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封面图说: 永兴岛海滩植被———永兴岛是中国西沙群岛的主岛,也是西沙群岛及南海诸岛中最大的岛屿。 国务院 2012 年 6 月
批准设立的地级三沙市,管辖西沙群岛、中沙群岛、南沙群岛的岛礁及其海域,三沙市人民政府就驻西沙永兴岛。 永
兴岛岛上自然植被密布,野生植物有 148 种,占西沙野生植物总数的 89% ,主要树种有草海桐(羊角树)、麻枫桐、野
枇杷、海棠树和椰树等。 其中草海桐也称为羊角树,是多年生常绿亚灌木植物,它们总是喜欢倚在珊瑚礁岸或是与
其他滨海植物聚生于海岸沙滩,为典型的滨海植物。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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提高植物抗寒性的机理研究进展

徐呈祥*

(肇庆学院生命科学学院, 肇庆摇 526061)

摘要:低温胁迫是世界范围内影响植物产量和品质的主要非生物胁迫。 植物抗寒生理生态研究是比较活跃和发展很快的领域。

文章综述了提高植物抗寒性机理的研究进展。 大量科学研究和生产实践表明,气象因素与植物自身因素是影响植物抗寒性的

关键因素,前者主要是温度、光周期和水分,后者主要是植物的遗传学基础、生长时期、发育水平以及低温胁迫下细胞的抗氧化

能力。 保证植物抗寒基因充分表达对提高植物抗寒性有重要意义。 植物抗寒性的遗传机制与调控主要通过 5 条路径实现:丰

富多样的植物低温诱导蛋白,低温转录因子 DREB / CBF 可同时调控多个植物低温诱导基因的表达,DREB / CBF 与辅助因子相

互作用调控下游基因表达,Ca2+、ABA 及蛋白质磷酸化上游调控低温诱导基因表达,以及不饱和脂肪酸酶基因的表达。 基因工

程改良植物抗寒性已获重要进展,但距产业化尚有许多开创性的工作要做,目前主要通过导入抗寒调控基因和抗寒功能基因而

实现,后者主要是导入抗渗透胁迫相关基因、抗冻蛋白基因、脂肪酸去饱和代谢关键酶基因、SOD 等抗氧化系统的基因以及与植

物激素调节有关的基因。 农林技术对提高植物抗寒性有重大实用价值,其中的不少技术蕴涵着深刻的科学机理,重点评述了抗

寒育种、抗砧嫁接、抗寒锻炼、水肥耦合及化学诱导五大技术提高植物抗寒性的作用机理。 展望了提高植物抗寒性的研究。

关键词:植物;低温胁迫;提高抗寒性;机理;研究进展

Research progress on the mechanism of improving plant cold hardiness
XU Chengxiang*

College of Life Sciences, Zhaoqing University, Zhaoqing 526061, China

Abstract: Low temperature stress is a worldwide major abiotic stress affecting plant yield and quality. Plant physiological
ecology of cold hardiness research is a more active and fast growing field. In this paper, advances of study on the
mechanism of improving plant cold hardiness was reviewed. Scientific research and production practice have showed that
meteorological factors and / or factors of plant itself are the key factors affecting plant cold hardiness; the former is mainly
temperature, photoperiod and water; while the latter is mainly plant genetic basis, growth period, development level and
cell antioxidant capacity under low temperature stress. Ensuring fully expression of genes of plant cold hardiness is of
important significance on improving plant cold hardiness. Genetic mechanism and regulation of plant cold hardiness are
mainly through 5 paths to achieve, respectively: the rich diversity of low temperature induced plant proteins; low
temperature transcription factor DREB / CBF can simultaneously control a plurality of expression of genes cold induced in
plants; interactions of DREB / CBF and cofactor regulate expression of downstream genes; Ca2+, ABA and protein
phosphorylation regulate gene expression induced by low temperature in the upstream; and the expression of genes of
unsaturated fatty acid synthase. Genetic engineering to improve plant cold hardiness has been significant progress, but from
the industrialization has still a lot of pioneering work to do. Currently, genetic engineering of improving plant cold hardiness
are mainly through the introduction of regulatory genes and / or functional genes, the latter is mainly the introduction of genes
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related to osmotic stress resistance, genes of antifreeze proteins, genes of fatty acid desaturation metabolism key enzyme,
genes of SOD and other antioxidant system component, as well as genes involved in the regulation of plant hormone.
Agricultural and forestry technologies to improve plant cold hardiness have important practical value, many of them are of
profound scientific mechanism, im which we focused on the mechanism of 5 main technologies improving plant cold
hardiness, respectively: cold hardiness breeding, grafting, cold acclimation, the coupling of water and fertilizer and
chemical induction. The prospect of future research on improving cold resistance of plant was discussed.

Key Words: plant; low temperature stress; improving cold hardiness; mechanism; research progress

早期关于植物抗寒机理的研究,主要是从比较冷敏感植物和抗冷植物或抗寒锻炼植物和未经抗寒锻炼植

物的实验设计入手,从水分平衡、碳水化合物、氨基酸、核酸、蛋白质水平,细胞壁特性、原生质膜和细胞器的结

构及其功能、生长调节物质的作用、膜脂去饱和作用等方面进行实验分析。 结果表明,植物抗寒性提高与可溶

性糖、膜磷脂、脯氨酸,特别是脱落酸、膜脂肪酸不饱和度的增加或多少有关,且保持生物膜系统功能、结构的

稳定性是保持和提高植物抗寒性的基础。 在 20 世纪七八十年代,较多的研究工作是关于生物膜保护系统的

组分含量和活性与植物寒冻害及抗寒锻炼后植物抗寒能力提高的关系,以及蛋白质在植物抗寒锻炼前后的变

化,在揭示膜保护系统、冷诱导特异蛋白的变化与植物抗寒性形成的关系方面获得较大进展[1]。 20 世纪 90
年代以来,生物技术迅猛发展并向生命科学的各领域迅速渗透,使得研究某一关键物质与植物抗寒性调节的

因果关系,特别是研究低温胁迫信号如何被转导,进而调节相应的生理生化的研究成为可能。 因此,近些年本

领域的研究越来越多地采用分子生物学和转基因技术,根据以前的实验结果和理论研究某些重要物质或发现

新的物质及其与植物抗寒性调控之间的关系,初步描绘了植物低温信号转导的网络架构,克隆了一些与调节

植物抗寒性密切相关的基因,在植物抗寒基因工程方面进行了不少探索。 迄今,在不同阶段和方向上取得的

成果均有价值,包括通过育种、嫁接、施肥等农艺技术提高植物抗寒性。 然而,植物抗寒性是微效多基因控制

的数量性状,具有复杂属性,有很多课题尚未解决或者还没有得到令人信服的结果。 本文综述提高植物抗寒

性的机理研究进展。
1摇 低温胁迫对植物的损伤

被动适应寒冻胁迫的植物,形态结构很有特点,突出表现是:叶片较小,栅栏组织发达,细胞壁衍化成角质

层,具蜡质、木质、栓质、表皮毛和特殊气孔等附属结构,这些附属结构以及木质部间的导管组织能阻止水分子

和冰的扩散运动;主动适应寒冻胁迫的植物,通常能被诱导产生抗寒冻防卫反应,如:改变酶系统和植物激素

调控系统的表达,修饰膜脂组成、提高能降低相变温度的不饱和脂肪酸的含量,增加细胞壁上可抑制冰晶生长

速率、提高熔点的阿拉伯木葡聚糖,增加与细胞信号识别有关的表在糖蛋白,增强微管在低温下的稳定性,提
高细胞内一些抗寒冻物质如糖类(蔗糖、葡萄糖、海藻糖等)、多元醇、内铵盐 /甜菜碱、脯氨酸、多胺、自由氨基

