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钙 -钙调素对水杨酸诱导葡萄幼苗耐热性的影响及
与抗氧化的关系
刘悦萍　黄卫东 3 　张俊环
(中国农业大学食品科学与营养工程学院 , 北京 100083)

摘　要 : 研究了钙 -钙调素 (Ca2 +2CaM ) 对水杨酸 ( SA ) 诱导葡萄幼苗耐热性的影响 , 以及抗氧化

酶、MDA、CaM和 Pro在这一过程中的变化。结果表明 : (1) 外源 SA可提高葡萄幼苗的耐热性 , 而 Ca2 +

可促进 SA对耐热性的诱导。但是 , Ca2 +螯合剂 EGTA、Ca2 +通道抑制剂 La3 +以及 CaM拮抗剂 W 7对 SA诱

导的耐热性产生抑制作用。高温热激后 , SA或 SA加 Ca2 +处理促进叶片内 CaM的积累 , EGTA、La3 +或W 7

则抑制 CaM的积累。 (2) 高温下 , SA通过维持高水平的 SOD和 CAT的活性 , 降低 MDA含量来抵抗高温

造成的氧化胁迫 ; 外源 Ca2 +可促进 SA对 SOD和 CAT的诱导 , 而 EGTA、La3 +或 W 7则产生相反的作用。

高温前后 , 各处理叶片内的 POD和 APX的活性并没有明显的变化。 (3) SA或 SA加 Ca2 +处理可增加叶片

中的 Pro含量 , 并在高温下维持较高的水平。高温后 , 各抑制剂处理叶片中的 Pro含量与对照无明显差异。

结果表明 , Ca2 +可调控 SA诱导的耐热性 , 而且在此过程中 , 要求细胞外的 Ca2 +穿过质膜进入胞内 , 并有

抗氧化酶和 Pro的参与。
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Effect of Ca lc ium 2Ca lm odulin on the Therm otolerance Induced by Sa licylic
Ac id in Y oung Grape Seedlings and A ssoc ia ted w ith An tiox idan t System

L iu Yuep ing, Huang W eidong
3

, and Zhang Junhuan
(College of Food Science and N utritional Engineering, China A gricultural U niversity, B eijing 100083, China)

Abstract: Effect of Ca2 + 2CaM on the thermotolerance induced by SA in young grape seedlings was stud2
ied. The levels of antioxidant enzymes, MDA, CaM , p roline were measured after the treatments. The results

showed that SA could induce the thermotolerance of grape seedlings and Ca2 + enhanced the SA2induced ther2
motolerance. In contrast, p retreatment with the Ca

2 +
chelator EGTA, the p lasmalemma Ca

2 +
channel blocker

La
3 +

, which was expected to inhibit the influx of extracellular Ca
2 +

into cells, and the CaM antagonist W 7

weakened the SA2induced thermotolerance. Under heat shock, p retreatment with SA or Ca
2 + ( SA + Ca

2 + )

increased the level of CaM in leaves, but EGTA ( SA + EGTA ) , La
3 + ( SA + La

3 + ) orW 7 ( SA +W 7) de2
creased the levels of CaM. SA p retreatment enabled seedlings to maintain higher activities of SOD and CAT,

and a lower level of MDA to weaken oxidative stress induced by heat shock. Ca
2 +

p retreatment further en2
hanced the SA2induced increase of SOD or CAT activity, but EGTA , La3 + and W 7 had a contrary effect. POD

or APX activity of each treatment had little change before and after heat shock. In addition, p retreatment with

SA or Ca2 + ( SA + Ca2 + ) enhanced the content of p roline and kep t higher level under heat shock, the level of

p roline in each seedling p retreated with antagonists had no obvious difference to the control. These results

showed that SA2induced thermotolerance was medicated by Ca2 + and required the entry of extracellular Ca2 +

into cells through p lasmalemma, and was related with antioxidant enzymes and p roline.
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Ca2 +作为生长发育的第二信使已得到广泛认可〔1〕, 在钙信使参与植物对逆境的应答反应方面也

