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不同花生品种响应干旱胁迫后叶片内ABA与

AhNCED1的分布
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摘要      以粤油7号和汕优523两个不同抗旱性品种为材料, 研究响应干旱胁迫后叶片

ABA(abscisic acid, 脱落酸)和AhNCED1(Arachis hypogaea nine-cis-epoxycarotenoid dioxygenase)的分布

以及含量变化。结果表明, 两种花生品种响应干旱胁迫后叶片的维管组织中ABA分布增强且含

量增加, AhNCED1蛋白分布也增强; 且在水分胁迫初期粤油7号花生AhNCED1蛋白分布强于汕优

523, 其体内ABA分布水平也高于汕优523; 经ABA生物合成抑制剂Naproxen处理后, 两种花生叶片

ABA分布减弱, 但粤油7号叶片维管组织中ABA分布水平仍高于汕优523。结果表明维管组织是

干旱胁迫下花生叶片中ABA和AhNCED1分布的主要区域, 且粤油7号花生抗旱性强可能与其体内

AhNCED1和ABA的分布量较高有关。
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脱落酸(abscisic acid, ABA)作为一种植物激素, 
参与调控植物发育的诸多重要过程, 尤其是作为触

发植物对逆境胁迫应答反应的传递体, 参与调控植

物对逆境胁迫如干旱、高盐、低温等产生的应答[1]。

植物受到干旱胁迫时, 细胞内ABA含量增加, 促进

ABA诱导基因表达, 改变体内激素平衡, 进而调节植

物的生长发育和响应干旱的能力[2]。9-顺式环氧类

胡萝卜素双加氧酶(NCED)是调节ABA生物合成的

关键限速酶[3], 其表达水平与内源ABA含量相关。番

茄、玉米和菜豆等作物在干旱胁迫条件下NCED表

达与ABA的变化一致, 干旱胁迫可诱导NCED基因表

达从而增加ABA的积累[4-6]。本课题组前期从耐旱

花生品种粤油7号叶片中克隆AhNCED1(Arachis hy-
pogaea nine-cis-epoxycarotenoid dioxygenase)基因, 证
明AhNCED1具有NCED基因功能, 并参与水分胁迫

时ABA的生物合成[7], 其对水分胁迫下ABA的生物

合成是敏感的早期事件[8]。水分胁迫引起花生体内

AhNCED1蛋白表达快速增强。前期研究表明, ABA
生物合成关键酶AtNCED、AtABA2和AAO3在正常

拟南芥植株的维管束表达[9], 所以维管束可能是ABA
在非胁迫植株中的主要合成部位, ABA及其前体可

能是在维管组织中合成, 然后运输到目的细胞[10]。

然而, 响应水分胁迫后植株体内ABA分布情况仍不

清楚, 因此, 研究植株体内ABA分布变化规律对探讨

其在植物应答水分胁迫过程中的作用机制具有重要

意义。

本论文以粤油7号和汕优523两个不同抗旱品

种花生为材料, 通过免疫酶定位技术、酶联免疫法

等方法, 研究花生在响应干旱胁迫以及ABA生物合

成的抑制剂(Naproxen)处理后叶片中ABA的分布差

异以及含量变化。这些研究有助于深入了解花生在

干旱胁迫下植株体内ABA的合成以及分布规律。

1   材料与方法
1.1  材料

花生品种粤油7号、汕优523由广东省农业科学

院作物研究所提供。其中粤油7号为抗旱性品种, 汕
优523为敏旱性品种。游离ABA单克隆抗体由南京

农业大学夏凯教授馈赠。

1.2  方法

1.2.1　花生培养与胁迫处理　　选取饱满花生种子

浸泡过夜, 播种于盛有浇透的蛭石和珍珠岩(1:1)的
直径为10 cm的圆形花盆中, 隔天浇1/4 MS营养液, 
培养后取材。随机选取长势相同的两品种花生植株, 
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进行干旱胁迫和1 mmol/L Naproxen处理。具体方

法如下: 将四叶期幼苗分别用30% PEG 6000溶液处

理0, 1, 3, 7, 10, 24, 48 h后取材; 另一部分分别用水、

PEG、PEG+Naproxen、Naproxen处理24 h后取材。

1.2.2　冰冻切片制备　　将植物样品经含3%多聚甲

醇、0.5%戊二醇、4%蔗糖、10 mmol/L PBS(pH7.0)
的固定液固定后, 切成长2 mm、宽1 mm的样品块, 
再经含4%蔗糖的10 mmol/L PBS浸洗1~2 h, 液氮速

