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摘 要 利用化学测定法分析高温、单氰胺和 TDZ 3 种破眠处理对“曙光”油桃休眠花芽
H2O2 代谢的主要影响，利用非损伤微测技术检测 H2O2 对休眠芽 Ca2+转运的影响，研究 H2O2

在芽休眠解除过程中的调控作用．结果表明: 在深休眠时期，高温和单氰胺处理均能诱导芽内
H2O2含量升高和过氧化氢酶( CAT) 活性降低，并具有显著的破眠作用; TDZ 对 H2O2含量及
CAT、过氧化物酶( POD)活性影响不大，破眠效果较差．休眠花芽原基组织钙通道活跃，对外源
Ca2+呈吸收状态．外源 H2O2可诱导休眠花芽原基组织 Ca2+转运发生变化，低浓度 H2O2降低
Ca2+吸收速率，高浓度 H2O2使组织对 Ca2+的转运由吸收转变为释放．这表明休眠芽内 H2O2信

号和 Ca2+信号相关联，通过诱导 H2O2积累调控 Ca2+信号可能在高温和单氰胺打破休眠的信
号转导过程中起重要作用．
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Abstract: In order to explore regulatory function of H2O2 in bud dormancy release，main effects of
three dormancy-breaking treatments ( high temperature，hydrogen cyanamide and TDZ) on H2 O2

metabolism were determined，and impacts of H2O2 on Ca2+ transport were tested using non-invasive
micro-test technique． The results showed that both high temperature and hydrogen cyanamide
induced H2O2 accumulation and CAT inhibition were efficient in breaking dormancy during deep
dormancy period． However，TDZ showed little impacts on H2 O2 metabolism and was much less
effective in breaking dormancy． Dormant floral primordium was absorbing state to exogenous Ca2+

due to active calcium channels． The Ca2+ transport could be changed by exogenous H2O2． H2O2 of
low concentration reduced the absorption rate of Ca2+，and at high concentration，it changed the
Ca2+ transport direction from absorption to release． The results indicated that H2 O2 signals were
related with Ca2+ signals in dormant buds． Ca2+ signal regulated by H2 O2 accumulation might be
important in the dormancy-breaking signal transduction process induced by high temperature and
hydrogen cyanamide．
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落叶果树的芽休眠是为抵御冬季寒冷环境，经

长期演化而获得的一种对环境季节性变化的生物学

适应性［1］．自然条件下，休眠的解除需要一定时间的

低温积累，低温不足会导致果树芽萌发及后续枝叶

生长异常，严重影响生产．休眠已经成为温暖地区落
叶果树生产和设施果树生产的主要限制因子之一，

因此休眠调控成为落叶果树相关研究的一个重点．
芽内 H2O2 代谢在休眠解除过程中发生变化，

与休眠解除的过程密切相关．自然低温［2－3］、破眠
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剂［3－5］在打破休眠的过程中都能诱导芽内 H2O2 增

加或降低过氧化氢酶活性．有研究发现，H2O2 具有

促进葡萄休眠解除的作用［6］．但这不足以解释 H2O2

在休眠调控中的作用机制．H2O2 在许多信号转导过

程中都能直接诱导 Ca2+信号发生［7］，而 Ca2+与休眠
调控关系密切，其在芽分生组织细胞内的分布随休

眠进程发展发生规律性变化［8－10］．因此，H2O2 很可

能通过 Ca2+信号调控在休眠调控中发挥作用，但目
前尚没有相关研究．
为进一步探讨 H2O2 在休眠调控中的作用机

制，本文以“曙光”油桃为试材，研究了休眠花芽的
Ca2+转运状态和破眠处理对 H2O2 代谢的主要影响

以及 H2O2 对 Ca2+转运的调节作用，以揭示 H2O2 和

Ca2+在芽自然休眠中的作用及相互关系，进一步阐
述休眠调控机制．

1 材料与方法

1. 1 供试材料
试验材料为 10年生“曙光”油桃( Prunus persica

var． nectariana cv． Shuguang) ，其砧木为青州冬雪蜜
桃，定植于山东泰安群星果品科技示范园，株行距 3
m×4 m，树形为开心形，控制产量在 25000 kg·hm－2

左右，常规管理．试验地土壤为棕壤，有机质含量
10. 4 mg·g－1，速效氮、速效磷、速效钾含量分别为
92．14、27. 35 和 74．81 μg·g－1 ．在 2012 年 11 月 26
日( 曙光油桃处于深休眠阶段) 从树体外围中部随

