
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［２］郝建军，康宗利．植物生理学实验技术［Ｊ］．北京：化学工业出版
社，２００６：２３－１６９．

［３］马　进，汤庚国，郑　钢．５种屋顶绿化景天属植物耐热性的测
定［Ｊ］．林业科技开发，２００９，２３（３）：３６－３８．

［４］王学奎．植物生理生化实验原理和技术［Ｍ］．北京：高等教育出
版社，２００６：２１１－２３２．

［５］高俊凤．植物生理学实验指导［Ｍ］．西安：世界图书出版公司，
２００５：１４３．

［６］张志良，瞿　伟．植物生理学实验指导［Ｍ］．北京：高等教育出
版社，２００３：１２３－２６０．

［７］李合生．植物生理生化实验原理和技术［Ｍ］．北京：高等教育出
版社，２０００：２５０－２５１．

［８］潘向艳．杂交鹅掌楸不同无性系对淹水胁迫的反应［Ｄ］．南京：
南京林业大学，２００６：５０－５３．

［９］孟艳琼，张令峰，王雷宏，等．低温胁迫对６种彩叶藤本植物抗寒性
生理指标的影响［Ｊ］．安徽农业大学学报，２００９，３６（２）：１７２－１７７．

［１０］和红云，薛　琳，田丽萍，等．低温胁迫对甜瓜幼苗叶绿素含量
及荧光参数的影响［Ｊ］．北方园艺，２００８（４）：１３－１６．

［１１］何开跃，李晓储，黄利斌，等．３种含笑耐寒生理机制研究［Ｊ］．
南京林业大学学报（自然科学版），２００４，２８（４）：６２－６４．

［１２］林　海．大叶黄杨抗寒机理的研究［Ｊ］．安徽农业科学，２００５，
３３（８）：１４２３－１４２４．

［１３］吴　娜．卫矛科三种常绿阔叶植物抗寒性研究［Ｄ］．保定：河北
农业大学，２００６：４０－４２．

［１４］陈　璇，李金耀，马　纪，等．低温胁迫对春小麦和冬小麦叶片
游离脯氨酸含量变化的影响［Ｊ］．新疆农业科学，２００７，４４（５）：
５５３－５５６．

［１５］梅俊学．逆境下发菜脯氨酸含量及质膜透性的变化与含水量的
关系［Ｊ］．山东师范大学学报，２０００，１５（２）：１７８－１８１．

［１６］ＹｅｌｅｎｏｓｋｙＧ．Ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｆｒｅｅｐｒｏｌｉｎｅｉｎｃｉｔｒｕｓｌｅａｖｅｓｄｕｒｉｎｇ
ｃｏｌｄｈａｒｄｅｎｉｎｇｏｆｙｏｕｎｇｔｒｅｅｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｒｅｇｉｍｅｓ［Ｊ］．
ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９７９，６４（３）：４２５－４２７．

李　伟，郭君洁，李鸿雁．Ｈ２Ｏ２对盐胁迫下羽衣甘蓝幼苗生长的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（２２）：１４９－１５２．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１７．２２．０４０

Ｈ２Ｏ２对盐胁迫下羽衣甘蓝幼苗生长的影响
李　伟，郭君洁，李鸿雁

（黄淮学院生物工程系，河南驻马店４６３０００）

　　摘要：以羽衣甘蓝名古屋品种（ＢｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａＬ．ｖａｒ．ａｃｅｐｈａｌａｆ．ｔｒｉｃｏｌｏｒＨｏｒｔ．）为研究材料，在１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
胁迫下，分别使用外源Ｈ２Ｏ２和Ｈ２Ｏ２清除剂二甲基硫脲处理。２ｄ后测定植物的生长速率、干质量、鲜质量和相对含

水量，６ｈ后测定植株体内３个抗氧化酶超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、抗坏血酸过氧化物酶（ＡＰＸ）的活
性及基因的表达。结果显示，盐胁迫下加入０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ外源Ｈ２Ｏ２，羽衣甘蓝幼苗生长速率、干质量、鲜质量、相对含

水量、３个抗氧化防护酶的活性和基因表达分别高于盐胁迫下相关指标；清除内源 Ｈ２Ｏ２，则植物幼苗生长速率、干质

量、鲜质量和相对含水量、３个抗氧化防护酶的活性及基因表达分别低于盐胁迫下相关指标。由此推测，在盐胁迫条
件下，Ｈ２Ｏ２参与了抗氧化防护基因表达的调控，它可能是盐胁迫诱导的羽衣甘蓝叶片抗氧化防护系统的重要调控

