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摘 要:干旱是自然界中最常见的环境胁迫因子之一。杨树主要分布于我国北方半干旱地区,干旱

和水分匮乏严重限制了杨树生长,降低了杨树人工林生产力。为阐明杨树耐干旱的分子机制,推动

杨树耐旱的分子育种,将前期鉴定出的干旱胁迫响应的关键PIP1s基因PagPIP1;3 作为目标基

因,通过农杆菌转化法获得PagPIP1;3 过表达银中杨阳性株系,从形态和生理方面验证了Pag-
PIP1;3 在杨树响应和耐受耐旱胁迫中的功能。结果表明,与野生型对照植株(WT)相比,过表达

PagPIP1;3 的不同株系(OE1,OE2)分别在不同器官部位出现基因表达量的显著增加,在叶片中

基因表达量OE2>OE1>WT;根系中基因表达量 OE1>OE2>WT。在干旱胁迫条件下,Pag-
PIP1;3 过表达株系地上部分和根系的生长量明显优于 WT,并且在一定程度上抑制了银中杨的

蒸腾、增强了银中杨在干旱胁迫下的瞬时水分利用效率(WUEi)。对生物量和相对含水量测定结

果表明,PagPIP1;3 过表达后,水分在干旱胁迫下的转运能力得到提高,杨树叶片保水能力和生

物量的积累得到增强,从而提高了杨树的耐旱能力。研究结果初步阐明了PagPIP1;3 基因在杨

树耐干旱胁迫中的功能及机制,为杨树耐干旱胁迫的分子遗传改良提供了重要研究基础和遗传

材料。
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Abstract:Drought
 

is
 

one
 

of
 

the
 

most
 

common
 

environmental
 

stress
 

factors
 

to
 

plants.It
 

is
 

an
 

urgent
 

need
 

for
 

efficiently
 

breeding
 

drought
 

resistant
 

poplar
 

varieties
 

to
 

break
 

through
 

the
 

limitation
 

of
 

drought.In
 

this
 

study,a
 

candidate
 

poplar
 

gene
 

with
 

drought
 

stress
 

tolerance
 

PagPIP1;3
 

was
 

used
 

for
 

genetic
 

transforma-
tion.The

 

overexpressed
 

lines
 

of
 

PagPIP1;3
 

were
 

obtained
 

by
 

agrobacterium
 

transformation
 

method,and
 

the
 

function
 

of
 

the
 

overexpressed
 

lines
 

in
 

drought
 

stress
 

was
 

explored
 

by
 

morphological
 

and
 

physiological
 

investigations.The
 

different
 

lines
 

of
 

PagPIP1;3-overexpression
 

showed
 

the
 

advantages
 

in
 

different
 

or-
gans.In

 

leaves,the
 

ranking
 

of
 

expression
 

level
 

was
 

OE2>OE1>WT.In
 

roots,the
 

expression
 

level
 

ranking
 

was
 

OE1>OE2>WT.Under
 

drought
 

stress,the
 

growth
 

of
 

aboveground
 

part
 

and
 

root
 

system
 

of
 

overex-



pression
 

lines
 

were
 

significantly
 

better
 

than
 

WT,and
 

PagPIP1;3-overexpression
 

inhibited
 

the
 

transpira-
tion

 

rate
 

and
 

enhanced
 

the
 

WUEi of
 

poplar
 

under
 

drought
 

stress.The
 

biomass
 

and
 

relative
 

water
 

content
 

of
 

overexpressed
 

lines
 

also
 

improved,indicating
 

that
 

PagPIP1;3-overexpression
 

improved
 

the
 

drought
 

toler-
ance

 

of
 

poplar
 

by
 

promoting
 

the
 

ability
 

of
 

water
 

transporting
 

and
 

biomass
 

accumulating
 

under
 

drought
 

stress.These
 

results
 

provide
 

an
 

important
 

basis
 

for
 

clarifying
 

the
 

mechanism
 

of
 

PagPIP1;3-overexpres-
sion

 

under
 

drought
 

stress.
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  随着全球气候的不断变化,人地矛盾日益突出,
使得我国北方杨树逐步受到缺水和干旱的胁迫。由