机采集长度为 30～40 cm一年生枝条进行试验．
1. 2 试验设计
试验材料取回后随机分为 4 组，每组 120 根枝

条，3个重复．第 1组为对照( CK) ，不进行破眠处理;
第 2组为高温处理( HT) ，使用生物培养箱对枝条进
行 50 ℃处理 1 h; 第 3 组为单氰胺处理( HC) ，喷施
浓度为 0．5%的单氰胺; 第 4 组为 TDZ 处理( TDZ) ，
喷施浓度为 50 mg·L－1 TDZ．各处理完毕后剪去枝
条基部剪口处干枯部分后插入清水中，转移至光照

培养箱，培养条件为: 温度 25 ℃，光照强度 40
μmol·m－2·s－1，昼 /夜为 12 h /12 h．培养时，每隔 3
d将剪口处剪去 3 ～ 5 mm 并换水．取未进行破眠处
理的花芽进行 Ca2+转运状态检测．
1. 3 测定项目与方法
1. 3. 1芽状态检测 用处理后的萌芽率表示各处理
的破眠效率，萌芽率越高表示该处理的破眠效率越

高．萌芽判定标准为鳞片开裂并露出红色花瓣组织．
分别在进行破眠处理后的第 10、20、30天，从每个处

理中随机取 12根枝条统计萌芽率，3次重复．
1. 3. 2 H2O2 含量及 CAT、POD 活性测定 H2O2 测

定参照 Brennan等［11］的方法．取花芽 1．0 g，用 5 mL
冷丙酮研磨，取 1 mL 提取液，加入 0． 2 mL 5%
Ti( SO4 ) 2溶液，用 0．2 mL 浓氨水沉淀，生成的过氧
化物-Ti复合物 10000 g，离心 5 min，最后将沉淀溶
于 5 mL 2 mol·L－1 H2SO4溶液中，测定 410 nm波长
处的吸光度，以不同浓度 H2O2 代替提取液制作标

准曲线，3次重复．
参照紫外分光光度法［12］测定 CAT 活性，参照

愈创木酚法［13］测定 POD 活性，以 OD 值表示酶
活性．
1. 3. 3 Ca2+转运速率测定 使用非损伤微测技术
( NMT) 检测 Ca2+离子的转运，测定系统为美国扬格
公司( Younger USA Sci． ＆ Tech． Co．) 非损伤微测系
统 BIO-001A，参照 Sun等［14］的方法进行测定．
对预先拉制好的玻璃微管( 尖端孔径 2 ～ 4 μm，

XYPG120-2，北京旭月公司提供) 进行硅烷化处理．
处理好的电极从后部灌入相应的电解液，在尖端灌

入液态离子交换剂．测量前对电极进行校正，选择响
应曲线斜率( Nernst slope) 高于 50 mV·decade－1的
电极．将电极固定器( XYEH01-1) 的 Ag /AgCl丝从点
击后面插入，使其与电解液接触．
取花芽，去除鳞片并固定于培养皿底部，加入测

试液缓冲 20 ～ 30 min．更换测试液，进行测量．测量
中，电极尖端在不触及材料的情况下尽量靠近材料

表面．电极以此为起点，在材料附近进行往复运动，
并记录数据．利用 Mageflux 软件( Younger USA Sci．
＆ Tech． Co．) 计算离子流速．
测试液成分为 0． 1 mmol · L－1 CaCl2，0． 5

mmol·L－1 KCl，0．1 mmol·L－1 NaCl，0．2 mmol·L－1

Na2SO4，0． 3 mmol· L－1 MES，0． 1%蔗糖，pH 5． 8．
校正液设 3个 CaCl2浓度梯度为 0． 05、0． 1 和 0． 5
mmol·L－1，其他成分与测试液相同．

Ca2+转运抑制剂处理以 30 mmol·L－1LaCl3作为
钙通道抑制剂，0． 1 mmol·L－1藻红 B 作为 Ca2+-
ATPase抑制剂，测试前使用抑制剂对材料进行 30
min预处理．

H2O2 处理将高浓度 H2O2 加入测试液中混

匀，得到 H2O2终浓度分别为 100 μmol·L－1和 10
mmol·L－1的测试液，进行相应检测．
1. 4 数据处理
使用 Excel 2003 和 SPSS 19．0 软件进行数据处
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理和差异显著性分析( α= 0．05) ．

