
书书书
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　　摘要：研究低温胁迫对毛尖紫萼藓、东亚砂藓生理生化特性，以及解除胁迫后生理生化和光合特性的影响。结果
表明，低温胁迫下，２种藓游离脯氨酸、可溶性糖含量显著上升；－２０℃处理下，２种藓可溶性蛋白含量显著下降，其他
低温胁迫下可溶性蛋白含量显著上升；解除胁迫后，随恢复时间的延长，２种藓可溶性糖、可溶性蛋白含量显著高于对
照，实际光化学量子产额、电子传递效率显著上升，非光化学淬灭系数显著下降；低温胁迫下，２种藓能通过渗透调节
物质的积累来提高植物抗逆性从而适应低温；在解除胁迫恢复过程中，２种藓类植物渗透调节物质及光合特性能够迅
速恢复到正常生长状态，说明极端低温并没有对２种藓造成不可恢复的伤害，２种藓类植物均能够适应极端低温。
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　　春旱、秋霜冻为我国北方地区的主要自然灾害，这些灾害
对植物生长、产量、分布起决定性作用，因此低温已成为限制

植物地理分布和植物产量的重要环境因素之一。植物抗寒性

研究表明，低温环境下植物的生理生化和光合特性最先受到

影响，植物在适应低温的过程中会积累渗透调节物质和调节

光合特性［１］。植物生理生化及光合特性通常被作为衡量植

物抗寒性的重要指标，因此研究低温对植物生理生化及光合

特性影响具有重要意义。苔藓植物隶属于高等植物中较为低

等的类群，是自然界的拓荒者之一，是种数仅次于种子植物的

高等植物，全世界约有 ２３０００多种苔藓植物，我国已发现
２２００多种，占全世界的９．１％［２］。在中国，从年均气温低于

０℃ 的极地到年均气温超过５３℃的温泉都有苔藓植物分
布，由此可见，苔藓植物在我国分布范围极其广泛，由于很多

种类的苔藓植物能够在极度低温和阳光直射的逆境环境下正

常生长，甚至寒温带仍有苔藓植物生长，很多种类的苔藓植物

往往被作为抗寒性研究材料［３］。黑龙江省五大连池风景区

冬季严寒漫长，夏季凉爽短暂，年均气温 －０．５℃，最低气温
为－４２℃，毛尖紫萼藓（Ｇｒｉｍｍｉａｐｉｌｉｆｅｒａ）、东亚砂藓（Ｒａｃｏｍｉ
ｔｒｉｕｍｊａｐｏｎｉｃｕｍ）２种藓类植物在该条件下均能够正常生长，
因此其抗寒机制具有重要探索价值。目前，植物抗寒性相关

报道很多，但鲜有这２种藓抗寒性相关研究。因此，本研究通
过人工模拟低温条件，从渗透调节物质及光合特性等方面综

合分析２种藓类植物的抗寒机制，旨在为苔藓植物抗寒性研
究提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
将采自黑龙江省五大连池风景区的已干燥毛尖紫萼藓、

东亚砂藓清洗干净，自然复水，２５℃培养至材料达到自然生
长状态。

１．２　处理
将正常生长的植物分别放在 －８０、－４０、－２０、４℃冰箱

中进行低温胁迫，胁迫时间分别为５、１０、１５、２０、２５、３０ｄ，取其
茎尖部分，每个处理３次重复，测定相应生理指标。将不同温
度胁迫３０ｄ后的２种藓分别进行解冻恢复５ｄ（Ｒ）处理，分别
测定其生理指标及恢复过程中的光合特性变化，以２５℃正常
生长植物作为对照（ＣＫ）。
１．３　方法
１．３．１　生理指标测定　脯氨酸含量的测定采用磺基水杨酸
法［４］；可溶性糖含量的测定采用蒽酮法［４］；可溶性蛋白含量

的测定采用考马斯亮蓝 Ｇ２５０染色法［４］。

１．３．２　光合指标测定　采用美国 Ｌｉ－ＣＯＲ公司生产的
Ｌｉ－６４００便携式光合系统分析仪于０８：００测定２种藓的实际
光化学量子产额（Ｙｉｅｌｄ）、电子传递效率（ＥＴＲ）、非光化学淬灭
系数（ｑＮ）。每株植物测定１０次。测定条件：叶室温度控制在
２０～２５℃，光强 １ｍｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），ＣＯ２浓度４００μｍｏｌ／ｍｏｌ，流
速５００μｍｏｌ／ｓ。　
１．３．３　数据分析与处理　采用 Ｅｘｃｅｌ２００３软件作图，采用
ＳＰＳＳ２０．０软件分析数据，使用单因素方差分析检验试验处
理对各项参数的影响。使用多重检验方法比较不同温度条件

