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自然升温过程中仁用杏抗寒性的变化
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　　摘　要:以仁用杏3个主栽品种优一 、白玉扁 、龙王帽的花芽 、花蕾 、花朵和幼果等生殖器官为

试材 ,对其自然升温过程中与抗寒性有关的 5个生理指标进行了测定。结果表明:随着自然界温

度的升高 ,仁用杏半致死温度(LT 50)呈上升趋势 ,超氧化物歧化酶(SOD)活性和可溶性糖含量呈

“M”型变化趋势 ,过氧化物酶(POD)活性和脯氨酸含量具有相似的变化规律 、总体呈下降趋势;3

个品种的抗寒性强弱依次为:白玉扁>优一>龙王帽;不同发育时期仁用杏的抗寒性表现为:休

眠期>花芽膨大期>花蕾期>盛花期>幼果期;根据抗寒性的变化规律 ,可在适当时期采取防寒

防冻措施 ,以避免仁用杏遭受冻害。
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　　仁用杏是以杏仁为其主要产品的杏品种的统称。

杏仁营养丰富 ,经济价值高 ,是我国传统的外贸出口产

品[ 1] 。但仁用杏由于花芽休眠期短 、春季开花早 ,花期

和幼果期易遭遇低温和晚霜危害 ,导致轻者减产 、重者

绝收 ,常给生产造成重大的损失。研究仁用杏的抗寒机

理、寻找克服冻害的有效方法 ,已成为科研领域刻不容

缓的重大课题。近年来 ,国内外许多学者虽然已在杏树

抗寒机理 、抗寒性鉴定 、抗寒资源评价 、转化抗寒基因及

抗寒育种等领域作了大量研究工作[ 2-3] ,但对仁用杏生

殖生长发育过程中抗寒性的变化研究报道甚少。

　　该试验对仁用杏从休眠 、开花到结果的生殖发育过

程中花芽 、花蕾 、花朵或幼果等生殖器官的抗寒生理指

标的变化及抗寒性进行了研究 ,旨在为深入研究仁用杏

的抗寒机理 、探索科学可行的防冻技术 、选育抗寒良种

提供理论依据。

1　材料与方法
1.1　试验地概况

试验地位于陕西省岐山县甘亭村8 a生仁用杏品种

园内。该园地处秦岭浅山丘陵区北坡 ,坡向为西北向 ,

海拔 750 m、年均温 13.8℃、年降雨 679 mm 、无霜期

220 d ,土壤为黄棉土。品种园共含白玉扁 、优一 、龙王帽

3个仁用杏品种。试验设3次重复 、3株小区。

1.2　物候观测

根据花芽的生长发育进程 ,观察物候 ,并记录。观

测结果见表1。

　　表 1 自然变温过程中仁用杏物候期观察结果

　　Table 1 The observed result of phenological phase during variation of natural temperature in almond aprictot

