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陆地棉 ｂＺＩＰ 转录因子响应非生物胁迫表达谱分析
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　 　 摘要:低温、干旱和高盐是影响棉花生长发育和产量的重要限制因素ꎮ ｂＺＩＰ 转录因子在植物非生物胁迫反应中起重要作

用ꎮ 本研究利用生物信息学的方法从陆地棉中鉴定了 ２４ 个 ｂＺＩＰ 转录因子基因ꎬ命名为 ＧｈｂＺＩＰ１ ~ ＧｈｂＺＩＰ２４ꎮ 系统进化树分

析表明ꎬ这 ２４ 个家族成员主要聚集在 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｇ、Ｉ、Ｓ 这 ８ 类亚家族ꎮ 通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 的方法分析了棉花(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ
Ｌ. )ＧｈｂＺＩＰｓ 基因在高盐(２００ ｍｍｏｌ / ＬＮａＣｌ)、干旱、４ ℃低温等非生物胁迫处理下的表达模式ꎮ 结果表明ꎬ１９ 个基因响应高盐

胁迫、１１ 个基因对干旱胁迫有应答反应ꎬ１５ 个基因有冷胁迫应答ꎮ 此外ꎬ有 ４ 个基因 (ＧｈｂＺＩＰ４、ＧｈｂＺＩＰ７、ＧｈｂＺＩＰ２１ 和

ＧｈｂＺＩＰ２３)在 ３ 种处理下均有应答反应ꎮ 以上研究结果表明ꎬＧｈｂＺＩＰｓ 在陆地棉的非生物胁迫适应过程中可能具有重要的作

用ꎮ 本研究为进一步探索棉花 ｂＺＩＰ 转录因子在抗逆反应中的重要作用和利用基因操作手段提高棉花抗逆性提供了重要
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低温、干旱和高盐等非生物胁迫是影响植物生

长发育、导致作物减产的主要因素ꎮ 植物作为固着

生物ꎬ不能趋利避害ꎬ为了克服这些不利的环境因

素ꎬ其体内进化形成了一套复杂的调控机制ꎬ涉及生

理、生化和与胁迫信号感知、信号传导和基因表达相

关的分子调控过程ꎬ最终通过代谢调控阻止细胞发



　 ３ 期 李　 月等:陆地棉 ｂＺＩＰ 转录因子响应非生物胁迫表达谱分析

生损伤[１]ꎮ 转录因子是非生物胁迫信号转导途径

中的重要组成成分ꎮ 由于其在提高植物逆境胁迫耐

受性方面具有重要作用ꎬ转录因子已成为植物耐逆

性基因工程改良的关键目的基因ꎮ 已有研究表明在

植物中存在至少 ６４ 个转录因子家族[２]ꎬ其中ꎬＮＡＣ、
Ｃ２Ｈ２ 锌指蛋白、ｂＺＩＰ 和 ＷＲＫＹ 转录因子家族是研

究最 多 而 且 广 泛 参 与 非 生 物 胁 迫 的 几 个 大

家族[３￣５]ꎮ
碱性亮氨酸拉链蛋白(ｂＺＩＰ)是最大而且功能

最多样化的转录因子家族之一ꎬ存在于所有的真核

细胞中ꎬ从酿酒酵母的 １７ 个 ｂＺＩＰ 基因到人类 ５６ 个

ｂＺＩＰ 基因ꎮ ｂＺＩＰ 蛋白以其家族成员保守的 ｂＺＩＰ 结

构域而命名ꎬ该结构域总长度为 ６０ ~ ８０ 个氨基酸残

基ꎬ由高度保守的 ＤＮＡ 结合碱性区域和多元化的亮

氨酸拉链二聚化区域组成ꎮ 碱性区域由 １６ 个氨基

酸残基组成ꎬ这一序列区最显著的特点是有一个不

变的 Ｎ￣ｘ７￣Ｒ / Ｋ 基序ꎬ该区域负责结合 ＤＮＡ 顺式作

用元件和核定位信号功能ꎬ位于 ｂＺＩＰ 结构域的 Ｎ
端ꎮ 亮氨酸拉链的二聚化区域保守型较低ꎬ该区域

一般由 ７ 个或 ９ 个氨基酸残基组成一个重复单位ꎬ
该重复单位的第 ７(９)位由亮氨酸和疏水性氨基酸

(ＩｌｅꎬＶａｌꎬＰｈｅ 或者 Ｍｅｔ)组成ꎮ 植物 ｂＺＩＰ 蛋白专一

结合核心序列为 ＡＣＧＴ 回文结构的顺式作用元件ꎬ
如 Ｇ￣ｂｏｘ(ＣＡＣＧＴＧ)、Ｃ￣ｂｏｘ(ＧＡＣＧＴＣ)、ＡＢＲＥ 和 Ａ￣
ｂｏｘ(ＡＣＧＴＡ) [６]ꎮ 目前已经在多种植物中鉴定出

ｂＺＩＰ 转录因子基因ꎬ拟南芥中有 ７５ 个[７]、水稻 ８９
个[８]、高粱 ９２ 个[３]、大豆 １３１ 个[９]、玉米 １２５ 个[１０]、
黄瓜 ６４ 个[１１]、葡萄 ５５ 个[１２]ꎮ ｂＺＩＰ 蛋白除广泛参