下的情况。

２　结果与分析

２．１　低温胁迫下毛尖紫萼藓、东亚砂藓脯氨酸含量的变化
植物体内脯氨酸作为最重要的渗透调节物质之一，在外

界环境因子（如干旱、高盐、高温、低温等）胁迫时，脯氨酸含
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量均会升高，并积累在植物器官里［５－６］。由图 １可以看出，
－８０～４℃胁迫３０ｄ后２种藓脯氨酸含量极显著高于对照
（Ｐ＜０．０１），－８０、－４０、－２０、４℃处理下，毛尖紫萼藓脯氨酸
含量分别是对照的２８８％、１８８％、１９５％、１５４％，东亚砂藓脯
氨酸含量分别是对照的４１９％、３２６％、２９２％、２３０％。随着胁
迫温度下降，２种藓脯氨酸含量急剧上升，并且东亚砂藓脯氨
酸含量增幅较毛尖紫萼藓更大。２种藓解除胁迫恢复 ５ｄ后
脯氨酸含量下降，此时其含量仍显著高于对照（Ｐ＜００５）。

２．２　低温胁迫下毛尖紫萼藓、东亚砂藓可溶性糖含量变化
由图２可以看出，４、－２０、－８０℃胁迫下，毛尖紫萼藓、

东亚砂藓可溶性糖含量极显著上升（Ｐ＜０．０１），胁迫３０ｄ后，
毛尖紫萼藓可溶性糖含量分别是对照的 １１８％、１０７％、
１５３％，东亚砂藓可溶性糖含量分别是对照的１１６％、１４１％、
１４５％。－４０℃胁迫下，２种藓可溶性糖含量与对照差异不显
著，可能是该温度能够激发２种藓其他渗透调节物质的积累，
与可溶性糖产生协同作用抵御寒冷，使得该温度下２种藓可
溶性糖含量与对照差异不显著。２种藓在解除胁迫恢复过程
中可溶性糖含量与对照差异不显著。

２．３　低温胁迫下毛尖紫萼藓、东亚砂藓可溶性蛋白含量变化
由图３可以看出，低温胁迫下，毛尖紫萼藓、东亚砂藓可

溶性蛋白含量显著上升（Ｐ＜０．０５）。４、－４０、－８０℃胁迫
３０ｄ后，毛尖紫萼藓可溶性蛋白含量分别是对照的 １９８％、
１０７％、１１７％，东亚砂藓可溶性蛋白含量分别是对照的
１２２％、１０３％、１０５％。 －２０℃胁迫３０ｄ后，２种藓可溶性蛋
白含量显著极低于对照（Ｐ＜０．０１），毛尖紫萼藓、东亚砂藓可
溶性蛋白含量分别是对照的４２％、４７％，说明该温度下２种
藓可溶性蛋白大量降解。解除胁迫恢复后，２种藓可溶性蛋
白含量显著高于对照（Ｐ＜０．０５）。
２．４　低温复苏下毛尖紫萼藓、东亚砂藓实际光化学量子产额
变化

正常生长植物在光合作用下ＰＳⅡ总的光化学量子产额

被称为实际光化学量子产额（Ｙｉｅｌｄ），它反映 ＰＳⅡ 反应中心
在部分关闭情况下的实际原初光能捕获效率，Ｙｉｅｌｄ数值大小
能够反映植物光能转化效率［７］。由图４可以看出，随着胁迫
处理时间延长，低温胁迫下２种藓在分别解除胁迫后 Ｙｉｅｌｄ
呈逐渐上升趋势，各处理间差异显著（Ｐ＜０．０５），在恢复 ４ｄ
后与对照相比显著回升（Ｐ＜０．０５）。－８０、－４０、－２０、４℃处
理下，解除胁迫恢复４ｄ后毛尖紫萼藓 Ｙｉｅｌｄ分别是对照的
１１３％、１１４％、１１１％、１１７％；东亚砂藓 Ｙｉｅｌｄ分别是对照的
１０３％、１１６％、１０８％、１１１％。２种藓Ｙｉｅｌｄ在恢复过程中呈缓
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慢上升，说明恢复过程中其光能转换能力逐渐提高。

