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摘 要:细胞分裂素响应调节子(RR)是细胞分裂素信号转导途径中的重要组分,行使细胞分裂素信号输

出与调控下游基因信号应答的重要功能。为了探究小麦RR 基因在植物低温胁迫应答中的作用,以强抗寒性

冬小麦品种东农冬麦1号(Dn1)为材料,克隆了小麦 A型细胞分裂素响应调节基因(TaRRA6-D),对其进行

生物信息学、亚细胞定位及低温下启动子活性分析,并转化拟南芥野生型创建了过表达株系,进行根长表型观

察及抗冻实验。结果表明,TaRRA6-D基因(TraesCS5D02G140200)全长1088bp,编码序列696bp,该基因

被定位于小麦5D染色体,其编码蛋白为不稳定疏水性蛋白。经系统进化树分析,小麦TaRRA6-D蛋白与粗

山羊草和大麦RR蛋白的亲缘关系较近。TaRRA6-D蛋白定位于细胞核。TaRRA6-D启动子区含有响应低

温、干旱、光及多种激素的顺式作用元件;TaRRA6-D启动子的活性受低温诱导表达。与野生型相比,无论是

否添加6-BA,过表达株系根长均显著增长。与野生型相比,过表达株系幼苗抗冻性显著增强,6-BA处理对幼

苗抗冻性提高更明显。
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CloningandPreliminaryAnalysisoftheColdResistanceFunctionofthe
TaRRA6-D GeneinWinterWheat(Triticumaestivum L.)
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Abstract:Cytokininresponseregulators(RR),asimportantcomponentsofthecytokininsignaling
pathway,performcriticalfunctionsincytokininsignalingoutputandregulationofdownstreamgene
signalingresponses.InordertoinvestigatetheroleofwheatRRgenesinresponsetolow-temperature
stress,weclonedtheA-typecytokininresponsiveregulatorgeneTaRRA6-Dfromthewheatcultivar
Dongnongdongmai1(Dn1),performedbioinformaticsanalysis,subcellularlocalizationanalysis,and
promoteractivityanalysisunderlow-temperature.WealsogeneticallytransformedArabidopsiswild
typetocreateoverexpressionlinesforphenotypicobservationofrootlengthandcoldresistanceevalu-
ation.BioinformaticsanalysisshowedthattheTaRRA6-Dgene(TraesCS5D02G140200)was1088bp
intotallength,withacodingsequenceof696bp,whichwaslocalizedtowheatchromosome5D,and
theencodedproteinwasanunstablehydrophobicprotein.Thephylogenetictreeanalysisshowedthat
thewheatTaRRA6-DproteinwasmostcloselyrelatedtotheRRproteinsofAegilopstauschiiand
Hordeumvulgare.TransientexpressionanalysisoftransformedtobaccoshowedthatTaRRA6-Dpro-
teinwaslocalizedinthenucleus.Analysisofcis-actingelementsinthepromoterregionofthegene
showedthattheTaRRA6-Dpromoterregioncontainedcis-actingelementsresponsivetolow-tempera-
ture,drought,light,andavarietyofhormones.ExpressionpatternanalysisofthetransformedAra-



bidopsisthalianalinesshowedthatTaRRA6-Dpromoteractivitywasinducedtoexpressbylow-tem-
perature.Phenotypicobservationsshowedthatrootlengthoftheoverexpressionlinesincreasedsig-
nificantlycomparedwiththewildtype,withorwithouttheadditionof6-BA.Seedlingfreezingre-
sistanceassayshowedthatseedlingsofoverexpressionlinesweresignificantlyresistanttolow-temper-
aturecomparedwithwildtype,and6-BAtreatmentsignificantlyimprovedthefreezingresistanceof
seedlings.
Keywords:Winterwheat(Triticumaestivum L.);TaRRA6-D ;Genecloning;Coldresistance;Pro-
moteractivity;Subcellularlocalization

