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=摘要>  为更多地了解自然条件下活体叶片的光抑制,研究了渗透胁迫时杨树无性系幼苗叶片的光抑制

与活性氧代谢的关系. 结果表明,随胁迫时间的延长和胁迫强度的增大,杨树叶片 O2
$.生成加快, H2O2 和丙

二醛( MDA)含量增多, 超氧物歧化酶( SOD)活性升高,过氧化氢酶( CAT )和抗坏血酸过氧化物酶( APX)活

性降低,活性氧代谢失衡,光合作用的光抑制加剧. 用二乙基二硫代氨基甲酸铜盐抑制 SOD活性, 或用甲

基紫精加速 O 2
$.的生成, 亦可使杨树叶片发生光抑制.渗透胁迫时杨树无性系幼苗清除 H2O2 能力降低 ,限

制了叶片通过 Mehler反应耗散过剩光能, 防御光破坏作用的发挥;光抑制的发生与活性氧的积累有关.
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Relationship between photo- inhibition of photosynthesis and reactive oxygen species in leaves of poplars suffer-

ing root osmotic stress. FENG Yulong, ZHANG Yajie, ZHU Chunquan ( 1K unming Section , Xishuangbanna

T ropical Botanical Garden, Chinese A cademy of Sciences , K unming 650223, China; 2College of L if e Science,

H ebei Univer sity , Baoding 071002, China; 3Resear ch Institute of For estry , Chinese A cademy of For estry , Bei-

j ing 100091, China) .-Chin. J . A pp l . Ecol . , 2003, 14( 8) : 1213~ 1217.

To know more about the photo- inhibition of photosynthesis under field conditions, its relationship w ith reactive

oxygen species ( ROS) in leaves of poplar clone seedlings w as studied under osmotic stress condit ions. W ith the

incr easing duration of osmotic str ess and the enhancement of stress intensity, t he ROS level, malondialdehyde

( MDA) content, and superoxide dismutase ( SOD) act ivity incr eased, w hile the activities of catalase ( CAT ) and

asco rbate perox idase ( APX) decreased, resulted in the unbalanced ROS metabolism and intensified photo- inhib-i

tion. The inhibition of SOD act ivity by copper diethyldithiocarbamate or the accelerated gener ation of O2
$. wit h

methy l violog en ( MV ) could also induce the photo- inhibition. The decrease of the ability of poplar clone

seedlings in scaveng ing H2O 2 under osmo tic conditions limited the dissipation of excess light energy and t he role

of photosynthetic apparatus in protecting against photo- inhibit ion through Mehler react ion. Photo- inhibition

might be related to the accumulation of ROS.

Key words  Poplar clone seedlings, Osmotic str ess, Photo- inhibit ion of pho tosynthesis, React ive oxygen

species, Protecting enzymes.
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1  引   言

光抑制影响植物的碳积累
[ 21]
、生长

[ 19]
. 光抑制

敏感程度的种间差异影响干扰后生态系统的动

态[ 29] .自然条件下植物光合作用的光抑制经常发

生, 即使在非胁迫条件下也是如此[ 10, 20] . 干旱时

CO2 同化速率降低
[ 3, 8, 9]

, 光合作用消耗的光能减

少,此时光合组织吸收的光能必然大量过剩. 过剩光

能若不能及时有效地耗散, 就会损伤光合器官[ 4] .

实验证明, 植物在水分胁迫时易发生光合作用的光

抑制[ 3] .强光引起植物光抑制的同时, 还会刺激体

内活性氧的产生[ 6] ,附加的不良环境会加剧活性氧

的生成[ 11] , 因此人们将光抑制与活性氧联系起

来[ 25] .活性氧影响光合作用的机理值得重视, 但这

方面的报道不多[ 32] ,光抑制机理尚有待于阐明[ 31] .

本文研究了渗透胁迫条件下杨树昭林杨 6号幼苗光

合作用的光抑制与活性氧代谢的关系, 探讨了杨树

抗逆性的生理生态机制, 为杨树栽培及良种选育提

供理论依据.

2  材料与方法

21 1 供试材料

供试材料为杨树昭林杨 6 号 ( Populus @ x iaoz huani-

ca) . 2000年 4月初在辽宁省建平县黑水林场,选大小一致的
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插穗 100个 ,在河北大学生命科学学院温室 (透光率约为 60

