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摘摇 要摇 以世界主要油料作物油菜(Brassica napus L. )为研究对象,研究了干旱胁迫下外
施壳寡糖对叶片超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化物酶(POD)活性、叶绿素荧光参数及叶片
相对含水量的影响。 结果表明:壳寡糖处理早期油菜叶片 SOD 和 POD 活性明显下降,后期
SOD 和 POD 活性明显升高;壳寡糖处理后脯氨酸含量明显升高。 壳寡糖还能够诱导光系
统 II 最大光化学效率(Fv / Fm)、光系统 II 有效光化学量子产量(Fv忆 / Fm忆)、光化学荧光猝灭
系数(qP)和光系统 II 电子传递量子产量(椎PS域)明显提高,同时初始荧光(Fo)和非光化学
荧光猝灭系数(qN)明显降低。 此外,壳寡糖还能够提高油菜叶片相对含水量。 研究表明,
外施壳寡糖改善了油菜抗旱相关的生理指标进而增强其抗旱能力。
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Effects of oligochitosan on the leaf physiological indices of Brassica napus L. under drought
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Abstract: Taking Brassica napus L. , an oil crop broadly cultivated in the world as test object, a
greenhouse experiment was conducted to study the effects of oligochitosan on the leaf super oxide
dismutase (SOD) and peroxidase ( POD) activities, proline content, chlorophyll fluorescence
parameters, and relative water content under drought stress. After spraying oligochitosan, the leaf
SOD and POD activities decreased at early stage but increased obviously at late stage, whereas
the leaf proline content increased obviously throughout the process. The maximum quantum yield
of photosystem II (Fv / Fm), excitation capture efficiency of open centers (Fv忆 / Fm忆), photo鄄
chemical quenching coefficient (qP), and effective quantum yield of photosystem II photochemis鄄
try (椎PSII) all increased obviously, while the minimal fluorescence of dark鄄adapted state (Fo)
and non鄄photochemical quenching coefficient ( qN) had an obvious decrease. The leaf relative
water content also increased. It was suggested that oligochitosan could improve the related physio鄄
logical indices of B. napus against drought, and further, enhance the drought resistance of the oil
crop.

Key words: oligochitosan; drought stress; Brassica napus L. ; antioxidant enzyme activity; leaf
relative water content; chlorophyll fluorescence parameter.
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摇 摇 寡糖(oligosaccharide)为 2 个或 2 个以上(一般 指 2 ~ 10 个)单糖单位以糖苷键相连形成的糖分

子。 其作为植物免疫激活因子的基础研究始于 20
世纪 60、70 年代。 Albersheim 和 Darvill (1985) 认

为,寡糖具有调控植物生长、发育、繁殖、防病和抗病

等方面的功能,刺激植物的免疫系统反应,激活防御
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反应和调控植物生长,产生具有抗病害的活性物质,
进而抑制病害的形成。

寡糖包括寡聚半乳糖醛酸、木聚寡糖和壳寡糖

(oligochitosan,COS)等。 壳寡糖是由氨基葡萄糖通

过 茁鄄1,4 键连接而形成的线性多糖,一般由 2-10 个

氨基葡萄糖连接而成。 壳寡糖对植物多种病害均有

较好的防治作用 ( Yin et al. , 2006; Zhao et al. ,
2007)。 其具有原料来源丰富、生产成本低、药效

高、无毒等优点,已经开发成为绿色环保生物农药。
以壳寡糖为主要成分的药剂已经获得了中国农药许

可证号。 在农业生产上大面积应用,已经在全国 30
多个省市自治区得到了推广。 这不仅对中国绿色农

业的日益发展壮大,而且对农业生产的无公害化都

具有推动作用。
最新的研究发现,壳寡糖通过信号识别、信号转

导及调控抗性相关的基因及蛋白从而激活植物内部

免疫。 当壳寡糖信号进入细胞质后会快速转导形成

一个复杂的信号网络,Ca2+、活性氧、一氧化氮、茉莉

酸、水杨酸和脱落酸都参与了壳寡糖激活的信号通

路(Zhao et al. ,2007; Li et al. ,2009; 李艳等,2010;
Lu et al. ,2010; Yin et al. ,2010a,2010b)。 另外,
Yin 等(2010b)还发现,壳寡糖对植物的作用与疫苗

