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摘  要 低温伤害不仅会限制农作物的栽种范围，也会造成农作物减产。为了阐明冷诱导基因 wcs19 DNA 序列与小麦幼

苗抗寒性的关系，对来自于全国各个麦区及部分外引种质共 233 份小麦资源进行了幼苗抗寒性鉴定及 wcs19 基因 STS 检测，

结果表明 233 份小麦品种间 wcs19 基因在 DNA 水平上没有差异，其幼苗抗寒性可能与 wcs19 基因表达水平有关；进一步的

序列分析表明，wcs19 基因 DNA 序列含有一段 121bp~122 bp 的内含子，且该内含子序列中包含一个 SNP，即，内含子序列

+9bp 处 G 碱基的插入和缺失，此内含子及内含子中的 SNP 与幼苗抗寒性的关系还需进一步研究确定。 
关键词 小麦; 冷诱导基因; wcs19; 抗寒性 
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Abstract Injury by low temperture not only restricts the plant range of crop, but also causes yield reduction. For clarify the 
relationship between cold induced gene wcs19 DNA sequence and cold resistance of wheat seedlings, in this research, we selected 
233 cultivars from the different wheat growing zones in China and some of introduced varieties to identify the seedlings cold 
resistance, and detect the wcs19 gene at DNA level using the primers designed based on the wcs19 gene mRNA sequence. The 
results indicated that wcs19 gene without difference in DNA level among 233 wheat cultivars, cold resistance of seedlings may 
related to wcs19 gene expression. Further sequence analysis demonstrated that the DNA sequence of wcs19 gene has an 121-122bp 
intron，which contains an SNP, namely, at the +9bp has one insertion and deletion of G base in the intron sequence. Further study is 
to needed on the relationship between the SNP of intron and cold resistance of wheat seedlings. 
Keywords Wheat (Triticum aestivum L.); Cold induced gene; wcs19; Cold resistance 

研究背景 
低温是限制小麦生长、发育以及分布的主要因

素之一，并有时会导致小麦的严重减产。因此增强

小麦的抗寒性已经成为育种工作者的首要目标。小

麦的抗寒基因是一种诱发基因，在遭受冻害前，如

果经过一段时间的非冻低温胁迫后，抗寒性增强，

这一现象称为冷驯化或冷锻炼(cold acclimation CA) 
(Hughes et al., 1996)。一般来说，当冷冻发生时，冬

性品种相对于春性品种具有更好的保护机制来抵

御低温，这种遗传学差异为冬性小麦在低温状态下

的生长提供了竞争优势(Chauvin et al., 1993)。潘杰、

简令成等在诱导合成冬小麦抗寒特异性蛋白的试

验中证实植物的抗寒性是一种累积性的数量性状，

是由多基因控制的(潘杰和简令成, 1990)，也就是

说，植物的抗寒性是由多种特异的基因调控的。在

小麦 21 对染色体中至少有 10 对参与抗寒性的调

节，且抗寒基因只有在一定条件(主要是低温和短日

照)的诱导下，才能表现为抗寒力。冷驯化过程涉及

多种基因的表达，如 COR (cold-regulated)基因、

LTI78 (low temperature induced78) 、 LEA(1ate 
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embryogenesis abundant)蛋白基因等。COR 基因是

冷诱导基因，在它的启动子区域含有 5 个碱基核心

序列 CCGAC 的脱水反应元素 DRE (Dehydration 
responsive element)，DRE 作为顺式作用启动子元素

能在低温胁迫时激活 COR 基因的表达(Novillo and 
Alonso, 2004)。植物冷驯化的机制一般认为有 2 种：

一种是依赖于 ABA (abscisic acid)，另一种是不依赖

于 ABA 的。小麦中受 ABA 诱导的 COR 基因包括

wrab15 (Kobayashi et al., 2004)，wrab17 (Tsuda et al., 
2000; Kobayashi et al., 2008)，wrab18 (Kobayashi et 
al., 2004)，wrab19 (Tsuda et al., 2000; Egawa et al., 
2006)，而不受 ABA 诱导的基因包括 wcs19 (Fowler 
et al., 2001)，wcor14 (Tsvetanov et al., 2000)，wcor15 
(Takumi et al., 2003)。 

