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　 　 摘要:　 采用玉米 /大豆２ ∶ ２ 间作和玉米净作的小区试验ꎬ检测与衰老相关酶在不同生育期的活性ꎬ并利用

ＲＴ￣ＰＣＲ 技术ꎬ检测不同生育期玉米衰老相关基因的表达情况ꎮ 结果表明ꎬ与净作种植的玉米相比ꎬ间作种植的玉

米能够维持较高的超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、过氧化物酶(ＰＯＤ)和过氧化氢酶(ＣＡＴ)活性ꎬ有效增加叶绿素、可溶性

糖和可溶性蛋白含量ꎬ降低丙二醛(ＭＤＡ)含量ꎬ有效延缓植物衰老ꎮ 通过分析比较玉米 /大豆间作种植与玉米净作

种植模式下玉米衰老相关基因的表达情况ꎬ发现间作种植模式下玉米 ＳＧＲ１、ＳＧＲ２、ＶＰ１４ 和 ＣＣ２ 基因在灌浆期和成

熟期的表达量均低于玉米净作种植模式下的ꎬ而延缓衰老的基因 ＫＮ１ 在玉米 /大豆２ ∶ ２ 间作种植模式下的表达量

略高于玉米净作种植模式下的ꎬ这从基因水平证实了玉米 /大豆间作能够延缓玉米植株的衰老ꎮ
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　 　 植物生长到一定阶段ꎬ其体内某些细胞、器官和

组织有序死亡的过程被称为植物衰老ꎮ 植物体自身

２２３



启动和运行死亡的全过程ꎬ被称作程序化死亡(Ｐｒｏ￣
ｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈꎬＰＣＤ) [１]ꎮ 植物叶片衰老最明显

的外部现象是植物叶片颜色由绿变黄甚至脱落ꎬ在
细胞水平上则表现为叶绿体、糖类等物质的分解释

放ꎬ光合速率和蒸腾速率降低ꎬ膜脂过氧化加剧ꎬ细
胞分裂素含量下降等ꎮ 分子水平上表现为蛋白质、
核酸等生物大分子降解ꎬ并且降解产物被转运到幼

嫩的组织中加以利用和储存[２]ꎮ 有研究发现ꎬ当植

物衰老时其体内会产生一些保护自己不受外界损伤

并且能够长时间维持自身活力的组分[３]ꎮ 植物叶

片的衰老不仅预示着植物同化能力的丧失和光合系

统的破坏ꎬ随着植物叶片的衰老ꎬ植物自身也会在细

胞及分子水平上产生一系列生理生化变化ꎮ
不同作物多样性种植能够提高作物对养分的利

用率ꎮ 尤其禾本科与豆科作物间作或套种在农业生

产中具有重要的意义和作用[４￣１０]ꎮ 豆科作物对氮的

需求量很少ꎬ其根部产生的根瘤菌具有固氮能力ꎬ能
为禾本科作物补充一定的氮源ꎬ提高作物群体的光

合作用面积ꎬ提高作物的光合速率ꎬ增加作物对资源

的利用率[１１]ꎮ 刘天学等[１２] 研究了不同基因型玉米

间作对玉米叶片衰老、籽粒产量和品质的影响ꎬ结果

表明具有不同特性的基因型玉米间作ꎬ可以提高叶

片的超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、过氧化物酶(ＰＯＤ)和
过氧化氢酶(ＣＡＴ)活性ꎬ增强清除氧自由基的能力ꎬ
使丙二醛(ＭＤＡ)含量保持较低水平ꎬ延缓叶片衰

