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　 　 摘要:　 为评估高温胁迫下二氢卟吩铁(Ｉｒｏｎ ｃｈｌｏｒｉｎｅ ｅ６ꎬＩＣＥ６)缓解辣椒幼苗高温伤害效应及对耐高温胁迫相关

基因表达量的影响ꎮ 本研究以艳椒 ４６５ 为供试品种ꎬ探究高温胁迫下ꎬ二氢卟吩铁对辣椒幼苗相对电导率、可溶性糖

含量、抗氧化酶活性、脯氨酸含量等生理生化指标和耐高温相关基因表达的影响ꎮ 试验结果表明ꎬ高温胁迫下ꎬ与清

水对照比ꎬ喷施 ０􀆰 ２ μｇ / ｍｌ二氢卟吩铁可提高辣椒叶片中可溶性糖、脯氨酸、还原型谷胱甘肽含量ꎬ增强超氧化物歧化

酶、过氧化物酶活性ꎬ降低相对电导率及丙二醛含量ꎻ二氢卟吩铁能提高 ＣａＷＲＫＹ１９、ＣａＷＲＫＹ５５ 和 ＣａＷＲＫＹ４０ 耐高温

胁迫相关基因的表达ꎮ 由此可见ꎬ用 ０.２ μｇ / ｍｌ二氢卟吩铁处理可显著提高辣椒耐高温胁迫能力ꎮ
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　 　 适宜的温度对植物生长速度和发育进程起着关

键作用[１]ꎬ环境温度起伏变化会令植物生长受到较

大影响ꎮ 在当今全球变暖的大背景下ꎬ植物遭受高

温胁迫的风险逐年递增[２]ꎬ热胁迫已成为全球农业

领域关注的重要问题之一ꎮ 中国辣椒种植规模居全

球领先地位[３]ꎬ年创造经济效益居蔬菜之首ꎮ 辣椒

在温暖的地方生长良好ꎬ但其对高温胁迫具有较高

敏感性ꎬ当环境温度超过 ３５℃时[４]ꎬ就会遭受热胁

迫ꎬ生长和发育受到严重影响ꎮ
高温环境下生长的植物形态与结构会发生明显

改变ꎬ对水分的需求急剧增加ꎮ 长时间高温状态会给

植物生长发育带来不可逆影响ꎬ甚至使植株失水枯

死[５]ꎮ 植物对高温胁迫的抵御可通过渗透调节作用

和抗氧化酶活性增强来实现ꎬ可避免植物膜系统的损

伤ꎬ维护细胞膜的完整性[６]ꎮ 植物生长发育过程中ꎬ
基因表达的转录调控在应对逆境胁迫方面扮演着不

可或缺的角色ꎮ 转录因子(Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬ ＴＦ)
作为反式作用因子ꎬ能与目的基因启动子顺式作用元

件特异性互作ꎬ对转录进行时空激活或抑制[７]ꎮ
ＷＲＫＹ 作为高等植物中最大的转录因子家族之一[８]ꎬ
通过保守氨基酸序列与启动子区 Ｗ￣Ｂｏｘ (Ｃ / ＴＴ￣
ＧＡＣＣ / Ｔ)特异性结合调控基因表达ꎬ经激素信号传

