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外源绿原酸缓解黑大豆 ＳＢ 铝毒害的机理研究
江晓洁， 李　 芳， 王闻闻， 陈宣钦∗

（ 昆明理工大学 生物工程技术研究中心， 昆明 ６５０５００ ）

摘　 要： 该文研究了外源绿原酸（ＣＧＡ）对 Ａｌ 胁迫下铝敏感型黑大豆 ＳＢ 根生理生化指标以及根中胁迫相关

基因表达的变化，探讨外源 ＣＧＡ 缓解 ＳＢ 根铝毒害的效果及分子机理。 以不同浓度 Ａｌ 和 ＣＧＡ 处理 ＳＢ，筛选

出 ＣＧＡ 缓解 Ａｌ 毒害的最佳浓度，测定 Ａｌ 含量、抗氧化系统酶活性、１４⁃３⁃３ 蛋白与 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰ 酶的表达、Ｈ＋泵活

性。 结果表明：低浓度 ＣＧＡ 能缓解 Ａｌ 胁迫下黑大豆 ＳＢ 根伸长抑制，并促进侧根数目增加，而高浓度 ＣＧＡ 的

缓解效果下降；０．０１ ｇ·Ｌ⁃１ ＣＧＡ 使 Ａｌ 胁迫下 ＳＢ 根尖 Ａｌ 含量与 ＭＤＡ 含量下降，促进根系柠檬酸的分泌。 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｉｎｇ 分析表明 ０．０１ ｇ·Ｌ⁃１ ＣＧＡ 促进 Ａｌ 胁迫下 ＳＢ 根中 １４⁃３⁃３ｂ、１４⁃３⁃３ｍ、１４⁃３⁃３ｋ 和 ＧＨＡ２ 基

因（质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰ 酶）的表达，抑制 ＭＡＴＥ 基因的表达。 同时，０．０１ ｇ·Ｌ⁃１ ＣＧＡ 能促进 Ａｌ 胁迫下质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰ
酶蛋白磷酸化水平以及其与 １４⁃３⁃３ 蛋白结合，且能提高质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰ 酶和 Ｈ＋泵活性。 因此推测外源 ＣＧＡ 可

能通过增加侧根数，增强 １４⁃３⁃３ 蛋白和质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰ 酶基因蛋白表达水平和互作，弥补 Ａｌ 胁迫下 ＭＡＴＥ 表达

的抑制，增加柠檬酸的分泌，增强 ＳＢ 对铝毒害的耐受性。
关键词： 黑大豆 ＳＢ， 绿原酸， 柠檬酸， １４⁃３⁃３ 蛋白， Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ， Ａｌ 胁迫
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　 　 酸性土壤主要分布在热带、亚热带地区和对食

