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外源 ＡＴＰ 对盐胁迫下油菜种子
萌发及幼苗生长的影响

梁娟红ꎬ李巧丽ꎬ赖　 晶ꎬ张小花ꎬ张腾国
(西北师范大学生命科学学院ꎬ甘肃 兰州 ７３００７０)

摘　 要:以‘陇油 ８ 号’油菜为试验材料ꎬ研究了不同浓度(１、１０、２５、５０、１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)外源 ＡＴＰ 预处理对盐胁

迫下油菜种子萌发及幼苗生物量、Ｈ２Ｏ２ 和􀅰ＯＨ 含量、抗氧化酶活性、膜损伤程度、渗透调节物质及相关基因表达的

影响ꎮ 结果表明ꎬ与对照(不用 ＡＴＰ 或 ＮａＣｌ 处理 )相比ꎬ用不同浓度的外源 ＡＴＰ 处理ꎬ可不同程度地提高油菜种子

的发芽率和发芽势ꎬ２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 ＡＴＰ 处理表现较为显著ꎬ发芽率和发芽势分别提高了 ２６.９％和 １７.２％ꎮ ２５ μｍｏｌ
􀅰Ｌ－１的 ＡＴＰ＋ＮａＣｌ 处理相比较于单独 ＮａＣｌ 胁迫处理ꎬ油菜种子的发芽率和发芽势分别提高了 １３.７％和 １５.０％ꎬ油菜

幼苗的生物量(根长、株高、鲜重)、２ 种抗氧化酶活性(ＣＡＴ、ＰＯＤ)、可溶性糖和脯氨酸含量及相关基因(ＭＡＰＫ３ 和

ＭＡＰＫ６、ＳＯＳ１ 和 ＮＨＸ１)的表达量均显著增加ꎬ其中根长、株高、鲜重分别增加了 ２３.６％、２７.３％、２８.６％ꎬＣＡＴ、ＰＯＤ 活

性、可溶性糖和脯氨酸含量分别增加了 １０.３％、２７.０％、１５.９％、４１.０％ꎻ而 Ｈ２Ｏ２和􀅰ＯＨ 含量、丙二醛(ＭＤＡ)含量及相

对电导率分别显著降低了 １３.６％、６.３％、２７.６％、２０.５％ꎮ 以上结果表明ꎬ外源 ＡＴＰ 浸种能够促进 ＮａＣｌ 胁迫处理下油

菜的种子萌发ꎬ显著提高幼苗的生物量、抗氧化能力及相关基因的表达ꎬ降低其膜损伤ꎬ增强油菜幼苗的耐盐性ꎮ
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ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎻ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 ５’ －三磷酸腺苷( ａｄｅｎｏｓｉｎｅ － ５’ － ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ
ＡＴＰ)作为一种高能化合物ꎬ是生物体内进行正常物

质代谢和能量代谢的直接能量来源ꎮ 已有研究发

现ꎬ细胞外基质中也存在 ＡＴＰꎬ即胞外 ＡＴＰ ( ｅｘｔｒａ￣
ｃｅｌｌｕｌａｒ ＡＴＰꎬｅＡＴＰ)ꎬ它可以作为一种重要的信使分

子ꎬ通过特定的细胞信号转导机制参与植物对生

物、非生物胁迫的响应过程[１]ꎮ Ｌｕａｔｔｇｅ 等[２] 研究发

现施加 ＡＴＰ 能够促进燕麦叶片维管束鞘细胞对 Ｋ＋

的吸收ꎮ 此外施加 ＡＴＰ 还增强了核酸内切酶的活

性[３]ꎮ 也有研究表明:增加细胞外 ＡＴＰ 浓度会抑制

拟南芥根的向重力性ꎬ跨膜 ＡＴＰ 浓度会破坏生长素

极性运输[４]ꎬ导致花粉不萌发以及抑制花粉管生

长[５]ꎮ 另外ꎬ外源 ＡＴＰ 还参与次生代谢物的积

累[６]、细胞凋亡[７]、胁迫抗性[８] 等生理过程ꎮ 但关

于外源 ＡＴＰ 对种子萌发及抗盐性的影响鲜见报道ꎮ
盐胁迫作为非生物逆境因子ꎬ对植物生存和生

长非常不利ꎮ 种子萌发是植物生长的关键阶段之

一ꎬ此时遭受盐胁迫直接影响植物生长发育ꎮ 种子

萌发过程中对盐浓度非常敏感ꎬ其发芽指数和活力

指数均随着盐浓度升高而降低[９]ꎮ 盐胁迫对种子

萌发的影响主要体现在渗透胁迫影响种子吸收水

分和有毒离子积累影响胚或幼苗的发育[１０]ꎮ 在盐

胁迫 过 程 中ꎬ 油 菜 幼 苗 产 生 了 大 量 的 活 性 氧

(ＲＯＳ)ꎬ如过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)、羟自由基(􀅰ＯＨ)、超
氧阴离子(Ｏ—􀅰

