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水分胁迫下钙对大豆膜脂过

氧化保护酶系统的影响

高向阳
’ 杨根平2 许志强 , 徐凤彩 ,

( 1 华南农业大学生物技术学院
,

广州
,

51 仪抖2 ; 2 西北农业大学基础部 )

摘要 用控制营养钙量的方法培养大豆幼苗
,

得到 3 种钙水平的大豆幼苗作材料
,

对水分胁迫下

( 一 O
.

S M田 a
PI 粥 一 日】刀 )

,

不同钙水平大豆叶片饱和持水
,

超氧化物歧化酶
、

过氧化物酶
、

过氧化氢

酶及其同工酶进行研究
,

以期从膜脂过氧化的角度探讨钙在植物抗早中的作用
.

关健词 水分胁迫 ;钙 ;膜脂过氧化 ;保护醉系统

中圈分类号 Q叫 6
.

5

钙对植物生长发育的重要性早已众所周知
,

它不仅是植物的大量元素
,

更重要的是作为植

物细胞内功能调节的第 2 信使
,

与钙调素 ( C司M )结合调节细胞内多种具重要功能的酶活性和

细胞功能 ( B刃 v al ha
,

19 8 7 )
.

钙在植物抗逆性 中亦具有重要作用
,

例如
,

钙与植物高温 ( C oo ke ,

19 8 6 )
、

低温 ( A or ar
,

19 8 8 )
、

盐害 ( C

~
r ,

19 8 5 )
、

紫外辐射 ( M呷h y
,

19 5 8 )等逆境及植物抗逆性

均有一定关系
,

并认为钙具有稳定细胞膜系统和保持细胞完整性的作用
.

植物在干早逆境胁

迫下
,

细胞内自由基过多积累
,

启动了膜脂过氧化或膜脂脱氧化反应
,

破坏了膜结构和完整性
,

使其差向透性增加
,

离子渗漏
,

细胞代谢紊乱
.

但是
,

植物细胞中存在着能清除活性氧 自由基

的保护酶系
,

如超氧化物歧化酶 ( so D )
、

过氧化物酶 ( OP D )
、

过氧化氢酶 ( C A T )等
,

它们的协调

作用能有效地清除 q
一 、

oH
一 、

玩仇
一

等 自由基
,

防御着膜脂过氧化
,

从而使细胞膜免受其伤

害
.

目前已经有众多的报道
,

小麦 (王宝山等
,

19 8 7 )
、

玉米 (王振锐
,

19 8 9)
、

苔醉 ( D h in dsa
,

19 81 )
、

眉豆 ( uM k e
巧ee

,

19 85 )等均证明保护醉活性与植物的抗早性有一定的关系
.

但是
,

在水分胁迫

下
,

钙与植物细胞膜脂过氧化保护酶系统的关系报道甚少
.

本实验以大豆为材料
,

从 自由基伤

害对膜脂过氧化作用的影响来研究钙在植物抗早中的作用
.

1 材料与方法

1
.

1 材料

大豆 (必
℃
沁 ~

C
.

v 肠咭 ixc X i公 n
)由西北农业大学农一站提供

.

1
.

2 材料培养与处理

大豆种子于水中浸种
,

在 28 ℃恒温培养箱中催芽
,

待胚轴伸长至 s cm
,

依次移种于 12/

H哪灿d 营养液 (约 1 周 )和完全 H佣砂adn 营养液中
,

培养至真叶展开 后
,

再分别移至缺钙

H加砂an d 营养液
、

完全 HOS 砂adn 营养液
、

高钙 H山砂an d 营养液培养约 2 周
.

缺钙营养液在配方

中不加 aC ( N伪 )
:
代之以 从创伪 ; 高钙营养液配方中 ca ( N伪 )

:
为 3 30

.

4 mg
,

即含 azC
+

14 加翔盯 L
,

正常营养液 azC
+

为 5

OnnU
F L

.

p H 均调至 6
.

8 一 7
.

0
,

玻璃温室自然光照培养
,

待苗长出第 3 片三

l卯 8 一 璐 一以收稿 高向阳
,

女
,

32 岁
.

讲师
,

硕士
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出复叶时
,

用 P EG 一 以】X〕配制成
一 0

.

