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摘要: 以2个反义转酮醇酶基因(CsTK)黄瓜株系T2′-2和T2′-4以及野生型黄瓜‘08-1’为试材, 研究CsTK沉默对高温(40°C)下
黄瓜幼苗净光合速率(Pn)、核酮糖-1,5-二磷酸羧化/加氧酶(Rubisco)活性及其mRNA表达量和叶绿素荧光参数的影响。结

果表明, 与野生型相比, 2个反义株系的转酮醇酶(TK)活性和CsTK mRNA的表达量显著降低。高温胁迫2 h后, 黄瓜幼苗叶

片的Pn、气孔导度(Gs)以及以吸收光能为基础的光化学性能指数(PIABS)、Rubisco活性及其mRNA表达量和光系统(PSII)活
性均显著降低, 而CsTK的mRNA表达量和TK活性及胞间CO2 (Ci)浓度明显升高, 但2个反义株系各指标始终低于野生型植

株, 尤其‘T2′-4’最低。CsTK沉默加剧了高温条件下黄瓜幼苗Rubisco和PSII活性的降低, 从而导致转反义CsTK黄瓜幼苗的

光合作用降低幅度较大, 对高温耐性下降。
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黄瓜是北方日光温室的主栽设施蔬菜之一, 
在栽培过程中经常会遭遇高温(>35°C)、低温和亚

适温等非生物胁迫, 导致黄瓜叶片的光合能力明

显下降(张丽红等2015; 刘伟等2009; 艾希珍等

2004), 黄瓜的生长受到明显抑制, 致使其产量和品

质大幅降低。因此, 研究高温下黄瓜的光合特性, 
并探明其调控机理对夏季黄瓜的高产优质栽培具

有一定的指导意义。

前人研究指出, 黄瓜叶片卡尔文-本森循环的

多种光合酶活性和基因表达显著下降是温度胁迫

下光合速率下降的主要因素(梁文娟等2008; 毕焕

改等2011)。转酮醇酶(transketolase, TK)是一种焦

磷酸硫胺素依赖性酶, 在异养生物中作为糖酵解

和戊糖磷酸途径的纽带, 为核苷酸、氨基酸和维

生素的生物合成提供底物(Kochetov 2001); 在高等

植物中参与Calvin循环, 可逆地催化甘油醛-3-磷酸

和果糖-6-磷酸反应产生木酮糖-5-磷酸和赤藓

糖-4-磷酸,促进甘油醛-3-磷酸和景天庚酮糖-7-磷
酸转变为木酮糖-5-磷酸和核酮糖-5-磷酸(Schenk等
1998)。Henkes等(2001)指出, 当TK活性降低20%~ 
40%时, 就会抑制转反义烟草RuBP的再生和光合作

用的进行, 该结果证明了TK与光合作用碳固定之间

的密切关系, 亦暗示若提高TK活性可能成为增加碳

固定、促进植物生长的有效途径(Raines 2011)。
研究发现, TK不仅参与调控高等植物的碳固

定, 还可参与高等植物对非生物胁迫的响应, 进而

增强其抗逆性。Bernacchia等(1995)的研究中指出, 

TK主要通过调节其代谢中间产物磷酸糖的积累量

来提高植物的抗旱性。本实验室在前期研究中发

现, 短期低温弱光诱导TK基因(CsTK)的mRNA表

达, 且超表达CsTK的黄瓜植株在该逆境下表现出

较高的Pn和较低的丙二醛(MDA)含量, 低温耐性明

显增强; 而反义黄瓜植株表现结果相反(Bi等2013, 
2015), 但关于CsTK沉默是否会降低黄瓜幼苗的高

温耐性, 目前还不清楚。在本实验中, 利用人工气

候室进行高温条件的模拟, 以作者前期通过农杆

菌介导法获得的转CsTK反义黄瓜植株为材料(Bi
等2015), 研究野生型和CsTK沉默黄瓜幼苗的光合

酶活性和PSII反应中心的变化, 旨在探明高温条件

下CsTK参与黄瓜光合作用的机制, 及其与高温适

应性之间的关系。

材料与方法

1  供试材料与培养

试验于2016年在山东农业大学园艺试验站进

行。供试黄瓜(Cucumis sativa L.)基因型为‘08-1’自
交系和转反义CsTK株系T2′-2和T2′-4, 且反义植株

已做相关DNA检测(Bi等2015)。4月10日播种(每
个基因型播种50棵), 日光温室内用8 cm×8 cm营养
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钵土壤育苗。育苗环境为: 光量子通量密度(PFD)日
均值约580  μmol·m -2·s -1,  昼 /夜温度均值约为

