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渗透胁迫下vde基因缺失对拟南芥生理特性的影响
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摘要: 本实验以拟南芥野生型(WT)及vde基因缺失突变体植株(npq1-2)为材料, 分别研究了它们在PEG-6000模拟渗透胁迫

过程中叶片的光合作用、叶绿素荧光、呼吸作用、抗氧化酶活性以及生长状况各参数的变化。研究表明, vde基因缺失使

拟南芥植株抽薹和开花时间提前, 渗透胁迫条件下, vde基因缺失突变体较野生型萎蔫程度更高, 成活率更低, 净光合速率

(Pn)、气孔导度(Gs)、最大光化学效率(Fv/Fm)、非光化学淬灭系数(NPQ)低于野生型。呼吸作用受到抑制。而且, vde基因

的缺失胁迫下部分抗氧化酶(如SOD、APX和CAT)活性提高。结果初步表明, 渗透胁迫下缺失体的过剩光能不能通过热耗

散的方式释放, 致使植株的活力下降。
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Effects of vde Gene Deletion on Some Physiological Properties under Osmotic 
Stress in Arabidopsis
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Abstract: In the present study, vde gene deletion mutant of Arabidopsis, as well as wild-type (Columbia) mate-
rials were used to measure photosynthesis, chlorophyll fluorescence parameters (such as net photosynthetic rate, 
stomatal conductance, maximal photochemical efficiency, non photochemical quenching coefficient), the pa-
rameters of the respiration, antioxidant enzyme activity and growth status under PEG-6000 simulated osmotic 
stress. We found that the deletion of vde gene accelerated the bolting and flowering time. Under osmotic stress, 
vde mutant had higher wilting levels, lower survival rate compared with wild type. The net photosynthetic rate 
(Pn), stomatal conductance (Gs), maximum photochemical efficiency (Fv/Fm) and non-photochemical quenching 
(NPQ) in mutant were lower than that in wild type. Also, its respiration was inhibited to some extents. More-
over, vde gene deletion mutant partially increased the activity of antioxidant enzymes (such as SOD, APX and 
CAT). These preliminary results indicated that the excess energy of deletions can not be released by the way of 
heat dissipation, resulting in a decline in plant vigor under osmotic stress.
Key words: vde gene; osmotic stress; Arabidopsis; physiological response

Demmig-Adams等(1987)在高等植物的体内

首次证明叶黄素循环的存在。热耗散主要由叶黄

素循环和黄体素(lutein, L)所完成。叶黄素循环是

通过环氧化和脱环氧化来发挥作用的一种循环机

制 ,  它由依赖光转化的3个组分组成:  玉米黄质

(zeaxanthin, Z)、单环氧玉米黄质(antheraxanthin, 
A)和双环氧紫黄质(violaxanthin, V) (董高峰等

1999)。通过上述三种组分之间的转换, 叶黄素循

环可以把由模拟渗透胁迫导致的过剩光能以非辐

射能量的方式耗散掉, 以此来保护植物免受光抑

制的伤害。当植物产生过剩光能时, V在紫黄质脱

环氧化酶(violaxanthin de-epoxidase, VDE)的作用

下经脱环氧化作用形成A, 再进一步脱环氧化形成

Z; 与此相反, 在过剩光能减少时, Z通过玉米黄质

环氧化酶(zeaxanthin epoxidase, ZEP)的作用环氧

化又可以形成A, 再进一步环氧化形成V, 从而完成

了热能有效传递与耗散的循环。这一循环避免了

叶绿体内过剩光能的积累, 对于精细地调控叶绿

体吸收光能的利用与耗散具有重要的作用。vde基
因是叶黄素循环的关键酶(孟斌等2008)。现在己

经从多种植物中克隆到vde序列, 包括莴苣、小
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麦、烟草、拟南芥、水稻、菠菜、枸杞、黄瓜和