植物耐冻性的形成是低温下新陈代谢活跃和

基因表达增强的结果(Guy, 1990)，在冷驯化时数个

蛋白质以及对应的 mRNA 积累较多，在某些情况

下，这些积累物与植物或组织发展为耐冻性的能力

有关(Perras, 1989)，而另外一些基因在低温下表达

量增多，则由其他因子诱导，比如 ABA，水分胁迫

等。在低温时积累的蛋白质首先被认为具有物种专

一性，但是后来的研究结果显示它们是家族特有的

(Houde et al., 1992)。在低温下这些蛋白质的富集显

示耐冻性的形成与其数量有密切关系。这些蛋白质

在耐冻性中的确切功能还需进一步研究。由于耐冻

性是由多基因控制的，要研究某个独立的基因就必

须理解冷诱导和耐冻性发生过程中全部的遗传起

源和生理学基础。wcs19 基因在禾本科植物的绿色

叶片组织中优先表达，并且同时需要低温和光照，

另外，此基因不受 ABA、干旱、热休克、盐分、创

伤以及缺氧压力的影响(Chauvin et al., 1993)。本文

根据 NCBI 公布的 wcs19 的 mRNA 序列设计引物，

采用体外扩增技术对小麦冷诱导基因 wcs19 进行克

隆与序列分析，并结合实验室抗寒性鉴定研究

wcs19 基因在小麦抗寒中所起的作用。 

1 结果与分析 
1.1 233 个品种抗寒性分析 

从图 1 可知，233 个品种的抗寒性分布广泛，

品种间差异极显著，所有品种的抗寒性变幅为

0.0~1.0，表现出较为明显的表型差异。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1 233 个品种的抗寒性分布 
Figure 1 distribution of cold resistance in 233 cultivars 

1.2 wcs19 基因 PCR 检测  
经过引物筛选，结果表明编号为 wcs19a 引物

扩增特异性较好，预计目标片段 422 bp，但实际扩

增出了 500 bp 的片段。采用该对引物对 233 份材料

进行 wcs19 基因检测(图 2)，结果发现，该对引物虽

然特异性较好，但在品种间没有多态性，233 份材

料均检测出 wcs19 基因。 
 

 
图 2 wcs19a 引物对部分材料的检测 
注: 1: 津 0483; 2: 石B02-5289; 3: 徐 4036; 4: B94142-3-2; 5: 
郑农 20; 6: 04 中 36; 7: 02P157; 8: 邯郸 6172; M: D2000 
ladder marker 
Figure 2 Identification of wcs19a primer in partial materials 
Note: 1: jin0483; 2: shiB02-5289; 3: xu4036; 4: B94142-3-2; 5: 
zhengnong20; 6: 04zhong36; 7: 02P157; 8: handan6172; M: 
D2000 ladder marker 

1.3 wcs19 基因片段序列分析 
为了寻找 wcs19 基因序列变异与幼苗抗寒性的

关系，从 233 个品种中随机挑选了 20 个抗寒性分

别为强、中、弱的品种进行测序，测序由上海英骏

公司完成。应用 DNAMAN6.0 软件对测序结果与

NCBI 上面公布的 wcs19 序列相似性的分析结果表

明，20 条序列与 GenBank 登录号为 L13437 的

mRNA 序列相似性为 62.88%(图 3)。20 条序列都含
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有一段 121 bp~122 bp 的内含子序列，该内含子序

列中包含一个 SNP：内含子序列+9bp 处 G 碱基的

插入和缺失(图 3 和图 4)。 

 

 

 

 

图 3 20 个测序品种与已知冷诱导基因 wcs19 序列的相似性比较 
Figure 3 Comparison of wcs19 sequence similarity among 20 sequenced species 

 
             
 
 
 
 
 
 

图 4 测序结果 chromas 分析图谱 
注: 左图: G 碱基的缺失; 右图: G 碱基的插入 
Figure 4 chromas analysis atlas of sequencing results 
Note: Left picture is G base deletion; Right picture is G base 
insertion 

