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封面图说: 滩涂芦苇及野鸭群———中国的海岸湿地,尤其是长江入海口以北的海岸线,多为泥质性海滩,地势宽阔低洼,动植物

资源丰富,生态类型独特,为迁徙的鸟提供了丰富的食物和休息、庇护的良好环境,成为东北亚内陆和环西太平洋鸟

类迁徙的重要中转站和越冬、繁殖地。 一到迁徙季节,成千上万的各种鸟类飞临这里,尤其是雁鸭类数量庞大,十分

壮观。
彩图提供: 陈建伟教授摇 国家林业局摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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大豆异黄酮浸种对盐胁迫大豆幼苗的生理效应

武玉妹,周摇 强, 於丙军*

(南京农业大学生命科学学院,南京摇 210095)

摘要:大豆异黄酮(Soybean isoflavones)是在大豆生长过程中形成并在成熟种子和叶片中积累较多的一类具有生物活性的次生

代谢物,通常可作为人们日常生活中的一类营养保健品。 研究了外源大豆苷或染料木苷溶液(0. 01 mg / L)浸种处理对盐胁迫

栽培大豆(N23674 品种)和滩涂野大豆(BB52 种群)及其经逐代耐盐性筛选的杂交后代(4076 株系, F5)幼苗叶片伤害率、光合

作用、Na+含量和 Na+ / K+值、活性氧清除酶活性及内源大豆异黄酮含量等生理指标的影响。 结果表明:盐胁迫下,两种外源大

豆异黄酮浸种处理均可显著抑制叶片相对电解质渗透率和硫代巴比妥酸反应物(TBARS)含量的上升及净光合速率(Pn)的下

降,降低 Na+含量和 Na+ / K+值,增强超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化物酶(POD)和过氧化氢酶(CAT)活性,提高内源大豆异黄

酮含量,从而表现对盐害的缓解效应,其中对耐盐性较弱的栽培大豆 N23674 品种效应更明显。 这为大豆异黄酮在大豆耐盐育

种、化学调控和盐碱地种植利用等提供了理论依据。
关键词:大豆异黄酮;浸种处理;盐胁迫;栽培大豆;野生大豆;杂交后代

Effects of seed soaking with soybean isoflavones on soybean seedlings under
salt stress
WU Yumei, ZHOU Qiang, YU Bingjun*

College of Life Sciences, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China

Abstract: Soil salinity is one of the major abiotic stresses that adversely affect crop productivity and quality. The pathways
for improving plant salt tolerance may include salt hardening, chemical regulation and genetic engineering breeding.
Soybean isoflavones are one type of natural and bioactive metabolites that synthesize and accumulate in seeds and leaves
during soybean development, and often function as an important dietary constituent in human nutrition and health
protection. In general, the contents of soybean isoflavones in seeds of Glycine soja are higher than those in Glycine max, and
the contents of soybean isoflavones are positively correlated to the salt tolerance of soybean plants. The exogenous
application (such as seed soaking, solution culture and foliar spraying) of some bioactive substances (such as calcium ion,
ABA and polyamines) is a kind of simple and effective approach to improve the plant stress tolerance in agricultural
practice. However, the effects of seed soaking with exogenous soybean isoflavones on soybean seedlings under salt stress
condition and its physiological mechanisms are still not reported up to date. Daidzin and genistin are two major components
of soybean isoflavones that accumulate in seeds of soybean. In this study, the Glycine max N23674 cultivar, the salt鄄born
Glycine soja BB52 population and their hybrid 4076 strain (F5) were used as the experimental materials. The hybrid 4076
strain (F5 ) was selected for salt tolerance generation by generation from the cross combination of N23674 伊BB52. The
effects of seed soaking with exogenous soybean isoflavones (0. 01 mg / L Daidzin or Genistin) on the leaf salt injury,
photosynthesis, Na+ content and Na+ / K+ ratio, activities of reactive oxygen species ( ROS) scavenging enzymes and
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contents of endogenous soybean isoflavones were investigated. The results showed that, the treatments of seed soaking with
Daidzin or Genistin could all significantly inhibited the increases of relative electrolytic leakage and content of thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS), and the decrease of net photosynthetic rate (Pn), reduced the Na+ content and Na+ /
K+ ratio, and enhanced the activities of superoxide dismutase ( SOD), peroxidase (POD) and catalase (CAT) and the
contents of endogenous soybean isoflavones in leaves of the NaCl鄄stressed seedlings, and therefore displayed the alleviated
effects on soybean salt injury, especially for the salt sensitive Glycine max N23674 cultivar. So, the treatment of seed
soaking with exogenous soybean isoflavones (Daidzin or Genistin) is able to improve the salt tolerance of soybean seedlings,
which is possibly reached through the maintenance of leaf photosynthesis, increasing the contents of its endogenous soybean
isoflavones, enhancing the scavenging ability of its ROS to maintain the cell membrane integrity, and regulating the
absorption and transportation of salt ions to reduce the ionic toxicity. Thus the seed soaking with exogenous soybean
isoflavones may be a usable approach to enhance the cultivated soybean salt tolerance in practice. The above鄄mentioned may
provide the theoretic basis for the research of soybean isoflavones in chemical regulation of soybean salt tolerance, the
breeding of salt鄄tolerant soybean cultivar, and the utilization of saline land in the future.

