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摘要:干旱是制约玉米生产最主要的逆境因子。通过在活动式防雨棚下进行盆栽试验,以耐旱性不同的 2 个玉米杂交种及其亲

本自交系为材料,研究了水分胁迫下玉米叶片活性氧代谢的变化及膜脂过氧化水平。结果表明, 在水分胁迫下: ( 1)玉米叶片

O-Ó
2 产生速率和H2O2 含量升高、活性氧清除酶类 SOD、CAT、AsP 活性和清除剂 AsA含量在生育前期略微升高, 在生育后期明显

降低,致使膜脂过氧化产物 MDA含量在整个生育期, 特别在生育后期明显升高; ( 2)耐旱性不同的玉米材料维持活性氧代谢平

衡的能力存在差异,且该差异在生育后期更为明显。耐旱性较强的掖单 2号及其亲本叶片 O-Ó
2 产生速率和 H2O2 含量增加幅度

小,生育前期 SOD、CAT和 AsP活性,以及AsA含量增幅大, 后期清除酶活性和清除剂含量较高,全生育期内MDA含量增幅小,

表现出较强的维持活性氧代谢平衡能力。而耐旱性较弱的掖单 13 及其亲本正相反; ( 3)杂交种维持活性氧代谢平衡的能力受

亲本维持能力遗传决定。杂交种各指标的相对耐旱值与其两亲本的平均值呈正相关, 其中 CAT 和 AsP活性以及 AsA 含量 3 个

指标差异达显著水平。
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Abstract: Drought might be the biggest adversity in the nature and might seriously affect maize ( Zea Mays L. ) , one of the most

important food-feedstuff crops in China. Although ecologists and physiologists have focused on the response of the activated oxygen

metabolism to water stress in maize for a long period and made a great progress, the changes of activated oxygen metabolism, under

water stress, and the relationship between the hybrid. s and its parents. ability to maintain the balance of activated oxygen

metabolism in different drough-t tolerant maize during the whole life are still lacking. A po-t cultivation experiment, therefore, was

conducted in the waterproof shed to try to explore these issues. Different drough-t tolerant maize hybrids, Yedan 2, Yedan 13 and

their parents were used in the experiment. The result showed that under water stress: ( 1) The O-Ó
2 production rate and the content

of H2O2 in maize leaves increased rapidly, whereas the activities of SOD, CAT, ASP, and the content of ASA were increased a

little in the early growing stage and decreased obviously in the late growing stage. Consequently the content of MDA, the outcome

of lipid peroxidation, was much higher in the whole life period, especially in the late stage. ( 2) There was a difference in the



ability to maintain the balance of activated oxygen metabolism between different drough-t tolerant maize hybrids, and much more

difference was found in the late period. The high drough-t tolerant maize, Yedan 2 and its parents, showed a higher ability to

maintain the balance of act ivated oxygen metabolism. In Yedan 2 and its parents, the increase in the O-Ó
2 production rate and the

content of H2O2 in maize leaves was less, accompanied by a much more increase in the act ivities of SOD, CAT and ASP, and in

the content of ASA in the early stage, a much more increase in the enzymes. activity and the content of scavengers in the late

stage, and a smaller increase in the content of MDA during the whole life period. The changes were to the contrary in Yedan 13

and its parents whose drough-t tolerance was low. ( 3)The hybrid. s ability to maintain the balance of act ivated oxygen metabolism

was decided genetically by that of its parents. There was a positive correlation in WSPCK ratio between the hybrid and the averages

of its parents. Moreover, the correlation was significant in terms of CAT, ASP, and ASA.
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  氧作为植物体内重要的电子受体参与多项生命活动并提供能量,但同时通过多种途径, 其自身也会被活

化,形成超氧阴离子自由基( O
-Ó
2 )和过氧化氢(H2O2 )等对细胞有伤害的活性氧

[ 1,2]
。植物有机体在长期进化过

程中相应形成了酶促 ) ) ) 超氧化物歧化酶( superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶( catalase, CAT)、抗坏血酸过

氧化物酶( ascorbic acid peroxidase,AsP)等抗氧化酶, 和非酶促 ) ) ) 还原型抗坏血酸( ascorbic acid, AsA)、生育酚

