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外源脯氨酸对盐胁迫下大豆离体胚再生植株

生理特征及线粒体结构的影响
’

贺 岩 李志岗 陈云昭 王玉国

( 山西农业大学农学院 太谷 03 0 80 1)

摘要 以
“

晋豆八号
”

作材料
,

利 用 组织培 养方法研究盐胁迫下外源脯 氛酸对大 豆离

体胚 再生植株的膜脂过载化水平
、

保护酶系统
、

可溶性蛋 白质及线杜体超微结构 的影

响
。

结果表明
:

在外源脯氛酸的作用下
,

大豆 再生植株体内 M D A 含量减少
,

膜相对透

性降低
,

S O D
、

P O D 两种酶活性明显提 高
,

可溶性蛋白 质含量增加 ; 电镜观测 显示
,

外

源脯氛酸可 以有效缓解盐胁迫时大 豆 离体胚再 生植株线拉体结 构的损伤
。

关键词 外 源脯氛酸 ; 大豆 ; 膜脂过载化 ; 线拉体

世界范围对大豆及其产品的需求不断增大
,

然而 日益严重的土壤盐渍化对其产量和

质量影响很大
,

特别是 N +a 盐造成的危害更为严重
。

目前采用生物技术选育耐盐品种
,

缓

解盐胁迫效应是一种可行的方法
。

生物 自由基学说作为植物逆境下的一个伤害机制受到普遍重视
,

该理论认为
,

植物在

逆境 (包括盐胁迫 )条件下
,

植物体 内自由基含量大量增加
,

引发脂质过氧化水平提高
,

其

主要产物丙二醛 ( M D A )积累增加
,

细胞膜结构及功能受到破坏川
,

细胞内保护酶活性普

遍降低
;
同时抑制蛋白质的合成 2j[

。

线粒体是植物进行呼吸作用的重要场所
,

是易受自由

基攻击的一种细胞器
,

逆境条件下其结构遭到破坏川
。

_

逆境条件下
,

植株体内游离脯氨酸积累是其对逆境的一种适应表现闭
。

己有研究表

明
,

外源脯氨酸确有提高植株抗渗透胁迫的能力 .5[
6〕。

本研究进一步探讨了外源脯氨酸对

大豆再生植株的膜脂过氧化水平
、

保护酶系统
、

可溶性蛋白质及线粒体超微结构等方面

的影响
,

以对大豆抗盐育种理论提供一些理论依据
。

1 材料与方法
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对照为不含有机附加物的 B、

培养基
;

盐胁迫设低盐胁迫 ( Na CI 5 0 mo l m
.

L一 ’
)

、

高盐

胁迫 ( Na C I 1 0 0 m mo l
.

L一 ’
) 两种

;
脯氨酸处理设 0

.

3
、

0
.

6
、

0
.

9 ( m mo l
.

L一 ’
) 三种浓度

。

L 2. 2培养方法

精选干种子消毒
、

无菌水冲洗后放入无菌三角瓶
。

加入适量无菌水置于 5 2℃条件下
,

暗培养 2 天
,

使成熟胚长至 1
.

5 ~ cZ m ; 无菌条件下剥去子叶
,

接种于相应培养基上
,

光照

度 3
,

00 o lx
、

光照 1 2h d/
、

温度 25 ℃ / 1 8 (C 培养 10 天后
,

取材进行形态及生理生化指标测

定
。

.1 3 测定项目

丙二醛 ( M D A )含量参照朱广廉方法测定闭
,

膜相对透性用 D D S一 n 型 电导仪测定
,

S O D 活性采用 N B T 方法测定
,

P O D 参照华东师大方法测定阔
,

可溶性蛋 白质含量采用

C o o m a s s i e b r i ll ia n t b l u e G 一 2 5 0 方法测定 [ , 〕电镜观测
,

以不同处理的大豆再生植株根尖为

材料
,

用 4 %戊二酸预固定 h2
,

1 %饿酸后固定 h2
,

常规脱水
,

E op
n 81 2 包埋

。

超薄切片经

醋酸铀
、

柠檬酸铅双染色后
,

用 EJ M 一 1 0 05 型 电镜观察
。

2 结果与分析

2
.

1 外源脯氨酸对盐胁迫下大豆离体胚再生植株 M D A 含量及膜相对透性的影响

盐胁迫条件下植株体内自由基代谢平衡被破坏
,

过剩的 自由基造成膜脂过氧化水平

提高
,

细胞膜系统结构和功能遭到破坏
,

导致细胞膜透性增加
,

电解质
、

可溶性物质大量渗

漏
。

图 1 表明
,

与对照相比较
,

盐胁迫下大豆再生植株体 M D A 含量
、

膜相对透性均显著增

加
,

表现高盐胁迫 ( N a CI 1 00 m o ol
.

L 一 ’
)下再生植株 M D A 含量

、

膜相对透性均大于低盐

胁迫 ( N a CI 50 m m ol
.

