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PvPCF5--SRDX 通过改善多年生黑麦草的光合
作用提高高温耐受性

张力允， 徐爱娇， 马 喆， 王克华*

（中国农业大学草业科学与技术学院， 北京  100193）

摘 要 ：多年生黑麦草（Lolium perenne L. ）作为一种重要的草坪草和牧草，其生长常受高温胁迫制约。为探究

PvPCF5 基因功能抑制对多年生黑麦草高温耐受性的影响及其与光合作用的关系，本研究以野生型植株（WT），

PvPCF5 功能抑制型（PvPCF5-SRDX）和过表达型（PvPCF5-OX）植株为材料，设置热锻炼与无热锻炼两组，并于

42℃高温下处理不同时间。结果表明，在高温胁迫下，PvPCF5-SRDX 的多年生黑麦草较 WT 表现出更优的生理状

态：叶片相对含水量显著更高，电解质渗漏和丙二醛含量显著更低（P<0. 05）。同时，PvPCF5-SRDX 植株的光合

色素含量显著高于 PvPCF5-OX 植株（P<0. 05），并具有最高的净光合速率、气孔导度和蒸腾速率，以及最低的胞

间二氧化碳浓度。综上所述，抑制 PvPCF5 基因功能可通过有效改善多年生黑麦草的光合作用，显著增强其对高

温的耐受性。本研究为利用 PCF5 基因培育耐热型多年生黑麦草新品种提供了理论依据。
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PvPCF5--SRDX Enhances Heat Tolerance in Perennial Ryegrass Through 
Improved Photosynthesis

ZHANG Li-yun， XU Ai-jiao， MA Zhe， WANG Ke-hua*

（College of Grassland Science and Technology， China Agricultural University， Beijing 100193， China）

Abstract：As an important turfgrass and forage grass， perennial ryegrass （Lolium perenne L.） is frequently con⁃
strained by high temperature stress during its growth.  To explore the effects of PvPCF5 gene functional repres⁃
sion on heat tolerance of perennial ryegrass and its correlation with photosynthesis， wild-type （WT）， PvPCF5 
functional repression （PvPCF5-SRDX）， and overexpression （PvPCF5-OX） plants were used as experimental 
materials and divided into 2 groups with or without heat acclimation， followed by heat stress treatment at 42℃ 
for different durations.  The results showed that under high temperature stress， PvPCF5-SRDX plants exhibited 
superior physiological performance compared with WT ones， with significantly higher relative water content， 
and significantly lower electrolyte leakage and malondialdehyde content （P<0. 05）.  Meanwhile， the photosyn⁃
thetic pigment contents of PvPCF5-SRDX plants were significantly higher than those of PvPCF5-OX ones 
（P<0. 05）， accompanied by the highest net photosynthetic rate， stomatal conductance and transpiration rate， as 
well as the lowest intercellular CO₂ concentration.  In conclusion， repression of PvPCF5 gene function can effec⁃
tively improve the photosynthesis of perennial ryegrass and thereby significantly enhance its high temperature tol⁃
erance.  This study provides a theoretical basis for breeding new heat-tolerant perennial ryegrass varieties.
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全球气候变化预计导致 21 世纪末的地球平均

