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外源水杨酸对低温下杏花抗氧化酶和CBF转录因子表达的影响 
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摘要: 为探讨水杨酸(SA)对杏花抗寒性的影响机制, 以早熟品种‘骆驼黄’杏的显蕾期花枝为试材, 分析–2 ℃的低温下适宜

浓度SA及其抑制剂ABT和PAC对杏花MDA、抗氧化酶和CBF转录因子的影响。结果表明, –2 ℃低温条件下, 对照和2个
SA抑制剂处理的杏花细胞膜系统均受到严重伤害,  CAT、POD和SOD等抗氧化酶活性降低, MDA含量明显升高。而SA预

处理的杏花在低温胁迫期间抗氧化酶活性增强, MDA含量比对照和抑制剂处理的有明显降低且相对稳定。通过荧光定量

检测CBF转录因子的表达水平, 表明SA能诱导杏花CBF基因的表达, 尤其在低温处理3 h时, SA预处理的杏花中CBF的表达

量明显高于对照和SA抑制剂处理。由此认为, 适宜浓度的外源SA可能是通过调控低温下杏花中CBF转录因子的表达、增

强细胞的抗氧化酶活性, 减轻低温造成的膜脂过氧化伤害, 从而在一定程度上增强了杏花的抗寒性。
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Abstract: In order to explore the mechanism of exogenous salicylic acid (SA) induced chilling resistance of 
apricot flowers, the twigs with flower-buds of apricot plant (Prunus armeniaca L. cv. ‘Luotuohuang’) were 
selected as experimental materials. The levels of MDA, antioxidant enzymes and the expression of CBF gene 
were investigated in apricot flowers during –2 ℃ chilling stress with pretreated with H2O, 0.1 mmol·L-1 SA and 
SA inhibitors (ABT and PAC), respectively. The results showed that pretreatments with H2O, ABT and PAC 
decreased the activities of superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD) and catalase (CAT), and increased 
the MDA content during chilling stress. In contrast, 0.1 mmol·L-1 SA pretreatment enabled apricot flowers to 
maintain higher activities of these three enzymes and a lower level of MDA to weaken oxidative injury induced 
by chilling temperature. The real-time RT-PCR analysis indicated that the expression of CBF gene could be 
induced by SA and the level of CBF was much higher than that in pretreatments with H2O, ABT and PAC, 
especially under chilling stress for 3 h. However, the CBF expression induced by SA was weakened with the 
chilling time prolonging. Taken together, it was considered that the suitable exogenous SA (0.1 mmol·L-1) 
enhanced chilling tolerance in apricot flower maybe through induction of CBF transcription factor and 
activations of antioxidative capacity, such as, POD, POD and CAT. 
Key words: apricot (Prunus armeniaca) flower; antioxidant enzymes; CBF; chilling; salicylic acid 

杏树作为公认的抗旱“先锋”树种, 在农村经

济发展及生态环境建设中的地位日益重要, 尤其

在华北、西北、东北等北方地区被广泛种植。在

北方果树栽培中, 杏树几乎是春季开花最早的果

树, 而杏花期正值早春气温急剧变化时期, 此时抗

寒力较低的花朵, 尤其是雄蕊和雌蕊, 常常遭受“倒
春寒”危害而造成杏园大幅度的减产或绝收, 给生

产带来巨大损失(王飞1999; 彭伟秀等2002; 孟庆瑞

等2008)。许多研究表明, 水杨酸(salicylic acid, SA)
是重要的能够激活植物过敏反应和系统获得性抗

性的内源信号分子。除了参与植物抵抗病害等生

物胁迫外, 外施SA还可提高植物对高温、干旱、
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盐渍以及重金属离子等多种非生物胁迫的抵抗能