有诸多报道。Gong等〔2〕研究报告 , 用外源 Ca
2 +处理玉米苗 , 可提高其抗热性 , 而用 Mg

2 +则不能。进

一步研究表明 , 玉米苗抗热性的提高要求胞外 Ca
2 +穿过质膜进入胞内〔3〕。B iyaseheva等〔4〕用荧光染料

的方法研究表明 , 热激使豌豆叶原生质体胞质 Ca
2 +浓度增加 4倍 ; Gong等〔5〕用能表达水母发光蛋白

的转基因烟草为材料研究发现 , 热激时胞质中 Ca2 +水平短暂而迅速地升高。热激使植物胞质 Ca2 +浓

度升高的同时 , 也使胞质中钙调素 (Calmodulin, CaM ) 的水平升高〔3〕。Trofimova等〔6〕在甜菜上观察

到 Ca
2 +预处理可促进热激蛋白的合成。这些直接或间接的证据表明 , Ca

2 +和 CaM可能是热激信号转

导途径中的主要组分。

水杨酸 ( Salicylic acid, SA) 是植物抗病反应中的重要信号分子。Raz等〔7〕报告 , 在 CaM缺失的

烟草叶片中 , SA诱导几丁质酶的形成需外源 Ca
2 +的加入 ; 对烟草悬浮细胞外施 SA, 立即诱导 O

·
2 的

迅速产生 , 并伴随着细胞质 Ca
2 +浓度的短暂升高〔8〕。这些结果说明 , SA对抗病信号的传导可能通过

钙信使系统。Lopez2Delgado等〔9〕报告了 SA能提高马铃薯组织的耐热性。此后 , 相继对芥子苗〔10〕、

烟草〔11〕、番茄〔12〕和葡萄〔13, 14〕等植物的研究也表明 , SA可诱导这些植物产生耐热性 , 并且在高温下

植物叶片中的 SA含量升高。

上述研究揭示了 Ca
2 +、SA以及植物耐热性三者之间可能具有密切的关系 , 但目前并没有直接的

证据表明 Ca
2 +与 SA诱导的耐热性有关。作者以葡萄幼苗为试材 , 研究 Ca

2 +和 CaM是否参与了 SA诱

导的耐热性 , 以及它们与植物抗氧化系统之间的关系。

1　材料与方法

供试材料为 ‘京秀’葡萄 (V itis vin ifera L.‘J ingxiu’) , 于 2002年 1月上旬将无性繁殖的穴盘小

苗移栽于塑料钵 , 盆栽用土为园土 ∶草碳 ∶蛭石 = 1∶1∶1。缓苗后培养 1个营养枝。温室昼夜温度为

25～27℃ /18～20℃, 相对湿度为 40%～50% , 常规管理。

2002年 3月初 , 选择具有 6片功能叶、生长一致的葡萄植株 , 在试验前 1 d依次用自来水和蒸馏

水冲洗 , 以确保苗体清洁。先用毛笔分别涂抹 CaCl2 15 mmol·L
- 1、 EGTA 5 mmol·L

- 1、LaCl3 4

mmol·L
- 1、W 7 015 mmol·L

- 1和蒸馏水 (各加入 1%的 Tween220) ; 4 h后所有上述处理植株均喷施

SA 100μmol·L
- 1 (用 KOH调 pH 710) 至叶片湿润为止。6 h后将幼苗移至光照培养箱中进行 45℃

的热激处理 3 h, 光照强度为 200μmol·m
- 2·s

- 1
, 相对湿度为 50%～60%。以全部前处理均喷施蒸

馏水的幼苗为对照。单株处理 , 3次重复。处理完毕 , 一部分叶片立即测定电解质渗出率〔15〕
, 其它

叶片在液氮中速冻 , 然后在 - 40℃的冰箱中保存 , 用于测定超氧物歧化酶 ( Superoxide dismutase,

SOD) 的活性〔16〕〔取叶片 1 g置于预冷的研钵中 , 加入 2 mL 0105 mol·L
- 1磷酸缓冲液 (pH 718) ,

在冰浴中研磨成匀浆 , 加缓冲液使终体积为 10 mL, 于 4℃下 10 000 g离心 15 m in, 上清液即为 SOD

粗提液 , 然后采用氮蓝四唑光化还原法测定 SOD活性〕、过氧化氢酶 (Catalase, CAT) 活性〔17〕、过

氧化物酶 ( Peroxidase, POD) 和抗坏血酸过氧化物酶 (A scrobate peroxidase, APX) 活性〔18〕
; 丙二醛

(Malondialdehyde, MDA ) 含量〔19〕、脯氨酸 ( Proline, Pro) 含量〔15〕和 CaM含量〔18〕 (CaM及抗血清由

河北师范大学生命科学学院提供 )。

2　结果与分析

211　Ca2 +对 SA诱导葡萄幼苗耐热性的影响
