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　 　 摘要:　 以砷耐受性中等的籼稻品种 ９３￣１１ 为材料ꎬ通过营养液水培ꎬ生理指标测定和基因表达分析等方法ꎬ研
究了表油菜素内酯在缓解水稻亚砷酸盐毒害中的作用ꎮ 结果表明ꎬ外施表油菜素内酯能有效促进受砷毒害水稻幼

苗的生长ꎬ降低水稻根系的砷积累量ꎬ减少砷胁迫对根系细胞膜透性的影响ꎬ降低脯氨酸和非蛋白巯基化合物含量

以及叶片中 Ｈ２Ｏ２和 Ｏ２
􀅰－等活性氧自由基的含量ꎮ 通过定量表达分析发现ꎬ外施表油菜素内酯可降低水稻根系中亚

砷酸盐和砷酸盐吸收相关基因的表达ꎬ但显著提高了砷酸还原酶基因的表达ꎮ 说明外施表油菜素内酯可在一定程

度上缓解砷对水稻的毒害作用ꎮ
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　 　 砷是重要的环境污染物ꎬ为表土污染五大有害元

素之一[１]ꎬ对动、植物具有强烈毒害作用ꎮ 长期以来ꎬ
由于自然地质条件以及含砷农用化学品的大量使用

以及砷矿开采等人类作业活动ꎬ造成土壤中的砷过量
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积累ꎮ 特别是近年来ꎬ随着现代工农业的迅速发展ꎬ
受砷污染的土壤面积逐年增加ꎬ污染程度呈进一步恶

化趋势ꎬ严重影响到“菜篮子”的质量安全ꎮ 据统计ꎬ
全球目前有超过 １.５×１０８ 人正遭受慢性砷毒害ꎬ其中

约 １.０×１０８ 人口分布在南亚和东南亚地区[２]ꎮ 其中ꎬ
中国是受砷毒害最严重的国家之一ꎮ

相比于小麦、玉米等旱粮作物ꎬ水稻对砷的吸收

与富集能力更强[３￣４]ꎮ 水稻是世界约 ３.０×１０９ 人口

的主粮ꎮ 在中国ꎬ约 ６０％的人口以稻米为主食ꎮ 所

以ꎬ食用稻米已成为人体砷暴露危害的一个重要途

径[５￣６]ꎮ 另外ꎬ砷易在植物的根系、地上部茎叶中积

累ꎬ而很多作物的茎叶部分常被作为家畜的饲料使

用ꎬ这很容易使砷通过食物链进行“生物放大” [７]ꎬ
进一步危害人类健康ꎮ 因此ꎬ水稻砷污染已成为关

系人类健康的世界性环境、卫生与食品质量安全重

大问题ꎬ亟待解决ꎮ
自然界中ꎬ砷主要以无机砷[砷酸盐(ＡｓＶ)和亚

砷酸盐(ＡｓＩＩＩ)]和有机砷(甲基化砷)等赋存形态存

在ꎬ其中无机砷的毒性大于有机砷ꎬ而无机砷中 ＡｓＩＩＩ

的毒性高于 ＡｓＶ [２ꎬ５]ꎮ 在淹水条件下ꎬ稻田土壤中砷

的溶解度和生物有效性大幅增加ꎬＡｓＩＩＩ是主要的存在

形态[２ꎬ５]ꎮ 当土壤 ｐＨ 值为２~９ 时ꎬＡｓＩＩＩ常以中性分子

形式存在ꎬ其化学性质与硅酸盐相似ꎬ因而可通过硅

酸盐转运蛋白进入根系ꎬ进而向维管束迁移[８￣１０]ꎮ 近

年来ꎬ有关水稻对砷吸收、转运、积累等代谢重要功能

基因 的 鉴 定 及 作 用 机 理 研 究 等 取 得 重 要 进

展[２ꎬ７ꎬ１１￣１３]:ＡｓＩＩＩ可通过水通道蛋白超家族中 ＮＩＰ 和

ＰＩＰ 亚家族成员被根系吸收[１４￣１５]ꎻ吸收的部分 ＡｓＩＩＩ与
谷胱甘肽(ＧＳＨ)和 /或植物鳌合肽(ＰＣ)形成 ＡｓＩＩＩ￣
ＧＳＨ 和 /或 ＡｓＩＩＩ￣ＰＣ 复合物ꎬ被转入液泡中隔离ꎻ另有

