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摘要：为了选育海巴戟(Morinda citrifolia)抗寒株系，拓宽种植范围，在云南元江选择 8 株海巴戟，采用石蜡切片法观察叶片

解剖结构，并测量叶片的过氧化氢酶(CAT)、过氧化物酶(POD)、超氧化歧化酶(SOD)活性和丙二醛(MDA)含量，对抗寒株系

的甘油-3-磷酸酰基转移酶(GPAT)活性和 GPAT 表达进行定量分析。结果表明，叶片解剖结构表明有 4 株海巴戟叶片的栅海

比较高，细胞结构紧密，确定为抗寒性优良的候选株系(5、6、8 和 12 号)。5 号植株叶片经低温处理后的 CAT、POD、SOD

活性较高，MDA 含量较低，确定为抗寒株系，且低温处理后 5 号植株叶片的 GPAT 活性和 GPAT 基因表达水平均高于不抗

寒材料。因此，海巴戟叶片通过增加栅海比和细胞结构紧密度，同时 GPAT 基因迅速应答来提高抗寒性。 

关键词：海巴戟；抗寒性；解剖结构；甘油-3-磷酸酰基转移酶 
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Selective Breeding of Cold-resistant Strain for Tropical Plant Morinda 

citrifolia 
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Abstract: In order to select cold-resistant lines of Morinda citrifolia for widen the range of planting, the leaf 

anatomic structures of eight plants growing in Yuanjiang, Yunnan, were observed by paraffin section method, and 

the activities of catalase (CAT), peroxidase (POD), superoxide dismutase (SOD), and malondialdehyde (MDA) 

content were measured, and then, glycerol-3-phosphate acyltransferase (GPAT) activity and GPAT gene expression 

in cold-resistant lines were quantitatively analyzed. The results showed that the leaves of 4 lines (No. 5, 6, 8, 12) 

had high ratio of palisade tissue to spongy tissue (P/S) with compact cell structure and low porosity, showing a 

certain cold resistance. The activities of CAT, POD, and SOD of No. 5 leaves were high, and the content of MDA 

was low after treated at low temperature, indicating that No. 5 was a cold-resistant line. After low temperature 

treatment, the GPAT activity and GPAT gene expression in No. 5 were higher than those in other plants. Therefore, 

the cold resistance of M. citrifolia leaves was improved by increasing P/S and cell structure tightness, as well as 

the rapid response of GPAT gene. 

Key words: Morinda citrifolia; Cold resistance; Anatomic structure; Glycerol-3-phosphate acyltransferase 

 

海巴戟(Morinda citrifolia)，又称诺丽(英文Noni

的音译)，是典型的热带植物，具有广泛的营养和药

用价值，具有抗氧化、消炎抑菌、增强免疫力、保

护肝脏和心血管等功能[1]，适宜在年均温 21℃~27℃
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的无霜区种植，不耐低温，当温度低于 5℃时，叶

片开始发黄，若温度持续降低叶片则发黑褐化，甚

至植株脱水死亡[2]。近年来，极端气温频发，严重

影响了海巴戟产业，因此选育抗寒株系，增加温度

适应性，扩大种植范围已成为其推广的瓶颈问题。

已有研究表明，叶片的形状、厚度及其解剖结构可

作为植物抗寒性的主要评价指标[3]，叶片性状在香

蕉(Musa spp.)
[4]、可可(Theobroma cacao)

[5]、油棕

(Elaeis guineensis)
[6]等热带植物的抗寒性研究中占

有重要地位，也筛选出一批抗寒性强的材料。抗寒

性强的植物抗氧化酶活性较高 [7]，过氧化氢酶

(CAT)、过氧化物酶(POD)、超氧化物歧化酶(SOD)

