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　　摘要：以花鹤翎、六角大红茶花为材料，以硝普钠（ＳＮＰ）为外源一氧化氮（ＮＯ）供体，研究外源 ＮＯ对低温胁迫条
件下山茶花生理特性的影响。结果表明，在正常生长条件下，外源ＮＯ对２个山茶花品种的叶绿素、可溶性糖、可溶性
蛋白、游离脯氨酸（Ｐｒｏ）含量以及 Ｏ－２·生成速率影响不显著，但对超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）和过氧

化物酶（ＰＯＤ）的活性略有提高。低温胁迫下，２个山茶花品种的叶绿素含量降低，可溶性糖、可溶性蛋白、Ｐｒｏ、过氧化
氢（Ｈ２Ｏ２）、丙二醛（ＭＤＡ）含量以及 Ｏ

－
２·生成速率显著增加，ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ活性显著提高。低温胁迫下，外源ＮＯ处

理显著减少了Ｈ２Ｏ２和膜脂过氧化物产物 ＭＤＡ的积累，显著提高了叶绿素、可溶性糖、可溶性蛋白含量以及 ＳＯＤ、

ＣＡＴ、ＰＯＤ活性。低温胁迫下，外源ＮＯ可通过提高山茶可溶性物质含量以及抗氧化酶活性，降低 Ｈ２Ｏ２和 ＭＤＡ的积

累，从而保护细胞膜结构的稳定性，最终减轻冷害胁迫对山茶花的伤害，增强其抗冷性。
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　　山茶花（ＣａｍｅｌｌｉａｊａｐｏｎｉｃａＬ．）属山茶科山茶属，主要分布
于我国西南和南部温暖地区。山茶具有叶色浓绿、常年不凋，

花色花型多样丰富等优点，是我国的十大传统名花之一，也是

世界驰名花卉。目前茶花栽培品种已达万余个，在英、美、日、

意、法等国家都有栽培和培育，成为各国不可或缺的庭院观赏

花木，具有较高的经济价值。山茶花喜温暖湿润气候，适宜温

度在２０～２５℃之间，在炎热和寒冷地区其长势较差，当温度
高于３５℃则会引起叶片灼伤、花芽分化受阻、落蕾落花，严重
时甚至导致干枯死亡［１］。虽然山茶大部分品种可耐－８℃低
温，淮河以南地区多数可自然越冬，但大多数山茶在北方地区

不能安全越冬。因此，耐热性和耐寒性是其应用推广的重要

基础研究。目前，山茶耐热性研究已引起了研究者的重

视［２－３］，而耐寒性研究目前主要集中于山茶属经济作物茶树

上［４］，因此研究低温胁迫下山茶的生理生化，提高山茶抗寒

性具有重要意义，且对于丰富北方冬季园林景观具有十分重

要的价值。

一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ）作为易透膜且化学性质活跃的生
物小分子，除了参与种子萌发、叶片伸展、根系生长、花芽分

化、枝条抽生、花粉管生长、气孔关闭以及细胞程序性死亡，还

广泛参与非生物胁迫下的信号传导，在低温胁迫、干旱胁迫、

高温胁迫、盐胁迫、重金属胁迫等非生物胁迫中作为信号分子

起着重要作用［５］。外源ＮＯ在植物非生物胁迫中的作用已受
到植物界的普遍关注，已有研究表明，施用外源ＮＯ可提高拟
南芥、番茄、小麦、玉米、南瓜等植物的抗寒性［６－９］。随着研究

的深入，发现外源 ＮＯ可通过上调抗氧化酶基因、Δ１－吡咯
啉－５－羧酸合成酶基因（Ｐ５ＣＳ１）和脯氨酸脱氢酶基因
（ＰｒｏＤＨ）等渗透调节物质相关基因的表达，从而提高抗氧化
酶活性以及渗透调节物质含量，减轻低温胁迫对植物的伤害，

并且提高植物抗寒性［８，１０－１１］。

山茶花品种花鹤翎花型漂亮、树型美观、病虫害少且管理

养护较为简单，喜温暖环境，其花期可从２月持续至５月，具
有园林绿化应用前景；山茶花品种六角大红为大红色，基本为

完全重瓣型，花期可从１２月中下旬持续至４月初，花朵初放
至凋谢期间，花瓣始终保持挺拔，无后翻和明显褪色现象，即

使低温环境下，花瓣边缘仍保持不焦枯。因此，本试验针对山

茶在我国北方冬季难以安全越冬问题，以花色艳丽、树形美

观、具有园林绿化开发应用前景的茶花品种花鹤翎和六角大

红为试验材料，研究外源施加 ＮＯ对低温胁迫下山茶生理特
性的影响，探讨外源ＮＯ对提高山茶抗冷性的作用，以期为北
方地区山茶花有效防御冬季低温冷害提供理论依据和技术

支撑。

１　材料与方法

１．１　材料和试剂
选用浙江省金华市扦插繁殖２年生花鹤翎和六角大红茶

花，各１５０株。试验于２０１７年４月在上海市农业科学院玻璃
温室和人工气候箱中进行，昼夜温度为２５℃／２０℃，光周期
为１２ｈ／１２ｈ，相对湿度为７５％ ～８０％，所有山茶花在玻璃温
室中培养１个月用于后期研究。

