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NaCI胁迫下二色补血草光保护机制的研究

摘要

本文以二色补血草幼苗为实验材料，研究不同浓度NaCl处理对其光合特性、

热耗散机制、活性氧清除系统以及PS II光化学特性的影响，从而探讨NaCl胁迫

下二色补血草所受到的伤害及其光保护机制。结果如下：

1．NaCI对二色补血草生长状况的影响

随着盐处理浓度的增加，二色补血草的干鲜重、根系的总长度、表面积、总

体积、平均直径、根尖数以及鲜、干重等参数均先升高后降低，在100 mmol／LNaCl

处理时达到最大值。二色补血草的根系活力随着处理盐度的增加也是先升高后降

低，最高点出现在100 mmol／LNaCl处理时，且较CK升高极显著，可以认为这

是二色补血草对低浓度NaCl的适应性反映，在一定程度上促进了地上部分的生

长。400 mmol／L NaCl处理下，其根系活力明显低于CK，二色补血草的生长代

谢显著降低。

2．NaC!对二色补血草光合特性的影响

在200、400 mmol／LNaCl处理下，Pn、Gs、Ci较CK明显降低，而Ls极显

著上升。可以得出，较高盐浓度下光合速率的降低与气孔限制因素密切相关。氧

电极法测得的放氧速率在不同盐度下与CK差异均不显著，进一步证明在NaCl

处理下，气孔限制因素是二色补血草光合速率降低的重要原因。

tpPS II随着处理盐度的增加先升高后降低，最大值出现在100 mmol／L NaCl

处理时，．在400 mmolfL NaCl处理下较CK降低极显著。说明随着盐处理浓度的

升高，二色补血草叶片发生光抑制且逐渐增强。

3．NaC!对二色补血草非辐射能量耗散(NPQ)及其三组分的影响

NPQ随着盐度升高逐渐上升，且200、400 mmol／L NaCl处理与CK有显著

差异，表明二色补血草由非光化学途径耗散的光能显著增加，从而保护PSII反

应中心免受光抑制伤害。

NPQ的主要组分为qE，是依赖跨类囊体膜质子梯度的热耗散，在二色补血

草中占NPQ的65％左右。本实验中qE随着处理盐度的升高逐渐升高，与NPQ

变化趋势相同，且在200、400 mmol／L NaCl处理下较CK明显上升。表明依赖

ApH的能量耗散机制在逐渐增强，可能是高盐胁迫下二色补血草的有效耗散方
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式之一。

NPQ组分之二qT，是依赖状态1向状态2转换的热耗散。在本实验中qT

不到NPQ的10％，随着盐度的增加逐渐降低，但不同盐度处理下qT下降并不

明显。说明NaCl处理下二色补血草中qT的保护机制受到抑制。

NPQ组分之三qI，是与光合作用的光抑制有关的热耗散，约占NPQ的25％，

随着盐度的增加逐渐上升，400 mmol／L NaCl处理下显著升高。这可能是高盐浓

度下光抑制增强所致。同时qI与DPS的变化一致，表明二色补血草中qI可能与

叶黄素循环过程中生成的玉米黄质有关。

4．NaCI对二色补血草叶黄素循环的影响

随着处理盐浓度的升高，叶黄素脱环化程度(DPS)逐渐升高，其变化趋势

与NPQ、qE相一致，而且在较高盐分条件下均明显上升。表明依赖于叶黄素循

环的能量耗散在盐胁迫下能起到有效的保护作用，原因可能有：其一DPS的升

高表明玉米黄质(Z)和花药黄质(A)生成量的增加，Z可以耗散过剩的激发

能。其二与盐胁迫引起的pH梯度有关，不断升高的ApH是依赖于叶黄素循环

的热耗散增加的前提，而后者对前者的热耗散起到“放大器’’的作用。其三可能

与盐胁迫引起的类胡萝b素相对含量增加有关。

5．NaCI对二色补血草活性氧清除系统的影响

200、400 mmol／L NaCl处理下，SOD、CAT活性较CK均明显上升，Car、

Anth的相对含量随着盐度增加逐渐上升，其中Car的相对含量在不同盐度下较

CK均显著上升。在400 mmol／L NaCl处理下Anth％较CK上升显著。表明在二

色补血草光保护的过程中，活性氧清除系统起着相当重要的作用，一方面较强的

抗氧化能力增强其耐盐性；另一方面活性氧非酶系统含量的升高是其适应盐渍环

境不可忽视的原因之一。

6．NaCi对二色补血草PS II光化学特性的影响

K相可变荧光占(FJ．Fo)振幅的比例(WK)，400 mmol／L NaCl处理下较CK

显著下降，表明二色补血草PS II的供体侧很有可能未受到盐胁迫伤害。400

mmol／L NaCl处理下，与CK相比，标准化后的在J．P相和直线F=FM之间的面

积(Sm)有所降低，从2 ms到tFm时间内QA的氧化还原次数(N)显著降低，

J相相对可变荧光(vJ)略有降低，I相相对可变荧光(V1)从第3天开始升高
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显著。表明400 mmol／L NaCl处理下PS II受体侧的电子传递能力相对较低。

400 mmol／L NaCl处理下，二色补血草单位面积内有活性的反应中心数量

(RC／CSo)较CK明显增加。同时，单位反应中心吸收的光能(ABS瓜C)有所

下降，用于还原QA的能量(TRo／RC)和用于电子传递的能量(ETo／RC)均明

显下降，而耗散掉的能量(DIo瓜C)下降幅度并不明显，说明单位反应中心的

热耗散可能相对增加了。结果表明400 mmol／LNaCl处理下，虽然单位反应中心

吸收的光能有所降低，但是单位面积内有活性的反应中心数量增多了，从而使捕

获的总光能不至于减少，以维持光合作用。

在400 mmol／LNaCl处理时，以吸收光能为基础的性能指数(PIABs)和推动

力(D．F．)都高于CK。这说明400 mmol／L NaCl冲击对二色补血草PS II的原初

光化学反应伤害不大。

关键词：二色补血草；NaCl胁迫；光保护；PS II光化学特性

分类号：Q945．78
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Study on the photoprotectiVe mechanisms in Limonium易记D砌，

under salt stress

Abstract

This study tries to explore the photoprotective mechanisms of Limonium

bicolor under salt stress，through evaluating the e毹cts of photosynthetic

characteristics as well as thermal dissipation，metabolism of active oxygen and

photochemical characteristics of PS II that were impacted by different concentrations

of NaCl．The main results are ills follows：

1．Effect of NaCI on the growth of Limonium bicolor

With the increase of salt treatment．the舶sh weight and dry weight of the

seedlings，the total length，surface area，total volume，top tips，average diameter,fresh

weight and dry weght of roots ofLimonium bicolor increased up to 1 00 mmol／L NaCl

and then decreased．The reductive capability of TTC increased significantly under 1 00

mmol／L NaCl，and then gradually decreased with the increase of NaCl，which may be

an adaptive reaction to low concentration of NaCI that could promote the growth of

Limonium bicolor to some extent．Under the treatment with 400 mmol／L NaCI，the

roots activities were lowered remarkably compared to the control，in which the

growth metabolism greatly reduced．

2．Effect of NaCI on the photosynthetic characters of Limonium bicolor

Under the treatments with 200，400 mmol／L NaCl，Pn，Gs and Ci decreased

remarkably compared with the control，while Ls increased sharply．It is obvious that

at higher concentration of NaCl the decrease of photosynthetic rate closely correlate

with stomatal limitation factors．However,oxygen evolution rate measured by

Chlorolab-2 showed slight difference between plants under NaCl treatments and the

contr01．Furthermore，these indicated that stomatal limitation factors are the important

reason in the decrease ofphotosynthetic rate under salt stress．

{pPS II increased with the increase of NaCl up to 1 00 mmol／L，and then

decreased obviously at 400 mmol／L．It showed that the photoinhibition of

4



山东师范大学硕士学位论文

photosynthesis in Limonium bicolor increased gradually with the increase of NaCl

concentration．

3．Effect of NaC!on the non-radiative energy dissipation(NPQ)and its three

components ofLimonium bicolor

NPQ increased constantly with the increase of NaCl concentration and there Was

significant difference between plants under the treatment with 200，400 mmoVL NaCl

and the contr01．It indicated that thermal dissipation of Limonium bicolor obviously

increased，which can protect the reaction centers of photosystem II from damage of

photoinhibition．

qE，namely ApH·dependent quenching，is the major composition of NPQ and

comprises about 65％in Limonium bicolor．In this experiment，qE and NPQ exhibited

the similar trend，which increased with the increase of salt treatment，and significantly

increased under the treatments with 200，400 mmol／L NaCI compared with the contr01．

It indicated that which dependent on the energization of the thylakoid membrane

might be one of efficient means to dissipate the heat．

qT，state transition，is one of the composition and less than 1 0％in NPQ，but

sli班tly reduced with the increase of NaCl concentration．This showsed that salt

treatments inhibited the protective mechanisms of qT in Limonium bicolor．

qI called photoinhibition is one of the composition and exhibited about 25％of

rePQ，which gradually improved with the increase of salt concentration，specially had

obvious decrease under the treatment with 400 mmol／L NaCl．It Was possibly due to

the increasing photoinhibition at higher concentration of NaCl．qI and DPS had the

similar trend，which indicated that qI of Limonium bicolor probably related to

zeaxanthin in the xanthophyll cycle．

4．Effect of NaCI on the xanthophyil cycle of Limonium bicolor

The de—epoxidation content of xanthophyll cycle(DPS)increased gradually with

increase of salt treatment，which had the same trend with NPQ and qE，especially

increased remarkably under higher concentration．It is obvious that xanthophyll cycle

under salt stress has the efficient role of protecting．One ofthe reasons may be that the

increase of DPS showed the increase of zeaxanthin(Z)and antheraxanthin(A)which
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can dissipate excited excess energy．The second reason possibly relates to ApH

affected by salt stress，the increase of which resulting in the dissipation dependent on

xanthophyll cycle to increase．The relative content of Car affected by salt stress might

be the third reason．

5．Effect of NaCi on the reactive oxygen species of Limonium bicolor

The activities of SOD and CAT treated with 200，400 mmol／L NaCl improved

obviously compared with the control，while the relative contents of Car and Anth

increased gradually,and the Car content increased distinctly under different salt

concentrations．The relative content of Anth showed its significant increase under 400

mmol／L NaCl．The data suggested that the reactive oxygen species in Limonium

bicolor played a great role in photoprotection under salt stress．The high antioxidant

ability Can enhance the salinity tolerance，meanwhile the content of non—enzymic

system in ROS scavenging improves to adapt to NaCl stress．

6．Effect of NaCi on the photochemical characters of PSⅡin Limonium bicolor

The ratio of variable fluorescence FK to the amplitude Fj-Fo(WK)treated with

400 mmol／L NaCl decreased significantly compared with the control，which

suggested the donor side of PS II in Limonium bicolor could not be damaged by NaCI

stress．Under the treatment with 400 mmol／L NaCl，normalized complementary area

corresponding to the J-P phase(Sm)reduced，turn over number Of QA in the time span

from J-step to P—step(N)sharply decreased，relative variable fluorescence at J-step

