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摘要：［目的］研究外源ＡＢＡ处理对Ｈ２Ｏ２胁迫下侧柏幼苗活性氧代谢系统的影响，探讨ＡＢＡ调控侧柏氧化胁迫的

可能作用机制。［方法］以侧柏幼苗为试验材料，采用水培方式，研究外施低浓度（０．５μｍｏｌ·Ｌ－１）和高浓度（２００
μｍｏｌ·Ｌ－１）ＡＢＡ对１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２胁迫下侧柏幼苗活性氧代谢的影响。［结果］（１）１００ｍｍｏｌ·Ｌ

－１Ｈ２Ｏ２胁
迫４８ｈ显著增加了侧柏幼苗叶片过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）、丙二醛（ＭＤＡ）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）和脯氨酸含量、抗氧化物酶

（ＳＯＤ和ＣＡＴ）活性，而可溶性蛋白含量降低。（２）相较于高浓度２００μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ，施加０．５μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ显
著减少了Ｈ２Ｏ２胁迫下侧柏幼苗Ｈ２Ｏ２和ＭＤＡ的积累，进一步提高了侧柏幼苗叶片ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ活性，同时促

进ＧＳＨ、脯氨酸和可溶性蛋白的合成。（３）１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２胁迫处理４８ｈ，侧柏幼苗叶片活性氧代谢相关基因
Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＲ、ＡＰＸ、ＭＤＡＲ和 ＧＳＴ表达水平较对照 ＣＫ均有显著性提高；正常和 Ｈ２Ｏ２胁迫下侧柏幼苗外施

０．５μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ相较于２００μｍｏｌ·Ｌ－１更有利于提高侧柏叶片活性氧代谢相关基因Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＲ、ＡＰＸ、
ＭＤＡＲ和ＧＳＴ的表达量。［结论］低浓度０．５μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ有效地增强抗氧化系统的防御能力，减弱幼苗的氧化
胁迫和膜脂过氧化水平，从而降低活性氧对侧柏的伤害。
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　　植物经常暴露于各种环境（如干旱、盐碱、重金
属等）胁迫中，严重影响了它们的酶和非酶成分，还

对它们的相关基因构成威胁，且减缓了同化系统建

成速度，影响生长进程。活性氧（ＲＯＳ）在调节各种
生物现象中起着重要的作用，包括激活细胞因子信

号转导通路以及由此引起的基因表达。持续暴露于

ＲＯＳ中会引起植物的氧化胁迫，影响细胞内氧化还
原平衡。非生物胁迫可导致细胞 ＲＯＳ浓度增加，随
后转化为Ｈ２Ｏ２，它能够跨膜自由扩散，当其在细胞
中的浓度积累到一定程度时，就会造成细胞损伤。

同样，Ｈ２Ｏ２也可作为信号分子参与到胁迫信号转导
途径中［１］。此外，活性氧不足可以引起细胞氧化胁

迫，影响基因组的稳定性［２］，因此氧化胁迫是细胞损

伤的重要原因。蒋景龙等［３］施加不同浓度 Ｈ２Ｏ２处
理７ｄ苗龄的山黧豆幼苗２４ｈ，分析山黧豆根系受
氧化胁迫的程度与抗氧化系统的响应机制，结果表

明，Ｈ２Ｏ２的积累与其受氧化胁迫程度呈正相关，且
低浓度处理可以提高山黧豆抗氧化性能。Ｗａｎ
等［４］通过对１２ｄ苗龄的水稻进行不同梯度Ｈ２Ｏ２处
理６ｈ，分析叶片生理生化响应，并结合蛋白质组学
揭示了水稻叶片生理特征变化与其胁迫响应蛋白之

间的关系。

脱落酸（ＡＢＡ）在植物非生物胁迫中起关键作
用，它是激发植物应对不利环境条件的重要信

号［５－６］，并且能够协同调节胁迫反应中多种生理功

能，包括气孔闭合，积累渗透调节物质和诱导胁迫相

关蛋白的合成，如热休克蛋白，ＲＯＳ清除剂等。然
而，虽然许多非生物胁迫诱导基因受 ＡＢＡ控制，但
有一些不是，这表明ＡＢＡ依赖和非依赖性途径共同

参与胁迫信号的传导［７－８］。ＡＢＡ也是长距离信号分
子，当环境条件发生变化时，它能够从成熟叶片持续

地传输到发育叶片［９］。胁迫引起 Ｈ２Ｏ２含量增加，
造成氧化胁迫，而施加外源 ＡＢＡ，通过其信号转导，
诱导相关基因表达，从而提高植物抗性［１０－１１］。Ｄｅｓｉ
ｋａｎ等［１２］研究发现，施加外源ＡＢＡ有利于氧化胁迫
下植物的适应生长，增加抗氧化酶的活性并诱导