试验使用的 ＮＯ供体为硝普钠［Ｎａ２Ｆｅ（ＣＮ）５］，购自于
Ｓｉｇｍａ公司，纯度为９８．５％，并用蒸馏水配制成５ｍｍｏｌ／Ｌ的
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母液，４℃保存，试验时按所需浓度进行稀释。
１．２　试验设计

培养１个月后对２个品种的山茶花进行试验处理。外源
喷施ＳＮＰ溶液和纯水，均为对山茶苗叶片均匀喷雾，直至有
水滴落下为止。试验分为以下处理：（１）Ｔ１：喷施１００μｍｏｌ／Ｌ
ＳＮＰ溶液，常温处理；（２）Ｔ２：喷施纯水后，０℃人工气候箱低
温处理；（３）Ｔ３：喷施处理１００μｍｏｌ／ＬＳＮＰ溶液，０℃人工气
候箱低温处理。分别处理０、４、８、１２、２４、４８ｈ时取山茶叶片，
擦去叶片表面灰尘，称质量后放入液氮速冻，－８０℃冰箱
保存。

１．３　测定指标及测定方法
叶绿素含量测定参照李合生的方法［１２］；采用蒽酮比色法

测定可溶性糖含量［１３］；采用考马斯亮蓝法测定可溶性蛋白含

量［１４］；采用酸性茚三酮显色法测定游离脯氨酸（Ｐｒｏ）含
量［１５］；超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）产生速率测定参照王爱国
等的方法［１６］；采用刘俊等方法测定 Ｈ２Ｏ２含量

［１７］；采用硫代

巴比妥酸法测定丙二醛（ＭＤＡ）含量［１８］；采用 ＮＢＴ（氮蓝四
唑）法测定超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性［１９］；采用紫外吸收法

测定过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性［２０］；采用愈创木酚法测定过氧化

物酶（ＰＯＤ）活性［２１］。以上所有指标均重复测定３次。

１．４　数据统计分析
试验数据用软件Ｅｘｃｅｌ２０１０进行统计和ＳＰＳＳ２０．０进行

分析，采用Ｄｕｎｃａｎｓ新复极差法进行多重比较。

２　结果与分析

２．１　外源ＮＯ对低温胁迫下山茶叶片叶绿素含量的影响
叶绿素是绿色植物进行光合作用的主要色素，对光能的

吸收、传递和转化起着极其重要的作用，因此叶绿素的含量与

组成同植物光合作用有着密切的关系。外源 ＮＯ处理下，山
茶叶片叶绿素含量变化见表１。常温下，外源 ＳＮＰ处理（Ｔ１
处理）花鹤翎叶绿素含量不同处理时间之间不显著，六角大

红在处理后的４ｈ时含量提高至３．４８ｍｇ／ｇ，在１２ｈ时下降至
３．２５ｍｇ／ｇ，２４、４８ｈ时升高至３．３４、３．４１ｍｇ／ｇ。在低温胁迫
下（Ｔ２处理），花鹤翎和六角大红在４～４８ｈ期间其叶绿素含
量均显著下降。花鹤翎和六角大红在喷施 ＳＮＰ后，低温胁迫
处理下（Ｔ３处理），虽然叶绿素含量在４～４８ｈ期间均显著降
低，但其含量均高于同时期的 Ｔ２处理。此外，在 Ｔ２、Ｔ３处理
下，六角大红叶绿素含量均高于同时期的花鹤翎。说明施加

外源ＮＯ能够增加低温胁迫下山茶叶片的叶绿素含量，提高
光合作用和生长。

表１　低温胁迫下喷施外源ＳＮＰ后山茶叶片叶绿素含量动态变化（ｘ±ｓ）

品种名 处理
不同处理时间的叶绿素含量（ｍｇ／ｇ）

０ｈ ４ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ
花鹤翎 Ｔ１ ３．４６±０．０４Ａａ ３．４３±０．０７Ａａ ３．４０±０．０８Ａａ ３．３９±０．０８Ａａ ３．４６±０．０４Ａａ

Ｔ２ ３．３９±０．０４Ａａ ３．０６±０．０３Ｄｂ ２．２２±０．０８Ｅｃ ２．３２±０．０５Ｃｃ ２．２９±０．１１Ｃｃ
Ｔ３ ３．４０±０．１８Ａａ ３．０９±０．０１ＣＤｂ ３．００±０．０１Ｃｂ ２．３７±０．０２Ｃｃ ２．４３±０．１４ＣＤｃ

六角大红 Ｔ１ ３．３９±０．０２Ａａｂ ３．４８±０．１０Ａａ ３．２５±０．１３Ｂｂ ３．３４±０．１４Ａａｂ ３．４１±０．０８Ａａｂ
Ｔ２ ３．３３±０．０８Ａａ ３．２２±０．１５ＢＣａ ２．５０±０．０３Ｄｃ ２．７２±０．０２Ｂｂ ２．６４±０．０７ＢＣｂｃ
Ｔ３ ３．３３±０．０２Ａａ ３．２５±０．０９Ｂａ ３．１４±０．０５Ｂａ ２．７９±０．１９Ｂｂ ２．７２±０．２９Ｂｂ

