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盐碱胁迫下苹果矮化砧木M9-T337
对外源柠檬酸（CA）的响应

王小丫，张仲兴，高彦龙，董永娟，马小兰，王延秀*

（甘肃农业大学园艺学院，兰州 730070）

摘 要：【目的】探究不同浓度外源柠檬酸（CA）对盐碱胁迫下苹果（砧木）幼苗生理特性的影响。【方法】以1年生苹果

砧木M9-T337为试材，采用盆栽试验法，设置清水浇灌（CK1）、盐碱胁迫（CK2）、盐碱胁迫+0.2 mmol·L-1 CA（T1）、盐碱

胁迫+0.6 mmol·L-1 CA（T2）、盐碱胁迫+1.0 mmol·L-1 CA（T3）、盐碱胁迫+1.4 mmol·L-1 CA（T4）6个处理，测定各处理

叶片的光合荧光参数、叶绿素含量、根系形态、相对电导率（REC）、Na+含量、K+含量、抗氧化酶活性和渗透调节物质含

量，并结合主成分分析对结果进行综合分析。【结果】喷施不同浓度柠檬酸可有效降低盐碱胁迫下M9-T337叶片电导

率（REC）、胞间二氧化碳浓度（Ci）以及Na+含量的升高幅度，显著降低叶片相对含水量（RWC）、根系活力、根鲜质量比、

叶绿素 a（Chl a）含量、叶绿素 b（Chl b）含量、叶绿素 a+b（Chla+b）含量、净光合速率（Pn）、气孔导度（Gs）、蒸腾速率

（Tr）、初始荧光（F0）、最大荧光（Fm）、光化学淬灭系数（qP）、非调节性能量耗散Y（NO）、超氧化物歧化酶（SOD）活性、过

氧化氢酶（CAT）活性与过氧化物酶（POD）活性的下降幅度，以及显著增加脯氨酸（Pro）含量，并在T3处理下达到峰

值；根据主成分得分排名可知，外源CA对M9-T337盐碱胁迫缓解能力由高到低为：CK1＞T3＞T2＞T4＞T1＞CK2。

【结论】1.0 mmol·L-1的外源CA可更好地增强盐碱胁迫下M9-T337的光合能力，提高抗氧化酶活性，增强生物膜的稳

定性以及促进Na+外排、K+区隔化和抑制K+外排，从而起到缓解盐碱胁迫的作用。
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Response of apple dwarfing rootstocks M9-T337 to exogenous citric acid
(CA) under saline and alkaline stresses
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Abstract:【Objective】As a typical rain-fed agricultural area, the Loess Plateau in Northwest China has

become one of the most advantageous apple production areas in China due to its suitable conditions of

altitude, temperature, and sunlight. Salinity stress has become an important influence factor limiting the

development of high-quality and large-scale cultivation of apple in Northwest China. It is important to

find substance that can alleviate salinity stress. Therefore, we investigated the effects of different con-

centrations of exogenous citric acid (CA) on the physiological characteristics of apple rootstock M9-

T337 under saline and alkaline stresses in this study.【Methods】The experiment was conducted from

April to August 2023 in the rain shelter of Gansu Agricultural University (E 103°34, N 36°10′ ). 80

one-year-old M9-T337 vegetatively propagated nursery trees with uniform growth were selected and

transferred into 3.5 kg pots (25 cm inner diameter, 38 cm deep) containing substrate (20% vermiculite,

20% perlite, 60% peat) with a mass of 0.65 kg, one plant per pot. The plants were placed in the rain

shelter at the College of Horticulture, Gansu Agricultural University for 30 d. The plants were weeded and

watered regularly. Six treatments were set, including irrigation with fresh water (CK1), irrigation with
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西北黄土高原作为典型的雨养农业区，因具有

适宜的海拔、温度、光照等条件，成为我国苹果最大

优势产区之一[1]。盐胁迫抑制植物生长发育，是对园

艺作物最具破坏性的非生物威胁之一。据联合国粮

农组织统计，全球范围内，4500万hm2耕种土地已经

受到盐胁迫的破坏[2]，导致苹果受到盐碱胁迫危害，

盐碱胁迫已成为制约西北地区苹果高质量种植和规

模化发展的重要影响因子。前人研究发现，盐碱胁迫

可导致植物生长发育缓慢，渗透调节系统失衡，活性

氧（ROS）和有毒代谢物产生，从而导致细胞，甚至整

个植物死亡[3]。Yan等[4]发现盐碱胁迫可提高植物的

丙二醛（MDA）含量、ROS含量，造成氧化损伤。也有

研究发现，鲜质量和净光合速率（Pn）在不同浓度盐胁

迫下受到的抑制作用显著 [5]。盐碱胁迫下，苹果植

200 mmol · L- 1 (100 mmol · L- 1 NaCl + 100 mmol · L- 1 NaHCO3) sodium salt solution (saline- alkali

stress), saline-alkali stress +0.2 mmol · L-1 CA (T1), saline-alkali stress +0.6 mmol · L-1 CA (T2), saline-

alkali stress +1.0 mmol · L- 1 CA (T3), and saline-alkali stress +1.4 mmol · L- 1 CA (T4). The treatments

were conducted with 3 biological replicates each consisting of 10 nursery trees , time of duration was

