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姚丽媛１，戴利利１，陈子牛１，２，郭丽红２，３

（１．昆明学院 农学与生命科学学院，云南 昆明 ６５０２１４；
２．云南省高校特色生物资源开发与利用重点实验室，云南 昆明 ６５０２１４；

３．昆明学院 研究生处，云南 昆明 ６５０２１４）

摘要：为从生理水平探讨低温下脱落酸 （ＡＢＡ）与拟南芥热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ的关系，以拟南芥热激因子
ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因ＴＤＮＡ插入突变型 （ＭＴ）和野生型 （ＷＴ）拟南芥为实验材料，研究外源 ＡＢＡ对ＡｔＨｓｆＡ１ａ
不同基因型拟南芥在低温下的生理指标的影响．结果表明，低温可使幼苗中 ＭＤＡ和 Ｈ２Ｏ２增加，
ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因突变型增加较明显，加入外源 ＡＢＡ后 ＭＤＡ和 Ｈ２Ｏ２有所降低，ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因突变型降低较
少．而抗氧化酶变化趋势正好相反，突变型拟南芥的ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＲ和ＡＰＸ活性在低温中比野生型升高
小，ＡＢＡ对冷胁迫中突变型拟南芥抗氧化酶 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＲ和 ＡＰＸ活性影响较小．说明外源 ＡＢＡ在
ＡｔＨｓｆＡ１ａ提高抗冷性过程中有调控作用．
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　　近年来，植物激素脱落酸 （Ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ，
ＡＢＡ）作为环境胁迫中的重要信号分子，其研究
范围越来越深入广泛．研究［１－５］表明，植物在高

温、低温、干旱、盐胁迫等逆境中体内 ＡＢＡ迅速
积累而增强抗逆性．热激因子 （Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ＨＳＦ）是真核生物中相对保守的一
个转录因子家族［６］．作为逆境信号传导通路中的
重要成员，它能直接启动下游抗逆境基因的表达，

从而提高抗逆境的能力［７－１０］．有资料显示：拟南
芥热激因子 ＨｓｆＡ６ｂ作为 ＡＢＡ信号通路下游的一个
正调节器，调节盐和干旱胁迫的响应，是耐热性建

立所必需的［１１］；小麦热激因子ＴａＨｓｆＣ２ａ通过ＡＢＡ
介导的调控途径构建了耐热机制［１２］；并且外源

ＡＢＡ能通过Ｈ２Ｏ２上调水稻叶片中热激因子 ＯｓＨｓ

ｆＡ４ａ和ＯｓＨｓｆＡ２ａ的表达［１３］．尽管研究显示，在逆
境中 ＡＢＡ能调控部分热激转录因子 ＨＳＦ的表达，
但关于ＡＢＡ与转录因子 ＨＳＦ如何从生理水平协同
提高抗逆性的研究相对较少．众所周知，在自然界
中植物往往通过自身的生理防御系统保护自己免受

逆境的伤害．已知植物在逆境中会产生大量的活性
氧 （ＡＯＳ），活性氧会导致细胞膜系统的氧化损
伤［１４－１６］．而植物细胞存在抗氧化酶系统，包括
ＳＯＤ（ＥＣ，１１５１１），ＣＡＴ（ＥＣ，１１１１６），ＧＲ（ＥＣ，
１６４２）和ＡＰＸ（ＥＣ，１１１１７），在逆境中它们的
活性可得到不同程度的增强，能将活性氧控制在细

胞可以忍耐的水平［１７
!

２３］．大量研究［２－５］发现，外

源ＡＢＡ在逆境中会提高抗氧化酶的活性而降低氧
化胁迫的伤害．本课题组前期研究也发现，过量表
达拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ植株中的抗氧化酶
ＳＯＤ、ＣＡＴ和 ＡＰＸ活性会明显增强［１７］而降低渗透

胁迫．哪ＡＢＡ与拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ是否会
影响逆境生理指标存在协调效应，值得进一步

研究．
为了研究外源ＡＢＡ对拟南芥热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ

在低温响应中生理指标的影响，采用ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因
ＴＤＮＡ插入的突变体及野生型的拟南芥幼苗为材
料，在冷胁迫下分析 ＡｔＨｓｆＡ１ａ突变体及野生型植
株的逆境生理生化指标 ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２、ＳＯＤ、ＣＡＴ、
ＧＲ和 ＡＰＸ变化，以及拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ
在响应热胁迫中 ＡＢＡ的生理调控作用，以期为进