力。在抗寒性方面, 适当浓度的外源SA能提高小

麦、烟草、西瓜和枇杷等多种植物幼苗或幼果的

抗寒性(Taşgın等2006; Yang等2008; 刘国强等2009; 
邓世媛等2012)。另外, 植物低温驯化过程中的关

键性调控因子CBF (C-repeat binding factor)在植物

的抗逆性研究中也日益受到关注, 广泛参与植物

的抗冷性调节(Takuhara等2011; Wisniewski等2011; 
Zhou等2012)。并有研究表明, 拟南芥CBF1转录因

子在转基因烟草中受低浓度SA诱导表达, 且不影

响烟草的生长发育(崔百明等2007)。可见, SA和

CBF均与植物的抗寒性密切相关, 但目前还鲜见关

于SA诱导杏花抗冷性及其诱导机制的报道。因

此, 本文通过对杏花进行适宜浓度的SA溶液及其

抑制剂处理, 分析低温条件下杏花中膜保护酶活

性和CBF转录因子的表达变化, 从而探讨SA诱导

杏花抗寒性的机制, 为SA在减轻果树晚霜危害的

应用中提供理论依据。

材料与方法 

1  材料与处理 
1.1  材料

选择早熟品种‘骆驼黄’杏(Prunus armeniaca 
L. cv. ‘Luotuohuang’) 5~8年生大树, 在显蕾期剪取

35~45 cm长(有25~30朵花蕾)的一年生花枝, 带回

实验室进行试验处理。

1.2  外源SA浓度的筛选试验处理

将花枝放入盛有0.01、0.1、0.5、1.0和10.0 
mmol·L-1

的SA水溶液的烧杯中进行溶液培养加喷

施(内含0.3%的Tween 20)处理, 以清水处理为对照, 
在常温(20~22 ℃)下吸收2 h, 之后转入(–2±0.5) ℃, 
进行3 h的低温处理。

1.3  适宜浓度外源SA及其抑制剂处理。

将花枝放入盛有SA (0.1 mmol·L-1, 试验确定

的使用适宜浓度)及其抑制剂0.1 mmol·L-1
多效唑

(paclobutrazol, PAC)、0.1 mmol·L-1 1-氨基苯并三

唑(1-aminobenzotriazole, ABT)溶液的烧杯中进行

溶液培养加喷施(内含0.3%的Tween 20)处理, 以清

水处理为对照, 在常温(20~22 ℃), 下吸收2 h。之

后转入(–2±0.5) ℃进行0、3和6 h的低温处理。

每个处理设3次重复, 每次重复采用10~15个

花枝。处理之后摘取花朵, 用液氮速冻后置–80 ℃
下保存, 用于生理指标测定和基因表达分析。

2  指标测定

2.1  丙二醛(MDA)含量测定

参照Dhindsa等(1981)的TBA比色法, 最后采

用公式C=6.45(D532–D600)–0.56D450来计算MDA含

量, 结果以nmol·g-1 (FW)表示。

2.2  膜保护酶CAT、POD和SOD的提取与活性测定

取0.5 g材料加入5 mL提取缓冲液[50 mmol·L-1

磷酸缓冲液、1% (W/V) PVPP、5 mmol·L-1 DTT和
1% (V/V) PMSF], 液氮研磨, 匀浆以12 000×g、4 ℃
下离心10 min, 上清液为酶提取液。

SOD测定参照Dhindsa等(1981)的方法, 以抑

制NBT光化学还原50%为1个酶活力单位, 结果以

U·mg-1 (蛋白)计算。POD活性测定参照Kalir等
(1984)的愈创木酚法, 以∆OD470变化0.01为1个酶活

力单位, 结果以U·mg-1 (蛋白)·min-1
计算。CAT活性

测定参照Zhang等(2005)的方法, 以1 min内OD240减少

0.1为1个酶活力单位, 结果以U·mg-1 (蛋白)计算。 
2.3  CBF荧光定量PCR
2.3.1  引物设计与合成

依据荧光实时定量PCR引物设计原则, 根据

近缘物种梅子CBF/DREB基因的保守序列(Gen-
Bank登录号HM099910.1), 用Primer 5.0设计引

物。CBF基因上游引物: 5' GGAGTAGGGAC-
AACAACAAGTG 3'; 下游引物: 5' TCTCAG-
CCGTAGGATAGGTC 3'。用这对引物在‘骆驼黄’
杏上只扩增出一个CBF基因。选择同源的中国樱