等在抗寒性较强的植物中能够快速响应，而在抗寒

性弱的植物中则缓慢合成[8–9]。植物的抗寒能力与

叶绿体膜脂中顺式不饱和脂肪酸磷脂酰甘油的水

平密切相关[10]，甘油-3-磷酸酰基转移酶(glycerol-3- 

phosphate acyltransferase, GPAT)是磷脂酰甘油生物

合成过程中的第 1 个酰基转移酶[11]，且对水稻(Oryza 

sativa)的研究表明，GPAT 的表达水平与抗寒性有直

接联系[12–13]。 

海巴戟原产于南太平洋岛屿，不耐寒，引种到

我国云南热区后，虽能基本适应当地的气候条件,

但云南热区近年来频发的低温对海巴戟植株造成

严重伤害。2015 年 12 月，云南元江遭遇 5℃的极

端低温，在海巴戟种植基地的海巴戟有的出现寒害

现象，也有的正常生长(图 1: A)，发生寒害的植株

地上部分枯死，在温度恢复后，经台刈可以在数月

后萌发新枝(图 1: B, C)，暗示海巴戟对寒害有较积

极的响应机制。本研究以自然寒害发生后，在云南

元江海巴戟种植基地中选择 8 株抗寒海巴戟进行研

究，通过石蜡切片观察叶片解剖结构，测量叶片的

CAT、POD、SOD、GPAT 活性和丙二醛(MDA)含

量及 GPAT 基因表达，以确定抗寒株系并分析其抗

寒机理。 

 

 

图 1 海巴戟。A: 寒害后的植株; B: 台刈后 1 个月; C: 台刈后 4 个月。 

Fig. 1 Morinda citrifolia. A: Plants suffered cold injury; B: One month after deep pruning; C: Four months after deep pruning. 

 

1 材料和方法 
 

1.1 采样和样品处理 

2017 年 5 月，在云南省玉溪市元江县海巴戟种

植基地选择 12 株海巴戟(Morinda citrifolia)并编号,

其中 4 株(No. 1~4)为 2015 年冬季发生寒害后地上

部分枯死、台刈后又发出新枝的植株，另 8 株为未

受寒害影响植株(No. 5~12)。 

 

1.2 叶片形态解剖观察 

每株取无病虫害、健康的成熟叶片 10 片，剪

切成 0.5 cm×0.5 cm 的小块，投入 FAA 固定液中固

定，带回实验室抽真空 2 h，制成石蜡切片，在 Nikon 

Eclipse CI 显微镜下观察并拍照，放大倍数为 200

倍, 用 Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Inc., 

Rockville, MD, USA)软件测量各组织厚度，每张切

片随机挑选至少 3 个视野进行拍照，每视野每个指

标随机测量 10 次，共 30 个测量值，取平均值，计

算叶片紧密度(CTR)、疏松度(SR)和栅海比(P/S)
[14]，

栅海比 =栅栏组织厚度 /海绵组织厚度；CTR%=栅

栏组织厚度 /叶片厚度 ×100%；SR%=海绵组织厚

度 /叶片厚度×100%。 

 

1.3 低温处理 

取海巴戟植株中上部、位于向阳面无病虫害、

整齐均匀的成熟叶片，用保鲜盒包好带回实验室,
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放入 5℃冰箱进行低温处理。分别于 0、2、12、24、

48 h 进行取样，液氮速冻后存于-80℃冰箱备用。 

 

1.4 抗寒生理指标测定 

CAT、POD、SOD 活性和 MDA 含量均按照苏

州格锐思生物科技公司的试剂盒说明书测定，用紫

外分光光度计(Thermo scientific Evolution 201, USA)

测定相应波长下的吸光值。3 次重复。  

 

1.5 GPAT 活性测定 

GPAT 活性按照植物甘油-3-磷酸酰基转移酶

(GPAT) ELISA 试剂盒(武汉酶免生物科技有限公司)

说明书在酶标仪(Tecan Austria GmbH 5082 Grodig, 

Austria)上测定。 

 

1.6 GPAT 表达分析 

从本课题组前期海巴戟 3 代转录组测序结果

(登录号：SRR12716286)中查找到 2 个 GPAT 基因

GPAT4 和 GPAT9，设计 qPCR 引物(GPAT4F: 3ʹ-GG- 

AAGAACCGGCCTAGAGAC-5ʹ和 GPAT4R: 3ʹ-GG- 

CTCTCTGGATGACTCCCA-5ʹ；GPAT9F: 3ʹ-TCTA- 

AAGGCTGGTGAGACGC-5ʹ和 GPAT9R: 3ʹ-TGCT- 

TAGGGCTAGGACGTGA-5ʹ)，以海巴戟 β-actin 为

内参基因[15]，用荧光定量仪(Roche Light Cycler 480, 

Swit)分析 GPAT 基因的表达情况，以 2
–△ △ CT计算表

达量。 

 

