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　　摘要：为了探究怀玉山三叶青２个栽培种试管苗对干旱胁迫的生理响应，为其高山大棚有效栽培提供理论依据。
以怀玉山三叶青怀玉１号、怀玉２号试管苗为试验材料，进行ＰＥＧ－６０００模拟干旱胁迫处理，通过主成分分析和隶属
函数法综合评价怀玉山三叶青２个栽培种试管苗抗旱性的强弱，并通过荧光定量ＰＣＲ分析干旱胁迫下怀玉山三叶青
２个栽培种试管苗相关基因的表达情况。结果表明，随着ＰＥＧ－６０００浓度的增加，怀玉１号、怀玉２号试管苗的株高

和生物量整体上呈先稳后降的趋势，可溶性蛋白（ＳＰ）、可溶性糖（ＳＳ）、游离脯氨酸（Ｐｒｏ）和Ｋ＋含量以及抗氧化酶［超
氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）］活性整体上呈先升后降的趋势，而相对电导率（ＲＣ）、

丙二醛（ＭＤＡ）含量和Ｎａ＋含量则呈显著提高的态势，茎、根Ｃａ２＋含量无显著变化。根据隶属函数分析结果，怀玉山三
叶青２个栽培种试管苗的耐旱性为怀玉２号＞怀玉１号；主成分分析结果表明，第１个主成分中较大的指标有 ＰＯＤ、
ＣＡＴ活性和Ｐｒｏ含量，第２个主成分中较大的指标有 ＲＣ、ＳＯＤ活性和 ＭＤＡ含量，第３个主成分中较大的指标有 ＳＳ、

Ｋ＋和Ｃａ２＋含量；轻度干旱和中度干旱有助于脱落酸、茉莉酸、乙烯、赤霉素、生长素等内源激素含量的提高，也有利于
怀玉山三叶青黄酮醇和查尔酮的合成，但不利于怀玉山三叶青烟草花叶病毒的增殖。由研究结果可知，适度干旱胁迫

可以提高内源激素和次生代谢物的含量，抑制病毒增殖，促进怀玉山三叶青的生长发育，相关研究结果可为怀玉山三

叶青抗旱种源的筛选提供参考依据。
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植物生物技术。Ｅ－ｍａｉｌ：ｈｏｎｇｓｅｎｒｏｎｇ＠１６３．ｃｏｍ。

　　三叶青（ＴｅｔｒａｓｔｉｇｍａｈｅｍｓｌｅｙａｎｕｍＤｉｅｌｓｅｔＧｉｌｇ），
别称蛇附子、金线吊葫芦等，为被子植物门双子叶

植物纲原始花被亚纲鼠李目葡萄科崖爬藤属草质

藤本。三叶青为我国特有的珍稀药用植物，主要分

布在我国长江以南各省份，《中国植物志》中记载，

三叶青全草均可入药，以地下块根、果实的药用效

果最好，其性平、味微苦，具有清热解毒、祛风化痰、

活血止痛等功效，被誉为无毒、无副作用的“植物抗

生素”，其经济价值和医药价值较高［１］。位于江西

省怀玉山的怀玉山三叶青于２０１６年３月３１日被核
准为国家地理标志农产品。目前人们已经从怀玉

山三叶青中筛选出２个栽培种（怀玉１号和怀玉２
号）用于大棚基质栽培和林下容器栽培，并取得了

较好的经济效益。三叶青的药用价值极高，市场需

求量大，但其野生资源稀少，因此三叶青的人工种

植是大势所趋。研究发现，三叶青对生长环境要求

苛刻，生长速度极其缓慢。干旱胁迫是影响植物生

长发育最重要的生态因子之一［２］。随着全球气候

上升和水资源分配不均，水分缺乏和干旱危害日益

严重。研究发现，干旱胁迫会引起植物体内水分亏

缺、扰乱植物体内源库流的正常运行，导致植物生

长受阻和产量降低［３］。许多研究发现，植物对逆境

胁迫的响应涉及分子、生理和表型３个层面，三者密
切相关［４］。因此，为了提高三叶青人工驯化栽培水

平，探究干旱胁迫对三叶青生长发育的影响具有重

要的现实意义。关于干旱胁迫下作物品种生理响
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应的报道较多。冯慧芳等研究了聚乙二醇（ＰＥＧ）
模拟干旱胁迫环境下火力楠、尾叶桉、枫香、荷木幼

