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摘要：本试验以豌豆为材料，研究不同浓度的氯化钙溶液 (5、14、23mmol/L) 浸种对盐胁迫下豌豆种子萌发及幼苗生理特性的影响。结果表明：盐胁迫下，豌豆种子萌发和幼苗的生长受到明显的抑制。与对照相比，单用氯化钙溶液浸种也会对种子萌发和幼苗造成胁迫伤害。但是，一定浓度的氯化钙溶液对盐胁迫具有缓解作用，可以提高种子发芽率，促进幼苗生长，叶片叶绿素含量、脯氨酸含量、可溶性蛋白含量升高，丙二醛含量降低。但缓解作用并不与钙离子的浓度成正比，钙离子浓度过低缓解效果不明显，过高会对幼苗形成新的胁迫伤害，其中以14mmol/L氯化钙溶液效果最佳。
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豌豆是世界第四大豆类作物，我国是仅次于加拿大的世界第二大豌豆生产国，在世界豌豆生产中占有举足轻重的地位。近年来土壤盐渍化越来越严重，严重影响豌豆的品质和产量。对盐碱土的改良方法有施用改良剂法和覆盖改良法，但这些方法实施起来难度较大，且要耗费大量的人力和物力。因此，用化学物质调控植物的生长发育，提高植物对盐碱土的适应性是克服盐碱土危害的重要途径。周月等[1]研究发现，0.1mmol/L的ALA能缓解盐胁迫下豌豆幼苗的氧化损伤，显著提高SOD等保护酶的活性。张凤银等[2]研究认为，SA能缓解盐胁迫对菜豆种子萌发和幼苗生长的抑制作用。近年来的研究发现，植物在加入Ca2+后盐胁迫会在一定程度上减轻[3]。但是，外源钙对盐胁迫下豌豆种子萌发和幼苗生长的影响研究不多。本研究以豌豆种子为试验材料，分析不同浓度氯化钙对NaCl胁迫下种子萌发及幼苗生长的影响。为生产中缓解豌豆盐害提供依据。
1. 材料与方法
1.1 供试材料
  试验材料为豌豆种子‘无须豆尖1号’；所用试剂均为分析纯。
1.2 方法
1.2.1 试验设计
试验共设6个处理，每个处理所用溶液见表1，每个处理重复3次。
表1  试验处理方法
	ck1
	Hoagland营养液

	ck2
	CaCl214mmol/L+Hoagland营养液

	ck3
	NaCl180mmol/L+Hoagland营养液

	T1
	NaCl180mmol/L+CaCl25mmol/L+Hoagland营养液

	T2
	NaCl180mmol/L+CaCl214mmol/L+Hoagland营养液

	T3
	NaCl180mmol/L+CaCl223mmol/L+Hoagland营养液


1.2.2 种子处理
选取颗粒饱满、大小一致、完整无损的籽粒。先用55℃温水浸泡种子1h，然后用3%H2O2消毒10min。再分别表1中溶液浸泡种子5-7h，使其充分吸水膨胀。将浸泡过的种子用蒸馏水淋洗2-3次后，放置在铺有纱布和两层滤纸的培养皿中在25℃恒温箱中黑暗培养。在此期间，每天喷水3-4次。从培养次日开始统计种子的萌发情况（以胚根长为种子长度的一半作为发芽标准）。待下胚轴长至2cm左右时，将豌豆芽播种铺有基质的育苗盘中。放在室内进行培养，每天调换育苗盘的位置，保证光照均匀，定时用清水浇灌，待幼苗长至两叶一心后，用原处理液进行浇灌，每隔两天浇灌一次。
1.3 指标测定
发芽率（%）=（发芽终期全部正常发芽的种子数/供试种子数）×100；
发芽势（%）=(前7d内供试种子的发芽数/供试种子数) ×100
在对幼苗根施处理后的第6d，每处理随机选取10株，测量株高、茎粗、叶绿素含量、可溶性蛋白含量、脯氨酸含量和丙二醛含量[4]。
2. 结果与分析
2.1 氯化钙对NaCl胁迫下豌豆种子萌发的影响
表2 不同浓度氯化钙对NaCl胁迫下豌豆种子萌发的影响
	处理
	种子总数
	发芽势（%）
	发芽率（%）

