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灌水处理对黄冠梨叶片结构和激素含量及
ＰｂＤＲＥＢ 基因表达的影响
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摘　 要:试验以 ９ 年生‘黄冠’梨为试验材料ꎬ对 ６ 种不同灌溉处理的叶片组织结构、激素含量及抗旱基因

ＰｂＤＲＥＢ 表达量进行测定分析ꎮ 结果表明ꎬ灌水量相同ꎬ叶片厚度、角质层厚度、栅栏组织厚度、叶片结构紧密度与灌

水次数或灌水深度呈正相关ꎮ 灌水量与抗旱基因 ＰｂＤＲＥＢ 表达量呈显著正相关ꎮ 覆膜滴灌 灌水 ９ 次 下渗 ６０ ｃｍ、
年灌水总量为 ６７５０ ｍ３ｈｍ－２(Ｔ５)时ꎬ叶片结构紧密度较大ꎬ达 ３２.９０％ꎻ叶片结构疏松度最小ꎬ为 ４３.６２％ꎻＡＢＡ 含量

最高ꎬ达 １１８.８７ ｎｇｇ－１(鲜重)ꎬＧＡ、ＩＡＡ、ＺＲ 含量均最低ꎻ且抗旱基因 ＰｂＤＲＥＢ 表达量最高ꎬ达 ２.７５ꎮ 从而表明覆膜

滴灌、灌水 ９ 次、下渗 ６０ ｃｍ、年灌水总量为 ６７５０ ｍ３ｈｍ－２的灌水方式能够提高叶片结构紧密度、促进 ＡＢＡ 合成、提
高抗旱基因 ＰｂＤＲＥＢ 表达量ꎬ从而提高叶片的抗旱能力ꎬ是甘肃景泰地区梨园的适宜节水灌溉方式ꎮ
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　 　 梨(Ｐｙｒｕｓ Ｌ.)属于蔷薇科(Ｒｏｓａｃｅａｅ)、梨亚科

(Ｐｏｍａｃｅａｅ)、落叶乔木[１]ꎮ 黄冠梨(Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉ￣
ｄｅｒｉ×ｐｙｒｉｆｏｌｉａ)是中国培育的优质、丰产早中熟品种ꎬ
在中国已大量栽培[２]ꎬ已成为许多省市的支柱产
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业[３]ꎮ 中国是一个水资源短缺的国家ꎬ尤其是西北

大部分地区为干旱、半干旱气候ꎬ降雨量少ꎬ蒸发量

大[４]ꎮ 因此ꎬ研究一种最节水、最有效的灌溉方法

对干旱、半干旱地区梨产业的发展具有极其重要作

用ꎮ 覆膜滴灌是地膜覆盖栽培与滴灌技术相结合

的高效节水灌溉方式ꎬ能有效改善土壤水、热、气、
肥条件ꎬ从而达到提高产量、改善品质的目的[５]ꎮ
李昭楠等[６]的研究表明ꎬ在甘肃河西走廊干旱荒漠

区ꎬ膜下滴灌葡萄产量和水分利用效率均高于未覆

膜滴灌的产量ꎮ 李敏敏等[７] 对苹果研究发现ꎬ膜下

滴灌可以提高苹果的产量和水分利用率ꎮ
多年来ꎬ国内外对果树抗旱机制的研究主要集

中在叶片组织结构特征、生理生化以及抗旱基因表

达等方面[８]ꎮ 研究表明ꎬ植物的抗旱性与植物叶片

的形态解剖结构呈一定的相关性[９ １１]ꎮ 在生理生化

与抗旱性关系的研究方面ꎬ植物内源激素是对干旱

胁迫最为敏感的生理活性物质[１２]ꎮ 随着生物技术

的提高ꎬ人们对抗旱机制的研究更加深入ꎬ脱水反

应元件结合蛋 白 ( ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
ｂｉｎｄｉｎｇꎬ ＤＲＥＢ)是一类参与应答植物低温、高盐和

