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摘要 :本文对低温胁迫下喜树幼苗叶片内超氧化物岐化酶 (SOD) 活性与叶绿素、游离脯氨酸、丙二醛

(MDA)含量的变化进行了研究。结果表明 :喜树幼苗经低温胁迫后叶内叶绿素含量下降 ;SOD 活性先

下降、后上升、再下降 ,其变化规律不同于其它植物 ;低温造成喜树幼苗的膜脂过氧化 ,MDA 含量明显

升高 ,SOD 活性的增强可以降低 MDA 的含量 ;脯氨酸随着胁迫的进行其含量升高 ,表明叶内脯氨酸的

升高也有助于提高它的抗寒性 ,进一步可以认为叶片内脯氨酸含量的高低可作为衡量喜树抗寒性指

标。
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喜树 ( Camptotheca acuminata Dence. ) 属珙桐科 (Nyssaceae) 旱莲属 ( Camptotheca) 植物 ,落叶

乔木。Monroe E. Wall 从喜树的皮中分离出喜树碱 (Camptothecin , CPT) ,经肿瘤试验证明这种

色氨酸2萜烯类生物碱具有抗癌活性[1 ] ,从而引起了人们的广泛关注。70 年代初用 CPT 进行

人体胃肠癌的实验性治疗 ,对部分病人的症状有所缓解。由于 CPT的毒性和令人难以忍受的

副作用如恶心、呕吐 ,以及制成水溶性的钠盐后抗癌活性降低等原因 ,使试验受阻 ,CPT的研究

由此进入低潮阶段。Y. H. Hsiang 发现 CPT能阻断拓朴异构酶 Ⅰ(topoisomerase Ⅰ, topo Ⅰ) 的

合成 ,说明 CPT的作用靶是 topo Ⅰ而不是拓朴异构酶 Ⅱ (topo Ⅱ) ,这正是 CPT 独特的抗癌机

理[2 ] 。这一发现掀起了喜树与 CPT研究的新高潮。进入 90 年代后 ,美国、日本、加拿大和英国

等国家投入大量的人力、物力进行喜树研究和 CPT的开发。使喜树成为继红豆杉 ( Taxus spp . )

