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　　摘要：以菊苣为材料，对出苗后７ｄ的幼苗用２８０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、２８０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ＋外源２．５ｍｍｏｌ／Ｌ甜菜碱、
２．５ｍｍｏｌ／Ｌ甜菜碱进行处理，另设空白对照组，５ｄ后测定幼苗的生长情况，超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶
（ＰＯＤ）的活性以及幼苗线粒体内Ｈ２Ｏ２、丙二醛（ＭＤＡ）含量和Ｄ５５０ｎｍ／Ｄ６３０ｎｍ，以探讨外源甜菜碱对盐胁迫下菊苣幼苗

线粒体膜氧化损伤的缓解作用。结果表明：与空白对照相比，盐胁迫能降低菊苣幼苗的鲜重和 Ｄ５５０ｎｍ／Ｄ６３０ｎｍ（Ｐ＜

００５）；菊苣幼苗ＳＯＤ和ＰＯＤ活性有所上升（Ｐ＜０．０５），Ｈ２Ｏ２和ＭＤＡ含量增加（Ｐ＜０．０５）。与盐胁迫组相比，外源甜

菜碱能显著提高幼苗鲜重和Ｄ５５０ｎｍ／Ｄ６３０ｎｍ（Ｐ＜０．０５），并能进一步增强ＳＯＤ和ＰＯＤ活性，而降低Ｈ２Ｏ２和ＭＤＡ含量；

单独甜菜碱处理组与空白组无明显差异。说明外源甜菜碱可以通过减轻幼苗线粒体膜的氧化损伤而缓解盐害。
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　　线粒体既是细胞氧化磷酸化、合成 ＡＴＰ的主要场所，也
是活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ）产生的主要细胞器。虽然
活性氧对细胞周期、细胞凋亡、细胞壁的形成和发育以及细胞

的形态有重要的调控作用，但在逆境条件下，细胞及包括线粒

体在内的细胞器也会因大量的活性氧积累而受到氧化伤害，

如酶活性降低、膜脂质过氧化等［１］。甜菜碱（ｇｌｙｃｉｎｅｂｅｔａｉｎｅ）
是植物细胞在胁迫环境下合成的、分子量低、溶解度高且无毒

的细胞相容物质，内源或外源甜菜碱具有保护光系统Ⅱ、稳定
膜结构和缓解氧化损伤的作用［２］，如降低盐胁迫绿豆（Ｖｉｇｎａ
ｒａｄｉａｔａ）幼苗中Ｈ２Ｏ２和脂质过氧化水平

［３］，增强盐胁迫玉米

（ＺｅａｍａｙｓＬ．）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）的活性［４］，保护水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ
Ｌ．）幼苗线粒体、叶绿体中的类囊体和基粒的结构［５］。迄今

为止，关于外源甜菜碱对盐胁迫亚细胞的作用的研究多见于

叶绿体，有关线粒体的则较少且集中在根尖和根冠细胞质中

的线粒体数量变化上［５］，对其膜生理生化特性的影响尚未见

报道。本研究以适应性强、用途广泛［６］且具有一定耐盐

性［７－９］的菊科植物菊苣（ＣｉｃｈｏｒｉｕｍｉｎｔｙｂｕｓＬ．）为材料，通过外
源甜菜碱的施用，研究盐胁迫下外源甜菜碱对其幼苗生长及

线粒体氧化伤害的影响，以期为阐明外源甜菜碱的作用机制

提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料来源与处理

菊苣品种为将军［ＣｉｃｈｏｒｉｕｍｉｎｔｙｂｕｓＬ．ｃｖ．Ｃｏｍｍａｎｄｅｒ
（Ｃｏｍｍａｎｄｅｒｃｈｉｃｏｒｙ）］，原产于美国俄勒冈州，由百绿（天津）
国际草业有限公司提供。