导调控植物抗耐性[９]ꎮ 有研究结果表明ꎬ辣椒

ＣａＷＲＫＹ１７、ＣａＷＲＫＹ６ 和 ＣａＷＲＫＹ４０ 都是抗青枯病

病菌感染(ＲＳＩ)和耐高温高湿(ＨＴＨＨ)的正调控因

子ꎬ但其调控方式不同ꎮ ＣａＷＲＫＹ６ 调控 ＲＳＩ 抗性和

ＨＴＨＨ 耐受性ꎬ部分是通过激活 ＣａＷＲＫＹ４０ 来实现

的ꎬＣａＷＲＫＹ１７ 与 ＣａＷＲＫＹ４０ 在细胞核互作并在辣

椒 ＨＴＨＨ 耐受性以及 ＲＳＩ 抗性中起协同作用[１０]ꎮ
植物生长调节剂应用范围广泛ꎬ能对农作物的

生长发育进行化学调控ꎬ已成为现代农业生产中一

项重要措施ꎮ 利用芸薹素内酯、水杨酸、赤霉素、褪
黑素等植物生长调节剂能提高环境胁迫下作物的抗

氧化酶活性和渗透调节物质含量[１１￣１３]ꎬ进而增强作

物对高温的耐受性ꎮ 二氢卟吩铁( Ｉｒｏｎ ｃｈｌｏｒｉｎｅ ｅ６ꎬ
ＩＣＥ６)是一种新型生物源农药ꎬ母核来源于叶绿素

的中间产物ꎬ在植物光合作用中主要负责光吸

收[１４]ꎬ具有抗逆增产的效果ꎮ 前期研究结果表明ꎬ
ＩＣＥ６ 能够增加植物体内叶绿素含量[１５]ꎬ提高光合

性能ꎬ促进植物生长ꎮ 此外ꎬＩＣＥ６ 可以显著增强渍

水胁迫、盐胁迫和干旱胁迫条件下作物的抗逆

性[１６]ꎮ 本研究以辣椒为研究对象ꎬ探索 ＩＣＥ６ 的抗

高温效果ꎬ通过测定辣椒叶片中可溶性糖(Ｓｏｌｕｂｌｅ
ｓｕｇａｒｓꎬＳＳ)、脯氨酸(ＰｒｏｌｉｎｅꎬＰｒｏ)、丙二醛(Ｍａｌｏｎｄｉ￣
ａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)、 还 原 型 谷 胱 甘 肽 ( Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅꎬ
ＧＳＨ)含量以及超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、过氧化物酶

(ＰＯＤ)活性ꎬ评估 ＩＣＥ６ 在高温下对辣椒热害的缓

解效应ꎬ并初步阐释其耐高温机理ꎬ进而为 ＩＣＥ６ 在

缓解高温热害方面的应用提供理论支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

以艳椒 ４６５ 作为试验材料(重庆科光种苗有限

公司提供)ꎮ 辣椒种子用 １５％ ＮａＣｌＯ 浸泡 １０ ｍｉｎꎬ
随后用水清洗至无味ꎬ播种在装满育苗基质(江苏

兴农基质科技有限公司提供)的 ７２ 孔育苗穴盘中ꎬ
幼苗在 ２５ ℃ / １７ ℃和 １２ ｈ / １２ ｈ(昼 /夜)温光周期

的条件下生长ꎮ 按照生长需求进行浇水和施肥ꎮ
１.２　 试验方法

当辣椒幼苗第 １０ 片真叶开始长出时(种植后

４５~５０ ｄ)ꎬ选择长势一致的幼苗将其分成两组ꎬ分
别喷施清水和 ０􀆰 ２ μｇ / ｍｌ ＩＣＥ６ꎬ以完全润湿叶片正

反两面为宜ꎬ喷施后避光 ２４ ｈꎮ 然后将处理后的辣

椒幼苗放入宾德 ＫＢＦ２４０ 冷热测试箱中(德国宾德

公司产品)进行４０ ℃高温胁迫处理ꎮ 在高温胁迫后

的不同时间点(０ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ)收集叶片ꎬ测量

相应指标ꎮ 其中每个时间点ꎬ每个处理随机选择 ６
盆辣椒进行样品采集ꎬ采集的样品立即放入液氮中

冷冻并在－８０ ℃环境下保存ꎮ 试验重复 ４ 次ꎮ
１.３　 测定指标与方法

１.３.１　 辣椒热害指数统计 　 热害指数的测定参照

姜燕等[１７]的方法ꎬ将热害分成 ５ 级ꎬ分级标准如下:
１ 级:植株生长正常ꎬ无受害症状ꎻ
２ 级:植株枯萎ꎬ中下部叶片下垂、皱缩ꎻ
３ 级:植株严重枯萎ꎬ上部叶片严重下垂ꎬ新叶

失水、皱缩ꎻ
４ 级:植株叶片完全干枯或脱落ꎻ
５ 级:植株完全死亡ꎮ
热害指数＝∑(各级病株数×级数) / (总株数×

最高级数)
１.３.２　 生物膜伤害指标测定　 相对电导率:参照曹

存凤[１８]的方法ꎬ取辣椒相同叶位的叶片 ０􀆰 １ ｇꎬ用自

来水洗净后再用蒸馏水冲洗 ３ 次ꎬ滤纸吸干表面水

分后置于装有 １０ ｍｌ 去离子水的刻度试管中ꎬ真空
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抽气使叶片浸没在水中ꎬ室温下不断振摇 １ ｈꎬ用
ＤＤＳ￣３０７Ａ 型电导率仪(上海仪电科学仪器有限公

