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　　植物在环境中不断地进行物质和能量的交换 ,只有

在适应的环境条件下才能正常生长与发育。但是由于

各种不利的环境条件 ,如:低温 、高温 、干旱 、盐害或有毒

气体的存在 ,都能够抑制植物的新陈代谢和生长 ,甚至

在胁迫严重时会导致植株死亡。低温则是限制植物分

布 ,农作物产量与质量的重要因素。

按照低温程度和植物受害情况 ,可分为冷害(chill-

ing injury ,零上低温对植物的伤害)和冻害(f reezing inju-

ry ,零下低温对植物的伤害)两大类。低温冷害对植物体

的伤害表现为:出现坏死斑 ,叶片干枯 ,阻碍生长 ,不易

发芽等。关于低温胁迫的研究已经成为研究的热点 ,现

综合前人的研究 ,从几个方面对植物在零上低温逆境下

的生理和分子机制作了简要论述。

1　膜系统与植物低温胁迫
细胞膜是植物与外界联系的界面 ,而细胞膜的流动

性和稳定性则是细胞乃至整个植物体赖以生存的基础。

植物对温度逆境的适应之一主要在于生物膜 ,特别是质

膜和类囊体膜[ 1] 。1973年 , Lyons根据细胞膜结构功能

与耐冷性的关系 ,提出著名的“膜脂相变冷害”假说。认

为温带植物遭受零上低温时 ,只要降到一定的温度 ,生

物膜首先发生膜脂的物相变化 ,这时膜脂从液晶相变为

凝胶相 ,膜脂的脂肪酸链由无序排列变为有序。膜的外

型和厚度也发生变化 ,可能使膜发生收缩 ,出现孔道或

龟裂 ,因而膜的透性增大 ,膜内可溶性物质 、电解质大量

向膜外渗漏 ,破坏了细胞内外的离子平衡 ,同时膜上结

合酶的活力降低 ,酶促反应失调 ,表现出呼吸作用下降 ,

能量供应减少 ,植物体内积累了有毒物质。而植物遭受

冷害后出现的种种代谢变化都是次生或伴生的 ,而冷害

的原初反应是发生在生物膜的类脂分子上。当膜脂发

生降解时 ,就会发生组织受害死亡
[ 2]
。

2　细胞内物质与植物低温胁迫
植物在受到冷害胁迫时 ,细胞内的物质会发生急剧

变化 ,通过可溶物质的积累来适应环境。这是植物在逆

境中保护自己的一种基本方法。细胞内的可溶物质主

要包括:甜菜碱 、脯氨酸 、蔗糖 、蜜三糖(棉子糖)、甘露醇
等 ,这些物质可以阻止由于水分流失引起冰晶的形成 ,

保护核酸和蛋白质的结构和功能 ,消除有毒物质[ 3] 。

2. 1　糖的积累

糖在耐冷锻炼中的积累可提高细胞渗透压 ,从而增

强保水能力。糖还具有冰冻保护剂的作用 ,防止蛋白质

在结冰和解冻时发生凝固变性。如果糖在低温下多集

中在叶绿体和细胞质膜附近 ,则会保护对冰冻敏感的类

囊体上的偶联因子和质膜 ATP 酶
[ 4]
。

2. 2　氨基酸的变化

脯氨酸具有溶解度高 ,在细胞内积累无毒性 ,水溶

液水势较高等特点。脯氨酸的增加除了自身能降低细

胞渗透势外 ,它具有的偶极性时期疏水端与蛋白质联
结 ,而亲水端与水分子结合 ,从而使蛋白质通过脯氨酸

束缚更多的水分子 ,因此可增加蛋白质的可溶性。

2. 3　蛋白质的变化

低温条件下 ,植物细胞产生自溶水解酶或溶酶体 ,

释放出水解酶 ,加速蛋白质的分解过程 ,而无等速的合

成 ,造成蛋白质匮乏和有毒的水解产物积累。可溶性蛋

白之所以与耐冷性密切相关 ,是因为其亲水性强 ,可显

著增强细胞的保护力 ,增加束缚水含量和原生质弹性。

细胞内蛋白质构象在低温下的适应性变化也与耐

冷力有关。低温能使活性部位的-SH 被隐蔽 ,从而避免

了形成二硫键导致蛋白质凝聚变性。

2. 4　内源激素
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植物在遭受冷害胁迫时 ,内源激素原来的平衡状态

