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摘要　利用农杆菌介导的叶盘法将类番茄茄(Solanumlycopersicoides)和多毛番茄(LycopersiconhabroＧ
chaites)的CBF１基因转入普通烟草(Nicotianatabacum L．),通过分析转基因烟草在低温胁迫条件下目的基因

的表达水平并结合转录组数据分析差异表达的基因,揭示CBF１基因在烟草中发挥抗冷作用的机制与相关性.

结果显示:低温胁迫下,转基因烟草的抗低温能力高于非转基因的野生型;SlCBF１和LhCBF１基因在普通烟草

中过量表达后,转录组测序分析表明SlCBF１基因转化的烟草植株与野生型烟草植株相比,差异表达基因为５３
个,其中３３个表达上调,２０个表达下调;LhCBF１基因转化的烟草和野生型烟草植株相比,差异表达的基因为

１０６个,表达上调的有６２个,表达下调的有４４个.表明在烟草中过表达SlCBF１和LhCBF１会影响转基因烟

草中受其调控的下游基因的表达水平,进而提高烟草的抗冷能力.
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　　CBF(CRT/DREbindingfactor)基因作为抗冷

转录因子中的一员,首次见于拟南芥植株[１].CBF
家族成员包括CBF１、CBF２、CBF３、CBF４,在植物

抗冷、抗盐碱和抗旱等方面发挥着极为重要的作

用[２Ｇ３].CBF 作为一种转录因子,受非生物胁迫诱

导,能够特异性地与抗逆基因启动子区域的 CRT/

DRE顺式作用元件相结合,进而调节下游一系列逆

境应答基因的表达.CBF 转录因子主要作用是:在
植物受到干旱或低温等非生物胁迫时,通过调节下

游基因的表达保护细胞[４].例如,在COR 基因调控

植物抗冷性时,CBF 转录激活因子与COR 基因启动

子区CRT/DRE调控元件进行特异性结合,激活启动

子下游COR 基因的表达[５Ｇ７].在 ABA 诱导作用下

CBF蛋白的含量增速明显,从而诱导COR 基因表达,
提高植物抗冷能力[８Ｇ１０].过量表达CBF 的转基因拟

南芥和非转基因拟南芥相比,转基因植株表现出更好

的抗冷性,并对高盐、干旱所造成的水分胁迫也显示

出更强的抗性[１,１１Ｇ１２].据报道CBF 基因广泛存在于

葡萄、小麦、油菜、番茄等多种植物中[１３Ｇ１６].
类番茄茄 (Solanumlycopersicoides)是番 茄

(Lycopersiconesculentum Mill)近缘野生种,具有

耐低 温 的 特 性;多 毛 番 茄 (LycopersiconhabroＧ
chaites)是野生番茄种,具有很强的抗冷能力,说明

它们具有优异的抗冷基因[１７Ｇ２０].它们的CBF１基

因在拟南芥中过表达会增加其抗冷能力和耐盐能

力[２１].SlCBF１和LhCBF１在其他植物中的功能

还有待确定,并且由这些基因调节的下游基因也是

未知的.本研究通过生物技术方法将类番茄茄和多

毛番茄中的CBF１基因转化普通烟草,利用农杆菌

介导 的 叶 盘 法 将 类 番 茄 茄 (SolanumlycopersiＧ
coides)和多毛番茄(Lycopersiconhabrochaites)的

CBF１基因转入普通烟草(Nicotianatabacum L．),
通过分析转基因烟草在低温胁迫条件下目的基因的

表达水平并结合转录组数据分析差异表达的基因,
揭示CBF１基因在烟草中发挥抗冷作用的机制,旨在

为植物的抗冷基因改良提供理论依据和基因材料.

