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� � 摘 � 要 � � 研究了外源 Ca2+ 对盐胁迫下耐盐性不同的两个水稻品种(武育粳 3 号和 IR36)几种抗氧化

酶活性及膜脂过氧化的影响。结果表明:适量的 Ca2+ 供应能有效提高水稻叶片超氧化物歧化酶( SOD)、过氧

化氢酶( CAT)、过氧化物酶( POD)以及抗坏血酸过氧化物酶( APX)的活性 ,使之维持在较高的水平上, 并降低

了丙二醛(MDA)含量和细胞膜透性。此外, 外源 Ca2+ 还增加了抗坏血酸( AsA)的含量, 增强了水稻幼苗的根

系活力。这表明适量的外源 Ca2+ 供应提高水稻耐盐性的原因之一, 在于其增强了植株的活性氧清除能力以

及对细胞膜的稳定作用。
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� � 土壤盐渍化是影响农业生产以及生态环境的一

个全球性问题, 它也是目前制约着我国农业增产的

两大土壤因素之一[ 1]。众多研究已表明, 植物在盐

逆境条件下,细胞内活性氧产生与清除之间的平衡

遭到破坏,膜脂过氧化作用增强,从而导致了细胞质

膜透性增大、离子平衡失调、代谢紊乱[ 2] , 植物体内

产生的O
-�
2 、�OH、1O2等自由基是引发细胞这种逆境

伤害的重要原因。盐胁迫造成了植物细胞中能够清

除活性氧自由基的保护酶系, 如超氧化物歧化酶

(SOD)、过氧化氢酶( CAT)、过氧化物酶( POD)等活

性的降低, 以及膜脂过氧化产物丙二醛( MDA)含量

的增加。一些研究发现
[ 3, 4]

,施用谷胱甘肽、水杨酸

等也能有效提高植物体内活性氧清除系统中 SOD、

POD等的活性,降低细胞的膜脂过氧化水平,提高植

物耐盐性。Liang等[ 5]的研究发现,外源硅显著提高

大麦耐盐性的一种可能机理是硅提高了盐胁迫大麦

根系中 SOD、POD、CAT 和谷胱甘肽还原酶( GR)活性

以及谷胱甘肽( GSH)的含量, 降低 MDA累积量和电

解质的渗漏率。

钙是细胞内生理生化反应的第二信使偶联外信

号,同时也是一种很好的膜保护剂, 它对维持细胞

壁、细胞膜以及膜结合蛋白的稳定性, 调节无机离子

运输,调控多种酶活性等起着重要的作用。近年来

的研究表明, 钙能提高植物组织或细胞的多种抗性,

如抗冷性、抗热性、抗盐性以及抗多种矿质元素毒害

胁迫等[ 6~ 9]。但有关钙如何影响盐胁迫条件下水稻

幼苗多种生物酶的活性及其相互之间协调作用以缓

解盐害方面的报道还不甚多见。本文研究了外源钙

对盐胁迫下水稻幼苗几种生物酶活性以及膜脂过氧

化的影响,以期为进一步探讨钙对植物逆境伤害的

缓解机理提供理论依据。

1 � 材料与方法

1�1 � 植物的培养与处理
� � 供试材料为耐盐性不同的两个水稻品种, 即武

育粳 3号(较耐盐)和 IR36(盐敏感)。种子用 0�1%
的HgCl2消毒 10 min,自来水充分冲洗,然后用蒸馏
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水浸种24 h,萌发后播种于盛有石英砂的周转箱中,

用木村 B营养液培养(表 1) , 置于人工气候室生长,

昼夜温度分别为 28  和 20  ,每天光照 10 h。选取

生长一致的三叶一心期的幼苗, 转移到 1 L 塑料烧

杯(外裹遮光黑布)中, 每杯植苗 4株。每 4 d 换一

次营养液, 待主茎第 6叶全展后开始处理。试验设

如下 4种处理: ( 1) CK; ( 2) T1( 100 mmol L
- 1

NaCl) ;

(3) T2 ( 100 mmol L- 1 NaCl + 5 mmol L- 1 CaCl2 ) ;

