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　　摘要：为了探索在自然越冬条件下，美国红枫系列品种耐寒性的强弱，以红花槭４年生苗、红花槭３年生苗和改良
美国红枫１年生苗为材料，以乡土树种五角枫为对照，测定上述４种树种休眠枝条内超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化
物酶（ＰＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）及其同工酶的活性。结果表明，随着入冬温度不断降低，４个树种 ＳＯＤ、ＰＯＤ和 ＣＡＴ
活性呈上升趋势，ＳＯＤ、ＰＯＤ同工酶表现出与低温的相关性，且种间差异明显；回温后，３种酶的活性也相应降低。由
结果可以看出，４种树种在自然越冬过程中都能够通过增加ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ及其同工酶活性来增强自身的抗寒能力，
且抗寒能力表现由强到弱依次为五角枫、改良美国红枫、红花槭４年生苗、红花槭３年生苗。
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　　美国红枫（ＡｃｅｒｒｕｂｒｕｍＬ．）是北美地区红枫的统称。美
国红枫是槭树科槭属落叶大乔木，因其秋季色彩夺目，树冠整

洁，被广泛应用于公园、小区、街道栽植，是近几年来引进的优

良城市园林的理想珍稀树种之一。近年来，国内许多地区开

始引种栽培美国红枫，美国红枫有许多改良的园艺品种，改良

美国红枫是从众多品种中选育的４０余个非常优秀的园艺栽
培品种的统称。美国红枫和改良美国红枫春夏季叶色为绿

色，秋季变为火红色，是优良的彩叶树种［１］。

　　近年来，有关美国红枫系列品种的抗性及适应性研究已
有一些报道。刘毓在国外优良彩叶槭树资源引种及适应性研

究中对改良美国红枫（Ａｃｅｒｒ．×ｆｒｅｅｍａｎｉｉ‘ＡｕｔｕｍｎＢｌａｚｅ’）进
行了生物学特性观察和耐寒性观测，认为所引种彩叶槭树品

种在引种地济南市存在长期生存的可能性［２］。王菲等报道

了沈阳地区栽种的红花槭（Ａｃｅｒｒｕｂｒｕｍ）在低温胁迫下几种生
理指标的变化，初步得出红花槭可以抵御 －３５℃的低温，可
以在沈阳地区露地越冬［３］。刘广林等报道了沈阳地区引种

的红花槭、自由人槭（Ａｃｅｒｒ．×ｆｒｅｅｍａｎｉｉ‘ＡｕｔｕｍｎＢｌａｚｅ’）的半
致死温度以及自然越冬过程中含水量等生理指标的变化，结

果表明，在自然越冬过程中，束缚水／自由水值，以及可溶性
糖、可溶性蛋白、丙二醛含量随着温度的降低均呈现先增加后

降低的趋势［４］。目前，关于美国红枫系列品种在低温逆境下

细胞内保护酶活性的变化并没有系统的研究报道，但已经有

大量研究表明，植物的保护酶系统影响了植物的抗寒性。植

物组织因为受到寒害而产生大量活性氧，会破坏细胞的正常

功能以致影响植物的生长和发育［５］。植物体内的超氧化物

歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）是重
要的防御保护酶，能够清除组织内多余的自由基，使活性氧保

持动态稳定的水平，从而保护其细胞本身不受危害［６－９］。因

此，当植物受到胁迫时，可以通过ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ三者共同作
用来清除机体内累积的自由基［１０－１１］。低温胁迫在引起植物

体内抗氧化酶活性变化的同时，还能诱导抗氧化酶同工酶活

性的增加。殷有等对白皮松幼苗抗寒性的研究表明，其机体

内ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ的活性随温度降低明显提高，说明３种
酶的活性是影响白皮松幼苗抗寒性强弱的关键因素［１２］。对

