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　　摘要：为了探究低温胁迫处理对鹅掌楸［Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎｃｈｉｎｅｎｓｅ（Ｈｅｍｓｌ．）Ｓａｒｇ．］幼苗叶片内的活性氧和活性氮代谢
的影响，以杂交鹅掌楸幼苗为材料，在４℃条件下处理６ｄ，随后于室温下恢复２ｄ，测定不同时间段幼苗叶片内超氧化
物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、一氧化氮合成酶（ＮＯＳ）等酶活性的变化，以及超氧阴离子（Ｏ－２·）、过氧化氢

（Ｈ２Ｏ２）、一氧化氮（ＮＯ）的含量。结果表明，６ｄ的低温胁迫处理引起了杂交鹅掌楸幼苗叶片内 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＮＯＳ活性

逐渐升高；室温恢复２ｄ后叶片内ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＮＯＳ活性又有所降低，但仍高于对照。低温胁迫处理６ｄ，Ｏ－２·和 Ｈ２Ｏ２
含量升高并维持在较高的水平，ＮＯ含量也呈现增加的趋势；室温恢复２ｄ后叶片内 Ｏ－２·、Ｈ２Ｏ２和ＮＯ含量有所降低，

但仍高于对照。低温胁迫导致杂交鹅掌楸幼苗叶片积累了大量的活性氧和活性氮代谢物，引起其氧化还原系统的失

衡，进而对植株造成伤害。
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　　鹅掌楸［Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎｃｈｉｎｅｎｓｅ（Ｈｅｍｓｌ．）Ｓａｒｇ．］，别称马褂
木，是我国南方地区重要的阔叶用材树种，具有速生、材质优

良、工业利用价值高等优点，而由中国马褂木和北美鹅掌楸为

亲本经过人工杂交育成的种间杂种杂交鹅掌楸具有明显的杂

种优势，树干更通直，花叶更秀丽，生长更迅速，目前已成为我

国南方地区人工林改造的替代树种［１］。为了扩大杂交鹅掌

楸的推广应用范围，特别是进一步在我国北方大面积推广，开

展杂交鹅掌楸应对低温胁迫的生物学研究及其耐低温育种研

究具有重要意义。

植物低温耐性是其抵御低温危害的重要决定因素，低温

抗性的强弱是植物长期适应与进化的结果，并受遗传因素的

控制。但是不断增加的研究结果表明，植物对冷害或冻害的

耐受是一系列抗逆性相关基因或蛋白转录活化的结果［２］。

研究发现，植物受到冷胁迫过程中，抗逆相关基因的转录与表

达呈现一种网络状态。通过对含有２４０００个拟南芥基因的
芯片分析发现，低温可以诱导其中６５５个基因表达，同时抑制
２８４个基因的转录，表明低温胁迫激活了植物体内基因表达
的网络系统，进而调控下游蛋白质和代谢物组分的代谢变化，

从而表现出对低温胁迫的耐受或敏感性［３］。

植物应答低温胁迫的早期事件之一是氧化还原系统的变

化，特别是活性氧代谢的失调导致的过量积累。过量积累的

活性氧能改变植物体内正常的氧化还原状态，进而引发氧化

损伤，最后导致生物大分子的破坏以及植物叶片的细胞死

亡［４－７］。植物防御系统能够通过酶和非酶催化的抗氧化系统

提供足够的保护以消除正常条件下产生的活性氧损失［８］。

前期的研究发现，抗氧化系统能够被低温诱导，如超氧化物歧

化酶（ＳＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性的增加，然而植物体内
产生的过量活性氧（ＲＯＳ）可以破坏防御系统而导致氧化胁
迫［８－１０］。类似于ＲＯＳ，一氧化氮（ＮＯ）也是一种氧化还原信
号分子，能够与ＲＯＳ的一些分子发生反应［１１］，这些反应的产

物被称为活性氮（ＲＮＳ）。最近研究发现，低温胁迫能诱导
ＮＯ产生，并调控ＲＮＳ相关物质的基因表达和酶活性［１２］。已

有报道显示过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）和 ＮＯ在应答胁迫时具有协同
效应，然而在低温胁迫下植物体内活性氧和活性氮系统的变