1.7 数据统计分析 

所有数据用 Excel 2010 进行整理，用 SPSS 22.0

对数据进行统计分析，采用单因素方差分析(P<0.05)

数据的差异性。 

 

2 结果和分析 
 

2.1 叶片的解剖结构 

对海巴戟植株叶片进行解剖观察(图 2)，可见叶

肉具有明显的栅栏组织和海绵组织，属于典型的异面

叶。叶片横切面构造类似，上表皮均由排列紧密的单

层细胞组成，无气孔；其下是整齐而紧密的栅栏组织，

细胞呈长柱形，由 1~2 层细胞组成；栅栏组织下面为

排列疏松多孔的海绵组织，细胞多为不规则球形；下

表皮也由单层细胞组成，下表皮分布有气孔。 

 

 

图 2 海巴戟叶片的解剖结构。1 ~12 为植株编号; a: 上表皮; b: 栅栏组织; c: 海绵组织; d: 下表皮。 

Fig. 2 Anatomic structure of Morinda citrifolia leaves. 1-12 are plant No.; a: Upper epidermis; b: Palisade tissue; c: Sponge tissue; d: Lower epidermis. 

 

栅海比    不同抗寒性的海巴戟叶片中的栅

海比(P/S)差异显著(图 3)。No. 5的P/S 最大，达 0.69,

与 No. 6、No. 8 和 No. 12 的差异不显著，但与其余

8 株的差异显著(P<0.05)；No. 1 的最小，为 0.42, 与

No. 2 的差异不显著，与其余 10 株的差异均达显著

水平(P<0.05)。 
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图 3 海巴戟叶片的栅海比(P / S)、紧密度(CTR)和疏松度(SR)。柱上不同字母表示差异显著(P<0.05)。下图同。 

Fig. 3 Ratio of palisade tissue to spongy tissue (P / S), tightness (CTR) and porosity (SR) of Morinda citrifolia leaves. Different letters upon column indicate 

significant differences at 0.05 level. The same is following figures.  

 

紧密度    海巴戟叶片结构的紧密度(CTR)差

异达显著水平(图 3)。No. 5 的 CTR 最大，达 32.69%，

与 No. 3~4、No. 6 和 No. 8~12 的差异不显著，而

与其余 3 株的差异显著(P<0.05)；No. 1 的最小，为

21.55%，与 No. 2 和 No. 7 的差异不显著，与其余 9

株的差异显著(P<0.05)。 

疏松度    海巴戟叶片结构疏松度(SR)的差异

显著(图 3)。No. 2 的 SR 最大，达 54.16%，与 No. 3

和 No. 9 的差异不显著，而与其余 9 株的差异显著

(P<0.05)。No. 5 的最小，为 47.54%，与其余 11 株

的差异显著(P<0.05)。 

从叶片解剖结构来看，初步选择 No. 5、No. 6、

No. 8 和 No. 12 号为抗寒性优良的候选材料，而 No. 

1 和 No. 2 的抗寒性最差，与田间观察结果一致。 

 

2.2 低温对抗氧化能力的影响 

低温胁迫下 12 株海巴戟叶片的CAT 活性差异显

著(图 4)，以 No. 5 的最高，与其余 11 株的差异显著；

其次是 No. 8、No. 11 和 No. 12；不抗寒的 No. 1 号最

低。低温处理下 12 株海巴戟叶片的 POD 活性差异显

著(图 4)，以 No. 8 的最高，与其余 11 株的差异显著；

其次是 No. 6、No. 5 和 No. 11；No. 1 的最低。可见，

No. 5 抗寒性优良，而 No. 1 不抗寒，No. 7 的抗寒性

一般，可作为对照材料，开展后续试验。 

 

 

图 4 低温处理对海巴戟叶片的 CAT、POD 活性的影响 

Fig. 4 Effect of low temperature on activities of CAT and POD in leaves of Morinda citrifolia 

