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大学生创新训练项目计划申请书 

项目编号  

项目名称 玉米 ZmDGK5 在低温胁迫响应中的功能研究 

项目负责人  联系电话  

所在学院  

学号  专业班级  

指导教师  

申请日期 2024 年 6 月 25 日 

起止年月 2 年 

黑龙江八一农垦大学  
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一、 基本情况  

项目名称 玉米 ZmDGK5 在低温胁迫响应中的功能研究 

项目级别 省级 

项目类型 A 类 

项目类别 大学生创新训练计划项目 

所属学科 学科一级门： 作物学 学科二级类：作物遗传育种 

是否为重点支持

领域 
否 

重点支

持领域 
 

项目来源名称 

A 学生自主选题，来源自己对课题的长期积累与兴趣； B 学生来源于教师

科研项目选题； 竞赛E拔尖专项；D学生承担社会、企业委托项目选题；C

研修专项F专项；  

选题来源 新工科、新医科、新农科、新文科，菜单选填 

起止年月 2024 年 6 月-2026 年 6 年 

负责人  性别  民族  
出生年

月 
 

学号  
联系

电话 

宅： 

手机： 
邮箱： 

指导教师  
联系

电话  

宅： 

手机: 
职称：中级 邮箱： 
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项目简介 

玉米原产于中南美洲，对低温冷害非常敏感，尤其是玉米生长的幼苗期

更容易受到低温伤害。解析玉米幼苗的低温响应机制，提高其耐冷性，对保

障寒地玉米高产、稳产具有重大意义。本研究以玉米自交系合 344、启动子

融合 GUS 转基因拟南芥株系和玉米原生质体为试验材料，通过 RT-qPCR 技

术、GUS 染色试验和亚细胞定位试验分析玉米二酰甘油激酶（ZmDGK5）基

因在低温胁迫下的表达模式，明确玉米 DGK 在低温响应中的功能。 

负责人曾经参与

科研的情况 

一、参加科研训练班： 

负责人通过参加学校举办的科研训练班，学习科学研究的基础知识，包

括科学思维、研究设计、数据分析等。训练班通常包括理论学习和实践操作，

旨在提高学生的科研理论素养和实践能力。 

二、参与科研项目： 

负责人加入科研团队，参与具体的科研项目，深入了解科学研究的方法

和过程。在项目中，进行文献调研、制定研究方案、进行实验和数据分析等

工作。通过亲手操作实验设备，观察实验现象，记录和分析数据，培养了实

验技能和科研能力。 

三、参加科学研究竞赛： 

全国大学生课外学术科技作品”挑战杯“学生积极参加科学研究竞赛，如

竞赛，与其他同学交流学习。 

指导教师承担科

研课题情况 

1. 主持黑龙江八一农垦大学引进人才科研启动计划，玉米二酰甘油激酶

ZmDGK 调控活性氧响应低温胁迫的机制研究 

2. 主持黑龙江八一农垦大学研究生创新项目，重点项目，玉米二酰甘油激酶

DGK 在低温胁迫响应中的作用研究 

3. 主持黑龙江八一农垦大学研究生创新项目，一般项目，吡噻菌胺（SDHI
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类）杀菌剂对向日葵菌核病的作用机制研究 

