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温度上升提高了黄瓜叶片线粒体交替氧化酶呼吸途径对光破坏防御作用

的贡献
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摘要: 本文以黄瓜为实验材料, 研究了不同温度下植物叶片交替氧化酶呼吸途径(AOX途径)对光破坏防御贡献的差异及其

机理。结果表明, 低温不仅抑制了AOX途径的活性, 还抑制了“Malate-OAA”穿梭, 导致光合作用产生的过剩还原力NAD(P)H
的消耗减少, 低温下抑制AOX途径后没有加重叶片光抑制; 而高温下AOX途径活性的上调有效消耗了通过“Malate-OAA”
穿梭机制转运而来的过剩还原力, 缓解了光合电子传递链的过度还原, 并且AOX途径受抑后, 叶片光抑制显著增加。上述结

果表明AOX途径在低温下对光破坏防御的贡献受到明显限制, 而在高温下AOX途径的上调增加了其对光破坏防御的贡献。
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Abstract: The diversity roles of mitochondrial alternative oxidase (AOX) pathway in photoprotection in cu-
cumber leaves under low and high temperatures were studied, and the photoprotection mechanisms of the AOX 
pathway under different temperatures were also discussed. The results indicated that chilling not only inhibited 
AOX pathway activity but also inhibited the “Malate-OAA” shuttle, as a result the consuming of excess reduc-
ing equivalents via AOX pathway decreased, which limited the capability of photoprotection via AOX pathway 
under low temperature. While under high temperature, up-regulation of the activity of AOX pathway enhanced 
the consuming of the excess reducing equivalents from chloroplasts through the “Malate-OAA” shuttle, which 
alleviated the over-reduction of the photosynthetic electron transport chain. Above all, AOX pathway of cucum-
ber leaves has a more important role in photoprotection under high temperature than under low temperature.
Key words: cucumber; mitochondrial alternative oxidase pathway; low and high temperature; photoprotection; 
salicylhydroxamic acid

植物叶片AOX途径作为叶绿体外的光破坏防

御途径, 近年来越来越引起人们的关注。有研究

表明, 强光可以诱导植物叶片AOX途径活性上调, 
有效消耗通过“Malate-OAA”穿梭途径从叶绿体转

运到线粒体内的过剩还原力NAD(P)H, 进而缓解

强光对叶片造成的光抑制(Yoshida等2006, 2007)。
另外, AOX途径还可以减缓强光下活性氧的产生, 
从而减轻活性氧对PSII反应中心修复过程的抑制

作用(Zhang等2011)。我们近期的研究表明, AOX
途径受抑会造成PSI受体侧过还原, 进而造成光合

电子传递链受阻, 影响跨类囊体膜质子梯度的产

生, 进而影响紫黄质的去环氧化, 抑制了NPQ的构

建(Zhang等2012a), 所以AOX途径可以通过缓解

PSI受体侧的过还原, 加速NPQ的构建, 进而起到光

破坏防御作用 ;  此外 ,  我们前期的研究还表明 , 
AOX途径在强光和弱光条件下都可以起到光破坏

防御作用(孟祥龙等2012)。
目前人们对于AOX途径的光破坏防御作用的

研究仅仅局限于常温条件下, 而对于低温或者高

温下AOX途径是否也同样具有光破坏防御作用目

前尚未有人探讨。虽然有研究表明, 长期低温下

生长植株的AOX蛋白含量会有所上调(Gonzàlez-
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Meler等1999), 进而减缓低温下植物体内活性氧的

