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Antioxidative Activity in Groune-cover Chrysanthemum Seedling

SHI Li-ran1 , CHEN Hong-yan2 , CUI Xing-guo1

(1.Department of Life Science, Hengshui University ,Hengshui ,Hebei 053000;2.College of Life Sciences , Northwest Agricultural and Forestry

University , Yangling , Shanxi 712100)

Abstract:To study the drought-tolerant ability , the membrane lipid peroxidation and antioxidative activity of leaf in

groune-cover chrysanthemum seedlings were measured in drought stress with pot culture experiments simulating differ-

ent soil w ater status.The results show ed that the plasma membrane permeability and malondialdehyde content did not

change significantly , but gradually increased with the aggravation of drought stress.The activities of superoxide dis-

mutase(SOD)and catalase(CAT)increased under lightly and moderate drought stress , and then dropped under severe

water stress.The activity of POD kept increasing.Based on the results above we concluded that g roune-cover chry san-

themum show high adaptability to drought stress.
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不同热激处理对菊花抗氧化相关酶活性的影响

王 　毅 , 陈蕤坤 , 朱 勋路 , 莫明雅 , 徐 　莺 , 陈 　放
(生物资源与生态环境教育部重点实验室 ,四川大学生命科学学院 ,四川成都 610064)

　　摘　要:以观赏菊花为试验材料 ,研究 45℃胁迫 、35℃预热锻炼 、0.5 mM 水杨酸处理以及水

处理对其叶片超氧化物歧化酶 、过氧化物酶 、过氧化氢酶活性的影响。结果表明:3种酶活性均表

现出下降的趋势 ,其中 POD和CAT 活性变化较为一致 ,与对照相比 ,下降程度从小到大依次为

直接胁迫<热激锻炼<水处理<水杨酸处理;而 SOD下降程度从小到大则为热激锻炼<直接胁

迫<水处理<水杨酸处理。3种酶活性均表现为水杨酸处理的下降程度最大 ,且形态表现与生理

变化一致。

关键词:菊花;热胁迫;活性氧;超氧化物歧化酶;过氧化物酶;过氧化氢酶

中图分类号:S 682.1+1　文献标识码:A　文章编号:1001-0009(2010)09-0098-04

　　菊花(Chrysanthemum mori fo lium)为菊科菊属草本

花卉 ,是我国十大传统名花之一。其在布置园林和美化

环境方面具有重要价值 ,同时 ,还具有可食 、可饮 、可药

等多种用途[ 1] 。然而 ,菊花性喜温和冷凉气候 ,忌酷暑

炎热天气 ,最适生长温度为 15 ～ 25℃, 32℃以上则生长

缓慢[ 2] 。近年来 ,全球变暖趋势日益加剧 ,全国许多地
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区 ,7 ～ 9月份气温均高达 35℃以上且持续多日 ,对菊花