  小麦作为三大谷物之一,在世界各地广泛种

植。黑龙江地处高纬度地区,季节温差大,低温胁

迫严重影响了小麦的生长与产量。东农冬麦1号

(Dn1)是黑龙江省首例能在高寒地区成功越冬的

冬小麦品种(返青率高达85%),具有极强的抗寒

性,深入研究其抗寒分子机制有助于挖掘抗寒基

因资源,推动抗寒作物品种选育,提高土地利用

率,促进作物产业健康稳定发展。
低温影响植物的生长发育、地理分布、产量及

质量,植物激素细胞分裂素(CTK)在协调植物的

生长发育及对低温胁迫的耐受性方面发挥着重要

作用[1]。研究表明,低温可引起小麦和水稻内源

细胞分裂素含量降低[2],外源细胞分裂素处理可

通过增加内源细胞分裂素含量提高低温胁迫下小

麦幼苗的耐冷性[3]。
细胞分裂素响应调节子(cytokininresponse

regulators,RR)是细胞分裂素信号转导途径的重

要组分,行使细胞分裂素信号输出与调控下游基

因信号应答的重要功能[4]。RR参与茎部和根部

顶端分生组织发育以及愈伤组织形成和维管形成

层发生,诱导根尖向水性、不定根发生、下胚轴伸

长、叶片衰老,改变叶序排列、气孔数量、种子萌

发、性别分化等生长发育过程,还参与植物抵御干

旱、冷害、冻害、高盐等非生物胁迫[5]。RR分为4
种类型:A型(RRA)、B型(RRB)、C型(RRC)和
与生物钟相关的伪RR(PRR)[6]。B型RR充当

细胞 分 裂 素 应 答 的 正 调 节 因 子,其 C-端 含 有

GARP样DNA结合结构域,N-端含有受体结构

域[7]。A型RR是细胞分裂素的应答基因,可直

接受B型RR调节[8],其N-端含有一个受体结构

域但缺乏DNA结合结构域,A型RR可能通过

与B型RR竞争磷酸基团而作为细胞分裂素的负

调节因子[9]。据报道,过表达拟南芥 A型 ARR
(拟南芥 RR命名为 ARR)———ARR7提高了植

株的抗冻性[10];A型ARR 被认为是整合乙烯和

细胞分裂素信号调控植物对冷胁迫响应的关

键[10];A 型ZmRR1 正调控玉米耐冷性[11]。目

前,RR参与小麦低温应答的作用机制尚不清楚。
本课题组前期构建了5℃、-10℃和-25

℃下强抗寒冬小麦品种Dn1和弱抗寒冬小麦品

种济麦22(J22)分蘖节的靶向植物激素代谢组,
发现极端低温下Dn1的细胞分裂素水平显著增

加[12],而细胞分裂素调控小麦抗寒性的分子机制

尚不清楚。本研究在低温下筛选出Dn1中表达

量较高的A型RR基因TaRRA6-D,对其进行生

物信息学分析及预测,克隆该基因和启动子区进

行亚细胞定位和低温下启动子活性分析,将TaR-
RA6-D基因异源表达拟南芥植株,对转基因植株

在低温胁迫下的抗寒功能进行初步分析。

1 材料与方法

1.1 试验材料

小麦(TriticumaestivumL.):强抗寒冬小麦

品种东农冬麦1号(Dn1)[13-14],由东北农业大学

小麦室提供。
拟南芥(Arabidopsisthaliana):野生型(WT,

Col-0),由东北农业大学植物生理与分子生物学

实验室保存。arr7突变体(SALK_034612C),购
自 AraShare(https://www.arashare.cn/index.
html)网站。

烟草(Nicotianatabacum):本氏型,由东北

农业大学植物生理与分子生物学实验室保存。

1.2 试验方法

1.2.1 植物材料的种植

Dn1的种植:Dn1于2022年9月14日在东北

农业大学校内试验田播种。待大田自然降温且田

间连续10d的平均最低温分别在5℃(2022年10
月20日)、-10℃(2022年11月27日)和-25℃
(2022年12月28日)时,随机选取长势一致的小

麦苗,取小麦分蘖节(Dn1主要的越冬器官)部位,
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剪成长约1cm小段,用锡纸包裹好迅速放入液氮

中冷冻,保存在-80℃冰箱中备用。
拟南 芥 的 种 植:将 花 土 和 蛭 石 等 比 例 混

合,搅拌均匀,灭菌锅121℃灭菌20min,待土

冷却后装入花盆中,撒入拟南芥种子,两周后

单独移出幼苗,待幼苗开花后进行侵染。植物

光照培养室培养:室温24℃,光/暗周期16h/

8h,光照强度120~150μmol·m-2·s-1,相
对湿度60%。

烟草的种植:烟草种子消毒后种植于褐色托

盘,放置于光照培养室培养。培养条件:室温24
℃,光照强度70~80μmol·m-2·s-1,光/暗周

期16h/8h,相对湿度70%左右。

1.2.2 实时荧光定量检测(qRT-PCR)
使用超纯RNA提取试剂盒(康为世纪,江苏)