于北方地区常年遭受干旱,严重限制了杨树的人工

林生产力,制约了杨树的经济价值和生态效益[1-2]。
在干旱胁迫下,杨树的光合作用、气孔开闭、抗氧化

酶活性、渗透调节物质及不同基因的表达等在缺水

后都发生不同程度的改变[3],从而限制植物的生长

发育。近年来,有关杨树分子遗传改良的研究取得

了较快进展,为杨树抗逆遗传改良提供了新的技术

途径和突破口。
已有研究表明,质膜内在蛋白(PIPs)是高等植

物水通道蛋白(AQPs)5个亚科中最为丰富的蛋

白[5-9],PIPs家族基因的上调表达会提高膜的透水

性,从而促进水分运输并增强植物耐干旱胁迫的能

力[9-10]。而木本植物需要有效地吸收水分从而进行

长距离运输,所以这一功能对于木本植物的耐干旱

能力更加关键。PIPs中2个家族(PIP1s和PIP2s)
的蛋白序列同源性较高,二者在结构上的主要区别

在于N端和C端的差异,PIP1亚类比PIP2亚类具

有更长的 N 端和更短的 C端[6]。此外,PIP1s和

PIP2s在其功能和部分保守氨基酸的位点上也存在

差异[7]。冷华妮[8]将PtPIPs转入84K杨中,并对

过表达84K杨生长状况进行统计,发现PtPIP1;1
过表达后株高和地径的生长明显优于野生型84K
杨。苏万龙[4]将杨树水通道蛋白PagPIP1;3 基因

过表达后,发现过表达株系在干旱胁迫下的蒸腾作

用降低,含水量和根系水力导度较高,进一步研究发

现,PagPIP1;3 通过增强叶片在干旱胁迫下的保

水力来提高杨树的耐旱性。
本实验室前期研究在84K杨(Populus

 

alba×
P.gearulosa)中鉴定出干旱胁迫响应的关键PIP1s
基因成员为PagPIP1;3,该基因可能对于杨树耐

干旱胁迫具有重要作用,但有待于通过遗传转化进

行功能验证。银中杨(Populus
 

alba×P.berolinen-
sis)是以银白杨为母本,以中东杨为父本,经人工杂

交选育而成,具有树姿优美的优点,常被作为绿化树

木和观赏植物[11],经济价值较高。目前,本实验室

已经建立了稳定、高效的银中杨遗传转化技术体系。

因此,本研究以银中杨为遗传转化受体,通过构建

PagPIP1;3 过表达载体并进行遗传转化,对野生

型银中杨和转基因银中杨进行干旱处理,在形态和

生理水平上验证超表达PagPIP1;3 对杨树耐干旱

胁迫能力的作用。通过本研究,将明确PagPIP1;

3 增强杨树耐干旱胁迫和水分利用效率的生理机

制,为提高杨树抗旱性和分子遗传改良提供研究基

础和遗传材料。

1 材料与方法

1.1 植物材料

试验所用的目的基因克隆材料84K杨组培苗

和遗传转化材料银中杨组培苗为本实验室保存。

1.2 PagPIP1;3过表达载体构建

以经过全基因组测序的毛果杨(Populus
 

trich-
ocarpa)的PtPIP1;3

 

CDS序列为参考数列。毛果

杨PtPIP1;3 的CDS序列下载自杨树全基因组数

据库(登录号:Potri.010G191900)。通过 Primer
 

Premier
 

5.0,DNAMAN
 

8和Oligo
 

7设计特异性引

物并合成,以84K杨cDNA为模板进行PCR扩增,
引物序列(PtPIP1;3P)如表1所示。将PCR产物

进行 鉴 定 与 回 收,回 收 后 的 目 的 基 因 产 物 放 于

-20
 

℃备用。提取PMDC32质粒并立即进行双酶

切。随后,将目的基因产物与质粒载体连接并转化,
待菌斑长出后通过电泳试验完成菌检,菌检反应体

系和反应程序如表4和表5所示,菌检结果为单一

条带的菌斑用于 DNA 序列的测定。通过 DNA-
MAN进行序列比对,返回与原序列一致的菌液和

质粒用于农杆菌转化与鉴定。

1.3 银中杨遗传转化及阳性鉴定

将活化含有重组质粒GV3101的农杆菌单克隆

菌株进行菌检,挑取菌检结果合格的单克隆菌株,在
含卡那和利福平的LB液体培养基中28℃、250

 

