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水分胁迫下钙对大豆叶片膜脂

过氧化程度的影响

高向阳 许志强 徐凤彩

(华南农业大学生物技术学院
,

广州
,

51 仪湃2 )

摘要 用控制营养钙 员 (0
、
5

、

14 ~ 亩 )L 的方法
,

培养大豆幼苗
,

以获得 3 种钙水平的大豆 叶片作

为材料
,

研究水分胁迫 (
一 0

.

5 M l
〕 a
)下

,

不同钙水平大豆叶片中质膜透性
、

膜脂过 氧化程度 以及膜脂

脂肪酸的组成
、

脂肪酸不饱和指数的变化
.

结 果表明
:
水分胁迫下

,

细胞质膜透性增大
,

以缺钙叶

片变化幅度最大
,

M D A 含量的变化趋势与膜透性变化一致
.

叶片内源抗氧化物质 A S A 随胁迫时间

延长
,

其含量逐渐下 降
,

但高钙叶片 AS A 一直维持在较高水平
.

无论正常供水还是水分胁迫下
,

钙

处理的饱和脂肪酸含量均降低
,

而 不饱 和脂肪酸含量增加
,

脂肪酸不饱和指数增大
.

关键词 水分胁迫 ; 钙 ;膜脂过氧化 ;脂肪酸不饱和指数

中图分类号 0 946

干旱缺水对植物生长影响严重
,

是限制农业生产发展的主要 因素之一
,

干旱已成为全球性

的严重问题
,

我国 1/ 3 的可耕地处在干旱或干旱地区
.

钙在植物体内的重要作用 已众所周知
,

随着钙调素 ( C
a M )的发现

,

钙在植物体内的功能的研究 日益深入
.

人们 已经注意到钙在植物

抗逆性中的重要作用
.

按生物 自基理论
,

正 常情况下植物细胞内 自由基的产生与清除处于动

态平衡状态
,

在逆境胁迫下
,

该平衡遭到破坏
,

自由基产生或积累过多
,

启动膜脂脱氧化反应
,

破坏膜结构和膜完整性
,

使膜差向透性增大
,

产生离子渗透
,

细胞代谢紊乱
.

由于细胞中存在

清除 自由基的保护酶 系和小分子抗氧化物质如谷胧甘肤 ( GS H )
、

抗坏血酸 ( A S A )
、

类胡萝 卜素

( C ar )等
,

能协调起来有效清除 自由基
,

从而保护 了细胞膜系统免受 伤害
,

这些已有较多的报

道
.

在低温 (陈贻竹
,

19 8 8 )
、

高盐分
、

5 0 : (谭 常
,

19 5 1 )
、

o : (此 e ,

一9 52 )
、

衰老 ( M a t t e r s ,

19 87 ; 林植

芳
,

198 4) 等植物逆境生理研究中得到 了较好的证实
.

从 自由基伤害和膜脂过氧化作用的角度

来研究钙在植物抗旱中的作用
,

少见报道
.

本试验研究在水分胁迫下
,

钙与细胞 内抗氧化 的小

分子物质与膜脂过氧化程度之间的关系
,

为抗旱机理及旱农研究提供基础性资料
.

1 材料与方法

1
.

1 供试材料

大豆 (外
℃ i二

~
C v

.

oD gn icx
X “ a n

)由西北农业大学农一站提供
.

1
.

2 材料培养及处理

大豆种子
,

水中浸种
,

于 28 ℃恒温培养箱内催芽后
,

移至 1 / 2 H o ag lon g 营养液培养 1周
,

再

在完全 H。
喇 on g 营养液培养至真叶展开

,

以后分别移至缺钙 H o a g lon g ( c
a Z 十 为 。 ~ ol / L )

、

完全

H O嗯 lo n g ( C扩
十

为 5
~

O F )L
、

高钙 H o

agl on g ( ca
, 十 为 14 ~

OF )L 营养液处理约 2 周
.

均调 p H

l卯 8 一 10 一 27 收稿 高向阳
,

女
,

犯 岁
,

讲师
,
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6
.

8 一 7
.

0
,

玻璃温室 自然光照
,

昼夜温度为 27 一 28 ℃月 5 一
18 ℃下培养

.

待苗长出第 3 个三 出

复叶时
,

用 P E G 一 以X刃 配制成 一 0
.

5 M P a 营养液
,

进行根际水分胁迫处理
,

分别处理 24
、

48
、

72

h
,

取第 2 片三出复叶进行各项测定
.

1
.

3 测定方法

1
.

3
.

