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摘要: 以超表达桃(Prunus persica) SnRK1调节亚基βγ编码基因PpSnRK1βγ1的拟南芥(Arabidopsis thaliana)为试材, 使用甲

基紫精(MV)模拟氧化胁迫条件, 探讨超表达PpSnRK1βγ1对拟南芥植株抗氧化能力的影响及响应机制。结果表明, 在0.1 
μmol·L-1 MV氧化胁迫条件下, 超表达植株与野生型种子的萌发和根系生长均受到抑制, 但前者具有较高的萌发率和较长

的主根; 2~8 μmol·L-1 MV喷施拟南芥植株叶片, 超表达植株保留更多的绿色叶片。在2 μmol·L-1 MV喷施3 h后, 超表达植株

丙二醛(MDA)含量显著低于野生型, 四种抗氧化酶过氧化氢酶(CAT)、超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽S-转移酶(GSTs)
和过氧化物酶(POD)活性均高于野生型植株, 说明超表达PpSnRK1βγ1基因能提高拟南芥植株的抗氧化能力。在氧化胁迫

条件下, 超表达植株的SnRK1酶活性高于野生型植株, 定量PCR结果显示, 在超表达PpSnRK1βγ1拟南芥中, 胁迫响应基因

AtHSPRO1和AtHSPRO2的表达量也均较野生型植株明显升高。因此, 超表达PpSnRK1βγ1能够增强拟南芥的抗氧化能力, 
可能是通过PpSnRK1βγ1参与HSPRO基因的表达及抗氧化酶活性调控发挥作用的。
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蔗糖非发酵-1-相关蛋白激酶1 (sucrose non- 
fermenting 1-related protein kinase 1, SnRK1)是植

物体内生理活动调控枢纽之一, 参与调控植物代

谢、发育、胁迫应答等多种过程(Polge和Thomas 
2007; Crozet等2014; Hulsmans等2016)。SnRK1通
过磷酸化修饰代谢酶活性的方式参与植物代谢与

发育调控, 比如3-羟基-3-甲基戊二酸单酰辅酶A还

原酶(3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A 
reductase, HMG-CoA还原酶)、蔗糖磷酸合成酶

(sucrose phosphate synthase, SPS)、硝酸还原酶

(nitrate reductase, NR)和海藻糖磷酸合成酶5 (tre-
halose phosphate synthase 5, TPS5) (Bachmann等
1996; Harthill等2006; 王贵芳2014)。除参与植物代

谢和生长发育调控外, SnRK1在植物应对环境胁迫

响应中也有明显的反应。甘蓝曲叶病毒(cabbage 
leaf curl virus)的AL2蛋白能与拟南芥(Arabidopsis 
thaliana)的GRIKs蛋白互作(Shen等2014), 而
GRIKs蛋白作为SnRK1蛋白的上游激酶(Shen和
Hanley-Bowdoin 2006), 能激活SnRK1酶活性。

SnRK1蛋白激酶是三聚复合物, 由一个催化亚基α
和两个调节亚基β与γ组成(Emanuelle等2015)。Sn-
RK1βγ亚基是植物特有的SnRK1调节亚基, 与动物

的AMPKγ和酵母SNF4同源, 其结构是在γ亚基的N
端融合了CBM结构域(Lumbreras等2001; Ramon等
2013)。βγ亚基能与α亚基组成异源二聚体(Lum-
breras等2001), 也能与催化亚基α、调节亚基β组成

