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干旱胁迫下H2S信号增强植物叶片的光合作用
孙丽敏  金竹萍  钱嘉航  裴雁曦*

(山西大学生命科学学院, 太原 030006)

摘要      干旱胁迫是影响农作物产量最重要的环境因素之一。硫化氢(H2S)作为第三种气体

信号分子在植物体内具有多样且积极的生理功能。目前已了解, H2S在响应植物干旱胁迫应答以

及增强植物光合作用的过程中发挥重要作用, 但关于内源性H2S对干旱胁迫下植物光合作用的调

节机制未见报道。该研究以拟南芥哥伦比亚野生型(wild type Col-0, WT)、H2S产生酶编码基因

DES缺失突变体des以及H2S产生酶编码基因DES过表达突变体OE-DES为实验材料, 研究内源性

H2S对干旱胁迫下拟南芥光合作用的调节机制。研究结果显示, 植株在正常生长条件下, 内源性

H2S促使叶片净光合速率、蒸腾速率、叶绿素含量显著升高; 植株遭受干旱胁迫时, 内源性H2S可
以显著上调Rubisco和Rubisco活化酶(Rubisco activase, RCA)的表达水平, 保护叶绿体结构的完整

性, 促使叶片净光合速率显著上升, 维持叶片相应的蒸腾速率, 并且引起叶片气孔关闭和胞间CO2

浓度显著升高。
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H2S Enhanced Photosynthesis in Response to Drought Stress

Sun Limin, Jin Zhuping, Qian Jiahang, Pei Yanxi*
(School of Life Science, Shanxi University, Taiyuan 030006, China)

Abstract       Drought stress is one of the most serious environmental factors affecting crop yield. It has 
been known that hydrogen sulfide (H2S) as the third gas signal molecular, plays a critical physiological role 
in responding to drought stress and enhancing plant photosynthesis. However, there are few reports about 
the regulation mechanisms of endogenous H2S in plant photosynthesis under drought stress. In this study, 
using Arabidopsis thaliana Columbia-0 wild-type (Col-0, WT), H2S-producing enzyme encoding gene DES 
defective mutants (des) and DES over-expression plant (OE-DES) as experimental materials, we investigated the 
physiological function and mechanism of endogenous H2S signal in photosynthesis of A. thaliana under drought 
stress. The results showed that, under normal growth conditions, endogenous H2S significantly promoted the 
increase of net photosynthesis rate, transpiration rate and chlorophyll content in leaves. When the plants were 
subjected to drought stress, endogenous H2S could significantly up-regulate the genes expression level of Rubisco 
and Rubisco activase (RCA), thus protect the chloroplast structure, promote the significant increase of net 
photosynthesis rate and intercellular CO2 concentration, induce stomatal closure and maintain the corresponding 
transpiration rate of leaves. 

Keywords       drought stress; hydrogen sulfide; photosynthesis
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干旱是人类面临的主要自然灾害, 影响植物营

养生长和生殖生长, 限制植物分布, 制约作物生产

量[1]。究其原因, 植物在生长发育过程中, 光合作用

效率是植物生产力和作物产量高低的根本决定因

素[2]。光合作用是植物生命活动过程中的重要组成

部分, 并且对环境变化非常敏感[3]。干旱严重影响

植物光合作用, 表现在降低植物的光合速率、降低

叶绿体对光能的吸收能力和转能效率以及光合电子

传递速率和磷酸化活力, 同时还影响光合碳同化[4]。

植物光合作用的场所是叶绿体, 稳定的叶绿体结构

是植物光合作用正常运行的重要保障[3,5]。

近些年, 硫化氢(hydrogen sulfide, H2S)作为继

一氧化氮(NO)、一氧化碳(CO)之后的第三种气体

信号分子被发掘。生理浓度的H2S在植物体内发挥

着重要、多样且积极的作用, 例如调节植物生长发

育[6-8]、延缓植物叶片衰老[9-10]、参与植物抵御生物

及非生物胁迫[11-16]等。植物体内源性H2S主要以L/
D-Cys为底物 , 通过L-Cys desulhydrase(LCD、DES)
和D-Cys desulhydrase(DCD1、DCD2)催化产生, 其
中LCD和DES以L-Cys为底物, DCD1以D-Cys为底

