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苜蓿幼苗芽、根器官对盐胁迫的生理生化响应
3

王文斌1a ,1b ,2 ,金润熙2 ,邓西平1a ,1b ,郭尚洙2 ,王征宏1a ,1b ,赵紫平1b

(1 西北农林科技大学 a.生命科学院 ,b.黄土高原土壤侵蚀与旱地农业国家重点实验室 ,陕西 杨凌 712100 ;

2 韩国生命工学研究院 环境生物技术研究中心 ,韩国 大田 3052806)

[摘　要 ]　【目的】探讨盐胁迫对苜蓿幼苗不同器官生长及抗氧化酶系统的影响 ,为苜蓿植被恢复技术的研发提

供理论参考。【方法】以新牧一号 (盐忍耐品种)和北极星 (盐敏感品种) 2个苜蓿品种为材料 ,以 0 mmol/ L NaCl处理

为对照 ,用 200 mmol/ L NaCl胁迫处理 ,测定萌发 7 d苜蓿幼苗芽、根生长及其 H2 O2、丙二醛 (MDA)含量 ,相对质膜

透性、抗氧化保护酶活性及其同功酶的变化。【结果】200 mmol/ L NaCl 胁迫抑制了苜蓿幼苗的生长 ,并导致芽、根

H2 O2、MDA含量及相对质膜透性升高 ,但新牧一号芽、根器官均表现出比北极星较低程度的生长抑制或质膜损伤。

盐胁迫后超氧化物歧化酶 (SOD)、抗坏血酸过氧化物酶 (A PX) 、过氧化氢酶 (CA T)、过氧化物酶 ( POD)的活性均明显

增加。CA T和 POD对活性氧的清除具有器官差异性 ,CA T活性在芽中较强 , POD则与之相反。SOD 2Ⅱ、A PX 2Ⅰ、
POD 2Ⅲ及 POD 2Ⅳ为芽、根中盐胁迫敏感的同功酶谱带。【结论】苜蓿盐忍耐品种通过更强的抗氧化保护能力 ,降低

了盐胁迫对其幼苗的损伤。
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Abstract :【Objective】The study was carried out to reveal t he changes of growth and antioxidant sys2
tem in different organs of alfalfa seedling under salt st ress and to provide some support for t he study on al2
falfa vegetation resumption.【Met hod】Two alfalfa cultivars ,Xinmu No. 1 (tolerant cultivar) and Northstar

( sensitive cultivar) were used as t he plant materials ,and 0 ,200 mmol/ L NaCl was used as cont rol and

st ress t reat ment respectively. The st udy analyzed t he seedling growth , H2 O2 content s , MDA content s ,

membrane damage ,activity and isozymes of antioxidant enzymes of alfalfa shoot s and root s t reated 7 days

by 200 mmol/ L NaCl.【Result】NaCl st ress inhibited t he growt h of alfalfa shoot s and root s ,and resulted in

t he increase of H2 O2 ,MDA content s and membrane damage. Lower degree of growt h rest raint effect and

membrane damage of shoot and root organs were exhibited in Xinmu No. 1 than Northstar . U nder salt

st ress ,antioxidant enzyme activity including superoxide dismutase ( SOD) ,ascorbate peroxidase ( A PX) ,

catalase (CA T) and peroxidase ( POD) significantly increased. The capability of scavenging reactive oxygen
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species ( ROS) took on organ difference in CA T and POD. The CA T activity in shoot was higher t han t hat

in root ,but reversed in POD. SOD2Ⅱ,A PX2Ⅰ, POD2Ⅲ and POD2Ⅳwere identified as sensitive isozyme

bands to salt st ress.【Conclusion】Tolerant alfalfa cultivar can reduce t he damage by enhanced antioxidant

p rotective ability under salt st ress.