与植物多种发育过程外ꎬ也广泛参与非生物胁迫适

应ꎮ 如在小麦中克隆的受 ＰＥＧ、盐、低温和 ＡＢＡ 处

理诱导表达的 ＴａｂＺＩＰ６０ 基因ꎬ增强了该基因过表达

拟南芥植株对干旱、高盐和冷冻的抗性[１３]ꎮ 水稻

ＯｓｂＺＩＰ７１ 基因受干旱和 ＡＢＡ 诱导ꎬ但受盐抑制ꎬ转
ＯｓｂＺＩＰ７１ 基因过表达的水稻对干旱和高盐的抗性

显著增强[１４]ꎮ 除此之外在水稻中克隆出多个受逆

境胁迫诱导的 ｂＺＩＰ 转录因子基因ꎬ如 ＯｓＡＢＦ２[１５]、
ＯｓｂＺＩＰ１６[１６]和 ＯｓｂＺＩＰ５２[１７]ꎬ均能显著提高转基因

植物对逆境胁迫的耐受性ꎮ 除水稻和小麦外ꎬ在其

他作物如玉米[１８]、番茄[１９] 和大豆[２０] 等作物中克隆

到的一些与胁迫相关 ｂＺＩＰ 转录因子基因ꎬ也显著增

强了转基因植物的非生物胁迫抗性ꎮ 研究表明 ｂＺ￣
ＩＰ 转录因子基因也参与棉花的非生物胁迫应答反

应ꎮ Ｘ. Ｚｈａｎｇ 等[２１]在陆地棉中检测到 １ 个 ｂＺＩＰ 基

因对盐响应ꎻ而 Ｕ. Ｌ. Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ 等[２２] 则通过陆地棉

芯片表达谱方法检测到有 ４ 个 ｂＺＩＰ 类基因受盐胁

迫下调ꎮ Ｊ. Ｘ. Ｊｉａｎｇ 等[２３] 利用 ＰＣＲ 方法ꎬ从陆地棉

中克隆了 １ 个与棉纤维伸长过程中基因表达调控有

关的 ｂＺＩＰ 基因ꎬＡ. Ｍｉｔｔａｌ 等[２４] 将拟南芥 ＡｔＲＡＶ２ 和

ｂＺＩＰ 基因 ＡｔＡＢＩ５ 转化棉花ꎬ增强了转基因棉花的抗

旱性ꎬ然而较系统地研究棉花 ｂＺＩＰ 基因在干旱、高
盐、低温等非生物逆境胁迫下的应答表达模式还未

见报道ꎮ
新疆棉花生产在保障我国棉花产业稳定发展中

具有重要的地位ꎬ但新疆棉花生产常遭受干旱、盐碱

和低温等非生物逆境危害ꎬ对棉花的生长、产量以及

纤维品质影响很大ꎬ造成巨大的经济损失ꎮ 鉴定参

与逆境胁迫相关的 ｂＺＩＰ 转录因子基因对于改善作

物的抗逆性具有重要意义ꎮ 因此ꎬ本研究基于 Ｃｏｔ￣
ｔｏｎ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｆａｃｔｏｒ Ｄａｔａｂａｓｅ 公共数据库中 ｂＺＩＰ
转录因子 ＥＳＴ 序列ꎬ筛选出所有与拟南芥参与非生

物胁迫的 ｂＺＩＰ 转录因子高度同源的 ２４ 个基因ꎬ以
抗旱性较强的陆地棉品种 ＫＫ１５４３ 为材料ꎬ正常生

长幼苗经高盐、干旱和低温胁迫处理ꎬ采用半定量

ＲＴ￣ＰＣＲ 方法ꎬ对这 ２４ 个 ｂＺＩＰ 转录因子基因在 ３ 种

非生物胁迫处理下基因的表达谱进行分析ꎬ全面认

识棉花 ｂＺＩＰ 转录因子与非生物胁迫的关系ꎬ为进一

步鉴定和克隆逆境应答关键基因ꎬ揭示棉花抗逆分

子机制和利用基因工程培育抗逆棉花新品种奠定

基础ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料培养与处理

选取抗旱性较强的陆地棉品种 ＫＫ１５４３ 为试验

材料ꎬ该材料由新疆农业大学农学院作物遗传育种

室提供ꎮ 选取生长一致 １５ ｄ 苗龄的棉苗ꎬ将根部的

蛭石经流水小心冲干净ꎬ快速置于吸水纸上吸干ꎬ分
别进行高盐 ２００ ｍｍｏｌ / ＬＮａＣｌ、干旱、４ ℃低温处理ꎮ
高盐处理:将棉苗的根部浸入 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ　 ＮａＣｌ 溶
液中ꎻ干旱处理:将苗置于干净的滤纸上ꎬ在相对湿

度 ４５％ 、连续光照条件下进行自然干旱处理ꎻ冷处

理:棉苗置于盛有水(已预冷到 ４ ℃)的大烧杯中ꎬ
放置于 ４ ℃培养箱ꎬ持续光照ꎮ 干旱、ＮａＣｌ 处理的

植株在 ２５ ± ２ ℃培养箱ꎬ连续光照条件下生长ꎬ低温

处理的植株放置在 ４ ℃光照培养箱中处理ꎮ 上述各

处理ꎬ均分别于 ０ｈ、１ｈ、３ｈ、６ｈ 和 １２ｈ 采集真叶叶片ꎬ
迅速置于液氮ꎬ用于总 ＲＮＡ 提取ꎮ
１ ２　 总 ＲＮＡ 的提取和 ｃＤＮＡ 的制备

采用改良的 ＣＴＡＢ 法[２５] 提取棉花不同胁迫处
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理时间的叶片总 ＲＮＡꎬ按照 ＴａＫａＲａ(公司) ＲＮａｓｅ￣
Ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅ Ｉ 试剂盒方法消化基因组 ＤＮＡ 污染ꎬ按
照 Ｐｒｏｍｅｇａ(公司)Ｍ￣ＭＬＶ 反转录试剂盒操作说明

