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摘要:采用棚栽对照试验,对一种转基因玉米(36Ba3C42-1-3)及其受体在大喇叭口期进行了耐旱性鉴定。结果表明,干
旱胁迫后,受试植株叶片相对含水量、叶绿素含量以及胁迫结束后花粉活力降低,细胞膜损伤程度增大;MDA积累量、脯
氨酸含量、SOD活性升高;在上述指标中,除叶绿素含量变化表现出无显著性差异外,转基因植株均比受体植株表现出更

好的耐受性。研究结果提示该转基因植株比受体植株具有更好的耐旱性。
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玉米(ZeamaysL.)是世界上第三大粮食作物,可以作为人类食品、动物饲料、化工原料等[1]。一些环境因

素如含盐量[2]、干旱[3]、高温[4]等均严重影响着玉米的产量,其中干旱是最重要的一个限制性因素。尤其在玉米

生长至大喇叭口期阶段(开花前两周,从拔节到抽雄所经历的时期),玉米对水分胁迫最为敏感,此时缺水会造成

玉米生长发育不良,常常导致花期玉米花粉发育不良或者败育[1-2],导致减产甚至绝收。权瑞党等人[5]通过花粉

介导的方法,将编码胆碱脱氢酶的BADH 基因(该基因表达产物可以增强植物细胞内甜菜碱的累积)转入玉米

DH4866;经检测它的纯合转基因株系(betA/als)36Ba3C42-1-3幼苗叶片中甜菜碱的含量增高。在中国西南如

重庆等地区,严重的夏季干旱经常发生(发生概率为60%~80%),并常常持续30~50d[6],并覆盖了玉米大喇叭

口期和后段时间[6]。鉴于上述背景,本研究以转基因玉米(36Ba3C42-1-3)及其受体作为研究材料,分别检测它

们在大喇叭口期阶段至花后10d的抗旱评价指标,以评估和鉴定该转基因玉米材料的抗旱性以及在中国西南地

区的适应性。

1材料与方法

1.1材料和栽培及水分管理

转基因玉米及其受体种子由山东大学张举仁教授惠赠。播种时间为4月中旬,选取饱满的种子经表面消

毒,用水冲洗1h后在温水中浸种3h。种子发芽3d,然后单粒种植到已预先称重并测定了其中盆土含水量的盆

中,盆中土壤含水量为20.58%,容重为(1.55±0.03)g·cm-3,pH值为6.01±0.01,团粒结构(8.15±0.03)

mm。待幼苗生长到三叶期,移入温室,转基因及其受体玉米各个处理分别种植45株,按行距1m、穴距0.33m
排列;干旱胁迫组与正常供水的对照组中间设置水分隔离带2m,生长期间常规施肥及病虫害管理。

干旱胁迫组的转基因及其受体植株在开花前15d左右进行干旱胁迫处理,此时气温高达38~43℃,通过称

重法控制浇水,调控土壤相对含水量在15%~20%,同时对照组土壤相对含水量保持在20%左右。控制浇水开

始即记作干旱胁迫的第0d,连续处理16d后,恢复正常浇水。其他时期同对照组相同,按照正常管理进行灌溉

供水。

1.2测定指标及方法

分别在控制浇水后第0,2,4,8,16d以及浇水恢复正常后的第7d时采集各处理组的新鲜叶片作为材料进
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行抗旱生理指标测定。其中,相对含水量(Relativewatercontent)采用文献[7]的方法,具体计算公式为:
相对含水量=(鲜质量-干质量)/(饱和鲜质量-干质量)×100%;

