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　 　摘 　要 ：０ ℃冻害分别处理蚕豆幼苗 ０ 、３ 、６ 、１２ h ，测定了蚕豆幼苗叶片的蛋白质 、脯氨酸 、还原性谷胱甘肽和丙

二醛等生理指标 ，进行了蚕豆低温胁迫下的 RAP － PCR指纹分析和抵抗低温冻害的特异基因序列片段的克隆 。结

果表明 ：随着低温胁迫的加强 ，蚕豆幼苗叶片内蛋白质含量呈现先升后降的趋势 ，脯氨酸相对百分含量逐渐增加 ，

还原性谷胱甘肽含量逐渐下降 ，丙二醛含量低温胁迫后维持在一个较低的稳定水平 。以 ８条随机引物进行 RAP －

PCR指纹分析鉴定出 ８条抵抗冻害的特异性片段 ，并成功克隆到其中的 ４条 。
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　 　近年来全球气候异常 ，我国自然灾害频发 ，冻雨

寒流成为影响我国农业生产的频发性自然灾害之

一 。对农作物低温抵抗机理的研究有助于合理应对

低温对农业生产造成的影响 。目前研究已经发现低

温会抑制植物许多功能基因的正常代谢反应 ，从而

产生直接的冷冻伤害［１ ，２］
。低温还会间接地引起植

物渗透压改变 、氧化和其他胁迫伤害［３ ～ ５］
。多数的

植物在受到低温胁迫时都会表现出不同程度的冷害

抵抗力［６ ，７］
。尽管如此 ，植物在低温冷害胁迫下的

生理生化特性依然所知有限 ，而关于低温冻害胁迫

下的植物生理生化特性更是鲜有报道 。

RNA随机引物 PCR指纹分析（RAP － PCR）是研
究样品中基因差异表达的有力工具 。 Takle 等［８］用

RAP － PCR技术鉴定了大西洋大麻哈鱼胚胎的压力
敏感型基因 。 Valdecantos等［９］用 RAP － PCR技术鉴
定了差显表达于小鼠输卵管的 EBAF同源 mRNA 。

