
第21卷第6期

  2001年6月

  生 态 学 报

ACTA ECOLOGICA SINICA S
Vol. 21,No.6

  Jun. ,2001

高寒山区植物根抗氧化酶系统的季节变化与

抗冷冻关系

周瑞莲，赵哈林，程国栋
(1.中国科学院寒区早区环境与工程研究所，兰州 730000)

摘， 在离寒山区(海拨2900.)选取4种多年生草本植物，即无芒雀麦(Br- inermis),草地早熟禾(Poa sphy-dylodes

)、花雀麦(Bramw sinensis)和垂娜披碱草(Ely- swans),侧定了秋末，冬初、冬季、春季气沮变化过程中其很中丙二醛

(MDA)含it和扰权醉活力(过舰化氮阵(CAT), zA权化物阵(POD),超氧物歧化醉(SOD))和抗坏血酸舰化醉(APX)变

化，分析了扰暇醉系统在根杭冷适应中的作用。结果表明，随秋末降沮植物根中MDA含A增加，尔后下降，在冬季和翌年

容季保持相对位定.从9月初到10月下旬，4种植物根中SOD,CAT,POD活力平均增加170%.130%和56%，在冬季下

降 但仍远高于9月.在春季气翻上升过怪中阵活力上升.根能在组织结冰状况下生存与其具备完善的保护醉系统，能及

时清除暇自由基抑侧砚胭过暇化维持腆完挂性有关。据阵沮过程中MDA含iltfu&叙醉活力变化，可将根冷适应分为两

个阶段，即策1阶段平均气沮在。℃以上，抗权阵活力增强 MDA增加阶段，第2阶段平均气沮降至OD以下，.低气沮降

到一15℃以下，抗饭*活力下阵,MDA无明是变化阶段.

关拍切高寒山区:抗饭醉;牧草抗冷冻力卜腆脂过权化

Seasonal changes in enzymatic antioxidant system in roots of alpine

perennial forage grasses related to freezing tolerance
ZHOURui-Lian,ZHAOHai-Lin,CHENGGuo-bong  (Calder,dArid Regim,Envir- mlandEn-

gineering Research Institate,Chinesa Academy of Scimces,Lanzhm 730000,China)

Abstncl:Four plants, Poa sphyondy[odes. Brt;nus inerrais, Brmnus sinensis and Elyraus nurans established

in apline in 1993, were investigated throughout the winter and spring between 1995 and 1996 by monitor-

ing MDA content and antioxidant enzymatic activities of SOD，CAT. POD and APX. Roots were sampled

at approximately 15 days interval in both autumn and spring. Leakage of ions and MDA content increased,

while SOD and CAT activities declined markedly from September with the drop of temperature. In con-

trast, in alive roots, MDA content increased markedly from September 1 to September 15,and then de

creased to early October and was litter fluctuated from early Oct. to December, also during spring. Aver-

age activities of SOD, CAT, POD in roots of all species increased 170%. 130纬，and 56%, respectively

from September to early November. Thereafter these enzymatic activities declined throughout winter, but

still higher than that of September, and elevated again with rising of temperature from mid-April to early

May. These results provided evidence for the ability of the alpine plant root to activate enzymatic defense

mechanisms to limit the production of free radicals to protect membrane integrity. In dead leaves, it is be-

cause antioxidant enzymes inactivated lead to accumulation of AOS initiating lipid peroxidation. APX is not

important scavengers for this study. Freezing tolerance in alpine grasses correlated with an increased ca-

pacity to scavenge or detoxify activated AOS by antioxidant enzymatic system.
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    温带多年生草本植物可在一5'C到一30C冷冻条件下生存。人冬后，地上枝叶枯死，根系是植物越冬和

次年再生的唯一器官.然而至今人们仍不了解植物根在组织结冰状况下生存的生化生理机理川。而探讨植

物根抗冻机理在抗冻育种上是十分重要的[DI

    一些研究表明，植物最高的抗冻力形成不是“天生固有的((Constitute)”而是与环境低温诱导(3I、冷冻

适应及细胞膜特性密切相关[’]。细胞质膜是冷冻伤害的原初部位[s1而冷冻低沮引起的氧白由基积象引发

膜脂过载化是导致细胞膜伤害的主要原因[e-el然而植物也形成了分解氧自由基的解毒体系— 抗氧酶系

统，主要包括过载化级醉(CAT),超氧物歧化醉(SOD)，过氧化物醉(POD),抗坏血酸氧化醉(APX)

