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摘要：对水分胁迫下早酥梨和杜梨两种梨树叶片的质膜氧化还原系统进行了研究。结果表明，水分胁迫使

梨幼树叶片质膜ATPase活性提高，质膜NADH(还原性辅酶I)和NADPH(还原性辅酶Ⅱ)的氧化速率及Fe

(CN)6(3．)和EDTA—Fe3+的还原速率降低，GSH(谷胱甘肽)和Vc(抗坏血酸)的氧化速率明显增加，表明除了NADH

和NADPH外，GSH和Vb也可以作为早酥梨幼树叶片质膜氧化还原系统的电子供体。进一步而官，在水分胁迫条

件下，GSH和vc可能是代替NADH和NADPH的质膜氧化还原系统的电子供体。
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世界上干旱半干旱地区占陆地面积的55％，在

这类地区水分是限制植物分布，影响作物产量的最

重要因素之一。植物抗旱性是一个极其复杂的现

象，它既包括植物抵抗水分亏缺的能力，也包括植物

从干旱缺水的土壤中吸取水分的能力⋯。长期以

来，人们对干旱机理和抗旱理论及措施进行了多方

面的探索。近30年来，研究者发现质膜电子传递与

各种植物生理过程之间存在着某种联系：植物细胞

质膜中存在氧化还原系统，它可能和质膜H+一AT．

Pase共同参与跨膜质子电动势的建立，并与植物生

长发育、质子分泌以及细胞壁合成等生理生化过程

相关联【2J。研究发现，多种逆境条件对植物细胞质

膜氧化还原系统产生影响【3“引。

但是关于水分胁迫对果树叶片质膜氧化还原系

统的影响报道甚少。梨是落叶果树中的重要树种之

一，栽培范围广泛，有相当大的面积分布在干旱半干

旱地区。因此以梨为试材进行抗干旱研究具有重要

意义。本文以早酥梨和杜梨幼树为材料，探讨水分

胁迫对叶片氧化还原系统的影响，从而为抗旱基因

工程提供理论基础。

1材料与方法

I．1试材及其栽培条件

供试的两个不同梨种类，即不抗旱的早酥梨

(P．bretschneideri c￡，．Zao Su)和抗旱的杜梨(P．be．

tuloefolia．Bqe)二年生盆栽幼树。采用上口直径30

cm，下底直径20 cm，高40 cm的瓦盆，填充料为田问

自然土，装土量为10 kg／盆。试验于内蒙古巴盟临

河果园进行。

1．2试验处理及取样

选择整齐一致的早酥梨和杜梨二年生幼树，与

4月1日定植于盆内，正常管理。5月20日开始预

备实验。5月30日试材置于防雨棚内，保持良好的

光照与通风。试验设置正常管理(对照)和施旱两种

处理。干旱处理根据土壤含水量和叶片组织相对含

水量随时间延长下降程度不同设置轻度胁迫、中度

胁迫和严重胁迫3个水平，设3次重复。试验自6

月1日开始，至7月25日结束，共进行4次。分别

为6月1日(对照)，6月10日(轻度胁迫)，6月18日

(中度胁迫)，6月30日(严重胁迫)取样。第2次至

第4次试验处理和对照同时取样。叶取新稍基部第

5，6，7片用于测试。

1．3 测定方法

1．3．1质膜的分离及提纯【1l J取50 g早酥梨和杜

梨叶片，按1：2比率加入30 mmol／L Hepes一％8

pH7．4，250 mmol／L甘露醇，3 mmol／L EDTA，l

mmoL／L DTr的匀浆液，在研钵中匀浆，然后用二层

纱布过滤，滤液经5 000 g离心10 min取上清液，在

10 000 g离心15 min，沉降颗粒即为线粒体，将其悬

浮于含250 mmol／L甘露醇，1 mmol／L HepeS—Tris

pH7．4缓冲液中待用。上清液继续在80 000 g下离

心30 min，取沉降颗粒，悬浮于5 lIll含250 mmol／L

甘露醇，l mmol／L DTr，2．5 mmol／L hePes—Tris悬浮

液中，取悬浮液1．5 mL，然后小心地铺在上层为

6％、下层为12％DextronT70溶液上，在70 000 g离心

2 h。小心收集6％与12％DextronT70层间的沉降颗
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粒。即为原生质膜制剂。贮于一20℃下备用，以上操