5 Mr a
营养液进行根际渗透胁迫处理

,

分别处理 24
、

48
、

72 h
,

取第 2 片三 出复叶进行各项指标测定
.

各种处理均重复 3 次
.

1
.

3 方法

1
.

3
.

1 相时含水量测定 相对含水量测定按华东师范大学 ( 19 50 )方法
,

按下式计算相对含

水量
:
相对含水量 ( R WC )

二 W f 一 W d

平 t 一 平d
X IX()

式中 平 f 为材料鲜质量 ; Wd 为材料干质量 ; 矶 为饱和吸水重
.

1
.

3
.

2 so D 活性及其 同工酶测定 取 0
.

25 9 新鲜叶片
,

加人 0
.

1 伽F L
、

声 7
.

8 磷酸缓冲液冰

浴上研磨
,

于 12 仪旧 r/
n五n ,

4 ℃离心 20 m in
,

上清液为酶液
.

酶活性测定采用 ic ann
0 pil it s( 1卯7 )

方法
,

酶活力单位定义为抑制四氮哇蓝 ( N B T )光氧化还原 50 % 的酶量为 1个活力单位
.

同工

酶分析按罗广华等 ( 19 84 )方法
,

N BT 负染
.

1
.

3
.

3 OP D 活性及其同工酶浏定 取 0
.

2 9新鲜叶片
,

加人 0
.

1 伽F L
、

p H S
.

o irT 卜 H。 缓

冲液冰浴研磨
,

于 12 侧X) 材而 n ,

4 ℃离心 15 而
n ,

采用王宝山等 ( 19 87 )的方法测定上清液中 PO D

活性
,

以每分钟增加 0
.

oo l on 值的酶量为 1个活力单位
.

其同工酶分析参照吴少伯 ( 197 9) 方

法
,

醋酸联苯胺活性染色
.

1
.

3
.

4 过氧化氮酶 ( C A T )活性及其同工酶浏定 取 0
.

25 9新鲜叶片
,

加人 。
.

1 皿 )l/ L
、

班 7
.

。

磷酸缓冲液
,

冰浴上研磨
,

于 12 《拟 ) 材 m in
,

4℃离心 20 面 n ,

上清液为酶液
.

酶活性测定按蒋传

葵 ( 19 8 2 )方法
,

以每分钟减少 0
.

oo l on 值的酶量为一个酶活单位
.

同工酶的活性染色采用

v all ej os ( 198 3) 的方法进行
.

1
.

3
.

5 可溶性蛋白质含童浏定 按 B侧场dI ( 197 6) 的方法
.

04504.035.03025.02.0150J.005
。

夕
.喇娜州称.

2 结果与分析

2
.

1 培养液钙浓度的选择

钙对植物生长有一定影响
,

实验设置了一

系列钙浓度 ( 0
、

3
、

5
、

10
、

14
、

16
、

20

~
l/ L )的

HOa 砂an d 营养液处理
,

以其对大豆生物量的影

响判断高钙
、

低钙培养范围
.

结果 (图 l) 表明
,

在 0 一 14
~

l/ L C矛
+

浓度范围内
,

随着营养液

钙浓度的提高
,

大豆植株无论其根系还是地上

部分干质量均逐渐增加
,

14
uonn

F L azC
+

浓度

时生物量达最大
,

在此浓度以上的各处理随钙

浓度的增加植株地下和地上部分干质量均逐渐

减少
.

表 明当钙浓度在 4I unn
o F L 范 围内

,

对

大豆植株生长有一定的促进作用超过此浓度范

0 3 5 10 14 16 20

C (aC
Z+

) l ( m m o l
·

L
一 1)

5
.

R分别代表地上部分和地下部分的干质量

1) 生物量以干质量表示

l 不同钙浓度又士大豆幼苗生物量的影响

围
,

则表现出抑制作用
.

用原子吸收分光光度法对 0
、

5
、

14
~

F L 钙浓度营养液培养的大豆

叶片钙含量分析
,

发现培养液中钙浓度愈高
,

植物叶片积累钙愈多
,

它们之间差异显著性达极

显著水平
.

