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外源褪黑素对低温胁迫下油菜幼苗抗寒性的影响

史中飞ꎬ梁娟红ꎬ张小花ꎬ成宏斌ꎬ郑　 晟ꎬ王　 娟ꎬ张腾国
(西北师范大学生命科学学院ꎬ甘肃 兰州 ７３００７０)

摘　 要:为了研究褪黑素(ＭＴ)对低温胁迫下油菜幼苗抗性的影响ꎬ以白菜型油菜“陇油 ６ 号”为试验材料ꎬ研究

了外源 ＭＴ 对低温胁迫下黄瓜幼苗丙二醛(ＭＤＡ)含量、相对电导率、叶绿素含量、活性氧(ＲＯＳ)含量、抗氧化酶活性

和 ＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ４、ＭＡＰＫ６ 基因表达的影响ꎮ 结果显示:与单独的 ４℃胁迫处理相比ꎬ１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１褪黑素预处理后

再进行低温胁迫处理不同的时间(１２、２４、３６、４８ ｈ)ꎬ油菜幼苗 ＭＤＡ 含量、相对电导率和 ＲＯＳ 含量均显著降低ꎬ其中

ＭＤＡ 和相对电导率分别降低了 １４.３％、１５.０％、１７.２％、２０.０％和 １１.５％、１２.８％、１６.２％、１５.１％ꎬ而叶绿素含量、三种抗

氧化酶活性(ＣＡＴ、ＰＯＤ、ＳＯＤ)和 ＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ４、ＭＡＰＫ６ 基因表达均增加ꎬ其中 ＣＡＴ 的活性分别增加 ２８.５％、２３.１％、
７.６％、１３.１％ꎬＰＯＤ 和 ＳＯＤ 的活性分别增加 ３６.０％、２５.３％、５.９％、１８.７％和 １４.６％、１８.６％、９.１％、１３.６％ꎮ 表明低温胁

迫下ꎬ１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１外源 ＭＴ 预处理可以显著降低油菜幼苗 ＭＤＡ 含量、ＲＯＳ 水平和电解质的渗漏ꎬ增加叶绿素含量

和抗氧化酶系统的活性ꎬ诱导 ＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ４、ＭＡＰＫ６ 基因表达ꎬ降低质膜过氧化水平ꎬ保持细胞膜的完整性ꎬ增强油

菜幼苗对低温的适应性ꎮ
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａꎻ ｍｅｌａｔｏｎｉｎꎻ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅꎻ ＭＡＰＫｓ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 植物在自然环境中生长会受到各种非生物胁

迫的影响ꎮ 在植物应对低温胁迫的过程中可以发

生多种生理代谢和生化分子的变化ꎬ如过氧化氢、
超氧阴离子和羟自由基等活性氧(ＲＯＳ)的大量积

累ꎬ而 ＲＯＳ 的积累能够导致脂质的过氧化和细胞内

蛋白质的氧化ꎬ抑制植物的正常生长发育[１]ꎮ 因

此ꎬ植物为了防止 ＲＯＳ 引起的氧化损伤ꎬ进化出一

系列复杂的抗氧化系统ꎬ包括超氧化物歧化酶

(ＳＯＤ)、过氧化物酶(ＰＯＤ)、过氧化氢酶(ＣＡＴ)等

抗氧化酶系统和谷胱甘肽、脯氨酸等非酶抗氧化

剂ꎬ它们可以直接参与 ＲＯＳ 的反应ꎬ也可作为酶的

反应底物ꎬ参与 ＲＯＳ 信号诱导的其他反应[２]ꎮ
植物为了应对各种非生物胁迫ꎬ也进化出了一

系列复杂的调控机制ꎬ包括蛋白磷酸化激酶的激

活ꎬ如 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 ( Ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ ＭＡＰＫｓ ) 和 钙 依 赖 性 蛋 白 激 酶