1 细胞膜相对透性刚定 细胞膜相对透性测定按西北农业大学 ( 1987 )方法
,

并按下式计算
:

细胞膜相对透性 (% )
二
煮沸前 电导值 / 煮沸后 电导值

x l oo
.

1
.

3
.

2 丙二醛含量测 定 丙二醛 ( M D )A 含量测定按林植芳 ( 19 8 4 )方法
,

单位是 ~
卜 g 一 ’ ,

依

下式计算
:

b ( M DA ) = ( OD
53: 一

oD 附 )
x V液

1
.

5 5 x l 05 x m料干

1
.

3
.

3 抗坏血酸含量测 定 ASA 含量测定按夏 贤明等 ( 19 8 5) 方法
,

用荧 光分光光度计 以 350

nm 为激发波长
,

测定待测溶液在 4 30 mn 波长处的荧光强度
.

按下式处理 :

w (A SA ) 二 〔祥虽兰步强度
一 样品空白荧光强度 )

x A SA 标准溶液浓度
/

味
标准空白荧光强度

x m料干

1
.

3
.

4 细胞 膜脂 的抽提与分析 ( l) 原生 质体游离
: 叶肉细胞原生质体 的游离按 Shc w e kn

( 198 1) 方法
.

( 2) 原生质膜和混合细胞器的分离
: 按刘丽英等 ( 19 9 1) 的方法

,

将分离的原生质体

悬浮于 4 o mL 内含 0
.

25 mo F L 山梨醇
、

1 1刊1 1o F L M爵仇
、

10 im n o l / L irT
S 一 Hcl p H 7

.

4 的缓冲液

中
.

再用注射器吸入原生质体悬浮液并用力挤压使原生质体破裂
.

此悬浮液用来抽提膜脂
.

( 3) 膜脂抽提和脂肪酸甲脂化
:参照刘丽英等 ( 19 9 1) 方法进行

.

( 4 )脂肪酸分析
:
脂肪酸分析采

用岛津 GC
一 g A 气相色谱仪

.

分离柱长 1
.

6 ;m 担体
:
hC
~

so ht
.

W
.

A W
.

DM CS 60
一
80 目 ; 固

定液 : 二 ( D E sG )
=

12 % ;柱温 : 195 ℃ ;载气
:
高纯 从 ;流速 : 35 n l

口而
n ; 线

: 0
.

s k扩
c
扩 ;空气

: 0
.

5

k盯 c
时 ;进样器温度 : 240 ℃

.

( 5 )脂肪酸含量测定
:
采用峰面积归化方法计算

.

~
。
(e

a Z+

)
= o m m o l / L

。
e (C a , 十

) = s m m o l / L

理卜 e
(e

a Z+

)
= 14 m m o 一/ L

劝7060504030功

岁ù犁峭妈常母

2 结果与分析

2
.

1 水分胁迫下钙对大豆叶片细胞膜透性的影响

在正常情况下
,

3 种钙浓度处理大豆叶片

细胞膜透性的差异很小 (图 l )
.

从图 1 可以看

出
,

在水分胁迫下缺钙大豆叶片细胞膜相对透

性急剧增大
,

远高于 中钙和高钙处理
,

后 者膜

透性在 48 h 前变化 比较缓慢
,

中钙处理 的比

高钙处理的相对透性较高
,

但差异不明显
.

胁

迫 48 h 后
,

3 种膜的相对透性都急剧增加
,

但到

处理 72 h 前 3 种处理的膜相对透性仍然依次 图 1

为
:

缺钙 > 中钙 > 高钙
,

而且这种差异较为 明

显
,

表明钙能增强膜对水分胁迫的抵抗能力
.

0 24 4 8 72
t肋 迫

/h

水分胁迫下钙对大豆叶片细胞相对

膜透性的影响

2
.

2 水分胁迫下钙对大豆叶片丙二醛含量的影响

丙二醛是膜脂过氧化作用主要产物之一 ( R ob ert
,

19 8 0 )
,

一般可 以用 M DA 含量表示膜脂

氧化的程度
.

正常供水条件下
,

缺钙叶片 M DA 含量最高
,

中钙的次之
,

高钙的最低 (图 2 )
.

水

分胁迫下
,

大豆叶片 M DA 含量随着胁迫时间的延长而增加
.

在同等水分胁迫下
,

缺钙处理的
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水分胁迫下钙对大豆 叶片膜脂过氧化程度的影 响

叶片 M DA 含量亦最高
,

中钙的次之
,

高钙处理的仍最低
.

