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质膜内在蛋白 ZmPIP1;1 参与玉米耐旱性和光合作用的功能分析 
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西南大学玉米研究所 / 农业科学研究院 / 南方山地作物逆境生物学国家级培育基地, 重庆 400715 

摘  要: 质膜内在蛋白(plasma membrane intrinsic proteins, PIPs)是水通道蛋白主要亚家族成员之一, 在植物生长发育

过程中具有重要调节功能。前期研究表明, 玉米 ZmPIP1;1基因表达受到渗透和盐胁迫的强烈诱导, 但其在玉米中的

生物学功能尚不明确。本研究通过玉米遗传转化获得了 ZmPIP1;1超表达转基因株系, 干旱胁迫实验揭示了 ZmPIP1;1

超表达转基因株系较野生型具有较低的水分散失率及较强的干旱胁迫耐性。转录组测序结果表明参与 ABA生物合成

及其信号通路相关基因的表达水平发生了显著变化。在田间正常生长条件下, ZmPIP1;1超表达转基因植株与野生型

在生长发育过程中没有明显差异, 但转基因玉米株系具有较高的光合效率, 粒宽和百粒重增加, 玉米单果穗的产量

提高。此外, 通过荧光双分子互补实验观察到 ZmPIP1;1 和 ZmPIP2;6 蛋白在玉米叶肉细胞原生质体的细胞质膜和叶

绿体膜上存在互作, 并且可能导致了 ZmPIP蛋白的重定位。该研究为 ZmPIP1;1分子机制的解析奠定了重要基础, 为

玉米高光效分子设计育种开辟了新的途径。 
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Functional analysis of plasma membrane intrinsic protein ZmPIP1;1 involved 
in drought tolerance and photosynthesis in maize 
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Abstract: Plasma membrane intrinsic protein (PIP) is one of the main subfamily of aquaporin regulates diverse physiology func-
tions during plant growth and development. In previous research, the expression of ZmPIP1;1 was induced by osmosis or salt 
stress. However, the biological function of ZmPIP1;1 was still unclear in maize. In this study, ZmPIP1;1 overexpressed transgenic 
plants were obtained and exhibited less water loss rate and enhanced drought tolerance compared to wild type. Transcriptome 
sequencing indicated significant changes in the expression levels of genes involved in ABA biosynthesis and its signaling path-
ways. Photosynthetic activity, kernel width and kernel weight was increased in ZmPIP1;1 overexpression maize, but not growth 
under normal condition compared with wild type. Moreover, interaction between ZmPIP1;1 and ZmPIP2;6 was observed by bi-
molecular fluorescence complementation (BiFC) experiment, resulting in re-localized on plasma membrane and chloroplast in 
maize mesophyll protoplast. Our study laid an important foundation for understanding the molecular mechanism of ZmPIP1;1, 
and provided a new method of molecular breeding for high photosynthetic efficiency. 
Keywords: maize; ZmPIP; drought stress; photosynthesis; re-localization 

全球气候变暖导致极端天气和水资源缺乏的加

剧, 也极大的影响了植物的生长和繁殖, 对于玉米

生产来说更是巨大的威胁[1]。在农业生产力大幅提

高的迫切需求下, 通过育种和遗传工程增强植物对

非生物胁迫的耐性以及优化植物光合效率成为提高

农作物产量的关键 [2-3]。水通道蛋白 (aquaporins, 

AQPs)属于主要内在蛋白 (major intrinsic proteins, 

MIPs)超家族, 在植物膜系统中广泛存在, 是植物运
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输水分和 CO2在内的小分子的主要通道
[4-7]。质膜内