２ )等自由基ꎬ当生成量超过植物自身

的清除能力时ꎬ会破坏生物膜结构、细胞结构、蛋白

质、ＤＮＡ 和脂质等成分[１１]ꎮ 而施加适量浓度的外

源 ＡＴＰ 可以触发植物体对生物和非生物胁迫的响

应ꎬ例如外源 ＡＴＰ 对膜电位反应、基因表达及叶绿

素荧光有调控作用ꎬ还可以增强植物对疾病、低渗

和冷胁迫的抗性[７]ꎮ
植物液泡为储存 Ｎａ＋ 提供了一个比较大的空

间ꎬ液泡膜中的钠－氢交换蛋白(ＮＨＸ)可以将细胞

质中的 Ｎａ＋螯合到液泡中ꎬ降低细胞质中 Ｎａ＋浓度ꎬ
减少过量 Ｎａ＋对植物的毒害[１２]ꎮ 第一个 ＮＨＸ 转运

体基因是在拟南芥中克隆并命名为 ＡｔＮＨＸ１[１３]ꎮ 研

究发现ꎬＮＨＸ 也会影响植物体内 Ｋ＋ 的区室化ꎮ 过

表达 ＡｔＮＨＸ１ 基因的番茄在盐胁迫条件下促进了 Ｋ＋

从地下向地上运输ꎬ液泡中 Ｋ＋ 浓度上升ꎬ细胞间

Ｎａ＋ / Ｋ＋降低ꎬ从而有效降低盐胁迫对过表达番茄的

盐害作用[１４]ꎮ Ｚｈａｏ 等[１５]在两种耐盐性不同的杨树

中研究发现ꎬ外源 ＡＴＰ 的施用显著降低了两种杨树

中盐诱导的 Ｋ＋外流ꎬ触发盐敏感植株中的 ＳＯＳ(盐
超敏感信号转导途径)信号级联反应ꎬ并有助于盐

度下 Ｎａ＋稳态的控制ꎮ 除此之外ꎬ在植物响应盐胁

迫过程中 ＳＯＳ 信号途径也发挥着重要的作用ꎬ其中

ＳＯＳ１ 是参与 Ｎａ＋从细胞质向质外体转运的关键基

因[１６]ꎬ在细胞膜上编码 Ｎａ＋ / Ｈ＋逆向转运蛋白ꎬ在种

子萌发过程中起重要作用ꎬ处于盐胁迫条件下也能

帮助植物更好地生长发育[１７]ꎮ Ｊｅｔｅｒ 等[１８] 研究发

现ꎬ在拟南芥中ꎬＡＴＰ 的外源处理可以激活 ＭＡＰ 激

酶途径以及参与乙烯生物合成和信号转导蛋白的

转录物水平ꎮ 同时ꎬＭＡＰ 激酶级联途径也参与抗盐

调控过程ꎮ 有研究表明ꎬＭＥＫＫ１ －ＭＫＫ２ －ＭＰＫ４ /
ＭＰＫ６ 级联途径可以参与盐胁迫下拟南芥的信号响

应过程[１９]ꎬ而ＭＫＫ９－ＭＰＫ３ / ＭＰＫ６ 级联途径参与调

节乙烯的合成并在拟南芥对盐胁迫的响应中发挥

作用[２０]ꎮ
随着冬油菜北移技术的成功示范ꎬ白菜型冬油

菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ)已成为北方寒旱区主要的油

料作物和生态作物[２１]ꎮ 但北方土壤广泛存在不同

程度的盐渍化ꎬ严重影响了冬油菜的生长发育和高

产潜力的发挥[２２]ꎮ 因此ꎬ本文以白菜型冬油菜‘陇
油 ８ 号’为材料ꎬ研究外源 ＡＴＰ 浸种对 ＮａＣｌ 胁迫处

理下油菜种子萌发、幼苗生理及相关基因表达

(ＭＡＰＫ３ 和 ＭＡＰＫ６、ＳＯＳ１ 和 ＮＨＸ１)的影响ꎬ为提高

油菜抗盐性提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料处理及培养

挑选籽粒饱满、大小均一的‘陇油 ８ 号’种子

(由甘肃农业大学农学院提供)用自来水反复冲洗ꎬ
室温下浸泡 ２ ｈꎬ再进行以下处理ꎮ (１)不同浓度的

外源 ＡＴＰ 溶液浸种处理:将种子分别置于浓度为 ０、
１、１０、２５、５０、１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１的外源 ＡＴＰ 溶液中ꎬ于
(２５±１)℃ 培养箱黑暗浸种 １２ ｈꎻ浸种后的种子用

