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摘要院入冬气温大幅变化引起的冻融既是抗冻植物抗冻力形成的重要阶段也是非抗冻植物大量死亡的主要原因袁但是抗冻植物

为何能在冬季融冻条件下生存的生理机理尚不清楚遥 以生长在烟台地区抗冻白三叶渊栽则蚤枣燥造蚤怎皂 则藻责藻灶泽冤为材料袁分析研究了不同

微生态环境下生长的白三叶在冬季融冻过程中叶片抗氧化物酶活性尧渗透调节物含量尧丙二醛和细胞膜透性的变化袁以了解它

们在白三叶抗冻中的作用遥 结果表明院在气温突然下降至零度以下渊融要冻阶段冤袁三样地白三叶叶片冻结袁叶片细胞膜透性在

经历短暂下降后迅速急剧增加 圆 倍袁酝阅粤 含量增加 愿缘豫 袁叶片中脯氨酸和蛋白质含量尧抗氧化酶渊过氧化氢酶渊悦粤栽冤尧超氧化物

歧化酶渊杂韵阅冤尧过氧化物酶渊孕韵阅冤冤活力增加遥 在气温上升至日均温零度以上渊冻要融阶段冤袁 叶片开始融化袁白三叶叶片膜透

性尧丙二醛和脯氨酸含量尧孕韵阅 和 悦粤栽 活力先增加后降低袁杂韵阅 活力和蛋白质含量持续增加遥 由此可见袁快速增强的抗氧化物

酶活力和快速增加的渗透调节物及时清除氧自由基防止细胞内膜脂过氧化保护了细胞膜的完整性而使细胞能在冷冻条件下生

存袁这可能是白三叶能在反复融冻过程中正常生长的重要生理机理遥
关键词院融冻曰抗氧化物酶曰渗透调节物质曰膜脂过氧化
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造藻葬增藻泽援 栽澡怎泽 贼澡藻则藻 憎葬泽 葬 灶藻早葬贼蚤增藻 则藻造葬贼蚤燥灶泽澡蚤责 遭藻贼憎藻藻灶 葬灶贼蚤燥曾蚤凿葬灶贼 藻灶扎赠皂藻泽 葬糟贼蚤增蚤贼赠 葬灶凿 贼澡藻 糟燥灶贼藻灶贼泽 燥枣 燥泽皂燥造赠贼藻泽 凿怎则蚤灶早
凿藻糟造蚤灶蚤灶早 贼藻皂责藻则葬贼怎则藻泽 蚤灶 贼澡葬憎鄄枣则藻藻扎藻 泽贼葬早藻援 陨灶 藻葬则造赠 枣则藻藻扎藻鄄贼澡葬憎 泽贼葬早藻袁 憎澡藻灶 葬增藻则葬早藻 凿葬蚤造赠 贼藻皂责藻则葬贼怎则藻 蚤灶糟则藻葬泽藻凿 枣则燥皂
原 缘益 怎责 贼燥 园益袁 贼澡藻 造藻葬增藻泽 憎藻则藻 蚤灶 糟燥灶凿蚤贼蚤燥灶 燥枣 枣则藻藻扎藻鄄贼澡葬憎袁 贼澡藻 皂藻皂遭则葬灶藻 责藻则皂藻葬遭蚤造蚤贼赠袁 皂葬造燥灶葬造凿藻澡赠凿藻 糟燥灶贼藻灶贼 葬灶凿
糟葬贼葬造葬泽藻 葬糟贼蚤增蚤贼赠 蚤灶糟则藻葬泽藻凿袁 憎澡蚤造藻 贼澡藻 葬糟贼蚤增蚤贼蚤藻泽 燥枣 泽怎责藻则燥曾蚤凿藻 凿蚤泽皂怎贼葬泽藻 葬灶凿 责藻则燥曾蚤凿葬泽藻 凿藻糟则藻葬泽藻凿援 宰澡藻灶 贼澡藻 贼藻皂责藻则葬贼怎则藻
枣怎则贼澡藻则 蚤灶糟则藻葬泽藻凿 贼燥 缘益袁 贼澡藻 造藻葬增藻泽 憎藻则藻 贼燥贼葬造造赠 贼澡葬憎袁 贼澡藻 皂藻皂遭则葬灶藻 责藻则皂藻葬遭蚤造蚤贼赠袁 糟葬贼葬造葬泽藻 葬糟贼蚤增蚤贼赠袁 葬灶凿 皂葬造燥灶葬造凿藻澡赠凿藻
糟燥灶贼藻灶贼 凿藻糟造蚤灶藻凿 憎澡蚤造藻 贼澡藻 葬糟贼蚤增蚤贼蚤藻泽 燥枣 泽怎责藻则燥曾蚤凿藻 凿蚤泽皂怎贼葬泽藻 葬灶凿 责藻则燥曾蚤凿葬泽藻 蚤灶糟则藻葬泽藻凿援 栽澡藻则藻 憎藻则藻 灶燥 泽蚤早灶蚤枣蚤糟葬灶贼 凿蚤枣枣藻则藻灶糟藻泽
遭藻贼憎藻藻灶 贼澡藻 贼澡则藻藻 泽藻责葬则葬贼藻 责燥责怎造葬贼蚤燥灶泽 燥枣 憎澡蚤贼藻 糟造燥增藻则援