干旱等非生物胁迫的主要调控蛋白ꎬ特异识别并结

合 ＤＲＥ 顺式作用元件ꎬ启动下游基因的表达[１３]ꎮ
ＤＲＥＢ 受低温、高盐和干旱等逆境胁迫的诱导ꎬ通过

在植物体内的调控表达ꎬ从而维持植物细胞的正常

生理生化代谢活动ꎬ主要表现为细胞膜结构的稳

定、细胞渗透压的调节、消除活性氧对细胞的毒害

等ꎬ提高植物的抗逆性[１４]ꎮ
本研究以不同的灌水方式浇灌梨园ꎬ针对不同

灌溉处理对黄冠梨叶片组织结构、激素含量及

ＤＲＥＢ 基因表达量的影响进行研究ꎬ以期找出可满

足果树高产和提高水分利用率的最佳灌水方式ꎬ为
该地区梨园节水滴灌提供理论依据和实践指导ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

试验在兰州市景泰县条山集团梨园内进行ꎬ供
试品种为生长健壮、均匀一致的‘黄冠’梨ꎬ砧木为

杜梨ꎬ树龄 ９ａꎮ 待果实采收后分别从各处理梨树冠

外围东、南、西、北面及内膛当年生枝条上随机釆取

叶片各 ３０ 个ꎬ置入冰盒带回实验室进行生理指标测

定ꎬ随机挑取嫩叶进行 ＲＮＡ 的提取ꎮ
１.２　 试验处理

梨树行内覆盖黑色地膜ꎬ覆膜宽度 ２.０ ｍꎬ植株

两边距离树干 １.５ ｍ 处各设置一条“小孔回流”滴灌

带ꎮ 各处理选择正常植株 ６ 株ꎬ处理间留 ２ 株间隔

植株ꎬ组合小区ꎬ顺序排列ꎬ４ 次重复灌溉水通过水

泵抽取ꎬ灌水量由水表自动控制流量ꎮ 覆膜滴灌下

渗深度观测ꎬ均通过各处理行间预设的 １００ｃｍ 壕沟

固定观察点进行ꎮ 实验设 ６ 个处理ꎬ其中以常规漫

灌为对照ꎬ具体灌水方式如下:
ＣＫ:常规漫灌ꎬ分别于花后、果实迅速膨大期和

果实膨大期进行灌水ꎬ共 ３ 次 /年ꎬ每次灌水量相同ꎬ
年灌水总量为 １０２００ ｍ３ｈｍ－２ꎮ

Ｔ１:覆膜滴灌ꎬ分别于花前、花后、果实迅速膨

大期和果实膨大期(２ 次)进行灌水ꎬ共 ５ 次 /年ꎬ每
次下渗 ６０ ｃｍꎬ年灌水总量为 ４８００ ｍ３ｈｍ－２ꎻ

Ｔ２:覆膜滴灌ꎬ分别于花前、花后、幼果期、果实

迅速膨大期和果实膨大期(２ 次)进行灌水ꎬ共 ６ 次 /
年ꎬ每次下渗 ６０ ｃｍꎬ年灌水总量为 ５４００ ｍ３ｈｍ－２ꎻ

Ｔ３:覆膜滴灌ꎬ分别于花前、花后、幼果期、果实

迅速膨大期和果实膨大期(４ 次)进行灌水ꎬ共 ８ 次 /
年ꎬ每次下渗 ４０ ｃｍꎬ年灌水总量为 ５４００ ｍ３ｈｍ－２ꎻ

Ｔ４:覆膜滴灌ꎬ分别于花前、花后、幼果期、果实

迅速膨大期和果实膨大期(４ 次)进行灌水ꎬ共 ８ 次 /
年ꎬ每次下渗 ６０ ｃｍꎬ年灌水总量为 ６０００ ｍ３ｈｍ－２ꎻ

Ｔ５:覆膜滴灌ꎬ分别于花前、花后、幼果期、果实

迅速膨大期和果实膨大期(５ 次)进行灌水ꎬ共 ９ 次 /
年ꎬ每次下渗 ６０ ｃｍꎬ年灌水总量为 ６７５０ ｍ３ｈｍ－２ꎻ
１.３　 方法

１.３.１　 叶片组织结构观察　 ９ 月中旬采集自然状态

下正常的 ６ 种不同灌溉处理梨树叶片ꎬ剪取中部成

熟叶片主脉中间 ０.５ ｃｍ×０.５ ｃｍ 的小块ꎬ用 ＦＡＡ 固

定液固定后用石蜡切片法[１５] 切片观察叶片组织结

构ꎮ 切片厚度 ８~１０ μｍꎬ番红 固绿染色ꎬ加拿大树

胶封片ꎮ 用显微测微尺测量其叶片总厚度、栅栏组

织厚度、海绵组织厚度ꎬ每片观察 ３ 个视野ꎬ重复 ６
