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Abstract 
In this study, 15 years Zhenong seedless orange triploid hybrid breeding and 30 years diploid fe-
male parent Wenling Orange are used as test materials, to detect and identify the freezing injury 
of the leaves based on freezing injury investigation by using stoma, conductivity, SOD, CAT, MDA, 
ABA, PRO. Stomatal signs showed that the stoma density of Wenling Gaocheng increased by 7.80% 
and the stoma area decreased by 3.65% after freezing injury, while the stoma density of triploid 
hybrid Zhenong seedless orange-pomelo increased by 7.20% and the stoma area decreased by 
5.73% at the same condition. The stomatal density of female parent was significantly higher than 
that of the hybrid progeny before and after freezing injury, but the stomatal area was just the op-
posite. After the freezing injury, the stomatal macroaxis of the triploid hybrid progeny is longer 
than that of female parent, while the minor axis is shorter than that of female parent, and the sto-
matal closure ability is stronger in adversity. After that, the electrical conductivity, functional en-
zyme activity and hormone content were detected and analyzed. Before and after the freezing in-
jury, the female parent’s electrical conductivity was 1.40 times and 1.13 times higher than that of 
the hybrid progeny, which formed a very significant difference. MDA content of Zhenong seedless 
orange triploid hybrid was lower than Wenling Orange. The protein concentration and SOD con-
tent of the hybrid progeny was greater than that of female parent by 32.31% and 44.87% respec-
tively. ABA content and Pro content were 32.66% and 7.06% higher than Wenling Orange, respec-
tively. Lethal temperature of Zhenong seedless orange-pomelo was lower than Wenling-gaocheng 
Tangelo. In conclusion, the comprehensive study showed that, as a triploid hybrid, the freezing re-
sistance of Zhenong seedless orange-pomelo was significantly stronger than that of the diploid 
female parent Wenling-gaocheng Tangelo. Triploid hybrids have obvious advantages in freezing 
resistance, which reflects the characteristics of high-value parents. 
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摘  要 

以15年生投产的三倍体浙农无核橙柚与母本二倍体温岭高橙为试材，在冻害调查的基础上，相继利用气

孔、电导率、LT50、SOD、CAT、MDA、ABA、PRO对叶片的冻害结果进行检测鉴定。气孔体征研究显

示，温岭高橙受冻后的气孔密度增加7.80%、面积减少3.65%，同比，浙农无核橙柚气孔密度增加7.20%、

面积减少5.73%。冻害前后母本气孔密度显著大于杂交后代，面积则与之相反。冻害发生后三倍体杂种

气孔长轴长于母本，短轴短于母本，逆境时闭合能力强。冻害发生前后，母本电导率分别是杂交后代的

1.40倍、1.13倍，形成极显著差异。MDA含量浙农无核橙柚低于温岭高橙。杂交后代的蛋白浓度、SOD
含量分别大于母本32.31%、44.87%。浙农无核橙柚ABA浓度和PRO浓度分别高于母本32.66%和7.06%。