ＲＯＳ清除系统等相关基因表达。王允等［１３］研究表

明，ＡＢＡ可通过提高姜叶片ＲＯＳ抗氧化系统的酶和
非酶成分以抵御干旱引起的氧化胁迫。另外，研究

显示外源物的调控效果与植物种类以及施用的方

法、时间和浓度关系紧密［１４，１５］。侧柏（Ｐｌａｔｙｃｌａｄｕｓ
ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ（Ｌｉｎｎ．）Ｆｒａｎｃａ）资源丰富，是生态环境修
复的主要造林树种，具有一定的耐寒、耐旱、抗盐碱

等特性，广泛分布于我国各地区，是我国特色树种，

目前关于外源 ＡＢＡ与侧柏氧化胁迫交互作用的研
究尚无报道。本试验研究了氧化胁迫下侧柏活性氧

代谢以及施加外源ＡＢＡ对其产生的作用，以期从生
理生化和分子方面探讨侧柏的抗氧化胁迫和 ＡＢＡ
的调控机制，为其更好地推广利用提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料及处理

试验是在预备试验的基础上，于２０１６年在中国
林业科学研究院温室大棚内进行。以侧柏幼苗为试

材，其种子采集于中国林业科学研究院院内，经浸种

处理后，于２０１６年１月播种于塑料穴盆中，待生长
至４月下旬，选择生长一致的植株，将其冲洗干净，
转移至含有１／４Ｈｏａｇｌａｎｄ溶液（ｐＨ６．０）容器（１０Ｌ，

５２６
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６０株／容器）中培育两周，待幼苗恢复正常生长，对
侧柏进行试验处理。根据前期预实验结果，选择

１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２为胁迫处理浓度。试验处理具
体如下：ＣＫ（１／４Ｈｏａｇｌａｎｄ溶液）、ＣＫ＋ＡＢＡ０．５（０．５
μｍｏｌ· Ｌ－１ ＡＢＡ＋１／４Ｈｏａｇｌａｎｄ溶液）、ＣＫ＋
ＡＢＡ２００（２００μｍｏｌ·Ｌ－１ ＡＢＡ＋１／４Ｈｏａｇｌａｎｄ溶
液）、Ｈ２Ｏ２（１００ｍｍｏｌ·Ｌ

－１Ｈ２Ｏ２＋１／４Ｈｏａｇｌａｎｄ溶
液）、Ｈ２Ｏ２＋ＡＢＡ０．５（０．５μｍｏｌ·Ｌ

－１ＡＢＡ＋１００
ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２＋１／４Ｈｏａｇｌａｎｄ溶液）、Ｈ２Ｏ２＋ＡＢＡ
２００（２００μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ＋１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２＋
１／４Ｈｏａｇｌａｎｄ溶液）。以上实验每处理３个生物学
重复，每个生物学重复２０株。所有植株处理６和４８
ｈ后取样，且进行液氮快速冷冻并存储在 －８０°Ｃ，为
后续ＲＮＡ提取和生理指标测定分析做准备。
１．２　生理指标测定

Ｈ２Ｏ２含量测定采用四氯化钛沉淀法
［１６］；ＭＤＡ

含量测定采用硫代巴比妥酸显色法［１７］；ＳＯＤ活性测
定采用氮蓝四唑（ＮＢＴ）法［１８］；ＰＯＤ活性测定方法参
照Ｃａｋｍａｋ和Ｍａｒｓｃｈｎｅｒ［１９］；ＣＡＴ活性测定方法参照
Ｊａｂｌｏｎｓｋｉ和Ａｎｄｅｒｓｏｎ［２０］方法；ＧＳＨ含量测定方法参
照 Ａｎｄｅｒｓｏｎ［２１］；Ｐｒｏｌｉｎｅ含量测定采用茚三酮比色
法［２２］；可溶性蛋白测定采用考马斯亮蓝法［２３］。