一步研究植物耐逆境机理奠定生理基础．

１　材料与方法

１１　材料
采用拟南芥哥仑比亚种 （Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ，

ＥｃｏｔｙｐｅＣｏｌｕｍｂｉａ）的 ＴＤＮＡ插入ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因突
变型 （ＳＡＬＫ０６８０４２，简称 ＭＴ）为实验材料，以
野生型 （简称ＷＴ）为实验对照．实验材料购于美
国生物资源中心ＡＢＲＣ．
１２　方法
１２１　材料栽培及低温处理

两种基因型 （ＭＴ和 ＷＴ）种子依次用 ０１％
的ＨｇＣｌ２和体积分数为７０％的乙醇进行灭菌处理，
在无菌条件下播种于１／２ＭＳ固体培养基中，置于
光照培养箱中，培养条件为：温度 ２２℃、光照
１２０００ｌｘ１６ｈ／ｄ．取４周的拟南芥幼苗浸没在 ＳＩＢ
Ｂｕｆｆｅｒ（０５ｍｍｏｌ／ＬＫ２ＨＰＯ４，０５ｍｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４，
１％蔗糖，ｐＨ６０）中，低温４℃ 处理２ｄ．以２２℃
为对照实验的处理温度．
１２２　ＭＤＡ测定

取低温处理过的小苗 ５００ｍｇ在液氮中研碎，
悬浮于５ｍＬ１０％的三氯乙酸中．采用ＴＢＡ法对植
物叶片的ＭＤＡ进行测定，测定４５０，５３２，６００ｎｍ
波长下的吸光度值，根据 Ｃ＝６４５（Ａ５３２－Ａ６００）－

０５６Ａ４５０计算ＭＤＡ浓度
［１８］．

１２３　Ｈ２Ｏ２测定
取低温处理过的小苗 ５００ｍｇ在液氮中研碎，

悬浮于 １５ｍＬ １００ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液中
（ｐＨ６８）．Ｈ２Ｏ２浓度分析按照 ＧａｙａｎｄＧｅｂｉｃｋｉ

２０００年的方法［１９］．
１２４　抗氧化酶活性测定

１）酶的提取．取低温处理过的小苗 ５００ｍｇ，
加入 ５ｍＬ５０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７０），内含
２０％ 甘 油，１ ｍｍｏｌ／Ｌ ＡＳＡ，１ ｍｍｏｌ／Ｌ ＤＴＴ，
１ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ，１ｍｍｏｌ／Ｌ ＧＳＨ 及 ５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２，在冰上研磨后，提取液在 ４℃下，经过
２００００×ｇ离心３０ｍｉｎ，上清液用来测定酶活性．

２）酶活性测定．ＳＯＤ活性的测定方法参照
Ｚｈａｎｇ等［２０］的方法，以加入邻苯三酚来启动反应，

同时每３０ｓ记录１次３１９５ｎｍ处的吸光值，共测
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４ｍｉｎ；ＣＡＴ活性的测定方法参照 Ａｅｂｉ［２１］的方法，
在２４０ｎｍ下测定；ＡＰＸ活性的测定方法参照 Ｒａｏ
等［２２］的方法，在２９０ｎｍ下测定；ＧＲ的测定参照
Ｋｎｒｚｅｒ等［２３］方法，以基于 ＮＡＤＰＨ的氧化作用在
３４０ｎｍ下的吸光度的减少来衡量；蛋白质含量的
测定以牛血清蛋白为标准，采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ［２４］的
方法．

上述所有实验重复３次，每次实验有２个取样
重复，重复３次测定．数据均表示为 （ｘ±ｓ）．

２　实验结果

２１　ＡＢＡ对 ＡｔＨｓｆＡ１ａ突变型幼苗在冷胁迫下
ＭＤＡ的影响

ＭＤＡ是膜脂过氧化后最重要的产物之一，其
浓度可以反映植物细胞膜遭受逆境伤害的程度．从
图１可看出，在低温下不同基因型拟南芥幼苗中
ＭＤＡ浓度均升高，但突变型拟南芥 （ＭＴ）ＭＤＡ
的浓度较野生型 （ＷＴ）高，在加入外源ＡＢＡ处理
后，无论突变型还是野生型 ＭＤＡ的浓度都有所下
降，但突变型下降幅度较小，表明外源 ＡＢＡ抑制
ＭＤＡ的形成与热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ呈正相关，说明
外源 ＡＢＡ和 ＡｔＨｓｆＡ１ａ协同降低 ＭＤＡ浓度，从而
降低低温对细胞膜伤害．