０.５％的次氯酸钠消毒 ５ ｍｉｎꎬ无菌水冲洗 ５ ~ ６ 次后

接种到 １ / ２ ＭＳ 固体培养基中ꎬ每个培养皿中放置
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３０ 粒种子ꎬ置于(２５±１)℃、光照强度为 ２５０ μｍｏｌ􀅰
(ｍ２􀅰ｓ) －１、光照周期 １６ ｈ / ８ ｈ(光照 /黑暗)的培养

箱(ＲＤＮ 型人工气候箱)中培养ꎮ 每个处理 ５ 个重

复ꎮ (２)ＣＫ:将油菜种子置于 １ / ２ ＭＳ 固体培养基

中ꎬ培养条件与(１)处理相同ꎮ (３) ＮａＣｌ 单独处理:
将油菜种子置于含 ２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌ 的 １ / ２ ＭＳ
固体培养基中ꎬ培养条件与(１)处理相同ꎮ (４)ＡＴＰ
＋ＮａＣｌ 复合处理:用 ２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１外源 ＡＴＰ 溶液ꎬ按
照(１)处理的方法浸种ꎮ 用上述方法接种于含 ２００
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌ 的 １ / ２ ＭＳ 固体培养基中ꎬ培养条件

与(１)处理相同ꎮ
１.２　 种子萌发相关指标的测定

培养 ３ ｄ 后观察种子萌发情况ꎬ以胚根凸出种

皮长度大于等于种子长度作为发芽标志ꎬ计算发芽

势ꎮ 处理 ７ ｄ 后观察种子发芽情况ꎬ再以上述方法

观察种子的萌发情况ꎬ计算发芽率ꎮ
１.３　 生理指标的测定

取培养 ７ ｄ 的油菜幼苗地上部分进行后续试

验ꎮ 幼苗根长与株高测定参照田梦雨[２３] 的方法ꎻ过
氧化氢(Ｈ２Ｏ２)含量测定参照 Ｙｉｎ 等[２４] 的方法ꎻ羟
自由基(􀅰ＯＨ)含量测定参照 Ｈａｌｌｉｗｅｌｌ[２５] 的方法ꎻ
丙二醛(ＭＤＡ)含量测定参照硫代巴比妥酸法[２６]ꎻ
相对电导率测定参照电导率仪法[２７]ꎻ游离脯氨酸含

量测定参照磺基水杨酸法[２８]ꎻ可溶性糖含量测定参

照蒽酮显色法[２９]ꎮ
１.４　 活性胶电泳及染色

活性胶制备参照 Ｌａｍｍｌｉ[３０] 的方法ꎮ 采用 ５％
的浓缩胶和 １２％的分离胶ꎮ ＣＡＴ 上样量为 ６ μＬꎬ
ＰＯＤ 上样量为 ９ μＬꎮ 浓缩胶电压为 ８０ Ｖꎬ分离胶电

压为 １２０ Ｖꎬ冰浴中稳压电泳约 ５~６ ｈꎮ
ＣＡＴ 活性染色参照 Ｗｏｏｄｂｕｒｙ 等[３１]的方法ꎻＰＯＤ

同工酶活性胶染色参照黄永芬等[３２] 的醋酸联苯胺

方法ꎮ
１.５　 实时荧光定量 ＰＣＲ

油 菜 幼 苗 总 ＲＮＡ 的 提 取 采 用 ＴａＫａＲａ
ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒ꎬ参照试

剂盒实验步骤操作ꎮ 以提取的总 ＲＮＡ 为模板ꎬ参照

反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡꎮ 以 Ａｃｔｉｎ－Ｆ、Ａｃｔｉｎ－Ｒ 为

管家基因引物ꎬＭＡＰＫ３－Ｆ 和 ＭＡＰＫ３－Ｒ 为 ＭＡＰＫ３
引物ꎬＭＡＰＫ６ － Ｆ 和 ＭＡＰＫ６ － Ｒ 为 ＭＡＰＫ６ 引物ꎬ
ＳＯＳ１－ Ｆ 和 ＳＯＳ１ － Ｒ 为 ＳＯＳ１ 引物ꎬ ＮＨＸ１ － Ｆ 和

ＮＨＸ１－Ｒ 为 ＮＨＸ１ 引物(表 １)ꎬ按照荧光定量 ＰＣＲ
试剂盒 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ(购自 ＴａＫａＲａ 公司)
的操作步骤用 ２５ μＬ 体系进行扩增检测ꎮ 采用

２－ΔΔＣｔ方法分析数据ꎬ计算基因的相对表达量ꎮ

１.６　 数据处理

试验数据使用 ＳＰＳＳ ２０.０ 软件进行统计分析ꎬ
用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 软件作图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 不同浓度外源 ＡＴＰ 浸种对油菜种子发芽率和

