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5-ALA 对干旱胁迫下小麦幼苗

光合作用及 D1 蛋白的调节作用

王嘉楠    李小艳    魏石美    赵会杰    赵明奇    汪月霞

（河南农业大学生命科学学院，450002，河南郑州）

摘   要    为了探究 5- 氨基乙酰丙酸（5-aminolevulinic acid，5-ALA）对干旱胁迫下小麦幼苗光合作用损伤的

缓解机制，选用矮抗 58 小麦品种为试验材料，在两叶一心期对叶片喷施浓度为 100mg/L 的 5-ALA，处理 3d

后对根部施加 20% 聚乙二醇 6000（PEG-6000）模拟干旱环境，2d 后取样进行光合以及 psbA 基因表达分析和

D1 蛋白含量测定。结果表明，干旱胁迫明显降低了小麦叶片的相对含水量以及叶绿素含量，而喷施外源 5-ALA

能够明显缓解干旱造成的伤害，同时也减缓了干旱胁迫下小麦幼苗净光合速率（Pn）、实际光化学效率（ΦPSⅡ）、

原初光化学效率（Fv/Fm）和光化学猝灭系数（qP）值的降低，以及非光化学猝灭系数（qN）值的升高，并且

提高了 psbA 基因表达水平和 D1 蛋白的含量。以上结果显示，喷施外源 5-ALA 可缓解干旱胁迫下小麦幼苗的

光合性能，同时诱导 psbA 基因表达水平提高，加快新 D1 蛋白的合成与受损 D1 蛋白的降解，从而提高小麦

幼苗的干旱胁迫耐受性。
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小麦（Triticum aestivum L.）是中国最主要的粮