金边卫矛（Ｅｕｏｎｙｍｕｓｒａｄｉｃａｎｓ‘Ｅｍｏｒａｌｄ＆Ｇｏｌｄ’）［１３］、加拿大
糖槭（ＡｃｅｒｎｅｇｕｎｄｏＬｉｎｎ）［１４］、杨树（ＰｏｐｕｌｕｓＬ．）［１５］等植物的
ＳＯＤ、ＰＯＤ以及相应同工酶活性的测定结果也表明，植物的抗
寒性与保护酶系统的活性有显著相关性。

本研究拟通过对引进的美国红枫系列品种苗木在辽宁沈

阳地区自然越冬过程中各项保护酶活性和同工酶活性变化的

研究，明确各树种的抗寒能力和低温适应机制，为沈阳地区引

种与栽培美国红枫等系列树种及通过保护酶活性评价其抗寒

性提供理论依据。

１　试验地概况

试验地位于辽宁省沈阳市东陵区高坎镇兴隆村，该地区

与抚顺市接壤，属于半湿润季风气候，冬寒时间较长，近６个
月，降雪较少；夏季时间较短，多雨；春季多风；秋季晴朗。该

地日照充足，四季分明。年平均气温６．２～９．７℃，极端最高
气温３８．３℃，极端最低气温－３２．９℃。受季风影响，降水集
中在夏季，全年降水量６００～８００ｍｍ，集中于６—８月，占全年
的６２．５％，年平均相对湿度６１％，年日照时数约２５１６ｈ，全
年无霜期１５５～１８０ｄ。于２０１２年１１月１日至２０１３年３月
１６日对试验地实测最高和最低温度进行了记录，详见表１。
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表１　２０１２年冬季至２０１３年春季期间采样地温度变化

日期
最高温度

（℃）
最低温度

（℃）

２０１２年１１月１日 ６ －５
２０１２年１１月１６日 ０ －６
２０１２年１２月２日 ５ －７
２０１２年１２月１６日 －８ －１８
２０１３年１月１日 －１１ －２８
２０１３年３月１日 －１２ －２５
２０１３年１月１６日 －２ －１８
２０１３年２月１日 ２ －８
２０１３年２月１６日 １ －１０
２０１３年３月１６日 １０ ３

２　材料与方法

２．１　材料与处理
本试验所用红花槭为从山东青岛引进的实生苗；改良美

国红枫为从山东青岛引进的 １年生扦插苗；五角枫（Ａｃｅｒ
ｅｌｅｇａｎｔｕｌｕｍ）为当地播种的繁殖苗。从 ２０１２年 １１月初至
２０１３年３月中旬，每隔１５ｄ分别对红花槭４年生苗、红花槭３
年生苗、改良美国红枫１年生苗、五角枫３年生苗的１年生休
眠枝进行采样。将材料洗净擦干后，直接放于－２０℃冰箱中
恒温保存，用于测定超氧化物歧化酶、过氧化物酶、过氧化氢

酶及其同工酶活性几项生理指标。测量时剪成１５ｃｍ长的枝
段，每组测量选取９段枝条，３次重复。
２．２　测定方法
２．２．１　ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ活性的测定　ＳＯＤ活性测定采用氮
蓝四唑还原法，ＰＯＤ活性测定采用愈创木酚法［１６］，ＣＡＴ活性
测定采用紫外吸收分光光度法。

２．２．２　ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ同工酶活性的分析　（１）酶液提取。
称取０．５ｇ冷冻样品枝条，在冰浴条件下加２ｍＬ酶提取液
（０．１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值７．５的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液），研磨至匀浆，加
入离心管内，然后在低温冷冻离心机中于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ，吸取１ｍＬ上清液，加入１ｍＬ１０％甘油，１ｍＬ
４０％蔗糖，即为待测酶提取液。

（２）制胶。测定ＳＯＤ同工酶分离胶浓度为１０％，浓缩胶
浓度为４％。先配制分离胶，后配制浓缩胶，在即将灌胶前再
分别加入过硫酸铵（ＡＰ）、四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ）试剂，在分
离胶中加入 １５０μＬＡＰ、３２μＬＴＥＭＥＤ，在浓缩胶中加入
５０μＬＡＰ、１５μＬＴＥＭＥＤ。