司产品)测定其电导率(Ｒ１)ꎻ然后将样品放入沸水

浴中加热 ３０ ｍｉｎꎬ冷却至室温后摇匀ꎬ测定其电导率

(Ｒ２)ꎮ 相对电导率＝Ｒ１ / Ｒ２×１００％
丙二醛(ＭＤＡ)含量:采用硫代巴比妥酸显色

(ＴＢＡ)法测定[１９]ꎮ 称取辣椒叶片 １ ｇꎬ加入石英砂

和三氯乙酸ꎬ充分研磨后加入三氯乙酸再次研磨ꎬ随
后离心ꎬ取上清液再加入硫代巴比妥酸溶液ꎮ 将混

合液放在金属浴中反应 １５ ｍｉｎꎬ拿出放在冰上冷却ꎮ
在 ５３２ ｎｍ、６００ ｎｍ 和 ４５０ ｎｍ 处读取其吸光度ꎬ根据

吸光度值计算丙二醛含量ꎮ
１.３.３　 渗透调节物质测定　 可溶性糖含量:采用蒽酮

法测定[２０]ꎮ 取鲜叶 ０􀆰 ５ ｇ 置于玻璃瓶内ꎬ加蒸馏水 ２０
ｍｌꎬ沸水中萃取 ３０ ｍｉｎꎬ放凉后滤出ꎬ定容到 １００ ｍｌ 即
为待测液ꎮ 吸取 ０.５ ｍｌ 待测液放置在 ２０ ｍｌ 试管内ꎬ
分别加入蒸馏水、蒽酮乙酸乙酯和浓Ｈ２ＳＯ４ꎬ剧烈振荡

后ꎬ置于沸水中保温 １ ｍｉｎꎬ冷却后于 ６２０ ｎｍ 处测定

吸光值ꎬ根据吸光度值计算可溶性糖含量ꎮ 脯氨酸含

量:根据脯氨酸含量测试试剂盒[索莱宝科技有限公

司(北京)产品]的说明测定ꎮ 称取约 ０􀆰 １ ｇ 新鲜叶

片ꎬ使用预冷的研磨棒加入 １ ｍｌ 预冷提取液研磨叶

片组织ꎬ之后在金属浴中加热 １０ ｍｉｎꎬ常温离心ꎬ取上

清液ꎬ冷却后待测ꎮ 在 ５２０ ｎｍ 处读取其吸光度ꎬ根据

吸光度值计算脯氨酸含量ꎮ
１.３.４　 抗氧化酶活性测定　 根据 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 酶活

性测试试剂盒[索莱宝科技有限公司(北京)产品]
的说明测定ꎮ 取新鲜叶片 ０􀆰 １ ｇꎬ使用预冷的研杵和

研钵加入 １ ｍｌ 预冷提取液研磨叶片组织ꎮ 随后在 ４
℃下以８ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎮ ＳＯＤ 在 ５６０ ｎｍ 处读取

其吸光度ꎬ测定 ＳＯＤ 活性ꎻＰＯＤ 在 ４７０ ｎｍ 处读取其

吸光度ꎬ测定 ＰＯＤ 活性ꎮ
１.３.５　 还原型谷胱甘肽(ＧＳＨ)含量的测定 　 根据

ＧＳＨ 含量测试试剂盒[索莱宝科技有限公司(北京)
产品]的说明测定ꎮ 取新鲜叶片 ０􀆰 １ ｇꎬ使用预冷的研

杵和研钵加入 １ ｍｌ 预冷提取液研磨叶片组织ꎬ随后

在 ４ ℃ 下以８ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎮ 在 ４１２ ｎｍ 处读取

其吸光度ꎬ根据吸光度值计算还原型谷胱甘肽含量ꎮ
１.３.６　 植物总 ＲＮＡ 的提取　 收集分别用清水对照

和 ０􀆰 ２ μｇ / ｍｌ ＩＣＥ６ 处理 ０ ｈ、１ ｈ、３ ｈ、６ ｈ 的叶片各

０􀆰 １ ｇ 用于 ＲＮＡ 的提取ꎮ ＲＮＡ 的提取采用 ＴＲＩｚｏｌ
方法ꎮ 取样品于 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管中ꎬ用液氮冷却后ꎬ

取出样品用研磨棒研成粉末ꎬ加入 １ ｍｌ ＴＲＩｚｏｌ ｒｅａ￣
ｇｅｎｔ(ＴｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒꎬＵＳＡ)ꎬ充分混匀后静置 ５ ｍｉｎꎬ加
入 ２００ μｌ 氯仿ꎬ振荡混匀后静置 ３ ｍｉｎꎬ４ ℃ １２ ０００
ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清液ꎮ 加入等体积预冷过的异

丙醇ꎬ振荡混匀后置于－８０ ℃ 环境下沉淀 １ ｈ 后ꎬ
４ ℃ １２ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ然后向离心管

