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微管调节试剂对白菜型冬油菜萌动种子
内源激素及抗寒基因表达的影响
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摘　 要:以‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’２ 个抗寒性不同的白菜型冬油菜为试验材料ꎬ通过添加 ４００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１秋水

仙碱(微管聚合抑制剂)和 ５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１紫杉醇(微管聚合促进剂)试剂后ꎬ在 ２０℃和 ０℃下分别处理 １２ ｈ 和 ２４ ｈꎬ随
后采用液相色谱质谱联用仪和荧光定量 ＰＣＲ 测定萌动种子内源激素含量及抗寒基因表达量ꎬ研究微管调节试剂对

白菜型冬油菜萌动种子内源激素和抗寒基因的影响ꎮ 结果表明:与对照相比ꎬ添加秋水仙碱后ꎬ在 ０℃和 ２０℃处理下

‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’ＡＢＡ、ＩＡＡ、ＧＡ３、ＺＴ 含量明显降低ꎻ添加紫杉醇后ꎬ‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’ＡＢＡ、ＩＡＡ、
ＧＡ３、ＺＴ 含量明显升高ꎮ 添加秋水仙碱后ꎬ与 ０℃处理 １２ ｈ 相比ꎬ０℃处理 ２４ ｈ 时ꎬ‘陇油 ７ 号’α－ｔｕｂｕｌｉｎ、β－ｔｕｂｕｌｉｎ、
ＭＫＫ２、ＩＣＥ１、ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１ 的表达量增加ꎬ‘天油 ４ 号’ α－ ｔｕｂｕｌｉｎ、β － ｔｕｂｕｌｉｎ、ＣＢＦ１ 表达量增加ꎬ但 ＭＫＫ２、ＩＣＥ１、
ＢｒＡＦＰ１ 的表达量降低ꎻ与 ２０℃处理 １２ ｈ 相比ꎬ２０℃处理 ２４ ｈ 时ꎬ‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’ α－ｔｕｂｕｌｉｎ、β－ｔｕｂｕｌｉｎ、
ＭＫＫ２、ＩＣＥ１、ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１ 的表达量均增加ꎮ 添加紫杉醇后ꎬ与 ０℃处理 １２ ｈ 相比ꎬ０℃处理 ２４ ｈ 时ꎬ‘陇油 ７ 号’α－
ｔｕｂｕｌｉｎ、β－ｔｕｂｕｌｉｎ、ＩＣＥ１、ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１ 的表达量均降低ꎬ‘天油 ４ 号’α－ｔｕｂｕｌｉｎ、β－ｔｕｂｕｌｉｎ、ＩＣＥ１、ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１ 的表达

量增加ꎻ与 ２０℃处理 １２ ｈ 相比ꎬ２０℃处理 ２４ ｈ 时ꎬ‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’α－ｔｕｂｕｌｉｎ、β－ｔｕｂｕｌｉｎ、ＭＫＫ２、ＩＣＥ１、ＣＢＦ１、
ＢｒＡＦＰ１ 的表达量均降低ꎮ 由此可知ꎬ微管调节试剂会影响白菜型冬油菜萌动种子内源激素的含量及抗寒基因的
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　 　 油菜是我国重要的油料作物ꎬ我国 ５０％以上的

