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毛白杨 PtoGRF9 基因的克隆及其调控

杨树耐旱性的功能解析
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摘要:【目的】GRF转录因子在植物发育与胁迫应答中功能保守，但其在杨树耐旱性中的分子作用尚未见系统报道。本研

究解析毛白杨 PtoGRF9的生物学功能，为阐释杨树“生长—抗逆”平衡机制及耐旱分子育种提供理论依据与基因资源。

【方法】从毛白杨中克隆 PtoGRF9，进行系统进化、蛋白结构、启动子及表达模式分析；利用农杆菌介导的叶盘转化法创

制过表达（PtoGRF9-OE）与沉默（PtoGRF9-RNAi）84K杨树株系，测定干旱胁迫下光合生理指标及抗氧化酶活性；结合

DNA亲和纯化测序（DAP-seq）数据筛选并初步验证下游靶基因。【结果】（1）PtoGRF9编码 457个氨基酸，包含 1个

QLQ结构域和 2个WRC结构域。（2）PtoGRF9启动子含有多个与植物生长发育、应激响应及生物与非生物胁迫相关的

顺式作用元件。反转录荧光定量 PCR（RT-qPCR）分析表明 PtoGRF9在发育叶片中表达量较高，且受干旱胁迫显著诱导。

（3）PtoGRF9-OE株系在短期干旱胁迫下的光合参数及过氧化物酶活性等生理指标显著高于 WT，而 PtoGRF9-RNAi株

系则表现相反。（4）DAP-seq及 RT-qPCR共同验证 PtoSHN1、PtoERD7、PtoERECTA 和 PtoPIP1等参与蜡质合成和气孔

发育的基因为 PtoGRF9的潜在靶基因。【结论】PtoGRF9是正向调控杨树耐旱性的转录因子，在维持叶片发育与抗逆性

平衡中发挥关键作用。研究结果不仅为理解杨树生长发育与抗逆的分子机制提供了新视角，也为耐旱分子育种鉴定了关

键候选基因。
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Abstract: [Objective]  GRF  transcription  factors  play  conserved  roles  in  plant  development  and  stress
responses,  yet  their  molecular  contributions  to  drought  tolerance  in  poplar  remain  unclear.  Here,  we
functionally  characterize PtoGRF9  in Populus  tomentosa,  elucidate  its  role  in  the  growth-defence  balance
and provide a target for molecular breeding of drought resistant poplar. [Method] We first cloned PtoGRF9
from  Populus  tomentosa,  performed  phylogenetic,  structural,  promoter  and  expression  analyses;  then,
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Agrobacterium-mediated leaf-disc transformation was employed to generate both over-expression (PtoGRF9-
OE) and RNAi-silenced (PtoGRF9-RNAi) 84K poplar lines, which were then subjected to drought stress to
evaluate  photosynthetic  performance  and  antioxidant  enzyme  activities.  Finally,  DNA affinity  purification
sequencing  (DAP-seq)  data  were  integrated  to  identify  and  preliminarily  validate  the  downstream  target
genes  of PtoGRF9. [Result]  (1)  PtoGRF9  encodes  a  protein  of  457  amino  acids  that  contains  one  QLQ
domain and two WRC domains. (2) The PtoGRF9 promoter contains multiple cis-acting elements involved
in plant growth and development, stress signaling, and biotic/abiotic stress responses. Reverse transcription-
quantitative  PCR  (RT-qPCR)  assays  showed  that  PtoGRF9  has  a  relatively  high  expression  level  in
developing leaves  and is  significantly  induced by drought  stress.  (3)  Under  short-term drought, PtoGRF9-
OE  lines  exhibited  significantly  higher  photosynthetic  performance  and  peroxidase  activities  than  WT,
whereas PtoGRF9-RNAi lines displayed the opposite trend. (4) DNA affinity purification sequencing (DAP-
seq) and RT-qPCR analyses identified the wax-biosynthesis and stomatal-development genes SHN1, ERD7,
ERECTA  and  PIP1  as  potential  PtoGRF9  targets.  [Conclusion]  PtoGRF9  is  a  transcription  factor  that
positively regulates drought tolerance in poplar and plays a key role in maintaining the balance between leaf
development  and  stress  resistance.  Our  findings  not  only  provide  new  insights  into  the  molecular
mechanisms underlying poplar growth, development, and stress tolerance but also identify a key candidate
gene for drought-tolerant molecular breeding.
Key words: Populus tomentosa; PtoGRF9; drought tolerance; leaf development; transcription factor

