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短枝木麻黄幼苗对低温胁迫的生理响应
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摘要! 以短枝木麻黄
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耐寒无性系
89'

和不耐寒无性系
:;.

幼苗为供试材料! 在人工气候箱内

采用基质栽培方式! 研究在
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个温度梯度胁迫
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以及
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种无性系幼苗相关生理指标的变化趋势以及耐寒性差异! 探讨短枝木麻黄适应低温环境的生理机制%

结果表明$ 在低温梯度胁迫下! 耐寒无性系的过氧化氢"

:

!

=

!

&和丙二醛'

>?@

&质量摩尔浓度的增幅小于不耐寒无性

系( 叶绿素) 脯氨酸"

AB+

&和可溶性蛋白质质量分数! 超氧化物歧化酶"

9=?

&! 过氧化物酶"

A=?

&! 过氧化氢酶

"

C@D

&! 抗坏血酸过氧化物酶"

@AE

&和谷胱甘肽还原酶"

FG

&活性! 以及还原型谷胱甘肽"

F9:

&和氧化型谷胱甘肽

"

F99F

&质量摩尔浓度的降幅均小于不耐寒无性系* 耐寒无性系的
F9:2F99F

比值呈上升的趋势! 而不耐寒无性系

的呈先下降后上升趋势* 在
"7 #

持续胁迫下!

!

种无性系各生理指标呈现波动变化! 增幅"降幅&与到达峰值时间

不同* 无论是在低温梯度胁迫还是在低温持续胁迫处理过程中! 耐寒无性系的
9=?

!

A=?

!

C@D

!

@AE

和
FG

活性

以及叶绿素+ 可溶性蛋白质和
AB+

质量分数)

F9:

质量摩尔浓度都显著高于不耐寒无性系, 耐寒性不同的
!

种短枝

木麻黄无性系耐寒的生理机制明显不同! 耐寒性强的无性系通过在低温胁迫下保持较高的可溶性蛋白质和
AB+

等

渗透调节物质质量分数! 增强抗氧化酶活性! 提高非酶抗氧化剂水平! 抑制叶绿素质量分数的下降及膜脂过氧化

程度的加剧! 进而提高抗寒性来抵御低温, 图
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短枝木麻黄
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作为木麻黄科
F%-$%,57%3+%+

木麻黄属
!"#$"%&'"

的代表树种# 是

世界各国引种最早$ 人工栽培面积最大的木麻黄植物!

1

"

# 也是中国东南沿海地区重要的防护林树种!

Q

"

#

发挥着巨大的生态效益和经济价值% 木麻黄是典型的热带植物# 生长适温为
QQ81TQ"8U "

# 耐寒性较差!

S

"

%

引种的木麻黄常遭受较严重冻害# 给沿海防护林建设造成较大损失% 因此# 研究木麻黄对低温的响应机

制# 开展耐寒品种的选育# 对于扩大木麻黄种植范围和推进沿海防护林建设尤为重要% 在低温诱导下#

植物形成了其各自特有的生理生化特征# 研究植物的耐寒生理机制# 对于解析植物的耐寒性具有重要意

义% 目前# 国内外对木麻黄耐寒生理研究大多集中在抗性生理指标的测定分析上!

QD #V"

"

# 但从全面或更深

入揭示木麻黄的低温适应的机制还远远不够% 本研究针对木麻黄生产实践中存在的低温冻害问题# 在前

期对短枝木麻黄耐寒性评价的基础上# 以短枝木麻黄耐寒无性系
MAN

和不耐寒无性系
/0W

幼苗为材

料# 通过测定这
Q

种无性系幼苗在低温胁迫下的叶绿素$ 渗透调节物质$ 酶类和非酶类抗氧化剂等耐寒

相关生理指标# 比较分析耐寒性不同无性系生理指标变化的趋势与差异# 为深入阐明短枝木麻黄耐寒机

理# 促进木麻黄耐寒品种选育奠定基础%

W

材料与方法

*+*

试验材料与方法

根据前期试验结果# 选定
Q

个耐寒性差异较大的短枝木麻黄无性系& 耐寒无性系
MAN

和不耐寒无

性系
/0W

# 采用盆栽方式# 于
QXW"

年
WX

月在浙江省林业科学研究院温室进行扦插繁殖% 塑料盆尺寸

为
WS 3;