化特征尚不清楚。

为了探究杂交鹅掌楸在低温胁迫下氧化还原系统的变

化，本研究以杂交鹅掌楸幼苗为材料，在４℃条件下处理６ｄ
并于室温条件下恢复２ｄ后，测定幼苗叶片内ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＮＯＳ
等酶活性的变化，以及 Ｏ－２·、Ｈ２Ｏ２、ＮＯ的含量，探讨低温胁
迫下杂交鹅掌楸幼苗叶片内活性氧和活性氮系统的变化

特征。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验选用的材料为笔者所在实验室杂交鹅掌楸体细胞

胚胎发生体系培养获得的再生植株，基因型为１×５００２。
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１．２　低温胁迫处理
选取在３／４ＭＳ固体培养基中生长良好、高度为５～６ｃｍ

的杂交鹅掌楸体细胞胚胎再生植株幼苗，置于恒温培养箱中

进行４℃低温处理，每２ｄ观察植株表型并取叶片，处理时间
分别为２、４、６ｄ。低温胁迫６ｄ后于室温恢复２ｄ，记为Ｒ２处
理。每个处理时间点设４５株植株。培养条件：温度（４．０±
０５）℃，光—暗周期为１４ｈ—１０ｈ，光照度３５０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），
空气湿度６５％～７０％。
１．３　生理指标的测定
１．３．１　酶活性测定　称取１ｇ叶片，在液氮中充分碾磨，加
入５ｍＬ５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液［５ｇ／ＬＰＶＰ－４０，０．１％（体积
分数）ＴｒｉｔｏｎＸ－１００，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ值为７．４），蛋白酶
抑制剂］于室温下涡旋 ２０ｍｉｎ，再于 ４℃、８０００ｇ离心
２０ｍｉｎ，取上清液用于酶活性的测定。ＳＯＤ活性的测定参考
Ｂｅａｕｃｈａｍｐ等报道的方法［１３］，ＣＡＴ活性的测定参考Ａｅｂｉ报道
的方法［１４］。一氧化氮合成酶（ＮＯＳ）活性测定使用 ＮＯＳ活性
测试试剂盒（ＣａｙｍａｎＣｈｅｍｉｃａｌ，ＡｎｎＡｒｂｏｒ，ＭＩ，ＵＳＡ），具体方
法参考试剂盒的使用说明。称取１ｇ叶片，在液氮中充分碾
磨，加入酶提取试剂［１００ｍｍｏｌ／Ｌ４－羟乙基哌嗪乙磺酸（简
称ＨＥＰＥＳ）－ＫＯＨ（ｐＨ值为７．４），１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ值为
７．４），１０％ 丙三醇（体积分数），５ｍｍｏｌ／Ｌ二硫苏糖醇
（ＤＴＴ），１０μｍｏｌ／Ｌ苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ），０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－
１００（体积分数），１０ｇ／ＬＰＶＰ－４０，２０μｍｏｌ／Ｌ黄素腺嘌呤二
核苷酸（ＦＡＤ）］，于室温下涡旋２０ｍｉｎ，再于４℃、８０００ｇ离
心２０ｍｉｎ，取上清液用于 ＮＯＳ活性的测定，具体方法参照

Ｇｏｎｚáｌｅｚ等的报道［１５］。

１．３．２　 Ｏ－２·含量和Ｈ２Ｏ２含量测定　 Ｏ
－
２·含量的测定参考

Ｒｏｏｋ等的方法［１６］，取叶片经氯化硝基四氮唑蓝（ＮＢＴ）染色
后，在液氮中碾磨，在２ｍｏｌ／ＬＫＯＨ－ＤＭＳＯ（体积比１∶１．１６）
中温育４ｈ，用酶标仪于６３０ｎｍ下测定吸光度。Ｈ２Ｏ２含量测
定参考Ｋｏｔｃｈｏｎｉ等的方法［１７］，即经二氨基联苯胺法（ＤＡＢ）染
色后的叶片在液氮中碾磨，在０．２ｍｏｌ／ＬＨＣｌＯ４中温育１ｈ，
用酶标仪于４５０ｎｍ下测定吸光度。
１．３．３　ＮＯ含量测定　切取１２ｍｍ２大小的叶片置于９６孔板
中，加１０μｍＤＡＦ－ＦＭ双乙酸盐［１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ
值为７．５）］暗室温育１０ｍｉｎ，用１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液
（ｐＨ值为 ７．５）洗 ３次后，用荧光仪测定相对 ＮＯ荧光
强度［１８－１９］。

