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低温胁迫下 ６ 种木兰科植物的生理响应及抗寒相关基
因的差异表达分析
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摘要： 分析了 ６ 种木兰科植物对低温胁迫的生理响应及耐寒相关调控基因 ＨＳＰ９０ 和 ＷＲＫＹ３３ 的差异表达，为木兰科植物抗寒

机理的研究和抗寒品种的选育提供理论基础。 结果表明，６ 种木兰科植物的低温 ＬＴ５０ 在－１０．６４—－２２．０６℃，从高到低依次为红

花深山含笑、峨眉含笑、杂交含笑、阔瓣含笑、六瓣含笑和乐东拟单性木兰；低温过程中，６ 种木兰科植物叶片可溶性蛋白（ＳＰ）、

游离脯氨酸（Ｐｒｏ）含量、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和过氧化物歧化酶（ＰＯＤ）活性呈先升高后降低的趋势，可溶性糖（ＳＳ）和丙二醛

含量（ＭＤＡ）则不断积累；筛选出 ＲＥＣ、ＭＤＡ、ＳＰ、ＳＳ 和 Ｐｒｏ 作为 ６ 种木兰科植物抗寒性评价的关键指标；聚类分析将 ６ 种木兰科

植物在抗寒性能上分为强、中、弱三类，分别为乐东拟单性木兰和六瓣含笑，阔瓣含笑、杂交含笑和峨眉含笑，以及红花深山含

笑。 对 ＨＳＰ９０、ＷＲＫＹ３３ 基因的差异表达分析表明，２ 个基因在 ６ 种木兰科植物中的相对表达量呈先升高后降低的趋势，在临近

各树种 ＬＴ ５０ 时，２ 个基因的表达被强烈抑制且后期表达量不可逆。 ０℃时，２ 个基因的表达量差异不显著；－５℃时，２ 个基因开

始被激活，表达量增加；－１０℃时，ＨＳＰ９０、ＷＲＫＹ３３ 基因在红花深山含笑叶片中的表达量较－５℃时分别下调了 ０．７６ 倍和 ０．６８

倍，而在其他 ５ 个树种中的表达被进一步激活；－１５℃时，ＨＳＰ９０ 和 ＷＲＫＹ３３ 基因在抗寒性中等的阔瓣含笑、杂交含笑、峨眉含笑

中亦被强烈抑制，较－１０℃时分别下调了 ０．３８ 倍、０．３３ 倍、０．３２ 倍和 ０．７１ 倍、０．７２ 倍、０．７４ 倍，在抗寒性强的乐东拟单性木兰和六

瓣含笑中的表达被进一步激活；－２０℃以后，２ 个基因在 ６ 个树种中的表达均被强烈抑制，但在抗寒性最强的乐东拟单性木兰中

的表达量仍高于其他 ５ 个树种。 抗寒基因的激活与表达是影响植物抗寒性的重要因素，抗寒性不同的树种对低温的应答机制

明显不同。 抗寒性越强的树种越能快速启动低温应答机制，激活抗寒相关基因的表达，进而调整生理生化活动以抵御和适应冷

应力。 不抗寒树种中抗寒基因的表达则受到抑制，降低了其对低温逆境的耐受能力。
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ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ０．３８， ０．３３， ０．３２， ａｎｄ ０．７１ ｔｉｍｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ０．７２ ａｎｄ ０．７４ ｉｎ Ｐ． ｌｏｔｕｎｇｅｎｓｉｓ ａｎｄ Ｍ．
ｍａｒｔｉｎｉｉ “Ｔｉｎｙ”， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｔ －２０℃， ＨＳＰ９０ ａｎｄ ＷＲＫＹ３３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｉｘ Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｓｔｒｏｎｇｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ， ｂｕｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｔｉｌｌ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｒｏｎｇｅｓｔ ｃｏｌｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｖａｒｉｅｔｙ ｏｆ Ｐ． ｌｏｔｕｎｇｅｎｓｉｓ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｆｉｖｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ． Ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｄ－ｔｏｌｅｒａｎｔ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ｆａｃｔｏｒｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｌｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｐｌａｎｔｓ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｔｏ ｌｏｗ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ． Ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｃｏｌｄ － ｔｏｌｅｒａｎｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｍｏｒｅ ｑｕｉｃｋｌｙ ｔｏ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｓｔｒｅｓｓ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｔｏ ａｄｊｕｓｔ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｔｏ ｒｅｓｉｓｔ
ｏｒ ａｄａｐｔ ｔｏ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｉｔ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｄ－ｉｎｔｏｌｅｒａｎｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅｉｒ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ
ｔｏ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ； ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ； ｃｏｌｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ； ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

木兰科（Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ）植物花色艳丽，花香袭人， 树姿优美，是珍贵的园林绿化树种。 木兰科植物喜温暖

湿润的气候，耐寒性较差，主要集中分布于我国东南至西南部，向东北及西北地区逐渐减少，其“抗寒不常绿，
常绿不抗寒”的特点极大地限制了这一珍贵的树种在我国北方城市中的应用，北方高寒地区引种的木兰科树

种常遭受到严重冻害［１⁃３］。 因此，筛选抗寒性强的常绿木兰科树种，研究低温条件下其耐寒生理和分子机制，
对提高木兰科植物的耐寒适应性，并将该物种向高寒地区成功引种栽培，丰富改善我国北方城市冬季萧条的

园林景观，推进城市园林建设具有重要意义。
低温限制植物的生长、发育和地理分布，对植物的影响显著大于其他环境胁迫因素［４⁃６］。 低温胁迫不但

影响植物生物量、叶、茎等形态指标的变化，而且引起植物新陈代谢紊乱，严重低温胁迫下甚至导致植株死

亡［７⁃９］。 研究表明，植物感受到低温信号后，启动防御机制，细胞膜透性增加，活性氧产生，保护酶活性增强，
渗透调节物质如可溶性蛋白（ＳＰ）、可溶性糖（ＳＳ）和游离脯氨酸（Ｐｒｏ） ［１０⁃１１］ 和膜脂相变及膜脂过氧化产物丙

二醛（ＭＤＡ）含量积累［１２⁃１４］，而与代谢相关的生化途径会被抑制［１５⁃１６］。 在植物抗寒性研究中，低温半致死温

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３８ 卷　
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度（ＬＴ５０）及相关生理指标常被作为评价植物抗寒性的重要参考指标［１７⁃２０］。 植物的抗寒性是由多因素联合控

制的综合性数量性状，而仅依据单一的生理指标难以准确全面地反映出植物抗寒性的强弱，对植物抗寒性的

评价应选取若干具有代表性的生理生化指标进行综合评价［２１］。 隶属函数法作为抗性综合评价的科学方法，
能比较准确地筛选出与抗寒性密切相关的典型指标，反映植物之间抗寒性的差异，该方法已应用于柑橘

（Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ） ［２２］、冬青（ ｌｅｘ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ） ［２３］、黄梁木（Ｎｅｏｌａｍａｒｃｋｉａ ｃａｄａｍｂａ） ［２４］、苔草 （Ｃａｒｅｘ ｔｒｉｓｔａｃｈｙａ） ［２５］、
小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ） ［２６］、苜蓿草（Ｌｏｔｕｓｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｓ） ［２７］ 等植物的抗寒性研究中，但在木兰科植物中却鲜见

