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土壤施钙诱导水稻幼苗抗低温和抗病 
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1 引 言 

【摘要】 试验发现，以干土重1％的CaO混土处理培育水稻秧苗，能显著提高幼苗的抗低温和抗立枯病能 

力．对其生理机制研究表明，该处理对水稻幼苗体内活性氧清除酶系统具有显著影响，与空白对照处理相 

比，施钙处理的水稻幼苗根部和地上部SOD活性增强；根部POD活性显著增强，地上部 POD活性下降； 

根部和地上部CAT活性则先下降，后上升；根部和地上部的可溶性蛋白含量均有所上升．POD同工酶 

PAGE电泳结果表明，CaO处理的水稻幼苗地上部POD同工酶谱带明显减弱和减少，而根部POD同工酶 

谱带增强和增多．这些结果揭示了土壤施加CaO可提高水稻幼苗抗低温和抗病能力的部分原因． 
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Physiological mechBllisln of rice seedlings in low temperature-and damping-off disease resistance induced by 

calcium application into soil．LIUFeng ，ZHANG Jun2，ZHANGWenji2，WANGHonggangx( ShandongAgri— 

cultural University，Tai’an 271018，China；； China Agricultural University Beijing 100094，China)．一 

Chin．J．App1．Eco1．，2004，15(5)：763--766， 

Applying calcium oxide into soil could improve the ability of rice seedlings in low temperature-and damping—off 

disease resistance，After treated with calcium，the active oxygen diminating enzyme activities of rice seedlings in— 

creased signifieandy．Compared with control，the SOD activity in seedling’S lOOt and shoot increased．The PO D 

activity in rice seedling’S root also increased，but decreased in shoot．The CAT activities decreased at the early 

stage，but increased at late stage．The soluble protein content in seedling’S root an d shoot WaS higher than that of 

the contro1．In the PAGE pattern of isoperoxidase，the band number of shoot increased，but that of root de— 

creased．All these changes were part of reasons that appl~ng calcium oxide into soil improved the resistance of 

rice seedlings to cold and damping —off disease． 

Key words Rice，Active oxygen eliminating enzyme system，Calcium，Stress resistance． 

钙是植物的必需营养元素，具有稳定细胞膜和 

细胞壁的作用[11]．缺钙可以引起多种果蔬生理性病 

害⋯．近年来许多研究表明，钙与植物抗逆能力关 

系密切。外源施用 Ca2 处理 能提高植物的抗旱 

性[。·引、抗盐性[ 。】和抗冷性[引，还能缓解铝毒[10】．我 

们曾报道了钙对水稻幼苗生长的影响[71．本文报道 

了施用钙对水稻旱育秧苗抗低温和抗病能力的影 

响，并通过测定活性氧清除酶系统活性及过氧化物 

同工酶的变化，旨在揭示 CaO调节秧苗抗低温和抗 

病能力的生理机制． 

2 材料与方法 

2．1 供试材料 

供试水稻品种为越富(O,yza sativa 

Yuefu)，属粳稻．稻种事先用22％的NaC1水溶液选取，25℃ 

浸泡4 d，35℃催芽 1 d，露自后备播． 

2．2 试验方法 

2．2．1土壤处理 将过筛的稻田土，混匀后分成2份，分别 

装入 10 cm×10 cl'n×4 cm的木盘中，其中1份按土重的1％ 

拌入CaO粉，每盘浇水量为80 TTl1，待水完全渗下后，播种催 

芽的稻种，密度为每盘 10 g．播后用平整的木块拍入土中，盖 

土0．5 crn，覆膜，置于20～30℃温室中培养，2 d后揭膜． 

2．2．2 CaO对水稻旱育秧立枯病控制作用的测定 将上述 

处理秧苗于播种后第 10 d开始进行变温处理，昼温最高 32 

℃左右，夜温最低15℃，并适当遮荫，同时保持盘土湿润，诱 

导立枯病发生．计算病苗率和防治效果． 

2．2．3 CaO影响水稻幼苗抗低温胁迫能力测定 将 2．2．1 

中处理的水稻秧苗，15 d后分成两批，一批置于2～4℃温度 

*国家自然科学基金项目(39670429)、山东农业大学博士基金和博 

士后基金资助项目． 
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下处理3 d，另一批不处理，第20 d取样，参照张宪政l9]方法 