叶绿素含量(Chlorophyllcontents)采用乙醇浸提比色法[8],称取样品0.2g,加入95%乙醇3mL,避光浸提

24h。以95%乙醇为空白,测定665nm、649nm下吸光度;细胞膜损伤程度(Membranedamage)采用电导率法

(Electrolyteleakage)[7];游离脯氨酸含量(Freeprolinecontent)的测定采用磺基水杨酸法[7];超氧化物歧化酶

(Superoxidedismutase,SOD)活性采用氮蓝四唑(NBT)化还原法[7];丙二醛(Malondialdehyde,MDA)含量测定

采用硫代巴比妥酸(TBA)法[7];花粉活力(Pollenactivitydetection)测定采用氯化三苯基四氮唑(TTC)染色

法[9]。

1.3数据分析

所有数据均用“平均值±标准误”来表示,采用SPSS13.0软件对数据进行统计分析,显著性水平为p<0.05。

2结果与分析

2.1相对含水量的变化

叶片相对含水量可以揭示植物对水分的吸收和保持能力[10]。研究结果表明(图1),未进行水分胁迫的对照

组中,转基因植株与受体植株相比叶片相对含水量无显著的差异;在干旱胁迫下,无论是转基因植株还是受体植

株的叶片相对含水量都显著降低(p<0.05),而在胁迫初期,转基因植株对胁迫的敏感程度相对低于受体植株;
一段时间后,转基因植株叶片相对含水量趋于稳定,而受体植株叶片相对含水量则呈现出持续的下降的趋势;浇
水恢复正常后,相对含水量增加。

2.2叶绿素含量的变化

叶绿素是光合作用过程中捕获光的主要成分,它的含量高低可以直接影响光合速率。干旱胁迫能够一定程

度上加速叶片的衰老从而加快了叶绿素的分解速率[11]。图2反映了不同处理下植株的叶绿素含量变化:在受到

干旱胁迫后,转基因植株及受体植株叶片叶绿素含量都有一定的降低,但二者的降低程度并不存在显著差异;但
是总体上受体植株叶片叶绿素含量要低于转基因植株。

2.3电导率变化

干旱胁迫会导致细胞质膜的损伤,造成细胞膜稳定性降低,通透性的增大,进而造成生理代谢紊乱。测定植

物叶片电导率的变化,能够间接揭示品种的抗旱能力。如图3所示,在测定期间转基因植株及受体植株叶片相

对电导率均有升高,表明此期的高温,对叶片均有一定损伤,但转基因植相对电导率始终低于受体植株。

    
      图1 相对含水量变化         图2 叶绿素含量变化      图3 相对电导率变化

2.4游离脯氨酸的含量变化

游离脯氨酸在植物中主要作为一种渗透调节物质,它的累积可以增强组织的抗脱水能力,而且它的偶极性

也保护了膜蛋白结构的完整性[12]。由图4可知,在未受到干旱胁迫时,无论是转基因植株还是受体植株叶片游

离脯氨酸含量相对比较稳定,转基因植株虽然略高于受体植株,但差异不显著;在受到干旱胁迫之后,两种植株

叶片游离脯氨酸含量都急剧升高,其中转基因植株升高幅度较大而且含量较高;在持续干旱胁迫之后转基因植

株和受体植株游离脯氨酸含量均有不同程度的下降,然而受体植株下降幅度较大,在干旱胁迫第16d时已达未

受胁迫时的水平;在恢复正常浇水后,虽然转基因胁迫植株叶片游离脯氨酸含量逐渐下降,并达到较低的水平,
但是其对照组仍高于胁迫组———而此时受体胁迫组与受体对照组之间该指标无显著差异。
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2.5SOD活性变化

SOD可以有效清除活性氧,保护生物膜。植物受到胁迫之后,SOD活性会出现一定程度的升高。由图5可

以看出,实验起见,未受到干旱胁迫的两种植株对照组一直增长趋于缓和,不存在显著差异;而在干旱胁迫初期,
转基因植株和受体植株叶片的SOD活性都有升高的趋势,但是差异却不显著;在持续干旱胁迫后,两种植株叶

片SOD活性都有下降,但是下降程度各异,受体植株比转基因植株下降幅度大;解除胁迫后,两者叶片SOD活

性逐渐降低,恢复到略高于对照组水平。

2.6MDA含量变化

MDA作为膜脂过氧化产物,它的累积含量的高低表明了膜系统受伤害的程度。图6反应了干旱胁迫后

MDA的含量变化。干旱胁迫初期,不论转基因植株还是受体植株,其叶片 MDA含量均呈现一定程度的上升;
持续干旱胁迫后期,受体植株叶片 MDA累积量显著大于转基因植株(p<0.05);恢复正常浇水后,两种植株的