等(9.01植物抗冻力与其对软自由基的清除力密切相关[m.la].本研究的目的在于通过侧定在晚秋、入冬、春

季气温变化过程中高寒山区植物根中SOD ,POD,CAT,APX和MDA的季节变化，分析抗氧化醉系统与

植物冷适应、越冬、脱冻锻炼间的关系。

1 材料与方法

1. 1样地气沮状况

    试脸地位于甘肃省天祝县金强河河谷二阶地上，海拔2900.。这里气候异常寒冷，年平均气沮

-0. 1'C ,李。℃的年积温为1300'C，从9月中旬到翌年6月最低气沮在。℃以下，从10月中旬到翌年4月

土壤冻结(表1),然而，高山多年生草本植物在此生长良好，秋季地上植株枯死，以根系越冬。

                          衰t  1995̂ 199‘年各月旬平均气妞和.离、.低气皿(℃)

                              TaWe 1  Mean目r temperatures each month恤 1995-1996

年Year 1995(平均Mean) 1996(平均 Me-) 1995̂ -1996
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LZ 人工草地的种植与管理

    本试验所采用的4种草本植物为无芒雀麦(Bromus inermis),草地早熟禾(Poa sphyondylodes)、花雀

表(Bromus sin-is) 和垂抽披碱草(Elymus nutans), 1993年5月种植子试脸地中，生长良好。垂拍披孩草、

无芒雀麦、花雀麦株高可达60cm，草地早熟禾可达30-.在实脸的1995-1996年间不收割，人工除草以确

保试脸小区牧草纯度。

1.3 植物材料的采集方法

    自1995年9月到12月份和1996年4月中旬到5月底，每隔半月取一次根材料。同时在1995年9月

中旬到11月1日取趋于枯死的叶材料作为根对照。每次取材时间为12:00̂-14;00,以避免日沮差影响。取

材参照Olien的的方法[w]进行，即在土坡未结冻前，直接用铁锨直立下挖一个正方形草贷，在土坡结冻后

万方数据



6期 周瑞莲等:高寒山区植物根抗氧化醉系统的季节变化与抗冷冻关系 867

则用铁板和锤子，取出一个近30cm深的草垫。草垄用冷水缓缓冲洗直到根上无附着土粒，然后自茎基处将

根系剪下并用吸水纸吸去根上附着水分。根样和叶样剪成3- 小段随即放人液N固定带回室内分析。

1.4 侧定方法

    ①冷冻伤害的测定 以测定冷冻期间叶片电解质渗透率作为冷伤害指标.用电导法侧定秋末趋于枯

死的植物叶片电解质渗透率，示细胞膜透性的变化。

    QMDA含f的侧定 按Dhindsa的方法u.]分析根、叶片膜脂过氧化，以丙二醛(MDA)含量表示膜脂

过氧化程度。

    ③醉液的制备 从超低温冰箱〔- 80'C)中取出供试材料，分别取。. 5g叶和Ig根研磨成粉末状加5.1

50.1/L碑酸钠级冲液(PH7. 5，内含lOg/LPVP,O. lmg/L Na2EDTA,O. 1 %(f-硫基乙醉)均浆,4层纱布过

滤后，在4℃下1500她离心20min，上清液为粗醉液用于抗氧酶活力的侧定。

    ④抗筑醉活力的侧定 按Beyer和Fridovich光化学抑制法usl侧定SOD活力r按曾韶西报道的方法，

6l H,O:一盒创木阶为底物侧定POD活力下按碘t法侧定CAT醉活力，据Gupta方法[rnl，在290mm处侧定

抗坏血酸软化速率示APX活力，参妞Bradford用的考马斯亮方法U ,l侧定蛋白质含量，以BSA为标准样

品。

2 结.与分析

2.1秋末衰老叶片的生理变化

    在高寒山区.9月下旬多年生草本植物地上叶开始枯黄。随着9月下旬最低气温降到。℃以下，叶中细

胞族透性增高(图1C),MDA含a增离(图1D)，同时SOD活力(图1A)和CAT活力(图1B)明显下降.这

表明秋末叶片趋于枯死过程中，细胞代谢紊乱，醉系统平衡破坏，细胞内氧自由基积尽速率大于醉系统清
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          图1 晚秋叶片SOD活力(A),CAT活力(B),质腆相对透性(C,MDA含，(D)的变化

