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过表达胡杨 PeCPK7 提高拟南芥耐盐性
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摘要:【目的】研究胡杨 PeCPK7在植物耐盐过程中的作用，旨在进一步揭示植物耐盐的生理与分子调控机制。【方法】根

据 NCBI基因组数据库中胡杨 PeCPK7 CDS序列，克隆 PeCPK7基因，利用 DNAMAN进行氨基酸序列比对，并用Mega 7

软件进行进化树构建。以过表达 PeCPK7拟南芥（PeCPK7-OE1、PeCPK7-OE2和 PeCPK7-OE3）、野生型（WT）和转空载

体对照（VC）拟南芥株系为试验材料，对各基因型拟南芥进行不同盐浓度处理，从生理生化和分子生物学水平研究胡杨

PeCPK7在盐胁迫中的响应机制。【结果】（1）  PeCPK7蛋白与其他物种中的 CPK7有高度相似性，并与毛果杨

PtrCPK7家族亲缘关系最近。（2）盐处理胡杨幼苗，PeCPK7的相对表达量在盐胁迫 6 h后达到最大值，至 48 h时恢复至

最初状态。（3）PeCPK7定位于细胞质中。（4）在盐处理后，过表达 PeCPK7拟南芥株系的生存率和根长均显著高于野生

型（WT）和转空载体（VC）拟南芥；并且根细胞膜受损伤程度显著低于 WT和 VC。（5）在根中积累的 Na+和 H2O2 显著低

于 WT和 VC，Ca2+显著高于 WT和 VC；并且 Na+外排和 K+内流显著高于 WT和 VC。（6）盐胁迫下，过表达株系的超氧

化物歧化酶、过氧化物酶和过氧化氢酶活性升高幅度显著高于WT和 VC。（7）过表达株系的叶绿素含量、PSⅡ最大光量

子效率、实际光合量子产量、相对电子传递速率和光合速率高于WT和 VC，而胞间 CO2 浓度低于WT和 VC。【结论】过

表达胡杨 PeCPK7能够提高拟南芥的耐盐能力，本研究将为利用基因工程提高植物的耐盐性提供理论依据。
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Abstract: [Objective] This study aimed to reveal the physiological and molecular regulation mechanisms
of PeCPK7  in  plant  salt  stress  tolerance. [Method] According  to  the  CDS of PeCPK7  in  NCBI  genome
database,  the PeCPK7  was  cloned,  DNAMAN was  used  for  amino  acid  sequence  alignment,  and  Mega  7
software was used for evolutionary tree construction. The mechanism of PeCPK7 in salt stress was studied
from the  level  of  physiology,  biochemistry  and  molecular  biology  by Arabidopsis  thaliana  overexpressed
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lines  (PeCPK7-OE1,  PeCPK7-OE2  and  PeCPK7-OE3),  the  wild-type  (WT)  and  vector  control  (VC)  as
experimental materials. [Result] (1) PeCPK7 was highly similar to CPK7 in other species, and was closely
related  to  PtrCPK7  family  of  Populus  trichocarpa.  (2)  In  salt-treated  Populus  euphratica  seedlings,  the
relative expression of PeCPK7 reached the maximum after 6 h of salt stress, and recovered to the initial state
at 48 h. (3) PeCPK7 was localized in the cytoplasm. (4) After salt treatment, the survival rate and root length
of overexpression lines were significantly higher than those of WT and VC. (5) Na+ and H2O2 accumulated
in the root were significantly lower than those of WT and VC, and Ca2+ was significantly higher than WT
and VC. The Na+ efflux and K+ influx were significantly higher than WT and VC. (6) Under salt stress, the
activity  of  antioxidant  enzymes  (SOD,  POD,  CAT)  of  overexpression  lines  were  significantly  higher  than
WT and  VC.  (7)  The  decrease  of  chlorophyll  content,  PSII.  maximum optical  quantum  efficiency,  actual
photosynthetic quantum yield, relative electron transfer rate and the photosynthetic rates of overexpression
lines were higher than those of WT and VC, while the intercellular CO2 concentration was lower than WT
and VC. [Conclusion] Overexpression  of PeCPK7 gene  can  improve  salt  stress  tolerance  of Arabidopsis
thaliana,  which  will  provide  a  theoretical  basis  for  improving  plant  salt  tolerance  through  genetic
engineering.
Key words: Populus euphratica;  salt  stress; calcium dependent  protein kinase; PeCPK7;  ion homeostasis;
ROS

非生物胁迫是指在植物的生长发育过程中，干

旱、盐碱、重金属等非生物因素对植物产生的不良影

响[1]。其中，盐胁迫是造成植物减产的主要因素之

一。经过漫长的进化过程，植物形成了复杂的分子

调控机制来响应和抵御盐胁迫[2−3]。

Ca2+是植物体内重要的第二信使，在植物生长

发育和逆境适应过程中起到重要的调控作用[4]。钙

调素（Calmodulin，CAM）、钙调神经磷酸酶 B蛋白

（Calcineurin B-like protein，CBL）和钙依赖型蛋白激

酶（Calcium dependent  protein kinases，CDPKs）是植

物中 3类主要的 Ca2+信号感受器 [5−6]。其中 CDPKs
具有 4种典型的结构域：N末端的可变域、Ser/Thr
蛋白激酶域、自抑制域和类钙调素结合域[7]。CDPKs
能够感知 Ca2+浓度的变化，通过磷酸化底物蛋白

