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567 浓度倍增对城市银杏（!"#$%& ’"(&’)）叶片

膜脂过氧化与抗氧化酶活性的影响

阮亚男8，!，何兴元8，!，陈[ 玮8，徐[ 胜8，徐文铎8

（82 中国科学院沈阳应用生态研究所，沈阳[ 88$$8@；!2 辽宁大学 沈阳[ 88$$#@）

摘要：以生长在沈阳市区内的银杏为试材，使用开顶箱模拟法对倍增 &)! 浓度 （"$$!E01E01 \ 8 ）和正常空气 &)! 浓度 （"

#C$!E01E01 \ 8）条件下银杏生长参数，超氧阴离子自由基（) \·
! ）产生速率，丙二醛（3Z%）含量，抗坏血酸（%-%）含量，超氧化物

歧化酶（-)Z）、抗坏血酸过氧化物酶（%W]）及谷胱甘肽还原酶（+X）活性动态变化进行分析，探讨高浓度 &)! 对银杏膜脂过氧

化与抗氧化酶活性的影响。结果表明，在短期（@$M）内 &)!浓度倍增使银杏细胞内 ) \·
! 产生速率与 ^!)! 含量减少，而 %-% 含

量与 -)Z、%W]、+X 活性升高。与对照相比，大多数测定显示出显著差别。但较长期（"$M 以上）&)! 浓度倍增处理则使试验结

果发生逆转，活性氧 ) \·
! 产生速率略有升高，-)Z、%W]、+X 活性略有下降，%-% 含量仍略高于对照（但与对照相比差异并不显

著），长期 &)!浓度倍增处理可能使试验结果发生逆转。
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234作为最重要的温室气体，其浓度已经从工业革命前的 4HI !=(; J =(; 左右增至目前的 KLI !=(; J =(;，