杨树（Populus）是我国重要的速生用材和生态造

林树种，在林业生产和生态环境建设中发挥着关键

作用。然而，干旱作为全球范围内最普遍的非生物

胁迫之一，严重制约了杨树的分布、生长及生物量积

累。因此，深入解析杨树的耐旱分子机制并挖掘关

键耐旱基因，对于通过遗传改良培育节水耐旱型杨

树新品种具有重要意义。

生长调节因子（growth-regulating factor，GRF）是
一类植物特有的转录因子，在调控叶片、茎、花、种子

发育以及生长与抗逆平衡中扮演关键角色[1]。首个

GRF基因在水稻中被发现，该基因介导赤霉素诱导

的茎伸长[2]。典型的 GRF蛋白包含两个高度保守的

结构域：N端的 QLQ结构域由谷氨酰胺（Glutamine）、
亮氨酸（Leucine）和谷氨酰胺（Glutamine）组成，用

于 蛋 白 互 作 ； C端 的 WRC结 构 域 由 色 氨 酸

（Tryptophan）、 精 氨 酸 （Arginine）和 半 胱 氨 酸

（Cysteine）组成，负责与 DNA的结合，并包含核定

位信号区（nuclear localization signal，NLS）[3]。然而，

GRF家族成员间存在功能分化，其独特的蛋白结构

和表达模式往往决定了特定的生物学功能。

相较于其他基因家族，GRF家族规模较小，在杨

树中包含 19个成员[4]。其经典功能是作为植物生长

发育的关键调控因子。在杨树中，过表达 PpnGRF5-1
一方面通过增加细胞数目与面积使叶片显著增大[5]；

另一方面，可增加叶绿素含量、促进叶绿体发育，并

延缓胁迫诱导的叶绿素降解 [6]。过表达 PagGRF11
促进杨树茎部发育，但导致植株矮化 [7]。过表达

GRF15则使杨树植株矮小且叶片更大[4]。模式植物

拟南芥和杨树的 GRF9相较于其他家族成员多一个

WRC结构域，且在进化关系上与其他家族成员相对

较远[8]。拟南芥研究[9]表明，AtGRF9通过激活 OBP3-
RESPONSIVE GENE 3（ORG3）的表达，抑制叶片发

育过程中的细胞增殖。杨树中 PtoGRF9的功能与拟

南芥类似，均抑制叶片发育中的细胞增殖。但在杨树

中存在另一条通路，即 PtoGRF9通过调控 PtoHB21
和 PtoLD 的表达抑制叶片发育[10]。此外，AtGRF9可
能参与拟南芥的冷胁迫响应[11]，表明该基因在平衡

生长发育与胁迫响应中可能起一定作用，但关于杨

树 PtoGRF9响应非生物胁迫尤其是干旱胁迫的研究

仍属空白。

近年来越来越多的研究表明，GRF家族成员在

植物响应生物与非生物胁迫过程中同样发挥关键作

用。过表达 PopGRF3株系对胶孢炭疽菌的敏感性

降低，发病叶片病斑面积显著减小，显著增强了杨树

对胶孢炭疽菌的抗性[12]。过表达 PagGRF15可激活

抗氧化系统，增强盐胁迫下的质子泵活性，进而提高

其对盐胁迫的耐受性[13]。PdbGRF1过表达显著降低

了过氧化氢和丙二醛含量，提高了抗氧化酶活性及

脯氨酸含量，增强了杨树对盐胁迫的耐受性[14]；此外，

杨树 GRF15 mRNA缺失 miR396a靶位点，表现出比

野生型植株更强的耐热能力和光合效率 [15]。尽管

GRF家族在植物非生物胁迫应答中的功能已被深入

揭示，但关于其参与杨树耐旱分子机制的研究仍鲜

有报道。
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本研究首先分析了毛白杨中 PtoGRF9编码蛋白