　　注：同列不同大写字母表示相同时间不同处理之间差异显著（Ｐ＜０．０５），同行不同小写字母表示相同处理不同时间之间差异显著
（Ｐ＜０．０５）。下表同。

２．２　外源ＮＯ对低温胁迫下山茶叶片可溶性糖、可溶性蛋白
和游离脯氨酸含量的影响

可溶性糖、可溶性蛋白和游离脯氨酸是植物细胞器渗透

调节作用的重要物质。从表 ２可见，正常生长下喷施 ＳＮＰ
（Ｔ１）对２个山茶花叶片的可溶性糖、可溶性蛋白和游离脯氨
酸含量无明显影响。低温胁迫下，２个山茶品种在４ｈ时可溶
性糖、可溶性蛋白和游离脯氨酸含量已显著提高（Ｐ＜０．０５），
且随着胁迫时间的延长而显著增加。低温胁迫下，喷施 ＳＮＰ
处理（Ｔ３）２个山茶品种的可溶性糖、可溶性蛋白和游离脯氨
酸含量在４～４８ｈ期间显著增加，且其含量始终高于同时期
的低温处理（Ｔ２）。低温胁迫下（Ｔ２、Ｔ３处理），六角大红的可
溶性糖、可溶性蛋白和游离脯氨酸含量始终高于花鹤翎。表

明外源ＮＯ能提高山茶叶片中可溶性糖、可溶性蛋白和游离
脯氨酸含量，从而提细胞液浓度，降低质膜受冻害的程度，从

而缓解低温对山茶造成的伤害。

２．３　外源 ＮＯ对低温胁迫下山茶叶片Ｏ－２·生成速率和
Ｈ２Ｏ２、ＭＤＡ含量的影响

超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）是分子氧单电子还原产生的
阴离子自由基，在植物体内其不断地产生也不断被清除，而在

逆境胁迫下，则导致其迅速积累［２２］。常温下，Ｏ－２·在外源ＮＯ
处理下，其生成速率在０．３７～０．４０ｎｍｏｌ／（ｇ·ｍｉｎ）间浮动且
差异不显著。低温胁迫下（Ｔ２），花鹤翎和六角大红的生成速
率则在４ｈ时已分别显著提高至０．５５、０．６４ｎｍｏｌ／（ｇ·ｍｉｎ）；
花鹤翎随着低温胁迫时间的延长，在 ４８ｈ时 已达
０．９３ｎｍｏｌ／（ｇ·ｍｉｎ），而六角大红则在４～２４ｈ期间保持在
０．６５ ｎｍｏｌ／（ｇ· ｍｉｎ） 以 下，在 ４８ ｈ 时 仅 为

０．７０ｎｍｏｌ／（ｇ·ｍｉｎ）。Ｔ３处理下，花鹤翎和六角大红的Ｏ－２·
生成速率虽然随着低温胁迫时间的延长而显著增加，但在４、
１２、２４、４８ｈ时均显著低于同时期的 Ｔ２处理（表３）。表明外
源ＮＯ处理可减少山茶花叶片中Ｏ－２·积累。
　　低温胁迫会引发Ｈ２Ｏ２的大量产生，过量的Ｈ２Ｏ２得不到
及时清除，则会对植物造成毒害作用。丙二醛含量的变化反

映着环境胁迫下细胞内氧自由基积累导致的脂膜过氧化程

度，其含量越高表明植物受逆境胁迫伤害程度越大。正常生

长条件下，花鹤翎和六角大红在外源ＮＯ处理下，Ｈ２Ｏ２和丙二
醛含量虽然分别在０．１７～０．２３μｍｏｌ／ｇ、１．０４～１．２７ｎｍｏｌ／ｇ之
间浮动变化，但其含量始终都显著处于较低水平，且显著低于

低温胁迫时的含量。低温胁迫下，２个山茶品种Ｈ２Ｏ２、丙二
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表２　低温胁迫下喷施外源ＳＮＰ后山茶叶片可溶性糖、可溶性蛋白和游离脯氨酸含量动态变化（ｘ±ｓ）

品种名 处理
不同处理时间的可溶性糖含量（％）

０ｈ ４ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ
花鹤翎 Ｔ１ １０．８３±０．２７Ａａ １１．３±０．３７Ｂａ １１．３３±０．４１Ｄａ １０．９１±０．６２Ｄａ １１．７９±０．０８Ｅａ

Ｔ２ １０．７９±０．５０Ａｅ １２．１６±０．４８Ｂｄ １５．８３±０．６２Ｃｃ ２３．１９±０．５６Ｃｂ ２８．０８±０．９１Ｄａ
Ｔ３ １０．８５±０．３４Ａｄ ２３．５８±１．９２Ａｃ ２６．５７±１．２８Ｂｂ ２８．６４±０．６５Ｂａ ２９．１６±０．３１Ｃａ