之后第二个重要的木本抗癌药用植物 ,已成为世界性热门研究课题。

科学研究工作者对喜树和喜树碱进行了多方面的研究[3 ] ,主要集中在喜树体内生物活性

成分的分析、分离与鉴定 ,喜树碱在喜树体内的含量与分布规律 ,喜树碱及其类似物的提取、分

离与生产工艺 ,人工合成喜树碱及其类似物 ,但对于喜树的基础生理代谢以及生态因子胁迫对

它的影响方面还没有相关的报道。对喜树在低温胁迫下保护系统的反应的研究可为喜树药用

林定向培育和工厂化生产提供理论依据和实验基础 ,帮助我们获取更多的喜树碱 ,为此对此进

行了初步研究。
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1 　材料与方法

111 　试验材料

将 1 年生喜树苗于根颈处剪去上部 ,洗净泥土 ,植入 500 mL 培养瓶中 ,培养液为 1/ 4 Arnon

全营养液 ,常温下室内培养 ,每天用市售加气机向营养液中充气 2 次 ,每次 10 min。7 d 左右开

始抽生新根 ,萌芽 ,试验期间苗木生长正常。

112 　研究方法

所用苗木为 1 年生平茬水培苗。平茬后 30 d ,苗高 25 cm 左右时开始进行处理。

低温处理在人工气候箱内进行 ,设 8 ℃和 4 ℃2 组处理 ,以 25 ℃为对照 ,相对湿度 85 % ,

光源为气候箱自带日光灯管 ,有效辐射强度为 76μmol·m - 2·s - 1。每处理 4 瓶 ,重复 3 次 ,分别

在低温处理的第 0、015、3、7、10 d 采摘中部叶片 ,测定各项生理指标。

8 ℃处理的初始温度为常温 (25 ℃左右) ,利用人工气候箱的自动降温装置 ,经 3 h 降到

8 ℃。4 ℃处理的初始温度亦为常温 ,先降至 8 ℃,经过 12 h 锻炼 ,然后再在 2 h 内降至 4 ℃。

113 　分析测定方法

叶绿素测定 :采用分光光度计法 ,叶绿素用 96 %乙醇提取。

游离脯氨酸含量测定 :测定采用磺基水杨酸提取 ,茚三酮比色方法进行[4 ] 。

超氧化物歧化酶 (SOD)活性测定 :依据 SOD 抑制 NBT(氮蓝四唑) 在光下的还原程度来确

定 SOD 活性的大小。活性单位以抑制NBT光化还原的 50 %为一个酶活性单位 (u) 。具体测定

及计算方法见参考文献[4 ]。

丙二醛 (MDA)含量测定 :采用硫代巴比妥酸法[5 ] 。

2 　结果与分析

图 1 　低温胁迫对喜树叶内叶绿素含量的影响

211 　低温对叶绿素含量的影响

叶片中叶绿素的含量可在一定程度上

反映叶片的光合能力。与对照 (25 ℃) 相

比 ,4 ℃和 8 ℃低温胁迫使喜树叶片中的叶

绿素含量显著降低。对照的叶绿素含量基

本保持不变 ,胁迫至第 7 d 时叶绿素的含量

分别降低了 23161 % (4 ℃) 和 22149 % ( 8

℃) 。两种低温间叶绿素的含量有一定差

异 ,但经方差分析差异没有达到显著水平。

从图 1 可以看出 ,4 ℃和 8 ℃处理对叶

片中叶绿素含量的影响基本一致 ,均为逐渐下降 ,但 4 ℃的下降速度明显快于 8 ℃的速度。8

℃低温胁迫的前 3 d ,叶绿素含量变化为缓慢下降 ;此后的下降速度较快。这说明喜树这种原

产长江流域的亚热带树种只能忍耐较短时间的低温。

212 　低温对 SOD 活性的影响

与对照相比 ,低温胁迫使叶片中 SOD 活性发生了显著变化 ,但变化规律相似 (图 2) ,均为

先下降 ,然后上升 ,此后又下降。
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图 2 　低温胁迫对喜树叶内 SOD 活性影响

