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　 　 摘要：　 以一年生福鼎大白扦插苗为材料，采用水培法，研究不同浓度氟对茶树抗坏血酸⁃谷胱甘肽（ＡＳＡ⁃
ＧＳＨ）循环中酶及抗氧化物质的影响。 结果表明：随着氟处理浓度的增加，抗坏血酸过氧化物酶（ＡＰＸ） 、谷胱甘肽

还原酶（ＧＲ）、单脱氢抗坏血酸还原酶（ＭＤＨＡＲ）活性均先升后降；总抗坏血酸（Ｔ⁃ＡＳＡ）、还原型抗坏血酸（ＡＳＡ）、脱
氢抗坏血酸（ＤＨＡ）含量显著增加；脱氢抗坏血酸还原酶（ＤＨＡＲ）活性、总谷胱甘肽（Ｔ⁃ＧＳＨ）含量、还原型谷胱甘肽

（ＧＳＨ）含量均呈下降趋势；ＡＳＡ ／ ＤＨＡ 和 ＧＳＨ ／ ＧＳＳＧ 均显著下降；丙二醛（ＭＤＡ）、过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）含量显著增加。
说明，在低氟范围内，ＡＳＡ⁃ＧＳＨ 循环对氟胁迫做出了抵御响应，及时清除活性氧（ＲＯＳ），保护茶树免受伤害，但随着

氟浓度的增加，ＲＯＳ 产生量超出了这些酶及抗氧化物质的清除能力，导致过量的 ＲＯＳ 积累。
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　 　 茶树是一种富氟植物，成熟叶片和老叶片中的

氟含量可达１ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ［１⁃２］，茶叶中如此高含量的

氟被摄入人体，容易引起氟骨症、氟斑牙等健康问

题［３］，同时也对茶树的生理生化、细胞结构等产生

影响。 Ｌｉ 等前期研究了氟对茶叶品质成分［４］、香
气［５］、超微结构、光合、抗氧化系统［６⁃７］ 等的影响，发
现茶树在氟处理下，抗氧化系统中的氧化酶（ＳＯＤ、
ＰＯＤ、ＣＡＴ 等）在保护茶树不受活性氧（ＲＯＳ）伤害方

面发挥了积极作用。 另据报道，植物体内 ＡＳＡ⁃ＧＳＨ
循环系统在抵御逆境及清除在逆境中产生的 ＲＯＳ
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方面也有着重要作用［８⁃１０］。 目前，ＡＳＡ⁃ＧＳＨ 循环系

统在茶树体内作用的相关研究较少，关于氟与 ＡＳＡ⁃
ＧＳＨ 循环系统的关系研究未见报道。 本研究采用

营养液培养茶苗，研究外加不同氟浓度处理对福鼎

大白茶茶苗 ＡＳＡ⁃ＧＳＨ 循环系统中的酶活性和主要

抗氧化物质的影响，以期完善氟影响下茶树清除

ＲＯＳ 的机制。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

试验中用到的幼龄茶树为福鼎大白一年生扦插

苗（茶苗购自湖北省农业科学院果茶研究所）。
１．２　 试验设计

试验在华中农业大学试验基地玻璃温室进行，
选用长势较一致的福鼎大白一年生扦插茶苗，将茶

苗根部用自来水洗净后再用去离子水洗，然后移到

盛有 １ ／ ２Ｈｏａｇｌａｎｄ＋Ａｒｎｏｎ［１１］营养液的黑色塑料小桶

中，缓苗后，分别设 ０ ｍｇ ／ Ｌ（ＣＫ）、２ ｍｇ ／ Ｌ、４ ｍｇ ／ Ｌ、６
ｍｇ ／ Ｌ、１０ ｍｇ ／ Ｌ ５ 个氟浓度处理，每个处理重复 ５
次，氟源为 ＮＨ４Ｆ，在水培期间，每天每盆均用压力

泵通气，并调整营养液 ｐＨ ＝ ５􀆰 ５，５ ｄ 换 １ 次营养液。
处理 ３０ ｄ 后收集茶树鲜叶测定酶活性等相关指标。
１．３　 测定项目及方法

１．３．１　 酶液提取 　 茶树鲜叶去除主脉后称取 ０􀆰 ５０
ｇ，置于预冷的研钵中，加入预冷的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＰＢＳ（ｐＨ ＝ ７􀆰 ８） ５ ｍｌ（含有 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ， ５％
ＰＶＰ），在冰上研磨至匀浆状，匀浆液于 ４ ℃ 下

