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亚精胺浸种对玉米幼苗根尖线粒体 ATPase活性
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摘要:以抗旱性不同的玉米品种农大 108(抗旱性较强)和掖单 13(抗旱性较弱)为材料 ,经过亚精

胺(Spd)浸种处理 ,研究在聚乙二醇(PEG)-6000渗透胁迫下 ,幼苗根尖线粒体 ATPase 水解活性

与膜上非共价结合态多胺含量的关系。结果表明 ,渗透胁迫条件下 ,抗性强的农大 108 的 AT Pase

活性下降的幅度明显小于抗性弱的品种掖单 13 ,而农大 108的线粒体膜上非共价结合态亚精胺的

上升幅度明显大于掖单 13。亚精胺浸种处理 ,明显增强了掖单 13 幼苗的抗性 ,促进了掖单 13在

胁迫条件下非共价结合态 Spd含量的增加 ,同时抑制其在胁迫条件下 A TPase活性的降低 。这些

结果表明 ,亚精胺浸种处理 ,通过提高玉米幼苗根尖线粒体膜上的非共价结合态 Spd 含量 ,维持

ATPase活性的稳定 ,从而提高玉米幼苗的抗渗透胁迫能力。
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Effect of Seed Soaking with Spermidine on ATPase Activity

and Conjugated Polyamine Content in Mitochondria

M embrane of M aize Seedling Root under Osmotic S t ress

ZHOU Lin1 , WANG Jin1 , DU Hong-yang 2 , LIU Huai-pan1 , 2＊

(1.Co llege of Life Sciences , Zhoukou No rmal University , Zhoukou 466000 , China;2.Henan Key Laboratory for

Regulating Controlling Crop Grow th and Development , Henan Ag ricultural University , Zhengzhou 450002 , China)

Abstract:Tw o maize(Zea mays L.)cul tivars , Nongda 108 (drought-tolerant)and Yedan 13

(drought-sensitive)were selected to invest igate the ef fects o f seed soaking w ith spermidine on

ATPase activity and conjugated-polyamine contents in mitochondria membrane of seedling roo ts

under osmotic st ress.The resul t show ed that , in 7 days af ter poly ethylene gly co l(PEG)-6 000
treatment , the ATPase activity decreased mo re in Yedan 13 than in Nongda 108 , while the con-
tent of noncovalent ly conjugated-spermidine(Spd)increased mo re in Nongda 108 than in Yedan

13.Under o smo tic st ress , seed soaking wi th spermidine could obviously increase the noncova-
lent ly conjugated-Spd level and inhibit the decrease of A TPase activi ty in Yedan 13 , so as to en-
hance its tolerance to st ress.The results suggested that Spd seed-soaking could enhance the tolerance
of maize seedling s to o smo tic stress , especially for the drought-sensitive cultiva r , by increasing

the noncovalent ly conjugated-Spd level and maintaining the stabi li ty o f A TPase activity in mi to-
chondria membrane.
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　　越来越多的研究证明 ,多胺可以提高植物的抗逆

性
[ 1 ～ 7]