食作物之一，其产量的丰欠直接关系到国家粮食安

全和社会稳定。干旱胁迫可通过引起植物细胞相对

含水量和膨胀率的下降，降低植物生长速度和生物

量积累；同时抑制叶绿素的合成，严重时还会加速

叶绿素分解，破坏光合系统，从而严重影响小麦的

生长发育，造成减产 [1-3]。因此，小麦的抗旱生长

调节机制及其在农业生产实践中的应用已成为当前

研究的热点之一。

植 物 光 合 系 统 中 光 系 统 Ⅱ（photosystem Ⅱ，

PSⅡ）反应中心是最易被各种环境胁迫破坏的关键

部位 [4]。研究表明，干旱胁迫可造成灌浆期小麦叶

绿体 psbA 基因的转录表达水平明显下降 [5]，拟南

芥幼苗在干旱胁迫下的实际光化学效率（ΦPSⅡ）、

原初光化学效率（Fv/Fm）和光化学猝灭系数（qP）

呈下降趋势，而非光化学猝灭系数（qN）却大大增

加 [6]。PSⅡ是类囊体膜中的一种光合作用单位，是

一个多亚基蛋白复合体，它由 25 种以上亚基构成，

其中，PSⅡ反应中心中最易受到逆境破坏的靶位是

D1 蛋白，而 psbA 是 D1 蛋白的编码基因 [7]。Wang

等的研究结果显示小麦 psbA 基因的表达水平在干

旱、高温等非生物胁迫下明显降低 [8-9]，从而影响

D1 蛋白的周转，不利于 PS Ⅱ的功能修复。

5- 氨基乙酰丙酸（5-ALA）作为一种潜在的植

物生长调节剂，对缓解植物逆境胁迫具有重要的作

用 [10]。在羊草的生长发育过程中，喷施外源 5-ALA

可促进光合色素的合成，从而增强光合作用 [11]。

Niu 等 [12] 的研究表明，5-ALA 能够提高肯塔基蓝

草的干旱耐受性；Phung 等 [13] 的研究也表明，叶施

5-ALA 能增强水稻对光胁迫的抗性，通过对卟啉生

物合成的严格控制，即运用了卟啉类生物合成的负

调控和光动力的降解，从而防止有毒的代谢中间体

的积累。然而，5-ALA 对干旱胁迫下小麦幼苗光合

作用调节及其与 D1 蛋白周转的关系的研究尚未见

报道。

为了阐明外源 5-ALA 对小麦幼苗光合机构在

胁迫下所受损伤的缓解机制，本试验研究了外源

5-ALA 对干旱胁迫下小麦幼苗叶片 PSⅡ的光化学

效率、psbA 基因以及 D1 蛋白的表达，来探明干旱

胁迫下小麦的光合与生理生化的变化，以及 5-ALA

对提高小麦幼苗抗旱性的生理机制，为农业生产调

控措施提供理论依据。
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误差是 3 次重复的标准误差，顶部字母不同代表 P =0.05 水平差异
显著
The error bar is the standard error of 3 repetitions, different letters on the top 
of bars represent significant difference at P =0.05 level

