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高温胁迫下柠条抗氧化系统的响应
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摘　要：以兰州市北山九州台主要造林树种柠条（Ｃａｒａｇａｎａｋｏｒｓｈｉｎｓｋｉｉ）为研究对象，分别进行３０℃、３５℃、４０℃和
４５℃高温胁迫处理后，测定分析其叶片内丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、抗坏血酸
（ＡＳＡ）、脯氨酸含量等指标的变化。结果表明，高温胁迫下柠条叶片 ＭＤＡ含量持续增加，说明高温胁迫使柠条叶
片细胞膜脂过氧化作用增强，超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）活性呈先升后降的变化趋势，ＡＳＡ含量以
及脯氨酸含量总体呈上升趋势。说明高温胁迫下柠条可通过提高 ＳＯＤ和 ＰＯＤ酶的活性来清除自由基，起到一定
的抗氧化保护作用，但随胁迫温度的增加，其抗氧化胁迫能力具有一定的限度。ＡＳＡ和脯氨酸对增强柠条叶片的
抗氧化胁迫能力起到了重要的作用，它们构成了柠条适应高温逆境的重要物质基础。
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　　近年来有关高温胁迫对植物伤害的研究表明， 高温引起植物体内活性氧水平升高，从而直接或间



接启动膜脂过氧化作用，导致膜伤害和破坏，严重时

造成细胞死亡［１］。植物内源保护系统的抗氧化能

力及生物膜的稳定性是决定植物对逆境胁迫响应特

征的关键因素［２］。大量研究证实，植物在高温胁迫

下体内活性氧积累超过正常水平，超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）等抗氧化酶由于底物
浓度增加而被诱导合成，用以抵御和清除活性氧，防

止膜脂过氧化，增强植物的自我保护能力［３］。许多

研究表明，高温首先破坏细胞膜结构，致使细胞内

溶物外渗，细胞膜的热稳定性即高温胁迫下细胞的

电导率直接反映植物的耐热程度［４］；膜酯过氧化作

用是导致膜结构破坏，引起植株损伤甚至死亡的重

要原因，植物体内过氧化物酶（ＰＯＤ）、超氧化物歧
化酶（ＳＯＤ）等细胞膜保护酶与植物的耐热性有关，
可以作为耐热性筛选指标［５］。另有研究指出，植物

体内脯氨酸水平与抗逆性有关［６］。柠条是黄土高

原地区重要的灌木树种，具有广泛的适应性和很强

的抗逆性，是营造水土保持林、防风固沙林、薪炭林

和饲料林的优良树种［７］。目前，有关柠条热适应机

理研究报道很少，本研究对柠条枝条进行了高温胁

迫，通过测定不同温度处理下柠条的相关抗氧化指

标，研究柠条抗氧化系统对高温逆境的响应，以揭示

柠条的抗氧化保护特性和机制。

１　材料与方法

１．１　样地概况
兰州市北山的九州台，地理位置为３５°５８′５４″～

３６°１１′２０″Ｎ，１０３°１２′４７″～１０３°５８′０９″Ｅ，海拔２０６６．
８ｍ。该地区属于黄土高原半干旱地区，土壤为黄土
母质上发育起来的灰钙土，有机质含量 ０５％ ～
１５％左右，ｐＨ８～９。气候干燥少雨，年均降水在
３２０ｍｍ左右，年平均蒸发量 １４６８ｍｍ，是降水量的
４４倍，年平均日照时数２６０７６ｈ；无霜期１８５ｄ～
２００ｄ；年平均风速仅为 ０９４ｍ·ｓ－１，坡度 ２２°～
４３°［８］。土壤以淡灰钙土为主，颗粒较粗，沟坡分布
有红胶泥和红沙土，ｐＨ值８０～９０［９］。受水分条
件制约，该区自然植被生长稀疏，主要物种有荒漠锦

鸡儿 （Ｃａｒａｇａｎａｒｏｂｏｒｏｖｓｋｙｉ．）、芨 芨 草 （Ａｃｈ－
ｎａｔｈｅｒｕｍｓｐｌｅｎｄｅｎｓ）、红砂等。人工栽培植物种主要
以柠条（Ｃａｒａｇａｎａｋｏｒｓｈｉｎｋｉｉ）、白刺（Ｎｉｔｒａｒｉａｓｉｂｉｒｉ
ｃａ）、紫穗槐（Ａｍｏｒｐｈａｆｒｕｔｉｃｏｓａ）、柽柳（Ｔａｍａｒｉｘａｕｓ
ｔｒｏｎｇｏｌｉｃａ）、刺槐（Ｒｏｂｉｎｉａｐｓｒｕｄｏａｃｉａ．）、油松（Ｐｉｎｕｓ
ｔａｂｕｌａｅｆｏｒｍｉｓ）等为主。

