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干旱胁迫下桑树叶片中超氧阴离子的变化规律
任迎虹， 刘松青， 祁伟亮， 罗翠华， 龚壁燃， 欧莉萍

（ 成都师范学院 化学与生命科学学院， 成都 ６１１１３０ ）

摘　 要： 该研究以 ６ 个四川桑树品种为对象，对供试桑树品种进行连续的人工干旱处理，利用生理方法明确

保护酶系（ＳＯＤ）的变化规律，并采用硝基四氮唑蓝（ＮＢＴ）还原试验进行超氧阴离子 Ｏ－
２·组织化学的可视化检

测。 结果表明：随着干旱胁迫的加剧，ＳＯＤ 的含量明显高于对照组，其中 ＳＯＤ 活性呈先升后降的变化趋势，而
超氧阴离子一直呈加重的趋势。 ６ 个桑树品种的 ＳＯＤ 含量从正常到中度胁迫都呈现不同程度的上升趋势，上
升趋势明显的品种是九龙拐和湖桑 ３２，上幅分别为 ６２．７％和 ６０．１％，其次是云桑 １ 号和荷叶白一号上幅，分别

为 ５２．２％、５８．２％，油桑和充桑的上幅为 ５０．８％和 ４７．４％，说明 ＳＯＤ 正发挥着积极的作用。 在中度胁迫之后

ＳＯＤ 的含量与活性氧的水平表现出相反的趋势，原因可能是随着干旱胁迫的加剧，Ｏ－
２·达到最大值且超出一

定域值，从而导致 ＳＯＤ 活性的降低。 通过电镜观察发现，超氧阴离子由叶脉向周围扩散，同时面积逐渐增大。
其中，抗旱性强的品种湖桑 ３２ 叶片表面茸毛比较长，且基部膨大，端部有明显的刺状突起，而抗旱性弱的品种

荷叶白 １ 号叶片表面茸毛比较细短且端部的刺状突起不明显，因此推测叶片表面茸毛的特性与抗旱性存在一

定关系。
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　 　 桑树属桑属（Ｍｏｒｕｓ Ｌ．）桑科（Ｍｏｒａｃｅａｅ），我国

约 １５ 个种，分布于北温带，属于多年生的双子叶落

叶乔木，具有食用、药用、材用及观赏等多种利用价

值，是一种重要的经济作物（秦俭等，２０１０）。 蚕桑

产业是四川传统特色产业，是四川省重点发展的

“十大”农业产业之一。 而干旱是桑树种植最主要

的非生物胁迫因素，严重影响桑叶的产量和品质。
植物在受到干旱胁迫时会发生 ＰＳＩＩ 和 ＰＳＩ 的光抑

制现象，而 ＰＳＩ 的光抑制现象与活性氧（ＲＯＳ）的产

生紧密相关（Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ， ２００４； Ａｓａｄａ， ２００６）。 体内

活性氧含量的增加，如过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）、超氧阴离

子（Ｏ－
２·），对植物的生长会产生不利影响（Ｓｔｒｉｄ ｅｔ

ａｌ， １９９４； Ｙｕ ｅｔ ａｌ， ２００６； Ｐｒａｄｅｄｏｖａ ｅｔ ａｌ， ２０１１）。
因此，植物在干旱或者盐胁迫下正常生长的关键是

控制叶绿体中活性氧的平衡（ Ｔｓｅｎｇ ｅｔ ａｌ， ２００７）。
为防止超氧化物对细胞体的破坏，植物将启动酶和

非酶的防御系统来有效清除活性氧，以保护细胞膜

等免受氧化伤害，从而有利于维持其他生理代谢的

正常进行 （Ｐｒｏｃｈａｚｋｏｖａ ｅｔ ａｌ， ２００１； Ｇｕｔｔｅｒｉｄｇｅ ＆ Ｈａｌ⁃
ｌｉｗｅｌｌ， ２０１０）。 其中，超氧化物歧化酶 （ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ） 在保护细胞免受氧自由基的毒害