Key Words: soybean isoflavones; seed soaking; salt stress; Glycine soja; Glycine max; hybrid

大豆异黄酮(Soybean isoflavones)是在大豆生长过程中形成并在成熟种子和叶片中积累较多的一类次生

代谢产物[1],可归属于植物性雌激素或类雌激素的范畴,因其具有预防癌症、心血管疾病和骨质疏松症、抗氧

化和减轻妇女更年期综合症等重要生理功能[2鄄3] 而成为近年来研究的热点之一。 大豆异黄酮代谢是大豆等

豆科植物中的主要次生代谢途径,能在某些豆科植物抵抗逆境过程中发挥多种重要的生态作用,如避免紫外

辐射的伤害[4],抵抗植物病原微生物的侵袭,是具有广谱抗菌活性的植物保护素[5],对草食性昆虫具有毒害

作用和趋避作用[6],还是根瘤菌结瘤基因的诱导物质[7]。
大豆异黄酮的代谢可能与植物适应盐渍环境有关。 野生状态下,耐盐野生大豆籽粒中大豆异黄酮含量远

高于当地同期收获的不耐盐栽培大豆品种[8]。 大豆异黄酮是耐盐型和盐敏感型大豆中具有显著差异的主要

次生代谢物之一[9]。 0. 01 mg / L 大豆异黄酮溶液处理小麦幼苗能减轻盐胁迫对其的伤害作用[10]。 有关大豆

异黄酮对盐胁迫下大豆植株生长的影响尚未见报道。 4076 株系是栽培大豆和滩涂野大豆杂交组合(N23674
品种伊BB52 种群)经逐代人工耐盐性筛选得到的比较理想的杂交后代之一[11]。 本文主要研究了外源大豆异

黄酮(大豆苷或染料木苷)浸种处理对盐胁迫上述杂交组合亲本及其杂交后代 4076 株系幼苗的生理效应,旨
在为大豆异黄酮在大豆耐盐育种、化学调控和盐碱地种植利用等提供理论依据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