１６ ０００ ｇ离心 １５ ｍｉｎ，取其上清液用于测定 ＡＰＸ（抗
坏血酸过氧化物酶）、 ＧＲ （ 谷胱甘肽还原酶）、
ＭＤＨＡＲ（单脱氢抗坏血酸还原酶）、ＤＨＡＲ（脱氢抗坏

血酸还原酶）等酶活力［１２］。
１．３．２　 测定方法　 ＡＰＸ、ＭＤＨＡＲ、ＤＨＡＲ 活性测定分

别参照 Ｎａｋａｎｏ 等［１３］、Ｍｉｙａｋｅ 等［１４］ 的方法；总抗坏血

酸 Ｔ⁃ＡＳＡ 、ＡＳＡ 和 ＤＨＡ 含量测定参考 Ｋａｍｐｆｅｎｋｅｌ
等［１５］的方法；总谷胱甘肽（Ｔ⁃ＧＳＨ）、还原型谷胱甘肽

（ＧＳＨ）和氧化型谷胱甘肽（ＧＳＳＧ）含量根据陈建勋

等［１６］的方法测定；ＧＲ 活性和过氧化氢含量均采用南

京建成生物工程研究所提供的试剂盒测定。 丙二醛

（ＭＤＡ）含量采用硫代巴比妥酸法［１７］测定。
１．４　 数据分析

采用 Ｅｘｃｅｌ ２００３ 进行数据计算和作图，采用

ＳＡＳ 软件进行 ＬＳＤ 显著性检验。

２　 结果与分析

２．１　 氟处理对茶树叶片中 Ｈ２Ｏ２及 ＭＤＡ 含量的

影响
　 　 由图 １ 可以看出，随着氟处理浓度的增加，鲜叶

中的 Ｈ２Ｏ２含量和 ＭＤＡ 含量的变化趋势一致，均显

著升高。 Ｈ２ Ｏ２ 含 量 在 氟 处 理 浓 度 为 ２ ｍｇ ／ Ｌ、
４ ｍｇ ／ Ｌ、６ ｍｇ ／ Ｌ、１０ ｍｇ ／ Ｌ 时分别比对照高 ３􀆰 ８０％、
１４􀆰 １９％、２４􀆰 ０９％、２６􀆰 ０６％。 ＭＤＡ 含量在氟浓度为

２ ｍｇ ／ Ｌ、４ ｍｇ ／ Ｌ、６ ｍｇ ／ Ｌ、１０ ｍｇ ／ Ｌ 时分别比对照高

１􀆰 ９７％、２４􀆰 １８％、５７􀆰 ７７％、５３􀆰 ９４％。

不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０． ０５）。
图 １　 氟对茶苗叶片中 Ｈ２Ｏ２和 ＭＤＡ 含量的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｆ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ ａｎｄ ＭＤＡ ｉｎ ｔｅａ ｌｅａｖｅｓ

２．２　 氟处理对茶树叶片 ＡＳＡ⁃ＧＳＨ 循环系统相关

酶活性的影响

　 　 由图 ２ Ａ 可以看出，在低氟（氟浓度为 ２ ｍｇ ／ Ｌ、
４ ｍｇ ／ Ｌ）处理时，ＡＰＸ 活性升高，在氟浓度为 ４ ｍｇ ／ Ｌ
时达到最大值，随后开始下降，其中氟浓度为 ２
ｍｇ ／ Ｌ、 ４ ｍｇ ／ Ｌ 时， 分 别 比 对 照 高 ３２􀆰 ２７％ 和

７７􀆰 ４７％，差异显著；氟浓度为 ６ ｍｇ ／ Ｌ、１０ ｍｇ ／ Ｌ 时，
分别比对照低 ６􀆰 ４３％和 ２９􀆰 ０１％。 ＧＲ、ＭＤＨＡＲ 活性

在氟浓度为 ２ ｍｇ ／ Ｌ 时达到峰值，此时，ＧＲ、ＭＤＨＡＲ
活性分别比对照高 ２９􀆰 １５％和 ４６􀆰 ５０％，差异显著

（图 ２Ｂ、图 ２Ｃ）。 ＤＨＡＲ 活性随着氟浓度的增加呈

９１０１李春雷：氟对茶树抗坏血酸⁃谷胱甘肽循环系统的影响



明显下降趋势， 在氟浓度为 ２ ｍｇ ／ Ｌ、 ４ ｍｇ ／ Ｌ、 ６
ｍｇ ／ Ｌ、 １０ ｍｇ ／ Ｌ 时 分 别 比 对 照 降 低 ２４􀆰 ３１％、
４８􀆰 ６４％、５６􀆰 ７４％、６４􀆰 ８６％，差异显著（图 ２ Ｄ）。