物要求量大的发展中国家，约占世界可耕种土壤的

３０％（Ｓａｓａｋｉ ｅｔ ａｌ，２００４）。 酸性土壤中的铝毒害严

重抑制农作物生长与产量。 铝在土壤 ｐＨ＞７ 时基本

以沉淀形式存在（硅酸盐或氧化物），对植物无毒。
当土壤 ｐＨ＜５ 时，铝则会由沉淀形式转化成为可溶

的离子状态，被植物吸收，造成伤害（Ｄｅｌｈａｉｚｅ ＆ Ｒｙ⁃
ａｎｐ，１９９５）。 氧自由基引起的膜脂氧化损伤几乎是

各种逆境胁迫对植物损伤的共同途径和特征。 植物

体内存在清除氧自由基的酶和非酶抗氧化系统。 低

浓度 Ａｌ 胁迫下，小麦（孔繁翔和桑伟莲，２００４）、水
稻（马宝慧，２００７）、八仙花（彭尽晖等，２０１３）、栝楼

（周媛，２０１２）等植物中抗氧化酶活性随着 Ａｌ３ ＋浓度

的增加而升高。 耐铝豇豆品种 Ｔ６ ＳＯＤ， ＰＯＤ 和

ＣＡＴ 活性显著高于铝敏感豇豆品种 Ｓ３ （于力等，
２０１２）。 在１ ０００ ｍｇ·Ｌ⁃１的高铝毒环境下，抗氧化酶

会受到不同程度的抑制，抑制作用与植物种类有关。
大豆根系中 ＳＯＤ 与 ＣＡＴ 活性在高浓度 Ａｌ 胁迫下显

著下降（刘鹏等，２００４）；而同样在１ ０００ ｍｇ·Ｌ⁃１Ａｌ
胁迫下，荞麦根系中 ＳＯＤ 活性显著降低，ＣＡＴ 活性

有所升高（王保义等，２００６）。 植物体内存在非酶类

抗氧化系统，主要包括各种还原性物质，如还原型谷

胱甘肽（ＧＳＨ）、ａ⁃生育酚（ａ⁃ＴＯＣ）、抗坏血酸（ＡｓＡ）
与类胡萝卜素（ＣＡＲ）等 （马宝慧，２００７）。

铝诱导的有机酸分泌是植物缓解 Ａｌ 毒的最重

要途径。 在铝毒胁迫下，植物根系有机酸的分泌受

Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ、多药耐药毒性物外排转运蛋白（ＭＡＴＥ）
和 １４⁃３⁃３ 蛋白等的调控。 ＭＡＴＥ 转运蛋白广泛存在

于植物中（梁锋等，２０１１）。 Ａｌ 胁迫下，高粱与拟南

芥根表皮 ＭＡＴＥ 高表达（Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ，２０１２；Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ，
２００９），促进柠檬酸的外转运，缓解 Ａｌ 毒害。 质膜

Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 与柠檬酸的分泌量也有关。 Ａｌ 胁迫下大

豆质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 基因表达上调，根尖柠檬酸的分

泌增加，加入钒酸盐（ＶＡ，Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 抑制剂）后，

Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性与柠檬酸分泌量显著下降（Ｓｈｅｎ ｅｔ
ａｌ，２００５）。 １４⁃３⁃３ 蛋白普遍存在于植物中，能与 Ｈ＋ ⁃
ＡＴＰａｓｅ 特异结合，促进 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 磷酸化。 Ａｌ 胁迫

下，蚕豆根系质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 与 １４⁃３⁃３ 蛋白的表达

上调，Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 磷酸化水平增加，质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ
与 Ｈ＋泵活性显著增强，柠檬酸分泌量增加（郭传龙

等，２０１５；Ｃｈｕｎｇ ｅｔ ａｌ，１９９９）。
绿原酸（ＣＧＡ），又名 ３⁃Ｏ⁃咖啡酰奎尼酸，是一

种广泛存在于植物体内酚性成分，是植物有氧呼吸

过程产生的一种苯丙氨酸代谢物（林学政等，２００５；
陈绍华等，２００９）。 当植物受到生物胁迫时，一方面

ＣＧＡ 作为植保素，破坏病原菌细胞壁，直接制剂抑

制病原菌的生长（周志娥等，２０１４）；另一方面，ＣＧＡ
也可转变成为木质素与软木脂，使被入侵的伤口迅

速木质化，防止病菌进一步入侵。 当植物受到非生

物胁迫时，植物体内的 ＣＧＡ 含量急剧增加，参与胁

迫响应（林学政等，２００５）。 此外，绿原酸本身作为

一种还原剂，对羟基自由基具有清除作用，对植物组

织的氧化损伤具有缓解作用（陈绍华等，２００８）。 目

前未见有关绿原酸对 Ａｌ 胁迫下的植物生理生化，生
长发育和逆境相关基因表达的影响。

本研究使用水培法，以黑大豆 ＳＢ（Ａｌ 敏感型）
为材料，研究外源绿原酸对 Ａｌ 胁迫下 ＳＢ 根系相关

生理生化指标的影响，探讨 ＳＢ 根中胁迫相关基因

表达的变化，揭示外源 ＣＧＡ 缓解 ＳＢ 根系铝毒害的

生理及其分子机理。

１　 材料与方法

１．１ 材料培养与处理

参照王闻闻等（２０１４）的方法培养黑大豆 ＳＢ，３
ｄ 后，用含有 ＡｌＣｌ３ 和 ＣＧＡ ＋ ＡｌＣｌ３ 的营养液 （ ０． ５
ｍｍｏｌ．Ｌ⁃１ ＣａＣｌ２，ｐＨ ４．５）处理幼苗，ＡｌＣｌ３ 浓度为 ５０
μｍｏｌ·Ｌ⁃１，ＣＧＡ 浓度为 ０．００４ ｇ·Ｌ⁃１，０．０１ ｇ·Ｌ⁃１，
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０．０２ ｇ·Ｌ⁃１，０．０４ ｇ·Ｌ⁃１，并以营养液处理的幼苗为

对照，处理 ２４ ｈ、３ ｄ、７ ｄ 后，测量根伸长以及侧根数

目测定。
将培养的 ＳＢ 幼苗置于处理液 （分别含有 ５０

μｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＡｌＣｌ３和 ０．０１ ｇ·Ｌ⁃１ ＣＧＡ＋５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１