% )中用 Hoagland 培养液于 2 L 瓷盆中培养, 每天上下午各

通气 1 次,每次 10 min. 6 月初选大小一致的单杆幼苗(平均

高41. 4 cm, 平均地径 3. 9 mm) , 于测定的前一天19B00 移到

可控培养室中(之后一直生长在此环境) ,随机分组, 进行如

下处理: 1)测定当日 08B00 用聚乙二醇-6000 做- 0. 5 和-

1. 0 MPa的根系渗透胁迫, 模拟干旱,胁迫时间 2 d; 2)将二

乙基二硫代氨基甲酸铜盐( DDTC)溶于 0. 05 mol#L - 1的磷

酸缓冲液 ( pH 7. 8, 含 0. 04 % 的吐温-20)中, 使终浓度为

1% ,于测定当日 07B50喷施叶面, 以抑制超氧化物歧化酶活

性; 3) 甲基紫精 ( M V) 处理, 用含 0. 04 % 吐温-20 的 0. 02

mmol#L- 1的 MV 溶液,于测定前一天 20B00 喷施叶面, 诱导

超氧阴离子自由基生成. 以喷施含吐温- 20 的磷酸缓冲液

为对照. 光合参数测定在可控培养室中进行, 气温 32~ 36

e ,湿度 35% ~ 45% , 08B00 开始照光, 叶片上的光强 600

Lmol#m- 1#s- 1, 为防止叶片升温,在光源与苗木之间有 8 cm

厚的流动隔热水层.

212  试验方法

21211 光合参数的测定  用 L I-6200 便携式光合系统( L-i

Cor, I nc, USA)测定不同处理组内幼苗的完全展开叶片(约

第 5 片叶)的净光合速率( Pn)、气孔导度( Gs)、胞间 CO2 浓

度( Ci)等. 气孔限制值( L s)按 Berry 等[ 2]方法计算. 表观量子

产量( AQY)由低光强下叶片的光-光合曲线推算出.

21212 活性氧的测定  按王爱国和罗广华[ 27]的方法测定

O 2
$.的生成速率( nmol#g- 1#min- 1) . 参照林植芳等[ 16]的方法

测定H2O2 含量(Lmol#g - 1FW) .

21213 丙二醛( MDA) 含量的测定  参照王以柔等[ 28] 的方

法. MDA的含量以 Lmol#g- 1FW 表示.

21214 保护酶活性的测定  保护酶的提取及测定参照冯玉

龙等[ 9]的方法. SOD 活性测定按 Giannopolit is 等[ 12]的方法,

以单位时间内( 1 h) 1 ml反应液中抑 NBT 光化还原 50%的

酶量为一个酶活力单位.过氧化氢酶( CAT )活性测定用比色

法[ 13] ,酶活以 Lmo l#g - 1# h- 1表示. 抗坏血酸过氧化物酶

( APX)活性的测定参照沈文飚等[ 23]的方法. 酶活单位定义

为1 min 催化 1Lmol抗坏血酸氧化的酶量 .愈创木酚过氧化

物酶( GPX)的测定参照 Amako 等[ 1]的方法, 酶活以 Lmol#

g
- 1#min

- 1
表示.

  Pn和 AQY 分别于渗透胁迫后 1 和 8 h、DDTC 处理后

1. 2 和 8. 2 h、MV 处理后 13 和 20 h 测定. 活性氧和丙二醛

水平及保护酶活性分别于渗透胁迫后 1、8、25 和 32 h 取样

测定,每个参数均为 3 个叶片的 3~ 6 次测定结果的平均值.

3  结果与分析

311  渗透胁迫对 Pn和 AQY 的影响

  非胁迫条件下昭林杨 6号幼苗叶片Pn最高, 照

光 1( 9B00)和 8 h( 16B00)时无明显差异. Pn随渗透

胁迫时间的延长或胁迫强度的增大明显降低 (图

1) .渗透胁迫 25 h(处理的第 2 d 9B00) , - 0. 5 M Pa

处理时 Pn已降到 0左右, - 1. 0 MPa 处理组 Pn已

是负值(结果未列出) .渗透胁迫使昭林杨 6号幼苗

叶片AQY显著降低(图 1) ,表明胁迫诱发了光合作

用的光抑制,胁迫强度越大,光抑制越重.

  渗透胁迫处理 1 h,昭林杨 6号幼苗叶片气孔导

度( Gs)、胞间 CO2 浓度( Ci)降低, 气孔限制值( Ls)

升高;渗透胁迫处理 8 h, Gs仍明显低于对照, 但 Ci

升高, Ls降低(结果未列出) . 依据光合作用气孔限

制与非气孔限制的判据[ 7]可知, 渗透胁迫 1 h 杨树

光合作用受气孔限制, 随胁迫处理时间的延长 ( 8

h) ,光合作用由气孔限制转变为非气孔限制. 以欧美

杨 64号为材料亦得到类似的结论[ 9] ,盆栽时土壤自

然干旱过程的早期 Pn 受气孔限制, 随干旱时间的

延长和土壤含水量的降低, Pn由气孔限制逐渐转为

非气孔限制(未发表资料) .

