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摘 要：以多年生黑麦草（Lolium perenne L.)幼苗为材料，用不同浓度的 NaCl（A）、NaHCO3（B）、NaCl和 NaHCO3混合溶液

（C）进行胁迫处理，探究盐碱胁迫下黑麦草幼苗 3种保护酶的分布，为研究黑麦草幼苗适应盐碱胁迫的响应机制提供理

论依据。在 2种单盐（NaCl、NaHCO3）处理浓度分别为 100、200、300、400 mmol/L（A1、A2、A3、A4）和 30、60、90、120 mmol/L
（B1、B2、B3、B4），1种混合盐（NaCl+NaHCO3）处理浓度为 100、200、300、400 mmol/L（C1、C2、C3、C4），胁迫后采用聚丙烯

酰胺凝胶电泳法，对黑麦草植株 SOD、POD、CAT进行分离并建立电泳图谱，结果表明：3种酶在黑麦草植株内均有表达，

在不同盐碱胁迫下酶谱带分布和活性均有不同，以适应盐胁迫环境下细胞内特殊的生化反应。
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Analysis on Isozymograms and Activities of Three Protective Enzymes in Rye⁃
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Abstract：Perennial ryegrass (Lolium perenne L.) seedlings were treated with various of concentrations of NaCl (A),
NaHCO3 (B), NaCl and NaHCO3 (C) to investigate the distribution of three protective enzymes in Lolium perenne L.
When the concentration of two kinds of single salt (NaCl, NaHCO3) were 100, 200, 300, 400 mmol/L (A1, A2, A3,
A4) and 30, 60, 90, 120 mmol/L (B1, B2, B3, B4), and the concentrations of one mixed salt (NaCl + NaHCO3) were
100, 200, 300, 400 mmol/L (C1, C2, C3, C4), respectively. After stressed, polyacrylamide gel electrophoresis was
used to separate SOD, POD and CAT from ryegrass plants and establish electrophoresis pattern. The results showed
that 3 enzymes were expressed in ryegrass plants, with variations in zymogram distribution and enzyme activity un⁃
der different saline-alkali stress conditions, allowing the plants to adapt to the unique biochemical reactions occur⁃
ring within cells under salt stress.
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黑麦草属禾本科黑麦草属。广泛分布于欧、

亚、北非等地区，是具有多种价值的经济作物。

黑麦草适口性好、消化率高，是畜牧饲料的重要
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组成部分 [1]；且耐践踏，成坪速度快，品质优良，耐

磨性好，管理粗放，抗病虫害及分蘖能力强 [2-3]，又

具有适应性强、生物量大和根系发达等特点，常

作为园林绿化建造草坪的优选材料 [4-5]。在我国

现有的耕地中，盐碱地主要分布在 23个省、市、自

治区，面积约 667万 hm2[6]，研究盐碱胁迫下黑麦草

幼苗的适应机制和耐受性对我国盐碱地城市绿化

和畜牧养殖业有重要意义。

关于黑麦草的相关研究已有诸多报道，国内

外对黑麦草幼苗的逆境生长生理方面的研究多数

集中在对形态发育结构、生长特性、生理特性等
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方面 [7-11]。逆境条件下，植物通过调节多种抗氧化

酶的活性来抑制自由基氧化损伤，抵抗逆境对植

物造成的损害 [12-14]。NaCl胁迫下，红豆与白扁豆

SOD活性均显著升高，红豆 POD活性显著升高，

白扁豆 POD活性显著下降，以降低细胞膜氧化伤

害 [15]。NaCl盐胁迫下，黑麦草幼苗中 SOD、POD和
CAT酶活性大体呈先升后降的趋势 [16]。目前利用

聚丙烯酰胺凝胶电泳技术（PAGE）对短花针茅 [17]、

柳枝稗 [18]、藜麦 [19]、辣椒 [20]等物种进行盐碱胁迫后

保护酶同工酶的表达状况的研究，但有关盐胁迫

下黑麦草 SOD、POD、CAT同工酶的分布还未见报

道。本试验采用聚丙烯酰胺凝胶电泳法，对黑麦

草 3种主要保护酶进行分离并建立电泳图谱，为

后续开发利用黑麦草资源提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试材料为黑麦草（冬牧 70）种子，由牡丹江