的结构特征及启动子区域的顺式作用元件。随后通

过检测 PtoGRF9的表达模式，揭示其在杨树干旱胁

迫响应中的潜在功能。为明确其生物学功能，创制

了 PtoGRF9过表达（PtoGRF9-OE）和沉默（PtoGRF9-
RNAi）转基因株系，并在短期干旱胁迫下，系统比较

转基因植株与野生型在光合特性、过氧化物酶活性

等关键生理指标上的差异，分析潜在下游基因的表

达模式，验证 PtoGRF9正调控杨树耐旱性的生物学

功能。本研究旨在深入理解 GRF转录因子在林木中

的功能，为杨树耐旱性的遗传改良提供基因资源。

 1   材料与方法

 1.1    GRF9 进化树构建与蛋白结构域分析

在 PlantTFDB（https://planttfdb.gao-lab.org/）和
Phytozome（https://phytozome-next.jgi.doe.gov/）数据库

中比对获得毛白杨 PtoGRF9在拟南芥（Arabidopsis
thaliana）、毛果杨（Populus trichocarpa）、红皮柳（Salix
purpurea）、 苹 果 （Malus  domestica）、 葡 萄 （Vitis
vinifera）、水 稻 （Oryza  sativa）、小 麦 （Thinopyrum
intermedium）和玉米（Zea mays）中的同源基因。结

合 SMART（https://smart.embl.de/）网站分析 GRF9的
蛋白结构域。使用 MEGA软件[16]，利用邻接法构建

不同物种间 GRF9的系统发育树。

 1.2    PtoGRF9 蛋白结构与启动子分析

使用 Expasy网站（https://www.expasy.org/）分析

PtoGRF9蛋白理化性质；采用基于序列比对的自优

化蛋白质二级结构预测方法（self-optimized prediction
method with alignment，SOPMA）预测 PtoGRF9蛋白

二级结构。使用 AlphaFold3（https://link.zhihu.com/?
target=https%3A//alphafoldserver.com/）预测 PtoGRF9
蛋 白 三 维 结 构 ；使 用 PlantCARE网 站 （https://
bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/）
预测 PtoGRF9启动子区域（ATG上游 2 000 bp）中
的顺式作用元件。

 1.3    RNA 提取、建库和测序

采用总 RNA提取试剂盒（DP419，天根生化科

技，北京），按说明书从发育叶、成熟叶、叶柄、木质部、

韧皮部和根中提取 RNA。使用 Illumina Hiseq 2500
平台进行双末端测序。用 HISAT 2软件[17]将测序数

据比对到毛白杨参考基因组[18]。

 1.4    反转录荧光定量 PCR
采用总 RNA提取试剂盒（DP419，天根生化科

技，北京），按其说明书从发育叶片中提取 RNA。
使用 SYBR Premix Dimer  Eraser（Perfect  Real  Time）
（TaKaRa）试剂盒进行反转录荧光定量 PCR（reverse

transcription-quantitative PCR，RT-qPCR），具体方法

参见产品说明书。使用 2−ΔΔCt 法对基因表达进行定

量。其中，PtoGRF9潜在下游靶基因（PtoERECTA、
PtoPIP1、PtoSHN1、PtoERD7）的定量引物分别为

PtoERECTA 基因 F端正向引物：CAACTGACGGG
GAAGATTCC，R端反向引物：GGGATGGATCCA
GTCAGCTG；PtoPIP1基因 F端引物: CGCAGGAG
TTGTTCAGGATG， R端引物 ： CATCCAAGCCCA
GAATCCTG； PtoSHN1基因 F端引物 ： CTGAGA
TCCTCCATGCTAAGC，R端引物：TCTCTGTCCAA
GCTGCACTC； PtoERD7基因 F端引物 ： CAGAA
GCCATTTCTGCCACT，R端引物 ：CTTCTTCACG
GGGTTCAGAG。
 1.5    转基因杨树获得

