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水杨酸对黑麦草幼苗盐胁迫的缓解效应研究
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摘 要  系统分析了黑麦草幼苗在0.2、0.4、0.6和0.8 mmol L-1水杨酸分别与150 mmol L-1 NaCl盐胁迫复合作用下的生长指标与生理生化指标特征，探究了外源水杨酸对黑麦草幼苗盐胁迫的缓解效应。结果表明：施加不同浓度的外源水杨酸均能够显著缓解盐分对黑麦草幼苗的胁迫效应，盐胁迫下施加外源水杨酸，可使得黑麦草幼苗株高，地上、地下部分鲜重和干重均相对增加；加强了植物体内抗氧化酶系统，表现为超氧化物岐化酶（SOD）、过氧化物酶（POD）和过氧化氢酶（CAT）的活性显著提高；减弱了细胞膜脂过氧化作用并降低了质膜破坏程度，表现为细胞质膜透性和丙二醛含量均显著降低。0.6 mmol L-1是所设置的浓度梯度中最佳的水杨酸施用浓度；与单独150 mmol L-1 NaCl盐胁迫相比，黑麦草幼苗株高增加43.38%，地上部分鲜、干重分别增加37.92%和31.36%，地下部分鲜、干重分别增加25.46%和15.32%；胁迫处理第3天，SOD活性增加17.20%，第9天，丙二醛（MDA）含量降低27.60%。
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盐渍土在我国分布广泛，从热带到寒温带、滨海到内陆、湿润地区到干旱的荒漠地区，均有大量盐渍土的分布[1]。盐害严重影响植物的生长发育，并且使生态环境日益恶化[2]，提高植物的耐盐能力是治理盐渍土工作中的关键内容之一。盐胁迫对植物造成的危害主要是使植物体内渗透调节失衡，水分吸收受到抑制，造成生理干旱，进一步导致生物量下降[3-4]；Na+的大量积累会破坏植物体内的离子平衡，最终形成毒害作用，甚至导致植物死亡[5]。
黑麦草（Lolium perenne）是一种丛生型的多年生冷季型草坪草，具有较强的发芽能力和幼苗生长势[6]。黑麦草建植速度快，再生性强，耐践踏，适应土壤范围广，广泛用于足球场等运动场草坪的混播组合，起到先锋和保护草种的作用[7]。多年生黑麦草对高温、寒冷和干旱环境都有一定的适应性，但当生长环境盐分过高时，其生长明显受到抑制[8]。
水杨酸是一种酚类激素，可由植物体自身合成，调节植物的生长发育，对植物的光合作用、蒸腾作用与离子的吸收与运输也有调节作用。水杨酸亦是一种对植物抗逆性有一定影响的信号分子，能在植物体内触发一系列防御机制。研究表明：施用水杨酸可降低膜渗透性，提高植物耐盐性，如外施水杨酸可增加盐胁迫下草莓叶片中的N、P、K、Mg、Fe、Mn和Cu等几乎所有的元素，降低Na+的含量[9]。NaCl胁迫玉米和母菊时，水杨酸可抑制Na+的积累，增加其他矿质元素的含量，从而减轻盐害，提升植物的耐盐性[10]。本文通过分析不同浓度水杨酸对NaCl胁迫下黑麦草幼苗的生长及生理生化指标的影响，较为系统地揭示了施用外源水杨酸对黑麦草幼苗盐分胁迫的缓解效应，并初步探讨了内在机制。
1 材料与方法
1.1  试验材料与处理

供试材料为“百灵鸟”多年生黑麦草（由常州明远园艺有限公司提供）。试验选取均匀一致的籽粒饱满黑麦草种子，并用0.1%的HgCl2溶液消毒15~20 min，消毒后用蒸馏水冲洗三次吸干表面水分后备用。用天平称取等量（2.00 g）的黑麦草种子播种于塑料培养盒中，培养盒规格20 cm×15 cm×9 cm，培养基质为灭菌蛭石（每盒200 g）。待黑麦草种子出苗后浇灌1/2 Hoagland营养液（pH调节至6.5±0.1）。于播种第10 天（幼苗株高约5 cm）选择长势一致的幼苗进行NaCl溶液和水杨酸的混合浇灌。根据浇灌溶液组成将试验分为6个处理，分别为CK：Hoagland营养液；S：150 mmol L-1 NaCl；SSA1：150 mmol L-1 NaCl+0.2 mmol L-1 SA（水杨酸）；SSA2：150 mmol L-1 NaCl+0.4 mmol L-1 SA；SSA3：150 mmol L-1 NaCl+0.6 mmol L-1 SA；SSA4：150 mmol L-1 NaCl+0.8 mmol L-1 SA；处理S、SSA1、SSA2、SSA3和SSA4的溶液均由Hoagland营养液配制而成，每个处理重复3次。每隔1d浇灌一次处理液，共四次，分别于浇灌处理液的第0、3、6、9天采集植物样品测定生理指标。
1.2  测定项目与方法

