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摘要: 用不同浓度 C a(N O 3 )2· 4H2O ( 0. 7、 1. 4、 2. 1g C a2+ /kg土 )对 1年生的处在两种 N aC l胁迫 ( 10和 20g /kg )处理下的木麻

黄扦插苗进行化学调控, 研究硝酸钙盐加氯化钠处理的木麻黄幼苗的生长量、木麻黄幼苗抗氧化酶系统活性和渗透调节物质的

含量的变化, 研究结果表明:中度 N aC l胁迫加硝酸钙处理下的木麻黄扦插苗的可溶性蛋白质含量增加 , M DA 含量降低说明膜

脂过氧化作用减轻, 而且抗氧化酶活性 ( SO D、 PO D )之间协调变化有利于提高清除自由基的速率, 中度盐胁迫下钙盐可以促进

木麻黄体内脯氨酸的积累; 但重度 N aC l胁迫下钙盐对木麻黄的调控作用不显著, 重度盐胁迫下钙盐反而降低木麻黄 SO D、

PO D活性和脯氨酸的含量,减弱了抗氧化酶系统对活性氧的清除作用,同时高浓度钙盐还会加重 N aC l胁迫对木麻黄幼苗的损

伤, 这说明适量的钙盐有利于木麻黄幼苗抵抗盐胁迫能力的提高, 而高浓度钙盐则可能会加重盐胁迫。
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E ffect of Ca(NO3 )2 on phyeco logical characteristics in Casuarina equisetifolia

cutting seedlings under NaCl stress

L IA NG Jie, YAN C hong-L ing
*

, L I Yu-H ong, ZH ANG Ru i-F eng, ZH U Zhu　 (S choo l of L if e S cien ce, X iam en

U n iver sity, 361005, Ch ina ). Acta Eco log ica Sinica, 2004, 24( 5): 1073～ 1077.

Abstract: A regu la tio n e ffec t o f ca lcium n itra te o n clone seed ling s o f Casuarina equise tifolia under N aC l stress w as m ade in

po ts, w ith tw o N aC l concen tra tions o f 10g, 20g N aC l/kg so il and th ree C a(N O 3 )2 concentra tion s o f 0. 7g, 1. 4g, 2. 1g C a2+ /kg

so il, and trea tm en ts w ith pu re N aC lw itho ut C a (NO 3 )2 a s co ntro l. Each po t w as w a tered respec tiv e ly w ith 1L co rr esponding

sa lt so lu tion ev ery 6 day s. T o av o id too h igh stre ss cau sing the dea th o f seed ling s, the sa lt o f each tre atm ent w as added into

each po t in 30 day s respec tive ly, there w e re fiv e po ts in each trea tm en t. T he p ro line con ten t, biom ass, the ac tiv ities o f

supe rox ide dism u tase ( SO D ) and pe rox idase ( PO D ) o f the seed ling s in differen t expe rim en ts w ere de te rm ined and ca lcu lated

a fte r 60 day s.

U nder N aC l stress and regu la tion e ffec t o f ca lcium n itra te, the act iv itie s o f ce ll defen se en zym es, lip id pe ro x idat io n and

accum u la tio n o f o sm o ly te o fCasuarina equ isetif olia seedling s w ere ana ly zed and d iffe rence s be tw een trea tm en ts w ere com pared.

T he ex per im en ta l resu lts show ed th at unde r m id N aC l s tress ( 10‰ N aC l co ncen tra tion) and ca lcium e ffec t, the so lub le p ro te in

con ten t ra ised slow ly w ith the increa sing o f Ca2+ co ncen tra tio n, the an tiox idant enzym e s activ itie s o f SOD、 PO D had sim ilar

trend in the p lants, bo th o f them took a trend o f increa sing firs tly then decrea sing w ith the in creasing o f C a2+ co ncen tra tion,

the h ig hest activ itie s appeared w hen C a2+ con cen tra tio n w a s 0. 7g /kg in so il. A t th e sam e tim e, m alond ia ldehy de (M DA )

con ten t decrea sed first ly then inc reasing, show ing the dissim ilar trend to the activ itie s o f SOD and PO D. Bu t theM DA con ten t

