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低温胁迫对高山离子芥试管苗膜脂过氧化及
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摘要：通过研究高山离子芥细胞在不同低温胁迫中活性氧代谢及ＡｓＡ－ＧＳＨ循环中生理指标的动态变化，揭示其响应
低温胁迫的部分生理机制．以天然抗寒性植物高山离子芥试管苗为材料，研究了脂质过氧化产物，活性氧和抗坏血酸

－谷胱甘肽（ＡｓＡ－ＧＳＨ）循环系统对其冷冻低温胁迫（４℃、０℃和－４℃）的反应．结果显示低温胁迫下，高山离子芥细
胞中相对电导率、丙二醛（ＭＤＡ）、Ｈ２Ｏ２ 含量和ＧＳＨ不同程度的提高；抗坏血酸过氧化酶（ＡＰＸ）、单脱氢抗坏血酸
还原酶（ＭＤＨＡＲ）及谷胱甘肽还原酶（ＧＲ）活性在４ ℃和０ ℃胁迫下呈波动性变化，在－４ ℃胁迫下，ＡＰＸ和

ＭＤＨＡＲ活性处于抑制状态，显著低于对照（Ｐ＜０．０５），而ＧＲ活性则呈现出先升高后降低的变化趋势．结果表明低
温胁迫下，高山离子芥试管苗发生不同程度的膜脂过氧化，并可能通过增加细胞内 Ｈ２Ｏ２ 含量来促进其抗氧化保护能
力；同时ＡｓＡ－ＧＳＨ循环代谢中抗氧化酶（ＡＰＸ，ＭＤＨＡＲ，ＧＲ）与抗氧化剂（ＧＳＨ）共同协调作用，以减轻低温所造成
的伤害．
关键词：低温胁迫；高山离子芥试管苗；活性氧；ＡｓＡ －ＧＳＨ循环
中图分类号：Ｑ　９４５．７８　　　　文献标志码：Ａ　　　　文章编号：１００１－９８８Ⅹ（２０１４）０５－００７９－０６

Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｌｏｗ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｓｔｒｅｓｓ　ｏｎ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏ　ａｎｄ
ａｓｃｏｒｂａｔｅ－ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ　ｃｙｃｌｅ　ｉｎ　Ｃｈｏｒｉｓｐｏｒａ　ｂｕｎｇｅａｎａ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ

ＹＡＮＧ　Ｎｉｎｇ，ＤＩＮＧ　Ｆａｎｇ－ｘｉａ，ＬＩ　Ｙｉ－ｓｈｅｎ，ＷＡＮＧ　Ｃｈｅｎｇ－ｌｉａｎｇ
（Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ　Ｎｏｒｍａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｌａｎｚｈｏｕ　７３００７０，Ｇａｎｓｕ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｕｓｉｎｇ　ａ　ｎａｔｕｒａｌ　ｃｏｌｄ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｓｐｅｃｉｅｓ，Ｃｈｏｒｉｓｐｏｒａ　ｂｕｎｇｅａｎａ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ａｓ　ｍａｔｅｒｉａｌ，ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙ　ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ　ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　ｌｉｐｉｄ　ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ，ａｃｔｉｖｅ　ｏｘｙｇｅｎ　ａｎｄ　ａｓｃｏｒｂａｔｅ－ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ｃｙｃｌｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｏｗ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｓｔｒｅｓｓｅｓ　ａｉｍｉｎｇ　ｔｏ　ｒｅｖｅａｌ　ｔｈｅ　ｐａｒｔｉａｌ　ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｓｈｏｗ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｉｃ　ｌｅａｋａｇｅ，ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ），ｈｙｄｒｏｇｅｎ
ｐｅｒｏｘｉｄｅ（Ｈ２Ｏ２）ａｎｄ　ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ（ＧＳＨ）ｃｏｎｔｅｎｔｓ　ａｒｅ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｏｗ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｓｔｒｅｓｓｅｓ（４
℃，０ ℃，－４ ℃）．Ａｓｃｏｒｂａｔｅ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＡＰＸ），ｍｏｎｄｅｈｙｄｒｏａｓｃｏｒｂａｔｅ　ｒｅｄｕｃｔａｓｅ（ＭＤＨＡＲ）ａｎｄ

ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ　ｒｅｄｕｃｔａｓｅ　ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ　ｒｅｄｕｃｔａｓｅ（ＧＲ）ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ａｒｅ　ｆｌｕｃｔｕａｔｅｄ　ａｒｏｕｎｄ　ｔｈｅ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｗｈｅｎ　Ｃ．
ｂｕｎｇｅａｎａｉｓ　ｅｘｐｏｓｕｒｅ　ｔｏ　４℃ａｎｄ　０℃．Ｗｈｅｎ　Ｃ．ｂｕｎｇｅａｎａｉｓ　ｅｘｐｏｓｕｒｅ　ｔｏ－４℃，ｔｈｅ　ＡＰＸ　ａｎｄ　ＭＤＨＡＲ
ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ａｒｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ　ｔｈａｎ　ｃｏｎｔｒｏｌ（Ｐ＜０．０５），ａｓ　ｗｅｌｌ　ａｓ　ｔｈｅ　ＧＲ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　ｆｉｒｓｔｌｙ，ｔｈｅｎ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ．Ｏｕｒ　ｒｅｓｅａｒｃｈ　ｒｅｖｅａｌ　ｔｈａｔ　ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｏｗ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｓｔｒｅｓｓｅｓ，Ｃ．ｂｕｎｇｅａｎａ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ　ｉｎ
ｖｉｔｒｏ　ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ　ｔｈｅ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｌｉｐｉｄ　ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｓｏｍｅ　ｄｅｇｒｅｅｓ，ａｎｄ　ｍａｙ　ｉｎｃｒｅａｓｅ　ｉｔｓ　ｏｘｉｄａｔｉｏｎ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ａｂｉｌｉｔｙ　ｂｙ　ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｈ２Ｏ２ ｃｏｎｔｅｎｔ．Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ　ｅｎｚｙｍｅｓ（ＡＰＸ，ＭＤＨＡＲ，ＧＲ）ａｎｄ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ（ＧＳＨ）ｉｎ　ａｓｃｏｒｂａｔｅ－ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ　ｃｙｃｌｅ　ｗｏｒｋｅ　ｔｏｇｅｔｈｅｒ　ａｎｄ　ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｄ　ｔｏ　ｒｅｄｕｃｅ　ｔｈｅ　ｌｏｗ

９７

DOI:10.16783/j.cnki.nwnuz.2014.05.017



西　北　师　范　大　学　学　报 （自然科学版）　　 第５０卷　
Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ　Ｎｏｒｍａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｎａｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）　　 Ｖｏｌ．５０　

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｄａｍａｇｅ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ｌｏｗ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｓｔｒｅｓｓ；Ｃｈｏｒｉｓｐｏｒａ　ｂｕｎｇｅａｎａ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ；ＲＯＳ；ａｓｃｏｒｂａｔｅ－ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ｃｙｃｌｅ

　　高山离子芥是高山冰缘植物的典型代表，属于
十字花科离子芥属多年生草本植物．它生长于天山
雪线附近的高山流石堆，苏联、巴基斯坦、阿富汗
也有分布，生长期在每年的６月至９月，具有先锋
植物的特点，能适应低氧分压、高山冻融过程中剧
烈的气温波动和强紫外线辐射的环境，是改良十字
花科作物抗冷冻性的宝贵野生种质资源，也是研究
植物抗逆机理最为理想的材料［１］．
细胞膜在植物抗逆性方面起着重要作用，膜系

