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摘要:以“小京生”花生幼苗为材料,通过大田栽培试验,旨在探明花生对增强的UV-B辐射(54μW/cm2)响应的生

理生化机制.结果表明:在补增UV-B辐射处理下,叶片相对电导率,超氧阴离子(O·-
2 )、类黄酮和可溶性蛋白质

的含量,以及过氧化氢酶(CAT)、过氧化物酶(POD)活性较对照显著升高;超氧化物歧化酶(SOD)活性先显著升高

后降低;过氧化氢(H2O2)、丙二醛(MDA)、抗坏血酸(AsA)和谷胱甘肽(GSH)含量,以及抗坏血酸过氧化物酶

(APX)活性没有显著变化.可见增强的UV-B能显著提高花生叶片内的活性氧(ROS),O·-
2 是对花生产生氧化胁

迫的主要因素,花生幼苗主要通过提高类黄酮含量以及SOD,CAT和POD活性来抵制ROS的胁迫,AsA-GSH循

环系统在花生清除ROS中效果不明显.
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氯氟烃(CFCs)和氮氧化物NOx 可引起平流层臭氧的损耗,使到达地球表面紫外线-B(UV-B,280~

320nm)辐射水平升高.当前地表每天UV-B的辐射水平在2~12kJ/m2,比1980年增加了6%~14%,而

且UV-B辐射在未来还将继续增加[1].植物依赖于太阳光进行光合作用,同时也不可避免暴露于UV-B辐

射之中,UV-B辐射对农作物的影响是多方面的.除直接破坏植物DNA和蛋白质等外,UV-B还通常诱发

活性氧(reactiveoxygenspecies,ROS)的产生,如单线态氧(1O2)、超氧阴离子(O·-
2 )、过氧化氢(H2O2)

和羟基自由基(·OH)[2].植物细胞内存在着活性氧清除系统,正常情况下细胞内活性氧的产生与清除是一

个动态平衡状态,细胞内活性氧处于较低水平;但这种平衡一旦被打破,就可能对植物产生伤害,因为自

由基的累积可直接攻击膜系统中不饱和脂肪酸,导致膜脂过氧化,其产物丙二醛(MDA)又可与细胞膜上的

蛋白质、酶类等交联并使之活性丧失.
在长期的进化适应中,高等植物产生了一系列保护机制应对UV-B辐射,它们可以通过抗氧化酶类或

非酶抗氧化系统来清除自由基,从而保证植物细胞内生命代谢活动处理正常状态.清除自由基的抗氧化酶

类包括超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、过氧化物酶(POD)和抗坏血酸过氧化物酶(APX)等,

SOD是O·-
2 的清除剂,它能将O·-

2 转化成H2O2,H2O2 在CAT,APX和POD的催化下变成H2O[3];非
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酶抗氧化剂包括抗坏血酸(AsA)和谷胱甘肽(GSH)等,AsA可在APX的作用下清除O·-
2 和H2O2,同时

AsA被氧化成单脱氢抗坏血酸(MDHA),MDHA很不稳定,能被单脱氢抗坏血酸还原酶(MDAR)还原为

AsA,也可进一步氧化生成脱氢抗坏血酸(DHA).DHA以还原型谷胱甘肽(GSH)为底物,在脱氢抗坏血

酸还原酶(DHAR)的作用下生成AsA[4].
花生(ArachishypogaeaL.)是豆科落花生属一年生草本植物,为主要食用植物油来源,富含脂肪和蛋

白质,也是一个种植较为普遍的油料作物.我们前期研究发现,增强 UV-B处理3d的花生幼苗净光合速

度显著下降,超微结构显示叶绿体膜系统遭到明显破坏.本研究以“小京生”花生为试验材料,分析其幼苗

叶片在UV-B辐射增强下自由基含量、电导率、抗氧化酶活性、抗氧化物质含量等的变化,旨在获知“小京

生”幼苗对增强的UV-B胁迫的抗性生理响应特征,以期从自由基产生和清除的角度阐明花生适应 UV-B
胁迫的生理机制.

