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摘要:【目的】评价转 TaLEA、betA 及 PsnWRKY70基因小黑杨无性系在寒旱逆境下的生长适应性及生理响应机制，筛选兼

具速生与高抗逆性的优良转基因株系，以期为我国寒旱地区杨树抗逆育种提供优良候选材料。【方法】在黑龙江省错海林

场（寒温带半干旱气候）营建转基因小黑杨环境释放试验林，对 5年生 TaLEA 过表达、betA 过表达、PsnWRKY70过表达

及抑制表达 4类转基因小黑杨与野生型对照进行田间观测。测定树高、胸径、材积和保存率等生长指标，并于典型干旱

期采样，分析丙二醛（MDA）含量、超氧化物歧化酶（SOD）活性、过氧化氢（H2O2）含量及气孔密度等生理指标。采用方差

分析、多重比较和隶属函数法对不同转基因类型株系进行综合评价与筛选。【结果】参试无性系在树高、胸径、材积和保

存率等方面均存在显著差异（P <  0.05）。以综合评价值  ≥  0.70为筛选阈值，共选出 4个优良无性系，包括 3个

PsnWRKY70抑制表达（b23、b17、b15）和 1个 TaLEA 过表达（XL-7）小黑杨无性系。其中，b23无性系表现最优，树高达

6.14 m，保存率为 72.5%；该株系在干旱条件下 MDA含量低、SOD活性高、H2O2 积累少、叶片气孔密度小，表现出较强

的氧化胁迫抗性和水分保持能力。XL-7无性系在生长与抗逆性方面也显著优于对照。【结论】PsnWRKY70抑制表达可显

著增强小黑杨在寒旱地区的田间生长与存活能力，其主要作用机制与抗氧化能力的提升和细胞膜稳定性增强密切相关。

本研究筛选出的 b23、b17、b15和 XL-7等转基因小黑杨优良无性系，兼具速生性与高抗逆性，为寒旱地区杨树抗逆育种

提供了具有应用潜力的新种质。
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Abstract: [Objective]  This  study  aimed  to  evaluate  the  growth  adaptability  and  physiological  response
mechanisms of  transgenic Populus simonii  × P.  nigra clones (with TaLEA, betA,  and PsnWRKY70 genes)
under cold and drought stress, to screen genotypes combining fast growth with high stress resistance, thereby
providing  candidate  materials  for  poplar  breeding  in  cold  and  arid  regions  of  China.  [Method]  An
environmental release trial was established at Cuohai Forest Farm in Heilongjiang Province (cold-temperate,
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semi-arid  climate).  Field  observations  were  conducted  on  5-year-old  transgenic  lines  and  wild-type  (WT)
controls. Growth traits including tree height, diameter at breast height (DBH), stem volume, and survival rate
were  measured.  During  the  typical  drought  period,  physiological  indicators  including  malondialdehyde
(MDA)  content,  superoxide  dismutase  (SOD)  activity,  hydrogen  peroxide  (H2O2)  content,  and  stomatal
density were analyzed. Analysis of variance (ANOVA), multiple comparisons, and the membership function
method were used for comprehensive evaluation and selection. [Result] There were significant differences
(P < 0.05) in tree height,  DBH, volume, and survival rate among the tested clones.  With a comprehensive
evaluation  value  ≥  0.70  as  the  screening  threshold,  4  excellent  clones  were  selected,  including  3
PsnWRKY70  suppression  expression  clones  (b23,  b17,  b15)  and  1  TaLEA  overexpression  clone  (XL-7).
Among  them,  clone  b23  performed  the  best,  with  a  tree  height  of  6.14  m  and  a  survival  rate  of  72.5%.
Under  drought  conditions,  clone  b23  exhibited  low  MDA  content,  high  SOD  activity,  low  H2O2

accumulation,  and  low  leaf  stomatal  density,  showing  strong  resistance  to  oxidative  stress  and  water
retention capacity. Clone XL-7 also showed significantly better growth and stress resistance than the control.
[Conclusion]  Suppressing  PsnWRKY70  expression  significantly  enhance  the  field  growth  and  survival
ability  of Populus  simonii × Populus  nigra  in  cold  and  arid  conditions,  primarily  by  boosting  antioxidant
capacity and cell membrane stability. The selected transgenic clones (b23, b17, b15, and XL-7), combining
fast  growth  with  high  stress  resistance,  provide  promising  new  germplasm  for  stress-resistant  poplar
breeding in cold, arid regions.
Key  words: transgenic Populus  simonii  ×  P.  nigra; PsnWRKY70; TaLEA; betA;  cold  and  drought  stress;
growth difference; stress-resistant breeding