(Vj)slightly decreased,and relative variable fluorescence at I-step(Vi)obviously

increased started from the thjrd day compared with contr01．These indicated that the

capacity of electron transport in acceptor side of PS II treated with 400 mmol／L NaCl

declined compared with contr01．

Compared to the control，the density of active reaction centers per excited

cross—section(RC／CSo)of Limonium bicolor increased sharply under the treatment

with 400 mmol／L NaCl．In addition，absorption per active reaction centers(ABS／RC)

decreased，trapping(TRo／RC)and electron transport per active reaction centers

(ETo／RC)both decreased sharply，and heat dissipation per active reaction centers
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(DIo／RC)slightly decreased，which showed that DIo／RC might be correspondingly

promoted．These suggested that under the treatment with 400 mmol／L NaCI the

absorption per active reaction center reduced，while the density of active reaction

centers per excited cross—section increased，and thus the total harvested light energy

didn’t reduce in order to retain photosynthesis．

Performance index(PIABS)and driving force(D．F．)on absorption basis both

increased under the treatment of 400 mmol／L NaCl，from which we call deduce that

salt shock by 400 mmol／L NaCl scarcely damaged the primary photochemical

reactions ofPS II in Limonium bicolor．

Key words：Limonium biolor；salt stress；photoprotection；photochemical characters

ofPS II

Classification number：Q945．78
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Abbreviations

short form complete form

CK contr01 treatment

TTC triphenyl tetrazolium chloride

Pn net photosynthetic rate

Gs stomatal conductance

Ci intercellular C02 concentration

Ls stomatal limitation value

NPQ non—radiative energy dissipation

qE △pH-dependent quenching

qT state transition

qI photoinhibition

DPS de-epoxidation content of xanthophyll cycle

Chl chlorophyll

Car carotenoid

Anth anthocyanin
SOD superoxide dismutase

c虹 catalase

MDA malondialdehyde

WK ratio of variable fluorescence FK to the amplitude Fj—Fo

Sm normalized complementary area corresponding to the J-P phase

N tum over number of QA in the time span from J-step to P—step

vj relative variable fluorescence at J-step

Vl relative variable fluorescence at I-step

(pPo maximum yield ofprimary photochemistry
‘pEo probability that an absorbed photon will move an electron into

the electron transport chain beyond QA’

、壬，o e伍ciency that a trapped exciton moves an electron into the

electron transport chain beyond QA‘

tpDo quantum ratio for heat dissipation

Mo slope at the origin of the fluorescence rise

RC／CSo density of active reaction centers per excited cross-section

ABS／RC absorption per active reaction centers

TRo／RC trapping per active reaction centers

ETo瓜C electron transport per active reaction centers

DIo瓜C heat dissipation per active reaction centers

PIABs performance index on absorption basis

D．F．driving force on absorption basis
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文献综述

盐胁迫是影响农作物生长和产量最为严重的非生物因子之一【1]。大多数植物

的生长发育在盐胁迫下会受到明显抑制，同时还引起一系列生理生化反应，如降

低叶片水势，改变离子相互关系等。在盐渍条件下，当植物吸收的光能超过其利

用能力时，会出现光能过剩，从而引起光抑制，甚至光氧化、光破坏。在长期的

进化过程中，植物形成了多种光保护机制来耗散过剩光能，如热耗散、活性氧清

除系统及环式电子传递等。这些机制反映了植物在生理和生化以及形态结构等方

面对盐渍环境的适应性。因此，NaCl胁迫下植物光保护机制的研究，就成为植

物抗盐生理研究的一个重要课题。

l光抑制研究概述

光抑制的发现可以追溯到19世纪中叶，20世纪初就有关于光抑制方面较完

整的实验报告，20世纪50年代以后，叶绿体分离技术的应用，使光抑制的研究

进入机理探讨阶段【2】o 20世纪80年代中期以前，对于大量离体材料和低等植物

进行的研究表明，光抑制是由于PS II反应中心的破坏，且主要是D1蛋白的净损

失‘31。由于叶绿素a荧光测定技术的发展14,5,6]，使整体植物材料无损伤测定方法

在光抑制机理研究方面得到普遍应用。后来发现，光抑制有时只是反映为一些保

护机制的运转【．丌，即通过光能转化效率的降低来避免反应中心的过度破坏和光合

能力的损失。在此基础上，Osmond[8】(1994)将光抑制分为动态光抑制(dynamic

photoinhibition)和缓慢光抑制(chronic photoinhibition)两种类型，动态光抑制

与依赖叶黄素循环的能量耗散有关，主要是植物应对胁迫所表现出来的一种保护

性反应；缓慢光抑制与PS II反应中心Dl蛋白的净损失有关。

Bj6rkman[91(1987)把植物吸收过多的能量，引起PS II反应中心的破坏，而

使光合功能下降的现象定义为光抑制。近十余年来，以光保护机制为主的光抑制

机理研究仍倾向于：光抑制包括光保护和光破坏两个方面。目前普遍被接受的光

抑制定义为植物光合机构所接受的光能超过光合作用所能利用的数量时，植物光

能转化效率的下降，主要表现为PS II光化学效率和光合效率的降低【1 o】。

2植物的光保护机制

在植物界中普遍存在着光抑制现象。强光是导致光抑制发生的直接因素，其
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他的叠加胁迫条件如盐渍、营养亏缺、高温等也可以加剧光抑制。为避免或减轻

光抑制，植物在长期的进化过程中形成了多种光保护机制，主要是通过减少光能

吸收、增强光能利用和促进光能耗散等方式实现。

2．1减少光能吸收

叶片是植物吸收光量子进行光合作用的场所。叶片表面特性的变化、叶片运

动以及叶绿体运动都可以减少植物对光能的吸收。强光下，叶片变小、变厚，单

位叶面积的光合机构增岁11,12]，或叶片表面覆以绒毛和蜡质【13,14】，可减少叶片的

光能吸收；叶运动和叶绿体运动对强光的快速响应【15】可有效减少叶片对光的吸

收，从而避免光抑制‘161。后来的研究发现，叶绿体的运动及再定位是由蓝光受

体phototropins所介导的【17，181，利用突变体进行的研究也证实了这一点【191。

2．2增强光能利用

光能过剩时，叶片可通过增加光合电子传递载体和光合关键酶的含量及活化

水平来提高光合能力，增加对光能的利用‘201。另外，当PS II吸收光能过多时，

通过状态转换可将部分激发能传递给PS I，从而提高光能利用率，降低了发生

光抑制的可能。

2．3热耗散

过剩光能的耗散不仅在调节光能的吸收和电子传递中起关键作用，而且在防

止光合器官的光抑制甚至光氧化中起至关重要的作用。强光胁迫下，植物可以通

过热耗散消耗掉天线系统所吸收光能的一半以上【211。热耗散主要通过以下3种

机制[22】保护光合器官：①降低1Chl的寿命周期从而减少Ps II反应中心和LCH II

中102的产生；②阻止类囊体的过度酸化和长寿命P680十的产生：③降低PS I还

原02成为02‘。的速率。

2．3．1非辐射能量耗散(NPQ)

光有限条件下，较高的光化学量子效率会引起荧光产额的降低，称为光化学

猝灭(qP)。其他的一些非光化学过程(如热耗散)引起的荧光猝灭，称为非光

化学猝灭(NPQ或qN)。依赖于qP和NPQ，植物能够在相对较强的光强范围内

维持较低的稳态荧光和3Chl产量【23】。而3Chl和荧光的产量与1Chl的平均寿命成

正比。这样，qP和NPQ就能够最大限度地减少LCH II中102的生成【241。尤其是

在强光条件下，NPQ是植物光合器官免受损伤的一种主要防御机制。NPQ涉及

9
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三个不同的机理【25】：(1)qE一依赖类囊体膜内外的质子浓度差(能量猝灭)，暗弛

豫的半时间tl也<1 min，快相；(2)qT-一依赖状态1向状态2的转换(状态转换猝

灭)，tv2=8 min，中间相，它比qE和qI小得多，强光下qE和qI增加，而qT受

抑制；(3)q卜与光合作用的光抑制有关(光抑制猝灭)，它常表现为Fv佰m的下

降，h／2=40 min，慢相。

光合机构受到光照射后，伴随电子在膜上的定向传递，叶绿体内类囊体膜两

侧形成一个质子梯度差，t!1]ApH(或高能态)。此时，类囊体腔内偏酸性，叶绿

体间质偏碱性。这个ApH不只是ATP形成不可缺少的条件，也是叶绿体能量代

谢的一个重要调节因子。强光条件下，类囊体膜两侧的质子梯度加大，触发

LCH II将过剩的激发能以热的形式无危害地耗散掉【26加。这种通过类囊体膜两侧

的质子梯度来进行调节的热耗散是植物保护其光合器官免受光氧化破坏的主要

机,Ut26．27】。跨膜质子梯度的增加，是对过剩光能的最快响应【28】。Shen等【291的间

歇短期强光照射实验也表明，在叶片光合诱导期其他保护机制还未能有效运转

时，这种跨膜质子梯度就对PS II起到了保护作用。因此，依赖ApH的能量耗散

(qE)不仅是一种有效的保护机制，而且还是其他形式热耗散过程运转的前提。

Bonaventura和Myerst30】(1969)发现，暗适应后的小球藻在PS II优先吸收

的红光照射下，光合机构向状态2转变，导致光能向PS 1分配增加，PS II的叶

绿素荧光降低：在PS I优先吸收的远红光照射下，光合机构向状态l转变，导

致光能向PS 11分配增加，PS II的叶绿素荧光上升。为适应外界条件的变化，光

合机构在状态l和状态2之间的相互转换就是状态转换。激发能在两个光系统间

的转移方向是由电子传递体PQ和Cytb6f的氧化还原状态决定的，任何影响电子

传递的因素都能对状态转换产生一定的影响。光合机构的高效运转依赖于光能在

PS I和PS II之间的均衡分配，状态转换就是保持两个光系统之间光能均衡分配

的一种短期的快速调节方式。关于状态转换过程中光能分配变化的具体方式，谭

新星等【31】(1997)的研究表明，激发能满溢发生在基粒边缘的PS II与PS I之间，

是对光吸收不平衡的一种较快反应，而捕光截面变化涉及LHCII磷酸化及

LHC II．P的转移，是一种较慢的过程。因此认为在状态转换中能量满溢与捕光

截面变化两种方式并存。

关于光抑制猝灭qI，有三种假说。假说一认为，qI起源于PS II的反应中心，

10
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部分PS II中心发生变化，尽管还能捕捉激发能，但不能进行光化学反应，而把

能量变成热。假说二认为，qI起源于PS II的天线色素，它是通过非辐射能量耗

散消耗激发能，与叶黄素循环过程中生成的玉米黄质有关。假说三认为，qI与

Dl蛋白的失活和降解有关【28】。对于q1分子机制的研究以越冬的常绿植物为多。

因为这些植物在秋冬季节经常出现耗散过剩光能的持续过程，并伴随光合能力下

降；光合能力恢复只能在气候变暖的情况下进行，且恢复速度较慢。

Demming．Adams等【32】报道越冬植物的qI机制同qE一样，主要通过增加叶黄素

循环库的值，光抑制的恢复也同玉米黄质(z)环氧化成紫黄质(V)有关。有

的研究表明，qI在机制上部分相似于qE，但有一些类型的qI并不完全依赖于类

囊体腔pH的变化。

2．3．2依赖叶黄素循环的能量耗散

叶黄素循环被认为在植物的抗光抑制中起到十分重要的作用【22矧。叶黄素循

环是指光合膜上三种色素组

分一紫黄质(voilaxanthin，V)、

花药黄质(antheraxanthin，A) ∞

和玉米黄质(zeaxanthin，z)尸L
|珏l

之间依据吸收的激发能过剩k一

程度进行的相互转化‘331(图
、

1)。当激发能过剩时，含双氧 ，I*0
，，-JL

的紫黄质会在脱环氧化酶 l醒l吖
(VDE)的作用下，经过中间 ＼

产物含单环氧的花药黄质(又 帅

名环氧玉米黄质)，转化成去

环氧的玉米黄质。不再含有过 图1叶黄素循环组分及过程

剩激发能时，玉米黄质和花药黄质又会在环氧化酶(zE)的作用下形成紫黄质。

Demmig等‘蚓(1987)发现玉米黄质的存在可能与过剩光能的耗散有关，此后

对于叶黄素循环的研究就成为植物生理学领域的热点和前沿问题之一。

叶黄素是结合于LCH II中的一类色素【351，能够与其他色素协同作用将光能

传递给叶绿素。此外，叶黄素能够通过非辐射能量耗散过量的激发能从而猝灭

手∑甲

附

M

I明
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3Chl，还可以直接清除102[36】。在植物叶片中，叶黄素组分主要包括叶黄素循环