报道。 低温环境下植物的生理生化机能受多种基因的相互调节而发生变化，并进一步诱导特定基因的表达以

抵御逆境［２８⁃２９］。 第二代高通量测序技术能够对大规模转录本进行快速鉴定和功能分析，检测基因的表达差

异，较全面地揭示逆境胁迫下整个基因组水平的表达情况，作为研究植物基因功能的重要手段，已经在低温响

应机制、关键基因挖掘等方面取得了较大进展，被广泛应用于拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ） ［３０］、小麦［３１⁃３２］、桉
树（Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｒｏｂｕｓｔａ） ［３３］、橄榄树（Ｏｌｅａ ｅｕｒｏｐａｅａ） ［３４］等植物冷适应和低温响应机制的研究中。 目前已发现数

百个基因参与到植物对冷胁迫的应答反应［３５］，ＸＵ 等［３６］ 通过对野生山葡萄（Ｖｉｔｉｓ ａｍｕｒｅｎｓｉｓ）应对冷胁迫的转

录组进行分析，发现野生山葡萄是通过控制一些基因的差异表达来响应冷胁迫。 目前，国内外对木兰科植物

的研究多集中在杂交育种及无性系繁植方面［３７⁃４０］，对其抗寒性的研究非常匮乏，偶见抗寒生理指标的比较分

析［４１⁃４３］，从分子水平上对木兰科植物抗寒机制的研究更是鲜见报道，仅见鹅掌楸（Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ ｃｈｉｎｅｎｓｅ）的相

关报道［４４］。
为解析木兰科植物的抗寒机制，本研究选用乐东拟单性木兰（Ｐａｒａｋｍｅｒｉａ ｌｏｔｕｎｇｅｎｓｉｓ）、六瓣含笑（Ｍｉｃｈｅｌｉａ．

ｍａｒｔｉｎｉｉ‘Ｔｉｎｙ’）、阔瓣含笑（ Ｍ．ｐｌａｔｙｐｅｔａｌａ）、峨眉含笑（Ｍ．ｗｉｌｓｏｎｉｉ）、杂交含笑（Ｍ．ｍａｒｔｉｎｉｉ‘Ｔｉｎｙ’♀×Ｍ．ｓｈｉｌｕｅｎｓｉｓ
♂）、红花深山含笑（Ｍ．ｍａｕｄｉａｅ ｖａｒ． ｒｕｂｉｃｕｎｄａ） 为材料，测定其在不同低温下的相对电导率（ＲＥＣ），拟合

Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 方程计算各树种的低温半致死温度（ＬＴ５０），依据各相关生理指标的差异，将其与 ＬＴ５０ 进行相关性分

析， 运用隶属函数法计算相关生理指标的隶属函数值，按平均隶属度大小对 ６ 种木兰科植物进行抗寒性排

序，建立科学的木兰科植物抗寒性评价体系。 本课题组前期研究中从乐东拟单性木兰无性系抗寒转录组测序

中发现 ２ 个抗寒相关调控基因 ＨＳＰ９０ 热激蛋白基因（Ｇｅｎｅｂａｎｋ 登陆号 ＭＧ９３２０８７）和 ＷＲＫＹ３３ 转录因子

（Ｇｅｎｅｂａｎｋ 登陆号 ＭＧ９３２０８７）在响应低温胁迫过程中显著上调或下调表达。 另外其他研究亦表明，ＨＳＰ 热激

蛋白和 ＷＲＫＹ 转录因子家族基因在植物响应非生物胁迫中具有重要的转录调控功能［４５⁃４７］。 为进一步分析低

温胁迫过程中这 ２ 个抗寒差异基因在 ６ 种木兰科植物中的表达规律， 以 ＨＳＰ９０ 和 ＷＲＫＹ３３ 基因的 ＥＳＴ 保守

序列设计特异引物，通过实时荧光定量 ＰＣＲ（ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｒｅａｌ － Ｔｉｍｅ ＰＣＲ，ｑＰＣＲ） 技术分析了 ＨＳＰ９０ 和

ＷＲＫＹ３３ 基因在 ６ 个木兰科树种之间的表达差异，为揭示木兰科植物的抗寒机理和抗寒品种选育提供理论和

实践依据。

１　 材料与方法

１．１　 材料及处理

以乐东拟单性木兰、六瓣含笑、阔瓣含笑、峨眉含笑、杂交含笑和红花深山含笑 ６ 种木兰科植物的无性系

盆栽苗为供试材料。 ２０１６ 年 １２ 月 ３ 日分别选取各树种生长良好，长势一致的扦插栽苗各 ５４ 株移栽到花盆并

置于温室（温度：２５℃，湿度 ６５％：光强：２００ ｕＥｍ；光周期：１４ ｈ 光照 ／ １０ ｈ 黑暗）中培养 ２ 周。 试验共设 ６ 个处

理，每个处理 ３ 株，３ 次重复。 以 ０℃ 处理为对照，分别在人工低温气候箱进行 ０℃、－５℃，－１０℃、－１５℃、
－２０℃和－２５℃低温下胁迫 ２ ｈ，从各树种各处理植株选取当年生侧枝的成熟叶片，用于电导率和各相关生理

指标的测定。 同时迅速取各植株顶端幼嫩叶片装入到离心管中立即投入到液氮中速冻，以并置于－８０℃冰箱

中保存，用于 ＲＮＡ 的提取和 ｑＰＣＲ 试验。 以上试验重复 ３ 次。
１．２　 试验方法

１．２．１　 电导率及生理生化指标的测定

参照朱海根［４８］的电导法在 ＤＤＳ⁃３１０ 型电导仪上测定叶片相对电导率。 参照陈建勋［４９］ 的方法测定各项

３　 ８ 期 　 　 　 李瑞雪　 等：低温胁迫下 ６ 种木兰科植物的生理响应及抗寒相关基因的差异表达分析 　
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生理指标。 丙二醛（ＭＤＡ） 含量采用硫代巴比妥酸（ＴＢＡ）显色法测定，游离脯氨酸（Ｐｒｏ）含量采用酸性茚三

酮法测定，超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性采用 ＮＢＴ 光还原法测定，愈创木酚法测定过氧化物歧化酶（ＰＯＤ）活
性，考马斯亮蓝 Ｇ⁃２５０ 法测定可溶性蛋白（ＳＰ）含量，可溶性糖（ＳＳ）含量用蒽酮比色法测定。
１．２．２　 总 ＲＮＡ 提取与 ｃＤＮＡ 合成

采用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒（上海闪晶分子生物科技有限公司）提取各植株叶片的总 ＲＮＡ，参照试剂盒说明进行

提取。 利用 １％琼脂糖电泳、ＱｕｂｉｔＦｌｕｏｒｏｍｅｔｅｒ 检测样品 ＲＮＡ 浓度，ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 检测样品 ＲＮＡ 纯度，Ａｇｉｌｅｎｔ
２１００ 检测样品 ＲＮＡ 完整性及 ＲＩＮ 值。 采用 ｑＰＣＲ 逆转录专用试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＴＭＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ （Ｐｅｒｆｅｃｔ
Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ）（大连 ＴａＫａＲａ 公司）合成 ｃＤＮＡ，具体方法详见试剂盒说明书。
１．２．３　 ｑＰＣＲ 候选基因与引物设计