ＡｌＣｌ３的营养液）中，以营养液处理为对照。 分别处

理 ０、２、４、６、８、１２、１８、２４ ｈ 后，取植物的根称重后用

于根尖 Ａｌ 含量测定；用液氮处理剩余的植物根后放

置超低温冰箱（－８０ ℃）保存，用于其它检测分析。
１．２ 测定指标与方法

１．２．１ 相对根伸长率及侧根数目的测定　 处理植物

前，对根基部进行标记，并测量比较处理前后从根尖

顶端到标记点距离的差异，处理前后测量值之差为

根伸长量（周志娥等，２０１４）。 侧根数目的测定：分
别计数不同处理前后长度大于 １ ｍｍ 的侧根数目，
求其平均值 （王闻闻等，２０１４）。
１．２．２ 根系分泌物柠檬酸收集及含量测定　 取 ６ 只

５０ ｍＬ 的开口试管，分别加入 １０ 株长势一致的 ＳＢ
幼苗及 ＡｌＣｌ３ ５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１和 ＣＧＡ（０．００４，０．０１，０．
０２，０．０４ ｇ·Ｌ⁃１）的营养液（０．５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＣａＣｌ２，ｐＨ
４．５）中，以营养液（０．５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＣａＣｌ２，ｐＨ ４．５）处
理为对照。 处理 ２４ ｈ 后，将样品用真空干燥仪常温

下干燥后加入 ４ ｍＬ 蒸馏水溶解样品。 溶解的样品

过阳离子交换树脂提纯，用梯度的硫酸铵洗脱。 将

洗脱液浓缩回收后 １ ｍＬ ５０％的甲醇溶解过滤，再用

ＨＰＬＣ 法进行样品柠檬酸含量分析。 检测器波长为

２１０ ｎｍ，流速 ０．８ ｍＬ·ｍｉｎ⁃１，柱温 ３０ ℃，根据峰面

积确定样品中的柠檬酸含量 （王闻闻等，２０１４）。
１．２．３ 根尖 Ａｌ 含量的测定　 将处理过的根用蒸馏水

清洗 ３ 次，洗净根表面附着的 Ａｌ，将根表面的水分

吸干，装入信封中，再放入 ７０ ℃的烘箱 ２ ～ ３ ｄ 后烘

干直至恒重。 烘干的样品经 ５００ ℃ 高温灰化后，加
入 １ ｍＬ 优级纯硝酸浸提过夜得到提取液，提取液用

蒸馏水定容至 ５０ ｍＬ。 用 ＩＣＰ⁃ＡＥＳ 测定根中金属 Ａｌ
含量（Ｌａｎ ｅｔ ａｌ，２０１６）。
１．２．４ ＭＤＡ 和 Ｈ２Ｏ２ 含量的测定 　 使用硫代巴比妥

法（ＴＢＡ 法）（张志良和瞿伟菁，２００３）测定 ＭＤＡ 含

量。 Ｈ２Ｏ２含量测定使用二甲基酚橙法（李忠光等，
２００７）。
１．２．５ 根尖抗氧化系统酶活性的测定　 取冷冻保存

的样品参照 Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ（２０１２）的方法测量根尖抗氧

化系统酶（ＳＯＤ、ＰＯＤ 与 ＣＡＴ）活性。
１．２．６ 基因表达分析　 取置于－８０ ℃冰箱冻存的 ＳＢ

根尖，于液氮中研磨呈粉末后，加入适量 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）提取 ＲＮＡ，使用 Ｍ⁃ＭｕＬＶ 反转录试剂盒

合成第一链 ｃＤＮＡ。 根据质膜中 Ｈ＋⁃ＡＴＰａｓｅ 的编码

基因 ｖｈａ２ 和 ｓｂ１４⁃３⁃３ 保守区的 ｃＤＮＡ 序列，设计合适

的引物，以 ２８ｓＲＮＡ 为内参（王杰等，２０１５），参考王闻

闻等（２０１４）所用的引物序列进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 分析。
１．２．７ 免疫共沉淀分析　 按照 Ｙａｎ ｅｔ ａｌ（２００２）的方

