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唐古特山莨菪抗氧化系统成分对环境变化的响应

李以康1, 2, 韩　发13 , 吴　兵1, 2, 王学英1, 2, 师生波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　100039)

摘要: 对西宁地区唐古特山莨菪 (A nisod us. tang u ticus. ) 抗氧化系统成分的季节变化及日变化的研究发现: 抗氧化物

质谷胱甘肽和类胡萝卜素的含量在生长的前 3 个阶段变化趋势一致, 由低升高再降低; 日变化显著差异; 抗氧化酶的

活性表现不一致, 过氧化物酶、过氧化氢酶和抗坏血酸过氧化物酶的活性随生长进程表现出降低2升高2降低的变化趋

势, 均为枯黄期活性最低; 日变化活跃, 但是没有明显的规律性; 超氧化物歧化酶活性在营养生长初期最高并且日变

化幅度大, 其他时期日变化不大; 丙二醛含量在返青期上午较高而在午后迅速降至最低水平; 营养生长初期和后期的

含量低, 日变化差异不大; 枯黄期的含量总体表现出较高的水平。研究结果表明抗氧化物质和抗氧化酶在不同生长季

节具有协同性和互补性, 山莨菪在不同的生长期可能存在不同的抗氧化机制。
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Respon ses of An tiox ida tive Ingred ien ts of A n isodus tangu ticus M ax im.

Pascher to the Env ironm en ta l Changes

L I Y i2kang1, 2, HAN Fa13 , W U B ing1, 2, W AN G Xue2ying1, 2, SH I Sheng2bo 1

(1. Institu te of N o rthw est P lateau B io logy, Ch inese A cadem y of Sciences, X in ing, Q inghai P rovince, 810008, Ch ina;

2. Institu te of Graduate Studies of Ch inese A cadem y of Sciences, Beijing 100039, Ch ina)

Abstract: To study the seasonal and diu rnal varia t ion s of the an t iox idat ive system ingredien ts in A n isod us

tang u ticus Pascher, the p lan t leaves w ere co llected from the A . tang u ticus Pascher cu lt iva ted garden near X in2
ing city du ring the p lan t grow ing season. T he resu lts show that the con ten ts of g lu ta th ione and caro tene ex2
h ib ited the sam e varia t ion tendency in the nu trien t periods: f irst ascending then descending; the difference of

d iu rnal change w as sign if ican t. T he act ivit ies of an t iox idat ive enzym es w ere varied du ring the p lan t grow ing

season: the act ivity of perox idase, ca ta lase, and asco rbate perox idase ebbed and flow ed in a descend2ascend2
descend tendency from the early vegeta t ive grow th period to the deficien t sta te in the w ithering period. Sig2
n if ican t changes occu rred in the dayt im e, though w ith no regu larity. T he act ivity of superox ide dism u tase

w as in ten se in the early vegeta t ive grow th period and, mo re part icu larly, the enzym e diu rnal change w as

mo re no tab le than in the o ther th ree periods. T he m alondia ldehyde con ten t in the p lan t leaves w as h igh du r2
ing the p lan t tu rn ing2green period bu t rap id ly descended to the low est. T he M DA con ten t in the p lan t early

and la te vegeta t ive grow th periods fell to the low est and show ed no sign if ican t d iu rnal variet ies; though du r2
ing the p lan t w ithering period, the M DA con ten t becam e h igher than in any o ther periods. A ll these resu lts

show that A n isod us tang u ticus Pascher boasts a d ifferen t an t iox idat ive m echan ism in each differen t grow ing
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season; its capacity of an t iox idat ion is determ ined by the w ho le an t iox idat ive system ; and the changes of con2
ten ts o r act ivit ies of a few sub stances canno t impair its an t iox idat ive capacity.

Key words: Q inghai2T ibet P la teau; A . tang u ticus Pascher; A n t i2ox idat ive system

　　青藏高原平均海拔 4000 m 以上, 被誉为地球的

第三极, 是全球气候变化最为敏感的地区之一。这一

地区的植被脆弱, 生存环境恶劣。植物在其生长季节

里, 经常遭受极端低温、强UV 2B 辐射、干旱等不良

环境因子的影响[1 ]。有研究表明, 各种环境胁迫因子

如低温[2 ]、干旱[3 ]、紫外[4 ]、盐碱[5 ]等都会导致植物体

内活性氧 ( react ive oxygen species, RO S) 水平的升

高, 引起植物体内大分子物质如脂类、蛋白质和DNA

等的损伤, 甚至导致植物死亡。而抗氧化系统 (抗氧化

物质和抗氧化酶)在清除活性氧自由基方面的重要作

用已受到广泛关注。关于高寒环境中的植物如何在逆

境中繁衍生息, 科学工作者从外在形态[6 ]和生理特

性[7 ]等方面做了大量工作。近年来关于青藏高原植物

抗氧化系统方面的研究多集中在不同海拔高度的比

较[8, 9 ] , 部分文献给出了抗氧化物质的季节变化情

况[10 ] , 但有关抗氧化系统在不同生长季节的日变化

情况报道尚属空白。山莨菪 (A n iso2d us. tang u ticus. )