提取Dn1分蘖节总RNA,用反转录试剂盒(诺唯

赞,南京)进行cDNA合成。使用PrimerPremier
5.0软件设计小麦TaRRA6-A(TraesCS5A02G131600)、
TaRRA6-B(TraesCS5B02G132900)、TaRRA6-D
(TraesCS5D02G140200)的特异性引物用于qRT-
PCR,TaActin(TraesCS5B01G124100)作为内参

基因,引物序列如表1所示。定量使用ChamQ
UniversalSYBRqPCRMasterMix(诺唯赞,南
京),体系为20μL,具体程序设定参考说明书。
每个样品均3个生物学重复,使用2-ΔΔCt 法计

算相对表达量。

表1 本研究所用引物

Table1 Primersusedinthisstudy

引物名称
Primername

序列
Sequence(5'-3')

用途
Purpose

TaActin-F CCTTAGTACCTTCCAACAGATGT

TaActin-R CCAGACAACTCGCAACTTAGA

TaRRA6-A-F GCGATACCGTCACCATTAGCG

TaRRA6-A-R CGGATGTTGCTGCTATCACCAG

TaRRA6-B-F TCTTCTGTCCATGCAGACCAG

TaRRA6-B-R GATCTTCTTGAGCAGATCGTATCC

TaRRA6-D-F GTCCATGCAGACCAGCTGGAC

TaRRA6-D-R CTTGATCTTCTTGAGCAGATCATAC

qRT-PCR

TaRRA6-D-F ACGCTCGCTCTTTCTTCTCC

TaRRA6-D-R CGAGCATGGTCTGACTGGAT
基因克隆
Genecloning

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

ProTaRRA6-D-F CGCCCTCGGAAAGTTGGAC

ProTaRRA6-D-R ATCCCAGGCATGCAGTAGTC
启动子克隆

Promotercloning

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

35S∶TaRRA6-D-F CCTGCAGGCTGAGGCTTAATTAAACGCTCGCTCTTTCTTCTCC

35S∶TaRRRA6-D-R TCCCGGGGCTGAGGTTTAATTAACGAGCATGGTCTGACTGGAT
过表达

Overexpression

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

ProTaRRA6-D-GUS-F ACGGGGGACTCTAGAGGATCCATTAGTGGTGAGCTGGAGGTA

ProTaRRA6-D-GUS-R GGACTGACCACCCGGGGATCCTGGAGTCGAGTTTATATGCAC
GUS染色
GUSstaining

TaRRA6-D-GFP-F GAGCTCGGTACCCGGGGATCCATGGCGGTGGCGATCGCGGA

TaRRA6-D-GFP-R GGTGTCGACTCTAGAGGATCCACAATTGTGGTTTGGTCTGC
亚细胞定位

Subcelluarlocalization

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

1.2.3 TaRRA6-D基因及启动子克隆

使用超纯 RNA 提取试剂盒(康为世纪,江
苏)提取 Dn1分蘖节总 RNA,用反转录试剂盒

(诺唯赞,南京)合成cDNA。使用植物DNA提

取试剂盒(康为世纪,江苏)提取 Dn1分蘖节总

DNA,具体实验步骤均参考说明书。利用Primer
Premier5.0软件设计克隆引物,进行目的基因及

启动子的扩增,克隆引物序列如表1所示。PCR
扩增体系为20μL,反应程序为95℃反应3min;

95℃反应15s,58℃反应30s,72℃反应30s,

35个循环;72℃反应5min。使用克隆载体连接

试剂盒(擎科,北京)将目的基因片段与克隆载体

连接后转入大肠杆菌DH5α感受态,待测序成功

后菌液用30%甘油保存于-80℃冰箱。

1.2.4 TaRRA6-D基因生物信息学分析

利用ExPASy-ProtParam(https://web.ex-
pasy.org/protparam/)对 TaRRA6-D 蛋白的理

化性质进行在线分析;使用NCBI(http://www.
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ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)对

TaRRA6-D进行蛋白质结构域预测;使用SOP-
MA(https://prabi.ibcp.fr/htm/site/web/app.
php)进行蛋白质二级结构预测;使用同源建模

SWISS-MODEL(https://www.swissmodel.ex-
pasy.org/)在线程序对其蛋白三级结构建模;利
用 MEGA11软件对12个物种的RR蛋白序列进