在蛋白(plasma membrane intrinsic proteins, PIPs)作

为 AQPs 主要亚家族成员之一, 在植物水分调节和

光合作用中具有重要作用。因此, 研究玉米 PIPs 在

响应水分胁迫及光合作用中的功能对于增强玉米抗

逆性和提高玉米产量具有重要意义。 

高等植物中AQPs有 5个主要的亚家族: 质膜内

在蛋白 (PIPs)、液泡膜内在蛋白 (tonoplast intrinsic 

proteins, TIPs)、NOD26相似内在蛋白(nodulin26-like 

intrinsic proteins, NIPs)、小分子碱性内在蛋白(small 

basic intrinsic proteins, SIPs)和未鉴定的膜内在蛋白

(X Intrinsic proteins, XIPs)[8-14]。其中 PIPs在植物水

分运输和分布上具有重要作用。PIPs 具有非常典型

AQPs结构, 包含由 5个环(A-E)相连接的 6个跨膜 α

螺旋[15]。其中第 2、3跨膜结构域之间的 B环和第 5、

6 跨膜结构域之间的 E 环分别包含 1 个保守的 NPA 

(天冬氨酸-脯氨酸-丙氨酸, Asn-Pro-Ala)基序, 这个

基序对于 PIPs水分选择通道的形成非常关键[7-8]。基

于序列的相似性, PIPs又能进一步分为 PIP1和 PIP2

两个亚类, 其中 PIP1 的 C 端序列相比 PIP2 较短。

报道称部分 PIP1能够与 PIP2互作, 从而表现更有效

的水分通道活性或导致亚细胞重定位[16-20]。植物基

因组中 AQPs数量庞大, 玉米中含有 31个 AQPs[9]。

此多样性也反映出 AQPs 在植物多个生理生化过程

中具有重要功能。PIPs作为最重要的 AQPs亚家族, 

在响应植物水分胁迫和光合作用中具有巨大的潜

力。研究发现, 植物在受到干旱或其他非生物胁迫

时, 部分 PIPs 的转录水平会发生改变, 这可能揭示

其在植物水分平衡调控中的作用[21]。例如拟南芥、

葡萄和杨树中 , 干旱胁迫会诱导部分 PIP 基因的

表达上调 , 同时部分 PIP 基因表达下调或维持不

变 [18,22-23]。随着基因工程和功能基因组学的发展, 在

拟南芥、烟草、香蕉或人参等不同植物中, 超表达

特定的 PIP 能够增强植物对干旱胁迫的耐性[24-27], 

为揭示植物水分关系的潜在机制提供了有效的方

式。相比 PIPs作为水分通道的功能研究, PIPs对于

CO2 等小分子物质通道活性的研究较少。植物中 , 

CO2 是光合作用速率的限制因素, 因此 AQPs 调控

CO2 在膜上透性的生理过程同样至关重要。研究发

现, 烟草中降低 NtAQP1 的表达会导致叶肉细胞减

少对 CO2的吸收, 从而降低光合作用[28]。水稻中超

表达 HvPIP2;1 能够增加胞内 CO2导度和叶绿体中

CO2 浓度, 导致光合速率增加[29]。拟南芥 AtPIP1;2

突变后能够限制胞内 CO2导度和光合效率
[30]。上述

研究报道说明, 挖掘 PIP 基因在提高植物对水分胁

迫的耐性和光合效率中的功能具有可行性。 

玉米作为典型的 C4植物, 是世界主要的粮经饲

作物。玉米基因组中共有 13 个 ZmPIPs, 包括 6 个

ZmPIP1和 7个 ZmPIP2亚类蛋白[9]。前期研究表明, 

玉米 ZmPIP1;1和 ZmPIP2;6的表达受到渗透和盐胁

迫的诱导 , 在拟南芥中超表达 ZmPIP1;1 或

ZmPIP2;6 基因能增强拟南芥对干旱和盐胁迫的耐

性[27,31], 但 ZmPIP在玉米中的生物学功能尚不清楚。 

本研究通过对 ZmPIP1;1 超表达转基因玉米

(C01 背景)的干旱胁迫耐性进行鉴定, 分析转基因

玉米中转录组测序结果以及 ABA 合成和信号通路

的差异表达基因, 测定转基因玉米的光合指标以及

籽粒粒宽、粒重等产量相关性状, 鉴定与 ZmPIP1;1

互作的蛋白, 解析 ZmPIP1;1在玉米干旱胁迫耐性和

光合作用中的重要功能。 

1  材料与方法 

1.1  ZmPIP1;1超表达株系的获得与鉴定 

以玉米 B73叶片 cDNA为模板, 通过 PCR扩增

ZmPIP1;1的全长 cDNA序列并测序验证, 将正确的

序列连接到含有 Ubiquitin 启动子的双元转化载体

pCAMBIA3301 (由西南大学玉米研究所提供并改

造), 并将载体转化到农杆菌菌株 EHA105 中。玉米

遗传转化委托中国种子集团有限公司生命科学技术

中心完成, 自交系玉米 C01 是本研究中玉米遗传转

化的受体材料。转基因后代通过 PCR、qRT-PCR和

测序进行鉴定, 其中 PCR 鉴定引物的上游引物位于

载体启动子末端区域, F1: 5′-CTTGGATGATGGCA 

TATGCAGCAG-3′, 下游引物位于终止子前端区域, 

R1: 5′-TCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAA-3′。 

1.2  干旱胁迫处理 

土培干旱实验在温室进行, 使用 T3代玉米转基

因材料的 3 个独立株系及野生型 C01。玉米种子表

面消毒后在装有腐殖质的小盆中萌发, 萌发 7 d 的

幼苗移栽至拌有缓释肥的大花盆中。2 周大的幼苗

开始进行干旱处理, 连续 15 d不浇水; 正常对照每 3 

d浇 1次水。 

检测基因表达所进行的干旱处理在光照培养室

进行, 使用 T3代玉米转基因材料的 3 个独立株系及

野生型。玉米种子表面消毒后在装有腐殖质的小盆

中萌发, 萌发 7 d 的幼苗移栽至营养液中进行水培, 
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使用的是改良后的 1/2 Hoagland 溶液[27]。野生型和

