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　　摘要：以南农油４号（Ｂｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓｃｖ．Ｎａｎｎｏｎｇｙｏｕ４）油菜品种为试验材料，研究０．０５％浓度过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）浸

种处理对低温下油菜幼苗活性氧、抗氧化酶系统和非酶抗氧化剂的影响。结果表明，０．０５％浓度过氧化氢浸种能够有
效降低丙二醛（ＭＤＡ）含量，在胁迫后期（大于３ｄ），Ｈ２Ｏ２处理下的油菜叶片 Ｈ２Ｏ２含量和 Ｏ

－
２·产生速率均显著低于

对照。抗氧化酶活性的数据表明，Ｈ２Ｏ２浸种处理能有效提高逆境胁迫下油菜叶片中的抗氧化酶活性，以处理６ｄ为

例，油菜叶片的ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ活性分别提高了２９．８％、２１．０％、５０．３％；另外，Ｈ２Ｏ２浸种处理后油菜的 ＡｓＡ、ＧＳＨ含

量，ＡｓＡ／ＤＨＡ和ＧＳＨ／ＧＳＳＧ也有显著增加。由此可见，过氧化氢浸种处理可缓解低温对油菜的伤害。
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　　油菜是我国长江中下游地区主要的油料作物，其种植面
积和总产均居世界首位［１］。近年来，直播油菜以其省工节本

的优点受到广大农民的欢迎。但由于耕作制度的改变或茬口

的原因等，往往播种较晚，出苗后容易遭受低温冻害，引起代

谢紊乱而影响油菜生长［２］。因此研究和防治冷害对油菜的

影响意义重大。

植物在正常生长情况下，体内活性氧（ＲＯＳ）的产生与清
除处于一种动态平衡。而在低温胁迫条件下植物体内膜脂过

氧化进程加快，ＲＯＳ的代谢紊乱，积累的 ＲＯＳ会对植物造成
毒害作用［３－４］。植物体内清除 ＲＯＳ的系统有抗氧化酶类及
非酶抗氧化剂等物质，这些物质协同作用能有效清除 ＲＯＳ，
保护膜的完整性，提高植物抗寒性。植物体内的抗氧化系统

由小分子抗氧化物和抗氧化酶组成［５］。侯丽霞研究发现用

适宜浓度双氧水（Ｈ２Ｏ２）喷施油菜叶片提高了油菜的抗寒
性［６］。浸种是生产上一种常用的药剂处理方式，周筱玲研究

表明，Ｈ２Ｏ２浸种能显著提高油菜种子发芽率
［７］。万林等研究

表明，Ｈ２Ｏ２浸种能有效缓解低温胁迫对苗期油菜生长的抑制
效应［８］。

总体来看，目前 Ｈ２Ｏ２浸种对油菜抗寒生理研究较为薄
弱。万林等试验在大田进行，温度波动较大［８］。因此，本试

验以抗寒性品种南农油４号为试验材料，研究其经过 Ｈ２Ｏ２
浸种处理后，苗期油菜在低温胁迫下叶片中 ＲＯＳ含量、抗氧

化酶活性及抗氧化物质含量的变化，以期为油菜的抗寒栽培

提供理论依据和技术支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料与设计
供试油菜品种为南农油 ４号 （Ｂｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓｃｖ．

Ｎａｎｎｏｎｇｙｏｕ４）。２０１３年１０月２８日，以筛选出的质量浓度为
０．０５％的Ｈ２Ｏ２于黑暗下浸泡油菜种子８ｈ，以去离子水浸种
作为对照。浸种完成后用去离子水漂洗３次后晾干，播于规格
为７ｃｍ×７ｃｍ×５ｃｍ的小花盆中，培养基质为沙土（１∶１混
合）。置于（２０．０±１．０）℃／（１５．０±１．０）℃光照培养箱中培
养，油菜苗长出真叶时定苗，待油菜长出３张真叶开始进行低
温胁迫。设置光照培养箱内温度为４．０±１．０℃，连续胁迫９ｄ，
每个处理重复３次。测量时，从３个重复处理中选取生长一致的
５株幼苗，每株幼苗均以自上而下第３张真叶作为测量对象。
１．２　测定方法

