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摘要: 本研究采用具有不同脯氨酸浓度积累的3个拟南芥(Arabidopsis thaliana)株系——野生型(WT)、pdh突变体和脯氨酸

脱氢酶基因(PDH)过量表达株系(PDH-S), 通过检测其脯氨酸敏感性、H2O2含量和抗氧化酶活性的差异及WT中胁迫响应

基因的表达情况, 探讨脯氨酸抑制植物生长的原因。结果显示, 脯氨酸敏感性以pdh突变体最高, WT居中, PDH-S最不敏

感。脯氨酸处理后, 植株体内的H2O2含量升高, PDH-S和WT相当且高于pdh突变体; 抗氧化酶活性以PDH-S最高, pdh突变

体最低。另外, 脯氨酸处理能够诱导WT中胁迫响应基因的表达。研究表明, 抑制植物生长的是脯氨酸自身而不是其代谢

产物, 脯氨酸可能通过活性氧信号途径对植物生长产生抑制作用。研究结果将有助于了解脯氨酸在植物生长发育和逆境

恢复中的调节作用, 为抗逆植物育种提供理论依据。
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环境胁迫条件下, 高等植物可以在短时间内

迅速大量积累脯氨酸(proline)等渗透调节物质, 以
此来增强对渗透胁迫的抵抗能力, 从而对自身起

到保护作用(Dar等2016; Kishor等1995; 李鸿雁和

李大红2014; Schat等1997; Tavakoli等2016; Yang等
2009)。研究表明, 胁迫条件下脯氨酸可能起到兼

容性渗透调节剂、蛋白质和亚细胞结构稳定剂、

活性氧(reactive oxygen species, ROS)清除剂和氧化

还原平衡剂的作用(Chaves等2009; 邓凤飞等2015; 
Wu等2017)。虽然逆境中脯氨酸对植物起到保护

作用, 但是在正常生长条件下脯氨酸却对植物有毒

性, 如外源施加脯氨酸会抑制拟南芥(Arabidopsis 
thaliana)幼苗的子叶伸展、真叶生长和根的伸长 
(Deuschle等2004; Mani等2002)。Mattioli等(2008)
发现, 拟南芥中过量表达脯氨酸合成途径的关键

酶吡咯琳-5-羧酸合成酶(pyrroline-5-carboxylate 
synthetase, P5CS)会导致体内脯氨酸的积累, 而这种

积累会抑制拟南芥的生长, 使发育过程发生异常。

脯氨酸脱氢酶(proline dehydrogenase, PDH)是
脯氨酸降解途径的限速酶, 将脯氨酸降解为吡咯

琳-5-羧酸(pyrroline-5-carboxylate, P5C)。脯氨酸

的抑制作用可能是因为脯氨酸或其降解产物P5C
诱导产生ROS进而导致细胞死亡引起的。Mani等
(2002)研究发现, 反义表达抑制PDH的作用能够提

高植株对脯氨酸的敏感性, 因而认为是脯氨酸自

身的作用导致了其对植物生长发育的抑制效应; 
Nanjo等(2003)进一步利用对拟南芥pdh突变体的

研究支持了这一说法。吡咯琳-5-羧酸脱氢酶(pyr-
roline-5-carboxylate dehydrogenase, P5CDH)是脯氨

酸降解途径的另一个关键酶, 降解P5C为谷氨酰半

醛(glutamic γ-semialdehyde, GSA)。p5cdh突变体

由于P5CDH基因的突变导致体内P5C的含量提高, 
Mattioli等(2008)通过对p5cdh突变体的研究认为, 
是脯氨酸降解产生的GSA/P5C对植物产生抑制作

用。而医学和动物中的研究还发现, 脯氨酸及其代

谢产物在体内诱导产生ROS, 从而调节细胞程序化

死亡或作为信号分子调节一部分神经传递(Deus-
chle等2004)。那么, 脯氨酸抑制植物生长是否通过

动物体内类似的机制, 脯氨酸的作用是否会诱导胁

迫响应基因的变化, 本文就这些问题进行了研究。

材料与方法

1  实验材料

本文采用的3个不同脯氨酸含量的拟南芥

[Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.]株系: 野生型

(WT)为Columbia (Col-0)生态型; PDH过量表达株

系(PDH-S)由Verbruggen实验室惠赠(Mani等2002); 
pdh突变体购自拟南芥生物资源中心(Arabidopsis 
Biological Resource Center, ABRC), 参考Nanjo等
(2003)的方法进行纯合体筛选。

2  实验方法

2.1  拟南芥培养

取适量的干燥拟南芥种子于2 mL离心管中, 70%
乙醇浸泡30 s, 10%次氯酸钠处理15 min, 无菌水洗
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6~8次, 播种于1/2MS培养基或者含有所需浓度脯