MDA积累量逐渐趋近各自的对照水平。

    
       图4 辅氨酸含量变化        图5 SOD活性变化       图6 MDA含量变化

表1 不同处理下花粉活力比较

对照 干旱胁迫 损伤率/%
转基因植株 0.9340 0.8885** 4.87
受体植株 0.8456 0.7683** 9.14

  注:*表示0.05水平上差异显著;**表示0.01水平上差异显著。

2.7花粉活力差异

花粉的活力表现可以直观的显示干旱胁迫对植株

的影响。表1反映了每一个处理阶段植株的花粉活

力。其中可见,两种植株的花粉活力都受到了一定程

度的影响,受体植株的花粉活力损伤率要高于转基因

植株。

3讨论

  玉米是一种亲水性植物,对水分胁迫异常敏感。已有大量学者对玉米萌芽期和苗期的抗旱性做了大量研

究[13-17],同时为了提高经济效益,有学者采用穴盘育苗这种可直接避开萌芽期和幼苗期的干旱问题的方法进行

育苗[18-19]。对玉米成株期的抗旱性研究大多是利用籽粒重、生物总量、产量等一些指标进行测定。笔者认为应

特别注意玉米的水分临界期如大喇叭口期的抗旱性研究。因此,要评价玉米抗旱性或者某些品种在该地区的适

应性也必须在此期间进行。
关于抗旱生理应该从多方面进行研究。一般认为,相对含水量降低可以改变细胞膜的结构[20],而自由基理

论[21]则认为,干旱环境能够导致植物细胞内自由基的产生与清除过程失衡,自由基积累可引发细胞膜脂过氧化

或脱脂反应[22];与此同时不仅能引起叶片内水势下降,还可降低光合作用[23],同时也在一定程度上引起叶绿素

含量的降低。膜脂过氧化的发生导致体内 MDA含量的大量积累,这使得膜中酶蛋白发生交联性失活,从而进一

步增大细胞膜透性[24],表现出组织浸泡液电导率的增大。同时,植物也会合成一些物质进行渗透调节,比如甜菜

碱、游离氨基酸等一些物质的合成和积累[25],其中以脯氨酸含量的变化最为突出。另外,氧自由基的积累一定程

度上能够引起植物体内SOD表达量的增加,从而有助于抑制、清除氧自由基的产生和缓解脂质过氧化过程[26]。
因此上述指标在一定程度上可以代表植物的耐旱性。

本研究表明,干旱胁迫显著影响叶片相对含水量(p<0.05),类似研究结果已在高粱和白杨中有报告[27-28]。与

其受体相比,转基因玉米叶片叶绿素含量偏高;在干旱胁迫时,转基因玉米叶片的相对含水量下降程度较低,脯氨酸

含量升高幅度相对较大而且含量较高,MDA累积量明显较小,相对电导率的增加幅度较低;而且在持续干旱胁迫之
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后,转基因玉米叶片SOD活性下降速度明显较小。上述结果以及干旱胁迫后表现出来相对较高的花粉活力,均说

明该转基因玉米比受体植株更适应大喇叭口期的干旱条件,同时还说明该转基因改造不只是造成该材料甜菜碱含

量的增加,而且还导致了上述一系列生理生化变化,植株的耐旱性从总体上得到了进一步的提升。
在玉米的抗旱性评价方面,国内目前尚没有形成较为统一的鉴定方法,只有一些地方具有相关的鉴定标

准[29],大多数地方主要还是以存活率、产量等直观数据进行鉴定分析,虽然这些方法在产量上得到一定的成果,
但是存在周期偏长等缺点。本研究从生理生化角度入手,并用花粉活力对其耐旱性进行检测,可以在较短时间

内进行较为准确全面的鉴定。
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DroughtResistanceofTransgenicMaize(36Ba3C42-1-3)LargeBell

LUOAncai1,LILixia1,DANGHui1,LINQing2

(1.CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331;

2.BiotechnologyResearchCenter,ChongqingAcademyofAgriculturalSciences/Chongqing
KeyLaboratoryofAdversityAgriculture,Chongqing401329,China)

Abstract:Inthisstudy,theeffectofdroughtstressonphysiologicalandbiochemicalcriterioninmaizeatthebell-mouthedperiod
andtheidentificationofthedroughttolerancepowerofatransgenicmaize36Ba3C42-1-3werestudiedinpotculturewithrainproof
shelter.Theresultsshowedthatundermoderatedroughtstress,therelativewatercontent,thechlorophyllcontentandafterthe
stressthepollenviabilityalsodecreased.Thedamageoncellmembraneincreased;theaccumulationofMDA,pralinescontentand
SODactivityincreased.Changesintheaboveindexes,exceptthecontentsofchlorophyllshowednosignificantdifference,thetrans-
genicplantsthanthereceptorplantsshowedbettertolerance.Therefore,thisstudysuggeststhatthetransgenicplantsbetterthan
thereceptorplantdroughttolerance.
Keywords:transgenicmaize;physiologicalandbiochemicalindexes;droughtresistance
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