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盐分胁迫对植物造成伤害主要是因为离子本身的毒害及盐离子所致的渗透效应和营养效应。Na+和Cl-的过量积累是引起离子毒害的主要原因。盐胁迫下非盐生植物体内Na+积累的同时，常伴随着K+含量的下降[1]。而K+稳态在植物耐盐性中具有重要意义，保持胞质中高于一特定值的K+浓度，对于植物生长及耐盐非常必要，因为K+作为细胞内的平衡离子可以中和细胞内大量蛋白质和核酸所带的负电荷；在甜土植物中，K+还起到调节液泡和胞质渗透势的作用；气孔的开、关与保卫细胞中K+的内流和外流也有关系[2-3]。在NaCl胁迫下，适当增加K+的浓度，降低Na+/K+比值，更易于植株从外界吸收钾，以维持体内离子平衡，从而改善体内代谢环境[4]，促进植物生长。合理施用钾肥可以促进植物的生长并改善一些作物的品质[5-6]，但钾肥施用过量反而对植株的生长有一定的抑制作用[7]。植物的生长状况受光合作用影响，叶片叶绿素a荧光与光合作用中各种反应过程密切相关，任何环境因子对光合作用的影响均可通过叶片叶绿素a荧光动力学反映出来，叶绿素荧光测定已经在植物抗逆生理研究中被广泛应用[8]。
长春花(Catharanthus roseus)为夹竹桃科长春花属多年生草本或亚灌木花卉，原产非洲东部及美洲热带地区，喜温暖、阳光充足的环境，现在中国广为栽培。其含有100多种生物碱，体内次生代谢产物长春碱和长春新碱可用于多种癌症的治疗，是目前应用最广泛的天然植物抗肿瘤药物[9]。植物次生代谢产物的积累受到许多内外因素的影响，有研究报道适当浓度的盐分处理可以增加长春花目标碱的含量，同时较高浓度的盐胁迫也会对长春花的生长有一定的抑制作用[10]。长春花一般在盛花期刈割地上部分用以提取生物碱，故本试验以长春花为材料，以3‰土壤NaCl含量植物危害较普遍[11]为参照，研究3‰NaCl胁迫下盛花期长春花在不同施钾量调节Na+/ K+下离子含量变化和叶绿素荧光参数的情况，确定合适的施钾量，为通过改变栽培条件来促进盐胁迫下长春花生长及长春碱和长春新碱积累提供理论指导。
1 材料与方法

1.1 试验设计
供试长春花种子由南京农业大学海涂农业研究所（海南）提供。先进行幼苗培养，后选取长势一致的长春花幼苗移栽入下部具孔、透气性良好的紫砂盆(30 cm×40 cm)中，每盆装有8 kg砂壤土，施入0.24 kg有机肥，有机肥中有机质含量≥30%，总养分为（N+P2O5+K2O）≥8%。每盆下设一塑料托盘。所用土壤的基本性质为：有机质19.3 g kg-1，速效磷67 mg kg-1，速效钾20 mg kg-1，碱解氮127 mg kg-1，盐分357 mg kg-1，pH 6.23。至盛花期，选取长势一致的长春花进行NaCl处理，使土壤含盐量为3 g kg-1 (土壤含盐量g kg-1) = (加入盐量+ 原始土盐量) / 土壤质量×1 000)，在此盐浓度基础上设4个浓度KCl处理，K1为不加KCl处理， K2、K3、K4为加KCl使Na+/ K+ 比分别为20/1、10/1 和5/1的处理。CK不进行盐胁迫和KCl处理。以上所有处理均重复3次。平常在土壤含水量为最大持水量的50%时，浇入去离子水，使土壤含水量达到最大持水量的60%，同时将清洗托盘水一起加入盆钵内，以保证盐分不流失。经处理30 d 后采样测定各项指标。
1.2 测定方法

1.2.1 植株生物量测定  将长春花整株连根从紫砂盆中取出，先用自来水冲洗表面灰尘和根部泥土，再用去离子水冲洗，用吸水纸吸干植株表面水分。称取单株鲜质量后，于60℃烘干至恒重后进行称量，得其干质量。

1.2.2 植株离子含量测定  分别取植株根、茎和叶片统一部分烘干、磨碎、过筛（30目）、称重。参照王宝山等[12]的方法, 用TAS-986火焰原子吸收分光光度计测定Na+ 和K+含量，滴定法测定Cl- - 含量[13] 。
1.2.3 植株叶片叶绿素含量测定  参照文献[14]进行测定。