'高(

$ QX 3;

'直径(% 盆栽基质为泥炭和蛭石混合物'

#%W

(# 装盆前进行灭菌处理% 培养条件为

光照
W" *Y

黑暗
Z *

# 温度
Q= "

# 光合光子照度
WZX ;:&

)

;

!Q

)

-

!W

# 相对湿度
"X[&NX[

% 在温室中培养
Q

个月后# 扦插苗高度达到
W=&QX 3;

时# 选取生长良好$ 长势较一致的植株# 开始低温处理% 低温梯度

处理设计& 将
MAN

和
/0W

无性系置于低温人工气候箱'

EKIC#SXX

# 上海乔跃(中# 从常温预冷至
WX "

左右# 之后逐步降温至
!Q

#

!=

#

!Z

#

!WW "

# 在降至每个低温节点持续
Q *

后# 各取出
=

株幼嫩枝条用

锡箔纸包裹后迅速放入液氮中# 置
!ZX "

超低温冰箱中保存# 用于生理指标测定% 以在常温
Q= "

下同

步培养的
MAN

和
/0W

无性系作为
Q

种低温处理的对照'

3@

(# 取样方法同上% 每处理均设
S

次重复% 连

续低温处理设计& 将
MAN

和
/0W

无性系各
\X

株移入低温人工气候箱内# 在
!= "

下连续处理
W

#

Q

#

=

#

Z

#

W"

#

Q\

#

\Z

#

NQ *

# 并于每个时间点分别取
MAN

和
/0W

的
=

株幼嫩枝条# 用锡箔纸包裹后迅速放入

液氮中# 置于
!ZX "

超低温冰箱中保存备用%

*+,

生理指标测定

叶绿素质量分数的测定采用分光光度计法!

N

"

# 过氧化氢'

/

Q

B

Q

(质量摩尔浓度测定按照高洪波等!

Z

"的

方法# 丙二醛'

RCG

(质量摩尔浓度测定采用硫代巴比妥酸'

H]G

(法!

U

"

# 可溶性蛋白质测定采用考马斯亮

蓝法!

WX

"

# 脯氨酸'

E,:

(质量分数测定采用酸性茚三酮比色法 !

WW

"

# 超氧化物歧化酶'

ABC

(活性测定采用氮

蓝四唑'

0]H

(光化还原法测定!

WQ

"

# 过氧化氢酶'

FGH

(活性测定采用紫外吸收法!

WS

"

# 过氧化物酶'

EBC

(活

性测定采用愈创木酚显色法!

W\

"

# 抗坏血酸过氧化物酶'

GEI

(活性测定参照程玉静等!

W=

"的方法# 谷胱甘肽

还原酶'

JK

(活性测定参照
E^0/_^KB

等 !

W"

"方法% 还原型谷胱甘肽'

JA/

(和氧化型谷胱甘肽'

JAAJ

(质量
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摩尔浓度参照
'()*+

等!

,-

"的方法#

!"!

数据处理

采用
./012 !&#&

和
3433 #%5&

对数据进行统计分析$ 采用邓肯%

678098

&新复极差法进行
:;

水平的

差异显著性分析'

!

结果与分析

#"!