以毛白杨 cDNA为模板，克隆 PtoGRF9 CDS序

列，通过 XbaI酶切位点连接到 pBI121-EGFP-1载
体上，构建 35S::PtoGRF9-pBI121-EGFP-1重组质

粒。为构建 PtoGRF9的 RNAi载体，如前人所述[19]，

将 PtoGRF9的 173个碱基对片段克隆到 pBI121-
EGFP-1载体中，并导入农杆菌 EHA105中，具体方

法参考文献 [19]。为评估该片段在试验宿主 84K杨

中的沉默适用性，将其与 84K杨基因组[20]进行比对。

结果显示，该片段在所有分析序列中完全保守（序列

一致性为 100%）。
利用农杆菌（EHA105）介导的叶盘法侵染 84K

杨树。将携带目的基因的农杆菌经小摇后转大摇，

摇至 OD600 达到 0.8，离心后使用 WPM液体培养基

（含 AS）悬浮，侵染叶片 10 min，随后在共培养基上

暗培养 2 d，转移至选择培养基中，每两周继代培养

一次。约 1个月后，待愈伤组织长出，转移至生芽培

养基，每两周继代培养一次。约 1个月后，转移至伸

长培养基，待茎明显伸长后转移至生根培养基，培养

基配方及详细操作见文献 [21]。
 1.6    不同土壤相对含水量处理

取 30 d龄杨树组培苗，移栽于 V蛭石∶V营养土∶

V草炭 = 1∶1∶1的花盆中，在培养室中培养 3个月（16 h
光照/8 h黑暗，温度 20 ~ 25 ℃，湿度 40% ~ 50%）。
随后每盆移栽 3棵于顶部直径 28 cm、高 38 cm、 底
部直径 18 cm的花盆中。在干旱处理前，每两周施

加 1次 1 L霍格兰（Hoagland）营养液，持续两个月。

按照前人的方法[22]，将毛白杨置于 3个土壤相

对含水量（relative soil moisture content，RSMC）梯度

（70% ~ 75%、50% ~ 55%、35% ~ 40%，各 6株）下处

理 45  d，每日补水维持设定水平。对照组保持

RSMC为 70% ~ 75%，此为植物生长的最适环境[23]。

使用 6个无植物容器来估算蒸发量，并根据 RSMC
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每天称质量以补充流失的水分[21]。45 d后，每种处

理取相同发育时期、相同位置的叶片混合后，液氮速

冻保存。

 1.7    短期干旱试验

取 30 d龄杨树组培苗，移栽于统一规格（10 cm ×
10  cm  ×  10  cm）的花盆中。WT、 PtoGRF9-OE及

PtoGRF9-RNAi 3种基因型的转基因株系各取 6株
作为生物学重复，置于培养间进行为期 45 d的适应

性培养（16 h光照/8 h黑暗，温度 20 ~ 25 ℃，湿度

40% ~ 50%）。
适应性培养后，进行为期 7 d的短期干旱胁迫

试验。对照组 RSMC始终维持在 70%（土壤水势约

–0.30 MPa），干旱处理组则停止供水，让土壤水分从

70% 自然干旱。在停止供水后的第 5天，处理组土

壤 RSMC降至约 40%（土壤水势约–0.83 MPa），达
到中度干旱胁迫状态；持续干旱至第 7天试验结束，

此时处理组土壤 RSMC降至约 30%（土壤水势约

–1.11 MPa），达到重度干旱胁迫状态。土壤水势使用

美国WESCOR植物水势仪 Psypro测定。

 1.8    生理指标测定

使用 Li-6 400便携式光合作用系统测量并记录

光合作用参数，选取WT、PtoGRF9-OE及 PtoGRF9-
RNAi杨树植株的第 3至第 5片叶。将光照强度

和二氧化碳浓度分别设定为 800 µmol/（m2·s） 和 400
μmol/mol，从 08：00—10：00测量叶片的净光合速率

（Pn）、气孔导度（Gs）和蒸腾速率（Tr）。
采用过氧化物酶（peroxidase，POD）和超氧化物

歧化酶（superoxide dismutase，SOD）相应生化试剂盒

测定其活性（货号分别为 BC0095和 BC5165，北京

索莱宝科技有限公司）。

 1.9    统计学分析方法

采 用  Microsoft  Excel  2010（Microsoft  Corp,
Redmond,  WA）进行数据整理。采用 SPSS（version
25, IBM Corporation, Armonk, NY, USA）进行统计分