小黑杨（Populus simonii × P. nigra）是我国东北

地区重要的杨树杂交种，因其生长迅速、材质优良、

适应性强，被广泛用于防护林、用材林和城乡绿化，

具有重要的生态与经济价值。该杂交种结合了母本

小叶杨（P. simonii）的耐寒耐旱特性与父本欧洲黑杨

（P. nigra）的速生抗病能力，在我国寒温带、半干旱

及轻度盐碱地区表现出较好的造林适应性。然而，

随着全球气候变化加剧，极端低温、季节性干旱等逆

境情况频发，小黑杨的成活与生长面临严峻挑战，需

通过遗传改良提升其复合抗逆能力[1−2]。

近年来，通过转基因技术将外源功能基因导入

小黑杨，已成为增强其在不良环境下适应能力的有

效手段[3−4]。例如，转 TaLEA 基因、转 betA 基因及转

PsnWRKY70基因的小黑杨，均在不同逆境条件下表

现出优越的适应性。TaLEA 基因能够编码晚期胚胎

丰富蛋白（LEA），该蛋白可增强细胞膜稳定性与水

分保持能力，并通过稳定蛋白质功能及清除活性氧

等机制提高植物的抗逆性 [5]。前期研究 [6]表明，转

TaLEA 基因小黑杨不仅在抗旱与耐盐性方面显著提

升，其抗寒性也表现突出。在 11个转基因小黑杨无

性系的低温胁迫实验中，大部分株系的丙二醛含量

显著低于野生型，表明其细胞膜受损程度减轻；同时，

转 TaLEA 基因株系的冷害指数普遍较低，说明 LEA
基因能够有效减轻低温对细胞膜的伤害[7]。田间试

验进一步证实，部分转 TaLEA 基因小黑杨在高寒和

干旱条件下具有较高的存活率和生长量，体现出转

基因小黑杨抗逆性与生长性能的协同提升潜力 [8]。

betA 基因可编码胆碱脱氢酶，参与催化甘氨酸甜菜

碱的合成，从而增强细胞的渗透调节能力。该基因

在物种间功能较为保守，例如，在玉米（Zea mays）与
棉花 （Gossypium  spp.）中导入来源于大肠杆菌的

betA 基因后，转基因植株中甘氨酸甜菜碱积累显著

增加，在低温胁迫下表现出更高的发芽率与幼苗生

长速率，并能通过缓解膜损伤和维持光合系统稳定

性来增强耐寒性[9−10]。此外，betA 基因的导入不仅提

高了植物对低温的适应能力，也显著增强了其抗旱

及耐盐碱能力。转基因 betA 小黑杨不仅具有显著的

耐盐性，在田间条件下还表现出对干旱胁迫的协同

抗性，说明 betA 的渗透调节机制在多种非生物胁迫

中具有广谱作用[11−12]。PsnWRKY70是 WRKY转录

因子家族的重要成员，在植物响应生物与非生物胁

迫过程中起关键调控作用。该基因在杨树中的功能

呈现复杂性：过表达 PsnWRKY70能够增强苗期小黑

杨对链格孢菌（Alternaria alternata）引起的叶枯病的

抗性；相反，抑制其表达则能够提高植株耐盐性，表

明 PsnWRKY70在不同胁迫条件下具有双向调控特

性[13−14]。进一步研究发现，WRKY类转录因子在多

种植物如苹果（Malus domestica）[15]、金橘（Fortunella
crassifolia）[16]、山桃（Prunus  davidiana）[17]、罗浮槭

（Acer fabri）[18]和梅花（Prunus mume）[19]中均参与干
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旱、低温及盐胁迫应答过程。但是，目前尚未在田间

条件下开展 PsnWRKY70转基因小黑杨的抗旱耐寒

性研究，基于 WRKY70在近缘物种中的功能保守性，

推测 PsnWRKY70可能通过类似的分子机制参与杨

树的干旱与低温响应。这为进一步探索 PsnWRKY70
基因在杨树抗逆调控过程中的潜在功能提供了理论

依据。

尽管已有研究证实了转TaLEA、betA、PsnWRKY70
过表达及抑制表达这 4类转基因株系在特定胁迫条

件下的抗逆潜力，但目前相关研究仍多集中于基因

功能验证或苗期抗性鉴定阶段，而将上述不同遗传

改良策略的株系置于同一典型寒旱逆境下，进行系

统性的田间生长适应性对比与综合评价，迄今尚缺

乏。这一不足导致难以准确评估不同基因型在实际

复杂逆境中的相对优势及其综合育种潜力，也制约

了优良基因型向育种应用的高效转化。因此，在自

然逆境下对转基因植株开展多年田间生长期观测，

并综合生长与生理指标进行多维评价，对于筛选兼

具速生性和高抗逆性的实用型材料，阐明其田间适

应机制具有关键意义，也是连接基因工程研究与林

业生产实践的重要桥梁。

错海林场地处寒温带半干旱地区，冬季寒冷、生

长季短、季节性水分匮乏，这为评价转基因小黑杨的

抗逆性与适应性提供了理想的自然寒旱逆境筛选

条件。本研究在该地区建立了上述 TaLEA、betA、
PsnWRKY70过表达以及 PsnWRKY70抑制表达 4类
转基因小黑杨的环境释放试验林，于栽植 5年后系