不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
图 ２　 氟对茶苗叶片中 ＡＰＸ、ＧＲ、ＭＤＨＡＲ、ＤＨＡＲ 活性的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｆ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＡＰＸ， ＧＲ， ＭＤＨＡＲ ａｎｄ
ＤＨＡＲ ｉｎ ｔｅａ ｌｅａｖｅｓ

２．３　 氟处理对茶树叶片 ＡＳＡ 和 ＤＨＡ 含量的影响

图 ３Ａ 和图 ３Ｂ 显示，氟浓度在 ０～６ ｍｇ ／ Ｌ 时，随
着氟浓度的增加，总抗坏血酸（Ｔ⁃ＡＳＡ）和还原型抗

坏血酸（ＡＳＡ）的含量均显著升高，Ｔ⁃ＡＳＡ 在氟浓度

为 ２ ｍｇ ／ Ｌ、４ ｍｇ ／ Ｌ、６ ｍｇ ／ Ｌ 时分别比对照高 ９􀆰 ７１％、

不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
图 ３　 氟对茶苗叶片中总 ＡＳＡ、ＡＳＡ、ＤＨＡ 含量和 ＡＳＡ ／ ＤＨＡ 比

值的影响

Ｆｉｇ．３ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｆ ｏｎ ｔｏｔａｌ ＡＳＡ， ＡＳＡ， ＤＨＡ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｎｄ
ＡＳＡ ／ ＤＨＡ ｉｎ ｔｅａ ｌｅａｖｅｓ

１７􀆰 ０３％、３０􀆰 ０２％，差异显著； ＡＳＡ 在氟浓度为 ２
ｍｇ ／ Ｌ、４ ｍｇ ／ Ｌ、 ６ ｍｇ ／ Ｌ 时分别比对照高 ５􀆰 ３６％、
９􀆰 ９６％、１８􀆰 ７３％，差异显著。 当氟浓度为 １０ ｍｇ ／ Ｌ
时，二者均略有下降，但仍显著高于对照。 由图 ３Ｃ
可以看出， 随着氟浓度的增加， 脱氢抗坏血酸
（ＤＨＡ）含量不断增加，在氟浓度为 ２ ｍｇ ／ Ｌ、４ ｍｇ ／ Ｌ、
６ ｍｇ ／ Ｌ、 １０ ｍｇ ／ Ｌ 时 分 别 比 对 照 高 １５􀆰 ５２％、
２６􀆰 ５０％、４５􀆰 １４％、４８􀆰 ７３％，差异显著。 图 ３Ｄ 反映
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了 ＡＳＡ 与 ＤＨＡ 的比率变化，随着氟浓度增加，
ＡＳＡ ／ ＤＨＡ 不断降低，在氟浓度为 ６ ｍｇ ／ Ｌ、１０ ｍｇ ／ Ｌ
时分别比对照降低 １８􀆰 ２０％、２６􀆰 ９７％，差异显著。
２．４　 氟处理对茶树叶片 ＧＳＨ 和 ＧＳＳＧ 含量的影响

由图 ４ 可知，随着氟浓度的增加，总谷胱甘肽含

不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
图 ４　 氟处理下茶苗叶片中总 ＧＳＨ、ＧＳＨ、ＧＳＳＧ 含量和 ＧＳＨ ／

ＧＳＳＧ 的变化

Ｆｉｇ．４ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｆ ｏｎ ｔｏｔａｌ ＧＳＨ， ＧＳＨ， ＧＳＳＧ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｎｄ
ＧＳＨ ／ ＧＳＳＧ ｉｎ ｔｅａ ｌｅａｖｅｓ