所用材料为栽培大豆 N23674 品种(江苏溧水,耐盐性较弱)和滩涂野大豆 BB52 种群(山东垦利,耐盐性

强)及其经逐代耐盐性筛选而获得的 F5代杂交后代 4076 株系。
1. 2摇 方法

所选用外源大豆异黄酮为大豆籽粒中存在较多的两种,即大豆苷和染料木苷, 购自上海同田生物技术有

限公司,粉末状,纯度逸99% 。 分别称取适量大豆苷和染料木苷,先以少量二甲基亚砜(DMSO)溶解,最终配

制成含 1% DMSO (体积分数) 浓度为 0. 01 mg / L 的大豆苷溶液或染料木苷溶液。 取适量种子(BB52 应切

皮),每种材料种子分别用 1% DMSO 溶液、0. 01 mg / L 大豆苷溶液、0. 01 mg / L 的染料木苷溶液于 25 益恒温

箱内浸种 10 h,然后置于发芽床上避光催芽,选取发芽一致者播于盛有石英砂的具孔塑料杯中,置于盛有 1 / 2
Hoagland 营养液的周转箱中,适宜光照和温度下培养,处理液每 2—3 d 更换 1 次。 待第 1 对真叶长出时,移
苗至具孔的泡沫板上,在盛有 1 / 2 Hoagland 营养液的周转箱中进行水培。 当幼苗长至第 1 片复叶展开时,将
1% DMSO 溶液浸种处理的材料分成两组,一组继续用 1 / 2 Hoagland 营养液培养,另一组用 1 / 2 Hoagland 营养
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液配制的 130 mmol / L NaCl 溶液培养(NaCl);其它均用 1 / 2 Hoagland 营养液配制的 130 mmol / L NaCl 溶液进

行培养(大豆苷浸种处理记为 NaCl+D,染料木苷浸种处理记为 NaCl+G)。 营养液或处理液每 2 d 更换 1 次,
6 d后取叶片测定各项生理指标。
1. 2. 1摇 叶片相对电解质渗漏率和叶片硫代巴比妥酸反应物(TBARS)含量的测定

相对电解质渗漏率的测定采用 Vannini 等[12]方法;TBARS 的测定参考赵世杰等[13]方法。
1. 2. 2摇 叶片净光合速率(Pn)和叶绿素含量的测定

Pn 采用 LI鄄6400 型便携式光合仪进行测定, 测定时环境光强为 1000 滋mol·m-2·s-1,温度为 25 益。 叶绿

素含量测定采用张宪政等[14]方法。 用体积比为 1颐1 的无水乙醇与丙酮液在暗处浸提叶片 48 h 后,分别测定

A645、A663和 A470,并代入公式计算。
1. 2. 3摇 K+和 Na+提取和含量测定

材料处理 6 d 后,用去离子水将叶片洗净吸干,105 益杀青 5 min,于 80 益烘箱中烘干至恒重。 磨碎过 60
目筛后各称取 100 mg 置于 25 mL 大试管中,各加入 20 mL 去离子水,沸水浴 1 h, 冷却后过滤定容至 50 mL,
过滤液用来测定 K+和 Na+含量。 K+和 Na+含量用 FP640 型火焰分光光度计测定。
1. 2. 4摇 SOD、CAT、POD 活性测定

称取 77 mg 二巯基苏糖醇(DTT)、5 g 聚乙烯吡咯烷酮(PVP),加入 0. 1mol / L 磷酸缓冲液(pH 值 7. 8),定
容至 100 mL,摇匀,即为酶提取缓冲液。 称取 0. 5 g 样品,置于研钵中,加入 5 mL 提取缓冲液,在冰浴条件下

研磨成匀浆。 将匀浆液全部转入至离心管中,于 4益、 12000 g 离心 30 min,收集上清液,测量提取液总体积,
并低温保存备用,用氮蓝四唑法测定 SOD 活力,用愈创木酚法测定 POD 活力,用紫外分光光度法测定 CAT
活性[15]。
1. 2. 5摇 大豆异黄酮含量测定

称取洗净吸干的叶片 1 g(计算时换算成干重),加入 80% 乙醇 5 mL 于研钵中匀浆,80 益 水浴 6 h,
3000 g离心 20 min,用 80%乙醇定容至 10 mL,取适量上清液过 0. 45 滋m 滤膜,4 益保存待测。 以改进的高效

