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低温胁迫对马占相思树代谢的影响研究
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摘要: 报道了马占相思QLD 19835 家系 7 个月苗龄的树苗在低温胁迫下, 电导率、可溶性糖、脯氨

酸和可溶性蛋白质的含量变化及A T P 酶 (A T Pase)、过氧化氢酶 (CA T )、过氧化物酶 (POD )、超氧

物歧化酶 (SOD ) 的活性动态变化, 揭示了在低温逆境下, 由于细胞膜系统受到寒害而使电导率不

断升高,A T Pase 活性亦有所下降, 而可溶性糖、脯氨酸和可溶性蛋白质的含量则显著升高。这在保

护细胞膜稳定性方面起到重要的作用, 增强了植株本身对低温的忍耐能力。另外, CA T 活性升高,

POD、SOD 的活性有所下降, 但仍保持一定活性, 提高了它们对氧自由基和过氧化物的清除, 这些

变化的总效应是使植物细胞膜结构和物质代谢过程中免遭寒害, 提高植物的抗寒力。
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马占相思 (A cacia m ang ium W illd)是热带、亚热带地区的优良速生纤维用材树种, 近年来

引入广东, 是良好的制浆造纸原材料。在每年的冬春期间, 马占相思因寒潮的侵袭而受到冷害,

造成生长发育受阻, 甚至死亡, 因此研究该植株的冷害及其冷害机理等问题在理论上及实践上

都具有重要意义。现代有关植物抗寒性研究表明, 在低温胁迫下, 植物细胞内的生理代谢发生

变化, 包括细胞壁、细胞膜的组分、结构, 膜渗透性, 可溶性糖、脯氨酸含量和可溶性蛋白质的质

和量发生变化等[1 ]。同时, 植物出现的伤害与某些毒害物质如氧自由基和过氧化物在低温下大

量积累而引起膜脂过氧化作用增强有关, 那么, 在低温胁迫逆境中, 植株必然要发生相应的适

应性变化或迅速的防卫反应, 才能提高抗寒力, 避免冻害[2 ]。有关的研究揭示, 植物需要提高保

护酶如过氧化氢酶 (CA T )、过氧化物酶 (POD )、超氧物歧化酶 (SOD ) 及A T P 酶 (A T Pase) 的

酶促防御系统来清除有害物质, 从而保护机体不受伤害[3 ]。

国内外关于马占相思植株的冷害机理尚缺乏研究, 我们试图在这方面开展一些研究工作。

本文报道马占相思QLD 19835 家系 7 个月苗龄的树苗在低温胁迫下, 细胞膜电导率、可溶性

糖、脯氨酸和可溶性蛋白质的含量的变化动态及细胞保护酶——CA T、POD、SOD 和A T Pase

活性变化, 为马占相思树种的抗冷育种和栽培提供理论依据和生理指标。

1　材料与方法

111　材料及低温处理方法

用马占相思QLD 19835 家系 (简称Q 家系) 盆栽植物进行试验。树苗由种子萌发培育而



成。苗龄 7 个月, 高度 50～ 60 cm。试验于 1999 年 9 月 7 日至 23 日进行。变温处理在Conviron

CM P3244 人工气候箱中进行, 人工降温程序见表 1。光照时间 8: 00～ 17: 00, 光照强度为 120

mmo l (pho ton s)·m - 2·s- 1, 相对湿度为 80%～ 85%。对照组于室外条件培植, 室外平均温度

为 32±2 ℃。各项检测项目设 3 个重复实验, 在变温处理过程中, 每两天取样一次进行检测, 采

样时间均为 8: 00。取样方法, 每一次分别取变温组和对照组各 3 盘植株 (每盘 1 株) 的第 3 位

至第 8 位叶状体 (叶柄)进行各种分析。
表 1　实验采用人工降温程序

处理
日期

(月2日) (d)

时间öh

8: 00～
14: 00

14: 00～
17: 00

17: 00～次日
8: 00

温度ö℃

处理
日期

(月2日) (d)

