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摘要  淹水耐受性是木本园林植物关键抗逆性状之一。旱柳(Salix matsudana)作为典型的强耐淹树种, 其对淹水胁迫的适

应机制具有重要研究价值。TTF (Trihelix)是植物中特有的一类转录因子, 在应对各种非生物胁迫(如淹水、盐和低温)中发

挥重要作用。该研究聚焦旱柳Trihelix家族基因SmTTF59, 系统解析其在淹水胁迫中的分子功能。通过PCR扩增获得

SmTTF59全长序列, 基于同源重组技术构建过表达载体pWM101-SmTTF59及病毒诱导基因沉默(VIGS)载体pYL156- 

SmTTF59, 并通过遗传转化技术实现SmTTF59在拟南芥(Arabidopsis thaliana)中的过表达以及在旱柳中的特异性沉默。结

果表明, SmTTF59过表达拟南芥在缺氧胁迫下的根长、鲜重和抗氧化酶活性显著高于野生型, 暗示该基因在植物响应缺氧

胁迫过程中可能通过增强抗氧化防御系统来提升胁迫耐受性。进一步通过旱柳的VIGS实验证实, 沉默植株的淹水耐受性显

著降低, 表明其作为正调控因子参与旱柳淹水胁迫应答。研究结果为解析木本植物耐淹机制及定向选育高抗性柳树品种提

供了关键的分子靶点。 
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旱柳(Salix matsudana)为杨柳科(Salicaceae)速

生树种, 其凭借适应性广、抗逆性强等特点在全球温

带至亚热带地区广泛分布(郑凌泽, 2023)。该树种兼

具显著的经济价值与景观应用潜力, 是城市绿化及河

岸带生态重建的优选物种。尽管旱柳对异质生境具有

较强适应性, 但其在季风性气候区或洪泛区常因持续

性降水而遭受淹水胁迫, 淹水胁迫的主要因子是低氧

胁迫, 淹水胁迫导致植物根系处于缺氧或无氧状态

(Mozo et al., 2021)。淹水胁迫通过多重途径影响植

物生理稳态。(1) 土壤孔隙氧含量降低, 使根系代谢

从有氧呼吸向厌氧发酵转换, 造成乙醇、乳酸及活性

氧(reactive oxygen species, ROS)过量积累, 引发膜

脂过氧化与细胞器损伤(李航, 2014); (2) 叶片气孔导

度下降及光合色素合成受阻, 导致光能捕获效率降低

和碳同化抑制(王湘莹等, 2024); (3) 内源激素稳态失

衡, 表现为乙烯合成增强与脱落酸信号激活, 加速器

官衰老(余婷和张望梅, 2020)。值得注意的是, 旱柳在

长期进化中形成了独特的耐淹适应策略, 其根系皮层

细胞程序性死亡形成连续通气组织, 可实现地上部氧

气的纵向运输 , 维持根尖细胞有氧代谢 (杨杰等 , 

2022)。然而, 淹水胁迫触发的分子调控网络在木本

植物中仍不明确(吴亚男等, 2015)。基于此, 本研究聚

焦Trihelix转录因子家族成员SmTTF59, 系统解析其

在旱柳淹水胁迫响应中的调控机制, 以期为林木抗逆

分子育种提供理论依据。 

Trihelix转录因子是一类具有特征性三元螺旋结

构(triple-helix)的DNA结合蛋白, 其N端保守结构域

可通过螺旋-环-螺旋结构特异性识别并结合顺式作用

元件, 进而调控下游靶基因的转录激活或抑制(赵昱

琳等, 2024)。作为植物特有的转录调控因子, Trihelix

家族成员通过动态响应非生物胁迫信号, 在植物抗逆

反应分子网络中发挥枢纽作用(于冰等, 2019)。系统

进化分析表明, Trihelix家族在陆生植物中高度保守且

功能分化显著, 在拟南芥(Arabidopsis thaliana)中已
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鉴定出30余个成员, 其功能涵盖光形态建成、气孔发

育及多重胁迫响应; 毛竹(Phyllostachys pubescens) 