为多年生草本植物, 生长于海拔 2300～ 4150 m 的环

境中, 为重要的藏医和中医药用植物。同时植物来源

的 SOD 等抗氧化酶及其他小分子抗氧化物质在医药

和化妆品领域的使用越来越多。本文以山莨菪为材

料, 研究叶片内抗氧化系统成分在不同生长季节的日

变化及季节变化情况, 探讨抗氧化物质和抗氧化酶在

抵抗外界不良环境时的协同关系, 以深入了解抗氧化

系统在青藏高原植物适应高寒强辐射环境中的变化

规律, 为山莨菪的引种栽培和采收利用提供参考。

1　材料与方法

1. 1　样地概况

实验样地位于距西宁市 15 km 处的廿里铺。西宁

地区东经 101°49′17″、北纬 36°34′13″。市区平均海拔为

2300 m。西宁地区属高原大陆性半干旱气候, 日照时

间长, 辐射强, 昼夜温差大, 年均气温 6. 1℃。年均降

水量为 371. 2 mm , 年均日照为 2 473 h [11 ]。

1. 2　实验设置

在植物返青期、草盛初期、草盛期和枯黄期

(5 月上旬—8 月中旬) , 选取晴天采样, 从 7∶00 -

20∶00, 每隔 2～ 3 h 采样 1 次。取生长健康、长势一

致的山莨菪叶片, 用打孔器避开主脉沿叶脉均匀打孔

取样, 立即投入液氮罐带回, 低温冰箱保存用于各项

指标的测定。重复取样 3 次, 重复 2～ 3 d。

1. 3　测定方法

1. 3. 1　酶液的提取　酶提取液为 5 m l 0. 15 mo löl

磷酸缓冲液 (pH 7. 0, 含 0. 3% PV P) , 于冰浴中研磨

至匀浆, 滤液在 15000 röm in 下离心 10 m in, 取上清

夜用于酶活性的测定。

1. 3. 2　超氧化物歧化酶 (SOD ) 测定　按 Giannop i2
o lit is 等方法[12 ] , 依据 SOD 抑制NBT 在光下的还原

作用来确定酶活性的大小。以抑制NBT 光还原 50%

作为一个酶单位 (U ) ; 酶活性以U ·m g- 1蛋白表示。

1. 3. 3　过氧化物酶 (POD ) 测定　按O rm an 方法[13 ] ,

依据有H 2O 2 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A 470增加 0. 01 为

一个酶活单位 (U ) , 酶活性以U ·m g- 1蛋白表示。

1. 3. 4　过氧化氢酶 (CA T ) 测定　按Chance 和M a2
eh ly 方法[14 ] , 测定 H 2O 2 减少时A 240的变化, 以每分

钟酶转变 1 Λmo löL H 2O 2 为一个酶活单位 (U ) , 酶活

性以U ·m g- 1蛋白表示。

1. 3. 5　抗坏血酸过氧化物酶 (A P ) 的测定　参见

N akano & A sada (1981)法[15 ] , 测定H 2O 2 减少时A 290

的变化, 以每分钟酶转变 1 Λmo löL H 2O 2 为一个酶活

单位 (U ) , 酶活性以U ·m g- 1蛋白表示。

1. 3. 6　抗氧化物质 (GSH、Car) 含量测定　谷胱甘

肽 (GSH ) 测定: 参见 E llm an (1959) 法[16 ] , 用D TNB

( 5, 5′2二巯基22, 2′2二硝基苯甲酸) 显色法测定 412

nm 波长下的光吸收值, 通过做 GSH 标准曲线来计

算样品中 GSH 含量, 单位为 Λmo löGfw。类胡萝卜素

(Car)测定: 取各个生长季节所采的新鲜叶片, 分别立

即煎碎混匀, 用千分之一的电子天平取 0. 2 g 浸入 25

mL 80% 丙酮提取液中, 密封, 闭光浸提至叶片呈无

色时测定。用UV 21601 紫外分光光度计测定波长在

663, 646, 470 nm 处的吸光度值, 按下列公式计算:

叶绿素 a (Ch la) = (12. 21A 663- 2. 81A 646) 3 V ö1000W

叶绿素 b (Ch lb) = (20. 13A 646- 5. 03A 663) 3 V ö1000W

Car = ( 4. 4A 470 - 0. 01 3 ch la - 0. 45 3 ch lb ) 3 V ö
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1000W 　　　　

式中, A 为吸光值, V 为提取液总体积 (M l) ,W

为叶片鲜重 (g)。

1. 3. 7　膜脂过氧化物丙二醛 (M DA ) 含量测定　据

《植物生理学实验指导》[17 ]中方法, 用比色法测定。

2　结果与分析

2. 1　不同生长季节MDA 含量

M DA 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。由图 1 可知, 返青期的M DA

含量日变化最明显, 在 12∶00 左右达到最高, 之后迅

速下降, 一天中高低相差达 8. 97 倍。这可能与返青期

的气候环境有关: 温度和湿度较低并且早晚变化大,

夜间温度特别低, 出现了活性氧的积累, 导致上午

M DA 含量较高。之后由于抗氧化系统的调控作用,

使得M DA 维持在低水平。营养生长初期和营养生长

后期的M DA 含量相对较低, 一天中的变化幅度不

大, 可能是由于度过了返青期的植物叶片已经能较好

地适应外界的环境条件, 也可能与植物本身已经形成

了一套比较完善的消除逆境胁迫的抗氧化机制有关。

枯黄期的M DA 总体含量比其他月份高, 日变化在

　　　　

14∶00 左右降至整个生长季的最低值, 之后回升至

早晨的水平。

图 1　不同生长季节山莨菪叶片中丙二醛含量日变化

F ig. 1　D iurnal varia t ion of M DA activity in A . tang u ticus

Pascher leaves in differen t grow ing seasons

2. 2　不同生长季节谷胱甘肽含量

GSH 是植物体内一种重要的抗氧化剂。由表 1 可

见: 营养生长初期的含量最高, 枯黄期次之, 营养生长后

期最低。不同生长季节含量变化呈现出低2高2低2高的变

化趋势。同一天不同时间点的方差分析显示, 各生长季

节每一天的含量变化均出现显著差异(P < 0. 05)。不同

生长季节同一时间点的方差分析显示上午的 3 个时间

点不同季节均差异极显著(P < 0. 01) , 下午的 3 个时间

点差异显著(P < 0. 05)。

表 1　不同生长季节山莨宕叶片中谷胱甘肽含量日变化

T able 1　D iurnal varia t ions of GSH conten t of A . tang u ticus Pascher in differen t grow ing seasons

5 月 (返青期)

M ay ( tu rn ing green
period)

6 月 (营养生长初期)

June (early vegetative
grow th period)

7 月 (营养生长后期)

Ju ly ( late vegetative
grow th period)

8 月 (枯黄期)

A ugust (w ithering
period)

7∶30 401. 822±0. 558fC 682. 988±1. 686bA 287. 404±9. 655dD 538. 518±9. 161bcB

10∶00 465. 590±5. 633eC 631. 201±2. 263cB 377. 413±11. 37aD 699. 970±12. 692aA

12∶00 561. 936±2. 742bB 748. 737±4. 388aA 363. 402±0. 797abD 496. 534±12. 739dC

14∶00 525. 646±0. 647cC 675. 462±4. 588bA 331. 914±2. 156cD 548. 915±8. 645bB

17∶00 488. 315±0. 524dC 551. 490±12. 38dA 343. 598±2. 851cD 520. 843±9. 402bcdB

19∶30 674. 274±2. 178aB 694. 870±6. 358bA 346. 915±1. 466bcD 510. 545±9. 161cdC

　　注∶数据以平均数±标准差表示。小写字母为同一列中的数据相比较, 大写字母为同一行中的数据相比较, 同一列 (行)标相同字母为差异不

显著 (P < 0. 05)

N o te: D ata show n above give the m ean±SD. Superscrip t sm all letters show the resu lt of comparison of figu res w ith in the sam e co lum n; su2

perscrip t cap ital letters show that of the sam e row; sam e sm all o r cap ital letters w ith in the sam e co lum n o r row indicate the values are no t sign ifi2

can tly differen t at P < 0. 05 acco rding to the L SD m ultip le test.