1.2.4 植株叶片叶绿素a荧光参数测定  采用英国汉莎科技仪器公司生产的FMS-2便携调制式荧光仪测定盛花期长春花叶片的叶绿素荧光参数。测量前先用叶夹使植株暗适应20 min，然后打开测量光，得最小/原初荧光（F0）；1.5 min后，荧光曲线基本稳定，打开单饱和白光脉冲1次，测量最大荧光（Fm），仪器自动记录F0、Fm，并自动计算Fv、原初光能转化效率（Fv/Fm）等参数值。此后，在施加作用光的同时，用饱和脉冲光闪光作用，测出Fm′、F0′并贮存，仪器自动计算PSⅡ电子传递量子产量（ΦPSⅡ）、NPQ、qp 、ETR等荧光参数，并根据所测的叶绿素荧光参数值计算出潜在光化学效率（Fv / F0）。
1.3  数据分析

用Excel软件进行数据处理和绘图，并用SPSS软件进行方差分析，用DuncanT检验进行显著性分析（p<0.05）。

2　结果与分析

2.1 氯化钾对盐胁迫下盛花期长春花生物量的影响

由图1看出，在NaCl胁迫下， K1处理长春花的鲜重与对照相比显著下降，干重也有所下降。当加入一定量的KCl，使Na+/ K+比为20/1时，长春花的鲜重则显著升高，干重也有所升高，缓解了盐胁迫的危害。但随着外源KCl量的增多，K3和K4处理的鲜重、干重均呈现显著下降的趋势，长春花的生长反而受到严重的抑制。
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图1
  NaCl胁迫下不同KCl用量对盛花期长春花生物量的影响

2.2 氯化钾对盐胁迫下盛花期长春花离子含量的影响

由表1可以看出，在盐胁迫下，K1处理长春花的根、茎和叶片中的钾离子含量与对照相比差异不显著，钠离子和氯离子含量均显著升高，K+/Na+值同对照相比则显著下降。K2处理，当Na+/ K+比为20/1时，长春花各器官中的钾离子、钠离子、氯离子含量和K+/Na+值均较K1处理显著升高。K3处理的叶和茎中钾离子含量较K2处理显著升高，钠离子含量则显著下降，茎和根中氯离子含量显著升高，K+/Na+比值均显著升高。K4处理各器官钾离子、钠离子、氯离子含量与K3处理差异均不显著，根中的K+/Na+比值显著升高。可见外施适量K+在一定程度上能弥补盐胁迫造成的离子失衡，从而使植物维持较正常的生理活动。
表1 NaCl胁迫下不同氯化钾处理对盛花期长春花K+、Na+、Cl-含量和K+/Na+的影响
	处理
	叶
	茎
	根

	
	K+
	Na+
	Cl-
	K+/Na+
	K+
	Na+
	Cl-
	K+/Na+
	K+
	Na+
	Cl-
	K+/Na+

	
	(mmol g-1 DW)
	
	(mmol g-1 DW)
	
	(mmol g-1 DW)
	

	CK
	0.28 c
	0.18 d
	0.30 c
	1.56 bc
	0.33 c
	0.23 d
	0.3 d
	1.43 b
	0.26 c
	0.17 d
	0.24 d
	1.53 c

	K1
	0.24 c
	0.54 a
	0.56 b
	0.44 d
	0.31 c
	0.70 a
	0.65 c
	0.44 d
	0.23 c
	0.36 a
	0.32 c
	0.64 d

	K2
	0.60 b
	0.45 b
	0.63 a
	1.33 c
	0.69 b
	0.61 b
	0.68 b
	1.13 c
	0.48 b
	0.31 b
	0.34 b
	1.55 c

	K3
	0.73 a
	0.38 c
	0.67 a
	1.92 ab
	0.86 a
	0.53 c
	0.72 a
	1.62 a
	0.56 ab
	0.28 bc
	0.42 a
	2.00 b

	K4
	0.75 a
	0.37 c
	0.65 a
	2.03 a
	0.87 a
	0.50 c
	0.73 a
	1.74 a
	0.62 a
	0.25 c
	0.41 a
	2.48 a


