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文心兰切花花被不同开放阶段酶活性的变化

黄浩宇，肖云骁，石乐松，田晓岩，刘进平
( 海南大学 热带作物种质资源保护与开发利用教育部重点实验室 /农学院，海口 570228)

摘 要: 以文心兰茜种( Oncidium Gower Ｒamseg) ‘黄金 2 号’鲜切花为实验材料，对其花被不同开放阶段花

被酶活性进行了研究。结果表明，花瓣与花萼的过氧化物酶活性在花发育和衰老过程中不断上升，超氧化物

岐化酶活性在花盛开前期上升至峰值，之后呈现下降趋势，而花瓣与花萼的蛋白酶活性在花发育初期缓慢升

高，分别在盛开前期和半开放期达到最大值，之后急剧下降。本研究揭示了 3 种酶活性在文心兰切花不同开

放阶段的变化模式，不仅可以用来阐述文心兰切花的衰老机理，还可为延长文心兰切花寿命的基因工程育种

提供依据。
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文心兰系兰科( Orchidaceae) 文心兰属( Oncidium) 的总称，又名舞女兰、跳舞兰。文心兰花序分枝良

好，花形优美，花色亮丽，具有较高的观赏价值，是重要的切花种类，被插花界誉为切花“五美人”之一，具

有巨大的市场潜力［1］。切花花朵衰老快慢决定植物花期观赏时期的长短，因此成为评价其品质好坏的一

个重要指标。加强采后衰老研究是减少切花采后损失，延缓切花衰老进程的重要基础。花瓣衰老过程涉

及一系列复杂的生理生化变化，这些变化在相关酶的活性变化上有所体现［2 － 3］。文心兰切花采后衰老进

程中酶活性的研究，对文心兰保鲜与栽培技术有重要的意义。文心兰切花衰老过程中的一个重要事件是

细胞膜透性丧失，而活性氧( ＲOS，reactive oxygen species) 的产生与清除平衡系统受到破坏是造成膜系统

损伤，加速衰老进程的一个重要原因。ＲOS 在生物的生长、发育和抗逆保护性反应中发挥重要的调控作

用，因此细胞维持 ＲOS 适当水平是十分必要的。过氧化物酶( POD，peroxidase) 和超氧化物歧化酶( SOD，

superoxide dismutase) 是生物体内重要的抗氧化酶，可以对过量的 ＲOS 进行清除和解毒。当 ＲOS 的产生

和清除失衡以至于稳态水平提高时，就会产生氧化胁迫 ( oxidative stress) ，而这是衰老发生的重要原

因［4 － 6］。此外，蛋白酶活性也参与了衰老过程，因为在花衰老过程中，通常伴随着较强的蛋白质代谢，蛋白

酶活性也表现增加或降低趋势［7］。笔者通过测定文心兰切花衰老过程中过氧化物酶( POD) 、超氧化物歧

化酶( SOD) 和蛋白酶 3 种酶活性变化，旨在探讨文心兰切花衰老的生理机理，为鲜切花保鲜及生物技术

育种提供理论依据。

1 材料与方法

1． 1 材 料 以文心兰南茜种( Oncidium Gower Ｒamsey) ‘黄金 2 号’鲜切花为实验材料，在文心兰商品

鲜切花同一或不同花序上选取处于不同开放阶段的花瓣和花萼，进行生理测定。根据文心兰花各器官的

形态变化，将花期分为 8 个阶段: 花苞期( A) ，花苞未绽开，完全由花被包裹; 花苞绽口期( B) ，花苞绽开 1
个口，不能看到唇瓣; 半开放期( C) ，花处于半开放，见唇瓣、花萼、蕊柱、侧瓣等器官，花被未完全伸展开，



微微上扬，唇瓣呈微向里合拢状，顶萼与侧瓣紧贴一起未分离开来; 盛开前期( D) ，花处于盛开前期，完全

伸展开，顶萼与侧瓣微微上扬，唇瓣完全伸展开; 盛开期( E) ，花处于盛开期，花完全开放，各器官完全伸

展; 衰老初期( F) ，花开始出现萎蔫信号，唇瓣出现皱缩痕，但是花梗处于绿色状; 衰老期( G) ，花唇瓣萎

蔫，出现脱水皱缩，花梗变黄，萼片干枯，呈透明状，但未从花枝上脱落; 脱落干枯期( H) ，花从花枝上脱落

各器官干枯。
1． 2 过氧化物酶活性的测定 采用愈创木酚法，参照赵世杰等［8］的方法进行。称取 0． 4 g 花瓣与花萼，

分别用适量 0． 1 mol·L －1磷酸缓冲液( pH6． 0) 研磨成匀浆，4 000 r·min －1离心 15 min，将上清液转入 50
mL 烧杯中，残渣再用 5 mL 的 0． 1 mol·L －1磷酸缓冲液( pH 6． 0) 提取 1 次，上清液并入烧杯中，将提取的