２．５　低温复苏下毛尖紫萼藓、东亚砂藓电子传递速率（ＥＴＲ）
变化

植物进行光合作用时其光合机构吸收光能，电荷分离产

生的电子会沿着电子传递链向下传递，电子传递速率能够反

映 ＰＳⅡ 反应中心的电子捕获效率［８］。由图５可以看出，解
除低温胁迫后毛尖紫萼藓、东亚砂藓 ＥＴＲ与 Ｙｉｅｌｄ变化规律
基本一致，都随胁迫处理时间延长呈逐渐上升趋势，各处理间

差异显著（Ｐ＜０．０５）。－８０、－４０、－２０、４℃处理下，解除胁
迫于室温２５℃下恢复４ｄ后毛尖紫萼藓ＥＴＲ分别是对照的
１０６％、１０６％、１０２％、１０８％；东亚砂藓 ＥＴＲ分别是对照的
１１７％、１１８％、１１１％、１１７％。表明２种植物ＰＳⅡ 反应中心的
电子捕获效率在恢复过程中逐渐提高。

２．６　低温复苏下毛尖紫萼藓、东亚砂藓非光化学淬灭系数
（ｑＮ）变化

ｑＮ反映植物天然色素在光合作用下吸收的光能不能用
于光合电子传递而以热形式耗散掉的部分光能，是 ＰＳⅡ 中
重要的保护机制［９］。由图６可以看出，解除低温胁迫后毛尖
紫萼藓、东亚砂藓 ｑＮ 显著下降，各处理间差异显著（Ｐ＜
００５）。－８０、－４０、－２０、４℃处理下，解除胁迫于室温２５℃
下恢复４ｄ后毛尖紫萼藓 ｑＮ分别为对照的０．９６％、０．４１％、
０３８％、０．９０％；东亚砂藓 ｑＮ分别是对照的０．２６％、０．３４％、
０９１％、０．８９％。说明２种藓随ＰＳⅡ 中ＥＴＲ的提高，能将更
多吸收的光用于光合作用，使ｑＮ逐渐下降。

３　结论与讨论

脯氨酸是植物体内重要的渗透调节物质之一，在低温环

境下能提高胞内溶质浓度，降低细胞冰点，防止细胞过度脱

水，降低低温对植物细胞造成的损伤。大量研究表明，脯氨酸

与植物的抗寒性有一定相关性，且脯氨酸还是活性氧的清除

剂，能保护膜结构，防止膜脂过氧化［１０－１２］。本研究表明，２种
藓在不同温度胁迫下脯氨酸含量变化规律基本一致，随着胁

迫时间延长，其含量呈急剧上升趋势，可见随着胁迫时间延

长，２种藓能够诱导脯氨酸合成，这可以说明脯氨酸参与了２
种藓的生理代谢和能量代谢，其含量增加正是２种藓应对低
温的生理响应。在低温胁迫的１５ｄ内，２种藓类植物脯氨酸
含量出现了一些波动，这和一般植物在低温胁迫过程中的变

化规律基本相似，说明在胁迫初期脯氨酸积极参与调节植物

细胞之间渗透压平衡，防止细胞过度失水，减少低温对植物体

的伤害，这与史玉炜等的研究结果［１０］一致。胁迫后期，毛尖

紫萼藓脯氨酸含量略有下降，但整个胁迫过程其含量均显著
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高于对照，经分析发现随胁迫时间延长，２种藓的抗氧化系统
受到一定损伤，导致脯氨酸氧化分解。

可溶性糖、可溶性蛋白作为重要的渗透调节物质，在植物

抗寒方面起重要调节作用［１３－１５］。植物体内可溶性糖含量的

增加可以提高细胞液浓度，增强细胞保水能力，降低冰点，保

持细胞液水溶状态，防止细胞受到低温损伤。同时在低温下，

增加糖代谢能够为渗透调节提供碳骨架，以维持细胞结构和

膜系统稳定，防止细胞溶解结晶［１６－１８］。植物体内的可溶性蛋

白具有很强的亲水性，在低温下能够束缚大量水分，从而降低

细胞结冰程度，但其结构和功能对外界环境变化很敏感［１９］。

本研究从可溶性糖和可溶性蛋白含量变化规律可以发现，

４℃ 处理下，随着时间延长，２种藓可溶性糖含量呈先上升后
下降趋势，可溶性蛋白含量显著上升，说明该温度能激发２种
藓的抗寒保护机制，但并没有对植物组织造成大的伤害。当

