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亚精胺对PEG渗透胁迫下白三叶种子萌发及
幼苗抗旱效应的影响

彭丹丹,王晓娟,李 州,李亚萍,彭 燕
(草业科学重点实验室 四川农业大学动物科技学院草业科学系,四川 成都６１１１３０)

摘要:以‘拉丁诺’白三叶(Trifoliumrepenscv．Ladino)为试材,研究不同浓度 PEGＧ６０００(聚乙二醇Ｇ６０００)渗透胁迫下

亚精胺(spermidine,Spd)对白三叶种子萌发和幼苗抗旱的影响.结果表明,２０μmol􀅰L－１ Spd浸种能够显著(P＜
０．０５)提高１０％和１５％ PEGＧ６０００渗透胁迫下白三叶种子的萌发率和萌发指数,显著促进１５％ PEGＧ６０００渗透胁迫下

胚根的伸长生长和幼苗的单株鲜重,但对单株干重影响很小;２０％ PEGＧ６０００渗透胁迫下,外源添加２０μmol􀅰L－１Spd
能不同程度地提高白三叶幼苗叶片超氧化物歧化酶(superoxidedismutase,SOD)、过氧化物酶(peroxidase,POD)、过氧

化氢酶(catalase,CAT)和抗坏血酸过氧化物酶(ascorbateperoxidase,APX)活性,降低电解质渗透率(EL)和丙二醛

(MDA)含量,有效缓解叶片相对含水量(RWC)下降.表明渗透胁迫下 Spd能有效促进白三叶种子的萌发,增强幼苗

抗氧化能力,从而减轻渗透胁迫对白三叶幼苗的过氧化伤害,提高植株的耐旱性.
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Effectsofspermidineonseedgerminationandseedlingdroughtresistanceof
whitecloverunderosmoticstressinducedbyPEG

PengDanＧdan,WangXiaoＧjuan,LiZhou,LiYaＧping,PengYan
(KeyLaboratoryofGrasslandScience,FacultyofAnimalScienceand

Technology,SichuanAgriculturalUniversity,HuiminStreet２１１,Chengdu６１１１３０,China)

Abstract:Theaimofthisstudywastoinvestigatetheeffectofspermidine(Spd)onseedgerminationandseedＧ
lingdroughtresistanceofTrifoliumrepenscv．Ladinounderosmoticstressinducedbydifferentconcentration
ofpolyethyleneglycol６０００(PEGＧ２６０００)．Theresultsshowedthat２０μmol􀅰L－１SpdsoakingsignificantlyenＧ
hancedseedgerminationpercentageandgerminationindexunder１０％and１５％ PEGsolution,andincreased
radiclelengthandseedlingfreshweightunder１５％ PEGsolution,whereashadnoeffectondryweight．MeanＧ
while,whenexposedto２０％ PEG,seedlingstreatedwith２０μmol􀅰L－１SpdshowedahigherantioxidantenＧ
zymesactivitiesincludingSOD,POD,CATandAPX,andleafRWC,anddecreasedtheelectrolyteleakage
andMDAcontentcomparedtocontrol．Inconclusion,theseresultsindicatedthatSpdcaneffectivelypromote
theabilityofseedgerminationandenvironmentaladaptabilityofwhitercloverseedlingsunderosmoticstress,

protectthestructureofcellmembrane,andalleviatetheoxidativedamageinducedbyosmoticstressresulting
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　　白三叶(Trifoliumrepens)又称白车轴草,是优