统的稳定性与植物的抗逆性密切相关［２－４］．在低温
胁迫下，细胞内活性氧代谢的平衡被破坏，产生过
多的活性氧，引发或加剧膜质过氧化作用，造成细
胞膜系统的损害［５］．因此，活性氧的清除是细胞
膜保持良好稳定性的关键．抗坏血酸－谷胱甘肽
（Ａｓｃｏｒｂａｔｅ－ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＡｓＡ－ＧＳＨ）循环在清除活
性氧过程中发挥着极其重要的作用［６］，其抗坏血
酸过氧化物酶（Ａｓｃｏｒｂａｔｅ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＡＰＸ）以抗坏
血酸（ＡｓＡ）为底物将Ｈ２Ｏ２ 还原成Ｈ２Ｏ，同时生成
单脱氢抗坏血酸（Ｍｏｎｄｅｈｙｄｒｏａｓｃｏｒｂａｔｅ，ＭＤＨＡ），
由于 ＭＤＨＡ不稳定，一部分可被单脱氢抗坏血酸
还 原 酶 （Ｍｏｎｄｅｈｙｄｒｏａｓｃｏｒｂａｔｅ　 ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，

ＭＤＨＡＲ）还原为ＡｓＡ，另一部分可进一步氧化生
成脱氢抗坏血酸（Ｄｅｈｙｄｒｏａｓｃｏｒｂａｔｅ，ＤＨＡ）．ＤＨＡ
又可以还原型谷胱甘肽（Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）为底
物，在脱氢抗坏血酸还原酶 （Ｄｅｈｙｄｒｏａｓｃｏｒｂａｔｅ
ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＤＨＡＲ）的作用下生成 ＡｓＡ，同时产生
氧化型谷胱甘肽（Ｏｘｉｄｉｚｅｄ　ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＳＧ），

ＧＳＳＧ 又 可 在 谷 胱 甘 肽 还 原 酶 （Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＧＲ）的催化下被还原成ＧＳＨ［７］．Ｒａｏ［８］

等认为适度的逆境条件能够刺激植物ＡｓＡ－ＧＳＨ循
环中酶活性升高，增强对活性氧的清除能力．刘正
鲁等［９］的研究结果也表明维持 ＡｓＡ－ＧＳＨ 循环的
快速有效运行是嫁接苗耐盐性优于自根苗的一个重

要方面．因此本试验以高山离子芥试管苗为研究材
料，探讨低温胁迫下其膜脂过氧化以及ＡｓＡ－ＧＳＨ
循环中相关酶等生理指标的动态变化，旨在揭示高
山离子芥细胞响应低温胁迫的部分生理机制，为进
一步探讨高山冰缘植物高山离子芥的低温适应性机

制，并为农作物的抗低温育种、改善作物抗冻性提

供理论依据．

１　材料与方法

１．１　试验材料与处理

１．１．１　高山离子芥试管苗的培养　本研究采用的
高山离子芥取材于新疆天山乌鲁木齐河源区．将高
山离子芥（Ｃｈｏｒｉｓｐｏｒａ　ｂｕｎｇｅａｎａ）去皮种子用７０％
乙醇浸泡３０ｓ，然后用０．１％升汞浸泡６～８ｍｉｎ，
无菌水冲洗３次，子叶直接接种于含有３％蔗糖的

ＭＳ培养基中（不含任何激素），在光照培养架上
（２５℃，２　０００ｌｘ，１２ｈ光照）培养．待种子萌发，长至

４ｃｍ左右时，试管苗转移至含蔗糖３％，１ｍｇ·Ｌ－１

６－ＢＡ的 ＭＳ培养基中，在光照培养架上（２５℃、

２　０００ｌｘ、１２ｈ光照）继代培养３～４次后，用于试
验．
１．１．２　试验材料处理　将在２５℃培养的高山离子
芥试管苗放置到４℃、０℃和－４℃进行低温胁
迫，胁迫时间分别为６ｈ，１２ｈ，２４ｈ，４８ｈ和７２ｈ，
收集不同胁迫时段的叶片用于指标的测定，每次试
验３个重复．以２５℃条件下培养的未胁迫处理的
高山离子芥试管苗为对照．
１．２　测定方法
相对电导率（ＲＥＣ）的测定参照龚富生和张嘉