时间öh

8: 00～
14: 00

14: 00～
17: 00

17: 00～次日
8: 00

温度ö℃
09207 (0) 30 28 28 09216 (9) 8 8 8

09208 (1) 28 26 24 09217 (10) 6 6 6

09209 (2) 20 18 17 09218 (11) 6 6 6

09210 (3) 16 15 14 09219 (12) 6 6 6

09211 (4) 13 12 11 09220 (13) 6 6 6

09212 (5) 10 9 8 09221 (14) 6 6 6

09213 (6) 8 8 8 09222 (15) 6 6 6

09214 (7) 8 8 8 09223 (16) 6 6 6

09215 (8) 8 8 8

112　脯氨酸、可溶性糖和电导率测定方法

游离脯氨基的含量测定采用磺基水杨酸提取、酸性茚三酮显色, 分光光度计比色法测

定[4 ]。水溶性糖含量测定采用 3, 52二硝基水扬酸比色法测定[5 ]。电导率测定采用电导仪 (DD S2
11A GA 型) 测定, 以叶片杀死前的电导率占杀死后 (全透性) 电导率的百分数来表示膜的相对

透性[6 ]。

113　酶活性和蛋白质含量测定

取 015 g 叶柄, 用 5 mL 0105 moL ·L - 1磷酸缓冲液 (pH 718) 冰浴研磨, 离心 15 m in

(10 000 r·m in - 1) , 收集上清液, 用于蛋白质含量及各种酶活性测定。可溶性蛋白质含量测定

参照B radfo rd [7 ]的方法进行, 用牛血清白蛋白作为标准。过氧化氢酶 (CA T )的活性测定采用硫

代硫酸钠滴定法[8 ] , 酶活性以“Λg (H 2O 2)·m g - 1 (p ro tein)·m in - 1”表示。过氧化物酶 (POD )的

活性测定采用愈创木酚法[9 ] , 酶活性以“∃OD 470nm·m g - 1 (p ro tein) ·m in - 1”表示。超氧物歧化

酶 (SOD ) 的活性测定采用 SOD 抑制氯化硝基氮蓝四唑 (NBT ) 光化还原方法[10 ]测定, 酶活性

单位采用抑制NBT 光化还原 50% 为一个酶活性单位, 酶比活以“U ·m g - 1 (p ro tein) ·m in - 1”

表示。A T P 酶 (A T Pase) 活性测定采用孔雀石绿比色法[11 ] , 酶活性用A T P 酶降解A T P 生成

无机磷的速率[Λmo l(P i)·m g- 1 (p ro tein)·m in - 1 ]表示。

2　结果与分析

211　人工降温过程中的受害症状

在人工降温过程中, 当温度分别降至 20、13、8 ℃,Q 家系整个植株外观正常, 未表现出明

显的受害症状。当温度降至 6 ℃后处理 6 d (即处理第 16 天)时, 植株表现一定程度失水状态,
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老叶开始变黄、反卷、枯萎, 有少部分脱落, 而嫩叶受的影响不大, 无萎蔫现象。同时还发现植株