1　材料与方法

1.1　材　料

基因克隆所用植物材料为类番茄茄(S．lycopＧ
ersicoides)和多毛番茄(L．habrochaites),由东北农

业大学生命科学学院提供.基因转化所用菌株为大
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肠 杆 菌 (Esherichiacoli)DH５α 菌 株、农 杆 菌

(Agrobacteriumtumefaciens)EHA１０５菌株,植物

材料为普通烟草(Nicotianatabacum L．),由东北林

业大学林木遗传育种国家重点实验室提供.
1.2　仪器与试剂

BamHⅠ及SacⅠ购自 NEB 生物技术公司;

T４DNA 连接酶、Taq DNA 聚合酶购自 TaKaRa
公司;pLB零背景快速克隆试剂盒购自天根生化科

技公 司;qＧPCR 试 剂 盒 TransStart􀆾 Top Green
qPCRSuperMix购自 TransGen生物科技有限公

司;cDNA 反转录试剂盒 ReverTraAce􀆾 qPCR
RTMasterMix购自东洋纺(上海)生物科技有限公

司;葡萄糖、蔗糖、无水乙醇、琼脂、氨基酸等化学试

剂如未加特别说明,均为国产分析纯.
1.3　 CBF1 基因的获取与载体构建

根 据 GenBank 的 序 列 号 GU１２９７００．１ 和

GU１２９６９９．１,可知SlCBF１基因全长８７６bp,ORF
为６８７bp;LhCBF１基因全长９３１bp,ORF为６６９
bp.用DNAMAN软件对其开放性阅读框进行分析,设
计 特 异 性 引 物 SlCBF１ＧF (５′ＧATGAATATCTTTＧ
GAAACTTATTATAATTＧ３′)、SlCBF１ＧR(５′ＧTTAGATＧ
GGAATAATTCCATAAAGTT Ｇ３′)、LhCBF１ＧF (５′Ｇ
ATCGGATCCATGAATATCTTCGAAACC Ｇ３′)和 LhＧ
CBF１ＧR (５′ＧCGCGAGCTCTTAGATAGAATAATTC Ｇ
３′).引物由上海生工生物公司合成.

首先提取类番茄茄(S．lycopersicoides)和多毛

番茄(L．habrochaites)植株叶片的 RNA,按试剂盒

说明反转录获得cDNA,然后以cDNA 为模板,SlＧ
CBF１ＧF、SlCBF１ＧR、LhCBF１ＧF、LhCBF１ＧR 为引

物分别进行目的基因的 PCR 扩增,条件为:９５℃
３min,９４℃ ３０s,５８℃３０s,７２℃ １min,３５个循

环,扩增产物用１．２％琼脂糖凝胶检测,切胶,纯化试

剂盒(OMEGA)纯化回收.按pLB零背景快速克

隆试剂盒说明连接回收片段至pLB载体,转化大肠

杆菌DH５α感受态,平板抗性培养,随机挑选出阳性

菌落提取质粒进行测序,测序结果对比 GenBank一

致后,确定获得SlCBF１和LhCBF１基因.
对pBI１２１质粒进行 HindⅢ、EcoRⅠ双酶切,

获得 带 有 ３５S 启 动 子 的 GUS 片 段,将 其 连 入

HindⅢ、EcoRⅠ双酶切处理过的 pCAMBIA２３００
载体,得到重组载体３５SＧGUSＧpCAMBIA２３００,再

将该重组载体和目的基因片段分别进行BamHⅠ、

SacⅠ双酶切,并连接获得３５SＧgeneＧGUSＧpCAMＧ

BIA２３００;接下来把AtRD２９A 启动子(诱导型启动

子,含有４个CRT/DRE顺式作用元件)和３５SＧgeneＧ
GUSＧpCAMBIA２３００分别用HindⅢ、BamHⅠ进行双

酶切,连接完成AtRD２９A 启动子对３５S启动子的

替换,获得最终的载体 RD２９AＧgeneＧGUSＧpCAMＧ
BIA２３００.
1.4　重组载体获得与转化农杆菌

在SlCBF１和LhCBF１基因引物的５′端和３′
端分别引入BamHⅠ和SacⅠ的酶切位点,设计引

物 为:SlCBF１ＧvF(５′ＧATCGGATCCATGAATATCTＧ
TCGAAACCＧ３′)、SlCBF１ＧvR(５′ＧCGCGAGCTCTTAＧ
GATAGAATAATTC Ｇ３′)、LhCBF１ＧvF (５′ＧATCGＧ
GATCCATGAATATCTTTGAAACTＧ３′)和 LhCBF１Ｇ
vR (５′ＧCGCGAGCTCTTAGATGGAATAATT Ｇ３′).
分别以含有SlCBF１和LhCBF１基因的大肠杆菌