低温胁迫对不同耐寒性短枝木麻黄幼苗叶绿素质量分数的影响

耐寒无性系
<3-

幼苗在低温梯度胁迫下叶绿素质量分数随着胁迫的加剧( 先升高后下降并趋于平

缓' 在降至
!! "

时(

<3-

的叶绿素质量分数迅速升高并达到峰值( 升幅达
=>5!;

) 降至
!## "

时( 虽有

所下降( 但和对照相比差异不显著' 不耐寒无性系
?*#

幼苗的叶绿素质量分数则呈显著下降趋势%图

#)

&( 至低温胁迫结束( 叶绿素质量分数降幅达
@:5-;

( 受到低温胁迫的伤害相对较重' 在各胁迫温度

下(

<3-

的叶绿素质量分数相对稳定( 始终显著高于
?*#

'

在
!: "

持续低温胁迫下(

<3-

和
?*#

的叶绿素质量分数变化趋势如图
#A

所示'

<3-

叶绿素质量分

数在
##: B

内与常温对照没有明显差异(

% B

后叶绿素质量分数开始显著升高'

?*#

在
:#-! B

内( 叶绿

素质量分数呈逐渐下降趋势( 且始终显著低于
<3-

( 说明
!: "

的持续低温胁迫对
?*#

的叶片产生了破

坏作用( 而在短期内对耐寒无性系
<3-

叶片的叶绿体结构破坏不明显'

图
#

低温梯度胁迫和连续低温胁迫对短枝木麻黄幼苗叶绿素质量分数的影响
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不同小写字母表示不同无性系间差异显著%

.＜"5":

&

#"#

低温胁迫对不同耐寒性短枝木麻黄幼苗活性氧水平及丙二醛质量摩尔浓度的影响

随着低温梯度胁迫的增强(

<3-

和
?*,

幼苗叶片的
?

!

R

!

质量摩尔浓度都呈现先升高后降低的变化

趋势%图
!)

&' 在降至
!: "

时(

!

种无性系的
?

!

R

!

质量摩尔浓度均达到最高值( 其中
<3-

的
?

!

R

!

质量

摩尔浓度升高
%"5,;

(

?*,

升高
,>"5-;

) 在
!:#!,, "

(

<3-

和
?*,

的
?

!

R

!

质量摩尔浓度呈下降趋势(

在低温梯度胁迫期间
?*,

的
?

!

R

!

质量摩尔浓度一直较高'

<3-

和
?*,

的
S6)

质量摩尔浓度呈升降升

的趋势变化 %图
!A

&(

<3-

的
S6)

质量摩尔浓度在低温胁迫过程中始终显著低于
?*,

' 至胁迫结束(

<3-

的
S6)

质量摩尔浓度增幅为
,,5!;

(

?*,

的增幅为
!>;

( 结果显示低温胁迫对耐寒性强的无性系

<3-

的质膜损伤程度较低' 在
!: "

持续低温胁迫下(

<3-

和
?*,

的
?

!

R

!

(

S6)

质量摩尔浓度均随处理

时间的延长呈现波动变化( 且在胁迫结束时达到最高值%图
!T

和
!6

&' 从低温胁迫处理开始至结束(

<3-

的
?

!

R

!

和
S6)

质量摩尔浓度的增幅分别为
,@!5@;

和
->5!;

(

?*,

增幅分别为
,-=5$;

和
%@5-;

'

与不耐寒无性系相比( 低温下耐寒无性系叶片中
S6)

质量摩尔浓度一直较低( 且差异显著'

#"$

低温胁迫对不同耐寒性短枝木麻黄幼苗可溶性蛋白质和脯氨酸质量分数影响

无论在常温条件下还是在低温梯度胁迫下(

<3-

中可溶性蛋白质质量分数一直维持较高水平( 并始

终显著高于
?*,

%图
>)

和
>A

&' 至低温胁迫结束(

<3-

和
?*,

的可溶性蛋白质质量分数的涨幅和降幅

分别为
,>5$;

和
,!5%;

( 和耐寒性强弱表现一致' 在
!: "

持续低温胁迫下(

<3-

和
?*,

的可溶性蛋白

质质量分数总体先升后降'

!: "

处理
!@ B

后(

<3-

和
?*,

的可溶性蛋白质质量分数均达到最高( 增幅

=%"
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分别为
$%&$'

和
#(&)'

!

