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油松 PtDof 基因家族鉴定与 PtDof1 基因

响应低温胁迫的功能分析

马桂影      周成城      曲    凯      李    伟
（北京林业大学生物科学与技术学院，林木遗传育种全国重点实验室，林木育种与生态修复国家工程研究中心，北京 100083）

摘要:【目的】鉴定并挖掘 PtDof 家族基因在低温胁迫中的作用，旨在探究针叶树响应低温胁迫下非 CBF依赖的冷信号途

径，为油松耐寒分子调控机制的解析和抗逆分子育种提供重要依据。【方法】通过转录组测序挖掘油松低温过程差异表达

基因，鉴定 PtDof 家族基因成员并进行生物信息学、系统进化以及表达模式分析，筛选 PtDof 家族低温胁迫关键响应基

因 PtDof1，并对其进行克隆和亚细胞定位。利用农杆菌介导的花序浸染法转化拟南芥，对比分析野生型和过表达 PtDof1

拟南芥株系在低温处理后表型和抗氧化酶活性方面的差异，进而探究 PtDof1在植物响应低温胁迫过程中的功能。

【结果】（1）低温处理后，油松针叶丙二醛含量持续降低，过氧化物酶活性、超氧化物歧化酶活性和脯氨酸含量升高，氧化

应激反应生理指标变化明显。（2）转录组数据分析筛选到 19 869个油松冷胁迫响应的差异表达基因，其中 640个基因显

著上调表达，446个基因显著下调表达。（3）油松基因组中共筛选鉴定出 30个 PtDof 基因，其在低温响应过程中的表达

模式差异显著，其中 PtDof1与冷胁迫显著相关。（4）PtDof1过表达提高了转基因拟南芥的抗寒性，植株氧化应激反应显

著升高。【结论】油松 PtDof1基因能够响应低温胁迫，可能通过增强抗氧化酶活性来提升植株耐寒性。研究结果证明了

油松中存在非 CBF依赖的冷信号途径，不仅为解析油松 PtDof1功能提供了前期理论基础，也为针叶树抗寒种质资源的

遗传改良提供了重要基因资源。
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Abstract: [Objective]  This  paper  identifies  and  explores  the  role  of  PtDof  family  genes  under  low
temperature stress, aiming to explore the non CBF dependent cold signaling pathway of coniferous trees in
response  to  low  temperature  stress,  and  provide  important  basis  for  the  analysis  of  molecular  regulatory
mechanism of cold resistance in Pinus tabuliformis and stress resistant molecular breeding. [Method] Using
transcriptome sequencing to identify differentially expressed genes during the low temperature process in P.
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tabuliformis,  we  identified  the  members  of  PtDof  family  genes  and  conducted  bioinformatics  analysis,
phylogenetic  analysis,  and  expression  pattern  analysis,  screened  the  key  response  gene  PtDof1  to  low
temperature stress  in PtDof  family,  and cloned and subcellular  localized it.  Using agrobacterium mediated
inflorescence  infiltration  method  to  transform  Arabidopsis  thaliana,  the  differences  in  phenotype  and
antioxidant  enzyme  activity  between  wild-type  and  overexpressing  PtDof1  arabidopsis  lines  after  low
temperature  treatment  were  compared  and  analyzed,  and  the  function  of PtDof1  in  plant  response  to  low
temperature  stress  was  explored.  [Result]  (1)After  low  temperature  treatment,  the  content  of
malondialdehyde  in  needles  continued  to  decrease,  while  POD activity,  SOD activity,  and  proline  content
increased.  (2)  A  total  of  19  869  differentially  expressed  genes,  including  640  significantly  up-regulated
genes  and  446  significantly  down-regulated  genes  were  found  in  the  seedlings  of P.  tabuliformis  at  low
temperature. (3) A total of 30 Dof genes were identified, and the gene expression patterns in response to low
temperature  were  significantly  different,  PtDof1  was  significantly  associated  with  cold  stress.
(4)  Heterologous  transformation  showed  that  the  overexpression  of  PtDof1  improved  cold  resistance  of
transgenic  Arabidopsis  thaliana,  and  the  oxidative  stress  response  was  significantly  increased.
[Conclusion] The PtDof1 gene in P. tabuliformis can respond to low temperature stress and may enhance
plant cold tolerance by enhancing antioxidant enzyme activity.  The research results have demonstrated the
existence  of  non  CBF  dependent  cold  signaling  pathways  in P.  tabuliformis,  which  not  only  provides  a
preliminary  theoretical  basis  for  analyzing  the  function  of  PtDof1  in  P.  tabuliformis,  but  also  provides
important genetic resources for genetic improvement of cold resistant germplasm resources in conifers.
Key  words: Pinus  tabuliformis;  low  temperature  stress;  PtDof1;  functional  qualification;  non-CBF-
dependent pathway; gene expression; stress-tolerant breeding