45 d. The functional leaves of the young potted M9-T337 trees were selected, the photosynthetic fluo-

rescence parameters, chlorophyll content, root morphology, relative conductivity (REC), Na + , K + con-

tent, antioxidant enzyme activities and osmoregulatory substances content of leaves of each treatment

were determined, and the results were synthesized with principal component analysis.【Results】The sa-

line concentrations of 100 mmol · L- 1 and 150 mmol · L- 1 had little effect on the M9-T337 trees, while

200 mmol ·L-1 treatment led to obvious yellowing and starting og wilting, and 250 mmol ·L-1 resulted in

severe wilting and even death of the plants. Therefore, 200 mmol · L- 1 concentration of saline- alkali

stress was selected for subsequent saline stress treatment of the young potted M9-T337 plants. The total

root length, mean root diameter, total root surface area, total root volume, root tip number, root fresh

weight ratio and root vigor of the young potted M9-T337 trees were significantly reduced by saline-al-

kali stress (CK2) compared with CK1. After exogenous CA was applied, all the 7 indexes of the young

potted M9-T337 trees showed different degrees of enhancement, among which, T3 had the best effect,

with an increase of 32.11%, 17.64%, 26.98%, 82.10%, 71.00%, 25.93%, and 71.68%, respectively, indi-

cating that the addition of exogenous CA at appropriate concentration could promote the morphogenesis

of the root system under saline and alkaline stress. The sprays of the different concentrations of citric ac-

id effectively reduced the elevation of conductivity (REC), the REC of T1-T4 decreased by 11.56%,

25.71%, 47.42%, and 8.57% compared with CK2 respectively, reduced intercellular carbon dioxide (Ci)

concentration, and Na+ content of the leaves of the young potted M9-T337 trees under saline and alka-

line stress, and significantly reduced the relative water content (RWC), root vigor, root fresh weight ra-

tio, chlorophyll a (Chl a), chlorophyll b (Chl b), and chlorophyll a+b (Chla+b) of the leaves, net photo-

synthetic rate (Pn), stomatal conductance (Gs), transpiration rate (Tr), initial fluorescence (F0), maximum

fluorescence (Fm), photochemical quenching coefficient (qP), unregulated energy dissipation Y (NO),

superoxide dismutase (SOD) activity, decrease in catalase (CAT) and peroxidase (POD) activities, and

significantly increased proline (Pro) content and peaked under T3 treatment; based on the ranking of the

principal component scores. The ability of exogenous CA to alleviate the salinity stress to the young pot-

ted M9-T337 trees was from high to low: T3>T2>T4>T1>CK2.【Conclusion】The exogenous CA at

1.0 mmol·L-1 could better improve the photosynthetic capacity of M9-T337 trees under saline stress, in-

crease the activity of antioxidant enzymes, enhance the stability of biofilm and promote Na+ efflux, K+

compartmentalization, and inhibit the K+ efflux, being helpful to alleviate the saline-alkali stress to the

young potted M9-T337 trees.

Key words: Apple; M9-T337; Citric acid; Saline and alkaline stress; Physiological characteristics
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株细胞内光合色素含量、叶绿体的超微结构、胞间