*) +

后" 都达到最低值" 降幅分别为
,&*'

和
,*&,'

#

在低温梯度胁迫下"

-.*

和
/01

中脯氨酸质量分数先上升后下降$图
(2

%& 处理结束后"

)

种无性

系的脯氨酸质量分数均有所降低" 降幅分别为
("&('

和
1"&,'

& 在
!, "

持续低温胁迫下"

-.*

和
/01

的

脯氨酸质量分数呈波动变化$图
(3

%& 低温处理
*) +

后"

)

种无性系中脯氨酸质量分数的涨幅分别为

(*&1'

和
(*&( '

&

-.*

的脯氨酸质量分数在低温梯度胁迫和连续低温胁迫下始终显著高于
/01

&

图
(

低温梯度胁迫和连续低温胁迫对短枝木麻黄幼苗可溶性蛋白质和脯氨酸质量分数的影响
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低温胁迫对不同耐寒性短枝木麻黄幼苗无性系抗氧化酶活性的影响

由图
K

可以看出+ 耐寒无性系
-.*

和不耐寒无性系
/01

幼苗在低温梯度处理下
.L3

"

ML3

"

2NO

"

图
)

低温梯度胁迫和连续低温胁迫对短枝木麻黄幼苗
/

)

L

)

和
P3N

质量摩尔浓度的影响
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'(

活性变化规律基本一致! 呈先上升后下降的变化趋势"

)*+

的
,-.

活性呈下降趋势!

/0#

的
,-.

活性则先上升后下降# 在常温条件下! 除
)*+

和
/0#

的
'(

活性没有显著差异外!

)*+

的
*12

!

-12

!

3,4

!

,-.

活性均显著高于
/0#

! 且在整个低温胁迫过程中
)*+

的保护酶活性始终高于
/0#

! 说明耐

寒无性系
)*+

对过氧化伤害有较高忍耐能力# 低温梯度处理结束后!

)*+

和
/0#

的
*12

!

-12

!

3,4

!

,-.

!

'(

活性的降幅分别为
#567

!

#!587

!

#%5$7

!

9#597

!

%587

和
#:567

!

665!7

!

:6597

!

685$7

!

:+5:7

#

在
!9 "

持续低温胁迫下! 与
/0;

相比!

)*+

叶片中的保护酶活性在整个低温胁迫过程中始终较高!

图
:

低温梯度胁迫和连续低温胁迫对短枝木麻黄幼苗抗氧化酶活性的影响
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且两者达到了显著性差异!图
$

"#

%&'

中
&()

活性的最高值集中在低温胁迫
$*!'+ ,

$ 且达到常温对照

的
!+-'.

%

/01

的最高值集中在
+!1" ,

$ 并在第
'+

小时降至对照的
!!-2.

#

%&'

中
3()

活性在整个胁

迫期间始终维持较高水平%

/01

的
3()

活性在第
'+

小时达到最低$ 并降至对照的
45-'.

#

%&'

和
/01

的
678

活性的最高值都出现在第
*

小时$ 至胁迫结束$ 与常温对照相比$ 降幅分别为
1+-1.

和
59-2.

#

%&'

的
73:

活性在低温胁迫
+#!'+ ,

时显著上升$ 并升至常温对照的
119.

%

/01

的
73:

活性一直较

低$ 在胁迫结束时降至对照的
5+-".

# 此时$

%&'

的
73:

活性是
/01

的
"

倍# 至胁迫结束$

%&'

的
;<

活性与对照相比涨幅为
+*-2 .

$

/01

的降幅为
#+-' .

# 说明耐寒无性系
%&'

从保护酶活性水平增强了

其低温下的适应能力#

!"#

低温胁迫对不同耐寒性短枝木麻黄幼苗谷胱甘肽循环的影响

低温梯度胁迫下$

+

种无性系幼苗的
;&/

质量摩尔浓度均呈先升后降的趋势!图
47

"$ 且都在
"4 #

时达到最高值$ 涨幅分别为
+5-".

和
1+-5.

