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银白杨对干旱胁迫的生理响应研究

徐    慧，薛    媛*

(林木遗传育种全国重点实验室，中国林业科学研究院，北京　100091)

摘要：[目的 ] 以银白杨为研究对象，探究干旱胁迫对其生长发育的影响，为解析多年生林木响应干旱胁迫的分

子机制奠定基础。[方法 ] 对生长在土里 5周左右的银白杨幼苗进行干旱胁迫处理，通过观察其生长状态，测

定与干旱胁迫相关生理指标以及检测相关基因表达情况，探究银白杨对干旱胁迫的耐受能力。[结果 ] 对银白

杨植株进行干旱处理 8 d后，其叶片含水量明显下降、气孔开度变小；ROS含量明显上升，体内 ABA积累、

而与生长相关的 IAA含量下降；与干旱胁迫相关的基因表达上调。[结论 ] 通过多角度探究银白杨对干旱胁迫

的耐受性，银白杨幼苗在干旱处理 8 d后其生长受到显著抑制，建议及时浇水。
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植物在生长发育过程中会遭受多种生物与非生

物胁迫，其中干旱胁迫是植物面临的主要非生物胁

迫之一[1-2]。在干旱胁迫下，植物体内活性氧（ROS，
reactive oxygen species）等次生代谢物积累，损

伤植物细胞结构；影响植物体内叶绿素合成，植物

光合能力减弱；影响植物生长发育，降低植物产量
[3-4]。研究植物响应干旱胁迫的分子机制，提高植

物抗旱性，对生态环境建设、国民经济发展具有重

要意义。

植物响应干旱胁迫的生理和分子机制在模式植

物拟南芥和作物中研究较多、较深入，研究表明，

在 22 ℃，12 h光照/12 h黑暗条件生长 3周的拟

南芥，停止浇水干旱处理约 2周，观察表型发现野

生型拟南芥生长未受到影响[5]；同样的生长条件，

生长 10 d的单子叶植物玉米，停止浇水后约一

周，可以观察到叶片萎蔫[6]。多年生木本植物由于

个体大、世代周期长等原因，使得其生理和分子机

制的研究相对困难；同时，由于多年生木本植物具

有规律的生长周期、次生维管组织复杂等特性，其

生物学特性与一年生草本植物的差异非常大[7]。因

此，以多年生林木为研究对象，探究其对干旱胁迫

的响应机制，不仅能够为林木响应干旱胁迫的研究

提供理论基础，也有助于科学培育苗木，为培育耐

旱林木新品种提供理论支撑。

中国是森林资源贫乏的国家，每年国家需要进

口大量木材才能满足经济建设，通过使用丰产栽培

方式种植速生树种，是在短期内解决国家木材短缺

的重要途径。杨树用途广泛，不仅用于防护林、生

态林建设，也用于工业用材[8]。在毛果杨中研究发

现，PtrSWRA复合体所催化的 H3K4me3修饰，

对于维持杨树的耐旱性具有至关重要的作用[9]；在

欧美杂交杨中研究发现，在干旱胁迫下 PdGNC 的

表达升高，PdGNC 能够直接上调 PdHXK1 表达，

激活的 PdHXK1 进而增加己糖激酶活性来促进保

卫细胞中 NO和 H2O2 的积累，触发气孔关闭，从

而提高植株水分利用率和干旱耐受性[10]。作为白杨

派的银白杨，广泛分布于我国西北、华北等地，其

树干通直，成材快，但在其生长过程中会遭受干

旱、盐碱、病虫害等生物与非生物胁迫。目前银白

杨已经具有高质量基因组数据和转化体系[11-12]。深
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入研究银白杨响应干旱胁迫的分子机制，对了解干