注: 表中同列数据后相同字母表示在p < 0. 05 水平上无显著差异，下同 
2.3 氯化钾对盐胁迫下长春花盛花期叶片叶绿素含量的影响

植物叶片内叶绿素的水平可以作为衡量光合能力强弱的一个指标，亦可用来表征植物在逆境下受伤害的程度[15]。从表2看出，盐胁迫下K1处理长春花叶片的叶绿素a和叶绿素b的含量均较对照显著下降，叶绿素a/b下降不显著。K2处理长春花叶绿素a和叶绿素b的含量均较处理K1显著提高，叶绿素a/b升高不显著。随着KCl用量的增加，K3处理的叶片叶绿素a和叶绿素b的含量及叶绿素a/b均又显著低于K2处理。K4与K3处理的叶绿素a和叶绿素b的含量及叶绿素a/b差异不显著。叶绿素a和叶绿素b的总含量的变化呈现与叶绿素a一样的趋势。 
表2   NaCl胁迫下不同氯化钾处理对盛花期长春花叶片叶绿素含量的影响
	处理
	叶绿素a (mg g-1FW)
	叶绿素b (mg g-1FW)
	叶绿素a+b (mg g-1FW)
	叶绿素a/b

	CK
	1.41a
	0.79a
	2.20a
	1.79a

	K1
	0.94b
	0.55b
	1.49b
	1.71a

	K2
	1.30a
	0.75a
	2.05a
	1.73a

	K3
	0.92bc
	0.63b
	1.53b
	1.43b

	K4
	0.79c
	0.58b
	1.37b
	1.36b


2.4 氯化钾对盐胁迫下盛花期长春花叶片叶绿素荧光参数的影响

F0为PSⅡ反应中心处于完全开放状态时的荧光产量，与光合作用光系统转换状态有关。Fm为最大荧光，是已经暗适应的光合机构全部PSⅡ中心均关闭时的荧光强度。Fv/F0常用于度量PSⅡ的潜在活性，尽管Fv/F0不是一个直接的效率指标，但其对效率的变化很敏感，因为一些处理引起Fv/F0变化的幅度较Fv/Fm变化的幅度大得多，所以Fv/F0在一些情况下是表达资料的好形式[16]。从表3看出，由于盐胁迫的影响，K1处理的Fm和Fv/F0值较对照显著下降。K2处理的Fm、F0和Fv/F0值均较K1处理有所升高，且接近对照水平，其中Fm与K1处理差异显著。K3处理的Fm和Fv/F0值较K2处理显著下降，而F0反而显著升高。K4（10/1）处理的Fm和Fv/F0值较K3（10/1）处理进一步显著下降，F0差异不显著。
ΦPSⅡ反映PSⅡ反应中心原初光能捕获效率，是叶片用于光合电子传递的能量占所吸收光能的比例，常用于表示植物光合作用的电子传递量子产额[16]。K1处理的ΦPSII、ETR（表观光合电子传递速率）和qp（光化学淬灭）值，在NaCl作用下均较对照显著降低，NPQ（非光化学淬灭）值则升高1%。K2（20/1）处理的ΦPSII、ETR和qp值显著升高，分别为K1处理的1.15倍、1.4倍和1.3倍，且显著高于对照，NPQ值则较K1处理显著下降。K3与K4处理的ΦPSII、ETR和qp值较K2（20/1）处理均显著下降，甚至显著低于单纯盐胁迫时K1处理的值。K3处理的NPQ值显著升高，且在所有的处理中值最高，K4处理的NPQ值则较K3处理显著下降。可见适宜的钾离子含量有利于长春花光合作用的进行，过量的钾离子则可能危害其光合作用。
表3  NaCl胁迫下不同氯化钾处理对盛花期长春花叶片主要叶绿素荧光参数的影响
	处理
	Fm
	F0
	Fv/ F0
	ΦPSII
	NPQ
	ETR
	qp