良的豆科牧草及草坪草,在我国西南和长江中下游等

地区被广泛栽培和应用[１].白三叶具有营养丰富、生
长期长、草质柔嫩、粗纤维含量低、适口性好、产草量高

等特点,为各种畜禽所喜食;又因其根系匍匐生长、扩
展能力强、再生速度快,是较为理想的观花观叶冷季型

草坪草.在国内外城镇绿化、水土保持、生态环境保护

等方面起着重要作用.然而,白三叶喜冷凉湿润气候,
根系浅,调控蒸腾能力弱,干旱成为限制其优质高产的

主要因素之一[２].
多胺(polyamines,PAs)作为新一类植物生长调

节因子与信号分子,广泛参与植物多种生理过程,如种

子萌发、形态建成、性别分化、果蔬成熟与衰老,并且在

多种非生物胁迫条件下扮演着重要角色[３Ｇ５].高等植

物中常见的多胺包括腐胺(putrescine,Put)、尸胺(caＧ
daverine,Cad)、亚 精 胺 (spermidine,Spd)和 精 胺

(spermine,Spm).研究表明,多胺作为一种小分子物

质可能参与某些逆境信号的转导[６].其中,以Spd与

逆境胁迫关系的研究最为广泛,在植物抗逆中发挥着

多方面重要的作用[７].Spd浸种对植物种子的萌发具

有促进作用,有利于提高干旱胁迫下种子的萌发率和

种子的活力[８].而且,萌发种子体内内源多胺(Spm
和Spd)的含量还与种子的发芽能力呈一定的正相关

关系[９].此外,外源Spd还能有效缓解环境胁迫对种

子幼苗的不利影响,如干旱[１０]、低温[７]、高温[１１]、高

盐[１２Ｇ１３]等.干旱胁迫下外源喷施Spd显著降低番茄

(Lycopersiconesculentum)幼苗 O２
－ 和 H２O２ 以及

MDA含量,诱导抗氧化酶活性及 AsA 和 GSH 含量

升高,激发匍匐翦股颖(Agrostisstolonifera)内源多

胺与其它植物激素含量增加,抗氧化酶活性增高[１４Ｇ１５],
从而提高植物的抗旱能力.

随着全球气候环境的变化,干旱已成为限制农业

可持续发展的重要因素.而种子萌发和幼苗建成是植

物生命活动的初始阶段,其体内正经历着一个复杂的

植物生理生化、物质代谢过程,易受内部或外部生长物

质及环境因子调控的影响,干旱作为一种最主要的逆

境因子,严重影响了种子萌发和幼苗建成时对环境的

适应能力,从而直接或者间接影响植物后期的生长和

发育[１６Ｇ１７].已有研究表明,外源添加Spd能提高干旱

胁迫下匍匐剪股颖抗氧化酶的活性[１８].在此基础上,

本研究通过分析PEG渗透胁迫下Spd浸种预处理对

白三叶种子萌发的影响,并结合水培法,探索根施Spd
对渗透胁迫下白三叶幼苗抗氧化酶系统的影响,旨为

探索提高逆境胁迫下植物建植的途径奠定理论基础,
同时也丰富多胺在植物抗旱性方面的研究内容.

１　材料与方法

１．１　供试材料

本研究以干旱敏感型白三叶‘拉丁诺’(T．repens
cv．Ladino)种子为试材,供试种子来源于成都金种燎

原种子有限公司.

１．２　试验设计

１．２．１　渗透胁迫下白三叶种子萌发试验　选择两组

籽粒饱满、大小一 致 的 白 三 叶 种 子,先 经 ０．１％ 的

HgCl２ 消毒洗净后,用蒸馏水浸泡１h,然后分别于

Spd(浓度为２０μmol􀅰L－１)和蒸馏水(作为对照 CK)
中浸泡２h.该过程均在避光条件下进行.预处理的

种子用蒸馏水反复冲洗数次后,选取５０粒分别接种于

经等体积的０、１０％、１５％、２０％(w/w)PEGＧ６０００渗透

液浸湿的双层滤纸的培养皿中,每个处理４次重复.
将培养皿置于光照培养箱中培养,光周期与昼夜温度

分别为 １２h/１２h,２３ ℃/１９ ℃,光 照 强 度 为 ３５０

μmol􀅰(m２􀅰s)－１,相对湿度为７５％,并定期添加等

量相应浓度的PEGＧ６０００溶液,连续观察培养７d,根
据植物生长调节剂促进/抑制种子萌发试验准则[１９]研

究Spd浸种对不同浓度PEGＧ６０００胁迫下白三叶种子

萌发的影响.