转基因玉米在水培条件下培养至 2 周大, 干旱处理

时将野生型和转基因玉米从水培液取出并放置在培

养室的实验台滤纸上, 放置 2 h。 

1.3  相对地上部分生物量和水分散失率测定 

分别将对照和干旱处理的野生型和转基因玉米

植株的地上部分剪下, 称量鲜重。将干旱处理后植

株的地上部分鲜重与对照植株的地上部分鲜重相比

取百分比值, 即为相对地上部分生物量。正常土培

条件下生长2周的野生型和转基因玉米植株 , 摘下

第3片完全展开叶放在通风橱的滤纸上, 6 h内每小

时分别称鲜重。水分散失率通过不同时间点的样品

鲜重进行计算。 

1.4  转录组测序 

采集 2 周大的野生型和转基因玉米的第 3 片完

全展开叶, 提取总 RNA的方法参考之前实验[31], 进

行转录组测序分析。测序和组装的详细过程由百迈

客公司(中国)进行。采用 2倍相对变化阈值和 FDR < 

0.01 检验差异表达基因 (differentially expressed 

genes, DEGs)的显著性, 计算每项的基因数, 进行数

据库 DEGs 到同源组聚类 (clusters of orthologous 

groups, COG)的分析。通过与转录组背景序列比对, 

找到 DEGs 显著富集的 COG, 并绘制保守序列的

COG功能分类图。所有与 KEGG (kyoto encyclopedia 

of genes and genomes)数据库相关的 DEGs均被绘制

成通路富集分析图。每个测序材料 3个生物学重复。 

1.5  qRT-PCR 
分别将2周大的对照和干旱处理的野生型和转

基因玉米的第3片完全展开叶快速采集 , 并在液氮

里冷冻, 放置在80°C保存。提取总RNA并逆转录得

到cDNA, 方法参考之前实验 [31]。设计定量引物时, 

避开ZmPIPs蛋白序列中的保守序列。qRT-PCR中利

用玉米ZmACTIN1基因在各个cDNA样品中的表达量

作为内参, 样品间同一基因的相对表达量通过下例

公式计算: 2−ΔΔCt。 

1.6  气体交换测定 

选择大田中T3长势一致的转基因玉米和野生型

植株, 测定最新的玉米完全展开叶, 每个处理4个生

物学重复, 测量在下午2:00进行。叶片的气体交换通

过开放气体交换系统Li-6400 (LI-COR)进行测定。光

合作用通过1000 μmol m–2 s–1的饱和光照和400 μmol mol–1

的叶周CO2进行诱导。叶片温度保持在30℃, 叶-气蒸

汽压差在所有测量过程中保持在2~4 kPa左右。 

1.7  玉米籽粒表型分析 

大田实验连续2年分别在校外北碚和合川试验

基地进行。野生型和转基因玉米采用重复分段种植, 

玉米种子通过肥团萌发育苗, 将生长一致的玉米幼

苗移栽到田间 , 在自然条件下正常生长整个生长

季。玉米籽粒性状调查统计各采用30个果穗, 分别

测量玉米籽粒的十粒长、十粒宽、百粒重、每穗粒

数、每穗粒重等指标。 

1.8  亚细胞定位 

以玉米B73叶片 cDNA为模板 , 通过PCR扩增

ZmPIP1;1和ZmPIP2;6的全长CDS序列并测序验证, 连

接到双分子荧光互补载体pDOE-3[32], 构建ZmPIP1;1

和 ZmPIP2;6分别在载体两端的表达载体 pDOE- 

