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高压处理后水稻抗氧化酶活性及
对逆境胁迫的响应
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3.华南师范大学生命科学学院,广东广州,510631;4.中国科学院广州地球化学研究所,广东广州 510640)

  摘要:对经高静水压处理的水稻粤香占 (OryzasativaL.cv.Yuexiangzhan)种子播种

后的植株进行了抗氧化酶活性的测定和对逆境胁迫响应的研究。结果表明,高压处理抑制了

水稻生长早期(12d)色素和蛋白质含量的增加,并使早期抗氧化酶活性表现较对照低。随着

播种天数增加,经高压处理的材料中的色素、蛋白质含量不同程度地增加,抗氧化酶活性发生

改变,至播种后32d时,高压处理的叶绿素含量和可溶性蛋白含量都高于对照粤香占。在自

然低温条件下,经高压(干压、湿压)处理的植株其Rubisco大、小亚基含量和光合色素含量较

高,抗光抑制能力增强,具一定的耐低温性。
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1 引 言

  高压作为一种重要的物理化学参数,在地学、物理学和材料科学研究中有着广泛的应用。近年来,
高压在生物学研究领域得到了广泛应用,已逐渐成为高压生物学、生物化学和微生物学等学科的重要研

究工具[1~3]。有研究表明,高压能够使蛋白质发生变性[4],破坏细胞膜结构并使膜的流动性发生改

变[5]。Yayanos等人发现,高压是深海中嗜压微生物的必需环境,离开高压环境,这些微生物的生存将

受到严重威胁[3],这使人们逐渐意识到高压对生物所起的积极作用。1998年,我们首次将高压应用于

高等植物水稻中,研究其对水稻生长发育的影响。在利用高静水压处理萌动期的水稻种子时发现,静水

高压影响到水稻的生长发育,经高压处理的水稻幼苗在前期生长较慢,而后的生长逐渐赶上并超过对照

粤香占[6],并在田间种植的后代中筛选到突变株[7,8]。进一步的研究表明,高压能够成为一种产生变异

的育种方法。基于以上现象,本工作对高压处理当代的水稻幼苗进行抗氧化酶活性的测定和对环境胁

迫的响应研究,旨在进一步对高压影响水稻生长发育的机理进行探讨,为物理高压手段在高等植物中的

应用提供理论依据。

2 材料与方法

2.1 材料

  采用籼稻种子粤香占(OryzasativaL.cv.Yuexiangzhan)。
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2.2 高压处理

  在室温下将水稻种子浸种10h,待其萌动后,在高压处理装置中(包括高压容器、手动试压泵、循环水

加热系统和温度、压力测量控制系统,由中国科学院广州地球化学研究所提供),以75MPa的静水压力处

理12h后卸去压力。冷胁迫响应试验中的“湿压”是指在高压处理前将种子预浸种,而“干压”则指处理前

未经预浸种。试验以未经高压处理的种子为对照。各材料于2001年晚季常规方法催芽育秧,秧苗叶片达

4~5片时种植于中国科学院华南植物园实验田中,株距18cm,行距20cm,常规水肥管理和病虫害防治。

2.3 光合色素含量

  用打孔器打取水稻叶圆片10个,浸泡在80%丙酮中置于黑暗处浸提光合色素,直至叶圆片全部变

为白色时,迅速于UV-Vis分光光度计(Lambda25,PerkinElmerIns.,USA)下测定663、645、440nm
处的光吸收,按林植芳等[9]的方法计算叶绿素含量和类胡萝卜素含量。