半致死温度的测定结果表明，浙农无核橙柚低于温岭高橙。综合研究认为，浙农无核橙柚作为三倍体杂

种其抗冻性显著强于母本二倍体温岭高橙。三倍体的杂种优势在抗冻性上优势明显，体现了高值亲本的

特点。 
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1. 引言 

柑橘情同其它植物一样都有一定的抗寒性。柑橘属不同品种，不同栽培水平、不同气候条件对于抗

寒能力结果不同。2015 年底浙江省遭受重大冻害，极端温度浙江东部达−9℃~10℃，浙西部达−10℃~11℃，

且都持续 2 d 左右，因此全省柑橘冻害发生率达 90%以上，不少柑橘受冻致死。冻害在热带地区也存在，

2008 年初广西发生大面积冻害，全区近 70%的柑橘面积受冻，直接损失 8 亿元。解决或预防冻害最重要

的因素是品种，为此人们进行了相关的基础研究。刘绍俊[1]进行 21 个柑橘新优品种和 2 个相同品种不同

砧木的抗寒性研究。明确温州蜜柑 8 个品系中，半致死温度(LT50)平均为−9.92℃，抗寒性最强与最弱的

温度相差−2.38℃；橘类 5 个品种中，LT50-9.16℃，抗寒性最强与最弱的温度相差−2.07℃；橙类 5 个品

种中，LT50-8.60℃，抗寒性最强与最弱的温度相差−1.20℃；杂柑类 3 个品种中 LT50-7.95℃，抗寒性最

强与最弱的温度相差−2.26℃。另外明柳甜橘枳壳与酸橘不同砧木组合，枳壳较酸橘抗寒 0.8℃。徐卫平 

Open Access

https://doi.org/10.12677/hjas.2018.81010
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


陈方永 等 
 

 

DOI: 10.12677/hjas.2018.81010 50 农业科学 
 

等认为[2]用蜜橘、金橘、不知火(杂柑)研究抗寒性，结果抗寒性强弱排序为金橘 > 不知火 > 蜜橘，认

为逆境下 MDA 指标上升显著是抗寒力下降的重要表现，MDA 指标对于抗寒品种的选育有着重要技术依

据。陈世林等[3]针对湖北宜昌夷陵区的调查研究认为，柑橘受冻由重到轻依次为杂柑 > 柚 > 橙 > 椪
柑 > 温州蜜柑。查阅相关资料，柑橘受冻目前对于其抗寒性研究主要集中在活性酶、细胞膜透性、Ca2+

为代表的矿质营养、保护地栽培及基础研究方面的抗逆基因发现克隆等方面[4]。PENG 等[5]研究柠檬的

抗寒性，发现 PtrBAM1 是重要的调控基因，转入烟草有较强的忍耐力。AND 等[6]用转录组分析验证，

影响木薯芽的抗寒能力和非生物胁迫的基因有 32 个，起冷应激反应作用。在信号感知和生理反应中所涉

及的生物学过程可能揭示了与热带植物耐寒性有关的分子机制，并为基因改良提供了有用的候选基因。

PENG 等、HUANG 等[7]先后以枳壳为试材，利用 RACE 克隆 PtrBAM1，表明其在枳叶片淀粉降解中起

到了决定性作用，对积累可溶性糖起重要作用。董万鹏等[8]研究低温胁迫对西番莲生理指标的影响，对

西番莲的 POD、SOD、MDA 等 8 个生理指标进行综合分析，总结出西番莲抗寒性的强弱顺序。 
综上所述，冻害对于柑橘的正常生产、生长影响很大，为此，人们采取各种措施予以预防。当然种

性是预防的根本。为此，陈方永等[9]主持育成的三倍体品种“浙农无核橙柚”「ZJ(甜橙类 ＋ 柠檬) × 
温岭高橙」(国家品种权号：CNA20110652.4)在 2015 年、2016 年年初当地柑橘遭受−5℃~−7℃以上低温

绝大部分严重冻害的条件下，叶片基本无损，且在次年后持续丰产稳产，但母本温岭高橙植株冻害严重，

次年基本无产量。既于此，本研究利用这个三倍体杂交后代品种与母本二倍体温岭高橙「Wenling-gaocheng 
Tangelo (Citrus hybrid)」为材料进行亲缘关系的抗寒性分析，以期明确杂交多倍体后代的抗冻性。 