(ＣＤＰＫｓ)的磷酸化激活ꎬ参与植物对各种非生物胁

迫的响应ꎮ ＭＡＰＫ 级联途径由三种连续作用的蛋白

激酶组成:即 ＭＡＰＫＫ 激酶(ＭＡＰＫＫＫ)、ＭＡＰＫ 激酶

(ＭＡＰＫＫ)和 ＭＡＰＫꎮ 当细胞外刺激被胞膜受体识

别ꎬＭＡＰＫＫＫ 首先被磷酸化激活ꎬ然后 ＭＡＰＫＫＫ 磷

酸化激活 ＭＡＰＫＫꎬＭＡＰＫＫ 近一步使 ＭＡＰＫ 磷酸化

激活ꎬ活化的 ＭＡＰＫ 可以与其他信号分子相互作用

并激活特定的下游靶标ꎬ例如转录因子和其他功能

性蛋白质ꎬ导致信号的响应[ ３]ꎮ 越来越多的研究表

明ꎬＭＡＰＫ 级联途径在植物响应干旱、盐、低温等非

生物胁迫方面起不可或缺的调节作用ꎮ 在拟南芥

中ꎬ研究最多的 ＭＡＰＫｓ 包括 ＡｔＭＡＰＫ３、ＡｔＭＡＰＫ４ 和

ＡｔＭＡＰＫ６ꎬ受低温、盐和机械损伤的诱导[４]ꎮ 水稻

中ꎬＯｓＭＫＫ６ 和 ＯｓＭＰＫ３ 能构成中度低温信号传导途

径并调节水稻对冷胁迫的耐受性ꎻ过表达 ＯｓＭＡＰＫ５
株系表现出 ＯｓＭＡＰＫ５ 激酶活性和对干旱、盐、冷胁迫

的耐受性增加ꎬ表明 ＯｓＭＡＰＫ５ 基因可以正向调节水

稻对干旱、盐和低温的耐受性[６]ꎮ 棉花的研究表明ꎬ
ＧｈＭＰＫ２ 的过表达降低了 ＡＢＡ 的敏感性ꎬ增强了转

基因烟草植株对盐和干旱胁迫的耐受性[７]ꎮ
褪黑素(Ｎ－乙酰基－５－甲氧基色胺ꎬＭｅｌａｔｏｎｉｎꎬ

ＭＴ)是一种吲哚类色胺ꎬ是由松果体合成的一种小

分子激素ꎬ广泛存在于动物和人体内ꎬ１９９３ 年首次

在日本牵牛花(Ｐｈａｒｂｉｔｉｓ ｎｉｌ)中被发现[８]ꎬ随着人们

不断地研究表明ꎬ褪黑素也普遍存在于其它高等植

物之中ꎬ并在植物生长、发育中具有多种生理功能ꎬ
如调节昼夜节律、花形态发育、促进叶绿素合成和

提高植物的光合作用等[９]ꎮ 植物中褪黑素的另一

主要功能是充当活性氧(ＲＯＳ)清除剂ꎬ作为抵御植

物内部和环境氧化应激的第一道防线[１０]ꎬ研究表

明ꎬ外源施用或内源诱导的褪黑激素能够增强植物

对盐、寒冷、干旱等非生物胁迫的抗性ꎬ并能延缓叶

片衰老[１１]ꎮ 赵小红[１２] 等对黄瓜的研究表明ꎬ在低

温胁迫下ꎬ适宜浓度的外源 ＭＴ 处理能够提高 ＳＯＤ、
ＰＯＤ、ＣＡＴ 的活性和脯氨酸的含量ꎬ降低相对电导率

和 ＭＤＡ 的含量ꎬ增强黄瓜幼苗的抗性ꎬ缓解低温给

黄瓜幼苗带来的伤害ꎮ 吴雪霞[１３] 等研究发现ꎬ外源

ＭＴ 能够增强低温胁迫下茄子幼苗的光合作用以及

清除活性氧的能力ꎬ减缓低温胁迫的危害ꎬ提高茄

子幼苗对低温胁迫的耐性ꎻ此外ꎬ对玉米[１４]、菘

蓝[１５]的研究也表明褪黑素具有缓解低温冷害的作

用ꎬ而在油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ)方面的研究鲜见报道ꎮ
我国北方寒旱区地域辽阔广袤ꎬ但冬春低温严