异源三聚体(Emanuelle等2015), 从而形成完整的

SnRK1复合物, 参与植物的生理过程。SnRK1βγ亚
基调控植物多个生长发育进程, Gao等(2016)发现

拟南芥突变体kinβγ的花粉中, 线粒体和过氧化物

酶体的结构被损坏, 花粉在柱头上的萌发率降低, 
影响花粉杂交。近来的研究表明SnRK1βγ亚基

参与胁迫响应, Bradford等(2003)发现, 使用脱落

酸(abscisic acid, ABA)浸泡或者远红光照射的番茄

(Solanum lycopersicum)种子LeSNF4的表达量上升, 
种子萌发受抑制; Gujjar等(2014)证明, 受干旱胁迫

时番茄叶片SlSNF4~15表达量均升高, 推测SlSNF4~ 
15参与番茄对干旱胁迫的响应。

植株在生长发育过程中, 会受到环境中各种

生物和非生物胁迫, 而这些胁迫均会引起植物的

氧化胁迫(Bowler等1992)。因此, 研究植物应对氧

化胁迫的抗氧化反应, 能更好地理解植物应对各

种逆境胁迫的响应机制。在氧化胁迫条件下, 植
物细胞内活性氧(reactive oxygen species, ROS)水
平升高, 为清除细胞内多余的ROS, 植物细胞内抗

氧化剂含量以及抗氧化酶活性升高, 例如过氧化氢

酶(catalase, CAT)、过氧化物酶(peroxidase, POD)、
超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)和谷

胱甘肽S-转移酶(glutathione S-transferases, GSTs)。
此外, 在胁迫条件下, 植株一些特殊的胁迫基因参



植物生理学报1252

与表达, 比如HSPRO (Baena-Gonzaález和Sheen 
2008)。甲基紫精(methyl viologen, MV)是典型的

光合系统I抑制剂, 诱导植物细胞ROS含量升高, 因
此常被用作植物氧化胁迫的诱导剂(Ekmekci和
Terzioglu 2005)。桃(Prunus persica)是重要的多年

生果树, 在水果产业中占重要地位。在较长的生

长期中, 各种环境胁迫条件都会影响桃的产量和

品质。鉴于SnRK1在植物代谢调控及抗逆方面的

重要作用, 且尚未有木本植物以及桃SnRK1βγ亚基

在应对氧化胁迫中的研究, 本研究以超表达PpSn-
RK1βγ1基因拟南芥株系为试材, 探究MV诱导的氧

化胁迫条件下, PpSnRK1βγ1基因在植物抵御氧化

胁迫过程中的作用及其对氧化胁迫可能的响应机

理, 从而为桃树的分子抗逆育种提供理论依据。

材料与方法

1  植物材料生长

将非转基因拟南芥[Arabidopsis thaliana (L.) 
Heynh.] (Columbia型, WT)及第3代超表达桃[Prunus 
persica (L.) Batsch] SnRK1βγ亚基编码基因PpSn-
RK1βγ1的拟南芥株系OE-βγ1的种子, 经蒸馏水浸

泡2 h, 于超净工作台上进行消毒后, 播种于MS固
体培养基, 4°C冷处理24 h后, 置于光照周期16 h/8 
h, 温度(21±2)°C, 相对湿度为(70±5)%的人工培养

箱中生长。当拟南芥生长至4~6片真叶时, 将其转

移到含基质和蛭石的营养钵中继续生长。

当拟南芥植株生长至14~18片真叶时, 用8 mL 
2 μmol·L-1 MV分别喷洒OE-βγ1及WT型的叶片, 于
1、3、6 h取样, 液氮冷冻, 用于RNA提取和酶活测

定。每个处理至少重复3次。

2  氧化胁迫处理和表型分析

拟南芥OE-βγ1和WT种子种植在含有0.1 μmol·L-1 
MV的MS固体培养基中, 4°C冷处理24 h后转移至

人工培养箱内, 并垂直放置, 当胚根出现时统计拟

南芥的萌芽率; 当拟南芥种子萌发7 d后, 统计拟南

芥主根长度。

当拟南芥OE-βγ1及WT长至14~16片真叶时, 
分别使用8 mL 0、2、4、8 μmol·L-1 MV喷洒OE-
βγ1及WT型的叶片, 4 d后观察植株的长势, 并统计

保持绿色的叶片数。

3  生理指标的测定

参考郑世英(2010)采用硫代巴比妥酸(gluco-
sinolates barbituric acid, TBA)法测定MDA含量, 
考马斯亮蓝G-250法测定可溶性蛋白含量, 氮蓝