27°C/18°C。至黄瓜幼苗长至三叶一心时, 选取长势一

致的进行处理。预处理2 d, 条件设定为昼/夜温度

25°C/18°C, PPFD 600 μmol·m-2·s-1, 光暗周期11 h/13 h。
胁迫条件为: 温度40°C, 光照强度600 μmol·m-2·s-1。处

理2 h后取幼苗的上数第3叶 ,  液氮速冻后保存

于–80°C, 用于测定相关酶活性及RNA的提取。每处

理设3次重复, 取平均值。

2  测定方法

2.1  光合速率

利用Ciras-3型光合仪(美国PP-Systems公司)
测定高温胁迫前后各处理黄瓜幼苗上数第3叶的

光合速率(Pn)。PFD (600 μmol·m- 2·s- 1)、CO2 (390 
μL·L-1) 浓度和叶温(25±1)°C分别由仪器的可调光

源、内置式CO2供气系统和温度监控装置控制。

2.2  快速叶绿素荧光诱导曲线测定

利用英国Hansatech公司的Handy-PEA测定高

温胁迫前后3种不同基因型黄瓜幼苗的快速叶绿

素荧光诱导动力学曲线(OJIP曲线), OJIP曲线由

3 000 μmol·m-2·s-1红光诱导, 测定时间为2 s, 将幼苗上

数第3片完全展开叶用暗适应叶夹暗适应处理30 min
后进行相关测定, 测得的数据按照Strasser等(2010)
的方法将OJIP曲线的O-J段进行标准化处理。其

中, O点是最小荧光值, K点是300 μs荧光值, J点是

2 ms荧光值。各荧光参数意义参照李鹏民等(2005)
方法。(1) O-J段标准化: Wt是将O-J段按照Wt=(Ft –
Fo)/(FJ –Fo)标准化后的曲线; ΔWt是高温处理2 h后
与处理0 h的曲线的差值(ΔWt=Wt2h–Wt0h); (2) PSII
最大量子效率φPo=Fv /Fm=(Fm–Fo)/Fm; (3)以吸收光

能为基础的性能指数PIABS=(RC/ABS)×[φPo/(1–
φPo)]×[Ψo /(1–Ψo)]; (4)单位叶面积吸收的光能ABS/
CSo; (5)单位叶面积捕获的光能TRo/CSo=φPo×(ABS/
CSo); (6)单位叶面积的电子传递的量子产额ETo/
CSo=φEo×(ABS/CSo); (7)单位叶面积有活性的反应