次ꎬ每种砧木观察视野总数 １８ 个ꎮ 按以下公式计算

叶片组织结构紧密度 ( ＣＴＲ) 和组织结构疏松度

(ＳＲ) [１１]ꎮ
ＣＴＲ(％)＝ 栅栏组织厚度 /叶片厚度×１００
ＳＲ(％)＝ 海绵组织厚度 /叶片厚度×１００

１.３.２　 激素含量测定 　 叶片中总赤霉素(ＧＡ)、玉
米素核苷(ＺＲ)、生长素( ＩＡＡ)、脱落酸(ＡＢＡ)等含

量测定采用酶联免疫法[１６]ꎮ
１.３. ３ 　 黄冠梨 ＰｂＤＲＥＢ 基因克隆 　 利用艾德莱

ＲＮＡ 试剂盒(北京艾德莱生物科技有限公司)提取

黄冠梨叶片的总 ＲＮＡꎬ并用 １％琼脂糖电泳检测其

完整性ꎮ 用 Ｍ ＭＬＶ 反转录酶(Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)合成

第一链 ｃＤＮＡꎬ具体反应体系和操作步骤依据说明

书进行ꎮ
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根据其它物种 ＤＲＥＢ 基因的保守序列设计特异

性引物ꎬ以‘黄冠’梨叶片的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ经 ＰＣＲ
扩增目的片段ꎬＰＣＲ 扩增产物经 １％琼脂糖电泳分

离后回收ꎬ连接到 ｐＧＥＭ Ｔ 载体中ꎬ挑取单菌落进

行测序ꎮ ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μＬꎬ反应程序为:９４℃
预变性 ３ ｍｉｎꎬ９４℃变性 ３０ ｓꎬ５０℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃延

伸 １ ｍｉｎꎬ共 ３０ 个循环ꎮ 参照 ＴａＫａＲａ 公司的 ３′

Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｋｉｔ 试剂盒ꎬ根据所获得的目的片段设计

３′端引物ꎬ经 ＰＣＲ 扩增出 ３′端的片段序列ꎬ测序后

与目的片段拼接ꎮ 将所得序列与我们构建的梨 ＥＳＴ
库比对ꎬ找出保守序列设计 ５′端引物ꎬ经 ＰＣＲ 扩增

出 ５′端序列ꎬ测序后与目的片段拼接ꎮ 根据拼接序

列ꎬ设计全长引物ꎬ验证拼接结果ꎮ 试验中所用引

物序列如表 １ 所示ꎮ
表 １　 梨 ＰｂＤＲＥＢ 基因克隆和表达的相关引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｉｍｅｒ ｏｆ ＰｂＤＲＥＢ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｐｙｒｕｓ
名称
Ｎａｍｅ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

３′ ＲＡＣＥ

ＰｂＤＲＥＢ Ｆ１
ＰｂＤＲＥＢ Ｆ２
ＵＰＭＬｏｎｇ

ＮＵＰ

５′ ＧＴＣＣＣＴＣＡＡＧＣＣＡＧＴＧＧＴＡＴＧ ３′
５′ ＣＧＡＧＴＴＧＴＴＴＧＡＴＡＴＧＧＡＴＧＡＧ ３′
５′ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ ３′
５′ ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ ３′