酸、可溶性蛋白质或亲水性多肽以及脱落酸等的含量。 抗寒冻分子含有(多)羟基,可结合水分子、抑制细胞

内水分减少,进而稳定低温胁迫下大分子物质和生物膜的结构[2]。
但植物对寒冻的适应性受多种因素影响,几乎所有的生命活动都会不同程度地因低温胁迫而发生紊乱、

失调甚至死亡。 与热激胁迫所引起的蛋白质变性和折叠受阻不同,0益以上低温胁迫对冷敏感植物的损伤首

先是改变了磷脂双层膜的膜相,尤其是改变了质膜的空间构象和物理状态。 膜相的改变可显著抑制细胞膜正

常功能的发挥,而构象的改变则强烈影响膜的稳定性,使蛋白质从膜上解离,并发生膜融合。 植物冻害的机理

主要是结冰伤害、引起蛋白质损伤的巯基(—SH)假说和对膜的伤害。 胞间结冰比胞内结冰对植物的伤害更

大,主要原因是:(1)导致原生质过度脱水,使蛋白质变性或原生质发生不可逆的凝胶化;(2)冰晶对细胞的机

械损伤;(3)解冻过快对细胞的重大损伤。 冻害的症状往往明显,但冷害则不然,损伤程度除取决于低温外,
还取决于低温的维持时间。 低温胁迫对植物体造成损伤的直接表现是叶片呈水渍状或果实上出现斑点,这些

生理受损组织往往易受病原微生物的侵染或造成局部坏死。 引起冷害的低温胁迫在植株整个生长发育过程
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中均能导致不利影响,结果是苗弱、植株生长迟缓、萎蔫、黄化、局部坏死、坐果率低、产量降低和品质下降等。
此外,冷害还引起植物群体生长发育的不均一性,因而,对机械收获十分不利[3]。
2摇 影响植物抗寒性的因素

植物抗寒性是植物对低温环境长期适应而形成的一种遗传特性。 植物抗寒基因表达与外界环境条件

(包括微地形、小气候、土壤肥力状况)和植物发育的内源节奏、生理状况有密切关系。 保证植物抗寒性充分

表达的适宜条件,对提高植物抗寒性有重要意义。
2. 1摇 气象因素

2. 1. 1摇 温度

低温是重要的环境刺激信号。 不同植物抗寒锻炼的温度有差异,但 10益以下的低温通常即能诱导进入,
温带植物最适宜的诱导温度大多在 2益左右。 抗寒遗传性的充分表达也需要在持续低温中锻炼一定时间,锻
炼温度低,所需时间短,反之,则延长。 Timmis 等建立了温度对花旗松(Pseudotsuga menziesii)苗木抗寒锻炼和

脱锻炼影响的数学模型,抗寒锻炼模型中每个时间段植物的抗寒性是低温积温的函数,由计算温度低于

4郾 4益的时间(以小时计)获得,而在春季脱锻炼模型中则与热量积温有关,在 2—23益间呈线性关系[4]。 Repo
等建立了欧洲赤松(Pinus sylvestris)抗寒性的多个数学模型,认为同一温度既可引起抗寒锻炼,也可造成脱锻

炼,主要取决于当时的抗寒性是否高于或低于由温度确定的其抗寒性固定水平[5]。
2. 1. 2摇 光周期

短日照在诱导植物抗寒性增强方面具有非常重要的作用。 单一低温条件固然能诱导植物抗寒基因的表

达,但所获得的抗寒性远远不及低温+短日照的效应。 对杜鹃(Rhododendron simsii)品种进行低温锻炼时发

现,低温(5益)和短日照(8 h)可诱导出最强的抗寒性,而低温+长日照(18 h)所诱导的抗寒性很弱[1]。 但对

欧洲赤松的研究发现,温度和光周期对松苗不同器官芽、茎、针叶和根的影响不是累加性的,而是存在交互作

用;抗寒锻炼阶段不同,随着植株抗寒锻炼能力的增强,某些器官呈现加性特性,有的则没有[6]。
2. 1. 3摇 水分

冷害引起植物表面水渍状的时间不等,由几小时至几天,主要取决于植物种类和温度,同时,植物体水分

状况和光照条件间接影响到冷害的程度。 越冬植物在秋季和初冬的抗寒锻炼过程中,最明显的适应性变化之

一是植株地上部含水量降低,尤其是自由水含量的降低。 对冬季禾本科植物的测试表明,地上部含水量保持

在 65%左右最适宜抗寒锻炼,能诱导最大的抗寒性,但含水量过低会因影响植株正常生长而不利于抗寒性提

高。 同时,植物在干旱条件下比在潮湿条件下更耐寒。 很多试验表明,干旱和冷冻锻炼都可诱导植物抗寒性

增强。
2. 2摇 植物自身因素

2. 2. 1摇 植物的遗传学基础

植物对低温胁迫的敏感程度与其起源地密切相关。 多数热带起源的植物较温带起源的植物对低温寒冻

敏感得多,乡土植物的抗寒性通常强于引种的植物。 但后一问题比较复杂,与引种方向(水平的经纬度和垂

直的海拔变化)的温度变化有关,也与光周期变化引起的封顶早晚、历史分布区赋予植物种本身的适应潜质

等其它诸多因素有关。 此外,同一植物种的不同品种抗寒冻能力可能会差异很大,而野生种的抗寒冻能力通

常强于其栽培品种。 这些关系,仍不断被新的试验研究所证实和拓展,在农林业生产实践中有广泛应用。
2. 2. 2摇 植物的生长时期

植物有着抗寒性发育的内在节律。 植物活跃生长与抗寒基因表达相矛盾。 不同抗寒性的冬性作物品种,
秋播后生长锥细胞有丝分裂动态表现出明显差异,抗寒性强的品种比抗寒性弱的品种生长更缓慢, 且细胞分

裂频率在秋季低温下逐渐降低,直至完全停止,从而使细胞的代谢活动转向与抗寒锻炼相适应的变化,抗寒基

因被激活而表达,使细胞耐寒性提高。 相反,抗寒性弱的品种,由于秋季生长活动较旺,细胞内代谢活动不能

及时转向与抗寒锻炼相适应的改组,或者本身不存在抗寒基因,致使不能获得较强的抗寒性。 木本植物在春
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天的新梢生长期,无论光照和温度条件如何符合抗寒锻炼要求, 都不能充分诱导其抗寒性,但到了秋季的生

长末期,即使强迫处在长日照和高温下,其抗寒性也会发育到一定程度[1]。
2. 2. 3摇 植物的发育水平

植物发育水平不同,抗寒性会有显著差异,但发育水平越低,抗寒性越易得到提高。 这是由于植物在年幼

时容易改变它的遗传性状,因而,利用低温处理开始萌动的种子可以显著提高它们的抗寒性,而对其几近长成

的植株的处理效应则小很多。 因此,黄瓜、番茄、水稻等的幼苗、愈伤组织、悬浮培养细胞是最常见的抗寒锻炼

对象。 特别,用组织培养形成的愈伤组织进行抗寒锻炼有许多有利条件,如:比较容易控制组织的年龄、都是

薄壁细胞等,同时,又能基于同样的培养基。 利用悬浮培养细胞进行抗寒性诱导也具有优越性,能够减少或排

除在整株植物上由于细胞和器官特异性所造成的干扰, 而且环境条件能够人工控制,细胞所经受的试验处理

也都是均一的。
2. 2. 4摇 低温胁迫下植物细胞的抗氧化能力

低温胁迫下,对低温胁迫敏感的植物细胞中活性氧的产生加速,而清除活性氧的能力下降,导致活性氧水

平升高。 因此,低温胁迫下活性氧所引起的损伤是伤害产生的重要原因之一。 另一方面,研究也证明,冷锻炼

可提高细胞内抗氧化酶活性和内源抗氧化剂水平,缓解由低温胁迫而引起的膜蛋白和膜脂过氧化,从而提高

植物抗寒性。 同时,植物不同的抗寒性又与其细胞内具有不同水平的抗氧化酶活性和内源抗氧化剂含量相

关,抗寒植物比冷敏感植物具有更高水平的抗氧化能力。 Ca2+浸种等处理能够提高植物抗寒性,均与提高了

植物抗氧化胁迫能力有关。 因此,有学者认为,细胞氧化应激机制很可能是调节植物抗寒性的另一个重要

机制[7]。
3摇 植物抗寒性的遗传机制与调控

多数植物经低温锻炼后,抗寒冻能力都增强。 植物在低温锻炼下,通过上游调控来维持呼吸作用、光合作

用和蛋白质合成代谢,进而获得对寒冻的抗性。 在人工低温锻炼过程中,一系列低温诱导基因被诱导表达,植
物系统获得性抗寒冻能力与低温诱导基因的诱导表达密切相关。 研究低温诱导基因及其表达调控的方法是:
(1)运用现代分子生物学技术,包括高通量 cDNA 微阵列或基因芯片技术、酵母单(或双)杂交方法、DNA 标签

