02

TraesCS2B01G105300 脱落酸受体
Abscisicacidreceptor 1.18 1.51 1.44 -0.37

TraesCS2D01G099400 乙烯不敏感蛋白3
Ethyleneinsensitive3 1.11 1.54 1.88 0.44

TraesCS7B01G075600 bZIP转录因子家族蛋白
bZIPtranscriptionfactorfamilyprotein -0.19 1.02 1.57 0.77

TraesCS6D01G312800 bZIP转录因子
bZIPtranscriptionfactor -0.03 1.03 2.15 1.25

TraesCS3A01G298800 调节蛋白Npr1
RegulatoryproteinNpr1 0.23 1.10 1.50 -0.07

TraesCS2D01G374300 响应调节因子
Responseregulator 0.32 1.93 1.96 1.26
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表4 低温胁迫过程中表达差异显著的基因

Table4 Geneswithsignificantdifferentialexpressionunderlowtemperaturestress

基因ID
GeneID

基因注释
Geneannotation

log2(FoldChange)

S2vsS1 S3vsS1 S4vsS1 S5vsS1

TraesCS5B01G491500

TraesCS5A01G478500

TraesCS5D01G491900

肌动蛋白解聚因子
Actindepolymerizingfactor

1.60 6.43 7.36 2.82

1.33 5.16 5.94 1.70

1.77 5.35 5.99 1.66

TraesCS3B01G205100

TraesCS3D01G180900

TraesCS4B01G332700

TraesCS4D01G329400

晚期胚胎发生丰富蛋白
Lateembryogenesisabundantprotein

2.74 6.33 7.84 5.01

2.63 5.73 7.27 4.16

2.28 5.48 7.06 3.73

3.76 7.38 9.05 5.54

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

TraesCS3A01G107200

TraesCS3B01G125600

TraesCS3D01G109300

含锌指CCCH结构域的蛋白质
ZincfingerCCCHdomain-containingprotein

3.18 4.90 6.27 1.82

2.83 5.01 6.33 1.48

2.61 4.74 6.37 2.1

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

TraesCS5A01G468300

TraesCS5D01G481200
含NAC结构域的假定蛋白

NACdomain-containingprotein,putative
1.46 5.64 6.48 3.18

1.54 5.98 6.88 2.89

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

TraesCS5B01G218200 早期光诱导蛋白
Earlylight-inducedprotein 2.06 5.22 4.48 -1.09

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

TraesCS2B01G077100
含重金属相关结构域的蛋白

Heavymetal-associateddomaincontaining
protein,expressed

1.84 3.74 4.74 1.70

TraesCS1D01G288700
真核翻译起始因子3亚基A
Eukaryotictranslationinitiation

factor3subunitA
4.45 5.03 6.99 2.98

TraesCS5A01G320300 伪响应调节因子
Pseudoresponseregulator 3.06 2.92 4.51 -1.23

TraesCS1B01G299300 QWRF基序蛋白(DUF566)
QWRFmotifprotein(DUF566) 4.93 5.53 7.16 3.22

TraesCS2D01G084400 蛋白磷酸酶2C
Proteinphosphatase2C 1.04 4.36 4.86 1.45

TraesCS7B01G170400 伴侣蛋白dnaJ
ChaperoneproteindnaJ 3.67 4.61 6.04 1.05

2.8 qRT-PCR分析

为了验证RNA-Seq数据的准确性,从表3和表

4的DEGs中随机选取6个DEGs进行qRT-PCR验

证。转录本数据经NCBIBlast确定引物特异性,以

Actin为对照,计算基因相对表达水平。结果表明,6

个DEGs在S2、S3、S4、S5时间节点的相对表达量较

S1主要呈现极显著差异(图6A)。由qRT-PCR所得

到的log2(FoldChange)和 RNA-Seq的log2(Fold-
Change)相关系数(R2)>0.8,二者间呈显著正相关

(图6B),表明RNA-Seq数据准确可靠。

  *:P<0.05;**:P<0.01.
图6 6个DEG基因的表达水平(A)及其qRT-PCR和RNA-Seq的相关性分析(B)

Fig.6 Expressionlevelsofsixgenes(A)andthecorrelationanalysisofbetweenRT-qPCRandRNA-Seq(B)