特别是在水分胁迫后期 (72 h )
,

这种

差异经统计分析
,

达极显著水平
.

2
.

3 水分胁迫下钙对大豆叶片抗坏血酸含量的影响

抗坏血酸是植物内抗氧化的保护物质之一
,

水分胁迫下钙对大豆叶片 A SA 含量的影响如

图 3
.

图 3 表明
,

在正常供水条件下
,

不同钙浓度处理的大豆叶片中 A SA 含量差异不 明显
.

在

水分胁迫条件下
:
缺钙处理的叶片的 ASA 含量随着胁迫时间的延长而急剧下降

,

至胁迫 72 h

时已降低了 69
.

74 % ; 中钙处理叶片在胁迫 48 h 后 A SA 的含量略有上升
.

这就表明 : 在正常供

水条件下
,

钙与 A S A 含量可能没有直接关系
,

但当水分胁迫高钙水平能维持 叶片内 ASA 的较

高水平
.

水分胁迫下钙有助于 A S A 的合成还是抑制 A SA 氧化酶活性
,

尚需进一步研究
.

~
c
(c

a Z一

) = {) m m o 一 L

仆
c (e a Z一

) 一 5 xn m o z / L

, 乍
c
(e

a Z
山

) = 一4 m m o z / L

50454035302520巧10050000000nU00

ǎ一助
·

-ouJ日à(/哎a乏àq

0 24 4 8 72

t胁 迫 /h

图 2 水分胁迫下钙对大豆 叶片 M D A

含量的影 响

2 4 4 8 7 2

t胁 迫 /h

一/6`
.

ù4内、,410l!阅
·
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录

图 3 水分胁迫下钙对大豆 叶片 SA A 含量的影响

2
.

4 水分胁迫下钙对大豆叶片膜脂组成和脂肪酸不饱和指数的影响

膜脂组成和脂肪酸组成决定着生物膜的流动性
,

其组分 的变化影响着膜 的抗逆性 (刘丽

君
,

1991 )
.

本实验 测定 了膜脂 中的几种主要脂 肪酸
:
棕搁 酸 ( 1C

6 : 。
)

、

硬脂 酸 ( 1C
8 : 。

)
、

亚 油酸

( 1C
8 : 2

)和亚麻酸 ( 1C
8 : :

)的组成 比例及脂肪酸不饱和指数
.

无论在正常供水还是水分亏缺条件

下
,

钙对膜脂组成和不饱和指数均有一定影响
.

正常供水条件下
,

缺钙处理的大豆叶片膜脂饱

和脂肪酸 ( 1C
6 : 。 、

1C 8 : 。
)摩尔分数高 (42

.

19 % )
.

钙处理降低了棕桐酸摩尔分数 (分别为 24
.

or %
、

26
.

08 % )
,

而 不 饱 和脂 肪 酸 1C 8 : 3
摩 尔分数 增加 (缺 钙为 31

.

巧%
,

钙处 理 分 别为 52
.

99 %
、

50
.

22 % )
,

1C 8 : : 略 有下 降
,

不饱和脂 肪 酸总摩 尔分数增 加 (缺钙 为 57
.

81 %
,

钙处 理分 别 为

68
.

12 %
、

63
.

95 % )
,

这种变化主要发生在 1C 8 : 3的含量的变化上
,

钙处理使 C 1 8 : 3含量增加
.

在水分胁迫下
,

上述脂肪酸的组成 比例也出现了同样的情况
.

钙处理 的饱和脂肪酸含量

明显低于缺钙的
,

钙处理的不饱和脂肪酸高于缺钙的
.

以胁迫 24 h 为例
,

缺钙处理的饱和脂

肪酸摩尔分数为 43
.

79 %
,

而钙处理分别为 36
.

60 %
、

36
.

51 % ;缺钙处理的不饱和脂肪酸摩尔分

487224

数 为 56
.

21 %
,

而 钙 处 理 分 别 为 64
.

40 %
、

6 3
.

4 9 %
.

这进一步说 明钙处理后对脂肪酸 的

上述 组成 比 例有 明显 的影 响
,

只 是在 5
、

14

m m ol
·

L 一 ’ C扩
十

浓度下
,

这种 影响与钙 浓度关

系于
、

大
.

表 1表 明
,

在正常供水条件下
,

缺钙处理

的 I’U FA 明显低于有钙 的
,

在 5
、

14
~

1
·

L
一 ’

C扩
十

浓度下的 uI FA 无显著差异 ;水分胁迫下

表 1 水分胁迫下钙对大豆叶片膜类脂的 R FJ A 的影响

! ( 水分胁迫 ) h/
一

万亚
卫
俨些派一

0 ( C K ) 156
.

