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摘　要：为了研究植物叶片光子辐射与氧化胁迫的关系，将鹅掌木叶片用不同浓度的 Ｈ２Ｏ２ 进行了

处理，从而形成氧化胁迫．实验结果表明，随着 Ｈ２Ｏ２ 处理时间的延长，浓度为７．５％、１５％和３０％

的 Ｈ２Ｏ２ 处理均使鹅掌木叶片光子辐射中的自发发光较未受处理的对照有明显增长，各处理组叶

片的延迟发光动力学曲线均呈现双曲性弛豫．通过建立延迟发光非线性动力学方程和数学模拟，得

到了延迟发光的特征参量初始光子数犐０、相干时间τ和衰减参量β，发现随着 Ｈ２Ｏ２ 处理时间的延

长，各处理组叶片的犐０ 都呈现先下降，后回升，再下降的波动趋势；而浓度为７．５％和１５％的两个

处理组的叶片τ值和β值呈现波动变化，浓度为３０％的处理组的叶片τ和β呈现单调下降的趋势．

推测 Ｈ２Ｏ２ 胁迫下叶片光子辐射中自发发光的变化反映了叶片活性氧含量的变化；叶片延迟发光

中犐０ 的变化反映了细胞总体代谢的变化，延迟发光中的τ值和β值的变化反映了叶片细胞对

Ｈ２Ｏ２ 胁迫的适应和损伤过程．
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０　引言

Ｈ２Ｏ２ 是 最 稳 定 的 一 种 活 性 氧 （Ｒｅａｃｔｉｖｅ

ＯｘｙｇｅｎＳｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）．它能够通过跨膜运输的方

式在细胞之间迅速扩散和代谢，引发抗氧化级联反

应，在细胞对环境胁迫的一系列应激反应中起到信

号转导作用［１２］．当植物受到环境胁迫时会迅速诱导

Ｈ２Ｏ２ 的大量产生，低浓度的Ｈ２Ｏ２ 会调控多种抗氧

化酶的基因表达，激活细胞的抗氧化系统，诱导超氧

化物歧化酶（ＳＯＤ）等保护酶活性的升高，使 Ｈ２Ｏ２

积累［３５］；而过量的 Ｈ２Ｏ２ 又会对细胞形成氧化胁迫

（Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ）作用，引起蛋白质和脂类等物质

的失活，破坏细胞的抗氧化系统，使 Ｈ２Ｏ２ 和其他活

性氧含量迅速提高，导致细胞死亡［６］．因此，环境胁

迫下细胞中Ｈ２Ｏ２ 浓度的增长伴随着细胞对环境胁

迫的适应、恶化和死亡的过程．

近年来，生物光子学的研究进展导致了生物光

子分析技 术 （Ｂｉｏｐｈｏｔｏｎ ＡｎａｌｙｔｉｃａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

ＢＰＡＴ）的产生．生物光子辐射对生物系统内部的微

观变化及外界环境的影响高度敏感，是生物代谢状

态极 其 灵 敏 的 物 理 指 标［７８］．其 中，自 发 发 光

（ＳｐｏｎｔａｎｅｏｕｓＢｉｏｐｈｏｔｏｎＥｍｉｓｓｉｏｎ，ＢＰＥ）与细胞氧

化代 谢 过 程 密 切 相 关［９］，延 迟 发 光 （Ｄｅｌａｙｅｄ

Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＤＬ）可以作为生物体代谢活动的综

合指标［８］．

然而，在 Ｈ２Ｏ２ 介导的氧化胁迫中，植物生物光

子辐射的变化及其与氧化胁迫的关系至今未见研究

报道．在氧化胁迫中，尚不清楚生物光子辐射能否灵

敏地反映出细胞内活性氧及细胞代谢的变化并反映

出植物细胞对氧化胁迫的适应和损伤过程．由于外

源Ｈ２Ｏ２ 溶液可以有效提高植物内源Ｈ２Ｏ２，进而影

响植物氧化代谢［１０１１］，因此，本实验应用不同浓度的

外源 Ｈ２Ｏ２ 处理植物叶片，形成氧化胁迫，研究在氧

化胁迫过程中植物叶片光子辐射中ＢＰＥ和ＤＬ的

变化，探讨将ＢＰＡＴ应用于氧化胁迫对植物影响的

诊断和评价方法．

１　材料和方法

１．１　试验材料