寒ꎬ冬茬农作物越冬十分困难ꎬ油菜作为我国重要

的油料作物ꎬ在北方地区推广冬油菜种植不但可以

增产油料ꎬ也可以增加北方冬季土地覆盖率、改善

生态环境等ꎮ 本研究以白菜型冬油菜品种陇油 ６ 号

为试验材料ꎬ用 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＭＴ 预处理后再进行

４℃低温处理不同的时间ꎬ研究其对丙二醛含量、相
对电导率、叶绿素含量、ＲＯＳ 含量、抗氧化酶活性和

ＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ４、ＭＡＰＫ６ 基因表达的影响ꎬ分析外源

ＭＴ 对低温胁迫下油菜幼苗抗性的影响ꎬ为深入研

究 ＭＴ 在植物中的生物学功能提供理论参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料培养与处理

白菜型冬油菜陇油 ６ 号种子由甘肃农业大学提

供ꎬ将购自上海森科农业生物技术公司的进口丹麦

品氏草炭土与蛭石按 ２ ∶ １ 的比例搅拌混匀ꎬ装入小

四方花盆中ꎬ用含有 ０.０５ ｇ􀅰Ｌ－１ 艾美乐杀虫剂的

１ / ８ ＭＳ 营养液完全浸透ꎬ挑选颗粒饱满且经 １％
ＮａＣｌＯ 消毒的陇油 ６ 号种子ꎬ播种到花盆中ꎬ每盆 ６
~８ 粒ꎬ置于 ２５℃恒温、１４ ｈ / １０ ｈ(光照 /黑暗)、２５０
μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１的光照培养室培养ꎬ培养 ３０ ｄ 左右

后进行以下实验处理:(１)４℃低温处理:挑选生长

良好的油菜幼苗浇灌 １ / ８ ＭＳ 营养液预处理 ２４ ｈ
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后ꎬ转入 ４℃低温培养箱培养ꎬ并于不同时间点(０、
１２、２４、３６、４８ ｈ)取样ꎬ测定相关生理指标ꎬ并取胁迫

处理 ２４ ｈ 的幼苗叶片提取总 ＲＮＡꎬ用于基因的表达

分析ꎻ(２)褪黑素预处理后再低温处理:用含有 １００
μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＭＴ 的 １ / ８ ＭＳ 营养液预处理生长良好的

油菜幼苗 ２４ ｈ 后ꎬ在 ４℃低温培养箱培养处理不同

时间段(０、１２ 、２４ 、３６ ｈ 和 ４８ ｈ)后测定生理指标ꎬ
并取胁迫处理 ２４ ｈ 的幼苗叶片提取总 ＲＮＡꎬ用于基

因的表达分析ꎻ(３)对照(ＣＫ):油菜幼苗浇灌等量

１ / ８ ＭＳ 营养液ꎬ２５℃恒温培养ꎬ单独的 ＭＴ 处理:油
菜幼苗浇灌等量含有 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＭＴ 的 １ / ８ ＭＳ
营养液ꎬ２５℃恒温培养ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 生理指标的测定　 丙二醛、相对电导率、超氧

化物歧化酶(ＳＯＤ)、过氧化物酶(ＰＯＤ)、过氧化氢酶

(ＣＡＴ)的测定均参照李合生[１６]的方法ꎬ叶绿素含量采

用直接浸提法[１７]测定ꎬ每个指标做 ３ 个生物学重复ꎮ
１.２.２　 ＤＡＢ 和 ＮＢＴ 组织染色　 用 ＮＢＴ 染色和 ＤＡＢ
染色分别检测待测叶片中的 Ｏ－

２ 和 Ｈ２Ｏ２ꎮ ＤＡＢ 染

色[１８](方法稍作修改):将 ＤＡＢ－４ＨＣｌ 溶于 １０ ｍｍｏｌ
􀅰Ｌ－１ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ(ｐＨ ７.０)中ꎬ最终浓度为 １ ｍｇ
􀅰ｍＬ－１ꎻ将叶片浸泡其中过夜后ꎬ将其放入 ２５℃光

