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猕猴桃果实发育过程中 AsA代谢产物积累及相关
酶活性的变化
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摘　要 : 以美味猕猴桃品种 ‘秦美’果实为材料 , 研究了其生长发育过程中与 A sA代谢循环系统相关

的物质抗坏血酸 (A sA )、谷胱甘肽 ( GSH )、草酸 (OA )、酒石酸 ( TA ) 和过氧化氢 (H2 O2 ) 的含量及

相关酶活性的变化及其相互关系。结果表明 : 在果实生长发育过程中 , 花后 A sA含量明显增加 , 花后 30 d

达到最高后开始下降 , 花后 75 d后基本保持不变。就整个果实中总的 A sA积累量而言 , 花后开始显著增

加 , 到 45 d达到最大值后至成熟基本保持不变。这表明猕猴桃果实的 A sA积累主要发生在幼果期。GSH随

着果实发育在花后 120 d前其含量及积累量均有增加 , 但积累也主要发生在幼果期。OA含量的变化与H2O2

含量和抗坏血酸过氧化物酶 (APX) 活性相似 , 均在花后开始显著下降 , 到花后 30 d后变化不大 ; 而 TA

含量的变化趋势与 A sA一致。抗坏血酸氧化酶 (AO )、单脱氢抗坏血酸还原酶 (MDHAR ) 和脱氢抗坏血

酸还原酶 (DHAR) 的活性变化基本一致 , 均在花后开始显著升高 , 60 d达到最大后迅速下降 , 在 90 d后

至成熟基本保持不变。
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Changes of Product Accum ula tion and Rela ted Enzym e Activ ities in A sA
M etabolism D ur ing K iw ifru it Growth and D evelopm en t
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Abstract: In p resent study, the components including the contents of ascorbic acid (A sA) , glutathione
( GSH) , oxalic acid (OA ) , tartaric acid ( TA ) and hydrogen peroxide (H2 O2 ) and some enzymes activities

related with A sA metabolism, were investigated during the growth and development of kiwifruit (A ctin id ia

deliciosa‘Q inmei’). The results showed that A sA content per gram of fresh fruit increased significantly and

reached the maximum at the 30 th day after anthesis (DAA ) , then decreased and maintained essentially

constant after the 75 th DAA. The ascorbic acid content per fruit increased significantly and reached the

maximum at the 45 th DAA , and then maintained essentially no change to ripe period. It shows that the A sA is

mainly accumulated during the fruit cell division stage. Glutathione was accumulated continuously before the

120 th DAA, and the accumulation speed was the fastest in young fruit period. A s possible p roducts of A sA

degradation, OA showed a sim ilar changes with H2 O2 content and ascorbate peroxidase (APX) activity during

kiwifruit development, which was decreased fast in the fruit early fast development period before the 30 th DAA

and was no clear change to maturation, but changes of TA content were sim ilar pattern with A sA content. The

activity of ascorbate oxygenase (OA ) which can led to oxidation of A sA is sim ilar with activities of monode2
hydroascorbate reductase (MDHAR) and dehydroascorbate reductase (DHAR) used to recycling oxized ascor2
bate to A sA during the development, which showed a clear increase before the 60 th DAA , then decreased fast
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and maintained a low level during the fruit maturation period.

Key words: kiwifruit; fruit; ascorbate; metabolites; enzyme activity

抗坏血酸 ( ascorbic acid, A sA) 不仅是维持人体健康的必需物质 , 而且对植物本身也具有重要的

生理功能。它不仅作为植物抗氧化体系中最重要的抗氧化剂参与抵御氧化胁迫 , 还在调节细胞的分裂

和伸长、调节某些基因转录和翻译、维持细胞氧化还原平衡等方面有特殊的功能 (Davey et al. ,

2000)。植物缺乏 A sA会引起对逆境抗性减弱 ( Sm irnoff, 1993; J in et al. , 2003) , 生长受抑 ( Sm irnoff