发芽势的影响

　 　 由表 ２ 可知ꎬ与 ＣＫ 相比较ꎬ发芽势和发芽率均

随外源 ＡＴＰ 浓度增大呈先升后降的趋势ꎮ 当外源

ＡＴＰ 浓度为 ２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１时ꎬ发芽势和发芽率达到

最大值ꎬ分别比 ＣＫ 提高 ２６.９％和 １７.２％ꎮ 结果表

明ꎬ外源 ＡＴＰ 浓度在一定范围内对种子萌发具有促

进作用ꎬ而 ２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ 的外源 ＡＴＰ 处理效果最

明显ꎮ
２.２　 外源 ＡＴＰ 浸种对 ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜种子发

芽率和发芽势的影响

　 　 如表 ３ 所示ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬ２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌ
胁迫处理显著抑制了油菜种子萌发ꎬ发芽率、发芽势

表 １　 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

基因号
Ｇｅｎｅ ｎｕｍｂｅｒ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

碱基序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５’ ｔｏ ３’)

ＮＭ＿００１３１６２８９.１

ＸＭ＿０２２７１６０２５.１

ＸＭ＿０１３８０７６２８.２

ＸＭ＿０２２７０５６８５.１

ＸＭ＿０１３８３０７０３.２

ＭＡＰＫ３－Ｆ ＣＡＣＧＧＡＧＧＡＣＡＧＴＴＣＡＴＡＡＧＣＴＡＣ
ＭＡＰＫ３－Ｒ ＴＣＣＡＡＣＡＣＡＧＡＧＣＡＡＡＣＧＡＴＧ
ＭＡＰＫ６－Ｆ ＴＣＡＴＡＣＧＣＴＣＴＡＡＣＣＡＡＧＧＣＴＴＡＴＣ
ＭＡＰＫ６－Ｒ ＡＡＧＡＧＧＡＧＧＴＴＧＣＴＣＧＧＴＴＴＣ
ＳＯＳ１－Ｆ ＡＧＡＣＡＣＣＴＡＴＴＧＣＧＡＧＧＣＡＣ
ＳＯＳ１－Ｒ ＡＧＡＧＡＣＧＴＡＴＧＣＣＡＴＣＣＣＣＴ
ＮＨＸ１－Ｆ ＡＧＴＧＴＣＧＡＡＡＣＴＧＣＣＴＴＣＧＴ
ＮＨＸ１－Ｒ ＡＡＧＧＣＧＧＴＧＡＴＧＧＡＴＴＣＧＴＴ
Ａｃｔｉｎ－Ｆ ＴＧＴＧＣＣＡＡＴＣＴＡＣＧＡＧＧＧＴＴＴ
Ａｃｔｉｎ－Ｒ ＴＴＴＣＣＣＧＣＴＣＴＧＣＴＧＴＴＧＴ

　 　 注:Ｆ 为正向引物ꎬＲ 为反向引物ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｆ ｉｓ ｔｈｅ ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ａｎｄ Ｒ ｉｓ ｔｈｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ.

表 ２　 不同浓度外源 ＡＴＰ 对油菜种子发芽率和发芽势的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＡＴＰ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ
ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ｏｆ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ

外源 ＡＴＰ 浓度 / (μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＡＴＰ

发芽率 / ％
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

发芽势 / ％
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ

０ (ＣＫ) ７１.００±０.０１ｃ ５７.１７±０.０２ａｂ
１ ７４.７３±０.０３ｃ ５７.７８±０.０５ａｂ
１０ ８０.９８±０.０４ａｂｃ ６１.９３±０.０１ａｂ
２５ ９０.１４±０.０２ａ ６７.０３±０.０３ａ
５０ ８７.９２±０.０４ａｂ ５９.７９±０.０１ａｂ
１００ ７６.９９±０.０４ｂｃ ５４.９５±０.０８ｂ

　 　 注:同列不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.
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分别下降了 １３.５％、４.７％ꎻＡＴＰ＋ＮａＣｌ 复合处理下的

种子萌发情况显著优于 ＮａＣｌ 单独处理ꎬ其发芽率、
发芽势分别提高了 １３. ７％和 １５. ０％ꎮ 结果表明ꎬ
ＮａＣｌ 胁迫处理显著抑制了油菜种子萌发ꎬ而 ＡＴＰ 浸

种能显著缓解 ＮａＣｌ 胁迫对油菜种子萌发的抑制

作用ꎮ
２.３　 外源 ＡＴＰ 浸种对 ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜幼苗生

物量的影响

　 　 如表 ４ 所示ꎬ２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌ 胁迫处理下

的油菜幼苗根长、株高及鲜重均低于 ＣＫ 且鲜重显

著下降ꎻＡＴＰ＋ＮａＣｌ 复合处理下的油菜幼苗根长、株
高及鲜重相较于 ＮａＣｌ 单独处理分别升高了 ２３.６％、
２７.３％、２８.６％ꎮ 结果表明ꎬＮａＣｌ 胁迫处理能抑制油