进行信号转导，调控植物响应非生物胁迫[8]。在干

旱和盐胁迫条件下，增加 Ca2+的水平和内源性脱落

酸（ABA）含量能激活 AtCPK6信号转导，过表达

AtCPK6的拟南芥植株的耐旱性和耐盐性增强[9]。过

表达 AtCPK23拟南芥植株的耐旱性和耐盐性降低[10]。

AtCPK4和 AtCPK11参与 ABA信号通路，AtCPK4
和 AtCPK11的过表达提高了植物的耐旱性；且在盐

胁迫下，AtCPK4和 AtCPK11过表达植株能提高植

物耐盐性[11]。

胡杨（Populus euphratica）属于杨柳科杨属，是

分布于干旱荒漠的盐碱地区并能成林的高大落叶乔

木，别名异叶杨，是典型的异形叶植物，雌雄异株，

具有耐盐碱、耐涝、抗干旱、抗贫瘠、抗风沙等抗逆

的优良特性，常被用作研究逆境胁迫响应的模式物

种[12]。ABA、乙烯、一氧化氮、过氧化氢、胞外 ATP、
硫化氢和 Ca2+等多种信号分子，可参与介导盐胁迫

反应 [13−15]。胡杨 PeGLABRA3、PeWRKY1、PeRIN4、
PeREM6.5均能提高植物的耐盐能力 [16−19]。本实

验室前期的 RNA-seq结果显示，盐胁迫能够提高

PeCPK7的表达，暗示了 PeCPK7可能参与调控胡杨

响应盐胁迫信号。本文在实验室研究基础上，克隆

了 PeCPK7基因，并转化到拟南芥中，研究了胡杨

PeCPK7在植物盐胁迫中的作用，旨在进一步揭示植

物抗盐的生理与分子机制，为抗逆良种的选育提供

参考，为利用基因工程提高植物的耐盐性提供理论

依据。 

1   材料与方法
 

1.1    试验材料

一年生胡杨苗，栽种于北京林业大学苗圃。哥

伦比亚型拟南芥（Columbia ecotype， Col_0）、拟南芥

转空载体 VC（pCAMBIA-1300）、亚细胞定位载体

pCAMBIA1300GFP和 PYR1-mCherry质粒为实验

室前期保存。Na+特异性荧光探针（CoroNa-Green
AM）、H2O2 特异性荧光探针（H2DCFDA/DCFH-DA）
和 Ca2+特异性荧光探针（Rhod-2/AM）购买于 Life
technologies公司。大肠杆菌 DH5α感受态细胞、农

杆菌 GV3101和质粒小提试剂盒购自天根生化科技

有限公司，胡杨叶片提取试剂盒、反转录试剂盒、荧

光定量 PCR试剂盒由北京擎科生物公司提供，引物

合成由北京睿博兴科公司、北京擎科生物公司完成，

测序由北京华大基因科技有限公司完成。 
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1.2    基因克隆与序列分析 

1.2.1    PeCPK7 基因克隆

从 NCBI基因组数据库中获取胡杨 PeCPK7基
因序列，以其编码序列（coding sequences，CDS）为模

板，使用 primer5设计引物（表 1）。TRIzon法提取胡

杨叶片总 RNA，去除基因组 DNA，反转录成 cDNA
进行 PCR扩增，反应体系为 2 × Flash酶 12.5 μL，
ddH2O 8.5  μL，cDNA 2 μL，上、下游引物各 1 μL。
PCR扩增反应程序为第 1阶段 95 ℃ 5 min；第 2阶
段 90 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 2 min，33个循环；第

3阶段 72 ℃ 5 min；第 4阶段 4 ℃ 恒温。胶回收扩

增产物，将纯化后的产物与 T载体 16 ℃ 过夜连接，

连接体系为 pMD18-T Vector 0.5 μL，回收产物 5 μL，
Solution Ⅰ 4.5 μL。从−80 ℃ 超低温冰箱中取大肠

杆菌 DH5α感受态细胞，将连接好的质粒转化到感

受态细胞中，在含有氨苄青霉素的 LB平板上筛选

阳性克隆，菌液 PCR鉴定并进行测序。 

1.2.2    PeCPK7 氨基酸序列比对与系统进化树构建

利用 NCBI数据库（http://www.ncbi.nhn.nih.gov/
blast）获取毛果杨 （Populus  trichocarpa）、毛白杨

（Populus tomentosa）、可可（Theobroma cacao）、棉花

（Gossypium hirsutum）、拟南芥（Arabidopsis thaliana）、
芥菜（Capsella rubella）、萝卜（Raphanus sativus）、甘蓝

（Brassica  oleracea）、番茄 （Solanum  lycopersicum）、
大豆（Glycine max）、水稻（Oryza sativa）、玉米（Zea
mays）等其他植物的 CPK7同源蛋白序列。通过