液相色谱技术(HPLC) [16]检测大豆异黄酮含量,色谱条件为:Waters 1515 系列,2487 双波长紫外 /可见检测

器,Breeze 色谱工作软件,Novapak C18 色谱柱(waters,150 mm伊3. 9 mm,4 滋m),流动相为甲醇颐水颐冰醋酸 =
45 颐54 颐1,流速 1 mL / min,检测波长 254 nm,进样量 10 滋L。 标准品大豆苷(Daidzin)、染料木苷(Genistin)、大
豆苷元(Daidzein)、染料木素(Genistein)均购自上海同田生物技术有限公司,纯度逸99% ,样品根据标样出峰

时间定性,根据峰面积定量。 大豆异黄酮含量为上述 4 种大豆异黄酮组分含量之和。
以上各试验均重复 3 次,应用统计分析软件 SPSS13. 0 对数据进行均值、标准差和差异显著性分析。

2摇 结果与分析

2. 1摇 大豆异黄酮浸种处理对盐胁迫大豆幼苗叶片相对电解质渗漏率和硫代巴比妥酸反应物(TBARS)含量

的影响

供试 3 大豆材料幼苗经 130 mmol / L NaCl 溶液处理 6 d 后,与对照相比,植株叶片相对电解质渗漏率和

TBARS 含量都显著上升,其中耐盐性弱的栽培大豆 N23674 品种升幅最大;经外源大豆苷或染料木苷浸种处

理后,可使盐胁迫下各材料幼苗叶片相对电解质渗漏率和 TBARS 含量明显回落,其中 TBARS 含量已恢复至

对照水平,2 种外源大豆异黄酮处理间差异不明显(图 1)。
2. 2摇 大豆异黄酮浸种处理对盐胁迫大豆幼苗叶片净光合速率、叶绿素与类胡萝卜素含量的影响

供试 3 大豆材料幼苗经 130 mmol / L NaCl 溶液处理 6 d 后,叶片净光合速率(Pn)都较其对照有显著下

降,叶绿素(chl a+chl b)和类胡萝卜素含量较其对照有升有降,但均未达差异显著水平;经大豆苷或染料木苷

浸种处理后,均可使叶片 Pn、叶绿素和类胡萝卜素含量等指标呈上升趋势,其中耐盐性弱的栽培大豆 N23674
品种叶片 Pn 也均已恢复至对照水平,叶绿素和类胡萝卜素含量升幅也更明显(图 2)。
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图 1摇 大豆异黄酮浸种后不同大豆幼苗在盐胁迫下叶片相对电解质渗漏率和硫代巴比妥酸反应物含量的变化

Fig. 1摇 Changes in relative electrolytic leakage and contents of TBARS in leaves of salt鄄stressed soybean seedlings by seed soaking with

soybean isoflavones

D 代表大豆苷,G 代表染料木苷,不同字母表示 P<0. 05,下同

图 2摇 大豆异黄酮浸种后不同大豆幼苗在盐胁迫下叶片净光合速率、叶绿素和类胡萝卜素含量的变化

Fig. 2 摇 Changes in Pn, contents of chllorophyll and carotenoids in leaves of salt鄄stressed soybean seedlings by seed soaking with

soybean isoflavones

2. 3摇 大豆异黄酮浸种处理对盐胁迫大豆幼苗叶片 Na+含量和 Na+ / K+值的影响

盐胁迫下,供试 3 大豆材料幼苗叶片 Na+含量和 Na+ / K+值都较其对照显著升高,而经 2 种外源大豆异黄

酮浸种处理后,均可显著降低盐胁迫下 3 材料大豆幼苗叶片 Na+含量及 Na+ / K+值,其中耐盐性弱的栽培大豆

N23674 品种降幅较大(图 3)。
2. 4摇 大豆异黄酮浸种处理对盐胁迫大豆幼苗叶片活性氧清除酶活性的影响

供试 3 大豆材料幼苗经 130 mmol / L NaCl 溶液处理 6 d 后,叶片超氧化物歧化酶(SOD)活性较其对照均

显著增加,经外源大豆苷或染料木苷浸种处理后,可使 NaCl 胁迫下 3 材料叶中 SOD 活性继续明显上升,其中

耐盐性相对较弱的栽培大豆 N23674 品种和杂交后代 4076 株系增幅更为明显(图 4)。 盐胁迫下 3 材料叶中

POD 活性较其对照都显著下降,经外源大豆苷或染料木苷浸种处理后都有所恢复,其中 N23674 品种和 4076
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图 3摇 大豆异黄酮浸种后不同大豆幼苗在盐胁迫下叶片 Na+含量和 Na+ / K+值的变化

