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微透析法研究盐胁迫下杨树嫩茎内源激素和叶片叶绿素荧光参数的变化
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摘要: 采用微透析技术获得杨树质外体透析液, 高效液相色谱测定盐胁迫下吴屯杨和欧美杨内源激素的动态变化, 并结合

叶绿素荧光参数的变化, 分析对比吴屯杨和欧美杨两种杨树的耐盐性。结果表明, 高盐度胁迫下吴屯杨体内脱落酸(ABA)
的积累量为对照的1.3倍, 而欧美杨体内ABA的积累量为对照的1.8倍; 欧美杨的PSII原初光能转换效率(Fv/Fm)及电子传递

效率(ETR)值显著低于吴屯杨, 光系统破坏程度较大; 欧美杨的抗盐平衡系数明显大于吴屯杨的抗盐平衡系数, 说明盐胁迫

下欧美杨各种激素之间的协调作用下降, 生长受胁迫的抑制程度大于吴屯杨, 表明吴屯杨耐盐性强于欧美杨。此方法为研

究杨树质外体内的耐盐性机制和选育耐盐杨树新品种提供理论依据。
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Abstract: The apoplast dialysates from poplar trees were obtained using the microdialysis technique. To 
compare the salt tolerance of Populus×wutunensis and Populus×euramericana, the dynamics of their 
endogenous hormones were determined by high performance liquid chromatography and the difference in 
chlorophyll photosynthetic fluorescence parameters was analyzed under salt stress. The results showed that 
ABA level in P.×wutunensis under the high-concentration salt stress for fifteenth days was 1.3 times higher than 
that under the normal condition, while it was 1.8 times higher in P.×euramericana under salt stress. The Fv/Fm 
and ETR values in P.×euramericana were significantly lower than those in P.×wutunensis, indicating that the 
photosynthetic system of P.×euramericana was more severely affected. Furthermore, the salt balance 
coefficient of P.×euramericana is obviously bigger than that of P.×wutunensis, suggesting that under high-
concentration salt stress the coordinative capacity of hormones in P.×euramericana was decreased and its 
growth was more severely inhibited by stress than that in P.×wutunensis. Together, our results suggest that 
P.×wutunensis has higher salt tolerance than P.×euramericana. Our approaches used in this study may be useful 
for studying the physiological mechanisms of salt tolerance in poplar apoplast and for selection and breeding 
salt tolerant varieties of Populus.
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盐渍化是影响农业生产和植物分布的重要因

素(Turkan和Demiral 2009), 世界上有超过8亿公顷

盐渍化土地, 我国约有2.5亿公顷的各种盐渍化土

壤, 由于不正确的灌溉和全球变暖的影响, 还有逐

年上升的趋势。随着世界人口的增加, 开发和利

用盐渍土地显得尤为重要, 其中, 提高经济作物的

耐盐性已成为关键措施之一。杨树是种植较为广

泛的木材经济作物和环保植物, 在农业防护林、

植被修复、能源生产等方面发挥着重要作用。最

近几年, 由于杨树生长快速、基因型多样等特点, 
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被广泛用于抗逆性研究中(Chen和Polle 2010; Luo
和Polle 2009)。

