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陆地棉 SCL3亚基因家族的鉴定及其

在干旱胁迫应答中的功能研究
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摘 要：为鉴定棉花 GRAS 家族关键亚族 SCL3 的基因成员并解析其在棉花抗旱中的功能，研究采用生物信息

学方法系统鉴定 SCL3 亚家族基因，分析其理化性质、基因结构、启动子顺式作用元件、组织表达特异性及干旱

胁迫下的表达模式；并通过病毒诱导的基因沉默技术（VIGS）初步验证 GhSCL3-D13-1 在棉花干旱胁迫应答中

的功能。结果表明，从棉花基因组中鉴定出 10 个 GhSCL3 基因，其编码蛋白均为不稳定亲水性蛋白。保守基序

分析结果表明，系统发育关系相近的基因保守基序组成高度相似；启动子顺式作用元件分析结果发现，GhSCL3
基因启动子区域包含多个非生物胁迫响应相关元件。组织表达模式分析表明，部分 GhSCL3 基因在特定组织

中呈现优势表达。干旱处理下的表达分析结果显示，部分 GhSCL3 基因的表达受到干旱胁迫的显著诱导，其中

GhSCL3-D13-1 的表达受干旱胁迫显著上调；qPCR 进一步证实，GhSCL3-D13-1 转录水平可被 PEG 或 ABA
处理显著诱导。VIGS 沉默 GhSCL3-D13-1，与对照植株相比，基因沉默植株的叶片相对含水量（RWC）、过氧

化氢酶（CAT）与过氧化物酶（POD）活性显著降低，丙二醛（MDA）含量显著升高，表明 GhSCL3-D13-1 正向调

控棉花的干旱胁迫应答过程。
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Abstract：To identify the gene members of SCL3, a key subfamily of the GRAS family in cotton, and clarify their 
functions in cotton(Gossypium hirsutum) drought resistance, in this study, SCL3 subfamily genes were systematically identified 
using bioinformatics methods, and their physicochemical properties, gene structures, cis-acting elements in the promoter 
region, tissue expression specificity, and expression patterns under drought stress were analyzed. Meanwhile, the function of 
GhSCL3-D13-1 in cotton response to drought stress was preliminarily verified by virus-induced gene silencing(VIGS) 
technology. The results showed that 10 GhSCL3 genes were identified from the cotton genome, and all their encoded proteins 
were unstable hydrophilic proteins. Conserved motif analysis indicated that genes with close phylogenetic relationships had 
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highly similar conserved motif compositions. Analysis of cis-acting elements in the promoter region revealed that the promoter 
regions of GhSCL3 genes contained multiple elements related to abiotic stress response. Tissue expression pattern analysis 
showed that some GhSCL3 genes exhibited dominant expression in specific tissues. Expression analysis under drought 
treatment indicated that the expression of some GhSCL3 genes was significantly induced by drought stress, among which the 
expression of GhSCL3-D13-1 was significantly upregulated. qPCR further confirmed that the transcriptional level of GhSCL3-
D13-1 could be significantly induced by PEG or ABA treatment. After silencing GhSCL3-D13-1 via VIGS, compared with 
the control plants, the leaf relative water content(RWC), catalase(CAT) and peroxidase(POD) activities of the gene-silenced 
plants were significantly decreased, while the malondialdehyde(MDA) content was significantly increased. These results 
indicated that GhSCL3-D13-1 positively regulated the drought stress response in cotton.

Keywords：cotton; drought stress; SCL3; bioinformatics analysis; virus-induced gene silencing(VIGS)

