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冠菌素对不同钾水平下TTC法测定的棉花根系活力的影响
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摘要: 冠菌素可以提高棉花根系还原氯化三苯四唑(TTC)生成三苯甲臜(TF)的能力, 本文研究了不同钾水平下冠菌素处理

后的TF值在不同提取方法之间的差异及其与根系多酚和呼吸速率之间的关系。结果显示, TF热提取法的测定值明显高于

常温提取法, 尤其是冠菌素处理条件下。冠菌素处理后TF的OD485值明显高于OD520值, 和冠菌素显著提高根系中花青素含

量具有一致性。冠菌素处理显著提高了煮沸根和烘干根的TTC还原量, 与显著提高根系多酚含量具有一致性。冠菌素显

著提高了新鲜根系的TTC还原量, 如其单位质量鲜根的OD520值分别是高钾和低钾的5.4和5.9倍(热提取法)或6.1和4.1倍(常
温提取法), 同时显著提高了根系多酚含量及单位质量的呼吸速率, 这表明TTC还原能力可以用于表示冠菌素对根系代谢活

性的促进, 而不受多酚的影响。
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Abstract: Coronatine can improve the 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) reduction to 
triphenylformazan (TF) in cotton root. In this paper, we studied the differences of TF value in the different 
extraction methods with COR treatment under the different levels of potassium and their relationship between 
root polyphenol and respiration rate. The results showed that TF values of hot extraction were obviously higher 
than those of room temperature extraction, especially with COR treatment. The absorbance values at 485 nm 
with COR treatment were obviously higher than those at 520 nm, which was the same with anthocyanin 
contents increased by COR. And COR treatment significantly increased the TTC reduction of boiled and dry 
root, in accordance with polyphenols contents enhanced by COR. COR treatment significantly enhanced TTC 
reduction of fresh root. Compared with high K and low K respectively, OD520·g

-1 (FW) were 5.4 and 5.9 times 
(hot extraction method) or 6.1 and 4.1 times (room temperature extraction), and significantly improved the 
polyphenol content and root respiration rate. Therefore, TTC reduction can be used to indicate metabolic 
activity increased by COR independent of polyphenols contents.  
Key words: polyphenols; respiratory rate; anthocyanins; hot extraction method of TF; room-temperature ex-
traction of TF

氯化三苯四唑(2,3,5-triphenyltetrazolium chlo-
ride, TTC)通常是无色的, 当其被活细胞中的脱氢

酶还原时就会变成红色三苯甲臜(triphenylfor-
mazan, TF) (Richter等2007)。TTC直接从电子传递

链接受电子(Altman 1976; Clemensson-Lindell 
1994; Byth等2001), 其还原直接与线粒体呼吸速率

相关(Comas等2000; Ruf和Brunner 2003)。因此, 
TTC常作为细胞活性量化指示剂(Steponkus和Lan-
phear 1967), 良好的根系代谢活性反应剂(Comas等
2000)和用于评价植物对逆境的响应, 如黄瓜对冷

的响应(Kang和Saltveit 2002)、小麦对热的响应

(Terzioglu等2006)、云杉和松树对氮缺乏的响应

(Clemensson-Lindell 1994)以及剪股颖草对水分胁

迫的响应(Merewitz等2011)。
在根系生理研究方面, TTC反应通常用于区

分细根的活和死, 以及用于评价植物细根的活力
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大小(Clemensson-Lindell 1994; Comas等2000; 
Ruf和Brunner 2003; Sturite等2005)。这些研究中

通常以煮沸的根系作为对照, 有的研究结果表明

煮沸过的细根TTC还原能力小, 和死亡细根的反

应活性具有可比性(Ruf和Brunner 2003; Sturite等
2005); 有的研究结果表明煮沸过的细根TTC还原

能力仍然较高(Clemensson-Lindell 1994; Comas
等2000)。

多酚具有抗氧化性和自由基清除能力(Rice- 
Evans等1997; Hättenschwiler和Vitousek 2000; 
Kraus等2003; Karonen等2004; Dixon等2005), 和四

唑盐有很强的反应活性(Galato等2001; Aehle等
2003; Franke等2004 )。Richter等(2007)以煮沸的树

木根系做实验发现, 根系中的活性物质如多酚能

还原TTC。TF提取通常有热提取法(Clemensson- 
Lindell 1994; Comas等2000; Lassheikki等1991; 
Clemensson-Lindell和Persson 1995; Stattin和Lind-
ström 1999; Zhu等2000; Brunner等2002; Chen等
2006)和常温提取法(Chen等2000; Byth等2001; Ruf
和Brunner 2003; Yamauchi等2014)两种方法, 其中