Trihelix基因家族在低温、盐及渗透胁迫下呈现组织特

异性差异表达模式, 提示其参与竹类非生物胁迫适应

的分子调控(Cheng et al., 2019)。木本植物中, 白桦

(Betula pendula) Trihelix成员通过调控病程相关蛋白

(pathogenesis related protein, PR)基因表达增强抗

病性 (宁小萌等 , 2022; 张悦婧等 , 2024), 而杨树

(Populus sp.) Trihelix家族则参与渗透胁迫应答及病

原体防御反应(Wang et al., 2016; 杜志烨等, 2024)。

上述研究虽揭示了Trihelix基因在抗逆中的多种功能, 

但其在木本植物淹水胁迫响应中的分子机制仍鲜有

报道, 尤其是典型耐淹物种旱柳中Trihelix介导的低

氧胁迫信号转导网络尚未阐明。 

前期对旱柳TTF家族成员的鉴定和基因非生物

胁迫响应表达谱的筛选分析表明, Trihelix转录因子家

族成员有78个, 通过对淹水胁迫下其表达模式进行

分析, 发现其中25个Trihelix家族转录因子的编码基

因为差异表达基因(Yang et al., 2023; 黄倩慧等 , 

2025)。本研究聚焦该家族核心成员SmTTF59, 通过

以下实验系统解析其在旱柳淹水胁迫应答中的分子

功能。(1) 克隆SmTTF59基因并对其编码蛋白进行保

守结构域与进化关系分析; (2) 解析TTF59启动子区

顺式作用元件, 明确其胁迫响应调控潜能; (3) 构建

TTF59过表达载体pCAMBIA1302-SmTTF59及病毒

诱导基因沉默(virus-induced gene silencing, VIGS)

载体pTRV2-SmTTF59, 结合拟南芥异源过表达与旱

柳VIGS技术获得过表达拟南芥转基因植株和旱柳基

因沉默株系; (4) 对2种转基因材料在缺氧和淹水胁

迫下的表型和生理指标进行分析。 

研究结果阐明了Trihelix转录因子编码基因Sm-

TTF59增强旱柳耐淹性的分子机制, 旨在为创制耐淹

柳树新种质及湿地生态系统修复提供关键基因资源。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

本研究选取种植于南通大学生命科学学院植物园的

旱柳9901 (Salix matsudana Koidz. cv. ‘9901’)一年

生枝条作为实验材料, 要求枝条生长状况良好且无病

虫害。将枝条剪成直径为0.5 cm、长度为10 cm的小

段后进行水培。水培实验于人工气候室内开展, 气候

室温度为25°C, 光周期为16小时光照/8小时黑暗, 所

培养的材料主要用于RNA提取以及VIGS实验。 

1.2  SmTTF59蛋白特性和启动子功能元件分析及

系统进化树构建 

利用Expasy网站(http://web.expasy.org/)对SmTTF-

59蛋白的氨基酸组成和基本理化特性进行在线分析

(袁方等, 2015)。借助SWISS-MODEL工具(https:// 

swissmodel.expasy.org/)构建SmTTF59蛋白三级结

构模型(仇力平等 , 2024)。利用NCBI网站 (https:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov/)分析SmTTF59蛋白保守结构

域。同时使用ProtScale在线工具 (https://web.ex-

pasy.org/protscale/)预测SmTTF59跨膜结构域以及

亲水性和疏水性(张润梅和乌凤章, 2024)。此外, 本研

究从NCBI网站获取毛果杨(Populus trichocarpa)、毛

白杨(P. tomentosa )和葡萄(Vitis vinifera)等6种已鉴

定的SmTTF59同源蛋白序列, 这些物种的Trihelix家

族基因均被报道在抗逆中发挥重要作用。利用ME-

GA11.0软件构建系统进化树(杜明阳等, 2024)。最后, 

使用TBtools截取SmTTF59基因的编码区 (coding 

sequence, CDS)上游 2 000 bp为启动子 , 通过

PlantCARE分析SmTTF59基因启动子顺式作用元件, 

并使用TBtools进行可视化(步洪凤等, 2024)。 

1.3  RNA提取和qRT-PCR分析  

使用TaKaRa MiniBEST植物RNA提取试剂盒从旱柳

9901中提取RNA, 采用琼脂糖凝胶电泳检测RNA质

量和浓度; 使用TaKaRa PrimeScript™ RT Reagent 

Kit with gDNA Eraser (Perfect Real Time)将RNA反

转录成cDNA (李青洋等, 2025)。qRT-PCR反应体系 

20 μL: 1 μL cDNA模板, 10 μL SYBR Mix, 10 μmol·L–1

上、下游引物各0.5 μL, 用ddH2O补足体积至20 μL。扩

增程序 : 95°C预变性1分钟 ; 95°C10秒 , 60°C5秒 , 

72°C12秒, 40个循环。每个样品设3次生物学重复。

采用2–∆∆CT法(Yang et al., 2023)计算目的基因的相对

表达量。qRT-PCR引物序列见附表1。 

1.4  SmTTF59基因克隆 

根据旱柳TTF59基因序列, 使用Oligo7软件分别设计
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基因上游 (Forward primer1)和下游引物 (Reverse 

