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摘要: 以接种Glomus mosseae的滨梅幼苗为试材, 研究了AM真菌对2.0% NaCl胁迫下滨梅叶片抗坏血酸-谷胱甘肽循环系统

的影响。结果显示, NaCl胁迫下滨梅幼苗叶片H2O2含量呈增加趋势, 但接种菌幼苗叶片H2O2含量显著低于未接种苗的。

NaCl胁迫下菌根苗叶片抗氧化酶(APX、DHAR和GR)活性、AsA和GSH含量、氧化还原力(AsA/DHA值和GSH/GSSG值)
均显著高于未接种苗。这表明, NaCl胁迫下, AM真菌能促进滨梅叶AsA-GSH循环快速有效地运转, 维持体内抗氧化物质

较强的再生能力, 从而提高抗氧化胁迫能力, 菌根苗表现出较强的耐盐性。

关键词: AM真菌; NaCl胁迫; 滨梅; 抗坏血酸-谷胱甘肽循环

Effects of AM Fungi on Ascorbate-Glutathione Cycle Metabolism in Leaves of
Prunus maritima Marshall under NaCl Stress
ZAI Xue-Ming1,2,*, HAO Zhen-Ping1, ZHANG Huan-Shi2, QIN Pei2, WU Guo-Rong3

1Department of Horticulture, Jinling Institute of Technology, Nanjing 210038, China; 2Halophyte Research Lab of Nanjing Uni-
versity, Nanjing 210093, China; 3College of Life Science, Nanjing Normal University, Nanjing 210097, China

Abstract: The effects of AM fungi on ascorbate-glutathione cycle metabolism in leaves of beach plum (Prunus 
maritima) seedlings under 2% NaCl stress were studied, in which inoculated with Glomus mosseae. The 
resulted showed that under NaCl stress, H2O2 content increased in leaves of beach plum seedlings, and the H2O2 

content in leaves of inoculated seedlings was significantly lower than that of non-inoculated seedlings. Also, the 
activities of antioxidant enzymes (APX, DHAR and GR), the contents of AsA and GSH and the ratios of AsA/
DHA and GSH/GSSG in leaves of inoculated seedlings were significantly higher than those in non-inoculated 
seedlings. These concluded that inoculated seedlings had efficient metabolism of ascor-bate-glutathione cycle, 
which scavenged the H2O2 rapidly to alleviate the oxidative damage of NaCl stress; therefore, inoculated 
seedlings had a stronger tolerance to salt stress. 
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盐胁迫是制约植物生长发育的主要逆境因素

之一。盐胁迫下植物会出现营养失衡和渗透功能

受损, 诱导氧化胁迫, 进而引起膜系统氧化损伤、

光合电子传递系统失活、激素平衡破坏及生物量

积累明显下降等(Zhu等2007; Miller等2010)。植物

则通过限制盐分的过量吸收和调节抗氧化系统清

除活性氧积累等途径减轻或抵御盐胁迫对细胞的

伤害(赵琪和戴绍军2012)。抗氧化系统包括抗氧

化酶类及抗氧化剂等非酶物质, 这些酶及抗氧化

剂的协同作用能有效清除由盐胁迫产生的活性氧, 
保护膜的完整性, 提高植物耐盐性, 其中抗坏血酸-
谷胱甘肽循环(ascorbate-glutathione cycle, AsA-
GSH)在植物抵抗氧化胁迫、清除活性氧自由基方

面具有重要作用(高俊杰等2009; Miller等2010)。
丛枝菌根真菌(arbuscular mycorrhizal fungi, 

AM真菌)能够与80%以上的植物建立共生关系, 提
高植物的抗逆性, 促进植物生长。盐胁迫下AM真

菌对植物接种效应的报道较多, 主要集中在AM真

菌能够改善植物养分及水分的吸收 ( E e l i n等
2009)、减缓盐离子对植物的毒害(孙吉庆等2012)、
强化植物的渗透调节作用(陆爽等2011)、刺激根