中加入 １ ｍｌ ７５％无水乙醇冲洗 ２ 次ꎬ沉淀溶于３０ μｌ
ｄｄＨ２Ｏ(无 ＲＮＡ 酶)中ꎬ－８０ ℃保存ꎮ
１.３.７　 ｃＤＮＡ 第一链的合成及荧光定量 ＰＣＲ　 ｃＤ￣
ＮＡ 第一链用 Ｅｖｏ Ｍ￣ＭＬＶ 反转录预混型试剂盒 Ｖｅｒ.
２(含去除 ｇＤＮＡ 试剂ꎬ湖南爱科瑞生物工程有限公

司)合成ꎬ同时去除残留的基因组 ＤＮＡꎮ
利用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＩＣＥ６ 处理和清水对

照ꎬ在高温胁迫不同时间后辣椒叶片内耐高温相关

基因 ＣａＷＲＫＹ１９、ＣａＷＲＫＹ５５、ＣａＷＲＫＹ４０ 的表达情

况ꎬ以 Ａｃｔｉｎ 为内参ꎬ特异性引物序列见表 １ꎮ 以熔

解曲线和荧光值变化曲线判断反应体系的特异性ꎬ
试验重复 ３ 次ꎬ基因的相对表达量采用 ２－△△Ｃｔ计算ꎮ

表 １　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 所用引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

引物　 　 　 　 序列[２１]

ＣａＷＲＫＹ４０￣Ｆ ５′￣ＧＧＴＧＴＧＧＣＡＧＡＴＧＡＴＡＧＴＧＣ￣３′

ＣａＷＲＫＹ４０￣Ｒ ５′￣ＣＣＡＧＧＣＡＣＡＡＣＡＴＣＣＡＡＧＴ￣３′

ＣａＷＲＫＹ５５￣Ｆ ５′￣ＧＣＴＡＴＡＴＧＴＣＣＧＣＣＡＣＡＧＣＴ￣３′

ＣａＷＲＫＹ５５￣Ｒ ５′￣ＣＧＧＴＡＣＴＧＴＡＧＣＴＴＧＴＧＣＣＡ￣３′

ＣａＷＲＫＹ１９￣Ｆ ５′￣ＣＡＴＴＴＣＣＴＴＣＣＧＴＣＣＣＴＧＣＴ￣３′

ＣａＷＲＫＹ１９￣Ｒ ５′￣ＴＣＣＣＣＴＴＧＣＴＡＴＣＣＧＡＧＧＡＡ￣３′

Ａｃｔｉｎ￣Ｆ ５′￣ＧＡＧＧＧＴＧＡＧＴＧＡＧＣＡＧＴＴＣ￣３′

Ａｃｔｉｎ￣Ｒ ５′￣ＣＴＴＣＡＴＣＧＴＣＡＴＣＴＧＣＴＧＴＣ￣３′

１.４　 数据统计

使用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ 软件ꎬＯｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 方法进

行处理间显著性分析ꎬ使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 进行

数据处理和图表制作ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 二氢卟吩铁降低高温胁迫对辣椒幼苗的热害

指数

　 　 喷施 ＩＣＥ６ 可有效减轻高温下辣椒植株的热害

指数(表 ２)ꎮ 高温胁迫 ２４ ｈ 时ꎬＩＣＥ６ 处理植株大部

分叶片生长正常ꎬ无明显受害症状ꎬ较少部分叶片出
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现萎蔫、下垂等现象ꎬ热害指数 １９􀆰 ７４％ꎻ而喷施清

水对照植株大部分叶片萎蔫下垂、皱缩ꎬ少部分叶片

严重萎蔫ꎬ上部叶片严重下垂ꎬ少部分新叶失水、皱
缩(图 １)ꎬ热害指数高于 ６７􀆰 ２０％ꎮ 当高温胁迫达到

４８ ｈ 时ꎬ清水对照植株全部死亡ꎻ而 ＩＣＥ６ 处理植株

大部分存活ꎬ热害指数为 ６３􀆰 ５８％ꎮ

表 ２　 高温胁迫下二氢卟吩铁(ＩＣＥ６)处理的辣椒幼苗的热害指数

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｈｅａｔ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｐｅｐｐｅｒ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｒｏｎ
ｃｈｌｏｒｉｎｅ ｅ６ (ＩＣＥ６) ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ

处理　 　 　 　
热害指数 (％)