生姜等(林荣呈等2002; Zhang等2003; Gao等2010; 
Chen和Gallie 2012; 周小龙2013; 李欣2014; Guan
等 2015)。然而目前对于vde基因缺失及过表达突

变体的表型, 以及生理指标如光合、荧光, 叶黄素

组分等方面的研究仍显匮乏。

本课题组近年来以在我国北方干旱及沙漠地

区培育优良抗旱性矮生树种为目的, 开展了干旱

下矮生灌木欧李叶黄素循环响应机制与调控的研

究。初步研究发现叶黄素循环的启动及VDE酶的

活性在欧李抗干旱中起到重要作用(Song等2011; 
尹赜鹏等2011), 本试验研究继续以拟南芥为材料

测定vde基因缺失下各生理指标变化及其与胁迫的

关系, 为后续利用反向遗传学策略研究深入解析

欧李vde基因的功能奠定基础。

材料与方法

1  植物材料与处理

本实验以培养架中培育的拟南芥(Arabidopsis 
thaliana L.)哥伦比亚野生型(Col.)以及vde基因缺

失体npq1-2作为实验材料。突变体种子购自美国

Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC)。
使用次氯酸钠溶液对拟南芥种子进行消毒处

理, 散播至MS固体培养基中, 封口后放入4 ℃冰箱

内避光春化2~3 d。光照培养2周后, 将幼苗移栽于

蛭石介质中继续培养, 并将装有培养介质的容器

浸入MS培养液中。培养条件: 光周期16 h/8 h, 培
养架光强100 µmol·m-2·s-1。

将拟南芥分为以下两种处理: (1)对照组: 拟南

芥幼苗在MS培养液中正常培养。(2)渗透胁迫处

理组: 使用5%的聚乙二醇(PEG-6000)溶液进行干

旱环境模拟处理, 每天向培养液中施加一次, 连续

处理0、1和2 d (0 d材料为第一次施加前取样)。
2  测定项目与测定方法

2.1  拟南芥生长状况分析

在每天上午9点对不同品种及处理的拟南芥

幼苗生长状况进行拍照比对, 分析渗透胁迫及正

常状况下拟南芥野生型与vde缺失体植株生长状况

的区别。

2.2  拟南芥叶片DAB染色分析

称取100 mg DAB·4HCl (存放于–20 ℃冰箱) , 

加入少量磷酸缓冲溶液(pH 7.0), 待药品充分溶解, 
加入10 μL TritonX-100 (0.01 %), 最后用磷酸缓冲

溶液(pH 7.0)定容至100 mL。
然后根据张秋玉(2012)的方法进行DAB染色。

2.3  拟南芥叶片光合作用参数的测定

采用LCpro+型光合仪测定各处理组功能叶的

净光合速率(Pn)、气孔导度(Gs)以及胞间二氧化碳

浓度(Ci)等。重复3次, 结果取平均值。

2.4  拟南芥叶片叶绿素荧光参数的测定

采用FMS2脉冲式荧光仪, 植物材料暗适应半

小时后, 测定各功能叶片的PSII最大光化学效率

(Fv/Fm)、非光化学淬灭(NPQ)等。重复3次, 结果

取平均值。

2.5  拟南芥叶片呼吸作用参数的测定

根据Atkin等(2002)的方法稍加改动: 将新鲜

叶片剪成1 mm×1 mm小块, 迅速加入反应室中, 对
呼吸速率进行测定。在未添加任何呼吸抑制剂时, 
测得总呼吸速率; 向反应室中加入50 μL SHAM缓

冲液(200 mmol·L-1), 使其终浓度达到5 mmol·L-1, 
用以抑制交替(alternative)途径呼吸速率(Alt); 向反

应室中加入100 μL KCN溶液(200 mmol·L -1), 使其

终浓度达到10 mmol·L -1, 用以抑制细胞色素途径

呼吸(Cyt)。