& Pallanca, 1996; Veljovic2Jovanovic et al. , 2001)。

植物体内 A sA含量受合成和再生能力的调控。A sA2GSH循环是 A sA再生的主要途径。在该途径

中 , 抗坏血酸过氧化物酶 (APX) 以 A sA为电子供体清除 H2O2的同时 , 将 A sA氧化成单脱氢抗坏血

酸 (MDHA) , MDHA一部分可在单脱氢抗坏血酸还原酶 (MDHAR) 的催化下还原为 A sA, 一部分

可通过非酶歧化反应生成 A sA和脱氢抗坏血酸 (DHA ) , 而 DHA在脱氢抗坏血酸还原酶 (DHAR )

和谷胱甘肽 ( GSH) 参与下可被还原为 A sA。若 DHA不能及时的被还原 , 进一步会被氧化降解为草

酸 (OA) 和酒石酸 ( TA) 而被丢失 ( Kostman et al. , 2001)。

过去对植物 A sA代谢及其水平调控的研究多集中在少数模式植物中 (W heeler et al. , 1998) , 对

果树的研究主要集中在果实 A sA含量的测定与比较方面 (Davey et al. , 2000) , 在作物可食部分 (特

别是果实 ) 中代谢和积累机制的理解仍然有限。

猕猴桃起源于中国 , 具有 ‘维生素 C之王’的美称 , 但至今对猕猴桃果实 A sA的形成和积累规

律和机制尚无报道。

本研究中以美味猕猴桃品种 ‘秦美’果实为试材 , 研究其生长发育过程中 A sA、GSH、OA和 TA

含量及代谢相关酶活性的变化 , 探索在果实生长发育过程中它们与 A sA积累的关系 , 为进一步研究

猕猴桃果实高 A sA机理奠定基础。

1　材料与方法

试验所用果实采自于西北农林科技大学园艺场 (陕西省杨凌 ) 的 5年生美味猕猴桃品种 ‘秦美’

(A ctin id ia deliciosa‘Q inmei’)。

在花期 , 选取 5棵长势基本一致的植株 , 进行疏花并人工授粉 , 使每棵树的坐果量基本一致

(花后 15 d疏果 )。于 2007年 5月 6日 (此时全园 70%花瓣脱落 ) 采中庸结果枝上花瓣刚脱落的幼

果 , 记该天为果实发育的 0 d, 即花后 0 d, 此后以每 15 d为一个采样时间段 , 但为避免由于天气特

别是阴雨环境对果实 A sA代谢的影响 , 采样时间根据天气情况进行提前和推迟在晴天的 16: 00—

17: 00, 直到果实成熟 (花后 150 d)。每次样品采集后 , 将采于同一棵树上的果实 (至少 5个 ) 进

行称重 , 求出平均单果质量后 , 用刀切碎混合 , 再用液氮速冻后作为一个重复存于 - 70 ℃冰箱 (共

5个重复 )。全部样品采集完成后进行相关指标的测定。

总抗坏血酸 ( T2A sA )、A sA、总谷胱甘肽 ( T2GSH)、氧化态谷胱甘肽 ( GSSG)、和 H2 O2含量及

APX、MDHAR、DHAR和谷胱甘肽还原酶 ( GR ) 酶活性的测定参照马春花等 (2006, 2007) 的报

道。DHA的含量为 T2A sA与 A sA的差值 , GSH的含量为 T2GSH与 GSSG的差值。以 A sA /DHA比值

和 GSH /GSSG比值表示 A sA和 GSH的氧化还原状态。

抗坏血酸氧化酶 (AO ) 活性的测定参考 Pignocchi等 ( 2003 )。210 g果实在含 1 mmol·L
- 1

EDTA、1% Triton X2100和 2% PVP240的冰浴磷酸缓冲液 (50 mmol·L
- 1

, pH 615) 中研磨成匀浆 ,

研磨在冰上进行。匀浆定容至 8 mL, 16 000 ×g, 2 ℃离心 15 m in; 为了避免提取液中高的 A sA含量

对测定的影响 , 上清液中加入 35%硫酸氨 , 10 000 ×g, 2 ℃离心 30 m in沉淀蛋白 ; 沉淀溶解于 5 mL
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磷酸缓冲液 ( 50 mmol·L - 1 , pH 615) 即为酶液 , 如下测定 AO的活性。3 mL的反应体系含 100

mmol·L - 1磷酸缓冲液 (pH 516) , 013 mmol·L - 1 A sA及 0110 mL酶提取液 , 以缓冲液代替酶液为对

照 , 27 ℃下测定 265 nm处吸光值的变化。以每分钟氧化 1μmol A sA为 1个 AO酶活力单位 (U)。

OA和 TA采用高效液相色谱仪测定 (高海燕等 , 2004)。色谱条件为 : 色谱柱 , PRONTOSIL 1202
102C18 (10μm , 416 mm i1d1 ×250 mm) ; 流速 015 mL·m in - 1 ; 进样体积 20μL; 检测波长 210 nm;