2.4 可溶性蛋白质含量

  按Bradford(1976)的方法[10]测量。用考马斯亮蓝G-250染色,以牛血清白蛋白作标准曲线,测定

595nm处的光吸收。

2.5 二磷酸核酮糖羧化/加氧酶Rubisco含量测定

  参照刘拥海等[11]的方法测定。

2.6 抗氧化酶活性测定

  取0.5g鲜重的水稻叶片迅速剪碎后,在液氮中加少量石英砂研磨成粉末,加5mL预冷的4℃磷

酸缓冲液(50mM,pH7.0和1%PVP)磨成匀浆,在4℃离心机(HITACHI,CR20B2)下13000g离心

30min。上清液即为酶粗提液。超氧化物歧化酶SOD活性按Giannopolities和 Ries[12]的方法,以抑

制NBT光化还原50%为一个酶活性单位(单位:g-1FW)。抗坏血酸过氧化物酶 AsA-POD活性按

Nakano和Asada[13]的方法,测定1min内抗坏血酸AsA的吸收变化(减少)。

2.7 叶绿素荧光测定

  叶绿素荧光动力学曲线:用脉冲调制荧光仪(PAM101/102/103,Walz,Germany)测定。测量前样

品暗适应15min,弱 测 量 光0.04μmol·m-2·s-1,光 化 光250μmol·m-2·s-1,饱 和 闪 光

3000μmol·m-2·s-1,闪光2s,间隔30s。参照Schreiber等[14]和Foyer等[15]的公式计算叶绿素荧光

参数:qP=(F′m-Fs)/F′v,qN=(Fm-F′m)/Fm,ΦPSⅡ =(F′m-Fs)/F′m 。其中,qP 为光化学猝灭系

数,qN 为非光化学系数,ΦPSⅡ代表经PSⅡ的线性电子传递的量子效率。Fm 为最大荧光,F′m 为稳态的

最大荧光,Fs 为稳态时荧光,F′v 为稳态时的可变荧光。

3 结果与分析

3.1 对幼苗光合色素含量的影响

  由表1知,粤香占种子经高静水压处理后,幼苗的光合色素含量因播种后天数不同而存在着差异。高压

处理的种子播种后12d的植株总叶绿素含量CChl和类胡萝卜素含量CCar较低,分别为对照的62.2% 和

71.6%,与对照相比,经高压处理的CChla/CChlb和CCar/CChl比值略高。随播种后天数增加,处理与对照的色素

含量均增加,且处理的增加程度大于对照,至播种后32d时处理的总叶绿素含量超过对照粤香占1.5%。
表1 高静水压处理的水稻光合色素含量的变化

Table1 ChangeofphotosyntheticpigmentcontentinricetreatedbyHHP

Daysaftersowing/(d) Treatment CChla+CChlb/(μg/gFW ) CChla/CChlb CCar/(μg/gFW) CCar/CChl

12
YX-CK
YX-HP

618.07±89.57

 384.18±56.37(1)
2.25±0.02
2.35±0.02

135.9±13.9
97.3±12.4

0.22±0.0060
0.25±0.0050

32
YX-CK
YX-HP

2376.25±20.60

 2411.86±28.05(1)
2.62±0.04
2.60±0.03

414.4±8.8
394.4±5.3

0.17±0.0010
0.16±0.0003

  Note:FW—FreshWeight;YX-CK—Yuexiangzhan-Control;YX-HP—Yuexiangzhan-Highpressure.
(1)indicatingsignificantdifferenceat5%level(n=3)
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3.2 对可溶性蛋白质含量的影响

图1 高静水压处理后水稻可溶性蛋白质含量变化

Fig.1 Changeofsolubleproteincontentin
ricetreatedbyHHP

  播种后12d粤香占的蛋白质含量较经高压处

理的高(图1),随播种天数增加,经处理与对照的蛋

白质含量也随之增加,但因高压处理增加的幅度

14.0%大于对照粤香占的增加幅度4.0%;所以至

播后32d,经高压处理的材料可溶性蛋白含量已明

显超过对照8.2%。

3.3 幼苗SOD活性和AsA-POD活性变化

  植物在逆境条件下出现的伤害或植物对逆境的

不同抵抗能力往往与体内SOD活性水平有关[16]。
由图2知,经高静水压处理的粤香占种子在播后12d
时,植株的SOD活性低于对照粤香占,随播种后天数

的增加,SOD活性随之下降,但二者下降的程度存在

差异,与12d时相比,粤香占下降幅度较大(10.37%),高压处理下降得较小(2.69%),因此32d时的SOD
活性表现为高压处理高于对照粤香占。抗坏血酸过氧化物酶AsA-POD的活性播种后32d与播种后12d
相比,粤香占基本持平,高压处理的AsA-POD活性则迅速提高,在播种后32d时追赶上对照粤香占,与粤

香占的AsA-POD活性水平相当。

图2 高压处理后水稻SOD活性和AsA-POD活性变化

Fig.2 ChangesoftheactivitiesofSODandAsA-PODinricetreatedbyHHP

3.4 对冬季相对低温条件的响应

图3 低温条件下水稻叶片中Rubisco的总含量

以及大、小亚基的含量

Fig.3 ThecontentofRubisco,includingrubiscolarge
subunit(RLS)andrubiscosmallsubunit(RSS)content
inriceleavestreatedbyHHPatlowtemperature

