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切花月季失水胁迫耐性差异与内肽酶活性的关联
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摘　要 : 选用切花月季耐失水胁迫品种 ‘Samantha’和中度耐失水胁迫品种 ‘Belam i’, 采用带枝花和

离枝花两种形式 , 在 22～25℃、RH 30%～50%、80μE·m - 2·s- 1荧光灯照光条件下进行了 0～60 h的失

水胁迫处理。结果显示 : ①失水胁迫中花枝弯颈率的增加 , ‘Samantha’快于 ‘Belam i’, 同一品种带枝花

快于离枝花 , 但复水后恢复率的降低前者慢于后者 , 同一品种带枝花慢于离枝花。胁迫过程中 , 带枝花、

离枝花都出现了恢复率快速降低的拐点 , 前者晚于后者。对应于花枝复水恢复率快速降低的拐点 , 水势值

同一品种的带枝花、离枝花基本相同。②两品种花瓣中游离氨基酸含量均是带枝花、离枝花快速上升的转

折点与其相应的复水率迅速降低拐点相吻合。③胁迫诱导的花瓣内肽酶活性上升 , ‘Samantha’明显晚于

‘Belam i’, 同一品种带枝花早于离枝花。两品种带枝花和离枝花花瓣内肽酶活性诱导上升的转折点与其相

应的复水恢复率迅速降低拐点相一致。④胁迫诱导引起的花瓣中金属蛋白酶和丝氨酸蛋白酶活性的变化均

是 ‘Samantha’显著低于 ‘Belam i’。由此推测 , 切花月季品种间失水胁迫耐性差异可能与胁迫对花瓣中金

属蛋白酶和丝氨酸蛋白酶活性诱导的差异有关。
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W a ter D ef ic it Stress of Two Cut Rose Cultivars

Zhao Xiting, Cong R ichen, Shan N ingwei, and Gao Junp ing
3

(D epartm ent of O rnam enta l Horticulture and L andscape A rchitecture, China A gricultural U niversity, B eijing 100094, China)

Abstract: This work was aimed to investigate to relations between tolerance to water deficit stress
(WDS) and the activity and type of endopep tidase in different cultivars of Cut roses (R osa hybrid). Two cul2
tivars, ‘Samantha’with the strong tolerance to WDS, and‘Belam i’with the medium one, were used as

materials, and WDS treatment was carried out for 0 - 60 h under the conditions of 22 - 25℃, RH 30% -

60% , and 80μE·m
- 2· s

- 1
. To make different p rocess of WDS, we treated the two cultivars separately

with two manners, namely flowers with and without branches in the same condition ofWDS above. The results
showed that, ① the decrease of flower recovery percentage was much slower in‘Samantha’ than in‘Bela2
m i’, and was slower significantly in the flowers with branches than without branches in a cultivar, while the

opposite tendency was obtained on the increase of flower bent neck percentage duringWDS. A turning point,
in which recovery rate of flowers was going to be decreasing rap idly, was observed in both flowers with and

without branches, and the occurrence of the turning point was later in‘Samantha’ than in‘Belam i’. How2
ever, the value of water potential was almost the same in a cultivar, corresponding to the turning point of re2
covery rate. ② The turning point of quick climbing of free am ino acid content in petals was also observed in
the flowers of both cultivars, including the two manners, with or without branches separately duringWDS, and

these pointswere identicalwith the turning points of their recovery rate. ③WDS2induced increase of endopep2
tidase activity was later in‘Samantha’than in‘Belam i’, and it was earlier in the flowers with branches than

without branches in a cultivar. Interestingly, the turning points of quick increase of endopep tidase activity in2
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duced byWDS in both cultivars with or without branches were consistent with the turning points of their recov2
ery rates. ④ Changes of both metallo2p roteinase and serine p roteinase activities of petals induced by WDS

were significantly smaller in‘Samantha’ than in‘Belam i’. The results above suggested that the difference

of tolerance to WDS between different cultivars m ight be related to the different changes of metallo2p roteinase
and serine p roteinase activitives in petals induced by WDS.