产生(Dufour等2000; Gredilla等2006), 然而这些研

究均未涉及低温下AOX途径对光合电子传递和光

破坏防御机制的影响。虽然有研究指出高温可以

导致AOX途径活性下降(Stewart等1990; Lin和
Markhart 1990), 然而还有些研究表明, 在一定的温

度范围内, 随着温度的增加, AOX途径活性逐渐升

高(Rachmilevitch等2007; Hüve等2011), 因此对于

不同的植物来讲, 高温下AOX途径活性的变化存

在明显的差异, 而高温对植物AOX途径活性具有

怎样的影响目前仍然存在争议。因此, 本研究主

要针对低温以及高温对植物叶片AOX途径活性的

影响, 探讨不同温度对AOX途径活性的影响是否

会干扰其光破坏防御作用, 以及不同温度下AOX
途径光破坏防御作用的机制是否存在差异。探明

这些问题对于深入理解AOX途径的光破坏防御机

制以及不同温度下植物叶片光破坏防御作用的多

样性具有重要意义。

黄瓜作为一种常见的保护地栽培品种, 在冬

季大棚栽培过程中不可避免地遭受低温胁迫; 而
在夏季栽培过程中 ,  又不可避免地遭受高温胁

迫。植物叶片在遭受低温或者高温胁迫时, 叶片

光抑制程度比常温条件下更为严重, 有时甚至会

造成不可逆的伤害。因此研究不同温度下AOX途

径对黄瓜叶片的光破坏防御作用对于黄瓜栽培具

有重要的指导意义。本研究使用黄瓜作为试验材

料, 探讨了不同温度对AOX途径的影响以及AOX
在不同温度下对光合机构光破坏防御的贡献。

材料与方法

1  植物材料与处理

以黄瓜(Cucumis sativus L.) ‘津春4号’为试验

材料, 采用盆栽, 每盆一株, 在温室中培养, 整个生

长过程按照常规栽培管理, 培养期间昼(14 h)/夜(10 
h)温度分别为26~32 ℃/22~28 ℃, 中午最大光强为

600 μmol·m-2·s-1
左右。培养4周后, 取两叶一心的第

2片充分展开叶用于试验。

分别用去离子水(对照组)和2 mmol·L-1
的水杨

基羟肟酸(SHAM)溶液(处理组)在恒温(25 ℃)以及

黑暗条件下预处理叶圆片3 h。然后将处理好的叶

圆片转移到不同的温度(10、25和40 ℃)下照光3 h 

(光强600 μmol·m-2·s-1), 使用RTE-211超级恒温水浴

(NESLAB, USA)控制温度, 光源为LED灯(上海三

澎机电有限公司, 上海)。
2  黄瓜叶片交替呼吸速率测定

经过不同处理后, 分别在各自处理温度下测

定黄瓜叶片的交替呼吸速率, 以此来反映黄瓜叶

片的AOX途径活性。根据孟祥龙等(2012)的方法, 
利用OXYTHERM氧电极(Hansatech, 英国), 在各

自的处理温度下测定交替呼吸呼吸速率。反应室

温度由OXYTHERM氧电极的控温装置自动控

制。于反应杯中添加2 mL磷酸缓冲液(pH 6.8), 加
入半径0.5 cm的叶圆片, 在黑暗中测定叶片的耗氧

速率, 当耗氧速率达到稳定状态后, 根据10~20 min 
区间氧气浓度的下降斜率计算叶片总呼吸速率

[Rtotal, μmol(O2)·m
-2·s-1]。总呼吸速率测定完毕后, 

重新在反应杯中加入1.4 mL磷酸缓冲液(pH 6.8)和
0.6 mL浓度为100 mmol·L-1

的SHAM 溶液, 加入叶

圆片, 于黑暗中测定叶片的耗氧速率[RSHAM, μmol 
(O2)·m-2·s-1], AOX 途径呼吸速率为: RAOX=Rtotal–
RSHAM。根据上述方法分别测定不同处理条件下叶

