
书书书

沈继朵，王　聪，张　莉，等．重组猪α干扰素工程菌的诱导表达及产物纯化［Ｊ］．江苏农业科学，２０１９，４７（９）：２１４－２１８．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１９．０９．０５０

重组猪 α干扰素工程菌的诱导表达及产物纯化
沈继朵１，王　聪１，张　莉１，栗俞程２，３

（１．河南中医药大学药学院，河南郑州４５００４６；２．河南中医药大学科研实验中心，河南郑州 ４５００４６；
３．河南省仲景方药现代研究重点实验室，河南郑州４５００４６）

　　摘要：为获得大量猪α干扰素的重组蛋白，研究了其发酵条件，并对目的蛋白进行分离纯化。考察了不同 ＩＰＴＧ
诱导浓度（０．１、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、１．２、１．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、不同诱导温度（１７、２７、３２、３７℃）、不同诱导时间（０、２、３、４、
５、６、７、８ｈ）对目的蛋白表达的影响；同时对包涵体进行提取、溶解变性进行研究，最后采用Ｎｉ柱亲和层析纯化目的蛋
白。采用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳及ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件分析电泳结果，结果显示，ＩＰＴＧ诱导浓度为 １．０ｍｍｏｌ／Ｌ、诱导温
度为２７℃、诱导时间为６ｈ时，目的蛋白表达量最多；超声波破碎细菌的最优时长循环为１０ｓ／１０ｓ；８ｍｏｌ／Ｌ尿素溶解
包涵体过夜可得到大量可溶性目的蛋白含量，Ｎｉ柱亲和层析后可去除大量杂蛋白，获得较纯的目的蛋白。可见本试
验通过优化重组猪α干扰素诱导表达条件及纯化方法，获得了高表达、高纯度的重组猪α干扰素蛋白，为今后研究其
生物活性奠定了初步基础。
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　　干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）是动物细胞在受到某些病毒感染
后，分泌的一种具有抗病毒功能的宿主特异性糖蛋白。通常

根据产生干扰素的细胞不同将其分为Ⅰ、Ⅱ型干扰素，Ⅰ型干
扰素主要包括α、β等６种，是由微生物、病毒等诱导产生，而
Ⅱ型干扰素主要包括 γ干扰素［１］。猪 α干扰素是一种广谱
抗病毒药，对猪的轮状病毒腹泻、流行性腹泻、传染性胃肠炎

等病毒有较好的疗效，可用于防治猪病毒性疾病［２］。传统猪

α干扰素表达量低、时间长，无法满足防治疾病的要求，因而
采用基因工程体外表达生产ＩＦＮ－α，重组猪α干扰素是将猪
α干扰素基因重组质粒导入大肠埃希菌原核表达系统中［３］。

目前，含有猪α干扰素基因的重组质粒在大肠杆菌中如何高
表达，如何获得纯度较高的α干扰素一直是研究领域的急需
解决的一个问题。因此，本研究以表达猪 α干扰素的基因工
程重组大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３）为试验对象，主要考察了不同
ＩＰＴＧ浓度、不同诱导温度、不同诱导时间对目的蛋白含量的
影响，并进一步地研究如何将以包涵体形式存在的目的蛋白

溶解，最后通过Ｎｉ柱亲和层析纯化了目的蛋白，旨在为后续
研究重组猪α干扰素的生物活性及产业化开发奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　菌株
重组大肠埃希工程菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ－３２ａ－ＩＦＮα，购

自天根生化科技（北京）有限公司。

１．２　试剂
彩虹２４５广谱蛋白Ｍａｒｋｅｒ、双色预染Ｍａｒｋｅｒ、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

凝胶制备试剂盒、ＩＰＴＧ、氨苄青霉素（Ａｍｐ）、尿素、盐酸胍购
自北京索莱宝科技有限公司；Ｈｉｓ标签蛋白纯化试剂盒（包涵
体蛋白）购自康为世纪生物科技有限公司；其他试剂均为国

