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摘要：研究分布于新疆的雪莲（Ｓａｕｓｓｕｒｅａ ｉｎｖｏｌｕｃｒａｔａ）中的 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因在低温条件下对植物光合作用的影响，以 １６ ℃、１０ ℃、
６ ℃、４ ℃温度梯度处理非转基因型和转 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因型烟草，每个温度处理 ７２ ｈ，比较研究其叶绿素荧光特性和光合特性。 实

验分析结果：低温胁迫下，转基因型烟草叶片叶绿素 ａ（Ｃｈｌａ）、叶绿素 ｂ（Ｃｈｌｂ）、叶绿素 ａ＋ｂ（Ｃｈｌａ＋Ｃｈｌｂ）、类胡萝卜素（Ｃａｒ）含量

都显著高于非转基因型烟草。 叶绿素荧光参数分析：低温胁迫下，转基因烟草 ＰＳⅡ最大光化学效率（Ｆｖ ／ Ｆｍ）、ｑｐ（光化学猝灭

系数）、ＥＴＲ（电子传递效率）都显著或极显著高于非转基因型，光合参数测定：随着低温胁迫程度的加剧，转基因烟草和非转基

因型烟草净光合速率（Ｐｎ）、气孔导度（Ｇｓ）、蒸腾速率（Ｔｒ）、胞间 ＣＯ２浓度（Ｃｉ）总体都呈下降趋势，但转基因烟草的净光合速率

有一个明显的动态变化，先急剧下降后有一个稳定上升的趋势。 通过对生长指标的测定发现：在低温处理后和恢复后转基因烟

草生物量的积累都显著高于非转基因型烟草。 综合研究结果表明：转新疆雪莲 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草在低温条件下具有较高的

Ｆｖ ／ Ｆｍ、ｑｐ、ＥＴＲ，对光合机构的损伤小，降低了低温胁迫效应，提高了烟草在低温胁迫条件下的耐受性。
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ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｇｒｏｕｎｄｉｎｇ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｈｏｗ ｔｈｅ ｓｉｋｒｂｃｓ２ ｇｅｎｅ ａｃｔｓ ｉｎ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ； ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ； ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ； Ｒｂｃｓ

温度是影响植物光合作用的重要因素［１］，植物处于高温或低温的环境中其光合作用会受到明显的影响。
低温胁迫会引起植物叶绿素合成受到阻碍［２］，叶绿体结构遭到破坏［３］，光合电子传递活性下降［４］，光合作用

过程中酶的活性降低，ＣＯ２的同化受阻［５］，导致植物光合作用效率降低。
Ｒｕｂｉｓｃｏ（１，５⁃二磷酸核酮糖羧化酶 ／加氧酶）是高等植物光合碳代谢过程中的关键酶，处于光合碳还原和

光合碳氧化这两个方向相反但又相互连锁的循环的交叉点上，调节着光合作用和光呼吸的代谢比例，其活性

大小对净光合速率起着决定性作用［６］。 Ｒｕｂｉｓｃｏ 由 ８ 个大亚基（ＲｂｃＬ）和 ８ 个小亚基（Ｒｂｃｓ）组成，大亚基由叶

绿体基因组编码，小亚基是由细胞核基因组编码。 小亚基 Ｒｂｃｓ ｍＲＮＡｓ 表达水平与 Ｒｕｂｉｓｃｏ 含量是高度相关

的，二者之间有很好的协同表达，小亚基对大亚基的表达具有调控作用［７，８］。 Ｒｕｂｉｓｃｏ 的活性中心位于大亚基

上，行使主要功能，但其多个小亚基编码基因的功能还不是很清楚。 Ｓｐｒｅｉｔｚｅｒ［９］ 认为，小亚基可能在进化过程

中扮演聚集大亚基活性位点的角色，并且小亚基可能有更多特异性功能，小亚基能促进 ＣＯ２与 Ｍｇ２＋对 Ｒｕｂｉｓｃｏ
的活化，维持和稳定 Ｒｕｂｉｓｃｏ 的活化构象。 Ｍｉａｏ 和 Ｌｉ 通过烟草和水稻大、小亚基的异源分子杂交发现，杂合

酶的羧化和氧化比值与小亚基的来源有很大的关系。 Ｄｕ ＹＣ 等［１０］利用蓝藻的实验结果也揭示小亚基在调控

Ｒｕｂｉｓｃｏ 羧化 ／氧化比值方面的重要作用。 为此，人们希望用不同植物的大、小亚基组成全酶来提高羧化活性

和降低加氧活性［１１］。 但是，到目前为止，还没有成功的报道。 澳大利亚的 Ｂａｄｇｅｒ 认为 Ｒｕｂｉｓｃｏ 的羧化和氧化

的比值与酶反应速率有某种相关，羧化和氧化的比值越高，反应速率越慢［１２］。 因此推测提高 Ｒｕｂｉｓｃｏ 羧化和
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氧化的比值的定点修饰有可能会导致酶反应速率的下降。
大豆 Ｒｂｃｓ 基因含有 ３ 个不同拷贝，对许多外界因子如水杨酸、盐胁迫和干旱处理具有明显的应答反应。

