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摘 要 为研究甘蓝型油菜耐碱性盐机制,以甘蓝型油菜耐盐品系‘2205’与敏盐品系‘1423’为试验材料,通
过人工模拟碱性盐胁迫,研究NaHCO3 对甘蓝型油菜幼苗生理的影响及耐盐相关基因的表达量变化,分析耐

盐生理指标与基因表达量的相关性,初步预测耐盐候选基因。结果表明:随着碱性盐 NaHCO3(75mmol/L
NaHCO3)胁迫时间的延长,幼苗叶片的电导率、抗氧化酶(SOD、POD)活性、渗透调节物质(脯氨酸、可溶性蛋

白和可溶性糖)质量分数逐渐上升,且耐盐品系‘2205’的抗氧化酶活性、渗透调节物质质量分数高于盐敏感品

系‘1423’,而电 导 率 低 于 盐 敏 感 品 系‘1423’。6个 耐 盐 相 关 基 因 的 表 达 量 分 析 表 明,Bna17410D 和

Bna12880D 基因的表达量在量耐盐与敏盐品系中呈现先上升后下降的趋势,其余均表现为一直上升的趋势。

相关性分析表明,Bna00850D 在两品系中与大部分耐盐相关指标的变化呈显著相关性,因此推测Bna00850D
可能为甘蓝型油菜耐碱性盐的候选基因。
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  近年来,日益严重的土壤盐碱化对作物生产

产生严重影响,盐碱胁迫显著降低了作物的生产

力[1-4]。根据粮农组织(FAO)的数据,世界上至

少有6%的土地受到盐碱的影响,2.3亿hm2 的

灌溉土地中有4500万hm2 受盐碱的胁迫[5]。改

良盐碱地和种植耐盐碱作物均被用于缓解土地盐

碱化这一世界难题,而后者被认为是最为经济可

行和最有效的方法。作物耐盐性研究发现,甘蓝

型油菜中存在一些耐盐性的种质资源,是改良盐

碱地的重要作物。此外,中国油菜主产区油菜播

种面积也呈现逐年下滑的趋势[6-9],急需在中国北

方以及沿海地区增加油菜的播种面积[10],但是这

些地区存在大量的盐碱地,因此必须解决油菜在

盐碱地正常生长的问题。
研究表明,当植株遭受盐碱胁迫时,细胞膜的

原生质收缩而产生内拉外张的应力,脂质层会被

拉破,使细胞膜丧失选择性,引起细胞内的电解质

和非电解质大量外渗,从而破坏细胞内外离子平

衡,幼苗细胞膜的受损程度与盐碱胁迫强度密切

相关[11]。渗透调节也是逆境生理适应的主要机

制之一,植物通过合成大量的小分子物质,如脯氨

酸、可溶性糖和可溶性蛋白,帮助细胞维持一定的

膨胀压力,确保光合作用、呼吸作用、细胞代谢和

其他生命活动的正常运行[12-13]。植物还通过体内

酶保护系统(SOD、POD、CAT)来维持植物体内

活性氧(ROS)的平衡,避免ROS的积累,有效减

轻ROS对植物细胞的损伤[14]。
从已有的油菜耐盐研究来看,多以 NaCl胁

迫作为处理方式,以 Na+ 离子代谢、耐盐性相关

基因的分子生物学及盐胁迫信息传导等为主要研

究方向。但是大部分的盐碱土壤中不仅存在盐离

子,还存在OH-离子,碱对植物生长的影响往往

要大于盐离子的影响[15]。如果单纯的研究中性

盐对植物的影响,其研究所取得成果很难有效应

用于生产中,因此很有必要研究植物对碱性盐胁

迫的响应机制,目前甘蓝型油菜该方面的研究并

不多。因此,本试验通过人工模拟碱性盐胁迫,对
甘蓝型油菜苗期耐盐性相关生理指标进行测定,



研究其变化规律。同时利用qRT-PCR技术研究

耐盐相关基因的表达量变化,分析生理指标和基

因表达量的相关性,初步确定甘蓝型油菜抗碱性

盐可能的候选基因。本试验将为甘蓝型油菜耐碱

性盐育种及耐碱性盐机理的深入研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 植物材料、碱胁迫处理和取样

