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摘摇 要摇 通过施加不同浓度 NaCl(40 ~ 400 mmol·L-1)、NaHCO3(20 ~ 200 mmol·L-1)和聚
乙二醇(PEG,5% ~ 30% ),分析盐碱和干旱胁迫对盐生植物碱菀种子萌发、幼芽生长以及
Na+ / H+逆向转运蛋白基因 TvNHX1 表达的影响. 结果表明:40 ~ 160 mmol·L-1 NaCl、20 mmol
·L-1 NaHCO3 和 5% ~10% PEG 处理对碱菀种子的萌发没有不利影响;但当 NaCl 浓度达到

240 mmol·L-1时, 碱菀种子发芽率、根长和芽长均显著降低(P<0郾 05);NaHCO3逸50 mmol·
L-1时,种子发芽率显著降低(P<0郾 05),浓度达到 130 mmol·L-1时,发芽势、根长和芽长显著
降低; PEG逸15%时,种子的萌发出现显著的滞后效应. 发芽期 TvNHX1 呈组成型表达,但 160
mmol·L -1 NaCl、100 mmol·L -1 NaHCO3 和 10% PEG 的胁迫诱导使 TvNHX1 的表达明显升
高,NaCl 和 PEG 胁迫下 TvNHX1 表达的变化与萌芽种子的表型变化同步,TvNHX1 在碱菀耐
逆境胁迫中可能发挥重要作用.
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Abstract: By applying 40-400 mmol·L-1 NaCl, 20-200 mmol·L-1 NaHCO3, and 5% -30%
PEG, this paper studied the effects of saline鄄alkali and drought stress on the seed germination and
Na+ / H+ antiporter gene (TvNHX1) expression of Tripolium vulgare. 40-160 mmol·L-1 NaCl, 20
mmol·L-1 NaHCO3, and 5% -10% PEG鄄6000 had less effects on the seed germination; while 逸
240 mmol·L-1 NaCl decreased the seed germination rate, root length, and shoot length (P <
0郾 05), 逸50 mmol·L-1 NaHCO3 decreased the seed germination rate (P<0郾 05), 130 mmol·L-1

NaHCO3 decreased the seed germination potential, root length, and shoot length (P<0郾 05), and
逸15% PEG delayed the seed germination. TvNHX1 transcripts were basically constitutive at germi鄄
nation stage, but their expression increased distinctly at 160 mmol·L -1 NaCl, 100 mmol·L-1

NaHCO3, and 10% PEG. Under salt and drought stress, the expression of TvNHX1 changed in鄄
phase with the phenotype change of germinated seeds, suggesting that TvNHX1 play important roles
in the tolerance of T. vulgare against adversity stress.
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摇 摇 土壤干旱盐渍化是一个世界性问题,严重影响

着全球农牧业发展和生态环境[1-2] . 利用盐生植物

开发盐渍土资源已成为人类解决资源短缺和环境恶

化问题的有效途径[3-4],因此,开展盐生植物抗盐碱

生理特性及其机制的研究具有重要意义[5-7] .
碱菀(Tripolium vulgare)是菊科碱菀属一年生

草本植物,多生长在土壤 pH 值在 8郾 0 ~ 9郾 5 的低位

盐碱斑、盐碱湿地和碱湖边,是强盐碱土和碱土的指

示植物,在我国西北、东北和华东地区均有分布. 同
时,碱菀花期较长,适于在盐碱度较高的地区做观花

地被和观赏花卉. 目前有关碱菀的研究甚少[8-9],尚
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未见对碱菀在逆境胁迫下种子萌发的研究报道.
种子萌发是植物生活史的关键阶段. 盐碱生境