１．３　实时荧光定量 ｑＲＴＰＣＲ检测活性氧相关基
因的表达量

　　采用植物 ＲＮＡ提取试剂盒（Ｔｉａｎｄｚ）提取侧柏
叶片的总 ＲＮＡ，并使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ
（Ｔａｋａｒａ）试剂盒反转录合成 ｃＤＮＡ。根据侧柏转录
组的注释Ｕｎｉｇｅｎｅ，采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ３．０软件进行
侧柏活性氧代谢相关基因定量引物设计，引物扩增

效率均在９５％ １０５％，ＰＣＲ扩增产物均在 １００
１５０ｂｐ，引物序列见表１，αＴＵＢ为侧柏内参基因［２４］，

相对表达量使用 ２－ΔΔＣＴ方法［２５］，３个生物学重复。
实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）测定在 ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔ
Ｃｙｃｌｅｒ４８０进行，使用ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭＩＩ
（Ｔａｋａｒａ）试剂盒。ＰＣＲ反应体系（２０μＬ）含有 １０
μＬＳＹＢＲ ｐｒｉｍｅｒＥｘＴａｑ（２×），每条引物０．８μＬ
（１０μｍｏｌ·Ｌ－１），ｃＤＮＡ稀释 １３倍，取 ２．０μＬ和
６．４μＬ蒸馏水。ｑＲＴＰＣＲ反应程序为：９５℃预变性
１０ｓ；９５°Ｃ变性１５ｓ，６０°Ｃ退火３０ｓ，４０个循环。反
应结束后对扩增产物荧光值变化和熔解曲线进行

分析。

１．４　数据处理
利用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１３软件进行数据处理及

表１　活性氧代谢相关基因引物
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｏｆｇｅｎｅｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ

ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｕｓｅｄｆｏｒｑＲＴＰＣＲ

基因名称Ｇｅｎｅｎａｍｅ 引物Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５＇→３＇）

ＣｕＺｎ超氧化物歧化酶
（Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ）Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＣｕＺｎｆａｍｉｌｙ

ＴＴＧＡＧＧＧＣＧＴＴＧＴＧＡＧＴＣＴＣ（Ｆｏｒｗａｒｄ）
ＡＣＣＴＧＴＴＧＡＣＡＴＧＣＡＣＣＣＡＴ（Ｒｅｖｅｒｓｅ）

过氧化氢酶（ＣＡＴ）
Ｃａｔａｌａｓｅ

ＴＴＧＴＧＡＡＡＣＧＴＴＧＧＧＴＧＧＧＡ（Ｆｏｒｗａｒｄ）
ＣＴＴＣＴＧＧＣＣＧＡＧＧＧＡＴＴＴＧＴ（Ｒｅｖｅｒｓｅ）

抗坏血酸盐过氧化物酶

（ＡＰＸ）
Ｌａｓｃｏｒｂａｔｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ

ＧＧＧＣＴＡＡＣＡＧＴＧＧＣＴＴＧＧＡＴ（Ｆｏｒｗａｒｄ）
ＡＣＣＴＣＡＡＣＡＧＣＣＡＣＡＡＣＴＣＣ（Ｒｅｖｅｒｓｅ）

谷胱甘肽还原酶（ＧＲ）
Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ

ＴＴＧＧＡＧＣＡＧＴＧＧＧＡＧＴＴＧＡＣ（Ｆｏｒｗａｒｄ）
ＧＴＴＡＣＡＴＣＡＣＣＧＡＣＴＧＣＣＣＡ（Ｒｅｖｅｒｓｅ）

单脱氢抗坏血酸还原酶

（ＭＤＡＲ）Ｍｏｎｏｄｅｈｙｄｒｏａｓｃｏｒｂａｔｅ
ｒｅｄｕｃｔａｓｅ

ＴＧＧＧＧＡＧＣＴＴＧＣＣＡＴＣＡＴＴＴ（Ｆｏｒｗａｒｄ）
ＴＧＧＡＡＡＣＣＴＧＧＴＡＧＴＣＧＴＧＣ（Ｒｅｖｅｒｓｅ）

谷胱甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴ）
ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｉｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