物, 而DCD2则能够降解任一构型的Cys[17]。此外, 它
们在细胞中的分布各异: LCD定位于细胞核, DCD1
和DCD2定位于线粒体, 而DES定位于细胞质[17-18]。

植物受到干旱胁迫时, 体内形成多种机制来适

应和抵御逆境。已有研究表明, 气体信号分子H2S在
响应植物干旱胁迫应答和增强植物光合作用的过程

中, 发挥着重要的生理功能[17-18]。目前, 关于内源性

H2S对干旱胁迫下植物光合作用的调节机制还未见

报道, 本研究以拟南芥(Arabidopsis thaliana)哥伦比

亚野生型(wild type Col-0, WT)、H2S产生酶编码基

因DES缺失突变体des以及H2S产生酶编码基因DES
过表达植株OE-DES为实验材料, 研究内源性H2S对
干旱胁迫下拟南芥光合作用的调节, 为提高作物抗

旱性和实现农业可持续发展提供理论和实践依据。

1   材料与方法
1.1   实验材料

本研究以Col-0拟南芥野生型WT和H2S产生

酶 编 码 基 因DES(At5g28030)T-DNA插 入 突 变 体

des(SALK_205358C, 由ABRC提供)以及H2S产生酶

编码基因DES过表达植株OE-DES(35S::DES的转基

因株系)为实验材料。des体内的H2S含量与WT相比

显著下降, OE-DES的H2S含量较WT显著升高[19]。

1.2   培养条件和处理办法

1.2.1   幼苗生长培养条件      拟南芥WT、突变体

des和OE-DES种子, 经4 °C春化处理2 d, 播种于蛭

石׃营养土=21׃(V/V)的混合基质中, 培养条件: 光照

强度3 000 Lx、温度(23±1)°C、相对湿度60%,、光

周期16 h光照/8 h黑暗。

1.2.2   干旱处理      生长4周的拟南芥WT、des、
OE-DES, 浇水, 待植株充分吸水后倒掉多余水, 自
此7 d内不再浇水作为干旱胁迫, 以正常浇水作为对

照。含0.16 g/mL聚乙二醇(PEG), 叶片表皮条缓冲

液浸泡叶片10 min模拟干旱处理, 用以观察干旱胁

迫后的叶片气孔开度, 以不含PEG的叶片表皮条缓

冲液浸泡作为对照。

1.3   光合特性相关指标测定

幼苗光合参数净光合速率(Pn)、蒸腾速率(Tr)、
和胞间二氧化碳浓度(Ci)使用SY-1020便携式光合作

用测定仪(石家庄世亚科技有限公司)进行检测, 测
定时需光源充足且稳定, 空气中CO2含量稳定。

1.4   气孔开度测定

取1.2.1中拟南芥WT、des、OE-DES叶片, 置于

叶片表皮条缓冲液中, 光照强度3 000 Lx冷光源照

射2 h, 然后再将叶片移于0.16 g/mL PEG和不含PEG
的叶片表皮条缓冲液中继续光照10 min, 撕取叶片

下表皮, 用光学显微镜(Olympus:CH20BIMF200)观
察气孔开度并记录。

1.5   叶绿素含量测定

取植物叶片样品0.05 g于研钵中, 加入1 mL 
95%乙醇研磨成匀浆, 后续再加入4 mL 95%乙醇

稀释研磨液, 3 000 ×g离心5 min。利用多功能酶

标仪测定D665和D649值, 根据公式计算叶绿素含量: 
叶绿素a的浓度Ca=13.95×D665–6.88×D649; 叶绿素

b的浓度Cb=24.96×D649–7.32×D665; 叶绿素总含量

=(Ca×V+Cb×V)/W; V为提取液总量(mL), W为样品质

量(g)。
1.6    叶片鲜重与干重比值测定

取1.2.2中拟南芥WT、des和OE-DES, 立即称

量其鲜重(FW)。然后将该叶片放在105 °C下杀青

30 min, 后于80 °C烘干至恒重并称重, 为其干重

(DW)。叶片鲜重与干重比值=(DW/FW)×100%。

1.7   离体叶片失水率测定

取1.2.1中拟南芥WT、des和OE-DES莲座叶片, 
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立即称量其鲜重(FW), 记录为W1。然后将叶片分