营养生长和花芽分化造成严重伤害[ 3] ,导致其长势不

良 ,叶片变小 ,边缘出现不规则褶皱 ,开花质量差甚至不

开花等 ,使得很多优良性状难以得到发挥。

除了导致细胞 、组织失水以外 ,高温胁迫还会诱导

植物产生包括超氧自由基(O-·
2 )、单线态氧(1O2)、过氧化

氢(H2O2)和羟基自由基(·OH-)等在内的大量活性氧 ,

从而对植物造成很大伤害[ 4-8] 。然而 ,由超氧化物歧化

酶(SOD)、过氧化物酶(POD)和过氧化氢酶(CAT)等共

同构成的植物体活性氧自由基酶促清除系统是清除胁

迫下所产生的多余活性氧、防止细胞膜过氧化的主要方

式之一 ,其活性高低往往与植物耐热性密切相关。

自20世纪60年代末 Fridovich提出生物自由基伤

害假说以来 ,植物抗性生理机制方面的研究业已展开 ,

李云[ 9-10] 、吴友根[ 11]等也已经展开了热激锻炼下菊花生

理变化及耐热性指标的确定方面的工作 ,为今后进一步

细致深刻的研究奠定了一定的基础 ,但是关于菊花抗氧

化方面的研究尚未进行 ,因此该研究拟从活性氧系统入

手 ,研究不同热激及锻炼条件下植物的 SOD ,POD ,CAT

活性变化 ,了解菊花体内抗氧化酶类对于其耐热性的影

响 ,以期对日后植物基因工程和品种改良提供依据。

1　材料与方法
1.1　试验材料与处理

随机选取温室培养了5个月的生长健壮 、长势基本

一致 、无病虫害的菊花盆栽苗 ,分成 5组进行处理(见表

1),各处理组的湿度保持在 65%不变。处理完毕后 ,立

即取材料自顶端向下的第 3 ～ 5片完全伸展的叶片 ,进

行酶活性测定 ,每组3次重复。材料处理方法见表 1。

　　表 1 菊花热胁迫处理
组

编

号

步骤

(25℃、65%、

6 000 lx)48 h

水杨酸(SA)喷洒

叶片2 h 1次

35℃热

锻炼 6 h

45℃胁

迫12 h

重复

次数

1 √ × × × 3

2 √ × × √ 3

3 √ × √ √ 3

4 √ √ × √ 3

5 √ 水 × √ 3

1.2　指标的测定

抗氧化酶粗提液的制备:称取处理后的菊花叶片

0.3 g ,剪碎 ,加入 5 mL 0.05 mol/ L磷酸缓冲液(PBS),

和少量石英砂冰浴研磨至匀浆。匀浆以 4℃, 10 000

r/min转速离心 15 min ,上清液即为样品提取液。

1.2.1　超氧化物歧化酶(SOD)活性的测定　采用上述

方法制备的粗提液 ,参考李柏林和梅慧生的方法[ 12]进行

测定。3.3 mL 反应体系中依次加入 50 mmol/L PBS

(pH 7.8)1.5 mL , 130 mmol/L 甲硫氨酸(methionine ,

Met)0.3 mL ,0.1 mmol/L EDTA-Na2 0.3 mL , 0.5 mL

蒸馏水 ,0.02 mmol/L核黄素溶液0.3 mL ,0.75 mmol/ L

氯化硝基四氮唑蓝(Nitrotet razolium blue chloride ,NBT)

0.3 mL和 0.1 mL 粗酶液。样品于 25℃,4 500 lx 光照

下反应 20 min ,立即遮光终止反应。测定 560 nm 下光

密度。

1.2.2　过氧化物酶(POD)活性的测定　利用上述方法

制得的粗酶液(采用 pH 5.5的 PBS),参考愈创木酚法

进行酶活性的测定。即:样品于 470 nm 波长下测定光

密度。

　　表 2 愈创木酚法测定POD活性

编号
0.05 M

PBS/mL

2%

H2 O2/mL

0.05 M 愈创

木酚/mL

粗酶

液/mL

沸水浴

/min

37℃

水浴/min

20%三氯

乙酸/mL
A470

对照 2.9 1.0 1.0 0.1 5 15 2.0 调零

样品 2.9 1.0 1.0 0.1

　　

1.2.3　过氧化氢酶(CAT)活性的测定　采用上述方法

制备的粗酶液(选用 pH 7.0的 PBS),参照 Abei的方

法[ 13]进行酶活测定。加样方法见表 3。样品于 25℃预

热 3min ,逐管加入0.1 mol/L的 H2O 2 0.3 mL ,每加完1

管立即记时 ,并迅速倒入石英比色皿中 ,240 nm 下测定

吸光度 ,每隔1 min读数 1次 ,共测 4 min。可溶性蛋白

质测定方法参考Whitham等的考马斯亮蓝 G-250染色

法。
[ 14]

