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酶活性及独特环境协同作用的关系
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　　摘要：对４个和田红枣品种果实发育过程中维生素Ｃ含量和半乳糖内酯脱氢酶、抗坏血酸氧化酶、抗坏血酸过氧
化物酶、单脱氢抗坏血酸还原酶、脱氢抗坏血酸还原酶的活性以及果实鲜干质量和糖积累进行测试分析，结果显示，维

生素Ｃ含量的积累在发育过程中呈“Ｓ”形的模式，其中１２０、１４０ｄ是维生素Ｃ积累最快和最重要的２个时期。半乳糖
内酯脱氢酶活性与维生素Ｃ积累速率及糖的变化趋势相似，二者在６０～１２０ｄ呈明显的线性正相关关系。维生素 Ｃ
分解酶抗坏血酸氧化酶和抗坏血酸过氧化物酶只在发育前期短时间内表现活性，从而使维生素 Ｃ极少被氧化分解，
这是枣果实能积累高水平维生素Ｃ的重要原因；单脱氢抗坏血酸还原酶和脱氢抗坏血酸还原酶的活性则主要表现在
生育后期，结果显示，３个制干枣品种中维生素Ｃ含量主要受半乳糖内酯脱氢酶活性调节，同时维生素 Ｃ代谢酶抗坏
血酸氧化酶也对维生素Ｃ积累起到了重要作用，而单脱氢抗坏血酸还原酶和脱氢抗坏血酸还原酶活性对维生素Ｃ积
累的作用主要在生长晚期，制干品种生育期比鲜食品种延长５５～６５ｄ，果实成熟采收期比其他区域延迟３０～４５ｄ，此
时制干枣品种果实维生素Ｃ积累明显高于鲜食枣品种。
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作者简介：徐胜利（１９６４—），男，上海人，博士，教授，研究方向为园林
资源与利用研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｕｓｌ０９９７＠１６３．ｃｏｍ。

　　维生素Ｃ是植物体内合成的一类己糖内酯化合物，不仅
是维持人体健康的必需物质，而且对植物在维持细胞光合和

代谢的氧化还原平衡方面具有特殊功能［１］。它广泛存在于

各类新鲜果和干果中，是人体必需的维生素之一，且由于人类

缺乏其合成关键酶而只能从食物中获取，因此，维生素 Ｃ含
量已成为衡量果品品质的重要指标，果品维生素 Ｃ的合成途
径和代谢机理等方面的研究在刺梨、白菜、猕猴桃等中已有报

道［２－４］，而有关和田红枣维生素 Ｃ积累与相关酶活性方面鲜
见报道。

植物体内维生素 Ｃ含量受合成和再生能力的调控。维
生素Ｃ－谷胱甘肽循环是维生素Ｃ再生的主要途径。在该途
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径中，抗坏血酸过氧化物酶以维生素Ｃ为电子供体清除Ｈ２Ｏ２
的同时，将维生素 Ｃ氧化成单脱氢抗坏血酸，单脱氢抗坏血
酸一部分可在单脱氢抗坏血酸还原酶的催化下还原为维生素

Ｃ，一部分可通过非酶歧化反应生成维生素 Ｃ和脱氢抗坏血
酸，而脱氢抗坏血酸在脱氢抗坏血酸还原酶和谷胱甘肽参与

下可被还原为维生素 Ｃ。若脱氢抗坏血酸不能及时被还原，
进一步会被氧化降解为草酸和酒石酸而被丢失［５］。

和田具有独特的小气候、光热和立地栽培条件，其出产的

制干红枣品质在我国干枣中一枝独秀，成为特色区域性干枣

中的极品，近年来和田制干红枣发展迅猛，畅销全国及东南

亚，和田已发展成为我国最优制干枣生产基地［６］。红枣果实

具有丰富的营养价值，尤以其高维生素Ｃ含量而被誉为“维Ｃ
之王”，但迄今对和田密植红枣果实维生素 Ｃ积累机制研究
尚未见报道。对于研究维生素 Ｃ的合成代谢机制而言，红枣
因其童期很短、边花芽分化边开花边结果，维生素 Ｃ含量极
高而成为理想的果树维生素 Ｃ代谢机制研究材料。本研究
中以和田主栽制干品种骏枣、金昌一号、灰枣和鲜食品种冬枣