气温升高 2~4℃，高温成为植物生长和发育阶段中

主 要 的 非 生 物 胁 迫 之 一［1-4］。 多 年 生 黑 麦 草

（Lolium perenne L. ），别名宿根黑麦草，属于禾本科

冷季型草种［5］，对高温尤其敏感。

MiRNA 是一类内源性的具有调控功能的非编

码 RNA，它在转录后水平通过碱基互补配对的方式

识 别 并 调 控 靶 基 因 ，参 与 多 种 生 物 学 过 程［6-8］。

MiR319 家族是在不同植物中高度保守的 miRNA
家族的一员。在柳枝稷（Panicum virgatum L. ）中，

PvPCF5 为 miR319 的靶点［9］，其中 PvPCF5 的抑制

导致转基因植株中乙烯积累增加，耐盐性增强［10］。

此外，上调 PCF5 的表达可通过 PCF5 负调控茉莉

酸途径增强植物的抗虫性［11］。MiR319 也可以通过

调节 PCF5 提高小麦（Triticum aestivum L. ）的耐盐

性［12］。 水 稻（Oryza sativa L. ）转 录 抑 制 因 子

OsTIE1 与 TCP 转 录 因 子 OsTCP1/PCF5 相 互 作

用，控制 JA 的生物合成、花药开裂和雄性不育［13］。

由此可见，PCF5 在植物非生物胁迫响应、激素信号

传导及生殖发育等生物学过程中均发挥核心调控

作用。然而，关于 PCF5 在多年生黑麦草非生物胁

迫方面的研究尚未见报道。

嵌合抑制基因沉默技术（CRES-T）核心原理是

将目标转录因子与植物特异的 EAR 基序抑制域

（SRDX）融合，使嵌合基因转化为原转录因子靶基

因的特异性抑制子，过表达该嵌合基因的转基因植

株可呈现目标转录因子的功能缺失表型［14-15］。该技

术直接在转录调控层面发挥作用，与 RNAi 通过核

酸互补配对降解靶标 mRNA 或抑制翻译的核酸水

平调控机制存在本质区别［16］。在模式植物与作物

中，CRES-T 技术已展现出卓越的抗逆改良潜力。

例如，在拟南芥中通过该技术抑制 AtMYB102，
ZAT6 等转录因子表达，显著提升了植株耐盐性［17］；

在黑麦草中，已有研究证实转 DST-SRDX 融合基

因可显著提高植株耐盐性［18］。

本研究利用嵌合抑制子基因沉默技术将转录

抑制结构域 SRDX 与柳枝稷的抗逆基因 PvPCF5 融

合，探究 PvPCF5 基因对多年生黑麦草高温耐受性

的影响。研究结果将有助于补充现有的热胁迫反

应调控网络，同时转基因所获得的植物材料也为将

来通过遗传育种提高冷季型草坪草的耐热性提供

了重要的种质资源。

1　材料与方法

1. 1　供试材料准备和生长条件

对 miR319 与 PvPCF5 和 LpPCF5 的靶向关系

进 行 预 测 ，结 果 显 示 ，miR319 在 PvPCF5 和

LpPCF5 的 CDS 序列中均存在潜在结合位点，其中

PvPCF5 的 靶 位 点 位 于 CDS 第 1092-1112 nt，
LpPCF5 的 靶 位 点 位 于 CDS 第 1104-1124 nt（图

1A）。两个靶位点序列均为 GAGGGGACCCCTT 
CAGTCCAG，序列完全一致，表明该 miR319 结合

区域在柳枝稷和多年生黑麦草 PCF5 序列中具有较

高保守性。psRNATarget预测结果显示，miR319 对

PvPCF5 和 LpPCF5 的 Expectation 值均为 3. 0，预测

作用方式均为 Cleavage，提示 miR319 可能通过切割

PCF5 转 录 本 的 方 式 参 与 其 转 录 后 调 控 。 对

PvPCF5 和 LpPCF5 的 TCP 保守结构域序列进行

多序列比对，结果显示二者 TCP 结构域长度均为 61
个氨基酸，其中 60 个氨基酸位点完全一致，仅在第

60 位存在 K/S 差异，序列一致性达到 98. 36%。该

结果表明，PvPCF5 和 LpPCF5 在 TCP 功能结构域

区域具有高度保守性，提示二者可能具有相似的

DNA 结合及转录调控功能（图 1B）。结合 PvPCF5
和 LpPCF5 均含有典型 TCP 保守结构域的结果，说

明 PCF5 作为 miR319 下游靶基因的调控关系在两

种 禾 本 科 植 物 中 可 能 具 有 一 定 保 守 性 。 由 于

LpPCF5 基 因 敲 除 的 载 体 构 建 困 难 ，而 通 过 将

PvPCF5 与 EAR 基序抑制结构域 SRDX 连接，构建

出能够抑制靶基因表达的显性抑制子（图 1C），已有

相关研究发表。因此本研究将 Liu 等［10］报道的载体

pZh01-PvPCF5-SRDX，pZh01-PvPCF5-OX 分 别

转进农杆菌菌株（本实验所用载体由中国农业大学

张万军/刘燕蓉课题组惠赠），进行农杆菌介导的多

年生黑麦草遗传转化［19］，供试黑麦草品种‘Citation 
fore’种子作为外植体。从无农杆菌侵染的愈伤组

织分化而来的幼苗作为 WT。将分化的野生型植株

（WT），PvPCF5 功能抑制型（PvPCF5-SRDX）和过

表达型（PvPCF5-OX）多年生黑麦草幼苗转移到基

质土壤（沙土∶泥炭土∶蛭石=1∶1∶1）中，在 25℃下以

14 h 光照/10 h 黑暗和 350 μmol·m-2·s-1 的光照强

度在温室中进一步生长。采用 CTAB 法提取植物

DNA 进 行 PCR 检 测（ 图 1D）。 RNA 提 取 使 用

TRIzol试剂，从 100 mg 新鲜叶样品中分离总 RNA，

如 前 所 述［20］。 RT-qPCR 通 过 使 用 PrimeScriptTM 
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RT 试 剂 盒 和 gDNA Eraser（Takara， NO.  
RR047Q）合成第一链 cDNA，用于基因表达水平检