2 讨论 
针对冷诱导基因 wcs19 设计的引物其扩增结果

没有出现差异性条带，而且序列特征分析结果与原

序列基本一致，可以推断冷诱导基因 wcs19 在小麦

的抗寒性中所起的作用很小，或者说不是主效基

因。 
分析这种结果产生的原因主要有两个：一是目

前从小麦中分离鉴定的冷诱导基因有 wcs120、
wcs200、wcs66 、wcs19 等，主要受低温胁迫的影

响(Guo et al., 1990)，本文只对wcs19作了初步研究，

再加上植物的抗寒性是由多基因控制的，是多种基

因共同起作用的结果，其作用机制十分复杂，所以

wcs19 基因在 DNA 水平上与植物抗寒性不能紧密

关联也不足为奇。二是 Stockinger 等(1997)在研究

拟南芥在低温胁迫下如何调节 COR 基因表达的分

子机制时，采用酵母单杂交方法分离鉴定出一种

cDNA，其编码产物能识别 COR 基因中的 CRT/DRE 
(C-repeat/dehydration-responsive element)元件并与

之特异结合，故命名为 CRT/DRE 结合因子即 CBF1 
(CRT/DRE-binding factor 1)。Thomashow(1998)后来

发现 CBF1 的过量表达可以诱导一组 COR 基因表

达，从而提高植物的抗寒性。CBF 通过结合于下游

COR 基因的启动子区域来激活 COR 基因表达，增

加植物抗寒性。目前已经从多种植物中分离出不同

类型 CBF 类似蛋白，包括抗寒植物和不抗寒植物。

从小麦中分离出来的CBF基因至少有 7种 (Jaglo et 
al., 2001; Kume et al., 2005; Skinner et al., 2005)，这

些 CBF 基因对小麦的抗寒性起着重要的作用。另有

研究指出 ICE ( Inducer of CBF expression)是在低温

时可以诱导 CBF 家族表达的转录激活因子，在低温

时它能结合在 CBF 的启动子序列上，诱导 CBF 表

达，而后CBF结合到其下游目的基因启动子的DRE
序列上，诱导 COR 表达，从而提高植株的抗寒性

(Thomashow et al., 2001)。所以，wcs19 基因在小麦

抗寒过程中的作用可能与其表达水平有关，也可能

与其上游 CBF、ICE 基因有关。 
植物抗冷冻能力是由一系列起直接或间接作

用的基因控制的，所以研究某一冷诱导基因启动子

序列或者上游调控基因与植物抗寒能力的关系也

许能揭示抗寒性形成的遗传物质基础，因此对多个

冷诱导基因综合分析以及研究 CBF 和 ICE 对小麦

抗寒性的影响将成为下一步工作的目标。 
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3 材料与方法 
3.1 试验材料 

试验所收集的 233 份小麦育种亲本材料来自于

全国各个麦区，2008~2009 年种植于安徽怀远龙亢

农场，其中用来克隆 wcs19 基因片段并进行测序的

品种见表 1。

表 1 wcs19 基因测序品种及其相关特性 
Table 1 Sequencing varieties of wcs19 gene and correlation properties 