中发挥着重要作用（Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ， ２０１０），ＳＯＤ 通过歧

化反应把 Ｏ－
２·转化为 Ｈ２Ｏ２，Ｈ２Ｏ２再被过氧化氢酶和

氧化物酶转化为 Ｈ２Ｏ，从而达到清除细胞内氧自由

基，来缓解植物受到的逆境胁迫（Ｔｉａｎ ＆ Ｌｅｉ， ２００７；
Ｍｉｌｌｅｒ ｅｔ ａｌ， ２０１０）。 因此，抗氧化酶的活性与植物

的抗逆性强弱有关（Ｋｏｃｈｈａｒ ＆ Ｋｏｃｈｈａｒ， ２００５）。 应

朝阳等（２００６）、谢亚军等（２００８）和陈珺（２０１３）分别

采用不同的植物花生、甘草以及四种观赏植物红叶

石楠、小叶黄杨、金叶女贞及大叶黄杨，研究土壤干

旱胁迫下对活性氧代谢及保护酶活性的影响变化

规律。 任迎虹（２００９）研究报道在干旱条件下桑树

保护酶活性随干旱胁迫的加强而提高。
前人研究当中经常使用紫外—可见吸收分光

光度的方法，进行检测 Ｏ－
２·，但此法难以准确用于

Ｏ－
２·的定性分析。 Ｄｏｎａｈｕｅ （ １９９７） 和 Ｌｉａｎｇ ｅｔ ａｌ

（２００３）利用硝基四氮唑蓝（ＮＢＴ）还原法进行 Ｏ－
２·

的组织化学定位， 此法测定灵敏度高。 廖展如等

（２００３）模拟干旱胁迫利用 ＮＢＴ 还原法，对水稻、棉
花、小麦、玉米、油菜、花生等作物进行 Ｏ－

２·组织化学

检测、光镜及电镜观察。 在桑树抗逆性研究中，利
用硝基四氮唑蓝还原法进行 Ｏ－

２·的研究报道比较

少。 因此，本研究以 ６ 个四川桑树品种为研究对象，
进行干旱胁迫处理，利用生理生化方法来明确活性

氧（Ｏ－
２·）及保护酶系（ＳＯＤ）的变化规律，釆用电镜

细胞化学标记技术在亚细胞水平上对 Ｏ－
２·的空间分

布进行定位，以研究活性氧在不同干旱胁迫下的变

化规律，这为细胞学研究提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１ 材料

供试材料充桑，荷叶白 １ 号，九龙拐，油桑，湖桑

３２ 号，云桑 １ 号。 均采集于四川省西昌市蚕种场品

保园，其中旱地对照材料为湖桑 ３２ 号。
１．２ 方法

１．２．１ 干旱胁迫处理　 ２０１５ 年 ４ 月室内模拟干旱条

件对种子进行发芽后盆栽， 土壤混合比例（土壤 ∶ 营
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图 １　 干旱胁迫下桑树超氧化物歧化酶的含量变化　 １． 充桑； ２． 荷叶白 １ 号；
３． 九龙拐； ４． 油桑； ５． 湖桑 ３２； ６． 云桑 １ 号。

Ｆｉｇ． １　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＯＤ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｍｕｌｂｅｒｒｙ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ　 １． Ｃｈｏｎｇｓａｎｇ；
２． Ｈｅｙｅｂａｉ １； ３． Ｊｉｕｌｏｎｇｇｕａｉ； ４． Ｙｏｕｓａｎｇ； ５． Ｈｕｓａｎｇ ３２； ６． Ｙｕｎｓａｎｇ １．