析，采用 LSD法比较不同处理间均值的差异（*表示

P ＜ 0.05，**P＜ 0.01，one-way ANOVA）。

 2   结果与分析

 2.1    PtoGRF9 基因进化分析

已有研究表明，GRF家族成员的蛋白结构多包

含一个 QLQ和一个 WRC结构域，而 GRF9较为特

殊，其 C端比其他家族成员多 1个 WRC结构域[1]。

为分析蛋白结构域的种间保守性，利用蛋白序列比

对，鉴定了来自多个物种与 PtoGRF9相似性最高的

同源基因，包括近缘种（如毛果杨、红皮柳）、双子叶

远缘种（如苹果、葡萄、拟南芥）以及单子叶植物（如

水稻、小麦、玉米）。系统发育树分析发现，除拟南芥

中的 AT2G45480外，其他基因与 PtoGRF9的蛋白

序列同源性随物种分化逐步降低，表现为在杨柳科

内进化关系最近，在单子叶植物中进化关系最远

（图 1a）。进一步分析蛋白结构域发现，PtoGRF9在
双子叶植物中的同源基因，其 C端均多一个完整的

WRC结构域；但该现象在单子叶植物中消失（图 1b）。
 2.2    PtoGRF9 蛋白结构分析

PtoGRF9基因编码 457个氨基酸，等电点为

8.99，不稳定指数为 44.4，表明该蛋白在体外可能易

降解。利用 ExPASy在线工具分析 PtoGRF9蛋白的

亲疏水性，结果显示其疏水性最大值为 2.067（第 53
位氨基酸），最小值为−3.233（第 27位氨基酸），平均

亲水系数为−0.15（图 2a）。其中，QLQ结构域附近出

现显著的亲疏水性波动，这可能与该结构域参与蛋

白互作有关。SOPMA预测结果表明，PtoGRF9蛋白

二级结构中无规则卷曲占 90.81%，而 α-螺旋占

5.69% （图 2b）。AlphaFold3三级结构预测结果显示，

PtoGRF9在 QLQ和 WRC结构域附近的置信度较

高（图 2c、d），特别是其 QLQ结构域的 α-螺旋结构

与二级结构预测结果一致（图 2c）。
 2.3    PtoGRF9 启动子及表达模式分析

提取 PotGRF9基因（上游 2 kb区域）的启动子

序列，并进行顺式作用元件预测。结果显示，该区域

包含多个与植物生长发育、激素响应及胁迫响应相

关的顺式作用元件（图 3a）。其中，19个生长发育相

关元件涉及光照、生长素和赤霉素等调控过程；15
个胁迫响应元件包含脱落酸、茉莉酸、低温、厌氧和

复合胁迫等响应途径。进一步分析 PtoGRF9在不同

组织中的表达模式发现，该基因在发育叶片（第 3片
叶）中呈高表达状态，而在成熟叶片（第 7片叶）及维

管组织等中的表达量较低（图 3b）。RT-qPCR分析表

明，在不同土壤含水量条件下，发育叶片中 PtoGRF9
的表达水平发生显著变化：相较于 70% ~ 75% 相对

含水量的对照组，当土壤相对含水量降至 50% ~
55% 时，PtoGRF9表达量上调约 1.1倍；当土壤相对

含水量下降到 35% ~ 40% 时，PtoGRF9表达量上调

约 2.7倍（图 3c）。上述结果表明，PtoGRF9可能参

与叶片发育过程中的干旱胁迫响应。

 2.4    过表达 PtoGRF9 提高抗旱性

为深入研究 PtoGRF9在协调发育与环境适应性

中的功能，本研究在 84K杨中构建了 PtoGRF9过
表达和沉默株系，分别获得过表达株系（PtoGRF9-
OE7和 PtoGRF9-OE8）和沉默株系（PtoGRF9-RNAi3
和 PtoGRF9-RNAi23），并进行了短期干旱胁迫处理

（图 4a）。干旱处理第 5天，PtoGRF9-RNAi株系叶
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图 1    GRF9同源基因进化树

Fig. 1    Phylogenetic tree of GRF9 orthologs
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图 2    PtoGRF9蛋白结构

Fig. 2    Protein architecture of PtoGRF9
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片已枯萎，WT株系叶片开始枯萎，而 PtoGRF9-OE
株系叶片保持正常；至干旱第 7天，PtoGRF9-RNAi
株系叶片已经完全干枯，WT株系叶片接近干枯，而

PtoGRF9-OE株系叶片仅出现轻微萎蔫（图 4a）。
进一步分析光合参数、相对电导率（relative

electric conductivity，REC）及抗氧化酶活性等生理指

标。在正常条件下，生长较快的 PtoGRF9-RNAi株
系光合速率高于 WT，而生长较慢的 PtoGRF9-OE
株系光合速率低于 WT。干旱胁迫后，PtoGRF9-OE
株系表现出比 WT和 PtoGRF9-RNAi株系更强的光