苗的生理变化［５］；郭瑞等研究了 ＰＥＧ－６０００模拟水
分胁迫下冬小麦生长、细胞渗透调节物质和叶片荧

光特性的变化［６］；赵方媛等研究了１５个小黑麦品
系苗期的抗旱性［７］；许爱云等采用盆栽控制土壤水

分的方法研究了土壤自然渐进干旱胁迫下１２种草
本植物功能性状、光合特性及抗氧化保护酶的变

化，并对其抗旱性进行了综合评价［８］；由佳辉等以９
个葡萄砧木品种的盆栽扦插苗为试验材料，测定了

干旱胁迫下抗旱性相关生理指标，并对其抗旱能力

进行了综合评价［９］。目前，对三叶青生态因子的研

究多集中在温度［１０］、光照［１１］、生物炭肥［１２］、有机

肥［１３］等方面，关于干旱胁迫对三叶青影响的研究少

见报道。本研究以怀玉山三叶青２个栽培种怀玉１
号和怀玉２号试管苗为试验材料，进行 ＰＥＧ－６０００
模拟干旱胁迫处理，通过主成分分析和隶属函数法

综合评价怀玉山三叶青２个栽培种试管苗的抗旱
性，并通过荧光定量ＰＣＲ分析干旱胁迫下怀玉山三
叶青２个栽培种试管苗相关基因的表达情况，旨在
研究怀玉山三叶青２个栽培种在干旱胁迫下的生理
响应和基因表达情况，探寻怀玉山三叶青栽植的水

分管理节点，为怀玉山三叶青抗旱种源的筛选提供

参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本研究采用的材料为怀玉山三叶青２个栽培种

怀玉１号和怀玉２号试管苗，由上饶师范学院生命
科学学院提供。试验时间为２０２０年６—９月，试验
地点为上饶师范学院生命科学学院。

１．２　试验方法
１．２．１　干旱胁迫培养基的配制和试管苗的干旱胁
迫处理　干旱胁迫选用的培养基为 ＭＳ＋１．５ｍｇ／Ｌ
ＫＴ（激动素）＋０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ（萘乙酸）＋３０ｇ／Ｌ蔗
糖＋６ｇ／Ｌ琼脂（ｐＨ值为５．８～６．０）。以此培养基
为基础，设置６个处理。６个处理的 ＰＥＧ－６０００浓
度分别设为０、３０、６０、９０、１２０、１５０ｇ／Ｌ。将怀玉山三
叶青怀玉１号、怀玉２号试管苗接入上述６个处理
的固体培养基中，每瓶接种３个试管苗，每个处理接
种２５瓶。将干旱胁迫处理的怀玉１号、怀玉２号试
管苗放入培养室内进行培养。培养条件如下：光照

时间 １４ｈ／ｄ，光照度 １０００～１５００ｌｘ，温度（２５±

１）℃。盐胁迫处理３０ｄ后结束试验，对其进行各
项生理指标的测定。

１．２．２　株高和生物量的测定　６个干旱胁迫处理
的怀玉１号、怀玉２号试管苗的株高、生物量分别用
直尺测量的方法测定，同时参照 Ｇｒｅｅｎ等的
方法［１４－１５］。

１．２．３　生理生化指标的测定　选取６个干旱胁迫
处理的怀玉１号、怀玉２号试管苗，用于生理生化指
标的测定。可溶性蛋白（ｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＰ）含量采
用考马斯亮蓝 Ｇ－２５０比色法测定［１６］；游离脯氨酸

（ｐｒｏｌｉｎｅ，Ｐｒｏ）、可溶性糖（ｓｏｌｕｂｌｅｓｕｇａｒ，ＳＳ）含量分
别采用酸性茚三酮比色法、蒽酮比色法测定［１７］测

定；叶片相对电导率（ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ，ＲＣ）的测
定参照Ｃｈｅｎ等的方法［１８］；超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、
过氧化物酶（ＰＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性以及丙
二醛（ＭＤＡ）含量的测定分别采用愈创木酚法［１９］、

氮蓝四唑（ＮＢＴ）比色法［２０］、紫外分光光度计法［２１］

和硫代巴比妥酸（ＴＢＡ）比色法［１７］；Ｎａ＋、Ｋ＋和 Ｃａ２＋

含量参照海霞等的方法［２２］进行测定。

１．２．４　ＲＮＡ的提取及荧光定量ＰＣＲ分析　将６个
干旱胁迫处理的怀玉１号、怀玉２号试管苗叶片参
照十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法［２３］提取总

ＲＮＡ并进行反转录。然后对一些相关基因如
ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ９８６２＿ｃ２＿ｇ１（ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ
ＰＹＬ４）、ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ２２３９２＿ｃ０＿ｇ１（ｊａｓｍｏｎａｔｅＺＩＭ－
ｄｏｍａｉｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｐｒｅｓｓｏｒ）、ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ２８５１７＿
ｃ０＿ｇ１（ｅｔｈｙｌｅｎｅ－ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１Ｂ）、
ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ２４８７＿ｃ０＿ｇ１（ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ＧＩＤ１Ｂ）、ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ４６３１３＿ｃ０＿ｇ１（ＩＡＡ１４）、
ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ３０１４０＿ｃ０＿ｇ１（ｆｌａｖｏｎｏｌｓｙｎｔｈａｓｅ）、
ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１６９８１＿ｃ０＿ｇ３（ｃｈａｌｃｏｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ）、
ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ２０４８＿ｃ０＿ｇ１（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ）、
ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ２０９１０＿ｃ０＿ｇ１（ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ１）、ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ２２９２２＿ｃ０＿ｇ１（ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓ
ｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ２Ａ）进行荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ－
ＰＣＲ）检测（内参基因为 ＧＡＰＤＨ），所用引物序列见
表１。ｑＲＴ－ＰＣＲ检测采用２０μＬ反应体系，ＰＣＲ反
应程序：９５℃ １０ｍｉｎ；９５℃ １０ｓ，６０℃ ３４ｓ，９５℃
１５ｓ，４０个循环。使用２－ΔΔＣＴ法进行基因表达水平
的计算。