DNAMAN软件进行 CPK7氨基酸序列比对，系统

进化树由 Mega7软件（http://www.megasoftware.net/
index.php）构建。 

1.2.3    胡杨叶片 PeCPK7 表达

从北京林业大学苗圃挑选长势一致且良好的胡

杨苗，用 75 mmol/L NaCl溶液处理胡杨苗，检测 0、
3、6、12、24、48 h时胡杨叶片 PeCPK7表达量，将处

理过的胡杨苗摘取叶片并迅速用液氮冻存，及时提

取总 RNA，将得到的 RNA去除基因组 DNA。以反

转录得到的 cDNA为模板，胡杨 PeActin7为内参基

因，进行荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测。RT-qPCR
所用引物见表 1，重复 3次试验。荧光定量 PCR反

应程序为第 1阶段 95 ℃  10  min；第 2阶段 95 ℃
10 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 32 s，35个循环。熔解曲线分

析为 95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 15 s。
用 2−ΔΔCt 公式计算目的基因的表达量。 

1.3    转基因拟南芥阳性植株的获取和筛选 

1.3.1    植物表达载体的构建

将重组质粒 pMD18-T-PeCPK7和表达载体

pCAMBIA1300用 SalⅠ和 KpnⅠ双 酶 切 2  h，琼

脂 糖 凝 胶 回 收 、纯 化 PeCPK7的 CDS区 域 和

pCAMBIA1300载体酶切片段，16 ℃ 过夜连接回

收产物，连接体系为载体 1 μL，目的片段 6 μL，T4
DNA连接酶 2 μL，Buffer 1 μL。然后转入大肠杆菌

DH5α感受态细胞，在含有卡那霉素的 LB平板上筛

选阳性克隆。菌液 PCR鉴定及测序，提取质粒，用

于后续试验。 

1.3.2    转基因植株的获得

将重组质粒 pCAMBIA1300-PeCPK7和表达

载体 pCAMBIA1300转入农杆菌 GV3101感受态

细胞中，混匀并冰浴 30 min，液氮 5 min，37 ℃ 水浴

5 min，冰浴 5 min。向上述液体中加入 500 μL LB，
200 r/min、28 ℃ 振荡培养 3 ~ 4 h。将菌液涂在加入

利福平和卡那霉素的 LB平板培养基中，筛选阳性

克隆并测序鉴定。选取转化成功的农杆菌扩繁，通

过沾花法侵染 T0代拟南芥，收获的种子为 T1代。 

1.3.3    阳性植株的筛选

将 T1代种子播种到含有潮霉素的 1/2MS培养

基上，4 ℃ 低温层积 2 d后放置在光照培养间培养，

生长 7 ~  9   d后将其移栽到土中继续生长，收获

T2代种子，继续将 T2代种子播种于含潮霉素的

1/2MS培养基上生长，之后进行 3∶1分离比筛选，筛

选出抗性植株转移到土壤，待幼苗长大后提取叶片

DNA进行鉴定，收获 T3代种子。使用 TRIzon法提
 

表 1    本试验所用引物序列

Tab. 1    Primer sequences used in this experiment

引物名称
Primer name

上游引物 （5′—3′）
Forward primer （5′−3′）

下游引物 （5′—3′）
Reverse primer （5′−3′）

PeActin7 ATTGGCCTTGGGGTTAAGAG CACACTGGAGTGATGGTTGG

AtACTIN2 GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG AACGACCTTAATCTTCATGCTGC

AtSOD AGGAAACATCACTGTTGGAGAT GAGTTTGGTCCAGTAAGAGGAA

AtPOD CGTGCCCTTCATATTGTTGG GACGCCATCAACAACGAGTC

AtCAT AGGATCAAACTTTGAGGGGTAG CTTGTGGTTCCTGGAATCTACT

PeCPK7 GGGGCCCGGGGTCGACATGGGT
AATTGCTGTGTAACCCC

CCCTTGCTCACCATGGTACCA
CTGGCTACCTGCAGTGATCC

PeCPK7-RT-qPCR TGCTGTAACCAATGAATCCGG TAATGCGCCAAGATATCCCTTC
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取 T3代野生型、转基因和转空载体株系的总 RNA，
反转录为 cDNA后，进行 RT-qPCR检测。反应程序

同上，扩增产物长度为 81 bp，琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.4    pCAMBIA1300GFP-PeCPK7 定位载体的构建

和亚细胞定位

将载体 pCAMBIA1300GFP用 SalⅠ和 KpnⅠ进

行双酶切，同时以 PeCPK7基因序列为模板进行 PCR，
回收并纯化酶切产物和 PCR产物，连接后转化至大

肠杆菌 DH5α感受态细胞中，在含有卡那霉素的

LB平板上筛选阳性克隆，菌液 PCR并测序鉴定。提

取质粒并转化到农杆菌 GV3101感受态细胞中，在

加入利福平和卡那霉素的 LB平板培养基中筛选阳

性克隆并测序。选取转化成功的农杆菌扩繁，同时

将 PYR1-mCherry农杆菌菌种扩繁，将二者按照体

积 1∶1的比例均匀混合，测定 OD值，然后将混合后

的菌液瞬时转化至烟草叶片，室温暗培养 2 d后，用
激光共聚焦显微镜观测 PeCPK7的亚细胞定位。 

1.5    盐胁迫下转基因拟南芥耐盐性检测 

1.5.1    种子生存率

将筛选得到的 T3代拟南芥各株系的种子分别

播种于不同浓度梯度（0、50、75、100  mmol/L）的
NaCl的 1/2MS培养基上。以不含 NaCl（0 mmol/L
NaCl）作为对照，每个株系播种 50粒种子，每种处理