对人和动物的作用相似,因此,他们认为壳寡糖可以

作为植物疫苗。 Guo 等(2009)利用荧光探针发现,
壳寡糖能够被烟草细胞识别并被绑定到其细胞壁和

细胞膜,并且诱导吲哚乙酸和过氧化物酶产生。 此

外,壳寡糖还能诱导干旱胁迫下油菜净光合速率提

高(李艳等,2008)。
目前,水资源短缺是公认的全球性环境问题之

一。 中国也是干旱频发国家,干旱胁迫严重影响了

植物的生长发育,造成作物严重减产,使我们的生存

环境日益恶化,同时加剧了全球性的粮食危机。 因

此,提高作物的抗旱能力已经成为现代植物研究工

作中急需解决的关键问题之一。
本文通过研究干旱胁迫下外施壳寡糖对世界主

要油料作物油菜(Brassica napus L郾 )生理指标的影

响,进一步认识壳寡糖对于植物抗性的改变,旨在为

提高植物抗性寻找新的途径。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料及其培养条件

材料为油菜“沪油 15冶,来自中国科学院大连化

学物理研究所。 选取生长一致的油菜幼苗,分别移

栽于同样大小的装有等量同土质的盆内。 对照

(CK)以及断水后第 3、6、9、12 和 15 d 土壤相对含

水量分别为 85% ~ 86% 、70% ~ 72% 、61% ~ 62% 、
50% ~ 52% 、40% ~ 41% 和 28% ~ 29% 。 温度为

16益 ~22益,相对湿度为 58% ~82% 。
1郾 2摇 叶片相对含水量测定

幼苗浇水充足后,每株喷施 50 mg·L-1的壳寡

糖(聚合度 2 ~ 10,下同)10 ~ 15 mL 至叶片滴水为

止,喷施 dH2O 为对照(CK),喷施一次后进行断水

试验。 断水后第 3、6、9、12 和 15 天用饱和含水量法

测定第 3 片展叶的叶片相对含水量。 相对含水量:
RWC(% )= [(FW-DW) / (TW-DW)] 伊100,FW:
叶片鲜重,TW:在 4益冰箱中恢复吸水 24 h 后叶片

的重量,DW:以上叶片在 80 益烘箱中烘干 48 h 后

的重量。
1郾 3摇 研究方法

1郾 3郾 1摇 实验设置摇 油菜幼苗共 3 个处理:非胁迫幼

苗喷施 dH2O (CK1),幼苗喷施 dH2 O 后干旱胁迫

(CK2),幼苗喷施 50 mg·L-1的壳寡糖后干旱胁迫

(COS)。 分别于处理后第 3 天、第 6 天、第 9 天和第

12 天取第 3 片展叶进行生理参数测定。 重复 3 次。
粗酶液:取 1 g 叶片置于 6 mL 50 mmol·L-1磷

酸缓冲液(pH 7郾 8,内含 1% PVP)中,在冰浴中研磨

提取酶液,匀浆后以 10000 g,4 益离心 20 min,取上

清为粗酶液,-20益备用。
1郾 3郾 2 摇 SOD 活性测定 摇 按 SOD 抑制氮蓝四唑

(NBT)光化还原法测定:3 mL 反应液中含 50 mmol
·L-1(pH 7郾 8,内含 1% PVP)磷酸缓冲液,13 mmol
·L-1甲硫氨酸,75 滋mol·L-1氮蓝四唑,100 nmol·
L-1 EDTA 和 4 滋mol·L-1核黄素。 再加入 50 滋L 粗

酶液。 先在日光灯(4000 lx)下反应 10 min,然后以

黑暗终止反应 5 min 后,在 560 nm 下比色。 以抑制

NBT 光化还原的 50%为一个酶活性单位。
1郾 3郾 3摇 POD 活性测定 摇 反应液中含 2郾 9 mL 0郾 05
mol·L-1磷酸缓冲液、1 mL 0郾 25% 愈创木酚溶液、
0郾 1 mL 酶粗液、1 mL 2% H2O2。 连续记录测定 25
益下 460 nm 吸光值的变化。
1郾 3郾 4摇 游离脯氨酸含量测定 摇 准确称取 0郾 5 g 新

