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　　摘要：以大花耧斗菜为研究对象，将其置于０～４℃的低温下，采用徒手切片法和石蜡切片法，显微观察气孔、栅栏
组织、海绵组织及维管束的叶片解剖结构在低温胁迫下的变化。通过测定叶绿素、可溶性蛋白、脯氨酸与丙二醛含量

来分析耧斗菜叶片生理特性在低温胁迫下的变化特点。结果显示，低温胁迫下叶色由墨绿色变成黄色。随着低温胁

迫时间的延长，耧斗菜叶片的下表皮气孔密度在０～７ｄ变化不显著，低温胁迫２１ｄ气孔密度显著减小，从 ３０个／ｍｍ２

降低到１２个／ｍｍ２。气孔大小、气孔开度先增大后减小。叶片栅栏组织厚度随着胁迫时间的延长显著减小，从
１４．２０μｍ减小到６．０１μｍ，而海绵组织厚度显著增大，从 ８．５１μｍ增大到 １２．００μｍ，栅海比则显著减小。维管束口
径显著增大，从１．２０μｍ增长到３．２６μｍ。叶片可溶性蛋白含量随着胁迫时间的延长，前２ｄ升高，而后逐渐下降６ｄ
后又升高。脯氨酸含量在低温胁迫前４ｄ呈上升趋势，后逐渐下降，至胁迫１０ｄ时有所回升。丙二醛含量在低温胁迫
下呈现先升高后降低，６ｄ后又逐渐升高的趋势。
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　　影响植物的气候因素很多，温度是影响植物地理分布的
主导因素，植物栽培中经常遇到冷害冻害，低温影响植物的生

长代谢，不仅引起植物的各项相关生理指标变化，导致植物生

长受损，甚至会导致植株死亡［１］。全面又深刻地认识到植物

的低温伤害机理，有助于更好地找到解决低温伤害问题的方

案［２］。目前，国内外关于低温胁迫的研究越来越详细。国际

上对于植物的抗寒性研究也已经十分成熟，无论是植株、器

官、细胞还是基因层次都有涉及。我国关于低温胁迫对植物

生理特性影响的研究最初主要集中于生理生化方面，目前逐

步转向更加深入的分子水平研究层面［２］。植株层次：植物的

生长过程对温度很敏感，低温能影响植物的生长代谢，引起植

物相关生理指标变化，导致植物的生长受损，严重时导致死

亡。细胞层次：低温会使细胞的栅栏组织变薄，海绵组织则变

厚，同时，植物的维管束口径增大［３］。山西地处黄土高原，冬

季气候寒冷而干燥，雨雪稀少，低温冻害易发，耧斗菜耐旱耐

寒而且管理粗放，适宜在山西大面积种植以用于绿化建设。

关于耧斗菜，无论是其在园林美化中的应用还是其生长过程

中的生理特征，以及其药用价值等方面都有人涉及并深入研

究，取得不少的研究成果。如陈菲等在对低温胁迫对耧斗菜

脯氨酸和可溶性蛋白含量的影响的研究中发现，可溶性蛋白

含量随低温胁迫程度的加深而增加［４－５］。但国内在低温胁迫

对耧斗菜叶片形态和生理特性方面的影响尚未报道。

１　材料与方法

１．１　试验材料与试剂
　　供试材料为大花耧斗菜（ＡｑｕｉｌｅｇｉａｇｌａｎｄｕｌｏｓａＦｉｓｃｈ．），
２０１６年１０月定植于吕梁学院，采用海尔立式冰柜进行０～
４℃ 低温处理。试验时间为２０１６年１０月至２０１７年７月。
１．２　试验设计
　　取６～９张叶长势一致的耧斗菜返青植株９０株，３０株为
一组，置于０～４℃的立式冰柜中低温处理，分别在低温处理
０、７、１４、２１ｄ时取样，以０ｄ的叶片形态和解剖结构为对照，
观察低温胁迫下耧斗菜叶片解剖结构，记录变化数据，每组重

