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[摘要 ] 以 0 1%、0 3%、0 5%、0 7% 4种浓度的低聚壳聚糖处理两优培九水稻幼苗, 研究低聚壳聚糖对水稻

幼苗抗冷性的影响. 结果表明,低聚壳聚糖可以增加水稻幼苗的抗冷性, 其中以 0 5%的效果最好.低温下经低

聚壳聚糖处理水稻幼苗类囊体膜的室内吸收光谱和发射光谱的主峰值、类囊体膜脂不饱和脂肪酸指数 ( IUFA )、

PS 和 PS 电子传递活性、叶绿素含量均比低温对照高. 低聚壳聚糖处理保护了类囊体膜系统,减缓了低温对

光合机构的破坏, 增强了水稻幼苗的抗冷性.
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Abstrac t: The seedling s o f rice L iang you pe i jiu ( O ry za sativa L. ) we re treated w ith 0 1% , 0 3% , 0 5% and 0 7%

o f ch itosan for study ing the e ffects of ch ito san to change ch illing-to lerane activ ity of rice. The ch illing- tolerance of seed-

ling s of rice cou ld be increased w ith chitosan trea tm en t. The concentra tion o f chitosan at 0 5% show ed them ost e ffec-

tive. Under low tem pera ture stress ch lo rophy ll content, absorption spectra, fluorescence spectra, com position of membrane

lip id acids and e lectron transport activ ites o f photosy stem s ( PS and PS ) and the index o f unsa turated fatty ac id

( IUFA ) obta ined h igher activ ities. The resu lts ind icated that ch ito san treatm ent improved co ld resistance o f rice seed-

ling s, w hich pro tected the m embrance sy stem, a llev iated the dam age to pho tosynthe tic o rganization under low tempera-

ture.
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壳聚糖是甲壳素的脱乙酰化产物,甲壳素在自然界的合成量仅次于纤维素, 是地球上第二大可再生资

源,它是一种非常经济的化学物质.壳聚糖在农业上的应用至今尚未引起重视, 近年来的研究发现壳聚糖

在黄瓜
[ 1, 2]
、辣椒

[ 3]
、香蕉

[ 4 ]
、草莓

[ 5]
、玉米

[ 6]
等植物抵御低温逆境胁迫上发挥作用,能促进植物生长, 促进

抗渗透物质的合成,提高植物体抗氧化酶活性,增强清除自由基的能力,保护膜系统, 从而增强植物体的自

身抗性
[ 7]

.但是关于壳聚糖应用在水稻抗冷方面的研究还未见报道.低温冷害引起水稻 (O ryza sativa L. )

减产是世界范围内普遍存在的问题, 分布在不同地区的水稻品种在其生育期内常受到不同程度和不同类
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型的低温危害
[ 8]
, 特别是在我国南方双季稻地区, 低温阴雨引起的早稻烂秧和晚稻生育后期 寒露风 造

成的不正常结实都是亟待解决的问题.研究水稻的低温伤害机理及其抗寒性,对于稳定和提高水稻产量有

着重大的现实意义.因此本试验试图从类囊体膜的层次上探讨低聚壳聚糖对水稻幼苗抗冷性影响的可能

性机理,以期为生产应用提供理论和技术依据.

1 材料与方法

1 1 材料处理

供试的两优培九水稻种子由江苏省农科院水稻研究所提供.选择健壮饱满的种子,经消毒、漂洗、浸

种、催芽,播种于盛有蛭石的白瓷盆中,用木村 B培养液培养于 LRH - 250 - G型培养箱. 培养箱温度为

30 /25 (昼 /夜 ) ,湿度为 ( 75 5)%,白天给予光照 12 h[ 1 000 mo l/ (m
2

s) ] .待水稻长到 2叶 1心期

时,将一个培养箱温度设为 ( 25 /10 ) (昼 /夜 )作低温胁迫, 于次日早晨 8: 00进行药剂处理:用冰醋酸

溶解壳聚糖 [聚 一 ( 1, 4)一 2一氨基一 2一脱氧一 D一葡萄糖 ]后配制成 0 1%、0 3%、0 5%、0 7%不

同浓度的溶液,并用盐酸调节 pH至 5 5~ 6 5,在不同浓度药剂里加入 2滴吐温 - 40后喷施叶面和叶背

(叶片药剂量欲滴为度 ) ,常温和低温对照喷蒸馏水.隔 24 h处理 1次,直至水稻长 4叶 1心期时采样,取

倒数第 1叶以测定各项生理指标,每次测定重复 3次,取平均值进行分析和统计.

1 2 类囊体膜的制备

类囊体膜的制备参照 Dunahay等
[ 9 ]
所介绍的 B.B.Y法加以改进.分别称取水稻叶片 11 g, 洗净揩干,

4 下预冷, 加入冷却的缓冲液 B1冰浴研磨, 4层纱布过滤,滤液经 300 g冷冻离心 2m in,上清液经 4 000 g

冷冻离心 10m in, 得破碎叶绿体沉淀. 沉淀用缓冲液 B2匀浆再离心获沉淀, 再用 B3匀浆即得类囊体膜悬

浮液, 叶绿素浓度控制在 2mg /mL左右.

