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[摘要 ] 研究了两个重要银杏品种大佛指和七星果在自然生长条件下叶片衰老过程中叶绿体功能特性和类囊

体膜多肽组分的变化规律.结果显示: 大佛指叶绿素含量、ATPase活力、Fv /Fm和 Fv /F 0在 8月呈上升状态, 8月

31日达到最大值后开始迅速下降;而伴随着光合磷酸化活力的变化, ATP含量从 8月 10日开始一直呈下降状

态; 七星果的光能转换指标从 8月 10日开始缓慢下降, 但是下降的幅度比大佛指慢; 大佛指类囊体膜多肽组分

在叶片衰老后期降解速度大于七星果. 实验显示, 七星果的衰老时间早于大佛指 ,而大佛指衰老速率比七星果

快; 叶绿体光能转化指标衰退早于 ATP酶类活性的衰退.
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Abstrac t: The change of chloroplasts function character istics and thy lako id m em brane polypeptide component dur ing leaf

senescence in na ture condition of tw o im po rtan t spec ies o fG inkgo Da fozhi and Q ix ingguo we re stud ied. The re-

su lts show ed that: the leaf ch lo rophy ll content, ATPase activity, Fv /Fm andF v /F
0
o f Dafozh i increased in August. A fter

they got them ax lm um number at the end o fAugust, they descented quack ly. H owever, the content o fATP descented w ith

the activ ity of photophory lation from the beg inn ing o fAugust. The light-energy conversion charac teristice o fQ ix ingguo de-

scented slow ly from the beg inning o fAugust, but it was not so qu ick ly as dafozh.i Thy lako id m em brane po lypeptide com-

ponent of Da fo zh i degraded m ore quick ly than Q ix ingguo s, bu t there is no d ifference at seeds ou tput between th is tw o

G inkgo var ieties. F rom the resu ltw e know that the leaf senescence o fQ ix ingguo is ear lier than Da fozh,i bu t Dafozhis' leaf

senescence is faster than Q ix ingguo s; Ch lo roplast light-energy conversion index declined earlier than pho tosynthetic ap-

paratus and som e enzym es.
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银杏 (G inkgo biloba Linn. )又名公孙树,是著名的 活化石 , 银杏是裸子植物门银杏纲中繁衍至今的

惟一生存物种.现在世界其他国家的银杏都是直接或间接从中国引进, 因此中国是银杏古树珍贵的种质资

源库
[ 1]
. 银杏具有较高的经济价值和生态效益, 尤其是银杏叶和银杏果含有黄酮、银杏内酯等多种生理活

性物质,对心脑血管疾病具有独特疗效
[ 2]
, 因此,对于银杏生理活性的研究具有重要的意义.

目前,国内外对银杏已有大量的研究,但主要集中在有效成分的提取工艺、药理以及次生物质组织化

学定位等方面,对于作为银杏光合作用基础的叶绿体功能特性还缺乏较系统、深入的研究. 鉴于银杏系统

99

第 32卷第 3期

2009年 9月

南京师大学报 (自然科学版 )

JOURNAL OF NANJING NORMAL UNIVERSITY ( Natural Sc ience Edition)

Vo.l 32 No. 3

Sep, 2009



发育演化地位以及经济价值,本文选用农业生产中栽培最广泛的两个果用银杏品种大佛指和七星果,对二

者叶片从成熟到衰老时期叶绿体功能特性进行比较研究,旨在探明银杏叶片衰老规律,并比较两个品种的

差异, 为银杏植株的合理栽培及银杏资源的有效开发利用提供理论和实验依据.

1 材料与方法

选用扬州市江都林业管理站育种园内的十年生嫁接大佛指和十年生嫁接七星果 2个银杏品种的雌

株,取生长和受光相对一致,无病变损伤新枝顶端叶片为实验材料.自 2008年 8月 10日起 (叶片边缘颜色

变浅 )至 2008年 11月 2日 (开始落叶 )结束,每隔 3周采样 1次,测定各项光合生理指标,重复 3次. 每次

采样在上午 10点进行,现场测定的气温按日期顺序依次为: 28 、31 、27 、20 、16 .

1 1 叶片叶绿素含量的测定

参照 A rnon
[ 3]
的方法,鲜叶用分光光度计测定,单位为 mg /g.

1 2 离体叶绿体的制备及叶绿素含量的测定

根据薛应龙
[ 4]
的方法并做适当修改制备叶绿体.用纱布将银杏叶片擦干净, 准确称取 5 g, 剪碎, 加入

预冷的分离介质 STN溶液 ( 50mmo l/LT ris-HC l pH 7 6; 10mmol /LNaC ;l 0 4mol /L蔗糖; 0 1% BSA )中研

磨, 4层纱布过滤,滤液 300 g离心 2m in,上清液再经 1 500 g离心 5m in,用 STN溶液悬浮沉淀,即得叶

绿体悬浮液.取叶绿体悬浮液 0 05mL加 1 45mL 80%的丙酮, 6 000 r /m in离心 10m in取上清,用分光光

度计测定,计算叶绿素含量.