ZmPIP1;1-ZmPIP2;6和pDOE-ZmPIP2;6-ZmPIP1;1。将2

个表达载体和质膜定位标记载体PM107[33]分别通过

PEG介导共转化玉米原生质体[34]。在激光共聚焦显微

镜(LSM800, Carl Zeiss)下观察荧光。 

2  结果与分析 

2.1  ZmPIP1;1超表达转基因玉米的获得与鉴定 

扩增ZmPIP1;1全长cDNA序列 , 构建含有玉米

Ubiquitin启动子的双元表达载体(图1-A), 通过玉米

遗传转化得到ZmPIP1;1的玉米转基因株系。T1代转

基因玉米株系通过PCR进行鉴定, 其中1~4号电泳结

果含有目标片段 , 测序验证其为转基因阳性株系

(图1-B)。通过qRT-PCR方法对T3代转基因阳性株系

的ZmPIP1;1基因的表达量进行检测(图1-C), 其中3

个表达量较高的独立株系Oe1~Oe3用于本研究后

续实验。 

2.2  ZmPIP1;1超表达转基因玉米耐旱性鉴定 

2周大的野生型和 ZmPIP1;1超表达转基因玉米

在温室进行干旱处理。正常条件下, 野生型和转基

因玉米生长情况无差异。干旱条件下, 野生型表现

出植株生长迟缓、叶片卷曲和萎焉等干旱胁迫表型。

相比野生型, 转基因植株生长受抑制程度较轻, 叶

片卷曲程度也较轻(图 2-A)。分别测定对照和干旱处

理后玉米植株地上部分鲜重, 并计算相对地上部分

生物量。结果显示, 干旱处理后野生型植株的地上

部分鲜重约为对照的 29%, 而干旱处理后转基因玉

米植株的地上部分鲜重约为对照的 76% (图 2-B)。

水分散失率测定结果显示, 叶片放置 6 h后, 野生型

叶片相比原始鲜重其水分散失约 24%, 而转基因玉

米叶片相比原始鲜重水分散失率低于 18% (图 2-C)。 
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图 1  ZmPIP1;1 超表达转基因玉米的检测 

Fig. 1  Identification of ZmPIP1;1 overexpressed transgenic 

maize 

A: ZmPIP1;1超表达载体的 T-DNA序列示意图。B: ZmPIP1;1超

表达 T1代转基因株系的 PCR检测; 1~5: 独立的转基因株系; MK: 

DNA marker; PC: 质粒正对照 ; WT: 野生型。C: 4 个独立的

ZmPIP1;1超表达 T3代转基因株系的 qRT-PCR分析。 

A: schematic illustration of T-DNA sequence of ZmPIP1;1 overex-

pression vector. B: PCR detection of T1 generation of ZmPIP1;1 

overexpression transgenic lines; 1–5: five independent transgenic 

lines; MK: DNA marker; PC: positive control; WT: wild type. C: 

qRT-PCR analysis of four representative ZmPIP1;1 overexpressed 

transgenic lines. 