Key words : alfalfa ( Medicago sativa L. ) ;salt stress ;vegetation restoration ;ROS;antioxidant enzyme ;isozyme

　　苜蓿是世界上种植面积最大、应用最为广泛的

豆科牧草 ,不仅由于其富含蛋白质、多种维生素和矿

物质 ,成为多种家畜喜食的优质饲草饲料 ,而且由于

其发达的根系 ,还具有防风固沙及水土保持等重要

的生态功能[ 122 ]。此外 ,苜蓿还具有中强度抗盐特

性 ,叶片具有排盐能力 ,是改良盐碱地的理想材料。

目前 ,苜蓿地面临不同程度的退化及盐碱化 ,提高苜

蓿耐盐性成为苜蓿植被恢复的关键问题之一。

随着全球工业污染加剧 ,灌溉农业的发展及滥

用化肥等 ,土壤次生盐碱化有不断加剧的趋势。全

世界盐渍土面积为 9. 54 ×108 hm2 ,我国各类盐渍

土总面积约 0. 99 ×108 hm2 [ 3 ] ,主要分布在西北、华

北、东北及沿海地区 ,盐胁迫对农业、森林和牧草等

生产活动造成了很大影响。研究盐胁迫下植物的生

理生化变化 ,对抗盐植物的筛选和培育具有重要理

论意义。盐胁迫条件下 ,植物细胞由于代谢受阻产

生大量的活性氧 ( Reactive oxygen species , ROS) ,

如 O
-·

2 、H2 O2、·O H 等 ,当活性氧产生与清除之间

的动态平衡被破坏时 ,引起细胞膜脂过氧化作用加

强 ,导致膜系统损伤及细胞伤害。植物在长期进化

中 ,形成了包括超氧化物歧化酶 (SOD) 、抗坏血酸过

氧化物酶 (A PX) 、过氧化氢酶 ( CA T) 、过氧化物酶

( POD) 、谷胱甘肽还原酶 ( GR)等的抗氧化保护酶系

统 ,及抗坏血酸、谷胱甘肽等小分子非酶类活性氧清

除物质 ,以适应各种逆境胁迫对植物造成的氧化损

伤[425 ]。作为基因的标志 ,同功酶携带着机体的遗传

信息 ,抗氧化同功酶数目的增减及活性强弱 ,一定程

度上可以反映植物的抗盐性 ,同功酶的差异表达也

是植物细胞代谢的主要调控机制[627 ]。

种子萌发和幼苗生长阶段 ,是一个植物种群能

否在盐渍环境下定植的关键时期[829 ] ,研究盐胁迫对

植物萌发早期幼苗生长的影响 ,具有重要的生物学

和生态学意义。近年来 ,有关盐胁迫条件对植物抗

氧化保护酶系统的研究较多[6 ,10211 ] ,但是关于苜蓿

萌发早期幼苗不同器官中 ,抗氧化保护酶系统的协

同响应机制及其同功酶变化的研究报道较少。本试

验以 2种对盐胁迫忍耐和敏感的苜蓿为材料 ,研究

200 mmol/ L NaCl 对苜蓿萌发早期幼苗芽、根器官

的生长 ,质膜损伤及抗氧化保护酶系统 (SOD、A PX、

CA T、POD)及其同功酶的影响 ,旨在明确苜蓿不同

器官耐盐生长生理及抗氧化防御机制 ,从蛋白质水

平上探讨苜蓿盐胁迫忍耐性的机理 ,旨在为苜蓿植

被恢复技术的研发提供理论参考。

1　材料与方法

1. 1　材料培养及处理

供试材料为盐忍耐品种新牧一号 ( Xinmu No.

