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　　摘要：用水稻 （ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）中花 １１号分析了０．０６％、０．００６％、０．０００６％ Ｈ２Ｏ２处理 ５ｄ对水稻幼苗生长、

Ｈ２Ｏ２产生、细胞死亡及生长素积累分布的影响。结果表明，高浓度 Ｈ２Ｏ２（０．０６％）抑制地上部分和不定根的伸长及不

定根上侧根的形成和生长，但对初生根上的侧根生长无明显影响。低浓度（０．０００６％ ）Ｈ２Ｏ２促进初生根和不定根的

伸长及其侧根数量增多和长度增加。根尖Ｈ２Ｏ２积累和细胞死亡随着Ｈ２Ｏ２浓度的增大而增加。利用ＤＲ５－ＧＵＳ转基因

水稻分析显示高浓度 Ｈ２Ｏ２促进生长素在根尖的过量积累，本试验条件下 Ｈ２Ｏ２对生长素积累和分布的调节与其激活转

录有关。由此可见，高浓度 Ｈ２Ｏ２对水稻幼苗生长的抑制作用与其诱导细胞死亡及生长素过度积累有密切关系。
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　　Ｈ２Ｏ２是植物体内重要的信号分子，参与调节众多细胞应
答过程，包括生长发育、向地性生长和激素信号等［１］。对

Ｈ２Ｏ２与根系生长发育的关系研究发现，在正常和胁迫条件下
Ｈ２Ｏ２都参与根系形态建成的调节。如用不同胁迫处理拟南
芥，产生的表型非常相似，暗示有共同的分子－生理系统调节
胁迫下的形态应答，推测 Ｈ２Ｏ２在控制形态建成变化中可能
起关键作用［２］。非胁迫条件下，清除 Ｈ２Ｏ２促进拟南芥根的
伸长但抑制根毛的形成［３－４］。研究还发现，Ｈ２Ｏ２既是玉米根
细胞壁松弛和伸长生长所必需的［５］，也是水稻根生长所必需

的［６］。Ｈ２Ｏ２是黄瓜
［７］和绿豆［Ｍｕｃｕｎａｐｒｕｒｉｅｎｓ（Ｌｉｎｎ．）ＤＣ．

ｖａｒ．ｕｔｉｌｉｓ］［８］不定根形成和发育的信号分子。这些结果表
明，Ｈ２Ｏ２对调节根系的生长发育可能起关键作用。众所周
知，生长素是调节根系生长发育不可缺少的信号分子，它们是

根细胞分裂、伸长生长、向地性应答和侧根发育必需的［９］。

研究显示，Ｈ２Ｏ２与生长素的相互作用对根系的生长发育产生
影响。在正常生长条件下，生长素诱导Ｈ２Ｏ２的产生是玉米根
向地性生长所必需的［１０］。用绿豆研究发现，外源生长素 ＩＢＡ

诱导Ｈ２Ｏ２的过量产生，从而促进不定根的形成
［８］。生长素

促进番茄根尖Ｈ２Ｏ２积累但抑制根的生长
［１１］。对拟南芥研究

表明，Ｈ２Ｏ２代谢的变化可能通过影响生长素的平衡而控制胁
迫诱导的形态生长应答［２］。氧化胁迫抑制拟南芥主根的伸

长，但是能促进侧根的形成。在胁迫诱导的生长重新定向过

程中，Ｈ２Ｏ２可能促进生长素驱动的细胞分裂
［２］。这些研究表

明，Ｈ２Ｏ２和生长素之间的相互作用参与了根系生长发育的调
节。笔者前期研究发现，Ｃｄ胁迫诱导水稻根系生长的变化与
Ｈ２Ｏ２的积累有关

［１２］。Ｚｎ对 Ｃｄ胁迫水稻根系生长的调节与
其减少Ｈ２Ｏ２产生并诱导生长素积累和分布的变化有密切关
系［１３］。本试验旨在研究非胁迫条件下外源Ｈ２Ｏ２调节水稻幼
苗生长的生理机制。

１　材料与方法

１．１　材料与处理
挑选籽粒饱满的水稻种子（品种为中花 １１号），去壳后

消毒：７５％乙醇（３０ｓ）、０．１％ 氯化汞（１５ｍｉｎ）、２％ 次氯酸钠
（２０ｍｉｎ），用无菌水冲洗干净，再将种子植入 ＭＳ培养基上，
放入 培 养 箱 内 ［光 周 期 为 １４ｈ光 照，光 照 强 度 为
２００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），温度 ２６℃，夜间１０ｈ，温度 ２０℃；相对
湿度约为 ５０％ ～６０％］培养６ｄ后转到 Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液，使
其适应１２ｈ后进行Ｈ２Ｏ２处理：在 Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液中分别添
加０．０６％、０．００６％、０．０００６％的Ｈ２Ｏ２处理５ｄ。每天更换１
次培养液，每种处理重复３次，每次至少３个重复，每个重复
约５０株。
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１．２　根系生长指标统计
初生根的长度：用尺子测量；初生根上侧根的数量：只统