的有些老根受寒害坏死, 且有些新根生长出来, 可见低温伤害程度不算太严重, 说明Q 家系经

逐步降温, 对低温胁迫能较快地作出反应, 因而能够活下来。

212　低温胁迫对Q 家系电导率的影响

电导率的增大是细胞电解质外渗增

加所致, 是细胞膜系统遭受伤害的指标。

从图 1 可见, 不同低温处理时,Q 家系叶

柄细胞膜相对电导率呈增加趋势。当温

度降至 8 ℃时, 与对照组相比, 相对电导

率增加了 43% (8 ℃处理后第 2 天) , 温

度降至 6 ℃数天时, 相对电导率分别增

加了 99% (6 ℃处理后第 1 天)、197% (6

℃处理后第 2 天)、161% (6 ℃处理后第
图 1　低温处理对电导率的影响

4 天)、191% (6 ℃处理后第 6 天)。将电导率数据进行反正弦变换后再进行方差分析, 结果列于

表 2 中。可见在试验期间各天之间的电导率虽然有起伏, 但其差异并不显著; 而经变温处理的

与对照之间的差异就达到极显著的水平。说明低温胁迫对细胞膜有显著破坏。

表 2　低温处理对电导率影响的方差分析

变异来源 FD S S M S F F 0105 F 0101

天数ö温度间 8 1111937 9 131992 2 11242 31438 61023

处理间 1 1431763 7 1431763 7 121758 83 3 51318 11126

误　差 8 901149 0 111268 6

总变异 17 3451850 6

　　 注: FD = 自由度; S S = 平方和;M S = 均方。以下同。

213　低温胁迫对Q 家系脯氨酸含量的影响

　　图 2 表明低温处理对Q 家系脯氨

酸含量随低温胁迫时间的延长而升高。

当温度由 32 ℃逐渐降至 8 ℃时,Q 家系

叶柄脯氨酸含量与对照组相比, 不断增

加。刚开始降至 20 ℃时增加 3216% , 降

至 8 ℃时增加 65109% , 当继续降至 6

℃后, 脯氨酸增加的百分比分别为:

18912% (6 ℃后当天, 即处理第 10 天)、

23219% (6 ℃处理后 2 d, 即处理第 12

天)、24314% (6 ℃处理后 4 d, 即处理第
图 2　低温处理对脯氨酸含量的影响

14 天)、26215% (6 ℃处理后 6 d, 即处理第 16 天)。表 3 列出了脯氨酸含量变化的方差分析。结

果表明, 变温处理的植株脯氨酸含量与对照比较差异极显著。
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表 3　低温处理后脯氨酸含量变化的方差分析

变异来源 FD S S M S F F 0105 F 0101

天数ö温度间 8 2351865 4 291483 2 11074 31438 61023
处理间 1 7221380 1 7221380 1 2613113 3 51318 11126
误　差 8 2191643 4 271455 4
总变异 17 1 1771888 9

214　低温胁迫对Q 家系可溶性糖含量的影响

　　图 3 显示, Q 家系叶柄的水溶性糖

含量随低温胁迫时间的延长而升高。当

温度从室温 30 ℃下降至 20 ℃, 可溶性

糖含量比对照组下降了 11120%。温度

渐渐下降至 8 ℃时, 与对照组相比, 可溶

性糖含量升高了 24125% (第 4 天, 13

℃)、28167% (第 6 天, 8 ℃)、52166%

(第 8 天, 8 ℃)。当温度降至 6 ℃低温处

理 6 d (即第 16 天) , 可溶性糖比对照组 图 3　低温处理对马占相思树可溶性糖含量的影响

增加了 4718%。表 4 列出了可溶性糖变化方差分析的结果, 可见, 经低温处理后, 体内的可溶

性糖含量显著地高于对照。这表明在低温下 (6 ℃)植株体内糖代谢仍然活跃, 合成增加。
表 4　低温处理后可溶性糖含量的方差分析

变异来源 FD S S M S F F 0105 F 0101

天数ö温度间 7 43 1111859 0 6 1581837 0 11286 31787 61993
处理间 1 49 3831950 3 49 3831950 3 1013103 51591 121250
误　差 7 33 5231364 8 4 7891052 0
总变异 15 126 0191174 0

215　低温对Q 家系可溶性蛋白质的影响

　　从图 4 看出, 可溶性蛋白质含量随

着温度下降与对照组相比呈增加趋势,

刚开始升幅较低, 如温度下降至 13 ℃,

只增加了 2167% , 然后随着温度继续下

降至 8、6 ℃, 增加的幅度加大。8 ℃ (第 6

天)时增加 19149% , 6 ℃ (第 12 天)增加

46% , 6 ℃ (第 14 天) 增加 75% , 6 ℃ (第

16 天)增加 9310%。从表 5 的方差分析

结果表明, 经低温处理后可溶性蛋白质

含量与对照比较差异达到极显著水平。
图 4　低温处理对马占相思树可溶性蛋白含量的影响

表 5　马占相思叶柄可溶性蛋白质含量的变化方差分析

变异来源 FD S S M S F F 0105 F 0101

天数ö温度间 8 131737 4 11717 2 1919443 3 31438 61023
处理间 1 11251 9 11251 9 1415403 3 51318 111260
误　差 8 01688 6 01086 1
总变异 17 151677 9
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216　低温对 Q 家系过氧化氢酶 (CAT)活性的影响