	CK1
	100
	93eD
	100eD

	CK2
	100
	82dC
	84cBC

	CK3
	100
	70bB
	78bB

	T1
	100
	75cB
	87cC

	T2
	100
	89eD
	95dD

	T3
	100
	63aA
	65aA


      注：不同大小写字母分别表示在0.01和0.05水平上差异显著。下同
发芽率、发芽势反映了种子发芽的速率和整齐程度。由表2可以看出，180mmol/L NaCl 浸种（ck3）对种子萌发具有明显的抑制作用，种子的发芽率、发芽势均显著低于清水对照组ck1，分别降低了22%和25%。14mmol/ L氯化钙浸种（ck2）对种子萌发也具有明显的抑制作用，但是一定浓度的氯化钙溶液可以减缓NaCl对种子萌发的抑制作用。T1、T2与ck3相比，发芽率分别升高了12%、22%，发芽势分别升高了7%、27%。T3与ck3相比，发芽率和发芽势不但没有升高反而降低。说明一定浓度的氯化钙溶液可以促进盐胁迫下豌豆种子萌发，其中氯化钙浓度为14mmol/ L 时效果最好，而高浓度的氯化钙溶液则会加重胁迫。

2.2 氯化钙对NaCl胁迫下豌豆幼苗生长的影响
表3 不同浓度氯化钙对NaCl胁迫下豌豆幼苗生长的影响
	处理
	株高(cm)
	茎粗(mm)

	CK1
	13.30cD
	1.65bB

	CK2
	10.57aAB
	1.32aA

	CK3
	10.47aAB
	1.27aA

	T1
	11.50bBC
	1.35abAB

	T2
	12.23bCD
	1.58bB

	T3
	10.18aA
	1.23aA


由表2可以看出，6个处理中豌豆幼苗的株高和茎粗由高到低的排列是：ck1>T2>T1>ck2>ck3>T3。其中，对照组中ck1的株高和茎粗均为最大，T处理组中T2的株高和茎粗均为最大。NaCl胁迫下豌豆幼苗株高、茎粗都下降，分别下降了21%、23%；一定浓度的氯化钙溶液处理之后，株高和茎粗都有所提高，T1与ck3相比株高和茎粗分别提高了10%和6%，T2分别提高了17%和24%；T3的株高和茎粗反而下降，但是差异不显著。说明单独的氯化钙和氯化钠处理，豌豆幼苗生长会受到抑制。但是，一定浓度的氯化钙可以缓解NaCl的胁迫作用，其中以14mmmol/L的氯化钙溶液效果最为显著。
2.3 氯化钙对NaCl胁迫下豌豆幼苗生理特性的影响
表4 不同浓度氯化钙对NaCl胁迫下豌豆幼苗生理特性的影响
	处理
	叶绿素含量（mg/g）
	可溶性蛋白含量（mg/g）
	脯氨酸含量（mg/g）
	丙二醛含量（umol/g. FW）