菜幼苗生长和生物量积累ꎬ外源 ＡＴＰ 浸种能够缓解

ＮａＣｌ 胁迫处理对油菜幼苗的抑制作用ꎮ
２.４　 外源 ＡＴＰ 浸种对 ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜幼苗生

理特性的影响

２.４.１　 外源 ＡＴＰ 浸种对 ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜幼苗

Ｈ２Ｏ２和􀅰ＯＨ 含量的影响 　 如图 １ 显示ꎬ与 ＣＫ 相

比ꎬ外源 ＡＴＰ 浸种、ＮａＣｌ 胁迫处理均显著诱导油菜

表 ３　 外源 ＡＴＰ 浸种对 ＮａＣｌ 胁迫处理下

油菜种子萌发的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｅｄ ｓｏａｋｉｎｇ ｗｉｔｈ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＡＴＰ ｏｎ
ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ｏｆ Ｂｒａｓｓｉｃａ

ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

发芽率 / ％
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

发芽势 / ％
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ

ＣＫ ６５.５６±１.１１ｂ ７０.００±３.８５ｂ
ＡＴＰ ７７.７８±２.９４ａ ８４.４４±１.１１ａ
ＮａＣｌ ５６.６７±８.３９ｃ ６６.６７±８.８２ｃ

ＡＴＰ＋ＮａＣｌ ６４.４４±５.５６ｂ ７６.６７±５.０９ｂ

幼苗中 Ｈ２Ｏ２(图 １Ａ)和􀅰ＯＨ(图 １Ｂ)的产生ꎻＡＴＰ＋
ＮａＣｌ 复合处理与 ＮａＣｌ 单独胁迫处理相比ꎬＨ２Ｏ２和

􀅰ＯＨ 的含量分别降低了 １３.６％和 ６.３％ꎮ 结果表

明ꎬＮａＣｌ 胁迫处理显著促进了油菜幼苗中 ＲＯＳ 的积

累ꎬ而外源 ＡＴＰ 浸种能够降低 ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜

中活性氧(ＲＯＳ)含量ꎬ缓解盐胁迫对油菜幼苗的

损伤ꎮ
２.４.２　 外源 ＡＴＰ 浸种对 ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜幼苗

ＣＡＴ 和 ＰＯＤ 活性的影响　 由图 ２Ａ 可知ꎬ不同处理

下 ＣＡＴ 同工酶条带数相同ꎬ有且仅有一条带ꎬ在外

源 ＡＴＰ 浸种、ＮａＣｌ 单独胁迫处理下ꎬ油菜幼苗 ＣＡＴ
酶带相对灰度比 ＣＫ 分别高 ３. ０％和１６.０％ꎻＡＴＰ ＋
ＮａＣｌ 处理下的 ＣＡＴ 酶带相对灰度比 ＮａＣｌ 单独胁迫

处理高 １０.３％ꎮ 如图 ２Ｂ 所示ꎬ４ 个处理下的 ＰＯＤ
有 ５ 条同工酶带ꎬ但同一酶带在不同处理下有差异ꎮ
ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜幼苗 ＰＯＤ 酶带相对灰度比

ＣＫ 高 ８９.０％ꎻＡＴＰ＋ＮａＣｌ 处理下 ＰＯＤ 同工酶条带相

对灰度比 ＮａＣｌ 单独处理高 ２７.０％ꎮ 结果表明ꎬ外源

ＡＴＰ 浸种、ＮａＣｌ 胁迫处理都会提高 ＣＡＴ、ＰＯＤ 酶活

性水平ꎻ外源 ＡＴＰ 浸种进一步提高了 ＮａＣｌ 胁迫下

油菜幼苗中的 ＣＡＴ、ＰＯＤ 酶活性ꎬ增强了油菜幼苗

对体内过量 ＲＯＳ 的清除能力ꎮ

表 ４　 外源 ＡＴＰ 浸种对 ＮａＣｌ 胁迫处理下
油菜幼苗生物量的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｅｄ ｓｏａｋｉｎｇ ｗｉｔｈ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＡＴＰ ｏｎ
ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｂｉｏｍａｓｓ ｏｆ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

根长 / ｃｍ
Ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ

株高 / ｃｍ
Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ

５ 株鲜重 / ｇ
Ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ５ ｐｌａｎｔｓ

ＣＫ ５.６１±０.４３ｂ ２.８８±０.１３ｂ ０.５４±０.０４ａｂ
ＡＴＰ ８.１３±０.６１ａ ５.３０±０.４６ａ ０.６０±０.０２ａ
ＮａＣｌ ４.９５±０.３９ｂ ２.４２±０.１７ｂ ０.３５±０.０５ｃ