作均在4℃下进行。

1．3．2质膜ATPase活性测定【l¨ 采用钼蓝法测定

ATPase水解ATP释放的无机磷量，用vrnol—Pi／mg

一蛋白×h表示酶的活性，反应混合液中含100

mmol／L Hepes一"Iris(pH=6)，30 mmoL／L Mgs04和

O．05 mmol／L钼酸铵。另外，据实验要求加入Mg．

S04、KCl、KBr与Ⅺ等试剂。

1．3．3 NADH和NADPH氧化速率的测定L12J将反

应介质(蔗糖0．25 moL／L，％8一Me8 10 mmol／L pH

8．O)置于1 IIll(光径1 em)石英比色杯中，加入50

rnmol／L的NADH 5弘l和100 mmol／L的Fe(CN)63—10

出，最后加入膜制剂(含10魑膜蛋白)开始反应。用

岛津Uv一190型双光束分光光度计记录340 nln消光

系数。以不加膜制剂的为空白，按NADH 1 nunol／L的

消光系数为6．23计算NADH的氧化速率。NADPH

的氧化速率测定同NADH。

1．3．4 Fe(CN)63一和EDTA—Fe3+还原速率的测

定【13J 与NADH氧化速率测定方法相同。只是测

定波长改为420 nnl。按Fe(CN)63—1 mmol／L消光系

数为1计算Fe(ON)。3一的还原速率。将上述相同反

应介质与NADH、100 mmol／L的菲啉10 m和100

mmol／L的EDTA—Fe3+10出加到比色杯中，加入含

lO腭膜蛋白的膜制剂开始反应。以不加膜制剂为

空白，测定535 nnl消光系数。用亚铁盐配制标准曲

线，计算EDTA—Fe3+还原速率。

1．3．5 GSH和vc氧化速率的测定【12J GSH测定

方法同NADH，波长为420 nm；Vc测定方法同GSH。

1．3．6数据分析采用SPSS数据处理系统软件分

析处理间的差异显著性。

2结果与分析

2．1 水分胁迫对质膜ATPase活性的影响

如表1所示，随着水分胁迫程度的增加，早酥

梨、杜梨幼树叶片质膜ATPase活性不断增高。在轻

度胁迫时，早酥梨、杜梨质膜ATPase活性分别较对

照增加了54％和22．9％，其中，不抗旱的早酥梨与

对照差异显著，而抗旱性较强的杜梨在轻度胁迫下

与对照相比差异不显著；中度胁迫时，早酥梨、杜梨

质膜ATPase活性分别较对照增加了97％和32．6％，

早酥梨与对照差异显著，而杜梨较对照依然没有达

到差异显著的水平；当重度胁迫时，早酥梨、杜梨质

膜ATPase活性与对照相比均呈显著差异。显然，经

水分胁迫后质膜ATPase活性发生了变化，且不抗旱

的早酥梨比抗旱性较强的杜梨增长率高得多。

表1水分胁迫对质膜ATPase活性的影响[趣Pi／(mg·min))