( 4)T3( 100 mmol L- 1 NaCl + 10 mmol L- 1 CaCl2 )。

CK、T1继续换用木村 B完全营养液配制,其他处理

(T2、T3)用不含 Ca2+ 的木村 B 营养液配制。处理期

间每 2 d换一次营养液, 1周后采样测定各指标。

表 1� 木村 B营养液配方

Table 1� Composit ion of Kimura B nutrient solution

成分1)

Composition

浓度(mg L- 1)

Concentrat ion

成分1)

Composit ion

浓度( mg L- 1)

Concentration

(NH4) 2SO4 48�2 Ca( NO3) 2 59�9

MgSO4 65�9 K2SO4 15�9

KNO3 18�5 柠檬酸铁 Fe�citrate !

KH2PO 4 24�8 微量元素 Trace element !

� � 1)柠檬酸铁用Fe�EDTA代替,微量元素用Arnon营养液。每天调节营养液 pH 为 5�0 Fe�EDTA was used instead of Fe�citrate� The trace element

come from the Arnon solution� Culture solution pH was maintained at 5�0 and check daily

1�2 � 分析方法
1�2�1 � 细胞质膜透性的测定 � � 利用相对电导率

法[ 10]。

1�2�2 � MDA含量的测定 � � 采用赵世杰等方法测

定[ 11]。

1�2�3 � 根系活力的测定 � � 采用TTC法[ 12]。

1�2�4 � 酶活性测定 � � SOD采用 NBT 光化还原法

测定[ 11] , 以抑制光还原 NBT50% 为一个酶活性单

位; POD 采用愈创木酚法[ 13] ; CAT 参照 Chance 和

Maehly[ 14]的方法; 抗坏血酸过氧化物酶( APX)与抗

坏血酸( AsA)参照赵会杰的方法[ 11]。

2 � 结果与分析

2�1 � 钙对盐胁迫下水稻幼苗 MDA含量及细胞质

膜透性的影响

MDA是膜脂过氧化作用的主要产物之一, 其含

量的高低和细胞质膜透性的变化是反映细胞膜脂过

氧化作用强弱和质膜破坏程度的重要指标[ 15]。如

图1所示,盐胁迫使耐盐性不同的两个水稻品种叶

片MDA含量均显著增加,但耐盐品种(武育粳 3号)

