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摘要  [ 目的] 研究互叶白千层对冷害的抗性机理。[ 方法] 以互叶白千层为试材,取中部叶片 ,测定冷害前后互叶白千层的电导率、过氧
化物酶和硝酸还原酶活性以及丙二醛含量。[ 结果] 互叶白千层具有较强的抵抗低温的能力。低温处理后,不同月份互叶白千层的电导
率表现出明显的变化。12 月份和4 月份的冷害对互叶白千层的伤害最大 ,3 月份最小 ,1 月份和2 月份相差不大。互叶白千层的POD 活
性呈现逐渐降低的趋势 ,12 月份最高 ,3 月份最低。3 月份丙二醛含量最高 ,12、4 月份较高 ,1 月份最低。12、1 月份互叶白千层的NR 活性
最高 ,3 月份最低 ,4 月份有所回升 ,但幅度不大。[ 结论] 互叶白千层具有较强的抵御长时间低温冷害的能力。
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Physiological Response of Melaleuca leucadendron to Cold Damage
MO Zhao-zhanet al  ( Yulin Normal College ,Yuli n ,Guangxi 537000)
Abstract  [ Objective] The study was to research the resistance mechanismof Melaleuca leucadendron to cold damage .[ Method] With M.leucadendron
as the tested material ,its middle leaves were takento detect the conductivity ,the activities of PODand NR and content of MDA of M.leucadendron pre
and post of cold damage .[ Result] M.leucadendron had a strong resistance to lowtemperature .After treatment at lowtemperature ,the conductivity of M.
leucadendron in different months showed an obvious change .The damage of cold damage in December and April on M.leucadendron was the biggest and
that in March was the least ,and that in January and February had little difference .The PODactivity of M.leucadendron showed a trend of gradually de-
creasing,and the PODactivity in December was the highest and that in March was the lowest .The MDA content in M.leucadendron was the highest i n
March,and that was higher i n December and April and that was the lowest i n January .The NR activity of M. leucadendron was the highest in December
and January ,and that was the lowest in March and had a little upturnin April .[ Conclusion] M.leucadendron had stronger resistance to lowtemperature
damage withlong ti me .
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  互叶白千层( Mel aleuca leucadendron) 原产于澳大利亚新

南威尔士沿海一带, 是桃金娘科白千层属的灌木树种[ 1] 。一

般种植1 年即可采收, 萌芽力强, 可一次种植, 多次收获, 是

一种短期栽种培育就可以投入利用的经济林木[ 2] 。

近年来, 我国在互叶白千层的引种栽培、茶树油的提取

与利用、化学成分分析等方面的研究较多[ 1 - 5] , 但对于互叶

白千层的生理指标的测定方面的研究较少。2008 年1 月中

旬到2 月初, 南方大部分地区遭受了百年不遇的低温及冰冻

灾害, 笔者对冷害前后互叶白千层的电导率、过氧化物酶活

性、丙二醛含量、硝酸还原酶活性进行分析, 对互叶白千层的

抗性机理的研究及区域推广具有一定的指导意义。

1  材料与方法

1 .1  试验材料 从位于广西玉林市的互叶白千层的种植基

地每次随机选择50 株3 年生植株, 剪取中部的枝叶作为试验

材料, 每个指标测定5 个重复。

1 .2 试验方法

1 .2.1 叶片伤害度的测定[ 6] 。先将新鲜叶片用去离子水反

复冲洗擦干净, 将叶片分为2 组, 每组5 份, 每份1 g。将叶片

置于小烧杯中, 加入20 ml 去离子水 , 震荡, 加塞, 并做好标

记。第1 组置于- 20 ℃左右的温度下处理20 min , 第2 组置

于室温下保湿作对照。

经过一定时间后, 用电导仪测定溶液的电导率值( S1) ,

然后置于沸水中10 min , 冷却后测定总溶液总电导率( S2) 。

计算公式如下:

相对电导度公式: Lt = S1/ S2

  伤害度外渗公式 : 伤害度 = [ ( Lt - Lck) /( 1 - Lck) ] ×

100 %

式中, Lt 为处理叶片的相对电导度, Lck为对照叶片的相对电

导度。

1 .2.2 叶片过氧化物酶( POD) 活性的测定( 比色法) [ 6] 。

1 .2 .2 .1 粗酶液的提取。称取1 g 新鲜成熟互叶白千层叶

片,剪碎于研钵中 ,加20 mmol/ L KH2PO4 5 ml , 于研钵中研磨

成匀浆,以4 000 r/ min 离心15 min ,收集上清液保存在冷处 ,

所得残渣再用5 ml KH2PO4 提取1 次 ,合并2 次上清液 ,并保

存在冷处备用。

1 .2.2.2 酶活性的测定。取光径1 c m比色杯2 只, 于1 只中

加入3 ml 反应混合液及1 ml KH2PO4 ,作为校零对照, 另1 只

中加入3 ml 反应混合液及上述酶液1 ml( 如酶活性过高可稀

释) ,立即开启秒表记录时间, 于分光光度计上测量吸光度

值, 每隔1 min 读数1 次,读数于波长470 nm下进行。以每分

钟内 A470变化0 .01 为1 个过氧化物酶活性单位( U) , 计算公

式如下 :