５′端扩增引物
５′ ｅｎｄ ｐｒｉｍｅｒｓ

ＰｂＤＲＥＢ Ｆ３
ＰｂＤＲＥＢ Ｒ３

５′ ＴＣＣＡＡＧＡＧＧＡＡＴＧＧＧＡＧＣＣＴＡＴＧＡ ３′
５′ ＧＡＧＣＡＧＣＴＴＧＧＣＧＴＣＴＧＧＡＡＡＣＴＧ ３′

ＲＴ ＰＣＲ ＰｂＤＲＥＢ ＦＹ
ＰｂＤＲＥＢ ＲＹ

５′ ＧＡＧＣＡＧＣＴＴＧＧＣＧＴＣＴＧＧＡＡＡＣＴＧ ３′
５′ ＣＡＡＣＧＣＡＴＣＡＣＣＡＴＴＣＡＡＣＡ ３′

内参基因
Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｒｉｍｅｒｓ

ＰｂＤＲＥＢ ＡｃｔｉｎＦ
ＰｂＤＲＥＢ ＡｃｔｉｎＲ

５′ ＴＧＧＴＧＴＣＡＴＧＧＴＴＧＧＴＡＴＧＧ ３′
５′ ＣＡＧＧＡＧＣＡＡＣＡＣＧＡＡＧＴＴＣＡ ３′

１.３.４　 ＰｂＤＲＥＢ 基因生物信息学分析　 利用相关生

物信息学网站对已得基因全长进行生物信息学分

析ꎮ 运用 ＮＣＢＩ 网 站 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / )查找和翻译开放阅读框(Ｏｐｅｎ Ｒｅａｄｉｎｇ Ｆｒａｍｅꎬ
ＯＲＦ)ꎻ运用 ＮＣＢＩ 数据库中的 ＢＬＡＳＴＸ 对氨基酸序

列进行同源性搜索和比对ꎻ运用 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ(ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｅｘｐａｓｙ. ｃｈ / ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ. ｈｔｍｌ)对蛋白质理化

性质进行在线分析ꎻ用 ＴＭＨＭＭ ２.０(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｃｂｓ.ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ)对 ＰｂＤＲＥＢ 氨基酸序

列进行分析ꎻ运用 Ｎｅｔ Ｐｈｏｓ２.０(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.
ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＰｈｏｓ / )进行磷酸化位点分析ꎻ运用

Ｐｓｏｒｔ(ｈｔｔｐ: / / ｐｓｏｒｔ. ｈｇｃ. ｊｐ / ｆｏｒｍ. ｈｔｍｌ)进行亚细胞定

位分 析ꎻ 氨 基 酸 多 重 序 列 比 较 采 用 Ｃｌｕｓｔａｌｗ２
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｂｉ.ａｃ.ｕｋ / ｔｏｏｌｓ / ｍｓａ / ｃｌｕｓｔａｌｗ２ / )ꎮ
１.３.５　 ＰｂＤＲＥＢ 基因表达分析　 分别以黄冠梨叶片

的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ以黄冠梨的 Ａｃｔｉｎ 片段为内参ꎬ采
用 ＲＴ ＰＣＲ 对其进行组织特异性表达分析ꎮ 根据

ＲＡＣＥ 获 得 的 ＰｂＤＲＥＢ 全 长 序 列ꎬ 使 用 ｐｒｉｍｅｒ
ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 设计荧光定量 ＰＣＲ 引物(表 １)ꎮ 使用

ＡＢＩ ＳＴＥＰＯＮＥ 荧光定量 ＰＣＲ 仪进行荧光定量 ＰＣＲ
分析ꎬ采用 ２０ μＬ 反应体系:ＳＹＢＲＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ
１０ μＬꎬ正、反向引物(１０ μｍｏｌ  Ｌ–１)各 ０.８ μＬꎬ
ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ５０Ｘ ０.４ μＬꎬｃＤＮＡ 模板 ２.０ μＬꎬ
ｄｄＨ２Ｏ ６.０ μＬꎮ 反应程序为:９５℃预变性 ９０ ｓꎻＰＣＲ
反应:９５℃变性 １５ ｓꎬ６０℃ 退火 ４０ ｓꎬ总共 ４０ 个循

环ꎬ每个样品进行 ４ 次重复检测ꎬ使用 ２–△△Ｃｔ法ꎬ求
得待测样品相对表达量ꎮ

１.４　 数据分析

采用 Ｅｘｃｅｌ ２００３ 整理实验数据ꎬ运用 ＳＰＳＳ １７.０
统计软件进行单因素方差分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 叶片解剖结构特征比较