选取籽粒饱满、大小一致的耐盐品系‘2205’
和敏盐品系‘1423’种子在25℃下催芽4d,光周

期为12h,然后将其移入基质。在受控条件下

[16h光照(25℃)/8h黑暗(20℃)循环;光照度

为10000lx,相对湿度60%~90%],幼苗长到三

叶期左右移入到含有75mmol/LNaHCO3 营养

液中处理0、12、24h(2个品系胁迫前后的表型见

图1),分别取叶片于2mL试管,每个品系在各个

时间取样,3次重复。将收集的幼嫩叶片立即放

在液氮中冷冻,在-80℃下储存用于生理指标测

定以及基因表达量分析。

1.2 耐盐相关基因的表达量分析

根据已经公布的甘蓝型油菜基因注释,在甘

蓝型油菜数据库(http://www.genoscope.cns.
fr/brassicanapus/data/)中选择6个与植物耐盐

相关的基因,见表1。

图1 NaHCO3 胁迫(0h、24h)对甘蓝型油菜幼苗表型的影响

Fig.1 EffectsofNaHCO3stressonphenotypeofBrassicanapusL.seedlings
表1 基因编号及GO注释

Table1 GenesnumberandGOannotation
基因编号
GeneID

GO注释
GOTerm

GO编号
GOID

Bna24820D 蔗糖代谢过程;响应盐胁迫
Sucrosemetabolicprocess;responsetosaltstress GO:0005985;GO:0009651

Bna17410D 响应寒冷、干旱和盐胁迫
Responsetocold/waterdeprivation/saltstress GO:0009409;GO:0009414;GO:0009651