1 材料与方法

1.1 供试材料

供试花生品种为“小京生”(龙生型),该品种为浙江省优异花生,种子购自新昌县种子公司.

1.2 试验设计

试验在浙江省临海市进行,土壤为沙性土,其基本理化性质为:pH7.57、有机质26.21g/kg、全氮

1.08g/kg、全磷1.55g/kg、全钾15.20g/kg、碱解氮36.15mg/kg、有效磷112.26mg/kg、速效钾

155.62mg/kg.2012年5月1日挑选健康饱满、大小均匀的花生种子于25℃自来水中浸泡24h,穴播,每

穴4粒,行距40cm,穴距20cm.
花生萌发后,每穴保留2棵幼苗,待主茎4对真叶全部展开时开始进行补增UV-B辐射处理,UV-B光

源采用北京电光源研究所生产的紫外灯管(发射波段为280~320nm,峰值为308nm).将紫外灯具悬挂在

试验组花生上方,维持UV-B辐射强度在54μW/cm2 左右(相当于试验地太阳光 UV-B的20%,UVen-

hanced,UVE),每天辐射时间为8h,共处理3d;为保证两组接受太阳光照射条件尽可能一致,对照组

(CK)花生上方也悬挂灯架,但不安装灯管.分别在处理1,2,3d后,取顶端往根部第2片叶片进行指标测

定,5个重复.

1.3 测定方法

O·-
2 含量按文献[5]的方法测定;H2O2 含量按文献[6]的方法测定;丙二醛(MDA)的含量按文献[7]

的方法测定;相对电导率、可溶性蛋白质含量、SOD活性、CAT活性和POD活性按文献[8]的方法测定;

APX活性按文献[9]的方法测定;抗坏血酸(AsA)含量按文献[10]的方法测定;还原型谷胱甘肽(GSH)含

量按文献[11]的方法测定;类黄酮含量按文献[12]的方法测定.

1.4 数据处理

采用SPSS17.0软件分别对相同处理时间内增强UV-B辐射处理与对照之间进行t检验,并对试验所

取得的所有数据采用x±SD 值绘图.

2 结果与分析

2.1 UV-B辐射增强对花生叶片O·-
2 和H2O2 含量的影响

由图1可知,UV-B辐射增强处理1d和2d后,O·-
2 含量与自然光照处理(对照)相比并没有显著

变化,但UV-B辐射增强处理3d后,O·-
2 含量较对照提高了53.70%,显著高于对照(p<0.05);而在

UV-B辐射增强处理3d时间内,H2O2 含量与对照相比,均没有显著变化(p>0.05).
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2.2 UV-B辐射增强对花生叶片相对电导率和 MDA含量的影响

由图2可知,UV-B辐射增强处理1d和2d后,花生叶片相对电导率与对照相比并没有显著变化,但

UV-B辐射增强处理3d后,相对电导率则较对照提高了39.13%,显著高于对照(p<0.05).UV-B辐射增

强处理3d内,MDA含量与对照相比并没有显著变化(p>0.05);

图1 UV-B辐射增强对花生叶片O·-
2 和H2O2 含量的影响

图2 UV-B辐射增强对花生叶片 MDA含量和相对电导率的影响

2.3 UV-B辐射增强对花生叶片抗氧化酶活性的影响

由图3可知,UV-B辐射增强处理1d和3d后,SOD活性与对照相比并没有显著变化,但UV-B辐射

增强处理2d后,SOD活性较对照提高了34.22%,显著高于对照(p<0.05).UV-B辐射增强处理1d,

CAT活性与对照相比并没有显著变化,但UV-B辐射增强处理2d和3d后,CAT活性较对照分别提高了

44.08%和61.16%,均显著高于对照(p<0.05).UV-B辐射增强处理1d和2d后,POD活性与对照相比

并没有显著变化,但 UV-B辐射增强处理3d后,POD活性较对照提高了34.87%,显著高于对照(p<
0.05).UV-B辐射增强处理3d内,APX活性与对照相比并没有显著变化(p>0.05).
2.4 UV-B辐射增强对花生叶片AsA和GSH含量的影响