4. 参加国家科技重大专项子任务，新型 Cas 蛋白在植物基因组编辑中的应用 

5. 参加黑龙江省自然科学基金，重点项目，作物脂质代谢关键基因发掘及基

因编辑育种应用研究 

6. 参加 “小麦等作物功能基因组研究与应用”项目子任务： 玉米抗逆、高效

性状的功能基因组与调控网络 

指导教师对本项

目的支持情况 

1. 研究方向与内容的指导： 

指导教师会为学生提供明确的研究方向和内容，确保项目的科学性和创

新性。通过与学生深入讨论和交流，指导教师会帮助学生确定研究的重点和

难点，提供解决问题的思路和方法。 

2. 资源提供与条件保障： 

指导教师会积极为学生争取项目资金、实验设备、场地等必要的科研资

源，确保项目能够顺利进行。 

3. 过程监督与进度把控： 

指导教师会定期与学生进行项目进度的沟通和讨论，确保项目按照预定

的计划和目标进行。在项目发展的关键节点，指导教师会给予团队成员指导

和帮助，提出多条建议及整改意见。 

4. 技术支持与指导： 

对于学生在项目过程中遇到的技术难题，指导教师会给予及时的技术支

持和指导，帮助学生解决问题。指导教师会引导学生进行系统开发，提出多

种技术模型与多条建议，并指导团队成员进行成果转化。 

5. 创新思维与创业精神的激发： 

指导教师会鼓励学生保持创新思维和创业精神，敢于挑战传统观念，勇
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于尝试新的方法和思路。在项目过程中，指导教师会引导学生从多个角度思

考问题，提出创新的解决方案，培养学生的创新能力和创业意识。 

6. 团队管理与协调： 

对于团队成员之间的合作和沟通，指导教师会给予必要的指导和帮助，

确保团队成员之间的协作顺畅。指导教师会组织团队成员定期召开会议，讨

论项目进度和存在的问题，协调各方资源，推动项目的顺利进行。 

7. 成果总结与经验分享： 

在项目结束后，指导教师会帮助学生总结项目成果和经验教训，指导学

生撰写项目报告和论文等成果材料。 

项目组

主要成

员 

姓名 学号 专业班级 
所在学

院 
项目中的分工 
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二、 立项依据（可加页）  

（一）研究目的  

（1）玉米二酰甘油激酶 DGK 参与低温胁迫响应的应答，ZmDGK5 基因在植物低温响应过程中

发挥着作用， 基因编辑、基因CRISPR/Cas9表达响应低温胁迫的基础上，利用DGK在确定玉米

过表达、玉米遗传转化等技术， 在调控玉米ZmDGK5进一步从功能缺失和功能获得的角度验证

耐受低温胁迫中的功能。 

（2）对低温胁迫下 ZmDGK1/4/5 功能缺失的多重突变体和玉米 ZmDGK5 过表达株系的 NADPH

的产生和爆发以及膜脂过氧化引起的细胞损伤进行分析，ROS氧化酶介导 分析低温胁迫下玉米

的产生和爆发之间的关系。ROS基因的功能与ZmDGK  

 

（二）研究内容  

（1）过表达 ZmDGK5 对玉米苗期耐受低温胁迫的影响 

克隆 ZmDGK5 基因全长 CDS 构建植物过表达载体，转化玉米幼胚获得稳定遗传的

ZmDGK5-OE 转基因纯合株系（已获得 T3 代转化材料）。分别对过表达株系和对照株系玉米幼

苗进行低温胁迫处理，通过测定植株形态、耐冷性相关表型等， 过表达对玉米幼ZmDGK5分析

苗耐冷性的影响。 

（2）Crispr-Cas9 敲除 ZmDGK 对玉米耐受低温胁迫的影响 

为了从功能缺失的角度进一步验证ZmDGK的功能，本研究采用Crispr-Cas9技术对ZmDGK5

以及 Cluster I ZmDGKs- ZmDGK1/4/5 进行敲除（已获得 T3 代转化材料）。通过对比基因敲除株

系和对照株系玉米幼苗的植株形态、耐冷性相关表型，分析 Cluster I ZmDGKs 功能缺失对玉米

幼苗耐冷性的影响。 

（3）玉米 ZmDGK5 在低温胁迫中的生理变化分析 

分别对过表达株系、基因敲除株系和对照株系玉米幼苗进行低温胁迫处理，通过测定抗性生

在低温胁迫中的生理变化分析。ZmDGK5理和生化指标等，分析玉米  
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（4）玉米 ZmDGK5 介导的活性氧对低温胁迫的响应 