日期Date 1月5日～ 2月15日 2月15日～ 3月 5日 3月5～ 15日 3月15～ 25日 3月 25日～ 4月15日

物候期

Phenophase

休眠期

Dormancy stage

花芽膨大期

Enlargement stage

花蕾期

Flowering stage

盛花期

Flo rescence

幼果期

Young f ruit development

1.3　材料采集与处理

2006年 ,结合物候观测 ,分别在休眠期(1月10日)、

花芽膨大期(2月 10日 、3月 1日)、显蕾期(3月 10日)、

盛花期(3月20日)、幼果期(4月 8日)采样。采样时 ,根

据不同时期 ,在每株树冠中上部的东、西 、南 、北4个方向

采集花芽 、花蕾 、花朵或幼果为试验材料 ,并立即置于自

封塑料袋内带回实验室。将 2006年 1月 10日至 2006

年 3月 1日采集的花芽 ,用湿纱布轻轻揉搓 ,以擦拭灰

尘。2006年 3月 10日以后的材料不用冲洗。每次所采

材料分为 2部分:一部分进行低温梯度胁迫处理 ,以测

定低温胁迫下的电导率及并用于半致死温度的计算;另

一部分材料用于常温下的电解质渗出率 、可溶性糖含

量 、脯氨酸含量 、SOD酶和 POD酶活性等生理指标的

测定。
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1.4　测定方法

1.4.1　低温处理及半致死温度(LT50)的确定　对需进

行低温胁迫处理的材料 ,根据生殖器官发育时期的不

同 ,分别设置如下不同的低温梯度:花芽休眠期:CK

(0℃)、-12 、-16 、-20、-24、-28℃;花芽膨大期:CK

(6℃)、-8 、-12 、-16、-20、-24℃;花蕾期:CK(10℃)、

-8 、-10 、-12 、-14 、-16;盛花期:CK(16℃)、-2 、-4 、

-6 、-8、-10℃;幼果期:CK(21℃)、-1、-2、-3 、-4 、

-5℃。在材料降温处理时 ,要求降温速度为 4℃/h ,达

到所需温度后维持 8 h。随后以同样速度升温 ,达到室

温时取出 ,并于室内静置 10 h。称取常温或低温胁迫样

品0.2 g左右 ,置入50 mL三角瓶中 ,加入20mL 无离子

水 ,用真空泵抽出空气(15 min),在室温下浸泡 6 h ,摇

匀 ,用 DDS—IIC型电导仪测定电导值 ,即得煮沸前电导

值 ,测定后再将三角瓶放于微波炉中煮杀10 min ,冷却

至室温 ,测定电导值 ,即为煮沸后电导值。根据公式求

得的电解质渗出率:电解质渗出率=煮沸前电导值/煮

沸后电导值×100 ,每样共测 3次 ,电解质渗出率取平均

值(同样方法测定未进行低温处理材料的煮沸前和煮沸

后电导值)。对低温胁迫下的电解质渗出率配以 Logis-

tic方程:Y =K/(1+ae-bx),LT50=Lna/b求拐点温度 ,确

定出不同品种的 LT50
[ 4]
。

1.4.2　其它的生理指标测定　SOD酶活性测定采用氮

蓝四唑(NBT)显色法;POD酶活性测定采用愈创木酚比

色法;可溶性糖含量测定采用蒽酮比色法;脯氨酸含量

采用磺基水杨酸法。以上指标所用样品均未进行低温

胁迫处理 ,样品保存于常温冰箱(4℃)。测定时 ,每个样

品均设3个重复 ,每个重复测定 3次 ,结果取平均值 ,方

法参考《植物生理学研究技术》
[ 5]
。

图1　仁用杏休眠期电解质渗出率变化 图2　仁用杏花芽膨大期电解质渗出率变化 图 3　仁用杏花蕾期电解质渗出率变化
Fig.1　Changes in electrolyte leakage of almond Fig.2　Changes in elect rolyte leakage of almond Fig.3　Changes in elect rolyte leakage of almond

apricot during dormancy stage apricot du ring bud expanding stage apricot during bud stage

