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　　摘要：于２５℃（ＣＫ）、１５℃和５℃条件下，水培六堡茶茶苗１个月后，测定叶片中ＭＤＡ含量，ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＰＯＤ活性
及ＤＮＡ甲基化水平。结果表明，温度从２５℃降到５℃时，六堡茶茶苗 ＭＤＡ含量、ＣＡＴ活性和 ＤＮＡ甲基化水平呈现
“低－高－低”的趋势，１５℃时高于对照组，表明适当低温对ＭＤＡ含量、ＣＡＴ活性和ＤＮＡ甲基化水平有较强的刺激作
用，当温度低到一定程度时，则会对其有一定的抑制作用；ＳＯＤ、ＰＯＤ活性呈现“高－低－高”的趋势，１５℃时低于对照
组，５℃时高于对照组，表明适当的低温对ＳＯＤ、ＰＯＤ活性有一定的抑制作用，而随着温度继续降低则会对其有促进作
用。研究结果有利于了解六堡茶的抗寒机理，并为六堡茶的耐寒种质资源选择提供参考依据和理论指导。
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　　在生长过程中，植物可能会遇到各种环境胁
迫。植物处在逆境状态下，其体内的活性氧会大量

积累，导致其不能正常生长，甚至死亡。植物体内

的保护酶可以清除过量的活性氧，维持其动态平

衡。保护酶 ＣＡＴ（过氧化氢酶）、ＳＯＤ（超氧化物歧
化酶）、ＰＯＤ（过氧化物酶）在植物抗逆性方面发挥
重要作用。低温诱导下抗氧化酶基因表达提高，增

强了这些抗氧化酶的活性以维持植物体内活性氧

的动态平衡，增强植物对低温的抗性。同时，胁迫

下植物叶片中 ＭＤＡ含量也会增大，膜脂过氧化加
剧，膜透性增强。

ＤＮＡ甲基化是植物生长发育中普遍存在的一
种现象。研究植物 ＤＮＡ甲基化与环境胁迫之间的
关联，可为环境胁迫对植物生长发育的影响提供理

论基础，为农林业生产发展提供指导。

六堡茶因最早产自于广西梧州市苍梧县六堡

镇而得名［１］，其生产历史悠久，被列为全国二十四

名茶之一［２］。２０世纪５０年代，六堡茶主导香港市
场，后热销东南亚［３］。近年来，随着黑茶的消费热

潮，六堡茶的年产量和出口量均出现快速增长［４］。

六堡茶的区域品牌价值在黑茶类中一直稳居前列，

梧州市政府出台多项政策措施扶持六堡茶的健康

可持续发展。

六堡茶原产地广西梧州地处北回归线以南，气

候温暖湿润，因此六堡茶对于低温的适应性相对较

弱，特别是２００８年的雨雪冰冻灾害席卷全国，六堡
茶产区也不能幸免。随着全球变暖，近年来极端天

气和气候事件频繁发生，探讨六堡茶对低温的抗性

以及遭受低温时的生理生化变化，对于六堡茶的选

育和栽培乃至产业的发展有重要意义。本研究通

过在不同温度环境下对六堡茶茶苗进行水培，探讨

低温胁迫下六堡茶茶苗的抗性生理和 ＤＮＡ甲基化
水平差异，不仅可揭示六堡茶的抗寒机理，同时为

六堡茶的耐寒种质资源选择提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料及处理
本次试验材料选自广西苍梧县国有天洪岭林

场六堡茶六堡群体种扦插苗，所选茶苗长势大体一

致（苗高约３０ｃｍ）。把茶苗根系土壤洗净后放入盛
有１Ｌ１／２Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液的水桶中水培，使茶苗适
应水培环境，期间每周更换营养液。水培１个月后，
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将茶苗分别置于全光照培养箱中培养，温度设置３
个处理，分别为５℃、１５℃和２５℃（ＣＫ），每处理３
个重复水桶，每个水桶放置茶苗１１株。在恒温条件
下培养１个月，每周更换营养液。每日光照时间为
１２ｈ（０７：００—１９：００），光照度为７５００ｌｘ。各处理１
个月后，茶苗都长出嫩叶，采集枝条顶部新长出的

