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摘 要
�

细绿萍
、

小叶萍以及它们的杂种萍对盐浓度的忍受能力的顺序为
�

杂种萍� 细绿萍� 小叶

萍
,

在低盐 ��
�

� � � �� �� 下
,

能促进红萍生长
。

低盐浓度胁迫下
,
� � � 活性随盐浓度的升高而升

高
,

但到一定盐浓度后 � � � 活性开始下降 �小叶萍在 �
�

� � ��� �时
、

细绿萍和杂种萍在 �
�

� � � ���

时
,

酶活性开始下降�
。

� � � 凝胶电泳谱带染色深浅随盐浓度的升高而加深
,

但到一定盐浓度后
,

谱

带染色变浅
,

实验结果与 � � � 活性测定相对应
。

叶肉细胞亚显微结构的观察表明
�

在盐胁迫下
,

红

萍叶片细胞受损伤的初始部位为叶绿体和线粒体
,

随后整个细胞的膜系统受损
、

混乱
、

以至破坏
,

本文并对 � � � 作为红萍抗盐育种的指标进行了讨论
。
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196 9年 M cc or d 和 Fr idov ich 首次发现超氧物岐化酶
。

它主要功能在于消除超氧物 自由基
,

减轻脂质过氧化作用和膜伤害[l.
’〕

。

K
ali

r

等 1981 曾报道盐生植物马齿觅在盐渍下能维持较高

的 so D 活性图
。

汪宗立 (1987) 也曾对水稻叶片在盐胁迫下质膜透性进行研究
,

认为膜系统

的伤害可能是脂质过氧化作用的结果[41
。

红萍作为稻 田绿肥在我国已有很久历史
。

目前
,

红萍 已由单纯作绿肥向饲料综合利用发

魏文雄同志 目前在本院生物技术研究中心工作 (福州 350003)
.

收稿 日期
: 199 0一 1 2一 1 5
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展
。

大量的海滨滩涂和盐碱地为红萍养殖提供广阔的前景
,

为此
,

培育耐盐的红萍品种是项

很有意义的工作
。

本文旨在研究红萍在盐胁迫下 So D 和细胞亚显微结构变化的关系
,

为红萍

耐盐品种的选育提供理论依据
。

1 材料和方法

1
.
1 供试材料

:
细绿萍 (A

.
filieuloides)

、

小叶萍 (A
,

m
i

e r o
p

h
y l l

a

) 和 由它们作亲本通过有

性杂交选育出的杂种萍 (H yb rid A zo lla )
“

榕萍 1一4 号
” 。

试验前把它们放在 630 2 培养液中预

培养 l周
。

1

.

2 红萍繁殖系数的测定
:
把细绿萍

、

小叶萍
、

杂种萍分别放置在含 O%
、

0

.

2
%

、

0

.

4
%

、

0

.

6
%

、

0

.

8
%

N
ac

l 的 6302 培养液中进行处理
,

每个浓度设三次重复
,

放萍量 5 9
。

生长状况

用繁殖系数表示
,

按下式计算川
:

1
.
CtZ

入一

—
In二, es

t
Z

一t
1 Ctl

(K = 繁殖系数 p
ropagative rate ; t, = 放萍时间I

noc ulating tim e; tZ二测产时间M ea su
ring tim e;

ctl一放萍量 Inoeulum ; C tZ= 测产量 A
eeum ulative am ount; In二 自然对数

naturallosa rithm )

1
.
3 S o D 酶活性测定

:
按 R ob er 等方法进行[l0 〕

。

3
ml 反应液中含有

:
50 m m ol压 磷酸缓冲液

(pH 7
.
8)

,

1 3 m m
o l

/
L 甲硫氨酸

,

7 5 林m o l/ L 氮蓝四哇 (N BT )
,

2 件m o l
/ L 核黄素

,

1 0 0 件m o l/
L

E D T A
。

加入适量酶液后在 4000 Lu
x
荧光灯下光照 15 m in

,

并在 56 0n m 下测定光密度
,

以不

加酶液的处理作为对照
。

酶活性单位采用抑制 N BT 光化还原 50 % 为 1个酶活性单位
。

1

.

4 S o D 酶凝胶电泳
:
采用聚丙烯酞钱垂直平板凝胶电泳

,

浓缩胶 T一 4 %
,

分离胶 T 一 9写
,

电泳 4一s hr
。

酶活性染色是将凝胶浸泡在 2
.
45 x 1o

一 3
m ol

/L
N B T

;

20
m in 后取出凝胶放入含

有 0
.
02 8 m ul /L 四 甲基乙二胺

,

2

.