2 结果与分析

2. 1 高温、单氰胺和 TDZ对油桃休眠解除的影响
未经破眠处理的油桃枝条，在培养 30 d 后没有

芽萌发，说明采集样品时“曙光”油桃处于深休眠状
态; 使用 50 ℃高温、单氰胺和 TDZ进行处理后均出
现芽萌发( 图 1) ，说明 3 种处理都具有一定的破眠
作用．其中，50 ℃高温和单氰胺破眠作用较强，至处
理后第 30 天萌芽率分别达到 22． 6%和 25． 2%．而
TDZ在此时破眠作用较弱，处理后 30 d 内萌芽率仅
为 4．0%．
2. 2 破眠处理对油桃休眠芽 H2O2 含量和 CAT、
POD活性的影响

50 ℃高温和单氰胺处理均使油桃休眠芽内
H2O2 含量显著增加，而 TDZ处理对 H2O2 含量影响

不大( 图 2) ．50 ℃高温处理诱导的 H2O2 增加主要

发生在处理后 1 d 内，达到对照的 1．5 倍以上．单氰
胺处理中，芽内 H2O2 含量在处理后 1 ～ 4 d 持续高
于对照，达到对照的 1．5 ～ 2．2 倍． TDZ 处理后，芽内
H2O2 含量与对照无显著差异．

CAT催化分解是植物细胞清除 H2O2 的主要途

径之一，不同破眠处理对油桃休眠花芽 CAT活性的
影响不同( 图 2) ．50 ℃高温短时间内表现出对 CAT
活性强烈的抑制作用，处理后 0．5 d内，芽内 CAT活
性迅速降低至对照的 31．9%，但到处理后 1 d 又升
高至对照的 2．2倍，并在第 4 天恢复到对照水平．单
氰胺也表现出对CAT活性强烈的抑制作用，处理后

图 1 不同处理对油桃休眠芽萌发的影响
Fig． 1 Effects of different treatments on budding of dormant
buds of nectarine．
CK: 对照 Control; HT: 50 ℃高温处理 High temperature treatment ( 50
℃ ) ; HC: 单氰胺处理 Hydrogen cyanamide treatment; TDZ: TDZ处理
TDZ treatment． 不同小写字母表示处理间差异显著( P＜0．05) Different
small letters meant significant difference at 0． 05 level． 下同 The same
below．

图 2 不同处理对油桃休眠花芽 H2O2 含量和 CAT 活性的
影响
Fig．2 Effects of different treatments on H2O2 content and CAT
activity of dormant buds of nectarine．

图 3 不同处理对油桃休眠花芽 POD活性的影响
Fig．3 Effects of different treatments on POD activity of dormant
buds of nectarine．

1～4 d内花芽 CAT 活性均显著低于对照．TDZ 处理
对休眠花芽内 CAT活性没有显著影响．

POD是植物细胞清除 H2O2 的另一重要途径，

各破眠处理对休眠花芽 POD 活性影响不大( 图 3) ．
50 ℃高温处理中，POD活性在处理 1 d 出现短暂升
高．而单氰胺和 TDZ 处理中，芽内 POD 活性与对照
均无显著差异．
2. 3 油桃休眠芽 Ca2+转运状态及 H2O2 对休眠芽

Ca2+转运的影响
如图 4所示，油桃休眠状态下，休眠花芽原基组

织对 Ca2+( 测试液中 Ca2+浓度为 0．1 mmol·L－1 ) 呈

现吸收状态．使用 Ca2+-ATPase抑制剂藻红 B进行预
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处理后，花芽原基组织没有受到 Ca2+转运的显著影
响; 但使用 Ca2+通道抑制剂 LaCl3进行预处理后，
Ca2+的转运几乎被完全抑制．这说明在休眠期，花芽
原基组织 Ca2+通道处于活跃状态，在 Ca2+转运中发
挥主导作用，利于外界高浓度的 Ca2+进入细胞，而
Ca2+-ATPase发挥的作用较小．
如图 5所示，外源 H2O2 可诱导休眠花芽原基