养土为 １ ∶ １）。 ７ 月，苗木高度在 ４０ ｃｍ 左右时，选
择长势相对一致的苗木，对供试桑树品种进行连续

的人工干旱处理。 实验分成试验组和对照组，每个

品种为 １２ 盆，待各品种桑树生长正常后，选取长势

基本一致的于 ５ 月初对试验组进行水分胁迫。 将干

旱和对照处理均浇透水后再分别处理，试验组停止

浇水，自然失水，对照组每隔 ２ ｄ 浇一次水，每次每

盆 １ ５００ ｍＬ。
分别于土壤干旱处理后 ７、 ｌ４、２１ ｄ 后的早上

８：００取上部同叶位叶片，进行各项指标的测定，三次

重复。 测得田间最大持水量为 ３４．８５％，据此设为正

常处理（含水量为 ８５％ ～ １００％）、轻度干旱（含水量

为 ６５％～７５％）、中度干旱（含水量为 ５０％ ～ ６５％）、
重度干旱（含水量为 ３０％～４５％）。
１．２．２ Ｏ－

２·组织化学检测和 ＳＯＤ 活性测定方法　 Ｏ－
２·

的可视化检测方法是按照 Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ（２０１１）的方法，

作微小修改进行，选取抗旱性强的品种湖桑 ３２ 和抗

旱性弱的品种荷叶白 １ 号进行电镜观察，观察超氧阴

离子在细胞内部的变化规律。 ＳＯＤ 活性测定参考

Ｂｅａｕｃｈａｍｐ ＆ Ｆｒｉｄｏｖｉｃｈ （１９７１）的测定方法。
１．２．３ 数据统计分析　 所有数据均为 ３ 次重复的平

均值，采用 ＥＸＣＥＬ 和 ＳＰＳＳ 软件（王满莲等，２０１４）
进行数据统计分析。

２　 结果与分析

２．１ 超氧化物歧化酶的活性变化

随着干旱胁迫的加剧，ＳＯＤ 活性呈先升后降的变

化趋势，在各胁迫处理水平下，６ 个桑树品种的水分

含量变化存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。 从 ＣＫ 到中度，各
品种在干旱胁迫下持续升高并达到最大值（图 １），上
升趋势明显的品种是九龙拐和湖桑 ３２，分别升高了
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图 ２　 干旱胁迫处理下，利用氮蓝四唑法对桑树叶片中超氧阴离子的组织化学检测　 ａ⁃ｘ． ６ 个桑树品种在正常（ａ、ｅ、
ｉ、ｍ、ｑ、ｕ）、轻度（ｂ、ｆ、ｊ、ｎ、ｒ、ｖ）、中度（ｃ、ｇ、ｋ、ｏ、ｓ、ｗ）、重度干旱（ｄ、ｈ、ｉ、ｐ、ｔ、ｘ）胁迫处理下的超氧阴离子分布规律，超氧阴离子用

分散的蓝色的斑点聚合产物来指示。 ａ⁃ｄ． 湖桑 ３２， ｅ⁃ｈ． 九龙柺， ｉ⁃ｌ． 云桑 １ 号， ｍ⁃ｐ． 充桑， ｑ⁃ｔ． 油桑， ｕ⁃ｘ． 荷叶白 １ 号。
Ｆｉｇ． ２　 Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｏ－

２·ｗｉｔｈ ＮＢＴ ｉｎ ｍｕｌｂｅｒｒｙ ｌｅａｖｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ　 ａ⁃ｘ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｔｏ
ｎｏｒｍａｌ ｓｔｒｅｓｓ（ａ， ｅ， ｉ， ｍ， ｑ， ｕ）， ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ （ｂ， ｆ， ｊ， ｎ， ｒ， ｖ） ａｎｄ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｓｔｒｅｓｓ （ｃ， ｇ， ｋ， ｏ， ｓ， ｗ） ａｎｄ ｓｅｖｅｒｅ ｓｔｒｅｓｓ

（ｄ， ｈ， ｉ， ｐ， ｔ， ｘ） ｏｆ ｓｉｘ ｍｕｌｂｅｒｒｙ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ａｎｉｏｎ （Ｏ－
２·） ｗｅｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎ

ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｂｌｕｅ ｓｐｏｔｓ． ａ⁃ｄ． Ｈｕｓａｎｇ ３２； ｅ⁃ｈ． Ｊｉｕｌｏｎｇｇｕａｉ； ｉ⁃ｌ． Ｙｕｎｓａｎｇ １；
ｍ⁃ｐ． Ｃｈｏｎｇｓａｎｇ； ｑ⁃ｔ． Ｙｏｕｓａｎｇ； ｕ⁃ｘ． Ｈｅｙｅｂａｉ １．

６２．７％和 ６０．１％，其次是云桑 １ 号和荷叶白一号，分别

升高了 ５２．２％ 、５８．２％，油桑和充桑的分别升高了

５０．８％和 ４７．４％，表明湖桑 ３２ 和九龙柺的活性氧清除

能力比较强。 从中度到重度，ＳＯＤ 活性呈下降趋势，
各品种 ＳＯＤ 活性从弱到强依次是荷叶白 １ 号＜油桑＜
充桑＜云桑 １ 号＜九龙柺＜湖桑 ３２。 这说明自由基活

