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　　摘要：为明确杜鹃ＡｓＡ－ＧＳＨ循环在亚细胞水平上对高温胁迫的响应机制，以耐热性不同的杜鹃品种胭脂蜜、红
珊瑚、红月为试验材料，分析高温胁迫下ＡｓＡ－ＧＳＨ循环中还原型抗坏血酸（ＡｓＡ）、还原型谷胱甘肽（ＧＳＨ）、抗坏血酸
过氧化物酶（ＡＰＸ）和谷胱甘肽还原酶（ＧＲ）活性在细胞溶质、叶绿体和线粒体中的变化。结果表明：胭脂蜜耐热性高
于红珊瑚和红月，高温胁迫后ＭＤＡ含量仅在红月中显著升高。高温胁迫下胭脂蜜和红珊瑚的ＡｓＡ、ＡＰＸ和ＧＳＨ主要
存在于细胞溶质中，其次是线粒体和叶绿体，ＧＲ的亚细胞分布为线粒体 ＞叶绿体 ＞细胞溶质。红月中４个 ＡｓＡ－
ＧＳＨ循环指标的亚细胞分布与其他２个杜鹃品种不同，ＡＰＸ和 ＧＲ在叶绿体中活性最高，ＡｓＡ主要存在于线粒体，
ＧＳＨ则主要存在于细胞溶质中。高温胁迫下，３个杜鹃品种ＡｓＡ含量在３个亚细胞组分中都有所升高，仅在胭脂蜜叶
绿体中显著下降；ＡＰＸ活性都有所升高，但仅在胭脂蜜和红月细胞溶质和红月叶绿体中升高显著；ＧＲ仅在胭脂蜜叶
绿体中显著升高，在红月的细胞溶质和线粒体中显著下降；ＧＳＨ在胭脂蜜叶绿体、红珊瑚和红月的细胞溶质中显著降
低，在其他亚细胞中变化不显著。本研究未发现杜鹃耐热性强度与抗氧化指标亚细胞分布之间存在相关性。
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　　抗坏血酸－谷胱甘肽（ＡｓＡ－ＧＳＨ）循环是植物
活性氧清除系统的重要组成部分［１］。ＡＰＸ和ＧＲ是
ＡｓＡ－ＧＳＨ循环中重要的酶，以ＡｓＡ和ＧＳＨ为底物
还原Ｈ２Ｏ２，并促进 ＡｓＡ和 ＧＳＨ的循环再生

［２］（表

１）。有研究表明，叶绿体活性氧（ＲＯＳ）可以通过超
氧化物歧化酶（ＳＯＤ）以及抗坏血酸 －谷胱甘肽
（ＡｓＡ－ＧＳＨ）循环进行清除［２］。叶绿体中 ＡｓＡ－
ＧＳＨ循环在圆柏低温胁迫响应中发挥主要作用［３］。

保持叶绿体 ＡｓＡ－ＧＳＨ循环持续快速、有效运转，
降低叶绿体膜系统受伤害程度，维持叶肉细胞较强

的光合活性，是耐盐的菜用大豆维持较高的净光合

速率的重要生理基础之一［４］。ＡｓＡ－ＧＳＨ循环在叶
绿体 ＲＯＳ清除过程中发挥重要作用。同时，ＡｓＡ－

ＧＳＨ循环也存在于细胞溶质、线粒体、质体和过氧
化物酶体中［５－６］，对维持大部分亚细胞组分氧化还

原平衡起着重要作用。ＡｓＡ－ＧＳＨ循环中抗氧化酶
及抗氧化物质在亚细胞分布上存在差异。三叶草

在水胁迫下，ＡｓＡ和 ＧＲ的亚细胞分布为叶绿体 ＞
线粒体＞细胞溶质，而 ＡＰＸ的亚细胞分布为叶绿
体＞细胞溶质＞线粒体［７］。高温胁迫后，烟草ＡｓＡ、
ＧＳＨ、ＡＰＸ和 ＧＲ的亚细胞分布都为细胞溶质 ＞质
体＞线粒体［８］。

