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玉米ZmMSRB5基因的克隆及功能分析
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摘 要：玉米易受到低温冷害等非生物胁迫侵袭。春季低温冷害会导致东北地区玉米产量降低，挖掘玉米耐

冷基因、研究基因功能和分析其调控网络就显得尤为重要。从耐冷玉米自交系W9816中成功克隆到ZmMSRB5

(GRMZM2G577677)基因，并将其在拟南芥中异源表达。4 ℃处理后，ZmMSRB5过表达拟南芥株系(ZmMSRB5-OE)萌
发率高于野生型；-8 ℃冻处理5 h，恢复3 d后，ZmMSRB5-OE株系存活率也明显高于野生型。此外，在4 ℃条件下，

ZmMSRB5-OE株系的PRO含量、SOD和CAT活力都明显高于野生型，丙二醛含量显著低于野生型。说明ZmMSRB5

基因可增强拟南芥对冷胁迫的耐受力，在拟南芥响应冷胁迫中起着重要作用。
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Abstract: Maize is particularly susceptible to abiotic stresses such as low temperature, which could cause

maize production decreased in Northeast China during spring. Therefore, it is particularly important to mine cold-
tolerant gene, verify the gene function and analyze its regulatory network. In this study, ZmMSRB5

(GRMZM2G577677) was successfully cloned from the cold-tolerant maize inbred line W9816 and heterogeneously
expressed in Arabidopsis. After 25 days of treatment at 4 ℃, the germination rate of ZmMSRB5 overexpressing Ara⁃
bidopsis lines(ZmMSRB5-OE) was higher than WT. After 5 hours of freezing treatment at -8 ℃ and 3 days of recov⁃
ery, the survival rate of ZmMSRB5-OE lines was also significantly higher than WT. Additionally, the proline con⁃
tent, and the activities of SOD and CAT in ZmMSRB5-OE lines were significantly higher than WT at 4 ℃, while the
MDA content was significantly lower than WT. These findings indicated that ZmMSRB5 could enhance the cold tol⁃
erance and play an important role in the response to cold stress in Arabidopsis.
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低温是限制农作物生长的主要因素之一[1]。冷

胁迫对不同生长阶段植物均能够造成严重影响。播
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种后遇到低温冷害会影响种子萌发，造成缺苗断条；

幼苗期遭受冷胁迫会严重影响植株生长发育，表现

为叶片萎蔫、黄化，甚至死亡[2]；生殖期遭受冷胁迫，

会严重影响其结实率。低温会导致植物产生冷驯

化，在驯化过程中植物体内的转录因子及酶类，包括

CBFs、SnRK2.6/OST1和MKK2等基因受到冷诱导，

产生不同的冷响应机制，来应对所处的低温环

境[3-5]。

本研究前期对玉米耐冷自交系W9816进行了

蛋白质组学分析，发现冷诱导后玉米甲硫氨酸亚砜

还原酶(MSR)家族蛋白上调表达，MSR家族基因可
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能参与玉米冷响应机制[6]。当植物受到胁迫产生过

