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叶面喷施褪黑素对低温胁迫下南瓜幼苗生长
和生理特性的影响

白如意,宋希梅,沈 健,贾蓝溪,程永安,马建祥*,张 显

(西北农林科技大学
 

园艺学院,陕西杨凌
 

712100)

摘 要:以南瓜品种‘永安2号’幼苗为试验材料,采用室内盆栽实验,在叶面喷施不同浓度(0、50、100、150、200和

300
 

μmol·L
-1)褪黑素(MT)后进行低温(10

 

℃/7
 

℃)胁迫处理,考察幼苗生长指标以及相对电导率、抗氧化酶活

性、渗透调节物质含量等抗逆生理指标的变化,初步探讨外源褪黑素缓解南瓜幼苗低温冷害的生理机制。结果表明:
(1)在低温胁迫条件下,南瓜幼苗出现叶片萎蔫失水、边缘失绿褪色、向内卷曲等冷害症状;幼苗株高、茎粗、鲜重、干重

和壮苗指数等生长指标及叶片相对叶绿素含量均显著降低;叶片相对电导率、MDA含量和O
-·
2 产生速率显著升高

50%以上,超氧化物歧化酶、过氧化物酶、过氧化氢酶、抗坏血酸过氧化物酶、谷胱甘肽还原酶、脱氢抗坏血酸还原酶

活性以及可溶性糖、可溶性蛋白和脯氨酸含量也大多显著升高。(2)与低温胁迫处理相比,叶面喷施不同浓度褪黑素

后,南瓜幼苗叶片冷害症状均得到不同程度恢复,并以100
 

μmol·L
-1

 

MT处理生长状态最好,植株形态表型与对照

已没有明显差异;幼苗生长指标以及叶片相对叶绿素含量、6种抗氧化酶活性、3种渗透调节物质含量均不同程度提

高,并随着 MT浓度升高均先升后降,且均在100
 

μmol·L
-1

 

MT处理最高。研究发现,外源褪黑素能通过提高叶片

叶绿素含量、增强抗氧化酶活性、增加渗透调节物质积累,显著降低低温冷害造成的膜质过氧化程度,有效减轻低温

胁迫对南瓜幼苗的伤害,增强其抵抗低温能力,恢复幼苗的正常生长,且喷施浓度为100
 

μmol·L
-1 时效果最佳。
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Abstract:
 

With
 

the
 

pumpkin
 

variety
 

‘Yong’
 

an
 

No.2’
 

seedlings
 

as
 

the
 

tested
 

material,
 

we
 

adopted
 

the
 

in-
door

 

pot
 

experiment,
 

sprayed
 

different
 

concentrations
 

(0,
 

50,
 

100,
 

150,
 

200
 

and
 

300
 

μmol·L
-1)

 

of
 

me-
latonin

 

(MT),
 

and
 

then
 

carried
 

out
 

low
 

temperature
 

(10
 

℃/7
 

℃)
 

stress
 

treatment,
 

to
 

investigate
 

the
 

changes
 

of
 

seedling
 

growth
 

index,
 

relative
 

electric
 

conductivity,
 

antioxidant
 

enzyme
 

activity,
 

osmoregula-
tion

 

substance
 

content
 

and
 

other
 

physiological
 

indexes
 

of
 

stress
 

resistance,
 

and
 

preliminarily
 

explore
 

the
 

physiological
 

mechanism
 

of
 

exogenous
 

melatonin
 

alleviating
 

chilling
 

injury
 

of
 

pumpkin
 

seedlings.
 

The
 

re-
sults

 

showed
 

that:
 

(1)
 

under
 

cold
 

stress,
 

pumpkin
 

seedlings
 

showed
 

symptoms
 

of
 

chilling
 

injury
 

such
 

as
 

leaf
 

wilting,
 

water
 

loss,
 

edge
 

chlorosis
 

and
 

discoloration,
 

inward
 

curling,
 

etc.
 

The
 

growth
 

indexes
 

such
 

as
 

plant
 

height,
 

stem
 

diameter,
 

fresh
 

weight,
 

dry
 

weight
 

and
 

strong
 

seedling
 

index
 

and
 

the
 

relative
 

chloro-



phyll
 

content
 

of
 

leaves
 

were
 

significantly
 

decreased.
 