１．２　材料及处理
在兰州市北山的九州台，选取在同一地点，生长

良好的柠条植株，采种时间段为早晨９：００～１０：００，
将采好的柠条枝条快速处理后，放入冰盒中，带回实

验室，将柠条枝条浸泡在水中，以室温为对照，在人

工气候箱内，设定３０℃、３５℃、４０℃、４５℃为高温处
理温度，分别处理２ｈ后，采集叶片进行生理指标的
测定。

１．３　测定指标及方法
１．３．１　丙二醛含量的测定

ＭＤＡ含量测定采用 ＴＢＡ法［１０］，取０５ｇ植物
样品（叶），加 ５ｍＬ５％ＴＣＡ，研磨后所得匀浆在
３０００ｒ·ｍｉｎ－１下离心１０ｍｉｎ。取上清液２ｍＬ，加２
ｍＬ０６７％ＴＢＡ，混合后在１００℃水浴上煮沸３０ｍｉｎ，
冷却后再离心一次。分别测定上清液在 ４５０ｎｍ、
５３２ｎｍ和６００ｎｍ处的吸光度值，按下式计算 ＭＤＡ
的含量：

Ｃ／μｍｏｌ／Ｌ＝６．４５（ＯＤ５３２－ＯＤ６００）－０．５６ＯＤ４５０
式中ＯＤ５３２、ＯＤ６００、ＯＤ４５０分别代表４５０ｎｍ、５３２ｎｍ和
６００ｎｍ波长下的吸光度值。
１．３．２　超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）酶活性测定

０５ｇ鲜材料加００５ｍｏｌ·Ｌ－１（ｐＨ７８）磷酸缓
冲液研磨，匀浆在 １０００ｒ·ｍｉｎ－１冷冻离心２０ｍｉｎ，
取上清液进行酶活性测定。

ＳＯＤ活性测定参照邹琦的方法［１１］。取３支试
管，１支为遮光对照管，１支为照光对照管，剩余１支
为测试管。分别加入１５ｍｌ００５ｍｏｌ·Ｌ－１（ｐＨ值
７８）磷酸缓冲液，０３ｍｌ１３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲硫氨酸，
０３ｍｌ７５０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＢＴ，０３ｍｌ１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＥＤＴＡＮａ２，０３ｍｌ２０μｍｏｌ·Ｌ
－１核黄素，０５ｍｌ蒸

馏水。两支对照管加入００５ｍｌ（ｐＨ值７８）磷酸缓
冲液，测试管中加００５ｍｌ酶提取液，立即对遮光对
照管遮光处理，将照光对照管，测试管轻轻摇匀，在

４０００ｌｘ下照光３０ｍｉｎ进行光化还原。以遮光对照
管为对照，测定其它两管的ＯＤ５６０。重复３次。已知
ＳＯＤ活性单位以抑制 ＮＢＴ光化还原的５０％为一个
酶活性单位表示，按下式计算ＳＯＤ活性。

ＳＯＤ总活性＝（（ＡＣＫ－ＡＥ）×Ｖ）／（１／２×ＡＣＫ×
Ｗ×Ｖｔ）

式中：ＳＯＤ总活性以鲜重酶单位每克表示；ＡＣＫ
为照光对照管的吸光度；ＡＥ为样品管的吸光度：Ｖ
为样品液总体积，ｍｌ；Ｖｔ为测定时样品用量，ｍｌ；Ｗ
为样鲜重，ｇ。
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１．３．３　过氧化物酶（ＰＯＤ）活性的测定
采用愈创木酚法测定ＰＯＤ活性［１２］。称取０．３ｇ