	CK
	439 a
	58b
	6.57a
	0.59b
	0.96b
	4.56b
	0.78b

	K1
	365 c
	53b
	5.89b
	0.49c
	0.97b
	3.78c
	0.67c

	K2
	403 b
	56b
	6.23ab
	0.68a
	0.69c
	5.32a
	0.87a

	K3
	354 c
	73a
	3.85c
	0.37d
	1.08a
	2.91d
	0.66c

	K4
	301d
	75a
	2.84d
	0.28e
	0.68c
	2.21e
	0.49d


3 讨 论

施入一定量KCl，调节Na+/ K+比为20/1时能显著缓解长春花的盐害。植物受到盐胁迫后离子平衡被打破，首先发生的是K+亏缺，Na+含量升高，K+/Na+比失衡[17]。K1处理盛花期长春花的根、茎和叶片由于不能维持体内正常的K+ / Na+比率，即不能维持体内的离子平衡，植株的代谢功能得不到保证，生长受到显著抑制作用。通过加入外源KCl，Na+/K+比为20/1时，缓解了盐胁迫造成的植株离子失衡，有利于长春花的生长。随着加入KCl量的增加，过量钾对长春花生长较单纯盐胁迫造成的危害更大，其原因可能是细胞质中大量积累钾，对细胞质中的膜系统和生物大分子造成毒害[18]。氯在长春花体内过多积累也能产生毒害作用。氯的毒害作用主要是通过对细胞超微结构的破坏，而危害植株生长发育[19]。从实验结果看出，K3和K4处理的根和茎中的氯离子含量与K2处理差异显著，但叶片中的氯离子含量差异并不显著，可以推测氯离子的毒害作用并不起主要作用，钾离子的过量积累是造成长春花生长抑制的主要原因。
盐分胁迫对植物生长的一个根本影响是降低了植物的光合速率[20]，叶绿素是植物光合作用过程中捕获光和CO2同化的基本色素，反映了植物潜在的光合效率和同化能力的大小。K+是保持叶绿体正常结构所必需的，供给钾素能促进叶部叶绿素的合成和稳定[21]。当施入一定量KCl，调节Na+/K+比为20/1时，叶绿素a和叶绿素b的含量均显著升高，促进了花期长春花叶部叶绿素的合成和稳定。K3和K4处理的叶绿素含量则较K2处理显著下降，高浓度的钾离子含量能降低叶绿素的合成，这与贾洪涛[22]对玉米的研究结果是一致的。叶绿素荧光参数可以反映出植物耐盐能力的大小[23]。隆小华等[24]报道在较高浓度的海水处理下，菊芋的光合作用显著下降，其各项叶绿素荧光参数指标变化可以明显地反映出盐胁迫对光合作用的影响。盐胁迫下，K1处理的F0值降低，PSⅡ天线的热耗散升高，从而导致其PSⅡ潜在活性、电子传递的量子效率、表观光合电子传递速率和光化学猝灭值较对照值均有所下降，影响了植株的光合作用，抑制了长春花的生长，但此时PSⅡ潜在活性中心并未受到损害。当调节外源Na+/ K+比为20/1时，叶绿素含量显著升高，非化学能量耗散显著降低，其较高的ΦPSⅡ值有利于提高植物的光能转化效率，促进碳同化的高效运转和有机物的积累，从而缓解了盐胁迫的危害。但在K3和K4处理中，长春花的Fv/ F0、ΦPSII和ETR值较K1处理显著下降而F0显著升高，表明PSⅡ反应中心受到伤害[25]，K4处理的F0长期持续的升高反映PSⅡ反应中心发生了不可逆的失活破坏[26]。李峤等[27]对水稻缺钾的研究结果表明，其缺钾可以造成其F0值升高，但差异不显著，光系统PSⅡ并未造成损害。但本实验结果显示高浓度的钾离子含量同样会造成F0值升高，且能使光系统PSⅡ发生严重的损害。K3处理的非光化学猝灭值显著升高，叶绿素俘获的光能转化为辐射能的比例增加，PSⅡ原初电子受体接受的电子减少，说明光能转化为化学能的比例受到影响，长春花的生长受到抑制。
   综上所述，3‰盐胁迫下施入KCl，调节Na+/ K+比为20/1时，可以促进长春花盛花期钾离子的吸收，维持了植株的离子平衡，利于叶绿素的合成，并改善了叶片的光合功能，提高了PSⅡ反应中心开放部分的比例，使电子传递速率和PSⅡ总的光化学量子产量提高，叶片所吸收的光能较充分地用于光合作用，从而显著缓解了盐胁迫对长春花生长造成的危害，长春花的生物量较单纯盐胁迫时显著升高。当调节Na+/ K+比为10/1和5/1时，过量的钾离子反而不利于植株体内离子的平衡，破坏了PSⅡ反应中心活性，损害了光合作用，对长春花的生长造成了更严重的危害。
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		过氧化物酶比活性				POD
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		超氧化物歧化酶(SOD)活性测定
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		丙二醛含量				MDA

