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摘 要 晚期胚胎蛋白富集蛋白(LEA)可作为多功能蛋白参与对多种非生物胁迫的响应。前期研究表明，过
量表达甘薯 IbLEA14基因能够增强转基因甘薯愈伤组织的耐渗透压和盐胁迫能力。为研究转 IbLEA14基因
杨树增强耐旱性的生理机制，本试验选取转 IbLEA14基因杨树与非转基因杨树(NT)为材料，采用盆栽控水
法，进行土壤干旱胁迫与复水处理，测定其形态与生理生化指标。结果表明：(1)干旱胁迫下，转 IbLEA14基因
杨树与 NT株高增长、总生物量积累均受到抑制，但转基因杨树生长状况优于 NT；与 NT相比，转 IbLEA14
基因杨树叶片净光合速率较高，丙二醛(MDA)和过氧化氢(H2O2)含量较低，较高的脯氨酸(Pro)含量与较低的
渗透势保障了转基因杨树较强的保水能力以及较高的叶片相对含水量。(2)复水后，较干旱条件下而言，转
IbLEA14基因杨树叶片相对含水量增加，净光合速率升高，MDA和 H2O2含量降低，Pro含量下降，渗透势升
高。研究表明：转 IbLEA14基因杨树可减轻干旱胁迫对植株细胞膜及光和系统的伤害，复水后能够更好地修
复细胞膜系统与光合系统，加快恢复速度。因此，转 IbLEA14基因杨树的耐旱性与旱后复水的恢复能力更
好，更具有抗旱性优势。该研究结果将为杨树耐旱育种及应用提供理论依据，未来有望在改善土壤沙漠化方
面发挥重要作用。
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Abstract As a multifunctional protein, late embryogenesis abundant protein (LEA) participates in response to
response multiple abiotic stresses. Previous studies have shown that overexpression of IbLEA14 gene in sweet
potato could enhance the osmotic potential and salt stress tolerance in callus of transgenic sweet potato.In order
tostudy how to improved the physiological mechanism of drought tolerance in IbLEA14 transgenic poplar, this

基金项目：本研究由国家自然科学基金项目(51479189)、国家重点基础研究发展计划(2015CB150402)、国家“十二五”重大科技
支撑计划课题(2015BAD22B01)、西北农林科技大学博士科研启动金(Z111021311)和韩国生命工学研究院创新计划项目
(KRIBB Research Initiative Program)共同资助
引用格式：Qiao H.H., Li H.B., Sun Z.M., Ke Q.B., Wang S.W., Kwak S.S., and Deng X.P., 2019, Physiological mechanisms of trans
genic poplar with enhancing tolerance to drought stress by expression IbLEA14 gene, Fenzi Zhiwu Yuzhong (Molecular Plant Breed-
ing), 17(8): 2628-2638 (乔焕焕,李红兵,孙振玫,可庆波,王仕稳,郭尚洙,邓西平, 2019,转 IbLEA14基因杨树增强耐旱性的生理
机制,分子植物育种, 17(8): 2628-2638)



study selected the transgenic poplar lines expressed IbLEA14 gene as material, used pot culture method and
measured its morphological and physiological biochemical indexes under drought stress and rewatering. The
results indicated: (1) Under drought stress, growth of plant height, total biomass accumulation of transgenic poplar
expression IbLEA14 and NT poplar were all suppressed, but the growth condition of transgenic poplar was better
than that of NT poplar, compared with NT poplar, the net photosynthesis rate of transgenic poplar was higher,
while, MDA and H2O2 content was lower, higher Pro content and lower osmotic potential to ensure the higher level
of relative water content and water retention capacity of transgenic poplar. (2) Rewatering after drought stress,
compared with the situation of drought stress, relative water content on the leaves of transgenic poplar were
increased significantly，the net photosynthesis rate of transgenic poplar was gradually increased, the content of
MDA and H2O2 were sustain decreased, the content of proline was also reduced, and the osmotic potential was
increased. The study showed that the transgenic poplar line expression IbLEA14 gene could reduce the damage of
plant cell membrane and photosynthetic system under drought stress, when rewatering after drought stress, which
could better to repair the cell membrane and photosynthetic apparatus, as well as accelerate the recovery.
Therefore, transgenic poplar lines might have better drought tolerance and recovery ability after drought, and have
more drought resistance advantages. The results of this study would provide a theoretical basis for drought
resistance breeding and application of poplar drought tolerance, which would be expected to play an important role
in improving soil desertification in the future.
Keywords Transgenic poplar, Drought stress, Rewatering, Antioxidant properties, Photosynthesis rate