Fig. 1  Changes in activities of supemaide diamuctase(A),catalase activity(B), relative membrane electrolyte

leakage(C)and malondialdehyyde content(D) in leaves in late fall
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除能力引起膜脂过氧化，膜系统受损

2.2 根中MDA含量的季节变化

，细胞因膜破裂而死亡是叶细胞死亡的主要生理原因。
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    为了了解草本植物根越冬生存与细胞膜完整性之

间关系，测定了秋末降沮及春季升温过程中根的MDA

含量。结果表明.随秋末气温下降，从9月1日到15日

根中MDA含量增加，然后下降。在平均气温下降到

0℃以下时(即10月初到12月初)，根中MDA含量基

本维持不变，这种状况一直保持到春季气温回升(图

2)。这表明，根系在组织结冰状况下.细胞内膜脂过氧

化水平较低，其根细胞的越冬生存与其细胞控制膜脂

过氧化作用、维护细抱膜完整性有关.

2.3 根中SOD和CAT活力的季节变化

    随秋末气温下降，根中SOD活力上升，在11月初

达到最高(图3A)，此时无芒雀麦、花雀麦、垂称披碱草

和草地早熟禾根中SOD活力分别提高了186%,

162%,216%和M %.进人冬季平均气温下降到。℃

以下后，根中SOD活力下降。但在整个冬季根中SOD

活力仍高于秋末.并一直维持到春季。与SOD活力变

化相同，随晚秋气温下降根中CAT活动增高(图3B),
到n月中旬无芒雀麦、花雀麦、垂碑披孩草和草地早

熟禾分别增加了97%,159%,150%和109纬，值得注意

的是，在春季气沮回升过程中CAT活力再次上升，这

可能与春季气沮波动大，常出现。℃以下低沮，幼苗在

硕雪下生长有关.

2.4 根中POD和APX活力的变化

    与SOD和CAT相比，在秋末气温下降过程中根

中POD活力增加幅度较小。到10月中旬无芒雀麦、花

雀麦、垂碑披孩草和早熟禾POD分别增加了28%,

25%,137纬和33 %(图4A)。相反.在春季气沮回升过

程中根POD活力迅速大幅度增加，从4月下旬到5月

中旬无芒雀麦、花雀麦、垂招披孩草和草地早熟禾分别

提高了261%,112%,301%和196%。在秋末冬初气沮

下降过程中，根中APX活力无明显变化，似乎对气温

变化不敏感。

    上述结果表明，在气沮变化过程中4种植物根中

的保护醉活力、MDA含量虽然存在差异，但是它们对

沮度的反应是一致的。由于本文侧重探讨植物根抗冻

119 1/10    1/11     1/12    1/5

        时阿 ire(日/月Oat.hlontha)

图2 晚秋、人冬、春季植物根中MDA含量的变化

    Fig. 2 Seasonal changes in MDA in the roots
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图3 晚秋、人冬、春季植物根中SOD活力(A)和CAT

活力〔B)的变化

Fig. 3  Seasonal changes in activities of superoxide dis

muct...(A),catalase(B)in the roots
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性与保护醉活力之间的关系，至于不同植物间抗氧化

酶活力和MDA的差异及其原因以后再做进一步分析.