桃Actin为内参基因研究杏花中CBF的表达。Actin
基因上游引物: 5' CAATGTGCCTGCCATGTATG 
3'; 下游引物: 5' CCAGCAGCTTCCATTCCAAT 3' 
(Huang等2008)。引物由上海生工生物工程有限公

司合成。  
2.3.2  杏花RNA的提取和荧光定量PCR扩增分析

采用Trizol试剂盒, 提取杏花的总RNA, 并对

总RNA进行1.2%琼脂糖凝胶电泳检测其完整

性 ,  利用NanoDrop分光光度计进行浓度和纯度的

测定。

参考Miura等(2007)的方法, 根据BioTeke公司

生产的2×SYBR Real-Time PCR Premixture PR7002
说明书进行。反应在BIO-RAD iCycler Thermal 
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Cycler 96-Well Thermal Sealing Ring PCR仪上进行, 
采用三步法, 95 ℃预变性3 min; 95 ℃变性 15 s, 62 
℃退火15 s, 72 ℃延伸 15 s, 45 个循环; 循环后设

置75.0~99 ℃每隔0.5 ℃时读取荧光值生成融解曲

线。根据标准曲线所得的线性计算公式, 将样品

的临界循环值Ct代入公式, 得到其相对浓度。同一

模板中目的基因和对照基因的相对浓度的比值即

为目的基因相对表达水平。样本和内参分别设3
个重复。

实验结果

1  外源SA浓度的筛选

丙二醛(MDA)是膜脂过氧化作用的最终产物, 
是膜系统受害的重要标志之一。由图1可见, 低温

处理3 h时, 膜系统受到了不同程度的伤害, 不同浓

度SA处理的杏花MDA含量变化不同, 0.01、0.1和
0.5 mmol·L-1 SA预处理的杏花中MDA含量都低于

清水对照处理, 而较高浓度(1.0和10.0 mmol·L-1) 
SA预处理的杏花MDA含量高于对照处理。这表

明, 低于0.5 mmol·L-1
的SA溶液预处理杏花枝, 可增

强花器的低温抗性, 而高于1.0 mmol·L-1
的SA溶液

处理不但不能增强低温抗性, 反而会加剧杏花的

低温伤害。另外, 在低浓度范围内, 相对较低和较

高浓度的预处理对杏花低温抗性的影响都不明显, 
而0.1 mmol·L-1 SA溶液预处理可明显降低低温胁

迫下杏花的MDA含量,  因此认为, 0.1 mmol·L-1
是

最适的外源SA施用浓度。本文中以后的SA处理

实验均是采用0.1 mmol·L-1
溶液。

2  低温胁迫下外施SA及其抑制剂对杏花MDA含

量和保护酶活性的影响

图2表明, 在常温下, 喷施SA及其抑制剂对杏

花细胞内的MDA含量没有明显影响, 各处理间没

有显著差异。而低温处理3 h后, 各处理杏花细胞

内的MDA含量都有所升高, 并随低温时间延长略

有增加, 这表明细胞受到了不同程度的低温伤害, 
并随低温处理时间延长而略有加重。在2个低温

处理时间段, 喷施SA的杏花MDA含量都明显低于

其他3个处理, 这表明外施SA可以明显延缓低温引

起的膜脂过氧化作用, 从而减轻膜系统损伤。

CAT、SOD和POD是植物体内抵御活性氧伤

害的重要的抗氧化酶类。结果(图3)显示, 进入低

温胁迫处理前, 4个处理的杏花细胞中的3种抗氧化

酶的活性水平都没有明显的差异。而进入低温期

间, SA预处理的杏花在低温处理3 h时SOD活性大

幅增加, 随着低温胁迫时间的延长, 酶活性有所下

降, 胁迫6 h下降为165.2 U·mg-1 (蛋白)。但仍高于

低温前的活性值108.1 U·mg-1 (蛋白)。喷水的对照