ＴＴＴＴＧＧＣＣＴＴＧＣＡＡＣＣＣＴＴＴ（Ｆｏｒｗａｒｄ）
ＧＡＣＡＡＧＴＣＣＣＣＴＴＴＴＣＣＣＣＡ（Ｒｅｖｅｒｓｅ）

作图，所有统计分析采用 ＳＰＳＳ１９．０软件，采用 Ｏｎｅ
ＷａｙＡＮＯＶＡ进行比较。各处理之间的显著性差异
检验水平为Ｐ＜０．０５。

２　结果与分析
２．１　外源ＡＢＡ对侧柏叶片 Ｈ２Ｏ２和 ＭＤＡ含量的

影响

　　图 １ａ显示，正常条件下侧柏外施 ０．５和 ２００
μｍｏｌ·Ｌ－１浓度的 ＡＢＡ，其叶片 Ｈ２Ｏ２含量于６ｈ分
别较对照ＣＫ降低２７．７３％和２．９１％，处理４８ｈ，分
别降低２２．１６％和６．７４％；侧柏幼苗响应１００ｍｍｏｌ
·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２胁迫，其叶片 Ｈ２Ｏ２含量于６和４８ｈ分
别较对照ＣＫ显著提高２２．８５％和４３．７８％，且在０
４８ｈ内，随着胁迫时间延长，其含量逐步增加。施

加不同浓度 ＡＢＡ对叶片 Ｈ２Ｏ２积累产生不同的效
应。Ｈ２Ｏ２＋０．５ＡＢＡ处理于６ｈ降低胁迫叶片Ｈ２Ｏ２
水平的 １３．６１％，而 Ｈ２Ｏ２＋２００ＡＢＡ则是提高了
４．６８％且与Ｈ２Ｏ２处理差异显著（Ｐ＜０．０５），处理
至４８ｈ，Ｈ２Ｏ２＋０．５ＡＢＡ和 Ｈ２Ｏ２＋２００ＡＢＡ分别降
低２０．８１％和１２．３７％。由此可知，相较于施加高
浓度２００μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ，Ｈ２Ｏ２胁迫外施低浓度
０．５μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ更有利于降低 Ｈ２Ｏ２的快速
生成。

ＭＤＡ含量反映胁迫引起的氧化胁迫程度。正
常条件下侧柏外施０．５和２００μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ处理
６和４８ｈ，其叶片ＭＤＡ含量较对照 ＣＫ均显著降低
（Ｐ＜０．０５）；侧柏小苗 Ｈ２Ｏ２胁迫 ６和 ４８ｈ，叶片
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ＭＤＡ含量相较于ＣＫ分别提高了３０．４１％和６９．８４
％（图１ｂ），６和４８ｈ处理间叶片 ＭＤＡ含量差异显
著（Ｐ＜０．０５）。Ｈ２Ｏ２＋０．５ＡＢＡ和 Ｈ２Ｏ２＋２００ＡＢＡ
处理侧柏幼苗６ｈ，前者显著降低了ＭＤＡ含量，幅度
为Ｈ２Ｏ２胁迫的６．０２％，而后者与 Ｈ２Ｏ２处理差异

不显著（Ｐ＞０．０５）。随着处理时间延长至 ４８ｈ，
Ｈ２Ｏ２＋０．５ＡＢＡ和Ｈ２Ｏ２＋２００ＡＢＡ处理均能显著降
低胁迫侧柏叶片ＭＤＡ含量，前者的缓解效果明显高
于后者，降幅分别为Ｈ２Ｏ２胁迫的３９．５１％和１４．３４
％（Ｐ＜０．０５）（图１ｂ）。

注：不同小写字母代表各处理间在０．０５水平存在显著性差异；数值为平均值±标准差；下同。

Ｎｏｔｅ： Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｍｏｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（Ｐ＜０．０５）；Ｄａｔａａｒｅｍｅａｎ±ＳＤ（ｎ＝３）；Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．

图１　ＡＢＡ对Ｈ２Ｏ２胁迫下侧柏叶片Ｈ２Ｏ２和ＭＤＡ含量的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡＢＡｏｎＨ２Ｏ２ａｎｄＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＰ．ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓｕｎｄｅｒＨ２Ｏ２ｓｔｒｅｓｓ