库三组分、黄体素(1utein)和新黄素(neoxanthin)。紫黄质和黄体素主要行使

吸收光能并传递给叶绿素的功能，而花药黄质和玉米黄质，主要是玉米黄质行使

耗散过剩激发能的功能【221。自然光下的植物比实验室内具有更高水平的叶黄素

循环组分库，而且增加的部分主要与LHC II复合物结合【371。而在LHC II中，V、

A、Z主要在内周叶绿素结合蛋白CP29、CP26和CP24上【35,38,39,40】，照光条件下

v在不同LHC上转化为z的程度不刚35'411。“等【421(2000)则发现色素z结合

蛋白CP22在热耗散中起关键作用。最近的研究发现，黄体素也可以直接起到热

耗散的作用【431。Havaux和Niyogil443(1999)认为叶黄素循环可以保护类囊体膜

脂避免光氧化，其机理除了直接猝灭自由基(如102)之外，叶黄素循环库有可

能起到终止过氧化自由基链式反应的作用。

大量研究表明，玉米黄质参与非辐射能量耗散有两种可能的机制【45j：(1)

直接猝灭机制，认为Z(或A)与激发态叶绿素之间进行能量传递，将激发态叶

绿素猝灭掉，Chla吸收的过量激发能最终通过Z或A直接以热的形式耗散出体

外。跨类囊体膜的ApH主要诱导Chla同Z或A构象变化并相互靠近，以保证

能量的正常传递。(2)间接猝灭机制，认为玉米黄质并不直接耗散过剩光能，其

含量增加只是促进了LHC II形成有利于热耗散的构象，能量由LHC II最终耗

散；Horton等【463(1994)还提出了LHC II聚集态理论，该理论认为光合机构从弱

光转到强光下时，跨类囊体的ApH升高，类囊体腔内H+增多，导致LHC II蛋白

的羰基化和v向A和Z转化，促使二者形成各自的聚集态，它们进一步相互靠

近而发生荧光的非化学猝灭【24舶27]。Demming．Adams和Adams有过报告【471，24

种不同类型植物的叶黄素循环色素含量和热耗散强度对强光胁迫有类似的响应。

也有研究证明，大豆叶片的重要保护机制不是依赖叶黄素循环的热耗散，而很可

能是依赖反应中心可逆失活的热耗散过程【4引。因此认为叶黄素循环的防御作用

在不同的植物中发挥不同的作用。

2．4 Mehler一抗坏血酸过氧化反应

Mehler反应是02作为电子受体，在PS I受体侧代替NADP+接受电子生成

02’，02’。再由SOD转化形成H202，后者经AsaPOD等催化转化成为H20的过程

(图2)，这一途径又称假环式电子传递途径或水一水循环，此过程具有较强的

12



山东师范大学硕士学位论文

光依赖性，可被DCMU抑制。作为光合电子传递的替代途径，Mehler反应不仅

通过消耗过剩激发能来保护光合器官，而且每氧化生成1分子02的同时还产生

8个质子的跨膜梯度，对于促进叶黄素循环组分的脱环化、维系热耗散具有重要

作用‘49,50]。但是，陶宗娅掣511(2001)通过加入02"-清除剂发现，虽可减少积累，

但对叶片的光合效率和光能转化效率几乎没有影响，因此认为Mehler反应的保

护作用是很有限的。尽管Mehler反应是植物体内02‘。的主要产生途径，但是它可

以及时地将02‘。和H202在伤害目标分子之前就清除掉，这对于保护光合器官免

受光氧化破坏仍然具有重要作用。

2Hz0 m

图2 H20．H20循环(Mehler反应)示意图

21r120

Fi92 The sketch map of H20-H20 cycle

2．5环式电子传递

围绕PS I的循环电子传递是指PS I释放的电子经过PQ介导又重新回到PS

I的一个环式传递，被报道与作用光关闭后荧光的短时上升有关【52】。目前发现

围绕PS I的循环电子传递至少有两条途径，其一是铁氧还蛋白一质体醌氧化还

原酶(FQR)途径，其二是在NADPH／NADP脱氢酶(NDH)的参与下完成的。

许多研究证明，在光能过剩条件下，PS I环式电子传递可以有效地保护

PS II[53,54】。此环式电子传递一方面通过合成ATP消耗吸收的光能；另一方面通

过合成的ATP反馈抑制ATP酶活性，来维持跨类囊体膜的质子梯度(ApH)，

进而参与激发能的非辐射能量耗散过程【551。

关于围绕PS II的循环电子传递，已经建立的可能途径为P680一PQ—

Cytb559--Chlz。--P680+，该途径在保护PS II避免光抑制方面具有重要意义[56,57】，

但此环式电子传递的具体分子机制目前还不清楚。Cytb559在其中起着关键性的

作用【581，一方面它可以从还原的QA‘获取电子，转化为高势能态，从而防止过度

13
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还原的QA2"的形成【59】；另一方面当PS II供体侧电子传递受阻时，高势能态的

Cytb559还可向PS II反应中心提供电子而防止其光氧化破坏嗍。

2．6 DI蛋白周转与PS II反应中心的可逆失活

当光能过剩时，失活的PS II反应中心具有耗散过剩激发能、保护功能PS II

的作用【6¨。即使PSII反应中心是在低光强下的正常光合作用过程中，D1蛋白的

从头合成和PSII反应中心的失活也会经常同时发／串[62,63]。当Dl蛋白的降解和合

成达到一个平衡时，PS lI功能的净损失不会发生；而当强光或林肯霉素阻止叶

绿体编码蛋白的合成时，PS II功能就会严重降低【删。

强光胁迫下，PS II反应中心转化为失活的形式，尽管已失去放氧功能却仍

能进行电荷分离，主要特征是QA氧化速率极低。因为这类中心是热耗散发生的

部位，并能保持QA的氧化态，可能是借助PS II功能的下调来避免反应中心的过

度破坏。在类囊体内可能存在反应中心破坏一修复的循环，此循环大致是：过量

的光能引起PSII的可逆失活，进而发生D1蛋白的破坏，在间质片层，破坏的

D1蛋白被蛋白酶清除，新合成的Dl蛋白组装到缺少了Dl蛋白的反应中心，新

组装的反应中心再组装到垛叠部分，被激活后行使正常功能【651。反应中心的修

复对于防止其过度破坏尤为重要。

Dl蛋白的快速周转是PS II反应中心的内在特征，其周转过程可代表PS II抑

制与恢复的循环【651。由于D1蛋白的周转速率很快，植物在高光强下生长要比在

低光强下具有更快的修复能力，因此观察不到D1蛋白的净损失。但是Cleland

等【66．67]认为在光抑制过程中没有D1蛋白的降解。在冷锻炼过的叶片中根本没有

Dl蛋白周转‘671。Agro[68】提出蚕豆Dl蛋白的降解与修复无关，菠菜实验表明修复

进程不需要蛋白质合成，修复过程似乎有明显的阶段。大量研究表明，PSII反

应中心的可逆失活很可能是一种耗能机制。这种耗能机制可能与天线复合物从

PS II反应中心脱落，Dl蛋白的磷酸化及去磷酸化，以及PS II复合物单体与双体

的相互转化有关【651。

2．7类囊体基粒垛叠方式对能量耗散的调控

一般认为，基粒对激发能分配的调控是其功能之一。Hortont691(1999)提出，

光可以诱导基粒的结构发生变化，促使LHC II的构象在聚光状态和能量耗散状

态之间转换，从而调节激发能的分配。在正常条件下，类囊体膜上基粒的垛叠方
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式为I型(图3)，这种结构使LHCII间连接更紧密，可增加捕光能力和能量传

递效率，并提高PS II和细胞色素bf复合体的光合电子和质子传递能力，从而能

够最大程度地增加非循环电子传递速率：此外，还有利于两个光系统的协调以及

同化力的形成，并在能量“满溢”时使PS II和PS I更接近以调整激发能在两个

光系统之间的分配。而当过剩光能增加时，垛叠的基粒在光诱导下发生结构变化

成II型，从而调控能量耗散，并调节Dl蛋白的周转以避免光合器官遭受强光破

坏【691。Anderson【70】认为，类囊体垛叠的变化能调控依赖叶黄素循环的非光化学

猝灭。他们还指出，在持续的光抑制条件下，类囊体垛叠通过调节D。蛋白的周

转来调节PSII的活性。

I．垛叠(非捧灭状态) r'r．堆积(猝灭状态)

图3基粒膜上的垛叠及堆积的相互转换

Fi93 Interaction between packing and stacking of LHC II in grana membranes

2．8活性氧清除机制

高盐环境严重影响细胞膜的完整性、各种酶的活性、营养物质的获得以及光

合器官的功能，其中盐胁迫产生的活性氧(ROS)的破坏作用就是原因之一f7¨。

为了避免ROS可能造成的伤害，植物在进化过程中形成了一套完整的抗氧化系

统，包括酶促反应系统和非酶促反应系统。

酶促反应系统包括过氧化氢酶(CAr)、抗坏血酸一过氧化物酶(AsaPOD)、

超氧化物歧化酶(SOD)等。SOD是植物体内清除活性氧系统的第一道防线，

在ROS的清除系统中发挥着特别重要的作用，其主要功能是清除02。；叶绿体

APX主要清除Mehler反应产生的H202，而CAT主要清除光呼吸中产生的H202。

非酶促反应系统主要包括抗坏血酸、谷胱甘肽、类胡萝卜素和a．生育酚等。如类

胡萝卜素包括叶黄素类，是膜结合的抗氧化物质，能够猝灭3Chl和102，抑制膜
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脂过氧化；Q．生育酚又称维生素E，主要存在于类囊体膜的膜脂中，可以猝灭或

消除类囊体膜上的102、02‘’和·OH，以防止膜脂过氧化的发生。花青素是一种多

元酚类化合物，具有重要的生理作用；花青素能清除自由基从而减轻逆境造成的

伤害，有利于逆境下植物的生长发育‘721。叶片中花青素具有光保护作用，是基

于它能接受光能减少叶绿体的光能负担。

实际上，清除活性氧酶系统和非酶系统在光合器官中总是同时存在并协同作

用的。例如抗坏血酸又名维生素C，既可以直接清除102、02‘’和·OH等活性氧物

质，还参与仅．生育酚的再生，又可以参与AsaPOD反应和紫黄质的脱环化反应，

在植物的抗光氧化中起到中心机制的作用。又如谷胱甘肽可以直接清除102

和·OH，也可以参与(3t．生育酚和抗坏血酸的再生。所有这些活性氧清除机制互相

配合，互相交叉，使植物体内活性氧的产生与猝灭处于一种动态平衡，从而减轻

光抑制或避免光氧化伤害。

3快速叶绿素荧光诱导动力学分析

叶绿素荧光诱导现象是Kautsky于1931年首次发现的，因此称为Kautsky效

应。叶绿素荧光动力学是指经过暗适应的绿色植物(或含有叶绿素的部分组织)

突然转到可见光下之后，其叶绿素分子发出一种暗红色荧光，荧光强度随时间有

规律的变化。根据现在国际

上的统一命名，可把荧光诱

导曲线(图4)划分为：

D(原点)一，(偏转)一D(小

坑)或pl(台阶)一P(最高峰)

-s(半稳态)一必(次峰)一

丁(终点)这几个相

(phase)，有时在D和Z之

间还可辨认出一个拐点称

为J相。其中D一尸为荧

光快速上升阶段(1"--2 sec)，

从P—r为荧光慢速下降

斗
*
采
弑

图4叶绿素荧光诱导动力学曲线

A：快相动力学B：慢相动力学

(猝灭)阶段(可持续几分钟)。快速叶绿素荧光动力学曲线是指从O点到P
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点的荧光变化过程，主要反映PS II的原初光化学反应及光合机构的结构和状态