食用油来源于油菜ꎬ同时油菜还是动物饲料、蔬菜、
绿肥和生物柴油等的重要来源[１]ꎮ 长期以来ꎬ低温

胁迫是限制我国油菜产区北移和高产的主要非生

物因素ꎬ严重影响我国油菜产业的发展ꎮ 当植物受

到胁迫时ꎬ细胞膜上的感受器会首先感知到外界低

温ꎬ植物接收到冷的信号后迅速调节植物体内的抗

寒物质ꎬ启动抗寒基因的表达ꎬ进而激活相应的代

谢调控途径ꎬ对植物产生保护屏障[２]ꎮ 环境低温信

号与转换是植物冷应答的关键环节ꎬ细胞膜是植物

感受低温最敏感的部位ꎬ由中间磷脂双分子层构成

基本骨架ꎬ物质通过细胞膜进出ꎬ冷应激均会引起

细胞骨架重排[３]ꎮ 细胞骨架是一类蛋白纤维网架

体系ꎬ由微管、微丝及中间纤维组成ꎬ细胞骨架调节

细胞膜的物质运输ꎬ同时细胞膜骨架整体结构还影

响细胞膜上不同通道的离子活性[４]ꎮ 细胞骨架与

跨质膜的细胞外基质互相联结ꎬ低温作用于跨膜的

胞外受体ꎬ然后将冷信号传递给细胞骨架ꎬ由细胞

外信号传递给生命活动的控制中心ꎬ进而对下游相

关基因进行调控ꎬ形成了一个统一协调的调控网络ꎮ
细胞骨架重组对冷诱导的胞质 Ｃａ２＋浓度的波动

(钙信号) 非常重要ꎬ低温胁迫后ꎬ质膜生理状态、
Ｃａ２＋内渗、相关质膜蛋白等在冷信号感受和传递的

上游途径中发挥重要作用[５]ꎮ 在冷胁迫初期ꎬＣａ２ ＋

通道和质膜蛋白 ＣＲＬＫ１ / ２ 被激活ꎬ随后 Ｃａ２ ＋信号

和 ＭＡＰＫ 级联途径被激活ꎬ形成由胞外钙库向胞内

的跨膜 Ｃａ２＋流ꎮ Ｃａ２＋流作为第二信使ꎬ通过 ＭＥＫＫ－
ＭＰＫ 激酶途径和 １４－３－３ｓ 穿梭途径ꎬ分别多泛素化

ＩＣＥ１ 和 ＣＢＦｓ 转录因子ꎬ从而调控冷信号通路核心

位置 ＩＣＥ１－ＣＢＦ－ＣＯＲ 的途径[６]ꎮ ＩＣＥ１ 被 ＭＡＰＫ 级

联中的 ＭＰＫ３ / ６ 磷酸化ꎬ导致 ＩＣＥ１ 被降解ꎬ同时ꎬ
ＣＲＰＫ１ 磷酸化的 １４－３－３ 蛋白从胞浆穿梭到细胞

核ꎬ促进 ＣＢＦｓ 的降解ꎬ从而调节冷防御反应的持续

时间ꎬ参与植物耐冷性通路[７]ꎮ ＣＢＦ 转录因子在低

温应答调控中起关键作用[８]ꎮ 拟南芥中有三个

ＣＢＦ 基因ꎬ即 ＣＢＦ１、ＣＢＦ２ 和 ＣＢＦ３ꎬ其中 ＣＢＦ１ 和

ＣＢＦ３ 直接感应冷信号ꎬ调控通路上的抗寒基因ꎬ低
温诱导 ＯＳＴ１ 激酶的活性ꎬＩＣＥ１ 和激活状态的 ＯＳＴ１
互作使 ＩＣＥ１ 蛋白磷酸化ꎬ提高 ＩＣＥ１ 蛋白的转录活

性ꎬ从而提高植物的耐冷性[９]ꎮ 在冬油菜中抗冻蛋

白(ＡＦＰｓ)具有抑制冰晶结合和生长能力ꎬ受 ＩＣＥ１－
ＣＢＦ 冷信号通路的调控[４]ꎮ

秋水仙碱(Ｃｏｌｃｈｉｃｉｎｅꎬ Ｃｏｌ)作为一种微管聚合

抑制剂[１０]ꎬ可以改变细胞的发育进程ꎬ阻断染色体ꎬ
使染色体结构发生变异ꎬ当 Ｃｏｌ 与正在进行有丝分

裂的细胞相遇时ꎬ秋水仙碱会与微管蛋白的特定位

点结合ꎬ进而导致细胞的 α 微管蛋白结构和 β 微管

蛋白二聚体变形ꎬ微管蛋白组装成微管的过程则会

被明显阻断ꎬ使细胞停止于有丝分裂中期ꎬ从而导

致细胞死亡[１１]ꎮ 紫杉醇(Ｔａｘｏｌꎬ Ｔａｘ)是一种微管促

进和稳定已聚合的微管剂ꎬ当细胞与 Ｔａｘ 接触后ꎬ会
在细胞体内积累大量的微管ꎬ微管的积累会阻断细胞

分裂[１２]ꎬ进而促进或诱导微管蛋白聚合、防止解聚ꎬ
从而能稳定细胞微管的稳定性[１３]ꎮ 因此ꎬ本研究利

用微管调节试剂ꎬ即微管聚合抑制剂 Ｃｏｌ 和微管聚合

促进剂 Ｔａｘ 处理白菜型冬油菜萌动种子ꎬ分析微管试

剂对不同白菜型冬油菜萌动种子相关内源激素和抗寒

基因的变化ꎬ为油菜出苗的抗寒防冻提供理论基础ꎮ
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１　 材料与方法

１.１　 供试材料

以白菜型冬油菜‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’为
试验材料ꎬ‘陇油 ７ 号’种子由甘肃省干旱生境作物

学国家重点实验室油菜课题组提供ꎬ‘天油 ４ 号’种
子由天水市农业科学研究所提供ꎮ
１.２　 试验设计

挑选籽粒饱满、大小均一的种子ꎬ先用 ７５％的

酒精消毒 ５ ｍｉｎꎬ再用 ｄｄＨ２Ｏ 冲洗种子 ３ 次ꎬ灭菌滤

纸吸干附着水ꎬ发芽盒(１２ ｃｍ×１２ ｃｍ)中萌发种子ꎬ
每盒播种 １００ 粒ꎮ 播后将发芽盒置于 ＳＰＸ－ＧＢ 型植

物光照培养箱(光照强度 ６００ μｍｏｌ􀅰ｓ－１􀅰ｍ－２)ꎬ每天

光照 １６ ｈꎬ昼 /夜温度(２０±１) / (２０±１)℃ꎬ相对湿度

４０％ꎬ每天浇 ２ ｍＬ ５０％浓度的霍格兰营养液ꎮ 种子

萌发 ５ ｄ 后ꎬ添加 ４００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 Ｃｏｌ 处理 ６ ｈꎬ随后