杜鹃花作为我国传统十大名花之一，具有很高

的观赏和应用价值［９］。大部分杜鹃花属植物的原

始生境都是较阴凉湿润的地区，忌炎热和强光，因

此高温热害会导致植物发育停滞甚至死亡，是制约

杜鹃花应用于园林中的一个重要因素［１０］。目前杜

鹃高温胁迫下活性氧清除系统研究主要集中于

ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ等抗氧化物酶活性的变化［１１－１４］，对

ＡｓＡ－ＧＳＨ循环中 ＡＰＸ和 ＡｓＡ的变化虽也有报
道［１２－１３，１５－１６］，但针对ＡｓＡ－ＧＳＨ循环的研究以及其
亚细胞定位分析尚未见报道。因此，本研究以前期

筛选出的３种耐热性不同的杜鹃为研究对象，进行
高温胁迫，分析高温胁迫后叶绿体、线粒体和细胞

溶质等亚细胞组分中ＡｓＡ－ＧＳＨ循环的抗氧化酶
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表１　ＡｓＡ－ＧＳＨ循环中酶和非酶抗氧化剂及其功能［２］

抗氧化剂 反应式 反应过程

ＡｓＡ、ＡＰＸ Ｈ２Ｏ２＋ＡｓＡ→ ２Ｈ２Ｏ＋ＤＨＡ（单脱氢抗坏血酸盐）
ＤＨＡ＋２ＧＳＨ→ ＡｓＡ＋ＧＳＳＧ（氧化型谷胱甘肽）

ＡＰＸ以 ＡｓＡ为特定的电子供体，催化 ＡｓＡ氧化，将 Ｈ２Ｏ２还原为
Ｈ２Ｏ和ＤＨＡ，ＤＨＡ以ＧＳＨ为代价还原为ＡｓＡ，生成ＧＳＳＧ

ＧＳＨ、ＧＲ Ｈ２Ｏ２＋ＧＳＨ→ Ｈ２Ｏ＋ＧＳＳＧ
ＧＳＳＧ＋ＮＡＤＰＨ→２ＧＳＨ＋ＮＡＤＰ＋

ＧＳＨ被氧化为ＧＳＳＧ，ＧＳＳＧ在 ＮＡＤＰＨ的作用下利用 ＧＲ被还原成
ＧＳＨ，清除植物体内Ｈ２Ｏ２

及抗氧化物质的变化，以期能够在亚细胞水平上明

确杜鹃ＡｓＡ－ＧＳＨ循环在高温胁迫下的活性氧调
控机制。

１　材料与方法

１．１　材料与处理
选择耐热性不同的３个杜鹃品种胭脂蜜、红珊

瑚、红月的当年生扦插苗（３月份扦插，７月份用于
试验）进行试验。２０１８年７月在江苏省农业科学院
智能温室中选择大小一致、生长健壮的杜鹃幼苗，

进行胁迫处理。胁迫处理在实验室培养箱中进行，

高温处理（ＨＳ）温度 ４２℃／３０℃（昼／夜），对照
（ＣＫ）组放置在通风的温室（２５℃）中。为避免水分
胁迫，盆底放置托盘补充水分，每个品种选取１０株
幼苗。处理 ７２ｈ后取样，样品保存于 －８０℃冰
箱中。

１．２　亚细胞提取的方法
参照于飞等的方法［３］，对叶绿体、线粒体和细

胞溶质进行分离提取，取１０ｇ杜鹃叶片，用液氮迅
速研磨成粉，加入预冷的提取缓冲液，过滤，滤液用

冷冻离心机离心。利用差速离心法进行叶绿体

（２０００ｒ／ｍｉｎ，沉淀）、线粒体（１２０００ｒ／ｍｉｎ，沉淀）
和细胞溶质（１２０００ｒ／ｍｉｎ，上清液）的分离提取。
用 ５ｍＬ提取缓冲液分别悬浮叶绿体和线粒体沉
淀，可获得叶绿体和线粒体的提取液。