果实为试材，研究密植红枣不同生长发育时期维生素 Ｃ含量
及代谢相关酶活性的变化，探讨在果实生长发育过程中它们

与维生素Ｃ积累的关系，为揭示和田密植红枣果实高维生素
Ｃ内外协同关系提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试红枣材料为５年生制干品种骏枣、金昌一号、灰枣和

鲜食品种冬枣，于２０１０年建园直播酸枣种植于和田农十四师
２２４团，２０１１年同时嫁接上述品种，每个品种按照标准化种植
面积４６６９０ｍ２，行株距为０．５ｍ×０．７ｍ×１．５ｍ的宽窄行模
式，株高１．３ｍ，南北行向，个体树形为超矮３～４短枝篱壁树
形，树势和大小一致。在花期，选取１５棵长势基本一致的植
株，与生产同花期（６月初）喷洒 ＧＡ３１～２次，使每棵树的坐
果量基本一致，于２０１１年３月嫁接（花后２０、４０、６０、８０、１００、
１２０、１４０、１６０、１８０、２００ｄ），每个品种随机采取果实１００ｇ，取
部分用于直接测定鲜质量和干质量，剩余样品用液氮处理并

保存于－７０℃待用。取未去皮的果肉测定相关生理指标。
１．２　红枣果实鲜质量和干质量的测定

每次分别于花后１０个时期４个红枣品种随机取３０个果
实直接称量鲜质量并计算平均单果质量；之后立刻于１１５℃
杀酶２０～３０ｍｉｎ，并于６５℃下烘干至恒质量，计算平均单果
干物质质量，重复３次。
１．３　水溶性总糖、还原糖及蔗糖含量的测定

测定时对花后１０个时期４个红枣品种各称取约４ｇ红枣
果肉，水溶性总糖、还原糖及蔗糖含量按林炎坤的方法［７］测定。

１．４　维生素Ｃ和脱氢抗坏血酸含量的测定
分别于花后１０个时期，４个红枣品种各称取５ｇ枣，取其

果肉在５℃下于５％偏磷酸中研磨成匀浆以防止维生素Ｃ的
氧化和脱氢抗坏血酸的降解，然后在５℃、１９１０ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，收集上清液用于测定维生素Ｃ和脱氢抗坏血酸含量。
测定时，反应体系中分别加入浓度为１．２５Ｕ／ｍＬ的抗坏血酸
氧化酶和２ｍｍｏｌ／Ｌ的二硫苏糖醇用于氧化维生素 Ｃ和还原
脱氢抗坏血酸，用紫外分光光度计测定其在２６５ｎｍ的吸光度

变化。用已知浓度的维生素 Ｃ和脱氢抗坏血酸溶液以相同
的方法作标准曲线。总维生素 Ｃ含量 ＝维生素 Ｃ含量 ＋脱
氢抗坏血酸含量［８－９］。

１．５　半乳糖内酯脱氢酶活性测定
分别于花后１０个时期每个红枣品种称取４ｇ红枣果肉

在５ｍＬ含４００ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖的１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钾缓冲液（ｐＨ
值７．４）中研磨成匀浆，然后２层纱布过滤；滤液在２６ｒ／ｍｉｎ
下离心１０ｍｉｎ，收集上清；于４７７ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ后收集沉
淀。将沉淀轻轻悬浮于 ０．５ｍＬ含 ４００ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖的
１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钾缓冲液（ｐＨ值７．４）中，供酶活性测定使
用。以上操作均在４℃下进行。半乳糖内酯脱氢酶活性测
定：２．４ｍＬ反应体系中含有２ｍＬ１．０５ｍｇ／ｍＬ的细胞色素Ｃ、
２００μＬ５６ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｌ－半乳糖内酯和２００μＬ提取液。测定
前先将反应混合液于２５℃预温育１ｍｉｎ，反应从加入 Ｌ－半
乳糖内酯后开始计时。摩尔系数值１７．３Ｌ／（ｍｍｏｌ·ｃｍ）用于
酶活性计算，酶活性单位定义：Ｌ－半乳糖内酯氧化量为
１ｎｍｏｌ／ｍｉｎ（相当于细胞色素 Ｃ还原量为２ｎｍｏｌ／ｍｉｎ）为 １
单位半乳糖内酯脱氢酶活性［１０］。其中细胞色素 Ｃ和 Ｌ－半
乳糖内酯均购自Ｓｉｇｍａ公司。
１．６　抗坏血酸氧化酶、丙氨酸氨肽酶以及单脱氢抗坏血酸还
原酶、脱氢抗坏血酸还原酶活性测定