1. 3 叶绿体光合磷酸化活力、ATP含量及偶联因子腺苷三磷酸酶活力 ( ATPase)的测定

参照薛应龙的方法测定非循环式光合磷酸化活力
[ 4 ]
和偶联因子腺苷三磷酸酶活力

[ 5 ]
;按照王维光生

物发光法测定 ATP含量
[ 6]
.

1 4 叶绿素荧光参数的测定

使用连续激发式荧光仪 H andy PEA测定活体银杏叶片的荧光参数,参照 Strasser
[ 7]
的方法对数据进

行处理分析.每次上午 10点取相同位置叶片测定,重复 8次,最后取平均值.

1 5 类囊体膜的制备及多肽组分分析

参照 Dunahay
[ 8]
等所介绍的 B. B. Y法提取类囊体膜,利用 SDS-PAGE蛋白质电泳技术分离类囊体膜

多肽组分,使用 LI-COR Odyssey凝胶成像系统得到多肽组分条带图谱,相对分子质量的确定根据标准蛋

白的迁移率采用对数回归法计算.

2 结果与分析

2 1 叶片叶绿素含量的变化

叶绿素在光合作用过程中起着非常重要的作用, 叶片

叶绿素含量的变化在很大程度上反映了该植株光合能力的

变化. 研究表明, 高等植物衰老程度越严重, 叶绿素含量降

低程度越高
[ 9]
.图 1显示了银杏叶片叶绿素含量的变化情

况.从总体来看, 银杏叶片叶绿素含量随着叶片的衰老而逐

渐下降.两个品种相比, 七星果在 8月 10日叶绿素含量达

到最高后开始迅速下降, 而大佛指在 8月 31日叶绿素含量

才达到最高,然后大佛指叶绿素含量开始迅速下降, 在后期

二者趋于相近.

2 2 叶绿体光合磷酸化活力和 ATP含量的变化

光合磷酸化在光合作用的能量转化中担负着重要的作

用,它是叶绿体在光照条件下形成 ATP的重要一步.而 ATP

含量是活细胞进行新陈代谢最重要的生理指标之一. 在光

照条件下,叶片细胞的 ATP主要来自于光合磷酸化作用,为

碳同化提供还原力.如图 2所示,银杏叶绿体光合磷酸化活力和 ATP含量随着叶片的衰老而逐渐下降. 2个品种
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相比较可以看出从 8月 10日到 9月 21日这段衰老初期,大佛指的光合磷酸化活力和 ATP含量高于七星

果,并处在一个比较高的水平;在 9月份之后, 大佛指的光合磷酸化活力和 ATP含量迅速下降,相比之下

七星果下降较为缓慢.

2 3 叶绿体 ATPase活力的变化

叶绿体类囊体膜表面的 ATP合成酶 ( ATPase)在光下能催化光合磷酸化的最末一步反应,即把 ADP和

P i合成 ATP,它经过激活处理,在黑暗中可将 ATP水解为 ADP和 P.i图 3显示了 Ca
2+
-ATPase活力和 Mg

2+
-

ATPase活力的变化情况.大佛指的 Ca
2+
-ATPase活力和 Mg

2+
-ATPase活力都在 8月 31日达到最大值,然后

开始迅速下降到一个较低水平;七星果的 Ca
2 +
-ATPase活力和 Mg

2+
-ATPase活力从 8月 10日到 9月 21日处

于一个相对稳定的状态, 9月 21日之后迅速下降. 2个品种比较,大佛指 ATPase活力达到最大值的时间比七

星果晚,而达到最大值之后,大佛指 ATPase活力下降速率比七星果 ATPase活力下降速率大.

2 4 叶绿素荧光参数的变化

叶绿素荧光动力学技术在测定叶片光合作用过程中光系统对光能的吸收、传递、耗散、分配等方面具

有独特的作用,与 表观性 的气体交换指标相比, 叶绿素荧光参数更具有反映 内在性 的特点
[ 10]

. 图 4

( a)中 F v /Fm反映了光系统 II( PSII)的最大光化学效率, 图 4( b)中 F v /F 0代表了光系统 II( PSII)的潜在

活性. 由图 4( a)可知, 2个银杏品种的 PSII的最大光化学效率 (Fv /Fm )都随着叶片的衰老而逐渐下降,二

者差别不大,惟一区别是大佛指在 8月 31日 PSII的最大光化学效率达到最大值, 而七星果从 8月 10日

PSII的最大光化学效率一直在下降. 图 4( b) 显示银杏叶片衰老过程中 PSII的潜在活性 (Fv /F0 )下降迅

速,表明此时 PS II受到较大的影响; 大佛指 PS II的潜在活性在 8月 31日达到最大值,而七星果 PSII的潜

在活性从 8月 10日一直在下降, 且数值低于大佛指.