２．２　外源ＡＢＡ对侧柏叶片抗氧化物酶和ＧＳＨ含
量的影响

　　通过测定侧柏幼苗叶片 ＳＯＤ、ＰＯＤ和 ＣＡＴ活
性，从而评估ＡＢＡ对侧柏幼苗的抗氧化酶活性的影
响，结果见图２ａ ｃ。１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２胁迫处
理６ｈ提高了ＳＯＤ活性，相较于ＣＫ提高１０．０１％，
但差异不显著（Ｐ＞０．０５）；之后这种上升趋势持续
到４８ｈ，显著提高了３６．８０％，由此可知，侧柏在０
４８ｈ胁迫过程中，其ＳＯＤ活性是逐步升高的。正

常条件下，０．５和２００μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ处理侧柏６和
４８ｈ均可显著提高 ＳＯＤ活性；而在 Ｈ２Ｏ２胁迫条件
下施加不同浓度ＡＢＡ处理４８ｈ，侧柏叶片ＳＯＤ活性
产生不同的响应。Ｈ２Ｏ２＋０．５ＡＢＡ处理显著提高了
胁迫叶片的ＳＯＤ活性，幅度为１２．３０％，而 Ｈ２Ｏ２＋
２００ＡＢＡ处理相较于 Ｈ２Ｏ２胁迫叶片降低了 ２８．５７
％。１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２处理６和４８ｈ导致侧柏
叶片ＰＯＤ活性较对照 ＣＫ下降，且６ｈ时两者之间
差异显著（Ｐ＜０．０５）。正常条件外施 ＡＢＡ对 ＰＯＤ
活性的影响与 ＳＯＤ活性类似。Ｈ２Ｏ２＋０．５ＡＢＡ和
Ｈ２Ｏ２＋２００ＡＢＡ处理４８ｈ均显著增加了胁迫叶片的
ＰＯＤ活性（Ｐ＜０．０５），但两者之间差异显著，低浓度
（０．５μｍｏｌ·Ｌ－１）ＡＢＡ提高了９７．４９％，而高浓度
（２００μｍｏｌ·Ｌ－１）则增加了２５．６０％。ＣＡＴ活性在
１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２处理６和４８ｈ后分别较对照
ＣＫ上升了１７．０４％和３０．７８％，Ｈ２Ｏ２＋０．５ＡＢＡ处

理较Ｈ２Ｏ２＋２００ＡＢＡ能明显提高叶片 ＣＡＴ活性，６
和４８ｈ后分别较对照 ＣＫ上升了２９．４０％和８．８０
％。通过以上分析说明，低浓度 ０．５μｍｏｌ·Ｌ－１

ＡＢＡ明显提高胁迫条件下侧柏叶片抗氧化酶活性，
更有利于维持叶片活性氧产生和清除之间的动态

平衡。

图２ｄ显示，侧柏在正常条件下外施０．５和２００
μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ，其ＧＳＨ含量于６ｈ分别较对照ＣＫ
显著增加了１６．１０％ 和９．５９％，之后这种趋势继
续，至４８ｈ，分别显著提高２６．６７％和１６．０５％；侧
柏叶片ＧＳＨ含量经单一１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２处理
后增加，分别较对照 ＣＫ提高了 ４６．９４％和 ３５．２７
％，且６ｈ高于４８ｈ，随时间的延长有降低的趋势。
而外施０．５和２００μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ处理４８ｈ在一定
程度上致使Ｈ２Ｏ２胁迫的侧柏叶片ＧＳＨ含量产生不
同响应，Ｈ２Ｏ２＋０．５ＡＢＡ处理进一步提高了胁迫叶
片ＧＳＨ含量，Ｈ２Ｏ２＋２００ＡＢＡ处理相较于 Ｈ２Ｏ２胁
迫则抑制了ＧＳＨ的合成。
２．３　外源ＡＢＡ对侧柏叶片渗透调节物质的影响

Ｈ２Ｏ２胁迫下侧柏幼苗外施不同浓度 ＡＢＡ的脯

氨酸含量变化趋势见图３ａ。正常条件下外施不同
浓度 ＡＢＡ处理６ｈ后，此时脯氨酸含量与对照 ＣＫ
之间差异不显著；４８ｈ后，低浓度０．５μｍｏｌ·Ｌ－１显
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图２　ＡＢＡ对Ｈ２Ｏ２胁迫下侧柏叶片抗氧化酶活性和ＧＳＨ的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡＢＡｏｎｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ（ＳＯＤ），ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＰＯＤ）ａｎｄｃａｔａｌａｓｅ（ＣＡＴ）ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓａｎｄＧＳＨｃｏｎｔｅｎｔｓ