片的交替呼吸速率。AOX途径抑制百分比(%)表
示黄瓜叶圆片受到2 mmol·L-1

的SHAM抑制之后, 
AOX途径活性被抑制的大小所占对照组AOX途径

活性大小的比例, 计算公式为(RCK–RSHAM)/RCK。

3  叶绿素荧光和快速叶绿素荧光诱导曲线的测定

采用FMS-2型便携脉冲调制式荧光仪(Hansat-
ech, 英国)测定各种处理后黄瓜叶片叶绿素荧光参

数。由FMS-2提供600 μmol·m-2·s-1
的作用光。在处

理前, 在黑暗下分别测定H2O以及SHAM预处理后

暗适应下的最小荧光Fo和最大荧光Fm。在各温度

条件下光照3 h后, 测定叶圆片在稳定状态下的荧

光(Fs), 光适应下的最小荧光Fo′和最大荧光Fm′。利

用上述测定的荧光参数计算光系统II的实际光化

学效率(Maxwell和Johnson 2000): ΦPSII=(Fm′–Fs)/
Fm'。在不同的温度条件下光照3 h后, 分别测定对

照组以及SHAM处理组的ΦPSII, ΔΦPSII (%)为ΦPSII的

下降百分比, 表示黄瓜叶片经过SHAM处理后ΦPSII

的下降值占对照组ΦPSII的比例, 计算公式为: ΔΦPSII 

(%)=[(ΦPSII)CK–(ΦPSII)SHAM]/(ΦPSII)CK。

采用多功能植物效率分析仪M-PEA (Hansat-
ech, 英国)测定经过20 min暗适应后的黄瓜叶片叶
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绿素a荧光诱导动力学曲线(OJIP曲线, 饱和脉冲光

为5 000 μmol·m-2·s-1)。将获得的OJIP曲线对O点到

P点标准化, 标准化后的相对可变荧光公式为: Vt= 
(Ft–Fo)/(Fm–Fo)。从OJIP曲线上可以直接获得如下

参数(Srivastava等1998; Strasser 1997): Fo, 初始荧

光(20 μs); FJ, J点荧光(2 ms); Fm, 最大荧光, 即P点
荧光。通过JIP-test分析OJIP曲线(Strasser和Strasser 
1995)得到如下参数: 最大光化学效率Fv/Fm=(Fm–
Fo)/Fm; J点的相对可变荧光, 用来反映光合电子从

QA向QB的传递速率, 1–VJ = 1–(FJ –Fo)/(Fm–Fo)。
为了验证SHAM溶液对黄瓜叶片的光合机构

无直接伤害作用, 在黑暗常温条件下用2 mmol·L-1

的SHAM溶液以及H2O分别预处理黄瓜叶片3 h后, 
测定OJIP曲线。如果SHAM处理组与对照组的

OJIP曲线无明显差异则表明SHAM溶液不会直接

伤害黄瓜叶片光合机构。

将预处理好的叶圆片分别在不同的温度条件下

光照3 h, 测定OJIP曲线。ΔFv/Fm (%)为Fv/Fm的下降

百分比, 表示黄瓜叶片经过SHAM处理后Fv/Fm的下

降值占对照组Fv/Fm的百分比, 计算公式为: ΔFv/
Fm(%)=[(Fv/Fm)CK–(Fv/Fm)SHAM]/(Fv/Fm)CK; Δ(1–VJ)(%)
为1–VJ的下降百分比, 表示黄瓜叶片经过SHAM处

理后1–VJ的下降值占对照组1–VJ的百分比, 计算公

式为: Δ(1–VJ)(%)= [(1–VJ)CK–(1–VJ)SHAM]/(1–VJ)CK。

4  NADP-苹果酸脱氢酶和NAD-苹果酸脱氢酶的

测定

NADP-苹果酸脱氢酶(NADP-MDH)依据Du-

tilleul等(2003)的方法测定, NAD-苹果酸脱氢酶

(NAD-MDH)依据Millar和Leaver (2000)的方法测

定。25枚处理好的叶圆片(半径0.5 cm)在3 mL预
冷的Hepes-KOH提取液(包含10 mmol·L-1

氯化镁、

1 mmol·L-1 EDTA、5% PVP、10%甘油、0.05% 
Triton X-100)中冰浴研磨, 然后于4 ℃下14 000×g 
离心5 min, 所获上清液为酶提取液。NADP-苹果

酸脱氢酶的反应液为pH 8.3的Tricine-KOH 缓冲

液, 内含150 mmol·L-1 氯化钾、1 mmol·L-1 EDTA、

2 mmol·L-1 草酰乙酸和0.2 mmol·L-1 NADPH; NAD-
苹果酸脱氢酶的反应液为pH 8.0 的Bicine-KOH 缓
冲液, 内含10 mmol·L-1