因子。

　　关键词：羽衣甘蓝；Ｈ２Ｏ２；盐胁迫；抗氧化酶；基因表达
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　　盐胁迫是造成作物严重减产最常见的逆境条件，提高植
物对环境胁迫的抗性，尤其是对盐胁迫的抗性，是稳定植物生

长的首选目标，当植物受到环境胁迫时会产生大量活性氧，包

括过氧化（Ｈ２Ｏ２）、单线态氧（
１Ｏ２）、羟自由基（·ＯＨ）、超氧

阴离子（Ｏ－２·）、脂质过氧基（ＲＯＯ·）等
［１－４］。盐胁迫能迅速

诱导植物体内活性氧的积累，对蛋白质和脂类引起氧化损

伤［５］。而植物体内有２种清除保护机制，即酶促系统和非酶
促系统，其中酶促系统包括超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化
氢酶（ＣＡＴ）和抗坏血酸过氧化物酶（ＡＰＸ）等。研究表明，盐

胁迫能使植物体内活性氧增高［６－８］。近年来，许多试验表明，

Ｈ２Ｏ２是一种重要的信号分子，当植物细胞在响应于各种胁迫
反应时能生成该物质，并进一步调节应激反应的一系列信号

转导［９－１４］。有证据显示，逆境条件下内源 Ｈ２Ｏ２积累能增加
植物的抗逆性，过量的 Ｈ２Ｏ２等 ＲＯＳ能引起细胞内大分子氧
化损伤；Ｗａｈｉｄ等的研究表明，过氧化氢预处理可以使细胞膜
系统保持完整，继而提高小麦种子抗氧化能力，增强小麦在萌

发过程中的耐盐性［１３］。在植物的抗盐反应中起到关键作用

的ＳＯＳ１（ｓａｌｔｏｖｅｒｌｙｓｅｎｓｉｔｉｖｅ）是拟南芥 Ｎａ＋／Ｈ＋反向转运体，
Ｈ２Ｏ２能调节其ｍＲＮＡ稳定性。然而，在盐胁迫诱导下，Ｈ２Ｏ２
与氧化酶活性其表达机理尚不十分清楚。

本试验研究盐胁迫下外源 Ｈ２Ｏ２或者清除体内 Ｈ２Ｏ２对
羽衣甘蓝幼苗生长特性、抗氧化酶活性及相关基因表达的影

响，旨在揭示Ｈ２Ｏ２在植物抗盐胁迫反应中的作用机制。
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１　材料与方法

１．１　试验材料
试验于２０１５年８—１０月在黄淮学院实验室进行。选用

羽衣甘蓝名古屋品种（ＢｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａＬ．ｖａｒａｃｅｐｈａｌａｆ．
ｔｒｉｃｏｌｏｒＨｏｒｔ．）为研究材料，由驻马店市南海公园提供。Ｈ２Ｏ２供
体为３０％ Ｈ２Ｏ２，Ｈ２Ｏ２清除剂为二甲基硫脲，均为国产分析纯。
１．２　试验处理

把羽衣甘蓝种子，消毒后，用蒸馏水冲洗数次，滤纸吸干。

处理后的种子放入垫好滤纸的培养皿中，温室培养［温度：

（２４±２）℃，光照—黑暗：１６ｈ—８ｈ，光照度：２０００ｌｘ］。待羽
衣甘蓝胚根长３～５ｍｍ时，选取胚根整齐一致的幼苗，盆栽。
待苗长至 １０ｃｍ左右，放入 Ｈｏａｇｌａｎｄ溶液温室预培养 ３ｄ。
３ｄ后，分４组进行处理，分别是对照组（ＣＫ）：Ｈｏａｇｌａｎｄ溶液；
盐处理组（Ｎ）：１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ＋Ｈｏａｇｌａｎｄ溶液；ＮａＣｌ＋
Ｈ２Ｏ２组（Ｎ＋Ｈ）：１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ＋０．０５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２＋
Ｈｏａｇｌａｎｄ溶液；ＮａＣｌ＋ＤＭＴＵ组（Ｎ＋ＤＭＴＵ）：１００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ＋５ｍｍｏｌ／ＬＤＭＴＵ＋Ｈｏａｇｌａｎｄ溶液。处理６ｈ后，进行
ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＡＰＸ活性分析与基因（ＳＯＤ，ＧｅｎＢａｎｋ：ＪＱ３２１５８７．
１；ＣＡＴ，ＧｅｎＢａｎｋ：ＪＦ７２０３２５．１；ＡＰＸ，ＧｅｎＢａｎｋ：ＸＭ＿０１３７３３８８７．
１）表达测定。用异硫酸胍法提取叶片内总 ＲＮＡ，ＡＢＩ７７００进
行定量ＰＣＲ，以ａｃｔｉｎ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＡＦ１１１８１２．１）作为内参
（表１），方法参照文献［１５］进行。每处理重复３次，为了保持
处理一致性，处理期间每天更换处理液，处理４８ｈ后，分别取
羽衣甘蓝幼苗测定生长速率，取叶片分别测定干质量、鲜质量