2. 材料和方法 

2.1. 材料 

植株叶片 
2017 年 1 月 15 日以浙江省柑橘研究所资源圃内 15 年生投产的“浙农无核橙柚”和高接 15 年树温岭高

橙为试验取材对象，两者均随机取结果枝上一年生的成龄叶为试材。 

2.2. 方法 

2.2.1. 叶片气孔检测  
参照陈方永等[10]方法进行，取结果枝上一年生的成年叶片，利用人工气候箱在−5℃条件下持续 10 h

后取样，扫描电镜(日立 S4800)观察气孔形状，ImageJ 软件测定气孔大小、密度，每处理重复 3 次。 

2.2.2. 叶片果实电导率检测  
取结果枝上一年生叶片，利用人工气候箱−5℃条件下持续 10 h 后取样，测定电导率值，测定方法参

照徐卫平等[2]，按步骤进行操作，每处理重复三次。 

2.2.3. 半致死温度的检测  
叶片用蒸馏水冲洗干净后用纱布擦干．每个品种叶片用打孔器打取叶圆片 ，每份三个圆叶片置于试

管中，加入 6 ml 蒸馏水，低温处理设为 0℃、−5℃、−10℃、−15℃、−20℃．各保持 24 h，然后放入 4℃
解冻．温度达室温后进行电导率测定．电导率仪于室温下分别测定叶片组织低温处理后和煮沸后的电导

率以此计算组织相对电导率[11]。实验重复三次。对实验数据相对电导率进行 Logistic 回归分析，回归模

型为 y ＝ k/1 ＋ a * e – b * x 数据处理采用 SPSS19.0 软件。 

2.2.4. SOD、CAT、MDA 活性检测  
先进行蛋白浓度，然后进行各个酶活性检测。蛋白检测参照考马斯亮蓝法操作。SOD 活力检测，具
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体参照荧光法操作。CAT 检测，具体参照高锰酸钾滴定法与紫外吸收法操作。MDA 检测，具体参照比

色法操作。3 种测定方法均参照李合生[11]的具体做法。每处理重复三次，数据处理采用 Excel 2007 进行

处理。 

2.2.5. ABA 检测 
参照植物激素酶连免疫分析法[12]组织材料设备，每处理重复三次，数据处理采用 Excel 2007 进行处

理。 

2.2.6. PRO 检测 
方法参照[12]组织材料设备，每处理重复三次，数据处理采用 Excel 2007 进行处理。 

3. 结果与分析 

3.1. 气孔检测  

3.1.1. 气孔形态检测 
从表 1 可见，受冻前温岭高橙气孔密度、面积分别是 427.350 个/mm2、73.368 um2，气孔长短轴为

7.548 um/5.525 um；受冻后气孔密度、面积分别为 460.698 个/mm2、70.688 um2，气孔长短轴为 7.992 
um/6.663 um。与此同时，受冻前浙农无核橙柚的气孔密度、面积分别是 354.722 个/mm2、81.795 um2，

气孔长短轴分别为 8.301 um、6.795 um；受冻后气孔密度、面积分别为 380.249 个/mm2、86.479 um2，气

孔长短轴分别为 8.038 um、6.405 um。 

3.1.2. 气孔类型鉴别 
受冻前温岭高橙多为无规则型，少数不等型；受冻后则多为平行型，少数横列型。浙农无核橙柚受

冻前后均为无规则型，少数不等型(见图 1)。 

3.2. 叶片果实电导率检测  

检测结果表明，在低温处理前后，浙农无核橙柚叶片的电导率分别是 3.5551 S/m、4.4629 S/m，温岭

高橙的电导率分别为 8.5497 S/m、9.5099 S/m。由此可见，冻害前后母本的电导率分别是杂交后代的 1.40
倍、1.13 倍，形成极显著差异(表 2)。 

3.3. 半致死温度的测定  

由表 3 可见，浙农无核橙柚的半致死温度为−5.23℃低于温岭高橙−4.99℃的 0.24℃，由此可见抗寒性

前者 > 后者。 
 
Table 1. Comparison of stoma density, size, area and stomatal apparatus size of leave 
表 1. 叶片气孔密度、气孔面积和气孔器大小比较 

供试材料 气孔密度(No./mm2) 气孔面积(μm2) 
气孔大小(μm) 