宝［１０］的方法；硫代巴比妥酸（ＴＢＡ）法测定丙二醛
（ＭＤＡ）含量［１１］，单位以μｍｏｌ·Ｌ

－１表示；过氧化
氢（Ｈ２Ｏ２）含量的测定参照张治安和陈展宇［１２］的方
法，单位以μｍｏｌ·ｇ

－１表示；抗坏血酸过氧化物酶
（ＡＰＸ）活性测定参照李忠光等［１３］的方法，以毎消
耗１μｍｏｌ·Ｌ

－１的抗坏血酸为１个酶活单位；单脱
氢抗坏血酸还原酶（ＭＤＨＡＲ）活性测定参照孙园园
等［１４］的方法，以１ｍｉｎ内 ＯＤ３４０值变化０．０１为１
个酶活力单位、谷胱甘肽还原酶（ＧＲ）活性测定参
照刘正鲁等［９］的方法，以１ｍｉｎ内 ＯＤ３４０值变化

０．１为１个酶活单位，单位均以Ｕｇ－１　ｆｒｅｓｈ　ｗｅｉｇｈｔ
（ＦＷ）表示．谷胱甘肽（ＧＳＨ）含量的测定参照陈沁
和刘友良［１５］的方法，单位以μｇ·ｇ

－１表示．
１．３　数据分析　
采用ＳＰＳＳ　１７．０统计软件进行数据统计，用

Ｄｕｎｃａｎ方法进行单因素方差分析，用 Ｃｏｒｅｌｄｒａｗ

０８
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９．０作图．

２　结果与分析

２．１　低温胁迫对高山离子芥试管苗叶片相对电导
率的影响

细胞膜通透性的大小可间接的用组织的相对电

导率衡量，组织相对电导率越高，说明细胞膜完整
性遭到破坏的程度就越大．如图１所示，高山离子
芥试管苗叶片细胞在４℃和－４℃胁迫初期（０～
２４ｈ），相对电导率低于对照水平，胁迫后期（４８～
７２ｈ）相对电导率升高至与对照相当的水平；而

０℃胁迫则显著高于对照水平（Ｐ＜０．０５），且在胁
迫２４ｈ时出现峰值，约为对照水平的３００．００％，
之后，相对电导率保持在较高水平．

　　同色柱形图中不同字母表示差异显著Ｐ＜０．０５（下同）

（Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｃｏｌｏｒ　ｈｉｓｔｏｇｒａｍ　ｉｎｄｉｃａｔｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ　Ｐ＜０．０５）

图１　低温胁迫对高山离子芥试管苗叶片

相对电导率的影响

Ｆｉｇ　１ Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　Ｌｏｗ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｎ　ＲＥＣ

ｏｆ　Ｃ．ｂｕｎｇｅａｎａ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ　ｌｅａｖｅｓ

２．２　低温胁迫对高山离子芥试管苗叶片ＭＤＡ含量
的影响

ＭＤＡ是膜脂过氧化作用的最终产物，是膜系
统受害的重要标志之一．如图２所示，高山离子芥
试管苗在４℃和０℃胁迫过程中，细胞中 ＭＤＡ含
量围绕对照组上下波动，呈现先下降后上升的趋
势，最终保持了与对照相当的水平；并且在４℃胁
迫时，２４ｈ出现峰值，约为对照的１４７．８６％，并
维持该水平至４８ｈ；在０℃胁迫时，ＭＤＡ含量于