的叶片MDA含量明显低于盐敏感品种,这表明NaCl

对耐盐水稻膜脂过氧化作用较小。加 Ca2+ 处理明显

降低了叶片MDA含量,就耐盐品种来讲, 5 mmol L- 1

Ca2+ 处理的幼苗在胁迫后MDA含量较对照增加了

73�45%, 10 mmol L- 1 Ca2+ 处理后幼苗MDA 较对照

仅增加了 33�15% ; 另外, 与单纯 NaCl胁迫的处理

(T1)相比 5 mmol L
- 1

Ca
2+
和 10 mmol L

- 1
Ca

2+
处理

的MDA 含量分别降低了 24�81%和 42�28%。该结
果表明, Ca2+ 具有降低膜脂过氧化作用,减轻膜脂过

氧化对植物细胞的伤害,并且以 10 mmol L
- 1

Ca
2+
处

理的效果要好。在盐胁迫下,水稻幼苗MDA含量的

变化趋势与细胞膜透性变化相似, 不同耐性水稻品

种两者的相关性系数分别为 0�921 7(武育粳 3号)、

0�997 6( IR36) ,均达极显著水平( p< 0�01)。表明盐
胁迫下水稻幼苗膜透性的增加与膜脂过氧化程度之

间表现出显著的正相关关系, 且与MDA相似, Ca2+

处理抑制了细胞电解质的渗漏。

2�2 � 钙对盐胁迫下水稻幼苗根系活力的影响
根系活力反映了植物根系的生长发育状况, 是

根系生命力的综合评定指标。如图 2所示, 未受盐

胁迫的处理( CK)其根系活力显著高于受过盐胁迫

的处理(T1、T2、T3)。在相同的盐胁迫条件下, 加钙

处理(T2、T3)其根系活力相对于未加钙处理要高,且

10 mmol L- 1 Ca2+ 处理对提高水稻幼苗的根系活力

要比 5 mmol L- 1 Ca2+ 处理明显。单就耐盐品种(武

育粳 3号)来讲, 两个加钙处理较单纯 NaCl胁迫处

理( T1)分别增加了 48�95% 和 96�85% , 而较对照

( CK)则分别降低了 34�90%和 13�95%。这一结果
说明盐胁迫造成了水稻幼苗根系活力的下降, 加钙

在一定程度上抑制了根系活力的降低, 且由图 2可

以看出, 10 mmol L
- 1

Ca
2+
处理比 5mmol L

- 1
Ca

2+
处

理效果明显,耐盐品种(武育粳 3号)比盐敏感品种

( IR36)的处理效果也更为明显。
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CK:对照 Control; T1: 100 mmol L- 1 NaCl; T2: 100 mmol L- 1 NaCl + 5 mmol L- 1 CaCl2; T3: 100 mmol L- 1 NaCl + 10 mmol L- 1 CaCl2

图 1� 不同浓度 Ca2+ 对 NaCl胁迫下水稻幼苗叶片 MDA含量、细胞质膜透性的影响

Fig�1 � Effect of concentration of Ca2+ onMDA content and permeability of cell membrane in leaves of rice seedlings under NaCl stress

CK:对照Control ; T1: 100 mmol L- 1 NaCl; T2: 100 mmol L- 1 NaCl

+ 5mmol L- 1 CaCl2; T3: 100 mmol L- 1 NaCl + 10 mmol L- 1 CaCl2

图 2� 不同浓度 Ca2+ 对 NaCl胁迫下水稻幼苗根系

活力的影响

Fig�2 � Effect of Ca2+ concentration on root activity of rice seedl ings

under NaCl stress

2�3 � 钙对盐胁迫下水稻幼苗保护酶活性的影响
SOD是清除超氧自由基酶系统中最重要的一种

酶,当植物体处在胁迫环境中时,这种酶活性通常显

著降低。如图 3 所示, 在盐胁迫条件下, 水稻幼苗

SOD酶活性较对照明显降低, 钙处理后有效抑制了

其活性的降低,其中以10 mmol L- 1Ca2+ 处理的效果

较好, 这表明钙能有效提高 SOD 酶的活性, 减少活

性氧物质的累积量从而降低植物细胞内活性氧自由

基对质膜和膜脂过氧化作用水平的伤害, 维持细胞

膜的稳定性和完整性。由图中不难看出, 在相同的

胁迫条件下,耐盐性不同的两个水稻品种在施加钙

处理后 SOD的活力较未加钙的处理均有所增加,但

其中耐盐品种(武育粳 3号)增加的幅度显然要高于

盐敏感品种( IR36)。此外,无论是 10 mmol L- 1 Ca2+

处理还是 5mmol L
- 1

Ca
2+
处理对提高盐敏感品种的

SOD活力均很有限, 这表明盐胁迫对盐敏感品种已

造成了严重伤害, 单纯的钙处理对盐害的缓解作用

有限,同时也说明钙在调控修复植物逆境胁迫伤害

中的能力有限度。

CK:对照Cont rol ; T1: 100 mmol L- 1 NaCl; T2: 100mmol L- 1 NaCl

+ 5 mmol L- 1 CaCl2; T3: 100 mmol L- 1 NaCl + 10 mmol L- 1 CaCl2

图3� 不同浓度 Ca2+ 对NaCl胁迫下水稻SOD活性的影响

Fig�3� Effect of Ca2+ concentrat ion on SOD activity in rice

seedlings under NaCl stress

由图 4可知,在盐胁迫下耐盐性不同的两个水稻

品种CAT 活力均比对照有不同程度的下降, 适量的

钙处理在一定范围内抑制了其下降的趋势。单就耐

盐品种来讲,盐胁迫下, 未加钙处理(T1) CAT 活力比

对照下降了45�15%,而加钙的两个处理(T2、T3)则分

别下降了 38�52%和 18�88%,这说明盐胁迫下适量的

Ca
2+
较好地诱导了 CAT 活性的上升, 从而清除了由

于胁迫而在叶片中积累的H2O2, 提高了水稻有效抗

拒盐胁迫的能力。与 SOD一样,在本试验中两个浓

度的 Ca
2+
处理均未能有效提高盐胁迫下盐敏感品种

( IR36)的CAT 活性,减轻其受到的胁迫伤害。
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CK:对照Control ; T1: 100 mmol L- 1 NaCl; T2: 100 mmol L- 1 NaCl

