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不同海拔微孔草抗氧化系统的比较研究

包苏科1 ,2 ,冉　飞1 ,2 ,李和平1 ,2 ,韩　发1 3 ,李以康1

(1 中国科学院 西北高原生物研究所 ,西宁 810008 ;2 中国科学院 研究生院 ,北京 100049)

摘　要 :对生长在 3个不同海拔自然生境下微孔草 ( Microula sikkimensis)叶中的抗氧化系统进行了比较研究.结果

表明 ,生长在高海拔的微孔草叶中抗氧化酶类 SOD、POD和 CA T活性比生长在低海拔的活性高 ,其中大通牛场的

微孔草叶中 3种酶活性最高 ; A PX的活性随海拔的升高而升高 ,且低海拔地区西宁的 A PX活性极显著低于高海

拔地区大通和海北站 ( P < 0. 01) ;作为非酶抗氧化系统物质之一的抗坏血酸 (ASA)含量随海拔的升高而降低.高海

拔地区微孔草叶中可溶性糖含量极高 ( P < 0. 01) ;可溶性蛋白含量随海拔升高呈 V字形变化.光合色素 Chl a、Chl

b和 Car的含量均随着海拔升高而增加 ,Chl a/ b比值随海拔升高而降低. MDA的含量随海拔升高有增加的趋势 ,

西宁和大通的相比较 ,MDA含量差异显著 ( P < 0. 05) ,说明微孔草叶细胞膜脂过氧化程度随海拔升高加剧.生长在

不同海拔高度的微孔草对不同海拔高度环境变化具有相应的生理适应性和抗氧化策略.
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Comparison of Antioxidative System in Microul a
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Abstract :The comparative research of antioxidative system in t he leaves of M icroul a si kki mensis growing at

t he different altit ude outdoors was carrieded out . Our result s revealed t hat t he enzymes activity of superox2
ide dismutase (SOD) ,peroxidase ( POD) and catalase (CA T) at high altit ude regions were higher t han t hat
of Xining region ,and t he activities of SOD ,POD and CA T at Datong was t he highest among t he there re2
gions. Wit h t he increase of altit ude ,t he activity of ascorbate peroxidase (A PX) also increased ,and t he ac2
tivities of A PX at Xining was significantly lower t han t hat at Haibeizhan and Datong ( P < 0. 01) ;As one of
t he most important antioxidative matters ,ascorbic acid (AsA) decreased f rom Xining region to Haibeizhan

region. Cont rarily ,t he content of Chl a ,Chl b and Car increased along the elevational gradient f rom 2 200 m

to 3 200 m. Soluble sugar content was increased remarkably at higer altit ude region ( P < 0. 01) . Malondial2
dehyde (MDA) increased along t he elevational gradient and t he content of MDA at Datong region was ob2
viously higher t han t hat at Xining region ( P < 0. 05) ,which resulted in the membrane lipid peroxidation in

t he cell of M icroul a si kki mensis leaves. The figure of t he soluble p rotein content in t he cell of M icroul a si k2
ki mensis leaves at Xining region ,Datong region and Haibeizhan region showed a “V" shape in t here re2
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gions. The result s of our research indicated t hat t he plant M icroul a sikki mensis grown at t he t hree regions
in Qinghai Plateau could accordingly apply t he environment changes in different altit ude and had some

p hysiological adaptability and antioxidative and defensive st rategy.

Key words :M icroul a si kki mensis ;different altit udes ;antioxidative system

　　微孔草 ( M icroul a si kki mensis )是生长在青藏

高原及邻近高海拔地区特有的野生珍贵优质油料植

物资源 ,系紫草科微孔草属两年生草本植物.其种子

内含丰富的γ2亚麻酸 ( GLA) 、α2亚麻酸 (AL A)以及

其它特有的有效成分 ,是国际上公认的功能性医疗

保健产品的重要原料[1 ] .微孔草种子中含 18种氨基

酸 ,总量为 15. 30 % ,其中人体必需氨基酸含量为 6.