１．２．２　白三叶幼苗抗旱试验　采用水培法培育白三

叶幼苗.种子经 HgCl２ 消毒后,均匀撒播在预先消毒

的盛有石英砂的塑料育苗盆中,于２４h光照培养箱中

(与上述培养箱环境一致)进行萌发,待种子出苗后更

换为 Hoagland’s营养液继续培养至３０d(第２片成熟

叶片完全展开)时进行处理.试验共设３个处理组:１)
对照(CK),使用 Hoagland全营养液进行正常培养;

２)PEG,使用含有２０％(w/w)PEGＧ６０００的 Hoagland
全营养液进行水分胁迫处理;３)PEG＋Spd,向 HoagＧ
land全营养液中加入２０μmol􀅰L－１ Spd后再加入

２０％(w/w)PEGＧ６０００进行胁迫处理.每个处理４次

重复,分别于处理后的０、４、８、１２、１６d取样测定相关

生理指标.

０４７１
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１．３　指标测定及方法

１．３．１　种子萌发相关指标的测定与方法　于萌发后７
d时统计种子萌发相关指标.

萌发率(GR)＝n/N×１００％,
式中:n 为萌发种子总数,N 为供试种子数.

萌发指数(GI)＝∑(Gt/Dt).
式中:Dt 为种子萌发数,Gt 为相应萌发天数[２０].

胚根长及单株鲜、干重的测定:于每个处理的４次

重复中各取１５株幼苗,用直尺测量胚根长;再用干净

的吸水纸吸干表面的处理液,称取鲜重,然后将样品用

锡箔纸包裹置于１０５ ℃烘箱杀青４５min,再于７５ ℃
恒温７２h烘至恒重,称取样品干重[２１Ｇ２２].

１．３．２　幼苗抗旱生理指标测定与方法　白三叶幼苗

叶片粗酶液的提取:取０．１g白三叶叶片,加入液氮用

组织研磨机捣碎后,加入１．５mL预冷的磷酸缓冲液

(１５０mmol􀅰L－１,pH７．０)和１％ 聚乙烯吡咯烷酮

(PVP)充分冰浴研磨,４℃下１５０００r􀅰min－１离心２０
min,取上清液即为粗酶待 测 液,用 于 SOD、POD、

CAT、APX、MDA以及可溶性蛋白含量的测定.
超氧化物歧化酶(SOD)活性采用核黄素－NBT

法测定[２３],过氧化物酶(POD)采用愈创木酚显色法测

定[２４],过氧化氢酶 (CAT)采用紫外吸收法进行测

定[２２],抗坏血酸过氧化物酶(APX)活性参照 Nakano
和 Asada[２５]的方法测定,丙二醛(MDA)含量采用硫代

巴比妥酸比色法测定[２６],可溶性蛋白含量采用考马斯

亮蓝法测定[２７].幼苗叶片相对含水量(RWC)采用烘

干法测定并根据公式RWC＝(鲜重－干重)/(饱和鲜

重－干重)×１００％进行计算[２８];电解质渗透率(EL)
采用电导率仪测定并根据公式[２９]:相对电导率＝煮前

电导率/煮后电导率×１００％计算.

１．４　数据分析

每个试验处理随机设置４次重复.采用 Excel
２００３进行绘图与数据处理;SAS８．０软件进行方差分

析和显著性检验(P＜０．０５).用平均值±标准误展示

试验结果.种子萌发部分数据分析先分别对同一

PEG浓度下不同处理进行单因素方差分析和多重比

较,然后对同一处理不同PEG浓度进行单因素方差分

析和多重比较,幼苗抗旱试验部分仅根据同一时间不

同处理下的数据进行方差分析和多重比较.