法和差别显示技术等直接分离和冷锻炼相关的基因;(2)运用正、反向遗传学方法,包括图位克隆法、转座子

或 T鄄DNA 插入的定向基因失活技术、反义 RNA 和共抑制技术以及基因沉默技术,筛选和研究大量突变体中

的低温胁迫基因作用位点和功能;(3)运用分子探针分析酶切扩增多态序列(CAPS)、限制性片段长度多态性

(RFLP)和数量性状座位(QTL)谱确定低温诱导基因遗传图[8]。 目前,大量与植物低温诱导表达相关的基因

已得到分离、鉴定,但一些基因的表达与植物抗寒性之间的关系还未全面揭示。 基于胁迫损伤或耐性表型的

遗传筛选方法,与现代分子生物学技术相辅相成,在植物低温转录因子表达、胁迫信号传递和代谢途径的研究

中发挥着越来越重要的作用。
3. 1摇 丰富多样的植物低温诱导蛋白

低温诱导蛋白质中有直接与提高植物抗寒性、保护细胞免受冻害的功能性蛋白质。 如:胚胎发育晚期丰

富蛋白(LEA 蛋白)、抗冻蛋白(AFP)、DNA 结合蛋白、mRNA 结合蛋白、分子伴侣、离子通道蛋白、bZip 蛋白以

及能保护其他酶类的蛋白质等;能改变膜脂组成的合成酶如脂肪酸不饱和酶;能降解毒性物的抗氧化胁迫酶

包括超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、过氧化物酶(POD)等;也有能调控低温信号传导、抗寒冻基

因表达和抗寒冻蛋白质活性的调控性蛋白质,包括低温转录因子、蛋白激酶以及一些蛋白酶[7]。
LEA 蛋白主要出现在种子胚发育的晚期,具有富含 Lys 的 K 节和富含 Gly 的 椎 节。 研究低温诱导蛋白

质的结果表明,许多低温诱导蛋白与 LEA 蛋白在氨基酸序列上有高度同源性,结构上普遍具有以下特点:含
有大量亲水性氨基酸,在沸点下保持稳定;氨基酸组成简单,仅由几种氨基酸构成,Gly、Ala 含量较高;具有重

复序列结构,内部缺少折叠区,受热难于聚集;形成双亲 琢鄄螺旋,其疏水区与部分变性蛋白质及膜相互作用,
阻止蛋白质和膜进一步变性,而亲水区与其它蛋白质结合,可能具有蛋白质分子伴侣的作用,在低温下稳定膜
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结构与功能。 低温诱导基因表达调控的机理很复杂。 目前,世界上已分离、鉴定出十几种低温诱导基因,研究

对象主要是模式植物拟南芥(Arabidopsis thaliana)以及水稻(Oryza sativa)、大麦(Hordeum vulgare)和苜蓿

(Medicago sativa) [9]。
3. 2摇 低温转录因子 DREB / CBF 可同时调控多个植物低温诱导基因的表达

高等模式植物拟南芥低温诱导基因 cor,也称 kin、rd、lti 或 erd 基因,所编码的多肽根据氨基酸组成可分成

四类:COR6. 6 / KIN2、COR15a、RD29A / LTI78 / COR78 和 COR47 / RD17,其中 COR6. 6 蛋白与富含丙氨酸的

鱼类抗冻蛋白玉在氨基酸组成上极为相似,RD29A 和 RD17 蛋白类似于 LEA域蛋白,COR15a 蛋白可能与质

膜相互作用,可阻止六方晶域相发生,提高低温胁迫下质膜的稳定性,增强叶绿体和原生质体的抗寒冻

能力[10]。
研究基因缺失和碱基突变的结果表明,COR15a 基因启动子的顺式作用元件包括上游的 C鄄repeat 元件和

下游的 ABA 响应元件 ABRE。 C鄄repeat 元件,也称 CRT 或 DRE 或 LTRE,其核苷酸序列是 TGGCCGAC;ABRE
元件,具有保守的 6 核苷酸序列 TACGTG。 此外,在 rd29A 基因启动子的顺式作用元件中也发现 ABRE 以及

类似于 CRT 的脱水响应元件 DRE,其核苷酸序列是 TACCGACAT[11]。 目前,已确认 CRT / DRE / LTRE 元件或

其核心序列 CCGAC 广泛存在于低温、高盐及脱水应答中一些诱导基因的启动子中,但它对 ABA 的快速诱导

没有响应[12]。
采用拟南芥 cor15a 或 rd29A 基因的 CRT / DRE 元件,以及酵母单杂交方法,经凝胶移位和基因芯片技术,

结合位点选择分析以及反式激活分析,已经分离和克隆了与低温胁迫耐性相关的转录因子 CBF1,2,3,4 /
DREB1B,1C,1A,1D[13]。 CBFs 具有 AP2 / ERF DNA 结合域,可以识别和结合 CRT / DRE 元件。 正常生长条件

下,野生型拟南芥植物中的 CBFs、cor6. 6、cr15a、cor47 和 rd29A 基因不表达,但低温冷锻炼 15min 后体内的

CBFs 基因开始表达,约 2 h 左右前述 cor 基因表达。 CBF1 或 CBF3 组成性过量表达,可促进下游的 cor 基因

也组成性地高水平表达,与 cor15a 单独表达相比,它可以使整株转基因植物抗冻性提高 3. 3益 [14]。 用含基因

的启动子控制 DREB1A 在转基因拟南芥植物中表达,植物的抗寒性、抗旱性和耐盐性提高。 遗传分析发现,
ICE1 作为 CBF3 的激活子,能识别和结合 CBF3 启动子的 MYC / B 序列。 转 ICE1 基因植株的 CBF3,RD29 和

COR15a 在低温下高表达[15]。
最近发现的转录因子 CBF4 显示了植物对低温和干旱胁迫反应进化上的相近性。 CBF4 受干旱胁迫诱

导,但不受低温胁迫诱导。 在转基因植株中,过量表达的 CBF4 植株不但抗旱能力增强,而且抗冻性也提高。
CBF4 的原始基因很可能具有调控植物对干旱胁迫作出响应的功能,经过基因复制、启动子趋异及选择、外显

子重组等作用,逐渐具有调控植物抗寒性的功能[16]。 由于 CBF / DREB 能诱导多种与胁迫相关的基因表达而

极大地增强植物抗逆性,因此,具有广泛的应用价值,目前是研究热点之一,有许多研究机构利用导入该转录

因子来提高植物抗寒性、抗旱性,并且获得了一定的成功。
3. 3摇 CBF / DREB 与辅助因子相互作用调控下游基因表达

在一些基因表达过程中,转录因子并不直接与顺式作用元件结合,经过辅助因子活化后才能调控下游基

因表达。 在拟南芥中发现有类似酵母的适配器(adaptor)ADA2 和具有组蛋白乙酰转移酶(HAT)活性的 GCN5
蛋白。 目前推测,CBFs 激活低温诱导基因表达依赖 GCN5 和 ADA2 的相互作用。 CBFs 的酸性 C 端可能引导