因此
,

这里把 14
~

l/ L azC
+

作为高钙处理
,

0

~
F L azC

+

作为缺钙处理
,

5

~
F L

azC
十

是正常 H Oa 砂an d 营养液的钙浓度
,

作为中钙处理
.
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2
.

2 水分胁迫下钙对大豆叶片相对含水 t ( R哪 C )的影响

在正常供水情况下
,

不同钙处理
,

大豆叶片 R WC 保持在 85 % 左右
,

三者之间无显著差异
,

但在水分胁迫下
,

三者之 R WC 均急剧下降
,

此时随钙浓度增加
,

R W C 下降越少
,

特别是在胁迫

72 h 时这种差异更为明显变化
,

此时缺钙
、

中钙
、

高钙的 R W C 分别为 23 %
、

so %
、

35 %
,

说明钙

在一定条件下能增强大豆植株的保水能力
,

改善植株的水分状况
.

2
.

3 水分胁迫下钙对 S O D 活性及其同工酶的影响

在正常供水的条件下
,

不同钙浓度培养下的大豆叶片细胞 SO D 活性依次为缺钙 > 中钙 >

高钙 (图 Za)
.

在水分胁迫下
,

缺钙叶片的 so D 活性在胁迫初期 ( 24 h) 迅速上升达最高
,

随后逐

步下降 ;中钙和高钙的在处理后 48 h 前 os D 活性明显低于缺钙的
,

但在 48 h 后 so D 活性不断

上升
,

至 72 h 时都明显高于缺钙的
,

以高钙者 so D 活性最高
.

水分胁迫下钙对大豆叶片 S O D

同工酶活性的影响和对 SOD 活性的影响基本一致 (图 Zb) ( C K 为正常供水 )
,

其 so D 活性最高

的
,

其同工酶带较粗
、

较亮 ; S OD 活性低者
,

其同工酶带较细
、

较淡
,

但不同钙浓度下水分胁迫不

同的时间
,

so D 同工酶谱带条数均没有发生变化
.

这与他人在玉米 (王振锐
,

19 89)
、

黄瓜 (陈贻

竹
,

1991 )等的报道相似
.

本实验大豆叶片中各处理均有 10 条 S OD 同工酶谱带
,

这与罗广华报

道大豆 (品种为瑞豆选 )种子中 S O D 同工酶谱带只有 7 一 8 条不同
,

可能是由于品种或不同生

育期所致
.

肠.26书.36加.47加只加茄泪+)00000000000
J

.
:

`

! 喜粉 :黑友
呼 1 5 「 ~ , .

.

- U气仁洛
一

, , 抖m幻 , 。盯L

. 1 .

息
2

「 / 才泛〕婚
畜

’
`

:终` 罕
鹅 l
9 0

.

5 卜
口 l

O L ~ ~ . . . ~ ~ . . 曰` ~ . . .

0 24 4 8 7 2

协 ` / h

l) s O D 活性以每班克蛋白的单位活力表示

C K 72 4 8 24 C K 72 48 24 C K 72 48 24
e (e 一 +1 )一 o . m 。 一 L一 , e ( e 护

+
)一 , m 二 o r

·
L 一 e (e a卜 )一

二 m。 一 L 一 ’

图 Z a

水分胁迫下钙对大豆叶片 S OD 活性的影响 图 2b 水分胁迫下不同钙水平大豆叶片 SOD 同工酶谱

2
.

4 水分胁迫下钙对 P O D 活性及其同工酶的影响

在正常供水的条件下
,

不同钙浓度下培养的大豆叶片内 P OD 活性不同
,

其中缺钙叶片的

OP D 活性最高
,

中钙的居中
,

高钙的最低 (图 3 a)
,

经统计分析
,

它们之间的差异达极显著水平
.

从图 a3 中可见
,

当水分胁迫时
,

缺钙处理植株在 24 h 内叶片 OP D 活性急剧升高
,

24 h 后逐渐

下降
,

至 72 h 后 OP D 活性达最低水平 ;中钙叶片的 阳 D 活性在 48 h 逐渐升高
,

但仍低于缺钙

处理的水平
,

48 h 后达最高
,

此时超过缺钙处理的 阳D 活性
,

随后下降 ;高钙处理叶片 OP D 活

性
,

在水分胁迫 72 h 内 POD 活性逐步升高
,

但约在 64 h 前 印D 活性的水平 比中钙的
、

缺钙的

都低
.