干旱是中国目前面临的重要生态问题之一，其
中受旱地区约占国土总面积 52.5%，干旱地区约占
30.8%，半干旱地区约占 21.7% (刘建华, 2016)。水是
影响树木生长的重要条件，尤其对树种的分布、生长
以及生态生理等过程有非常重要的影响(冯玉龙等,
2003)。杨树(Populus L.)在中国沙漠地区是用作防护
林和材木的重要品种，种植面积很广，在生态环境治
理方面发挥着举足轻重的作用(井大炜等, 2013)。然
而干旱胁迫会抑制杨树幼苗株高生长，降低叶片和
茎生物量，从而影响杨树正常生长发育(刘建华, 2016)。
研究发现，在土壤持续干旱胁迫下，杨树叶片可溶性
蛋白质和游离脯氨酸总量呈减少趋势，可溶性糖含
量保持较高水平，且与质膜相对透性呈显著正相关
(杨淑红等, 2016)。也有研究表明，随着干旱胁迫强度
的增加和时间的延长，杨树净光合速率和气孔导度
迅速下降，叶片超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化物酶
(POD)和过氧化氢酶(CAT)活性均先升高后降低，叶
片相对电导率、丙二醛含量显著增加，质膜受损严重
(井大炜等, 2013)。

高等植物处于复杂多变的环境中，阵发性与短
暂性的干旱胁迫时有发生(张林生和赵文明, 2003)。
为适应干旱胁迫环境，植物依据自身习性以启动响
应机制(沈少炎等, 2017)，合成一系列的功能蛋白以
减轻逆境胁迫对其造成的伤害，其中胚胎发育晚期

丰富(late-embryogenesis-abundant, LEA)蛋白备受关
注(王静英等, 2008; Hundertmark and Hincha, 2008)。
在水分亏缺时，LEA蛋白能够增强束缚水，与可溶性
糖在细胞中的作用一样，植物严重脱水而受到伤害是
由于水分的损失导致细胞正常结构发生凝结，细胞
膜结构受害之故，而 LEA蛋白能够减轻这种伤害(张
林生和赵文明, 2003)。研究发现，将小麦中 LEA蛋白
基因 TaLEA3 在植物中华羊草(Leymus chinensis)中
超表达后，发现其抗旱性显著提高(Wang et al., 2009)。

植物的抗旱性不仅体现在植物在干旱环境条件
中生长、繁殖或生存能力，还体现在干旱胁迫解除后
迅速恢复的能力(潘瑞炽, 2008,高等教育出版社, pp.
1-10)。在旱区树木品种的引进与培育过程当中，通常
只注意品种对干旱胁迫逆境的适应能力及其适应机
制，而关于处于干湿交替与旱后复水条件下作物的
生长与生理功能的恢复能力及其在旱后复水过程中
作物生理机制上的差异并未受到重视(山仑等, 2006)。
因而前人的研究多集中于植物对干旱的响应和耐受
能力方面，对旱后复水的修复机制涉及较少。基于
此，本研究以转 IbLEA14基因杨树为试验材料，在干
旱胁迫与复水条件下进行形态与生理生化指标测
定，解析转 IbLEA14基因杨树增强抗旱性的生理机
制，由此可为培育新杨树品种及其广泛应用提供理
论依据，进而为改善土壤沙漠化与绿化沙区发挥重
要作用。
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图 1干旱胁迫与复水对转基因杨树与非转基因杨树生长的影响
注: WW:正常供水; WS:水分胁迫; NT:非转基因; LEA1-2:转
LEA基因 1-2株系; A:干旱胁迫 0 d; B:干旱胁迫 35 d; C:干
旱胁迫 49 d; D:干旱胁迫 49 d后复水 7 d
Figure 1 Effects of drought stress and rehydration on growth of
transgenic poplar and non-transgenic poplar
Note: WW: Normal water supply; WS: Water stress; NT: Non-
transgenic; LEA1-2: Transgenic line 1-2 with LEA gene; A:
Drought stress for 0 day; B: Drought stress for 35 days; C: Drought
stress for 49 days; D: Rehydration for 7 days after drought stress
of 49 days

1结果与分析

1.1干旱与复水对转 IbLEA14基因杨树生长的影响

为研究转基因杨树对干旱胁迫与复水的生理响
应，对转基因杨树和非转基因杨树同时进行了干旱
胁迫与旱后复水处理。结果显示：正常供水的杨树生
长状况良好，差异不显著(图 1A)；干旱胁迫显著影响
了杨树的生长，转基因杨树与非转基因杨树的生长
显著低于正常供水的杨树；且非转基因杨树生长受
到抑制的程度更严重，而转基因杨树的程度轻于非
转基因杨树(图 1B;图 1C)；复水 7 d后(图 1D)，转基
因杨树的恢复状况明显好于非转基因杨树。由此表
明，相较于非转基因杨树，转基因杨树的耐旱性更
强，复水后的恢复能力更好。

正常供水条件下(图 2A)，转基因株系 LEA1-2、
LEA2-11生物量与非转基因植株无显著差异；干旱
胁迫后，转基因株系与非转基因植株的生物量均降
低，但差异不显著。在正常供水条件下(图 2B)，随着
时间的延长，转基因杨树与非转基因杨树的株高持