高温后 ２４ ｈ 高温后 ４８ ｈ

清水对照 ６７.２０ １００.００

０.２ μｇ / ｍｌ ＩＣＥ６ １９.７４ ６３.５８

图 １　 高温胁迫下二氢卟吩铁(ＩＣＥ６)对辣椒幼苗的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｒｏｎ ｃｈｌｏｒｉｎｅ ｅ６ ( ＩＣＥ６) ｏｎ ｐｅｐｐｅｒ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ
ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２.２　 二氢卟吩铁减轻高温胁迫下辣椒幼苗膜系统

损伤

　 　 植物体在高温胁迫下ꎬ脂质透性会大幅度提升ꎬ
导致相对电导率增高ꎬ丙二醛含量上升ꎬ因此ꎬ从植

物膜系统受损情况可以看出植物受害严重程度ꎮ
正常温度条件下(０ ｈ)ꎬ与清水对照相比ꎬＩＣＥ６

处理的相对电导率和 ＭＤＡ 含量减少(图 ２)ꎮ 在整

个高温处理期间ꎬ辣椒幼苗的 ＭＤＡ 含量和相对电

导率随着高温处理时间的延长呈上升趋势ꎮ 高温胁

迫 ６ ｈ 时ꎬＩＣＥ６ 处理与清水对照相比ꎬ相对电导率

无明显差异ꎻ高温胁迫 １２ ｈ、２４ ｈ 时ꎬＩＣＥ６ 处理与清

水对照相比ꎬ相对电导率分别减少了 ７４􀆰 ００％ 和

７６􀆰 ６３％(图 ２Ａ)ꎮ 如图 ２Ｂ 所示ꎬ正常温度条件下

(０ ｈ)ꎬＩＣＥ６ 处理与清水对照相比 ＭＤＡ 含量显著降

低了 ３１􀆰 ３９％ꎻ在高温胁迫 ６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 时ꎬＭＤＡ
含量分别降低了 ６０􀆰 ８０％、４９􀆰 ６９％、６４􀆰 １５％ꎬ均达到

显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
试验结果表明ꎬ当遭受高温胁迫时辣椒叶片

ＭＤＡ 含量和相对电导率增加ꎬ而喷施 ＩＣＥ６ 可以有

效缓解高温胁迫对辣椒幼苗的质膜损伤ꎮ
２.３　 二氢卟吩铁增加高温胁迫下辣椒的渗透调节

物质含量

　 　 在细胞内游离脯氨酸和可溶性糖是至关重要的

渗透调节物ꎬ当植物遭受高温损伤后ꎬ通过检测它们

的含量可以反映出植物在逆境胁迫下所表现出的抗

逆性ꎬ随着含量的升高ꎬ植株的抗逆性增强[２２]ꎮ 如

图 ３ 所示ꎬ辣椒叶片的可溶性糖和脯氨酸含量随高

温胁迫时间的延长出现先增加后降低的趋势ꎬ总体

来看ꎬＩＣＥ６ 处理可溶性糖和脯氨酸含量高于清水对

照ꎮ
如图 ３Ａ 所示ꎬ正常温度条件下(０ ｈ)ꎬＩＣＥ６ 处

理与清水对照相比可溶性糖含量增加了 １４􀆰 ３５％ꎻ
在高温胁迫 ６ ｈ、１２ ｈ 时ꎬＩＣＥ６ 处理与清水对照相比

可溶性糖含量分别增加了 １４􀆰 ０３％和 ９􀆰 ５６％ꎻ高温

胁迫 ２４ ｈ 时ꎬ可溶性糖含量无明显变化ꎮ
如图 ３Ｂ 所示ꎬ正常温度条件下(０ ｈ)ꎬＩＣＥ６ 处理

与清水对照相比脯氨酸含量无明显变化ꎮ 随着高温

胁迫时间的增加ꎬ６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 时ꎬＩＣＥ６ 处理与清水

对照相比脯氨酸含量分别增高了 １２􀆰 ５０％、３８􀆰 ６９％和

２７􀆰 ０２％ꎬ都达到显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
总体而言ꎬＩＣＥ６ 处理可显著增加高温胁迫下辣