陨灶 贼澡藻 贼澡葬憎鄄枣则藻藻扎藻 泽贼葬早藻袁 葬灶贼蚤燥曾蚤凿葬灶贼 藻灶扎赠皂藻泽 则葬责蚤凿造赠 蚤灶糟则藻葬泽藻 贼燥 泽糟葬增藻灶早藻 葬糟贼蚤增藻 燥曾赠早藻灶 泽责藻糟蚤藻泽 葬糟贼蚤增葬贼藻凿 遭赠 枣燥则皂葬贼贼藻凿鄄
蚤糟藻 蚤灶 贼澡藻 造藻葬增藻泽 蚤灶 燥则凿藻则 贼燥 责则燥贼藻糟贼 皂藻皂遭则葬灶藻 蚤灶贼藻早则蚤贼赠援 蕴蚤噪藻憎蚤泽藻袁 蚤灶 贼澡藻 枣则藻藻扎藻鄄贼澡葬憎 泽贼葬早藻袁 造燥憎藻则 造蚤责蚤凿 责藻则燥曾蚤凿葬贼蚤燥灶 葬灶凿
澡蚤早澡藻则 皂藻皂遭则葬灶藻 藻造葬泽贼蚤糟蚤贼赠 憎藻则藻 澡蚤早澡造赠 糟燥则则藻造葬贼藻凿 憎蚤贼澡 葬灶贼蚤燥曾蚤凿葬灶贼 藻灶扎赠皂藻 葬糟贼蚤增蚤贼赠援 陨贼 泽怎早早藻泽贼藻凿 贼澡葬贼 憎澡蚤贼藻 糟造燥增藻则 澡葬泽 澡蚤早澡藻则
糟葬责葬糟蚤贼赠 贼燥 葬糟贼蚤增葬贼藻 葬灶贼蚤燥曾蚤凿葬灶贼 藻灶扎赠皂藻 泽赠泽贼藻皂 贼燥 糟燥灶贼则燥造 贼澡藻 造蚤责蚤凿 责藻则燥曾蚤凿葬贼蚤燥灶 葬灶凿 蚤灶糟则藻葬泽藻 燥泽皂燥造赠贼藻泽 蚤灶 则藻泽责燥灶泽藻 贼燥 枣则藻藻扎蚤灶早
贼藻皂责藻则葬贼怎则藻援 粤灶贼蚤燥曾蚤凿葬灶贼 藻灶扎赠皂藻泽 葬糟贼蚤增蚤贼赠 葬灶凿 燥泽皂燥造赠贼藻泽 糟燥灶贼藻灶贼泽 藻灶澡葬灶糟藻 枣葬泽贼造赠 责则藻增藻灶贼 造蚤责蚤凿 责藻则燥曾蚤凿葬贼蚤燥灶 葬灶凿 责则燥贼藻糟贼 糟藻造造
皂藻皂遭则葬灶藻 蚤灶贼藻早则葬造蚤贼赠袁 贼澡蚤泽 责造葬赠泽 葬 噪藻赠 则燥造藻 蚤灶 泽怎则增蚤增蚤灶早 憎蚤灶贼藻则 枣则藻藻扎蚤灶早鄄贼澡葬憎 糟赠糟造藻泽援

运藻赠 宰燥则凿泽院 枣则藻藻扎藻鄄贼澡葬憎曰 葬灶贼蚤燥曾蚤凿葬灶贼 藻灶扎赠皂藻曰 燥泽皂燥造赠贼藻泽曰 造蚤责蚤凿 责藻则燥曾蚤凿葬贼蚤燥灶

植物正常的生命活动一般是在相对狭窄的温度范围内进行袁当环境温度低于最低温度时植物生理生化反

应的酶系统受到影响尧代谢受阻尧细胞受到严重危害甚至死亡咱员鄄猿暂 遥 比如袁在温带地区当秋末气温下降时陆地

上大部分植物叶片凋落尧枯黄甚至死亡袁但是在这种低温寒冷条件下仍然存活着一些耐冻植物遥 如欧洲赤松

渊孕蚤灶怎泽 泽赠造增藻泽贼则蚤泽冤在冬季能耐受 原愿园益的低温咱源暂 曰高寒山区的多年生牧草能在冬季 原圆园要 原猿园益低温条件下越

冬并在第 圆 年春季返青生长袁是生产力较高的抗冻牧草咱缘暂 遥 对抗冻植物抗冻机理研究发现袁木本植物渊高位

芽植物冤的越冬芽除了有包裹的蜡脂保护外袁细胞膜中较高的不饱和脂肪酸含量维持其膜流动性保护细胞膜

完整性在针叶安全越冬中起重要作用咱源袁 远鄄员园暂 遥 高寒山区多年生牧草越冬过程中根中渗透调节物和抗氧化酶

活力均增加咱员员暂 遥 越冬中较高的渗透调节物渊游离脯氨酸尧可溶性糖尧可溶性蛋白冤作为胞质渗压剂可降低细

胞冰点防止细胞内结冰袁同时较高的抗氧化酶活力及时清除氧自由基防止膜脂过氧化维持了细胞膜完整性袁
它们的联合作用在植物抗冻中起重要作用咱员圆鄄员缘暂 遥 但这些研究主要集中于以针叶越冬的针叶林树种和以根越

