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镍对菠菜离体叶片衰老的调节
Regulation of Senescence of Isolated Leaves

of Spinacia oleracea by Nickel
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摘要　取生长一致的菠菜第 3 、 4 叶片置于 10-3mo l/ L NiSO 4 中 , 28℃暗处理 48 h , 然后测定各项生理指标。

结果表明:镍阻抑了叶片在衰老过程中超氧物歧化酶 (SOD)活性的下降和抗坏血酸 (ASA)氧化酶活性的

上升 , ASA 、 蛋白质和叶绿素含量的下降得到延缓 , 降低了膜脂过氧化程度 , 从而延缓了菠菜叶片的衰老。

关键词　镍　菠菜叶　膜脂过氧化　衰老

中图法分类号　S 636.101

Abstract　The isolated leaves of Spinacia oleracea were treated w ith 10-3mol/L NiSO4 at tempera-

ture 28℃, 48 h , in the dark.The results indicated that the decrease of activity of superoxide dis-

mutase (SOD)and the increase of activity of ascorbic acid oxidase could be inhibited by nickel ,

while the decreace of contents of asco rbic acid and protein and chlorphy ll could also be delayed.

Nickel alleviated the level of membrane lipid pero xidation significantly , therefo re , it is concluded

that nickel could indeed delay the senescence of the isolated leaves of Spinacia oleracea .
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　　植物组织的衰老是生物不可避免的生理过程 ,

而叶片的衰老则是植物衰老最明显的特征。研究表

明 , 叶片的衰老与生物膜的破损有密切关系 , 生物

膜破损原因是体内自由基 (O·2 、
·
OH)累积使膜脂

过氧化造成的结果[ 1] 。镍 (Ni2+)和细胞分裂素一

样 , 对植物衰老有一定的延缓作用[ 2] , 为探讨镍延

缓植物衰老的生理作用 , 本文研究了离体菠菜叶脂

质过氧化作用与几项衰老生理指标的关系及镍对它

们的影响 , 为研究延缓植物衰老的措施提供参考 。

1　材料与方法

1.1　材料

供试材料为菠菜(S pinacia oleracea)。取生长

一致的菠菜第 3 、 第 4 叶置于10-3mol/ L NiSO4 、

20 mg/L 6 苄基腺嘌呤 (BA)和蒸馏水中 , 28℃暗

处理 48 h , 然后测定各项生理指标 , 每处理重复 3

次。

1.2　叶绿素含量测定

采用混合液提取[ 3] , 按 Arnon公式计算叶绿素

含量。

1.3　蛋白质含量测定

采用 Folin酚法[ 4] 。

1.4　超氧物歧化酶 (SOD)活性测定

按 Giannopolitis和 Ries的方法[ 10] , 以每单位时

间内抑制光化还原 50%的氮蓝四唑 (NBT)为一个

酶活性单位 。

1.5　抗坏血酸含量测定

参照景国安的方法
[ 6]
, 1 g 叶片用少量 2%偏磷

酸 (内含 8%醋酸)研磨 , 再以偏磷酸-醋酸溶液

定容至 50 mL , 过滤 , 吸取 5 mL 提取液加 1 mL 偏

磷酸-醋酸和水 104 mL , 用 0.02%2 , 6-二氯酚靛

酚溶液滴定 。

1.6　抗坏血酸 (ASA)氧化酶活性测定

采用碘量法[ 5] 。

1.7　丙二醛 (MDA)含量测定

采用硫代巴比妥酸反应法[ 11] 。

1.8　膜透性测定

采用电导法
[ 7]
, 用电导率μΨ/cm 表示膜透性的

大小。
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表 1　Ni2+对离体菠菜叶中 SOD、 ASA 氧化酶活性和叶绿素 、 蛋白质 、 ASA含量的影响

Table 1　Effect of Nickel on the activities of SOD and ASA oxidase , and the contents of chlorophyll , protein and ASA in the isolated

leaves of Spinacia oleracea

处理
T reatment

叶绿素
Chlorophll
content

(mg/g·FW)

蛋白质
Pro tein
content

(mg/ g·FW)

ASA

(mg/ 100g·FW)

SOD

(酶活单位/g·FW)

ASA氧化酶
Asco rbic acid
oxidase activity
(μg/ FW.min)

处理前 Before
treatment

2.78 (100.0) 0.79 (100.0) 9.28 (100.0) 549.0 (100.0) 0.16 (100.0)

对照 Control 1.56 (56.1) 0.45 (57.0) 5.50 (59.3) 372.0 (67.8) 0.45 (281.3)

Ni2+ Nickel 2.57 (92.4) 0.62 (78.5) 8.41 (90.6) 435.0 (79.2) 0.23 (143.8)