旱胁迫对多年生树木的影响具有重要意义。

本文以在土里生长 5周的银白杨幼苗为研究对

象。通过干旱胁迫处理银白杨幼苗，并对银白杨生

长变化，生理、生化指标检测，基因表达变化进行

分析。解析银白杨响应干旱胁迫的生理机制，为科

学培育苗木提供理论指导。

 1　 材料方法

 1.1    叶片相对含水量测定

取在温室中正常培养 5周、高度约 36 cm，长

势一致且健壮的银白杨植株，将其完全浇透水后，

放置在正常生长条件下培养，并停止浇水，开始干

旱处理，从这一天（0 d）开始直至干旱处理至

12 d，每隔 1 d随机选 4棵幼苗，取其第 6片叶

片，进行叶片相对含水量的测定。首先，测量取得

的叶片的鲜质量，然后，将叶片置于无菌去离子水

中浸泡 12 h，取出并擦干水分，称取叶片的饱和

鲜质量。最后，将叶片置于 65 ℃ 烘箱中进行烘

干，直至叶片质量恒定。叶片相对含水量的计算公

式如下：

WC = (WF −WD) / (WT −WD) × 100%
式中：WC 为叶片相对含水量，WF 为鲜质量，

WD 为干质量，WT 为饱和鲜质量

 1.2    银白杨气孔开度观察

×

在银白杨干旱处理的第 0、4、8和 12 d，分

别随机取 4株银白杨的第 5片叶片进行气孔开度

观察。在第 5片叶片的中心位置避开叶脉随机取

约 4 mm 4 mm大小叶片，立即放入 2.5%戊二醛

溶液进行固定，并对叶片进行抽真空处理，叶片固

定 24 h；将固定好的叶片使用 0.1 mol·L−1 pH7.2
的磷酸缓冲液清洗样品 3次；接着依次使用

30%、50%、70%、80%、90%、95%、100%的

乙醇进行梯度处理，每个梯度处理 15～20 min，
全程在冰上进行。脱水处理后的样品使用全自动临

界点干燥仪对样品进行干燥。干燥后的样品使用扫

描电镜进行气孔开度观察。

 1.3    叶绿素含量测定

在银白杨干旱处理的第 0、 2、 4、 6、 8、
10和 12 d，分别随机取 4株银白杨植株，取其第

7片叶片进行叶绿素 a，叶绿素 b和总叶绿素含量

的测定。利用植物叶绿素含量检测试剂盒（货号：

BC0990,索莱宝，北京）提取银白杨叶片的叶绿

素。利用酶标仪进行叶绿素含量的测定，分别测量

叶绿素提取液在 663 nm和 645 nm波长下的吸光

度值。叶绿素 a，叶绿素 b和总叶绿素含量的计算

公式分别为：

CChla = (12.7 × A663 − 2.69 × A645) × F ÷W;
CChlb = (22.9 × A645 − 4.68 × A663) × F ÷W;

CChla + b = (20.21 × A645 + 8.02 × A663) × F ÷W

 1.4    DAB (3'3-二氨基联苯胺四盐酸盐) 染色法定

性检测过氧化氢含量

为了检测不同干旱处理时间下，银白杨叶片

中 ROS含量的差异，本研究以干旱处理 0、4、
8和 12 d的银白杨植株的第 5片叶为材料进行研

究。将所取的不同干旱处理天数的银白杨叶片置

于 1 mg·mL−1 的 DAB染液（pH3.8）中暗处理 24
h后，在室温下将叶片用 100%乙醇脱色 3  h，
95%乙醇煮沸约 10 min至叶片不再变色。拍照，