08 % ,占总量的 39. 74 %[2 ] .目前对微孔草的植物学

特性 ,生物学特征都有比较详尽的研究[1 ,3 ] ,然而对

微孔草的生理学研究 ,特别是抗氧化系统方面的的

研究还未见报道.微孔草广泛分布于青藏高原及邻

近地区 2 200～4 100 m范围内 ,因此本研究以不同

海拔微孔草为研究对象 ,旨在阐明不同海拔微孔草

抗氧化系统特性及生理适应性.

1　材料和方法

1 . 1　样品采集地情况

微孔草 ( M icroul a si kki mensis )样品分别采集

于西宁中国科学院西北高原生物研究所内实验地、

青海大通县牛场和中国科学院海北高寒草甸生态系

统定位站 (海北站) .西宁地区海拔 2 200 m ,年均温

5. 8℃,年总辐射 612. 5 MJ ! m - 2 ;大通县牛场地区

海拔 2 950 m ,年均温 5. 6℃,年总辐射 586. 2 MJ !

m - 2 ;海北站海拔 3 200 m ,年均温 - 1. 7℃,年总辐

射 650 MJ ! m - 2 .

1 . 2　样品处理

2007年 9 月初 ,分别在大通县牛场、中国科学

院海北高寒草甸生态系统定位站 (海北站) 、西宁 3

个地方采集盛花期的新鲜绿色叶片 ,用装冰的冰壶

带回实验室用蒸馏水洗净 ,用滤纸擦干 ,剪成小片称

重分装 ,放入 - 20℃冰箱冰存备用.

1 . 3　方　法

1 . 3 . 1　叶绿素含量的测定　参照李合生等方法[4 ] ,

称取 0. 1 g左右去叶脉的叶片 ,浸入 10 mL 80 %丙

酮溶液中 ,密封避光浸至叶片变白时 , UV21601 紫

外分光度计 (岛津)测定波长在 663、646、470 nm处

的吸光度值 ,按照下列公式计算 :

叶绿素 a (Chl a) = (12. 21 A 663 - 2 .81 A 646 )×V /

1 000W

叶绿素 b ( Chl b) = (20. 13 A 646 - 5 . 03 A 663 ) ×

V / 1 000W

类胡萝卜素 (Car) = (4. 4 A 470 - 0. 01 ×Chl a -

0. 45×Chl b) ×V / 1 000W

式中 , A 为吸光值 , V 为提取液总体积 ( mL ) , W 为

叶片鲜重 (g) ,单位 :mg/ g FW.

1 . 3 . 2　酶液提取　称取的 0. 5 g微孔草叶片 ,置于

研钵中 ,加入少量的石英沙和 62. 5 mmol/ L p H 7. 8

(含 0. 3 % PV P) ,于冰浴中充分研磨成匀浆后 ,总体

积 9 mL 于 15 000 r/ min离心 10 min.取上清液用

于SOD、POD、CA T、MDA和可溶性蛋白含量的

测定.

1 . 3 . 3　超氧化物歧化酶 ( SOD)的测定 　参照 Gi2
annopiolitis[5 ]等方法 ,依据 SOD 抑制 NB T 在光下

的还原作用来确定酶活性的大小.以抑制 NB T 光

还原 50作为一个酶单位 ( U) ;酶活性以 U ! mg - 1蛋

白表示.

1 . 3 . 4　过氧化物酶 ( POD)的测定　参照 Orman[6 ]

方法 ,依据有 H2 O2 存在时 , POD 能使愈创木酚氧

化生成茶褐色物质 ,用比色法测定.以每分钟 A470增

加 0. 01为一个酶活单位 ( U) ,酶活性以 U ! mg - 1蛋

白表示.

1 . 3 . 5 　过氧化氢酶 ( CA T)的测定 　参照 Chance

和 Maehly[7 ]方法 ,测定 H2 O2 减少时 A240的变化 ,

以每分钟酶转变 1μmol/ L H2 O2 为一个酶活单位

(U) ,酶活性以 U! mg - 1蛋白表示.