  据广州地区的气象资料,2001年12月初至

2002年1月中下旬,广州地区出现少有的日均温小

于5℃的持续低温天气,12月15日取材时材料正

处于孕穗期,仅个别植株抽穗。试验以倒三叶为材

料,测定水稻对自然界较低温度的响应。

3.4.1 水稻叶片中Rubisco含量变化

  Rubisco(EC4.1.1.39)普遍存在于所有自养

生物中,是光合作用中CO2固定的关键酶和叶片中

的主要贮存蛋白,由8个大亚基和8个小亚基组

成[17],也是植物中一种主要储藏有机氮的形式,因
此,Rubisco含量对作物的生长发育有着重要的影

响。从图3中可以知道,高压处理后Rubisco大、小
亚基 总 含 量 增 加,与 对 照 比 较,干 压 处 理 (Not
Soaked)增加程度最大,增加了44.70%,湿压处理

(AfterSoaked)次之,增加11.32%,其中的大、小亚
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基含量也均较对照粤香占高,干压和湿压的大亚基分别增加56.49%和11.93%,小亚基增加28.37%
和10.57%。

3.4.2 水稻叶片Fv/Fm 和ΦPSⅡ 在低温下的日变化

  Fv/Fm的下降是光抑制发生的一个主要特征之一[18],由图4(a)可见,粤香占以及干压、湿压处理的

Fv/Fm 在中午都表现下降,其中粤香占的Fv/Fm 下降程度最大,由0.753下降到0.603,湿压处理的

Fv/Fm 由0.725下降到0.660,仅次于对照,干压处理下降的程度较小,由0.749降低到0.694。当下午

18:00外界自然光强有所下降时,各处理Fv/Fm又较中午有所恢复,除对照粤香占未完全恢复至早上的

水平外(恢复95.1%),干压、湿压处理均能完全恢复至早上6:00的Fv/Fm 水平。由此表明,在一天中

光强相对较高的中午,水稻叶片均发生了光抑制,其中对照粤香占所受光抑制最强,湿压处理次之,干压

处理受光抑制最小。ΦPSⅡ在中午高光强条件下也有下降,晚上18:00时基本都能达到早上的ΦPSⅡ水平

(图4(b)),具有100%的恢复能力。由此表明高压处理(干压、湿压)使低温条件下的耐胁迫能力较对照

粤香占增强,而且,干压处理比湿压处理具有更强的耐寒性。

图4 低温下水稻叶片PSⅡ最大光化学效率(Fv/Fm)(a)和PSⅡ量子产量(ΦPSⅡ)(b)的日变化

Fig.4 DailychangesofPSⅡphotochemistryefficiency(Fv/Fm)(a)and

thequantumefficiencyofPSⅡ(ΦPSⅡ)(b)inriceleavesatlowtemperature

4 讨 论

  有关微生物的研究表明,高压能抑制微生物的生长发育,破坏其细胞膜、细胞器等显微结构,扰乱生

物的新陈代谢[5],是微生物正常生长条件的一种逆境胁迫,能够使不适应高压环境的微生物停止生长、
甚至死亡,但在高压条件下仍有部分微生物能抵抗压力的胁迫,因逐渐适应此环境而存活下来,经过胁

迫筛选所存留的微生物,抗压性及其它抗性(如抗温性等)会明显提高[19]。利用高静水压处理水稻种

子,也出现了类似上述的现象,如处理后种子的发芽率和成苗率显著下降、幼苗光合色素和蛋白含量较

低、早期生长受到抑制等,但是植株后来的生长增幅速率加快,逐渐赶上并超过对照[8]。这说明高静水

压处理对高等植物是一种环境胁迫,但到底是内部的什么生理机制导致出现了这样的现象呢?
逆境胁迫对植物的生长抑制常常伴随有细胞膜结构的破坏,主要由细胞内特别是线粒体或叶绿体

中产生的超氧自由基(O2·-,·OH)攻击膜脂而造成的[16]。但是植物细胞内同时存在着清除这些自由

基的途径,以减少自由基对其造成的伤害。正常情况下,植物体内自由基的产生和清除处于动态平衡状

态。但处于逆境环境中时,这种平衡状态遭受破坏,不能被及时清除的活性氧的存在使细胞内出现氧化

胁迫,进而引起生物大分子的氧化损伤和生物膜完整性的破坏[20,21]。SOD是存在于植物细胞中最重要

的内源活性氧清除酶之一,它清除O2·-生成H2O2[16]。逆境胁迫下,植物体动员保护系统抵御和清除

活性氧,阻抑膜脂过氧化,维持膜系统稳定性[22]。经高静水压处理的水稻种子,播种后12d其SOD活

性、AsA-POD活性均表现低于对照粤香占,植株抗氧化水平低;32d时处理植株的SOD活性高于对

照,AsA-POD活性与对照粤香占相当,这说明此时高压处理后的植株抗氧化能力提高。进而促使参与

光合作用光能吸收、传递和转化的重要色素和执行着重要生理功能的蛋白质含量较高。这可能是由于

高压处理对植株产生的破坏和抑制在植株生长过程中逐渐得以修复,并对水稻起到了逆境锻炼的作用,
提高了植株的抗逆性。
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Rubisco是C3 植物叶绿体可溶性蛋白的主要组分,其含量的增加可提高植株的光合作用效率。在