低温胁迫可分为低温冷害（ ≤ ２０ ℃ ）和低温冻害

（ ≤ ０ ℃ ）
［１０］

，本试验研究范围为低温冻害 。本试验分

析了蚕豆 ０ ℃低温不同冻害处理时间下的生理特性

和基因表达差异情况 ，并以 RAP － PCR技术为基础试
图分离克隆出抵抗低温胁迫的特异基因序列片段 。

１ 　材料与方法

１ ．１ 　材料及培养

供试品种为临蚕 ２号 。选取籽粒饱满 、大小一

致的种子 ，用 １％ H２O２ 溶液表面灭菌 １０ min ，经无菌

水反复冲洗后 ，置于培养皿中 ，双层纱布覆盖后放入

恒温培养箱催芽 ，恒温箱温度为 ２５ ℃ ；相对湿度 ：

７０％ ～ ７５％ ，待胚根长至 ３ cm长左右 ，光合培养室

培养 ，温度 ：昼／夜 ２７ ℃ ± ３ ℃ ／２１ ℃ ± ３ ℃ ；湿度 ：６５％

± ５％ ；光照条件 ：昼／夜 １４ h／１０ h ，光强 ：１５０

μmol／（m２
·s） 。播于蛭石中 ，添加 Hoagland营养液进

行培养 ，保证植株正常生长 。

１ ．２ 　方法

１ ．２ ．１ 　 材料低温处理方法 　将正常条件下培养三

周的新鲜蚕豆幼苗移入冷库中进行处理 ，处理温度

为 ０ ℃ ，设三次重复 。在０ ℃低温环境下分别处理 ０ 、

３ 、６ 、１２ h ，分别检测低温逆境生理指标蛋白质 、脯氨

酸 、还原性谷胱甘肽和丙二醛的含量 。另取以上低

温处理植株的部分样品进行 RNA提取 ，以供 RAP －

PCR指纹图谱分析 。

１ ．２ ．２ 　 生理指标的检测 　 蛋白质 、脯氨酸 、还原性

谷胱甘肽和丙二醛的检测方法均参考高俊凤主编的

枟植物生理学实验指导枠
［１１］

，实验重复三次 。

１ ．２ ．３ 　 RNA 的提取 　 分别从 ０ ℃ 低温处理 ０ 、３ 、６ 、

１２ h的植株（见 １ ．２ ．１中所述）上摘取相同部位大小

基本一致的新鲜叶片 １片 ，然后剪取 １００ mg叶片用
于 RNA的提取 。使用 TIANGEN 生化科技有限公司
的 TRNzol Total RNA Reagent 总 RNA提取试剂盒 ，按

照公司说明书提取蚕豆叶片的 RNA ，具体过程如
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下 。取 １００ mg新鲜叶片在液氮中充分研磨 ，加入 １

mL TRNzol 。将匀浆样品在 １５ ℃ ～ ３０ ℃ 放置 ５ min 。
按 １∶０ ．２（匀浆∶氯仿）的体积比加入氯仿 ，盖好管

盖 ，剧烈振荡 １５ s ，室温放置 ３ min 。 ４ ℃ １２ ０００ rpm
离心 １０ ～ １５ min ，将上层水相（约 ６００ μl）转移到新的
离心管中 。向水相溶液中加入等体积异丙醇 ，混匀 ，

室温放置 ２０ ～ ３０ min 。 ４ ℃ １２ ０００ rpm离心 １０ min ，

去上清 。加入 １ mL ７５％ 乙醇（DEPC处理过的水配
制）洗涤沉淀 。 ４ ℃ ５ ０００ rpm离心 ３ min ，倒出液体 ，

剩余的少量液体短暂离心 ，然后用枪头吸出 。室温

放置 ２ ～ ３ min后 ，加入 ４０ μl RNase － free ddH２O ，反

复吹打 ，混匀 ，充分溶解 RNA 。

１ ．２ ．４ 　 RNA 质量检测 　 １％ 琼脂糖凝胶电泳检测

RNA提取质量 ，上样量统一为 ３ μl ，电泳参数为 ５

V／cm ，电泳时间 ４０ min 。
１ ．２ ．５ 　 cDNA的合成 　使用 TIANGEN公司的 TIAN-
Script RT Kit （cDNA 第一链合成试剂盒） ，按照公司

说明书对提取的 RNA进行逆转录 ，使用产品附带的

随机引物（d５’NNNNNN３’）作为反义链引物合成 cD-
NA 。

１ ．２ ．６ 　 RAP － PCR扩增及检测 　 采用由 Invitrogen
公司合成的 ８条随机引物 。为了提高随机引物扩增

的成功率 ，８条随机引物选自已经报道的用于扩增

豆科类植物 RAPD 遗传标记随机引物［１２ ～ １５］
。引物

编号及碱基序列见表 １ 。

表 １ 　选用的随机引物

Table １ 　 Random primers in the experiment
引物编号

Primer number
引物序列

Primer sequence
S１ 儋d５ #’（GTGACGTAGG）３’
S２ 儋d５ +’（CCGAATTCCC）３’
S３ 儋d５ !’（GGCTGCAGAA）３’
S４ 儋d５  ’（GGTGCGGGAA）３’
S５ 儋d５ .’（GCGGTTTTGC）３’
S６ 儋d５ !’（GGCACTGAGG）３’
S７ 儋d５ 2’（CACTCTCCTC）３’
S８ 儋d５ 2’（CACTCTCCTC）３’

　 　 PCR 扩增反应体系的总体积为 ２５ μL ，包括

cDNA模板 ２ μL ，１０ × Buffer ２ μL ，MgCl２ （２５ mmol／L） ２
μL ，dNTPs （２ mmol／L） ２ μL ，引物（１０ μmol／L） ２ μL ，