老ꎬ维持较高的叶面积ꎬ提高光合利用效率等ꎮ 在控

制作物病害方面ꎬ不同作物间作还能改善田间小气

候ꎬ起到通风透光ꎬ降低作物叶片表面湿度ꎬ稀释病

原菌的作用ꎬ有效控制作物病害的发生与发展ꎬ减少

农药的使用量[１３￣１４]ꎬ增加粮食作物的产量ꎮ 本试验

拟在前期研究的基础上ꎬ探讨玉米与大豆间作对玉

米叶片衰老的影响ꎬ以期为多样性种植提高作物产

量提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

玉米品种为云瑞 ６ 号ꎬ大豆品种为华严 １ 号ꎮ
１.２　 试验设计

试验在云南农业大学后山茶苑试验田进行ꎮ 试

验地为壤土ꎬ地势平坦ꎬ排灌方便ꎬ地力均匀ꎮ 试验

采用完全随机区组设计ꎬ净作和间作处理ꎬ分别是玉

米净作处理(Ａ)、玉米与大豆行比２ ∶ ２ 间作处理

(Ｂ)ꎬ３ 次重复ꎬ６ 个小区ꎮ 采用南北行向种植ꎬ每个

处理株距、行距分别是:玉米净作时株距 ３０ ｃｍꎬ行
距 ４０ ｃｍꎻ玉米与大豆间作中ꎬ玉米与玉米之间株距

为 ３０ ｃｍꎬ大豆与大豆之间株距为 ３５ ｃｍꎬ玉米与玉

米之间行距为 ４０ ｃｍꎬ玉米与大豆之间行距为 ３０
ｃｍꎬ大豆与大豆之间行距为 ３０ ｃｍꎮ 小区面积为

４ ｍ×５ ｍꎬ小区四周留 １ ｍ 宽隔离带ꎮ 试验地播种

前翻地ꎬ泼洒农家肥作为基肥ꎬ使得地力均匀、肥力

中等ꎬ于 ２０１１ 年 ５ 月 ５ 日播种ꎬ９ 月 １４ 日收获ꎮ 大

豆、玉米播种均采用人工开沟点播ꎬ玉米每穴２~ ３
颗ꎬ大豆３~４ 颗ꎬ覆土落实ꎮ 与此同时ꎬ追加复合肥ꎬ
播种后保证正常的水肥管理ꎮ
１.３　 试验方法

１.３.１　 衰老相关生理指标的测定 　 在玉米成熟后

期对玉米叶片衰老相关生理指标进行测定ꎮ ＳＯＤ
活性测定采用氮蓝四唑(ＮＢＴ)光还原法[１５]ꎮ ＰＯＤ
活性测定采用愈创木酚显色法[１６]ꎬ酶活性以 １ ｍｉｎ
ＯＤ４７０增加 ０􀆰 ０１ 为 １ 个酶活力单位(Ｕ)ꎬ酶活性以

Ｕ / (ｇ􀅰ｍｉｎ)ꎬＦＷ表示ꎮ ＣＡＴ 活性测定采用紫外吸

收法[１７]ꎬ以 １ ｍｉｎ 内 Ａ２４０降低 ０.１(３ 支试管的平均

值) 为 １ 个 酶 活 性 单 位 ( Ｕ )ꎬ 酶 活 性 以

Ｕ / (ｇ􀅰ｍｉｎ)ꎬＦＷ表示ꎮ ＭＤＡ 含量测定采用硫代巴

比妥酸法[１８]ꎮ 可溶性糖含量测定采用苯酚法[１５]ꎮ
可溶性蛋白测定采用考马斯亮蓝 Ｇ２５０ 法[１７]ꎮ 叶绿

素含量测定采用丙酮提取法[１５]ꎮ
１.３.２　 半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测玉米间作种植模式下衰

老相关基因的表达　 采用 Ｔｒａｎｓ￣Ｚｏｌ ＵＰ 提取玉米样

品 ＲＮＡꎬ对 ＲＮＡ 样品中的 ＤＮＡ 进行消化和纯化ꎮ
从 ＮＣＢＩ 数据库中获取玉米 ａｃｔｉｎ 基因(Ｚｍ￣Ａｃｔｉｎꎬ
ＧｅｎＢａｎｋ:Ｊ０１２３８.１)的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ并设计 ＲＴ￣ＰＣＲ
引物 ( β￣ａｃｔｉｎ Ｆ: ５′￣ＣＣＡＴＧＡＧＧＣＣＡＣＧＴＡＣＡＡＣＴ￣
３′ꎬβ￣Ａｃｔｉｎ Ｒ: ５′￣ＧＧＴＡＡＡＡＣＣＣＣＡＣＴＧＡＧＧＡ￣３′ꎬ产
物 １７２ ｂｐ)ꎬ通过 ＰＣＲ 对 ＤＮａｓｅ 处理后的 ＲＮＡ 样品