产分析纯。

１．３　重组猪α干扰素工程菌的诱导表达
１．３．１　不同浓度ＩＰＴＧ对目的蛋白表达量的影响　用接种环
从－８０℃保藏的工程菌甘油管中蘸取菌液１环，在含有Ａｍｐ
的ＬＢ固体平板上采用分三区划线的方法进行划线接种，
３７℃ 过夜恒温培养１６ｈ。无菌操作挑取工程菌的单菌落，
放入含５μＬＡｍｐ（终浓度为１００μｇ／ｍＬ）的５ｍＬ液体培养基
ＬＢ中，３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ过夜振荡培养１５ｈ。按１％的接种量
分别接入７瓶含５μＬＡｍｐ（终浓度为１００μｇ／ｍＬ）的５ｍＬ液
体培养基ＬＢ中，另外１瓶按１％的接种量接入含６μＬＡｍｐ
（终浓度为 １００μｇ／ｍＬ）的 ６ｍＬ液体培养基 ＬＢ中，均于
３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡培养至 Ｄ６００ｎｍ约０．６时。从６ｍＬ
的ＬＢ液体培养基中，取出１ｍＬ菌液作为未诱导对照。然后
在８瓶都含有５ｍＬＬＢ液体培养基中，加入诱导剂 ＩＰＴＧ，使
ＩＰＴＧ终浓度分别为 ０．１、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、１．２、
１．５ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养６ｈ。６ｈ后每瓶分别
取出１ｍＬ菌液，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，留菌
体沉淀。沉淀用８０μＬ双蒸水吹散，加入２０μＬ５×Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ，使样品缓冲液和蛋白样品充分混匀，然后将其置于沸
水浴中煮沸１０ｍｉｎ。取上清１０μＬ进行１２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检
测表达量与ＩＰＴＧ浓度之间的关系。
１．３．２　不同浓度 ＩＰＴＧ对目的蛋白表达量的影响　按
“２１１”节的方法活化工程菌，挑取活化后的单菌落，放入含
５μＬＡｍｐ（终浓度为１００μｇ／ｍＬ）的５ｍＬ液体培养基ＬＢ中，
３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ过夜振荡培养１５ｈ。按１％的接种量分别接
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入４瓶含５μＬＡｍｐ（终浓度为１００μｇ／ｍＬ）的５ｍＬ液体培养
基ＬＢ中；于３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡培养至 Ｄ６００ｎｍ约０．６
时，每瓶培养液中分别加入终浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ，然
后将４瓶菌液分别放入１７、２７、３２、３７℃４个不同温度的恒温
摇床中，１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养６ｈ。然后各取１ｍＬ菌液，菌液离
心，样品处理方法同“１．３．１”节中步骤，取上清 １０μＬ进行
１２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测表达量与诱导温度之间的关系。
１．３．３　不同诱导温度对目的蛋白表达量的影响　按
“１３１”节的方法活化工程菌，挑取活化后的单菌落，放入含
５μＬＡｍｐ（终浓度为１００μｇ／ｍＬ）的５ｍＬ液体培养基ＬＢ中，
３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ过夜振荡培养１５ｈ。按１％的接种量分别接
入含１０μＬＡｍｐ（终浓度为１００μｇ／ｍＬ）的１０ｍＬ液体培养基
ＬＢ中；于３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡培养至 Ｄ６００ｎｍ约０．６时，
在培养液中加入终浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，取出１ｍＬ作
为未诱导对照。然后将菌液于２７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡
培养，分别于２、３、４、５、６、７、８ｈ各取１ｍＬ菌液，菌液离心，样
品处理方法同“１．３．１”节中步骤，取上清 １０μＬ进行 １２％
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测表达量与诱导时间之间的关系。
１．４　重组猪α干扰素蛋白的分离纯化
１．４．１　不同超声时间间隔对菌体破碎的影响　按“１．３．１”
节的方法活化工程菌，挑取活化后的单菌落将放入含５μＬ
Ａｍｐ（终浓度为 １００μｇ／ｍＬ）的 ５ｍＬ液体培养基 ＬＢ中，
３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ过夜振荡培养１５ｈ。按１％的接种量分别接
入含１５０μＬＡｍｐ（终浓度为１００μｇ／ｍＬ）的１５０ｍＬ液体培养
基ＬＢ中；于３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡培养至 Ｄ６００ｎｍ约０．６
时，加入终浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，于２７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振
荡培养６ｈ。取５０ｍＬ菌液，共３管，于４℃，８０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，弃上清，得到菌体。称取菌体细胞的湿质量，按每
１００ｍｇ菌体加入２ｍＬ细菌蛋白萃取剂（含２０μＬ蛋白酶抑
制剂），混合均匀，平均分到３管中，于４℃，功率３０％，超声
波破碎时间间隔分别设置为５ｓ／５ｓ、３ｓ／３ｓ、１０ｓ／１０ｓ，破碎
细胞２０ｍｉｎ，然后４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，分离上清和