复合物到基因启动子,使 HAT 修饰组蛋白,改变染色质结构,使之更容易与 mRNA 聚合酶结合。 T鄄DNA 插入

ADA2 和 GCN5 中,导致拟南芥突变体植株的 cor 基因转录本降低,但对 CBFs 表达没有影响[17]。 用遗传突变

方法还筛选到能影响 cor 基因表达但对 CBF / DREB1 转录因子没有影响的遗传突变位点,这可能会成为研究

低温胁迫信号传导和胁迫基因功能的有力工具。 拟南芥冷敏感突变体 sfr6 就是其中的一个。 Boyce 等利用基

因敲除及分子标记技术,筛选到拟南芥冷冻敏感突变体 sfr,对冷冻处理显示出不同的生长发育和细胞生理损

伤行为,其中在 sfr6 突变体中检测不到 cor 基因表达但与 cor 基因启动子 CRT / DRE 元件结合的 CBF / DREB1
基因表达正常。 据此,他们认为,SFR6 蛋白可能对 CBF / DREB1 激活下游基因表达起正调控作用[18]。

0797 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 32 卷摇



http: / / www. ecologica. cn

植物体内代谢物的合成与分解,总是处于微妙的动态平衡状态以感应外部环境变化和维护机体正常代

谢。 Ishitani 等在拟南芥中发现的 HOS1 蛋白可能是参与降解与 CBF / DREB1 表达相关的一种正调节器,对冷

信号传递进行负调控[19]。 拟南芥 hos1 突变体能在低温下提前开花,其 CBF / DREB1 表达水平高于野生型,且
cor 基因过量表达。 研究还发现,HOS1 具有泛素功能,可降解 ICE1,此后发现的转录因子 HOS9 则可以对 cor
基因表达进行负调控,但不依赖于 CBF 途径[20]。 通过遗传突变研究发现的另一个对低温胁迫有负调控作用

的基因是 esk1。 esk1 突变体植株与其野生型植株相比,脯氨酸和总糖含量高,RAB18(LEA域)高表达,抗寒性

强,但对 COR 基因的表达没有影响。 拟南芥转录组鄄表达谱的研究结果也证明,植物在冷锻炼过程中存在低

温诱导基因表达的抑制途径[21]。
3. 4摇 Ca2+、ABA 及蛋白质磷酸化上游调控低温诱导基因表达

植物在感受到寒冷信号,如气温降低、短日照等之后,将产生一系列抗寒促进因子,启动一些抗寒基因的

表达。 要实现这些反应,必须能够顺利完成从刺激到准确反应的一系列信号转导过程。 现已知,Ca2+、ABA 及

蛋白质磷酸化上游调控低温诱导基因表达。
3. 4. 1摇 Ca2+

Ca 元素,不仅是细胞的结构物质,而且,作为第二信使几乎介导了植物生长发育和对低温胁迫等环境变

化的全部反应。 低温或激素不仅引起细胞质内 Ca2+水平升高,且引起细胞核内 Ca2+浓度迅速增加。 对 ABA
不敏感型突变体的研究也证实 Ca2+参与低温胁迫下的信号转导。 细胞质内 Ca2+浓度较低(臆0. 10滋mol / L),
而细胞壁、内质网和液胞中 Ca2+浓度比细胞质中高 2 个数量级以上。 这些部位或细胞器称为细胞的“钙库冶,
细胞壁是“胞外钙库冶,“胞内钙库冶包括液泡、内质网和线粒体等。 植物细胞中有精细的 Ca2+浓度调节机制,
主要是 Ca2+通道、Ca2+ / H+交换体、Ca2+ 鄄ATP 酶和 Ca2+ 鄄结合蛋白。 胞内 Ca2+分布严格区域化,保持胞质 Ca2+稳

态是细胞正常生长的前提条件。 细胞受刺激后,胞质中的 Ca2+浓度短暂而明显升高。 胞质中 Ca2+浓度升高,
源于胞外和胞内钙库。 胞外 Ca2+可顺化学势梯度通过质膜上的 Ca2+通道进入细胞质,胞内 Ca2+通过内膜上的

Ca2+通道进入胞质。 骤然低温引起抗寒植物叶片气孔关闭,该过程依赖于细胞质外体中的 Ca2+供应,而与通

常引起气孔关闭的 ABA 无关。 这可能与温度变化引起细胞质 pH 值改变有关[22]。
细胞膜上的钙离子通道和钙依赖型蛋白激酶(CDPKs)等信号感受器,接受低温胁迫信号后诱导细胞释

放 Ca2+,或诱导细胞产生肌醇多聚磷酸盐、cADP 核糖以及 NADP 盐等二级信号分子,从而刺激细胞释放

Ca2+,激活蛋白激酶参加蛋白质磷酸化代谢过程,诱导胁迫靶基因表达。 用 Ca2+螯合剂、Ca2+通道阻断剂和转

Ca2+通道蛋白基因技术的研究结果表明,Ca2+参与植物对低温胁迫的响应,并与植物的一些低温诱导基因的

表达调控相关,如拟南芥的 cor6. 6 / kin1、苜蓿的 cas15[23]。 通过改变二级信号分子的生化代谢途径,影响 Ca2+

流释放水平,可调节低温胁迫基因表达,影响植物抗寒性。 当细胞中的肌醇磷脂系统(IP3)被激活后,也可促

使内膜系统中 Ca2+的释放,因为 IP3 具有打开 Ca2+通道的功能。 IP3 是水溶性的,可从质膜扩散到胞质溶胶,
然后与内质网或液泡膜上的 IP3 鄄Ca2+通道结合而使通道打开。 IP3 的生理功能都通过 Ca2+浓度升高引起,由
Ca2+作为第二信使介导完成。 实验表明,Ca2+能明显提高低温胁迫下植物种子的生活力和萌发率,Ca2+浸种可

使水稻等植物的种子在低温吸胀过程中电解质渗漏率明显降低,说明 Ca2+ 对冷害种子细胞膜结构有稳定

作用。
3. 4. 2摇 ABA

早在 20 世纪 80 年代初,人们就注意到植物抗寒性与 ABA 有关。 虽然低温锻炼(4益 / 2益)或用外源

ABA 处理能诱导低温诱导基因表达、增强植物抗寒性,并且 ABA 缺失突变体 aba鄄1 或不敏感突变体 abi鄄1 的

ABA 合成受阻或对 ABA 的作用不敏感会导致植物耐冻性下降,但 aba鄄1 突变体植株的 cor 基因表达正常,且
abi鄄1 能影响 ABA 诱导的 cor 基因表达而不影响低温诱导的 cor 基因的表达,ABRE 缺失也不影响低温胁迫因

子对 CRT / DRE 的诱导表达[24]。 根据基因表达对 ABA 的依赖与否,可将低温下信号传导 ABA 诱导的基因分

为三类:(1)基因表达依赖 ABA 的传导(如:种子贮藏蛋白基因和逆境诱导基因);(2)冷诱导基因表达不依赖
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ABA 的传导途径;(3)ABA 与低温共同作用控制基因的表达。 有学者在分析了拟南芥突变株在低温胁迫响