Ｈ２Ｏ２含量测定参照Ｍｏｌｏｉ等的方法
［９］；丙二醛（ＭＤＡ）含

量测定参照Ｈｏｄｇｅｓ等的方法［１０］；超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）
产生速率测定参照 Ｅｌｓｔｎｅｒ等的方法［１１］并有所改动。取

０．５ｍＬ的粗酶液、０．５ｍＬ的６５ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ值为
７．８）、１ｍＬ的１０ｍｍｏｌ／Ｌ磺胺和１ｍＬ的７ｍｍｏｌ／Ｌ的 α－萘
胺，摇匀后 ２５℃ 水浴２０ｍｉｎ。在５３０ｎｍ条件下测定其吸光
度。超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性和过氧化物酶（ＰＯＤ）活性
测定参照Ｔａｎ等的方法［１２］；过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性测定主要
是参照 Ｃｈａｎｃｅ等的方法［１３］并有所修改。０．１ｍＬ酶液加
３ｍＬＣＡＴ反应液（０．０７５％ Ｈ２Ｏ２溶液１ｍＬ，０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ
值７．０的磷酸缓冲液１．９ｍＬ），２４０ｎｍ下比色，每隔３０ｓ读取
吸光度的下降值。抗坏血酸（ＡｓＡ）及脱氢抗坏血酸（ＤＨＡ）
含量参照Ｋｈａｎｎａ－Ｃｈｏｐｒａ等的方法［１４］提取测定；谷胱甘肽

还原型（ＧＳＨ）和氧化型（ＧＳＳＧ）含量参照 Ｐａｒａｄｉｓｏ等的方
法［１５］测定。以上测量均在南京农业大学植物生理实验室测

量完成。
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１．３　数据分析与作图
每个测量数据均 ５次重复，取其平均值。采用 Ｅｘｃｅｌ

２０１０作图，运用ＳＰＳＳ１９．０进行差异显著性分析。

２　结果与分析

２．１　油菜叶片ＭＤＡ含量的比较
从图１可以看出，随着胁迫时间延长，对照油菜 ＭＤＡ含

量呈上升趋势，而Ｈ２Ｏ２处理油菜 ＭＤＡ含量呈先降后升的趋
势。在胁迫期间，Ｈ２Ｏ２处理油菜 ＭＤＡ含量均低于对照。在
胁迫３、６、９ｄ，Ｈ２Ｏ２处理下 ＭＤＡ含量比对照分别减少了
２６９％、２３．７％、１１．４％。
２．２　油菜叶片Ｈ２Ｏ２含量和Ｏ

－
２·产生速率的比较

Ｏ－２·和Ｈ２Ｏ２是植物体内 ２类重要的活性氧。图 ２显
示，对照和Ｈ２Ｏ２处理油菜叶片中的 Ｏ

－
２·产生速率和 Ｈ２Ｏ２

含量均随胁迫时间的延长而明显上升。在胁迫初期（３ｄ

时），Ｈ２Ｏ２处理下的油菜叶片Ｈ２Ｏ２含量高于对照处理，这可
能是由于Ｈ２Ｏ２浸种处理使油菜提前进入氧化胁迫阶段，而
在胁迫后期（９ｄ时），Ｈ２Ｏ２处理下的油菜叶片 Ｈ２Ｏ２含量和
Ｏ－２·产生速率均显著低于对照。

２．３　油菜幼苗ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ活性比较
ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ是植物体内重要的３类抗氧化酶。由

图３可以看出，Ｈ２Ｏ２浸种处理可提高低温胁迫下这３类酶的
活性。与对照相比，在低温胁迫６ｄ，油菜叶片的 ＳＯＤ、ＰＯＤ、

ＣＡＴ活性分别提高了２９．８％、２１．０％、５０．３％，说明 Ｈ２Ｏ２浸
种处理能有效提高逆境胁迫下油菜叶片中的抗氧化酶活性，

从而提高其抗寒性，缓解低温对油菜的伤害。

２．４　油菜叶片ＡｓＡ和ＧＳＨ的比较
ＡｓＡ和 ＧＳＨ是植物体内重要的抗氧化剂，通过 ＡｓＡ－

ＧＳＨ循环发挥作用。由图４可以看出，在低温胁迫期间，ＡｓＡ
含量呈上升趋势，ＧＳＨ含量呈先升后降的趋势。整体而言，
Ｈ２Ｏ２浸种处理的油菜ＡｓＡ、ＧＳＨ含量高于对照油菜。在低温
胁迫６ｄ，Ｈ２Ｏ２浸种处理的油菜ＡｓＡ、ＧＳＨ含量分别比对照高
出１６．４％、２８．７％。