沉淀，收集上清和沉淀，处理样品后进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，
确定最佳超声破碎菌体的时间。

１．４．２　不同条件溶解包涵体　按“１．３．１”节步骤得到的包
涵体沉淀用５ｍＬ０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＰＢＳ磷酸盐缓冲液吹散沉
淀，洗涤菌体，采用４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃上清，留
沉淀，重复此步骤２次。包涵体沉淀分别采用以下３种方式
处理：（１）５ｍＬ的 ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ缓冲液（４８ｇ尿素，０．５ｍＬ
Ｉｍｉｄａｚｏｌｅ，１６．７ｍＬＮａＣｌ，２ｍＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值７．９）重悬沉
淀；（２）５ｍＬ的６ｍｏｌ／Ｌ盐酸胍溶液重悬沉淀；（３）用５ｍＬ的
８ｍｏｌ／Ｌ尿素溶液重悬沉淀；３种方法均采用超声破碎１０ｍｉｎ
使其充分混匀，分别 ４℃过夜，然后 ８０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心
２０ｍｉｎ，分离收集上清和沉淀，处理样品后进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
电泳，确定最佳溶解包涵体的条件。

１．４．３　Ｎｉ柱亲和层析纯化目的蛋白　取诱导表达后的菌液
离心收集菌体，采用１０ｓ／１０ｓ超声条件超声，采用８ｍｏｌ／Ｌ尿
素溶液过夜重悬包涵体沉淀使至溶解，然后溶解后的目的蛋

白进行 Ｎｉ柱亲和层析纯化，按照 Ｈｉｓ标签蛋白纯化试剂盒
（包涵体蛋白）说明书进行操作。用１．５ｍＬＥＰ管分别收集
ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ缓冲液冲洗层析柱的液体，ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ缓冲
液洗脱层析柱的液体，每管约１ｍＬ左右。挑取收集的样品，
处理样品后进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，方法同“１．３．１”节。

２　结果与分析

２．１　重组猪α干扰素工程菌的诱导表达
２．１．１　不同ＩＰＴＧ浓度对目的蛋白表达的影响　构建的重组
α干扰素的分子量约为１９ｋｕ，从图１左图可以看出，在１９ｋｕ
处，泳道１０无目的蛋白，其余不同浓度ＩＰＴＧ均能诱导出目的
蛋白，然后采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０分析软件对不同诱导浓度
下的目的蛋白浓度进行分析，结果如图１柱状图所示，ＩＰＴＧ
浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，目的蛋白含量最高，因此，在后续试验
中选择１．０ｍｍｏｌ／Ｌ作为最佳诱导浓度。

２．１．２　不同诱导温度对目的蛋白表达的影响　根据不同
ＩＰＴＧ浓度对目的蛋白表达的影响试验中结果，采用
１．０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导目的蛋白表达，重组 α干扰素的分子
量约为１９ｋｕ，从图２左图可以看出，在１７、２７、３２、３７℃不同
温度下有诱导出目的蛋白，然后采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０分析
软件对不同诱导温度下的目的蛋白浓度进行分析，结果如图