 
上述结果说明超表达ZmPIP1;1基因能够增强玉米植

株对干旱胁迫的耐性。 

2.3  ZmPIP1;1 超表达转基因玉米中胁迫响应基

因的表达分析 

野生型和 ZmPIP1;1 超表达转基因玉米分别进

行转录组测序及分析。相比野生型, 转基因玉米中

基因组转录水平上有 2595个基因发生显著变化, 其

中超过半数基因表达上调(1344 个基因), 其余的基

因表达则下调(1251个基因)。与 COG数据库对比查

询, 发现有 920个 unigene被分类在 25个 COG类群

中, 其中包含 117个 unigene的“信号传导机制”为最

大类群, 其次为包含 111 个 unigene 的“碳水化合物

的运输与代谢”类群(图 3)。 

在 KEGG众多通路中, ABA生物合成与信号通

路在响应非生物胁迫过程中起着重要作用。

qRT-PCR 检测结果发现, 在正常条件下, 转基因玉

米中 ABA 生物合成过程中的关键基因 ZmNCED9-1

和 ZmNCED9-2 的表达量显著低于野生型; 在干旱 

 

图 2  ZmPIP1;1 超表达转基因植株在干旱处理下的表型以及水

分散失率 

Fig. 2  Phenotypes and water loss rate of ZmPIP1;1 overex-

pressed transgenic lines under drought treatment  

A: 野生型和 ZmPIP1;1超表达转基因玉米干旱处理 15 d的表型。
B: 土培干旱处理后不同基因型植株与正常条件下相比的相对地
上部分生物量, 数值为 4个生物学重复的平均值, 误差线为标准
误。C: 野生型和 ZmPIP1;1 超表达转基因株系叶片水分散失率
的检测。*表示转基因玉米叶片的水分散失率相比野生型在 P < 

0.01水平差异显著。 

A: phenotype of WT and ZmPIP1;1 overexpressed transgenic maize 

under drought stress treatment for 15 days. B: relative shoot bio-

mass of different genotypes grown in soil with the indicated treat-

ments, compared with normal conditions. Values are means of four 

biological replicates with error bars indicating standard derivations 

(SD). C: determination of water loss from detached leaves of WT 

and ZmPIP1;1 overexpressed transgenic line. Values followed by * 

are significantly different at P < 0.01. 

 
条件下, 转基因玉米中 ZmNCED9 和 ZmABA1 的表

达量显著高于野生型。正常条件下转基因玉米中

ZmAAO3 的表达量高于野生型 , 但在干旱条件下

却没有差异(图 4-A)。此外 , 在正常和干旱条件下 , 

ABA 信号通路上的关键基因 ZmPYL2 和 ZmABI5

在转基因玉米中的表达量都要显著高于野生型。

而与野生型相比 , 转基因玉米中 ZmABF1 在干旱

条件下表达量增加 , 而 ZmSnRK3 在正常条件下表

达量增加 (图 4-B)。上述结果都说明超表达

ZmPIP1;1 改变了正常和干旱条件下胁迫响应基因

的表达 , 这也暗示着 ZmPIP1;1 可能在 ABA 响应

胁迫过程中起重要作用。  
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图 3  保守序列的聚类同源组(COG)的功能分类 
Fig. 3  Clusters of orthologous groups (COG) function classification of consensus sequences 
T和 G柱分别代表“信号传导机制”和“碳水化合物运输和代谢”。 
T and G columns represent the functions of “signal transduction mechanisms” and “carbohydrate transport and metabolism”, respectively. 