冬的多年生草本植物袁而对以宽大稚嫩的叶片越冬的白三叶为何能在被雪和冬季反复冻融循环中生存钥 结冰

状况下维持白三叶叶片正常生长的生理机理是什么钥 目前报道较少遥
冬季环境一片枯黄色时袁白三叶渊渊栽则蚤枣燥造蚤怎皂 则藻责藻灶泽冤地上芽植物冤仍生长良好袁叶片浓绿袁甚至在雪下叶片

仍能保持绿色袁正常生长越冬遥 由于白三叶有较高的抗冻性加之其形成的草坪美观尧整洁而成为我国许多地

区主要的园林绿化草种遥 一些对白三叶抗冻生理机理研究结果发现袁低温胁迫下叶片抗氧化物酶活性提高和

膜脂过氧化作用增强成正相关咱员远鄄员怨暂 遥 但这些研究结果大多是在人工模拟条件下采用短时间低温和快速变温

处理获得袁难以对自然状况下为何白三叶叶片能经受被雪和冬季反复冻融循环而生存的机理做出解释遥
本文拟通过对入冬和冬季气温大幅度变化引起的叶片反复冻融过程中白三叶叶片抗氧化酶活力和渗透

调节物含量变化的对比分析袁以了解抗氧化酶和渗透调节物在防止膜脂过氧化保护细胞膜完整性上的调控作

用以及与白三叶抗冻力的相关关系遥 该研究结果不仅可揭示白三叶叶片抗冻融胁迫的生理机理尧丰富植物抗

冻理论袁而且还可为未来培育抗冻性强的白三叶尧培育抗冻果蔬品种和制定冬季蔬菜保存措施提供理论依据遥
员摇 材料与方法

员援 员摇 样地生境

试验于 圆园园愿 年冬季在烟台市鲁东大学校园内绿化小区上进行遥 烟台市地处山东半岛中部袁位于东经

员员怨毅猿源忆要员圆员毅缘苑忆袁北纬 猿远毅员远忆要猿愿毅圆猿忆遥 年平均降水量为 远缘员援 怨皂皂袁主要集中在 苑要愿 月份占年降雨量的

源怨豫 曰年平均气温 员员援 愿益袁最热月为 愿 月份渊圆源援 远益冤袁历年极端最高气温 猿愿援 源益遥 最冷月为 员 月份袁月平均气

苑园猿摇 圆 期 摇 摇 摇 赵梅摇 等院冬季融冻过程中白三叶叶片抗氧化酶活力和渗透调节物含量变化与抗冻性的关系 摇
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温 原 员援 缘益袁历年极端最低气温 原 员猿援 愿益曰年平均相对湿度 远愿豫 袁年平均日照时数 圆远怨愿援 源澡袁冬季最低气温

原员园益左右遥 秋分过后袁昼夜温差逐渐加大袁幅度高于 员园益以上遥
员援 圆摇 试验材料

试验在自然条件下进行袁试验材料取自位于鲁东大学校园内 圆园园远 年建植生长均匀的 猿 个微生态环境不

同的绿化小区样地上袁 即阴地尧林地尧阳地遥 阴地绿化小区位于楼后袁接受光照的时间极短袁仅在 员远院园园 左右曰
林地绿化小区可接收全天光照但有松树尧柏树等乔木遮荫及杂草和小灌木曰阳地绿化小区位于通风良好的路

边袁日照时间相对较长遥 试验前分别将试验绿化小区围起来做标记以保证试验期间不被干扰袁同时剔除生长

过弱和过强的白三叶及杂草以确保试验材料均匀一致遥 试验于下雪前后不同时间采集叶片遥 为避免环境因

子的影响袁样品的采集均在 愿院园园 开始袁 迅速将从种群中随机采集的白三叶叶片包裹袁并放入液 晕 中固定袁带
回实验室用于保护酶活力渊杂韵阅尧悦粤栽尧孕韵阅冤和渗透调节物含量渊脯氨酸袁可溶性蛋白质冤及丙二醛的分析遥 同

时取部分新鲜材料迅速带回实验室分析细胞膜相对透性遥
员援 猿摇 实验方法

员援 猿援 员摇 酶液制备

酶液的提取是在 源益条件下进行的遥 称取待测的样叶于预冷研钵中袁加入酶提取渊磷酸缓冲液袁责匀 越
苑郾 愿冤袁冰浴上研磨成匀浆袁在 源益下以 员缘园园园则 辕 皂蚤灶 离心 员缘皂蚤灶袁上清液用于抗氧化酶活力尧酝阅粤尧可溶性蛋白质

和脯氨酸含量的测定遥
员援 猿援 圆摇 细胞质膜透性及丙二醛含量的测定

根据 蕴怎贼贼泽 等咱圆园暂相对电导率法测定细胞相对透性遥 参照侯福林咱圆员暂植物生理学实验教程及多立安咱圆圆暂的试

验方法测定叶片丙二醛含量遥

图 员摇 冻融循环中日高温与日低温变化趋势

摇 云蚤早援 员 摇 阅葬蚤造赠 糟澡葬灶早藻泽 蚤灶 皂葬曾蚤皂怎皂 葬灶凿 皂蚤灶蚤皂怎皂 贼藻皂责藻则葬贼怎则藻

凿怎则蚤灶早 枣则藻藻扎藻鄄贼澡葬憎 糟赠糟造藻泽

员援 猿援 猿摇 抗氧化物酶活性的测定

杂韵阅 活性采用氮蓝四唑渊晕月栽冤光还原法测定咱圆猿暂 袁以每克植物鲜重抑制 晕月栽 光化还原量为酶活单位曰
孕韵阅 活性测定采用愈创木酚法咱圆源暂 袁以每克植物鲜重每分钟氧化 员滋皂燥造 愈创木酚为一个酶活单位曰悦粤栽 活性