primer1), 引物由苏州金唯智生物科技有限公司合

成。以旱柳RNA反转录的cDNA为模板进行PCR, 反

应体系50 μL: 2 μL cDNA模板, 上、下游引物各2 μL, 

25 μL 2× Pfu PCR Master-Mix, 用ddH2O补足体积

至50 μL。扩增程序: 94°C预变性2分钟; 94°C30秒, 

56°C30秒, 72°C3分钟, 36个循环; 72°C延伸5分钟。

将PCR产物回收后, 采用pMDTM 18-T Vector Clon-

ing Kit (TaKaRa)进行连接, 由苏州金唯智生物科技

有限公司进行测序。引物序列见附表1。 

1.5  SmTTF59基因过表达载体以及沉默载体构建 

根据pWM101和pYL156载体序列以及SmTTF59基

因序列, 分别设计5'端带有pWM101和pYL156载体

同源序列的引物101-Forward primer和101-Reverse 

primer及引物 156-Forward primer和 156-Reverse 

primer。以pMD18-T-SmTTF59质粒为模板进行PCR

扩增, 反应体系50 μL: 2 μL质粒模板, 上、下游引物

各2 μL, 25 μL 2× Pfu PCR MasterMix, 用ddH2O补

足体积至50 μL。扩增程序 : 94°C预变性2分钟 ; 

