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复合种植模式下谷胱甘肽和 GST2 调控活性氧

清除增强林下植物抗寒性
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摘要:【目的】本研究聚焦蓝靛果、木豆和黄芩的复合种植模式，探究其对林下植物抗低温胁迫能力的影响，并解析谷胱甘

肽（GSH）及其代谢通路相关基因 GST2在抗氧化防御中的作用。【方法】采用复合种植与单独种植对比试验，测定正常温

度（25 ℃）和低温胁迫（0 ℃）下植物体内 H2O2、谷胱甘肽（GSH）含量及抗氧化酶（CAT、APX、GST、SOD、POD）活性变化。

通过外源喷施 GSH以及构建过表达谷胱甘肽转移酶 2基因（GST2）载体，真空渗透瞬时转化到木豆植株中，进一步验证

GSH和 GST2在抗氧化防御中的作用机制。【结果】复合种植显著提高林下植物的 GSH含量及其抗氧化酶活性。低温处

理后，复合种植的蓝靛果、木豆、黄芩中，H2O2 含量分别降低了 16.04%、38.98%、10.10%，GSH含量分别提高了 7.63%、

13.4%、8.85%，GST活性分别提高了 1.81、5.37、3.13倍。外源喷施 GSH可增强木豆抗寒性，使 H2O2 含量下降了 19.89%，

CAT、APX、GST酶活性分别提高了 14.81%、24.18%、14.24%，GSH含量提高了 37.48%。过表达 GST2的木豆在低温胁

迫下，H2O2 和 MDA含量分别下降了 10.10%、14.73%，GSH含量提高了 10.68%，APX、SOD、POD酶活性显著增强。

【结论】复合种植通过提升 GSH含量，激活抗坏血酸-谷胱甘肽（ASA-GSH）通路以协同清除活性氧（ROS）；在此基础上，

GST2基因的过表达进一步强化了该通路的运行效率，这 2种机制的协同作用共同增强了林下植物的抗寒性。本研究为

复合种植模式在抗寒栽培中的应用提供了理论依据。
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Abstract: [Objective] This study focused on the effects of composite planting patterns of blue honeysuckle
(Lonicera caerulea), pigeonpea (Cajanus cajan), and scutellaria (Scutellaria baicalensis) on the resistance of
understory plants to low-temperature stress. The study also analyzed the roles of glutathione (GSH) and its
metabolic  pathway-related  genes  in  antioxidant  defense.  We  analyzed  the  role  of  glutathione  and  its
metabolic  pathway-related  genes  in  antioxidant  defense. [Method] We  used  intercropping  and  individual
planting  to  determine  changes  in  H2O2  and  GSH contents,  as  well  as  the  activity  of  antioxidant  enzymes
(CAT, APX, GST and POD) under normal (25 ℃) and low temperature (0 ℃) stress. We further verified the
mechanism  of  GSH  and  GST2  in  antioxidant  defense  by  spraying  GSH  exogenously,  as  well  as  by
constructing  a  vector  for  overexpression  of  glutathione  transferase  2  (GST2)  gene  and  transiently
transforming it into pigeonpea plants via vacuum infiltration. [Result] Intercropping significantly increased
GSH  content  and  antioxidant  enzyme  activities  in  understory  plants.  After  low-temperature  stress,  H2O2

content  decreased  by  16.04%,  38.98%  and  10.10%;  GSH content  increased  by  7.63%,  13.4%  and  8.85%;
and  GST  activity  increased  by  1.81,  5.37  and  3.13  fold,  respectively  in  the  intercropping  of  blue
honeysuckle, pigeonpea and scutellaria. Exogenous GSH spraying enhanced pigeonpea,s cold resistance by
decreasing  H2O2  content  by  19.89%,  and  increasing  CAT,  APX,  and  GST  enzyme  activities  by  14.81%,
24.18%  and  14.24%,  respectively,  as  well  as  increasing  GSH  content  by  37.48%.  The  H2O2  and  MDA
contents  of  pigeonpea  overexpressing  GST2  decreased  by  10.10%  and  14.73%,  respectively.  The  GSH
content increased by 10.68%.  The activities of APX, SOD and POD enzymes were significantly enhanced
under  low-temperature  stress. [Conclusion]  Intercropping activates  the  glutathione-ascorbate  (GSH-ASA)
pathway  by  increasing  GSH  content,  which  synergistically  scavenges  reactive  oxygen  species  (ROS).
Overexpression of GST2 gene enhances the antioxidant efficacy of this pathway. Together, they enhance the
cold resistance of  understory plants.  This  study establishes  the theoretical  basis  for  applying intercropping
pattern to cold-resistant cultivation.
Key words: intercropping; glutathione;  reactive oxygen species  (ROS); cold resistance;  understory plants;
gene expression

复合种植模式能提升林下植物的附加价值和使

用价值、调整林农产业结构、优化资源配置、提高经

济发展效率[1−5]。近年来，复合种植在模式创新上取

得显著进展，衍生出玉米（Zea mays）−大豆（Glycine
max）、林木−药材、林农草等多元化立体配置体系，

兼顾经济效益与生态功能 [6−11]。蓝靛果（Lonicera
caerulea）、黄芩（Scutellaria baicalensis）、木豆（Cajanus
cajan）等林下植物在森林生态系统中占据着重要地