柱温 30 ℃; 流动相 , 0101 mol·L - 1 K2 HPO4磷酸盐缓冲液 (用磷酸调配 , pH 2155) 和体积分数 3%

甲醇。

DHA、GR、NADH、NADPH、OA (色谱纯 ) 和 TA (色谱纯 ) 均购自 Sigma公司 , 酶活性测定

采用 SH IMADZU公司 UV22550型分光光度计 , 高效液相色谱仪为 SH IMADZU公司 LC22010A型 , 数

据统计分析采用 DPS和 Excel数据处理系统。

2　结果与分析

211　猕猴桃果实发育过程中单果质量的变化

猕猴桃在花后子房开始膨大 , 从花后 0 d

到花后 45 d果实单果质量迅速增加 , 生长量达

到成熟期果实 (花后 150 d ) 单果质量的

6818 %。

花后 45 d到 105 d果实单果质量继续增加 ,

但增加速度明显变慢。

花后 105 d到 150 d单果质量基本保持不变

(图 1)。 图 1　猕猴桃果实生长发育过程中果实质量的变化

F ig. 1　Changes in single fru it we ight dur ing

k iw ifru it developm en t

212　猕猴桃果实发育过程中 A sA水平及其积累量的变化

A sA含量在果实快速生长期快速提高 , 在花后 30 d达到最大 , 是花后 0 d的 4173倍 ; 至花后 60

d下降为花后 0 d的 3143倍 , 花后 60～150 d下降十分缓慢 , 仅下降了 1515% (图 2)。

图 2　猕猴桃果实生长发育过程中 T2A sA、A sA、T2GSH和 GSH的含量及其单果积累量的变化

单果积累量 =含量 ×平均单果质量。

F ig. 2　Changes of T2A sA, A sA, T2GSH and GSH con ten ts dur ing k iw ifru it growth and developm en t

Accumulation = Content×Single fruit weight.
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　　就整个果实的积累看 , A sA的积累主要在花

