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摘要:冷害是水稻减产的主要原因之一 ,也是全世界普遍关注的问题。从水稻耐冷分子生理 、耐冷相

关基因的定位和克隆以及水稻耐冷分子育种等几个角度对水稻耐冷性研究作了阐述 , 并对今后水稻

耐冷研究和育种工作提出了一些建议。
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Abstract:Co ld stress is one of the most impo rtant facto rs to decrease the yield o f rice , which is thought

to be a mat te r o f g reat urgency to be solv ed.Some problem s such as the mechanisms o f cold- to le rance ,

cloning and localiza tion of cold-responsive genes , and molecula r breeding cold re sistant on rice were

discussed , and some suggestions w ere put fo rw ard fo r the re sear ch and breeding of co ld to le rance in

rice in the further.
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　　所谓冷害就是指作物在它生长所需的适温以下
至冰点以上温度范围内所发生的生长停滞或生育障

碍现象 ,低温使酶蛋白活性降低甚至变性 ,植物各种

生理机能出现障碍 ,严重的会导致死亡[ 1] 。水稻在

芽期 、苗期 、孕穗期和抽穗期都是低温敏感期 ,低温

对其生长和产量都有较大的影响。全世界每年因低

温冷害损失稻谷 30亿 kg ～ 50亿 kg 。近几十年来 ,

随着分子生物学的发展 ,各国在耐冷相关基因的研

究方面取得了一定的进展 ,并且逐渐将研究成果应

用于生产实践。主要表现在陆续将克隆的耐冷相关

基因导入到水稻中 ,利用分子标记辅助选择耐冷品

种等 ,以期改善水稻品种耐冷性能 ,减少因低温冷害

造成的水稻减产。

本文将从水稻耐冷分子生理机理 ,耐冷相关基

因的克隆和水稻耐冷分子育种进展等几个方面阐述

水稻耐冷性研究现状。

1　水稻耐冷分子机理
早期水稻受冷的生理研究多以叶片为研究对

象 。从分子角度分析 ,水稻叶片受冷后表现为细胞

损伤 ,膜电阻消失 ,胞内电解质大量外渗;叶绿素含

量降低 ,线粒体膜流动性减少 ,氧化磷酸化功能明显

下降;随着电解质渗漏率增加 ,降低了可溶性糖的含

量 ,淀粉的积累速率也随之降低 。在受害后 ,水稻叶

片中 A BA(脱落酸)含量明显增加 ,随低温时间的延
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长 , ABA 含量增加 , 膜脂过氧化物产物丙二醛

(MDA)增高;超氧歧化酶的活性 、抗坏血酸和 GSH

(抗氧化剂)的含量下降[ 2] 。

2　耐冷相关基因
近年来 ,人们主要通过三种途径确定植物耐冷

相关基因 。①分离鉴定在冷驯化过程中受到诱导的

基因 。②耐冷性发生改变的突变体分析。 ③QT L

作图进行耐冷基因定位 。迄今 ,已从拟南芥 、油菜 、

菠菜 、马铃薯 、苜蓿 、大麦 、小麦 、黑麦 、胡萝卜 、水稻

和番茄等喜凉或越冬植物中获得近 100 个冷诱导

基因 。

冷诱导基因表达的产物可分为两类:一类是与

植物耐冷性的提高直接相关的功能性蛋白;另一类

是调控性蛋白 ,调控寒冷信号传导 、耐冷基因表达和

抗寒蛋白活性 ,包括各种转录因子和蛋白激酶 ,如
CBF(Co ld-related Binding Factor)转录因子 、Ca2+

依赖性蛋白激酶 、细胞分裂蛋白激活激酶等。

2.1　抗冻蛋白基因

抗冻蛋白(ant if reeze protein ,AFP)是一类能抑

制冰晶形成和生长的蛋白质。它能以非依数性形式

降低水溶液的冰点而对其熔点影响甚微 ,于是导致

水溶液的熔点(melting point , MP)和冰点(f reezing

point ,FP)之间出现差值
[ 3]
。比较已发现的植物

AFPs ,它们具有以下特点:①各种植物 AFPs 的蛋

白质结构上差别很大 ,它们既没有相似的氨基酸序

列 ,也没有共同的冰晶结合单元。 ②植物 AFPs 可

能具有多重功能 ,既具有抗冻活性 ,同时又有酶(如

内切几丁质酶 ,内切 β -1 , 3葡聚糖酶),抗菌(如甜

味蛋白等)和抗虫(植物凝集素),抗旱(植物脱水素)