Taq DNA 聚合酶（５ U／μL） ０ ．２５ μL ，ddH２O 到 ２５ μL ；

扩增反应程序为 ９４ ℃ 预变性 ５ min 后 ，９４ ℃ 变性 ３０

s ，４０ ℃退火 ３０ s ，７２ ℃延伸 ９０ s ，４０次循环 ；７２ ℃延伸

７ min 。采用 １％ 琼脂糖凝胶（加入 EB使其终浓度为
０ ．５ μg／mL）电泳检测 PCR扩增产物 。

１ ．２ ．７ 　 特异片段的克隆及测序 　 使用购自 TIAN-
GEN公司的 DH５α感受态细胞 ，采用 Invitrogen 公司
生产的 pMD －１９T的克隆试剂盒进行片段的连接并
进行转化 。在含有 X － gal ，IPTG 和 Amp的 LB培养
基上 ３７ ℃ 静置培养 ２ d ，之后挑选白斑进行 PCR检
测 。检测 PCR反应体系同上 ，其中引物使用通用引

物M１３ －４７和 RV －M ，模板为挑取的菌落 ，扩增反

应程序为 ９４ ℃预变性 ２０ min ，９４ ℃变性 ３０ s ，５５ ℃退
火 ３０ s ，７２ ℃ 延伸 ９０ s ，４０ 次循环 ；７２ ℃ 延伸 ７ min 。
所获得的阳性克隆经液体摇床培养后 ，由北京华大

基因完成测序 。

１ ．２ ．８ 　 冷害条带比率计算方法 　以条带所在位置

离点样孔之间的距离为依据 ，对所有条带进行统计 ，

距离相同的条带则合计为 １条 。分别统计出总条带

数 、冷害特异性条带数以及只在冷害下表达的条带

数 ，其中冷害特异性条带数包括正常冷害情况均表

达的条带和只在冷害下表达的条带 。最终 ，冷害条

带比率（％ ）＝ 冷害特异性条带数或者只在冷害下表

达的条带数 ÷总条带数 × １００％ 。

２ 　结果与分析

２ ．１ 　低温胁迫对蚕豆幼苗生理特性的影响

为了分析低温冻害胁迫对蚕豆幼苗生理状况的

影响 ，分别检测了低温胁迫处理情况下的抗逆性指

标蛋白质 、脯氨酸 、还原性谷胱甘肽和丙二醛的含

量 。正常的蚕豆叶片蛋白质含量维持在一个稳定水

平 ，经冻害处理 ３h后 ，叶片内蛋白含量迅速上升 ，之

后随着低温处理时间的延长逐渐下降（图 １A） ；随着

处理时间的延长 ，脯氨酸含量逐渐升高（图 １B） ；随

着处理时间的延长 ，还原性谷胱甘肽含量逐渐降低

（图 １C） ；蚕豆正常植株叶片丙二醛含量维持在一个

较高水平 ，经冻害处理后迅速降低 ，之后维持在一个

稳定水平（图 １D） 。
２ ．２ 　 RNA质量分析

为避免提取过程造成的 RNA 降解 ，对 RNA 进
行电泳检测（图 ２） 。从图 ２中可以看出未经冻害胁

迫的叶片提取的 RNA 质量良好 ，具有清晰的 ２８S 、
１８S 、５S三条带 。这说明试验操作良好 ，未造成 RNA
的降解 。而经冻害处理的植株的 RNA 电泳条带随
着处理时间的延长表现出规律性变化 。 ３ h处理后
尚有可见的 ２８S 、１８S 、５S 三条带 ，６ h处理后三条带
已十分模糊 ，１２ h处理后只剩余 ５S有模糊条带 。这

说明随着冻害处理时间的延长 ，植株叶片内 RNA开
始发生不同程度的降解 ，处理 １２ h 后 ，叶片内的

RNA已基本降解完全 。
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图 １ 　低温胁迫下的蚕豆幼苗叶片的生理指标

Fig ．１ 　 Physiological indexes of Vicia faba under low temperature in leaves of seedling