冬季持续低温条件下的研究发现,光合作用的关键酶Rubisco在高静水压处理后的植株中,其大、小亚

基含量增加。在中午高光强条件下植株遭受光抑制时,高压处理比对照有减缓光抑制的作用,且中午发

生的PSⅡ光化学效率的下降在傍晚时能够完全恢复。这表明高静水压处理可增强水稻对低温胁迫的

抵抗能力,增强对外界光的吸收和过量光能的及时耗散,保证良好的光合作用,使逆境环境中的植株能

够得以生存和正常的发育。
我们的研究发现,植株抗氧化性和耐温性的提高,可能归因于植物对胁迫的交叉保护效应,即当生

物体遭受一种逆境胁迫后,在通过改变自身结构和调控基因的表达来适应这种胁迫的同时,会增加其对

另一种胁迫的抗性[23,24]。Patricia等(2004)曾报道经热激处理后的酵母菌S.cerevisiae,对高静水压的

耐压性明显提高,利用基因芯片技术进一步研究表明,200MPa压力处理30min能够影响273个功能

基因的表达,产生了一系列新的蛋白质[25]。高静水压由于迫使生物体、细胞体积减小和改变生化反应

平衡向体积减小的方向进行,对植物体造成的这种胁迫导致了幼苗的叶绿素含量、蛋白质含量、Rubisco
含量、AsA-POD和SOD活性都发生了变化,归根到底可能是高压处理诱导了水稻部分基因的表达,使
处理的水稻产生了对胁迫的交叉保护效应,其作用的具体机理将有待于进一步的研究探讨。
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ActivitiesofAntioxidativeEnzymesandtheRespondstoColdStressof
RiceTreatedbyHighHydrostaticPressure

BAICheng-Ke1,2,LIGui-Shuang1,DUANJun1,PENGChang-Lian3,
WENGKe-Nan4,XUShi-Ping4

(1.SouthChinaBotanicGarden,ChineseAcademyofSciences,Guangzhou510650,China;
2.CollegeofLifeSciences,ShaanxiNormalUniversity,Xi’an710062,China;

3.CollegeofLifeSciences,SouthChinaNormalUniversity,Guangzhou510631,China;
4.GuangzhouInstituteofGeochemistry,ChineseAcademyofSciences,Guangzhou510640,China)

Abstract:Riceseeds(OryzasativaL.cv.Yuexiangzhan)weresoakedfor10hornotsoaked,thenexposedto
75MPahighhydrostaticpressure(HHP)for12h.TheseedstreatedbyHHPandtheircontrolweresowedin
thefield.Activitiesofantioxidativeenzymes(SOD,AsA-POD)intheleaves,Rubiscocontent,Fv/FmandΦPSⅡ
weremeasuredtoevaluatetheeffectofHHPonthegrowthanddevelopmentofrice.Resultsindicatedthat
HHPinhibitedtheincreasingofpigmentandproteincontentintheearlygrowthstage(12d).Activitiesof
antioxidativeenzymeswerelowerthanthatofthecontrolatthemoment.Withdaysaftersowingincreasing,
thecontentofpigmentandproteininthetreatmentwerehigherthanthatofthecontrol(Yuexiangzhan).
AntioxidativeabilityofricetreatedbyHHPwasstrongerthanthatofthecontrolatthe32thdaysafter
sowing.ThecontentofRubisco,includingRubiscolargesubunitandRubiscosmallsubunit,washigherinthe
treatedricethanthatofthecontrolatthenaturallowtemperature.Fv/FmandΦPSⅡoftreatmentandcontrol
decreasedatnoonbutcanrecoveratevening,andrecoveryoftreatmentwasbetterthanthatofthecontrol.
Theseresultssuggestedthatdifferenceingrowthbetweenthetreatmentandcontrolwasduetotheeffectof
HHPontheactivitiesofantioxidativeenzymesofricepossibly.Furthermore,HHPmayenhancerice’sresist-
ancetolowtemperature.
Keywords:rice;highhydrostaticpressure;antioxidative;stress
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