图 1  渗透胁迫对杨树无性系幼苗叶片净光合速率和表观量子产量
的影响

Fig. 1 Effect s of osmot ic st ress on net photosynthet ic rate an d apparent

quantum yield in poplar clone seedlings.

空白柱为 9B00测定值,渗透胁迫 1 h;填充柱为 16B00 测定值,渗透

胁迫 8 h T he open bars denote the value measured at 9B00, osmotic

st ress for 1 h; the f ill ed bars denote the value measured at 16B00, osmotic

st ress for 8 h.不同字母标记的柱间有显著差异 P < 0. 05 The dif fer-

ence among bars w ith diff erent letters are signif icant at P< 0. 05.每一

数据均为 3~ 6次测定结果的平均值 ? 标准差 The data w ere mean ?
SE of 3 ~ 6 replicates.下同 T he same below .

312  渗透胁迫对活性氧水平的影响

  渗透胁迫 1 h, O2
$.
生成速率显著高于对照,并一

直维持在较高水平相对不变; 胁迫 32 h时 O2
$.生成

速率再次升高. 不同胁迫强度下 O2
$. 生成速率随处

理时间的变化趋势基本一致(图 2) .随胁迫强度的
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增大( - 1. 0 MPa) , O2
$. 生成速率而加快,处理不同

时间与- 0. 5 M Pa 胁迫时的差异均达到了显著水

平.胁迫时 H 2O2 含量显著高于对照. 处理时间越

长,H2O2 含量越高, 差异均达显著水平 (除- 0. 5

M Pa胁迫 1 和 8 h ) . 随胁迫强度的增大 ( - 1. 0

M Pa) ,H 2O2 含量升高,处理不同时间与- 0. 5 MPa

胁迫时的差异均达到了显著水平(图 2) .

图 2  渗透胁迫对杨树无性系幼苗叶片O 2
$.的生成速率和 H2O2 含量

的影响

Fig. 2 Ef fects of osmotic st ress on O2
$. generat ion rate and H2O 2 content

in poplar clone seedlings.

实心标志为- 0. 5 MPa 处理,空心标志为- 1. 0 MPa处理 The closed

symbols denote - 0. 5 MPa treatment, the open symbols denote - 1. 0

M Pa t reatment. - 0. 5 M Pa 和 - 1. 0 MPa 处理间具显著差异 P <

0. 05 Betw een - 0. 5 MPa and - 1. 0 MPa t reatment significant at P <

0. 05.下同 T he same below .

313  渗透胁迫对丙二醛含量的影响

  与H2O2含量的变化趋势相似, 昭树杨 6 号幼

苗叶片 MDA含量随渗透胁迫时间的延长和强度的

增大而升高(图 3) .

314  渗透胁迫对保护酶活性的影响

  - 0. 5 MPa渗透胁迫 1 h,昭林杨 6号幼苗叶片

SOD活性明显增大; 胁迫 8 h SOD 活性进一步升

高,胁迫 25和 32 h(处理第 2 d) SOD活性相似, 明

显低于处理的第 1 d,但仍明显高于对照(图 4) . -

1. 0 M Pa处理时SOD活性的变化趋势与- 0. 5 MPa

处理相似,随胁迫强度的增大, SOD活性增大, 但与

- 0. 5 MPa处理间差异不显著(除处理 1 h 外) (图

4) .渗透胁迫处理的第 1 d( 1 和 8 h) , 昭林杨 6 号

CAT 和 APX 活性明显低于对照, 胁迫的第 2 d( 25

和32 h) , - 0. 5 M Pa 处理时 CAT 活性明显回升,

APX活性变化不大, 但均明显低于对照. - 1. 0 M Pa

图 3  渗透胁迫对杨树无性系幼苗叶片丙二醛含量的影响
Fig. 3 Ef fects of osmotic st ress on malon dialdehyde content in poplar

clone seedlings.

图 4  渗透胁迫对杨树无性系幼苗叶片保护酶活性的影响
Fig. 4 Effect s of osmot ic stress on th e activit ies of protect ing enzymes in

poplar clone seedlings.
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处理时 CAT 活性与第1 d差异不显著, APX活性明

显低于第 1 d. 胁迫强度越大, CAT 和 APX 活性越

低(图 4) . 渗透胁迫时杨树叶片 CAT、APX 活性降

低,可能与较高的活性氧水平和 MDA含量有关
[ 9]

.

  渗透胁迫处理的第 1 d, GPX活性升高, 第 2 d

GPX活性降低, - 0. 5和- 1. 0 M Pa处理间无差异.

董永华等[ 5]也得到了类似的结果, 停止供水后第 1

d玉米幼苗叶片 GPX活性升高, 之后下降. 植物体

内GPX的同工酶种类很多, 其在清除 H2O2 中的作

用可能并不大. 胁迫时昭林杨 6号叶片 GPX活性升

高,但 H2O2 含量并没有降低,表明 APX和 CAT 是

植物体内清除 H2O2 的主要酶类.