图 1    不同处理小麦幼苗相对含水量
Fig.1    Relative water content of wheat

seedlings under different treatments

1    材料与方法

1.1    试验设计 

选择小麦品种矮抗 58 进行水培种植，并转移

到光照培养室内培养。预试验结果表明，随着喷施

5-ALA 浓度的上升，5-ALA 对小麦的影响先增大

后减小，浓度为 100mg/L 时影响最大，因此本试验

使用 100mg/L 作为 5-ALA 喷施浓度。在小麦生长

至两叶一心期后分 4 组进行处理：CK 和 PEG 组对

叶片喷施蒸馏水，ALA 和 P+A（PEG+ALA）组喷

施 100mg/L 的 5-ALA，每天 1 次，连续喷施 3d 后，

向 PEG 和 P+A 组 Hoagland 营养液中加入 20% 的聚

乙二醇 6000（PEG-6000）进行胁迫处理 2d，观察

记录处理前后的表型，取样于液氮中速冻，用于生

理分析与基因表达的测定。

1.2    相对水分含量和叶绿素含量的测定

根据 Sancho-knapik 等 [14] 的方法测定相对水分

含量。取 3 株幼苗第二片叶子作为一个样品处理。

叶绿素含量的测定采用 Baglieri 等 [15] 的方法并

略有改进，将 0.15g 叶片加入 95% 的乙醇中充分浸

提后，采用分光光度法测定叶绿素的含量。

1.3    光合参数和叶绿素荧光动力学参数的测定

参照 LI-6400 便携式光合仪的使用说明书，测

定 净 光 合 速 率（Pn）。 然 后 参 照 Shang 等 [16] 的 方

法，采用 Li6400-40 叶绿素荧光叶室测量相关叶绿

素荧光参数，并对测定的 ФPSⅡ、原初光化学效率

（Fv/Fm）、qP 和 qN 的值进行统计整理。

1.4    小麦总 RNA 的提取和 Real-time PCR 分析

小麦总 RNA 的提取参照由北京索莱宝科技

有限公司提供的总 RNA 提取试剂盒说明书。实

时 荧 光 定 量 PCR 反 应 使 用 iTaqTM SYBR® Green 

Supermix kit 试 剂 盒（BIO-RAD，CA， 美 国 ）， 用

StepOnePlus 实 时 PCR 系 统（Applied Biosystems，

CA，美国）进行。Real-time PCR 以小麦 Actin 为

内参基因，5’-AGGTGCCCTGAGGTGCTGTT 和 5’-

GAACCTCCACTGAGAACAACATTACC 分 别 为 其

上下游引物序列，psbA 基因的上下游引物序列

分 别 为 5’-GGAGGGGCAGCGATGAAGGC 和 5’-

GCCTGTGGGGTCGCTTCTGC。反应体系体积均为

20μL，每个体系分别含有 1μL（包含 200nmol/L）

引 物，5μL cDNA（4ng） 和 1×iTaqTM SYBR® Green 

Supermix 试剂。PCR 循环参数为：95℃ 10min；每循

环 95℃ 15s，60℃ 1min，共 40 个循环。采用 2-ΔΔCt

法计算差异表达倍数。

1.5    总蛋白的提取和 D1 蛋白含量的测定

使用北京索莱宝科技有限公司提供的植物蛋白

提取试剂盒（货号：BC3720），参照 Zhao 等 [17] 的

方法进行 D1 蛋白含量的测定。选取 100~200mg 的

植物组织于研钵中，加液氮充分研磨，加入裂解

液，4℃裂解 20min，期间每隔 5min 震荡 1 次；4℃，

14 000r/min 离心 30min；吸取上清液至新试管中；置

于超低温冰箱中保存待用。D1 蛋白含量的测定采

用 Western-Blot 方法。

1.6    数据处理与分析

使用 Microsoft Excel 进行统计处理原始数据与

作图。运用 SPSS 统计软件计算标准差，同时各处

理之间在 P =0.05 水平上比较差异显著性。

2    结果与分析

2.1    外源 5-ALA 对干旱胁迫下小麦表型及叶片相

对含水量的影响

对比 CK 与 PEG 处理，显示小麦叶片的相对含

水量在干旱处理后下降了 20%，在表型上呈现出严

重萎蔫；而对比 PEG 与 P+A 组，显示外源喷施 5-ALA

显著提高了干旱情况下小麦幼苗叶片的相对含水量

（P＜0.05），这与表型的生长状况一致（图 1）。CK

与 ALA 处理的叶片相对含水量无显著差异（图 1）。
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2.2    外源 5-ALA 对干旱胁迫下小麦叶片叶绿素含

量的调节作用

图 2 显示小麦叶片的叶绿素含量在受到干旱胁

迫时显著下降，与 CK 相比，干旱胁迫下的小麦叶

片叶绿素含量下降了 35%；对比 PEG 与 P+A 处理，

干旱下喷施 5-ALA 使小麦叶片叶绿素含量提升了
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24%。且在非干旱条件下，ALA 处理的叶绿素含量

比 CK 处理也有显著提高（P＜0.05）。

图 2    不同处理对小麦幼苗叶绿素含量的影响
Fig.2    Effects of different treatments on
chlorophyll content of wheat seedlings

图 3    不同处理对小麦幼苗叶片 PSⅡ功能的影响
Fig.3    Effects of different treatments on the PSⅡ function of wheat seedlings

2.3    外源 5-ALA 对干旱胁迫下小麦 PSⅡ功能的

调节作用

图 3 显示，干旱胁迫能够对小麦的叶绿素荧

光动力学参数造成很大的影响，与 CK 相比显著

降低了 ФPSⅡ、Fv/Fm 和 qP 的值（P＜0.05），分别降

低了 54%、24% 和 54%。外源 5-ALA 可以显著提

高干旱胁迫下小麦幼苗叶片的 ФPSⅡ、Fv/Fm 和 qP

（P＜0.05），从而缓解干旱胁迫对小麦叶绿素荧光

动力学参数的影响。而 qN 在干旱胁迫下大大提高，

比 CK 增高了 74%（P＜0.05），而外源 5-ALA 预处

理后，在干旱胁迫下比未经预处理的幼苗叶片降低

了 23%（P＜0.05）。
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图 4    不同处理对小麦幼苗净光合速率的影响
Fig.4    Effects of different treatments on net

photosynthetic rate of wheat seedlings
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2.4    外源 5-ALA 对干旱胁迫下小麦Pn 的影响

如图 4 所示，干旱胁迫明显降低了小麦幼苗叶

片的Pn，与 CK 相比下降了 49%。而喷施外源 5-ALA

显著提高了干旱下小麦幼苗叶片的 Pn，P+A 处理较

PEG 处理提高了 55%。CK 处理组与 ALA 处理组的

Pn 差异不显著（P＜0.05）。

2.5    外源 5-ALA 对干旱胁迫下小麦psbA 基因表

达的影响

从图 5 可以看出，干旱胁迫明显降低了小麦幼

苗叶片 psbA 基因的相对表达量，与 CK 相比下降

了 46%（P＜0.05）。而 P+A 处理的 psbA 基因的相
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图 5    不同处理小麦幼苗psbA 基因相对表达量
Fig.5    Relative expression of psbA gene in wheat

seedlings under different treatments

A：SDS-PAGE 电泳图；B：蛋白质印迹杂交
A: SDS-PAGE electrophoretogram; B: Western blot

图 6    不同处理小麦幼苗叶片 D1 蛋白表达
Fig.6    D1 protein expression in leaves of wheat seedlings under different treatments
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的杂交条带亮度更强。