但不同浓度的水杨酸和 ＮａＣｌ 对 Ｒｂｃｓ 基因的转录有不同程度的诱导［１３］。 说明 Ｒｂｃｓ 基因表达调控与植物抗逆

性有一定的关联。 新疆雪莲（Ｓａｕｓｓｕｒｅａ ｉｎｖｏｌｕｃｒａｔａ Ｋａｒ．ｅｔ Ｋｉｒ．Ｅｘｍａｘｉｍ．），主要生长在海拔 ２４００—５８００ ｍ 的高

山流石坡以及雪线附近的碎石间。 那里气候奇寒、终年积雪不化，最高月平均温 ３—５ ℃，最低月平均温

－１９—－２１ ℃，无霜期仅有 ５０ 天左右［１４］。 经过长期极端环境条件的自然选择，新疆雪莲自身形成了独特的光

合保护机制，研究其 Ｒｂｃｓ 基因在低温光保护机制中的作用具有重要的意义。
烟草作为植物分子生物学研究的模式植物，原产于亚热带，生长最适温度为 ２５—２８ ℃，低于 １０ ℃时生长

受阻，低温对烟草的生长发育、产量和品质都有明显的影响［１５］。 本试验前期从新疆雪莲 ｃＤＮＡ 文库中克隆了

１ 个 Ｒｕｂｉｓｃｏ 的小亚基基因（ ｓｉｋＲｂｃｓ２） ｃＤＮＡ 全长序列，该基因与向日葵氨基酸序列的同源性最高，只有

５７．５４％。 构建了诱导表达载体 ＲＤ２９Ａ： ｓｉｋＲｂｃｓ２ 和过表达载体 ３５Ｓ： ｓｉｋＲｂｃｓ２，通过农杆菌介导转化 ＮＣ⁃８９ 烟

草，获得了 Ｔ０ 代的转基因烟草种子。 组成型表达的转基因烟草植株能够明显的提高烟草的抗寒能力，并且在

低温条件保持较高的光化学效率。 在此基础上本试验采用低温胁迫法对非转基因型烟草和转 ＳｉｋＲｂｃｓ２ 基因

的烟草进行处理，测定叶绿体色素含量、叶绿素荧光参数、光合参数以及生物量，分析在不同低温胁迫下

ｓｉｋＲｂｃｓ２ 对叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ、类胡萝卜素，净光合速率、气孔导度、胞间 ＣＯ２浓度以及叶绿素荧光参数的影

响，为进一步研究新疆雪莲 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因在低温光合中的作用机制奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 材料

植物材料　 植物材料为‘ＮＣ９８’烟草、转 ＲＤ２９Ａ： ｓｉｋＲｂｃｓ２ 和 ３５Ｓ： ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的‘ＮＣ９８’烟草由本实验保存。
１．２　 方法

１．２．１　 试验材料的培养与胁迫处理

将经卡那霉素筛选获得的转基因型烟草幼苗（ＲＤ２９Ａ： ｓｉｋＲｂｃｓ２ 和 ３５Ｓ： ｓｉｋＲｂｃｓ２）和空白对照烟草移栽于装有

营养土（草炭、蛭石、珍珠岩 ３∶１∶１）的营养钵（内径为 ８ ｃｍ，高度为 １０ ｃｍ 杯底有孔）中，置于植物生长室中培养。 定

期浇水，每天光照 １２ ｈ，昼夜温度为 ２５ ℃ ／ １８℃。 当苗生长 ３ 月龄时，将长势一致的对照烟草和 ２ 种转基因烟草移

入人工气候箱中（光照强度 ７０ ｕｍｏｌ ﹒ ｍ－２﹒ ｓ－１，温度 ２５ ℃ ／ ２５ ℃，光周期为 １２ ｈ ／ １２ ｈ，相对湿度为 ６０％—７０％）适
应两天后，进行持续低温胁迫处理，温度梯度为 １６ ℃、１０ ℃、６ ℃、４ ℃，每个温度处理 ７２ ｈ。 实验重复 ３ 次，每次重