长轴 短轴 

温岭高橙冻前叶片 427.3499b 73.368b 7.548b 5.525b 

温岭高橙冻后叶片 460.6989a 70.688b 7.992ab 6.663a 

浙农无核橙柚冻前叶片 354.7218d 81.795a 8.301a 6.795a 

浙农无核橙柚冻后叶片 380.2488c 86.479a 8.038a 6.405a 

注：表中英文小写字母表示 a = 0.05 差异显著性。 
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Figure 1. Comparison of leaf stomata of Wenling Gaocheng and Zhenong seedless Orange-pomelo. (a) Unfrozen leaf sto-
mata of Wenling Gaocheng (3000×); (b) Frozen leaf stomata of Wenling Gaocheng (3000×); (c) Unfrozen leaf stomata of 
Zhenong seedless Orange-pomelo (3000×); (d) Frozen leaf stomata of Zhenong seedless Orange-pomelo (3000×); (e) Sto-
matal shape of Wenling Gaocheng (unfrozen) (500×); (f) Stomatal shape of Wenling Gaocheng (frozen) (500×); (g) Stomatal 
shape of Zhenong seedless Orange-pomelo (unfrozen) (500×); (h) Stomatal shape of Zhenong seedless Orange-pomelo (fro-
zen) (500×) 
图 1. 温岭高橙、浙农无核橙柚叶片气孔受冻前后比较。(a) 温岭高橙冻前叶片气孔(3000×); (b) 温岭高橙冻后叶片气

孔(3000×); (c) 浙农无核橙柚冻前叶片气孔(3000×); (d) 浙农无核橙柚冻后叶片(3000×); (e) 温岭高橙冻前气孔类型

(500×); (f) 温岭高橙冻后气孔类型(500×); (g) 浙农无核橙柚冻前气孔类型(500×); (h) 浙农无核橙柚冻后气孔类型
(500×) 
 
Table 2. Conductivity detection results 
表 2. 电导率检测结果 

材料名称 P0 P1 P2 P1-P0 P2-P0 相对电导率 

温岭高橙冻前叶片 9.66 14.4 65.1 4.74 55.44 8.5497c 

温岭高橙冻后叶片 10.51 16.7 75.6 6.19 65.09 9.5099d 

浙农无核橙柚冻前叶片 13.08 15.26 74.4 2.18 61.32 3.5551a 

浙农无核橙柚冻后叶片 14.21 17.21 81.43 3.00 67.22 4.4629b 

P0：蒸馏水电导率；P1：煮沸前电导率；P2：煮沸后电导率。 
 
Table 3. Logistic equation of the relative electric conductivity and LT50 of two materials 
表 3. 两种材料电导率的 Logistic 回归方程及半致死温度 

编号 Logistic 拟合方程 LT50 (℃) 抗寒顺序 

温岭高橙 y = 0.72/(1 + 5e − 0.13x) −4.99a 2 

浙农无核橙柚 y = 0.7/(1 + 4e − 0.15x) −5.23b 1 

3.4. 酶活性检测 

浙农无核橙柚叶片(下同)蛋白浓度为 1.11 mgprot/ml、温岭高橙为 0.84 mgprot/ml，前者大于后者

32.31%。SOD：浙农无核橙柚为 691.55 U/g，温岭高橙 477.33 U/g，前者大于后者 44.87%；CAT：浙农

无核橙柚 10.9755 U/mgprot，温岭高橙 12.19 U/mgprot，前者少于后者 10.0%；MDA：浙农无核橙柚 131.02 
nmol/g，温岭高橙 137.64l nmol/g，前者少于后者 4.80%。 

3.5. ABA、PRO 测定  

浙农无核橙柚叶片 ABA 浓度为 308.82 ng/g，温岭高橙为 207.95 ng/g，前者高于后者 32.66%；浙农

无核橙柚 PRO 浓度为 1688.46 μg/g，温岭高橙 1569.23 g/g，前者高于后者 7.06% (表 4)。 

(a)                                               (b)                                                    (c)                                                (d)

(e)                                                (f)                                                    (g)                                                (h)
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Table 4. Physiological index detection results after low temperature treatment 
表 4. 低温处理后生理指标检测结果 