The
 

relative
 

electric
 

conductivity,
 

MDA
 

content
 

and
 

O
-·
2

 production
 

rate
 

of
 

leaves
 

were
 

significantly
 

increased
 

by
 

more
 

than
 

50%,
 

and
 

the
 

activities
 

of
 

superox-
ide

 

dismutase,
 

peroxidase,
 

catalase,
 

ascorbic
 

acid
 

peroxidase,
 

glutathione
 

reductase,
 

dehydroascorbic
 

acid
 

reductase,
 

soluble
 

sugar,
 

soluble
 

protein
 

and
 

proline
 

were
 

also
 

significantly
 

increased.
 

(2)
 

Compared
 

with
 

the
 

cold
 

stress
 

treatment,
 

the
 

chilling
 

injury
 

symptoms
 

of
 

pumpkin
 

seedling
 

leaves
 

were
 

recovered
 

to
 

dif-
ferent

 

degrees
 

after
 

spraying
 

different
 

concentrations
 

of
 

melatonin
 

on
 

the
 

leaves,
 

and
 

the
 

growth
 

state
 

of
 

100
 

μmol·L
-1

 

MT
 

treatment
 

was
 

the
 

best,
 

and
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

plant
 

mor-
phology

 

and
 

phenotype
 

and
 

the
 

control.
 

The
 

seedling
 

growth
 

index,
 

the
 

relative
 

chlorophyll
 

content
 

of
 

leaves,
 

the
 

activities
 

of
 

six
 

antioxidant
 

enzymes,
 

and
 

the
 

contents
 

of
 

three
 

osmoregulatory
 

substances
 

all
 

increased
 

to
 

varying
 

degrees,
 

and
 

all
 

increased
 

first
 

and
 

then
 

decreased
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

MT
 

concentra-
tion,

 

and
 

all
 

were
 

the
 

highest
 

under
 

100
 

μmol·L
-1

 

MT
 

treatment.
 

The
 

study
 

found
 

that
 

exogenous
 

me-
latonin

 

could
 

increase
 

the
 

chlorophyll
 

content
 

of
 

leaves,
 

enhance
 

the
 

activities
 

of
 

antioxidant
 

enzymes,
 

in-
crease

 

the
 

accumulation
 

of
 

osmoregulation
 

substances,
 

significantly
 

reduce
 

the
 

degree
 

of
 

membrane
 

peroxi-
dation

 

caused
 

by
 

low
 

temperature
 

chilling
 

injury,
 

effectively
 

reduce
 

the
 

damage
 

of
 

cold
 

stress
 

on
 

pumpkin
 

seedlings,
 

enhance
 

their
 

ability
 

to
 

resist
 

low
 

temperature,
 

and
 

restore
 

the
 

normal
 

growth
 

of
 

seedlings,
 

and
 

the
 

spraying
 

concentration
 

of
 

100
 

μmol·L
-1

 

had
 

the
 

best
 

effect.
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characteristics
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stress
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  南瓜(Cucurbita
 

moschata)是葫芦科南瓜属一

年生蔓生草本植物,分布地域广,在中国各地均有种

植[1],不仅营养丰富,还具有多种食疗保健作用及药

用价值[2-3]。低温是限制瓜类作物产量和品质的重

要因素之一[4]。低温会改变生物膜透性,导致代谢

紊乱,抑制光合作用和能量供给,引起植物体内氧化

物质积累,从而抑制植物生长,降低农作物产量[5]。
南瓜为喜温植物,生长适宜温度为20~30

 