低温胁迫下，对 ZmDGK1/4/5 功能缺失的多重突变体和玉米 ZmDGK5 过表达株系的 NADPH

的产生和爆发以及膜脂过氧化引起的细胞损伤进行分析，ROS氧化酶介导 分析低温胁迫下玉米

的产生和爆发之间的关系。ROS基因的功能与ZmDGK  

（三）国、内外研究现状和发展动态  

一、玉米低温胁迫应答机制的研究进展 

低温胁迫对玉米生长发育的影响1.1  

玉米从种子萌发、营养生长到生殖生长的整个发育周期，都依赖于稳定的环境温度。低温会

明显影响到玉米的生长，低于 17℃时，玉米生长发育阻滞；8℃低温下，玉米发生严重损伤；4℃

以下，玉米萎蔫死亡。 月~5月中旬4东北地区玉米播期在萌发期冷害会影响玉米种子的萌发，

中旬之间， 之间。5~15℃是玉米种子萌发的关键时期，其最低温度在 会对玉米15℃当温度低于

。[1]造成萌发期的冷害胁迫 6~8℃时玉米种子不萌发，出苗率低[2]。 中温度越过程种子萌发玉米

。[2]对玉米产量造成严重的影响越低，和发芽势低，种子萌发所需要的时间就越长，种子萌发率  

玉米耐冷分子调控机制研究进展1.2  

目前的研究显示，玉米全面的耐冷分子机制尚不明晰，多数参与耐冷分子调控机制的玉米基

因通过异源表达的方法，在拟南芥和烟草的基础上进行功能研究。但是，单子叶植物拟南芥和烟

草与双子叶植物玉米在生理和遗传基础上都存在显著差异，在玉米中的拟南芥同源基因的功能也

有不同，这要求对玉米耐冷分子机制进行更加详细的分析，利用现代生物技术从不同角度发掘玉

米耐冷性相关基因成为当前的研究热点。 

基CBF冷响应途径在玉米中也进行了研究，低温胁迫下，玉米中的COR-CBF-ICE经典的

上调表达。mDBP4Z和ZmDBP3、ZmDREB2A、ZmDREB1A因 但多数玉米冷响应基因是通过在

拟南芥和烟草中异源表达进行功能研究的。已有研究报道，在拟南芥中过表达 ZmDREB1A（拟

南芥 DREB1s/CBFs 的同源基因）、ZmDBP3 和 ZmDBP4 能够增强拟南芥的耐冷性[3]。拟南芥

基因遗传转化玉米自交系后，可以降低玉米在低温胁迫下的电解质渗漏率，提高玉米耐AtCBF1

通路在不同物种中较为保守，在玉米和拟南芥调控低温COR-CBF-ICE。这些研究表明，[4]冷性

。[5]胁迫的过程中发挥着相似的功能 并有研究发现 ZmDREB1A 通过结合到 ZmRAFs 的启动子区

正调控 ZmRAFs 的转录，提高玉米的耐冷性[6]。 突变体中异源表达玉米亲2-icel此外，在拟南芥
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。[7]可以提高拟南芥耐冷性ZmmICEl缘种中的低温相关基因 在烟草中超表达 ZmMKK1 基因能够