3    讨论

3.1    外源 5-ALA 处理对干旱胁迫下小麦幼苗伤害

的缓解

本研究结果表明，干旱胁迫明显降低了叶片的

相对含水量，而喷施 5-ALA 缓解了干旱胁迫造成

的小麦叶片相对含水量的降低。干旱会导致植物体

内相对含水量的降低，造成植物叶片萎蔫和倒伏。

随着干旱强度的不断增加，植物的生命活动会受到

严重影响，甚至引起植物死亡。刘畅等 [18] 研究得

出，随着干旱的加重，植物体内矿质元素显著下降，

叶绿素组成成分氮、镁及叶绿素合成过程中酶促反

应的辅因子铁、锰、锌等元素缺乏，因此使叶绿素

的生物合成受到抑制。同时干旱胁迫引起叶绿体膜

的结构受损，加速了原有叶绿素的分解，致使叶绿

素含量下降 [3]。叶绿素作为植物光合作用中最重要

的光合色素，其含量的变化在植物的生长发育以及

光合作用过程中起着重要作用。本研究中，小麦叶

绿素含量在干旱胁迫下显著降低，而外施 5-ALA

可以明显增加叶绿素的含量。Song 等 [19] 研究得出，

外源 5-ALA 能显著缓解由于干旱胁迫引起的羊草

叶绿素含量的下降。Akram 等 [20] 也发现，外源 5-ALA

对缓解油菜幼苗在干旱胁迫诱导下叶绿素含量的降

低效果明显，这可能与 5-ALA 作为叶绿素合成前

体直接参与植物叶片中叶绿素合成并调节相关酶的

活性有关。

3.2    外源 5-ALA 处理对干旱胁迫下小麦幼苗

PSⅡ的调节作用

干旱胁迫损害了光合作用过程中的动态平衡，

并导致 Pn 的显著降低。张姣等 [21] 的研究表明，干

旱胁迫导致小麦苗期与灌浆期 Fv/Fm、qP、Pn 降低；

Marker CK ALA PEG P+A

Marker CK ALA PEG P+A

170kD
130kD
100kD

70kD

55kD

40kD

35kD

25kD

15kD

A

32kD
(D1蛋白)

