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盐胁迫下小麦愈伤组织生理生化特性的变化

杨素欣　王振镒
(西北农业大学基础科学系,陕西杨凌 712100)

　　摘　要　以小麦花药胚性愈伤组织为材料, 研究了用 1 mg·L - 1 NaCl处理后几种重要

酶活性的变化。结果表明: N aCl处理能抑制愈伤组织生长, 使可溶性蛋白质含量、组织含水量

降低, SOD, POD活性升高; 随着胁迫程度增加, M DA 含量升高,膜脂过氧化程度加剧, POD,

LOX 活性升高, SOD 活性下降。
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细胞工程作为一种创新遗传资源的手段, 很早就应用于植物抗盐性的研究。迄今为

止,人们已在许多植物上发现了不少耐盐细胞系并开展了大量抗盐机理的研究工作[ 1]。但

由于供试材料、取材时间以及胁迫程度等的差异,过去的生理生化研究工作中经常出现结

果相异的情况
[ 2]
。为了全面反映盐胁迫下无性细胞系整个生长周期的生理状况,本试验研

究了盐胁迫下小麦胚性愈伤组织不同生长阶段生理生化特性的变化,对其在细胞水平的

耐盐机理进行了探讨。

1　材料与方法

1. 1　供试材料及处理

　　本试验以 No18小麦花药胚性愈伤组织为供试材料, 在附加 2. 0 Lg·L - 1 2, 4-D 的

MS 培养基上进行继代培养。培养温度为 25～28℃,每天光照 14 h,光强为 3 000 lx .选择

生长一致的胚性愈伤组织 50瓶加入 1 Lg·L
- 1

NaCl进行胁迫处理, 分别在处理后 0, 5,

10, 15, 20, 25, 30 d取样测定各种生理生化指标。以同样生长条件下未加 NaCl的同一批

愈伤组织作对照。

1. 2　测定项目及分析方法

用称重法测定组织含水量及生长量。可溶性蛋白含量测定按照 Bradford 的方法
[ 3] ,

以牛血清蛋白为标准蛋白。超氧化物歧化酶( SOD)活性测定采用光化学测定方法
[ 4]
,酶活

性单位采用抑制光还原 50%为一个酶活性单位。过氧化物酶( POD)活性测定参照文献

[ 5]的化学发光法测定,所用发光计系瑞典 LKB公司的发光光度计( Wallac, 1250型) , 酶

活性用V / g 蛋白表示。脂氧合酶( LOX)活性测定底物配制按照Knneth Surrey 的方法
[ 6]
,

用在 234 nm 处每毫克蛋白每 10 min 产生一个单位光密度表示一个酶活单位。丙二醛

( MDA)含量按 Cakmak 等方法测定
[ 7]。
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2　试验结果