r·

min-1 条件下进行扩大培养,待含有菌株的LB液

体培养基(菌液)OD600 值达1.4~1.6时,停止震荡

并用AAM 重悬液重悬,待 OD600 为0.6~0.8时,
用于银中杨叶片侵染。取生长30

 

d的野生型银中

杨幼嫩叶片作为遗传转化的侵染材料,去除主脉和
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叶边缘,将其剪成大小一致的叶盘,在叶脉处划3~
5个1

 

cm的伤口。将叶盘放入含有菌液的LB液体

培养基中侵染15
 

min,在分化培养基上暗培养3
 

d
后转至选择培养基中培养7

 

d,换至含有潮霉素的筛

选培养基中每15
 

d更换1次培养基,待不定芽1
 

cm
时转至生根培养基中,转化植株长约5

 

cm时,将叶

片取下,用于基因组DNA的提取,茎段作为组培的

外植体。
取约50

 

mg叶片提取DNA、约100
 

mg叶片提

取 RNA 并 进 行cDNA 第1链 合 成。以 提 取 的

DNA为模板完成PCR扩增,所用引物如表1中

PIP1;3J。电泳检测后,与目的条带一致的单一条

带则在DNA水平上初步鉴定为阳性株系。以cD-
NA为模板进行RT-qPCR试验,PtPIP1;3 为RT-
qPCR引物,PtActin 为内参基因,序列如表1所示。
根据R=2-△△CT 计算PIP1s家族各基因在干旱条

件下的表达倍数,并结合生物信息学分析结果,完成

RNA水平上的鉴定。
表1 PtPIP1;3基因qRT-PCR反应引物设计

Table
 

1 The
 

primer
 

sequenceof
 

PtPIP1;3
 

for
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(PCR)
 

and
 

quantitative
 

real-time
 

PCR

gene
 

name 上游引物(5'–3') 下游引物(5'–3')

PtPIP1;3P CGGGCCCCCCCTCGAGGCGCGCCATG-
GAGGGCAAAGAAGAAGATGTTA

TATCCAGTCACTATGGTCGACTCACTTCT-
TGAAAGGAATGGCCCTG

PtPIP1;3J GGAGGGCAAAGAAGAAGATGTTAGA GATCCCTTGAATTCCAACCGTTGTG

PtPIP1;3 AAGAAGTGATTATTATGATTATGG GATTTGAAGAAACACGTATTGCTA

PtActin GAAGTCCTCTTCCAGCCTTCTC CTTGATCTTCATGCTGCTTGGG

1.4 干旱胁迫下转基因银中杨的抗旱性验证

选取3个不同株系(野生型银中杨(WT)、Pag-
PIP1;3 过表达株系(OE1)、PagPIP1;3 过表达

株系(OE2)分别进行2种水分处理(湿润对照、干旱

处理)。每个株系各挑6株生长形态一致且状态良

好的生根苗在光照培养箱中进行炼苗,炼苗后移栽

到盛有混合土壤(细沙∶营养土=2∶1)的盆中,搬
至西北农林科技大学南校区科研温室中生长50

 