菌液为模板,反应条件为:９５℃预变性３min,９４℃
变性３０s,５８℃退火３０s,７２℃延伸１min,３５个循

环.PCR扩增出带有酶切位点的SlCBF１基因和

LhCBF１基因片段.
利用BamHⅠ和SacⅠ对得到的LhCBF１基

因片段、SlCBF１基因片段和 H＋P 载体进行双酶

切处理,并分别纯化回收产物,然后用 T４DNA连接

酶将酶切后的 H＋P线性载体和基因片段连接分别

获得 H＋PＧLhCBF１和 H＋PＧSlCBF１并转化大肠

杆菌,进行菌落PCR检测筛选阳性克隆,送样测序,
经序列比对测序结果与 GenBank上记录SlCBF１
基因和LhCBF１基因片段的序列一致,表明 H＋PＧ
LhCBF１和 H＋PＧSlCBF１表达载体构建成功.将

阳性质粒电击转化农杆菌 EHA１０５感受态中,再
经过PCR检测确认,检测送至上海生工生物公司

进行测序比对一致后,将含阳性克隆的农杆菌菌

液 按１∶１(体 积 比 )加 入 无 菌 的 ５０％ 甘 油,

－８０℃保存.
1.5　农杆菌侵染转化

将烟草种子在 MS培养基培育,温度为２５℃,
光照强度为４００μmol/(m２􀅰s),光照周期为每天

１６h光照/８h黑暗处理,置于相对湿度６５％~７５％
的组织培养室中培养,当无菌苗长出４片真叶时选

取嫩叶,剪成０．５cm２的叶盘,放置在预培养培养基

(MS＋１．０mg/L６ＧBA＋０．２mg/LNAA)上预培养

３６h.
挑取已转化的农杆菌EHA１０５单菌落,二次活

化培养至D６００＝０．５时;离心后加入５０mL配制好

９
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的菌液重悬液体培养基,重悬培养至D６００＝０．６时,
用于侵染.

将预培养的烟草叶盘用已灭菌的镊子从培养皿

中取出,放入准备好的侵染液中,置于控温摇床

２８℃、１００r/min培养２０min,使农杆菌通过伤口进

入细胞;将已侵染的烟草叶片外植体转接至共培养

培养基(MS＋１．０mg/L６ＧBA＋０．２mg/LNAA)
上,２５℃ 暗培养４８h;然后将外植体转移至分化培

养基(MS＋１．０mg/L６ＧBA＋０．２mg/LIAA＋１００
mg/LKan＋５００mg/LCef)上,待外植体形成愈伤

组织;愈伤组织分化出不定芽时,把不定芽转移至生

根培养基(１/２MS＋５０mg/LKan＋５００mg/LCef)
正常生根后便可正常继代培养.
1.6　低温胁迫

将转SlCBF１基因烟草、转LhCBF１基因烟草

和野生型烟草同时放入人工气候箱,设定温度为

４℃,光照强度为４００μmol/(m２􀅰s),光照周期为

每天１６h光照/８h黑暗,相对湿度６５％~７５％,分
别在培养０、１、２、１２、２４、４８、７２h时进行叶片取样,
每个样品３次重复.之后进行２２℃恢复处理,分别

在２４、４８、７２h时进行叶片取样.
1.7　荧光实时定量 PCR 分析

１)将 RNA 反 转 录 成 cDNA.提 取 样 品 的

RNA,将RNA在PCR仪６５℃变性５min,立即放

到冰上冷却;在冰上加入２μL５×RT MasterMix、

１μLRNA、７μLNucleaseＧfreewater,轻轻搅拌混

匀.逆转录反应条件:３７℃ １５min,５０℃ ５min,

９８℃５min.产物于－２０℃保存.