2. 3　不同生长季节类胡萝卜素含量变化

不同生长季节类胡萝卜素含量的日变化差别较

大, 返青期和营养生长初期的含量变化相似, 在中午

均有不同程度的下降。营养生长后期的含量在清晨最

高, 之后逐渐下降, 枯黄期类胡萝卜素含量在早晨最

低, 然后逐渐略微升高, 一天之中变化不大。从不同生

长期看, 类胡萝卜素含量依次为营养生长初期> 返

青期> 营养生长后期> 枯黄期 (图 2)。

2. 4　不同生长季节超氧化物歧化酶活性变化

　　超氧化物歧化酶作为一种重要的抗氧化剂, 可催
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化超氧自由基发生的歧化反应, 生成H 2O 2 和O 2, 从

而消除超氧自由基对细胞的伤害。SOD 活性的日变

化在营养生长初期变化较大。返青期、营养生长后期

和枯黄期的日变化趋势相似, 在一天中基本没有变

化。这说明在 3 个时期中 SOD 在抗氧化酶系统中的

作用相对稳定。从季节变化看, 其中返青期的SOD 活

性最低, 营养生长初期最高, 营养生长后期降低, 但是

枯黄期又略微升高 , 仅次于草盛初期的活性

(图 3)。　　　　　

图 2　不同生长季节山莨菪叶片中类胡萝卜素含量日变化

F ig. 2　D iurnal varia t ions of Car activity in A . tang u ticus

Pascher leaves in differen t grow ing seasons

图 3　不同生长季节山莨菪叶片中超氧化物

歧化酶活性日变化

F ig. 3　D iurnal varia t ions of SOD activity in A . tang u ticus

Pascher leaves in differen t grow n seasons

2. 5　不同生长季节过氧化物酶活性变化

POD 的活性除营养生长初期外, 其他 3 个时期

的日变化比较明显, 营养生长后期的活性最高。随生

长进程表现出降低2升高2降低的变化趋势。在营养生

长初期的活性最低, 说明 POD 在营养生长初期的抗

氧化系统中作用相对较弱, 而在其他 3 个时期中作用

活跃; 但是同一天中 POD 活性变化趋势无明显规律。

枯黄期的活性仅比营养生长初期略高。

图 4　不同生长季节山莨菪叶片中过氧化物酶活性日变化

F ig. 4　D iurnal varia t ions of POD activity in A . tang u ticus

Pascher leaves in differen t grow ing seasons

2. 6　不同生长季节过氧化氢酶活性变化

不同生长期含量相比较, 返青期和营养生长后期

CA T 的相对含量高, 并且变化幅度大, 营养生长初期

的CA T 酶活性小一些, 并且在一天中的含量呈下降

趋势。枯黄期的活性最小, 也呈下降趋势, 其活性在中

午之后下降幅度较大, 差异显著, 一天之中最大值与

最小值相差 8. 024 倍。不同生长季节酶活性的变化

随生长进程也同 POD 一样表现出了降低2升高2降低

的变化特点, 枯黄期降到最低 (图 5)。

图 5　不同生长季节山莨菪叶片中过氧化氢酶活性日变化

F ig. 5　D iurnal varia t ions of CA T activity in A . tang u ticus

Pascher leaves in differen t grow ing seasons

2. 7　不同生长季节抗坏血酸过氧化物酶活性的变化

研究表明, 叶绿体分解H 2O 2 的关键酶是抗坏血

酸过氧化物酶[18 ] , 它可以使叶绿体中H 2O 2 的浓度降

低, 从而消除 H 2O 2 对光合成的抑制, 起到保护叶绿

体的作用。由图 6 可见,A P 活性的季节变化幅度较

大, 随生长进程整体上表现为降2升2降的变化趋势,
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不同生长期活性大致为返青期> 营养生长后期> 营