部分 ＡｓＩＩＩ 通过 Ｌｓｉ１ 外排到土壤溶液或培养介质

中[１６]ꎻ剩余 ＡｓＩＩＩ则通过硅转运蛋白 Ｌｓｉ２ 卸载到木质

部ꎬ进而向地上部茎叶和籽粒中转运并积累[１７]ꎮ
油菜素内酯(Ｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｏｉｄꎬ ＢＲ)ꎬ又称芸薹素

内酯ꎬ是植物中最早发现的一类甾醇类激素[１８]ꎬ它广

泛存在于植物的花粉、种子、茎秆和叶片等组织器官

中ꎬ参与调控植物多方面的生长发育过程[１９]ꎬ尤其在

促进种子萌发、幼苗生长ꎬ提高光合作用效率ꎬ延迟器

官衰老和提高抗逆性等方面具有重要作用[２０￣２１]ꎮ 表

油菜素内酯(Ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｏｉｄꎬ ＥＢＲ)是一种人工合

成的高活性油菜素内酯类似物ꎬ具有促进植物生长ꎬ
促进细胞伸长和分裂ꎬ促进植物光合作用ꎬ提高植物

抗逆性等多种生理功能[２２￣２５]ꎮ 尚宏芹等[２６] 研究发

现ꎬ外源 ＥＢＲ 可缓解汞胁迫对小麦幼苗的伤害ꎬ这可

能与 ＥＢＲ 能提高逆境条件下小麦中的抗氧化酶活性

及抗氧化物质含量ꎬ降低丙二醛(Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬ
ＭＤＡ)和 Ｈ２Ｏ２含量等有关ꎮ 但是ꎬ外源 ＥＢＲ 能否缓

解亚砷酸盐对水稻的毒害作用尚不清楚ꎮ
因为 ＡｓＩＩＩ是厌氧条件下土壤溶液中砷的主要

存在形式ꎬ而且 ＡｓＩＩＩ对水稻的毒性高于 ＡｓＶꎬ所以

本研究在采用营养液水培条件下ꎬ选择亚砷酸钠

进行砷胁迫处理ꎬ分析表油菜素内酯对砷胁迫的

缓解作用ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料与处理

选用砷耐受性中等的籼稻品种 ９３￣１１ 为试验材

料ꎮ 挑选饱满种子若干ꎬ０􀆰 ５％次氯酸钠消毒 １５ ｍｉｎ
后用蒸馏水冲洗３~５ 次ꎬ然后在蒸馏水中浸泡过夜ꎮ
将种子置于铺有润湿发芽纸的发芽盒中发芽ꎬ待幼

苗长至 ５ ｃｍ 左右时ꎬ选取长势均匀一致的水稻幼苗

转移到培养器皿中ꎮ 每个培养器皿中固定 ８ 株幼苗

并在其中加入 ２ Ｌ Ｋｉｍｕｒａ 营养液(配方见表 １)ꎬ在
培养箱继续培养ꎬ培养条件为 ３０ ℃光照 １６ ｈ 和 ２５
℃黑暗 ８ ｈꎮ １５ ｄ 后ꎬ选择长势均匀的水稻植株分

成 ３ 组ꎬ分别进行以下处理:①普通营养液(ＣＫ)培
养＋蒸馏水喷施ꎻ②含 ３０ μｍｏｌ / Ｌ ＡｓＩＩＩ(ＮａＡｓＯ２)的营

养液 培 养 ＋ 蒸 馏 水 喷 施ꎻ ③ 含 ３０ μｍｏｌ / Ｌ ＡｓＩＩＩ

(ＮａＡｓＯ２)的营养液培养＋ ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ ２ꎬ４￣表油菜

素内酯(２ꎬ４￣Ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｏｉｄ)喷施ꎮ 每个处理设 ６
个重复ꎬ每个重复 ８ 株ꎮ 处理 ３ ｄꎬ每天更换营养液ꎮ
培养环境与处理前一致ꎬ于黑暗与光照交替时喷施

ＥＢＲꎬ每盆 ８ 株苗共喷 ８０ ｍｌꎬ全株均匀喷施ꎮ
１.２　 生理指标测定

１.２.１　 株高和根长相对增量及生物量测定 　 分别

在处理第 ０ ｄ 和第 ３ ｄ 测定水稻幼苗的株高、根长和

鲜质量ꎬ计算相对生长量ꎮ 同时用烘箱杀青后测定

地上部生物量的干质量ꎮ
１.２.２　 砷含量测定　 将干燥后的根系和茎秆(不包

含叶片)分别研磨成粉末ꎮ 在各处理粉末样品(０􀆰 ３
ｇ)中分别加入 ２ ｍｌ ＨＮＯ３ 和 ０􀆰 ５ ｍｌ Ｈ２Ｏ２ꎬ１２０ ℃条

件下硝化反应 ２４ ｈꎮ 反应结束后冷却ꎬ将硝化溶液

用去离子水补成 ２０ ｍｌꎮ 用电感耦合等离子体质谱

仪(ＩＣＰ￣ＭＳꎬＡｇｉｌｅｎｔ ７５００ａ)测定样品中的总砷含量ꎮ
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表 １　 水稻水培营养液配方

