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3 种黑杨无性系水分利用效率差异性分析及
相关 ERECTA 基因的克隆与表达

郭摇 鹏, 夏新莉*, 尹伟伦*

(北京林业大学林木育种国家工程实验室,北京摇 100083)

摘要:提高植物水分利用效率(WUE)是未来解决我国甚至世界干旱缺水的最重要手段之一。 因此,培育和筛选高 WUE 的品系

和品种意义重大。 通过对 3 种在充分浇水处理下不同北美黑杨无性系 WUE、叶片 啄13C 的差异分析,发现 WUE 在黑杨无性系之

间也存在差异。 ERECTA 基因可以通过改变气孔密度来提高 WUE。 在欧美杨中克隆到了该基因(PdERECTA)。 该基因序列长

2844bp,编码 948 个氨基酸,并且具有保守的类受体蛋白激酶家族的膜外富含亮氨酸和胞内激酶区域。 荧光定量表达分析证明

该基因在 ABA 、盐、冷等胁迫处理下都被诱导表达。 组织特异表达分析说明 PdERECTA 基因在顶端叶表达量最高,半成熟叶次

之,成熟叶衰老叶和根中则无表达。

关键词:ERECTA 基因;北美黑杨;叶片 啄13C; 水分利用效率(WUE)

The differences of water use efficiency (WUE) among three Populus deltoids
clones, and the cloning and characterization of related gene, PdERECTA
GUO Peng, XIA Xinli*, YIN Weilun*

National Engineering Laboratory for Tree Breeding, Beijing Forestry University, Beijing 100083,China

Abstract: In the many parts of the world where water is in short supply, plant water use efficiency, the ratio of carbon
fixation to water loss, is critical to plant survival, crop yield and vegetation dynamics. So much effort is being made to
reduce water use by crops and produce more crops per drop. Promoting plant water use efficiency is one of the most
significant strategies to save water. For the evidence of variation in WUE among species, cultivars and populations.
Therefore, it is of great significance to cultivate and choose good WUE clone. Populus deltoides is one of the most important
species for largescale forestation projects in china. However, the trait of high鄄 consumption鄄water becomes the key limited
factor in the arid and semi鄄arid areas In our test, Carbon isotope discrimination (啄13C) is a measure of the 13C / 12C ratio in
plant material, and is positively correlated with WUE. We therefore examined 啄13C to assess WUE in our study, the average
13C / 12C of NE鄄19, R鄄270 and DN鄄2 was -29. 732,-30. 758 and -31. 606, respectively. For farmers and agronomists, the
unit of production (WUEL) is much more likely to be the yield of harvested product achieved from the water made available
to the crop through rainfall or irrigation. In our study, we found that the WUEL of NE鄄19, R鄄270 and DN鄄2 was 2. 41,
2郾 12 and 1. 98 mg / ml, respectively. Although WUE can be studied by many strategies, little is known about the genetic
control of transpiration efficiency Our interest has therefore focused on identifying genes whose function could increases plant
water use efficiency (WUE). Thus, finding new key genes responsible for water use efficiency phenotypes is of great
importance not only for a better understanding of stress responses, but also for promising future crop improvement. The
ERECTA gene regulates plant transpiration efficiency in Arabidopsis. In our paper, A cDNA clone, designated PdERECTA,
was isolated from Populus deltoids. And the cDNA of PdERECTA was 2844bp and contained a single open reading frame of
948 amino acid residues. The deduced amino acid sequence of PdERECTA shows characteristics of a transmembrane
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receptor protein kinase with distinct domains: extracellular domain; transmembrane domain; intracellular kinase domain.
To determine which type of stress could induce PdERECTA expression, total RNA was extracted from One鄄year鄄old NE鄄19
treated with various stress. qRT鄄PCR indicated that mRNA accumulation of PdERECTA was induced by low temperatures 、
salt stress、 abscisic acid (ABA) 、Dehydration. In order to further determine the pattern of tissue specific expression of
PdERECTA under well鄄water conditions, different organs of were harvested for RNA extraction. In the paper, we also found
that PdERECTA was strongly expressed in top鄄leaves, weakly in immature鄄leaves but not in senescent鄄 leaves and roots,
indicating its function in normal plant growth and development.