用 ｄｄＨ２Ｏ 水冲洗发芽盒 ３~５ 次ꎬ去除残留 Ｃｏｌ 溶液ꎮ
然后将油菜萌动种子放置于 ２０℃和 ０℃温度下分别

处理 １２ ｈ 和 ２４ ｈ 后采样ꎮ 对照添加等体积 ｄｄＨ２Ｏꎬ
不加试剂处理ꎮ Ｔａｘ 处理时ꎬ添加试剂为 ５０ μｍｏｌ􀅰
Ｌ－１的 Ｔａｘ 处理ꎬ其他条件同 Ｃｏｌ 处理ꎮ
１.３　 内源激素含量测定

采用液相色谱质谱联用仪(Ａｇｉｌｅｎｔ ＬＣ－ＭＳꎬ安
捷伦公司ꎬ美国) 测定试样中赤霉素 ( ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎꎬ
ＧＡ３)、生长素( ａｕｘｉｎꎬ ＩＡＡ)、脱落酸( ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎬ
ＡＢＡ)和玉米素(ｚｅａｔｉｎꎬＺＴ)含量ꎮ
１.４　 白菜型冬油菜中与细胞骨架相关抗寒基因的

表达验证

　 　 使用 ＴＩＡＮＧＥＮ 公司的植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒

提取白菜型冬油菜萌动种子总 ＲＮＡꎬ用超微量紫外

分光光度计检测总 ＲＮＡ 的浓度和质量ꎬ取 ＯＤ２６０ /
２８０ 值介于 １. ９ ~ ２. １ 的 ＲＮＡ 样品ꎬ按 ＴＩＡＮＧＥＮ
ＦａｓｔＱｕａｎｔ ＲＴ 反转录试剂盒反应体系比例要求将

ＲＮＡ 反转为 ｃＤＮＡꎬ测定浓度后稀释至 ５０ ｎｇ 于

－２０℃保存备用ꎮ 从 ＧｅｎｅＢａｎｋ 中挑选出 ３ 个拟南

芥中与细胞骨架相关的抗寒基因ꎬ即 ＭＫＫ２、α－ｔｕｂｕ￣
ｌｉｎ、β－ｔｕｂｕｌｉꎬ根据这些抗寒基因在拟南芥序列ꎬ在
ＮＣＢＩ 数据库(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒ￣
ｍａｔｉｏｎꎬ ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ) 中 进 行

ＢＬＡＳＴ－Ｘ( ｈｔｔｐｓ: / / ｃｉｐｐｔａｔｏ. ｏｒｇ / ｇｅｎｅｂａｎｋｃｉｐ / ) 序列

同源比对ꎬ找到在白菜型油菜中高度同源的相关基

因ꎮ 除上述 ３ 个抗寒基因外ꎬ同时在白菜型油菜中

找到冷调控通路上的关键基因( ＩＣＥ１、ＣＢＦ１)和抑

制冰核形成抗冻蛋白编码基因(ＢｒＡＦＰ１)的同源序

列ꎮ 采用 Ｐｒｉｍｅｒ ３ Ｉｎｐｕｔ(ｈｔｔｐ: / ｂｉｏｉｎｆｏ.ｕｔ.ｅｅ / ｐｒｉｍｅｒ３

－０.４.０ / )在线软件设计 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物(表 １)ꎮ
以 Ａｃｔｉｎ 基因作为内参基因ꎬ引物由上海 Ｓａｎｇｏｎ Ｂｉｏ￣
ｔｅｃｈ 有限公司合成ꎮ 扩增程序为:９５℃预变性 ３０ ｓꎻ
９５℃ ５ ｓꎬ６０℃ ３０ ｓꎬ９５℃ １５ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 待扩增完

成后ꎬ根据扩增曲线和熔解曲线检测其特异性ꎬ并
利用 ２－ΔΔＣｔ法对基因表达情况进行分析ꎮ

表 １　 实时 ＰＣＲ 定量分析相关基因的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ
ｔｈａｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ
ｎａｍｅ

引物序列(５’ － ３’)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５’ － ３’)

产物 / ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

退火温度 / ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ａｃｔｉｎ－Ｆ ＧＴＧＴＣＡＴＧＧＴＴＧＧＧＡＴＧＧＧＴ １８８ ６１
Ａｃｔｉｎ－Ｒ ＡＡＧＡＡＣＣＧＧＧＴＧＣＴＣＴＴＣＡＧ １８８ ６１