 

图 4  玉米 ABA 生物合成与信号通路的关键基因的表达分析 
Fig. 4  Relative expression level of key genes involved in ABA biosynthesis and its signaling pathway 
正常和干旱胁迫条件下野生型和 ZmPIP1;1 超表达株系叶中(A)参与 ABA 合成的 ZmNCED9-1、ZmNCED9-2、ZmABA1 和 ZmAAO3 基
因; (B)参与 ABA信号通路的 ZmABF1、ZmPYL2、ZmABI5和 ZmSnRK3基因的表达。所有数据为 3 个生物学重复 , 误差线代表 SD。
*表示转基因株系与野生型的基因表达水平在 P < 0.01时差异显著。ZmACT1的表达作为内参。 
The relative expression level of (A) ZmNCED9-1, ZmNCED9-2, ZmABA1, and ZmAAO3 involved in ABA biosynthesis (B) ZmABF1, ZmPYL2, 
ZmABI5, and ZmSnRK3 involved in ABA signaling pathway in leaves of the WT and ZmPIP1;1 overexpressed lines under normal and drought 
stress treatments. Data are means of three biological replicates with error bars indicating standard deviations (SD). Values followed by aster-
isk are significantly different at P < 0.01. ZmACT1 was used as the internal control. 
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2.4  ZmPIP1;1 超表达转基因玉米的光合作用测

定 

为了检测超表达ZmPIP1;1对玉米植株光合作用

的影响, 在大田实验中通过光合测定仪(LI-6400)对

野生型和ZmPIP1;1超表达转基因植株进行测定。大

田中二者的生长情况没有差异, 但光合测定结果显

示, 转基因植株净同化率(net assimilation rate, AN)

显著高于野生型 , 而胞间 CO2浓度 (substomatal 

concentration of CO2, Ci)较野生型则显著降低(图5)。

该结果表明超表达ZmPIP1;1能够提高玉米植株的

光合活力。 

 

图 5  野生型和 ZmPIP1;1 超表达转基因玉米植株的 AN 和 Ci 
Fig. 5  AN and Ci of WT and ZmPIP1;1 overexpressing trans-
genic maize plants 
所有数据为平均值±标准误(n = 4); *表示转基因玉米植株的 AN

和 Ci相比野生型在 P < 0.01水平差异显著。 
All data are means ± standard deviations (SD) (n = 4). Values fol-
lowed by asterisk are significantly different at P < 0.01. 

 

2.5  ZmPIP1;1超表达转基因玉米籽粒表型分析 

野生型和 ZmPIP1;1 超表达转基因玉米在田间

生长情况无差异。对不同材料籽粒的粒长、粒宽和

粒重等产量相关性状进行统计分析。结果显示, 转

基因玉米和野生型的十粒长和每穗粒数没有差异 , 

但转基因玉米的十粒宽、每穗粒重和百粒重相比野

生型均显著增加(图 6-A, B)。该结果显示超表达

ZmPIP1;1 能够增加玉米籽粒大小从而导致籽粒粒

重的增加。 

2.6  ZmPIP1;1与 ZmPIP2;6的 BiFC互作验证 

通过 BiFC 实验检测 ZmPIP1;1 是否与 ZmPIP2

亚类蛋白之间存在互作。结果表明 ZmPIP1;1 与

ZmPIP2;6分别位于 pDOE-3的 N端和 C端, 都能检

测到绿色荧光蛋白信号, 并且该信号与质膜标记的

红色荧光蛋白和叶绿体自发红色荧光信号重叠(图 7)。

前期研究表明 ZmPIP1;1 定位在细胞质膜和内质网, 

ZmPIP2;6 定位在细胞质膜 [27 ,31]。实验结果表明 , 

ZmPIP1;1 与 ZmPIP2;6 在细胞质膜和叶绿体膜上存

在互作。这可能是由于 ZmPIP亚类蛋白间的互作从 

 