２右图所示，诱导温度为２７℃时，目的蛋白含量最高，因此，

在后续试验中选择２７℃作为最佳诱导温度。
２．１．３　不同诱导时间对目的蛋白表达的影响　根据不同
ＩＰＴＧ浓度和不同温度对目的蛋白表达的影响试验中结果，采
用１．０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，诱导温度２７℃，诱导目的蛋白表达，重
组α干扰素的分子量约为１９ｋｕ，从图３左图可以看出，在 ２、
３、４、５、６、７、８ｈ有诱导出目的蛋白，然后采用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ
６．０分析软件对不同诱导时间下的目的蛋白浓度进行分析，
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结果如图３右图所示，诱导时间为６ｈ时，目的蛋白含量最
高，因此，在后续试验中我们选择６ｈ作为最佳诱导时间。
２．２　重组猪α干扰素蛋白的分离纯化
２．２．１　不同的超声时间间隔对菌体破碎的影响　采用不同
的超声条件裂解菌体，获得更多的目的蛋白，如图４所示，菌
体经超声裂解后，目的蛋白主要以包涵体形式存在沉淀中，上

清中可溶行目的蛋白含量很少，在３种条件下，得到包涵体含
量差异不明显，所以为了能更多地裂解菌体得到包涵体，后续

试验采用１０ｓ／１０ｓ超声条件。

２．２．２　不同条件溶解包涵体　为了使目的蛋白以可溶性形
式存在，采用３种不同条件溶解包涵体，溶解后取上清ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ电泳。从图５、图６中可见，溶解后上清中蛋白含量较
少，用盐酸胍溶解包涵体后，目的蛋白仍主要以包涵体的形式

存在；而采用８ｍｏｌ／Ｌ尿素溶液过夜溶解包涵体，上清中可溶
性的目的蛋白较多，包涵体基本被溶解变性，以可溶性的形式

存在于溶液中（图７），可用于后面的分离纯化。
２．２．３　Ｎｉ柱亲和层析纯化目的蛋白　重组猪α干扰素工程
菌在ＩＰＴＧ浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，诱导温度２７℃，诱导６ｈ后，

目的蛋白含量最高，菌体经采用 １０ｓ／１０ｓ超声裂解，用
８ｍｏｌ／Ｌ尿素溶液溶解包涵体，目的蛋白以可溶性的形式存
在于溶液中，猪α干扰素重组质粒带有Ｈｉｓ标签，采用Ｈｉｓ标
签蛋白纯化试剂盒（包涵体蛋白）对可溶性的目的蛋白进行

纯化，去除杂蛋白，分别取样品流出液、清洗液以及洗脱液电

泳。从图８可以看出，经过 Ｎｉ柱纯化，大部分杂蛋白可以去
除，得到较纯的可溶性的目的蛋白。
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３　讨论

干扰素是细胞受到病毒或其他诱生剂的诱导分泌的糖蛋

白，是细胞内的一种重要细胞因子，具有抗病毒、抗肿瘤、免疫

调节等多种生物学活性。由于传统干扰素表达量低、时间长，

无法满足防治疾病的要求，因而采用基因工程方法制备重组

的干扰素，目前所知的重组干扰素表达系统主要有大肠杆菌

表达系统、酵母表达系统、动物细胞表达系统等［４－６］。其中研

究较为深入的是大肠杆菌表达系统，该系统具有培养条件简

单、易操作、培养周期较短、成本相对低、产量高、易于规模化

等有优点，但也存在其不足之处———表达的蛋白常以包涵体

的形式存在，需要对其进行变性、复性处理。外界表达许多条

件对重组蛋白的表达具有重要的影响。大肠杆菌是利用乳糖

操纵子作为启动子表达下游基因，需要乳糖作为诱导物进行

诱导，但是因为大肠杆菌可利用乳糖，所以，目的基因表达不

能够被持续诱导。而 ＩＰＴＧ结构上与乳糖相似，可以代替乳
糖且不会被大肠杆菌利用，外源基因也可以持续表达，但是不

同诱导浓度对目的蛋白表达量有影响。另外诱导温度对目的

蛋白表达也有重要影响，高温不利于蛋白结构的形成，温度太

低不利于菌体生长，影响外源蛋白表达量；诱导时间的长度对

目的蛋白的表达也具有至关重要的作用，随着时间的推迟，目

的蛋白也可能被酶降解［７］。本研究首先对不同 ＩＰＴＧ浓度、
诱导温度、诱导时间进行摸索，以期找到最佳的目的蛋白表达

条件。通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ的凝胶电泳最终确定使目的蛋白表
达最高的最适 ＩＰＴＧ浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，最适温度为２７℃，
最适诱导时间为６ｈ。