２　结果

２．１　Spd浸种对渗透胁迫下白三叶种子萌发的影响

２．１．１　白三叶种子发芽能力　正常条件下(PEG浓度

为０),经Spd浸种处理与未经浸种处理的白三叶种子

萌发的各项生理指标均没有显著差异(P＞０．０５)(图

１).渗透胁迫下,白三叶种子萌发率和萌发指数随

PEG胁迫强度的增大而显著降低(P＜０．０５),且下降

幅度逐渐增大.与未经Spd浸种处理相比,Spd浸种

均不同程度地提高了渗透胁迫下白三叶种子萌发的各

项指标,并在PEG浓度为１０％和１５％时达到显著影

响(P＜０．０５),其萌发率和萌发指数较未浸种分别增

高了３．６％、８．０％和４．６％、６．４％.当 PEG 浓度达到

２０％时,Spd浸种处理与未浸种处理之间已无显著差

异(P≥０．０５)(图１).

图１　亚精胺浸种对PEG渗透胁迫下白三叶

种子萌发能力的影响

Fig．１　EffectsofseedＧsoakingwithspermidineonseed

germinationofwhitecloverunderosmoticstress
注:不同小写字母表示未浸种处理或者Spd浸种下不同PEG浓度间差

异显著(P＜０．０５),“∗”表示在同一PEG浓度下Spd浸种处理与未浸

种处理间差异显著(P＜０．０５).图２同.

Note:DifferentlowercaselettersfornoseedＧsoakingorSpdseedsoaＧ

kingindicatesignificantdifferenceamongdifferentPEGconcentrations

at０．０５level,and∗indicatesignificantdifferencebetweennoseedＧsoaＧ

kingandSpdseedsoakingunderthesamePEGstresstreatmentat０．０５

level．ThesameinFig．２．

２．１．２　白三叶胚根长及幼苗单株鲜、干重　 正常条件

下(PEG浓度为０),Spd浸种处理能显著提高白三叶

胚根长以及幼苗的单株鲜重(P＜０．０５)(图２).PEG
渗透胁迫均不同程度降低了白三叶种子胚根长以及幼

１４７１
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图２　亚精胺浸种对渗透胁迫下白三叶种子

胚根根长及单株鲜、干重的影响

Fig．２　EffectsofseedＧsoakingwithSpermidineon
rootlength,freshweightanddryweightof
whitecloverseedlingsunderosmoticstress

苗的单株鲜、干重,并总体呈下降的趋势.随着 PEG
浓度的升高,胚根长和幼苗单株的鲜重下降幅度较为

明显,幼苗干重下降幅度很小.Spd浸种处理有效提

高了白三叶种子胚根长和幼苗鲜重,尤其在１５％PEG
胁迫下,较 未 浸 种 处 理 分 别 显 著 提 高 了２０．４６％ 和

２１．６１％(P＜０．０５),而幼苗的干重几乎不受Spd浸种

处理的影响,除２０％ PEG胁迫处理外,其它相同PEG
浓度下浸种与未浸种间无显著差异(P≥０．０５)(图２).

２．２　Spd对渗透胁迫下白三叶幼苗抗旱性的影响

２．２．１　Spd对白三叶叶片相对含水量(RWC)的影响

　PEG 渗透胁迫显著降低了白三叶幼苗叶片的水分

含量,并随着胁迫时间的延长总体呈下降趋势(图３).

外源添加Spd可明显减缓渗透胁迫下叶片相对含水

量的降低,使植株在胁迫期间维持相对较高的水分含

量,在胁迫的８和１２d时,与直接 PEG 胁迫相比,外
源Spd使白三叶叶片相对含水量分别提高了１８．６０％
和２７．４４％(P＜０．０５).

图３　亚精胺处理对渗透胁迫下白三叶叶片相对含水量的影响

Fig．３　EffectsofSpermidineonrelativewatercontentof
whitecloverleavesunderosmoticstress

注:不同小写字母表示同一时间不同处理间差异显著(P＜０．０５).下

同.