转录因子作为调控开关，能够整合多种信号

并调控下游基因表达网络，在植物适应性重塑（包

括抗旱胁迫响应）过程中发挥中枢调控作用 [1-4]。

GRAS（GAI-RGA-and-SCR）转录因子家族是高

等植物特有的一类转录因子家族，其命名源于该

家族中最初被鉴定的 3 个成员，即赤霉素不敏感基

因（GAI）、GAI 阻遏基因（RGA）以及稻草人基因

（SCR）[5]。大多数 GRAS 蛋白由 400~770 个氨基

酸残基组成，具有高度保守的 C 端结构域和序列

变异较大的 N 端区域 [6]。其 C 端由 5 个保守结构域

组成，分别是 SAW、LRI、LRII、PFYRE和 VHIID[7]。

目前，GRAS 家族已在 30 多种植物中完成鉴定，

涵 盖拟南芥（Arabidopsis thaliana）、可可（Theo⁃
broma cacao）、烟 草（Nicotiana tabacum）、水 稻

（Oryza sativa）、玉米（Zea mays）、大麦（Hordeum 
vulgare）等模式植物与经济作物 [7-11]。基于基因结

构 相 似 性 ，GRAS 基 因 可 归 类 为 不 同 亚 家 族 。

TIAN 等 [12]首次在 GRAS 基因家族中鉴定出 8 个

亚家族，包括 DELLA、HAM、LISCL、PAT1、LS、

SCR、SHR 及 SCL3 亚家族，其中 SCL3 亚家族的

氨基酸序列与 DELLA 亚家族系统发育关系相近，

但不具备 DELLA 基序。不同物种中 GRAS 基因

亚 家 族 的 数 量 存 在 显 著 差 异 。 例 如 ，在 魔 芋

（Amorphophallus konjac）中，GRAS 基因家族可划

分为 11个亚群，分别为DELLA、Os04、SHR、PAT1、
HAM、SCR、SCL28、SCL4/7、LAS、LISCL 和

SCL3[13]；在陆地棉中，150 个 GRAS 基因可分为

14 个亚群，包括 SCR、DLT、OS19、LAS、SCL4/7、
OS4、OS43、DELLA、PAT1、SHR、HAM、SCL3、
LISCL 和 G_GRAS，其中 G_GRAS 亚家族为棉花

特有的亚家族 [14]；在大麦中，62 个 GRAS 基因可分

为 12 个 亚 家 族 ，具 体 为 SCL3、Os43、DELLA、

SCR、HAM、Os19、SCL4/7、LAS、PAT1、SHR、

LISCL 和 DLT[15]。上述研究结果表明，GRAS 家

族的亚家族分类可能具有物种特异性。

GRAS 基因家族因具备多样生物学功能且在

植物界广泛分布，正受到日益增多的关注。已有

大量研究证实，其编码的 GRAS 蛋白在植物生长

发育调控与逆境胁迫应答过程中均发挥关键作

用 [16-21]。不同 GRAS 亚家族功能存在显著差异：

DELLA 亚家族通过调控赤霉素（GA）与茉莉酸

（JA）信号转导，调控植物开花与生长进程，同时在

植物抵御逆境胁迫中具有重要作用 [22-24]；HAM 亚

家族可维持茎尖分生组织分化状态，并调控根的

生长发育 [25-26]；LISCL 亚家族能够介导细胞伸长与

分裂过程，且对植物非生物胁迫耐受性具有调节

作用 [27-29]；PAT1 亚家族在植物光敏色素信号转导

及逆境胁迫抵御中发挥重要功能 [30-31]；LS 亚家族

成员可调控植物腋芽生长发育 [32]；SCR 亚家族与  
SHR 亚家族均为拟南芥根辐射形态生长的正向调

控因子，且在根细胞层形成过程中具有关键作

用 [25]；SCL3 亚家族能够调控挥发性萜烯生物合

成 ，同 时 SCR 与 SHR 形 成 的 异 二 聚 体 可 诱 导  
SCL3 表达，通过抑制 DELLA 功能调节下游 GA
通路及 GA 稳态，进而调控根部细胞伸长与分

裂 [33-34]。然而，当前针对 SCL3 亚家族响应非生物

胁迫的研究仍相对有限。已有研究显示，盐胁迫

条件下 SCL3 亚家族的 BvGRAS-6 基因表达水平

显著上调，提示该基因可能在甜菜盐胁迫响应中

发挥重要作用 [35]；过表达该亚家族成员 SmGRAS5
的植株，其叶绿素含量、光合能力、抗氧化酶活性

及丹参酮含量均显著提高，植物抗旱性与耐盐性

得到明显增强 [36]。

棉花作为重要的纤维与油料兼用作物，具有

极高的经济价值 [37]。我国新疆地区凭借独特的地

理位置与优越的光热资源，已成为国内最大的棉
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花产区 [38]。然而，全球气候变暖背景下，降水稀少