增强对低温的耐受性，诱导更多的 ROS 相关基因和胁迫相关基因的表达，增强玉米耐冷性[8]。

）通路在玉米低温胁迫响应机制中发挥着重要的作用，MAPK丝裂原活化蛋白激酶（ 在烟草中过

。[9]均可提高烟草耐冷性ZmMKK1和ZmMPK17表达 可以提高拟南ZmMKK4在拟南芥中过表达

。[10]芥耐冷性 。[11]也参与了植物在低温胁迫中的恢复生长ZmMPK5玉米  

在低温逆境信号途径中的作用DGK二、二酰甘油激酶  

。PA的磷酸化产生DAG）是一种独特的磷脂激酶，可以催化DGK二酰甘油激酶（ DGK 基

因家族成员己经在哺乳动物、果蝇、线虫和拟南芥等许多生物中被发现及鉴定。在植物营养生长、

生殖生长和胁迫反应中，DGK 存在结构复杂性和功能多样性。 基因被分为三个DGK在植物中，

不同的簇：簇 I、Ⅱ和Ⅲ[12]。 激酶结构域），DAG结构域（催化DGKc具有一个保守的I DGK簇

型结构域（C1，两个DGKa激酶辅助结构域DGK一个 结合结构域）和一DAG富含半胱氨酸的

。[13]个将其定位到膜上的跨膜结构域 而属于簇Ⅱ和Ⅲ的 DGK 基因仅保留了催化（DGKc）和辅助

（DGKa）结构域[14]。 酶提供催化活性仍DGK结合还是为DAG结构域究竟是与C1酶的DGK

存在争议。 结构域并C1结构域，但仍具有酶活性，这说明C1没有DGK中Ⅲ和簇Ⅱ虽然植物簇

酶活性所必需的结构域。DGK不是 结构域可能更倾向于与蛋白质伴侣结合而不是与C1的DGK

酶在空间上和功能上与其他酶的结合提供可能。DGK结合，这将为DAG  

基因参与植物的低温胁迫响应。DGK已有研究表明， 在拟南芥细胞悬浮液中，PLC/DGK 通

路在低温胁迫下被激活[15]。在本课题组前期研究中，通过 PLC/DGK 途径产生的 PA 是在轻度冷

胁迫下积累的，低温处理 12h 后， ZmDGK5和ZmDGK2转录物均被显著诱导，其中ZmDGKs个7

。[16]倍4.5倍和3.8分别上调 在玉米根和叶片中，DGK 基因在低温胁迫 30min 内上调表达[17]。

早期研究表明 PLC/DGK 途径有助于 PA 在早期低温胁迫期间的积累[18]。近期，在拟南芥低温胁

迫研究中明确表明，DGK 基因在植物低温响应机制中发挥着功能，包括调节三酰甘油（TAG）、

DAG 和 PA 的稳态[19]。越来越多的研究表明，缺乏头部基团的极性脂质 PA 可以与 MGDG 或 DAG

形成不稳定的六边形（HⅡ）， 。[20]在低温诱导的脱水过程中破坏细胞膜 相反，去除这些脂质可

能会阻止 HⅡ的形成，并促进低温胁迫后的恢复。AtDGK2，AtDGK3，和 AtDGK5 的缺失提高了

植物的耐冷性，并减缓了植物在低温胁迫下 PA 的产生[21]。 

在低温逆境信号途径中的作用PA三、磷脂酸  
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作为一种重要的脂质信号分子及第二信使，在低温响应中发挥着重要作用。PA磷脂酸 DGK