行比对和进化分析;利用 MEME在线程序(ht-
tp://meme-suite.org/tools/meme)对不同物种的

RR蛋白进行 motif分析;利用PlantCARE(ht-
tp://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plant-
care/html/)对TaRRA6-D基因的启动子区(上游

2000bp)顺式作用元件进行分析。

1.2.5 TaRRA6-D基因启动子活性分析

使用限制性内切酶Hind Ⅲ和BamHΙ双酶

切pBI121-35S-GUS载体,以克隆成功的TaR-
RA6-D启动子质粒作为模板,使用同源重组引物

(表1)进行PCR扩增,利用一步克隆试剂盒(诺
唯赞,南京)将含有TaRRA6-D 启动子片段的同

源重组产物与酶切后的pBI121-35S-GUS载体连

接后转入大肠杆菌DH5α感受态,待测序成功后,
提取质粒转入农杆菌感受态GV3101中,待PCR
鉴定菌液为阳性后,用50%甘油保存于-80℃冰

箱中。
取活化好的含有重组质粒的农杆菌菌液,

6000r·min-1 离心2min,弃上清用缓冲液(添
加表面活性剂的5%蔗糖溶液)重悬菌液,测量

OD600=0.8~1.0。将拟南芥 WT花序浸入菌液

1min,密封袋密封好暗处理1d后在袋子上打

孔,随后转移至正常光下2d后去除密封袋,5d
后重复侵染。收取侵染后拟南芥植株的种子记作

T0 代,用酒精和次氯酸钠消毒后均匀置于含有

Kan的1/2MS培养基中筛选,重复筛选直至T3
代,剪取拟南芥叶片提取DNA。利用TaRRA6-D
启动子克隆的上、下游引物进行PCR鉴定。将鉴

定成功的拟南芥种子播种于土壤中,待其生长至

4周苗龄时分别放置在常温条件下继续正常培养

4h(对照组)和4℃低温条件下处理4h(低温处

理组)。将处理后的植株分别浸泡于 GUS染液

中进行组织化学染色。反应结束后用95%乙醇

进行脱色处理,对样品染色情况进行观察并拍照。

1.2.6 TaRRA6-D蛋白亚细胞定位分析

以克隆TaRRA6-D基因的质粒作为模板,使用

同源重组引物(表1)进行PCR扩增。使用BamH
I对pCAMBIA2300-EGFP载体进行37℃过夜酶

切。同样,用一步克隆试剂盒(诺唯赞,南京)进行

载体连接和转化农杆菌感受态GV3101。将PCR
鉴定成功的农杆菌进行活化,取50mL二次活化

的农杆菌菌液,6000r·min-1 离心8~10min,
弃上清液。加入菌悬液(10mmol·L-1 MgCl2、

150mmol·L-1AS、10mmol·L-1 MES)重悬

菌液,调节OD600 为0.8左右,室温避光静置3~
4h。挑选苗龄4周、叶片大小一致的烟草,使用1
mL注射器将菌液缓慢注射进入烟草叶片下表皮

中,室温暗培养1d,正常生长光下培养2d。用镊

子撕取烟草叶片下表皮制作临时装片,在激光共

聚焦显微镜(TCSSP8,德国徕卡)下实时观察叶

片中的绿色荧光信号,成像。

1.2.7 TaRRA6-D过表达拟南芥植株的筛选与鉴定

构建过 表 达 载 体 pCAMBIA230035S-TaR-
RA6-D,所用引物见表1,使用花序侵染法侵染拟

南芥,在含Kan的1/2MS培养基中筛选,待转基

因植株生长至T3 代,剪取拟南芥叶片提取DNA。
利用35S启动子序列上游引物及TaRRA6-D 基

因克隆的下游引物进行PCR鉴定。同样剪取T3
代转基因拟南芥叶片提取RNA,利用试剂盒反转

录为cDNA,用表1中TaRRA6-D的定量引物作为

上下游引物,进行PCR鉴定及qRT-PCR鉴定。

1.2.8 TaRRA6-D过表达拟南芥植株的表型观察

用75%酒精消毒拟南芥种子1min,随后用

灭菌水清洗3次,继续用2.5%的次氯酸钠消毒5
min,随后再用灭菌水清洗5次。将清洗后的种

子均匀播种在处理组(0.1μmol·L-16-BA)和
对照组(无6-BA)的1/2MS培养基上,在光照培

养箱(光/暗周期16h/8h)中垂直培养7d。观察

根系生长情况,拍照,并用ImageJ软件测量根

长。3次重复,每重复约50株。

1.2.9 低温胁迫下TaRRA6-D过表达拟南芥植株的

表型观察

在1/2MS培养基上分别点播相同数量的拟

南芥种子,待其生长10d后转移至-10℃培养