别置于培养皿中, 之后分别在1、2、3、4、5 h五
个时间点再称重, 记录结果为W2。叶片失水率=(W1–
W2)/W1×100%。

1.8   透射电镜观察叶绿体结构

取干旱处理的WT、des、OE-DES叶片样品, 
置于0.1 mol/L磷酸缓冲液(pH=7.4)配制的2.5%戊二

醛, 4 °C固定24 h, 然后用相同的缓冲液彻底清洗三

次, 每次10 min。然后于0.1 mol/L磷酸缓冲液配制

的2%锇酸中, 4 °C固定 8 h, 用相同的缓冲液彻底清

洗三次, 每次10 min。样品通过乙醇浓度梯度25%、

50%、75%、85%、95%、100%进行逐级脱水, 经置换、

浸透包埋于EPON 812环氧树脂, 聚合后用LACA-
UC6(70 nm)超薄切片机切片, 切片经醋酸铀和柠檬

酸铅双重染色, 透射电镜(JEOL, JEM-1400)观察并

拍照记录。

1.9   RNA提取及qRT-PCR
取1.2.2中的实验材料 , 用TRIZOL试剂盒提取

总RNA, 以Oligo(dT)18为引物反转录得到cDNA, 以
UBQ4(At5g20620)为内参进行qRT-PCR检测基因转

录。所用引物序列UBQ4(At5g20620)为: 上游5′-GGG 
CAC TCA AGT ATC TTG TTA GC-3′和下游5′-TGC 
TGC CCA ACA TCA GGT T-3′; Rubicso(At1g67090): 
上游 5′-CCA CCC GCA AGG CTA ACA AC-3′和
下游 5′-CGG AAT CGG TAA GGT CAG GAA-3′; 
RCA(At2g39730): 上游5′-TGG AAA CGC AGG AGA 
ACC C-3′和下游5′-GCC CTC AAA GCA CCG AAG-
3′; LHCB1(At1g29930): 上游5′-GCC GAG GAC TTG 
CTT TAC CC- 3′和下游5′-CAG TGA CGA TGG CTT 
GAA CGA-3′; LHCB2(At2g05070): 上游5′-CCT CCA 
GCG ACC TCA TCC A-3′和下游5′-AGA GC C TGC 
CTT GAA CCA CA-3′; LHCB3(At5g54270): 上游5′-
GGC GAT TAT GGT TGG GAC AC-3′和下游5′-AAG 
ACC GTT GAT GCG GAA AC-3′; LHCA2(At1g19150): 
上游5′-TCC ACG AGC AGA GTC CAA AAT-3′和下游

5′-AAA CCG AAA TCA CCA GGT AAG C-3′; LHCA4 
(At3g47470): 上游5′-GCA  AGA CAT CAA GAA CCC 
AGG-3′和下游5′-ATG CCA ACA TCG CCA ACC-3′。
以2–ΔCt比较分析各个样品间基因表达水平的相对差

异, 实验重复三次。

1.10   数据统计分析

每组实验重复三次, 实验数据用“平均值±标准

偏差”表示。采用SPSS Statistics(SPSS 16.0)分析软

件进行单因素方差分析。P<0.05分别表示差异极

显著和差异显著, 图中不同小写字母表示差异显著

(P<0.05)。

2   结果
2.1   内源性H2S对幼苗光合特性的影响

植物受到干旱和盐胁迫后其光合作用效率会

显著降低, 从而影响植物的生长状态[20]。本实验结

果显示, 与正常生长的叶片相比, 干旱胁迫后, 叶片

净光合作用速率和胞间CO2浓度有一定程度的降低

(图1A和图B、图1E和图1F)。在正常生长条件下, 
净光合作用速率在WT、des和OE-DES三者之间存

在显著差异, 相比于WT, des净光合作用速率显著下

降, OE-DES净光合作用速率显著上升(图1A)。此外, 
与WT和des相比, OE-DES的蒸腾速率显著上升(图
1C), 而胞间CO2浓度在WT、des和OE-DES三者间无