等抗氧化剂两大类保护系统, 赋予植物体清除活性氧的能力。在正常情况下细胞内活性氧的产生与清除处于

动态平衡状态, 不会对植物产生伤害, 但在逆境胁迫条件下, 这种平衡就会遭到破坏而有利于活性氧的产

生
[ 3,4]
。所积累的活性氧会引发或加剧细胞膜脂过氧化或膜脂脱脂作用,造成膜系统的损伤

[ 5,6]
。前人对水分

胁迫下玉米活性氧清除酶类作了大量研究
[ 7~ 10]

。但关于水分胁迫下不同耐旱性玉米材料全生育期内活性氧

代谢变化、亲本自交系与其杂交种的活性氧代谢对水分胁迫响应程度之间关系的研究鲜有报道。本研究以不

同抗旱性玉米杂交种及其亲本自交系为材料,研究水分胁迫下其活性氧代谢变化之间的关系, 以期从活性氧

代谢生理角度为玉米抗旱育种提供理论依据。

1  材料与方法

111  试验处理与设计

2002年6月 9日至 10月 1日,利用中国农科院农田灌溉研究所的大型防雨棚,进行人工干旱胁迫处理,

对30份玉米( Zea Mays L1)生产上常用的骨干自交系从植株形态、发育进程和产量等方面进行了耐旱性鉴定

(数据未发表)。根据鉴定结果, 2003年选用耐旱性较强的亲本自交系掖 107( Y107, a )、黄早 4( HZ4, ` )及其

单交种掖单 2号( YD2, F1)和耐旱性较弱的亲本自交系丹 340( D340, a )、478( 478, ` )及其单交种掖单 13

(YD13,F1)在河南农业大学科教园区(郑州)移动式防雨棚下进行盆栽试验。6月 12日播种, 10月 5日收获,

每盆播种 3粒种子,出苗后待 5叶期定苗,留苗 1株,每处理重复 20次。实验用盆钵内径 30cm, 高 27cm, 盆土

为试验地耕层土(基础肥力为有机质 13111 g#kg- 1
,全氮 1107 g#kg- 1

,速效磷 01018 g#kg- 1
, 速效钾 01077 g#

kg
- 1
)。每盆装风干土壤 1215kg,施用 12g 复合肥( N25%、P2O5 18%、K2O12%)作基肥,并在玉米大喇叭口期追

施3g 尿素。两次施肥量约折合亩施纯N15kg、P2O5 715kg、K2O 715kg。播种前浇透水,在玉米生育期内使用称

重法测定土壤相对含水量。水分胁迫处理( water stress, WS)是在玉米整个生育期内, 以土壤相对含水量 50%

为控水下限,达到控水下限时每盆每次浇水 1000ml; 对照( CK)为正常供水处理, 即根据玉米生长发育的特性

和对土壤水分的要求,在试验中确定玉米 4个主要生育阶段的适宜土壤相对含水量下限分别是: 苗期(出苗-

拔节)为 60%;穗期(拔节-抽雄)为 70%; 吐丝期(抽雄-吐丝)为 80%; 灌浆期(吐丝-成熟)为 70%, 达到控水下

限时每株每次浇水 1000ml。

112  测定项目与方法

分别于小喇叭口期(第 9片叶展开, 9th leaf expanding ) ,大喇叭口期(第 12片叶展开, 12th leaf expanding) ,

吐丝期( silking)和吐丝后 20d( 20d after silking)进行指标测定,小喇叭口期和大喇叭口期测定第 6片展开叶,吐
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丝期和吐丝后 20d测定穗位叶,单株最多参与 1个生育时期的指标测定。分别在各处理内选择具有代表性的

植株 3株,把待测叶整片取下后,装入密封的取样袋中,用盛有冰块的取样箱带回试验室。而后在冰浴的环境

下,去除主叶脉,用打孔器打成叶圆片, 分株混匀, 置入超低温冰箱用于以下指标的测定。

11211  活性氧测定  O
-Ó
2 产生速率测定参照罗广华等

[ 11]
的方法; H2O2 含量的测定参照赵世杰

[ 12]
的方法。

11212  活性氧清除酶活性测定  SOD活性按 Giannopolitis 和 Ries
[ 13]
的氮蓝四陛( NBT)法, 以每单位时间内抑

制NBT 光化还原 50%为 1个酶活单位; CAT 活性参照 Aebi
[ 14]
的方法,以 1min内 OD240值增加 011为 1个酶活

单位; AsP 活性参照 Gossett
[15]
的方法, 以每分钟氧化 1Lmol抗坏血酸为 1个酶活单位。以样品的鲜重计算酶

活性。

11213  活性氧清除剂含量测定  抗坏血酸 ( AsA)含量的测定参照 Sakaki
[ 16]
的方法。

11214  膜脂过氧化作用测定  膜脂过氧化产物丙二醛(MDA)含量的测定参照赵世杰
[ 12]
的方法。

113  耐旱系数的计算

用耐旱系数表示材料耐旱性能可以消除各指标数据固有的差异
[ 17]
。一般而言, SOD、CAT 及 AsP 活性、

AsA含量等 4个指标数值越高,其耐旱性越强
[ 8, 10]