 

2.3 低温处理时间对抗氧化能力的影响 

低温处理对抗寒性不同的海巴戟叶片的CAT、

POD和SOD活性及MDA含量影响差异显著(图 5)。

抗寒的 No. 5 叶片 CAT 活性随低温处理时间延长始

终处于较高的水平，与另 2 株的差异显著。No. 1 低

温处理 2 和 24 h 的 CAT 活性低于 No. 7，差异显著。

这说明海巴戟叶片 CAT 活性对低温的响应速度影响

了材料的抗寒性，对低温响应越迅速越抗寒。低温

处理 2 h，抗寒的 No. 5 叶片 POD 活性最强，此后逐

渐降低，说明其遇低温后 POD 能迅速响应，并保持

较高水平；No. 1 和 No. 7 的 POD 活性变化趋势与

No. 5 的相似，但活性水平均远低于 No. 5, 说明 No. 5
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具有较高的抗氧化活性。抗寒性较好的 No. 5 叶片

SOD 活性较高，与 No. 1 和 No. 7 有显著差异；不抗

寒的 No. 1 叶片 SOD 活性显著低于另 2 株，且随低

温处理时间的延长 SOD 活性不断下降；抗寒性一般

的 No. 7 叶片 SOD 活性在低温处理 12 h 内呈直线下

降，24 h 后出现明显增高的趋势。随低温处理时间

的延长 No. 1 和 No. 5 叶片的 MDA 含量曲线呈开口

向下的抛物线，均在处理 12 h 时达到最高值，处理

48 h 时降至最低；No. 7 叶片的 MDA 含量变化在前

期与 No. 1 和 No. 5 一致，但处理 48 h 仍处于较高水

平。No. 5 叶片的 MDA 含量比 No. 1 和 No. 7 的低, 

No. 1 在前期相对较高，No. 7 则在后期相对较高。 

 

 
图 5 低温处理对海巴戟叶片的 CAT、POD、SOD 活性和 MDA 含量的影响 

Fig. 5 Effect of low temperature on activities of CAT, POD, SOD and MDA content in leaves of Morinda citrifolia  

  

2.4 低温处理对 GPAT 活性的影响  

低温处理下，抗寒性不同的海巴戟叶片中

GPAT 活性差异显著(图 6)。No. 5 叶片的 GPAT 活

性随低温处理时间延长不断上升，在处理前期表现

不明显，处理 12 h 后高于另 2 株；No. 1 的约呈开

口向下的抛物线趋势，处理 2 h 时最高，在处理前

期显著高于另 2 株，后期介于 No. 5 和 No. 7 之间；

No. 7 叶片的 GPAT 活性变化趋势与 No. 5 一致，但

活性较低。 

 

2.5 低温处理对 GPATs 基因表达的影响 

以 No. 1 和 No. 5 经低温处理的叶片 cDNA 为

模板进行 qPCR 分析。从图 6 可见，随低温处理时

间的延长，No. 5 中的 GPAT4 相对表达量不断上升；

而 No. 1 的呈开口向下的抛物线趋势，处理 12 h 时

达到最高。No. 5 中的 GPAT9 相对表达量则呈开口

向下的抛物线趋势，12 h 时达到最高，而 No. 1 的

呈下降趋势。这表明 GPAT4 和 GPAT9 均参与了海

巴戟的抗寒反应，GPAT4 的表达量与 GPAT 活性变

化趋势基本一致，且表达量持续上升，推测其为海

巴戟抗寒反应中的关键基因。 

 

3 结论和讨论 
 

3.1 叶片解剖结构与抗寒性的关系 

植物受到低温胁迫后，其生理生化指标易受环

境的改变而发生不同的变化，但形态和解剖结构是

特定环境条件下形成的，不会因环境改变而发生较 
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图 6 低温处理对海巴戟叶片 GPAT 活性和 GPATs 表达的影响 

Fig. 6 Effect of low temperature on GPAT activity and GPATs expression in leaves of Morinda citrifolia  

 