+ 5 mmol L- 1 CaCl2; T3: 100 mmol L- 1 NaCl + 10 mmol L- 1 CaCl2

图4� 不同浓度Ca2+ 对NaCl胁迫下水稻幼苗CAT 活性的影响

Fig�4� Effect of Ca2+ concentrat ion on CAT activity of rice

seedlings under NaCl stress

与上述两种酶一样, 外源 Ca2+ 提高了盐胁迫条

件下 POD酶的活性,不同程度地减轻了水稻幼苗的

盐胁迫伤害(如图 5)。盐胁迫下,耐盐品种(武育粳

3号) 10 mmol L- 1 Ca2+ 处理与 5 mmol L- 1 Ca2+ 处理

的POD活性分别较未加 Ca
2+
的处理增加 42�74%和

66�04%, 效果均十分明显。与各自的对照相比,盐

敏感品种( IR36)各处理的 POD下降幅度都明显比

耐盐品种(武育粳 3号)大,这也恰恰说明WYJ抵御

盐胁迫伤害的能力要比 IR36强,从而保证了其在盐

逆境下要较 IR36生长良好。

CK:对照Control ; T1: 100 mmol L- 1 NaCl; T2: 100 mmol L- 1 NaCl

+ 5 mmol L- 1 CaCl2; T3: 100mmol L- 1 NaCl + 10 mmol L- 1 CaCl2

图5� 不同浓度Ca2+ 对NaCl胁迫下水稻幼苗POD活性的影响

Fig�5 � Effect of Ca2+ concentration on POD activity of rice

seedlings under NaCl stress

2�4 � 钙对盐胁迫下水稻幼苗氧化酶活性及抗氧化
剂含量的影响

� � APX是叶绿体中清除活性氧自由基的一种关键

酶,它通过 ASA�GSH�NADPH 循环来清除细胞内的

H2O2、O
-�
2 等, 从而避免活性氧的潜在伤害。如图 6

所示,在盐胁迫下, 水稻幼苗的 APX活性相对对照

有增加的趋势,且加 Ca
2+
处理在一定范围内促进了

APX活性的增加, 这与上述几种保护酶的变化趋势

不同。耐盐品种(武育粳 3 号)在外源施用 5 mmol

L- 1 Ca2+ 处理后其 APX 的活性较对照和单纯 NaCl

胁迫处理 ( T1)分别增加了 42�86% 和 9�09% , 而

10 mmol L
- 1

Ca
2+
处理却反而使其活性降低。

CK:对照 Control; T1: 100 mmol L- 1 NaCl; T2: 100 mmol L- 1 NaCl

+ 5 mmol L- 1 CaCl2; T3: 100 mmol L- 1 NaCl + 10 mmol L- 1 CaCl2

图6� 不同浓度Ca2+ 对NaCl胁迫下水稻幼苗APX活性的影响

Fig�6� Effect of Ca2+ concentration on APX activity of rice

seedlings under NaCl stress

盐胁迫下,植物体内活性氧生成量增加,活性氧清

除系统通过控制细胞中活性氧的浓度来保护细胞,AsA

作为植物体内的一种抗氧化剂能清除O-
2 歧化生成的

H2O2。如图7所示,盐胁迫明显降低了水稻叶片中AsA

的含量,耐盐性不同的两个水稻品种(武育粳3号、IR36)