冻20 s, 移至冰冻切片机(LEICA CM3050S, Germany)
腔内; 样品短时间置室温, 使其包埋黏附于样品托上

LEICA(CM1850)冷冻切片机冰冻切片, 将切片黏贴

于0.01%多聚赖氨酸处理过的载玻片上, 切片厚度为

10~12 μm。

1.2.3　脱落酸的免疫酶定位        叶片样品切成 
1 mm×3 mm 的横纵样品块, 迅速置于固定液(2%
碳二亚胺、3%多聚甲醛、0.5%戊二醛、4%蔗糖、

10 mmol/L PBS, pH7.0)中, 冰浴抽气预固定1 h后; 新
鲜固定液4 ºC固定4~5 h。固定后的样品进行冰冻切

片, 厚度为10~12 μm, 制备好切片于37 ºC烘箱内干

燥8~12 h, 在含5%脱脂奶粉的10 mmol/L PBS(pH7.0)
中温室阻断1 h; ABA单克隆抗体稀释100倍后4 ºC孵
育过夜, TTBS漂洗3次, 经生物素化二抗杂交, TTBS
漂洗3次。TBS漂洗1次后NBT-NCIP显色染色、显色, 
置于LEICA DMIRB倒置显微镜上观察, 照相。免疫

反应的阴性对照用PBS抗体稀释液代替一抗。

1.2.4　AhNCED1蛋白免疫酶定位　　将切片黏在

载玻片上, 37 ºC干燥8~12 h, 在含5%脱脂奶粉的 
10 mmol/L PBS(pH7.0)中室温阻断1 h, PBS清洗3次, 
10 min/次; AhNCED1单克隆一抗(1:100比例) 4 ºC下
孵育过夜;  PBS清洗3次, 10 min/次; 辣根过氧化物

酶标记的羊抗鼠二抗(1:500)室温孵育2 h, PBS清洗 
1次, 10 min/次; 双蒸水清洗3次, 10 min/次; 滴加

DAB染色剂避光显色; 适时滴加停显液(100 mmol/L 
Tris-HCl、1mmol/L EDTA, pH8.0)停止显色; 双蒸

水清洗3次; 在配置CoolSNAP CCD(Photometrics, 
USA)的LEICA DMIRB倒置显微镜上观察并照相。

免疫反应的阴性对照用PBS抗体稀释液代替一抗。

1.2.5　ABA含量测定　　按照Lorena等[11]采用酶联

免疫法(ELISA)测定不同胁迫处理后花生叶片内源

ABA含量。100 mg花生样品在液氮中研磨成粉末, 预
冷的80%甲醇10 mL提取, 4 ºC过夜, 4 ºC下5 000 r/min
离心10 min, 沉淀用5 mL 80%甲醇重复提取, 离心, 

合并上清液, 吹干甲醇。用等体积三氯甲烷萃取, 去
除色素, 水相用1 mol/L HCl将pH调至2.5~2.8, 再用

等体积乙酸乙酯萃取三次, 合并乙酸乙酯相, 吹干乙

酸乙酯, 残留物用400 μL 100%甲醇溶解, 最后用于

ELISA法分析含量。

2   结果
2.1  不同抗旱品种花生响应水分胁迫后叶片中

ABA分布以及含量变化

正常条件下(0 h)花生叶片中ABA分布微弱。在

胁迫初期(1 h), 粤油7号叶片中ABA特异分布水平明

显增强(图1), 随后ABA分布维持较高水平; 而在汕

优523叶片中在胁迫后期(24 h)ABA分布水平才出现

明显增强。在两种花生品种叶片中ABA特异分布于

维管组织区域(图1g和图1h)。
在PEG胁迫1 h时, 粤油7号叶片ABA含量增加约

122.2%, 随后ABA含量不断增加, 直至PEG胁迫10 h
时ABA含量趋于稳定; 汕优523中叶片ABA含量在响

应水分胁迫1 h时变化不大, 直至PEG胁迫7 h, ABA含

量才有较明显的增加, 增加约72.0%, 随后含量微弱

增加。整个胁迫过程中粤油7号叶片ABA含量比汕

优523多, 胁迫48 h时, 粤油7号叶片ABA含量是汕优

523的213.8%(图2)。
2.2  Naproxen对不同抗旱品种花生叶片中ABA分

布和含量的影响

Naproxen是ABA生物合成的抑制剂, 抑制环氧

类胡萝卜素的裂解, 降低ABA生物合成的速率[12]。

图3表明, 粤油7号和汕优523在经过PEG胁迫24 h后
叶片维管组织中ABA分布水平明显升高, 其中粤油7
号叶片维管组织中ABA的分布量高于汕优523的(图
3g和图3h); 在经过Naproxen处理后, 两品种花生叶