位，但其产业发展面临低温胁迫的严峻挑战。黄芩

作为传统中药材，市场需求旺盛，但北方种植区因冬

季冻害导致产量不稳，制约中药产业链供给[7]。蓝靛

果富含花青素，在功能性食品市场潜力巨大，但主产

区寒潮频发影响果实品质与采收期[12−13]。木豆兼具

固氮修复与饲料价值，但低温敏感性阻碍其向高纬

度推广，限制其在退化地生态修复中的应用[14]。目

前，林下植物抗寒性研究是突破产业瓶颈的关键，通

过分子育种提升耐低温能力，可扩大适种区域、降低

越冬成本、保障原料稳定供应。结合复合种植优化

（如蓝靛果−黄芩−木豆混种），还能协同增强系统抗

逆性，提高土地利用效率。

O−2

低温胁迫是制约林下植物生长、发育及地理分

布的关键非生物逆境因子[15−16]。有研究[17]表明，低

温诱导林下植物体内活性氧（ROS）（如 、H2O2）过

量积累，导致膜系统氧化损伤。为应对此胁迫，植物

进化出复杂机制，其中代谢产物（如可溶性糖、脯氨

酸及抗氧化物质）的积累对维持细胞渗透平衡和清

除 ROS、增强抗寒性至关重要 [18]。同时，植物激素

ABA在介导低温应激反应中发挥核心作用[19]。而非

ABA依赖性的 ICE-CBF/DREB-COR信号通路更是

植物冷适应的核心调控枢纽[20]。关键激酶如 OST1
通过磷酸化稳定并激活 ICE1，进而诱导 CBF/COR
表达，正向调控耐寒性[21]。冷激活 OST1/SnRK2.6磷
酸化 ICE1，抑制 ICE1被 HOS1降解，从而正向调节

耐冻性[21−22]。而 MPK3/6等则可能通过磷酸化降解

ICE1起负向调控作用[23−24]。在水稻（Oryza sativa）中，
OsMPK3磷酸化并稳定 OsICE1，OsICE1调节海藻

糖合成酶 OsTPP1的表达，从而正向调节低温耐受

性[25]。然而，在复合种植模式下，林下植物如何通过

代谢物交互作用精细调控其耐低温性，相关研究尚

属空白。因此，深入探究林下植物低温胁迫响应的
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代谢物与分子机制，不仅对解析其环境适应性具有

重要理论意义，也为优化寒地林下复合种植模式、提

升农林生态系统生产力提供关键的科学依据和实践

指导。

ROS在植物应对低温胁迫过程中发挥着关键作

用。当植物长时间受到低温胁迫时，细胞内的代谢

平衡被打破，ROS如超氧阴离子、过氧化氢等大量

积累[26]。适量的 ROS可以作为信号分子，激活植物

的防御反应，但过量的 ROS会攻击细胞内的生物大

分子，如蛋白质、脂质和核酸，导致膜脂过氧化、蛋

白质变性和 DNA损伤，严重影响细胞的正常功能，

甚至导致细胞死亡[27]。因此，维持细胞内 ROS的动

态平衡是植物抵御低温胁迫的关键环节[26−28]。抗氧

化系统是植物维持 ROS平衡的重要保障，该系统由

一系列抗氧化酶和抗氧化物质组成，其中，抗氧化酶

包括超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）、过
氧化物酶（POD）和抗坏血酸过氧化物酶（APX）等，
抗氧化物质则包括抗坏血酸 （ASA）、谷胱甘肽