低温是影响林木分布和扩展的关键环境因子之

一。为了感知和适应低温胁迫，林木已经进化出一

系列有效的抗寒调节机制，在生理适应策略、分子调

控网络、形态与物候适应等方面发生了应对低温的

适应性进化[1−2]。在已解析的低温信号调控网络中，

CBF（C-repeat binding factor）依赖途径研究较为广泛，

其主要通过 CBF-COR/ICE1等关键模块快速响应冷

胁迫 [3]。近年来，随着组学技术的开发与普及，非

CBF依赖的冷信号途径逐渐受到关注，bZIP、GRAS
等众多转录因子被发掘和鉴定[4−5]。其中，Dof（DNA
bing with one finger）转录因子被证实在林木低温适

应过程中扮演重要角色。针叶树广泛存在于北半球

高寒地区，是研究低温适应机制的理想材料，然而目

前关于针叶树 Dof转录因子参与低温胁迫响应还未

见相关研究报道。

Dof转录因子家族是植物中特有的转录因子家

族之一，最初在玉米（Zea mays）中被发现[6]。与其他

锌指蛋白不同，Dof转录因子只含有 1个 Cys2/Cys2
锌指结构域（ZF），能特异性识别目的基因的上游核

心序列 5′-（T/A/AAAG）-3′  [7−8]。Dof蛋白的 C端区

域包含 1个非保守结构域，该结构域可以与多种转

录因子（如 MYB、bZIP、WRKY等）发生互作，从而

在不同表达水平上发挥调控作用[9−10]。研究表明，植

物 Dof蛋白参与多种非生物胁迫过程，值得注意的

是，Dof蛋白能显著提高植物在低温环境下的生存

能力。过表达水稻（Oryza sativa）冷响应基因 OsDof1
可以提高植株在低温下的耐受性 [11]。在欧洲油菜

（Brassica napus）中，低温可显著激活 BnCDF1的表

达，进而提高植物的耐寒性 [12]。葡萄（Vitis vinifera）
VaDof17d 能诱导半乳糖核苷酶和棉子糖合成酶编

码基因的上调表达来提高耐冷性[13]。过表达 GhDof1
基因的棉花（Gossypium hirsutum）株系比野生型株

系具有更高的抗寒性 [14]。霍山石斛（Dendrobium
huoshanensis）DhDof5可通过与 DhPMM 启动子结

合，提高多糖合成途径相关基因的表达水平，从而诱

导多糖的累积来抵御低温胁迫[15]。综上所述，Dof 基
因家族成员在低温胁迫响应过程中扮演着关键角色。

在针叶树中 Dof转录因子家族研究较少，仅在火炬

松（Pinus taeda）中鉴定到 8个 Dof 基因，但是并未对

其生物学功能进行解析 [16]。目前已报道的针叶树

全基因组，如挪威云杉（Picea  abies）、油松（Pinus
tabuliformis）等，均未鉴定到冷信号调控网络中的

CBF 基因，表明针叶树很可能依靠非 CBF依赖途径

来抵御低温胁迫[17−18]。因此，解析非 CBF依赖途径

中关键转录因子 Dof在低温下的功能对于解析针叶

树冷响应调控机制具有重要意义。

油松是松科（Pinaceae）常绿乔木，主要分布在中

国三北地区的 14个省市自治区，是中国北方地区重
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要的生态兼用材树种，具有重要的经济价值和生态