比较不同干旱处理天数的叶片的颜色，ROS含量

越高，颜色越深。

 1.5    ABA和 IAA含量的测定

在银白杨干旱处理的 0、2、4、6、8、10和

12 d分别随机选取 3棵植株的第 4片叶放在液氮

中保存。利用这些材料进行 ABA和 IAA含量的测

定。测定时，将样品用冷冻干燥机进行冻干，每份

样品精密称量 20 mg干燥粉末后加入 1 mL 80%
甲醇水溶液，并加入两种植物激素稳定同位素内

标 [13C]6-IAA和 [2H]6-ABA（OlChemIm Company,
Czech Republic）。4 ℃ 提取 3次，收集提取液。

提取液经真空浓缩后加入 1 mL去离子水，离心取

上清，加入含 5%乙酸的乙酸乙酯萃取，收集萃取

液。萃取液经真空离心干燥机干燥，然后加入 10
μL吡啶和 40 μL BSTFA，80 ℃ 反应 30 min，加

入 50 μL正己烷进行质谱分析。

 1.6    干旱胁迫响应基因的表达变化

为了研究银白杨受干旱胁迫后，干旱响应基因

的表达变化，本研究以拟南芥响应干旱胁迫的标

记 基 因 AT3G56850（ AREB3）， AT2G36270
（ABI5）和 AT5G52300（RD29A/B）序列为模

板，对银白杨的基因组（Vision1.0，NCBI数据库

BioProject 序列号：PRJNA491245）进行了 blastN
搜索 [12]，共鉴定到了 PaAREB3（ scaffold1203:
615611-617752），PaABI5（scaffold264: 305707-
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307586） ， PaRD29（ scaffold459:  248079-
250269）三条基因。

将在温室中培养 5周的银白杨植株进行干旱处

理，分别在处理的 0、2、4、6、8、10、12 d随

机选 4棵植株采集其第 8片叶和根。使用 RNAprep
Pure Plant Kit（天根，北京）对采集样品进行总

RNA的提取。使用 PrimeScriptTM  RT  reagent
Kit（Perfect  Real  Time）（ TakaRa）将总 RNA
反转录为 cDNA。以 cDNA为模板，通过 RT-
qPCR检测 PaAREB3、PaABI5、PaRD29 的表达

量，RT-qPCR引物见表 1。相对定量实验分别进

行至少三次生物学重复和三次技术重复。
  
表 1    RT-qPCR检测银白杨干旱响应基因表达量的引物
Table 1    Primers used for the detection of drought-

response genes by RT-qPCR
目的基因

Target gene
引物名称

Primer name
引物序列5’-3’

Primer sequence 5’-3’

PaAREB3
PaAREB3-F GCAAACATGATGGGGAGATG

PaAREB3-R ACAACAGGACCGCCATC

PaABI5
PaABI5-F CTCGTCTCTTGGCAGACAAT

PaABI5-R CAGTCCAGATACTGGCAAG

PaRD29
PaRD29-F GGATGAAGAAATGGTTGAGG

PaRD29-R ATCAGTGCCTGTATGTTCC

PaActin
PaActin-F GACCTTCAATGTGCCTGCAA

PaActin-R CGAAGGATGGCATGTGGAAG

 
 

 2　 结果与分析

 2.1    干旱胁迫对银白杨生长发育的影响

植物叶子是最易受环境影响的器官之一，其功

能是进行光合作用合成有机物，通过蒸腾作用，提

供根系从外界吸收水和矿物质的动力[13]。为了研究

干旱胁迫对银白杨叶片的影响，本文以银白杨为实

验材料，发现在土里生长 5周左右的银白杨幼苗，

干旱处理 8 d后出现轻度萎蔫；干旱处理 12 d后

出现叶片皱缩，叶片发软下垂的现象（图 1 A、
B）。进一步分析银白杨叶片对干旱敏感表型，从

植株顶端第一片叶子开始数，取第 5片叶子，进行

植物叶片含水量检测，分别在 0、2、4、6、8、
10、12 d取叶片，计算银白杨叶片相对含水量。

实验结果表明，干旱处理后，0～6 d植物叶片含

水量比较稳定，在 90%以上；但干旱处理第

8 d其含水量明显下降；干旱到第 12 d，叶片含水

量急剧下降至 58.87%（图 1 C）。说明干旱胁迫

来临时，植物叶片失水，造成叶片萎蔫。
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图 1    干旱胁迫对银白杨植株生长状态的影响
Fig. 1    The effect of drought stress on the growth in