　　由图 5 看出, 与对照组相比, 在

低温处理下Q 家系CA T 活性随着

温度的降低而变化, 温度降到 20

℃, CA T 表现下降。然后随着温度

继续下降到 13 ℃ (第 4 天) 和 8 ℃

(第 6 天) , CA T 活性反而分别升高

了 42142% 和 37112%。温度降至 6

℃后处理 6 d (即第 16 天) , CA T 活

性比对照组还高 716%。方差分析

结果 (表 6)表明, 在低温处理期间,
图 5　低温处理对马占相思树CA T 活性的影响

CA T 活性的变化与对照比较没有显著的差异, 说明在不良的低温条件下,Q 家系能够表现较

高的CA T 活性, 清除低温引起的毒物积累, 以保护植株免遭寒害。

表 6　马占相思 Q 家系的CAT、POD、SOD、ATPase 活性变化方差分析

酶 变异来源 FD S S M S F F 0105 F 0101

CA T 天数ö温度间 7 581599 2 81371 3 01844 31787 61993

处理间 1 331005 0 331005 0 31326 51591 121250

POD 天数ö温度间 7 271773 7 31967 7 11857 31787 61993

处理间 1 271654 5 271654 5 1219423 3 51591 121250

SOD 天数ö温度间 8 1 1531744 1 1441218 0 01911 31438 61023

处理间 1 6391388 8 6391388 8 41040 51318 111260

A T Pase 天数ö温度间 8 01313 2 01039 2 1013333 3 31438 61023

处理间 1 01022 5 01022 5 519383 51318 111260

217　低温对 Q 家系过氧化物酶 (POD )活性的影响

　　图 6 中的实验结果表明, 随着

低温胁迫的加强, Q 家系的 POD

活性比对照有所下降。虽然中间亦

有起伏的状况, 但总比对照的低。随

着 6 ℃处理天数的增加, 下降数值

有所变化。方差分析结果 (表 6) 表

明, 经低温处理后, POD 活性与对

照的差异达到极显著的水平。由此

可见, 低温处理使 POD 活力下降,

但仍具有相当活性进行消除寒害产

生的有毒物质对细胞的伤害。 图 6　低温处理对马占相思树 POD 活性的影响

218　低温对 Q 家系超氧化物歧化酶 (SOD )活性的影响。

从图 7 中看出, 最初温度下降的时候, 与对照组相比 SOD 的活性呈上升状态, 如 20 ℃时

SOD 活性比对照增加了 20186% , 13 ℃时增加了 412% , 说明Q 家系体内的保护酶 SOD 和
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CA T、POD 一样, 对低温有一个适