（GSH）、类胡萝卜素和多酚类物质等，它们可以直接

清除 ROS。谷胱甘肽（GSH）作为植物体内一种重要

的非蛋白质巯基化合物，在抗氧化防御中发挥着核

心作用[29]。GSH具有独特的化学结构，使其能够直

接与 ROS反应，将其还原为无害的物质。同时，

GSH还是多种抗氧化酶的底物和辅因子，能够参与

ASA - GSH循环等重要的抗氧化途径，调节抗氧化

酶的活性，增强植物的抗氧化能力。此外，GSH还可

以作为信号分子，参与植物的生长发育、逆境响应和

细胞程序性死亡等过程的调控[30−31]。

复合种植系统中，林下植物间的互作可显著影

响其抗逆性。谷胱甘肽作为核心抗氧化物质，在清

除 ROS和维持氧化还原稳态中发挥关键作用。外源

施加 GSH可以提高植物对多种逆境胁迫的耐受性，

但关于复合种植下 GSH在提高林下植物抗寒性方

面的研究相对较少。本研究通过分析复合种植模式

下林下植物体内谷胱甘肽对抗寒性的作用，表明谷

胱甘肽转移酶基因可提高低温胁迫下的 ROS清除

能力，进而增强植物的低温适应性[32]。该研究不仅

填补了林下植物抗寒代谢调控领域的空白，还为探

究植物种间互作对抗逆性的影响提供了理论依据。

 1   材料与方法

 1.1    复合种植实验设计

在北京海淀区进行田间实验，本研究设置 4个
实验处理区，3个月苗龄的木豆单植区共 9 m2（3 m ×
3 m），种植间距为 10 cm；3个月苗龄的蓝靛果单植

区共 9 m2（3 m × 3 m），种植间距 10 cm；3个月苗龄

的黄芩单植区共 9 m2（3 m × 3 m），种植间距 10 cm；
木豆−蓝靛果−黄芩复合区共 9 m2（3 m × 3 m），根据

黄芩、木豆和蓝靛果占据的生态位及土地利用率最

大化原则，按照蓝靛果、黄芩、木豆、黄芩、蓝靛果、

黄芩、木豆、黄芩、蓝靛果的顺序复合种植。一个复

配单位里将木豆：蓝靛果：黄芩按照 3∶4∶6的比例进

行复配。

 1.2    实验材料培养方法

将木豆种子浸泡在清水中 7 d，3 d换 1次水，直

至长出 3 ~ 5 cm的根。将生根后的木豆幼苗转移至

土壤中（草炭土∶珍珠岩∶蛭石 = 3∶1∶1），放置在人工

气候室中生长，并每天喷洒适量 1/1 000浓度的绿肥，

气候室的温度设置为 25 ℃（对照），光周期为 16 h
光照和 8 h黑暗。生长两周左右，筛选 24株生长状

态相同的幼苗将其放置在 25 ℃、0 ℃（低温胁迫）生

长条件下，分别处理 24 h，25 ℃ 处理为对照组。从

对照组和实验组获得叶子（3次生物学重复）。将收

集的样品立即置于液氮中并储存在−80 ℃ 超低温冰

箱中保存，以作进一步实验。

 1.3    转录组及代谢组测序

在百迈克生物公司进行转录组及代谢组测序。

通过黄芩和蓝靛果有参转录组（RNA-seq）分析获

得 Clean Data，分别将各样品的 Clean Reads与指定

的参考基因组进行序列比对，根据差异倍数（fold
change）≥1且 FDR < 0.01作为差异基因筛选标准，

在设置的各个比较组中，均获得差异表达基因列表。

代谢组测序流程包括代谢物提取，加入适量体积提

取液和磁珠进行研磨、超声处理，随后静置离心取上

清进行上机检测。检测平台为沃特世 Acquity I-Class
PLUS超高效液相串联 AB Sciex Qtrap 6500 + 高灵

敏度质谱仪，样本检测按相应参数进行分析。基于

自建数据库 GB-PLANT，对样本的代谢物进行了质

谱定性定量分析。通过 3重 4级杆筛选出每个物质

的特征离子，在检测器中获得特征离子的信号强度。

获得不同样本的代谢物质谱分析数据后，对所有物

质质谱峰进行峰面积积分，并对其中同一代谢物在

不同样本中的质谱出峰进行积分校正。

 1.4    叶片卷曲指数测量

测量了当叶片完全展开时，木豆叶片最宽处边

缘之间的距离，以及木豆叶片在自然状态下，同一位

置边缘之间的距离。根据 LRI公式，计算叶片的卷

曲程度，统计每组存活的木豆数量和参与实验的每

组木豆数量，存活的木豆数量与木豆总数的比值就

是存活率。

LRI = (Lw−Ln)/Lw×100% (1)
式中：Lw 为最大叶片宽度，Ln 为叶片边缘的自然距离。
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 1.5    相对含水量和细胞膜透性测量

取对照组和−4 ℃ 下处理 12、24、48 h的叶片，

用蒸馏水清洗叶片，必须擦去叶片上的水分，记录叶

片鲜质量为 Wf。然后将叶片浸入蒸馏水中，24 h后
记录叶片质量 Wfs（叶片在饱和状态下的质量）。最

后，将叶片在 80 ℃ 下干燥 72 h，在室温下自然冷却，

并将质量记录为 Wd（叶片干质量）。相对含水量

（RWC）采用公式（2）计算。

RWC = (Wf −Wd)/(Wfs−Wd)×100% (2)

称取样品 0.1 g，清水洗净擦干，剪成 1 cm的小

段，置于试管中，加入 25 ml 蒸馏水。封口，室温下

摇床上振荡 24 h，振荡结束后，电导仪测电导率 EL1；
试管再次封口，牙签扎孔通气，沸水浴 30 min；温度

降到室温时，测电导率 EL2；测对照 EL0。用相对电

导率（Le）反映细胞膜透性。

Le = (EL1−EL0)/(EL2−EL0)×100% (3)

 1.6    过氧化氢、丙二醛含量测定

为测定 H2O2 含量，取蓝靛果叶片 0.1 g，用剪刀

剪碎叶片，经液氮冷冻后研磨成粉末状。加入 1 mL
0.1% TCA溶液进行匀浆化处理，转移至 2 mL的离心

管中。使用相同浓度 TCA溶液 1 mL对容器进行冲

洗操作。在 4 ℃ 条件下，以转速 15 000 g离心 15 min
进行离心分离。吸取上清液 1 mL，与 1 mL 10 mmol/L
磷酸盐缓冲液 （pH  =  7.0）及需避光保存的 2  mL
1 mol/L碘化钾溶液混合。

用丙二醛（malondialdehyde，MDA）含量表征脂

质过氧化程度，称取蓝靛果叶片 0.05 g，将叶片裁剪

成 2 mm长度，置于研钵内。取适量液氮加入研钵中，

持续研磨至粉末状物质形成，随后将粉末转移至

2 mL离心管中。配置 2 mL 0.25% 浓度的 TBA溶液

加入离心管内，搅拌直至浆液呈现均匀状态。打开

离心管盖子，将其放入沸水浴环境中加热 30 min。
加热结束后，迅速将离心管转移至冰浴环境进行冷

却，以此终止反应。待冷却完成后，将离心管置于转速

10 000 g的离心力条件下离心 10 min。使用分光光

度计在 532、600 nm下测定各离心管的吸光度。

 1.7    抗氧化酶活性测定

首先配置酶提取液，配方为 100 mL PBS（pH =
7.0） + 1 g PVP + 0.007 44 g EDTANa。接下来提取

叶片中的酶液，称取 0.15 g木豆叶片，剪碎后将其置

于研钵内，通过持续加入液氮使其充分研磨至粉末

状。随后将粉末转移至 2 mL离心管中，加入 1.5 mL
酶提取液，用移液器吸打混合均匀。在 4 ℃ 条件下，

以 15 000 g离心 20 min，完成后，将上清液转移至新

的 2 mL离心管中，保存在 4 ℃ 冰箱中备用。

为测定抗坏血酸过氧化物酶（ascorbate peroxidase，
APX）活性，加入 2.82 mL 50 mmol/L PBS（pH = 7.0），
30 μL 50 mmol/L抗坏血酸，30 μL 10 mmol/L EDTA，
100  μL酶提取液。加盖，混合均匀，加入 30  μL
10 mmol/L H2O2 反应开始，测定 290 nm处 1 min内
吸光度值的变化。