图 ２ 　不同低温时间处理下蚕豆幼苗叶片

RNA质量的电泳图谱
Fig ．２ 　 Electrophoresis pattern of RNA in leaves of seedling

under various process time with low temperature
２ ．３ 　蚕豆低温冻害处理的 RAP － PCR指纹分析

以 ０ 、３ 、６ 、１２ h冻害处理的 RNA为模板 ，进行逆

转录反应 ，所得 cDNA 产物分别标记为 T０ 、T３ 、T６ 、
T１２ 。以 T０ 、T３ 、T６ 、T１２为模板 ，S１ ～ S８为引物进行
PCR反应 。电泳检测后获得 RAP － PCR 多态性图
谱 。如图 ３所示 ，电泳条带基本上可以分为 ３种情

况 ：（１）随着冻害处理时间的延长 ，条带逐渐弱化或

消失 ，这种情况占条带的大多数 ；（２） 正常情况下无

条带 ，经一定时间处理后有条带出现 ；（３） ０ 、３ 、６ h
处理均有清晰条带出现 ，１２ h处理后条带全部消失 。

从图中结果来看 ，８条随机引物一共鉴定出 ８条冻

害下表达的特异基因片段 ，其中 a 、d 、e 、h只在 ０ ℃处

理 ６ h时有表达 ，b 、c 、f 、g在 ０ ℃处理 ０ 、３ 、６ h均有清
晰表达 。对条带进行统计 ，合计条带总数为 ３２条 ，

鉴定出的冻害特异性条带为 ８条 ，占到了总条带数

的 ２５％ ，其中只在冻害下表达的条带占到了

１２ ．５％ 。

２ ．４ 　低温特异 EST序列的克隆及测序
由 RAP － PCR电泳图谱筛选出蚕豆在冻害胁迫

下表达的 ８条特异基因片段 ，以该 ８条序列片段相

对应的 cDNA 为模板进行 PCR大量扩增 ，对目的片

段经切胶纯化后连接至 TMD － １９T载体 。最终克隆

到了 ４条 EST序列并进行了测序 ，测序结果见表 ２ 。

对测序所获得的 ４ 条序列在 NCBI 的 Blast
（http ：／／blast ．ncbi ．nlm ．nih ．gov／Blast ．cgi）工具中执
行 Tblastx ，执行参数为 DATAbase ：Nucleotide collec-
tion ；限定物种 ：Vicia faba 。 d 、e 、f 三条序列未发现有
高相似序列（相似度 ≥ ５０％ ） 。 g序列与蚕豆基因组
数据库中的 Ban HI重复元件具有很高的相似度 ，相

似度达到了 ７９％ ；与逆转录酶类似蛋白有较高的相

似度 ，相似度为 ３３％ 。
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图 ３ 　 RAP － PCR指纹分析图谱
Fig ．３ 　 RAP － PCR fingerprint analysis profiles

注 ：０S１表示在 ０ ℃ 低温环境下处理 ０ h ，以随机引物 S１为 PCR扩增引物进行反应得到的电泳谱图 。 其余标记 xS y（ x 为低温处理温度 ，x
＝ ０ ，３ ，６ ，１２ ；y 为随机引物编号 ，y ＝ １ ，２ ，３ ，４ ，５ ，６ ，７ ，８）可依次类推 。

Note ：The symbol of ０S１ means that sample had been treated on ０ ℃ for ０ h ，and primers in PCR reaction were S１ ．Other symbols xS y（where x is the
treatment temperature ， x ＝ ０ ，３ ，６ ，１２ ；where y is the serial number for random primer ， y ＝ １ ，２ ，３ ，４ ，５ ，６ ，７ ，８）were the same to ０S１ ．