用于 ｑＰＣＲ 分析的 ２ 个差异表达基因及特异引物见（表 １）。 选择 Ｂｅｔａ Ａｃｔｉｎ（β⁃Ａｃｔｉｎ）作为内参基因。 特

异引物的设计使用 Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ ６．０ 软件。 ｑＰＣＲ 分析在 Ｓｔｒａｔａ ｇｅｎｅ ＭＸ３０００ｐ（上海智岩科学仪器有限公

司）上进行，每个样品 ３ 次重复，采用 ＥｖａＧｒｅｅｎ２ｘ ｑＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ⁃Ｌｏｗ ＲＯＸ（ａｂｍ，Ｃａｎａｄａ）试剂盒进行 ｑＰＣＲ
检测，方法参照试剂盒的操作说明。 具体为，热循环反应条件为 ９５℃预热 １０ ｍｉｎ，然后 ９５℃１５ ｓ、５５℃３０ ｓ 及

７２℃３０ ｓ 循环 ４０ 次，在每个周期结束时测量荧光。 扩增反应结束后利用熔解曲线检测产物特异性： 将该反

应体系从 ６０℃ 缓慢升温至 ９７℃，每升高 １℃采集 ５ 次荧光信号。

表 １　 候选抗寒基因及 ｑＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｈａｒｄｎｅｓｓ ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＰＣＲ

候选基因
编号
Ｃａｎｄｉｄａｔｅ
ｇｅｎｅ ＩＤ

基因名 ／ 拟南芥中的功
能述
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ ／ Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｉｎ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

候选基因序列长
度 ／ ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ
ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅ

ｑＰＣＲ 引物序列
ｑＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′—３′）

目标条带
扩增大小 ／ ｂｐ

Ｅｘｐｅｃｔｅｄ
ａｍｐｌｉｃｏｎ ｓｉｚｅ

ｑＰＣＲ 扩
增效率 ／ ％

ｑＰＣＲ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

Ｒ２

Ｕｎｉｇｅｎｅ２３１４１０ ＨＳＰ９０ ／ 热激蛋白基因 １２９６ Ｆ：ＣＧＴＴＡＣＡＧＴＣＡＧＣＡＣＴＣＣＧＴ
Ｒ：ＣＧＡＧＡＧＧＴＣＡＡＧＴＧＧＣＡＡＧＴ １０３ ９９．４７ ０．９９２

Ｕｎｉｇｅｎｅ２６９０３３ ＷＲＫＹ３３ ／ ＷＲＫＹ 家 族
转录因子基因

１６５５ Ｆ：ＴＧＧＧＣＴＧＡＴＣＡＣＡＡＣＡＣＴＣＣ
Ｒ：ＴＴＣＡＴＣＡＧＴＣＴＣＧＡＴＧＧＧＣＧ １９４ １０２．３５ ０．９９６

　 　 Ｒ２表示标准曲线 ｃＤＮＡ 模板浓度与 ＣＴ 值的相关系数

１．３　 数据处理与分析

参照张文娥［５０］的方法计算抗寒隶属函数值。 如植物的叶片生理指标与抗寒性呈正相关，则将其隶属值

累加，取平均数以评定其抗寒性，公式如下：
Ｒ（Ｘ ｉ）＝ （Ｘ ｉ－Ｘｍｉｎ） ／ （ Ｘｍａｘ－Ｘｍｉｎ）

如指标与抗寒力呈负相关，则用反隶属函数计算，公式如下：
Ｒ （Ｘ ｉ）＝ １－（Ｘ ｉ－Ｘｍｉｎ） ／ （ Ｘｍａｘ－Ｘｍｉｎ）

式中，Ｒ 为隶属函数值；Ｘ ｉ为某项指标测定值；Ｘｍｉｎ、Ｘｍａｘ为所有参试材料中该项指标的最小值和最大值。
参照许瑛等［５１］的方法，根据电导率拟合 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 方程： ｙ＝Ｋ ／ （１＋ａｅ －ｂｘ ），其中 ｙ 代表不同低温处理下的相

对电导率，Ｋ 代表电导率的饱和值（最大值为 １００），ｘ 表示胁迫处理温度，ａ、ｂ 代表回归系数，将方程进行线性

化处理求出 ａ、ｂ 的值，计算半致死温度（ＬＴ ５０）： ＬＴ ５０ ＝ ｌｎａ ／ ｂ 。
参照李楠［５２］采用 ２－ΔΔＣ Ｔ法计算 ｑＰＣＲ 试验中的基因相对表达量，计算公式为：基因相对表达量 ＝ ２－ΔΔＣＴ。

其中，ΔΔＣＴ 计算公式为： ΔΔＣＴ＝ΔＣＴ （试验组）－ΔＣＴ（对照组）； 试验组或对照组的 ΔＣＴ 计算公式为：ΔＣＴ＝
ＣＴ（目的基因）－ＣＴ（内参基因）。 利用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６、 Ｏｒｉｇｉｎｐｒｏ ２０１７、ＳＰＳＳ ２１．０ 软件进行数据分析。

２　 结果与分析

２．１　 低温胁迫下叶片的相对电导率变化和半致死温度

由图 １ 可知，随处理温度的下降，６ 个树种的相对电导率（ＲＥＣ）基本呈逐渐升高的趋势，当温度高于低温
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图 １　 不同低温下 ６ 种木兰科植物的相对电导率变化

　 Ｆｉｇ．１　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｓｉｘ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ

Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

半致死温度（ＬＴ５０） ＲＥＣ 升高缓慢，低于 ＬＴ５０ 后 ＲＥＣ
则迅速升高。 这说明随温度的降低，各树种叶片细胞膜

受损愈加严重，膜透性也逐渐增大。 整个低温过程中，
红花深山含笑的 ＲＥＣ 都显著高于其余 ５ 个树种（Ｐ＜
０．０５）。 在 ０—－１０℃，除了红花深山含笑外，其余 ５ 个

树种的相对电导率差异不显著（Ｐ＞０．０５）。 当温度低于

－１０℃时，红花深山含笑的 ＲＥＣ 开始迅速升高，－１５℃
时，阔瓣含笑、杂交含笑和峨眉含笑 ＲＥＣ 也迅速升高且

处理间差异不显著（Ｐ＞０．０５），乐东拟单性木兰和六瓣

含笑在－２０℃后 ＲＥＣ 才开始迅速升高，这表明 ＬＴ５０ 出

现越晚的树种越能抵御低温的伤害。
如表 ２ 所示，６ 个树种的相对电导率的 Ｒ２均在 ０．９

以上，说明各树种的 ＲＥＣ 与 ０—－２５℃低温处理 ２ ｈ 的 ＬＴ５０之间呈极显著正相关。 ６ 种木兰科植物的 ＬＴ５０在

－２２．０６—－１０．６４℃，其中乐东拟单性木兰和六瓣含笑的 ＬＴ５０低于－２０℃，峨眉含笑、杂交含笑和阔瓣含笑的在

－２０—－１５℃，而红花深山含笑的 ＬＴ５０为－１０．６４℃。 ６ 种木兰科植物的 ＬＴ５０从低到高的顺序为：乐东拟单性木

兰＜六瓣含笑＜阔瓣含笑＜杂交含笑＜峨眉含笑＜红花深山含笑。

表 ２　 ６ 种木兰科植物相对电导率的 Ｌｏｇｉｓｔｉｃｓ方程及低温半致死温度（ＬＴ５０）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｏｇｉｓｔｉｃｓ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｄｉａｎ ｌｅｔｈａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ＬＴ５０） ｏｆ ｓｉｘ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

