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盐胁迫下己唑醇铜配合物对小麦幼苗

脯氨酸合成的影响

毕彦博，李 婕，赵 佳，张晓庆，潘红艳，步怀宇
（西北大学西部资源生物与现代生物技术教育部重点实验室，陕西省生物技术重点实验室，陕西 西安 ７１００６９）

摘 要：以己唑醇为配体与醋酸铜配合获得元素组成异化的己唑醇铜配合物。配合物对小麦种子浸种处理，

待萌发生长至幼苗阶段将其进行ＮａＣｌ胁迫处理，通过对幼苗脯氨酸含量以及脯氨酸合成酶基因 Ｐ５ＣＳ、Ｐ５ＣＲ表达
变化的测定，评价己唑醇铜配合物对植物抗盐能力的影响。结果表明：小麦幼苗脯氨酸含量随着盐浓度的增大及

胁迫时间的延长而增加，２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ胁迫下，配合物处理后脯氨酸含量最高，达５５．４４μｇ·ｇ
－１，相比己唑醇和

醋酸铜处理分别增加１３．６８％和５８．４５％；而１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ处理６ｈ，己唑醇铜配合物处理小麦幼苗的脯氨酸合
成增幅最大，Ｐ５ＣＳ、Ｐ５ＣＲ表达量明显增加，在一定程度上缓解了小麦幼苗的渗透胁迫伤害。
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土壤盐碱化是威胁农业经济持续健康发展的重

要生态胁迫类型之一，应用植物生长调节剂等外源

非营养性化学物质提高植物的耐盐能力，可有效克

服盐碱化土地对农业生产的危害［１］。研究表明，三

唑类杀菌剂可以有效提升植物的抗盐胁迫能力，对

缓解植物所受逆境胁迫伤害具有显著效果［２－３］。

高等植物通过渗透调节提高细胞液浓度，降低

渗透势，适应胁迫环境［４］。脯氨酸是细胞质中重要



的渗透剂，能很好地缓解植物渗透胁迫压力［５］。多

数研究表明，植物在受到盐胁迫后，体内游离脯氨酸

含量增加，通常作为衡量植物抗盐能力的重要生理

指标［６－８］。多种三唑类杀菌剂都可以诱导植物脯氨

酸含量的增加，如三唑酮可提高大豆幼苗体内脯氨

酸含量［９］。高等植物脯氨酸合成途径中，吡咯琳－５
－羧酸合成酶（Δ１－ｐｙｒｒｏｌｉｎｅ－５－ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅｓｙｎ
ｔｈｅｔａｓｅ，Ｐ５ＣＳ）作为整个合成途径的限速酶并受脯氨
酸的反馈抑制［１０］。吡咯琳－５－羧酸还原酶（Δ１－
ｐｙｒｒｏｌｉｎｅ－５－ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，Ｐ５ＣＲ）催化从吡咯
琳－５－羧酸形成脯氨酸的最后一步中起到关键的
作用［１１］。

对原药进行不同形式的修饰与改造以开发新型

农药［１２］。己唑醇是三唑类杀菌剂的代表品种之一，

利用己唑醇与醋酸铜配合得到己唑醇铜配合物，抑

菌试验以及植物生长调节活性试验结果表明，配合

物具有比配体更强的抑制真菌生长活力，具有与配

体相近的植物生长调节性能［１３］。本试验基于己唑

醇铜配合物显著的植物生长调节作用，在盐胁迫条

件下通过对脯氨酸含量以及脯氨酸合成酶 Ｐ５ＣＳ和
Ｐ５ＣＲ基因表达的测定，从生理及分子水平上探究己
唑醇铜配合物对植物抗盐能力的影响，完善配合物

的功能评价。

１ 材料与方法

１．１ 试验材料与处理

以小麦陕农１３８为试验材料，０．１％ ＨｇＣｌ２灭菌

１０ｍｉｎ，无菌水冲洗干净，经 ０．０３ｍｍｏｌ·Ｌ－１己唑醇
铜配合物溶液中浸种２４ｈ，冲洗，播种于底部铺有脱
脂纱布的塑料黑盒（１０ｃｍ×１０ｃｍ）中，黑暗处催芽
２４ｈ后置于２５±２℃，光照时间１２ｈ·ｄ－１，光照强度
３０～４０μｍｏｌ·ｍ

－２·ｓ－１的环境中生长，Ｈｏａｇｌａｎｄ营养
液培养７ｄ后，以下两种方式进行盐胁迫处理：① 以
０、５０、１００、２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＣｌ溶液浸泡处理小麦
幼苗２４ｈ，取材。② 以１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ溶液处理
小麦幼苗０、６、２４ｈ和４８ｈ，取材。液氮速冻后放置
于－８０℃冰箱备用。