已成为限制棉花产量的主要环境因子 [39]。干旱胁

迫可通过破坏植物细胞渗透平衡、损伤生物膜系

统、降低光合效率等途径，干扰植物正常生长代

谢，严重时可导致植株死亡 [40]。因此，挖掘棉花自

身抗旱基因资源，对应对气候变化挑战、发展节水

农业、保障国家棉纺工业原料安全具有重要意义。

已有研究强烈提示，GRAS 家族 SCL3 亚家族在植

物应答逆境环境具有潜在关键作用；但目前该亚

家族成员的功能仅在少数植物中被报道，在重要

经济作物棉花中尚未开展系统性鉴定与分析，其

在棉花抗旱响应中的具体功能及生理机制仍不

明确。

本研究基于棉花基因组数据，对 SCL3 亚家族

基因进行了系统性鉴定与生物信息学分析；随后

通过 VIGS 技术沉默候选基因，比较干旱胁迫下对

照植株与基因沉默植株的表型及生理指标差异。

首次阐明 SCL3 亚家族在棉花响应干旱胁迫中的

功能，旨在为抗旱棉花品种的分子育种提供了重

要遗传资源。

1　  材料和方法

1.1　植物材料及生长条件

选取陆地棉品种中棉 49（Gossypium hirsutum 
cv. Zhongmian 49）种子，首先用 75%（V/V）乙醇

溶液灭菌 5 min，随后用无菌蒸馏水冲洗 3 次；接着

将种子浸入 1%（V/V）次氯酸钠溶液中灭菌 10 min，
再次用无菌蒸馏水冲洗干净后，置于 2 张湿润的无

菌滤纸之间，在 28 ℃黑暗条件下催芽 2 d。催芽

后，将幼苗移栽至装有营养土、黑土与蛭石混合基

质（体积比 3∶1∶1）的花盆中。移栽前对每个花盆

中的混合基质进行预先称质量，以保证各花盆中

基质体积一致。之后将花盆转移至温室中培养，

温室环境参数设定为：昼夜温度 25 ℃/22 ℃，光周

期 16 h 光照/8 h 黑暗。

1.2　RNA 提取和基因表达定量分析

选取 4 周龄陆地棉品种中棉 49 幼苗，分为 2 组

处理：常规浇水对照组与干旱胁迫处理组。采用土

壤相对含水量（RSWC）评估干旱胁迫程度，具体操

作为：干旱处理前，先使每盆土壤充分吸水后测定

花盆总质量，减去空盆质量得到土壤饱和质量。

当干旱组 RSWC 降至 10% 以下时，采集 2 组幼苗

的叶片样本。

RSWC=（实测土壤湿质量−土壤干质量）/
（土壤饱和质量量−土壤干质量）×100% （1）　

使用植物 RNA 提取试剂盒（福际生物，成都）

从叶片中提取总 RNA，再通过逆转录试剂盒（福际

生物，成都）将总 RNA 逆转录为 cDNA。实时荧光

定量 PCR（qPCR）试验在 UYS900 系统上进行，反

应程序设定为：95 ℃预变性 3 min；随后进行 40 个

循环，每个循环包括 95 ℃变性 10 s、58 ℃退火 10 s、
72 ℃ 延 伸 20 s；最 后 以 95 ℃ 15 s、58 ℃ 1 min、
95 ℃ 15 s完成熔解曲线分析。

目 的 基 因 特 异 性 引 物 通 过 NCBI Primer-
BLAST 工具设计（表 1），qPCR 试验采用 SYB⁃
RGreenⅠ双链嵌合荧光染料法。以 GhHIS3 基因

为内参基因，每个处理设 3 次生物学重复，取平均

值后采用 2⁻ΔΔCt法计算目的基因的相对表达量。

1.3　棉花 SCL3基因亚家族成员的鉴定

为鉴定陆地棉因组中的 SCL3 亚家族成员，首

先从拟南芥信息资源数据库（TAIR，https：//www.