1 . 3 . 6　可溶性蛋白含量的测定 　参照张治安等方

法[8 ] .以牛血清蛋白为标准制作标准曲线.吸取 1

mL 酶液 ,放入试管中 ,加入 5 mL 考马斯亮蓝试剂 ,

摇均 ,放置 2 min后在 595 nm下比色 ,测定吸光值.

1 . 3 . 7　可溶性糖含量的测定 　按照张治安等蒽酮

比色法[ 8 ] ,以葡萄糖为标准制作标准曲线 ,测定波长

在 A620处的吸光值.单位μg/ g FW.

1 . 3 . 8 　丙二醛 ( MDA)含量的测定 　参照张治安

等方法 [ 8 ] .顺序取 1 mL 50 mM p H 7. 0 PBS ,1 mL

酶液和 2 mL 10 % TCA (含 0. 5 % TBA) ,混合振

荡 ,于沸水中加热 15 min ,迅速冷却并于 4 ℃下

5 000 r/ min离心 15 min ,测定上清液在 530、600

和 450 nm 处的吸光值并计算 MDA 含量 . 单位
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μmol/ g FW.

1 . 3 . 9　抗坏血酸 (ASA)含量的测定　参照李合生

等方法[4 ] .称取 1. 0 g叶片 ,3 mL 2 %草酸研磨成匀

浆 ,并转移至 100 mL 容量瓶中 ,残渣用 1 %草酸冲

洗一并倒入容量瓶中 ,然后加入 1 mL 30 %硫酸锌 ,

摇动容量瓶 ,在加入 1 mL 15 %亚铁氰化钾 ,以 1 %

草酸定容并过滤.取滤液 4 mL ,依次加入 2 mL 2 ,62
二氯酚靛酚染液 ,5 mL 二甲苯 ,摇匀 ,测定 500 nm

处的吸光值.单位 mg/ g FW.

1 . 3 . 10　抗坏血酸过氧化物酶 ( A PX)测定 　参照

Nakano 等[ 9 ]方法 ,测定 H2 O2 减少 A290的变化 ,以

每分钟酶转变 1μmol/ L H2 O2 为一个酶活性单位

(U) ,酶活性以 U! mg - 1蛋白表示.

以上实验指标的测定均重复 3 次 ,实验数据采

用 SPSS 13. 0作方差分析 ,Excel 2003绘图.

2　结果和分析

2. 1　不同海拔微孔草叶中 SOD、POD和 CAT活性

差异

微孔草叶中的 SOD、POD、CA T的活性都有随

海拔的增高而变化趋势一致 (图 1) .其中大通牛场

的微孔草叶中 SOD、POD 和 CA T 的活性最高.海

北站和大通地区微孔草叶中的 SOD 活性比西宁的

分别高 10. 55 %和 44. 99 % ;且西宁和大通之间、大

通和海北站之间变化明显 ( P < 0. 05) ,但西宁和海

北站的差异不显著 ( P > 0. 05) .高海拔地区海北站

和大通的微孔草叶中 POD活性分别比西宁高2. 84

倍和 2. 89 倍 ,差异均显著 ( P < 0. 05) .高海拔地区

海北站和大通微孔草叶中 CA T活性分别比西宁地

区高 7. 33 %和 40. 67 % ,经方差分析表明 ,西宁和大

通之间、大通和海北站之间差异显著 ( P < 0. 05) .高

海拔地区的高寒胁迫如低温、强 UV2B 和低压等加

剧时 ,植物体内的活性氧增加 ,当超过正常水平时 ,

加速抗氧化酶 SOD、POD和 CA T的合成和非酶促

物质含量的增加 ,阻止膜脂过氧化 ,解除活性氧对植

物体的损伤.