Table l The influence of water stress OIl ATPase

ac6vity of plasmic membrane

注：不同字母为P<0．05下差异显著。

Note：Different letters㈣significance of difference at 0．05 levels(P

<0．05)．

2．2水分胁迫对NADH和NADPH氧化速率的影响

如表2所示，早酥梨和杜梨表现出一致的变化

趋势。在轻度胁迫条件下，NADH和NADPH的氧化

速率对初期轻微的胁迫不敏感且略有增加。这可能

是在干旱初期，细胞内的保护酶类活性增加，使细胞

能维持正常的代谢而保证较高的NADH和NADPH

水平。但随着胁迫强度的增加，细胞内产生较多的

自由基，是代谢失调、质膜受到损伤、呼吸作用减弱

而使电子供体NADH和NADPH含量下降所致。试

验结果还表明：早酥梨和杜梨NADH和NADPH氧化

速率的变化幅度存在明显的差异。耐旱的杜梨在水

分胁迫初期，其氧化速率基本没有多大的变化，在以

后的胁迫进程中，尽管其氧化速率有所下降，但是比

较平缓。而不耐旱的早酥梨在干旱初期呈上升趋

势，随着干旱的加重氧化速率明显下降。

表2水分胁迫对NADH与NADPH氯化

速率的影响(—·脚L／(mg·min)]
Table 2 The influence of water 8tl"et搪oil the

oxidation碍te of NADH and NADPH

对照CK 204．00aA 98．36aA 186．32aA 84．46aA

Milj鬻篓兰。z，s．弱d，-：埘d加-．勉n-o·．z“

Mod|二妻罂悯78．45bB 69．23bB 59．32bB 52．1l埔

．重度胁迫 56．23bB 50．00bB 50．00bB 40．16bB
aevel℃water$tl'et强

注：不同小写字母为P<O．05下差异显著，不同大写字母为P

<0．Ol下差异显著。下同。

Note：Different lowercase letters mn significance of difference at 0．05

levels(P<O．05)，different captal letters咖significance of difference at

0．Ol levels(P<0．oO．Tbe Hm∞below．
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由此可见，梨在水分胁迫条件下，质膜NADH与

NADPH氧化速率与胁迫强度密切相关。总的趋势

是氧化速率在轻度胁迫时有所增加，但随着胁迫强

度的增强，NADH与NADPH氧化速率较对照持续下

降，在中度胁迫前已大幅度下降。

2．3 干旱对Fe(CN)613一J和EDTA—Fe3+还原速率

的影响

水分胁迫对质膜氧化还原系统的影响还表现在

对Fe(CN)6(3一)和EDTA—Fe3+还原速率的影响。从

表3可以看出，以NADH作为电子供体时的Fe

(CN)6【3-)和EDTA—Fe3+的还原速率均受到影响。

轻度胁迫还原速率下降较少，但是，从轻度胁迫到中

度胁迫这一过程，其还原速率急剧下降。在中度胁

迫以后，其还原速率又平缓下降。Fe(CN)6(3‘)和

EDTA—Fe3+作为电子受体在干旱进程中还原速率

下降，这可能是由于在水分胁迫下生物氧化过程受

阻，其质膜上的一些电子传递体合成减弱，分解加

快，从而使电子传递受阻，酶活性下降，以至使Fe

(CN)6(3-)和EDTA—Fe3+的还原速率降低。抗旱的

杜梨在整个胁迫过程中其电子受体还原速率的下降

幅度低于早酥梨。从以上研究可看出，杜梨在胁迫

进程中受害程度低于早酥梨。

表3水分胁迫对FeiCN}6‘3一’与EDTA—Fe3+还原速率的影响[nm0】／(mg·rain)】

Table 3 The hlfluenee of water stress on the deoxidation rate of EDTA—Fe3+and Fe(CN}6‘3一l