１．３　数据统计分析
以上试验均重复 ３次。所有数据表示为平均

值±标准差，并用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计分析，用
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表１　基因检测所用引物（１０个目的基因＋１个内参基因）

基因ＩＤ号 引物序列（５′→３′）
大小

（ｂｐ）

解链温度

理论值

（Ｔｍ）

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１６９８１＿ｃ０＿ｇ３ ＨＹ－１Ｆ：ＣＡＣＧＡＧＴＣＣＣＡＣＣＴＣＧＡＣＴＣ；ＨＹ－１Ｒ：ＡＧＧＧＧＡＣＧＣＴＣＣＡＣＧＧＡＣＡ １０４ ５９．２

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ２０４８＿ｃ０＿ｇ１ ＨＹ－２Ｆ：ＡＡＣＣＡＴＴＧＴＣＧＡＴＡＧＣＣＡＧＡＴＴ；ＨＹ－２Ｒ：ＣＴＴＣＣＡＣＣＡＧＣＡＴＴＴＣＣＡＧＴＡ １３８ ５２．５

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ４６３１３＿ｃ０＿ｇ１ ＨＹ－３Ｆ：ＣＡＡＧＧＴＴＡＡＴＧＧＧＡＡＡＡＧＡＧＧＧＴ；ＨＹ－３Ｒ：ＣＡＴＣＡＣＴＡＧＣＴＴＧＡＴＧＡＡＡＡＴＴＧＡＧＣ ７１ ５５．０

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ９８６２＿ｃ２＿ｇ１ ＨＹ－４Ｆ：ＴＣＧＴＣＧＣＴＴＣＡＧＣＴＴＣＡＣＡＧＡ；ＨＹ－４Ｒ：ＴＧＧＴＡＧＣＴＣＧＣＣＡＡＡＧＴＧＴＣＣ １５５ ５８．５

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ２２３９２＿ｃ０＿ｇ１ ＨＹ－５Ｆ：ＧＴＡＧＴＧＧＧＴＧＣＧＧＴＴＧＧＡＡＧ；ＨＹ－５Ｒ：ＴＧＡＴＧＡＡＣＡＡＴＧＣＧＧＴＧＧＣ １９０ ５３．８

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ２８５１７＿ｃ０＿ｇ１ ＨＹ－６Ｆ：ＧＧＴＧＧＡＡＡＧＡＧＴＧＡＧＧＧＡＡ；ＨＹ－６Ｒ：ＣＡＣＣＣＡＡＡＴＣＣＴＣＣＡＡＧＡＣ １７３ ５３．０

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ２２９２２＿ｃ０＿ｇ１ ＨＹ－７Ｆ：ＴＴＣＴＣＣＡＡＧＧＧＣＣＡＣＧＡＣＣ；ＨＹ－７Ｒ：ＣＴＧＣＴＣＡＧＧＣＴＧＣＴＣＡＡＣＴＴＴＴ １８６ ５９．３

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ２０９１０＿ｃ０＿ｇ１ ＨＹ－８Ｆ：ＡＣＡＡＧＴＡＡＧＧＴＧＴＡＧＧＣＣＧＡＧＡＡ；ＨＹ－８Ｒ：ＣＣＡＣＧＣＡＧＡＡＧＧＴＧＴＴＣＣＡ １６３ ５３．１

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ２４８７＿ｃ０＿ｇ１ ＨＹ－９Ｆ：ＣＴＧＣＣＣＡＴＣＣＡＴＣＡＴＣＧＴＡ；ＨＹ－９Ｒ：ＣＣＣＴＴＧＡＧＣＡＣＣＡＣＴＧＡＧＡＴ １９９ ５４．２

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ３０１４０＿ｃ０＿ｇ１ ＨＹ－１０Ｆ：ＡＴＡＴＧＴＡＣＣＣＡＣＣＡＴＧＣＣＣＡＣＡ；ＨＹ－１０Ｒ：ＣＧＧＣＧＡＴＣＣＡＧＴＴＡＴＣＧＴＣＴＴ １３５ ５６．２