生长指标：直尺测量黑麦草株高增加值（浇灌处理液第9天株高―第0天株高）；植株分地上、地下两部分，万分之一电子天平称量鲜重，置于105 ℃烘箱杀青15 min，75℃烘干至恒重，称量干重。
生理生化指标：细胞质膜透性的测定采用相对电导率法[11]。丙二醛（MDA）含量采用硫代巴比妥酸法测定[12]。超氧化物歧化酶（SOD）采用氮蓝四唑（NBT）光化还原法测定[13]，以抑制光还原NBT50%为一个酶活性单位；过氧化物酶（POD）采用愈创木酚法[14]；过氧化氢酶（CAT）参照Chance和Maehly[15]方法测定。
1.3  数据处理

采用Excel 2010和SPSS 19.0等软件进行数据的处理与分析作图，显著性检验采用Duncan法。
2  结果与讨论
2.1  水杨酸对NaCl胁迫下黑麦草幼苗生长指标的影响
由表1可知，NaCl对黑麦草幼苗生长具有明显的抑制作用。外源水杨酸的加入使盐胁迫下黑麦草的生长得到了一定程度的缓解，但未缓解至无盐胁迫的对照水平。与单独     150 mmol L-1 NaCl胁迫相比，0.2、0.4、0.6 和0.8 mmol L-1水杨酸的添加可使黑麦草株高增量分别提高29.01%、30.99%、43.38%和37.46%，黑麦草地上部分鲜重分别增加11.22%、16.67%、37.92%和34.00%，地上部分干重分别增加10.60%、15.68%、31.36%和27.97%；地下部分鲜重分别增加8.49%、14.37%、25.46%和23.53%，地下部分干重分别增加7.26%、8.06%、15.32%和12.90%。
不同浓度的水杨酸对NaCl胁迫下黑麦草幼苗的各项生长指标影响程度不同，综合分析不同处理下黑麦草幼苗株高、鲜重和干重等各项生长指标可知：0.6 mmol L-1水杨酸对    150 mmol L-1 NaCl胁迫下黑麦草幼苗生长抑制的缓解效应最显著。
表 1 不同处理对黑麦草幼苗生长的影响
Table 1 Effect of salicylic acid (SA) on growth of Lolium perenne seedlings relative to treatment 
	试验处理
Treatment
	株高增加值
Plant height increase

(cm)
	地上部分
Aboveground part
	地下部分
Underground part

	
	
	鲜重Fresh weight
(mg plant-1)
	干重Dry weight
(mg plant-1)
	鲜重Fresh weight
(mg plant-1)
	干重Dry weight
(mg plant-1)