系发育和改变根系形态(Sheng等2009)等方面。大

量的研究还表明, AM真菌能够影响盐胁迫下植物

抗氧化酶的活性, 增强植物的抗氧化防御系统, 降
低氧化胁迫造成的伤害(Ghorbanli等2004; He等
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2007; 曾广萍等2011), 但目前对AM真菌调控盐胁

迫下ASA-GSH 循环代谢的研究尚未见报道。

滨梅又名海滨李、沙李, 隶属蔷薇科(Rosaceae)
李属(Prunus), 产于美国东北部北大西洋沿岸。滨

梅具有耐旱、耐贫瘠、耐盐碱等特性, 其花大而

密, 果实酸甜可口, 可用于贫瘠山地、沿海滩涂的

绿化和果品加工(Yan等2009)。南京大学盐生植物

实验室的研究表明, 引种滨梅能与多种土著AM真

菌形成共生结构, 菌根的形成能提高滨梅的耐盐

能力(Zai等2012)。Glomus mosseae是盐碱土壤中的

优势菌种, 是潜在适合给盐碱土壤接种的菌种之

一(刘润进等1999)。本试验以滨梅幼苗为试材, 通
过Glomus mosseae盆栽接种试验, 对NaCl胁迫下

AM真菌在AsA-GSH循环中抗氧化酶活性和抗氧

化物质含量的变化差异进行比较, 探讨AM真菌接

种苗耐受NaCl胁迫的生理生化基础, 以便为滨梅

在盐碱地区的引种及菌根技术的应用提供依据。

材料与方法

1  实验材料与处理

2010年3月于南京市溧水县傅家边农业观光

园滨梅苗木基地, 剪取正常生长前年新生的滨海

(Prunus maritima Marshall)半木质化枝条, 采回后

将其扦插在金陵科技学院幕府校区苗木繁育砂床

上, 在扦插苗生根生长2个月后, 选取生长良好、

外形近似的1 000株滨梅苗移栽于盛有下述处理基

质的盆中(实验组500盆, 对照组500盆)。
 取普通耕作土, 添加5% (W/W, 下同)草炭、

1%河沙和0.5%过磷酸钙改良, 拍碎、混匀、过筛

后作为栽培基质, 将供试的基质进行160 ℃高温灭

菌2 h, 然后装于直径 15 cm的无菌新塑料盆中, 盆
底有孔, 装基质前孔上垫一层滤纸, 每盆装基质400 
g, 均分2组备用。实验组500盆, 将25 g供试菌接种

剂(BGCJX01, 1 285个Glomus mosseae孢子·20 mL-1

菌剂)施入每盆内; 对照组每盆施 25 g灭菌接种物

和10 mL不灭菌接种物的水滤液, 以保持微生物区

系一致性。基质基本成分如下: 有机质1.35%、速

效氮0.048‰ (W/W)、速效磷0.0248‰和速效钾

0.148‰, pH 7.2。
生长1个月后, 从中挑选出600株长势基本一

致(高度20~30 cm)的滨梅幼苗, 其中300株为接种

菌剂且已有Glomus mosseae侵染的菌根苗, 另300

株为未接种菌剂的对照苗 ,  分别进行盐胁迫处

理。试验设含2.0% NaCl的土壤2组, 其中一组(50
株 )为菌根苗 (Gm+NaCl) ,  另一组为未接种苗

(–Gm+NaCl), 分别以不加盐胁迫的菌根苗(Gm)和
未接种苗(–Gm)为对照。各处理均重复3次。供试

土壤含盐量按基质干重计, 取相应量NaCl兑水至 
3 000 mL, 1周内分3次均匀浇入, 对照组浇等量的

自来水。偶有溶液渗漏到托盘中, 于1 h 后返浇入

盆。盐胁迫处理完毕后, 每5 d浇1次自来水, 每次

每盆500 mL, 直至盐胁迫后14 d。于盐胁迫0、3、
6、9、12 d取叶片进行各项指标的测定。

2  测定项目及方法

2.1  H2O2含量的测定

采用Patterson等(1984)的方法, 略加修改。样

品提取液与浓度20%的TiCl4盐酸溶液、氨水反应, 
生成过氧化物-Ti复合物, 12 000×g离心10 min, 取
沉淀加3 mL浓度1 mol·L-1 H2SO4溶解, 410 nm下测