统调查不同无性系的树高、胸径、材积及保存率等生

长指标，并结合关键生理抗性指标进行综合分析，旨

在明确导入不同基因的小黑杨在自然胁迫环境下的

生长表现与生存能力，筛选出适应寒、旱复合胁迫，

并兼具速生性、高抗逆性的潜力新材料，为我国寒旱

地区生态安全保障、林业可持续发展及应对全球气

候变化提供优质的造林种质支撑。

 1   研究区概况与研究方法

 1.1    研究区概况与试验材料

试验地位于黑龙江省齐齐哈尔市龙江县错海林

场（47°55′N，124°25′E），海拔约为 340 m。该地区属

温带大陆性季风气候，年均气温约 5.16 ℃，年均日

照时数约 2 790.74 h，光照条件较充足，年均降水量

约为 450 mm，降水季节分配不均，其中 6—9月降水

量可占全年总量的 70% 以上，土壤类型为暗棕壤，

pH值在 7.35左右。该区域冬季寒冷漫长，夏季温暖

但降水集中，四季变化显著，整体呈现半干旱气候特

征，生长季短，降水集中且年际变率大，形成了显著

的寒旱复合逆境环境，对林木成活与生长构成持续

胁迫。试验期间（2019—2024年）的气候因子数据见

表 1。造林后，所有植株均依靠自然降水生长，未进

行人工灌溉，这进一步强化了寒旱胁迫的田间真实性。

本研究的试验材料包括转 TaLEA 过表达无性系

（XL-1、XL-7、XL-9、XL-13）、转 betA 过表达无性系

（T1、T6、T8、T33、T43）、转 PsnWRKY70过表达无

性系（a1、a3）与 PsnWRKY70抑制表达无性系（b11、
b15、b17、b20、b23、b26），因其受体野生型小黑杨来

源不同，为准确评估各外源基因的遗传效应，分别设

置对应的非转基因野生型对照。TaLEA 过表达无性

系与转 PsnWRKY70（过表达与抑制表达）基因小黑

杨的受体材料来源于本团队通过花药培养获得的小

黑杨花粉植株 [20−21]，其非转基因对照分别命名为

XCK和 WCK；betA 过表达无性系小黑杨的受体来

源于东北林业大学校园内优良小黑杨单株[22]，其非

转基因对照命名为 BCK。
 1.2    研究方法

 1.2.1    试验设计

为系统评价不同转基因小黑杨无性系在自然寒

旱逆境下的长期适应性与生长稳定性，本研究于

2019年 4月末在黑龙江省错海林场营建环境释放试

验林。将上述 4种转基因株系以及对照株系采用随

机区组设计，设置 10株小区，单行排列，4次重复，

株行距为 2 m × 4 m[23]，所有苗木定植后依赖自然降

水生长，未进行人工灌溉，以维持真实的寒旱胁迫环

境。于 2023年秋季对试验林进行全林调查，获取长

期生长数据，进行后续生理指标测定及综合性评价。

 1.2.2    生长指标测定与遗传参数分析

本研究选取树高、胸径、材积、树干通直度、保

存率 5个生长指标来表征栽植 5年后不同小黑杨转

基因株系和对照株系在自然寒旱逆境下的生长状况，

并同步估算各性状的无性系重复力、均值、变幅及变

异系数，进而对比分析其寒旱逆境中的生长差异。

 

表 1    2019—2024年份试验地主要气候因子

Tab. 1    Main climatic factors at the experimental site from
2019 to 2024

年份 最低温度/℃ 降水量/mm 蒸发量/mm

2019 −26.7 579 689

2020 −32.6 498 680

2021 −27.8 628 660

2022 −30.0 532 685

2023 −30.0 480 729

2024 −30.0 470 719

注：降水数据来自 Ventusky 平台（https://www.ventusky.com/），并通过
其在线可视化界面获取。下同。
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其中，树高（H）采用塔尺测量；胸径（D）为使用胸径