315  DDTC和 MV对 Pn和AQY的影响

  DDTC处理时昭林杨 6号幼苗叶片 Pn和 AQY

降低, 与对照差异均显著(图 5) . DDTC 处理 8. 2 h

时 Pn和 AQY低于处理 1. 2 h,但差异不显著. MV

处理时昭林杨 6号幼苗叶片 Pn和 AQY 亦降低, 与

对照差异均显著(图 5) . MV 处理 32 h, Pn显著低于

处理 25 h,而 AQY略低于处理 25 h,差异不显著.

图 5  DDTC和 MV 对杨树无性系幼苗叶片净光合速率和表观量子

效率的影响

Fig. 5 Ef fects of DDTC and MV on n et photosynthet ic rate and apparent
quantum yield in poplar clone seedlings.

4  讨   论

  光抑制是指光合机构所接受的光能超过光合作

用所能利用的数量时, 光合功能(光能转换效率)降

低的现象. 弱光下 CO2 同化或 O2 释放的量子效率

的下降及光饱和光合速率的下降是光抑制最显著的

特征[ 15, 22] , 可以用 CO2 表观量子产量的降低作为

判断光抑制发生与否的标准. 胁迫使昭林杨 6号幼

苗叶片 AQY 降低(图 1) , 表明发生了光合作用的光

抑制[ 9, 19] . 胁迫时间越长、胁迫强度越大, 光抑制越

重.胁迫时 Pn 下降, 使碳同化利用的光能减少, 过

剩光能增加.这些过剩光能若不能及时耗散掉, 就会

通过多种途径在植物体内 产生有毒的活性

氧
[ 6, 11, 14]

, 就会发生光抑制,甚至光氧化, 破坏光合

器官[ 4] .

  Mehler 反应被认为是植物耗散过剩光能的机

制之一[ 24, 33] . 胁迫时昭林杨 6号叶片O2
-.含量增加,

SOD活性增大(图 2和 4) ,可能是 Mehler 反应启动

运行的结果. SOD属诱导酶, 其活性随细胞内 O2
-.
浓

度的增加而增加. 渗透胁迫时杨树叶片中 O2
-. 的水

平较高, 导致 SOD活性升高. SOD抑制剂 DDT C处

理后, Pn、AQY 明显低于对照(图 5) , 说明 SOD对

杨树无性系幼苗叶片光合作用具有保护作用.抑制

SOD活性可加剧光抑制[ 9, 33] . M ehler 反应的有益作

用需要有活性氧清除系统的 SOD、APX等的协同运

行.胁迫时昭林杨 6号叶片 APX和 CAT 活性降低

(图 4) , 活性氧清除减少, 通过 Mehler 反应耗散光

能的增加有限,影响了 Mehler反应光保护作用的发

挥.有的研究认为, O2 接受电子产生的活性氧导致

细胞受害的负效应已远大于 O2 接受电子作为电子

传递支路的正效应
[ 24, 26, 30]

.

  叶绿体中分子氧可被光还原成 O2
-. [ 14] . SOD催

化 O2
-.
歧化反应生成 O2 和 H2O2,而 O2

-.
和 H 2O2 可

通过 Fenton反应或 Haber-Weiss反应产生毒性更大

的#OH. 渗透胁迫时杨树叶片生成的 H2O2 量增多

(图 2) ,而参与清除 H2O2 的 CAT 和APX活性降低

(图 4) .由于 H2O2 等活性氧的积累, 加剧了膜脂过

氧化,使 MDA含量升高(图 3) .另一方面,活性氧和

MDA 对光合碳代谢过程中多种酶活性的抑制作

用[ 17, 18] , 及对光合电子传递和 PS Ò功能的影

响
[ 14]

,将导致光合机构的功能与结构的损伤性失

调.渗透胁迫处理的第 2 d, 已测不到净光合速率,同

时叶片表现出典型的光氧化或漂白现象(出现大量

褪绿斑点) , 从一个侧面证明了这一点. DDT C 对

SOD活性的抑制作用和用 MV 处理而增加 O2
-.生成

对 Pn和 AQY 的影响(图 5) ,进一步证明光抑制与

活性氧导致细胞受害的负效应有关.

  很可能短期渗透胁迫使昭林杨 6号幼苗叶片气

孔导度降低, CO2 供应减少, 导致 Pn 降低, 碳同化

利用的光能减少, 过剩光能增加. 随胁迫时间的延
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长,当过剩光能逐渐超过光合机构的耗散能力时, 有

毒的活性氧积累, 导致光氧化破坏, Pn 受非气孔因

素限制, AQY 降低,光抑制加剧. 当然, 渗透胁迫也

会直接影响活性氧代谢.
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