复非转基因型和转基因型烟草（ＲＤ２９Ａ ∶ ｓｉｋＲｂｃｓ２ 和 ３５Ｓ ∶ ｓｉｋＲｂｃｓ２）各 ２０ 株苗。
１．２．２　 叶绿素荧光参数及光合参数的测定

选择并标记植株倒四叶，各温度处理 ７２ 小时后，用 ＧＦＳ⁃３０００ 便携式光合系统测定仪测定气孔导度（Ｇｓ）、蒸腾

速率（Ｔｒ）、净光合速率（Ｐｎ）、胞间 ＣＯ２浓度（Ｃｉ）。 将待测植株暗处理 ２０ ｍｉｎ 后，用 Ｍｉｎｉ⁃ＰＡＭ 光量子分析仪测定荧

光参数：初始荧光强度（Ｆｏ）、最大荧光强度（Ｆｍ）、ＰＳⅡ最大光化学效率（Ｆｖ ／ Ｆｍ）、光化学猝灭系数（ｑＰ）、非光化学

猝灭系数（ｑＮ）、电子传递速率（ＥＴＲ）。 每叶测定 ３ 个值，取平均值。
１．２．３　 叶绿素含量和类胡萝卜素含量的测定［１６］

在各温度处理后，取非转基因型烟草和转基因型烟草植株倒四叶中部叶片，选取的叶片要求无黑斑、无病变、
无腐烂，颜色均匀一致。 剪成约 １ ｍｍ 宽的细丝，准确称取 ０．１ ｇ 放至试管，加入 １５ ｍＬ 丙酮乙醇混合液（Ｖ ∶Ｖ 为

１ ∶１），在室温下避光提取至细丝完全变白后，混匀取上清液用分光光度计测定 ４７０ ｎｍ、６４５ ｎｍ 和 ６６３ ｎｍ 处的吸光

度值。 计算叶绿素 ａ（Ｃｈｌａ），叶绿素 ｂ（Ｃｈｌｂ）和类胡萝卜素（Ｃａｒ）含量。
１．２．４　 生长指标的测定

叶片生长指数（ＰＩ ） 根据 Ｃｏｌｅｍａｎ 和 Ｇｒｃｙｓｏｎ［１７］的测定方法，计算公式为 ＰＩ ＝ ｎ ＋ （ Ｉｎ ｎ－Ｉｎ Ｒ ） ／ （ Ｉｎ Ｌｎ－Ｉｎ Ｌｎ
＋ １ ） ， 其中参比叶长 Ｒ 为 １８０ ｍｍ， ｎ 为叶片长度长于参比叶长的叶片数，Ｉｎ Ｌｎ 和 Ｉｎ Ｌｎ ＋ １ 分别为第 ｎ 及 ｎ ＋ １
片叶的长度。 株高用直尺测量，茎的直径用游标卡尺测量，叶长和叶宽用直尺测量，鲜重和干重用电子天平测量，
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分别在处理前、低温梯度持续处理 １２ 天后和恢复 １４ 后测定。

１．２．５　 数据处理

采用 ＳＰＳＳ１７．０ 软件进行数据处理分析，以 ＬＳＤ 法进行差异显著性分析，显著性水平设定为 Ｐ＜０．０５（显著水平）
和 Ｐ＜０．０１（极显著水平），采用 Ｅｘｃｅｌ 软件作图。

２　 结果与分析

２．１　 低温胁迫对转 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因烟草叶绿素荧光参数的影响

图 １　 低温胁迫对 ＣＫ 型和 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草初始荧光、最大荧光和 ＰＳⅡ最大光化学效率的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ Ｆｏ、Ｆｍ ａｎｄ Ｆｖ ／ Ｆｍ ｉｎ ＣＫ ａｎｄ ｓｉｋＲｂｃｓ２ ｔｏｂａｃｃｏ
ＣＫ 表示非转基因型烟草、３５Ｓ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２ 表示转 ３５Ｓ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草、ＲＤ２９Ａ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２ 表示转 ＲＤ２９Ａ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草；Ｆｏ 为初始荧光（Ｍｉｎｉｍａｌ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）、Ｆｍ 为最大荧光（Ｍａｘｉｍａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）、Ｆｖ ／ Ｆｍ 为 ＰＳⅡ最大光化学效率（Ｔｈｅ ｍａｘｉｍａｌ ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ＰＳⅡ）； ∗表示同

一温度胁迫处理下 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草与 ＣＫ 型烟草相比差异达到显著水平（Ｐ＜０．０５）；∗∗表示同一温度胁迫处理下 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草与 ＣＫ 型烟