价值。油松自然分布的最北端位于大兴安岭南端的

黄岗梁，该地区海拔 2 000 m左右，极端低温在−30 ℃
以下，是探究木本植物低温适应机制的理想材料，但

目前关于 Dof 在油松低温胁迫响应过程中的作用机

制尚不清楚。因此，本研究以内蒙古克什克腾旗的

天然沙地油松为研究对象，拟基于全基因组和低温

胁迫转录组数据，对 Dof 基因家族进行鉴定、生信分

析、系统进化分析、亚细胞定位以及低温下的表达模

式分析，旨在挖掘响应低温胁迫的关键 Dof 基因，并

通过异源转化拟南芥（Arabidopsis thaliana）解析 Dof
基因在低温响应过程中的功能，研究结果将为揭示

油松耐寒分子调控机制奠定基础，为针叶树低温胁

迫响应的非 CBF依赖途径提供新证据，并为针叶树

抗寒遗传改良提供重要的基因资源。

 1   材料与方法

 1.1    试验材料

油松种子采自内蒙古克什克腾旗白音敖包天然

沙地油松母树林，播种前进行春化处理（在 4 ℃ 的

冰箱中放置 3 d）用于后续播种。先将水苔用水浸湿，

把种子均匀撒在水苔上，然后放置在人工光照气候

箱内进行萌发培养，培养条件为温度 22 ℃，光照周

期为 16 h光照和 8 h黑暗，期间注意观察种子状态

并及时补水。拟南芥种子为哥伦比亚型，由本实验

室繁殖和保存。

 1.2    研究方法

 1.2.1    油松幼苗低温处理及生长指标测定

培养至大部分油松种子萌发并自动脱落种壳后，

将长势基本一致的幼苗移栽到直径为 6 cm的小花

盆中。生长 2个月后选取长势一致、生长状况良好

的幼苗分别放置于 4 ℃（低温处理组）和 22 ℃（对照

处理组）长日照恒温培养箱中培养，每隔 7 d记录生

长状态并进行丙二醛（malondialdehyde，MDA）含量、

脯氨酸（proline，Pro）含量、过氧化物酶（peroxidase，
POD）活性及超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，
SOD）活性等生理指标测定。其中 MDA含量、Pro
含量、POD活性及 SOD活性使用索莱宝（Solarbio）
生物公司的相应试剂盒进行测定，每个处理做 3次
重复。处理前 1 d记为试验第 0 d，每隔 7 d取 1次
针叶部位样，共取 8次，每次处理组和对照组分别选

取 12株作为生物学重复，每次取样后用液氮速冻后

立即放入−80 ℃ 保存，用于后续实验。

 1.2.2    油松幼苗低温处理下转录组差异表达基因分析

分别取低温处理第 0 d、第 1周、第 3周、第 7
周处理组和对照组油松幼苗针叶，均设置 3个生物

学重复进行转录组测序。以油松全基因组序列[18]作

为参考，利用 Hisat2（version2.0.9）将 clean  reads比
对到参考基因组，使用 Kallisto软件估算转录本的丰

度，用于后续的差异分析。然后使用 kallisto软件对

转录组的 clean  reads进行定量分析，并使用 R包

sleuth进行差异表达分析 ，利用生信分析软件

TBtools制作差异表达基因热图；使用在线网站微生

信 （https://www.bioinformatics.com.cn/?keywords）绘
制火山图。将所有差异基因根据差异倍数（fold
change，FC）进行排序，筛选出差异显著（|log2FC| ≥ 2，
P ≤ 0.05）的基因。

 1.2.3    PtDof 基因家族鉴定与分析

 1.2.3.1    PtDof 基因家族鉴定

从 TAIR拟南芥信息资源数据库（https://www.
arabidopsis.org/）检索并获取已知的拟南芥 Dof 基因

家族（AtDof，AtCDF，AtOBP）的蛋白序列信息。然

后在 CPIR油松信息数据库（http://www.ehbio.com/
CperProject/front/#/）中下载油松全基因组参考序列，

用于后续鉴定油松 Dof转录因子家族成员。使用

TBtools软件基于拟南芥 Dof蛋白序列对油松全基

因组序列进行同源序列搜索，获得候选油松 Dof 基
因家族的蛋白序列。使用 NCBI的 Conserved Domain
Search Service数据库（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
StrucTure/cdd/wrpsb.cgi）进行保守结构域预测，过滤