试验中 以 ０．０６ｍｍｏｌ·Ｌ－１己 唑 醇、０．０３
ｍｍｏｌ·Ｌ－１醋酸铜及无菌水作为对照，处理方法同
上，每组处理设３次重复。
１．２ 脯氨酸含量测定

取小麦幼苗叶片为试验材料，酸性茚三酮显色

法测定脯氨酸含量［１４］。测定设３次重复试验，同组
之间使用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行单因素方差分析

（ＡＮＯＶＡ），并以 Ｐ＜０．０５为标准，利用最小显著极
差法（ＬＳＤ）分析显著性差异，不同处理组之间进行
Ｐ＜０．０５水平的 ｔ检验，分析显著性差异，所得数据
采用Ｏｒｉｇｉｎ８．０软件作图。
１．３ 脯氨酸合成酶基因半定量ＰＣＲ反应
１．３．１ 脯氨酸合成酶基因ＲＴ－ＰＣＲ引物 选取管

家基因 ｔｕｂｕｌｉｎ作为内参基因，所需引物依据 ＮＣＢＩ
小麦（Ｔ．ａｅｓｔｉｖｕｍ）序列设计：（Ｐ５ＣＳＧｅｎＢａｎｋ：ＡＢ
１９３５５１；Ｐ５ＣＲＧｅｎＢａｎｋ：ＡＡＷ８２９０８；ｔｕｂｕｌｉｎ３ＡＧｅｎ
Ｂａｎｋ：ＤＱ４３５６６３），上海生物工程有限公司合成，引
物序列如下：

Ｐ５ＣＳ Ｆ１ ５’ＴＴＴＧＡＧＴＣＣＣＧＡＣＣＴＧＡＴ３’
Ｒ１ ５’ＣＴＧＣＴＧＣＣＴＴＧＡＧＴＧＣＴＡ３’

Ｐ５ＣＲ Ｆ１ ５’ＡＡＣＧＡＡＣＣＣＴＴＣＴＣＧＡＧＣＴＣＡＴＧ３’
Ｒ１ ５’ＡＧＣＡＧＣＡＴＣＡＧＴＧＡＴＧＴＧＴＣＴＡＧ３’

Ｔｕｂｕｌｉｎ Ｆ１ ５’ＴＧＡＧＧＡＣＴＧＧＣＡＣＴＴＡＣＣＧ３’
Ｒ１ ５’ＣＴＧＡＧＡＡＡＣＧＡＧＣＣＴＡＴＴＧＡ３’

１．３．２ 小麦幼苗总ＲＮＡ提取、反转录ｃＤＮＡ 小麦

幼苗叶片为试验材料，总ＲＮＡ提取方法依据宝生物
（大连）ＲＮＡｉｓｏＴＭｐｌｕｓ试剂总 ＲＮＡ提取方法，ＤＮａｓｅ
Ⅰ（ＲＮａｓｅｆｒｅｅ）去除基因组 ＤＮＡ，紫外可见分光光度
计（岛津ＢｉｏＳｐｅｃｎａｎｏ）测定总ＲＮＡ纯度，浓度。参照
反转录试剂盒（ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅ
ｓｉｓＫｉｔ＃１６２１，Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）操作说明反转录成单
链ｃＤＮＡ，作为半定量ＰＣＲ模板。
１．３．３ 半定量ＰＣＲ反应 ① 扩增内参基因确定单

链ｃＤＮＡ加入量：以反转录 ｃＤＮＡ为模板，小麦管家
基因 ｔｕｂｉｌｉｎ作为内参进行 ＰＣＲ扩增，确定所需单链
ｃＤＮＡ模板量。

ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性 ５ｍｉｎ，９４℃变性 １
ｍｉｎ，６４℃退火 ４５ｓ，７２℃延伸 ４５ｓ；循环 ２６次；７２℃
延伸１０ｍｉｎ，所得扩增产物进行１．０％琼脂糖凝胶电
泳检测。

② Ｐ５ＣＳ、Ｐ５ＣＲ循环圈数确定：确定ｃＤＮＡ加入
量后，以特异性引物分别对 Ｐ５ＣＳ、Ｐ５ＣＲ和 ｔｕｂｕｌｉｎ
基因进行扩增，设置２５、２６、２７、２８共４组循环圈数，
ＰＣＲ反应体系与程序参照步骤①，确定 ＲＴＰＣＲ最
佳循环圈数。

③ 选择 Ｐ５ＣＳ、Ｐ５ＣＲ条带亮度存在明显差别的
循环圈数，分析 Ｐ５ＣＳ、Ｐ５ＣＲ表达量差异。

２ 结果与分析

２．１ 不同盐胁迫浓度下配合物对小麦幼苗脯氨酸

含量的影响

如图 １所示，不同浓度 ＮａＣｌ胁迫处理小麦幼
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苗，随着ＮａＣｌ浓度的增加，所有处理组的脯氨酸含
量都明显增加，ＮａＣｌ浓度越高，增加幅度越大。在
试验设定的４个ＮａＣｌ浓度下，己唑醇铜配合物和配
体己唑醇浸种处理都明显增加了小麦幼苗内的脯氨