in the p lan ts w ith regu la tio n e ffe ct o f C a ( N O 3 )2 w a s low er th an the co ntro l, w h ich im plied tha t the m em b rane lipid

pero x ida tion and ox ida tiv e in ju re ligh tened. F ree p ro line accum u la tio n w ith ca lc ium trea tm en t w a s h ig her than tha t o f the

con tro l ( under 10‰ N aC l trea tm en t). T o Casuar ina equise tifolia seed ling unde r h ig h N aC l stress ( 10‰ N aC l co ncen tra tio n ),



the pro pe r C a2+ con cen tra tio n w a s 0. 7g /kg so il.

T he resu lt sh ow ed the re w a s no sign ificant d ifference be tw een trea tm ents B ( 0. 7g、 1. 4g、 2. 1gC a2+ + 20g N aC l/g so il) and

trea tm en t A ( 0. 7g、 1. 4g、 2. 1gC a2+ + 10g N aC l /g so il). Com pared w ith the seed ling s under m id N aC l stress, the reg u lation

e ffec t o f Ca (N O 3 )2 on the C asua r ina equiset ifo lia seedling unde r h ig h N aC l s tress ( 20 ‰ N aC l con cen tra tio n ) w as no t

s ig nifican t. A ll th e phy sio log ica l cha racter istics o f seedling under h ig h N aC l stress ( 10‰ N aC l) w e re low er th an tho se o f m id

N aC l stress ( 20‰ N aC l). T h e b iom a ss and the activ itie s o f SO D, PO D and free p ro line con ten t o f th e p lan ts unde r 20‰ N aC l

trea tm en ts increa sed a little a s the in creasing o f C a(N O 3 )2 co ncen tra tio n. U nde r Ca2+ 1. 4g /kg trea tm ent, activ itie s o f SO D and

PO D w e re the h ig hes t, re spect iv ely. Bu t w hen C a2+ concen tra tion ro se to 2. 1g /kg, the ch arac te ris tics such as the b iom a ss,

ac tiv ities o f SO D and PO D and pro line co n tent w e re th e low est, and M DA con ten t w as incre asing. It im p lied tha t the

an tio x idativ e enzym e s w ere dam ag ed by h igh sa lt stre ss, so the p ro cess o f scav eng ing o xy g en free rad ica ls w a s s low er and

ac tiv e ox yg en w as accum u la ted in ce lls.

A ll results indica ted tha t p ro per C a2+ con cen tra tio n cou ld be se lec ted to enh an ce th e sa lt to le rance abilities o f Ca suarina

equisetif olia cu tting seed ling s, bu t a high C a2+ co ncen tra tio n w ou ld ex ace rba te sa lt s tress and ag g rav ate the dam ag e o f

Casuarina equise tifolia seedling s under N aC l stress.

Keywords: N aC l stress; antio x idan t enzym e s; p ro line; regu la tio n effects
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木麻黄 (Ca suarina equ isetif olia )原产澳大利亚昆士兰沿海地区及马来西亚、菲律宾等太平洋群岛热带地区, 生长在沙丘、沙