测（图 1E-F）。通过阳性植株的分蘖分离成单独的

幼苗，将获得的转基因植物进一步扩繁。

1. 2　热处理

对 2 月龄的多年生黑麦草进行热处理。实验处

理 2 周前，选取生长状况基本一致的 WT，PvPCF5-
SRDX，PvPCF5-OX 黑麦草各 12 株，去除枯黄老叶

后，将不同基因型的多年生黑麦草放置于三个智能

人工气候箱（22℃/14 h 光照，16℃/10 h 黑暗，光照强

度约 350 μmol·m-2·s-1，相对湿度 70%）中培养。每

天给每株植物浇水 50 mL，适应 2 周后开始高温处

理。其中一个气候箱作为对照处理，其余两个培养

箱做高温处理。无高温热锻炼处理条件为：42℃/14 h
光照，42℃/10 h黑暗，光照强度约 350 μmol·m-2·s-1，

相对湿度 70%。有热锻炼的处理为：先于 35℃光照

下处理 6 h 后，转为 42℃/14 h 光照，42℃/10 h 黑暗，

光照强度约 350 μmol·m-2·s-1，相对湿度 70% 的条

件下继续处理。

1. 3　测定指标和方法

1. 3. 1　形态学指标测定方法　随机选取生长一致

的植株，用直尺测量其自然高度，记作垂直高度；测

量第一片完全展开的叶片从叶基部到叶顶端的长

度，记作叶片长度。用游标卡尺测量每株第一片完

全展开的叶片最宽部位，记作叶宽；分蘖数采用人

工计数。每个处理选取 15 个样本，即 15 次重复。

1. 3. 2　生理指标测定方法　每个指标检测的样本

数为 4。相对含水量测定参考［21］，相对电导率测定

采用陈爱葵等［22］的浸泡法，丙二醛（Malondialde⁃
hyde， MDA）含量参考丁志超等［23］的方法，叶绿素

总量、叶绿素 a 含量、叶绿素 b 含量和类胡萝卜素含

量的测定方法参考张冉等［24］的方法，净光合速率

（Net photosynthetic rate， Pn）、气孔导度（Stomatal 
conductance， Gs）、蒸 腾 速 率（Transpiration rate， 
Tr）、胞间 CO2 浓度（Intercellular CO2 concentration， 
Ci）的测定使用 Yaxin-1105 便携式光合荧光仪。

1. 4　数据分析

使用 Microsoft Excel 2019 计算并整理原始数

据；首先对所有数据进行 Shapiro-Wilk 正态性检验

和 Levene’s 方差齐性检验，随后，利用 SPSS22. 0 软

件进行 0. 05 的差异水平下的单因素方差分析，同

时，使用 Duncan’s 新复极差法对数值进行多重比较

（P<0. 05），作图采用 SigmaPlot 14. 0 软件完成。

2　结果与分析

2. 1　转基因植株形态比较

为明确黑麦草 PvPCF5 基因对植株表型的影

响，本研究测定了野生型（WT）及两种转基因植株

（PvPCF5-SRDX，PvPCF5-OX）的叶片宽度、叶片

图 1　序列比对、载体构建和阳性植株验证

Fig. 1　Sequence alignment， vector construction and positive 
plant verification

注：A 为 PvPCF5 和 LpPCF5 靶位点。B 为 PvPCF5 和 LpPCF5 保守

核苷酸序列比对。C 为 PvPCF5 基因抑制载体（pZH01-PvPCF5-

SRDX）和 PvPCF5 基因过表达（pZH01-PvPCF5-OX）质粒的 T-
DNA 区域。35S，CaMV 35S 启动子；nos，nos 终止子；LB，左边界；

RB，右边界；hpt，潮霉素磷酸转移酶基因。D 为采用 CTAB 法提取

植物 DNA 进行 PCR 检测，E-F 为 2 种转基因植株在  RNA 水平进行

相对表达量的检测，CK 为阴性植株，SRDX1，SRDX2，SRDX3，
OX1，OX2，OX3 分别表示获得的 PvPCF5-SRDX，PvPCF5-OX 转

基因的阳性植株，因同一基因型的阳性植株间无显著差异，所以下

文中用 PvPCF5-SRDX 和 PvPCF-OX 统一表示”。

Note： A shows the target sites of PvPCF5 and LpPCF5.  B shows 
the alignment of conserved nucleotide sequences between PvPCF5 
and LpPCF5.  C shows the T-DNA region of the PvPCF5 gene sup⁃
pression vector plasmid（pZH01-PvPCF5-SRDX）and PvPCF5 over⁃
expression vector plasmid（pZH01-PvPCF-OX）.  35S，CaMV 35S 
promoter；nos，nos terminator；LB，left border；RB，right border；hpt，
hydroxychloroquine phosphotransfer ase gene.  D shows PCR detec⁃
tion using plant DNA extracted by the CTAB method.  E-F show the 
relative expression analysis results of two transgenic lines at the RNA 
level.  CK denotes the negative plant.  SRDX1，SRDX2，SRDX3，
OX1，OX2，OX3 represent positive plants expressing PvPCF5-

SRDX and PvPCF5-OX respectively.  Since there were no significant 
differences among positive plants of the same genotype，PvPCF5-