氨酸的1/2MS培养基上, 4°C低温处理2~3 d后置于

培养箱中培养, 光周期为16 h光/8 h暗, 温度为20°C。
2.2  脯氨酸敏感性鉴定及脯氨酸处理

将种子播种于正常1/2MS培养基上, 生长1周
后, 将幼苗移至不含和含20 mmol·L-1脯氨酸的

1/2MS培养基上, 倒立培养1周后观察表型, 判断脯

氨酸敏感性。

脯氨酸处理时, 将1/2MS培养基上生长2周的

幼苗转移到含0、15和45 mmol·L-1脯氨酸的1/2MS
液体培养基中, 处理3 d, 进行脯氨酸含量测定; 幼
苗转移到含45 mmol·L-1脯氨酸的1/2MS液体培养

基中 ,  处理0和3 d,  进行DAB染色和过氧化氢

(H2O2)含量测定; 幼苗转移到含45 mmol·L-1脯氨酸

的1/2MS液体培养基中, 处理0、24和48 h, 进行抗

氧化酶活性测定; 幼苗转移到含45 mmol·L-1脯氨

酸的1/2MS液体培养基中, 处理0、2、6和12 h, 取
样进行基因差异表达检测。

2.3  叶绿素及脯氨酸含量测定

叶绿素含量测定采用比色法(孙俊宝和王建

新2010)。按照Bates等(1973)的方法进行脯氨酸含

量测定。

2.4  H2O2含量测定

H2O2定性检测采用二氨基联苯胺(diaminoben-
zidine, DAB)染色法(Thordal-Christensen等1997); 
H2O2含量测定应用Amplex Red过氧化氢/过氧化物

酶分析试剂盒(Molecular Probes A22188, Eugene, 
Oregon, USA), 按说明书进行操作。

2.5  抗氧化酶活性测定

新鲜植物材料置于研钵中, 加入提取缓冲液

(pH 7.0的100 mmol·L-1硫酸钾缓冲液, 含0.1 mmol·L-1 
EDTA和1% PVPP), 4°C下研磨, 组织匀浆于4°C下
15 000×g离心20 min, 取上清液待用。

超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)
活性采用氮蓝四唑(nitro-blue tetrazolium, NBT)法
测定(Giannopolitis和Ries 1977); 过氧化氢酶(catalase, 
CAT)活性用高锰酸钾滴定法测定(Lu等2007); 用
愈创木酚法测定过氧化物酶(peroxidase, POD)活性

(廖金花2015)。以U·min-1·g-1 (FW)表示酶活力单位。

2.6  Real-time PCR检测基因表达

RNA提取采用SDS-LiCl沉淀法, 采用不含

RNase的DNase I消化RNA中残存DNA,以Oligo (dT)18

为引物, 按照宝生物工程(大连)有限公司的M-MLV
反转录试剂盒使用说明合成cDNA。

采用real-time PCR分别检测脯氨酸处理不同

时间后相关基因的表达量, 引物见表1, 反应体系

为: 模板cDNA 2 μL (10 ng·μL-1)、正反向引物分别

1 μL (10 μmol·L-1)、SYBR® Green Realtime PCR 
Master Mix (Toyobo, Osaka, Japan) 10 μL、ddH2O 
6 μL。PCR反应程序为: 95°C 2 min; 95°C 30 s、
55°C 30 s、72°C 30 s, 40个循环。每个处理重复3
次, 相对表达量的计算采用2-ΔΔCT方法(Schmittgen
和Livak 2008), 实验仪器采用安捷伦MX3000P 
(Stratagene, La Jolla, CA, USA)。

实验结果

1  脯氨酸抑制拟南芥根伸长和子叶生长

为研究外源脯氨酸对植物生长的抑制作用, 
将拟南芥种子播种于含0、15、30、45 mmol·L-1 
L-脯氨酸的1/2MS培养基上。如图1-A和B所示, 15 
mmol·L-1的脯氨酸即会导致拟南芥地上部分失绿

并且根生长受到抑制, 随着脯氨酸浓度的升高, 根
长逐渐变短且地上部分黄化更严重。进一步测定

不同脯氨酸浓度处理下拟南芥单株鲜重和叶绿素

含量, 发现两者均随着脯氨酸浓度的升高而明显

降低(图1-C和D)。

表1  检测基因表达的real-time PCR引物

Table 1  Real-time PCR primers for gene expression analysis

   基因          正向引物序列(5′→3′)            反向引物序列(5′→3′)