２)根据SlCBF１和LhCBF１序列设计引物,以
普通烟草肌动蛋白βＧactin为内参,通过realＧtime
PCR,检测SlCBF１和LhCBF１基因的相对表达

量.荧光实时定量 PCR 扩增引物如下:SlＧqPCRＧF
(５′ＧCTGATTCTGCTTGGAGGTTGCＧ３′)、SlＧqPCRＧR
(５′ＧTTGCAAGTAATCCAGGCATGＧ３′)、LhＧqPCRＧF
(５′ＧATTTCTCTGATTCAGCTTGGＧ３′)、LhＧqPCRＧR
(５′ＧGCTTCCTCATCCACGAAGTCATＧ３′)、βＧactinＧF
(５′ＧTCCATGCTCAATGGGATACTＧ３′)、βＧactinＧR(５′Ｇ
TTCAACCCCTTGTCTGTGATＧ３′).反 应 程 序 为:

９４℃预变性３０s,９４℃变性１２s,５８℃退火３０s,

７２℃延伸４５s,８０℃１s,４０个循环;５５~９９℃ 每

０．５℃保持１s.
1.8　转录组测序

将４℃ 低温胁迫 ７２h 分别转化SlCBF１ 和

LhCBF１基因的烟草植株作为处理,以相同条件下

的野生型烟草植株为对照,通过苏州金唯智生物科

技有限公司IlluminaHiSeq􀆾 ２５００System 测序平

台系统进行转录组测序并进行数据分析.

2　结果与分析

2.1　载体获得

通过酶切处理和连接,重新构建获得最终的载

体RD２９AＧgeneＧGUSＧpCAMBIA２３００,如图１所示.

图１　载体RD２９AＧgeneＧGUSＧpCAMBIA２３００
Fig．１　RD２９AＧgeneＧGUSＧpCAMBIA２３００vector

2.2　转基因烟草 PCR 检测

分别选取培养基上正常生长的１０个转化子,对
转LhCBF１、SlCBF１ 基 因 烟 草 提 取 DNA,进 行

PCR检测.

０１
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通过PCR对转基因植株进行阳性筛选.经过

先后２批次筛选,将其中的阳性结果进行最终鉴定

(图２).
2.3　低温胁迫处理

在４℃低温胁迫７２h,发现野生型烟草叶片开始

下垂,而转SlCBF１基因烟草和转LhCBF１基因烟草

阳性植株未出现损伤和叶片下垂的直观表型(图３).

2.4　转基因烟草中 SlCBF1、LhCBF1 基因的表达

量分析

　　以普通烟草肌动蛋白βＧactin为内参,通过realＧ
timePCR,检测SlCBF１和LhCBF１基因的相对表

达量.在低温胁迫下,SlCBF１基因表达量为内参

的２~８倍;LhCBF１基因表达量为内参的２~６倍,
如图４所示.

A:转LhCBF１烟草;B:转SlCBF１烟草.A:LhCBF１transgenictobacco;B:SlCBF１transgenictobacco．

图２　转基因烟草植株DNA的PCR检测

Fig．２　PCRoftransgenictobaccoplantsDNA

A:４℃低温胁迫前;B:４℃低温胁迫７２h后.A:Before４℃stress;B:４℃stressafter７２h．

图３　４℃低温胁迫处理植株表型

Fig．３　４℃lowtemperaturestress

图４　转SlCBF１、LhCBF１基因烟草在

低温胁迫和恢复室温下的表达量分析

Fig．４　ExpressionanalysisofSlCBF１,LhCBF１transgenic
tobaccoat４℃andrecoveryat２２℃

2.5　RNA 质量检测

各样品测序原始数据经过数据过滤,进行 RNA
质量统计,发现读段长度均大于１００bp,各样品测

序数据 Q２０质量分别为９８．０５％、９９．２２％、９９．３５％,
质量较好,如表１所示,可用于后续分析.
2.6　基因差异表达分析

对DESeq检测的结果按照差异显著性标准(差
异基因表达变化２倍以上且FDR≤０．０５)进行筛选,
统计基因显著性差异表达情况.对SlCBF１基因

过表达烟草植株、LhCBF１基因过表达烟草植株分

别以野生型烟草植株的基因表达为参照,分析基因
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表１　测序数据质量统计