尺测量的距地面 1.3 m处的茎干直径，材积（V）计算

公式[24]如下。

V = 0.000 730 584 099−0.000 040 168 020 5D2+

0.000 034 384 964 4D2H+

0.000 337 503 207H+

0.000 002 052 761 11DH2

树干通直度采用 4级分类法评定，通直度越大，

表示树干形态越通直。评价标准如下：I级（赋值 4），
树干完全挺直；II级（赋值 3），树干轻微弯曲，仅存

在 1个弯；III级（赋值 2），树干明显弯曲，具有 2个
弯；IV级（赋值 1），树干严重弯曲或畸形，存在扭曲、

分叉等严重形态缺陷。保存率为成活株数与定植株

数的百分比，可衡量不同小黑杨株系在寒旱逆境下

的田间适应性与长期生存能力。

 1.2.3    参试无性系各性状隶属函数值及综合评价

为进一步实现多性状协同选择，综合考量各无

性系在不同生长性状上的表现，避免单一性状选择

可能带来的偏差，本研究采用隶属函数法结合熵权

法[25]，对参试无性系进行多性状综合评价。利用隶

属函数将各性状的均值进行标准化处理，为了科学

赋予各性状权重，运用主成分分析方法求算各性状

的权重值，最后计算出各个无性系在该地点的综合

得分，筛选出综合性状优良的转基因无性系。

 1.2.4    生理指标测定

2024年 7月 24日上午 9:00—11:00期间对 20
个参试无性系进行叶片采样，为准确评估各无性系

的遗传特性，最大限度降低因林间“天窗”造成的微

环境异质性干扰，采样遵循“在完整林分中选取正常

植株”的原则，明确避开了“天窗”边缘及可能受其

直接影响的植株，确保所有样品均取自林分结构完

整、生长正常的区域。具体方法为每个区组中，各无

性系随机选取 3株，在每株树冠南侧中上部采集 5 ~
8片成熟叶片，将同一无性系所有叶片样品混合为

一个样本。采样日期之前连续 7日（2024年 7月 17
日—24日）无降水，0.2 < 土壤湿度指数 < 0.6，为中

度干旱、轻度干旱/偏旱，形成一个自然干旱的胁迫

环境（表 2）。
为了评价不同株系在干旱环境中的响应情况，

评估其抗氧化能力，对其关键抗性指标丙二醛

（MDA）含量、超氧化物歧化酶（SOD）活性及过氧化

氢（H2O2）含量进行测定，每个混合样本均使用梦犀

生物公司试剂盒重复测定 3次。此外，选取气孔密

度来评价植物在干旱逆境下的水分利用效率和光合

能力。具体测定方法为在每个区组中，各无性系随

机选取 3株，采样原则同上，每株采集 5片成熟叶。

采用透明指甲油均匀涂抹叶片中间部位的下表皮以

固定气孔，待指甲油完全干燥后，将透明胶带平整粘

贴于涂抹区域，确保完全覆盖。轻压使其充分贴合

后，小心揭下胶带，贴于载玻片上，加盖盖玻片，于

20倍光学显微镜下，每个装片随机选取 5个视野统

计单位面积气孔数量，取其平均值作为该样品的气

孔密度值[26]。本试验中，每个无性系每株测定 3片
叶（即 3个独立生物重复）。

 1.3    数据分析

采用 SPSS26.0软件进行数据统计，以无性系为

固定因子，对生长指标和生理指标进行单因素方差

分析，当方差分析表明无性系效应达到显著水平（P <
0.05）时，进一步使用 Duncan’s新复极差法（DMRT）
在 α = 0.05水平上进行无性系间的多重比较。

 2   结果与分析

 2.1    生长性状差异及遗传参数分析

参试无性系生长性状差异及遗传参数分析结果

 

表 2    2024年 7月 17日—24日土壤条件与气候因子数据

Tab. 2    Data on soil conditions and climatic factors from July 17 to 24 in 2024

日期 土壤湿度指数 体积土壤湿度/（m3·m−3） 气温/℃ 降水量/mm 露点温度/℃ 空气湿度/%

2024−07−17 0.450 9 0.276 0 22.5 0 20 50

2024−07−18 0.407 2 0.266 7 27 0 18 50

2024−07−19 0.348 0 0.250 0 26 0 19 40

2024−07−20 28 0 22 80

2024−07−21 0.330 0 0.247 9 28 0 17 30

2024−07−22 0.302 8 0.242 2 29 0 18 30

2024−07−23 29 0 18 40

2024−07−24 0.250 0 0.240 0 30 0 16 30

注：0.2 ≤ 土壤湿度指数 < 0.4为中度干旱；0.4 ≤ 土壤湿度指数 < 0.6为轻度干旱/偏旱；土壤相关数据来源于曾江源等[27]。2024−07−20与2024−
07−23因数据获取平台当日未提供相关信息，导致土壤湿度指数与体积土壤湿度数据缺失。
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（表 3）表明，树高、胸径、材积、通直度和保存率在无