2.6  拟南芥抗氧化酶活性的测定

粗酶液的提取: 称取0.2 g不同处理及品种的

拟南芥叶片样品置于研钵中, 分3次加入3 mL预冷

的PBS缓冲液(50 mmol·L -1, pH 7.8)以及少量的石

英砂, 置于冰浴中研磨。待研磨充分后, 将匀浆移

至离心管中, 配平后使用高速冷冻离心机4 ℃ 15 
000×g 离心20 min。取上清液, 冰上放置。上清液

即为抗氧化酶粗提液。

超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化物酶(POD)、
过氧化氢酶(CAT)、抗坏血酸过氧化物酶(APX)和
谷胱甘肽过氧化物酶 (GR)的活性根据孙孟超

(2013)的方法测定。

实验结果

1  拟南芥缺失vde基因在渗透条件下的生长状况

Rissler和Pogson (2001)已经报道过突变体在

叶黄素生物合成途径中干扰了很多阶段的完成。

如图1所示, 在渗透处理时, WT和npq1-2两种幼苗
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植株的生长状况相似, 但npq1-2幼苗比WT幼苗

抽薹时间提前, 叶片更薄, 且分支及茎生叶数目

多于野生型(两者数目均约为野生型的2倍 ,  图
1-A和B)。
2  拟南芥缺失vde基因在渗透胁迫下叶片活性氧水

平的变化

细胞中, H2O2在过氧化物酶等氧化酶作用下, 
释放氧, 氧化二氨基联苯胺(DAB), 产生棕褐色沉

淀。根据此反应, 可以定性检测在组织特异部位

过氧化物酶的活性。通过使用5% PEG-6000溶液

处理渗透条件后, 两种拟南芥叶片的DAB染色结

果如图2所示。图片表明, 随着渗透胁迫的加重, 
两种拟南芥叶片染色程度均明显加深, 野生型拟

南芥叶片的染色程度深于突变体npq1-2叶片的染

色程度。说明渗透的条件下, 拟南芥野生型与拟

南芥vde基因缺失体叶片中活性氧水平都显著增

加, 但拟南芥vde基因缺失体叶片中的活性氧水平

要低于野生型叶片中的活性氧水平。

3  拟南芥缺失vde基因在渗透胁迫下的光合作用

图3显示的是外施PEG溶液处理0、1和2 d后
WT及vde基因缺失突变体植株的光合及荧光指标

的变化。在未受渗透胁迫下, 两者Pn值无显著差

异, 但随着时间的延长, 拟南芥突变体与野生型植

图1  拟南芥野生型(WT)及vde基因缺失突变体的生长状况

比较

Fig.1  Comparisons of growth situation between vde mutants 
and wild type (WT) in Arabidopsis

图A和B均为两种拟南芥抽薹情况和生长情况。

图2  渗透胁迫下拟南芥vde缺失突变体叶片ROS的变化

Fig.2  Changes on ROS levels of vde mutant in Arabidopsis 
under osmotic stress

图3  渗透胁迫下拟南芥vde缺失突变体光合(Pn、Cs和Ci)及荧光(Fv/Fm和NPQ)指标的变化

Fig.3  Changes on photosynthesis (Pn, Cs and Ci) and fluorescence (Fv/Fm and NPQ) 
of vde mutants in Arabidopsis under osmotic stress
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株净光合速率均呈下降趋势, 相同条件的PEG处理