试验 所 用 叶 片 为 常 见 园 林 植 物 鹅 掌 木

（Ｓｃｈｅｆｆｌｅｒａ）叶片，采自华南农业大学校园．

１．２　试验方法

１．２．１　叶片的 Ｈ２Ｏ２ 处理

选取长势相近叶位相同的鹅掌木叶片，用去离

子水擦净表面污垢，用滤纸吸干表面的水分后，将叶

片分别放入０（ＣＫ）、７．５％、１５％、３０％的Ｈ２Ｏ２ 处理

液中，在叶片上覆盖一层滤纸，以保证叶片完全浸润

在处理液中．每隔６ｈ换１次处理液，在２５℃光照

条件下处理．叶片处理时间为０、１、４、７、９、１５、２５ｈ．
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１．２．２　超弱发光的测定

１）自发发光的测定

将叶片取出，用滤纸吸干表面的溶液后，暗处理

５ｍｉｎ后放入ＢＰＣＬ型超弱发光测量仪样品室，测

定样品的自发发光．ＢＰＣＬ４超弱发光测量仪的测

量原理见前文［１２］．每次测量６０ｓ，采集数据间隔为

０．５ｓ，工作电压－１０００Ｖ，实验在室温维持在２３℃

的暗室中进行．测量前后各测１次本底，每个处理３

个重复，取平均．

２）延迟发光的测定

将叶片取出，用滤纸吸干表面的溶液，在光强为

１０００～１５００Ｌｘ荧光灯下光照５ｍｉｎ．在荧光灯下

将叶片放入ＢＰＣＬ型超弱发光测量仪样品室，仪器

自动开始延迟发光的测定，每次测量３０ｓ，采集数据

间隔为０．５ｓ，工作电压－１０００Ｖ．测量前后各测１

次本底．每个处理均在同样条件下测量，并设３个重

复，取平均值．

２　结果与分析

２．１　外源 Ｈ２Ｏ２ 对叶片自发发光的影响

图１为鹅掌木叶片分别经浓度为０（ＣＫ）、７．５％、

１５％、３０％的 Ｈ２Ｏ２ 处理后的ＢＰＥ变化情况．由图１

可见，在外源Ｈ２Ｏ２ 处理９ｈ内，各处理组ＢＰＥ强度

均比未受处理的对照组ＢＰＥ有较大的增长，其中

３０％ Ｈ２Ｏ２处理组的效果最为显著，其增长幅度达到

３０７．６％，而７．５％和１５％ Ｈ２Ｏ２ 处理组的增长趋势

较为缓慢，增长幅度分别为４９．７％和５１．０％；在处理

９ｈ后，３０％ Ｈ２Ｏ２ 处理组叶片的ＢＰＥ趋于稳定，而

７．５％和１５％ 的两个处理组则出现缓慢增长的趋势．

图１　Ｈ２Ｏ２ 对叶片ＢＰＥ的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨ２Ｏ２ｏｎＢＰＥｉｎｌｅａｆ

２．２　外源 Ｈ２Ｏ２ 对叶片延迟发光的影响

图２为鹅掌木叶片分别经过不同浓度的 Ｈ２Ｏ２

处理后的ＤＬ动力学曲线．图２（ａ）为未经 Ｈ２Ｏ２ 处

理的对照组在２４ｈ内的ＤＬ动力学曲线，图２（ｂ）、

（ｃ）、（ｄ）为叶片分别经过７．５％、１５％和３０％ Ｈ２Ｏ２

处理不同时间的延迟发光曲线．在图２（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）

中，各组曲线在处理的２５ｈ内均呈现先下降然后上

升、最后下降的趋势，但是不同浓度处理的ＤＬ升降

幅度有所不同．为了定量讨论和分析图２中各曲线

的差异，将图２中各ＤＬ曲线按照式（１）拟合，可以

得到图２中各ＤＬ曲线的三个特征参量Ｉ０、τ和β

犐（狋）＝
犐０

（１＋狋／τ）β
（１）

按式（１）拟合的图２中各曲线的相关系数都在

０．９９以上，因而式（１）所表示的函数和各拟合参量

能够很好的描述图２中的ＤＬ动力学曲线．

图２　不同 Ｈ２Ｏ２ 浓度处理的叶片在２５ｈ内的ＤＬ曲线

Ｆｉｇ．２　ＤＬｃｕｒｖｅｓｏｆｌｅａｆｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＨ２Ｏ２ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｔｒｅａｔｍｅｎｔ

１５２３
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２．２．１　ＤＬ初始发光强度犐０ 的变化

图３为根据图２测定的各ＤＬ发光曲线用式

（１）拟合后得到的 ＤＬ初始发光犐０ 的时域变化曲

线，其中，横坐标为处理时间．由图３可见，在用

Ｈ２Ｏ２ 连续处理的２４ｈ内，未受 Ｈ２Ｏ２ 处理的对照

组的初始发光犐０ 变化不大，而浓度为７．５％、１５％

和３０％ Ｈ２Ｏ２ 处理组的犐０ 都呈现出先下降，后回

升，再下降的波动趋势．从变化的时域关系来看，随

着处理时间的进行，３０％ Ｈ２Ｏ２ 处理组ＤＬ初始发

光犐０ 开始回升的时间约１ｈ左右，７．５％和１５％ 的

两个处理组的回升时间约为４ｈ左右，３０％ Ｈ２Ｏ２

处理组在４ｈ左右开始不可逆下降，而７．５％、１５％

Ｈ２Ｏ２ 两个处理组在９ｈ左右开始不可逆下降；从变

化的幅度来看，处理组Ｈ２Ｏ２ 的浓度愈大，犐０ 起伏变

化的幅度也愈大，并且随着处理时间的延长，Ｈ２Ｏ２

浓度愈大的处理组，犐０ 下降的幅度也愈大．

图３　ＤＬ初始发光强度犐０ 的变化

Ｆｉｇ．３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＩｎｉｔｉａｌｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ犐０ｏｆＤＬｉｎｌｅａｆ

