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验组的酶活性都比对照组的高，这说明接种菌剂可以提高垫

料中相关酶的产生，加快有机质的分解和转化，有效促进猪粪

尿的降解。
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黑麦草幼苗对冻融及酸沉降的生理响应特征

李　晨１，包国章１，成文革２，李子勇２，李艳芳１

（１．吉林大学环境与资源学院，吉林长春１３００２１；２．吉林省生物研究所，吉林长春 １３００１２）

　　摘要：以黑麦草品种冬牧７０为材料，研究冻融及ｐＨ值４．５模拟酸沉降条件对黑麦草幼苗体内抗氧化酶活性和渗
透调节物质含量的影响。结果表明，在冻融胁迫下，黑麦草幼苗体内可溶性蛋白、可溶性糖、丙二醛（ＭＤＡ）含量呈上
升趋势，超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）活性明显提升，最高值分别为 １０７．３５、６．２３Ｕ／ｍｇ；在ｐＨ值４．５酸
沉降胁迫下，黑麦草幼苗体内可溶性蛋白含量逐渐降低，在－２℃时降到最低点，下降了２０．３７％，可溶性糖、丙二醛含
量随温度下降而降低，最低值分别为１０．４２ｍｇ／ｇ、１７．６１μｍｏｌ／ｇ；冻融与酸沉降复合胁迫处理对黑麦草幼苗的作用高
于单一胁迫的作用效果，黑麦草幼苗体内可溶性蛋白、丙二醛含量、ＰＯＤ活性呈上升趋势，可溶性糖含量、ＳＯＤ活性分
别下降。试验结果表明，黑麦草幼苗对冻融和酸沉降逆境胁迫存在着明显的相互适应现象，对冻融及酸沉降型伤害有

很强的适应性，且有一定的耐酸性和耐寒性。
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　　二年生黑麦草（ｒｙｅｇｒａｓｓ）是我国重要的牧草和草坪草之
一，广泛分布于温带地区，具有抗寒性强、覆盖能力强、返青

早、抗病虫害能力强等特性［１－２］。黑麦草富含蛋白质、矿物质

及维生素，其经济利用价值较高。冬牧７０黑麦草是从美国引
进的越年生禾本科植物，是我国北方重要的牧草和草坪草之

一，于２０世纪９０年代初引入我国，种植冬牧７０黑麦牧草是
改善我国北方农区春季饲草严重不足现状的可行途径之一，

具有巨大的经济效益和社会效益。

冻融是指气候的日、年和多年变化导致特定气候区域地

球表层一定范围的土冻结和融化作用，地球上受冻融作用的

面积约占全球陆地总面积的７０％，我国受冻融作用的面积约
占国土陆地总面积的９８％。冻融过程引起的环境改变对植
物生长发育产生一系列直接或间接影响，使植被形态特征和

生理功能等方面形成了特殊的适应性。揭示黑麦草对逆境环

境的适应机制是培养抗寒性强的黑麦草品种的关键，这有助

于采取有效的措施减轻低温对植物造成的危害。

酸沉降胁迫对植物的生长发育会产生严重不利影响，这

已成为全球性环境污染问题之一。研究黑麦草幼苗对模拟酸

沉降生理指标的影响，可以了解黑麦草抗酸沉降的能力，为研

究植物对酸沉降胁迫适应能力提供理论依据。

过氧化物酶（ＰＯＤ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）是清除活
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性氧的关键酶，其活性的高低反映了植物抗逆性的强弱，植物

能通过应激性反应，激活抗氧化剂和诱导抗氧化酶的活性，减

弱膜脂过氧化作用，保持膜的稳定性［３］。丙二醛（ＭＤＡ）从膜
上产生的位置释放出后，可与蛋白质、核酸反应，引起膜蛋白

与膜内脂的变化，从而改变细胞膜系统。可溶性糖作为渗透

调节物质和信号物质，可减缓由胁迫造成的生理代谢不平衡。

为此，本研究将通过冻融及酸沉降胁迫的方法，测定黑麦

草幼苗体内可溶性蛋白含量、ＭＤＡ含量、ＰＯＤ活性、ＳＯＤ活
性和可溶性糖含量这些生理指标在逆境胁迫中的变化和恢复

能力，为揭示牧草和草坪草抗冻能力及防治酸沉降对其危害

提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试材培养
试验于２０１５年９月在吉林大学环境与资源学院室内实