（３）灌胶、加样。混匀后立即沿玻璃板边缘用移液器将
分离胶缓缓注入胶室中，注胶过程中要防止气泡产生，胶液加

到距玻璃板边缘１ｃｍ处为止，立即用移液器在胶溶液上加满
无水乙醇，静置５ｍｉｎ，待分离胶上出现清晰的界面时，将上层
无水乙醇倒掉，用移液器加入配制好的浓缩胶，加满浓缩胶后

立即插入１０孔样品梳，注意不要带入气泡。静置１０ｍｉｎ后，
轻轻拔出梳子，将２μＬ溴酚蓝点在消毒一次性手套上，吸取
２０μＬ样品液，混入溴酚蓝中，将吸取的２０μＬ混合液加入槽
点中，应保证每个槽点的上样量相同。

（４）电泳。采用垂直平板聚丙烯酰胺凝胶电泳法［１７］。

（５）染色。ＳＯＤ同工酶的染色采用四氮唑蓝（ＮＢＴ）法；

ＰＯＤ同工酶的染色采用醋酸－联苯胺法；ＣＡＴ同工酶的染色
采用铁染色法［１８］。

２．３　图像扫描与数据分析
用ＵＭＡＸＰｏｗｅｒｌｏｏｋ２１００ＸＬ扫描仪对ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ的

同工酶凝胶进行扫描并保存图像。用 ＡｄｏｂｅＰｈｏｔｏｓｈｏｐＣＳ４
软件对图像进行处理。

３　结果与分析

３．１　ＳＯＤ活性的变化
由图１可以看出，在自然越冬过程中，红花槭４年生苗、

红花槭３年生苗、改良美国红枫ＳＯＤ活性均呈先上升后下降
的趋势。其中在１１月份刚进入冬季时，温度下降幅度较小，３
种红枫ＳＯＤ活性基本维持在较低的水平。但到１２月上旬外
界温度下降较快时，几种红枫 ＳＯＤ活性急剧上升，红花槭４
年生苗、红花槭３年生苗和改良美国红枫ＳＯＤ活性分别在１２
月１６日、１２月１日和１月２日时达到峰值，分别比１１月１日
最初测定时的活性提高了２．３４、２．３３、２．５６倍。结果表明，在
整个越冬季节，几种树种的ＳＯＤ活性会随着低温胁迫的加强
逐渐增大，其中五角枫的升幅表现最大，改良美国红枫以及红

花槭４年、３年生苗的升幅依次递减。

３．２　ＳＯＤ同工酶活性的变化
从图２可以看出，迁移率为０．１７、０．２３、０．３４的 ＳＯＤ同

工酶条带几乎为几种树种所共有。红花槭４年生苗和３年生
苗条带表现接近，但是红花槭３年生苗相比４年生苗缺少了
迁移率为０．２１、０．３４的条带，３年生苗 Ｒｍ ＝０．１７、０．２３、０．２５
的条带在整个取样过程中均表现为弱于４年生苗。改良美国
红枫比红花槭少了Ｒｍ＝０．１５、０．２５的２个条带，但其他条带
表现比较强。五角枫在４种树种中的 ＳＯＤ同工酶条带数最
多。结果表明，各树种的ＳＯＤ同工酶会在温度降低时表现出
相应增强的趋势，且抗寒性越强的树种同工酶条带的数量越

多，每个种树在不同时期其ＳＯＤ同工酶的强弱也不相同。
３．３　ＰＯＤ活性的变化

图３结果显示，在自然越冬过程中，４种树种的ＰＯＤ活性
的基本走势都是先升高后下降，但红花槭３年生苗ＰＯＤ活性
虽然有所升高，但是变化比较平缓。红花槭４年生苗和改良
美国红枫的ＰＯＤ活性总体上处于较高的水平，五角枫在１１
月初期到１２月上旬时的ＰＯＤ活性均最低，但在１２月中旬有
个大幅度提升，与红花槭４年生苗和改良美国红枫在同一时
期的ＰＯＤ活性水平相当。结果表明，４种树种的ＰＯＤ活性会
随着越冬过程中温度的降低逐渐增强，红花槭４年生苗达到
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极值时表现出的活性最高，但是五角枫从越冬初期到最低温