而且仍以每年 M N M8 O !=(; J =(; 的速度上升［M］。234是植物光合作用最重要的 2 源，其浓度的倍增对于农业

以及自然生态系统有着深远的影响［4］。高浓度 234通过提高净光合速率，增加光合产物而影响植物生长，增

加生物量 ［K N O］。高浓度 234能否增强植物自身的抗性，提高植物对逆境的抵抗能力，已经引起众多学者的关

注，但相关研究大多以农作物及天然林为试验对象［L，H］，对于城市森林的研究很少。

活性氧（如 3 F·
4 、9434）是植物体内正常代谢的产物，当植物遭遇逆境时，活性氧产生速率升高。过量的

活性氧能够启动膜脂过氧化连锁反应，使细胞膜稳定性降低，离子渗漏增加。为了避免氧化伤害，植物体内有

一套由抗氧化酶（包括 ?3@、B3@、ABC、!" 等）和小分子抗氧化剂（包括 A?A、!?9 等）组成的高效抗氧化系

统来抵御活性氧的攻击。抗氧化系统对活性氧的清除能力是衡量植物对逆境抵抗的关键因素之一［P］。

由于银杏具有较高的观赏价值和经济价值，目前已经成为沈阳城市森林建设中大面积推广的引入树种，

栽植总量约占沈阳市乔木总量的 O8 ILQ。本文使用开顶箱模拟试验，对城市生长的银杏进行高浓度 234 熏

蒸。测定 234浓度倍增情况下银杏叶片生理指标的动态变化，特别是对其活性氧水平、膜脂过氧化程度及抗

氧化酶活性进行分析，从而阐述 234浓度倍增对城市银杏生长的影响。

)* 试验材料与方法

)8 )* 试验区概况与试验材料

试验区位于中国科学院沈阳树木园（RMSRLTU，M4KS4LTV），是沈阳市人口密集商业文化中心地带。在气候

上属暖温带半湿润季风型大陆性气候，四季分明，雨热同期，土壤类型为地带性土壤———淋溶褐色土。试验主

要设备为 L 个开顶箱（直径 R =，高 K =，间距 R =）及与其配套的通气控制设备，主要包括 234红外传感器（森

尔，瑞典）实时监控开顶箱内 234浓度，温湿度传感器实时采集开顶箱内温湿度数据，以及数据分析与自动控

制充气系统。试验设两个处理：234浓度倍增（HII !=(;=(; F M）和对照（自然 234浓度，约 KOI !=(;=(; F M），每

个处理设 K 次重复。

选取 L 年生银杏幼树为试验对象，于 4IIO 年 R 月初将其移栽在开顶箱内，常规管理。从 L 月 MI 日银杏

叶片完全展开时开始每日 4R 0 不间断通气，到 W 月 KI 日停止供气（沈阳银杏 MI 月中旬落叶）。自 L 月 4I 日

开始，每间隔 MI% 在 W：II 左右取样 M 次，选取植株上部叶片，保温箱冰浴保存，当天开始试验。

)8 +* 测定指标与试验方法

)8 +8 )* 超氧阴离子自由基（34X）产生速率

取 I8 O 1 叶片加入 I8 IL4O =(;Y FM、69H8 P 的磷酸缓冲液（BZ?）冰浴研磨，定容至 O =;，MOIII 1，R[下离

心 4I =.$，取上清液。参照王爱国方法测定 34X产生速率［W］。

)8 +8 +* 丙二醛（\@A）含量

称取 I8 O 1 叶片，用 I8 IO =(;Y FM磷酸缓冲液（69H8 P）研磨定容至 O =;，OIII 1 离心 MI =.$，取上清液加入

4 =; 含硫代巴比妥酸（DZA）的 4IQ三氯乙酸溶液，煮沸 MO =.$，冷却后用分光光度计测定提取液 OK4 $= 和

LII $= 处光密度值，按 @0.$%&# 和 \#+(-,方法计算 \@A 含量［MI］。
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!! "! #$ 抗坏血酸（"#"）含量

取新鲜叶片 $%，加入 & ’( &)三氯乙酸（*+"）溶液，研磨成匀浆，以 ,- .//// % 离心 $/ ’01，上清液为提

取液。"#" 的测定参照 "234353 等的方法，稍加修改［$$］，测定 67&8,值。

!! "! %$ 超氧化物歧化酶（#67）活性

提取 /! & % 叶片（鲜重），加入 &/ ’’9(: ;$盐酸缓冲液和 /! .&) *20<91 =>$//，,) ?@?，/A $ ’’9(: ;$B7*"，