图 6  ZmPIP1;1 超表达转基因玉米籽粒的表型鉴定 
Fig. 6  Phenotypic characterization of ZmPIP1;1 overexpressed 
transgenic maize kernel 
野生型和 ZmPIP1;1 转基因玉米籽粒表型测定 (A)和照片 (B)。
*表示转基因玉米籽粒的十粒宽、每穗粒重和百粒重相比野生型
在 P < 0.01水平差异显著。标尺为 1 cm。 
Phenotypic determination (A) and photograph (B) of ZmPIP1;1 
overexpressed transgenic maize kernel. Values followed by asterisk 
are significantly different at P < 0.01. Bar = 1 cm. 

 
而导致 ZmPIP在亚细胞水平上的重定位。ZmPIP1;1

与其他 ZmPIP2 亚类蛋白的互作也进行了检测, 但

没有观察到荧光信号。由此推测, ZmPIP1;1 通过与

ZmPIP2;6 相互作用被转运至叶绿体膜, 从而在光合

作用 CO2的运输及利用中发挥着关键作用。 

3  讨论 

PIPs 是由遗传多样性丰富的质膜内在蛋白组成

的蛋白家族, 在植物发育过程中参与水分和光合作

用调节。本文中, 我们对玉米 ZmPIP1;1参与玉米干

旱胁迫耐性和光合作用进行了研究。通过玉米遗传

转化获得 ZmPIP1;1超表达玉米转基因株系, 其相比

野生型具有更低的水分散失率, 并表现出增强的干

旱胁迫耐性(图 2)。转录组测序分析显示 ZmPIP1;1

超表达转基因玉米中“信号传导机制”和“碳水化合 
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图 7  玉米原生质体中 ZmPIP1;1 与 ZmPIP2;6 的 BiFC 实验

观察  
Fig. 7  Observation of BiFC experiment of ZmPIP1;1 and 
ZmPIP2;6 in maize protoplasts 
pCAMBIA-ZmPIP2;6-GFP、pDOE-ZmPIP1;1-ZmPIP2;6和 pDOE- 
ZmPIP2;6-ZmPIP1;1 载体与 mCherry 标记的质膜标记(mCherry- 
PM; CD3-1007)共定位。标尺为 20 μm。 
pCAMBIA-ZmPIP2;6-GFP, pDOE-ZmPIP1;1-ZmPIP2;6, and pDOE- 
ZmPIP2;6-ZmPIP1;1 were co-localized with a mCherry-labeled 
plasma membrane marker (mCherry-PM; CD3-1007). Bar = 20 
μm. 