性系间均存在显著遗传差异（P < 0.05），说明这些生

长性状具有较为稳定的遗传变异基础，可作为无性

系选育的重要依据。遗传参数分析显示，树高、胸径

和材积的重复力均高于 53.00%，反映出这些性状受

遗传控制程度较高，利用其进行选择具有较高的可

靠性。相比之下，保存率的重复力仅为 12.05%，说明

其受遗传控制的程度较低。从变异系数来看，材积

与保存率均表现出较高的变异水平，分别为 49.06%
和 48.36%，表明参试无性系群体在这两个性状上具

有较大的改良潜力。进一步结合重复力分析可知，

材积的高变异主要由遗传因素主导，而保存率的高

变异则更多归因于环境因素的影响，更容易受到局

部土壤条件、水分状况、病虫害等微环境随机因素的

干扰。因此，虽然保存率在无性系间存在显著差异

（P < 0.05），但是直接依据保存率进行基因型筛选的

可行性与重复性较差。

 2.2    参试无性系各性状的多重比较

参试无性系各生长性状的多重比较分析结果

（表 4）显示，PsnWRKY70抑制表达无性系 b23、b17
及 TaLEA 过表达无性系 XL-7在树高、胸径及材积

性状上均表现最优，大多显著高于对照小黑杨

（WCK和 XCK）。从保存率来看，PsnWRKY70抑制

表达无性系 b23、b26、b11和 b15的保存率最为稳定，

保存率均不低于 60.00%，而在树高、胸径及材积等

方面生长表现较好的无性系 XL-7和 b17保存率均

相对较低。在树干通直度方面，所有参试无性系评

分介于 2.20 ~ 3.30之间，且 4类转基因小黑杨无性

系间的差异不显著，说明不同外源基因的导入并未

对树干通直度产生显著影响。综上，在自然寒旱逆

境下的试验表明，PsnWRKY70抑制表达小黑杨 b23、
b17株系的生长适应性优于 betA 过表达小黑杨，同

时 TaLEA 过表达无性系 XL-7也表现出优良的生长

性能。

 2.3    参试无性系各性状隶属函数值及综合评价

本研究采用隶属函数法结合熵权法，进一步对

参试无性系进行多性状综合评价。通过熵权法计算

得出各生长性状的权重，树高、胸径、材积、保存率

分别为 28.38%、29.09%、30.13% 和 12.40%。将各性

状的标准化隶属函数值与其对应的权重相乘并累加，

得到各无性系的综合评价值（表 5）。以综合评价值 ≥
0.70为筛选阈值，共选出 4个综合性状优良的转基

因无性系，分别为 PsnWRKY70抑制表达无性系 b23、
b17、b15和 TaLEA 过表达无性系 XL-7，与上述生长

性状多重比较结果大致重合。

进一步分析发现，在入选的 PsnWRKY70抑制表

达无性系（b23、b17、b15）中，b23综合表现最优，其

树高均值为 6.14 m，保存率均值达 72.5%，且树干通

直度较高（表 4），在全试验林中居首位，表现出对自

然寒旱逆境的高度适应能力。无性系 b17在材积指

标上表现最佳，达 0.014 1 m3，表明其生长潜力突出，

但保存率相对较低（（37.50 ± 20.62）%），XL-7作为

TaLEA 过表达小黑杨类型中综合表现最优的无性系，

在生长指标方面同样显著优于对照。

 2.4    抗性生理指标分析

采集在自然干旱胁迫环境下（采样日期之前连

 

表 3    参试无性系主要性状方差分析及遗传参数

Tab. 3    Analysis of variance and genetic parameters for main traits of tested clones

生长性状 变异来源 自由度 均方 F P 重复力/% 均值 变幅 变异系数/%

树高/m

无性系 19 2.055 2.886 1.00 × 10−4**

65.35 5.45 2.10 ~ 7.90 19.23区组 3 12.555 17.631 1.308 9 × 10−11**

无性系 × 区组 52 1.716 2.409 3.00 × 10−6**

胸径/cm

无性系 19 3.737 1.947 0.011*

53.55 6.66 2.10 ~ 10.50 23.50区组 3 18.820 9.803 4.00 × 10−6**

无性系 × 区组 52 3.877 2.019 1.73 × 10−4**

材积/m3

无性系 19 4.136 × 10−5 2.430 0.002**

58.85 0.010 1 0.001 8 ~ 0.014 1 49.06区组 3 2.090 × 10−4 11.783 2.799 2 × 10−9**

无性系 × 区组 52 3.296 × 10−5 1.937 4.00 × 10−5**

树干通直度

无性系 19 1.104 1.686 0.04*

40.69 3.01 1.00 ~ 4.00 28.74区组 3 6.403 9.777 3.294 2 × 10−8**

无性系 × 区组 52 0.621 0.948 0.58

保存率/% 无性系 19 464.586 1.946 0.03* 12.05 48.13 25.00 ~ 72.50 48.36

注：*表示差异达到显著水平（P < 0.05）；**表示差异达到极显著水平（P < 0.01）。下同。
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表 4    参试无性系各生长性状多重比较

Tab. 4    Multiple comparisons of different growth traits in tested clones

无性系 树高/m 无性系 胸径/cm 无性系 材积/m3 无性系 保存率/% 无性系 树干通直度

b23 6.14 ± 1.05a b17 7.63 ± 1.75a b17 0.014 1 ± 0.006 6a b23 72.50 ± 27.54a b23 3.30 ± 0.75a

b17 6.13 ± 1.06a XL-7 7.46 ± 1.18ab b23 0.013 2 ± 0.005 8ab b26 70.00 ± 8.17ab T1 3.29 ± 0.85a

T43 5.85 ± 0.68ab b23 7.38 ± 1.56abc XL-7 0.011 8 ± 0.003 8abc b11 67.50 ± 22.17ab T33 3.23 ± 0.93a

b26 5.71 ± 0.73ab b15 7.29 ± 0.93abc T1 0.011 5 ± 0.006 6abcd b15 60.00 ± 18.26abc XL-9 3.21 ± 0.80a

b15 5.70 ± 0.58ab XL-13 7.25 ± 1.77abcd b15 0.011 3 ± 0.003 7abcd WCK 57.50 ± 38.62abc T6 3.20 ± 0.79a

XL-7 5.69 ± 0.62ab b11 6.99 ± 1.76abce XL-13 0.011 1 ± 0.004 9abcd b20 52.50 ± 22.17abc XL-7 3.18 ± 0.801a

a1 5.66 ± 0.96ab b26 6.94 ± 1.28abcde b11 0.011 0 ± 0.006 1abcd XCK 52.50 ± 15.00abc b26 3.15 ± 0.67ab

T1 5.60 ± 1.26ab T43 6.94 ± 0.69abcde b26 0.010 8 ± 0.003 9abcd a3 47.50 ± 20.62abc T8 3.13 ± 0.74ab

WCK 5.50 ± 0.73abc T1 6.81 ± 2.16abcde T43 0.010 8 ± 0.002 6abcd XL-1 47.50 ± 17.08abc T43 3.12 ± 0.99ab

b11 5.40 ± 1.34bcd b20 6.49 ± 1.33abcdef b20 0.009 6 ± 0.005 3bcde XL-7 47.50 ± 20.61abc b17 3.08 ± 0.76ab

XL-13 5.39 ± 0.86bcd T8 6.47 ± 1.48abcdef a1 0.009 2 ± 0.003 6cde T43 45.00 ± 10.00abc a3 3.07 ± 1.03ab

T33 5.32 ± 0.60bcd XL-9 6.42 ± 1.27bcdef T8 0.008 9 ± 0.003 7cde T1 42.50 ± 9.57abc b15 3.07 ± 0.80ab