从图 1看出 , 喷施外源 SA的葡萄幼苗在热激后叶片的相对电解质外渗率显著低于对照 , 这说明

外源 SA可提高葡萄幼苗的耐热性。当采用 SA和 Ca
2 +同时处理时 , 热激后叶片的相对电解质外渗率

进一步降低 , 说明 Ca
2 +可促进外源 SA对幼苗耐热性的诱导。当用 SA和 EGTA (Ca

2 +螯合剂 ) 同时

处理幼苗时 , 在热激后叶片相对电解质外渗率与对照无明显差异。可见 , EGTA抑制了 SA对耐热性
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的诱导。而 SA加 La3 + (Ca2 +通道抑制剂 ) 处理

幼苗 , 可抑制细胞外的 Ca
2 +穿过质膜〔20〕

, 结果

叶片的相对电解质外渗率显著高于 SA单独处

理 , 同样降低了 SA诱导的耐热性。另外 , CaM

抑制剂 W 7也抑制了 SA诱导的耐热性 , 表现为

叶片的相对电解质外渗率在高温下升高。以上

结果表明 , 外源 Ca
2 +可促进 SA诱导的耐热性 ,

而 EGTA , La
3 +和 W 7则抑制 SA对葡萄幼苗耐

热性的诱导。

212　SA诱导的耐热性与抗氧化系统之间的关系

植物体内的抗氧化系统包括抗氧化剂和抗氧

化酶类 , 如 SOD、CAT、 POD、APX和 GR等抗

氧化酶。这些抗氧化酶在植物适应各种逆境反应

中具有重要的作用。本试验在热激之前用 SA单

图 1　热激对各种处理葡萄幼苗叶片内相对电解

质外渗率的影响

F ig. 1　Effect of hea t shock on the rela tive electrolyte

leakage of leaves in young grape seedlings

N: 正常植株 Normal p lants without any treatment; Ⅰ: H2O (对照 ,

Control) ; Ⅱ: SA + H2O; Ⅲ: SA + Ca2 + ; Ⅳ: SA + EGTA;

Ⅴ: SA +La3 + ; Ⅵ: SA +W7。下同。The same below.

独处理幼苗 , 叶片中的 SOD和 CAT活性均显著提高 , 而 POD和 APX活性无明显的变化 ; 用 SA加 Ca
2 +

处理 , SOD和 CAT活性的升高幅度高于 SA单独处理 , 而 POD和 APX活性仍无明显的变化 ; SA加抑制

剂 EGTA、La
3 +或 W7同时处理 , 则 SOD、CAT、POD和 APX的活性与对照均无明显差异 (图 2)。

图 2　热激前 ( A) 后 ( B) 各处理对葡萄幼苗叶片内 SOD、CAT、POD和 APX活性的影响

F ig. 2　Effect of SA, Ca2 + , EGTA, La3 + and W 7 pretrea tm en t on the activ ities of SOD, CAT, POD or APX in the

leaves of young grape seedlings before ( A) and after ( B) hea t shock

在热激之后 , 对照和各种处理的 SOD与 CAT活性均降低 , 但降低的幅度明显不同。对照 , SA ,

SA加 Ca2 + , SA加 EGTA、LaCl3和 W 7处理的 SOD活性分别降低了 30%、417%、1112%、2318%、

2311%和 4319% ; 而各处理 CAT活性分别降低了 6419%、1312%、2311%、60%、2713%和 3717%

(图 2)。可见 , SA或 SA加 Ca
2 +处理可维持热激下叶片的 SOD和 CAT活性。热激后 SA或 SA加

Ca
2 +处理叶片内的 SOD和 CAT活性仍显著高于对照和 SA加 3种抑制剂的处理 ; 而 POD和 APX的活

性在热激前后无明显的变化 , 各处理之间也无明显差异 (图 2)。

从图 3可以看出 , 在正常条件下 , 各处理幼苗叶片内的 MDA含量无明显差异。在热激后 , 它们
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的 MDA含量均显著升高。具体表现是 : 对照升