六角大红 Ｔ１ １０．５０±０．４７Ａａ １０．８１±０．７１Ｂａ １０．７９±０．７０Ｄａ １１．１３±０．１７Ｄａ １１．０８±０．１９Ｅａ
Ｔ２ ９．９２±１．０２Ａｅ ２４．５２±１．０３Ａｄ ２７．０７±０．８９ＡＢｃ ２９．１９±０．７６Ｂｂ ３１．７５±０．３３Ｂａ
Ｔ３ １０．３３±０．８３Ａｅ ２４．９８±０．７３Ａｄ ２８．４９±０．８０Ａｃ ３１．７５±０．３３Ａｂ ３５．３９±０．５２Ａａ

品种名 处理
不同处理时间的可溶性蛋白质含量（μｇ／ｇ）

０ｈ ４ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ
花鹤翎 Ｔ１ １３．７５±０．６１Ａａ １３．８９±０．１７Ｄａ １４．５３±０．３０Ｄａ １４．６８±１．１６Ｄａ １４．８９±０．３０Ｅａ

Ｔ２ １２．６５±０．５０Ｂｃ ２８．０４±０．４８Ｃａｂ ３０．２４±２．６７Ｃａ ２６．８０±２．１６Ｃｂ ３０．２４±１．３４Ｄａ
Ｔ３ １２．８５±０．３４Ｂｃ ３３．１４±１．９２Ｂｂ ３５．１７±０．４５Ｂｂ ３９．４２±２．４４Ｂａ ４１．２７±０．３２Ｃａ

六角大红 Ｔ１ １２．５３±０．６８Ｂｂ １２．５０±１．１３Ｅｂ １５．１３±０．５０Ｄａ １４．１３±０．１７Ｄａ １４．０８±０．１９Ｅａ
Ｔ２ １４．２０±０．７３Ａｅ ３４．５２±１．０３Ｂｄ ３７．０７±０．８９Ｂｃ ４１．１９±１．１７Ｂｂ ４８．７６±１．０７Ｂａ
Ｔ３ １４．６０±０．５７Ａｄ ３７．１３±０．７３Ａｃ ４３．７２±０．９６Ａｂ ５３．１４±０．３２Ａａ ５６．７８±０．５２Ａａ

品种名 处理
不同处理时间的游离脯氨酸含量（μｇ／ｇ）

０ｈ ４ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ
花鹤翎 Ｔ１ １０．９６±０．６２ＡＢａ １１．５６±０．１５Ｅａ １０．８０±０．３０Ｄａ １１．７２±１．１７Ｄａ １１．９４±０．２７Ｄａ

Ｔ２ １１．１０±０．５０ＡＢｅ １６．８１±０．４８Ｄｄ ２０．６８±０．６８Ｃｃ ２５．８７±０．６９Ｃｂ ２８．６８±０．８９Ｃａ
Ｔ３ １０．７３±０．３４ＡＢｅ ２０．０４±１．２１Ｃｄ ２５．１７±０．４５Ｂｃ ２９．４２±２．４４Ｂｂ ３２．２４±０．３２Ｂａ

六角大红 Ｔ１ １０．５２±０．６７Ｂａ １０．４９±１．１３Ｅａ １０．５８±０．５０Ｄａ ９．５８±０．１７Ｄａ ９．５３±０．１９Ｅａ
Ｔ２ １１．６８±０．７３ＡＢｄ ２２．３７±１．０３Ｂｃ ２４．９３±０．９０Ｂｂ ２５．４４±１．２０Ｃｂ ３３．００±１．０９Ｂａ
Ｔ３ １０．８３±０．５９Ａｅ ２５．８０±０．７３Ａｄ ２９．０６±０．５５Ａｃ ３３．１５±０．３３Ａｂ ３６．８１±０．５３Ａａ

表３　低温胁迫下喷施外源ＳＮＰ后山茶叶片Ｏ－２·生成速率动态变化（ｘ±ｓ）

品种名 处理
不同处理时间的Ｏ－２·生成速率［ｎｍｏｌ／（ｇ·ｍｉｎ）］

０ｈ ４ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ
花鹤翎 Ｔ１ ０．３８±０．００Ａａ ０．３９±０．０２Ｄａ ０．３９±０．０１Ｃａ ０．３７±０．０１Ｆａ ０．３９±０．０１Ｅａ

Ｔ２ ０．３９±０．０１Ａｄ ０．５５±０．０１Ｃｃ ０．５２±０．０２Ｂｃ ０．７１±０．０３Ａｂ ０．９３±００４Ａａ
Ｔ３ ０．３９±０．０２Ａｃ ０．５９±０．０３Ｂｂ ０．６４±０．０６Ａａｂ ０．６７±０．０１Ｂａ ０．６５±０．０３Ｃａｂ