质平原及靠海的缓坡上, 是目前我国南方沿海防护林的主栽树种。 木麻黄是我国东南沿海抗性和耐盐性较强的树种,并且作为

固氮树种也是混农林系统 (A g ro fo restr t sy stem )的主要树种之一。 滨海沙土由于严重的盐胁迫而造成木麻黄的退化现象很常

见, 木麻黄用于重盐碱地造林面临着盐害的问题, 而提高木麻黄在滨海盐土的成活率及生长量通常有两种方法, 一是土壤降盐,

二是提高木麻黄的耐盐性, 前者耗时废工, 可操作性较小,而通过化学调控的方法直接提高木麻黄抗性, 扩大木麻黄的适应性,

并可推广到其他植物。 有研究报道外源 C a2+ 可以增强植物的抗性,这已在大麦、小麦、大豆、黄瓜、玉米等植物中得到证实 [1, 2 ],

但利用硝酸钙提高木本植物的耐盐性还鲜见报道。 本文采用硝酸钙作为缓解措施主要两个原因: ( 1)由于木麻黄根部有大量根

瘤菌自身可以固氮, 氮源对于木麻黄而言并不缺乏; ( 2)若添加 C aC l2会加重 N aC l胁迫而造成调控效应不明显; 所以本文研究

为了提高木麻黄耐受强度盐胁迫能力,施加不同浓度外源 Ca (N O 3 )2, 研究盐胁迫下硝酸钙对木麻黄膜保护酶系统活性和细胞

中游离脯氨酸含量的影响, 探索外加硝酸钙能否增强木麻黄的耐盐性以及寻求外源 Ca(N O 3 ) 2的适宜浓度。为生产实践上大量

应用木麻黄绿化海涂, 提高木麻黄耐盐性提供科学理论依据。

表 1　N aC l胁迫和硝酸钙调控的试验设计

Tab le 1　 Concentrations of NaC l and Ca2+ treatm ents in the

experiments

处理

T reatm en t

N aC l浓度 ( g /kg)

N aC l con cen t ra tion

C a2+ ( g /k g)

C a2+ con cen t rat ion

0 (对照 C on t rol) 10 0

A
1 10 0. 7

2 10 1. 4

3 10 2. 1

0 (对照 C on t rol) 20 0

B
1 20 0. 7

2 20 1. 4

3 20 2. 1

1　材料与方法

1. 1　材料和胁迫处理

供试材料为普通木麻黄 (Casuarina equisetif olia):惠安一号, 产于惠安赤湖林场。于 2002年 1月取 1年生的 3～ 4cm木麻黄

枝条扦插, 生根后栽入容器袋, 3个月后移栽入直径 25cm 的陶盆中,每盆装园土 5kg,每盆栽 3棵木麻黄小苗, 温室中培养,缓

苗 5个月,此时木麻黄苗高度约为 50cm, 进行 60d的 N aC l胁迫处理和钙盐调控,处理设 3个钙盐浓度 ( 4、 8、 12g Ca (N O 3 )2·

4H 2O /kg土分别相当于 0. 7、 1. 4、 2. 1g C a2+ /kg土 )和 2个 N aC l浓度 ( 10、 20gN aC l /kg土相当于 10‰, 20‰盐度 ),以不加 Ca

(N O 3 ) 2· 4H 2O 只加 N aC l为对照, 共 8个处理,每个处理 5个重

复, 实验设计见 (表 1)。 为了避免一次性加入过多盐造成木麻黄

幼苗的死亡, 所有处理组的 C a( NO 3 )2· 4H 2O和 N aC l均分 5次

于 30d内加入,并且在陶盆外加套一个塑料盆防止盐分流失, 保

持土壤湿润, 最终土壤浓度达到预定盐度。处理 60d后测定木麻

黄幼树高度、幼苗膜脂过氧化程度、抗氧化酶系活性和游离脯氨

酸含量。

1. 2　测定方法

木麻黄扦插苗生长量测定　分别测量 8组处理中全部木麻

黄扦插苗处理前后的高度, 计算木麻黄扦插苗在 60d的伸长量,

并求每组处理生长量的平均值。

酶液 置备　取 1 克木麻 黄扦插苗 小枝, 加入 10m l
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62. 5m m o l /L含 3% PV P的磷酸缓冲液 ( pH 7. 8)于冰浴研磨, 4℃下 10500× g离心 15m in, 上清液用于丙二醛 (M DA )、超氧化物

歧化酶 ( SO D ),过氧化物酶 (PO D )的活性、可溶性蛋白质含量的测定 [3]。

丙二醛 (M DA )测定 (μm o l /m g FW )　参照 O hkaw a等法测定硫代巴比妥反应物 (T BA RS ) [4]。

超氧化物歧化酶 ( SO D )测定 (U /m g pro tein)　采用氮蓝四唑 N BT 光还原法 [5 ], 以抑制 N BT 光还原 50%作为一个酶单位