2. 1　NaCl对愈伤组织生长及组织含水量的影响

　　以细胞的鲜重增加量为指标,测定生长量, 其生长曲线如图 1A.对照愈伤组织的生长

呈 S 型曲线, 可明显地分为延迟期( 0～10 d)、指数生长期( 10～25 d)和静止期( 25～31

d)。在 0～10 d,组织刚转移到新的培养基,是一个适应过程, 同时亦伴随着细胞数目的增

加; 10～25 d时, 细胞生长迅速, 这时生长量急剧增加;到 25 d以后生长又逐渐平缓,由于

营养和空间限制使之不能继续快速生长。NaCl处理使愈伤组织生长受抑,呈持续缓慢生

长,不呈 S型曲线生长(图 1)。NaCl处理使组织含水量一直呈下降趋势,在 10～25 d组织

含水量保持相对稳定。NaCl处理降低了培养基的水势,引起渗透调节作用,使得组织含水

量能在一定时期内保持相对稳定, 但 25～30 d 时组织含水量继续降低, 可能是由于盐毒

害作用破坏了膜的结构而引起。

2. 2　NaCl处理对 POD和 SOD 活性的影响

正常愈伤组织培养期间,在延迟期和指数生长末期有两个POD活性高峰(图 1B)。在

延迟期POD升高是由于机械切伤和环境变化而引起的反应, 与细胞壁的修复和自由基清

除有关[ 8]。第二活性高峰出现在指数生长后期,此期细胞从脱分化向分化型转换, 新细胞

壁的合成极快, POD升高与细胞分化有关。

POD 活性在 NaCl 处理后,前 15 d 高于对照,然后降到较低水平, 随着胁迫程度增

加, POD活性呈上升趋势(图 1B)。这一变化趋势与 SOD相反,表明严重盐胁迫下会引起

保护酶系统的破坏,此时 POD参与细胞氧化,促进细胞解体。

NaCl处理后 SOD活性高于对照,但随着胁迫时间延长 SOD 活性未呈升高趋势, 而

是渐趋降低(图 1B)。表明 SOD的保护作用与胁迫强度有关,在轻度胁迫下酶活升高,随

着胁迫强度增加, 膜脂过氧化加剧会破坏保护酶系统,使 SOD活性下降。

2. 3　NaCl处理对 LOX活性的影响

在正常愈伤组织生长过程中, LOX活性在延迟期比较高, 在指数生长期一直保持较

低的水平, 静止期时活性又有所提高。用 NaCl处理, 第 5天 LOX 活性降低, 比对照低

58. 3% ;在 10 d以后, LOX 活性都比对照高(图 1C)。这与水分胁迫下不同胁迫程度所引

起的LOX活性变化趋势相一致。

2. 4　NaCl处理对丙二醛含量的影响

愈伤组织在整个生长期,丙二醛有两个活性高峰(图 1D)。其一高峰在第5天出现,是

机械损伤和环境改变而引起脂质过氧化的结果。在 20 d 时出现另一高峰,与细胞分化时

POD活性升高相一致。在生长末期, MDA含量又有升高趋势, 是组织接近衰老引起脂质

过氧化加剧的结果(图 1D)。

NaCl处理后, M DA 含量随着胁迫时间不同而变化。除第 20天外, M DA 含量均比对

照高。随着胁迫强度加深, 丙二醛含量升高。在一定胁迫强度内, 细胞的各种保护机制使

得 MDA 含量维持在一定水平, 但胁迫强度超过特定阈值后, 细胞内代谢失调, 自由基积

累,膜脂过氧化作用加大,丙二醛含量升高。

49第 2期 杨素欣等:盐胁迫下小麦愈伤组织生理生化特性的变化



图 1　NaCl对小麦愈伤组织生长过程的影响

A.对生长和含水量的影响; B.对 POD和 SOD 活性的影响; C .对LOX 活性的影响; D.对 MDA 含量的影响

—○—○— CK;—△—△— NaCl

3　讨　论

植物在盐胁迫下所受到的危害中,脂质过氧化作用是一个重要的方面。其破坏了内膜

系统完整性,使其通透性变大, 并破坏了许多细胞器功能, 如线粒体呼吸作用和叶绿体的

光合作用,同时膜脂过氧化中间产物(自由基)和最终产物( MDA )还可引起蛋白质变性,

丙二醛作为脂质过氧化水平的指标已为人们所接受,脂质过氧化作用愈强,丙二醛含量愈

高[ 9]。在轻度盐胁迫下,脂质过氧化可以被保护酶防御系统抑制,表现为丙二醛含量下降,

随着胁迫强度加深,丙二醛含量升高,膜脂过氧化作用加剧,组织含水量继续降低,膜损伤

成为不可逆性。

SOD 是生物体内清除自由基的重要酶, 其生理功能主要是清除超氧自由基。在植物

正常生长情况下, SOD活性一般很低,当处于各种逆境条件下, SOD活性升高, 抗逆力增

强。在盐胁迫下,因代谢失调而积累活性氧会引起自由基伤害, SOD的活性也升高。在一

定范围内,随着盐浓度增加 SOD活性也升高, 但高浓度盐亦可产生离子毒害,降低 SOD

活性。高的盐浓度可通过除去其活性中心的一半金属离子而使其失活,其酶活性可通过加
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入 Mn
2+
, Ca

2+
, Zn

2+
离子再恢复,因而说盐胁迫特别是高浓度对 SOD存在着离子毒害作

用
[ 2]
。因此利用 SOD 活性作为衡量抗盐性指标必须限定在一定范围内,本试验证明不仅

高盐浓度能降低 SOD活性, 胁迫程度的增加同样可以降低 SOD 活性, 不同胁迫强度对

SOD 活性影响不同。

POD是植物体普遍存在的重要酶之一, 参与多种生理代谢。具有催化多种细胞壁的

结构成分的合成、控制细胞的生长发育、清除活性氧等作用
[ 10]
。POD是对各种逆境变化较

为敏感的酶, 同 SOD相似水分胁迫可引起其活性上升;随盐浓度增加活性升高,亦有新同

工酶带出现[ 11]。本试验结果表明, POD在不同的生长阶段具有不同的生理功能,在生长旺

盛期较高的POD活性与新细胞壁迅速合成有关,盐胁迫下活性升高是执行清除活性氧的

生理功能,后期随着胁迫强度加深,则作为一种分解酶,促进细胞分解衰老。

脂质过氧化实质是自由基和 LOX等物质氧化不饱和脂肪酸的过程, LOX 的初级产

物可与溶液中的氧形成氢过氧羟基自由基, LOX 的另外一个反应可能是参与单线态氧形

成,除了 LOX 的加氧作用外, LOX还有类胡萝卜素氧化酶功能,即次级催化功能。它以初

级产物为催化底物, 形成二聚体和氧化二烯酸等次级产物。LOX 研究虽然很多,但由于

LOX 作用的复杂性, LOX 生理功能并不十分清楚。其主要功能可能是参与植物的生长发

育、植物衰老、脂质过氧化作用以及愈伤反应和其他胁迫反应
[ 12]
。尽管关于 LOX 与膜脂

过氧化作用关系尚有争议, 但试验结果表明, 在轻度盐胁迫下, LOX 活性比对照降低; 随

着胁迫强度加深,丙二醛含量升高,膜脂过氧化作用加大, LOX活性升高,该活性在一定

程度上反映了胁迫强度。
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Effect of NaCl on Physiological and Biochemical

Characterist ics of Wheat Callus

Yang Suxin
1
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Abstract　The changes of POD, SOD and LOX of wheat callus ( T ricutum aest ivam

L. ) w hich g rew in medium containing 1000 ppm NaCl has been studied. T he results

show ed that NaCl inhibited the gr ow th of w heat callus, decreased the t issue w ater con-

tent and souble protein content , increased the activity of SOD, POD with an increase o f

salt st ress, and made the amount o f lipid pero xidat ion greater , the activity o f LOX and

POD higher , but caused the act ivity o f SOD to decrease on the contray.

Key words　NaCl , cell callus, supero xide dismulase, pero xidase, lipoxygenase, l ipid

pero xidat ion
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