草相比差异达到极显著水平（Ｐ＜０．０１）

２．１．１　 低温胁迫对初始荧光强度（Ｆｏ）、最大荧光强度（Ｆｍ）和 ＰＳⅡ最大光化学效率（Ｆｖ ／ Ｆｍ）的影响

Ｆｏ 为初始荧光，表示已经暗适应的光合机构 ＰＳⅡ反应中心完全开放时的荧光强度，即原初电子受体 ＱＡ 完全

氧化时的荧光产量。 Ｆｏ 值的上升表明 ＰＳⅡ反应中心发生可逆失活或破坏［１８］。 由图 １ 可知，随着胁迫温度的降低，
非转基因型烟草的 Ｆｏ 值呈逐渐上升的趋势，转基因型烟草的 Ｆｏ 值先下降后上升，在 ４℃胁迫处理后，转基因型烟

草 Ｆｏ 值极显著低于非转基因型烟草，说明转基因型烟草 ＰＳⅡ反应中心遭到的破坏程度要小于非转基因型烟草。
Ｆｍ 为最大荧光产量，指已经暗适应的光合机构 ＰＳⅡ反应中心完全关闭时的荧光强度。 随着胁迫温度的降低，非
转基因型烟草的 Ｆｍ 值降幅较大，组成型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草 Ｆｍ 值在 １０ ℃胁迫后，极显著高于非转基因型烟

草的 Ｆｍ 值，但是诱导型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草 Ｆｍ 值一直保持较低的水平，并且随着胁迫温度的降低其降幅也

较小。 Ｆｖ ／ Ｆｍ 是 ＰＳⅡ最大光化学效率，能反映 ＰＳⅡ反应中心光能转化效率，其值的降低表明植物发生了光抑

制［１９］。 低温胁迫下非转基因型烟草和转基因型烟草叶片的 Ｆｖ ／ Ｆｍ 下降与胁迫程度呈正相关，到 ４ ℃胁迫处理后非转

基因型烟草 Ｆｖ ／ Ｆｍ 值下降 ２０％，组成型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 烟草 Ｆｖ ／ Ｆｍ 值下降 １１％，诱导型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 烟草 Ｆｖ ／ Ｆｍ 值下降

１４％，由此说明转 ３５Ｓ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草发生光抑制程度小于转 Ｒｄ２９Ａ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草且都小于非转基因型烟草。
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２．１．２　 低温胁迫对光化学猝灭系数（ｑＰ）、非光化学猝灭系数（ｑＮ）的影响

ｑＰ 为光化学猝灭系数，反映了 ＰＳⅡ原初电子受体 ＱＡ 的还原状态和 ＰＳⅡ开放中心的数目，其值下降说明 ＱＡ⁃
ＱＢ 的电子传递受到抑制［１８］。 其值越低说明 ＰＳⅡ反应中心开放部分的比例越小，能够传递的电子数量也较少，在
单位时间内光合电子传递的速度较慢［２０］。 由图 ２ 可知，随着胁迫温度的降低，非转基因型烟草的 ｑＰ 值有明显的下

降趋势，４ ℃胁迫后其值下降 ５０．１５％，组成型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 烟草 ｑＰ 值下降 ２６．３９％，诱导型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 烟草 ｑＰ 值

下降 １０．２９％，由此说明，低温胁迫下，非转基因型烟草 ＱＡ⁃ＱＢ 的电子传递发生了较大程度的抑制，而转基因型烟草

ＱＡ⁃ＱＢ 的电子传递受到的抑制程度较小。

图 ２　 低温胁迫对 ＣＫ 型和 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草光化学猝灭系数和非光化学猝灭猝系数的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｑＰ ａｎｄ ｑＮ ｉｎ ＣＫ ａｎｄ ｓｉｋＲｂｃｓ２ ｔｏｂａｃｃｏ

ｑＰ 为光化学猝灭系数（ Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ）、ｑＮ 为非光化学猝灭系数（ Ｎｏｎ⁃ ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ）；∗ 表示同一温度胁迫处理下

ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草与 ＣＫ 型烟草相比差异达到显著水平（Ｐ＜０．０５）；∗∗表示同一温度胁迫处理下 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草与 ＣＫ 型烟草相比差异达到极

显著水平（Ｐ＜０．０１）

图 ３　 低温胁迫对 ＣＫ 型和 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草电子传递效率的影响

　 Ｆｉｇ． ３ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ＥＴＲ ｉｎ ＣＫ ａｎｄ
ｓｉｋＲｂｃｓ２ ｔｏｂａｃｃｏ

ＥＴＲ 为电子传递效率（Ｒａｔｅ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ）；∗表示同一

温度胁迫处理下 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草与 ＣＫ 型烟草相比差异达到显著

水平（Ｐ＜０．０５）；∗∗ 表示同一温度胁迫处理下 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草与