合成单链 ｃＤＮＡꎬ于￣２０ ℃保存ꎬ用于基因胁迫表达

特征分析ꎮ
１ ３　 ＥＳＴ 序列分析及引物合成

根据 Ｐｌａｎｔ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｆａｃｔｏｒ Ｄａｔａｂａｓｅ(ＰＴＦＤꎬ
ｈｔｔｐ: / / ｐｌａｎｔｔｆｄｂ. ｃｂｉ. ｅｄｕ. ｃｎ) [２６] 数据库中棉花 ｂＺＩＰ
转录因子 ＥＳＴ 序列ꎬ设计基因特异性引物ꎬ并以转

录因子编号为基础ꎬ对 ２４ 个 ｂＺＩＰ 转录因子基因的

ＥＳＴｓ 进行命名(表 １)ꎮ
１ ４　 棉花 ｂＺＩＰ 基因的半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ

根据 ２４ 个 ＧｈｂＺＩＰ 的 ＥＳＴ 序列设计特异性引物

(表 １)ꎬ以棉花 ＧｈＡＣＴ２(基因登录号:ＡＹ３０５７２４ １)作
为 ＲＴ￣ＰＣＲ 内参基因 (ＡＣＴ２Ｆ:５′￣ＣＧＴＡＣＡＡＣＡＧＧ￣
ＴＡＴＴＧＴＧＣＴＧＧ￣３′ꎬ ＡＣＴ２Ｒ: ５′￣ＧＡＡＡＴＣＣＡＣＡＴＣ
ＴＧＣＴＧＧ ＡＡＧＧＴＧ￣３′)ꎮ 棉花 ｂＺＩＰ 基因家族不同成

员 ＥＳＴｓ 的 ＲＴ￣ＰＣＲ 引物见表 １ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 反应体系

为 ２０ μＬꎬ包括 １ μＬ ｃＤＮＡ、正反向引物(１０ μｍｏｌ /
Ｌ)各 ０ ５ μＬ、２ μＬ １０ × ＰＣＲ 缓冲液(含 Ｍｇ２ ＋ )、
０ ５ μＬ ｄＮＴＰｓ(１０ ｍｍｏｌ / Ｌｅａｃｈ)和 ０ ５ μＬ Ｔａｑ ＤＮＡ
聚合酶(全式金公司)ꎬ用灭菌超纯水补至 ２０ μＬꎮ
在 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ＰＣＲ 仪上进行ꎬ 反应条件为 ９４ ℃
５ ｍｉｎꎻ９８ ℃ ３０ ｓꎬ５５ ~ ６０ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ２７ ~ ３３
个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物用 １％琼脂糖凝胶

电泳检测ꎬ并用 Ｉｍａｇｉｎｇ ＤｅｎｓｉｔｏＭｅｔｅｒ(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)中的

Ｉｍａｇｉｎｇ Ｌａｂ 软件进行拍照分析ꎮ
１ ５　 进化树分析和序列比对

对棉花 ２４ 个 ｂＺＩＰ 家族成员的进化关系进行分

析ꎮ 用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 进行系统进化树分析ꎬ采用邻接法

(ＮＪꎬｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ)构建系统发生树ꎬ对分支的可

靠性评价采用靴带分析(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐꎬ１０００)ꎬ通过上述

系统的分析研究ꎬ用 ＭＥＧＡ５ 对系统树进行作图ꎮ
由 ＤＮＡＭＡＮ 软件完成多重序列比对分析ꎮ

表 １　 棉花 ＧｈｂＺＩＰ 的特异性引物序列及扩增条件

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ＰＣＲ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＧｈｂＺＩＰ ｃＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

基因

Ｇｅｎｅ
转录因子编号

ＴＦ　 ＩＤ
上游引物

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ(５′￣３′)
下游引物

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ(５′￣３′)
退火温度(℃)

Ａｎｎｅａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
循环数

Ｃｙｃｌｅｓ

ＧｈｂＺＩＰ１ Ｇｈｉ０００６８２ ＣＡＧＧＣＡＴＧＴＧＧＡＡＧＡＣＡＣＣ ＧＣＡＡＧＣＣＡＧＡＧＧＧＡＡＣＴＡＡ ５８ ３２

ＧｈｂＺＩＰ２ Ｇｈｉ０００７７１ ＡＧＧＴＡＴＴＧＴＧＡＧＧＧＡＡＧＡＴＡＴ ＣＴＡＴＴＣＴＴＴＧＡＡＡＴＣＡＣＡＴＣＴ ５８ ３２

ＧｈｂＺＩＰ３ Ｇｈｉ０００８５６ ＧＡＧＴＡＧＣＣＧＡＣＴＧＡＡＡＣＴＧＡＣ ＡＡＴＧＣＴＴＣＣＡＴＣＣＣＴＴＧＴＧ ５８ ３２

ＧｈｂＺＩＰ４ Ｇｈｉ０００９２８ ＧＡＴＧＡＡＡＧＧＧＴＴＴＧＡＴＧＧＣ ＧＡＡＧＧＧＴＴＣＣＴＡＡＧＣＴＣＣＡ ５８ ３３

ＧｈｂＺＩＰ５ Ｇｈｉ００１１３９ ＴＧＧＣＧＡＴＣＣＣＡＴＣＧＴＴＧＡＴ ＣＴＴＣＧＴＣＴＧＣＴＧＣＧＧＣＴＧＴ ５８ ３３

ＧｈｂＺＩＰ６ Ｇｈｉ００２５５６ ＣＧＧＧＡＴＴＴＣＣＴＴＣＡＧＴＧＧＴ ＧＣＴＧＴＣＧＡＴＡＴＴＴＣＧＧＧＴＧ ５８ ３２

ＧｈｂＺＩＰ７ Ｇｈｉ００２７８０ ＴＧＡＡＡＣＡＡＣＧＧＡＧＡＡＣＡＴＧ ＡＧＡＡＡＴＡＴＣＴＧＣＧＡＧＴＧＣＡ ５８ ３３

ＧｈｂＺＩＰ８ Ｇｈｉ００２８７１ ＡＡＧＣＡＴＡＧＧＧＣＡＴＧＧＧＡＴＴ ＣＴＴＣＣＴＧＣＴＣＡＡＧＧＴＡＴＴＴ ５８ ３２

ＧｈｂＺＩＰ９ Ｇｈｉ００３７１２ ＡＴＣＣＧＴＡＧＣＣＴＴＴＣＴＧＴＴＧＡ ＣＡＴＡＧＣＣＴＧＴＡＧＣＣＧＴＡＧＴＴＴ ５８ ３２

ＧｈｂＺＩＰ１０ Ｇｈｉ００４１９７ ＣＴＴＣＣＧＡＴＴＣＣＧＡＣＣＡＣＣＴＣ ＴＴＣＴＣＣＴＣＣＴＣＴＴＣＧＣＴＣＡ ５８ ３２

ＧｈｂＺＩＰ１１ Ｇｈｉ００４８２８ ＧＧＣＧＧＡＴＴＴＡＴＴＧＧＴＴＧＡＴ ＣＡＣＴＣＴＴＴＣＧＧＧＡＣＣＴＣＴＴ ５８ ３２

ＧｈｂＺＩＰ１２ Ｇｈｉ００６０４１ ＴＡＧＴＡＧＣＧＧＣＧＧＣＧＡＴＧＴＧ ＴＧＧＧＣＡＧＴＡＴＴＧＧＣＡＧＧＧＴ ６０ ２７

ＧｈｂＺＩＰ１３ Ｇｈｉ００９９３６ ＧＧＣＡＡＡＧＴＣＴＡＡＣＣＡＡＧＴＣＧ ＴＣＴＣＣＴＧＴＧＣＧＴＧＴＣＣＡＡＧ ５８ ３２

ＧｈｂＺＩＰ１４ Ｇｈｉ０１２０４２ ＧＧＡＣＧＧＡＴＣＡＡＡＧＴＡＧＡＴＧＧ ＧＴＧＴＣＣＧＡＧＴＴＧＡＧＣＧＴＴＴ ５８ ３２

ＧｈｂＺＩＰ１５ Ｇｈｉ０１２６１３ ＧＣＡＣＣＧＴＧＣＴＧＡＣＣＡＡＴＣＡ ＴＴＣＣＣＡＴＣＡＡＡＧＧＣＧＡＡＴＧ ５８ ３２

ＧｈｂＺＩＰ１６ Ｇｈｉ０１２７９９ ＡＧＧＣＡＧＣＡＡＡＣＴＴＴＡＧＧＡＧ ＡＡＧＣＴＧＧＴＴＡＧＣＡＧＧＴＧＡＴ ５８ ３２

ＧｈｂＺＩＰ１７ Ｇｈｉ０１３１８５ ＧＡＧＴＴＴＡＴＧＣＣＣＡＴＣＣＴＧＣ ＴＴＴＣＣＴＣＣＴＴＴＣＣＣＧＴＴＴＣ ５８ ３３

ＧｈｂＺＩＰ１８ Ｇｈｉ０１３７０２ ＴＡＧＴＡＧＣＧＧＣＧＧＣＧＡＴＧＴＧ ＴＧＧＧＣＡＧＴＡＴＴＧＧＣＡＧＧＧＴ ６０ ２７

ＧｈｂＺＩＰ１９ Ｇｈｉ０１５３４７ ＣＡＧＧＧＡＡＴＡＡＧＴＡＡＴＧＧＴＣＴＧＡ ＧＴＣＴＧＧＧＴＴＣＴＴＣＧＴＡＧＧＣ ６０ ２７

ＧｈｂＺＩＰ２０ Ｇｈｉ０１５４８１ ＣＧＧＣＧＡＧＴＴＣＣＴＣＣＧＡＴＴＣ ＣＣＣＧＣＴＴＡＴＧＴＣＴＴＣＣＡＣＣ ５８ ３２

ＧｈｂＺＩＰ２１ Ｇｈｉ０１６９１７ ＣＣＧＡＧＡＡＴＣＡＧＣＧＡＧＡＡＧＧ ＡＡＧＧＣＡＣＡＴＴＧＡＡＡＧＧＧＴＴ ５８ ３２

ＧｈｂＺＩＰ２２ Ｇｈｉ０１９１０４ ＡＴＣＣＡＡＣＡＧＧＧＡＡＴＣＡＧＣＡ ＣＣＡＣＣＡＣＡＡＴＣＡＣＣＧＣＣＡＣ ５８ ３２

ＧｈｂＺＩＰ２３ Ｇｈｉ０１９７６０ ＣＣＡＡＣＡＧＧＧＡＡＴＣＡＧＣＡＡＧ ＣＡＣＡＡＴＣＡＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＣ ５８ ３２