ｏｆＰ．ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓｕｎｄｅｒＨ２Ｏ２ｓｔｒｅｓｓ

著提高了脯氨酸含量（Ｐ＜０．０５）。单一Ｈ２Ｏ２处理０
４８ｈ，脯氨酸含量随着时间延长而逐步增加；４８ｈ

时，Ｈ２Ｏ２胁迫与对照 ＣＫ处理之间差异显著，提高
了２４．６６％。Ｈ２Ｏ２＋０．５ＡＢＡ处理４８ｈ提高胁迫叶
片脯氨酸含量１２．０１％，Ｈ２Ｏ２＋２００ＡＢＡ处理则降
低了１０．９５％，两者均与１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２胁迫
处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

图３ｂ显示，侧柏叶片１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２处
理６ｈ，胁迫叶片可溶性蛋白含量较对照 ＣＫ差异不
显著（Ｐ＞０．０５）；处理４８ｈ，可溶性蛋白含量较对照
ＣＫ显著降低了２６．５３％；可溶性蛋白含量随着胁迫

时间（０ ４８ｈ）延长逐步下降，Ｈ２Ｏ２抑制了可溶性
蛋白的合成，加速其水解，导致含量下降。正常条件

外施０．５和２００μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ６ｈ均可显著提高
侧柏叶片的可溶性蛋白含量，４８ｈ后，２００μｍｏｌ·
Ｌ－１ＡＢＡ处理的叶片可溶性蛋白含量有降低的趋
势，与对照ＣＫ差异不显著（Ｐ＞０．０５）。０．５和２００
μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ处理６和４８ｈ均能提高胁迫叶片
可溶性蛋白含量，４８ｈ后前者显著性提高了６９．４８
％，后者与 Ｈ２Ｏ２胁迫处理间差异不显著（Ｐ＞
０．０５）。

图３　ＡＢＡ对Ｈ２Ｏ２胁迫下侧柏叶片Ｈ２Ｏ２和ＭＤＡ含量的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡＢＡｏｎＨ２Ｏ２ａｎｄＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＰ．ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓｕｎｄｅｒＨ２Ｏ２ｓｔｒｅｓｓ
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２．４　外源ＡＢＡ对侧柏叶片活性氧代谢相关基因表
达的影响

　　图４显示，正常和１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２胁迫下

外施０．５和２００μｍｏｌ·Ｌ－１的ＡＢＡ致使侧柏幼苗叶
片活性氧代谢相关基因 Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＲ、ＡＰＸ、
ＭＤＡＲ和ＧＳＴ表达水平产生变化。正常条件下０．５
μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ处理的侧柏叶片中 Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ、
ＣＡＴ、ＧＲ、ＡＰＸ、ＭＤＡＲ和 ＧＳＴ表达水平相较于 ２００
μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ处理有显著性提高（Ｐ＜０．０５），于６
ｈ分别较对照 ＣＫ显著增加了 ２．８７、０．９８、１．１５、
１．００、０．９８和 ２．９６倍；处理 ４８ｈ，分别提高 ３．８２、
１．９８、３．８４、２．０３、３．６８和 ５．９４倍；侧柏幼苗响应

１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２胁迫，于４８ｈ其叶片活性氧代
谢相关基因表达水平较对照 ＣＫ均有显著性提高，
且在０ ４８ｈ内，随着胁迫时间延长，活性氧代谢相
关基因表达水平逐步增加。此外，由图４可知，相较
于２００μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ，０．５μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ处理６
和４８ｈ更有利于提高Ｈ２Ｏ２胁迫条件下侧柏叶片活
性氧代谢相关基因 Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＲ、ＡＰＸ、
ＭＤＡＲ和ＧＳＴ的表达量。其中６ｈ处理分别提高了
０．７９、１．３４、０．９８、０．０７、０．３０和－０．１０倍；４８ｈ处理
提高了０．６９、０．２４、０．８３、０．１１、０．３２和０．１８倍，且
随着Ｈ２Ｏ２胁迫时间（０ ４８ｈ）延长，这六个活性氧
代谢相关基因表达水平显著提高（Ｐ＜０．０５）。