Key Words: ERECTA gene;Populus deltoids;leaf 啄13C ;water use efficiency(WUE)

我国是一个水资源非常匮乏的国家,有三分之二的国土面积处于干旱半干旱状态,人均持水量不及世界

平均水平的四分之一,而农林用水占到所用水资源的 70%左右,所以,农业生产必须以水分的高效利用为中

心[1]。 除采取工程、农艺措施以及减少农田水分的径流 、蒸发、渗漏损失外, 提高植物本身的水分利用效率

(WUE) 是实现高效用水的中心和潜力所在[2]。
欧美杨树(Populus deltoides 伊 Populus nigra)是中纬度地区最适合的短轮伐期工业用材集约经营树种之

一[3]。 近年来我国引进了许多优良的美洲黑杨无性系用于营造大面积的速生丰产林并已取得很好的经济效

益。 但欧美杨树虽然速生但耗水量很大。 因此,要将其引入水分不足的干旱半干旱地区,筛选高水分利用效

率(WUE)的品系是前提。 现有的研究表明存在水分利用效率的种间差异[4鄄5],但是在欧美杨无性系间是否存

在水分利用效率的差异还需要研究。
Masle[6]等在 2005 年首次在拟南芥中发现 ERECTA 可提高水分利用效率。 因此在黑杨上研究该基因值

得期待。 但是对该基因的表达特别是在逆境胁迫下的表达还是不很清楚。 因此 ,通过荧光定量对该基因的

表达特性进行分析显得十分必要,这也为下一步进行转基因工作做好铺垫,为通过分子生物学手段培育和筛

选高 WUE 的黑杨无性系提供更为广阔的前景。
1摇 材料和方法

1. 1摇 试验材料及处理

试验在北京林业大学温室内进行。 试验材料为欧美杨杂交无性系,DN鄄 2 (Populus deltoides 伊 Populus
nigra); R鄄270(Populus deltoides伊Populus nigra) ;NE鄄19[(Populus nigra伊Populus deltoides伊Populus nigra)]。

无性系插穗于 2008 年 4 月 1 日栽于塑料盆中,盆高 30cm, 内径 25cm. 培养土为苗圃熟土(17 份) 、细沙

(2 份) 、草炭土(1 份) 混合而成。 土壤饱和持水量为 20. 82 % , 各无性系插穗大小和质量尽可能保持一致,
每盆栽 1 株,在充分供水条件下培养。 7 月苗高达 30cm 时开始控水试验至 10 月结束。 控水试验采用完全随

机区组设计,1 种水分处理即:充分供水,饱和土壤含水量的 80% 。 每个处理每无性系 6 盆,每次浇水在

8:00—9:00 间完成,每月施肥 1 次,充分保证养分的供应。
1. 2摇 研究方法

1. 2. 1摇 WUEL 的测定

长期水分利用效率(long鄄term water use efficiency,WUEL )的测定:分别在 6 月和 10 月,即控水试验开始

前和结束后进行生物量的测定,测定时各处理、各无性系选生长中等的苗木 3 株,拔出、洗净,放入烘箱中

105益杀青 30min,70益烘至恒重,用万分之一电子感应天平称重,用减重法测得控水期间生物量的累计值。
控水期间生物量与累计浇水量之比即为 WUEL,用每毫升水生成的多少毫克干物质来表示,单位为 mg / mL。
1. 2. 2摇 啄13C 的测定

控水试验结束时,各处理、各品系选生长中等的苗木 3 株,每株取第 9 片叶,共取 3 片叶,混合后放入烘箱

中,105益杀青 30min,70益下烘干至恒重并称量,研磨过筛,经高温燃烧成 CO2,用美国菲尼根公司生产的

MAT22251 型气体同位素比值质谱仪测定样品的13C / 12C,仪器的灵敏度为 1 / 1000 滋mol,并根据下面公式计算
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啄13C:
啄13C 的量= ( Rp-Rs ) / Rs

式中, Rp 、Rs 分别表示植物组织样品和标准化石样品 PDB (Pee Dee Belemnite, 一种海洋中的贝壳化

石,其13C 含量为 1. 1124 % ) 的13C / 12C。
1. 2. 3摇 PdERECTA 基因的同源克隆及 Realtime鄄PCR

(1)总 RNA 的提取

总 RNA 的提取参照 CTAB buffer 说明书进行。
(2) 目的基因克隆及序列测定

以北美黑杨叶片为材料提取总 RNA,用宝生物(TaKaRa)试剂盒进行反转录。
通过毛果杨基因组网站 http: / / genome. jgi鄄psf. org /搜索到 ERECTA 同源基因 XII001240。 设计引物 GP1:

5忆鄄CA(C / T)CA(A / G) A(G / C) TGAAGC(A / T) GATCC鄄 3忆 and GP2: 5忆鄄GGAGG(A / G / C) GGCAT(A / G / T)
ATGTCAT(A / G)鄄3忆克隆到全长。 PCR 扩增体系为 94益 5min, 预变性后 94益 50s,58益 50s,72益 1. 2min,共
35 个循环。 目的片段的克隆参照 PMD鄄18 体系。 测定由上海生工生物工程有限公司完成。

(3)realtime鄄PCR 分析

分别提取 DN鄄2、NE鄄19、R鄄270 顶端叶提取总 RNA 反转录 cDNA。 分别提取 NE鄄19 顶端叶、半成熟叶、9鄄
12 功能叶、衰老叶、根的总 RNA 反转录成 cDNA。

胁迫处理摇 盐胁迫: 150 mmol / L NaCl 浇灌 24h; ABA 处理:200 滋mol / L ABA 喷施,4h 后取 NE鄄19 的叶

片。 脱水:将植株拔出后放在滤纸上 25益微光 8h 取 NE鄄19 的叶片。 冷胁迫:将 NE鄄19 植株放在光照培养箱 4益
处理 10h。 并分别提取他们的总 RNA 反转录成 cDNA 用于荧光定量 PCR 分析。 特异引物 ER5: 5忆鄄
GCATATGAATGATGACCCCGAACTTGC鄄3忆ER3: 5忆鄄GCCTCCTCATGTTGTCTGTCGCAGA AG鄄3忆进行荧光定量 PCR。

图 1摇 充分浇水处理下无性系间 WUEL 差异的比较表

摇 Fig. 1摇 Comparisons of WUEL among different clones under full

water treatments

多重比较采用 q 检验,显著性水准为0. 01,不同字母表示差异显著

2摇 结果与分析

2. 1摇 充分浇水处理下无性系间长期水分利用效率

(WUEL)差异分析

在充分浇水处理下,不同无性系之间生长产生较大

的差异。 通过计算 6 月至 10 月之间生物量的积累和这

期间耗水量的比值,计算出了各无性系间的 WUE 的数

值。 结果发现:无性系之间 WUE 存在差异。 其中 NE鄄
19 品系最高 (1. 973mg / mL);R鄄 270 次之 (2. 066mg /
mL);DN鄄2 最低(2. 383 mg / mL)(图 1)。
2. 2摇 充分浇水处理下无性系 间 啄13C 的差异分析

利用稳定 C 同位素比( 13C / 12C,为 啄13C)与 C3 植

物的水分利用效率具有很强的相关性,从而将其作为植物水分利用效率的评估指标,它为植物的水分利用效

率研究特别是植物长期水分利用效率的研究提供了一个新的方法和技术手段,克服了常规方法只能进行瞬时

植物水分利用效率研究的缺点与不足。 结果发现在充分浇水处理下,水分利用效率越高的品系其13C / 12C 越

高(图 2)。
2. 3摇 充分浇水处理下稳定碳同位素组成 啄13C 和 WUEL 的相关性分析

碳同位素组成(啄13C ) 不仅反映了植物光合作用过程中气孔的传导和 CO2的固定,而且在一定程度上与

水分利用效率具有正相关性。 因此,碳同位素技术在植物水分利用效率的研究中具有理论和现实意义。 结果

发现在杨树中, 啄13C 与 WUE 在充分浇水处理下的具有很好的相关性,从而证明无性系之间 WUE 的差异性

(图 3)。
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图 2摇 充分浇水处理下无性系间 啄13C 差异的比较表

摇 Fig. 2 摇 Comparisons of 啄13 C among different clones under full

water treatments

多重比较采用 q 检验,显著性水准为 0. 01,不同字母表示差异显著

摇 图 3摇 充分浇水处理下稳定碳同位素组成 啄13C 和 WUEL 的相关

性分析

Fig. 3摇 The correlation between carbon isotope composition and

WUEL under full water treatment

2. 4摇 在充分浇水处理下 PdERECTA 基因在 3 个无性系间的表达差异

摇 图 4摇 充分浇水处理下 PdERECTA 基因在不同无性系之间表达

Fig. 4摇 The expression of PdERECTA among Populus 伊

euramericana clones under well water treatment

通过荧光定量 PCR, 发现 PdERECTA 在 3 个无性

系之中表达差异与其水分利用效率的差异性是一致的

(图 4),从而间接说明 PdERECTA 在北美黑杨无性系中

具有相同的功能(图 4)。
2. 5摇 PdERECTA 基因的分离及序列分析

该基因 cDNA 全长 2844bp, 共编码 948 个氨基酸。
图 5 显示 PdERECTA 的核苷酸序列及推导的氨基酸序

列。 该基因是典型的类受体蛋白激酶家族。 具有典型

的 3 个区域,其中玉:膜外受体区域;域:跨膜区域;芋:
激酶区域。 其中膜外受体区域是由一系列的富含亮氨

酸组成(81aa—492aa);跨膜区域(551aa—573aa);激酶

区域(617aa—883aa)。
2. 6摇 PdERECTA 基因在不同组织中的表达分析

利用荧光定量技术对 PdERECTA 基因 在 NE鄄 19 品系不同组织中的表达特性进行分析。 结果显示,
PdERECTA 在顶端叶中表达量最高,5—6 半成熟叶次之,功能叶、衰老叶和根中均无表达。 说明该基因的表

