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[摘要 ] � 以五年生盆栽的银杏大佛指实生苗为实验材料, 通过持续自然干旱, 研究了持续干旱条件下银杏叶片

生理生化指标和叶绿体超微结构的变化.结果表明: 干旱处理 30 d后,银杏叶片叶绿素含量逐渐下降; M DA含量

和 SOD活力逐渐上升, CAT活力逐渐下降; 脯氨酸和可溶性糖含量逐渐上升, 可溶性蛋白质呈先下降后上升的

趋势; 各项生理指标 (除 SOD外 )均与对照有显著差异 ( p < 0�05) .叶绿体逐渐膨胀变圆, 基质片层膨胀溶解, 嗜

锇颗粒增大增多, 最终破裂解体.说明持续 30d的干旱, 对银杏叶片各项生理指标和叶绿体超微结构未产生显著

影响, 银杏有一定抵御干旱的能力.
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Effects of Drought on Physiological and B iochem icalCharacteristics of
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Abstrac t: 5 year�old G inkgo b iloba L. seed lings was selected to m easure the changes in physio log ica l and biochem ical

indexes of leaves and ultrastructure o f ch lo roplasts under pro longed drought stress. The results show tha t ch lo roplasts

( Chl) content decreased w hen the drought stress had lasted 30 days, wh ileM DA content and the ac tiv ities of SOD in�

c reased, wh ich resulted in the reduction o f the activ ities o f CAT. A t the sam e time, pro line and solub le suga r content

w ere g radua lly increased, w hile content of so lub le pro te in decreased a t first and then increased aga in. Therew ere signifi�

cant differences in every phy sio logy indexes w ith the control except the activ ities o f SOD. Ch loroplast lam ellae becam e

loose g radually, whereas the number and size o f osm ioph ilic g ranu le increased during drought stress till the chlorop last

d isappeared. There were no variations in som e physio log ical indexes for theG inkgo biloba L. leaves and chlorop last ul�

rastruc ture under drought stress fo r 30 d. SoG inkgo biloba L. has some adapta tion for drought.
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� � 干旱是植物生存环境中主要逆境因子之一,对植物的生长发育及农作物的产量等方面具有重要的影

响.正常情况下, 植物体细胞内自由基的产生的清除处于动态平衡状态.在干旱胁迫下,植物抗氧化酶系统

的变化和紊乱,导致体内的氧自由基增多,植物体内过剩的自由基引发了膜脂过氧化作用, 造成膜系统的

损伤, 严重时会导致植物细胞的死亡
[ 1]

.由于干旱胁迫加剧了细胞的膜脂氧化程度,造成膜内不饱和脂肪

酸的减少,从而引起膜蛋白的不稳定性和膜结构功能的丧失,导致叶绿体的基粒片层膨胀、溶解、基粒垛叠

程度下降,最终导致叶绿体破裂,仅剩排列紊乱的片层结构, 造成其结构的不可逆的破坏
[ 2]

.

银杏 (G ingko biloba L. )是中生代孑遗的古老种植物, 俗称白果树、公孙树, 有世界 �金色活化石 �之

称,是我国特有的著名多用途珍稀树种
[ 3]

.目前关于干旱对银杏的研究主要集中于对其生长生理特性
[ 4 ]
、

�64�

第 34卷第 2期

2011年 6月
� � � � 南京师大学报 (自然科学版 )

JOURNAL OF NANJING NORM AL UNIVERSITY ( Natural Sc ience Edition)
� � � �

Vo.l 34 No. 2

June, 2011



光合特性
[ 5]
、内酯和黄酮的积累

[ 6 ]
及叶肉细胞的超微结构

[ 7]
等方面, 而对其生理生化特性和叶绿体超微

结构未有综合系统的研究.本文研究了干旱条件下,银杏实生苗叶片叶绿素含量、细胞膜脂过氧化、保护

酶、渗透调节物质的生理生化指标及叶绿体超微结构的变化,为其在干旱和半干旱地区的栽培提供一定的

理论依据.

