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　　摘要：在低温胁迫条件下，分析克恩氏冬青细胞内的超微结构和Ｃａ２＋分布与抗寒性的关系。结果表明：随着低温
胁迫的增强，细胞内细胞器受损程度也增强，到－１６℃时，细胞膜系统出现了严重的损伤，同时细胞内 Ｃａ２＋沉淀量随
温度的降低而增加。
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　　克恩氏冬青（Ｉｌｅｘ×ｋｏｅｈｎｅａｎａ‘ＥｍｉｌｙＢｒｕｎｅｒ’）为冬青属
常绿阔叶小乔木，是近期引进的欧洲冬青杂交品种。许多冬

青属在低温胁迫条件下有较好的耐寒性，可以引种到北方地

区［１］，一般来说，植物细胞内 Ｃａ２＋分布及超微结构会随着低
温的变化而呈一定的相关性［２］，Ｃａ２＋作为胞内第二信使调节
着植物体内的许多代谢和发育过程，因而起重要作用［３－６］。

为进一步研究克恩氏冬青的生态适应性及其栽培和推广的制

约因素，于２０１２年对克恩氏冬青的耐寒性进行系统研究，解
析不同温度条件下克恩氏冬青的解剖结构和低温胁迫的关

系，从而深入研究克恩氏冬青的细胞学机制，为克恩氏冬青选

育及栽培提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　材料
２０１２年６月将６种克恩氏冬青扦插于南京林业大学内，

待生根后及时上盆，放置于树木园温室内待用。

１．２　方法
将样品在２５℃下放置１周进行预冷，然后移至人工气候

室（－４０～２５℃），以５℃为１个阶梯逐级降温，分别降到０、
－８、－１６℃时各维持４８ｈ，及时采取低温处理好的植物顶端
叶片迅速切成 ０．５ｍｍ×０．５ｍｍ的组织块，并沉入到用
０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ值７．２）配制的２％多聚甲醛和２．
５％戊二醛混合液中，室温黑暗初固定６ｈ；然后用含２％焦锑
酸钾的缓冲液（ｐＨ值７．６）洗涤３次，每次约０．５ｈ；再转移到
含２％焦锑酸钾的缓冲液（ｐＨ值７．６）配制的１％锇酸中，在４
℃冰箱内固定过夜。将２次固定过的组织块用重蒸水洗涤４
次后，再用ｐＨ值为１０．０的重蒸水（用０．１ｍｏｌ／ＬＫＯＨ调节

ｐＨ值）洗涤２次，每次约０．５ｈ。随后经系列冷乙醇脱水，环
氧丙烷过渡，Ｅｐｏｎ８１２（环氧树脂）包埋，ＬＫＢ－Ｖ型超薄切片
机切片，切片经０．５％醋酸双氧铀染色，在 Ｈ－６００型透射电
子显微镜下观察照相。

２　结果与分析

２．１　不同低温胁迫下克恩氏冬青叶片细胞的超微结构
２．１．１　０℃条件下克恩氏冬青叶片细胞的超微结构　由图１
可知，叶绿体仍然紧贴细胞壁排列，细胞核大部分较正常，少部分

细胞核的核膜变得模糊，同样近一端分布，液泡中有少量高电子

密度的嗜锇物质分布；叶绿体中嗜锇颗粒含量仍然较少且不含淀

粉粒，其中叶绿体类囊体片层排列虽然规则、有序，但少部分清晰

可见，大部分已模糊不清，线粒体略正常。

２．１．２　－８℃条件下克恩氏冬青叶片细胞的超微结构　由图
２可知，叶绿体仍然紧贴细胞壁排列，细胞核较正常，仍然近一
端分布，液泡中含少量高电子密度的嗜锇物质；叶绿体中嗜锇

颗粒含量仍较多，同样不含淀粉粒，其中类囊体片层排列仍然

规则、有序；同样，叶绿体大部分类囊体片层排列规则、有序且

清晰可见，少部分叶绿体类囊体片层模糊，线粒体略正常。

２．１．３　－１６℃条件下克恩氏冬青叶片细胞的超微结构　由
图３可知，叶绿体已不贴细胞壁排列，叶绿体及其他细胞器散
落在细胞中；细胞中含有很少量的高电子密度嗜锇物质，多数