后 45 d之前 , 花后 45 d达到花后 0 d的 34123

倍。此后 A sA的形成和降解达到平衡 , 积累量基

本不变。

在果实快速生长期进行快速积累的同时也伴

随着抗坏血酸还原程度的不断提高 , 花后 45 d时

A sA /DHA比值达到花后 0 d的 5168倍并维持至

花后 90 d, 然后升高至花后 120 d有所升高 , 为

花后 0 d的 7131倍并维持不变至花后 150 d (图

3)。

在猕猴桃果实中抗坏血酸主要以还原态的

A sA形式存在 , A sA与 T2A sA的变化趋势基本一

致。

图 3　猕猴桃果实生长发育过程中 A sA /D HA和

GSH /GSSG的变化

F ig. 3　Changes of A sA /D HA and GSH /GSSG dur ing

k iw ifru it growth and developm en t

213　猕猴桃果实发育过程中 GSH水平及其积累量的变化

由图 2可见 , 总谷胱甘肽 T2GSH在整个果实生长发育期含量变化不大 , 花后 0～120 d增加了

3218% , 花后 120 d后有所下降 , 至花后 150 d为花后 0 d的 1123倍。还原态的 GSH在果实快速生长

期迅速增加 , 至花后 30 d达到花后 0 d的 3173倍 , 之后增加很慢 , 至花后 120 d达到花后 0 d的 5142

倍 , 然后在果实停滞生长期中略有下降 , 至花后 150 d为花后 0 d的 4187倍。

就整个果实看 , T2GSH和 GSH在果实快速生长期迅速积累 , 花后 45 d分别达到花后 0 d的 9195

倍和 32132倍。缓慢生长期积累缓慢 , 到花后 120 d分别达到花后 0 d的 15147倍和 63119倍。停滞

生长期都有所下降 , 花后 150 d下降至花后 0 d的 14163倍和 57186倍。

整个快速生长期和缓慢生长期 GSH /GSSG都呈现不断升高的趋势 , 花后 120 d达到最大 , 为花后

0 d的 20169倍 (图 3)。

停滞生长期谷胱甘肽还原程度略有降低 , 花后 150 d降为花后 0 d的 17118倍。

214　猕猴桃果实发育过程中 AO, APX, MD HAR, D HAR和 GR活性的变化

在 AO或 APX的作用下 A sA被氧化为 MDHA并最终形成 DHA, 同时 MDHA和 DHA又可分别在

MDAR及 DHAR作用下还原为 A sA而得以再生。从图 4可以看出 , 猕猴桃在果实快速生长期 AO的活

性不断升高。在花后 60 d达到最大值 , 为花后 0 d的 2119倍 , 然后至花后 105 d下降为花后 0 d的

6011% , 花后 105 d以后活性很低且基本维持不变。猕猴桃幼果 APX的活性很高 , 快速生长期逐渐下

降 , 花后 45 d后达到花后 0 d的 4711%。

图 4　猕猴桃果实生长发育过程中 AO、APX、MD HAR、D HAR和 GR活性的变化

F ig. 4　The activ ity changes of AO, APX, MD HAR, D HAR and GR dur ing k iw ifru it growth and developm en t
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　　猕猴桃果实发育过程中 DHAR, MDHAR的活性变化基本一致 (图 4) , 均在花后 60 d达到最大

值 , 分别为花后 0 d的 4173倍和 2197倍 , 至花后 90 d下降至花后 0 d的 1159倍和 2111倍 , 花后

90 d以后变化不大。GR的活性在果实初始快速生长期迅速下降。至花后 45 d下降至花后 0 d的

47127% , 花后 45 d以后变化不明显 (图 4)。

215　猕猴桃果实发育过程中 H2O2、OA和 TA水平及其积累量的变化

猕猴桃幼果的 OA含量很高 , 在果实快速生长期不断下降 , 至花后 30 d时为花后 0 d的 31105% ,

花后 30 d后基本没有变化 (图 5)。TA的变化趋势与 A sA的变化基本一致 , 在果实快速生长期不断升高

至 45 d达到最大 , 是花后 0 d的 1159倍 , 然后下降至花后 75 d为花后 0 d的 1104倍 , 花后 75 d以后仍

有下降但变化不大 (图 5)。H2O2在果实的整个生长发育期呈下降的趋势。花后 0 d到花后 45 d的下降

速率很快 , 下降了 7715%。花后 45 d以后仍不断下降 (图 5)。从整个果实的含量看 , OA、TA和 H2 O2

在果实快速生长期都迅速积累 , 在果实缓慢生长期 OA和 TA基本维持不变 , H2O2却明显下降 (图 5)。

图 5　猕猴桃果实生长发育过程中 OA、TA和 H2O 2含量及其在单果中积累量的变化

F ig. 5　Con ten t changes of OA, TA and H2O 2 dur ing k iw ifru it growth and developm en t

216　猕猴桃果实发育过程中 A sA代谢相关指标间的相关性

H2O2是对植物有毒害作用的一种活性氧 , A sA2GSH循环能在 APX作用下将其有效清除 , 减轻其对

植物体的伤害。该过程以 A sA为电子供体 , 将改变 A sA的氧化还原状态。分析 (表 1) 显示 A sA /DHA

表 1　猕猴桃果实生长发育过程中 A sA2GSH循环相关指标间的相关系数

Table 1　Rela tion coeff ic ien t am ong product con ten ts and rela ted enzym e activ ities of

A sA2GSH cycle dur ing k iw ifru it growth and developm en t

ASA
A sA /
DHA

T2GSH GSH
　GSH /
　GSSG

　H2O2 　OA 　TA 　AO 　APX 　MDHAR　DHAR 　GR

T2A sA 019793 3 01110 01087 01181 - 01103 - 01342 - 01531 017533 3 015843 - 01261 01418 016073 - 01377