由图4可知,UV-B辐射增强处理3d内,AsA和GSH含量与对照相比均没有显著变化(p>0.05).
2.5 UV-B辐射增强对花生叶片类黄酮和可溶性蛋白质含量的影响

由图5可知,UV-B辐射增强处理1d后,类黄酮含量与对照相比并没有显著变化,但UV-B辐射增

强处理2d和3d后,类黄酮含量较对照分别提高了21.22%和26.71%,均显著高于对照(p<0.05).
而UV-B辐射增强处理1d和2d内,可溶性蛋白质含量与对照相比并没有显著变化(p>0.05),但处理

3d后,含量提高了26.70%,显著高于对照(p<0.05).
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图3 UV-B辐射增强对花生叶片抗氧化酶活性的影响

图4 UV-B辐射增强对花生叶片抗坏血酸和还原型谷胱甘肽含量的影响

图5 UV-B辐射增强对花生叶片可溶性蛋白质和类黄酮含量的影响
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3 讨 论

外界环境条件的胁迫(如:冷、热、盐、重金属和臭氧等)诱发活性氧(ROS)的产生,从而造成氧化胁迫

已经是一种普遍的现象.对花生幼苗补增UV-B辐射处理3d后,H2O2 的含量没有显著变化,但这并不意

味着UV-B辐射不能增加H2O2 的产生,可能是CAT和POD酶活提高降低了H2O2 的含量;不过本研究

发现O·-
2 的含量较对照却提高了53.70%,表明增强的UV-B能显著提高植物体内的ROS,而且O·-

2 是

对花生幼苗产生氧化胁迫的主要因素.SOD是清除体内的O·-
2 的主要酶类,它可以将植物体内的O·-

2 歧

化成H2O2 和O2,从而减轻O·-
2 对植物造成的氧化胁迫.POD和CAT均具有酶促降解H2O2 的功能,降

解产物为H2O和O2,避免H2O2 的蓄积对细胞膜产生伤害[13].
我们的室外试验发现,接受补增的 UV-B辐射处理2d后,花生幼苗叶片SOD活性即显著上升,此