１．４　数据处理
用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据统计分析。

２　结果与分析

２．１　低温处理对杂交鹅掌楸幼苗表型的影响
低温胁迫影响了鹅掌楸幼苗的形态。相对于室温条件

下，在低温胁迫的１～２ｄ时间段，叶片有轻微的卷曲，随着胁
迫时间的延长，叶片卷曲较为明显，特别是在低温胁迫后

６ｄ，叶片呈现出较为明显的卷曲，甚至部分植株幼苗出现了
萎蔫。但低温胁迫６ｄ后，解除低温胁迫２ｄ，幼苗叶片基本
恢复到与室温类似的形态（图１）。

２．２　低温胁迫对鹅掌楸幼苗叶片活性氧和活性氮含量的
影响

２．２．１　鹅掌楸幼苗叶片应答低温过程中活性氧含量变化　
超氧阴离子和过氧化氢是活性氧物质的２个重要成员，环境
胁迫会诱导植物产生过量的活性氧物质的积累。研究发现，

低温胁迫引起鹅掌楸幼苗叶片超氧阴离子含量先缓慢升高后

急剧升高。在低温胁迫２ｄ时，鹅掌楸幼苗叶片超氧阴离子
含量仅仅为对照植株的１．３倍；但当低温胁迫处理４ｄ和６ｄ
时，超氧阴离子含量分别增加到对照植株的４．８倍和６．６倍。
低温胁迫６ｄ后解除２ｄ，超氧阴离子含量有所降低，但仍处
于较高的水平（图２）。

同样，低温胁迫也导致鹅掌楸幼苗叶片内过氧化氢含量

的增加，但与超氧阴离子含量增加趋势有所不同。低温胁迫

２ｄ引起鹅掌楸幼苗叶片过氧化氢含量增加３．９倍，低温胁迫
处理４ｄ和６ｄ引起过氧化氢含量分别增加到对照植株的
５１倍和７．３倍。低温胁迫６ｄ后解除２ｄ，过氧化氢含量仍
为对照植物的３．７倍（图３）。

２．２．２　鹅掌楸幼苗叶片应答低温过程中一氧化氮含量变化
　低温胁迫引起了鹅掌楸幼苗叶片一氧化氮含量升高。在低
温胁迫２ｄ时，鹅掌楸幼苗叶片一氧化氮含量达到对照植株
的２．２倍；但当低温胁迫处理４ｄ和６ｄ时，一氧化氮含量分
别增加到对照植株的３．７倍和４．８倍；低温胁迫６ｄ后解除
２ｄ，一氧化氮含量略有降低，但仍是对照植株的３．４倍（图４）。
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２．３　低温胁迫对鹅掌楸幼苗叶片活性氧和活性氮相关酶活
性的影响

２．３．１　鹅掌楸幼苗叶片应答低温过程中活性氧清除酶系的
活性变化　通过测定植物体内２个关键的清除活性氧的酶
ＳＯＤ和ＣＡＴ活性，可以了解二者在低温胁迫过程中的防御作
用。ＳＯＤ是体内清除超氧阴离子的酶，可以将体内过量的超
氧阴离子催化生成过氧化氢，进而分解成水，从而解除超氧阴

离子过量积累造成的伤害。低温处理鹅掌楸幼苗植株，引起

叶片内ＳＯＤ活性的增加，且随着胁迫处理时间的延长酶活性
逐渐升高（图５）。与室温条件相比，低温胁迫处理２ｄ诱导
ＳＯＤ活性增加了１．６倍；胁迫处理４ｄ和６ｄ时 ＳＯＤ活性增
加了２～３倍；当胁迫６ｄ后解除胁迫条件恢复到室温２ｄ后，
ＳＯＤ活性降低到低温胁迫处理４ｄ时的水平（图５）。