d
后,进行干旱胁迫试验。不同水分含量通过田间持

水仪进行测定,湿润对照绝对含 水 量 为20%~
25%,干旱处理绝对含水量为10%~15%,干旱处

理持续15
 

d,本试验共6个处理,每个处理3个重

复,共计18株幼苗。在样品收获前(2022年4月7
日),测定各株系的株高以及气体交换参数。收获取

样后测定植株根、茎、叶的干鲜重,生物量、叶片的游

离脯氨酸、丙二醛(MDA)含量以及根和叶的表达量

等,其余的样品在液氮速冻后于-80℃保存。

2 结果与分析

2.1 PagPIP1;3过表达载体构建

以提取的84K杨cDNA为模板进行毛果杨的

同源序列PagPIP1;3 基因的CDS编码区的扩增,
得到符合PagPIP1;3 基因CDS片段大小的单一

条带,如图1A所示。为了确保PagPIP1;3成功转

入农杆菌,选定10 个转化后的单克隆进行验证,凝
胶电泳结果如图1B 所示,对符合PagPIP1;3 基

因的单克隆扩大培养后进行侵染。

Marker:DL
 

5
 

000
 

Marker;PagPIP1;3:编码区全长;1~10:单克隆菌斑。

图1 PagPIP1;3基因克隆(A)及农杆菌单克隆(B)PCR验证

Fig.1 Cloning
 

of
 

PagPIP1;3
 

gene
 

coding
 

regions
 

and
 

agrobacterium
 

tumefaciens
 

PagPIP1;3
 

recombined
 

vectors

  RNA水平上的鉴定结果如图2所示,所有阳性

株系的表达水平均高于野生型银中杨(WT)。其

中,6号株系的表达水平最高,是 WT的4.20倍;其
次是8号株系,是 WT的2.53倍;其余6个株系的

表达水平是 WT的1.2~1.8倍。从以上8个株系

中选取2个表达量最高的阳性株系(6号和8号)进
行组培扩繁,待外植体生长约35

 

d后,每个株系选

取10株长势一致、状态良好的组培生根苗,作为盆

栽试验的转基 因 试 验 材 料,6号 为 OE1,8号 为

OE2,与 WT一并炼苗后进行移栽。
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2.2 过表达PagPIP1;3 银中杨植株的遗传转化

与阳性鉴定

  为了进一步讨论PagPIP1;3 基因的功能,通
过农杆菌转化法在银中杨中进行遗传转化试验,遗
传转化过程如图3所示。

分别取这17个转化株系相同部位的叶片,研磨

至粉末后进行 DNA 水 平 和 RNA 水 平 的 鉴 定。

DNA水平的鉴定如图4所示,共8个株系(2-6
号、8号、13号和14号)在329

 