其单纯NaCl胁迫处理(T1)较各自对照分别下降 36�85%
和37�93%。外源Ca2+ 的加入均显著增加了水稻叶片中

AsA的含量,其中以10mmol L- 1 Ca2+ 处理的增幅最为明

显,分别为对照的142�04%和 112�26%,且均已超过各自

对照的水平。在相同处理条件下,耐盐品种(武育粳 3

号)AsA的增加量高于盐敏感品种( IR36) ,这也从另一方

面证明了其更为耐盐的原因。两个品种均显示出 10

mmol L
- 1

Ca
2+
处理对AsA的增加效应要比5 mmol L

- 1

Ca2+ 处理的强。
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CK:对照Control ;T1: 100mmol L- 1 NaCl ;T2: 100 mmol L- 1 NaCl + 5 mmol

L- 1 CaCl2; T3: 100mmol L- 1 NaCl + 10mmol L- 1 CaCl2

图7� 不同浓度 Ca2+ 对NaCl胁迫下水稻叶片AsA含量的影响

Fig�7� Effect of Ca2+ concentrat ion on AsA content in leaves of rice

seedlings under NaCl stress

3 � 讨 � 论

在正常情况下, 植物细胞内自由基的产生与清

除处于动态平衡,而当植物一旦处于盐胁迫下,这种

平衡遭到破坏, 导致了 O
-�
2 、�OH 等自由基的大量累

积,自由基启动膜脂过氧化作用,膜内拟脂双分子层

中含有的不饱和脂肪酸链被过氧化分解, 从而造成

膜的损伤和破坏,膜系统的完整性丧失,进而引起电

解质外渗[ 7] ,严重时导致植物死亡。此外,自由基对

含有饱和双键的生物功能分子如叶绿素、核酸等也

有破坏作用[ 16]。MDA 是膜脂过氧化的末端产物,

其含量高低是判断膜脂过氧化程度的重要指标
[ 16]