ＧＡＰＤＨ ＤＮ９４０１－Ｆ１：ＣＣＡＴＴＡＣＴＧＣＴＡＣＣＣＡＡＡＡＡＡＣＴ；ＤＮ９４０１－Ｒ１：ＧＴＧＡＧＧＴＣＡＡＣＣＡＣＣＧＡＣＡＣＡＴＣ １９９ ５３．３

单因素方差分析（Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ）及多重比较
（Ｄｕｎｃａｎｓ）检验以上各项生长、生理生化指标在 ６
个干旱胁迫处理下的差异显著性（Ｐ＜０．０５）。采用
ＳＰＳＳ１９．０进行主成分分析。参考赵芳媛等的方
法［７］进行计算。

２　结果与分析

２．１　干旱胁迫对怀玉山三叶青２个栽培种试管苗
株高、生物量的影响

从图１可以看出，随着 ＰＥＧ－６０００浓度的增
加，怀玉１号、怀玉２号试管苗的株高、生物量整体
呈先无显著变化后显著下降的趋势；当 ＰＥＧ－６０００
浓度达到９０ｇ／Ｌ时，怀玉１号、怀玉２号试管苗的
株高、生物量开始显著下降；当 ＰＥＧ－６０００浓度达
到１２０ｇ／Ｌ时，怀玉２号试管苗的株高和试管苗也
开始显著下降；当ＰＥＧ－６０００浓度为１５０ｇ／Ｌ时，怀
玉山三叶青怀玉１号、怀玉２号部分试管苗开始变
黄、干枯死亡。

２．２　干旱胁迫对怀玉山三叶青２个栽培种试管苗
有机渗透调节物质含量和相对电导率的影响

干旱胁迫对怀玉山三叶青２个栽培种试管苗有
机渗透调节物质含量和相对电导率的影响见图２。
可以看出，随着ＰＥＧ－６０００浓度的增加，怀玉１号、
怀玉２号试管苗的可溶性蛋白、可溶性糖和游离脯
氨酸含量整体呈先升后降的趋势，而相对电导率一

直呈提高的趋势；当 ＰＥＧ－６０００浓度分别为 ９０、
１２０ｇ／Ｌ时，怀玉１号、怀玉２号试管苗的可溶性蛋
白、可溶性糖和游离脯氨酸含量达到最高值。

２．３　干旱胁迫对怀玉山三叶青２个栽培种试管苗
抗氧化酶活性和丙二醛含量的影响

干旱胁迫对怀玉山三叶青２个栽培种试管苗抗
氧化酶活性和丙二醛含量的影响见图 ３。可以看
出，在干旱胁迫下，怀玉山三叶青２个栽培种试管苗
抗氧化酶（ＳＯＤ、ＰＯＤ和 ＣＡＴ）活性呈先升后降的趋
势，但两者的 ＭＤＡ含量随着干旱胁迫程度的增加
而持续显著提高。
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２．４　干旱胁迫对怀玉山三叶青２个栽培种试管苗
Ｎａ＋、Ｋ＋和Ｃａ２＋含量的影响

干旱胁迫对怀玉山三叶青２个栽培种试管苗
Ｎａ＋、Ｋ＋和Ｃａ２＋含量的影响见图４。可以看出，随

着干旱胁迫不断加重，怀玉１号、怀玉２号试管苗
叶、茎和根内的 Ｎａ＋含量均显著提高；在干旱胁迫
下，怀玉山三叶青２个栽培种试管苗叶、茎和根内
Ｋ＋含量呈先升后降的趋势；在干旱胁迫下，怀玉山
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三叶青２个栽培种试管苗叶内 Ｃａ２＋含量呈先升后
降的趋势，但怀玉１号、怀玉２号试管苗茎、根内的
Ｃａ２＋含量在任何 ＰＥＧ－６０００浓度处理下均无显著
变化。

２．５　干旱胁迫下怀玉山三叶青２个栽培种试管苗
生理生化指标的隶属函数分析

通过干旱胁迫下怀玉山三叶青２个栽培种试管
苗的可溶性蛋白含量、可溶性总糖含量、脯氨酸含

量、ＭＤＡ含量、相对电导率、ＰＯＤ活性、ＳＯＤ活性、
ＣＡＴ活性以及Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｃａ２＋的隶属函数分析，对怀

玉山三叶青２个栽培种的耐旱性进行评价。由表２
可以看出，怀玉山三叶青２个栽培种试管苗的平均
隶属函数值存在差异。因此，根据隶属函数分析可

知，怀玉山三叶青２个栽培种试管苗的耐旱性排序
为怀玉２号＞怀玉１号。
２．６　干旱胁迫下怀玉山三叶青２个栽培种试管苗
生理生化指标的主成分分析

通过ＳＰＳＳ１９．０对各指标的隶属函数值进行标
准化处理，并对标准化值进行主成分分析。由表３
可以看出，ＳＰ含量、Ｐｒｏ含量、ＳＳ含量、ＳＯＤ活性、
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表２　干旱胁迫下怀玉山三叶青２个栽培种试管苗生理生化指标的隶属函数分析