Populus alba
 

 2.2    干旱胁迫对银白杨气孔运动的影响

气孔由一对保卫细胞组成，分布在植物叶片背

面[14]。植物感知外界干旱胁迫，通过调节气孔运动

对干旱胁迫做出响应。为了了解银白杨在干旱胁迫

下气孔开度变化，以生长 5周左右的银白杨幼苗为

材料，分别在干旱处理 0、4、8、12 d取银白杨

成熟叶片，并利用扫描电镜观察气孔开度变化，实

验结果表明，干旱处理 0、4 d气孔处于打开的状

态，干旱处理 8 d后气孔几乎处于关闭状态，干旱

处理 12 d后气孔完全关闭（图 2）。
植物蒸腾作用主要通过叶片表面气孔将植物体

内水分散失到环境中，水分蒸发会带走植物体内的

热量，因此植物叶片表面温度的高低直接反应植物

蒸腾作用的强弱，即植物失水速率的快慢。本文利

用远红外线检测植物体表面温度的红外相机，拍照

记录干旱胁迫下叶片表面温度变化，实验结果表

明，随着干旱胁迫处理时间延长，植物叶片表面温

度逐渐升高（图 3）。说明干旱胁迫下植物通过关

闭气孔，减弱蒸腾作用，以降低植物体内水分的过

多损耗。

综合以上说明，随着干旱胁迫的加剧，银白杨
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通过抑制气孔开度抑制蒸腾作用，减少体内水分的

流失。

 2.3    干旱胁迫对银白杨生理调控机制

活性氧 ROS是植物有氧代谢的副产物，干旱

胁迫会导致植物产生过量的 ROS等次生代谢物。

为了研究干旱胁迫对银白杨体内 ROS含量的影

响，本文检测了干旱处理后银白杨叶片中 ROS含

量的变化，实验结果显示，干旱处理 4 d后，银白

杨叶片有少量的 ROS，随着处理时间的增长，

ROS含量积累变多，干旱处理 12 d时 ROS有了

非常明显的累积（图 4 A）。
在干旱胁迫下由于 ROS的积累会导致膜结构

发生变化，从而影响叶绿素含量的变化。叶绿素在

光合作用中发挥着重要作用，因此叶绿素含量的测
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图 2    干旱胁迫对银白杨气孔开度的影响

Fig. 2    The effect of drought stress on stomatal
aperature in Populus alba
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图 3    干旱处理后检测植物叶片表面温度

Fig. 3    The leaf temperature of Populus alba under
drought stress
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图 4    干旱胁迫对银白杨植株 ROS、叶绿素含量的影响

Fig. 4    The ROS and chlorophyll content under drought stress in Populus alba
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定可以反映植物对干旱胁迫的抵抗能力。为了研究

干旱胁迫对银白杨叶绿素含量的影响，本文检测了

干旱处理后银白杨叶片中叶绿素含量的变化，实验

结果显示，叶绿素 a、叶绿素 b及总叶绿素含量在

干旱处理后迅速下降，在干旱处理第二天下降显

著，随后稍有回升，然后继续下降，并在干旱处理

第 8 d以后叶绿素含量慢慢上升（图 4 B～D），

这可能是由于干旱处理 8 d后叶片含水量下降，导

致叶绿素含量相对变高。

 2.4    干旱胁迫对植物体内激素的影响

植物激素对植物生长发育及胁迫响应有重要的

调控作用，ABA是干旱胁迫中最重要的激素。为

了研究干旱胁迫下，银白杨体内 ABA含量的变

化。本文检测了不同干旱胁迫条件下银白杨体内

的 ABA含量。实验结果表明，对银白杨停止浇水

后，银白杨体内的 ABA含量有先下降后上升的趋势，

干旱处理 10 d以后 ABA含量显著上升（图 5 A）。
植物通过单个或多种激素共同调控植物的生长、发

育和逆境胁迫反应。生长素促进植物的生长，本文

同时对干旱胁迫处理后银白杨体内的 IAA含量进

行检测，发现 IAA的含量变化与 ABA含量变化呈

现相反趋势。对银白杨停止浇水后，前 4 d IAA含

量明显上升，第 6 d以后 IAA的含量出现明显下降

现象（图 5 B）。
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图 5    干旱胁迫下银白杨叶片中激素含量变化

Fig. 5    The changes of hormone content of Populus alba under drought stress
 

 2.5    干旱胁迫相关基因的表达模式分析

植物通过信号转导和转录调控响应干旱胁迫。

为了检测干旱胁迫对银白杨基因表达的影响，本文

检测了干旱胁迫响应基因 ABI5  (Abscisic  acid-
insensitive  5)、AREB  (ABA-Responsive  element
binding  protein)、 Rd29A  (Responsive  to
desiccation 29A)的表达变化，实验结果表明，在