通过磷酸化由 PLC 水解产生的 DAG 生成 PA（图 1-1）。以往的研究多集中于 PLD 途径，认为

植物中 PA 主要由 PLD 途径生成，对 DGK 途径的研究较少。 PLC/DGK但是近年来的研究表明

在植物生长发育和胁迫响应过程中发挥着重要的作用。PA途径 PA 能够通过静电-氢键结合的方

式激活或抑制不同的下游靶蛋白。目前在植物中鉴定的 PA 靶蛋白多数是 PLD 途径 PA 的结合蛋

白，DGK 途径 PA 与下游靶蛋白的作用以及其参与胁迫响应的模式尚需更多的试验证据。 

在模式植物拟南芥中，10℃以下的低温会引起 PA 的快速积累，0℃以下的冻害会导致 PA 含量增

加 10 倍以上[22]。低温处理下水稻幼苗中 PA 也显著升高[23]。对玉米叶片的脂质组学分析显示，

在低温处理下，PC 对 PA 的转化率增加，导致 PA 增加，PC 减少[24]。AtDGK2/3/5 基因的突变体

在 0℃以下的冻害中表现出明显的耐冷表型，其耐冷性被认为与 DGK 突变引起的 PA 含量降低

及依赖于 RBOHD 途径的 ROS 水平下降相关[21]。PA 还介导了大麦的低温反应。 与PA叶片中的

脂肪酸组成不同。PA根中的 内源性 DAG 和 PA 的磷酸化在叶片中比在根中更活跃，而且它们对

低温的反应也不同[25]。此外，大麦短期（0~180min）低温胁迫导致幼叶 PLD/PA 快速而短暂地升

高，脯氨酸和 ROS 水平升高。在长期（24~36h）低温胁迫后，幼叶和根中的 PLD/PA 显著降低，

而根中的脯氨酸合成和 ROS 信号显著增加[26]。 作为其他信号分子的前体参与了多种信号通PA

路。因此，未来对低温胁迫下植物 PA 调控原理的研究应考虑 PA 与其他信号的串扰。PA 通过结

合调节一系列蛋白的活性和细胞内分布，从而参与多种信号通路，调节植物生长，但其与 ABA

及 ROS 信号途径的关系还需要深入研究。 相互PA结合的有规律区域的特征还没有被发现，PA

作用位点很难寻找和界定，有时只是一个或者几个正电荷位点氨基酸，或者只是疏水区域。因此

的靶蛋白特征，基本的结合氨基酸位点还有没有被阐明。PA现在对于  

）代谢途径ROS四、低温胁迫下植物活性氧（  

在植物中，活性氧（ROS）作为细胞的第二信使，能够诱导钙信号和放大冷信号。植物中的

具有两方面的作用：ROS 其一，它是一种信号传导分子，调节涉及植物生长发育的多个方面，

以及植物对环境胁迫的反应。其二，在胁迫下，它是细胞有氧代谢产生的一种有毒的副产物。当

种类的积累增加到超过一定阈值时，会产生毒性。ROS 损DNA并可能导致细胞膜脂质过氧化、

伤、蛋白质变性、碳水化合物氧化、色素分解和酶活性受损。 

植物低温胁迫的诱导反应与 ROS 的产生有关。PA 是中心脂质信号分子并连接着信号网络中
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的不同成分，如 ROS 的产生[27]。 。[28]氧化酶驱动的NADPH的产生是由ROS在植物中， 在烟草

的隐地蛋白处理过程中，DGK 显著增加了烟草 NADPH 氧化酶的活性[29]。拟南芥中 PLDα1 的下

调表达降低了叶片中 ROS 的产生，而在 pldα1 突变体中添加 PA 恢复了 ROS 的产量[30]。在拟南

芥中，检测发现 pldα1 突变体 PA 的积累变少，从而增强了拟南芥的耐冷性[31]，而 pldδ 突变体降

低了拟南芥耐冷性[32]。这可能是由 PLDα1 触发的 ROS 产生和 PLDδ 介导的 ROS 缓解引起的[33]。

PA 结合蛋白参与感知和传递应激信号的过程，其中包括 NADPH 氧化酶蛋白 D（RBOHD）。在

胁迫应激环境下，RBOHD 是 ROS 产生的关键组成部分。研究表明，RBOHD 可以被 PA 激活，

而 PLDα1 衍生的 PA 在非生物胁迫下直接与 RBOHD 相互作用[34]。低温胁迫下，DGK2/3/5 也参

与了拟南芥 PA 的生成。PA 水平升高可能会破坏膜的通透性和完整性，或刺激 RBOHD 活性以

产生 ROS，使植物对低温更加敏感[21]。 
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（四）创新点与项目特色  

植物对逆境胁迫信号的响应通过复杂的调控网络完成，脂信号途径是其中一个重要组成部

分，但是由于脂类代谢过程复杂，脂信号含量低微、检测困难，因此以磷脂酸 PA 为核心的脂信

号途径在整个逆境信号网络中尚不明晰。在形成 PA 的 PLD 和 PLC/DGK 两条途径中，以往的研

究多集中在模式植物拟南芥中，而且主要侧重于 PLD 途径，而对 DGK 途径 PA 的研究较少。本

研究采用 Crispr-Cas9 基因编辑技术和玉米遗传转化技术获得 ZmDGK5 玉米过表达株系，通过对

比上述材料耐冷性相关形态、生长及生理生化指标，探究 ZmDGK5 基因在植物低温胁迫反应中

的功能，有利于对 DGK-PA 脂信号途径参与逆境响应机制的全面理解。 

 

