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犘犈犌胁迫下４个黑麦草品种生理

生化指标响应与比较研究

万里强１，李向林１，石永红２，何峰１，贾亚雄１
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摘要：利用不同浓度ＰＥＧ６０００溶液模拟干旱胁迫，比较研究４个多年生黑麦草品种叶片生理生化指标响应。结果

表明，不同ＰＥＧ胁迫处理下，品种“欧必克”叶片相对含水量均最高且降幅最小，叶片电导率均最低，ＭＤＡ含量增

幅较小，叶片细胞膜系统有较强的忍耐干旱的能力；而品种“凤凰”忍耐干旱的性能相对较弱。胁迫下各品种叶片

游离脯氨酸含量显著增加，随渗透胁迫加剧，品种“欧必克”脯氨酸含量急剧上升。低浓度胁迫下（５％ＰＥＧ），各品

种叶片ＳＯＤ活性均提高，胁迫加剧时ＳＯＤ活性则下降。ＰＥＧ渗透胁迫导致４个多年生黑麦草品种叶片相对含水

量下降、细胞膜透性增大、ＭＤＡ含量增加、脯氨酸含量上升而ＳＯＤ活性下降，但４个品种对应指标的变化幅度存

在差异，品种“欧必克”的抗旱性最强，而“凤凰”的抗旱性最弱。
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　 多年生黑麦草（犔狅犾犻狌犿狆犲狉犲狀狀犲）是我国重要的牧草和草坪草之一，广泛分布于温带地区，具有建植速度快、

覆盖能力和抗病虫害能力以及分蘖能力强等特性，是我国北方重要的牧草和草坪草种之一，并可在我国南方用于

冬季盖播。水分对于牧草和草坪草的生长起着重要作用，是保证其正常生长的主要因素。在我国大部分地区，夏

季高温干旱缺水往往会导致多年生黑麦草寿命短，草质差，生长和利用季节受限，又因其品种繁多且品种间抗性

差异较大等，使其在各地区的生长性状表现不一，适种栽培应用的盲目性较大［１３］。因此，研究干旱胁迫条件下植

物不同品种的抗逆生理生化特性因子的变化，探讨草种内部品种之间抗旱性指标的变化并对其进行比较，对于耐

旱植物特定品种的引育和筛选具有重要意义。近年来，人们对水分胁迫条件下植物所产生的一系列生长、形态和

生理生化指标的变化及其与抗性之间的关系等做过较多研究［４１０］。随着干旱胁迫程度加深，植物叶片内的游离

脯氨酸与丙二醛含量、叶片细胞膜透性、叶绿素含量和相对含水量、抗氧化保护酶如超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧

化物酶（ＰＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性在胁迫的不同水平呈现出不同变化规律
［１１１４］。植物遭受水分胁迫时会

产生一系列适应性反应，轻度水分胁迫下由于植物体内活性氧类物质含量水平的激增能诱导保护酶活性的增加

并提高植物的抗旱性，且抗旱性强的品种在逆境条件下其保护酶对水分胁迫的反应强烈，保护酶活性增幅也较

大［１５１８］。对于不同草种在水分胁迫下生理生化指标的变化已有较多报道［７１０］，如段碧华等［１０］研究了３种冷季型

草坪草的６个品种在ＰＥＧ６０００模拟干旱胁迫条件下的生长表现和生理指标的变化；余玲等
［１９］以国内外２０个优

良紫花苜蓿（犕犲犱犻犮犪犵狅狊犪狋犻狏犪）品种为材料，研究了离体条件下叶片相对含水量、膜相对透性、游离脯氨酸和叶绿

素含量等生理性状对干旱胁迫的响应，探讨了各种生理变化与抗旱性的关系，并结合牧草产量对其抗旱性进行了

综合评价。而就同一草种的某些特定品种在ＰＥＧ６０００溶液处理下进行模拟干旱胁迫以观察和比较其抗旱性等

方面的研究不多，特别是对不同渗透胁迫水平下多年生黑麦草不同品种叶内抗逆生理生化特性的变化规律及其

分析对比，以及不同品种抗性指标水平的变化与其抗性之间的对应关系更少见报道。本研究以不同浓度ＰＥＧ

６０００溶液模拟干旱胁迫，比较分析不同胁迫处理下４个多年生黑麦草品种植物叶片相对含水量、超氧化物歧化
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酶（ＳＯＤ）、游离脯氨酸、丙二醛（ＭＤＡ）含量和质膜透性等生理生化指标的变化规律与抗旱性的关系，以期为多年