验室进行。供试材料为冬牧７０黑麦草（ｒｙｅｇｒａｓｓ），由吉林省
农业科学院种子部门提供。

挑选籽粒饱满、大小均匀的种子，用０．１％ ＫＭｎＯ４溶液
进行消毒，溶液消毒２ｈ后取出并以矿泉水冲洗干净备用。
将种子整齐排放在铺有 ２层滤纸的长方形托盘（３０ｃｍ×
４０ｃｍ）内，放于ＳＰＸ－３００光照培养箱中进行培养，其温度设
定为２５℃，每天光照１２ｈ，加水４次，保持滤纸湿润。培养
７ｄ待幼苗长至１６ｃｍ时，选取长势一致的幼苗用于试验。
１．２　模拟酸沉降母液的配制

根据吉林省长春市天然降水 ｐＨ值及离子水平，依据文
献［４］方法配制模拟酸沉降母液，考虑天然降水离子成分的
复杂性，选用矿泉水配制模拟酸沉降的原溶液。用浓硫酸和

浓硝酸（ＳＯ４
２－∶ＮＯ３

－＝５∶１）配制 ｐＨ值为４．５的酸沉降母
液，用ＰＨＳ－３Ｃ型雷磁酸度计测定与校核。
１．３　试验方法
１．３．１　人工冻融试验　把试验中需要冻融胁迫的黑麦草幼
苗样品标记好后进行融冻—冻融处理。融冻试验处理为每２
ｈ降温６℃，冻融试验为每２ｈ升温６℃。试验的温度梯度设
计为１０、４、－２、４、１０℃，融冻温度阶段为１０℃—－２℃，冻
融温度阶段为－２℃—１０℃。每２ｈ变温随即取样，重复取６
份样本进行指标测定。

１．３．２　模拟酸沉降试验　取１盘铺放均匀的黑麦草种子，标
记为酸沉降组进行试验。培育７ｄ，待种子长出幼苗后，对酸
沉降组均匀滴加５０ｍＬ酸沉降溶液。滴加时间为０９：００，放
置２４ｈ后，进行指标测定。每２ｈ取样１次，重复抽取６份样
本进行试验测定。

１．４　测定生理指标
硫代巴比妥酸（ＴＢＡ）比色法测定丙二醛、可溶性糖含

量［５］；考马斯亮蓝法测定可溶性蛋白质含量［５］；ＳＯＤ、ＰＯＤ活
性均用南京建成生物工程研究所生产的试剂盒测定，用分光

光度计进行测定。每个指标均设６组平行样。
１．５　数据处理

采用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８．５绘制图表，用统计软件 ＳＰＳＳ１６．０进
行相关数据分析，图中数据均为６次重复测定值的平均值。

２　结果与分析

２．１　冻融及酸沉降胁迫对黑麦草幼苗体内蛋白质含量的

影响

如图１所示，与冻融＋酸沉降复合胁迫相比，经冻融胁迫
的黑麦草幼苗体内蛋白质含量高于复合胁迫；在融冻阶段，当

温度下降到－２℃时，黑麦草幼苗体内可溶性蛋白含量达到
最高值，为０．９５ｍｇ／ｇ，比复合胁迫下的蛋白质含量增加了
１５．８３％；在冻融阶段，温度回升到１０℃时，可溶性蛋白含量
逐渐下降，复合胁迫组、冻融组蛋白质含量分别为 ０．５７、
０．７０ｍｇ／ｇ。这说明低温胁迫可使黑麦草体内积累渗透调节
物质，增加了其可溶性蛋白含量，黑麦草自身的抗寒性可提高

细胞的保水能力，保护生物膜及防止活性氧对膜脂和膜蛋白

的氧化作用［６］。在融冻—冻融胁迫下，黑麦草幼苗体内抗逆

蛋白质合成量快速增加，使束缚水相对增多，降低了幼苗体内

细胞结冰而致死的概率，起到一定的抗寒作用［７］。经 ｐＨ值
４．５酸沉降胁迫处理后的黑麦草幼苗体内蛋白质含量先升高
随后下降，在温度为－２℃时，降到最低值０．５４ｍｇ／ｇ，在４℃
时，达到最高值，为０．６４ｍｇ／ｇ。本试验中，酸沉降胁迫下的
黑麦草幼苗体内可溶性蛋白含量低于复合胁迫（Ｐ＜０．０５），
降幅为３．０３％～２９．０３％。这是由于在酸沉降胁迫下黑麦草
体内的蛋白质遭到破坏，产生逆境胁迫生理效应，从而诱发幼