arabidopsis.org）获取拟南芥 SCL3 蛋白序列。以拟

南 芥 SCL3 亚 家 族 成 员 AtSCL3 的 氨 基 酸 序 列

（AT1G50420.1）作为查询探针，通过 BLASTp 程

表 1 引物及用途

Tab.1 Primer and application

引物名称　Primer name
GhSCL3-D13-1-qPCR-F

GhSCL3-D13-1-qPCR-R

GhHIS3-F

GhHIS3-R

GhSCL3-D13-1-F

GhSCL3-D13-1-R

序列（5′—3′）　Primer sequence(5′-3′)
TAAGACCGGTGAAGCTCTTGCG

ATCTGCAAGACTCGGTGTGACG

TCAAGACTGATTTGCGTTTCCA

GCGCAAAGGTTGGTGTCTTC

tgagtaaggttaccgaattcCTTCTCGTCTCGTGTGCG

ggacatgcccgggcctcgagGCCCTTCTGGTCTAGCATTAAAAG

用途　Application
qPCR

qPCR

qPCR 内参基因

qPCR 内参基因

载体构建

载体构建
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序在陆地棉基因组数据库中进行同源序列检索，

设定 E 值阈值为 1e−5，以筛选潜在同源基因。同

时，从 Pfam 蛋白结构域数据库（http：//pfam.xfam.
org）下载 GRAS 家族的隐马尔可夫模型（HMM）

文件（PF03514），利用 HMMER 软件（参数设置：E
值=1e−5）对陆地棉基因组进行全基因组扫描，鉴

定 GRAS 家族成员。将上述 BLASTp 与 HMMER
分析筛选获得的潜在 SCL3 亚家族成员蛋白质序

列，提交至棉花多组学数据库（Cotton MD，https：//
yanglab.hzau.edu. cn/CottonMD/gene_search.1）进

行功能注释与序列验证，最终确定陆地棉 SCL3 亚

家族成员，并根据各成员在染色体上的物理位置

完成系统命名。采用 TBtools 软件分析陆地棉

SCL3 亚 家 族 蛋 白 的 基 本 理 化 性 质 ；将 陆 地 棉

SCL3 蛋白（GhSCL3）序列提交至 WOLF PSORT
数据库（https：//wolfpsort.hgc. jp），通过在线工具

预测其亚细胞定位。

1.4　系统发育和保守基序分析

采用 MEGA 11 软件对陆地棉、拟南芥及可可

的 SCL3 蛋白序列进行多序列比对；基于比对结

果，利用 FastTree 软件构建系统发育树。将陆地

棉 GhSCL3 蛋 白 序 列 提 交 至 MEME 在 线 工 具

（http://meme-suite.org/），分析其保守基序；上述

多序列比对、系统发育树及保守基序分析结果均

通过 TBtools软件进行可视化呈现。

1.5　棉花 GhSCL3亚家族成员的表达分析

从棉花多组学数据库（Cotton MD，https：//
yanglab. hzau. edu. cn/CottonMD/heatmap. 1）获 取

陆地棉 GhSCL3 基因的转录组数据，该数据集涵

盖 17 个样本，包含陆地棉不同组织、胚珠发育各时

期及纤维生长各阶段的表达量信息。将转录组数

据中的基因表达量标准化为 log₂TPM 值后，采用

TBtools 软件构建 GhSCL3 基因的表达热图，以可

视化其表达模式。

采用绝对土壤含水量（ASWC）评估棉花所遭

受的干旱胁迫程度。从每组处理中随机选取 6 个

花 盆 的 棉 花 植 株 进 行 称 质 量 ，记 录 鲜 质 量

（WW1）。当干旱处理组的 ASWC 降至 10% 以下

时，采集棉花叶片样品用于转录组测序。测序数

据已上传至中国国家基因组数据中心（NGDC）

的 基 因 组 序 列 档 案（GSA）数 据 库 ，登 录 号

为 CRA025657（https：//ngdc. cncb. ac. cn/gsa/s/
2o4mShmR）。从转录组数据中提取 SCL3 基因的

表达量数据，利用 TBtools 软件绘制热图进行可视

化分析。

ASWC=（WW1−（混合养分土壤干质量+
花盆质量））/混合养分土壤干质量×100% （2）　

为验证 GhSCL3 基因对干旱胁迫及 ABA 的响

应，采用水培处理陆地棉幼苗：分别用 15%PEG
6000（模拟干旱胁迫）、100 mol/L ABA 处理，于处

理 0、3、6、12、24 h 时采集叶片样本并提取总 RNA；

以 GhHIS3 基因为内参基因，通过 qPCR 检测靶基

因（GhSCL3）的 表 达 水 平 。 采 用 2 ⁻ΔΔCt 法 计 算

GhSCL3 的相对表达量，每个处理设 3 次生物学重

复并取平均值。使用 GraphPad Prism 8 软件进行

统计分析与可视化：通过独立样本 t 检验分析不同

处理组与对照组（0 h）间的表达差异显著性，同时

采用该软件绘制基因相对表达量的条形图。

1.6　病毒诱导基因沉默（VIGS）

本试验采用烟草脆裂病毒（Tobacco rattle vi⁃
rus，TRV）双元表达系统，包含 TRV1 与 TRV2 载

体。由于棉花 CLA 基因参与叶绿体发育且在进化

中高度保守，其沉默后植株会呈现明显白化表型，

因此，该基因被选为 VIGS 试验的阳性对照。将含

TRV1 载体的农杆菌菌液与含 TRV2：GhCLA 重

组载体的农杆菌菌液混合，通过子叶注射法接种

棉花幼苗，获得阳性对照植株，命名为 TRV2：Gh⁃
CLA。

选取 GhSCL3-D13-1 基因的 400 bp 特异性片

段作为沉默靶序列，以棉花 cDNA 文库为模板扩增

该片段，随后将其克隆至 TRV2 载体，构建 TRV2：
GhSCL3-D13-1重组载体。设置 3组处理：（1）将含

TRV1 载体的农杆菌菌液与含 TRV2 空载体的

农杆菌菌液混合，注射棉花子叶，获得对照植株，

记 为 TRV2：00；（2）阳性对照组为上述 TRV2：
GhCLA 植株；（3）将含 TRV1 载体的农杆菌菌液

与含 TRV2：GhSCL3-D13-1 重组载体的农杆菌

菌液混合，注射棉花子叶，获得 GhSCL3-D13-1 基

因沉默植株，记为 TRV2：GhSCL3-D13-1。