２２　ＡＢＡ对 ＡｔＨｓｆＡ１ａ突变型幼苗在冷胁迫下
Ｈ２Ｏ２的影响

过氧化氢 （Ｈ２Ｏ２）作为一类重要的活性氧和
信号分子，其浓度的高低可以有效衡量细胞的受伤

程度．从图 ２可看出，在常温下 ２种基因型的
Ｈ２Ｏ２浓度差异不大，而在低温胁迫下，突变型拟

南芥所含的 Ｈ２Ｏ２浓度升高较野生型明显，加入外
源ＡＢＡ处理后不同基因型在低温下拟南芥所含
Ｈ２Ｏ２都有一定程度降低，但突变型拟南芥所含的
Ｈ２Ｏ２浓度降低较野生型小，说明外源ＡＢＡ在低温
下对Ｈ２Ｏ２浓度影响与热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ有关，在
低温下外源 ＡＢＡ和 ＡｔＨｓｆＡ１ａ协同降低了 Ｈ２Ｏ２浓
度，从而降低低温产生活性氧的伤害．

２３　ＡＢＡ对ＡｔＨｓｆＡ１ａ突变型幼苗在冷胁迫下抗氧
化酶的影响

大量研究［１７－２３］发现，抗氧化酶系统活性的增

强与提高植物的抗逆性密切相关．本研究发现，冷
胁迫处理可以使突变型和野生型植株 ＳＯＤ，ＣＡＴ，
ＧＲ和ＡＰＸ的活性不同程度升高 （图３），野生型
植株的抗氧化酶活性升高均明显大于突变型植株的

抗氧化酶活性．外源 ＡＢＡ处理后对野生型植株的
抗氧化酶活性升高影响较大，而对突变型植株的抗

氧化酶活性影响较小 （图３ａ，３ｂ，３ｃ，３ｄ），表明
外源 ＡＢＡ提高抗氧化酶活性是与热激因子 ＡｔＨｓ
ｆＡ１ａ有协同效应，低温下外源ＡＢＡ和ＡｔＨｓｆＡ１ａ协
同提高抗氧化酶活性而降低活性氧对植物的伤害，

从而提高植物的抗冷性．

３　结果与讨论

近年来，植物激素脱落酸 （Ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ，
ＡＢＡ）作为环境胁迫中的重要信号分子，能调控
一些热激转录因子的表达和活性［１１－１３］，但ＡＢＡ调
控热激转录因子后的生理生化过程尚有待于进一步

地探讨．热激因子 （Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，
ＨＳＦ）作为逆境信号传导通路中的重要成员，它能
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直接启动下游防御基因 （如热激蛋白基因 ＨＳＰ、
抗坏血酸过氧化物酶 ＡＰＸ等）的转录表达，从而
提高抗逆境的能力［６－９］．虽然，目前有研究［７－１０］

显示，逆境诱导拟南芥热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ在防御反
应中发挥重要作用［７－１０］．然而，不清楚热激因子
ＡｔＨｓｆＡ１ａ在逆境应答途径上游感应哪些逆境信号，
而进一步鉴定热激因子响应逆境的本质与机理是研

究的趋势．大量研究［１４－１６］表明，植物细胞在逆境

中反应活性氧伤害程度的生理指标丙二醛 （ＭＤＡ）
和过氧化氢 （Ｈ２Ｏ２）等浓度会发生变化，而降低
逆境伤害的抗氧化酶系统也会积极参与，ＳＯＤ、
ＣＡＴ、ＧＲ和 ＡＰＸ等作为抗氧化酶系统的重要成
员，在逆境中通过活性的增加来执行降低活性氧的

生理功能使植物细胞受伤程度降到最低，从而提高

植物抗逆性．但植物逆境中 ＡＢＡ与热激因子
ＡｔＨｓｆＡ１ａ协同对逆境生理指标的影响研究较少．

为了研究 ＡＢＡ对拟南芥热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ在
冷胁迫响应中生理指标的影响，本研究采用

ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因ＴＤＮＡ插入的突变体及野生型的拟南
芥幼苗为材料，在冷胁迫下分析 ＡＢＡ突变体及野
生型植株的逆境生理生化指标 ＭＤＡ、Ｈ２０２、ＳＯＤ、

ＣＡＴ、ＧＲ和ＡＰＸ变化，同时探讨拟南芥热激因子
ＡｔＨｓｆＡ１ａ在响应冷胁迫中 ＡＢＡ的生理调控作用．
结果发现，在低温下外源 ＡＢＡ和ＡｔＨｓｆＡ１ａ协同降
低了ＭＤＡ和 Ｈ２Ｏ２浓度．进一步研究还发现，低
温下外源ＡＢＡ和ＡｔＨｓｆＡ１ａ协同提高抗氧化酶活性
降低低温产生活性氧对细胞膜系统的伤害而提高植

物的抗冷性．研究［２５］发现，在逆境中抗氧化酶活

性高低与抗氧化酶的基因表达密切相关．此外，本
项目申请者［２６］也研究了在热胁迫下ＡｔＨｓｆＡ１ａ对
ＡＰＸ的表达调控作用．研究［１１－１３］显示，在逆境中

ＡＢＡ能调控部分热激转录因子 ＨＳＦ的表达，但关
于ＡＢＡ与转录因子ＨＳＦ如何从生理水平协同提高
抗逆性研究较少，抗氧化酶基因的表达是否受

ＡＢＡ和ＡｔＨｓｆＡ１ａ协同调控尚需进一步证实．
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［２１］ＡＥＢＩＨ．Ｃａｔａｌａｓｅｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓＥｎｚｙｍｏｌ，

１９８４，１０５：１２１－１２６．

［２２］ＲＡＯＭＶ，ＨＡＬＥＢＡ，ＯＲＭＯＮＤＤＰ．Ａｍｅｌｉｏｒａｔｉｏｎ

ｏｆｏｚｏｎｅｉｎｄｕｃｅｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｄａｍａｇｅｉｎｗｈｅａｔｐｌａｎｔｓｇｒｏｗｎ

ｕｎｄｅｒｈｉｇｈｃａｒｂｏｎｄｉｏｘｉｄｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌ，１９９５，

１０９：４２１－４３２．

［２３］ＫＮ?ＲＺＥＲＯＣ，ＤＵＲＮＥＲＪ，Ｂ?ＧＥＲＰ．Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ

ｉｎｔｈｅａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｙｓｔｅｍｏｆｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅｄｓｏｙｂｅａｎ

ｃｅｌｌｓ（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ）ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．

ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉａＰｌａｎｔａｒｕｍ，１９９６，９７：３８８－３９６．

［２４］ＢＲＡＤＦＯＲＤＭＭ．Ａｒａｐｉｄａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｇｒａｍｑｕａｎｔｉｔｉｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｕｔｉｌｉｚｉｎｇｔｈｅ

ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｄｙｅｂｉｎｄｉｎｇ［Ｊ］．ＡｎａｌＢｉｏｃｈｅｍ，

１９７６，７２：２４８－２５４．

［２５］ＳＴＯＲＯＺＨＥＮＫＯＳ．Ｔｈｅｈｅａｔｓｈｏｃｋｅｌｅｍｅｎｔｉｓａｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆｔｈｅＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓＡＰＸ．Ｉｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒ［Ｊ］．

ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌ，１９９８，１１８：１００５－１０１４．

［２６］ＧＵＯＬＨ，ＴＡＮＹ，ＹＡＮＧＸＨ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｈｅａｔ

ｓｈｏｃｋｆａｃｔｏｒＡｔＨｓｆＡ１ａｏｎａｓｃｏｒｂａｔｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｕｎｄｅｒｈｅａｔ

ｓｔｒｅｓｓｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ［Ｊ］．ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ

ａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１６，１７（８）：１７８６－１７８９．

３６第６期　　　　姚丽媛，戴利利，陈子牛，等：ＡＢＡ对拟南芥ＡｔＨｓｆＡ１ａ在冷胁迫响应中生理指标的影响