Note:Differentlowercaselettersshowsignificantdifferenceamongthe

differenttreatmentsatthesametimeat０．０５level．Thesamebelow．

２．２．２　Spd对白三叶叶片电解质渗透率(EL)及丙二

醛(MDA)含量的影响　PEG渗透胁迫下白三叶幼苗

叶片电解质渗透率和 MDA 含量迅速升高,而外源添

加Spd可有效抑制这种趋势,减轻渗透胁迫对细胞膜

脂质的过氧化伤害,维持细胞膜的完整性.渗透胁迫

４、８、１２和１６d时,相比于直接PEG胁迫处理,外源添

加 Spd条 件 下 电 解 质 渗 透 率 分 别 降 低 了２６．０８％、

５６．６０％、１８．３６％ 和 ２６．６５％,MDA 含 量 分 别 降 低 了

１２．３４％、２４．７２％、２７．３６％和３０．８１％(P＜０．０５)(图４).

２．２．３　Spd对白三叶叶片抗氧化酶活性的影响　外源

Spd不同程度地影响了PEG渗透胁迫下白三叶叶片４
种抗氧化酶的活性(图５).渗透胁迫诱导SOD 活性

升高,外源添加Spd进一步诱导其活性的增强.在处

于渗透胁迫的４和８d时,外源添加Spd处理的SOD
活性较直接PEG处理分别高出了１２．３９％和２１．２３％
(P＜０．０５)(图５).随着渗透胁迫时间的延长,POD
活性总体呈降低的趋势,Spd处理可以有效减缓其下

降的速率,使其POD活性显著高于直接PEG胁迫,缓
解了渗透胁迫对 POD活性的抑制作用(图５).PEG
胁迫下,CAT活性随PEG浓度的升高,呈先增高后降

低的趋势,在胁迫８d时,外源添加Spd处理的 CAT
活性显著高于直接PEG胁迫处理,提高了１４．５９％(图

５).渗透胁迫诱导激活了APX的活性,随着胁迫时
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图４　亚精胺处理对胁迫下白三叶叶片电解质渗透率和丙二醛含量的影响

Fig．４　EffectsofspermidineonelectrolyteleakageandMDAcontentofwhitecloverleavesunderosmoticstress

图５　亚精胺处理对渗透胁迫下白三叶叶片抗氧化酶活性的影响

Fig．５　Effectsofspermidineonantioxidantenzymeactivitiesofwhitecloverleavesunderosmoticstress

间的延长,APX呈逐渐升高的趋势,外源添加Spd进

一步提高了 APX的活性,在胁迫的８和１２d时较直

接 PEG 处理分别增加了 １８．６２％ 和 ２３．８６％(P ＜
０．０５)(图５).

３　讨论与结论

种子发芽的基本指标在一定程度上反映了种子发

芽情况和幼苗对环境的适应能力[３０],干旱等逆境胁迫

具有显著影响种子萌发和幼苗生长时对环境适应能力

的负面效应.多胺作为一种植物生长调节物质,可以

促进番茄(Lycopersicon)[３１]、玉米(Zeamays)[３２]和

莴苣(Lactucasativa)[３３]等种子的萌发.本研究表

明,Spd浸种处理对不同浓度PEG胁迫下供试白三叶

种子的萌发均有一定的促进作用.正常条件下,Spd
浸种处理能显著提高白三叶种子的胚根长和幼苗鲜

重,而其余各项种子萌发的生理指标与未经浸种处理

的均无明显的差异.随着渗透胁迫程度的加剧,Spd
浸种处理对白三叶种子萌发的影响愈见明显,在PEG
浓度为１０％和１５％下,其萌发率和萌发指数均显著高

于直接PEG渗透胁迫,在１５％ PEG浓度下对种子胚

根长和种子幼苗的单株鲜重具有显著的促进作用,但
对种子幼苗的干重作用效果不明显.当PEG 胁迫浓
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度达到２０％时,Spd浸种处理与未浸种处理间已无显