$ 说明
;&/

在
+

种无性系中均大量累积# 胁迫结束时$

%&'

和
/01

的
;&/

质量摩尔浓度均达到各自最低值$ 降幅分别为
12-*.

和
+9-'.

# 在
"4 $

持续低温胁迫下$

+

种无性系的
;&/

质量摩尔浓度也都呈现先升后降的趋势!图
4=

"$ 但达到峰值的时间不同#

%&'

的

;&/

质量摩尔浓度在第
+#

小时达到最大值$

/01

的
;&/

质量摩尔浓度在第
*

小时达到最高$ 涨幅分

别为
4+-'.

和
5+-4.

#

%&'

中的
;&/

质量摩尔浓度从第
*

小时开始一直显著高于对照$ 而
/01

仅在第
4

和第
*

小时时显著高于对照#

'+ ,

后$

%&'

和
/01

的
;&/

质量摩尔浓度分别上升
2-#.

和下降
#-4.

#

低温处理下$ 耐寒无性系
%&'

的
;&/

质量摩尔浓度始终显著高于不耐寒无性系
/01

# 由图
46

可知&

%&'

和
/01

幼苗中的
;&&;

质量摩尔浓度都在
"+ $

时达到最高值$ 分别为对照水平的
1-#

倍和
1-2

倍%

至低温胁迫结束$

;&&;

质量摩尔浓度比对照分别降低
"#-+.

和
4'-1.

# 在
"4 $

低温持续胁迫下$

+

种

无性系中的
;&&;

质量摩尔浓度总体呈现先上升后下降的趋势$ 且
/01

中的
;&&;

质量摩尔浓度在整个

胁迫过程中始终显著高于
%&'

#

%&'

和
/01

中的
;&&;

质量摩尔浓度$ 分别于第
+

小时和第
1"

小时达

李 楠等& 短枝木麻黄幼苗对低温胁迫的生理响应

图
4

低温梯度胁迫和连续低温胁迫对短枝木麻黄幼苗谷胱甘肽循环的影响
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到最高值! 涨幅分别为
'$(&)

和
*+$(&)

" 至胁迫结束时! 分别比对照下降
!&(*)

和
*$(!)

#图
,-

$% 低

温梯度胁迫下!

./'

的
0/120//0

比值呈上升的趋势!

13#

则先下降后上升! 至胁迫结束时! 都显著高

于常温对照#图
,4

&% 在
!, "

持续低温胁迫下!

./'

的
0/120//0

比值总体呈上升趋势!

13#

则呈下降

趋势'图
,5

&%

+

结论与讨论

随着低温胁迫程度的增强! 叶绿素质量分数下降的幅度和速度也加大! 可作为植物耐受低温的重要

生理指标(

#%

)

% 本研究中! 低温梯度胁迫下! 不耐寒短枝木麻黄无性系幼苗的叶绿素质量分数呈下降趋

势% 在低温梯度胁迫和
!, "

持续低温胁迫下! 耐寒无性系的叶绿素质量分数分别表现出先升高后降低

和逐渐上升的趋势! 这说明一定程度的低温对耐寒植物叶绿素的合成有一定程度的刺激作用! 而耐寒植

物较强的耐寒性减缓了叶绿素质量分数的下降! 增强了适应低温环境的能力! 使叶绿素始终维持较高水

平% 这在杨树
!"#$%$& 677(

! 金叶女贞
'()$&*+$, -(./+0(

! 紫薇
'/)1+&*+"1,(/ (23(./

! 福禄考属
!4%"5

等植

物对干旱* 低温等胁迫的生理响应研究中得到相似的结果(

*$8!#

)

%

1

!

9

!

水平升高是低温下氧化胁迫的标志% 它一方面可引起脂质过氧化! 对膜造成伤害! 另一方面

可引起光合系统各种酶的失活(

!!

