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　　摘要：研究了低氧胁迫对发芽粟谷中活性氧（ＲＯＳ）、丙二醛、抗氧化酶活性和γ－氨基丁酸（ＧＡＢＡ）含量的影响。
结果显示，低氧处理下发芽粟谷细胞膜脂过氧化明显加重，活性氧含量增加，并且通气量越低，膜脂过氧化程度越强。

低氧胁迫对粟谷抗氧化酶活性起到了不同程度的诱导作用，并且对ＳＯＤ和ＰＯＤ活性的促进作用大于对ＣＡＴ的作用。
低氧胁迫促进了发芽粟谷中ＧＡＢＡ的积累，当通气量为１．５Ｌ／ｍｉｎ时，ＧＡＢＡ含量达到０．２５３８ｍｇ／ｇ，是对照的１．６１
倍。由此表明，低氧胁迫在促进发芽粟谷产生ＲＯＳ的同时，还能提高抗氧化酶活性和ＧＡＢＡ含量；低氧胁迫下发芽粟
谷的ＧＡＢＡ积累量与ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ活性呈极显著正相关。
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　　正常情况下，植物体内活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）的产生与清除处于平衡状态，不会导致植物细胞受到伤
害。逆境引起过量的活性氧自由基产生［１］，这些不能被及时

清除的ＲＯＳ会攻击生物膜中许多不饱和脂肪酸，从而引发脂
质过氧化，并由此形成脂质过氧化产物丙二醛（ＭＤＡ），加剧
生物膜过氧化作用，最终导致新陈代谢紊乱，植株受到伤

害［２］。为有效防御由胁迫产生的ＲＯＳ及由此带来的损伤，植
物在长期的进化过程中形成了一套有效的酶促和非酶促

ＲＯＳ自由基清除系统，从而防御活性氧对膜脂的攻击伤害，
并有利于维持膜结构的完整性。其中超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）在抗氧化代
谢中起关键作用。植物受到逆境刺激时，γ－氨基丁酸（ＧＡ
ＢＡ）含量可增加几到几十倍，ＧＡＢＡ的积累能够增强植物机
体对逆境胁迫的抗逆性［３］。研究表明，采用外源 ＧＡＢＡ处理
可减轻活性氧对植物的伤害，并提高植物体中抗氧化酶活

性［４－５］。逆境条件下植物体内富集的ＧＡＢＡ与活性氧和抗氧
化酶活性之间的关系还未见报道。

目前有关植物响应逆境胁迫后抗氧化反应的研究主要集

中在其抵抗逆境方面，而对逆境胁迫引起的植物抗氧化酶活

性的提高和ＧＡＢＡ含量的积累在食品中的应用研究报道较
少。ＧＡＢＡ是哺乳动物大脑抑制性神经递质，具有降血压、利
尿、镇定神经等生理功能［６］，抗氧化酶具有抗氧化作用，均为

功能食品的功能因子。本研究探讨低氧胁迫对发芽粟谷活性

氧、抗氧化酶活性和 ＧＡＢＡ含量的影响，并对低氧胁迫积累
的ＧＡＢＡ和抗氧化酶活性进行相关性分析，旨在探明逆境下
粟谷积累的ＧＡＢＡ与其抗氧化能力之间的关系打下基础，为
开发功能性植物源食品提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
粟谷种子（晋谷３４号），由山西省农业科学院作物遗传

研究所提供，种子贮藏于０～４℃密封环境中备用。ＧＡＢＡ标
准品和ＰＩＴＣ（分析纯）为美国Ｓｉｇｍａ公司产品；过氧化氢试剂
盒购于南京建成生物工程研究所；其他试剂均为国产分析纯。

１．２　主要仪器设备
Ａｇｉｌｅｎｔ１２００Ｓｅｒｉｅｓ高效液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；