1 3 叶绿素含量的测定

参照 A rnon
[ 10]
方法,用 UV - 754分光光度计分别在 665 nm、649 nm和 470 nm波长下比色测定鲜叶叶

片叶绿素含量,单位为 mg /g.

1 4 类囊体膜室温吸收光谱

用 UV - 754型分光光度计测定 360 nm ~ 780 nm处 A 值,每隔 10 nm测定 1次, 类囊体膜溶液的叶绿

素浓度为 10 g /mL.

1 5 类囊体膜荧光发射光谱的测定

室温条件下用岛津 RF- 540测定, 激发光波长为 480 nm,狭缝 10 nm,类囊体膜溶液的叶绿素浓度为 4

g /mL.

1 6 PS 和 PS 电子传递活性的测定

参照 Coombs等
[ 11]
的方法,采用 Chloro lab- 2(英国 H ansantech公司 )薄膜氧电极测定类囊体膜的 PS

还原能力和 PS 放氧活性. 单位为 mo l/ ( mg h).

1 7 类囊体膜脂肪酸分析

参照俞红国和苏维埃方法
[ 12 ]

,甲酯化采用等体积的 0 4mo l /L KOH的甲醇溶液和苯石油醚溶液 (体

积比为 1 1)处理, 岛津 GC- 17A气相色谱仪分离脂肪酸, 毛细管柱为 SP 2 330( Supelco Inc) ,柱长 15m,

内径 0 32mm, 测定用柱温 165 ,进样和氢火焰检测器温度为 250 ,脂肪酸标准样品均购自 S igma公司.

2 结果与分析

2 1 低温下低聚壳聚糖处理对水稻幼苗叶绿素含量的影响

从图 1可以看出,与常温对照相比,水稻幼苗在低温胁迫后叶片叶绿素含量均显著下降.低温处理组

中,经低聚壳聚糖处理的幼苗叶绿素含量较低温对照高, 其中 0 5%壳聚糖处理的效果明显, 与低温对照

相比显著增加了 35 39% ( p< 0 05) .

2 2 低温下低聚壳聚糖处理对水稻幼苗类囊体膜室内吸收光谱的影响

由图 2可见,类囊体膜室温吸收光谱在蓝光区 ( 430 nm )和红光区 ( 670 nm )分别有 2个明显的吸收

峰,吸收光谱的变化可以反应出叶片对光能的吸收状况.低温处理的水稻幼苗类囊体膜吸收峰值呈规律性
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降低: 其中未经壳聚糖处理水稻幼苗的吸收峰值最低,是常温下的 62 89% ;用 0 5%壳聚糖减缓室内吸收

光谱降低的效果极显著,为常温对照的 90 43%, 0 7%的次之, 0 1%的效果较差.

2 3 低温下低聚壳聚糖处理对水稻幼苗类囊体膜室内发射光谱的影响

水稻幼苗类囊体膜有 2个荧光发射峰, 分别在

640 nm和 720 nm处. 其中 F640与 PS 有关,来源于 PS

捕光色素蛋白复合体;而 F720与 PS 有关, 来源于

PS 天线色素蛋白复合体
[ 13]

.由图 3显示, 低温胁迫

减弱了水稻类囊体膜室温荧光发射峰的强度,不影响

其位置.这表明,低温胁迫对 2个光系统造成了一定

程度的伤害.其中经低聚壳聚糖处理的水稻幼苗的室

温发射光谱主峰值比低温对照明显提高, 0 5% 和

0 7%壳聚糖处理的效果好, 低于 0 5%时, 其效果则

随着浓度的降低而逐渐降低.

2 4 低温下低聚壳聚糖处理对水稻幼苗类囊体膜电子传递活性的影响

从图 4可以看出,水稻幼苗叶片在低温胁迫后 PS 和 PS 电子传递活性迅速降低,但 PS 的变化幅

度较 PS 明显; 而低聚壳聚糖处理可以减弱 PS 和 PS 电子传递活性的下降, 且以浓度为 0 5%的处理

效果最好,其 PS 和 PS 电子传递活性分别较低温对照升高 48 9%、42 3% .随着低聚壳聚糖浓度的增

大反而效果不显著,电子传递活性又急速下降,与叶绿素含量的变化规律呈现一致性.由此,可以看出,能

够提高水稻幼苗抗冷性的适宜的浓度为 0 5%.