	CK
	6.79±0.24a
	30.05±0.87a
	3.18±0.15a
	13.67±0.75a
	1.49±0.11a

	S
	3.55±0.21c
	20.94±0.91d
	2.36±0.09d
	10.37±0.70c
	1.24±0.08c

	SSA1
	4.58±0.31c
	23.29±1.82cd
	2.61±0.18cd
	11.25±1.03bc
	1.33±0.09bc

	SSA2
	4.65±0.28b
	24.43±1.37c
	2.73±0.19c
	11.86±1.09bc
	1.34±0.12bc

	SSA3
	5.09±0.17b
	28.88±1.27b
	3.10±0.16b
	13.01±0.98b
	1.43±0.07b

	SSA4
	4.88±0.28b
	28.06±1.29b
	3.02±0.16b
	12.81±0.74b
	1.40±0.06bc


注：试验处理CK：Hoagland营养液；S：150 mmol L-1 NaCl；SSA1：150 mmol L-1 NaCl+0.2 mmol L-1SA（水杨酸）；SSA2：150 mmol L-1 NaCl+0.4 mmol L-1 SA；SSA3：150 mmol L-1 NaCl+0.6 mmol L-1 SA；SSA4：          150 mmol L-1 NaCl+0.8 mmol L-1 SA，下同。同一列不同字母表示差异显著（p＜0.05） Note: Treatment CK: Hoagland nutrient solution; S: 150 mmol L-1 NaCl; SSA1: 150 mmol L-1 NaCl+0.2 mmol L-1 SA; SSA2：     150 mmol L-1 NaCl+0.4 mmol L-1 SA; SSA3: 150 mmol L-1 NaCl+0.6 mmol L-1 SA; SSA4：150 mmol L-1 NaCl+0.8 mmol L-1 SA. The same below. Same column, different letters represent significant difference (p＜0.05)
2.2  水杨酸对NaCl胁迫下黑麦草幼苗抗氧化酶活性的影响
盐胁迫常导致植物体内大量氧自由基积累，导致膜结构完整性遭到破坏、叶绿素降解[16]、蛋白质变性甚至死亡[17-18]。植物在长期进化过程中形成的逆境适应机制较为完善，其中植物体内的超氧化物岐化酶（SOD）、过氧化物酶（POD）和过氧化氢酶（CAT）等抗氧化物酶类[19]能在盐胁迫下被激活，及时清除活性氧[20]，保护细胞的完整性[21]。
图1中，对照CK处理（仅进行Hoagland营养液浇灌）下的黑麦草幼苗的SOD活性最高，且有随时间延长其活性逐渐升高的趋势。胁迫处理的第3天，150 mmol L-1 NaCl处理的SOD活性为1 773.0 U g-1， NaCl胁迫与水杨酸复合处理中，0.6 mmol L-1水杨酸+150 mmol L-1 NaCl处理（SSA3）的SOD活性与仅 150 mmol L-1 NaCl胁迫处理（S）相比增加最多，增加了17.2%，显著高于其他复合处理。至胁迫处理第9天，各添加水杨酸与NaCl复合处理与仅NaCl胁迫处理的黑麦草SOD活性相比无显著差异。由此可知，NaCl胁迫使黑麦草幼苗的SOD活性显著降低，添加不同浓度水杨酸后的NaCl胁迫处理下的黑麦草幼苗SOD活性与单独NaCl胁迫处理相比有所升高，但仍低于无盐对照（CK）。NaCl胁迫处理下，黑麦草幼苗SOD活性有随水杨酸浓度增加先升高后降低的趋势。
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注：图中不同字母表示同一处理时间不同处理间差异显著（p<0.05）。下同 Note: Different letters represent significant difference (p<0.05) between different treatments at the same treatment time. The same blow