多的活性氧而不能被有效清除时，甲硫氨酸等含有

硫原子的氨基酸容易被氧化成甲硫氨酸亚砜。MSR
可以将甲硫氨酸亚砜还原为甲硫氨酸，恢复其所在

蛋白活性，使机体维持正常代谢和生命活动。

根据甲硫氨酸在细胞中存在的状态和位置，生

物体中MSR家族分为MSRA和MSRB两种类型的甲

硫氨酸亚砜还原酶 [7]。其中，最早在原核生物中发

现的MSRA是细胞内一类比较小的还原酶，它的作

用是清除细胞内被氧化的 S型甲硫氨酸亚砜 [8- 11]。

MSRB相对于MSRA发现较晚。最初的研究表明，

对于ROS清除过程，MSRB作用相比于MSRA较小，

更重要的是MSRB只能对结合态Met-R-SO进行还

原，对于游离的亚砜，MSRB还原能力较低[12]。近年

来，拟南芥和水稻中MSR 家族研究较多，大部分

MSR家族基因能够减少植物由非生物胁迫包括盐

胁迫 [13]、重金属 [14- 16]和冷胁迫 [17- 18]等引起的氧化损

伤。在玉米中 MSR 家族研究较少，ZmMSRB1、

ZmMSRA2/5基因均在氧化胁迫和耐盐耐旱方面起

重要作用[19]。ZmMSRB1能够与ZmGSTF8互作共同

调控氧化应激以及干旱、盐等非生物胁迫响应过

程 [20]。本研究通过对耐冷玉米自交系 W9816 中

ZmMSRB5基因进行克隆并在拟南芥中异源表达，

在冷胁迫条件下对 ZmMSRB5基因在拟南芥中的

功能进行研究。

1 材料与方法

1.1 实验材料

耐冷玉米自交系W9816、拟南芥Columbia野生

型(Arabidopsis thaliana)、atmsrb5(CS925318)拟南芥突

变体。突变体购于拟南芥生物资源中心(https://abrc.
osu.edu/)。
1.2 拟南芥低温萌发率统计

取适量拟南芥种子于 1.5 mL离心管中，用灭菌

蒸馏水清洗 3次后 1%次氯酸钠清洗 7 min，然后用

灭菌蒸馏水再清洗5遍。用接种针将消毒后种子接

种在 1/2MS培养基上。置于 4 ℃黑暗培养 3 d，将培

养皿置于 4 ℃中培养，16 h光照 8 h黑暗。4 ℃下培

养25、50 d后观察表型并统计萌发率。

1.3 拟南芥冷冻处理表型分析

取适量野生型与转基因拟南芥种子，消毒后

4 ℃培养 3 d，点种于营养土中(土∶蛭石=3∶1)，23 ℃
培养，16 h光照/8 h黑暗，培养至 4周。移至-8 ℃冷

冻处理 5 h后转移至 23 ℃正常培养 3～5 d，统计其

死亡率。

1.4 拟南芥叶绿素含量测定

选择3周龄长势一致的拟南芥，取0.1 g叶片，切

碎后将其置于干净的 50 mL离心管中；加入 0.5 mL
丙酮，混匀，再加入 12 mL 80%的丙酮，轻轻地旋转

混匀，置于黑暗处过夜浸提；第 2天将离心管取出，

用 80%的丙酮定容至 25 mL，25 ℃、12 000 r/min、离
心4 min，用紫外分光光度计进行测定。比色测定方

法为吸取 200 μL上清叶绿素提取液，加入比色杯

中，用分光光度计分别测定在波长 645、663 和

652 nm下的吸光度，所有测定均以80%的丙酮作为

空白对照。结果计算分别按以下公式计算叶绿素 a
和叶绿素b的浓度(mg/L)。

Chl a=12.72×A663-2.59×A645，
Chl b=22.88×A663-4.67×A645。

1.5 拟南芥生理生化指标测定

使用植物丙二醛 (MDA)试剂盒 (微管法)测定

MDA含量；用过氧化氢酶(CAT)试剂盒(可见光法)测
定CAT含量；用脯氨酸(Pro)试剂盒(比色法)测定脯

氨酸含量；用总超氧化物歧化酶(T-SOD)试剂盒(羟
胺法)测定SOD活力值，以上各生理指标具体测定方

法按使用说明书进行。

2 结果与分析

2.1 ZmMSRB5基因克隆及植物表达载体构建

以玉米自交系 W9816 的 cDNA 为模板，克隆

ZmMSRB5基因全长，琼脂糖凝胶电泳检测 ZmMS⁃

RB5基因大小为 466 bp。通过BP反应将目的DNA
片段连接到入门载体 pDONR207上，并转化DH5α
大肠杆菌感受态，对 pDONR207::ZmMSRB5进行菌

液 PCR 检测并测序，其中编号 1～10 均为阳性克

隆。挑选阳性菌液扩摇并提取质粒，将质粒通过LR
反应连接到表达载体 pEarlygate101上，并重新转化

DH5α，挑取单菌落扩摇、菌检获得含有 pEarly⁃
gate101::ZmMSRB5 重组质粒的阳性菌，PCR检测结

果显示，1～5均为阳性克隆(图1)。
2.2 ZmMSRB5基因在拟南芥中异源表达

将 pEarlygate101:: ZmMSRB5 重 组 质 粒 转 入

GV3101农杆菌感受态，利用蘸花侵染法分别侵染

WT、atmsrb5植株获得过表达和恢复系T0代种子，选

用0.5‰的Basta溶液对转化拟南芥进行筛选。将拟

南芥种子播于营养土上，待拟南芥生长至两片真叶

时喷洒Basta，大约喷洒3～4 d后非转基因拟南芥出

现比较明显的枯萎表型，转基因植株保持绿色及良

好的生长状态。非转基因植株死亡，转基因植株则

正常生长。经过筛选，获得ZmMSRB5过表达株系



10个。此外，获得3个转MSRB5恢复系。提取转基

因株系与野生型拟南芥DNA，扩增ZmMSRB5基因

片段，经 PCR 检测得到 42 株转基因阳性 T1 代株

系，继续自交获得纯合转基因株系。以ACTIN作为

内参，转基因拟南芥株系进行ZmMSRB5基因表达

量检测，选取基因表达量高的作为后续实验株系

(图2)。

注：A：ZmMSRB5基因克隆电泳检测；B：pDONR207::ZmMSRB5菌液检测，1～10为 pDONR207::ZmMSRB5阳性单克隆菌液；C：pEarlygate101::
ZmMSRB5农杆菌菌液检测，1～5为 pEarlygate101::ZmMSRB5阳性单克隆菌液，M为DL2000，PC为阳性对照，NC为阴性对照。