２～３张嫩叶和芽保存在４℃低温下用以测定生物
指标。

１．２　抗性生理指标测定
采用南京建成生物工程研究所的试剂盒提取

ＭＤＡ、ＣＡＴ、ＳＯＤ和 ＰＯＤ，提取步骤参照试剂盒说明
书。采用 ＴＢＡ法测定 ＭＤＡ含量，采用可见光法测
定ＣＡＴ、ＰＯＤ活性，采用羟胺法测定ＳＯＤ活性。
１．３　ＤＮＡ甲基化水平
１．３．１　ＤＮＡ提取　六堡茶茶苗叶片基因组 ＤＮＡ
的提取采用康为世纪生物科技有限公司的新型植

物基因组 ＤＮＡ试剂盒，提取步骤参照试剂盒说明
书，提取的 ＤＮＡ保存于 －２０℃下。取１０μＬＤＮＡ
提取液，采用紫外分光光度计测定 Ｄ２６０ｎｍ和 Ｄ２８０ｎｍ，
以Ｄ２６０ｎｍ估算 ＤＮＡ产率，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ判断 ＤＮＡ样
品纯度。

１．３．２　ＤＮＡ甲基化水平测定　六堡茶茶苗叶片
ＤＮＡ中５－甲基胞嘧啶和胞嘧啶的测定主要参照黑
淑梅等的方法［５］，首先配制好２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液和
４ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液各 １Ｌ。移取上述 ＤＮＡ溶液
２０μＬ于１．５ｍＬ离心管中，再吸取 ２０μＬ２ｍｏｌ／Ｌ
ＨＣｌ于其离心管中，于恒温水浴锅中 ８０℃水解
１２０ｍｉｎ，水解后吸取２０μＬ４ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ于离心
管中以中和ＨＣｌ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心分离１ｍｉｎ，移取
上清液于新的离心管中，待测５－甲基胞嘧啶（５－
ＭｅＣ）的含量。

将５０ｍｇ胞嘧啶标准品溶解于５００μＬ的ＴＥ缓
冲液中（浓度为 １００μｇ／μＬ），再取 ０．７５μＬ溶于
１５ｍＬＴＥ缓冲液配制成浓度为５０μｇ／μＬ的胞嘧
啶标准品溶液。５－甲基胞嘧啶标准品溶液也以相
同方式制备。

用高效液相色谱法测定六堡茶茶苗 ＤＮＡ甲基
化水平。色谱柱：ＨｙｐｅｒｓｉｌＢＤＳ－Ｃ１８键合柱（５μｍ，
１５０ｍｍ×４６ｍｍ）。流动相的组成成分：５％甲醇，
４７５ｍｍｏｌ／Ｌ己烷磺酸钠，０．２％三乙醇胺。流动相
用娃哈哈纯净水配制，再用磷酸将其 ｐＨ值调为
５５。流速：０．７ｍＬ／ｍｉｎ。检测波长：２７３ｎｍ，进样
量：１０μＬ，运行时间：１５ｍｉｎ。胞嘧啶和５－甲基胞

嘧啶标准品进样量分别为２、４、６、８、１０μＬ，其对应
的浓度为１０、２０、３０、４０、５０μｇ／μＬ。
１．４　数据分析

六堡茶茶苗叶片ＤＮＡ的胞嘧啶（Ｃ）和５－甲基
胞嘧啶（５－ＭｅＣ）的含量，运用外标准法计算。先
比较样品和标准品的峰面积，再根据公式［５－ＭｅＣ／
（Ｃ＋５－ＭｅＣ）］×１００％计算５－ＭｅＣ的百分含量。
用ＭＳＥｘｃｅｌ２００７对所有数据进行整理后，用 ＳＰＳＳ
１９．０进行数据分析。

２　结果与分析

２．１　低温对六堡茶茶苗抗性生理的影响
２．１．１　ＭＤＡ含量　从对照温度（２５℃）降到５℃
时，ＭＤＡ含量呈现“低—高—低”的趋势（图 １－
Ａ）。对照 ＭＤＡ含量为 １１７．６６ｎｍｏｌ／ｇ，１５℃时
ＭＤＡ含量高于对照组７３．０７％（２０３．６３ｎｍｏｌ／ｇ），而
５℃时则低于对照组２２．３７％（９１．３４ｎｍｏｌ／ｇ）。适
当的低温对 ＭＤＡ有较强的刺激作用，当温度低到
一定程度时，则对ＭＤＡ有一定的抑制作用。
２．１．２　ＣＡＴ活性　从对照温度（２５℃）降到 ５℃
时，ＣＡＴ活性呈现“低－高－低”的趋势（图１－Ｂ）。
对照ＣＡＴ活性为２．２５Ｕ／ｍｇ，１５℃时 ＣＡＴ活性高
于对照组６４．４４％（３．７０Ｕ／ｍｇ），而５℃时则低于对
照组１９．１１％（１．８２Ｕ／ｍｇ）。适当的低温对 ＣＡＴ有
较强的刺激作用，当温度低到一定程度时，则对