酶液稀释到 40 mL，贮于低温下备用。测定过氧化物酶活性时，以 3 mL 反应混合液［含 0． 1 mol·L －1磷酸

缓冲液( pH 6． 0) 、愈创木酚、过氧化氢］和 1 mL 酶液( 如酶活性过高可稀释之) 用紫外分光光度计( UV －
2100 型) 测量波长 470 mm 下吸光度值，隔 1 min 读数 1 次，并记录。以 3 mL 反应混合液和 1 mL 的 0． 1
mol·L －1磷酸缓冲液( pH6． 0) 作为对照。
1． 3 超氧化物酶活性的测定 超氧化物歧化酶活性的测定采用氮蓝四唑( NBT) 法［8］。称量 0． 4 g 花瓣

与花萼，加入适量的 0． 05 mol·L －1磷酸钠缓冲液( pH7． 8) ，加入少量石英砂，于冰浴中的研钵内将花瓣与花

萼分别研磨成匀浆，定容至 4 mL，分装到 2 支 2 mL 的离心管中，于 8 500 r·min －1 ( 10 000 g) 冷冻离心 30
min，上清液即为 SOD 酶粗提液。以不加酶液作为空白对照，测定不同酶液量的各反应系统［0． 05 mol·L －1

磷酸钠缓冲液( pH7． 8) 0． 65 ～ 0． 9 mL，0． 026 mol·L －1蛋氨酸磷酸钠缓冲液 1． 5 mL，7． 5 × 10 －4 mol·L －1

NBT 溶液 0． 3 mL，1． 0 μmol·L －1 EDTAt 和2 × 10 －5 mol·L －1核黄素溶液0． 3 mL］中抑制 NBT 光还原的相

对百分率。以 50%抑制率的酶液量( μL) 作为 1 个酶活力单位( U) ，计算 SOD 酶活力。
1． 4 蛋白酶活性的测定 采用改进的 kunit 法［9］测定。取文心兰花期不同发育阶段的花瓣和花萼 1 g，

于研钵中研磨，研磨时加入 0． 1 mol·L －1的磷酸盐缓冲液( pH7． 8) 2 mL 及石英砂少许，于冰浴中仔细研

磨，再加入 3 mL 同样的磷酸盐缓冲液，继续研磨至匀浆，于 4 000 r·min －1，4 ℃下离心 15 min，弃沉淀，收

集上清液，用上述磷酸缓冲液定容至 10 mL，所得溶液为粗酶液用于酶活力测定。取 0． 2 mL 上述粗酶液，

加入 0． 8 mL 激活剂( 浓度为 0． 1 mol·L －1，pH7． 8 的磷酸盐缓冲液，内含 20 mmol·L －1 CYS，1． 0 mmol·L －1

EDTA) ，于 37 ℃水浴中预热 10 min，加入已预热到 37 ℃的酪蛋白( 1 g 酪蛋白溶解于 100 mL 上述磷酸盐

缓冲液中) ，反应 10 min 后立即加入 3 mL TCA 溶液( 内含 0． 1 mol·L －1 TCA，0． 22 mol·L －1 NaAc，0． 33
mol·L －1 HAc) 终止反应，静置 30 min 以 8 000 r·min －1离心 10 min，上清液在 275 nm 波长下测定光吸收

值。在此条件下，每分钟光吸收值增加 0． 01 个单位的酶量定义为 1 个酶活力单位( U) 。每克植物样品中

蛋白酶活力以 U·g －1表示。
本实验设 3 次重复，用 Excel 计算平均值和标准差。

2 结果与分析

2． 1 花萼与花瓣的过氧化物酶活性变化 由图 1 可知，花瓣与花萼的过氧化物酶变化趋势较为一致，都

是随着花期的推移呈现不断上升的趋势。花瓣与花萼的过氧化物酶活性在 B 期( 绽口期) 时最低，分别为

15． 333 和 17． 333 U·g －1·h －1，G 期 ( 衰老期) 达到了最高值。花瓣的过氧化物酶活性在 G 期达到了

172． 3 U·g －1·h －1，同 B 期的花瓣相比过氧化物酶的活性增加了 10． 24 倍; 花萼的过氧化物酶活性在 G
期达到了 1 001． 8 U·g －1·h －1，同 B 期的花萼相比过氧化物酶的活性增加了 56． 80 倍。花萼与花瓣两者