苗体内自由基反应，破坏细胞膜结构的完整性，导致黑麦草体

内细胞代谢紊乱，这与黄开志关于模拟酸雨对蔬菜细胞透性

的影响研究结果［８］一致。黑麦草幼苗经冻融及酸沉降复合

胁迫处理后，可溶性蛋白质含量随温度降低而升高，在温度为

－２℃时上升到最高值，为０．８２ｍｇ／ｇ。与经酸沉降胁迫的黑
麦草幼苗相比，经冻融处理的黑麦草幼苗可溶性蛋白质含量

均明显升高。

２．２　冻融及酸沉降胁迫对黑麦草幼苗体内可溶性糖含量的
影响

在ｐＨ值４．５酸沉降胁迫下，与冻融 ＋酸沉降复合胁迫
下相比，黑麦草幼苗可溶性糖含量明显升高，上升了

２７．５４％～４４．４９％；在温度为 ４℃时，达到最高值，为
１３．９ｍｇ／ｇ，随着温度的逐渐下降，在－２℃时，可溶性糖含量
降到最低值，为１０．４２ｍｇ／ｇ（图２）。这表明酸沉降不仅严重
影响黑麦草叶片对氮素的吸收和利用，也阻碍了茎叶中的可

溶性糖向根系运输，造成幼苗生长速率下降、叶片变黄，表现

出明显的伤害症状，这与童贯和等关于小麦幼苗体内可溶性

糖的影响研究结果［９］一致。在冻融胁迫下，与复合胁迫相

比，黑麦草幼苗体内可溶性糖含量随温度降低而显著升高，在

－２℃时达到最高值，为１５．７６ｍｇ／ｇ，在温度为１０℃时降到
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最低值，为１３．１０ｍｇ／ｇ，降低了１６．８８％。本试验结果显示，
冻融胁迫下黑麦草幼苗体内的可溶性糖类含量呈上升趋势，

这表明冻融胁迫能对植物溶质的积累和渗透起到调节作

用［１０］。在冻融＋酸沉降复合胁迫条件下，黑麦草幼苗体内可
溶性糖含量随温度下降而降低，在温度降到最低点－２℃时，
得到最小值８．７７ｍｇ／ｇ。分析可得，低温胁迫下黑麦草幼苗
体内会大幅度地积累可溶性糖类，其抗寒性也随之增强。

２．３　冻融及酸沉降胁迫对黑麦草幼苗体内 ＭＤＡ含量的
影响

由图３可知，在冻融胁迫下，黑麦草幼苗体内 ＭＤＡ含量
高于冻融 ＋酸沉降复合胁迫下的含量，增加 １０．７４％ ～
１２．８８％；在融冻阶段，温度为 －２℃时，幼苗体内 ＭＤＡ含量
达到最高值，为２８．３９μｍｏｌ／ｇ；在冻融阶段，温度在１０℃时，
ＭＤＡ含量最低，为２２．６２μｍｏｌ／ｇ。这表明在冻融胁迫下，黑
麦草幼苗细胞膜系统受到损害，产生高活性的过氧化产物，使

黑麦草幼苗体内ＭＤＡ含量逐渐上升。这与宋采博等关于不
同温度对白三叶幼苗生长的影响研究结果［１１］相一致。经 ｐＨ
值４．５酸沉降胁迫处理后，与复合胁迫处理相比，黑麦草幼苗
体内 ＭＤＡ含量随温度降低而下降，下降了 １０．１６％ ～
４２８２％（Ｐ＜０．０５），在 －２℃时达到最低值 １７．６１μｍｏｌ／ｇ
（图３），这表明酸沉降胁迫影响黑麦草幼苗体内 ＭＤＡ的分
泌，且随着酸胁迫的加深ＭＤＡ含量增加，直接导致叶片膜结
构的损害［１２］。经冻融＋酸沉降复合胁迫处理后，黑麦草幼苗
体内ＭＤＡ含量随温度下降而升高，在温度为 －２℃时，达到
最高值２５．１５μｍｏｌ／ｇ（图３）。上述分析显示，在单一冻融胁
迫下，黑麦草幼苗体内ＭＤＡ含量随温度降低而升高，但在ｐＨ
值４．５的酸沉降胁迫下其体内 ＭＤＡ含量明显降低。这说明
酸沉降可降低黑麦草幼苗体内 ＭＤＡ含量，减少冻融对黑麦
草幼苗的损伤，增强了黑麦草幼苗自身的抗寒性。