下,植物种子萌发期的耐盐碱能力直接影响着植物

幼苗的数量,制约着植物种群的大小,并影响着植物

种群的分布范围[10-11] . 一年生盐生植物萌发和萌发

后出土阶段是耐盐能力最弱的时期[12],不同盐生植

物在种子萌发期对不同胁迫的应答反应是不同的,
作用机制也非常复杂[13-14] . 土壤中过多的 Na+是盐

碱地上植物生长的主要限制因子之一,Na+ 跨液泡

膜的运输及其在液泡中的积累由液泡膜上的 Na+ /
H+逆向转运蛋白(NHX1)完成. 编码液泡膜 Na+ / H+

逆向转运蛋白的基因 NHX1 的表达并发挥作用是植

物耐盐的重要机制. 本研究前期克隆得到了碱菀的

Na+ / H+逆向转运蛋白基因 TvNHX1,其在酵母和拟

南芥中的异源表达对 NaCl 和 NaHCO3 具有抗

性[15-16],但尚不清楚该基因在碱菀耐盐碱胁迫中的

作用.
本研究分析了不同浓度 NaCl、NaHCO3 和 PEG鄄

6000(模拟干旱)胁迫条件下碱菀种子萌发的情况,
同时检测了不同胁迫条件下,其 Na+ / H+逆向转运蛋

白基因的表达,分析逆境胁迫下碱菀种子萌发期的

形态生理变化及 TvNHX1 的作用,以期为干旱盐碱

地区盐生植物的栽培及开发利用提供理论依据.

1摇 材料与方法

1郾 1摇 供试材料

碱菀种子于 2008 年 10 月采自黑龙江省五里木

草原. 种子在室温下晾干,4 益冰箱内保存备用.
1郾 2摇 研究方法

1郾 2郾 1 种子萌发与胁迫处理摇 试验于 2009 年 3—5
月在哈尔滨师范大学生命科学与技术学院分子生物

学研究室进行. 选取大小均一、颗粒饱满的种子,用
10%次氯酸钠消毒 10 min,蒸馏水冲洗干净,浸泡催

芽. 将已露白的上述种子放入 9 cm 培养皿内,每一

培养皿中 50 粒. 分别加入蒸馏水、相应浓度 NaCl、
NaHCO3 和 PEG鄄6000 溶液至滤纸饱和,盖好盖子,
封口膜封口. 在恒温光照培养箱中 25 益 / 15 益变温

条件下发芽与生长. 光照 16 h·d-1,光强 56 滋mol·
m-2·s-1,相对湿度控制在 60% ~ 70% . 每 24 h 将

培养皿内的滤纸用相同浓度的 NaCl、NaHCO3 或

PEG鄄6000 溶液轻轻冲洗 3 遍,以保持试验期内每个

培养皿中溶液的水势基本恒定. 试验设 NaCl、NaH鄄
CO3 和 PEG鄄6000 溶液 3 种处理,每个处理设置 6 个

浓度: NaCl 的浓度为 40、80、160、240、320 和 400

mmol·L-1;NaHCO3 的浓度为 20、50、100、130、150
和 200 mmol·L-1; PEG 的浓度为 5% 、10% 、15% 、
20% 、25%和 30% ;并以蒸馏水为对照,3 次重复. 每
天统计种子萌发数,计算发芽率和发芽势. 发芽以碱

菀种子展出 2 片子叶为标准; 发芽势为萌发 2 d 的

发芽数. 对百分数数据进行平方根转换,以保证方差

的匀质性. 第 7 天测定各胁迫下种子的总发芽数、发
芽种子根长、芽长、地上部和地下部生物量,同时将

幼芽用液氮速冻,-80 益保存用于提取 RNA.
1郾 2郾 2 TvNHX1 表达的半定量 RT鄄PCR 检测 摇 采用

SDS 法[17]提取各胁迫处理后碱菀总 RNA. 以 1 滋g
总 RNA 为 模 板, 用 PrimeScriptTM Reverse Tran鄄
scriptase(Takara 产品)进行反转录,反应体系按照

说明书进行. 将反转录产物稀释 10 倍,分别用 18S
rRNA 引物 ( F1:5爷鄄agtatggtcgcaaggctgaa鄄3爷;R1:5爷鄄
cattcaatcggtaggagcga鄄3爷)和碱菀 TvNHX1 保守区引物