掉无典型结构域和重复的序列，最终确定 PtDof 基
因家族成员。

 1.2.3.2      PtDof 基因家族保守基序和染色体定位

分析

使用 MEME在线网站 （https://meme-suite.org/
meme/tools/meme）对 PtDof家族蛋白的保守基序

（motif）进行分析（获取的最大 motif数为 10），并结

合保守结构域作图。使用 TBtools软件对 PtDof 基
因家族所有成员进行染色体定位并作图。

 1.2.3.3    PtDof 基因家族启动子预测分析

使用 TBtools软件提取 PtDof 基因转录起始

位点上游 2 000 bp的启动子序列，利用在线网站

PlantCARE program（http://bioinformatics.psb.ugent.
be/webtools/plantcare/html/）进行启动子预测。

 1.2.3.4    PtDof 基因家族系统进化分析

在 NCBI网站下载毛果杨（Populus trichocarpa）
Dof 基因家族蛋白序列，利用 MAGA11.0分析软件

对比油松、毛果杨和拟南芥 Dof 基因家族蛋白序列，

并进行手动矫正。采用邻接法构建系统发育进化树，

设置 bootstrap值为 1 000，其他参数默认。并使用

在线工具 iTOL（https://itol.embl.de/）对进化树进行

美化。
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 1.2.3.5    PtDof 基因家族在低温胁迫下的表达模式