和相对含水量，测定方法参照文献［１６］进行。

２　结果与分析

２．１　盐胁迫下外源或清除内源 Ｈ２Ｏ２对羽衣甘蓝幼苗生长

的影响

研究发现，用５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理的羽衣甘蓝幼苗与对
照没有显著差异，仅有部分老叶枯萎。在１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
胁迫下，羽衣甘蓝幼苗受伤害程度增加，上部部分叶片变黄，

下部老叶萎蔫。当 ＮａＣｌ浓度达到１５０、２００ｍｍｏｌ／Ｌ时，叶片
严重失水，导致甘蓝幼苗全株死亡。因此，在此后试验中，选

择１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ进行处理。在此浓度下，羽衣甘蓝幼苗
表现出一定的盐害症状，但不会导致植物死亡。预试验表明，

Ｈ２Ｏ２浓度为０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ时对１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ胁迫下羽衣
甘蓝幼苗生长的影响较为明显，因此本试验 Ｈ２Ｏ２浓度为
００５ｍｍｏｌ／Ｌ。

用１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理羽衣甘蓝幼苗的生长受到显著
抑制，植株生长速率、植株地上部鲜质量、干质量和相对含水

量与对照相比均下降，且有显著差异。外源 Ｈ２Ｏ２使盐胁迫
羽衣甘蓝幼苗生长速度、鲜质量、干质量和相对含水量与仅盐

胁迫处理显著增加（图 １）。在盐胁迫下，用 Ｈ２Ｏ２清除剂
ＤＭＴＵ处理，则叶片生长速率、植株鲜质量、干质量和相对含
水量与盐胁迫下相比显著下降，表明清除 Ｈ２Ｏ２后，盐胁迫下
羽衣甘蓝生长受到抑制。

表１　引物序列

基因名称 引物序列（３′→５′）　　
ＳＯＤ Ｆ：ＣＧＣＣＡＴＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧ

Ｒ：ＣＡＧＣＡＣＣＴＴＣＡＧＣＡＣＴＣＡＴＣ
ＣＡＴ Ｆ：ＣＣＣＡＣＡＧＧＡＣＴＡＣＡＧＧＣＡＣＡ

Ｒ：ＡＡＴＡＧＣＡＧＧＧＣＡＧＡＡＡＧＣＡＡ
ＡＰＸ Ｆ：ＴＣＣＣＡＣＡＧＧＡＣＴＡＣＡＧＧＣＡＣＡ

Ｒ：ＡＣＡＡＴＡＧＣＡＧＧＧＣＡＧＡＡＡＧＣＡ
αｃｔｉｎ Ｆ：ＣＣＣＴＣＡＧＣＡＣＴＴＴＣＣＡＡＣＡＧＡＴＧＴ

Ｒ：ＣＡＣＡＣＴＣＡＣＣＡＣＣＡＣＧＡＡＣＣＡＧ

—０５１— 江苏农业科学　２０１７年第４５卷第２２期



２．２　盐胁迫下外源Ｈ２Ｏ２或清除内源Ｈ２Ｏ２对几种抗氧化酶
活性的影响

当植物体处在胁迫环境中时，抗氧化酶活性通常会增加，

以加强对逆境的适应。在１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ胁迫条件，羽衣

甘蓝幼苗ＳＯＤ酶活性显著上升，与对照相比有显著差异，外
源０．０５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理与盐胁迫相比可以显著提高 ＳＯＤ
酶活性（图２）。说明低浓度外源Ｈ２Ｏ２能增强抗氧化酶活性。
ＣＡＴ和ＡＰＸ与ＳＯＤ类似。

２．３　盐胁迫下外源Ｈ２Ｏ２或清除内源Ｈ２Ｏ２对几种氧化酶基
因表达的影响

与对照相比，盐胁迫条件下，３个基因的表达均有所增
加，且ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＡＰＸ基因表达增加的趋势相同。加入外源