胁迫处理 72 h 的 OP D 活性依此为中钙 > 高钙 > 缺钙
.

供试大豆叶片的过氧化物 同工

酶共有 9条酶带
,

从阴极到阳极可将整个酶谱分成 1 个零位带和 A
、

B
、

C
、

和 D 4 个区 (图 3b)
.

无论正常供水 ( CK )还是水分胁迫下
,

不同钙水平植株叶片 OP D 同工酶谱带数有差异
,

缺钙叶
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片均有一条 q ( Rf
= 0

.

5 9) 条带 ; 中钙和高钙叶片特有 凡 ( Rf
= 0

.

9 1)
、

几 ( Rf
二 0

.

3 2) 2条条带
,

说

明这 3 条酶带与钙的作用有关
,

是钙作用的结果
,

钙诱导了基因的表达
.

水分胁迫下高钙叶的

用 D 同工酶比正常供水下新出现 了 1条同工酶谱带 ( fR
= 0

.

87 )
,

并随时间延长
,

此同工酶活性

增强
,

与酶总活性变化趋势一致
.

R f( 月

191437263251犯.0.0...00..000

带2-12312位零人BC

00500050

ǎ工
·的日

.

己ùǎ
一

- 月卜~ C 《O
,一
卜 。 . . 口

呱

叫 O ee e 《0
1 . )一 , . . .

呱

- 心- c
p
卜卜 l月. . .

呱
D

;
.0 79
0

一

8 7

( + )
24 48

t . 迫 /h e p
, +

)一。~
o 一 L一 I e (C

a Z+

) . 5口 m o 一L 一 , e (e a Z+

)一 4 m m o 一 L一 I

l) OP D 活性以每毫克蛋白的单位活力表示

图 3 a
水分胁迫下钙对 OP D 活性的影响

图 3b 水分胁迫下不同钙水平大豆叶片 P OD 同工酶谱

2
.

5 水分胁迫下钙对 C A T 活性及其同工酶的影响

在正常供水的条件下
,

不同钙浓度下培养的大豆叶片的 C AT 活性随钙浓度 (参试浓度 )的

升高而增加 (图 4 a)
,

但各钙浓度之间无显著的差异
.

在 一 0
.

5 M P恤水分胁迫下
,

CA T 活性随胁

迫时间延长而下降
,

高钙的酶活性水平较高
,

低 (缺 )钙的酶活性水平较低
,

胁迫至 72 h 仍然如

此
,

这可能由于干早使过氧化物酶体膜受损伤
,

膜透性增加
,

从而导致 C AT 活性下 降
,

而钙对

维持膜的稳定性有一定作用
,

因而高钙叶片中 C AT 活性下降较小
.

水分胁迫下
,

不 同钙浓度

对过氧化氢同工酶的影响如图 4 b ( CK 为正常供水 )
,

无论是缺钙还是高钙 C A T 同工酶都是 3

条谱带
,

说明水分胁迫下
,

钙对 CA T 同工酶类型无影响
,

但其中 fR 值为 0
.

27 和 0
.

42 的酶带在

不同水分胁迫时间和不同钙浓度下条宽和亮度均有一定 的变化
,

上述酶活性的变化可能是发

生在这 2 条酶带上
.

、 .声

f(27.4247R000

.闷卜- C 《。 卜卜 。 . 叹目
城

叫 O we c 《。 卜卜玩耐 IIL

, 山 - C 《。
2+

)一 14 n

皿目
呱

8070605040302010
犷旨

.

己犷划胆工vv

0
占一一一成— 一偏一- -

- 丫
2

r一边 /b

l) C A T 活性以每毫克蛋白的单位活力表示

( + )

e p 卜 )一 。

~
卜 L一 e怜

一 1+
)一 ,

~
卜 L一 (C e .

