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NaCl胁迫下星星草生理响应及分子机制的研究

王 　雷 , 吴丽 丽 , 曲 跃军 , 吕澈 妍 , 郑 威 , 姜 廷波
(东北林业大学林木遗传育种与生物技术教育部重点实验室 ,黑龙江哈尔滨 150040)

　　摘　要:研究了星星草在 NaCl持续胁迫过程中POD 、SOD 、MDA 、Pro 的变化情况。结果表

明:SOD活性随着胁迫时间的延长呈现先逐渐增强后逐渐减弱的趋势 ,峰值出现在持续胁迫的第

6天。而POD活性则呈现平稳增长的趋势 ,但在胁迫处理的第 10天骤然增加。在 NaCl胁迫过

程中 ,Pro 含量增加;MDA含量除在持续胁迫的第 4天高于对照外 ,其余胁迫时间变化并不明显。

利用 Real-time PCR方法研究了NaCl胁迫下 CAT 、DHAR、TRX基因在转录水平上的表达情

况 ,结果显示3种基因的表达量均高于对照 ,有效降低了活性氧对星星草的伤害。
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　　盐胁迫对植物造成的伤害主要表现为渗透胁迫 、离
子毒害 、活性氧的伤害等 ,其中 Na+ 、Cl-的过量积累引

起细胞失水 ,Na
+
/K

+
升高 ,使细胞中的酶失活从而引起

植物代谢紊乱[ 1] 。耐盐植物通过提高体内渗透调节物
质含量 、增强抗氧化物酶系统活性抵御盐胁迫带来的伤

害;在分子水平上 ,盐胁迫可使植物中一些基因的表达
状况发生改变 ,合成某些特异蛋白质以提高其抗性。不

同的蛋白质发挥的功能不同 ,如过氧化氢酶(Catalase ,
CAT),它可将 H2O2迅速分解为 H2O 和 O2 ,是抗氧化

酶系重要成员 ,直接消除活性氧
[ 2]
。脱氢抗坏血酸还原

酶(Dehydroascorbate reductase ,DHAR),可间接降低活
性氧 ,是抗坏血酸代谢途径的关键酶 ,它的主要功能是

将氧化型的脱氢抗坏血酸(Dehydroascorbate ,DHA)转变
为还原型的脱氢抗坏血酸(ascorbate ,ASC),高效重复利
用AsA-GSH 循环 , 有效清除 H2O2

[ 3] 。硫氧还蛋白

(Thioredoxin , TRX)在多种反应中通过可逆的二硫键
和硫醇变化起氧化还原载体的作用 ,是重要的酶活力调
节蛋白 ,间接消除活性氧[ 4-5] 。

星星草(Puccinellia tenui f lora)是禾本科碱茅属多
年生草本植物 ,在我国东北 、内蒙古 、华北 、西北及青海

均有分布。星星草具有较强的耐盐碱能力 ,是生长在盐
碱草地上具有较好饲用价值的草种之一。近年来关于
星星草的研究主要集中在生理变化的研究[ 6-7]或者是耐

盐基因的克隆
[ 8]
,鲜有将生理变化与耐盐基因表达情况

相结合的报道。该试验研究了 NaCl持续胁迫下 ,星星
草体内SOD、POD 、Pro、MDA的变化情况与胁迫时间的

关系 ,以及 CAT 、DHAR、TRX基因在转录水平上的表

达变化;探讨盐胁迫过程中植物内部各因素的变化规律

及联系 ,为进一步揭示盐胁迫下植物的内在反应机制提
供依据和参考。

1 　材料与方法
试验材料为星星草[ Puccinellia tenui f lora(Turcz .)

