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苹果叶片离体衰老过程中抗坏血酸代谢的变化
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　　[摘　要 ]　以苹果 (M alus d om estica Bo rkh)品种嘎拉 (Gala)秋梢成熟叶片为试材, 在水培养条件下, 研究了离

体苹果叶片衰老过程 (0, 6, 12, 18, 30, 48 和72 h)中抗坏血酸2谷胱甘肽 (A SA 2GSH )循环及A SA 合成关键酶L 2半乳

糖2Χ2内酯脱氢酶 (GalLDH )的变化。结果表明, 在整个衰老过程中, 伴随H 2O 2 含量、质膜相对透性和M DA 含量升

高, 离体苹果叶片中单脱氢抗坏血酸还原酶 (M DHA R ) 活性下降, 抗坏血酸过氧化物酶 (A PX) 和脱氢抗坏血酸还

原酶 (DA HR )活性分别在18 和30 h 达到最高值, 而后开始下降。GalLDH 对苹果叶片离体衰老反应迅速, 在6 h 活

性达到最高, 而后开始迅速下降。A SA öDHA , 总A SA 和总GSH 含量随离体培养时间的延续均先上升而后下降, 而

GSH öGSSG 比值在叶片离体衰老过程中一直下降。说明在苹果叶片离体衰老过程中, 抗氧化剂A SA 代谢主要是通

过提高DHA R 活性来维持其高水平, 抵制衰老。
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　　植物在衰老过程中伴随着生物氧自由基大量积

累[1 ]。抗坏血酸 (A SA )是植物体内重要的抗氧化剂,

可通过一系列氧化还原反应来直接清除过氧化氢

(H 2O 2) [2 ]。A SA 清除H 2O 2 的过程是在H 2O 2 被抗坏

血酸过氧化酶 (A PX) 还原时, 作为电子供体的A SA

被氧化成单脱氢抗坏血酸 (M DHA ) , 然后M DHA

再被单脱氢抗坏血酸还原酶 (M DHA R ) 还原成

A SA ,M DHA 也可通过非酶歧化反应生成脱氢抗坏

血 酸 (DHA ) , DHA 在 脱 氢 抗 坏 血 酸 还 原 酶

(DHA R )和谷胱甘肽 (GSH )参与下可进一步还原为

A SA , 使H 2O 2 最终被清除[3 ]。在高等植物中, A SA

除了通过抗坏血酸2谷胱甘肽 (A SA 2GSH ) 循环系统

再生外, 还可以自身合成。近年来,A SA 的生物合成

途径已逐渐被了解,W heeler 等[4 ]和 Gatzek 等[5 ]提

出并证实的L 2半乳糖途径, 被公认是高等植物合成

A SA 的主要途径。虽然A SA 生物合成不同步骤的

亚细胞定位有待进一步阐明, 但催化A SA 生物合成

最后一步的L 2半乳糖2Χ2内酯脱氢酶 (GalLDH )已被

证明存在于线粒体内膜中[6 ]。关于植物衰老过程中

A SA 通过A SA 2GSH 循环再生及合成的研究, 国内

外尚无系统报道。本文以嘎拉苹果秋梢成熟叶片为

试材, 研究了苹果叶片离体衰老过程中A SA 2GSH

循环及A SA 合成酶GalLDH 活性的变化, 以探讨植

物衰老对抗坏血酸代谢的影响, 为延缓植物衰老提

供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　选用西北农林科技大学园艺场长势一致的5 年

生嘎拉苹果 (M a lus d om estica Bo rkh cv. GaL a) 树,

采取树体外围秋梢上成熟叶片为材料。

A SA , GSH , DHA , L 2半乳糖2Χ2内酯 (L 2GL ) ,

细胞色素 c (L ytc) , 抗坏血酸氧化酶 (AO ) 及GR 均

购自Sigm a 公司。UV 21700 可见紫外分光光度计。

1. 2　样品处理

通过叶柄施加水分, 在H PG2280HX 植物气候

箱 (光照 7 500 lx, 温度 22 ℃, 相对湿度 70% ) 中培

养, 分别在0, 6, 12, 18, 30, 48 和72 h 取样, 投入液氮

速冻, - 70 ℃保存, 用于各项指标的测定。每个指标

重复3 次以上。
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1. 3　测定指标及方法

1. 3. 1　质膜相对透性、丙二醛 (M DA ) 含量和H 2O 2

含量的测定　质膜相对透性和M DA 含量测定参考

李合生等[7 ]的方法, H 2O 2 含量测定参考林植芳等[8 ]