Key words: Rose; Cut flower; Tolerance; W ater deficit stress; Endopep tidase

国内外鲜切花远途运输主要采用干式运输 , 花材常遭受不同程度的失水胁迫。月季切花对失水胁

迫的耐性相对较差 , 往往因失水而导致僵蕾、僵花、萎蔫、弯颈 , 花朵不能正常开放等。因此 , 月季

切花失水胁迫耐性机理及其减轻措施的研究始终是其采后研究的热点。归纳迄今为止的研究 , 主要集

中在①耐失水胁迫品种的筛选 , 包括耐性类型的划分、忍耐极限的确定等〔1〕; ②水分吸收和输导能

力的改善 , 包括表面活性剂的应用等〔2〕; ③抗氧化酶系统和非酶系统的调节机理〔3～5〕; ④蛋白质等大

分子的降解和合成机理 , 如内肽酶的合成和作用机理等〔6～8〕。

关于植物内肽酶的研究 , 已经明确是水解蛋白的一类酶 , 失水胁迫能引起其活性及种类的变化。

目前有关的研究主要集中在小麦〔9, 10〕、蚕豆〔11〕、豇豆〔12〕等大田作物和模式植物拟南芥上〔13〕。我们前

期的研究表明 , 耐性不同的切花月季品种在花朵自然开放和衰老中内肽酶活性和种类存在差异〔7〕。

本研究选用两个失水胁迫耐性不同的品种 , 采用带枝花和离枝花方式分别进行连续的失水胁迫处理 ,

从胁迫诱导的花瓣内肽酶活性和种类变化层面上 , 探讨造成切花月季不同品种间失水胁迫耐性差异的

可能原因。

1　材料与方法

111　试材与处理

试验于 2001年 1月～2003年 6月在中国农业大学进行。根据前期失水胁迫耐性品种筛选的结

果〔1〕, 选取切花月季 (R osa hybrida ) 耐失水胁迫品种 ‘Samantha’和中度耐失水胁迫品种 ‘Bela2
m i’。试材购自河北固安和北京郊区。采收标准为开花指数 2级〔1〕。采切后 , 将花材装入盛水的容器