1� 材料与方法

1�1� 材料与设计
� � 本试验选取 5年生银杏大佛指实生苗,进行自然干旱处理. 2009年 3月将 40株株高为 1�4~ 1�6 m、

地径为 20~ 25 cm的银杏苗木,定植于内径 38 cm、高 25 cm的塑料花盆中, 1盆 1株, 土壤为肥力较好的沙

土,试验地点在南京师范大学植物园塑料大棚内. 5月 5日开始试验, 5月 20日开始采样, 7月 5日试验结

束.试验设置为对照组和处理组 (每组分别 20株 ) :对照组是给苗木浇清水至饱和, 以后每天持续浇灌清

水;处理组是先给苗木浇灌清水至饱和,以后 60 d内不再浇水. 2种处理每隔 15 d在苗木的同一部位取叶

片样品进行生理生化指标测试.

1. 2� 指标测定方法
1. 2�1� 生理指标测定
� � 于 5月 20日至 7月 5日上午 9: 00~ 10: 00取相同位置的叶片数片, 用于各项生理生化指标的特定,

每个生理指标测定设 3个重复. 测定指标及具体方法如下:叶绿素含量参照 A rnon
[ 8 ]
的方法测定; MDA (丙

二醛 )含量参照赵世杰等
[ 9]
的硫代巴比妥酸 ( TBA )比色法测定; CAT(过氧化物酶 )活力参照李建勋等

[ 10]

的方法测定; SOD (超氧化物歧化酶 )的测定参照李合生
[ 11]
的 NBT法测定; 脯氨酸含量参照朱广廉

[ 12]
的

磺基水杨酸法测定;可溶性糖含量参照张志良等
[ 13]
的蒽酮法测定; 可溶性蛋白含量采用考马斯亮蓝染色

法测定.

1�2�2� 叶绿体超微结构的观察
选取新鲜的银杏叶片,切为 0�1 cm � 0�5 cm的片断, 迅速地投入到 4%的戊二醛固定液中,以针筒抽

气,将叶片中的气体排出, 使叶片沉入固定液中,保存于 4� 下至少 24 h.经磷酸缓冲液漂洗后,用 1%四氧

化锇固定 2 h,然后用丙酮梯度脱水, Epon812环氧树脂逐级渗透和包埋, 聚合后在 LKB - V型超薄切片机

上切片.用醋酸铀染色 30m in,再用柠檬酸铅复染 10m in,在 H itachi600A - 2透射电镜下观察.

1�3� 数据处理
采用 M icroso ft Excel 2003和 SPSS 15�0软件对数据进行分析.

2� 结果与分析

2�1� 干旱胁迫对银杏叶片叶绿素含量的影响
� � 由图 1可知,干旱处理的前 15 d,对照组和处理组叶片叶绿素含量大致相同, 无显著差异 ( p > 0�05) ;

随着干旱的加剧,处理组叶绿素含量逐渐下降,分别低于对照 20�72%, 54�07%和 47�96%,差异显著 (p <

0�05) .说明干旱处理 15 d后, 银杏叶片叶绿素迅速下降,可能由于干旱抑制了叶绿素的合成和积累导致.

2�2� 干旱胁迫对银杏叶片 MDA含量和抗氧化酶活性的影响

干旱胁迫下,银杏叶片 MDA含量、CAT和 SOD活力的变化分别见图 2, 3, 4.由图 2可知,本研究中,对

照组和处理组 MDA含量均逐渐升高. 干旱处理 30d后, 处理组 MDA的含量迅速增大, 分别高于对照

49�57%和 34�10% ,差异显著 (p < 0�05). 由图 3可知,干旱胁迫下, 处理组 CAT活力始终高于对照, 并于

干旱处理的第 30d升高至对照的 1�02倍,差异显著 (p < 0�05). 由图 4可知,本研究中,对照组和处理组的

SOD活性均呈上升趋势,处理组 SOD活性分别比对照高 3�85%、20�26%、22�18%和 9�21% ,无显著差异

(p > 0�05) .说明干旱处理 30d后, CAT活力迅速下降, 破坏了活性氧清除与产生的平衡, 膜脂过氧化加

剧, MDA含量迅速增大. 处理组 SOD较对照无显著差异, 推测 SOD在自由基的清除过程中可能不是起主

要作用的酶,而是 CAT和其他的酶促或非酶促系统共同作用清除过剩的氧自由基.
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2�3� 干旱胁迫对银杏叶片渗透调节物质的影响
干旱胁迫下,银杏叶片脯氨酸、可溶性糖和可溶性蛋白含量的变化分别见图 5, 6, 7.由图 5可知, 干旱