2 5 低温下低壳聚糖处理对水稻幼苗类囊体膜脂肪酸成分的影响

水稻类囊体膜脂的脂酰基连有棕榈酸 ( 16 0)、硬脂酸 ( 18 0)、油酸 ( 18 1)、亚油酸 ( 18 2)和亚麻酸

( 18 3), 其他脂肪酸的含量极少. 由图 5可见,类囊体膜脂中饱和脂肪酸 (如棕榈酸 16 0和硬脂酸 18 0)
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与不饱和脂肪酸 (如油酸 18 1,亚油酸 18 2和亚麻酸 18 3)在水稻幼苗中分别占 43 07% (摩尔分数,以下

同 )和 56 93%. 饱和脂肪酸中棕榈酸 ( 16 0)含量较多, 不饱和脂肪酸中亚麻酸 ( 18 3)含量最高. 脂肪酸

的不饱和度主要受棕榈酸和亚麻酸相对含量的影响,低温胁迫下水稻脂肪酸不饱和指数显著提高,当加入

低聚壳聚糖时,所有浓度条件下的脂肪酸不饱和指数较低温对照明显地提高.低温下经浓度为 0 5%壳聚

糖处理幼苗的 IUFA增加幅度最大,比常温对照增加了 44 5%,而比低温对照增加了 1 9% .随着低聚壳聚

糖浓度的增大, IUFA又急速下降.

3 讨论

目前人们主要通过遗传育种、分子生物学手段
[ 14 ]
和冷锻炼等来提高植物的抗冷性.在保护地生产中,

人们迫切需要一种简单的切实可行的方法来提高植物的抗冷能力,因此研究和筛选能够提高植物抗冷性

的物质,了解它们在抗冷过程中所起的作用有重要的理论意义和应用价值.

本实验中,低温胁迫后,水稻幼苗叶绿素含量均降低,光能的吸收转化受到影响, 低聚壳聚糖处理的水

稻幼苗于低温对照相比, PS 和 PS 电子传递活性高. 光合作用的电子传递速率总是与光合磷酸化相偶

联的,较高的电子传递速率,不仅有利于形成更多的 ATP,而且有利于形成更多的 NADPH
[ 15]

, 从而促进光

合碳同化的进行和干物质的积累.因此低聚壳聚糖处理能减缓水稻幼苗叶绿素含量下降, 从而保持较高的

PS 和 PS 电子传递活性 (RPS
2
= 0 749 1, RPS

2
= 0 567 5, P 0 05) ,表现出较强的光合优势,维持较高

的光合效率.水稻幼苗叶片类囊体膜光谱分析为进一步考察低温胁迫对类囊体膜电子传递活性的变化,结

果显示:低温胁迫后, 水稻幼苗的蓝光区和红光区的最大吸收峰峰值变小,表明叶绿素光能的吸收能力减

弱.低聚壳聚糖处理的水稻类囊体膜的总体吸收水平要高于低温对照, 这可能是其高光效的生理基础之

一;叶绿素荧光光谱特性可反映周围环境条件影响下膜结构的能量转化状态,低温处理后, 类囊体膜室温

荧光发射峰的位置不受影响,但是其主峰值下降, PS 的荧光发射峰的强度减弱,这表明低温胁迫对 PS

造成了一定程度的伤害.经低聚壳聚糖处理的 PS 的荧光发射峰的强度较高, 说明在低温逆境下低聚壳

聚糖处理能使叶绿素捕获光能有效激发的能力更强.

低温可改变桑树、假山毛榉、水稻、番茄、南瓜等
[ 16-20 ]
质膜脂肪酸的组成比例, 诱导不饱和脂肪酸比例

提高,增加不饱和脂肪酸含量 (如亚油酸和亚麻酸 ). 植物不饱和脂肪酸含量, 特别是不饱和程度高的脂肪

酸含量与其耐寒性呈正相关.经低聚壳聚糖处理的幼苗与低温对照相比,类囊体膜脂不饱和脂肪酸含量增

加,饱和脂肪酸含量下降, 导致膜脂不饱和指数 ( IUFA )上升, 从而提高了水稻幼苗的抗冷性.这与前人的

研究结果一致
[ 16-20]

. 类囊体膜由双层脂类构成, 它为膜蛋白提供行使功能的框架, 因此 IUFA降低可能减

慢了重新合成的 D1蛋白装配到 PS 反应中心的速率
[ 21 ]

,引起 PS 反应中心的光化学功能减弱.数据显

示类囊体膜脂 IUFA变化和 PS 电子传递活性的变化成显著正相关性 (R
2
= 0 909 1, P 0 05). 因此改变

了膜脂的不饱和脂肪酸指数也就可能影响了膜上蛋白的功能, 对光合功能如类囊体膜上光化学和电子传

递反应产生重要的影响,这与前人的研究结果一致
[ 22, 23]

. 据此, 膜脂 IUFA较高水稻幼苗类囊体膜在低温
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下有较高的光合活性,受伤的程度较小,说明低聚壳聚糖处理能提高水稻幼苗对低温胁迫的抗性.

只有适宜浓度的低聚壳聚糖处理才能明显增加水稻幼苗的抗冷性. 在本试验中, 0 1%、0 3%、0 5%

等 4个浓度的壳聚糖处理不同程度地提高了水稻幼苗的抗冷性,其中以 0 5%的效果最明显.

总之,我们认为低聚壳聚糖能维持低温下水稻幼苗光合机构的正常功能来增强抗冷性.但是壳聚糖到

底是作为信号物质来诱导与抗冷性有关酶 (包括冷响应蛋白 )的基因表达,还是直接作用于细胞膜系统,

抑或是通过其它作用机理提高水稻幼苗的抗冷性, 需进一步进行探索和分析.
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