内运回实验室。以创造不同的失水胁迫速度为目的 , 分别采用带枝花和离枝花两种方式进行失水胁迫

处理。带枝花枝长 25 cm、留 3片复叶 ; 离枝花从离花朵最近第一叶位的叶柄基部剪切。在 22～

25℃、RH 30%～50%、80μE·m
- 2·s

- 1荧光灯照光的处理条件下干置 0～60 h, 并定期进行复水处

理。失水期间定期取样并进行形态学观察。

112　测定项目与方法

鲜质量损失率为胁迫后花材鲜质量损失量占胁迫前鲜质量的百分率。胁迫后弯颈率为胁迫后弯颈

的花枝数占总花枝数的百分率。复水恢复率是胁迫后于蒸馏水中吸水 2 h恢复的花枝数占总花枝数的

百分率。这 3项指标均为 10支花材的平均值。水势用 ZIZ25型水分状况测定仪测定 , 为 5支花材的平

均值。

参照 Ye等的方法〔14〕提取花瓣可溶性蛋白质作为粗酶提液 , 用于可溶性蛋白质含量〔6〕和游离氨基

酸含量、内肽酶活性〔7〕及其种类检测。单枝花样本 , 3次重复。

花瓣内肽酶种类的测定 : 采用专一性抑制法。内肽酶专一性抑制剂选用金属蛋白酶抑制剂异二胺

四乙酸二钠 ( EDTA )、巯基蛋白酶抑制剂碘乙酸 ( IA )、丝氨酸蛋白酶抑制剂苯基磺酰氟化物

( PMSF)。

参照 Barbara的方法〔15〕, 略有改进。底物偶氮酪蛋白 ( azocasein) 终浓度为 1 % , 酶反应体系由

011 mL酶液 , 0125 mL 50 mmol·L
- 1

pH 6 ( KH2 PO4 2NaOH ) 或 pH 10 ( Tris2HCl) 的缓冲液 , 0115

mL azocasein溶液 , 011 mL终浓度为 110 mmol·L
- 1或 510 mmol·L

- 1的抑制剂溶液 (对照管和 100%

酶活体系都分别加入 011 mL抑制剂溶液的相应溶剂 )。反应体系 37℃保温 3 h, 然后加 1 mL 10 %的
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TCA终止反应 (对照管则在反应前加 TCA ) , 4℃静置 30 m in, 8 000 ×g离心 10 m in, 上清液用

UV7500紫外 -可见分光光度计记录 340 nm下的吸光度。抑制百分比以 (1 - A
o
340 /A

i
340 ) ×100%表示 ,

其中 , Ao
340、A i

340分别为为 100%酶活体系、抑制剂体系与对照相比在 340 nm波长下的吸光度。

2　结果与分析

211　失水胁迫中品种间弯颈率和复水恢复率以及花枝水分状况比较

21111　弯颈率和复水恢复率 　将 ‘Samantha’和 ‘Belam i’以带枝花和离枝花两种形式进行了 0～

60 h的失水胁迫处理。从图 1可以看出 , 在 0～60 h失水胁迫过程中 , 花枝弯颈率的增加速度 , 耐失

水胁迫品种 ‘Samantha’快于中度耐失水胁迫品种 ‘Belam i’; 同一品种带枝花快于离枝花。失水胁

迫后的花枝复水状况 , 即恢复率的降低速度 ‘Samantha’慢于 ‘Belam i’; 同一品种带枝花慢于离

枝花。

进一步分析发现 , 在 0～60 h的失水胁迫过程中 , 带枝花、离枝花都出现了恢复率快速降低的拐点 ,

并且 ‘Samantha’晚于 ‘Belam i’, 前者带枝花、离枝花分别为 30 h和 42 h, 后者分别为 24 h和 30 h。

图 1　失水胁迫对切花月季 ‘Saman tha’和 ‘Belam i’弯颈率和复水恢复率的影响

图中箭头表示花枝复水恢复率快速降低的拐点。

F ig. 1　Effects of wa ter def ic it stress on ben t neck and recovery ra tes in cut rose‘Saman tha’and‘Belam i’

A rrows in the figure means the turning points going to be decreasing rap idly in recovery rate of flowers.

21112　花枝水分状况　从图 2看出 , 在失水胁迫过程中 , 鲜质量损失率的增加速度 ‘Samantha’

显著快于 ‘Belam i’ (图 2) ; 同一品种带枝花显著快于离枝花。花朵水势下降速度 ‘Samantha’显

著快于 ‘Belam i’ (图 2) , 带枝花快于离枝花 , 并且 ‘Samantha’带枝花和离枝花差异显著 , 而

‘Belam i’没有达到显著水平。对应于花枝复水恢复率快速降低的拐点 , 同一品种带枝花、离枝花

花朵水势降低值非常接近 , ‘Samantha’在 30 h和 42 h的水势分别为 - 4104 M Pa和 - 3185 M Pa;

‘Belam i’在 24 h和 30 h的水势分别为 - 215 M Pa和 - 2136 M Pa。可见 , 虽然带枝花、离枝花由失

水胁迫带来的水势降低速度有差异 , 但是花枝复水恢复率进入快速降低拐点处的水势值保持基本

一致。

综合上述 4项指标 , 可以认为 , 切花品种间复水能力 , 即失水胁迫耐性的差异与其花枝的失水速

度没有必然联系。
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图 2　切花月季 ‘Saman tha’和 ‘Belam i’失水胁迫过程中鲜质量损失率和水势的变化

图中箭头为花枝复水率快速降低拐点的位置。

F ig. 2　Changes of fresh ma ss loss ra te and wa ter poten tia l in cut rose‘Saman tha’and‘Belam i’dur ing wa ter def ic it stress

A rrows in the figure mean the positions, in which, recovery rates of flowers were turning to be decreased rap idly.