情况下, 突变体植株的下降程度要高于野生型, 且
随着渗透时间的延长, 下降的越明显, 处理2 d后野

生型与突变体分别下降了59.02%和71.78% (图
3-A)。说明, 突变体植株明显减慢了光合启动, 且
效率降低。在未受渗透胁迫下, 两者Gs值无显著差

异, 与光合启动趋势相类似, Gs的启动表现为野生

型更快, 气孔导度更大的特点。随着时间的延长, 
野生型和突变体植株的Gs均呈下降的趋势, 并随着

渗透处理时间的增加而持续降低。在未受渗透胁

迫时, 拟南芥WT植株的气孔导度(Gs)低于突变体

植株的气孔导度。在处理2 d时, 野生型与突变体

拟南芥的气孔导度分别下降为初始的58.45%和

75.07% (图3-B)。但是, 胁迫下拟南芥野生型与突

变体植株的Ci值相似且变化不显著(图3-C)。在未

受渗透胁迫下, 两者Fv/Fm值无显著差异, 但随着时

间的延长, 无论是WT还是突变体植株, Fv/Fm均表

现为明显的降低, 但是, 突变体植株的下降程度要

高于野生型植株, 2 d渗透处理下, 野生型和突变体

植株的Fv/Fm分别下降0.86%和1.87% (图3-D), 表明

突变体植株对渗透胁迫更敏感。在渗透胁迫下叶

片光合作用发生了光抑制现象, 损伤PSII潜在活性

中心, 抑制光合作用原初反应过程, 最大光化学效

率明显降低, 这种抑制作用在突变体中更显著。

图3-E显示的是外施PEG溶液处理0、1和2 d
后WT及vde基因缺失突变体植株的NPQ的变化, 在
未受渗透胁迫下, 两者NPQ值无显著差异, 外施

PEG溶液处理下, 突变体与野生型拟南芥NPQ均呈

上升趋势, 突变体与野生型拟南芥相比, NPQ的值

始终低于野生型且差异越来越显著, 1 d和2 d处理

下, 突变体NPQ的值分别比野生型的减少16.94%

和33.66%。说明热耗散在不断增加, 突变体植株

由于突变作用热耗散的增加量严重受阻。

4  拟南芥缺失vde基因在渗透胁迫下的呼吸作用

图4所示为外施PEG溶液处理0、1和2 d后WT
及vde基因缺失突变体植株的呼吸速率的变化。其

中, 未受渗透影响时, 野生型拟南芥与突变体拟南

芥植株的总光合速率没有明显的区别, 随着渗透

时间的延长, 野生型拟南芥呈现不断上升的趋势, 
在2 d后总呼吸速率约上升2倍。突变体拟南芥植

株总呼吸速率呈现先下降后上升趋势, 1 d处理后

总呼吸速率下降17.29% (图4-A)。
与总呼吸速率变化趋势相似, 未受渗透胁迫

时, 野生型拟南与突变体植株的细胞色素途径呼

吸速率无明显差别, 随着渗透时间的延长, 野生型

植株细胞色素途径呼吸速率呈现明显上升趋势,  2 
d处理后细胞色素呼吸速率达到2倍以上, 而处理2
天内, 突变体植株细胞色素途径呼吸速率变化不

显著(图4-B)。野生型拟南芥的交替途径呼吸速率

始终高于突变体植株, 在未受渗透胁迫时, 野生型

拟南芥与突变体植株的交替途径呼吸速率无显著

差异, 随着渗透时间的延长, 野生型拟南芥的交替

途径呼吸速率始终高于突变体植株呈先上升后下

降的趋势, 1 d处理后, 明显上升49.43% (图4-C)。
突变体植株呈缓慢下降趋势, 这种变化趋势可能

与呼吸相关酶的活性有关。

5  拟南芥缺失vde基因在渗透胁迫下的抗氧化酶

活性

图5所示为外施PEG溶液处理0、1和2 d后WT
及vde基因缺失突变体植株叶片中抗氧化酶活性的

变化。在渗透胁迫2 d时间内, 拟南芥野生型叶片

中SOD的活性始终无明显差异。而突变体植株在

图4  渗透胁迫下拟南芥vde缺失突变体呼吸速率参数变化

Fig.4  Changes on respiration parameters of vde mutants in Arabidopsis under osmotic stress
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渗透胁迫1 d后SOD活性无明显变化, 但在2 d后, 
SOD活性上升10.27%, 在相同的处理时间下, 拟南