氯化镁、2 mmol·L-1
草酰乙

酸和0.2 mmol·L-1 NADH。在一级反应范围内, 以
A340nm吸光值在每分钟的下降值为NADP-MDH和

NAD-MDH的1 个酶活单位。采用UV-2550 型分

光光度计(Kyoto,日本)进行比色测定。

实验结果

1  低温、高温以及SHAM处理对AOX途径活性的

影响

低温下叶片AOX途径呼吸速率明显下降, 下
降到常温条件下AOX途径呼吸速率的55.7%, 而高

温下叶片AOX途径呼吸速率明显上升, 达到常温

条件下的155.1% (图1-A)。
SHAM是线粒体AOX途径专一性抑制剂, 被

广泛应用于研究植物细胞或完整组织的线粒体与

叶绿体之间的关系(Yoshida等2006, 2007; Bartoli等

图1  低温和高温对黄瓜叶片交替呼吸速率的影响(A)以及SHAM在不同温度下对AOX途径呼吸速率的抑制作用(占对照的

百分比) (B)
Fig.1  The effects of chilling and high temperature on the rate of AOX respiration in cucumber leaves (A) and the inhibition of 

AOX respiration rate by SHAM under different temperatures (B)
CK: 对照; SHAM: SHAM 处理。每次实验都进行了5次重复, 不同的大写字母表示不同的处理之间存在极显著性差异(P<0.01)。
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2005; Dinakar等2010)。为了证明本研究所使用的

2 mmol·L-1
的SHAM溶液对AOX抑制程度不受实验

温度的影响, 我们研究了不同温度下2 mmol·L -1 

SHAM对AOX的抑制作用。由图1-A可以看出, 虽
然随着温度的升高, AOX途呼吸速率升高, 但是

2 mmol·L-1 SHAM对AOX的抑制也增加, 结果表明, 
2 mmol·L-1

的SHAM在不同温度下对AOX的抑制的

百分数是相同的(图1-B)。因此本实验所使用的

2 mmol·L-1
的SHAM是可以用于研究不同温度下对

AOX的抑制作用的。

2  不同温度下AOX途径受抑对黄瓜叶片NADH-苹
果酸脱氢酶以及NADPH-苹果酸脱氢酶活性的影响

依赖于N A D的苹果酸脱氢酶以及依赖于

NADP的苹果酸脱氢酶是将叶绿体内过剩还原力

通过“Malate-OAA”穿梭途径转运到线粒体内的两

个关键酶(Heineke等1991; Scheibe 2004), 其活性可

以反映“Malate-OAA”穿梭途径的活性(Yoshida等
2006; 2007)。由图2可知, 与常温相比, 低温下

NAD-MDH以及NADP-MDH活性均明显下降, 而
高温下NAD-MDH以及NADP-MDH活性均无显著

变化; 与对照组(H2O处理组)相比, 低温下SHAM处

理后NAD-MDH以及NADP-MDH活性均没有明显

变化, 而常温以及高温下SHAM处理组的NAD-
MDH以及NADP-MDH活性则显著下降。这一结

果表明, 低温明显抑制了“Malate-OAA”穿梭途径; 
而常温以及高温下AOX能够正常进行, 所以当用

SHAM抑制AOX途径后, 就会导致常温以及高温

下叶片 “Malate-OAA”穿梭途径的反馈抑制。

图2  不同的温度条件下2 mmol·L-1 
的SHAM处理后黄瓜叶片后NAD-MDH以及NADP-MDH的初始活性

Fig.2  The NADP-MDH and NAD-MDH initial activities in cucumber leaves treated with 0 (control) or 2 mmol·L-1 SHAM under 
different temperatures