ＤＺＦ－６０２０型真空干燥器（上海一恒科技有限公司）；
ＵＶ－２８０２型紫外可见分光光度计［尤尼柯（上海）仪器有限
公司］；Ｈ１６５０－Ｗ 台式高速离心机（湖南湘仪公司）；
ＰＹＸ－ＤＨＳ－５０Ｘ６５－ＢＳ－Ⅱ 隔水式电热恒温培养箱（上海
跃进医疗器械厂）；ＬＺＢ－３型空气流量计（浙江余姚工业自
动化仪表厂）。

１．３　低氧胁迫处理
称取２０ｇ粟谷种子，消毒后于２５℃的去离子水中浸泡

８ｈ，然后转入培养瓶中，用１０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液（ｐＨ值
５．８）于３２℃黑暗条件下培养，用气泵通入空气，通气量分别
为０．５、１．０、１．５、２．０Ｌ／ｍｉｎ，对照通气量为 ２０Ｌ／ｍｉｎ，通气量
由空气流量计控制。培养 ４８ｈ后取出样品，用去离子水清
洗，吸干表面水分，鲜样用于测定电导率，其他样品液氮速冻

后置于－８０℃的超低温冰箱中保存待测。
１．４　指标测定与方法
１．４．１　相对电导率测定　称取新鲜样品２．００ｇ，用去离子水
洗涤数次，滤纸吸干后放入小烧杯中，加４０ｍＬ去离子水搅动
浸泡１ｈ，用电导率仪测定电导率，然后放在１００℃沸水中煮
１５ｍｉｎ，取出后放至室温，测定煮沸后的电导率，以处理样品电
导率占煮沸样品电导率的百分比作为相对电导率［７］。

１．４．２　丙二醛（ＭＤＡ）测定　采用硫酸巴比妥酸法［７］测定新

鲜样品的丙二醛含量，ＭＤＡ含量用μｍｏｌ／ｇ表示。
１．４．３　过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）测定　采用 Ｈ２Ｏ２试剂盒测定。
Ｈ２Ｏ２可以与钼酸作用生成一种络合物，在４０５ｎｍ处测定生
成量并计算出Ｈ２Ｏ２含量，单位为 μｍｏｌ／ｇ。分别用２批试剂
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盒重复验证，结果取平均值。

１．４．４　抗氧化酶活性测定　（１）酶提取液制备。随机称取
１．００ｇ样品，添加经预冷的 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ值
７８，内含 ０１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ和１％ＰＶＰ）５ｍＬ，冰浴研磨至匀
浆，１００００ｒ／ｍｉｎ４℃冷冻离心２０ｍｉｎ，上清液即为酶提取液。

（２）ＳＯＤ活性测定。采用 Ｇｉａｎｎｏｐｏｌｉｔｉｓ等的氮蓝四唑
（ＮＢＴ）光还原法［７］测定，以抑制ＮＢＴ光还原５０％所需的酶量
为１个酶活性单位（Ｕ），酶活性以Ｕ／ｇ表示。