品种
Ｖａｒｉｅｔｙ

Ｌｏｇｉｓｔｉｃｓ 方程
Ｌｏｇｉｓｔｉｃｓ ｅｑｕａｔｉｏｎ

半致死温度 ／ ℃
Ｍｅｄｉａｎ ｌｅｔｈａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ Ｒ２

乐东拟单性木兰 Ｐ．ｌｏｔｕｎｇｅｎｓｉｓ ｙ＝ １００ ／ （１＋３．６９ｅ－０．０５９ ｘ） －２２．０６ ０．９３０

六瓣含笑 Ｍ． ｍａｒｔｉｎｉｉ‘Ｔｉｎｙ’ ｙ＝ １００ ／ （１＋６．２３７ｅ－０．０９１ ｘ） －２０．１２ ０．９１９

阔瓣含笑 Ｍ．ｗｉｌｓｏｎｉｉ ｙ＝ １００ ／ （１＋６．０１ｅ－０．１０２ ｘ） －１７．５１ ０．９４２

杂交含笑 Ｍ．ｐｌａｔｙｐｅｔａｌａ ｙ＝ １００（１＋３．８２９ｅ－０．０７９ ｘ） －１６．７９ ０．９６２

峨眉含笑 Ｍ． ｍａｒｔｉｎｉｉ‘Ｔｉｎｙ’ ♀×Ｍ． ｓｈｉｌｕｅｎｓｉｓ ♂ ｙ＝ １００ ／ （１＋７．４４ｅ－０．１２０ｘ） －１６．６８ ０．９３７

红花深山含笑 Ｍ． ｍａｕｄｉａｅ ｖａｒ． ｒｕｂｉｃｕｎｄａ ｙ＝ １００ ／ （１＋２．８０ｅ－０．０９７ ｘ） －１０．６４ ０．９６８

　 　 Ｒ２为相关性大小，０．７—０．９ 表示相关性显著，０．９ 以上表示相关性极显著

２．２　 对可溶性蛋白含量的影响

如图 ２ 所示，在 ０℃低温处理下，６ 种木兰科植物叶片可溶性蛋白（ＳＰ）含量除了红花深山含笑外，其余 ５
个树种间差异不显著且随温度的降低呈先升后降的单峰变化。 乐东拟单性木兰和六瓣含笑的峰值在－２０℃，
阔瓣含笑、杂交含笑、峨眉含笑的峰值均在－１５℃，而红花深山含笑至－１０℃达到峰值，峰值时，ＳＰ 含量和增幅

从高到低依次为乐东拟单性木兰＞六瓣含笑＞阔瓣含笑＞峨眉含笑＞杂交含笑＞红花深山含笑，分别比 ０℃时增

加了的 １２３．６６％、９６．６５％、９６．４３％、７３．９７％、５２．７４％和 ４６．８５％。 可见，ＬＴ５０ 越低的树种其峰值出现得越晚，ＳＰ
含量增幅越高。 峰值之后，ＬＴ５０ 越低的树种可溶性蛋白含量下降幅度越大，到了－２５℃，可溶性蛋白含量较其

峰值时下降幅度最大的是乐东拟单性木兰，下降了 ３．４３μｇ ／ ｇ，其次为六瓣含笑，下降了 ２．９７μｇ ／ ｇ，下降幅度最

小的是红花深山含笑，仅下降了 １．６９μｇ ／ ｇ。
２．３　 对可溶性糖含量的影响

如图 ３ 所示，６ 种木兰科植物叶片 ＳＳ 含量随温度的降低逐渐升高。 ０℃处理下，各树种叶片的 ＳＳ 含量差

异不显著（Ｐ＞０．０５），低于 ０℃后，乐东拟单性叶片的 ＳＳ 含量始终保持最高水平，其次为六瓣含笑，红花深山含

笑叶片的 ＳＳ 含量始终处于最低水平。 －２５℃时，６ 种木兰科植物叶片的 ＳＳ 含量从高到低依次为乐东拟单性

木兰＞六瓣含笑＞阔瓣含笑＞杂交含笑＞峨眉含笑＞红花深山含笑，分别比 ０℃时增加了 ４５１．３５％、３２８．３１％、２６５．

５　 ８ 期 　 　 　 李瑞雪　 等：低温胁迫下 ６ 种木兰科植物的生理响应及抗寒相关基因的差异表达分析 　
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２５％、２８０．００％、２４０．９８％和 １７４．１５４％。 可见，ＬＴ５０ 越低的树种在低温下积累的 ＳＳ 越多。

图 ２　 不同低温下 ６ 种木兰科植物可溶性蛋白含量的变化

Ｆｉｇ．２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓｉｘ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

图 ３　 不同低温下 ６ 种木兰科植物可溶性糖含量的变化

Ｆｉｇ．３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓｉｘ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

２．４　 对游离脯氨酸含量的影响

在低温胁迫过程中， ６ 种木兰科植物叶片 Ｐｒｏ 含量呈先升后降的趋势（图 ４）。 乐东拟单性木兰和六瓣含

笑叶片 Ｐｒｏ 含量的峰值在－２０℃，阔瓣含笑、杂交含笑、峨眉含笑的峰值在－１５℃，红花深山含笑的峰值在

－１０℃。 至峰值时 ６ 种木兰科植物叶片的 Ｐｒｏ 含量从高到低依次为乐东拟单性木兰＞六瓣含笑＞峨眉含笑＞杂
交含笑＞阔瓣含笑＞红花深山含笑， 分别比 ０℃时增加了 ３７４．２８％、３６６．９１％、３３９．８７％、３１９．０４％、３０７．３６％和

１６５．７８％。 峰值之后，５ 个树种的 Ｐｒｏ 含量呈现不同程度的下降，但各处理的 Ｐｒｏ 含量仍高于对照。 －２５℃时，
６ 种木兰科植物 Ｐｒｏ 含量从高到低依次为乐东拟单性木兰＞六瓣含笑＞峨眉含笑＞阔瓣含笑＞杂交含笑＞红花

深山含笑， 分别比 ０℃时升高了 ４１０．５５％、３２０．４７％、１８６．４７％、２１２．６５％、１９５．２０％和 ７．４０％。
２．５　 对丙二醛含量的影响

对丙二醛（ＭＤＡ）含量的检测发现各树种叶片的 ＭＤＡ 含量总体上呈不断上升的趋势（图 ５）。 各低温处

理下，ＬＴ５０ 越低的树种其叶片 ＭＤＡ 含量越低。 ６ 个树种在 ０℃时差异不显著（Ｐ＞０．０５），红花深山含笑随着
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图 ４　 不同低温下 ６ 种木兰科植物游离脯氨酸含量的变化

Ｆｉｇ．４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐｒｏｌｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓｉｘ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

处理温度的降低叶片 ＭＤＡ 含量不断增加，至－１５℃后逐渐趋于平稳。 其余 ５ 个树种在 ０—－１０℃时叶片 ＭＤＡ
含量升高缓慢，－１５℃时 ＭＤＡ 大量积累，－２０℃后逐渐趋于平稳。 由此可见，ＬＴ５０ 越高的木兰科植物在低温