ＡＴＰ＋ＮａＣｌ ６.１２±０.４７ｂ ３.０８±０.２０ｂ ０.４５±０.０１ｂｃ

　 　 注:不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 ＮａＣｌ 胁迫处理下外源 ＡＴＰ 浸种的油菜幼苗中 Ｈ２Ｏ２(Ａ)和􀅰ＯＨ (Ｂ)含量

Ｆｉｇ.１　 Ｈ２Ｏ２(Ａ) ａｎｄ 􀅰ＯＨ (Ｂ) ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ ｓｅｅｄｌｉｎｇ

ｅｘｐｏｓｅｄ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ ｂｙ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＡＴＰ ｓｅｅｄ ｓｏａｋｉｎｇ
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２.４.３　 外源 ＡＴＰ 浸种对 ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜幼苗

膜损伤程度的影响　 逆境条件下ꎬＭＤＡ 和相对电导

率能够作为细胞损伤程度的指标ꎮ 从图 ３ 可以看

出ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬＮａＣｌ 胁迫显著增加了油菜中的

ＭＤＡ 含量 (图 ３Ａ) 和相对电导率 (图 ３Ｂ)ꎬ表明

ＮａＣｌ 胁迫可以加剧油菜幼苗的膜脂过氧化程度ꎮ
外源 ＡＴＰ 浸种显著降低了 ＮａＣｌ 胁迫处理下的 ＭＤＡ
含量和相对电导率ꎬＭＤＡ 含量降低了 ２７.６％ꎬ相对

电导率降低了 ２０.５％ꎮ 结果表明ꎬ外源 ＡＴＰ 浸种可

以降低 ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜中的 ＭＤＡ 含量和相对

电导率ꎬ减少膜脂过氧化程度和电解质的渗漏ꎬ保
护细胞膜的完整性ꎬ减轻盐胁迫对油菜的损伤ꎮ
２.４.４　 外源 ＡＴＰ 浸种对 ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜渗透

调节物质的影响 　 可溶性糖和脯氨酸是细胞内重

要的渗透调节物质ꎬ可保护细胞内蛋白分子ꎬ稳定

生物大分子结构ꎮ 如图 ４ 可见ꎬＮａＣｌ 胁迫处理、ＡＴＰ
＋ＮａＣｌ 复合处理都显著增加了油菜幼苗中可溶性糖

(图 ４Ａ)和脯氨酸(图 ４Ｂ)含量ꎬＮａＣｌ 胁迫处理下可

溶性糖、脯氨酸含量分别达到 ＣＫ 的 １８７. ８％ 和

４５９.５％ꎻＡＴＰ＋ＮａＣｌ 复合处理下油菜幼苗中可溶性

糖和脯氨酸含量分别达到 ＮａＣｌ 胁迫处理的 １５.９％

和 ４１.０％ꎮ 结果表明ꎬＮａＣｌ 胁迫处理下外源 ＡＴＰ 浸

种能显著增加油菜幼苗中渗透调节物质积累ꎬ增强

细胞的持水能力ꎬ维持细胞的正常生理代谢ꎬ从而

增强油菜幼苗的耐盐性ꎮ
２.５　 外源 ＡＴＰ 浸种对 ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜幼苗相

关基因表达的影响

２.５.１　 外源 ＡＴＰ 浸种对 ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜幼苗

ＭＡＰＫ３ / ＭＡＰＫ６ 基因表达的影响 　 如图 ５ 所示ꎬ外
源 ＡＴＰ 处理下的油菜幼苗中 ＭＡＰＫ３ (图 ５Ａ) 和

ＭＡＰＫ６(图 ５Ｂ)基因表达量分别较 ＣＫ 增加 １６.０％、
７. ０％ꎮ 在 ＮａＣｌ 单 独 胁 迫 处 理 下 的 ＭＡＰＫ３ 和

ＭＡＰＫ６ 基因表达量分别较 ＣＫ 增 加 ８６. ０％ 和

６９.０％ꎮ ＡＴＰ＋ＮａＣｌ 处理下的 ＭＡＰＫ３ 和 ＭＡＰＫ６ 基

因表达量分别较 ＮａＣｌ 单独胁迫处理增加 ７５.３％、
１４６.２％ꎮ 结果表明ꎬ油菜幼苗中 ＭＡＰＫ３ 和 ＭＡＰＫ６
基因的表达水平受到 ＮａＣｌ 胁迫处理的诱导ꎬ外源