四唑(nitroblue tetrazolium, NBT)光还原法测定

SOD活性, 紫外吸收法测定CAT活性, 愈创木酚法

测定POD活性, GSTs活性测定参考郭玉莲等(2008)
的方法, SnRK1活性测定参考王贵芳等(2014)的
方法。

4  拟南芥总RNA提取

采用 RNAplant plus Reagent 试剂盒提取样品

RNA, 利用反转录试剂盒(Perfect Real Time, TaKaRa)
获得用于荧光定量PCR (quantitative real-time PCR, 
qRT-PCR)的cDNA。试剂盒购自康为世纪生物科

技(北京)有限公司。通过分析桃基因组SnRK1βγ
的基因序列, 设计PpSnRK1βγ1定量引物, 并且以

拟南芥微管蛋白(tubulin)作为内参(表1)。实时

qRT-PCR实验使用宝生物的SYBR Green PCR Pre-
mix Ex Taq进行。所有步骤按照各试剂盒的说明书

进行。

表1  本研究所用的引物

Table 1  Primers and sequences used in this study

        引物名称	                            引物序列(5′→3′)

PpSnRK1βγ1-F	 GGGTACCATGTTTGCTACCAACATGGATT
PpSnRK1βγ1-R	 GCGTCGACCTAACCAAGCAAGAACTTGAAAAT
PpSnRK1βγ1(RT)-S	 GTAACTCCAGAGATAACTTC
PpSnRK1βγ1(RT)-A	 TATCCTCGGTACTACATC
AtHSPRO1(RT)-S	 TTGGGAATGCAGAGGCGAAT 
AtHSPRO1(RT)-A	 CTCGGGTAATACGGTGGCTC 
AtHSPRO2(RT)-S	 GCGATGAAGCTTTACGCGAG
AtHSPRO2(RT)-A	 GTTCATCTCCGCACTTCCCA
AKINβγ(RT)-S	 ACGCCTCTTTGGGTTCTGC
AKINβγ(RT)-A	 GAGCAGTTCTATCACTTCGAGA
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实验结果

1  超表达PpSnRK1βγ1拟南芥株系OE-βγ1的PCR
检测

如图1所示, 超表达PpSnRK1βγ1拟南芥株系

OE-βγ1纯合植株, 使用目的基因的扩增引物进行

PCR扩增, 获得一条1 476 bp的条带, 而野生型拟南

芥未扩增出目的条带。

种子之间无显著差异, 但在含0.1 μmol·L-1 MV的平

板上, OE-βγ1和WT型种子的萌发率有显著差异, 
两者的萌发率都受到明显的抑制, 但OE-βγ1型植

株种子萌发所受抑制较轻。此时OE-βγ1的萌芽率

为47.13%, 与对照相比降幅为38.48%, 而WT型的

萌芽率为27.55 %, 较对照下降64.49% (图2-A)。在

含0.1 μmol·L-1 MV的培养基平板上, OE-βγ1的主根

要长于野生型, 种子萌发7 d后, OE-βγ1的主根长均

值为0.88 cm, 与对照相比缩短1.70 cm, 而WT型的

主根长均值为0.56 cm, 缩短2.24 cm (图2-B), 两者

的主根长都受到抑制, 但OE-βγ1型的主根长受抑

制程度较轻。

2.2  超表达PpSnRK1βγ1拟南芥株系叶片抗氧化能力

分别使用0、2、4、8 μmol·L-1 MV喷洒拟南芥

植株3 d后, 观察超表达PpSnRK1βγ1植株与WT型植

株叶片受害情况。在0和2 μmol·L-1 MV处理后, OE-
βγ1和WT拟南芥叶片生理形态和叶片受害情况没

有显著差异。随着MV浓度的升高, WT型叶片受害

情况要明显重于OE-βγ1植株(图3-A)。当MV的浓度

达到4 μmol·L-1时, OE-βγ1保持绿色型叶片数为13.55
片·株-1, 此时WT型绿色型叶片为12.00片·株-1; 当
MV的浓度为8 μmol·L-1时, OE-βγ1叶片存活率高于

WT型, OE-βγ1保持绿色的叶片数为8.33片·株-1, 此
时WT型保持绿色的叶片数为4.00片·株-1 (图3-B)。
2.3  MV胁迫下超表达PpSnRK1βγ1拟南芥株系