园林种子公司提供。

1.2 试验方法

1.2.1 黑麦草幼苗的培养

黑麦草幼苗培养选择蛭石砂培法，选取籽粒

饱满的黑麦草种子播于盛有蛭石的塑料盆中，每

盆 30枚种子。将塑料盆置于植物培养温室中，每

2天浇灌一次 1/2 Hoagland营养液。培养 4周后进

行胁迫处理。

1.2.2 胁迫处理

选择生长良好、长势一致的幼苗放置于遮光

广口瓶中，用 1/2 Hoagland营养液配制不同浓度的

盐碱溶液，2种单盐（NaCl、NaHCO3）处理浓度分别

为 100、200、300、400 mmol/L（A1、A2、A3、A4）和
30、60、90、120 mmol/L（B1、B2、B3、B4），1种混合

盐（NaCl+NaHCO3，摩尔比 1∶1混合）处理浓度为

100、200、300、400 mmol/L（C1、C2、C3、C4），1/2
Hoagland营养液处理的幼苗作为对照组。为防止

盐冲击现象发生，先从低浓度盐碱溶液培养，然

后以每 2天递增溶液浓度的方式逐渐加大盐碱浓

度，直到达到最终设定的处理浓度。处理持续 2
周后开始测定，期间每 2天 17:00~18:00更换一次

胁迫处理液。

1.2.3 粗酶液的制备

取各处理黑麦草幼苗于冰浴的研钵中，以（黑

麦草∶磷酸缓冲液）1∶10的比例向研钵中加入磷

酸缓冲液进行研磨，将研磨好的匀浆倒入 1.5 mL
离心管中，4 000 r/min，4 ℃离心 20 min，上清液即

为粗酶液。

1.2.4 电泳

试验采用聚丙烯酰胺垂直板凝胶（PAGE）不
连续体系电泳的方法，以 1/2 Hoagland营养液为对

照组，对黑麦草植株中 SOD、POD、CAT 3种保护

酶进行分离，SOD、POD、CAT染色方法参照参考

文献[21-22]。
2 结果与分析

2.1 盐碱胁迫下黑麦草SOD电泳图谱与分析

由表 1可以看出，盐碱胁迫下黑麦草超氧化

物歧化酶（SOD）分离出 SOD1~SOD11共 11条谱带，

迁移率范围为 0.08~0.82，其中对照组分离出 8条
谱带，A组中 A1~A4分别分离出 8、9、7、8条谱带；

B组中 B1~B4分别分离出 8、8、9、7条谱带；C组中

C1~C4分别分离出 9、7、3、3条电泳谱带。

SOD1是 B组中浓度为 60~120 mM和混合盐处

理浓度为 100 mM时的共有带，其 SOD活性比较

为：B2=B3>C1>B4。SOD2~SOD4是 3种盐所有处理

浓度的共有谱带，SOD活性表现为：A3>CK>A1>
A4>A2； B2=CK>B3>B4>B1； C2=CK>C1>C4>C3。

表 1 盐碱胁迫下黑麦草 SOD酶电泳谱带迁移率

注：酶谱带从上到下为从负极到正极，酶谱带颜色越深和越宽表示酶带的活性越强，表中空白处表示无酶谱带分布，下同

NaCl+NaHCO3 NaHCO3 NaCl
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SOD5是对照组与 A1、A2、A4共有谱带，SOD活性