中心的数量RC/CSo=φPo×(VJ/Mo)×(ABS/CSo)。
2.3  核酮糖-1,5-二磷酸羧化/加氧酶(Rubisco)和转

酮醇酶(TK)
采用酶连续循环比色法定量检测Rubisco活

性, 具体步骤参照上海杰美基因医药科技有限公

司生产的植物核酮糖-1,5-二磷酸羧化/加氧酶羧化

活性测定试剂盒(货号为GMS16015.1)说明书。TK
活性测定参照Bi等(2015)的方法。

2.4  Rubisco和TK基因表达

利用购自宝生物工程(大连)生物有限公司的

Trizol试剂盒进行RNA提取, 参照其相应的说明书进

行所有操作。引物是由实验室前期设计, 序列如表

1。用TaKaRa公司的SYBR® PrimeScript™ RT-PCR 
Kit II试剂盒, BIO-RAD公司的iCycler iQ5实时荧光定

量PCR仪检测Rubisco大、小亚基和CsTK的mRNA
丰度, 检测及计算方法参照试剂盒说明书进行。

表1  实验所用的引物序列

Table 1  Primer sequence used in the experiment

基因    引物名称 	                             引物序列 

rbcL	 RL1	 5′ GCTATGGAATCGAGCCTGTTG 3′
	 RL2 	 5′ CCAAATACATTACCCACAATGGAAG 3′
rbcS	 RS1	 5′ CGCATTCATCAGGGTTATTGG 3′
	 RS2	 5′ AAGAGTAGAACTTGGGGCTTGTAGG 3′
TK	 TK1	 5′ ACGATGAGGTCATGAAG 3′
	 TK2	 5′ CCAGCAAGATGAAGCAG 3′
Actin	 aF	 5′ CCACGAAACTACTTACAACTCCATC 3′
	 aR	 5′ GGGCTGTGATTTCCTTGCTC 3′

3  数据统计分析

利用Microsoft Excel软件进行数据处理, 取3
次重复的平均值, 利用SigmaPlot软件作图, 用DPS
软件对数据进行单因素方差分析, 并运Duncan检
验法对显著性差异(P<0.05)进行多重比较。

实验结果

1  高温条件下转反义和野生型黄瓜幼苗CsTK的表

达特性

1.1  高温胁迫对转反义和野生型黄瓜叶片CsTK mRNA
表达量的影响

从图1看出, 在高温胁迫前, 转基因株系T2′-4
和T2′-2 CsTK的mRNA表达量分别为0.389和0.592, 
分别较野生型植株(WT)降低了61.1%和40.8%。高

温胁迫后, T2′-4、T2′-2和WT的CsTK的mRNA表

达量均显著上升, 三者分别比胁迫前增加了2.2
倍、3.1倍和4.8倍, T2′-4和T2′-2的CsTK的mRNA表

达量的上升幅度明显低于WT, 该结果说明短期高

温可以诱导CsTK的mRNA表达, 但抑制CsTK表达

时, 该诱导效应下降。
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1.2  高温胁迫对转反义和野生型黄瓜叶片TK活性

的影响

结果(图2)显示, T2′-4和T2′-2 TK活性均显著低

于WT。高温胁迫前, T2′-4和T2′-2 TK活性分别较

WT降低了23.0%和11.6%; 而高温胁迫2 h后, T2′-4、
T2′-2和WT的TK活性分别比胁迫前升高了19.2%、

31.7%和52.8%, 其中T2′-4的TK活性升高幅度最小, 
这与其对应的CsTK的mRNA相对表达量的变化趋

势一致, 即CsTK的mRNA相对表达量越低, TK活性

就越小, 在短期高温条件下的上升幅度亦越小。

2  高温对转CsTK反义和野生型黄瓜幼苗Rubisco 
mRNA表达和活性的影响

2.1  高温胁迫对转反义和野生型黄瓜幼苗Rubisco
大、小亚基mRNA表达的影响

从图3看出, 高温胁迫前, 转反义植株T2′-4和

图2  高温胁迫对转反义和野生型黄瓜幼苗TK活性的影响

Fig.2  Effect of high temperature on TK activities of antisense 
transgenic and wild type cucumber seedlings

T2′-2的Rubisco大亚基(Rubisco large subunit, rbcL) 
mRNA表达量显著低于WT (图3-A), 而Rubisco小
亚基(Rubisco small subunit, rbcS) mRNA表达量与

WT无差异(图3-B)。高温胁迫后, T2′-4、T2′-2和
WT植株的rbcL和rbcS mRNA均显著下降, 但CsTK
表达量降低的转反义植株T2′-4和T2′-2的rbcL和
rbcS mRNA的下降幅度均大于WT。至高温胁迫2 
h时, T2′-4的rbcL和rbcS mRNA分别较胁迫前下降

了56.1%和60.0%, T2′-2的rbcL和rbcS mRNA表达

量分别较胁迫前下降了44.5%和43.7%, 而WT的rbcL
和rbcS mRNA表达量分别较胁迫前下降了24.5%
和26.5%。

2.2  高温胁迫对转反义和野生型黄瓜幼苗Rubisco
活性的影响

从图4看出, 高温胁迫前, T2′-4和T2′-2反义株

系的Rubisco活性低于WT; 高温胁迫2 h后,  Rubisco
活性均显著下降, 且2个转反义株系的Rubisco活性

图1  高温胁迫对转反义和野生型黄瓜幼苗 
CsTK表达量的影响

Fig.1  Effect of high temperature on CsTK mRNA abundance 
of antisense transgenic and wild type cucumber seedlings
图中数据为3次重复平均值, 不同小写字母表示差异达显著水