OD值。

2.2  抗氧化酶APX、GR和DHAR活性的测定

叶片加酶提取液(50 mmol·L-1 PBS, pH 7.8, 1 
mmol·L-1 EDTANa2, 2% PVP), 冰浴研磨, 12 000×g
冷冻离心20 min, 上清液即为酶提取液。抗坏血酸

过氧化物酶(ascorbate peroxidase, APX)活性测定

参照Nakano和Aasada (1981)以及Foyer和Halliwell 
(1976)的方法, 每个酶活性单位(U)为每分钟吸光

度的变化; 脱氢抗坏血酸还原酶(dehydroascorbate 
reductase, DHAR)活性的测定按Krivosheeva等
(1996)的方法。谷胱甘肽还原酶(glutathione re-
ductase, GR)活性测定参照Foyer和Halliwell (1976)
的方法, 稍加修改: 取0.2 g叶片, 加入1.6 mL Tricine-
NaOH缓冲液(pH 7.8)冰浴研磨, 4 ℃下15 000×g离
心20 min, 将上清液定容至2 mL进行酶活性测定。

3 mL反应体系包括: 0.3 mL 0.2 mmol·L-1 NA-
DPH、1.8 mL 0.1 mol·L-1 Tricine-NaOH缓冲液(pH 
7.8)、酶液0.6 mL和0.3 mL 5 mmol·L-1

氧化型谷胱甘

肽(oxidized glutathione, GSSG), 以不加GSSG做对照, 
测定OD340变化值, 以每分钟变化0.1为1个酶活性

单位。

2.3  非酶抗氧化物质AsA、GSH、GSSG和DHA
含量的测定

选择2.2节提取的酶提取液进行还原型抗坏血

酸(reduced ascorbic acid, AsA)、还原型谷胱甘肽
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(reduced glutathione, GSH)、GSSG和脱氢抗坏血

酸(dehydroascorbic acid, DHA)含量的测定。AsA
和DHA测定按照Jin等(2003)的方法; GSH及GSSG
按照Gossett等(1994)的方法测定。

3  数据处理 
用SAS软件进行单因素方差分析, 并用Dun-

can’s新复极差法对平均数进行多重比较, Microsoft 
Excel软件制图。  

实验结果

1  NaCl胁迫下AM真菌对滨梅叶片H2O2含量的影响

由表1可知, 随NaCl胁迫时间增加, Gm+NaCl
和–Gm+NaCl处理的H2O2含量均有所增加。–Gm+ 
NaCl处理的H2O2含量在胁迫期间快速增加, 胁迫6 
d后均显著高于–Gm的, 胁迫12 d时为–Gm处理的

2.07倍。Gm+NaCl处理的H2O2含量在胁迫9 d后均

显著增加, 胁迫12 d时为Gm处理的1.32倍。胁迫

下的G m + N a C l处理的H 2O 2含量均显著低于 
–Gm+NaCl的, 胁迫12 d时为后者的62%。

    表1  NaCl胁迫下AM真菌对滨梅叶片H2O2含量的影响

Table 1  Effect of AM fungi on H2O2 content in leaves of 
beach plum under NaCl stress