植物内源激素与植物耐盐性的关系一直是植

物抗盐机理研究的主要内容, 盐胁迫时, 植物内源

激素作为痕量信号分子其含量发生变化, 从而调

控植物盐胁迫后的一系列生理生化反应。植物激

素的作用专一性不甚明显, 往往一种激素具有多

种生理效应, 而不同的激素又可引起同一种生理

效应。而且, 植物激素之间可通过相互协作或相

互拮抗的途径对植物的生长发育起调控作用, 杨
树在盐胁迫时, 激素变化较为明显, 可作为耐盐性

评价的一个重要指标。

叶绿体是植物光合作用的场所, 也是对盐胁

迫最敏感的细胞器, 植物光合性能的好坏最终可

影响其生长和产量。20世纪80年代以后, 人们在

逐渐弄清植物体内叶绿素荧光动力学与光合作用

关系的基础上, 发现它对各种胁迫因子十分敏感, 
因而越来越多地将其作为鉴定植物抗逆性的理想

指标和技术(赵会杰等2000)。目前, 叶绿素荧光分

析技术应用于光合作用机理、植物抗逆生理和作

物增产潜力预测等方面的研究已取得一定进展, 
并且愈来愈多的研究表明植物体内发出的叶绿素

荧光信号包含了十分丰富的光合作用信息, 其特

性又极易随外界环境条件的变化而变化, 可以快

速、灵敏和无损伤地研究和探测完整植株在胁迫

条件下光合作用的真实行为, 经常被用于评价环

境胁迫对光合作用功能的影响(冯建灿等2002)。
以往研究激素的方法局限于有机溶剂层析或

萃取的方法, 分离激素过程较为繁琐复杂, 费时费

力, 不能实时、活体测量和无损伤, 对于盐胁迫下

杨树内源激素和荧光参数的变化的研究是相对分

离的。本实验采用微透析技术来提取杨树质外体

中的激素, 结合高效液相色谱测定不同浓度盐胁

迫下两个树种内源激素的动态变化, 同时采用传

统检测方法研究荧光参数的变化, 综合分析不同

杨树树种的耐盐性, 探讨杨树耐盐的生理机制, 为
选育耐盐杨树新品种提供理论依据。

材料与方法

1  试验材料与盐胁迫处理

以盆栽吴屯杨 (Populus×wutunensis)和欧美杨 
(Populus×euramericana)品种‘中荷64’为材料, 在4

月上旬进行插条, 每隔5~7 d浇1次0.5 L Hoagland营
养液, 注意防雨及植株病虫害防治。待其生长一

个月后, 分别选择生长良好的吴屯杨和欧美杨苗

木各3株进行NaCl胁迫处理, NaCl浓度分别为0 
(CK)、200、300 mmol·L-1 (用Hoagland营养液配

制), 每隔5 d浇1次含有不同浓度NaCl的营养液。

分别在盐处理后0、5、10、15 d从不同浓度处理

的杨树嫩茎上部进行微透析取样, 平行重复3次。

2  色谱条件及标准溶液的配制

岛津Inertsil ODS-SP (250 mm×4.6 mm, 5 μm)
色谱柱, 流动相为甲醇(德国Merck公司):Milli-
pore-Q超纯水(其中含有0.2%的分析纯磷酸, 上海