测定采用过氧化氢要要要碘量法咱圆缘暂 袁以每克植物鲜重每分钟分解 员滋皂燥造匀圆韵圆为 员 个酶活单位遥
员援 猿援 源摇 游离脯氨酸和可溶性蛋白质含量的测定

游离脯氨酸的测定采用茚三酮比色法咱圆远暂 袁可溶性蛋白质测定采用考马斯亮蓝法咱圆苑暂 遥
员援 源摇 数据分析

采用 耘曾糟藻造 软件完成数据整理和计算袁用 杂孕杂杂 员员郾 缘 软件进行差异显著性分析遥
圆摇 结果与分析

圆援 员摇 入冬及冬季气温变化

由图 员 可知袁下雪前的 员圆 月 圆 日最高日温渊员猿益冤
和最低日温渊缘益冤都在 园益 以上袁叶片处于解冻状态遥
员圆 月 缘 日突然降雪袁温度迅速下降袁最高日温降到

原圆益袁最低日温达 原 怨益袁叶片冻结遥 员圆 月 远 日停雪袁
温度开始回升袁但是日平均气温仍在 原员益袁叶片仍处于

冻结和冰融交互状态遥 员圆 月 苑 日温度继续回升袁日平

均气温 圆援 缘益袁叶片微解冻袁员圆 月 怨 日袁日平均气温达到

源郾 缘益袁此时叶片完全解冻遥 员圆 月 圆员 日袁开始第 圆 次降

雪袁气温骤降袁最低日温为 原 怨益袁叶片第 圆 次冻结遥 根

据以上的分析袁员圆 月 圆 日要员圆 月 缘 日袁员圆 月 怨 日要员圆
月 圆猿 日定为融冻胁迫阶段袁员圆 月 远 日要员圆 月 怨 日定为

冻融胁迫阶段遥 由于 员圆 月 缘 日的雪是该年度的第 员 场

愿园猿 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 猿员 卷摇
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雪袁员圆 月 圆 日要员圆 月 缘 日的融冻过程被划为入冬后的第 员 次融冻反应曰员圆 月 远 日要员圆 月 怨 日的冻融过程被

认为是植物对升温的反应曰员圆 月 怨 日要员圆 月 圆猿 日出现的第 圆 个融冻变化看成是植物的适应性反应遥
圆援 圆摇 融冻过程中叶片细胞膜透性及丙二醛含量的变化

在融冻循环期间袁猿 种不同微生态环境中生长的白三叶叶片细胞膜透性和丙二醛含量的动态变化趋势基

本一致渊图 圆袁图 猿冤遥 在第 员 次融冻过程中袁气温突然由 怨益渊员圆鄄园圆冤降至 原 源援 缘益渊员圆鄄园缘冤袁白三叶叶片细胞

膜透性下降袁猿 样地叶片细胞膜透性平均下降了 源源豫 袁膜脂过氧化产物渊酝阅粤冤含量呈增加趋势袁平均增加了

缘园豫 遥 而在第 圆 次融冻过程中袁气温由 缘益渊员圆鄄园怨冤降至 原 缘益 渊员圆鄄圆猿冤袁叶片细胞膜透性与丙二醛含量均分别

小幅增加 圆源豫和 圆圆豫 遥 在冻融过程中袁气温由 原 缘益升渊员圆鄄园远冤至 园益 渊员圆鄄园怨冤袁叶片膜透性与丙二醛含量均

分别小幅降低 圆员豫 和 员缘豫 遥

摇 图 圆摇 冬季冻融循环过程中白三叶叶片细胞膜相对透性的变化

云蚤早援 圆 摇 悦澡葬灶早藻泽 蚤灶 则藻造葬贼蚤增藻 藻造藻糟贼则燥造赠贼藻 造藻葬噪葬早藻 蚤灶 贼澡藻 造藻葬增藻泽 燥枣

憎澡蚤贼藻 糟造燥增藻则 凿怎则蚤灶早 枣则藻藻扎藻鄄贼澡葬憎 糟赠糟造藻泽 蚤灶 憎蚤灶贼藻则

摇 图 猿摇 冬季冻融循环过程中白三叶叶片丙二醛含量的变化

云蚤早援 猿 摇 悦澡葬灶早藻泽 蚤灶 酝阅粤 糟燥灶贼藻灶贼 蚤灶 贼澡藻 造藻葬增藻泽 燥枣 憎澡蚤贼藻 糟造燥增藻则

凿怎则蚤灶早 枣则藻藻扎藻鄄贼澡葬憎 糟赠糟造藻泽 蚤灶 憎蚤灶贼藻则

员圆 月 圆 日要员圆 月 缘 日袁气温突然降温至冰点袁叶片结冰且细胞膜透性下降袁但叶片持续处于结冰状况时

渊员圆鄄园远冤袁叶片细胞膜透性增加袁随后叶片细胞膜透性随温度的升高而下降袁随温度的想将而升高遥 这表明袁
白三叶在入冬第一次遇雪后叶片细胞膜透性的暂时下降是对细胞内突然结冰适应的野应激反应冶袁通过应激