１．３　叶片亚细胞生理生化指标的测定
取亚细胞提取液０．５ｍＬ，参照Ｋａｍｐｆｅｎｋｅｌ等的

方法［１７］，测定抗坏血酸（ＡｓＡ）的含量：加质量浓度
６％三氯乙酸（ＴＣＡ）定容至８ｍＬ，１５６００ｒ／ｍｉｎ，２℃
离心１０ｍｉｎ，上清液即为样品待测液，测５２５ｎｍ处
的吸光度。参照李玲的方法［１８］，测定谷胱甘肽

（ＧＳＨ）的含量：加入 ５ｍＬ经 ４℃预冷的 ５０ｇ／Ｌ
ＴＣＡ（含５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ），于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，上清液即为样品待测液，迅速测定显色液在
波长 ４１２ｎｍ处的吸光度。参照汤绍虎等的方
法［１９］，测定抗坏血酸过氧化物酶（ＡＰＸ）的活性：加

入５ｍＬｐＨ值７．０的磷酸缓冲液（２５ｍｍｏｌ／Ｌ），在
１００００ｒ／ｍｉｎ下离心 １５ｍｉｎ，上清液即为样品待测
液，测定连续 １ｍｉｎ内２９０ｎｍ下的吸光度。参照李
忠光等的方法［２０］，测定谷胱甘肽还原酶（ＧＲ）的活
性：加入 ５ｍＬ预冷的酶提取液，于 ４℃ 下
１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，上清液即为样品待测液，
测定连续４ｍｉｎ内３４０ｎｍ下的吸光度。

采用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１６软件进行数据处理和
作图，采用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行差异显著性分析
（Ｐ＜００５）。　

２　结果与分析

２．１　杜鹃幼苗热害症状变化及过氧化损伤
从图１中可以看出，高温胁迫处理３ｄ后，胭脂

蜜叶片无明显变化；红珊瑚顶部个别幼嫩叶片出现

轻度变黄；红月顶部个别幼嫩叶片边缘开始枯黄。

结果表明，胭脂蜜比红珊瑚和红月有更好的耐热

性，红月耐热性最差。

　　ＭＤＡ是膜脂过氧化作用的最终产物［２１］。高温

胁迫后３个杜鹃品种 ＭＤＡ含量均呈上升趋势（图
２）。高温胁迫后，ＭＤＡ含量在红月中变化显著，在
胭脂蜜和红珊瑚中变化不显著。红月的过氧化损

伤程度比胭脂蜜和红珊瑚严重。
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２．２　高温胁迫下 ３个杜鹃品种叶片各亚细胞中
ＡｓＡ含量的变化

由图３可知，高温胁迫后，胭脂蜜和红珊瑚ＡｓＡ
含量在３个亚细胞组分中从高到低依次为细胞溶

质＞线粒体＞叶绿体，胭脂蜜 ＡｓＡ含量在线粒体和
叶绿体中无显著差异，红珊瑚 ＡｓＡ含量在３个亚细
胞间的分布差异显著；而红月 ＡｓＡ含量从高到低依
次为线粒体＞细胞溶质 ＞叶绿体，细胞溶质和叶绿
体中ＡｓＡ含量差异不显著。
　　高温胁迫后，在细胞溶质中，胭脂蜜和红珊瑚
ＡｓＡ含量显著上升，而红月 ＡｓＡ含量无显著性变
化，３个杜鹃品种中 ＡｓＡ含量从高到低依次为红珊
瑚＞胭脂蜜＞红月。ＡｓＡ含量在线粒体中的变化与
细胞溶质中的变化一致，但３个杜鹃品种中 ＡｓＡ含
量从高到低依次为红月 ＞红珊瑚 ＞胭脂蜜。在叶
绿体中，胭脂蜜 ＡｓＡ含量显著降低，红珊瑚和红月
ＡｓＡ含量显著上升，３个杜鹃品种中 ＡｓＡ含量从高
到低依次为红月＞胭脂蜜＞红珊瑚。