达具有一定的组织特异性(图 6)。 另外在其他品系做的趋势也是这样。
2. 7摇 PdERECTA 基因在不同胁迫下的表达分析

利用荧光定量技术对 PdERECTA 基因 NE鄄 19 品系在不同胁迫中的表达特性进行分析。 结果显示,
PdERECTA 基因在盐、冷、脱水、ABA 处理过程中都表达量升高。 说明该基因受多种胁迫诱导(图 7)。 另外在

其他品系做的趋势也是这样。
3摇 结论与讨论

植物水分利用效率是蓝色革命更加具体的思想和举措,是未来农业发展的关键和潜力所在[7]。 但水分

利用效率是一个调控因素十分复杂的生理指标。 它不仅受内在因素影响,同时也为环境因素所调控,并且还

受到两因素互作的影响[8]。 杨树为我国北方地区种植面积最大的人工林。 其生长快的特点为生产、生活、生
态提供了有力的保障,但其“抽水机冶的特点也限制了其发挥更大的作用。 筛选较高水分利用效率的杨树品

种意义重大。
植物水分利用效率在种间有差异已被证明[9],但种内差异性还并没深入确定。 通过 WUE 直接指标即单
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图 5摇 PdERECTA 的 cDNA 序列及推导的氨基酸序列

Fig. 5摇 The nucleotide acid sequence of PdERECTA cDNA full鄄length and its amino acid sequence

位耗水生物量的积累和间接指标即稳定碳同位素证明了北美黑杨在无性系之间也存在差异。 这为筛选高水

分利用效率品系提供了更多的手段(图 1)。
啄13C 可作为筛选黑杨高水分利用效率品系的一种手段,但这种手段只有在充分浇水的情况下才最适合

(图 3),当植物遭受外界环境胁迫时,这种相关性会大大降低。 其原因可能是在逆境胁迫下,其环境胁迫造成
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图 6摇 利用荧光定量 PCR 技术进行 PdERECTA 组织性表达分析

Fig. 6摇 Expression analysis of PdERECTA in different tissues by realtime鄄PCR

图 7摇 在不同胁迫下北美黑杨叶子中 PdERECTA 基因的表达类型

Fig. 7摇 Expression patterns of the PdERECTA gene in Populus deltoides leaves under different abiotic stresses

的无性系间 啄13C 的差异大于了基因型之间差别的结果。
ERECTA 基因是拟南芥中发现的一种蛋白激酶。 Masle 研究结果表明:ERECTA 是第一种可以通过改变

气孔密度的方式提高拟南芥的水分利用效率的基因。 Realtime鄄PCR 证明了 PdERECTA 在 3 个无性系间表达

差异与 WUE 的差异是一致的。 说明 PdERECTA 很可能具有相同的功能。 考虑到它具有传统的类受体蛋白

激酶的特点。 即胞外受体结构域、跨膜结构域和胞内激酶结构域(图 5)。 因此,推测 PdERECTA 基因在信号

转导过程中需要膜外配体蛋白的相互作用,产生信号后通过跨膜区域传递到膜内激酶区域将底物磷酸化。 随

着工作的深入将搞清楚这个信号转导途径。
PdERECTA 基因是对植物的发育相关的[10],因此在分析其组织特异表达时发现其只在发育的部位有表

达而在已发育成熟或衰老和根中则无表达(图 6)。 另外,还发现 PdERECTA 基因还受多种胁迫诱导。 说明

PdERECTA 通过提高植物水分利用效率可抵抗多种胁迫。 当然,这种抵抗胁迫的方式可能是通过依靠 ABA
途径进行的(图 7)。

以往是通过研究植物在逆境胁迫下产生的基因来解决植物的抗逆问题,本文试图通过发育相关的基因来

解决这个问题。 这可能将是抗逆分子生物学的一个新的思路和途径。
致谢:感谢北京林业大学生物学院沈应柏教授对本工作的帮助。
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