1)和盐敏感品种北极星 (Nort hstar) 。

选取籽粒饱满的种子在流水下冲洗 30 min ,转

入无菌离心管 ,5 g/ L NaClO 消毒 5 min ,无菌水冲

洗 7～8次 ,4 ℃催芽 3 d后 ,接种于 1/ 2 MS培养基

(4 405 mg/ L MS盐及维生素 ,Sigma公司 ;7 g/ L 植

物琼脂 ,p H 5. 7) ,其中添加 200 mmol/ L NaCl作为

盐胁迫处理 ,并以添加 0 mmol/ L NaCl 作为对照 ,

(25±2) ℃暗培养 3 d ,再于 ( 25 ±2) ℃、光强 350

μmol/ (m2 ·s) 、16 h光周期条件下培养 4 d ,相对湿

度 65 % ,取生长 7 d的幼苗进行相关指标测定 ,每处

理重复 3次。

1. 2　测定指标及方法

1. 2. 1 　芽、根长及其鲜质量　小心取出幼苗 ,用重

蒸水洗去残留培养基 ,再用两硬质透明塑料片轻夹

住幼苗至平展 ,与带刻度标准直尺一起拍照。芽、根

长分别取 120个幼苗 ,用 Image J 软件分析[12 ]。拍

照结束后 ,迅速将幼苗切分为芽、根 ,用于测定鲜质

量 ,之后液氮速冻 , - 70 ℃超低温保存 ,用于 H2 O2、

MDA及抗氧化酶等相关指标的分析。

1. 2. 2 　H2 O2 含量 　参照修改的 Bindschedler

等[13 ]的方法测定 ,称取约 40 mg样品于 1. 5 mL 离

心管 ,在液氮中充分研磨 ,加入 200μL 50 mmol/ L

磷酸钾缓冲液 (p H 7. 0) ,4 ℃、13 000 r/ min离心 30

min ,取 100μL 上清液立即与 900μL 125μmol/ L

二甲酚橙反应液 (含 100 mmol/ L 山梨醇、250

μmol/ L FeSO4、250 μmol/ L ( N H4 ) 2 SO4、25

mmol/ L H2 SO4 )混合 ,室温孵育 30 min ,以加 100

μL 50 mmol/ L 磷酸钾缓冲液的二甲酚橙反应液为

空白对照 ,测定 560 nm 处的吸光度值 , H2 O2 含量
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用μmol/ g表示。