BCK 5.28 ± 0.49bcd T33 6.33 ± 0.83bcdef XL-9 0.008 7 ± 0.003 5cde T8 42.50 ± 5.00abc a1 3.00 ± 1.00ab

a3 5.25 ± 0.85bcd T6 6.26 ± 1.43cdef T33 0.008 5 ± 0.002 4cde XL-13 42.50 ± 22.17abc XL-1 3.00 ± 0.69ab

T8 5.22 ± 0.53bcd a1 6.22 ± 1.22cdef T6 0.008 5 ± 0.003 4cde T33 40.00 ± 25.82abc XL-13 3.00 ± 0.87ab

b20 5.19 ± 1.36bcd BCK 6.10 ± 1.71def a3 0.008 4 ± 0.003 6cde a1 37.50 ± 33.04bc b11 2.93 ± 0.78ab

T6 5.18 ± 0.91bcd a3 6.08 ± 1.44def BCK 0.008 4 ± 0.003 3cde b17 37.50 ± 20.62bc b20 2.79 ± 0.79abc

XL-9 5.14 ± 0.86bcd WCK 5.87 ± 1.28ef WCK 0.008 2 ± 0.002 4cde BCK 37.50 ± 28.72bc BCK 2.78 ± 0.97abc

XL-1 4.79 ± 1.12cd XL-1 5.87 ± 1.58ef XL-1 0.007 6 ± 0.004 3de XL-9 37.50 ± 30.96bc XCK 2.43 ± 1.03bc

XCK 4.72 ± 1.47d XCK 5.37 ± 1.67f XCK 0.006 7 ± 0.004 4e T6 25.00 ± 31.091c WCK 2.20 ± 0.94c

注：同列不同小写字母表示不同株系在P < 0.05水平上差异显著。

 

表 5    参试无性系各性状隶属函数值及综合评价

Tab. 5    Membership function values and comprehensive evaluation of traits in tested clones

无性系 树高 胸径 材积 保存率 综合评价值

b23 1.00 0.89 0.88 1.00 0.93

b17 0.99 1.00 1.00 0.26 0.91

XL-7 0.68 0.93 0.69 0.47 0.73

b15 0.69 0.85 0.63 0.74 0.72

b26 0.70 0.69 0.55 0.95 0.68

T43 0.80 0.69 0.55 0.42 0.64

b11 0.48 0.71 0.59 0.89 0.63

T1 0.62 0.64 0.65 0.37 0.60

XL-13 0.47 0.83 0.60 0.37 0.60

a1 0.66 0.38 0.35 0.26 0.44

b20 0.33 0.49 0.34 0.58 0.41

T8 0.35 0.49 0.3 0.37 0.38

WCK 0.55 0.22 0.21 0.68 0.37

T33 0.42 0.43 0.25 0.32 0.36

XL-9 0.30 0.47 0.28 0.26 0.34

a3 0.38 0.32 0.24 0.47 0.33

BCK 0.39 0.32 0.24 0.26 0.31

T6 0.32 0.39 0.25 0.00 0.28

XL-1 0.05 0.22 0.13 0.47 0.17

XCK 0.00 0.00 0.00 0.58 0.07
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续 7 d无降水）不同转基因小黑杨无性系叶片，测定

MDA含量、SOD活性、H2O2 含量及气孔密度，以进

一步在生理水平上揭示不同株系耐旱机制的差异。

表 6显示：在干旱条件下，前文所筛选出的优良无性

系 b15、b17、b23和 XL-7的 MDA含量均显著低于

对照（WCK和 XCK），表明这些转基因小黑杨株系

在干旱环境下细胞膜损伤较轻，膜结构稳定性更高。

选取 SOD和 H2O2 生理指标评估小黑杨抗氧化能力，

发现优良无性系 b15、b17、b23和 XL-7的 SOD活

性均显著高于对照（WCK和 XCK），表明入选的转

基因小黑杨株系抗氧化能力显著增强。同时，这些

优良无性系的 H2O2 含量均低于对照，氧化胁迫程度

减轻。综上，推测在自然干旱环境条件下，生长表现

优异的转基因无性系（b15、b17、b23和 XL-7）通过

提高抗氧化酶活性来减少活性氧积累，有效缓解氧

化损伤，耐旱能力显著增强，进而为维持其较高的生

长量提供生理基础。

气孔密度是影响植物水分利用效率和光合能力

的重要指标。在干旱环境中，较低的气孔密度有助

于减少水分蒸腾，提高水分利用效率[28]。试验分析

发现，优良无性系 b15、b17、b23和 XL-7的气孔密

度均低于对照（WCK和 XCK），这一特性与其较强

的抗旱性和良好的生长表现相一致。

 3   讨　　论

尽管通过转基因技术改良杨树抗逆性已取得显

著进展，但多数研究[6,13,23,29]仍集中于苗期或可控环

境下的胁迫响应评估。本研究首次在自然寒旱复合

逆境下，系统比较了转 TaLEA、betA 及 PsnWRKY70
基因小黑杨的田间长期适应性与生理响应。研究中

关于基因型在田间的适应性排序结果与前人基于苗

期或单一胁迫的研究预测结果存在明显差异。例如，

betA 过表达株系在苗期及盐碱环境中显示出良好的

渗透调节潜力[11−12]，但在本试验以干旱和低温为主

导的长期自然胁迫下，其生长优势并未显现。相反，

PsnWRKY70抑制表达株系则展现出远超预期的田

间存活与生长能力。这一方面印证了抗逆基因的功

能发挥具有强烈的“环境依赖性”，另一方面也凸显

了将候选基因型置于目标生态区真实、复合逆境中

进行长期筛选的必要性。本研究建立的“生长−生理”