根据预试验所确定的甜菜碱浓度和盐浓度，对种子进行

如下处理：２．０％ ＮａＣｌＯ浸泡消毒 １０ｍｉｎ，用自来水冲洗干
净，之后播种于内装黄沙、底部有孔的育苗盘中。自来水浇

灌，出苗后间苗使每孔有１０株幼苗。７ｄ后设置２８０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ（盐处理组，Ｎ）、２．５ｍｍｏｌ／Ｌ甜菜碱（甜菜碱处理组，Ｇ），
同时含有甜菜碱和盐的处理组（ＮＧ），以不加 ＮａＣｌ和甜菜碱
的 １／２Ｈｏａｇｌａｎｄｓ营养液为对照组 （Ｃ）［１０］。处理液以
７０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的浓度递增，至最终浓度后，各处理均继续处
理５ｄ，然后用自来水清洗幼苗根部沙粒，吸水纸擦干水分后
按各测定指标的要求取样。

１．２　测定方法
１．２．１　菊苣幼苗生长指标的测定　每组取１５株幼苗，用分
析天平测定其鲜重，然后将幼苗放入１０５℃烘箱杀青１０ｍｉｎ，
再用７０℃烘干２４ｈ后称其干重，最后计算各组幼苗单株的
鲜重和干重［１１］。

１．２．２　抗氧化酶活性测定　用分析天平称取各组幼苗
０．２ｇ，用于抗氧化酶的测定。ＳＯＤ和 ＰＯＤ活性的测定按照
试剂盒（购于南京建成生物工程研究所）的说明进行。

１．２．３　线粒体的提取　用分析天平称取各组幼苗１．０ｇ，置
于预冷的研钵中，用２．５ｍＬ缓冲液（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ、
４００ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇、１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、１ｍｇ／ｍＬＢＳＡ、０．０５％
巯基乙醇，ｐＨ值 ７．４）冰浴研磨成浆，４℃ １０００ｇ离心
５ｍｉｎ；取上清液，４℃１２０００ｇ离心１０ｍｉｎ；弃上清液，沉淀用
３ｍＬ缓冲液悬浮［１２］。

１．２．４　Ｈ２Ｏ２含量的测定　取悬浮线粒体提取液１ｍＬ，稀释
１倍，测定４１０ｎｍ波长吸光度［１２］。

１．２．５　ＭＤＡ含量测定　取线粒体悬浮液２．０ｍＬ，加入同体
积含０．５％硫代巴比妥酸的２．５％三氯醋酸，沸水浴１５ｍｉｎ，
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测Ｄ５３２ｎｍ和 Ｄ６００ｎｍ，以 Ｄ５３２ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ表示线粒体膜 ＭＤＡ的
含量［１２］。

１．２．６　细胞色素ｃ／ａ测定　将线粒体悬浮液摇匀，取０．５ｍＬ，
加入２．５ｍＬ２ｍｇ／ｍＬ牛血清白蛋白溶液。用紫外分光光度计
检测Ｄ５５０ｎｍ／Ｄ６３０ｎｍ，２种波长的吸光度之比为细胞色素ｃ／ａ

［１３］。

１．３　数据分析
除生长指标外，其余试验均重复３次。用 Ｅｘｃｅｌ２００３和

ＰＡＳＷ１８．０软件进行数据处理和分析，采用单因子方差分析
法（Ｏｎｅ－ＷａｙＡＮＯＶＡ）和最小显著差异法（ＬＳＤ）进行方差分
析和多重比较。

２　结果与分析

２．１　外源甜菜碱对幼苗生长的影响
经过５ｄ的处理，各组幼苗形态差异较大。从图１可以

看出，与对照组相比，经过盐胁迫的植株生长明显受到抑制，

地上部分比地下部分更明显。盐处理的植株变短，子叶显得

肥厚且颜色较深，真叶不生长。由图２可知，盐处理组的幼苗
鲜重低于对照组（Ｐ＜０．０５）；而施用外源甜菜碱后，无论是否
存在盐胁迫，幼苗的鲜重均高于盐处理组（Ｐ＜０．０５）。幼苗
干重的变化趋势与鲜重相似，只是与盐处理组相比，外源甜菜