品种

隶属函数值

ＳＰ
含量

Ｐｒｏ
含量

ＳＳ
含量

ＲＣ ＳＯＤ
活性

ＰＯＤ
活性

ＣＡＴ
活性

ＭＤＡ
含量

Ｎａ＋
含量

Ｋ＋
含量

Ｃａ２＋
含量

平均隶属

函数值
排序

怀玉１号 ０．４４ ０．３４ ０．３１ ０．５８ ０．４９ ０．３１ ０．３３ ０．４９ ０．３１ ０．３１ ０．１９ ０．３７ ２

怀玉２号 ０．６１ ０．５６ ０．５２ ０．４３ ０．６１ ０．５６ ０．５４ ０．３８ ０．２３ ０．４７ ０．２６ ０．４７ １

表３　干旱胁迫下怀玉山三叶青２个栽培种试管苗生理生化指标的相关系数矩阵

指标 ＳＰ含量 Ｐｒｏ含量 ＳＳ含量 ＲＣ ＳＯＤ含量 ＰＯＤ活性 ＣＡＴ活性 ＭＤＡ含量 Ｎａ＋含量 Ｋ＋含量 Ｃａ２＋含量

ＳＰ含量 １．０００ ０．９３２ ０．７７６ ０．００４ ０．５９４ ０．９４０ ０．８７８ －０．１６５ －０．１８７ ０．５８８ ０．０８６

Ｐｒｏ含量 ０．９３２ １．０００ ０．７６７ ０．１５２ ０．７３０ ０．９５０ ０．９６５ ０．０３７ －０．１３０ ０．５２４ ０．０２８

ＳＳ含量 ０．７７６ ０．７６７ １．０００ ０．５４３ ０．８５４ ０．７０３ ０．８１５ ０．３９７ ０．４０６ ０．６６２ ０．３２２

ＲＣ ０．００４ ０．１５２ ０．５４３ １．０００ ０．７４３ －０．０３８ ０．３２１ ０．９４１ ０．８０３ ０．０４７ ０．２３１

ＳＯＤ活性 ０．５９４ ０．７３０ ０．８５４ ０．７４３ １．０００ ０．５９０ ０．８３８ ０．６３６ ０．４０９ ０．３５７ ０．０９６

ＰＯＤ活性 ０．９４０ ０．９５０ ０．７０３ －０．０３８ ０．５９０ １．０００ ０．９００ －０．１６６ －０．２０４ ０．５４８ －０．０２５

ＣＡＴ活性 ０．８７８ ０．９６５ ０．８１５ ０．３２１ ０．８３８ ０．９００ １．０００ ０．１８８ ０．０３１ ０．５１２ ０．０７１

ＭＤＡ含量 －０．１６５ ０．０３７ ０．３９７ ０．９４１ ０．６３６ －０．１６６ ０．１８８ １．０００ ０．７５５ －０．０４３ ０．１１５

Ｎａ＋含量 －０．１８７ －０．１３０ ０．４０６ ０．８０３ ０．４０９ －０．２０４ ０．０３１ ０．７５５ １．０００ ０．２７６ ０．５６０

Ｋ＋含量 ０．５８８ ０．５２４ ０．６６２ ０．０４７ ０．３５７ ０．５４８ ０．５１２ －０．０４３ ０．２７６ １．０００ ０．７３５

Ｃａ２＋含量 ０．０８６ ０．０２８ ０．３２２ ０．２３１ ０．０９６ －０．０２５ ０．０７１ ０．１１５ ０．５６０ ０．７３５ １．０００

ＰＯＤ活性、ＣＡＴ活性、Ｋ＋含量之间具有一定的相关
性。通过ＳＰＳＳ１９．０对干旱胁迫下怀玉山三叶青２
个栽培种试管苗生理生化指标的主成分分析。１１
项生理生化指标成分的得分系数矩阵结果也表明，

第１个主成分中较大的指标有 ＰＯＤ、ＣＡＴ活性和
Ｐｒｏ含量，说明怀玉山三叶青２个栽培种在干旱胁
迫下保持了较高的 ＰＯＤ、ＣＡＴ活性，同时２个栽培
种在盐胁迫下产生了较多可以抵御干旱胁迫的脯

氨酸，使植株免受干旱胁迫的伤害；第２个主成分中
较大的指标有 ＲＣ、ＳＯＤ活性和 ＭＤＡ含量，说明怀
玉山三叶青２个栽培种在干旱胁迫下具有一定的
ＳＯＤ活性，ＭＤＡ含量减少，质膜透性较小；第３个主
成分中较大的指标有ＳＳ、Ｋ＋和Ｃａ２＋含量，说明怀玉
山三叶青２个栽培种在干旱胁迫下保持了较高含量
的可溶性糖、Ｋ＋和Ｃａ２＋（表４）。
２．７　干旱胁迫对怀玉山三叶青２个栽培种叶片基
因表达水平的影响