Note: A, cloning and electrophoresis detection of ZmMSRB5. B, bacterial detection of pDONR207::ZmMSRB5; 1-10, positive monoclonal bacterial solu⁃
tion of pDONR207::ZmMSRB5. C, detection of Agrobacterium in pEarlygate101::ZmMSRB5; 1-5, positive monoclonal bacterial solution of pEarly⁃
gate101::ZmMSRB5. M: DL2000, PC: positive control, NC: negative control.

图1 ZmMSRB5基因克隆及表达载体构建

Fig.1 Cloning and construction of expression vector of ZmMSRB5

注：A：0.05‰ Basta溶液筛选转基因拟南芥；B：转基因株系中ZmMSRB5基因PCR检测；C：转基因株系中ZmMSRB5基因半定量检测；D：转基因

株系中ZmMSRB5基因相对表达量检测。M为DL2000；PC为阳性对照；NC为阴性对照；mt为atmsrb5。

Note: A, screening of transgenic Arabidopsis thaliana with 0.05‰ Basta solution; B, PCR detection of ZmMSRB5 in transgenic lines; C, Semi-quantita⁃
tive detection of ZmMSRB5 in transgenic lines; f, detection of the relative expression of ZmMSRB5 in transgenic lines. M: DL2000, PC: positive
control, NC: negative control, mt：atmsrb5.

图2 ZmMSRB5转基因拟南芥植株筛选

Fig.2 Screening of ZmMSRB5 transgenic Arabidopsis plants
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2.3 ZmMSRB5基因耐冷与抗冻性研究

为了研究 ZmMSRB5 基因功能，将野生型和

ZmMSRB5拟南芥过表达株系点种于 1/2MS培养基

上，分别置于 23 ℃与 4 ℃低温培养 25 d。23 ℃条件

下野生型拟南和转基因拟南芥长势相同，没有明显

差异；4 ℃条件下培养25 d后ZmMSRB5过表达株系

生长速度与大小明显优于野生型。过表达株系的叶

片颜色明显更绿，野生型拟南芥的叶片颜色则大多

数发黄。此外过表达株系出现两片子叶时，野生型

子叶尚未完全展开，这表明在幼苗生长初期，受到冷

胁迫后，过表达株系具有更强的耐受能力。将 4周
龄的野生型和过表达拟南芥-8 ℃冷冻处理 5 h，恢
复培养 3 d后，ZmMSRB5过表达株系的存活率显著

高于野生型(图 3)，说明冷冻处理后，过表达植株具

有更强的抗冻性，表明ZmMSRB5基因过表达增强

了拟南芥的抗冻能力。

注：A、B：23 ℃条件下WT、ZmMSRB5过表达株系萌发表型；C、D：4 ℃条件下25 d WT、ZmMSRB5过表达株系萌发表型；E：-8 ℃处理5 h，恢复培

养3 d后，WT和ZmMSRB5过表达株系表型；F：-8 ℃处理5 h，恢复培养3 d后，WT和ZmMSRB5过表达株系的存活率。Bar=1 cm。

Note: A, germination of WT and ZmMSRB5-OE; C, normothermic phenotype of ZmMSRB5-OE line; C: phenotype of WT at 4 ℃ for 25 days; D: pheno⁃
type of ZmMSRB5-OE line at 4 ℃ for 25 days; E: -8 ℃ for 5 h, after 3 days of recovery, phenotype of WT and ZmMSRB5-OE lines; f: -8 ℃ for 5
h, after recovery for 3 days, survival of WT and ZmMSRB5-OE lines. Bar: 1 cm.

图3 ZmMSRB5过表达拟南芥株系萌发与存活率

Fig.3 Germination rate and survival rate of overexpression Arabidopsis of ZmMSRB5