ＣＫ 型烟草相比差异达到极显著水平（Ｐ＜０．０１）

ｑＮ 为非光化学淬灭，反映了 ＰＳⅡ天线色素吸收的光

能不能用于光合电子传递而是以热的形式耗散的部分，当
ＰＳⅡ反应中心天线色素吸收了过量的光能时，如不能及时

地耗散掉，将对光合机构造成失活或破坏，所以非光化学

淬灭是植物体的一种自我保护机制，对光合机构起一定的

保护作用［２１］。 由图 ２ 所示，随着低温胁迫程度的加剧，非
转基因型烟草的 ｑＮ 基本没有变化，但转基因型烟草 ｑＮ 呈

上升趋势，诱导型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草在 １６ ℃处理后

有明显的上升趋势，说明转基因型烟草受到低温胁迫后能

够以热的形式耗散过多的光能，对光合机构起到一定的保

护作用，在低温胁迫下有更好的适应性和耐受性。
２．１．３　 低温胁迫对电子传递速率（ＥＴＲ）的影响

ＥＴＲ 为表观光合电子传递速率，是光合作用中光能转

化最大效率的一种度量，可以反映光合机构机能的变

化［３，２２］。 如图 ３ 所示，在低温胁迫后，非转基因型烟草的

电子传递效率极显著低于转基因型烟草的 ＥＴＲ 值（Ｐ＜０．
０１）并且降幅较大。 在正常生长条件下，组成型表达

ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草电子传递效率显著高于非转基因型烟

草，１６ ℃胁迫处理后转基因烟草的电子传递效率显著高于非转基因型烟草（Ｐ＜０．０５），随着胁迫温度的降低，转基

因烟草的电子传递效率极显著高于非转基因型。 在 ４ ℃胁迫处理后，非转基因型烟草电子传递效率下降 ５０％，组

５　 ２３ 期 　 　 　 杨晶　 等：低温胁迫对转新疆雪莲 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因烟草光合作用的影响 　
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成型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草电子传递效率下降 ３０％，诱导型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草电子传递效率下降 １６％，说
明在低温胁迫期间，转基因型烟草与非转基因型烟草相比，一定程度上改善了低温胁迫对烟草叶片表观光合量子

传递效率的抑制。

　 表 １ 　 正常生长条件下（３ 月龄）ＣＫ 型和 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草植物学

性状

Ｔａｂｌｅｌ １　 Ｂｏｔａｎｉｃａｌ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ ＣＫ ａｎｄ ｓｉｋＲｂｃｓ２ Ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ（３

ｍｏｎｔｈｓ）

株系 Ｔｙｐｅ ＣＫ ３５Ｓ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２ ＲＤ２９Ａ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２

叶形 Ｌｅａｆ ｔｙｐｅ 卵圆形 橄榄形 卵圆形

叶面
Ｌｅａｆ ｓｕｒｆａｃｅ 平 皱折 较平

叶缘
Ｌｅａｆ ｍａｒｇｉｎ 较平 皱折 较平

叶色
Ｌｅａｆ ｃｏｌｏｒ 绿 浓绿 深绿

叶片厚度
Ｌｅａｆ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ 中 厚 较厚

最大叶片长 ／ ｃｍ
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｅａｆ ２０．９１ １９．５６ ２１．４６

最大叶片宽 ／ ｃｍ
Ｗｉｄｔｈ ｏｆ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｅａｆ ９．５６ １１．８２ １１．５３

叶片数
Ｖａｎｅ ｎｕｍｂｅｒ １４ １８ １７

２．２　 低温胁迫对叶绿体色素含量的影响

通过对转基因型和非转基因型烟草的植物学性状

比较发现，转基因型烟草和非转基因型烟草有较大的区

别（结果如表 １ 所示）。 如叶色，非转基因型烟草叶色

呈绿色，组成型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草叶色呈浓绿

色，诱导型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草叶色呈深绿。 其次

叶片厚度有明显的差异，厚度依次为 ３５ｓ ∶ ｓｉｋＲｂｃｓ２ ＞
ＲＤ２９Ａ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２＞ＣＫ。 由此推断转基因烟草叶片叶绿素

含量可能高于非转基因型烟草，进一步对叶绿体色素含

量进行测定，结果如图 ４ 所示，组成型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基

因的烟草在正常生长条件下和低温处理处理期间，叶绿

素含量都显著高于非转基因型烟草，而诱导型表达

ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草在在正常生长条件下低于非转基因

型烟草，但随着胁迫程度的加剧，叶绿素含量缓慢上升，
非转基因型烟草则呈下降趋势。 叶绿素 ａ ／ ｂ 的比值在

１６℃胁迫后低于非转基因型烟草，随后缓慢上升。 组成

型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草在胁迫处理前后，叶绿素 ａ
和叶绿素 ｂ 含量显著高于非转基因型烟草，而诱导型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草与非转基因型烟草相比变化不