CK: 对照; SHAM: SHAM 处理。每次实验都进行了5次重复, 不同小写字母表示在相同的温度以及光照条件下SHAM处理组与对照

组之间存在显著性差异(P<0.05)。

3  不同温度下抑制AOX途径对黄瓜叶片OJIP曲
线的影响

低温下, 与对照组相比, SHAM处理后, 叶片

OJIP曲线无明显变化, 而在常温下以及高温条件

下, SHAM处理后叶片OJIP曲线中J点显著上升, 并
且随着温度的增加,  SHAM处理后J点的上升程度

逐渐增大(图3)。结合JIP-test分析, 我们发现, 低温

下, AOX受抑后, 1–VJ无明显变化(图4-C), 而在常

温以及高温条件下SHAM处理后叶片1–VJ显著降

低, 并且随着温度的增加, AOX受抑后1–VJ的下降

程度也逐渐增大(图4-D)。另外, 在常温黑暗条件

下, SHAM处理后并没有影响黄瓜叶片的OJIP曲

线, 这表明, SHAM溶液不会直接影响黄瓜叶片的

光合机构的功能。

上述结果表明, 低温下抑制AOX途径对光合

电子传递链没有影响 ,  而在常温及高温条件下 , 
AOX途径受抑后, 光合电子传递链中电子从QA到

QB的传递速率明显受抑, 并且随着温度的增加, 其
抑制程度逐渐加重。

4  低温以及高温条件下抑制AOX途径后对光抑制

的影响

低温下SHAM处理后, 叶片Fv/Fm与对照组相

比无明显变化, 而在常温以及高温条件下SHAM处

理后, Fv/Fm明显低于对照组, 并且随着温度的增加
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(图4-A), SHAM处理后叶片Fv/Fm的下降比例也逐

渐增大(图4-B), 说明在高温条件下,  AOX途径受

抑后显著加重了叶片光抑制。

在相同的光强下ΦPSII的大小与光合电子传递

速率直接相关。低温和高温都不同程度的造成了

叶片ΦPSII的下降, 而低温下叶片ΦPSII的下降更为明

显。低温下, SHAM处理后, 叶片ΦPSII与对照组相

比无明显差异, 而在常温以及高温条件下, 经过

SHAM处理后, 叶片ΦPSII明显下降(图4-E), 并且随

着温度的增加SHAM处理后叶片ΦPSII的下降程度

也逐渐增大(图4-F), 说明在高温条件下,  AOX途径

受抑后显著抑制了光合电子传递。

上述结果表明, 低温下, 抑制AOX途径没有加

重叶片的光抑制也没有显著抑制叶片的光合电子

传递, 而在常温以及高温条件下AOX途径受抑后, 
叶片光抑制明显加重, 并且随着温度的增加AOX
途径受抑对光抑制的影响也逐渐增大。这表明低

温下叶片AOX途径没有起到显著的光破坏防御作

用, 而高温下叶片AOX途径可以起到更明显的光

破坏防御作用。

讨　　论

本研究表明, 在低温条件下黄瓜叶片AOX途

径活性受到明显抑制, 而随着温度的增加, AOX途

径活性逐渐增加。AOX途径在不同温度下活性的

差异不可避免地影响到不同温度下AOX途径对黄

瓜叶片的光破坏防御作用。

与常温下相比, 低温下黄瓜叶片的Fv/Fm, 1–VJ

和ΦPSII均明显下降, 这表明低温下叶片光抑制情况

明显加重。而经过SHAM处理后, 低温下黄瓜叶片

OJIP曲线、Fv/Fm、1–VJ和ΦPSII均没有明显变化(图
3和图4), 这表明低温下AOX途径受抑后, 并没有

导致QA到QB的电子传递进一步受阻, 并且对光合

电子传递链也并没有造成进一步的伤害。常温强

光条件下, 叶绿体内过剩还原力通过“Malate-OAA”
穿梭途径从叶绿体内转运到线粒体内, 而AOX途

径的上调可以有效消耗这部分过剩的还原力, 进
而促进了叶绿体内过剩还原力的输出, 缓解光抑

制(Yoshida等2006, 2007; Zhang等2011, 2012b)。然

而低温却明显抑制了AOX途径活性(图1), 这不可

图3  光照以及不同温度和条件下2 mmol·L-1 
的SHAM处理对黄瓜叶片叶绿素a荧光诱导动力学曲线(OJIP曲线)的影响

Fig.3  The changes in the OJIP transients in cucumber leaves treated with 0 (control) or 2 mmol·L-1 SHAM under 600 μmol·m-2·s-1 

light intensity and different temperatures 
每次实验都进行了10次重复。
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避免的造成了线粒体内还原力的过量积累, 进而