当 TRV2：GhCLA 植株出现白化表型时，表明

VIGS 系统沉默效率正常（靶基因沉默成功）。随

后提取 TRV2：00 与 TRV2：GhSCL3-D13-1 植株

的叶片总 RNA，通过 qPCR 验证 GhSCL3-D13-1
基因的沉默效果：以 GhHIS3 基因为内参基因，采

用 2⁻ΔΔ Ct 法计算靶基因相对表达量，每个处理设

3 次重复，并取平均值。
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2　  结果与分析

2.1　GhSCL3亚家族成员的鉴定与理化性质分析

在陆地棉基因组中，共鉴定出 10 个 SCL3 亚

家族成员，依据各成员在染色体上的物理位置进

行系统命名（表 2）。由表 2 可知，GhSCL3 亚家族

成员编码蛋白的氨基酸残基数存在差异：平均值

为 449 个，范围为 379（GhSCL3-A13-1）至 478 个

（GhSCL3-A13-2）；对应的蛋白分子质量介于 42.7~
54.1 ku，等电点（pI）分布在 5.65~8.31 范围内。

不稳定性指数分析结果显示，所有 GhSCL3
蛋白的不稳定性指数均大于 40，表明这些蛋白均

属 于 不 稳 定 蛋 白 质 ；亲 水 性 分 析 结 果 显 示 ，

GhSCL3 蛋白的平均亲水性值为-0.16，具体范围

为-0.106（GhSCL3-D07）~ -0.188（GhSCL3-D13-
1），且所有成员的亲水性值均小于 0，提示陆地棉

GhSCL3 亚家族蛋白均具有亲水性。亚细胞定位

预测结果表明，多数 GhSCL3 蛋白定位于细胞核，

少数成员则分布于细胞质或叶绿体中（表 2）。

2.2　GhSCL3基因的系统发育和保守基序分析

本研究以 1 个拟南芥 AtSCL3 蛋白、10 个陆地

棉 GhSCL3 蛋白及 3 个可可 ThSCL3 蛋白为分析

对象，构建系统发育树。基于该系统发育树揭示的

GhSCL3 亚家族进化分支关系，进一步开展保守

基序分析，结果显示，GhSCL3 蛋白共包含 10 个保

守基序（命名为 Motif1~Motif10），且这些基序在

不同进化分支的成员中分布存在差异（图 1）。其

中，GhSCL3-D09、GhSCL3-A09、GhSCL3-A13-2、
GhSCL3-D13-1、GhSCL3-A05 及 GhSCL3-D04
的保守基序数量最多，均含 10个；而GhSCL3-A13-1
的保守基序数量最少，仅含 6 个。结合系统发育

树的进化关系进一步分析发现，处于同一进化分

支的 GhSCL3 成员亲缘关系更近，其保守基序组

成也更相似。

2.3　GhSCL3基因启动子顺式作用元件的分析

为进一步探究 GhSCL3 基因可能参与的生物

学过程，本研究对 10 个陆地棉 GhSCL3 基因启动

表 2 棉花 GhSCL3 基因家族成员信息

Tab.2 Information of the GhSCL3 genes family members family members in cotton

蛋白命名
Protein name

GhSCL3-A05
GhSCL3-A07
GhSCL3-A09

GhSCL3-A13-1
GhSCL3-A13-2

GhSCL3-D04
GhSCL3-D07
GhSCL3-D09

GhSCL3-D13-1
GhSCL3-D13-2

蛋白 ID
Protein ID

Ghi_A05G19656
Ghi_A07G10886
Ghi_A09G06751
Ghi_A13G00686
Ghi_A13G13961
Ghi_D04G03726
Ghi_D07G10266
Ghi_D09G06206
Ghi_D13G00666
Ghi_D13G12836

长度/个
Length

464
416
472
379
478
464
417
472
477
455

分子质量/ku
Molecular 

weight
52 257.37
46 569.60
52 941.88
42 711.24
53 407.40
52 275.37
46 663.87
52 928.88
54 088.50
50 814.55

等电点
Isoelectric point

5.65
7.65
5.87
6.32
5.87
5.77
8.31
5.87
6.30
6.05

不稳定指数
Instability index

64.19
49.02
49.70
56.02
45.74
62.82
49.04
49.70
55.80
42.53

亲水性
Grand average of 

hydropathicity
-0.188
-0.124
-0.178
-0.169
-0.155
-0.174
-0.106
-0.172
-0.188
-0.143

亚细胞定位
Subcellular lo⁃

calization
细胞质

细胞核

细胞核

细胞核

叶绿体

细胞质

细胞核

细胞核

细胞核

细胞核

图 1　棉花 SCL3 基因家族的保守基序分析

Fig.1　Conserved motifs analysis of cotton
 SCL3 gene family
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子区域的顺式作用元件分布特征进行分析。结果

显示，GhSCL3 基因启动子中富含多种与环境胁迫

响应相关的顺式作用元件，具体包括：脱落酸

（ABA）响应元件（AAGAA-motif、ABRE、ABRE3a、
ABRE4）、赤霉素（GA）响应元件（P-box）、茉莉酸

甲酯（MeJA）响应元件（CGTCA-motif、TGACG-

motif）、生 长 素 响 应 元 件（AuxRR-core、TGA-

element）、水杨酸（SA）响应元件（TCA-element）、

低温胁迫响应元件（LTR）、干旱胁迫响应元件

（MBS）、金属胁迫响应元件（MRE）、防御与应激

响应元件（TC-rich repeats）、厌氧响应元件（ARE）
及伤害响应元件（WUN-motif）。上述元件的存在

提示，GhSCL3 基因可能参与棉花对多种环境胁迫

的响应过程。

此外，GhSCL3 基因启动子中还大量存在与转

录因子结合相关的顺式作用元件，如 MYB、Myb-
binding site、MYB-like sequence、MYC、W box，
表明 GhSCL3 基因的转录表达可能受到多种转