箱处理4h。另一部分待其生长7d后,转移至添

加10μmol·L-16-BA的1/2MS培养基上,待其

生长3d后,转移至-10℃处理5h,将上述处理

好的拟南芥植株恢复室温培养3d后进行表型变

化观察,并统计存活率。拟南芥存活率统计按照
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恢复期后所有植株中存活植株的百分比计算,3
次重复,每重复约50株。植株在叶片变黄、不再

生长时被定义为死亡。

2 结果与分析

2.1 低温下TaRRA6基因表达分析和TaRRA6-D
基因及启动子的克隆

先前研究表明,8个小麦A型RR 基因(TaRRA)
的表达在冷胁迫处理6h后增加,其中TaRRA6-A、

TaRRA6-B和TaRRA6-D的表达持续增加至处理12
h[15]。为了探究Dn1中TaRRA 基因对低温胁迫

的响应,挑选3个A型TaRR(TaRRA6-A、TaR-
RA6-B和TaRRA6-D)基因,采用qRT-PCR法检

测低温胁迫下 Dn1中 TaRRA 基因表达变化。
结果(图1)表明,随着温度的降低,TaRRA6-A 和

TaRRA6-B基因表达量呈先下降后上升的趋势,
而TaRRA6-D 基因表达量呈上升趋势,3个基因

表达量均在-25℃时达到最高,且TaRRA6-D基

因-25℃下表达量为5℃下表达量的14倍,表达

量变化极显著。因此,选择TaRRA6-D作为目的基

因进行后续研究。

  分 别 提 取 Dn1分 蘖 节 RNA 和 DNA,以

RNA为模板进行基因克隆,以DNA为模板进行

启动子克隆。电泳检测获得完整的696bp基因

片段(图2A)和2000bp启动子片段(图2B),测
序结果无碱基突变,与数据库序列匹配,表明已成

功克隆TaRRA6-D基因和启动子序列。

  图柱上不同小写字母表示在不同处理间差异显著(P<0.05)。

下图同。

Differentlettersabovecolumnsindicatesignificantdifferences

betweentreatments(P<0.05).Thesameinfigures6-9.

图1 低温胁迫下Dn1分蘖节中TaRRA6同源基因的表达量

Fig.1 ExpressionofTaRRA6homologousgenein
tilleringnodeofDn1underlow-temperaturestress

  M1 和 M2:Markers;1~5代表不同重复。

M1andM2:Markers;1-5representdifferentrepetitions.

图2 Dn1分蘖节中TaRRA6-D基因(A)及启动子克隆(B)

Fig.2 CloningofTaRRA6-Dgene(A)andpromoter(B)intilleringnodeofDn1

2.2 TaRRA6-D生物信息学分析

TaRRA6-D基因(TraesCS5D02G140200)全
长1088bp,CDS长为696bp,位于小麦基因组

5D染色体。编码231个氨基酸,含有4个内含子

和5个外显子。蛋白分子质量为25.36kD,理论

等电点为5.05,属弱酸性;不稳定指数为50.10,
脂肪指数为80.17,亲水性平均值为-0.475,表
明该基因编码的蛋白为不稳定疏水性蛋白。

TaRRA6-D属于A型响应调节蛋白,是PLN03029
超家族成员。TaRRA6-D蛋白二级结构预测显

示:该蛋白中无规则卷曲占51.95%,α-螺旋占

27.27%,延伸链占16.88%,表明该蛋白为无规则

卷曲型蛋白。蛋白三级结构建模结果显示该蛋白

为F2CZB4.1.A,与模板序列相似度为94.76%,

GMQE值为0.7。
将小麦(Triticumaestivum,XP_044396212.1)

与粗山羊草(Aegilopstauschii,XP_020160428.1)、
大麦(Hordeumvulgare,KAI4991868.1)等 的

RR蛋白序列进行比对,结果(图3A)显示,小麦

与粗山羊草和大麦的 RR蛋白亲缘关系较近。
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motif分析结果(图3B)显示,小麦TaRRA6-D 与

