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5 个海巴戟种质低温胁迫下的抗寒性评价

赵 帅，阙艳鹏，夏栋楠，符文英
(海南大学 热带农林学院，海口 570228)

摘 要: 笔者以东南亚收集到的野生海巴戟种质 WT1a，WT1b，WT2，WT3 和 WT4 为实验材料，通过室内模
拟低温胁迫对 5 个海巴戟种质进行相关生理指标测定和分析，并运用隶属函数法对 5 个种质的抗寒性进行
评价，结合田间的实验观察进一步验证 5 个海巴戟种质的抗寒能力。结果表明，相对电导率、MDA 含量和
POD酶活性可作为海巴戟抗寒性评价的参考指标;5 个海巴戟种质中 WT1a种质的抗寒能力最强，WT4 的抗
寒能力较差;通过数据的变化情况，推测低温胁迫后的 4 ～ 6 d是海巴戟寒害发生的时间临界点。
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海巴戟(Morinda citrifolia Linn)为茜草科巴戟天属植物，又名太海滨木巴戟、榭树、印桑椹［1］。原产地
为南太平洋群岛，多年生阔叶灌木或小乔木，是一种典型的热带植物，主要分布在热带和亚热带地区

［2］。

我国的海巴戟主要分布在海南岛、西沙群岛以及台湾岛［3］。海巴戟果实在太平洋一带一直被认为是“仙
果”，当地人利用海巴戟的根、茎、叶、果实来治疗疼痛，心脏不适，精神压抑，消化不良等疾病。海巴戟果
实被证明是一种典型的低钠高钾的保健食品，具有良好的保健养生价值

［4］。研究结果表明，海巴戟具有
保护肝脏

［5］、消除毒瘾、稳定情绪、提高机体免疫力的作用［6］，同时还具有促进消化、减少疼痛等诸多功
效
［7］，其多糖物质能够抑制肿瘤

［8］。由于海巴戟自身的药用价值使其种植需求越来越大。目前海南生产
上种植的海巴戟品种，其抗寒能力差，而海南冬季极端低温天气常出现大面积寒害，给生产造成严重影

响，寒害已成为严重制约海南海巴戟产业发展的瓶颈。目前海巴戟的育种研究一直还在种质资源的收集
和核心种质构建的层面，尚未见对海巴戟抗寒性的研究报道。笔者开展海巴戟抗寒生理研究，旨在筛选
抗寒种质，促进海巴戟产业的发展。

1 材料与方法

1． 1 试验材料 本试验材料由海南万维生物制药技术股份有限公司海巴戟种质圃提供(表 1)。
1． 2 生理指标的测定 笔者选取 10 ℃作为海巴戟叶片低温处理的温度［9］。选择长势一致无病害、长有
8 ～ 10 片完全展开叶的实生海巴戟幼苗置于 ZＲX-300D 智能人工气候培养箱持续低温处理，相对湿度控
制在 85%。分别于 0，1，2，4，6，12 d 依次取样，测定各项生理指标，取样时选取层次相同、叶龄一致、成熟
且正常的叶片作为实验材料。相对电导率采用浸泡法测定，脯氨酸含量采用茚三酮比色法测定，可溶性
糖含量采用蒽酮比色法测定，MDA含量采用硫代巴比妥酸法测定，SOD 酶活性采用羟胺法测定，POD 酶
活性采用催化过氧化氢反应的原理测定，每次实验设计 3 个重复。
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表 1 参试的海巴戟种质材料

Tab． 1 Morinda citrifolia Linn germplasm materials under test

材料 Material 来源地 Origin 树体形态 Tree shape 果实大小 Fruit size

万维 1 号 Wanwei 1 海南 Hainan 茂密 Lush 大 Big

万维 2 号 Wanwei 2 海南 Hainan 茂密 Lush 大 Big

WT1a 海南 Hainan 稀疏 Sparse 小 Small

WT1b 海南 Hainan 茂密 Lush 中 Medium

WT2 泰国 Thailand 稀疏 Sparse 小 Small

WT3 新加坡 Singapore 稀疏 Sparse 小 Small

WT4 马来西亚 Malaysia 稀疏 Sparse 小 Small

1． 3 抗寒性综合评价 采用隶属函数值法对海巴戟的抗寒性进行综合评价。用模糊数学的隶属度公式
对相对电导率、脯氨酸含量、可溶性糖含量、MDA 含量、SOD 酶活性、POD 酶活性各项指标测定值进行定
量转换:指标值与抗寒性成正相关:Zij(正) = (Xij － Xjmin) /(Xjmax － Xjmin);指标值与抗寒性成负相关:Zij