高最多 , SA或 SA加 Ca
2 +处理的 MDA含量稍低

于 SA加 EGTA、La
3 +、W 7三种抑制剂的处理 ,

但差异并不明显。

213　SA加 Ca2 +或抑制剂处理对叶片内 Pro含量

的影响
从图 4可以看出 , SA或 SA加 Ca

2 +处理的幼

苗叶片 Pro含量比对照高 40% , 而添加 EGTA、

La3 +或 W 7后 , 这种促进效应消失。热激处理促

进各处理叶片的 Pro含量升高 , 而 SA或 SA加

Ca
2 +处理 Pro含量仍然为对照的 1134和 1139倍 ,

SA加各抑制剂处理的 Pro含量也明显高于对照。

图 3　热激前 ( A) 后 ( B) 各处理对葡萄幼苗叶片内

MDA含量的影响

F ig. 3　Effect of SA, Ca2 + , EGTA, La3 + and W 7

pretrea tm en t on the level of MDA in the leaves of young grape

seedlings before ( A) and after ( B) hea t shock

图 4　高温热激前 ( A) 后 ( B) 各处理对葡萄幼苗叶片内

脯氨酸含量的影响

F ig. 4　Effect of SA, Ca2 + , EGTA, La3 + and W 7 pretrea tm en t

on the level of proline in the leaves of young grape

seedlings before ( A) and after ( B) hea t shock

图 5　高温热激前 ( A) 后 ( B) 各处理对葡萄幼苗叶片内

CaM含量的影响

F ig. 5　Effect of SA, Ca2 + , EGTA, La3 + and W 7 pretrea tm en t

on the level of CaM in the leaves of young grape

seedlings before ( A) and after ( B) hea t skock

214　SA、SA加 Ca2 +或抑制剂处理对叶片内 CaM含量的影响

图 5表明 , SA、SA加 Ca2 +或 SA加抑制剂处理并不影响葡萄幼苗叶片 CaM含量 , 但是热激后对

照和各处理叶片内的 CaM含量均明显升高 , 其中对照、 SA或 SA加 Ca2 +处理依次升高了 3412%、

5417%和 7817% , 而 SA加抑制剂 EGTA、LaCl3或 W 7分别升高了 4013%、3312%和 3213%。可见 ,

在热激下 SA或 SA加 Ca2 +处理促进了叶片内 CaM积累 , 而 EGTA、La3 +或 W 7处理抑制了 CaM含量

增加。

3　讨论

外源 SA信号到植株耐热性提高的生理效应之间应存在一个级联系统 , 各个级联环节只有互相紧

扣 , 共同完成原始信号的放大 , 才可以表现为生理效应。本试验初步证实 SA诱导的耐热性反应中有

Ca2CaM系统的参与。采用增加外源 Ca2 +浓度 , 或用 EGTA螯合 , 或用 La3 +阻止胞外的 Ca2 +进入胞

内 , 均影响 SA诱导的耐热性 (图 1) , 说明 SA诱导的耐热性依赖于 Ca2 + , 而且要求胞外的 Ca2 +穿

过质膜进入胞内。这与 Gong等〔2〕对热激诱导玉米苗耐热性的研究结果相同。当用 CaM拮抗剂 W 7前

处理 , 也抑制 SA对葡萄幼苗耐热性的提高 (图 1) , 并且 SA或 SA加 Ca
2 +处理可促进高温下叶片内

CaM的积累 (图 5) , 说明 SA诱导葡萄幼苗的耐热性也受到 CaM调控 , CaM的积累可能是植物遭受

环境胁迫的一个普遍反应。在 ABA诱导玉米苗耐热性的研究中 , 虽然 EGTA或 La
3 +影响了 ABA诱导