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｆｏｒ ｈｙｄｒｏｐｏｎｉｃ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｒｉｃｅ ｐｌａｎｔｓ

成分 　 　 　 　 名称 浓度

大量元素 硝酸钾 (ｍｍｏｌ / Ｌ) ０.０９１

磷酸二氢钾 (ｍｍｏｌ / Ｌ) ０.１００

硫酸铵 (ｍｍｏｌ / Ｌ) ０.１８３

硫酸镁 (ｍｍｏｌ / Ｌ) ０.２７４

硝酸钙 (ｍｍｏｌ / Ｌ) ０.１８３

微量元素 氯化锰 (μｍｏｌ / Ｌ) ０.５

硼酸 (μｍｏｌ / Ｌ) ３.０

钼酸铵 (μｍｏｌ / Ｌ) ０.１

硫酸铜 (μｍｏｌ / Ｌ) ０.２

硫酸锌 (μｍｏｌ / Ｌ) ０.４

乙二胺四乙酸钠铁 (μｍｏｌ / Ｌ) ４０.０
营养液 ｐＨ 调至 ５.５ꎮ

１.２.３　 砷吸收能力与转移能力测定 　 采用植株地

上部和根系中的总砷含量与根干质量的比值来表示

水稻根部吸收砷的能力ꎬ即作为砷吸收能力的指标ꎮ
ＳＡＵ ＝ [(Ｃ根￣砷 ×Ｍ根 ) ＋ (Ｃ地上部￣砷 ×Ｍ地上部 )] /Ｍ根ꎬ式
中ꎬＳＡＵ(Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｒｓｅｎｉｃ ｕｐｔａｋｅ)为水稻对砷的吸收

能力ꎬＣ根￣砷和 Ｃ地上部￣砷分别为根系和地上部中总砷含

量ꎬＭ根和 Ｍ地上部分别为根系和地上部的干质量ꎮ 砷

转移速率(Ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬＴＦ)为评价砷从地下

部根系转移到地上部能力的指标ꎬ用地上部中总砷

含量与根系中总砷含量的比值来表示ꎮ
１.２.４　 伊文思蓝染色　 挑选长势一致的幼苗ꎬ将其

最长的２~ ３ 条根剪下ꎬ在 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２ 溶液

(ｐＨ＝ ４􀆰 ５)中浸泡 ５ ｍｉｎꎬ用纯水洗涤ꎬ吸干水分后ꎬ
用伊文思蓝溶液(０􀆰 ０２５％)浸泡０.５~ １􀆰 ０ ｈꎬ用水清

洗 １５ ｍｉｎꎬ吸干ꎮ 取 １􀆰 ５ ｃｍ 左右根尖在体视显微镜

(型号为 ＳＺＸ１０ꎬＯＬＹＭＰＵＳ 公司产品)下观察染色

情况ꎮ
１.２.５　 二氨基联苯胺(３ꎬ３￣ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅꎬＤＡＢ)
和氮蓝四唑(ＮｉｔｒｏｂｌｕｅｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍꎬＮＢＴ)染色 　 选取