SRDX and PvPCF5-OX were used uniformly in the following text”

2839



第  34 卷  草 地 学 报

长度、茎粗、自然高度、分蘖数 5 个核心表型指标，结

果显示三者在所有指标上均存在显著差异（P<
0. 05，表 1）。其中叶片形态相关指标中，PvPCF5-
SRDX 的叶片宽度和叶片长度均显著高于 WT，而

PvPCF5-OX 的两项指标均显著低于 WT，表现为

叶片窄小的特征；茎粗方面呈现与叶片形态一致的

差异趋势，PvPCF5-SRDX 显著粗于 WT，PvPCF5-

OX 株系则显著细于 WT。自然高度上三者呈现明

显 梯 度 差 异 ，WT 植 株 平 均 28. 43 cm，为 最 高 ，

PvPCF5-OX 植 株（27. 15 cm）次 之 ，PvPCF5-
SRDX 植 株 最 低（24. 41 cm）。 分 蘖 数 指 标 中 ，

PvPCF5-SRDX 植 株 显 著 高 于 WT，PvPCF5-OX
植株则显著低于 WT，初步印证了 PvPCF5 基因对

黑麦草生长发育的调控作用。

2. 2　高温胁迫下无高温锻炼的 3 种株型黑麦草的

相对含水量、相对电导率和 MDA 含量变化

本实验通过测量 3 个基因型的黑麦草在热处理

0 h，48 h，72 h 后的相对含水量、相对电导率及 MDA
含量（图 2A-C）。对于相对含水量（图 2A），WT 从

81. 56% 骤降至 48 h 的 46. 37% 和 72 h 的 24. 94%，

叶片逐渐萎蔫失活。PvPCF5-OX 在 48 h 时与 WT
无 显 著 差 异 、72 h 后 显 著 低 于 WT，而 PvPCF5-
SRDX 的 0-48 h 仅从 75. 89% 降至 57. 62%（降幅较

WT 少 16. 92%），72 h 降至 36. 21%，持水能力显著

高于 WT（P<0. 05）。实验结果说明，3 种基因型的

黑麦草相对含水量受热胁迫影响程度从小到大排

序为：PvPCF5-SRDX<WT<PvPCF5-OX。这说

明 PvPCF5 基因功能抑制可显著提升黑麦草在高温

胁迫前期的持水能力。

相对电导率的动态变化反映了细胞膜完整性

对高温胁迫的响应，3 种基因型植株的电导率均随

胁迫时间延长呈上升趋势，但增幅存在显著差异

（图 2B）。胁迫前，WT 与 PvPCF5-SRDX 植株电导

率均低于 20%，表明细胞膜结构完整；48 h 高温处

理后，WT 电导率骤升至 63. 23%，较初始值升高

51. 15%，而 PvPCF5-SRDX 植株增幅仅 32. 04%，

PvPCF5-OX 植株电导率则显著高于 WT；72 h 后，

WT 电导率仍显著高于 PvPCF5-SRDX 植株，且

PvPCF5-OX 植株电导率高达 76. 93%。这一结果

表明，PvPCF5 基因功能抑制可有效减轻高温胁迫

对黑麦草细胞膜的损伤，而过表达该基因则加速细

胞膜通透性增加。

MDA的含量变化可以反映植株氧化损伤程度［32］。

胁迫前，3种基因型植株MDA含量均未超过7 μmol·g-1；

48 h高温处理后，PvPCF5-OX植株MDA含量增幅最

大（增加 10. 86 μmol·g-1），而 PvPCF5-SRDX植株增

幅最小（仅增加5. 94 μmol·g-1）；72 h后，WT植株 MDA
含量较初始值上涨 2. 40 倍（达 19. 14 μmol·g-1），

表 1　3 种株型常规形态指标

Table 1　Morphological traits of 3 genotypes
植株

Plants
WT

SRDX
OX

叶片宽度

Leaf blade width/mm
2.92±0.08b

3.48±0.08a

2.76±0.03c

叶片长度

Leaf blade length/cm
21.68±0.27b

22.67±0.30a

19.57±0.66c

自然高度

Plants height/cm
28.43±1.60a

24.41±1.41c

27.15±0.18b

茎粗

Internode diameter/mm
2.30±0.06b

2.66±0.15a

1.99±0.13c

分蘖数

Tiller number/个
41.40±2.39b

51.33±2.77a

34.27±2.84c

注：WT 表示野生型黑麦草，SRDX 表示 PvPCF5-SRDX 转基因黑麦草，OX 表示 PvPCF5-OX 转基因黑麦草。不同小写字母表示不同处

理之间黑麦草生理指标的差异显著（P<0. 05）。下同

Note： WT denotes wild-type ryegrass， SRDX represents the PvPCF5-SRDX transgenic ryegrass， and OX indicates the PvPCF5-OX transgenic 
ryegrass.  Subscripts below denote statistically significant differences in physiological parameters between treatments （P<0. 05）.  As noted below