（３）ＰＯＤ活性测定。采用愈创木酚氧化法［８］测定，以

１ｍｉｎ吸光度增加０．０１为１个酶活单位（Ｕ／ｇ）。
（４）ＣＡＴ活性测定。参照 Ｄｈｉｎｄｓａ等的 Ｈ２Ｏ２法

［８］，以

１ｍｉｎ吸光度下降０．１为１个酶活单位（Ｕ／ｇ）。
１．４．５　ＧＡＢＡ含量测定　参照Ｂａｉ等的ＨＰＬＣ方法［９］测定。

１．５　数据统计与分析
试验均重复３次，结果以“ｘ±ｓ”表示，所有化学和生理指

标除特别说明外，均以鲜重表示。采用 ＳＰＳＳ１６．０软件处理

试验数据，进行方差分析和显著性检验。

２　结果与分析

２．１　通气量对发芽粟谷ＲＯＳ及膜脂过氧化的影响
从图１－Ａ可见，发芽粟谷中ＭＤＡ含量随通气量减小而

升高，当通气量为 ０．５Ｌ／ｍｉｎ时，ＭＤＡ含量比对照提高
１６３８３％；当通气量为２．０Ｌ／ｍｉｎ时，ＭＤＡ含量比对照提高
３１９１％。相对电导率变化趋势与 ＭＤＡ相似，０．５Ｌ／ｍｉｎ通
气量下相对电导率是对照的２．１２倍，２．０Ｌ／ｍｉｎ通气量与对
照无显著差异（图１－Ｂ）。低氧胁迫下发芽粟谷中 Ｈ２Ｏ２含
量显著高于对照，随着通气量的增加，Ｈ２Ｏ２含量呈先上升后
下降的变化趋势，１．０Ｌ／ｍｉｎ通气量下 Ｈ２Ｏ２含量最高，是对
照的３．７９倍（图１－Ｃ）。以上结果表明，低氧胁迫下发芽粟
谷细胞膜脂过氧化明显加重，活性氧含量增加，且通气量越

小，膜脂过氧化程度越严重。

２．２　通气量对发芽粟谷抗氧化酶活性的影响
低氧胁迫下发芽粟谷中 ＳＯＤ活性随通气量的减少呈先

增长后降低的趋势，并且均大于对照，１．５Ｌ／ｍｉｎ通气量下
ＳＯＤ活性最高，比对照高１１３．８６％（图２－Ａ）；ＰＯＤ活性随着
通气量的减少也呈现先上升后下降趋势，最大值出现在通气

量为１．０Ｌ／ｍｉｎ，此时ＰＯＤ活性是对照的２．０６倍（图２－Ｂ）；

ＣＡＴ活性随通气量的减少呈下降趋势，１．５、２．０Ｌ／ｍｉｎ通气
量下ＣＡＴ活性均与对照差异不显著，０．５、１．０Ｌ／ｍｉｎ通气量
下ＣＡＴ活性显著低于对照（图２－Ｃ）。这表明低氧胁迫对发
芽粟谷抗氧化酶活性有不同程度的诱导作用，并且对 ＳＯＤ、
ＰＯＤ活性的促进作用大于对ＣＡＴ的作用。

２．３　通气量对发芽粟谷ＧＡＢＡ含量的影响
不同通气量下发芽粟谷中 ＧＡＢＡ含量呈先增加后减少

的变化趋势，１．５Ｌ／ｍｉｎ通气量下发芽粟谷中 ＧＡＢＡ含量最
高（０．２５３８ｍｇ／ｇ），是对照的１．６１倍（图３）。
２．４　低氧胁迫下发芽粟谷ＲＯＳ和抗氧化酶活性与ＧＡＢＡ含
量相关性分析

由表１可知，低氧胁迫下发芽粟谷中 ＧＡＢＡ含量分别与

ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ活性之间，ＲＥＬ与 ＭＤＡ含量、Ｈ２Ｏ２含量之
间，ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ等３种抗氧化酶活性之间呈极显著相关。
由此推断，低氧胁迫使发芽粟谷膜脂过氧化加重，同时抗氧化

酶活性提高，ＧＡＢＡ得到积累，以修复机体损伤。
　　ＧＡＢＡ作为植物抵御逆境的渗透物质，清除活性氧的功
能高于脯氨酸和甜菜碱［１０］。高洪波等发现，外源ＧＡＢＡ处理
促进了低氧胁迫下网纹甜瓜抗氧化酶活性，降低了ＲＯＳ数量，