做 3组重复。4 ℃ 低温层积处理 2 d后置于培养箱

中培养，记录 7 d后种子生存率。 

1.5.2    根　长

将筛选得到的 T3代拟南芥各株系的种子分别

播种于不同浓度梯度（0、50、75、100  mmol/L）的
NaCl的 1/2MS培养基上。以不含 NaCl（0 mmol/L
NaCl）作为对照，每个株系播种 10粒种子，每种处理

做 3组重复。4 ℃ 低温层积处理 2 d后置于培养箱

中垂直生长，拍照并使用 ImageJ软件测量植株竖直

生长 7 d后的根长。 

1.5.3    相对电导率

将筛选得到的 T3代拟南芥各株系的种子分别

播种于 0、75 mmol/L NaCl的 1/2MS培养基上。生

长 7 d后取出拟南芥幼苗，加入去离子水，室温放置

24 h后测定溶液的电导率，记为 EC1；沸水浴 30 min，
冷却至室温后测定电导率，记为 EC2；细胞膜的透

性用叶片的相对电导率（EL）来表征，EL为 EC1与
EC2的比值乘以 100%。每种处理做 3组重复。 

1.6    非损伤微测技术测定拟南芥根尖 Na+和 K+离

子流

将筛选得到的 T3代拟南芥各株系的种子播

种于 1/2MS培养基上生长 7  d，然后移至含有 0、
75 mmol/L NaCl的 1/2MS液体培养基中处理 12 h。

使用非损伤微测技术检测各株系根尖分生区的 Na+

和 K+离子流。每种处理做 3组重复。 

1.7    盐胁迫下转基因拟南芥 Na+、H2O2 和 Ca2+含量

的测定

将筛选得到的 T3代拟南芥各株系种子播种于

1/2MS固体培养基上生长 7  d，然后移至含有 0、
75 mmol/L NaCl的 1/2MS液体培养基中处理 12 h。
首先，各株系取 15棵幼苗移至含有 10 mmol/L Na+

特异性荧光探针（CoroNa-Green AM）溶液中，避光

孵育 2 h，ddH2O清洗 4次后，用 Leica SP8激光共聚

焦显微镜（Leica，德国）检测 Na+荧光强度，激发波长

为 488 nm，发射波长为 510 ~ 530 nm，通过 ImageJ
软件计算相对荧光强度。其次，各株系取 15棵幼苗

移至含 10 mmol/L H2O2 特异性荧光探针（H2DCFDA/
DCFH-DA）的溶液中，避光孵育 15 min，ddH2O清

洗 4次后，用 Leica  SP8激光共聚焦显微镜检测

H2O2 荧光强度，激发波长为 488 nm，发射波长为

510 ~ 530 nm，通过 ImageJ计算相对荧光强度。最

后，各株系取 15棵幼苗移至含有 10 mmol/L Ca2+特
异性荧光探针（Rhod-2/AM）的溶液中，避光孵育

2 h，ddH2O清洗 4次后，用 Leica SP8激光共聚焦显

微镜检测 Ca2+荧光强度，激发波长为 522 nm，发射

波长为 578 nm，通过 ImageJ计算相对荧光强度。以

上每种处理均做 3组重复。 

1.8    盐胁迫下转基因拟南芥抗氧化酶活性的测定以

及抗氧化酶相关基因表达水平的检测

将筛选得到的 T3代拟南芥各株系种子分别播

种于 0、75 mmol/L NaCl的 1/2MS培养基上。生长

10 d后取 0.1 g各株系幼苗并在液氮中研磨成粉末，

加入提取液，用于测定超氧化物歧化酶（superoxide
dismutase，SOD）、过氧化物酶（peroxidase，POD）、过
氧化氢酶（catalase，CAT）活性。TRIzon法提取总

RNA并反转录成 cDNA，以拟南芥 AtACTIN2 基因

为内参，通过 RT-qPCR检测 AtSOD、AtPOD、AtCAT
基因的表达水平。每种处理做 3组重复。 

1.9    盐胁迫下转基因拟南芥生理参数的测定

将在 1/2MS培养基上生长 10 d的拟南芥各株

系移至营养土中，保持土壤湿度。生长 15 d后，选取

长势一致且良好的幼苗分别进行正常浇水处理和用

75 mmol/L NaCl溶液处理 10 d，以正常浇水的幼苗

作为对照，测定叶绿素荧光参数、叶绿素含量和光合

参数。每个株系重复 3次，取平均值。 

1.9.1    叶绿素荧光参数

挑选长势一致且良好的拟南芥幼苗，用调制叶

绿素荧光仪 Junior-PAM（德国 WALZ）测定黑暗处

理 30 min的拟南芥叶片的叶绿素荧光参数，包括
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PSⅡ最大光量子效率（Fv/Fm）、实际光合量子产量