℃,低于

15
 

℃生长不良,在早春设施栽培时,低温及气温回

暖后的倒春寒都会对南瓜幼苗发育产生影响,进而

影响南瓜产量和品质[6]。因此,研究低温胁迫下怎

样提高南瓜抗冷性具有重要的理论与实践意义。
褪黑素(melatonin,MT),又称松果体素,是一

种重要的植物生长调节剂[7]。有研究表明,褪黑素

在调控植物生长发育,帮助植物抵御干旱、高温、高
盐、重金属等非生物胁迫及细菌和真菌病害方面具

有重要作用[8-9]。除上述各种胁迫外,褪黑素在提高

植物低温抗性方面的研究也有很多报道。如赵海亮

等[10]研究发现低温下施用外源褪黑素可以平衡光

系统Ⅱ的能量分布,增强叶绿体中 AsA-GSH 循环

的活性氧清除效率,进而缓解低温引起的光抑制。
高青海等[11]研究发现,低温弱光下外源褪黑素可以

通过提高黄瓜幼苗抗氧化酶活性、叶片质膜及液泡

膜H+-ATP酶活性等来降低质膜过氧化水平,保持

细胞膜的完整性和功能,从而增强黄瓜幼苗对低温

弱光的适应性,维持其正常生长。李贺等[12]研究表

明,在低温胁迫下施加外源褪黑素可以提高大豆V1

期光合速率,增加抗氧化酶活性,减轻膜脂过氧化反

应并调节渗透物质含量,从而缓解低温胁迫伤害,提
高大豆幼苗耐冷能力。包宇等[13]研究表明,外源褪

黑素可通过增强番茄幼苗的POD、SOD活性和大

幅度提高脯氨酸含量来降低相对电导率及 MDA含

量,使叶片细胞内的生理反应保持一种动态平衡,缓
解活性氧代谢失调,以提高番茄植株的抗冷性。

目前,外源褪黑素对植物抗寒性影响的研究已

经有一定的进展,但关于南瓜的相关研究较少,本试

验以南瓜幼苗为材料,采用叶面喷施褪黑素的方法,
研究其对低温胁迫下南瓜幼苗生长和生理指标的影

响,以期进一步揭示褪黑素调控南瓜抗冷性的生理

机制,同时筛选出褪黑素的适宜喷施浓度,为褪黑素

在设施南瓜生产上的应用提供理论指导。

1 材料和方法

1.1 试验材料及幼苗培养

试验材料为南瓜品种‘永安2号’,种子由西北

农林科技大学园艺学院瓜类课题组提供;褪黑素购

买于北京索莱宝生物科技有限公司。挑选大小一

致、颗粒饱满的南瓜种子,温汤浸种4
 

~
 

6
 

h后,用
纱布包裹放入28

 

℃恒温培养箱催芽至种子露白。
发芽的种子播种至50孔穴盘,待幼苗长至1叶1心

时,将幼苗移栽到营养钵(7
 

cm×7
 

cm×7.5
 

cm)
中,每钵种植1株。供试土壤为蛭石和商业育苗基

质(陕西杨凌裕丰种业有限公司)按1∶3的体积比

均匀混合而成。在光照培养箱中育苗,设置生长条
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件为:昼/夜温度28
 

℃/20
 

℃、光周期12
 

h、光通量

密度(PPFD)600
 

μmol·m
-2·s-1,正常水分管理。

至3叶1心期,选取生长均匀一致的南瓜幼苗用于

试验处理,每个处理20株,重复3次。

1.2 试验设计

试验共设置0、50、100、150、200和300
 

μmol·

L-1
 

6个褪黑素(MT)浓度水平,并根据前人研究及前

期试验结果设置常温和低温两个温度水平,昼/夜温

度分别为25
 

℃/15
 

℃和10
 

℃/7
 

℃。具体处理组合:
(1)CK,常温处理;(2)T0,低温处理+0

 

μmol·L
-1

 

MT;(3)T50,低温处理+50
 

μmol·L
-1

 

MT;(4)T100,

低温处理+100
 

μmol·L
-1

 

MT;(5)T150,低温处理+

150
 

μmol·L
-1

 

MT;(6)T200,低温处理+200
 

μmol·

L-1
 

MT;(7)T300,低温处理+300
 

μmol·L
-1

 

MT。
每天傍晚进行褪黑素叶喷处理(以叶面凝成水

滴又不滴下为准),隔1天喷1次,共处理3次,第3
次处理完12

 

h后进行低温处理,其他生长条件不

变。低温处理6
 

d后,测定南瓜幼苗的生长指标(株
高、茎粗、鲜重、干重)、叶片相对叶绿素含量和相对

电导率,并采集叶片测定相关生理指标。每个处理

取5株,重复3次。

1.3 测定指标及方法

1.3.1 生长指标 使用直尺测量南瓜幼苗的株高

(植株子叶节基部到顶部心叶的距离);使用游标卡

尺测量南瓜幼苗的茎粗(与子叶展开方向平行的子

叶节粗度);鲜重测定要先用自来水洗净植株,再用

蒸馏水冲洗3遍,吸水纸擦干,用电子天平称量鲜

重;干重测定需要先将南瓜幼苗置于烘箱中105
 

℃
杀青15

 

min,75
 

℃烘干至恒重,用电子天平称取干

重,据此计算壮苗指数(茎粗/株高×全株干重)[14]。

1.3.2 叶绿素含量 相对叶绿素含量用叶绿素测

定仪SPAD-502测定[15]。选取距离幼苗生长点第3
片完全展开叶,进行SPAD值测定,每张叶片选取3
个不同位置分别读数,并取平均值。

1.3.3 相对电导率 采用电导仪测定[16]。取新鲜

南瓜叶片0.1
 

g,洗净擦干后放到加有20
 

mL去离

子水的50
 

mL离心管中,室温放置24
 

h,用电导仪

测定水溶液的电导率C1;再放入100
 

℃沸水浴中15
 

min,取出放入自来水冷却10
 

min,在室温下测其煮

沸电导率C2;最后根据公式(C1/C2×100%)计算

相对电导率(REC)。

1.3.4 O
-·
2 产生速率 参考王爱国等[17]方法测定。

称取0.15
 

g研磨均匀的叶片样品加入3
 

mL
 

50
 

mmol·L-1
 

pH
 

7.8
 

的PBS,冰浴放置30
 

min,4
 

℃、12
 

000
 

r/min离心10
 

min,上清液即为待测酶

液。取0.2
 

mL酶液,加入0.6
 

mL
 

PBS和0.2
 

mL
盐酸羟胺,25

 