。常见多胺有腐胺(Put)、亚精胺(Spd)和精胺

(Spm)等。植物体内的多胺除了以游离形式存在外 ,

还有非共价结合态。所谓非共价结合态是指在生理

pH 范围内 ,多胺充分质子化而带正电荷 ,可以与植物

体内带负电荷的生物大分子如酸性蛋白质 、膜磷脂和

核酸等靠静电结合。探讨多胺浸种提高植物抗逆性

的机理已成为热点。我们前期研究了质膜
[ 8]
和液泡

膜
[ 9]
上结合态多胺与渗透胁迫的关系 ,然而目前国内

外未见多胺浸种处理对幼苗根尖线粒体膜上结合态

多胺和 ATPase 活性影响的报道。为此 ,研究了 Spd

浸种处理 ,对玉米幼苗根尖线粒体 ATPase 活性与结

合态Spd含量的影响 ,报道如下。

1　材料和方法

1.1　材料

选取抗旱性较强的农大 108和抗旱性较弱的掖

单13玉米种子为材料 ,用 0.1%的 HgCl2 消毒 5min ,

再用去离子水冲洗后 ,精选饱满 、大小一致且无病虫

伤害的玉米种子 ,用滤纸吸去种子表面的水分。用

1mmol/ L Spd溶液(对照用清水)浸种 24h 。上述种

子在 25℃下催芽后 ,选取外部形态一致的种子均匀

播在底部有孔 、装有石英砂的小型硬质 、不透明的塑

料杯中(15粒/杯)。温室中培养 ,保持温度是 25℃/

20℃(白天/黑夜)置于 14h 光周期下 ,用金属卤化物

灯进行光照 ,使在植物冠层保持 250μmol/(m
2
· s)的

光合质子通量密度。空气相对温度在 60%～ 70%之

间。用 1/2 Hoagland培养液进行培养。每 2d 换 1

次营养液 ,培养至第 2叶片充分伸长定苗(每杯留下

长势 、大小一致的10株幼苗)。

1.2　处理

试验共设 3个处理:①用含 PEG-6000(20%)的

1/2 Hoagland营养液处理浸种的幼苗(PEG+Spd);

②用含 PEF-6000(20%)1/2 Hoag land营养液处理

未经浸种的幼苗(PEG);③用1/2 Hoag land营养液培

养(CK)。处理第 7天充分洗幼苗 3次 ,取样 ,检测指

标 ,3次重复 ,取平均值 。

1.3　幼苗相对含水量(RWC)的测定

RWC按称重法测定[ 10] 。

1.4　线粒体膜微囊的提取与 ATPase 水解活性检测

按Pomeroy 方法[ 11] 提取线粒体膜微囊 ,稍加修

改。提取的线粒体于冰浴上用 300W超声波破碎30 s

(2 次), 冰浴上放置 30min , 100 000g 离心 60min

(4℃),沉淀即为线粒体膜微囊。按 Bi等方法[ 12] 测

ATPase 的水解活性。

1.5　线粒体膜微囊蛋白的分离与检测

将提取的线粒体膜微囊一部分加入 TritonX -

100至终浓度为 1%,150W超声波于冰浴上破碎 30 s

(2 次), 冰浴上放置 30min , 20000 g 离心 30min

(4℃)。上清液为可溶性膜蛋白溶液。蛋白质含量测

定按 Bradford[ 13] 方法进行。

1.6　线粒体膜上结合态多胺的提取与检测

向提取的膜微囊制剂中加入高氯酸至终浓度为

5%,以沉淀去除蛋白质部分。27 000g 离心 40min。

线粒体膜微囊上非共价结合的亚精胺位于上清液中 ,

取上清液按 Kiriakos方法[ 14]检测结合态亚精胺。

2　结果与分析

2.1　PEG和Spd浸种对玉米幼苗叶片相对含水量的

影响

渗透胁迫7 d ,与对照相比 ,2个玉米品种的叶片

相对含水量降低 ,并且抗旱性弱的掖单 13的降低幅

度显著大于农大 108(图 1),说明 2个品种都受到了

不同程度的渗透胁迫伤害 ,掖单 13的受害程度较大。

Spd浸种处理 ,明显抑制了掖单 13在渗透胁迫下相

对含水量的下降(图 1),说明经过 Spd浸种的幼苗抵

抗渗透胁迫的能力提高。

小写字母代表用 Duncan法多重比较的

差异性显著水平(P < 0.05)

图 1　PEG和 Spd浸种对玉米幼苗叶片相对含水量的影响

2.2　PEG 和 Spd浸种对玉米幼苗根尖线粒体膜上

ATPase 水解活性的影响

从图 2可以看出 ,渗透胁迫下 ,玉米幼苗根线粒

体膜上 ATPase 的水解活性下降 ,而且抗旱性强的农
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大108的下降幅度显著小于抗旱性弱的掖单13。Spd