生工)=60:40 (V/V), 柱温30 ℃, 流速0.6 mL·min-1, 
检测波长210 nm, 进样量20 μL, 岛津LC-20AB高效

液相色谱仪。收集到的透析液在该色谱条件下直

接进样。

准确称取标准品赤霉素(GA3)、细胞分裂素

(CTK)、吲哚乙酸(IAA)、脱落酸(ABA)各5 mg (上
海生工, 纯度>99%), 置于50 mL容量瓶内, 用流动

相定容至50 mL, 配制成100 mg·L-1
的标准溶液。

再分别将上述4种溶液配制成系列浓度梯度的混

合标准溶液。

3  透析液的获取与回收率的测定

本试验选用购自美国BASi公司的微透析仪和

微透析探针, 微透析探针截留量为30 kDa。探针与

嫩茎呈30°~45°的角度插入嫩茎, 为防止灌流液损

失及探针脱落, 采用牙托水(取少许自凝粉, 吸取适

量义齿基托树脂液剂搅拌至黏糊状)将探针插入

部位密封好; 灌流速度为1 μL·min -1,  灌流液为

Millipore-Q超纯水。在探针插入100 min达到稳定

状态后, 收集透析液。

体外回收率的测定: 在微透析取样前后分别

把微透析探针插入配置的标准溶液中, 稳定后收

集透析液, 用高效液相色谱仪分析其含量。最后

利用HPLC测定取样前后透析液中各激素质量浓

度与标准液中各激素质量浓度之比, 即该探针的体

外回收率, 试验中测得探针回收率均值为7.5%。

4  叶绿素荧光参数的测定

用LI-6400便携式光合仪的荧光叶室在杨树盐

处理后0、5、10、15 d进行测定, 试验期间, 日最

高光照强度为920 µmol·m-2·s-1, 白天气温20~26 ℃, 
夜间气温13~17 ℃。苗木暗适应一个晚上, 在凌晨
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测定初始荧光(Fo)、最大荧光(Fm)和PSII原初光能