生黑麦草的引种选育及耐旱品种的筛选提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料与处理

供试材料为４个多年生黑麦草品种：“欧必克”（Ｏｕｐｅｃ）、“多福”（Ｔｏｖｅ）、“雅晴”（Ｙａｔｓｙｎ）和“凤凰”（Ｐｏｌｉｍ），

草种由北京百绿公司提供。试验于２００７年８月５日－１０月２５日在山西省农业科学院畜牧兽医研究所温室内

进行。种子播种时，先用清水浸泡４８ｈ，选择饱满萌动的种子，控干水分后与细沙拌匀，均匀撒播于已装入柱形

花盆（内径２０ｃｍ，高４０ｃｍ）内的经高温（８００～１０００°）消毒过的蛭石表面，再覆盖上０．５ｃｍ厚的蛭石，轻轻压实，

浇１／２Ｈｏａｇｌａｎｄ培养液。花盆出苗前覆塑料薄膜。每品种设３次重复。待各品种草坪草成坪后（约４５ｄ，各品

种平均株高约为１０ｃｍ），用不同浓度的ＰＥＧ６０００溶液（用１／２Ｈｏａｇｌａｎｄ培养液配制）进行为期７２ｈ的模拟干

旱胁迫处理。ＰＥＧ６０００溶液的浓度分别为：５％，１０％，１５％，２０％和２５％。对照培养在１／２Ｈｏａｇｌａｎｄ培养液

中。各品种草种发芽率为７０％～８０％，播种量为２５～３０ｇ／ｍ
２。

１．２　测定项目与方法

２００７年１０月１９日开始采样测定。分别取各品种植株的倒二叶，用自封塑袋（防止失水）封好迅速带回实验

室测定。

植物受干旱胁迫时的最初反应即为萎蔫脱水［２０］，使细胞膜液化，膜结构开始胁变，外渗液增加。此外植物渗

透调节能力与其抗旱性有着直接关系，渗透调节物质包括丙二醛（ＭＤＡ）和脯氨酸，含量的变化均可在一定程度

上较明确地表征植物受胁迫程度及其抗旱性强弱。干旱胁迫条件下植物细胞中生物活性氧的积累导致细胞受伤

害乃至死亡，而细胞中清除活性氧的保护酶系统如ＳＯＤ等酶的存在和活性增强，是细胞免于伤害或植物抗逆的

主要原因之一。因此，本试验中各处理分别测定叶片相对含水量（ＲＷＣ）、相对电导率（表征质膜透性）、丙二醛含

量、超氧化物歧化酶活性和游离脯氨酸含量等参数的变化以反映各品种抗旱性强弱并对其进行分析比较。其中，

１）叶片相对含水量，即测鲜重犠犳，将叶片浸泡于小烧杯蒸馏水中６～８ｈ，取出用吸水纸擦干表面水分，称饱和重

犠狋，在１０５℃下杀青２０ｍｉｎ，再在８５℃下烘干，称重犠犱。叶片相对含水量（犚犠犆）＝（鲜重－干重）／（吸胀后饱和

重－干重）×１００％；２）质膜透性，参照电导率仪法
［２１］测定。取不同处理植株健壮的叶片，流水冲洗，再用蒸馏水

冲洗３次，吸干；用手持打孔机，取叶片中部，打成直径０．６ｃｍ的小圆片；然后用电子天平称取３份，每份１．０ｇ，

放入小烧杯中，准确加入２０ｍＬ重蒸馏水，振荡３０ｓ，用真空抽气泵抽气５次，使细胞中的空气被抽出，使叶片全

部浸入重蒸馏水中，在室温下静置２ｈ，然后用雷磁ＤＤＳＪ２３０８Ａ型电导仪测定溶液的电导率犚，再将其置于沸水

浴中煮沸１５ｍｉｎ，冷却后测定其电导率犚０，质膜相对透性以外渗率表示，即外渗率＝处理电导率犚／煮沸后电导

率犚０×１００％；３）丙二醛（ＭＤＡ）含量，采用李合生
［２１］的巴比妥酸（ＴＢＡ）显色法测定。剪取各不同处理的植株叶

片中部０．５ｇ，放入研钵中，加入５％三氯乙酸（ＴＣＡ）２．０ｍＬ，少量石英砂研磨，研磨液倒入离心管中。另取３．０

ｍＬ的ＴＣＡ用来清洗研钵，清洗液也倒入离心管中，在３０００ｒ／ｍｉｎ的离心机中离心１０ｍｉｎ。分别取上清液２

ｍＬ各３份，分别放入１０ｍＬ管中，每管中加入２ｍＬ０．６７％硫代巴比妥酸（ＴＢＡ），混合后在１００℃水浴中煮沸３０

ｍｉｎ。反应溶液冷却后在离心机中以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，最后分别在４５０，５３２和６００ｎｍ处测定上清液的