的方法。

1. 3. 2　A PX,M DHA R 和DHA R 活性测定　参考

M a 等[9 ]的方法。

1. 3. 3　GalLDH 活性测定　GalLDH 活性测定参

考O
^

ba 等[10 ]的方法。称取1. 0 g 苹果叶片, 在含0. 4

mmo löL 蔗糖, 体积分数10% 甘油, 30 mmo löL 巯基

乙醇和 10 göL 聚乙烯吡咯烷酮 (PV P) 的PBS (0. 1

mo löL , pH 7. 4)中研磨成匀浆, 500×g , 2 ℃离心15

m in, 收集上清液。上清液于22 000×g, 2 ℃离心20

m in, 弃上清, 沉淀用含体积分数 10% 甘油和 5

mmo löL GSH 的T ris2HC l (50 mo löL , pH 8. 5)悬浮

液悬浮, 即为酶液。 3 mL 反应体系含 50 mmo löL

T ris2HC l (pH 8. 0 ) , 0. 1% T riton X2100, 0. 1

mmo löL N aN 3, 0. 02 mmo löL 细胞色素 c (Cytc) ,

4. 5 mmo löL L 2半乳糖2Χ2内酯 (L 2GL )及0. 2 mL 酶

液。25 ℃下测定525 nm 处还原态Cytc 的生成量。酶

活力单位定义为: 1 m in 内氧化 1 Λmo l L 2GL (或生

成2 Λmo l 还原态Cytc)为1 个酶活力单位 (U )。

1. 3. 4　A SA、DHA、GSH 和GSSG 含量的测定　参

考M a 等[9 ]的方法。

1. 4　数据统计与分析

试验数据采用D PS 数据处理系统。

2　结果与分析

2. 1　苹果叶片离体衰老过程中质膜相对透性及

M DA 和H 2O 2 含量的变化

　　由图1 可以看出, 在苹果叶片离体衰老过程中,

相对电导率和M DA 含量均显著上升, 且在 72 h 时

较对照分别增加了79. 30% 和69. 41%。与此同时, 苹

果叶片代谢产生的对自身有毒害作用的活性氧之一

H 2O 2 含量也显著上升, 且在 72 h 时较对照增加了

66. 43%。

2. 2　苹果叶片离体衰老过程中A SA 2GSH 循环系

统相关酶活性的变化

　　由图2 可以看出, 在苹果叶片离体衰老过程中,

A PX 活性在 18 h 时较对照上升了 49. 24% , 而后开

始下降。还原DHA 的DHA R 活性的变化趋势和

A PX 基本一致, 先上升后下降, 在30 h 时达到最高,

较对照上升了36. 21% , 而后开始下降。而还原M D 2
HA 的M DHA R 活性一直下降, 在72 h 时较对照下

降了10. 25%。

图 1　苹果叶片离体衰老过程中相对

电导率、M DA 和H 2O 2 含量的变化

不同小写字母表示差异显著 (P < 0. 05)。下图同。

F ig. 1　Changes on R EC and concen tra t ion of M DA and

H 2O 2 during senescence of detached app le leaves

D ata w ith the differen t letters indicate the difference

is sign ifican t (P < 0. 05). T he sam e as below.

图 2　苹果叶片离体衰老过程中A PX,

DHA R 和M DHA R 活性的变化

F ig. 2　Changes on activiies of A PX,DHA R ,M DHA R

during senescence of detached app le leaves

2. 3　苹果叶片离体衰老过程中GalLDH 酶活性的

变化
　　GalLDH 作为A SA 合成过程中最后一个关键

酶, 在苹果叶片离体衰老过程中, 其活性在 6 h 时上

升了67. 71% , 而后开始明显下降 (图3)。说明在离体

衰老条件下, 苹果叶片中A SA 的合成能力初期增

加, 之后随衰老的加剧而明显下降; 且苹果叶片

GalLDH 活性对衰老的反应相当迅速。
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图 3　苹果叶片离体衰老过程中GalLDH 活性的变化
F ig. 3　Changes on activity of GalLDH during

senescece of detached app le leaves

2. 4　苹果叶片离体衰老过程中A SA 和DHA 含量

的变化
　　由图4 (a)可以看出, 在 30 h 时苹果叶片中表示

抗坏血酸库大小的总抗坏血酸含量 (A SA + DHA )