二氧化碳浓度（Ci）以及气孔导度（Gs）等均发生变

化，进而导致光合受阻、光合速率降低[6]。大量研究

表明，外源物质（如一氧化氮[7]、有机酸[8]和褪黑素[9]）

可通过调节光合特性、渗透作用、离子分布及活性氧

代谢等多种生理机制，以缓解盐碱胁迫对植物造成

的伤害。因此，筛选适宜缓解胁迫的外源物质对西

北黄土高原干旱地区苹果生产具有重要意义。

柠檬酸是绝大多数植物都会分泌的一种天然化

合物，主要存在于末端氧化代谢系统中，该系统也被

称为Krebs循环、三羧酸循环或柠檬酸循环[10]。研究

表明，外源喷施柠檬酸（CA）可显著提高干旱下中国

石竹幼苗过氧化氢酶活性[11]。靳琇等[12]发现柠檬酸

可缓解低磷胁迫对番茄造成的氧化损伤，提高磷素

吸收率，维持正常生长代谢，从而增强番茄幼苗对低

磷胁迫的抵抗能力。闫峰等[13]发现柠檬酸处理能有

效减缓低温胁迫下小叶藜可溶性蛋白（SP）、可溶性

糖（SS）的损失。杨洪兵等[14]对荞麦的研究表明，外

源柠檬酸能显著增强荞麦叶片超氧化物歧化酶

（SOD）、过氧化物酶（POD）和过氧化氢酶（CAT）活

性，从而提高荞麦抵抗盐胁迫的能力。也有研究表

明，外源喷施柠檬酸能有效缓解盐碱胁迫下水稻幼

苗根系中铝毒对作物生理特性、生长发育等方面的

影响[15]。近些年，外源柠檬酸在增强果树抗盐碱能

力方面的研究较少，且以单一中性盐或碱性盐研究

为主，对于盐碱胁迫的研究极为鲜见。

M9-T337作为我国新引进的苹果矮化砧木，近

几年在西北产区应用广泛[16]，因此笔者在本试验中

以 1年实生苗M9-T337为试验材料，探讨盐碱胁迫

下喷施不同浓度CA对M9-T337实生苗生理特性的

影响，旨在筛选出缓解盐碱胁迫对M9-T337伤害的

最适CA浓度，以期为西北产区利用生化手段调控

作物耐受性提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料及试验处理

试验于 2023年 4—8月在甘肃农业大学避雨棚

（E 103°34′，N 36°10′）中进行，选取生长一致的 1年

生M9-T337营养系自根砧苗80株，移入3.5 kg盛装

基质（20%蛭石，20%珍珠岩，60%泥炭）、质量为

0.65 kg的花盆（内径25 cm，深38 cm）中，每盆1株，

并置于甘肃农业大学园艺学院避雨棚中进行统一管

理30 d。定期除草，浇水。

筛选盐碱（nNaCl∶nNaHCO3=1∶1）浓度：分别设

置100、150、200和250 mmol·L-1盐碱浓度，从植株萎

蔫状态及叶片的黄化程度筛选适宜的浓度。

以200 mmol·L-1 NaCl + NaHCO3溶液为盐碱胁

迫，设置 6 个处理，即清水浇灌（CK1）、盐碱胁迫

（CK2）、盐碱胁迫+0.2 mmol · L- 1 CA（T1）、盐碱胁

迫+0.6 mmol · L-1 CA（T2）、盐碱胁迫+1.0 mmol · L-1

CA（T3）、盐碱胁迫+1.4 mmol·L-1 CA（T4）。CK2-T4处

理每天浇50 mL盐碱溶液，CK1浇清水，共浇灌3 d。

盐碱胁迫3 d后，T1~T4处理于每日08:00—09:00进

行喷施相应浓度的 CA 溶液，直至叶片滴水为止。

CK1和CK2处理每天喷50 mL蒸馏水，每隔3 d喷施

1次，共喷施3次。

1.2 测定指标及方法

1.2.1 光合参数、叶绿素荧光参数及叶绿素含量的测

定 胁迫至45 d，选取M9-T337的功能叶片，采用LI-

6400（LI-COR，Lincoln，NE，USA）便携式光合仪于当

日09:00左右开始测定植物气体交换参数，测定净光

合速率（Pn）、蒸腾速率（Tr）、胞间二氧化碳浓度（Ci）、气

孔导度（Gs），3次重复。光合仪系统控制叶片温度

25 ℃，测定系统采用开放式气路，叶室内空气流量设

定为500 mL·min-1，室内二氧化碳体积分数为（385±

10）μL·L-1。

采用 IMAGING-PAM叶绿素荧光仪和 Imaging-

WinGegE软件（Walz，Effeltrich，德国）测定初始荧光

（F0），最大光化学效率（Fm），PSⅡ最大光能转化率

（Fv/Fm），光化学猝灭系数（qP）。参考《植物生理学

实验指导》测定叶绿素含量[17]。

1.2.2 相对电导率的测定 相对电导率（REC）采用

电导法测定[18]。

1.2.3 叶片相对含水量的测定 胁迫至 45 d，将

M9-T337叶片从植株上分离下来，称取叶片质量后

装入叠好的纸袋，105 ℃下杀青1 h。后在80 ℃下烘

干至恒质量后再进行称质量。根据计算公式计算：

叶片含水量（WC）/%=（第一次称质量-第二次称质

量）/叶片鲜质量×100。

1.2.4 根系活力和根鲜质量比的测定 将M9-T337

根系剪下洗净，滤纸吸干水分，称取 0.5 g的根尖组

织，用氯化三苯基四氮唑（TTC）法测定根系活力[19]；

根据壮苗指数计算公式计算：壮苗指数/%=（根干质

量/根鲜质量）×100。
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1.2.5 抗氧化酶活性、渗透调节物质含量的测定