以前者最为常用, 并且前者的TF值高于后者(Ruf
和Brunner 2003)。我们的实验结果表明, 冠菌素在

显著提高了棉花根系TTC还原量的同时, 显著提高

了多酚含量。由此, 本文探索不同钾水平下冠菌

素处理后的TF值在不同提取方法之间的差异, 以
及评价冠菌素提高棉花根系TTC还原量以及其对

呼吸强度的影响。

材料与方法

1  材料和培养条件

试验在培养室开展, 用棉花(Gossypium hirsu-
tum L.)品种‘岱字棉99B (DP99B)’作为实验材料。

培养室白天温度为30 ℃, 时间14 h; 晚上温度25 ℃, 
时间10 h。光照强度为450 µmol·m-2·s-1。

挑选整齐一致的棉花种子, 用10%双氧水消

毒30 min, 用自来水冲洗3次后, 在自来水中浸泡12 
h。浸泡过后的种子置于湿沙子中萌发和出苗。

整齐的刚出土(子叶展开)的幼苗转移到含不同钾

离子浓度的培养液中。培养盒尺寸为20 cm×13 
cm×15 cm, 含3.9 L培养液。钾离子浓度分别为2.5
和0.05 mmol·L-1 KCl, 低钾条件下, NaCl用于平衡

K离子。其它营养元素为2.5 mmol·L-1 Ca(NO3)2、

1 mmol·L-1 MgSO4、0.5 mmol·L-1 NH4H2PO4、2 
mmol·L-1 NaCl、2×10-4 mmol·L-1 CuSO4、1×10-3 
mmol·L-1 ZnSO4、0.1 mmol·L-1 EDTA-FeNa、2×10-2 
mmol·L-1 H3BO3、5×10-6 mmol·L-1 (NH4)6Mo7O24和

1×10-3 mmol·L-1 MnSO4。转移培养3 d后, 添加10 
nmol·L-1 冠菌素(coronatine, COR)。培养液用气泵

连续通气, 每天pH调整为7.0。
4种处理分别为高钾(HK)、低钾(LK)、高钾+

冠菌素(HK+COR)和低钾+冠菌素(LK+COR); LK/
HK表示LK条件下的测定指标值与相应HK条件下

的测定指标值的比值, 依次类推。每个处理为3个
重复(3盒), 每盒种植8棵棉花幼苗。钾处理11 d即
冠菌素处理8 d时, 不同处理下各自整齐一致幼苗

的根系用去离子水冲洗去除表面的电解质, 收集

距根茎交界处4~5 cm以下部位的根系, 用于测定

以下生理生化特性。

2  测定指标

2.1  氯化三苯四唑(TTC)还原量测定

TTC还原成不溶性的红色三苯甲臜(TF), 可用

于表示根系活力(Comas等2000; Brunner等2002; 
Chen等2006; Yamauchi等2014)。采用下列4种方法

测定TTC还原量, 其中方法3和方法4用于鉴定除电

子呼吸链传递电子还原TTC外的其它还原TTC物

质如多酚的存在。

方法1 (新鲜根+热提取): 称重新鲜根系(鲜根

重量表示为FW), 在黑暗和30 ℃条件下, 将其充分

浸泡于0.6% (W/V) TTC溶液(TTC溶解在pH 7.0的
磷酸缓冲液)中进行染色24 h。用去离子水将染色

后的根系冲洗干净并用滤纸沾干, 直接将根系浸

泡在5 mL 95%乙醇, 在85 ℃水浴条件下放置20 
min。TF提取液分别在485和520 nm测定吸光值, 
提取过TF的根系用去离子水冲洗后烘干并称干重

(DW), 根系活力分别表示为OD485·g -1 (FW)、
OD520·g

-1 (FW)、OD485·g
-1 (DW)和OD520·g

-1 (DW)。
方法2 (新鲜根+常温提取): 其他步骤同方法1, 

区别是TF提取是染色根系在室温条件下用95%乙

醇研磨提取, 提取时间为30 min。
方法3 (煮沸根+热提取): 其他步骤同方法1, 

区别是新鲜根称重后先沸水浴10 min, 再染色。

方法4 (烘干根+热提取): 其他步骤同方法1, 
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区别是新鲜根烘干称重后再研磨染色, 而后提取。