Fig. 3摇 Changes in Na+ contents and Na+ / K+ratios in leaves of salt鄄stressed soybean seedlings by seed soaking with soybean isoflavones

株系已恢复至对照水平(图 4)。 盐胁迫下 3 大豆材料叶中过氧化氢酶(CAT)活性都较其对照显著上升,经外

源大豆苷或染料木苷浸种处理后,可使 N23674 品种和 4076 株系叶中 CAT 活性继续明显上升,而对 BB52 种

群则无显著影响(图 4)。
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图 4摇 大豆异黄酮浸种后不同大豆幼苗在盐胁迫下叶片 SOD、POD 和 CAT 活性的变化

Fig. 4摇 Changes in SOD, POD and CAT activities in leaves of salt鄄stressed soybean seedlings by seed soaking with soybean isoflavones

2. 5摇 大豆异黄酮浸种处理对盐胁迫下大豆幼苗叶片内源大豆异黄酮含量的影响

盐胁迫下,3 大豆幼苗叶片中大豆异黄酮含量较其对照均有显著增加,而大豆苷或染料木苷浸种处理后

则可使盐胁迫大豆幼苗叶片中大豆异黄酮含量增加得更高,在耐盐性弱的栽培大豆 N23674 品种上表现更为

明显(图 5)。
3摇 讨论

长时间干旱或水分亏缺会使栽培大豆籽粒中异黄酮含量明显下降,且主要与异黄酮合成关键基因之一异
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摇 图 5摇 大豆异黄酮浸种后不同大豆幼苗在盐胁迫下叶片中大豆异

黄酮含量比较

Fig. 5 摇 Comparison of soybean isoflavone contents in leaves of

salt鄄stressed soybean seedlings by seed soaking with soybean

isoflavones摇

黄酮合成酶基因(2鄄hydroxyisoflavanone synthase, IFS2)
表达下调有关[17]。 盐渍处理促进盐生野大豆种子和叶

片中异黄酮大量积累,但明显导致栽培大豆中异黄酮含

量减少[8],而本研究中,在盐胁迫下供试的栽培大豆

(N23674 品种)和滩涂野大豆(BB52 种群)及其杂交后

代 4076 株系幼苗叶片中大豆异黄酮含量较其对照均有

显著增加(图 5),推测这可能与所选的栽培大豆品种、
培养方式、盐处理时间等因素存在差异有关。 以籽粒中

不同异黄酮含量水平的栽培大豆品种间的正反交结果

表明,F1代籽粒中异黄酮含量高低与其母本关系更密

切[1]。 对栽培大豆和滩涂野大豆杂交组合(N23674 品

种伊BB52 种群)及其经逐代耐盐性筛选而获得的杂交

后代株系籽粒中大豆异黄酮组分测定结果表明,含量较

多的两种大豆异黄酮组分为大豆苷和染料木苷,而大豆

苷元和染料木素含量较少;其中野大豆籽粒中大豆异黄

酮含量比栽培大豆高,所选的 4 个杂交后代中 4076 株系的含量最高并超过双亲,其他株系多介于两亲本之

间,表明该杂交组合后代籽粒中异黄酮含量高低主要与其野生大豆亲本有关。 可见,大豆籽粒中异黄酮含量

与遗传因素(基因型)、栽培条件、生境、储藏条件等多种内外因素都有关系[18],其中遗传因素尤其重要。
两种大豆籽粒中含量较多的大豆异黄酮(0. 01 mg / L 大豆苷或染料木苷)外源浸种处理均可显著抑制盐