4 ℃胁迫下 SOD 活性变化剧烈 , 015 d

即降至最低值 ,酶活性降低了 5518 % (降低

量为 37217 u·g - 1) 。而 8 ℃胁迫下 ,SOD 活

性变化较为平稳且变幅较小 ,到第 3 d 酶活

性才出现最低值 , 活性仅降低了 1612 %

(11819 u·g - 1) 。两种处理的 SOD 活性于第

7 d 回升到较高水平 ,此后又有所下降。

213 　低温对叶内 MDA含量的影响

与对照相比 ,低温胁迫使叶片内 MDA

的含量增加。由图 3 可知 ,无论是 4 ℃还是

图 3 　低温胁迫对喜树叶内 MDA 含量的影响

8 ℃的低温胁迫 ,胁迫结束时细胞内 MDA

的含量、整个胁迫过程中的各次测定结果

均较胁迫开始时细胞内 MDA 的含量要高。

第 7 d 时 , 4 ℃使细胞内 MDA 含量增加

48132 % ,8 ℃处理使细胞内 MDA 增加了

29182 %。两种温度胁迫对喜树的影响规律

相似。4 ℃处理的影响大于 8 ℃的处理。

首先 4 ℃胁迫下 MDA 的含量上升迅速 ,015

d 即接近最大值 ;而 8 ℃胁迫则缓慢上升 ,

至第 7 d 达到最大值。其次是 MDA 的含量

水平 ,4 ℃胁迫条件下 MDA 的含量始终高

于同时期 8 ℃处理的含量水平。表明 4 ℃造成更强的脂质过氧化作用 ,产生的超氧自由基要

多 ,这与 SOD 活性的变化规律相吻合。

图 4 　低温胁迫对喜树叶内脯氨酸含量的影响

尽管两种处理对细胞内 MDA 含量的影响结果相同 ,但 MDA 含量的变化过程却不相同。

低温胁迫的初始阶段 ,4 ℃胁迫使细胞内 MDA 的含量快速增加 ,在 12 h (015 d)时达到一峰值。

8 ℃胁迫下细胞内 MDA 的含量只是缓慢增加 ,前 3 d 的增幅不大 ,到第 7 d 才达到高峰值。此

后 ,两种处理条件下细胞内 MDA 含量均有所下降 ,这是由于喜树对低温环境逐步适应的结果。

214 　低温对脯氨酸含量的影响

由图 4 看出 ,与对照相比 ,低温胁迫使喜树叶内脯氨酸的含量逐步升高。4 ℃与 8 ℃的低

温胁迫条件下 ,叶片内脯氨酸含量的变化

规律基本一致。不同的是 ,4 ℃胁迫引起的

变化更为剧烈 ,胁迫后 12 h (015 d) 即出现

一个峰值 ,含量增加达 7519 % ;而 8 ℃的胁

迫直到第 3 d 才达到最大值 ,脯氨酸含量增

加 5411 %。在 4 ℃胁迫下 ,脯氨酸在高水

平维持时间较长 ,而 8 ℃处理的高峰期则

较短。

低温对叶片内脯氨酸含量有较大的影
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响 ,短时间内使脯氨酸含量提高 ,随着胁迫时间的延长 ,脯氨酸含量会逐渐恢复到原来的水平 ,

这是由于喜树逐渐对低温环境适应的结果。这反映出植物对低温的抵抗能力可以通过逐渐锻

炼得以提高。

215 　低温下喜树叶片内 SOD 活性与 MDA、脯氨酸含量关系

低温胁迫对喜树叶片内的 SOD 活性、MDA 和脯氨酸含量均产生了一定的影响 ,三者间的

关系如图 5、6。

图 5 　4 ℃胁迫下喜树叶内 SOD 活性、MDA、脯氨酸含量间关系

图 6 　8 ℃胁迫下喜树叶内 SOD 活性、MDA、脯氨酸含量间关系

从图 5、6 可见 ,细胞内 SOD 活性的变化与 MDA 和脯氨酸含量变化存在着一定的相关性 ,

无论是在 4 ℃还是 8 ℃胁迫下 ,015 d 的胁迫使 SOD 活性降低 ,同时伴有MDA 和脯氨酸含量上

升 ,此后 SOD 活性逐步上升 ,MDA 和脯氨酸含量则有所降低。再进一步延长胁迫时间 ,SOD 活

性和 MDA 与脯氨酸含量则都迅速下降 ,这表明喜树的防御系统已受到较严重的危害。

3 　小结与讨论

(1)低温使喜树叶片内叶绿素含量持续下降。这与杨阿明[15 ]对黄瓜 ( Cucumis sativus Lin2
in. )的研究结果一致 ,表明喜树叶片内叶绿素对低温的胁迫比较敏感。

(2)低温能增加植物体内 O -
2 等活性氧含量 ,降低 SOD 活性 ,膜脂过氧化作用加强[7 ] ,这在

香蕉 ( Musa nana Lour. )和大蕉 ( Musa sapientum L. ) [8 ] 、栾树 ( Koelreuteria paniculata Laxm. ) [9 ] 、黄
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瓜[10 ]等多种植物上得到证实。但 SOD 活性的变化规律则不一致 ,一种结论是 SOD 活性随着