水稻幼苗同一部位的叶片(约 １.５ ｃｍ 长)ꎬ分别浸没

在 １ ｍｇ / ｍＬ 的 ＤＡＢ 和 ＮＢＴ 溶液中ꎮ 避光条件下用

ＤＡＢ 染液静置染色 ２４ ｈꎬ再在强光下用 ＮＢＴ 染液染

色ꎬ直至出现明显表型ꎬ然后将样品浸没在无水乙醇

中ꎬ于 ７０ ℃水浴中脱色至黄白色ꎮ 脱色完成后ꎬ将
样品冷却并浸入 ７０ ％乙醇中ꎮ 使用体视显微镜观

察染色情况ꎮ
１.２.６　 相对电导率测定 　 使用数字电导率仪检测

根系的电解质渗漏ꎮ 用蒸馏水冲洗幼苗根系ꎬ取鲜

样 ０􀆰 １ ｇꎬ置于装有 １０ ｍｌ 去离子水的试管中室温下

浸泡处理 １２ ｈꎬ测定浸出液电导率(Ｒ１)ꎬ然后沸水

浴加热 ３０ ｍｉｎꎬ冷却至室温后测定电导率(Ｒ２)ꎬ同
时设置一组纯水对照ꎬ煮沸前测定电导率(Ｒ３)ꎬ煮
沸后测定电导率(Ｒ４)ꎬ计算相对电导率ꎮ 相对电导

率＝(Ｒ１－Ｒ３) / (Ｒ２－Ｒ４)×１００％ꎮ
１.２.７　 脯氨酸含量测定　 将新鲜根系剪碎ꎬ加入 ５
ｍｌ ３％磺基水杨酸溶液ꎬ沸水浴中浸提 １０ ｍｉｎꎬ冷却

至室温ꎬ吸取 ２ ｍｌ 上清液ꎬ加入 ２ ｍｌ 冰醋酸、４ ｍｌ
２􀆰 ５％酸性茚三酮溶液ꎬ再次置于沸水浴中显色 ６０
ｍｉｎꎬ冷却后加入 ４ ｍｌ 甲苯ꎬ涡旋振荡ꎬ萃取红色物

质ꎬ静止后取甲苯层用分光光度计测定 ５２０ ｎｍ 处的

吸光值ꎮ
１.２. ８ 　 非蛋白质巯基化合物 (Ｎｏｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｈｉｏｌｓꎬ
ＮＰＴ)含量测定　 取鲜样的全部叶片和根系ꎬ液氮研

磨ꎬ加入 ４ ｍｌ 预冷的 ５％磺基水杨酸溶液ꎬ在１２ ０００
ｇ、４ ℃条件下离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清液 １ ｍｌꎬ依次加入

１􀆰 ８５ ｍｌ ０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液 ( ｐＨ ＝ ８􀆰 ２) 和

０􀆰 １５ ｍｌ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＴＮＢ [５ꎬ５′￣Ｄｉｔｈｉｏｂｉｓ￣(２￣ｎｉｔｒｏ￣
ｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ)]ꎬ静置 ２０ ｍｉｎ 后用分光光度计测定

４１２ ｎｍ 处的吸光值ꎮ
１.２.９　 砷吸收、转运和积累等相关基因的表达分析

　 在亚砷酸盐处理后 １ ｈ、３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈ 等不

同时间点分别取水稻根系ꎬ采用孙德权等[２７] 方法提

取总 ＲＮＡꎮ 根据设计的基因特异引物(表 ２)ꎬ利用

定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 对 ６ 个功能已知的水稻砷吸收、转运

和积累等相关基因的表达进行分析ꎮ 采用 ２－△△Ｃｔ法

计算基因的相对表达量ꎮ
１.３　 统计分析

所有数据均来自多次(≥３ 次)重复试验ꎮ 采用

Ｒｖ３.４.０ 软件绘图ꎬ 并对不同处理数据进行单因素

方差分析(ＡＮＯＶＡ)ꎬ在 ０􀆰 ０５ 水平上分析其差异显

著性ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 表油菜素内酯对砷处理下水稻株高、根长和生

物量的影响

　 　 从图 １ 可以看出ꎬＡｓＩＩＩ胁迫处理可显著抑制水

稻幼苗的生长ꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬＡｓＩＩＩ处理后水稻株高和

根长分别下降了 ９５􀆰 ２％和 ９４􀆰 ９％ꎮ 但是ꎬ与单独

ＡｓＩＩＩ处理相比ꎬ外施表油菜素内酯后幼苗的株高和
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根长得到明显恢复ꎬ分别提高了 ８６５％和 ７５９％ꎮ 此

外ꎬＡｓＩＩＩ胁迫对水稻幼苗地上部生物量也有显著抑

制作用(图 ２ 和图 ３)ꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬＡｓＩＩＩ处理后单株

鲜质量和干质量分别下降了 ７０􀆰 ２％和 ２５􀆰 ９％ꎻ而与

单独 ＡｓＩＩＩ处理相比ꎬ外施油菜素内酯后单株鲜质量

和干质量分别提高了 １６１􀆰 ０％和 １３􀆰 ６％ꎬ差异达到

显著水平ꎮ

表 ２　 定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增所使用的引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