 胁迫时                    H2O2含量/μmol·g-1 (FW)
   间/d –Gm Gm –Gm+NaCl Gm+NaCl

       0 6.07±0.33a 5.86±0.40a  6.02±0.30a 6.07±0.21a

       3 6.24±0.30a 5.89±0.31a  6.48±0.60a 5.94±0.15a

       6 6.06±0.32b 5.92±0.24b  7.52±0.20 a 6.36±0.03b

       9 6.07±0.30c 6.09±0.10c  9.63±0.40a 6.98±0.19b

     12 6.15±0.24c 6.02±0.23c 12.79±1.25a 7.96±0.35b

　　表中数据为3次重复平均值±标准误差, 同行数据不同小写字

母表示差异达5%水平。

2  NaCl胁迫下AM真菌对滨梅叶片APX、DHAR
和GR活性的影响

由图1-A可知 ,  NaCl胁迫下 ,  Gm+NaCl和 
–Gm+NaCl处理的APX活性均呈先上升后下降趋

势。在胁迫3 d时, Gm+NaCl处理的APX活性达到

最大值[3.39 U·g-1 (FW)·min-1], 之后平缓下降; 同
时–Gm+NaCl处理的APX活性也达到最大值[2.89 
U·g-1 (FW)·min-1], 之后直线下降。在胁迫期间, 
Gm+NaCl处理的叶片APX活性均高于–Gm+NaCl
的, 且胁迫3 d后两者差异达显著水平。

NaCl胁迫6 d时, Gm+NaCl和–Gm+NaCl处理

的DHAR活性均达到最大值[分别为8.81和7.02 
U·g-1 (FW)·min-1], 之后均呈下降趋势(图1-B)。
Gm+NaCl处理的叶片DHAR活性在胁迫期间均显

著高于–Gm+NaCl的, 胁迫12 d时为后者的1.84
倍。

NaCl胁迫下, Gm+NaCl和–Gm+NaCl处理的

GR活性变化幅度大, 先快速上升, 胁迫3 d时达到

峰值[分别为3.99和3.14 U·g-1 (FW)·min-1], 之后均

呈下降趋势(图1-C)。与在胁迫期间, Gm+NaCl处
理的叶片GR活性均显著高于–Gm+NaCl的, 胁迫

12 d时为后者的1.70倍。  

图1  NaCl胁迫下AM真菌对滨梅叶片APX、

DHAR和GR活性的影响

Fig.1  Effects of AM fungi on APX, DHAR and GR activities 
in leaves of beach plum under NaCl stress 
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3  NaCl胁迫下AM真菌对滨梅叶片AsA与DHA含

量及AsA/DHA比值的影响

如图2-A所示, 随NaCl胁迫时间的延长, AsA
含量变化均呈先上升后下降趋势。Gm+NaCl处理

的AsA含量在胁迫9 d时达到最大值[51.38 ng·g-1 
(FW)], 之后平缓下降, 胁迫12 d时仍显著高于Gm
处理的。–Gm+NaCl处理的AsA含量在胁迫6 d时
达到最大值[43.9 ng·g-1 (FW)], 胁迫9 d后快速下降, 
胁迫1 2时显著低于– G m处理的。G m + N a C l
与–Gm+NaCl相比, 前者处理的叶片AsA含量均高

于后者, 且胁迫6 d之后两者差异均达显著水平。

随NaCl胁迫时间的延长, DHA含量均有所增

加(图2-B)。胁迫3~6 d, Gm+NaCl处理的DHA含量

低于–Gm+NaCl的, 但差异不显著; 胁迫9~12 d, 
Gm+NaCl处理的增加幅度平缓, DHA含量显著低

于–Gm+NaCl处理的。

NaCl胁迫下, 叶片DHA/AsA比值均升高(图
2-C)。Gm+NaCl处理的上升较平缓, 而–Gm+NaCl
上升幅度大, Gm+NaCl与–Gm+NaCl相比, 前者处