DREB1A GGTAAGTGGGTTTGTGAGG GCGAAATTGAGACAGGCTGAT
DREB2A AAAGGTAAAGGAGGACCAGA GCCAAAGGACCATACATAGC
RAB18 GGGACTGAAGGCTTTGGAAC TGATGACCTGGCAACTTCTCC
RD29A ATGATGACGAGCTAGAACCT TAATCGGAAGACACGACAGG
Tubulin AGGCAAAATGAGCACGAAAGA TCAGACCTGTTGGTGGAATGTCAC
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图2   三个拟南芥株系对脯氨酸的敏感性(A)及脯氨酸处理

后植株内脯氨酸含量的检测(B)
Fig.2  Sensitivity (A) and proline content (B) of three 

Arabidopsis lines in response to proline

2  三个不同拟南芥株系对脯氨酸的敏感性

PDH是脯氨酸降解途径中的关键酶, PDH基

因过量表达会导致植株体内脯氨酸含量减少, 降
解产物P5C含量增多, 而pdh突变体由于PDH基因

的突变会造成体内脯氨酸的积累。至于究竟是脯

氨酸还是其降解产物P5C抑制了植物的生长, 前人

的研究有不同的观点。本文研究了WT、PDH-S和
pdh突变体3个拟南芥株系对脯氨酸处理的敏感性

及外源脯氨酸处理下植株内脯氨酸的积累情况。

结果发现: 幼苗移至含20 mmol·L-1脯氨酸的培养

基培养1周后, PDH-S株系基本能正常生长; WT生
长受到明显抑制, 叶片发黄, 根伸长变短; pdh突变

体生长受到严重抑制, 叶片完全黄化且根几乎没

有伸长(图2-A)。可见, pdh突变体对脯氨酸最为敏

感, WT居中, PDH-S最不敏感。用15和45 mmol·L-1

脯氨酸处理3 d后, 不同株系体内脯氨酸含量表现

为pdh突变体最高、WT居中、PDH-S最少(图
2-B)。以上结果表明: 体内脯氨酸含量越高, 植株

对脯氨酸越敏感, 意味着脯氨酸抑制植物生长可

能是由脯氨酸自身的作用造成的, 并非脯氨酸降

解产物P5C所致。

3  脯氨酸处理后植物体内H2O2含量升高

动物和医学中的研究认为脯氨酸通过ROS信
号调节细胞程序化死亡, 为探讨脯氨酸是否同样

通过ROS途径抑制植物生长 ,  将3个株系用45 
mmol·L-1脯氨酸处理3 d后, 分别进行DAB染色并

定量检测植株体内H2O2含量。结果发现: 脯氨酸

处理后, 3个株系体内H2O2含量均升高, WT和PDH-S
植株中脯氨酸的含量明显高于pdh突变体(图3)。

图1  脯氨酸抑制拟南芥幼苗的生长

Fig.1  Proline inhibits the growth of Arabidopsis seedlings
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说明脯氨酸处理确实导致植物体内ROS的产生。

而pdh突变体中, PDH的突变使内源脯氨酸增多, 
对植物ROS的产生具有一定的抑制作用, 这可能意

味着脯氨酸对植物的抑制作用除ROS信号以外还

有其他途径的参与。

4  脯氨酸处理后植物体内抗氧化酶活性升高

由图3可知, 脯氨酸诱导了植物体内H2O2的产

生, 而H2O2将诱导植物产生一系列防御机制包括

图3  脯氨酸处理后3个拟南芥株系的 
DAB染色(A)和H2O2含量(B)

Fig.3  DAB staining and H2O2 content in three Arabidopsis 
lines after proline treatment 