被破坏 ,反映出促进生长的激素减少 ,而抑制生长的激

素增加。从而导致代谢途径的变化。如 ABA和 GA在

胁迫信号传递以及由胁迫引起的一系列变化中就起极

为重要的作用[ 5, 6] 。

3　细胞抗氧化能力与植物低温胁迫
植物在正常生命活动中活性氧的产生是不可避免

的 ,同时植物体内也存在着活性氧清除系统以维持植物

的正常生理活动。植物遭受低温胁迫的主要特征是活

性氧代谢的失调。细胞内活性氧的大量积累而使细胞

受到了氧胁迫 ,使细胞内活性氧的产生与清除平衡遭到

破坏 ,从而使膜脂中不饱和脂肪酸发生过氧化作用 ,造

成膜系统结构和功能的损伤 ,严重时引起整个细胞膜系

统结构的破坏和解体。处于低温下的植物并不是被动

承受伤害 ,而是主动的调节适应。正是对这种逆境的不

断适应过程 ,使生物体在长期的进化过程中形成了完善

和复杂的酶类[如过氧化氢酶(CAT),超氧化物歧化酶

(SOD),过氧化物酶(POD),谷胱甘肽还原酶(GR)]和非

酶类[还原型谷胱甘肽(GSH),抗坏血酸(AsA),胡萝卜

素(CAR),维生素 E ,甘露醇等]的抗氧化系统来清除活

性氧
[ 7]
。但是 ,抗氧化系统也只在一定的低温范围内起

作用 ,当温度继续下降或低温持续时间延长 ,活性氧 、自

由基产生会明显增加 ,而清除量下降 ,导致自由基积累 ,

使膜脂过氧化 ,破坏膜结构功能 ,造成细胞伤害
[ 8]
。

4　植物低温胁迫信号传导
植物是如何感知外界的温度变化 ,从而产生相应的

生理生化反应。这个问题是研究植物低温生理的一个

基本 、首要问题。外界刺激和细胞反应是通过细胞内信

使相联系的 ,构成刺激 -信使-反应偶联[ 9] 。

4. 1　Ca2+与低温胁迫信号转导

Ca2+是一个主要的第二信使。低温下 ,胞外和胞内

钙库 Ca
2+
通过钙通道进入胞质 ,引起胞质 Ca

2+
浓度增

加。胞质中 Ca
2+
浓度提高后 ,通过激活 Ca

2+
调节的靶

酶 ,或与 Ca
2+
受体蛋白(如CaM)结合 ,将 Ca

2+
浓度变化

所蕴含的外界信息表达为生理生化过程 ,完成信息传递

之后 ,Ca
2+
通过细胞中的 Ca

2+
跨膜运输系统(如 Ca

2+
-

ATPase 、Ca
2+

/H 反向传递体 、与电子传递偶联的钙泵
等)被迅速泵出胞外或被胞内贮钙体吸收。所以胞质中

Ca
2+
浓度又回落到静息态的水平 ,这时Ca

2+
与受体蛋白

分离。通过 Ca2+在细胞质内的浓度变化 ,可以把胞外的

信息传递到细胞内 ,调节相应的生理过程 ,这就是 Ca2+

的信使功能[ 10] 。

Ca2+信号系统包括:Ca2+运载蛋白 、CaM(钙调蛋

白)、依赖 CaM 的酶和依赖 Ca2+的蛋白激酶(CDPK)。

胞质 Ca2+浓度增加介导植物对低温的反应 ,但如果胞质

内 Ca2+浓度长期居高不下 ,将会干扰细胞内有磷酸参与

的能量代谢 ,引起中毒。因此 ,细胞内精细的钙稳衡机

制可将完成应答反应后的 Ca2+通过 Ca2+-ATPase 、

Ca2+ /H+逆向运输等方式 ,使胞质内 Ca2+恢复到静息

水平。所以低温胁迫下 ,Ca2+-ATPase 、Ca2+ /H+活性与

植物耐冷性关系密切[ 11] 。

4. 2　蛋白激酶途径在低温信号传导中的作用

可逆性蛋白磷酸化是生物体内广泛存在的调节生

物过程如胞内信号传递的一种机制。蛋白激酶催化蛋

白质的磷酸化分为3类: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。越来越多的证

据显示 ,蛋白激酶参与了植物冷信号传导 ,丝氨酸 /苏氨

酸激酶家族存在于多个信号转导途径中。最近从模式

植物拟南芥中克隆了一些同时受干旱 、高盐及低温诱导

的编码蛋白激酶的基因 ,分别编码受体蛋白激酶 、促分

裂原活化蛋白激酶 、核糖体蛋白激酶以及转录调控蛋白

激酶[ 13] 。

5　逆境蛋白与植物低温胁迫
随着分子生物学的发展 ,人们对植物耐冷性的研究

不断深入。现已发现 ,低温下能诱导形成新的蛋白质 ,

称冷响应蛋白。对拟南芥 、油菜和菠菜等植物材料的研

究显示 ,低温锻炼能使植物的基因表达发生改变并有新

的蛋白质合成
[ 14 - 16]