录因子的调控（图 2）。值得注意的是，GhSCL3-
A07、GhSCL3-A09、GhSCL3-A13-1、GhSCL3-
A13-2、GhSCL3-D07、GhSCL3-D09 及 GhSCL3-
D13-1 的 启 动 子 中 均 包 含 干 旱 胁 迫 响 应 元 件

MBS，提示这些基因可能在棉花抵御干旱胁迫的

过程中发挥重要作用。

2.4　陆地棉 GhSCL3 基因在不同组织中的表达模

式分析

为探究陆地棉 GhSCL3 基因是否参与棉花生

长发育过程，本研究基于已发表的转录组数据集，

分析了 10 个 GhSCL3 基因在棉花不同组织及器官

发育阶段的表达模式，涉及的组织包括根、叶、萼

片、茎、苞片、花梗、花丝、花药、雌蕊、胚珠及纤维。

由图 3 可知，部分 GhSCL3 家族成员（如 GhSCL3-
A09、GhSCL3-D09、GhSCL3-A13-2、GhSCL3-
D13-2）在多种组织（根、萼片、茎、花梗、花药、苞

片、花丝、雌蕊）及胚珠、纤维的多个发育时期均呈

现高表达特征，提示这些基因可能广泛参与棉花

不同组织与器官的发育过程。

与 之 相 反 ，另 一 部 分 GhSCL3 基 因 表 现 出

明 显的组织特异性表达模式。例如，GhSCL3-
D13-1主要在根、萼片、茎及花药中表达；GhSCL3-
A13-1 主要在根和茎中表达；GhSCL3-D04 的表

达集中在萼片与胚珠；GhSCL3-A05 主要在胚珠

中表达，而 GhSCL3-A07 与 GhSCL3-D07 在根中

高表达。上述表达特征表明，这类具有组织特异

性表达的 GhSCL3 基因可能在棉花特定组织的发

育过程中发挥调控作用。

图 2　GhSCL3 启动子区顺式元件分析

Fig.2　Analysis of cis-regulatory elements in GhSCL3 gene promoter

图 3　GhSCL3 基因在陆地棉不同组织中的表达模式

Fig.3　Expression patterns of GhSCL3 family genes in
different Gossypium hirsutum tissues
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2.5　干旱胁迫下棉花 SCL3基因的表达分析

干旱处理下棉花叶片转录组数据的 SCL3 表

达分析如图 4 所示。

为探究 SCL3 基因在棉花响应干旱胁迫中的

潜在功能，本研究基于转录组数据，分析了干旱处

理条件下陆地棉 SCL3 亚家族成员的表达谱。结

果显示，大多数 GhSCL3 基因在干旱处理前后的

表达水平无显著差异；仅部分成员的表达受干旱

胁 迫 诱 导 ，其 中 GhSCL3-A09、GhSCL3-D09 及

GhSCL3-D13-1 的表达变化较为明显（图 4）。值

得注意的是，干旱胁迫可显著上调 GhSCL3-D13-
1 的表达水平，提示该基因可能参与棉花对干旱胁

迫的响应过程。

为进一步验证 GhSCL3-D13-1 在棉花干旱响

应中的功能，本研究通过 qPCR 检测了该基因在

PEG 及 ABA 处理下的表达动态。结果表明，PEG
处理后，GhSCL3-D13-1 的表达水平显著升高，在

12、24 h 达到表达峰值；ABA 处理同样可显著诱导

该基因表达，其表达峰值出现于 12 h。上述结果进

一步支持 GhSCL3-D13-1 可能通过响应干旱胁迫

及 ABA 信号，参与棉花抗旱性的调控（图 5）。

2.6　 敲 低 GhSCL3-D13-1 基 因 降 低 棉 花 的 耐

旱性

为进一步明确 GhSCL3-D13-1 在棉花响应干

旱胁迫中的功能，本研究采用 VIGS 技术沉默该基

因。当阳性对照植株（TRV2：GhCLA）表现出白

化表型时，表明 VIGS 系统沉默效率正常，靶基因

可被有效沉默（图 6）。通过 qPCR 检测 TRV2：00
（空载体对照）与 TRV2：GhSCL3-D13-1（基因沉

默株）植株中 GhSCL3-D13-1 的表达水平并计算

沉 默 效 率 ，结 果 显 示 ，与 TRV2：00 植 株 相 比 ，

TRV2：GhSCL3-D13-1 植 株 中 GhSCL3-D13-1
的转录水平显著下调，证实该基因的转录被有效

抑制（图 6）。

随后对 4周龄的 TRV2：00与 TRV2：GhSCL3-
D13-1 植株进行干旱胁迫处理，干旱处理 0 d 时，

2 组 植 株 无 明 显 表 型 差 异 ；自 然 干 旱 12 d 后 ，

TRV2：GhSCL3-D13-1 植株叶片萎蔫程度显著重

于 TRV2：00 植株；复水 1 d 后，TRV2：00 植株的恢

图 4　干旱处理下棉花叶片转录组数据的 SCL3 表达分析

Fig.4　The expression analysis of SCL3 based on tran⁃
scriptome data of cotton leaves under drought treatment