CAT、SOD、GSTs、POD活性和丙二醛含量

丙二醛(malondialdehyde, MDA)是膜脂过氧

2  MV胁迫下超表达PpSnRK1βγ1拟南芥株系表型

分析

2.1  超表达PpSnRK1βγ1拟南芥株系种子萌发率和

主根长

在不含MV的正常培养基上 ,  超表达PpSn-
RK1βγ1拟南芥种子发芽率和主根长与野生型植株

图1  超表达PpSnRK1βγ1拟南芥株系OE-βγ1的PCR检测

Fig.1  PCR identification of overexpression PpSnRK1βγ1  
line OE-βγ1

M: DNA marker (DL2000); WT: 野生型拟南芥; 1~4: 待检测的

超表达植株。

图2  MV胁迫下超表达PpSnRK1βγ1拟南芥株系OE-βγ1的种子萌发率(A)和主根长(B)
Fig.2  Germination percentage (A) and root length (B) of overexpression PpSnRK1βγ1 line OE-βγ1 under MV stress

同一检测指标各柱形上用不同小写字母标识表示数据间差异显著(P<0.05), 下同。
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化最重要的产物之一, 可通过检测其含量了解膜

脂过氧化程度, 从而间接测定膜系统受损程度以

及植物的抗逆性。本实验中, 在正常生长条件下, 
OE-βγ1与WT型植株MDA水平没有显著差异, 尽
管数值上WT型植株MDA含量略高于转基因型。

在2 μmol·L-1 MV处理6 h内, OE-βγ1和WT型的

MDA含量先增加后降低, OE-βγ1植株MDA含量均

要低于WT型植株。MV胁迫3 h时, OE-βγ1和WT
型的MDA含量达到最高 , WT型的MDA含量比

OE-βγ型高40.7% (图4)。
CAT、POD、GSTs和SOD均为植物体内重要

的抗氧化酶类。在本实验中, 正常条件下OE-βγ1
和WT的SOD、GSTs、POD活性没有显著差异, 但
是OE-βγ1的CAT活性比WT的高41 .1%。在2 
μmol·L-1 MV处理6 h内, OE-βγ1和WT型的CAT活

图4  MV胁迫下超表达PpSnRK1βγ1拟南芥株系OE-βγ1的
MDA含量

Fig.4  MDA content of overexpression PpSnRK1βγ1 line  
OE-βγ1 under MV stress

性均是先降低后升高再降低, 但OE-βγ1的CAT活
性均高于WT型, MV胁迫3 h时, OE-βγ1的CAT活性

比WT高30.0%。OE-βγ1和WT型的GSTs活性一直

升高, OE-βγ1的SOD和GSTs活性均高于WT, MV胁

迫3 h时, OE-βγ1的SOD和GSTs活性比WT分别高

23.1%和20.2%; MV处理3 h时, OE-βγ1的POD活性

比WT提高了26.7 % (图5)。
2.4  MV胁迫下超表达PpSnRK1βγ1拟南芥株系

PpSnRK1βγ1基因相对表达量和SnRK1活性

在0和2 μmol·L-1 MV处理3 h后, OE-βγ1和WT
型中PpSnRK1βγ1的相对表达量无显著变化, 但
对拟南芥体内的AKINβγ基因表达量有影响。当2 
μmol·L -1 MV处理3 h后 ,  OE-βγ1和WT型中的

AKINβγ基因表达量均升高, OE-βγ1的AKINβγ基因

表达量比对照OE-βγ1提高了2.46倍, WT的AKINβγ
基因表达量比对照WT提高了2.16倍, 而此时OE-
βγ1的AKINβγ基因表达量是WT的2.45倍(图6-A
和B)。

在正常培养条件下, OE-βγ1的SnRK1活性显

著高于WT型, 为WT型的1.56倍; 当2 μmol·L-1 MV
处理3 h后, WT与OE-βγ1的SnRK1酶活性均升高, 
但后者酶活性提升水平要显著高于前者, OE-βγ1
的SnRK1活性比对照OE-βγ1提高了106.6%, 而此