酸含量，与相同浓度ＮａＣｌ胁迫下的蒸馏水对照组及
醋酸铜处理组差异显著（Ｐ＜０．０５）；而蒸馏水对照
组与醋酸铜处理组脯氨酸含量无明显差异，在 Ｐ＜
０．０５水平上差异不显著。ＮａＣｌ胁迫下，己唑醇铜配
合物处理小麦幼苗，植物体内脯氨酸含量的增加明

显高于己唑醇处理，其中 ２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ胁迫
下，配合物处理后脯氨酸含量最高达５５．４４μｇ·ｇ

－１，

相比己唑醇处理和醋酸铜处理增加 １３．６８％和
５８．４５％。结果表明，己唑醇铜配合物对小麦植株体
内脯氨酸的积累起到十分明显的促进作用，可能是

小麦幼苗应对盐胁迫的方式之一。

图１ 不同ＮａＣｌ浓度下己唑醇铜配合物对小麦幼苗
体内脯氨酸含量的影响

Ｆｉｇ．１ Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｈｅｘａｃｏｎａｚｏｌｅ－Ｃｕｃｏｍｐｌｅｘｅｏｎｐｒｏｌｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆｗｈｅａｔｓｅｅｄｉｎｇｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆＮａＣｌｓｔｒｅｓｓ

２．２ 不同盐胁迫时间下配合物对小麦幼苗脯氨酸

含量变化的影响

基于２．１结果，蒸馏水处理与醋酸铜处理对小
麦幼苗脯氨酸含量的影响无差异，在以下试验结果

中省去蒸馏水对照组。

己唑醇铜配合物、己唑醇和醋酸铜３种溶液处
理后，小麦幼苗体内脯氨酸含量都随着 ＮａＣｌ胁迫时
间的增长而增加。以１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ胁迫６ｈ前
后小麦幼苗体内脯氨酸含量增长幅度最大，２４～４８
ｈ之间增长幅度较缓，说明小麦在短时间内对盐胁
迫做出快速应答反应来抵抗伤害。而不同胁迫时间

下，己唑醇铜配合物和配体己唑醇浸种处理都明显

增加了小麦幼苗内的脯氨酸含量，与醋酸铜对照组

差异显著（Ｐ＜０．０５）；并且配合物处理对小麦幼苗
体内脯氨酸含量的增加程度均高于己唑醇，胁迫６ｈ
和２４ｈ下差异显著（Ｐ＜０．０５）。从图中可以看出，

配合物浸种处理后，未经１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ胁迫时
小麦幼苗中脯氨酸含量为１４．８８μｇ·ｇ

－１；胁迫６ｈ后
脯氨酸含量提高了 ９７．１１％，达到 ２９．３３μｇ·ｇ

－１，相

比相同胁迫时间下的己唑醇处理和醋酸铜处理分别

增加１５．７５％和８８．１３％；２４ｈ时脯氨酸含量为３２．２３

μｇ·ｇ
－１，比同时间下的己唑醇处理和醋酸铜处理增

加了 １３．４５％和 ９２．７６％，又比 ６ｈ胁迫增加了
９．８９％。

图２ １００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ胁迫不同时间己唑醇铜配合物
对小麦幼苗体内脯氨酸含量的影响

Ｆｉｇ．２ Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｈｅｘａｃｏｎａｚｏｌｅ－Ｃｕｃｏｍｐｌｅｘｅｏｎｐｒｏｌｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔ

ｏｆｗｈｅａｔｓｅｅｄｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｏｕｒｓｏｆ１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ

２．３ 配合物对不同盐胁迫时间下小麦幼苗 Ｐ５ＣＲ、
Ｐ５ＣＳ基因表达的影响
小麦总 ＲＮＡ经 ＢｉｏＳｐｅｃ－ｎａｎｏ检测，所得 ＲＮＡ

样品 ＯＤ２６０／２８０介于 １．８～２．１，ＯＤ２６０／２３０高于
２．０，凝胶电泳结果显示其完整性好。内参基因
ｔｕｂｕｌｉｎＰＣＲ扩增２６个循环后电泳结果显示各个样
品条带亮度清晰，循环２８圈时 Ｐ５ＣＳ基因表达差异
已不明显，确定２６圈为半定量ＲＴＰＣＲ循环数。