复３次。
　　取６～９张叶长势一致的耧斗菜返青植株９０株，３０株为
一组。置于０～４℃的立式冰柜中低温处理，分别在低温处理
０、２、４、６、８、１０ｄ时取样，以０ｄ的大花耧斗菜叶片的各项生
理指标为对照，测定叶绿素、脯氨酸、丙二醛与可溶性蛋白的

含量［６］，每组重复３次。
１．３　测定指标及方法
１．３．１　叶片形态指标测定方法　耧斗菜叶片形态观察：直接
观察叶片生长形态及颜色，用 ＲＨＳ植物比色卡进行比较，并
做记录。耧斗菜叶片气孔密度和气孔开度的测定及计算：将

做好的大花耧斗菜徒手切片，在生物显微镜下观察，低倍镜视

野，再高倍镜观察，拍照记录气孔个数，显微测微尺测量气孔

大小、开度，记录数据，计算气孔密度。计算公式：视野的面

积＝π×半径２；气孔密度＝视野中气孔的个数／视野的面积。
耧斗菜叶片栅海组织厚度的测定及栅海比的计算：选取

大花耧斗菜叶片横切石蜡切片［７］，在生物显微镜下，先低倍

镜视野观察，再换高倍镜观察并拍照记录，利用显微测微尺测

量栅栏、海绵组织的厚度，计算栅海比。栅海比＝栅栏组织厚
度／海绵组织厚度。

耧斗菜叶片维管束口径的测定：选取大花耧斗菜叶片靠

近叶柄的部位做横切石蜡切片，在显微镜下观察，先用低倍镜
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找到观察的视野并拍照记录，再换高倍镜观察并拍照记录，用

显微测微尺测量维管束口径，并记录数据。气孔观察与测定：

取大花耧斗菜基生叶下表皮的徒手切片，观察叶片气孔并测

量有关数据（气孔密度、气孔大小、气孔开度）。

１．３．２　生理生化指标测定方法及计算　采用丙酮乙醇法测
定叶绿素含量［８］；采用酸性茚三酮法测定脯氨酸含量［９－１０］；

采用硫代巴比妥酸法测定丙二醛含量［１１－１３］，采用考马斯亮蓝

法测定可溶性蛋白含量［１０］。

１．４　数据统计及分析
　　采用Ｅｘｃｅｌ软件进行数据的录入和数据库的建立以及数
据图表的制作，采用ＳＰＳＳ进行方差分析及显著性检测［１４－１５］。

２　结果与分析

２．１　低温胁迫对耧斗菜叶色的影响
　　对比ＲＨＳ植物比色卡，低温处理０ｄ叶片呈墨绿色，低
温处理７ｄ后叶片呈草绿色，低温处理１４ｄ后叶片边缘干
枯，叶肉细胞呈嫩绿色，叶脉呈草绿色，低温处理２１ｄ后，叶
片边缘卷曲，叶肉细胞呈黄色，叶脉仍呈草绿色。分析可

得，低温胁迫影响耧斗菜叶色，使其从墨绿色逐渐变成黄

色，且对叶肉颜色影响明显，叶片颜色呈现与叶肉和叶脉不

同的色泽。

２．２　低温胁迫对耧斗菜叶片气孔密度和开度的影响
　　耧斗菜叶片上表皮几乎没有气孔分布。下表皮中，常温
下的耧斗菜叶片气孔明显多于低温胁迫后的叶片。表１显
示，随着低温胁迫时间的延长，气孔密度显著减小，其中气孔

密度在低温胁迫７ｄ与正常环境下植株差异不显著，低温胁
迫１４、２１ｄ气孔密度与正常环境下植株差异显著，从
３０个／ｍｍ２降低到１２个／ｍｍ２。低温胁迫对耧斗菜叶片气孔
横径无显著影响，低温胁迫１４、２１ｄ气孔纵径有变化，但与常
温下植株差异不显著。低温胁迫对耧斗菜叶片气孔开度有显