鲜叶片放入具塞试管,加入 5 mL 3%的磺基水杨酸,
沸水浴 10 min,冷却后过滤于带塞玻璃试管中(空
白对照:加 2 mL 蒸馏水),然后依次加入 2 mL 冰醋

酸及 4 mL 酸性茚三酮,盖上玻璃塞,再次沸水浴 60
min,冷却后加入 4 mL 甲苯,振荡 60 s,静置片刻,用
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胶头吸管取上层萃取液于 520 nm 波长下比色测定。
1郾 3郾 5摇 叶绿素荧光参数的测定摇 叶片经暗适应 30
min 后,测定各自的荧光动力学参数,初始荧光

(Fo),最大荧光 (Fm),可变荧光 (Fv = Fm -Fo),光
系统 II 最大光化学效率(Fv / Fm),光系统 II 有效光

化学量子产量(Fv忆 / Fm忆),光系统域电子传递量子产

量(渍PS域),光化学猝灭系数(qP)和非光化学猝灭

系数(qN)。
1郾 4摇 数据处理

采用 Excel 软件中的 t 检验分析处理非胁迫与干

旱胁迫及干旱胁迫与壳寡糖处理之间的差异显著性。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 壳寡糖对干旱胁迫下油菜叶片相对含水量的

影响

断水后幼苗随着时间的延长逐渐萎蔫(图 1)。
处理后第 3 天其相对含水量差异不显著(P<0郾 01)。
在第 6 天、9 天和第 12 天,壳寡糖处理的明显高于

对照(P<0郾 01)。 在第 15 天,壳寡糖处理的严重萎

蔫,而对照枯萎死亡。
2郾 2摇 壳寡糖对干旱胁迫下油菜 SOD 和 POD 活性

的影响

断水后第 3 天和第 6 天干旱胁迫与非胁迫相比

其 SOD 和 POD 活性无明显变化,随着断水时间延

长至第 9 天和第 12 天,SOD 和 POD 活性明显下降

(P<0郾 05) (图 2a、图 2b)。
干旱胁迫下,浓度为 50 mg·L-1的壳寡糖处理的

幼苗与 dH2O 处理的相比在第 3 天和第天 6 其 SOD
和 POD 活性明显减小(P <0郾 05),处理后第 9 天和第

12 天其 SOD 和 POD 活性显著提高(P<0郾 05)。

图 1摇 壳寡糖处理对干旱胁迫下油菜叶片相对含水量的影响
Fig. 1摇 Effects of oligochitosan on RWC of Brassica napus
L郾 under drought stress
**:COS 与 CK 差异极显著。

图 2摇 壳寡糖对干旱胁迫下油菜 SOD、POD 活性的影响
Fig. 2摇 Effects on of oligochitosan on activities of SOD and
POD of Brassica napus L郾 under drought stress
*: CK2 与 CK1 差异显著,**:CK2 与 CK1 差异极显著;摇 #:COS
与 CK2 差异显著, ##:COS 与 CK2 差异极显著,下同。

2郾 3摇 壳寡糖对干旱胁迫下油菜游离脯氨酸含量的

影响

断水后第 3 天,干旱胁迫的油菜幼苗游离脯氨

酸含量与非干旱胁迫相比无明显变化,断水后第 6
天至第 12 天显著升高(P<0郾 01)(图 3)。

在干旱胁迫下,壳寡糖处理的幼苗游离脯氨酸

含量与 dH2O 处理的对照相比断水后第 3 天和第 6
天无明显变化,断水后第 9 天和第 12 天显著提高

(P<0郾 01)。
2郾 4摇 干旱胁迫下壳寡糖对油菜叶片叶绿素荧光参

数的影响

随着干旱胁迫时间的延长,干旱胁迫与非干旱

胁迫相比Fv / Fm 、Fv 忆 / Fm 忆、qP和椎PS域 降低,Fo 和

图 3摇 壳寡糖对干旱胁迫下油菜脯氨酸含量的影响
Fig. 3摇 Effects of oligochitosan on proline content of Brassi鄄
ca napus L郾 under drought stress
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qN 提高,而壳寡糖能够提高 Fv / Fm、Fv忆/ Fm忆、qP 和