℃水浴保温20
 

min后,再加1
 

mL对-
氨基苯磺酸、1

 

mL
 

α-萘胺,25
 

℃水浴30
 

min后,测
定530

 

nm处的吸光度。

1.3.5 MDA 含量 采用硫代巴比妥酸(TBA)
法[18]测定。称取0.15

 

g研磨均匀的叶片样品加入

2.5
 

mL
 

10%
 

TCA,8
 

000
 

g离心15
 

min,然后取1
 

mL上清液加入1
 

mL
 

TBA反应液;煮沸15
 

min,拿
出立刻放入冰中停止反应;10

 

000
 

g离心10
 

min
后,测定上清液在450、532

 

nm处的吸光度。

1.3.6 SOD、POD和CAT活性 称取0.3
 

g研磨

均匀的叶片样品加入6
 

mL
 

50
 

mmol·L-1
 

pH
 

7.8
的磷酸缓冲液,冰浴放置30

 

min后,4
 

℃、12
 

000
 

g
离心10

 

min,上清液即为提取的粗酶液,用于超氧

化物歧化酶(SOD)、过氧化物酶(POD)、过氧化氢

酶(CAT)活性的测定。
(1)SOD活性:采用氮蓝四唑(NBT)还原法[18]测

定。酶反应体系为50
 

mmol·L-1
 

pH
 

7.8磷酸缓冲

液、136
 

mmol·L-1 甲硫氨酸、750
 

μmol·L
-1 氮蓝

四唑、100
 

μmol·L
-1 乙二胺四乙酸二钠、20

 

μmol·

L-1 核黄素、0.5
 

mL蒸馏水和0.1
 

mL粗酶液(对照

加0.1
 

mL蒸馏水),其中一管对照放置黑暗条件下作

空白管,将其余各管在光下反应20
 

min,以空白调0,
测定反应液在560

 

nm处的吸光度。
(2)POD活性:采用愈创木酚比色法[18]测定。酶

反应体系为50
 

mmol·L-1
 

pH
 

7.8磷酸缓冲液680
 

μL、250
 

mmol·L-1 愈创木酚100
 

μL、20
 

μL酶液,最后

加入200
 

mmol·L-1
 

H2O2 启动液200
 

μL,立即测定

470
 

nm处的吸光度,每隔15
 

s读数1次,共测2
 

min。
(3)CAT活性:采用紫外吸收法[19]测定。酶反

应体系为
 

50
 

mmol·L-1
 

pH
 

7.0磷酸缓冲液780
 

μL、20
 

μL酶液,最后加入200
 

mmol·L-1
 

H2O2 启

动液200
 

μL,立即测定240
 

nm的吸光度,每隔10
 

s
读数1次,共测1.5

 

min。

1.3.7 APX、GR和DHAR活性 称取0.2
 

g研磨

均匀的叶片样品加入4
 

mL
 

50
 

mmol·L-1
 

pH
 

7.5
的磷酸缓冲液,冰浴放置30

 

min后,4
 

℃、12
 

000
 

g
离心10

 

min,上清液即为提取的粗酶液,用于抗坏

血酸过氧化物酶(APX)、谷胱甘肽还原酶(GR)、脱
氢抗坏血酸还原酶(DHAR)活性的测定。

(1)APX活性:采用过氧化氢法[20]测定。酶反

应体系为50
 

mmol·L-1
 

pH
 

7.3磷酸缓冲液580
 

7085期    
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μL、1
 

mmol·L-1 乙二胺四乙酸二钠100
 

μL、5
 

mmol·L-1 抗坏血酸100
 

μL、20
 

μL酶液,最后加

入5
 

mmol·L-1
 

H2O2 启动液200
 

μL,立即测定290
 

nm的吸光度,每隔5
 

s读数1次,共测1.5
 

min。
(2)GR活性:采用比色法[20]测定。酶反应体系

为100
 

mmol·L-1
 

pH
 

8.0
 

Tris-HCl
 

640
 

μL、10
 

mmol·L-1 乙二胺四乙酸二钠100
 

μL、2.5
 

mmol
·L-1

 