转换效率(Fv/Fm), 把暗适应的苗木拿到自然光下活

化, 测定其电子传递效率ETR。测定时选取植株最

近完全展开的成熟叶片(从顶部数第4~5片), 每株5
片, 每处理重复3株。

5  数据统计分析

采用SPSS软件和Excel软件分析处理数据。

实验结果

1  盐胁迫对杨树植株表观的影响

盐胁迫5 d后, 两个杨树品种都开始出现轻微

的叶子卷曲现象, 在重度盐胁迫下最先出现这种

现象。胁迫10 d后, 两种浓度处理的植株都出现轻

微的萎蔫, 且植株在300 mmol·L-1
的盐胁迫下较200 

mmol·L-1
盐胁迫下萎蔫程度更严重, 欧美杨的萎蔫

程度较重, 吴屯杨较轻。胁迫15 d后, 欧美杨在300 
mmol·L-1

的盐胁迫下叶子开始有变黄凋落现象, 
200 mmol·L-1

胁迫下叶片也逐渐开始枯黄, 吴屯杨

也有部分变黄, 但没发生凋落现象。

2  盐胁迫对吴屯杨和欧美杨内源激素含量的影响

由图1~4可见, 吴屯杨和欧美杨受到盐胁迫后

内源激素含量发生了变化, 并呈现一定的规律性, 
总的趋势为在盐胁迫下, ABA含量升高, 其他3种
激素含量降低。从图1可以看出, ABA在盐胁迫后

迅速积累, 在盐胁迫的一定时间内显著高于对照, 
300 mmol·L-1

盐胁迫下ABA的积累要高于200 
m m o l · L - 1

盐胁迫下的积累量 ,  吴屯杨在 3 0 0 
mmol·L-1

盐胁迫后的15 d ABA积累量为对照的1.3
倍, 而相比之下欧美杨在300 mmol·L-1

盐胁迫后的

15 d ABA的积累量为对照的1.8倍, 在同等盐胁迫

条件下, 一定时间内欧美杨中ABA的积累量明显

图1  盐胁迫对两种杨树ABA含量的影响

Fig.1  Effect of salt stress on content of ABA 
of two species of poplar

图2  盐胁迫对两种杨树GA3含量的影响

Fig.2  Effect of salt stress on content of GA3 
of two species of poplar

图3  盐胁迫对两种杨树IAA含量的影响

Fig.3  Effect of salt stress on content of IAA 
of two species of poplar

图4  盐胁迫对两种杨树CTK含量的影响

Fig.4  Effect of salt stress on content of CTK 
of two species of poplar



植物生理学报946

高于吴屯杨。说明在盐胁迫一定时间内欧美杨需

要积累更多的ABA来适应外界盐分的胁迫。张敏

等(2008)在研究盐胁迫环境下不同抗盐性小麦品

种幼苗长势和内源激素的变化中发现, 盐胁迫下

抗盐性强的小麦‘德抗961’中ABA含量增幅低于抗

盐性弱的‘泰山9818’, 刘桂丰等(1998)研究盐逆境

条件下3个树种的内源激素变化发现, 在同等盐浓

度条件下, 抗盐性强的植物ABA含量较稳定。因

此, 盐胁迫条件下ABA的变化趋势可以作为林木

抗性选择的指标。

图2表明, GA3含量在盐胁迫下下降, 吴屯杨和

欧美杨在300 mmol·L-1
盐处理后15 d显著低于对照

(P<0.05), 欧美杨下降的幅度要大于吴屯杨, 在200 
mmol·L-1

盐胁迫下, 吴屯杨体内的GA3有一定的调

节, 而欧美杨体内的GA3含量随着盐胁迫时间的延

长和盐浓度的增加, 呈现出不断下降的趋势。由

图3、4可见, IAA和CTK含量在盐胁迫下随着胁迫

时间的延长呈逐渐下降的趋势, 在盐胁迫开始5 d
内下降并不明显, 在盐胁迫后10到15 d之间, 下降

趋势明显, 在盐胁迫后15 d, 吴屯杨和欧美杨体内

的IAA和CTK含量显著低于对照(P<0.05)。
在植物生长发育过程中, 并非是单一激素在起

作用, 而是各种激素相互作用的综合表现。因而这

些内源激素在植物体内的含量水平及相互平衡状

况, 对植物生长发育的各个阶段和各个方面都有重

要的调节作用(吴颂如等1988; 吴国胜等1993; 陈永

密1980; 赵丽英等2007; 杨广东等2002)。在盐胁迫

下, IAA和GA均促进多胺的产生, ABA抑制多胺的

合成, 多胺与乙烯的合成又存在竞争关系等。乙烯

反应可能是由生长素介导, 能够促进生长素的合

成, 生长素也能促进乙烯的合成。生长素和脱落酸

之间存在信号通讯, 生长素整合各种激素信号的加

工和转导。林木在盐胁迫条件下是通过改变其体

内的各种激素含量来维持正常生长。通常随着盐

浓度的增加, ABA含量升高, 而CTK、IAA、GA的

含量降低, 并非是ABA含量越高CTK、IAA、GA
含量越低越好, 而是应保持各自合适的含量水平及

相互平衡状况。刘桂丰等(1998)提出了用激素抗盐

平衡系数这个指标来衡量林木在盐胁迫条件下内

源激素总体调控能力。

根据刘桂丰等(1998)提出的激素抗盐平衡系数

的算法 ,  分别计算吴屯杨和欧美杨在200和300 
mmol·L-1

盐浓度胁迫下的激素抗盐平衡系数, 吴屯

杨的数值分别为0.1054和0.2775, 欧美杨的数值分别

为0.2746和0.5038, 通过抗盐平衡系数研究, 在300 
mmol·L-1

盐胁迫下, 吴屯杨和欧美杨的抗盐系数大

于200 mmol·L-1
盐胁迫下的抗盐系数, 说明在高浓度

的盐分胁迫下, 树木体内的激素综合调节能力下

降。无论是200 mmol·L-1
还是300 mmol·L-1

的盐分胁

迫, 吴屯杨的激素抗盐平衡系数都小于欧美杨的, 
说明在盐分胁迫下, 吴屯杨体内的各种激素综合调

节能力要强于欧美杨, 具有较强的抗盐能力。

3  盐胁迫对两种杨树叶绿素荧光参数的影响

初始荧光Fo是PSII反应中心全部开放时的荧

光, 其大小主要与PSII天线色素内的最初激发子密

度、天线色素到PSII反应中心的激发能传递速率

的结构状态及叶绿素含量有关, 而与光合作用光

化学反应无关。最大荧光Fm是PSII反应中心完全

关闭时的荧光产量。由图5、6可见, 吴屯杨和欧

美杨在盐胁迫下, 随着胁迫时间的延长, Fo逐渐升

图5  盐胁迫对两种杨树叶片Fo的影响

Fig.5  Effect of salt stress on Fo of two species of poplar

图6  盐胁迫对两种杨树叶片Fm的影响

Fig.6  Effect of salt stress on Fm of two species of poplar
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高, Fm逐渐降低, 在200 mmol·L-1
的盐分胁迫下, 两