测定MDA含量．电解质渗出率测定l1 4J选用15 d叶片，在 4 

℃低温下，设 1．5、4和32 h三种处理． 

2．2．4酶液提取 分别于播种后的5、7、9、11、12、15和 17 d 

取样测定．取样方法：拔出稻苗，冲去根部土壤，用吸水纸吸 

去多余水分，剪取根部及地上部(茎叶)，分别称重记录后，用 

液氮速冻，保存在一40℃冰箱中待测．样品在冰浴研钵中加 

入5倍体积的0．1 tool·L～、pH 7．0磷酸缓冲液研磨，4℃提 

取24 h，15 000 g离心20 min，取上清液测定酶活性． 

2．2．5活性氧清除酶活性测定 酶液用 pH 5．0缓冲液稀释 

10倍使用，反应体系由1 ml pI-I5．0醋酸缓冲液、1 ml 0．1％ 

愈创木酚、1 ml稀释的粗酶液和 1 ml 0．08％ H202组成，反 

应 2 min后测定 P0D活性． 

SOD活性测定采用硝基氮蓝四唑(NBT)法，在 3 rnl反 

应体系中含有核黄素80衄lo1·L～、NBT 77／xmol·L～、甲硫 

氨酸 13 mmol·L～、EDTA 0．1 mmol·L 和20 酶液，4 

000 Lux光强度下照光5 rain后，遮光停止反应，测定ODs6o， 

以 NBT被抑制 50％为一个活性单位(U)，酶活性以U·g · 

h (FW)表示． 

CAT活性测定：反应体系为 2 ml pH7．0磷酸缓冲液、 

0．1 ml粗酶液、1 ml 0．08％H2O2．测定OD24o值。每0．5 rnin 

记数 1次，以 每变化 0．01为一个活力单位(u)，酶活 

性以 U·g ·min (FW)表示． 

2．2．6 POD同工酶 PAGE电泳 将稻苗分为茎叶和根两部 

分，弥重后，分别加入 5倍体积预冷的 0．02 tool·L 

KH2PO4，冰浴研磨，于4℃提取 1 h，15 000 g离心 10 rain， 

取上清液进行电泳．使用 4％浓缩胶、7．5％分离胶、电极缓 

冲液 0．5 tool·L～Tris—Gly、pH 8．3联苯胺染色． 

2．2．7可溶性蛋白质含量测定 采用Bradford考马斯亮蓝 

G-250法．以牛血清白蛋白(BSA)为标准蛋白绘制标准曲线， 

测定体系根为 4 ml考马斯亮蓝 G-250蛋白质试剂，0．5 ml 

酶粗提液；茎为4 ml考马斯亮蓝G一250蛋白质试剂，0．1 ml 

粗酶液．测定ODs95值，以mg·g-1(v-w)表示． 

2．2．8可溶性蛋白SDS-PAGE电泳 分离胶贮备液 1．5 tool 

·L～，pH 8．8 Tris-HC1；浓缩胶贮备液 0．5 tool·L～，pH 6．8 

Tris-HC1，其中均含有0．4％ SDS．电泳时分离胶浓度 10％， 

染色液 由0．4％考马斯亮蓝 R一250、50％甲醇和 7％醋酸组 

成，脱色液由20％甲醇、7％醋酸组成．样品浓度 1～2 mg· 

rnl～，上样量 20 ． 

3 结果与分析 

3．1 对水稻幼苗抗病力和抗低温胁迫能力的影响 

水稻立枯病是水稻旱育秧的毁灭性病害，一般 

在秧苗的 1叶1心期至2叶1心期发病，可造成死 

苗，在我国南北方稻区均有发生．从表 1可以看出， 

1％CaO处理土壤后，可使水稻旱育秧立枯病的发生 

率降低50％左右． 

表1 CaO处理土壤对水稻秧苗立枯病的控制作用 

Table 1 Controlling effect of CaO O11 damping-off of rice seedling by 

soil treatment 

数字为4次重复平均值Data Lre the mean of roar replicates．不同字母表示0．05 

水平上差异极显著Different letter meall$significant difhrence~tween different 

treatments at P<0．05． 

丹皇 

脚 益 

名 
．!j 

低温处理时间 Chilling treated timeO~) 