续增加且差异不显著；干旱胁迫后转基因杨树与非
转基因杨树株高虽呈增加趋势(图 2C)，但显著低于
对照水平，干旱胁迫显著抑制了杨树的生长发育，株
系间株高差异不显著。正常供水条件下，转基因杨树
与非转基因杨树的茎粗无显著差异。干旱胁迫后，转
基因杨树与非转基因杨树的茎粗显著降低，无显著
差异。由此说明，较非转基因杨树而言，干旱胁迫对
转基因杨树的抑制作用在表型上差异不显著。

1.2干旱与复水对转 IbLEA14基因杨树叶片气体交
换参数的影响

结果显示(表 1)，正常供水条件下，转基因株系
LEA1-2、LEA2-11 与非转基因杨树的净光合速率
(Pn)无显著差异；干旱胁迫下，杨树叶片的净光合速
率下降，转基因株系 LEA1-2、LEA2-11的净光合速
率显著高于非转基因杨树；复水后杨树叶片的净光
合速率恢复，转基因杨树与非转基因杨树的净光合
速率无显著差异。说明干旱胁迫对转基因杨树光合
作用的抑制程度较轻，净光合速率较高。

在正常供水条件下，转基因杨树与非转基因杨
树的气孔导度(Gs)无显著差异；干旱胁迫 35 d后，转
基因株系 LEA1-2、LEA2-11及非转基因杨树的气孔
导度分别较对照降低了 22.27%、33.76%、47.67%；复
水后，转基因与非转基因杨树的气孔导度均恢复正常
水平，与对照差异不显著。在水分亏缺条件下(表1)，
杨树叶片的蒸腾速率(Tr)较正常供水明显降低，转基
因株系的蒸腾速率(Tr)显著高于非转基因植株；复水
后，杨树叶片的蒸腾速率逐渐恢复。表明干旱胁迫后
转基因杨树的气孔导度与蒸腾速率的降低程度更小，
更有助于光合作用顺利进行。

1.3干旱与复水对转 IbLEA14基因杨树水分状况的
影响

离体叶片失水速率又称为植物组织抗脱水能
力，可以反映植物叶片的持水力。结果显示(表 2)：干
旱胁迫后，转基因杨树与非转基因杨树的失水速率
显著降低，失水速率减慢。转基因杨树的失水速率与
非转基因杨树差异不显著。复水后杨树的失水速率
较干旱条件下呈增加趋势。叶片保水能力可以反映
植物在干旱条件下对水分的保持能力。正常水分条
件下，转基因株系 LEA2-11的保水能力最高；干旱胁
迫后，各株系的保水能力较对照显著增强，转基因杨
树的保水能力明显高于非转基因杨树；复水后，各株
系杨树的保水能力较干旱条件下均有所降低；正常供
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图 2干旱胁迫与复水条件下转基因杨树与非转基因杨树的总
干重,株高变化,茎粗变化
注: A:总干重; B:株高变化; C:茎粗变化; R7:复水 7 d; WW:
正常供水; WS:水分胁迫; NT:非转基因; LEA2-11:转 LEA基
因 2-11株系; LEA1-2:转 LEA基因 1-2株系;不同小写字母
表示在同一时间不同处理间差异显著(p<0.05)
Figure 2 The total dry weight, the changes in plant height and
stem diameter of transgenic poplar and non-transgenic poplar un-
der drought stress and rehydration
Note: A: Total dry weight; B: Changes of height; C: Changes of
stem; R7: Rehydration for seven day; WW: Normal water supply;
WS: Water stress; NT: Non-transgenic; LEA2-11: Transgenic
line 2-11 with LEA gene; LEA1-2: Transgenic line 1-2 with
LEA gene, Different small letters indicate significant difference
between different treatments at the same treatment time (p<0.05)

水条件下，转基因杨树与非转基因杨树的叶片相对
含水量无显著差异，干旱胁迫后均显著降低；干旱胁
迫 35 d时，转基因株系 LEA1-2、LEA2-11及非转基
因杨树的叶片相对含水量分别较对照降低了13.28%、
14.83%、31.44%，表明干旱胁迫下转基因杨树叶片相
对含水量显著高于非转基因杨树。干旱胁迫 49 d后，
各株系杨树的叶片相对含水量持续降低。复水后，杨
树叶片的相对含水量恢复至对照水平。说明干旱胁
迫下，杨树的失水速率减慢，叶片相对含水量降低，
但保水能力增强，复水后杨树的保水能力有所下降，
失水速率加快，但叶片相对含水量有所恢复。而转基
因杨树在干旱胁迫下保水能力更强，叶片相对含水
量更高，更有利于减缓水分散失，保存植株细胞内水
分以适应干旱胁迫环境。