7 7 189
.

2 3 17 8
.

12

15 1
.

7 6

147
.

7 5

巧 6
.

15

18 1
.

15

1 68
.

84

17 7
.

7 1

17 1
.

5 8

187
.

1 6

179
,

30
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的仍是缺钙的 IU -以 低于钙处理 的
,

而且各钙浓度之间的 I’LJ FA 差异不明显
.

李锦树 ( 19 8 3) 证

实
,

用 P EG 胁迫 3 叶期玉米幼苗 l d 时
,

线粒体膜脂棕搁酸和亚油酸含量下降
,

而亚麻酸含量

增加
,

膜脂不饱和脂肪酸不饱和指数增大
,

我们的上述实验结果与之基本相似
,

只是钙处理后
,

效果更为明显
,

因此说明钙在大豆水分胁迫逆境下起到了有效的调节作用
,

3
`

讨论

细胞质膜透性对干旱反应 比较敏感 (史兰波
,

19 89 )
.

本实验的结果表 明
,

水分胁 迫下大豆

叶片细胞质膜透性增大
,

但不同钙处理透性变化不 同
,

缺钙叶片透性迅速增大
,

中钙 叶片透性

增加较小
,

高钙 叶片透性增加最小
.

钙是二价阳离子
,

它可以与磷脂分子的极性端结合而引起

磷脂分子间距离的变化
,

同时钙也可以桥接蛋白质分子的梭基
,

增加膜脂的亲脂性而稳定膜结

构
,

以减轻水分胁迫造成的膜伤害和减少 电解质外渗
,

同时在干旱条件下
,

植物体内吸收的钙

量减少
,

引起质膜结合钙量减少
,

可能使膜的透性增大
.

在干旱条件下
,

细胞易产生和积累过多的自由基
,

导致膜脂过氧化反应
,

这可能是膜透性

变化和膜受到伤害的另一个重要原 因 (王宝 山
,

19 8 8 )
.

钙可以降低衰老黄瓜子叶
、

成熟土豆
、

跃变后果实膜脂过氧化物的积累
,

防止膜脂的过氧化损伤
.

我们实验结果与上述实验结果基

本一致
.

无论在正常供水还是水分胁迫下
,

值得注意的是
,

在正常供水条件下
,

缺钙叶片 M DA

含量最高
,

中钙的次之
,

高钙的最低
.

值得注意的是
,

在正常供水条件下
,

缺钙叶片膜透性几乎

未改变的情况下
,

M DA 含量升高
,

说 明缺钙叶片在防止或降低 M D A 产生的能力较低
,

钙在阻

止膜脂过氧化反应
、

保护膜的完整性方面具有较重要的作用
,

这是否 为钙的直接作用的结果
,

尚不清楚
.

抗坏血酸
、

类胡萝 卜素等抗氧化物质是膜脂过氧化的非酶体系
,

它们在清除 自由基
,

增强

植物对低温
、

臭氧
、

衰老和干旱等抗性有着积极的作用
.

c ho w hd u yr ( 19 85 )以眉豆为材料证明植

物组织 中 A SA 水平可影响膜的完整性
,

从而影响植物的耐旱性
,

我们 的实验结果支持这一观

点
.

在正常供水条件下
,

不 同钙浓度下的大豆叶片 AS A 含量相差不大 ;在水分胁迫下 ASA 含

量均有所下降
,

下降幅度依次为缺钙叶片的 > 中钙叶片的 > 高钙叶片的
.

因此高钙处理大豆

植物较 中
、

缺尤其是缺钙植株表现出较强的抗早能力
.

膜类脂脂肪酸组分在研究植物抗性机理方面已越来越得到重视
.

膜类脂和脂肪酸组分决

定着生物膜的流动性
,

其组分的变化必然影响着膜的抗逆性 (刘丽君等
,

19 9 1 )
.

我们测定了水

分胁迫下钙对大豆叶片细胞膜膜脂的 4 种主要脂肪酸
,

结果表明
,

无论正常供水还是水分胁迫

下
,

钙处理均能降低饱和脂肪酸含量
,

增加不饱和脂肪酸含量和脂肪酸不饱和指数
.

钙对膜脂

的这种影响
,

增加
一

了膜流动性
,

从而提高了植株的抗早能力
.

这与李锦树 ( 1983 )对 PE G 胁迫下

不同抗旱性玉米叶片中膜脂的研究结果基本一致
.
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