片维管组织中ABA分布量迅速降低, 几乎检测不到; 
经PEG和Naproxen共同处理24 h后, 两品种花生叶片

中ABA分布水平降低, 此时粤油7号叶片维管组织中

ABA分布水平仍高于汕优523(图3)。
胁迫24 h后, 粤油7号叶片内ABA含量增加约

291.0%, 汕优523叶片内ABA含量增加约105.4%; 在
经过Naproxen处理后, 两品种花生叶片内ABA含量

迅速减少。经过PEG和Naproxen共同处理后, 两品

种花生叶片中的ABA含量降低, 与对照相比粤油7号
降低46.3%, 汕优523降低64.3%, 此时粤油7号叶片

内ABA的含量比汕优523多(图4)。
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2.3  不同抗旱品种花生响应水分胁迫后叶片中

AhNCED1的分布

在胁迫初期(1 h), 粤油7号叶片中的AhNCED1
分布水平明显升高, 随后AhNCED1分布水平略有降

低, 但在胁迫24 h时分布又增强; 而在汕优523中, 胁
迫前期叶片AhNCED1分布较微弱, 且变化不大。在

胁迫后期(24 h)时叶片中AhNCED1分布才明显增强

(图5), 且两种花生品种叶片中AhNCED1特异分布于

PBS处理作为空白对照。e-h分别为a-d的5倍放大图。箭头所指为信

号区域, a-d的标尺=500 μm。

PBS treatment as control samples. e-h were magnified 5 times for a-d, 
respectively. The signal regions are indicated by an arrow. Bar=500 μm 
for a-d. 

图1　水分胁迫下不同品种花生叶片中ABA的分布

Fig.1　Effect of water stress on ABA distribution of leaves 
in different drought resistant cultivars

图2　水分胁迫下不同品种花生叶片中ABA的含量变化

Fig.2　Effect of water stress on endogenous ABA levels of 
leaves in different drought resistant cultivars

PBS处理作为空白对照。e-h为a-d的5倍放大图。箭头所指为信号区

域, a-d的标尺=500 μm。

PBS treatment as control samples. e-h were magnified 5 times for a-d, 
respectively. The signal regions are indicated by an arrow. Bar=500 μm 
for a-d. 
图3　Naproxen处理对水分胁迫下不同品种花生叶片ABA

分布的影响

Fig.3　Effect of Naproxen(Nap) on ABA distribution of 
leaves in different drought resistant cultivars

图4　Naproxen处理对水分胁迫下不同品种花生叶片ABA含

量的影响

Fig.4　Effect of Naproxen(Nap) on endogenous ABA levels 
of leaves in different drought resistant cultivars

维管组织区域(图5g)。
2.4  Naproxen对不同抗旱品种花生叶片中AhNC-
ED1分布的影响

粤油7号和汕优523在经过PEG胁迫后叶片维管

组织中AhNCED1分布水平明显升高; 经Naproxen处
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理后, 两品种花生叶片维管组织中AhNCED1分布水