新鲜材料，放入预冷研钵中，加５ｍｌ（ｐＨ＝６５）磷酸
缓冲液冰浴下研磨成浆。将匀浆全部转入离心管，

于 ３０００ｒ·ｍｉｎ－１冷冻离心１０ｍｉｎ，上清液为 ＰＯＤ
粗酶液，低温保存。

配Ｈ２Ｏ２，蒸馏水调零（对照），向比色杯中加
０１ｍｌ测定液，２６ｍｌ０３％愈创木酚，将比色杯放
入比色槽，加０３ｍｌ０６％ Ｈ２Ｏ２，立即开始计时启动
反应，自动计时设２ｍｉｎ，波长为 ４７０ｎｍ，记录 ４７０
ｎｍ下２ｍｉｎ内的吸光度值的变化。重复３次。结
果计算，以每分钟内△ＯＤ４７０增加１为１个酶活性单
位：

ＰＯＤ活性 ＝［（△ＯＤ４７０／ｍｉｎ×提取液总体积）／
测定时用酶液体积］／取样质量
１．３．４　抗坏血酸（ＡＳＡ）含量的测定

利用比色法进行测定［１３］，取０２５ｇ鲜叶 ＋１５
ｍｌ２％草酸，研磨匀浆，加少许１％草酸，转入２５ｍｌ
容量瓶，用１％草酸冲洗研钵数次，再给上述溶液中
加入０２５ｍｌ３０％硫酸锌，摇动，再加０２５ｍｌ１５％
亚铁氰化钠，用１％草酸定容至２５ｍｌ，抽虑，滤液为
待测液。经过测定绘制出标准曲线，从标准曲线上

查ＡｓＡ含量。用如下公式计算ＡｓＡ含量：
ＡｓＡ含量（ｍｇ／ｇＦＷ）＝［（查得的ＡｓＡ含量×提

取液总体积／测定用的体积）／１０００］／样重 ＝［（查
得的ＡｓＡ含量 ×５０／４）／１０００］／０．５＝查得的 ＡｓＡ
含量×２５／１０００
１．３．５　柠条叶片中脯氨酸含量的测定

参照李合生的方法，采用茚三酮比色法测

定［１０］。称取待测植物叶片０２５ｇ，加入５ｍＬ３％的
磺基水杨酸溶液，在沸水浴中提取 １０ｍｉｎ，吸取 ２
ｍＬ提取液加入２ｍＬ冰醋酸及２ｍＬ酸性茚三酮试
剂，在沸水浴中加热３０ｍｉｎ，溶液即呈红色。然后加
入４ｍＬ甲苯，摇荡３０ｓ，静置片刻，取上层液至１０
ｍＬ离心管中，在 ３０００ｒ·ｍｉｎ－１下离心５ｍｉｎ。用
吸管轻轻吸取上层脯氨酸红色甲苯溶液于比色杯

中，以甲苯为空白对照，在分光光度计上５２０ｎｍ波
长处比色，求得吸光度值。根据回归方程计算出

（从标准曲线上查出）２ｍｌ测定液中脯氨酸的浓度
（μｇ·ｍＬ－１），根据公式计算出脯氨酸含量（μｇ·
ｇ－１）。计算公式为：

脯氨酸含量＝（Ｘ×５／２）／（鲜样重）。
式中：Ｘ为测定液中脯氨酸的浓度。

１．３．６　数据处理
采用Ｅｘｃｅｌ和 ＳＰＳＳ１７．０进行统计分析，采用单

因素方差分析（ｏｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ）检验数据的显著
性差异（Ｐ＜００１）。

２　结果与分析

２．１　高温胁迫下柠条叶片ＭＤＡ含量的变化
丙二醛（ＭＤＡ）是膜质过氧化作用的主要产物

之一，也是细胞膜被破坏的标志物质［１４］。其含量可

以表示膜脂过氧化的程度和植物对逆境条件反映的

强弱［１５］。膜脂过氧化是高温对植物细胞膜造成伤

害的原初机制，高温导致叶片细胞膜脂过氧化增强。

图１表明，随着高温胁迫的加剧，ＭＤＡ含量持
续增加，膜脂过氧化程度加剧，３０℃、３５℃、４０℃、
４５℃处理的ＭＤＡ含量分别是对照的１１２倍、１４０
倍、１５８倍和１６８倍。

图１　不同温度胁迫下柠条叶片内ＭＤＡ含量的变化

表１ ＭＤＡ单因子方差分析表

平方和 ｄｆ 均方 ｆ 显著性

组间 ０．２３４ ４ ０．０５９ １２４６．５８８ ０．０００
组内 ０．００１ １０ ０．０００
总和 ０．２３５ １４

经方差分析，由表１知各高温胁迫处理的 ＭＤＡ
与对照值相比，Ｐ＝００００，Ｐ＜００１，差异均达极显
著水平。说明短时间的高温胁迫促进了植物 ＭＤＡ
含量的持续积累，细胞表面膜质过氧化程度加强，这