从叶片的横切解剖结构看(见图 １)ꎬ上下表皮细

胞均为单层ꎮ ５ 个处理和对照叶片的栅栏组织细胞

均为长柱型ꎬ排列整齐而紧密ꎬ厚度在 ６５.２８ ~ ８２.７２
μｍ 之间ꎮ 海绵组织位于栅栏组织与下表皮之间ꎬ形
状不规整ꎬ排列疏松ꎬ多空隙ꎬ厚度在 １０１.９１ ~ １２５.４１
μｍ 之间ꎬ不同处理之间厚度有较大的差异ꎮ

由表 ２ 可知ꎬ与对照相比ꎬ５ 种处理的叶片厚度

均显著增大ꎮ 其中 Ｔ３ 的叶片厚度最大ꎬ达到 ２５７.１３
μｍꎻＴ３、Ｔ４ 和 Ｔ５ 的角质层厚度高于对照ꎬＴ１ 和 Ｔ２
低于对照ꎻ除 Ｔ２ 的栅栏组织厚度小于对照外ꎬ其它

处理均大于对照ꎻ除 Ｔ５ 的海绵组织厚度与对照差

异不显著外ꎬ其它处理均显著高于对照ꎻＴ２ 的 ＣＴＲ
值低于对照ꎬ其它处理均高于对照ꎬ其中 Ｔ１ 最高ꎬ
Ｔ５ 次之ꎻＴ１、Ｔ２ 和 Ｔ４ 的 ＳＲ 值显著高于对照ꎬＴ３ 和

Ｔ５ 低于对照ꎬ其中 Ｔ５ 的 ＳＲ 值最小ꎬ但未达到差异

显著水平ꎮ 同时ꎬ年灌水量相同 (年灌水总量为

５４００ ｍ３ｈｍ－２)、灌水次数与下渗深度不同的 Ｔ２ 与

Ｔ３ 比较ꎬＴ３ 处理叶片厚度、角质层厚度、栅栏组织

厚度、栅栏组织 /海绵组织与叶片结构紧密度均明

显高于 Ｔ２ꎬ且差异达到显著水平ꎮ
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图 １　 不同灌溉处理的黄冠梨叶片横切解剖结构图

Ｆｉｇ. １　 Ｌｅａｖｅｓ ｃｒｏｓｓｃｕｔｔｉｎｇ ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ‘Ｈｕａｎｇｇｕａｎ’ ｐｅａｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｒｒｉｇａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

表 ２　 不同灌溉处理叶片组织结构参数比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｌｅａｆ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｒｒｉｇａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

叶片厚度
Ｌｅａｆ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ / μｍ

角质层厚度
Ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｃｕｔｉｃｌｅ / μｍ

栅栏组织厚度
Ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｐａｌｉｓａｄｅ ｔｉｓｓｕｅ / μｍ

海绵组织厚度
Ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｓｐｏｎｇｙ ｔｉｓｓｕｅ / μｍ ＣＴＲ / ％ ＳＲ / ％

ＣＫ ２２４.５７ｃ ３.３０ｂｃ ７２.３３ｂｃ １０１.９１ｃ ３２.２０ａｂ ４５.３８ｂ
Ｔ１ ２４５.２１ｂ ２.４２ｄ ８２.２２ａ １１８.８１ａｂ ３３.４５ａ ４８.４５ａ
Ｔ２ ２３５.８０ｂ ２.８４ｃｄ ６５.２８ｃ １１５.２４ｂ ２７.７２ｃ ４８.８４ａ
Ｔ３ ２５７.１３ａ ４.５５ａ ８２.７２ａ １１３.００ｂ ３１.９９ａｂ ４４.１０ｂ
Ｔ４ ２５６.０３ａ ３.６６ｂ ７６.２１ａｂ １２５.４１ａ ２９.６８ｂｃ ４９.１０ａ
Ｔ５ ２３７.９１ｂ ３.３９ｂ ７８.２９ａｂ １０３.８２ｃ ３２.９０ａ ４３.６２ｂ

　 　 注:ＣＴＲ 表示叶片组织结构紧密度ꎻＳＲ 表示叶片组织结构疏松度ꎻ同列不同小写字母表示不同处理 Ｐ<０.０５ 水平差异显著ꎮ 以下图表
同上ꎮ

Ｎｏｔｅ:ＣＴＲ ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｌｅａｆ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｔｅｎｓｅ ｒａｔｉｏꎻ ＳＲ ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｌｅａｆ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｓｐｏｎｇｙ ｒａｔｉｏꎻ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｏｎｅ ｃｏｌｕｍｎ ｍｅａｎ ｓｉｇ￣
ｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ Ｐ<０.０５. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ.