94°C30秒, 56°C30秒, 72°C3分钟, 36个循环; 72°C

延伸5分钟。使用KpnI和XbaI对pWM101载体进行双

酶切; 使用EcoRI和SacI对pYL156载体进行双酶切。

使用2× Ultra Cloning MasterMix同源重组酶, 将载体

和各自胶回收产物进行连接, 转化DH5α大肠杆菌感受

态细胞, 经菌落PCR验证后, 摇菌送公司测序, 选取序

列正确的pWM101-SmTTF59和pYL156-SmTTF59进

行后续实验。引物序列见附表1。 

1.6  拟南芥侵染和SmTTF59转基因植株鉴定 

将pWM101-SmTTF59转入农杆菌, 通过菌落PCR筛

选阳性农杆菌。挑取单菌落至50 mL含50 μg·mL–1卡

那霉素(kan)、25 μg·mL–1利福平(Rif)的LB液体培养

基中 , 28°C、200 r·min–1过夜摇菌 , 当OD600介于

1.2–1.6之间时, 离心沉淀菌体。随后, 将菌体重悬于

1/2MS液体培养基, OD600调至0.6–0.8之间, 并加入

0.02%表面活性剂SilwettL-77, 采用花序侵染法进行

侵染(杨智敏等, 2025)。将收获的T0代转基因拟南芥

种子清洗消毒后, 在添加浓度为25 mg·L–1潮霉素的

1/2MS固体培养基上进行种子筛选, 对筛选到的阳性

植株提取DNA以及qRT-PCR验证, 收获阳性种子为

T1代, 以此类推, 直至筛选到纯合T3代株系后进行表

型分析。 

1.7  SmTTF59转基因拟南芥缺氧胁迫实验 

取在培养基上生长1周的拟南芥野生型和T3代纯合转

基因植株进行缺氧胁迫实验(Mathew et al., 2023)。

在长约30 cm、宽约15 cm、高约10 cm的玻璃矩形密

封盒子底部放置一个厌氧包 (Thermo Scientific, 

OXAN0025A), 将装有拟南芥的培养皿堆叠在厌氧

包上方。在盒子的密封区域涂抹凡士林, 确保其密封

性。用铝箔将其完全包裹, 并放置在黑暗处进行缺氧

处理。处理12小时后, 将培养皿取出, 置于光照培养

箱中正常培养。1周后, 统计根长和鲜重, 并测定相关

生理指标。 

1.8  旱柳SmTTF59基因的VIGS实验 

选择测序正确的载体pYL156-SmTTF59转化农杆菌

GV3101, 同时准备含有pYL156空载体、pYL156- 

SmPDS-200和pTRV1 (辅助质粒)的农杆菌。分别吸

取pYL156-SmTTF59、pYL156空载体、pYL156-Sm-

PDS和pTRV1菌液至50 mL含50 μg·mL–1 Kan和

25 μg·mL–1 Rif的LB液体培养基中, 28°C、200 r·min–1

培养12小时, 将OD600调至1.5–2.0之间。离心后收集

菌体, 用缓冲液(10 mmol·L–1 MgCl2, 10 mmol·L–1 

MES, 200 μmol·L–1乙酰丁香酮)重悬, 将OD600调至

1.5–2.0之间, 室温静置。将pTRV1分别与pYL156-空

载体、pYL156-SmPDS和pYL156-SmTTF59菌液按

比例(1:1:1, v/v/v)混匀, 注射至叶片和根中(Chen et 

al., 2025)。在沉默SmPDS的对照组出现明显的白化

表型后 , 提取实验组和对照组的RNA, 反转录为

cDNA后进行qRT-PCR, 验证成功敲降后进行黑暗淹

水处理。PDS引物序列见附表1。 

2  结果与分析 

2.1  SmTTF59基因生物信息学分析 

2.1.1  SmTTF59蛋白理化性质及结构预测 

通过PCR扩增成功获得SmTTF59基因编码序列(CDS), 

长度为834 bp (附图1), 与旱柳基因组中TTF59基因

的CDS一致, 说明成功克隆到SmTTF59基因。预测

结果表明, SmTTF59编码277个氨基酸残基, 分子式
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为C1415H2257N435O438S21, 原子总数为4 566, SmT-

TF59蛋白分子量为33 044.40 Da, 理论等电点为

7.72, 脂肪指数为54.26, 不稳定系数为49.14, 亲水

指数为–1.143, 表明该蛋白质具有较高的亲水性但

不够稳定。分析SmTTF59的氨基酸组成可知, 其中含

量最高的氨基酸为谷氨酸(Glu) (13.7%), 其次为精氨

酸(Arg) (9.0%), 含量最少的是酪氨酸(Tyr) (1.1%)。

SmTTF59蛋白二级结构预测结果表明, SmTTF59蛋

白含有53.07%的α-螺旋, 46.21%的无规卷曲, 0.72%

的延伸链(图1A), 说明α-螺旋和无规则卷曲是Sm-

TTF59蛋白的主要结构元件, 其中3个α-螺旋可能是

DNA结合结构域。三级结构预测结果显示, SmTTF59

蛋白是1个以ID为A0A5C7HRG5结构为模板建立的蛋

白结构, 这两个蛋白的序列相似性为80.95% (图1B)。

全域模型质量估计值(global model quality estimate, 

GMQE)达0.72, 以上数据均证实了结果的可靠性。 

保守结构域预测结果显示, SmTTF59蛋白含有

单个GT1保守序列(图1C)。对跨膜结构进行预测, 结

果显示SmTTF59基因编码的蛋白质不含跨膜结构域

(图1D)。SmTTF59蛋白亲/疏水性分析结果显示, 多

肽链上的第242位氨基酸 (异亮氨酸 )的分值最高

(1.578); 第194位氨基酸(谷氨酸)分值最低(–3.278), 

并发现SmTTF59蛋白的亲水区多于疏水区(图1E), 

表明其属于亲水性蛋白。 

 

2.1.2  SmTTF59蛋白系统进化树、保守基序以及启

动子元件分析 

系统进化分析结果表明, 旱柳SmTTF59蛋白与毛果

杨和毛白杨亲缘关系最近(图2A)。相关研究显示, 毛

果杨Trihelix家族基因在抗逆反应中发挥作用(Wang 

et al., 2016), 而毛白杨Trihelix家族基因也在响应盐 

胁迫中具有重要功能(李孝红, 2021)。通过分析不同

物种TTF59同源蛋白的多重序列比对结果, 我们发现

SmTTF59蛋白与其它6个物种TTF59同源蛋白的序

列相似性显著(图2C), 由此表明GT-1结构域在不同

物种中高度保守。研究表明, 大豆(Glycine max)  
 