另外，植物体内除氧化态的 ＡｓＡ、ＧＳＨ外，还存在着还原
态的ＤＨＡ和 ＧＳＳＧ。ＡｓＡ／ＤＨＡ和 ＧＳＨ／ＧＳＳＧ更能体现植物

整体的氧化还原状况。从图 ４可以看出，ＡｓＡ／ＤＨＡ、ＧＳＨ／
ＧＳＳＧ的比值均随胁迫时间的延长先上升后趋于稳定。整体
而言，Ｈ２Ｏ２浸种处理的油菜ＡｓＡ／ＤＨＡ和 ＧＳＨ／ＧＳＳＧ均高于
对照油菜。在低温胁迫９ｄ，Ｈ２Ｏ２浸种处理的油菜ＡｓＡ／ＤＨＡ
和ＧＳＨ／ＧＳＳＧ分别比对照高出１５．６％、１５．８％。

３　讨论

研究发现，在胁迫初期，Ｈ２Ｏ２浸种处理的油菜叶片 ＭＤＡ
含量和Ｏ－２·产生速率均下降，而随着胁迫程度的加重，叶片
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的ＭＤＡ含量及ＲＯＳ水平迅速增加［６］。其变化趋势说明植物

叶片对低温胁迫有一个适应过程，胁迫程度加重时，植物体内

清除 ＲＯＳ的能力下降，植物受到氧化伤害。同时也说明
Ｈ２Ｏ２浸种能在一定程度上有效缓解低温胁迫下油菜叶片
ＲＯＳ的大量积累，减少膜伤害。徐田军等的研究结果［１６］也证

实了该结论。本试验结果表明，在胁迫３、６、９ｄ，Ｈ２Ｏ２处理下
ＭＤＡ的含量比对照分别减少了２６．９％、２３．７％、１１．４％。另
外，在胁迫后期（９ｄ时），Ｈ２Ｏ２处理下的油菜叶片Ｈ２Ｏ２含量
和Ｏ－２·产生速率均显著低于对照。说明前期Ｈ２Ｏ２浸种处理
可对低温胁迫下的幼苗后期生长起到一定的保护作用。

植物受到低温胁迫后，其体内的抗氧化酶系统就会得到

加强［１７］，这是保护植物不受氧化胁迫的抗逆性机制之一［１８］。

ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ作为植物细胞主要的保护酶，协调作用共
同清除植物体内活性氧。万林等研究发现，Ｈ２Ｏ２浸种处理极
大地促进了低温下油菜叶片中的 ＰＯＤ、ＣＡＴ活性的提高，使
得植物体内多余的活性氧被迅速清除，降低了 ＭＤＡ含量，以
减少膜伤害［８］；吕军芬等发现 Ｈ２Ｏ２浸种处理能显著提高低
温胁迫下西瓜（Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓｌａｎａｔｕｓ）叶片的 ＳＯＤ活性［１９］。本试

验结果表明，低温胁迫下油菜叶片的 ＳＯＤ、ＰＯＤ活性呈先升
后下降的趋势，而ＣＡＴ的活性呈一直下降的趋势。这可能是
由于ＣＡＴ对低温胁迫的反应与 ＰＯＤ、ＳＯＤ略有不同，ＣＡＴ对
低温胁迫比较敏感。与对照相比，Ｈ２Ｏ２浸种处理显著提高了
油菜幼苗叶片中 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ活性。结合 ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２含
量，以及Ｏ－２·产生速率可以推断，前期（小于３ｄ）的低温胁迫
是一个抗寒锻炼的过程。随着胁迫程度的增强，细胞膜抗氧

化系统遭到破坏。

ＡｓＡ和ＧＳＨ是植物体内重要的非酶抗氧化剂。在防止
细胞膜过氧化、保持细胞膜系统的完整性、延缓细胞的衰老和

增强植物抗逆性方面发挥着重要功能［２０］。本试验结果表明，

在胁迫初期，ＡｓＡ含量随着幼苗的生长而上升，而 ＧＳＨ含量
则先升高后下降。Ｈ２Ｏ２处理的ＡＳＡ含量均一直显著高于对
照；处理后期（≥６ｄ时），Ｈ２Ｏ２处理的 ＧＳＨ含量也显著高于
对照。这说明Ｈ２Ｏ２浸种能提高ＡＳＡ、ＧＳＨ含量，以减轻油菜