L 一 ’
)下

。

说明随盐胁迫加强
,

大豆再生植株体内脂质过氧化水平提

高
、

细胞膜损伤程度加重
。
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图 1 外源脯氨酸对盐胁迫下大豆再生植株 M D A含量及膜相对透性的影响
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培养基中添加不同浓度的脯氨酸后
,

盐胁迫下植株体内的 M D A 含量
、

质膜相对透性
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均有效降低
。

进一步说明细胞 内 MD A的变化与膜透性的变化有密切关系
。

2
.

2 外源脯氨酸对盐胁迫下大豆离体胚再生植株保护酶活性的影响

逆境条件下脂质过氧化作用加强
,

破坏了 自由基产生和清除的动态平衡关系
,

导致植

物细胞 内代谢紊乱
,

抵御活性氧伤害的保护酶活性明显减弱 10[ 〕。

图 2 表明
,

盐胁迫导致大

豆再生植株体内 P O D
、

S O D 两种酶活性均显著下降
。

可见 P O D
、

S O D 的变化与 M D A 的

变化呈负相关性
口
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图 2 外源脯氨酸对盐胁迫下大豆再生植株两种保护酶活性的影啊
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添加脯氨酸后
,

盐胁迫下大豆再生植株的两种酶活性都有不同程度的提高
。

两种保护

酶协同作用
,

对于防御和清除自由基积累
、

降低脂质过氧化水平
、

缓解盐害对膜系统的损

伤有重要作用
。

2
.

3 外源脯氨酸对盐胁迫下大豆离体胚再生植株可溶性蛋白质含量的影响
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图 3 外源脯氨酸对盐胁迫下大豆再生植株可溶性蛋白质含量的影响
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盐胁迫下质膜透性增加
、

膜质过氧化作用加强
。

M D A 增加影响蛋 白质 的正常代谢
,
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图版 4 N
a
CI S Om m .ol L 一 ’

胁迫下 .0 3 m m ol
.

L 一 `

外源脯氨酸处理大豆再生植株根尖细胞线粒体 ( x

2 0
.

0 0 0 )
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图版 5 N a
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胁迫下 .0 g m m .ol L 一 ’
外源脯氨酸处理大豆再生植株根尖细胞线粒体

( X 2 5
,

0 0 0 )
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线粒体进行呼吸作用的过程中产生自由基
。

逆境条件下过剩自由基增加
,

因此它是易

受膜质过氧化伤害的重要部位之一
。

电镜观察发现
,

未受盐胁迫的正常大豆再生植株根

尖细胞内线粒体结构完整
,

双层膜
、

峪均清晰 (图版 1 )
。

盐胁迫使线粒体结构发生较大变

化
,

在低盐胁迫 ( N a CI 50 m m ol
.

L 一 `
)下线粒体的部分峪

、

膜发 生损伤
,

同时也观察到该浓

度盐胁迫对内质网和细胞膜也有所破坏 (图版 2 )
。

在高盐胁迫下 ( N a CI 1 00 m m ol
.

L 一 `
)下

线粒体结构模糊
、

膜破裂或消失
,

蜡所剩无几
,

细胞膜破损严重 (图版 3 )
。

盐胁迫破坏了线

粒体的正常结构及功能
,

严重影响了细胞的正常生理代谢活动
。

N a CI s o m m ol
·

L 一 `
下添加 。

.

3m m ol
.

L 一 `

脯氨酸的大豆再生植株根尖线粒体结构保

持良好
,

岭
、

膜 损伤 程 度 比该浓 度盐胁迫 下 的线粒 体损伤程度减 小 (图 版 4 )
。

N a CI

1 00 m m .ol L 一 `

下添加 .0 g m m ol
.

L 一 `

脯氨酸的根尖线粒体与该浓度盐胁迫下的线粒体 比

较还可以保持部分峪膜结构 ( 图版 5 )
。

由此可见
,

外源脯氨酸有缓解盐胁迫对大豆再生植

株线粒体 以及部分 内膜系统结构破坏的作用
。

3 讨论

当土壤中的含盐量超过 0
.

1 5 ( 0
.

20 %时
,

就能抑制作物生长
,

使产量下降
。

当含盐量

达 0
.

4 (0
.

5% 时
,

多数作物不能生长 l1[ 〕。

本试验设计了两种浓度的盐胁迫条件 N a 1C 50

m m o l
·

L 一 `
(相当于 o

·

3 % )和 N a C I l o o m m o l
.

L 一 `
(相当于 0

.

6 % )
,

以期用较强的盐胁迫研

究对大豆的伤害机理
。

试验结果显示
,

盐胁迫造成大豆再生植株脂质过氧化程度加重
,

细胞膜透性增加
,

S O D
、

P O D 两种保护酶活性降低
,

可溶性蛋白质含量减少
,

线粒体结构受到严重损伤
。

添加脯氨酸后
,

大豆再生植株植株脂质过氧化水平降低
,

其产物丙二醛含量减少
。

质

膜透性降低
,

表 明细胞膜系统损伤程度减小
。

由于保护酶活性提高
,

清除自由基的能力得

到加强
,

自由基代谢平衡失调得到有效缓解
。

蛋白质含量提高
。

电镜观测显示
,

外源脯氨

酸缓解了盐害对线粒体结构的破坏作用
。
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