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摘要: 玉米幼苗在冷胁迫前经过热激处理或 CaCl2 浸种后再热激处理, 其存活率, 抗氧化酶 GR的活性、可

溶性蛋白质中热稳定蛋白质和游离脯氨酸的含量在的冷胁迫中均发生了变化, 发现热激处理幼苗的这些参数

高于对照, 而最高的是 CaCl2浸种后再热激处理的, 表明热激能提高玉米幼苗的抗冷性, 而 Ca2+ 对上述热激处

理有加强作用.
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� � 钙作为第二信使在植物的生长发育中具有广

泛的生理调节作用, 因此, 在植物抗逆性的研究中

钙的作用也引起了人们的兴趣, 并有大量的报

道
[ 1, 2]

.近年的研究表明热激(非致死温度的热锻

炼)处理不仅能提高植物的抗热性, 还能提高多种

植物的抗冷性
[ 3, 4]

, 但其机理至今还不清楚. 多种

逆境(如低温、高温、干旱等)都可诱发植物细胞内

活性氧浓度的增加而导致氧化胁迫是绿色植物中

存在的一种普遍现象[ 5] , 植物的抗氧化作用是植

物适应逆境的一个重要方面
[ 6]
. 植物抗氧化系统

包括抗氧化酶及非酶的抗氧化剂, 抗氧化酶的研究

主要集中在超氧化物歧化酶( SOD)和过氧化氢酶

( CAT) ,而对谷胱甘肽还原酶( GR)的研究相对较

少.自 Sm irnof f 和 Cumbes[ 7]证实外源脯氨酸具有

清除活性氧的作用以后, 脯氨酸积累与抗氧化系统

的关系也引起了人们的极大关注.本文采用 CaCl2

浸种结合热激处理提高植物的抗冷力,研究 Ca2+

对玉米幼苗胚芽鞘在热激诱导抗冷性的过程中的

存活率、GR活性、蛋白质含量及游离脯氨酸变化

的影响,以探讨 Ca2+ 在热激诱导抗冷性过程中对

提高植物抗冷性的作用机理.

1 � 材料与方法

1. 1 � 实验材料 � 植物材料为玉米 ( Zea mays . ) ,

品种为晴 3.挑选饱满的具有发芽的种子,经 0. 1%

HgCl2消毒 10 min 后, 用蒸馏水冲洗干净,浸种液

分别为蒸馏水( - Ca)和+ Ca( 20 mmol/ L )于 25 �

下吸胀 12 h,然后转移到垫有 6层湿润滤纸的白磁

盘中,于 28 � / 25 � (昼/夜)下暗萌发 60 h,每天补

充蒸馏水, 以保持滤纸的湿润, 取生长均匀的玉米

幼苗备用.

1. 2 � 热激处理 � 把上述暗萌发 60 h 幼苗的一部

分转移到 42 � 暗中热激 4 h,然后在 28 � 下恢复 4

h, 为热激幼苗;而另一部分在热激处理期间一直置

于 28 � 下.热激及未热激的幼苗皆被转移到下述
低温处理中.

1. 3 � 低温处理及幼苗生活力的统计 � 上述热激及

未热激的幼苗被转移到 0. 5 � 下,以进行低温处理

5 d,上述热激处理及低温处理均在暗中进行. 处理

结束后,幼苗被转移到 25 � 下每天光照 12 h 的环

境中恢复 8 d,计算存活率. 以恢复 8 d 后能变绿并

重新生长的幼苗为存活的幼苗,同时测定叶绿素的

含量
[ 8]
, 观察幼苗的生长情况, 统计幼苗鲜重和幼
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苗高度.

1. 4 � 谷胱甘肽还原酶活性的测定 � GR( EC, 1, 6,

4, 2)的测定按 Kn�rzer 等方法[ 9] .

1.5 � 蛋白质含量的测定 � 采用 Bradford 的方

法[ 10] , 以牛血清蛋白为标准.以上述提取液测出的

蛋白质含量为总可溶性蛋白质含量,取适量提取液

煮沸 10 m in后,于 4000 r/ min离心 20 min,上清液

为热稳定蛋白质,沉淀部分为热不稳定蛋白质.

1. 6 � 游离脯氨酸含量的测定 � 测定参照张殿忠等

的磺基水杨酸法[ 11] .

上述所有实验被重复 2次,每次实验中有 2个

取样重复和 6次测定重复.图中所有数据均为平均

值  标准误.

2 � 实验结果

2. 1 � Ca
2+对玉米幼苗热激诱导的抗冷力的影响

如表 1所示,玉米幼苗经过 0. 5 � , 5 d 的低温处理
后, 其存活率仅为 13. 5%; CaCl2 处理幼苗的为

66. 4%,经热激诱导, 幼苗的存活率可达 72. 4% ;

结合 CaCl2处理幼苗的高达 88. 6% .