2 . 2 　不同海拔微孔草叶中抗坏血酸过氧化物酶

(A PX)活性差异

微孔草叶片中抗坏血酸过氧化物酶 ( A PX)活

性随海拔的升高而升高 (图 2) ,高海拔地区海北站

的微孔草叶片中 A PX的活性比低海拔地区大通和

西宁分别高 12. 29 %和 104. 04 % ,大通地区微孔草

叶片中 A PX活性比西宁地区高 81. 71 %.经方差分

析表明 ,西宁和大通 ,西宁和海北站的差异均极显著

( P < 0. 01) ,而大通和海北站两地区的 A PX活性差

异不显著 ( P > 0. 05) .

2 . 3　不同海拔微孔草叶中抗坏血酸 (ASA)含量的

差异

ASA 是重要的非酶促抗氧化物质[10 ] . 如图 3

所示 ,在微孔草叶中 ,抗坏血酸含量随海拔的升高而

降低.西宁地区微孔草叶中的 ASA 含量分别比大

通和海北站地区的 ASA含量高 7. 56 %和 11. 04 % ,

但三地之间差异均不显著 ( P > 0. 05) . ASA 是抗氧

化系统中最重要的非酶活性物质之一 ,在自由基的

清除方面有重要的作用[11 ] .
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图 3　不同海拔微孔草叶中抗坏血酸含量的比较

Fig. 3　Comparison of the ASA content s in M. sikkimensis

at different elevational gradient s

2 . 4　不同海拔微孔草叶中可溶性糖含量的差异

如图 4 所示 ,海拔高度的变化对微孔草叶中的

可溶性糖含量有一定影响 ,高海拔的海北站和大通

微孔草叶细胞可溶性糖含量分别比低海拔的西宁可

溶性糖含量高 1. 32 倍和 0. 43 倍 ,3 个地区微孔草

叶中可溶性糖含量差异均极显著 ( P < 0. 01) .可溶

性糖含量的增加 ,能增加细胞的渗透势 ,对细胞起保

护作用.

2 . 5　不同海拔微孔草叶中可溶性蛋白含量的差异

低海拔地区西宁的微孔草叶中的可溶性蛋白比

高海拔地区的可溶性蛋白含量较高 (图 5) ,分别比

大通地区和海北站地区的含量高31. 05 %和3. 86 % ,

大通地区的可溶性蛋白含量最低.方差分析表明 ,相

邻两地西宁和大通之间、大通和海北站的差异显著

( P < 0. 05) .

2 . 6　不同海拔微孔草叶中色素含量的差异

实验表明 ,叶绿素a的含量随海拔的增高而增

图 4　不同海拔微孔草叶中可溶性糖含量的比较

Fig. 4　Comparison of the soluble sugar content s in

M. sikkimensis at different elevational gradient s

加 (图 6) ,海北站和大通牛场的叶绿素 a 含量分别

比西宁的高 17. 49 %和 20. 79 %.叶绿素 b的含量也

随海拔的增高而增加 (图 6) ,海北站和大通的叶绿

素 b分别比西宁的高 55. 05 %和 42. 32 % ,海北站的

含量明显高于西宁 ( P < 0. 05) .结果表明微孔草叶

片中的光合色素含量在 2 200到 3 200 m间同海拔

呈正相关关系 ,这可能是微孔草适应了高海拔地区

的光辐照强度的结果.微孔草叶中的类胡萝卜素含

量随海拔的增高有增高趋势 (图 6) ,在海北站和大

通地区的类胡萝卜素分别比西宁地区高15. 88 %和

9. 56 %.随海拔增加 ,类胡萝卜素 (Cra)含量升高 ,这

与卢存福[12 ]等对矮嵩草的研究结果相一致. 3 种色

素相比 ,类胡萝卜素的含量最高 ,说明在高海拔地

区 ,类胡萝卜素在微孔草叶片光合系统中起重要的

作用.
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2 . 7　不同海拔微孔草叶中丙二醛含量的差异

从图 7 可以看出 ,高海拔地区海北站和大通微

孔草叶中 MDA 含量较西宁地区略高 ,分别高

16. 95 %和 24. 92 % ,其中大通地区的 MDA 含量最

高.西宁地区和大通地区的 MDA 含量差异显著 ( P

< 0. 05) . MDA 是膜脂过氧化作用的最终产物 ,其

含量反映膜脂过氧化的程度[13 ] .高海拔地区的植物

长期处于胁迫状态 ,在体内会积累较多的 MDA ,细

胞膜脂化加剧.