４８ｈ达到最大值，为对照的１９０．６０％；而－４℃
胁迫时，ＭＤＡ含量在６ｈ内快速升高，为对照的

１６４．９６％，并维持该水平至１２ｈ，随后，ＭＤＡ含
量降至与对照相当的水平，随着胁迫时间的延长，
在胁迫进行的４８ｈ达到峰值，为对照的１８５．４７％，

并维持该水平至７２ｈ．

图２　低温胁迫对高山离子芥试管苗叶片

丙二醛含量的影响

Ｆｉｇ　２ Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　Ｌｏｗ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｎ　ＭＤＡ　ｃｏｎｔｅｎｔ

ｏｆ　Ｃ．ｂｕｎｇｅａｎａ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ　ｌｅａｖｅｓ

２．３　低温胁迫对高山离子芥试管苗叶片Ｈ２Ｏ２ 含
量的影响

Ｈ２Ｏ２ 是细胞有氧代谢的产物，激素等信号以
及生物、非生物胁迫刺激均可诱导植物细胞内

Ｈ２Ｏ２ 的大量积累．由图３可以看出，４℃、－４℃
两种温度胁迫下，较之对照组 Ｈ２Ｏ２ 含量都显著上
升（Ｐ＜０．０５），且均在４８ｈ达到最大值，分别为对
照的１７５．６２％，２８２．３１％；０℃胁迫时，０～１２ｈ，

Ｈ２Ｏ２ 含量保持在与对照相当的水平，在２４ｈ达到
最高，为对照的１５１．０５％．

图３　低温胁迫对高山离子芥试管苗叶片

过氧化氢含量的影响

Ｆｉｇ　３ Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　Ｌｏｗ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｎ　Ｈ２Ｏ２
ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　Ｃ．ｂｕｎｇｅａｎａ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ　ｌｅａｖｅｓ

２．４　低温胁迫对高山离子芥试管苗叶片ＡｓＡ－ＧＳＨ
循环中ＡＰＸ活性的影响

ＡＰＸ对 Ｈ２Ｏ２ 的亲和力很高，是细胞中清除

Ｈ２Ｏ２ 的重要酶类之一．如图４所示，高山离子芥
试管苗细胞在４ ℃和０ ℃胁迫的整个进程中，

ＡＰＸ活性始终围绕对照值上下波动；－４℃胁迫
下，ＡＰＸ的活性显著低于对照（Ｐ＜０．０５），酶活
性处于抑制状态．

１８
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图４　低温胁迫对高山离子芥试管苗叶片

抗坏血酸过氧化物酶活性的影响

Ｆｉｇ　４ Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　Ｌｏｗ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｎ　ＡＰＸ　ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ　Ｃ．ｂｕｎｇｅａｎａ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ　ｌｅａｖｅｓ

２．５　低温胁迫对高山离子芥试管苗叶片ＡｓＡ－ＧＳＨ
循环中ＭＤＨＡＲ活性的影响
由图５可知，不同低温处理对高山离子芥试管

苗细胞中 ＭＤＨＡＲ的活性有显著性的影响（Ｐ＜
０．０５）．４℃，０℃两种温度胁迫下，ＭＤＨＡＲ活性
呈现出先升高后降低的变化趋势，但随着胁迫时间
的增加，不同温度胁迫下的 ＭＤＨＡＲ活性变化有
差异，４℃胁迫下在１２ｈ达到了 ＭＤＨＡＲ活性的
最大值，为对照的１３６．２０％，而在０℃胁迫下，

ＭＤＨＡＲ 活 性 １２ｈ 时 出 现 峰 值，为 对 照 的

１２２．９４％；在胁迫后期，无论是４ ℃还是０ ℃，

ＭＤＨＡＲ活性均降至低于对照的水平．－４℃胁迫
下，ＭＤＨＡＲ活性显著低于对照（Ｐ＜０．０５），酶活
性处于抑制状态．

图５　低温胁迫对高山离子芥试管苗叶片单脱

氢抗坏血酸还原酶活性的影响

Ｆｉｇ　５ Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　Ｌｏｗ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｎ　ＭＤＨＡＲ

ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　Ｃ．ｂｕｎｇｅａｎａ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ　ｌｅａｖｅｓ

２．６　低温胁迫对高山离子芥试管苗叶片ＡｓＡ－ＧＳＨ
循环中ＧＲ活性的影响
如图６所示，４℃，－４℃两种温度胁迫下，

ＧＲ活性呈现出先升高后降低的变化趋势，但随着
胁迫时间的增加，不同温度胁迫下的ＧＲ活性变化

有差异，４℃胁迫下在２４ｈ达到了ＧＲ活性的最大
值，为对照的３１４．１１％，而在－４℃胁迫下，ＧＲ
活性６ｈ时出现峰值，为对照的１９２．０３％；０℃胁
迫下，ＧＲ活性表现为先升高后降低再升高的趋
势．

图６　低温胁迫对高山离子芥试管苗叶片

谷胱甘肽还原酶活性的影响

Ｆｉｇ　６ Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　Ｌｏｗ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｎ　ＧＲ　ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ　Ｃ．ｂｕｎｇｅａｎａ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ　ｌｅａｖｅｓ

２．７　低温胁迫对高山离子芥试管苗叶片ＧＳＨ含量
的影响

ＧＳＨ是ＡｓＡ－ＧＳＨ循环中重要的抗氧化物质，
从图７可以看出，在整个胁迫进程中，ＧＳＨ 含量
都比对照组有所提高，且在不同低温胁迫过程中呈
现不同的变化趋势．４℃胁迫初期（０～６ｈ）ＧＳＨ含
量增加迅速，随后降至与对照相当的水平，胁迫

４８ｈ时达到最大值，为对照的２１６．０７％，之后，

ＧＳＨ含量下降至高于对照的水平．０℃胁迫时，

ＧＳＨ含量在６ｈ内达到最大，为对照的１７１．４７％，
之后，ＧＳＨ含量始终围绕峰值上下波动．－４℃
胁迫时，ＧＳＨ的含量随胁迫时间的延长呈持续上
升的趋势，在 ７２ｈ 时达到最大值，为对照的

１６６．３２％．

图７　低温胁迫对高山离子芥试管苗叶片

谷胱甘肽含量的影响

Ｆｉｇ　７ Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　Ｌｏｗ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｎ　ＧＳＨ

ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　Ｃ．ｂｕｎｇｅａｎａ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ　ｌｅａｖｅｓ