应中的信号转导途径后指出,依赖和不依赖 ABA 的信号转导途径并不是完全不相关的,而是存在交叉转导

作用。
用萤火虫荧光素酶基因( rd29A鄄luc)转基因植物为材料,分离到两个拟南芥突变体 los5 和 los6,这两个突

变体植物不能合成 ABA,rd29A、cor15a 和 cor47 等的表达也比野生型低。 遗传分析表明,los5 是 aba3 的等位

基因,los6 是 aba1 的等位基因,而且,ABA 与 Ca2+ 鄄CaM 信号系统共同执行抗寒信号的传导[25]。 外源 ABA 的

抗寒性诱导作用已在棉花(Gossypium hirsutum)、苜蓿、油菜(Brassica campestris L. )、黄瓜(Cucumis sativus)、水
稻等植物中得到证实。 低温锻炼和 ABA 处理都具有增强植物抗寒性的作用。 目前,已发现有多种基因的表

达可为外源 ABA 所诱导,其中大多数基因在种子后熟期或植物器官对逆境胁迫反应时表达。 喷施外源 ABA,
水稻幼苗在低温胁迫下及回温恢复中 SOD 活性增强,但水稻幼苗 SOD 活性增加并非激活该酶而是促进了该

酶的再合成。
3. 4. 3摇 蛋白质磷酸化

拟南芥 fry 1 基因编码肌醇多聚磷酸盐 1鄄磷酸酶,能降解信号分子肌醇 1,4,5鄄三磷酸盐(IP3),对冷信号

传递进行负调控。 fry1 突变体的 IP3 含量比野生型高,cor 基因表达增强,抗寒性提高[26]。 实验结果表明,低
温诱导细胞内的 Ca2+量增加,从而激活 CDPK,增强水稻(Oryza sativa L. )抗寒性、抗旱性[27]。 用基因沉默技

术,可抑制分解 CDPK 的蛋白质磷酸酶 2C 基因表达、促进冷诱导基因表达,提高转基因植物的低温锻炼

水平[28]。
蛋白激酶催化蛋白质磷酸化,有蛋白质丝氨酸 /苏氨酸激酶、蛋白质酪氨酸激酶和蛋白质组氨酸激酶 3

类。 越来越多的证据显示,蛋白激酶参与植物低温逆境信号传导。 苜蓿促分裂原活化蛋白激酶(MAPK)基因

mapk14 可被低温和干旱快速激活,它在接收由第二信使传导的多种细胞内集成信号中起关键作用。 MAPK
级联系统包括 3 种蛋白激酶,即 MAPK、MAPK 激酶 (MAPKK) 和 MAPK 激酶激酶 (MAPKKK)。 首先,
MAPKKK 接受低温逆境刺激信号,由失活型转变为激活型,从而进一步激活 MAPKK, 激活型 MAPKK 又会进

一步使 MAPK 激活,向下传导信息。 实验证实,MAPK 级联系统在参与植物低温胁迫信号传导时,其信号传

导元件 mRNA 水平上升以提高相应蛋白含量,将外界胁迫信号级联放大[29]。 此外,有些报道表明,在某些植

物中,对抗寒锻炼起作用的并非一类激素的绝对含量,而是与 GAs 一类激素的比例。 因此,有人认为 ABA /
GAs 更反映出植物的抗寒性。
3. 5摇 不饱和脂肪酸酶基因的表达

Roughan 在研究 74 种植物膜上的磷脂酰甘油(PG)脂肪酸组成与抗寒性之间的关系时发现,细胞膜脂肪

酸的不饱和度对植物抗寒性有很大影响,细胞膜脂的不饱和脂肪酸含量愈高,植物的抗寒性愈强。 用脂质体

原生质体融合和基因转化技术,转化甘油鄄3鄄磷酸酰基转移酶基因和转 棕鄄3 脂肪酸去饱和酶基因 fad2鄄8 的水

稻植株,可以降低或增强转基因植株抗寒性。 但拟南芥的另一个突变体 fab1 的 PG 饱和脂肪酸表达水平却提

高,植株的抗寒性也增强,显示 PG 饱和度并不是唯一影响植株抗寒性的因素,可能还有其他因子参与低温

调控[30]。
膜脂降解与植物抗寒性关系的证据主要来源于对磷脂酶 PLD 的研究。 PLD 是催化膜脂分解的主要酶之

一。 低温胁迫下,PLD 介导的膜磷脂的分解得到强化。 有学者将编码 PLD 和反义 PLD 的基因分别转人烟

草,转反义 PLD 转化株抗寒性获得提高,而转 PLD 转化株的抗寒性下降。 无疑,不饱和脂肪酸,特别是某些膜

脂中的不饱和脂肪酸分子种(PG 分子种)对植物抗寒性的形成具有重要的作用,而且通过对脂肪酸的去饱和

作用或抑制膜脂的降解进行遗传操作已证明可以改变植物对低温胁迫的敏感性[31]。 膜脂脂肪酸的去饱和作

用是调节植物抗寒性的一个重要机制。
4摇 基因工程改良植物抗寒性

1970 年,科学家首次提出了植物在适应低温胁迫的过程中基因表达发生改变的观点。 此后的研究发现,
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抗寒锻炼 /冷锻炼能诱导和增强植物的一些基因的表达,使多种基因表达发生改变。 目前,国内外的植物抗寒

基因工程主要是针对以上两类低温诱导基因加以展开的。
4. 1摇 导入抗寒调控基因

植物在感受和传导寒冷信号的过程中, 有多种调控基因参与编码产生信号传递因子和调控蛋白,包括各

种转录因子和蛋白激酶,如 DREB 转录因子、细胞分裂蛋白激活激酶、14鄄3鄄3 蛋白等。 目前,有关导入抗寒调

控基因的研究主要围绕与抵抗寒冻所导致的渗透胁迫相关的低温诱导基因转录因子 DREB 展开[32]。 研究发

现, 植物在抵抗寒冻所造成的渗透胁迫过程中,有多种基因得以诱导表达,且多数在转录水平调节的低温诱

导基因和水分胁迫诱导基因的启动子区域有一个顺式(cis)作用元件 TACCGA鄄CAT 是这些胁迫诱导基因表

达所必需的调控区,与低温胁迫调节信号的作用有关,被称为脱水反应因子 DRE。 还有一些低温诱导基因上

有两个顺式作用元件 CRT / DRE,如转录因子 CBF1 能结合 CRT / DRE 元件,CBF4 能结合 CBF / DREB1 元件,
从而诱导低温胁迫诱导基因和水分胁迫诱导基因的表达[33]。 由于转录因子能诱导多种低温胁迫诱导基因和

其它逆境胁迫诱导基因的表达,因而,可在很大程度上增强植物抗寒性。 利用农杆菌介导法将由诱导型启动

子 rd29A 调控的拟南芥转录因子 CBF3 基因导入烟草,获得 Southern 阳性转基因烟草,低温胁迫实验表明,
CBF3 转基因烟草幼苗获得了一定的抗寒能力,特别是可溶性糖、可溶性蛋白质和游离脯氨酸含量均较对照

极显著提高[34]。
4. 2摇 导人抗寒功能基因

4. 2. 1摇 导入抗渗透胁迫相关基因

植物在抵抗寒冻所导致的渗透胁迫过程中,体内将积累大量糖类和脯氨酸等渗透调节物质,并有多种冷

调节蛋白得以诱导表达。 这些调节蛋白含大量亲水性氨基酸,具有热稳定性,且多数具有重复的氨基酸序列

和相对简单的氨基酸组成,基因启动子区域含有 DRE 顺式作用元件。 目前,研究较深入的是 LEA 蛋白基因

和 COR 家族蛋白的基因。 使 COR15am 多肽在转基因拟南芥中大量表达后,与野生型相比,转基因植株叶绿

体和原生质体对寒冷耐受性提高,原生质膜稳定性增强,减轻了寒冻所造成的损伤[35]。
4. 2. 2摇 导入抗冻蛋白基因

对植物中抗冻蛋白(AFP)的研究较晚。 Griffth 等在世界上首次明确指出,冷锻炼的冬黑麦(Secale cereale
L. )中有内源 AFP 产生,此后,世界各地在多种植物中发现了 AFP,且植物中存在的 AFP 较较动物中更普遍,
是抗寒冻植物对冬季低温较为普遍的适应机制。 这些抗冻蛋白都具有 3 个基本性质:1)热滞效应;2)冰晶形