				umol/g

		CK		3.29		3.98		3.77		CK		3.68		0.3536947837

		K1		5.45		5.98		5.32		K1		5.58		0.3496188401

		K2		4.78		4.76		4.45		K2		4.66		0.1850225212

		K3		6.87		7.45		6.67		K3		7.00		0.4051337228

		K4		8.95		8.47		8.56		K4		8.66		0.2551470164

						abcde





Sheet3

		0		0.3536947837		0.3536947837

		0		0.3496188401		0.3496188401

		0		0.1850225212		0.1850225212

		0		0.4051337228		0.4051337228

		0		0.2551470164		0.2551470164



MDA含量 MDA content(nmolgFM)

e

d

c

b

a



		0		0.0450924975		0.0450924975

		0		0.2913760457		0.2913760457

		0		1.1249148116		1.1249148116

		0		0.14		0.14

		0		0.1040833		0.1040833



过氧化物酶活性                     POD activity(Umg protein)

c

bc

a

b

bc



		0		0.8356035743		0.8356035743

		0		0.5957348403		0.5957348403

		0		1.5213590416		1.5213590416

		0		0.9611104689		0.9611104689

		0		1.0743525182		1.0743525182



超氧化物歧化酶活性 SOD activity()

e

d

c

b

a



		0		0.9555277774		0.9555277774

		0		0.766572458		0.766572458

		0		0.6543189844		0.6543189844

		0		0.1734935157		0.1734935157

		0		0.5329477773		0.5329477773



过氧化氢酶活性 CAT activity()

b

b

a

b

c



		

		文多灵		mg/g

		CK		13.91		14.31		13.87		14.03		0.2433105012				CK		14.03

		K1		16.02		16.87		15.45		16.11		0.7145861273				K1		16.11

		K2		20.75		21.78		20.12		20.88		0.8379936356				K2		20.88

		K3		17.17		17.98		16.77		17.31		0.6164684366				K3		17.31

		K4		17.06		17.45		17.31		17.27		0.1975685535				K4		17.27

						dcabb

														·

		长春新碱

		CK		1.87		2.12		1.76		CK		1.92		0.1844812547

		K1		3.75		4.36		3.53		K1		3.88		0.43

		K2		4.93		5.56		4.87		K2		5.12		0.3822302971

		K3		3.54		3.87		3.23		K3		3.55		0.3200520791

		K4		3.23		3.58		2.98		K4		3.26		0.3013856887

								d

								b

								a

								bc

								c

		长春质碱

		CK		14.66		14.98		14.56		CK		14.73		0.2193931023

		K1		26.64		27.12		28.16		K1		27.31		0.7770027885

		K2		30.01		30.98		29.56		K2		30.18		0.7256950691

		K3		24.82		23.53		24.95		K3		24.43		0.7850053078

		K4		20.91		22.23		21.04		K4		21.39		0.7274842495

						ebacd

		长春碱

		CK		1.06		1.15		0.97		CK		1.06		0.09

		K1		1.57		1.67		1.45		K1		1.56		0.1101514109

		K2		2.40		2.37		2.71		K2		2.49		0.1882374387

		K3		1.89		1.67		1.98		K3		1.85		0.1594783162

		K4		1.82		1.95		1.74		K4		1.84		0.1059874206

				cbabb





		0		0.1844812547		0.1844812547

		0		0.43		0.43

		0		0.3822302971		0.3822302971

		0		0.3200520791		0.3200520791

		0		0.3013856887		0.3013856887



长春新碱含量
Vincristine content(mg·g-1 DM)

B

c

bc

a

b

d



		0		0.2193931023		0.2193931023

		0		0.7770027885		0.7770027885

		0		0.7256950691		0.7256950691

		0		0.7850053078		0.7850053078

		0		0.7274842495		0.7274842495



长春质碱含量                       Catharanthine content(mg•g-1DM)

C

d

c

a

b

e



		0		0.09		0.09

		0		0.1101514109		0.1101514109

		0		0.1882374387		0.1882374387

		0		0.1594783162		0.1594783162

		0		0.1059874206		0.1059874206



长春碱含量                                Vinblastine content (mg•g-1DM)

D

b

b

a

b

c



		0		0.2433105012		0.2433105012

		0		0.7145861273		0.7145861273

		0		0.8379936356		0.8379936356

		0		0.6164684366		0.6164684366

		0		0.1975685535		0.1975685535



文多灵的含量
Vindoline content(mg·g-1 DM)

A

d

c

a

b

b