应的过程, 具有一定的抗寒性。随着

温度下降, SOD 活性有所下降但下

降的幅度不大。而方差分析的结果

(表 6) 表明, 经处理的植株 SOD 活

性与对照比较, 差异并不显著。说明

植株细胞受到一定寒害时, SOD 活

性虽然有所削弱, 但仍具有一定的

活性, 以防止细胞遭受活性氧伤害,

从而起到保护作用。 图 7　低温处理对马占相思树 SOD 活性的影响

219　低温对 Q 家系ATP 酶 (ATPa se)活性的影响

　　细胞膜上的A T Pase 对有生命

的细胞维持内外环境的平衡具有极

重要的作用。在低温的胁迫下, 细胞

膜可能是冷害损伤的最初部位。与

对 照 组 相 比, 随 着 温 度 下 降,

A T Pase 活性减弱 (图 8)。方差分析

的结果 (表 6) 表明, 经低温处理以

后, 体内的A T Pase 活性与对照比

较有显著差异。
图 8　低温处理对马占相思树A T Pase 活性的影响

3　讨　论

(1)低温胁迫与Q 家系植株相对电导率的关系　细胞膜是细胞与环境发生物质交换的主

要通道, 是细胞感受环境胁迫最敏感的部位。寒害与细胞膜的半透性被破坏有关。当植物遭受

寒害时, 水分子和小分子物质从细胞内渗出来, 使电导率增大, 而且电导率增大与低温强度关

系密切[12 ] , 可见电导率增大是细胞膜系统遭受寒害的指标。在本实验中, 随着温度由 32 ℃逐

渐降至 8 ℃,Q 家系叶柄细胞膜电解质相对渗出率与对照组相比而渐渐升高, 且随着低温时间

持续 (6 ℃, 6 d) , 相对电导率进一步升高, 表明细胞膜选择透性因低温伤害而有一定适应性,

质膜受伤害程度有所缓和。这一实验结果与某些经寒冷驯化而获得一定抗寒能力的植株如玉

米 (Z ea m ay s L. )、黄瓜 (Cucum is sa tivus L inn. ) [13 ]、香蕉 (M usa nana L ou r. )等相符。同时与实

验中作为渗透调节物质的脯氨酸和可溶性糖含量升高相吻合, 从而起到保持原生质和环境渗

透平衡, 防止水分严重丧失, 使Q 家系表现出一定的抗寒能力。

(2)低温胁迫与Q 植株游离脯氨酸、水溶性糖含量的关系　在低温胁迫下, 寒害最敏感的

质膜必然会发生相应的适应性变化, 才能提高生物体抗寒能力, 避免寒害[12 ]。在本实验中发

现,Q 家系的游离脯氨酸含量较低, 经低温胁迫后, 脯氨酸含量迅速升高, 同时可溶性糖含量也

随着低温胁迫加强而逐渐升高, 这与某些经寒冷驯化而获得一定抗寒能力的植株如玉米、黄

瓜、香蕉等的实验结果相符。这说明了游离脯氨酸和水溶性糖含量与植物抗寒性密切相关。处

于低温下的植株中这两种物质积累作为渗透调节物质和防脱水剂而起作用。在低温胁迫下, 它
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们可以降低水势, 增强持水力, 当温度进一步降低时, 可作为细胞冰冻保护剂而对原生质体表