GSSG
 

120
 

μL、20
 

μL酶液,最后加入1
 

mmol
·L-1

 

NADPH 启动液120
 

μL,立即测定340
 

nm
的吸光度,每隔5

 

s读数1次,共测1.5
 

min。
(3)DHAR活性:参考Nakano

 

Yoshiyuki等[20]的

方法测定。酶反应体系为100
 

mmol·L-1
 

pH
 

7.0
 

Hepes-KOH
 

640
 

μL、25
 

mmol·L-1 还原型谷胱甘肽

(GSH)120
 

μL、1
 

mmol·L-1 乙二胺四乙酸二钠100
 

μL、20
 

μL酶液,最后加入2
 

mmol·L-1 氧化态脱氢

抗坏血酸(DHA)启动液120
 

μL,立即测定265
 

nm的

吸光度,每隔10
 

s读数1次,共测1.5
 

min。

1.3.8 渗透调节物质含量 (1)游离脯氨酸含量:
采用磺基水杨酸法[19]测定。称取0.2

 

g研磨均匀

的叶片样品加入2
 

mL磺基水杨酸,沸水浴中提取

10
 

min,冷却后,6
 

000
 

g离心10
 

min;取1
 

mL上

清,并加入1
 

mL蒸馏水、1
 

mL冰醋酸、2
 

mL酸性

茚三酮,沸水浴中显色1
 

h,冷却后加2
 

mL甲苯,涡
旋震荡0.5

 

min,静置分层,吸取红色甲苯相,在520
 

nm处测定吸光度。(2)可溶性蛋白含量:采用考马

斯亮蓝法[19]测定。称取0.2
 

g研磨均匀的叶片样

品,加入10
 

mL蒸馏水,取2
 

mL匀浆于离心管中,

5
 

000
 

g离心10
 

min,上清液即为蛋白质提取液。吸

取蛋白质提取液0.1
 

mL,加入0.9
 

mL蒸馏水和5
 

mL考马斯亮蓝G-250试剂,充分混合,放置2
 

min
后在595

 

nm 比色,记录吸光值。(3)可溶性糖含

量:采用蒽酮比色法[19]测定。称取1
 

g研磨均匀的

叶片样品,放入研钵中,加入5
 

mL
 

80%乙醇溶液,

80
 

℃水浴30
 

min,溶液冷却到室温后3
 

500
 

g
 

下离

心10
 

min,上清液转入25
 

mL容量瓶中,再向沉淀

中加入5
 

mL
 

80%乙醇,如上法重复提取2次,将上

清液合并于25
 

mL容量瓶中,并定容至刻度;吸取

提取液2
 

mL(稀释50倍,0.1
 

mL提取液+
 

4.9
 

mL
蒸馏水),与标准管同样操作(空白为2

 

mL蒸馏水

+5
 

mL蒽酮硫酸),记录620
 

nm吸光值。

1.4 数据处理

采用Excel
 

2019和Origin
 

2019进行数据整理和

作图,用SPSS
 

20.0软件进行单因素方差分析,采用

Duncan新复极差法进行差异显著性检验(α=0.05)。

2 结果与分析

2.1 外源褪黑素对低温胁迫下南瓜幼苗生长的影响

图1显示,南瓜幼苗生长在低温胁迫后受到明

显抑制,叶片萎蔫失水,边缘失绿褪色,向内卷曲

(T0);外源褪黑素处理可以不同程度地影响南瓜幼

苗在低温胁迫下的生长状态。其中,与 T0 处理相

比,T50 处理下叶片生长状况最差,叶片虽略有恢

复,但边缘明显发黄干枯;T100 处理下幼苗生长状态

良好,植株表型与CK相比没有明显差异;随褪黑素

浓度的升高(T150~T300),幼苗生长又逐渐受到抑

制,叶片逐渐卷曲。
同时,从表1可知,与CK相比,低温胁迫使南

瓜幼苗生长受到显著抑制(T0),其单株株高、茎粗、
鲜重、干 重 和 壮 苗 指 数 分 别 下 降 了 27.79%、

20.94%、69.78%、56.76%和51.85%,并以鲜重下

降幅度最大。南瓜幼苗单株株高、茎粗、鲜重、干重

和壮苗指数在不同浓度的外源褪黑素处理下均比T0
处理显著增加,且各指标均随着褪黑素浓度增加呈

先增加后降低的变化趋势,并均在 T100 处理下最

大,分别是 T0 处理的1.33、1.23、2.24、1.66和

1.54倍,并以鲜重增加最大。可见,低温胁迫显著抑

CK表示常温下喷施清水对照,T0、T50、T100、T150、T200 和T300 分别表示喷施0、50、100、

150、200、300
 

μmol·L
-1

 

MT后昼夜10
 

℃/7
 

℃低温处理。下同

图1 叶面喷施褪黑素对低温胁迫下南瓜幼苗表型的影响

CK
 

means
 

spraying
 

clean
 

water
 

at
 

room
 

temperature
 

as
 

control.
 