照培养箱中ꎬ光照 １ ~ ３ ｈꎬ染色结束后进行脱绿ꎮ
ＮＢＴ 染色[１９]:将 ＮＢＴ 溶于 ｄｄＨ２ Ｏ 中ꎬ最终浓度为

０.５ ｍｇ􀅰ｍｌ－１ꎬ将叶片浸泡其中过夜染色ꎮ 脱绿:将
叶片放入乳酸 ∶ 甘油 ∶ 乙醇 ＝ １ ∶ １ ∶ ３ 的混合溶液

中水浴ꎬ煮沸 １０ ｍｉｎ 脱去叶绿素ꎬ煮沸脱绿后的叶

片放入乳酸 ∶ 甘油 ∶ 乙醇 ＝ １ ∶ １ ∶ ３ 的混合溶液中

保存并用体视显微镜拍照ꎬＩｍａｇｅ Ｊ 软件计算染色面

积分数和相对灰度分析ꎮ
１.２.３ 　 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析 ＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ４、
ＭＡＰＫ６ 基因表达　 提取实验处理后陇油 ６ 号叶片

的总 ＲＮＡꎬ反转录成 ｃＤＮＡ 后ꎬ以 ＡｃｔｉｎＦ、ＡｃｔｉｎＲ 为

管家基因引物ꎬＭＡＰＫ３－Ｆ、ＭＡＰＫ３－Ｒ 为 ＭＡＰＫ３ 引

物ꎬＭＡＰＫ４－Ｆ、ＭＡＰＫ４－Ｒ 为 ＭＡＰＫ４ 引物ꎬＭＡＰＫ５－
Ｆ、ＭＡＰＫ５－Ｒ 为 ＭＡＰＫ５ 引物(表 １)ꎬ依据 ＴａＫａＲａ
公司 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ 试剂盒用 ２５ μＬ 反应

体系进行定量检测ꎬ每个样品做 ３ 个重复ꎮ 定量反

应体系为:ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ １２.５ μＬꎬ上、下游

引物各 １ μＬꎬｃＤＮＡ 模板 ２ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ８.５ μＬꎮ 反应

程序为:９５℃预变性 ３０ ｓꎻ９５℃变性 ５ ｓꎬ６０℃退火 ２０
ｓꎬ４０ 次循环ꎻ５５℃ ~９５℃每 ３０ ｓ 升高 ０.５℃ꎬ８１ 个循

环ꎮ 每个样品均重复 ３ 次ꎬ采用 ２－ΔＣｔ法分析基因的

相对表达量ꎮ
１.３　 数据处理与分析

用 ＳＰＳＳ ２０.０ 软件进行统计分析ꎬＩｍａｇｅ Ｊ 软件

计算染色面积分数和相对灰度分析ꎬＯｒｉｎｇｉｎ ９.０ 软

件作图ꎮ
表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 Ｇｅｎｅ 引物 Ｐｒｉｍｅｒ 碱基序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５’ｔｏ ３’) 注释 Ｎｏｔｅ

Ａｃｔｉｎ Ａｃｔｉｎ－Ｆ ＴＧＴＧＣＣＡＡＴＣＴＡＣＧＡＧＧＧＴＴＴ 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
Ａｃｔｉｎ－Ｒ ＴＴＴＣＣＣＧＣＴＣＴＧＣＴＧＴＴＧＴ 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

ＢｒＭＰＫ３ ＭＰＫ３－Ｆ ＣＡＣＧＧＡＧＧＡＣＡＧＴＴＣＡＴＡＡＧＣＴＡＣ 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
ＭＰＫ３－Ｒ ＴＣＣＡＡＣＡＣＡＧＡＧＣＡＡＡＣＧＡＴＧ 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

ＢｒＭＰＫ４ ＭＰＫ４－Ｆ ＡＧＣＡＧＡＣＧＣＡＴＣＡＣＴＧＴＴＧＡ 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
ＭＰＫ４－Ｒ ＡＴＴＧＡＡＣＧＧＣＣＴＣＡＣＡＣＡＣＡ 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

ＢｒＭＰＫ６ ＭＰＫ６－Ｆ ＴＣＡＴＡＣＧＣＴＣＴＡＡＣＣＡＡＧＧＣＴＴＡＴＣ 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
ＭＰＫ６－Ｒ ＡＡＧＡＧＧＡＧＧＴＴＧＣＴＣＧＧＴＴＴＣ 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