(F2:5爷鄄gctcttccaaccaaaatcaatc鄄3爷;R2:5爷鄄tgccgggttc鄄
caggttaagaag 鄄3爷)进行 PCR,18S rRNA 的 PCR 体系

为:预变性 94 益 4 min,变性 94 益 30 s,退火 55 益
30 s,延伸 72 益 1 min,36 个循环后 72 益 延伸 10
min. 碱菀 TvNHX1 保守区 PCR 体系:预变性 94 益 3
min,变性 94 益 30 s,退火 58 益 30 s,延伸 72 益 1
min,30 个循环后 72 益 延伸 10 min. PCR 产物用

1%的琼脂糖凝胶电泳检测.
1郾 3摇 数据处理

利用 SPSS 软件对数据进行单项分组方差分析,
用最小显著差异法(LSD)进行不同胁迫处理间的差

异比较. 用 Excel 软件完成数据处理、绘图.

2摇 结果与分析

2郾 1摇 盐碱胁迫对碱菀种子发芽的影响

2郾 1郾 1 NaCl 胁迫对碱菀种子发芽的影响 摇 由图 1
和表 1 可以看出,高浓度 NaCl 处理对碱菀种子萌发

具有抑制作用,且抑制程度随 NaCl 浓度的增加而增

大. NaCl 浓度为 40 和 80 mmol·L-1条件下,碱菀第

1 天发芽率均超过 70% ,第 2 天达到最大值;当

NaCl 浓度为 160 mmol·L-1时,发芽势虽然有所降

低,但与对照相比差异不显著;当 NaCl 浓度为 240
mmol·L-1时,发芽率降低达到显著水平(P<0. 05).
当 NaCl 浓度达到 320 mmol·L-1时,催芽第 1 天种

子几乎不萌发,第 2 天萌发率升至 70% ,第 3 天达

到最大值;而在 400 mmol·L-1 NaCl 胁迫下,碱菀种

子第 5 天才达到萌发的高峰期,表现出明显的滞后

效应. 这两个浓度下碱菀发芽率和发芽势都显著降

低(P<0. 05).
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图 1摇 NaCl 和 NaHCO3 胁迫对碱菀种子萌发的影响
Fig. 1摇 Effects of NaCl and NaHCO3 stress on seed germination
of Tripolium vulgare.

摇 摇 随着 NaCl 浓度增加,碱菀的根长和芽长均不同

程度地受到影响,当 NaCl 浓度达到 240 mmol·L-1

时,根长、芽长均显著降低(表 1).
2郾 1郾 2 NaHCO3 胁迫对碱菀种子发芽的影响摇 由图

1 和表 1 可以看出,20 mmol·L-1 NaHCO3 处理对碱

菀种子萌发没有产生不利的影响;当 NaHCO3 浓度

升至 50 mmol·L-1 后,种子发芽率显著降低,但在

50 ~ 200 mmol·L-1 范围内,其发芽率基本一致;

当 NaHCO3 浓度达到 130 mmol·L-1时,其总发芽率

达到 95郾 3% ,但发芽势只有 60郾 7% ;当 NaHCO3 浓

度为 200 mmol·L-1时,发芽势仅为 38郾 0% . 说明较

高浓度碱性盐胁迫使种子初始发芽时间明显推后,
萌发持续时间延长.

不同浓度 NaHCO3 胁迫下,碱菀根长的变化十

分显著. 与对照组相比,在 20 ~ 100 mmol·L-1 NaH鄄
CO3 条件下,根长不断下降,当 NaHCO3 浓度为 130
mmol·L-1时,幼芽胚根均出现褐化、坏死现象,当
NaHCO3 浓度达到 150 mmol·L-1时,所有萌发的种