计大于１ｍｍ的；初生根上侧根的长度：只测量５条最长的。
每次重复测２０株，每种处理统计６０株。

不定根的数量：只计算大于１ｃｍ的；不定根的长度：每株
只测量５条最长的；不定根上侧根的长度：每株只测量５条最
长的不定根上的侧根，每条不定根上只测量５条最长的侧根；
每条不定根上侧根的数量：只统计大于１ｍｍ的。每次重复
测２０株，每种处理统计６０株。
１．３　Ｈ２Ｏ２的定性和定位测定

利用ＤＡＢ染色法对根尖Ｈ２Ｏ２进行定性和定位分析
［１４］，

每种处理至少用２０株染色。
１．４　细胞完整性的测定

通过Ｅｖａｎｓｂｌｕｅ染色法对细胞完整性进行定性测定［１５］，

每种处理至少染色２０株。
１．５　根尖生长素分布和积累的测定

以转ＤＲ５－ＧＵＳ基因水稻为材料，通过ＧＵＳ染色法对根
尖生长素的分布和积累进行测定，ＧＵＳ染色参考Ｐｅｔｅｒｓｓｏｎ等
的方法［１６］进行。转基因水稻种子在 ＭＳ培养基萌发生长６ｄ
后转入 Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液使其适应 １２ｈ后添加 ０．０６％的
Ｈ２Ｏ２，在上述同样条件下处理３ｈ，该处理至少重复３次，每
次重复至少用２０株进行ＧＵＳ染色和活性测定。
１．６　Ｈ２Ｏ２在ＲＮＡ水平对水稻根系生长素分布的影响

将在 ＭＳ固体培养基中培养 ６ｄ的水稻幼苗转入
Ｈｏａｇｌａｎｄｓ营养液中适应１２ｈ。在 Ｈｏａｇｌａｎｄｓ营养液中加入
ＤＲＢ（５，６－ｄｉｃｈｌｏｒｏｂｅｎｚｉｍｉｄａｚｏｌｅ１－β－Ｄ－ｒｉｂｏｆｕｒａｎｏｓｉｄｅ，
ＲＮＡ合成抑制剂，浓度为６５μｍｏｌ／Ｌ）预处理２ｈ后取出，转
入含０．０６％ Ｈ２Ｏ２的 Ｈｏａｇｌａｎｄｓ营养液中，在上述同样条件
下处理３ｈ。该处理至少重复３次，每次重复至少用２０株进
行ＧＵＳ染色和活性测定。
１．７　数据处理

用ＳＰＳＳ软件对试验数据进行处理，求出３次重复试验的
平均值和标准误差。利用单因子方差分析各种处理与对照之

间以及３种不同处理之间的差异，Ｐ＜０．０５代表差异显著。

２　结果与分析

２．１　Ｈ２Ｏ２对水稻幼苗生长的影响
２．１．１　Ｈ２Ｏ２对水稻幼苗株高和初生根长度的影响　图１－

Ａ显示，高浓度 Ｈ２Ｏ２抑制植株生长，低浓度（０．０００６％）Ｈ２Ｏ２
对植株生长无显著作用。０．０６％ Ｈ２Ｏ２处理５ｄ时其幼苗的
株高比 ＣＫ的低 ２４．３％，差异显著（Ｐ＜０．０５）。低浓度
（０．０００６％）Ｈ２Ｏ２处理稍微促进初生根的伸长生长，但各浓
度Ｈ２Ｏ２处理与对照组之间差异不显著（Ｐ＞０．０５）（图
１－Ｂ）。
２．１．２　Ｈ２Ｏ２对水稻幼苗初生根上侧根数量和长度的影响　
与ＣＫ相比，低浓度（０．０００６％ ）Ｈ２Ｏ２促进初生根上侧根数
量的增多和长度的增加（Ｐ＜０．０５）；高浓度（０．０６％ ）Ｈ２Ｏ２
处理幼苗初生根上侧根的数量和长度与对照组差异不显著

（图２）。

２．１．３　Ｈ２Ｏ２对水稻幼苗不定根数量和长度的影响　由图
３－Ａ可见，３种浓度的 Ｈ２Ｏ２处理幼苗的不定根数量与对照
组之间无明显差异（Ｐ＞０．０５）。高浓度（０．０６％ ）Ｈ２Ｏ２处理
抑制不定根的伸长生长，而低浓度Ｈ２Ｏ２则促进不定根的伸长
生长，０．０００６％ Ｈ２Ｏ２处理的幼苗不定根比 ＣＫ的长 ３２％
（Ｐ＜０．０５），差异显著（图３－Ｂ）。
２．１．４　Ｈ２Ｏ２对水稻幼苗不定根上侧根数量和长度的影响
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与对照组相比，低浓度（０．０００６％ ）Ｈ２Ｏ２促进不定根上侧根
数量的增多和长度的增加（Ｐ＜０．０５）；高浓度（０．０６％）Ｈ２Ｏ２
处理显著抑制不定根上侧根的形成和生长（图４），该处理条
件下不定根上的侧根数比对照组的少 ４４．１％，差异极显著
（Ｐ＜０．０１）。