图 2　无高温锻炼的 3 种株型黑麦草的相对含水量、相对电导率和 MDA 含量

Fig. 2　Relative water content， relative electrical conductivity and malondialdehyde content of transgenic plants and wild type 
without heat acclimation
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PvPCF5-OX 植 株 MDA 含 量 显 著 高 于 WT（P<
0. 05），而 PvPCF5-SRDX 植株 MDA 含量为 17. 10 
μmol·g-1，仅上涨 1. 48 倍，且显著低于 WT。上述结

果表明，抑制 PvPCF5基因功能可减缓高温诱导的脂

质过氧化进程，降低氧化损伤程度，这与相对电导率

反映的细胞膜稳定性结果一致，进一步证实 PvPCF5-
SRDX 植株通过维持细胞膜完整性、减少氧化损伤，

从而增强对高温胁迫的耐受性，而 PvPCF5-OX则可

能加剧植株在高温下的损伤程度。

2. 3　高温胁迫下无高温锻炼的 3 种株型黑麦草的

光合色素含量变化

无 热 锻 炼 条 件 下 ，3 种 基 因 型 黑 麦 草（WT，

PvPCF5-OX，PvPCF5-SRDX）的叶绿素总量均随

42℃高温胁迫延长呈下降趋势（图 2A），反映持续高

温对光合色素合成或稳定性的破坏，且基因型显著

影响降解进程。胁迫 48 h 后，PvPCF5-SRDX 植株

叶 绿 素 总 量（4. 00 mg·g-1）显 著 高 于 WT（P<
0. 05），而 PvPCF5-OX 植 株 显 著 低 于 WT（P<
0. 05，低 0. 56 mg·g-1）；72 h 时 三 者 持 续 下 降 ，

PvPCF5-SRDX从初始 4. 85 mg·g-1降至 3. 70 mg·g-1，

PvPCF5-OX 从 4. 84 mg·g-1 降至 2. 99 mg·g-1，表

明 PvPCF5-SRDX 可显著减缓高温诱导的叶绿素

降解，PvPCF5-OX 则加剧光合色素流失。

叶绿素 a 作为光反应核心色素，变化趋势与叶

绿素总量一致（图 2B），进一步印证 PvPCF5 对光合

系统的调控作用。未处理时 3 种基因型叶绿素 a 含

量无显著差异；48 h 胁迫后，WT 下降 0. 76 mg·g-1，

PvPCF5-SRDX 仅下降 0. 40 mg·g-1（降幅远低于

WT），PvPCF5-OX 降幅最大（1. 08 mg·g-1）。72 h
时，PvPCF5-SRDX 叶绿素 a 含量降至 2. 02 mg·g-1

（低于 WT 的 2. 40 mg·g-1），但全程降幅显著低于

WT（P<0. 05），表明其能更好维持叶绿素 a 稳定

性，为高温下光合功能的部分保留提供结构基础。

叶绿素 b 与叶绿素 a协同参与光能吸收与传递，

其变化规律与叶绿素 a 相呼应（图 2C），PvPCF5-
OX 植株在高温胁迫 48 h 和 72 h 时叶绿素 b 含量均

为 3 种基因型中最低，进一步证实 PvPCF5-OX 会

加剧光合色素系统的损伤。

类胡萝卜素作为抗氧化剂和光能保护色素，其

含量在 3 种基因型中未随高温处理呈现一致变化趋

势（图 2D），但 PvPCF5-SRDX 植株在胁迫 48 h 和

72 h 时类胡萝卜素含量均为最高，通过维持较高水

平的类胡萝卜素，减轻高温引发的氧化应激对光合

系统的破坏，与叶绿素稳定性的提升形成协同保护

效应，共同增强植株对高温胁迫的耐受性。

图 3　高温胁迫下无高温锻炼的 3 种株型黑麦草的光合色素含量

Fig. 3　Photosynthetic pigment content of transgenic plants and wild type without heat acclimation
注：本文中 TChl表示叶绿素总含量，Chl a表示叶绿素 a含量，Chl b 表示叶绿素 b 含量，Car表示类胡萝卜素含量

Note： TChl represents the total chlorophyll content， Chl a represents the chlorophyll a content， Chl b represents the chlorophyll b content， and 
Car represents the carotenoid content
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2. 4　高温胁迫下无高温锻炼的 3 种株型黑麦草的