ＧｈｂＺＩＰ２４ Ｇｈｉ０１９７９３ ＣＣＡＧＣＧＡＧＴＴＣＴＴＣＴＧＡＴＴＣ ＧＧＧＣＡＴＡＣＣＣＡＣＴＧＡＣＴＴＣＴ ５８ ３２
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２　 结果与分析

２ １　 棉花 ＧｈｂＺＩＰ 基因编码的氨基酸序列比对

用 ＳＭＡＲＴ 在线软件(ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌ￣
ｂｅｒｇ. ｄｅ / )对棉花 ２４ 个 ｂＺＩＰ 蛋白结构域的氨基酸

序列进行预测ꎬ用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对预测到的氨基酸

序列进行多重序列比对分析ꎮ 结果表明ꎬ棉花 ｂＺＩＰ

蛋白结构域由 ６０ 多个氨基酸残基组成ꎬ由 ＤＮＡ 结

合碱性区域和亮氨酸拉链组成ꎬ碱性区域含 １ 个不

变的 Ｎ￣ｘ７￣Ｒ / Ｋ 基序ꎬ亮氨酸拉链的二聚化区域由 ７
个氨基酸残基组成一个重复单位ꎬ该重复单位的第

７ 位多为亮氨酸(Ｌ)ꎬ少数由甲硫氨酸(Ｍ)和异亮氨

酸(Ｉ)组成ꎬ这与 ｂＺＩＰ 转录因子结构域的特点相符

合(图 １)ꎮ

黑色画线标记为 ｂＺＩＰ 家族保守的 Ｎ￣ｘ７￣Ｒ / Ｋ￣ｘ９￣Ｌ￣ｘ６￣Ｌ￣ｘ６￣Ｌ 序列

Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｎ￣ｘ７￣Ｒ / Ｋ￣ｘ９￣Ｌ￣ｘ６￣Ｌ￣ｘ６￣Ｌ ｏｆ ｂＺＩＰ ｆａｍｉｌｙ ｉｓ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ

图 １　 不同 ｂＺＩＰ 转录因子 ＤＮＡ 结合域氨基酸序列比较

Ｆｉｇ. １　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｂＺＩＰ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ

２ ２　 棉花 ＧｈｂＺＩＰ 蛋白的进化树分析

Ｍ. Ｊａｋｏｂｙ 等[７] 根据 ｂＺＩＰ 转录因子碱性氨基酸

区域的保守型ꎬ利用 ＭＥＭＥ 软件ꎬ将拟南芥 ７５ 个 ｂＺ￣
ＩＰ 转录因子分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ、Ｉ、Ｓ 共 １０ 个亚

家族ꎮ 为了确定棉花 ｂＺＩＰ 蛋白的进化聚类关系ꎬ本
研究分别从拟南芥 １０ 个亚家族中各选取几个成员与

棉花 ２４ 个转录因子进行系统进化树分析ꎮ 其中 Ａ 亚

家族有 ＡｔＡＢＦ１(Ａｔ１ｇ４９７２０)、 ＡｔＡＢＦ２(Ａｔ１ｇ４５２４９)、
ＡｔｂＺＩＰ１２ ( Ａｔ２ｇ４１０７０ )ꎻ Ｂ 亚 家 族 有 ＡｔｂＺＩＰ１７
(Ａｔ２ｇ４０９５０)、ＡｔｂＺＩＰ２８(Ａｔ３ｇ１０８００)ꎻＣ 亚家族有 Ａｔ￣
ｂＺＩＰ９(Ａｔ５ｇ２４８００)、ＡｔｂＺＩＰ１０(Ａｔ４ｇ０２６４０)ꎻＤ 亚家族

有 ＡｔｂＺＩＰ２２(Ａｔ１ｇ２２０７０)、ＡｔｂＺＩＰ２６(Ａｔ５ｇ０６９６０)ꎻＥ 亚

家 族 有 ＡｔｂＺＩＰ６１ ( Ａｔ３ｇ５８１２０ )、 ＡｔｂＺＩＰ３４
(Ａｔ２ｇ４２３８０)ꎻＦ 亚家族有 ＡｔｂＺＩＰ１９(Ａｔ４ｇ３５０４０)、Ａｔ￣
ｂＺＩＰ２３ ( Ａｔ２ｇ１６７７０ )ꎻ Ｇ 亚 家 族 有 ＡｔｂＺＩＰ４１

(Ａｔ４ｇ３６７３０)、ＡｔｂＺＩＰ５４(Ａｔ４ｇ０１１２０)ꎻＨ 亚家族有 Ａｔ￣
ｂＺＩＰ５６(Ａｔ５ｇ１１２６０)、ＡｔｂＺＩＰ６４(Ａｔ３ｇ１７６０９)ꎻＩ 亚家族

有 ＡｔｂＺＩＰ１８(Ａｔ２ｇ４０６２０)、ＡｔｂＺＩＰ２９(Ａｔ４ｇ３８９００)ꎻＳ 亚

家族有 ＡｔｂＺＩＰ２(Ａｔ２ｇ１８１６０)、ＡｔｂＺＩＰ１１(Ａｔ４ｇ３４５９０)ꎮ
结果表明ꎬ这 ２４ 个成员主要聚集在 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｇ、
Ｉ、Ｓ 这 ８ 个亚家族ꎬ在 Ｆ、Ｈ 亚类中没有ꎬ其中 Ａ、Ｇ、Ｓ
类最多ꎬ有 ４ 个成员ꎬＢ、Ｃ、Ｄ 中各有 ３ 个ꎬ在 Ｉ、Ｅ 中各