平(P<0.05)。下图同此。

图3  高温胁迫对转反义和野生型黄瓜幼苗rbcL (A)和rbcS (B)基因表达量的影响

Fig.3  Effect of high temperature on rbcL (A) and rbcS (B) mRNA abundance of  
antisense transgenic and wild type cucumber seedlings
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显著低于WT。与胁迫前相比, WT、T2′-4和T2′-2的
Rubisco活性分别下降了13.1%、41.1%和31.1%, 即
TK活性降低越多, 相对应的Rubisco的活性下降的

越明显。

3  高温对转反义和野生型黄瓜幼苗光合参数的影响

图5-A表明, 高温胁迫前, CsTK沉默的2个反义

黄瓜株系的光合速率均显著低于野生型植株; 高
温胁迫2 h后, T2′-4、T2′-2和WT的Pn分别比胁迫

前降低了67.9%、64.2%和35.1%, 2个反义株系Pn

的下降程度明显高于野生型植株。同时, 气孔导度

(Gs)下降(图5-B), 胞间CO2浓度(Ci)值却显著上升

(图5-C)。这说明植株叶片Pn的下降是由非气孔因

素引起的, 且CsTK沉默加剧了高温下转基因植株

光合作用的降低。

4  高温胁迫对转反义和野生型黄瓜幼苗光系统

(PSII)综合活性的影响

图6显示, 高温胁迫前, T2′-4和T2′-2反义株系

的PIABS和Fv/Fm均与野生型无差异, 这说明在非胁

迫条件下, 两个反义株系和野生型植株的PSII综合

性能是无差异的。高温胁迫2 h后,  Fv/Fm均未发生

明显变化, 但PIABS均出现明显下降, 且T2′-4和T2′-2
的下降幅度明显大于WT, 三者分别下降了54.5%、

37.8%和13.0%, 这说明降低CsTK基因表达可加剧

高温对PSII活性的伤害。

5  高温胁迫对转反义和野生型黄瓜幼苗光系统II 
(PSII)供体侧的影响

K点是PSII供体测光抑制的特异性标志, 由图

7可知, 短期高温即可导致黄瓜幼苗K点的增加, 其
中野生型植株的K点上升幅度最小, 其次为T2′-2, 
T2′-4的上升幅度最高。说明抑制CsTK表达的转反

义植株在高温胁迫下放氧复合体的受伤害程度明

显增加, 且反义植株中CsTK mRNA表达量越低, K
点的上升幅度就越高。

图5  高温胁迫对转反义和野生型黄瓜幼苗净光合速率

(Pn)、气孔导度(Gs)和胞间CO2浓度(Ci)的影响

Fig.5  Effect of high temperature on net photosynthetic rate (Pn), 
stomatal conductance (Gs), intercellular CO2 concentration (Ci) 

of antisense transgenic and wild type cucumber seedlings

图4  高温胁迫对转反义和野生型黄瓜幼苗 
Rubisco活性的影响

Fig.4  Effect of high temperature on Rubisco activities of 
antisense transgenic and wild type cucumber seedlings
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6  高温胁迫对转反义和野生型黄瓜幼苗电子传递

活性的影响

图8表明, 高温胁迫前, 黄瓜幼苗的电子传递

正常进行, 但高温胁迫2 h后, 黄瓜幼苗叶片的ABS/
CSo、TRo/CSo、ETo/CSo和RC/CSo均出现下降, 且2
个反义株系各指标的下降程度高于WT。T2′-4的
ABS/CSo、TRo/CSo、ETo/CSo和RC/CSo较WT植株的