３ 　讨 　论

３ ．１ 　低温冻害对蚕豆生理特性的影响

脯氨酸 、还原性谷胱甘肽和蛋白质的含量是反

应植株抵抗逆境伤害的主要指标 ，常用来分析植物

对逆境比如盐害 、冷害 、干旱等环境的抵抗作用 。李

世成等［１６］在 ２０ ℃ ～ ５ ℃ 范围内研究发现低温处理时

间越长温度越低 ，甘蓝中游离脯氨酸的积累越高 。

阙生全等［１７］对金边瑞香的研究同样发现低温胁迫

越强 ，游离脯氨酸含量越高的趋势 。罗娅等［１８］研究

发现低温处理时间越长草莓叶片内还原性谷胱甘肽

含量越低 。吴锦程等［１９］研究发现经 － ３ ℃ 处理后枇

杷幼果内谷胱甘肽还原酶受到明显抑制 。 陆新华

等［２０］研究发现菠萝幼苗中的蛋白质含量表现出随

低温胁迫程度加剧而先增加后减小的趋势 。本试验

对脯氨酸 、还原性谷胱甘肽 、蛋白质的含量研究结果

与前人研究基本一致 。在 ０ ℃ 条件下对蚕豆幼苗进

行低温处理 ，其脯氨酸含量随着低温处理时间的延

长而呈明显增大的趋势 ，还原性谷胱甘肽含量随着

低温处理时间的延长而呈明显减小的趋势 ，蛋白质

含量则呈先增加后减小的趋势 。

MDA含量高低是反映膜脂过氧化作用强弱和

质膜破坏程度的指标 。刘荣梅等［２１］研究发现经 ４ ℃

和 １５ ℃低温胁迫处理转基因烟草后 ，MDA的含量要
比 ２４ ℃ 高 ４ ．１４倍和 １ ．９９倍 。龚束芳等［２２］在 ２０ ℃

～ ５ ℃范围内研究发现偃麦草和高羊茅中的 MDA含
量会随着温度的降低表现出明显的积累效应 。陆新

华等［２３］对 １０个菠萝品种的 ５ ℃低温胁迫研究表明 ，

菠萝幼苗表现出低温处理时间越长 MDA 含量越高
的现象 。这些研究都表明在轻度低温胁迫处理时 ，

植物体内的MDA的含量会随着处理程度的加重而
增加 。但是植物在受到重度低温胁迫时 ，MDA的变
化不再符合这一规律 。李慧等［２４］研究发现 ０ ℃低温

处理葫芦巴幼苗超过 ２４ h 时 ，叶片中 MDA 含量开
始出现明显下降 ，超过 ３６h后 ，叶片 MDA 含量维持
在一个稳定水平 。刘光立等［２５］研究发现当处理温

度低于 －１５ ℃时 ，叶片内的MDA含量开始出现急剧
下降 。这些研究说明植物在受到重度低温胁迫伤害

时 ，叶片内的MDA 含量会出现急剧的下降 ，之后会

维持在一个稳定水平 。本试验研究表明 ０ ℃ 处理 ３

h后蚕豆幼苗叶片的 MDA 含量就已经低于正常叶
片 ，且处理 ３ 、６ 、１２ h的MDA含量差异很小 。这说明

０ ℃处理 ３ h已经对蚕豆幼苗造成了非常严重的冷
冻伤害 。
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表 ２ 　测序结果

Table ２ 　 Results of sequencing
编号
No ．

序列结果
Result of sequencing

序列长度（bp）
Length of
sequences

高相似序列
Height similarity
sequences

d

TTGGTGCGGGAATGACGAGGCATTTCATGGCGGTCCGAGCGACTGCTCGCCACCACCCTACCG
GGCCGAGATCGTCGAGGCGGACGACCGCCACACGGGCCACGATCTGGCCGAAGGAACCGCCT
GTCATGGCGGTAAATAGGACGGACTCGACGAAGAACACCGCCATCGGCATCCACATAGGCCA
GCCTCCGCCCCGGATGACTGCTGGGCCAAAGATGGCGCTGGCCAATACCATAGAGGCACCCC
AGTCGATGATGAGGGCACCGATGCGTTTGCACCAACTAGCCAGTGAACCGCGCCCCTCAGCG
GGCAGCCCGATCGAGACTCCTGGGGCTGCCTCGGTTCCACTCACCCGGTGAATCCTACCGGCA
CGACCTGTTACACGCTCGAAACACAACAGTGACGGTCGAGCAACTCATACGAACTACCGTAA
AGCACATCACCAGTCATGTTGATGGAGGAAAGATGTTCGAAGGTCCCGACGACCTGCTTGCC
TATGTCAAGAAGGAGGGCATCGAGATGATCGATGTCCGCTTCTGTGACCTTATCGGTATCAT
GCAGCACTTCACCGTTCCCGCACCA