为测定 CAT活性，加入 2.84 mL 50 mmol/L PBS
（pH = 7.0），30 μL 1.5 mol/L H2O2，100 μL 酶液（对

照中加 PBS），加盖、混匀，测定 240 nm处 1 min内
吸光度变化。

为测定 POD（过氧化物酶）活性，加入 1 mL 50
mmol/L PBS7.0，1 mL 0.3% H2O2，0.95 mL 0.2% 愈
创木酚，50 μl酶液（空白加 PBS7.0）。加盖，混匀，测

定 470 nm处 1 min内吸光度值变化。

为测定 SOD（超氧化物歧化酶）活性，在 60 μL
酶液中，加入 2.82  mL  PBS7.8、 30  μL130  mmol/L
Met、30 μL 10 mmol/L EDTA、30 μl 6.3 mmol/L NBT、
60 μL 酶液，对照为磷酸盐缓冲液（phosphate buffered
saline，PBS），最后加入 30 μL核黄素。加盖、混匀，

暗管用黑色布包裹，于温室 25 ℃ 下处理；光强 60
μmol/(m2·s)下反应 20 min；光管充分接触灯光，同样

条件处理 20 min；反应结束后，检测 560 nm处吸光度。

 1.8    谷胱甘含量及谷胱甘肽 S-转移酶活性测定

木豆和黄芩叶片中的谷胱甘肽 S-转移酶（GST）
活性采用 Abbkine公司提供的 CheKineTM谷胱甘

肽 S-转移酶检测试剂盒（货号：KTB1630）检测。谷

胱甘肽含量采用 Abbkine公司的还原型谷胱甘肽检

测试剂盒（货号：KBT1600）检测。

 1.9    RT-qPCR
RNA提取使用上海普洛麦格生物产品有限公

司提供的 Eastep®Super试剂盒进行，提取的 RNA利

用 All-in-One First-Strand Synthesis  MasterMix反转

录合成 DNA。使用 NanoDrop  8000（Thermo  Fisher
Scientific）来评估 cDNA质量。使用 MagicSYBR混

合物（CWBIO，中国北京）在 QuantStudio（TM）6 Flex
系统（BioRad，CA，USA）仪器进行 RT-qPCR实验。

以黄芩ACTIN（F：GATTCTGAGGATTGCCAGATGG
R：CCTCCAATCCAGACACTGTACTT）基因为内参

基因。每个样品建立 3个生物学重复，使用 2−ΔΔCt 算法

计算转录水平，所有基因的RT-qPCR引物如表 1所示。

 1.10    载体构建及瞬时转化

在基因组文件中，找到木豆GST2（LOC109792184）
的 CDS序列，在诺唯赞引物设计网站（https://crm.
vazyme.com/cetool/simple.html）设计引物，并检查好

引物的特异性。利用设计好的引物扩增基因序列，

引物序列见表 2。
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为了获得过表达目的基因的植物，本研究将目

的基因克隆到 pCAMBIA2300载体中。将重组质粒

转化到GV3101菌株中。在 10 mL含有 20 mg/L利福

平和 50 mg/L卡那霉素的 YEP（yeast extract peptone）
液体培养基（YRK）中,培养了含有目的基因载体和

空载体的 GV3101细菌。然后 ,它们在 28 ℃ 下以

180 r/min的恒定摇动生长 13~15 h。在 OD600 达到

2.0之后，转移到新的 YRK液体培养基（100 mL），
在 28 ℃ 下以 180 r/min的恒定摇动生长 6~8 h。待

OD600 达到 2.0后，用高速离心机集菌，收集到的菌

体放到重悬液中暗培养 2 h。将木豆幼苗放入重悬液

中，0.5 MPa真空渗透 5 min。用无菌水冲洗，并用吸

水纸吸干表面水分，将木豆幼苗埋在土中 2~3 d后，
检测基因表达量。

 1.11    统计方法

生理指标及表达量分析过程中，差异显著性分

析采用 TTEST检验。统计差异显著性的判定标准为：

p > 0.05表示不显著；0.01 < p ≤ 0.05表示显著，标

注*；0.001 < p ≤ 0.01表示极显著，标注**；p ≤ 0.001
表示高度极显著，标注***。

 2   结果与分析

 2.1    代谢组分析复合种植模式下黄芩代谢物含量

将研究材料黄芩、木豆、蓝靛果 3种林下植物以

不同的组合方式,设置成 4个实验处理区：分别为 3
个月苗龄的木豆、蓝靛果、黄芩单植区共 9 m2 （3 m ×
3 m），种植间距为 10 cm；3个月苗龄的单植区共

9 m2 （3 m × 3 m），种植间距 10 cm；3个月苗龄的单

植区共 9 m2 （3 m × 3 m），种植间距 10 cm。木豆−蓝
靛果−黄芩复合区共 9 m2 （3 m × 3 m），根据木豆、蓝

靛果、黄芩 3种植物的生态位特点，采用分层种植的

方式。木豆植株较高，蓝靛果次之，二者可作为上层

植物，黄芩植株较矮小，作为下层植物种植在蓝靛果

和木豆之间。我们在木豆−蓝靛果−黄芩复合区,按照

蓝靛果、黄芩、木豆、黄芩、蓝靛果、黄芩、木豆、黄

芩、蓝靛果的顺序复合种植。在一个复配单位里，将

木豆∶蓝靛果∶黄芩按照 3∶4∶6的比例进行复配，从而

充分利用不同层次的光照资源，并能提高土地利用

率（图 1）。
黄芩是一种重要的药用植物，富含多种活性物

质，因此，我们更关注复合种植模式下黄芩代谢物含

量变化[33−34]。 单独种植和复合种植时，黄芩代谢物

的数据分析显示，复合种植显著改变了黄芩中代谢

物的含量。根据差异代谢物数据，以代谢物含量≥

100，P≤e−10 为标准，共筛选获得 20种上调代谢物

以及 22种下调代谢物。使用雷达图展示 2个比较组

之间的数据显著差异结果（图 2 A）。Xylostasin(核糖

霉素)、5′-Oxoaverantin等多个代谢物下调较为明显，

上调代谢物变化倍数相近。在复合种植时，代谢物

上调可能是由于响应外界信号，从而使植物能够快

速对外界环境改变作出反应，因此，我们主要关注上

调的代谢物。通过 log2 （fold change）值，将筛选获得

的上调代谢物进行排序，其中，Aflatoxin G2（黄曲霉

素 G2）、LysoPC 20:4、Glutathione（谷胱甘肽）位于

前 3位， log2（fold  change）值分别为 2.114  981  963、
2.051 789 612、1.963 732 416。通过热图分析单独种