从图５可以看出，随着干旱胁迫的不断加重，怀
玉１号、怀玉２号试管苗 ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒＰＹＬ４
（脱 落 酸 受 体 ＰＹＬ４）、ｊａｓｍｏｎａｔｅＺＩＭ －ｄｏｍａｉｎ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｐｒｅｓｓｏｒ（茉莉酸ＺＩＭ结构域转录抑制
因子）、ｅｔｈｙｌｅｎｅ－ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１Ｂ（乙
烯反应性转录因子１Ｂ）、ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ（赤霉素
受体）、ＩＡＡ１４（吲哚乙酸１４）、ｆｌａｖｏｎｏｌｓｙｎｔｈａｓｅ（黄酮

表４　干旱胁迫下怀玉山三叶青２个栽培种试管苗

生理生化指标的成分得分系数矩阵

指标
主成分

１ ２ ３

ＳＰ含量 ０．１５７ －０．０８７ ０．０５３

Ｐｒｏ含量 ０．２０９ －０．０４１ －０．０７１

ＳＳ含量 ０．１４０ ０．０９６ ０．２７１

ＲＣ －０．０４６ ０．４０６ －０．０５７

ＳＯＤ活性 ０．１３７ ０．２０４ －０．１４９

ＰＯＤ活性 ０．２４９ －０．１２１ －０．０４６

ＣＡＴ活性 ０．１９４ ０．０１５ －０．０７５

ＭＤＡ含量 －０．０５０ ０．３４３ －０．１４４

Ｎａ＋含量 －０．０４７ ０．０７２ ０．１２５

Ｋ＋含量 －０．００１ －０．０４０ ０．２２９

Ｃａ２＋含量 －０．１１８ －０．０３７ ０．６８４

醇合成酶）、ｃｈａｌｃｏｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ（查尔酮合成酶）、
ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（超氧化物歧化酶）等基因的表
达水 平 均 呈 先 升 后 降 的 趋 势，而 ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓ
ｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ１（烟草病毒增殖蛋白 １）和
ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ２Ａ（烟草病毒增殖
蛋白２Ａ）２个基因的表达水平呈不断下降的趋势。
本研究结果表明，轻度干旱、中度干旱有助于脱落

酸、茉莉酸、乙烯、赤霉素、生长素等内源激素含量

的提高，也有利于怀玉山三叶青黄酮醇和查尔酮的
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合成，但不利于怀玉山三叶青烟草花叶病毒的增殖。

３　讨论

植物在干旱胁迫下会发生生理响应、细胞膜结

构和功能受损，活性氧自由基累积，引发膜脂过氧

化，产生丙二醛［２４］，同时积累可溶性蛋白、可溶性

糖、游离脯氨酸等有机物质进行渗透调节，以适应

干旱胁迫［２５］。火力楠、尾叶桉、枫香、荷木幼苗在干

旱胁迫下的可溶性糖含量和相对电导率显著增加，

脯氨酸含量出现波动［５］。干旱胁迫使１５个小黑麦

品系叶片的 Ｐｒｏ、ＳＳ含量显著升高［６］，干旱处理使２
个玉米品种［２６］和９个葡萄砧木品种［９］叶片的质膜

透性、脯氨酸含量和可溶性蛋白含量显著升高。在

本试验中，干旱胁迫下三叶青２个栽培种试管苗的
ＳＰ、ＳＳ和Ｐｒｏ含量呈先升后降的趋势，ＲＣ呈升高的
趋势，但在干旱胁迫下，２个棉花品种根系的 ＳＰ含
量显著降低［２７］。

在干旱胁迫下，植物会加强酶促防御反应，

ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ可有效清除自由基，降低膜脂过氧
化作用，保护细胞膜系统［２８］。干旱胁迫使４种阔叶
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树种幼苗 ＳＯＤ活性、ＭＤＡ含量呈现先升后降的趋
势［２］。干旱胁迫使 １５个小黑麦品系的 ＭＤＡ含量
显著升高［６］。干旱处理使２个玉米品种叶片［２６］和

２个棉花品种根系［２７］的 ＭＤＡ含量及 ＳＯＤ、ＣＡＴ、
ＰＯＤ活性显著升高。干旱胁迫使９个葡萄砧木品
种叶片的 ＭＤＡ含量呈上升趋势，ＳＯＤ活性呈“缓
升—快降—快升—快降”的双“Ｓ”形趋势，ＰＯＤ活性
呈先升再降的趋势［９］。在土壤渐进干旱胁迫下，１２
种草本植物的ＳＯＤ活性、ＣＡＴ活性、ＭＤＡ含量显著
升高［８］。在本试验中，干旱胁迫下怀玉山三叶青２
个栽培种试管苗的抗氧化酶活性呈先升后降的趋