银白杨叶片中 PaAREB3、PaABI5、PaRd29A 在

干旱处理的第 10 d表达量明显上升（图 6 A）；

在根中除了 PaRd29A 在第 12 d的时候表达量上

升，PaAREB3、PaABI5 同样在第 10 d开始表达

量上调（图 6 B），综合以上说明植物通过逆境胁

迫响应相关基因的表达提高其耐受性。

 3　 讨论

多年生林木生长周期长，因此面临的非生物胁

迫更加复杂和频繁。干旱胁迫对植物的影响是多方

面的，例如抑制植物生长、光合作用减弱、气孔关

闭等。植物感知到胁迫后，通过信号转导途径向下

进行干旱胁迫信号传递，位于下游与干旱相关的基

因被激活应答干旱胁迫[15]。银白杨产于中国新疆，

在西北、西南、东北等地区均有栽培，这些地区属

于干旱与半干旱地区，水资源匮乏，因此研究银白

杨的耐旱机制具有重要意义。本文发现，干旱胁迫

导致银白杨叶片萎蔫、气孔关闭；ROS积累、叶

绿素含量降低；ABA含量增加、干旱胁迫响应基

因被激活。由于多年生木本植物与一年生植物在其

生长周期和生理特性方面具有差异，因此对银白杨

干旱胁迫的生理响应研究，可为深入解析林木响应

干旱胁迫的分子机制奠定基础。

气孔的开关受到多种因素影响，通过调节细胞
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膜和液泡膜上的离子通道蛋白、水通道蛋白，改变