1. 2. 3 　丙二醛 (MDA)含量　MDA 作为膜脂过氧

化最重要的产物之一 ,间接反应膜系统受损程度及

植物的抗逆性。MDA 含量测定参照修改的硫代巴

比妥酸 ( TBA)方法[14215 ]。称取约 40 mg样品于 1. 5

mL 离心管 ,在液氮中充分研磨 ,加入 100μL 三氯

乙酸 ( TCA)提取缓冲液 ,4 ℃、12 000 r/ min离心 5

min ,取 67μL 上清液与 933μL 5 g/ L TBA 反应液

(用体积分数 20 % TCA 配制)混合 ,95 ℃水浴 30

min后 ,冰浴冷却 ,4 ℃、12 000 r/ min离心 15 min ,

上清液转移到新的 1. 5 mL 离心管 ,以 1 mL TBA

反应液为空白对照 ,测定 532 ,600和 450 nm处的吸

光度值 ,MDA含量用 mmol/ g表示。

1. 2. 4　相对质膜透性　采用电导仪法测定[16 ]。取

适量材料于 15 mL 试管中 ,加入 10 mL 去离子水 ,

用 455C型电导仪 ( Isteck Co . , Seoul , Korea)测定

电导值 ,然后于 121 ℃高压灭菌 15 min ,使叶片释放

所有的电解质 ,再次测定外渗液电导值 ,计算相对质

膜透性。相对质膜透性/ % =叶片杀死前外渗液电

导值/叶片杀死后外渗液电导值×100 %。

1. 2. 5　抗氧化酶活性 　称取约 0. 1 g 样品于 1. 5

mL 离心管 ,在液氮中充分研磨 ,然后用 200μL 50

mmol/ L 磷酸钾缓冲液悬浮 ,4 ℃、13 000 r/ min离

心 15 min ,上清液转移至新离心管 ,置于冰浴 ,立即

测定抗氧化酶活性。可溶性蛋白含量用 Bradford

方法[ 17 ]测定。

(1) SOD活性。采用 McCord等[18 ]的细胞色素

c还原法 ,以抑制细胞色素 c 在 2. 5 min 还原 50 %

的酶量为 1个 SOD活性单位。

(2) A PX活性。采用 Nakano 等[19 ]的方法 ,以

抗坏血酸为反应底物。取 20μL 酶提取液 ,加入

850μL 50 mmol/ L H EPES缓冲液 (含 0. 1 mmol/ L

ED TA ,p H 7. 0 ;用于空白调零 ) 及 50 μL 0. 6

mmol/ L 抗坏血酸和 100μL 1. 0 mmol/ L H2 O2 ,在

290 nm处测定 1. 5 min内吸光度的降低值 ,定义每

min氧化 1μmol抗坏血酸的酶量为 1个 A PX活性

单位。

(3) CA T 活性。采用 Aebi [20 ]的紫外吸收法。

取 20μL 酶提取液 ,加入 650μL 50 mmol/ L 磷酸钾

缓冲液 (p H 7. 0 ,用于空白调零)及 330μL H2 O2 ,

240 nm处测定 1 min内由 H2 O2 消耗引起的吸光度

的降低值 ,以每 mg蛋白每 min分解的 H2 O2 量为 1

个 CA T活性单位。

(4) POD活性。采用愈创木酚法[21222 ]。取 20μL

酶提取液 ,加入 400μL 100 mmol/ L 磷酸钾缓冲液

(p H 6. 0 ,用于空白调零)、320μL 50 g/ L 愈创木酚、

2. 1 mL H2 O、160μL H2 O2 开始计时 ,在 420 nm处测

定 20 s内吸光度的增加值。定义在 20 s内由愈创木

酚形成 1 mg红紫精为 1个 POD活性单位。

1. 2. 6　抗氧化酶同功酶的聚丙烯酰胺凝胶电泳 　

酶液提取及可溶性蛋白含量分析同 1. 2. 5。

电泳采用垂直板聚丙烯酰胺凝胶电泳法。凝胶

厚度 3 mm ,面积 100 mm×150 mm ,分离胶浓度为

75 g/ L ,浓缩胶浓度 40 g/ L。A PX电泳时 ,缓冲液

中添加抗坏血酸使其含量为 0. 8 g/ L。上样量 :

SOD、A PX 为 50 μg 蛋白/孔 , POD 为 20 μg

蛋白/孔。0～4 ℃条件下 ,先通 15 mA 电流 ,待溴酚

兰条带至分离胶时 ,电流加倍 (均指单板) ,电泳 2～

3 h ,电泳结束后用去离子水冲洗 3次 ,进行染色、拍

照。各抗氧化酶染色程序如下 :

(1) SOD。参照 Beauchamp 等[23 ]的方法 ,将凝

胶浸入 50 mL 染色液 (含 250μmol/ L NB T、25

μmol/ L 核黄素、100μL TEM ED 的 50 mmol/ L 磷

酸钾缓冲液 ,p H 7. 8)中 ,60 r/ min 摇床暗孵育 30

min后 ,光照直至显出清晰无色条带。

(2) A PX。参照 Mittler等[24 ]的方法 ,凝胶先分

3次浸入 150 mL 50 mmol/ L 磷酸缓冲液 (含 2

mmol/ L 抗坏血酸 ,p H 7. 0)中 ,60 r/ min 摇床暗孵

育 ,每次 10 min ,再浸入 50 mL 50 mmol/ L 磷酸钾

缓冲液 (含 4 mmol/ L 抗坏血酸、2 mmol/ L H2 O2 ,

p H 7. 0)中 ,60 r/ min摇床暗孵育 20 min ,50 mL 50

mmol/ L 磷酸缓冲液 (p H 7. 8)暗孵育 1 min ,最后浸

入 50 mL 50 mmol/ L 磷酸缓冲液 (含 28 mmol/ L

TEM ED、2. 45 mmol/ L NB T ,p H 7. 8)中 ,光照条件

下不断摇动 ,直至出现清晰谱带。

(3) POD。参照 Kim等[25 ]的方法 ,将凝胶浸入

50 mL 染色液 (由 100 mmol/ L 联苯胺和 0. 88

mol/ L H2 O2 使用前等体积混合) ,光照直至显出清

晰谱带。

1. 3　数据处理

所有数据用“平均值±标准差 (Mean±S D)”表

示 ,采用软件 SPSS13. 0进行显著性差异分析。

2　结果与分析

2. 1　盐胁迫对苜蓿芽、根长及鲜质量的影响

从表 1可以看出 ,正常生长条件下 ,北极星芽、

根长及鲜质量均高于新牧一号。与对照相比 ,200

mmol/ L NaCl 处理明显抑制了苜蓿幼苗的生长 ,2
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个苜蓿品种芽、根长显著降低 ( P < 0 . 05) ,芽、根鲜

质量极显著降低 ( P < 0. 01) 。NaCl 胁迫条件下 ,新

牧一号的芽、根长及鲜质量均高于北极星。

表 1　200 mmol/ L NaCl胁迫对苜蓿芽、根长及鲜质量的影响

Table 1　Effect of 200 mmol/ L NaCl on length and f resh weight of alfalfa shoots and root s