1.4干旱与复水对转 IbLEA14基因杨树脯氨酸与渗
透势的影响

干旱胁迫下，植物体内普遍存在游离脯氨酸大
量累积的现象(刘灵娣等, 2008)。结果显示(图 3A)：干
旱胁迫下杨树 Pro含量较对照水平均升高，而且转
基因杨树的 Pro含量显著高于非转基因杨树，在干
旱 35 d时差异最显著。复水后，杨树的 Pro含量显著
下降，转基因株系的 Pro含量低于非转基因株系的
含量。随着时间的推移(图 3B)，正常供水条件下株系
间渗透势差异不显著；干旱胁迫处理后，各株系渗透
势较对照显著降低。干旱胁迫 49 d后，转基因株系
LEA1-2、LEA2-11及非转基因杨树的叶片渗透势分
别较对照降低了 15.25%、35.10%、11.11%，转基因株
系的渗透势低于非转基因植株。复水后，转基因株系
与非转基因植株的渗透势与对照差异不显著，转基
因杨树的渗透势低于非转基因杨树水平。由此说明
干旱胁迫后杨树增加了游离脯氨酸含量，降低了渗
透势，增强渗透调节能力，复水后杨树的游离脯氨酸
含量降低，渗透势增加，但转基因杨树在干旱胁迫下
渗透调节能力更强。

1.5干旱与复水对转 IbLEA14基因杨树丙二醛与过
氧化氢的影响

各株系杨树受到干旱胁迫后(图 4A)，H2O2含量
较对照水平显著增加，而转基因杨树的 H2O2含量低
于非转基因杨树。在干旱胁迫 49 d后，转基因杨树叶
片 H2O2含量显著低于非转基因杨树，转基因株系
LEA1-2、LEA2-11及非转基因杨树的叶片 H2O2含量
分别为 20.24 μg/g FW、25.85 μg/g FW，29.82 μg/g FW，
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表 2干旱胁迫与复水条件下转基因杨树与非转基因杨树的失水速率,保水能力,相对含水量
Table 2 Net excised-leaf water loss rate, water retention capacity and relative water content in leaves of transgenic poplar and
non-transgenic poplar under drought stress and rehydration

注: R7:复水 7 d; WW:正常供水; WS:水分胁迫; NT:非转基因; LEA2-11:转 LEA基因 2-11株系; LEA1-2:转 LEA基因 1-2株
系;同行不同小写字母表示处理间差异显著(p<0.05)
Note: R7: Rehydration for seven days; WW: Normal water supply; WS: Water stress; NT: Non-transgenic; LEA2-11: Transgenic line
2-11 with LEA gene; LEA1-2: Transgenic line 1-2 with LEA gene; Different letters in the same row meant significant difference at
0.05 level

参数
Parameter

失水速率(g·h-2·g-1)
EWLR(g·h-2·g-1)

保水能力(%)
WRC (%)

相对含水量(%)
RWC (%)

胁迫时间(d)
Stress time (d)

35
49
R7
35
49
R7
35
49
R7

WWNT
0.5±0.06 bc
0.53±0.03 b
0.53±0.06 d
24.75±1.68 b
13.15±1.66 d
16.71±2.36 b
92.55±1.48 a
88.17±3.77 a
85.66±6.79 a

WW LEA2-11
0.55±0.03 b
0.65±0.11 a
0.65±0.03 ab
27.70±1.16 ab
17.01±0.93 c
21.16±1.60 a
91.23±1.62 a
85.57±4.41 a
90.27±3.96 a

WW LEA1-2
0.69±0.06 a
0.71±0.03 a
0.71±0.02 bc
18.12±1.10 c
6.35±0.75 c
12.02±1.30 b
89.03±1.71 a
87.11±1.00 a
86.67±4.05 a

WS NT
0.37±0.04 e
0.37±0.02 d
0.37±0.02 e
29.30±2.18 a
20.56±1.20 b
20.19±2.05 a
63.45±1.10 c
56.11±2.92 b
77.06±7.95 a

WS LEA2-11
0.47±0.03 cd
0.47±0.03 bc
0.47±0.05 cd
30.11±2.26 a
28.19±1.77 a
14.78±1.38 b
77.70±5.84 b
62.07±1.40 b
89.11±1.54 a

WS LEA1-2
0.42±0.00 de
0.42±0.04 cd
0.42±0.02 a
26.41±3.51 ab
26.64±2.75 a
21.96±1.41 a
77.20±2.72 b
61.19±4.82 b
94.77±2.48 a

处理
Treatment

表 1干旱胁迫与复水条件下转基因杨树与非转基因杨树的净光合速率,气孔导度和蒸腾速率
Table 1 Net photosynthetic rate, stomatal conductance and transpiration rate in leaves of transgenic poplar and non-transgenic poplar
under drought stress and rehydration