保卫细胞膨压和体积，促使气孔的开关运动[16-17]。

在正常条件下，光诱导植物气孔打开，水分通过气

孔蒸发，CO2 经过气孔进入植物体内进行光合作

用，植物正常生长；气孔打开过程中，首先激活细

胞膜上的质膜 H + -ATPase蛋白，使细胞膜形成质

子梯度，进而刺激细胞膜上的钾离子通道蛋白

KAT1、KAT2打开 K + 内流，气孔打开；当受到干

旱胁迫时，通过激活钾离子和阴离子外排通道，抑

制钾离子内排通道，促使植物降低气孔开度，减少

蒸腾作用，抑制水分散失，以维持机体最基本的生

长[18-19]。本文发现在干旱处理八天后，银白杨叶片

含水量明显下降、气孔基本处于关闭状态，虽然此

时叶片气孔几乎处于关闭状态，蒸腾作用被极大地

抑制，但是银白杨叶片含水量仍然迅速下降，这可

能由于根吸水及体内水份运输不足，以及大量水份

被用于干旱胁迫响应途径的多种生理生化反应

所致。

有研究报道，干旱处理后玉米中叶绿素含量，

随着干旱胁迫处理时间的增加呈现先降低后增加的

趋势[20]；而在有些植物如藤本植物中，干旱胁迫下

叶绿素含量会持续下降[21]。说明不同的植物种类其

叶绿素对干旱胁迫的响应有所不同。本文干旱胁迫

处理银白杨后，叶片中叶绿素含量下降，然后有小

幅度的回升，说明体内可能存在某种保护机制在缺

水的状态下保护叶绿素稳定性；同时由于气孔开度

降低，叶片摄取到的二氧化碳减少，植物为了维持

光合作用从而提高叶绿素合成；随着干旱胁迫加

剧，叶绿素含量持续下降，8 d后，叶片中 ROS
的明显积累对叶绿素稳定性造成进一步破坏。之前

文章报道也证明，干旱胁迫处理杨树幼苗并检测其

光合特性和活性氧代谢，发现在轻度干旱胁迫下杨

树幼苗具有较高的光合效率，而随着干旱胁迫的加

重，其光合效率降低，抗氧化保护酶系统被破坏
[22]。另外，干旱处理 8 d后叶绿素含量仍有回升，

这可能部分由于叶片鲜质量在 8 d后显著降低，导

致叶绿素含量相对的升高。

ABA是主要的逆境激素，干旱胁迫下，植物

激素 ABA被受体蛋白 PYL/PYR/RCARs感知并结

合，抑制蛋白磷酸酶 PP2C的活性，进而 PP2C
释 放 对 蛋 白 激 酶 SnRKs的 抑 制 ， 被 激 活 的

SnRKs磷酸化下游并激活 ABA信号，响应干旱胁

迫。在干旱胁迫下 ABA合成增多并积累，同时其

它激素的含量也会发生变化[23]。本文检测干旱胁迫

对银白杨叶片中 ABA和 IAA含量的影响，发现在

干旱处理 2 d后 ABA含量出现持续增长的现象。

同时，在干旱胁迫下 IAA含量的减少导致银白杨

生长被抑制，以减少生长发育的能量消耗，从而将

更多的能量提供给干旱胁迫响应途径。ABA与

IAA的拮抗作用说明植物生长过程中其发育与抗逆
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图 6    PaAREB3、PaABI5、PaRd29A基因在干旱胁迫下的表达模式分析

Fig. 6    The expression patterns of PaAREB3、PaABI5、PaRd29A under drought stress
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受到精细调控。

干旱胁迫下，植物感受干旱胁迫信号，引起植

物渗透压失衡、ROS积累等生理变化，同时诱导

ABA合成，ABA作为植物干旱胁迫响应的关键信

号，将干旱胁迫信号通过 ABA信号通路传递到下

游，一方面通过激活质膜上的离子通道蛋白以响应

干旱胁迫；另一方面主要通过下游转录调控，将干

旱胁迫信号级联放大响应干旱胁迫。已有文章报

道，在毛果杨中下调转录因子 PtrAREB1 会降低其

耐旱性 [24]；在胡杨中 PeABF3 通过调控 ADF5 提

高其抗旱性[25]。本文在银白杨的叶片和根组织中分

别鉴定了下游转录因子 AREB3、ABI5 及 Rd29A
等干旱胁迫响应基因的表达，发现这些转录因子主

要在干旱处理后 8 d被激活；说明在银白杨中存在

与其它草本和木本植物相似的干旱胁迫响应机制，

但由于目前参与杨树旱胁迫响应的关键基因及分子

机制还研究较少，因此未来需要通过分子生物学手

段进一步挖掘银白杨旱胁迫响应中的关键组分，为

抗旱杨树的基因工程育种提供理论基础和潜在的靶

基因。

 4　 结论

本文对生长约 5周的银白杨幼苗进行干旱胁迫

处理，通过 12 d连续在形态特征、生理指标、激

素合成以及基因表达等多个方面检测了干旱胁迫对

银白杨生长发育的影响，发现停止浇水后的前 6 d
植物处于正常生长状态，但是 8 d后银白杨幼苗受

到显著胁迫，生长受到抑制。建议及时补充水源以

保障植物正常生长，本研究为科学培育苗木提供理

论指导。
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The Physiological Response of Populus alba to Drought Stress

XU Hui, XUE Yuan
(State Key Laboratory of Tree Genetics and Breeding, Chinese Academy of Forestry,　100091, Beijing, China)

Abstract: [Objective] In this study, Populus alba was used to detect the effect of drought stress on growth
and  development，   which  provided  reference  for  the  molecular  mechanism  of  the  response  to  drought
stress  in  woody.  [Method]  The  seedlings  of Populus  alba  about  five  weeks  were  treated  with  drought
stress, the growth state and drought stress-related physiological indicators and genes were record and de-
tected to reveal the resistance of Populus alba to drought stress. [Result] The results showed that the wa-
ter content of leaves decreased significantly and stomatal aperture became smaller after 8 days of drought
treatment; meanwhile ROS increased significantly, ABA accumulated in the body, and the growth-related
hormone IAA content decreased, drought stress-related genes were upregulated. [Conclusion] By detect-
ing the tolerance of Populus alba to drought stress from multiple perspective, the growth of their seedlings
is significantly  inhibited after  drought treatment for  8 days,  which indicates that  watering timely is  neces-
sary.
Keywords: drought stress; Populus alba; physiological indicators
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