 
 

图1  SmTTF59蛋白二级结构(A)、三级结构(B)、保守结构域(C)、跨膜结构域(D)和亲/疏水性(E)预测 

 
Figure 1  Prediction of secondary structure (A), tertiary structure (B), conserved domains (C), transmembrane domains (D), and 
hydrophilicity/hydrophobicity (E) of SmTTF59 protein 
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图2  基于TTF59氨基酸序列相似性构建的系统进化树(A)、TTF59启动子区顺式作用元件可视化分析(B)及TTF59蛋白同源序列比

对(C) 

 
Figure 2  Phylogenetic tree construction based on TTF59 sequence similarity (A), TTF59 promoter cis-element visualization 
analysis (B), and TTF59 protein homologous sequence comparison (C) 
 

(Liu et al., 2020)、葡萄(卢世雄等 , 2019)、苜蓿

(Medicago sativa) (项继红等, 2020)和拟南芥(Wang 

et al., 2014)的Trihelix家族基因在响应非生物胁迫中

行使重要功能。因此, 我们推测SmTTF59基因编码蛋

白在功能上与其它物种的TTF59蛋白相似。 

对SmTTF59基因启动子进行预测, 并且对相关

顺式作用元件进行分析, 结果表明SmTTF59基因启

动子中存在MeJA响应元件和脱落酸响应元件, 并且

发现多个光响应元件、缺氧响应元件和醇溶蛋白代谢

响应元件等(图2B), 推测TTF59基因有助于植物响应

淹水胁迫, 降低光合作用减少能量消耗, 从而适应淹

水缺氧环境。 

2.2  转基因拟南芥在低氧胁迫下的表型和生理

指标 

通过PCR扩增获得834 bp特异性条带, 经菌落PCR

及测序验证确认目的片段正确插入, 成功构建pWM-

101-SmTTF59过表达载体(附图2A)。低氧胁迫处理

后恢复生长7天的表型观察显示, 野生型拟南芥(WT)

出现严重的生长受抑制 , 而SmTTF59过表达株系

(SmTTF59-OE)维持正常表型(图3A)。进一步定量分

析表明, 在有氧条件下, WT与OE株系的根长及鲜重

无显著差异(图3B, C); 而在低氧胁迫后, OE株系根

长较WT增加170%, 鲜重较WT提高87% (图3D, E)。

生理指标测定显示, OE株系在低氧胁迫下过氧化物

酶(peroxidase, POD)活性较WT升高110%, 过氧化

氢酶(catalase, CAT)活性较WT显著提升2 300% (图

3F, G)。上述结果表明, SmTTF59过表达通过增强抗

氧化酶系统清除活性氧(ROS)的能力, 显著提升拟南

芥的低氧耐受性, 间接支持该基因在旱柳淹水胁迫响

应中的正向调控作用。 

2.3  旱柳SmTTF59基因沉默降低柳树的耐淹

能力 

通过PCR扩增获得224 bp特异性条带, 经菌落PCR

及测序验证确认目的片段正确插入, 成功构建pYL- 
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图3  正常氧和低氧条件下, 野生型(WT)和SmTTF59转基因拟南芥的表型、生理指标以及表型指标比较 

(A) 表型(bars=1 cm); (B) 正常氧条件下的根长; (C) 正常氧条件下的鲜重; (D) 低氧条件下的根长; (E) 低氧条件下的鲜重; (F) 过

氧化物酶(POD)活性; (G) 过氧化氢酶(CAT)活性。使用Student’s t-test进行差异显著性分析(*** P<0.001)。 

 
Figure 3  Comparisons of phenotype, physiological and phenotypic indices between wild type (WT) and SmTTF59 transgenic 
Arabidopsis thaliana under normoxic and hypoxic conditions 
(A) Phenotype (bars=1 cm); (B) Root length under normoxic conditions; (C) Fresh weight under normoxic conditions; (D) Root 
length under hypoxic conditions; (E) Fresh weight under hypoxic conditions; (F) Peroxidase (POD) activity; (G) Catalase (CAT) 
activity. Significant differences analysis using Student’s t-test (*** P<0.001). 
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156-SmTTF59 VIGS载体(附图2B)。通过农杆菌介导