等的变化【73,74,75,76]，而下降阶段主要反映光合碳代谢的变化，随着光合碳代谢速

率的上升，荧光强度逐渐下降【_73】。

3．1快速叶绿素荧光诱导动力学曲线的测定及意义

荧光动力学曲线的测定可采用调制脉冲式和连续激发式两种荧光仪。由于时

间分辨率及信噪比的限制，对于O．P上升过程中荧光变化信息量的获得，调制式

荧光仪远不及连续激发式荧光仪。连续激发式荧光仪(PEA或Handy PEA)主要

是通过短时间照光后荧光信号的瞬时变化反映暗反应活化前PS II的光化学变

化，它具有相当高的分辨率(初始记录速度为100 kHz)，能够从O．P上升过程中

捕捉到更多的荧光变化信息，如O．P变化过程中的另外两个拐点(J、I相)【771。

从照光后的10 las塑J5 min内不同时间的荧光信号都能被Handy．PEA按时记录。对

快速叶绿素荧光动力学曲线作图时，为更好地观察J相和I相，一般以对数时间为

横坐标，结果得到O．J．I．P诱导曲线【771。与调制式荧光仪相比，连续激发式荧光

仪有以下优点：获得信息量大、操作简便快捷、测定易于多次重复，存储量大、

仪器便于携带等[771。

光合机构吸收的光能主要用于推动光化学反应，还有一部分能量以热和荧光

的形式耗散掉。这三者之间是相互竞争关系，若电子传递受阻，荧光和热耗散就

会上升。典型的快速叶绿素荧光诱导动力学曲线有O、J、I、P等相【74,75,76,78,79】。

植物绿色器官经充分暗适应后，PS II的电子受体(QA、QB及PQ等)均完全失去电

子而被氧化【73,74]。这时PS II受体侧接受电子的能力最大，PS II反应中心可最大

限度地接受光量子，即处于“完全开放’’状态；此时样品受光后发射的荧光最小，

处于初始相“O”【77】。当样品照以强光时，PS II反应中心被激发后产生的电子经

由Pheo传给QA，将其还原生成QA。。此时，由于QB不能及时从QA。接受电子将它

氧化(P6s0宰一Pheo’需要3 ps，Pheo’一QA需要250—300 ps，而QA。一QB需要100,-,200

its[73】)，造成QA‘的大量积累，荧光迅速上升至J相‘74,75,76,80]。QB能够J叭QA-接受电

子形成QB}，导致QA和Pheo完全进入还原状态。此时PS II反应中心完全关闭，不

再接受光量子，荧光产量最高，出现P相。在电子从QA"向QB传递过程中，出现

的I相反映TPQ库的异质性，即快还原型PQ库先被完全还原(J．I)，随后慢还原

型PQ库才被还原(I．P)【771。目前对于l—P荧光上升的过程还存在其它一些解释，
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所以I点出现的原因需要进一步研究。

3．2 JIP．test的分析基础

植物快速荧光诱导曲线中包含着大量关于PS II反应中心原初光化学反应的

信息，通过分析曲线荧光参数，可以知道在环境因子影响下植物光合机构的变化

【7刀。从动力学曲线上可得到大量的原始数据，为了能更好地反映动力学曲线和被

测样品材料的关系，Strasser和StraSser【‘741(1995)以生物膜中能量流动理论为基础，

通过计算能量流和能量比率来衡量在给定物理状态下样品材料内部变化，建立了

高度简化的能量流动模型图(图5)。依据能量流动模型”】，天线色素(Chl)吸

收的能量(ABS)其中一小部分主要以热能和荧光(F)的形式耗散掉，大部分

则被反应中心(RC，在JIP．test中RC指有活性的反应中心)所捕获(TR)，在

反应中心激发能被转化为还原能，将QA还原成QA。，后者又可以被重新氧化，从

而产生电子传递(ET)，把传递的电子用于固定C02或其他途径。在此基础上

发展起来的数据处理称为“JIP一测定’’。JIP．测定为我们提供了大量被测样品材料

的信息，如光合器官在不同环境条件下的结构、功能的变化【81,82,83,84,85】。

F＼＼
‘I

”，

l
f ET

◆

ABs

尺C

砜
RC

E互，

RC

豫。
舳S

ETQ

豫0
‰卜=急

图5高度简化的能量在光合器官中的流动模型

(根据Strasser and Strasser，1995绘制)

Fig 5 highJy simplified scheme for the energy cascade from light absorption to

electron transport(adapted from Strasser and Strasser 1 995)

3．3快速叶绿素荧光诱导动力学曲线在光合作用研究中的应用

18

、●●●●孓J，～、●●●●L厂●l，

S

。

*

盐

。簟

J0就．



山东师范大学硕士学位论文

大量文献表明，植物本身的生理变化如衰老，或者逆境胁迫如缺铁或锰饥饿、

高温、低温、盐胁迫及干旱等都能够直接或间接地影响植物PS II的功能【771。当

环境条件变化时，植物体内叶绿素荧光的变化可以在一定程度上反映环境因子对

植物的影响[73,82,86】。通过分析不同环境条件下快速荧光诱导动力学曲线，可以深

入了解此环境对植物光合机构(主要是PS II)的影响以及光合机构对环境的适

应机制。

4研究目的和意义

随着全球沙漠化和盐碱化的不断加剧，耐盐植物在开发盐土资源和发展盐土

农业领域具有重要的研究和应用意义。培育高效的耐盐经济作物是改良和利用盐

碱地最经济、最有效的措施之一。因此，搞清盐生植物如何适应盐渍环境，以及

盐胁迫下各种光保护机制的运转，有利于大面积种植抗盐品种的筛选，充分开发

利用盐渍土地。

二色补血草(Limonium bicolor Bge．Kuntz)又名付氏矶松、草原干枝梅，是一

种典型泌盐植物，具有较强的抗盐能力，能够生长在较强的盐碱地段，是碱化较

严重地区的理想绿化植物。花期较长，有“自然干燥花’’之称，可采回长期贮存

观赏，还可以喷上各种颜色，作为插花应用，另外其植物有止血等药用功能，所

以具有较高的园林应用和经济价值。

关于二色补血草的抗盐性及盐害机理，人们曾经做过较多的研究，但研究的

重点多局限于其泌盐能力方面，我们实验室也曾做过相关方面的研究。与此同时，

我们也从光合气体交换及植物对光能的利用方面做了一些初步的研究，发现高浓

度NaCl处理后二色补血草的生长下降，光合速率降低，光下实际光化学效率

‘pPS II下降，但我们同时也发现能反映植物光系统光化学活性的指标Fv／Fm在盐

处理下保持相对稳定，即对盐胁迫不敏感。但是，毕竟tpPS II的变化在很大程度

上受到暗反应C02同化的影响，F册m反映的是暗适应后的PS II的潜在光化学效

率，而对于盐胁迫下PS II光化学反应的每一个过程却反映不出。鉴于这一问题，

我们决定综合利用多种技术来研究盐胁迫对植物的光合作用到底有无伤害，如果

有伤害，伤害发生在光合作用的哪一步?如果没有伤害或对于光合作用中的某些

部位(某一过程)没有伤害或伤害较轻，那么这一过程的保护机制又是什么?为

了达到这一研究目的，我们采用了光合气体交换分析技术、调制式荧光技术、快
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速叶绿素荧光技术和色素分析技术等，研究盐胁迫对二色补血草的光合气体交

换、色素组分、叶黄素循环、叶绿素荧光动力学的影响。尤其是在快速荧光动力

学实验中，为了研究二色补血草的PS II在盐胁迫下的变化，我们设计了盐激实

验，即通过直接施jJH400 mM NaCl来测定二色补血草PS II的各项参数随时间的变

化情况，通过对NaCI胁迫下二色补血草PS II原初光化学反应影响的研究，分析

其PS II供体侧、受体侧及其反应中心在盐胁迫下的变化趋势，来研究二色补血

草的PS II到底是否在盐胁迫下受到伤害，以及其对盐胁迫是否存在着缓慢的盐

适应过程。然后结合其它的实验结果，分析其在盐胁迫下的伤害机制或光保护机

带II。
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材料与方法

1材料和处理

1．1实验材料的准备

二色补血草(Limonium biolor)种子经0．1％HgCl2消毒10 min，用自来水充

分冲洗后，均匀播种于装有洗净细沙的塑料盆中。出苗后浇以1／2 Hoagland营养

液，培养室的昼夜温度为25±3 oC／15±3 oC，光周期为15 h／9 h(光／暗)，光强约

600+_100 pmol／m2．s，相对湿度为70％---80％。出苗约20天后幼苗长至4---5片真叶，

进行移栽，每盆3棵。用完全Hoagland溶液浇灌，培养30多天后进行处理。

1．2实验材料的处理

处理一：NaCl处理的预定浓度为0(CK)、100、200、400 mmol／L(NaCl

溶液用完全Hoagland营养液配置)，每个处理至少6个重复。为避免盐冲击效应，

NaCl处理的浓度每12 h递增50 mmol／L，直至预定浓度。每天定时定量浇灌一次，

浇灌量为细砂持水量的3倍，约2／3的溶液流出(交换以前的积余盐)，以保持NaCl

浓度恒定为预定浓度。处理15天后，测定各相关指标。

处理二：对照(CK)用完全Hoagland营养液培养，NaCl处理的材料直接用

含有400 mmol／L NaCl的完全Hoagland溶液浇灌，各设l5个重复，进行盐冲击实

验。从处理的第l天开始，每天定时定量浇灌两次，连续7天测定快速叶绿素荧光

诱导动力学曲线，连续7天测定时所用的叶片全部做好标记，保证为相同的叶片

及部位。

2实验方法

2．1根系生理指标的测定

2．1．1根系生长状况的分析

小心取出植株根系，剪去地上部分，将根部细沙轻轻洗去，放入盛满清水的

根盘中，将根系理顺后扫描，用WinRHIZO软件进行根系分析。

2．1．2根系鲜干重测定

小心取出根系，剪去地上部分，轻轻洗去根部细沙，用吸水纸吸干表面水分，

称其鲜重；鲜根系放入105 oC的烘箱中杀青15 min后，800C烘干至恒重，称其

干重。

2．1．3根系活力的测定

2l
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参考李合生根系活力测定方法【871。称取根尖O．5 g放入10 IIll烧杯中，加入O．4％

TTC溶液和磷酸缓冲液等量混合液lO 1111，将根完全浸没在溶液内，在37 oC下

暗保温2 h后，此后加入l mol／L硫酸2皿，以终止反应；同时做一空白实验，

先加硫酸，再加根样品。把根取出吸干水分后与乙酸乙酯4 ml和少量石英砂一

起在研钵内磨碎，以提取甲臌。红色提取液移入试管，并用少量乙酸乙酯把残渣

洗涤3、4次，移入试管，最后加乙酸乙酯定容至lO Inl，用分光光度计在波长

485 ntil下比色，以空白作参比，测出吸光值，根据标准曲线求出四氮唑还原量。

单位根鲜重的四氮唑还原强度=四氮唑还原量／(根重×时间)【pg‘g-IFW·h-I】。

2．2光合特性的测定

2．2．1单株植物净光合速率(Pn)、气孔导度(Gs)及胞间COz浓度(Ci)的测

定及气孔限制值(Ls)的计算

采用CIRAS．2便携式光合作用测定系统(PP Systems，UK)进行测定。测定

条件为光强1000 lamol·m-2．s～，RH 70％，温度25 oC。

气孔限制值(Ls)按照Ls=1．Ci／Ca计算(Berry等1982)[as】。

2．2．2 NPQ及其三组分等叶绿素荧光参数的测定

采用英国Hansatech公司生产的FMS一2型便携调制式荧光仪测定。分别测定

toPS II、NPQ及其三组分。测定方法如下：

toPS II，植物放于日光下适应至少--4"时后，光合作用达到稳态，开启荧光

仪得到稳态荧光Fs。这时再给一个饱和脉冲光(约为15000 lamol·m-2．s～PPFD，

时间0．7 s)后关闭，得到荧光参数Fm’，于是可以计算作用光存在时PS II的实

际的量子效率toPS II即(Fm'-Fs)／Fm’。

NPQ及其三组分，参照Horton等的方法【89】：叶片充分暗适应后，用仪器先

测得最大荧光Fm，再打开作用光(约为500 gmol·m-2．s～PPFD)，每隔2 min给一

个饱和脉冲光(约为15000 lmaol·m-2．s～PPFD，时间0．7 s)测定缸’，测6次后关闭

作用光，作用光稳定下的fin’值为Fm’。在暗恢复条件下，同样是每隔2 rain给

一个饱和脉冲光来测定fm’的恢复值，共6次，暗恢复6 min的缸’值为a，12 min

的缸’值为p。NPQ及其三组分按下列公式计算：NPQ=(Fm—Fm’)／Fm’， qE=(Q．

Fm’)／Fm’，qT=(fl—a)／Fm’，qI=(Fm-13)／Fm’。

2．2．3放氧速率的测定
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采用Chlorolab．2型液相氧电极(Hansatech，UK)测定。取完全展开叶片，