图 4　仁用杏盛花期电解质渗出率变化

Fig.4　Changes in elect rolyte leakage of almond apricot

during f lorescence stage

2　结果与分析
2.1　低温胁迫下膜透性的动态变化及 LT 50的确定

2.1.1　低温胁迫对电解质渗出率的影响　植物受到低

温胁迫后细胞膜的结构遭受破坏 ,破坏的程度随胁迫程

度的增加而加剧。细胞内电解质外渗率的大小可以反

映细胞膜的破坏程度 ,比较相同胁迫水平下电解质外渗

率大小是直接评价植物应对低温胁迫能力的一种有效

的途径。已有的研究结果显示 ,电解质外渗率是评价植

物抗寒性极为有效的指标
[ 6]
。电解质渗出率越大 ,表明

细胞膜受低温伤害越严重 、品种抗寒性越差。在仁用杏

生殖生长发育过程中 ,对 3个品种的花芽 、花蕾 、花朵及

幼果进行不同低温梯度处理 ,测得电解质渗出率 ,结果

见图1 ～ 5。可以看出 ,低温胁迫下 ,3个仁用杏品种不同

生殖发育时期的电解质渗出率变化趋势基本相似 ,表现

为电解质渗出率随温度的降低而增大。但不同品种、不同

发育时期电解质渗出率随温度的降低增大的幅度不同。

表明低温胁迫造成了膜系统的受损 ,但受损的程度因不同

品种 、不同的生殖发育时期和低温程度而异。

2.1.2　LT50与品种实际抗寒性的确定　电解质渗出率

是反映植物组织受冻后细胞质膜透性大小的重要指标 ,

以电解质渗出率通过 Logistic方程回归求得 LT50是鉴

定植物抗寒性强弱的常用方法 ,已被广泛应用。朱根海

等[ 7]报道 ,认为应用电导法配合 Logistic方程求出曲线

的拐点温度能较准确地估计出植物组织的半致死温度 ,

并且半致死温度(LT50)可以作为植物抗寒性的重要指

标之一。植物抗寒性研究也表明 ,植物低温条件下受伤

害的程度受到低温持续时间、变温强度及低温温度本身
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的影响 ,以 LT50可以有效评价植物抗寒性[ 8] ,由此得出

的结论较为稳定。LT50越大 ,品种抗寒性越差。该研究

仍以 LT50作为仁用杏实际抗寒性的评定依据 ,根据各时

期实际温度要求对试验材料进行不同程度的低温胁迫

处理(见表 2)。表 2 中 Logistic 方程符合度(R)在

0.8296 ～ 0.9831之间 ,均达到显著水平 ,表明该抗寒研究

中Logistic方程的拟合是可靠的 ,精确度较高。仁用杏3

个品种在同一发育时期的半致死温度明显不同 ,都表现

为:龙王帽>优一>白玉扁。半致死温度越小 ,表明品

种的抗寒性越强。因此可根据半致死温度判定出仁用

杏 3个品种的实际抗寒性大小为:白玉扁>优一>龙王

帽。3个品种在不同的生殖发育时期半致死温度都表现

为:休眠花芽<膨大花芽<花蕾<花朵<幼果。表明随

着仁用杏解除休眠 、逐步进入旺盛的生殖发育期 ,其抗

寒性也在从休眠期 、膨大花芽期 、显蕾期 、盛花期到幼果

期依次减弱。

　　表 2 自然变温过程中仁用杏的 Logistic方程与半致死温度(LT50)

　　Table 2 Various varieties diff erent reproduction growth time Logistic equation and half lethal temperature(LT50)

品种

Variety

日期

Date

发育阶段

Logistic

回归方程

Logistic reg ression equation

符合度(R)

Confo rmity(R)
LT50(℃)

白玉扁Baiyubian 2月10日 休眠花芽 Domancy blossom bad y=28.35/(1+3.398e-0.0392x) 0.9533 -31.2

3月 1日 膨大花芽Elargement blossom bad y=61.53/(1+7.451e-0.0937x) 0.9643 -21.4

3月10日 花蕾 Flowerbud y=48.09/1+6.604e-0.1153x) 0.9340 -16.4

3月20日 花朵Floewer y=104.1/(1+3.622e-0.01475x) 0.9653 -10.1

4月 8日 幼果 Young fruit y=3.849/(1+75.31e-0.8324x) 0.8296 -5.2

优一 Youyi 2月10日 休眠花芽 Domancy blossom bad y=226.1/(1+2.743e-0.0352x) 0.9339 -28.7

3月 1日 膨大花芽Expanding blossom bad y=70.89/(1+4.439e-0.0728x) 0.9773 -20.5

3月10日 花蕾 Flowerbud y=29.73/(1+7.751e-0.1348x) 0.8550 -15.2

3月20日 花朵Floewer y=63.06/(1+7.188e-0.1908x) 0.9726 -9.8

4月 8日 幼果 Young fruit y=50.88/(1+88.62e-0.9859x) 0.8587 -4.5

龙王帽 Longwangmao 2月10日 休眠花芽 Domancy blossom bad y=49.97/(1+2.419e-0.0344x) 0.8354 -25.7

