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执
，lt、 激诱导的玉米幼苗耐执-件，It、I山及其与脯氨酸的关系

李忠光*，郭 颖，杨双梅，张陆启，余 艳，赵义霞

(云南师范大学生命科学学院，昆明650092)

摘 要：研究了热激对玉米幼苗耐热性的效应及其与脯氨酸的关系。结果表明，培养2．5 d的玉米幼苗经过

42℃热激4 h并于26．5℃下恢复4 h后，提高了玉米幼苗在48℃下的存活率，并且热激及其后的恢复过程中

都表现出脯氨酸的积累。不同浓度的外源脯氨酸预处理也可提高玉米幼苗内源脯氨酸的水平和抗氧化酶抗

坏血酸过氧化物酶(APX)、过氧化氢酶(CAT)、超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽还原酶(GR)、过氧化物酶

(GPX)的活性，从而提高玉米幼苗在高温胁迫下的存活率。这些结果暗示热激过程中脯氨酸的积累所诱发的

抗氧化酶活性的增强可能是热激诱导的玉米幼苗耐热性形成的生理基础之一。
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Heat-shock-induced heat tolerance in maize

seedling and involvement “[,lineseedlinP_．sand nt ot prollne

LI Zhong-Guang。，GUO Ying，YANG Shuang-Mei，

ZHANG Lu-Qi，YU Yan，ZHA0 Yi—Xia

(School of Life Sdences，Yunmn Normal University．Kunming 650092，China)

Abstract：Effect of heat-shock(HS)on heat tolerance in maize seedlings and its relation tO proline(Pro)were studied in

this paper．The results showed that HS pretreatment at 42℃for 4 h followed by a 4-h recovery at 26．5℃signifi·

cantly increased survival percentage of maize seedlings under high temperature at 48℃．and the procedure of HS and

recovery displayed Pro accumulation in maize seedlings．In addition，pretreatment of different concentration exogenous

Pro markedly enhaneed the level of endogenous Pro and the activities of antio虹dant enzyme ascorbic acid peroxidase

(APX)，catalase(CAT)，superoxide dismutase(SOD)，glutathione reductase(GR)and peroxidase(POD)in maize seed—

lings，and improved survival percentage of maize seedlings under high temperature．These results suggested that the

increase of antioxidant enzyme activities by HS-induced Pro accumulation inducement could be one of the physiological

basis in the formation of HS-induced heat tolerance in maize seedlings．
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高温是限制农作物产量的主要胁迫因子之一，

高温胁迫往往产生氧化胁迫，导致生物膜过氧化作

用，蛋白质结构破坏和DNA损伤(Gong等，1997；

李忠光等，2007；Wahid等，2007)。一般认为，植物

耐热性的形成与热激蛋白(heat shock proteins，

HSPs)的积累和抗氧化系统活性的增强有关(Gong

等，1997；李忠光等，2007；Wahid等，2007)。各种逆

境胁迫都往往伴随着脯氨酸(proline，Pro)的积累

(Molinari等，2007；Wahid等，2007)，在干旱胁迫

(Hien等，2003)和盐胁迫(Ashraf&Foolad，2007)
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中尤为明显。外源Pro预处理可提高烟草细胞的耐