Bna12880D 响应盐胁迫 Responsetosaltstress GO:0009651

Bna00850D 响应盐胁迫 Responsetosaltstress GO:0009651

Bna19240D 响应盐胁迫 Responsetosaltstress GO:0009651

Bna23780D 响应干旱、盐胁迫
Responsetowaterdeprivation/saltstress GO:0009414;GO:0009651

  为了研究6个耐盐基因在碱性盐 NaHCO3
胁迫下的表达模式,采用 RT-qPCR 方法检测

NaHCO3 胁迫后这些基因在耐盐品系‘2205’和
敏盐品系‘1423’中不同时间点(0、12、24h)的相

·9791·12期 陶顺仙等:NaHCO3 胁迫对甘蓝型油菜幼苗生长的影响及其耐盐候选基因预测



对表达量。具体方法如下:用Primer5.0设计特

异性引物,引物由上海生工合成。根据天根生化

科技有限公司RNA提取试剂盒提取不同时间点

幼嫩叶片中的总RNA,检测完整性和浓度,然后

按照天根FastQuantRT试剂盒合成cDNA。以

甘蓝型油菜为内参,cDNA链为模板,参照SYBR
GreenRT-PCR说明书进行实时荧光定量检测。
每个样品进行3个技术重复,采用2-△△Ct 法进行

相对表达量的计算。

1.3 相关生理指标的测定

1.3.1 细胞膜透性 参考文献[16],将各个时间

点的叶片用自来水洗净并擦干,然后用打孔器打

取9个圆叶片,然后放入加有10mL去离子水的

试管中,振荡12h,测其浸泡液电导率S1,再将试

管封口置沸水浴中20min,冷却至室温,摇匀后

测其煮 沸 后 浸 泡 液 电 导 率 S2,每 个 处 理3个

重复。

1.3.2 可溶性糖、可溶性蛋白和脯氨酸质量分数

及SOD和POD活性 取各个时间点油菜幼苗的

叶片0.2g,液氮研磨,1mL(pH=7.8)磷酸提取

液二次研磨,2mL+2mL磷酸提取液进行冲洗

到10mL离心管中。4℃、12000r/min离心30
min,上清液为待测液,每个处理3个重复。采用

茚三酮比色法测定脯氨酸质量分数[16],蒽酮法测

定可溶性糖质量分数[17],考马斯亮蓝法测定可溶

性蛋白质量分数[17],氮蓝四唑还原法测定SOD
活性[17],愈创木酚显色法测定POD活性[17]。

1.4 数据处理与分析

使用SPSS20.0和 MicrosoftExcel2016软

件对 NaHCO3 处理后每个时间点的生理参数

和基因表 达 量 进 行 多 重 比 较(LSD)和 相 关 性

分析。

2 结果与分析

2.1 NaHCO3 胁迫后甘蓝型油菜幼苗耐盐基因

表达量分析

如图2所示,在NaHCO3 胁迫后0、12、24h,

Bna23780D 、Bna00850D 、Bna12880D 、Bna174
10D 基因在耐盐品系‘2205’的表达量高于敏盐品

系‘1423’,而Bna24820D 基因在耐盐品系‘2205’
的表达量低于敏盐品系‘1423’;Bna19240D 基因

在NaHCO3 胁迫早期(0h、12h),耐盐品系表达

量高于敏盐品系,胁迫后期(24h)敏盐品系表达

量 高 于 耐 盐 品 系。 其 中,Bna17410D 和

Bna12880D 基因的表达量呈现先上升后下降的

趋势,在NaHCO3 处理12h后,基因表达量达到

最大;Bna19240D 、Bna23780D 、Bna24820D 、
Bna00850D 基因呈现一直上升的趋势,在 NaH-
CO3 处理24h后表达量达到最大。

2.2 碱性盐NaHCO3 胁迫下甘蓝型油菜幼苗的

生理反应

2.2.1 细胞膜对油菜耐碱性盐(NaHCO3)的反

应分析 如图3所示,在NaHCO3 处理后,两品

系的电导率均升高,而敏盐品系‘1423’的上升趋

势更为明显,12h后与对照的差异达到显著水

平,24h后达到极显著水平。在耐盐品系中,

NaHCO3 处理12h、24h后,耐盐品系‘2205’的
电导率与对照相比显示出无显著差异,这表明

NaHCO3 胁迫下敏盐品系‘1423’幼苗的膜损伤

更为严重。

2.2.2 抗氧化酶对油菜耐碱性盐(NaHCO3)的

反应分析 图4的结果表明NaHCO3 胁迫下,两
品系幼苗叶片的SOD、POD活性随时间的延长

呈升高的趋势,在24h均达到最大值。碱性盐

NaHCO3 处理12h、24h后,耐盐品系‘2205’幼
苗叶片的SOD活性分别显著升高了60%和1
倍,而敏盐品系‘1423’的SOD活性分别增加了

34%和43%,这表明 NaHCO3 胁迫下同一时间

点耐盐品系‘2205’的SOD活性高于敏盐品系

‘1423’。此外,NaHCO3 处理12h、24h后,耐盐

品系‘2205’幼苗叶片的POD活性较0h分别升

高18%和35%,而敏盐品系‘1423’的POD活性

增加了12.6%和28%,这表明 NaHCO3 胁迫下

同一时间点耐盐品系POD活性也高于敏盐品

系。以上结果说明,耐盐品系‘2205’的耐 NaH-
CO3 能力强于敏盐品系‘1423’,而且SOD酶活

性对碱性盐NaHCO3 胁迫更为敏感。

2.2.3 渗透调节物质对油菜耐碱性盐(NaH-
CO3)的反应分析 图5结果表明,NaHCO3 处理

后,耐盐与敏盐品系叶片的脯氨酸质量分数随着

时间的增加呈升高的趋势,24h时均达到最大

值,耐盐品系‘2205’与对照相比增加1.8倍,敏盐

品系‘1423’脯氨酸质量分数增加了53%,其与对

照差异达到极显著或显著水平。如图6所示,2
种油菜幼苗叶片的可溶性蛋白质量分数随着

NaHCO3 胁迫时间的增加而略有升高,NaHCO3
处理12h后,耐盐品系‘2205’中溶性蛋白质量分

数升高了3.7%,同时敏盐品系升高了4.5%,均
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图2 NaHCO3 胁迫下甘蓝型油菜叶片耐盐基因的表达分析