２　 结果与分析

２.１　 外源褪黑素对低温胁迫下油菜幼苗 ＭＤＡ 含量

的影响

　 　 由图 １ 可以看出ꎬ与对照(０ ｈ)相比ꎬ单独的低

温胁迫处理油菜幼苗不同时间(１２、２４、３６、４８ ｈ)ꎬ油
菜幼苗 ＭＤＡ 含量呈先上升后下将的趋势ꎬ但均高

于对照ꎻ用褪黑素预处理后再进行低温处理 １２、２４、
３６、４８ ｈꎬ与单独的低温胁迫处理相比ꎬＭＤＡ 含量分

别降低了１４.３％、１５.０％、１７.２％和 ２０.０％ꎬ表明褪黑

素预处理能够降低油菜幼苗 ＭＤＡ 的含量ꎬ缓解低

温胁迫下油菜幼苗的膜脂过氧化作用ꎮ

２.２　 外源褪黑素对低温胁迫下油菜幼苗相对电导

率的影响

　 　 如图 ２ 所示ꎬ低温胁迫处理不同的时间ꎬ油菜幼

苗相对电导率与对照(０ ｈ)相比ꎬ呈先上升后下将的

趋势ꎬ但均高于对照ꎻ与单独的 ４℃处理相比ꎬ用褪

黑素预处理后再进行低温处理(１２、２４、３６、４８ ｈ)ꎬ油
菜幼苗相对电导率分别降低 １１.５％、１２.８％、１６.２％、
１５.１％ꎬ且差异达到显著水平ꎬ表明褪黑素预处理能

够抑制低温胁迫下油菜幼苗相对电解质的渗漏ꎮ
２.３　 外源褪黑素对低温胁迫下油菜幼苗叶绿素的

影响

　 　 由图 ３ 可以看出ꎬ与对照(０ ｈ)相比ꎬ单独的低
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温胁迫处理下油菜幼苗的叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ 和总

叶绿素含量均随处理时间的增长呈下降趋势ꎻ与单

独的 ４℃处理相比ꎬ用褪黑素预处理后再进行低温

处理(１２、２４、３６、４８ ｈ)ꎬ其中叶绿素 ａ 分别增长

５.２％、９. ０％、 １８. ７％、 ２０. ７％ꎬ叶绿素 ｂ 分别增长

４.６％、１１. ０％、１５. ５％、１９. １％ꎬ总叶绿素分别增长

５.０％、９.５％、１７.６％、２０.３％ꎬ表明外源褪黑素可以缓

解低温胁迫下叶绿素的降解ꎮ

　 　 注:同一处理时间不同字母表示两种不同处理(４℃、４℃ ＋
ＭＴ)之间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ下同ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｔｉｍｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇ￣
ｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ<０.０５) ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
(４℃ꎬ４℃＋ＭＴ)ꎬ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.
图 １　 外源褪黑素对低温胁迫下油菜 ＭＤＡ 含量的影响
Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｎ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ

Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ

２.４ 　 外源褪黑素对低温胁迫下油菜幼苗活性氧

(ＲＯＳ)的影响

　 　 低温胁迫处理不同时间ꎬ油菜幼苗体内的 Ｈ２Ｏ２

和 Ｏ－
２ 含量都呈上升趋势ꎻ与单独的 ４℃处理相比ꎬ

用褪黑素预处理后再进行低温胁迫处理(１２、２４、
３６、４８ ｈ)ꎬ油菜幼苗体内的 Ｏ－

２ 含量面积分数分别下

降 ３７.４％、４７.４％、２３.９％、４０.１％ꎬＨ２Ｏ２ 含量相对灰

度分别下降 ５１.３％、４５.０％、４３.３％、２５.０％(图 ４)ꎬ表
明外源褪黑素能够抑制低温胁迫下 Ｈ２Ｏ２和 Ｏ－

２ 的积

累ꎬ缓解低温胁迫下油菜幼苗的氧化损伤ꎮ

图 ２　 外源褪黑素对低温胁迫下油菜相对电导率的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ
ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ

图 ３ 外源褪黑素对低温胁迫下油菜叶绿素含量的影响
Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｎ ｃｈｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ
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Ａ: ＮＢＴ 染色ꎻＢ: ＤＡＢ 染色ꎻＣ: ＮＢＴ 染色面积分数ꎻＤ: ＤＡＢ 染色相对灰度

Ａ: ＮＢＴ ｓｔａｉｎｉｎｇꎻＢ: ＤＡＢ ｓｔａｉｎｉｎｇꎻＣ: ＮＢＴ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｒｅａ ｆｒａｃｔｉｏｎꎻＤ: ＤＡＢ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｖｅｇｒａｙ

图 ４　 外源褪黑素对低温胁迫下油菜活性养(ＲＯＳ)的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｎ ＲＯＳ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ

２.５　 外源褪黑素对低温胁迫下油菜幼苗抗氧化酶

活性的影响

　 　 由图 ５ 可以看出ꎬ与对照相比ꎬ单独的低温胁迫

处理不同的时间ꎬ油菜幼苗体内 ＣＡＴ、ＰＯＤ、ＳＯＤ 酶

活性均呈先增加后降低的趋势ꎻ与单独的 ４℃胁迫

处理相比ꎬ用褪黑素预处理后再进行不同时间的低

温胁迫处理(１２、２４、３６、４８ ｈ)ꎬＣＡＴ 的活性分别增加

２８.５％、２３.１％、７.６％、１３.１％ꎬＰＯＤ 的活性分别增加

３６.０％、２５.３％、５. ９％、１８. ７％ꎬＳＯＤ 的活性分别增加

１４.６％、１８.６％、９.１％、１３.６％ꎬ表明褪黑素预处理能够

增强低温胁迫下油菜幼苗 ＣＡＴ、ＰＯＤ、ＳＯＤ 酶的活性ꎮ
２.６　 外源褪黑素对低温胁迫下油菜 ＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ４、

ＭＡＰＫ６基因表达的影响

　 　 ＭＡＰＫ 激酶级联途径在植物抵御非生物胁迫信
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号传导过程中发挥着重要的作用ꎬ拟南芥中 Ａｔ￣
ＭＡＰＫ３、ＡｔＭＡＰＫ４ 和 ＡｔＭＡＰＫ６ 基因表达受到逆境胁

迫的诱导ꎮ 为了探讨 ＭＡＰ 激酶级联途径是否参与

油菜中褪黑素诱导的耐寒性过程ꎬ对油菜 ＭＡＰＫ３、
ＭＡＰＫ４、ＭＡＰＫ６ 在 ４℃、ＭＴ、４℃＋ＭＴ 处理 ２４ ｈ 后的

表达情况进行了分析ꎬ结果表明(图 ６)ꎬ与照相比ꎬ
低温胁迫能够诱导 ＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ４、ＭＡＰＫ６ 基因表

达上调ꎬ且ＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ６ 基因达到显著水平ꎬ用褪

黑素预处理后再进行低 温 胁 迫 处 理ꎬ ＭＡＰＫ３、
ＭＡＰＫ４、ＭＡＰＫ６ 基因表达均高于单独的低温胁迫ꎬ
表明 ＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ４、ＭＡＰＫ６ 基因均能响应低温胁

迫ꎬ但 ＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ６ 基因比 ＭＡＰＫ４ 基因对低温胁

迫更敏感ꎬ外源使用褪黑素能够诱导低温胁迫下

ＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ４、ＭＡＰＫ６ 基因表达上调ꎬ且不同基因

的响应程度存在差异ꎮ

图 ５　 外源褪黑素对低温胁迫下油菜抗氧化酶活性的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ

图 ６　 外源褪黑素对低温胁迫下油菜 ＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ４
和 ＭＡＰＫ６ 基因表达的影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＭＡＰＫ３ꎬ ＭＡＰＫ４ ａｎｄ ＭＡＰＫ６ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ

ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ

３　 讨　 论

植物在逆境条件下生长ꎬ会导致膜脂过氧化和

细胞膜结构完整性的损伤[２０]ꎮ 低温胁迫下植物的

防御机制包括生理反应、适应代谢和基因表达变

化ꎮ 有研究表明ꎬ白曼陀罗幼嫩花芽[２１] 和芦荟[２２]