和尹坚贵等［１６］的结论相同。

２．２　高温胁迫对柠条叶片超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）
活性的影响

ＳＯＤ是植物体内清除活性氧自由基的关键酶，
在保护细胞免受氧化损伤过程中具有十分重要的作

用［１７］。

由图２可以看出，随处理温度的升高，柠条叶片
的ＳＯＤ活性迅速上升，３５℃时达最大值，而后呈下
降趋势。表２可知各处理柠条 ＳＯＤ活性均与对照
存在极显著差异（Ｐ＜００１）。说明柠条 ＳＯＤ酶对
逆境能做出快速反应，但当胁迫增加到一定程度时，
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活性开始持续下降。

图２　不同温度胁迫下柠条叶片内ＳＯＤ活性的变化

表２ ＳＯＤ单因子方差分析表

平方和 ｄｆ 均方 ｆ 显著性

组间 １６３８．７１５ ４ ４０９．６７９ １７．６１８ ０．０００
组内 ２３２．５３９ １０ ２３．２５４
总和 １８７１．２５４ １４

２．３　高温胁迫对柠条叶片过氧化物酶（ＰＯＤ）活性
的影响

ＰＯＤ是植物对膜脂过氧化的酶促防御系统中
重要的保护酶，ＰＯＤ在保护酶系统中主要是起到酶
促降解 Ｈ２Ｏ２的作用，从而使植物抵抗在逆境胁迫
下代谢过程产生的有害物质对细胞的伤害，表现出

一定的抗逆性，其酶活性与植物抗旱性呈一定的相

关性［１８］。多数人已研究表明，抗旱性强的植物在高

温胁迫下，ＰＯＤ保护酶系统仍能维持较高的活性水
平，防止了因高温产生的毒害物质如活性氧自由基

的积累，减轻了由膜脂过氧化所引起的膜伤害，从而

增加了植物的抗旱能力［１９］。

由图３可以看出，随着高温胁迫强度的增加，柠
条叶片的 ＰＯＤ活性呈先升后降的变化趋势。３０℃、
３５℃、４０℃和４５℃处理下的ＰＯＤ活性依次比对照增
加１９６倍、３８２倍、２１１倍、１４７倍。

图３　不同温度胁迫下柠条叶片内ＰＯＤ活性的变化

表３ ＰＯＤ单因子方差分析表

平方和 ｄｆ 均方 ｆ 显著性

组间 ４４７．０３９ ４ １１１．７６０ ２９９５．０７１ ０．００１
组内 ０．３７３ １０ ０．０３７
总和 ４４７．４１２ １４

经方差分析得出，各高温处理与对照之间的

ＰＯＤ活性差异均达极显著水平（Ｐ＜００１）。ＰＯＤ

的增加可能是活性氧在短时间内作为信号分子诱导

酶活性的增高，但随着处理程度的加剧，ＰＯＤ活性
明显下降，可能是高温胁迫使活性氧的大量积累，超

出了ＰＯＤ保护酶的清除能力。
２．４　高温胁迫下柠条叶片抗坏血酸（ＡＳＡ）含量的
变化

抗坏血酸（ＡｓＡ）是植物体内的一种抗氧化
剂［２０］，存在于叶绿体基质中，是 Ｏ－２和·ＯＨ的有效
清除剂，同时也是单线态氧（１Ｏ２）的猝灭剂。它可
以清除膜脂过氧化过程中产生的多聚不饱和脂肪酸

（ＰＵＦＡ）自由基。它可以在 ＨａｌｌｉｗｅｌｌＡｓａｄａ循环中
作为ＡＰ的底物，也可以作为抗氧化剂直接清除活
性氧。ＡＳＡ可还原 Ｏ－２，清除·ＯＨ，猝灭

１Ｏ２，歧化
Ｈ２Ｏ２，还可再生ＶＥ

［１４］。由于ＡＳＡ有多种抗氧化功
能，故有人认为ＡＳＡ含量的降低可作为植物抗氧化
能力总体衰退的指标［２１］。

由图４可见，随着温度胁迫程度加重，柠条ＡＳＡ
的含量呈上升趋势，４５℃处理下 ＡＳＡ含量最高，约
为对照的３５倍。

图４　不同温度胁迫下柠条叶片内ＡＳＡ含量的变化

表４ ＰＯＤ单因子方差分析表

平方和 ｄｆ 均方 ｆ 显著性

组间 ０．０８１ ４ ０．０２０ ８９．１４５ ０．００３
组内 ０．００２ １０ ０．０００
总和 ０．０８３ １４

经方差分析，高温胁迫处理的ＡＳＡ含量均与对
照存在极显著差异（Ｐ＜００１），柠条在严重高温胁
迫下具有较高的 ＡＳＡ含量，说明 ＡＳＡ对减缓和抵
御活性氧的伤害具有重要意义。