图1 土壤添加钙对水稻秧苗电解质渗出率的影响 

Fig．1 Effect of calcium on leakage of electrolytes of rice seedling 

表2 CaO处理土壤对水稻秧苗丙二醛【MDA)含量的影响 

Table2Effect of calcium ∞ MDA content of rice seedling 

处理 丙二醛含量 MDA content(t~mol·g一 ) 
Treatment 

根 Root 茎叶 Shoot 根 Root 茎叶Shoot 

电解质渗出率可以间接反映植物细胞膜受破坏 

的程度．从图1低温处理秧苗后电解质渗出率的变 

化可见，空白对照细胞电解质渗出率随低温处理时 

间的延长而逐渐上升，CaO处理也有同样的趋势，但 

低温处理 1．5、4和32 h的幼苗电解质渗出率均显 

著低于空白对照．丙二醛含量反映细胞膜受活性氧 

伤害的程度．从表2可以看出，低温处理显著增加了 

对照丙二醛含量，但 1％CaO混土处理丙二醛含量 

增加的幅度显著小于对照．由此可见，土壤添加 1％ 

CaO能显著提高水稻幼苗抗立枯病和抗低温胁迫的 

能力． 

3．2 对水稻幼苗活性氧清除酶活性的影响 

从图2可以看出，播种后 7～11 d对照秧苗地 

上部SOD活性较低，其后上升，至 17 d又下降，存 

在起伏变化；根部也有类似的趋势，播种 II d后 

SOD活性水平较低．1％CaO混土处理的水稻幼苗 

SOD活性变化趋势与对照相似，但地上部和根部 

SOD活性均相应地高于对照处理． 

一 

∞ 蚰 ∞ ∞ 柏 0 
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播种后天敷 Days after sowing(d 

围2 土壤舔加钙对水稻幼苗 SOD活性的影响 
nE．2ChB了_ge of activity of SOD by c q一 _m flee s~dlingwith days af- 

r sowi~ ． 

苗期水稻根部 POD活力变化较大(图3)．播种 

后第 5、7、11、12和 17 d的秧苗根部 POD活力较 

低；地上部变化不如根部显著，第 7、9 d活力较低． 

1％CaO处理的秧苗根鄢 POD活力变化与对照基本 
一 致，地上部则明显比对照处理缓和．从图3还可 

看出，CaO处理的秧苗根郁 POD活力明显高于对照 

处理．而地上部则相反． 

圉 3 土 壤舔加 钙对 求稻幼 苗 POD 活性 的影响 

F蟓．3C~nge of activity ofPOD by calcium inflee se~Uing with days 
alter ． 

CaO处理稻苗根部，CAT活性7～9 d略低于清 

水处理，从 11 d开始略高予对照 地上部第5 dCAT 

活力较高，随后下降，7～12 d活性比清水处理略低 

或持平，15 d后再次上升，后下降(图4)． 

田4 土壤箍加钙对水稻妨苗 CAT活性的影响 
Fig．4Cha哩 e of activity ofCAT by calcium in rice~edJJng with da'~s 

aner sow ing 

3．3 可溶性蛋白含量的动态变化 

从图 5可以看出，CaO处理的稻苗根部和地上 

部可溶性蛋白的含量都略高于清水对照，其变化幅 

度也比清水处理小． 

播种后天戤Days after⋯ ng(d】 

圈5 土壤曝加钙对水稻蚰苗可溶性蛋自古量的影响 
trig．5 Chang e of aetlvitT of c。nt髓 t。{soluble ptotaln in rice 蛔ed 1g 