基因名称　 正向引物(５′→３′) 　 　 　 　 　 反向引物(５′→３′) 　 　 　 　 作用[７ꎬ１２] 　 　 　 登录号

Ａｃｔｉｎ ＡＴＣＡＴＧＡＡＧＴＧＣＧＡＣＧＴＧＧ ＡＡＴＧＣＣＡＧＧＧＡＡＣＡＴＡＧＴＧＧＴ 内参基因 ＸＭ＿０１５７７４８３０

ＯｓＬｓｉ１ ＡＴＣＴＡＣＴＴＣＣＴＧＧＧＣＣＣＡＧＴ ＡＧＧＡＧＡＧＣＴＴＣＴＧＧＧＡＧＧＡＧ 亚砷酸盐吸收 ＸＭ＿０１５７７０６８７

ＯｓＬｓｉ２ ＡＴＣＡＣＣＴＴＣＣＣＣＡＡＧＴＴＣＣ ＣＡＧＣＴＣＣＣＴＣＣＡＧＴＡＣＡＴＧＣ 亚砷酸盐向木质部卸载 ＸＭ＿０１５７７６７３１

ＯｓＰＩＰ２ꎻ４ ＴＧＧＧＣＴＣＴＴＴＣＴＣＣＴＴＣＡＧ ＧＣＡＧＧＧＣＴＴＣＴＣＡＣＴＴＡＡＡＣ 亚砷酸盐吸收 ＸＭ＿０１５７８９１００

ＯｓＮＩＰ２ꎻ２ ＧＧＡＣＣＡＡＣＴＣＴＣＧＧＧＴＧＡＡＣ ＣＡＣＧＴＣＡＣＧＡＡＣＡＣＡＡＧＣＡＧ 亚砷酸盐吸收 ＸＭ＿０１５７８８６４８

ＯｓＰＴ８ ＡＧＡＡＧＧＣＡＡＡＡＧＡＡＡＴＧＴＧＴＧＴＴＡＡＡＴ ＡＡＡＡＴＧＴＡＴＴＣＧＴＧＣＣＡＡＡＴＴＧＣＴ 砷酸盐吸收 ＸＭ＿０１５７５８６３６

ＯｓＨＡＣ４ ＴＧＧＣＴＴＣＡＣＴＣＴＴＣＧＧＣＡＡ ＣＡＴＴＣＴＴＧＡＡＴＣＣＣＧＣＧＴＣＣＡ 砷酸还原酶 ＸＭ＿０２６０２３３１８

不同小写字母表示不同处理间差异达到显著水平(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 １　 表油菜素内酯对砷抑制水稻幼苗株高和根长相对增长量

的缓解作用

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅ ｏｎ ａｌｌｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｒｏｏｔ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｏｆ
ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ａｒｓｅｎｉｃ ｓｔｒｅｓｓ

２.２　 表油菜素内酯对砷处理下水稻砷积累和转移

能力的影响

　 　 ＡｓＩＩＩ处理后水稻根系和地上部总砷含量分别为

(１４.３４±３􀆰 ８５) ｍｇ / ｋｇ和(５.９６±３􀆰 ５９) ｍｇ / ｋｇꎬ外施油

菜素内酯后总砷含量分别降至(１３.０７±２􀆰 ４３) ｍｇ / ｋｇ
和(５.７０±０􀆰 ５３) ｍｇ / ｋｇꎬ但差异不显著ꎮ 此外ꎬ与单独

ＡｓＩＩＩ处理相比ꎬ外施表油菜素内酯可降低根系对砷的

吸收 能 力 [ ＳＡＵ 值 从 (２２.２３± ９􀆰 ２１) ｍｇ / ｋｇ 降 至

(１８.７４±５􀆰 ７８) ｍｇ / ｋｇ]ꎬ但却增加了砷向地上部转移

的能力(ＴＦ 值从０.３９９±０􀆰 ０８７ 升至 ０.４５９±０􀆰 １２１)ꎮ

不同小写字母表示不同处理间差异达到显著水平(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ２　 表油菜素内酯对砷抑制水稻幼苗地上部相对增长量的缓

解作用

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅ ｏｎ ａｌｌｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ａｅｒｉａｌ ｐａｒｔ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ａｒ￣
ｓｅｎｉｃ ｓｔｒｅｓｓ