子都没有胚根. 这说明当碱性盐浓度超过一定值后

严重抑制了根生长.
2郾 2摇 PEG 胁迫对碱菀种子发芽的影响

由图 2 和表 2 可以看出,干旱胁迫对碱菀种子

发芽率影响不显著,在第 4 天种子萌发达到最大值,
发芽率接近 100% ;但 PEG 胁迫对碱菀发芽势有显

著影响. PEG 浓度低于 10% 时,碱菀种子发芽势高

于 90% ,与对照没有明显差异;但当 PEG 浓度为

15%时,发芽势急剧降至 54郾 0% ; PEG 浓度超过

20%时,第 1 天没有种子发芽,在第 4 天萌发才达到

高峰. 由此可见,干旱胁迫对碱菀种子发芽势的影响

更明显:随着 PEG 浓度升高,初始发芽时间推后,萌
发持续时间延长. 干旱胁迫对碱菀种子萌发后根长和

芽长的影响基本一致,其中 PEG 浓度在 5% 和 10%
时,根长略有上升,显示轻度干旱促进碱菀幼芽根部

生长,可能是植物对干旱胁迫的一种适应.
2郾 3摇 不同盐碱和干旱胁迫下碱菀 TvNHX1 的表达

分别提取盐碱和干旱胁迫下萌发碱菀幼芽的总

表 1摇 盐碱胁迫下碱菀种子萌发及根芽生长
Tab. 1摇 Germination and growth of Tripolium vulgare under salinity and alkaline stress (mean依SD)

处 理
Treatment

浓 度
Concentration
(mmol·L-1)

发芽率
Germination rate

(% )

发芽势
Germination potential

(% )

根 长
Root length

(cm)

芽 长
Shoot length

(cm)
NaCl 0 99郾 3依0郾 012a 99郾 3依0郾 012a 1郾 22依0郾 069a 0郾 88依0郾 123a

40 97郾 3依0郾 023a 97郾 3依0郾 031a 1郾 61依0郾 230a 0郾 82依0郾 006a
80 100郾 0依0a 98郾 0依0郾 035a 1郾 25依0郾 414a 0郾 95依0郾 068a

160 99郾 3依0郾 012a 90郾 0依0郾 072a 1郾 25依0郾 032a 0郾 93依0郾 032a
240 91郾 3依0郾 061b 87郾 3依0郾 050a 0郾 71依0郾 129b 0郾 67依0郾 051b
320 91郾 0依0b 66郾 7依0郾 175b 0郾 60依0郾 214b 0郾 61依0郾 056bc
400 88郾 7依0郾 012c 25郾 3依0郾 136c 0郾 41依0郾 212b 0郾 53依0郾 104c

NaHCO3 0 99郾 3依0郾 012a 99郾 3依0郾 012a 1郾 22依0郾 069a 0郾 88依0郾 123a
20 98郾 7依0郾 012a 96郾 0依0郾 023a 1郾 11依0郾 300a 0郾 87依0郾 059a
50 93郾 3依0郾 031b 88郾 0依0郾 040a 0郾 96依0郾 410ab 0郾 94依0郾 049a

100 95郾 3依0郾 050b 94郾 7依0郾 095a 0郾 69依0郾 176b 0郾 95依0郾 021a
130 95郾 3依0郾 012b 60郾 7依0郾 019b 0郾 13依0郾 117c 0郾 70依0郾 117b
150 94郾 7依0郾 023b 60郾 7依0郾 095b 0c 0郾 74依0郾 055b
200 94郾 0依0郾 035b 38郾 0依0郾 144c 0c 0郾 76依0郾 115b

同列数据后不同小写字母表示差异显著(P<0郾 05) Different letters in the same column meant significant difference at 0郾 05 level among treatments un鄄
der different concentrations. 下同 The same below.
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表 2摇 干旱胁迫下碱菀种子萌发及根芽生长
Tab. 2摇 Germination and growth of Tripolium vulgare under PEG鄄6000 stress (mean依SD)

浓 度
Concentration
(% )

发芽率
Germination rate

(% )

发芽势
Germination potential

(% )

根 长
Root length

(cm)