Table１　Sequencingfilterstatistics

样品 Sample
长度/bp
Length

读取数 Reads 基数 Bases
质量/％
Q２０

质量/％
Q３０

GC比/％
GCcontentpercent

转LhCBF１基因烟草

LhCBF１transgenictobacco
１１８．０２ ４５８３４３６６ ５４０９４５７１７９ ９８．０５ ９４．７０ ４１．８６

转SlCBF１基因烟草

SlCBF１transgenictobacco
１２２．７８ ３０４３６３３６ ３７３６８４２５０２ ９９．２２ ９７．７２ ４２．５１

野生型 WT １２３．００ ３９６５６０２０ ４８７７５２３７３０ ９９．３５ ９８．０８ ４２．４４

差异表达情况.在４℃低温胁迫７２h条件下,对转

SlCBF１基因烟草植株和野生型烟草植株的基因表

达水平进行比较,得到差异表达基因５３个,上调３３
个,下调２０个;对转LhCBF１基因烟草植株和野生

型烟草植株基因表达水平进行分析(图５),筛选到

１０６个差异表达的基因,其中上调６２个,下调４４个;

图５　样品差异比较基因表达的上下调情况

Fig．５　Signifiantlydifferentiallyexpressedgenes

转LhCBF１基因烟草植株和转SlCBF１基因烟草

植株基因表达水平进行分析,得到差异表达基因１１
个,其中上调８个,下调３个.
2.7　差异基因功能分析

普通烟草转录组测序为无参考基因组测序,需
要对该物种所有转录本序列进行测序,再通过研究

不同处理的基因表达情况与差异进行分析.

１)Nr注释分析.发现差异显著的主要是生长

素结合蛋白和热激蛋白等.

２)GO注释分析.发现普通烟草物种的 GO 分

析属于细胞组分的有１１个分类,分子功能的有１２
个分类,属于生物学过程的组分最多,共有２３个.

３)普通烟草物种的 COG 注释.有２４个功能

类别,其中多的几类为一般功能预测、碳水化合物运

输和代谢类、细胞周期控制,细胞分裂,染色体分配、
翻译,核糖体结构和生物发生、翻译后修饰、重组与

修复、氨基酸转运和代谢、转录类等功能的基因,如
图６所示.

４)KEGG代谢通路分析.发现最多的是与代

图６　COG注释结果

Fig．６　Clusteroforthologousgroupsofproteins
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谢途径相关的通路,肌动蛋白细胞骨架调节、RNA
转运等途径较多.

５)转基因烟草与非转基因烟草基因差异表达聚

类分析.结果表明,差异表达基因数量较多并且差

异显著(图７)(所有样品的基因差异表达聚类图中

FDR≤０．０５,foldchange≥２,颜色越深,表达量越

高,左边每一个不同颜色色块代表表达量相似的一

类基因聚簇.以log２FPKM 值进行聚类,红色表示

高表达基因,绿色表示低表达基因.颜色从绿到红,
表示基因表达量越高.)

图７　聚类分析结果

Fig．７　Hierarchicalclustering

　　６)对差异表达显著的基因进行 GO功能显著性

富集分析.①WT与SlCBF１细胞层次GOＧC层次

分析.发现转SlCBF１烟草差异表达基因c７５０３７_

g１_i１编码漆酶蛋白SKU５,参与细胞壁形成过程;

c７２１１９_g１_i５编码光系统Ⅱ核心天线蛋白 CP４７
参与光系统Ⅱ过程;c７７２０４_g１_i７编码烟酸磷酸核

糖转 移 酶 Ⅰ,参 与 细 胞 质 中 选 择 性 脱 羧 过 程;