光合指标变化

高温胁迫下，3种株型黑麦草的光合生理特性呈

现规律性响应：Pn，Gs，Tr均随热处理时间延长呈渐

进式下降，而 Ci呈反向升高趋势，这一变化模式反映

高温通过抑制气孔开放与光合酶活性的双重途径调

控碳同化过程。不同株型间的光合特性差异显著：

PvPCF5-OX 过表达植株的 Pn在热处理后两个关键

时间点均维持最低水平，而 PvPCF5-SRDX 抑制表

达植株的 Pn显著高于 WT（图 3A），证实 PvPCF5基

因的表达调控与黑麦草高温环境下的光合能力直接

相关，其功能抑制可增强植株对高温胁迫的光合适

应性。未进行高温处理时，3种株型的 Gs，Tr和 Ci无

显 著 统 计 学 差 异（P<0. 05）（ 图 3B-D），表 明

PvPCF5 基因未改变植株正常生长条件下的气孔相

关生理稳态；经 72 h 高温胁迫后，各指标的基因型

差异显著凸显：PvPCF5-OX 植株的 Gs和 Tr降幅最

大 ，分 别 达 81. 33% 和 81. 38%，对 应 Ci 升 高 至

624. 54 μmol·mol⁻¹，说明过表达该基因会加剧高温

诱导的气孔关闭与蒸腾抑制，进而导致胞间 CO₂积
累；相比之下，PvPCF5-SRDX 植株的 Gs 和 Tr 降幅

最小，分别仅为 45. 45% 和 37. 58%，Ci 上升幅度也

最低（497. 49 μmol·mol⁻ ¹），这一结果进一步验证

PvPCF5 基因的抑制表达可通过减轻气孔导度与蒸

腾速率的下降程度，维持相对稳定的胞间 CO2供应，

为高温胁迫下光合系统的功能维持奠定基础。

2. 5　高温胁迫下经高温锻炼的 3 种株型黑麦草的

相对含水量、相对电导率和 MDA 含量变化

经高温锻炼后进行高温胁迫，3 种株型黑麦草

的水分与膜系统稳定性呈现明确的基因型差异响

应：植株相对含水量随胁迫时间延长持续下降，而

反映细胞膜损伤程度的相对电导率和 MDA 含量则

呈同步升高趋势（图 4A-C），这一变化表明高温胁

迫通过破坏细胞水分平衡与膜结构完整性影响植

株生理功能。不同株型的抗逆差异在胁迫进程中

逐渐凸显：胁迫初始（0 h）时，PvPCF5-SRDX 植株

的相对含水量最低，但随着胁迫持续至 48 h 和 72 h，
该株型的相对含水量始终维持为同期最高水平，而

PvPCF5-OX 植 株 则 持 续 处 于 最 低 水 平 ，说 明

PvPCF5 基因功能抑制可增强黑麦草在长期高温胁

迫下的水分保持能力。相对电导率指标显示，胁迫

初始时 WT 植株的细胞膜稳定性最优，但经 48 h 和

72 h 高温胁迫后，PvPCF5-SRDX 植株的相对电导

率与 MDA 含量均为 3 种株型中最低，PvPCF5-OX

图 4　高温胁迫下无高温锻炼的 3 种株型黑麦草的光合指标

Fig. 4　Photosynthetic indices of transgenic plants and wild type without heat acclimation.
注：本文中 Pn 表示净光合速率，Gs表示气孔导度，Tr表示蒸腾速率，Ci表示胞间 CO2浓度

Note： In this paper， Pn represents the net photosynthetic rate， Gs represents the stomatal conductance， Tr represents the transpiration rate， and 
Ci represents the intercellular CO2 concentration
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植株则均为最高，这一结果证实 PvPCF5-OX 会加

剧高温诱导的细胞膜脂质过氧化损伤，而其抑制表

达可通过减轻膜结构破坏，提升植株对高温胁迫的

耐受性。

2. 6　高温胁迫下经高温锻炼的 3 种株型黑麦草的

光合色素含量变化

经 35℃热锻炼 6 h 后，3 种株型黑麦草在后续高

温胁迫下的光合色素代谢呈现特异性响应：叶绿素

总量随胁迫时间延长持续下降（图 5A），反映高温对

光合色素合成的抑制或降解作用。热胁迫 48 h 时，

PvPCF5-OX 植株的叶绿素总量显著低于 WT，差

值达 1. 36 mg·g-1（P<0. 05）；至 72 h，各基因型叶

绿素总量进一步下降，其中 PvPCF5-SRDX 抑制表

达植株维持最高水平，而 PvPCF5-OX 植株始终为

最低，表明 PvPCF5 基因功能抑制可缓解高温诱导

的叶绿素总量减少。叶绿素 a 含量的变化更能体现

基因型差异：35℃热锻炼 6 h 后，3 种株型叶绿素 a 含

量无显著差异，但经 42℃ 48 h 胁迫后，WT 植株叶绿

素 a 含量下降 0. 18 mg·g-1，PvPCF5-SRDX 植株无

显著变化，而 PvPCF5-OX 植株降幅达 1. 09 mg·g-1，

且显著低于其余两种株型（P<0. 05），该差异在 72 h
胁迫后仍持续存在。叶绿素 b 含量方面，PvPCF5-
OX 植株在 48 h 胁迫后即成为 3 种株型中最低（图