Seribn.&Merr.] 。星星草幼苗培养是以蛭石作为基

质 ,使用前将蛭石用自来水浸泡冲洗数次后 ,再用蒸馏
水浸泡冲洗2次 ,置于营养钵中。将从温室大棚中取材

的星星草(根系长约5 cm ,地上部分约为 10 cm)栽种其
中 ,于人工气候室培养 ,昼/夜温度为 26 ℃/22 ℃,光照

强度14 klx ,光照16 h·d
-1
,相对湿度约75%,每天浇注

1/2 Hogland 营养液。当星星草地上部分长至 30 cm

时 ,将星星草分成对照组与处理组 ,对照组浇 1/2

Hogland营养液 ,处理组用 1/2 Hogland营养液中添加

400 mmol·L-1的NaCl进行胁迫处理 ,每组6盆(6次重

复)。分别在处理的第 0、1 、2 、4 、6 、8 、10天取对照组与处
理组的星星草叶片。

采用愈创木酚法测定 POD活性 ,氮蓝四唑(NBT)
光化学还原法测定 SOD活性 ,用硫代巴比妥酸比色法

测定丙二醛含量
[ 9]
,利用磺基水杨酸法测定脯氨酸的含

量[ 10] 。用 TRIZOL法提取星星草总 RNA ,按照 Reverse

Transcriptase M-MLV进行反转录 ,从该实验室已构建
的星星草 cDNA文库中得到 TRX 、DHAR、CAT 基因序

列
[ 11]
并设计引物 ,引物序列见表 1。用 SYBR Premix

ExTaq 试剂盒(购于大连宝生物公司)进行 Real-Time

PCR
[ 12-14]

。试验所得数据利用 SPSS11.0统计软件进行
单因素方差分析[ 15] 。
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　　表 1 荧光定量PCR引物序列

　　Table 1 The primer sequences of real time PCR

Gene Primer sequence(5' to 3')

TRX gene

DHAR gene

CAT gene

GAPDH gene

(internal control)