粗山羊草和大麦含有7个相同的 motif基序,与
二穗短柄草含有6个相同的 motif基序。结果说

明不同物种的RR蛋白序列高度保守,可能具有

相似的生物学功能。

2.3 TaRRA6-D基因启动子活性分析

顺式作用元件分析结果(表2)显示,TaR-
RA6-D基因启动子区含有参与 MeJA响应元件、

ABA响应的ABRE基序,SA响应元件及参与光

响应的G-box基序等作用元件;此外,TaRRA6-
D还含有响应低温的LTR和脱水响应的DRE顺

式作用元件,TaRRA6-D的基因表达可能响应低

温。低温下TaRRA6-D 基因的启动子活性分析

显示,常温下,TaRRA6-D 的启动子能够启动转

ProTaRRA6-D-GUS拟南芥植株中GUS基因的

表达;4℃低温处理4h后,GUS染色明显加深

(图4)。结果表明,TaRRA6-D 的启动子可以受

低温诱导而启动下游基因的表达。

图3 TaRRA6-D系统进化树(A)及 motif分析(B)

Fig.3 Phylogenetictree(A)andmotifanalysis(B)ofTaRRA6-Dprotein

表2 TaRRA6-D启动子区顺式作用元件

Table2 Cis-actingelementsinthepromoterregionofTaRRA6-D

种类
Category

元件
Element

描述
Description

个数
Quantity

胁迫Stress DREcore 脱水响应元件 Dehydrationresponsiveelement 1
LTR 参与低温响应的顺式作用元件Cis-actingelementinvolvedinlow-temperatureresponsiveness 1

光Light chs-CMA2a 光响应元件 Alightresponsiveelement 1
TCCC-motif 光响应元件Alightresponsiveelement 1
GATA-motif 光响应元件Alightresponsiveelement 1
I-box 光响应元件Alightresponsiveelement 1
Sp1 光响应元件 Alightresponsiveelement 1
G-box 参与光响应的顺式作用调节元件Cis-actingregulatoryelementinvolvedinlightresponsiveness 2

调节
Regulation

CAAT-box 启动子和增强子区域中的常见顺式作用元件
Commoncis-actingelementinpromoterandenhancerregions 8

TATA-box 在转录开始30左右的核心启动子元件Corepromoterelementaround-30oftranscriptionstart 11
A-box 顺式作用调节元件Cis-actingregulatoryelement 1

生长
Development

ARE 厌氧诱导所必需的顺式作用调节元件
Cis-actingregulatoryelementessentialfortheanaerobicinduction 2

GC-motif 参与缺氧特异性诱导的增强子样元件
Enhancer-likeelementinvolvedinanoxicspecificinducibility 1

激素
Hormone

TGACG-motif 参与茉莉酸甲酯反应的顺式作用调节元件
Cis-actingregulatoryelementinvolvedintheMeJA-responsiveness 2

CGTCA-motif 参与茉莉酸甲酯反应的顺式作用调节元件
Cis-actingregulatoryelementinvolvedintheMeJA-responsiveness 2

ABRE 参与脱落酸反应的顺式作用元件
Cis-actingelementinvolvedintheabscisicacidresponsiveness 2

TCA-element 参与水杨酸反应的顺式作用元件Cis-actingelementinvolvedinsalicylicacidresponsiveness 1

TGA-element 生长素响应元件 Auxin-responsiveelement 1

GARE-motif 赤霉素响应元件Gibberellin-responsiveelement 3
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图4低温下TaRRA6-D基因启动子活性分析