植与复合种植的上调代谢物水平差异，结果显示，谷

胱甘肽含量变化显著（图 2B）。大量研究表明[33]，谷

胱甘肽是一种重要的非酶抗氧化剂，可以由还原型

谷胱甘肽转化为氧化型谷胱甘肽，直接清除 ROS，
并作为 GST的底物参与解除氧化毒性（图 2C）。它
和抗坏血酸（维生素 C）组成的 AsA-GSH循环能够

 

表 1    黄芩荧光定量 PCR引物

Tab. 1    Scutellaria baicalensis primers for RT-qPCR

基因 上游引物（5′—3′） 下游引物（3′—5′）

GST2 GATCTGCGTCAAGGCTGCTA TTAAGTCTGAGTGCCACGCC

GST3 GGAACGTGGTCTTGCCCATA TGAAGTCCTGCCAGCTTCTG

GST5 GCCCTAGAAATGGCCCAAAT ACGAAATAGCATTTGAACATAGCA

GST6 GGCCTCAACACTTACAGTTCC ACACAAGTACGACACGATCTTCT

APX2 CAGTGACGAGTATCAGCGGG TCGGAGAGCTTCAAGTGAGC

APX3 CAGTGGCCCAGCATCTACAA GCTCCTCTTGGAAGCTTCGT

APX4 GCAAGCTCATGGTGCAAACA CTCTCTGCCAGGGTGAAAGG

DHAR2 GATCTGCGTCAAGGCTGCTA TTAAGTCTGAGTGCCACGCC

 

表 2    GST2的 CDS序列克隆引物

Tab. 2    Cloning primers for CDS sequence of GST2

引物 序列

GST2-F ATGGCTCTCGAGGTTGCTGTC

GST2-R TCAAGCATTCACCTTAGGGGC
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有效地清除自由基，保护植物免受氧化损伤。由此

可见，谷胱甘肽在植物抵御胁迫中发挥着至关重要

的作用。

 2.2    黄芩在复合种植条件下 ASA-谷胱甘肽通路基

因的低温响应分析

复合种植模式下，黄芩中 ASA-谷胱甘肽通路基

因是否会发生变化。根据黄芩表达模式数据，以

FPKM值 ≥ 1、|log2 （fold change）| ≥ 1为筛选标准，

筛选差异表达基因。在 NCBI上下载谷胱甘肽代谢

通路蛋白序列，通过 TB-tools软件，在黄芩基因组中

同源比对。进一步筛选了注释为“谷胱甘肽转移酶

（GST）”、“脱氢抗坏血酸还原酶（DHAR）”、“抗坏

血酸过氧化物酶（APX）”的基因，根据其在染色体上

的位置进行命名，并绘制基因表达量热图。在筛选

获得的差异表达 ASA-GSH代谢通路基因中，GST2、
GST3、GST5、GST6、GST10、DHAR2、APX2、APX3、
APX4基因显著上调表达，GST1、GST4、GST7、GST8、
GST9、GST11、DHAR1基因显著下调表达，表明这

些 ASA-谷胱甘肽途径基因在复合种植时，能对外界

信号做出响应（图 3A）。有研究表明[33]，植物在受到

胁迫时，体内活性氧爆发，激活 ASA-谷胱甘肽系统。

首先，抗坏血酸过氧化物酶（APX）利用抗坏血酸

（ASA），将 H2O2 还原为 H2O，同时生成单脱氢抗坏

血酸（MDHA）。随后，MDHA还原酶（MDHAR）利
用 NADPH，将MDHA还原为 ASA，维持 ASA库的

稳定。此外，谷胱甘肽还原酶（GR）利用 NADPH，将

氧化型谷胱甘肽（GSSG）还原为还原型谷胱甘肽

（GSH），维持 GSH/GSSG比值。GSH不仅可以作为

APX的底物，直接参与 H2O2 的清除，还可以与

ROS反应生成 GSSG，进一步减轻氧化损伤。通过

ASA-谷胱甘肽通路的协同作用，植物能够有效清除

ROS，维持细胞氧化还原平衡，从而提高对胁迫的耐

受性（图 3 B）。
低温是影响林下植物的一种重要的非生物胁迫，

我们通过荧光定量 PCR，检测了低温条件下黄芩

ASA-谷胱甘肽通路中基因的表达量变化。在低温处

理下 ，GST2、GST3、GST5、GST6、DHAR2、 APX2、
APX3、APX4基因表达量相比于对照组，分别上调

了 6.33、4.48、1.25、2.30、3.83、2.88、2.14、6.30倍，
其中，GST2表达量变化最明显（图 3C）。结果显示，

复合种植模式下，ASA-谷胱甘肽通路基因表达量变

化显著，并且能响应低温胁迫。此外，我们初步认为，

GST2在林下植物抵御低温胁迫过程中发挥了更重

要的作用。

 2.3    转录组分析复合种植下蓝靛果 ASA-谷胱甘肽

通路基因表达量

接着，检测了蓝靛果在单一和复合种植条件下

ASA-谷胱甘肽通路基因表达量。以 FPKM值≥1、
|log2 （fold change）|≥1为筛选标准，筛选了注释为

“谷胱甘肽转移酶（GST）”的差异表达基因。在筛选

获得的差异表达 ASA-GSH代谢通路基因中，evm.
TU.Chr01.548、 evm.TU.Chr01.3959、 evm.TU.Chr01.