从油松低温胁迫下转录组数据（数据为本课题组

测得，暂未公开发表）中提取 Dof 基因家族的表达量，

使用 TBtools软件对 TPM（transcription per kilobase
million）值取对数进行均一化处理，并制作转录组数

据热图，选择表达量差异显著的 Dof 基因家族成员

进行后续的功能验证。

 1.2.4    油松 PtDof1 基因克隆与亚细胞定位

利用 Takara官网在线设计 PtDof1基因的无缝

克隆引物（表 1），于生工生物公司（上海）进行合成。

以油松 cDNA为模板进行基因克隆，使用 PCR仪对

目的基因进行扩增，用 1% 琼脂糖凝胶对 PCR产物

进行检测后送至睿博生物公司测序，将测序正确的

菌液用含有 Kana（50 μg/mL）抗性的 LB培养液进行

扩繁，并使用试剂盒提取质粒。

为探究 PtDof1在植物细胞中的作用位置 ，

将 PtDof1与 GFP（绿色荧光 ）标签融合，并利用

CaMV35S启动子驱动基因过表达。利用质粒回收

试剂盒回收 pBI121-eGFP质粒，将构建好的表达载

体 p35S:: PtDof1-eGFP转化到 GV3101农杆菌感受

态细胞中。挑选生长状况良好的烟草（Nicotiana
tabacum）植株，使用 1 mL注射器在叶片背面注射适

量侵染液，每株烟草选取 2 ~ 3片叶片。处理过的烟

草植株先在黑暗条件下培养 12 h后，转移至长日照

（16 h光照/8 h黑暗）条件下继续培养 48 h。利用荧

光显微镜，观察并拍摄记录实验结果。

 1.2.5    异源转化拟南芥

利用 DNA连接酶将克隆出的目的基因连接到

线性化的 PBI121载体上，将目的质粒转入 DH5α大

肠感受态中。利用含有卡那霉素抗性的 LB培养基

进行筛选并测序，将测序结果正确的大肠杆菌进行

扩繁并提取质粒。把过表达载体转入 GV3101农杆

菌中，用含有卡那霉素和利福平的 LB培养液进行

扩繁，并配制侵染液。选择长势好且花苞数量多的

拟南芥植株进行侵染，侵染前 48 h保证幼苗水分充

足，侵染时先剪掉全部果荚，利用沾花法侵染拟南芥，

将侵染后的小苗黑暗培养 24 h后放在长日照（16 h
光照/8 h黑暗）环境中继续生长，成熟后收集种子。

将消毒后的种子播种到含有 Kana抗性的 1/2MS
固体培养基上，10 d后将正常生长的幼苗移栽至土

壤中继续培养。培养 4周后提取拟南芥叶片 DNA
进行 PCR鉴定，收集阳性植株的成熟种子，连续筛

选至 T3代获得阳性纯合株系，利用半定量检测法测

定不同拟南芥株系中目的基因的表达量。

将野生型 （WT）与 PtDof1过表达株系 （OE1、
OE2和 OE3）在 22 ℃ 下培养 2周后，放入低温培养

箱中 4 ℃ 冷驯化 24 h，后−15 ℃ 低温处理 1 h，然后

转移至 22 ℃ 环境中进行恢复培养 48 h，观察并拍

照记录低温处理前后植株表型变化，计算叶片枯萎

率，并测量 POD、SOD和 CAT活性等生理指标。以

低温处理前作为对照组，从表型和生理水平两个维

度探究低温处理对拟南芥植株的影响。

 1.3    数据分析

使用 Excel工作表对实验数据进行整理分析，

采用 Graphpad Prism8.0软件绘图，并通过 t 检验对

数据进行显著性分析。

 2   结果与分析

 2.1    低温胁迫下油松幼苗表型和生理指标变化

对油松幼苗进行持续低温处理，与对照组相比，

低温处理的油松受到了一定程度上的损伤，处理第

5周时幼苗顶芽颜色发生变化，随着时间延长，不断

向基部扩展，至第 7周时整株幼苗变为紫红色（图 1）。
测定其生理指标发现：低温处理后油松幼苗丙二醛

含量下降，表明膜脂过氧化程度不断加剧，细胞膜受

到连续性损伤；POD和 SOD的活性显著增强，低温

处理激活了油松体内过氧化酶系统以抵抗胁迫；脯

氨酸含量也显著升高，说明油松通过调节细胞内渗

透物质，维持胞内渗透压的相对平衡（图 2）。总之，

油松受到低温胁迫后，体内氧化应激反应生理指标

变化明显，在生理水平上表现出一定的适应机制。

 2.2    油松幼苗低温处理下转录组差异表达基因分析

将低温处理后与处理前的转录组数据比对分析，

基因差异表达分析（图 3A）显示，低温处理组和对照

组间共涉及 19 868个基因，其中差异表达基因 2 419
个，包括 1 397个上调表达基因（红色）和 1 022个下

调表达基因（蓝色），其余均为非差异表达基因（灰

色）。差异表达基因主要包括 NAC、AP2、C2H2、Dof、
MYB 等多种与非生物胁迫响应相关的转录因子，这

些转录因子家族的基因大部分出现上调。其中

 

表 1    PtDof1无缝克隆引物序列

Tab. 1    PtDof1seamless cloning primer sequence

引物名称 引物序列（5′—3′）

PtDof1-eGFP-F GGACTCTAGAGGATCCATGTCGAAGGATTGCGTGG

PtDof1-eGFP-R GTACCCCCGGGGATCCGCTGCTCTCATGGAAGGATAACG
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NAC（11个）、Dof（2个）、HB（2个）、C2H2（2个）等
转录因子家族的差异表达基因出现特异性上调表达，

且 Dof 转录因子家族的两个基因（PtDof1和 PtDof2）
变化倍数高达 4倍（图 3B）。推测 PtDof 基因可能在

油松低温响应过程中发挥重要作用，因而，对 PtDof
基因家族进行后续进一步的鉴定与分析。

 2.3    PtDof 基因家族成员的鉴定、序列结构和染色体

定位分析

在油松中共鉴定出 30个 PtDof 基因，分别命名

为 PtDof1  ~ PtDof8，PtDof10  ~ PtDof15，PtOBP1  ~
PtOBP16。在 PtDof 基因家族中鉴定并注释到 10个
motif，其中 motif  1存在于所有 PtDof 基因成员，