组织的 Ca2+转运状态发生变化．H2O2 在浓度为 100
μmol·L－1时可使花芽原基组织对Ca2+吸收速率

图 4 藻红 B和 LaCl3对油桃休眠花芽的 Ca2+转运的影响
Fig．4 Effects of erythrosin B ( A) and LaCl3 ( B ) on Ca2+

transport of dormant nectarine buds．
负值表示吸收，正值表示释放 Negative value denoted inflow，and posi-
tive value denoted outflow． A: 藻红 B Erythrosin B; B: LaCl3 ． 下同 The
same below．

图 5 100 μmol·L－1和 10 mmol·L－1 H2O2 对油桃休眠芽原
基组织 Ca2+转运的影响
Fig．5 Effects of 100 μmol·L－1 and 10 mmol·L－1 H2O2 on
Ca2+ transport of floral buds．
A: 100 μmol·L－1 ; B: 10 mmol·L－1 ．

逐渐降低，降低幅度达到 68． 2%; 而在浓度为 10
mmol·L－1时，H2O2 可诱导花芽原基组织对 Ca2+的
吸收速率逐渐降低并最终转变为释放，最终释放速

率约为原来吸收速率的 20．0%．

3 讨 论

H2O2 是植物体内重要的信号物质，其代谢与芽

休眠解除存在着密切的关系．低温［2－3］、单氰胺［3－5］、
高温［15］等在打破芽休眠的过程中都伴随着 H2O2 积

累或 CAT活性抑制．同时，H2O2 还具有促进休眠解

除的作用［6］．另外，对马铃薯块茎的研究表明，外施
H2O2、抑制 CAT 活性或降低 CAT 基因表达都具有
破眠作用［16］．本研究结果与此一致，单氰胺和高温
处理后油桃休眠芽内均出现 CAT 活性下降和 H2O2

含量升高，而破眠效率低的 TDZ 没有这种作用，进
一步说明 H2O2 代谢可能参与休眠解除的调控．CAT
活性的变化可能与 CAT 基因的表达有关，50 ℃高
温可引起葡萄休眠芽中 CAT 基因表达先下调后上
调［17］．CAT 活性受高温处理抑制后迅速升高，说明
休眠芽对高温伤害抵御能力较强，能够及时修复抗

氧化系统并对活性氧进行清除．这些研究尚不足以
揭示 H2O2 在休眠调控中的作用机制． Ca

2+信号和

H2O2 信号在植物信号转导中关系密切
［7］，并且都与

休眠调控相关，但目前对两者在休眠调控中的关系

并无研究，因此本研究从钙信号的角度对 H2O2 的

作用机制进行了探索．
钙是细胞分裂的重要调控因子［18－19］，参与芽休

眠的调控．在木本植物芽分生组织细胞，Ca2+在自然
休眠期间大量分布于细胞质浆和细胞核内，自然休

眠解除后则转移至液泡、细胞间隙等钙库［8－10］，这种
变化与休眠的细胞周期变化规律相符［20］．单氰胺可
诱导芽内钙信号相关基因表达，其破眠效率也受到

钙通道抑制剂、钙离子螯合剂等影响［21］．本研究发
现，在自然休眠期，芽内原基组织细胞质膜 Ca2+通道
活跃而 Ca2+-ATPase 活性不高，有利于外部环境高
浓度的 Ca2+进入细胞内，这与休眠期细胞核和细胞
质基质区域的高钙状态一致．细胞内 Ca2+水平会影
响核膜裂解和染色质浓缩［22－23］，并对细胞分裂产生

调控作用［24－25］．因此，休眠分生组织的这种 Ca2+的
存在和转运状态很可能是其细胞分裂被抑制的

原因．
许多情况下，植物钙通道可受 H2O2 激活，并由

此产生钙信号［7］．在植物保卫细胞［26－27］、烟草幼苗
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细胞［28］，H2O2 均可通过活化钙通道介导 Ca2+流入
原生质．相反的是，本研究发现，外源 H2O2 诱导休眠

花芽原基组织 Ca2+流出原生质，这种 Ca2+转运方向
的变化与休眠解除过程中 Ca2+由细胞质基质、细胞
核向 Ca2+库转移的过程相符，说明 H2O2 很可能参

与细胞内的 Ca2+转移调控，从而在休眠调控中发挥
作用．但本研究未能对 H2O2 改变 Ca2+转运的机制、
内源 H2O2 与 Ca2+的关系及 Ca2+转运变化后组织细
胞的状态变化进行检测，因此难以确定这种调控过

程与休眠解除的具体关系，这将需要继续进行研究．
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