ＣＡＴ有一定的抑制作用。
２．１．３　ＳＯＤ活性　从对照温度（２５℃）降到 ５℃
时，ＳＯＤ活性呈现“高—低—高”的趋势（图１－Ｃ）。
对照ＳＯＤ活性为１．９７Ｕ／ｍｇ，１５℃时 ＳＯＤ活性低
于对照组７．１１％（１．８３Ｕ／ｍｇ），而５℃时则高于对
照组４．０６％（２．０５Ｕ／ｍｇ）。适当的低温对 ＳＯＤ有
一定的抑制作用，温度为 ５℃时对 ＳＯＤ有促进
作用。

２．１．４　ＰＯＤ活性　从对照温度（２５℃）降到 ５℃
时，ＰＯＤ活性呈现“高—低—高”的趋势（图１－Ｄ）。
对照ＰＯＤ活性为０．１８Ｕ／ｍｇ，１５℃时 ＰＯＤ活性低
于对照组５５．５６％（０．０８Ｕ／ｍｇ），而５℃时则高于对
照组１１．１１％（０．２０Ｕ／ｍｇ）。适当的低温对ＰＯＤ有
一定的抑制作用，随着温度的继续降低对ＰＯＤ有刺
激作用。

２．２　低温对六堡茶茶苗ＤＮＡ５－甲基化的影响
如图２－Ａ和２－Ｂ，以浓度（μｇ／μＬ）为横坐标，

峰面积（×１００００）为纵坐标绘制标准曲线。
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　　标准品胞嘧啶的线性方程为 ｙ＝１２５９０ｘ＋
３２１２，ｒ２＝０．９９９６；标准品５－甲基胞嘧啶线性方程
为ｙ＝３７７１５ｘ－１６１５６，ｒ２＝０．９９９６；说明胞嘧啶和
５－甲基胞嘧啶在０～５０μｇ／μＬ范围内，分别都有
良好的线性关系。

　　从对照温度（２５℃）降到５℃时，六堡茶ＤＮＡ甲

基化水平呈现“低－高－低”的趋势，如图３所示。对
照组ＤＮＡ甲基化水平为９．７９％，１５℃时为２７．３６％，
高于对照组１７９．４７％，而５℃时为２４１４％，高于对照
组１４６．５８％。结果表明，适当的低温对ＤＮＡ甲基化
水平有一定刺激作用，当温度低到一定程度时，则对

ＤＮＡ甲基化水平有一定的抑制作用。

３　讨论与结论

３．１　低温胁迫对六堡茶茶苗抗性生理的影响
活性氧是与氧代谢有关过程的中间产物，其中

以自由基形式存在的活性氧会导致植物不能正常

生长发育，加速植物衰老，甚至导致死亡［６］。六堡

茶茶苗体内的活性氧和活性氧清除系统，在正常情

况下能够保持着动态平衡。当遭受到胁迫时，六堡

茶茶苗的光合作用受阻，部分氧气被作为电子受体

形成超氧阴离子自由基（Ｏ－２·），其体内就会累积
超过动态平衡的活性氧，超越活性氧清除系统的能

力范围，就会破坏细胞结构和功能，使六堡茶茶苗
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的生长受阻。

ＣＡＴ、ＳＯＤ和ＰＯＤ是六堡茶茶苗体内酶催清除
系统中的主要成员。在清除活性氧时，ＳＯＤ是第一
个发挥作用的抗氧化酶，催化 Ｏ－２·发生歧化反应，
产生Ｈ２Ｏ２和水。ＣＡＴ和ＰＯＤ可以阻断自由基链式
反应，通过不同的方式把 Ｈ２Ｏ２分解为水和氧气。
六堡茶茶苗体内非酶系统产生的氧自由基，能攻击