2.2  干物质积累量测定

新鲜根系称重后, 105 ℃杀青30 min, 75 ℃烘

干至恒重, 称量。干物质积累量表示为g (DW)·100 
g-1 (FW)。
2.3  呼吸速率测定

参考Comas等(2000)描述的方法。将从根茎

交界处剪下的根系对应(即高钾培养的幼苗放置到

高钾溶液, 而低钾培养的幼苗放置到低钾溶液)放
置到预先充分通气的营养液中(放置根系前测定其

溶解氧含量), 放置70~100 min后测定其中溶解氧

含量。

2.4  多酚含量测定

多酚含量测定采用福林酚法(Thusoo等2014)。
约0.5 g新鲜根系, 剪碎, 用5 mL 80%乙醇在沸水浴

条件下提取15 min, 3 000×g离心15 min。取0.5 mL
上清液与福林酚稀释液(福林酚:水为1:2)混合反应

5 min后, 加入 0.5 mL 20%碳酸钠, 反应90 min后, 
用分光光度计在745 nm处测定吸光值。多酚含量

的定量用没食子酸做标线进行。

2.5  花青素测定

花青素的提取和定量依据Gould等(2000)的方

法。黑暗、4 ℃和震荡条件(150 r·min-1)下, 根系浸

泡在1 mL的盐酸和甲醇混合液(3 mol·L-1盐酸:去离

子水:甲醇的体积比为1:3:16)中, 提取花青素12 h。 
离心后, 上清液中的花青素用分光光度计法在530 
nm处测定, 根系中花青素含量表示为单位质量新

鲜根系中花青素的百分比。

3  数据统计

试验重复3次, 各次结果趋势一致, 取其中一

次的数值进行统计分析。用SAS的Duncan’s multi-
ple range test法对平均值进行比较(P≤0.05)。

实验结果

1  冠菌素对不同钾水平下棉花根系TTC还原量的

影响

4种方法均显示, 同一测定方法和处理条件下, 
不同的TTC还原量表示方法之间存在明显差异, 即
OD485·g

-1 (DW)>OD520·g
-1 (DW)>OD485·g

-1 (FW)> 
OD520·g

-1 (FW) (表1)。在同一测定方法(除方法3)
和TTC还原量表示方法下, 不同处理的TTC还原量

顺序为HK+COR>LK+COR>HK>LK。

方法1结果(表1)显示, 不同处理的TTC还原量

之间均存在显著差异。和高钾相比, 低钾显著降

表1  冠菌素对不同钾水平下棉花TTC还原量的影响

Table 1  Effects of coronatine COR on TTC reduction of cotton under different K levels

              测定方法     处理
                         TTC还原量

  OD485·g
-1 (FW) OD520·g

-1 (FW) OD485·g
-1 (DW) OD520·g

-1 (DW)

方法1 (新鲜根+热提取) HK 0.73c 0.56c  27.18c 20.81c

 LK 0.37d 0.27d  13.12d  9.81d

 HK+COR 4.03a 3.03a 114.35a 85.94a

 LK+COR 2.24b 1.61b  53.12b 38.17b

方法2 (新鲜根+常温提取) HK 0.39c 0.30c  13.00c 10.04c

 LK 0.24d 0.17d  10.89c  7.92c

 HK+COR 2.43a 1.83a  66.76a 50.27a

 LK+COR 1.02b 0.71b  28.31b 19.73b

方法3 (煮沸根+热提取) HK 0.08d 0.05d   2.67d  1.82d

 LK 0.18c 0.12c   5.43c  3.58c

 HK+COR 0.76a 0.53a  18.56a 13.08a

 LK+COR 0.39b 0.25b   8.77b  5.54b

方法4 (烘干根+热提取) HK – –   9.84c  6.90c

 LK – –   6.98d  5.03c

 HK+COR – –  18.29a 12.63a

 LK+COR – –  13.56b  9.05b

　　同一列同一方法不同小写字母表示在P<0.05水平不同处理之间差异显著;  –: 无测定值。



植物生理学报698

低了TTC还原量。而无论高钾还是低钾处理下, 冠
菌素均显著提高了TTC还原量。和方法1相比, 方
法2结果显示高钾处理的TTC还原量(干根)高于低

钾处理的, 但差异不显著。同一处理下方法1测定

的TTC还原量明显大于方法2, 不同处理之间差异

幅度不一样。添加冠菌素处理的根系活力(鲜根)
是不添加冠菌素的4.1~6.2倍, 方法1测定的HK+ 
COR是HK的5.4~5.5倍, LK+COR是LK的5.9~6.1
倍; 而方法2测定的HK+COR是HK的6.1~6.2倍, 
LK+COR是LK的4.1~4.2倍。