卜 )一
m . o l

·

L一 1

图 4 a 水分胁迫下钙对 C AT活性的影响 图 b4 水分胁迫下不同钙水平大豆叶片 CAT 同工酶谱

3 讨论

钙与植物抗早性关系极为密切
,

我们以不同钙水平 HOS 砂an d 营养液培养的大豆幼苗为材
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料进行实验
,

实验表明在 0 一 14
~

l/ L azC
+

浓度范围内
,

随着钙浓度的增加
,

植株生长越 旺

盛
,

根系越发达
,

干质量积累越多
.

在同等程度的渗透胁迫下
,

高钙叶片 RWC
> 中钙叶片 R叱

> 缺钙叶片 RW C
,

说明钙处理能使植株在水分胁迫下保持较高的水分含量
,

维持细胞的膨压
,

从而保障体内各种生理生化过程的正常进行
,

也维持了膜的完整性
.

干早对植物膜系统造成

伤害的现象普遍存在
,

目前普遍用生物自由基理论来解释
.

我们实验结果表明
,

水分胁迫下
,

不同钙水平叶片中 S OD 活性均有上升
,

但以高钙的上升幅度最大 ;
OP D 活性随胁迫时间延长

,

呈
“

先上升
,

后下降
”
的趋势

,

缺钙叶片在水分胁迫 24 h 下降
,

中钙 的在 48 h 后下降
,

高钙的在

7 2 h 以内仍保持上升趋势 ;各种钙水平处理下 C AT 活性随水分胁迫时间的延长而持续下降
,

同等胁迫程度下
,

高钙叶片 C AT活性 > 中钙的 > 缺钙的
.

干早条件下
,

so D 活性增加在一定

程度上保护 了植物免受自由基伤害
,

azC
+

参与了 S O D 活性的调节
,

增强植物对干早的适应能

力
,

R WC 增加
.

PO D 也是作为植物体内的保护酶与 so D
、

C A T
、

谷脱甘肤氧化酶等协同作用
,

清

除逆境下体内产生的有害自由基
,

azC
+

可以延迟 OP D 活性下降的程度
,

说明钙也参与 阳D 活

性调节
.

细胞内 C A T 主要存在于过氧化物酶体内
,

干 旱使膜受损伤
,

膜透性增加
,

从而导致

C AT 活性下降
,

钙对 以 T 活性的影响可能是 由于钙维护了其膜的完整性所致
.

对 S O D
、

C A T 同

工酶的检测结果表明
,

在水分胁迫下
,

它们的同工酶类型没有变化
,

其中某些条带的宽窄
、

亮度

有一定的变化
,

而且这种变化与其相应的酶活性高低直接关联
,

这种现象有待于进一步研究
.

对 OP D 同工酶的检测发现
,

在正常供水和水分胁迫下缺钙和中钙都有 fR
= 0

.

87 酶带
,

但高钙

叶片在正常供水条件下此酶带消失
,

水分胁迫下又重新出现
,

并且随着胁迫时间延长
,

此酶活

性逐渐增强
,

从各级钙水平叶片此酶出现的顺序来分析
,

推测这条酶带可能与细胞受到的胁迫

程度有关
,

即当细胞所承受的逆境胁迫达一定
“

阑值
”

时
,

诱导出的 同工酶带
,

从而加强代谢以

适应逆境条件
,

因而这条小分子酶带可能与抗早机制有关
.

这与王振槛 ( 19 89) 在玉米抗早品

种得出的结论有类似之处
,

这也进一步说明了高钙培养的植株 与抗早品种在抗早机制上的一

些相似性
.

缺钙叶片无论正常供水还是水分胁迫都特有 1条酶带 ( fR 二 0
.

59 )
、

中钙
、

高钙叶片

无论正常供水和水分胁迫都特有另 2 条酶 ( fR = 0
.

19
,

fR
二 0

.

32 )
,

由于正常供水和水分胁迫都

有同样的酶带因而可排除水分胁迫的效应
,

认为这 3 条酶带是与钙作用有关的
,

钙是通过什么

方式来诱导此基因的表达
,

现尚少见报道
.

钙能使大豆植株保护酶活性增高或维持其较高水平
,

同时钙能增强植株对水分胁迫的抗

耐性
,

可能是膜脂过氧化程度降低
,

这些情况我们将另予报道
.
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