理的AsA/DHA比值均显著低于后者, 胁迫12 d时
为后者的85%。

4  NaCl胁迫下AM真菌对滨梅叶GSH和GSSG含

量及GSH/GSSG比值的影响

由图3-A可知, NaCl胁迫下, Gm+NaCl处理的

GSH含量变化呈先上升后下降的趋势, 胁迫3 d时
达到峰值[2.91 µg·g-1 (FW)], 之后呈下降趋势, 胁迫

12 d时接近Gm处理的水平。–Gm+NaCl处理的

GSH含量变化幅度大, 胁迫3 d时达到峰值[1.94 
µg·g-1 (FW)], 此后快速下降。Gm+NaCl与–Gm+NaCl
相比, 前者处理的GSH含量均显著高于后者, 胁迫

12 d时为后者的2.61倍。

如图3-B所示 ,  随NaCl胁迫时间延长 ,叶片

GSSG含量均有所增加。Gm+NaCl处理的GSSG含

量增加幅度小, 胁迫9 d时达到峰值[3.24 µg·g-1 
(FW)]。–Gm+NaCl处理的增加幅度较大, 胁迫9 d时
达到峰值[3.87 µg·g-1 (FW)]。Gm+NaCl和–Gm+NaCl
相比, 前者处理的叶片GSSG含量在胁迫3 d及此后

均显著低于后者, 胁迫12 d时为后者的84.65%。

NaCl胁迫下, 叶片GSH/GSSG比值均呈下降

趋势(图3-C)。Gm+NaCl处理的GSH/GSSG比值下

降较平缓, 而–Gm+NaCl的下降幅度大, Gm+NaCl
和–Gm+NaCl相比 ,  前者在胁迫期间叶片GSH/
GSSG比值均显著高于后者, 胁迫12 d时为后者的

2.52倍。

讨　　论

植物受到盐胁迫时, 体内会产生大量的活性

氧自由基, 从而引起膜质的氧化伤害。植物体通

过维持AsA-GSH循环的快速有效运转能够有效减

轻逆境胁迫下植物的活性氧伤害(魏国平等2008; 
Miller等2010)。黄志明等(2011)研究表明适宜浓度

的GSH处理可促进AsA-GSH循环, 显著增强叶绿

图2  AM真菌对NaCl胁迫下滨梅叶片AsA与DHA
含量及AsA/DHA比值的影响

Fig.2  Effects of AM fungi on AsA, DHA contents and AsA/ 
DHA ratio in leaves of beach plum under NaCl stress
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体清除自由基的能力, 使得枇杷幼果能够有效地