3月 1日 膨大花芽Expanding blossom bad y=75.57/(1+9.329e-0.1154x) 0.9810 -19.4

3月10日 花蕾 Flowerbud y=57.51/(1+4.044e-0.1106x) 0.8271 -12.6

3月20日 花朵Floewer y=95.56/(1+19.50e-0.3059x) 0.9236 -8.7

4月 8日 幼果 Young fruit y=83.09/(1+49.254e-0.8483x) 0.9831 -3.9

图 5　仁用杏幼果期电解质渗出率变化
Fig.5　Changes in elect rolyte leakage of almond apricot

during young fruit ing

2.2　自然变温过程中保护酶活性的动态变化

2.2.1　SOD(超氧化物歧化酶)酶活性的动态变化　

SOD酶作为清除超氧化物阴离子自由基(O
-·
2)的重要酶

类 ,它能催化超氧化物阴离子自由基发生歧化作用而生

成O2 与 H2O2 ,使O
-·
2 的量降低到一定的稳态浓度 ,从而

减轻膜脂的过氧化作用 ,保护膜不受自由基的伤害 ,维

持体内活性氧的代谢平衡 ,对机体产生保护作用 ,是植
物抗氧化系统的第一道防线[ 10] 。然而低温胁迫会促进

毒害物质如活性氧自由基 O
-·
2 的产生 ,加速膜脂的过氧

化和蛋白质的聚合 ,从而损伤膜系统 ,SOD酶活性大小

可以反映细胞对逆境的适应能力。该试验发现 ,在自然

变温过程中 ,各仁用杏品种 SOD酶活性变化如图 6 ,即

在花芽膨大期(3月 1日)SOD酶活性达到最大 ,而至花

蕾期 SOD酶活性达到最小。白玉扁在 2月 1日至 3月

1日间 、优一与龙王帽在 2月 1日至 3月 10日间生殖器

官的 SOD酶活性在快速降低。从3月 1 ～ 20日白玉扁

的 SOD酶活性转为快速增加。龙王帽和优一则从 3月

10日到 4月8日SOD酶活性显著增加。这种变化产生

的原因可能是由于在正常情况下 ,超氧自由基的产生和

消除处于平衡状态 ,但随着温度的降低超氧自由基不断
增加 ,因自由基的积累 ,刺激SOD酶活性增强 ,这是植物

体保护系统的应激机制 ,但当温度降低到一定程度时 ,

SOD酶活性出现钝化现象 ,活性迅速下降 ,此时自由基

迅速积累 ,从而导致细胞受损[ 14] 。随着春季气温的回

升 ,SOD酶活性开始回升 ,细胞内自由基的产生和清除

又处于平衡状态。但从 3个品种的比较来看 ,白玉扁

SOD酶活性钝化期结束后 ,从 3月 1日开始 SOD酶活

性就回升了 ,比龙王帽和优一 SOD酶活性回升早 ,且回

升后的 SOD酶活性显著大于龙王帽和优一 ,表明白玉

扁能在更低的温度时期更有效地发挥 SOD酶对自由基

的清除作用 、保护膜不受自由基的伤害 ,这可能正是白玉

扁比龙王帽和优一抗寒性强的原因。龙王帽和优一的

SOD酶活性从3月10日开始回升后 ,优一的SOD酶活性

显著高于龙王帽 ,表明优一清除自由基 、保护膜不受自由
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基伤害的能力比龙王帽强 ,因而抗寒性比龙王帽强。

图 6　自然变温过程中仁用杏 SOD酶活性变花 图 7　自然变温过程中仁用杏 POD酶活性变化 图 8　自然变温过程中仁用杏可溶性糖含量变化趋势

Fig.6 Changes in SOD activi ty of almond apricot Fig.7 Changes in POD activity of almond apricot Fig.8 Changes in content of soluble sugar in almond apricot

during variation of natural temperature during variation of natural temperature during variation of natural temperature