参数
Parameter

净光合速率
(μmol·m-2·s-1)
Pn (μmol·m-2·s-1)
气孔导度
(mol H2O·m-2·s-1)
Gs (mol H2O·m-2·s-1)
蒸腾速率
(mol H2O·m-2·s-1)
Tr (mol H2O·m-2·s-1)

胁迫时间(d)
Stress time (d)

35
49
R7
35
49
R7
35
49
R7

WWNT
13.35±0.44 a
13.42±0.44 ab
14.28±0.39 a
0.14±0.00 ab
0.18±0.01 a
0.12±0.00 ab
4.90±0.19 ab
7.91±0.22 a
4.44±0.15 c

WW LEA2-11
13.45±0.10 a
13.26±0.02 ab
14.27±0.61 a
0.15±0.01 ab
0.17±0.00 ab
0.11±0.01 b
5.68±0.26 a
7.50±0.12 b
4.38±0.31 c

WW LEA1-2
13.72±0.08 a
13.72±0.08 a
13.85±0.28 a
0.16±0.00 a
0.16±0.00 d
0.12±0.00 ab
5.75±0.09 a
5.75±0.09 d
4.60±0.22 c

WS NT
8.53±1.41 c
10.90±1.04 d
13.64±0.45 a
0.07±0.02 d
0.09±0.01 e
0.13±0.01 a
4.45±0.97 b
5.18±0.14 e
5.62±0.31 a

WS LEA2-11
10.87±1.38 b
12.47±0.83 bc
13.66±0.89 a
0.10±0.01 c
0.14±0.00 c
0.12±0.00 ab
5.27±0.66 ab
6.40±0.22 c
5.01±0.27 b

WS LEA1-2
11.14±0.52 b
12.00±0.52 c
14.49±0.77 a
0.12±0.01 b
0.11±0.01 b
0.14±0.00 a
6.00±0.39 a
5.62±0.46 b
5.57±0.13 a

注: R7:复水 7 d; WW:正常供水; WS:水分胁迫; NT:非转基因; LEA2-11:转 LEA基因 2-11株系; LEA1-2:转 LEA基因 1-2株
系;同行不同小写字母表示处理间差异显著(p<0.05)
Note: R7: Rehydration for seven days; WW: Normal water supply; WS: Water stress; NT: Non-transgenic; LEA2-11: Transgenic line
2-11 with LEA gene; LEA1-2: Transgenic line 1-2 with LEA gene; Different letters in the same row meant significant difference at
0.05 level

处理
Treatment

分别是对照的 2.24倍、3.21倍及 3.91倍。复水 7 d
后，各株系杨树的 H2O2含量较干旱条件下有所下降，
且转基因株系的 H2O2含量仍显著低于非转基因杨
树的含量。说明干旱胁迫下转基因杨树的 H2O2积累
较少，复水后仍保持较低水平。

各株系杨树在干旱胁迫条件下(图 4B)，MDA含

量均高于对照水平，且转基因株系的MDA含量低于
非转基因杨树的含量。随着干旱胁迫时间的延长，各
株系杨树的MDA含量持续增加。复水 7 d后，各株
系杨树的MDA含量较干旱胁迫下水平均下降，转基
因株系的MDA含量仍低于非转基因杨树的含量。表
明处于干旱胁迫条件下的转基因杨树积累的 MDA
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图 4干旱胁迫与复水条件下转基因杨树与非转基因杨树叶片
中MDA与 H2O2含量
注: A:过氧化氢含量; B:丙二醛含量; R7:复水 7 d; WW:正常
供水; WS: 水分胁迫; NT: 非转基因; LEA2-11: 转 LEA 基因
2-11株系; LEA1-2:转 LEA基因 1-2株系;不同小写字母表
示在同一时间不同处理间差异显著(p<0.05)
Figure 4 Content of MDA and H2O2 of leaf in transgenic poplar
and non-transgenic poplar under drought stress and rehydration
Note: A: H2O2 content; B: MDA content; R7: Rehydration for
seven days; WW: Normal water supply; WS: Water stress; NT:
Non-transgenic; LEA2-11: Transgenic line 2-11 with LEA gene;
LEA1-2: Transgenic line 1-2 with LEA gene; Differentsmall let-
ters indicate significant difference between different treatments at
the same treatment time (p<0.05)

图 3干旱胁迫与复水条件下转基因杨树与非转基因杨树叶片
的脯氨酸含量与渗透势
注: A:脯氨酸含量; B:渗透势; R7:复水 7 d; WW:正常供水;
WS:水分胁迫; NT:非转基因; LEA2-11:转 LEA基因 2-11株
系; LEA1-2:转 LEA基因 1-2株系;不同小写字母表示在同
一时间不同处理间差异显著(p<0.05)
Figure 3 The osmotic potential and proline content in leaves of
transgenic poplar and non-transgenic poplar under drought stress
and rehydration
Note: A: Proline content; B: Osmotic potential; R7: Rehydration
for seven days; WW: Normal water supply; WS: Water stress;
NT: Non-transgenic; LEA2-11: Transgenic line 2-11 with LEA
gene; LEA1-2: Transgenic line 1-2 with LEA gene; Different
small letters indicate significant difference between different
treatments at the same treatment time (p<0.05)