c６６４８８_g１_i１编码肌球蛋白Ⅷ,参与细胞核内部物

质运输过程;c１３２９０６_g１_i１编码细胞周期蛋白,参
与细胞核形成过程.分子功能层次GOＧF层次分析

发现,c７９７８２_g１_i２编码 RNA 解旋酶 DHX３６,参
与 ATP结合过程;c７３１２２_g２_i４ 编码蛋白因子

CRS２,参与RNA结合过程;c７５５２２_g１_i４编码转

录 因 子 DIVARICATA,参 与 DNA 结 合 过 程;
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c７９７６２_g１_i８ 编码 AGO 蛋白质１A,参与核酸结

合过 程.生 物 过 程 层 次 GOＧP 层 次 分 析 发 现,

c７７０３３_g３_i１编码泛素蛋白连接酶 COP１,参与含

花青素化合物代谢过程;c６１６２１_g１_i２编码αＧ氨基

己二酸半醛合成酶,参与氨基酸分解代谢过程;

c７８６３９_g１_i１编码非特异性蛋白质 LOC５４３７５７,
参与蛋白质折叠;c７８４８９_g２_i１编码 ABC转运蛋

白７,参与 ATP分解代谢过程;c７７１２２_g１_i１０编

码核 酸 结 合 蛋 白,参 与 RNA 多 聚 腺 苷 酸 化;

c６４２１５_g２_i３编码 (６Ｇ４)光产物光解酶,参与 DNA
修复;c７８６２５_g１_i４编码 ABC转运蛋白 B９,参与

跨膜运输;c７９５４４_g１_i１ 为At１g０３３７０基因编码

含 GRAM 结构域的蛋白,参与钙离子介导的信号

传导;c７９７４３_g２_i７编码 ABC转运蛋白 B４,参与

向地性过程;c６９２８１_g１_i１编码 phylloplanins蛋

白,可以抑制孢子萌发、防止病原菌入侵;c６５４０４_

g１_i１编码果糖Ｇ６Ｇ磷酸１Ｇ磷酸转移酶α,参与对葡

萄糖刺激的反应.

②WT 与LhCBF１细胞组分层次 GOＧC层次

分析.发现转LhCBF１烟草差异表达基因c７０４４５_

g１_i７编码植脂酰ＧCoA 合成酶Ⅰ;c７７２５３_g１_i３
编码膜蛋白 At１g１６８６０,参与质膜信号转导过程;

c６７３８１_g１_i４编码天冬氨酸蛋白酶Ⅰ,参与细胞壁

形成过程;c７３４４０_g３_i４编码 CRALＧTRIO 结构

域蛋白 C２３B６．０４c,参与细胞内部物质运输过程;

C６１５９９_g１_i１编码光系统Ⅱ５ku蛋白,参与光合

作用;C７９６１７_g１_i４、c６８８０４_g２_i２编码核糖核酸

酶 T２;c７１５５６_g４_i４编码热休克蛋白LeＧHSP１７．６
Ⅱ;c６７７５７_g３_i６编码驱动蛋白１２５ku蛋白,参与

细胞质形成过程;c６７２５０_g１_i１编码脯氨酸丰富

蛋白,参与叶绿体类囊体膜形成过程;c７４９１１_g１_

i１３编码受体样蛋白激酶 At５g６１３５０,参与细胞核

形成过程.分子功能层次GOＧF分析发现,c７３２５１_

g１_i４编码丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 At１g５６１４０;

c７７５８７_g１_i４编码富含半胱氨酸的类受体激酶Ⅲ,
参与非跨膜蛋白酪氨酸激酶活性过程.生物过程层

次GOＧP层次分析(图８)发现,c７９５４４_g１_i１编码

ABR蛋白 At１g０３３７０,参与钙离子介导信号传导过

程;c７２２８０_g１_i２编码热应激转录因子BＧ３,c７７２４４
_g１_i１１为 MADS盒基因,参与调控 DNA 转录过

程;c５９３０５_g１_i２编码热应激转录因子 AＧ６b,参与

调控细胞蛋白代谢过程;c７６４３６_g１_i７编码赖氨酸

特异性脱甲基酶８,参与调控昼夜节律过程.