１ 个(图 ２)ꎮ
２ ３　 非生物胁迫下的表达谱分析

２ ３ １　 盐胁迫诱导 ｂＺＩＰ 基因表达谱的分析　 利用

半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术ꎬ对 ２４ 个 ｂＺＩＰ 基因在盐胁迫

下的表达模式进行分析(图 ３)ꎮ 除了 ＧｈｂＺＩＰ１、Ｇｈ￣
ｂＺＩＰ３、ＧｈｂＺＩＰ６、ＧｈｂＺＩＰ８ 和 ＧｈｂＺＩＰ２４ 这 ５ 个基因

对盐胁迫没有应答外(图 ３￣Ｂꎬ表 ２)ꎬ其他 １９ 个基因

对盐胁迫刺激都有不同程度的应答(图 ３￣Ａ)ꎮ 其中
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６ 个基因(ＧｈｂＺＩＰ２、ＧｈｂＺＩＰ４、ＧｈｂＺＩＰ１３、ＧｈｂＺＩＰ１４、
ＧｈｂＺＩＰ１７、ＧｈｂＺＩＰ１８)的表达谱相同ꎬ即在 ０ ｈ 表达

量比 １ ｈ 高ꎬ在 ３ ｈ 表达量最高ꎬ之后表达量逐渐下

降ꎬ和 １ ｈ 的表达量相近ꎮ ５ 个基因(ＧｈｂＺＩＰ１１、Ｇｈ￣
ｂＺＩＰ１９、ＧｈｂＺＩＰ２０、ＧｈｂＺＩＰ２２、ＧｈｂＺＩＰ２３)在 １ ｈ 和 ６
ｈ 出 现 ２ 个 表 达 低 峰ꎮ ２ 个 基 因 ( ＧｈｂＺＩＰ７、
ＧｈｂＺＩＰ１５)在 ３ ｈ 表达量最高ꎬ６ ｈ 和 １２ ｈ 两个时间

点的表达量比 ０ ｈ 和 １ ｈ 高ꎮ 值得注意的是 ＧｈｂＺ￣
ＩＰ１０、ＧｈｂＺＩＰ１２、ＧｈｂＺＩＰ１６ 这 ３ 个基因的表达量是

随着盐胁迫处理时间的延长ꎬ其表达量逐渐增强ꎮ
相反ꎬ只有 ＧｈｂＺＩＰ５ 在没有盐胁迫处理下有较高的

表达量ꎬ随着处理时间的延长ꎬ其表达量开始逐渐下

降ꎬ 到 １２ ｈ 最 低ꎬ 其 他 ２ 个 基 因 ( ＧｈｂＺＩＰ９、
ＧｈｂＺＩＰ２１)对盐胁迫仅有微弱响应ꎮ

图 ２　 棉花 ｂＺＩＰ 蛋白家族系统进化树

Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｃｏｔｔｏｎ ｂＺＩＰ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ａ:响应盐胁迫的基因ꎻＢ:不响应盐胁迫的基因ꎬ下同

Ａ:Ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓꎬＢ:Ｎｏｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓꎬｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

图 ３　 盐胁迫处理下棉花 ＧｈｂＺＩＰｓ 的表达分析

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＧｈｂＺＩＰｓ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ
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２ ３ ２　 干旱诱导 ｂＺＩＰ 基因表达谱的分析 　 对 ２４
个 ｂＺＩＰ 基因在大气干旱条件下的表达特性进行了

分析ꎮ 有 １１ 个基因的表达受干旱胁迫的影响(图
４￣Ａ)ꎬ１３ 个基因(ＧｈｂＺＩＰ１、ＧｈｂＺＩＰ３、ＧｈｂＺＩＰ６、Ｇｈ￣
ｂＺＩＰ９、 ＧｈｂＺＩＰ１０、 ＧｈｂＺＩＰ１１、 ＧｈｂＺＩＰ１２、
ＧｈｂＺＩＰ１３、ＧｈｂＺＩＰ１４、ＧｈｂＺＩＰ１５、ＧｈｂＺＩＰ１６、ＧｈｂＺ￣
ＩＰ１８ 和 ＧｈｂＺＩＰ２０)不受干旱胁迫诱导表达(图 ４￣
Ｂꎬ表 ２)ꎮ 在响应干旱胁迫应答的基因中ꎬ４ 个基

因(ＧｈｂＺＩＰ２、ＧｈｂＺＩＰ４、ＧｈｂＺＩＰ１９、ＧｈｂＺＩＰ２４)随着

处理时间的延长ꎬ表达量逐渐增加ꎬ尤其是 ＧｈｂＺ￣
ＩＰ４ 基因ꎬ在 １２ ｈ 的表达量大幅增加ꎮ 而 ＧｈｂＺ￣
ＩＰ８、ＧｈｂＺＩＰ２３ 和 ＧｈｂＺＩＰ１７ 表达与此相反ꎬ随着处

理时间延长ꎬ表达量下降ꎬ在１２ ｈ 下降到最低ꎮ
ＧｈｂＺＩＰ５、ＧｈｂＺＩＰ７、ＧｈｂＺＩＰ２１ 和 ＧｈｂＺＩＰ２２ 基因表

达趋势相同ꎬ即先升高后下降的趋势ꎬ但他们达到

最高表达量的峰值点不一致ꎬＧｈｂＺＩＰ５ 基因的峰值

点是 １ ｈꎬＧｈｂＺＩＰ７ 是 ３ ｈ 和 ６ ｈꎬＧｈｂＺＩＰ２１ 是 ３ ｈꎬ
ＧｈｂＺＩＰ２２ 是 ６ ｈꎮ

图 ４　 干旱胁迫处理下棉花 ＧｈｂＺＩＰｓ 的表达分析

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧｈｂＺＩＰｓ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