U。

PO D活性测定　采用愈创木酚 [6], 以每分钟改变 0. 001 O D值为一个酶活性单位,酶活性以 U /(m in· m g pro te in)表示。

可溶性蛋白质含量测定 (m g /g FW )　按照考马斯亮蓝 G -250染色法 [7]。

游离脯氨酸 ( p ro line)含量 (μg /g FW )　取 0. 3g新鲜木麻黄小枝,采用酸性茚三酮法 [8]测定。

1. 3　试验数据的处理和方差分析用 M icro so ft E x ce l软件完成。

2　结果与分析

2. 1　 Ca (NO 3 ) 2对 N aC l胁迫下的木麻黄扦插苗各种生理生态指标的调控

2. 2. 1　 Ca(N O 3 ) 2对 N aC l胁迫下的木麻黄扦插苗生长量的影响　从图 1可见,钙盐对在中度 N aC l胁迫 ( 10g /kg )下的木麻黄

幼苗的生长有一定影响, 在土壤中加入硝酸钙浓度为 0. 7g Ca2+ /kg土为对木麻黄最有利, 处理 60d木麻黄伸长量比不加硝酸

钙的对照组的多 4. 0cm, 即提高生长量达 21% ; 但当硝酸钙含量增加, 木麻黄幼苗伸长量降低, 说明过高浓度的钙盐会抑制木

麻黄的生长。而钙盐对重度 N aC l胁迫 ( 20g /kg )下木麻黄扦插苗生长的调控作用较小,图 1表示在 20g /kg N aC l浓度下,木麻黄

幼苗的生长已经受到强烈抑制, 生长量仅为中度 N aC l胁迫下木麻黄生长量的 50% ,在土壤中硝酸钙浓度为 1. 4g Ca2+ /kg时,

木麻黄幼苗生长稍有增加, 使生长量提高 18%。

2. 2. 2　 Ca(N O 3 ) 2对 N aC l胁迫下木麻黄扦插苗可溶性蛋白质含量的影响　植物细胞内可溶性蛋白质含量影响着细胞内渗透

势的大小。从图 2可知, 中度 N aC l胁迫下木麻黄幼苗小枝内可溶性蛋白质含量小于重度 N aC l胁迫下木麻黄幼苗, 而且不管在

中度还是重度 N aC l胁迫下, 木麻黄幼苗体内可溶性蛋白质含量都随着硝酸钙浓度增加而逐渐升高。 在盐胁迫条件下,植物处

于渗透胁迫下, 能否从外界吸收足够的水分取决于细胞内渗透势的高低, 渗透势越低,越有利于植物细胞吸收水分,而木麻黄幼

苗细胞内可溶性蛋白质含量增加可以降低渗透势,有利于其在盐胁迫环境下生存, 尤其是高盐度胁迫情况下。

图 1　钙盐对 N aC l胁迫下木麻黄幼苗生长的影响

F ig. 1　E ffect of C a2+ on h eigh t ofCa sur ina cu t ting seed ling s un der

N aC l s tress

图 2　钙盐对 N aC l胁迫下木麻黄蛋白质含量的影响

F ig. 2　 E f fect of C a2+ on so lub le p rotein con ten ts on Casu r ina

cu t ting seed ling s u nder N aC l s t res s

2. 2. 3　C a(N O 3 ) 2对 N aC l胁迫下木麻黄扦插苗 M DA 含量的影响　M DA (丙二醛 )是膜脂过氧化的产物, 其含量反映膜脂过

氧化程度 [9]。 从图 3可见, 不论在中度还是重度 N aC l胁迫下,钙盐都明显使木麻黄扦插苗中丙二醛含量发生变化,木麻黄扦插

苗细胞中 M DA 含量均在 C a(N O 3 ) 2浓度为 4g /kg和 8g /kg时显著降低,仅为对照的 41% ～ 56% , 膜脂过氧化主要产物 M DA

含量减少了一半, 说明膜脂过氧化程度减轻;但当硝酸钙浓度增加 12g /kg时,木麻黄体内 M DA含量又急剧升高。 这说明了土

壤中施加适量的钙盐可以缓解 N aC l胁迫对木麻黄幼苗细胞膜结构的损害, 使膜脂过氧化程度减轻,但如果土壤加入 C a(N O 3 ) 2

过多结果又会适得其反。

2. 2. 4　 Ca(N O 3 ) 2对 N aC l胁迫下木麻黄扦插苗 SO D活性的影响　从图 4可看出, SO D活性变化趋势与 M DA 含量变化趋势