椒叶片中渗透调节物质的积累ꎮ
２.４　 二氢卟吩铁提高高温胁迫下辣椒叶片 ＧＳＨ 循

环代谢物的含量

　 　 还原型谷胱甘肽(ＧＳＨ)作为小分子物质ꎬ主要

功能是在根尖分生组织中清除活性氧ꎬ从而保护植

物正常生命活动ꎬ更好地提升植物的抗逆能力ꎮ 如

图 ４ 所示ꎬ整体来看ꎬ随着高温胁迫时间的延长ꎬ还
原型谷胱甘肽含量出现先增加后降低再升高的趋

势ꎬ且在不同处理时间段 ＩＣＥ６ 处理的 ＧＳＨ 含量均

高于清水对照ꎮ 正常温度条件下(０ ｈ)ꎬＩＣＥ６ 处理

与清水对照相比 ＧＳＨ 含量增高了 １１􀆰 ０８％ꎻ在高温

胁迫 ６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 时ꎬＩＣＥ６ 处理与清水对照相比

ＧＳＨ 含量分别增高了 １３􀆰 ７１％、３４􀆰 １５％和 ３３􀆰 ９４％ꎮ
这表明ꎬＩＣＥ６ 处理后辣椒幼苗对高温胁迫耐受性逐

渐增强ꎮ
２.５　 二氢卟吩铁增强高温胁迫下辣椒叶片抗氧化

酶活性

　 　 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 是生物体内参与氧化还原反应的

关键酶[２３]ꎮ 当植物在高温胁迫、水分胁迫和低温胁
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图中数据为平均值±标准差ꎬ同一高温胁迫时间不同字母表示不同处理之间经 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ 法检验差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ２　 二氢卟吩铁(ＩＣＥ６)对高温胁迫下辣椒细胞膜损伤的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｒｏｎ ｃｈｌｏｒｉｎｅ ｅ６ (ＩＣＥ６) ｏｎ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｐｅｐｐｅｒ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ

图中数据为平均值±标准差ꎬ同一高温胁迫时间不同字母表示不同处理之间经 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ 法检验差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ３　 二氢卟吩铁(ＩＣＥ６)对高温胁迫下辣椒幼苗渗透调节物质含量的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｒｏｎ ｃｈｌｏｒｉｎｅ ｅ６ (ＩＣＥ６) ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｏｓｍｏｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｉｎ ｐｅｐｐｅｒ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ

图中数据为平均值±标准差ꎬ同一高温胁迫时间不同字母表示不

同处理之间经 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ 法检验差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ４　 二氢卟吩铁(ＩＣＥ６)对高温胁迫下辣椒幼苗还原型谷胱甘

肽(ＧＳＨ)循环代谢物含量的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｒｏｎ ｃｈｌｏｒｉｎｅ ｅ６ ( ＩＣＥ６) ｏｎ ｒｅｄｕｃｅｄ ｇｌｕｔａｔｈｉ￣
ｏｎｅ (ＧＳＨ) ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｐｅｐｐｅｒ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｔｅｍ￣
ｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ

迫等逆境条件下ꎬ植物细胞会受到氧化损伤ꎮ 抗氧

化酶 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 活性可用来衡量植物细胞的抗氧

化能力ꎮ 整体来看ꎬ随着高温胁迫时间的延长ꎬＳＯＤ
和 ＰＯＤ 活性呈现升高的趋势ꎬ ＩＣＥ６ 处理 ＳＯＤ 和

ＰＯＤ 活性均高于清水对照ꎮ 如图 ５Ａꎬ正常温度条

件下(０ ｈ)ꎬＩＣＥ６ 处理与清水对照相比 ＳＯＤ 活性增

高了 ２７􀆰 ６２％ꎻ高温胁迫 ６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 时ꎬＩＣＥ６ 处

理与清水对照相比 ＳＯＤ 活性分别增高了 １８􀆰 ８７％、
２３􀆰 ９１％和 ２０􀆰 ５５％ꎻ图 ５Ｂ 所示ꎬ正常温度条件下(０
ｈ)ꎬＩＣＥ６ 处理组与清水对照相比 ＰＯＤ 活性增高了

２７􀆰 ０８％ꎻ高温胁迫 ６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 时ꎬＩＣＥ６ 处理与清

水对照相比 ＰＯＤ 活性分别增高了 １６􀆰 ６７％、１７􀆰 ２４％
和 １６􀆰 ６７％ꎬ均达到显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

以上试验结果说明ꎬ喷施 ＩＣＥ６ 可以提高 ＳＯＤ、
ＰＯＤ 酶的活性ꎬ使得辣椒活性氧代谢系统受损伤程

度减轻ꎬ从而提高辣椒幼苗的耐高温能力ꎮ
２.６　 二氢卟吩铁影响辣椒耐高温胁迫相关基因的

表达

　 　 通过荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＩＣＥ６ 处理后辣椒耐高

温胁迫相关基因表达量的变化ꎮ 由图 ６ 可知ꎬ清水
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图中数据为平均值±标准差ꎬ同一高温胁迫时间不同字母表示不同处理之间经 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ 法检验差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ５　 二氢卟吩铁(ＩＣＥ６)对高温胁迫下辣椒幼苗抗氧化酶活性的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｒｏｎ ｃｈｌｏｒｉｎｅ ｅ６ (ＩＣＥ６) ｏｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｐｅｐｐｅｒ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ

对照 ＣａＷＲＫＹ１９ 基因的相对表达量随高温胁迫时

间的增加变化幅度不大ꎻ经过 ＩＣＥ６ 处理后ꎬ在高温

胁迫 １ ｈ 时相对表达量升高ꎬ在高温胁迫 ３ ｈ 时降

低ꎬ在高温胁迫 ６ ｈ 时相对表达量又升高且达到最

高ꎻ高温胁迫 １ ｈ、３ ｈ、６ ｈ 时ꎬＩＣＥ６ 处理与清水对照

相比基因的相对表达量分别增加了 １３􀆰 ８ 倍、１􀆰 ７ 倍

和 １８􀆰 １ 倍ꎮ
清水对照 ＣａＷＲＫＹ４０ 和 ＣａＷＲＫＹ５５ 在整个高

温胁迫期间ꎬ１ ｈ 时基因的相对表达量无显著性变

化ꎬ随着时间的增长呈上升趋势ꎻ经过 ＩＣＥ６ 处理后ꎬ

ＣａＷＲＫＹ４０ 和 ＣａＷＲＫＹ５５ 相对表达量随着时间的推

移逐 渐 升 高ꎬ 相 对 表 达 量 均 有 显 著 性 变 化ꎻ
ＣａＷＲＫＹ４０ 在高温胁迫 １ ｈ、３ ｈ、６ ｈ 时ꎬＩＣＥ６ 处理与

清水对照相比基因的相对表达量分别增加了 ６􀆰 ０
倍、２􀆰 ８ 倍和 ９􀆰 ２ 倍ꎻＣａＷＲＫＹ５５ 在高温胁迫 １ ｈ 和 ６
ｈ 时ꎬＩＣＥ６ 处理与清水对照相比基因的相对表达量

分别增加了 ３􀆰 ５ 倍和 １􀆰 ６ 倍ꎮ 以上研究结果表明ꎬ
高温 胁 迫 下 ＩＣＥ６ 处 理 能 够 提 高 ＣａＷＲＫＹ１９、
ＣａＷＲＫＹ４０ 和 ＣａＷＲＫＹ５５ 基因的相对表达量ꎮ

图中数据为平均值±标准差ꎬ同一处理不同字母表示不同高温胁迫时间之间经 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ 法检验差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ６　 二氢卟吩铁(ＩＣＥ６)处理后对辣椒耐高温胁迫相关基因表达量的影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｒｏｎ ｃｈｌｏｒｉｎｅ ｅ６ (ＩＣＥ６) ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｅａｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｅｐｐｅｒｓ

３　 讨论与结论

热害指数、耐热机制对植物耐热性鉴定有重要

作用ꎬ耐热性的综合评价主要包括植物的形态、光合

作用、渗透调节、保护酶活性及其他生理特性和基因

表达[２４]ꎮ 本研究使用 ＩＣＥ６ 对辣椒叶片进行喷施处

理ꎬ显著降低了辣椒的热害指数ꎮ

细胞膜用于维持和保护细胞内的环境稳定ꎬ同
时也在调节和筛选物质进出细胞的过程中发挥着至

关重要的作用[２５]ꎮ 细胞膜对温度很敏感ꎬ当温度升

高时ꎬ其结构会发生变化ꎬ进而影响到细胞信号传导

过程中的分子水平及离子浓度变化ꎬ使细胞膜通透

性增加ꎻ同时细胞膜也是植物在高温环境下易受损

伤的敏感区域ꎬ在膜脂质过氧化过程中ꎬＭＤＡ 扮演
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着关键的角色ꎬ其与相对电导率共同构成了反映植