ＡＴＰ 浸种增强了 ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜幼苗中

ＭＡＰＫ３ 和 ＭＡＰＫ６ 基因的表达ꎮ
２.５.２　 外源 ＡＴＰ 浸种对 ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜幼苗

ＳＯＳ１ / ＮＨＸ１ 基因表达的影响　 如图 ６ 所示ꎬＮａＣｌ 胁
迫处理下的油菜幼苗中 ＮＨＸ１(图 ６Ａ)和 ＳＯＳ１(图 ６Ｂ)

图 ２　 盐胁迫处理下外源 ＡＴＰ 浸种的油菜幼苗 ＣＡＴ(Ａ)和 ＰＯＤ(Ｂ)电泳图及相对灰度分析
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｒａｙｓｃａｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ

ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ ｂｙ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＡＴＰ ｓｅｅｄ ｓｏａｋｉｎｇ

图 ３　 外源 ＡＴＰ 浸种对 ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜幼苗中丙二醛(Ａ)和相对电导率(Ｂ)的影响
Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｅｄ ｓｏａｋｉｎｇ ｗｉｔｈ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＡＴＰ ｏｎ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ (Ａ) ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ

(Ｂ) ｏｆ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ
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图 ４　 外源 ＡＴＰ 浸种对 ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜幼苗中可溶性糖(Ａ)和脯氨酸(Ｂ)的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｅｄ ｓｏａｋｉｎｇ ｗｉｔｈ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＡＴＰ ｏｎ ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒ (Ａ) ａｎｄ ｐｒｏｌｉｎｅ (Ｂ) ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

图 ５　 外源 ＡＴＰ 浸种对 ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜幼苗中 ＭＡＰＫ３(Ａ)和 ＭＡＰＫ６(Ｂ)基因表达的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｅｄ ｓｏａｋｉｎｇ ｗｉｔｈ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＡＴＰ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＡＰＫ３ (Ａ) ａｎｄ ＭＡＰＫ６ (Ｂ)
ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

图 ６　 外源 ＡＴＰ 浸种对 ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜幼苗 ＮＨＸ１(Ａ)和 ＳＯＳ１(Ｂ)基因表达的影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｅｄ ｓｏａｋｉｎｇ ｗｉｔｈ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＡＴＰ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＨＸ１ (Ａ) ａｎｄ ＳＯＳ１ (Ｂ)
ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

基因表达量上调ꎬ分别是 ＣＫ 的 １.４１ 倍和 １.３４ 倍ꎮ
与 ＮａＣｌ 单独胁迫处理相比ꎬＡＴＰ＋ＮａＣｌ 处理下的油

菜幼苗中 ＮＨＸ１ 和 ＳＯＳ１ 基因表达量分别上升了

１７.０％和 ６６.４％ꎮ 结果表明:油菜幼苗中 ＮＨＸ１ 和

ＳＯＳ１ 基因的表达受到 ＮａＣｌ 胁迫处理的诱导ꎬ外源

ＡＴＰ 浸种进一步提高了 ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜幼苗

中 ＮＨＸ１ 和 ＳＯＳ１ 基因的表达ꎮ

３　 讨论与结论

盐胁迫对植物的危害包含离子胁迫和渗透胁

迫ꎮ 斯琴巴特尔等[３３] 研究玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ)种子萌

发时发现盐胁迫抑制了玉米种子的发芽ꎮ 孙君艳

等[３４]研究盐胁迫对小麦种子萌发及幼苗生长的影

响ꎬ发现高浓度盐处理对小麦种子萌发和幼苗生长

起抑制作用ꎮ Ｃｈｉｖａｓａ 等[３５] 研究结果表明:细胞外

ＡＴＰ 可能通过直接或间接的方式与细胞膜外的某

种蛋白质结合ꎬ从而在胁迫条件下提高细胞生存

率ꎮ 本试验结果发现ꎬ２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌ 处理对

油菜种子萌发有抑制作用ꎬ而 ２５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１的外源

ＡＴＰ 对油菜种子萌发有显著的促进作用ꎬ并能够提
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高油菜幼苗的生物量积累ꎬ外源 ＡＴＰ 浸种能缓解