查重(14/18)



（五）技术路线、拟解决的问题及预期成果  

（1）技术路线 

 

（2）拟解决的问题 

本项目在前期研究基础上，以对低温胁迫响应明显的玉米 DGK 亚族 I 基因为研究对象，通

过 ZmDGK5 过表达和玉米 DGK 亚家族 Cluster I ZmDGK(1/4/5) Crispr/Cas 敲除两个方面的研究，

验证 DGK 功能获得和缺失对植株耐冷性的影响。 

（3）预期成果 

1.阐明玉米 ZmDGK5 在低温胁迫响应中的功能； 

2.阐明玉米 ZmDGK5 介导的活性氧在低温胁迫中的影响； 

3.发表省级以上期刊 1 篇。 

（六）项目研究进度安排  

2024.7.1~2024.12.30:玉米材料田间繁种； 

2025.1.1~2025.6.30:室内培养玉米材料，观察低温胁迫表型； 
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2025.7.1~2025.12.30:测定室内培养玉米材料的生理生化指标； 

2026.1.1~2026.6.30:测定低温胁迫玉米材料的活性氧水平，准备结题材料，完成结题。 

（七）已有基础  

（1）明确 ZmDGK5 在玉米低温胁迫下的响应模式 

4℃低温处理玉米幼苗 12 h 后，ZmDGK5 上调表达了 4.5 倍；ZmDGK5 的启动子区域含有

CBF 结合基序 DRE 核心（GCCGAC）；拟南芥幼苗发芽后第 1 天和第 3 天，ZmDGK5 基因在

全株表达活性均较高。拟南芥幼苗发芽后第 5、7、14 天，ZmDGK5 基因在叶片叶脉和生长点中

表达活性较高。在花期，莲座叶、茎、茎叶、花蕾、花瓣、花丝、花药、花柱、角果和根均表现

出较强的表达活性。低温处理后ZmDGK5基因表达活性显著增强，说明低温胁迫诱导了ZmDGK5

基因的表达，ZmDGK5 基因可能参与玉米响应低温胁迫。 

（2）明确 ZmDGK5 在拟南芥低温胁迫下的功能 

低温胁迫下，拟南芥幼苗耐冷性分析结果显示，ZmDGK5 过表达株系表现出叶片大面积萎

蔫、变黄、甚至死亡。存活率低，离子渗透率高，根的生长受到明显抑制；土壤成苗耐冷性分析

结果显示，ZmDGK5 过表达株系土壤成苗的生长明显受到抑制，大面积叶片发生失绿、变白和

干枯的现象。叶片损伤率和离子渗透率较高，干重、Fv/Fm 和光合色素含量较低，ZmDGK5 基

因的过表达可能会减少冷信号经典途径 ICE-CBF-COR 相关基因的表达量，从而对植物的耐冷性

产生负面影响。 

三、 经费预算  

开支科目  预算经费（元）  主要用途  
阶段下达经费计划（元）  

前半阶段 后半阶段 

预算经费总额  5000    

1. 业务费  4000 
实验开展过程中的引物

合成、测序等费用 
  

（1）计算、分析、测试费  1000  500 500 
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（2）能源动力费      

（3）会议、差旅费  1000 国内外学术交流 1000 0 

（4）文献检索费      

（5）论文出版费  2000 发表论文所需的版面费 0 2000 

2. 仪器设备购置费      

3. 实验装置试制费      

4. 材料费  1000 
购买开展实验所需的各

类试剂耗材等 
500 500 

学校批准经费  5000.0 

四、 指导教师意见  

 

导师（签章）： 

 年    月   日 

五、 院系大学生创新创业训练计划专家组意见  

 

专家组组长（签章）： 

 年    月   日 
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六、 学校大学生创新创业训练计划专家组意见  

  

负责人（签章）： 

 年    月   日 

七、 大学生创新创业训练计划领导小组审批意见  

 

导师（签章）： 

 年    月   日 
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