品　种
Cultivar

NaCl/ (mmol·L - 1)
长度/ mm Lengt h 鲜质量/ (mg·株 - 1) Fresh weight

芽 Shoot 根 Root 芽 Shoot 根 Root

新牧一号
Xinmu No. 1

0 18. 9±4. 0 40. 7±9. 3 20. 3±2. 4 9. 7±2. 5

200 9. 3±1. 5 3 16. 8±5. 9 3 8. 9±1. 1 3 3 3. 6±0. 7 3 3

北极星
Nort hstar

0 20. 7±3. 8 49. 5±10. 1 23. 9±2. 3 11. 9±2. 5

200 7. 5±1. 5 3 12. 3±4. 9 3 8. 1±0. 9 3 3 2. 6±0. 4 3 3

　　注 :数据为测定 3次的平均值 ; 3表示与对照相比差异显著 ( P < 0 . 05) , 3 3表示与对照相比差异极显著 ( P < 0 . 01) 。下表同。

Note :Data are expressed as t he mean of t hree replicates ; 3 indicates significant difference compared to cont rol ( P < 0. 05) ; 3 3 indicates

highly significant difference compared to cont rol ( P < 0. 01) . It’s t he same wit h below.

2. 2　盐胁迫对苜蓿芽、根 H2 O2、MDA 含量及相对

质膜透性的影响

表 2 显示 ,正常生长条件下 ,2 个苜蓿品种间

芽、根各指标差异不显著。200 mmol/ L NaCl 胁迫

条件下 ,芽 H2 O2、MDA 含量及相对质膜透性均明

显高于对照 ,其中 NaCl处理组与对照组间 H2 O2 含

量存在显著差异 ,MDA 含量及相对质膜透性存在

极显著差异 ,但新牧一号各指标均低于盐敏感品种

北极星。200 mmol/ L NaCl 胁迫条件下 ,新牧一号

根器官 H2 O2、MDA 含量与对照间无显著差异 ,相

对质膜透性显著升高 ;北极星根中各指标值均显著

或极显著高于对照 ,并高于盐忍耐品种新牧一号。

表明 200 mmol/ L NaCl处理产生了过量的活性氧 ,

导致细胞膜损伤 ,新牧一号受损伤程度低于盐敏感

品种北极星 ,且根的损伤程度低于芽。

表 2　200 mmol/ L NaCl胁迫对苜蓿芽、根 H2 O2、MDA含量及相对质膜透性的影响

Table 2　Effect of 200 mmol/ L NaCl on H2 O2 ,MDA content s and relative membrane permeability of alfalfa shoot s and root s

品　种
Cultivar

NaCl/
(mmol·L - 1)

H2O2/ (μmol·g - 1) MDA/ (mmol·g - 1) 相对质膜透性/ %
Relative membrane permeability

芽 Shoot 根 Root 芽 Shoot 根 Root 芽 Shoot 根 Root

新牧一号
Xinmu No. 1

0 0. 352±0. 060 0. 310±0. 027 0. 017±0. 002 0. 016±0. 003 10. 41±1. 33 8. 19±0. 85

200 0. 509±0. 029 3 0. 316±0. 048 0. 053±0. 006 3 3 0. 021±0. 002 29. 77±2. 08 3 3 14. 76±1. 14 3

北极星
Nort hstar

0 0. 289±0. 110 0. 284±0. 065 0. 015±0. 001 0. 012±0. 001 11. 74±1. 98 7. 90±0. 75

200 0. 653±0. 103 3 0. 424±0. 059 3 0. 069±0. 014 3 3 0. 026±0. 003 3 40. 66±1. 06 3 3 22. 58±2. 02 3 3

2. 3　盐胁迫下苜蓿芽、根 SOD活性及其同功酶的

变化

表 3显示 ,在正常生长条件下 ,北极星幼苗芽、

根的 SOD活性均高于新牧一号 ,200 mmol/ L NaCl

胁迫导致 SOD活性明显升高 ,但新牧一号芽、根器

官中的 SOD 活性均明显大于北极星。图 1A 中的

SOD同功酶谱显示 ,2种苜蓿的芽、根中均检测到 4

种 SOD同功酶 ,但根中 SOD 2Ⅲ和 SOD 2Ⅳ活性均
较弱 ,说明芽、根中的 SOD 同功酶存在差异。200

mol/ L NaCl 胁迫条件下 ,新牧一号芽中 SOD 2Ⅱ、
SOD2Ⅲ、SPD2Ⅳ活性高于对照 ,推测这是芽中 SOD

活性升高的原因 ;而北极星芽中只有 SOD2Ⅱ活性高
于对照。2种苜蓿根中仅 SOD2Ⅱ活性比对照略有
升高。

2. 4　盐胁迫下苜蓿芽、根 A PX活性及其同功酶的

变化

从表 3可以看出 ,正常生长条件下 ,无论芽还是

根 ,两品种 A PX 活性均未表现出显著差异。200

mmol/ L NaCl胁迫 ,导致芽中 A PX活性显著升高 ;