ＢｒＡＦＰ１－Ｆ ＣＣＣＡＡＣＡＡＣＣＡＧＣＴＣＣＧＴＴＡＣＣ １０８ ６１
ＢｒＡＦＰ１－Ｒ ＣＴＣＣＧＡＣＡＣＣＡＣＧＡＣＡＴＣＣＡＡＣ １０８ ６１
ＩＣＥ１－Ｆ ＡＴＧＣＴＴＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＴＴＧＧ ８９ ６０
ＩＣＥ１－Ｒ ＡＡＴＣＴＧＡＡＧＴＣＴＴＧＣＴＧＧＣＴＣＴＧＣ ８９ ６０
ＣＢＦ１－Ｆ ＣＴＧＣＧＧＧＴＣＧＧＡＡＧＡＡＧＴＴＴＣＧ １０４ ６１
ＣＢＦ１－Ｒ ＣＴＴＧＴＴＴＧＧＣＴＣＣＣＴＣＡＣＣＴＣＡＣ １０４ ６１
ＭＫＫ２－Ｆ ＴＴＴＧＧＡＧＴＴＴＧＧＧＡＧＴＧＧＴＴＣＴＧＣ １２８ ６０
ＭＫＫ２－Ｒ ＡＧＧＡＧＧＣＧＧＧＴＴＴＴＣＡＡＣＡＡＴＧＧ １２８ ６０

α－ｔｕｂｕｌｉｎ－Ｆ ＣＡＣＣＧＡＴＧＴＴＧＣＴＧＴＣＣＴＣＴＴＧＧ ９６ ６１
α－ｔｕｂｕｌｉｎ－Ｒ ＣＴＧＴＴＧＡＧＧＴＴＣＧＴＧＴＡＧＧＴＡＧＧＣ ９６ ６１
β－ｔｕｂｕｌｉｎ－Ｆ ＡＡＧＴＣＣＡＧＣＧＴＣＴＧＴＧＡＣＡＴＴＧＣ ９９ ６１
β－ｔｕｂｕｌｉｎ－Ｒ ＧＣＴＣＡＣＡＣＧＣＣＴＧＡＡＣＡＴＣＴＣＣ ９９ ６１

　 　 注:Ｆ 表示正向引物ꎬＲ 表示反向引物ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｆ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒꎬ ａｎｄ Ｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｒｅｖｅｒｓｅ

ｐｒｉｍｅｒ.

１.５　 数据处理与分析

所有试验数据均采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 和

ＳＰＳＳ １９.０ 进行处理和统计分析ꎬ数据采用“平均值

±标准差”表示ꎬ不同试验处理下相应生理性状分别

采用 ＧＬＭ(ｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｌｉｎｅａｒ ｍｏｄｅｌ)模型进行联合方

差分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 微管调节试剂对白菜型冬油菜萌动种子 ＡＢＡ
含量的影响

　 　 由图 １ 可知ꎬ与 ２０℃处理相比ꎬ０℃处理使‘陇
油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’萌动种子 ＡＢＡ 明显上升ꎬ而
Ｃｏｌ 处理具有降低萌动种子 ＡＢＡ 含量的作用ꎬ在
０℃下更加明显ꎮ 在 ２０℃处理下ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬＣｏｌ 处
理对不同品种白菜型冬油菜萌动种子 ＡＢＡ 含量的

影响存在差异ꎬ在 ２０℃处理 １２ ｈ 和 ２４ ｈ 下ꎬＣｏｌ 处
理使‘陇油 ７ 号’萌动种子 ＡＢＡ 含量分别降低了

５.２６％和 １.２９％ꎬ而在 １２ ｈ 时 Ｃｏｌ 处理使‘天油 ４ 号’
ＡＢＡ 含量升高了４.１９％ꎬ在 ２４ ｈ 时 Ｃｏｌ 处理使 ＡＢＡ
含量下降了２３.４８％ꎮ 在 ０℃处理下ꎬＣｏｌ 处理能使‘陇
油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’萌动种子 ＡＢＡ 含量显著下降ꎬ
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０℃处理 １２ ｈ 和 ２４ ｈ 下ꎬ‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’
萌动种子 ＡＢＡ 含量分别降低了 ５５.６８％、６１.１６％和

１１.２２％、５２.２０％(图 １Ａ)ꎮ
Ｔａｘ 处理能使白菜型冬油菜萌动种子 ＡＢＡ 含

量明显上升ꎻ２０℃处理 １２ ｈ 和 ２４ ｈ 下ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬ
Ｔａｘ 处理使‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’ＡＢＡ 含量分

别增加了 ７６.０２％、４２.４９％和 ２６.３５％、９７.３９％ꎮ 在

０℃处理 １２ ｈ 和 ２４ ｈ 下ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬＴａｘ 处理使

ＡＢＡ 含量分别增加了 １７.８４％、２０.３４％和 １３.５３％、
１６.５２％(图 １Ｂ)ꎮ 综上所述ꎬ低温胁迫能使白菜型

冬油菜萌动种子 ＡＢＡ 含量明显上升ꎬＴａｘ 能够促进

ＡＢＡ 的上升ꎬＣｏｌ 能够减缓萌动种子 ＡＢＡꎮ
２.２　 微管调节试剂对白菜型冬油菜萌动种子 ＩＡＡ

含量的影响

　 　 由图 ２ 可知ꎬ与 ２０℃处理相比ꎬ０℃处理使‘陇
油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’萌动种子 ＩＡＡ 总体上呈现上