活性相比，相同时期内花萼的活性始终高于花瓣。花瓣过氧化物酶活性变化的上升趋势相对平稳，而花

萼在 F 期( 衰老初期) 到 G 期活性大幅度上升，G 期同 F 期增长了 3． 47 倍，这可能与花萼与花瓣发育及衰

老程度不同有关。从外观上看，G 期花萼呈干枯透明状，花瓣则呈萎蔫状态，也就是说花萼衰老程度要远

比花瓣严重。
2． 2 花萼与花瓣的超氧化物岐化酶活性变化 花瓣与花萼的超氧化物岐化酶活性变化趋势较为一致，

都呈现单峰曲线，都在 B 期( 绽口期) 至 D 期( 盛开前期) 呈上升趋势，D 期后急剧下降，呈现下降趋势( 图
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2) 。花瓣与花萼的超氧化物岐化酶活性在 D 期达到最大值，分别为 254． 267 和 157． 567 U·g －1·h －1 ; G 期

活性最低，分别为 12． 025 和 10． 475 U·g －1·h －1。花萼与花瓣相比较，两者最小值接近，但花瓣超氧化物

岐化酶活性的最大值比花萼高，且下降幅度也较花萼大; 花瓣 F 期同 D 期相比下降 95． 27%，花萼 F 期同

D 期相比下降 93． 35%。在相同时期内花瓣的活性基本高于花萼。这表明文心兰花 B 期开始到 D 期 SOD
活性逐渐增加，可以及时清除代谢过程中形成的活性氧，有利于花的正常发育，而随着 D 期的到来，SOD
活性开始降低，花内活性氧增加，达到一定程度后，导致膜脂过氧化作用增强和膜系统受损，最后加速花

的衰老进程。

图 1 文心兰发育和衰老过程中花萼与花瓣的
过氧化物酶活性变化

Fig. 1 Changes in POD activity of petals and sepals during
the development and senescence of Oncidium cut flowers
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图 2 文心兰发育和衰老过程中花萼与花瓣的
超氧化物歧化酶活性变化

Fig. 2 Changes in SOD activity of petals and sepals during
the development and senescence of Oncidium cut flowers
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图 3 文心兰花瓣及花萼发育和衰老过程中蛋白酶活性变化
Fig. 3 Changes in protease activity of petals and sepals during

the development and senescence of Oncidium cut flowers
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2． 3 花萼与花瓣的蛋白酶活性变化 花瓣与花萼

蛋白酶活性变化基本上是先升后降，但变化情况不

完全相同( 图 3 ) 。花萼的蛋白酶活性先急剧增加，

在 C 期( 半开放期) 达到最大值 ( 103． 25 U·g －1·
h －1 ) ，然后急剧下降; 而花瓣蛋白酶活性则缓慢升

高，在 D 期 ( 盛开前期) 达到最大值，为 89． 83 U·
g －1·h －1。花瓣及花萼蛋白酶活性均在 H 期( 脱落

干枯期) 下降到最低值，分别为 19． 67 和 17． 50 U·
g －1·h －1。在花的发育和衰老过程中存在着活跃的

蛋白质代谢和周转，不同阶段蛋白质的合成和分解

情况也不同。花萼和花瓣的蛋白酶活性分别在 C 期

和 D 期达到最大值，随后下降到 H 期的最低值，这

可能与花萼与花瓣发育及衰老程度并不同步有关，

但都随着衰老的进程蛋白分解活动减弱。

3 讨 论

过氧化物酶( POD) 和超氧化物歧化酶( SOD) 是生物体内酶清除活性氧系统的重要成分，通过清除过

高的活性氧来维持活性氧平衡及防止植物细胞免受活性氧胁迫损害，从而在植物抗胁迫和抗衰老中发挥

重要作用。过高的活性氧水平会引发或加剧膜脂过氧化作用、蛋白修饰及 DNA 损伤，尤其是膜脂过氧化

会造成细胞膜损伤和降解，使得膜完整性和功能的丧失，代谢紊乱，而这正是细胞衰老初期的基本特

征［10 － 12］。使用抗氧化剂可以延迟康乃馨花的衰老也可能表明活性氧平衡失衡与花衰老有关［13 － 14］。
Paulin 和 Droillard［15］及 Droiilard 等［16］对康乃馨的研究表明，花瓣中过氧化氢酶活性从开始阶段到萎
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蔫阶段一直上升，而总的 SOD 活性则在衰老过程中急剧下降。王支槐［17］的研究结果表明，蜡梅花开花和