分别于花后１０时期每个红枣品种称取１～２ｇ红枣果
肉，在含甘露糖（０．３ｍｏｌ／Ｌ）、乙二胺四乙酸（１ｍｍｏｌ／Ｌ）、牛
血清白蛋白（０．１％）、半胱氨酸（０．０５％）及聚乙烯吡咯烷酮
（２％）的三羟甲基氨基甲烷－盐酸缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值
７．２）中于４℃下研磨成匀浆，１９１０ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集
上清液用分光光度计法测定这４种酶活性。酶活性定义：维
生素Ｃ氧化量为１μｍｏｌ／ｍｉｎ为１单位（Ｕ）抗坏血酸氧化酶
或丙氨酸氨肽酶活性；烟酰胺腺嘌呤二核苷酸氧化量为

１μｍｏｌ／ｍｉｎ为１单位（Ｕ）单脱氢抗坏血酸还原酶活性；脱氢
抗坏血酸还原量为１μｍｏｌ／ｍｉｎ为１单位（Ｕ）脱氢抗坏血酸
还原酶活性［１１］。脱氢抗坏血酸的含量为总维生素 Ｃ与维生
素Ｃ间的差值，用维生素Ｃ／脱氢抗坏血酸比值来表示维生素
Ｃ的氧化还原状态。以上指标均重复 ３次。测试数据采用
ＳＡＳ９．４软件进行数据分析。

２　结果与分析

２．１　制干枣和鲜食枣果实鲜质量和干质量的变化
由图１可知，制干枣品种果实鲜质量和干质量在花后

４０～１６０ｄ持续快速增加，其中６０～１６０ｄ增加幅度较大，于
１６０ｄ达到峰值，鲜质量１６０ｄ后开始有所下降而灰枣质量有
所增加；制干枣品种完熟采收期比鲜食冬枣延迟４５ｄ，而在花
后１２０ｄ，这使制干枣果实密度增加从而有利于制干枣品质的
形成，显示制干枣饱满且肉厚；采收期制干枣干质量和鲜质量

略有下降，是由于失水后呈半干状态，此时８０％以上的果实
仍然挂在树上。鲜食冬枣从幼果发育到果实成熟的整个过程

持续１０５ｄ时间。
２．２　制干枣和鲜食枣果实发育过程中维生素 Ｃ水平及其积
累量的变化

制干枣品种和鲜食冬枣维生素 Ｃ含量在果实快速生长
期（６０ｄ后）快速提高，在花后１２０ｄ达到最大，是花后４０ｄ
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的６．３２倍；花后１２０～１４０ｄ开始明显下降，花后 １６０ｄ下降
趋缓，仅下降１７．８％；自花后４０ｄ开始鲜食冬枣维生素 Ｃ含
量一直明显高于制干枣品种，直至１４０ｄ采收，制干枣品种间
差异明显，骏枣维生素 Ｃ含量

!

金昌一号维生素Ｃ含量
!

灰

枣维生素Ｃ含量（图２）。
从整个红枣果实维生素Ｃ积累量来看，维生素 Ｃ的积累

主要在花后４０ｄ之后，花后１４０ｄ才达到峰值，为花后２０ｄ
的７４．５２倍。１６０ｄ后维生素Ｃ的形成和降解达到相对平衡，
积累量基本稳定。

２．３　制干枣和鲜食枣果实发育过程中维生素 Ｃ和脱氢抗坏
血酸含量的变化

由图３可见，在鲜食枣果实的整个发育过程中，冬枣果实

维生素Ｃ的积累速率总体上呈“快 －快 －快”直线形的快速
上升趋势，采收前达到最高水平，并明显高于制干枣；鲜食枣

冬枣脱氢抗坏血酸的积累速率总体上呈“降→升→降→升”
的“Ｗ”形变化趋势，并明显高于制干枣。制干枣维生素 Ｃ于
花后４０ｄ开始积累，至花后１４０ｄ达到峰值，在此后的自然失
水干燥中略有下降，制干枣间差异不明显；制干枣品种脱氢抗

坏血酸含量积累速率也呈“Ｗ”形变化，但在１４０ｄ后，有一个
长达６０ｄ的缓慢增长，而制干枣品种间差异不明显。

２．４　制干枣和鲜食枣果实发育过程中糖含量与半乳糖内酯
脱氢酶活性变化的关系

由图４可知，半乳糖内酯脱氢酶活性变化呈“Ｍ”形，花后
６０～１２０ｄ，是制干枣果实半乳糖内酯脱氢酶活性上升最快的
时期，１４０ｄ后明显下降；总糖和蔗糖的含量均维持在较高的
水平，其间还原糖却处于整个生育期较高水平。这说明果实