浸种处理 ,明显抑制了渗透胁迫下掖单 13线粒体膜

上ATPase 水解活性的下降。

图 2　PEG和 Spd浸种对玉米幼苗根尖线粒体膜上

ATPase 水解活性的影响

2.3　PEG和Spd浸种对玉米幼苗根尖线粒体膜上结

合态Spd含量的影响

从图3可以看出 ,渗透胁迫提高了线粒体膜上非

共价结合态 Spd的水平 ,并且抗旱性强的农大 108非

共价结合态 Spd 的升幅明显大于抗旱性弱的掖单

13。Spd浸种处理 ,明显促进了渗透胁迫下掖单 13

膜上非共价结合态 Spd水平的增高。

图 3　PEG和 Spd浸种对玉米幼苗根尖线粒体膜上

非共价结合态 Spd含量的影响

3　讨论与结论

我们以前的研究表明 ,农大 108的抗渗透胁迫能

力明显大于掖单13[ 4] 。本研究表明 ,渗透胁迫引起了

2个品种玉米幼苗的根线粒体膜上ATPase 水解活性

的下降 ,而且农大 108的下降幅度显著小于掖单 13。

这就暗示了线粒体膜上 ATPase 水解活性在渗透胁

迫条件下的稳定有助于提高幼苗的抗渗透胁迫能力。

Spd浸种处理 ,不仅提高了幼苗(特别是抗旱性弱的品

种)的抗渗透胁迫能力 ,而且明显缓解幼苗根尖线粒体

膜ATPase 水解活性的下降 ,说明在渗透胁迫条件下 ,

线粒体维持一定的 ATPase 水解活性对于适应水分胁

迫有积极意义。众所周知 ,线粒体膜上 ATPase 除了

具有能利用跨内膜的质子浓度梯度合成 ATP 的功能

外 ,还能利用 ATP 水解产生的能量而重新建立(稳

定)跨内膜的质子浓度梯度[ 5 , 6] 。所以 ATPase 的合

成与水解ATP 的功能应该保持稳定平衡;而且 ,在逆

境条件下 ,维持一定的跨内膜质子浓度梯度是实现线

粒体本身物质运输的重要基础保障 ,所以 ,渗透胁迫

下维持线粒体膜上 ATPase 一定的水解活性就显得

尤为重要。

渗透胁迫下 ,抗旱性强的农大 108幼苗根尖线粒

体膜上的非共价结合态 Spd的升高幅度明显大于抗

旱性弱的掖单 13 ,农大 108线粒体膜上 ATPase 的水

解活性下降幅度显著小于掖单 13 ,这些结果暗示了

玉米幼苗根尖线粒体膜上的非共价结合态 Spd在胁

迫条件下的上升有利于维护膜上 ATPase 水解活性

的稳定 。Spd浸种处理 ,不仅明显促进了渗透胁迫下

掖单 13膜上非共价结合态 Spd水平的增高 ,而且明

显缓解幼苗根尖线粒体膜 ATPase 水解活性的下降 ,

相关分析表明 ,渗透胁迫下 ,线粒体膜上 ATPase 的

水解活性与非共价结合态 Spd呈显著正相关。
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累大量的渗透调节物质(如脯氨酸 、可溶性糖和可溶

性蛋白)等
[ 11]
。本试验中 3种处理下绿豆幼苗脯氨

酸 、可溶性糖含量和可溶性蛋白显著增加 ,而淀粉的

含量则减少 ,这可能是由于淀粉分解的缘故。同时 ,

逆境胁迫会使植物产生大量的活性氧(ROS)对细胞

膜进行氧化伤害使细胞离子渗漏 ,增加电导率
[ 12]
。

为了清除过多的活性氧自由基 ,植物自身的 SOD 、

POD和 CA T 组成了保护酶系统来减少这种伤

害
[ 13]
。试验结果也表明 ,在 3 种盐胁迫下 ,作为标

志膜伤害的 MDA 含量明显上升 ,相对电导率也随

之增加 ,这些结果说明盐胁迫使绿豆幼苗细胞内离

子出现渗漏 ,细胞膜受到了一定的伤害。保护酶测

定显示 ,在应答盐胁迫绿豆幼苗的 SOD 、POD 和

CA T 活性都出现了一定程度的增强 ,且一直呈上升

趋势 。此结果与任文伟等[ 14] 先上升后下降的结果

不尽一致 ,可能是由于处理的盐浓度没有超过自身

的调控能力所致 。
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