表 现 为 ：A2=A4>CK=A1。 SOD6 是 对 照 组 与

A1~A4、B1、B2、C1、C2共有谱带，SOD活性表现

为：CK=A2=A3=A4>A1，CK=B2>B1，C组中 SOD活
性与对照组一致。 SOD7 是对照组与 A1~A4、
B1~B4、C1、C2共有，且是 SOD的主带区，SOD活
性表现为：A3>CK=A1=A4>A2，B2>CK=B3>B1=B4，
C组中 SOD活性一致。SOD8是对照组与 A1~A4、
B1~B4、C1共有谱带，其中：A1~A4、B1、B2的 SOD
活性与对照组一致，B3、B4、C1的 SOD活性一致

且高于 CK、A1~A4、B1、B2。SOD9是A1~A4、B1、B2
的共有谱带，其 SOD活性一致。SOD10是B2、B3、B4、
C1、C2所共有，其 SOD活性一致。SOD11是对照组与

A2、B1、C1、C2的共有谱带，其SOD活性一致。

2.2 盐碱胁迫下黑麦草CAT电泳图谱与分析

由表 2可见，盐碱胁迫下黑麦草过氧化氢酶

（CAT）分离出 CAT1~CAT7共 7条电泳谱带，迁移率

范围为 0.10~0.40，其中对照组分离出 2条谱带，A
组中 A1~A4分别分离出 2、2、2、1条谱带，B组中

B1~B4分别分离出 2、3、4、3条谱带；C组中 C1~C4
分别分离出 4、3、2、4条电泳谱带。CAT1和 CAT4
是混合盐 NaCl+NaHCO3特有谱带，其余为共有谱

带。CAT1是 B2、B3、B4、C1、C2、C4共有谱带，酶

活性为：B4>B3=B2，C1>C2>C4。CAT3是 A4、B3、
B4、C1~C4的共有谱带，CAT酶活性为：B3>B4，
C1=C4>C2>C3。 CAT5 是 B2~B4、C1~C4 的共有谱

带，CAT活性为：B2=B3>B4，C1=C2>C3>C4。CAT6
是 CK、A1~A3、B1~B3 的共有谱带，且是 CAT 的
主带区，酶活性为：CK=B2>B1>B3，C组中 CAT酶
活性与 CK一致。CAT7是 CK、A1~A3、B1的共有

谱带，其中 A组中 CAT活性与 CK比较为：CK=A1>
A2>A3。

表 2 盐碱胁迫下黑麦草CAT电泳谱带迁移率

2.3 盐碱胁迫下黑麦草POD电泳图谱与分析

由表 3可见，盐碱胁迫下黑麦草过氧化物酶

（POD）分离出 POD1~POD17共 17条电泳谱带，迁移

率范围为 0.07~0.74，其中对照组分离出 15条谱

带，A组中 A1~A4分别分离出 15、13、10、12条谱

带；B组中 B1~B4分别分离出 14、13、12、11条谱

带；C组中 C1~C4分别分离出 12、11、10、10条电

泳谱带。POD1是 A4特有谱带，POD10是 CK特有谱

带，其余为共有谱带。POD2和 POD3是 3种盐胁迫

下黑麦草 POD的主带区，POD活性在整个电泳图

谱中最强，且 POD3的活性高于 POD2。在 POD2中，

POD 活性为：A1=A2=A3=A4，B2>B1=B3=B4，C2=
C4>C3>C1。在 POD3中，POD活性为：A1=A3=A4>
A2，B2>B1>B3=B4，C2=C4>C3>C1。 POD4 为对照