图 1 水杨酸和NaCl处理下黑麦草幼苗超氧化物歧化酶活性
Fig.1 SOD activity of the Lolium perenne seedlings under SA and NaCl treatment
图2和图3显示的分别为不同处理对黑麦草幼苗过氧化物酶（POD）和过氧化氢酶（CAT）活性的影响。由图可知，胁迫处理第3、第6天，SSA3和SSA4处理的POD活性显著低于CK，显著高于处理SSA1、SSA2和处理S；第9天，各添加水杨酸处理与仅NaCl胁迫处理的黑麦草POD活性相比无显著差异，且显著低于对照。胁迫处理第3天，SSA2的CAT活性显著低于对照，显著高于S、SSA1、SSA3和SSA4，第6天和第9天，各添加水杨酸处理与仅NaCl胁迫处理的黑麦草POD活性相比无显著差异，且显著低于对照。由此可知，不同处理对黑麦草幼苗POD和CAT活性的影响规律类似于对SOD活性的影响，NaCl胁迫使黑麦草幼苗的POD和CAT活性显著降低，添加不同浓度水杨酸后NaCl胁迫下的黑麦草幼苗POD和CAT活性与单独NaCl胁迫处理相比有所升高。
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图 2 水杨酸和NaCl处理下黑麦草幼苗过氧化物酶活性
Fig.2 POD activity of the Lolium perenne seedlings under SA and NaCl treatment
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图 3 水杨酸和NaCl处理下黑麦草幼苗过氧化氢酶活性
Fig.3 CAT activity of the Lolium perenne seedlings under SA and NaCl treatment
2.3  水杨酸对NaCl胁迫下黑麦草幼苗膜系统的影响  
正常生长情况下，植物细胞内自由基的产生与清除处于动态平衡，而当植物处于盐胁迫时，这种动态平衡就会遭到破坏[5,22]，导致自由基大量积累，进而产生膜脂过氧化作用[23]，膜内的磷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，使膜系统的完整性丧失，导致电解质外渗，严重时可导致植物死亡[24-25]。
丙二醛（MDA）作为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[26]。由图4可知，CK处理的黑麦草幼苗的MDA含量保持在较低水平，且在黑麦草生长过程中保持相对稳定。NaCl的胁迫处理使黑麦草幼苗的MDA含量显著升高，水杨酸的加入有抑制MDA含量升高的作用。一定范围内，随水杨酸浓度增加，抑制作用先增强后减弱。其中，0.6 mmol L-1的水杨酸处理对MDA含量升高的抑制作用最为明显。胁迫处理第9天，0.6 mmol L-1的水杨酸与150 mmol L-1 NaCl胁迫复合作用下黑麦草幼苗MDA含量较单独150 mmol L-1 NaCl胁迫处理降低了27.60%。
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图 4 水杨酸和NaCl处理下黑麦草幼苗丙二醛含量
Fig.4 MDA content in the Lolium perenne seedlings under SA and NaCl treatment
图5显示的是不同处理不同时期细胞膜透性的情况，细胞膜透性直观地反映了细胞质膜受伤害的程度。由图可知，黑麦草幼苗细胞质膜的透性与幼苗体内的丙二醛含量呈相似变化规律，亦表现为CK的细胞膜透性最小且保持相对稳定，NaCl胁迫使黑麦草幼苗的细胞膜透性增大，外源水杨酸的加入减小了盐胁迫下细胞质膜透性增加的程度。0.6 mmol L-1水杨酸对150 mmol L-1 NaCl胁迫下黑麦草幼苗质膜透性增大的缓解作用最为明显，相对减轻了膜脂过氧化作用对细胞造成的伤害。
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图 5 水杨酸和NaCl处理下黑麦草幼苗细胞膜透性
Fig.5 Cell membrane permeability of the Lolium perenne seedlings under SA and NaCl treatment
由以上结果的分析可知，盐胁迫对黑麦草幼苗的生理生化指标产生了一系列的不良影响，而水杨酸的加入可通过增加细胞内SOD、POD、CAT等抗氧化物酶的活性清除过多的氧自由基，并能够通过缓解膜脂过氧化伤害，维持细胞膜结构的完整性和功能的运行，从而在一定程度上对黑麦草的生理生化过程起到保护作用。其中，0.6 mmol L-1水杨酸缓解效果最好。
3 结 论
不同浓度水杨酸的施用可不同程度缓解盐胁迫对黑麦草幼苗造成的伤害，与NaCl胁迫情况下相比：株高和地上、地下部分鲜、干重均增加；超氧化物岐化酶、过氧化物酶和过氧化氢酶等抗氧化物酶活性提高；幼苗体内的丙二醛含量降低，细胞质膜透性减小等，从而加强了植物体内抗氧化酶系统，有效维持了细胞质膜系统的完整性，保证了植物体内各种生理生化过程的正常进行。在所设置的浓度梯度中，0.6 mmol L-1的外源水杨酸施用浓度，对黑麦草幼苗在150 mmol L-1 NaCl胁迫的缓解效应最佳。
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Effect of Extraneous Salicylic Acid Mitigating Salt Stress on Ryegrass (Lolium perenne) Seedlings
LIU Guangming1  LI Jinbiao1, 2  WANG Xiuping3  YANG Jingsong1†  CHEN Jinlin2  HE Lidan1
(1 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences，Nanjing 210008, China)
(2 College of Forestry, Nanjing Forestry University，Nanjing 210037, China)
(3 Institute of Coast Agriculture, Hebei Academy of Agriculture and Forestry Sciences, Caofeidian, Hebei 063200,China)
Abstract  In order to explore effect of extraneous salicylic acid mitigating salt stress on Lolium perenne seedlings, a pot experiment was carried out, using vermiculite as medium in the pots (20 cm × 15 cm × 9 cm each) for cultivation of Lolium perenne, in greenhouse. The experiment was designed to have two levels of salt stress (0 and 150 mmol L-1 NaCl) and 5 levels of extraneous salicylic acid (0, 0.2, 0.4, 0.6 and 0.8 mmol L-1) to form 6 treatments, that is treatments CK, S, SSA1, SSA2, SSA3 and SSA4. After germination, Lolium perenne seedlings began to get watered with 50% Hoagland nutrient solution (6.5 ± 0.1 in pH). NaCl solution and salicylic acid were added with the solution on D0 (the 10th day after sowing) when the seedlings was approximately 5 cm in height and then watered once every other day. So the seedlings were watered a total of four times. The seedlings in the treatments were sampled four times on D0, D3, D6 and D9 for systematic analysis of physiological and biochemical indices. Results show that application of extraneous salicylic acid, regardless of concentration, significantly mitigated salt stress on Lolium perenne seedlings; relatively improved the seedlings in plant height, and fresh and dry weights of shoot and root; significantly increased the activities of superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD) and catalase (CAT), thus strengthening the antioxidant enzyme system of the plants; reduced membrane lipid peroxidation and hence damage of the membrane, which was manifested in reduction of cell membrane permeability and malondialdehyde (MDA) content. Compared with Treatment S (150 mmol L-1 NaCl), Treatment SSA3 was the most prominent in the effect of mitigating salt stress. It increased the plant height of the Lolium perenne seedlings by 43.38%, the fresh and dry weight of the shoot by 37.92% and 31.36%, respectively and the fresh and dry weight of the root by 25.46% and 15.32%, respectively. On D3, SOD activity in the seedlings increased by 17.20%, and on D9, MDA content decreased by 27.60%. To sum up, 0.6 mmol L-1 salicylic acid is the optimal rate among all the concentrations designed to mitigate salt stress of 150 mmol L-1 NaCl on Lolium perenne seedlings.
Key words  Salicylic acid; NaCl stress; Lolium perenne; Mitigating effect; Aotioxidant enzyme; Membrane lipid peroxidation
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