ＮａＣｌ 处理对油菜种子萌发的抑制作用ꎮ
当植物未遭受到胁迫时ꎬ体内 ＲＯＳ 的产生和清

除处于动态平衡状态ꎮ 当植物处于逆境环境时ꎬ这
种动态平衡会被打破ꎬ体内将积累大量的 Ｈ２ Ｏ２、
􀅰ＯＨ、Ｏ—􀅰

２ 等活性氧自由基ꎮ 自由基会造成植物膜

脂过氧化ꎬ增大膜透性ꎬ破坏膜结构的完整性ꎬ引起

蛋白质变性ꎬＤＮＡ 损伤ꎬ严重时引起细胞死亡[３６]ꎮ
已有研究显示ꎬ用外源 ＡＴＰ 预处理 ４ ｈꎬ可以显著提

高干旱胁迫下玉米酶促防御系统中 ＳＯＤ、ＣＡＴ 和

ＡＰＸ 活性ꎬ以及可溶性蛋白和游离脯氨酸的含量ꎬ
而使得膜脂过氧化产物丙二醛含量显著下降[３７]ꎮ
本研究结果表明ꎬ外源 ＡＴＰ、ＮａＣｌ 胁迫处理都能促

进油菜幼苗中 Ｈ２Ｏ２和􀅰ＯＨ 的积累ꎬ提高了 ＣＡＴ、
ＰＯＤ 抗氧化酶活性ꎮ ＮａＣｌ 胁迫处理下油菜幼苗中

ＭＤＡ 含量和相对电导率增加ꎬ严重影响了细胞膜完

整性ꎬ同时脯氨酸和可溶性糖含量增加ꎬ提高了油

菜幼苗的的吸水能力ꎮ 外源 ＡＴＰ＋ＮａＣｌ 处理降低了

油菜幼苗中 Ｈ２Ｏ２和􀅰ＯＨ 的积累以及 ＭＤＡ 含量和

相对电导率ꎬ进一步提高了脯氨酸和可溶性糖含

量、ＣＡＴ 和 ＰＯＤ 抗氧化酶活性ꎬ降低了油菜生物膜

损伤程度ꎬ增强了油菜幼苗膜稳定性及吸水能力ꎬ
提高幼苗的抗盐性ꎮ

植物在遭受盐胁迫时会触发一系列抗盐相关

基因的表达ꎬ如 ＮＨＸ 和 ＳＯＳ 基因的表达ꎮ 液泡型

Ｎａ＋ / Ｈ＋逆向转运蛋白(ＮＨＸ１)可以将细胞质中的

Ｎａ＋逆 Ｎａ＋浓度梯度转运到液泡中进行区室化ꎬ质膜

型 Ｎａ＋ / Ｈ＋逆向转运蛋白(ＳＯＳ１)也可以将 Ｎａ＋排到

胞外ꎬ防止细胞质中的细胞器受到 Ｎａ＋的危害ꎮ 过

表达 ＯｓＮＨＸ１ 转基因水稻细胞在盐条件下存活较

好ꎬ生长速度和总 Ｎａ＋含量显著高于野生型[３８]ꎮ 本

研究发现ꎬ油菜幼苗中 ＮＨＸ１、ＳＯＳ１ 基因的表达受

到盐胁迫的诱导ꎬ而外源 ＡＴＰ 浸种提高了盐胁迫处

理下油菜幼苗中 ＮＨＸ１、ＳＯＳ１ 基因的表达ꎬＮＨＸ１ 和

ＳＯＳ１ 转录水平的提高ꎬ预示着外源 ＡＴＰ 处理触发

了 ＮＨＸ 基因家族和 ＳＯＳ 途径介导的 Ｎａ＋ 外排ꎮ
ＭＡＰＫ 信号级联途径在植物应对盐、干旱、寒冷、炎
热和受伤等信号过程中发挥着十分重要的作用ꎬ主
要是 ＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ４ 和 ＭＡＰＫ６ 被快速激活[３９]ꎮ
Ｔｅｉｇｅ 等[２０] 研究发现ꎬ冷和盐胁迫激活拟南芥的

ＭＫＫ２ꎬ控制冷应答基因(ＣＯＲ)的表达ꎬ调控植物耐

冷和耐盐能力ꎮ 而且ꎬＭＫＫ２ 上游的 ＭＥＫＫ１ 和下游

的 ＭＰＫ４ 和 ＭＰＫ６ 都能被各种胁迫所激活ꎮ 在本研

究结果中ꎬ油菜幼苗中 ＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ６ 基因的表达

受到盐胁迫的诱导ꎬ而外源 ＡＴＰ 浸种提高了盐胁迫

处理下油菜幼苗中ＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ６ 基因的表达ꎮ 以

上这些研究结果表明ꎬ外源 ＡＴＰ 在调节植物响应盐

胁迫的过程中ꎬ盐超敏感 (ＳＯＳ)通路以及 ＭＡＰＫ 激

酶途径等多种信号传导途径之间可能存在交叉

对话ꎮ
综上所述ꎬ外源 ＡＴＰ 浸种通过激活 ＲＯＳ 清除系

统来有效地清除过量的 ＲＯＳꎬ降低 ＮａＣｌ 胁迫处理下

油菜幼苗膜脂过氧化程度ꎬ促进渗透调节物质的积累

及抗盐胁迫相关基因的表达ꎬ有效保证油菜幼苗代谢

活动的正常进行ꎬ从而提高油菜幼苗的抗盐性ꎮ
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