组、A1、A2、B1~B4、C1、C2共有谱带，POD活性为：

A1>A2，B1=B2=B4>B3，C1=C2=C3。 POD5 为对照

组、A1、A2、B1~B4、C1所共有，POD酶活性为：A1>
A2，B1=B2=B4>B3。POD6为对照组、A1、A2、B1、

B2共有谱带，其 POD活性比较为：A1=B1=B2>CK>
A2。POD7为对照组、A1、A2、A4、B1~B4、C1~C4共
有谱带，POD活性为：A1>A2>A4，B1=B2=B3=B4，
C1=C2=C4>C3。 POD8是 A1~A4、B1~B4、C1~C4共
有谱带，POD活性为：A1=A2=A3>A4，B1=B2>B3=
B4，C1>C2=C3=C4。POD9为对照组、A1、A3、A4、
B1所共有，其 POD活性比较为：CK=A3>A1>B1>
A4。POD11为对照组与 A1所共有，POD活性比较

为：CK>A1。
POD12、POD13各处理组中 POD活性表现为：A

组、B组各处理 POD活性一致，C组 POD活性为：

C2=C4>C1=C3。 POD14 为 CK、A1~A4、B1~B3、
C1~C4共有谱带，POD活性为：A1=A2=A3=A4，B1=
B2>B3，C2>C4>C1>C3。 POD15、POD16、POD17 各处

理组中 POD活性变化一致，POD活性为：A1=A2=
A3=A4；B2>B1=B4>B3；C2=C4>C1>C3；3种盐胁迫

下 POD17活性总体比较为：B2=C2>CK=A1=A2=A3=
A4=B1=B4>C1=B3=C4。

NaCl+NaHCO3 NaHCO3 NaCl CK
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3 讨论与结论

同工酶是植物体内最活跃的酶之一，可通过

酶谱直接判断基因的存在及表达 [23]。逆境常引起

基因变异使酶结构及其活性发生变化，导致同工

酶酶谱发生变化 [24]。SOD的主要作用就是清除超

氧化物，研究表明盐胁迫导致水稻幼苗 SOD活性

显著降低，并且这种降低在不同水稻品种间存在

显著差异，对盐碱耐性较好的枸杞和白榆 SOD活
性随盐碱浓度升高而升高，但对盐碱耐性较差的

丁香和樟子松 SOD活性逐渐降低 [25]，对罗布麻的

研究发现，SOD活性随不同程度盐分胁迫强度的

提高表现出波动性降低的变化趋势，且相邻盐浓

度处理间具有明显差异 [26]。POD可清除植物体内

SOD催化反应的产物 H2O2，从而使需氧生物体免

受 H2O2的毒害。CAT主要分布于过氧化物酶体

中，能有效降低植物体内的过氧化氢对细胞的氧

化作用。

环境中的高浓度盐可诱导某些同工酶的产

生，从而调整代谢，以适应盐胁迫环境下细胞内

特殊的生化反应。本试验结果表明，3种抗氧化

酶在黑麦草幼苗体中均有表达，但活性、主带区

的分布以及特有带的分布存在明显差别。混合盐

C2（200 mmol/L）处理组 SOD酶活性高于 CK，C3
（300 mmol/L）、C4（400 mmol/L）胁迫效果更加明

显，SOD2~SOD4是 3种盐所有处理浓度的共有谱

带，SOD7是 SOD的主带区，由此可见，随盐胁迫液

浓度升高会出现酶活性也随之升高的现象；仅

NaHCO3 B2处理（60 mmol/L）浓度下 CAT酶活性等

于 CK，其他处理组酶活性均低于 CK表现为不同

程度的抑制，其中 A4、B4、C3、C4抑制作用明显；

POD酶同工酶条带均表现为下降的趋势，POD2和
POD3是 3种盐胁迫下黑麦草 POD的主带区，活性

在整个电泳图谱中最强，且 POD3 的活性高于

POD2。说明盐胁迫使黑麦草积累大量 H2O2，为了

消除过多过氧化物造成的毒害，植物本身产生一

些清除毒害的同工酶，以此来维持黑麦草幼苗的

生长。当盐碱胁迫的浓度过高时，有些处理组酶

活性呈现明显降低趋势，这可能是黑麦草应对逆

境的一种生理适应机制。
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