处理和2种抑制剂处理的杏花细胞中的SOD活性

却呈现出与SA预处理后明显不同的变化趋势, 这3
种处理的SOD活性随低温时间的延长而逐渐下降, 

图1  不同浓度SA预处理对低温胁迫后杏花MDA含量的影响

Fig.1  Effects of different concentrations of SA pretreatment on 
the level of MDA in apricot flowers after chilling treatment

不同字母表示处理间差异显著(P<0.05)。下图同此。

图2  低温胁迫下不同处理对杏花MDA含量的影响

Fig.2  Effects of H2O, SA, ABT and PAC pretreatment on the 
level of MDA in apricot flowers during chilling treatment
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ABT处理的SOD活性最低, 并且在各个低温时期

的活性都显著低于SA处理。

图4  低温胁迫下不同处理对杏花内CBF表达水平的影响

Fig.4  Effects of H2O, SA, ABT and PAC pretreatment on the 
level of CBF in apricot flowers during chilling treatment

图3  低温胁迫下不同处理对杏花内SOD、 
POD和CAT活性的影响

Fig.3  Effects of H2O, SA, ABT and PAC pretreatment on 
activities of SOD, POD and CAT in apricot 

flowers during chilling treatment

低温期间, 随着时间的延长, 4种处理的POD活

性都有不同程度的下降。SA处理的POD活性显著高

于对照和ABT处理的, 与PAC处理的差异不显著。

CAT活性的变化与SOD和POD有所不同, 在
低温处理3 h时, 除对照和ABT处理外, SA或PAC预
处理的CAT活性都有不同程度的增加, SA处理的

活性增加最多, 明显高于其他处理。随着低温处

理时间延长至6 h, 对照与SA处理的CAT活性有所

下降, 对照处理迅速下降至10.93 U·mg-1 (蛋白), 明
显低于低温前的16.15 U·mg-1 (蛋白)。而2种抑制

剂处理的CAT活性相对稳定, 受低温影响较小, 但
活性值仍然低于SA处理的。

以上结果表明, SA预处理可维持或增强杏花

在低温条件下的抗氧化酶活性, 降低细胞膜脂过

氧化, 从而增强杏花的抗寒性。

3  低温胁迫下外施SA对杏花CBF表达的影响

由图4可见, 在常温条件下, 各处理对杏花中

CBF基因的表达量均有影响, SA预处理显著诱导

杏花中CBF的表达, 而抑制剂ABT和PAC则抑制基

因表达。转入低温胁迫后, 所有处理中CBF的表达

量都明显增加, 但随着低温时间的延长, 对照和

PAC处理的CBF基因的表达量继续呈增加趋势, 而
SA和ABT处理在低温6 h时的CBF表达量有所回

落, 但仍高于低温处理前的表达水平。在整个处

理期间, SA预处理的杏花CBF表达量都一直高于

其他3个处理。由此认为, 杏花中CBF基因可能存在

组成型表达和诱导型表达两种类型, SA可诱导CBF
的表达, 并且与低温相结合能加强其诱导表达。
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讨　　论