时,O·-
2 的含量与对照相当;但在3d后SOD活性与对照无显著差异,O·-

2 的含量却显著高于对照,对细

胞构成氧化胁迫,说明SOD对花生较低水平O·-
2 的清除有效.SOD活性对UV-B辐射的响应目前没有定

论,除了与受试材料相关外,还受到各种试验条件的影响.室内试验表明豌豆和小麦、拟南芥、大豆、水稻

和黄瓜[14]等接受增强的UV-B辐射后,SOD活性大幅提高;但荞麦和大豆却并没有受到影响;反之,向日

葵和栝楼[15]中SOD活性却降低了.而在大田种植中,补增的UV-B增加了小麦和大豆SOD活性,但对大

麦SOD活性没有影响,而ZU等人[16]发现不同大豆品种SOD活性受UV-B辐射影响变化不一致.还有一

些试验表明,人为补增UV-B辐射对SOD活性的影响受到随温度[17]、辐照时间[18]和叶龄[19]的影响,比

如,TAKEUCHI等人[17]研究发现,UV-B在20℃时增加黄瓜子叶SOD的活性,而在25℃时却降低了

SOD的活性.BALAKUMAR等人[20]报道,番茄植株经UV-B照射后CAT活性增加,大麦、向日葵、长春

花和菠菜等经补增UV-B辐射处理后,POD活性也均显著增加.然而,当UV-B辐照剂量过高时,POD活

性也会下降[21].本试验中花生幼苗处理3d后,虽然CAT和POD活性显著提高,但SOD活性却显著下

降,因而还是面临较为严重的O·-
2 氧化胁迫.这说明只有SOD,CAT和POD等ROS清除酶类活性的协

调一致,才能在一定程度上减轻UV-B引起的膜脂过氧化作用对细胞的伤害.一些研究表明,在接受补增

UV-B辐射处理后,植物APX活性会增强.由于叶绿体中CAT含量极低,因此,叶绿体中H2O2 的清除主

要依赖于APX-AsA清除系统,APX对其底物AsA有极高的专一性,催化AsA与 H2O2 的反应生成单脱

氢抗坏血酸(MDHA)和 H2O[22].但在本研究中,UV-B辐射增强处理3d内并没有增加APX的活性和

AsA的含量,这与COSTA等人[23]研究发现,向日葵接受UV-B辐射处理后,APX活性没有受到影响,以

及 WILLEKENS等人[24]发现,烟草中APX的表达也没有受到UV-B辐射的影响相一致.
GSH是植物组织中含量丰富的三肽(谷氨酰胺 半胱酰胺 甘氨酸),存在于几乎所有的细胞器,如线粒

体、叶绿体、内质网、液泡和细胞质等,GSH在维持细胞内氧化还原平衡状态方面具有重要作用.中央的

亲核半胱氨酸赋予GSH高还原力,可以清除细胞内的 H2O2,也可以与其他ROS(如1O2,O·-
2 和·OH)

发生非酶反应降解.谷胱甘肽的另一重要作用是通过AsA-GSH循环,在脱氢抗坏血酸还原酶(DHAR)的

作用下将脱氢抗坏血酸(DHA)再生为水溶性的强抗氧化剂AsA.关于UV-B辐射增强处理下GSH含量变

化已经有较多研究,向日葵、大豆、水稻、豌豆和拟南芥等在补增较高剂量UV-B处理下GSH含量明显上

升,松树中则减少,但TAULAVUORI等人[25]在室外长期用增强的 UV-B处理欧洲越桔发现叶和茎中

GSH含量均没有受到影响.同样,UV-B辐射增强下植物AsA含量的变化也各不相同,大豆、水稻和拟南

芥等中AsA含量在UV-B补增处理下大幅上升,而玉米幼苗 AsA含量却没有受到增强 UV-B辐射的影

响,长期室外补增UV-B处理也没有影响欧洲越桔AsA的含量[25].本研究发现补增UV-B处理3d内,花

生幼苗GSH和AsA的含量均没有受到影响,这有可能是补增的UV-B强度还不够的原因[25],同时植株体

内ROS代谢主要通过抗氧化酶或其它方式代谢,GSH-AsA代谢途径处理ROS的量可能很少.
类黄酮、黄酮醇和花色素苷等酚类化合物以及类胡萝卜素等烯萜类化合物是重要的紫外吸收物质[26],
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其中类黄酮是最主要的吸收物质.师生波等人[27]认为类黄酮主要集中在叶表皮层中,因而它们能吸收进入