bp处出现与目的基

因长度一致的单一条带,初步鉴定这8个株系为转

基因阳性植株。

2.3 干旱胁迫下转基因银中杨的抗旱性验证

3个株系(WT、OE1、OE2)的光合速率(A)(图

5A)、蒸腾速率(E)(图5B)和气孔导度(gs)(图5C)
在干旱条件下都显著低于湿润对照;转基因株系在

干旱条件下的水分利用效率(WUEi)(图5D)都显

著高于湿润对照,但野生型的 WUEi在干旱和湿润

之间差异不显著。湿润条件下OE2的gs 低于 WT
和 OE1;在干旱条件下,OE2的 WUEi 显著高于

WT。

WT:野生型对照;2/3/4/5/6/8/13/14:转基因株系。

图2 银中杨PagPIP1;3过表达叶片的表达量分析

Fig.2 qPCR
 

of
 

PagPIP1;3
 

of
 

overexpression
 

plants
 

in
 

leaves

A:分化培养;B:筛选培养;C:抗性芽筛选;D:生根培养。

图3 银中杨遗传转化过程

Fig.3 Genetic
 

transformation
 

of
 

Populus
 

alba×P.berolinensis
 

Marker:DL
 

Marker
 

2
 

000;质粒:PagPIP1;3 质粒阳性对照;水:空白对照;WT:野生型银中杨阴性对照;1~17:转化植株。

图4 银中杨PagPIP1;3基因PCR电泳检测

Fig.4 The
 

detection
 

results
 

of
 

PCR
 

amplification
 

production
 

of
 

PagPIP1;3

  干旱胁迫处理后,除顶芽外,其余所有野生型叶

片都表现出明显的萎蔫,而OE1、OE2只有下部叶片

发生失绿和下垂,上部叶片表现出良好的生长状态

(图6A)。通过各株系株高比较,湿润条件下的各株

系株高没有显著差异;干旱胁迫处理后,OE1、OE2明

显高于 WT,且OE1的株高显著高于OE2(图6B)。
在湿润和干旱条件下,OE1和 OE2株系的根

系长势都优于 WT。在湿润对照下,OE1的根幅和

根长明显优于 WT,OE2的根系主根长于 WT;干旱

条件下,OE1的主根长于 WT,而OE2的根幅和根

长表现出生长优势(图7)。
在湿润条件下,OE2的茎生物量显著低于 WT

和OE1(图8A)。干旱条件下,OE1和OE2的叶生

物量显著高于 WT(图8B);OE1的茎生物量显著高

于OE2和 WT。各株系叶和茎的生物量在干旱条

件下显著低于湿润对照,WT的根生物量在干旱下

低于湿润(图8C)。
在湿润条件下,OE2的叶片相对含水量显著高

于OE1和 WT(图9A);OE2的茎含水量高于 WT
(图9B)。干旱条件下,OE1和 OE2的叶片相对含

水量高于 WT;OE2的茎相对含水量高于 OE1。

OE1和OE2在干旱下的叶片、茎含水量和 WT的

叶片相对含水量显著低于湿润对照。各株系的根相

对含水量在干旱和湿润下都无显著差异(图9C)。
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WT:野生型银中杨;OE1、OE2:转基因阳性植株。下同。

图5 干旱对转基因银中杨与对照银中杨气体交换参数的影响

Fig.5 Gas
 

exchange
 

parameters
 

of
 

transgenic
 

poplar
 

and
 

control
 

poplar
 

under
 

drought
 

stress

图6 干旱胁迫下转基因银中杨与对照银中杨的生长情况

Fig.6 Growth
 

of
 

transgenic
 

poplar
 

and
 

control
 

poplar
 

under
 

drought
 

stress

图7 干旱胁迫下转基因银中杨与对照银中杨的

根系生长情况

Fig.7 Root
 

growth
 

of
 

transgenic
 

poplar
 

and
 

control
 

poplar
 

under
 

drought
 

stress

野生型和转基因株系在干旱胁迫后,叶片和根

系的表达水平都高于湿润对照。干旱胁迫下叶片中

表达水平变化为 OE2>OE1>WT(图10A),OE2
叶片表达倍数为湿润的3.98倍,OE2为湿润的

2.22倍,WT是湿润的1.54倍;根系中的表达水平

变化为OE1>OE2>WT(图10B)。

湿润条件下,WT、OE1、OE2之间的丙二醛

(MDA)和游离脯氨酸(Free
 

proline)含量差异不显

著(图11)。在干旱条件下,OE2的 MDA含量显著

低于 WT(图11A)。此外,OE2在干旱条件下的脯

氨酸含量显著高于湿润(图11B)。

3 结论与讨论

目前,关于PIPs对干旱胁迫响应的研究较多:
南瓜CdPIP2;1 在拟南芥中的异源过表达,提高了

拟南芥在干旱胁迫下的成活率[12];油菜BnPIP1 在

烟草中的异源过表达增强了烟草对水分的传导力,
从而提高了烟草的抗旱性[13]。研究表明,PIPs能够

保持植物在干旱胁迫下的光合作用,并维持正常的

生长代谢活动[14]。为了验证PtPIP1;3 的过表达

是否提高了杨树的耐旱性,本试验对表达倍数最高

的2个银中杨过表达株系(OE1、OE2)和野生型银

中杨(WT)进行了为期15
 

d的干旱处理。气体交换
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参数结果表明,在干旱胁迫下,OE1、OE2和 WT的

光合速率及蒸腾速率都低于湿润对照,但OE2在湿

润下的gs 低于WT,而在干旱条件下的WUEi显著

高于 WT,这一结果与先前刘文鑫(2019)对PIP1在

杨树光合作用中的研究结果一致,说明PagPIP1;