２.２　 叶片激素含量变化

由表 ３ 可知ꎬ与对照相比ꎬ５ 种处理均显著提高

叶片中的 ＡＢＡ 含量ꎬ其中 Ｔ５ 含量最高ꎬ达到 １１８.８７
ｎｇｇ－１ꎻ除 Ｔ５ 的 ＩＡＡ 和 ＧＡ 含量显著低于对照外ꎬ
其它处理均高于对照ꎻＴ３ 和 Ｔ４ 的 ＺＲ 含量均显著高

于对照ꎬ其它处理均显著低于对照ꎬ其中 Ｔ５ 的 ＺＲ
含量最低ꎬ仅 ７.３ ｎｇｇ－１ꎮ 年灌水量相同(年灌水

总量为 ５４００ ｍ３ｈｍ－２)、灌水次数与下渗深度不同

的 Ｔ２ 与 Ｔ３ 相比ꎬＴ２ 的 ＡＢＡ、ＩＡＡ 和 ＧＡ 含量均显

著高于 Ｔ３ꎬ但 Ｔ２ 的 ＺＲ 含量显著低于对照ꎬ说明年

灌水量相同ꎬ灌水次数和灌水深度对叶片中激素含

量影响显著ꎮ
２.３　 基因克隆及表达分析

２.３.１　 ＰｂＤＲＥＢ 基因全长 ｃＤＮＡ 克隆及序列分析　
通过 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 分析ꎬＰｂＤＲＥＢ 基因全长 ｃＤＮＡ 为

１５５１ ｂｐꎬ其中包含 ５′非编码区 １０ ｂｐꎬ３′非编码区

３４６ ｂｐ 和开放阅读框 １１９７ ｂｐꎬ编码 ３９８ 个氨基酸ꎬ
起始密码子为 ＡＴＧꎬ终止密码子为 ＴＧＡꎮ

表 ３　 不同灌溉处理对黄冠梨叶片 ＡＢＡ、ＩＡＡ、ＧＡ 和

ＺＲ 含量(鲜重)的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｒｒｉｇａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｌｅａｆ ＡＢＡ、ＩＡＡ、
ＧＡ ａｎｄ ＺＲ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｈｕａｎｇｇｕａｎ ｐｅａｒ / (ｎｇｇ－１)

不同处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ＡＢＡ ＩＡＡ ＧＡ ＺＲ

ＣＫ ５１.６５ｆ ５２.６４ｃ ８.１５ｃ １０.０３ｃ

Ｔ１ ８５.９１ｂ ７５.４６ａ ８.２９ｃ ８.１８ｅ

Ｔ２ ７１.２１ｄ ７５.１４ａ １０.５４ａ ９.０４ｄ

Ｔ３ ６６.８３ｅ ６１.９４ｂ ８.３８ｃ １２.４７ｂ

Ｔ４ ８０.６０ｃ ７５.８０ａ ９.５１ｂ １４.４１ａ

Ｔ５ １１８.８７ａ ２７.５９ｄ ６.７２ｄ ７.３０ｆ
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　 　 通过 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 分析其理化性质ꎬ推测 ＰｂＤＲＥＢ
蛋白分子式 Ｃ１８５８Ｈ２８６３Ｎ５３１Ｏ６３０ Ｓ２３ꎬ其相对分子量为