反应使细胞膜韧性增加以适应融冻变化中细胞体积变化造成的机械损伤遥
圆援 猿摇 融冻循环过程中叶片中渗透调节物的变化

结果表明袁融冻循环中袁不同微生态环境下白三叶叶片脯氨酸含量的动态变化趋势基本一致渊图 源冤遥 第

员 次融冻过程气温由 怨益 渊员圆鄄园圆冤突然降至 原 源援 缘益 渊员圆鄄园缘冤袁猿 个样地的白三叶叶片脯氨酸含量平均增加

愿苑豫 袁 在第 圆 个融冻过程气温由 缘益渊员圆鄄园怨冤下降到 原 缘益渊员圆鄄圆员冤袁叶片脯氨酸含量再次升高达 缘猿豫 遥 但与

第 员 次融冻相比袁叶片脯氨酸含量变化幅度明显减小遥 在冻融过程中当叶片由结冻变为解冻状态时袁叶片脯

氨酸含量持续增加 员 倍多袁但在随后的升温过程中渊员圆鄄园怨冤袁叶片脯氨酸含量呈下降趋势渊下降 猿圆豫 冤遥 研究

表明袁白三叶叶片中脯氨酸含量随温度上升而下降袁随温度下降而增加袁脯氨酸含量变化与温度成负相关

渊砸 越 园郾 愿园怨源冤遥 这说明白三叶叶片中脯氨酸对温度的快速反应在保护其度过冬季融冻和冻融循环中起重要

作用遥
融冻循环中袁不同微生态环境白三叶叶片可溶性蛋白质含量的动态变化趋势与脯氨酸的相反渊图 源冤遥 在

第 员 次融冻时渊员圆鄄园圆要员圆鄄园缘冤袁叶片蛋白质含量呈波动式下降袁但变化不明显遥 第 圆 次融冻中渊员圆鄄园怨要员圆鄄
圆员冤袁叶片可溶性蛋白质含量却下降明显渊缘猿豫 冤遥 冻融过程中渊员圆鄄园远要员圆鄄园怨冤袁温度持续升高袁叶片可溶性蛋

白质含量呈波动式上升趋势袁但是变化幅度很小渊 原 员园豫 袁 垣 员愿豫 冤遥 方差分析发现袁不同微生态环境下成长

的叶片脯氨酸和可溶性蛋白质含量差异显著渊孕 ﹤ 园援 园缘冤遥

怨园猿摇 圆 期 摇 摇 摇 赵梅摇 等院冬季融冻过程中白三叶叶片抗氧化酶活力和渗透调节物含量变化与抗冻性的关系 摇
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图 源摇 冬季冻融循环过程中白三叶叶片脯氨酸和蛋白质含量的变化

云蚤早援 源摇 悦澡葬灶早藻泽 蚤灶 责则燥贼藻蚤灶 葬灶凿 责则燥造蚤灶藻 糟燥灶贼藻灶贼 蚤灶 贼澡藻 造藻葬增藻泽 燥枣 憎澡蚤贼藻 糟造燥增藻则 凿怎则蚤灶早 枣则藻藻扎藻鄄贼澡葬憎 糟赠糟造藻泽 蚤灶 憎蚤灶贼藻则

圆援 源摇 融冻循环过程中白三叶叶片中抗氧化物酶活力的变化

圆援 源援 员摇 白三叶叶片过氧化物酶渊孕韵阅冤活性的变化

摇 摇 第 员 次融冻过程渊员圆鄄园圆要员圆鄄园远冤与第 圆 次融冻过程渊员圆鄄园怨要员圆鄄园圆猿冤叶片中过氧化物酶渊孕韵阅冤的活力变

化不一致渊图 缘冤袁第 员 次融冻过程中叶片中 孕韵阅 活力下降了 苑豫 袁第 圆 次融冻过程中叶片中 孕韵阅 活力升高了

圆远豫 遥 原因可能是院第 员 次融冻时袁叶片第 员 次结冰袁对低温有一个应激性反应袁打破原有的代谢平衡袁导致

孕韵阅 活力下降遥 第 圆 次融冻是叶片对融冻变化的适应性反应遥 值得注意的是袁第 员 次融冻的下降率和第 圆 次

融冻的增加率都不大袁这也从另一方面说明了 孕韵阅 不是白三叶抗冻力形成的主要抗氧化物保护酶袁它可能只

起到微量调节作用遥 在温度逐渐升高叶片解冻过程中渊员圆鄄园远要员圆鄄园怨冤袁叶片 孕韵阅 活力有所增加袁但是增加不

显著袁仅增加了 远豫 遥 不同微生态环境下成长的叶片 孕韵阅 活力差异显著渊孕 ﹤ 园援 园缘冤遥
圆援 源援 圆摇 融冻循环过程中叶片中超氧化物歧化酶渊杂韵阅冤活性的变化