T0,
 

T50,
 

T100,
 

T150,
 

T200 and
 

T300 represent
 

the
 

low
 

temperature
 

treatment
 

at
 

10
 

℃/7
 

℃
 

day
 

and
 

night
 

after
 

spraying
 

0,
 

50,
 

100,
 

150,
 

200
 

and
 

300
 

μmol·L
-1

 

MT.
 

The
 

same
 

as
 

below

Fig.1 Effect
 

of
 

foliar
 

spraying
 

of
 

melatonin
 

on
 

the
 

phenotypes
 

of
 

pumpkin
 

seedlings
 

under
 

cold
 

stress
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制了南瓜幼苗的生长,叶面喷施适宜浓度外源褪黑

素能有效缓解低温胁迫对南瓜幼苗生长的抑制作

用,并以100
 

μmol·L
-1

 

MT处理效果最佳。

2.2 外源褪黑素对低温胁迫下南瓜幼苗叶片叶绿

素含量的影响

  从图2可以看出,南瓜幼苗叶片相对叶绿素含量

(SPAD)在低温处理下(不同程度)比CK显著下降

19.44%,在不同浓度外源褪黑素处理下又比T0 处理

不同程度提高,且随着外源褪黑素浓度的升高呈先升

高后下降的变化趋势,并在T100 处理下叶绿素含量最

高,但仅T100、T150 处理与T0 处理差异显著,而T50、

T150、T200、T300 处理间均无显著性差异。可见,喷施

适宜浓度的外源褪黑素能显著提高低温胁迫处理下

南瓜幼苗叶片叶绿素含量,并以T100 处理效果最佳。

2.3 外源褪黑素对低温胁迫下南瓜幼苗叶片相对

电导率、MDA含量和O
-·
2 产生速率的影响

  由图3可知,南瓜叶片相对电导率、MDA含量

柱状图上不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。下同

图2 外源褪黑素对低温胁迫下南瓜幼苗

叶片叶绿素含量的影响

Different
 

normal
 

letters
 

indicate
 

significant
 

differences
 

between
 

different
 

treatments
 

(P<0.05).
 

The
 

same
 

as
 

below

Fig.2 Effect
 

of
 

exogenous
 

MT
 

on
 

chlorophyll
 

content
 

in
 

leaves
 

of
 

pumpkin
 

seedling
 

under
 

cold
 

stress

和O
-·
2 产生速率在T0 处理下均显著高于CK,分别

增加60.40%、84.25%和52.94%。叶面不同浓度

喷施褪黑素均能不同程度降低低温胁迫下南瓜叶片

相对电导率、MDA含量和O
-·
2 产生速率,且降低幅

度随着褪黑素浓度的增加先降低后升高,并在T100、

T150、T200 处理下降幅均达到显著水平,其中以T100
处理效果最佳,分别比T0 处理显著降低29.59%、

图3 外源褪黑素对低温胁迫下南瓜幼苗叶片相对电导率、

MDA含量和O
-·
2 产生速率的影响

Fig.3 Effect
 

of
 

exogenous
 

MT
 

on
 

relative
 

electric
 

conductivity,
 

MDA
 

content
 

and
 

O
-·
2

 generation
 

rate
 

in
 

leaves
 

of
 

pumpkin
 

seedling
 

under
 

cold
 

stress

表1 叶面喷施褪黑素对低温胁迫下南瓜幼苗生长的影响

Table
 

1 Effect
 

of
 

foliar
 

spraying
 

of
 

MT
 

on
 

growth
 

characteristics
 

of
 

pumpkin
 

seedlings
 

under
 

cold
 

stress

处理
Treatment

株高
Plant

 