新牧一号根中 A PX活性显著高于对照 ,而北极星根

中 A PX活性与对照差异较小。新牧一号根、芽中的

A PX活性均基本高于北极星。A PX同功酶谱 (图

1B)表明 ,芽、根中的同功酶类型不同 ,其中芽中未

检测到 A PX2Ⅱ。NaCl胁迫影响最为明显的同功酶

为 A PX2Ⅰ,新牧一号芽、根中的 A PX2Ⅰ活性均高
于对照 ,而北极星则与之相反。另外 ,北极星芽、根

中的 A PX2Ⅳ活性略高于对照。
2. 5　盐胁迫下苜蓿芽、根 CA T活性的变化

表 3显示 ,芽中 CAT 的活性变化与 SOD、APX

相似。200 mmol/ L NaCl胁迫条件下 ,CAT 活性显著

高于对照组 ,且新牧一号强于北极星 ,但根中 CAT 活

性无显著变化 ,两品种间 CA T 活性也无显著差异

( P > 0. 05) 。同时 ,芽中的 CA T 活性明显高于根 ,

表明芽中 CA T对活性氧的清除贡献可能更大。
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表 3　200 mmol/ L NaCl胁迫对苜蓿芽、根中 SOD、A PX、CA T、POD活性的影响

Table 3　Effect of 200 mmol/ L NaCl on SOD , A PX , CA T and POD activity of alfalfa shoot s and roots

品种
Cultivar

NaCl/ (mmol·L - 1)
SOD活性/ (U ·mg - 1)

SOD activity
APX活性/ (U·mg - 1)

APX activity

芽 Shoot 根 Root 芽 Shoot 根 Root

新牧一号
Xinmu No. 1

0 12. 27±1. 05 16. 04±1. 97 2. 28±0. 23 3. 27±0. 69

200 53. 26±8. 36 3 3 32. 72±4. 17 3 3 7. 95±0. 59 3 3 5. 75±1. 15 3

北极星 0 15. 15±1. 11 18. 78±2. 62 2. 18±0. 91 3. 55±0. 62

Nort hstar 200 24. 37±6. 90 26. 11±1. 61 3 4. 99±1. 05 3 3. 89±1. 09

品种
Cultivars

NaCl/ (mmol·L - 1)
CA T活性/ (U ·mg - 1)

CA T activity
POD活性/ (U·mg - 1)