（YⅡ）和相对电子传递速率（ETR）。每个株系重复

3次，取平均值。 

1.9.2    叶绿素含量的测定

挑选长势一致且良好的拟南芥幼苗，用便携式

叶绿素仪 SPAD-502-PLUS测定叶绿素含量，以 SPAD
值表示。每个株系重复 3次，取平均值。 

1.9.3    光合参数的测定

挑选长势一致且良好的拟南芥幼苗，用便携式

光合测量仪（Li-6400XT）测定光合参数，包括净光合

速率（Pn）和胞间二氧化碳浓度（Ci）。每个株系重复

测定 3次，取平均值。 

1.10    数据分析

试验数据通过 Excel、Mega7、DNAMAN、ImageJ
软件进行处理和统计，Graphpad Prism8绘图。通过

SPSS 25.0进行单因素方差分析，显著性水平均小于

0.05。 

2   结果与分析
 

2.1    PeCPK7 基因的克隆与氨基酸序列分析

将胡杨 PeCPK7与毛果杨、毛白杨、可可、棉花、

拟南芥、芥菜、萝卜、甘蓝、番茄、大豆、水稻、玉米的

CPK7同源蛋白进行氨基酸序列分析。PeCPK7氨基

酸与其他物种 CPK7同源序列的同源性保持在

75.91% ~ 99.06% 之间，说明 PeCPK7在进化过程中

具有高度保守性（图 1A）。系统进化树分析结果表

明，PeCPK7与其他物种中的 CPK7有高度相似性，

并与毛果杨 PtrCPK7家族亲缘关系最近（图 1B）。 

2.2    PeCPK7 基因在胡杨叶片中的表达模式

用 75 mmol/L NaCl处理胡杨幼苗，测定在盐处

理 0、3、6、12、24、48 h后胡杨叶片 PeCPK7的表达

量，随着 NaCl处理时间的增加，胡杨 PeCPK7的表

达量在处理 6 h后达到最高值，并且显著高于对照，

约为 0 h时表达量的 2倍，12 h时开始下降，但仍显

著高于对照，至 48 h时恢复至最初状态，与对照无

显著差异（图 2）。 

2.3    PeCPK7 转基因拟南芥的筛选与鉴定

DNA鉴定结果（图 3A）显示：目的片段为 1 605 bp，
野生型（WT）和转空载（VC）没有条带，其他株系在

1 000 ~ 2 000 bp之间有单一条带，之后继续培养至

T3代。为确定不同株系 PeCPK7的表达水平，提取

T3代拟南芥各株系的总 RNA，反转录为 cDNA，用
荧光定量的方法进行鉴定。相较于WT和VC，PeCPK7
在所有转基因株系中的表达量均有显著提高，选取

相对表达量较高株系 PeCPK7-OE1、PeCPK7-OE2
和 PeCPK7-OE3进行后续试验（图 3B）。 

2.4    PeCPK7 的亚细胞定位

将 PeCPK7-GFP的融合蛋白与 ABA的受体

PYR1-mCherry同时在烟草细胞中瞬时表达。PeCPK7
与 GFP的融合蛋白，定位于细胞质中，PYR1-mCherry
定位于细胞质和细胞核中，共定位后，PeCPK7-GFP
的绿色荧光与 PYR1-mCherry的红色荧光在细胞质

重叠，说明 PeCPK7定位于细胞质中（图 4）。 

2.5    盐胁迫下拟南芥在土壤中的生长状态

将 WT、 VC和 过 表 达 株 系 （PeCPK7-OE1、
PeCPK7-OE2和 PeCPK7-OE3）播种到 1/2MS培养基

上，生长 7 d后移到土壤中培养 15 d后，用 75 mmol/L
NaCl处理 10 d，WT和 VC的叶片小且出现了变黄

现象，过表达株系长势良好，叶片较绿，没有明显变

黄现象（图 5）。 

2.6    盐胁迫下拟南芥的种子生存率

将拟南芥各株系分别播种到含 0、 50、 75、
100 mmol/L NaCl的 1/2MS培养基上，生长 7 d。在
无盐培养基上长势一致且无显著差异，而在加入

NaCl的培养基上，PeCPK7-OE1、PeCPK7-OE2和
PeCPK7-OE3的长势均明显好于WT与 VC（图 6A）。
50 mmol/L NaCl处理后，过表达株系的种子生存率

为 86% ~ 96%，显著高于WT（84%）和 VC（84%）；当
NaCl浓度达到 75 mmol/L 时，过表达株系种子生存

率保持在 85% ~ 92%，WT和 VC仅为 78% 和 76%；
NaCl浓度达到 100 mmol/L时，过表达株系种子生

存率在 76% ~ 86%，WT和 VC仅为 72%、70%，过
表达株系与WT和 VC差异显著（图 6B）。以上结果

说明，在盐胁迫处理下，拟南芥各株系的生长均受到

抑制，但是过表达拟南芥的生存率明显高于野生型

与转空载体。这说明 PeCPK7基因能够提高拟南芥

的耐盐性。 

2.7    盐胁迫下拟南芥的根长变化

在无盐培养基上各株系拟南芥根长生长无显著

差异，经过 NaCl处理后，各浓度梯度的转基因株系

（PeCPK7-OE1、PeCPK7-OE2和 PeCPK7-OE3）的主

根均显著长于 WT与 VC拟南芥，其中 75 mmol/L
NaCl处理下各株系的表型区别更为显著，并且不会

严重抑制拟南芥生长，本文以 75 mmol/L NaCl作为

后续试验的处理浓度（图 7A，B）。 

2.8    盐胁迫下转基因拟南芥相对电导率的变化

通过检测盐处理后各株系的相对电导率的变

化，对盐处理条件下各株系细胞膜受损伤程度进行

比较分析。图 8显示：75 mmol/L NaCl处理后，所有

拟南芥株系的相对电导率与对照（0 mmol/L）相比都

显著增加，说明高浓度的 NaCl破坏了根细胞膜的完

整性。其中WT和 VC的相对电导率分别升高了 25%
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和 24%，转基因株系的相对电导率分别增加了 12%、
10% 和 13%，升高的幅度小于 WT和 VC这 2个株