ASA 01305 01260 01367 01084 - 01509 - 016843 016743 01517 - 01445 01530 016083 - 01554

A sA /DHA 018763 3 019423 3 019233 3 - 019123 3 - 018673 3 - 01319 - 01313 - 019273 3 01522 01003 - 019093 3

T2GSH 019513 3 018813 3 - 019193 3 - 018193 3 - 01320 - 01310 - 019353 3 015843 01009 - 018743 3

GSH 019293 3 - 019663 3 - 019153 3 - 01286 - 01268 - 019783 3 016233 01089 - 019603 3

GSH /GSSG - 018383 3 - 017463 3 - 01554 - 01508 - 018513 3 01422 - 01179 - 018123 3

H2O2 　019693 3 　01177 01179 　019723 3 - 016183 - 01156 019613 3

OA - 01022 01022 　019393 3 - 016593 - 01292 019653 3

TA 018953 3　01157 01374 017553 3 01047

AO 　01165 01529 　019183 3 01028

APX - 016743 - 01176 019743 3

MDHAR 　017623 3 - 017383 3

DHAR - 01322

　　注 : 3表示显著水平 0105; 3 3表示显著水平 0101。
Note: 3 denote signification at 0105; 3 3 denote signification at 0101.
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和 GSH /GSSG与 H2 O2存在极显著负相关 , 而 GR、APX和 OA与 H2 O2存在极显著正相关 ; A sA和

GSH的氧化还原状态显示出显著的一致性 , A sA /DHA和 GSH /GSSG的相关系数为 01923。GR与

GSH /GSSG呈现极显著的负相关 ; 随 GSH升高而 GR降低 , 两者极显著负相关 , 表现出 GSH对 GR

的可能的反馈抑制 ; T2A sA与 TA存在显著的正相关 , 但与 OA并无显著相关。

3　讨论

本研究发现 , 猕猴桃果实在花后 45 d之前果实质量迅速增加 , 果肉细胞处于快速分裂膨大期

(Hopp ing, 1976)。这个期间 A sA含量也迅速增加 , 并在花后 30 d达到最高含量。这可能与 A sA参与

植物细胞的分裂有关 ( Sm irnoff & Pallanca, 1996, Veljovic2Jovanovic et al. , 2001)。花后 45 d后 A sA