合速率（图 4b）。此外，干旱导致各株系的气孔导度

和蒸腾速率均下降，但 PtoGRF9-OE株系的气孔导

度和蒸腾速率较 WT分别显著高出约 116.67% 和

58.33%；相比之下，PtoGRF9-RNAi株系的这两项指

标较 WT分别显著降低约 66.67% 和 54.17%（图 4c、
d）。REC反映膜损伤程度，干旱前各株系 REC无显

著差异；干旱后，PtoGRF9-OE株系 REC较 WT显

著降低约 50%，而 PtoGRF9-RNAi株系较 WT显著

升高约 51.85%（图 4e）。过氧化物酶（POD）和超氧

化物歧化酶（SOD）能有效清除植物体内过量的活性

氧（reactive oxygen species，ROS），维持细胞氧化还

原平衡，从而减轻干旱胁迫造成的氧化损伤。试验

表明，干旱前，WT、PtoGRF9-OE和 PtoGRF9-RNAi
植株体内 POD，SOD活性无显著差异；干旱后，各株

系体内 POD和 SOD活性均升高，其中 PtoGRF9-
OE株系的 POD和 SOD活性较 WT分别显著增加
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图 4    过表达 PtoGRF9显著提高杨树在短期干旱下的耐旱性

Fig. 4    Overexpression of PtoGRF9 significantly enhances the drought tolerance of poplar under short-term drought stress
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约 27.27% 和 14.29%，而 PtoGRF9-RNAi株系则较

WT分别显著降低约 16.67% 和 19.64%（图 4f、g）。
综上所述，短期干旱胁迫下，PtoGRF9-OE株系在光

合能力、膜稳定性及抗氧化酶活性等生理指标上均

显著优于WT，而 PtoGRF9-RNAi株系表现相反。这

些结果证实，PtoGRF9在维持叶片发育与抗逆性平

衡中起着关键作用。

 2.5    PtoGRF9 潜在下游靶基因的表达量分析

基于该基因的 DNA亲和纯化测序 （DNA
affinity  purification  sequencing，DAP-seq）数据 [10]及

植物耐旱相关文献，筛选出 SHN1、ERD7（early-
responsive to dehydration 7）、ERECTA 和PIP1（plasma
membrane intrinsic protein 1）这 4个潜在下游靶基因。

其中，SHN1参与叶片蜡质合成[24]；ERD7响应多种

胁迫[25]；过表达 ERECTA 可改变气孔密度，提高杨

树耐旱性[26]；PIP1作为水通道蛋白，影响叶片水分

转运[27]。为进一步探究 PtoGRF9在干旱胁迫响应中

的调控作用，采用 RT-qPCR检测了上述潜在下游靶

基因的表达水平。结果表明，PtoSHN1、PtoERD7、
PtoERECTA 和 PtoPIP1等这 4个潜在下游基因在

PtoGRF9过表达株系中的表达量显著上调（图 5）。
这表明 PtoGRF9可能通过影响叶片发育过程中的蜡

质合成、气孔发育及水分转运，进而调控杨树的耐

旱性。

 3   讨　　论

 3.1    PtoGRF9 的分子进化特征与蛋白结构解析

本研究系统探索了杨树 PtoGRF9基因的生物学

功能。进化分析表明，PtoGRF9在毛果杨中的同源

基因为 Potri.014G071800。其所属的 GRF9亚群在

双子叶植物中具有独特的 C端额外 WRC结构域，

而在单子叶植物中该结构域基本缺失（图 1），这一

发现与 Omidbakhshfard等[1]的研究结果一致。这种

结构域的种间差异暗示，GRF9蛋白在双子叶与单子

叶植物分化后可能经历了不同的功能进化；其在杨

柳科近缘种中的高度保守性，进一步说明该基因在

木本双子叶植物中可能具有重要且特化的功能。蛋

白结构分析显示 PtoGRF9蛋白具有不稳定性，且二

级结构以无规则卷曲为主（图 2b），这符合许多转录

因子快速响应内外信号的特性。值得注意的是，QLQ
结构域附近亲疏水性的剧烈波动可能与其介导蛋白

质相互作用的功能相关（图 2b）。此外，AlphaFold3
预测的高置信度三维结构，特别是 QLQ结构域的 α-
螺旋构象，为理解 PtoGRF9与其互作蛋白作用的分