的膜 脂 过 氧 化，增 强 其 耐 寒 性。这 与 小 麦 （Ｔｒｉｔｉｃｕｍ
ａｅｓｔｉｖｕｍ）［２１］、草莓（Ｆｒａｇａｒｉａ×ａｎａｎａｓｓａ）［２２］等的研究相一致。

综上所述，低温胁迫下，Ｈ２Ｏ２浸种处理能够通过降低
ＭＤＡ含量、ＲＯＳ水平以及提高抗氧化酶（ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ）活
性、增加非酶抗氧化剂（ＡｓＡ、ＧＳＨ）含量来提高油菜抗寒性，
缓解低温胁迫伤害。尽管本研究没有涉及外源 Ｈ２Ｏ２处理对
油菜后期生长和产量的影响，但外源 Ｈ２Ｏ２处理有助于低温
胁迫下油菜苗期的生长发育，必然可以增加油菜生物量的积

累，从而减少低温造成的产量损失。
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表１　不同嫩砧嫁接时间对猕猴桃嫁接成活和保存的影响

嫁接日期

（月－日）
萌芽日期

（月－日）
萌发时间

（ｄ）
嫁接数量

（株）

成活数

（株）

保存数

（株）

成活率

（％）
保存率

（％）

０５－１５ ０５－２４ ９ １５０ １３５ １２５ ９０．００ ９２．５９
０６－１４ ０６－２３ ９ １３６ １３３ １３３ ９７．７９ １００．００
０７－１７ ０７－２６ ９ １４５ １３０ １１５ ８９．６６ ８８．４６
０８－１５ ０８－２５ １０ １２３ １００ ９１ ８１．３０ ９１．００
０９－１２ ０９－２４ １２ ２４５ ２３３ ２２５ ９５．１０ ９６．５７
１０－１５ １０－２８ １３ １２３ １０９ ９８ ８８．６２ ８９．９１

　　注；萌发时间＝萌芽数达到嫁接数５０％的日期－嫁接日期。

１４日嫁接的猕猴桃苗成活 ４个月时的茎粗相对最大，为
０．８６ｃｍ，其次是５月１５日、７月１７日嫁接的猕猴桃苗，其茎
粗可达到０．８０ｃｍ；８月１５日、９月１２日嫁接的猕猴桃苗其茎
粗分别为０．７８、０．７５ｃｍ；１０月１５日嫁接的猕猴桃苗其茎粗
相对最小，仅为０．７４ｃｍ；从嫁接苗茎粗整个生长动态来看，６
月１４日嫁接的猕猴桃苗生长相对较旺，而９月１２日、１０月
１５日这２个时间嫁接的猕猴桃苗，由于生长不久就临近冬
季，猕猴桃苗很快落叶进入休眠期而停止生长。

３　小结与讨论

在嫁接试验中，用锡片箍住嫁接部位，嫁接口、接穗是裸

露的，不是传统的薄膜密封或只露芽眼包扎，必须采用覆盖薄

膜的拱棚，并及时将嫁接的营养杯苗置于棚内保湿，同时保持

营养杯内土壤湿润，不要过湿或过干。另外，在自然环境下应

适当遮阴、通风，避免棚内高温、高湿和太阳直射，否则苗易感

染疫霉病或炭疽病而导致死苗严重。

整体而言，５—１０月均能进行猕猴桃嫩砧嫁接，且成活率
在８０％以上。综合猕猴桃嫁接苗萌芽后的生长情况，以６月
１４日嫁接的猕猴桃苗成活率和保存率相对最高，出苗时间相
对最短，生长相对较旺且茎粗最粗。通过猕猴桃嫩砧嫁接，可

使猕猴桃嫁接苗的出苗时间由传统方法的２年缩短至１年，
大大提高了工作效率，同时也使猕猴桃的挂果时间提前，收益

增加。须补充说明的是，由于整个嫁接试验的时间相对较长，

砧木的茎粗也随时间的推移而逐渐增粗，后期嫁接使用的接

穗也比早期的要粗，这将会对嫁接苗的生长产生一定影响。
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