序号 检测名称 浙农无核橙柚 温岭高橙 

1 蛋白浓度(mgprot/ml) 
Protein concentration (mgprot/ml) 1.11 0.84 

2 SOD 活力(U/gFW) 
SOD content (U/gFW) 691.55 477.33 

3 CAT 活力(U/mgFW 鲜重) 
CAT content (U/mgFW) 10.97 12.19 

4 MDA 含量(nmol/gFW 组织鲜重) 
MDA content (nmol/gFW) 131.02 137.64 

5 ABA 含量(ng/gFW) 
ABA content (ng/g FW) 308.82 207.95 

6 PRO 含量(μg/gFW) 
PRO content (μg/g FW) 1688.46 1569.23 

4. 讨论 

植物的抗寒机制是极为复杂的生理变化过程，其中涉及诸多物质相互作用协同变化，单一抗寒指标

不足以判断植物对逆境的适应能力[13] [14]。植物叶片对环境变化十分敏感，其形态与生理变化反映了植

物对环境温度变化的适应性和自我调控能力，更能反映植物对低温的响应与适应机制[15]。目前利用电导

率，SOD、POD、CAT 等抗寒性指标评价葡萄[16] [17]、玉米[18]、澳洲坚果[19]、小麦[20]等物种已经

取得了满意的结果。有研究表明，PRO 有较强的水合能力，有助于维持低温胁迫下相对稳定的水环境[21]。
本试验将气孔与抗寒的相关性结合起来研究尚未见报道。气孔代表植物遗传变化的一个典型标志。冻害

前后二倍体品种气孔密度显著大于三倍体，面积则与之相反。冻害前后二倍体的气孔类型母本变化显著，

三倍体的杂交后代浙农无核橙柚基本无变化。冻害发生后三倍体的浙农无核橙柚气孔长短轴缩短变化大，

长轴长于母本，短轴短于母本，逆境时闭合能力强，因而在冻害发生时植株基本不受冻，而二倍体的温

岭高橙则冻害严重。可见，倍性不同，叶片气孔结构、形态也不同，这是植物抗性强的基础。 
酶活性与激素等功能性成分含量的检测是本研究的又一重点，它的研究结果佐证三倍体植株抗冻能

力的强弱。从 SOD 活力与 CAT 活力比较，前者活性高，抗冻性强，后者则相反，且两者活性相差十分

悬殊，因此，以 CAT 的数据变化作为活性强弱，以此表示抗冻结果并不准确。这个结果与康国章等[19]
小麦冻害研究结果相吻合。可以这样理解，CAT 的活性变化难以作为抗冻指标准确衡量。蛋白与 SOD
的含量变化与抗冻结果呈正相关。MDA 含量高，意味着植物抗性弱。对此，母本温岭高橙高出杂交后代

浙农无核橙柚 6.2 nmol/g 叶片鲜重。本研究与郑国华等[22]“解放钟”红肉枇杷研究结果也相一致，他们

发现温度越低，PMP、MDA 含量上升越明显。本研究的相关研究还与蒋景龙的研究接近。他认为，PRO
是渗透调节物质，而 SOD、CAT 和 POD 均是植物细胞内清除活性氧和维持植物体内活性氧的重要酶，

它们对维持细胞膜的完整性及提高植物的抗逆性具有重要的意义。外源施加 1.0 mmol−1 H2O2处理可以提

高低温胁迫下柑橘叶片的渗透调节能力，增强了柑橘叶片中的 SOD、CAT 和 POD 等抗氧化酶的活性，

增强了 ROS 清除能力，超过相应含量则超出了抗氧化系统自我调节的范围，效果难以达到预期。本研究

表明，浙农无核橙柚的半致死温度低于温岭高橙，这与徐卫平(2017)、陈世林(2014)对柑桔抗寒性高低的

研究结果一致。 
应该指出，柑橘的冻害问题是种性/适宜区的商数关系。杂交后代或选育种质的后代其抗冻性优于亲

本或母体(母本)，那么其适宜的栽培区域得到扩大，反之栽培环境变窄，冻害发生的概率高。可见，对于

冻害机理的研究与品种选育有着重要的相关性。 
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