种杨树Fo升高和Fm降低的趋势及程度比较接近, 差
异不显著(P>0.05), 但在300 mmol·L-1

的盐分胁迫

后15 d, 欧美杨Fo升高程度和Fm降低程度显著高于

吴屯杨(P<0.05), 说明欧美杨在高浓度盐分胁迫下

PSII反应中心的破坏程度强于吴屯杨。

PSII原初光能转换效率越高, 越有利于把捕获

的光能有效地转化为生物化学能, 植物在进行光

合作用过程中, 其转能效率的高低, 直接影响到植

物对光能的利用效率。非胁迫条件下, Fv/Fm变化

极小, 不受物种和生长条件的限制, 胁迫条件下, 
该参数会下降。由图7可见, 在200和300 mmol·L-1

的盐分胁迫下, 两种杨树PSII原初光能转换效率Fv/
Fm都在不断下降, 在200 mmol·L-1

的盐分胁迫下, 
吴屯杨和欧美杨的Fv/Fm值降低趋势相近, 说明在

中度盐胁迫下, 盐分胁迫对两种杨树原初光能转

换效率的影响程度相近, 但在300 mmol·L-1
高浓度

的盐分胁迫下, 欧美杨在盐胁迫后10~15 d之间急

剧下降, 在胁迫后15 d时, 欧美杨的Fv/Fm值显著低

于吴屯杨(P<0.05)。由图8可见, 盐胁迫使两种杨

树叶片电子传递效率ETR降低, 在盐胁迫后15 d时, 
200和300 mmol·L-1

的盐胁迫下两种杨树的电子转

换效率显著低于各自的对照(P<0.05), 说明盐胁迫

严重影响光系统II的电子传递效率。

讨　　论

在对激素调控作用的研究中, 研究较多的是

ABA与基因的表达的关系, 因为ABA与植物逆境

生理有重要的关系。越来越多的研究表明: ABA
在生物体内最主要的功能是其作为胁迫激素参与

了植物对外界胁迫条件的适应 ,  在胁迫条件下 , 
ABA调控了气孔关闭和基因表达, ABA信号途径

的激活对高盐环境下植物的生长抑制有重要意义

(梁建生1991)。植物体内存在GA信号的传递网

络。受体感知GA信号后, 激活信号传递通道中的

各基因表达, 从而影响植株的形态建成和发育。

当编码这些信号因子的基因及其它们所识别的顺

式作用位点发生突变时, 下游基因的表达和相关

蛋白间的相互作用发生相应的变化, 导致植物对

GA反应的改变(黄先忠等2006)。生长素可刺激植

物细胞增大和茎干生长、刺激形成层细胞分裂、

刺激木质部和韧皮部等维管组织和根的分化等, 
在植物的生长和发育过程中发挥重要作用, 盐胁

迫通过调控生长素浓度梯度和再分配影响植物的

侧根数、侧根和初生根生长及根的生长方向(刘进

平2007)。细胞分裂素是促进植物细胞分裂的激

素, 在逆境胁迫下, 细胞分裂素降低, 减少从根到

苗的供应, 可直接或间接地清除自由基, 影响其他

激素的信号转导, 从而导致其他代谢的变化, 包括

对逆境适应性的改变(王三根2000)。
刘桂丰等(1998)提出激素抗盐平衡系数这一

概念, 即在盐胁迫条件下植物的ABA含量增加, 而
IAA、CTK、GA含量降低。在同等盐胁迫条件下

(不高于林木的致死盐浓度), 用抑制型激素ABA的

增加倍数分别除以促进型激素IAA、CTK、GA的

降低倍数所得的比值分别叫做A B A与 I A A、

CTK、GA的拮抗效应系数; 将每个激素的拮抗效

应系数分别减去3个拮抗效应系数的平均值后再

取绝对值, 分别把它们叫做IAA、CTK、GA对

ABA的抗盐调节值; 将3种激素的抗盐调节值求和

再除以拮抗效应系数的平均值, 所得的比值就叫

图7  盐胁迫对两种杨树叶片Fv/Fm的影响

Fig.7  Effect of salt stress on Fv/Fm of two species of poplar

图8  盐胁迫对两种杨树叶片ETR的影响

Fig.8  Effect of salt stress on ETR of two species of poplar
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激素抗盐平衡系数, 简称平衡系数。激素抗盐平