在 ４℃低温胁迫下褪黑素含量增加ꎬ表明褪黑素可

能参与植物对低温胁迫的调节ꎮ 丙二醛(ＭＤＡ)是

一种最主要的膜脂过氧化反应生成物ꎬ其含量的变

化能反映出环境对于植物损害程度的大小及植物

应对外界环境刺激的剧烈程度ꎬ受低温胁迫的植物

经常遭受膜损伤ꎬ因此可以通过电解质渗漏和 ＭＤＡ
含量来反应植物受到的损害程度ꎮ 潘红艳等[１５] 的

研究表明用适当浓度外源褪黑素处理的菘蓝幼苗

ＭＤＡ 含量显著降低ꎬ减轻了植株膜脂过氧化程度ꎮ
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Ｇａｒｃｉａ 等[２３] 的研究显示ꎬ褪黑素能够对细胞质膜的

流动性起到稳定效果ꎬ同时保持磷脂和蛋白质功能

的完整性ꎬ在一定程度上增强了细胞的抵御能力ꎮ
同时也有研究表明外源褪黑素处理的黄瓜胚轴中

膜脂过氧化水平显著降低[２４]ꎮ 此外ꎬ对甜瓜的研究

表明外源褪黑素处理能提高低温胁迫下甜瓜幼苗

叶片叶绿素含量ꎬ减缓光合速率的迅速下降[２５]ꎮ 本

研究中ꎬ用褪黑素预处理后再进行 ４℃低温处理ꎬ油
菜幼苗体内 ＭＤＡ 含量、离子渗漏率的增加和叶绿

素的含量均显著低于单独的低温胁迫处理ꎬ这些结

果表明ꎬ适宜浓度的外源褪黑素可以缓解低温胁迫

引起的细胞膜损伤和叶绿素的分解ꎬ增加油菜幼苗

的抗寒性ꎮ
植物在正常条件下生长ꎬ能够维持 ＲＯＳ 的平

衡ꎬ低温、干旱等非生物胁迫可以破坏细胞稳态并

导致 ＲＯＳ 过量积累ꎬ造成氧化损伤[２６]ꎬ因此ꎬ植物

已经进化出多种 ＲＯＳ 清除机制ꎬ通过它们响应氧化

应激ꎬ这些机制包括产生非酶抗氧化剂和酶抗氧化

剂ꎬ如抗坏血酸、谷胱甘肽和 ＣＡＴ、ＰＯＤ、ＳＯＤꎬ来保

护细胞免受氧化损伤[２７]ꎮ 有研究已经证实ꎬ植物体

内抗氧化系统中 ＰＯＤ、ＣＡＴ 和 ＳＯＤ 三者间联系紧

密ꎬ是植物体内抗氧化防御系统的重要组成部分ꎬ
对于维持 ＲＯＳ 水平起到重要作用[２８]ꎮ 越来越多的

证据表明ꎬＭＴ 作为一种有效的抗氧化剂和自由基

清除剂ꎬ它能够直接清除自由基ꎬ刺激抗氧化酶使

抗氧化酶活性上调ꎬ提高线粒体氧化磷酸化效率ꎬ
减少线粒体氧化磷酸化过程中的电子泄露ꎬ增加其

它抗氧化物质的效率ꎬ进而调节植物生长、发育和

防御各种环境胁迫[２９]ꎮ 高温及紫外线处理能够诱

导甜樱桃中 ＲＯＳ 大量积累ꎬ尤其是 Ｈ２Ｏ２ꎬ而外源褪

黑素的使用ꎬ能明显减少超氧阴离子和 Ｈ２Ｏ２ 的产

生ꎬ并增加抗氧化酶及其他抗氧化物质的活性[３０]ꎮ
本研究中低温胁迫处理油菜幼苗不同的时间ꎬ油菜

幼苗体内 Ｈ２Ｏ２、Ｏ
－
２ 的含量和 ＣＡＴ、ＰＯＤ、ＳＯＤ 活性

随着胁迫时间的增长不断积累和增加ꎬ但用褪黑素

预处理后再进行低温胁迫处理ꎬ油菜幼苗体内

Ｈ２Ｏ２、Ｏ
－
２ 的含量虽然都随胁迫时间的增加呈上升

趋势ꎬ但均明显低于单独的低温胁迫处理ꎬ而与单

独的胁迫处理相比ꎬＣＡＴ、ＰＯＤ、ＳＯＤ 的活性均显著

增加ꎬ表明外源褪黑素可以增加抗氧化酶的活性ꎬ
清除低温胁迫下积累的 ＲＯＳꎬ缓解低温对油菜幼苗