。其中一些可能直接参与了提高植

物耐冷性 ,在防止细胞冰冻缺水 ,抵御低温下发生的渗

透胁迫 ,稳定酶结构功能 、RNA等重要物质和在细胞膜

系统中起作用;另一些是酶类 ,在低温逆境下 ,协调细胞

各生理代谢平衡或提高细胞防御能力以及细胞适应新

环境。

5. 1　抗冻蛋白(antifreeze protein , AFP)

抗冻蛋白(antifreeze protein , AFP)是一种能降低细

胞间隙体液冰点的糖蛋白(glycopeptide)。Hincha等
[ 17]

就大白菜的一种抗冻蛋白的特性进行了研究。该叶片

中纯化的抗冻蛋白可以保护从未冷驯化的菠菜叶片中

分离到的类囊体免受冰融化伤害。序列分析表明该抗

冻蛋白虽与脂运输蛋白Wax29有同源性 ,属于非特化脂

运输蛋白类。但其与Wax29在结构和功能上存在不同 ,

Wax29有运输磷脂酞胆碱的脂运输活性 ,但没有抗冻活

性;而抗冻蛋白有抗冻活性没有脂运输活性。另外该抗

冻蛋白在未驯化的植物叶片中没有纯化出来 ,说明其只

被冷诱导产生。

5. 2　脱水蛋白

脱水蛋白(dehydrins , DHNs)是一种在脱水或低温

相关的环境胁迫中 ,或在种子成熟过程中存在的植物蛋

白 ,其可能的作用机理是维持细胞膜在脱水状态下的稳

定性 ,另外在细胞内信号传导中起重要作用
[ 10]
,这类蛋

白在低温诱导下的出现有助于提高植物在冰冻时忍受

这种胁迫的能力 ,减少细胞冰冻失水。
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5. 3　热稳定蛋白和热激蛋白