势，但ＭＤＡ含量持续升高。
在逆境胁迫下，植物会大量吸收Ｎａ＋，植物的抗

逆性取决于Ｎａ＋的高效外排［２９］。同时，Ｎａ＋的积累
会减少Ｋ＋、Ｃａ２＋的吸收，使离子平衡被破坏，植物
的抗逆性也取决于重建体内离子平衡的能力［３０］。

在干旱胁迫下，巴西旱稻对 Ｋ＋、Ｃａ２＋的吸收能力强
于日本晴水稻［３１］。干旱胁迫对２个木薯品种叶片
Ｋ＋、ＡＢＡ含量的影响较大，对 Ｃａ２＋含量的影响较
小［３２］。在本试验中，干旱胁迫下怀玉山三叶青２个
栽培种试管苗叶、茎和根内 Ｎａ＋含量显著提高，Ｋ＋

含量先升后降，Ｃａ２＋含量无显著变化。
植物抗旱能力强弱是基因与环境互作调控的

结果，单一生理指标无法衡量其抗旱性，需要多指

标综合评价［３３－３４］。隶属函数法是将同一种质材料

下的所有指标进行量化比重加权后相加求平均值，

以此来客观评价抗旱性强弱［３５］。主成分分析法在

各指标间内在联系的基础上，将多个且彼此相关的

指标转换成个数较少且彼此独立的综合指标，同时

根据各自贡献率大小明确各综合指标的相对重要

性［３６］。主成分分析结果表明，４种阔叶树种幼苗的
抗旱能力排序为荷木 ＞火力楠 ＞尾叶桉 ＞枫香［２］。

根据隶属函数可将干旱胁迫下１５个小黑麦品系分
为５种类型（高抗旱型、中抗旱型、中间型、干旱较
敏感型和干旱敏感型）［６］。通过主成分分析，９个葡
萄砧木品种抗旱能力排序为河岸９号＞山河４号＞
河岸１０号＞１０１＞山河３号 ＞河岸７号 ＞Ｇａｎｚｉａ＞
１６１３＞河岸４号［９］。通过主成分分析与隶属函数值

相结合的方法，得到１２种草本植物的抗旱能力排序
为沙蒿＞沙打旺 ＞草木樨 ＞蜀葵 ＞蒙古冰草 ＞碱
蓬＞白三叶 ＞苜蓿 ＝甘草 ＞沙生冰草 ＞二色补血
草＞沙米［８］。在本试验中，根据隶属函数分析和比

较发现，怀玉山三叶青２个栽培种试管苗的耐旱性

排序为怀玉２号＞怀玉１号。
研究发现，在干旱胁迫下植物除了发生生理响

应外，还会产生一些基因表达的响应。在干旱胁迫

下，玉米差异表达转录因子基因主要有 ｂＨＬＨ、
Ｃ２Ｈ２、ＥＲＦ、ＭＹＢ、ＮＡＣ和 ＷＲＫＹ［３７］。在干旱胁迫
下，豫杂一号泡桐水通道蛋白、糖转运蛋白、热休克

蛋白７０和胚胎发育晚期丰富蛋白差异表达量显著，
这些基因可能是潜在的干旱胁迫响应基因［３８］。干

旱胁迫处理后，水稻过氧化氢酶（ＣＡＴＡ、ＣＡＴＢ、
ＣＡＴＣ）、过氧化物酶（ＰＯＸ５．１、ＰＯＸ１）、超氧化物歧
化酶 （ｐｌａｓｔｉｄｉｃＣｕ／Ｚｎ－ＳＯＤ、ｃｙｔｏｓｏｌｉｃＣｕ／Ｚｎ－
ＳＯＤ）、抗坏血酸过氧化物酶（ＡＰＸ）、谷胱甘肽还原
酶（ＧＲ）基因都呈先上调后下调的趋势［３９］。在本试

验中，随着干旱胁迫的不断加重，怀玉１号、怀玉２
号试管苗ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒＰＹＬ４、ｊａｓｍｏｎａｔｅＺＩＭ－
ｄｏｍａｉｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｐｒｅｓｓｏｒ（茉莉酸ＺＩＭ结构域转
录抑制因子）、ｅｔｈｙｌｅｎｅ－ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ
１Ｂ（乙烯反应性转录因子１Ｂ）、ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ（赤
霉素受体）、ＩＡＡ１４（吲哚乙酸 １４）、ｆｌａｖｏｎｏｌｓｙｎｔｈａｓｅ
（黄酮醇合成酶）、ｃｈａｌｃｏｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ（查尔酮合成
酶）、ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（超氧化物歧化酶）等基因
的表达水平均呈先升后降的趋势，而 ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓ
ｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ１（烟草病毒增殖蛋白 １）、
ｔｏｂａｍｏｖｉｒｕｓｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ２Ａ（烟草病毒增殖
蛋白２Ａ）２个基因的表达水平呈不断下降的趋势。
由此可见，轻度干旱和中度干旱有助于脱落酸、茉