 

木豆单植区 蓝靛果单植区黄芩单植区

复合种植
模式图

图 1    单一种植及复合种植模式图

Fig. 1    Diagram of monoculture and intercropping patterns
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3960、evm.TU.Chr07.2466、evm.TU.Chr09.1577、evm.
TU.Chr01.3962、evm.TU.Chr09.2907基因显著上调

表达，evm.TU.Chr01.3126基因显著下调表达。表明

蓝靛果中，这些 ASA-谷胱甘肽途径基因在复合种植

时能对外界信号做出响应（图 4 ）。这些结果与黄芩

中的结果相似，说明复合种植能够使 ASA-谷胱甘肽

通路基因做出响应，谷胱甘肽转移酶基因使谷胱甘

肽的含量增加，从而能够使植物有效清除 ROS，维
持细胞氧化还原平衡，从而提高对胁迫的耐受性。

 2.4    复合种植模式使 3 种林下植物对低温耐受性

增强

基于上述分析，复合种植促进林下植物中谷胱

甘肽水平提高，并且相关基因表达量显著增加，能够

响应低温胁迫。接下来比较 2种种植模式下，林下

植物对低温胁迫的抗性。测定正常条件下生长以及

低温处理的黄芩、木豆、蓝靛果中，H2O2、GST活性

和 GSH的含量发现，复合种植相比于单独种植，3
种植物对于低温胁迫的抵抗能力均有提高。在蓝靛
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图 2    单一种植及复合种植模式下黄芩代谢产物的差异性分析

Fig. 2    Differential analysis of metabolites of Scutellaria baicalensis under monoculture and intercropping patterns
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果、木豆、黄芩中，低温处理后，复合种植相比于单

独种植，H2O2 含量分别降低了 16.04%、 38.98%、
10.10%，谷胱甘肽含量分别提高了 7.63%、13.4%、
8.85%，GST活性分别提高了 1.81、5.37和 3.13倍
（图 5）。在低温胁迫下，相比于单独种植，复合种植

的蓝靛果、木豆和黄芩体内，H2O2 分别有不同程度

的下降，GSH含量和 GST活性有不同程度的提高。

上述结果说明，复合种植使植物体内抗氧化酶活性

增强，抗氧化物质含量增加，降低了低温胁迫下的活

性氧爆发程度，增强了林下植物对寒冷的耐受性。

因此我们预测，复合种植的林下植物可能通过谷胱

甘肽途径，缓解在低温胁迫下受到的损伤。

 2.5    外源喷施谷胱甘肽能使木豆对低温胁迫耐受性

增强

通过林下植物复合种植代谢物及抗寒性分析，

我们预测谷胱甘肽对林下植物抗寒性发挥着重要作

用。由于黄芩和蓝靛果均属于适应北方种植环境的

物种，具备较强的抗寒能力，而木豆主要自然分布区

域集中在热带、亚热带地区，抗寒能力较弱[35−38]。因

此，本研究检测了复合种植下产生的谷胱甘肽是否

能提高木豆的抗寒性。以林下植物木豆为研究材料，

探究喷施谷胱甘肽对木豆抗寒性的影响。通过观察

表型，发现 0 ℃ 低温处理后，木豆叶片出现不同程

度的皱缩，在喷施谷胱甘肽后，叶片受损伤程度明显
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图 3    低温胁迫下黄芩 ASA-谷胱甘肽代谢通路基因表达量

Fig. 3    Expression levels of ASA-glutathione metabolism pathway genes under low-temperature stress of Scutellaria baicalensis
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Fig. 5 Changes in GST activity and H2O2 as well as GSH contents in different species under 2 planting patterns
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减弱（图 6A）。
我们测量了木豆叶片的卷曲指数、相对含水量、

电解质渗透率和 MDA含量。在 0 ℃ 处理下，喷施

谷胱甘肽比未喷施谷胱甘肽叶片卷曲指数下降了

26.48%。正常条件生长的木豆相对含水量为 78.18%，
喷施谷胱甘肽后，相对含水量为 81.76%；0 ℃ 处理
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图 6    喷施及未喷施谷胱甘肽的木豆在低温处理下表型及生理指标

Fig. 6    Phenotypic and physiological indices of pigeonpea sprayed with glutathione and unsprayed one
under low-temperature stress
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的木豆相对含水量为 44.84%，喷施谷胱甘肽后，相