热稳定蛋白(heat stable protein , HSPs)是从干种

子、水胁迫植物 、冷驯化植物 、盐胁迫植物中分离得到的

一类蛋白。这些蛋白作为渗透保护蛋白 ,脱水伤害修补

蛋白和抗冻剂 ,可与变性蛋白结合 ,维持其可溶状态而

阻止膜与蛋白的脱水伤害[ 18] 。

热激蛋白(heat shock protein , HSPs)很大的一部分

成员属监护蛋白(chaperone , cpn),它们属于 5个蛋白家

族 cpn60 , cpn70 , cpn90 , cpn100和小分子量的 cpn 蛋白。

其中 cpn60、cpn70 可与变性蛋白结合 ,维持它们的可溶

状态 ,或者与多种酶结合形成复合体 ,使酶的失活温度

提高 8 ～ 15℃[ 19] 。

由于不同逆境的信号转导过程可能存在一些交叉

点 ,一些诱导蛋白就会同时响应多种途径 ,如许多低温

诱导蛋白不仅能被低温诱导产生 ,而且也受 ABA 、干旱 、

盐甚至热激等因素的诱导。

6　植物耐冷基因工程
植物的耐冷性是由多基因控制的 ,只有成簇抗性相

关基因的转录激活 ,才能有效提高作物的耐冷能力。克

隆并鉴定调控耐冷基因表达的转录因子成为这一研究

领域的热点。转录因子是一类蛋白质。在真核生物中 ,

它直接参与调控特异基因表达或整个基因网络。在植

物对生长激素和环境反应过程中 ,它们是必需和主要的

原件之一。一般情况下 ,它们结合在目标调控基因的启

动子区域 ,通过补充 RNA聚合酶与其他更多转录因子

结合在靶标基因的启动子上 ,从而激活该基因的表达。

这些蛋白通过在植物冷驯化过程中的表达来提高植物

耐冷能力。CBFs(C-repeat Binding Factors)就是这样的

一类蛋白
[ 20]
。CRT /DRE(C-repeat /Dehydration Respon-

sive Element)是高等植物中抗寒 /抗旱基因的一种顺式

作用因子 ,位于 COR基因的启动子区域。推测 COR基

因的表达受 CRT /DRE 调控元件的调控。CBF 转录因

子能够识别 CRT /DRE 元件 ,调控多个与同类性质有关

的基因表达 ,在提高植物对环境胁迫耐性的分子育种

中 ,改良或增强一个关键转录因子的调控能力 ,可使植

物的耐逆性得到较为综合的改良。

拟南芥作为模式植物 ,对它的 CBFs 研究比较清

楚。研究表明 ,CBF 是一个家族 ,已知拟南芥中有 6个

CBF基因。与冷有关的CBF 基因有3个 ,分别为CBF1 、

CBF2 、CBF3 ,而且按照 CBF1-CBF3-CBF2 的同向方式排

列在 4号染色体上。CBF 调节途径具有高度保守性。

Liu 等用 RD29A基因启动子的 CRT /DRE元件和酵母

单杂交法 ,从低温处理的拟南芥 cDNA 文库克隆了 3个

与CRT /DRE结合 ,在低温胁迫下调控报道的 GUS 表

达转录因子 , 分别命名为 DREB1A(等同于 CBF3)、

DREB1B(等同于CBF1)和 DREB1C(等同于 CBF2)。

CBF /DREB转录因子特异识别结合 CRT /DRE 元

件 ,调控一系列干旱低温应答基因表达 ,这些基因所编

码的产物是植物适应或抵御逆境。将拟南芥移植到低

温环境。CBF1 、CBF2、CBF3基因的转录水平在 15 min

内迅速增长 ,并在 2 h后COR基因的转录水平升高。因

此推断 COR基因的表达过程是一个信号级联放大过

程 ,其中CBF 的表达较COR基因早[ 21] 。所以 ,CBF 转

录激活因子诱导 COR 基因表达包括两步。第一步是

CBF 的诱导表达 ,第二步是 COR的表达。

7　小结
随着分子生物学技术的飞速发展 ,人们研究植物抗

逆性的手段越来越先进和成熟 ,基因组学方法在植物抗

逆性研究中的应用越来越广泛。用 EST(expressed se-

quence tags)数据库查询得到大量的植物基因组DNA的

cDNA克隆和逆境胁迫下的表达序列 ,是结构基因组学

的任务。通过比较基因组学可阐明抗非生物胁迫的遗

传机理 ,获得大量与抗逆相关的基因。通过功能基因组

学研究植物基因功能已逐渐取代了一次鉴定一个基因

的方法。此外 ,一些先进的技术如差异显示技术(DD-

PCR)、基于 DNA芯片技术的 cDNA微阵列法和蛋白组

分析技术等为包括耐冷在内的各种抗逆研究开辟了道

路。功能基因组学的研究必将为植物的抗逆遗传工程

提供大量的全新基因 ,将为培育抗性品种奠定基础。

植物的耐冷性为数量性状 ,受微效多基因控制。耐

冷力诱导过程中基因表达的改变既可以发生在转录水

平 ,也受转录后调节控制。鉴于低温诱导基因不一定就

是耐冷基因 ,正如低温诱导蛋白不一定就是抗冻蛋白。

因此在低温诱导基因中鉴定更多的耐冷基因 ,采用基因

工程技术提高植物的耐冷能力 ,是耐冷研究的努力方

向。要实现这一目标 ,首先需要比较低温与非低温条件

下植物基因表达的改变状况 ,进而采用差异显示等技

术 ,分离与低温胁迫相关的基因 ,并从中鉴定出耐冷基

因;将耐冷基因向不耐冷植物进行遗传转化或转移 ,提

高该植物的耐冷性。因此迫切需要筛选更广泛的种质

资源 ,寻找适合植物利用的耐冷基因;同时 ,还需要继续

深入揭示植物自身的耐冷分子机理 ,利用某些生长调节

物质或低温 、脱水等胁迫因素 ,诱导植物耐冷基因的表

达 ,调节和加强植物自身生理代谢保护机制 ,以达到充

分挖掘植物潜在的耐冷能力的目的。
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The Response Mechanism of Cold Stress in Higher Plants

GAO Yuan , QI Xiao-hua, YANG Jing-hua, ZHANG Ming-fang

(Department of Horticulture, Genetic Resources &Functional Improvement for Horticultural Plants , Zhejiang University ,Hangzhou 310029 , China)

Abstract:The response mechanisam of cold stress were reviewed from the followed aspects in higher plants:membrane

sy stem and cold stress;cellular matter and cold st ress;cellular antioxidative ability and cold stress;signal transduction and

cold stress;cold regulatory protein and cold stress;genetic engineering and cold st ress. The problems and future interest-

ed research were also discussed here in relation to cold stress in higher plants.

Keywords:Higher plant;Cold stress;Response mechanism

61