避开大的叶脉剪取1 cm2，并将其剪成约1 nli／12的碎片，置于2 ml NaHC03溶液

(O．1 mol／L)@进行数据测定。测定放氧速率时光强为1000pmol·m-2．s～，温度25±3

oC。

2．3叶片色素组分的测定

2．3．1光谱测量

采用Unispec．SC光谱分析仪(PP Systems，USA)进行测定。光谱仪的光纤

前端结合一个叶片夹。叶片夹使光纤与叶片表面成垂直方向600(水平方向300)。

先将植物叶片暴露在强光下30 min，使叶黄素组分完全氧化，取受光一致的叶片

进行测定。测定条件为光强为1200 pmol·m-2．s～，温度为260C。由光谱仪内置光

源供光。用反射率99％的白色标准板(Spectration，Labsphere，North Dutton，NH，

USA)的反射除叶片的反射，得叶片的反射率。叶片的叶绿素含量是用参数

mSR705来估计的【901，也可以利用相关公式估计类胡萝卜素含量和花青素含量。

mSRT05=(R750-‰5)／(R705一I沁5)

类胡萝卜素含量=R800(1／R．520-1／R700)

花青素含量=风oo(1／Rsso．1瓜700)

2．3．2叶黄素脱环化程度(DPS)的测定

参考赵世杰等【91】的方法。用内径为1 cm打孔器取叶圆片15个，放入研钵中，

加入3．5皿无水丙酮、少许石英砂和CaC03，弱光和低温下研磨，匀浆后于O_4

oC下离心10000 rpmX 10 min，上清液用高效液相色谱测定，分析叶黄素循环组

分。

叶黄素脱环化程度(DPS)=(A+Z)／(V+A+Z)

2．4活性氧清除酶活性的测定

2．4．1超氧物歧化酶(soD)活性测定

根据李合生法【871，稍作修改。取叶片O．5 g剪碎放入预冷的研钵中，加入5 111l

预冷的50 mmol／L磷酸缓冲液(pH 7．0)于冰上研磨成浆，在4 oC下，13000 rpm

离心20 rain，上清液即为酶提液。在4 IId反应体系中，取反应介质3．9 ml(含

有13 mmol／L蛋氨酸、77．12 pmol／L硝基四唑蓝、O．1 mmol／L EDTA．Na2、0．05

mol／LpH 7．8的磷酸缓冲液)，80．2 pmol／L核黄素O．1 IIll，酶液50 pl(有一支管
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不加酶液，以50 mmol／L pH 7．0磷酸缓冲液代替酶液作为CK)。混匀后，从加酶

液的2支管中任取一支作为空白避光保存，其余的在4000 lux光照下反应20 min。

在560 nlTl下测定各管OD值，结果以U·g’1 FW表示。酶活性的计算如下：

SOD活性=[(ODMAx．OD)xV]／[O．5XODMAxXWXV。]

其中ODⅢ,x为对照管的吸光度，OD为照光样品管的吸光度，V为样品液总

体积，Vt为测定时样品用量，W为样品鲜重。

2．4．2过氧化氢酶(CAT)活性测定

参考Rao[921和沈文飚【93】的方法，稍作修改。酶液的提取同SOD活性测定。

测定时3叫反应体系中含有50 mmol／L磷酸缓冲液(pH7．8)和lO pl 30％H202，

加入100 lal酶液启动反应，以不加H202为CK，每隔1 min测定240 an3处OD

值的变化，结果用A240·min。l·g。FW表示。

2．5快速叶绿素荧光诱导动力学测定

用Handy-PEA连续激发式荧光仪(Hansatech，UK)测量快速叶绿素荧光诱导

动力学曲线(O．J．I．P荧光诱导曲线)。Handy．PEA饱和脉冲光由三个发光二极管

提供。叶片在测定前先暗适应30 min，然后暴露在饱和脉冲光(2500 pmol·m-2．$以

PPFD)下l S，用Handy．PEA测量O．J．I．P荧光诱导曲线。

2．6 fliP．test分析

用JIP．test分析获得的O．J．I．P荧光诱导曲线[74,75,76】。JIP．test分析需要用到：20

ps时荧光(O相，Fo)、300 ps时荧光(K相)、2 Ills时荧光(J相)、30 ms时荧光

(I相)和最大荧光(P相，Fm)。

PS II最大光化学效率(Fv／Fm，qopo)=(1一Fo／Fm)。

捕获的激子将电子传递到电子传递链中QA"下游的其它电子受体的概率

(甲o)=l—VJ。

吸收的光量子将电子传递到电子传递链d}：：lQA"下游的其它电子受体的概率

(‘PEo)=(1--Fo／Fm)·甲o。

用于热耗散的量子比率(爷Do)=l--q’po=Fo／Fm ．

以吸收光能为基础的性能指数(PIABs)--(RC／ABS)·№Po／(1-topo)】·[。Fo／(1一甲o)】，

RC／ABS=Vj‘9po／]Vlo。

以吸收光能为基础的推动力(DFABS)=log(PIABS)。
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在J相和l相的相对可变荧光(Vj，V1)=(Ft-Fo)／(Fm．ro)，其中t=2 ms，30 ms。

可变荧光Fv占FJ-Fo振幅的比例(W)=(Ft—Fo)／(Fj—Vo)

标准化后的O—J—I—P荧光诱导曲线、直线F=Fm及y轴之间的面积(Sm)=Area

／(Fm．Fo)，反映了从2 ms,litFm时间内关闭所有反应中心需要的能量【75,76]。

从2 ms,litFm时间内QA氧化还原的次数(N)=Sm-Mo·(1ⅣJ)，其中(Mo)

--(FK—Fo){(Fm-Fo)o

单位面积反应中心的密度(RC／CS)=(pPo‘(Vj／Mo)·(ABS／CS)。

单位反应中心的比活性参数：吸收的能量(ABS瓜C)=Mo·(1／Vj)·(1佃Po)，

捕获的光能(TRo／RC)=Mo·(1ⅣJ)，用于电子传递的能量(ETo瓜C)=Mo

(1／VJ)·甲o，热耗散掉的能量(DIo瓜C)=(ABS／RC)--(TRo／RC)。

3数据处理

本实验的全部数据都采用SPSS 11．5 for Windows进行了t．检验或F．检验。
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实验结果

1 NaCI胁追对二色补血草生长状况的影响

1．I NaCI对二色补血草地上部分生长的影响

由图版I可以看}}j，二色补血草在100mmol／LNaCI处理F比CK长势好，

但在200、400 mmol／LNaCI处理F具生长逐步受到抑制．且盐度越高，受抑制

程度越明显。

图版l不同NaCI处理对二色补血草生长状况的影响

Platel EffectofNaCItreatments oo gmwth ofLimoniumblcolor

同样由表1可以看出，二色补血草的f鲜荤在lOOrnmol／L NaCI下比CK明

显增大，而在200和400mmol／LNaCI下逐渐变小，差异硅著，在400mmol／LNaCI

下鲜重_手几干重分别比CK下降了53 8％和43 9％。

表I．NaCI对二色补血草植株鲜重和干重的影响

TaMel．EffectofNaCI oⅡtheFW andDW ofLimoniumbiolor．Data煳Ⅱs士SD(n=耐

注：袁中与CK相比。⋯为0 05水平上的差异，⋯”为00l水平上的差异，下同
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1．2 NaCI对二色补血草幼苗根系生长状况的影响

如图版2，二色补血草的根系在100mmol／LNaCI处理下比CK稍微好一些，

之后随着处理盐浓度的升岛。半根开始变细，侧根数量逐渐减少。由表2可以看

山，随处理盐度的增加根系总长、柑系表面积、总体积、平均直径和根尖数先增

加后降低，在100mmol／LNaCl处理时达到最大值。在400mmol／LNaCI处理下，

根系总长较CK F降显著(P<O 05)，根系表面积、总体积、平均直径和根尖数

均比CK F降极显著(P(o叭)。根尖数在200mmol／LNaCl处理F较CK差异显

著(P<O 05)。

由幽6、7可见，随着NaCI处理浓度的增加，根系鲜重、干重先J。升后下

降．100mmol／LNaCl处理下达到最高值。在400mmoFLNaCI处理时，撤系鲜

重与CK差异显著(P<0 05)：200、400 mmol／L NaCI处理下，撤系干重与CK

差片极显著(P<0 01)。

爨
酚：，j．

图版2不同NaCI处理对二色补血草根系生长状况的影响

Plate 2 EffectofNaCItreatments on growth ofmotofLimonium bicolor

漤fⅣ
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表2．NaC!对二色补血草根系生长的影响

Table 2．Effect of NaC!on root growth of Limonium biolor．Data are means___SD(n=6)

1．3 NaC!对二色补血草根系活力的影响

从图8可以看出，NaCI处理后二色补血草的根系活力先升高后降低，在100

mmol／L NaCl处理时达到最大值，且与CK差异极显著(P<O．01)，之后随盐度的

升高根系活力下降。在400 mmol／LNaCI处理时较CK下降显著(P<O．05)。

1．8

鲁I．6
量1．4

11Ⅲl：詈1．2
越蚤1．0
竖萎0．8
骅丢0．6

尝0．4

8 0．2

。0．0

T

嘲一 溺1
CK 100 200 400

NaCI浓度(mmol／L)
NaCI concentration(mmol／L)

图6／1i同处理对根系鲜重的影响

Fi96 Effect of salt treatment on the fresh weight of

root of Limoninum bicolor．Data age means士SD(n26)

R
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O．05

O．00
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旧 ii
CK 100 200 400

NaCI浓度(mmol／L)

NaCI concentration(mmol／L)

图7不同处理对根系干重的影响

Fi97 Effect of salt treatment on the dry weight of root

of Limoninum bicolor．Data age means士SD(n=6)

一一扇
CK 100 200 400

NaCI浓度(mmol／L)

NaCI concentration(mmol／L)

图8不同处理对二色补jfIL草根系活力的影响

FigS Effect of different treatments on the roots activities of

Limoninum bicolor．Data are means士SD(n=6)
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2 NaC!胁迫对二色补血草光合特性的影响

2．1 NaCi对二色补血草净光合速率(Pn)、气孔导度(Gs)、胞问C02浓度(ci)

和气孔限制值(Ls)的影响

如图9．12，随着盐浓度的升高，Pn和Gs先升高后下降，100 mmol／L NaCl

处理下两者达到最大值；Ci逐渐下降，Ls的变化与Ci相反，呈上升趋势。在

200、400 mmol／LNaCl处理下，Pn和Gs下降显著，且与CK差异显著(分别为

P<0．05，P<0．01)；与此同时，Ci也显著下降，Ls显著上升，均与CK差异极显

著(P<0．01)。

CK 100 200 400

NaCI浓度(mmol／L)
NaCl concentration(mmol／L1

图9不同盐处理对净光合速率的影响
Fi西E豫贼ofdifferent treatments on the net

photosynthetic rate(Pn)of Limonium bicolor．

Data are蝴s-4-SD(n26)

350

300

250

200

150

100

50

O

CK 100 200 400

NaCl浓度(mmol／L)
NaCl concentration fmmol／L)

图1 l不同盐处理对细胞间隙C02浓度的影响

Fi91 l Effect of different treatments Oil the

intercellular C0，concentration(Ci)of Limonium

bicoior．Data al e m朗11s-t-ST)(n=6)

CK 100 200 400

NaCl浓度(mmol／L)
NaCl concentration(mmol／I。)