**表示与对照组显著性差异（P<0.01）
** indicated extremely significant difference between the treatment and the control(P<0.01)

图 5　PEG 或 ABA 下 GhSCL3-D13-1 基因的表达分析

Fig.5　Expression analysis of GhSCL3-D13-1 gene under PEG or ABA treatment
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复能力显著优于 TRV2：GhSCL3-D13-1植株。

为探究表型差异的生理机制，进一步测定

2 组植株干旱胁迫下的关键生理指标。结果显

示，TRV2：00 植株叶片 RWC 较 TRV2：GhSCL3-
D13-1 植 株 高 36.70%，而 MDA 含 量 比 TRV2：
GhSCL3-D13-1 植株低 10.58%（图 6）；此外，与

TRV2：00 植株相比，TRV2：GhSCL3-D13-1植株

的 CAT 与 POD 活性分别降低 55.24% 和 29.84%
（图 6）。综合表型观察与生理指标分析结果表明，

沉默 GhSCL3-D13-1 基因可显著降低棉花的抗旱

能力。

3　  结论与讨论

GRAS 家族是一类植物特异性转录因子，在

植物生长发育进程中扮演关键角色，具体包括茎

尖分生组织发育与植物分蘖、小孢子发生、叶片夹

角形成、植株高度、开花时间、果实成熟及种子萌

发、根和茎的径向模式建成等方面 [22，41-42]。同时

GRAS 成员在植物应答各类环境胁迫的过程中发

挥着不可或缺的核心作用，它们不仅能快速感知

干旱、盐渍、低温、重金属污染等非生物胁迫信号，

还能响应病原菌侵染、昆虫取食等生物胁迫压力，

通过精准调控下游抗逆相关基因的表达、参与胁

*表示 P<0.05；**表示 P<0.01；***表示 P<0.001，****表示 P<0.0001
* indicated P<0.05; **indicated P<0.01; *** indicated P<0.001; **** indicated P<0.0001

图 6　GhSCL3-D13-1 的沉默降低了棉花对干旱胁迫的耐受性

Fig.6　Silencing of GhSCL3-D13-1 reduced cotton tolerance to drought stress
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迫信号通路的传导与级联放大，以及协同其他转