在植物体中有许多酶参与氧自由基的清除袁其中 杂韵阅 可将活性氧自由基歧化为 匀圆韵圆
咱圆愿暂 遥 由图渊远冤可

知袁在冬季温度变化中三样地白三叶叶片中 杂韵阅 活力变化趋势基本一致遥 在气温下降的两次融冻过程中

渊员圆鄄园圆要员圆鄄园缘袁员圆鄄园怨要员圆鄄圆员冤袁叶片中 杂韵阅 活力都上升袁但是上升幅度均很小渊愿豫 袁员园豫 冤遥 在气温上升的

冻融过程中渊员圆鄄园远要员圆鄄园怨冤袁杂韵阅 活力快速持续增加渊源圆豫 冤遥 这可能是因为冻融过程中袁持续升高的温度加

速了细胞代谢使活性氧自由基积累而诱导 杂韵阅 活性增强遥 还值得注意的是袁气温由 员圆鄄园缘 和 员圆鄄圆员渊日均温

原 缘益 冤上升到员圆鄄园远和员圆鄄圆猿渊日均温园益 冤袁此时叶片由冻结转为半解冻状态杂韵阅活力迅速下降袁但在随后

摇 图 缘摇 冬季冻融循环过程中三叶草叶片过氧化物酶活力的变化

云蚤早援 缘摇 悦澡葬灶早藻泽 蚤灶 葬糟贼蚤增蚤贼赠 燥枣 责藻则燥曾蚤凿葬泽藻 蚤灶 贼澡藻 造藻葬增藻泽 燥枣 憎澡蚤贼藻

糟造燥增藻则 凿怎则蚤灶早 枣则藻藻扎藻鄄贼澡葬憎 糟赠糟造藻泽 蚤灶 憎蚤灶贼藻则

摇 图 远摇 冬季冻融循环过程中白三叶叶片 杂韵阅 活性的变化

云蚤早援 远摇 悦澡葬灶早藻泽 蚤灶 葬糟贼蚤增蚤贼赠 燥枣 泽怎责藻则燥曾蚤凿藻 凿蚤泽皂怎贼葬泽藻 渊杂韵阅冤 蚤灶 贼澡藻

造藻葬增藻泽 燥枣 憎澡蚤贼藻 糟造燥增藻则 凿怎则蚤灶早 枣则藻藻扎藻鄄贼澡葬憎 糟赠糟造藻 蚤灶 憎蚤灶贼藻则

园员猿 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 猿员 卷摇
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图 苑摇 冬季冻融循环过程中白三叶叶片 悦粤栽 活性的变化

摇 云蚤早援 苑摇 悦澡葬灶早藻泽 蚤灶 葬糟贼蚤增蚤贼赠 燥枣 糟葬贼葬造葬泽藻 渊 悦粤栽冤 蚤灶 贼澡藻 造藻葬增藻泽 燥枣

憎澡蚤贼藻 糟造燥增藻则 凿怎则蚤灶早 枣则藻藻扎藻鄄贼澡葬憎 糟赠糟造藻 蚤灶 憎蚤灶贼藻则

气温继续上升叶片完全解冻时袁叶片 杂韵阅 快速上升遥
这不仅说明出于冰融交汇状态的细胞内会出现暂时的

代谢调整过程袁同时也表明白三叶细胞有很强的抗氧化

能力袁清除了大量氧自由基遥 方差分析表明袁不同微生

态环境中阴地和阳地叶片 杂韵阅 活力差异显著渊孕 ﹤

园郾 园缘冤遥
圆援 源援 猿摇 叶片中过氧化氢酶渊悦粤栽冤活性的变化

过氧化氢酶渊悦粤栽冤存在于过氧化物酶体中袁悦粤栽
是过氧化物酶体的标志酶袁它的作用是将 匀圆韵圆水解袁清
除细胞产生的毒性物质袁对细胞起保护作用咱圆怨暂 遥 在冬

季温度变化中 猿 种微生态环境中生长的白三叶叶片中

悦粤栽 活力变化基本一致渊图 苑冤遥 随最高气温降低到冰

点以下渊员圆鄄园缘袁员圆鄄圆员冤处于冻结状态下的叶片渊融冻过

程冤悦粤栽 活力呈上升趋势遥 随着温度的升高处于冻融过程的叶片 悦粤栽 活力下降渊源缘豫 冤遥 结果表明袁叶片中

悦粤栽 活力的变化与冻融循环中温度的变化呈负相关渊砸 越 园援 苑愿员怨冤遥 这表明植物在冷冻胁迫时叶片内积累了

大量的 匀圆韵圆袁而且 悦粤栽 是清除冰冻细胞内 匀圆韵圆的主要保护酶遥 方差分析显示袁不同微生态环境中叶片 悦粤栽
活力差异显著渊孕 ﹤ 园援 园缘冤渊表 员冤遥

表 员摇 冻融循环中白三叶叶片抗氧化物酶和渗透调节物质与温度的相关关系分析

栽葬遭造藻 员 摇 粤灶葬造赠泽蚤泽 燥灶 糟燥则则藻造葬贼蚤燥灶 遭藻贼憎藻藻灶 葬糟贼蚤增蚤贼蚤藻泽 燥枣 葬灶贼蚤燥曾蚤凿葬灶贼 藻灶扎赠皂藻泽袁 燥泽皂燥造赠贼藻泽 糟燥灶贼藻灶贼 葬灶凿 贼藻皂责藻则葬贼怎则藻 凿怎则蚤灶早 枣则藻藻扎藻鄄贼澡葬憎 糟赠糟造藻