２.３　 表油菜素内酯对砷处理下水稻根系细胞膜透

性的影响

　 　 根系细胞膜透性可通过伊文思蓝染色来定性比

较ꎬ未受损的完整细胞膜不会吸收伊文思蓝ꎬ但当细

胞膜受损后ꎬ伊文思蓝就会进入细胞并与蛋白质结

合ꎮ 因此ꎬ染色颜色越深表明细胞膜透性越大ꎬ细胞

受损越严重ꎮ 从图 ４ 可见ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬＡｓＩＩＩ处理的

幼苗根尖有明显被染色的现象ꎬ呈现蓝色的区域多

且染色深ꎬ而 ＡｓＩＩＩ＋外施 ＥＢＲ 处理的根系染色较浅

并且染色区域较少ꎮ 这表明 ＡｓＩＩＩ胁迫处理可导致幼

苗根系细胞膜受损进而透性增大ꎬ但喷施外源 ＥＢＲ
后可有效缓解亚砷酸盐对根系的损伤ꎮ 此外ꎬ与 ＣＫ
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不同小写字母表示不同处理间差异达到显著水平(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ３　 表油菜素内酯对砷抑制水稻幼苗地上部干质量的缓解作

用

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅ ｏｎ ａｌｌｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ａｅｒｉａｌ ｐａｒｔ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ａｒｓｅｎｉｃ
ｓｔｒｅｓｓ

相比ꎬＡｓＩＩＩ处理后水稻根系的相对电导率显著增加ꎬ
提高了 ５９.４％ꎬ但外施表油菜素内酯后相对电导率

显著下降(比单独 ＡｓＩＩＩ处理降低了 ５５.４％)(图 ５)ꎮ
因此ꎬＡｓＩＩＩ处理可致使水稻根系细胞的膜系统受到

严重损伤ꎬ但外施表油菜素内酯可在一定程度上减

轻 ＡｓＩＩＩ胁迫对根系的伤害ꎮ

图 ４　 砷与表油菜素内酯处理下水稻幼苗根系的伊文思蓝染色

Ｆｉｇ.４　 Ｅｖａｎｓ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｒｏｏｔｓ ｕｎｄｅｒ ａｒｓｅｎｉｃ
ａｎｄ ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２.４　 表油菜素内酯对砷处理下水稻叶片活性氧含

量的影响

　 　 从图 ６ 可以看出ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬＡｓＩＩＩ处理的叶片

上具有明显的棕色条带ꎬ且叶脉上染色更明显ꎬ说明

组织中 Ｈ２Ｏ２含量较高ꎬ而外施 ＥＢＲ 后叶片上几乎

没有棕色染色条带ꎬ与对照相近ꎮ ＮＢＴ 染色可直观

呈现叶片中集聚超氧阴离子的部位ꎬ从而推测叶片

的过氧化损伤程度ꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬＡｓＩＩＩ处理的叶片上

有大范围的蓝色沉淀ꎬ而外施 ＥＢＲ 后叶片上的蓝色

沉淀显著减少ꎬ且颜色较浅(图 ７)ꎮ

不同小写字母表示不同处理间差异达到显著水平(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ５　 砷与表油菜素内酯处理下水稻幼苗根系的相对电导率

Ｆｉｇ.５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ
ｕｎｄｅｒ ａｒｓｅｎｉｃ ａｎｄ ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图 ６　 砷与表油菜素内酯处理下水稻幼苗叶片的 ＤＡＢ 染色

Ｆｉｇ.６ 　 ＤＡＢ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ａｒｓｅｎｉｃ
ａｎｄ ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图 ７　 砷与表油菜素内酯处理下水稻幼苗叶片的 ＮＢＴ 染色

Ｆｉｇ.７ 　 ＮＢＴ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ａｒｓｅｎｉｃ
ａｎｄ ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２.５　 表油菜素内酯对砷处理下水稻根系脯氨酸和

ＮＰＴ 含量的影响

　 　 亚砷酸盐处理导致根系中脯氨酸含量极显著上

升ꎬ与 ＣＫ 相比提高了 ５８７􀆰 ７％ꎬ但外施表油菜素内

酯后脯氨酸含量显著下降ꎬ比单独 ＡｓＩＩＩ处理降低了

２４􀆰 ０％ꎬ但仍然高于 ＣＫ(图 ８)ꎮ 从图 ９ 可知ꎬ与 ＣＫ
相比ꎬＡｓＩＩＩ处理后根系中 ＮＰＴ 含量显著上升ꎬ提高了

１０８􀆰 ９％ꎬ但外施 ＥＢＲ 后根系中 ＮＰＴ 含量显著下降ꎬ
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比 ＡｓＩＩＩ处理降低了 ４３􀆰 ７％ꎬ几乎恢复到 ＣＫ 水平ꎮ