图 7　不同海拔微孔草叶中丙二醛含量的比较

Fig. 7　Comparison of the MDA content in M. sikkimensis

at different elevational gradient

3　讨　论

生长在青藏高原上的植物长期经受着干旱、低

温、低氧、低压、高辐射、夜间霜冻 ,疾风[10 ,12 ,14 ,15 ]等

一系列不利环境因素的影响 ,导致植物体内产生大

量的氧自由基.水分胁迫下 ,植物体内会产生!O H ,

导致蛋白质的氧化损伤和膜脂的过氧化损伤[16 ,17 ] .

低温可造成植物膜系统的破坏 ,陈少裕[18 ]的研究表

明 ,低温胁迫下甘蔗叶片质膜透性 ,膜脂过氧化程度

增加.青藏高原强 UV2B辐照能导致活性氧的产生 ,

加速膜脂过氧化[ 15 ] .正是由于植物体内存在着许多

的抗氧化酶和抗氧化物质 ,才能保证植物在这样的

逆境条件下能及时除去产生的氧自由基 ,保护植物

细胞免受损伤.

植物体内的活性氧可以通过两种方法清除 ,一

种是酶促抗氧化酶类 ,包括超氧化物歧化酶 (SOD) 、

过氧化氢酶 (CA T)和过氧化物酶 ( POD)等 ;另一种

是非酶促抗氧化物质 ,包括类胡萝卜素、抗坏血酸、

谷光苷肽等[10 ] .抗氧化酶类在植物的生长发育过程

中起着重要的作用[19 ] .研究结果表明[10 ] ,随海拔的

增高矮嵩草叶和根中的 POD 和 CA T 活性明显增

强 ;汪晓峰[20 ]等对红景天叶的研究表明 , SOD 和

POD与海拔呈正相关关系.实验证明 ,一方面 ,高海

拔海北站和大通地区的酶活性比低海拔西宁的酶活

性较高 ,但在大通地区的抗氧化酶活性较高 ,这可能

是当地生长的微孔草与当地生境相互作用的结果.

另一方面 ,在各个不同海拔高度 ,微孔草叶中的抗氧

化酶种类的含量也有很大的不同 ,含量差异为 : SOD

> POD > CA T.各种酶在植物体内的作用不同 ,微

孔草叶中 SOD活性最高 ,可以清除过多的超氧阴离

子自由基 ,催化 2 个 O
-!

2 发生歧化反应 ,生成 H2 O2

和 O2 ,生成的 H2 O2 虽然毒性较活性氧低 ,但是其

可直接对细胞有毒害作用 ,还可与超氧阴离子自由

基形成毒害作用更大的! O H [ 19 ] .虽然 H2 O2可以跨

膜扩散 ,其它部分产生的 H2 O2 也可以扩散到过氧

化物体中被 CA T 分解 ,且植物体不同组织中均存

在 POD ,也可以清除 H2 O2 .因此 SOD 协同 CA T、

POD清除植物体内潜在的 O
-!

2 和 H2 O2 ,从而最大

限度地减少了!O H 的形成 ,起到在逆境条件下保护

植物体的作用.