法提取质膜蛋白，参照 Ｊａｈｎ ｅｔ ａｌ（１９９７）的方法检测

ＳＢ 根系中质膜 １４⁃３⁃３ 蛋白与 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 的相互作

用。 ２０ μｇ 的膜蛋白在 １０％ＰＡＧＥ 上分离后，用半

干转膜法将分离的膜蛋白转至 ＰＶＤＦ 膜上。 电转完

毕后，使用质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 和 １４⁃３⁃３ 蛋白抗体做一

抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ 分析，加入二抗观察结果。
１．２．８ 质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性和 Ｈ＋泵活性的测定　 参

照 Ｙａｎ ｅｔ ａｌ（２００２）的方法提取质膜蛋白，紫外分光

光度计法测定 Ｈ＋泵的活性。
１．３ 数据统计分析

使用 Ｐｒｉｓｍ⁃５ 和 ＤＰＳ ７． ０５ 对数据进行统计分

析，并比较显著性差异。

２　 结果与分析

２．１ 外源 ＣＧＡ 对 Ａｌ 胁迫下 ＳＢ 根伸长和侧根数的

影响

根伸长抑制是 Ａｌ 毒对植物根伤害的最直接表

现。 根伸长抑制通常通过根相对伸长率（ＲＲＧ）这

一指标反应。 本研究在 ５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１ Ａｌ 溶液中分

别加入添加 ０．００４、０．０１、０．０２、０．０４ ｇ·Ｌ⁃１的 ＣＧＡ 处

理 ＳＢ 幼苗 ２４ ｈ 后，测定根长，并与正常的营养液和

单独 Ａｌ 处理作为对照，计算根的相对伸长率。 图 １
结果显示，５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１ Ａｌ 处理后，会一定程度抑制

了 ＳＢ 根伸长，与正常营养液处理相比，Ａｌ 处理下

ＳＢ 根相对伸长率 （ ＲＲＧ） 有所降低。 ０． ０１ ｇ·Ｌ⁃１

ＣＧＡ 处理下 ＳＢ 的 ＲＲＧ 显著高于单独 Ａｌ 处理，甚
至高于正常营养液处理，提示 ０．０１ ｇ·Ｌ⁃１ ＣＧＡ 处理

能缓解 Ａｌ 胁迫诱导的根伸长抑制。 其它浓度的

ＣＧＡ 处理下根相对伸长率虽然高于单独 Ａｌ 处理，
但二者之间并无显著差异。 侧根数统计结果表明，
处理 ３ ｄ 后，Ａｌ 胁迫下侧根数显著低于正常对照，Ａｌ
胁迫除抑制根伸长，还可抑制侧根生长发育。 而外

源添加０．００４、０．０１、０．０２、０．０４ ｇ·Ｌ⁃１ ＣＧＡ 处理的 ＳＢ
侧根数目显著高于单独 Ａｌ 处理。 除 ０． ０４ ｇ·Ｌ⁃１

ＣＧＡ 处理外，５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１Ａｌ 溶液中分别添加 ０．００４、
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图 １　 不同浓度 ＣＧＡ 对 Ａｌ 胁迫 ＳＢ 的相对根伸长率（ＲＲＧ）（Ａ）和侧根数目（Ｂ）的影响
文中所有图横坐标的数字均表示浓度，Ａｌ 和 ＣＧＡ 的单位分别是 μｍｏｌ·Ｌ⁃１与 ｇ·Ｌ⁃１，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１。 下同。

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＧＡ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｒｏｏｔ ｇｒｏｗｔｈ（Ａ） ａｎｄ ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔ ｎｕｍｂｅｒ（Ｂ） ｉｎ ＳＢ ｕｎｄｅｒ Ａｌ ｓｔｒｅｓｓ
Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ａｘｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｆｉｎｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｇｅｎｔｓ ｕｎｌｅｓｓ ｓｐｅｃｉｆｉｅｄ． ｔｈｅ ｕｎｉｔｓ ｏｆ

Ａｌ ａｎｄ ＣＧＡ ｗｅｒｅ μｍｏｌ·Ｌ⁃１ ａｎｄ ｇ·Ｌ⁃１， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． ａＰ＜０．０５， ｂＰ＜０．０１． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

图 ２　 不同浓度 ＣＧＡ 对 Ａｌ 胁迫 ＳＢ 根系
分泌物柠檬酸含量的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣＧＡ ｏｎ ｃｉｔｒｉｃ
ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ＳＢ ｒｏｏｔ ｅｘｕｄａｔｅｓ ｕｎｄｅｒ Ａｌ ｓｔｒｅｓｓ