２８
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３　讨论

３．１　低温胁迫下高山离子芥试管苗细胞中膜脂过

氧化程度及Ｈ２Ｏ２ 含量的变化

逆境胁迫下植物细胞内活性氧代谢失衡，导致

自由基的积累和膜脂过氧化，引起植物细胞水平的

氧化伤害［１６］．相对电导率的变化可以反映植物细

胞膜的伤害程度，可作为抗寒性大小的重要指标应

用［１７］．本试验中，高山离子芥试管苗叶片细胞在

４℃和－４℃胁迫初期（０～２４ｈ），相对电导率低于

对照水平，胁迫后期（４８～７２ｈ）相对电导率均升高

至与对照相当的水平，推测可能是由于高山离子芥

试管苗在初期接受冷及冻胁迫时应激产生特殊机

制，关闭部分离子通道引起的，而在胁迫后期其对

４℃和－４℃的低温胁迫产生了适应，表现为相对

电导率维持在与对照相当的水平．孔淑贞［１８］在研

究香蕉幼苗的低温生理时发现在５℃低温下，香蕉

幼苗冷害严重，叶片电解质渗出率明显增大；仲强

等［１９］在研究浙江天童常绿木本植物的叶片抗寒性

时发现，在－５℃低温处理下，各植物叶片相对电

导率均显著增大，这与本试验结果中相对电导率的

反应不同，说明高山离子芥细胞响应低温胁迫时在

电导率的反应方面存在不同于上述植物的响应机

制，这可能与物种特异性有关．在本试验中，０℃
胁迫的相对电导率的反应有别于４℃和－４℃的冷

冻胁迫，显著高于对照水平（Ｐ＜０．０５），分析认
为，０℃作为临界温度，相对电导率来自物理和化

学方面的多种因素影响了细胞膜的完整性，包括细

胞间隙可能形成冰核造成原生质脱水，甚至细胞结

冰等，从而导致膜完整性的破坏和选择透性的丧

失，引起质膜透性的显著升高．

ＭＤＡ是细胞原生质膜在不适宜的生长条件下

发生脂质过氧化的产物，能够抑制细胞保护酶活性

和降低抗氧化物的含量，从而加剧膜脂过氧化［２０］．
高山离子芥试管苗在４℃和０℃胁迫过程中，细胞

中 ＭＤＡ含量围绕对照组上下波动，呈现先下降后

上升的趋势，最终保持了与对照相当的水平，这与

高福元［２１］在－１０℃低温下研究紫叶矮樱和美国红

栌丙二醛含量的变化所得出的结果一致．胁迫初期

ＭＤＡ含量表现出略微下降的趋势，可能是在低温

胁迫初始时植物保护酶产生的一种防御反应，酶活

力增强，清除活性氧和自由基的能力增强，植物体

内 ＭＤＡ含量也随之下降；随着低温胁迫时间的延

长，胁迫程度加强，酶活力也随之下降，清除活性

氧和自由基的能力减弱，体内 ＭＤＡ 含量相对升

高．总体 来 看，整 个 胁 迫 过 程 中，冻 害 温 度
（－４℃）下的 ＭＤＡ含量明显高于非冻害温度（４℃
和０℃）下，说明 ＭＤＡ对温度胁迫的反应与胁迫

程度正相关．

Ｊａｎｄａ及Ｃｈｅｎ等提出，植物体内 Ｈ２Ｏ２ 的积

累会使植物产生抗逆反应，增加的 Ｈ２Ｏ２ 被认为是

引起植物系统获得抗性的重要信号分子，同时

Ｈ２Ｏ２ 含量的增加可能还有助于植株诱导其他保护

机制［２２－２３］．本试验中，三种胁迫温度（４℃，０℃，

－４℃）下 Ｈ２Ｏ２ 含量均不同程度的提高，且随胁

迫程度的增加，在冻胁迫时（－４℃）的 Ｈ２Ｏ２ 含量

积累程度明显高于冷害胁迫（４℃和０℃），反映出

Ｈ２Ｏ２ 含量积累与温度胁迫程度相关，因此推测高

山离子芥试管苗在低温胁迫下通过增加细胞内

Ｈ２Ｏ２ 含量来促进其抗氧化的保护能力．

３．２　低温胁迫下高山离子芥试管苗细胞中ＡｓＡ－
ＧＳＨ循环的变化

ＡｓＡ－ＧＳＨ循环各组分主要涉及ＡＰＸ、ＤＨＡＲ