５８５ 垐
无
None

e

TTGGTGCGGGAACATCAAGCAAGCTCAAAGGAACTTCAGGCCTCATTCAAATTTGCTACATTG
CCATATTCAAACTTGACTGAACAAGGTAATTTACAACTTTCTATCTCCTTATTTAGACATCCTT
AAGCTTAGGTTTGTGAAGCAAAAATGTAGTTTTAATGTGCTTGAGTTGTACATATGCATAGCT
TCCATTTATATTGACTGAGCTAGGAGTATTTGATAGTTGAACTTGCTGAAAATTTTAGGCCAG
AAATTAGGGGTGACAAAATTCTCTCTGATCTTTGAGAGTTAGGTCAAGTTTTTTATATCAATG
GAATCGTGACTAAAAATGCTACAAGTTTCATGTTGCAAGATTTTGTTTTTAAGCACGTATGCA
GGAGTTACAGTTTGAACAAGGGCACGCGCATTTTTTTTGTCTGAAGGACAGGGATGAAGTGG
GAGTGGGCCTGGGCCTGGTTTGTCTGACTATTGACACCCCCTGTTTTACTTCCCGCACCA

５０１ 垐
无
None

f

TGCGGTTTTGCAATCAGGACAACTATGGAGTGAAAGCTGTATGAAATACATTAAGGCTGAAAGT
GCTAAAGCCAACACTCACATGGTTACACGGTTTGACCGCCATAGCCACAACTTCATTGTGAAAG
AGACAATTGACCACAATGAAGGCCTGGCAAGACAAGAATACAGGGTCATTTTACCTTCTCAATG
GTGCGATTGTGGCAGGTTTCAAGCTTTTCGTATGCCTTGCTCTCATGTCATTGCCGCTTGTGCTCA
TACCCATCAGGACGCGCTTCAACTGCTCTCAAACGTTTATAAATCTGAAACGTTGCTCACTGTTT
ACAACAACAACTTTCCTTTGGTGGCAAAACCGCAA

３５８ 垐
无
None

g

GATTGGCACTGAGGCAGACAGGAAAGAGGTAAAGATTGGCACTGAGGTAGACAGGAAAGAGGTA
AAGATTGGCACTGAGGCAGACAGGAAAGAGGTAAAGATTGGTGCCAACCTAGAGCTCAGCGTGA
AGCAACGGTTAACCAAGATGTTACATGACTATATGGAGATCTTTGCCTGGTCCTACGAAGACATG
CCAGGGTTGGATACCGATATTGTTGTCCATCATTTGCCGACCAGAGAAGACTGCCCTCCAGTTAAA
CAAAAGGTCCGTCGGATGCGTCCAGAGATGTCCGAGAAGATTAAGGCCGAGGTGATGAAACAGT
TTGATGCCGGGTTTCTTGCAGTGACTTCTTACCCTCAGTGCCAATCG

３７０ 垐

BamHI重复元件 ；蚕豆
mRNA 逆转录类蛋白
BamHI repetitive ele-
ment （M１６８５５ �．１ ） ；Vi-
cia faba mRNA for re-
verse transcriptase-like
protein（AB００７４６６ ．１）