5C）。类胡萝卜素含量随高温处理时间未呈现一致

图 5　高温胁迫下经高温锻炼的 3 种株型黑麦草的相对含水量、相对电导率和丙二醛含量

Fig. 5　Relative water content， relative electrical conductivity and malondialdehyde content of transgenic plants and wild type 
with heat acclimation

注：所有经高温锻炼组中，0 h 表示未经任何高温处理，48 h 代表经 35℃6 h 热锻炼后，在 42℃高温下胁迫 48 h；72 h 代表经相同热锻炼后，在

42℃高温下胁迫 72 h。下同

Note： In all groups with high temperature acclimation， 0 h means no high temperature treatment， 48 h indicates 48 h of heat stress at 42℃ follow⁃
ing 6 h of heat acclimation at 35℃， while 72 h indicates 72 h of heat stress at 42℃ after the same heat acclimation.  The same as below

图 6　高温胁迫下经高温锻炼的 3 种株型黑麦草的光合色素含量

Fig. 6　Photosynthetic pigment content of transgenic plants and wild type with heat acclimation
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变化趋势（图 5D），但 PvPCF5-OX 植株在 48 h 和

72 h 时均维持最低水平，综合表明 PvPCF5-OX 会

加剧高温对黑麦草光合色素系统的损伤，而抑制其

功能可增强光合色素的热稳定性，为高温下光合功

能的维持提供结构基础。

2. 7　高温胁迫下经高温锻炼的 3 种株型黑麦草的

光合指标变化

经热锻炼处理后，3种株型黑麦草的光合生理响

应趋势与无热锻炼组一致：Pn，Gs，Tr随高温胁迫时

间延长持续降低，Ci呈反向升高，反映热锻炼未改变

高温对光合生理指标的调控方向，但显著影响其响应

幅度。基因型差异在胁迫进程中清晰显现：PvPCF5-
OX 过表达植株的 Pn 在热处理后两个时间点均维持

最低水平，而 PvPCF5-SRDX 抑制表达植株在 42℃ 

72 h胁迫后 Pn显著高于 WT（P<0. 05）（图 6A），表明

PvPCF5 基因功能抑制可增强热锻炼后植株的光合

持续能力。未进行高温胁迫时，3种株型的 Gs，Tr和
Ci 无显著统计学差异（P<0. 05）（图 6B-D）；经 42℃ 
72 h胁迫后，各指标的基因型差异凸显且热锻炼的保

护效应明确：PvPCF5-OX植株的 Gs和 Tr降幅最大，

分别达 77. 33% 和 75. 04%，PvPCF5-SRDX 植株降

幅最小，仅为 44. 49% 和 36. 81%，且所有株型的降幅

均低于无热锻炼组，证实热锻炼可减轻高温诱导的气

孔关闭与蒸腾抑制。Ci 变化与 Gs，Tr 呈反向关联，

PvPCF5-OX植株 Ci上升最多，PvPCF5-SRDX植株

上升最少，结合降幅差异可知，PvPCF5 基因的功能

抑制与热锻炼协同作用，通过维持相对稳定的气孔导

度与蒸腾速率，减少胞间 CO2积累，为高温胁迫下光

合系统的功能稳态提供保障。

3　讨论

高温胁迫作为限制黑麦草生长发育与生产力的

关键环境因子，严重影响植株抗逆性与环境适应性［25］。

PvPCF5属于PCF家族（植物特异性TCP转录因子亚

家族），现有研究多聚焦于其在植物生长发育中的作

用［26-29］和在植物非生物胁迫中的作用［10-11，30］，而关于其

参与高温胁迫响应的报道极少。本研究发现 ，

PvPCF5基因功能抑制可通过调控植株水分代谢、膜

系统稳定及光合作用提升多年生黑麦草高温耐受性，

不仅拓展了 PCF家族基因的功能边界，更为解析植物

抗逆调控网络的多元调控机制提供全新线索。

本研究通过分析高温胁迫下 PvPCF5 基因功能

抑制植株、野生型及过表达植株的生理指标差异，揭

示 PvPCF5 基因在多年生黑麦草高温耐受性调控中

的作用。植物表型可以量化植物生长状态和遗传特

性。本研究表明，PvPCF5-SRDX植株在株高、叶宽、

分蘖等多方面均优于 WT 和 PvPCF5-OX。同时，叶

片相对含水量可指示植株叶片水分流失的情况，反映

热胁迫对黑麦草叶片的损害程度［31］。研究发现，高温

图 7　高温胁迫下经高温锻炼的 3 种株型黑麦草的光合指标

Fig. 7　Photosynthetic indices of transgenic plants and wild type with heat acclimation
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胁迫下 PvPCF5-SRDX 多年生黑麦草的相对含水量