BA Benzy ladeinine 2.46 (88.5) 0.59 (74.7) 8.25 (88.9) 451.0 (82.4) 0.25 (156.3)

2　结果与讨论

2.1　Ni2+对菠菜叶中叶绿素和蛋白质含量的影响

　　从表 1 可见 , 叶片离体后 , 无论是 Ni2+ 、 BA

处理还是对照叶中叶绿素和蛋白质含量都下降。暗

放置 48 h , 对照叶片叶绿素和蛋白质分别下降了

43.9%和 43.0%, BA 处理的下降了 11.5%和

25.3%, 经 Ni2+处理的下降 7.6%和 21.5%。表明

离体叶片经 Ni
2+
处理后 , 与 BA处理一样 , 有延缓

叶绿素和蛋白质含量减少的趋势和明显的保绿作用。

聂先舟等研究认为 Ni2+是植物内源乙烯生成的抑制

剂 , Ni2+不仅影响离体叶内乙烯的生成 , 同时也能

保持叶片生物膜的完整性
[ 2 ,8]

, 这可能是 Ni
2+
延缓

叶片衰老的原因之一 。

2.2　Ni2+对菠菜叶中 SOD活性的影响

菠菜离体叶片暗放置 48 h 后 , SOD活性均呈下

降趋势 , 其中经 BA 、 Ni
2+
处理的叶片 , SOD 活性

下降 17.6%和 20.8%, 对照则下降 32.2%(表 1)。

说明 Ni2+与 BA一样 , 对菠菜离体叶片中的 SOD活

性的下降 , 有一定的延缓作用 , 从而有利于减少 O·2

等有害自由基的积累 。

2.3　Ni
2+
对菠菜叶中 ASA含量和 ASA氧化酶活性

的影响

从表 1 可见 , 菠菜离体叶片暗放置 48 h 后 ,

ASA氧化酶活性均呈上升趋势 , 但对照叶内 ASA

氧化酶活性的增加明显高于 Ni
2+
或 BA处理叶的增

加量。相反 , ASA含量则呈现下降趋势 , 但经 Ni2+

或 BA 处理的叶片 ASA 减少量乃明显低于对照。

Mukherjee 等指出 , 眉豆叶片经抗氧化剂处理后 ,

在水分胁迫下 , 其 H2O2 含量和 ASA 氧化酶活性降

低 , 调节了 H2O2 和 ASA 的水平[ 12] 。本研究亦见 ,

由于 Ni2+或 BA处理的叶片 ASA 氧化酶活性增加小

于对照 , 保持了较高的 ASA 含量 。ASA 是重要的

抗氧化剂 , 对植物组织衰老有一定的延缓效应 , 这

可能是由于 ASA通过清除体内过多的 H2O2 , 使产

生·OH 的底物减少 , 从而对膜结构和功能起到一定

的保护作用[ 9] 。本实验也表明 , Ni2+或 BA 处理的

菠菜叶片保持较高水平的 ASA含量 , 并与 SOD 等

协同作用 , 可能阻抑了体内的自由基的积累 , 从而

减轻膜伤害 , 延缓了菠菜叶片的衰老过程。
表 2　Ni2+对离体菠菜叶 MDA产生量和膜透性的影响

Table 2　Effect of Nickel on MDA yield and membrane perme-

ability in the isolated leaves of Spinacia oleracea

处理

T reatment

膜透性
Membrane

permeability
(μΨ/cm)

MDA 产量
MDA yield

(nmol/ g·FW)

处理前 Before treatment 890 (100.0) 15.2 (100.0)

对照 Control 1 290 (144.9) 22.6 (148.7)

Ni2+Nickel 1 140 (128.1) 20.3 (133.6)

BA Benzyladenine 1 130 (126.9) 17.8 (117.1)

2.4　Ni2+对菠菜叶中MDA产生量和膜透性的影响

膜透性增加是膜系统损伤的表现 , 而膜系统的

脂质过氧化产物是 MDA 。从表 2可知 , 菠菜离体叶

片暗放置 48 h 后 , MDA 产生量和质膜透性均有所

增加;BA和 Ni
2+
处理的叶片 , MDA产生量明显低

于对照的 , 膜透性的增加亦明显低于对照。说明

Ni
2+
与BA 一样对菠菜离体叶片 MDA产生量和膜透

性的增加具有不同程度的阻抑作用 , 表明 Ni2+或

BA处理的菠菜叶 , 脂质过氧化程度低于对照 。这

可能与 Ni
2+
、 BA处理的叶片内 SOD活性高于对照

(表 1), 及时清除过多的自由基 , 减轻膜伤害有关。
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