POD activity

芽 Shoot 根 Root 芽 Shoot 根 Root

新牧一号
Xinmu No. 1

0 2. 15±0. 37 0. 88±0. 12 54. 14±12. 58 298. 10±13. 12

200 7. 54±1. 96 3 3 0. 77±0. 30 41. 59±7. 84 265. 09±17. 72

北极星
Nort hstar

0 1. 76±0. 12 0. 72±0. 14 49. 10±9. 37 427. 39±29. 65

200 4. 74±0. 48 3 3 0. 66±0. 26 54. 39±1. 22 185. 79±37. 97 3 3

2. 6　盐胁迫下苜蓿芽、根 POD 活性及其同功酶的

变化

表 3还显示 ,与 CA T 相反 ,芽中 POD 活性在

NaCl胁迫前后无显著变化 ,且明显低于根 ,说明其

具有器官差异性 ,POD在根中比在芽中可能发挥着

更为重要的作用。NaCl 胁迫后 ,新牧一号根中的

POD活性与对照无显著差异 ,而对于盐敏感品种北

极星而言 ,虽然正常生长条件下其 POD活性高于新

牧一号 ,但由于受盐胁迫的影响 ,其 POD活性降低的

幅度较大且低于新牧一号。与其他抗氧化酶不同 ,

POD同功酶数目较多 ,其变化也最为复杂 (图 1C)。

芽中同功酶谱带少于根 ,各同功酶活性也较弱 ,由此

导致芽中的 POD活性明显低于根。盐胁迫条件下 ,2

个苜蓿品种芽中的 POD 2Ⅲ活性升高 ,但 POD 2Ⅳ活
性降低 ,并出现同功酶谱带消失的现象 (新牧一号

POD 2Ⅶ、POD 2Ⅷ;北极星 POD 2Ⅴ)。盐胁迫后 ,2个

苜蓿品种根中 POD2Ⅲ活性均增强 ; POD 2Ⅳ活性在新
牧一号根中也明显增强 ,但在北极星根中明显降低 ,

这种变化可能对 POD活性的影响相对较大。综合

POD同功酶的变化可以看出 ,POD 2Ⅲ、POD 2Ⅳ存在
于芽、根两种器官 ,且胁迫后其活性均表现出明显的

变化 ,是芽、根器官中共同的盐敏感性 POD同功酶。

图 1　200 mmol/ L NaCl胁迫下苜蓿芽、根 SOD (A)、APX (B)及 POD (C)同功酶的变化

1 ,9 ,17和 3 ,11 ,19泳道分别为 0 ,200 mmol/ L NaCl胁迫条件下新牧一号的芽 ;2 ,10 ,18和 4 ,12 ,20泳道分别为 0 ,200 mmol/ L

NaCl胁迫条件下北极星的芽 ;5 ,13 ,21和 7 ,15 ,23泳道分别为 0 ,200 mmol/ L NaCl胁迫条件下新牧一号的根 ;

6 ,14 ,22和 8 ,16 ,24泳道分别为 0 ,200 mmol/ L NaCl胁迫条件下北极星的根

Fig. 1　Isozyme changes of SOD , APX and POD of alfalfa shoots and roots under 200 mmol/ L NaCl stress

Lane 1 ,9 ,17 and 3 ,11 ,19 indicate the isozymes anlysis of Xinmu No. 1 shoots under 0 and 200 mmol/ L NaCl condition ,respectively ;

Lane 2 ,10 ,18 and 4 ,12 ,20 indicate the isozymes anlysis of Northstar shoots under 0 and 200 mmol/ L NaCl condition ,respectively ;

Lane 5 ,13 ,21 and 7 ,15 ,23 indicate the isozyme anlysis of Xinmu No. 1 roots under 0 and 200 mmol/ L NaCl condition ,respectively ;

Lane 6 ,14 ,22 and 8 ,16 ,24 indicate the isozyme anlysis of Northstar roots under 0 and 200 mmol/ L NaCl condition ,respectively

3　讨　论

植物在遭受盐渍、干旱等逆境胁迫时 ,产生过量

的活性氧会引起细胞膜脂过氧化反应 ,影响细胞膜的

完整性 ,进而抑制植物的生长 ,严重时甚至导致植物

死亡[4 ]。本研究中 ,200 mmol/ L NaCl 抑制了苜蓿

芽、根的伸长及鲜质量的增加 ,但新牧一号的生长状

况要优于北极星 ,这种萌发早期幼苗的生长与苜蓿的

耐盐性相关。作为一种重要的活性氧 , H2 O2 含量在

盐胁迫条件下会升高 ,部分说明盐胁迫导致了氧化迸

发的发生。作为检测植物细胞膜受损伤程度的指标 ,

MDA含量和相对质膜透性经常被用于各种逆境胁迫
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的抗性分析[15 ]。本研究结果表明 ,NaCl胁迫条件下 ,