(反) = 1 － (Xij － Xjmin) /(Xjmax － Xjmin)。公式中 Zij表示 i品种 j指标的抗寒性隶属函数值;Xij表示 i 品种 j

指标的测定值;Xjmax，Xjmin分别代表各品种中指标的最大测定值和最小测定值。将每个品种的各指标抗寒
性隶属值累加起来，求平均值，隶属值越大抗寒性越强。
1． 4 田间寒害的调查 2016 年 1—2 月间，海南万宁地区恰遇低温天气影响，位于万宁境内的海巴戟种
质圃受到了很严重寒害影响，海巴戟的寒害症状迅速出现，造成了大面积的海巴戟种苗死亡。田间试验
在万宁海南万维生物制药技术股份有限公司海巴戟种质圃进行，采用 5 点取样的试验方法，以长势基本
一致，无病害的 30 棵海巴戟小苗为 1 个小区，统计寒害过后第 3 天每个小区的海巴戟小苗的生长情况，以
万维 1 号和万维 2 号做对照组。通过寒害观察统计致死率和萎蔫率，从 200 多个海巴戟种质中筛选出初
具抗寒能力的材料作为进一步的验证材料，评价各海巴戟种质的抗寒能力。
1． 5 数据分析 采用 Excel 和 SPSS19． 0 软件进行统计处理，数据采用 Duncan 法进行多重比较，用
GraphPad Prism 5 作图，DPS软件进行显著性检验。

图 1 低温胁迫下 5个海巴戟种质 MDA含量的变化
Fig. 1 Changes of MDA contents of 5 accessions of Morinda

citrifolia Linn germplasm under low temperature stress

图 2 低温胁迫下 5个海巴戟种质相对电导率的变化
Fig. 2 Changes of relative conductivity of 5 accessions of

M. citrifolia Linn germplasm under low temperature stress
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2 结果与分析

2． 1 5 个海巴戟种质各生理指标对低温胁迫的响应
2． 1． 1 膜系统对低温胁迫的响应 寒冷逆境胁迫下，膜脂过氧化程度越低，MDA 含量和相对电导率越
低，抗寒性越强。由图 1 可以看出，0 ～ 2 d，海巴戟对低温胁迫表现出积极的应激反应，各个种质的 MDA

含量都出现了急剧下降，可能是由于保护酶发挥了作用，通过清除细胞内活性氧和自由基，从而使细胞膜

07 热 带 生 物 学 报 2018 年



过氧化程度降低;2 ～ 4 d，各种质的 MDA含量急剧上升，说明该段时间内各种质的细胞膜过氧化程度显著
增大;6 ～ 12 d，各种质的 MDA 含量持续缓慢上升。在该段时间 MDA 含量的变化中，WT1a 的 MDA 含量
一直保持最低水平，由此推测 WT1 的抗寒性较好。由图 2 可以看出，各种质的相对电导率一直表现为上
升的趋势，在 2 ～ 4 d时间段上升最明显，说明该段时间细胞膜过氧化程度显著上升;通过对各种质相对电
导率的比较，WT1a一直保持在一个最低的水平，结果表明 WT1a的抗寒性较好。
2． 1． 2 渗透调节物质对低温胁迫的响应 可溶性糖和脯氨酸是理想的渗透调节物质，在逆境胁迫下，可
溶性糖和游离脯氨酸的含量会大量的积累，以缓解逆境对植物的伤害，故植物体内可溶性糖和脯氨酸的