综合评价体系，为从实验室走向田野的杨树抗逆育

种提供了关键的中间验证环节和更可靠的筛选依据。
 

表 6    参试无性系生理抗性指标及气孔密度多重比较

Tab. 6    Multiple comparisons of physiological resistance indices and stomatal density in tested clones

无性系 MDA/（nmol·g−1） 无性系 SOD/（U·g−1） 无性系 H2O2/（μmol·g−1） 无性系 气孔密度/（个·mm−2）

WCK 45.79 ± 1.51a b15 351.78 ± 63.50a BCK 62.86 ± 2.49a WCK 177.60 ± 5.86a

XL-1 45.26 ± 1.60ab b23 303.47 ± 46.59ab a3 62.69 ± 2.27a a3 177.00 ± 3.32a

b11 44.99 ± 2.57ab T43 299.26 ± 64.12ab T6 58.53 ± 3.27ab a1 175.80 ± 7.46a

a3 43.12 ± 2.81ab XL-7 273.05 ± 52.68bc T33 53.99 ± 3.21bc BCK 174.40 ± 3.91ab

XCK 41.79 ± 3.72ab T8 244.52 ± 8.90bcd a1 51.57 ± 3.40cd T6 172.00 ± 3.54abc

b26 41.79 ± 0.23ab T33 236.91 ± 35.09bcde b11 51.07 ± 5.42cd T1 166.20 ± 7.43bcd

b20 40.86 ± 2.40abc b17 233.95 ± 23.42bcde WCK 49.09 ± 1.78cd b17 164.60 ± 5.46cd

T6 40.46 ± 2.80abc T6 223.32 ± 12.19cdef T1 46.01 ± 1.92d XL-13 163.60 ± 5.73cd

XL-9 39.66 ± 2.23abcd T1 214.71 ± 8.01cdef b17 45.89 ± 4.24d XCK 158.00 ± 6.12de

a1 39.26 ± 6.40bcd XL-1 211.37 ± 70.78cdef XCK 38.78 ± 1.86e b23 151.40 ± 6.80ef

BCK 35.26 ± 0.69cde b26 211.00 ± 10.70cdef b26 37.71 ± 1.04e XL-7 150.00 ± 6.96ef

XL-13 34.19 ± 1.80def BCK 199.99 ± 53.94cdef XL-1 36.65 ± 2.41e T33 147.80 ± 6.91fg

T33 34.06 ± 1.39def a1 193.88 ± 61.87def XL-9 35.20 ± 0.54e b26 146.60 ± 7.96fg

T1 33.12 ± 3.49ef XL-9 193.42 ± 36.06def b23 32.87 ± 1.24ef XL-1 139.80 ± 1.48gh

XL-7 32.72 ± 4.82ef XCK 189.47 ± 39.66def XL-13 28.30 ± 1.13fg XL-9 137.40 ± 10.26h

b17 31.52 ± 5.33ef b20 179.09 ± 26.82def T8 26.48 ± 5.24g T43 135.80 ± 5.02hi

b23 30.19 ± 2.66ef XL-13 174.63 ± 16.30def b20 23.59 ± 6.11g b20 132.80 ± 2.39hij

T8 28.59 ± 2.60f a3 165.61 ± 21.75ef XL-7 22.38 ± 6.35g b11 132.60 ± 8.38hij

b15 28.32 ± 4.50f b11 149.90 ± 24.06fg T43 22.29 ± 3.94g T8 127.80 ± 6.87ij

T43 21.12 ± 4.55g WCK 95.38 ± 6.19g b15 15.26 ± 0.07h b15 126.60 ± 6.11j

注：MDA. 丙二醛；SOD. 超氧化物歧化酶；H2O2. 过氧化氢。
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 3.1    不同转基因小黑杨寒旱适应性分化及其生理

机制

基于连续自然干旱胁迫下的生理测定与生长性

状综合评价，本研究揭示了不同转基因小黑杨无性

系的寒旱适应性存在显著分化，其根本原因主要源

于不同转基因株系在抗逆生理机制上的差异。优良

无性系（b15、b17、b23、XL-7）在干旱期均表现出

MDA含量显著降低，SOD活性显著升高以及 H2O2

积累减少的共同趋势（表 6），表明其通过有效维持

细胞膜稳定性并增强活性氧清除能力，减轻了氧化

损伤，从而为其在树高、胸径和材积等生长性状上的

优势提供了关键的生理基础。

深入分析发现，PsnWRKY70抑制表达与 TaLEA
过表达株系采用了不同的抗逆策略。PsnWRKY70抑
制表达无性系（如 b23）可能通过下调 PsnWRKY70
转录因子，解除其对下游抗氧化防御基因的抑制，从