 
物运输与代谢”类群中多个基因的表达发生变化

(图 3)。进一步分析 104 个 KEGG 通路, 发现“植物

激素信号传导”通路的差异表达基因 DEGs数量最多

(数据未显示)。ABA 在信号和调控植物响应包括干

旱胁迫的非生物胁迫中起着关键作用[35]。研究显示, 

在 ZmPIP1;1超表达转基因植株中, ABA生物合成和

信号通路上的部分胁迫响应基因的表达发生了改

变。ABA生物合成通路中的 2个与拟南芥 NCED基

因 [36]同源的 ZmNCED9 以及 ABA 信号通路上的

ZmPYL2和 ZmABI5的表达, 在转基因玉米中都显著

上调(图 4)。气孔运动会对 CO2浓度产生响应, 也会

受到保卫细胞 ABA 信号通路的调控[37-38]。ABA 可

通过诱导气孔导度和叶肉导度的快速降低从而响应

水分的缺乏[39]。我们研究结果显示, ZmPIP1;1超表

达转基因玉米植株更易受到 ABA 生物合成和信号

通路基因的响应, 并且超表达 ZmPIP1;1导致玉米植

株 AN增加和 Ci降低。上述结果表明 ZmPIP1;1可能

通过 ABA 信号通路的调节参与植物干旱胁迫响应

和光合作用。 

前人研究表明, 在不同植物中, PIPs 家族成员

表达变化都能改变植物对 CO2的透性。烟草中超表

达NaAQP1能通过增加叶肉导度、CO2扩散和AN, 从

而提高正常和盐胁迫条件下的产量[40]。水稻突变体

ospip1;1 的气孔导度和叶肉导度显著降低 , 说明

OsPIP1;1 突变改变植株的 CO2 透性
[41]。玉米

ZmPIP1;5 和 ZmPIP1;6 分别在酵母和爪蟾卵母细胞

中表达时都显示出水分和 CO2 的通道活性, 说明这

两个 ZmPIP都能促进 CO2扩散并可能影响光合作用

中的碳同化率[42]。本研究中, ZmPIP1;1超表达转基

因玉米相比野生型显示出更高的 AN 和更低的 Ci 

(图 5)。值得注意的是, 转基因玉米籽粒的粒宽和粒

重较野生型也显著增加(图 6)。前人研究显示, 大豆

中超表达 GmPIP1;6和拟南芥中超表达 PgTIP1都能

显著增加种子大小[43-44], 说明该基因的功能在植物

进化过程中具有保守性。粒宽是玉米与产量和籽粒

外观相关的最重要的性状之一。玉米籽粒大小不仅

是产量的组成成分, 还与种子装载和种子活力等密

切相关。水通道蛋白在植物细胞生长发育中至关重

要, 不仅影响植物细胞扩增, 在种子装载和种子活

力上也起着关键作用[45-47]。我们研究显示, 超表达

ZmPIP1;1 能增加玉米植株的光合活性, 也能增加玉

米粒宽从而增加籽粒尺寸。这可能反映出更高的净

同化率, 但也可能表明种子装载的库限制可通过增

加种子装载过程中的水分透性从而得以增加[47]。 

植物 PIPs 通常都定位在细胞质膜 , 少部分

PIPs定位在细胞其他部位, 例如 NtAQP1定位在叶

绿体 [28]。PIPs 定位在叶绿体 , 可能与光合作用中

PIPs对水分和CO2运输和使用的关键作用相关。PIPs

亚类蛋白间可能通过互作, 增强 PIPs 的水分透性或

导致 PIPs 的亚细胞重定位。例如 , ZmPIP1;2 和

ZmPIP2;1在爪蟾卵母细胞中通过互作提高其对于水

分转运的效率[16]; 当 ZmPIP1与 ZmPIP2亚类蛋白在

玉米原生质体中单独表达时, 两者分别定位在内质
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网和细胞质膜, 而当 ZmPIP1 与 ZmPIP2 共表达时, 

ZmPIP1 则重定位在细胞质膜, 并且细胞中 ZmPIP1

通过与 ZmPIP2 互作从内质网运输到细胞质膜, 在

水分运输中行使通道功能 [17]。前期研究表明

ZmPIP1;1定位在细胞质膜和内质网[27], ZmPIP2;6定

位在细胞质膜[31]。BiFC实验结果显示, ZmPIP1;1与

ZmPIP2;6在细胞质膜和叶绿体膜上存在互作(图 7)。

推测可能由于 ZmPIP1;1与 ZmPIP2;6的互作从而引

起 ZmPIP 在亚细胞水平上重定位, 进而导致 ZmPIP

发挥功能的组织部位发生改变, 这也可能与 ZmPIP

在光合作用中 CO2的通道活性的重要功能有关。 

4  结论 

本研究发现 ZmPIP1;1 在玉米水分关系调节和

光合作用中的重要作用, 超表达 ZmPIP1;1基因能够

增强玉米的干旱胁迫耐性、光合活性并增加玉米籽

粒大小。研究还发现 ZmPIP1;1可能通过亚类蛋白间

互作从而导致 ZmPIP蛋白在亚细胞水平的重定位。

本研究为解析 ZmPIP在玉米中的作用分子机制奠定

了基础, 为玉米高光效分子设计育种提供了新的基

因资源。 
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