图10不同盐处理对气孔导度的影响

Fi91 0 Effect of different treatments on the stomatal

conductance(Gs)of Limonium bieoior．

Data m．e meal_ls：t：SD(n26)
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NaCl浓度(retool／L)
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图12不同盐处理对气孔限制值(Ls)的影响

Figl 2 Effect of different treatments On the

stomatal limitation(I s1 of Limonium bicolor．

Data al e means-i-SD(n26)
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2．2 NaCi对二色补血草放氧速率的影响

利用氧电极法测定的结果表明，如图13，放氧速率随盐浓度的增加先升高

后下降，最高点出现在100 mmol／L NaCl处理时，但各盐度处理与CK差异不大。

2．3 NaC!对二色补血草光下实际光化学效率(qoPS II)的影响

随着NaCl处理浓度的升高，q)PS II先升高后降低(图14)，最高点出现在

100 mmol／LNaCl处理时，400 mmol／LNaCl处理下较CK降低极显著(P<O．01)。

30

CK 100 200 400

NaC!浓度(retool／L)
NaCl concentration(mmol／L1

图13不同盐处理对放氧速率的影响

Figl 3 Effect of different concentrations on O，

evoiution rate of Limonium bicolor．

Data are mP．．alls士SD(玎；9)

3．5

3．O

2．5

口2．0
a-

Z 1．5

1．O

O．5

O．0

CK loo 200 400

NaCl浓度(rmnoFL)

NaCI concentration(retool／L)

图1 5不同盐处理对二色补血草NPQ的影响

Figl 5 Effect of salt treatment on NPQ of

Limonium bicolor．Data arcmeans-t-SD(n=12)

CK 100 200 400

NaC!浓度(nmaol几)
NaCl concentration(retool／L)

图14不同盐处理对荧光参数(0PSII的影响

Figl4 Effect of different concentrations on oPSII of

Limonium bicolor，Data雠means+SD fn=20)
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图16不同盐处理对二色补血草qE的影响

Figl6 Effect ofsalt treatment on qEofLimonium

bicolor．Data aremeans+SD(n=l 2)
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叮
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NaCI浓度(mmoFL)

NaCI concentration(retool／L)

图17不同盐处理对二色补血草qT的影响

Figl 7 Effect of salt treatment on qT of Limonium

bicoior．Data are means士SD(n=12)

1．O

0．8

0．6

O．4

O．2

O．O

CK 100 200 400

NaCI浓度(mmoVL)
NaCl concentration fmmol／L)

图18不同盐处理对二色补血草qI的影响

Figl 8 Effect of salt treatment Oil ql of

Limonium bicolor．Data are means士SD(n=12)

3 NaC!对二色补血草非光化学猝灭系数(NPQ)及其三组分的影响

随着盐浓度的增加，NPQ逐渐上升，如图15，200、400 mmol／L NaCI处理

与CK有显著差异(P<o．05)。随着盐浓度的增加，qE也是逐渐升高，如图16，

在200、400 mmol／L NaCl处理下qE较CK明显上升(P<O．05)。

由图17可见，随着盐浓度的增加，qT逐渐降低，100、200、400 mmol／L NaCl

处理下，qT分别比CK降低了19．9％、33．6％、37．7％。但不同盐处理下qT与

CK差异均不显著(P>0．05)。

随着盐浓度的增加，qI逐渐升高(图18)，400 mmol／LNaCI处理较CK上

升显著(P<O．05)。100、200、400 mmol／LNaCl处理下，q1分别比CK增加了

13．6％、20．1％、43．8％。
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NaCl浓度(mmol／L)
NaCl concgntration(minor／L)

图19不同处理对叶片叶绿素相对含量的影响

Fi91 9 Effect of different treatments oil the relative

content ofchIorophyII(Chi)in leaves ofLimonium

bicoior．Data are iil朗ns士ST)(n=36)

CK 100 200 400

NaCl浓度(nmlol／L)

NaCl concglltratioil(retool／L)

图20不同处理对叶片叶黄素脱环化程度的影响

Fi蛇0 E依斌of different treatments oil the de-

epoxidation extent ofxanthophyU cvde in leaves of

Limonium bicoior．Data are meAllL$：i：SD(n=6)
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图21不同处理对叶片类胡萝卜素相对含量的影响
Fi蛇1 Effect of different treatments on the relative

content of carotenoid(Car)in leaves of Limonium

bicoIor．Data are m盘lns-t-SD(n=36)
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图22不同盐处理对叶片花青素相对含量的影响

Fi922 Effect ofdifferent treatments on the relative

content ofanthocyanin(Anth)in leaves of

Limonium bieolor．Data are means士SD(n=36)

4 NaCI胁迫对二色补血草叶片色素组分的影响

4．1 NaC!对二色补血草叶片叶绿素相对含量(ChI％)的影响

如图19，随着盐浓度的升高，叶绿素相对含量逐渐升高，且在200、400

mmol／L NaCl处理下Clll％较CK有显著的上升(P<0．05)。

4．2 NaCI对二色补血草叶片叶黄素脱环化程度(DPS)的影响

由图20可见，随着处理盐浓度的升高，DPS逐渐升高。在200、400 mmol／L

NaCl处理下DPS较CK显著上升(P<0．05)，在400 mmoVLNaCl处理下比CK

增加了8．2％。

4．3 NaCi对二色补血草叶片类胡萝b素相对含量(Car％)的影响

如图2l，类胡萝卜素相对含量随着盐度的增加而增加。在100、200 mmol／L

NaCI处理下Car％与CK差异显著(P<0．05)；在400 mmol／L NaCl处理下Car％

比CK增加了21％，且差异极显著(P<O．01)。

4．4 NaCi对二色补血草叶片花青素相对含量(Anth％)的影响

随着盐浓度的增加，花青素相对含量升高尤其显著。如图22所示，在200

和400 mmoVL NaCl处理下，Anth％较CK分别上升了52％和66％，且差异极显

著(P<0．01)。

32

玉■■I●豳墨工曩由I豳圈豳I●图豳匮扇隧匿‘豳墨



山东师范大学硕士学位论文

400

爹350
·tL 300

乏罢250

蕾詈200
宝专150

言100
舄 50

O

CK 100 200 400

NaCt浓度(mmol／L)
NaCl concentration(retool／L)

图23不同盐处理对叶片SOD活性的影响
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图24不同盐处理对叶片CAT活性的影响

Fi924 Effect of different treatments on CAT

activity in leaves of Limonium bicoior．

Data ale lll盘lrls士SD(n=6)

5 NaC!胁迫对二色补血草叶片抗氧化酶活性的影响

5．1 NaC!对二色补血草叶片SOD活性的影响

SOD在生物体内专一清除02‘，在活性氧清除系统中占有十分重要的位置。

如图23，随着盐浓度的升高，叶片SOD活性先降低后升高，最低点出现在100

mmol／L NaCl处理时，与CK相比没有显著变化；之后随盐度增加活性升高，200、

400 mmol／L NaCl处理较CK上升显著(P<0．05)。

5．2 NaCI对二色补血草叶片CAT活性的影响

CAT能直接分解H202，普遍存在于生物细胞中，是抗氧化系统的主要组分

之一。如图24，叶片CAT活性随着盐浓度的增加而上升。在200、400 mmol／L NaCl

处理下，CAT活性较OK明显上升(分别为P<0．05，P<0．01)。

6 NaC!胁迫对二色补血草PS II光化学特性的影响

6．1 NaC!对二色补血草叶片快速荧光诱导曲线的影响

当快速叶绿素荧光诱导曲线以对数时间坐标轴绘制时，荧光诱导呈多相上

升，结果得到O．J．I．P诱导曲线。如图25．A，400 mmoFL NaCI处理下，二色补

血草的J、I、P相都有所下降。

6．2盐冲击对二色补血草PS U供体侧的影响

WK是K相可变荧光占(FJ_Fo)振幅的比例，可用来分析供体侧的变化。二

色补血草受到盐冲击后，WK(Fig 25．B)较CK显著下降(P<o．05)。

33

加∞如柏如加加O

—≥争协．．．uI善。寸N《一

^1I^口3B卜《U



山东师范大学硕士学位论文

U
D
C
o
o
∞
11)
-
o
j
C

O．52

0．47

o．42

薹0．37

O．32

0．27

o』——————，—————．——————，—————．_1 0．22

lB．05 0．O001 0．001 0．01 0．1 1

time(s)

O 1 2 3 4 5 6 7 8

Time oftreatrr啪ts翻ay)

图25．400 mmol／L NaCI处理下快速荧光诱导曲线(A)及K相可变荧光占

(FJ．Fo)振幅的比例(WK，B)的变化

Fig 25．Changes of chlorophyll a fluorescence transient(A)and the ratio of variable fluorescence

FK to the amplitude R—_Fo(WK，B)after treated winl 400 mmol／L NaCl。

Data are means--bSD(n21 5)

6．3盐冲击对二色补血草PS II受体侧的影响

Sm反映了从2 ins到tFm时间内关闭所有反应中心需要的能量，即PS II反应

中心受体侧PQ库的大小。400 mmol／L NaCl处理下，Sm(Fig 26．A)较CK有

所降低，尽管第3天较CK显著降低(P<O．05)，但下降幅度并不大。

N反映了从2 ms到tFm时间内QA被还原的次数。N(Fig 26。B)在400 mmol／L

NaCl冲击处理时间内一直低于CK，在2～7天内分别下降了7．9％、12．7％、1 1．1％、

】O．8％、10。4％、11．3％，降低显著(P<0．05)，且第4天处理降低极显著(P<O．01)。

Vl(Fig 26．C)表示在I点的相对可变荧光，400 mmol／L NaCl处理下从第2

天起分别比CK增加了0．6％、2．1％、2．7％、1．6％、1．4％、2．O％，且从第3天开

始较CK升高显著(P<O．05)。

VJ表示在J点的相对可变荧光，400 mmoFL NaCl处理下，Vj(Fig 26-D)

从第2天开始较CK略有降低，差异并不明显(P>o．05)。

(Pro(Fig 26．E)反映了暗适应后的最大光化学效率，400 mmol／L NaCI处理

下较CK有所降低，只在第2天处理时与CK差异显著(P<0．05)。tPEo表示用

于电子传递的量子产额，VO表示电子传递效率；币Eo(Fig 26．F)、Vo(Fig 26．G)

在盐冲击处理后均略高于CK。{Pao(Fig 26．H)表示用于热耗散的量子比率，400
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mmol／L NaCl处理下较CK有所升高，约升高了5．6％---9．2％，与CK差异显著

(P<0．05)。

Mo(Fig 27．A)反映了QA被还原的最大速率，从400 mmol／L NaCl处理开

始，Mo一直低于CK，在2---7天内分别比CK降低了8．O％、8．1％、10．6％、8．3％、

9．2％、8．1％，处理第2天时较CK降低显著(P<O．05)。
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图26．400 mmol／L NaCI处理下标准化后的在J．P相和直线F=FM之间的面积(Sin，A)，从2 Ills

JUtFm时间内QA的氧化还原次数(N，B)，I相相对可变荧光(VI，C)，J相相对可变荧光Cvj，

D)，PSII最大量子效率(QPo，E)，吸收的光量子将电子传递到电子传递链中QA"下游的其

它电子受体的概率(tpEo，F)，捕获的激子将电子传递到电子传递链中QA"下游的其它电子受

体的概率(LPo，G)，用于热耗散的量子比率(q'Oo，H)的变化

Fig 26．Changes in the normalized complementary area corresponding tO the J-P phase(SIIl，A)，

turn over number of QA in the time span from J-step tO P-step(N，B)，relative variable

fluorescence at I-step(Vl，C)and J-step(vj，D)，the maximum quantum yield of PS II(甲Po，E)，

probability that all absorbed photon will move an electron into the electron transport chain beyond

QA。(q'Eo，F)，efficiency that a trapped exciton moves an electron into the electron transport chain

beyond QA’(甲o，G)，quantum ratio for heat dissipation(币Do，H)under the treatment wiⅡl 400

mmol／L NaCI．Data ale means士SD(n=15)