POD[μg/ ( g·min) ] = ( △A470×Vt) /( 0 .01 Wf×VS×t )

式中, Vt 为提取酶液总体积( ml) ; Wf 为叶子鲜重( g) ; VS 为测

定时取用酶液体积( ml) ;t 为反应时间( min) 。

1 .2 .3  叶片丙二醛( MDA) 含量测定[ 7] 。称取叶片切段1 g ,

放入研钵中,加入5 ml 10 %三氯乙酸( 提前冷冻) 和少许石英

砂,研磨成匀浆, 将匀浆转移到试管中, 再用5 ml 10 % 三氯乙

酸冲洗研钵 ,合并提取液,4 000 r/ min 离心10 min , 取上清液

冷藏备用。

吸取2 ml 上清液( 对照用2 ml 蒸馏水) , 加入2 ml 0 .6 %

硫代巴比妥酸溶液, 混合均匀, 置于沸水浴中反应15 min , 迅

速冷却后离心。取上清液测定450、532、600 nm 波长的消光

度( OD 值) 。计算公式如下:

C = 6 .54( A532 - A600) - 0 .56 A450

MDA(μmol/ g) = C×N/ W
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式中, C 为丙二醛的浓度; N 为提取液总体积( ml) ; W 为样品

鲜重( g) 。

1 .2 .4 叶片硝酸还原酶( NR) 活性的测定[ 7] 。将新鲜取回的

互叶白千层枝条置于50 ml 硝酸钾溶液中, 并于光照培养室

进行光诱导12～24 h。剪取光诱导后的互叶白千层成熟叶

子,用蒸馏水洗涤3 次, 吸干水分,用电子天平称取6 份等重

的叶子( 1 .0 g) , 分别置于含有下列溶液的50 ml 三角烧瓶中。

对照三角瓶中加入30 % 的三氯乙酸溶液1 ml ,然后其他5 个

三角瓶中加入0 .1 mol/ L KNO3 溶液9 ml ,分别将上述的反应

液及叶子倒入真空干燥器抽气, 反复多次, 使叶片沉入溶液

后,将三角烧瓶置于30 ℃温箱中, 遮光保温30 min 后, 向试

验组瓶加入30 %的三氯乙酸溶液1 ml , 终止酶反应。将6 个

三角瓶摇匀静置2 min 后 ,分别吸取反应溶液2 ml 于试管中 ,

加入0 .02 %萘基乙烯胺试剂1 ml 及1 %磺胺试剂1 ml , 混合

摇匀, 静置15 min , 于4 000 r/ min 下离心5 min , 取上清液于分

光光度计上测定其在520 nm 处 OD 值, 从标准曲线计算出

NO2
- 含量(μg) 。NR 活性按以下公式计算:

NR[μg/ ( g·h) ] = X×V1/( V2×W×t )