Fig.4 PromoteractivityanalysisofTaRRA6-Dgeneunderlow-temperature

2.4 TaRRA6-D蛋白亚细胞定位

将TaRRA6-D基因与GFP绿色荧光蛋白融

合,在本氏烟草叶片瞬时表达。如图5所示,单
独表达GFP蛋白时,整个烟草叶片细胞中均可

检 测 到 绿 色 荧 光 信 号;而 在 表 达 TaRRA6-D-
GFP融合蛋白时,仅在烟草叶片细胞核中检测

到绿色荧光信号,表明 TaRRA6-D蛋白位于细

胞核中。

2.5 TaRRA6-D过表达拟南芥植株的筛选及鉴定

遗传转化拟南芥野生型植株(图6A),获得

T0 代种子,后续在添加Kan的1/2MS培养基中

继续筛选至T3 代(图6B、C)。提取T3 代拟南芥

植株叶片DNA,以野生型拟南芥为对照,用含有

35S启动子的上游引物和TaRRA6-D基因克隆的

下游引物进行PCR扩增,验证并获得TaRRA6-D过

表达植株(图6D)。提取T3 代过表达拟南芥植株叶

片总RNA进行半定量PCR(图6E)及定量qRT-
RCR检测(图6F),选取表达量最高的3个过表达株

系(OE-8、OE-9、OE-10)进行后续功能验证。

2.6 TaRRA6-D 过表达拟南芥植株根长生长对

6-BA的敏感性

用TaRRA6-D序列在TAIR(https://www.
arabidopsis.org/)网站进行Blast,检索到拟南芥

A型 ARR 突 变 体arr7(SALK_034612C)。以

WT、arr7、OE-8、OE-9、OE-10拟南芥植株为材

料,对其根系伸长生长进行6-BA 敏感性分析。
如图7A所示,无6-BA处理下,植株根长表现为

arr7>过表达植株>WT;但0.1μmol·L-16-
BA处理显著抑制了各株系根系的伸长生长,且
植株根长表现为过表达植株>arr7>WT。根长

测量结果(图7B)与表型观察结果相一致。这表

明,过表达TaRRA6-D基因降低了拟南芥植株的根长

对6-BA的敏感性。

2.7 TaRRA6-D 过表达拟南芥植株的抗冻表型

观察及存活率统计

为了探究转TaRRA6-D 基因对拟南芥植株

抗寒性的影响,对 WT、arr7、OE-8、OE-9、OE-10
拟南芥植株进行幼苗抗冻实验。如图8A所示,

-10℃4h处理后,所有株系均出现叶片发黄、
植株萎蔫的现象;存活率统计发现,TaRRA6-D
过表达拟南芥植株存活率显著大于突变体大于

WT植株,突变体和 WT存活率差异不显著(图

8B)。先前的研究表明,拟南芥arr7突变体在冷

处理后存活率与 WT相比无明显差异[16],本实验

结果与之相一致。过表达TaRRA6-D 基因提高

了拟南芥植株的抗寒性。

图5 TaRRA6-D蛋白亚细胞定位

Fig.5 SubcellularlocalizationofTaRRA6-D
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  M:Marker;A:T0;B:T1;C:T2;D~E:阳性植株鉴定,OE-1~OE-10分别代表阳性植株;WT:野生型;F:TaRRA6-D过表达拟南

芥T3 代植株基因相对表达量检测。

A:T0;B:T1;C:T2;D-E:IdentificationofpositiveplantsOE-1-OE-10;WT:Wildtype;F:Relativeexpressionanalysisof
ArabidopsisT3generationplantoverexpressingTaRRA6-D.

图6 TaRRA6-D基因过表达拟南芥阳性植株筛选及鉴定

Fig.6 ScreeningandidentificationofArabidopsiathalianapositiveplantsoverexpressingTaRRA6-Dgene

  BA可提高过表达ARR5、ARR7和ARR15植

株的抗冻性[10]。为了探究外源细胞分裂素处理

对转TaRRA6-D基因拟南芥植株抗寒性的影响,
对 WT、arr7、OE-8、OE-9、OE-10拟南芥植株外

源施加6-BA进行幼苗抗冻实验。如图9A所示,
未添加6-BA的培养基上各植株均呈黄白色,死

亡率为100%;添加10μmol·L-16-BA的培养

基上,各植株出现部分黄化现象,存活率统计显示

6-BA处理组存活 率 均 显 著 高 于 对 照 组,其 中

TaRRA6-D过表达拟南芥植株的存活率显著大

于突变体大于 WT(图9B)。这表明,外源细胞分

裂素处理提高了转基因拟南芥植株的抗冻性。
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图7 TaRRA6-D基因过表达拟南芥植株根系伸长表型观察(A)和根长测量结果(B)

Fig.7 Phenotypicobservationofrootlength(A)andmeasurementofrootlength(B)inArabidopsisoverexpressionlines

图8 TaRRA6-D过表达拟南芥植株冷冻表型观察(A)和存活率统计(B)

Fig.8 Phenotypeobservation(A)andsurvivalratestatistics(B)oftheArabidopsisoverexpression
linesunderlow-temperaturetreatment

图9 6-BA处理下TaRRA6-D过表达拟南芥植株冷冻表型观察(A)和存活率统计(B)