含量较低，因而对植株细胞膜的伤害较小，复水后仍
可保持较低水平。

2讨论

干旱胁迫条件下，植株叶片相对含水量与水分
保持能力是反映植物抗旱能力的重要指标，可反映
植物在干旱胁迫条件下水分亏缺状况。本研究表明，
随着干旱胁迫时间的延长，杨树的叶片相对含水量
均显著降低，但转基因株系失水速率显著低于对照，

保水能力明显高于对照。这与鲍思伟(2001)对蚕豆的
研究结果及段娜等(2016)对比拉底白刺的研究结果
一致。经干旱胁迫处理的转 IbLEA14基因杨树叶片
相对含水量与保水能力显著高于非转基因杨树，失
水速率与非转基因杨树差异不显著。原因在于正常
水分条件下叶片主要通过气孔散失水分，干旱胁迫
后叶片的保卫细胞不能维持正常膨压，气孔关闭以
减少叶片水分散失。从而表明转 IbLEA14基因杨树
保持组织水分和贮水方面能力较强，能够更好地维
持杨树在干旱胁迫环境下的正常生理代谢活动。复

转 IbLEA14基因杨树增强耐旱性的生理机制
Physiological Mechanisms of Transgenic Poplar with Enhancing Tolerance to Drought Stress by Expression IbLEA14 Gene 2633
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水后，转 IbLEA14基因杨树的离体叶片失水速率加快，
保水能力下降，叶片相对含水量却恢复正常水平。由
于复水后土壤水分充分供应，正常水平的叶片相对含
水量说明复水后杨树植株水分含量充足，由此为植株
恢复正常生理代谢提供帮助。

研究表明，干旱胁迫下叶片相对含水量下降会
引起气孔关闭，气孔关闭导致叶片气孔导度下降，而
水分的运输与 CO2的传输都需经过气孔，在减少水
分散失的同时，传输至植物叶片内的 CO2相应减少，
因而叶片气孔导度的降低伴随着光合速率的下降
(Cornic, 2000; Lawlor and Cornic, 2002;丁雷等, 2014)。
研究结果显示，在干旱胁迫条件下，转基因株系
LEA2-11、LEA1-2与非转基因杨树的叶片相对含水
量降低，引起叶片气孔关闭，导致叶片 Gs与 Tr降低，
通过气孔进入叶片叶肉细胞的 CO2减少，进而影响
了叶片 Pn。在干旱胁迫下转 IbLEA14基因杨树的 Gs
显著高于非转基因杨树，较大的 Gs能够保证 CO2通
过气孔进入叶肉细胞的阻力减小，因而转 IbLEA14基
因杨树的 Pn显著高于非转基因杨树，表明转 IbLEA14
基因杨树在干旱胁迫环境下的光合能力较非转基因
杨树强。复水后，转 IbLEA14基因杨树的各项光合参
数提高，光合作用恢复较快。说明干旱胁迫条件一旦
得以解除，转 IbLEA14基因杨树的修复机制快速启
动，干旱胁迫对光合系统造成的伤害及时修复，表现
为叶片相对含水量及 Pn与充分供水的对照差异不
显著，保证光合作用正常运行。

Pro是植物细胞中非常重要的渗透调节物质之
一，当植物处于逆境胁迫环境中时，细胞膜结构稳定
性会受到威胁，此时 Pro迅速大量积累，维持细胞渗
透势，因而植物表现出抗逆性 (Ashraf and Foolad,
2007)。本研究发现，干旱胁迫条件下转 IbLEA14基
因杨树积累的 Pro含量始终高于非转基因杨树，渗
透势低于非转基因杨树，复水后转 IbLEA14基因杨
树 Pro 含量明显低于非转基因杨树，渗透势与非转
基因杨树差异不显著。表明转 IbLEA14基因杨树在
遭遇干旱胁迫时，通过启动渗透调节应急机制，积累
渗透调节物质，使渗透势保持较低水平，减少水分散
失，因而转 IbLEA14基因杨树能够保持较高的叶片
相对含水量，保护了叶绿体细胞膜结构的完整性，保
证了植株的光合作用正常进行，所以转 IbLEA14基
因杨树的净光合速率较高。干旱胁迫逆境解除后，转
IbLEA14基因杨树可能较非转基因杨树更快的开始
修复干旱造成的损伤，细胞功能较快恢复正常水平，
因而脯氨酸含量快速下降，渗透势恢复正常水平。