胁迫后其膜脂过氧化水平越高，在低温过程中积累越多的 ＭＤＡ。 在整个低温过程中，ＭＤＡ 含量从低到高的

树种依次为乐东拟单性木兰＜六瓣含笑＜阔瓣含笑＜杂交含笑＜峨眉含笑＜红花深山含笑。

图 ５　 不同低温下 ６ 种木兰科植物丙二醛含量的变化

Ｆｉｇ．５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓｉｘ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

２．６　 对 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 活性的影响

从图 ６ 和图 ７ 可以看出，在低温胁迫过程中，６ 种木兰科植物叶片 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 活性的变化趋势基本相

似，即均呈先升高后降低的趋势且各树种叶片 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 活性在临近 ＬＴ５０ 节点温度时显著下降（Ｐ＜０．０５）。
０℃—－５℃下，乐东拟单性木兰和六瓣含笑叶片 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 活性显著低于其他 ４ 个树种（Ｐ＜０．０５）；至－１０℃
时，乐东拟单性木兰和六瓣含笑叶片 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 活性显著升高（Ｐ＜０．０５），－２０℃时达到峰值，ＳＯＤ 活性分别

比 ０℃时增加了 １５９．８３％和 ８１．６５％，ＰＯＤ 活性分别比 ０℃时增加了 ５４２．９３％和 １２７．８７％，阔瓣含笑、杂交含笑、
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峨眉含笑叶片 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 在－１０℃仍保持较高活性，深山含笑叶片中 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 活性此时却显著下降（Ｐ＜
０．０５）；当温度降至－２５℃时，乐东拟单性木兰叶片 ＳＯＤ 活性较 ０℃时差异不显著（Ｐ＞０．０５），六瓣含笑、阔瓣含

笑、杂交含笑、峨眉含笑和红花深山含笑的 ＳＯＤ 活性分别比 ０℃时下降了 ３１．３３％、７３．３９％、７４．９８％、８３．７３％和

９６．２２％；乐东拟单性木兰和六瓣含笑的 ＰＯＤ 活性仍比 ０℃时增加了 １４７．０８％和 １６．７７％，阔瓣含笑、杂交含笑、
峨眉含笑和红花深山含笑的 ＰＯＤ 活性较 ０℃时显著降低（Ｐ＜０．０５），分别下降了 ７１．２８％、８１．８９％、８６．９４％和

９８．７４％。

图 ６　 不同低温下 ６ 种木兰科植物超氧化物歧化酶活性的变化

Ｆｉｇ．６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｓｉｘ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

图 ７　 不同低温下 ６ 种木兰科植物过氧化物歧化酶活性的变化

Ｆｉｇ．７　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｓｉｘ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

２．７　 ６ 种木兰科植物的抗寒性评价

２．７．１　 各生理指标与 ＬＴ５０ 之间的相关性分析及抗寒关键生理指标的筛选

采用相关分析法计算了各生理指标（ＲＥＣ、ＳＰ、 ＳＳ、Ｐｒｏ、ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＰＯＤ）与低温半致死温度（ＬＴ５０）的相

关系数（表 ３）。 从表 ３ 可以看出，各指标间存在不同程度的相关性，其中 ＬＴ５０ 与 ＲＥＣ 和 ＭＤＡ 呈极显著正相

关（Ｐ＜０．０１），与 ＳＰ、ＳＳ 和 Ｐｒｏ 极显著负相关（Ｐ＜０．０１），而与 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 不相关。 因此，ＲＥＣ、ＳＰ、 ＳＳ、Ｐｒｏ、
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ＭＤＡ 可作为判断 ６ 种木兰科植物抗寒性的关键性指标。 ＲＥＣ 与 ＳＰ、Ｐｒｏ 显著负相关，与 ＭＤＡ 显著正相关；ＳＰ
与 ＳＳ、Ｐｒｏ 极显著正相关，与 ＭＤＡ 极显著负相关，Ｐｒｏ 与 ＭＤＡ 极显著负相关。

表 ３　 ６ 种木兰科植物各生理指标与 ＬＴ５０ 之间的相关性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ａｎｄ ＬＴ５０ ｏｆ ｓｉｘ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ

半办致
死温度
Ｍｅｄｉａｎ
ｌｅｔｈａｌ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

相对电导率
Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ

ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ

可溶性蛋白
Ｓｏｌｕｂｌｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ

可溶性糖
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒ

脯氨酸
Ｐｒｏｌｉｎｅ

丙二醛
Ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ

超氧化物
歧化酶

Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ

过氧化物
歧化酶

Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ

半致死温度
Ｍｅｄｉａｎ ｌｅｔｈａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ） １

相对电导率
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ ０．９１６∗ １

可溶性蛋白
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ －０．９９１∗∗ －０．９０７∗ １

可溶性糖 Ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒ －０．９４６∗∗ －０．７５２ ０．９５８∗∗ １

脯氨酸 Ｐｒｏｌｉｎｅ －０．９７５∗∗ －０．８２９∗ ０．９８０∗∗ ０．９８９∗∗ １

丙二醛 Ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ ０．９８４∗∗ ０．８７６∗ －０．９８７∗∗ －０．９６８∗∗ －０．９９２∗∗ １

超氧化物歧化酶
Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ

－０．７３６ －０．７９１ ０．７１０ ０．５６５ ０．６０２ －０．６０８ １

过氧化物歧化酶
Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ

－０．５４８ －０．６９７ ０．５３１ ０．３３４ ０．３７３ －０．４４６ ０．７９３ １

　 　 “∗”表示显著相关，Ｐ＜０．０５ ；“∗∗”表示极显著相关，Ｐ＜０．０１

２．７．２　 ６ 种木兰科植物的抗寒性评价及聚类分析

根据相关性分析结果，将与抗寒性极显著相关的 ＲＥＣ、ＳＰ、ＳＳ、Ｐｒｏ、ＭＤＡ 作为抗寒性综合评价的指标，运
用隶属函数法，计算 ６ 种木兰科植物的隶属函数值，按照平均隶属度大小进行排序（表 ４）。 ６ 种木兰科植物

的抗寒性强弱依次为：乐东拟单性木兰＞六瓣含笑＞阔瓣含笑＞杂交含笑＞峨眉含笑＞红花深山含笑。

表 ４　 ６ 种木兰科植物抗寒性综合评价

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｎ ｃｏｌｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｓ ｏｆ ｓｉｘ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ

品种
Ｖａｒｉｅｔｙ

相对电导率
Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ

ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ

可溶性
蛋白

Ｓｏｌｕｂｌｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ

可溶性糖
Ｓｏｌｕｂｌｅ
ｓｕｇａｒ

脯氨酸
Ｐｒｏｌｉｎｅ

丙二醛
Ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ

平均隶属度
Ｍｅａｎ

ｍｅｍｂｅｒｓｈｉｐ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ

抗寒性排序
Ｏｒｄｅｒ
ｏｆ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

乐东拟单性木兰 Ｐ．ｌｏｔｕｎｇｅｎｓｉｓ ０．６３９６ ０．５９９８ ０．６６１９ ０．６５１２ ０．７０３９ ０．６５１２８ １

六瓣含笑 Ｍ．ｍａｒｔｉｎｉｉ‘Ｔｉｎｙ’ ０．６５２２ ０．５７９３ ０．６６３１ ０．６３８１ ０．６７７１ ０．６４１９６ ２

阔瓣含笑 Ｍ．ｐｌａｔｙｐｅｔａｌａ ０．５８８３ ０．５３５９ ０．５９４７ ０．５８６２ ０．５９４４ ０．５７９９ ３

杂交含笑
Ｍ．ｍａｒｔｉｎｉｉ‘Ｔｉｎｙ’♀×Ｍ． ｓｈｉｌｕｅｎｓｉｓ♂ ０．４７１２ ０．４８８１ ０．６１８７ ０．５３６５ ０．５８８２ ０．５４０５４ ４