A PX广泛存在于植物叶绿体和胞质中 ,是清除

H2 O2抗坏血酸2谷胱甘肽 ( AsA2GSH)循环的关键

酶[21 ] .在细胞叶绿体中为发现 CA T的情况下 ,A PX

对保护叶绿体避免受到 H2 O2 的损伤起着重要的作

用. A PX是利用抗坏血酸为电子供体的 H2 O2 清除

剂 ,A PX所催化的反应为 : 2AsA + H2 O2 →2MDA

(单脱氢抗坏血酸) + 2 H2 O [22 ] . AsA是 A PX最有效

的电子供体 ,A PX首先被 AsA 的缺失氧化成中间

复合物 ,此复合物在氧化抗坏血酸双电子氧化物形

成 2个分子的单脱氢抗坏血酸.因此当 AsA没有被

复合物利用时 ,A PX失活[23 ] .

ASA一方面可直接清除活性氧 ,维持维生素 E

的还原态而间接除去 H2 O2 ,同时还可以作为酶的

底物在活性氧的清除过程中起作用 ,即是在叶绿体

类囊体表面作为还原剂提供电子参与 A PX介导的

H2 O2 的清楚.试验表明 ,ASA含量与海拔呈负相关

关系.这可能是低海拔西宁地区微孔草对抗氧化酶

类较低的一种生理适应性 ,是对抗氧化酶活性低的

一种互补性适应 ,说明在微孔草叶中存在两种不同

的抗氧化策略.

可溶性糖在植物抗生长发育过程中起着重要的

作用 ,高浓度的可溶性糖可降低冰点 ,抑制细胞结冰

时胞内水分流动 ,防止细胞因结冰引起机械伤害 ,预

防蛋白质低温凝固[24 ] .而大量的研究表明[24 ,25 ] ,可

溶性糖含量与海拔成正相关性.黄治远等[ 26 ]的研究

也证明 ,植物组织液中的渗透浓度越高 ,特别是水溶
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性的糖含量越高 ,植物的耐冻性就越强 ,即是叶片可

溶性糖含量的高低同植物的耐寒性成正比.这也说

明在高海拔地区恶劣的环境中 ,可溶性糖含量随海

拔的升高而升高也是微孔草植物适应环境的一种机

制.

研究表明[25 ] ,可溶性蛋白的含量高低与高山植

物的抗寒性有密切相关.矮嵩草叶中可溶性蛋白含

量随海拔的升高而升高[10 ,25 ] .刘淑云[27 ]等对玉米的

研究表明 ,随海拔的增高 ,蛋白质含量增加.而微孔

草叶中蛋白质含量随海拔升高有下降趋势 ,这可能

是与采样时植株正值花期 ,推测叶中的部分蛋白质

可能参与了果实的形成.

海拔对微孔草叶片色素含量有一定的影响 ,结

果表明 ,微孔草叶中光合色素含量随海拔的增高而

增高 (图 1) ,这可能是微孔草适应了高海拔地区的

光辐照强度的结果[28 ] .生长在青藏高原上及毗邻地

区的微孔草经常受到强 UV2B ,低温等不良因素的

影响 ,长期的胁迫环境中 ,细胞中积累了大量的氧自

由基 ,如果不及时清除 ,将会导致细胞损伤甚至死

亡.韩发[24 ]等的研究也表明 ,类胡萝卜素含量与海

拔高度成正相关关系 ,认为这与高海拔植物吸收强

烈的紫外线辐射 ,使高海拔植物减少或者避免高寒

地区强辐射紫外线和低温等环境胁迫的损伤 ,从而

保证植物的正常生长发育过程、光合作用和物质生

产能力. Car在光合作用过程中主要起 2个作用[29 ] :

捕获光能传递给叶绿素 a 和光保护作用.研究结果

也证明了随海拔的升高 ,起保护作用的 Car 含量也

不断增加.

MDA是膜脂过氧化的最终产物 ,会严重损伤

生物膜. MDA 含量可作为细胞受自由基伤害的重

要指标[10 ] . 研究表明 ,随海拔的升高微孔草叶中

MDA含量有增加趋势.细胞膜膜脂过氧化作用也

加剧 ,这是处于不同海拔高度微孔草对环境变化的

一种响应.
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