在 ｔｕｂｕｌｉｎ表达量一致的条件下，相同处理之间
进行比较，１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ胁迫 ６ｈ小麦植株
Ｐ５ＣＲ和Ｐ５ＣＳ电泳条带最亮，其表达量最高，而胁
迫２４ｈ与胁迫０ｈ条带亮度基本相当，胁迫４８ｈ时
两个基因的表达相对最弱；相同胁迫时间下不同处

理之间比较，配合物与己唑醇浸种处理对小麦植株

Ｐ５ＣＲ、Ｐ５ＣＳ表达增强效果显著，均高于相同胁迫时
间下的醋酸铜处理，ＮａＣｌ胁迫 ６ｈ配合物对 Ｐ５ＣＳ
表达的促进效果优于己唑醇；结合２．２结果，配合物
与己唑醇对两个基因表达的增强效果与两种处理明

显增加了小麦脯氨酸含量具有高度一致性；在胁迫

６ｈ条件下，配合物比己唑醇对 Ｐ５ＣＳ的表达的增强
效果更好，这可能是造成配合物处理在胁迫 ６ｈ、２４
ｈ和４８ｈ植株脯氨酸含量高于配体的原因。
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注：Ｍ：ＤＬ２０００分子量标记；１、４、７、１０泳道：醋酸铜处理；２、５、８、

１１泳道：己唑醇处理；３、６、９、１２：己唑醇铜配合物处理。

Ｎｏｔｅ：Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｋｅｒ；Ｌｉｎｅｓ１、４、７、１０：Ｃｏｐｐｅｒａｃｅｔａｔｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ；

Ｌｉｎｅｓ２、５、８、１１：ｈｅｘａｃｏｎａｚｏｌｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｌｉｎｅｓ３、６、９、１２：ｈｅｘａｃｏｎａｚｏｌｅ－
Ｃｕｃｏｍｐｌｅｘｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

图３ １００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ胁迫不同时间己唑醇铜配合物
对小麦幼苗 Ｐ５ＣＲ和Ｐ５ＣＳ表达变化

Ｆｉｇ．３ Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｈｅｘａｃｏｎａｚｏｌｅ－ＣｕｃｏｍｐｌｅｘｅｏｎＰ５ＣＲ
ａｎｄＰ５ＣＳｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｗｈｅａｔｓｅｅｄｉｎｇｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｏｕｒｓｏｆＮａＣｌｓｔｒｅｓｓ

３ 讨 论

脯氨酸在植物面对逆境胁迫时，可以维持自身

渗透平衡，防止细胞质膜损伤［１５］，从而增强植物的

抗逆境胁迫能力［１６－１７］。三唑类杀菌剂可以有效提

高植物体内的脯氨酸含量，增强抗逆境能力［１８－１９］。

喷施烯效唑可以大幅度提高小麦的地上部分，尤其

是光合作用重要器官中的脯氨酸含量［２０］，但目前报

导三唑类对脯氨酸含量的影响都只停留在生理水

平。本试验也证实己唑醇铜配合物和己唑醇浸种处

理增加了小麦幼苗的脯氨酸积累。１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＮａＣｌ胁迫６ｈ，小麦植株脯氨酸含量增幅最大，其中
配合物处理相比己唑醇脯氨酸含量最高达到２９．３３

μｇ·ｇ
－１，增加９７．１１％。
Ｐ５ＣＳ与Ｐ５ＣＲ是脯氨酸合成途径之一的谷氨酸

途径两个关键酶。ＥｖａＶｉｎｃｚｅ等对小麦悬浮细胞的
研究结果显示，ＮａＣｌ胁迫２ｈ小麦悬浮细胞的 Ｐ５ＣＳ
和Ｐ５ＣＲ的表达量相比对照有所增长，脯氨酸含量
增高［２１］。试验中己唑醇铜配合物和己唑醇相比醋

酸铜处理，显著增强了小麦幼苗叶片中 Ｐ５ＣＲ和
Ｐ５ＣＳ的表达量，盐胁迫 ６ｈ，脯氨酸含量增幅最大，
Ｐ５ＣＲ和Ｐ５ＣＳ表达量也最高，到２４ｈ趋于稳定。由
此看出，三唑类杀菌剂己唑醇和复配铜离子的己唑

醇铜配合物可以通过增强小麦植株 Ｐ５ＣＲ、Ｐ５ＣＳ基
因的表达，短时间快速合成脯氨酸，以应对盐胁迫压

力。

脯氨酸还可以作为氧自由基清除剂以及激发抗

氧化酶活性，共同削弱植物的过氧化损伤，增强植物

的抗逆境胁迫能力［２２］。以往实验证实己唑醇铜配

合物能够提高植物ＳＯＤ和ＰＯＤ酶活。那么，ＮａＣｌ胁
迫下配合物对小麦幼苗的抗氧化特性以及和脯氨酸

增加的关系还需进一步研究。
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