芽 长
Shoot length

(cm)
0 99郾 3依0郾 012a 99郾 3依0郾 012a 1郾 22依0郾 069a 0郾 88依0郾 123a
5 98郾 7依0郾 015a 94郾 0依0郾 040a 1郾 43依0郾 055a 0郾 87依0郾 154a
10 97郾 3依0郾 023a 90郾 0依0郾 035a 1郾 51依0郾 191a 0郾 80依0郾 017a
15 96郾 7依0郾 023a 54郾 0依0郾 020b 1郾 21依0郾 304a 0郾 69依0郾 087b
20 98郾 7依0郾 012a 48郾 7依0郾 117b 1郾 31依0郾 175a 0郾 80依0郾 060a
25 98郾 7依0郾 023a 38郾 0依0郾 365c 0郾 95依0郾 040b 0郾 53依0郾 122b
30 98郾 7依0郾 023a 0c 0郾 62依0郾 091c 0郾 51依0郾 072b

图 2摇 PEG 胁迫对碱菀种子萌发的影响
Fig. 2摇 Effects of PEG stress on seed germination of Tripolium
vulgare.

RNA,用半定量 PCR 方法检测 TvNHX1 在 mRNA 水

平表达的差异. 结果显示, NaCl 浓度为 40 和 80
mmol·L-1时,碱菀幼芽 TvNHX1 表达量与对照组无

明显差异;当 NaCl 浓度达到 160 mmol·L-1 时,其
TvNHX1 表达量明显升高(图 3),说明碱菀 TvNHX1
的表达受一定浓度盐胁迫诱导,而碱菀种子萌发

的各项指标都与对照没有明显差异 ( 表1 ) . 在

图 3摇 不同胁迫条件下碱菀 TvNHX1 基因的表达
Fig. 3摇 Expression of TvNHX1 in Tripolium vulgare under differ鄄
ent stress by RT鄄PCR.

NaHCO3 胁迫下,碱菀 TvNHX1 表达上调,100 和 130
mmol·L-1 NaHCO3 胁迫下碱菀 TvNHX1 的表达都

高于对照(图 3),而 130 mmol·L-1 NaHCO3 胁迫下

碱菀种子发芽势、根长和芽长却显著降低. 在 10%
PEG 干旱胁迫下,碱菀 TvNHX1 表达量达到最大值;
而当 PEG 浓度达到 20% 时,其表达量则降低(图
3).

3摇 讨摇 摇 论

3郾 1摇 盐碱和干旱胁迫对碱菀发芽的影响

不同盐生植物在萌发期的耐盐性不同[13] . 当
NaCl 浓度超过 50 mmol · L-1 时, 羊 草 ( Leymus
chinensis)种子发芽率受到显著抑制[13],而盐穗木

(Halostachys caspica)种子萌发的耐盐临界值高达

540 mmol·L-1 [14] . 本试验中, 低于 160 mmol·L-1

NaCl 对碱菀种子发芽没有明显的影响;当 NaCl 浓
度达到 240 mmol·L-1,碱菀发芽率、根长和芽长显

著降低(P<0. 05,表 1),显示其具有较强的耐盐性.
分子量在 6000 及以上的 PEG 是模拟土壤干旱

理想的水势调节物质[18] . 本研究中,随着 PEG 浓度

升高,碱菀种子萌发进程受到显著抑制. 在低于

10% PEG 浓度下第 2 天就达到了萌发最大值,而在

25% PEG 时第 1 天没有种子萌发,第 4 天才达到发

芽高峰期. 其原因可能在于 PEG 胁迫导致水分供应

不足,难以满足物质代谢的需求,同时,PEG 处理的

种子不能通过从溶液中增加无机离子的吸收来进行

渗透调节,迫使种子吸水率减慢,吸水量减小,使种

子萌发延迟[19] .
碱性盐对植物的胁迫作用及植物对其生理适应

机理与中性盐胁迫明显不同[20], 碱胁迫对种子萌

发所产生的影响包括渗透胁迫、离子毒害和高 pH
等三重胁迫,其中高 pH 是对羊草生长造成严重危

害的主要原因[21],高 pH 对羊草种子萌发的抑制作
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用大于溶液本身盐分的作用[22] . 本研究中,NaHCO3