days after∞wmg 

3．4 caO对水稻幼苗 POD同工酶的影响 

caO处理与清水对照 POD同工酶在根部至少 

存在 4条差异带(图6)，其中 Ca0处理根部迁移率 

较低处有 2条带活性增强，迁移率 0．5处有 1条新 

带，迁移率0．7处缺失 l条带，总体看 POD活性增 

强；地上部存在4～5条差异带，caO处理各差异带 

颜色均比对照处理浅 表明POD活性受到抑制．同 

工酶测定结果与前面 POD活性测定结果一致 ． 

什期 

围 6 cao 对承稻 幼苗 PO D同工 醺的影 响 

Fi8．6 Effect ofC．aO on PODm~zyme 睫 seedling 

】、3)CaO根 c root．2、4)cK根 CK r∞t．5、7)CaO茎叶 CaO 5hoot． 

6、8)C'K茎叶CK shoot． 

3．5 CaO处理稻苗蛋白SDS-PAGE 

CaO处理稻苗叶片蛋白SDS—PAGE结果见图 

7．ca0处理的水稻地上部有一蛋白条带缺失．经测 

定其分子量为3．74KD，另外 16．4KD蛋白带明显增 

强，其性质需要进一步确定．从图 7可以看出，ca0 

处理的稻苗根部可溶性蛋白谱带明显比对照处理增 

多，而且某些条带颜色也明显加深． 

(1 赡骺 ～ 

一 _l_昌。)善 口0∞ 螬坌 

O  8  6  4  2  O  8  6  4  2  0  

一．clⅧ．1∞． 血! 胃 疑 u#蜒 0 
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囝 7 ca0处理稻苗可溶性蛋白F~DS-PAGE 
Fig．7 Cm~pm  of SI~-PAGE patleras of soluble protein between 

C如 tre日tn nt and control 

左数 2～5泳道为撮 The No 2～5 lanes(tom the[eft were roots；6～9 
掾道为地上部The No．6 9 lane shoots 

4 讨 论 

研究表明，土壤添加钙对水稻幼苗活性氧清除 

酶的活性影响非常显著．这种影响是由于钙含量增 

加而不是土壤 pH的变化引起的．尽管 caO混土可 

引起土壤 pH大幅度升高(达到 12左右)，但随着秧 

苗根系的呼吸作用以及有机酸的分泌，由CaO引起 

的高 pH不会维持多久。土壤很快会被酸化到 pH5 

左右(数据另文发表)，而土壤钙含量的增加则是确 

定的．CaO用量与其对水稻幼苗活性氧清除酶活性 

影响程度的关系需要继续研究． 

目前，植物的活性氧清除酶系统与植物的抗逆 

性的关系已经研究得 比较深入 ．CaO能使秧苗整体 

S0D活性和根部 POD活性提高。并使地上部 P0D 

活性下降，同时CaO处理也诱导了秧苗体内某些可 

溶性蛋白的表达．这些变化必然会对水稻幼苗的抗 

逆力产生影响．据报道，POD-H2O2分解系统参与叶 

绿素的降解[’·12,”]．因此，POD活性与叶绿素的含 

量成负相关，随着植物的衰老，POD活性总是显著 

增加口]．CaO处理土壤后，稻苗地上部 POD活性下 

降，对减少叶绿素的分解有利，因此能增加叶片叶绿 

素含量_8]．延缓叶片衰老．CaO处理的稻苗抗低温 

胁迫和抗水稻旱育秧立枯病能力都有所提高的原 

因。是由于 CaO混土处理调节了 SOD、POD活性， 

提高了稻苗的活性氧清除能力．进而增强了抵御随 

后到来的低温和病原逆境的能力．此外我 们利用 

mRNA差异显示方法也证 明。caO可能还调节其他 
一 些与抗逆相关的蛋白的表达(另文发表)，有待进 
一 步确定其性质． 

同工酶是植物细胞代谢的重要成分．它的存在 

与植物体内生化反应过程的多样性、可变性以及对 

环境变化的适应性有关．植物通过同工酶的存在和 

改变，能够减少或避免因胁迫导致的功能丧失．本研 

究中POD同工酶电泳结果与活性测定结果相呼应． 

由于POD可以与 H2q 底物反应，参与细胞壁蛋白 

(如HRGP)在细胞壁上的沉积与交联．木质素和其 

它酚类物质的形成，因而与诱导植物抗病性关系密 

切 4· ．CaO对根部 POD的诱导与木质素含量及水 

稻秧苗抗立枯病能力的关系，值得进一步探讨． 
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