水平开始明显下降 , 在花后 60 d下降幅度明显减小 , 这可能与这个时期果实细胞的膨大对 A sA的稀

释有关。单个果实中的 A sA的积累量在花后 45 d前迅速增加 , 之后至果实成熟基本保持不变 , 这与

黑穗醋栗果实的 A sA积累特点相一致 (Hancock et al. , 2007)。在植物细胞中 A sA的积累水平主要取

决于合成与降解丢失之间的平衡关系 ( Ishikawa et al. , 2006)。猕猴桃果实发育过程中 A sA水平的变

化特点说明 , 在花后 45 d之前每个果实组织中的 A sA合成能力大于降解丢失 , 之后二者基本保持平

衡态。这也暗示着猕猴桃果实中的 A sA的合成速率调控主要发生在花后 45 d之前 , 或者花后 45 d后

A sA降解速率增加 , 这为研究猕猴桃果实 A sA积累的调控奠定了基础。而在刺梨果实生长发育过程

中 , A sA的积累速率总体上呈 “慢—快—慢”的变化模式 (安华明 等 , 2005, 2007) , 这可能与树

种有关。

目前研究表明 , 参与细胞分裂和膨大的 AO ( Sm irnoff & Pallanca, 1996) 活性在猕猴桃幼果期逐

渐上升 , 在果实生长明显减慢的花后 62 d达到最大 , 之后下降 , 其活性与 A sA含量及 A sA /DHA比

值不存在明显相关性 , 这表明 AO对猕猴桃 A sA积累量的影响不大 , 而对果实的膨大可能有一定的作

用。APX利用 A sA作为电子供体清除活性氧 H2O2 ( Sm irnoff & Pallanca, 1996) , 二者在花后均迅速下

降 , 表现出明显的相关性 , 并且二者均与表示 A sA氧化程度的 A sA /DHA比值表现出显著的负相关。

这可能是果实发育初期细胞活动旺盛使得 H2O2积累 , 高的 APX活性有助于防止过量活性氧的积累对

细胞的毒害作用。A sA经 AO、APX等氧化的产物是 MDHA , MDHA一部分能经 MDHAR还原为 A sA ,

另一部分能自身发生歧化反应生成 A sA和 DHA, 生成的 DHA需要经 GSH依赖性 DHAR还原成 A sA

(Davey et al. , 2000)。MDHAR和 DHAR活性在猕猴桃果实生长发育过程中的变化趋势基本与 AO一

致 , 在果实快速发育期迅速升高到最大 , 果实成熟期很低。如 Davey和 Keulemans (2004) 报道 , 作

为 DHAR电子供体的 GSH的含量与 DHAR活性和 A sA含量未表现出相关性 , 这可能是因为 GSH在

植物体内更重要的角色是作为另一种可溶性抗氧化剂和蛋白巯基的供体 (May et al. , 1998)。但表示

它氧化还原状态的 GSH /GSSG比值与 A sA /DHA比值表现出一致性 , 在高活性氧和高代谢活性的幼果

细胞中 (尤其子房 ) 有着高的氧化态 GSSG水平 , 催化 GSSG还原为 GSH的 GR活性也表现出与

GSSG水平相似的变化趋势。这些结果表明参与 A sA代谢的这些酶及 GSH水平对猕猴桃果实发育过

程中 A sA积累量并不是起决定作用 , 对于 A sA积累量可能主要取决于合成能力 , 合成速率调控的探

索应该是以后对 A sA积累机制研究的主要关注点。

研究表明 A sA经 DHA降解能生成 OA和 TA (Debolt et al. , 2007)。在猕猴桃果实发育过程中 AO

与 H2 O2含量的变化趋势相一致 , 均为花后显著下降 , 到 30 d后基本保持不变 , 二者之间的这种相关

性可能与 AO分解也伴随着 H2 O2的产生有关 ( Green & Fry, 2005)。李宝盛和彭新湘 (2006) 研究表

明虽不能排除抗坏血酸可能是植物草酸合成的前体 , 但其内源含量高低不一定影响植物中草酸积累 ,

在猕猴桃生长发育过程中 T2A sA和 OA含量间也不存在正相关 , 这可能是由于猕猴桃果实中 AO的积

累并非只来自 A sA降解 , 而且 OA不稳定 , 能被草酸氧化酶分解或与 Ca
2 +结合形成草酸钙沉淀 ( Ko2
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stman et al. , 2001)。尽管这样 , TA和 A sA含量间表现出了显著相关性和相似的变化趋势 , 这与 A sA

经 C4 /C5的断裂生成 TA的 TA积累型葡萄中二者表现出的关系一致 (Debolt et al. , 2006)。但猕猴

桃果实中的 A sA降解过程中的碳链断裂方式及其途径目前尚无研究报道 , 需进一步研究。多个研究

表明 , 通过提高氧化态 A sA的再生能力能降低 A sA的氧化降解速率 , 显著地提高植物中 A sA的含量

(Chen et al. , 2003; Eltayeb et al. , 2007)。减少 A sA的氧化降解是提高植物 A sA的途径之一 , 研究猕

猴桃 A sA的降解特性和途径对于理解猕猴桃果实 A sA积累机制有着理论与应用价值。

总之 , 在猕猴桃果实生长发育过程中 , A sA积累主要发生在幼果期 (花后 0～45 d) , 之后基本

保持不变。就整个果实中总的 A sA积累量而言 , A sA在花后开始显著积累 , 到 45 d达到最大值后至

成熟基本保持不变。参与 A sA代谢的酶 (AO、APX、MDHAR、DHAR和 GR) 活性及 GSH水平并不

对猕猴桃果实发育过程中 A sA积累量起决定作用 , A sA可能主要取决与果实自身的合成调控。此外 ,

OA作为 A sA经 DHA降解的可能产物 , 其含量与 A sA含量间不存在相关性 , 但 TA却存在明显的相关

性。这些结果提示幼果期 A sA合成途径及其调控机制是我们以后在猕猴桃高 A sA积累机制研究中的

关键点。
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