２．２．２　ＤＬ特征参量τ值的变化

鹅掌木叶片分别经过浓度为０、７．５％、１５％和

３０％Ｈ２Ｏ２ 处理２５ｈ内拟合的ＤＬ特征参量τ的变

化趋势如图４．由图４可见，相对于未受处理的对照

组，随着时间的进行，Ｈ２Ｏ２ 浓度为７．５％和１５％的

两个处理组的τ值均呈现出先下降后上升，最后下

降的波动变化；而对 Ｈ２Ｏ２ 浓度为３０％的处理组，

随着处理时间的进行，τ值呈现出单调下降的

图４　叶片ＤＬ特征参量τ（ｓ）值的变化

Ｆｉｇ．４　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒτｏｆＤＬｉｎｌｅａｆ

趋势．从波动的幅度来看，在 Ｈ２Ｏ２ 浓度为７．５％和

１５％的两个处理组中，后者的波动幅度要大．在处理

２４ｈ时，Ｈ２Ｏ２ 浓度愈大的处理组，其τ值下降的幅

度也愈大．

２．２．３　ＤＬ特征参量β值的变化

图５给出了分别经过不同浓度Ｈ２Ｏ２ 处理２５ｈ

时拟合的鹅掌木叶片ＤＬ发光曲线中特征参量β的

变化．由图５可见，叶片ＤＬ参量β值和τ值的变化

大致相同．随着处理时间的进行，Ｈ２Ｏ２ 浓度为７．

５％和１５％的两个处理组的τ值呈现出波动的变化

趋势，在处理２．５ｈ左右两个处理组的τ值均下降

到低点，此后逐渐回升．此后，在８ｈ左右 Ｈ２Ｏ２ 浓

度为１５％的处理组的β值出现峰值，而 Ｈ２Ｏ２ 浓度

为７．５％的处理组β值的峰值大约出现在１５ｈ左

右．对于 Ｈ２Ｏ２ 浓度为３０％的处理组，随着处理时

间的进行，β值在处理１ｈ左右以后呈现出迅速下降

的趋势，在处理１５ｈ时β值已下降至最低水平．

图５　叶片ＤＬ特征参量β值的变化

Ｆｉｇ．５　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒβｏｆＤＬｉｎｌｅａｆ

３　讨论

关于生物光子辐射中ＢＰＥ的成因，许多证据表

明，ＢＰＥ的强弱主要与生物系统内氧化还原代谢活

动中产生的活性氧代谢有关［９］，体内活性氧含量愈

高，ＢＰＥ的强度愈强
［１３１４］．因此，叶片ＢＰＥ的强度和

Ｈ２Ｏ２ 含量的变化存在着必然的联系．本实验发现

（见图１），和未受处理的对照相比较，不同浓度的外

源Ｈ２Ｏ２ 处理使叶片ＢＰＥ强度都有明显升高，外源

Ｈ２Ｏ２ 浓度越高，叶片ＢＰＥ增强效果越显著．其中，

随着处理时间的延长，较低浓度（７．５％、１５％）的

Ｈ２Ｏ２ 处理组的ＢＰＥ呈现较为缓慢的增长趋势，在

处理９ｈ后呈现较快的增长趋势；而高浓度（３０％）

Ｈ２Ｏ２ 处理组的叶片ＢＰＥ在处理的９ｈ内即呈现出

快速增长趋势，在处理９ｈ后，ＢＰＥ的光强趋于稳

定．由此可以推断，较低浓度的 Ｈ２Ｏ２ 胁迫，诱导了

ＳＯＤ等抗氧化酶活性提高，使内源 Ｈ２Ｏ２ 含量缓慢

增高，ＢＰＥ的强度随之缓慢增强；随着胁迫时间延

２５２３
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长，细胞内 Ｈ２Ｏ２ 积累过多，反过来抑制了抗氧化酶