盐性(Hoque等，2007a，b)、玉米细胞的耐冷性

(Chen&Li，2002)和缓解重金属对茶菱的毒害作

用(许晔等，2007)，而对于Pro与植物耐热性的关系

只有一些初步的报道(Song等．2005；张显强等，

2004)。外源Pro预处理是否可提高玉米幼苗的耐热

性，尚未见报道。本文以玉米幼苗为实验材料，证实

热激可提高玉米幼苗的耐热性，并且阐明热激过程

中Pro的积累所诱发的抗氧化酶活性的增强可能是

热激诱导下玉米幼苗耐热性形成的生理基础之一。

1 斌敝与贺法

1．I植物材料的培养

挑选饱满的玉米(Zea mays)品种晴3和鲁玉

13的种子，以0．1％HgCI。消毒10 min后，漂洗干

净，于26．5℃下吸涨12 h，播于垫有6层湿润滤纸

的带盖白磁盘(24 cmX 16 cm)中，于26．5℃下黑暗

中萌发60 h。

1．2热激(Heat shock。HS)和热处理

选取长势一致的玉米幼苗转入42℃的培养箱

中进行热激处理4 h，然后予26．5℃下恢复培养4

h，非热激(Non—HS)的对照组玉米幼苗始终培养在

26．5℃的培养箱中，最后热激和非热激的玉米幼苗

同时转入48℃高温下处理17 h。处理过的玉米幼

苗取出后，于26．5℃、12 h光照的植物生长箱中恢

复培养8 d，然后计算存活率。以在恢复期间能恢复

生长并转绿的玉米幼苗视为存活的幼苗。

1．3 Pro处理和含量的测定

将萌发60 h并且长势一致的玉米幼苗分别转

入垫有2层滤纸并加有150 mL蒸馏水(对照)或1、

5、10、40 mmol／L Pro的带盖白磁盘中，26．5℃下

继续培养8 h后排千Pro溶液，转入48℃高温下处

理17 h，按上述方法恢复后计算存活率。上述经过

热激、恢复和Pro处理的玉米幼苗按Lin&Kao

(2001)的方法提取和测定Pro含量。

1．4抗氧化酶活性的测定

取经40 mmol／L Pro处理8 h后的玉米幼苗，

按李忠光等(2002)的方法提取并测定抗坏血酸过氧

化物酶(APX)、过氧化氢酶(CAT)、超氧化物歧化

酶(SOD)、谷胱甘肽还原酶(GR)、过氧化物酶

(GPX)5种抗氧化酶活性。上述所有实验均重复3

次，每次实验中有2次测定重复，数据处理和统计分

析用SigmaP|ot 9．0软件进行，图表中所有数据均

为平均值±标准误。

2 结果与分析

2．1热激对玉米幼苗耐热性的效应

将萌发60 h的玉米幼苗经热激处理4 h并恢

复培养4 h后转入高温下处理17 h。从图l看出，

热激处理显著提高了晴3和鲁玉13两种玉米幼苗

在高温处理下的存活率，且无论是经热激还是未经

热激的晴3玉米幼苗在高温处理下的存活率明显高

于相对应的鲁玉13，表明热激处理能提高玉米幼苗

的耐热性并且晴3玉米幼苗的耐热性强于鲁玉13。
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图1 热激对玉米幼苗存活率的影响

Fig．1 Effect of heat—shock Oil survival

。。P<0．01，与未经热激处理的对照相比

’。Comparing with the control without heat shock(Non—HS)

2．2 Pro与热激诱导玉米幼苗耐热性形成的关系

从图2看出，耐热性不同的两种玉米幼苗在热

激过程中都可诱导Pro的迅速积累，并且随着时间

的推移而增加，恢复2 h(图中6 h)达到最高峰，而

后略有下降。另一方面，无论是热激还是恢复过程

中，耐热性较强的晴3玉米幼苗Pro积累水平始终

高于耐热性较弱的鲁玉13。说明玉米幼苗耐热性

的强弱与热激过程中Pro积累水呈平正相关。

萌发60 h的玉米幼苗用不同浓度的Pro预处

理后，与未经Pro处理的对照相比，都显著提高了玉

米幼苗中Pro水平，以10和40 mmol／L Pro处理尤

其明显，并且经不同浓度的Pro预处理的耐热性较

强的晴3玉米幼苗Pro积累速度始终高于相应的耐

热性较弱的鲁玉13(图3：A)。此外，图3：B的结果

也可以看出，玉米幼苗用不同浓度的Pro预处理后，

5 mmol／L以上的Pro预处理可不同程度地提高玉
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米幼苗在高温胁迫下的存活率，与图3：A中的Pro