2.2.2　POD(过氧化物酶)酶活性的动态变化　POD是

植物体内普遍存在活性较高的一种酶 ,它能够清除超氧

自由基形成的 H2O2 ,还有分解叶绿素及生长素的功

能
[ 11]
。不同的发育时期有不同的 POD同工酶在起作

用 ,它可以增强细胞壁 、增强组织的木质化程度 ,形成阻

碍病菌入侵的机械屏障
[ 12]
。从休眠期到幼果期 ,随着自

然温度的变化 ,仁用杏 3个品种的 POD酶活性总体呈

下降趋势(如图7)。即 1月 10日 POD酶活性最高 ,随

后开始下降 ,从2月10～ 20日 POD酶活性虽有所增加 、

但低于 1月 10日。在盛花期之前 ,POD酶活性一直呈

下降趋势。3月 20日前 POD活性的降低 ,可能是由前

期低温导致 POD活性钝化所引起的反应。3月20日之

后 ,随着自然温度的回升 , POD活性有小幅度的回升。

从钝化结束 、活性回升后的酶活性大小可看出 ,仁用杏 3

品种中以白玉扁的 POD活性最强 ,优一次之 ,龙王帽最

小。因此 ,从POD酶活性方面判断 ,可认为白玉扁抗寒

性最强 、优一次之 ,龙王帽最小。同时 ,不难发现 ,在休

眠期 SOD和POD酶活性均处于较高水平 ,正好反映了

在低温逆境下 ,植物可以通过体内这 2种酶的协同的作

用来抵御由低温产生过多活性氧对其组织的伤害。到

花蕾期 ,由于低温已经完全解除 ,SOD酶活性达到了最

高水平 ,而POD酶活性则较低 ,由此说明此时在SOD的

协同作用下 ,仁用杏体内活性氧积累减少 ,因而 POD酶

活性呈下降趋势。通过对SOD和POD酶活性变化的分

析 ,证明了在不同环境下 2种保护酶密切配合 ,共同协

调来应对活性氧积累对植物所产生的伤害。

2.3　自然变温过程中渗透调节物质的变化

2.3.1　可溶性糖含量的变化　可溶性糖在植物的抗寒

生理中 ,可以提高细胞的渗透浓度 、降低水势 、增加保水

能力 ,从而使冰点下降 ,同时糖还是冰冻保护剂 ,对原生

质体 、线粒体及膜上敏感偶联因子均有保护作用 ,它也

可能对冰冻敏感的蛋白质具保护作用 ,还可以促进 ABA

的积累 ,间接诱导蛋白质的合成 ,从而提高植物的抗寒

能力[ 13] 。另外 ,糖还可提供能源与代谢底物 ,诱导其它

与抗性有关的生理生化过程 ,如脂肪的合成有利于提高

抗寒力[ 14] 。在温度下降的过程中 ,可溶性糖的增加来源

于大分子物质的水解 ,它与植物抗寒性之间呈正相关。

图 9　自然变温过程中仁用杏脯氨酸含量变化趋势

Fig.9　Changes in content of Proline in almond apricot

during variation of natural temperature

　　由图 8可以看出 ,生殖发育过程中仁用杏可溶性糖

含量的变化趋势呈“M”状。仁用杏在休眠期(1月 10至

2月20日)的可溶性糖含量和浓度较高 ,进入花芽膨大

期(2月 20至 3月 1日),可溶性糖含量急剧下降 ,但到

了花蕾期(3月1 ～ 10日),可溶糖含量又迅速升高 ,花蕾

期以后 ,可溶性糖含量开始缓慢降低 ,3个品种随时期的

转变可溶性糖含量的变化趋势一致。

2.3.2　脯氨酸含量的变化　植物在逆境条件下积累游

离脯氨酸是做为其对逆境的一种适应表现。脯氨酸在

植物处于低温胁迫时 ,能维持细胞结构 、细胞运输和调

节渗透压等 ,使植物具有一定的抗性和保护作用。脯氨
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酸对未经抗寒锻炼的原生质膜有保护作用 ,其保护作用