等活性。 ③植物 AFPs提高其抗冻性的主要途径不

是通过阻止冰晶形成 ,而是通过控制冰晶增长和抑

制冰晶重结晶效应 。 ④除低温以外 ,其它因子如干

旱 ,外源乙烯(可诱导冬黑麦的 AFPs)、脱落酸等也

可诱导植物 AFPs的产生。

2.2　冰冻脱水保护蛋白基因

冰冻脱水保护蛋白基因按产物结构可以分为 3

种。①LEA(late embryo genesis abundant)蛋白基

因 ,即胚胎发育晚期丰富蛋白基因 ,是指在胚胎发生

后期种子发生生理脱水之前大量合成积累的一大类

蛋白质。 ②新型保护蛋白基因 ,拟南芥 COR(co ld

related)基因家族是其中的主要一员 ,它们编码的蛋

白质绝大多数是高度亲水的 ,具有热稳定性 ,氨基酸

组成相对简单 ,由重复的氨基酸构成 ,且都含有能形

成两性α-螺旋的结构域。 ③分子伴侣基因 ,如热

激蛋白基因(HSP)和富含甘氨酸 RNA 结合蛋白基

因(GRP)。低温引起的生理变化会促进蛋白质变

性 ,热激蛋白可能通过帮助冷胁迫造成的变性蛋白

进行重新折叠以稳定恢复它们的功能
[ 4]
。GRP 可

能通过与 RNA 相互作用扮演了 RNA 分子伴侣的

角色 ,使 RNA 分子在低温下能保持稳定 。Gabriele

Philips 于 2006 年用 RFDD -PCR(Restriction

Fragment Dif ferential Display PCR)方法从大麦

(Hordeum vulg are L)中克隆出受光和低温共同诱

导的 HvMC1基因就属于其中的一种
[ 5]
。

2.3　调节基因

在已经分离到的低温诱导基因中有一类基因编

码各种调节蛋白 ,它们通过调节耐寒基因的表达或

调节参与抗冷性发展的蛋白活性来增强植物的抗寒

性 。其中最典型的为 CBF (CRT/DRE binding fac-

tor)转录因子基因家族 。转录因子(T ranscriptional

factors)是指能够同基因的控制元件结合的特异蛋

白质[ 6] 。一般包括特异 DNA 结合结构域 、转录激

活结构域 、二聚化结构域 、以及蛋白-蛋白相互作用

的其它形式的结构域 。DNA 结合结构域和激活结

构域一般可以独立起作用。现已发现植物细胞内存

在 CBF1 (DREB1B)、 CBF2 (DREB1C)、 CBF3

(DREB1A)、CBF4等多种蛋白 ,它们有非常相似的

氨基酸序列(同源性高达 91%)。在拟南芥染色体

上 ,CBF 蛋白基因是连锁的 ,组成了一个小分子量

的多基因家族 ,并以串联排列方式定位在第 4染色

体短臂 72.8 cM 处 ,与分子标记 m600 和 PG11紧

密连锁;3个CBF 基因中含有共同的核心序列 CAN

-NTG;3个 CBF 的分子量约为 24kD ,且均含有一

个由 60个氨基酸组成的 、非常保守的 DNA 结合域

(AP2-EREBF 域)。

CBF/DREB转录因子在植物中广泛存在。田

秀红设计特异性引物 ,用 PCR方法从水稻基因组中

得到 5个与 DREB具有同源序列的基因 ,其中 1个

属于 DREB1型 ,其余 4个属于 DREB4型。表达模

式实验表明其中两个 CR103和 CR223受到干旱和

高盐诱导 , 另外 3 个表达较弱 ,可能为组成型表

达[ 7] 。霍秀文等根据己有文献及公开的拟南芥基因

组序列 , 利用 PCR 方法从拟南芥(A rabidopsis

thaliana)基因组 DNA 中扩增得到了转录因子

CBF4上游的 DNA 片断 ,对其进行序列分析表明与

GenBank序列高度同源 ,采用生物信息学方法对这

一序列分析的结果显示这一片段具有启动子的特殊

结构域;初步表明所获片断为 CBF4基因的诱导型

启动子[ 8] 。2005年 ,Morsy 等发现编码低分子量膜

蛋白的 OsLt i6基因在不同的低温敏感水稻品种的

表达产物也不相同 ,并且此基因的表达受到 DREB/

CBF 转录因子的诱导
[ 9]
。
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早期报道都普遍认为 CBF 转录因子是通过调