低5%、7%、13.7%和10.1%, T2′-2的ABS/CSo、

TRo/CSo、ETo/CSo和RC/CSo较WT植株的低6.3%、

7.3%、9.8%和7.9%。可见, 高温胁迫会导致单位

叶面积反应中心数量的下降, 并降低反应中心色

素复合体对光能的吸收、捕获和电子传递的效

率。CsTK沉默加剧了高温胁迫对黄瓜幼苗反应中

心色素复合体的伤害。这可能是转反义植株对温

光逆境适应性降低的机制之一。

讨　　论

黄瓜是一种对温度很敏感的设施蔬菜, 在夏

季黄瓜高产栽培过程中, 经常遭受35°C及以上的

高温胁迫(郝婷等2014), 抑制了叶绿素的合成, 光
合碳同化能力下降, 产量和品质显著下降。本实

验中, 高温2 h后不同基因型黄瓜幼苗的Pn明显降

低, 且Pn下降的同时伴随着Gs的降低和C i的升高

(图3), 说明短期高温胁迫下的Pn下降主要是由非

气孔因素引起的, 该结果与张洁和李天来(2005)的
研究一致, 而2个转反义株系Pn的下降程度显著高

于野生型植株。温度胁迫下光合碳同化能力的降

低是光合作用下降的主要原因, 尤其是Rubisco作
为碳同化的关键酶, 在维持逆境下光合作用的正

常运转中起到很重要的作用(Flexas等2006)。毕焕

改等(2011)研究表明, 亚适温弱光下黄瓜Pn降低的

主要原因是光合酶基因表达量和酶活性的下降。

马博等(2013)发现, 温室嫁接黄瓜在高温下的净光

合速率明显低于对照, 究其原因是高温逆境抑制

了其Rubisco活性。本试验中, 高温胁迫前, 抑制

CsTK表达不仅降低了T2′-4和T2′-2的TK活性, 还引

起Rubisc活性下降, 导致Pn较低, 加之, Gs和Ci值同

时下降, 说明高温胁迫前转反义黄瓜幼苗Pn的降低

是气孔因素和非气孔因素综合作用的结果。Bi等
(2013)研究发现, 短期低温胁迫会诱导CsTK表达量

上升, 缓解低温下光合作用的下降, 在本文胁迫条

件下, 同样发现CsTK表达量在高温胁迫2 h后显著

上升, TK活性亦显著增加, 表明CsTK除响应低温

外, 还可被高温诱导, 但CsTK沉默会降低这种诱导

图6  高温胁迫对转反义和野生型黄瓜幼苗PIABS (A)和Fv/Fm (B)的影响

Fig.6  Effect of high temperature on PIABS (A) and Fv /Fm (B) in antisense transgenic and wild type cucumber seedlings

图7  高温处理对转反义和野生型黄瓜幼苗快速叶绿素 
荧光诱导动力学曲线∆Wt的影响

Fig.7  Effect of high temperature on the ΔWt in antisense 
transgenic and wild type cucumber seedlings
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效应。孙建磊等(2017)研究指出, 弱光胁迫下rbcL
和rbcS的mRNA表达受到抑制, 导致Rubisco活性

下降, 引起黄瓜光合功能降低。本文中高温胁迫

前, 2个反义植株的rbcL的转录水平和Rubisco活性

相一致, 均低于野生型植株, Pn较低; 高温胁迫2 h
后不仅rbcL表达量下降, rbcS表达量也显著降低, 
这可能是因为rbcL的转录水平会影响rbcS蛋白的

合成引起的(Wostrikoff和Stern 2007), 且2个反义植

株中的降低幅度大于野生型。这说明CsTK沉默不

仅降低了高温对TK活性的诱导效应, 还加剧了

rbcL和rbcS 转录水平的下降, Rubisco活性较低, 最
终导致转反义黄瓜幼苗的Pn显著低于野生型。

前人研究发现, 高温条件下, 天线系统、放氧

复合体(OEC)和PSII反应中心均会受到不同程度的

影响, 其中PSII最易受到影响, 是高温逆境的首要

伤害位点(Havaux 1996)。研究发现, PIABS和和Fv/
Fm均可反映非生物逆境胁迫对光合机构的影响, 
且PIABS的灵敏度要高于Fv/Fm (Christoph和Heinrich 
2004; Appenroth等2001)。 本实验结果也证明了这