为了使目的蛋白充分从菌体中释放出来，本研究采用超

声波破碎法提取目的蛋白，超声波破碎法利用声波在液体介

质中形成很多小气泡，当小气泡炸裂，会产生很强的能量以及

热量，从而起到破碎细胞等物质的作用［８］。本研究对比了不

同的超声时间间隔（５ｓ／５ｓ，３ｓ／３ｓ，１０ｓ／１０ｓ）对菌体破碎的
影响试验，试验结果显示上清比沉淀的条带颜色浅得多，目的

蛋白主要以不溶性包涵体形式存在于沉淀中，在３种条件下
得到包涵体沉淀量无明显差异，最终为了让菌体裂解充分，选

择在１０ｓ／１０ｓ条件下裂解菌体。
包涵体是一种不溶性的蛋白质颗粒，一般是由于表达的

蛋白合成速度太快，进行错误折叠，形成错配二硫键，彼此之

间非特异性结合，没有达到足够的溶解度，从而形成沉淀。需

要对沉淀中的包涵体作出变性处理，使之溶解在上清中，才能

进行最后的纯化试验［８］。首先采用包涵体提取试剂盒中的

ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ缓冲液溶解包涵体，可以看出上清中条带的颜
色非常浅，说明包涵体未充分溶解；采用盐酸胍溶解包涵体，

可以看出，整个图片的条带都是扭曲的，这是由于盐酸胍电泳

时与ＳＤＳ结合形成沉淀，造成蛋白无法进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电
泳以及亲和层析，否则会损坏层析柱，且蛋白上的盐酸胍无法

有效除去。故采用８ｍｏｌ／Ｌ尿素过夜溶解包涵体，试验结果
可以很明显地看出，尿素溶解后的上清目的蛋白条带颜色很

深，说明尿素处理后可溶性的目的蛋白含量较多，而沉淀中目

的蛋白含量却很少，因此，最终采用８ｍｏｌ／Ｌ尿素过夜溶解包
涵体，为后续纯化奠定基础。

重组大肠埃希工程菌［ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ－３２ａ－ＩＦＮα］
Ｈｉｓ（组氨酸）标签，采用了 Ｎｉ柱亲和层析纯化目的蛋白［９］。

在试验过程中，当尿素和 ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ混合液通过层析柱
时，带有Ｈｉｓ标签的目的蛋白就会与镍离子吸附而滞留在层
析柱中。而杂蛋白不会被吸附，直接流出，就可以与目的蛋白

分开，然后用含有较低咪唑浓度的ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ缓冲液（Ｈｉｓ
标签与镍离子的结合力没有咪唑与镍离子的结合力强）将与

柱子结合不紧密的杂蛋白洗脱下来，再用含有较高咪唑浓度

的ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ洗脱液将结合紧密的目的蛋白洗脱下来，采
用此种方法蛋白纯度可以达到相对较高的程度。试验结果显

示，泳道２、３是尿素和ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ缓冲液混合后过柱子流
出的，目的蛋白结合在柱子上，杂蛋白没结合上去，因此洗掉

很多杂蛋白。泳道４、５、６是 ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ缓冲液洗脱柱子
后流出的，而杂蛋白在前面已经被洗掉，因此此处的杂蛋白含

量少（有部分杂蛋白也结合在柱子上，但连接不紧密），条带

颜色有些淡。又因为用于过柱子的蛋白比较多，所以此处有

些未结合在柱子上的目的蛋白被洗脱下来。泳道７、８、９是
ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ洗脱液洗脱下来的蛋白，可以看出目的蛋白很
多，杂蛋白很少，蛋白纯度相对较高，实现纯化目的蛋白的