冰浴研磨，定容到 & ’(，匀浆用 ,& !’ 尼龙纱过滤，$8/// % 离心 & ’01，上清液为粗酶液。按 C03119D9(0<0E 和

F0GE 的方法测定酶活性，以抑制光还原 &/)的氮蓝四唑（HI*）为一个酶活性单位（J）［$.］。

!! "! &$ 抗坏血酸过氧化物酶（"?=）活性

/! &% 叶片，加入 8! &’( DKL! M 磷酸钾缓冲液（内含 $ ’’9(: ;$ B7*"，$ ’’9(: ;$ "#"（钠盐）和 ,) ?@?，

/A .&) *20<91=>$//，研磨成匀浆后，加入 $! &’(（HK, ）#6,，充分搅拌，用尼龙纱过滤后，,-，$M///% 离心

./’01，上清液为粗酶液。按 H343’9 和 "E3N3 方法测定 "?= 活性，以 .O/1’ 处的吸光值变化作为 "E" 的消

耗量，（消光系数为 .! P（’’9( Q :）; $R’ ;$）［$8］。

!! "! ’$ 谷胱甘肽还原酶（CF）活性

按 S20T9EUGGT3 等［$,］方法测定 CF 活性，8,/1’ 吸光值表示 H"7?K 消耗量，消光系数 M! .（’’9( Q :）;$R’ ;$。

"$ 试验结果与分析

"! !$ +6.浓度倍增条件下银杏生长参数的变化

正常 +6.浓度下银杏主枝在（./ V O/N）内生长（P! &L W $! /$）R’，侧枝生长（M! /, W .! .8）R’；而在

+6.浓度倍增情况下银杏主枝在（./ V O/N）内生长（$.! 88 W $! .M）R’，侧枝生长（$/! &P W 8! ,P）R’，二者

差异显著（! 值分别为 /! /,$ 与 /! /./）（表 $）。说明高浓度 +6.增加银杏枝生长量。

表 !$ ()"浓度倍增对银杏 "* + ,*- 内生长参数（主枝、侧枝长）的影响

./012 !$ 3442567 84 2129/62- ()" 2:;87<=2 8> ?=8@6A ;/=/B262=7 （3X03( EU99< 31N (3<G23( EU99< (G1%<UE）84 C!"#$% &!’%&(

处理 *2G3<’G1< 时间 *0’G（N） 主枝 "X03( EU99< （R’） 侧枝 :3<G23( EU99< （R’）

+6. 自然浓度 "’Y0G1< +6. ./ .&! $/ W &! 8O $O! &O W 8! L&

O/ 88! ML W &! MO .&! M8 W 8! ,M

./ V O/ Z P! &L W $! /$ M! /, W .! .8

+6. 浓度倍增 B(GT3<GN +6. ./ Z .&! / W 8! O$ ./! /& W $! &O

O/ 8L! 88 W 8! /M 8/! M8 W ,! &,

./ V O/ $.! 88 W $! .M $/! &P W 8! ,P

Z Z [G31E W #! 7! （" \ , V P）

"! "$ +6.浓度倍增条件下银杏超氧自由基产生速率（6 ;·
. ）的变化

在试验的 &/N 内，高浓度 +6.处理银杏叶片的 6 ;·
. 产生速率一直显著低于对照（第 ./ 天除外）。但此后

高 +6.处理植株的 6 ;·
. 产生速率达到最低点之后迅速升高，在 M/N 之后二者之间无显著差异，而且在 P/ V O/N

时高 +6.浓度环境下银杏 6 ;·
. 产生速率略高于对照（! 分别为 /! L88、/! 8$. ] /! /&）（图 $）。这说明在短期内

+6.浓度倍增可以降低 6 ;·
. 的产生速率，但在试验后期对自由基产生的抑制作用在减弱或者消失。

"! #$ +6.浓度倍增条件下银杏丙二醛（[7"）含量变化

图 . 表明在 +6.处理前 M/N 中，处理植株的 [7" 含量变化趋势与对照植株均保持一致，而且显著低于对

照。L/N 以后处理植株的 [7" 含量迅速上升，略高于对照植株但差异不显著。[7" 含量的最低点出现在

+6.处理的第 &/ 天，与 6 ;·
. 产生速率的最低点出现时间基本一致，[7" 含量的变化与活性氧的积累是相联系

的。随着 +6.浓度倍增处理时间的增加，特别在 L/N 后，+6.处理使银杏叶片的 [7" 含量略有上升。

"! %$ +6.浓度倍增条件下银杏抗坏血酸（"#"）含量变化

在高浓度 +6.处理 $/N 后的银杏抗坏血酸含量与对照植株之间并无明显差异，随着曝露时间的延长，银

杏叶片抗坏血酸含量上升，且与对照之间差异达到显著水平。但在试验末期（P/ V O/N），二者差异变得不显
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著（! 值分别为 !" ##$，!" %!&）（图 ’）。结果表明，高浓度 ()%使植物抗坏血酸含量增加，但在试验末期增加趋

势减弱。

图 #* ()%浓度倍增对银杏叶片 ) +·
% 产生速率的影响

* ,-." # * /001234 50 16178319 ()% 5: ) +·
% .1:1;83-:. ;831 -: "#$%&’