图８　WTVSLhCBF１GOＧF层次分类图

Fig．８　GOＧFhierarchicalclassificationmap
ofWTVSLhCBF１

3　讨　论

本研究利用农杆菌介导的叶盘法将类番茄茄和

多毛番茄的CBF１基因转入烟草,对转基因烟草进

行低温处理,对CBF１抗冷基因的调控功能和调控

机制及调控途径进行探讨.与野生型烟草进行比

较,在４℃低温胁迫下,SlCBF１和LhCBF１在转基

因烟草中过量表达,转基因植株表现出更强的抗低

温能力.该结果与Zhang等[２０]通过转SsCBF１基

因提高拟南芥的抗冷能力的结果一致.本研究发现

转基因植株抗冷能力的提高可能与其下游所调控的

抗冷相关靶基因的表达量有关,CBF１基因正调控

下游抗冷相关基因表达和相关蛋白含量发生变化.
转录组测序研究证实SlCBF１和LhCBF１的表达

可以影响下游基因的表达,从而提高植物抗冷相关
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的重要化合物的含量,减少冷胁迫对细胞的损伤,增
强了对冷胁迫的耐受能力.通过转录组数据分析发

现转基因烟草中SlCBF１调节某些相关合成代谢

与分解代谢过程,如酶合成与酶活性的调节,防细胞

冻伤的重要化合物的含量调节,小分子与 DNA、

RNA等相关生物大分子的结合能力及相关应激反

应等,这些具体的生理生化过程使转SlCBF１基因

烟草植株具有较强的抗低温能力.LhCBF１调节

的众多下游基因中,有的具有蛋白酪氨酸激酶活

性,与第二信使的产生相关,参与细胞的信号转导

过程,参与光合作用和生物过程的调控.调控的

下游基因产物定位于线粒体,是细胞能量转化系

统的成员.
植物的抗逆表型是由多基因控制的数量性状,

而不是由具体某一个基因所能够独立控制的,植株

对逆境胁迫会产生多个应答通路,各通路之间会交

叉形成一个复杂的网络结构,总体上呈现数量遗传

的特点,并且具有较高的遗传力.Xiong 等[２１]于

１９９９年发现CBF 调控的植物抗冷途径并不是一个

单一的过程,它与干旱、高盐诱导的途径形成交叉网

络,互相协调.因此,SlCBF１基因和LhCBF１基因

这种协同调控的交叉网络还需要进一步研究.
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Ectopicexpression,regulationandfunctionofCBF１genesfrom
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１．SchoolofForestry,NortheastForestryUniversity,Harbin１５００４０,China;
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Abstract　TheCBF１genefromSolanumlycopersicoidesandLycopersiconhabrochaiteswastransＧ
ferredintotobacco(Nicotianatobacum L．)byagrobacteriumＧmediatedleafdiscmethod．ThetranscripＧ
tomicdifferencesoftransgenictobaccounderlowtemperaturestresswerestudied．Theresultsshowed
thatunderlowtemperaturestress,thelowtemperaturetoleranceoftransgenictobaccowashigherthan
thatofthewildtypewhenthetransgenictobaccowasunderlowtemperaturestress．BothSlCBF１and
LhCBF１geneswereoverexpressedinordinarytobacco．Therewere５３differentiallyexpressedgenes,３３
upＧregulatedgenesand２０downＧregulatedgenesintransgenictobaccoplantsexpressingSlCBF１and
wildＧtypetobacco．Therewere１０６differentiallyexpressedgenes,６２genesupＧregulatedand４４downＧ
regulatedgenesintransgenictobaccoplantsexpressingLhCBF１geneandwildＧtypetobacco．ItisindicaＧ
tedthatSlCBF１andLhCBF１mayplayanimportantroleintransgenictobaccotoobtainantiＧlowtemＧ
perature．
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