温度降低而逐步降低 ,另一种则认为在临界温度之上时 ,SOD 活性逐步升高 ,达到临界温度时

则迅速下降[11 ] 。喜树在低温条件下 SOD 的活性表现为先下降 ,后上升 ,然后再下降 ,与上述两

种意见不甚相同。

SOD 是植物本身应具备的一种保护酶 ,短时间的低温处理能使喜树叶片内 SOD 活性上

升 ,这表明 SOD 是一种诱导酶。罗广华[12 ]研究表明高氧能使大豆 ( Glycine max (Linn. ) Merr. )

幼苗细胞内 O -
2 产生速度增加 ,同时又使幼苗内 SOD 活性水平提高 ,以减轻 O -

2 伤害 ,这也说

明高氧能诱导 SOD 酶的产生。2 ℃贮藏芒果 ( Mangifera indica L. ) ,前期 SOD 活性呈下降趋势 ,

此后逐渐上升 ,随着冷害的加剧 ,SOD 也受到伤害 ,活性下降[13 ]的结果与喜树在低温条件下

SOD 活性的变化相似。

(3) MDA 含量是细胞膜脂质过氧化作用水平的反映[7 ] 。低温胁迫使喜树叶片内 MDA 含

量增加 ,这表明喜树在低温胁迫时产生了膜脂氧化作用。

(4)脯氨酸也被认为是植物在逆境胁迫下的产物[14 ] 。喜树在低温胁迫下 ,叶片内脯氨酸

表现出升高趋势 ,这表明脯氨酸的含量的高低与喜树处于逆境下保护性或有害物质的产生有

关脯氨酸升高的生理作用尚不清楚。有报道认为在干旱胁迫下脯氨酸的升高有利植物对干旱

胁迫的抵抗[14 ] 。由此可以认为低温胁迫下喜树叶内脯氨酸的升高也有助于提高它的抗寒性 ,

因此可以认为叶片内脯氨酸含量的高低可作为衡量喜树的抗寒性指标。

伴随着 SOD 活性的变化 ,细胞内的 MDA、脯氨酸含量也发生相应的变化 , SOD 活性与

MDA、脯氨酸含量之间存在着一定程度的负相关 ,这表明较高的 SOD 活性能够抑制膜脂质过

氧化作用 ,使 MDA 含量保持在较低水平。随着胁迫的加深 ,氧自由基的积累 ,从而使膜系统的

脂质过氧化作用增强 ,MDA 含量也随之升高。这表明低温降低了保护酶的活性 ,对生物膜造

成了一定的伤害。
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Effect of Low Temperature Stress on the Membrane2lipid

Peroxidation and the Concentration of Free Proline in

Camptotheca acuminata Seedling

FENG Jian2can1 , ZHANG Yu2jie2 , YANG Tian2zhu3

(1. Forestry and Horticultural College , Henan Agricultural University , Zhengzhou 　450002 , Henan , China ;

2. Forestry Technique Extension Station of Henan Province , Zhengzhou 　450008 ,Henan , China ;

3. Nanyang Forestry Technique Extension Station of Henan Province , Nanyang 　473056 ,Henan , China)

Abstract : The activity of superoxide dismutase (SOD) and the concentration of chlorophyll , free proline

(Pro) , and malondialdehyde (MDA) of Camptotheca acuminata seedling under low temperature stress

were studied. The results are as follows. The low temperature stress (4 ℃and 8 ℃) decreased the con2
centration of chlorophyll . The SOD activity became lower at the beginning of stressing and higher later

on. After 7 days’stressing , SOD activity became higher comparing to the former phase. This was quite

different from other plant’s reaction. With the stressing , the concentration of MDA became higher. At

the same time , the concentration of Pro was also higher and higher. The results also show that there was

a negative relationship between the SOD activity and the concentration of MDA and Pro. The concentra2
tion of MDA and Pro can be used as indexes to show how the seedling can endure the cold.

Key words : Camptotheca acuminata ; superoxide dismutase ( SOD) ; chlorophyll ; malondialdehyde

(MDA) ; proline ; low temperature stress
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