莉酸、乙烯、赤霉素、生长素等内源激素水平的提

高，也有利于怀玉山三叶青黄酮醇和查尔酮的合

成，但不利于怀玉山三叶青烟草花叶病毒的增殖。
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２０１２，１１（２）：１７７３－１７８２．

［２４］时丽冉，刘志华．干旱胁迫对苣荬菜抗氧化酶和渗透调节物质

的影响［Ｊ］．草地学报，２０１０，１８（５）：６７３－６７７．

［２５］ＳｈｉｎｏｚａｌｉＫ，Ｙａｍａｇｕｃｈｉ－ＳｈｉｎｏｚａｋｉＫ．Ｇｅｎｅｎｅｔｗｏｒｋｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎ

ｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓｒｅｓｐｏｎｓｅａｎｄｔｏｌｅｒａｎｃｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

Ｂｏｔａｎｙ，２００７，５８（２）：２２１－２２７．

［２６］李玉华，范春丽，雷志华，等．两个玉米品种在萌芽期和苗期的

干旱耐性比较分析［Ｊ］．西北大学学报（自然科学版），２０２０，５０

（５）：７０３－７１０．

［２７］李军宏，王远远，夏　军，等．两个不同耐旱性棉花品种根系生

理特性对干旱的响应［Ｊ］．应用生态学报，２０２０，３１（１０）：

３４５３－３４６０．　

［２８］ＺｈａｎｇＪ，ＫｉｒｋｈａｍＭ Ｂ．Ｄｒｏｕｇｈｔ－ｓｔｒｅｓｓ－ｉｎｄｕｃｅｄｃｈａｎｇｅｓｉｎ

ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ｃａｔａｌａｓｅ，ａｎｄｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｉｎｗｈｅａｔ

ｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔａｎｄＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９９３，３５（５）：７８５－７９１．

［２９］ＦａｒｏｏｑＭ，ＷａｈｉｄＡ，ＫｏｂａｙａｓｈｉＮ，ｅｔａｌ．Ｐｌａｎｔｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓ：

ｅｆｆｅｃｔｓ，ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓａｎｄｍａｎａｇｅｍｅｎｔ［Ｊ］．ＡｇｒｏｎｏｍｙｆｏｒＳｕｓｔａｉｎａｂｌｅ

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２００９，２９（１）：１８５－２１２．

［３０］ＢａｒｂｅｒＶＡ，ＪｕｄａｙＧＰ，ＦｉｎｎｅｙＢＰ．ＲｅｄｕｃｅｄｇｒｏｗｔｈｏｆＡｌａｓｋａｎ

ｗｈｉｔｅｓｐｒｕｃｅｉｎｔｈｅｔｗｅｎｔｉｅｔｈｃｅｎｔｕｒｙｆｒｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ－ｉｎｄｕｃｅｄ

ｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０００，４０５（６７８７）：６６８－６７３．

［３１］侯佩臣，王晓冬，王美娟，等．干旱胁迫下旱稻和水稻对 Ｋ＋和

Ｃａ２＋的动态吸收研究［Ｊ］．安徽农学通报，２０１３，１９（２３）：５－７．

［３２］杨　子，曾长英，王　斌，等．干旱胁迫对木薯 Ｋ＋、Ｃａ２＋和ＡＢＡ

的影响［Ｊ］．热带作物学报，２０１３，３４（９）：１７２５－１７２９．

［３３］沈思言，徐艳霞，马春雷，等．干旱处理对不同品种茶树生理特

性影响及抗旱性综合评价［Ｊ］．茶叶科学，２０１９，３９（２）：１７１－

１８０．　

［３４］邱　爽，何佳琦，李铭杨，等．大豆ＧｍＧｏｌＳ基因的原核表达及抗

旱性分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，４８（１４）：６１－６５．

［３５］李　瑶，隋晓青，郝裕辉，等．干旱胁迫下新疆７份野生披碱草

属种质材料萌发特性与抗旱性评价［Ｊ］．新疆农业科学，２０２０，

５７（５）：９５８－９６６．

［３６］石永红，万里强，刘建宁，等．多年生黑麦草抗旱性主成分及隶

属函数分析［Ｊ］．草地学报，２０１０，１８（５）：６６９－６７２．

［３７］张鹏钰，王国瑞，曹丽茹，等．干旱胁迫和复水处理下玉米差异

表达转录因子基因分析［Ｊ］．农业生物技术学报，２０２０，２８（２）：

２１１－２２２．

［３８］谢博洋，曹喜兵，张雯宇，等．干旱胁迫对豫杂一号泡桐基因表

达谱的影响［Ｊ］．河南农业大学学报，２０１９，５３（６）：８７６－８８３．

［３９］连　玲，张建福，许惠滨，等．ＰＥＧ模拟干旱胁迫对水稻抗氧化

酶基因表达的影响［Ｊ］．福建农业学报，２０１９，３４（３）：２５５－

２６３．　
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