４３４５６.７ꎬ等电点 ４.８ꎮ 其理论半衰期约为 ３０ ｈꎬ不稳

定参数为 ４４.５８ꎬ蛋白质性质不稳定(４０ 以下为稳定

蛋白)ꎮ 该蛋白中相对含量较多的氨基酸是甘氨酸

Ｇｌｙ(１１.３ ％ꎬ４５ 个)、丝氨酸 Ｓｅｒ(１０.１ ％ꎬ４０ 个)和

谷氨酸 Ｇｌｕ(８.５％ꎬ３４ 个)ꎬ预测该蛋白为亲水性蛋

白ꎮ ＴＭＨＭＭ ２.０ 分析 ＰｂＤＲＥＢ 氨基酸序列没有跨

膜结构域ꎬ没有信号肽ꎮ ＮｅｔＰｈｏｓ２.０ 预测结果显示ꎬ
ＰｂＤＲＥＢ 蛋白有 １８ 个 Ｓｅｒ、７ 个 Ｔｈｒ 和 ３ 个 Ｔｙｒꎬ可能

成为蛋白激酶的磷酸化位点ꎮ 推断 ＰｂＤＲＥＢ 蛋白可

能定位于细胞核ꎮ
将 ＰｂＤＲＥＢ 基因编码的氨基酸序列进行同源分

析ꎬ结果发现ꎬ该氨基酸序列与很多植物 ＤＲＥＢ 氨基

酸序列具有较高的一致性(图 ２)ꎮ ＰｂＤＲＥＢ 编码的

氨基酸序列与苹果 ＭｄＤＲＥＢ２ １ 编码的氨基酸序

列一致性最高ꎬ为 ５９. ８％ꎬ其它依次是沙冬青 Ａｍ￣
ＤＲＥＢ２Ｃ ３８.８％、草莓 ＦｖＤＲＥＢ２Ｃ ｌｉｋｅ ３６.４％、蓖麻

ＲｃＤＲＥＢ２Ｃ ３４.２％、黄瓜 ＣｓＤＲＥＢ２Ｃ ｌｉｋｅ ３３.８％、鹰嘴

豆 ＣａＤＲＥＢ２Ｃ ｌｉｋｅ ３１.３％、川桑 ＭｎＤＲＥＢ２Ａ ３０.７％ꎮ

　 　 注:图中分支点的数字表示 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 验证中基于 １０００ 次

重复该节点可信度的百分比ꎻ标尺代表遗传距离ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ ｐｅｒｃｅｎｔ

ｏｆ Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ １０００ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓꎻ ｔｈｅ ｓｃａｌｅ ｂａｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ
ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ.

图 ２　 不同植物 ＤＲＥＢ 氨基酸序列的系统进化树分析

Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＤＲＥＢ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ

２.３.２　 ＰｂＤＲＥＢ 在不同灌溉处理下的表达　 由图 ３
可知ꎬＰｂＤＲＥＢ 在 ６ 种处理的叶片中均有表达ꎬ除 Ｔ１
与对照差异不显著外ꎬ其它处理均显著高于对照ꎬ
其中在 Ｔ５ 中的表达量最高ꎬ达到 ２. ７５ꎬ是对照的

２.８９倍ꎻ当灌水下渗深度同为 ６０ ｃｍ 时(Ｔ１、Ｔ２、Ｔ４
和 Ｔ５)ꎬ各处理叶片 ＰｂＤＲＥＢ 基因表达量随年灌水

量的增加而上升ꎬ且达到差异显著水平ꎮ 年灌水量

相同(年灌水总量为 ５４００ ｍ３ｈｍ－２)、灌水次数与

下渗深度不同的 Ｔ２ 与 Ｔ３ 相比ꎬＰｂＤＲＥＢ 在 Ｔ２ 中的

表达量略低于 Ｔ３ꎬ但未达到差异显著水平ꎬ说明灌

水量相同时ꎬ灌水次数和下渗深度对 ＰｂＤＲＥＢ 基因

表达量的影响不显著ꎮ

图 ３　 不同灌溉处理下叶片中 ＰｂＤＲＥＢ 的表达水平

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＰｂＤＲＥＢ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ
ｓｉｘ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｒｒｉｇａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