生物膜中的多不饱和脂肪酸，引发脂质过氧化作

用，并由此形成脂质过氧化物，使茶苗组织细胞受

损伤。ＭＤＡ是脂质氧化终产物，作为膜脂过氧化指
标，直接反映六堡茶茶苗的受损程度。

本研究表明，随着温度降低，ＭＤＡ含量先呈现
上升状态，膜脂过氧化程度增大，在１５℃后开始下
降，膜脂过氧化程度减小，说明１５℃的低温对六堡
茶茶苗的生长有抑制作用，受损程度最大。随着温

度降低，六堡茶茶苗的 ＣＡＴ活性先增加后降低，
ＳＯＤ和ＰＯＤ则随着温度的降低先下降后上升。当
ＳＯＤ和ＰＯＤ活性较低时，为了维持活性氧与活性氧
清除系统的平衡，ＣＡＴ活性增大，在维持活性氧平
衡中发挥主要作用。在１５℃时，ＳＯＤ和 ＰＯＤ活性
降低的原因目前尚不明确，推测可能与茶苗对低温

的适应机制有关，１５℃可以导致酶活性的下降但并
不足以使 ＳＯＤ和 ＰＯＤ在茶苗体内高度表达。同
时，ＳＯＤ、ＰＯＤ活性与 ＭＤＡ含量紧密相关［７］，ＭＤＡ
是自由基引起的膜脂过氧化的产物，而ＳＯＤ则是清
除自由基的主要抗氧化酶［８］，随着温度降低，六堡

茶茶苗的 ＭＤＡ含量先升高后降低，ＳＯＤ活性先下
降后升高，两者呈现负相关。低温抑制了六堡茶茶

苗的 ＳＯＤ活性，使活性氧大量积累，ＭＤＡ含量增
大，加大了膜脂过氧化程度，破坏了膜的完整性，使

得茶苗叶片不能正常生长，进而危害六堡茶茶苗的

整体。

３．２　低温胁迫对六堡茶茶苗 ＤＮＡ甲基化水平的
影响

ＤＮＡ甲基化是六堡茶茶苗调控其基因表达的
重要手段之一，在低温驯化过程中，某些与耐寒相

关的基因被激活，从而使六堡茶茶苗适应低温逆

境。Ｃｈｏｉ等的研究表明，低温胁迫下植物的相关抗
逆基因发生去甲基化，增加相应基因的表达量来应

对低温逆境［９］。因此，低温（１５℃和５℃）下，六堡
茶茶苗为了适应低温而使基因组总体上趋向于去

甲基化从而调控某些耐寒基因表达，进而增强了六

堡茶茶苗对低温的适应性。周艳华等利用ＭＳＡＰ技

术分析发现，与对照组相比，低温处理期间茶树样

品和低温处理之后茶树样品，其基因组ＤＮＡ同时发
生甲基化和去甲基化，甲基化水平高于去甲基化水

平，因此总体甲基化水平呈现增加趋势［１０］，这与本

研究结果相一致。

低温胁迫下，六堡茶茶苗ＤＮＡ甲基化水平呈现
先升高后降低的趋势，可能是因为温度从２５℃降到
１５℃，对甲基转移酶、染色质甲基化酶和重新甲基
化酶的活性抑制不大，甚至还有所促进，从而提高

了六堡茶茶苗 ＤＮＡ甲基化水平。当温度进一步降
低，则抑制了这些参与 ＤＮＡ甲基化酶的活性，从而
使六堡茶茶苗的ＤＮＡ甲基化水平有所降低。
　　本研究分别于２５℃、１５℃和５℃下水培六堡
茶茶苗，测定叶片中 ＭＤＡ含量，ＣＡＴ、ＳＯＤ和 ＰＯＤ
活性以及叶片中ＤＮＡ甲基化水平。研究表明，适当
低温对六堡茶茶苗叶片中 ＭＤＡ含量、ＣＡＴ活性和
ＤＮＡ甲基化水平有较强的刺激作用，当温度低到一
定程度时，则会对其有一定的抑制作用。同时，适

当的低温对六堡茶茶苗叶片中 ＳＯＤ和 ＰＯＤ活性也
有一定的抑制作用，而随着温度继续降低，则会对

其有促进作用。本研究结果不仅可以揭示六堡茶

的抗寒机理，而且可为六堡茶的耐寒种质资源选择

提供理论指导。
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