2个苜蓿品种芽、根中的 MDA含量和相对质膜透性

均增加 ,并且 MDA含量变化与相对质膜透性呈正相

关性 ,说明盐胁迫诱发了细胞质膜的过氧化损伤 ,但

新牧一号的膜脂过氧化及细胞受损伤程度要低于北

极星 ,同时根的损伤要低于芽。这种细胞膜的损伤程

度及 H2 O2 含量又与植物各器官的生长呈负相关关

系 ,说明作为一种重要的活性氧分子 , H2 O2 是导致膜

脂过氧化的重要原因之一 ,细胞膜相对完整性的破坏

进一步抑制了幼苗的生长。

关于植物的耐盐机制 ,自由基引起的膜伤害日

益受到人们的重视。活性氧清除能力是决定细胞耐

胁迫的关键因素 ,而作为抗氧化保护的一个重要组

成部分 ,整个抗氧化保护酶系统防御能力的变化 ,又

取决于 SOD、A PX、CA T、POD 等多种酶彼此协调

的综合结果。已有研究表明 ,在各种环境胁迫条件

下 ,抗氧化酶活性增加 ,且忍耐性品种的酶活性高于

敏感性品种[ 10 ,26227 ]。作为活性氧伤害的第一道防

线 ,SOD可以将 O
-·

2 歧化为 H2 O2。本研究中 , 200

mmol/ L NaCl胁迫后 ,苜蓿芽、根中的 SOD活性均

增加 ,且新牧一号 SOD 活性的升高幅度高于北极

星 ,表明盐忍耐品种具有比盐敏感品种更强的 O
-·

2

清除能力 ,可更大程度地减少 O
-·

2 对细胞的伤害作

用。这与前人对不同盐胁迫忍耐性豌豆[28 ]、甘

蔗[27 ]、番茄[11 ]等 SOD 活性的研究结果相一致。多

种同功酶的应用及差异表达 ,是植物细胞代谢的主

要调控机制[6 ]。本研究中 ,SOD活性与其各同功酶

活性相关 ,尽管不同器官中 SOD同功酶活性略有不

同 ,盐胁迫条件下也并未合成新的同功酶 ,但胁迫条

件增加了部分已合成的同功酶活性 ,这一结果与前

人对扁豆[29 ]、车前草[6 ]的研究结果相同。盐胁迫后

新牧一号和北极星芽、根中的 SOD2Ⅱ活性均升高 ,

为盐胁迫敏感谱带。

H2 O2 作为一种活性氧 ,也是 SOD 在歧化 O
-·

2

过程中的副产物 ,可进一步导致细胞损伤 ,因此必须

在随后的反应中通过 A PX、CA T、POD等共同作用

将其转化成 H2 O 而清除。A PX是抗坏血酸2谷胱
甘肽循环的一种重要成分 ,在清除 H2 O2 的过程中

起着关键作用。本研究结果表明 ,盐胁迫引起 A PX

活性升高 ,且盐忍耐品种具有更强的 A PX 活性。

Demiral等[10 ]对水稻的研究及 Bor 等[27 ]对甘蔗的

研究中 ,也观察到相似的结果。A PX2Ⅰ对 A PX活

性贡献最大 ,在 4种同功酶中对盐胁迫也最为敏感。

CA T可以将 H2 O2 直接分解成 O2 和 H2 O ,不需要

还原力且具有较高的反应速率 ,但与 A PX相比 ,其

对 H2 O2 的亲和力较弱 ,细胞中的 CA T仅能清除高

浓度的 H2 O2
[30 ]。与 A PX活性相似 ,盐忍耐品种新

牧一号芽器官中 CA T 活性高于盐敏感品种北极

星 ,CA T与 A PX共同清除芽器官中的 H2 O2 ,降低

对细胞的损伤 ,但根中的 CA T 活性明显低于芽。

POD也可以清除 H2 O2 ,同时还参与细胞的生长、分

化及木质化等过程[31 ]。200 mol/ L NaCl 胁迫条件

下 ,根中的 POD活性明显高于芽 ,这表明根中 POD

对 H2 O2 的清除贡献可能更大。同时 ,忍耐品种新

牧一号也通过根中较高的 POD活性 ,加强了对活性

氧的清除 ,这与对盐忍耐品种番茄[32 ]和车前草[6 ]的

研究结果相一致。本试验在芽、根中共检测到 8 种

POD同功酶 ,盐胁迫条件下部分 POD同功酶谱带消

失或其活性降低 ,但盐胁迫均诱导 2个苜蓿品种芽、

根中 POD 2Ⅲ活性增强 ,说明 POD 2Ⅲ为盐敏感性同
功酶类型。盐胁迫后 ,新牧一号根中 POD 2Ⅳ活性增
强 ,且在所有同功酶中表现最强 ;而在北极星根中 ,尽

管 POD 2Ⅲ活性略有增强 ,但其他同功酶活性降低

或者谱带消失 ,最终导致其 POD 活性低于新牧一

号。

综上所述 ,盐忍耐品种新牧一号和盐敏感品种

北极星芽、根器官中的抗氧化酶及其同功酶 ,对盐胁

迫表现出不同的响应模式。较低的膜脂过氧化水

平 ,也说明了新牧一号较强的自由基清除能力及保

护机制。忍耐性品种的耐盐性与芽/根中被诱导的

较强 SOD、A PX、CA T/ POD活性密切相关 ,并导致

较低含量的 H2 O2 及膜脂过氧化水平 ,进一步降低

了盐胁迫对幼苗的伤害。
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