吸光度。按公式：ＭＤＡ浓度＝６．４５×（犃５３２－犃６００）－０．５６犃４５０，再将浓度值以材料鲜重换算为 ＭＤＡ含量（μｍｏｌ／

ｇＦＷ）；４）ＳＯＤ活性，采用氮蓝四唑（ＮＢＴ）还原法
［２１］测定。在冰浴条件下研磨时，用０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ值７．８磷

酸缓冲液提取，冷冻离心１３０００～１４０００ｒ／ｍｉｎ２０ｍｉｎ，然后进行还原反应，ＵＶ２１８００型紫外光光度计在５６０ｎｍ

处比色测定；５）游离脯氨酸含量，采用磺基水杨酸法
［２１］测定。取鲜叶０．５ｇ，用３％磺基水杨酸浸提，２．５％酸性茚

三酮显色，５ｍＬ甲苯萃取，用ＵＶ２１８００型紫外光光度计在５２０ｎｍ处比色测定。

１．３　数据处理

各品种设３次重复，采用ＳＡＳ软件进行数据统计分析。
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２　结果与分析

２．１　叶片相对含水量

随着渗透胁迫加剧，各品种黑麦草叶片相对含水量均呈下降趋势（图１）。各品种在２５％ＰＥＧ浓度处理时的

相对含水量均显著低于（犘＜０．０５）对照。不同ＰＥＧ浓度处理下欧必克叶片相对含水量均显著高于（犘＜０．０５）其

他品种。随ＰＥＧ浓度增大，欧必克叶片相对含水量降幅较小，变化比较平稳。而凤凰叶片相对含水量降幅最大，

呈近直线下降趋势，２５％ＰＥＧ浓度处理时的叶片相对含水量仅为４８．４％。１０％～２０％ＰＥＧ浓度处理期间，随着

胁迫加剧，品种多福叶片相对含水量降幅大于雅晴，而２０％～２５％ＰＥＧ浓度处理期间两者情况正好相反。多福

和雅晴叶片相对含水量变化始终介于欧必克和凤凰之间。

２．２　叶片质膜透性

环境胁迫会使植物细胞质膜受到不同程度损伤，表现为质膜透性增大，细胞内部分电介质外渗。一般以植物

组织外渗液电导率来表征质膜透性的变化，反映胁迫条件下植物质膜受损伤的程度［２２］。各品种在２５％ＰＥＧ 浓

度处理时的质膜透性均显著高于（犘＜０．０５）对照（图２）。随着胁迫加剧，４品种黑麦草的质膜透性均接近直线上

升，其中，品种凤凰在２５％ＰＥＧ处理时的质膜透性为对照的１．７１倍。不同ＰＥＧ浓度处理下欧必克叶片质膜透

性均极显著低于（犘＜０．０１）其他品种，说明品种欧比克叶片细胞膜系统对于渗透胁迫的抵御能力较强。在胁迫

初期（低于５％ＰＥＧ浓度）与后期（２０％～２５％ＰＥＧ浓度），品种雅晴的质膜透性高于多福，而在胁迫中期（５％～

２０％ＰＥＧ浓度）的情况与之相反。多福和雅晴叶片相对含水量变化始终介于欧必克和凤凰之间。

图１　犘犈犌处理对４个多年生黑麦草品种叶片

相对含水量的影响

犉犻犵．１　犈犳犳犲犮狋狅犳犘犈犌狅狀狉犲犾犪狋犻狏犲狑犪狋犲狉犮狅狀狋犲狀狋

犻狀犾犲犪狏犲狊狅犳犳狅狌狉犔．狆犲狉犲狀狀犲狊狆犲犮犻犲狊

图２　犘犈犌处理对４个多年生黑麦草品种叶片

细胞膜透性的影响

犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狅犳犘犈犌狅狀狉犲犾犪狋犻狏犲狆犲狉犿犲犪犫犻犾犻狋狔狅犳