一点, 高温胁迫2 h后各处理的PIABS均显著下降, 但

Fv/Fm并没有发生明显的变化。这与前人研究结果

一致, 且高温胁迫2 h时, T2′-2和T2′-4的PIABS显著低

于WT, 说明高温逆境对反义植株PSII活性的伤害

程度大于野生型植株。OJIP曲线中K点的出现常

被用作反映PSII的供体侧即放氧复合体(OEC)的受

伤害程度(Srivastava等1997; Chen等2004)。金立桥

等(2015)研究表明, 当供体侧和受体侧同时受到伤

害时, 如果PSII供体侧受伤害程度大于受体侧时, K
点升高, 反之, 则K点变化不明显。本文中, 高温胁

迫2 h导致各处理K点的明显上升, 同时, 反映受体

侧的ETo/CSo显著下降, 说明短期高温处理导致PSII
供体侧和受体侧同时受到伤害且供体侧的受伤害

程度大于受体侧。这与金立桥等(2015)研究结果

一致。胁迫结束后RC/CSo、ABS/CSo和TRo/CSo均

有所下降, 说明PSII反应中心活性亦受到抑制。文

中TK活性降低的转反义植株的K点升高程度以及

ETo/CSo、RC/CSo、ABS/CSo和TRo/CSo的下降程度

均高于野生型, 说明抑制CsTK表达后加剧了高温

对PSII反应中心的伤害, 电子传递效率明显下降。

本研究发现, 抑制CsTK表达不仅降低了正常

图8  高温胁迫对转反义和野生型黄瓜幼苗ABS/CSo (A)、TRo/CSo (B)、ETo/CSo (C)和RC/CSo (D)的影响

Fig.8  Effect of high temperature on ABS/CSo(A), TRo/CSo (B), ETo/CSo (C) and RC/CSo (D) 
in antisense transgenic and wild type cucumber seedlings



毕焕改等: 转酮醇酶基因沉默对高温胁迫下黄瓜幼苗光合作用的影响 1865

环境条件下植株的光合碳同化能力, 还加剧了短

期高温下Rubisco大小亚基基因表达的下降, Rubisco
活性显著降低, 同时, 植株PSII供体侧、反应中心

和受体侧的伤害较大, 使得转基因植株的光合作

用降低, 高温耐性下降。
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Effects of transketolase gene silencing on photosynthesis in cucumber seedlings 
under high temperature stress
BI Huan-Gai, LI Fu-De, DONG Xu-Bing, AI Xi-Zhen*

College of Horticulture Science and Engineering, State Key Laboratory of Crop Biology, Key Laboratory of Horticultural Crop 
Biology and Germplasm Innovation of Agriculture Ministry, Shandong Agricultural University, Tai’an, Shandong 271018, China

Abstract: The two anti-sense transketolase gene (CsTK) transgenic lines T2′-2 and T2′-4 as well as the wild 
type (WT) ‘08-1’ cucumber seedlings were used as test materials to study the effect of CsTK silence on net pho-
tosynthetic rate (Pn), the mRNA abundance and activity of ribulose bisphosphate carboxylic enzyme (Rubisco) 
as well as the chlorophyll fluorescence parameters of cucumber (Cucumis sativa) seedlings under high tempera-
ture (40°C) stress. The results showed that the mRNA abundance of CsTK and TK (transketolase) activity were 
significantly lower in CsTK suppress-expressing cucumber seedlings than those in WT. Following 2-h exposure 
to high temperature, we assayed a lower Pn, stomatal conductance (Gs), photochemical performance index based 
on the absorption of light energy (PIABS), the mRNA abundance and activity of Rubisco as well as the activity 
of photosystem (PSII), while a higher CsTK mRNA abundance and TK activity and intercellular CO2 concen-
tration (Ci) in both antisense and WT plants. However, these parameters of the two anti-sense transgenic lines 
were always lower compared to the WT, especially, the parameters of T2′-4 was the lowest. In general, the data 
suggested that CsTK silence exacerbated the reduction of the activity of Rubisco and PSII which led to the de-
crease of photosynthesis and high temperature tolerance in anti-sense CsTK transgenic cucumber seedlings. 
Key words: CsTK; antisense transgenic plant; high temperature; photosynthetic rate; Cucumis sativa
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