２．２　Ｈ２Ｏ２处理对水稻幼苗根系Ｈ２Ｏ２积累和分布的影响
如图５所示，不同处理条件下初生根根尖上Ｈ２Ｏ２的积累

量存在差异，Ｈ２Ｏ２产生量由少到多的顺序为 ＣＫ ＜０．０００６％
Ｈ２Ｏ２＜０．００６％ Ｈ２Ｏ２＜０．０６％ Ｈ２Ｏ２。Ｈ２Ｏ２主要集中在成熟
区前端和伸长区，外源 Ｈ２Ｏ２浓度越高积累面积越大。Ｈ２Ｏ２
在不定根根尖中的积累变化情况与初生根的类似（数据略）。

２．３　Ｈ２Ｏ２处理对水稻幼苗根系细胞完整性的影响
细胞完整性是检测氧化胁迫程度的重要指标之一，它与

Ｈ２Ｏ２的积累有密切关系。为进一步了解外源Ｈ２Ｏ２对细胞完
整性的影响，试验利用Ｅｖａｎｓｂｌｕｅ染色法定性测定了细胞完整
性的变化。图６显示，不同浓度Ｈ２Ｏ２处理条件下初生根上染
色程度和分布面积存在差异，染色由浅到深和面积从小到大的

顺序为ＣＫ＜０．０００６％ Ｈ２Ｏ２＜０．００６％ Ｈ２Ｏ２＜０．０６％ Ｈ２Ｏ２。
各种处理中染色深度与Ｈ２Ｏ２的积累（图５）基本一致。在不定
根根尖中的染色变化情况与初生根的类似（数据略）。

２．４　Ｈ２Ｏ２对水稻幼苗根系生长素积累和分布的调节
生长素是调节根系生长的重要信号分子之一。为了解

Ｈ２Ｏ２对水稻幼苗根系生长的调节是否与生长素有关，本试验
利用转ＤＲ５－ＧＵＳ转基因水稻对０．０６％ Ｈ２Ｏ２处理幼苗根系
生长素的分布和积累进行了测定 （图７）。与对照相比，Ｈ２Ｏ２
诱导生长素在整个初生根根尖的积累明显增加，同样条件下

不定根中生长素的积累和分布与初生根的类似（数据略）。

为了进一步分析Ｈ２Ｏ２调节生长素积累分布的机制，对根系分
别进行了ＤＲＢ（ＲＮＡ合成抑制剂）、ＢＦＡ（蛋白运输抑制剂）、
ＣＨＸ（蛋白合成抑制剂）和 ＭＧ１３２（蛋白降解抑制剂）处理，
结果显示Ｈ２Ｏ２＋ＤＲＢ处理的初生根根尖生长素的积累比单
一Ｈ２Ｏ２处理的明显减少。该处理条件下不定根中生长素积
累也显著减少（数据略），但是在Ｈ２Ｏ２＋ＢＦＡ／ＣＨＸ／ＭＧ１３２处
理条件下根尖生长素的积累与单一 Ｈ２Ｏ２处理的无明显差
异，说明本试验条件下０．０６％ Ｈ２Ｏ２诱导生长素的增加与其
激活转录有密切关系。

３　讨论

Ｈ２Ｏ２是植物体内重要的信号分子之一，参与植物生长发
育的众多过程［１－８］。本研究结果表明，高浓度 Ｈ２Ｏ２抑制水稻
幼苗地上部分及不定根的生长，特别对不定根上侧根的形成

和生长具有显著的抑制作用，但低浓度的 Ｈ２Ｏ２促进植物的生
长。在本试验中，高浓度Ｈ２Ｏ２对水稻幼苗生长的抑制作用可
能与其诱导细胞的死亡增加有关。生长素在调节植物根系生

长过程中发挥重要作用，但是生长素的过度积累则抑制植物

的生长。大量研究显示，Ｈ２Ｏ２与生长素的相互作用对根系的
生长发育产生影响［２，８，１１］。如生长素促进番茄根尖 Ｈ２Ｏ２的积
累但抑制根的生长［１１］。笔者前期研究发现，Ｃｄ胁迫下水稻
根系生长的变化与 Ｈ２Ｏ２的产生和生长素的积累分布有
关［１２］。Ｚｎ对 Ｃｄ胁迫水稻根系生长的调节也与其减少Ｈ２Ｏ２
产生并诱导生长素积累和分布的变化有密切关系［１３］。本试

验条件下高浓度（０．０６％）的外源 Ｈ２Ｏ２对水稻幼苗生长的抑
制作用可能是由其诱导生长素的过度积累造成的。试验结果

表明，Ｈ２Ｏ２导致的生长素过度积累可能是通过激活转录途径
调节的。由此可见，Ｈ２Ｏ２和生长素互为因果关系，二者的平
衡对调节植物的生长具有重要作用。综上所述，适量 Ｈ２Ｏ２是
调节植物生长所必须的。高浓度 Ｈ２Ｏ２引起细胞死亡和生长
素在根尖的过度增加从而抑制植物生长。

—６７— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第３期
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