著影响，低温胁迫 ２１ｄ气孔开度与常温下植株相比显著
降低。

表１　低温胁迫下下表皮气孔比较

胁迫时间

（ｄ）
气孔密度

（个／ｍｍ２）
气孔大小

（μｍ×μｍ）
气孔开度

（μｍ×μｍ）

０ ３０±５ａ （３０±５）ａｂ×（２０±５）ａ（２０±２）ａ×（４±１）ａ
７ ２８±４ａ （４０±５）ａ×（１０±３）ａ （２５±５）ａ×（５±１）ａ
１４ １６±１ｂ （２５±５）ｂ×（２０±５）ａ （２０±３）ａ（×２±１）ｂ
２１ １２±３ｂ （２０±５）ｂ×（１５±１）ａ （１０±２）ｂ×（１±０）ｂ

　　注：同列数值后不同小写字母表示在０．０５水平差异显著。下
表同。　

２．３　低温胁迫对耧斗菜叶片栅栏组织、海绵组织厚度的影响
　　从表２可以看出，低温胁迫对耧斗菜叶片解剖结构影响
显著。随着胁迫时间的延长，大花耧斗菜叶片栅栏组织厚度

显著减小，从１４．２０μｍ减小到６．０１μｍ，而海绵组织厚度显
著增大，从８．５１μｍ增大到１２．００μｍ，栅海比则显著减小。
２．４　低温胁迫对耧斗菜叶片维管束口径的影响
　　维管束在植物体中承担着运输水分和营养的作用。从表
３中可以看出，在低温胁迫下，随着胁迫时间的延长，耧斗菜
叶片维管束口径显著增大，从１．２０μｍ增长到３．２６μｍ。低
温处理０ｄ的维管束口径显著小于低温处理７、１４、２１ｄ的维

表２　低温胁迫对耧斗菜叶片栅海组织的影响

时间
栅栏组织厚度

（μｍ）
海绵组织厚度

（μｍ） 栅海比

０ １４．２０±０．３０ａ ８．５１±０．５７ａ １．６７±０．０８ａ
７ ９．０５±０．５１ｂ １０．４３±０．１５ｂ ０．８７±０．０４ｂ
１４ ７．００±０．６１ｃ １１．２０±０．２４ｃ ０．６３±０．０７ｃ
２１ ６．０１±０．１８ｄ １２．００±０．１８ｄ ０．５０±０．０１ｄ

表３　低温胁迫对维管束口径的影响

胁迫时间

（ｄ）
维管束口径

（μｍ）

０ １．２０±０．３０ｃ
７ ２．１９±０．１１ｂ
１４ ２．８４±０．３５ｂ
２１ ３．２６±０．２６ａ

管束口径。低温胁迫处理 ２１ｄ，维管束口径最大，达到
（３．２６±０．２６）μｍ。
２．５　低温胁迫对耧斗菜叶片叶绿素含量的影响
　　从图１可看出，低温胁迫下植株叶片的叶绿素含量低于
常温下植株的叶绿素含量，并且随着低温胁迫时间的延长，叶

绿素含量逐渐下降。而胁迫８ｄ后，叶绿素含量又逐渐上升。
２．６　低温胁迫对耧斗菜叶片可溶性蛋白含量的影响
　　从图２可看出，随着胁迫时间的延长，可溶性蛋白含量呈
现先升高后下降再升高的趋势。低温胁迫２ｄ后，耧斗菜叶
片可溶性蛋白含量略高于常温下处理的叶片，低温胁迫４ｄ
后，可溶性蛋白含量逐渐降低，至胁迫６ｄ达到最低，胁迫８ｄ
可溶性蛋白含量有所增加，但仍低于常温下处理的耧斗菜