时WT的SnRK1活性比对照WT提高了50.99%。

MV胁迫3 h时OE-βγ1植株的SnRK1酶活性是WT的
2.12倍(图6-C)。
2.5  MV胁迫下超表达PpSnRK1βγ1拟南芥株系

AtHSPRO相对表达量

AtHSPRO1和AtHSPRO2是最近发现的植物响

图3  不同MV浓度下超表达PpSnRK1βγ1拟南芥株系OE-βγ1的长势(A)和保持绿色叶片数量(B)
Fig.3  Growth (A) and number remaining green leaves (B) of overexpression PpSnRK1βγ1 line OE-βγ1  

under different MV concentrations
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应环境胁迫重要的胁迫抗性相关蛋白基因。在正

常条件下, OE-βγ1的AtHSPRO1和AtHSPRO2表达

量均高于WT型, 分别是WT型的2.43倍和2.55倍; 
当2 μmol·L-1 MV处理3 h后, OE-βγ1与WT型中两

基因的表达量均明显升高, 但OE-βγ1植株两基因

的表达量依然要显著高于WT型。OE-βγ1的AtHS-
PRO1和AtHSPRO2表达量分别是对照OE-βγ1的
3.39倍和2.79倍, WT型的AtHSPRO1和AtHSPRO2

表达量分别是对照WT型的3.23倍和2.28倍。MV
胁迫3 h, OE-βγ1植株AtHSPRO1和AtHSPRO2表达

水平分别是WT的2.56和3.12倍(图7)。

讨　　论

SnRK1是一类Ser/Thr蛋白激酶, 参与新陈代

谢、各种胁迫等多个生理生化过程的信号传导途

径, 对植物抵御不良环境起重要作用(孔伟胜等

图5  MV胁迫下超表达PpSnRK1βγ1拟南芥株系OE-βγ1的CAT (A)、POD (B)、GSTs (C)、SOD (D)活性

Fig.5  CAT (A), POD (B), GSTs (C) and SOD (D) activities of overexpression PpSnRK1βγ1 line OE-βγ1 under MV stress

图6  MV胁迫下超表达PpSnRK1βγ1拟南芥株系OE-βγ1的PpSnRK1βγ1 (A)、AKINβγ (B)相对表达量和SnRK1活性(C)
Fig.6  Relative expressions of PpSnRK1βγ1 (A) and AKINβγ (B) and SnRK1 activity (C) of overexpression PpSnRK1βγ1  

line OE-βγ1 under MV stress
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2016), 根据现有的研究结果(Bradford等2003; 
Gujjar等2014; Gao等2016), 我们推测SnRK1βγ作为

SnRK1的调控亚基, 可能参与了植物的胁迫响应。

本研究证实了这一推测, 结果显示SnRK1βγ过表

达能提高SnRK1酶活性, 并提高植物对胁迫的耐

受性。

植物中SnRK1是与SNF1/AMPK同源的, 是植

物体内的生理活动调控枢纽之一, Hong和Carlson 
(2007)发现将酵母暴露到氧化胁迫的环境下, Snf1
催化亚基活性升高; Wu和Wei (2012)证明在培养人

类纤维母细胞时, 加入半致死浓度的H2O2后, AMPK
活性增加。结合上述例证推测在胁迫条件下, 植
物SnRK1活性也会增加, 而本文首次验证了这一推

测, 即在氧化胁迫条件下, 超表达PpSnRK1βγ1拟南

芥中SnRK1活性显著高于WT型(图6); 并且超表达

PpSnRK1βγ1拟南芥从种子萌发率、根长、植株长

势等方面(图2和3)与野生型植株相比, 均表现出对

氧化胁迫较强的耐受力。Cho等(2012)发现将拟南

芥幼苗完全置于水下黑暗培养37 d后, 野生型拟南

芥的生长全部停止, 但转基因OsSnRK1拟南芥叶片

保持绿色, 且SnRK1活性被激活, 说明SnRK1基因

在植株应对饥饿胁迫时有明显的应答反应。结合

我们的实验结果, 证明SnRK1的确参与了植物应对

胁迫反应。

SnRK1能对各种胁迫进行响应, 通过调控相

关胁迫基因的表达 ,  保护植物避免胁迫伤害。

AtHSPRO1和AtHSPRO2能对各种胁迫进行响应, 
归类为一般胁迫信号基因(Baena-González和Sheen 
2008)。在本文中, MV胁迫3 h后, 超表达PpSn-