和ＧＲ等几种抗氧化酶及ＡｓＡ、ＧＳＨ二种非酶抗

氧化剂［２４］．ＡＰＸ是叶绿体中清除 Ｈ２Ｏ２ 的重要酶，

在植物逆境胁迫中具有重要的抗氧化作用．对

ＡＰＸ响应低温胁迫的研究表明，４℃和０℃胁迫

的整个进程中，ＡＰＸ活性始终围绕对照值上下波

动；－４℃胁迫下，ＡＰＸ活性被显著抑制．说明

ＡＰＸ对低温非常敏感，随着胁迫程度的加深ＡＰＸ
活性降低，这与本试验中－４℃胁迫下 Ｈ２Ｏ２ 含量

显著积累的结果一致，所以 ＡＰＸ活性降低部分造

成了细胞中 Ｈ２Ｏ２ 的过多积累．ＡＰＸ 要发挥正常

的催化作用，需要依赖 ＭＤＨＡＲ和ＤＨＡＲ源源不

断地再生 ＡｓＡ［２５］，本试验中，－４ ℃ 胁迫下，

ＭＤＨＡＲ活性显著低于对照（Ｐ＜０．０５），该酶活性
处于抑制状态而无法有效再生足够的 ＡｓＡ，所以

我们认为这也是－４℃胁迫下，ＡＰＸ活性被抑制

的原因之一．４℃，０℃两种温度胁迫下，ＭＤＨＡＲ
活性呈现出先升高后降低的变化趋势，在胁迫后

期，ＭＤＨＡＲ活性均降至低于对照的水平．说明

在一定的低温范围内，机体可以通过 ＭＤＨＡＲ清
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除植物体内由胁迫产生的活性氧，不致造成膜脂过

氧化；但 当 温 度 过 低 或 低 温 持 续 时 间 延 长，

ＭＤＨＡＲ活性被抑制，由此可以看出 ＭＤＨＡＲ活

性与低温胁迫强度及胁迫时间存在相关性．

ＧＳＨ具有能直接清除Ｈ２Ｏ２ 以及间接减少Ｏ－２·

和ＨＯ－·的作用，对于维持生物体内合适的氧化还

原环境起着至关重要的作用［２６］．作为高山离子芥

中的功能性物质和抗氧化剂，ＧＳＨ 除了可以自身

合成外，也可由ＧＲ催化ＧＳＳＧ还原成，促进生物

体内ＧＳＨ的循环再生，维持细胞内 ＧＳＨ 的水平

并间接参与生物体对自由基的清除［２７］．本研究中，

高山离子芥试管苗细胞在三种低温胁迫下，ＧＳＨ
含量均高于对照组水平，反应出高山离子芥试管苗

细胞通过增加ＧＳＨ以减少氧自由基伤害作为手段

之一来积极响应了胁迫；ＧＲ活性在４℃，－４℃两

种温度胁迫下，呈现出先升高后降低的变化趋势，

０℃胁迫下，ＧＲ活性始终围绕对照值上下波动．
可见，在低温胁迫下，高山离子芥试管苗细胞内

ＧＳＨ 含量的提高与 ＧＲ 活性的增加并不同步，

ＧＳＨ的增幅远远大于 ＧＲ活性增加，因此认为，

低温胁迫下，ＧＳＨ 的一部分来源是 ＧＲ将 ＧＳＳＧ
还原为ＧＳＨ，但最主要的来源仍是高山离子芥试

管苗自身合成能力的增强．这一结论也支持了朱为

民等［２８］在研究Ｃｄ２＋胁迫对番茄幼苗抗坏血酸－谷胱

甘肽循环代谢的影响时所得出的观点．
综上所述，高山离子芥试管苗在受到低温胁迫

时，随胁迫强度的加深及胁迫时间的延长，高山离

子芥试管苗通过统一协调机体细胞内的膜脂过氧

化、活性氧和ＡｓＡ－ＧＳＨ循环系统等多因素共同作

用，完成抵御低温胁迫的生理响应．值得关注的

是，本研究的几种测试指标（Ｈ２Ｏ２ 含量、ＡＰＸ活

性、ＧＲ活性和ＧＳＨ含量）在０℃胁迫时没有表现

出明显规律，呈波动变化，这可能与０℃这种特殊

的临界温度下细胞响应不同有关，而关于低温胁迫

的研究报道很多，但关注０℃胁迫的却少见报道，

本研究中所发现的现象说明对０℃胁迫下细胞响应

机制尚不明确，这为我们揭示植物抵抗低温胁迫机

理提出了新的深入研究的方向．
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