造成的氧化损伤ꎮ
ＭＡＰＫ 级联途径是将细胞外刺激信号在细胞内

级联放大的重要信号传导途径ꎬ据报道其参与拟南

芥、水稻和番茄等多种植物对生物和非生物胁迫的

反应[３１]ꎮ 有研究表明 ＡｔＭＡＰＫ６ 能被低温、干旱等

多种非生物胁迫迅速激活[３２]ꎻ Ｈ２ Ｓ 可以调 节

ＡｔＭＰＫ４ 基因的表达ꎬ增加拟南芥对低温胁迫的耐

受性ꎬ从而更好地适应环境[３]ꎻ外源 Ｈ２Ｏ２也能够激

活 ＡｔＭＰＫ３、ＡｔＭＰＫ６ 基因的表达[３３]ꎬ此外ꎬ褪黑素也

能够上调低温应答基因 ＣＯＲ１５ａ、低温环境耐受转

录因子 ＣＡＭＴＡ１ 以及抗氧化基因 ＺＡＴ１０ / ＺＡＴ１２ 的

表达[３４]ꎬ证实了褪黑素的保护作用可能与 ＭＡＰＫ 级

联途径相关ꎮ 本研究中低温胁迫下油菜幼苗

ＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ４、ＭＡＰＫ６ 基因表达上调ꎬ且 ＭＡＰＫ３、
ＭＡＰＫ６ 基因达到显著水平ꎬ而用褪黑素预处理后再

进行低温胁迫处理ꎬＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ４、ＭＡＰＫ６ 基因表

达均高于单独的低温胁迫ꎬ但不同基因的上调程度

存在 差 异ꎬ 表 明 低 温 胁 迫 下ꎬ ＭＡＰＫ３、 ＭＡＰＫ４、
ＭＡＰＫ６ 基因均能响应低温胁迫ꎬ但 ＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ６
基因比 ＭＡＰＫ４ 基因对低温胁迫更敏感ꎻ而使用褪黑

素能够诱导低温胁迫下 ＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ４、ＭＡＰＫ６ 基

因表达上调ꎬ且不同基因对褪黑素诱导的响应程度

存在差异ꎬ表明褪黑素缓解低温胁迫对油菜幼苗损

伤的过程与 ＭＡＰ 激酶级联信号途径有关ꎬ但是具体

的调节机制还有待进一步研究ꎮ

４　 结　 论

本研究中ꎬ与单独的 ４℃ 低温胁迫处理相比ꎬ
１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１外源褪黑素预处理后进行 ４℃低温胁

迫处理ꎬ油菜幼苗 ＭＤＡ 含量、相对电导率和 ＲＯＳ 含

量均显著低于单独的低温胁迫处理ꎬ叶绿素含量、
过氧化氢酶(ＣＡＴ)、过氧化物酶(ＰＯＤ)、超氧化物

歧化酶 ( ＳＯＤ) 活性均增加ꎬ 且 ＭＡＰＫ３、 ＭＡＰＫ４、
ＭＡＰＫ６ 基因表达上调ꎬ表明使用 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１外

源 ＭＴ 预处油菜幼苗ꎬ可以有效降低低温胁迫下

ＭＤＡ 含量、电解质的渗漏和 ＲＯＳ 积累ꎬ抑制叶绿素

的降解ꎬ诱导 ＭＡＰＫ３、ＭＡＰＫ４、ＭＡＰＫ６ 基因表达上

调ꎬ进而增强油菜幼苗的抗寒性ꎬ缓解低温胁迫造

成的氧化损伤ꎮ
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