反馈影响“Malate-OAA”穿梭过程, 低温下“Malate-
OAA”途径的关键酶NAD-MDH以及NADP-MDH
活性的下降(图2)证实了这一结论。低温对“Malate- 
OAA”穿梭过程的抑制作用将不可避免地造成叶

绿体内还原力NAD(P)H的过量积累, 进而加剧光

抑制。因此, 低温下叶片AOX途径对光破坏防御

的贡献受到明显限制, 而这主要是由于低温下较

低的AOX途径活性和较低的“Malate-OAA”穿梭活

性造成的。

常温以及高温下抑制AOX途径后, OJIP曲线

中J点明显升高, 并且随着温度的增加, 升高的幅度

逐渐增大(图3), 结合JIP-test分析表明, 常温以及高

温条件下AOX途径受抑后, 1–VJ显著下降, 这表明

常温以及高温条件下, AOX途径受抑后造成QA到

QB的电子传递受阻, 并且随着温度的增加受阻情

况也逐渐加剧, 而QA到QB的电子传递受阻将不可

避免地导致光合电子传递速率下降, 高温以及常

温条件下AOX途径受抑后ΦPSII明显下降的结果证

实了这一结论(图4)。因此, 常温以及高温条件下

AOX途径受抑后Fv/Fm显著减小, 并且随着温度的

增加, 下降程度逐渐增大, 这表明常温以及高温条

件下AOX途径具有明显的光破坏防御作用, 而且

高温条件下比常温下AOX途径的光破坏防御作用

更显著。这一结果与高温下较高的AOX途径活性

相一致。高温下AOX途径活性的上调有效消耗了

通过“Malate-OAA”穿梭转运来的过剩还原力, 在
常温和高温条件下, AOX途径受抑后, 黄瓜叶片

NAD-MDH以及NADP-MDH的活性明显下降的事

实表明, AOX途径受抑后, 线粒体内的过剩还原力

图4  低温和高温条件下SHAM对黄瓜叶片的Fv/Fm (A、B)、1–VJ (C、D)以及ΦPSII (E、F)的影响

Fig.4  The changes in the Fv/Fm (A, B), 1–VJ (C, D) and ΦPSII (E, F) in cucumber leaves treated with 0 or 2 mmol·L-1 SHAM under 
different temperature

图B、D、F分别表示SHAM处理后, 黄瓜叶片的Fv/Fm (B)、1–VJ (D)以及ΦPSII (F)的减小比例下降百分比, ●-示对照组, ○-表示SHAM处

理组。每次实验都进行了5次重复。
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消耗的减少反馈抑制了“Malate-OAA”穿梭途径, 
造成叶绿体内还原力的输出受阻, 造成光抑制加

重。因此, AOX途径在高温下具有更明显的光破

坏防御作用。

虽然在高温以及常温条件下, AOX途径受抑

后NAD-MDH与NADP-MDH的活性都显著性下

降, 但是其下降幅度与AOX途径受抑制程度并不

一致, 这可能是因为光照条件下“Malate-OAA”穿
梭途径不是唯一参与转运叶绿体内过剩还原力的

途径, 可能还存在其他的途径参与输出叶绿体内

的NAD(P)H进入线粒体这一过程。但是本实验的

结果尚无法阐明这个问题 ,  还需要进一步的研

究。

本研究证明2 mmol·L-1
的SHAM溶液对黑暗

条件下黄瓜叶片的OJIP曲线无影响(图3), 这表明

SHAM溶液不会直接伤害植物叶片光合结构, 因此

本次实验中SHAM溶液对叶片的影响均取决于对

叶片线粒体AOX途径的抑制作用。

综上所述, 由于低温下AOX途径活性和“Malate- 
OAA”穿梭途径均明显下降, 因此黄瓜叶片AOX途

径在低温下对光破坏防御的贡献受到明显限制; 
而高温下, 植物叶片AOX途径活性的上调有效消

耗了通过“Malate-OAA”穿梭转运的过剩还原力

NAD(P)H, 因此高温下AOX途径活性的上调显著

提高了AOX途径对光破坏防御的贡献。
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