的VIGS技术, 以SmPDS基因沉默为VIGS实验流程

对 照 , 分 别 获 得 pTRV2 ( 空 载 体 对 照 ) 与

pTRV2-SmTTF59 (基因沉默)旱柳株系。接种2周后, 

可见SmPDS基因沉默株系出现白化表型(附图3)。

qRT-PCR 分 析 显 示 , pTRV2-SmTTF59 组 中

SmTTF59基因表达量较对照组显著降低30%, 表明

基因沉默效率达70% (图4A)。进一步对2组植株进行

淹水处理(淹没植株顶端), qRT-PCR检测发现, 沉默

组SmTTF59表达量仅为对照组的3.3%, 证实该基因

的表达在胁迫条件下仍持续受抑制(图4B)。 

黑暗淹水处理(7天)后, 表型分析显示沉默组植

株叶片脱落较为严重, 且根冠部出现大面积褐化腐

烂, 而对照组植株维持正常生长状态(图4C)。沉默组

根鲜重较对照组降低47.5%, 根干重较对照组下降

42.0% (图4D, E); 沉默组叶片相对电导率较对照组 
 

 
 

图4  SmTTF59沉默效率检测以及实验组和对照组淹水前后的表型/生理指标比较 

(A) SmTTF59敲降后淹水0小时的相对表达量; (B) SmTTF59敲降后淹水24小时的相对表达量; (C) 淹水前后表型差异(bars=1 cm); 

(D) 淹水处理后根鲜重; (E) 淹水处理后根干重; (F) 淹水处理后相对电导率; (G) 淹水处理后过氧化物酶(POD)活性。差异显著性分

析使用Student’s t-test (*** P<0.001)。 

 
Figure 4  Silencing efficiency analysis of SmTTF59 and phenotypic/physiological comparisons between experimental and con-
trol groups pre- and post-flooding treatments  
(A) Relative expression level of SmTTF59 knockdown at 0 h post-flooding; (B) Relative expression level of SmTTF59 knockdown 
at 24 h post-flooding; (C) Phenotypic differences between pre- and post-flooding (bars=1 cm); (D) Root fresh weight after flooding 
treatment; (E) Root dry weight after flooding treatment; (F) Relative electrical conductivity after flooding treatment; (G) Perox-
idase (POD) activity after flooding treatment. Significant difference analysis using Student’s t-test (*** P<0.001). 
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升高845%, 表明受到严重的膜脂过氧化损伤(图4F); 