进行 ａｃｔｉｎ 检测ꎮ ｃＤＮＡ 合成ꎬ选取 ＤＮａｓｅ 处理完全

的 ＲＮＡꎬ利用反转录试剂盒 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ Ⅱ Ｆｉｒｓｔ￣
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ 进行 ｃＤＮＡ 合成ꎮ
利用软件 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 和 ＮＣＢＩ 在线 Ｐｒｉｍｅｒ￣ＢＬＡＳＴ 设

计 ＰＣＲ 引物(表 １)ꎮ 以玉米 ａｃｔｉｎ 基因作为内参基

因ꎬ序列由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成ꎮ ＰＣＲ 扩增[１９]ꎬ采用

２５ μｌ 反应体系进行 ＰＣＲꎬ包括 ｃＤＮＡ、ｄＮＴＰｓ、１０×
Ｂｕｆｆｅｒ(含 ＭｇＣｌ２)、Ｖａｑ 酶(１􀆰 ２５ Ｕ)和上、下游引物ꎬ
ｄｄＨ２０ 补足至 ２５ μｌꎮ ＰＣＲ 反应程序为:９４ ℃预变
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性 ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５２ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸

４５ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 以 １.５％琼脂糖

凝胶检测 ＰＣＲ 产物ꎬ用凝胶成像系统(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)在

标准紫外光下成像ꎮ

表 １　 玉米衰老相关基因 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｍａｉｚｅ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　 基因 　 　 登录号 　 　 功能描述 　 　 　 　 　 　 引物 产物大小(ｂｐ)

Ｚｍ￣ＳＧＲ１ ＮＭ＿００１１１２３００.１ 衰老相关基因 １[２０] ５′￣ＧＡＣＧＧＴＣＣＡＧＧＡＡＧＣＣＡＡＴＣ￣３′ １２６

５′￣ＣＧＧＡＴＧＧＡＴＧＡＣＧＧＡＴＣＧＡＧ￣３′

Ｚｍ￣ＳＧＲ２ ＮＭ＿００１１１２３０１.１ 衰老相关基因 ２[２０] ５′￣ＧＡＡＧＣＣＧＴＧＣＡＡＧＴＴＴＣＣＴＧ￣３′ １７０

５′￣ ＧＣＴＧＣＧＧＣＣＡＴＧＴＴＡＴＧＴＴＧ￣３′

Ｚｍ￣ＫＮ１ ＮＭ＿００１１１１９６６.２ 转录调节相关基因[２１] ５′￣ＡＡＣＴＴＣＡＴＣＴＣＡＴＣＴＣＣＡＧＧＣＧ￣３′ １５２

５′￣ＴＧＣＧＣＣＡＡＣＴＣＣＡＡＡＧＴＧＴＴ￣３′

Ｚｍ￣ＶＰ１４ Ｕ９５９５３.１ 激素响应途径相关基因[２２] ５′￣ＴＣＡＣＣＡＡＧＴＴＣＧＡＧＴＡＣＧＧＣ￣３′ １６２

５′￣ＣＧＧＣＡＴＴＧＡＣＣＡＣＡＡＧＴＡＧＣ￣３′

Ｚｍ￣ＣＣ２ ＡＭ０５５６３１.１ 蛋白质分解相关基因[２３] ５′￣ＣＴＧＣＣＣＴＧＣＴＣＡＴＡＣＴＧＣ￣３′ １５８

５′￣ＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＴＴＣＴＣＧＴＴ￣３′

Ｚｍ￣ＳＧＲ１、Ｚｍ￣ＳＧＲ２:促进叶绿素分解的基因ꎻＺｍ￣ＫＮ１:延缓玉米叶片分解的转录因子ꎻＺｍ￣ＶＰ１４:脱落酸信号途径相关基因ꎻＺｍ￣ＣＣ２:蛋白质分
解相关基因ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 玉米与大豆间作种植对玉米叶片衰老的影响