3 讨论

    在高寒山区.冬季多年生草本植物叶片枯死，而根则能在土壤结冰条件下越冬生存 结果表明.其越冬

生存的生理机理与根系中存在有完整的抗氧化酶系统有关.根据秋末冬初和冬末春初气沮变化过程中，多

年生植物根抗载化醉系统的变化规律，可以把高寒山区多年生草本植物的冷冻适应划分为两个阶段。第1

_1
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个阶段 是从9月初到10月初，气温在。℃以上，但

日温差大，地表夜晚冻结，白天融化，称之为融冻阶

段，也是抗氧化醉活力增强阶段;第2阶段，从10月

下旬到翌年4月初，平均气通降至。℃以下，地表完

全结冰，称之为冰冻阶段，此时抗氧化酶活力下降，

但细胞内没有明显膜脂过氧化作用.Yoahida在对

晚秋和冬季冬小麦抗冻力与细胞内含水皿变化研究

发现，随着秋末降沮冬小麦根抗冻力增加，细胞含水

2下降，当抗冻力进一步增加(可生存在一15'C ).细

胞内含水t不变，因此他将冬小麦抗冻适应分为两

个阶段['0l, Kacperak把冬油菜的冷适应分为两个阶

段us]第1阶段是冷锻炼，第2阶段是冻锻炼(Frost

hardening)。在本研究中抗暇醉系统的激活与秋末

最低温度间存在明显负相关.这表明植物根冷锻炼

的启动部分是由低沮决定的.

    第1阶段是冷锻炼，随气祖下降(9月1̂ 15

日)，根中MDA含量上升，SOD,CAT,POD活力无

明显增加.尔后随SOD,CAT活力增强.MDA含量
图4 晚秋、入冬、春季植物根中POD活力(A)和APX活

力(B)的变化

下降(9月15-10月1日).当SOD, CAT,POD进Fig. 4  Seasonal changes in activities of peronidase(A)and

一步增高而MDA含It无明显变化。这表明:①晚秋ascorbate peroxidase (B)in the roots

融冻胁迫引起根细胞中氧自由基积尽;②根细胞中 。无芒雀麦B- s mernus.0垂招披抽草FLym。二*，:，

膜脂过氧化作用的下降与抗氧醉的清除作用密切有 .早熟禾尸。砚rphy-dytod-.花雀麦Bromas si-sis

关;③秋末低温即是造成根细胞中载自由基积用引起膜脂过氧化作用的原因.同时也是很细胞抗筑醉橄活

的诱发因子。但从MDA含量增加早于根中SOD,CAT和POD活力增强上看，也许低沮冷冻直接引起根细

胞氧自由羞积爪，然后积用的氧自由基诱发抗氧醉活力，

    第2个阶段是冻暇炼，根中SOD,CAT,POD活力下降，而根MDA含量没有明显增加。因此认为引起

冰冻条件下根系抗氧醉活力下降的原因可能有2点:一是在结冻状况下根细胞呼吸速率下降产生的氧自

由基减少。一些研究结果表明，暗中生长的幼苗和无光合作用的组织，细胞中氧自由墓来派于呼吸作用[.]。

二是此时抗氧醉活力足以控制体内膜脂过氧化作用，抗权阵活力与氧自由基浓度达到平衡而使此阶段

MDA含量维持相对检定。另外此阶段SOD,CAT活力仍远远高于秋末((9月初)，因而可以认为在冰冻阶

段根抗氧醉在清除氧自由基，防止腆脂过氧化，维持根细胞膜完整性上具有重要作用。然而，参予根细胞氧

自由基清除的醉主要是SOD,CAT和POD, APX似乎在牧草根冷适应中不具有保护作用，这可能是由于

APX主要参予清除叶绿体中产生的HtOrhrlp

    综上所述，伴随秋末气沮下降，多年生草本植物叶中保护醉系统丧失功能，醉活力下降，膜脂过氧化产

物(MDA)增加，膜透性增大，地上叶片枯死。在人冬土壤冻结、根细胞结冰状况下，根系维持较高保护醉活

力和较低膜脂过载化产物。低温冷冻条件下，根系抗氧化醉系统及时清除氧自由基防止膜脂过氧化，是维

持细胞膜完整性，保证其安全越冬的重要生理反应.然而植物的抗冻机理是多方面的，有关低沮保护物(碳

水化合物，可溶性蛋白质.脯氨酸，多胺)与多年生植物抗冻越冬关系的研究在另一文章中报道.
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