B

对表达水平有明显提升（P＜0.05），增加了 58%。

CK 处理组与 ALA 处理组的小麦幼苗叶片 psbA 基

因的相对表达量差异不显著，但都明显高于 P+A 和

PEG 处理（P＜0.05）。

2.6    外源 5-ALA 对干旱胁迫下小麦 D1 蛋白含量

的影响

通过免疫印迹分析法对 psbA 基因的表达量进

行测定，图 6 结果显示，CK 处理的 D1 蛋白含量最

低，相比之下，外源 5-ALA 处理的 D1 蛋白含量有

所提高，且在 PEG-6000 处理情况下，用 5-ALA 处

理的杂交条带亮度最高，比用 PEG-6000 胁迫处理



125总第 186 期

谢静静等 [22] 研究干旱胁迫对小麦花后的影响，也

显示 Pn 在干旱胁迫下显著降低。Fv/Fm 的下降是严

重干旱胁迫导致 PSⅡ的光抑制性猝灭。ФPSⅡ的降

低是由 PSⅡ反应中心激发能量捕获效率降低引起

的，同时干旱胁迫处理使植物 qP 值也显著下降，

表明激发速率和电子传递速率之间的平衡受到了干

旱胁迫的影响。而 qN 水平的升高是植物的一种自

我保护机制，即通过消耗光能，降低光合作用的光

化学反应效率以免受胁迫的影响。

本 研 究 中， 在 干 旱 胁 迫 下 Fv/Fm、ФPSⅡ、qP

和 Pn 均显著降低，qN 明显升高。这些数值的显著

变化反映小麦幼苗光合系统过程严重受阻。而施

用 5-ALA 能够明显缓解由于干旱胁迫引起的 Pn、

ФPSⅡ、qP 和Fv/Fm 的降低，以及qN 的升高，表明 5-ALA

可以通过提高光能捕获与转化效率，促进光合作用，

来缓解干旱胁迫对小麦 PSⅡ反应中心的损伤，从

而提高小麦幼苗对干旱胁迫的耐受性。

3.3    外源 5-ALA 对干旱胁迫下小麦幼苗psbA 基

因表达和 D1 蛋白含量的调节

高等植物叶绿体的 PSⅡ蛋白易发生氧化胁迫，

干旱胁迫对 PSⅡ系统的损伤是通过改变功能性起

始蛋白复合物来完成的，尤其是非生物胁迫下反

应中心结合蛋白 D1 的损伤最为明显 [23]。由叶绿体

psbA 基因编码的 D1 蛋白是 PSⅡ反应中心的重要蛋

白。通过分析可以得出，干旱胁迫明显降低了 psbA
基因的表达量，同时 D1 蛋白的含量比 CK 处理的

要高，这有可能是干旱胁迫影响了 D1 蛋白的合成

与降解相关酶的活性，导致受损 D1 蛋白的富集，

使 D1 蛋白的磷酸化降低，使其无法参与受损 PSⅡ

复合体的修复。Xue 等 [24] 研究发现，高温影响了小

麦 D1 蛋白的周转，从而影响小麦的光合作用。而

本试验中，外施 5-ALA 预处理可以明显增加 psbA
基因的表达量，并且在 4 个处理中，其 D1 蛋白的

含量最高，说明外源 5-ALA 可以通过增加 psbA 基

因的表达量，进而加速新 D1 蛋白的合成，并促进

PSⅡ复合体的修复，同时抑制了 D1 蛋白的降解，

从而缓解了干旱胁迫对 PSⅡ功能修复造成的损伤，

提高了小麦幼苗对干旱胁迫的耐受性。

综上所述，外施 5-ALA 能明显促进叶绿素的

合成，维持小麦正常生长；通过提高 psbA 基因的

表达水平，加快受损 D1 蛋白的周转，减少 PSⅡ结

构和功能的破坏，加强了小麦幼苗的光合运转速率，

缓解了干旱对小麦幼苗造成的伤害。
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Regulation of Exogenous 5-Aminolevulinic
Acid on Photosynthesis and D1 Protein of

Wheat Seedlings under Drought Stress

Wang Jianan, Li Xiaoyan, Wei Shimei,
Zhao Huijie, Zhao Mingqi, Wang Yuexia

(College of Life Sciences, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, Henan, China)

Abstract    The objectives of this study were to elucidate the alleviation mechanism of exogenous 5-aminolevulinic 
acid (5-ALA) on the damage of wheat seedlings exposed to drought stress. The Aikang 58 wheat seedlings with two 
fully expanded leaves were used as the experimental materials. Three days after foliar application of 100mg/L 5-ALA, 
20% polyethylene glycol 6000 (PEG-6000) was treated on the root to simulate the drought stress, followed by the 
photosynthetic physiological and biochemical characteristics and psbA gene expression analysis. The result showed 
that drought stress significantly decreased the relative water content and the chlorophyll content in wheat leaves. 
The pre-treatment of 5-ALA could obviously alleviate the injury caused by drought stress, inhibiting the decrease of 
net photosynthetic rate (P n), actual photochemical efficiency (Φ PSⅡ), primary photochemical efficiency (F v/F m) and 
photochemical quenching coefficient (qP) values, as well as retarding the increase of non-photochemical quenching 
coefficient (qN) value. Meanwhile, the transcription of psbA gene and D1 protein content under drought stress were 
also improved by ALA pre-treatment. The present results proposed that the exogenous application of 5-ALA played a 
positive regulatory role in the photosynthetic rate and improved the expression level of psbA gene of wheat seedlings 
under the drought stress, thus accelerated the turnover of the damaged D1 protein and inhibits the degradation of 
chlorophyll in wheat leaves, which was the benefit of promoting wheat photosynthesis, thereby alleviating the damages 
caused by drought stress damages on wheat seedling.
Key words    Wheat; Photosynthesis; 5-aminolevulinic acid; psbA  gene; D1 protein; PSⅡ; Chlorophyll fluorescence 
parameters