采用氮蓝四唑光化还原法测定SOD活性[20]；采用愈

创木酚法测定 POD活性 [20]；参照高俊凤 [22]《植物生

理学实验指导》，方法略作修改，测定CAT活性；用

硫代巴比妥酸（thiobarbituric acid，TBA）比色法测

定 MDA 含量 [21]。游离脯氨酸（Pro）含量采用酸性

茚三酮法测定 [22]。采用蒽酮比色法测定 SS 含量，

采用考马斯亮蓝（G-250）法测定 SP 含量 [23]。过氧

化氢和超氧阴离子染色采用DAB和NBT进行组织

染色。

1.2.6 Na+、K+含量的测定 Na+、K+含量的测定采用

火焰分光光度计法[23]。

1.2.7 活性氧含量的测定 使用苏州科铭生物技术

有限公司试剂盒测定超氧阴离子（O2
-）和过氧化氢

（H2O2）含量。H2O2含量测定在415 nm的吸光值，用

标准曲线推出对应H2O2浓度；O2
-含量测定在530 nm

处的吸光度，用线性NaNO3标准曲线得出O2
-浓度；

代入对应公式计算H2O2和O2
-的含量。

1.2.8 荧光定量的测定 盐碱胁迫对植物的伤害

主要集中于渗透脱水、离子毒害、ROS以及高 pH伤

害等方面。而关键基因或转录因子能通过调节渗

透调节物质含量、Na+和 K+转运、抗氧化酶活性和

诱导植物激素信号转导过程来响应盐碱胁迫。因

此，选择参与编码 K+转运基因（MdSKOR 和 MdN-

HX4）、Na+转运基因（MdCHX15 和 MdSOS1）、抗氧

化酶基因（MdSOD、MdPOD 和 MdCAT），逆向转运

蛋白/通道离子的离子转运相关基因（MdALT1），柠

檬酸合成酶相关基因（MdCS2），H+-ATPase 相关基

因（MdAHA2、MdAHA4 和 MdAHA8）以及关键转录

因子（MdWRKY64、MdMYB108 和 MdERF11）进行

qRT-PCR。

以 GDAPDH 为内参基因，利用 Roche 的 Light

Cycler®96 Instrument PCR仪进行PCR反应，引物见

表 1。Real- time PCR 扩增体系为：2×SYBR®Pre-

mix Ex TaqTMⅡ 10 μL，10 μmol · L-1上游引物 1 μL，

10 μmol · L- 1 下游引物 0.8 μL，cDNA 模板 2 μL，

表 1 qRT-PCR 所用的引物序列

Table 1 Primer sequences for qRT-PCR

基因名称

Gene name

MdERF11

MdCS2

MdCHX15

MdSOS1

MdALT1

MdSKOR1

MdSOD

MdPOD

MdCAT

MdNHX4

MdAHA2

MdAHA8

MdCAX5

MdWRKY64

MdMYB108

上游引物

Forward primer (5’-3’)

ATGGAAGGAGATTACTGCTGCT

ATGAGTTACATACGACAAGTA

CCTCTTGGTACAGCATTGATAAAAA

TACATCATTTCTGGTATATCTTGTG

GTTGTTTTTTTGCTCTGACGACT

CATCCTGACAACTGGTGGTATCG

GTTCGATCCATCAAACGCCG

TGAAGAAACTGCTGGGGGTC

CAACAACTTCCCGGTCTTC

ACGAAACTCCTTTACTATACAGCCT

AAAGTGTGAAGAAAGAGAAAATGC

GGTCAAAAGTGTGTTGGTAAGCA

ACCAGTCTCACTCTTTGTGGCG

ATGGATGGTAGAGAAGAAGA

ATGAATTACATTGCTAACCACGGCG

下游引物

Reverse primer (5’-3’)

TTAACTTTCATCGGAGTTTTCTGGG

TCAAGACGAAGCTGCTTTCTTGC

GTTTGAACTTAATTTTGCAGCACA

CAAGATGAAAATTAAGGTATTAGCA

GTTGAACCACAAAACCCTGCT

AAGTACCTCAGAGCAATCCGTTT

ATGAAGTCCAGGCTTGAGGC

AACGTCCAAATTCGCATTGAT

GTAGGGCTTTCCGGATTTG

TGATACCACAGATAAGTGAGCATAG

AGTTCATTTGCTTGACATTCTTT

AAACCAAAATCCTCCAACAGC

GAATATAATTGGTGGGAGGAGATAT

TCAAATCTGCGGTACCATAT

TCAAATGCTGCTGAGATGCTGTTGT

ddH2O 6 μL。扩增程序为：95 ℃预变性 30 s，95 ℃

变性5 s，60 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，循环40次，

3次重复。采用2-∆∆CT法对定量所得数据进行分析。

1.3 数据处理

运用 Excel 2018 整理统计数据，使用软件

SPSS22.0分析数据，使用软件Origin 2018作图，采

用单因素ANOVA的Duncan法进行多重比较，差异

显著水平为0.05。

2 结果与分析

2.1 不同盐碱浓度M9-T337实生苗表型

由图1可知，100 mmol·L-1和150 mmol·L-1的盐

碱浓度对M9-T337实生苗影响较小，200 mmol · L-1

处理后出现明显黄化并开始萎蔫，250 mmol · L-1处

王小丫，等：盐碱胁迫下苹果矮化砧木M9-T337对外源柠檬酸（CA）的响应 255
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理后植物萎蔫现象严重，甚至死亡。因此，选用

200 mmol · L-1浓度的盐碱胁迫对 M9-T337 植株进

行后续盐碱胁迫处理。

2.2 外源CA对盐碱胁迫下M9-T337营养系自根

砧苗生长表型及根系形态参数的影响

200 mmol · L-1浓度的盐碱胁迫至 45 d，均出现

不同程度的黄化现象（图2）。随CA浓度的增加，黄

化现象均有所缓解，其中T3减缓效果最为显著。

表 2和图 3结果显示，盐碱胁迫下，M9-T337营

养系自根砧苗的总根长、根系平均直径、总根表面

积、总根体积、根尖数、根鲜质量比和根系活力相较

于CK1显著降低。施加外源CA后，各指标均呈现

图 1 不同盐碱浓度对 M9-T337 营养系自根砧苗表型的影响

Fig. 1 The phenotype of M9-T337 clones of root anvil with different saline-alkali concentrations

100 mmol·L-1 150 mmol·L-1 200 mmol·L-1 250 mmol·L-1

图 2 外源 CA 对盐碱胁迫下 M9-T337 营养系自根砧苗生长表型的影响

Fig. 2 Effect of exogenous CA on the growth phenotype of M9-T337 clones of root anvil under saline-alkali stress

CK1 CK2 T1 T2 T3 T4

表 2 外源 CA 对复合盐碱胁迫下 M9-T337 总根长、总根表面积、根系平均直径、

总根体积、根尖数、根鲜质量比和根系活力的影响

Table 2 Effects of exogenous CA on total root length, total root surface area, average root diameter, total root volume,

number of root tips, root fresh-mass ratio and root activity of M9-T337 under combined salt-alkali stress