控起作用的 ,但 Yaopan Mao 等 2006年研究了拟南

芥转录共激活蛋白基因 ADA2 与乙酰基转移酶

GCN5和冷诱导转录因子 CBF1的关系 ,发现 CBF1

的 DNA 结合区域能够直接与 ADA2蛋白结合[ 10] 。

这一研究结果为今后深入研究 DRE/CBF 转录因子

提供了新的思路 。

2.4　其他耐冷相关基因

植物的耐冷性是多基因作用的结果 ,而耐冷基

因的研究还处于起步阶段 。除上述的基因以外 ,还

有许多其他类型和功能的基因如信号转导途径基因

即编码 MAPK(mitogen activ ated pro tein kinases)

的基因 ,脯氨酸代谢关键酶基因 ,糖类代谢关键酶基

因 ,以及控制细胞壁结构和组成成分的相关基因均

可能与植物的耐冷性能相关 ,有待于我们进行更加

深入的研究。

3　水稻耐冷分子育种研究进展
3.1　水稻耐冷相关基因转基因工程

随着耐冷基因研究的不断深入和耐冷相关基因

的克隆 ,水稻的转基因研究也在不断的进行 。1998

年 Yokoi等将拟南芥 GPA T(Arabidopsis gly cerol

-3-pho sphateacyl t ransferase)的 DNA 转入粳稻

品种 Yamahoyshi中 ,结果转基因株叶片的不饱和

脂肪酸含量比对照高 28%,耐冷能力提高 ,在低温

胁迫下净光合速率提高 20%
[ 11]
。2004年 R.Chan-

dra Babu等对转入 HVA1(一种 LEA 基因)基因的

水稻进行检验 ,发现在环境胁迫下 HVA1 产生的蛋

白质能够对细胞膜起到良好的保护作用
[ 12]
。2005

年朱宝成等将来源于大麦的 LEA3 基因转入水稻

中并进行了抗渗透胁迫能力分析 ,结果证明 ,在环境

胁迫条件下 ,转基因植株的可溶性糖含量 ,可溶性蛋

白含量以及 SOD活性均高于对照
[ 13]
。2006年陈能

刚等将异戊烯基转移酶(isopenteny l t ransferase ,

ipt)基因(细胞分裂素生物合成步骤中的一个关键

限速酶)转入水稻 ey -105中 ,并对转基因水稻进行

检测发现:在孕穗期和开花期低温处理下 ,转 ip t基

因 ey -105的相对电导率的变化量和叶绿体受低温

的危害小于对照[ 14] 。

目前 ,水稻的耐冷转基因工程进行的并不多 ,这

是因为植物对逆境的适应机制十分复杂 ,涉及到一

系列形态和代谢过程的变化 ,不同植物在不同条件

下 ,可能有不同的适应途径 ,因此转移单个基因往往

只能获得部分抗性。针对植物抗逆的多种途径 ,在

今后的研究中可以考虑同时转入多个基因 ,从而获

得具有更强抗逆性的基因工程水稻 。

3.2　水稻耐冷性基因定位

水稻耐冷性基因定位是进行分子标记辅助选择

培育耐冷品种的前提。水稻耐冷性是较复杂的数量

性状 ,在各生育时期表现出不同的冷害反应 ,并且各

生长器官对低温的抵抗反应以及对整个植株体生长

发育的影响程度也不一样。来自不同生态区的水稻

耐冷基因源所具有的耐冷主效基因不一样的可能性

较大 ,应该分别进行其耐冷基因的定位研究 。随着

分子生物学的快速发展 ,水稻耐冷性 Q TLs(quant i-

tative t rai t loci)分析有了较大进展 ,成为了一种进

行耐冷性基因定位的主要方法
[ 15]
。而且 ,农作物许

多主要经济性状都属于微效多基因控制的数量性

状 ,传统的数量遗传学研究方法对于鉴别单个数量

基因及与之有关的染色体片段 ,确定它们在染色体

上的位置等显得无能为力 。DNA 分子标记的建立

和发展 ,使得研究这些数量性状的遗传变异成为可

能 。Q TL 定位的条件是要求目标性状在群体中分

离明显 ,符合正态分布 。故在选择亲本时 ,应尽可能

地选择性状表现差异大和亲缘关系较远的材料 。

2002年陈大洲等应用由 213个株系组成的协

青旱 B/东乡野生稻的 BC1F 1群体 ,分析了东乡野生