系，说明根细胞膜受损伤程度较小。这些结果说明

外源 PeCPK7的表达能够减轻盐胁迫对细胞膜造成

的损伤，提高植物抗盐的能力。 

2.9    盐胁迫下拟南芥 Na+含量的测定

在正常生长条件下，拟南芥各株系的 Na+含量

很弱且差异不大。经 75 mmol/L 盐胁迫处理后，各

株系相对荧光强度增强，根中 Na+含量增多（图 9）。
但转基因株系的相对荧光强度上升幅度显著低于

WT和 VC，说明 NaCl处理后，转基因株系根细胞积

累的 Na+更少。 

2.10    盐胁迫下拟南芥 H2O2 含量的测定

在正常生长条件下，拟南芥各株系的 H2O2 含量

很弱且无显著差异。经 75  mmol/L  NaCl处理后，

各株系相对荧光强度增强，但转基因株系的相对荧

光强度上升幅度显著低于 WT和 VC，说明 NaCl处
理后，转基因株系根细胞积累的 H2O2 更少，表明转

基因株系在盐胁迫下有较强的分解 H2O2 的能力

（图 10）。 
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图 1    胡杨 PeCPK7蛋白序列分析

Fig. 1    Alignment and phylogenetic analysis of PeCPK7
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2.11    盐胁迫下拟南芥 Ca2+含量的测定

Ca2+作为细胞内的第二信使，参与植物响应盐

胁迫的信号转导过程。在正常生长条件下，拟南芥

各株系的 Ca2+含量很弱且差异不大。经 75 mmol/L
盐胁迫处理后，转基因株系根尖 Ca2+的相对荧光强

度上升幅度显著高于 WT和 VC，说明 NaCl处理

后，转基因株系响应盐胁迫的能力增强，有助于提高

植物耐受盐胁迫的能力（图 11）。 

2.12    拟南芥在盐胁迫下的 Na+和 K+流

在 0 mmol/L NaCl处理时，Na+流速很低且各株

系无显著差异。经 75 mmol/L盐处理后，各株系 Na+

外流速度均大幅度提高，并且转基因株系的 Na+外
流速度显著高于WT和 VC（图 12A）。说明 PeCPK7
能显著提高拟南芥根外排 Na+的能力。

在 0 mmol/L NaCl处理时，K+流速很低且各株

系无显著差异。经 75 mmol/L盐处理后，各株系的

K+的内流速度明显增强，并且转基因株系的 K+内流

速度显著高于 WT和 VC。表明 PeCPK7能够减少

拟南芥根的 K+外流（图 12B）。 

2.13    盐胁迫下拟南芥的抗氧化酶活性及其相关基

因表达水平的变化

盐 处 理 后 ， PeCPK7-OE1、 PeCPK7-OE2和
PeCPK7-OE3的 SOD活性较 0 mmol/L NaCl处理显

著上升，而 WT和 VC则较 0  mmol/L  NaCl处理

显著下降（图 13A）；盐处理后拟南芥各株系的 POD
和 CAT活性较 0  mmol/L  NaCl处理均显著上升，

PeCPK7-OE1、 PeCPK7-OE2和 PeCPK7-OE3的上

升幅度显著高于WT和 VC（图 13B，图 13C）。
盐处理后，各株系 SOD、POD、CAT 基因的表
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图 2    盐胁迫下（75 mmol/L）胡杨叶片中 PeCPK7基因表达量的变化

Fig. 2    Changes of PeCPK7 gene expression in leaves of Populus
euphratica under salt stress (75 mmol/L)
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T2 genaration. B, expression level of PeCPK7 gene in wild-type (WT),
vector control (VC), PeCPK7-transgenic (OE1−6) Arabidopsis thaliana.

图 3    PeCPK7转基因拟南芥的鉴定

Fig. 3    Identification of PeCPK7-transgenic Arabidopsis thaliana
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PeCPK7-GFP与 PYR1-mCherry共定位。标尺 = 50 μm。PeCPK7-GFP co-localized with PYR1-mCherry. Scale bar = 50 μm.