子基础提供了可靠的结构模型（图 2c、d）。
 3.2    GRF 转录因子在植物生长发育及逆境胁迫中

的功能分化

GRF转录因子在植物根、叶、花等器官发育中

主要作为正向调控因子发挥作用。例如，在拟南芥中，

AtGRF1/2/3是促进叶片细胞增殖与扩张的关键因

子；其三重突变体叶片显著变小，而过表达 AtGRF1
或 AtGRF2则能形成更大的叶片 [28]。在水稻中，

miR396通过靶向抑制 OsGRF4/6/8等成员，协同负

调控籽粒大小与穗型[29]。此外，过表达 GRF5可以显

著促进枫香胚性愈伤组织增殖，但抑制体细胞胚胎

形成[30]。少数 GRF成员则表现出抑制生长的功能。

拟南芥 AtGRF9通过直接激活细胞周期抑制因子

ORG3，以剂量依赖方式限制叶原基细胞增殖，从而

负调控叶片大小[9]。玉米中自然截短的 ZmGRF10同
样作为负调控因子，其过表达会抑制细胞增殖，导致
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Fig. 5    Expression levels of four potential downstream genes in WT and PtoGRF9-OE poplar lines

 90 北    京    林    业    大    学    学    报 第 48 卷    



叶面积和株高降低[31]。既往研究[10]表明 PtoGRF9通
过抑制细胞增殖、影响细胞数目，进而抑制叶片发育。

GRF家族成员在植物“生长−抗逆平衡”过程中

同样发挥关键作用。提高 OsGRF7的表达（GRF7-
OE）可促进水稻对盐胁迫的耐受性，并促使籽粒变

大；而抑制其表达（GRF7-Ri）或敲除该基因（grf7）则
降低耐盐性，导致籽粒变小[32]。GA处理可以正向或

反向调节冷胁迫诱导的基因表达。在寒冷刺激下，

DELLA与 GRF互作对 GA依赖性植物的叶片生长

和根的伸长、发育具有重要作用；GRF5在冷处理条

件下也会影响 GA的生物合成途径[11]。PtoGRF9启
动子中含有丰富的与生长发育、激素及胁迫响应相

关的顺式作用元件（图 3a）。结合其在发育叶片中高

表达且受干旱胁迫诱导的特点（图 3b、 c），说明

PtoGRF9在连接叶片发育程序与干旱胁迫应答中扮

演桥梁角色。

 3.3    PtoGRF9 协调杨树“生长−抗逆”平衡的调控

机制

在正常条件下，PtoGRF9-OE株系生长较慢且光

合速率较低，而 PtoGRF9-RNAi株系生长较快且光

合速率较高（图 4a、b）。在干旱胁迫下，PtoGRF9的
抗旱功能突显：PtoGRF9-OE株系不仅保持了更高的

光合速率，其气孔导度和蒸腾速率也较 WT显著增

加。此外，PtoGRF9-OE株系在干旱时具有较高的瞬

时水分利用效率（iWUE，光合速率/蒸腾速率），表明

该株系在水分受限条件下仍能高效利用水分，表

现出较强的耐旱性和水分调节能力。相比之下，

PtoGRF9-RNAi株系的光合速率、气孔导度和蒸腾

速率显著降低，光合碳同化能力严重受限，对干旱更

加敏感（图 4b、c、d）。相对电导率（REC）测定结果进

一步证实了 PtoGRF9在维持细胞膜稳定性中的重

要作用。干旱胁迫后，PtoGRF9-OE株系的 REC较

WT显著降低 50%，而 PtoGRF9-RNAi株系则增加

51.85%（图 4e），说明 PtoGRF9能够有效减轻干旱引

起的膜系统损伤，这对于维持细胞完整性和生理功

能至关重要。在活性氧清除系统方面，PtoGRF9-OE
株系在干旱后表现出更强的抗氧化酶活性，其 POD
和 SOD活性较WT显著提高，而 PtoGRF9-RNAi株
系则相反（图 4f、g）。这一结果明确显示，PtoGRF9
通过增强抗氧化防御能力，有效缓解了干旱胁迫引