·8541· 麦 类 作 物 学 报                  第45卷



3 讨论

3.1 减数分裂期遭遇低温小麦结实率的变化

生产上倒春寒对小麦生长发育会产生严重影

响。通常小麦孕穗前遭受低温冻害主要引起穗数

和穗粒数降低[6]。低温导致无效小穗和不育小花

数增加,造成穗粒数减少[24]。严重的倒春寒会引

起小麦茎秆损伤、不抽穗或畸形穗及有效穗数降

低[31]。本研究发现,在人工可控环境条件下小麦

减数分裂期遭受低温胁迫后花药组织超微结构发

生损伤,籽粒结实率降低。在小麦进入生殖发育

期时,低温对细胞膜结构、细胞器的破坏以及胞内

渗透压的改变会造成茎、穗等组织细胞的损伤,从
而导致株高、穗长显著下降。

3.2 减数分裂期小麦幼穗响应低温胁迫的基因

表达特征

本研究中,在低温诱导、胁迫直至恢复常温过

程中小麦幼穗激素信号响应、合成和转导等相关

基因的表达发生变化。研究表明,激素参与植物

对低温胁迫的反应。冷驯化正调控因子 OPEN
STOMATA1(OST1)是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白

激酶[32],也是脱落酸(ABA)信号传递的关键成

分,能够调节气孔孔径[33]。OST1能够被冷胁迫

激活,并通过ICE1-CBF-COR通路提高植株对低

温的耐冻性[34-35]。IAA (生长素)是重要的植物

激素。Kyohei等[36]发现在植物激素响应蛋白作

用下,低温胁迫会抑制生长素的细胞内运输。JA
(茉莉酸)是植物界中普遍存在的一类氧化脂类化

合物,是调节多种植物过程的重要信号分子,能够

激发植物抗寒基因的表达,增强植株抗寒性[37]。
本研究中编码ADF的TraesCS5A01G478500、

TraesCS5B01G491500 和 TraesCS5D01G491900
是分布于A、B和D基因组的3个同源基因,低温

胁迫后显著上调表达。肌动蛋白的细胞骨架可以

影响细胞对非生物应激的反应和信号转导[38],

ADF通过解聚肌动蛋白来调节F-肌动蛋白和G-
肌动蛋白之间的比例,以重塑肌动蛋白的细胞骨

架[39]。研究表明,ADF可增强植物的低温耐受

性。在拟南芥中过表达TaADF16基因,能够提高

植株ROS清除能力和细胞渗透调控能力,进而提

高拟南芥的抗冻性[40]。在水稻中过表达南极发

草(D.antarctica)的DaADF3基因也能够显著提

高转基因水稻植株的耐寒性[41]。
细胞中LEA蛋白可通过与DNA或RNA结

合,形 成 一 个 紧 密 的 氢 键 网 络 来 稳 定 细 胞 结

构[42],以减少非生物胁迫引起的损伤[43]。本研

究中,LEA 基因在低温胁迫后的幼穗中显著上调

表达。Guo等[44]发现玉米低温胁迫后LEA 基因

转录本显著上调。在大肠杆菌和酵母中异源表达

CsLEA1基因,可显著提高两种微生物的低温耐

受性[45]。

CCCH锌指蛋白作为转录因子可通过调控

下游低温耐受性相关基因的表达水平来提高植株

对低温胁迫的耐受性。本研究中,编码CCCH锌

指蛋白的TraesCS3A01G107200、TraesCS3B01G1-
25600、TraesCS3D01G109300是分布于 A、B和

D基因组的3个同源基因,低温胁迫后均显著上

调表达。Lin等[46]在拟南芥中过表达CCCH 锌

指蛋白调控的下游基因AtTZF1,可显著提高植株

的耐寒性。锌指蛋白合成基因SCOF-1受到低温

胁迫后能够诱导COR 基因表达,过表达SCOF-1
基因可增强拟南芥的耐寒性[47]。

本研究表明,在减数分裂期的低温胁迫可引

起小麦花药组织超微结构的损伤,使籽粒结实率

显著下降。利用转录组测序技术分析发现,幼穗

遭受低温胁迫过程中的DEGs主要涉及激素信号

转导、光合作用、昼夜节律-植物、糖代谢、DNA复

制等 生 物 反 应。编 码 植 物 激 素、ADF、LEA、

CCCH 锌指蛋白等相关功能的基因在低温处理

各个时间节点均显著上调表达,其可能参与调控

小麦幼穗抵御低温胁迫的反应。本实验室正在利

用VIGS和转基因技术进行这些基因的功能验

证,以期为阐明小麦减数分裂期对低温的耐受性

提供理论依据。
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