3 过表达在一定程度上抑制了银中杨的蒸腾,增强

了银中杨在干旱胁迫下的水分利用效率[15]。

图8 干旱胁迫下转基因银中杨与对照银中杨的生物量

Fig.8 Biomass
 

of
 

transgenic
 

poplar
 

and
 

control
 

poplar
 

under
 

drought
 

stress

图9 干旱胁迫下转基因银中杨与对照银中杨的相对含水量

Fig.9 Relative
 

water
 

content
 

of
 

transgenic
 

poplar
 

and
 

control
 

poplar
 

under
 

drought
 

stress

图10 干旱胁迫下转基因银中杨与对照银中杨的表达量

Fig.10 Relative
 

expression
 

of
 

poplars
 

under
 

drought
 

stress

  PtPIP1;3 超表达的两个转基因株系 OE1和

OE2,其在干旱胁迫下地上部和根系的生长均优于

野生型 WT株系,株高显著高于 WT,证明 Pag-
PIP1;3 基因的过表达提高了转基因杨树植株的耐

旱性,促 进 了 其 在 干 旱 胁 迫 下 的 生 长。为 了 解

PagPIP1;3 是否在银中杨不同组织中水分和干物

质分配方面发挥调控作用,分别测定了 OE1、OE2
和 WT株系的根、茎和叶的生物量和相对含水量,

结果表明:在干旱胁迫下,3个株系叶片的生物量和

相对含水量都低于其湿润对照,其中 OE1和 OE2
在干旱下的叶生物量和相对含水量都显著高于

WT。这些结果充分说明,PagPIP1;3 的过表达提

高了干旱条件下转基因银中杨的叶片相对含水量和

抗性,并增加了其地上部分生物量,这是杨树过表达

PagPIP1;3 株 系 在 干 旱 下 的 自 我 调 节 和 适 应

机制。
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图11 干旱胁迫下转基因银中杨与对照银中杨的丙二醛及脯氨酸含量

Fig.11 MDA
 

and
 

free
 

proline
 

of
 

transgenic
 

poplar
 

and
 

control
 

poplar
 

under
 

drought
 

stress

  基因表达分析证实,干旱条件下PagPIP1;3
过表达株系分别在不同部位表现出PagPIP1;3 表

达水平的优势,叶片中,OE2>OE1>WT;根系中,

OE1>OE2>WT。据推测,在 OE1株系中,Pag-
PIP1;3 可能在维持根系水分以及对物质运输方面

发挥作用,而OE2株系中PagPIP1;3 通过调节气

孔导度和水分利用效率来响应干旱。干旱胁迫下,

MDA可用来判断植物细胞膜的受损程度[16];另外,
脯氨酸的含量能够反应植物对干旱的抵御能力[17]。
本研究中,干旱胁迫下OE2的叶片 MDA含量显著

低于 WT,说明过表达PagPIP1;3 在干旱胁迫下

通过增强水分的转运,降低了干旱胁迫对植物的伤

害程度,缓解了干旱胁迫的危害。
通过本研究可得,在干旱胁迫下,PagPIP1;3

过表达银中杨 OE1和 OE2的生长及表达水平、

OE2的水分利用效率和抗旱性等表现都优于 WT,
且OE2的生物膜损伤程度小 于 WT,说 明 杨 树

PagPIP1;3 在响应干旱胁迫中发挥重要作用。此

外,PagPIP1;3 基因的不同过表达株系可能通过

不同的方式在耐旱胁迫中产生作用,其中过表达株

系OE1可能在根系中作用更明显,而 OE2可能更

有助于维持银中杨的光合能力及叶片的水分利用

等。当前研究初步证明在干旱胁迫下,PagPIP1;3
的过表达通过增强银中杨的叶片相对含水量、生物

量和瞬时水分利用效率来参与杨树耐旱胁迫、增强

其耐旱胁迫的能力。这一结果表明,PagPIP1;3
基因具有提高杨树耐干旱胁迫的潜力,将来有望在

杨树抗旱分子遗传改良和基因工程育种中发挥

作用。
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