2 5 类囊体膜多肽组分分析

植物叶绿体功能特性最终是由位于叶绿体类囊体膜上的各功能蛋白协同作用完成的, 图 5显示了七
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星果和大佛指叶片衰老过程中叶绿体类囊体膜多肽组分的变化情况.从图 5( a)可以看出,七星果在 11月

份之前类囊体膜多肽组分变化不大, 但相对分子质量在 31 000~ 43 000之间的条带随着叶片衰老而逐渐

降解, 11月多肽条带明显减少.图 5( b)显示大佛指类囊体膜多肽组分在 8月 31日之后迅速降解, 11月时

大部分多肽组分已经降解. 总体而言, 大佛指在叶片衰老后期类囊体膜多肽组分降解速度明显大于七

星果.

3 讨论

叶绿体是植物进行光合作用核心反应的细胞器,在自然界的物质同化和转移过程中具有极其重要的

作用. 在光照条件下, 叶绿体可把 ADP和无机磷 ( P i)形成 ATP.叶绿体 ATP作为植物维持生命活动最重要

的能量库,其含量的高低与叶绿体的光能转化效率直接相关.

叶绿素是植物进行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
[ 11 ]

.有研究表明, 高等

植物衰老程度越严重,叶绿素含量降低程度越高
[ 9]
. 图 1显示,在银杏叶片衰老初期, 其叶绿素含量有一个

迅速下降的过程,然后下降速度趋于平稳,到后期下降到较低的水平,叶片颜色也变浅变黄.叶片叶绿素含

量的下降使得叶片不能吸收较多的光能, 从而最终导致叶片光合作用的下降.大佛指和七星果叶绿素下降

阶段的直线回归斜率分别为 k大佛指 = - 0 020 8和 k七星果 = - 0 012 1,这显示大佛指叶片衰老的更加迅速.

光合磷酸化活力是叶绿体在光照条件下形成 ATP的能力, 而叶绿体 ATP是植物维持生命活动最重要

的能量库,生命活动所需的能量大部分是由 ATP直接提供或转化的,因此光合磷酸化活力和 ATP含量代

表了细胞的光能转换水平
[ 12 ]

.

图 2中光合磷酸化活力和 ATP含量成显著正相关, 相关系数分别为 r大佛指 = 0 93和 r七星果 = 0 84.这
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说明银杏叶片衰老过程中 ATP含量与光合磷酸化活力有关. 图 2显示, 叶片衰老初期大佛指光合磷酸化

活力和 ATP含量明显高于七星果,并且处在一个较高的水平上,因此,此时大佛指的能量供给能力比七星

果强.

ATPase是分布在叶绿体类囊体膜表面的一种复合蛋白, 在光合作用能量转换反应中起着重要的作

用.图 3显示, Ca
2+
-ATPase活力和 Mg

2+
-ATPase活力呈极显著正相关 ( r大佛指 = 0 96, r七星果 = 0 94); 2个品

种比较,大佛指 ATPase活力在叶片衰老初期大于七星果,但是在叶片衰老后期小于七星果.图 4中大佛指

的 Fv /Fm 和 Fv /F0在叶片衰老阶段均高于七星果,说明叶片衰老过程中大佛指 PSII的最大光化学效率和

PSII的潜在活性比七星果强.

植物叶绿体功能特性归根结底是由位于叶绿体类囊体膜上的各种功能蛋白协同完成的,因此在银杏

叶片衰老过程中叶绿体功能特性的变化与类囊体膜上的功能蛋白的变化有着密切的联系. 图 5显示出大

佛指类囊体膜多肽组分在 8月 31日之后迅速降解, 而七星果类囊体膜多肽组分降解相对缓慢,这与叶绿

体功能指标的变化是一致的,说明大佛指叶片衰老得更加迅速.

本实验表明,以光合磷酸化活力和 ATP含量为代表的叶绿体光能转化指标衰退早于叶绿素含量、PSII

光化学效率和 ATPase活性的衰退. 2个银杏品种相比较,大佛指叶片开始衰老的时间较晚,但是叶片衰老

速率比七星果要快,因此大佛指是一个晚衰的品种.至于是什么原因导致叶绿体功能的衰退,以及叶绿体

各部分生理功能衰退的顺序还需要进一步研究.
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