０．０１、０．０２ ｇ·Ｌ⁃１ ＣＧＡ 处理下侧根数与正常对照水

平相当。 处理 ７ ｄ 后，外源添加 ０．００４、０．０１、０．０２、
０．０４ ｇ·Ｌ⁃１ ＣＧＡ 处理下的侧根数目仍高于单独 Ａｌ
处理，且 ０．０１ ｇ·Ｌ⁃１ ＣＧＡ 处理侧根数目高于其它浓

度 ＣＧＡ 处理。
２．２ 外源 ＣＧＡ 对 Ａｌ 胁迫 ＳＢ 根尖柠檬酸分泌量的

影响

植物根系有机酸分泌外排是植物抗铝毒害的最

重要机理。 Ａｌ 处理与对照相比 ＳＢ 根系分泌物中柠

檬酸含量显著增加。 Ａｌ 处理下外源添加 ＣＧＡ 不同

程度增加了 Ａｌ 胁迫下 ＳＢ 根系柠檬酸分泌量。 ＳＢ

图 ３　 外源 ＣＧＡ 对 Ａｌ 胁迫 ＳＢ 根尖 Ａｌ 含量的影响
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＣＧＡ ｏｎ Ａｌ ｃｏｎｔｅｎｔ

ｉｎ ＳＢ ｒｏｏｔ ａｐｉｃｅｓ ｕｎｄｅｒ Ａｌ ｓｔｒｅｓｓ

根系柠檬酸分泌随着 ＣＧＡ 浓度的增加首先呈现先

升高的趋势，达到最适的浓度后，就呈现下降的趋

势，根据 ＣＧＡ 对 ＳＢ 根分泌柠檬酸影响的变化特点，
外源 ０．０１ ｇ·Ｌ⁃１ ＣＧＡ 处理下柠檬酸分泌量最高，证
实该浓度对缓解 Ａｌ 胁迫的效果可能优于其它浓度

（图 ２）。 同时，在外源 ０．０１ｇ·Ｌ⁃１ＣＧＡ 处理 Ａｌ 胁迫

下的大豆根的不管是根伸长长度还是侧根数目均显

著高于其他浓度，说明在外源 ０．０１ ｇ·Ｌ⁃１ ＣＧＡ 浓度

缓解 Ａｌ 对 ＳＢ 胁迫的效果最明显。 因此，选择 ０．０１
ｇ·Ｌ⁃１ ＣＧＡ 作为其它实验的处理浓度。
２．３ 外源 ＣＧＡ 对 Ａｌ 胁迫下 ＳＢ 根尖 Ａｌ 含量的影响

０．０１ ｇ·Ｌ⁃１ ＣＧＡ 单独处理与对照相比，ＳＢ 根尖
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图 ４　 外源 ＣＧＡ 对 Ａｌ 胁迫 ＳＢ 根中 ＭＤＡ （Ａ）和 Ｈ２Ｏ２（Ｂ）含量的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＣＧＡ ｏｎ ＭＤＡ（Ａ） ａｎｄ Ｈ２Ｏ２（Ｂ） ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ＳＢ ｒｏｏｔ ｕｎｄｅｒ Ａｌ ｓｔｒｅｓｓ

图 ５　 外源 ＣＧＡ 对 Ａｌ 胁迫 ＳＢ 根中可溶性蛋白含量（Ａ）和抗氧化酶 ＳＯＤ（Ｂ）、ＰＯＤ（Ｃ）、ＣＡＴ（Ｄ）活性的影响
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＣＧＡ ｏｎ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ（Ａ） ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ

［ＳＯＤ （Ｂ）， ＰＯＤ （Ｃ）， ＣＡＴ （Ｄ）］ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ＳＢ ｒｏｏｔ ｕｎｄｅｒ Ａｌ ｓｔｒｅｓｓ

Ａｌ 含量无显著差异。 由此可见，ＣＧＡ 本身对根尖

Ａｌ 含量并无显著的影响。 ５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１ Ａｌ 胁迫下

ＳＢ 根尖铝含量显著高于 ＣＧＡ 单独处理和对照。 ５０
μｍｏｌ·Ｌ⁃１ Ａｌ 胁迫下添加 ０．０１ ｇ·Ｌ⁃１ ＣＧＡ 后，根尖

铝含量显著低于单独 Ａｌ 处理，说明 ＣＧＡ 能显著减

少 Ａｌ 胁迫下 ＳＢ 根尖铝的积累（图 ３）。

２．４ 外源 ＣＧＡ 对 Ａｌ 胁迫下 ＳＢ 根尖 ＭＤＡ 和 Ｈ２Ｏ２

含量的影响
Ａｌ 单独处理使 ＳＢ 根中 ＭＤＡ 含量明显提高。

外源添加 ＣＧＡ 后，Ａｌ 诱导的 ＭＤＡ 含量的升高显著

降低，恢复到对照水平，提示 ＣＧＡ 对 Ａｌ 胁迫诱导的

膜脂过氧化损伤具有缓解作用（图 ４：Ａ）。 Ａｌ 胁迫
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和 ＣＧＡ 处理，Ｈ２Ｏ２含量与对照无显著差异，Ａｌ 胁迫