图 4    PeCPK7的亚细胞定位

Fig. 4    Subcellular localization of PeCPK7
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图 5    拟南芥在 NaCl处理后的生长状态

Fig. 5    Growth state of Arabidopsis thaliana after NaCl treatment
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达量较 0  mmol/L  NaCl处理均显著提高，各基因

在转基因株系中的提高幅度均大于 WT和 VC，在
转基因株系中的表达量均显著高于 WT和 VC
（图 13D ~ F）。 

2.14    盐胁迫下拟南芥的叶绿素荧光参数

盐处理后，WT和 VC的 Fv/Fm 值有所下降，转基

因株系的 Fv/Fm 值有小幅上升，但与 0 mmol/L NaCl
处理相比，PeCPK7-OE1、PeCPK7-OE2和 PeCPK7-
OE3均没有显著差异（图 14A）。这说明，盐胁迫未

显著影响 PeCPK7过表达株系光反应中心。盐处理

后，拟南芥各株系的 ETR值均下降，但 WT和 VC
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图 6    不同浓度 NaCl处理对拟南芥种子生存率的影响

Fig. 6    Effects of different concentrations of NaCl treatment on seed survival rates of Arabidopsis thaliana
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图 7    NaCl处理对拟南芥根长生长的影响

Fig. 7    Effects of NaCl treatment on root length growth of Arabidopsis thaliana
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Fig. 8    Effects of NaCl treatment on relative conductivity of different
Arabidopsis thaliana lines
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的下降幅度更大，转基因株系与 0 mmol/L NaCl处
理相比差异不显著（图 14B）。盐处理后，WT和 VC
拟南芥的 YⅡ值有所降低，而转基因株系 PeCPK7-
OE1、PeCPK7-OE2和 PeCPK7-OE3的 YⅡ值升高，

转基因株系与 0 mmol/L NaCl处理相比差异不显著

（图 14C）。因此，盐处理未对拟南芥光反应中心造成

不可逆伤害。 

2.15    盐胁迫下拟南芥的叶绿素含量变化

在 0 mmol/L NaCl处理时，拟南芥各株系的叶

绿素含量无显著差异。使用 75 mmol/L NaCl溶液处

理 10 d后，拟南芥各株系的叶绿素含量都显著下

降，但 WT和 VC下降幅度更大。说明盐胁迫会影

响叶片叶绿素的含量，但转基因株系受到的影响较

小（图 15）。 

2.16    盐胁迫下拟南芥的光合参数变化

为了进一步确定 PeCPK7对盐胁迫下拟南芥碳

同化作用的影响，对拟南芥各株系的光合参数进行

测定。未经盐处理时，拟南芥各株系没有显著差异。
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图 9    NaCl处理后拟南芥各株系根细胞 Na+相对荧光强度的变化

Fig. 9    Changes of Na+ relative fluorescence intensity in root cells of Arabidopsis thaliana under NaCl treatment
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图 10    NaCl处理后拟南芥各株系根细胞 H2O2 相对荧光强度的变化

Fig. 10    Changes of H2O2 relative fluorescence intensity in root cells of different Arabidopsis thaliana lines under NaCl treatment
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在盐处理 10 d后，与 0 mmol/L NaCl处理相比，各株

系拟南芥的 Pn 值均显著降低，其中 PeCPK7-OE1、
PeCPK7-OE2和 PeCPK7-OE3的 Pn 下降幅度显著

低于 WT和 VC（图 16A）。未经盐处理的各株系胞

间二氧化碳浓度无显著差异，经 75 mmol/L盐处理

后，各株系 Ci 均升高，且转基因株系的升高幅度明

显小于WT和 VC（图 16B）。 

3   讨论与结论

全球超过 8亿 hm2 的可耕地受到土壤盐碱化的

不利影响，占世界农业用地总量的 6% 以上。过度灌

溉、森林砍伐、施肥和用盐污染水灌溉等人类活动会

导致排水不良、地下水位升高、内涝和根部盐分积

累。土壤盐碱化严重威胁着植物的生命周期，特别

是种子萌发、幼苗生长和生殖阶段，导致作物产量损

失[20]。因此，探究植物在盐胁迫下的作用机制，对培

育抗逆新品种具有重要意义。

本文研究了胡杨 PeCPK7在植物耐受盐胁迫中

的作用。盐胁迫处理能够提高 PeCPK7的表达量

（图 2），说明 PeCPK7可能是胡杨耐盐信号转导过程

中的信号分子。为了揭示 PeCPK7在盐胁迫调节中

的作用，将 PeCPK7基因转化到模式植物拟南芥中

进行表型鉴定。盐处理下，转基因植株的生存率、根

长均显著高于WT和 VC；转基因株系在盐胁迫下根

细胞膜受损伤程度较轻。这些结果说明，PeCPK7能
够提高拟南芥耐盐性。 Jiang等 [21]发现玉米（Zea
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图 11    NaCl处理后拟南芥各株系根细胞 Ca2+相对荧光强度的变化

Fig. 11    Changes of Ca2+ relative fluorescence intensity in root cells of different Arabidopsis thaliana lines under NaCl treatment
 

A

0 75 

0

1 000

2 000

3 000

4 000

5 000

NaCl 浓度
Concentration of NaCl/(mmol·L−1)

N
a+  流

速
N

a+  f
lu

x/
(p

m
ol

·c
m

−2
·s

−1
)

WT VC PeCPK7-OE1 PeCPK7-OE2 PeCPK7-OE3

e e e e e

d d
c

b
a

−1 000 −800

−600

−400

−200

0

200

K
+  流

速
K

+  f
lu

x/
(p

m
ol

·c
m

−2
·s

−1
)

0 75

a a a a a

b b

c d
e

NaCl 浓度
Concentration of NaCl/(mmol·L−1)

B

纵坐标正值表示外流，负值表示内流。Positive values on vertical coordinate represent efflux, while negative values represent influx.