２．３　高温胁迫下 ３个杜鹃品种叶片各亚细胞中
ＡＰＸ活性的变化

由图４可知，高温胁迫后，胭脂蜜和红珊瑚ＡＰＸ
活性在３个亚细胞组分间从高到低依次为细胞溶
质＞叶绿体＞线粒体，红月ＡＰＸ活性的亚细胞分布
为叶绿体 ＞细胞溶质 ＞线粒体。ＡＰＸ活性在胭脂
蜜和红珊瑚的叶绿体和线粒体中无显著差异，而红

月细胞溶质和叶绿体ＡＰＸ活性无显著差异。
高温胁迫后，３个杜鹃品种 ＡＰＸ活性除在胭脂

蜜细胞溶质和红月细胞溶质和叶绿体中显著上升

外，其余ＡＰＸ活性与对照相比均无显著性差异。细
胞溶质、线粒体和叶绿体中３个杜鹃品种中ＡＰＸ活
性从高到低依次为胭脂蜜 ＞红珊瑚 ＞红月、胭脂
蜜＞红月＞红珊瑚、红月＞红珊瑚＞胭脂蜜。
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２．４　高温胁迫下 ３个杜鹃品种叶片各亚细胞中
ＧＳＨ含量的变化

从图５可知，高温胁迫后，３个杜鹃品种ＧＳＨ在
细胞溶质中含量高于线粒体和叶绿体，ＧＳＨ含量在
胭脂蜜的３个亚细胞组分间的分布差异显著，红珊
瑚的细胞溶质和线粒体ＧＳＨ含量变化不显著，但显
著高于叶绿体，红月细胞溶质中ＧＳＨ含量显著高于
线粒体和叶绿体，并且ＧＳＨ含量在线粒体和叶绿体
中变化不明显。

高温胁迫后，在细胞溶质中，ＧＳＨ含量在红珊

瑚和红月中显著降低，红月的下降幅度高于红珊

瑚，在胭脂蜜中上升但并不显著。３个杜鹃品种细
胞溶质中 ＧＳＨ含量从高到低依次为胭脂蜜 ＞红
月＞红珊瑚。在线粒体中，与对照相比，３个杜鹃品
种ＧＳＨ含量在高温胁迫后均无显著性差异，３个杜
鹃品种线粒体中 ＧＳＨ含量从高到低依次为胭脂
蜜＞红珊瑚＞红月。在叶绿体中，胭脂蜜中ＧＳＨ含
量下降显著，其余２个品种无显著变化，３个杜鹃品
种叶绿体中ＧＳＨ含量从高到低依次为红月 ＞胭脂
蜜＞红珊瑚。

２．５　高温胁迫下３个杜鹃品种叶片各亚细胞中ＧＲ
活性的变化

从图６可知，高温胁迫后，胭脂蜜和红珊瑚的
ＧＲ活性在线粒体中含量最高，显著高于细胞溶质
和叶绿体，ＧＲ活性在红月的３个亚细胞组分间的
分布从高到低依次为叶绿体 ＞线粒体 ＞细胞溶质，
且在３个亚细胞组分间的分布差异显著。

高温胁迫后，在细胞溶质中，胭脂蜜和红珊瑚

的ＧＲ活性上升不显著，胭脂蜜上升幅度高于红珊

瑚，红月中ＧＲ活性显著下降，３个杜鹃品种细胞溶
质中ＧＲ活性从高到低依次为红月 ＞胭脂蜜 ＞红珊
瑚。在线粒体中，ＧＲ活性的变化与细胞溶质中一
致，但３个杜鹃品种线粒体中 ＧＲ活性从高到低依
次为胭脂蜜＞红珊瑚 ＞红月。在叶绿体中，胭脂蜜
中ＧＲ活性在高温胁迫后显著上升，红珊瑚和红月
ＧＲ活性无显著性变化。３个杜鹃品种叶绿体中ＧＲ
活性从高到低依次为红月＞红珊瑚＞胭脂蜜。