碱对菊苣幼苗干重的影响不是很明显。

２．２　外源甜菜碱对ＳＯＤ和ＰＯＤ活性的影响
从图３可以看出，盐处理５ｄ后，菊苣幼苗 ＳＯＤ和 ＰＯＤ

活性均有所升高，高于对照组和甜菜碱组；而外源甜菜碱的施

用则进一步增强了 ＳＯＤ和 ＰＯＤ活性，且高于对照组和甜菜
碱组（Ｐ＜０．０５）。
２．３　外源甜菜碱对线粒体Ｄ５５０ｎｍ／Ｄ６３０ｎｍ的影响

从图４可以看出，与对照相比，单独施用外源甜菜碱使
Ｄ５５０ｎｍ／Ｄ６３０ｎｍ略有上升，而盐处理组则显著降低（Ｐ＜０．０５），为
对照的７２．８０％；施用外源甜菜碱后，盐处理组的菊苣线粒体
Ｄ５５０ｎｍ／Ｄ６３０ｎｍ升高至１．０４，高于盐处理组的０．９１（Ｐ＜００５）。
说明盐胁迫下施用外源甜菜碱可以提高Ｄ５５０ｎｍ／Ｄ６３０ｎｍ。
２．４　外源甜菜碱对线粒体Ｈ２Ｏ２含量、脂质过氧化的影响

由图５可知，与对照组相比，甜菜碱组的 Ｈ２Ｏ２和 ＭＤＡ
含量略有下降；而盐处理组的则升高（Ｐ＜０．０５），其 Ｈ２Ｏ２和
ＭＤＡ含量分别为１．１９、０．１３，高于其他各处理组。外源甜菜
碱的施用使盐胁迫菊苣线粒体的 Ｈ２Ｏ２和 ＭＤＡ含量略有下
降，但差异不显著。这说明外源甜菜碱虽然在一定程度上可

以缓解线粒体膜脂过氧化，但是效果不显著。
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３　结论与讨论

盐分对植物最显著的效应就是抑制生长，表现为植株矮

小和产量降低［１４］，而外源甜菜碱能够提高许多植物，如对非

生物胁迫的耐逆性，增强其生长能力并提高其产量［１５］，使盐

胁迫玉米［１６］、小麦［１７］、茄子［１８］等作物的产量得以提高，正如

本研究中盐胁迫下菊苣幼苗的生长表现。但是，外源甜菜碱

对盐胁迫菊苣生长的促进作用在鲜重上表现得很明显，对干

重的影响则不大。

植物响应盐胁迫并在细胞水平上的表现之一是通过氧化

还原代谢去除过量的活性氧并重建细胞内的氧化还原平

衡［１９］。在正常情况下，植物能调控其产生和移除速率，但是

逆境胁迫会导致大量活性氧的生成［２０］，而这些过量的活性氧

又能激活其内部的某些抗氧化机制［２１］，上调 ＳＯＤ、ＣＡＴ、抗坏
血酸过氧化物酶（ＡＰＸ）、谷胱甘肽还原酶（ＧＲ）等抗氧化酶
基因的表达［２２］。线粒体是活性氧活性氧产生的主要细胞器，

其产生的Ｈ２Ｏ２是活性氧中存活时间较长且可以跨膜移动的
小分子物质，能进一步转化成氧化性更强的羟自由基、氧化膜

脂等有机物质，促使线粒体膜脂过氧化产物 ＭＤＡ含量增加。
通过对线粒体膜相关指标的测定发现，盐处理使线粒体膜

Ｈ２Ｏ２和ＭＤＡ含量高于对照（Ｐ＜０．０５），Ｄ５５０ｎｍ／Ｄ６３０ｎｍ下降
（Ｐ＜０．０５），说明膜脂过氧化程度较高，膜结构受损，Ｄ５５０ｎｍ从
线粒体内膜上脱落，而此时菊苣幼苗的 ＳＯＤ和 ＰＯＤ活性均
高于对照，如同盐胁迫下野杏树的酶活性变化一样［２３］；当施