可能主要是增加了质膜中蛋白质之间的亲和力 ,从而增

强了膜结构在冰融过程中的稳定性[ 15] 。该研究结果表

明(图 9),在仁用杏生殖发育过程中 ,从 1月 10日到 4

月8日间 ,随着自然温度的变化 ,仁用杏生殖器官中脯

氨酸含量总体表现为由高到低的变化趋势 ,但各品种间

变化又有不同。从休眠期向花芽膨大期转化过程中 , 3

个品种脯氨酸含量均有降低 ,1月 10日达到生殖发育阶

段的最大值 ,其中优一最大 、龙王帽次之 ,白玉扁最小;

到花蕾期 3个品种的脯氨酸含量又急剧下降;龙王帽从

花蕾期到幼果期脯氨酸含量持续下降 ,而优一和白玉扁

均在盛花期略有升高 ,幼果期下降至最低值。休眠期和

花芽膨大期优一有较高的脯氨酸含量 ,而龙王帽的脯氨

酸含量居中 ,白玉扁的脯氨酸含量为最低;在花蕾期和

幼果期 ,龙王帽的脯氨酸含量比优一和白玉扁要高;盛

花期优一的脯氨酸含量高于白玉扁 ,龙王帽最低。

3　结论
电解质渗出率的测定结果显示:在低温胁迫下 ,仁

用杏生殖器官的电解质渗出率随低温的加剧而增加 ,表

明低温可导致生殖器官细胞膜透性增大 ,加速离子泄

露 ,产生膜伤害。幼果为对低温最敏感 、最易造成膜伤

害的生殖器官 ,龙王帽 、优一 、白玉扁幼果开始遭受膜伤

害的临界温度分别为-1、-2 、-3℃。根据电解质渗出

率配合 Logistic方程确定出半致死温度 LT50:仁用杏不

同生殖器官的抗寒性不同 、半致死温度差异明显 ,抗寒

性大小表现为:花芽>花蕾>花朵>幼果。3个仁用杏

品种的抗寒性大小为:白玉扁>优一>龙王帽。

随着自然温度的变化 ,仁用杏生殖器官 SOD酶活

性、可溶性糖含量均呈现“M”状变化趋势 ,而 POD酶 、脯

氨酸含量总体呈下降的变化趋势。表明 SOD酶活性 、

可溶性糖含量在抗寒性保护酶在经受冬季低温后 ,都出

现了活性迅速下降的钝化过程。春季随着温度的升高 ,

酶活性开始回升。POD活性开始回升的时间晚于SOD。

2种酶的活性与仁用杏的抗寒性间具有一定的相关性。

从上述分析可以看出 ,低温半致死温度与自然界温

度的实际变化关系一致 ,可以准确反映仁用杏实际抗寒

性 ,作为植物抗寒性鉴定的指标;在自然变温过程中 ,仁

用杏生殖器官的实际抗寒力与可溶性糖含量 、脯氨酸含

量 、SOD和 POD酶活的积累密切相关 ,在这些物质的共

同作用下 ,提高其抗寒适应能力。
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Changes in Cold Resistance Mechanism of Almond Apricot duringVariation of Natural Temperature

YANG Xiang-na, YANG Tu-xi , WEI An-zhi , LIU Jian-chao

(College of Life Science, Northwest Agriculture and Forestry University , Yang ling , Shannxi 712100 , China)

Abstract:Changes in 5 cold resistant physiology indexes w ere investigated in reproductive organs during variation of natu-

ral temperature in three main variaties of almond kernel(Armeniaca vulgaris Lam).The results show ed that , with the

variation of natural temperature , leathal temperature(LT50)presented rising trend , superoxide dismutase(SOD)activity

and soluble sugar content"M"type change t rend , peroxidase(POD)activity and proline content similar variation , over-

all declining.The order for cold resistance of three varieties as follows:Baiyubian>Youyi>Longwangmao.The cold re-

sistance of different developmental stages as :dormant >bud expanding>f lower bud>florescence>young fruiting.Ac-

cording to the variation of cold hardinesse , we can take measures in proper period to avoid freezing cold.

Keywords:Almond apricot(Armeniaca vulgaris Lam);Cold resistance;Physiological indexes
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