而系统性提升 SOD等抗氧化酶的活性，强化活性氧

清除系统，在干旱胁迫中实现生长与抗逆的协同提

升。这与该基因在非生物胁迫中常作为负调控因子

的功能相符[13]。而 TaLEA 过表达无性系 XL-7则主

要依赖于晚期胚胎丰富蛋白（LEA）的膜保护与脱水

保护功能[5]，通过直接的物理化学作用稳定细胞结构，

从而表现出持续的渗透调节能力和生长优势。这两

种策略虽然路径不同，但均在寒旱胁迫下有效实现

了植株生理稳定与生长的平衡。

与之相比，所有 betA 过表达无性系在本试验中

均未达到优良标准。尽管该基因前期[11−12]已被证实

可通过合成甘氨酸甜菜碱来增强渗透调节，提高耐

盐性，但其核心机制在本研究以低温、干旱为主导的

中性土壤逆境中未能充分转化为生长竞争优势。这

凸显了抗逆基因功能发挥具有强烈的“环境依赖性”

或“胁迫类型特异性”[9]。betA 株系的落选并非其缺

乏抗逆潜力，而是其优势抗逆通路与本试验地的主

导胁迫因子不匹配，导致其生理优势（如个别株系

MDA含量低）未能有效整合为综合生长优势。

因此，在寒旱逆境下对转基因小黑杨进行综合

评价与筛选，必须紧密结合其生理响应机制与田间

实际胁迫类型。不同基因型抗逆途径的差异直接决

定了其在特定逆境下的适应性表现，这为今后针对

不同寒旱胁迫类型开展精准的基因型筛选与配置提

供了重要理论依据。

 3.2    PsnWRKY70 基因的双向调控功能及其在抗逆

育种中的启示

本研究证实，在寒旱胁迫下 PsnWRKY70主要起

负调控作用，抑制其表达可显著增强小黑杨的抗氧

化能力与细胞膜稳定性，进而提升植株的田间存活

率与生长量。这一发现不仅深化了对 WRKY转录

因子在木本植物非生物胁迫响应过程中复杂功能的

理解[13]。也从实践层面表明，通过对关键调控因子

进行精准表达干预，可实现林木生长与抗逆性状的

协同改良，这为杨树分子设计育种提供了新策略与

直接靶点。

本研究基于寒旱逆境构建的综合评价体系所筛

选出的优良转基因无性系（如 b23、XL-7），为同类生

态区杨树抗逆育种提供了具有应用潜力的候选材料。

然而，本研究仍存在一定局限。由于转基因插入的

随机性、受体遗传背景差异及田间环境异质性，不同

转基因株系间存在表型与生理指标的分化，这提示

在今后的育种应用中，需结合大规模群体筛选与多

年多点的稳定性测试，以保障优良性状的可重复性

与广适性。此外，试验仅在单一地点进行，所选优

良无性系的适应性仍需通过多点区域试验进一步验

证；PsnWRKY70下游调控网络及其与其他抗逆通路

的互作机制也有待深入解析。未来研究应通过多年

多点区域试验，结合分子生物学方法，进一步解析

PsnWRKY70介导的抗逆信号网络，并探索其与

TaLEA 等基因的协同效应，为培育广适性抗逆杨树

品种提供重要支撑。

 4   结　　论

本研究聚焦于全球气候变化加剧背景下，寒旱

地区小黑杨所面临的极端低温和季节性干旱等逆境

胁迫问题；针对当前杨树抗逆性研究多局限于苗期

或可控环境，缺乏多年生系统在自然逆境下田间长

期评价的不足，在黑龙江错海林场的典型寒旱逆境

区营建了转 TaLEA、betA 及 PsnWRKY70基因小黑

杨的环境释放试验林，通过生长指标测定、干旱期关

键生理指标分析以及综合评价等方法，对转 TaLEA、
betA 及 PsnWRKY70基因小黑杨在寒旱逆境下的适

应性进行评价。研究得到以下结论。

（1）参试的 4类小黑杨无性系在树高、胸径、材

积及保存率等生长性状上存在显著遗传差异（P <
0.05）。以综合评价值≥ 0.70为筛选阈值，共选出 4
个优良无性系，包括 3个 PsnWRKY70抑制表达无性

系（b23、b17、b15）和 1个 TaLEA 过表达无性系（XL-
7）。其中 b23表现最为突出，树高达 6.14 m，保存率

为 72.5%。
（2）PsnWRKY70抑制表达可显著增强小黑杨在

寒旱环境中的适应能力，其机制与强化抗氧化防御

系统及提升细胞膜稳定性密切相关。优良抑制表达

无性系在干旱胁迫下表现出较低的 MDA含量、较

高的 SOD活性、较少的 H2O2 积累，同时叶片气孔

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



密度较小，兼具氧化胁迫抗性与水分保持能力。

（3）不同外源基因型的抗逆适应性存在显著差

异：TaLEA 过表达无性系 XL-7在生长与抗逆性上均

优于对照；betA 过表达无性系因抗逆机制与寒旱胁

迫类型不匹配，未入选优良类型；PsnWRKY70基因

呈现双向调控特性，过表达不利于其在寒旱环境下

存活，而抑制表达则显著提升其适应性。

研究结果为我国寒旱地区杨树抗逆育种提供了

兼具速生性与高抗逆性的新种质（b23、b17、b15、XL-
7），并为抗逆基因型的精准选配提供了依据。未来

可进一步解析 PsnWRKY70调控网络，并开展优良无

性系的多点区域试验以验证其广适性。
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