芥野生型叶片中SOD活性始终低于npq1-2突变体

(图5-A); 在渗透胁迫下1 d后, WT和npq1-2突变体

中APX活性无明显变化, 但在胁迫2 d后, APX的活

性均出现显著上升, 其中突变体APX活性波动相

对WT而言上升幅度更大, 达到65.20% (图5-B); 对
于GR, 两种拟南芥的GR活性变化极为相似, 总体

呈先下降后上升的趋势(图5-C); 1 d渗透处理下,  
POD活性在两种拟南芥中均无明显变化, 但2 d模
拟干旱处理后, WT 的POD活性上升3倍以上, 而突

变体植株也出现显著提高, 约为86.17% (图5-D); 
对于CAT, 突变体植株中CAT活性在渗透处理1 d时
达到最大值, 上升62.33%, 随后开始下降。在渗透

胁迫期间, WT中CAT活性无显著变化且始终低于

npq1-2突变体(图5-E)。

讨　　论

光能是植物进行光合作用的能量基础, 但是

当其超过光合机构所利用的量时, 植物光合能力

将下降 ,  从而产生光合作用的光抑制 (许大全

1992)。Pastenes和Horton (1996)、Escoubas等
(1995)以及Sukenik等(1987)提出一种提高光能利

用率, 减少过剩光能的途径, 即植物通过提高光合

作用能力, 调整捕光天线大小, 提高电子传递和碳

同化能力, 提高二磷酸核酮糖羧化酶的含量和活

性等方式。目前存在一种被认为是光保护的主要

途径的作用, 即依赖于叶黄素循环的非光化学耗

散作用, 而作为该循环的关键酶基因vde的表达量

自然会引起作用强度的改变, 通过我们的实验研

究, 更加证实了该基因参与的循环在植物体中的

重要作用。但vde突变体的分支及茎生叶数目更多

(图1-A和B)的原因有待于后续的进一步研究。我

们在观察中发现野生型幼苗叶片相对于突变体

npq1-2幼苗叶片受损程度更轻, 表明vde基因突变

体对模拟渗透的响应更为显著, 而且npq1-2的成活

率更低, 表明缺失体生活力下降。DAB染色结果

(图2)说明在渗透胁迫下, 拟南芥vde基因缺失突变

体叶片中的过氧化物酶的活性要低于野生型叶片

中的过氧化物酶的活性。

在渗透胁迫下, 气孔作为植物体与外界进行

气体交换的通道, 气孔关闭是导致光合速率下降

的主要因素(Niinemets等2005)。调节气孔导度是

植物对于渗透胁迫最直接最迅速的响应。本实验

模拟渗透条件测定了野生型和npq1-2突变体的气

孔导度变化, 结果显示, 与光合启动趋势相类似, Gs

图5  渗透胁迫下拟南芥vde缺失突变体抗氧化酶(SOD、APX、GR、POD和CAT)活性的变化

Fig.5  Changes on activity of antioxidant enzymes (SOD, APX, GR, POD and CAT) 
of vde mutants in Arabidopsis under osmotic stress
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的启动表现为野生型更快 ,  气孔导度更大的特