(#)’(* 618714*

图 %* ()%浓度倍增对银杏叶片丙二醛含量的影响

* ,-." %* /001234 50 ()% 1:;-2<=1:3 5: >?@ 25:31:3 -: "#$%&’ (#)’(*

618714*

!" "# 银杏叶片超氧化物歧化酶（A)?）活性变化

在高浓度 ()%处理前 #!9，处理植株的 A)? 活性上升 ’%B，之后上升幅度虽略有下降，但一直高于对照植

株。在 C!9 之后处理植株 A)? 活性迅速下降且低于对照植株但无显著差异（图 D）。()% 倍增熏蒸的银杏叶

片 A)? 活性与 ) +·
% 产生速率相关达到极显著水平（+ E + !" &’C）。这些结果表明，()%倍增短期处理可以使银

杏叶片 A)? 活性上升对活性氧的清除能力增强；但在处理后期 A)? 活性略有下降，较长期的高浓度 ()%处理

对银杏的抗氧化能力有所影响。

图 ’* ()%浓度倍增对银杏抗坏血酸含量的影响

* ,-." ’* /001234 50 ()% 1:;-2<=1:3 5: @A@ 25:31:3 -: "#$%&’ (#)’(*

618714*

图 D* ()%浓度倍增对银杏叶片 A)? 活性的影响

* ,-." D* /001234 50 ()% 1:;-2<=1:3 5: A)? 823-7-3F -: "#$%&’ (#)’(*

618714

!" $* 抗坏血酸过氧化物酶活性变化（@GH）

在植物细胞中，@GH 利用抗坏血酸为电子供体将 I%)% 转化为 I%)。()% 浓度倍增浓度处理银杏幼树的

前 #!9，@GH 活性与对照相比无明显变化；但随着熏蒸时间的延长，处理植株 @GH 活性迅速上升，显著高于对

照（’!9，$!9 除外）。但 J!9 时 @GH 达到最高点，之后高浓度 ()%处理银杏 @GH 活性迅速下降，与对照之间差

异不显著，而且在 C!9 之后 @GH 活性低于对照，K!9 时显著低于对照（! E !" !!K L !" !$）（图 $）。短期内高浓

度 ()%熏蒸能够提高植物 @GH 活性，但试验后期 @GH 活性不再上升甚至下降。
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!! "" 谷胱甘肽还原酶活性变化（#$）

谷胱甘肽还原酶（#$）通过参与抗坏血酸%谷胱甘肽循环而在细胞活性氧的清除中起重要作用。图 & 表

明，在高浓度 ’()熏蒸 *+,，#$ 活性高于对照。在 *+, 之后 #$ 活性略低于对照。但经方差分析，在整个生长

季内只有 -+, 时高 ’()条件下银杏 #$ 活性显著高于对照（! . +! +)& / +! +0）。说明在银杏 #$ 对 ’()浓度倍

增的反应并不敏感。

图 0" ’()浓度倍增对银杏叶片 123 活性的影响

456! 0" 7889:;< =8 ’() 9>?5:@A9>; => 123 B:;5C5;D 5> "#$%&’

(#)’(* E9BC9<"

图 &" ’()浓度倍增对银杏叶片 #$ 活性的影响

456! &" 7889:;< =8 ’() 9>?5:@A9>; => #$ B:;5C5;D 5> "#$%&’ (#)’(* E9BC9<

"