态的修饰效应;3)抑制重结晶[36]。 由于 AFPs 显著的抗冻调节作用,有关 AFPs 蛋白基因的转基因工程近年

来开展甚多。 用真空透析法将冬比目鱼 afp 基因导入马铃薯、拟南芥和欧洲油菜中,降低了 3 种植物的自然

结冰温度;用电击法将冬比目鱼 afp 基因导入玉米原生质体中获得了表达,提高了玉米抗寒性;用花粉管通道

和子房注射法将整合在 Ti 质粒上的美洲拟鲽 afp 基因导入番茄中,提高了番茄抗寒性[37]。 但是,在已研究过

的绝大多数植物材料中,AFP 活性大大低于鱼类和昆虫中的,所研究的植物虽多达几十种,真正可被分离纯

化出来的 AFP 尚不多。
4. 2. 3摇 导入脂肪酸去饱和代谢关键酶基因

不同高等植物质膜中脂肪酸不饱和度和冷敏感性密切相关,膜脂中心位置顺式双键的存在可把相变温度

降至接近 0益。 导入脂肪酸去饱和代谢关键酶基因后,其表达产物可能使一部分饱和脂肪酸催化成不饱和脂

肪酸,从而提高膜脂不饱和度,提高植物抗寒性。 还有些酶可催化饱和脂肪酸中顺式双键的形成,将编码这些

酶的基因导入植物体内也可使其获得抗冷性状。 将南瓜藤和拟南芥属得到的甘油 3鄄磷酸酰基转移酶基因,导
入烟草中明显改变磷酸酰甘油的脂肪酸组成并提高其抗寒性[38]。 将拟南芥的编码 棕鄄3 脂肪酸去饱和酶 FAD
基因、将菠菜的硬脂酰基载体蛋白去饱和酶 SAD 基因分别导入烟草,均增强转基因烟草的抗寒性[38]。
4. 2. 4摇 导入 SOD 等抗氧化系统的基因

植物抗氧化防御系统能起到调节膜透性,增强膜结构和功能稳定性的作用。 其中以 SOD 最为重要,是植
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物体内第一个清除活性氧的关键抗氧化酶。 目前,有不少研究者应用遗传工程技术转抗氧化酶基因或提高抗

氧化剂含量,以期直接研究抗氧化酶、抗氧化剂与植物抗寒性表达调控的关系。 将 SOD 的 cDNA 导入烟草

(Nicotiana tabacum)、番茄(Lycopersivcon esculentum)和苜蓿等植物中,大量表达后均增强了植株的抗氧化能

力。 利用质体转化技术,将拟南芥的 Fe鄄SOD 和 Nicotina plumbaginifolia 的 Mn鄄SOD 基因导入玉米,获得抗寒

转基因玉米。 也有研究将拟南芥脯氨酸脱氢酶反义 RNA 的 cDNA 导入拟南芥以抑制脯氨酸降低、实现其高

水平表达,显著提高转基因植株对低温和高盐的耐受性。 这些方面手研究虽已取得令人可喜的效果,但距定

向操纵的目标还有相当多问题。 如:需要加强对低温胁迫下植物某个生理过程中活性氧特征和不同抗氧化酶

过量表达在清除活性氧中的协同效应的研究,各种抗氧化酶反应后所生成的产物以及细胞对活性氧所形成氧

化逆境的应激机制的研究,从而更好地选择基因工程中的某些关键组分[7]。
4. 2. 5摇 导入与植物激素调节有关的基因

植物在抗寒锻炼中发生改变的激素主要有脱落酸(ABA)、赤霉素(GA)和植物细胞分裂素(CTKs),其中

以 ABA 表现最为显著。 因此,导入与植物激素调节有关的基因也为植物分子育种者所关注。 目前,CK 合成

中第一个限速酶—异戊烯基转移酶基因( ipt)已被转入烟草、拟南芥、油菜、菊花、水稻等多种植物体内。 外源

ipt 基因表达变化及额外细胞分裂素的合成对延长植物在低温环境中的持绿期及改善植株其他性状起重要作

用。 Hu 等的研究发现,转 ipt 基因高羊茅抗寒性明显提高,低温条件下植株活力更强,持绿期更长[39]。 段永

波研究了转 ipt 基因水稻与对照未转基因水稻幼苗对低温胁迫的响应,结果表明,低温胁迫后,转基因植株脯

氨酸含量比对照大大提高,而叶绿素含量、POD 与 SOD 的活性及 MDA 含量能保持稳定,抗寒性明显提高[40]。
5摇 农林技术提高植物抗寒性

农林技术对提高植物抗寒性有重大实用价值。 迄今,针对植物抗寒性弱或导致寒冻灾害发生的原因,相
关国家和地区基本上都进行了不同程度和范围的试验研究,初步探索出了有一定成效的抗寒技术路线或方法

体系,如培育抗寒品种、推广抗砧嫁接繁育、进行抗寒锻炼、配制“热性冶土、适期播种和收获、优化作物种植制

度,混交栽植、丛植、群植,改善植物营养状况、合理灌溉与排水、接种丛枝菌根真菌、重视整形修剪的作用、切
实防治病虫害、健全防护林网,树盘培土、壅土护根(茎)、树干涂白、熏烟防冻、实行生物或薄膜覆盖,使用

ABA、多效唑(CCC)等植物生长调节物质进行种子包衣或直接喷施,以及加强寒冻天气预报、增强防冻减灾意

识、应用抗寒防冻技术等,其中的不少技术蕴涵着深刻的抗寒机理。
5. 1摇 抗寒育种

植物优异的抗寒性,首先来自于优异的种质与遗传。 近两个世纪以来,国内外科研人员通过杂交、芽变、
诱变和实生育种等常规育种途径,已培育出许多具有优良抗寒性的果树、蔬菜、农作物和园林花卉品种,在实

际生产中发挥了重大作用。 如,中国对抗寒、高产、胶木兼用橡胶树(Hevea brasiliensis)品种(系)的选育种[41],
美国等国在葡萄(Vitis vinifera)抗寒性与高产性、优质性结合方面的辉煌育种成就[42鄄43],世界各国对柑橘

(Citrus reticulata) [44鄄45]、苹果(Malus domestica) [46鄄47]、梨(Pyrus spp) [48]、杏(P. armeniaca) [49]等植物抗寒种质

资源的发掘与抗寒新品种选育(其中 85%以上是实生及杂交选育而成)。 科研和生产已经并将继续证明,培
育抗寒优良品种,是减轻植物冻害的有效手段和根本途径,对提高植物抗寒性非常重要,也非常有潜力。 未

来,在已有成绩基础上,随着对抗寒植物资源的进一步挖掘和利用、对植物抗寒性遗传规律认识的加深以及生

物技术等新的育种手段的应用,必将涌现出更多更好的抗寒植物新品种。 特别是生物技术的发展和应用,目
前已渗透到植物遗传育种的各个领域,SSR 标记在植物品种鉴别、系谱分析和遗传图谱构建方面已得到广泛

应用,基于 DNA 分子标记遗传图的构建加速了杂种的早期选择,遗传图和物理图的结合可以克隆控制重要性

状的功能基因,遗传转化技术的应用可以更快地改良现有的植物品种[50]。 但总体上,我国目前植物抗寒育种

等抗性育种开展的仍然比较少,且力量薄弱,人员分散、不稳定,无长远规划,对选育出的新品种也缺乏系统研

究,现代育种技术与常规育种尚不能有机结合[47]。
5. 2摇 抗砧嫁接

嫁接是一项古老而有无穷生命力的世界性植物技术。 中国是全世界公认的最早发明嫁接技术的国家。
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利用嫁接的最初目的是进行植物的营养繁殖,充分发挥栽培品种的优良特性,现代嫁接技术主要是用来改良