(pH 9郾 12 ~ 9郾 18)胁迫对碱菀种子萌发和根芽生长

的抑制都明显大于 NaCl 和 PEG 的作用(表 1 和表

2),与前人的相关报道一致. 碱胁迫作用可能的机

制是高 pH 值的环境,轻者抑制了种子内物质转化,
使呼吸作用、酶活性和可溶性糖含量等降低,从而导

致种子萌发和幼苗生长受到抑制;重者使萌动胚根

的细胞解体导致组织结构破坏;同时使各种离子的

存在状态发生改变[22-23] .
3郾 2摇 盐碱和干旱胁迫下 TvNHX1 表达与碱菀种子

萌芽的关系

在分子水平上,植物抵御盐碱干旱胁迫有多种

可能的机制[24],其中,液泡膜 Na+ / H+逆向转运蛋白

NHX 具有调节细胞内 pH 值和 Na+的浓度及维持细

胞内离子稳态等多种功能,其将 Na+区隔在液泡中

是植物耐盐的一个重要策略[25-26] . Rodriguez鄄Ro鄄
sales 等[27] 研究表明,NHX 使液泡中 Na+ 区域化集

中,比在细胞质中积累有机溶质或渗透保护剂对植

物耐受或抵抗高盐胁迫所起的作用具有更高的效

率. 碱菀是高度耐盐碱植物,其 Na+ / H+逆向转运蛋

白 TvNHX1 在碱菀抗逆性中是否发挥作用? 本研究

中,在非胁迫条件下检测到 TvNHX1 转录物,说明

TvNHX1 为组成型表达,这与拟南芥 AtNHX1、水稻

OsNHX1、北滨藜 AgNHX1 等基因的表达相一致[28],
显示该基因在植物正常生长发育中具有一定的作

用. 同时,TvNHX1 表达量受盐碱和干旱胁迫诱导,
并表现出一定的特点.

在 NaCl 和 PEG 胁迫下 TvNHX1 表达变化与种

子萌发过程中表型变化表现出同步性. 160 mmol·
L-1NaCl 和 10% PEG 的胁迫对碱菀种子的萌发没有

显著影响(表 1 和表 2),TvNHX1 表达也都表现明显

上调(图 3);15%及更高浓度 PEG 处理使碱菀种子

发芽势显著降低,而在 20% PEG 胁迫下 TvNHX1 表

达量也明显降低;当 NaCl 浓度达到 240 mmol·L-1

后,碱菀发芽率、根长和芽长均显著降低,但由于样

品量所限,本研究没有检测该浓度下 TvNHX1 的表

达. 是否在 160 ~ 240 mmol·L-1NaCl 浓度范围内也

存在着 TvNHX1 表达的拐点需要进一步的试验研

究.
目前对 NHX1 耐盐性分析主要集中在 NaCl 胁

迫上,缺少对 NaHCO3 等碱性盐胁迫下 NHX1 表达

的研究,而东北地区盐碱土多为苏打盐碱化,含有一

定碱性盐,因此,评价 NHX1 表达对碱性盐胁迫的响

应更有意义. 转 AtNHX1 番茄提高了对 NaHCO3 胁

迫的耐性[29],100 和 130 mmol·L-1 NaHCO3 胁迫使

碱菀 TvNHX1 表达明显上调 (图 3),但是在 100
mmol·L-1 NaHCO3 条件下,碱菀的发芽率和根长与

对照相比显著降低;NaHCO3 为 130 mmol·L-1时胚

根仅略有伸长,且都出现褐化、坏死现象(表 1). 在
NaHCO3 作用下,碱菀的 TvNHX1 上调表达,其机制

可能与 NaHCO3 溶液高 pH 值的复杂作用有关,尚
待深入研究.

对不同逆境胁迫下碱菀生长不同时期生理变化

与生态适应还须进行进一步的研究,并同步分析碱

菀 NHX1 及其他逆境胁迫应答基因表达,以揭示碱

菀高抗盐碱与干旱的机制,为开发利用碱菀资源,并
将其抗逆基因用于作物分子育种提供理论依据和基

因资源.
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