目的。

综上，本研究使目的蛋白表达量最多的 ＩＰＴＧ诱导浓度
为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ、诱导温度为２７℃、诱导时间为６ｈ；超声波破
碎细菌的最优时长循环为１０ｓ／１０ｓ；８ｍｏｌ／Ｌ尿素溶解包涵体
过夜可得到大量可溶性目的蛋白含量，Ｎｉ柱亲和层析后可去
除大量杂蛋白，为后续研究重组猪 α干扰素的生物活性及产
业化开发奠定了基础。
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　　摘要：以来自内蒙古、宁夏、甘肃、新疆、四川、西藏等不同地区的８种禾本科牧草幼苗为材料，分别在１５、５、０、
－５℃ 下对其进行低温胁迫处理，研究其叶片细胞膜透性、丙二醛（ＭＤＡ）含量、过氧化物酶（ＰＯＤ）活性、游离脯氨酸
（Ｐｒｏ）及可溶性蛋白含量等生理生化指标对低温胁迫的响应。结果表明，随着低温胁迫加剧，８种禾本科牧草细胞膜
透性、ＭＤＡ含量总体呈现逐渐上升的趋势，不同物种上升幅度存在差异；而在ＰＯＤ活性、Ｐｒｏ及可溶性蛋白含量方面，
不同物种间变化幅度差异较大。通过隶属函数法综合评价得出８种牧草抗寒性表现为细茎冰草＞老芒 麦＞沙生冰
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　　我国拥有近４亿 ｈｍ２的天然草地［１－２］，但由于全球气候

变化及人类对草地不合理的开发利用，已普遍造成不同程度

的草地退化，生产力严重下降［３－４］。再加上近年来草地超载

过牧严重，草畜矛盾日益加剧，严重地制约着当地畜牧业的快

速发展［５］。只靠利用天然草地的养殖方式，已经不适应现代

畜牧业生产快速发展的要求［６］。辅助人工草地建设是解决

草畜矛盾、改善生态环境的重要手段。在我国北方草原地区，

能否正常越冬是制约人工草地建植的关键问题，因此亟需筛

选抗寒性较强的牧草品种用于人工草地建植［７］。

禾本科牧草具备产量高、品质好、适口性强、适应性广等

特点，在草地畜牧业中发挥重要作用［８］。目前虽然对禾本科

牧草抗逆性研究报道较多［９－１２］，但对其跨区域的种间抗寒性

评价研究报道则相对较少。因此，本研究拟对来自内蒙古、宁

夏、甘肃、新疆、四川、西藏等不同地区的８种禾本科牧草幼苗
进行不同强度的低温胁迫，分析其各相关生理指标的变化情

况，通过综合分析，进一步对其进行抗寒性评价，旨在为在我

国范围内跨区域挖掘禾本科牧草抗寒材料，以及为寒区人工

草地建植适宜品种筛选提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试材料来自于６个地区，包括禾本科３个属８个种，材

料具体情况见表１。
１．２　试验方法
１．２．１　试验设计　试验于２０１６年９月至２０１７年１月在内
蒙古农业大学农学院进行。试验采用盆栽育苗法，苗盆直径

为１２ｃｍ、高为１５ｃｍ，栽培基质为农田土和蛭石，两者体积比
为２∶１，苗盆内装入等体积的混合栽培基质，播种量为 ５０
粒／盆，盆栽材料全部置于２５℃（白天）／２０℃（晚上）的人工
气候箱内培养。待苗高达１０ｃｍ时进行低温胁迫，胁迫设置
４个水平（１５、５、０、－５℃），并以室温（２５℃）作对照，每个处
理３次重复，各温度胁迫时间为３ｄ。处理结束后，立刻剪取
叶片称质量，并用液氮迅速冷冻，放入 －７０℃低温冰箱中保
存备用。

１．２．２　试验测定指标　细胞膜透性测定采用电导仪法；丙二
醛（ＭＤＡ）含量测定采用硫代巴比妥酸显色法；游离脯氨酸
（Ｐｒｏ）含量测定采用茚三酮显色法；过氧化物酶（ＰＯＤ）活性
测定采用愈创木酚氧化比色法；可溶性蛋白含量测定采用考

马斯亮蓝Ｇ－２５０染色法。
１．３　抗寒性综合评价

抗寒性评价采用 Ｆｕｚｚｙ数学中隶属函数法进行综合分
析，其计算公式如下：

与抗寒性呈正相关的参数（ＰＯＤ活性、可溶性蛋白含量
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