显著，但随着胁迫温度的降低，其值有一定的波动。 与叶绿素含量相似，类胡萝卜素（Ｃａｒ）含量的变化是转基

因烟草随胁迫温度的降低有一个动态变化的过程，而非转基因型烟草呈下降趋势。
２．３　 低温胁迫对光合特性的影响

由图 ５ 可知，低温对于烟草植物的净光合速率，气孔导度，蒸腾速率影响很大，不论是转基因烟草还是非

转基因型烟草，在 １６ ℃处理 ７２ 小时后，净光合速率，气孔导度，蒸腾速率急剧下降，并在持续的低温处理期

间，一直处于较低的水平。 转基因烟草和非转基因型烟草胞间 ＣＯ２浓度随着温度梯度的呈下降趋势，转基因

烟草下降趋势趋缓，并在 １６ ℃—４ ℃区间维持相对较高的水平。 通常认为植物在受到逆境胁迫时，净光合速

率的下降是由以下两种因素引起，一种是气孔因素，另一种是非气孔因素［２３，２４］。 当净光合速率下降是由于气

孔关闭导致细胞间隙 ＣＯ２浓度降低从而降低了光合能力说明是由气孔因素引起的。 当净光合速率和气孔导

度下降的同时胞间 ＣＯ２浓度却上升，即净光合速率的降低是由非气孔因素引起的。 本试验结果表明在低温胁

迫下非转基因型烟草和转基因型烟草的净光合速率下降主要是由气孔关闭引起的。
２．４　 低温胁迫对生长发育及生物量的影响

２．４．１　 低温胁迫对叶片生长指数、株高、直径的影响

如图 ６ 所示，在低温胁迫处理 １２ 天后，非转基因型烟草叶片生长指数 ＰＩ 基本不变，表明其生长基本停

止，转基因型烟草叶片生长指数与处理前相比有一定的增加，其中组成型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草增加

１２．１８％ ，诱导型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草增加 １０．５５％。 恢复处理 １４ 天后，非转基因型烟草 ＰＩ 值增加 ９．１％，
组成型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草增加 ３６．８１％ ，诱导型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草增加 ２２．６８％。 由此可见，在低

温胁迫解除后，转基因型烟草能够迅速恢复生长而非转基因型烟草恢复较慢。 株高、直径是对温度十分敏感

的主要农艺性状之一［２５］。 低温处理期间，非转基因型烟草的株高和直径基本不变，生长被抑制，转基因型烟

草在低温处理后及恢复后株高和直径都高于非转基因型烟草，其中株高极极显著高于非转基因型烟草。
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图 ４　 低温胁迫对 ＣＫ 型和 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草叶绿体色素含量的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ＣＫ ａｎｄ ｓｉｋＲｂｃｓ２ ｔｏｂａｃｃｏ

Ｃｈｌ ａ 为叶绿素 ａ（Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ）、Ｃｈｌ ｂ 为叶绿素 ｂ（Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｂ）、Ｃａｒ 为类胡萝卜素（Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ）；∗表示同一温度胁迫处理下 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟

草与 ＣＫ 型烟草相比差异达到显著水平（Ｐ＜０．０５）；∗∗表示同一温度胁迫处理下 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草与 ＣＫ 型烟草相比差异达到极显著水平（Ｐ＜
０．０１）

２．４．２　 低温胁迫对生长量的影响

低温处理对生长量的影响如表 ２ 所示，经持续低温处理后非转基因型烟草地上部分鲜重下降，而转基因

型烟草地上部分鲜重有比较明显的增加，其中组成型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草增加 ７４．４９％，诱导型表达

ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草增加 １９．５３％ 。 恢复 １４ 天后转基因型烟草和非转基因型烟草生长量都呈增加趋势，其中

组成型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草增加 ４３．１％，诱导型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草增加 ５５．５％，非转基因型烟草增

加 ２２．５５％。 对于地下部分而言，转基因型烟草根系比较发达，经低温处理后均导致了非转基因型烟草和转基

因型烟草鲜重的降低，在恢复处理后均有所升高。 通过干重的比较可以发现，经低温处理后，非转基因型烟草

的地上部分干重下降，而转基因型烟草地上部分干重有一定程度的增加，恢复 １４ 天后地上部分干重的增幅为

３５Ｓ：ｓｉｋＲｂｃｓ２（５０．２６％）＞ＲＤ２９Ａ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２（３８．４％）＞ＣＫ（２６．８８％）。 低温处理后地下部分干重并未下降，在恢复

过程中都有一定程度的升高，增幅变化为 ＲＤ２９Ａ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２（５８．９５％）＞ ３５Ｓ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２（４１．３４％）＞ＣＫ（３２．１４％）。