峨眉含笑 Ｍ．ｗｉｌｓｏｎｉｉ． ０．５８５６ ０．４７２３ ０．４９８８ ０．５２９９ ０．５９００ ０．５３５３２ ５

红花深山含笑
Ｍ． ｍａｕｄｉａｅ ｖａｒ． ｒｕｂｉｃｕｎｄａ ０．５１９９ ０．４５３９ ０．５３４２ ０．４４４１ ０．４２０６ ０．４７４５４ ６

对 ６ 种木兰科植物的抗寒平均隶属函数值进行聚类分析（图 ８），可将 ６ 种木兰科植物的抗寒性分为三

类。 乐东拟单性木兰和六瓣含笑为第一类，抗寒性强；阔瓣含笑、杂交含笑和峨眉含笑为第二类，抗寒性中等；
红花深山含笑为第三类，抗寒性弱，这与采用电导法计算的的 ＬＴ５０ 结果基本一致。
２．８　 低温胁迫下 ＨＳＰ９０ 和 ＷＲＫＹ３３ 基因的差异表达分析

图 ９ 和图 １０ 为在连续低温胁迫下耐寒相关基因 ＨＳＰ９０、ＷＲＫＹ３３ 在 ６ 个树种叶片中的表达均呈先升高后

降低的趋势。 ０℃时，２ 个基因在 ６ 种木兰科植物间的相对表达量差异不显著（Ｐ＞０．０５）；－５℃时，６ 种木兰科
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图 ８　 ６ 种木兰科植物的抗寒性的聚类分析

　 Ｆｉｇ．８ 　 Ｃｏｌｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｓ ｖａｒｉａｂｌｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｉｘ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

ｏｆ Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ

植物为了抵御和适应低温胁迫造成的伤害，启动低温应

答机制，激活了耐寒相关基因的表达；临近－１０℃时，２
个基因在耐寒性最差的红花深山含笑叶片中的表达被

强烈抑制且后期表达量不可逆，而在其他 ５ 个树种中的

表达被进一步激活；－１５℃时，２ 个基因在抗寒性中等的

阔瓣含笑、杂交含笑、峨眉含笑中亦被强烈抑制，在抗寒

性强的乐东拟单性木兰和六瓣含笑中的表达仍被进一

步激活；－２０℃以后，２ 个基因在 ６ 个树种中的表达均被

抑制，表达量降低，各树种所受伤害达不可逆转的状态。
各树种在 ＬＴ５０ 低温之前，２ 个耐寒基因在叶片中的相

对表达量呈上升趋势，当温度临近其 ＬＴ５０ 时，２ 个基因

的表 达 被 强 烈 抑 制。 － ５℃—－ ２５℃ 之 间， ＨＳＰ９０、
ＷＲＫＹ３３ 基因在乐东拟单性木兰中的相对表达量最高，
其次为六瓣含笑，红花深山含笑的相对表达量最低，说
明 ６ 种木兰科植物可通过 ＨＳＰ９０、ＷＲＫＹ３３ 基因的增强

表达来适应低温逆境，低温激活了耐寒树种中抗寒基因的表达，抑制了不耐寒树种中抗寒基因的表达，在
ＬＴ５０ 节点温度之前，ＨＳＰ９０、ＷＲＫＹ３３ 基因的相对表达量越高的树种耐寒性越强。

图 ９　 低温下 ＨＳＰ９０ 基因的在 ６ 种木兰科植物中的表达模式

Ｆｉｇ．９　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＳＰ９０ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｉｘ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

３　 讨论

３．１　 叶片相对电导率及其低温半致死温度与抗寒性

低温胁迫下，植物发生一系列生理生化变化以适应低温逆境［５３⁃５４］。 生物膜是植物细胞与外界环境之间

发生物质交换的通道，细胞膜系统是植物受低温伤害的原发部位［５５］。 相对电导率（ＲＥＣ）的变化反映细胞膜

透性的改变，植物在逆境条件下细胞膜透性增大，胞内电解质外渗，电导率也随之增大。 因此，叶片相对电导

率常作为鉴定植物细胞膜破坏程度的重要参考指标［５６⁃５７］。 本研究表明， ６ 种木兰科植物叶片相对电导率随

温度的降低基本呈逐渐升高的趋势。 可见，低温胁迫使 ６ 种木兰科植物叶片生物膜透性增大并且膜受损程度
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图 １０　 低温下 ＷＲＫＹ３３ 基因的在 ６ 种木兰科植物中的表达模式

Ｆｉｇ．１０　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＷＲＫＹ３３ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｉｘ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

加重。 低温半致死温度（ＬＴ５０）能较直观准确地反映植物的抗寒力和耐低温极限的高低，ＬＴ５０ 越低，植物的

抗寒性越强［５８⁃５９］。 当温度低于 ＬＴ ５０ 时，植物细胞组织将迅速结冰，生理代谢改变，冻害发生，植物本身所受

到的伤害也将不能恢复［６０⁃６１］。 因此，认为 ＬＴ ５０ 是植物组织所受伤害不可逆转时的转折温度。 本研究表明，
６ 种木兰科植物的 ＬＴ５０在－２２．０６—－１０．６４℃，从低到高的顺序为：乐东拟单性木兰＜六瓣含笑＜阔瓣含笑＜杂交

含笑＜峨眉含笑＜红花深山含笑。 研究植物在低温胁迫下尤其是在 ＬＴ ５０ 温度前后生理变化及耐寒相关调控

基因的差异表达对于揭示其抗寒生理和分子机理具有重要意义。
３．２　 叶片渗透调节物质含量与抗寒性

可溶性蛋白（ＳＰ）是植物重要的渗透调节物质，与植物耐寒性密切相关［６２］。 研究表明，受与冷胁迫且与

能量代谢相关的差异表达蛋白基因，如苹果酸脱氢酶、Ｈｓｐ 家族热激蛋白和 ＡＴＰ 蛋白酶等的诱导，可溶性蛋白

会发生变化，在植物响应低温胁迫信号途径中发挥重要作用，参与到植物响应胁迫中的初生代谢和次生代谢

过程中［６３］。 可溶性蛋白含量的升高，会促进下游物质合成，为植物响应低温胁迫提供必需的物质和能量，同
时可以促进细胞外代谢活动的变化，从而恢复生物合成和碳水化合物代谢的平衡，并提高在低温环境中存活