稻的耐冷基因与 DNA 标记的连锁关系。以苗期的

死苗率为指标 ,对亲本和 BC1 F1群体各株系进行耐

冷鉴定 ,结果表明:死苗率在 BC1F1群体中呈连续分

布 ,表明耐冷性是由多基因控制的数量性状 。应用

单因素方差分析法 ,分别在第 4 、第 8染色体上发现

有与耐冷性连锁的 SSR 标记 RM280 、RM337[ 16] 。

2003年乔永利等利用“密阳 23号/吉冷 1号”杂交

后代 F3 系统群 200个株系 ,探讨了芽期耐冷性遗传

变异以及在自然和冷水处理条件下各主要农艺性状

的相关关系 ,并进行了芽期耐冷性以及冷水处理下

主要农艺性状表型值和冷水反应指数的 Q TL 定

位 ,共检测到与芽期耐冷性相关的 Q TLs 6个 ,分别

分布于第 2 、4 (2个)、7 、 8 、 9 染色体上[ 17] 。2005

年曾亚文等对选育的粳稻孕穗期突变体 02428c进

行耐冷性遗传分析证明 02428c的孕穗期耐冷性受

一对主效显性基因影响[ 18] 。陈纬等利用纸卷法测

定 1个水稻重组自交系群体对 10℃低温的芽期耐

冷性 ,结合 1张高密度分子遗传图谱 ,进行 QT L 定

位分析 。检测到控制水稻芽期耐冷性的 4个 Q TL ,

分别位于 1 、3 、7 和 11号染色体上。其中 ,位于 11

号染色体上的 Q TLqSCT -11 的效应最大
[ 19]
。

2006年寻梅梅等以 98个 Nipponbare/ kalasath//

Nipponbare 回交重组自交家系(BILs)组成的群体

为材料 ,进行水稻苗期耐冷性数量性状基因座的检

测和遗传效应分析表现 。采用 Window s QT L Car-
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to grapher 1.13a 软件的复合区间作图法 ,共检测到

2个苗期耐冷性 ,分别位于第 2和第 3染色体上 ,命

名为 qSCT -2 和 qSCT -3
[ 20]
。到目前为止 ,水稻

的耐冷性分子研究还基本处于基因定位阶段 ,相信

在不久的将来 ,随着耐冷性基因定位研究的不断深

入 ,将进一步开展耐冷性水稻分子标记辅助选择育

种工作。

4　展望
鉴于低温胁迫对粮食生产的严重影响 ,国际上

已经广泛开展了耐冷性生理 、耐冷基因的定位和克

隆 、耐冷植物育种等各方面的研究 ,并且取得了一定

的成果。然而 ,经典遗传学分析表明 ,植物耐冷性是

一种涉及众多微效基因的数量性状 ,因此 ,对于水稻

的耐冷性育种工作也必须从多方面入手 。

在转基因方面 ,可以考虑将多种耐冷基因同时

转入水稻中。如将多个耐冷相关基因共同串联至同

一载体 ,或者将携带有不同基因的农杆菌同时进行

转化 。为此应进一步大力开展功能基因组的研究 ,

克隆出更多有实用价值的功能基因作为今后发展的

基础;进一步改进多基因转化技术的细节 ,如更好的

多基因表达载体的构建 ,更有效的多基因转化方法

的建立 ,定点整合技术的建立以及寻找更多样化的

启动子。

在分子标记辅助选择育种方面 ,将与耐冷性密

切相连锁的分子标记提供于分子标记辅助选择育

种 ,以提高水稻耐冷性育种效率等 ,这将是我们今后

的主要工作方向 。对于黑龙江省的水稻育种工作者

来说 ,首先应筛选出本地区特有的耐冷水稻品种 ,尤

其是孕穗期较耐冷的品种 ,进行耐冷基因的定位研

究;其次 ,将本地区耐冷品种的分子标记与具有普遍

性的耐冷性分子标记结合研究 ,找到共同的与耐冷

性密切相连锁的分子标记提供于分子标记辅助选择

育种;第三 ,寻找新型的分子标记 ,简化分子标记技

术 ,降低成本 ,实现检测过程的自动化 、规模化。将

分子标记辅助选择技术与常规育种紧密结合起来 ,

利用中国传统水稻育种的丰富经验 ,加快水稻育种

进程 ,尽快产生较大的经济效益和社会效益。
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