较对照增长幅度最大, 达20. 43% , 而后下降。在此过

程中, 还原态A SA 含量变化趋势与总A SA 变化趋

势基本一致, 同样在 30 h 增长幅度最大, 达

28. 30% , 而后开始下降。DHA 含量先下降后上升,

由此引起反映抗坏血酸氧化还原状态的A SA öDHA

比值随培养时间的延长先上升而后下降 (图 4 (c) ) ,

这说明抗坏血酸氧化还原状态与叶片离体衰老密切

相关。

图 4　苹果叶片离体衰老过程中A SA (a)、GSH (b)含量及A SA öDHA、GSH öGSSG 比值 (c)的变化

F ig. 4　Changes on con ten t of A SA (a) and GSH (b) and ratio (c) of A SA öDHA

and GSH öGSSG during senescence of detached app le leaves

2. 5　苹果叶片离体衰老过程中GSH 和GSSG 含量

的变化

　　由图 4 (b) 可以看出, 在离体衰老过程中, 苹果

叶片总谷胱甘肽含量 (GSH + GSSG) 先上升, 而后

下降, 但变化幅度不大; GSH 含量在叶片衰老过程

中逐渐下降, 在72 h 时较对照 (0 h)下降了49. 67% ;

GSSG 含量在叶片衰老过程中逐渐增加, 且在 72 h

时较对照增加了 2 倍多; 表示谷胱甘肽氧化还原势

的GSH öGSSG 比值在叶片离体衰老过程中明显下

降 (图4 (c) )。

3　讨　论

本研究结果表明, 在苹果叶片离体衰老过程中,

H 2O 2 含量、质膜相对透性和M DA 含量升高, 表明

膜质过氧化的发生使膜系统的结构和功能受到损

伤, 并随衰老进程而加剧。A SA 2GSH 循环作为植物

体内主要抗氧化系统, 可以抑制活性氧的产生, 在植

物衰老过程中起着重要作用[11 ]。以A SA 为电子供体

的A PX 可以直接清除H 2O 2, M DHA R、DHA R 和

GSH 有助于A SA 的再生, 避免对植物生长起负面

作用的DHA 的积累[12 ]。本研究中, 在苹果叶片离体

衰老过程中, A PX 和DA HR 活性均先上升后下降,

说明在苹果叶片离体衰老过程中, 活性氧 (AO S) 含

量升高, 激发苹果叶片中抗坏血酸防御系统[13 ] , 从

而使清除H 2O 2 的A PX 和加快A SA 循环再生的

DHA R 酶活性上升, 分别在 18 和 30 h 时达到最高。

但随衰老时间的延续, 对植物有毒害作用的AO S 大

量积累, 降低了相关酶的活性, 使清除H 2O 2 的能力

大幅度下降。M DHA 是A PX 催化产生的自由基中

间体, 可以自发歧化反应生成A SA 和DHA , 也可通

过M DHA R 还原为A SA (以NAD PH 或NADH 作为

还原剂)。在整个衰老过程中, 苹果离体叶片M D 2
HA R 活性下降, 表明其活性在衰老过程中受到了抑

制。

GSH 作为DHA 的电子供体, 其氧化还原态是

通过A SA 2GSH 循环与A SA 发生联系。GSH 不仅在
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加快A SA 再生上有重要作用, 而且本身也是生物体