时ＰＯＤ活性的升幅最大，改良美国红枫稍次之，红花槭３年
生苗的走势则较平缓，可见该树种通过增加ＰＯＤ活性来抵御
低温胁迫的能力较弱。

３．４　ＰＯＤ同工酶活性的变化
如图４所示，４种树种均含有Ｒｍ＝０．１７、０．２３、０．２６、０．３８

的这几条ＰＯＤ同工酶条带。红花槭４年生苗的条带总体上
要强于３年生苗。改良美国红枫比红花槭３年、４年生苗多
出了Ｒｍ＝０．８８、０．９２、０．９６的３条条带，其 Ｒｍ ＝０．２０、０．２３、

０．３８、０．４０的这 ４条条带要强于另外 ２种红枫。五角枫的
ＰＯＤ同工酶条带数最多，共有１２条，五角枫的 Ｒｍ ＝０．２３、０．
３８的条带表现较强，强于其他３种红枫。结果表明，ＰＯＤ同
工酶也与几种树种的抗寒性相关，其中抗寒性较强的品种其

同工酶谱带也表现较强。可以看出，整体上五角枫的条带数

最多，且条带表现均较强，其次是改良美国红枫、红花槭４年
生苗，红花槭３年生苗的同工酶条带则表现最弱。
３．５　ＣＡＴ活性的变化

从图５可以看出，红花槭４年、３年生苗和改良美国红枫
在自然越冬过程中的ＣＡＴ活性总体呈先升后降的趋势，但是
五角枫的ＣＡＴ活性在整个冬季的走势平缓。在越冬初期，３
种红枫的ＣＡＴ活性呈先缓慢上升后急剧上升的趋势，１１月１
日至１１月１７日，变化比较平缓，升幅不大，１２月初至１２月中
旬，酶活性急剧增加，并且３种红枫先后达到峰值，其中红花
槭４年生苗、改良美国红枫分别在１月２日、１２月１６日达到
最大值 １４０．７、１５０．６Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ），分别比测定初期值高
１．５６、１．６２倍，红花槭 ３年生苗在 １月 ２日达到最大值
１０２．９Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ），比测定初期值高１．３４倍。五角枫ＣＡＴ活
性在冬季低温时达到最大值，比初期测定值高了１．８０倍，相比
另外３种树种在整个取样期间的总体酶活性变化幅度最大。
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３．６　ＣＡＴ同工酶活性的变化
由图６可见，ＣＡＴ同工酶图谱中的 ４种树种均出现了

ＣＡＴ同工酶条带，且其迁移率相同，Ｒｍ ＝０．９４。结果表明，几
种树种的ＣＡＴ同工酶条带变化无明显差异，且均含有同一条
条带，表明植物体中已测出的这一种ＣＡＴ同工酶可能与几种
树种的抗寒性不直接相关，但是却能协调体内的Ｈ２Ｏ２平衡。

４　结论与讨论

植物在遭受低温逆境时，体内的自由基增多，其自身会激

发ＳＯＤ、ＰＯＤ等植物体内的酶促防御系统，从而阻止膜脂过氧
化，使其活性适应胁迫。可以通过提高护酶活性来清除过多的

自由基，使其在一定范围内与自由基保持相对平衡［１９］。人们

讨论的酶促防御系统中，最常被测定就是 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ，前
人有许多研究证实了植物在受到低温胁迫时，其自身酶促防御

系统会发生响应，保证植物在冬季低温下的正常生长［２０］。

　　本试验结果表明，４种树种均会通过增加其 ＳＯＤ、ＰＯＤ、
ＣＡＴ活性来保证其在低温逆境中的正常生存，这与前人的研
究结果一致［２１］。同时测定每种植物在不同时期的同工酶变

化，也发现其ＳＯＤ、ＰＯＤ同工酶活性都会随着温度的降低相
应增强，这与其活性的增加是相对应的。测定 ＣＡＴ活性发
现，随着温度降低，其活性相应增强，但是其同工酶却没有明