脯氨酸处理浓度为45 mmol·L-1。A中左为对照, 右为脯氨酸

处理3 d。

提高抗氧化酶活性以保护植物细胞免受或减轻氧

化胁迫。45 mmol·L-1脯氨酸处理48 h后植株体内

CAT和POD活性升高, 而SOD活性没有升高; 3个不

同的株系中, 抗氧化酶活性PDH-S最高, WT居中, 
pdh突变体最低(图4)。由于3个株系对脯氨酸的敏

感性由高到低为PDH-S、WT、pdh突变体(图2-A), 
说明抗氧化酶活性的升高会与脯氨酸敏感性降低

具有对应关系, 进一步证实脯氨酸可能通过产生

ROS对植物产生毒害作用。

5  胁迫响应基因表达受脯氨酸诱导

植物自身具有一套感受和传导胁迫信号的

系统, 并形成一系列生理和发育机制来响应环境

胁迫, 从而最大程度地减轻胁迫带来的伤害。胁

迫诱导基因包括脱落酸(abscisic acid, ABA)依赖

型和ABA不依赖型 ,  ABA依赖型转录因子包括

RAB18和RD29A等, ABA不依赖型转录因子包括

DREB等(Yamaguchi-Shinozaki和Shinozaki 1994)。
为探讨脯氨酸是否能和其他胁迫一样诱导胁迫

响应基因的表达及基因所属的信号途径, 检测了

4个转录因子基因在脯氨酸处理不同时间后的表

达情况。结果表明 ,  所检测的ABA依赖途径和

ABA不依赖途径的转录因子均受脯氨酸处理的

诱导(图5), 脯氨酸处理诱导了植物的胁迫响应

机制。

讨　　论

虽然逆境中脯氨酸的积累对植物起到保护作

用, 但是在正常生长条件下, 脯氨酸却对植物具有

毒性。Nanjo等(2003)发现, 10 mg级的脯氨酸就会

图4  脯氨酸处理下3个拟南芥株系的抗氧化酶活性

Fig.4  Activities of antioxidant enzymes in three Arabidopsis lines after proline treatment
脯氨酸处理浓度为45 mmol·L-1。
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图5  脯氨酸处理不同时间后胁迫响应基因的表达分析

Fig.5  Analysis of the expression of stress-responsive genes in 
response to proline in different times

脯氨酸处理浓度为45 mmol·L-1。

对拟南芥幼苗的子叶伸展、真叶生长和根的伸长

产生抑制作用。这种抑制作用可能是因为脯氨酸

或其降解产物(P5C)诱导ROS产生, 进而导致细胞

死亡引起的(Deuschle等2004)。脯氨酸的这种抑制

作用可能是由某种信号转导途径介导的。对拟南

芥转录谱的研究表明, 脯氨酸处理可诱导一些和

逆境防御与信号转导相关基因的表达。而本研究

也证实, 脯氨酸处理诱导了植物体内胁迫响应基

因的表达, 触发了胁迫响应机制(图5)。脯氨酸对

植物生长的抑制作用对了解脯氨酸在逆境中的

作用也有启发 ,  即脯氨酸对逆境中植物的保护

作用可能是通过抑制其生长来达到的(Maggio等
2002)。

脯氨酸及其代谢产物在体内诱导ROS产生以

调节细胞程序化死亡(Maxwell和Rivera 2003)和作

为信号分子调节一部分神经传递在医学研究中已

有报道(Donald等2001)。医学上很多研究发现脯

氨酸及脯氨酸氧化酶(proline oxidase, POX; 即植物

中的PDH)能引起细胞凋亡, 在癌细胞的研究中都

发现了由脯氨酸氧化酶诱导的细胞凋亡现象, 在
脯氨酸经脯氨酸氧化酶氧化产生P5C的过程中能

释放出一些超氧化合物, 导致细胞内氧化水平的

平衡被打破, 经由内在的线粒体途径及外在的死

亡受体途径介导而诱发细胞凋亡(Liu等2006); 也
有研究认为脯氨酸可以抑制ROS引起的细胞凋亡

(Chen和Dickman 2005)。本研究结果初步表明脯

氨酸可能通过ROS的作用对植物生长产生抑制作

用。这将有助于在更广泛的意义上了解小分子渗

透调节物质在植物生长发育中的调节作用。同时, 
对脯氨酸作用机理的研究还有助于了解脯氨酸在

维持碳氮平衡、抵抗环境逆境和逆境恢复中的作

用, 为更好地设计抗逆植物和抗逆植物育种提供

理论依据。
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Proline inhibits plant growth by reactive oxygen species signaling
WANG Cui-Ping1,*, YAN Li1,2, QIAO Gai-Xia1, LI Jian1

1State Key Laboratory of the Seedling Bioengineering, Ningxia Forestry Institute, Yinchuan 750004, China; 2College of Life Sci-
ences, Ningxia University, Yinchuan 750021, China

Abstract: In order to explore the inner mechanism of the inhibiting effect, three different Arabidopsis lines, in-
cluding wild type (WT), pdh mutant (pdh) and proline dehydrogenase gene (PDH) over-expressed line (PDH-S), 
with different concentrations of proline were used in this study. And the sensitivity of Arabidopsis lines to pro-
line, H2O2 content and differences of antioxidant enzyme activities in Arabidopsis lines, as well as the expres-
sion of stress-responsive genes in WT line under proline stress were detected. Results showed that the sensitivi-
ty of three lines to proline presented as pdh > WT > PDH-S. H2O2 content was pdh < WT = PDH-S, while 
antioxidant enzyme activities presented as PDH-S > WT > pdh after proline treatment. Moreover, stress-respon-
sive genes were expressed under proline treatment in WT line. This study indicated that the inhibition to plants 
incurred by proline directly rather than its metabolites, and proline might inhibit plant growth by reactive oxy-
gen species (ROS) signaling. This finding will be helpful to understand the role of proline in plant growth and 
recovery under stress condition, and provide a basis for plant breeding.
Key words: proline; reactive oxygen species; growth and development; inhibitory effects
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