率［６４］。 植物在低温环境下，糖类代谢主要是调节生物合成和蛋白质分解之间的平衡，可溶性蛋白的水解需要

大量的相关蛋白水解酶如 Ｃｌｐ 蛋白酶和 ＡＴＰ 蛋白酶使多肽不可逆转地合成可溶性糖［６５⁃６６］。 在王晶懋［６７］ 对

野生百合卷丹（Ｌｉｌｉｕｍ ｌａｎｃｉｆｏｌｉｕｍ）的转录组测序中，发现相关的蛋白水解酶，如 ＡＴＰ 蛋白酶（ＡＴＰ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
Ｃｌｐ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ， Ｃｏｎｔｉｇ２４０５６⁃Ａｌｌ）在 ４℃胁迫 ２—１６ｈ 时表达量上调了 １．２８ 倍，Ｃｌｐ⁃Ｈｋｅ ｅｎｅｒｇｙ⁃
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ 蛋白酶（Ｃｏｎｇｔｉｇ７８７８⁃Ａｌｌ）上调了 １．５６ 倍，并且蔗糖磷酸合成酶和葡萄糖磷酸脱氢酶（Ｃｏｎｔｉｇ７８７８⁃
ＡＵ，Ｃｏｎｔｉｇ３５０４）分别上调了 １．６７ 倍和 １．１２ 倍。 本研究在生理指标测定中发现，可溶性蛋白含量呈现先升高

后降低的单峰变化趋势，抗寒性越强的树种在受到外界冷剌激后的蛋白质增加幅度和降解成糖的速度比抗寒

性越弱的树种越快，这说明抗寒性越强的树种在接到冷信号后能增加的细胞液浓度和降低冰点，并快速积累

蛋白质将其转换成糖，通过可溶性蛋白引发了一系列的生理生化反应，可溶性蛋白的转移对其他代谢物质合

成至关重要，使植物能快速做出冷应激反应，并很好的适应于低温环境，这与前人在杜鹃（Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎ
ｓｉｍｓｉｉ） ［６８］、结缕草（Ｚｏｙｓｉａ ｊａｐｏｎｉｃａ ） ［６９］、鸢尾（ Ｉｒｉｓ ｔｅｃｔｏｒｕｍ） ［７０］上的研究结果一致。

植物在低温下可通过增加游离 Ｐｒｏ 含量降低渗透势来增强自身的抗寒能力［７１⁃７２］。 植物受到低温胁迫时，
游离 Ｐｒｏ 通过对蛋白质的水合作用， 保护植物细胞的空间结构不被伤害， 起到了对植物的保护作用［７３］。 Ｘｉｎ
对拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａｌ）的研究表明， 高浓度的脯氨酸是抗冻性提高的重要原因之一［７４］。 本研究表

明，从 ６ 种木兰科植物的 Ｐｒｏ 含量随温度的降低呈现先升高后降低的单峰变化趋势，ＬＴ５０ 最低的乐东拟单性
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木兰和六瓣含笑其 Ｐｒｏ 峰值在－２０℃出现，且整个低温过程中其游离脯氨酸含量显著高于其他 ４ 个树种，这与

李轶冰［７５］对低温处理下不同禾本科牧草的生理变化中的研究结论一致，说明 ＬＴ５０ 出现得越晚，植物积累的

Ｐｒｏ 越多，耐寒性越强，随着低温胁迫程度的加剧，酶系统受到损害，叶片 Ｐｒｏ 合成减弱或降解速率上升，Ｐｒｏ
含量下降。

植物在低温环境下，通过积累可溶性糖含量来提高细胞的渗透势，降低细胞液的结冰点，防止过度脱水，
保护植物组织免受低温伤害［７６］。 本研究表明， 随着处理温度的降低， ６ 种木兰科植物叶片中的 ＳＳ 含量呈逐

渐增加并趋于平稳的态势，这与在玉米 （Ｚｅａ ｍａｙｓ）、番茄 （ Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ） ［７７］ 和甘蔗 （ Ｓａｃｃｈａｒｕｍ
ｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍ） ［７８］上的结果一致。 ＬＴ５０ 最低的乐东拟单性木兰其 ＳＳ 含量均显著高于其他 ５ 个树种，抗寒性最

强，其次为六瓣含笑，红花深山含笑 ＳＳ 含量最低，这说明 ＬＴ５０ 越低的树种在低温下积累的 ＳＳ 越多，抗寒性越

强，这与 Ｙａｎｇ 等［７９］在红花玉兰（Ｍａｇｎｏｌｉａ ｗｕｆｅｎｇｅｎｓｉｓ）上的研究结果一致。
３．３　 叶片丙二醛含量和抗氧化酶活性与抗寒性

低温胁迫会促进胞内活性氧（ＲＯＳ）的产生，过多的 ＲＯＳ 易诱发膜脂过氧化，进而导致膜脂过氧化产物丙

二醛（ＭＤＡ）的大量积累［８０⁃８１］。 Ｃａｍｐｏｓ 等［８２］认为可利用 ＭＤＡ 含量的高低来反映膜脂过氧化的水平，细胞膜

质受损的程度以及植物抵御逆境能力的强弱。 因此，ＭＤＡ 含量可作为判断植物受低温伤害高低的指标之

一［２５］。 本研究中，６ 种木兰科植物的叶片 ＭＤＡ 含量随低温胁迫的增强总体呈上升趋势，说明随温度的不断

降低，植物膜质过氧化程度逐渐加重，ＬＴ５０ 越低的树种其叶片 ＭＤＡ 含量上升的幅度越小，峰值之后，由于细

胞大量死亡，ＭＤＡ 含量增加缓慢，曲线趋于缓和，这与在柑橘（Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ） ［８３］ 和水稻（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ） ［８４］ 上

的研究结果一致。 ＬＴ５０ 最低的乐东拟单性木兰叶片在处理间一直保持较低水平 ＭＤＡ，这表明乐东拟单性木

兰在低温胁迫下膜脂过氧化程度弱，表现出高效清除 ＲＯＳ 的能力和很强的抗寒能力。 ＭＤＡ 增幅的大小顺序

与 ６ 种木兰科植物抗寒性强弱的排列顺序相反，这与陈洁［８５］，邓仁菊等［８６］，ｗａｎｇ 等［８７］ 和张艳侠等［８８］ 的研究

结果一致。 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 作为抗氧化防御系统可以清除氧自由基，对保护植物正常生理功能、增强植物抵御逆

境等具有重要作用［８９］。 本研究中，６ 种木兰科植物叶片总体呈现先升高再降低的趋势，ＳＯＤ 活性和 ＰＯＤ 活性

的增加可以减轻低温对生物膜的迫害，说明植株对低温产生了一定的响应。 但是 ＭＤＡ 含量的增加显示随温

度的降低的叶片膜脂过氧化程度仍不断加剧。 在 ０—－５℃下，ＬＴ５０ 低的乐东拟单性木兰和六瓣含笑叶片

ＳＯＤ、ＰＯＤ 活性却较其他 ４ 个树种低，可能因为树种本身具有抵抗低温的能力，并不依赖于激活叶片中保护酶

活性来增强对树体的保护，随着温度的进一步降低，乐东拟单性木兰和六瓣含笑叶片中 ＳＯＤ、ＰＯＤ 活性被激

活来抵御低温的伤害，这也可能影响并导致了在相关性分析中 ＳＯＤ、ＰＯＤ 活性与 ＬＴ５０ 不相关，但这一结论并

不与 ＳＯＤ、ＰＯＤ 酶具有增强植物抵御逆境能力相矛盾，只是由于树种本身抗寒性的差异。 在 ０—－１０℃环境下

ＳＯＤ、ＰＯＤ 酶活与 ６ 种木兰科植物的抗寒性不相关，不能作为判断其抗寒性的关键指标，这与陈洁［９０］ 在 ３ 种

含笑属植物和周建等［９１］在广玉兰（Ｍａｇｎｏｌｉａ ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒａ）上的研究结论一致。 ６ 种木兰科植物在临近其 ＬＴ５０
节点温度时 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 活性均显著下降，说明 ＬＴ５０ 的重度低温胁迫会抑制其体内的抗氧化酶活性，从而对