植物叶片内的紫外光子,减轻UV-B辐射对植物细胞的伤害.而PENG等人[28]认为类黄酮可以调节ROS,

比如·OH和O·-
2 的代谢,因为其环上的羟基能作为质子供体参与氧化还原反应,此外,芳香环上的多不

饱和双键也有助于清除自由基.研究表明,豌豆、拟南芥和大麦类黄酮含量与 UV-B耐性显著正相关.葡

萄、大豆、仙客来和水仙[29]等许多植物叶片类黄酮含量均随UV-B辐射强度的增加而显著增加.董新纯等

人[30]发现补增0.1W/m2 和0.5W/m2 的UV-B处理后,荞麦叶片类黄酮含量均显著提高,3d达峰值,之

后下降.本试验表明增强UV-B辐射处理2d后,花生叶片类黄酮含量显著升高,这表明花生可以通过类

黄酮含量的升高来吸收部分UV-B辐射或清除体内ROS,从而减轻 UV-B辐射带来的危害.但魏晓雪等

人[31]的研究结果却不同,他们发现3.25μW/cm2,6.51μW/cm2 和9.76μW/cm2 的UV-B辐射增强处理

均降低了红松叶片类黄酮含量.这可能是因为植物种类不同,也或许是试验地纬度不同,自然UV-B辐射

强度有也差异,长期的进化,使得植物应对UV-B辐射的方式也不同.
芳香族氨基酸赋予蛋白质紫外吸收的特性,其最大吸收波长在280nm附近,正好处在 UV-B辐射

波长范围内,因此,蛋白质本身会受到UV-B辐射的影响较大.UV-B辐射可对蛋白质作多种修饰,这些

修饰可引起植物体内蛋白质结构的改变和酶活性的改变,从而影响植物的生长.不仅如此,UV-B辐射

还会对植物蛋白质的含量产生影响.HE等人[32]在补增0.68W/m2 的UV-B的辐射处理8d后,发现豌

豆可溶性蛋白含量和核酮糖 1,5 二磷酸羧化/加氧酶(Rubisco)活性均显著降低.CAO等人[33]对大豆

补增0.15W/m2 和0.45W/m2 的UV-B辐射处理,发现可溶性蛋白质含量下降,原因是因为氮代谢相

关的酶类(硝酸还原酶、谷氨酰胺合酶和谷氨酸合酶)活性下降导致自由氨基酸含量下降,类似的情况在

蚕豆中也有出现[34].不过,TEVINI等人[35]的研究发现,补增强度为2.30W/m2 的 UV-B处理7d后,

大麦可溶性蛋白质含量下降,但强度为0.60W/m2 和1.16W/m2 的UV-B处理却增强了可溶性蛋白的

含量.可溶性蛋白质含量受补增UV-B影响变化不一的原因可能与植物种类有关,也有可能与植物的生

长发育阶段有关,或者与UV-B辐射剂量有关.本研究中,处理3d的花生叶片可溶性蛋白质含量显著

提高,这可能是花生对环境的适应性反应,因为生长后期 UV-B辐射可能会使蛋白质的分解代谢加强,

蛋白质含量减少,因而,前期蛋白质含量增加有利于植物抵抗增强的UV-B辐射.
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PhysiologicalandBiochemicalResponsesof
ArachishypogaeaSeedlingstoEnhancedUV-B

DUZhao-kui1,2,3, LIJun-min2,3, ZHONGZhang-cheng1
1.MOEKeyLaboratoryofEco-EnvironmentsofThreeGorgesReservoirRegion,

 SchoolofLifeSciences,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China;

2.ZhejiangProvincialKeyLaboratoryofPlantEvolutionaryEcologyandConservation,TaizhouZhejiang318000,China;

3.InstituteofEcology,TaizhouUniversity,TaizhouZhejiang318000,China

Abstract:Afieldexperimentwasconductedtoexplorethephysiologicalandbiochemicalmechanismsof

theresponsesoftheseedlingsofpeanut(ArachishypogaeaL.)cv.XiaojingshengtoenhancedUV-Bradi-
ation(54μW/cm2).Inthetreatmentofsupplementaryultraviolet-B(UV-B),thecontentsofsuperoxide

anion(O·-
2 ),flavonoidsandsolubleproteins,theactivitiesofcatalase(CAT)andperoxidase(POD)and

therelativeelectricalconductivityinthepeanutleaveswereincreasedsignificantly,theactivityofsuperox-
idedismutase(SOD)increasedatfirstandthendecreased;nevertheless,thecontentsofhydrogenperox-
ide(H2O2),malondialdehyde(MDA),ascorbicacid(AsA)andglutathione(GSH)andtheactivitiesof

ascorbateperoxidase(APX)showednosignificantchangesintheleaves.Theseresultsindicatedthatele-
vatedUV-Bcouldsignificantlyincreasethecontentofreactiveoxygenspecies(ROS)inpeanutleaves,

O·-
2 wastheprincipalfactorforoxidativestress,andpeanutseedlingsresistedthestressofROSmainly

throughincreasingthecontentflavonoidsandtheactivitiesofSOD,CATandPOD,andthattheAsA-

GSHcirculatorysystemhadnoobviouseffectonclearingROS.

Keywords:peanut;ultraviolet-B;reactiveoxygenspecies;antioxidase;nonenzymaticantioxidant
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