胁迫下不同大豆幼苗叶片相对电解质渗透率和 TBARS 含量的上升及净光合速率的下降,其中对耐盐性弱的

栽培大豆 N23674 品种效应更明显(图 1,图 2)。 这与浸种处理后盐胁迫下大豆幼苗的生长外观也相一致。
因此,外源大豆异黄酮(大豆苷或染料木苷)浸种处理能明显增强耐盐性相对较弱的大豆幼苗的耐盐能力,或
缓解其盐害效应。

盐胁迫下,离子毒害、渗透胁迫、氧化胁迫和营养失衡是造成植物盐害的主要原因[19]。 K+、Na+等离子含

量以及 Na+ / K+值是衡量植株耐盐性的常用指标。 本研究中,经 2 种外源大豆异黄酮浸种处理后,均可显著

降低盐胁迫下 3 材料大豆幼苗叶片 Na+含量及 Na+ / K+值,其中耐盐性弱的栽培大豆 N23674 品种降幅较大

(图 3)。 这说明,外源大豆异黄酮浸种处理可调控盐胁迫大豆幼苗体内的离子吸收和转运过程。
在大豆异黄酮的多种生理功能中,抗氧化作用比较受到关注。 染料木素和大豆苷元可保护糖尿病患者免

受因氧化胁迫引起的细胞凋亡和细胞增殖禁止[2]。 大豆苷元在无细胞分析用试样系统中自身虽未表现抗氧

化活性,但可诱导鼠肿瘤细胞产生抗氧化酶鄄过氧过氢酶(CAT) [20]。 徐春华等[3]检测了大豆异黄酮的抗超氧

自由基和羟基自由基活性,及其对大鼠肝癌 CBRH鄄7919 细胞和小鼠白血病 CML鄄K562 细胞增殖的影响,结果

表明大豆异黄酮具有显著的抗氧化和抗肿瘤活性。 10 或 0. 1 mg / L 大豆异黄酮(由含量为 80%的工业用乳白

色粉末配制)叶面喷施模拟酸雨或干旱胁迫下的油菜幼苗,能明显提高其过氧化物酶(POD)活性,从而有利

于维持幼苗的生长[21鄄22]。 本研究中,大豆苷或染料木苷浸种处理对盐胁迫大豆幼苗叶片 3 种活性氧清除酶

(SOD、POD 和 CAT)活性的影响虽有所不同,比如能进一步增强盐处理下叶片 SOD 活性,恢复盐胁迫下降低

的 POD 活性,维持较高的 CAT 活性,其中在耐盐性弱的栽培大豆 N23674 品种上尤其明显,但总体上都是有

利于提高其活性氧清除能力的(图 4)。 为了进一步弄清楚外源大豆异黄酮浸种处理增强大豆幼苗耐盐性的

内在原因,经分析发现,大豆苷或染料木苷浸种处理后可使盐胁迫下供试 3 大豆幼苗叶片中大豆异黄酮含量

增加得更高,在耐盐性弱的栽培大豆 N23674 品种幼苗上表现更为明显(图 5)。 0. 1 mg / L 大豆异黄酮叶面喷

施能明显增加了干旱胁迫下油菜幼苗体内类黄酮含量,提高了油菜幼苗的抗旱性或减轻旱害[22]。 因此,综合

来看,外源大豆异黄酮浸种处理能增强大豆幼苗的耐盐性,可能主要通过维持叶片光合作用,增加其内源大豆
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异黄酮含量,提高其活性氧清除能力以保持膜系统完整性,调控盐分离子吸收、转运过程以减轻离子毒害作

用,从而最终表现出对盐害的缓解效应,对耐盐性较相对较弱的大豆材料尤为如此。 但有关外源大豆异黄酮

浸种处理提高内源大豆异黄酮含量和活性氧清除酶活性,调控盐分离子吸收和转运过程的具体机制,及其与

不同基因型大豆材料间的内在联系,有待进一步研究。
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