　　表 3 CAT 活性测定加样参照表

管　号 1 样品 2对照

粗酶液/mL 0.2 0.2煮沸

pH 7.0 PBS / mL 1.5 1.5

蒸馏水/mL 1.0 1.0

1.3　统计分析

采用统计软件 One-way ANOVA(SPSS 12.0)和

Excel 2003处理试验数据并进行相关分析。

2　结果与分析
2.1　表观形态比较

各组材料分别经过 45℃直接胁迫 、35℃预热锻炼

6 h之后45℃胁迫 、0.5 mM 水杨酸处理后45℃胁迫和水

处理 ,重新置于常温下培养。从外观上看 ,水杨酸处理

组在处理结束后即表现出了明显的干枯症状 ,并且在2 d

后逐渐萎蔫直至死亡;水处理组植株下部叶片也表现出

了明显的干枯 ,但是整体上看还是挺拔的 ,大部分叶片

也还是处于完全伸展状态;热激锻炼组的植株有小部分

叶片表现出了轻度萎蔫;除此之外 ,其它组均看不出显

著变化(见图1)。

2.2　抗氧化酶活性与菊花耐热性

2.2.1　SOD活性　超氧化物歧化酶(SOD)是所有需氧

生物中普遍存在的一种酶 ,它主要存在于细胞溶质中。

许多研究证实 ,SOD能有效消除细胞中的超氧化物自由

基 O
-·
2 ,控制膜的过氧化水平 ,在减轻膜的伤害上起着一
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图 1　各试验组菊花在处理结束后的表观形态

　　注:A , B,C , D ,E分别为对照组,直接胁迫 ,热激锻炼 ,水杨酸处

理 ,水处理后菊花的表观形态, F 为水杨酸处理组菊花在处理结束

2 d 后的表象。

定的保护作用
[ 15-16]