在冷胁迫恢复期间,叶绿素含量、幼苗鲜重和

高度也存在一定的差异(表 1) .我们观察到热激幼

苗的叶片的颜色较黄; 而结合 CaCl2 处理的幼苗,

叶色浓绿, 粗壮,而且株高增长快. 说明结合 CaCl2

处理的热激,不仅抗冷力优于单纯热激, 而且恢复

生长的能力强.

表 1 � Ca2+对玉米幼苗热激诱导的抗冷力的影响

Tab. 1 The effect of Ca2+ on heat�shock�induced chilling resistant in maize seedling

处理 存活率/ %
叶绿素质量比

( DW) / ( mg!g- 1 )

每株幼苗鲜重/

mg
幼苗高度/ cm

- HS- Ca 13. 5  3. 6a 11. 02 2. 2a 1. 11 0. 11a 12. 33  0. 4a

- HS+ Ca 66. 4  2. 1b 13. 56 1. 9b 1. 31  0. 12b 15. 21  0. 2b

+ HS- Ca 72. 4  4. 2b 13. 09 2. 1b 1. 36  0. 14b 15. 74  0. 3b

+ HS+ Ca 88. 6 3. 8c 16. 33  3. 0c 1. 55 0. 18c 18. 96  0. 4c

- HS- Ca:未经热激及钙处理的苗; - HS+ Ca:未经热激而经钙处理的苗; + HS- Ca:热激处理过而未经钙处理的苗; + HS+ Ca:经热激及

钙处理的苗.表中 a, b, c 表示 5%水平的差异状况,相同字母表示差异不显著,不同字母表示差异显著.

2. 2 � Ca
2+对热激诱导抗冷性过程中 GR活性的影

响 � 分别用 Ca2+ 和蒸馏水浸种, 萌发 60 h,热激处

理后置于冷胁迫中, 发现 GR 活性发生明显的变化

(图 1) .玉米幼苗胚芽鞘内 GR的活性在冷胁迫初

期明显上升,在 0 � 下 3 d左右酶活性达到最高, 之

后,酶活性急剧下降, 在低温下 5 d降至一较低水

平.从整个过程来看,无论是哪一时期, 热激处理幼

苗的 GR活性比未热激幼苗的高,热激结合 CaCl2

浸种的玉米幼苗的 GR酶活性最高, 表明热激能提

高 GR活性,且 Ca
2+
对 GR酶有激活效应,而使 GR

酶活性上升.

2. 3 � Ca
2+对热激诱导抗冷性过程中蛋白质含量的

影响 � 图 2的实验结果表明,冷锻炼的结果降低了

玉米幼苗胚芽鞘中总可溶性蛋白质的含量.分析总

可溶性蛋白质中热稳定蛋白和热不稳定蛋白的含

量,表明热激明显提高热稳定蛋白质的含量, 尤以

结合CaCl2处理更为显著 . 因此 , 纯热激和结合

CaCl2的热激的总可溶性蛋白质降低主要是由热不

稳定蛋白质的含量下降引起的.冷胁迫使各处理的

图 1� 热激结合 Ca2+对玉米幼苗在冷处理过程中 GR 活性

的影响

F ig. 1 Effect of heat shock and Ca2+ on GR act ivity of maize

seedling during chilling str ess
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图 2� 热激结合 Ca2+ 对冷胁迫过程中蛋白质含量变化的影响

F ig. 2 Effect of heat shock and Ca2+ on protein content of maize seedling dur ing chilling stress

可溶性蛋白质含量均下降,亦引起热稳定蛋白质含

量的下降,但结合 CaCl2 处理的热激苗其含量仍高

于单纯热激苗, 二者又高于未锻炼苗.

2. 4 � Ca
2+
对热激诱导抗冷性过程中游离脯氨酸含

量变化的影响 � 为了进一步探讨钙提高热激诱导

的抗冷性的生理机制, 我们测定了玉米幼苗热激、

未热激及热激结合钙处理后,在冷胁迫环境中游离

脯氨酸的含量. 见图 3, 在冷胁迫过程中,脯氨酸的

含量迅速上升; 经热激诱导, 脯氨酸的含量比未热

激的幼苗高;而结合 CaCl2 处理幼苗的脯氨酸含量

最高.