细胞造成伤害，在树种 ＬＴ５０ 范围内 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 活性的增强可以抵御低温对细胞造成的氧化伤害。
３．４　 抗寒相关调节基因 ＨＳＰ９０ 和 ＷＲＫＹ３３ 与抗寒性

低温是影响植物生长发育的关键环境因素之一，植物启动了多种防御性机制适应冷应力［８７］。 由转录因

子介导的信号传导是最为快速有效的防御应答反应之一，构成了植物复杂调控网络的重要组成部分［９２⁃９３］。
大量的研究表明，各种热休克蛋白 ＨＳＰｓ 和 ＷＲＫＹ 转录因子在温度感知和信号处理中起着核心作用。 热激转

录因子 ＨＳＰ 在逆境胁迫下与热激元件（ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｅｌｅｍｅｎｔ，ＨＳＥ）识别并特异结合，从而激活下游基因 ＨＳＰ 的

转录和表达［９４］，对植物抵抗逆境伤害和其他生命活动具有关键作用［９５］。 ＨＳＰ９０ 属于 ＨＳＰｓ 的家族成员，是类

固醇受体和激酶信号通路的组成部分，能够促进目标蛋白积累和激酶激活，整合植物的昼夜节律和质体信号

通路，调控 ＣＢＦ 和 ＣＯＲ 表达［９６⁃９７］。 ＷＲＫＹ３３ 是 ＷＲＫＹ 家族的一员，是植物特异性重要的转录因子，参与植物

众多生理过程并在植物低温防御应答中发挥重要作用。 研究表明，低温下，能够诱导 ＨＳＰ９０ 和 ＷＲＫＹ３３ 基因
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的表达，进而调节拟南芥幼苗的生长［８７］。 低温胁迫下，通过诱导 ＨＳＰ 和 ＷＲＫＹ 基因过量表达来清除植物体

内的活性氧，以抵御氧化胁迫导致的伤害［９８］。 本研究中，ＨＳＰ９０、ＷＲＫＹ３３ 基因总体呈现先升高后降低的趋

势，这种表达模式与 ＳＰ、Ｐｒｏ、ＳＯＤ、ＰＯＤ 在 ６ 个树种中的变化相似，说明 ＨＳＰ９０、ＷＲＫＹ３３ 可能参与到目标蛋白

的积累和激酶的激活。 ０℃时，ＨＳＰ９０ 和 ＷＲＫＹ３３ 基因在 ６ 个树种间的表达量差异都不显著，到了临近各树种

的 ＬＴ５０ 时，２ 个基因在各树种叶片中的表达被强烈抑制，后期表达量不可逆且随温度降低逐渐下降，这说明

低温胁迫导致细胞质膜的结构和功能受到破坏，细胞内电解质的外渗量增多，相对电导率迅速升高，进而导致

相关生理生化活动发生改变，使其对低温胁迫的应答调控机制受到影响，耐寒调控基因的表达受到抑制。 低

温过程中，耐寒种质乐东拟单性木兰和六瓣含笑中 ＨＳＰ９０ 和 ＷＲＫＹ３３ 的表达量始终高于其他树种。 这表明 ６
种木兰科植物在耐寒生理响应和相关调控基因的表达水平上，树种抗寒性强度不同对低温的应答机制也存在

差异，耐寒性越强的树种为了抵御和适应低温胁迫造成的伤害，越会快速启动低温应答机制，激活 ＨＳＰ９０ 和

ＷＲＫＹ３３ 基因的表达，进而启动下游与耐寒相关基因的表达来调整植物体内的生理生化活动，增强 ＲＯＳ 清除

能力，减轻氧化胁迫造成的伤害，尤其在临近叶片组织受到不可逆转伤害的温度节点，这种由调控基因介导的

耐寒调节机制被充分调动，以提高自身的抗寒能力，而后期表达量下降的原因，可能与对低温环境的适应有

关，低温已经不再诱导 ＨＳＰ９０ 和 ＷＲＫＹ３３ 基因的表达，也可能说明 ＨＳＰ９０ 和 ＷＲＫＹ３３ 基因的诱导受胁迫温度

的限制，低于一定的低温耐寒基因的表达将逐渐受到抑制，对低温的耐受性也不断降低［９９］，这种随低温胁迫

时间的持续， 转录因子先升高后下降的表达模式也在对水稻耐低温［１００］ 和短枝木麻黄 （ Ｃａｓｕａｒｉｎａ
ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ） ［５２］等的研究上得到了相似结果。

４　 结论

平均隶属函数法可以用于木兰科抗寒种质资源的鉴定和抗寒新品种的选育。
６ 种木兰科植物的 ＬＴ５０ 在－１０．６４℃—－２２．０６℃，从低到高的顺序为：乐东拟单性木兰＜六瓣含笑＜阔瓣含

笑＜杂交含笑＜峨眉含笑＜红花深山含笑。 低温过程中，ＳＰ、Ｐｒｏ 呈先升高后降低的变化趋势，ＳＳ、ＭＤＡ 则不断

积累。 相关分析表明， ＬＴ５０ 与 ＲＥＣ 和 ＭＤＡ 呈极显著正相关（Ｐ＜０．０１），与 ＳＰ、ＳＳ 和 Ｐｒｏ 极显著负相关（Ｐ＜０．
０１），而与 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 不相关。 因此，ＲＥＣ、ＭＤＡ、ＳＰ、ＳＳ 和 Ｐｒｏ 可作为 ６ 种木兰科植物抗寒性评价的关键性

指标，ＰＯＤ、ＳＯＤ 酶活性则不建议作为判断植物抗寒性的主要依据。
６ 种木兰科植物的抗寒性从强到弱依次为：乐东拟单性木兰＞六瓣含笑＞阔瓣含笑＞杂交含笑＞峨眉含笑＞

红花深山含笑。 聚类分析表明，乐东拟单性木兰和六瓣含笑抗寒性强，阔瓣含笑、杂交含笑和峨眉含笑抗寒性

中等，红花深山含笑抗寒性弱。
在抗寒相关调控基因的表达水平上，６ 种木兰科植物对低温的应答机制明显不同。 低温激活了抗寒种质

中 ＨＳＰ、ＷＲＫＹ 基因的增强表达以抵御和适应逆境胁迫，但抑制了在不抗寒种质中的表达，显著降低了不抗寒

种质对低温逆境的耐受能力。
本研究在一定程度上对于丰富木兰科植物适应低温的分子和生理机制，以及抗寒无性系的分子选育都具

有一定的参考价值。 然而要全面深入解析木兰科植物抗寒的分子机制，还需要增加更多抗寒相关候选基因的

表达模式研究，并进一步开展功能分析。 因此，克隆基因全长、构建抗寒木兰科植物功能基因超表达载体、建
立遗传转化体系等将是本研究后续跟进的工作。
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