沉默组过氧化物酶(POD)活性较对照组下降60.0%, 

表明ROS清除能力受损(图4G)。上述结果表明, Sm-

TTF59基因在柳树响应淹水胁迫中发挥重要作用。 

3  讨论 

Trihelix家族基因在植物生长发育的不同阶段, 以及在

应对各种非生物胁迫(如盐、干旱、高温和冷胁迫)中

扮演重要角色。在拟南芥中, Trihelix家族基因有30个

成员, 在响应非生物胁迫中具有重要作用(周宏等, 

2017)。目前, 已经在烟草(Nicotiana tabacum)中鉴定

出多个Trihelix转录因子, GT1家族的NtBF2基因在光

反应中发挥调控作用, 在ABA、高盐、低温及PEG处

理下 , 烟草Trihelix转录因子GT-2家族基因NtGT-2 

均有不同程度的响应(赵利杰等, 2020; 李栋成等, 

2022)。从小麦(Triticum aestivum)基因组中鉴定出94

个Trihelix家族基因, 分为GT-1、GT-2、SIP1、SH4

和GTγ共5个亚家族 , 其中TaGT-42等10个Trihelix 

基因普遍在响应非生物胁迫中发挥作用 (肖杰 , 

2020)。在玉米(Zea mays)中鉴定出46个Trihelix家族

成员, 大多数ZmTHXs基因在干旱处理下表达水平发

生显著变化, 表明它们参与干旱胁迫响应(Cao et al., 

2024)。 

毛白杨Trihelix家族基因PtoGT55被鉴定为抗盐

基因, 研究显示该基因通过MAPK信号通路介导, 在

盐胁迫响应中发挥重要作用, 且PtoGT55可能通过正

向调控早期盐胁迫信号转导基因的转录来增强植物

的盐胁迫抗性(李孝红, 2021)。在毛竹中鉴定到2个响

应非生物胁迫的Trihelix家族转录因子基因PheGT8

和PheGT16, 分析上游启动子序列, 发现二者均含

有多个非生物胁迫响应元件(如干旱响应元件和高温

诱导元件 ), 还包括一些激素相关元件 (高红艳 , 

2019)。此外, 在菘蓝(Isatis tinctoria) Trihelix家族基

因启动子区域发现了许多与干旱、低温和激素胁迫有

关的其它顺式作用元件(王震和马伟, 2023)。我们在

SmTTF59基因的启动子序列中发现了与缺氧响应相

关的元件(ARE), 这表明SmTTF59基因可能参与调

控柳树淹水胁迫响应。 

我们发现的Trihelix家族基因SmTTF59在响应淹

水胁迫中也是一个正调控因子, 但是其调控机制仍不

清楚。我们通过对柳树耐淹品种和淹水敏感品种转录

组中Trihelix家族转录因子的表达量进行分析, 发现

SmTTF59基因在淹水胁迫后表达变化较为明显, 与

未淹水相比, 淹水4小时其表达量显著提高(Yang et 

al., 2023), 这与蒙古栎(Quercus mongolica)中的研

究结果相一致。在光胁迫以及淹水胁迫条件下, 有

多个Trihelix家族基因的表达量发生显著变化, 表明

其发挥重要调控作用(孟鑫等, 2023)。通过对不同物

种 TTF59同源蛋白的多重序列比对 , 我们发现

SmTTF59蛋白与其它6个物种的TTF59蛋白具有显

著的序列相似性, 证实TTF59是一个较为保守的基

因, 同时推测SmTTF59在非生物胁迫响应中发挥作

用。淹水胁迫与缺氧胁迫之间存在密切联系, 淹水胁

迫导致土壤中的含氧量急剧降低, 从而造成植株缺

氧。在拟南芥中进行缺氧胁迫处理, 可以精准验证

SmTTF59基因在缺氧环境中的功能, 但通过基因敲

降后柳树的淹水处理, 更接近于自然环境, 可以观察

SmTTF59基因敲降植株在复杂环境中的具体表现。  

SmTTF59转基因拟南芥的缺氧胁迫实验结果进

一步验证了我们的推测。在正常条件下, 转基因拟南

芥与野生型表型无明显差异。低氧胁迫处理后, Sm-

TTF59过表达拟南芥相较于野生型表现出显著的对

低氧胁迫的耐受性, 表明SmTTF59可能通过增强活

性氧清除能力调控植物低氧适应性。基于此, 本研究

进一步通过VIGS技术构建SmTTF59敲降旱柳植株, 

深入探究其耐淹机制。结果表明, SmTTF59通过正向

调控活性氧代谢与细胞膜完整性维持, 在柳树淹水胁

迫应答中发挥核心作用, 其功能缺失将直接导致耐淹

能力衰退。 

挖掘柳树耐淹关键基因并解析其功能机制, 是创

制抗逆种质、修复湿地生态系统的基础。本研究通过

SmTTF59转基因拟南芥的缺氧胁迫实验 , 证实了

SmTTF59转基因拟南芥在缺氧条件下比野生型(WT)

具有更强的适应性, 表明SmTTF59基因在淹水缺氧

环境中发挥重要作用。本研究以淹水胁迫为切入点, 

对Trihelix家族基因功能进行验证。随后, 我们通过

VIGS实验在柳树中沉默该基因, 发现柳树的耐淹能

力明显降低, 进一步证实SmTTF59在柳树淹水胁迫

应答中行使重要功能。因此表明TTF59基因是参与柳

树响应淹水胁迫的调控基因, 验证了本课题组前期关
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于柳树Trihelix家族基因功能的推测 (Yang et al., 

2023)。然而, 关于TTF59基因在柳树响应淹水胁迫中

的具体作用机制及相关调控网络仍有待深入研究。 

4  结论 

SmTTF59为旱柳Trihelix转录因子家族成员, 其编码

基因启动子区含有缺氧响应相关元件。SmTTF59为

旱柳响应淹水和缺氧胁迫调控网络中的正调控基因, 

通过减缓氧化胁迫损伤等机制增强植物对淹水和缺

氧胁迫的抵抗力。 
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Functional Study of the SmTTF59 Gene in Salix matsudana in 
Response to Flooding Stress 

Mingchao Deng1, 2, Chaonan Qian1, 2, Mengru Li1, 2, Sunran Xu1, 2, Yanhong Chen1, 2*, Jian Zhang1, 2* 
1School of Life Sciences, Nantong University, Nantong 226019, China 

2Nantong Key Laboratory of Ornamental Plant Genetics and Breeding, Nantong 226019, China 

INTRODUCTION: Submergence tolerance is one of the most crucial stress resistances among garden plants. Willow is a 

model plant that has strong tolerance to submergence. The objective of this study is to clone the TTF family gene Sm-

TTF59 of willow and construct overexpression and silencing vectors in order to explore its role in responding to submer-

gence stress in willow. 