点。在植株受到渗透胁迫时, 植物生理活动受损, 
气孔趋于关闭以减少水分散失, 植物的光合作用

受到抑制(图3-B)。然而, 我们观察Ci的值并未因

渗透胁迫的加深而变化, 并且突变体植株始终与

WT植株相似(图3-C)。这说明, 在光合启动过程

中, 气孔导度的减少并没有引起CO2供应的不足, 
为此, 我们推测, Gs的变化并非导致光合启动快慢

的原因, 这与张西斌(2012)的研究结果一致。本实

验研究结果表明在同等胁迫条件下, 野生型拟南

芥气孔导度都高于vde基因缺失突变体(图3-B)。
这可能是由于vde的基因缺失阻遏了拟南芥的热耗

散过程。此外, 拟南芥vde缺失体对渗透胁迫的应

答相较于野生型更为迟缓, 光合作用受抑制的程

度更高。

本研究中, 拟南芥初期渗透处理时NPQ的值

显著升高(图3-E), 说明植物正在以一种热耗散的

方式散失掉无法利用的过剩光能, 而此方式就可

理解为光保护机制(Havaux和Tardy 1996), 它可以

在水分胁迫下避免光抑制现象。我们前期以欧李

为材料测定干旱下叶黄素循环各组分的含量, 发
现叶黄素循环的启动(即脱环氧化状态升高)与
NPQ呈显著正相关, 而前者的启动对胁迫有一定

的缓解作用(Song等2011), 这也与Gao等(2010)的
结果一致。然而随着渗透时间的延长, 及胁迫程

度的加重, 植物体内开始积累过量的活性氧等物

质, 这些物质会破坏植物细胞组织及膜透性, 导致

热耗散能力下降, NPQ下降。在热耗散能力受到抑

制的情况下, 经受渗透胁迫的拟南芥突变体PSII反
应中心活性受抑制程度要高于野生型, 所以突变

体npq1-2的值要低于野生型拟南芥, 说明VDE基因

的缺失限制了依赖于叶黄素循环的光的热耗散作

用。PSII中最大光化学效率(Fv/Fm)的减少是光抑

制的一个重要特征之一(Gao等2010)。野生型和突

变体Fv/Fm在渗透处理下均减小(图3-D), PSII的光

抑制在突变体植株中要比野生型植株中更严重, 
这与净光合速率的的改变是相关的, Pn在模拟渗透

胁迫下明显的减少, 并且突变体的减少量要明显

多于野生型(图3-A), 表明突变体植株与野生型植

株相比在渗透条件下PSII更易受到损伤。

我们发现, 拟南芥渗透胁迫下野生型植株的

呼吸应答要强于突变体植株, 这可能是由于野生

型拟南芥植株的气孔导度高于vde基因缺失体植株

的原因(图3-B), 胁迫期间, 野生型拟南芥三种呼吸

速率都在不断增加(图4), 这种变化趋势可能与呼

吸相关酶的活性有关。这与肖宜安(2005)研究中

先上升后下降的趋势略有不符, 原因可能是我们

的渗透胁迫时间延续的处理时间较短, 所以没有

表现出后半部分的减弱过程。

在渗透胁迫中, 活性氧清除相关酶的活性必

定起到了重要的作用(Apel和Hirt 2004; Asada 
2006; 蒋明敏等2012; 沈晓艳等2014; 杨小飞和郭

房庆2014), 本研究中, PEG导致的渗透至2 d时, 多
数突变体抗氧化酶活性(SOD、APX和CAT)高于

野生型植株(图5), 表明在叶黄素循环受阻后, 植株

启动抗氧化系统以清除过剩光能引进的光氧化, 
进而降低体内活性氧的水平, 这与研究中突变体

中活性氧水平较低的结果(图2)相一致。值得一提

的是, 本研究中胁迫下Pn下降的同时(图3-A), 部分

氧化酶活性表现为升高的趋势(图5), 这与我们的

处理间隔时间, 处理浓度等有关。而且, POD与GR
活性下降, 推测SOD、APX和CAT活性的升高不足

以弥补后者活性的降低, 引起ROS水平增加(图
2)。较高浓度的ROS直接抑制CO2的固定, 导致较

低的Pn水平(Yamazaki等2003)。类似的结果在棉

花(Meloni等2003)、芥菜(Khan等2009)、黑麦草

(Hu等2012)、竺麻(Huang等2015)中也有报道。

综上所述, 正常条件下, npq1-2突变体相较于

野生型具有更低的气孔导度和净光合速率, 其非

光化学淬灭系数NPQ、PSII反应中心活性、呼吸

作用强度均低于野生型, 主要的抗氧化酶活性略

高或接近于野生型。在渗透胁迫条件下, 相比于

野生型, 拟南芥vde基因缺失突变体对模拟渗透的

响应具有一定程度的延迟与弱化, 对胁迫的耐受

性更低。
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