狆犾犪狊犿犪犻狀犾犲犪狏犲狊狅犳犳狅狌狉犔．狆犲狉犲狀狀犲狊狆犲犮犻犲狊

２．３　ＭＤＡ含量

ＭＤＡ含量的增加一定程度上表明植物细胞膜透性发生较大的胁迫性变化
［２３］。在２５％ＰＥＧ处理时品种凤

凰叶片 ＭＤＡ含量比对照增加了９１％，而欧必克只增加了４０％（表１）。这说明在渗透胁迫时凤凰叶片细胞膜系

统的受损伤程度最重，欧必克受损伤程度最轻，多福和雅晴则介于这两者之间。随着胁迫的加剧，各品种叶片

ＭＤＡ含量均呈上升趋势。

２．４　ＳＯＤ活性

超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）与其他过氧化物酶等协同作用可防御活性氧或其他过氧化物自由基对植物细胞生物

大分子物质的破坏作用，是植物体内重要的细胞保护酶防御系统之一。因此，植物组织中ＳＯＤ活性与其抗逆性

强弱密切相关［２４］。随着胁迫程度增加，各品种叶片内ＳＯＤ活性均呈先增大后减少的趋势（图３）。低胁迫水平使

ＳＯＤ活性增加，高胁迫水平则使ＳＯＤ活性不断降低。经方差分析各品种在２５％ＰＥＧ 浓度处理时的ＳＯＤ活性
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均显著低于（犘＜０．０５）对照。各品种均在５％ＰＥＧ浓度处理时ＳＯＤ活性增至最大，之后随渗透胁迫水平增加，

叶内ＳＯＤ活性不断下降。在不同ＰＥＧ浓度处理下欧必克叶片内ＳＯＤ活性均显著高于（犘＜０．０５）其他品种，说

明品种欧比克叶组织具有较强的抵御活性氧伤害的能力。另外，总体来看，凤凰叶内ＳＯＤ活性的变化幅度较其

他品种明显，对于胁迫的敏感程度较强，在一定程度上说明其抗性较弱。

２．５　游离脯氨酸

游离脯氨酸含量的变化在一定程度上反映了植物对不良逆境条件的响应与忍耐能力［２５］。在不同ＰＥＧ浓度

处理的渗透胁迫下，４个多年生黑麦草品种叶内游离脯氨酸含量都明显增加（图４）。随渗透胁迫加剧，各品种叶

内脯氨酸含量急剧上升，在２５％ＰＥＧ处理时达到最大，其中，品种欧必克叶内游离脯氨酸含量是对照的７．４倍，

而品种凤凰叶内脯氨酸含量仅为对照的４．２倍。

表１　犘犈犌处理对４个多年生黑麦草品种叶内丙二醛含量的影响

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狅犳犘犈犌狅狀犮狅狀狋犲狀狋狅犳犕犇犃犻狀犾犲犪狏犲狊狅犳犳狅狌狉犔．狆犲狉犲狀狀犲狊狆犲犮犻犲狊 μｍｏｌ／ｇＦＷ

品种Ｓｐｅｃｉｅｓ
ＰＥＧ处理浓度ＰＥＧｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（％）

０ ５ １０ １５ ２０ ２５

欧必克Ｏｐｅｃ ８．８８Ｃｃ ８．９８Ｃｃ １０．０７ＢＣｂｃ １０．１１ＢＣｂｃ １１．２４ＡＢａｂ １２．４９Ａａ

多福Ｔｏｖｅ ８．９０Ｂｂ ９．０１Ｂｂ １１．９７Ａａ １２．０３Ａａ １２．５７Ａａ １３．０７Ａａ

雅晴Ｙａｔｓｙｎ ８．９６Ｂｂ ９．００Ｂｂ ９．２５Ｂｂ ９．５９Ｂｂ ９．７１Ｂｂ １３．６１Ａａ

凤凰Ｐｏｌｉｍ ９．９５Ｅｅ １１．８１ＤＥｄ １３．７７ＣＤｃ １４．３６ＢＣｃ １６．２４Ｂｂ １８．９８Ａａ

　注：同行不同大写字母表示同品种在不同处理浓度差异极显著（犘＜０．０１），同行不同小写字母表示同品种在不同处理浓度差异显著（犘＜０．０５）。

　Ｎｏｔｅ：ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｓｈｏｗｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔＰＥＧｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔａｔｔｈｅ０．０１ｌｅｖｅｌｆｏｒｓａｍｅｖａｒｉｅｔｉｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅ

ｒｏｗｓ，ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｓｈｏｗｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔＰＥＧｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔａｔｔｈｅ０．０５ｌｅｖｅｌｆｏｒｓａｍｅｖａｒｉｅｔｉｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｓ．