六角大红 Ｔ１ ０．３９±０．０１Ａａ ０．３８±０．０１Ｄａ ０．３９±０．０１Ｃａ ０．４０±０．０１Ｅａ ０．３９±０．０１Ｅａ
Ｔ２ ０．３８±０．０１Ａｄ ０．６４±０．００Ａｂ ０．６４±０．００Ａｂ ０．６１±０．０１Ｃｃ ０．７０±０．０１Ｂａ
Ｔ３ ０．３９±０．０１Ａｃ ０．５４±０．０１Ｃｂ ０．５４±０．０１Ｂｂ ０．５３±０．０１Ｄｂ ０．６１±０．０１Ｄａ

醛含量随着胁迫时间的延长而显著增加，在４８ｈ时，花鹤翎
和六角大红的Ｈ２Ｏ２含量分别达到了０．８２、０．７０μｍｏｌ／ｇ；丙
二醛含量分别达到６１１、５．５０ｎｍｏｌ／ｇ。外源ＮＯ处理（Ｔ３）的
２个山茶品种虽然变化趋势和 Ｔ２处理一致，但在处理期间
Ｈ２Ｏ２和丙二醛含量均低于同时期的Ｔ２处理（表４）。表明常
温下外源ＮＯ虽然会引起山茶Ｈ２Ｏ２和丙二醛含量的变化，但
并未对其造成伤害；而低温胁迫下，外源ＮＯ处理能有效减少
Ｈ２Ｏ２的大量产生，降低膜脂过氧化程度。
２．４　外源ＮＯ对低温胁迫下山茶叶片抗氧化酶活性的影响

超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、过氧化氢
酶（ＣＡＴ）是植物保护酶系统中的重要３种酶，在清除生物自
由基上担负着重要功能。ＳＯＤ能将Ｏ－２·转化为Ｈ２Ｏ２，而ＣＡＴ
和ＰＯＤ可将 Ｈ２Ｏ２进一步清除产生 Ｈ２Ｏ，三者协同作用可使
自由基维持在一个较低水平，从而避免膜伤害，达到保护细胞

的目的。由表５可知，正常生长条件下喷施 ＳＮＰ（Ｔ１）提高了
山茶的ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ活性，即使处理达４８ｈ时，花鹤翎的
酶活性分别为１０９．１７、９９．０８、９２５．３３Ｕ／ｇ，六角大红的酶活性

分别为１１４．１８、１６０．１２、９５２．００Ｕ／ｇ，均显著高于０ｈ时的酶
活性。２个品种的山茶在低温胁迫下（Ｔ２），ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ
活性都显著，在 ４８ｈ时花鹤翎酶活性比 ０ｈ相比提高了
７３５４％、５９．１２％、５２．４５％，六 角 大 红 则 分 别 提 高 了
１６８７７％、１９２．３４％、５３．０３％。外源 ＮＯ处理下（Ｔ３），ＳＯＤ、
ＣＡＴ、ＰＯＤ活性随着低温胁迫时间的延长而显著增强，且其活
性始终高于同时期的Ｔ２处理。说明随着低温胁迫时间的延
长，山茶细胞内 Ｏ－２·和 Ｈ２Ｏ２含量已超出正常水平（表３、表
４），触发了细胞内抗氧化酶活性增强，其活性显著上升表明
低温胁迫下其清除自由基的能力增强，从而缓解细胞内多余

的自由基对细胞的伤害。同时，表明外源 ＮＯ能有效提高
ＳＯＤ、ＣＡＴ和 ＰＯＤ的活性，以减轻低温胁迫对山茶的伤害
作用。

３　讨论

３．１　外源ＮＯ对山茶叶片叶绿素含量的影响
植物光合作用中叶绿素在光能吸收、传递和转化过程中
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表４　低温胁迫下喷施外源ＳＮＰ后山茶叶片Ｈ２Ｏ２和ＭＤＡ含量动态变化（ｘ±ｓ）

品种名 处理
不同处理时间的Ｈ２Ｏ２含量（μｍｏｌ／ｇ）

０ｈ ４ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ
花鹤翎 Ｔ１ ０．１９±０．０１ＢＣｂ ０．２３±０．０１Ｃａ ０．１９±０．０１Ｂｂ ０．２０±０．０１Ｃｂ ０．１９±０．０２Ｄｂ

Ｔ２ ０．１８±０．０１Ｃｄ ０．３８±０．０１Ａｃ ０．５３±０．０４Ａｂ ０．６１±０．０５Ａｂ ０．８２±０．０９Ａａ
Ｔ３ ０．２０±０．０１ＡＢｄ ０．３７±０．０２Ａｃ ０．５０±０．０２Ａｂ ０．５３±０．０４Ｂｂ ０．７８±０．０２Ａａ

六角大红 Ｔ１ ０．１７±０．０１Ｃｃ ０．２０±０．０１Ｄｂ ０．２２±０．０１Ｂａ ０．１７±０．０１Ｃｃ ０．１８±０．０１Ｄｃ
Ｔ２ ０．２０±０．０１Ａｅ ０．３８±０．０１Ａｄ ０．４９±０．０２Ａｃ ０．５６±０．０３Ｂｂ ０．７０±０．０３Ｂａ
Ｔ３ ０．２０±０．０１Ａｄ ０．３３±０．０２Ｂｃ ０．４９±０．０３Ａｂ ０．５３±０．０３Ｂｂ ０．５８±０．０２Ｃａ