植物性状。 目前,嫁接在植物良种繁育中的应用有:挽救濒危植物,保持和发展优良种性,固定杂种优势,实现

丰产优质,调控植株大小,增强抗逆性和适应性,更换优良品种,控制性别,繁育无病毒良种,开展杂交制种利

用,调节成熟期,增强观赏性(如改换植物性别、人造连理树、一木多花、植物造型与组装等);嫁接在植物新品

种选育中的应用有:保存特殊的育种中间材料,培育属间嫁接杂种(嵌合体),克服远缘杂交不亲和性,利用嫁

接产生的可遗传变异育种,以及用于无性变异的遗传稳定性测定。 利用嫁接产生的可遗传变异,目前是国内

外植物生物学研究的热点之一[51鄄52]。 因此,植物嫁接技术在农林业的诸多方面都有不可替代的价值。 钱学

森认为:剪枝整形和嫁接技术在农业、林业中大有前途,开发一门技术性科学———“植物嫁接改造学冶,它的作

用决不亚于基因工程学[53]。
植物的所有部分几乎均可进行嫁接。 因此,确切讲, 嫁接就是植物器官、组织或细胞间的结合。 但嫁接

不是无性杂交,不是接穗和砧木机械的愈合, 而是一个与愈伤反应不同的更为复杂的生理过程,是接穗和砧

木两者相互影响,相互作用,组成一个有机的整体。 一种嫁接组合,是不同于另一种嫁接组合的,也不同于砧

木本身或接穗本身。 大量试验表明,选用抗性强的适宜砧木进行嫁接,可显著提高栽培品种对寒冻等生物非

生物逆境的抗性,但迄今对嫁接植物的代谢过程、砧木与接穗联合效应的作用机理以及嫁接植株的遗传状况

等尚有许多不明确之处,作用机理研究还不是很深入。 概括起来,抗砧嫁接提高植物抗寒冷性的作用机理是:
1)低温胁迫下,嫁接苗较自根苗根系吸收养分与水分能力显著增强;2)嫁接苗较自根苗在矿质吸收、激素代

谢、膜保护酶系活性、糖和蛋白质含量等方面均发生了利于抗寒性提高的明显变化;3)嫁接苗较自根苗根系

在低温条件下伸展性好,根系和叶片的致死温度显著低于自根苗,叶片保水力较强,能量代谢水平较高;4)嫁
接后抗寒性的提高与植物体内活性氧清除系统中抗氧化剂含量和抗氧化酶活性提高有关,嫁接苗的活性氧清

除能力均高于自根苗,抗寒性越强的活性氧清除能力越高;5)低温胁迫下,植物嫁接苗较自根苗的细胞之间

存在活跃的长距离信号转导和遗传物质交换[54]。
5. 3摇 抗寒锻炼

植物对低温胁迫的抗性有一个适应过程。 在植物遭遇寒冻害之前,逐步降低温度,使植物预先经受适当

的寒冻锻炼,可有效提高对更低温度的抗性,否则,极易在突然遇到低温时受害。 春季在温室、温床育苗,进行

露天移栽前,必须先降低室温或床温,如番茄苗移出温室前,须先经 1—2 d、10益处理,移栽后即可抗 5益左右

的低温;黄瓜苗经 10益低温锻炼后即可抗 3—5益的低温;植物愈伤组织及组织培养苗,经 17益 / 12益昼夜低温

锻炼可明显提高 2—4益低温胁迫下的抗寒性,植株存活率和细胞活力显著提高;经过抗寒锻炼的冷地型草坪

草鄄草地早熟禾、沟叶结缕草,LT50 分别降低-8. 8益、-2. 7益 [55]。
低温锻炼提高植物抗寒性,实质是化学模拟植物胁迫,有着深刻的生理生化学与分子生物学原因。 概括

起来主要是:1)通过低温锻炼后,植物细胞内的生理生化代谢发生变化,含水量发生变化,自由水减少,束缚

水相对增多;2)膜脂组成和结构改变,不饱和脂肪酸增多,膜流动性增大,膜相变的温度降低,膜透性相对稳

定或增大幅度小;3)细胞质中的渗透调节物质,特别是糖类(包括葡萄糖、果糖、蔗糖等可溶性糖)含量提高,
一些多羟基醇,如山梨醇、甘露醇、乙二醇,以及多胺类化合物、脯氨酸、Ca2+等抗寒物质分子的含量也提高,升
高的 Ca2+来源于细胞壁;4)细胞内 NADPH / NADP 比值和 ATP 含量增高,激素比例发生改变,脱落酸(ABA,
有“可传导的锻炼促进剂冶、 抗冷基因表达的启动因子之称)增多;5)基因表达改变,特别是改变了 cor 基因的

转录和蛋白合成模式,合成了一些新蛋白,或某些蛋白的合成增加,而另一些蛋白减少或消失,可溶性蛋白的

质和量改变,膜指代谢过程中的一些酶类如磷脂酶 D 的活性变化[7,31]。
抗寒锻炼是如何启动膜脂代谢的变化,膜脂分子如何调节其它代谢的变化,与抗寒性有关的物质分子又

是如何有序、协调调节抗寒力的表达的,在低温逆境生理生态研究中广受关注。 现已知,Ca2+ 鄄CaM 信使系统

是调节植物抗寒性形成的有关生理生化过程的重要信号系统,启动的一个中心环节就是胞质中 Ca2+浓度的改

变,参与胞质中 Ca2+水平的调节有质膜上 Ca2+通道活性、Ca2+ 鄄ATPase 以及 Ca2+ / H+反向传递体。 植物细胞内
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液泡是很重要的贮钙体,普遍存在于液泡膜上的 Ca2+ / H+反向传递体及 Ca2+通道也与胞质中 Ca2+水平变化密

切相关。 Ca2+完成信息传递功能是通过 Ca2+调节靶酶,如蛋白酶激酶, 以及 Ca2+结合蛋白特别是 CaM,进而

调节靶酶,完成对生理生化的调节。 磷脂酶 D 能感知低温的信息, 进而调节膜脂的代谢,改变了膜脂成分,而
磷脂酶 D 的活性受 Ca 浓度的变化所影响。 又由于 Ca2+的共轭性,使得 Ca2+信使系统与磷脂酰肌醇信使系统

相关联,磷脂酰肌醇系统中 DG 和 IP3 两种信使物质对调节生理变化起着重要作用[56]。
5. 4摇 水肥耦合

合理施肥,包括增施有机肥,无机肥和有机肥相结合,特别是调节氮(N)、磷(P)、钾(K)肥比例,实行平

衡施肥、配方施肥,对植物的长势、经济产量和品质及抗逆性可产生重大影响,是提高植物抗寒性的重要措施,
相关报告非常多。 如:按 N 颐P2O5 颐K2O 为 8颐3颐3 配合施肥对腰果(Anacardium occidentale)树促花增产效应及冬