温度降至－２０℃时，２种藓可溶性糖含量急剧上升，而可溶性
蛋白含量急剧下降且极显著低于对照，经分析发现，该温度下

细胞内物质代谢可能发生紊乱，蛋白酶系统受到损伤，导致可

溶性蛋白水解量大于合成量。当胁迫温度降至 －４０℃时，２
种藓可溶性糖含量显著上升，可溶性蛋白含量呈先下降后上

升的趋势，但在胁迫后期可溶性糖含量与对照基本持平，可溶

性蛋白含量极显著高于对照，说明２种藓在大量积累可溶性
糖的同时可能还诱导新的抗冻蛋白合成。当温度继续下降至

－８０℃时，２种藓可溶性糖、可溶性蛋白含量均急剧上升。说
明该极端低温通过大量积累可溶性糖、可溶性蛋白来共同抵

御寒冷。综上可知，不同低温胁迫下，２种藓可溶性糖积极参
与生理代谢，通过可溶性糖的大量积累防止极端温度下细胞

内部结冰，维持细胞组织的水溶性，这与吴娜对卫矛科 ３种
常绿阔叶植物的研究结论［２０］一致。－２０℃ 低温会造成２种
藓可溶性蛋白降解，但当温度降至－４０、－８０℃ 时，２种藓可
溶性蛋白含量极显著提高，说明极端低温能诱导新的抗冻蛋

白的合成，极端低温下２种藓通过可溶性糖、可溶性蛋白的协
同作用来抵御寒冷，－４０℃很可能是这些抗冻蛋白合成的临
界温度，其中－８０℃下可溶性蛋白大量积累，说明随温度的
降低，这些抗冻蛋白合成量变大。笔者认为，可溶性蛋白含量

变化对毛尖紫萼藓、东亚砂藓抗寒机制研究具有指导意义，也

为以后苔藓植物抗寒性研究提供了理论基础。

目前，叶绿素荧光技术已成为研究非生物胁迫对植物光

合作用影响的重要方法［２１］。Ｙｉｅｌｄ、ＥＴＲ、ｑＮ等叶绿素荧光技
术参数。如果植物不受非生物因素影响，Ｙｉｅｌｄ、ＥＴＲ、ｑＮ等叶
绿素荧光技术参数一般不会发生大的波动。本研究表明，２
种藓在解除胁迫后１ｄ，Ｙｉｅｌｄ、ＥＴＲ很低，说明在胁迫过程中
光合机构受到一定破坏，造成ＰＳⅡ反应中心活性减弱。ｑＮ则
反映ＰＳⅡ天线色素吸收的光能没有被用于光合电子传递，而
以热的形式被耗散掉，此时 ｑＮ极显著升高，以热的形式耗散
掉过剩光能，从而保护光合电子传递链不被过剩光能破坏，维

持相对较高的电子传递速率。而在解除胁迫１～４ｄ，２种藓
的Ｙｉｅｌｄ、ＥＴＲ变化规律整体保持一致，都呈显著上升趋势，ｑＮ
极显著下降，说明 ＰＳⅡ反应中心活性逐渐增强，这可能是２
种藓在解除胁迫过程中脯氨酸、可溶性糖、可溶性蛋白的大量