蚤灶 憎蚤灶贼藻则

样地
杂蚤贼藻泽

温度
栽藻皂责藻则葬贼怎则藻

超氧化物歧化酶
杂韵阅

过氧化物酶
孕韵阅

过氧化氢酶
悦粤栽

脯氨酸
孕则燥造蚤灶藻

蛋白质
孕则燥贼藻蚤灶

阴地 杂匀 栽 原 园援 愿怨园 原 园援 愿猿园 原 园援 愿源源 原 园援 怨猿源 垣 园援 远愿怨

林地 宰蕴 栽 原 园援 苑员源 原 园援 怨园员 原 园援 愿源怨 原 园援 苑远园 原 园援 源源苑

阳地 杂哉 栽 原 园援 愿愿愿 垣 园援 员员员 原 园援 远园愿 原 园援 愿苑怨 原 园援 缘猿苑
摇 摇 野 原 冶表示负相关袁野 垣 冶表示正相关

猿摇 讨论与结论

猿援 员摇 反复融冻过程中袁叶片细胞膜透性和 酝阅粤 含量的变化与抗氧化物酶活力关系遥
研究表明袁植物冷害首先发生在细胞膜系统袁膜系统稳定性的大小与植物的抗逆性密切相关袁冷冻引发细

胞严重脱水导致膜系统损伤咱猿园鄄猿圆暂 遥 近十几年来袁人们普遍认为逆境引起的自由基的累积与膜伤害有密切关

系咱猿猿暂 遥 植物体内抗氧化酶活力及抗氧化物含量的多少与细胞内氧自由基浓度及膜脂过氧化程度相关咱猿源暂 遥 植

物在逆境胁迫下会产生大量的活性氧自由基袁引发或加剧膜脂过氧化袁膜脂过氧化的中间产物活性氧自由基

和最终产物 酝阅粤 都会严重损害生物膜结构袁导致细胞死亡咱猿缘暂 遥
融冻阶段袁气温由日均温 怨益 渊员圆鄄园圆袁最高温 辕最低温 员猿 辕 缘益冤 降低至日均温 原 源援 缘益渊员圆鄄园缘袁 原 圆 辕 要怨益冤

和气温持续维持在零度以下渊员圆鄄园远冤袁三样地中的白三叶叶片冻结袁叶片细胞膜透性在经历短暂下降后迅速

急剧增加 圆 倍袁酝阅粤 含量增加渊愿缘豫 冤遥 同时袁叶片 悦粤栽 活力增加 猿源豫 渊员圆鄄园圆要员圆鄄园远冤袁杂韵阅 在融冻初期活力

增加且活力也较高渊员圆鄄园圆要员圆鄄园缘冤遥 但是第二次融冻时随气温再次下降至零点以下渊 原 缘益冤袁白三叶叶片细

胞膜透性和丙二醛增加渊圆源豫 尧 圆员援 愿豫 冤渊图 圆袁图 猿冤袁但与第 员 次相比袁增加幅度率减少了 猿 倍袁 叶片中 悦粤栽尧
孕韵阅 和 杂韵阅 活力增加了 源源援 源豫 袁圆员援 缘豫 袁员园援 猿豫 袁猿 种抗氧化物酶活力与温度下降成负相关渊表 员冤遥 这表明

在融冻胁迫过程中随着白三叶叶片结冰袁细胞内流动性水分的减少引起水分亏缺袁加之细胞内结冰引起的细

胞体积增大可能导致代谢紊乱诱导产生活性氧袁造成细胞膜质过氧化作用增加引起细胞膜通透性增大遥 但是

此时叶片并未受伤害可能是因为叶片细胞结冰时积累的氧自由基激活了抗氧化酶系统袁如 杂韵阅 和 悦粤栽 的活

员员猿摇 圆 期 摇 摇 摇 赵梅摇 等院冬季融冻过程中白三叶叶片抗氧化酶活力和渗透调节物含量变化与抗冻性的关系 摇
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力增大袁及时清除了体内存在的活性氧袁防止细胞膜过氧化作用袁使氧自由基的产生和清除处于平衡而保护细

胞膜免受伤害遥
在冻融阶段袁随着日均温从 原缘益上升至 园益渊员圆鄄园缘要员圆鄄园远冤袁叶片细胞膜透性和 酝阅粤 含量大幅增加袁而

叶片 杂韵阅 和 孕韵阅 活力下降袁悦粤栽 活力上升遥 这表明气温在零度时叶片由冻结转为半解冻状态袁处于冰融交

互状态的细胞内会出现暂时的代谢调整过程遥 由于细胞内冰晶融化袁使细胞内水分的运动和代谢加快袁可能

导致细胞内氧自由基增加引起膜质过氧化和膜通透性增大遥 但此时积累的氧自由基又激活了抗氧化酶系统袁
以至在接着温度持续上升到第 源 天渊员圆鄄园怨袁日均温 缘益冤袁相对气温较高袁叶片完全解冻袁孕韵阅 和 杂韵阅 活力上