,

电解质渗漏率也是反映细胞膜受伤害程度的直接指

标。钙是生物膜的稳定剂, 在维持细胞膜结构稳定

性和功能方面有重要的作用。本研究结果表明,适

当浓度的 Ca
2+
降低了盐胁迫下水稻幼苗的电解质

渗漏率和MDA含量(图1) , 维持了细胞质膜的完整

性,保证了植物体各种代谢循环的正常进行。其原

因可能是 Ca2+ 与膜磷脂的极性头部相连接, 发生交

联作用,从而使得膜脂上的蛋白质和磷脂结合紧密,

降低膜透性[ 9]。在单纯NaCl胁迫处理条件下( T1) ,

耐盐水稻(武育粳 3 号)叶片中MDA含量明显低于

盐敏感品种( IR36) ,这表明 NaCl对耐盐水稻的膜脂

过氧化作用相对较小。

植物根系是活跃的吸收器官和合成器官, 它直

接影响植物地上部的生长状况。根系活力的大小影

响着植物对养分的吸收和植物体内的代谢作用,是

一项客观反映根系生命活动的生理指标。本研究结

果显示,盐胁迫使得耐盐性不同的两个水稻品种根

系活力都有所下降(图 2) , 施用一定量的钙均不同

程度提高两个水稻品种的根系活力,但耐盐品种(武

育粳 3 号)较盐敏感品种 ( IR36)增加的幅度更大。

根系活力的提高促进了植物在盐逆境条件下对营养

物质的正常吸收、运输和转化以及地上部的良好

生长。

SOD、CAT、POD和APX等保护酶类在植物体内

协同作用,在逆境胁迫中清除过量的活性氧,维持活

性氧的代谢平衡、保护膜结构,从而使植物在一定程

度上忍耐、减缓或抵御逆境胁迫伤害[ 5]。SOD催化

O
-�
2 发生歧化反应进而解除其毒性伤害, 而歧化反

应过程中所产生的H2O2 则由 CAT、POD、APX等来清

除[ 8, 12]。本实验结果表明, 适量的 Ca2+ 提高了盐胁

迫下水稻叶片SOD、CAT、POD的活性,且10 mmol L
- 1

Ca2+ 处理较5 mmol L- 1Ca2+ 处理更为有效地诱导了

这三种保护酶活性的增强(图 3、图 4、图 5) ,甚至使

其恢复到接近非盐胁迫的水平(耐盐品种)。而APX

却有着不同的结果,在单纯NaCl胁迫下耐盐性不同

的两个水稻品种其活性均较对照有所增加, 而

5 mmol L- 1 Ca2+ 处理则提高了其增加的幅度, 这与

Mittal等[ 17]的研究结果相似, 盐胁迫在一定范围内

提高了 APX 的活性。维持盐胁迫条件下较高的

APX活性,可以及时清除 H2O2, 进而避免由于 H2O2

和O
-�
2 相互作用产生�OH, 直接启动膜脂过氧化, 对

膜系统造成更大的伤害。同上述三种酶( SOD、CAT、

POD)不同的是, 10 mmol L
- 1

Ca
2+
处理反而降低了

APX的活性, 这可能是由于该浓度的 Ca2+ 未能有效

调控 APX的活性,甚至对植物组织细胞形成了新的

离子伤害,其具体原因还有待于进一步的研究。本

试验中,耐盐水稻品种(武育粳 3号)的几种生物酶

活性均较同等处理条件下的盐敏感品种( IR36)要

高, 而活性氧水平则相对较低,对膜系统的伤害也就

小, 因而能维持细胞膜正常的代谢功能,这可能就是

其更为耐受盐胁迫伤害的原因之一。AsA是植物体

内普遍存在的一种活性氧清除剂, 能清除 O
-�
2 、

1O2

和H2O2, 抑制膜脂过氧化,而且与防止活性氧抑制

CO2固定有关
[ 18]。本研究中, Ca2+ 处理显著提高盐

胁迫条件下水稻叶片 AsA含量,清除了在逆境胁迫

积累的部分自由基,减轻了质膜的损伤,有效缓解水

稻幼苗的盐胁迫伤害,保证其正常的生长。
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EFFECT OF EXOGENOUS CALCIUM ON ANTIOXIDANT ENZYME ACTIVITY AND

LIPID PEROXIDATION OF RICE SEEDLINGS UNDER SALT STRESS

Zhu Xiaojun1, 2, 4 � Liang Yongchao1, 3� � Yang Jingsong2 � Lou Yunsheng1

( 1 Department of Plant Nutrition, College of Resources and Environmental Sciences, Nanjing Agricultural University , Nanjing � 210095, China )

( 2 Institute of Soil Science, ChineseAcademy of Sciences, Nanjing � 210008, China )

(3 Institute of Soils and Fertilizers , Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing � 100081, China )

( 4 Jiangsu Provincial Supervising & Testing Center for Production Quality, Nanjing � 210029, China)

Abstract � � Two contrasting rice ( Oryza sativa L. ) cultivars, i. e. Wuyujing No. 3 ( salt�tolerant) and IR36 ( salt�sen�
sitive) , were used for investigating effects of exogenous calcium ( Ca) on antioxidant enzyme activity and lipid peroxidation in

leaves of rice growing hydroponically under salt stress. The results show that content of malondialdehyde (MDA) aswell as mem�
brane permeability were enhanced under salt stress. Salt stress decreased activities of antioxidant enzymes and contents of antioxi�
dants. Addition of Ca significantly enhanced activities of superoxide dismutase ( SOD) , catalase ( CAT) , peroxidase ( POD) and

ascorbate peroxidase (APX) in the leaves of salt�stressed rice but reduced concentration of MDA and permeability of cell mem�
brane. Furthermore, exogenous Ca enhanced ascorbic acid (AsA) content and root activity. Treatment with higher Ca ( 10 mmol L- 1

Ca
2+

) was observed to have better alleviat ing effect than that with lower Ca (5 mmol L
- 1

Ca
2+

) in the two contrasting rice culti�
vars differing in salt tolerance, but the reverse was observed in the experiment of APX activity. The degree of increase or de�
crease in the above mentioned parameters was smaller in salt�tolerant cultivar than in salt�sensitive one under singleNaCl stress.

The results seem to suggest that the elimination of active oxygen species (AOS) and maintenance of membrane stability accounted

to some extent for the mechanisms of Ca�mediated enhancement of salt tolerance in rice growing under salt stress.

Key words � � Calcium; Salt stress; Rice; Enzyme; Lipid peroxidation
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