品种名 处理
不同处理时间的ＭＤＡ含量（ｎｍｏｌ／ｇ）

０ｈ ４ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ
花鹤翎 Ｔ１ １．１７±０．２８Ａａ １．２７±０．１８ＢＣａ １．１４±０．１８Ｃａ １．１２±０．１２Ｅａ １．１８±０．０３Ｃａ

Ｔ２ １．１２±０．０４Ａｃ １．５１±０．０９Ａｂｃ ２．０１±０．０８Ａｂ ６．５９±０．３４Ａａ ６．１１±０．５７Ａａ
Ｔ３ １．１５±０．０２Ａｂ １．２１±０．０７ＢＣｂ １．５０±０．０６Ｂｂ ４．９４±０．２５Ｃａ ４．５８±０．４３Ｂａ

六角大红 Ｔ１ １．０９±０．２８Ａａ １．１９±０．１８ＢＣａ １．０６±０．１８Ｃａ １．０４±０．１２Ｅａ １．１４±０．０４Ｃａ
Ｔ２ １．１４±０．１１Ａｂ １．４２±０．０９ＡＢｂ １．５０±０．０６Ｂｂ ５．９３±０．３０Ｂａ ５．５０±０．５２Ａａ
Ｔ３ １．１３±０．０５Ａｂ １．１５±０．０７Ｃｂ １．３６±０．０９Ｂｂ ４．２５±０．２２Ｄａ ３．９４±０．３７Ｂａ

表５　低温胁迫下喷施外源ＳＮＰ后山茶叶片ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ活性动态变化（ｘ±ｓ）

品种名 处理
不同处理时间的ＳＯＤ活性（Ｕ／ｇ）

０ｈ ４ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ
花鹤翎 Ｔ１ ９１．４４±３．３６Ａｂ １０５．５２±０．９５Ｄｂ １００．９２±１．０２Ｆａ １０７．２２±２．１４Ｅａ １０９．１７±３．４５Ｅａ

Ｔ２ ８８．７９±１．２８Ａｅ １１６．５０±３．４８Ｃｄ １２４．５４±３．８８Ｄｃ １４３．４８±５．７３Ｄｂ １５４．０９±３．９５Ｄａ
Ｔ３ ９２．２３±３．５９Ａｄ １３９．８５±８．３６Ｂｃ １６４．０８±７．６０Ｂｂ １６５．１７±９．５５Ｃｂ １８１．８５±４．９４Ｃａ

六角大红 Ｔ１ ９２．７１±１．０１Ａｃ ９９．３３±４．９７Ｄｂ １０９．９３±３．１０Ｅａ １０９．７７±１．４２Ｅａ １１４．１８±４．８７Ｅａ
Ｔ２ ９１．２３±８．５０Ａｄ １３５．８１±６．１２Ｂｃ １４６．１５±４．３６Ｃｃ ２１９．９１±４．５６Ｂｂ ２４５．２０±６．３９Ｂａ
Ｔ３ ９６．４９±４．６４Ａｅ １７７．９３±３．１２Ａｄ ２０３．９８±４．８９Ａｃ ２５３．４５±６．４２Ａｂ ２８７．１０±８．０２Ａａ

品种名 处理
不同处理时间的ＣＡＴ活性（Ｕ／ｇ）

０ｈ ４ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ
花鹤翎 Ｔ１ ７４．５９±５．９６Ｂｃ ８５．００±４．３３Ｃｂ ９４．２６±２．４５Ｄａ ９２．８８±２．３２Ｄａ ９９．０８±２．１７Ｆａ

Ｔ２ ８０．９９±４．３３ＡＢｄ １０９．３４±２．１６Ｂｃ １２１．５９±３．６４Ｃｂ １２４．００±３．３９Ｃａｂ １２８．８７±３．５７Ｅａ
Ｔ３ ８５．８２±２．６０Ａｄ １１１．４２±８．７３Ｂｃ １３２．３２±３．９６Ｂｂ １４６．１９±５．４４Ｂａ １４７．２４±４．９９Ｄａ

六角大红 Ｔ１ ７９．５２±４．０３ＡＢｄ １１９．７６±３．５９Ｂｃ １３２．８０±３．６３Ｂｂ １３８．０２±３．８３Ｂｂ １６０．１２±３．７３Ｃａ
Ｔ２ ８０．６７±３．５３ＡＢｄ １１９．１７±６．２９Ｂｃ １４０．４２±６．８８Ｂｂ １４７．９２±７．１１Ｂｂ ２３５．８３±８．５１Ｂａ
Ｔ３ ７６．５２±５．９６Ｂｅ １４４．６３±７．０９Ａｄ １９５．６９±１０．４１Ａｃ ２２７．４３±８．６３Ａｂ ２９０．４２±３．６１Ａａ