显著优于野生型。说明抑制 PvPCF5 功能可有效减

少高温诱导的细胞水分流失，维持细胞正常膨压与生

理代谢活性，为植株抵御高温胁迫奠定基础。水稻中

OsTCP19 基因在缺乏水分时表达显著上调，并通过

调节与盐和干旱胁迫相关基因表达，上调水分利用效

率和蒸腾作用［32］，侧面印证 TCP 转录因子家族在植

物水分代谢调控中的保守性作用。此外 ，抑制

PvPCF5 功能可显著增强多年生黑麦草高温胁迫下

的膜系统稳定性：相对电导率作为反映细胞膜透性和

植物抗逆性的核心指标［33］，高温胁迫下，PvPCF5-
SRDX植株的相对电导率在后期显著低于其他株型，

表明其细胞膜完整性更优。表明抑制 PvPCF5 基因

功能可增强植株的水分保持能力，减轻细胞膜脂质过

氧化损伤。MDA含量作为膜脂过氧化程度的直接体

现［34］，在 PvPCF5-SRDX 植株中也显著低于 WT，说

明其氧化损伤更轻。这表示，PvPCF5-SRDX通过抑

制高温诱导的膜结构破坏（如脂质过氧化、蛋白变

性），减少细胞内电解质外渗，从而维持细胞膜的选择

透过性，为细胞生理代谢提供稳定的内环境［35］。因

此，PvPCF5功能抑制可通过双重途径维护膜系统完

整，一是依托自身水分保持能力的提升，减少水分亏

缺引发的膜结构损伤，二是直接抑制高温诱导的膜脂

过氧化进程，从根源降低膜系统破坏程度，构建高温

下膜系统稳定的双重保障机制。

光合系统是植物对高温最敏感的生理过程之

一，而光合色素含量与光合参数是衡量光合功能的

核心指标［36］。PvPCF5 功能抑制可从多维度优化高

温 下 多 年 生 黑 麦 草 的 光 合 性 能 。 本 研 究 中 ，

PvPCF5-SRDX 植株的叶绿素 a 和类胡萝卜素含量

显著高于过表达植株：叶绿素 a作为捕获光能和驱动

光反应的关键色素，其含量升高意味着植株光合潜

力的提升；类胡萝卜素作为胁迫下的“光保护剂”，可

通过清除活性氧、缓解光抑制保护光合结构，其积累

进一步增强了植株在高温下的光合系统稳定性［37］。

该特性使 PvPCF5-SRDX 株系在高温下可维持绿色

表型，具备草坪草高温适应性育种的理想性状，后续

可通过田间试验进一步验证其生产应用价值。也有

研究表明热胁迫下，LpSGR-RNAi 的多年生黑麦草

失绿，叶绿体破坏增加［38］，更反向印证了光合色素稳

定对维持植株高温光合功能的关键意义。与之呼应

的是，基因功能抑制的黑麦草植株的 Pn，Gs 和 Tr显
著升高，而 Ci 显著降低。这一结果表明，PvPCF5-

SRDX 不仅通过提高色素含量增强了光能捕获能

力，还通过优化气孔行为（如气孔导度升高促进 CO₂
进入）和碳同化效率（如胞间 CO₂消耗加快），使光合

系统在高温下仍能高效运转［39］。

通过本研究，构建 PvPCF5-SRDX 增强多年生

黑麦草耐热性的协同调控模型：PvPCF5功能抑制首

先启动水分保持通路，减少高温诱导的细胞失水，为

膜系统与光合系统提供基础水分支撑；其次直接抑

制膜脂过氧化进程，维持膜系统完整，保障细胞物质

与能量转运正常；最后依托稳定的胞内环境与结构

完整的光合系统，实现光合色素积累与光合参数优

化，提升光合效能，三者形成级联调控网络，协同提

升植株高温耐受性。由此明确 PvPCF5 在多年生黑

麦草耐热性调控中的负调控作用，其功能抑制的调

控模式为禾本科牧草抗逆育种提供理论参考。

4　结论

本研究结果表明，热锻炼可显著提升多年生黑

麦草高温胁迫下的整体生理状态。在有热锻炼和无

热锻炼的高温胁迫下，PvPCF5基因功能抑制的多年

生黑麦草较野生型都表现出更优的生理状态：其相

对含水量显著提高，相对电导率和丙二醛含量显著

降低（P<0. 05），表明 PvPCF5-SRDX可减轻高温导

致的细胞水分流失与膜系统损伤。同时，PvPCF5-
SRDX 植株的光合色素含量显著高于过表达植株，

净光合速率、气孔导度、蒸腾速率均为三类供试株系

中最高，胞间二氧化碳浓度为最低，表明 PvPCF5 功

能抑制可从色素积累与光合运转双维度优化植株光

合性能。综上，PvPCF5基因在多年生黑麦草高温耐

受性调控中呈负调控效应，其功能抑制可通过协同

增强植株水分保持能力、维持膜系统稳定、优化光合

效能，构建多层次高温适应机制，最终显著提升植株

高温耐受性，该研究结果为多年生黑麦草抗热品种

改良提供坚实理论依据与核心基因靶点。
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