处理

Treatment

CK1

CK2

T1

T2

T3

T4

总根长

Total root
length/cm

7 029.71±112.11 a

4 739.39±201.32 d

4 861.89±103.94 d

6 116.41±211.89 b

6 261.44±152.13 b

5 893.49±197.87 c

根系平均直径

Average root
Diameter/mm

0.42±0.01 a

0.34±0.02 c

0.36±0.01 b

0.38±0.01 b

0.40±0.01 a

0.35±0.01 c

总根表面积

Total root
surface area/cm2

7 727.55±330.11 a

5 814.75±259.13 d

6 263.58±340.89 c

6 221.95±300.12 c

7 383.17±309.18 b

6 620.18±313.51 b

总根体积

Total root
volume/cm3

2 854.25±123.86 a

1 602.35±140.91 d

2 215.69±101.43 c

2 377.07±106.79 b

2 474.10±108.97 b

1 679.83±90.78 d

根尖数

Number of
root tips

5 853±260.11 a

2 836±140.96 e

2 901±145.77 d

4 299±273.12 c

4 869±150.26 b

3 007±150.99 d

根鲜质量比

Root fresh-
mass ratio

28.02±0.54 a

20.78±0.37 c

22.66±0.75 b

23.70±0.52 b

26.17±0.42 a

21.89±0.57 c

根系活力

Root activity/
（μg·g-1·h-1）

0.35±0.01 a

0.20±0.02 d

0.24±0.01 c

0.29±0.01 b

0.33±0.01 a

0.26±0.01 c

注：不同小写字母表示不同处理下 M9-T337 在 p＜0.05 水平差异显著。

Note: Different small letters indicate significant differences at p＜0.05 for M9-T337 under different treatments.
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不同程度的提升，其中，T3效果最佳，分别增加了

32.11%、17.64%、26.98%、82.10%、71.00%、25.93%、

71.68%。说明盐碱胁迫下，添加适宜浓度的外源

CA能够促进根系的形态建成。

2.3 外源CA对盐碱胁迫下M9-T337叶片光合特

性及叶绿素荧光参数的影响

由图 4-A、B、C 可知，盐碱胁迫下（CK2），M9-

T337 实生苗叶片的 Pn、Gs、Tr 较 CK1 分别降低了

170.00%、200.00%、145.16%，而Ci显著提高，较CK1

提高了63.22%。添加外源CA处理后，T1~T4的Pn、

Gs、Tr均显著高于CK2，显著低于CK1。其中 T3相

较于 CK2 上升幅度最大 ，分别较 CK2 提升了

76.92%、78.57%、58.33%。可见，胁迫下外施CA处

理可提高M9-T337营养系自根砧苗功能叶片的Pn、

Gs、Tr，使气孔开放。由图 4-E、G、H可得，盐碱胁迫

下，T1~T4的F0、PSⅡ、qP均显著低于CK1，显著高

于CK2（p＜0.05）。由图4-F可知，处理T1、T2和T4

的Fm显著低于CK1。T1~T4中，T3各指标值最高，

较 CK2 分别升高了 199.37%、323.81%、307.41%、

95.16%。

2.4 外源CA对盐碱胁迫下M9-T337营养系自根

砧苗叶绿素含量的影响

由图 5-A可知，随着CA浓度的增加，各处理的

Chl a含量呈先上升后下降趋势。其中，各处理分别

为 3.86 mg · g- 1（T1）、6.68 mg · g- 1（T2）、7.91 mg · g- 1

（T3）、3.60 mg·g-1（T4），显著高于CK2（3.91 mg·g-1），

低于CK1（11.86 mg·g-1）。其中，T3处理下降幅度最

小，为CK2的49.43%。

从图5-B可知，随CA浓度的增加，Chl b含量呈先

上升后下降的趋势。在CA处理下，T1~T4各处理显

著低于CK1（44.31 mg·g-1），高于CK2（14.00 mg·g-1），

其中，T3处理升幅最大，为CK2的58.82%。

从图5-C可知，在盐碱胁迫下，各处理的Chl a+b

变化趋势及含量与 Chl b 相似，显著低于 CK1

（55.86 mg·g-1），较CK1降低 59.41%，CA处理下，其

中T3的Chl a+b含量降幅最小。

图 5-D显示，随CA浓度的增加，M9-T337叶片

的Chl a/b呈先上升后下降的变化趋势，有显著的浓

度效应。CA浓度处理下T3的Chla/b含量达最高值，

T1~T4叶片的Chl a/b含量显著高于CK2（3.15 mg·g-1），

其中T3较CK2提高46.98%。

2.5 外源CA对盐碱胁迫下M9-T337叶片相对电

导率及叶片相对含水量的影响

由图 6-A可得，随着CA浓度的增加，M9-T337

叶片相对电导率呈先降后升的趋势，与CK2相比，

T3处理降至最低，比CK2降低47.42%。

由图6-B可以看出，随CA浓度的增加，CK2-T4

的叶片相对含水量呈先升后降的趋势，显著低于

CK1；其中T3升幅最显著，较CK2提高 50.91%。由

此可得，CA可减缓盐碱胁迫对植物造成的伤害。

2.6 外源CA对盐碱胁迫下M9-T337植株活性氧

含量及抗氧化酶活性的影响

由图 7可知，CK1处理下叶片的深棕色和蓝色

聚合物明显少于 CK2 处理，各处理染色程度均比

CK2处理轻。CK1和T3处理的叶片在染色程度上

接近，无明显差异，说明盐碱胁迫虽加深了M9-T337

叶片中的染色程度，但外施CA可缓解盐碱胁迫，减

轻染色程度，抑制叶片中活性氧的积累。这与H2O2

和O2
-含量测定结果相一致。

图8表明，盐碱胁迫下，M9-T337实生苗植株中

POD、CAT活性和SOD活性显著降低，外源施加CA

可显著提高其活性，其中T3相较于CK2上升幅度最

大，SOD、POD和CAT活性上升幅度分别为33.86%、

35.71%、12.00%。以上结果表明，外源CA可以通过

图 3 外源 CA 对复合盐碱胁迫下 M9-T337 营养系自根砧苗根系形态的影响

Fig. 3 Effect of exogenous CA on root morphology of M9-T337 clones of root anvil under combined salt and alkali stress