不同小写字母表示不同处理间差异达到显著水平(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ８　 砷与表油菜素内酯处理下水稻幼苗根系中脯氨酸含量的

比较

Ｆｉｇ.８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ
ｕｎｄｅｒ ａｒｓｅｎｉｃ ａｎｄ ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

不同小写字母表示不同处理间差异达到显著水平(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ９　 砷与表油菜素内酯处理下水稻幼苗根系中 ＮＰＴ 含量

Ｆｉｇ.９　 ＮＰＴ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ａｒｓｅｎｉｃ ａｎｄ
ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２.６　 表油菜素内酯对砷处理下水稻根系中砷吸收

转运等相关基因表达的影响

　 　 ＯｓＬｓｉ１、ＯｓＰＩＰ２ꎻ４、ＯｓＮＩＰ２ꎻ２、ＯｓＰＴ８ 是水稻中负

责亚砷酸盐和砷酸盐吸收的主要基因ꎬＯｓＬｓｉ２ 主要

将吸收的砷卸载到木质部进而向地上部转运ꎬＯｓ￣
ＨＡＣ４ 可将砷酸盐还原为亚砷酸盐[１６￣１７]ꎮ 从图 １０
可以看出ꎬ 喷施外源表油菜素内酯后ꎬ ＯｓＬｓｉ１、
ＯｓＰＩＰ２ꎻ４和 ＯｓＰＴ８ 的表达量在砷胁迫处理后 １２ ｈ
出现显著下调表达ꎬ而 ＯｓＬｓｉ２ 和 ＯｓＨＡＣ４ 的表达量