对含水量为 57.91%。在低温胁迫下，木豆叶片的相

对含水量显著降低。在 0 ℃ 处理下，喷施谷胱甘肽

的木豆比 CK相对含水量提高了 29.14%。在正常生

长条件下，木豆的电导率为 48.70%，喷施谷胱甘肽

后电导率为 51.50%； 0 ℃ 处理的木豆电导率为

74.12%，喷施谷胱甘肽后电导率为 65.02%。在 0 ℃
处理下，喷施谷胱甘肽的木豆比 CK电导率下降了

12.28%。这些发现表明，长时间低温胁迫使木豆叶

片受到损伤，叶片含水量下降，细胞膜透性增加，严

重影响木豆生长发育，而谷胱甘肽处理能够缓解植

物低温受到的损伤。在正常生长条件下，木豆的

MDA含量为 67.80 nmol/g，喷施谷胱甘肽后 MDA
含量为 65.91  nmol/g。0 ℃ 处理后，MDA含量为

101.38 nmol/g，喷施谷胱甘肽后变为 82.15 nmol/g。
在 0 ℃ 处理下，喷施谷胱甘肽的木豆比未喷施谷胱

甘肽的 MDA含量下降了 23.4%（图 6B），说明喷施

谷胱甘肽有助于缓解低温诱导的膜损伤，有助于植

物抵御外界胁迫。

为了进一步了解谷胱甘肽是否参与低温胁迫下

木豆抗氧化系统的调控过程，我们测量了木豆叶片

的 H2O2 含量和抗氧化酶活性。在 0 ℃ 处理下，喷施

谷胱甘肽的木豆比未喷施谷胱甘肽的 H2O2 含量下

降了 19.89%，CAT酶活性提高了 14.81%，APX酶

活性提高了 24.18%，GST酶活性提高了 14.24%，GSH
含量提高了 37.48%（图 6B）。由此可见，喷施谷胱甘

肽能够激活低温下木豆的抗氧化系统，提高抗氧化

酶活性，抑制活性氧的过量产生，从而保护植物免受

氧化损伤。

 2.6    过表达 GST2 显著提高了木豆对低温胁迫的耐

受性

为了确定 GST2基因的亚细胞定位，将木豆 GST2
的 cDNA在 CaMV 35S启动子驱动下与 GFP 基因

融合，构建过表达载体。然后，通过农杆菌介导的瞬

时转化在本氏烟草（Nicotiana benthamiana）叶片中

表达 35S：GST2-GFP融合构建体或 35S：GFP空载

体。融合构建体的共聚焦显微镜观察显示，GST2蛋
白的 GFP信号定位在细胞质和细胞核中。结果表明，

GST2蛋白定位在细胞质和细胞核中（图 7A）。
为了验证 GST2是否可以调控木豆对低温胁迫

的抗性，我们构建 p35S: GST2-GFP过表达载体，利

用瞬时转化体系分析了 GST 在调控低温胁迫下调节

活性氧平衡的功能。过表达 GST2基因的木豆叶片

在 0 ℃ 下处理 24 h的表型相比于对照组有明显恢

复。在 0 ℃ 下处理，过表达 GST2木豆相比于对照

组 H2O2 及MDA含量显著降低、抗氧化酶活性显著

提高（图 7B）。与 CK相比，过表达 GST 的木豆在 0 ℃
处理下，H2O2 和 MDA含量分别下降了 10.10%、
14.73%。 APX、 SOD、 POD酶 活 性 分 别 提 高 了

19.37%、34.05%、23.18%，GSH含量提高了 10.68%。
这些结果表明，GST2基因参与低温诱导的氧化损伤，

抗氧化系统被激活，增强了木豆叶片的抗氧化防御

能力。GST2通过提高 APX、SOD和 POD等抗氧化

酶活性以增加活性氧清除能力，从而提高对低温胁

迫的耐受性。

 3   讨　　论

林下植物复合种植是一种人工生态经济复合系

统，具有投入小、见效快的经济特点。目前，林药复

合经营模式、林蔬复合经营模式、大豆玉米带状复合

种植、杨树林间复合种植模式是比较成熟的林下经

济发展模式，对于提高种植效益、提高森林生产力与

生态效益具有重要意义[37−38]。低温胁迫会抑制林下

植物的光合作用、呼吸作用和养分吸收，导致生长缓

慢或停滞[39]。低温诱导的 ROS需被及时清除以避免

氧化损伤，植物依赖各种抗氧化酶维持氧化还原平

衡，SOD能将超氧阴离子自由基转化为过氧化氢，

而 CAT、POD和 APX 则进一步将过氧化氢分解为

水和氧气，这些酶活性的协同提升构成了一个高效

的活性氧清除网络，有效降低了活性氧在植物体内

的积累。在复合种植模式下，植物会产生大量的谷

胱甘肽。在低温胁迫时，植物体内活性氧生成加速，

导致膜脂过氧化，丙二醛（MDA）含量升高，严重损

害细胞结构和功能[40]。研究结果显示，复合种植抑

制了低温处理下 H2O2 的过量产生，显著提高了谷胱

甘肽含量及谷胱甘肽转移酶活性，有助于促进林下

植物抵御低温胁迫。低温胁迫下，经谷胱甘肽处理

的林下植物体内超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢

酶（CAT）、过氧化物酶（POD）和抗坏血酸过氧化物

酶（APX）等抗氧化酶活性显著增强。

抗坏血酸−谷胱甘肽（ASA - GSH）循环是植物

抗氧化防御系统的重要组成部分，由多种抗氧化酶

和非酶物质组成，包括抗坏血酸过氧化物酶（APX）、
脱氢抗坏血酸还原酶（DHAR）、单脱氢抗坏血酸还

原酶（MDHAR）和谷胱甘肽还原酶（GR）等。它们共

同协作，将活性氧转化为无毒物质，从而维持细胞内

的氧化还原平衡。在该循环中，APX利用 ASA将

H2O2 还原为 H2O，自身被氧化为单脱氢抗坏血酸，

随后单脱氢抗坏血酸在单脱氢抗坏血酸还原酶作用

下还原为 ASA，同时，GSH参与维持该过程的氧化

还原平衡[38-39]。本研究发现，GSH处理显著降低了

低温胁迫时林下植物体内过氧化氢（H2O2）含量和
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MDA水平。这意味着 GSH有效抑制了活性氧的爆

发以及由此引发的膜脂过氧化过程。GSH处理还促

进了抗氧化酶（APX、CAT、POD、SOD）活性增强。

这与前人[33]在其他植物上的研究结果相符，如在小

麦（Triticum aestivum）和番茄（Solanum lycopersicum）
中的研究表明，外源 GSH能够诱导抗氧化酶基因的

表达，进而提升酶活性。GSH可能作为信号分子，激

活了相关基因的转录和翻译过程，使得这些关键抗

氧化酶的合成增加。在番茄中，SlSBPASE 的突变通

过损害谷胱甘肽生物合成和抑制植物中抗坏血酸−
谷胱甘肽的再循环来加剧低温诱导的氧化应激。赖

氨酸 220位点谷胱甘肽过氧化物酶的赖氨酸去巴豆

酰化提高谷胱甘肽过氧化物酶活性，能够增强菊花

抵抗冷胁迫的能力[30]。在茶树（Camellia sinensis）中，
CsGST 可以对低温在内的多种胁迫做出反应 [28]。

GSH一方面直接参与活性氧的清除反应，另一方面，
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图 7    GST2过表达通过促进活性氧清除提高木豆耐寒性