相反。 重度 N aC l胁迫木麻黄幼苗中 SO D活性明显低于中度 N aC l胁迫下木麻黄幼苗,说明木麻黄虽然可以耐受一定盐度,但

当盐度过高, 木麻黄幼苗细胞膜的结构和功能受到很大损坏, SOD无法象正常情况下受细胞内超氧化自由基所激活, 因此在高

盐度下木麻黄幼苗中 SO D活性保持在低水平。而处在中度 N aC l胁迫下木麻黄幼苗细胞中 SO D活性维持在较高水平,并且在

土壤硝酸钙浓度为 0. 7gC a2+ /kg时, SO D活性升至最高点, 然后随钙盐含量增加而降低。这也说明了并非任何浓度的钙盐都能

促进抗氧化酶系统活性的提高。
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图 3　钙盐对 N aC l胁迫下木麻黄 M DA的影响

F ig. 3　 E ffect o f C a2+ on M DA con ten ts o f Ca sur ina cu t t in g

seed ling s u nder N aC l s t ress

图 4　钙盐对 N aC l胁迫下木麻黄 SOD活性的影响

F ig. 4　 E f fect of C a2+ on SOD act ivit ies o f Ca sur ina cu tt in g

seed ling s u nder N aC l s t ress

2. 2. 5　C a(N O 3 ) 2对 N aC l胁迫下木麻黄扦插苗 PO D活性的影响　图 5中钙盐调控下木麻黄幼苗 POD活性的变化曲线与

SO D活性的变化曲线非常相似, 中度 N aC l胁迫下木麻黄幼苗 PO D活性远高于重度 N aC l胁迫, 而且在土壤中 C a2+ 浓度为

0. 7g /kg时, 中度 N aC l胁迫下木麻黄幼苗 POD活性达到最高点, 随后 PO D活性下降, 但 3种浓度钙盐调控下的木麻黄幼苗

PO D活性均高于未加硝酸钙的对照组。这与钙盐调控下木麻黄幼苗中 M DA含量变化趋势相反, 当木麻黄幼苗 PO D活性最高

时, M DA含量最低, 这说明适量的 C a2+ 可以提高膜保护酶系 SO D和 PO D的活性, 有助于减缓膜脂过氧化程度。

2. 2. 6　C a(N O 3 )2对 N aC l胁迫下木麻黄幼苗游离脯氨酸含量的影响　从图 6可见钙盐对中度 N aC l胁迫下的木麻黄幼苗的

调控表现在:土壤中施加 C a2+ 浓度 0. 7g /kg为时, 木麻黄幼苗细胞内比对照组积累更多的脯氨酸,但 C a2+ 加入更多, 木麻黄幼

苗中游离脯氨酸含量稍有降低, 但均高于对照;而在高盐胁迫下,木麻黄幼苗中游离脯氨酸含量随着钙盐浓度的增加而减少,在

重度 N aC l胁迫和高钙调控下木麻黄幼苗游离脯氨酸含量最低。推测脯氨酸作为渗透调节物质,主要功能在于缓解盐胁迫引起

的渗透胁迫, 而钙盐中的 C a2+ 是植物必需的大量元素, 而且作为植物细胞信号传导的第二信使调节着生理代谢活动, 它可以减

轻 N a+ 引起的离子毒害。 在中度 N aC l胁迫下,钙盐可以促进木麻黄幼苗体内合成和积累脯氨酸来降低细胞内的渗透势,提高

木麻黄幼苗的耐盐性; 重度 N aC l胁迫下, 木麻黄幼苗脯氨酸含量是正常情况下的 10. 6倍, 但植物体内积累过多脯氨酸会影响

蛋白质和氨基酸的正常代谢, 并且会消耗大量能量而阻碍植物的生长, 因此在钙盐调控下,脯氨酸含量有所降低,外源的钙和细

胞内游离脯氨酸共同作用, 缓解了重度 N aC l胁迫对木麻黄幼苗的伤害。 但高 C a2+不利于提高木麻黄渗调物质的合成。

图 5　钙盐对 N aC l胁迫下木麻黄 POD活性的影响