２ ３ ３　 低温诱导 ｂＺＩＰ 基因表达谱的分析 　 低温

(４ ℃)胁迫后ꎬ对 ２４ 个 ｂＺＩＰ 基因的表达规律进行

了分析(图 ５)ꎬ发现有 １５ 个基因不响应冷胁迫应答

(图 ５￣Ｂ)ꎬ仅有 ９ 个基因(ＧｈｂＺＩＰ７、ＧｈｂＺＩＰ８、ＧｈｂＺ￣
ＩＰ１３、 ＧｈｂＺＩＰ１４、 ＧｈｂＺＩＰ１５、 ＧｈｂＺＩＰ１６、 ＧｈｂＺＩＰ１９、
ＧｈｂＺＩＰ２１ 和 ＧｈｂＺＩＰ２３ ) 受低温胁迫的影响 (图

５￣Ａꎬ表 ２)ꎮ ＧｈｂＺＩＰ１６ 基因在 ３ ｈ 和 ６ ｈ 表达量升

高ꎬ之后下降ꎬ呈现先升高后下降的趋势ꎮ 其余响应

低温胁迫的基因ꎬ除了 ＧｈｂＺＩＰ１９ 为正向诱导表达

外ꎬ其余 ６ 个基因的表达均受到抑制ꎬ以 ＧｈｂＺＩＰ７、
ＧｈｂＺＩＰ８、ＧｈｂＺＩＰ１４ 和 ＧｈｂＺＩＰ１５ 基因的抑制最为明

显ꎬ在 １２ ｈ 的表达几乎被完全抑制ꎮ

图 ５　 低温胁迫处理下棉花 ＧｈｂＺＩＰｓ 的表达分析

Ｆｉｇ. ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧｈｂＺＩＰｓ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ

３　 讨论

由于全球耕地面积减少ꎬ粮棉争地矛盾加剧ꎬ使
得棉花在贫瘠土壤种植量增加ꎬ由于这些土壤盐渍

化和缺水问题严重ꎬ因此培育抗旱耐盐碱的棉花品

种已是棉花育种的迫切需要[２７]ꎮ 通过挖掘耐逆候

选基因ꎬ利用转基因工程手段培育多重抗性的棉花

新品种是一种有效的策略ꎮ 逆境相关转录因子是逆

境信号传导途径的终端因子ꎬ能激活下游一系列耐

逆功能基因的表达ꎬ在抗逆反应中发挥重要作用ꎮ
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表 ２　 ＧｈｂＺＩＰ 基因在非生物胁迫下的表达

Ｔａｂｌｅ ２ 　 ＧｈｂＺＩＰ ｇｅｎｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｕｎｄｅｒ ａｂｉｏｔｉｃ
ｓｔｒｅｓｓｅｓ　

基因 Ｇｅｎｅ 盐 Ｓａｌｔ 干旱 Ｄｒｏｕｇｈｔ 冷 Ｃｏｌｄ

ＧｈｂＺＩＰ１ ｎ. ｃ. ｎ. ｃ. ｎ. ｃ.

ＧｈｂＺＩＰ２ ＋ ＋ ＋ ｎ. ｃ.

ＧｈｂＺＩＰ３ ｎ. ｃ. ｎ. ｃ. ｎ. ｃ.

ＧｈｂＺＩＰ４ ＋ ＋ ＋ ＋ ｎ. ｃ.

ＧｈｂＺＩＰ５ ￣ ￣ ｎ. ｃ.

ＧｈｂＺＩＰ６ ｎ. ｃ. ｎ. ｃ. ｎ. ｃ.

ＧｈｂＺＩＰ７ ＋ ＋ ＋ ￣

ＧｈｂＺＩＰ８ ｎ. ｃ. ￣ ￣

ＧｈｂＺＩＰ９ ＋ ＋ ｎ. ｃ. ｎ. ｃ.

ＧｈｂＺＩＰ１０ ＋ ｎ. ｃ. ｎ. ｃ.

ＧｈｂＺＩＰ１１ ＋ ｎ. ｃ. ｎ. ｃ.

ＧｈｂＺＩＰ１２ ＋ ｎ. ｃ. ｎ. ｃ.

ＧｈｂＺＩＰ１３ ＋ ｎ. ｃ. ￣

ＧｈｂＺＩＰ１４ ＋ ｎ. ｃ. ￣

ＧｈｂＺＩＰ１５ ＋ ｎ. ｃ. ￣

ＧｈｂＺＩＰ１６ ＋ ＋ ｎ. ｃ. ＋

ＧｈｂＺＩＰ１７ ＋ ＋ ￣ ｎ. ｃ.

ＧｈｂＺＩＰ１８ ＋ . ｎ. ｃ. ｎ. ｃ.

ＧｈｂＺＩＰ１９ ＋ . ＋ ＋ ＋

ＧｈｂＺＩＰ２０ ＋ ｎ. ｃ. ｎ. ｃ.

ＧｈｂＺＩＰ２１ ＋ ＋ ￣

ＧｈｂＺＩＰ２２ ＋ ＋ ｎ. ｃ.

ＧｈｂＺＩＰ２３ ＋ ￣ ￣

ＧｈｂＺＩＰ２４ ｎ. ｃ. ＋ ＋ ｎ. ｃ.