正常生理调节下，O2-、H2O2等活性氧是植物生
长过程中的必然产物，抗氧化系统可以使活性氧的
产生与清除处于动态平衡，避免活性氧代谢失调(蔡
志全等, 2003;陈晟等, 2018)。前人研究发现土壤干
旱胁迫环境可使植物细胞内活性氧迅速大量积累，
引起细胞膜脂过氧化，细胞膜受到伤害，促使 MDA
大量产生，加剧了细胞膜结构与功能的受损程度，严
重时可引起细胞死亡(Wang et al., 2009; 樊瑞苹等,
2012)。干旱胁迫引起植物体内活性氧的产生在于光
合电子传递链的平衡被打破，光合电子传递受阻，进
而形成对植物破坏性极大的单线态氧 1O2 与 H2O2

(Asada, 1999; Mittler et al., 2004;魏国强等, 2004)。本
试验结果发现，随着干旱胁迫时间的延长，转基因杨
树及非转基因杨树的MDA与 H2O2含量均表现出逐
渐上升的趋势，贾学静等(2013)对金心吊兰的研究得
出相同的结果。表明干旱胁迫环境引起 H2O2积累，
这是因为活性氧的大量产生超过了防御系统的清理
能力，没有及时清理的活性氧逐渐积累，加剧了膜脂
过氧化，MDA含量增加，引起叶绿体膜受到伤害，降
低了叶片光合速率；而光合速率的降低又会引起光
合电子传递受阻，反过来导致活性氧积累，从而形成
恶性循环(张宪政等, 1996;崔秀妹等, 2012)。干旱胁
迫下，转基因株系 LEA2-11、LEA1-2的 H2O2含量始
终低于非转基因杨树，说明转 IbLEA14基因杨树的
活性氧清除能力较强，较低的渗透势也保护着转基
因杨树细胞膜蛋白的结构完整性，减小了对膜的伤
害程度，因而 MDA含量低于非转基因杨树，表明干
旱胁迫对转基因杨树造成的伤害程度轻于非转基因
杨树(陈士超等, 2017)。干旱复水后转 IbLEA14基因
杨树表现出较强的活性氧清除能力，表现为 H2O2与
MDA含量均显著低于非转基因杨树。

与对照相比，干旱胁迫下各株系杨树的总生物
量、株高以及茎粗均显著降低，这与胡晓健等(2010)
对马尾松苗和尹丽等(2010)对麻风树幼苗的研究结
果一致。由此可见干旱胁迫对杨树幼苗生长发育的
影响非常显著。综合上述分析，可能是因为干旱胁迫
使杨树失水率增加，为了减少植物体内自由水的散
失，叶片气孔关闭，气孔导度下降，使叶片光合速率
降低，使光合电子传递过程异常，进而导致活性氧的
过度积累，造成细胞膜的严重损坏，最终影响杨树的
正常生长发育。

转 IbLEA14基因杨树在干旱胁迫下，不仅光合
作用较强，而且发挥其较强的贮水能力以及有效实
行水分再分配来增加其叶片相对含水量，提高水分

2634



利用效率，渗透调节物质的积累与渗透势的降低以
减轻对植株细胞膜的伤害，保护细胞膜的正常功能，
转基因植株较少的活性氧积累，也减轻了对光合系统
的伤害，干旱胁迫下转 IbLEA14基因杨树的生物量
与非转基因杨树差异不显著，表明转基因并没有对
杨树的正常生长产生不良影响。干旱复水后，转基因
杨树较非转基因杨树的生理代谢过程恢复更好，表
现为活性氧与MDA的积累少于非转基因杨树，细胞
膜透性得以较快恢复，维护了叶绿体细胞膜的正常
结构，净光合速率迅速恢复，这与周雪英等(2007)的
研究结果一致。另外，复水后转 IbLEA14基因杨树能
够维持较高的叶片相对含水量以及较低的渗透势，
保障了植株体内水分充分供应。由此推断，转 IbL-
EA14基因杨树较非转基因杨树能够更好的在水分
亏缺的条件下生存，与其具有较强的渗透调节能力、
抗氧化能力和光合作用能力密切相关，从而保证了
转 IbLEA14基因杨树在干旱复水后可以更好、更强
地进行自我修复。因此，转 IbLEA14基因杨树的抗旱
性更强。

3材料与方法

3.1供试材料

试验地点设于中国陕西杨凌(34.28 N, 108.07 E)，
西北农林科技大学水保所国家重点实验室进行。供
试土壤为陕北黄绵土，供试材料为杂交杨树品种
(Populus alba×Populus glandulosa)和转 IbLEA14基因
杨树，包括 LEA1-2、LEA2-11及非转基因杨树(NT)
共 3个株系，由本课题组与韩国生命工学研究院合
作研究获得。转基因杨树由植物表达载体 pCAMBI-
A 2300 与甘薯过氧化物酶胁迫诱导型启动子 SW-
PA2构建得到 pCAMBIA 2300-SWPA2-IbLEA14，进
而转化杨树获得。盆栽试验使用塑料桶直径 29 cm，
深 27 cm。每盆装干土 12 kg，P2O5 0.2 g/kg，氮素
0.25 g/kg，装盆前干土与肥料充分混匀，共计 72盆，
选择在育苗基质小盆中炼过的长势一致的健壮苗，
移栽至塑料桶中，待树龄 50 d时进行盆栽试验。