483



　3期 刘悦萍等 : 钙 -钙调素对水杨酸诱导葡萄幼苗耐热性的影响及与抗氧化的关系　

的耐热性 , 但 CaM拮抗剂W 7或 CPZ对 ABA诱导的耐热性并没有影响〔21〕。可见 , 在不同植物耐热性

诱导过程中 , 虽然 SA、热激和 ABA的处理效应均会受到 Ca
2 +的调控 , 但可能通过不同的 Ca

2 +结合

蛋白来诱导耐热性。有研究证实 , 在植物对逆境的响应中存在不同于 CaM的 Ca
2 +结合蛋白〔22〕。

多种逆境都对植物产生氧化胁迫 , 增强植物的抗氧化能力 (如抗氧化酶活性提高 ) , 可提高植物

的抗逆性。有关 SA诱导的耐热性与抗氧化酶关系 , 目前已有大量的报告。许多研究结果都表明 , 外

源 SA可提高植物体内 SOD活性〔23～25〕, 但 SA对 CAT活性的影响尚有争议。Dat等〔12〕报告 , 外源 SA

培养烟草植株 , 降低了 CAT活性。这一结果在拟南芥〔23〕、马铃薯微植体〔9〕和葡萄〔13〕中得到了证实。

但 Rao等〔23〕和李兆亮等〔24〕研究认为 , SA对 CAT活性无显著抑制作用 ; 而何亚丽等 〔25〕研究表明 ,

015 mmol·L
- 1的 SA有提高高羊茅幼苗 CAT活性的作用。目前有试验证明外源 SA可提高植物体内的

POD活性以增强抗热性〔13, 24 〕
, 但有些研究认为 POD活性的变化可能与耐热性的提高无关〔25〕。有些

研究认为 SA对 APX活性没有影响〔11〕
, 而 Rao等〔23〕报告 , SA处理的拟南芥叶片 APX活性下降。在

本试验中 , 外源 SA处理提高葡萄叶片内 SOD和 CAT活性 , 但对 POD和 APX活性并没有显著影响。

在随后的热激下 , SOD和 CAT活性有所下降 , 但仍高于对照 , 而热激对 POD和 APX活性没有明显影

响。可见 , SA通过提高葡萄叶片 SOD和 CAT活性 (图 2) 以及降低 MDA含量 (图 3) , 而非提高

POD和 APX活性 , 来抵抗高温造成的氧化胁迫的损害。从上述研究结果可以得出 , 不同浓度的 SA

在不同植物上 , 对不同的抗氧化酶会产生不同的影响。

另外 , 有研究表明植物氧化胁迫的产生以及抗氧化系统与 Ca
2 +和 CaM有关。Q iu等〔26〕报告 ,

Ca
2 +和 CaM可促进分离纯化的小麦根质膜产生超氧离子 , Ca

2 +预处理也可提高玉米幼苗内 SOD和

APX的活性〔3〕。Gong等 〔27〕的研究表明 , SOD是一种依赖 CaM的酶 , CaM可激活此酶。在本试验中 ,

用 Ca2 +预处理则促进 SA诱导的葡萄幼苗 SOD和 CAT的活性的提高 , 并且在随后的热激下维持了较

高的 SOD和 CAT水平 (图 2)。而用 EGTA、La
3 +或W 7预处理则抑制 SA对 SOD和 CAT活性的诱导 ,

降低了高温下 SOD和 CAT的活性。可见 , 在葡萄幼苗上 , Ca
2 +可能通过激活 SOD和 CAT活性来调

控 SA诱导的耐热性。

De等〔28〕报告 , 番茄幼苗及其悬浮细胞经短期的热激和低温处理后 , Pro含量增加 , 并且外源

Ca
2 +可增加 Pro含量 , 而外源 EGTA或 La

3 +处理的 Pro含量降低。在本试验中 , 在高温处理前 , SA

或 SA加 Ca2 +处理提高了葡萄叶片中的 Pro含量 , 但是在热激后各处理的 Pro含量均显著提高 , 并没

有受到 EGTA、La3 +或 W 7的抑制 (图 4)。分析这一结果 , 可能的原因是 SA促进 Pro的积累作用与

抑制剂的抑制相互抵消 , 或者在热激反应中存在其它的信使系统激活了与 Pro合成有关的酶 , 从而促

进了 Pro的合成 , 这尚需进一步的研究。
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