6．4盐冲击对二色补血草PS 1I反应中心的影响

反应中心的密度用RC／CSo表示，400 mmol／L NaCl处理下RC／CSo(Fig

27．B)，从处理第2天开始较CK即增加6％左右(该数值比较稳定)，并且第

4、6、7天处理较CK升高极显著(P<O．01)，其它3天处理升高显著(P<0．05)。

ABS／RC表示单位反应中心吸收的光能，400 mmol／L NaCl处理下ABS／RC

(Fig 27．C)较CK有所降低，处理第2天较CK降低显著(P<O．05)。

TRo／RC(Fig 27．D)表示单位反应中心捕获的用于还原QA的能量，400

mmol／L NaCl处理下从第2天开始较CK下降了6．2％、7．4％、7．7％、7．9％、8．1％、

7．8％，且显著降低(P<O．05)。

ETo／RC(Fig 27．E)表示单位反应中心捕获的用于电子传递的能量，400

mmol／L NaCl处理后较CK有所下降，从第2天开始降低极显著(P<O．01)。



山东师范大学硕十学位论文

DIo／RC(Fig 27．F)表示单位反应中心耗散掉的能量，在400 mmol／L NaCl

处理下略有降低，在2～7天内分别较CK降低了1．3％、3．9％、8．5％、8．2％、8．9

％、7．6％。
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图27．400 mmol／L NaCI处理下04过程中QA被还原的速率(Mo，A)，单位面积内反应中

心的密度(RC／CSo，B)，单位反应中心吸收(ABS／RC，C)，捕获(TRo／RC，D)，用于电子

传递(ETo／RC，E)及热耗散的能量(DIo／RC。F)的变化

Fi927．Changes in the slope at the origin of the fluorescence rise(Mo，A)，the density of active
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reaction centers per excited cross—section(RC／CSo，B)，and in the specific energy fluxes per active

reaction centers for absorption(ABS／RC，C)，trapping(TRo／RC，D)，electron transport(ETo／RC，E)，

heat dissipation(DIo／RC，F)under the treatment with 400 mmol／L NaCl．

Data are meansa：SD(n=1 5)
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图28．400 mmoFL NaCl处理下以吸收光能为基础的性能指数(PIABs，A)

和推动力(D．F．，B)的变化

Fi928 Changes in the performance index(PIABs,A)and driving force(D．F．，B)on absorption basis

under the treatment wim 400 mmol／L NaCI．Data ale means--bSD(n=l 5)

PIAas是以吸收光能为基础的性能指数，在400 mmol／L NaCl处理下PIAas(Fig

28．A)较CK均明显升高，在2～7天内分别比CK增加了5．6％、8．3％、17．8％、

17．6％、17．3％、17．2％，差异比较明显(<O．05％)。D．F．是以吸收光能为基础的

推动力，D．F．(Fi928．B)在盐处理后比CK也有所增加，分别增加了1．7％、4．5％、

2．3％、4．1％和3。6％(P<O．05)。
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讨论

1．NaC!胁迫下二色补血草的生长和光合作用

二色补血草为一盐生植物，具有一定的耐盐能力，从实验结果可以看出其在

100 mmol／L NaCl下生长要好于无盐对照，但在高盐度下生长逐渐下降(图版1

和表1)。除此，我们还研究了盐胁迫下根系的生长情况，因为根系生长和活力

的维持对植物地上部分生长发育和产量形成有重要意义，等渗的干旱胁迫、盐胁

迫及盐碱胁迫均能引起根系活力的变化【94】。根系活力泛指根系的吸收能力、合

成能力、氧化能力和还原能力等，是一种较客观地反映根系生命活动的生理指标

【94】。随着NaCI处理浓度的增加，二色补血草的根系活力呈现先升高后降低的趋

势，最大值出现在100 mmol／L NaCl处理时，可以认为这是二色补血草对低浓度

NaCI的适应性反映，在一定程度上促进了地上部分的生长。400 mmol／L NaCl

处理下，二色补血草的根系活力明显低于CK，可知二色补血草为适应高盐胁迫，

生理代谢减缓，根系活力随之降低，其生长自然受到抑制。

盐胁迫下，叶片叶绿素含量或上升或下降，均有相应的报道。这可能是因为

不同植物的耐盐性与耐盐机制不同。事实上，叶绿素含量的高低对于植物的抗盐

性并没有直接的相关性。对于二色补血草来说，高浓度NaCl处理下叶绿素相对

含量较CK有显著的上升，可能是盐分促进了叶绿素的合成，也可能与NaCI胁

迫限制了叶面积的增大有关，因为NaCl胁迫抑制了二色补血草叶片的扩展(图

版1)。

低浓度NaCl处理下二色补血草的净光合速率上升，高盐度下其净光合速率

下降，说明Pn对于盐度是个比较敏感的生理指标，这从图9可以看出。但高盐

度下引起光合速率下降的原因是什么?一般认为引起光合速率下降的因素有两

种类型：气孔限制因素和非气孔限制因素，根据Farquhar和Sharkey的观剧95】，

只有当胞间C02浓度(Ci)降低和气孔限制值(Ls)增大时，才可以作出光合速

率降低主要是由气孔导度所引起的可靠结论。本实验中，在200、400 mmol／LNaCl

处理下，与CK相比，Pn、Gs、Ci显著下降，而Ls显著上升。从本实验结果可

以得出(图9---12)，较高盐浓度下，光合速率的降低与气孔限制因素密切相关。

为了进一步验证这一结论，本实验又采用了氧电极法来测定液态环境下二色补血
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草的光合放氧速率(图13)，以在撇开气孔限制因素的条件下测定植物的光合

速率，测得的结果是放氧速率在不同盐度下与CK差异均不显著，这就进一步证

明在NaCI处理下，气孔限制因素是二色补血草光合速率降低的重要原因。

2．NaC!胁迫下二色补血草的光抑制与光破坏

在逆境胁迫下，由于植物的光合速率下降，从而导致植物吸收的光能不能被

完全利用，过剩的光能很容易引起光抑制，严重时会发生光破坏。贾虎森【58】提

出由于cpPS II能够反映过剩光能非光化学耗散导致的光能转化效率的降低，用其

作为判定光抑制的标准较Fv／Fm更为合理。表观光合量子效率(AQY)也是判

断光抑制的重要特征。周俊山【96】发现，二色补血草AQY在200、400 mmol／LNaCl

处理下与CK相比明显降低，说明光抑制的存在。本实验中，‘pPS II随着处理盐

度的增加先升高后降低，最大值出现在100 mmol／LNaCl处理时，在400 mmol／L

NaCl处理下较CK降低极显著(图14)。可以说明：随着NaCl浓度的升高，二

色补血草叶片发生光抑制且逐渐增强；但周俊山实验和本实验也都发现其PS II

的最大光化学效率(pPo在高盐处理下并没有显著变化，这说明二色补血草的反

应中心在盐胁迫下相对稳定，并未受到破坏【961。因此有学者认为，光抑制实质

上不过是PS II临时可逆的下调；它常是一种保护机制，代表一种PS II的长期调

控机制。

3．NaCl胁迫下二色补血草PSⅡ光化学特性的变化

植物处于逆境胁迫下其PS II会发生相应的变化，如高温、缺素等都会导致

PS lI反应中心活性的下降，但在盐胁迫下PS II复合体的情况，却一直存在着不

同的实验结果的争议。为澄清这一问题，我们采用了调制式荧光技术和快速荧光

动力学技术对盐胁迫下二色补血草的PS II进行实验。

3．1二色补血草PS 1I供体侧的变化

一些研究表明，在高温、干旱、缺铁等胁迫条件下，照光大约300 gs时会

出现K相，这是由放氧复合体(OEC)受到伤害所引起的。本实验中，快速荧

光诱导曲线并未出现K相，说明400 mmol／LNaCl处理对二色补血草从原初电子

供体到PS II的次级电子供体的电子传递的影响很小。

WK是K点相对荧光与J点相对荧光之比，即K相可变荧光占(FJ．Fo)振

幅的比例，可用来分析供体侧的变化。WK升高，表明PS II的供体侧(主要是
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OEC)受到损害。400 mmol／LNaCl处理下，WK并未升高，较CK反而有所下降，

表明二色补血草PS II的供体侧并未受到盐胁迫伤害。

3．2二色补血草PS H受体侧的变化

Sm反映了从2 ms至UtFm时间内使QA完全被还原所需要的能量，即QA下游电子

受体库的大小，从QA"传递走的电子比例越低，荧光信号到达Fm所需的时间就越

短，Sm就越小【771。N反映了从2 ms至UtFm时间内QA的氧化还原次数，若N下降则

表明QA传递电子能力下降，反应中心的开放程度下降。Sm和N相对较低，表明

从QA。传递走的电子较少，fl[JPS II受体侧的电子传递能力相对较低。J相反映了照

光2 ms时QA。的第一次瞬时最大积累，也就是此时有活性反应中心的关闭程度；I

相反映T30ms时Qg-的瞬时最大 累174,80]。·Mo反映了QA被还原的最大速率，即

O．J过程中QA被还原的速率[74,75,76】，它与反应中心色素、捕光色素和QA所处的状

态有关。

400 mmol／LNaCI处理下，相对于CK，标准化后的在J．P相和直线F=FM之

间的面积(Sm)有所降低，从2 ms到tFm时间内QA的氧化还原次数(N)显著

降低，J相相对可变荧光(Vj)略有降低，I相相对可变荧光(V1)从第3天开

始升高显著(P<0．05)，QA被还原的最大速率(Mo)下降。可见，400 mmol／LNaCl

冲击下，二色补血草PS II受体侧的传递体减少，QA的还原次数和速率也下降，

以致于叶片从QA-传递走的电子有所减少，同时QA-的积累相对增加，此时快速

荧光诱导曲线从O点到J点的上升速度加快，也说明了400 mmol／L NaCl胁迫阻

碍了QA。往下的电子传递。这些结果表明：400 mmol／L NaCl处理下二色补血草

PS II受体侧的电子传递能力相对CK较低。

400 mmol／LNaCl处理下，暗适应后的最大光化学效率(tppo)比CK略有降

低，但差异并不显著，与调制式荧光仪的参数Fv／FM的变化相一致。甲。表示电

子传递效率，反映了2 ms时有活性的反应中心的开放程度，即捕获的激子将电

子传递到电子传递链中QA‘下游的其它电子受体的概率。{PEo反映了反应中心吸

收的光能用于电子传递的量子产额，即吸收的光量子将电子传递到电子传递链中

QA。下游的其它电子受体的概率。‘pD0表示用于热耗散的量子比率。taEo、甲。在400

mmol／L NaCl处理下较CK变化不大，但tPao较CK明显升高，表明盐胁迫下热

耗散增加，这与NPQ的实验结果是一致的。
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3．3二色补血草PS II反应中心的变化

400 mmol／LNaCI处理下，与CK相比，单位反应中心吸收的光能(ABS瓜C)

有所降低，单位反应中心捕获的用于还原QA的能量(TRo／RC)下降显著，以及

用于电子传递的能量(ETo瓜C)下降极显著。此时，用于热耗散的能量(DIo瓜C)