height/cm
茎粗

Stem
 

diameter/cm
鲜重

Fresh
 

weight/g
干重

Dry
 

weight/g
壮苗指数

Seedling
 

index

CK 13.53±0.18a 4.87±0.03a 11.25±0.42a 0.74±0.04a 0.27±0.01a

T0 9.77±0.12e 3.85±0.08c 3.40±0.12e 0.32±0.01d 0.13±0.01d

T50 11.17±0.26c 4.41±0.09b 6.69±0.24c 0.43±0.05c 0.17±0.02bc

T100 12.97±0.18a 4.75±0.04a 7.63±0.20b 0.53±0.02b 0.20±0.01b

T150 12.03±0.32b 4.42±0.10b 6.61±0.18c 0.44±0.02bc 0.16±0.01cd

T200 11.40±0.25bc 4.27±0.05b 5.84±0.25d 0.37±0.02cd 0.14±0.01cd

T300 10.43±0.09d 4.03±0.06c 5.18±0.10d 0.36±0.02cd 0.14±0.01cd

注:同列不同的小写字母表示差异显著(P<0.05)。下同

Note:
 

The
 

different
 

normal
 

letters
 

in
 

same
 

column
 

indicate
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).
 

The
 

same
 

as
 

below
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图4 外源褪黑素对低温胁迫下南瓜幼苗叶片抗氧化酶活性的影响

Fig.4 Effect
 

of
 

exogenous
 

MT
 

on
 

antioxidant
 

enzyme
 

activities
 

in
 

leaves
 

of
 

pumpkin
 

seedling
 

under
 

cold
 

stress

30.37%和30.77%。可见,喷施适宜浓度的褪黑素

能有效减轻低温胁迫对南瓜幼苗生长造成的伤害,
浓度过高反而会削弱缓解效果。

2.4 外源褪黑素对低温胁迫下南瓜幼苗叶片抗氧

化酶活性的影响

  从图4可以看出,南瓜幼苗叶片SOD、POD、

CAT、APX、GR和DHAR的活性在低温胁迫下(T0)
都比CK有不同程度的提高,且增幅除CAT、POD活

性外均达到显著水平;同时,叶面喷施不同浓度褪黑

素后南瓜幼苗叶片SOD、POD、CAT、APX、GR和

DHAR的活性均比相应的T0 处理不同程度升高,且
增幅大多达到显著水平;6种酶活性均随着褪黑素浓

度的增加而先升高后下降,并均在T100 处理下保持最

高水平,分别比相应 T0 处理显著提高75.87%、

54.91%、41.52%、75.76%、160.21%和240.46%。
以上结果表明适宜浓度褪黑素能显著提高低温胁迫

下南瓜幼苗相关抗氧化酶活性,从而增强其抵抗低

温胁迫的能力,并以T100 处理效果最佳。

2.5 外源褪黑素对低温胁迫下南瓜幼苗叶片渗透

调节物质含量的影响

  图5显示,经过低温胁迫后,南瓜幼苗叶片渗透

物质含量都比CK有一定程度的提高,且可溶性糖

和可溶性蛋白含量与CK相比增幅均达到显著水平;

图5 外源褪黑素对低温胁迫下南瓜幼苗叶片可溶性糖、

可溶性蛋白和脯氨酸含量的影响

Fig.5 Effect
 

of
 

exogenous
 

MT
 

on
 

soluble
 

sugar,
 

soluble
 

protein
 

and
 

proline
 

contents
 

in
 

leaves
 

of
 

pumpkin
 

seedling
 

under
 

cold
 

stress
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同时,幼苗叶片各渗透物质含量在叶面喷施不同浓

度外源褪黑素后均比 T0 处理显著提高,且随着褪

黑素浓度增加先升高后降低,并均在T100 处理下含

量最高,此时可溶性糖、可溶性蛋白和脯氨酸含量分

别比 相 应 T0 处 理 提 高 17.82%、115.73% 和

65.56%。可见,低温胁迫能诱导南瓜幼苗叶片渗透

物质含量的增加,喷施不同浓度的外源褪黑素能有

效显著提高低温胁迫下南瓜叶片渗透物质的含量,
进一步增强幼苗抵御低温胁迫的能力。

3 讨 论

低温是植物生长发育过程中常见的自然灾害之

一,低温胁迫会抑制光合电子传递进而导致活性氧

(ROS)的积累,使植物生长受到抑制,并影响生物

量的积累[21]。褪黑素在植物的生长发育中发挥着

重要作用,不仅促进植物种子萌发及幼苗生长,还能

提高植物对低温、干旱等非生物胁迫的耐受性,缓解

胁迫对植物生长的抑制作用[22]。在本试验中,南瓜

幼苗的生长在低温胁迫下(10
 

℃/7
 

℃)受到显著抑

制,而在叶面喷施不同浓度的褪黑素后,幼苗株高、
茎粗、鲜重、干重等明显增加,并以100

 