含量越高植物的抗逆性越强。由图 3，4 可知，各种质可溶性糖和游离脯氨酸的含量呈上升趋势。0 ～ 1 d

各种质可溶性糖含量上升很显著，说明各种质产生了很强的应激反应;0 ～ 4 d 各种质的脯氨酸含量上升
缓慢，变化不明显;2 ～ 12 d 各种质的可溶性糖含量缓慢上升，6 ～ 12 d 各种质的脯氨酸含量大幅度的上
升，说明脯氨酸的保护作用比可溶性糖强。
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图 3 低温胁迫下 5个海巴戟种质可溶性糖含量的变化

Fig. 3 Changes of soluble sugar contents of 5 accessions of
M. citrifolia Linn germplasm under low temperature stress
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图 4 低温胁迫下 5 个海巴戟种质脯氨酸含量的变化
Fig. 4 Changes of PRO contents of 5 accessions of M. citrifolia

Linn germplasm under low temperature stress
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图 5 低温胁迫下 5个海巴戟种质 POD活性的变化
Fig. 5 Changes of POD activity of 5 accessions of M. citrifolia

Linn under low temperature stress
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图 6 低温胁迫下 5 个海巴戟种质 SOD 活性的变化
Fig.6 SOD activity changes of 5 accessions of M. citrifolia

Linn germplasm under low temperature stress
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2． 1． 3 保护酶对低温胁迫的响应 逆境胁迫下，SOD 能够将超氧化物阴离子自由基快速氧化为过氧化
氢和分子氧，POD 能催化过氧化物分解，从而降低对植物细胞膜的伤害，增强植物的抗逆性，故 SOD 和
POD的活性与植物的抗逆性成正相关性。由图 5 和图 6 可知，0 ～ 4 d各种质的 SOD活性都有不同程度的
上升，但各种质的 POD活性变化不明显;4 ～ 6 d，WT1a和 WT3 的 POD 活性显著上升，其他 3 个种质上升
缓慢，5 个种质的 SOD活性缓慢上升;6 ～ 12 d，5 个种质的 SOD 活性和 POD 活性都维持在一个比较高的
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水平缓慢增长，说明 5 个种质依然有较强的清除活性氧自由基的功能;在该段实验时间中 WT1a 和 WT3

的 POD活性一直处于最高和次高水平，实验结果表明，WT1a和 WT3 2 个种质的抗寒性较好。
2． 2 抗寒性综合评价
2． 2． 1 各种质生理指标差异显著性分析 从 2． 1 的分析结果来看，5 个种质 0 ～ 4 d在低温胁迫下表现出
积极的应激反应，各生理指标的变化趋势不明显，从第 6 天开始各个种质的生理指标变化出现了明显的
规律，因此，选用第 6 天的数据进行差异显著性分析。结果表明，各种质的 MDA含量、可溶性糖含量、SOD

活性差异都表现为显著水平，MDA含量差异表现为极显著水平。各种质的相对电导率，POD 活性除 WT2

和 WT1b没有达到显著水平，其他均表现为显著水平。各种质的脯氨酸含量除 WT2 和 WT4 没有达到显
著水平，其他均表现为显著水平。

表 2 5 个海巴戟种质生理指标差异显著性分析

Tab． 2 Significant differences in various physiological indicators among 5 accessions of M． citrifolia Linn germplasm