　 　 通过检测植物体内与防御相关酶的活性和

相关生理指标发现ꎬ在与大豆间作种植模式下ꎬ
玉米的叶片防御酶活性及相关生理指标与净作

种植模式下的不同ꎮ 如图 １ 显示ꎬ玉米 /大豆２ ∶
２ 间作种植模式下玉米的过氧化氢酶、过氧化物

酶、超氧化物歧化酶的酶活性均高于净作种植模

式下的ꎬ间作种植模式下玉米中丙二醛含量低于

净作种植模式下的ꎬ玉米叶绿素含量、可溶性蛋

白含量、可溶性糖含量 ３ 项生理指标均表现为玉

米 /大豆２ ∶ ２ 间作种植模式下的高于玉米净作种

植模式下的ꎮ 这些结果均表明ꎬ玉米 /大豆间作

种植模式下玉米的防御能力和抗衰老能力均优

于净作种植模式下的ꎮ
２.２　 玉米与大豆间作种植模式下玉米衰老相关基

因 ＲＴ￣ＰＣＲ 结果

　 　 玉米与大豆间作种植ꎬ分别在玉米灌浆期和成

熟期采集玉米一定叶位的叶片来提取总 ＲＮＡꎬ经反

转录后获得 ｃＤＮＡꎬ以玉米 β￣ａｃｔｉｎ 基因作为内参基

因ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果(图 ２)显

示ꎬ在玉米灌浆期ꎬ５ 个衰老相关基因在 ２ 种种植模

式下都检测到表达ꎬ净作与间作种植模式下的表达

情况相比ꎬ除 ＫＮ１ 基因外ꎬ其他 ４ 个衰老相关基因

在间作模式下的表达量均低于净作模式下的ꎮ 促进

衰老的 ＳＧＲ１ 基因和 ＳＧＲ２ 基因的表达量在净作模

式下可见条带比较清晰ꎬ其表达量较高ꎬ而在２ ∶ ２
间作种植模式下 ＲＴ￣ＰＣＲ 的条带很弱或几乎看不

到ꎬ即其表达量很小或几乎没有表达(图 ２Ａ)ꎮ 在

玉米成熟期ꎬ５ 个衰老相关基因在 ２ 种种植模式下

也都检测到了表达ꎬ净作与间作种植模式下的基因

表达量相比ꎬＫＮ１ 和 ＣＣ２ 的基因表达量差异较小ꎬ
其余 ３ 个基因在间作种植模式下的表达量都明显低

于净作种植模式下的(图 ２Ｂ)ꎮ 在玉米灌浆期和成

熟期ꎬ促进衰老的基因(ＳＧＲ１、ＳＧＲ２、ＣＣ２、ＶＰ１４)在
间作种植模式下的表达量均低于净作种植模式下

的ꎬ而延缓衰老的基因(ＫＮ１)在间作种植模式下的

表达量略高于净作种植模式下的ꎬ这表明玉米与大

豆间作能够延缓衰老相关基因的表达ꎮ 此外ꎬ可能

因为试验过程中的 ＲＮＡ 降解或试验操作误差等原

因ꎬ导致部分基因 ３ 个重复之间结果的一致性较差

(如成熟期间作模式下的 Ｚｍ￣ＳＧＲ１ 和 Ｚｍ￣ＶＰ１４ 基

因)ꎮ
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ＣＡＴ:过氧化氢酶ꎻＰＯＤ:过氧化物酶ꎻＳＯＤ:超氧化物歧化酶ꎻＭＤＡ:丙二醛ꎮ Ａ:玉米净作种植ꎻＢ:玉米与大豆行比２ ∶ ２ 间作种植ꎮ
图 １　 玉米与大豆多样性种植对玉米叶片衰老生理活性的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍａｉｚｅ / ｓｏｙｂｅａｎ ｉｎｔｅｒｃｒｏｐｐｉｎｇ ｏｎ ｍａｉｚｅ ｌｅａｆ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｒａｉｔｓ

Ａ:灌浆期 ＲＴ￣ＰＣＲ 电泳结果ꎻＢ:成熟期 ＲＴ￣ＰＣＲ 电泳结果ꎮ Ｚｍ￣ＳＧＲ１、Ｚｍ￣ＳＧＲ２、Ｚｍ￣ＫＮ１、Ｚｍ￣ＶＰ１４、Ｚｍ￣ＣＣ２ 见表 １ 注ꎮ Ｍｏｎ１~ Ｍｏｎ３:玉米

净作种植ꎻＩｎｔｅｒ１~ Ｉｎｔｅｒ３:玉米与大豆行比２ ∶ ２ 间作种植ꎮ
图 ２　 玉米灌浆期和成熟期衰老相关基因 ＲＴ￣ＰＣＲ 电泳结果

Ｆｉｇ.２　 ＲＴ￣ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｍａｉｚｅ ａｔ ｆｉｌｌｉｎｇ ｓｔａｇｅ ａｎｄ ｍａｔｕｒｉｔｙ