Fig.2 Expressionanalysisofsalt-tolerantgenesinBrassicanapusL.leavesunderNaHCO3stress

图3 不同时间点甘蓝型油菜品系叶片的质膜透性

Fig.3 Leafmembranepermeabilityatdifferent
timesintheBrassicanapusL.cultivars

与对照无显著差异;胁迫24h后,耐盐品系与敏

盐品 系 中 的 可 溶 性 蛋 白 质 量 分 数 分 别 升 高

22.4%和11.2%,其与对照差异分别达到极显著

或显著水平。如图7所示,在 NaHCO3 处理后,
两品系的可溶性糖质量分数均升高,而耐盐品系

‘2205’的上升趋势更为明显,24h后与对照的差

异达到极显著水平,可溶性糖的质量分数增加了

1倍。在敏盐品系中,NaHCO3 处理24h后,叶
片中可溶性糖质量分数与对照相比极显著增加

37.6%,差异也达到极显著水平。图5、图6和图

7结果均表明 NaHCO3 胁迫激活了植物体内渗

透调节物质对逆境的生理反应。

2.3 甘蓝型油菜逆境基因相对表达量与耐碱性

盐相关生理指标的相关性分析

为了初步判断所选基因是否为耐碱性盐候选

基因,笔者利用SPSS20.0软件分析耐盐与敏盐

品系在NaHCO3 胁迫后0、12、24h幼苗叶片中

耐盐基因表达量与电导率、抗氧化物酶(SOD、

POD)活性、脯氨酸、可溶性蛋白以及可溶性糖
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图4 NaHCO3 胁迫下甘蓝型油菜幼苗叶片POD和SOD活性

Fig.4 PODandSODenzymeactivityinleavesofBrassicanapusL.seedlingsunderNaHCO3stress

图5 NaHCO3 胁迫下甘蓝型油菜

幼苗叶片脯氨酸质量分数

Fig.5 Massfractionofsolubleprolineinleavesof
BrassicanapusL.seedlingsunderNaHCO3stress

图6 NaHCO3 胁迫下甘蓝型油菜

幼苗叶片可溶性蛋白质量分数

Fig.6 Massfractionofsolubleproteininleavesof
BrassicanapusL.seedlingsunderNaHCO3stress

图7 NaHCO3 胁迫下甘蓝型油菜

幼苗叶片可溶性糖质量分数

Fig.7 Massfractionofsolublesugarinleavesof

BrassicanapusL.seedlingsunderNaHCO3stress

质量分数的相关性。如表2所示,Bna12880D 和

Bna17410D 基因的表达与两品系的各生理指标

的变化不存在相关性;Bna23780D 基因的表达量

与敏盐品系‘1423’的超氧化物歧化酶(SOD)活性

呈极显著正相关,Bna24820D 基因的表达量与敏

盐品系‘1423’的质膜透性(EC)存在显著相关性,
与 可 溶 性 糖 质 量 分 数 呈 极 显 著 正 相 关。

Bna19240D 基因和Bna00850D 基因的表达与两

品 系 的 逆 境 生 理 指 标 存 在 相 关 性,其 中

Bna19240D 的表达量与耐盐品系‘2205’的可溶

性蛋白 质 量 分 数 存 在 显 著 相 关,与 敏 盐 品 系

‘1423’中质膜透性(EC)和脯氨酸(Pro)质量分数

的变化呈显著相关性;Bna00850D 基因的表达量

与两品系中大部分生理指标的变化都存在相关

性,与耐盐品系‘2205’中的质膜透性(EC)和可溶
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性糖(SS)质量分数呈显著正相关,与敏盐品系