2.4 ZmMSRB5过表达拟南芥株系提高种子低温

萌发率及植株叶绿素含量

将WT、atmsrb5突变体、atmsrb5恢复系、ZmMS⁃

RB5过表达株系点种在 1/2MS培养基上，统计常温

(23 ℃)以及4 ℃培养条件下种子的萌发情况，结果显

示，ZmMSRB5过表达系和恢复系在4 ℃条件下的萌

发率显著高于野生型和突变体，在23 ℃条件下萌发

率无明显差异，表明在冷胁迫条件下，ZmMSRB5基

因能提高拟南芥种子的萌发率。此外，23 ℃和 4 ℃
处理后的拟南芥过表达系叶片叶绿素含量均高于野

生型和突变体，表明过表达ZmMSRB5基因可以提

高拟南芥莲座叶叶绿素含量(图4)。
2.5 ZmMSRB5转基因拟南芥株系耐冷相关生理

生化指标变化

为了进一步分析 ZmMSRB5基因耐冷功能，对

23 ℃和4 ℃处理36 h后过表达系与野生型拟南芥进

行生理生化指标测定。在 23 ℃及 4 ℃处理后，

ZmMSRB5过表达系和恢复系的MDA含量显著低于

野生型，突变体显著高于野生型，这表明ZmMSRB5

基因可以减少细胞的氧化损伤。此外，23 ℃或 4 ℃
处理后，ZmMSRB5过表达系及恢复系拟南芥 SOD
活力显著高于野生型，表明ZmMSRB5基因在 23 ℃
和 4 ℃下均能提高 SOD活力。23 ℃下ZmMSRB5过

表达系、野生型、突变体及恢复系的 PRO含量无明

显差异。4 ℃处理后，ZmMSRB5过表达系及恢复系

PRO含量显著高于野生型，突变体PRO含量显著低

于野生型，表明在冷胁迫下，ZmMSRB5过表达系提

高了拟南芥的脯氨酸含量。在23 ℃和4 ℃处理后，

ZmMSRB5过表达系及恢复系CAT活力值均显著高

于野生型，突变体均显著低于野生型 (图 5)，表明



注：A：23 ℃下ZmMSRB5转基因拟南芥株系萌发；B：4 ℃下萌发表型；C：23 ℃下萌发率；D：4 ℃下萌发率；E：23 ℃下莲座叶叶绿素含量；F：4 ℃
下莲座叶叶绿素含量。mt：atmsrb5；HF：atmsrb5恢复系。各数值代表 3次生物学重复的平均值±标准差；*：P<0.05；**：P<0.01；Bar：1 cm。

下图同。

Note: A, germination of ZmMSRB5 transgenic Arabidopsis lines at 23 ℃; B, germination of at 4 ℃; C, germination rate at 23 ℃; D, germination rate at
4 ℃; E, chlorophyll contents of rosette leaves at 23 ℃; F, chlorophyll contents of rosette leaves at 4 ℃(values represent the mean ± standard devia⁃
tion of three biological replicates, *P<0.05, **P<0.01, Bar: 1 cm). mt: atmsrb5; HF: atmsrb5 restorer line.

图4 ZmMSRB5转基因拟南芥株系萌发率及叶绿素含量

Fig.4 Germination rate and chlorophyll contents of ZmMSRB5 transgenic Arabidopsis lines

注：A：丙二醛含量测定；B：过氧化氢酶活力测定；C：脯氨酸含量测定；D：总超氧化物歧化酶活力测定。

Note: A, determination of MDA content; B, determination of SOD activity; C, determination of PRO content; D, determination of CAT activity.
图5 ZmMSRB5拟南芥转基因株系耐冷相关生理生化指标测定

Fig.5 Determination of physiological and biochemical indicators related to cold tolerance of ZmMSRB5 transgenic Arabidopsis lines
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ZmMSRB5基因可以提高拟南芥中CAT的活性。以

上结果表明，过表达ZmMSRB5基因能够增加拟南

芥在低温条件下的抗氧化能力。

3 结论与讨论

细胞中，甲硫氨酸(Met)的氧化还原反应经常发

生，ROS将Met氧化成Met-SO后可被MSR还原，该

可逆反应是维持细胞内ROS水平的重要环节，是植

物抵御非生物胁迫的重要过程。

本文通过对 ZmMSRB5基因的功能研究，发现

在低温或者冷冻胁迫下ZmMSRB5基因起到了正调

控作用。4 ℃低温萌发结果显示，ZmMSRB5过表达

株系的萌发率显著高于野生型和突变体，并且过表

达株系的萌发时间较野生型和突变体提前了3 d左
右，表明过表达株系对冷害的耐受力更高。此外，该

基因过表达株系在冷冻处理后的存活率显著高于其

他株系。综上，ZmMSRB5基因能够增加拟南芥的抗

冷能力。相关研究表明，拟南芥叶片变绿速度和JAZ
(Jasmanate ZIM- domain protein)蛋白密切相关 [21]。

ZmMSRB5基因启动子中含有丰富的茉莉酸响应元

件，表明这些基因可能和茉莉酸存在潜在的联系，这

方面功能有待进一步探究。通过玉米ZmMSRB5基

因在拟南芥中的异源表达分析表明，该基因在抗冷、

抗冻及种子萌发中有着重要作用，这些功能对于玉

米的生长至关重要的，尤其在东北地区，玉米春季遭

受低温冷害，耐冷基因的克隆及功能研究将为今后

耐冷玉米分子育种奠定坚实的理论基础。
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