升趋势ꎬ与‘天油 ４ 号’相比ꎬ‘陇油 ７ 号’的变化趋

势更加明显(图 ２Ａ)ꎻ与 ＣＫ 相比ꎬＣｏｌ 处理使萌动种

子 ＩＡＡ 含量明显降低ꎮ 在 ２０℃ 处理 １２ ｈ 和 ２４ ｈ
下ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬＣｏｌ 处理能使‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４
号’ 萌动种子 ＩＡＡ 含量显著下降ꎬ 分别降低了

３１.１７％、８３.６８％和４７.０２％、２４.６９％ꎻ在 ０℃处理 １２ ｈ
和 ２４ ｈ 下ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬＣｏｌ 处理使‘陇油 ７ 号’和

‘天油 ４ 号’萌动种子 ＩＡＡ 含量分别降低了６５.５６％、
７８.７６％和 ６１.２８％、３５.７０％ꎮ

在 Ｔａｘ 处理下ꎬ除‘陇油 ７ 号’在 ２０℃处理 １２ ｈ
时 ＩＡＡ 含量降低了 ３７.０１％ꎬ其他处理下两个油菜品

种萌动种子的 ＩＡＡ 含量都表现出不同程度的升高

(图 ２Ｂ)ꎮ 在 ０℃处理 １２ ｈ 和 ２４ ｈ 下ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬ
Ｔａｘ 处理使‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’ＩＡＡ 含量分别

上升了 ５５. １１％、３３. ３０％和 ６４. １３％、４２１. ７５％ꎮ 在

２０℃处理 １２ ｈ 下ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬＴａｘ 处理使‘天油 ４
号’ＩＡＡ 含量上升了 ６５.６１％ꎻ在 ２０℃处理 ２４ ｈ 下ꎬ
Ｔａｘ 处理使‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’ＩＡＡ 含量分别

上升了 ７５.５２％和 ２４１.９８％ꎮ 综上所述ꎬ低温胁迫能

使白菜型冬油菜萌动种子 ＩＡＡ 含量明显上升ꎬＴａｘ
能够促进萌动种子体内 ＩＡＡ 含量增加ꎬＣｏｌ 能够减

缓萌动种子 ＩＡＡ 的产生ꎮ
２.３　 微管试剂处理对白菜型冬油菜萌动种子 ＧＡ３

含量影响
　 　 由图 ３ 可知ꎬ与 ２０℃处理相比ꎬ０℃处理后ꎬ‘陇
油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’萌动种子 ＧＡ３含量均呈现下

　 　 注:不同小写字母表示在 ０.０５ 水平下差异显著ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 不同白菜型油菜品种在不同时长、温度和 Ｃｏｌ / Ｔａｘ 浓度处理下 ＡＢＡ 含量
Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ＡＢＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓꎬ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓꎬ ａｎｄ Ｃｏｌ / Ｔａｘ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐｅ

图 ２　 不同白菜型油菜品种在不同时长、温度和 Ｃｏｌ / Ｔａｘ 浓度处理下 ＩＡＡ 含量
Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ＩＡＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓꎬ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓꎬ ａｎｄ Ｃｏｌ / Ｔａｘ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐｅ
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降趋势ꎬ且‘天油 ４ 号’的下降趋势明显强于‘陇油 ７
号’ꎻ与 ＣＫ 相比ꎬＣｏｌ 处理能使‘陇油 ７ 号’和‘天油

４ 号’萌动种子 ＧＡ３ 含量明显下降ꎮ 在 ２０℃处理 １２
ｈ 和 ２４ ｈ 下ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬＣｏｌ 处理使‘陇油 ７ 号’和
‘天油 ４ 号’ＧＡ３含量分别降低了 ３４.５４％、４３.７４％和

１４.６１％、３０.５９％ꎻ在 ０℃处理 １２ ｈ 和 ２４ ｈ 下ꎬＣｏｌ 处
理使‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’ＧＡ３含量分别降低了

４７.０１％、５３.４９％和 ３１.９５％、２６.８２％(图 ３Ａ)ꎮ
与 ＣＫ 相比ꎬＴａｘ 处理能使‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４

号’萌动种子 ＧＡ３含量明显上升(图 ３Ｂ)ꎮ 在 ０℃处理

１２ ｈ 和 ２４ ｈ 下ꎬＴａｘ 处理使‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’
ＧＡ３含量分别上升了 １８.２６％、１６.８４％和２４.９７％、５１.７４％ꎮ
在 ２０℃处理 １２ ｈ 下ꎬＴａｘ 处理使‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４
号’的 ＧＡ３ 含量明显上升ꎬ分别增加了９.７１％和２１.６６％ꎮ
而在 ２０℃的处理 ２４ ｈ 下ꎬ‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’萌
动种子的 ＧＡ３含量在处理前后基本无变化ꎮ 综上所