处理的前 30 d,对照组和处理组脯氨酸的含量大致相同;随着干旱的加剧,处理组脯氨酸的含量迅速升高,

上升至对照的 2�29倍和 9�40倍,差异显著 ( p< 0�05).由图 6可知, 干旱处理的前 15 d, 处理组可溶性糖
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的含量比对照组高 3�22% , 无显著差异 ( p > 0�05); 随着干旱的加剧, 处理组可溶性糖的含量高于对照

39�78%、101�73%和 51�49% ,差异显著 (p < 0�05). 由图 7可知, 在干旱处理的前 30 d,处理组可溶性蛋白

含量低于对照 11�30%和 13�21%, 无显著差异 (p > 0�05);随着干旱的加剧,处理组蛋白质含量迅速下降,

较对照下降了 37�92%,差异显著 (p < 0�05); 随后处理组可溶性蛋白含量迅速增大,高于对照组 5�16% ,

无显著差异 ( p> 0�05).说明干旱胁迫下, 脯氨酸和可溶性糖是降低银杏叶片渗透势,维持细胞膨压的重

要渗透调节物质,它们通过阻止水分的丧失,达到保水目的, 从而进行自身调节, 以适应不利的环境条件.

1. 15 d时对照组银杏叶片叶绿体 ( � 25 000) 2. 15 d时处理组银杏叶片叶绿体 ( � 25 000 ) 3. 30 d时对照组银杏叶片叶绿体 ( � 30 000 )

4. 30 d处理组银杏叶片叶绿体 ( � 30 000) 5. 45 d时对照组银杏叶片叶绿体 ( � 25 000 ) 6. 45 d时处理组银杏叶片叶绿体 ( � 30 000 )

7. 60d时对照组银杏叶片叶绿体 ( � 25 000) 8. 60 d时处理组银杏叶片叶绿体 ( � 25 000)

1. ch lorop last of th e con trol group in G inkg o biloba L. on the 15 th d ay( � 25 000 ) 2. chlorop last of the stress group in G inkg o biloba L.

on the 15th day( � 25 000 ) 3. chlorop last of the control group in G inkg o biloba L. on the 30th day( � 30 000 ) 4. ch lorop last of the st ress

group inG inkgo biloba L. on the 30 th day ( � 30 000 ) 5. chlorop last of the control group in G inkg o biloba L. on the 45th day ( � 25 000)

6. ch lorop last of thestress group in G inkg o biloba L. on the 45th day ( � 30 000) 7. ch lorop last of th e con trol group in G inkg o biloba L.

on th e 60 th day ( � 25 000 ) 8. ch lorop last of the st ress groupG inkgo biloba L. on the 60 th day( � 25 000)

Ch:l ch loroplast; CW: cellw al;l G: granum thylako id; M :i m itochond rion; O: osm ioph ilic granu le

图 8� 干旱胁迫对银杏叶绿体超微结构的影响

F ig. 8� Effects of drought on ultrastructure of chloropla sts in G ingko b iloba L.

2�4� 干旱胁迫对银杏叶绿体超微结构的影响
银杏叶绿体超微结构观察如图 8所示,在试验的过程中, 对照组叶绿体外形规则, 呈梭形或椭圆形,基
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粒片层和基质片层清晰可见,基粒片层排列紧密且沿叶绿体长轴方向排列 (图 8. 1, 3, 5, 7) .干旱处理 15 d

时,处理组叶绿体形状较规则, 排列在细胞壁的周围,片层清晰结构发达 (图 8�2); 在干旱处理 30 d时,叶

绿体形状开始肿胀变圆,片层开始松散 (图 8�4);在干旱处理 45d时,叶绿体进一步肿胀, 片层之间的间隔

增大 (图 8�6);在干旱处理 60 d时,叶绿体肿胀变圆,片层松散且大部分已消失 (图 8�8) .干旱处理下,处

理组叶绿体片层逐渐松散消失,嗜锇颗粒数目增多增大,叶绿体结构受到严重破坏.