,所以它们的耐旱系数适用公式( 1)计算; 相反, O
-Ó
2 产生速

率、H2O2和 MDA含量 3个指标的耐旱系数则适用公式( 2)计算
[ 9]
。

耐旱系数 =
干旱测定值
对照测定值 ( 1)

耐旱系数 = 1 -
干旱测定值
对照测定值 ( 2)

2  结果与分析

图 1  水分胁迫下不同耐旱性玉米叶片 O-Ó2 产生速率

Fig. 1  Generat ing rate of O-Ó2 in leaves of different drough-t tolerance maize under water stress

A: YD2及其亲本 YD2 and it s parents; B: YD13及其亲本 YD13and its parents; Ñ :小喇叭口期 9th leaf expanding; Ò :大喇叭口期 12th leaf expanding;

Ó :吐丝期 silking; Ô:吐丝后 20 d  20d after silking

211  玉米叶片 O
-Ó
2 和H2O2 对水分胁迫的响应

整个生育期内, 玉米叶片 O
-Ó
2 产生速率和H2O2 含量在水分胁迫处理下均升高(图 1、2) , 但升高的程度因

材料耐旱性不同而存在差异,且该差异在玉米生育后期表现更为明显。同时, 杂交种叶片 O
-Ó
2 产生速率和过

氧化氢含量对水分胁迫敏感性与其亲本的敏感性存在一致性。总的来说, 耐旱性较弱的杂交种 YD13及其亲

本自交系 D340和 478受水分胁迫的影响程度比耐旱性较强的 YD2及其亲本 Y107和 HZ4大。以吐丝期为

例,水分胁迫处理与正常供水处理相比,杂交种 YD13及其亲本自交系 D340、478叶片 O
-Ó
2 产生速率分别升高

了32161%、48189%和 54173%;叶片H2O2 含量分别升高了 49181%、47175%和 42148%。而杂交种 YD2及其

亲本自交系 Y107、HZ4叶片 O产生速率分别只升高了 23199%、32117%和 16173% ;叶片 H2O2 含量分别只升

高了 36123%、35188%和 38161%。

1914 生  态  学  报 26卷



图 2  水分胁迫下不同耐旱性玉米叶片 H2O 2 含量

Fig. 2  H2O2 content in leaves of different drough-t tolerance maize under water stress

212  玉米叶片活性氧清除系统对水分胁迫的响应

21211  玉米叶片SOD、CAT 和 AsP 活性对水分胁迫的响应  玉米叶片中主要的活性氧清除酶 SOD、CAT 和

AsP 活性随生育进程均呈单峰曲线变化趋势(见图 3~ 5)。可以看出,杂交种活性氧清除酶系统对水分胁迫的

敏感性受其亲本遗传决定, 3者的变化趋势基本一致。水分胁迫处理下,玉米生育前期叶片 SOD、CAT 和 AsP

活性有所升高, 生育后期明显降低,且耐旱性不同的玉米材料3种酶下降程度存在明显差异。

图 3  水分胁迫下不同耐旱性玉米叶片 SOD活性

Fig. 3  SOD activity in leaves of different drough-t tolerance maize under water stress

图 4  水分胁迫下不同耐旱性玉米叶片 CAT活性

Fig. 4  CAT activity in leaves of different drough-t tolerance maize under water stress

从图 3可以看出,水分胁迫处理下,耐旱性较强的杂交种 YD2及其亲本的 SOD活性到吐丝期还比正常供

水处理下的高。而耐旱性较弱的YD13及其亲本 D340和 478的 SOD活性在大喇叭口期之后就明显低于正常

供水处理的水平,在吐丝期分别降低了 13175%、14110%和 5108%。表现为耐旱性较弱的玉米材料的叶片
SOD活性对水分胁迫较敏感。

从图 4、图 5可以看出,水分胁迫处理玉米叶片 CAT 活性在大喇叭口期之前、AsP活性在小喇叭口期之前
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图 5 水分胁迫下不同耐旱性玉米叶片AsP活性