中的果糖等还原糖组分在该段时期可能部分用于维生素 Ｃ
合成。特别是在花后１６０～２００ｄ，虽然蔗糖仍然保持几乎整
个发育期最高的含量，但还原糖却处于较低水平，同时可溶性

总糖含量也轻微降低，但这并未导致此时维生素 Ｃ合成和积
累降低，而是维持了较高水平。就整个发育过程而言，这３类
糖水平与半乳糖内酯脱氢酶积累量之间表现相应的直线相关

性。鲜食枣花后６０～１２０ｄ，糖分积累与维生素Ｃ积累量之间
表现明显的直线相关性，于１２０ｄ达到峰值。
２．５　制干枣和鲜食枣果实发育过程中半乳糖内酯脱氢酶活
性的变化及其与维生素Ｃ积累的关系

图５显示，冬枣果实中半乳糖内酯脱氢酶在花后４０ｄ之

后开始表现活性，到花后６０ｄ后活性急剧增加，至花后１２０ｄ
达到最高水平，然后稍有下降，而这一时期也是冬枣维生素Ｃ
积累最快的时期，花后１２０ｄ，随着冬枣果实的逐渐成熟，半乳
糖内酯脱氢酶活性虽有所降低，但维生素 Ｃ含量仍然线性增
加；制干枣品种果实中半乳糖内酯脱氢酶活性变化与冬枣相

似，至花后６０ｄ后活性急剧上升，至花后１２０ｄ达到较高水
平，随后缓慢下降，而后缓慢升高至最高，随后半乳糖内酯脱

氢酶活性急剧降低，呈现“Ｍ”形；６０～１２０ｄ间维生素 Ｃ与半
乳糖内酯脱氢酶呈现相似趋势，而在１６０ｄ后半乳糖内酯脱
氢酶活性突然下降，相应在这一短暂时期维生素 Ｃ的积累速
率下降后变得较为平缓，但保持较高水平。

２．６　制干枣和鲜食枣果实发育过程中抗坏血酸氧化酶、抗坏
血酸氧化物酶、单脱氢抗坏血酸还原酶和脱氢抗坏血酸还原

酶活性的变化

通常在维生素Ｃ代谢过程中，在抗坏血酸氧化酶或抗坏
血酸氧化物酶作用下维生素Ｃ氧化成单脱氢抗坏血酸，进一
步形成脱氢抗坏血酸，同时单脱氢抗坏血酸和脱氢抗坏血酸
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可以在单脱氢抗坏血酸还原酶和脱氢抗坏血酸还原酶作用过

程中还原成再生为维生素 Ｃ。由图６可见，制干枣和鲜食枣
果实快速生长期抗坏血酸氧化酶的活性不断升高，在花后

１００ｄ达到最大值，为花后２０ｄ的２．３２倍，然后至花后１６０ｄ
下降为花后２０ｄ的６３．３％，花后１６０ｄ以后活性基本维持较
低水平，鲜食冬枣抗坏血酸氧化酶活性自６０ｄ后明显高于制
干枣；花后２０ｄ以后至８０ｄ，无论是鲜食枣还是制干枣抗坏
血酸氧化物酶活性均明显高于抗坏血酸氧化酶活性，制干枣

品种间差异明显；花后８０ｄ前制干枣品种和鲜食冬枣幼果抗

坏血酸氧化物酶的活性较高，花后１４０ｄ达到最小值，快速生
长期后逐渐下降，花后１２０ｄ后达到花后１００ｄ的 ４５．１％。
制干枣品种果实发育过程中脱氢抗坏血酸还原酶、单脱氢抗

坏血酸还原酶的活性变化基本一致，均在花后１２０ｄ达到最
大值，分别为花后２０ｄ的４．３５倍和２．１５倍，至花后１４０ｄ下
降至花后２０ｄ的１．２２倍和２．３３倍，花后１４０ｄ以后变化趋
缓，花后４０～１２０ｄ，无论是鲜食枣还是制干枣脱氢抗坏血酸
还原酶活性均明显高于单脱氢抗坏血酸还原酶活性，制干枣