3� 讨论

正常情况下,植物体细胞内自由基的产生与清除处于动态平衡状态. 但是当植物处于逆境条件下 (如

干旱、强光、盐碱、高温、霜冻、缺素等 ) ,根据生物自由基伤害学说
[ 14]

, 植物细胞内活性氧自由基的产生和

清除代谢的平衡受到破坏,使活性氧自由基的产生占据主导地位从而导致自由基含量过多积累且超过阈

值,进而引发或加剧了细胞的膜脂过氧化,给植物体造成伤害
[ 15, 16]

.但植物在遭受干旱处理时, 可以通过

提高保护酶的活性来有效地防御和清除自由基保护细胞免受氧化伤害. 本研究中, 干旱处理的前 30 d,

CAT活力的迅速增大以清除体内活性氧,保护细胞免受干旱造成的伤害; 随着干旱的加剧, 细胞产生了过

多的自由基对酶蛋白产生伤害,从而降低了 CAT的酶活力, 使得细胞内自由基的产生和清除不均衡, 氧自

由基在叶片中大量积累,膜脂过氧化程度加剧, MDA逐渐积累. 在干旱处理下,处理组 SOD酶活力变化不

显著, 推测 SOD可能不是银杏叶片中主要的清除活性氧的酶.

脯氨酸和可溶性糖主要渗透调节物质,它们共同作用使植物可以在一定时间内维持细胞膨压保持细

胞的持续生长.本研究中, 干旱处理 15 d后,处理组可溶性糖含量迅速增大;干旱处理 30 d后,脯氨酸含量

开始迅速增加.说明干旱处理下,银杏叶片内可溶性糖逐渐积累达到了一定的浓度,可能激活了脯氨酸的

合成, 共同抵御干旱对银杏的伤害,王有年等
[ 17]
对梨树在水分胁迫下的渗透调节的研究也得到了相同的

结果. 可溶性蛋白质也是重要的渗透调节物质之一,在干旱处理过程中可束缚更多的水分, 从而大大增强

了抗旱性.本研究中, 干旱处理的前 45 d, 处理组可溶性蛋白含量逐渐降低, 可能与干旱处理条件下细胞内

肽酶活性提高有关
[ 18]

,蛋白质加速分解的同时其合成也受到抑制导致其含量下降. 随着干旱的加剧, 可溶

性蛋白含量上升,可能是银杏叶片细胞为了避免干旱处理造成的伤害,诱导某些抗旱基因的表达, 产生某

些抗逆性蛋白质;或者使不溶性蛋白转变为可溶性蛋白,来维持植物的正常生理生化反应.

叶绿素的植物光合作用的主要色素, 它的改变影响着植物光合作用的强弱
[ 19 ]

.叶绿体是光合作用的

场所, 在光合作用进行时不可避免地要产生超氧物自由基等活性氧. 正常生理条件下, 这些氧自由基的产

生和清除是平衡的,因此对植物不存在任何伤害;在干旱的环境下,这种平衡被破坏引发膜脂过氧化,从而

引起膜的渗漏和细胞超微结构的变化
[ 20]

.本研究中,干旱处理 15 d后,叶片叶绿素含量迅速下降, 到干旱

的后期与对照比有显著的差异; 经相关性比较, 处理组叶绿素含量与 MDA含量呈显著负相关 ( r =

- 0�937) .干旱处理前 30 d,处理组银杏叶绿体呈梭形并紧贴细胞壁,保持着良好的受光姿态,片层清晰完

整;随着干旱的加剧, 叶绿体形状开始肿胀变圆,片层逐渐松散降解,嗜锇颗粒增多增大,叶绿体被膜破裂,

仅剩下排列紊乱的片层,造成其结构的不可逆的破坏.干旱处理下,细胞膜脂氧化程度加剧,导致叶片叶绿

素含量下降,叶绿体超微结构遭到破坏,银杏叶片的光合性能受到了破坏.

徐艳丽等
[ 21]
研究表明,银杏的叶绿体光能转换的各项指标在 6月中旬效率较高.本研究中,实验进行

30 d时 (即 6月中旬 ) ,对照组银杏叶片的叶绿素含量、CAT活性、蛋白质含量达到了最高值; 叶绿体呈梭

形,片层清晰,保持着良好的光合姿态.推测此时期银杏树苗的各项生长生理活性达到较高水平.

综上所述,在干旱处理的前 30 d,银杏叶片细胞内抗氧化系统积极响应, 保持细胞内活性氧产生和清

除的基本平衡,使各项生理指标可以维持在正常水平, 叶绿体可以保持完整的结构和清晰的片层. 随着干

旱的加剧,抗氧化酶活力迅速下降,活性氧的产生和清除出现了不平衡, 膜脂氧化程度加剧, MDA大量积

累,降低了叶片叶绿素的含量和破坏了叶绿体的结构; 此时,银杏叶片细胞主要通过积累脯氨酸和可溶性

糖,提供细胞的渗透调节能力, 维持植株正常生长所需的膨压,以保持细胞各项代谢的进行.
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