却一直高于单独 ＡｓＩＩＩ处理ꎮ 因此ꎬ喷施 ＥＢＲ 降低了

水稻幼苗根系对砷的吸收和转运ꎬ同时增加了幼苗

自身的解毒能力ꎬ但却增加了砷在地上部中的积累ꎮ

３　 讨 论

油菜素内酯除参与调控植物生长发育外ꎬ还在

植物响应外界逆境胁迫中发挥着重要作用[２８￣２９]ꎮ
李钱峰等[３０]报道ꎬ施用外源油菜素内酯不仅可促进

植物生长ꎬ而且在高盐和干旱等逆境条件下可有效

缓解逆境胁迫造成的植物损伤ꎮ 砷是类金属元素ꎬ
高浓度砷可导致植物叶片黄化、卷曲甚至地上部死

亡等[３１]ꎮ 本研究结果表明ꎬ砷处理下水稻的生长发

育受到明显抑制ꎬ但是喷施 ０.１ μｍｏｌ / Ｌ表油菜素内

酯有效促进了亚砷酸盐胁迫下水稻幼苗的生长ꎬ且
在一定程度上增加了地上部干物质的积累ꎬ这表明

喷施外源表油菜素内酯可提高水稻幼苗对砷毒害的

耐受能力ꎮ
砷对植物细胞的毒害作用往往表现在对膜系统

的氧化损伤等方面ꎬ因此根系细胞膜系统是防御外

界污染物的重要屏障[３２￣３３]ꎮ 大量研究结果证明ꎬ根
系相对电导率的高低是判断植物是否处于逆境伤害

的一个重要生理指标ꎬ被广泛应用于植物抗性生理

研究中ꎮ 在重金属胁迫下ꎬ植物细胞膜透性增大ꎬ电
解质大量外渗ꎬ从而影响细胞膜内外的物质交换ꎬ引
起离子平衡失调ꎬ生理代谢紊乱ꎬ严重时导致细胞膜

的解体和细胞死亡[３４]ꎮ 另外ꎬ伊文思蓝染色能定性

比较不同外界逆境胁迫下植物幼苗根系细胞的受损

程度[３５]ꎮ 本研究发现ꎬ使用亚砷酸盐处理一定时间

后ꎬ水稻幼苗根尖细胞膜系统严重受损ꎬ且伴随细胞

外渗物增多ꎬ导致相对电导率显著上升ꎮ 这与郭晖

等[３６]的研究结果相一致ꎮ 同时ꎬ我们也发现ꎬ施加

外源表油菜素内酯可显著减轻砷胁迫下水稻幼苗根

系细胞膜系统的受损状况ꎮ 由此可见ꎬ喷施外源表

油菜素内酯对砷胁迫下的水稻幼苗根系膜系统具有

保护作用ꎮ
在逆境胁迫下ꎬ植物体内会产生大量 Ｏ２

􀅰－、Ｈ２Ｏ２

等活性氧自由基[３７]ꎮ 这些自由基具有很强的氧化

活性ꎬ能够破坏植物体内的氧化还原平衡ꎬ进而对植

物造成伤害[３８￣３９]ꎮ ＤＡＢ 染色和 ＮＢＴ 染色结果表

明ꎬ砷胁迫可导致水稻幼苗叶片发生过氧化损伤ꎬ影
响水稻幼苗的正常生长ꎬ而外施表油菜素内酯会明

显减轻砷胁迫下水稻叶片中活性氧自由基的产生和

积累ꎮ 油菜素内酯之所以具有提高植物抵抗逆境的

能力ꎬ可能是因为其可激活植物中的抗氧化酶保护

系统ꎬ 从而尽快消除植物体内由于逆境而产生的过

多有害自由基[４０]ꎮ
脯氨酸是公认的植物应答逆境胁迫的重要可溶

性有机渗透调节物质ꎬ在保护生物膜完整性和维持
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图 １０　 砷与表油菜素内酯处理下水稻幼苗根系中砷吸收转运等相关基因的相对表达量

Ｆｉｇ.１０　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ａｒｓｅｎｉｃ ｕｐｔａｋｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ａｒｓｅｎｉｃ ａｎｄ ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌ￣
ｉｄｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

生物膜透性以及细胞正常膨胀状态方面具有重要作

用[４１￣４２]ꎮ 在逆境条件下ꎬ大量游离脯氨酸会在植物

体内积累ꎬ且其积累指数与植物的抗逆性相关ꎮ 本

研究发现ꎬ当受砷胁迫时ꎬ水稻根系中脯氨酸大量积

累ꎬ而砷处理结合外施表油菜素内酯处理下根系中

脯氨酸含量降至对照水平ꎬ这表明外施表油菜素内

酯会影响逆境条件下水稻根系组织中氨基酸代谢水

平ꎮ
大量研究结果显示ꎬＮＰＴ 在植物重金属解毒方

面具有重要作用ꎮ ＮＰＴ 能络合亚砷酸盐(三价砷)
并通过离子泵将其储存在液泡中ꎬ限制其向地上部

运输ꎬ致使其在水稻体内的移动性下降ꎬ降低其毒

性[４３￣４４]ꎮ 三价砷对多肽上的巯基(￣ＳＨ) 具有高亲

合力ꎬ一旦与蛋白质上的￣ＳＨ 结合后ꎬ会影响其正常

结构与功能ꎬ这是亚砷酸盐导致水稻植株毒害的主

要原因[４５]ꎮ 本研究发现ꎬ水稻幼苗受到亚砷酸盐胁

迫后其根系中 ＮＰＴ 含量显著增加ꎬ但施用亚砷酸盐

后结合表油菜素内酯处理的水稻根系中 ＮＰＴ 含量

与对照差异不明显ꎬ但其机理尚待进一步研究ꎮ
通过分析水稻根系中负责亚砷酸盐和砷酸盐吸

收及向地上部转移和积累相关基因的表达水平ꎬ发
现不同处理条件下 ＯｓＬｓｉ１、ＯｓＰＩＰ２ꎻ４、ＯｓＮＩＰ２ꎻ２、Ｏｓ￣
ＰＴ８ 等基因的表达模式截然不同ꎬ尤其在表油菜素

内酯处理后 １２ ｈꎬＯｓＬｓｉ１、ＯｓＰＩＰ２ꎻ４、ＯｓＰＴ８ 的表达显

著下调ꎬ表明外施油菜素内酯会降低水稻根系对培

养介质中砷的吸收ꎮ ＯｓＬｓｉ２ 是控制砷向木质部卸载

和籽粒积累的重要基因ꎮ 我们发现ꎬ在亚砷酸盐与

表油菜素内酯组合处理下ꎬＯｓＬｓｉ２ 的表达量要高于

单独砷处理ꎬ表明外施表油菜素内酯会促进砷向地

上部转移ꎮ ＯｓＨＡＣ４ 是砷酸还原酶基因ꎬ可将砷酸盐

还原为亚砷酸盐[７ꎬ１２]ꎮ 我们发现ꎬＯｓＨＡＣ４ 的表达量

可被外施表油菜素内酯显著诱导表达ꎬ说明砷处理

下外施表油菜素内酯可能促进水稻根系中 ＡｓＶ还原

为 ＡｓＩＩＩꎬ而后者与 ＮＰＴ 等结合储存在液泡中从而减
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轻砷对水稻的毒害ꎮ
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