图４　ＡＢＡ对Ｈ２Ｏ２胁迫下侧柏叶片Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＲ、ＡＰＸ、ＭＤＡＲ和ＧＳＴ表达水平的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡＢＡｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣｕ／ＺｎＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＲ、ＡＰＸ、ＭＤＡＲａｎｄＧＳＴｏｆＰ．ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓｕｎｄｅｒＨ２Ｏ２ｓｔｒｅｓｓ

３　讨论
３．１　高、低浓度ＡＢＡ对侧柏叶片活性氧和膜脂过
氧化的影响

　　许多植物已经发展了复杂的胁迫响应机制，改
变它们的表型或生理特性来适应环境变化，但持续

不利的环境状况均能诱使植物连续地产生 ＲＯＳ，使
得ＲＯＳ的产生和清除之间的平衡关系被打破，从而
引起了植物的氧化胁迫。高盐诱导氧化胁迫引起杨

树［２６］和水稻［２７］叶片中Ｈ２Ｏ２增加，膜脂过氧化程度
加剧，致使ＭＤＡ含量增加；镉胁迫下姜叶片中Ｈ２Ｏ２

和ＭＤＡ增加［２８］。外源 ＡＢＡ可以有效地提高活性
氧酶促清除系统活性，降低 ＲＯＳ积累和细胞膜脂质
过氧化程度，保护膜的完整性，从而缓解由氧化胁迫

引起的植物损伤［７，８］。外施 ＡＢＡ能够明显提高高
粱［２９］和柑橘［３０］的耐盐性以及姜［１３］的抗旱性等。然

而，所需的 ＡＢＡ浓度因植物种类的不同有很大差
异。在本实验中，Ｈ２Ｏ２胁迫处理６和４８ｈ引起侧柏
幼苗叶片Ｈ２Ｏ２水平显著增加，致使膜质过氧化作
用，导致ＭＤＡ含量明显升高；侧柏叶片中 Ｈ２Ｏ２和
ＭＤＡ含量随着胁迫时间（０ ４８ｈ）的延长而逐步增
加；相较于２００μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ，Ｈ２Ｏ２胁迫下侧柏幼

９２６



林　业　科　学　研　究 第３０卷

苗外施０．５μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ更有利于降低 Ｈ２Ｏ２和
ＭＤＡ的积累（图１）。
３．２　高、低浓度ＡＢＡ对侧柏叶片抗氧化酶活性及
其相关基因表达的影响

　　植物对短期氧化胁迫具有一定的适应性，短时
间胁迫可诱导其抗氧化酶活性及相关基因表达上

调。如豌豆［３１］和姜［１３］的ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ活性；水
稻叶片Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ、ＭｎＳＯＤ、ＡＰＸ和 ＣＡＴ基因［３２］、水

稻 ＯｓＡＰＸ８［３３］、郚子 ＥｃＭＤＡＲ［３４］、芦苇 ＰｈａＧＲＣ［３５］。
盐诱导氧化胁迫以及 ＡＢＡ处理均可引起白三叶草
Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＲ、ＡＰＸ和 ＭＤＡＲ基因转录水平
上调［３６］。本研究中，侧柏叶片中 ＳＯＤ和 ＣＡＴ活性
经Ｈ２Ｏ２胁迫处理４８ｈ后显著增加（图２），表明侧
柏幼苗对４８ｈ短期胁迫具有一定的适应性，可能和
ＲＯＳ水平上升诱导活性氧清除酶基因的表达水平有
关［３７］。而ＰＯＤ活性在６ｈ胁迫处理后相较于对照
ＣＫ显著降低，随着胁迫时间延长至４８ｈ，其活性缓
慢上升，与对照ＣＫ处理间差异不显著，；１００ｍｍｏｌ·
Ｌ－１Ｈ２Ｏ２处理４８ｈ上调侧柏幼苗叶片Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ、
ＣＡＴ、ＧＲ、ＡＰＸ、ＭＤＡＲ和 ＧＳＴ基因的表达水平（图
４）。目前研究表明，ＡＢＡ作为植物胁迫响应中的重
要信使，能够通过提高ＲＯＳ清除酶活性以及相关基
因的表达来提高植物的抗氧化胁迫能力［３８－４１］，还能