图３　犘犈犌处理对４个多年生黑麦草品种

叶片犛犗犇活性的影响

犉犻犵．３　犈犳犳犲犮狋狅犳犘犈犌狅狀犛犗犇犪犮狋犻狏犻狋狔

犻狀犾犲犪狏犲狊狅犳犳狅狌狉犔．狆犲狉犲狀狀犲狊狆犲犮犻犲狊

图４　犘犈犌处理对４个多年生黑麦草品种

叶片游离脯氨酸含量的影响

犉犻犵．４　犈犳犳犲犮狋狅犳犘犈犌狅狀狆狉狅犾犻狀犲犮狅狀狋犲狀狋

犻狀犾犲犪狏犲狊狅犳犳狅狌狉犔．狆犲狉犲狀狀犲狊狆犲犮犻犲狊

３　小结与讨论

３．１　叶片相对含水量是表征植物遭受干旱胁迫的主要生理指标之一，相对含水量降幅越小，其抗旱性就越强。

本试验中４个黑麦草品种在干旱胁迫条件下叶片相对含水量均呈不断下降的趋势，２５％ＰＥＧ浓度处理时的相对

含水量均显著低于对照。品种欧必克叶片相对含水量均高于其他品种且其降幅较小，凤凰叶片相对含水量降幅

较大，多福和雅晴相对含水量变化则介于前两者之间。

３．２　ＭＤＡ是植物细胞膜脂过氧化物之一，能与细胞内各种成分发生反应，从而引起各种酶和膜的严重损伤
［２３］。
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当 ＭＤＡ含量大量增加时，表明植物体内细胞受到较严重的破坏，因此丙二醛含量是衡量膜透性发生胁迫性变化

的重要生理指标之一。另外，植物组织外渗液电导率可以表征质膜透性的变化并反映胁迫条件下植物质膜受损

伤的程度，电导率增幅越大，植物受胁迫损伤程度越重［２２］。４个多年生黑麦草品种叶内 ＭＤＡ含量及叶片电解质

外渗率都有所增加，说明其细胞膜系统都不同程度地受到了损坏。其中，品种凤凰 ＭＤＡ含量及叶片电解质外渗

率增幅较大，多福和雅晴次之，欧必克增幅较小。

３．３　植物遭受渗透胁迫时，细胞中生物活性氧的积累是造成细胞伤害乃至死亡的主要原因，而细胞中清除活性

氧的保护酶系统的存在和活性增强，是细胞免于伤害或抗性增强的主要原因之一。细胞内的保护酶系统主要有

ＳＯＤ、过氧化氢酶和过氧化物酶等。ＳＯＤ是植物体内清除活性氧系统的第１道防线，在活性氧清除系统中发挥

着特别重要的作用［２６］。ＳＯＤ活性越高，清除自由基的能力就越强，植物的抗逆性也越强
［２７］。本试验中品种欧比

克叶内ＳＯＤ活性持续居高，多福和雅晴的变化次之，而凤凰叶内ＳＯＤ活性的总体降幅较为明显。

３．４　脯氨酸是调节植物水分胁迫条件下细胞水势的物质之一，水分胁迫条件下脯氨酸含量会有所上升，脯氨酸

含量的积累反映了植物对不良环境条件的忍耐能力［１９，２８］。本试验结果分析认为，将参试各品种植物叶内游离脯

氨酸含量的变化作为渗透胁迫下的一种响应特征比较合理，这与万劲［２９］的结论基本一致。４个黑麦草品种叶内

游离脯氨酸含量均有不同程度的增加，增幅越大，对逆境胁迫的忍耐性能就越强。品种欧必克的增幅较大，多福

和雅晴的次之，凤凰的较小。关于脯氨酸含量在逆境条件下产生积累的生理效应有许多不同的观点，不同种类植

物叶片中脯氨酸含量变化的机理也不同［７］，有待于进一步深入研究。

３．５　逆境条件下，植物生理生化指标的变化与其抗旱性强弱存在一定对应关系。本试验结果表明，各生理生化

抗性指标中，渗透调节物质丙二醛及植物组织外渗液电导率的变化与植物抗性之间最能建立稳定的对应关系，可

在很大程度上比较全面地反映植物抗旱性的变化。综合分析得出，品种欧必克的抗旱性较强，多福和雅晴的次

之，凤凰的抗旱性较弱，且多福和雅晴之间的抗旱性差异不明显。这一结论将为我国干旱半干旱地区多年生黑麦

草不同品种的引种和筛选提供一定的理论依据和技术参考。
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