２．５　高温胁迫下柠条叶片脯氨酸含量的变化
脯氨酸主要是以游离状态广泛存在于植物中，

它是水溶性最大的氨基酸，具有较强的水合能

力［２２］。逆境胁迫下植物体内游离脯氨酸积累是一

个普遍现象。脯氨酸含量的大幅增加有利于水分的

保持，从而减轻由于高温引起蒸腾作用加剧而产生

的伤害［［２３］。脯氨酸在胁迫条件下可以调节渗透平

衡，维持蛋白质、膜和亚细胞结构的稳定，清除活
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性氧。

图５表明，随着高温胁迫程度的加剧，脯氨酸含
量持续增加，３０℃、３５℃、４０℃和４５℃处理脯氨酸含
量依次比对照增加４０１倍、３５倍、３倍、２倍。

图５　不同温度胁迫下柠条叶片内脯氨酸含量的变化

表５ 脯氨酸含量单因子方差分析表

平方和 ｄｆ 均方 ｆ 显著性

组间 ２５８８８５５０．２５１ ４ ６４７１３７．５６３３１５７．４１４ ０．００２
组内 ２０４９．５８１ １０ ２０４．９５８
总和 ２５９０５９９．８３２ １４

经方差分析，在不同程度的高温胁迫处理下，Ｐ
＝００２，柠条叶片脯氨酸的积累量均极显著地高于
对照（ｐ＜００１），且各高温胁迫处理间的脯氨酸含
量的差异也达到了极显著水平（ｐ＜００１）。说明脯
氨酸的积累是柠条适应高温胁迫的一种重要机制。

３　结论与讨论

在高温的自然环境下，植物的生长发育经常会

受到高温胁迫的影响。植物为了逃避或者抵抗这种

高温胁迫的伤害，激起或者提高了植物体内清除活

性氧、保护膜系统的抗氧化防御系统的活性［２４］。该

系统主要由抗氧化酶类和抗氧化剂类组成，前者包

括过氧化物酶、过氧化氢酶、超氧化物歧化酶、抗坏

血酸过氧化物酶和谷胱甘肽还原酶等，统称为细胞

的保护酶系统；后者则包括 α维生素 Ｅ、抗坏血酸、
谷胱甘肽、类胡萝卜素、脯氨酸等。

当植物处于逆境胁迫时，细胞内氧自由基产生

和清除的平衡会遭到破坏，积累的氧自由基首先攻

击膜系统，膜脂脂肪酸中的不饱和键被过氧化，最终

形成 ＭＤＡ。逆境条件下，细胞膜膜脂过氧化作用的
增强是膜伤害的重要原因之一。高温胁迫下，柠条

叶片内ＭＤＡ含量持续增加，说明高温使柠条膜质
过氧化水平加重，细胞膜系统结构在一定程度上遭

到破坏，高温胁迫程度与 ＭＤＡ增加程度具一定相
关性［２５］。

ＳＯＤ和 ＰＯＤ酶是机体中清除 Ｏ－２ 和 Ｈ２Ｏ２的

酶，较高的酶活性可使生物自由基维持在一个低的

水平，避免自由基对机体的攻击和伤害，尤其是对膜

的攻击［２６］。抗性强的植物比抗性弱的植物往往具

有较高的保护酶活性和抗氧化剂含量。在本研究

中，超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性和过氧化物酶
（ＰＯＤ）活性随高温胁迫程度加重呈先上升后下降
的趋势，证明叶片内保护酶系统在一定范围内的高

温胁迫下能维持较高活性，协调一致作用，使活性氧

保持在较低水平，显示出较强的抗氧化胁迫能力，但

当温度超过３５℃后，活性氧的积累超出了保护酶的
清除能力，膜系统受到伤害。高温胁迫下，ＡＳＡ和
脯氨酸含量持续积累，说明这两种抗氧化物质对活

性氧的清除起到了重要的作用。
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