量呈现下降趋势，ＧＳＨ （还原型谷胱甘肽） 含量、
ＧＳＨ ／ ＧＳＳＧ 均显著下降， 与对照差异显著 （ Ｐ ＜

０􀆰 ０５）， 最 大 降 幅 分 别 比 对 照 降 低 ３３􀆰 ０６％ 和

２９􀆰 ７５％。 ＧＳＳＧ（氧化型谷胱甘肽）含量在氟浓度为

２ ｍｇ ／ Ｌ 时略微升高，但与对照差异不显著，随后降

低，在氟浓度为 ６ ｍｇ ／ Ｌ 时 ＧＳＳＧ 含量显著低于

对照。

３　 讨 论

在逆境胁迫下，植物体内的 ＡＳＡ⁃ＧＳＨ 循环系统

在清除过多的活性氧自由基方面起着重要作用。
ＡＰＸ 以 ＡＳＡ 为电子供体将叶绿体内的 Ｈ２Ｏ２转变为

Ｈ２Ｏ，从而消除 Ｈ２Ｏ２的毒性。 本研究中 ＡＰＸ 活性先

升高后降低，在氟浓度为 ４ ｍｇ ／ Ｌ 时达到峰值，说明

在低氟浓度时 ＡＰＸ 在清除活性氧方面发挥了积极

作用，但随着氟胁迫程度的加大，Ｈ２Ｏ２的量已经超

出了 ＡＰＸ 的清除能力，过量的 Ｈ２Ｏ２对茶树细胞膜

等细胞结构造成伤害，这也与我们前期超微结构的

试验结果一致，在氟浓度低于 ４ ｍｇ ／ Ｌ 时细胞超微结

构受害较轻，出现质壁分离、脂质球增多等现象，高
于 ４ ｍｇ ／ Ｌ 时细胞超微结构受害严重，如叶绿体扁形

严重，叶绿体被膜破裂，类囊体扭曲严重，线粒体出

现空化现象等［６］。 ＭＤＡ 是膜脂过氧化反应的终产

物，ＭＤＡ 含量的不断升高也说明了细胞遭受了

伤害。
ＡＰＸ、ＧＲ、ＭＤＨＡＲ 活性在低氟浓度下升高，随后

下降，说明茶树 ＡＳＡ⁃ＧＳＨ 循环中酶活性是对外界逆

境的一种抵御能力，是对茶树自身的一种保护功能。
ＧＳＳＧ 被还原为 ＧＳＨ 主要依靠 ＧＲ 酶活性，本研究

中 ＧＲ 活性与 ＧＳＨ 含量变化趋势并不一致，说明

ＧＳＨ 可能还受其他途径的调控。 ＧＳＨ 和 ＡＳＡ 作为

植物体内主要的抗氧化物质，ＧＳＨ 含量的下降不利

于茶树抵御外来逆境。 ＡＳＡ 含量显著增大，对于清

除 ＲＯＳ 起到了积极作用， 而 ＡＳＡ 的再生需要

ＭＤＨＡＲ 和 ＤＨＡＲ，低浓度氟处理条件下，ＭＤＨＡＲ 活

性升高，将有利于 ＡＳＡ 的再生，ＤＨＡＲ 活性的降低则

不利于 ＤＨＡ 向 ＡＳＡ 转化，造成了 ＤＨＡ 含量的升

高，过量的 ＤＨＡ 将最终降解为草酸和 （或） 酒

石酸［１８］。
植物对逆境的抵御不仅仅与 ＡＳＡ 和 ＧＳＨ 含量

以及它们中任何一个的氧化含量或者还原含量的增

加或者减少相关，而是与植物体内整个氧化还原库

中还原态和氧化态的氧化还原势有关［１９⁃２０］，因此，
植物体内 ＡＳＡ 和 ＧＳＨ 的保护作用更多的是通过整
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个氧化还原势的调控来实现的，ＡＳＡ 与 ＤＨＡ 比值

和 ＧＳＨ 与 ＧＳＳＧ 比值可以作为清除 ＲＯＳ 的调控信

号［９］，ＡＳＡ 与 ＤＨＡ 比值的升高和 ＧＳＨ 与 ＧＳＳＧ 比

值的升高表明植株对逆境抵抗能力的提高［２１］，本研

究中，在氟处理条件下 ＡＳＡ 与 ＤＨＡ 比值和 ＧＳＨ 与

ＧＳＳＧ 比值均显著下降，表明茶树体内积聚的 ＲＯＳ
对茶树细胞结构造成了伤害，ＭＤＡ 和 Ｈ２Ｏ２含量的

增加也说明了细胞膜受到了伤害。
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