衰老过程中 POD 和 SOD 酶活性变化趋势不同。POD 活性先降后升，中蕾期较强，而后迅速降低到盛开花

时的最低水平，继后随花的萎蔫而活性升高，花萎蔫时达最高; 而 SOD 酶活性则先升后降，从中蕾期开始

迅速升高，花刚开放时达到最高，随花的盛开和萎蔫而逐渐降低。而刘雅莉等［18］对亚洲百合的研究结果

表明，SOD 活性随着花的发育级别先升后降，而 POD 活性则持续升高。沈漫等［19］对地被菊( Dendranthe-
ma × grandiflorum Kitamura) 的研究结果表明，在地被菊开花前期，花瓣内的 SOD 活性在 12 d 左右达到最

高值，后随着花朵开始萎蔫，花瓣中 SOD 活性逐渐下降。苏军等［20］研究结果也表明，切花菊贮藏过程中

POD 活性持续升高。本研究结果表明，花瓣与花萼中这两种酶的活性均呈现类似的变化趋势，POD 活性

变化趋势均随着花期的推移而不断上升，而 SOD 活性变化则先升后降。这表明不同种类的花在发育和衰

老过程中，这两种酶活性变化是一致的。SOD 是清除超氧自由基( O2
－ ) 的第 1 道防线，因为超氧自由基

( O2
－ ) 的产生会引发更多的活性氧，从而引发膜脂过氧化及细胞衰弱。SOD 通过催化超氧自由基歧化反

应，产生氧气( O2 ) 和过氧化氢( H2O2 ) ，从而消除细胞内的超氧自由基，在维持细胞活性氧化代谢的平衡

中发挥重要作用。H2O2 在包括衰老等一系列生理过程中发挥关键性的调控因子作用，这种调控具有双重

性: 当 H2O2 浓度低时，可作为信号分子，引发对各种生物和非生物胁迫的适应性信号转导; 当浓度高时，

则会导致氧化胁迫( oxidative stress) 和细胞程序性死亡( PCD) ，而 POD 可具有代谢过氧化氢的功能［5 － 6］。
花衰老过程中，SOD 活性下降和 POD 活性上升，可能是由于细胞内 SOD 清除超氧自由基的能力下降和

O2
－ 的积累，膜脂过氧化作用增强，引起膜不稳定，并导致膜的破坏和细胞死亡。

在花发育和衰老过程中，蛋白质水解不仅可除去功能受损的蛋白质，还可以对衰老器官中蛋白质周

转以转运出必需氨基酸加以再利用。蛋白酶的活性水平反映了蛋白质水解的活跃程度。本实验结果表

明，文心兰切花发育和衰老过程中，花萼和花瓣的蛋白酶活性分别在 C 期和 D 期上升至最大值，之后持续

下降。显示蛋白质水解活性随着衰老而逐渐减弱。番薯属( Ipomoea) 花瓣衰老过程中蛋白酶活性没有检

测到上升［21 － 22］，而萱草［23］、鸢尾［24］、矮牵牛［25］和桂花［26］衰老过程中，蛋白水解酶活性大量增加。蛋白酶

活性在花衰老过程中的变化情况不同可能与不同物种在衰老过程中的蛋白质代谢模式有关。
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Changes in Enzyme Activities of Perianth of Cut-flower
Oncidium Orchid at Different Opening Stages

HUANG Haoyu，XIAO Yunxiao，SHI Lesong，TIAN Xiaoyan，LIU Jinping
( Ministry of Education Key Laboratory of Protection and Development Utilization of Tropical Crop Germplasm Ｒesources ( Hainan University) ;

College of Agronomy，Hainan University，Haikou，Hainan 570228，China)

Abstract: An attempt was made to determine the changes in enzyme activities of petals and sepals of cut-flower
Oncidium orchid at different opening stages to study the physiological mechanism of senescence of orchid cut
flowers． The results showed that peroxidase ( POD) activity continuously increased during the whole life span of
the flower，and that superoxide dismutase ( SOD) activity rose to the peak at the pre-blooming stage and then
decreased，while protease activity of the petals and sepals increased slowly，reached a maximum value at the
pre-blooming and half-opened stage，then decreased sharply in the petals and sepals during the development and
senescence of Oncidium orchid cut flower，respectively． This study reveals the changing modes of activities of
three enzymes in the petals and sepals of cut flowers of Oncidium orchid at different opening stages． The results
can be used to explain the mechanism of Oncidium flower senescence and provide the basis for varietal improve-
ment of Oncidium orchid with longer vase life through genetic engineering in the future．
Keywords: Oncidium; peroxidase; superoxide dismutase; protease
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