显变化，可能是因为ＣＡＴ在植物体中是用于清除Ｈ２Ｏ２的，也
可能只是响应Ｈ２Ｏ２的增加

［２２－２３］。

通过对各种酶活性变化的综合评价，发现在越冬过程中

温度达到最低值时，４种树种的ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ的活性增强，
从而增强了细胞膜保护系统清除活性氧的能力，其变化幅度

根据树种不同也表现出很大差异。与４个树种的 ＰＯＤ、ＳＯＤ
同工酶相比，ＣＡＴ同工酶谱带多样性较差，只有１个条带，说
明相比之下ＣＡＴ对低温胁迫不敏感。已有研究认为，抗寒性
强的品种体内保护酶类活性较高是其抗寒性强的原因之

一［２４－２５］。由此判断，４个树种的酶促防御系统反映的抗寒性
强弱依次表现为五角枫、改良美国红枫、红花槭４年生苗、红
花槭３年生苗。

本试验首次研究了越冬过程中的低温胁迫对美国红枫系

列品种抗氧化酶系统活性的影响，由本试验可以看出，不同品

种的林木因其遗传特性不同，会表现出不同的适应性和抗逆

性，今后我们需要在苗木引种和选育上找到最适合当地的树

种，以提高用于美化城市环境的植物的成活率。
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利用 Ｇｒｅｅｎｓｅｅｋｅｒ法诊断甜菜氮素营养状况
费　聪１，王维成２，李阳阳１，樊　华１
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　　摘要：利用ＧｒｅｅｎＳｅｅｋｅｒ法对不同氮素运筹下甜菜冠层归一化植被指数（ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｖｅｇｅｔａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，简称
ＮＤＶＩ）进行测定，并分析甜菜叶面积指数（ｌｅａｆａｒｅａｉｎｄｅｘ，简称ＬＡＩ）、比叶重（ｓｐｅｃｉｆｉｃｌｅａｆｗｅｉｇｈｔ，简称ＳＬＷ）、叶片叶绿
素含量以及全氮含量的变化。结果表明，甜菜冠层ＮＤＶＩ与叶片全氮含量呈极显著正相关，与叶片其他指标相关性不
显著，ＮＤＶＩ与叶片全氮含量的拟合度在叶丛快速增长期最高。因此可见，利用 ＧｒｅｅｎＳｅｅｋｅｒ法获取的 ＮＤＶＩ能够反映
甜菜叶片的氮素营养状况，ＧｒｅｅｎＳｅｅｋｅｒ法可以作为甜菜氮素营养快速无损检测的手段。
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　　为了及时掌握作物的生长情况，除了根据外观经验判断
外，运用传统的化学方法不仅破坏植株生长，而且很难快速准

确测定并了解作物叶绿素及氮素状况，因而耗力费时。目前，

遥感技术是快速获取农田作物重要营养元素及产量实时信息

的重要手段之一，植被指数是反映作物生长信息的重要光谱

参数，而ＧｒｅｅｎＳｅｅｋｅｒ是目前用于地面快速获取归一化植被指
数的主要工具［１］，并在许多国家进行了推广和示范使用。

ＧｒｅｅｎＳｅｅｋｅｒ以自带的具有高强度发光二极管发出的红光、绿
光和近红外光作为自身光源，这些光经过自身反射后再被二

极管吸收和测量，并将这些信息传递给自身携带的掌上电脑，

通过软件计算出归一化植被指数（ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，简称ＮＤＶＩ），人们通过观测 ＮＤＶＩ数据以分
析作物长势，进行氮素实时诊断，从而提供最佳施肥方案［２］。

近年来，归一化植被指数在作物营养诊断中得到广泛应

用［３－４］，它很好的解释作物生理生化参数的性能已经得到确

认［５］。研究表明，ＮＤＶＩ与作物的生长状况和发育时期关系
紧密，可用于反演作物的叶片叶绿素含量与叶片全氮

含量［６］。

甜菜是我国主要的糖料作物，近些年来由于盲目增加施
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