大变化。叶片是植物进化过程中对环境变化反应敏

感的器官之一[16]，叶片厚度、气孔密度、栅栏组织

/海绵组织比(P/S)等均与抗寒性密切相关[17]。郭学

民等对桃树(Amygdalus persica)叶片解剖结构的研

究表明，叶片厚度等在一定程度上可以反映植物抗寒

性[18]。有研究表明，植物的抗寒性与细胞紧密度呈正

相关，与细胞疏松度呈负相关[19–21]。从本研究的 12

株海巴戟植株的叶片解剖结构来看，抗寒性好的植株

叶片的 P/S 较大，CTR 较高，SR 较低, 反之则 CTR

低，SR 高。这与前人的研究结果一致。因此，可选

用叶片解剖结构作为海巴戟抗寒性鉴定的指标之一。 

 

3.2 低温胁迫与 GPAT 的关系 

GPAT 是磷脂酰甘油生物合成过程中的第 1 个

酰基转移酶，GPAT 对底物酰基具有选择性差异, 影

响着植物生物膜中 PG 分子的饱和程度，从而决定

植物的抗寒性[22]。GPAT 基因对植物抗寒性的影响

已得到证实，将拟南芥(Arabidopsis thaliana)的质体

GPAT 基因的 cDNA转入烟草(Nicotiana tabacum)
[23]

和水稻(Oryza sativa)
[24]中超表达能提高低温抗性; 

从番茄(Lycopersicon esculentum)中克隆了 LeGPAT

基因，在番茄中超表达 LeGPAT 基因，提高了抗低

温能力[25]。GPAT 的相对表达量因植物的不同有很

大的差异，随着低温处理时间的延长多呈开口向下

的抛物线趋势，峰值出现时间因植物而异[26–28]。本

研究中，海巴戟叶片的 GPAT9 表达量亦呈开口向下

的抛物线，而 GPAT4 的表达与 GPAT 活性变化趋势

一致，随低温处理时间延长持续上升，推测 GPAT4

基因更可能是海巴戟抗寒过程中的关键基因，后续

应进行深入研究。 

 

3.3 海巴戟抗寒性研究的意义 

海巴戟属于热带植物，主要分布于南太平洋诸岛

屿、东南亚等地，我国引种后主要集中在云南西双版

纳、元江等热区种植，盛产期后的海巴戟产量可达

60 000~75 000 kg/hm
2
, 按目前的收购价 4 元/kg 计

算，种植海巴戟可获得可观的经济效益，平均年产

值为 240 000~300 000 元/hm
2，扣除 45 000 元/hm

2

的成本，种植海巴戟可获得的年收益为 195 000~ 

255 000元/hm
2。据统计，海巴戟产品的市场需求以每

年约 50%的速度增加，是全球最畅销的健康产品之

一，因此其市场前景非常广阔，但海巴戟只有在赤道

附近的热区才能大量生长繁殖，海巴戟产品一直供不

应求[29]。近年来，西双版纳和元江两地极端天气频发，

导致大多数海巴戟植株地上部分枯死，虽台刈后可发

新枝，但当年的产量减半，对海巴戟产业造成了较大

的损失。随着海巴戟种植逐渐发展成为云南重要的

特色产业，提高温度适应性，扩大种植范围已成为

其推广的瓶颈问题。虽然可以采用塑料大棚、温室

等一些保护措施，但通过在玉溪、昆明等地的种植

表现，保护性栽培导致成本高、果实小且产量低, 因

此进行抗寒育种工作才是提高其抗寒性的根本措

施。目前海巴戟 No. 5 植株作为抗寒株系正在进行

扦插繁殖，将在玉溪、昆明等地开展适应性研究。

此外，GPAT4 基因与提高海巴戟抗寒性密切相关, 

后续亦可通过基因工程手段提高海巴戟的抗寒性。 

本研究在自然寒害后筛选出海巴戟抗寒株系,

且从细胞学、生理生化和分子生物学等层面进行

了鉴定。海巴戟抗寒株系通过增加叶片的栅海比

和结构紧密度在细胞水平上提高抗寒性，并在寒

害发生时通过 GPAT 基因的迅速应答以提高 GPAT

活性，降低细胞膜流动性，同时 CAT、POD、SOD

等保护酶也积极应答以提高植株的抗氧化活性。 
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