７　 ２３ 期 　 　 　 杨晶　 等：低温胁迫对转新疆雪莲 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因烟草光合作用的影响 　
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图 ５　 低温胁迫对 ＣＫ 型和 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草净光合速率（Ａ）、气孔导度（Ｂ）、胞间 ＣＯ２浓度（Ｃ）蒸腾速率（Ｄ）的影响

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ Ｐｎ、Ｇｓ、Ｃｉ、ａｎｄ Ｔｒ ｉｎ ＣＫ ａｎｄ ｓｉｋＲｂｃｓ２ ｔｏｂａｃｃｏ
Ｐｎ 为净光合速率（Ｎｅｔ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｒａｔｅ）、Ｇｓ 为气孔导度（Ｓｔｏｍａｔａｌ ｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ）、Ｃｉ 为胞间 ＣＯ２浓度（Ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ＣＯ２ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）、Ｔｒ 为蒸

腾速率（Ｔｒａｓｐｉｒａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ） ；∗表示同一温度胁迫处理下 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草与 ＣＫ 型烟草相比差异达到显著水平（Ｐ＜０．０５）；∗∗表示同一温度胁

迫处理下 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草与 ＣＫ 型烟草相比差异达到极显著水平（Ｐ＜０．０１）

表 ２　 低温处理对 ＣＫ 型和 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草地上部、地下部生长量的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ＦＷ、ＤＷ ｏｆ ｓｈｏｏｔ ａｎｄ ｒｏｏｔ ｉｎ ＣＫ ａｎｄ ｓｉｋＲｂｃｓ２ ｔｏｂａｃｃｏ

处理 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ 鲜重
Ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ（ｇ ／ 株）

干重
Ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ（ｇ ／ 株）

地上部 处理前 ＣＫ ２２．２７±２．０４ ２．０９±０．０８
Ｓｈｏｏｔ Ｂｅｆｏｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ３５Ｓ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２ ２６．６６±２．９０ ２．６９±０．６７

ＲＤ２９Ａ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２ ２５．６±１．４７ ２．４３±０．２２
处理后 ＣＫ ２１．２±２．５７ １．８６±０．８５
Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ３５Ｓ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２ ４６．５２±２．７９∗∗ ３．９２±０．３２∗∗

ＲＤ２９Ａ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２ ３０．６±２．３１ ２．５±０．３８
恢复后 ＣＫ ２５．９８±０．６０ ２．３６±０．９０
Ａｆｔｅｒ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ３５Ｓ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２ ６６．５７±２．４９∗∗ ５．８９±０．１８∗∗

ＲＤ２９Ａ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２ ４７．４６±２．１７∗∗ ３．４６±０．４２
地上部 处理前 ＣＫ １．７１±０．７６ ０．２４±０．０４
Ｓｈｏｏｔ Ｂｅｆｏｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ３５Ｓ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２ ５．６±１．２０ ０．８６±０．１６∗∗

ＲＤ２９Ａ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２ ３．３２±１．３９ ０．４７±０．１９∗∗

处理后 ＣＫ １．４５±０．２７ ０．２８±０．０６
Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ３５Ｓ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２ ５．５３±０．３２∗∗ １．０４±０．１２∗∗

ＲＤ２９Ａ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２ ３．２８±０．４３∗∗ ０．５６±０．１７∗∗

恢复后 ＣＫ ２±０．８１ ０．３７±０．１３
Ａｆｔｅｒ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ３５Ｓ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２ ６．３３±１．０６∗∗ １．４７±０．１７∗∗

ＲＤ２９Ａ ∶ｓｉｋＲｂｃｓ２ ４．１２±０．４３∗ ０．８９±０．０５∗∗

　 　 处理后指从 １６—４ ℃持续低温 １２ 天后；恢复后指从低温处理后放置正常生条件下 １４ 天后；∗表示相同处理下 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草与 ＣＫ 型烟草

相比差异达到显著水平（Ｐ＜０．０５）；∗∗表示相同处理下 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草与 ＣＫ 型烟草相比差异达到极显著水平（Ｐ＜０．０１）

８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３５ 卷　
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图 ６　 低温胁迫对 ＣＫ 型和 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草叶片生长指数、株高和直径的影响

　 Ｆｉｇ． ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ＰＩ 、ｓｈｏｏｔ ｌｅｎｇｈｔ ａｎｄ ｓｔｅｍ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｉｎ ＣＫ ａｎｄ ｓｉｋＲｂｃｓ２ ｔｏｂａｃｃｏ

处理后指从持续低温 １６ ℃—４ ℃的 １２ 天后；恢复后指从低温处理后放置正常生条件下 １４ 天后；∗表示同一温度胁迫处理下 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型

烟草与 ＣＫ 型烟草相比差异达到显著水平（Ｐ＜０．０５）；∗∗表示同一温度胁迫处理下 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 型烟草与 ＣＫ 型烟草相比差异达到极显著水平