推测 motif  1为 PtDof 基因家族的必要基序；除

PtDof10（InsA  superfamily）和 PtDof11以外 ， PtDof
基因家族成员均含有典型的 zf-Dof保守结构域

（图 4A）。

对 PtDof 家族基因进行染色体定位预测，发现

27个基因被定位到 9条染色体上，分布基因数目最

多（5个）的是 8号染色体，此外在 4号和 9号染色

体上各发现一对串联复制基因，表明串联复制事件

参与了 PtDof 基因家族的扩张（图 4B）。
 2.4    PtDof 基因家族启动子预测分析

为深入了解 PtDof 基因家族的表达调控机制，

本研究对 30个 PtDof 基因成员的上游 2 000 bp启
动子区域进行了系统的顺式作用元件预测分析。结

果显示：启动子区域包含多种响应元件，如与植物激

素信号响应有关的调控元件，包括 ABRE（参与脱落

酸反应）、TGACG-motif（参与茉莉酸甲酯反应）、P-
box（赤霉素响应）等作用元件。同时鉴定到多种与环

境胁迫应答有关的作用元件，如 TC-rich repeats（响
应外界胁迫）、MBS motif CAACTG（响应干旱胁迫）、

LTR motif  CCGAAA（响应低温胁迫）等（图 5）。这
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低温处理组

对照组

低温处理组

图 1    低温处理期间油松幼苗表型变化

Fig. 1    Phenotypic changes of P. tabuliformis seedlings during low temperature treatment
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Fig. 2    Measurement of physiological indexes of P. tabuliformis seedlings during low temperature treatment
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进一步为 PtDof 基因参与响应低温胁迫提供了证据。

 2.5    PtDof 基因家族鉴定及系统进化分析

利用油松、毛果杨和拟南芥的 Dof 基因家族蛋

白序列，构建系统发育进化树。结果发现：油松

PtDof1、 PtDof2、 PtDof3、 PtDof4 和 PtDof11聚类在

一个分支上，与毛果杨的 Potri.013G066700、Potri.019
G040700及 拟 南 芥 的 At3G47500、 At5G62430、
At5G39660的亲缘关系最近（图 6）。
 2.6    PtDof 基因家族低温响应的表达模式