椎PS域,降低 Fo和 qN(P<0郾 05 或 P<0郾 01)(图 4 ~图 9)。

图 4摇 干旱胁迫下壳寡糖对油菜叶片 Fo的影响
Fig. 4摇 Effects of oligochitosan on Fo of Brassica napus L.
under drought stress

图 5摇 干旱胁迫下壳寡糖对油菜叶片 Fv / Fm的影响
Fig. 5摇 Effects of oligochitosan on Fv / Fm of Brassica napus
L. under drought stress

图 6摇 干旱胁迫下壳寡糖对油菜叶片 Fv 忆 / Fm 忆的影响
Fig. 6摇 Effects of oligochitosan on Fv 忆 / Fm 忆 of Brassica na鄄
pus L. under drought stress

图 7摇 干旱胁迫下壳寡糖对油菜叶片 qP 的影响
Fig. 7摇 Effects of oligochitosan on qP of Brassica napus L.
under drought stress

图 8摇 干旱胁迫下壳寡糖对油菜叶片 qN 的影响
Fig. 8摇 Effects of oligochitosan on qN of Brassica napus L.
under drought stress

图 9摇 干旱胁迫下壳寡糖对油菜叶片 椎PS域的影响
Fig. 9 摇 Effects of oligochitosan on 椎PS域 of Brassica napus
L. under drought stress

3摇 讨摇 论

3郾 1摇 壳寡糖对干旱胁迫下油菜叶片 SOD 和 POD
酶活性的影响

在正常情况下,植物体内活性氧产生与清除处

于平衡状态,不会导致细胞伤害。 植物在受到干旱

胁迫时,植物细胞中活性氧的积累造成细胞伤害,具
体表现为导致参加各种生理生化反应的酶失活;攻
击核酸碱基,使嘌呤碱和嘧啶碱结构变化,导致变异

出现或变异的积累;对 DNA 复制过程的损伤,从而

妨碍蛋白质合成;使维持细胞区域化的膜系统受损

或瓦解(Mckersie et al. ,1996;Apel et al. ,2004)。
严重干旱,导致活性氧的大量积累,抑制植株生长发

育,导致植株死亡(Reddy et al. ,2004)。
摇 摇 在干旱胁迫下,大多数植物抗性酶活力提高,以
适应干旱对植物的伤害。 然而,少数植物在干旱胁

迫下,抗性酶活力下降(Reddy et al. ,2004)。 从本

实验结果来看,油菜可以归为后者。 关于外施壳寡

糖对植物抗性酶活性影响与植物抗性机制关系的研

究仅在一些真菌、细菌病害上有过报道(Benhamou,
1992;于汉寿等,1999;杜昱光等,2002;郭红莲等,
2003),但是,外施壳寡糖对干旱胁迫下植物 SOD 和
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POD 酶活性的影响未见报道。 本工作的结果显示,
壳寡糖处理油菜幼苗,在干旱胁迫下 SOD 和 POD
酶活性有着不同程度改变。 壳寡糖处理早期 SOD
和 POD 活性下降,说明植物对壳寡糖的作用需要一

个适应过程;在胁迫后期,壳寡糖处理的幼苗上述抗

氧化酶活性提高的同时叶片相对含水量也提高。 本

研究结果支持 Mckersie 等 (1996)关于 SOD 和 POD
等协同抵抗干旱胁迫诱导的氧化伤害有助于提高其

抗旱性的观点。
3郾 2摇 壳寡糖对干旱胁迫下油菜叶片游离脯氨酸含

量的影响

为应对渗透胁迫,一些植物累积脯氨酸、甜菜碱

和糖醇等可溶性渗透物质。 在这些保护物质中,脯
氨酸是分布最广的渗透剂(Delauney et al. ,1993)。
干旱逆境下植物体内脯氨酸的积累与植物抗旱性的