３ ．２ 　低温冻害对蚕豆转录水平的影响

低温胁迫会引起植物转录水平上非常显著的变

化［１０］
。据估计拟南芥有 ４％ 的基因与冷害抵抗有

关［２６ ，２７］
。有研究表明冷害诱导时 ICE１ － CBF（C －

repeat binding factors ）转录因子家族成员［２８ ，２９］及与

Ca２ ＋信号传递相关的基因有表达［３０］
。 Kim等［３１］对

水稻低温特异蛋白 OsRZs的转录水平进行分析发现
植物是在转录水平上对冷害做出调控反应的 ，由此

Kim等提出对mRNA输出的调控是植物对压力环境
的适应性反应之一 。这些研究结果都间接说明植物

受到冷害时 ，许多基因都会出现应激性的表达 。从

本试验结果来看 ，在转录水平上正常叶片细胞 RNA
含量维持在一个很高的水平 ，受到冷冻伤害后 ，部分

RNA开始降解 ，冻害 １２ h时 ，蚕豆叶片几乎完全丧

失转录能力 ，转录的 RNA基本上完全降解 。

３ ．３ 　蚕豆低温冻害处理的 RAP － PCR指纹图谱
RAP － PCR指纹图谱分析表明植物的基因表达

在受到低温冻害胁迫时基本上可分为 ３ 种情况 。

（１）多数维持植株正常生理功能的基因都将随着冻

害时间的延长而丧失活性 ，外在表现为植株萎焉 ，失

水 ；（２）发生冻害时 ，部分高表达量的基因如看家基

因 、某些转录因子等依然能保持一定水平的表达 ，这

为植株成功地抵抗低温造成的伤害提供了生理基

础 ；（３）某些特异基因在受到冻害时开始表达 ，发挥

出抵抗冷冻伤害的作用 。试验中发现冻害抵抗特异

的多态性条带占到了总数的 ２５％ ，其中只在冻害下

表达的条带占到了 １２ ．５％ 。 Hannah等［３２］利用统计

学方法分析了低温处理 １４d的拟南芥基因组 ，预估

出拟南芥与低温抵抗相关的基因可能约占总数的

４％ 。鉴于拟南芥为过冬植物 ，而蚕豆为非过冬植

物 ，因此与低温抵抗相关的基因可能远高于先前估

计的 ４％ 。 Lee等［３３］使用 ７１２ 条 cDNA 组成的微正
列方法分析了拟南芥低温胁迫时的基因表达情况 ，

发现不仅是先前发现的各种低温胁迫调控基因如
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CBF１等有大量表达 ，而且还发现很多候选基因如乙

醇脱氢酶和转录抑制子也有大量表达 。这些证据从

侧面证明与低温抵抗相关的基因远高于先前 Han-
nah等的估计 。

试验中从鉴定出的 ８条特异基因片段中成功克

隆了其中的 ４条并对其进行了测序 。 RAP － PCR分
析中采用的引物为随机引物 ，所获得的序列片段前

后段具有一致的序列 ，因此其直接获得的片段纯化

产物不能直接测序 ，只能克隆至载体后再测序 。其

次 RAP － PCR多态性条带浓度不一致 ，个别条带仅

适合观察 ，而不能满足大量扩增和切胶纯化的基本

要求 。这些原因都为特异性片段的成功获取造成了

技术上的困难 。但是考虑到冷害特异基因鉴定的困

难性 ，RAP － PCR分析技术依然是筛选并克隆环境
胁迫抵抗特异性基因片段的有效方法之一 。
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Effect of low temperature freezing injury on physiological and
biochemical characteristics of Vicia faba at the seedling stage

and RAP － PCR fingerprint analysis
CHEN Zhi-yuan１ ，２

，WANG Guo-dong１ ，DI Li-jun１ ，WU Yong-jun２ ，YANG Jia-ye２
（１ ．College of Sciences ，Northwest A & F University ，Yangling ，Shaanxi ７１２１００ ，China ；

２ ．College of life Science ，Northwest A & F University ，Yangling ，Shaanxi ７１２１００ ，China）

　 　 Abstract ：Protein content ，proline ，reduced glutathione ，malondialdehyde of Vicia faba at seedling stage were
measured in ０ ℃ ，RAP － PCR fingerprint analysis was conducted and chilling damage-resistance gene segments were
cloned ．The results showed that proline increased with the time at ０ ℃ ，reduced glutathione decreased with the time ，

protein content increased first but decreased then ，and malondialdehyde stayed at a steady level after freezing injury ．

Eight chilling damage-resistance genes were identified with ８ random primers and RAP － PCR ，and four of them were
successfully cloned ．

Keywords ：cold stress ；freezing injury ；RAP － PCR ；Vicia faba
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