为了进一步挖掘 PtDof 基因家族响应低温的关

键基因，利用低温胁迫下转录组数据中的 Dof 基
因家族的表达量，使用 TB tools制作热图。结果

（图 7）发现：油松 30个PtDof 基因分为 8类（C1 ~ C8），
C1在低温处理期间表达量不断升高，并在末期表达

量最高；C4在低温处理初期表达量达到最高，随后

表达量不断降低；C8在低温处理期间表达量先升高

后下降，第 3周达到峰值；其余 5类在低温处理期间

表达量均呈现下降趋势。PtDof1、PtDof4、PtOBP9
和 PtOBP15这 4个基因在低温处理下表达量的变

化更为显著，PtOBP15表达量持续降低，PtDof1、
PtDof4和 PtOBP9在低温胁迫初期表达量显著升高，

其中 PtDof1的表达量变化最为显著（图 7）。因此，

选择 PtDof1基因进行后续功能验证研究。

 2.7    油松 PtDof1 蛋白亚细胞定位

为鉴定 PtDof1的表达位置，采用烟草瞬时转化

法将 PtDof1-GFP和 35S-GFP分别转入烟草叶片表

皮细胞中观察。结果显示，含有 35S-GFP蛋白组合

的烟草细胞在激发荧光下，细胞膜、细胞核均可观察

到绿色荧光信号，含有 PtDof1-GFP蛋白组合的烟草

细胞内，仅细胞核可观察到荧光信号（图 8）。这表

明 PtDof1定位在细胞核，表明 PtDof1基因仅在细

胞核内表达并发挥作用。

 2.8    转基因拟南芥的筛选与鉴定

经 PCR鉴定获得了 8株 PtDof1过表达的阳性

转基因拟南芥植株，然后对其进行了 DNA水平的

PCR鉴定，发现基因长度与预期相符；半定量检测发

现，相较于野生型，PtDof1在各阳性植株中均高表达

（图 9）。连续筛选鉴定至 T3代，获得纯合植株，选

取 3个纯合株系（OE1、OE2和 OE3）进行后续功能

验证分析。

 2.9    转基因拟南芥抗寒性分析

低温处理后WT植株大部分叶片萎蔫甚至死亡，

叶片枯萎率高达 90% 左右；而过表达植株只有少部

分变黄枯萎，叶片枯萎率均低于 60%（图 10）。这表

明相较于野生型，PtDof1过表达植株抵抗低温胁迫

的能力更强，推测 PtDof1在提高拟南芥对低温胁迫

的耐受能力方面发挥了重要作用。

低温处理前后各株系相关生理指标结果（图 11）
显示：在低温处理前，各株系不存在显著差异；低温

处理后，两种株系 CAT、SOD和 POD 3种酶活指标

均有所升高，但过表达株系的升高程度显著高于

WT植株。推测 PtDof1过表达可以增强氧化应激反

应以提高拟南芥植株的抗氧化酶活性，从而减轻低

温对植株的损伤。

 3   讨　　论

作为中国本土树种，油松根系发达，具有很强的

耐寒性和耐旱性，是中国北方地区主要的防风固沙

和水土保持树种，在改善生态环境方面发挥着重要

作用。然而，随着全球气候的变化，极端低温天气发

生的频率和强度显著增加，低温胁迫成为限制林木

生长发育的关键因素。近年来，由于极端低温引发

的林木冻害及其次生性病虫害，对植物生态系统的

稳定性造成了严重影响。因此，深入探究油松对低

温胁迫的响应机制，不仅有助于阐明针叶树对环境

适应性的策略，还能为优良抗寒品种定向分子设计

选育提供理论依据，对维持北方森林生态系统的稳
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图 3    低温胁迫下油松转录组差异表达基因

Fig. 3    Differentially expressed genes in the transcriptome of P.
tabuliformis under low temperature stress
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定性具有重要的实践意义。

活性氧在植物逆境胁迫响应中扮演着重要角色：

一方面作为重要的信号分子参与胁迫响应，另一方

面过量积累又会造成氧化损伤 [19]。SOD、POD和

CAT在抗氧化系统中协同作用，是植物应对低温胁

迫的重要防御机制[20]。当环境条件不利时，油松针

叶内抗氧化酶活性的大幅度上调可避免活性氧对膜

的损伤。然而，不同植物中发挥主要作用的氧化酶存

在差异。本研究中低温胁迫下油松针叶内 POD和

SOD酶活性持续升高，其中 SOD氧化还原反应更

为剧烈，表明针叶树可能以 SOD反应为主，而小叶

黄杨（Buxus sinica var. parvifolia）等阔叶树在低温下

可能以 POD反应为主[21]。此外，MDA的含量可以

反映细胞膜受损伤的程度，然而不同树种对环境压

力的敏感性不同，这导致其在面对胁迫时 MDA含
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量有所差异。在低温胁迫下，油松针叶MDA含量呈

现下降趋势，而沙冬青（Ammopiptanthus mongolicus）
叶片 MDA含量呈上升趋势，说明相对于阔叶树来

说，低温胁迫对针叶树的影响更小[21]。

转录因子在低温调控网络中发挥核心作用，本

研究中参与油松针叶低温胁迫的转录因子主要包括

NAC、AP2、bHLH、Dof、HB、WRKY等家族，且这

些基因家族大多数起正调控作用。油松中 Dof转录

因子启动子区域含有响应低温胁迫的应答元件，说

明油松 Dof转录因子表达受低温调控。然而 PtDof1、
PtDof2、PtDof4等基因在低温胁迫过程中上调，

PtDof13、PtDof14等基因表达下调，说明 Dof 家族可

能通过“激活−抑制”协同作用精细调控低温响应通

路。这与拟南芥、番茄（Solanum lycopersicum）等被

子植物中 Dof 基因的差异化表达模式相似[22−23]，表

明 Dof 家族的调控机制在植物界具有一定保守性。

Dof转录因子作为植物体特异性转录因子，在

不同物种间家族成员数量存在显著差异。本研究在
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油松全基因组中鉴定出油松 30个 PtDof 基因，而在

莱茵衣藻（Chlamydomonas reinhardtii）中仅鉴定到 1
个 Dof 基因，在小立碗藓（Physcomitrella patens）中
鉴定到 23个 Dof 基因 ，在江南卷柏 （Selaginella
moellendorffiii）中鉴定到 12个 Dof 基因，在火炬