RATIONALE: Studies demonstrated that TTF family transcription factors play critical regulatory roles in plant responses to 

abiotic stresses. Salix matsudana, a species with strong submergence tolerance, serves as an ideal model for investi-

gating submergence stress adaptation mechanisms. By silencing SmTTF59 in S. matsudana and conducting hypoxia 

stress experiments on SmTTF59-transgenic Arabidopsis, this study provides theoretical foundations for understanding the 

complex regulatory mechanisms of Trihelix transcription factors and lays a groundwork for genetic breeding of submer-

gence-tolerant S. matsudana.  

RESULTS: The results showed that the coding sequence (CDS) of the SmTTF59 gene in S. matsudana is 834 bp in 

length, encoding 277 amino acid residues with a predicted protein molecular weight of 33 kDa. Through PCR experiments, 

the 834 bp CDS of SmTTF59 was successfully amplified and used to construct recombinant vectors pWM101 and 

pYL156. Hypoxic stress experiments on transgenic Arabidopsis plants demonstrated that SmTTF59-overexpressing lines 

exhibited enhanced hypoxia tolerance compared to wild-type plants, characterized by longer root lengths and higher fresh 

weights. Physiological analyses revealed higher levels of antioxidant enzymes, such as peroxidase (POD) and catalase 

(CAT), in transgenic lines. Virus-induced gene silencing (VIGS) experiments in willow plants further showed that 

SmTTF59 knockdown lines displayed poorer growth under submergence stress compared to controls, including severe 

leaf decay and abscission. Quantitative measurements showed that silenced plants had lower root fresh weight, root dry 

weight, and POD activity, along with higher relative electrical conductivity, compared to control plants. These results col-

lectively demonstrated that SmTTF59 knockdown significantly reduces willow tolerance to submergence stress.  

CONCLUSION: The better anoxic tolerance of SmTTF59 transgenic Arabidopsis plants proved that this gene might be 

related to the response of willow to submergence stress. Through the VIGS experiment on willow, we verified that this 

gene plays a positive regulatory role in submergence. This study is of great significance for the subsequent breeding work 

of submergence-tolerant willow varieties. 
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Phenotypic differences between pre- and post-flooding (A) and phenotypic comparison between wild type (WT) 

and SmTTF59 transgenic Arabidopsis thaliana (B) under normoxic and hypoxic conditions. Elucidated the function 

of the SmTTF59 gene in response to submergence stress. Bars=1 cm 

Key words  Salix matsudana, SmTTF59, flooding stress, hypoxia stress, VIGS 

Deng MC, Qian CN, Li MR, Xu SR, Chen YH, Zhang J (2026). Functional study of the SmTTF59 gene in Salix matsu-

dana in response to flooding stress. Chin Bull Bot 61, 264–276. 
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附图1  SmTTF59基因的PCR扩增结果 

M: DL2000 DNA marker; 1, 2: PCR扩增产物 

Appendix figure 1  PCR amplification results of SmTTF59 gene 
M: DL2000 DNA marker; 1, 2: PCR amplification products 
 

附图2  SmTTF59过表达载体和沉默载体构建 

(A) pWM101-SmTTF59菌落PCR (1–4: 菌落PCR产物); (B) pYL156-SmTTF59菌落PCR (1–4: 菌落PCR产物). M: DL2000 DNA 

marker 
Appendix figure 2  SmTTF59 overexpression vector and silencing vector construction 
(A) pWM101-SmTTF59 colony PCR (1–4: Colony PCR products); (B) pYL156-SmTTF59 colony PCR (1–4: Colony PCR pro-
ducts). M: DL2000 DNA marker 
 

附图3  SmPDS基因的白化表型 

Appendix figure 3  Albino phenotype of the SmPDS gene 
 

附表1  实验所用引物 

Appendix table 1  Primers used in the study 
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