述ꎬ在低温胁迫下使白菜型冬油菜萌动种子 ＧＡ３ 含量

明显下降ꎬＴａｘ 处理对 ＧＡ３产生具有显著的促进作用ꎬ
而 Ｃｏｌ 能够减缓萌动种子 ＧＡ３的产生ꎮ
２.４　 微管试剂处理对白菜型冬油菜萌动种子 ＺＴ 含

量影响

　 　 由图 ４ 可知ꎬ与 ２０℃处理相比ꎬ０℃处理使‘陇

油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’萌动种子 ＺＴ 呈现显著上升

趋势ꎬ而 Ｃｏｌ 处理能够减缓 ＺＴ 的产生(图 ４Ａ)ꎮ 在

２０℃处理 １２ ｈ 和 ２４ ｈ 下ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬＣｏｌ 处理使

‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’萌动种子 ＺＴ 含量分别降

低了 ８.５７％、７０.７２％和 ５.０１％、８.５７％ꎮ 在 ０℃处理 １２
ｈ 和 ２４ ｈ 下ꎬ Ｃｏｌ 处理使‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’ＺＴ
含量分别降低了 ３９.３５％、８６.８０％和 ４９.２０％、８５.７７％ꎮ

与 ＣＫ 相比ꎬＴａｘ 处理能使白菜型冬油菜萌动种

子 ＺＴ 含量明显上升(图 ４Ｂ)ꎮ 在 ２０℃处理 １２ ｈ 和 ２４
ｈ 下ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬＴａｘ 处理使‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４
号’ ＺＴ 含量分别增加了 ６.８９％、１７.２８％和１１.１５％、
４１.５６％ꎮ 在 ０℃处理 １２ ｈ 和 ２４ ｈ 时ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬＴａｘ
处理使‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’ＺＴ 含量分别增加了

１１.２４％、１０.３０％和 １２.７９％、１２.８０％ꎮ 表明低温胁迫能够

促进白菜型冬油菜萌动种子 ＺＴ 的产生ꎬＴａｘ 能够促进

ＺＴ 含量的上升ꎬＣｏｌ 能够减缓萌动种子 ＺＴ 的产生ꎮ
２.５　 微管调节试剂处理对白菜型冬油菜抗寒基因

表达的影响

　 　 由图 ５ 可知ꎬ在 ０℃与 ２０℃处理下ꎬＣｏｌ 试剂处

理使‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’ＭＫＫ２、α－ｔｕｂｕｌｉｎ、 β
－ｔｕｂｕｌｉｎ、ＩＣＥ１、ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１ 基因的表达量显著高

于 Ｔａｘ 试剂处理ꎮ 不同品种间比较发现ꎬ添加 Ｃｏｌ 试剂

图 ３　 不同白菜型油菜品种在不同时长、温度和 Ｃｏｌ / Ｔａｘ 浓度处理下 ＧＡ３含量
Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ＧＡ３ｃｏｎｔｅｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓꎬ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓꎬ ａｎｄ Ｃｏｌ / Ｔａｘ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐｅ

图 ４　 不同白菜型油菜品种在不同时长、温度和 Ｃｏｌ / Ｔａｘ 浓度处理下 ＺＴ 含量
Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ＺＴ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓꎬ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓꎬ ａｎｄ Ｃｏｌ / Ｔａｘ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐｅ
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后ꎬ与 ０℃处理 １２ ｈ 相比ꎬ０℃处理 ２４ ｈ 时ꎬ‘陇油 ７
号’ＭＫＫ２、α－ｔｕｂｕｌｉｎ、β－ｔｕｂｕｌｉｎ、ＩＣＥ１、ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１
的表达量分别上升了 １０２. ７％、２４８. １％、１９５. ４％、
７２.９８％、１１.００％、２７４.４％ꎻ‘天油 ４ 号’α－ｔｕｂｕｌｉｎ、 β－
ｔｕｂｕｌｉｎ、 ＣＢＦ１ 的 表 达 量 分 别 上 升 了 ３９. ３１％、
１７.２１％、３９.６９％ꎬＭＫＫ２、 ＩＣＥ１、ＢｒＡＦＰ１ 的表达量分

别下降了 １７.８０％、５２.６８％、９２.４８％ꎮ 添加 Ｔａｘ 试剂

后ꎬ与 ０℃处理 １２ ｈ 相比ꎬ０℃处理 ２４ ｈ 时ꎬ‘陇油 ７
号’ＭＫＫ２、α－ｔｕｂｕｌｉｎ、β－ｔｕｂｕｌｉｎ、ＩＣＥ１、ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１
的表 达 量 分 别 下 降 了 １００％、 ９９. ５０％、 ９９.９０％、
９９.３７％、３２.４７％、９２.０５％ꎻ‘天油 ４ 号’ＭＫＫ２、α－ｔｕ￣
ｂｕｌｉｎ、β－ｔｕｂｕｌｉｎ、ＩＣＥ１、ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１ 的表达量分别

上升了 ７９.９９％、２０８.８％、１６９.５％、９４.０５％、４４.７９％、
７８.６２％ꎮ 添加 Ｃｏｌ 试剂后ꎬ与 ２０℃处理 １２ ｈ 相比ꎬ
２０℃处理 ２４ ｈ 时ꎬ‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’ＭＫＫ２、
α－ｔｕｂｕｌｉｎ、β－ｔｕｂｕｌｉｎ、ＩＣＥ１、ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１ 的表达量