录因子形成调控网络，帮助植物启动防御应答、调

整生理代谢模式，最终增强植物对复杂恶劣环境

的适应能力与生存竞争力 [43-46]。虽然 GRAS 的功

能 已 经 在 多 种 植 物 中 被 研 究 ，但 是 对 于 棉 花

GRAS 家族成员研究还十分匮乏。其中一项研究

发现，在棉花基因组中共有 150 个 GRAS 基因家族

成员，其可以分为包括 gSCR，DLT，OS19，LAS，

SCL4/7，OS4，OS43，DELLA，PAT1，SHR，

HAM，SCL3，LISCL 和 G_GRAS 的 14 个亚组 [14]。

本研究重点关注了 GRAS 的亚家族 SCL3，在棉花

基因组中共鉴定到 10 个 SCL3 亚家族成员，而前

人的研究则是鉴定到 9 个 SCL3 亚家族成员，这可

能是因为本研究使用了新版本的棉花基因组数

据，使成员鉴定结果得到进一步完善。

GRAS 家族成员的功能具有保守性，在拟南

芥、水稻、小麦、玉米、番茄、高粱、魔芋、凤梨等不同

类群植物中，均已证实能够对干旱、盐渍、低温、高

温胁迫等多种非生物胁迫作出积极响应 [13，28，47-49]。

棉花的 GRAS 基因家族成员的表达水平同样在

PEG、盐 、低 温 和 高 温 处 理 条 件 下 发 生 显 著 改

变 [14]。本研究发现，GhSCL3 基因启动子中存在大

量与干旱、ABA、低温、厌氧等非生物胁迫相关的

顺式元件（如 MBS、ABRE），且这类元件在 SCL3
亚家族各基因中均有分布，呈现功能保守性；同时

5 个 SCL3 亚家族成员的表达受到干旱胁迫的显著

诱导，进一步证实了 GRAS 家族是植物抵御非生

物胁迫过程的重要参与者。

随着全球气候变暖加剧，干旱胁迫的发生频

率显著增加，而该胁迫会严重抑制作物的生长发

育进程，进而显著降低作物产量 [50-51]。通过鉴定植

物的抗旱基因资源，并利用转基因或基因编辑技

术创制抗旱新种质，将为提高作物的抗旱性奠定

基础。目前已有多项研究证实，GRAS 家族成员

在植物抗旱中发挥着重要的作用，例如玉米的

ZmGRAS15 是干旱应答正调控因子，过表达该基

因可促进玉米根的伸长，同时提高了玉米对干旱

胁 迫 的 耐 受 性 [29]。 水 稻 的 OsGRAS23、杨 树 的

SCL7、大豆的 GmGRAS37、番茄的 SlGRAS7 和海

滨木槿的 HhGRAS14 均是植物应答干旱的正调控

因子 [31，52-55]。下调 SlGRAS10 的表达促进了花青

素的积累并增强了土豆对干旱和盐胁迫的耐受

性，表明该基因是植物干旱应答的负调控因子 [56]。

OsGRAS2 通过降低 OsHKT1；5 的表达，负调控水

稻的盐胁迫应答 [57]。这说明 GRAS 基因家族成员

的功能在不同物种是多样的，因此，需要在不同的

物种去研究其功能，以进一步完善 GRAS 基因家

族成员的功能信息。同时 SCL3 是 GRAS 的一个

重要亚族，但是目前关于该亚族成员在植物非生

物响应中的相关研究还相对较少。其中的 1 项研

究发现，SmGRAS5 基因的过表达增强了丹参对干

旱和盐胁迫的耐受性 [36]。本研究发现，SCL3 亚家

族成员 GhSCL3-D13-1 的表达受到干旱胁迫最为

显著的诱导，在 PEG 和 ABA 处理条件下该基因的

表达也发生了显著上调，这暗示该基因可能在棉

花的干旱抵御过程中发挥重要作用。进一步分析

发现，GhSCL3-D13-1 启动子中存在干旱胁迫响

应元件 MBS，推测其与干旱胁迫响应密切相关，这

与前人研究中 SCL3 亚家族 BvGRAS-6 启动子含

干旱胁迫响应元件且盐胁迫下表达显著上调的结

果一致 [35]。此外，通过病毒诱导的基因沉默技术抑

制 GhSCL3-D13-1 表达后，干旱处理条件下沉默

植株生长状态显著弱于对照植株，表明该基因表

达受抑会弱化棉花抗旱能力。该结果还进一步提

示，SCL3 亚家族成员在植物应答非生物胁迫的过

程中同样发挥重要作用，同时也证实了 GRAS 转

录因子是植物抵御环境胁迫的关键调控因子。

干旱胁迫可导致棉花细胞膜损伤，严重时甚至

引发细胞死亡[37]。在此过程中，MDA 作为细胞膜

中不饱和脂肪酸发生脂质过氧化反应的关键终产

物之一，其含量变化可直观反映植物细胞膜氧化

损伤的程度，因此被广泛用作评估植物氧化损伤

水平的标志物[58-59]。本研究发现，在抑制 GhSCL3-
D13-1 表达的棉花植株中 MDA 含量显著高于对

照组植株，说明沉默该基因加剧了干旱胁迫下棉

花细胞的损伤程度，进一步证实了该基因在棉花

干旱应答中的作用。之前的研究表明，干旱会造

成棉花叶片失水、萎蔫 [60]，RWC 可作为缺水期间植

物水分状况的直接指标 [61]。本研究发现，抑制

GhSCL3-D13-1 表达的棉花植株中 RWC 显著低

于对照组植株，说明降低该基因的表达弱化了棉

花的保水能力。此前的研究发现，干旱胁迫会导

致棉花中 ROS 的过度积累，从而影响氧化还原稳

态并导致氧化应激，造成植物光合作用效率下降、
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细胞受到严重损伤 [62]。植物已经进化出通过采用

抗氧化过程来抵消 ROS 过度产生和积累的机制，

包括酶促抗氧化剂（如 SOD、POD 和 CAT 等）和

非酶促抗氧化剂（类胡萝卜素、非蛋白质氨基酸和

酚类化合物等）[63-64]。本研究发现，沉默 GhSCL3-
D13-1 的棉花植株 CAT 和 POD 这 2 种关键抗氧

化酶活性显著低于对照组，说明沉默该基因降低

了棉花植株的过氧化物清除能力，这可能导致棉

花植株积累更多的 ROS，因此，使其抗旱能力显著

下降。本研究证实，AtSCL3的同源基因 GhSCL3-
D13-1 可响应干旱胁迫，结合前人研究中 AtSCL3
同源基因 BvGRAS-6、SmGRAS5分别作为植物盐

胁迫、盐与干旱胁迫正调控因子的结果，进一步验

证了 SCL3 亚家族在植物抵御非生物胁迫过程中

发挥的保守且重要的作用 [35-36]。

本研究通过对棉花 SCL3 亚家族成员进行鉴

定与系统分析，并结合转录组数据及 qPCR 技术，

筛选鉴定出 1 个参与棉花干旱胁迫响应的 SCL3
家族基因，命名为 GhSCL3-D13-1。进一步的功

能研究表明，GhSCL3-D13-1 通过调控棉花体内

水分维持、氧化损伤修复及抗氧化酶系统，协同增

强植株抗旱性。该结果不仅为解析棉花 SCL3 亚

家族的胁迫响应功能提供了全新的分子证据，也

为后续转基因抗逆材料的创制奠定了理论基础。
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