抵抗低温胁迫。魏国平等 ( 2 0 11 )等实验证实

Ca(NO3)2胁迫下, 嫁接能使茄子叶片保持良好的

AsA-GSH循环效率, 清除H2O2效率较高, 细胞受氧

化损伤程度较轻, 表现出较强的耐盐性。本研究

结果发现, NaCl胁迫下, AM 真菌接种能够显著提

高滨梅叶中APX、DHAR和GR的活性, 增加AsA
和GSH的水平, 致使H2O2的清除效率明显提高。

说明AM真菌接种能够促进滨梅叶片AsA-GSH循

环的高效运行, 有效减轻盐胁迫下的活性氧伤害, 
使得滨梅苗表现出较强的耐盐性。

APX、GR和DHAR是AsA-GSH循环系统中的

重要酶组分。研究表明, 逆境胁迫下, 植物体内

APX、DHAR及GR活性在清除H2O2等活性氧系统

中发挥重要作用(Li和Zhang 2010; 黄志明等2011)。
近年来, 有研究者提出AMF共生体通过增强植物

抗氧化物酶的活性及诱导相关基因的表达, 来减

缓其在盐胁迫下受到的活性氧伤害。Ghorhanli等
(2004)研究了100 mmol·L-1 NaCl对菜豆根部和地上

部抗氧化酶活性的影响 ,  发现接种幼套球囊酶

(Glomus etunicatum Becker & Gerdemannii)的菌根

植株根部和地上部均具有较高的SOD、POD和抗

坏血酸氧化酶活性, 表现出较强的耐盐性。贺忠

群等(2006)研究表明, AM真菌的接种增强了番茄

叶片的GSH-Px活性, 减轻了活性氧对植株细胞膜

的伤害, 提高了番茄的耐盐性。本试验发现, 盐胁

迫下AM真菌接种的滨梅叶片中DHAR、APX和

GR活性均高于未接种苗, 且在胁迫后期菌根苗仍

保持较高的APX、DHAR及GR活性, 表明菌根苗

在NaCl胁迫下清除过量活性氧的同时能较好地维

持AsA-GSH循环系统的完整性, 从而菌根苗在较

长时间内仍表现出对NaCl胁迫的耐性。这与王聪

等(2010)在大豆抗氧化酶活性的研究中报道, 耐盐

性强的品种比盐敏感品种具有更高的A P X、

DHAR和GR活性的结果相似。因此, 保持较高的

抗氧化酶活性可能是滨梅菌根苗耐NaCl胁迫的重

要原因之一。

AsA是一种普遍存在的非酶促抗氧化物质, 
其氧化形式是脱氢抗坏血酸(DHA), DHA可在脱氢

抗坏血酸还原酶(DHAR)的作用下还原形成AsA, 
AsA的含量和AsA/DHA比值的大小与植物对逆境

胁迫的响应密切相关(陈坤明等2004)。Shalata等
(2001)研究结果表明, 盐胁迫下耐盐番茄根系中的

AsA含量明显升高, DHA含量显著降低, 细胞氧化

还原力(AsA/DHA)比值升高, 表现出较强的耐盐

性。魏国平等(2008)报道, 嫁接茄子较好的耐盐性

与茄子体内较高的AsA含量及AsA/DHA比值密切

相关。GSH是生物体内另一种重要的抗氧化剂, 
可作为DHA再生AsA的电子供体 ,  GSH含量及

GSH/GSSG比值的大小与植物对盐胁迫的耐性密

切相关(高俊杰等2009)。本试验发现, NaCl胁迫下

幼苗叶片AsA、GSH含量先增加后降低, DHA和

GSSG含量增加, AsA/DHA和GSH/GSSG比值下降, 

图3  NaCl胁迫下AM真菌对滨梅叶片GSH和GSSG
含量及GSH/GSSG比值的影响

Fig.3  Effects of AM fungi on GSH, GSSG contents and GSH/
GSSG ratio in leaves of beach plum under NaCl stress
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而菌根苗叶片AsA和GSH含量、AsA/DHA和GSH/
GSSG比值均显著高于未接种苗, DHA和GSSG含

量均显著低于未接种苗。结果表明 ,  菌根苗对

NaCl胁迫具有较强的耐受性, 在胁迫期间能够保

持较高的抗坏血酸和谷胱甘肽代谢水平, 较好地

维持了叶细胞内活性氧代谢的平衡。因此, 保持

较高的非酶抗氧化物质AsA和GSH水平, 可能也是

滨梅菌根苗耐NaCl胁迫的重要原因之一。

综上所述, NaCl胁迫下, AM真菌对滨梅叶的

AsA-GSH 循环发生了显著影响。AM菌根苗在胁

迫期间能够保持较高且相对协调平衡的APX、

DHAR和GR活性, 使得AsA-GSH 循环能够快速有

效地运转, 促进了AsA和GSH的再生, 进而维持了

较强的氧化还原力和高水平的抗氧化物质, 使过

量产生的H2O2能被及时清除。说明NaCl胁迫下, 
AM真菌能促进滨梅叶AsA-GSH循环快速有效地

运转, 维持较强抗氧化物质的再生能力, 从而提高

滨梅的抗氧化胁迫能力, 使其表现出较强的耐盐

性。
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