Fig. 5  AsP act ivity in leaves of different drough-t tolerance maize under water stress

高于正常供水处理。同时在水分胁迫处理下,耐旱性较强的 YD2及其亲本叶片 CAT 和AsP 活性在吐丝期出

现峰值;而耐旱性较弱的 YD13及其亲本叶片 CAT 和AsP活性的峰值出现在大喇叭口期, 而后迅速下降, 在生

命活动最旺盛的吐丝期活性较低。可见,在水分胁迫下,耐旱性较强玉米材料的 H2O2 清除酶活性强, 具有明

显高于耐旱性较弱玉米材料的 H2O2 清除能力。水分胁迫处理与正常供水处理相比, 生育后期耐旱性较弱的

玉米材料叶片 CAT 和AsP活性下降程度明显较高。

21212  玉米叶片AsA含量对水分胁迫的响应  从图 6可以看出,水分胁迫处理下,玉米叶片AsA含量在生育

前期略微增加, 而在生育后期明显降低,但具体情况因材料耐旱性不同而不同。水分胁迫处理下, 耐旱性较强

的YD2及其亲本叶片AsA含量在大喇叭口期之后才开始低于正常供水处理下的水平; 而耐旱性较弱的 YD13

及其亲本叶片AsA含量在大喇叭口期之前就低于正常供水处理下的水平。并且在生育后期, 耐旱性不同的

玉米叶片AsA含量因水分胁迫影响而降低的程度明显不同。以吐丝期为例, 水分胁迫处理与正常供水处理

相比, 耐旱性较弱的 YD13及其亲本 D340、478叶片 AsA含量分别降低了 20148%、36153%和 21105%, 下降幅

度大于耐旱性较强的 YD2( 13107%)及其亲本 Y107( 5146%)和 HZ4( 11190% )。表明耐旱性较强的玉米叶片

AsA含量在水分胁迫处理下降低程度较小,且杂交种叶片 AsA含量对水分胁迫的敏感性与其亲本自交系的敏

感性有一定相关性。

图 6  水分胁迫下不同耐旱性玉米叶片 AsA 含量

Fig. 6 AsA content in leaves of dif ferent drough-t tolerance maize under water stress

213  玉米叶片丙二醛(MDA)含量对水分胁迫的响应

在水分胁迫处理下, 全生育期内各材料叶片MDA含量均较正常供水处理有所升高,升高的幅度随生育进

程有加大的趋势。同时, 耐旱性较弱的玉米叶片MDA含量在水分胁迫下增加幅度较大,耐旱性较强的玉米材

料增加幅度较小,这在玉米生育后期表现更为明显。以吐丝后 20d为例,水分胁迫处理与正常供水处理相比,

耐旱性较弱的YD13及亲本 D340、478的叶片 MDA含量分别增加了 77194%、41158%和 80165% ;耐旱性较强

的YD2及亲本 Y107和HZ4的分别增加 43130%、42135%和 36167%。
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图 7  水分胁迫下不同耐旱性玉米叶片MDA含量

Fig. 7  MDA content in leaves of different drough-t tolerance maize under water stress

214  活性氧代谢指标相对耐旱值遗传相关性

从以上各项指标分析可知,杂交种活性氧代谢表现出的耐旱性受两亲本自交系耐旱性综合影响, 为了进

一步分析杂交种与亲本活性氧代谢能力耐旱性之间的关系,对杂交种各测定指标的耐旱系数与两亲本的耐旱

系数平均值进行了相关分析, 并对其相关系数进行显著性测验。从表 1可以看出,对于每个指标,杂交种耐旱

系数与亲本耐旱系数的平均值之间均存在着正相关,表明亲本自交系活性氧代谢表现出的耐旱性能的平均水

平决定了其杂交种后代活性氧代谢耐旱能力的高低。同时, 不同指标的重要性是不同的。CAT 活性、AsP 活

性和AsA含量等 3个与消除 H2O2 相关的指标,杂交种耐旱系数与亲本的耐旱系数平均值之间相关系数达到

显著水平,说明就这 3个指标来说,亲本自交系的耐旱性显著影响着杂交种后代的耐旱性。

表 1 杂交种耐旱系数与其亲本平均耐旱系数相关系数表

Table 1  The correlation index in the drought tolerance coefficient

between hybrid and the averages of its own parents

YD2与其亲本

YD2 and its parents

YD13与其亲本

YD13 and its parents

SOD 01894 01905

CAT 01988* 01986*

O-Ó2 01866 01502

H2O2 01876 01485

AsP 01954* 01986*

AsA 01990* 01991* *

MDA 01811 01940

  注: * 和* * 分别表示 0105\p > 0101 和 p [ 0101水平上的显著

性; n= 3 Single and double asterisks denote statistical signif icance at the 0105

\p > 0101 and p [ 0101 levels respect ively; n= 3

3  讨论

根据生物自由基伤害学说
[18]