ｎ. ｃ. :基因表达没有显著性变化ꎻ ＋ :基因表达有微弱诱导ꎻ ＋ ＋ :基
因表达强烈诱导ꎻ￣:基因表达受抑制

ｎ. ｃ:Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ＋ :Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ＋ ＋ :Ｓｔｒｏｎｇ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ￣:Ｒｅｄｕｃ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｂＺＩＰ 转录因子是植物中最大的基因家族之一ꎬ
在植物抗逆活动中扮演重要角色ꎮ 研究发现一些受

一种或多种逆境胁迫诱导表达的 ｂＺＩＰ 转录因子基

因ꎬ在植物中过量表达后ꎬ绝大多数都能增强植物的

抗逆性[１３ꎬ２８￣２９]ꎮ 然而其功能研究多集中在拟南芥、
水稻、玉米、番茄和大豆等植物ꎬ棉花中 ｂＺＩＰ 参与逆

境胁迫适应的研究报道甚少ꎬ只有少数几个受逆境

诱导的 ｂＺＩＰ 转录因子出现在盐胁迫表达谱结果

中[２１￣２２]ꎮ 鉴于上述 ｂＺＩＰ 转录因子在其他植物非生

物胁迫中的重要作用ꎬ本研究系统地分析了棉花

ｂＺＩＰ 转录因子的逆境响应表达模式ꎬ以期筛选出与

逆境相关的棉花 ｂＺＩＰ 转录因子ꎮ 棉花基因组测序

已经完成ꎬ 预测的 ｂＺＩＰ 转录因子基因至少 ９６
个[３０]ꎬ全面分析棉花 ｂＺＩＰ 转录因子基因的逆境表

达谱ꎬ在技术上实现难度较高ꎮ 而棉花与拟南芥同

属于双子叶植物ꎬ亲缘关系相对比较近ꎮ 因此本研

究参考了拟南芥的研究结果ꎬ筛选出 ２４ 个与拟南芥

参与非生物胁迫的 ｂＺＩＰ 转录因子同源的棉花 ｂＺＩＰ
转录因子基因ꎬ分析了它们在高盐、干旱和低温下的

表达模式ꎮ 结果显示其中有 ３ 个基因(ＧｈｂＺＩＰ７、
ＧｈｂＺＩＰ１５ 和 ＧｈｂＺＩＰ１６)明显受盐胁迫诱导表达(图
３)ꎻ６ 个基因 ( ＧｈｂＺＩＰ２、 ＧｈｂＺＩＰ４、 ＧｈｂＺＩＰ７、 ＧｈｂＺ￣
ＩＰ１９、ＧｈｂＺＩＰ２１ 和 ＧｈｂＺＩＰ２４)显著受干旱胁迫诱导表

达(图 ４)ꎻ而有 ２ 个基因(ＧｈｂＺＩＰ８ 和 ＧｈｂＺＩＰ１９)受冷

胁迫诱导表达(图 ５)ꎬ表明这些转录因子可能都参

与了棉花对逆境的适应性ꎬ在棉花抵御不同非生物

逆境因子胁迫中发挥着不同的生物学功能ꎬ可以作

为抗逆功能验证和棉花抗逆遗传改良的候选目的基

因ꎮ 然而在组成型表达这些抗逆转录因子基因时ꎬ
往往会导致植物其他一些重要农艺性状受到严重抑

制[３１]ꎮ 虽然利用逆境诱导型启动子可以有效减少

这些负面影响ꎬ但是筛选抗逆且不抑制其他农艺性

状的基因仍然是作物抗逆遗传改良的最佳选择ꎬ辣
椒 ＣａＢＺ１ 就是这类基因ꎮ 以上棉花中受逆境诱导

表达的转录因子基因为后续进一步验证其功能以及

为棉花品种抗逆性改良提供目的基因奠定基础ꎮ
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(５７６０):４８４￣４８９

[２８] 　 Ｚｈｏｕ ＴꎬＹａｎｇ ＸꎬＷａｎｇ Ｌꎬｅｔ ａｌ. ＧｈＴＺＦ１ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｎｄ ｄｅｌａｙｓ ｌｅａｆ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌ Ｂｉ￣
ｏｌꎬ２０１４ꎬ８５(１￣２):１６３￣１７７

[２９] 　 Ｓｈｉ ＷꎬＨａｏ ＬꎬＬｉ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ ＷＲＫＹ ｇｅｎｅ
ＧｈＷＲＫＹ３９￣１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｄｅｆｅｎｓｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｎｄ
ｍｅｄｉａｔｅｓ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ
[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｒｅｐꎬ２０１４ꎬ３３(３):４８３￣４９８

[３０] 　 Ｍａ Ｌ ＦꎬＺｈａｎｇ Ｊ ＭꎬＨｕａｎｇ Ｇ Ｑꎬｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｃｏｔｔｏｎ Ｃ￣ｒｅｐｅａｔ / ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ
ｇｅｎｅｓ ｔｈａｔ ａｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ[ Ｊ] . Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ
Ｒｅｐꎬ２０１４ꎬ４１(７):４３６９￣４３７９

[３１] 　 Ｌｉ ＦꎬＦａｎ ＧꎬＬｕ Ｃꎬｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｕｐｌａｎｄ
ｃｏｔｔｏｎ(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ ＴＭ￣１) ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏｇｅｎｏｍｅ
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌꎬ２０１５ꎬ３３(５):５２４￣５３０

９６５
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