显著变化(图1E)。干旱胁迫后, des净光合作用速率

较WT和OE-DES显著下降(图1B); 蒸腾速率仅在des
和OE-DES之间存在显著差异(图1D); OE-DES胞间

CO2浓度与des和WT的胞间CO2浓度相比显著升高

(图1F)。
2.2   内源性H2S对幼苗气孔开度的影响

在拟南芥中, H2S与ABA相互作用调节气孔运

动应答干旱胁迫[21]。本实验发现, 在对照组中, WT、
des和OE-DES三者的气孔开度无显著差异(图2A~图
2C)。0.16 g/mL PEG模拟干旱处理后, 三者的气孔开

度明显减小, 其中OE-DES气孔开度与WT和des气孔

开度相比显著减小(图2D~图2F)。
2.3   内源性H2S对幼苗叶绿素含量的影响

叶绿素含量和光合作用速率有着紧密的关系, 
H2S以一种剂量依赖的方式影响叶绿素含量, 增强光

合作用进而促进幼苗生长[6,22]。在幼苗正常生长状

态下, OE-DES叶绿素含量显著高于WT和des(图3A); 
干旱胁迫后, 与WT相比, des叶绿素含量显著升高, 
OE-DES叶绿素含量显著下降(图3B)。
2.4   内源性H2S对幼苗叶片干重和失水率的影响

一定程度上, 叶片干重的变化动态反应了叶片

内物质的合成、分配与运转过程[23]。测定干旱胁迫

后WT、des、OE-DES植株的干重和鲜重比值, 结果

发现, WT植株的干重和鲜重比值为7.29%, des植株

的干重和鲜重比值显著下降到6.76%, OE-DES植株
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图1   内源性H2S对幼苗叶片光合特性相关指标的影响

Fig.1   Effect of endogenous H2S on photosynthesis related indicators in seedling leaves

的干重和鲜重比值显著升高到8.0%。

离体叶片失水速率可以反映叶片的抗脱水能

力, 离体叶片失水率越大说明叶片持水力越小, 因
此离体叶片失水速率大小可以表示植物抗旱性强

弱[24]。本实验结果显示, WT、des、OE-DES三者的

离体叶片的失水率随着时间延长不断增加; 在叶片

离体1 h内, 三者的离体叶片失水率迅速上升, 1 h后, 
三者的失水率虽都不断增加, 但OE-DES失水率和失

水速率显著均低于WT和des。
2.5   内源性H2S对干旱胁迫下叶片叶绿体超微结

构的影响

为了进一步研究H2S对干旱胁迫下植物光合作

用的影响, 我们运用透射电子显微镜观察H2S不同突

变体在干旱胁迫下的叶绿体超微结构。结果表明, 
生长4周的植株, 在干旱处理7 d后, WT、des和OE-
DES的叶绿体结构仍处于相对完整的状态, 被膜也

相对完整(图5A~图5C)。然而, WT叶绿体基粒片层

模糊, 基质片层断裂(图5D); des叶绿体基粒、基质

片层排列混乱且松散(图5E); OE-DES叶绿体基粒与

基质片层排列规则整齐且清晰可辨(图5F)。
2.6   内源性H2S对光合作用相关基因表达的影响

RBCS 编码光合碳同化关键酶核酮糖1,5-二磷

酸羧化酶/加氧酶(Rubisco)的小亚基, 是控制植物光

合作用的重要基因之一[25]。Rubisco必须经Rubisco

不同小写字母表示有显著性差异。

There are significant differences between different lowercase letters. 
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图3   内源性H2S对幼苗叶片叶绿素含量的影响