养生长初期> 枯黄期。除枯黄期外, 其他生长季节变

化都比较大。 4 个生长期日变化幅度分别达1. 63,

1. 9, 2. 47, 1. 39 倍。不同生长季节酶活性的变化随

生长进程同 POD 和 CA T 一样表现出了降低2升高2
降低的变化特点, 枯黄期降至最低。从日变化看约在

中午达到最高。

图 6　不同生长季节山莨菪叶片中抗坏血酸过氧化物酶

活性日变化

F ig. 6　D iurnal varia t ions of A P activity in A . tang u ticus

Pascher leaves in differen t grow ing seasons

3　讨论与结论

3. 1　植物体内具有一套复杂的抗氧化系统, 正常情

况下植物体内活性氧的产生和清除处于动态平衡之

中[19 ] , 而在逆境条件下, 这种动态平衡易被打破, 产

生活性氧的积累, 从而对植物产生危害。所以活性氧

的清除能力可能是抗逆境的关键因子[20 ]。

3. 2　M DA 的积累在一定程度上反映了体内自由基

活动的状态,M DA 积累多, ·OH、O 2 等自由基亦可

能是高水平的[21 ]。汪晓峰[22 ]对生长在不同海拔的红

景天的研究表明, 海拔升高导致温度降低, 高海拔红

景天叶中的M DA 含量明显高于低海拔的。本研究发

现, 山莨菪叶中M DA 含量在返青期和枯黄期高, 并

且日变化幅度大。高寒地区有低温和强辐射气候特

点, 在返青期和枯黄期气候变化尤为剧烈, 温差大, 甚

至有霜雪出现。这些不利于生长的因素可能是导致

M DA 含量高、日变化幅度大的原因。4 个生长季节总

体上枯黄期的含量较高, 韩发[23 ]认为高原植物在枯

黄期叶组织中积累的M DA 含量达到最高值, 不仅受

气温变化的影响, 而且与植物本身的衰老程度直接相

关。

3. 3　抗氧化系统是保护植物抵抗逆境的内在机制,

生长在高海拔的植物比生长在低海拔的具有一套更

有效的抗氧化保护机制[24 ]。GSH 具有还原 S2S 键, 稳

定蛋白质中的 S2H 基团[25 ] , 以及维持膜结构完整和

防止过氧化的作用。Car 存在于叶绿体内, 具有阻止

激发态叶绿素分子的激发能从反应中心向外传递和

保护叶绿素分子免遭光氧化损伤的作用[26 ]。本实验

结果显示在植物生长的前 3 个阶段两种抗氧化物质

变化趋势一致 (由低升高再降低) , 表现出抗氧化物质

在抵御外界不良环境、清除体内活性氧方面的协同作

用。枯黄期类胡萝卜素的含量远低于其他生长期。类

胡萝卜素含量的大幅度降低可导致叶绿素分子遭受

光氧化损伤, 引起活性氧的积累, 造成对植物体的伤

害。而在青藏高原气压低、温差大、紫外辐射非常强烈

的环境下, 类胡萝卜素含量的大幅降低对高原植物的

影响更大。抗氧化物质在生长后期含量的下降可能是

引起过氧化、导致M DA 含量增高的因素之一。

3. 4　山莨菪在返青期上午M DA 含量特别高, 而

SOD、POD、CA T 和A P 这 4 种抗氧化酶在返青期活

性高, 可能与返青期活性氧的含量高有关, 促进抗氧化

酶活性的升高很快消除活性氧的积累, 以保护植物免

受氧化胁迫。SOD 活性在返青期、营养生长后期和枯

黄期的日变化趋势相似, 在全天中基本没有变化, 与阳

成伟[27 ]在研究超高产杂交水稻剑叶衰老过程中的变

化相一致。枯黄期的M DA 含量总体最高, 但是酶的活

性很低, 只有 SOD 的活性相对高些。SOD 能够催化超

氧物阴离子自由基成为H 2O 2, H 2O 2 可以产生氧化能

力极强的羟自由基 (OH ¨) 和单线态氧 (′O 2) , 造成更

大的伤害。在枯黄期A P 和CA T 的活性最低, POD 的

活性接近最低。植物体中H 2O 2 的清除需要CA T 和

POD 的共同作用[21 ] , A P 是叶绿体中分解H 2O 2 的关

键酶。这三种酶的活性的降低导致细胞中出现了H 2O 2

的积累, H 2O 2 进一步产生氧化能力更强的自由基, 对

植物组织产生伤害。在枯黄期, 高寒地区气温急剧下

降, 植物的生理代谢受到严重破坏, 氧化伤害加剧, 包

括使膜脂过氧化, 破坏光合色素, 使光合酶失活[28 ] , 超

出植物体的承受能力, 甚至引起死亡。多种抗氧化酶的

活性的降低可能是导致M DA 含量居高不下的另一个

重要因素。

3. 5　本研究结果显示山莨菪在青藏高原高寒强辐射

环境长期的适应过程中, 形成了一套复杂和完善的抗

氧化系统, 在不同的发育阶段以及一天中的不同时

间, 抗氧化系统不同成分的活性或含量都会发生变

化。山莨菪叶中抗氧化成分的含量与抗氧化酶活性在

不同生长阶段表现出的升高或降低现象, 可能是青藏

高原植物适应环境条件的一种普遍现象。而抗氧化系
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统不同成分在不同生长季节含量的高低, 亦可作为我

们加工药物时根据提取成分的不同而确定采收药物

时间的一个参考。
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