1  外源SA可增强杏花的抗寒性

诸多研究表明, 外源SA可以增强多种植物的

抗寒性。但SA的作用因使用浓度不同导致其作用

效果也不同。Yang等(2008)研究表明, 适宜浓度

SA可增强西瓜的耐冷性; 而高浓度则降低抗氧化

酶活性, 削弱西瓜的耐冷能力。耿广东等(2002)认
为, 在低温条件下, SA浓度越大, 其对提高茄子抗

寒性的作用越强。另外, 低浓度SA与高浓度SA对

鸭梨离体花序的作用也是不一样的。低浓度

(0.002 mmol·L-1) SA可以抑制膜脂过氧化, 从而延

缓花的衰老, 而0.02~0.2 mmol·L-1 SA可以促进膜

脂过氧化, 加速梨花衰老(田志喜等2001)。
不同作物所对应的SA适宜浓度也不同。1.0 

mmol·L-1 SA是增强西瓜幼苗和烤烟耐冷性的适宜

浓度(Yang等2008; 邓世媛等2012)。70 mg·L-1 (约
0.5 mmol·L-1) SA是增强枇杷幼果抗寒性的最适

浓度 (刘国强等2009)。番茄以300 mg·L-1 (约2.2 
mmol·L-1) SA处理的效果最佳(李艳军等2006)。郭

守华等(2004)认为, 在桃树初花期喷施20 mg·L-1 
(约0.15 mmol·L-1)的SA可强化某些抗性指标, 降低

花期0 ℃的低温伤害。本文结果表明, 在低温条件

下, 0.1 mmol·L-1 SA处理的杏花枝, 其花朵中的

MDA含量最低, 是提高杏花耐冷性的适宜浓度(图
1)。另外, 高浓度SA不仅起不到抗寒性效果(图1), 
还会抑制花蕾的发育进程(结果未列出)。
2  外源SA可提高低温条件下杏花的抗氧化酶活性

已有的外源SA对SOD和POD影响的研究结果

基本一致 ,  即施用适宜浓度的SA可增强植物的

SOD和POD活性(Chan和Tian 2006; Yang等2008)。
本文与此相一致, 0.1 mmol·L-1 SA处理的杏花中

SOD和POD活性在低温下明显高于清水对照和抑

制剂PAC与ABT处理(图3), 使MDA含量降低(图2), 
减轻了–2 ℃低温引发的膜脂过氧化作用, 从而减

轻了杏花的低温伤害。 
而SA对CAT影响的研究结果存在分歧, 有研

究认为SA能抑制CAT活性, 并增强植物的抗逆性

(Chan和Tian 2006; Shi和Zhu 2008)。在低温条件

下, 外源SA可以增强PPO活性, 降低CAT和POX活

性, 实现增强冬小麦的耐冷性(Taşgın等2006)。而

有的研究结果表明, SA是通过增强CAT的活性来

提高植物的低温耐性(邓世媛等2012)。
SA作为信号分子能够激发植物的防御反应。

但也有研究表明, 环境胁迫会引起内源SA的产生, 
如果内源SA浓度过高便会引起氧化伤害(Sawada
等2006)。SA缺失突变体nahG能增强抵御非生物

胁迫的能力。并有研究认为, CAT是SA的受体, SA
与CAT结合而导致CAT活性降低(Chen等1993; 
Ruffer等1995)。ABT是内源SA生物合成途径中的