分别上升了 ６０１. ９％、 ３２９. ３％、 ３０３. ５％、 ２２８. ６％、
２４.８４％、４４０.６％和 ７９.７７％、３.２８％、１.１８％、１２.７２％、
１０.１０％、１６８.０％ꎻ添加 Ｔａｘ 试剂后ꎬ与 ２０℃处理 １２ ｈ
相比ꎬ２０℃处理 ２４ ｈ 时ꎬ‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’
ＭＫＫ２、α－ｔｕｂｕｌｉｎ、β－ｔｕｂｕｌｉｎ、ＩＣＥ１、ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１ 的

表达量分别下降了 ５４. ４６％、 ３２. ８５％、 ３１. ５０％、
４７.７６％、 ２２. ６１％、 １１. ７７％ 和 ５４. ３９％、 ５４. ４５％、
４６.９６％、７５.５９％、３１.９１％、７６.１３％ꎮ

３　 讨　 论

３.１　 微管调节试剂 Ｃｏｌ 和 Ｔａｘ 对白菜型冬油菜内源

激素的影响

　 　 植物内源激素对植物的生长发育具有重要的

调控作用ꎬ当植物在受到低温胁迫时ꎬ会受到多种

激素的共同调节ꎬ增强植物对胁迫的抵抗能力[１４]ꎮ
研究表明ꎬＡＢＡ 在冷胁迫中可以促进植物体内渗透

图 ５　 微管调节试剂处理对白菜型冬油菜萌动种子抗寒基因表达的影响
Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｒｅａｇｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｃｏｌｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｏｆ ｗｉｎｔｅｒ ｒａｐｅｓｅｅｄ
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调节物质含量的增加[１５]ꎬ从而稳定细胞膜结构ꎬ通
过 ＩＣＥ１－ＣＢＦ 冷信号通路诱导下游抗寒基因表达等

作用ꎬ从而提高植物对低温的抵御能力[１６]ꎮ 前人在

小麦[１７]、茶树[１８]及玉米[１９]等作物中研究表明ꎬＡＢＡ
可以提高植物的抗寒性ꎮ ＧＡ３能降低自由水含量ꎬ
维持细胞膜的稳定性ꎬＧＡ３含量升高可以提高植物

的抗寒性[２０]ꎮ ＩＡＡ 的代谢也会影响植物的抗寒

性[２１]ꎬ在一定的低温处理下ꎬＩＡＡ 含量升高可以提

高油菜的抗寒能力[２２]ꎮ ＺＴ 含量增高会加速植物新

陈代谢和蛋白质的合成ꎬ使有机体迅速增长ꎬ从而

提高植物抗寒能力ꎬ减轻低温对植物的伤害[２３]ꎮ 本

研究发现ꎬ内源激素在不同油菜品种、不同微管调

节试剂、不同温度和处理下均存在一定差异ꎮ 施加

Ｔａｘ 试剂后ꎬ在 ０℃ 与 ２０℃ 处理下会引起‘陇油 ７
号’和‘天油 ４ 号’ＡＢＡ、ＩＡＡ、ＧＡ３和 ＺＴ 含量显著上

升ꎬ施加 Ｃｏｌ 试剂则使‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’
ＡＢＡ、ＩＡＡ、ＧＡ３和 ＺＴ 含量下降ꎮ 说明施加 Ｃｏｌ 和 Ｔａｘ
试剂会影响白菜型油菜萌动种子内源激素含量ꎮ
３.２　 微管调节试剂 Ｃｏｌ 和 Ｔａｘ 对白菜型冬油菜抗寒

基因表达量的影响

　 　 在低温胁迫下 ＭＡＰＫ 级联起着重要的作用ꎬ典
型的 ＭＡＰＫ 级联包含三种蛋白激酶 (ＭＡＰＫＫＫ、
ＭＡＰ３Ｋ 或 ＭＥＫＫ)、ＭＡＰＫ 激酶 (ＭＡＰ２Ｋ、ＭＫＫ 或