μmol·L
-1

 

MT处理增幅最大,这与李欠敏等[23]发现适宜浓度

的外源褪黑素能增强大白菜幼苗低温耐受性的结论

类似。同时,叶绿体是光合作用的重要场所,其叶绿

素含量的高低是反映植物光合能力的一个重要指

标[24]。本试验结果表明,南瓜幼苗叶片的相对叶绿

素含量(SPAD)在低温胁迫下显著降低,在外源褪

黑素处理后又显著升高,仍以100
 

μmol·L
-1

 

MT
处理效果最佳,这与侯雯关于褪黑素能提高低温胁

迫下玉米SPAD值的研究结论相似[25]。这表明外

源褪黑素能缓解低温胁迫引起的南瓜幼苗叶片叶绿

素降解,有效减轻低温胁迫对南瓜幼苗生长的抑制

作用,从而促进南瓜幼苗生长,且以100
 

μmol·L
-1

 

MT处理效果最佳。
当植物受到低温胁迫后,活性氧产生和清除的

平衡受到破坏,活性氧大量积累,加剧膜脂过氧化作

用,使膜的结构和功能遭到破坏,引起一系列生理生

化代谢紊乱,进而影响植物生长发育[26-28]。许多研

究证明,MDA含量、相对电导率和O
-·
2 产生速率可

以反映出细胞膜受到外界逆境伤害的程度以及植物

的抗逆性[29-30]。同时SOD、POD、CAT、APX、GR、

DHAR等抗氧化酶能有效清除过量积累的活性氧,

减轻其对细胞膜系统的伤害,抑制膜脂过氧化,从而

减轻逆境胁迫对植物细胞的伤害[31-33]。本试验利

用不同浓度外源褪黑素喷施南瓜叶片,发现100
 

μmol·L
-1

 

MT处理能够显著降低低温胁迫下南瓜

叶片中O
-·
2 产生速率、相对电导率和 MDA含量,说

明外源褪黑素处理可能是通过维持细胞膜的稳定,
减轻低温对南瓜幼苗细胞膜的伤害,从而提高南瓜

的耐冷性。本试验研究结果同时表明,在低温胁迫

下,叶面喷施100
 

μmol·L
-1 褪黑素后南瓜叶片中

SOD、POD、CAT、APX、GR、DHAR等抗氧化酶活

性显著提高,这说明适宜浓度的褪黑素可以提高南

瓜叶片抗氧化酶活性,降低细胞膜脂过氧化程度,从
而增强南瓜幼苗耐低温性能,这与吴雪霞等[34]发现

适宜浓度的外源褪黑素可以显著提高茄子叶片中

APX、GR、DHAR等活性的结论类似。推测褪黑素

可能通过调控南瓜幼苗抗氧化酶相关基因表达量,
从而调节抗氧化酶的活性,其分子调控机制还需要

进一步深入研究。
渗透调节物质是植物抵御外界伤害的防御物

质[35]。在低温胁迫下,植物通过积累渗透调节物质

来调节细胞渗透势,以维持正常的细胞膜结构和各

种酶类物质的正常功能[36]。可溶性糖、可溶性蛋白

和游离脯氨酸是植物细胞内重要的渗透调节物质,
通过调节渗透浓度来启动脱落酸的形成,诱发蛋白

质的合成,增加抗寒性[37]。吴燕等[38]研究发现亚

低温条件下外源褪黑素和Ca2+ 浸种处理显著促进

了西瓜幼苗渗透调节物质可溶性糖和脯氨酸的积

累。本研究也发现,低温胁迫下,褪黑素处理明显提

高了南瓜叶片中可溶性糖、可溶性蛋白和脯氨酸含

量,其中100
 

μmol·L
-1 褪黑素处理效果更为明

显,说明叶面喷施褪黑素可以通过诱导南瓜叶片渗

透调节物质的积累,维持渗透势平衡,从而提高南瓜

抵抗低温能力。
综上所述,在10

 

℃/7
 

℃低温胁迫下,叶面喷施

100
 

μmol·L
-1 褪黑素能够显著提高叶片叶绿素含

量,降低 MDA含量、相对电导率和 O
-·
2 产生速率,

提高叶片SOD、POD、CAT、APX、GR、DHAR等抗

氧化酶活性,促进叶片可溶性糖、可溶性蛋白等渗透

调节物质的积累,从而提高南瓜幼苗低温抗性,促进

南瓜幼苗的正常生长。本研究结果为实际生产中南

瓜抗寒栽培提供了理论依据和技术支持,并为南瓜

的抗寒分子育种奠定了理论基础。
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