品种名 处理
不同处理时间的ＰＯＤ活性（Ｕ／ｇ）

０ｈ ４ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ
花鹤翎 Ｔ１ ７６０．００±３４．８７Ａｃ ７６２．６７±６．１１Ｃｃ ８８０．００±１６．００Ｃｂ ８４５．３３±４０．２７Ｃａｂ ９２５．３３±３３．３１Ｃａ

Ｔ２ ７９３．３５±３７．６２Ａｄ ８９６．８３±１６．５７Ｂｃ １０３９．６３±１９．４３Ｂｂ １０８８．５２±２０．４３Ｂｂ １２０９．４７±５６．９１Ｂａ
Ｔ３ ７９１．３３±４２．０６Ａｅ ９５２．００±６５．４８Ｂｄ １０６９．３３±２４．４４Ｂｃ １２２４．００±６９．７４Ａｂ １３４９．３３±２０．１３Ａａ

六角大红 Ｔ１ ７９２．００±２４．００Ａｂ ８０１．３３±２０．５３Ｃｂ ８３７．３３±３６．９５Ｃｂ ９２９．３３±２８．５９Ｃａ ９５２．００±１３．８６Ｃａ
Ｔ２ ８０４．３３±２６．６０Ａｃ ９４８．２４±３７．６５Ｂｂ １０４０．６３±３５．５３Ｂｂ １２００．９６±９７．９４Ａａ １２３０．８５±７３．５２Ｂａ
Ｔ３ ７５９．２４±３４．８４Ａｅ １０５４．１３±１４．４２Ａｄ １１５４．８３±１９．６５Ａｃ １２７４．４０±４１．１５Ａｂ １３４６．４５±２９．１０Ａａ

起着重要作用，因此叶绿素含量是反映植物光合作用能力的

一个间接指标［２３］。研究结果表明，叶绿体对低温敏感性较

强，低温处理下植物叶绿体发生膨胀变形、类囊体片层结构紊

乱、叶绿体膜出现内吞现象等，伴随着叶绿素含量降低，最终

导致光合速率下降［２４］。外源 ＮＯ能提高低温处理下一年生
黑麦草［２５］、棉花［１１］、玉米［２６］等植株叶片中叶绿素含量，本试

验的研究结果与之一致。此外，外源 ＮＯ在盐胁迫下能维持
八宝景天光化学活性［２７］，缓解盐胁迫和高温胁迫下水稻叶片

叶绿素的降解［２８］。非生物胁迫下，ＮＯ以浓度依赖的方式与
活性氧（ＲＯＳ）清除酶类共同作用应对抗氧化胁迫，或者直接

作为抗氧化剂清除 ＲＯＳ［２９］。这可能是因为外源 ＮＯ可提高
抗氧化酶活性，清除低温胁迫产生的部分 ＲＯＳ，促进了低温
胁迫下山茶类囊体膜蛋白复合体的组装和稳定，缓解了叶绿

素的分解，保持叶绿体对光能的吸收和利用，从而促进了光合

作用。

３．２　外源ＮＯ对山茶叶片可溶性物质含量的影响
植物对低温胁迫的响应除了基因表达、膜组成变化、激素

合成、抗氧化酶活性变化外，大量可溶性物质如可溶性糖、氨

基酸、可溶性蛋白等的积累，增加了细胞液渗透压，提高了细

胞吸水和保水能力，避免原生质脱水凝固，从而保护植物细胞
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免受低温伤害［３０－３１］。脯氨酸是水溶性最大的氨基酸，研究结

果表明低温胁迫下脯氨酸可增加酶稳定性，保护酶活性，减轻

质膜损伤，清除羟自由基，从而稳定蛋白质、ＤＮＡ和细胞
膜［３２］。高等植物在逆境胁迫下，脯氨酸的积累是一种常见的

生理反应。在植物体内，脯氨酸的合成由谷氨酸或鸟氨酸开

始，其中谷氨酸合成途径中，Ｐ５ＣＳ是该过程的限速酶。近几
十年来，Ｐ５ＣＳ基因反馈调节在控制植物脯氨酸水平上扮演着
重要的角色，脯氨酸含量的变化也影响着植物对逆境胁迫的

响应［３３－３４］。在拟南芥中低温胁迫可通过ＮＩＡ１基因的表达促
进植物内源 ＮＯ合成，上调 Ｐ５ＣＳ基因的表达，促进脯氨酸的
积累，提高植株的抗寒性。本研究结果表明，外源ＮＯ处理后
的山茶在低温胁迫下，其可溶性糖、可溶性蛋白和游离脯氨酸

含量均显 著高于低温胁迫处理的山茶。王 芳 等 用

０１０ｍｍｏｌ／ＬＳＮＰ处理低温胁迫下的玉米幼苗，其可溶性蛋
白和可溶性糖含量分别增加了１９．２５％、１２３．０％，可有效缓
解低温胁迫对玉米幼苗生长的抑制效应［２６］；杜卓涛等以