２．４　冻融及酸沉降胁迫对黑麦草幼苗体内ＳＯＤ活性的影响
在冻融胁迫条件下，与冻融＋酸沉降复合胁迫相比，黑麦

草幼苗体内ＳＯＤ活性提高，在温度为 －２℃时，ＳＯＤ活性达
到最高值１０７．３５Ｕ／ｍｇ，提升了３７．１２％（图４）。ＳＯＤ活性升
高说明黑麦草自身抗寒性变强，膜伤害程度变低。ＳＯＤ可有
效地清除过多的自由基而抑制过氧化作用，能及时清除幼苗

体内的有害物质，保护黑麦草自身不受损伤［１２］。与经复合胁

迫处理的幼苗相比，经 ｐＨ值 ４．５酸沉降胁迫的幼苗体内
ＳＯＤ活性较高，其活性趋势先降低，随后升高，在 １０℃时，
ＳＯＤ活性达到最高值，为１２２．５１Ｕ／ｍｇ，在温度为４℃时，

ＳＯＤ活性降到最低点，为９３．８８Ｕ／ｍｇ（图４）。这与吕家根等
关于酸雨胁迫下小麦微弱延迟发光及其生理变化的研究结

果［１３］一致。在冻融＋酸沉降复合胁迫条件下，黑麦草幼苗体
内ＳＯＤ活性随温度下降而降低，在温度为 －２℃时降到最低
点，为７８．２９Ｕ／ｍｇ（图４）。这表明酸沉降胁迫能增强黑麦草
幼苗体内ＳＯＤ活性，逆境胁迫可以促进活性氧产生，加强膜
脂氧化作用，平衡黑麦草体内活性氧。

２．５　冻融及酸沉降胁迫对黑麦草幼苗体内ＰＯＤ活性的影响
如图５所示，与冻融＋酸沉降复合胁迫相比，在冻融胁迫

条件下的黑麦草幼苗体内 ＰＯＤ活性降低，下降了１１．７１％ ～
２０．６７％；在融冻阶段，幼苗体内 ＰＯＤ活性随温度下降而升
高，在－２℃时，达到最高值６．２３Ｕ／ｍｇ；在冻融阶段，幼苗体
内ＰＯＤ活性随温度升高而降低，在温度为１０℃时，降到最低
值５．１Ｕ／ｍｇ。本研究表明，在冻融单一胁迫下，黑麦草幼苗
体内ＰＯＤ活性随温度降低逐渐升高，冻融促使黑麦草幼苗的
细胞膜透性降低，促进细胞自由基积累，从而激活了黑麦草细

胞内抗氧化系统，使 ＰＯＤ活性逐渐增强［１４］。与复合胁迫下

的黑麦草幼苗体内 ＰＯＤ活性相比，ｐＨ值４．５酸沉降胁迫下
的幼苗体内 ＰＯＤ活性随温度下降逐渐升高，在温度降到
－２℃ 时，升到最高值 ６．２８Ｕ／ｍｇ，在温度上升到 １０℃时，
ＰＯＤ活性下降到最低值４．６８Ｕ／ｍｇ（图５）。这与王涛等关于
模拟酸雨胁迫对菲白竹生理特性的影响研究结果［１５］一致。

黑麦草幼苗体内ＰＯＤ活性逐渐提高，说明黑麦草自身有较强
的抗酸能力，对逆境的适应能力强，这与郭慧媛等关于模拟酸

雨对毛竹叶片抗氧化酶活性的影响研究结果［１６］一致。在冻
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融＋酸沉降复合胁迫条件下，幼苗体内ＰＯＤ活性随温度降低
而升高，在－２℃时，升到最高值，为６．９６Ｕ／ｍｇ；在温度升到
１０℃时，ＰＯＤ活性下降，为５．４９Ｕ／ｍｇ（图５）。以上分析表
明，冻融＋酸沉降复合胁迫能使黑麦草幼苗体内的ＰＯＤ活性
含量增加。

３　结论

变温胁迫可使黑麦草积累渗透调节物质，增加了其可溶

性蛋白、可溶性糖、ＭＤＡ含量，ＳＯＤ和ＰＯＤ活性也明显提升。
在酸沉降胁迫下，黑麦草幼苗体内可溶性蛋白、可溶性糖、

ＭＤＡ含量呈下降趋势，ＳＯＤ和ＰＯＤ活性提高。结果表明，黑
麦草自身具有较强的抗寒性，在低温胁迫下可以起到自我保

护的作用，同时黑麦草也具有一定的抗酸性，对逆境的适应能

力强。
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