在ABS／RC中的比例略有升高，这说明单位反应中心的热耗散可能相对增加了。

在叶片单位横截面积上，有活性的反应中心数量(RC／CSo)明显增多，这表明

400 mmol／L NaCI处理下，虽然单位反应中心吸收的光能(ABS瓜C)有所降低，

但是单位面积内有活性的反应中心数量(RC／CSo)明显增多，从而使捕获的总

光能不至于减少，以维持光合作用。

以吸收光能为基础的性能指数PIABs和以吸收光能为基础的推动力D．F．包含

了三个参数：RC／ABS、伞P0和q'o，这三个参数分别反映了PS II的原初光化学反

应中光能的吸收(ABS)、激发能的捕获(TR)和电子传递(ET)，所以PIABS

和D．F．可以更准确地综合反映出植物光合机构的状态。在400 mmol／LNaCl处理

下，PIABs和D．F．起初与CK相比并没有显著变化，从第4天开始PIABs较CK

升高17．5％左右，同时D．F．也有所升高。这说明400 mmol／LNaCl冲击对二色补

血草PS II的原初光化学反应伤害不大，相反还有一定的促进作用，这一点对于

研究二色补血草的抗盐性具有非常重要的意义。

tpPS II、NPQ主要反映碳同化反应活化后PS II的光化学反应，‘pEo、tpoo等

快相参数主要反映PS II的原初光化学反应及光合机构的结构和状态等的变化。

400 mmol／LNaCI处理下，与CK相比，tpPSII下降了13。3％，NPQ上升了22．9％；

相应地，tpEo、tODo最高分别增加2．6％、9．2％。由此推测，NaCl胁迫对二色补血

草的影响更倾向于暗反应，而对原初光化学反应的伤害并不明显。

总之，在400 mmol／LNaCl盐激处理下，通过分析快速荧光诱导动力学各参

数随时间的变化情况，可以看出二色补血草在受到盐激时，许多参数(如tpeo、

q'o、(pEo)相对于CK不仅没有太大的变化，反而从一开始就表现出较稳定的变

化趋势，而且对PS II的原初光化学反应伤害也不大。另外我们也发现，二色补

血草的PS II对400 mmol／LNaCl盐激基本没有表现出缓慢的适应过程。

4．NaCi胁迫下二色补血草的光保护机制

在逆境条件下，由于过剩光能的比例增加，这样会很容易导致植物的光抑制
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与光伤害，但植物也会采取不同的机制对过多的光能进行无害化处理，这就是光

保护。一般光保护有三条途径：第一种方式是天线色素的热耗散，亦称为高能态

热耗散，它是通过跨类囊体膜的pH梯度及叶黄素循环将过剩的光能变成热能散

失掉，其最大特点是在光能尚未引起反应中心电荷分离之前就将能量处理掉，因

此这种耗散方式是安全而高效的。第二种方式是反应中心的热耗散，即通过反应

中心的可逆性失活，将活性反应中心转变为没有活性的反应中心，没有活性的反

应中心成为热能耗散中心，通过形成围绕PS II的循环式电子传递将过剩光能消

耗掉。事实上这种方式的热耗散已经造成了部分反应中心的伤害，使部分PS II

复合体处于暂时或永久的失活状态，此时已发生了光伤害。第三种方式是活性氧

的清除，即当上述两条防线都不足以将过剩激发能清除掉时，过剩激发能通过电

子传递链会形成活性氧，植物通过活性氧清除系统将其清除，防止或减少活性氧

对光系统的伤害。

4．1 NaCI胁迫下非辐射性热耗散的光保护作用

从本实验结果(图15)可以看出，在NaCl处理下二色补血草的热耗散NPQ

明显升高，且200、400 mmol／L NaCl处理与CK有显著差异(P<O．05)。表明随

着盐浓度的增加，光抑制现象加强，二色补血草的光系统通过提高非辐射性热耗

散可以消耗PS II吸收的过多光能，对于保护PS II反应中心免受光抑制伤害起着

非常重要的作用。

NPQ的主要组分为qE，是依赖跨类囊体膜质子梯度的热耗散，也就是上面

所提到的第一条防线，它在二色补血草中占NPQ的65％左右。qE是非光化学猝

灭的快相，可间接地反映类囊体膜的质子梯度状况【7,97】。本实验中，随着盐浓度

的升高，qE逐渐升高，其变化趋势与NPQ相同，表明依赖ApH的能量耗散机

制在逐渐增强，将过剩的能量以热的形式耗散掉。因此天线色素的热耗散在盐胁

迫下二色补血草的光保护中占据了非常重要的地位。

光合机构的高效运转依赖于光能在PS I和PS II之间的均衡分配，状态转换

就是保持两个光系统之间光能均衡分配的一种短期的快速调节方式。qT是依赖

状态1向状态2转换的热耗散。在本实验中qT不到NPQ的10％，随着盐浓度

的增加逐渐降低，但不同盐度处理下qT与CK差异均不显著(P>0．05)，400

mmol／L NaCl处理下qT比CK降低了37。7％。这说明由于光抑制不断加剧，盐
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度越高，qT受抑制程度越明显，越不可能发生状态l向状态2的转换。也就是

说，NaCl处理下二色补血草中qT的保护机制受到抑制。

关于光抑制猝灭qI，有三种假说，文献综述已有介绍。qI是与光合作用的

光抑制有关的热耗散，本实验中约占NPQ的25％。qI随着盐浓度的增加逐渐上

升，与DPS的变化相一致，在400 mmol／L NaCl处理下达到显著水平(P<O．05)。

这表明由于PS II光能利用率下降，其叶片发生光抑制，且随着盐度升高而增强，

从而引起与光抑制有关的热耗散机制加强。qI与DPS的变化一致，表明二色补

血草中qI可能与叶黄素循环过程中生成的玉米黄质有关。有的研究表明，qI在

机制上部分相似于qE，但有一些类型的qI并不完全依赖于类囊体腔pH的变化。

综上所述，低浓度NaCl对二色补血草光能利用的影响不大，高盐胁迫下，

Pn下降显著，光抑制现象加强，二色补血草通过增大非光化学耗散来消耗吸收

的过多光能，以保护光合器官免受损伤。较高盐浓度下，依赖／kpH和与光抑制

有关的能量耗散发挥的作用在加强，状态转换则受到抑制。

4．2 NaCl胁迫下依赖叶黄素循环的能量耗散的光保护作用

叶黄素循环被认为在植物的抗光抑制中起到十分重要的作用【22洲。叶黄素能

够通过非辐射能量耗散过量的激发能从而猝灭3Chl，也可以直接清除102【361。NPQ

主要与依赖于叶黄素循环的能量耗散有关【26】。本实验中，随着处理盐浓度的升

高，DPS逐渐升高，其变化趋势与NPQ、qE相一致，而且在较高盐分条件下均

明显上升。表明二色补血草中依赖于叶黄素循环的能量耗散在盐胁迫下能起到有

效的保护作用，原因可能有：其一DPS的升高表明玉米黄质(Z)和花药黄质(A)

生成量的增加。毫无疑问，Z的增加，能大幅度提高依赖于叶黄素循环的能量耗

散。其二可能与盐胁迫引起的pH梯度有关。依赖于叶黄素循环的能量耗散除需

要z和A之外，还需要pH梯度【26,98】。较高盐度下，qE的显著升高表明／kpH也

在升高。所以，在二色补血草中，不断升高的ApH是依赖于叶黄素循环的热耗

散增加的前提，而后者对前者的热耗散起到“放大器’’的作用。DPS与qE的变

化一致，可能qE的形成与玉米黄质的合成相关。其三可能与盐胁迫引起的类胡

萝卜素含量增加有关。Car相对含量随盐度升高一直在显著上升，到400 mmol／L

NaCl处理时较CK升高极显著(P<o．01)。类胡萝卜素中包括一部分叶黄素循

环的色素【叫，所以Car含量的增加可能意味着部分用于叶黄素循环的色素含量也
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增加了。

热耗散的增加不可避免地导致二色补血草光化学能量转化效率的下降，但它

在防御过剩光能对光合机构的破坏中具有积极的作用，是二色补血草主要的光保

护机制之一。

4．3 NaC!胁迫下活性氧清除系统的光保护作用

植物在代谢过程中会不断地产生活性氧，同时活性氧清除系统会将其清除，

二者处于一个动态平衡中，但在逆境条件下活性氧的积累会增多，从而引起活性

氧伤害。MDA是膜脂过氧化的末端产物，其含量高低是判断膜脂过氧化程度的

重要指标【1删【1011，电解质渗漏率也是反映细胞膜受伤害程度的直接指标。周俊山

【96】发现：随着NaCl浓度的增加，二色补血草的MDA和质膜透性逐渐增加，200、

400 mmol／LNaCl处理下较CK均显著升高。这说明：NaCI胁迫加剧了二色补血

草的活性氧伤害。

SOD、CAT均为植物内源的自由基清除剂，属保护酶系统【1021。SOD是植物

体内清除活性氧系统的第一道防线，在ROS的清除系统中发挥着特别重要的作

用，其主要功能是清除02‘。CAT在细胞中主要存在于过氧化体中，催化分解组

织中的高浓度H202，从而使H202维持在一个较低的水平。本实验中，200、400

mmol／L NaCI处理下，SOD、CAT活性较CK均明显上升，可能正是由于NaCl

处理下保护酶活性增强或维持在较高水平，才使得二色补血草能够有效地清除

ROS，使ROS维持在较低水平从而防止对膜结构和功能的破坏。可见，较强的

抗氧化能力是二色补血草较强耐盐性的重要原因之一。

非酶系统主要包括AsA、GSH、Car和a．生育酚等。AsA既可以直接清除102、

02’’和·OH等活性氧物质，还参与0【．生育酚的再生，又可以参与AsaPOD反应和

紫黄质的脱环化反应，在植物的抗光氧化中起到中心机制的作用。GSH可以直

接清除102和·OH，也可以参与a．生育酚和抗坏血酸的再生。鲁丽丽【711认为，盐

胁迫下二色补血草叶片GSH、AsA含量明显增加，说明盐处理可以激活二色补

血草的非酶类自由基清除系统。因此，活性氧非酶系统含量的升高，是二色补血

草适应盐渍环境不可忽视的原因之一。

4．4 NaCi胁迫下类胡萝卜素和花青素可能的光保护作用

本实验中我们还发现：盐胁迫下二色补血草叶片中类胡萝b素和花青素的相

45



山东师范大学硕士学位论文

对含量均有显著提高，这意味着二者对于二色补血草在盐胁迫下的光保护具有积

极的意义。对于类胡萝b素来说，它包括胡萝b素、叶黄素类，是膜结合的抗氧

化物质；提高其含量不仅能耗散掉天线上的过剩光能，还能够猝灭3Chl和102，

抑制膜脂过氧化，从而稳定膜结构。对于花青素来说，其含量增多一方面可以吸

收光能(主要是兰紫光和紫外线)，这样就减少了叶绿体色素对光能的吸收，对

植物起到保护作用，另一方面，还可以清除自由基从而减轻逆境造成的伤害，有

利于逆境下植物的生长发育。不过对于这一点，我们还需要进一步的研究。

总之，在高盐度下二色补血草主要通过热耗散及活性氧清除系统，有效地清

除过剩光能，达到了对PS II保护的目的，使之在盐胁迫下保持较强的稳定性。
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主要结论：

1．在100 mmol／L NaCl处理下，二色补血草的根系活力达到最大值，可以认为

这是二色补血草对低浓度NaCl的适应性反映，在一定程度上促进了地上部

分的生长。较高盐分条件下，根系活力下降，其生长代谢随之显著降低。

2．NaCl胁迫下，气孔限制因素是二色补血草光合速率降低的重要原因之一。

3．400 mmol／L NaCl冲击下，二色补血草PS II的供体侧很有可能未受到盐胁迫

伤害，但PS II受体侧的电子传递能力相对较低。此时，以吸收光能为基础的

性能指数(PIABS)和推动力(D．F．)反而高于CK，表明400 mmol／L NaCl

冲击下二色补血草PS II的原初光化学反应仍维持较高的稳定性。

4．低浓度NaCI对二色补血草光能利用的影响不大，高盐胁迫下，Pn下降显著，

光抑制现象加强，二色补血草通过增大非光化学耗散来消耗吸收的过多光能，

以保护光合器官免受损伤。较高盐浓度下，依赖ApH和与光抑制有关的能量

耗散发挥的作用在加强，状态转换则受到抑制。

5．随着处理盐浓度的升高，叶黄素脱环化程度(DPS)逐渐升高，其变化趋势

与NPQ、qE相一致，而且在较高盐分条件下均明显上升。表明依赖于叶黄

素循环的能量耗散在盐胁迫下能起到有效的保护作用。

6．在二色补血草光保护的过程中，活性氧清除系统起着相当重要的作用，它形

成了盐胁迫下植物光保护的最后一道重要防线，对于二色补血草抗盐性的提

高具有重要意义。

7．盐胁迫下二色补血草叶片中类胡萝b素和花青素的相对含量均有显著提高，

这意味着二者对于二色补血草在盐胁迫下的光保护具有积极的意义。
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