212　失水胁迫中品种间花瓣可溶性蛋白质和游离氨基酸含量的比较

由图 3可以看出 , 花瓣可溶性蛋白质含量 , ‘Samantha’在失水胁迫前期略有增加 , 很快进入平

稳状态 , 然后迅速转向降低趋势 , 呈现明显的转折点 (图中箭头 ) ; 并且 , 带枝花、离枝花这一转折

点都与复水恢复率快速降低的拐点 (图 1) 相一致。而 ‘Belam i’则没有发现规律性的变化。

从图 3还可以看出 , 两品种花瓣中游离氨基酸含量呈现相近的变化趋势 , 即胁迫处理前期增加相

对缓慢 , 然后转向较快的上升趋势 ; 并且两品种带枝花、离枝花快速上升的转折点都与其相应的复水

恢复率迅速降低的拐点相吻合。

图 3　失水胁迫对切花月季 ‘Saman tha’和 ‘Belam i’花瓣可溶性蛋白质和游离氨基酸含量的影响

图中箭头为花枝复水率快速降低拐点的位置。

F ig. 3　Effects of wa ter def ic it stress on soluble prote in and free am ino acid contents in peta ls of cut rose‘Samantha’and‘Belam i’

A rrows in the figure mean the positions, in which, recovery rates of flowers were turning to be decreased rap idly.
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213　失水胁迫中品种间花瓣内肽酶活性的比较

我们前期的研究表明 , 未经失水胁迫处理的

对照花材花瓣中内肽酶活性 , ‘Samantha’在 pH

10出现活性高峰 ; 而 ‘Belam i’却分别在 pH 6

和 pH 10出现活性高峰 , 其中前者高于后者〔7〕。

为此 , ‘Samantha’和 ‘Belam i’分别选取 pH 10

和 pH 6的结果进行分析。

由图 4看出 , 在失水胁迫过程中 , 花瓣内肽

酶活性的诱导上升 , ‘Samantha’明显晚于 ‘Bel2
am i’; 同一品种带枝花早于离枝花。并且 , 两品

种带枝花和离枝花诱导上升的转折点与其相应的

复水恢复率快速降低的拐点 (图 1) 相一致。由

此推测 , 两品种失水胁迫耐性之间的差异 , 与内

肽酶活性诱导升高之间的差异相关联。

214　失水胁迫中品种间花瓣内肽酶种类的比较

用蛋白酶抑制剂对 ‘Samantha’和 ‘Belam i’

花瓣中内肽酶种类进行鉴定的结果见表 1。从中

看出 , 花瓣中金属蛋白酶活性 , 在 pH 6测定条件

下 , ‘Samantha’因失水胁迫而显著提高 , 而

‘Belam i’被胁迫显著诱导 ; 在 pH 10条件下 ,

‘Samantha’因失水胁迫而轻微诱导 ;‘Belam i’则

被显著诱导。

花瓣中巯基蛋白酶活性 , 在 pH 6条件下 , 两

品种均因失水胁迫而提高 , 胁迫处理结束的 60 h,

处理与对照之间达到了显著差异水平 , 其中 ,

‘Samantha’差异更大 ; 在 pH 10条件下 , 两品种

对照花材都没有检测出活性 , 并且也没有因失水

胁迫而诱导。

花瓣中丝氨酸蛋白酶活性 , 在 pH 6条件下 ,

两品种都没有受到失水胁迫的显著影响 ; 在 pH

10条件下 , 两品种均因失水胁迫而显著提高 , 其

中 ‘Belam i’提高的幅度更大。

由此推测 , 两品种失水胁迫耐性之间的差异 ,

与花瓣中金属蛋白酶和丝氨酸蛋白酶活性诱导之

间的差异有关。

图 4　失水胁迫对切花月季 ‘Saman tha’和 ‘Belam i’