#$ 结论与讨论

（F）大气中 ’()浓度升高增加了 ’-植物中的羧化反应，同时碳的净同化作用也增加了，光合产物也相应

增加，植物生长速度加快。高浓度 ’()条件下银杏的主枝、侧枝生长量都比在正常 ’()浓度下植株增加。

（)）作为光合作用反应底物，’()浓度的高低可以影响 $GH5<:= 的活性及催化方向，调节电子传递速率和

不同支路之间的比例，因此 ’() 倍增不仅可以影响植物的光合作用而且可以调节活性氧的代谢状态［F0］。本

试验发现，短期内 ’()倍增条件下生长的银杏叶片的超氧产生速率低于对照（试验后期除外）（图 F）。’() 浓

度升高能够增强植物光合作用［- I 0］，光合碳水化合物的增加可以提高作为 2J!电子受体的 K1L2 M 的利用

率，因而限制了电子传给分子氧（()）的流量。N9@E9? 反应被抑制，毒性的 ( O·
) 产生率减少。

（-）生物细胞膜发生膜脂过氧化的一个主要机制是活性氧自由基（$(J）诱发膜脂不饱和脂肪酸发生连

锁的过氧化反应，使脂肪酸发生降解，产生脂质过氧化物［F&，FP］。丙二醛（NL1）含量是反映膜脂过氧化作用

强弱的一个重要指标。与对照相比，’()倍增条件下生长的银杏叶片的 NL1 含量显著下降（图 )）。NL1 含

量与 ( O·
) 产生速率显著正相关（+ . +! P)Q）。在 ’()浓度倍增条件下银杏膜脂过氧化程度减弱，说明在一定期

间内高浓度 ’()对防护银杏的氧化损伤具有一定的作用。

（Q）在植物体正常代谢过程中亦有 $(J 产生，活性氧的清除主要由抗氧化物质和保护酶系统来完成的。

抗坏血酸 （1J1）在 1J1%#JR 循环中发挥重要作用，它能清除有机自由基和 R) ()，也能直接清除 ( O·
) 。

J:@SB>T 等［F*］研究表明，高 ’()条件下橡树 1J1 含量无明显变化，N9:U99 等［FV］报道高浓度 ’() 使小麦 1J1
含量降低。而在本试验中，银杏 1J1 对高浓度 ’()反应敏感，在处理前期 1J1 含量显著增加，而且抗坏血酸

过氧化物酶（123）活性也相应升高。123 以 ) 分子 1J1 为底物将 R)()还原为 R)(，因此高活性 123 是与高

1J1 含量相一致的。(U<B>9> 等报道［)+］，1J1 合成匮乏的拟南芥，其 123 活性同样较低。谷胱甘肽还原酶

（#$）利用 K1L2R 为电子供体再生谷胱甘肽。’()浓度倍增使银杏 #$ 活性略有升高，但与对照之间差异不

大。当生存环境改变时，#$ 活性通常不能升高两倍以上，有时甚至不升高［)F］。J(L 作为植物抗氧化系统的

第一道防线在生体物中普遍存在［))］。高浓度 ’()条件下，J(L 活性与 ( O·
) 产生速率显著相关（+ . O +! *-P）。

抗坏血酸%谷胱甘肽循环（1J1%#JR :D:E9）则负责清除 R)()，J(L 需要和它协作来共同完成清除活性氧和自

由基的任务。
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（!）在短期内，"#$倍增条件下生长银杏叶片 %#&、’() 和 *+ 酶活性都比对照有所升高，而 # ,·
$ 产生速

率和丙二醛含量都低于对照，可见在高 "#$条件下抗氧化酶活性提高不是被活性氧浓度升高所刺激。彭长连

等［-］发现高浓度 "#$使水稻抗氧化酶活性降低，认为膜脂过氧化程度的降低是由于活性氧产生量的减少所

致。而林久生等［./］认为 "#$浓度升高条件下小麦有更强的清除活性氧的作用，与本试验结果相一致。"#$倍

增条件下银杏的抗性增强，膜脂过氧化程度降低可能是由于高浓度 "#$ 能够提高叶绿体 (%!内 0’&( 1 的利

用率，产生大量的 0’&(2，这些 0’&(2 不仅能增强卡尔文循环而且能被用于 ’%’3*%2 循环，从而增加抗氧

化酶活性。因此抗氧化酶对活性氧的清除能力增强，细胞内活性氧含量降低，对细胞的攻击能力减弱。

（-）在生长季的大部分时间内 "#$浓度倍增条件下生长的银杏 # ,·
$ 产生速率及 4&’ 含量都比对照略有

下降，而 ’%’ 含量，%#&、’() 与 *+ 活性则比对照略有增加。这种对比趋势虽在生长季后期发生逆转，但总

的效果仍是使银杏的生长有所增加。但更长期生长在高浓度 "#$ 条件下植物的生理响应，还有待于进一步

研究。

综上所述，短期（大约两个月）的 "#$浓度倍增条件可使银杏抗氧化能力增强，减少活性氧的产生，降低

膜脂过氧化损伤，并促进银杏的生长。但较长期高浓度 "#$条件则可能使此效果发生逆转。尽管总的生长量

仍然是在高 "#$ 浓度下更高，但这种趋势仍然值得重视。这种趋势和天气及植物生长节律的变化有什么关

系，以及更长期（多个生长季）的处理效应如何有待研究。
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