—０９— 江苏农业科学　２０１３年第４１卷第１２期



表１　低氧胁迫下粟谷活性氧和抗氧化酶活性与ＧＡＢＡ含量相关性分析

指标
相关系数

ＧＡＢＡ ＭＤＡ ＲＥＬ Ｈ２Ｏ２ ＳＯＤ ＰＯＤ
ＭＤＡ ０．１９３
ＲＥＬ ０．２０８ 　０．９５７

Ｈ２Ｏ２ ０．１６６ ０．９４７ ０．９４５

ＳＯＤ ０．８２０ ０．３０１ ０．２３３ ０．２７９
ＰＯＤ ０．７８５ ０．４１０ ０．３４１ ０．３７４ ０．９２２

ＣＡＴ ０．５８９ ０．１２６ ０．０７９ ０．０６２ ０．７８３ ０．７５４

　　注：、表示在０．０１、０．０５水平上显著相关。

增强了植株的耐低氧能力［４］。本研究证实，低氧胁迫下，发

芽粟谷体内ＧＡＢＡ的积累量与其抗氧化酶活性的提高呈显
著正相关。

３　讨论

３．１　低氧胁迫对发芽粟谷ＲＯＳ和抗氧化酶活性的影响
逆境胁迫引起植物体内 ＲＯＳ大量积累，对植物造成伤

害，由此激发植物体内抗氧化酶体系，如ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ等保
护细胞免受ＲＯＳ伤害［１１］。低氧胁迫下，黄瓜幼苗根系 ＲＯＳ
和抗氧化剂以及抗氧化酶活性均显著提高［１２］，短时间低氧胁

迫下玉米叶片ＳＯＤ、ＣＡＴ等抗氧化酶活性增强［１３］。本研究表

明，低氧处理下，发芽粟谷细胞膜脂过氧化明显加重，活性氧

含量增加，并且通气量越低，膜脂过氧化程度越重，此时粟谷

中抗氧化酶活性被激活，其中对 ＳＯＤ和 ＰＯＤ活性的促进作
用大于对ＣＡＴ的作用。
３．２　低氧胁迫下粟谷ＧＡＢＡ含量与活性氧和抗氧化酶活性
的关系

低氧胁迫下植株体内乳酸发酵增强，细胞质 ｐＨ值降低，
产生Ｈ＋，由此激活ＧＡＤ活性，催化谷氨酸转变成 ＧＡＢＡ，缓
解低氧胁迫造成的胞质酸化［１４］。越来越多的证据表明，

ＧＡＢＡ在植物的发育、代谢、逆境的响应等过程中起重要作
用。ＧＡＢＡ可能与糖、脯氨酸等代谢物质一样，既可作为信号
分子，又可作为代谢物质起双重作用［１５］。ＧＡＢＡ处理使低氧
胁迫下网纹甜瓜植株根和叶片ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ活性维持在
较高水平［４］，也能迅速提高盐胁迫下玉米幼苗抗氧化酶活

性［５］。高洪波等认为，低氧胁迫下，ＧＡＢＡ含量的增加是植物
体内有益的生理反应，能够提高抗氧化酶活性，防止 ＲＯＳ积
累，减轻低氧胁迫对植株的伤害［４］。本试验结果表明，低氧

胁迫下，发芽粟谷的 ＧＡＢＡ积累量与 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ活性呈
极显著正相关，发芽粟谷ＧＡＢＡ的积累量是否也有促进抗氧

化酶活性的作用有待进一步研究。通过低氧胁迫处理发芽粟

谷，使其 ＧＡＢＡ和抗氧化酶活性提高，有可能作为一种功能
食品的新原料。

４　结论

低氧胁迫下，随着培养液中通气量的减少，粟谷膜脂过氧

化和Ｈ２Ｏ２含量增加，而ＳＯＤ和ＰＯＤ活性呈先增强后减弱的
趋势，ＣＡＴ活性呈减弱的趋势，低氧胁迫对发芽粟谷 ＳＯＤ和
ＰＯＤ活性的促进作用大于对 ＣＡＴ的作用。低氧胁迫促进了
发芽粟谷中ＧＡＢＡ的积累，并且 ＧＡＢＡ含量与 ＳＯＤ、ＣＡＴ和
ＰＯＤ活性呈极显著正相关。总之，低氧胁迫使发芽粟谷膜脂
过氧化加重，由此诱导抗氧化酶活性增强，ＧＡＢＡ积累。
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