‘1423’中的抗氧化酶(SOD、POD)活性、脯氨酸

(Pro)质量分数的变化存在显著相关性。根据此

结果,初步推断Bna00850D 基因可能是甘蓝型油

菜耐碱性盐NaHCO3 的一个候选基因。

表2 耐盐基因表达量与电导率、抗氧化物酶(SOD和POD)活性、

渗透调节物质(Pro、SS和SP)质量分数间的相关关系

Table2 Correlationbetweensalt-tolerantgenesexpressionandstressphysiologyrelatedindexes
品系
Cultivar Bna19240D Bna23780D Bna00850D Bna12880D Bna17410D Bna24820D

2205 SOD 0.865 0.994 0.946 0.333 0.731 0.981

SP 0.999* 0.838 0.99 -0.132 0.341 0.962

POD 0.906 0.981 0.971 0.25 0.669 0.994

EC 0.993 0.871 0.997* -0.067 0.402 0.978

SS 0.97 0.926 0.999* 0.06 0.514 0.996

Pro 0.994 0.869 0.997 -0.072 0.397 0.976

1423 SOD 0.799 0.999** 0.984* 0.586 0.676 0.637

SP 0.837 0.893 0.961* 0.19 0.303 0.631

POD 0.815 0.915 0.970* 0.246 0.358 0.603

EC 0.999** 0.769 0.841 0.23 0.313 0.965*

SS 0.934 0.583 0.648 0.209 0.263 0.997**

Pro 0.957* 0.938 0.970* 0.427 0.519 0.853

注:“**”表示在1%水平上显著相关;“*”表示在5%水平上显著相关。

Note:“**”issignificantlycorrelatedat1%level;“*”significantcorrelationat5%level.