平迅速降低。两品种花生经PEG和Naproxen共同处

理后, 叶片维管组织中的AhNCED1分布水平降低, 
但粤油7号叶片维管组织中AhNCED1分布水平仍高

于汕优523(图6)。

3   讨论
近年来, 关于植株响应水分胁迫后引发ABA合

成敏感位点的研究受到广泛关注。用胶体金免疫电

镜技术对蚕豆根中ABA的定位结果表明, 维管组织

的质外体中发现有大量金颗粒标记[13], 这说明蚕豆

根部内源ABA主要分布在维管组织, 表明维管组织

系统在ABA信号中可能处于一定的支配地位。本实

验发现水分胁迫下花生叶片ABA主要分布在维管

组织区域(图1和图3), 说明在ABA信号控制中处于

支配地位的可能是维管组织系统。这一结论也受到

AAO3在韧皮部伴胞细胞和木质部薄壁细胞精确定

位研究[9]的支持。Naproxen是ABA生物合成的抑制

剂, 抑制环氧类胡萝卜素的裂解, 降低ABA生物合

成的速率。花生在经过Naproxen处理后, ABA分布

水平明显低于经过PEG处理的花生。两品种花生经

Naproxen和PEG共处理后, 叶片维管组织内ABA分

布水平降低, 但由于粤油7号响应水分信号时ABA
的合成量大于汕优523的合成量, 故粤油7号叶片维

管组织中ABA分布水平仍高于汕优523(图3和图6)。
说明不同品种花生叶片维管组织中ABA的分布水平

可能与其抗旱性相关。

AhNCED1基因是花生体内ABA合成的关键酶

基因, 其表达量的高低能反映植物体内ABA水平[14]。

水分胁迫后, 花生叶片AhNCED1蛋白特异分布在维

管组织区域(图5和图6), 说明处于物质转运通道上的

AhNCED1蛋白在花生ABA合成和积累过程中具有

重要作用。前期研究发现花生耐旱品种粤油7号在

干旱胁迫下, 叶片AhNCED1 mRNA水平明显高于敏

感品种汕优523[15]。本论文进一步研究花生响应水

分胁迫后叶片内AhNCED1的分布变化, 发现水分胁

迫下粤油7号花生AhNCED1蛋白分布水平高于汕优

523, 其体内ABA含量较多, 并且粤油7号花生叶片在

水分胁迫下, 可持续较高水平分布(图5), 而汕优523
在水分胁迫AhNCED1蛋白分布微弱, 说明粤油7号
比汕优523具有持久的合成ABA的能力, 使ABA在水

分胁迫下植株体内起持续作用, 植株整体保水状况

好, 水分亏缺对植物体造成伤害较小, 因而抗旱能力

较强[16]。同时也说明不同抗旱品种花生AhNCED1
蛋白的表达分布差异使植株体内合成ABA能力不同, 
通过判断不同品种花生植株响应水分胁迫的能力, 
呈现不同的抗旱能力。水分胁迫下, 粤油7号叶中

AhNCED1蛋白分布出现两次增加, 可能AhNCED1

PBS处理作为空白对照。e-h为a-d的5倍放大图。箭头所指为信号区

域, a-d的标尺=500 μm。

PBS treated as control samples. e-h were magnified 5 times for a-d, 
respectively. The signal regions are indicated by an arrow. Bar=500 μm 
for a-d. 

图5　水分胁迫下不同花生品种AhNCED1分布变化

Fig.5　Effect of water stress on AhNCED1 distribution of 
leaves in different drought resistant cultivars

PBS处理作为空白对照。d-f为a-c的5倍放大图。箭头所指为信号区域, 
a-c的标尺=500 μm。

PBS treated as control samples. d-f were magnified 5 times for a-c, 
respectively. The signal regions are indicated by an arrow. Bar=500 μm 
for a-c. 

图6　Naproxen处理对水分胁迫下不同品种花生叶片

AhNCED1分布的影响

Fig.6　Effect of Naproxen on AhNCED1 distribution of 
leaves in different drought resistant cultivars



996 · 研究论文 ·

蛋白在胁迫不同阶段发挥不同作用, 花生响应水分

胁迫初期, 首先触发根系AhNCED1转录、翻译, 促
进根源ABA的合成。AhNCED1蛋白第二次表达高

峰, 可能是由于此阶段水分胁迫引起ABA合成, 诱导

抗氧化酶等特异性蛋白大量表达, 保护植物体免受

外界伤害;  同时AhNCED1启动子存在顺式作用元件

ABRE区域, 水分胁迫和ABA处理均可提高其活性[17], 
增强此作用元件与AhNCED1启动子的结合, 启动

AhNCED1表达, 促进大量合成ABA, 合成的ABA正

反馈调节AhNCED1蛋白持续高表达, 内源ABA水平

升高, 使植物适应胁迫环境。
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Distribution of ABA and AhNCED1 in Peanut Leaves of Different Drought 
Resistant Cultivars Subjected to Drought Stress

Hu Bo, Xiao Suni, Lü Yan, Li Ling*
(Guangdong Provincial Key Lab of Biotechnology for Plant Development, College of Life Sciences, South China Normal University, 

Guangzhou 510631, China)

Abstract        In this study, the changes of ABA distribution and ABA content in leaf of two species of the 
peanut (Yueyou 7 and Shanyou 523) were researched through the immunoenzyme localization and ELISA methods. 
The results showed that the ABA distribution and ABA content in peanut leaf were increased after drought stress. 
The synthesis of ABA and AhNCED1 in the leaves of Yueyou 7 appeared more quickly than that in the susceptible 
cultivar (Shanyou 523). Furthermore, AhNCED1 transcript and protein in Yueyou 7 were induced more than that 
in Shanyou 523, coinciding with higher ABA accumulation. After treated with Naproxen, ABA distribution were 
lower than that treated with PEG. These results showed that the vascular cambium is the main region of leaf in 
peanut response to drought stress, and the higher drought-resistant of Yueyou 7 peanut may be relate to the more 
distribution of ABA and AhNCED1 in leaf.
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