季抗寒性的显著提升作用[57],以 N 颐P2O5 颐K2O 为 2颐1颐1 配方施肥对温州蜜柑产量、品质和抗寒性的提升效应

最大[58]。 增施钙(Ca)肥[22鄄23,59]、硅(Si)肥[60] 以及铁(Fe) [61] 和稀土微肥[62],对提高植物抗寒性也有比较显

著的效应。 其实,每一种矿质元素在提高植物抗寒性中都有特殊作用,如前已述及的 Ca 元素。 酸性土壤供

Ca2+水平较低是植物易受冻害的土壤学原因,而低温胁迫下加 Si 处理后高抗植物品种体内较高的 Si 含量是

其比低抗品种具有更强抗寒性的原因之一[60]。
水是植物细胞的重要组成成分,是代谢过程的反应物质,是各种生理生化反应和物质运输的介质,植物正

常的生命活动都必须在细胞含有一定水分的状况下才能进行。 水还具有特别重要的生态学意义,如调节植物

体温,改善田间小气候,使植物保持固有姿态,可“以水促肥冶,实现“水肥耦合冶效应等。 如果植物在湿度不良

的土壤或基质中长期生长,根系就不能健康生长,必然导致植株发黄,叶缘枯焦,叶片早落,枝条死亡,果实或

种子减产甚至绝收。 因此,水分管理对提高植物抗寒性具有非常大的作用。 我国果树生产中对于水分管理强

调“前促后控, 促控结合冶、“春水早, 夏水巧, 秋水控, 冬水饱冶所体现的就是合理灌溉的思想,也是防止植物

特别是木本植物冬春时节“冻旱冶、“抽梢冶、“抽干冶的重要措施[63]。
研究和实践表明,合理灌溉施肥、“水肥耦合冶是植物健康生长的基本措施之一,干旱或涝渍胁迫对植物

生长发育和抗寒性具有同等危害,不结合施肥的灌水与不结合灌水的施肥都不利于植物水肥利用效率和抗寒

性的提高,然而,在植物特别是栽培作物频繁发生寒冻灾害的地方这一点往往被忽视。 目前,现代灌溉技术装

备正在得到普及,各种先进的微灌技术,如滴灌、微喷灌、涌泉灌,实现了灌溉土地向灌溉植物的跨跃,实现了

灌溉施肥的有机结合,不仅具有节水、节肥、省工的功效,而且,对提高植物抗寒性也发挥着实实在在的重要调

节作用。
5. 5摇 化学诱导

激素被认为是抗寒基因表达的启动因子。 植物生长调节剂能有效地影响和控制植物的生长发育及对低

温胁迫的适应性。 植物抗寒性的化学诱导,是基于人们对植物抗寒机理的深入研究,尤其是对植物抗寒化学

信号物质的种类、性质和作用的透彻了解。 尽管化学诱导效应不能瞬间见效,但在某些条件下应用技术成熟、
效应显著。 目前,实践中使用的抗寒化学诱导剂,最多的是植物系统抗寒性形成过程中起低温胁迫信号转导

物质的一类分子及其衍生物,如寡糖素,水杨酸(SA)及其衍生物,脱落酸(ABA)及其衍生物,乙烯(ETH)、细
胞分裂素(CTKs),茉莉酸( JA)和茉莉酸甲脂(Me鄄JA),以及矮壮素(CCC)、多效唑( PP333 )、油菜素内酯

(BRs)。
普遍认为,茉莉酸在许多方面,可以起到脱落酸的一些生物学效应,所以在实践中获得了广泛应用。 乙烯

可以独立于脱落酸途径之外,激活植物的抗性基因。 乙烯作为一种气态激素,对植物个体间的抗逆诱导通讯

具有重要意义,实践中经常使用乙烯利发生乙烯,或用低浓度 ABA 刺激植物产生乙烯,以达到抗逆诱导的目

的。 业已证实,ABA 在植物系统抗性的形成过程中具有特别重要的地位,是极其重要的抗寒诱导剂。 使用

CCC、PP333 等生长延缓剂来提高植物抗寒性已普遍应用于生产实践。 多数诱导剂施用后增强植物抗寒性的

作用机理主要是:促进 ABA 生物合成,诱导活性氧清除功能增强,利于糖类、可溶性蛋白等渗调物质的积累,
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调节植物生长发育[25,64鄄65]。
6摇 展望

植物抗寒性具有不稳定性,同时,其表现是多方面的,由诸多环节构成,并随时间、温度、光周期、含水量、
发育时期、营养状况、基因型等因素的不同而有改变。 目前,对这些复杂因素和环节与植物抗寒性的关系有许

多并非很清楚,对植物抗寒性的几个方面或诸多环节间的联系尚缺乏全面了解。 以下 3 方面的深人研究应该

是非常有价值的:(1)强化抗寒生理学与育种学的联系,使抗寒机理研究与抗寒技术创新紧密结合起来;(2)
植物第二信使在低温胁迫下的作用机制及其在提高植物抗寒性中的功能;(3)现代矿质营养与管理在植物抗

寒生理及生态适应性中的重要作用。
以往研究中已从低温信号的识别、转导、信号级联放大、响应等方面对植物低温信号传递网络进行了有一

定深度的剖析,但对低温胁迫下相关分子应答途径、基因转录调控方面的研究还不够深入。 低温会引起代谢

过程及大量产物的变化,对于调控这些过程的转录因子及关键功能基因、相关交叉信号途径的全面了解与解

析,将有助于植物抗寒新品种的培育。 同时,植物抗寒性又是由多个微效基因控制的数量遗传性状,由一系列

相关的直接或间接作用的基因构成了一个复杂的调控网络,尽管通过转基因技术可在一定程度上提高植物的

抗寒性,但仅靠转移一、两个抗寒基因就想获得抗寒植物有一定难度。
对植物感受和转导寒冷信号的机制,植物抗寒冻的确切分子机制尚不是很清楚。 ABA 与 Ca2+信号转导

途径如何协同作用将寒冷胁迫信号传递到细胞核的转录因子,转录因子如何调控抗寒基因的表达,诸抗寒基

因又是如何发挥抗寒活性等的分子机制研究应是植物抗寒冻基因工程的基础。 植物低温诱导蛋白质的研究

虽然已取得很大进展,但迄今对低温诱导蛋白质的研究主要还是通过分析其与已知蛋白质的同源性及一些生

理现象确定的,除少数确定为植物适应胁迫过程中的必需蛋白质外,大部分低温诱导蛋白质的功能及其表达

机制仍不清楚。 随着全序列测定物种的增加以及大量表达序列标签(EST)的产生,精细遗传和物理图谱的构

建,反向遗传学、蛋白质组学和比较基因组学在基因功能研究中越来越显示出重要性,人们对复杂信号的表

达、传递和代谢系统的了解必将越来越清晰。
在与植物抗寒冷性有关的生物化学与分子生物学研究方面,如下三点有必要重视:(1)质膜液晶态稳定

性应是植物抗寒研究的一个重点。 由于低温锻炼提高植物对低温的抗性除了诱导产生冷反应基因外,也增加

了膜对低温抗性的稳定性,因而,冷反应基因产物与质膜液晶态稳定性的关系应成为研究的重要课题之一。
(2)尽管通过低温锻炼、改善矿质营养或植物激素处理的研究表明,植物对低温抗性的提高与微管在低温下

的稳定性之间存在密切联系,但有关激素调控元件或者转录激活因子调控的基因产物是否直接或间接调控微

管或微丝的动态特性仍缺乏实验证据,这一工作的深入对阐明植物对低温的抗性乃至植物抗逆的分子机制具

有重要的理论和现实意义。 (3)分离、鉴定植物在低温诱导过程中产生的冷反应基因、相关的基因以及它们

之间的相互作用,对确定植物对低温胁迫的分子反应和信号传递的一些关键环节,特别是细胞骨架的调控机

理具有重要意义。
由上也可见,虽然提高植物抗寒性的机理研究已经取得很大进步,但对主要生理过程之间的关系的研究

分析仅限于少数植物种,如拟南芥及部分农作物,因此,有的机制的普适性可能需要更广泛、更深入的研究。
同时,在研究手段上,目前很多研究采用人工气候室模拟低温胁迫,虽然可以很好的指示单一胁迫对植物的影

响,但是用其来推断野外实验结果有很大局限性,甚至有时控制实验与野外试验的结果相互矛盾,在未来的研

究当中应多结合野外实验,并充分关注现代产业条件下植物抗寒性的研究、提高。
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