Fig.9 Phenotypeobservation(A)andsurvivalratestatistics(B)oftheArabidopsisoverexpressionlinesunder6-BAtreatment

3 讨论

A型RR已从拟南芥[17]、水稻[18]、玉米[19]、
大豆[20]、番茄[21]、紫花苜蓿[22]等物种中被分离和

鉴定。2022年,Sun等[15]从小麦参考基因组中鉴

定了20个RRA、71个RRB、43个RRC和17个

PRR。对TaRRA 表达模式分析显示,8种TaR-

RA 的表达量在低温(4℃)处理6h后开始增加,

5 种 TaRRA (TaRRA1-D、TaRRA4-B、TaR-
RA6-A、TaRRA6-B、TaRRA6-D)的表达量持续

增加至处理12h后。本研究检测了大田自然降

温条件下Dn1分蘖节中TaRRA6基因的表达量,
发现-25℃下TaRRA6-A、TaRRA6-B 和TaR-
RA6-D的表达量均显著高于5℃,这与低温提高
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了小麦TaRRA6-A、TaRRA6-B、TaRRA6-D [15]

及拟南芥ARR4和ARR5表达量[23]的结果相似。
特别是TaRRA6-D基因表达量在-25℃下为5℃
下的 14 倍,表 明TaRRA6-D 响 应 低 温 表 达。

TaRRA6-D基因启动子区含有低温胁迫响应元

件LTR,启动子活性分析进一步证实,TaRRA6-
D的启动子受低温(4℃,4h)诱导,进而能够启动

下游GUS基因的表达,这与转ProARR7:GUS基

因的拟南芥(拟南芥ARR7启动子活性分析)在低

温(1℃,6h)下显著增强了GUS基因的表达[16]

结果相一致。
蛋白质亚细胞定位与其功能密切相关。将

TaRRA6-D-GFP融合蛋白在烟草中瞬时表达,发
现TaRRA6-D 蛋白定位于细 胞 核 中。拟 南 芥

ARR7(A型ARR)是TaRRA6-D的同源物,其蛋

白定位于细胞核中[24];甜瓜CmRR6(A型RR)也
定位于细胞核中[25]。TaRRA6-D蛋白与 ARR7
和CmRR6有类似的定位模式,提示不同物种间

RR蛋白功能的保守性。
过表达TaRRA6-D 基因提高了拟南芥植株

的抗冻性,这与过表达 A 型(ARR5、ARR7 和

ARR15)[10]和B型ARR1基因均提高了拟南芥植

株的抗冻性[26]相一致。BA被报道能够稳定 A
型ARR蛋白[27]。本研究进一步检测了6-BA处

理下植株的抗冻性,发现外源6-BA处理显著增

强了野生型及过表达植株的抗冻性,这与BA提

高了过表达ARR5、ARR7和ARR15植株的抗冻

性结果相类似[10]。转基因植株的表型观察发现,
外源6-BA 处理下过表达植株的根长大于野生

型,表明过表达TaRRA6-D降低了拟南芥植株根

长对细胞分裂素的敏感性,这与过表达ARR3、
ARR5、ARR6、ARR15、ARR16植株对细胞分裂

素敏感性降低[27-28]的结果相似。进一步表明RR
蛋白的功能是高度保守的。

本研究从强抗寒冬小麦品种Dn1中克隆了

细胞分裂素响应调节子基因TaRRA6-D,通过生

物信息学分析、亚细胞定位、启动子活性分析、低
温胁迫下基因功能初步分析发现,TaRRA6-D 基

因能够增强拟南芥植株对低温的耐受性,这为进

一步探究TaRRA6-D 基因在小麦低温信号转导

及对逆境胁迫应答的作用机制提供了依据。Li
等[25]发现,沉默CmRR6或CmPRR3时,显著增强

甜瓜植 株 的 抗 寒 性;冷 处 理 下 沉 默CmRR6 和

CmPRR3 的 植 物 中CmCBF1、CmCBF2 和Cm-

CBF3的表达水平显著增加。而Shi等[11]发现,A
型ARR(ARR5、ARR7和ARR15)并不通过CBF
途径参与拟南芥的抗冻应答。TaRRA6-D 基因

正调节小麦和拟南芥的抗寒应答,该抗寒功能是

否与其调节植物体内的抗氧化防御系统、是否通

过CBF途径影响冷响应基因的表达变化、是否受

B型RR的转录调控甚至磷酸化调节,有待于进

一步深入研究。
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