关键酶benzoic 2-hydroxylase (BA2H)的抑制剂, 通
过抑制BA2H来控制SA的积累, 可以减轻盐胁迫和

高温引起的氧化伤害(Sawada等2006; Pan等2006)。
而PAC是SA生物合成的另一个抑制剂, 仅抑制结

合态SA (SAG)的生物合成, 但不能抑制自由态SA
的高温诱导性剧增(Liu等2006)。本试验中, 与清

水对照处理相比, 外源SA处理在常温下对CAT活
性有一定的抑制作用, 而ABT和PAC两种抑制剂处

理的杏花CAT活性则高于对照(图3), 由此推测可

能是常温下, SA预处理后, 杏花吸收的SA可以与

植物体内的CAT相结合从而降低其活性。而低温

胁迫引起的H2O2和内源SA等信号分子物质可以激

发植物自身的防御系统, 从而使CAT等抗氧化酶活

性增强。随着低温时间的延长, 内源SA的含量增

加, 对照和外源SA处理的CAT活性都有不同程度

的降低, 而抑制剂处理的杏花中CAT活性却呈上升

趋势, 可能是低温胁迫诱导下, 对照与外施SA处理

的杏花细胞中内源SA浓度积累到了较高水平, 与
CAT结合而影响了CAT活性, 而抑制剂处理则减弱

了这一影响。在整个低温处理期间, 外源SA预处

理的杏花CAT活性都明显高于抑制剂处理和对照

处理。

3  外源SA可增强低温下杏花中CBF转录因子的表

达水平

CBF是植物所特有的转录因子, 由逆境胁迫

诱导产生后, 可激活其他一系列依赖DRE/CRT顺
式作元件的抗逆功能基因的表达, 从而增强植物

对干旱、低温及高盐等逆境的抗性(Agarwal等2006; 
Medina等2011)。在拟南芥中, 过量表达CBF1和
CBF3均可显著提高拟南芥的抗冻能力。葡萄中

VvCBF2、VvCBF4、VvCBFL和VvZFPL 4个基因

的超表达均能增强葡萄的耐冷性(Takuhara等2011)。
小麦WCBF2基因转入烟草中, 可诱导烟草Cor/Lea
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基因的表达, 增强其抗冻性(Takumi等2008)。转拟

南芥CBF3基因的烟草对低温具有更好的适应能力

(刘荣梅等2010)。来源于拟南芥的CBF1基因导入

草莓中可以提高草莓对低温胁迫的抵抗力(金万梅

等2007)。苹果中转入桃的CBF转录因子可导致短

日照诱导休眠, 增强抗冷性(Wisniewski等2011)。
可见, CBF的表达与植物抗冷性密切相关。CBF的
诱导表达能在一定程度上减轻低温伤害, 但并不

能完全避免低温对杏花的伤害, 所以, 低温处理6 h
时, 对照和PAC处理中CBF的表达量虽比3 h时略

有增加, 但仍没能阻止低温带来的氧化伤害和MDA
含量的增加(图2和4)。

通常情况下, CBF只有在低温或其它逆境条

件下才能诱导表达, 即诱导型表达。番茄果实中

LeCBF1在非低温条件下不表达, 且在低温下的表

达受外源乙烯和1-MCP (乙烯的竞争性抑制剂)的
调控(Zhao等2009)。葡萄中VvCBF2、VvCBF4、
VvCBFL、VvZFPL 4个基因在不同组织中的表达

形式不同, 在叶片中4个基因均是低温诱导表达, 
而在卷须中全是组成型表达, 在花中仅VvZFPL是
组成型表达(Takuhara等2011)。另外, 在常温下SA
处理可调控荠菜CbCBF的表达及CBF途径中抗冷

相关基因CbICE53、CbCOR15a、CbCOR15b、
CbCAX51和CbRCI35的表达。SA对荠菜CbCBF的
表达是短暂的诱导作用, 相对于未处理之前, 其表

达量在处理后1 h时上调非常明显, 之后逐渐下调

(周明琦2010)。本试验结果也表明SA有诱导CBF
表达的作用, 同时也表明CBF的表达受低温诱导。

随着低温时间的延长, 对照和PAC处理的CBF基因

的表达量继续呈增加趋势, 而SA和ABT处理在低

温6 h时的CBF表达量有所回落(图4)。低温对CBF
的诱导表达可能有一个时间相关性。LeCBF1在2 
℃低温处理2和16 h的番茄果实中有2个高峰(Zhao
等2009)。Miura和Ohta (2010)在拟南芥上的研究

结果表明, DREB1A/CBF3在常温下几乎不表达, 在低

温3 h达到一峰值, 随着低温时间的延长, DREB1A/
CBF3表达量逐渐减少; 至24 h时, 降低至接近常温

时的水平。茶树CBF基因在低温诱导4 h开始表达, 
在8 h左右表达量最高, 然后开始下降, 但仍维持在

一个较高的水平(陈暄等2009)。本研究结果与后

者相似。
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