叶绿体被膜消失，所含嗜锇颗粒含量较多，不含淀粉粒，其中

叶绿体的类囊体片层扩张并且不清晰，细胞核、线粒体受损

（图３中的箭头所指的部位为受损部位）。
２．２　低温条件对克恩氏冬青叶片中Ｃａ２＋分布的影响
２．２．１　０℃条件下克恩氏冬青叶片中 Ｃａ２＋的分布情况　由
图４可知，在０℃低温下，克恩氏冬青叶片中的细胞间隙有
Ｃａ２＋沉淀，在细胞壁外侧、叶绿体膜和液泡膜上的 Ｃａ２＋沉积
比细胞器上多，细胞核上有少量沉淀。

２．２．２　 －８℃条件下克恩氏冬青叶片中Ｃａ２＋的分布情况　
由图５可知，在－８℃低温胁迫下，克恩氏冬青叶片的细胞壁
外侧、细胞间隙上有 Ｃａ２＋沉积，大多情况下叶绿体、细胞壁、
液泡上有少量沉积。
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２．２．３　－１６℃条件下克恩氏冬青叶片中Ｃａ２＋的分布情况　
由图５、图６可以看出，在 －１６℃低温处理下，Ｃａ２＋沉淀明显
多于－８℃低温处理。类囊体片层或消失或模糊不清，叶绿

体游离到细胞内，不再紧贴细胞壁，且多数严重肿胀，细胞

中液泡内、细胞质和叶绿体中、细胞壁上有少量 Ｃａ２＋沉积
（图６）。

—７６１—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第３期



３　结论与讨论

随着气温越来越低，克恩氏冬青叶肉细胞超微结构出现

明显变化。在 ０℃条件下，克恩氏冬青叶绿体呈长椭圆形且
多数紧贴细胞壁分布，细胞核靠近一端，叶绿体片层清晰可

见，液泡和叶绿体中有少量高电子密度的嗜锇物质分布，不含

淀粉粒。总体来说，叶片细胞较正常，叶色较正常。在

－８℃ 条件下，细胞核结构正常，叶绿体稍有膨胀，片层弯
曲，嗜锇颗粒增加，出现了较多的环状片层。在 －１６℃条件
下，叶片细胞结构遭到严重破坏，嗜锇颗粒增多且变大，细胞

内大部分细胞器散乱于细胞内并变得模糊。可见，随着低温

胁迫的增强，细胞核、叶绿体等细胞器受损程度也增强，细胞

膜系统出现了严重的损伤，主要有叶绿体膜、细胞膜或解体或

模糊不清。在０、－８℃胁迫下，克恩氏冬青叶片的基本结构
没有改变，能适应此低温；而到－１６℃时，细胞内线粒体受到
破坏，说明此时植物体已发生冻害。克恩氏冬青细胞内的超

微结构发生变化，说明与其抗寒性密切相关。试验中细胞内

的线粒体、叶绿体同样是对低温比较敏感的２个细胞器，而质
膜则是低温伤害的首要部位［７］，这说明植物与低温的适应性

具有很重要的意义。

克恩氏冬青细胞内 Ｃａ２＋分布随温度的变化而变化。在
０℃ 低温胁迫下，细胞质中的 Ｃａ２＋浓度很低；到 －８℃低温
条件时，细胞内Ｃａ２＋浓度明显增加；到－１６℃时，克恩氏冬青
细胞内 Ｃａ２＋浓度增加，并沉淀成聚集状态分布，此时细胞内
Ｃａ２＋浓度已经超出植物的承受能力，Ｃａ２＋浓度平衡被打破，从
而破坏和扰乱细胞正常的结构与功能。细胞质内 Ｃａ２＋变化

通过启动细胞内生理生化过程，导致植物的外部抗寒性反应，

起着传递和放大信号的作用［８］。此外，Ｃａ２＋浓度过度增加会
扰乱以无机磷为基础的能量代谢系统［９］。由 Ｃａ２＋信使诱发
的这一系列变化致使植物发生低温伤害。
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