,逆境胁迫下细胞内

活性氧产生与清除平衡失调, 从而使膜脂发生过氧化

作用, 形成 MDA, 破坏膜结构, 使植物受到伤害。O
-Ó
2

是活性氧的主要成员, 它既可以直接启动膜脂过氧

化,又可以与H2O2 通过 Haber-Weiss反应生成更多的

活性氧,加剧膜系统的破坏。生物通过酶促和非酶促

两类系统来清除活性氧。SOD是清除 O
-Ó
2 的重要酶,

在活性氧消除系统中发挥着特别重要的作用, 催化反

应: 2O
-Ó
2 + 2H

+ yH2O2 + O2。CAT 可专一清除 H2O2 ,

是生物体内清除 H2O2 的重要酶, CAT 催化H2O2 的反

应不需要另外的还原力, 但 CAT 对H2O2 的亲和力很

低
[ 19]

, 所以, CAT 多数定位于 H2O2 含量较高的线粒

体、过氧化物体和乙醛酸循环体等细胞器,而叶绿体中 H2O2 的清除则通过 Halliwel-l Asada途径进行的
[ 20]

, AsP

在这一途径中发挥着重要作用。AsA不仅可以在Halliwel-l Asada循环中作为 AsP 的底物参与清除 H2O2 , 还可

以作为活性氧清除剂直接清除活性氧。活性氧清除系统是个多组分组成的、分工协作的系统。在玉米生命活

动旺盛的吐丝期,玉米叶片 SOD活性明显升高(图 3) ,所以吐丝期叶片内 O
-
Ó
2 产生速率与大喇叭口期相比有

所降低(图 1)。而水分胁迫下, 耐旱性弱的 YD13及其亲本的 CAT, (图 4)和AsP活性(图 5)在吐丝期过早地降

低, 致使其叶片H2O2 (图2)及MDA含量(图 7)明显地升高。可见,只有活性氧清除系统各成员协同作用,才能

达到维持活性氧代谢平衡的目的。所以,在鉴定玉米材料耐旱性时, 也应综合考虑这些指标。本研究表明,耐

旱性较强的玉米材料在水分胁迫处理下维持活性氧代谢平衡的能力较强, 表现为叶片SOD、CAT 和AsP 活性、
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AsA含量在生育前期升高幅度大且持续时间长, 生育后期清除酶活性(清除剂含量)较高,叶片 O
-Ó
2 产生速率、

过氧化氢和MDA含量增幅较小。而耐旱性较弱的玉米材料正相反。

前人通过干旱模拟试验, 对苗期玉米活性氧清除酶类做了大量研究
[ 7, 8, 10]

, 但本试验表明水分胁迫下,各

玉米材料(自交系和杂交种)活性氧代谢指标在生育前期受水分胁迫处理影响较小, 且耐旱性不同的玉米材料

之间差异较小; 而在生育后期受水分胁迫处理影响较大,且玉米各材料耐旱性之间的差异表现更为明显。所

以鉴定玉米材料耐旱性应推迟到生育后期进行,以提高可靠性。

杂交种活性氧代谢各指标耐旱系数与两亲本自交系的耐旱系数平均值之间存在正相关关系(表 1) ,可

见,水分胁迫条件下,玉米杂交种维持活性氧代谢平衡能力的高低直接受其亲本决定。本研究还发现,杂交种

与亲本之间CAT 和AsP 活性以及AsA含量3个指标的耐旱系数相关性达到显著水平,而这3个指标均与清除

H2O2 有关。前人研究表明,叶片中H2O2降解能力的下降可能是水分胁迫下发生氧化伤害和脂质过氧化的根

源
[ 21~ 23]

。所以,从活性氧代谢生理的角度,筛选和利用干旱条件下H2O2 降解能力强的自交系可能为玉米耐

旱育种提供新的思路。
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