)

%

:-;

作为膜脂过氧化产物! 其质量摩尔浓度的高低与细胞膜受伤害

的程度直接相关! 与植物的抗寒性呈负相关! 是鉴别低温胁迫对植物膜危害程度的重要指标之一(

!+

)

% 本

研究中! 耐寒无性系和不耐寒无性系幼苗的
1

!

9

!

和
:-;

质量摩尔浓度都显著升高! 说明低温胁迫下!

植物体内产生大量的活性氧+

<9/

&! 细胞膜的结构受到损伤! 膜脂过氧化作用加强% 但耐寒无性系的

:-;

和
1

!

9

!

质量摩尔浓度都显著低于不耐寒无性系! 说明耐寒性较强的无性系能保持细胞内的氧化还

原平衡! 降低了脂质过氧化程度%

逆境胁迫下! 植物细胞能通过主动积累脯氨酸等渗透调节物质来调节渗透势! 阻止细胞脱水! 从而

维持植物组织内各种酶活性和正常的细胞膜结构(

!=

)

% 研究发现! 脯氨酸在杠柳
!1+"#%"./ &1#($,

生境适

应性上有重要作用! 且脯氨酸代谢对植物维持组织细胞内
<9/

水平密切相关 (

!,

)

% 抗寒性强的油橄榄

6%1/ 1$+"#/1/

品种在低温胁迫下! 累积的渗透调节物质含量! 如脯氨酸和可溶性蛋白质! 逐渐增加且显

著高于其他不耐寒品种(

!>

)

% 本研究中! 耐寒无性系
./'

幼苗在常温下的脯氨酸和可溶性蛋白质质量分数

就显著高于
13*

! 且随温度的降低或低温胁迫时间的延长! 脯氨酸和可溶性蛋白质质量分数也始终显

著高于
13*

% 说明在低温处理下! 耐寒无性系通过增强渗透调节能力和降低膜脂过氧化作用! 提高对

外界环境变化的适应力%

/9-

!

?9-

!

@;A

!

;?B

和
0<

是植物体内活性氧自由基清除系统的保护酶(

!'8!$

)

! 通过协同作用抑

制膜脂过氧化! 防御活性氧自由基对细胞膜的损伤! 缓解低温胁迫对膜系统的伤害(

+&

)

%

0<

活性和
0/1

质量分数大小被认为是有机体抗氧化状态的重要标志% 在低温梯度胁迫下! 耐寒无性系和不耐寒无性系

的
/9-

!

?9-

!

@;A

!

0<

活性以及
0/1

质量摩尔浓度均呈先上升后下降的趋势! 表明植物通过调节酶

和非酶类活性的高低来适应低温%

0/120//0

的比值与蛋白质的生物合成有关! 维持较高的比值可以增

强植物对低温的抵抗力% 在低温胁迫下! 耐寒无性系中的
0/120//0

比值呈上升趋势! 不耐寒无性系中

则呈下降趋势! 说明
0/1

和
0//0

对于短枝木麻黄耐寒性的提高具有重要作用% 耐寒无性系中的
;?B

活性在低温梯度胁迫下逐渐下降! 但在
!, "

持续低温胁迫下! 表现出了强烈的诱导作用% 这可能与适

应低温的过程中! 植物在代谢补偿性调节上发挥作用有关! 某些代谢过程的增强抑制或降低了另外的代

谢途径! 暗示植物在适应低温环境时发生了积极的代谢调节(

+#

)

% 低温胁迫处理下! 耐寒无性系的酶类和

非酶类抗氧化剂含量高! 且始终显著高于不耐寒无性系! 更有利于维持其细胞结构的稳定性%

本研究结果反映了耐寒性强的短枝木麻黄无性系通过在低温胁迫下保持较高的脯氨酸和可溶性蛋白

质质量分数! 增强
/9-

!

@;A

!

?9-

!

;?B

和
0<

等抗氧化酶的活性以及提高非酶抗氧剂质量摩尔浓

度! 抑制植物细胞中叶绿素质量分数的下降及膜脂过氧化程度的加剧! 进而适应和抵御低温%

=
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