积累保持了类囊体膜与细胞质膜的结构完整性与功能稳定

性［２２－２３］，从而使 ＰＳⅡ蛋白复合体能迅速恢复到正常功能，

ＰＳⅡ 反应中心受体侧的电子传递链以及反应中心均能得到
快速而有效的恢复，提高实际光化学效率，减少过剩光的积

累，其相应反应中心ｑＮ逐渐下降
［２４］。

综上所述，２种藓脯氨酸、可溶性糖、可溶性蛋白含量的
变化与抗寒性具有一定的相关性。在不同低温胁迫过程中，２
种藓均能通过渗透调节物质的积累来防止细胞膜脂的过氧

化，维持细胞膜的完整性，保证细胞膜脂各项生理生化反应能

够正常进行。低温胁迫过程中，这３种渗透调节物质含量的
峰值出现在不同时间点，分析认为３种渗透调节物质在抵御
寒冷过程中有一定的先后顺序，相互间通过协同作用来增强

２种藓的抗寒保护机制。解除胁迫后，２种藓渗透调节物质以
及光合特性能够维持在可恢复状态。因此，毛尖紫萼藓、东亚

砂藓能够通过渗透调节物质及光合特性调节来适应寒冷。
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　　摘要：以巨大芽孢杆菌Ｊ１为材料，利用溶磷圈法测定了菌株的解磷能力，优化了菌株的最佳发酵条件、最适培养基。
结果表明，此菌株溶磷效果明显；此菌株生长的最适培养时间为 ２８ｈ，最适接种量为６．７％，最适ｐＨ值为８．５；最佳碳源
为玉米粉与葡萄糖的复合碳源，最佳氮源为大豆粉与硫酸铵的复合氮源。摇瓶培养的接种量为６．７％，ｐＨ值为８．５，
２５０ｍＬ三角瓶中最适装液体积为 ３０ｍＬ，培养温度为３０℃，培养时间为２８ｈ，最适宜转速为１８０ｒ／ｍｉｎ的摇瓶培养条
件下，巨大芽孢杆菌活菌数各影响因素最佳组合为：玉米粉２０ｇ／Ｌ，葡萄糖５ｇ／Ｌ，大豆粉７．５ｇ／Ｌ，硫酸铵０．３３ｇ／Ｌ，各
因子对巨大芽孢杆菌活菌数的影响由大到小依次为：硫酸铵浓度＞玉米粉浓度＞葡萄糖浓度＞大豆粉浓度。
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　　植物生长发育过程中，磷元素以多种方式参与生物体内
的代谢过程，是植物不可缺少的大量元素之一［１－２］。土壤中

的磷元素主要以难溶磷酸盐的形式存在，可溶性磷含量很少。

据统计，世界土壤的平均含磷量约为０．０４％，我国土壤的平
均含磷量为 ０．０２％ ～０．１％，南方酸性土壤含磷量低于
０．０４％［３－４］。研究发现，土壤中存在解磷微生物，它们能够将

磷酸盐转化为可溶性磷供植物吸收利用，解磷菌还可以产生

有机酸、生长素、抗生素等物质，刺激作物生长，抑制病原菌生

长，改善土壤微环境，从而更有利于植物生长发育［５－９］。目前

对磷细菌的研究仅局限于菌种分离选育及作用效果比较方

面，对于影响磷细菌生长的因素研究较少［１０－１３］。微生物种类

多样，发酵过程中受各种因素的影响，导致菌株发酵水平相对

较低［１４］。本试验探讨环境因素对巨大芽孢杆菌生长的影响，

并在此基础上探讨该菌的最佳发酵条件，旨在为扩大巨大芽

孢杆菌生产规模提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
巨大芽孢杆菌Ｊ１由山东京博控股股份有限公司技术中

心生物化工研究所提供。

１．２　培养基
摇瓶基础培养基：玉米粉 ３０ｇ，大豆粉 １５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４

２．０ｇ，ＭｇＳＯ４ ２．０ｇ，ＣａＣＯ３ １．５ｇ，ＭｎＳＯ４ ０．０５ｇ，Ｈ２Ｏ
１０００ｍＬ，ｐＨ值为 ７。平板培养基：蛋白胨 １０ｇ，氯化钠
５．０ｇ，牛肉膏粉３．０ｇ，琼脂１５ｇ，Ｈ２Ｏ１０００ｍＬ。蛋黄培养
基：将５０％的蛋黄液按照６％的比例加入平板培养基中。
１．３　方法
１．３．１　巨大芽孢杆菌 Ｊ１解磷效能测定　 根据巨大芽孢杆
菌Ｊ１在蛋黄培养基上形成的透明圈直径判断其解磷效能。
１．３．２　培养条件对巨大芽孢杆菌Ｊ１生长的影响
１．３．２．１　ｐＨ值对巨大芽孢杆菌 Ｊ１生长的影响　采用摇瓶
基础培养基培养，分别于 ｐＨ值为５．５、６．５、７．５、８．５情况下
１８０ｒ／ｍｉｎ、３０℃ 振荡培养２８ｈ后进行平板计数。
１．３．２．２　培养时间对巨大芽孢杆菌Ｊ１生长的影响　采用摇
瓶基础培养基培养，在 ｐＨ值为８．５、转速为１７５ｒ／ｍｉｎ、３０℃
下分别振荡培养２４、２８、３２、３６ｈ后进行计数。
１．３．２．３　接种量对巨大芽孢杆菌Ｊ１生长的影响　采用摇瓶
基础培养基，在 ｐＨ值为８．５、转速为１８０ｒ／ｍｉｎ条件下将接种
量分别为 ３．３％、６．７％、１０．０％的摇瓶置于振荡培养箱中
３０℃ 培养２８ｈ后进行计数。
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