叶片。

２．７　低温胁迫对耧斗菜叶片脯氨酸含量的影响
从图３可看出，随着胁迫时间的延长，耧斗菜叶片脯氨酸

含量呈现先升高后下降再升高的趋势。低温胁迫前４ｄ，耧斗
菜叶片脯氨酸含量升高，且高于常温下叶片，低温胁迫 ４ｄ
后，脯氨酸含量逐渐降低，至胁迫１０ｄ时有所回升，且脯氨酸
含量略高于常温下的处理。

２．８　低温胁迫对耧斗菜叶片丙二醛含量的影响
从图４可看出，随着低温胁迫时间的延长，丙二醛含量呈

现波动，先升高后降低再升高。低温处理前４ｄ，丙二醛含量
逐渐升高，４～６ｄ丙二醛含量降低，６ｄ后又逐渐升高［１４］。

３　讨论

　　本研究以大花耧斗菜为试验材料，研究结果发现低温胁
迫下叶片从墨绿色变为黄色，气孔变小，栅栏组织厚度减小，

海绵组织厚度和维管束口径增大，各项生理指标发生变化，充

分说明了耧斗菜对低温的适应性，也符合大部分植物对低温

的适应性。之前的报道表明，具有较强抗寒性的植物的叶解

剖结构均呈现栅栏组织增厚且排列紧密的现象，而本试验中

栅栏组织厚度虽呈现减小的趋势，但细胞排列比常温下紧密。

气孔密度、气孔大小、气孔开度是植物调节自身蒸腾作用的反

应。气孔减少在一定程度上会导致植物光合作用降低，气孔

开度减小使植物蒸腾作用降低，从而使植物生理机能降低，达

到保护自我的目的，也充分证明了耧斗菜有抗寒能力。但由

于没有继续加长跟踪测定大花耧斗菜气孔密度、气孔大小及
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气孔开度的处理时间，故无法判断大花耧斗菜植株的耐寒

范围。

　　植物的生命活动离不开光合作用，植物为了抵御低温，各
项生命活动速率都会在一定程度上降低，从而导致植物叶绿

素含量降低。大花耧斗菜叶绿素含量呈现先升高后降低再升

高的趋势，但上升趋势并不显著，这一趋势与文献结果相一

致。但由于没有继续加长处理时间跟踪测定，故无法判断大

花耧斗菜植株的耐寒范围。

　　可溶性蛋白是重要的渗透调节物质和营养物质，可以以
小分子状态溶于水或其他溶剂，其增加和积累能提高细胞的

保水能力，从而使植物能够更好地抵抗低温胁迫对自身造成

的不良影响［６，８，１０，１６－１７］。在低温胁迫２ｄ时，大花耧斗菜植株
可溶性蛋白含量升高，２ｄ后开始下降，６ｄ后又逐渐上升，与
查阅文献结果一致。游离脯氨酸是构成植物蛋白质的一种重

要氨基酸。低温胁迫０～４ｄ时，脯氨酸含量逐渐升高，４ｄ后
逐渐降低，至胁迫１０ｄ时又有所回升，且略高于常温处理。
丙二醛是植物膜脂受活性氧作用产生的物质，是过氧化物的

最终分解产物，丙二醛的大量积累会破坏植物细胞膜，对植物

的生理活性造成毒害，其含量越多，细胞膜脂过氧化的程度就

越大，植物受伤越严重［６，８，１８－２０］。在低温胁迫２～４ｄ时，大花
耧斗菜植株丙二醛含量一直呈现上升趋势，４ｄ后开始下降，
６ｄ后又呈现上升趋势。

另外，试验中各项生理指标均呈现出先升高后降低再升

高的趋势，推测可能是试验中所取材料的差异导致，最后２次
取材时所选材料是长出的新叶，而前面取材时选用的叶片是

老叶，从而使最后２ｄ所测得的生理指标均呈现上升趋势。
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