方法3和方法4测定结果(表1)也显示冠菌素显

著提高了TTC还原量。方法3结果显示, 低钾处理

的TTC还原量显著高于高钾处理的, 这与其他三种

方法都不同。同一处理下, 方法3和方法4测定的

TTC还原量明显小于方法1和方法2, 但不同处理间

差异幅度不一样。

2  冠菌素对不同钾水平下棉花根系干物质积累量

和呼吸速率的影响

低钾处理显著降低了根系干物质积累量, 是高

钾处理的85%。冠菌素处理显著提高了根系干物质

积累量, 分别是高钾和低钾的1.4和1.5倍(图1)。
和高钾相比, 低钾处理的根系呼吸能力显著

降低, 单株根系呼吸速率和单位质量根系呼吸速

率分别是是高钾的41%和62% (图2)。冠菌素则显

著促进了根系的呼吸能力, 单株根系呼吸速率和

单位质量根系呼吸速率分别是对应高钾的1.9和
3.7倍, 是对应低钾的7.0和8.3倍 (图2)。

3  冠菌素对不同钾水平下棉花根系多酚含量和花

青素含量的影响

和高钾相比, 低钾处理的根系多酚含量和花

青素含量没有显著变化。冠菌素显著促进了根系

多酚和花青素含量, COR+HK处理的多酚和花青

素含量是HK的3.3和3.6倍; COR+LK处理的多酚和

花青素含量是LK的3.1和4.5倍(图3)。

讨　　论

植物研究中最常用的四唑盐是TTC, 其还原

生产的TF溶液吸光值通常在485 nm处测定, 但是

图1  冠菌素处理对不同钾水平下棉花

根系干物质积累量的影响 
Fig.1  Effects of COR on dry matter accumulation of

cotton root under different K levels 
图中数值为平均值±标准偏差,  重复数为5, 不同的小写字母

表示在P<0.05水平不同处理之间差异显著。下图同此。

图2  冠菌素处理对不同钾水平下棉花根系呼吸速率的影响

Fig.2  Effects of COR on respiratory rate of cotton roots under different K levels
A: 单株根系呼吸速率; B: 单位质量根系呼吸速率。
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在485 nm处的吸光值有可能受到内源植物色素的

干扰, 所以也可以选择520 nm处测定吸光值, 避免

内源植物色素的干扰(Steponkus和Lanphear 1967; 
Ruf和Brunner 2003)。本实验结果也表明520 nm处

吸光值均小于485 nm (表1), 说明在485 nm处测定

TF值会受到内源植物色素的干扰。进一步对比发

现, 冠菌素处理下, 吸光值下降幅度(485 nm 的TF
值减去520 nm的TF值)明显大于不添加冠菌素, 这
表明冠菌素刺激了某种色素物质的生产。花青素

是自然色素, 属于类黄酮家族。许多果实和蔬菜呈

现蓝色、紫色和红色通常是由花青素引起(Middle-
ton等1993)。本研究结果表明, 冠菌素显著提高了

棉花根系中花青素含量, 高达3.6~4.5倍(图3-B), 这
与冠菌素显著提高西红柿幼苗中花青素含量的报

道(Uppalapati等2005)一致。这表明冠菌素处理后, 
TF在485 nm的吸光值明显高于520 nm, 可能与花青

素含量升高有关。因此, 为避免花青素对根系TTC
还原量的影响, 下文讨论中选择用520 nm的TF值。

根系活力(TTC还原量)受到植物生长调节剂

的正向调节, 如外施脱落酸提高了水稻的根系活

力(Chen等2006), 外施乙烯前体(1-氨基环丙烷-1-
羧酸)提高了缺氧条件下小麦的根系活力(Yamau-
chi等2014), 外施包含赤霉素3和吲哚丁酸的植物