ＭＥＫ)和 ＭＡＰ 激酶(ＭＡＰＫ)ꎬ其中 ＭＫＫ２ 与 ＭＰＫ４
(ＭＡＰＫ４) 和 ＭＰＫ６ ( ＭＡＰＫ６) 相互作用来调节

ＭＫＫ２ 的活性ꎬ同时 ＭＫＫ２ 还诱导 ＣｏＲ 基因的表

达[２４]ꎮ ＩＣＥ１ 与 ＣＢＦ 基因的启动子区结合激活表

达ꎬＣＢＦ 结合到其下游目的基因启动子的 ＤＲＥ 序列

上ꎬ诱导 ＣＯＲ 的表达ꎬ从而提高植株的抗寒性[２５]ꎮ
α－微管蛋白和 β－微管蛋白是植物微管蛋白的主要

组成部分ꎬ也是细胞骨架的重要组成部分ꎬ植物微

管蛋白基因会受温度调控[２６]ꎮ 低温下 α－微管蛋白

表达上调会维持细胞骨架的稳定性[２７]ꎮ 微管在抗

寒中的作用与植物的部位以及温度有很大的关

系[２８]ꎮ ＡＦＰｓ 具有修饰冰晶形态ꎬ可以抑制冰晶的

生长和重结晶等作用ꎬ在抵御外界低温冻害中具有

重要作用ꎬ可以提高植物的抗寒性[２９]ꎮ 本研究发

现ꎬ抗寒基因在不同油菜品种、不同微管调节试剂、
不同温度和处理下均存在差异ꎮ 添加 Ｃｏｌ 后ꎬ０℃处

理 ２４ ｈ 时ꎬ‘陇油 ７ 号’α－ｔｕｂｕｌｉｎ、β－ｔｕｂｕｌｉｎ、ＭＫＫ２、
ＩＣＥ１、ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１ 的表达量明显升高ꎬ‘天油 ４
号’ α － ｔｕｂｕｌｉｎ、β － ｔｕｂｕｌｉｎ、ＣＢＦ１ 的表达量上升ꎬ但
ＭＫＫ２、ＩＣＥ１、ＢｒＡＦＰ１ 的表达量呈现下降趋势ꎻ２０℃
处理 ２４ ｈ 时ꎬ‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’α－ｔｕｂｕｌｉｎ、
β－ｔｕｂｕｌｉｎ、ＭＫＫ２、 ＩＣＥ１、ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１ 的表达量均

呈上调趋势ꎮ 添加 Ｔａｘ 后ꎬ０℃处理 ２４ ｈ 时ꎬ‘陇油 ７
号’α－ｔｕｂｕｌｉｎ、β－ｔｕｂｕｌｉｎ、ＩＣＥ１、ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１ 的表

达量被下调ꎬ‘天油 ４ 号’α－ｔｕｂｕｌｉｎ、β－ｔｕｂｕｌｉｎ、ＩＣＥ１、
ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１ 的表达量呈现上升趋势ꎻ２０℃处理 ２４
ｈ 时ꎬ ‘陇油 ７ 号’ 和 ‘天油 ４ 号’ α － ｔｕｂｕｌｉｎ、 β －
ｔｕｂｕｌｉｎ、ＭＫＫ２、 ＩＣＥ１、ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１ 的表达量均呈

下降趋势ꎮ 说明施加 Ｃｏｌ 和 Ｔａｘ 试剂会影响白菜型

油菜萌动种子抗寒基因的表达ꎮ

４　 结　 论

本研究发现ꎬＣｏｌ 能够降低‘陇油 ７ 号’和‘天油

４ 号’萌动种子的 ＡＢＡ、ＩＡＡ、ＧＡ３ 和 ＺＴ 含量ꎬ而 Ｔａｘ
能够增加‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’萌动种子的

ＡＢＡ、ＩＡＡ、ＧＡ３ 和 ＺＴ 的含量ꎮ 添加 Ｃｏｌ 后ꎬ与 ０℃
处理 １２ ｈ 相比ꎬ０℃处理 ２４ ｈ 时ꎬ‘陇油 ７ 号’α－ｔｕ￣
ｂｕｌｉｎ、β－ｔｕｂｕｌｉｎ、ＭＫＫ２、ＩＣＥ１、ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１ 的表达

量上调ꎬ‘天油 ４ 号’α－ｔｕｂｕｌｉｎ、β－ｔｕｂｕｌｉｎ、ＣＢＦ１ 表达

量上调ꎬ但 ＭＫＫ２、 ＩＣＥ１、ＢｒＡＦＰ１ 的表达量呈现下

调ꎻ与 ２０℃处理 １２ ｈ 相比ꎬ２０℃处理 ２４ ｈ 时ꎬ‘陇油

７ 号’和 ‘天油 ４ 号’ α － ｔｕｂｕｌｉｎ、 β － ｔｕｂｕｌｉｎ、ＭＫＫ２、
ＩＣＥ１、ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１ 的表达量均上调ꎮ 添加 Ｔａｘ
后ꎬ与 ０℃处理 １２ ｈ 相比ꎬ０℃处理 ２４ ｈ 时ꎬ‘陇油 ７
号’α－ ｔｕｂｕｌｉｎ、β－ ｔｕｂｕｌｉｎ、ＩＣＥ１、ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１ 的表

达量均下调ꎬ‘天油 ４ 号’α－ｔｕｂｕｌｉｎ、β－ｔｕｂｕｌｉｎ、ＩＣＥ１、
ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１ 的表达量均上调ꎻ与 ２０℃ 处理 １２ ｈ
相比ꎬ２０℃处理 ２４ ｈ 时ꎬ‘陇油 ７ 号’和‘天油 ４ 号’
α－ｔｕｂｕｌｉｎ、β－ｔｕｂｕｌｉｎ、ＭＫＫ２、ＩＣＥ１、ＣＢＦ１、ＢｒＡＦＰ１ 的

表达量均下调ꎮ 表明 Ｃｏｌ 和 Ｔａｘ 能使白菜型冬油菜

细胞骨架结构发生变化ꎬ影响白菜型冬油菜萌动种

子内源激素的含量及抗寒基因的表达ꎮ
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