2．4水分胁迫对GSH和Vc氧化速率的影响

干旱进程中早酥梨和杜梨的GSH和Vc氧化速

率变化趋势是一致的，如表4所示：在胁迫初期，其

氧化速率均缓慢上升，但随着胁迫程度的增加，其氧

化速率急剧升高。从本实验也可以看出：虽然两种

梨树的GSH和Vc氧化速率随着胁迫程度的增加其

变化规律基本相同，但其变化幅度因为种类的不同

而存在差异。杜梨在整个胁迫过程中GSH和Vc的

氧化速率均明显低于早酥梨。可见在干旱进程中作

为质膜氧化还原系统的天然电子供体，其氧化速率

升高。究其原因，可能是为了保证电子的正常传递，

来适应干旱。不抗旱的早酥梨对干旱由于具有较弱

的抵御能力和适应机制，所以GSH和vc作为电子

供体时其氧化速率增加幅度较大，而抗旱的杜梨则

恰好相反。

表4水分胁迫对GSH和vc氯化速率的影响

Ta蝴e 4 The influence of water stre鹞oli the oxidation rate of GSH and Vc

3讨论

逆境条件下，质膜的结构、组成和功能受到很大

的影响【3 J。根据已有的研究资料可以确定在体内和

体外，质膜上都存在氧化还原系统。最常使用的电

子供体是NAD(P)H和亚铁氰化物，电子受体是铁

氰化物和Fe3+一EDTA。本实验发现水分胁迫也影

响质膜氧化还原系统的运转，使质膜的NADH和

NADPH以及Fe(CN)63。和EDTA—Fe3+的还原都大

幅度下降(表2、3)。水分胁迫引起的NADH和

NADPH氧化速率降低的程度相似，暗示水分胁迫对

NADH和NADPH氧化的影响机制可能相同。

I-Isiao【t4J认为参照胁迫严重程度和时间进程研

究植物对水分胁迫的响应更为有效。我们采用这种

处理方式研究了不同梨种类对水分亏缺的反应性和

适应性，同时发现了抗旱性较强的杜梨与抗旱较弱
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的早酥梨对水分亏缺反应程度的差异。并在实验中

发现质膜氧化还原系统中NADH和NADPH的氧化

速率、EDTA—Fe3+和Fe(cN)63．的还原速率变化能

力不同是以上差异之一。Mcpller和Crane研究表

明【l引，质膜氧化还原系统是多途径的：通常以

NADH和NADPH为电子供体，还原Fe(CN)63。，但不

能还原EDTA—Fe3+，被称为标准系统，缺铁可以诱

导另一种为Turbo系统的质膜氧化还原系统，该系

统以NADH为电子供体，还原EDTA—Fe3+和Fe

(CN)63．。表3的研究结果表明，在以NADH为电子

供体时，EDTA—Fe3+和Fe(CN)63一都可以作为电子

受体被还原，却不需要经过缺铁培养。显然，本文实

验获得的质膜氧化还原系统与Mcpller等提出的标

准系统和Turbo系统不同。Misra研究表明u引，除

NADH和NADPH外，GSH和Vc也可以作为质膜氧

化还原系统的电子供体。本实验还发现随着胁迫程

度的增加GSH和vc的氧化速率均增加，所以可能

是在水分胁迫下GSH和Vc是NADH作为质膜氧化

还原系统电子供体的替代物质，至于是否还有其它

物质，尚需进一步研究。
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on redox system of leaf plasmic

of pear trees

WANG Guo—ze

(&hool of Mathematical，Physical&iemes and B谢删Engineering，Inner Mongolia Uru,,emty

of&ience and Technology，Baotou，Inner Mongolia 014010，Chiaa)

Abstract：强e basic physiological index of redox system of leaf plasmic membrane were studied on two varieties of

pear trees，P．bretschneideri删．Zao Su and P．betuloefolia．Bge．ne result showed that water stress could increase

ATPase activi竹。reduce both the oxidation rate of NADH and NADPH and the deoxidation rate of EDTA．F9+and

Fe(CN)6(3～of plasmic melnblllne．矾en water stress occurred，the oxidation rate of GSH and vitamin C(Vc)obvious．

1y increased．which indicated that GSH and Vc could be幽electron donor of redox system of plasmie membrane besides

NADH and NADPH in the leaves of young crisp pear trees．Probably under water stress condition，GSH and Vc could re·

place NADH and NADPH，acting as electron donor of redox system of plasmic melilbrane．

Key words：water stress；crisp pear；birehleaf pear；redox system of plasmic menlbrane
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