内重要的抗氧化剂之一[14 ]。在苹果叶片离体衰老过

程中, 总A SA 和总GSH 含量均先上升后下降。说明

衰老开始时, 叶片通过总A SA 和总GSH 含量的上

升来增加抵御能力, 但随着衰老加剧, 超过其再生能

力时, 总A SA 和总GSH 含量下降, 同时GSH öGSSG

也明显下降, 这与Sm irnoff 等[15 ]和J im enez 等[11 ]的

报道一致。A SA 作为A PX 清除H 2O 2 的电子供体,

其含量和氧化还原状态的变化直接反映了植物衰老

的程度。在苹果叶片离体衰老过程中,A SA 先上升

而后下降, 氧化态的DHA 含量却先下降后上升, 由

此引起的反映抗坏血酸氧化还原状态的A SA öDHA

比值随时间的延续先上升而后下降。

作为合成A SA 的L 2半乳糖途径, GalLDH 是催

化A SA 生物合成的最后一个关键酶[4 ]。在本试验

中, 6 h 时GalLDH 活性达最高, 之后随着衰老时间

的延续, GalLDH 活性开始下降。说明在离体衰老过

程中, 苹果叶片中A SA 的合成能力初期增加, 而后

随衰老的加剧而明显下降; 而且苹果叶片GalLDH

对衰老的反应相当迅速。D avey 等[16 ]认为, 当植物

处于特殊生理状态 (如衰老、果实成熟或软化等)时,

糖醛酸途径可能是A SA 合成的一种交替途径, 但要

清楚地阐明糖醛酸转变途径的过程、生理作用以及

与L 2半乳糖途径之间的关系, 还需进一步研究。

Chen 等[17 ]研究认为, A SA 与植物对环境改变或防

御过程相关的信号转导有关, 但在逆境下, 植物是否

是通过改变A SA 的合成能力来改变A SA 氧化还原

状态, 从而参与逆境信号的转导, 还需进一步研究。
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Study of the zon ing therm al indexes of the grapevine
L I Hua, HUO X ing- san

(Colleg e of E nology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he zon ing therm al index of grapevine at p resen t w as summ arized and analyzed. T h rough

comparison betw een severa l k inds of therm al indexes and analysis of Ch inaπs clim ate characterist ics, fro st2
free period is con sidered to be a p roper therm al index of clim at ic zon ing fo r grapevine in Ch ina. F ro st2free

period, 160 days o r mo re, (30 annual m ean values, and the occu rence of fro st2free period < 150 days did no t

su rpass 3 t im es in 30 years) is the low er therm al lim it,w h ich is su itab le fo r the grow th of grapevine in Ch i2
na.

Key words: g rapevine; zon ing index; therm al index; fro st2free period
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Changes on asco rba te m etabo lism du ring senescence of detached app le leaves

L IM ing- jun 1,M A Feng-wang1, 2,M A Chun -hua1, ZHANG L in - sen 1, HAN M ing-yu1, SHU Hua i-ru i2, 1

(1 Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Colleg e of H orticu ltu re S cience and E ng ineering , S hand ong A g ricu ltu ra l U niversity , T aiπan, S hand ong 271000, Ch ina)

Abstract: T he changes of asco rbate2glu ta th ione (A SA 2GSH ) cycle, asco rbate b io syn thesis in the de2
tached leaves of app le (M a lus d om estica Bo rkh cv. Gala) du ring leaves senescence (a t 0, 6, 12, 24, 36, 48 and

72 h after cu ltu red w ith w ater) w ere invest iga ted in th is paper. T he resu lts show ed,w ith increasing con ten t

of H 2O 2 and M DA and rela t ive electric conduct ivity, the act ivity of monodehydroasco rbate reductase (M D 2
HA R ) decreased, and the act ivit ies of asco rbate perox idase (A PX ) and dehydroasco rbate reductase

(DHA R ) all decreased w hen they reached m ax im um at the 18th and 30th hou r of senescence respect ively.

L 2galactono 2Χ2lactone dehydrogenase (GalLDH ) increased rap id ly and the act ivity reached m ax im um at 6 h

and then decreased. A SA öDHA ,A SA poo l and GSH poo l a ll increased befo re 30 h and then decreased along

w ith the senescence, and GSH öGSSG decreased obviou sly. T hese indica te that A SA , as a m ain an t iox idan t,

is m ain ta ined and imp roved by increasing DHA R act ivity du ring senescence of app le leaves to imped senes2
cence.

Key words: app le; detached leaf; asco rbate2glu ta th ione cycle; L 2galactono 2Χ2lactone dehydrogenase
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