发的氧化损伤，为细胞提供了更为稳定的氧化还原

环境。综上所述，在干旱胁迫下，PtoGRF9通过维持

杨树光合能力、优化气孔行为、增强膜稳定性和提升

抗氧化防御等多重途径，正调控杨树的抗旱性。

进化上保守的 GRF控制着植物不同组织和器

官的生长，改变植物中 GRF的表达似乎可以平衡生

长和抗逆。在盐胁迫条件下，ZmMPK3激酶活性增

强，从而磷酸化 ZmGRF1，通过调控与细胞增殖相关

基因的表达来促进玉米在盐胁迫下的生长[33]。然而，

过表达 PtoGRF9在一定程度上抑制了植物的正常生

长发育，该现象与拟南芥中同源基因的相关研究[9]结

论一致。前期研究[10]证实，在叶片发育的细胞增殖

阶段，PtoGRF9通过促进 PtoHB21基因的表达，进

而激活 ABA通路，抑制叶片发育。这表明，PtoGRF9
可能在维持叶片发育和抗旱性的平衡中起着至关重

要的作用。DAP-seq数据与 RT-qPCR结果共同表明，

PtoSHN1、PtoERD7、PtoERECTA 和 PtoPIP1可能是

PtoGRF9的下游基因（图 5）。这些基因分别参与叶

片蜡质合成、早期脱水响应、气孔密度调控及水分运

输[24−27]。因此，我们推测 PtoGRF9可能通过协同上

调这些功能各异的靶基因，从减少水分流失、增强胁

迫耐受和维持水分运输等多个层面，增强杨树的整

体抗旱性。

PtoGRF9在叶片发育早期通过激活 ABA通路

抑制细胞增殖 [10]，我们推测，ABA作为关键的胁

迫激素，在干旱条件下大量积累，可能进一步强化

PtoGRF9对下游靶基因的转录激活，同时抑制生长

相关靶标，从而实现“生长发育”与“抗逆响应”的平

衡。在育种方面，构建胁迫诱导型启动子驱动的

PtoGRF9表达系统，可在干旱条件下特异性激活其

抗旱功能而不影响正常生长。

综上所述，本研究证实 PtoGRF9是干旱胁迫响

应中协调杨树“生长−抗逆”平衡的关键转录因子。

其独特的蛋白结构、受胁迫诱导的表达特性以及通

过调控下游多种功能基因来增强抗旱性的作用模式，

为理解 GRF家族基因在林木中的功能多样性提供

了新视角。当然，本研究的部分结论有待拓展与深

化。例如本研究通过 DAP-seq与 RT-qPCR初步筛

选出 PtoSHN1、PtoERD7、PtoERECTA 和 PtoPIP1等
潜在下游基因，但尚未进行 ChIP-qPCR、EMSA或双

荧光素酶报告试验以证实 PtoGRF9与这些靶标启动

子的直接结合。同时，当前基于温室盆栽的表型数

据，需在未来通过多年多点田间试验予以验证，以评

估 PtoGRF9-OE和 PtoGRF9-RNAi株系在真实立地

条件下的成材性状、生物量及抗旱稳定性，从而验证

其生产应用潜力。

 4   结　　论

本研究初步阐明了 PtoGRF9在干旱胁迫下通过

提高光合性能、增强膜稳定性和提高抗氧化防御能

力等途径，增强杨树的抗旱性，从而在杨树叶片发育

与抗旱性平衡中发挥核心调控作用。主要结论包括

第 6 期 牛梦雪等：毛白杨 PtoGRF9基因的克隆及其调控杨树耐旱性的功能解析 91



PtoGRF9参与干旱响应与叶片发育过程；在正常条

件下抑制生长，而在干旱胁迫下通过提升光合性能、

气孔调节能力、膜稳定性及抗氧化防御水平正向调

控耐旱性；其可能通过激活 PtoSHN1、PtoERD7、
PtoERECTA 和 PtoPIP1等下游靶基因，整合蜡质合

成、脱水响应、气孔发育与水分运输，形成多维度抗

旱调控网络。这些发现为解析木本植物生长与抗逆

的平衡机制提供了新见解，也为抗旱杨树新品种的

遗传改良提供了关键候选基因与理论依据。
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