生理指标

Physiological
index

种质

Germplasm

5%显著
水平

5% Signifi-
cant level

1%极显著
水平

1% Highly
signifi
cant level

生理指标

Physiological
index

种质

Germplasm

5%显著
水平 5%
Significant
level

1%极显著
水平

1% Highly
significant
level

相对电导率

Ｒelative conduc-
tivity

WT4 a A

WT2 b AB

WT1b b B

WT3 c C

WT1a d C

丙二醛

MDA

WT2 A

WT4 B

WT1b C

WT3 D

WT1a E

可溶性糖

Soluble sugar

WT2 a A

WT3 b B

WT1a c C

WT1b d D

WT4 e D

脯氨酸

PＲO

WT3 a A

WT1b b B

WT1a c B

WT2 d C

WT4 d C

过氧化物酶

POD

WT1a a A

WT3 b B

WT4 c B

WT1b d C

超氧化物

歧化酶

SOD

WT4 a A

WT1a b B

WT3 c C

WT2 d C

2． 2． 2 隶属函数分析 从 2． 1 的分析结果来看，5 个种质 0 ～ 4 d 各生理指标的变化趋势不明显，从第 6

天开始各个种质的生理指标变化出现了明显的规律，因此选用第 6 天的数据用模糊数学隶属度公式进行
定量转换(表 3)。综合评价后，各海巴戟种质在 10 ℃低温胁迫下的抗寒性由高到低的排序为:WT1a ﹥
WT3 ﹥ WT2 ﹥ WT1b﹥ WT4。对 5 个海巴戟种质抗寒性排序与各生理指标的隶属函数值进行相关性分
析，结果表明，相对电导率与抗寒性大小的相关性最大，相关系数绝对值为 0． 926，MDA 含量和 POD 活性
与抗寒性大小的相关性也比较大，相关性系数绝对值分别为 0． 744 和 0． 738，可溶性糖含量与抗寒性大小
的相关系数绝对值为 0． 540，脯氨酸含量变化程度与抗寒性大小的相关系数绝对值为 0． 498，SOD 活性与
抗寒性大小的相关系数绝对值最小，为 0． 014。根据各生理指标与抗寒性大小的绝对相关值的大小，初步
确定相对电导率、MDA含量、POD活性可作为海巴戟抗寒性评价的参考指标。
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表 3 不同海巴戟种质抗寒性综合评价结果

Tab． 3 Comprehensive evaluation of cold resistance of different accessions of M． citrifolia Linn germplasm

种质

Germplasm
丙二醛

MDA

相对电导率

Ｒelative
conductivity

可溶性糖

Soluble
sugar

脯氨酸

PＲO

过氧化

物酶

POD

超氧化物

歧化酶

SOD

综合评定结果

Comprehensive
assessment results

排序

Sorting

WT1a 1． 000 1． 000 0． 426 0． 496 1． 000 0． 755 0． 779 5 1

WT1b 0． 458 0． 313 0． 146 0． 715 0． 033 0 0． 277 5 4

WT2 0 0． 175 1． 000 0． 162 0 0． 330 0． 277 8 3

WT3 0． 645 0． 800 0． 663 1． 000 0． 36z0 0． 524 0． 665 3 2

WT4 0． 164 0 0 0 0． 216 1． 000 0． 230 0 5

相关系数绝对值

Absolute value of
correlation
coefficient

0． 744 0． 926 0． 540 0． 498 0． 738 0． 014

2． 3 田间寒害调查结果 田间试验统计数据见图 7，试验结果表明，WT1a，WT1b，WT2，WT3 和WT4 共 5

个海巴戟种质都表现出了一定的抗寒能力，除 WT4 外其他各种质没有出现死亡植株。同时也可以看出
WT1a的正常株占 97%，抗寒能力最强，WT3 的正常株占 90%，抗寒能力其次。这与隶属性函数法综合评
价的结果相同。

死亡率 mortality 萎蔫率 Wilting rate 正常率 Normal rate
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图 7 田间统计数据
Fig.7 Field statistic data

万维 1 号
Wargwei1

3 讨 论

本研究的生理指标分析和田间试验统计的实验结果表明，5 个海巴戟种质以 WT1a 的抗寒性最好，

WT3 其次，本实验结果将为海巴戟抗寒育种提供材料基础。本试验的 5 个海巴戟种质均为枝叶稀疏、果
实较小、产量低的种质，同时还存在发芽难，发芽率低的问题，这些问题严重的影响了海巴戟的产量。本
试验的对照品种万维 1 号，万维 2 号则是出苗率高、生长势旺盛、植株高大、产量高的农艺性状优秀的品