Fig.3   Effect of endogenous H2S on chlorophyll content in seedling leaves
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图2   内源性H2S对幼苗叶片气孔开度的影响

Fig.2   Effect of endogenous H2S on stomatal aperture in seedling leaves
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图4   内源性H2S对幼苗叶片干重和失水率的影响

Fig.4   Effect of endogenous H2S on dry weight and water loss rate in seedling leaves
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活化酶(Rubisco activase, RCA)去除磷酸糖等抑制物

后才具有催化活力[26], RCA与光合作用有着密切关

系[27]。实验结果显示: 干旱胁迫处理后, 与des相比, 
OE-DES中Rubisco和RCA的表达量均显著升高。

捕光色素蛋白复合体(LHC)是一类捕获光能、

把能量迅速传至反应中心引起光化学反应的色素蛋

白复合体, 植物体内的光系统I(PSI)和光系统II(PSII)

都含有各自的LHC[28]。其中 , LHCI包括LHCA2和
LHCA4, LHCA2为LHCI-680, LHCA4为LHCI-730; 
LHCII包括LHCB1、LHCB2和LHCB3。干旱胁迫

处理后, 与des相比, 捕光色素蛋白复合体编码基因

LHCB2在OE-DES中的表达水平显著升高, 而LHCB1
和LHCA4在OE-DES中的表达水平显著降低, LHCB3
和LHCA2表达水平在两者之间无显著差异(图6)。

A~C: 整体结构观察; D~F: 局部放大结构观察。CM: 叶绿体膜; Gl: 基粒片层; Sl: 基质片层。

A-C: observation of whole structure; D-F: observation of local amplification structure. CM:chloroplast membrane; Gl: grana lamella; Sl: stroma 
lamella.

图5   内源性H2S对干旱胁迫下幼苗叶片叶绿体结构的影响

Fig.5   Effect of endogenous H2S on chloroplast ultrastructure in seedling leaves under drought stress
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图6   内源性H2S对光合作用相关基因表达的影响

Fig.6   Effect of endogenous H2S on expression level of photosynthesis-related genes
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3   讨论
作为重要的气体信号分子, H2S在植物生长发

育过程的调控作用以及在植物抵御生物和非生物胁

迫中的生理功能在近些年被逐渐揭示。光合作用是

植物生长发育的基础, 先前研究报道干旱胁迫会引

起叶片光合机构受损和光合速率下降[3], H2S可以提

高拟南芥幼苗的抗旱能力[21]以及增强植物光合作

用[6], 而关于干旱胁迫下H2S对植物光合作用的调节

鲜有报道。我们的实验对此问题进行探究, 进一步

揭示内源性H2S对干旱胁迫下植物光合作用的调节

机制。

干旱胁迫影响净光合速率的原因主要有气孔

因素和非气孔因素两种[4]。细胞间CO2浓度与光合

速率在同一方向上变化时, 气孔阻力占优势, 如果这

两者的变化方向是相反的, 则占优势的变化不是气

孔阻力而是叶肉细胞[29]。本研究发现, 植株在正常

生长时, 内源性H2S通过提高植株Pn和Tr增加植株的

光合作用速率, 促进植物生长。这一结果与Chen等[6]