松 （Pinus  taeda）中鉴定到 8个 Dof 基因，在小麦

（Triticum aestivum）中鉴定到 96个 Dof 基因，这表

明 Dof 基因家族扩增的数量并不取决于物种的基因

组大小、进化的历史时期以及历史地位[14, 24−25]。这一

结果打破了“基因家族扩增与物种进化地位正相关”

的传统认知，推测 Dof 基因家族的扩张可能更多受

物种生态适应需求驱动。例如 ，小麦 （Triticum
aestivum）作为温带作物需应对频繁低温胁迫，其 Dof
基因数量显著多于热带起源的水稻[26]。而油松作为

北方针叶树，其 Dof 基因数量（30个）也高于同属针

叶树的火炬松（8个），表明 Dof 基因数量可能与物

种的抗寒需求呈正相关，然而，这一假说需更大样本

量的物种数据支撑。

在被子植物中，Dof 基因家族成员在低温胁迫

中的关键作用已有广泛研究。在草本植物中：拟南

芥 Dof转录因子 AtCDF3可以提高转基因植物对低

温胁迫的耐受性 [27]；苜蓿 （Medicago  truncatula）
MtDof32通过减少水分流失、提高抗氧化酶活性和

脯氨酸累积，同时提高低温响应基因表达水平来增

强植物的耐寒性[28]；水稻 OsDof1基因可响应低温胁

迫，相关转基因实验验证了其调控抗低温能力的功

能[11]；甘薯（Dioscorea esculenta）中共鉴定 42个 Dof
基因，大部分均可响应低温胁迫[29]。在木本植物中：

2个不同茶树品种在低温条件下，CsDof1和 CsDof2
的表达水平均上调[30]；欧李（Prunus humilis）ChDof11、
ChDof12和 ChDof17基因能够快速响应低温胁迫[31]；

鹅掌楸（Liriodendron chinense）中 LhDof6的过表达

增强了植株在−20 ℃ 的抗性[32]。而在针叶树中，Dof
基因还未被全基因组鉴定，生物学功能也尚未报道。

目前所熟知的植物响应低温信号以 CBF-COR/ICE1
调控模块为主。然而在针叶树中并没有鉴定到 CBF
基因，推测针叶树可能不利用 CBF-COR/ICE1调控

模块响应低温胁迫，而是存在其他调控机制。在本

研究中油松 PtDof1基因异源过表达提升了植株抗

寒性，表明针叶树 Dof 基因在应对低温胁迫时同样

发挥关键作用，且属于通过非 CBF依赖途径来抵御

低温胁迫。这一发现不仅丰富了植物低温调控的理

论体系，更为解析针叶树独特的抗寒机制开辟了新

方向。然而，本研究仅初步探究了油松 PtDof 基因在

低温下的生物学功能，未明确其下游靶基因及互作

蛋白，无法解析其调控通路的分子作用机制。后续
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可利用酵母单杂交、ChIP-seq与 Co-IP技术，鉴定

PtDof1的下游靶基因及互作转录因子，进一步解析

其介导的非 CBF依赖调控网络的分子机制。

 4   结　　论

本研究针对油松依靠非 CBF途径响应低温胁

迫，从生理和转录水平上探究了油松响应低温胁迫

的机制。利用全基因组和低温胁迫转录组数据，开

展了油松 PtDof 基因家族鉴定及系统进化分析，探

究了 PtDof 基因家族成员在低温下的表达模式，挖

掘了响应低温过程的关键基因 PtDof1 并进行功能

验证。研究得到以下结论。

（1）低温处理后，油松针叶丙二醛含量持续降低，

过氧化物酶活性、超氧化物歧化酶活性和脯氨酸含

量升高，氧化应激反应生理指标变化明显。

（2）油松基因组中共筛选鉴定出 30个 Dof 基因，

其在低温响应过程中的表达模式差异显著，其中

PtDof1与冷胁迫显著相关。

（3）PtDof1过表达提高了转基因拟南芥的抗寒

性，植株氧化应激反应显著升高。推测油松 PtDof1
基因能够通过非 CBF依赖途径响应低温胁迫，进而

正向调控植物的耐寒性。

研究结果将为针叶树低温胁迫响应的非 CBF
依赖途径提供证据，并进一步为针叶树抗寒遗传改

良提供理论基础。
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