升袁细胞膜透性和 酝阅粤 含量均下降遥 这说明白三叶叶片形态上由冻结向解冻方向发展过程中袁叶片有一个

冰融交汇时期袁虽然该时期很短但由于发生的代谢调解激活了抗氧化酶系统袁为后来完全解冻的叶片维持细

胞正常代谢奠定了基础袁因此由于该时期能激活抗氧化酶保护系统抑制膜脂过氧化保护膜的完整性而与白三

叶适应冻融胁迫生存密切相关遥
一般认为细胞内的融冻和冻融引起的细胞膜机械拉伤是植物在冰冻条件下死亡的主要原因咱猿远鄄猿苑暂 遥 而白

三叶在冬季反复降温升温引起的融冻循环下却能正常生长袁一方面这与降温融冻胁迫中细胞能快速做出响应

提高抗氧化酶活性抑制膜脂过氧化有关袁 另一方面与升温冻融胁迫初期袁细胞在野冰融交汇期冶的短暂生理调

控作用激活抗氧化酶系统袁提高细胞膜弹力和韧性有关遥
猿援 圆摇 反复融冻过程中袁叶片细胞膜透性和 酝阅粤 含量的变化与渗透调节物含量的关系遥

脯氨酸是目前所知分布最广的渗透保护物质袁动物尧植物尧真菌尧藻类中都有脯氨酸的累积咱猿愿暂 遥 在两次气

温由日均温降低至 原缘益渊员圆鄄园圆要员圆鄄园缘 和 员圆鄄园怨要员圆鄄圆员冤袁 三样地的白三叶叶片冻结袁叶片脯氨酸含量增加

并与细胞膜透性和 酝阅粤 含量变化成正相关遥 同时冬季融冻循环过程中白三叶叶片中脯氨酸含量与温度呈

负相关渊表 员冤遥 在气温下降的融冻过程中袁叶片细胞内水分结冰引起的细胞脱水干旱可能是脯氨酸积累的主

要原因遥 因为一些研究发现袁在低温冷冻条件下细胞不仅遭遇冷胁迫袁还会遇到因结冰脱水引起的干旱胁迫袁
植物在受到干旱胁迫时细胞内脯氨酸会迅速积累咱猿怨暂 遥 在冰冻条件下细胞中积累的脯氨酸可能会作为渗透调

解物在防止细胞脱水袁减少细胞内结冰增强细胞弹力上起重要作用遥 同时有人发现袁脯氨酸的大量积累可激

发植物体内的过氧化氢酶及多酚氧化酶的活性咱源园暂 遥 研究也发现袁随温度下降至叶片结冰时袁叶片 悦粤栽 活力

与脯氨酸含量都增加遥 这是否预示着冷冻条件下脯氨酸的增加是保护酶活力增强的激活剂还有待于进一步

研究遥
在冻融阶段袁随着日均温从 原缘益上升至 园益渊员圆鄄园缘要员圆鄄园远冤袁叶片由冰冻转为解冻状态袁细胞处于冰融

交汇期袁叶片脯氨酸含量和细胞膜透性及 酝阅粤 含量均大幅增加袁在细胞完全解冻袁而大幅度下降遥 一些研究

发现脯氨酸既可以清除活性氧的危害咱源员暂 袁又可作为低温保护物质降低细胞渗透势咱源圆暂 袁维持体内水分平衡袁保
护蛋白质和细胞膜及叶绿体膜袁使其在低温下进行光合作用咱源猿暂 遥 可见袁在细胞冰晶融化过程中袁脯氨酸的增

加可能作为渗透调节物稳定冰晶融化释放的水而维持体内水分平衡遥 而在叶片完全解冻后袁叶片脯氨酸含量

的下降可能是在此阶段脯氨酸作为氮源被用于细胞代谢消耗所致袁有人研究发现脯氨酸可在植物胁迫解除后

作为氮尧碳以及还原力的一种快速补偿来源咱源源鄄源缘暂 遥
本研究结果表明可溶性蛋白质与白三叶抗冻性相关性不大遥 宰葬灶灶藻则 等推测植物在低温所发生的生理生

化变化中袁一些是提高抗寒性必需的袁而另外一些不是必需的袁 所以蛋白质的变化可能仅仅是低温的结

果咱源远暂 遥 有些研究已发现抗冻植物内存在有抗冻蛋白袁它们在防止胞内结冰和减小胞内冰晶及保护细胞膜完

整性上有重要作用咱源苑鄄缘员暂关于蛋白质在白三叶抗冻力形成中的作用有待进一步研究遥
综上所述袁抗氧化物酶和渗透调节物质是白三叶叶片适应融冻和冻融胁迫的重要生理响应物质和低温保

护物质袁他们在降低细胞冰点袁防止细胞结冰和膜机械伤害尧维持细胞水分平衡尧抑制膜脂过氧化尧保护膜稳定

性尧维护膜的弹性和韧性等方面具有重要作用遥 在融冻和冻融循环过程中白三叶叶片细胞能快速通过生理调

控作用激活抗氧化酶系统袁提高脯氨酸含量袁这可能是其叶片冰冻胁迫下正常生长尧安全越冬的重要生理原

圆员猿 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 猿员 卷摇
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因袁也是白三叶抗冻基因调控的结果遥
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