性氧浓度未超过伤害“阈值”时，保护酶 ＳＯＤ 活性会

表现出积极应对；而超过“阈值”后，保护酶 ＳＯＤ 活性

下降，从而进一步促使了膜脂过氧化。

２．２ 胁迫条件下对活性氧积累的影响

随着干旱胁迫的加剧，超氧阴离子的蓝色斑点

聚合产物面积呈上升的变化趋势，面积越大表明植

物对干旱胁迫的防御机制越差，抗旱性能力就越

低。 在正常处理水平下，６ 个桑树品种的超氧阴离

子蓝色斑点聚合产物均有少量的积累，表明叶片本

身也存在少量的超氧阴离子（图 ２：ａ、ｅ、ｉ、ｍ、ｑ、ｕ）。
轻度处理下，６ 个桑树品种的超氧阴离子的蓝色斑

点积累产物面积比较小且数目开始增加（图 ２：ｂ、ｆ、
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图 ３　 干旱胁迫处理下，桑树叶片中超氧阴离子的叶片表皮细胞化学定位观察　 ａ、ｂ、ｃ、ｄ． 抗旱性强的品种湖桑 ３２，
ｅ、ｆ、ｇ、ｈ． 抗旱性弱的品种荷叶白 １ 号在电镜下的细胞化学定位观察。 ａ、ｅ 为胁迫正常处理， ｂ、ｆ 为胁迫轻度处理，

ｃ、ｇ 为中度胁迫， ｄ、ｈ 为重度胁迫处理。 下同。 其中红色箭头所指为叶片表面绒毛：黄色箭头所指为叶脉。
Ｆｉｇ． ３　 Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｏ－

２·ｗｉｔｈ ＮＢＴ ｉｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｍｕｌｂｅｒｒｙ ｌｅａｖｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈ ｓｔｒｅｓｓ
ａ， ｂ， ｃ， ｄ． Ｄｒｏｕｇｈｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ Ｈｕｓａｎｇ ３２， ｅ， ｆ， ｇ， ｈ． Ｄｒｏｕｇｈｔ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ Ｈｅｙｅｂａｉ １． ａ⁃ｈ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｔｗｏ

ｍｕｌｂｅｒｒｙ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｓｔｒｅｓｓ（ａ， ｅ）， ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ （ｂ， ｆ） ａｎｄ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｓｔｒｅｓｓ （ｃ， ｇ） ａｎｄ ｓｅｖｅｒｅ ｓｔｒｅｓｓ （ｄ， ｈ），
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ． Ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ ａｒｅ ｌｅａｆ ｂｌａｃｋ ｓｕｒｆａｃｅ ｈａｉｒｓ； ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗｓ ａｒｅ ｖｅｉｎｓ．

图 ４　 干旱胁迫处理下，桑树叶片中超氧阴离子的叶脉细胞化学定位观察　 处理中度红色箭头所指为为叶皮表面茸毛。
Ｆｉｇ． ４　 Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｏ－

２·ｗｉｔｈ ＮＢＴ ｉｎ ｍｕｌｂｅｒｒｙ ｌｅａｆ ｖｅｉｎ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｐｏｌｉｓｈ ｗｈｅａｔ ｓｅｅｄｌｉｎｇ
ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ　 Ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ ａｒｅ ｌｅａｆ ｂｌａｄｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｈａｉｒｓ．

ｊ、ｎ、ｒ、ｖ）。 中度处理下，６ 个桑树品种的超氧阴离子

的蓝色斑点积累产物主要集中在叶脉附近，斑点面

积增大，且数目开始增加（图 ２：ｃ、ｇ、ｋ、ｏ、ｓ、ｗ）。 在

重度干旱胁迫处理下，超氧阴离子（Ｏ－
２·）的蓝色斑

点积累产物面积增大，且色度加深，其中湖桑 ３２ 和

九龙拐的的蓝色斑点产物比较少（图 ２：ｄ、ｈ），云桑

１ 号和充桑的次之（图 ２：ｌ、ｐ），荷叶白 １ 号和油桑的

最多（图 ２：ｔ、ｘ）。 这表明随着干旱胁迫的加剧湖桑
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３２ 和九龙拐的自身防御机制比较强，抗旱能力比较