CK1 CK2 T1 T2 T3 T4
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图 4 外源 CA 对盐碱胁迫下 M9-T337 叶片光合特性及叶绿素荧光参数的影响

Fig. 4 Effects of exogenous CA on leaf photosynthetic characteristics and chlorophyll fluorescence parameters of M9-T337

under saline-alkali stress

处理 Treatment

图 5 外源 CA 对盐碱胁迫下 M9-T337 营养系自根砧苗光合色素含量的影响

Fig. 5 Effect of exogenous CA on photosynthetic pigment contents of M9-T337 clones of root anvil under saline-alkali stress
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图 6 外源 CA 对盐碱胁迫下 M9-T337 叶片相对电导率及叶片相对含水量的影响

Fig. 6 Effects of exogenous CA on the relative electrical conductivity and water content

of M9-T337 leaves under saline-alkali stress

图 7 外源 CA 对盐碱胁迫下 M9-T337 营养系自根砧苗活性氧及抗氧化酶活性的染色程度

Fig. 7 Staining of reactive oxygen species and antioxidant enzyme activities by exogenous CA in M9-T337 clones of

root anvil under saline-alkali stress
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图 8 外源 CA 对盐碱胁迫下 M9-T337 营养系自根砧苗活性氧含量及抗氧化酶活性的影响

Fig. 8 Effects of exogenous CA on active oxygen content and antioxidant enzyme activity of M9-T337 clones of

root anvil under saline-alkali stress
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调节SOD、POD和CAT的活性缓解M9-T337实生苗

植株受到的氧化损伤。

2.7 外源CA对盐碱胁迫下M9-T337幼苗植株渗

透物质含量的影响

随CA浓度增加，SS、SP和Pro含量均呈先上升

后下降的变化趋势（图 9-A~C）。SS 含量分别为

1.90 mg·g-1（CK2），1.92 mg·g-1（T1）、2.19 mg·g-1（T2）、

2.71 mg·g-1（T3）、2.06 mg·g-1（T4），T3相较于CK2上

升幅度最大，为 42.6%（图 9-A）。此外，SP和 Pro含

量也有类似的结果，T3较CK2分别升高了 172.22%

（图9-B）、72.97%（图9-C）。

随CA浓度的增加，MDA含量呈先降后升的变

化趋势。外施CA处理后，T1~T4的MDA含量均显

著低于CK1，且显著高于CK2，其中T3相较于CK2
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图 9 外源 CA 对复合盐碱胁迫下 M9-T337 营养系自根砧苗叶片可溶性糖（A）､可溶性蛋白（B）、脯氨酸（C）和

MDA（D）含量的影响

Fig. 9 Effect of exogenous CA on soluble sugars (A), soluble proteins (B), proline (C) and MDA (D) contents of leaves of

M9-T337 clones of root anvil under combined saline-alkali stress

下降幅度最大，比盐碱胁迫处理下降 69.56%（图 9-

D）。以上结果表明，外源施加柠檬酸可显著缓解植

株在盐碱胁迫下受到的氧化损伤。

2.8 外源CA对盐碱胁迫下M9-T337营养系自根

砧苗Na+、K+含量的影响

图10-A可得，T1、T2、T4的Na+含量均显著高于

CK1，T3与CK1无显著差异，T1~T4显著低于CK2。

其中T3相较于CK1上升幅度最小（57.21%）；T1~T4

的K+含量均显著低于CK1（图10-B），显著高于CK2，

其中 T3 较 CK1 的下降幅度最小，较 CK1 降低了

16.10%。

2.9 外源CA对M9-T337营养系自根砧苗植株盐

碱胁迫应答基因表达的影响

盐碱处理和盐碱+CA 处理后，挑选出 15 个应

答盐碱胁迫的基因进行表达水平检测。从图 11中

可以看出，K+转运基因（MdSKOR1 和 MdNHX4）表

达量受盐碱胁迫显著诱导，而盐碱+CA处理，MdS-

KOR1基因的表达量下降，MdNHX4基因的表达量

上升。相反，在盐碱胁迫下，两个Na+转运基因Md-

CHX15和MdSOS1的表达量下降，而盐碱+CA处理

显著上调这两个基因的表达。另外，盐碱胁迫可显

著诱导抗氧化酶基因 MdSOD、MdPOD 和 MdCAT

的表达，添加 CA 处理 MdCAT 的表达显著受抑。

MdWRKY64、MdMYB108和MdERF11在盐碱胁迫下

90

80

70

60

50

40

30

6

5

4

3

2

A B

C D

CK1 CK2 T1 T2 T3 T4C K 1 C K 2 T 1 T 2 T 3 T 41 . 5

2 . 0

2 . 5

3 . 0

3 . 5

�
�
�
�

(m
g·g

-1 )