Fig. 7    Overexpression of GST2 enhances cold resistance of pigeonpea by promoting clearance of reactive oxygen species
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通过调节抗氧化酶系统间接发挥作用，从而维持了

细胞内活性氧的动态平衡，减轻了膜系统的损伤，保

持了细胞膜的稳定性和完整性，使植物在低温环境

下能更好地维持正常生理功能。GSH含量的增加以

及 GST 基因的过表达有助于维持 ASA - GSH循环

的高效运转，增强植物对活性氧的清除能力，进一步

提升植物的抗寒性能。

ICE-CBF/DREB-COR级联通路是植物响应低

温胁迫的关键信号转导途径。低温信号首先激活

ICE1转录因子，进而诱导 CBF/DREB1转录因子的

表达。CBF/DREB1作为转录激活因子，能够结合下

游 COR 基因的启动子区域，调控其表达。COR 基因

编码的蛋白质具有多种功能，包括保护细胞膜、稳定

蛋白质结构和调节渗透压等，共同提高植物的抗寒

性。ICE 作为该级联通路的上游关键调控因子，能够

感知低温信号并激活 CBF 基因的表达。研究表明，

MdNAC104通过 CBF 依赖和 CBF 独立途径正向调

节苹果（Malus domestica）的耐寒性 [41]。TaMPK3过
表达通过增加拟南芥中 ICE-CBF-COR 相关基因的

表达增强抗冻能力[26]。谷胱甘肽通过维持细胞内的

氧化还原平衡，稳定 ICE蛋白的结构与功能。GSH
不仅作为抗氧化剂，还可能通过硫醇化修饰（S-
glutathionylation）调控冷信号相关蛋白的活性。在

茶树上，抗坏血酸−谷胱甘肽（AsA-GSH）通路和

CsGSTU7通过维持氧化还原稳态来增强抗寒性[20]。

谷胱甘肽强大的抗氧化能力能够及时清除过量的活

性氧，保护 ICE蛋白免受氧化损伤，从而确保其能

正常响应低温信号，启动下游调控。整个 ICE-CBF/
DREB-COR级联通路的有效运行依赖于细胞内稳定

的内环境。谷胱甘肽调节抗氧化系统，防止活性氧

对细胞内各种生物大分子和膜系统的损伤，维持细

胞内离子平衡和信号转导的正常进行，为该级联通

路各环节的信号传递提供稳定保障。

此外，植物激素在介导植物对寒冷胁迫的防御

反应中也起着重要作用。GSH可能通过调节钙信号

或激素（如 ABA、JA）途径，间接影响冷响应基因的

表达。在草莓（Fragaria ananassa）中，低温可以通过

提高内源性 ABA含量来诱导脱落酸（ABA）生物合

成基因的表达，增强植物的耐寒性[23]。冷胁迫也会

导致内源性水杨酸（SA）的积累，外源性 SA处理显

著提高了玉米（Zea mays）的耐寒性[24]。此外，茉莉酸

（JA）通过充当正调节剂参与对寒冷应激的反应[7]。

本研究揭示了谷胱甘肽（GSH）及 GST 基因通过

调节抗氧化系统促进清除活性氧（ROS），进而提高

林下植物抗寒性，为进一步林下植物抗冷的分子机

制研究提供了潜在靶点（图 8）。该研究不仅丰富了

植物抗寒理论，也为利用 GSH提高林下植物抗寒性

提供了理论依据，对培育抗寒性强的林下植物品种、

 

谷胱甘肽
（GSH）

活性氧

谷胱甘肽转移酶

GST                  

抗冷性增强

复合种植单独种植

0 ℃

复合种植单独种植

25 ℃

图 8    谷胱甘肽（GSH）及 GST2基因促进清除活性氧提高林下植物抗寒性

Fig. 8    Glutathione (GSH) and GST2 genes promoting clearance of ROS to enhance cold resistance of understory plants
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维持森林生态系统稳定具有重要意义。

 4   结　　论

基于木豆、蓝靛果和黄芩的生态位差异的复合

模式，能有效提高土地利用率和光照资源的利用效

率。转录组与代谢组学分析表明，复合种植显著提

升了林下植物的谷胱甘肽水平，增强了谷胱甘肽转

移酶基因等的表达量，荧光定量证实，黄芩中 ASA-
谷胱甘肽通路基因表达量显著提高，说明复合种植

能使植物有效响应低温胁迫。对比复合种植与单独

种植模式下植物对低温胁迫的抗性，复合种植显著

降低了蓝靛果、木豆、黄芩中的 H2O2 含量，提高了

谷胱甘肽含量和 GST活性。针对不耐寒的木豆进行

的进一步研究显示，喷施谷胱甘肽可激活其抗氧化

系统，清除过量活性氧，减轻叶片损伤。而过表达

GST2基因的木豆在低温处理下，H2O2 和 MDA含

量降低，GSH含量提高，多种抗氧化酶活性显著增

强，表明 GST2基因参与了低温诱导的氧化损伤过

程，增强了叶片的抗氧化防御能力。综上所述，复合

种植下产生的谷胱甘肽以及 GST2能够通过调节林

下植物的抗氧化系统，及时有效地清除活性氧，降低

氧化应激对植物细胞的伤害，维持细胞正常的生理

功能和结构稳定性，进而显著提高林下植物的抗寒

性，为林下植物资源的保护和利用提供了新的思路

和方法。
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