通过增加 ＧＳＨ含量来增强植物的抗氧化胁迫能
力［１３］。如黄麻干旱胁迫４５ｄ，叶片中的ＳＯＤ和ＣＡＴ
活性被抑制，外施ＡＢＡ能够降低Ｈ２Ｏ２含量，提高植
株活性氧清除酶 ＳＯＤ和 ＣＡＴ活性，缓解氧化胁
迫［４２］。编码 ＲＯＳ清除酶基因的过量表达，如
ＳＯＤ［４３］、ＣＡＴ［４４］、ＡＰＸ［４５］、ＭＤＡＲ［４６］、ＧＲ［４７］ 和
ＧＰＸ［４８］，能够通过降低氧化损伤提高植物对不同非
生物胁迫抗逆性。本研究中，正常和１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｈ２Ｏ２侧柏幼苗外施０．５μｍｏｌ·Ｌ
－１ＡＢＡ均能进一

步增加抗氧化酶 ＳＯＤ、ＰＯＤ和 ＣＡＴ活性（图２）；相
较于２００μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ，外施０．５μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ
更能诱导这些基因的表达水平显著提高。胁迫条件

下，随０．５μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ处理时间（０ ４８ｈ）的
延长，Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＲ、ＡＰＸ、ＭＤＡＲ和ＧＳＴ基因
的表达水平呈升高趋势，较Ｈ２Ｏ２胁迫均有不同程度
地上升（图４）。
３．３　高、低浓度ＡＢＡ对侧柏叶片渗透调节物质的
影响

　　脯氨酸是在环境胁迫条件下积累在许多生物体
中的一种重要的有机分子［４９］。一些研究人员认为

脯氨酸积累可能与胁迫程度［５０，５１］或渗透调节［５２］有

关；相反地，也有一些专家则认为这是胁迫损伤的症

状而不是抗性指标［５３］。本研究中，Ｈ２Ｏ２胁迫诱导
侧柏叶片脯氨酸含量增加（图３ａ），处理４８ｈ的脯氨
酸含量高于６ｈ，随着胁迫时间的延长而增加，可能
与其细胞渗透调节机制有关［５４］，这与燕麦脯氨酸的

研究趋势一致［５５］。１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２Ｏ２胁迫下侧
柏幼苗外施０．５μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ处理４８ｈ相较于
２００μｍｏｌ·Ｌ－１，脯氨酸水平显著性提高（图３ａ），可
能是因为低浓度０．５μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ更利于促进脯
氨酸生物合成中相关酶的活性，延缓其降解，致使侧

柏叶片脯氨酸的积累从而增强植株的渗透调节能

力。这一情况同样出现在豆芽的研究中，即 Ｋｈａｄｒｉ
等［５６］指出低浓度的ＡＢＡ（１μｍｏｌ·Ｌ－１）增加了普通
豆芽中的脯氨酸积累，提高了对氧化胁迫的耐受性。

另外，在研究中，Ｈ２Ｏ２处理０ ４８ｈ，侧柏叶片可溶
性蛋白含量逐步下降；施加０．５μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ后
明显提高侧柏叶片中可溶性蛋白含量，２００μｍｏｌ·
Ｌ－１ＡＢＡ与胁迫处理差异不显著（图３ｂ），表明０．５
μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ浓度更利于促进 Ｈ２Ｏ２胁迫下侧柏
蛋白合成。

４　结论
Ｈ２Ｏ２胁迫引起侧柏叶片 Ｈ２Ｏ２水平显著增加，

致使 ＭＤＡ含量明显升高；而侧柏叶片中 ＳＯＤ和
ＣＡＴ活性经Ｈ２Ｏ２胁迫处理４８ｈ后显著增加，表明
侧柏幼苗对短期胁迫具有一定的适应性，短期胁迫

诱导抗氧化酶相关基因表达上调。正常和 Ｈ２Ｏ２胁
迫条件下的侧柏幼苗，相较于２００μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ，
外施低浓度０．５μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＡ均有利于维持叶片
较高的抗氧化酶（ＳＯＤ、ＰＯＤ和 ＣＡＴ）活性和抗氧化
物ＧＳＨ含量，降低 Ｈ２Ｏ２和 ＭＤＡ积累，增强渗透调
节能力，同时更能诱导抗氧化酶相关基因表达水平

显著提高，表明外施ＡＢＡ有利于提高抗氧化系统的
防御能力，减弱幼苗的氧化胁迫和膜脂过氧化水平，

保护细胞膜结构的完整，从而有效地缓解逆境胁迫

对植物造成的氧化伤害。
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