关系,一直以来颇有争论,有人认为在逆境下植物体

内脯氨酸的积累更可能使植物受伤害,而不能作为

植物抵抗逆境的指标 ( van Rensburg & Kruger,
1994);另一种观点认为可以用脯氨酸的积累来衡

量作物的抗旱性,植物体内游离脯氨酸含量与植物

的抗逆生理密切相关。 游离脯氨酸的积累是植物对

水分胁迫的一种普遍性反应,无论是土壤干旱还是

盐溶液引起的水分胁迫,都会使植物体内游离脯氨

酸含量明显增高。 植物体内游离脯氨酸的积累能力

越强,细胞的渗透调节能力越大,其耐旱性也越强

(Delauney et al. ,1993)。 在很多逆境胁迫下植物体

内脯氨酸都会增多 (Hanson et al. ,1977; Slama et
al. ,2006; Manivannan et al. ,2007);同时,有研究表

明,脯氨酸的增加与植物抵御干旱和盐胁迫的能力

呈正相关(van Rensburg & Kruger,1994)。 本研究表

明,壳寡糖处理油菜幼苗,在干旱胁迫下其叶片游离

脯氨酸含量显著增高,其变化趋势与油菜叶片相对

含水量的变化趋势大体一致,因此,可以认为,脯氨

酸积累是油菜为了对抗干旱胁迫而采取的一种保护

性措施。 本研究结果支持 Delauney 等(1993)提出

的,游离脯氨酸的积累能力越强,其耐旱性也越强的

观点。
3郾 3摇 干旱胁迫下壳寡糖对油菜叶片叶绿素荧光参

数的影响

通过叶绿素荧光测定能够提供植物耐受环境胁

迫的能力和各种胁迫损害光系统程度等有价值的信

息(Maxwell & Johnson,2000)。 光系统域被认为是

光合机构中对光诱导破坏最为脆弱的部分,叶绿素

荧光能够给予有关光系统域状态的信息。
干旱胁迫下壳寡糖对油菜叶片叶绿素荧光参数

的影响未见报道。 Fo是光系统域反应中心全部开放

时的荧光水平。 Fo升高分 2 种:一种是由天线色素

与光系统域反应中心分离造成的不可逆升高;另一

种是由光系统域反应中心部分的可逆性失活所造成

的可逆性升高(Krause et al. ,1991; Yamane et al. ,
1997)。 严重干旱油菜幼苗的 Fo显著升高,壳寡糖

处理油菜幼苗明显地抑制 Fo升高。
干旱胁迫使油菜幼苗的 Fv / Fm和 Fv忆 / Fm忆明显

降低,而壳寡糖显著抑制其降低。 这表明干旱对油

菜幼苗光系统域反应中心产生了伤害,降低了光反

应能力。 而壳寡糖处理减轻干旱胁迫对光系统域反

应中心的伤害程度,增强最大光能转换效率,尤其增

强实际光能转化效率,以增强幼苗在干旱逆境下的

光合生理能力。
qP 反映了光反应中心吸收光能用于光化学反

应的程度;qN 反映了光反应中心吸收光能的热量耗

散程度。 在胁迫后期随 qP 下降,qN 升高。 说明发

生了非辐射能源散失机制(Schreiber et al. ,1994)。
在此过程中,较高比例的光反应中心吸收的光子没

有用于光化学反应驱动光合作用而是作为热能散失

(Schnettger et al. ,1994)。 植物通过此途径可避免

激发能在光系统域反应中心中的积累,这是减轻氧

自由基的产生的一种保护机制(Genty et al. ,1989),
说明干旱胁迫下,发生了光抑制,利于减少光伤害发

生。 壳寡糖明显地抑制油菜 qP 降低及 qN 升高,表
明此时通过热能耗散掉的光能减少,实际光能利用

效率较高,用于暗反应的比例较高(Yamane et al. ,
1997),减轻了光系统域的光抑制。

干旱胁迫使油菜幼苗的 椎PS域显著降低,表明干

旱胁迫大大限制了光系统域反应中心的电子传递,
降低了光系统域电子传递量子产量。 壳寡糖可显著

减轻干旱胁迫对 PS域反应中心的电子传递的限制。
总之,壳寡糖通过调节干旱胁迫下油菜叶片

SOD 和 POD 活性、脯氨酸含量及叶绿素荧光参数等

生理参数的变化,提高了油菜的抗旱性。 这一切均

为壳寡糖调控植物生长及抵抗胁迫的研究提供了新

的证据。 同时也进一步丰富了壳寡糖在农业生产应

用中的理论基础,为提高作物抗旱提供了新的选择。
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