积累相类似，其存活率尤其以10和40 rnmol／L Pro

为明显。这些结果表明，外源Pro预处理后提高了

玉米幼苗中内源Pro含量，从而提高了玉米幼苗的

耐热性。

2．3外源Pro预处理对玉米幼苗抗氧化酶活性的影响

为进一步阐明Pro预处理可提高玉米幼苗耐热

性的可能生理生化机制，两种耐热性不同的玉米幼

苗经40 mmol／L Pro处理8 h后，分别检测了抗氧

化酶APX、CAT、SOD、GR和GPX的活性。从表l
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图2热激(0～4 h)和恢复过程(6～8 h)

中玉米幼苗Pro含量的变化

Fig．2 Change of Pro content during heat shock

(O一4 h)and recovery(6—8 h)in maize seedlings
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图3外源Pro预处理对玉米幼苗内源Pro含量

(A)和高温胁迫下存活率(B)的影响

Fig。3 Effect of Pro-pretreatment on endogenous Pro

content(A)and survival percentage(B)under

high temperature in maize seedl rags

。’P<0．0l，与未经Pro处理的对照相比

。。Comparing with the control without Pro pretreatment

表1 外源Pro预处理对玉米幼苗抗氧化酶活性的影响

Table 1 Effect of exogenous Pro pretreatment On five antioxidant enzyme activities in maize seedlings

看出，Pro预处理都不同程度地提高了玉米幼苗中5

种抗氧化酶的活性，尤其以APX、SOD和CAT更

为明显。说明Pro预处理提高抗氧化酶活性是玉米

幼苗耐热性形成的生理基础之一。

3 讨论

Gong等(2001)、李忠光等(2007)和现在的结

果(图1)都清楚地表明热激处理可提高玉米幼苗的

耐热性，但植物耐热性形成的机制目前仍未完全清

楚，一般都认为可能与HSPs的积累和抗氧化系统

活性的增强有关(Gong等，1997；李忠光等，2007；

Wahid等，2007)。

Pro不仅是一种渗透调节物质，调节逆境胁迫

过程中植物细胞的水分平衡(Hoque等，2007a；Wa‘

hid等，2007)，更重要的是Pro作为一种抗氧化剂，

清除逆境胁迫过程中产生的ROS，与由抗坏血酸过

氧化物酶(APX)、过氧化氢酶(CAT)、超氧化物歧

化酶(SOD)、谷胱甘肽还原酶(GR)、过氧化物酶

(GPX)等组成的抗氧化酶系统和由抗坏血酸(AsA)

和谷胱甘肽(GSH)等抗氧化剂组成的非酶系统协

同作用，精密调控植物细胞中ROS水平，以免生物
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膜和生物大分子如蛋白质、核酸等遭受ROS的攻击 onc cyclc cnzymcactiVitic：s．Ⅲ、d proline improVes sah tol叭tncc。

而破坏，从而确保了细胞膜的完整性和细胞活性

(Kishor等．2005；Rodriguez&Redman，2005；

Ashraf＆．Foolad，2007；Molinari等，2007)，进一步

提高r植物对不良环境的抵抗能力。虽然，也有报

道高浓度的Pro是一种毒害剂，用其处理拟南芥和

番茄幼苗则抑制根系的生长，降低叶绿素含量

(Heuer，2003；Nanjo等，2003)，但更多的研究者则

认为，外源Pro预处理可提高烟草细胞的耐盐性

(Hoque等。2007a，b)、玉米细胞的耐冷性(Chen＆．

I。i，2002)和缓解重金属对茶菱的毒害作用(许哗等，

2007)。我们现在的研究结果也表明，外源Pro预处

理可提高玉米幼苗的耐热性(图1)。这些耐逆性的

形成可能是外源Pro预处理后，提高了内源Pro的

含量(许晔等，2007；图3：A)和抗氧化酶活性(表

1)，缓解了逆境胁迫过程叶J抗氧化酶系统活性下降

(刘应迪等，200l；Hoque等，2007b；李忠光等，

2007；许晔等．2007)。上述结果表明，热激过程中

Pro的积累所诱发的抗氧化酶活性的增强是热激诱

导的玉米幼苗耐热性形成的生理基础之一。
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