,其活性的高低往往与植物的耐热性

相关。该试验结果显示 ,对试验材料进行不同的处理 ,

均导致了 SOD活性下降(如图 2所示),与对照组相比 ,

下降程度由小到大依次为:热激锻炼下降 33%,直接胁

迫下降 55%,水处理下降 66%,水杨酸处理下降 71%。

图2　不同热胁迫处理对菊花SOD, POD , CAT 活性的影响

　　注:1 , 2, 3, 4, 5分别为对照组,直接胁迫,热激锻炼 ,水杨酸处理,

水处理。

2.2.2　POD活性　过氧化物酶(POD)作为活性较高的

一种酶 ,广泛存在于植物体内不同组织中 ,它与呼吸作

用、光合作用 、生长素的氧化 、体内代谢状况以及对外界

环境的适应性等都有关系 ,在植物生长发育过程中它的

活性不断发生变化。由图 2可知 ,仍然是对照组 POD

活性最强 ,水杨酸处理组下降幅度最大 ,为 69%,其余各

组活性下降程度分别为直接胁迫下降 21%,热激锻炼下

降47%,水处理下降55%。

2.2.3　CAT 活性　过氧化氢酶(CAT)主要存在于过氧

化体中 ,催化 H2O2 分解为分子氧和水 ,消除细胞内多余

的过氧化氢 ,从而使细胞免于遭受 H2O 2的毒害 ,是生物

防御体系的关键酶之一。从图 2可以观察到 ,CAT 的活

性变化趋势和 POD完全一致 ,直接胁迫下降42%,热激

锻炼下降 53%,水处理下降 65%,水杨酸处理下降

70%。这与莫健彬[ 17]等的研究结果相一致。

通过以上试验数据不难发现 ,5组处理中都是水杨

酸处理致使各项生理指标下降幅度最大 ,而且从最终的

盆栽观察结果可以看出 1 ,2 ,3 ,5组的植株均长势良好 ,

几乎没有明显的差异 ,然而第 4组的差别却很悬殊 ,植

株在经过处理后即表现出干枯的症状 ,之后 2 d逐渐萎

蔫直至死亡 ,说明在试验中第 4 组受到的伤害程度

最深。

3　讨论与结论
在温度胁迫条件下 ,植物要生存必须维持一定的能

量代谢水平 ,并通过代谢途径避免机体的损伤和有毒物

质的积累。植物体各生理指标在高温胁迫后与正常温

度下相比都会发生较为明显的变化[ 18] 。而保护酶系统

活性的高低恰可以反映出植物对外界环境条件的适应

性以及植物自身防衰老的能力。其中 ,SOD活力与植物

抗逆性及抗衰老有密切关系 ,是植物逆境生理学研究中

的重要研究对象
[ 19]
。一般来说 ,SOD活性愈高 ,清除活

性氧的能力愈强。吴友根
[ 11]
,陈娅琼

[ 20]
等的研究表明 ,

热胁迫抑制了菊花的生长发育 ,随着胁迫时间的延长 ,

SOD表现出下降的趋势 ,这与该试验的结果比较相似。

POD与 SOD一样 ,同为植物体内自由基清除剂 ,对

环境条件变化的反应很敏感 ,属保护酶系统。很多耐高

温植物品种 ,如花生
[ 21]
,月季

[ 22]
,柑桔

[ 23]
等 ,往往在热胁

迫处理后 POD酶活性增强或维持较高的水平。然而 ,

在试验中 ,并未观察到 POD活性的增加 ,其反而呈下降

趋势 ,这与李云[ 8] ,陈发棣[ 24] 等的研究结果不相一致。

可能是由于在锻炼过程中或者胁迫初期植物就已经受

到了伤害 ,因此自身的调节机制无法有效地对植物体实

施保护反应。试验结果显示 ,不同的热激锻炼对于菊花

POD活性有较大的影响 ,而第 4组水杨酸处理的 POD

活性最低 ,说明第 4组中植物受到的伤害程度最大。

相比较而言 , CAT 活性表现出来的变化趋势与

POD活性的变化趋势关系更密切一些。有研究显示 ,

CAT 活性在耐热品种与热敏品种之间没有明显的差

异[ 25] ,这似乎也与试验的结果不相一致。从试验结果中

可以看到 ,经过各组处理后 ,菊花 CAT 活性差异还是比

较明显的。与对照组相比 ,均表现出下降趋势 ,其下降

程度分别为直接胁迫下降 42%,热激锻炼下降 53%,水

处理下降 65%,水杨酸处理下降70%。

通过对试验结果进行分析和比较 ,表观上可以看

到 ,水杨酸处理导致植物严重干枯 ,并最终死亡;水处理

在一定程度上造成了植株部分叶片的干枯 ,但最终可以

在常温下逐渐恢复;热激锻炼处理造成了植株叶片的轻

度萎蔫 ,最终也逐渐恢复;其它组和对照相比没有明显

差异。而试验数据结果显示 ,各项指标均表现为水杨酸

处理组下降程度最大 ,其中SOD 、POD 、CAT 下降趋势分

别为 71%、69%、70%;水处理组下降程度居第 2位 ,三

者下降程度分别为 66%、55%、65%。另外 2组直接胁
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迫和热激锻炼的差别不明显 ,这也和表观形态上看到的

现象相吻合。

水杨酸处理之所以会导致这么明显的差异 ,可能是

由于水杨酸给植物造成一个模拟的干旱环境 ,植株很可

能受到了来自干旱和高温的双重胁迫 ,因此受伤害程度

更严重一些;水处理较之于另外2种处理方法对植物的

伤害程度更大 ,说明在植物耐热性的获得方面热激锻炼

的效果更显著。而POD活性没有表现出上升的趋势反

而下降 ,很可能是由于在最初的锻炼过程中或者在胁迫

初期就已经对植物造成了较为严重的伤害 ,导致生物体

无法在短时间恢复自身调节机制 ,因此也就无法及时有

效地对外界胁迫做出相应的抵抗和防御。
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Effects of Different Heat Treatment on Activity of

Antioxidant-Enzyme of Chrysanthemum

WANG Yi , CHEN Rui-kun , ZHU Xun- lu ,MO Ming-ya , XU Ying , CHEN Fang

(College of Life Sciences , Sichuan University , Chengdu , Sichuan 610064)

Abstract:To investigate the effects of dif ferent heat t reatment on the activity of antioxidant-enzyme , the garden chrysan-

themum were treated at 45℃,pro-heated exercised at 35℃, treated with 0.5mM salicylate and with water , then the activ-

ity of superoxide dismutase(SOD),peroxidase(POD), catalase(CAT)of their leaves were mesured.The results showed

that the activity of the three enzyme were all fallen , and the diversification trend of POD was similar with that of CAT .

Compared to the control , the falling degree from the most to the least were the directly-st ressed , the pro-heated exercised ,

water treated , salicylate treated;however , the falling degree of SOD were the pro-heated exercised , the direct ly-stressed ,

water treated , salicylate treated from the most to the least.That w as to say , the activity of salicylate-t reated fell the most

in all the three enzyme , and it was the same as that appeared in the apparent shape.

Keywords:Chrysanthemum;heat stress;reactive oxygen;superoxide dismutase(SOD);peroxidase(POD), catalase(CAT)

101