So
lub

le s
ug

er 

a

e

b

c
e

d

C K 1 C K 2 T 1 T 2 T 3 T 40 . 2

0 . 3

0 . 4

0 . 5

0 . 6A

�
�
�
�
�

(m
g·g

-1 �

So
lub

le p
rot

ein
 co

nte
nt 

a

e

b

c c
d

B

C K 1 C K 2 T 1 T 2 T 3 T 43 0

4 0

5 0

6 0

7 0

8 0

9 0

	
�


��
�
�
��

-1 )

Pro
 Co

nte
nt 

a

d

b

c c
d

C K 1 C K 2 T 1 T 2 T 3 T 42

3

4

5

6
D

��  T r e a t m e n t

�
�
�
��
(nm

ol·
g-1 FW

)

MD
A c

on
ten

t 

��  T r e a t m e n t

a

bb
c

d d

C

w（
可
溶
性
蛋
白
）

S
ol

ub
le

pr
ot

ei
n

co
nt

en
t/（

m
g

·g
-1
）

w（
可
溶
性
糖
）

S
ol

ub
le

su
ge

r
co

nt
en

t/（
m

g
·g

-1
）

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2
b（

M
D

A
）

M
D

A
co

nt
en

t/（
nm

ol
·g

-1
）

w（
脯
氨
酸
）

P
ro

co
nt

en
t/（
μg

·g
-1
）

a

a

a

b

c

b

b

b

d

d
d

e e

e

c c

d

a

d

c c

b

c

d

260



，等：对外源柠檬酸（CA）的响应第2期

处理 Treatment

CK1 CK2 T1 T2 T3 T4

处理 Treatment

CK1 CK2 T1 T2 T3 T4

w（
K

+ ）
/（

m
g

·g
-1
）

w（
N

a+ ）
/（

m
g

·g
-1
）

140

120

100

80

60

40

20

0

200
180
160
140
120
100

80
60
40
20
0

转录因子的表达量下降，而盐碱+CA 处理显著上

调这 3 个基因的表达。同时，发现 MdAHA2 和

MdAHA8等 2个H+-ATPase相关基因在盐碱胁迫下

表达量显著降低，柠檬酸合成酶相关基因MdCS2的

表达量显著升高。因此，外施CA其表达量均显著

提高。

2.10 外源CA对盐碱胁迫下M9-T337营养系自根

砧苗综合评价

为评价CA响应盐碱胁迫下苹果砧木M9-T337

的生理效应，将盐碱胁迫后M9-T337的叶片所有指

标进行主成分分析，分析结果如下，提取特征值大于

1的 2个主成分，其特征值为 23.249和 1.175（表 3），

第 1和第 2主成分的方差贡献率分别为 92.998%和

4.702%，累计方差贡献率达 97.700%，符合分析要

求。综合得分（F）为每个主成分得分与对应贡献率

之和。由表4可知，不同处理下的得分排名为：CK1＞

T3＞T2＞T4＞T1＞CK2。

图 11 外源 CA 对 M9-T337 营养系自根砧苗盐碱胁迫应答基因表达的影响

Fig. 11 Effect of exogenous CA on the expression of saline-alkali response genes in M9-T337 clones of root anvil
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图 10 外源 CA 对盐碱胁迫下 M9-T337 营养系自根砧苗中 Na+、K+含量影响

Fig. 10 Effect of exogenous CA on Na+ and K+ contents in M9-T337 clones of root anvil under saline-alkali stress
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表 3 主成分分析方差解释