好，云桑 １ 号和充桑次之，荷叶白 １ 号和油桑的抗旱

能力较弱。
２．３ 干旱胁迫下对超氧阴离子的叶片表皮细胞化学

定位观察

随着干旱胁迫的加剧，超氧阴离子的蓝色斑点

积累产物主要集中在叶脉附近，斑点面积逐渐增

大，叶脉茸毛中的超氧阴离子积累也随之发生变

化。 在正常处理下，叶脉和细胞表面的蓝色斑点积

累产物较淡（图 ３：ａ、ｅ），其中抗旱性强的湖桑 ３２ 叶

脉茸毛较长且呈透明状，抗旱性弱的荷叶白 １ 号叶

脉茸毛较短（图 ４：ａ、ｅ）。 在轻度处理下，叶脉中不

同部位出现淡蓝色斑点积累产物，叶脉茸毛末端部

位有淡蓝色的产物积累，表明超氧阴离子的积累相

对比较少（图 ３：ｂ、ｆ，图 ４：ｂ、ｆ）。 在中度处理下，叶
脉部位的蓝色斑点积累产物加深，细胞表面茸毛周

围的超氧阴离子逐渐增多，而叶脉茸毛中的超氧阴

离子蓝色斑点积累达到最大（图 ３：ｃ、ｇ，图 ４：ｃ、ｇ）。
在重度处理下，细胞表面的超氧阴离子的积累产物

面积增大，其中湖桑 ３２ 在细胞表面及茸毛部位中的

蓝色斑点面积区域增大且茸毛部位尖端呈透明状

（图 ３：ｄ，图 ４：ｄ）；而荷叶白 １ 号超氧阴离子的蓝色

斑点面积颜色较深、茸毛数量多颜色比较深（图 ３：
ｈ，图 ４：ｈ），这表明抗旱性强的品种湖桑 ３２ 超氧阴

离子的清除能力比较强，荷叶白 １ 号比较弱。

３　 讨论

３．１ 干旱胁迫下超氧化物歧化酶的活性变化

夏慧莉等（１９９９）研究表明，细胞内活性氧（ ｒｅ⁃
ａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的积累能诱导细胞发生

凋亡。 通常细胞内有一系列有效的抗氧化防御机

制，包括清除 ＲＯＳ 的 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ 等，其中，ＳＯＤ
是抵御活性氧自由基介导的氧化损伤的第一道防

线，是抗氧化酶系统中的关键酶，ＳＯＤ 能以 Ｏ－
２·为

基质进行歧化反应（任永波等，２００１）。 随着干旱胁

迫的加剧，一旦活性氧水平超出一定域值，自由基

产生与清除间的平衡失调，就会导致 ＳＯＤ 酶活性的

降低（林永英 ２００２）。 在本研究中，随着干旱胁迫的

加剧，ＳＯＤ 活性总体呈现先上升后下降的变化趋

势，超氧阴离子一直呈加重的趋势，６ 种桑树 ＳＯＤ

活性变化与张旭颖等（２０１０）和陈珺（２０１３）的测定

结果一致。 ＳＯＤ 的含量在中度胁迫下达到最大，说
明 ＳＯＤ 发挥着积极的作用。 在中度胁迫之后 ＳＯＤ
的活性与活性氧的水平表现出相反的趋势，原因可

能是在重度处理下活性氧达到最大值，超出一定域

值，从而导致抗氧化酶活性的降低。
３．２ 超氧阴离子在细胞中的分布规律

叶脉系统是叶片里重要的水分输导系统，也是

运输养分和光合产物的通道。 叶脉密度和叶脉直

径等， 共同决定着叶脉系统的水力导度（Ｓａｃｋ ｅｔ ａｌ，
２０１３）。 随着干旱胁迫加剧，超氧阴离子蓝色斑点

积累产物最先出现在叶脉中，并且面积区域逐渐增

大，其可能原因是土壤水分缺失，叶片中叶脉区域

最先表现出超氧阴离子的积累，这与叶脉的疏导性

存在一定的关系。 段喜华等（２００３）认为，叶片表皮

毛数量较多，可以减少空气流对气孔的影响，也减

少叶表蒸腾，因此，叶表皮茸毛在一定程度上反映

植物的抗旱能力和抗逆特性。 赵述文等（１９９１）通

过大豆不同抗旱性品种叶片电镜观察，发现抗旱性

强的品种叶片茸毛粗而长，茸毛基部膨大，抗旱性

弱的品种茸毛细而短，上面的刺状突起不明显。 该

研究通过电镜观察及 Ｏ－
２·的叶片、叶脉表皮细胞化

学定位观察，研究结果表明茸毛部位的超氧阴离子

积累由基部向端部扩散，抗旱性强的品种湖桑 ３２ 叶

细胞表面茸毛比较长且端部比较尖。 随着干旱胁

迫的加剧，在重度处理下，湖桑 ３２ 叶脉中超氧阴离

子积累蓝色斑点产物颜色变浅，在茸毛的细胞基部

和端部呈透明状、中部颜色加深，这表明湖桑 ３２ 的

氧自由基的清除能力比较强。 而抗旱性弱的品种

荷叶白 １ 号，叶脉表面茸毛比较短，超氧阴离子积累

蓝色斑点产物颜色并未发生明显变化。 推测随着

干旱胁迫的加剧，细胞表面茸毛越长能够减少叶表

蒸腾，同时对超氧阴离子的清除能力比较强，从而

表现出较好的抗旱性。
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