物耐热性的重要参数ꎮ 朱德宁等[２６] 在丝瓜上的研

究结果表明ꎬ高温胁迫的时间增加ꎬ叶片的相对电导

率呈现逐渐上升的趋势ꎬ本研究结果与此一致ꎮ 本

研究结果表明ꎬ喷施 ＩＣＥ６ 有效降低了 ＭＤＡ 含量和

相对电导率ꎬ减少了电解质外渗ꎬ以及膜脂过氧化增

大ꎬ防止细胞膜损伤ꎬ从而提高辣椒幼苗的抗逆性ꎮ
植物在适应环境的过程中必须具备渗透调节这

一重要的生理机能ꎬ其调节物质如可溶性糖、脯氨

酸、还原型谷胱甘肽等的含量与渗透调节能力息息

相关[２７]ꎮ 本研究中ꎬ辣椒幼苗在遭受高温胁迫后ꎬ
通过提升可溶性糖、脯氨酸和还原型谷胱甘肽的含

量来保护自身ꎮ 崔庆梅等[２８] 对黄瓜幼苗进行高温

胁迫研究ꎬ结果表明高温胁迫短期内黄瓜幼苗叶片

中可溶性糖含量呈现先上升后下降趋势ꎻ刘若溪

等[２９]研究结果表明ꎬ随着高温胁迫时间的延长ꎬ西
瓜幼苗的脯氨酸含量呈现出先上升后下降的趋势ꎬ
均与本研究结果一致ꎮ 与清水对照相比ꎬＩＣＥ６ 处理

提高了辣椒幼苗可溶性糖、脯氨酸、还原型谷胱甘肽

含量ꎬ进而缓解了渗透胁迫ꎬ降低辣椒幼苗受损伤程

度ꎬ减轻高温胁迫造成的伤害ꎮ
植物的耐热性与 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 等抗氧化酶活性

密不可分[３０]ꎬ这些酶是清除自由基、维持自由基平

衡的至关重要的因素[３１]ꎮ 在逆境(如高温、干旱等)
下ꎬ植物体内的能量代谢会被破坏ꎬ活性氧(ＲＯＳ)的
积累是造成细胞氧化损伤的重要原因[３２]ꎮ 抗氧化

酶可以把植物体内产生的过氧化物转化为毒性更

小、更安全的物质ꎬ增强植物对逆境胁迫的抵抗力ꎮ
抗氧化酶的活性能够反映植物的抗氧化能力和对活

性氧的清除能力ꎬ并能从某种意义上说明植物对环

境的抗性[３３]ꎮ 在高温环境下ꎬ辣椒幼苗启动自身的

抗氧化系统ꎬ从而达到提高自身抵御高温的能力ꎬ抗
氧化酶活性会随高温胁迫时间延长而升高ꎮ 本试验

结果表明ꎬ在正常温度和高温条件下ꎬ与清水对照相

比ꎬＩＣＥ６ 处理抗氧化酶活性在不同时间段均显著升

高ꎬ抗氧化酶活性的提高使得辣椒活性氧代谢系统

免受破坏ꎬ从而增强辣椒幼苗对高温胁迫的抗性ꎮ
本研究结果与庞强强等[３４] 在菜心上的研究结果一

致ꎬ植物可以通过增强自身的抗氧化酶活性ꎬ清除更

多的活性氧ꎬ从而维护自身的抗氧化系统ꎬ抵御高温

胁迫的侵袭ꎮ
在漫长的自然选择和进化历程中ꎬ植物构建了

一个错综复杂、高度精密的调控网络ꎬ以感知和应对

各种逆境胁迫ꎮ 近年来ꎬ随着分子生物学技术的发

展ꎬ人们发现了许多与逆境应答相关的基因ꎮ 研究

结果表明ꎬ在植物逆境响应过程中ꎬＷＲＫＹ 转录因

子扮演着至关重要的调控角色ꎬ其作用不可或缺ꎬ这
一结论已得到广泛验证[３５￣３７]ꎮ 作为一类转录因子ꎬ
ＷＲＫＹ 基因的诱导表达在参与逆境胁迫调控网络

时ꎬ可以激活胁迫相关基因的表达并调控植物的适

应反应ꎬ一般具有快速、瞬时的特点ꎮ 本试验中ꎬ喷
施 ＩＣＥ６ 后ꎬ 辣椒中与耐高温胁迫相关的基因

ＣａＷＲＫＹ１９、ＣａＷＲＫＹ５５、ＣａＷＲＫＹ４０ 的表达量有所

增加ꎬ表明辣椒幼苗在遭受高温胁迫后ꎬ通过喷施

ＩＣＥ６ 可调节体内耐热转录因子基因的表达或者利

用功能基因来调节渗透调节物、酶活性等达到修复

效果ꎮ
综上ꎬ喷施 ＩＣＥ６ 可通过提高渗透调节物质含

量、提高抗氧化酶活性、诱导耐热相关基因表达等途

径降低植株热害指数ꎮ 因此ꎬ生产中可适当喷施

ＩＣＥ６ 以改善高温环境下作物的生理条件ꎬ起到耐高

温热害的作用ꎮ
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