图 12    NaCl处理对拟南芥根尖 Na+（A）和 K+（B）流速的影响
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mays）ZmCPK4参与 Ca2+介导的 ABA信号转导，调

节种子萌发和幼苗生长。本文研究结果表明，胡杨

PeCPK7能正向调节植物的耐旱性，这与转基因拟南

芥在盐胁迫下钙信号转导和维持 Na+/K+平衡、抗氧

化能力、光合作用有关。盐胁迫会打破植物细胞内

的 Na+/K+平衡[22]。在盐胁迫处理下，转基因株系根

细胞中 Na+含量显著低于野生型和转空载体株系

（图 9）。转基因株系根中 Na+外流与 K+内流也强于
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图 13    盐胁迫下各株系拟南芥中抗氧化酶活性及其相关基因表达量

Fig. 13    Activity of antioxidant enzymes and expression of related genes in Arabidopsis thaliana under salt stress
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图 14    盐胁迫下拟南芥各株系的叶绿素荧光参数

Fig. 14    Chlorophyll fluorescence parameters in Arabidopsis thaliana lines under NaCl treatment
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WT和 VC（图 12），这些结果说明 PeCPK7具有维持

细胞离子平衡的功能。有研究表明，在拟南芥中，

AtCPK3使液泡钾离子通道被磷酸化，可以促进其

与 14-3-3蛋白相互作用，从而维持 Na+/K+平衡，增

强拟南芥对盐胁迫耐受性[23]。在水稻（Oryza sativa）
中，OsCPK21也是通过与 14-3-3蛋白相互作用来响

应盐胁迫[24]。同样，盐胁迫也会扰乱植物细胞内的

活性氧平衡状态[25]。盐胁迫显著增加了各拟南芥株

系的 H2O2 水平，而转基因 PeCPK7株系中 H2O2 的

水平均显著低于野生型和转空载体株系（图 10）。在
盐胁迫处理下，转基因 PeCPK7株系的 SOD、POD
和 CAT的酶活、相关基因的转录水平显著提高，并

且明显高于 WT和 VC（图 13），这有利于快速清除

体内的活性氧，从而维持细胞膜稳定性（图 8）。与

本研究类似，侯梦娟等 [26]发现转基因 GhCPK4的
SOD、POD和 CAT的酶活性增强，相对电导率降

低，GhCPK4正向调控盐胁迫。盐胁迫下，转基因

PeCPK7株系细胞中 Ca2+含量显著高于野生型和转

空载体株系（图 11），使细胞能够及时响应环境胁

迫，进行信号转导，通过调节离子平衡与活性氧平衡

提高植物的耐盐能力。Xu等[9]发现在干旱和盐胁迫

条件下，通过提高 Ca2+和 ABA水平能激活 AtCPK6
信号通路，AtCPK6过表达植株的耐旱性和耐盐性

增强。

转基因 PeCPK7株系与 WT和 VC相比长势较

好（图 5），这与其具有较高的叶绿素含量和光合作

用有关[27]。叶绿素荧光通常用于评估植物对盐胁迫、

干旱胁迫等的反应 [28]。盐胁迫下，转基因 PeCPK7
株系的 PSII最大光化学效率和实际光合量子产量显

著升高，说明 PeCPK7有助于缓解盐胁迫对拟南芥

PSⅡ光化学效率的不利影响。盐胁迫下转基因PeCPK7
株系的相对电子传递效率和叶绿素含量显著高于野

生型和转空载体株系（图 14、15），说明转基因株系

受到盐胁迫的影响相对较小。过表达 PeCPK7株系

的胞间 CO2 含量相对较低（图 16），说明转基因株系

能较好地保持碳同化能力。有研究表明 NbCIPK25
同样能够促进盐胁迫下植物的光合作用[29]。

CDPKs通过感知钙信号的变化，进行细胞信号

转导，调控植物对逆境胁迫的响应过程，提高了转基

因 PeCPK7拟南芥的耐盐性。过表达 OsCPK7的水

稻，在盐胁迫下的伤害指数明显低于对照水稻，转基

因水稻对盐胁迫的耐受性增强[30]。TaCPK7的过表

达能够提高小麦的抗病性[31]。PeCPK7响应钙信号

的变化，使细胞减少 Na+的积累，维持胞内 Na+/K+平

衡，控制细胞中 H2O2 的水平，缓解活性氧对膜脂造

成的伤害，维持细胞膜的完整性，并且维持光合作用

的相对稳定，从而提高了植物的耐盐性。为了进一

步阐明 PeCPK7调控胡杨耐盐的分子机制，可以鉴

定并验证与 PeCPK7互作的底物蛋白，并进行磷酸

化检测；鉴定调控 PeCPK7基因表达的 DNA结合蛋
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图 15    NaCl处理后拟南芥各株系叶绿素含量

Fig. 15    Chlorophyll content in Arabidopsis thaliana lines under
NaCl treatment
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Fig. 16    Changes of photosynthetic parameters of Arabidopsis thaliana under NaCl treatment
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白。最终在蛋白互作、转录调控与翻译后修饰的分

子水平上，进一步阐明 PeCPK7胡杨耐盐的调控机理。

本研究通过探讨 PeCPK7对盐胁迫的响应，进一步

揭示了 PeCPK7调控植物耐盐性的作用机制，为利

用基因工程提高植物的耐盐性提供了理论依据。
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