F:AGGAGGAATGCGTGATCG

R:CGTATTACTTCGCGATAAC

F:GATCTTCCTCAACCTTTGTCGC

R:CGCAGTACACACAGCCCTGC

F:CCAGCCTGGGGAGAGGC

R:GGCTTGGTCTGAAAGCA

F:ATGAAGGACTGGAGAGGTG

R:GAGCTG TAACCCCATTCATTG

2　结果与分析
2.1 　NaCl胁迫对星星草 SOD和POD活性的影响

结果显示(见图 1 、2), NaCl胁迫下 ,星星草 SOD 、

POD活性均高于对照 ,但二者增强的趋势不同。随着胁
迫时间的延长 ,SOD活性呈现先逐渐增强后逐渐减弱的

趋势 ,但仍高于对照 ,峰值出现在持续胁迫的第 6天。

POD活性变化趋势与 SOD不同 ,在胁迫的第 1、2 、4、6 、8
天中 ,POD活性变化并不明显 ,只是略微高于对照 ,但在持

续胁迫的第10天 ,POD活性极显著地高于对照(P<0.01)。

图 1　NaCl胁迫对星星草 SOD活性的影响

Fig.1　SOD activity of Puccinellia tenuif lora under NaCl st ress

图2　NaCl胁迫对星星草 POD活性的影响

Fig.2　POD activi ty of Puccinellia tenuif lora under NaCl stress

2.2　NaCl胁迫对星星草 Pro和 MDA含量的影响

由图 3可见:在 NaCl持续胁迫下 ,星星草体内 Pro

含量也表现出逐渐增加的趋势 ,并且在 NaCl持续胁迫

的第 8天 ,处理组 Pro 含量极显著地高于对照(P<
0.01)。由图4可见 ,在 NaCl持续胁迫的第 4天 ,MDA

含量极显著高于对照(P<0.01),这表明在 NaCl持续胁

迫的第 4天 ,活性氧对膜脂的伤害程度最严重。而在其
它处理时间中处理组与对照组变化并不显著 ,表明抗氧

化酶系统活性增强以及渗透调节物质含量增加 ,有效缓
解了活性氧对膜脂的伤害。

图 3 　NaCl胁迫对星星草P ro 含量的影响

Fig.3　Pro content of Puccinellia tenuiflora under NaCl stress

图 4　NaCl胁迫对星星草 MDA 含量的影响

Fig.4　MDA content of Puccinellia tenuiflora under NaCl st ress

图 5　NaCl胁迫下星星草CAT 、TRX、DHAR基因的表达

Fig.5　The expression of CAT , TRX and DHAR

in Puccinellia tenuiflora under NaCl st ress

2.3　NaCl胁迫下星星草 CAT 、TRX 、DHAR基因表达

由图 5 可见:在 NaCl胁迫下 ,与抗氧化相关的

CAT 、TRX、DHAR基因表达量增加。其中CAT 基因表

达量的变化趋势与 POD活性变化趋势类似 ,都是在胁
迫处理的前8天中变化不明显 ,在胁迫处理的第10天极

显著地高于对照(P<0.01)。TRX基因在持续胁迫的第

10天表达量极显著高于对照(P<0.01),DHAR基因在

持续胁迫的第 2 、8 、10天表达量均极显著地高于对照
(P<0.01)。

3　讨论
盐胁迫下 ,植物体内积累过多的活性氧(包括 O

-·
2 、

H2O2 、·OH 、·O2),耐盐植物抵抗盐胁迫 、消除活性氧
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的有效途径之一就是抗氧化酶类活性的增强。超氧化
物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)和过氧化物酶

(POD)是机体清除自由基的重要保护酶。NaCl胁迫下 ,
星星草 SOD 、POD活性均高于对照 ,但二者增强的趋势
不同。这是由于两种酶所发挥的功能不同。NaCl胁迫

造成超氧阴离子自由基(O
-·
2 )的积累 ,SOD是植物体内

第一个清除活性氧的关键酶[ 16] ,它将超氧阴离子自由基

(O
-·

2 )歧化为 H2O2 ,随着 O
-·

2 含量的由高变低 ,SOD的

活性也从增高逐渐降低。生成的 H2O 2 通过 POD分解

为 H2O和 O2 ,随着 H2O2 含量增加 ,POD活性逐渐增

强 ,在胁迫第10天达到最大 ,极显著地高于对照(P<0.
01)。

Pro是植物体中重要的渗透调节物质。在渗透或干
旱胁迫下 ,脯氨酸的累积可以增加酶的稳定性 ,保护酶
的活性 ,防止质膜损伤 ,保护多核糖体的正常功能 ,同时

Pro也是·OH
-
的清除剂

[ 17-18]
。Pro含量增加对星星草

体内渗透调节 ,有效抵抗盐胁迫 ,具有一定的意义。丙
二醛(MDA)是膜脂过氧化最重要的产物之一 ,其含量可

以反映植物受逆境伤害的程度。在NaCl持续胁迫的第

4天 ,MDA 含量极显著地高于对照 ,此时 CAT 、TRX 、

DHAR基因表达量均低于对照 ,表明在胁迫处理的第 4

天星星草受到胁迫伤害最严重 ,同时推测膜脂的过氧化
抑制了这 3个基因的表达。CAT 基因表达量的变化趋

势与 POD活性变化趋势类似 ,这是由于 POD与 CAT

功能相近 ,二者均为活性氧 H2O2有效的清除剂 ,随着胁
迫时间的延长 ,星星草体内积累大量的活性氧 ,POD活

性增强 ,CAT 基因表达量增加 ,有效缓解了活性氧对植
物提的伤害。
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Physiological Response and Molecular

Mechanism of Puccinellia tenuif lora under NaCl Stress
WANG Lei ,WU Li- li , QU Yue-jun , LV Che-yan , ZHENG Wei , JIANG T ing-bo

(Key Labo ratory of Forest Tree Genetic Improvement and Biotechnology of Ministry of Education , Northest Forest University ,Harbin , Hei-

longjiang 150040)

Abstract:The changes of POD ,SOD ,MDA and Pro in Puccinellia tenui f lora were investigated under NaCl stress.The

results showed that SOD activity was enhanced gradually , and then weakened.The peak value of SOD was appeared at

the 6th day under NaCl stress.The POD activity showed a steady g rowth t rend , but increased rapidly at the 10th day.
The proline content was higher than the control.Besides that MDA content at the 4th day was higher than control , MDA

content was no significant differences with control during other days.Real-Time PCR demonst rated that the transcript

level of CAT ,DHAR , TRX was higher than the control.The expression of these genes played an important role in pre-
venting ROS harm to Puccinellia tenuif lora.

Keywords:Puccinel lia tenui f lora;NaCl stress;physiological response;gene expression
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