3 � 讨 � 论

植物对逆境抵抗能力的变化与细胞生理生化

的一系列适应性变化有关.热激是植物在较高但非

致死的温度下的一种预锻炼,热激使植物从某些生

理功能方面去适应逆境, 如膜脂变化、酶结构稳定、

活性升高等.热激还使植体基因迅速转录, 翻译产

生热激蛋白( HSP) , 这些 HSP 多为一些热稳定同

功酶或具有分子伴侣的作用,保护某些高分子物质

结构不被逆境伤害, 从而提高植物抗逆性, 以适应

环境胁迫
[ 12]
. Ca

2+
不仅作为植物必需营养元素, 它

还具有更重要的生理功能,它具有稳定膜结构的功

能还作为某些酶分子的结构∀稳定剂#, 同时, Ca2+

作为第二信使在植物体对外界信号的感应, 传递和

响应过程中起着重要作用,细胞内 [ Ca2+ ]低而胞

图 3 � 热激结合 Ca2+ 对冷胁迫过程中脯氨酸含量变化的影响

F ig. 3 Effect Effect o f heat shock and Ca2+ on pro content of

maize seedling during chilling stress

外、细胞器中浓度高, 胞外 Ca
2+
的进入及细胞器中

Ca2+ 的释放均能引起胞质中 [ Ca2+ ]的较大升高,

当达阈值时 Ca2+ 与 CaM (钙调素)形成 Ca- CaM

(钙- 钙调素)复合物,此复合物作用于靶酶或磷酸

化等激活某些酶类,最终启动各种生理生化适应机

制[ 1, 2] .本研究发现, 热激能提高玉米幼苗的抗冷

性,且使幼苗长势较好; 结合 CaCl2 处理的热激, 不

仅抗冷力优于单纯热激,而且恢复生长的能力也比

单纯热激强.环境胁迫损伤细胞膜系统并导致氧胁

迫,即产生超氧物阴离子自由基 O2- , O2- 可通过
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启动自由基的链式反应及其它类型的再氧化等产

生羟基自由基( OH 1) , 单线氧和过氧化氢( H2O2) .

这些活性氧对细胞具有很强的伤害能力. 为此抗氧

化系统(如抗氧化酶 GR)积极参与活性氧的清除,

使活性氧维持在一个低水平,以免自由基伤害植物

体[ 5, 6] .本研究发现热激能提高抗氧化酶 GR活性,

且Ca2+ 对 GR 酶有激活效应, 而使 GR 酶活性上

升,正如我们最近在离体 GR酶上得到的结果一样

(排除了 Cl- 的影响) [ 13] . 有研究认为热稳定蛋白

质有抵抗逆境的作用[ 4] ,这可能与它们具有特异性

的序列、高度的亲水性和调节渗透压的作用. 本研

究发现在热激使热稳定蛋白质增加, Ca2+ 处理对热

激提高细胞中热稳定蛋白质的水平有明显加强作

用.到目前为止大量的证据表明脯氨酸累积有多种

生理意义[ 14] ,如作为细胞质渗透调节物质、稳定生

物大分子结构等.最近的研究发现在氧化胁迫中植

物内源的脯氨酸可能具有清除活性氧的作用[ 7] . 在

本研究中,发现在冷胁迫过程中, 脯氨酸的含量迅

速上升;经热激诱导, 脯氨酸的含量比未热激的幼

苗高; 而结合 CaCl2 处理幼苗的脯氨酸含量最高,

说明脯氨酸的积累可能是钙提高热激诱导的抗冷

力的生理基础之一.
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T he 16S rRNA of T her mus thermophiles from two high temperature

hot springs of West Yunnan

GUO Chun�lei, WANG Tao, ZHU Wei, CHAI Li�hong, ZHANG Dong�hua,
CU I Xiao�long , XU Li�hua, PENG Qian

( The Key Laborato ry for M icrobial Resources of M inistry of Education, P. R. China

Yunnan Institute of M icrobiology , Yunnan University , Kunming 650091, China)

Abstract: Based on culture�dependent method and culture�independent method, several Thermus 16S rD�
NA sequences w ere amplif ied. The results of 16S rDNA phylogenetic analysis and 16S rRNA secondary stuc�
ture comparison show ed that there are at least tw o novel Thermus species in the tw o hot springs and they con�
st ituted an independent cluster on the phylogenet ic t ree. The secondary st ructure of 16S rRNA helix 10 with

novel evolut ion characters also showed differences w ith other Thermus species.

Key words: West Yunnan; Thermus ; 16S rRNA; secondary st ructure
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Abstract: The surviv al rate, GR act ivity and the content of heat stable protein and proline of maize

seedlings w ere surveyed after the seeds were soaked w ith CaCl2 solut ion and/ or the seedling s w ere shocked

w ith heat prior to chilling t reatment . It was found these parameters of the heat shocked seedlings w ere higher

than that of cont rast , and the highest ones of them were is that of seedling s w hich were t reated by heat shock

associated with CaCl2 solut ion. So it is suggested heat shock pretreatment can raise the resistance of plants to

chilling, and Ca2+ can st reng then this function of heat shock.

Key words: maize seedlings; heat shock; CaCl2

462 云南大学学报(自然科学版) � � � � � � � � � � � � � � � � 第 25 卷