种
［10］，但和普遍的栽培品种一样均为不抗寒品种，严重影响了海巴戟的种植推广。如何将抗寒性状与高

产性状相结合将是今后海巴戟育种研究的重点，故筛选抗寒的海巴戟种质，选育抗寒高产的海巴戟品种

非常重要。本实验为以后的抗寒育种提供了重要材料依据。

从本实验的各种质生理指标的差异显著性分析可以看出，各种质的生理指标的差异性较大，从客观

上反应了试验数据的科学性。隶属函数法综合评价的结果与田间的寒害观察结果基本吻合，说明隶属函
数法综合评价方法具有较高的可靠性。在前人的抗寒性研究中，多为直接通过生理指标来评价其试样的
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抗逆性，这可能使得最终的评价结果与真实情况不吻合，也可能会出现不同的生理指标所得的结果存在

差异，此研究方法很难反应出植物品种的真实情况
［11］。虽然抗寒形态指标最能反应海巴戟抗寒特性，但

是在具体的试验操作过程中，抗寒形态指标的获得非常费时费力，因此，建议采用隶属函数法对海巴戟抗

寒性进行综合评价。

低温胁迫过程中，膜脂过氧化程度越低，抗寒性越强，各海巴戟种质的 MDA 含量和相对电导率越低
对应的抗性越强。可溶性糖和脯氨酸均为渗透调节物质，可溶性糖作为一种保护物质，低温条件下可以
提高细胞液浓度，防止原生质过度脱水，保护原生质胶体

［12］，当植物受到逆境胁迫的时候会积累大量的可

溶性糖和脯氨酸。当温度降低到一定程度，植株渗透调节物质迅速降低，抗氧化酶系统则起主要的作
用
［13］，POD和 SOD能够催化过氧化物的分解，从而降低对细胞膜的伤害，提高植物的抗逆性［14］。在低温
胁迫下，海巴戟的各生理指标的反应都是随着时间的延长而变得更加严重，但各生理指标的值在 0 ～ 4 d

会出现一定的波动，且数值的变化幅度不大。本研究中各种质的 MDA含量在低温胁迫的前 2 d出现了明
显的下降;各种质的可溶性糖含量、脯氨酸含量和 POD活性在低温胁迫的前 4 d 出现了小幅度的波动，变
化趋势不明显，出现这种情况可能是由于植物体内对低温胁迫的短时应激性引起的。从第 6 天开始，各
个生理指标出现了上升趋势且变得很有规律，MDA 含量在第 2 天出现第 1 个拐点，在第 6 天出现第 2 个
拐点。海巴戟没有类似的胁迫试验，但是有研究者在进行木薯的低温处理试验中，部分木薯的种茎相对
电导率

［15］、蔗糖含量［16］、POD酶活性［17］和 SIA活性［18］在 2 ～ 4 d出现波动后，明显表现出抗逆信号，且推
测第 2 ～ 4 天是木薯寒害发生的时间临界点［18］。因此，笔者推测第 4 ～ 6 天为海巴戟寒害发生的临界点。
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Evaluation of Cold Ｒesistance of Five Accessions of Morinda
citrifolia Linn Germplasm under Low Temperature Stress

ZHAO Shuai，QUE Yanpeng，XIA Dongnan，FU Wenying
( Institute of Tropical Agriculture and Forestry，Hainan University，Hainkou，Hainan 570228，China)

Abstract: Five accessions of wild germplasm of Morinda citrifolia Linn，WT1a，WT1b，WT2，WT3 and WT4，
were collected in the Southeast Asia and used as experimental materials． They were treated indoor with low tem-
perature to determine and analyze their physiological indexes． Cold resistance ability of the five accessions was e-
valuated by the membership function method，and then verified in field trials through experimental observation．
The results showed that conductivity，MDA content and POD activity could be used as reference indices for eval-
uation of the cold resistance of M． citrifolia Linn． The accession WT1a showed the highest cold resistance，while
the accession WT4 had the lowest cold resistance． It is inferred that the time threshold for cold injury of M． citri-
folia Linn be 4 － 6 days after low temperature stress was imposed on M． citrifolia Linn．
Keywords: Morinda citrifolia Linn; cold resistance; low temperature stress; membership function method;

physiological index
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