引起的膜脂过氧化，ＭＤＡ 含量增加，并不通过 Ｈ２Ｏ２

积累（图 ４：Ｂ）。
２．５ 外源 ＣＧＡ 对 Ａｌ 胁迫下 ＳＢ 根尖抗氧化酶活性

的影响

Ａｌ 处理后，ＳＢ 根系可溶性蛋白含量要显著高

于对照，推测 Ａｌ 胁迫会促使一些基因过表达；然而

在 Ａｌ 胁迫下外源施加 ＣＧＡ 后，可溶性蛋白含量虽

略高于 Ａｌ 单独处理，但二者之间并无显著差异，
ＣＧＡ 并不增加 Ａｌ 胁迫下可溶性蛋白含量 （图 ５：
Ａ）。 与对照相比，Ａｌ 处理下 ＳＢ 根中 ＳＯＤ 活性显著

降低，ＣＡＴ 和 ＰＯＤ 活性无显著差异；外源 ＣＧＡ 对 Ａｌ
胁迫下 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ 活性没有显著影响（图 ５）。
２．６ 外源 ＣＧＡ 对 Ａｌ 胁迫下 ＳＢ 根中 １４⁃３⁃３蛋白、质
膜 Ｈ＋⁃ＡＴＰａｓｅ 和 ＭＡＴＥ 基因表达的影响

由图 ６ 可知，与对照相比，Ａｌ 胁迫下 ＳＢ 根 １４⁃
３⁃３ 基因表达水平不同程度增强。 外源添加 ＣＧＡ
后，１４⁃３⁃３ｂ、１４⁃３⁃３ｍ 和 １４⁃３⁃３ｋ 表达水平略高于 Ａｌ
单独处理的植株；而 １４⁃３⁃３ｃ、１４⁃３⁃３ｅ、１４⁃３⁃３ｆ、１４⁃３⁃
３ｇ、１４⁃３⁃３ｉ、１４⁃３⁃３ｊ 和 １４⁃３⁃３ｎ 表达水平低于 Ａｌ 单
独处理。 Ａｌ 处理下， ＧＨＡ２ｍＲＮＡ 表达水平高于对

照，外源添加 ＣＧＡ 后，ＧＨＡ２ｍＲＮＡ 表达水平进一步

增加，Ａｌ 胁迫下， ＭＡＴＥ 基因 ｍＲＮＡ 水平显著高于

对照，与单独 Ａｌ 处理相比，外源添加 ＣＧＡ 后 ＭＡＴＥ
基因的表达水平略有下降，但仍高于对照（图 ６）。
２． ７ 外 源 ＣＧＡ 对 Ａｌ 胁 迫 下 ＳＢ 根 中 质 膜

Ｈ＋⁃ＡＴＰａｓｅ蛋白磷酸化水平及其与 １４⁃３⁃３ 蛋白互

作、Ｈ＋⁃ＡＴＰａｓｅ 活性及 Ｈ＋泵活性的影响
Ａｌ 处理下，ＳＢ 根中质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 的磷酸化

水平高于对照，外源添加 ＣＧＡ 后，ＳＢ 根中质膜 Ｈ＋ ⁃
ＡＴＰａｓｅ 的磷酸化水平进一步增加（图 ７）。 与质膜

Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 的磷酸化水平结果相似，Ａｌ 处理下 １４⁃３⁃
３ 蛋白与磷酸化质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 的结合能力高于对

照，添加外源 ０．０１ ｇ·Ｌ⁃１ ＣＧＡ 后 １４⁃３⁃３ 蛋白与磷酸

化质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 的结合水平增加，高于单独 Ａｌ 处
理和对照。 ＣＧＡ 促进了 Ａｌ 胁迫下 １４⁃３⁃３ 蛋白与磷

酸化质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 的结合。
添加外源 ＣＧＡ 后，Ａｌ 处理下 ＳＢ 根中质膜 Ｈ＋ ⁃