8 x 1 0
一 “

m of
/
L 核黄素和 0

.
36 m of /L 磷酸钾缓冲液 pH 7

.
8 溶

液中 15 m i
n ; 最后放入 0

.
05 m ol/L 磷酸缓冲液 (pH 7

.
8 ) 10一‘m o

l
/
L E D T A 溶液中并按上述条

件照光 30 一 40 m in
。

S O D 酶的活性谱带是出现在蓝色背景上的无色透明区带[6j
。

1

.

5 叶肉细胞超微结构的观察
:
红萍经 2

.
5% 戊二醛和 l% 饿酸液中固定处理后

,

酒精逐级

脱水
,

环氧丙烷过滤
,

E p
on

8
12 包埋

,

超薄切片 (Sor va n M T
一

6 0 0 0 型超薄切片机)
,

醋酸双氧

铀和柠檬铅双重染色
,

用 JE M
一

1
00 cx /

l 型透射电镜观察
。

2 试验结果

2
.
1 不同盐浓度胁迫下红萍生长状况 经不同盐浓度处理 6天后的红萍繁殖系数测定表 明

,

在 0
.
2 % N acl 低盐浓度下细绿萍和杂种萍的繁殖系数均比对照 (0 % N aCI ) 高

,

但随着盐浓

度的提高
,

繁殖系数开始下降
。

当盐浓度达到 0
.
8% N acl 时

,

细绿萍和小叶萍繁殖系数呈负

值
,

杂种萍繁殖缓慢 (图 1)
。

可见耐盐能力为杂种萍> 细绿萍> 小叶萍
。

对培养 4周的杂种萍

形态观察结果表明
:
未加 N

ao 的对照萍表现嫩
、

薄
、

体小
,

经盐胁迫处理后
,

红萍形态起了

变化
。

0

.

2
%

N
a

cl 处理的红萍
,

不但繁殖系数比对照 0% N
acl 高

,

而且萍体厚
、

朵大
、

根多

而长
。

随着盐浓度上升
,

萍体的叶和根逐渐出现受害症状
; 上部叶出现脱水干枯

,

基部叶和

根发黑
,

逐渐脱落
; 到了 0

.
8 % N aC I红萍停止生长

,

根少且短
,

有的腐烂
,

仅能维持生存
。
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图 1 不同盐浓度处理 6天后的红萍繁殖系数

Fig
.
1 A zolla ProPagation eoeffieient treated w ith diff

erentsa lt eoneentration after 6 days

2
.
2 s0 D 活性的变化 不经盐 处理 的三种

萍
,

若 以细绿萍为参比进行酶活性比较
。

结果

以杂种萍与细绿萍酶活性差异不大 (t 值不显

著)
,

小叶萍与细绿萍酶活性差异达极显著 (见

表)
,

说明小叶萍在没有盐胁迫下 自身所产生的

自由基较多
,

就需要维持比较高水平的SoD 酶

活性才能正常生长
,

因此在盐胁迫下易受伤害
,

而杂种萍和细绿萍则相反
。

在盐胁迫初期
,

s o D 活性在数量上无多大

变化
,

但随时间的推移
,

酶活性发生了变化
。

在

第十二天对不同盐浓度下 so D 活性进行测定
,

发现随着盐浓度的升高
,

s o D 活性相应地提高
,

表 三种对照萍的 So D 活性和品种酶活性的比较

T abl e SO D aetivity of three eontrol Azolla and

eom Pari劝n of S O D aetiv ity am ong spe
e
les

品种

Spe eies

细绿萍

SO D 活性

SO D act ivity
t va一u e (值)

SSNH

A . filiCUloi deS

杂种萍
H y brid A zolla

小叶萍

A . m ieroPh y血

22.29

28.88

93
.90

,

酶单位/克鲜重 E
n盯m e unit/9 fr

esh w eigh t; N s
:
不显著

,

N o s

ign

i f i
ca

n t ; H s
:

极显著< 0
.
01 H igbst 51即irica nt

但每种萍升高到一定盐浓度后 (杂种萍和细

绿萍为 0
.
6 % N acl

,

小叶萍为 0
.
4 % N acl ) 有两点明显的不同

,

一是不耐盐品种起点高
,

增

幅小
,

而耐盐品种起点低增幅大
;
其次是前者在较低盐浓度下即达高峰

,

随后迅速下降
,

后

者可在较高盐浓度下才达到高峰
。

二者动态曲线有明显区别 (图 2)
。

2

.

3 s 0 D 酶凝胶电泳 在第十二天同时进行不同盐浓度胁迫下红萍酶凝胶 电泳测定
,

发现

细绿萍和杂种萍谱带相似
,

小叶萍则在负极区少了一条带 (图 3)
。

另外
,

由凝胶图谱得知
; 不

同盐浓度下酶带的宽窄和白色的明暗与所测的酶活性相对应
。

2

.