3.2试验设计

试验于人工遮雨棚下进行。处理前每个株系挑
选大小一致的健壮苗子 24桶，分为处理组和对照组。
土壤水分设有 2个水平：正常水分对照组(WW)的土
壤含水量控制在田间最大持水量的 75%~85%；干旱
胁迫处理组(WS)的土壤含水量控制在田间最大持水
量的 35%~45%，49 d 后复水到田间最大持水量的

75%~85%，复水持续 7 d。每天下午 6:00对盆栽称重
并补充消耗的水分，从而使土壤含水量保持在对应
水平。每个处理 24盆，每盆 1株。在胁迫开始后的第
21天、第 35天、第 49天和复水后的第 7天进行取样，
每个处理分别选择 6株树苗，对由顶端叶向下完全
展开并成熟的第 4功能叶进行取样，取样后立即将
样品放在液氮中，速冻后保存于 -80℃超低温冰箱，
用于生理指标测定，其余处理用于生长指标、生物量
的测定。

3.3生长指标与生物量的测定

测量株高与分枝粗。茎基部和茎尖之间的距离
即为株高(cm)，用数显型游标卡尺测量土壤表面分
枝的直径(sd)。胁迫处理后，测定植株鲜重(FW)，装入
牛皮纸袋后，置于 105℃烘箱中杀青 30min，再在80℃
下烘至恒重，即为干重(DW)。

3.4气体交换参数的测定

光合参数的测定所用仪器为美国的 Li-6400便
携式光合分析系统(Li-Cor公司)，测定杨树各株系从
顶端向下第 4和第 5功能叶片的净光合速率(Pn)、气
孔导度(Gs)及蒸腾速率(Tr)。每个处理重复 6次。

3.5叶片相对含水量的测定

采用称重法进行测定(高俊凤, 2006,高等教育出
版社, pp.1-287)。取幼苗同一部位叶片即第 5功能叶
片，剪取后迅速称其鲜重(FW)；将叶片转入 50 mL离
心管中并加满蒸馏水，4℃黑暗环境下浸泡叶片 12 h；
吸水纸擦干后称其饱和鲜重(TW)；装入牛皮纸袋后
放入 80℃烘箱中，待重量不变后称干重(DW)。每个
处理重复 5次。

3.6保水能力及离体叶片失水速率的测定

根据吴振良等(2009)、Shi等(2014)的方法，取第
5功能叶，置塑料保水袋，迅速转移至室内并称其鲜
重(FW)。然后将叶片浸入装满蒸馏水的 50 mL离心管
内，4℃黑暗环境下浸泡 12 h，称取饱和重量(SatWt)。
然后将饱和的叶片置于 25℃~35℃下的尼龙网袋内
自然风干，6 h 后再称重(W6)。最后，将叶片置于
80℃烘箱中烘干并称干重(DW)，重复 4次。按照单位
重量叶片在单位时间内的失水量计算离体叶片失水
速率(EWLR)与叶片保水能力(WRC)。

3.7过氧化氢含量的测定

参照 Kim等(2012)方法，准确称取新鲜叶片 0.1 g
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并用液氮研磨，各加入 1.5 mL pH值为 3.8的 1 mg/mL
DAB-HCl 溶液，黑暗环境下放置 5 h；4℃下，以
12 000 r/min的转速离心 15 min，用分光光度计测定
460 nm处上清液的吸光值，最后依据标准曲线计算
H2O2的含量。

3.8丙二醛含量的测定

丙二醛(MDA)含量测定是依据硫代巴比妥酸
(TBA)法(越世杰和许长成, 1994)。准确称取新鲜叶片
0.1 g并用液氮研磨，加入 400μL5%三氯乙酸并涡旋，
4℃下，以 6 000 r/min的转速离心 15 min，取 400 μL
上清液转入螺口离心管，加入溶于 5%三氯乙酸的
0.5%硫代巴比妥酸至 1 mL，混匀后简单离心；将螺
口离心管放入沸水浴中煮沸 30 min，冰上降温至室温
后，以 5 000 r/min的转速离心 15 min，用分光光度计
测定 600 nm、532 nm和 450 nm波长下的吸光值。

3.9数据处理与统计分析

采用 SPSS 18.0软件最小显著性差异法(LSD)进
行单因素方差分析，Duncan多重比较法进行数据统
计分析，显著性水平为 p<0.05，应用 Sigmaplot 12.0软
件作图。
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