ＡＴＰａｓｅ 的活性高低依次为 Ａｌ＋０．０１ ＣＧＡ＞Ａｌ＞ＣＫ。
Ｈ＋泵活性的结果与质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性的结果基

本一致，５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１ Ａｌ 溶液添加 ０．０１ ｇ·Ｌ⁃１ＣＧＡ
处理能增强 Ｈ＋泵的活性，单独 Ａｌ 处理下的 Ｈ＋泵活

性位于对照组与 ＣＧＡ 处理二者之间（图 ８）。

图 ６　 外源 ＣＧＡ 对 Ａｌ 胁迫 ＳＢ 根中 ＭＡＴＥ 蛋白、１４⁃３⁃３
蛋白和质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 基因表达的影响

Ｆｉｇ． ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＣＧＡ ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＭＡＴＥ ｐｒｏｔｅｉｎ， １４⁃３⁃３ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ

Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ ｉｎ ＳＢ ｒｏｏｔ ｕｎｄｅｒ Ａｌ ｓｔｒｅｓｓ

３　 讨论

激素在植物应答缓解环境胁迫中起着重要的调

节作用，如水杨酸、脱落酸、茉莉酸、乙烯、多肽激素

等（徐伟和严善春，２００５）。 Ａｌ 胁迫下紫花苜蓿 ＩＡＡ
含量显著下降（任晓燕，２０１３）。 ＣＧＡ 是 ＩＡＡ 的保护

剂，抑制 ＩＡＡ 氧化反应，缓解 Ａｌ 胁迫对根系伸长的

抑制作用（Ｐａｕｌ ｅｔ ａｌ，１９６４）。 本研究中，外源低浓度

ＣＧＡ（０．００４ 和 ０．０１ ｇ·Ｌ⁃１）缓解 Ａｌ 对 ＳＢ 根伸长具

有抑制作用的同时，对侧根的生长发育具有促进作

用，而高浓度 ０．０２ 和 ０．０４ ｇ·Ｌ⁃１ＣＧＡ 的缓解和促进

效果下降。 有机酸分泌是植物抗铝毒害的最重要途

径。 Ａｌ 胁迫下，０．０１ ｇ·Ｌ⁃１ ＣＧＡ 处理后，ＳＢ 根系柠

檬酸的分泌量显著提高，而其它浓度的 ＣＧＡ 处理

下，柠檬酸分泌量变化并不明显，可见，Ａｌ 胁迫下，
０．０１ ｇ·Ｌ⁃１ＣＧＡ 对 ＳＢ 根系具有最显著的缓解作用。
此外，我们注意到高浓度 ０．０２ 和 ０．０４ ｇ·Ｌ⁃１ ＣＧＡ 缓
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图 ７　 外源 ＣＧＡ 对 Ａｌ 胁迫 ＳＢ 根中质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 蛋白磷酸化水平及其与 １４⁃３⁃３ 蛋白互作的影响

Ｆｉｇ． ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＣＧＡ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ
ａｎｄ ｉｔｓ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｗｉｔｈ １４⁃３⁃３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＳＢ ｒｏｏｔ ｕｎｄｅｒ Ａｌ ｓｔｒｅｓｓ

　 　

图 ８　 外源 ＣＧＡ 对 Ａｌ 胁迫 ＳＢ 根中质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性（Ａ）和 Ｈ＋泵活性（Ｂ）的影响
Ｆｉｇ． ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＣＧＡ ｏｎ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ（Ａ）ａｎｄ Ｈ＋ ｐｕｍｐ （Ｂ） ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ＳＢ ｒｏｏｔ ｕｎｄｅｒ Ａｌ ｓｔｒｅｓｓ