０．５０ｍｍｏｌ／ＬＳＮＰ处理苦瓜幼苗时也显著促进了渗透调节物
质的合成，提高了低温胁迫下植株生物量，增加了苦瓜的抗冷

性［３５］，本研究结果与之一致。说明外源 ＮＯ可诱导可溶性糖
和可溶性蛋白的积累，减轻低温胁迫对植株造成的伤害，提高

植株对低温的适应性。牟雪姣等的研究结果表明，外源 ＮＯ
能够提升常温及低温胁迫条件下蝴蝶兰叶片内的渗透调节物

质含量［３６］，而本研究及杨美森等在棉花上的研究结果［１１］则

表明，常温下外源ＮＯ处理植株渗透调节物质含量虽有一定
量的增加但不显著，这可能是使用ＳＮＰ浓度不同或者不同植
物对外源ＮＯ敏感性不同而引起的，其机理有待进一步研究。
３．３　外源 ＮＯ对山茶叶片膜脂过氧化和抗氧化酶活性的
影响

逆境胁迫下，植物细胞内 ＲＯＳ动态平衡受到破坏，导致
Ｏ－２·、羟自由基、Ｈ２Ｏ２等活性氧迅速积累，活性氧能够与植
物体内的蛋白质、ＤＮＡ和脂类物质反应，最终对植物体造成
伤害［３７］。ＭＤＡ则是植物体在衰老或逆境条件下，发生膜脂
过氧化作用的最终分解产物，能破坏细胞膜的结构，使细胞内

溶物扩散到细胞外，逆境胁迫下会大量积累。ＳＯＤ、ＣＡＴ和
ＰＯＤ是植物的抗氧化系统重要的保护酶，可保护植物免受活
性氧的伤害。ＮＯ可通过增加 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ等抗氧化酶活
性来增强细胞抗氧化能力［２８，３８－３９］；外源 ＮＯ在逆境胁迫下可
提高植株抗氧化酶活性已在多种植物上得到证实［９，１１，２６，３４］。

本研究中，低温胁迫下，Ｏ－２·生成速率加快，ＭＤＡ和Ｈ２Ｏ２的
含量显著增加，ＳＯＤ、ＣＡＴ和 ＰＯＤ的活性明显增强；外源 ＮＯ
处理提高了低温胁迫下山茶 ＳＯＤ、ＣＡＴ和 ＰＯＤ的活性，降低
了ＭＤＡ和 Ｈ２Ｏ２的含量，减缓了Ｏ

－
２·生成速率，缓解了冷害

胁迫下膜质过氧化作用对细胞的伤害，提高了山茶的耐冷性，

研究结果与南瓜［９］、棉花［１１］、玉米［２６］、蝴蝶兰［３４］等的研究结

果一致。证明外源ＮＯ处理确实在一定程度上提高了山茶对
低温胁迫的适应性。低温胁迫下，导致植物发生一系列的生

理生化变化，包括 ＲＯＳ动态平衡也受到破坏［８］，而 ＮＯ作为
信号分子在逆境胁迫下可通过参与不同的过程基因，如信号

转导、防御和细胞死亡、转运、代谢以及ＲＯＳ产生和降解相关
基因，以促进Ｏ－２·转化成Ｈ２Ｏ２和Ｏ２，并且通过增强 Ｈ２Ｏ２清
除酶活性，最终抑制植物的氧化损伤［４０－４１］。

４　结论

低温胁迫下，山茶幼苗叶绿素含量显著降低，超氧阴离子

自由基增加，膜脂过氧化程度增加，生长受到显著影响。外源

施加１００μｍｏｌ／ＬＳＮＰ溶液，在低温胁迫下显著增加了可溶性
物质含量，提高了抗氧化酶 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ活性，降低了
Ｏ－２·产生速率，减少了Ｈ２Ｏ２和膜脂过氧化物产物的积累，最
终有效缓解了低温胁迫对山茶花造成的伤害，从而增强了其

抗寒性。２个品种相比，六角大红Ｏ－２·生成速率、Ｈ２Ｏ２含量
和ＭＤＡ含量均低于花鹤翎，而其叶绿素、可溶性物质含量、
抗氧化酶活性均显著高于花鹤翎，因此六角大红的抗寒性优

于花鹤翎。外源ＮＯ能提高花鹤翎和六角大红的抗寒性，花
鹤翎和六角大红花期不同、抗寒性不同，将花鹤翎和六角大红

配合栽植，并施以外源ＮＯ提高抗寒性，对北方山茶花品种引
进以及安全越冬具有一定的指导意义。

除了山茶花具有较高观赏价值以外，山茶属植物都具有

很高的利用价值，经济植物茶树是世界三大无酒精饮料之一；

油茶组合红山茶组种子含油量高；金花茶组种类繁多，是著名

观赏花木，然而这些重要经济植物喜温暖湿润环境，目前主要

分布于东亚北回归线两侧。由于木本植物生长慢、育种周期

长，外源ＮＯ处理已有效地提高了山茶的抗寒性，深入研究其
在山茶属植物低温胁迫中的作用，对于扩大山茶属植物的分

布范围，尤其是其北方分布，对于丰富北方道路、庭院、住宅、

景点等花卉品种具有重要意义。
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