３　 讨　 论

果树的抗旱能力是一种复合性状[１７]ꎬ指标的合

理选择是抗旱性鉴定的关键ꎮ 在叶片结构上ꎬＣＴＲ
和 ＳＲ 等指标与果树的抗旱性密切相关ꎬ这在葡

萄[１８]、核桃[１９]、桃[１１]、酸枣[２０]、苹果[２１] 等果树上已

得到证实ꎮ 郑国琦等[２２]研究发现ꎬ月灌水定额小于

９００ ｍ３ｈｍ－２时ꎬ随着灌水量的增加ꎬ叶片厚度、栅
栏组织厚度和叶片结构紧密度显著增加ꎮ 有关不

同灌水处理对梨叶片解剖结构的影响尚未见研究

报道ꎮ 本研究结果发现ꎬ叶片厚度、栅栏组织厚度

和叶片结构紧密度并没有随着灌水量的增加而增

加ꎬ但灌水量最大的 Ｔ５(灌水 ９ 次、下渗 ６０ ｃｍ、年灌

水总量为 ６７５０ ｍ３ｈｍ－２的覆膜滴灌)处理的叶片

栅栏组织厚度 /海绵组织的比值最大、ＣＴＲ 较大、ＳＲ
最小ꎮ 栅栏组织厚度 /海绵组织的比值和 ＣＴＲ 增大

是植物对水分短缺的一种响应ꎬ该特征有助于 ＣＯ２

气体从气孔下室到光合作用场所的传导ꎬ又可抵消

因气孔关闭和叶肉结构的变化所引起的 ＣＯ２传导率

的降低ꎬ从而提高植物对水分的利用率ꎬ表现出植

物的抗旱适应性[２３]ꎮ
内源激素是植物体生命活动的调节者ꎬ在逆境

胁迫下ꎬ植物通过内源激素的变化如 ＩＡＡ、ＺＲ 和

ＣＴＫ 浓度的减少和 ＡＢＡ 浓度的升高来调节某些生

理过程以达到适应逆境的效果ꎬ已经在许多果树等

植物上得到证明[２４]ꎮ 本研究发现ꎬＴ５(灌水 ９ 次、下
渗 ６０ ｃｍ、年灌水总量为 ６７５０ ｍ３ ｈｍ－２ 的覆膜滴

灌)处理的叶片中 ＡＢＡ 增加的同时ꎬ ＩＡＡ、 ＺＲ 和

ＣＴＫ 均减少ꎬ从而可以改变膜的特性ꎬ使气孔关闭ꎬ
改变代谢氧的容量与膜相结合的酶的活性ꎬ促进降

解过程并抑制合成过程[２５]ꎮ 但关于灌水量对植物

内源激素的影响ꎬ目前报道较少ꎮ 王永平[２６] 研究发
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现ꎬ玉米籽粒的 ＡＢＡ、Ｚ＋ＺＲ、ＧＡｓ 和 ＩＡＡ 含量受水

分影响明显ꎬ随着灌水量提高内源激素含量显著提

高ꎮ 但本研究发现ꎬ随着灌水量的增多ꎬ内源激素

含量并没有规律性地增多ꎬ引起相关差异的原因ꎬ
有待进一步试验研究ꎮ

周永斌[２７]等研究表明ꎬ在不同的干旱胁迫条件

下ꎬ转基因(一种 ＤＲＥＢ 类基因)植株的抗旱能力明

显高于受体对照ꎮ 周伟[２８]等研究发现ꎬ重组酵母菌

株与表达 ＶａＤＲＥＢ 基因的转基因拟南芥株系均表现

出明显增强的盐、干旱、低温和高温胁迫耐受性表

型ꎬ基因表达分析结果表明ꎬ转基因拟南芥株系中

抗逆相关功能基因的表达量出现了明显上调ꎮ 施

肖堃[２９]证明对甘蔗转入 ＥａＤＲＥＢ２Ｂ 基因可以提高

其耐旱性ꎮ 综上结果证明 ＶａＤＲＥＢ 转录因子在植物

抗逆调控过程中起着重要作用ꎮ 本研究结果表明ꎬ
ＤＲＥＢ 在 ６ 个不同灌溉处理的黄冠梨叶片中都有表

达ꎬ并且与灌水次数和灌水量呈正相关ꎬ说明 ６ 种不

同灌溉处理的黄冠梨都具有一定的抗逆性ꎬ其中在

Ｔ５(灌水 ９ 次、下渗 ６０ｃｍ、年灌水总量为 ６７５０ ｍ３
ｈｍ－２的覆膜滴灌)处理的叶片表达量最高ꎮ 然而ꎬ
ＤＲＥＢ 类转录因子超表达在提高植株耐逆性的同时

还会产生生长迟缓、植株矮化、产量下降等不良影

响ꎬ这种负效应可以通过用胁迫诱导启动子或其它

条件性启动子启动 ＤＲＥＢ 基因的表达来加以克

服[３０]ꎮ 这一步骤在今后有待于进一步的研究ꎮ
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