品种间差异不明显。
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３　讨论与结论

３．１　和田红枣维生素Ｃ含量和积累与半乳糖内酯脱氢酶的
关系

和田红枣因维生素Ｃ含量极高而日益受到人们的关注，
研究人员试图了解和田红枣积累维生素 Ｃ的独特过程，但由
于人们过去并不清楚红枣合成维生素 Ｃ的过程，所以对这种
特殊高积累维生素 Ｃ的生理机制缺乏较为深入的研究。关
于植物维生素Ｃ的研究，１９９８年以后有了新的进展，植物中
维生素Ｃ的生物合成路径才逐渐明朗，尤其是对 Ｌ－半乳糖
途径及其关键酶的日益明确，才使研究人员可以通过探究该

途径中相关酶的活性变化及其与维生素 Ｃ积累间的内在关
系，进而揭示和田红枣果实持续高积累维生素 Ｃ的生理生化
机制。笔者研究发现，红枣果实在发育过程中半乳糖内酯脱

氢酶能于较长生育期维持较高活性，从而果实能够持续高水

平合成维生素Ｃ，这可能是和田红枣果实高积累维生素 Ｃ的
一个关键原因；同时，半乳糖内酯脱氢酶活性变化与维生素Ｃ
积累量之间于６０～１２０ｄ间存在着明显的正相关关系，这表
明和田红枣果实合成维生素 Ｃ的含量很大部分受到半乳糖
内酯脱氢酶活性的调控。

３．２　和田红枣维生素 Ｃ含量与抗坏血酸氧化酶、抗坏血酸
氧化物酶、单脱氢抗坏血酸还原酶和脱氢抗坏血酸还原酶活

性的关系

抗坏血酸氧化酶和抗坏血酸氧化物酶是维生素 Ｃ代谢
过程中主要的氧化分解酶［１０］。和田红枣果实能持续合成维

生素Ｃ，同时，由于抗坏血酸氧化物酶在果实发育前阶段的相
对较短时期内具有较高活性，因而在该时期之后维生素 Ｃ极
少氧化分解，这是和田红枣果实能够积累高水平维生素 Ｃ的
另一个关键原因。一方面维生素 Ｃ在持续不断地合成，另一
方面其氧化损耗很少，进而使得维生素 Ｃ能够高水平积累。
维生素Ｃ经抗坏血酸氧化酶、抗坏血酸氧化物酶等氧化的产
物是单脱氢抗坏血酸，单脱氢抗坏血酸一部分能经单脱氢抗

坏血酸还原酶还原为维生素 Ｃ，而另一部分能自身发生歧化
反应生成维生素Ｃ和脱氢抗坏血酸，生成的脱氢抗坏血酸需
依赖脱氢抗坏血酸还原酶还原成维生素 Ｃ［１１］。单脱氢抗坏
血酸还原酶和脱氢抗坏血酸还原酶活性在制干枣果实生育中

的变化趋势基本与抗坏血酸氧化酶相似，而与抗坏血酸氧化

物酶相反，在果实快速发育期的１２０ｄ均迅速升高到最大，而
果实成熟期维持较低水平，抗坏血酸氧化酶和抗坏血酸氧化

物酶以及单脱氢抗坏血酸还原酶和脱氢抗坏血酸还原酶活性

平衡点分别在花后１００、１４０ｄ。不同研究结果显示，经由提高
氧化态维生素Ｃ的再生能力可有效降低维生素 Ｃ的氧化降
解速率，进而明显增加植物体中维生素 Ｃ的含量［１２－１３］；而相

应减少维生素Ｃ的氧化降解是提高植物维生素 Ｃ的一个关
键途径。

３．３　和田红枣维生素Ｃ含量与立地环境条件促成糖高积累
的关系

和田密植红枣立地环境和栽培条件独特性在于拉长

４５ｄ的生育期，近乎纯沙土和全定量肥水一体化滴灌密植栽

培技术，秋延后持续加大的昼夜温差和午后持续不断的微风，

及时吹散叶果表面露水以及极少的秋季降雨的独特小气候条

件，均给和田红枣中后期糖分特别是还原糖持续积累、持续高

水平半乳糖内酯脱氢酶活性，以及后期持续低水平抗坏血酸

氧化酶、抗坏血酸氧化物酶、单脱氢抗坏血酸还原酶和脱氢抗

坏血酸还原酶活性营造了独特外部条件，从而将和田红枣高

积累维生素Ｃ内在生理与外在条件有机统一。研究和田红
枣维生素Ｃ的积累与降解特征对于深入理解和田红枣果实
维生素Ｃ独特积累机制具有重要理论和应用价值。
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