RK1βγ1拟南芥植株内AtHSPRO1和AtHSPRO2被诱

导表达(图6), Baena-González和Sheen (2008)证明

拟南芥遭受低温胁迫时, AtHSPRO1和AtHSPRO2
基因表达受SnRK1调节。此外, Gissot等(2006)通
过筛库证明拟南芥AKINβγ蛋白与AtHSPRO1、
AtHSPRO2蛋白互作。可见, SnRK1βγ参与HSPRO
基因的信号途径。Song等(2008)发现在氧化胁迫

条件下, 超表达AtHSPRO2拟南芥具有更长的主根, 
表明AtHSPRO2基因参与了氧化胁迫信号途径。

本研究中, MV胁迫3 h后, 超表达PpSnRK1βγ1拟南

芥植株MDA含量水平低于野生型, 说明在同等胁

迫处理下, 超表达PpSnRK1βγ1拟南芥植株受到氧

化损伤程度低。此外超表达PpSnRK1βγ1拟南芥植

株CAT、SOD、GSTs、POD活性均高于野生型, 
说明超表达PpSnRK1βγ1拟南芥植株对ROS的清除

能力要强于野生型, 这一点能直接说明转PpSn-
RK1βγ1拟南芥植株抗氧化能力强。与此同时, 超
表达PpSnRK1βγ1拟南芥SnRK1活性升高, 但是目

前尚没有关于SnRK1与抗氧化酶之间作用关系的

研究, 我们推测两者之间在应对胁迫条件时有一

定的相关性, 但这一点须进一步研究。

总而言之, 在氧化胁迫条件下, 超表达PpSn-
RK1βγ1拟南芥植株中SnRK1酶活性升高, 可能通

过诱导HSPRO基因表达, 开启了植株ROS清除机

制, 提高了CAT、SOD、GSTs、POD活性, 增强了

植株对氧化胁迫的耐受力。
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Over expression of a peach PpSnRK1βγ1 gene improving oxidative stress tolerance 
in Arabidopsis thaliana
ZHAO Yong-Fei, CHEN Xiao-Lu, PENG Fu-Tian*, LUO Jing-Jing, XIAO Yuan-Song
College of Horticulture Science and Engineering, Shandong Agricultural University / State Key Laboratory of Crop Biology, 
Taian, Shandong 271018, China

Abstract: PpSnRK1βγ1, one of the regulatory subunits of SnRK1 (sucrose non-fermenting 1-related kinase 1) 
in peach, was overexpressed in Arabidopsis thaliana and was used to investigate the function of PpSnRK1βγ1 
on oxidative stress tolerance of A. thaliana. Compared to wide type (WT) plants, PpSnRK1βγ1-overexpressing 
plants showed better seed germination rate and relatively longer root length under oxidative stress. After treated 
with 2 μmol·L-1 methyl viologen (MV) for 3 h, compared to WT, MDA contents in transgenic plants were sig-
nificantly lower, and the activities of CAT (catalase), SOD (superoxide dismutase), GSTs (glutathione S-trans-
ferases) and POD (peroxidase) were higher, which indicated that overexpressing PpSnRK1βγ1 could improve 
the oxidative stress tolerance of A. thaliana. Besides, under oxidative stress condition, the activity of SnRK1 in 
transgenic plants was more than two times higher than WT. The relative expressions of AtHSPRO1 and AtHS-
PRO2, the stress-responsive genes, were 2.56 and 3.12 times higher than WT. Therefore, PpSnRK1βγ1 could 
improve the oxidative stress tolerance of A. thaliana via participating in regulating the expression of HSPRO.
Key words: peach; PpSnRK1βγ1; oxidative stress; antioxidant enzymes; HSPRO
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