花瓣中内肽酶活性的影响

图中箭头为花枝复水率快速降低拐点的位置。

F ig. 4　Effect of wa ter def ic it stress on endopeptida se activ ity

of peta ls in cut rose‘Saman tha’and‘Belam i’

A rrows in the figure mean the positions, in which,

recovery rates of flowers were turning to be decreased rap idly.

表 1　蛋白酶抑制剂对切花月季 ‘Saman tha’和 ‘Belam i’

失水胁迫过程中花瓣内肽酶活性的抑制效应

Table 1　Effect of d ifferen t inh ib itors on endopepetida se activ ity

in peta ls of cut rose‘Saman tha’and‘Belam i’dur ing wa ter

def ic it stress (WD S)

品种
Cultivar
处理
Treatment

抑制百分比 Inhibition ( % )

pH 6

EDTA IA PMSF

pH 10

EDTA IA PMSF

Samantha对照 Control 5b 14b 13a 0a 0a 17b

失水胁迫 30 h
WDS for 30 h

15a
　

13b
　

16a
　

6a
　

0a
　

41a
　

失水胁迫 60 h
WDS for 60 h

14a
　

40a
　

17a
　

0a
　

0a
　

43a
　

Belam i 对照 Control 0c 16b 20a 0c 0a 40b

失水胁迫 30 h
WDS for 30 h

7b
　

14b
　

14a
　

9b
　

0a
　

83a
　

失水胁迫 60 h
WDS for 60 h

16a
　

25a
　

15a
　

18a
　

0a
　

83a
　

　　注 : 同一列相同字母表示经 Duncan氏新复极差法检验在
0105水平上差异不显著 , n = 3。

Note: The same letter in the same row means no significant differ2
ence at 0105 level by Duncanπs multip le range test, n = 3.

3　讨论

311　品种间失水胁迫耐性差异与花朵水势变化之间的关联

我们的前期工作明确 , 在给定的失水胁迫条件下 , 以月季切花瓶插寿命缩短百分比为衡量基准 ,

将常见品种的失水胁迫耐性划分为 3个等级。其中 , ‘Samantha’等品种为耐失水胁迫品种 ; ‘Bela2
m i’等品种为中度耐失水胁迫品种 ; ‘Gabriella’等品种为不耐失水胁迫品种〔1〕。由于 ‘Gabriella’

等极不耐失水胁迫的品种已被商品生产所淘汰 , 故再没能得到。于是 , 我们选用了有一定生产规模的
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‘Samantha’和 ‘Belam i’, 分别作为不同耐性品种的代表。为了创造不同的胁迫进程 , 分别采用带枝