F ig. 5　 E f fect o f C a2+ on POD act iv it ies o f Ca sur ina cu t t in g

seed ling s u nder N aC l s t ress

图 6　钙盐对 N aC l胁迫下木麻黄脯氨酸的影响

F ig. 6　E ffect o f C a2+ on f ree p rol ine con ten t o f Ca su rina cu t t ing

seed lings und er N aC l s tress

3　讨论

盐害的原因是由于盐胁迫下膜脂过氧化作用加强,导致质膜透性加大, 离子平衡失调,代谢紊乱, 生长发育受到抑制。 细胞

壁和质膜上的结合钙, 对于维持质膜稳定性具有重要作用 [10], 一般认为 Ca2+ 与细胞壁中的果胶酸钙,保护中胶层结构, 同时它

具有抑制多聚半乳糖醛酸酶 ( PG )活性的作用, 减少细胞壁的分解;另外 C a2+ 可作为磷脂的磷酸根和蛋白质的所基间联结的桥

梁, 使膜结构更为牢固 [11, 12 ]。由此看来钙是一种很好的膜保护剂。本文利用外源硝酸盐提高木麻黄的耐盐性,实验结果 (图 1～

图 6)表明, 在 10g /kg的中度 N aC l胁迫下, 加入 0. 7gC a2+ /kg能明显增加木麻黄的生长量, M DA含量最低, SO D、 PO D活性和

脯氨酸含量达到最高, CA T活性也有不同程度增加, 说明适量钙盐能够诱导抗氧化酶系统活性的迅速增加以抵御逆境诱导的

氧化胁迫, 并间接促进游离脯氨酸在细胞内积累以抵御渗透胁迫, 增强木麻黄的抵抗中度盐胁迫的能力, 在另外的实验里,还发
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现在 N aC l胁迫下施加适量硝酸钙可以明显促进木麻黄小枝质膜 A T P ase酶活性的提高 。已有的研究报道也发现环境胁迫因

子能引起植物细胞内 Ca2+ 浓度增加,用 Ca2+ 处理可以改善植物幼苗的抗逆性,增强植物对许多非生物逆境的适应性,减轻逆境

对植物所造成的伤害, 增强植物对冷害、高温、干旱、盐害等逆境因子的抵御能力 [13 ]。 但在高盐胁迫下,木麻黄幼苗处在生长缓

慢, 体内生理代谢发生紊乱,外源钙盐的作用不明显,而且外源钙盐浓度过高非但不能提高木麻黄的耐盐性,反而会加重盐胁迫

对植物的伤害。

在 N aC l胁迫条件下, N a+ 取代细胞质膜上的 C a2+ , 并且引起细胞内 C a2+ 的外流, 影响细胞中 C a2+ 含量。 盐胁迫下补充

C a2+可抑制 N a+ 的吸收,对维持植物细胞膜完整性和稳定性以及调节无机离子运输具有重要作用 [14 ]。 Ca2+ 能促进酶活性升高,

从而加强清除氧自由基和过氧化物的能力。但 C a2+ 浓度增大,却使酶活性有所降低,说明 C a2+ 促进酶活性升高的作用只限于一

定范围内。 细胞质中 Ca2+ ,当其浓度和分布在适当的范围内变化时,会在植物对外界调节适应中起着积极的作用, 但当其变化

超过一定的范围,就会破坏和扰乱细胞正常的结构与功能, 如造成细胞骨架和膜结构的破坏, 并最终导致细胞内物质代谢的不

平衡 [15]。

通过以上系统地研究和分析讨论可得出结论: 适量的 Ca2+ 可以提高木麻黄幼苗的耐盐性, 减轻盐胁迫对木麻黄幼苗造成

的伤害。 本文推荐外源 Ca2+ 的浓度为 0. 7gC a2+ /kg土, 具体操作应根据实际情况确定。
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