Ｈ２Ｏ２，３种基因表达量有所提高，与对照有显著差异。当用
Ｈ２Ｏ２清除剂对盐胁迫下羽衣甘蓝的３个抗氧化防护基因表
达进行测定，结果显示，３种基因的表达量与盐胁迫相比有所
下降，差异显著（图３）。

３　讨论

当植物受到盐胁迫时，体内活性氧代谢平衡失调，积累的

活性氧导致盐害［１７－１８］。因此，本研究中，高浓度的 Ｈ２Ｏ２处
理，引起羽衣甘蓝幼苗活性氧增加，对盐胁迫适应性下降，使

植物受害加重，生长受到严重抑制。近年研究表明，Ｈ２Ｏ２等
活性氧在植物体内也能起到信号转导作用，微量过氧化氢等

活性氧在调节某些生理现象方面起着重要作用，尤其是在细

胞信号转导中的作用。本试验中采用的 ０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ浓度
Ｈ２Ｏ２在羽衣甘蓝响应盐胁迫过程中可能发挥了某种信号作
用，参与或者影响了盐胁迫信号转导过程，从而一定程度地缓

解了盐胁迫对羽衣甘蓝幼苗生长的抑制作用。

盐胁迫能抑制植物的呼吸代谢，这个过程中细胞内 ＲＯＳ
大量增加（如Ｈ２Ｏ２等），对植物造成次生伤害，如细胞膜脂质
过氧化。植物为了清除体内 ＲＯＳ，植物体内的抗氧化酶活性
会相应提高，增加植物耐盐能力［１９－２０］。盐胁迫下，植物ＳＯＤ、
ＣＡＴ和ＡＰＸ等抗氧化酶协同作用，清除过多的活性氧，使活
性氧代谢处于平衡状态，保护生物膜的完整性，使其在一定范

围内忍耐盐胁迫。但是，当活性氧的产生超过了抗氧化系统

的消除能力时，植物就会受到伤害［２１］。ＳＯＤ催化Ｏ－２·发生歧
化反应，从而避免Ｏ－２·对细胞的毒性伤害，而歧化反应过程

中所产生的Ｈ２Ｏ２则由ＣＡＴ、ＡＰＸ等来清除
［２２－２３］。也有研究

认为，Ｈ２Ｏ２是活性氧信号转导途径中的一个重要内源信号分
子，在植物对生物和非生物胁迫的抗性中起着重要作用［２４］。

本试验结果表明，在盐胁迫下，３种抗氧化酶活性都比空白对
照增强。但在高盐胁迫下，适当浓度的 Ｈ２Ｏ２能够提高羽衣
甘蓝叶片ＳＯＤ、ＣＡＴ以及ＡＰＸ的活性，而清除剂处理下，则３
种抗氧化酶与仅盐胁迫处理相比显著下降。表明低浓度的

Ｈ２Ｏ２盐胁迫条件下有信号转导作用。
Ｈ２Ｏ２作为信号分子也胁迫调节相关的基因表达。在一

定条件下，Ｈ２Ｏ２作为一种信号分子，可以调节一系列相关基
因的表达［２５－２６］。例如，当植物被病原体感染时，植物体内的

Ｈ２Ｏ２诱导ＰＲ－１和ＰＡＬ基因的表达
［２７］。有人把豆类植物用

１０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理，其免疫反应中类ＮＯＳ活性提高近８．３
倍。大豆（ＧｌｙｃｉｎｅｍａｘＬ．）细胞用外源 Ｈ２Ｏ２处理，细胞质
ＡＰＸ的转录水平显著提高［２８］。如果用ＡＰＸ抑制剂羟基脲或
ＣＡＴ抑制剂氨基三唑处理培养的水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）细胞，
Ｈ２Ｏ２的产量明显增加，它使 ＡＰＸ的转录水平大幅提高

［２９］。

另有研究表明，Ｈ２Ｏ２激活促原分裂蛋白激酶（ＭＡＰＫ）进一步
增强抗氧化酶防御酶活性［３０］。本研究结果表明，在盐胁迫

下，３种抗氧化酶的基因表达受过氧化氢正调控（图３），表明
抗氧化防御系统增加了植物对盐胁迫的耐受性和内源性过氧
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化氢的积累有关。

综上所述，在盐胁迫条件下，Ｈ２Ｏ２参与了羽衣甘蓝抗氧
化保护酶活性的调节，同进也参与了抗氧化酶基因表达调控，

它可能是盐胁迫诱导的羽衣甘蓝叶片抗氧化防护系统的重要

调控因子。
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