３　 讨 论

本试验通过测定玉米与大豆间作种植模式下的

玉米衰老相关生理指标ꎬ并利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法检测

衰老相关基因的表达量ꎬ发现玉米与大豆间作能够

提高叶片的 ＳＯＤ、ＰＯＤ 和 ＣＡＴ 活性ꎬ增强清除氧自

由基的能力ꎬＭＤＡ 保持较低水平ꎬ从而延缓衰老ꎮ
这与刘天学等[１２]研究结果相一致ꎮ 玉米 /大豆２ ∶ ２
间作种植模式下衰老相关基因 ＳＧＲ１、ＳＧＲ２、ＶＰ１４
和 ＣＣ２ 在灌浆期和成熟期的表达量均比玉米净作

种植模式下的低ꎬ而灌浆期和成熟期 ＫＮ１ 基因在玉

米 /大豆２ ∶ ２ 间作种植模式下的表达量略高于玉米
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净作种植模式下的ꎮ 这可能是由于玉米与大豆间

作ꎬ大豆能够进行生物固氮ꎬ增加玉米营养物质的供

给ꎮ 同时ꎬ间作还能够增加群体的光合面积ꎬ提高光

合利用率ꎬ增加边际效应ꎬ减少种群间的竞争ꎬ从而

使酶活性维持在较高水平ꎬ降低衰老相关基因的表

达量ꎬ增加玉米的生长周期ꎬ延缓玉米衰老ꎮ 但玉米

与大豆间作能够提高与防御相关酶的活性并降低与

衰老相关基因表达的原因ꎬ还需通过分子水平的进

一步研究来确定ꎮ
虽然关于间作种植对植物叶片衰老影响的分子

机制方面的研究不深ꎬ尚未形成一套可以指导生产

实践的理论和技术体系ꎬ但是从宏观上来看ꎬ多样性

种植ꎬ尤其是像玉米和大豆这样的间作种植模式能

很好地延缓叶片衰老ꎬ增加叶片寿命ꎬ维持较高的叶

日积[１２]ꎬ有利于群体产量的提高ꎮ 以后应加强对这

方面的研究ꎬ特别是对其分子机理的研究ꎬ找到最佳

的多样性种植模式以减缓衰老并增加作物产量ꎬ实
现多样性种植的真正价值ꎮ
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２００５ꎬ １７(２): １４０￣１４４.

[２０] ＰＡＲＫ Ｓ Ｙꎬ ＹＵ Ｊ Ｗꎬ ＰＡＲＫ Ｊ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｓｔａｙｇｒｅｅｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ
Ｃｅｌｌ Ｏｎｌｉｎｅꎬ ２００７ꎬ １９(５): １６４９￣１６６４.

[２１] ＢＯＬＤＵＣ Ｎꎬ ＹＩＬＭＡＺ Ａꎬ ＭＥＪＩＡ￣ＧＵＥＲＲＡ Ｍ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｎｒａｖｅ￣
ｌｉｎｇ ｔｈｅ ＫＮＯＴＴＥＤ１ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｎｅｔｗｏｒｋ ｉｎ ｍａｉｚｅ ｍｅｒｉｓｔｅｍｓ[ Ｊ] .
Ｇｅｎｅｓ ＆ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ２０１２ꎬ ２６(１５): １６８５￣１６９０.

[２２] ＴＡＮ Ｂ Ｃꎬ ＳＣＨＷＡＲＴＺ Ｓ Ｈꎬ ＺＥＥＶＡＡＲＴ Ｊ Ａ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｍａｉｚｅ[ Ｊ] . Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ
ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ １９９７ꎬ ９４(２２): １２２３５￣１２２４０.

[２３] ＭＡＳＳＯＮＮＥＡＵ Ａꎬ ＣＯＮＤＡＭＩＮＥ Ｐꎬ ＷＩＳＮＩＥＷＳＫＩ Ｊ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｍａｉｚｅ ｃｙｓｔａｔｉｎｓ ｒｅｓｐｏｎｄ ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｃｕｅｓꎬ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ
ｄｒｏｕｇｈｔ[ Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ ｅｔ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ Ａｃｔａ ( ＢＢＡ)￣Ｇｅｎｅ Ｓｔｒｕｃ￣
ｔｕｒｅ ａｎｄ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ２００５ꎬ １７２９(３): １８６￣１９９.
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