Table 3 Variance interpretation of principal

component analysis

指标

Item

PC1

PC2

特征值

Eigne value

23.249

1.175

方差贡献率

Contribution
of variance/%

92.998

4.702

累计方差贡献率

Cumulative
variance/%

92.998

97.700
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b
b

a
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3 讨 论

0.05%柠檬酸喷施处理下柠檬的单果质量与产

量均为最高，瓦伦西亚橙的最适浓度则为 0.1%[24]，

而 400 mg · kg-1柠檬酸喷施可显著促进脐橙叶片生

长与单株产量增加。邵微等[25]提出5%柠檬酸、草酸

与氮磷钾配施均可增加梨的单果质量，显著提高红

宝石梨产量。而柠檬酸喷施最佳的浓度与果树的树

种密切相关。

盐碱胁迫严重影响着植物的生长发育过程，生

理指标可作为衡量植物抗盐碱能力强弱的重要指

标[26]。光合色素是植物在光合作用中参与吸收、传

递光能或引起原初反应的光化学色素[27]。本研究结

果表明，外源CA处理可显著提高M9-T337实生苗

叶片的Pn、Gs、Tr，降低Ci，这与李峻安[28]试验结果一

致，可能是外源柠檬酸可促进叶片光合电子的转递，

升高光合过程关键酶活性[29]。叶绿素荧光参数作为

光合诱导的探针，能够快速无损地检测PSⅡ光系统

对逆境的响应机制，间接反映光合作用的光能吸收

传递情况和光合诱导能量的利用耗散过程[30]。在本

试验中，喷施CA后，F0、Fm、PSⅡ、qP均显著高于盐

碱胁迫，说明外源CA对盐碱胁迫下各处理对植株

的光合作用有显著的促进作用，这与吴雪霞等[31]在

番茄幼苗上外喷NO的研究结果一致。根系是植物

吸收水分、传输养分和贮存有机物质的器官，其活力

与植物生长发育、形态建成和新陈代谢等生长生理

活动密切相关[32]。笔者在本研究中发现，盐碱胁迫

下，外源CA明显提高了植株的根长、根表面积、根

体积、根系平均直径、根尖数等参数值，这与柠檬酸

对 Pb胁迫下马蔺根试验结果类似[33]。这说明有机

酸可以有效减缓盐碱胁迫对植株的伤害。

适宜水平的Pro、MDA、SS和SP等渗透调节物

质可以调节植物免受外界的胁迫伤害[34]。笔者在本

研究中发现，喷施CA，各处理叶片的Pro、MDA、SS

和 SP含量均有所提高。史智勇等[35]对库尔勒香梨

喷施外源过氧化氢，果皮可溶性糖、淀粉等渗透调节

物质含量也显著增加，本研究与其过氧化氢效果一

致。植物在应对各种逆境胁迫的过程中，细胞内活

性氧代谢的平衡被破坏 [36]，增加活性氧的积累，而

ROS积累会启动或加剧膜脂质过氧化的危害 [37-38]，

造成细胞代谢紊乱，这可能导致细胞膜系统的损害，

严重情况下致使植物体死亡。张林[39]在复合盐碱胁

迫对百合影响的研究中得出盐碱地栽培苗期的樟子

松生成ROS从而抑制生长的结论。笔者在本研究

中发现，外源施加CA后明显抑制盐碱胁迫下M9-

T337实生苗ROS的上升，H2O2和O2
-含量显著减少，

这可能与植物的氧化应激防御有关，清除大量过氧

化物来保护植物免受氧化损伤。

在植物衰老和抗性生理研究中，REC 和 MDA

含量能够代表细胞膜脂过氧化程度，两者均加剧细

胞膜损伤，间接反映植物组织抗氧化能力强弱 [40]。

杨雨华等[41]研究发现，盐碱胁迫会导致百合幼苗REC

和MDA含量上升，抑制其正常的生长发育，这与本试

验结果相互印证，即盐碱处理下M9-T337幼苗REC和

MDA含量的增加，造成细胞的氧化损伤，而外源

CA 显著缓解盐碱胁迫的危害，抑制叶片中REC和

MDA含量的增幅水平，降低细胞膜通透性，减轻膜

的损伤，从而提高M9-T337幼苗的抗氧化能力。

盐碱胁迫会对植物产生离子毒害，大量的Na+

进入细胞质中，造成细胞质中Na+/K+失衡，引起离子

毒害 [42- 43]。笔者在本研究中发现，盐碱胁迫下 M9-

T337植株体内Na+/K+含量显著升高，而外源CA可

使其显著降低。吴鹏等[44]在黄瓜幼苗上的研究结果

也进一步佐证了本文观点，可能是由于高浓度的

Na +会抑制 K +的吸收，进而导致植物枯萎死亡。

SKOR是定位在质膜上负责K+外排的基因，而NHX4

是定位在液泡膜上负责 K +液泡区隔化的关键基

因[45]。外源施加CA可显著抑制盐碱胁迫下的MdS-

KOR的表达和促进MdNHX4的表达，表明CA可以

通过抑制K+外排和促进K+的液泡区隔化，使更多K+

留在细胞质中，维持盐碱胁迫下细胞质中的Na+/K+

平衡，这与前人的研究结果相吻合。此外，SOS途径

是植物应答盐胁迫最重要的途径之一[46]，SOS1是定

表 4 不同处理的综合得分及排名

Table 4 Comprehensive scores and

rankings of different treatments

处理

Treatment

CK1

CK2

T1

T2

T3

T4

主成分得分

Principal component score

PC1（F1）

1.473 63

-1.223 01

-0.743 73

0.061 20

0.800 13

-0.368 22

PC2（F2）

-1.200 32

-1.159 76

0.314 56

0.003 35

1.143 60

0.898 57

综合得分

Comprehensive
score

1.314 007

-1.191 910

-0.676 860

0.057 072

0.797 877

-0.300 190

综合得分排名

Comprehensive
score ranking

1

6

5

3

2

4
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位在质膜上负责Na+外排的基因。而外源CA可显

著诱导盐碱胁迫下的Na+外排基因MdCHX15和Md-

SOS1的表达，表明CA可以促进盐碱胁迫下Na+的

外排。综合来看，外源施加CA可以通过促进Na+外

排，抑制K+外排并促进K+的液泡区隔化，来维持盐碱

胁迫下细胞质中的Na+、K+平衡，从而减缓离子毒害。

综上所述，外源CA对盐胁迫下M9-T337营养

系自根砧苗叶片的影响是多种生理活动综合作用的

结果，通过测定 25 个指标并进行主成分解析，再

通过综合排名得出，盐碱胁迫下不同浓度外源CA

对 M9-T337 营养系自根砧苗叶片生理特征的影

响，按顺序排名依次为：T3＞T2＞T4＞T1＞CK2，即

1.0 mmol ·L-1 CA（T3）处理效果最明显。

4 结 论

盐碱胁迫下，外源CA可缓解盐碱胁迫下M9-

T337营养系自根砧苗光合作用的减弱、叶绿素降解

及氧化损伤，维持抗氧化酶系统的稳定，减轻膜透性

损害，并具有浓度效应，1.0 mg·L-1为最佳浓度。
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