3 讨论与结论

很 多 研 究 已 经 证 实 土 壤 中 含 有 CO2-3 ,

HCO-
3 将会导致土壤pH升高,植物将会受到盐

和高pH双重胁迫,在高pH下,植物通过有机酸

的合成来适应高pH 的环境,这也是和中性盐胁

迫不同的地方[18]。有研究表明,碱性盐的胁迫比

中性盐严重,各品系对 NaCl、Na2CO3 和 NaH-
CO3 的耐受力也不同[12,19-21]。土壤盐碱度过高

时,最初以渗透胁迫的形式限制植物的生长,这是

由于土壤中高浓度的盐碱降低了植物对水分的吸

收,从而引发一系列细胞和代谢过程,然后离子积

累刺激植物体内活性氧的产生,对植物组织造成

伤害[22-23]。
本试验研究了碱性盐 NaHCO3 胁迫后叶片

生理指标的变化,这将为甘蓝型油菜耐碱性盐分

子机理的研究提供生理参考依据。质膜透性可以

用来反映细胞膜损伤的程度[24],植株遭受非生物

胁迫时,细胞内的电解质和非电解质大量外渗,使
浸泡液的电导率有所增加。在本研究中碱性盐

NaHCO3 胁迫后甘蓝型油菜幼苗叶片的电导率

升高,胁迫时间越久,细胞膜损伤越严重,敏盐品

系‘1423’幼苗的膜损伤更为严重,这与刘自刚

等[25]研究NaCl胁迫对白菜型冬油菜种子萌发和

幼苗生理的影响的结果大致相同。植物体内通过

积累脯氨酸、可溶性蛋白和可溶性糖等一些渗透

调节物质来抵抗盐碱胁迫[25-27]。本试验中,随着

NaHCO3 处理时间的延长,2种甘蓝型油菜幼苗

叶片中脯氨酸、可溶性蛋白和可溶性糖质量分数

增加,而且耐盐品系中渗透调节物质(Pro、SP)的
质量分数高于敏盐品系,这可能是耐盐品系保持

较良好的胞内生理状态,有效地抵抗了盐碱胁迫

引起的水分胁迫。其次,在植物细胞所能忍受的

活性氧范围内,植物也能够通过活性氧清除系统

抵御碱性盐胁迫[28],NaHCO3 胁迫诱导甘蓝型油

菜幼苗叶片抗氧化酶(SOD、POD)活性的升高,

SOD活性对碱性盐 NaHCO3 胁迫更为敏感,这
些表明SOD和POD是该甘蓝型油菜品系碱胁迫

下清除活性氧的重要酶类,在黄瓜和西瓜耐碱性

盐NaHCO3 的研究中也有类似的结果[20,29]。
其他一些植物耐盐研究探究了盐胁迫下燕

麦[30]和胡杨[31]叶片中生理指标以及耐盐相关基

因表达量的变化趋势,结果发现生理指标的变化

与基因表达量的变化密切相关,从而推测这些基

因影响了对应生理指标的变化,因此可以通过这

种方法初步推测哪些耐盐基因是甘蓝型油菜耐碱
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性盐NaHCO3 可能的候选基因。本试验将甘蓝

型油菜数据库中的6个耐盐基因在碱性盐胁迫下

进行 表 达 量 分 析,Bna23780D 、Bna00850D 、
Bna12880D 、Bna17410D 基因在耐盐品系‘2205’
的表达量高于敏盐品系‘1423’,而Bna24820D 基

因在耐盐品系‘2205’的表达量低于敏盐品系

‘1423’。对6个基因相对表达量与生理指标的进

行相关性分析,Bna00850D 基因的表达量与两品

系中大部分生理指标的变化都存在相关性,因此

初步推断Bna00850D 基因可能是甘蓝型油菜耐

碱性盐NaHCO3 的候选基因,同时有研究表明,
植物体内的谷胱甘肽在抵抗各种胁迫(冷害、干
旱)的过程中起重要作用,而Bna00850D 基因可

能通过调节线粒体内的羟基谷胱甘肽水解酶活性

(GO:0004416)、谷 胱 甘 肽 硫 酯 酶 活 性 (GO:

0047951)以及硫双加氧酶活性(GO:0050313)对
盐胁迫做出反应(GO:0009651)[32]。Bna00850D
基因是否是甘蓝型油菜耐碱性盐 NaHCO3 的候

选基因,最终需要对Bna00850D 基因进行功能验

证,该工作目前正在西北农林科技大学农学院油

菜遗传及分子育种实验室进行。
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EffectsofNaHCO3StressonGrowthofBrassicanapusSeedlings
andPredictionofCandidateGenesRelatedtoSaltTolerance

TAOShunxian,ZHANGYan,LIPing,YANJiaqi,XUAixiaandHUANGZhen
(CollegeofAgronomy,NorthwestA&FUniversity,YanglingShaanxi 712100,China)

Abstract InordertostudythemechanismofthealkalisalttoleranceinBrassicanapusL.,asalt-tol-
erantline‘2205’andasalt-sensitiveline‘1423’wereusedastheexperimentalmaterials.Thephysio-
logicalindexesandtheexpressionofsalttolerancerelatedgenesinseedlingsofB.napusweremeas-
uredundertheartificialsimulatedalkalinesaltstress(75mmol/LNaHCO3),andthecorrelationanal-
ysisbetweenthemwasusedtopredictthecandidategenes.Theresultsshowedthattheelectricalcon-
ductivity,antioxidantenzymes(SODandPOD)activity,osmoticadjustmentsubstances(proline,

solubleproteinandsolublesugar)intheleavesofseedlingsincreasedwiththeprolongationofalkaline
saltstress.Thesalt-tolerantline‘2205’hadhigheractivitiesofantioxidantenzymesandcontentsof
osmoticadjustmentsubstances,andlowerelectricalconductivitythanthesalt-sensitiveline‘1423’.
TheexpressionofBna17410DandBna12880Damongsixsalttolerancerelatedgenesincreasedfirstly,
andthendecreasedinbothmaterials,whiletheexpressionofothergenesshowedarisingtrend.The
correlationanalysisindicatedthatBna00850Dexpressionwascloselycorrelatedwithmostindicators
relatedtosalttoleranceinbothmaterials,therefore,Bna00850D mightbeacandidategenerelatedto
alkalinesalttoleranceinB.napus.
Keywords BrassicanapusL.;NaHCO3stress;Physiologicalindexes;Geneexpression;Candidate
genes
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