衡系数是衡量林木抗盐能力的一个生理指标, 平
衡系数的大小反映了植物(包括林木)在盐胁迫下

激素系统的总体调节能力。平衡系数越小, 说明

林木在盐胁迫的情况下, 激素的协调能力越强, 平
衡系数越大, 抗盐能力越弱(刘桂丰等1998; 闫艳华

等2011), 植物各种激素在整个生长发育周期相互

作用, 保持动态平衡(刘颖慧等2005)。本文通过对

两种杨树盐胁迫下抗盐平衡系数的计算, 得出200 
mmol·L-1

盐分胁迫下, 两种杨树的抗盐平衡系数小

于300 mmol·L-1
盐分胁迫下的抗盐平衡系数, 说明

中度盐分胁迫下杨树体内的自我调节能力强于高

浓度盐分胁迫下的调节能力。300 mmol·L-1
盐分胁

迫下, 欧美杨的抗盐平衡系数明显大于吴屯杨的

抗盐平衡系数, 说明在高浓度的盐分胁迫下, 欧美

杨各种激素之间的协调作用下降, 生长受胁迫的

抑制程度大于吴屯杨。

研究发现, 在盐胁迫下, 两种杨树体内ABA含

量升高, 其他激素含量降低。在300 mmol·L-1
盐浓

度胁迫下, ABA的积累量大于200 mmol·L-1
盐胁迫

下ABA积累量, 说明在高浓度的盐分胁迫下, 杨树

体内需要积累更多的ABA以适应外界环境的变

化。300 mmol·L-1
盐胁迫后15 d, 吴屯杨体内ABA

的积累量为对照的1.3倍, 而欧美杨体内ABA的积

累量为对照的1.8倍, 在同等胁迫条件下, 欧美杨需

要积累更多的ABA来抵御胁迫环境, ABA大量的

积累造成其他激素含量的降低 ,  严重抑制了生

长。刘桂丰等(1998)在研究盐逆境条件下3个树种

的内源激素变化发现, 在同等盐浓度条件下, 抗盐

性强的植物ABA含量较稳定。因此, 推测吴屯杨

的抗盐性大于欧美杨。

叶绿素荧光动力学技术在研究叶片光合作用

过程中, 光系统对光能的吸收、传递、耗散、分

配等方面具有独特的作用, 与“表观性”的气体交换

指标相比较, 叶绿素荧光参数更具有反映“内在性”
的特点。Fo的大小取决于PSII天线色素内的最初

光子密度、天线色素之间以及天线色素到PSII反
应中心的激发能传递有关的结构状态(赵丽英等

2007)。PSII天线色素的热耗散常导致Fo降低, 而
PSII反应中心的破坏或可逆失活则能引起Fo的增

加, 因此, 可根据Fo的变化推测反应中心的状况和

可能的光保护机制(杨广东2002)。
本研究表明, 盐胁迫造成杨树PSII原初光能转

换效率Fv/Fm及电子传递效率ETR的降低。200 
mmol·L-1

盐胁迫下, 两种杨树PSII原初光能转换效

率Fv/Fm及电子传递效率ETR降低趋势差异不显著, 
300 mmol·L-1

盐胁迫后15 d, 欧美杨 Fv/Fm及ETR值
显著低于吴屯杨, 光系统破坏程度较大。对于植

物体内调节机理, 激素变化是如何影响荧光参数

的变化等, 还有待于进一步研究。
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