加外 源 甜 菜 碱 后，Ｈ２Ｏ２ 和 ＭＤＡ 含 量 有 所 降 低，而
Ｄ５５０ｎｍ／Ｄ６３０ｎｍ显著上升；ＳＯＤ和 ＰＯＤ酶的活性进一步增强，
且显著高于对照，与中等感盐小麦品种很相似［２４］。说明外源

甜菜碱通过提高抗氧化酶的活性尤其是 ＳＯＤ和 ＰＯＤ活性能
缓解线粒体膜的脂质过氧化，减少细胞色素ｃ的释放，从而保
护呼吸链的完整和细胞的功能。结合菊苣的生长表现可知，

菊苣在受到盐胁迫时，外源甜菜碱可以使其鲜重显著增加，在

一定程度上保护线粒体膜的完整和功能，这可能是其对盐胁

迫有所缓解的内在机制。
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　　摘要：２０１２年１１月湖南省怀化市某县大型兔场发生以腹泻为主的疫情，死亡率达５．３％。通过对发病情况调查，
结合临床症状、剖检变化和实验室诊断，确诊为兔球虫病继发感染大肠杆菌病，经过药物治疗，病情得以控制。
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　　兔球虫病是由艾美尔属的多种球虫引起的一种常见兔体
内寄生虫病，各品种的家兔都易感，尤以断奶至３月龄的幼兔
发病率和死亡率最高。一年四季均可发生，以高温、高湿季节

发病最严重。在发生兔球虫病的同时又容易继发大肠杆菌

病，常因场地和兔笼的污染而引起大流行，增加了死亡率［１］。

在饲料中全程添加速康散、氯苯胍，效果较好；但是，球虫几乎

对所有使用过的抗球虫药物都易产生耐药性，球虫一旦产生

耐药性就不可避免地对养兔业造成很大危害［２］。２０１２年１１
月，湖南省怀化市某县大型兔场发生一起感染兔球虫病继发

大肠杆菌病的疫情，损失较大，经药物治疗，病情得以控制。

１　发病情况

怀化市某县一存栏 ２万余只兔的兔场采取分层笼养。
２０１２年１１月２日，６０００余只兔子发生以腹泻为主的病情，
１１月５日开始出现死亡现象，到１１月１２日已死亡３２０只，死
亡率达５．３％。兔场自行诊断怀疑是兔球虫病，并作为该病
进行治疗，其间曾用地克珠利饮水治疗，磺胺二甲氧嘧啶肌肉

注射，但效果不明显。１２月１９日来就诊。

２　临床症状

畜主带来 ４只病兔，其中 ２只在途中死亡（路途耗时
３．５ｈ）。病兔精神沉郁，被毛粗乱，眼角分泌物比较多，腹部
膨胀；粪便呈褐色，有腥臭味，排尿频繁（量少），腹围增大，肛

门和后肢的被毛沾有黏液或黄色水样稀粪，粪便中带有胶样

黏液和一些梭形的干粪。

３　剖检变化

解剖３只兔（４０日龄，２只死兔、１只活兔），剖解变化如
下：盲肠积便；肝肿大，未见明显感染球虫的病灶；肾微肿；胃

膨大，充满多量液体和气体；肠易破，小肠肠壁薄而透明，内充

满清亮糊状液体，肠黏膜脱落，内有大量气体；肠有卡他性炎

症，结肠内有纤维性凝乳块（２／３）；十二指肠充满气体和染有
胆汁的黏液状液体（１／３）；结肠扩张，有透明胶样黏液（２／３）；
肠内粪球细长，两头尖，外面包有黏稠液；胆囊扩张，黏膜水肿

（１／３）。

４　诊断

从发病情况和病理变化初步诊断为因前期感染兔球虫病

继发大肠杆菌病。根据临床症状和剖检变化，笔者首先怀疑

球虫感染，直接取肝组织触片见少量球虫子囊，在典型病变肠
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