　　ＣＡＴ可以有效地将植物体内过氧化氢分解，维持机体内
过氧化氢的动态水平。鹅掌楸幼苗植株在低温胁迫下，ＣＡＴ活
性急剧升高，在低温胁迫的２ｄ，ＣＡＴ活性增加了２．８倍，随着
胁迫时间的延长，ＣＡＴ活性缓慢升高。在胁迫６ｄ后恢复到室
温２ｄ后ＣＡＴ活性又降低到低温胁迫２ｄ时的水平（图６）。

　　从上述结果可见，鹅掌楸幼苗叶片活性氧清除酶系 ＳＯＤ
和ＣＡＴ活性在应答低温胁迫期间逐渐增强；相较于室温生长
条件下的对照植株，尽管解除低温胁迫降低了 ＳＯＤ和 ＣＡＴ
的活性，但它们在低温胁迫后的植株内仍保持较高的水平。

２．３．２　鹅掌楸幼苗叶片应答低温过程中一氧化氮合成酶的
活性变化　ＮＯＳ是催化一氧化氮合成的重要的酶。上述研
究观察到在鹅掌楸幼苗叶片中低温诱导 ＮＯ的快速增加，为
了调查ＮＯＳ对这一过程的作用，研究发现低温胁迫诱导了
ＮＯＳ活性的增加。在胁迫处理的２、４、６ｄ，ＮＯＳ活性分别增
加了约４０％、８０％、１１０％，胁迫恢复后，ＮＯＳ活性降低到对照
植株ＮＯＳ活性的１．６倍（图７）。

３　结论与讨论

在植物应答胁迫的早期阶段活性氧能够被诱导，并且被

认为是植物体内传递胁迫信号的第二信使。但是当胁迫处理

到一定程度时植物体内会产生过量的活性氧，并损伤植物

体［２０］。因此，调查胁迫状态与活性氧积累的特征变化谱有助

于了解植物应答胁迫的生理生化机制。研究发现，低温胁迫

下杂交鹅掌楸幼苗叶片内超氧阴离子自由基、过氧化氢等活

性氧物质含量显著增加，特别是随着胁迫处理时间的延长，活

性氧积累得更多。这可能是由于低温胁迫打破了植株体内氧

化还原系统的平衡状态，使活性氧产生的速度超过了活性氧

清除的速度，引起了活性氧含量的增加。为了避免植物体内

由于活性氧积累造成的氧化伤害，植物拥有复杂的抗氧化系

统来清除活性氧，其中ＳＯＤ和ＣＡＴ是２个主要的催化分解超
氧阴离子自由基和过氧化氢的抗氧化酶，可以防止活性氧的

过量积累。本研究中，低温胁迫诱导了杂交鹅掌楸幼苗叶片

内ＳＯＤ、ＣＡＴ活性的增强，ＳＯＤ、ＣＡＴ活性在低温胁迫过程中
增强可能是为了降低过量积累的活性氧对植物体的伤害。
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低温胁迫与活性氮代谢也密切相关［２１］。研究发现，低温

胁迫也引起了杂交鹅掌楸幼苗叶片内一氧化氮含量的增加，

该结果显示一氧化氮参与到植物应答低温胁迫的机制中；一

氧化氮含量的应答变化趋势与一氧化氮合成酶活性的增加呈

正相关，由此暗示ＮＯＳ活性也许被上调以便产生更多的一氧
化氮来应答低温胁迫。

已知活性氧和活性氮代谢是紧密相连且交叉反应的系

统，活性氧和一氧化氮能直接相互作用生成过氧亚硝基阴离

子等活性氮物质［２２］。本研究中，低温胁迫扰乱了活性氧和活

性氮的平衡状态，引起了活性氧和活性氮含量增加，而其自身

防御系统调动了活性氧清除酶的活性以降低活性氧含量，以

减缓其对植物体的氧化伤害（图８）。
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