	CK1
	1.579bB
	3.464dD
	16.614aA
	0.068aA

	CK2
	1.450abAB
	3.208cC
	25.139bB
	0.102aA

	CK3
	1.240aA
	3.067bB
	34.217cC
	0.199bB

	T1
	1.455abAB
	3.223cC
	44.352dD
	0.084aA

	T2
	1.633bB
	3.405dD
	46.368dD
	0.071aA

	T3
	1.205aA
	2.917aA
	38.251cC
	0.208bB


叶绿素是植物叶片进行光合作用的重要物质，多种胁迫可引起叶片叶绿素含量的下降。由表4可以看出，ck2叶片的叶绿素含量与ck1相比有所降低，但是差异不显著；ck3叶片的叶绿素含量与ck1相比显著降低。在NaCl胁迫下施用一定浓度的氯化钙溶液则会使叶绿素的含量有所提高，与ck3相比T1和T2叶片叶绿素含量分别升高了17%和31%。但是高浓度的氯化钙溶液会引起豌豆幼苗的叶绿素含量进一步下降， ck3相比T3叶绿素含量下降了3%。综上说明，当氯化钙溶液的浓度为14mmom/L时，对盐胁迫的缓解作用最显著。
可溶性蛋白是一种主要的渗透调节物质，与植物的水分代谢、生长、抗性及果蔬品质等有关。可溶性蛋白含量上升，细胞液浓度提高，渗透势降低，是植物对逆境胁迫的一种适应性生理生化反应，可作为反映植物相对抗性的指标。由表4可以看出，与Ck1相比Ck3幼苗的可溶性蛋白的含量下降了11%，Ck2下降了7%。与Ck3相比，一定浓度范围内的氯化钙溶液处理可提高NaCl胁迫下豌豆幼苗可溶性蛋白的含量，T1、T2分别与ck3相比，可溶性蛋白含量分别提高了5%和11%，差异达到极显著水平。当氯化钙浓度达到23 mmom/L时，可溶性蛋白的含量反而降低。
脯氨酸是植物体内一种有效的渗透调节物质。多种逆境下，都会导致植物体内脯氨酸含量的升高来提高植物的抗性。它既可作为渗透调节物质保持原生质内与环境的渗透平衡，防止细胞失水，也可与蛋白质结合，增强蛋白质的水合作用，增加蛋白质的可溶性和减少可溶性蛋白沉淀，保护这些生物大分子的结构和功能稳定。因此植物叶片中游离脯氨酸的积累是其在逆境条件下的普遍反应，常常作为植物抗逆性指标。由表4可以看出，NaCl胁迫显著地提高了豌豆幼苗叶片脯氨酸含量，ck3与ck1相比升高了105.96%；T1、T2、T3与ck3相比脯氨酸含量分别上升了29%、35%、12%。说明与盐胁迫下的豌豆幼苗相比，用一定浓度的氯化钙浸种可以缓解盐胁迫的危害，使脯氨酸的含量上升，其中氯化钙溶液的浓度为14mmol/L时效果最为明显。
植物器官在逆境下遭受伤害时，体内代谢平衡失调，引起膜脂过氧化作用，加速膜蛋白的聚合反应，积累许多的有害产物，丙二醛就是其中一种，常被作为植物受到逆境伤害的重要指标，用以反映植物膜脂过氧化作用的水平和对细胞膜的伤害程度。由表4可以看出，ck3与ck1相比丙二醛的含量极显著升高。氯化钙溶液浸种处理组后，丙二醛的含量下降。T1、T2与ck3相比，丙二醛的含量分别降低了58%、64%，差异极显著。说明一定范围浓度的氯化钙溶液处理会缓解盐胁迫带来的危害，其中14mmol/L时效果最为明显。与ck3相比，T3中丙二醛的含量上升了4.7%，与ck3差异不显著。说明高浓度的氯化钙溶液反而会加重盐胁迫，使丙二醛的含量升高。
3. 讨论
本研究结果表明，NaCl胁迫下豌豆种子发芽率降低，幼苗叶片叶绿素含量、脯氨酸含量和可溶性蛋白含量降低，丙二醛含量升高，这些因素引起伤害效应，导致幼苗生长受到抑制。文卿琳和阿曼古丽．肉孜[5]在研究盐胁迫对海岛棉种子萌发的影响研究中也得到了相似的结论。而氯化钙浸种可以在一定程度上减缓豌豆种子及幼苗所受的盐胁迫。刘新星和罗俊杰[6]对豌豆幼苗做过相似的研究，发现适宜浓度的氯化钙能够提高幼苗抵御盐害的能力，但是没有研究对种子萌发的影响。本研究结果显示，14mmol/L氯化钙浸种后，豌豆种子发芽率与NaCl胁迫对照相比发芽率升高了22%。
渗透调节是植物提高耐盐性的重要途径之一，而脯氨酸是重要的渗透调节物质。本研究中，氯化钙浸种的豌豆幼苗中脯氨酸含量与对照相比显著升高。并且是14mmol/L的氯化钙效果最显著，当氯化钙浓度升高到23mmol/L时与对照差异不显著。李青云等[7]研究发现，钙能明显提高作物的渗透调节物质，但是渗透调节物质的含量与钙离子浓度并不是正相关关系。说明盐胁迫下，适宜补充钙离子可以减缓盐害，但过量的Ca2+则会对植株造成离子胁迫。另外，本研究中氯化钙浓度只设置了3个梯度，其中14mmol/L效果最显著，这个浓度是否为最佳的浓度还需要进一步研究。
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