花和离枝花两种方式进行连续的失水胁迫和复水处理。结果表明 , 在 0～60 h失水胁迫过程中 , 带枝

花花枝复水恢复率呈现由缓慢下降到快速下降的拐点 , ‘Samantha’和 ‘Belam i’分别为 30 h和 24 h

(图 1) ; 两品种花朵水势对应于复水率拐点呈现高度吻合的由快速下降转向缓慢下降的转折点。离枝

花获得了与带枝花的一致的结果 (图 1、图 2)。本试验 ‘Samantha’失水胁迫 30 h获得的水势转折

点的数值 ( - 4104 MPa, 图 2 ) , 与我们前期在相同条件下失水胁迫 28 h获得的数值 ( - 4100

MPa)〔1〕非常吻合 , 说明同一品种在不同年度和不同季节具有一定的可重复性。这一结果说明 , 在月

季切花流通实践中 , 我们可以用快速、便捷的花枝复水恢复率作为衡量品种间的失水胁迫耐性的判断

指标。

312　品种间失水胁迫耐性与内肽酶活性和种类诱导之间的关联

植物在遭受与水分亏缺有关的水分胁迫时 , 体内往往伴随着蛋白质的降解。而蛋白质的降解先是

由内肽酶水解成肽段 , 接着由外肽酶进一步水解成氨基酸。

我们前期的工作表明 , 失水胁迫 30 h提高了切花月季中度耐性品种 ‘Belam i’花瓣中内肽酶活

性〔8〕。本试验得到了与上述一致的结果 , 即随着失水胁迫时间的延长 , 两品种花瓣内肽酶活性升高。

植物遭受水分胁迫后 , 能诱导新的内肽酶产生。研究表明 , 干旱胁迫在豇豆叶片中诱导出多种半

胱氨酸内肽酶〔12〕
; 使两种编码半胱氨酸蛋白酶的基因在拟南芥中显著表达〔13〕

; 在蚕豆细胞壁诱导出

一个编码内肽酶的 Cyp15a基因〔11〕; 花椰菜采后在空气中放置 72 h后 , 诱导出 4个半胱氨酸蛋白酶 ;

在 PEG渗透胁迫下 , 提高了平邑甜茶叶片中巯基蛋白酶、丝氨酸蛋白酶及金属蛋白酶活性 , 其中最

活跃的是巯基蛋白酶。综合上述报道可以明确 , 水分胁迫诱导产生的主要是巯基蛋白酶。但是 , 本试

验月季切花失水胁迫虽然也提高了其巯基蛋白酶和丝氨酸蛋白酶的活性 , 并且其中丝氨酸蛋白酶变化

最剧烈 , 但诱导产生的主要是金属蛋白酶。

不同植物的水分亏缺耐性不同 , 同一植物的不同品种间耐性也会存在差异。耐性不同 , 胁迫对其

器官或组织内肽酶诱导可能会存在差异。对小麦的研究表明 , 在 PEG渗透胁迫下 , 抗旱性不同的品

种叶片内肽酶活性诱导升高幅度和活性组成的变化不同 : 抗旱品种上升幅度远小于敏感品种 ; 两品种

叶片中的内肽酶主要是巯基蛋白酶 , 其活性因渗透胁迫而显著提高 , 两品种叶片中没有检测到丝氨酸

蛋白酶 , 其活性在敏感品种中没有因渗透胁迫被诱导 , 但在抗旱品种中却显著被诱导〔9〕。我们前期

的研究表明 , 耐性不同的 ‘Samantha’和 ‘Belam i’花瓣中内肽酶活性和种类在自然衰老过程中存在

差异〔7〕。本试验对两品种进行连续失水胁迫 , 结果是耐性品种 ‘Samantha’花瓣内肽酶活性上升的幅

度远大于中度耐性品种 ‘Belam i’; 花瓣内肽酶种类 , 丝氨酸蛋白酶 , 在 pH 10检测条件下 , 两品种

均存在 , 其活性均因胁迫而显著提高 , 但 ‘Samantha’的提高幅度远低于 ‘Belam i’; 金属蛋白酶活

性 , ‘Samantha’只在其最适 pH 10下被轻微诱导 , 而 ‘Belam i’在出现活性高峰的 pH 6和 pH 10下

均被显著诱导。本试验所获得的切花月季品种间失水胁迫耐性与内肽酶活性和种类之间的关联与上述

农作物小麦之间存在很大的差异。

综合上述 , 基于我们现有的信息 , 将月季品种间失水胁迫耐性与失水胁迫对其花瓣内肽酶活性和

种类的诱导联系起来 , 发现二者之间存在一定的关联 , 在国内外还没有见到过类似的报道。目前我们

正围绕失水胁迫诱导的特异内肽酶种类进行深入的探讨。
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