4 S o D 盐胁迫处理后红萍叶肉细胞亚显微结构的变化 红 萍叶肉细胞透射电镜观察表

明
:
在正常叶肉细胞中细胞核里充满了电子致密物质和核仁

; 细胞质中含有带基粒片层和核

糖体的椭圆形叶绿体
,

内脊丰富的线粒体
、

高尔基体
、

内质网
、

液泡以及电子致密物质 (图

版 I : 1、 2

、

3

、

4 ) 以杂种萍为代表 (其它两种萍相类似 )
。

在 。
.
6 % 盐胁迫下受损伤的叶肉

细胞中
,

发现叶绿体膨大
,

基粒片层向四周扩散 (图版 I : 5 、

6)

。

盐浓度增到 1% N aCI
,

叶

绿体膜被破坏
,

片层结构紊乱
,

线粒体内脊减少
,

成为透明的圆球体 (图版 l
: 8 、

9)

;

散乱



福建省农科院学报 第 7 卷

目....口日.目
C

目..日..圈.目
A

几口八”,I
n

1.1,.J

·
甲
+

.叫J I飞esj

l

wer.|T
J

nq
!

0n
O甘R
�

8

1 ()
)

八曰0
一了�h

A
:

细绿萍 A
.
f, l

, e u
l川d” s

B
:

杂种萍 H yb
:、 :

d
A

z
‘,

1 l
a

(

’
:

小日1
一

萍 A
. nl:。 r o

f
,
1 I

a

别构

ie ro户yll
a

�助\口�扮�>�-:自05划要�O的

细绿萍A
.
filieuloides

杂种萍H yb
rid A zoll。

图 3 三种萍的 SOD 同劝酶谱

Fig.3 SO D isoenzvm e bands ofthree A zolla.▲

沪, , - - 一丫一一一, 一一一一r

0 0
.
2 0

.
4 0

.
6 0

.
8 ‘N

a
C I% )

图 2 Nacl 处理 12 天后 so D 活性随盐浓度的变化

Flg
.
2 Changes of SO D aefjvity w ith eoneentration after 12 days

在细胞质中的类囊体片层
、

残破线粒

体和细胞溶质内陷成圆球体
,

它们都

在 液 泡 中被 消化 (图版 卜 7 、

9

、

]
0)

。

质膜逐渐脱离细胞壁
,

核膜开始

损 伤
,

在其周 围存在 电子 致密物质

3020100

(图版 l
: 7 、

1 一)
。

对细绿萍 (图版 l
: 7 、

8

、

9) 和杂种萍 (图版 l
:
10

、

11 ) 受损伤的叶肉细胞进行 比较
,

发现在相 同盐胁迫条件下
,

细绿萍中的类囊体片层 已严重损伤线粒体内脊消失
,

以及细胞质

液腔化比杂种萍严重
。

这结果进一步表明
,

杂种萍的耐盐力比细绿萍强
。

3 讨 论

脂质过氧化作用是 自由基攻击类脂中不饱和脂肪酸而引发的一系列自由基反应
,

最终造

成膜脂和膜蛋白的损伤而使细胞 内膜系统破坏圈
。

正常的植物细胞的叶绿体和线粒体在光合

作用和呼吸作用过程中会产生自由基 (0 仓和 O H
一

)[s

〕,

但由于细胞内存在 自由基净化剂
,

通过

去除 仇 以及减少了仇 所产生的其它活性氧浓度而对细胞起保护作用
。

本试验结果表明
:
随盐

浓度的增加
,

s o D 活性相应地提高
,

证明红萍叶肉细胞膜伤害与 自由基攻击类脂和脂肪酸有

关
。

红萍叶肉细胞亚显微结构的变化亦证明与脂质过氧化作用和膜伤害密切相关
。

在较低盐

胁迫下
,

耐盐品种细胞能维持较高的 so D 活性
,

脂质过氧化作用较弱
,

电镜下除能观察到叶

绿体中类囊体的轻度膨胀外
,

膜系统基本完整
; 随着盐胁迫强度加大

,

S o D 活性下降
,

脂质

过氧化作用加强
,

叶绿体内片层系统受到严重损伤
,

质膜断裂
、

线粒体内脊损伤
;
电镜观察

结果表明
:
细胞内自由基形成的两个主要场所—

线粒体和叶绿体在盐胁迫下超微结构变化

较早较为显著
,

亦暗示着细胞器的损伤可能是 自由基伤害的结果
。
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图版 I一 l说明
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。
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。
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。
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.
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。
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。

示丰富的内脊
。
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。
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。
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。
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