著差异.表明在一定的渗透胁迫范围内,Spd浸种处

理能显著减缓PEG胁迫对白三叶种子萌发的抑制作

用,当胁迫程度超出了Spd所能调控的范围,其缓解

作用已非常微小.值得说明的是,本研究中,种子萌发

时均在带盖的培养皿内进行,且保证各处理处于相同

的试验环境并定时、定量地添加PEG溶液进行胁迫处

理,始终保持滤纸处于湿润状态,确保了试验的合理

性,但不能排除PEG溶液蒸发带来的试验误差.
叶片相对含水量反映了植物在逆境下自身保水能

力的情况.本研究采用２０％ PEG产生的渗透胁迫引

起了白三叶幼苗叶片相对含水量的显著降低.干旱胁

迫下喷施Spd可减缓小麦(Triticumaestivum)叶片

RWC的骤降,说明喷施Spd能够起到保水的作用[３４].
本研究也发现,随着处理时间的延长,渗透胁迫程度不

断加剧,白三叶叶片卷曲和萎蔫程度也逐渐加重,植株

失水严重,在干旱胁迫的８和１２d时,外源Spd处理

使白三叶叶片相对含水量比直接 PEG 胁迫提高了

１８．６％和２７．４４％(P＜０．０５),并表现出相对较轻的叶

片萎蔫程度.表明外源Spd处理能有效减缓渗透胁

迫下白三叶叶片的失水.
逆境胁迫下植物体内活性氧(ROS)迅速积累,过

多的活性氧引发和加剧膜脂过氧化程度,细胞膜结构

和稳定性遭到破坏,植物叶片电解质渗透率和 MDA
含量是显示细胞膜受损程度的重要指标[３５].植物受

胁迫程度越大,叶片组织电解质渗透率和 MDA 含量

越高[３６].本研究结果显示,随着渗透胁迫程度的加

剧,白三叶幼苗叶片电解质渗透率和 MDA 含量不断

增加,外源添加Spd能不同程度地减缓电解质渗透率

和 MDA含量的增高,降低膜脂过氧化程度,有效提高

了渗透胁迫下白三叶叶片细胞膜结构的稳定性,减轻

了PEG胁迫对白三叶幼苗生长的抑制作用.
植物在长期的进化过程中,形成了一套完整的抗

氧化防御系统,增强了自身对外界不良环境的抵御能

力,维持植物细胞内活性氧代谢的动态平衡,减轻植物

受到的过氧化伤害[３７].SOD、POD、CAT 和 APX 作

为植物体内常见的抗氧化保护酶,其含量及活性高低

反映机体内氧自由基及歧化反应产物 H２O２ 的清除能

力[３８].干旱胁迫能诱导大豆(Glycinemax)[３９]、小

麦[４０]和玉米[４１]等植株体内 ROS清除酶活性的增强.
多胺作为多聚阳离子化合物,对植物组织中的ROS自

由基具有一定的清除作用.外源Spd通过提高大豆

幼苗抗氧化酶活性以延缓大豆叶片叶绿素和蛋白质的

降解速度[３５].本研究显示,PEG渗透胁迫诱导了白三

叶幼苗SOD和 APX酶活性升高,POD和 CAT酶活

性先升高后降低,外源添加 Spd不同程度地提高了

SOD、POD 、CAT和 APX酶的上升幅度,这一研究结

果与水稻(Oryzasativa)[４２Ｇ４３]上的研究结果相一致.
表明外源Spd能有效促进抗氧化保护酶活性的增高,
从而减轻PEG胁迫对白三叶幼苗的过氧化伤害,提高

白三叶幼苗的耐旱性.
综上所述,２０μmol􀅰L－１Spd浸种能有效提高一

定范围的PEG渗透胁迫下白三叶种子的萌发能力(萌
发率、萌发指数及种子萌发时胚根的生长、植株的鲜、
干重)和幼苗对逆境的适应能力.同时,外源添加Spd
还能促进渗透胁迫下白三叶幼苗叶片的保水力,进一

步诱导抗氧化保护酶活性的升高,降低膜脂过氧化程

度,从而提高植株的耐旱性.
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