３　讨论与结论

高温胁迫导致杜鹃幼苗中积累过多活性氧，造

成过氧化胁迫，耐热性强的杜鹃可以维持较高的抗

氧化酶活性，清除过多的活性氧［１５，２２］。前期研究以

２年生的杜鹃扦插苗为试验材料进行高温胁迫，发
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现胭脂蜜的耐热性比红月强，红珊瑚的耐热性最

差［２３］。而本研究中以杜鹃当年生扦插苗试验材料，

进行热胁迫，发现胭脂蜜耐热性与以往研究相同，

而红珊瑚的耐热性比红月强，这或许与幼苗苗龄以

及自身营养状态相关。闫圆圆等［２４］和贾志国［２５］分

别对结球甘蓝和仙客来的耐热性研究发现，苗龄与

植物的耐热性具有相关性。从 ＭＤＡ含量变化也可
以看出，红月耐热性最差，高温胁迫后，红月 ＭＤＡ
含量变化显著，胭脂蜜和红珊瑚 ＭＤＡ含量没有显
著变化。申惠翡等［２６］和张乐华等［１１］的研究表明，

ＭＤＡ含量与耐热性呈负相关。
３．１　高温胁迫后杜鹃 ＡｓＡ－ＧＳＨ循环的亚细胞
定位

ＡＰＸ、ＧＲ、ＧＳＨ和ＡｓＡ在杜鹃细胞溶质、线粒体
和叶绿体中都有分布，但４个指标的亚细胞分布存
在着品种间差异。耐热性强的胭脂蜜和耐热性较

差的红珊瑚ＡｓＡ、ＧＳＨ含量和ＡＰＸ活性均在细胞溶
质中含量最高，其次是线粒体和叶绿体，ＧＲ则主要
分布在线粒体中。耐热性差的红月 ＡＰＸ、ＧＲ在叶
绿体中活性最高，ＡｓＡ主要分布在线粒体，而 ＧＳＨ
主要分布在细胞溶质中。抗氧化指标亚细胞分布

的差异或许与基因型不同有关，也可能与胁迫类型

以及耐受性不同有关。研究表明，ＡｓＡ－ＧＳＨ循环
是叶绿体中主要的活性氧清除系统。白三叶在水

胁迫后，ＭＤＡ、Ｈ２Ｏ２以及 ＡｓＡ－ＧＳＨ循环均主要分
布在叶绿体中［２７］；圆柏进行低温胁迫发现，ＡＳＡ－
ＧＳＨ循环效率定位为叶绿体 ＞线粒体 ＞细胞溶质，
表明圆柏属植物叶绿体中 ＡＳＡ－ＧＳＨ循环在低温
胁迫响应中发挥主要作用［２８］。

研究表明，胭脂蜜、红珊瑚和红月３个杜鹃品种
Ｈ２Ｏ２含量的亚细胞分布为细胞溶质 ＞叶绿体 ＞线
粒体，耐热性差的杜鹃红月和红珊瑚中 ＭＤＡ含量
分布与Ｈ２Ｏ２的亚细胞分布相一致，耐热性强的杜
鹃胭脂蜜细胞溶质中的 ＭＤＡ含量最高，但线粒体
和叶绿体的排序发生了变化［２３］。本研究中４个抗
氧化指标的亚细胞分布与之进行比较，可以发现

ＡｓＡ－ＧＳＨ循环与Ｈ２Ｏ２的亚细胞分布并不一致，但
其中３个指标ＡｓＡ、ＧＳＨ和ＡＰＸ也都在细胞溶质中
含量最高。另外，耐热最好的杜鹃胭脂蜜中 ＭＤＡ
的亚细胞分布与这３个指标的排序完全一致，即细
胞溶质 ＞线粒体 ＞叶绿体。ＧＲ的排序与 Ｈ２Ｏ２、
ＭＤＡ完全不同，这可以在一定程度上说明，高温胁
迫下ＡｓＡ、ＧＳＨ和ＡＰＸ在杜鹃抗氧化循环中起着重