编号 
Number 

品种名称 
Name of cultivars 

冬春性 
Spring and winter  

抗寒性 
Cold resistance 

G 缺失 
G deletion 

1 安农 9267 
Annong 9267 

1 1.00  + 

2 Erandu 
Erandu 

5- 1.00  + 

3 OLSB 573 
OLSB 573 

3+ 1.00  + 

4 白颖冬 
Baiyingdong 

3 0.98  + 

5 02P157 
02P157 

5 0.09   

6 邯郸 6172 
Handan6172 

1 0.60  + 

7 DH 6197 
DH 6197 

1 0.57   

8 97-149-11-1 
97-149-11-1 

3+ 0.57  + 

9 石 B02-5289 
Shi B02-5289 

3- 0.55   

10 淮核 0308 
Huaihe 0308 

3 1.00  

11 04 中 36 
04 zhong 36 

3 1.00 + 

12 济麦 19 
Jimai 19 

1 1.00  

13 济麦 20 
Jimai 20 

1 1.00  

14 FARO 
FARO 

1 1.00  

15 TupatecoR 
TupatecoR 

3 1.00  

16 津 0483 
Jin 0483 

5 0.56  

17 石 L5206-10 
Shi L5206-10 

3 0.00  

18 郑农 20 
Zhengnong 20 

3 0.00  

19 B94142-3-2 
B94142-3-2 

3- 0.55  

20 徐 4036 
Xu 4036 

3 0.55  

注: 冬春性为田间记录, +表示内含子序列+9 bp 处 G 碱基的缺失 
Note: Spring and winter was field growth examination, + indicates at the +9 bp has deletion of G base  
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3.2 试验方法 
3.2.1 小麦抗寒性鉴定 

采用麦芽冰冻恢复力鉴定法，具体方法为：随

机挑选 50 粒小麦种子，放在铺有湿润滤纸的培养

皿内，室内发芽。当麦芽长到 1 cm~2 cm 时，将其

移到4℃冰箱锻炼10 d，然后放置到-20℃冰冻12 h，
取出后移到 4℃冰箱解冻一天，最后在室温下恢复

生长 3 d，记录麦芽总数和存活麦芽数，计算麦芽

冰冻恢复率(董玉琛等, 2000)。 
麦芽冰冻恢复率=存活麦芽数/麦芽总数×100% 
根据麦芽冰冻恢复率，比较小麦样品间的抗寒性。 

3.2.2 引物的设计与合成 
基于 GenBank 登录号为 L13437 的 mRNA 序

列，运用 Primer premier 5.0 软件进行引物设计，并

用 Oliger 软件对引物进行分析，共设计分析了 4 对

引物，详见表 2。 

表 2 wcs19 基因的特异引物序列 
Table 2 Specific primers sequence of wcs19 genes 

引物编号 
Primer name 

引物序列 
Primer sequence 

引物位置 
Primer location 

Tm 目标长度 
Target length 

Wcs19a F: 5′-GACCAATGGCTTCTTCTTCC-3′ 
R: 5′-GGCGACTTTGTCCGTGAT-3′ 

44 465 59.7℃ 422 bp 

Wcs19b F: 5′-CTACCCTACCCACCCATCC-3′ 
R: 5′-ACATTAACAGTGCGGTAATCCT-3′ 

7 631 57.7℃ 625 bp 

Wcs19c F: 5′-GACCAATGGCTTCTTCTTCC-3′ 
R: 5′-TGAGCGATACAGATCGGACTA-3′ 

44 530 58.9℃ 487 bp 

Wcs19d F: 5′-CACAACCTACCCTACCCACC-3′ 
R: 5′-CTCCTCCGTCGCCTTCTT-3′ 

1 414 59.2℃ 414 bp 

 
以上引物均由上海生工生物工程技术服务有

限公司合成。 

3.2.3 基因组总 DNA 的提取 
采用 SDS—Tris 饱和酚法提取小麦基因组总

DNA(Gale et a1., 2001)，用 1.5%琼脂糖电泳检测

DNA 质量。 

3.2.4 PCR 检测 
PCR 扩增于 BIO-RAD My Cycler 1.0 上进行。

反应体系为：总体积 10 μL，其中含有 0.25 mmol/L 
dNTP，1×PCR Buffer，2.5 mmol/L Mg2+，上下游引

物各 0.25μmol/L，0.5 U DNA Taq 聚合酶，40 ng 模

板 DNA。 
PCR 反应条件为：94℃预变性 5 min；94℃变

性 1 min，50℃~60  ℃ 退火 1 min；72  ℃ 延伸 l min，
共 38 个循环；最后 72℃延伸 8 min，4℃保存。PCR
扩增产物用 2.0%琼脂糖凝胶，以 120V 恒压电泳分

离，EB 染色，凝胶成像系统照相保存。 

3.2.5 序列测序与分析 
测序由上海英骏公司(www.invitrogen.com)完

成，应用 DNAMAN6.0 软件对测序获得的序列进行

比对分析。 
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