生长调节剂-IV提高了棉花的根系活力(Atkins 
1992; Clark等1992)以及提高内源细胞分裂素促进

了匍匐剪股颖草的根系活力(Merewitz等2010)。
本研究中显示, 冠菌素显著提高了棉花根系活力

(表1), 进而促进了干物质的积累(图1)。

TF热提取时温度通常在80 ℃或以上(Clem-
ensson-Lindell 1994; Comas等2000; Lassheikki等
1991; Clemensson-Lindell和Persson 1995; Stattin和
Lindström 1999; Zhu等2000; Brunner等2002; Chen
等2006), 也有温度相对较低的如60 ℃ (Symeo-
nidou和Buckley 1999; Kalengamaliro等2000)或
70℃ (Weidner等1996)。相比较而言, 常温提取法

通常需要将根系研磨或过夜提取, 费工或费时; 而
热提取在水浴条件下, 快速方便。热提取条件下, 
煮沸和死根的根系也会将TTC还原生成TF, 在520 
nm处产生了相对高的吸光值(Clemensson-Lindell 
1994; Comas等2000)。原因在于热乙醇可以破坏

细胞壁, 同时细胞壁成分如纤维素、果胶质和淀

粉在温度高于60 ℃时将TTC还原为TF; 而在室温

条件下, 通过研磨破坏细胞提取TF可以消除细胞

壁还原TTC生成TF, 进而在区别不同分级的细根

方面获得令人满意和可重复的结果(Ruf和Brunner 
2003)。这表明常用的热乙醇(80 ℃)提取法会导致

由细胞壁成分还原生成TF。本实验结果也表明, 
方法1 (新鲜根+热提取法)的测定值均对应明显高

于方法2 (新鲜根+常温提取) (表1); 但同时, 两种提

取法均能有效区分不同处理对根系活力的影响, 
如低钾显著降低了根系活力, 而添加冠菌素均显

著提高了根系活力。

根系中的多酚也可以将TTC还原生成TF (Ga-
lato等2001; Aehle等2003; Franke等2004)。Beyeler
和Heyser (1997)研究发现随着欧洲山毛榉幼苗年

龄的增加 ,  细根中多酚含量增加。而Richter等

图3  冠菌素处理对不同钾水平下棉花根系多酚和花青素含量的影响

Fig.3  Effects of COR on polyphenolics and anthocyanins contents of cotton roots under different K levels
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(2007)研究发现煮沸根系仍然有较高的多酚含量

和TTC活性。由此认为, TTC试验用于成熟树细根

的根系活力测定会导致根系活力指示的偏差。本

实验中, 添加冠菌素显著提高了煮沸根和烘干根

的TTC还原活性(表1), 也显著提高了根系中多酚

含量(图3-A), 表明冠菌素促进多酚形成可能是其

显著提高煮沸根和烘干根TTC活性的一个重要原

因。但是 ,  本实验中 ,  热提取的新鲜根的TF值
[OD520·g

-1 (FW)]是煮沸根的2.3~10.6倍; 而热提取

的新鲜根的TF值 [OD 520·g -1(DW)]是烘干根的

1.9~6.8倍。因此, 本实验中, 虽然煮沸和死根在一

定程度上还原了TTC, 但并不影响方法1区别不同

处理对根系活力的影响。

为了证明在方法1 (新鲜根+热提取)下, 低钾

处理和冠菌素处理分别显著改变TTC还原活性是

否相应地反应了其对呼吸速率的影响。我们用溶

解氧测定仪测定了不同处理对O2的消耗能力(呼吸

速率), LK的单位质量根系呼吸速率是HK的62%, 
COR+HK是HK的3.7倍, COR+LK是LK的8.3倍(图
2-B)。而方法1 (新鲜根+热提取)测得的OD520·g

-1 
(FW), LK是HK的49%, COR+HK是HK的5.4倍, 
COR+LK是LK的5.9倍(表1)。由此可见, 虽然冠菌

素显著提高了根系中多酚含量, 但不同处理下根

系O2消耗能力和TTC还原活性之间有很好的相关

性, 并且作为根系活力评价指标以TTC还原量显示

的冠菌素对根系活力的提高幅度并没有一致大于

以单位质量呼吸速率显示的冠菌素对根系活力的

提高幅度。这表明低钾处理以及冠菌素处理下, 
可以用热提取的TTC还原量表示根系代谢活性, 且
这种方法相对简单, 效率高。
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