式中, X 为反应液中酶催化产生的NO2
- 含量(μg) ; V1 为提取

酶时加入的缓冲液的体积( ml) ; V2 为酶反应时加入的粗酶液

的体积( ml) ; W为样品质量( g) ;t 为反应时间( h) 。

2  结果与分析

2 .1 不同月份叶片伤害度差异  方差分析表明, 各月份之

间叶片伤害度达到极显 著差异水平( F = 11 .541 4 , P =

0 .000 05) 。如图1 所示 ,经过低温处理后不同月份互叶白千

层电导率表现出明显的差异, 但也呈现出一定的规律。12 月

份和4 月份的伤害度最大,3 月份的最小,1 月份和2 月份相

差不大。研究结果表明,12 月份时气温开始降低 , 互叶白千

层对外界温度的变化较敏感, 伤害度最高 ;1 月份时互叶白千

层已经表现出较强的抵抗能力, 故伤害度较低;2 月份伤害度

有小幅上升 ,但变化不大, 说明互叶白千层具有抵御较长时

间冷害的能力;3 月份时伤害度最低, 可能与生长停滞有关;4

月份时温度回升较快, 植物体进入生长期, 此时互叶白千层

的抵抗低温冷害的能力较弱, 伤害度仅次于12 月。从整体

的伤害度数值来看 ,5 个月的伤害度均小于1 , 说明互叶白千

层具有较强的抵抗低温的能力。

图1 不同月份伤害度的差异

Fig .1 The difference of injury degree among different months

2 .2 不同月份叶片过氧化物酶活性差异  方差分析表明 ,

各月份之间POD 活性达到极显著差异水平( F = 33 .049 6 , P

= 0 .000 01) 。如图2 所示 ,互叶白千层POD 活性12 月份最

高,具有较强的清除植物体内过氧化物的能力;3 月份最低 ,

呈现逐渐降低的趋势 ,这表明互叶白千层POD 活性随温度的

降低而不断减弱;4 月份有所上升, 但幅度不大; 酶活性最低

点出现在3 月份而非2 月份,分析原因可能是受2 月份长时

间的冷害影响,3 月份时互叶白千层各项生理机能尚未完全

恢复, 因而清除植物体内过氧化物的能力较弱。3 月份实地

采样时发现 ,互叶白千层嫩叶受害较严重, 表现为嫩梢前期

枯黄, 后期枯死, 成熟叶片受害较轻, 叶片出现褐色的斑点;4

月份后生长逐渐恢复。

图2 不同月份过氧化物酶活性差异

Fig.2 The differenceof peroxidase activity among different months

2.3  不同月份叶片丙二醛含量差异  方差分析表明, 各月

份之间 MDA 含量达到极显著差异水平( F = 124 .85 , P =

0 .000 01) 。如图3 所示,3 月份丙二醛含量最高 ,12、4 月份也

较高,1 月份最低。分析原因可能是12 月份时因经历了较长

一段时间的干旱, 导致植物体细胞膜氧化程度增强, MDA 含

量较高;1 月份后有少量降雨, 植物体细胞膜氧化程度得到很

大程度的缓解,此时的互叶白千层体内 MDA 含量较低; 受到

2 月份长时间冷害的影响,植物体细胞膜氧化程度有所增强 ,

但增幅不大 ,说明互叶白千层对低温不敏感, 具有一定抵御

冷害的能力; 危害在3 月份时表现较为突出, 具有一定的延

迟性;4 月份后冷害危害下降 ,植物体细胞膜氧化程度降低。

图3 不同月份丙二醛含量差异

Fig .3  The difference of malondialdehyde content among different

months

2.4  不同月份叶片硝酸还原酶活性差异 方差分析表明 ,

各月份之间NR 活性达到极显著差异水平( F = 185 .686 8 , P

= 0 .000 000 1) 。如图4 所示 ,12、1 月份互叶白千层 NR 活性

最高,3 月份最低,4 月份有所回升, 但幅度不大。12、1 月份

时虽然已经开始进入冬季, 但是互叶白千层仍保持较高的

NR 活性,表明此时的植物体仍具有一定的生长能力;受到2
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片扩展和增加全株叶面积的同时 ,中下部烟叶在田间的通风

透光能力与常规措施下有所不同。因此,应根据制剂的效果

适当调整栽培中的种植密度 , 完善该项技术。同时, 以往研

究中关于处理的喷施方式和施用时间有所不同[ 5 ,13 - 14] ,该试

验中仅于打顶当天1 次喷施 ,生产中使用方便, 操作较强。
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月份冷害的影响,NR 活性显著下降;3 月份时 NR 活性最低 ,

生长处于停滞状态 ;4 月份后 NR 活性逐渐恢复。

图4 不同月份硝酸还原酶活性差异

Fig .4  The difference of nitrate reductase activity among different

months

3  结论与讨论

(1) 植物受到低温影响时, 细胞的质膜透性会发生不同

程度地增大, 电解质会有不同程度地外渗,以致于电导率、伤

害度会有不同程度地增大。互叶白千层叶的伤害度在1 月

和2 月经历冷害时较低, 表明冷害对互叶白千层影响不大。

( 2) POD 的产生是植物在面临逆境时产生的抵抗机制之

一,互叶白千层POD 活性在1 月份和2 月份经历冷害时较

高, 说明互叶白千层启动了相应的抵抗机制。

植物器官衰老或在逆境下遭受伤害,往往发生膜质过氧

化作用,MDA 是膜质过氧化的最终分解产物, 其主要作用是

破坏植物细胞膜系统,是研究植物抗性的一个重要的生理

指标。该研究中,MDA 含量在1 月份和2 月份经历冷害时并

没有增高,说明冷害对互叶白千层 MDA 含量没有显著影响 ,

针叶的膜质过氧化程度并不严重。NR 活性主要反映了植株

的生长活力,从12 月份到3 月份持续下降,4 月份略有回升 ,

反映了冷害对互叶白千层的生长速度有明显影响。

(3) 由表型性状来看,3 月份时伤害最为明显 , 表现为嫩

梢前期枯黄, 后期枯死, 成熟叶片受害较轻, 叶片出现褐色的

斑点, 此时互叶白千层的生长基本处于停滞状态;4 月份后生

长逐渐恢复。综合表型性状和生理指标的变化表明, 互叶白

千层具有较强的抵御长时间低温冷害的能力。
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