报道的H2S增强光合作用促进植株生长的结果一致。

植物遭受干旱胁迫时, 内源性H2S诱导气孔关闭保

持较高的胞间CO2浓度, 进而增强光合作用速率, 维
持植物生长, 这可能也是H2S提高拟南芥幼苗抗旱能

力的原因之一。在影响光合作用的气孔因素的研究

中普遍认为, 气孔关闭势必会减少CO2进入叶片, 导
致植物光合速率降低[4,36], 这与我们的研究结果有些

矛盾, 但也有研究证明气孔关闭对植物光合作用有

正面和负面的作用[30]。其中原委, 首先, 可能是由于

光合作用的气孔限制是很复杂的, 并不是在任何情

况下光合速率与气孔开张度之间都存在特定的相关

性; 其次, 内源性H2S可能触发对非气孔因素的调节

来缓解干旱胁迫对光合速率的抑制。

本研究数据显示, 正常生长条件下, 内源性H2S
促进拟南芥幼苗叶绿素的合成, 这与先前研究者发

现H2S预处理使白菜幼苗叶绿素含量显著升高的结

果一致[31]。渗透胁迫诱导叶绿素降解, 抑制植物生

长[32], H2S作为信号分子可以减少渗透胁迫期间甘薯

幼苗的叶绿素降解[22]。然而, 我们的实验数据表明, 
在干旱胁迫后, 相比于WT和OE-DES中叶绿素含量

明显下降, des中叶绿素含量反而明显上升, 这似乎

与H2S可以缓解渗透胁迫引起的叶绿素含量下降的

报道不符[22]。分析原因发现, 从叶绿素含量计量单

位mg/g(FW)可知, 叶片鲜重会直接影响叶绿素含量

的测定结果, 而干旱胁迫作为渗透胁迫的一种会引

起植株叶片水分严重丧失, 叶片鲜重明显下降, 并且

内源性H2S缺失能够导致干旱胁迫下叶片失水率加

快[33]。我们的研究结果显示, des离体叶片失水率显

著高于OE-DES。因此, 干旱胁迫期间, des叶绿素含

量的上升可能是由于其叶片失水较快引起鲜重较低

而导致的, OE-DES叶绿素含量的下降则是由于其叶

片失水较慢保持鲜重较高而引起的。也可以用顾骏

飞等[34]的文章中提到的“高叶绿素含量并不是叶片

高光合速率的必需条件”的观点进行解释。然而, 干
旱胁迫后, 比较WT、des和OE-DES叶片的干重与鲜

重比值, 结果显示, OE-DES干重与鲜重比值最高。

这表明, 内源性H2S有利于提高干物质的积累, 有效

提高光合作用。

叶绿体作为植物细胞特有的细胞器, 是植物进

行光合作用的场所。干旱胁迫下, 植物叶片细胞的

超微结构会发生一系列显著变化, 其中负担重要生

理功能的叶绿体对干旱胁迫非常敏感[35]。在干旱胁

迫下, 叶绿体膨胀, 排列紊乱, 基质片层模糊, 基粒间

连接松弛, 类囊体片层肿胀或解体, 光合器官的超微

结构遭到破坏, 从而导致光合作用下降[36]。在我们

的研究中发现, 内源性H2S可以保护干旱胁迫下叶绿

体的超微结构, 减轻叶绿体肿胀, 维持叶绿体基粒基

质片层的正常排列。这些结果提示, 干旱胁迫下内

源性H2S可能通过维持叶绿体结构稳定进而增强植

物叶片的光合作用。

在本研究中, 干旱胁迫处理后, OE-DES中
Rubisco和RCA表达量显著高于des, 表明内源性H2S
能显著提高拟南芥幼苗光合作用过程中Rubisco和
RCA表达水平, 进而增加了CO2固定作用。然而, 捕
光色素蛋白复合体相关编码基因在des和OE-DES中
的表达趋势并不一致。这表明, H2S对捕光色素蛋白

复合体不同编码基因的表达调节模式各异。

本文实验材料的内源H2S含量在des中显著降

低, 在OE-DES中显著升高[19], 因此内源性H2S的差异

导致以上的研究结果, 部分地揭示内源性H2S对干旱

胁迫下幼苗光合作用的调节过程(图7)。总之, 植物

遭受干旱胁迫时, 一方面内源性H2S可以诱导幼苗叶

片气孔关闭维持胞间CO2浓度和减少水分散失增强

植物叶片光合作用; 另一方面内源性H2S可以通过

上调Rubisco和RCA表达水平, 增加CO2固定作用以

及通过保护叶绿体结构进而增强植物叶片的光合作
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用。干旱胁迫下H2S信号作用的分子机制及其上游

激活组分和下游分子靶点仍是该领域未来研究的重

点, 此方向的深入探讨将进一步揭示H2S信号在植物

生长发育和响应逆境胁迫过程中的生理功能。
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