面起保护作用, 以保持质膜的稳定, 这是使抗寒性增强的内在原因。

(3)低温胁迫与Q 家系可溶性蛋白质含量的关系　植物细胞壁和细胞膜含有大量的蛋白

质, 有些蛋白质在植物生长和发育代谢与环境适应性的过程中起重要作用[1 ]。对菜豆植物进行

寒冷锻炼可诱导植物产生耐寒性, 同时可诱导某些特异基因的表达从而导致特异蛋白质的合

成, 而这些新合成的蛋白是更能适应这种低温环境的蛋白[1 ]。因而在低温逆境的胁迫下, 植物

体内可溶性蛋白质含量维持在一定水平有利于抗寒性提高[12 ]。在本实验中, 随着温度下降及

低温 (6 ℃)的持续胁迫,Q 植株可溶性蛋白质含量虽然有下降, 但仍维持一定水平 (图 4) , 这可

能是植物对低温胁迫的一种保护性反应, 使得Q 植株在低温下 (6 ℃, 6 d)仍能存活。

(4)低温胁迫与Q 家系A T P 酶活性变化的关系　寒害首先是损伤细胞的膜结构, 可能最

初是改变膜上的功能性蛋白质如A T P 酶活性, 然后引起植株生理生化过程的破坏。当面临低

温胁迫时, 细胞需进行渗透调节以维持细胞内外渗透压平衡, 必然需要膜传递蛋白的跨膜运输

作用, 而A T P 酶是跨膜运输动力的生产者[14 ]。可见, 细胞膜上的A T P 酶对细胞维持内外环境

的平衡有极重要作用。在本实验中, 在最初 10 d 低温处理中 (由 30 ℃渐降到 6 ℃) ,A T P 酶活

性与对照组相比, 先是升高, 然后降低。随着温度下降,A T Pase 活性降低速度渐小, 说明最初

寒害引起细胞膜上A T P 酶活性增强, 这可能是最初有机体对外界因子引起的伤害的一种保

护性反应, 即提高能量释放来抵御寒冷的侵袭[12 ]。随着寒冷时间延长 (6 ℃处理 6 d)A T P 酶活

性继续下降, 细胞的膜上A T P 酶还具有一定的活性, 这与寒冷驯化耐寒品种黄瓜[15 ]和冬小

麦[12 ]等的有关A T P 酶实验结果符合。实验表明,Q 家系质膜的A T P 酶活性确实与其抗寒性

具有密切关系。

(5)低温胁迫与Q 家系CA T、POD、SOD 的关系　许多研究者都将CA T、POD、SOD 统称

为植物细胞防御系统的保护酶类。这些酶能清除低温逆境下体内产生的有害物质, 保护植物细

胞膜和生物大分子, 以使植物本身尽快适应逆境而生存下来。植物在低温逆境过程中产生的氧

自由基形成过氧化作用而造成膜脂的破坏是导致植物伤害的主要原因。而 SOD、CA T、POD

对这些自由基和过氧化物起清除作用[15 ]。因此, 植物细胞的保护酶类在低温胁迫过程中能保

持较高的活性是很重要的。在本实验中, 随着温度的逐渐下降,Q 家系的CA T 活性先是稍微

下降然后呈上升趋势, 在整个人工降温过程中, 都比对照组高。说明在低温胁迫下,Q 家系通

过提高CA T 活性来消除叶柄积累的有毒物质, 以便适应低温逆境, 使Q 家系具有一定的抗寒

能力。在低温胁迫下,Q 家系的 POD、SOD 活性先是升高, 然后下降, 随着低温加强, 活性的下

降幅度不超过 50%。说明从 8 ℃下降到 6 ℃后,Q 家系的保护酶 (CA T、POD、SOD )系统仍具

有一定的保护功能, 使得Q 家系苗木忍受 6 ℃的低温不死亡。相反, 未经寒冷锻炼的植株, 在

冷胁迫下, CA T、POD、SOD 活性显著下降, 结果导致植株伤害和死亡[15 ]。

综上所述, 在逐渐降低温度处理的条件下,Q 植株的代谢起了一系列的变化。这些变化可

以导致植株出现生长缓慢, 但获得对低温的逐步适应性, 从而保护自身不因低温而死亡。这种

反应表现在糖、脯氨酸、可溶性蛋白的积累, 而保护酶系 (CA T、POD、SOD ) 维持有相当活性,

在植物抵抗低温伤害过程中可能起到十分重要的作用。
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Study on the Effects of Ch ill ing Stress on the

M etabol ism of A cacia m ang ium
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Abstract: T he p lan ts of A cacia m ang ium QLD 19835 clone w ere studied under the ch illing stress in

the phyto trons. T he p lan ts suffered from temperature changes from 30 ℃ to 6 ℃. T he resu lts

show ed that the electrical conduct ivity, the conten ts of so luble sugar, p ro line, so luble p ro tein in

the phyllodia (pet io les ) increased in the low temperature st ress. T he act ivit ies of A T Pase,

catalase (CA T ) , peroxidase (POD ) , and superoxide dism utase ( SOD ) changed w ith ch illing

treatm ent. U nder the stress of low temperature, cell m em brane system w as dam aged and the

electrical conduct ivity increased. T he act ivity of A T Pase decreased. T hese physio logical changes

m igh t p lay an impo rtan t ro le in p ro tect ing cell stab ility and p romo ting the enduring ability of p lan ts

to the low temperature. T he resu lts indicated that A cacia m ang ium QLD 19835 clone had enduring

ability to the stress of low temperature.

Key words: A cacia m ang ium ; seedling co ld resistance; m etabo lism
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