解 Ａｌ 毒害的效果下降，推测其可能的原因是被细胞

吸收后，糖苷键水解，生成了 ３，４⁃二羟基苯丙烯酸，
其羟基和羧基能电离出 Ｈ＋离子；高浓度 ＣＧＡ 被植

物细胞吸收后，破坏细胞内环境的酸碱稳态，造成细

胞代谢紊乱，因而缓解作用下降。
Ａｌ３＋诱导植物产生和积累大量的活性氧，破坏

正常组织的结构与功能，甚至导致死亡。 本研究中，
Ａｌ 胁迫下 ＭＤＡ 含量显著增加，暗示 Ａｌ 胁迫引起膜

脂过氧化。 添加外源 ＣＧＡ 后，ＭＤＡ 含量显著下降，
ＣＧＡ 能够缓解 Ａｌ 胁迫引起的脂质过氧化。 外源

ＣＧＡ 和单独铝处理下 Ｈ２Ｏ２的含量与对照无明显差

异，Ａｌ 胁迫引起的膜脂过氧化，ＭＤＡ 含量增加，并
不是 Ｈ２Ｏ２的积累氧化造成的。 外源 ＣＧＡ 和单独铝

处理与对照相比，ＳＯＤ 活性显著下降，ＰＯＤ 和 ＣＡＴ
活性与对照相比无显著差异，ＣＧＡ 对 Ａｌ 胁迫下抗

氧化酶活性并无显著的影响和调控作用。 ＣＧＡ 分

子中具有氢自由基结构，能够清除植物体内的活性

氧，减轻自由基对组织的氧化胁迫 （胡宗福等，
２００６）。 因此我们推测 ＣＧＡ 通过其还原用，清除 Ａｌ
胁迫产生的除 Ｈ２Ｏ２外的其它活性氧，缓解膜脂过氧

化，减少 ＭＤＡ 的产生。
植物受到 Ａｌ３ ＋刺激时，根系分泌大量有机酸，如

柠檬酸、苹果酸等，这些有机酸能与细胞外的 Ａｌ３ ＋结

合，防止 Ａｌ３ ＋ 进入细胞内造成对植物的损害（郭传

龙，２０１３）。 柠檬酸通道蛋白属于 ＭＡＴＥ 家族，能转

运柠檬酸至胞外，螯合细胞外的 Ａｌ３ ＋ （谢小东等，
２０１１）。 本研究中， ＳＢ 在 Ａｌ 胁迫下， 加入 ０． ０１
ｇ·Ｌ⁃１ＣＧＡ 后，柠檬酸的分泌量虽然显著增加，但
ＭＡＴＥ 表达量却较单独 Ａｌ 胁迫处理略有下降，绿原

酸对 ＭＡＴＥ 表达具有一定的抑制效应。 可见，绿原

酸并不通过上调 ＭＡＴＥ 的表达，增加 Ａｌ 胁迫下 ＳＢ
根系柠檬酸的分泌。 结合根伸长抑制试验，０． ０１
ｇ·Ｌ⁃１ＣＧＡ 能显著增加 Ａｌ 胁迫下 ＳＢ 侧根数目。 因

此，我们推测可能是侧根数目的增多，生物量增加，
弥补了 ＭＡＴＥ 的基因表达水平的下降造成的差异，
最终使柠檬酸分泌量增加从而缓解 Ａｌ 胁迫。

植物中 １４⁃３⁃３ 基因家族至少有十五种亚型，这
些 １４⁃３⁃３ 蛋白能与靶细胞不同程度结合，调控植物

生长发育和胁迫响应。 在酸性土壤中，Ａｌ３＋ 进入细

胞内，激活 １４⁃３⁃３ 蛋白，并与 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 特异性结
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合，使其磷酸化和 Ｈ＋泵活性增加，增强柠檬酸的分

泌作用（周志娥等，２０１４）。 与单独 Ａｌ 胁迫相比，
ＣＧＡ 处理后的 １４⁃３⁃３ 蛋白表达各有不同，其中三种

１４⁃３⁃３ 蛋白（１４⁃３⁃３ｂ、１４⁃３⁃３ｋ 和 １４⁃３⁃３ｍ）的表达水

平均略微上调，而 １４⁃３⁃３ｃ、１４⁃３⁃３ｅ、１４⁃３⁃３ｆ、１４⁃３⁃３ｇ、
１４⁃３⁃３ｉ、１４⁃３⁃３ｊ 和 １４⁃３⁃３ｎ 基因表达水平下降。 同

时与单独 Ａｌ 处理相比， ＣＧＡ 处理后， 质膜 Ｈ＋ ⁃
ＡＴＰａｓｅ 的磷酸化水平，其与 １４⁃３⁃３ 的结合能力，Ｈ＋

泵活性均增加。 因此，推测 ＣＧＡ 还可能通过调控

１４⁃３⁃３ 蛋白的表达，增加质膜 Ｈ＋ －ＡＴＰ 酶的磷酸化

水平，增强 Ｈ＋泵的活性使柠檬酸分泌量增加，缓解

Ａｌ 对 ＳＢ 的毒害。 至于 ＣＧＡ 如果具体调控哪种 １４⁃
３⁃３ 蛋白亚型，需要进一步研究和验证。
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