（Ｐ＜０．０１）

当前，对于 Ｒｕｂｉｓｃｏ 小亚基在抗逆方面尤其是光保护机制的研究几乎是空白。 本研究发现，表达新疆雪

莲 Ｒｕｂｉｓｃｏ 小亚基 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因的烟草，不仅对光合系统具有良好的低温光保护作用，而且能够使转基因植物

在低温条件下具有良好的生长特性。 在正常的生长条件下，转基因型烟草在形态上与非转基因型烟草表现出

明显的区别。 转基因型烟草叶色深，叶片厚，叶面皱折，长宽比减小，根系发达，生长快。 这与高山植物叶绿体

小而多，叶片厚，栅栏组织发达相类似。 诱导型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因烟草和组成型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 烟草与非转基因

型烟草相比表现出明显的高山植物光合机构特点的趋向性，这说明 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因对于植物生态适应性的表型

发育可能具有一定调节作用。
植物在受到逆境胁迫时，叶绿体色素的含量和组成会发生相应的变化，能够反映植物光合能力的强

弱［２６］。 转基因烟草在正常和低温胁条件下，叶绿素的含量显著高于非转基因型烟草，保持了较高的光能捕获

能力。 在低温胁迫条件下，转基因烟草的 ＰＳＩＩ 最大光化学效率（Ｆｖ ／ Ｆｍ）显著高于非转基因型烟草，而且转基

因型烟草的 ｑＰ 下降缓慢，电子传递效率 ＥＴＲ 值也显著高于非转基因型烟草，说明转基因型烟草能够保持较

高的光合电子传递效率，产生较多的同化力以满足暗反应过程的需求。 生物量的测定也证明：在持续的低温

胁迫条件下，转基因型烟草鲜重，干重都远高于非转基因型烟草。
值得一提的是转基因烟草的净光合速率对低温处理更敏感，虽然随着低温处理强度增加和时间的延长，

转基因烟草的净光合速率有缓慢增高的趋势，但总体上净光合速率的水平与非转基因型烟草相差不大。 那为

什么非转基因型烟草在低温处理期间，净同化产物为负增长，而转基因植物却产生较多的净同化产物呢？ 在

光周期 １２ ｈ ／ １２ ｈ 处理期间，非转基因型烟草全天的呼吸消耗大于净光合速率，而转基因烟草植株一方面可能

由于处理前期的生长量大，用于光合作用的叶面积较多，另一种方面转基因植物电子传递效率较好，产生的同

９　 ２３ 期 　 　 　 杨晶　 等：低温胁迫对转新疆雪莲 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因烟草光合作用的影响 　
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化力积累较多，可能在非光照条件下，能够重新利用呼吸作用产生的 ＣＯ２用于暗反应中的碳同化。
较高的电子传递效率，能够产生更多的 ＡＴＰ 和 ＮＡＤＰＨ，这对于低温条件生长的植物可能是重要的。 非

转基因型烟草在低温胁迫下，光化学猝灭系数 ｑＮ 处在一个较低的水平，Ｆｏ 上升，Ｆｖ ／ Ｆｍ 下降，有效电子传递

效率 ＥＴＲ 降低，表明 ＰＳⅡ反应中心发生部分失活或伤害，降低了反应中心对激发能的捕获能力和光合电子由

ＰＳⅡ反应中心向质体醌（ＱＡ，ＱＢ，ＰＱ）库传递。 而转基因烟草 Ｃｈｌａ ／ Ｃｈｌｂ 比值较高，而较高的叶绿素 ａ ／ ｂ 也是

高山植物对低温和强光辐射等多变环境的适应［１８，１９］，Ｃｈｌａ ／ ｃｈｌｂ 比值的变化可以反映出两个光系统核心复合

物与外周天线组分对低温的敏感性和损伤程度［２７］。 同时，转基因烟草还含有较高水平的类胡萝卜素，它与热

能的耗散密切相关，能够帮助植物耗散过多的光能来抵御光造成的损伤［２８］。 这说明转基因烟草具有较好的

光合保护力，在低温条件下维持较高的线性电子传递能力。
ＲＤ２９Ａ 的启动子具有冷诱导的特点，由它驱动的 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因在烟草中的表达，在低温条件下，表现出与

组成型表达 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因烟草相似的 Ｆｖ ／ Ｆｍ、ＥＴＲ、ｑＰ、ｑＮ 和净干物积累较多的光合特性，说明 ｓｉｋＲｂｃｓ２ 基因

在提高烟草植物的低温光合中起到了重要作用，这种作用是否是由于改变了 Ｒｕｂｉｓｃｏ 羧化酶 ／加氧酶特性还

不清楚，需要进一步的研究确定。
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