要作用。

３．２　高温胁迫下３个亚细胞中 ＡｓＡ－ＧＳＨ循环的
响应

高温胁迫下，在胭脂蜜细胞溶质中，４个抗氧化
指标都有所升高，但仅 ＡＰＸ和 ＡｓＡ升高显著；红珊
瑚ＡｓＡ显著升高，ＡＰＸ和 ＧＲ变化不显著，ＧＳＨ显
著下降；耐热性最差的红月细胞溶质中的ＡＰＸ显著
升高，ＡｓＡ变化不显著，ＧＳＨ和ＧＲ显著下降。在细
胞溶质中，通过提高 ＡｓＡ－ＧＳＨ循环代谢中抗氧化
物含量（ＡＳＡ、ＧＳＨ）和抗氧化酶（ＡＰＸ、ＧＲ）活性，使
耐热性强的杜鹃有更好的对 Ｈ２Ｏ２清除的能力。玉
米细胞溶质中 ＡＳＡ、ＧＳＨ含量和 ＡＰＸ、ＧＲ活性在
ＰＥＧ胁迫（水胁迫）后都上升［２７］，使玉米对 ＰＥＧ胁
迫有更好的耐受性。另外，３个杜鹃品种相比，高温
胁迫后，耐热性强的胭脂蜜中发挥作用的抗氧化酶

及抗氧化剂的种类多于耐性差的红珊瑚和红月。

高温胁迫后，在线粒体中，耐热性强的胭脂蜜

和耐热性较强的红珊瑚 ＡｓＡ显著升高，耐热性差的
红月线粒体中 ＧＲ显著降低，３个杜鹃品种中其他
指标的变化在线粒体不显著，但均在抗性强的品种

胭脂蜜中含量（活性）最高。耐热性强的杜鹃线粒

体ＡｓＡ－ＧＳＨ循环代谢中高的抗氧化物含量（ＡＳＡ、
ＧＳＨ）和抗氧化酶（ＡＰＸ、ＧＲ）活性，促进线粒体
ＡｓＡ－ＧＳＨ循环对 Ｈ２Ｏ２的清除作用。对枇杷幼果
低温胁迫发现，通过提高幼果线粒体 ＡｓＡ－ＧＳＨ循
环代谢中的抗氧化物含量（ＡＳＡ、ＧＳＨ）和抗氧化酶
类（ＡＰＸ、ＧＲ）的活性，促进幼果线粒体 ＡｓＡ－ＧＳＨ
循环对Ｈ２Ｏ２的清除作用，增强枇杷幼果在低温胁

迫下的抗寒能力［２９］。孙海平等对大豆种子 ＰＥＧ处
理发现，种子线粒体中 ＡＰＸ、ＧＲ增加，提高了大豆
种子抗吸胀冷害的能力［３０］。

在本研究中，叶绿体 ＡｓＡ－ＧＳＨ循环中抗氧化
酶活性和抗氧化物含量的变化与杜鹃的耐热性并

不明确。３个杜鹃品种相比，红月叶绿体中抗氧化
物含量（ＡＳＡ、ＧＳＨ）和抗氧化酶类（ＡＰＸ、ＧＲ）的活
性均比胭脂蜜和红珊瑚中的要高。Ｇｕ等研究发现，
叶绿体对高温的反应最为敏感，其中类囊体片层变

得模糊，甚至在热敏性杜鹃属植物中降解［３１］。耐热

性差的杜鹃叶绿体更容易受ＲＯＳ的损伤，其叶绿体
中抗氧化机制更容易被激活。在叶绿体中，高温胁

迫后胭脂蜜ＡｓＡ和ＧＳＨ呈显著下降趋势，有待进一
步深入研究。
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