的活性，使细胞活性氧含量迅速增加，从而ＢＰＥ的

强度也随之较快增长；高浓度 Ｈ２Ｏ２ 处理则直接造

成细胞抗氧化系统的破坏，使活性氧迅速增加，从而

ＢＰＥ的强度呈现快速增长．看来，ＢＰＥ强度的变化

反映了Ｈ２Ｏ２ 胁迫下植物叶片活性氧含量的变化情

况．

本实验发现，鹅掌木叶片的ＤＬ呈现非指数性

衰变，据此可以认为ＤＬ来自于叶片组织内激发态

上所有粒子间的合作效应，它们按高阶非线性耦合

的方式关联起来，形成了一个高度相干性的整体．将

图２中的ＤＬ发光曲线按非线性动力学方程（１）拟

合，得到了很好的拟合方程和相应的动力学参量．

方程（１）中的各个参量都有确切的物理意义，其

中，犐０ 为初始光子数．犐０ 的大小表征生物系统总体

的代谢活动强度，初始强度越大，其代谢活动愈旺

盛［１５］．在图３中，各处理组的初始光子数犐０ 均随处

理时间的延长呈现出波动变化，表明在胁迫开始时

细胞总体代谢首先降低，随后，Ｈ２Ｏ２ 激活了细胞内

的抗氧化系统，细胞代谢逐渐回升；随着胁迫强度的

加剧或胁迫时间的延长，细胞内过量产生的 Ｈ２Ｏ２

又会引起蛋白质和脂类等物质的失活，造成细胞损

伤，细胞总体代谢水平不可逆下降．此外，图３还显

示，高浓度（３０％）Ｈ２Ｏ２ 处理组犐０ 的波动周期短，幅

度大；较低浓度（７．５％、１５％）Ｈ２Ｏ２ 处理组犐０ 的波

动周期长，幅度小．看来，Ｈ２Ｏ２ 胁迫下犐０ 的时域变

化曲线反映了胁迫过程中细胞总体代谢的变化情

况．

方程（１）中的τ称相干时间，其减小意味着系统

内部的“关联性”减弱，系统的有序性降低，因而可以

作为生命态有序性的量度［１５］．本实验发现，在外源

Ｈ２Ｏ２ 处理的２５ｈ时间内，Ｈ２Ｏ２ 浓度为７．５％、

１５％的处理组的τ值出现了波动的变化；而对Ｈ２Ｏ２

浓度为３０％的处理组，随着处理时间的进行，τ值呈

现出单调的下降趋势．这个结果表明，在轻度胁迫

时，在 Ｈ２Ｏ２ 等活性氧分子的攻击下叶片首先表现

出有序性降低，随后，在Ｈ２Ｏ２ 介导的信号转导作用

下，调控多种抗氧化酶的基因表达，细胞抗氧化酶活

性提高，清除自由基能力加强，细胞结构和功能得到

修复，各组分间相互作用加强，生命有序性恢复，从

而τ值也相应增大；但随着胁迫时间的延长，过度的

Ｈ２Ｏ２ 等活性氧攻击细胞膜，造成细胞结构和功能

的不可逆损伤，细胞有序性降低，τ值下降；而在重

度胁迫下，细胞对环境胁迫的自适应能力已无法做

到自体恢复，细胞结构与功能随着胁迫时间的延长

受到破坏，细胞有序性迅速下降，τ值即表现出不可

逆下降的趋势．由此可见，τ值的时域变化曲线生动

地反映了在Ｈ２Ｏ２ 胁迫下叶片细胞对胁迫的适应和

细胞生命活动有序性的变化过程．

式（１）中的β称为衰减系数，它强烈控制着弛豫

的速率，其值可以表征生物体内各组分之间相互作

用的大小［１５］．β值愈大，ＤＬ衰减速率愈慢，生物系统

内各组分相互作用愈大，相互联系越紧密．图５显

示，在较低浓度的外源 Ｈ２Ｏ２（７．５％和１５％）处理

下，随着胁迫时间的进行，叶片β值的变化与τ值的

变化相似，也呈现出波动变化．而高浓度（３０％）

Ｈ２Ｏ２ 处理组的β值呈现出迅速下降的趋势．根据β

值的意义和图５的结果可以推断，由于 Ｈ２Ｏ２ 的破

坏，叶片组织各部分之间的相互作用减弱、平衡失

调，但分别在处理１～１５ｈ（７．５％ Ｈ２Ｏ２）、１～９ｈ

（１５％Ｈ２Ｏ２）和０～１ｈ（３０％Ｈ２Ｏ２）时间段内细胞内

各组分的结构与功能会得到一定程度的修复；在此

后的时间内，随着胁迫时间的延长，各处理组的β值

较对照下降，且下降的幅度与处理浓度成正相关．看

来，β也可以描述 Ｈ２Ｏ２ 胁迫下植物叶片细胞对

Ｈ２Ｏ２ 胁迫的适应和损伤过程．

植物对环境胁迫的反应是一个十分复杂的过

程，有关生物学的研究已经取得了很多进展．但是，

长期以来一直缺乏能够定量评价和诊断植物抗逆性

的方法和指标．本研究通过对外源 Ｈ２Ｏ２ 胁迫下鹅

掌木叶片ＤＬ发光曲线的定量分析，获取了发光曲

线中初始发光强度犐０、相干时间τ和衰减系数β，发

现这些参量可以灵敏、全面的反映植物对氧化胁迫

的适应和损伤过程，因而可用于植物对氧化胁迫反

应的定量评价与诊断．

由于当植物细胞受到病原体、损伤、热、强光、紫

外线和臭氧等各种生物与非生物的胁迫时，都是通

过诱导 Ｈ２Ｏ２ 的过量产生，进而调控一系列对胁迫

的应答［２，１６］．因此，本研究的结果可能具有普遍的意

义，可推广应用于植物对各种环境胁迫反应的定量

评价与诊断．

４　结论

随着 Ｈ２Ｏ２ 处理时间的延长，浓度为７．５％、

１５％和３０％ 的 Ｈ２Ｏ２ 处理均使鹅掌木叶片光子辐

射中的自发发光较未受处理的对照有明显增长，各

处理组叶片的延迟发光动力学曲线均呈现双曲性弛

豫．叶片延迟发光动力学特征可以通过延迟发光初

始光子数犐０、相干时间τ和衰减参量β来表达．随着

Ｈ２Ｏ２ 处理时间的延长，各处理组叶片的犐０ 都呈现

先下降，后回升，再下降的波动趋势；而浓度为７．５％

和１５％的两个处理组的叶片τ值和β值呈现波动变

３５２３
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化，浓度为３０％的处理组的叶片τ和β呈现单调下

降的趋势．推测 Ｈ２Ｏ２ 胁迫下叶片光子辐射中自发

发光的变化反映了叶片活性氧含量的变化；叶片延

迟发光中犐０ 的变化反映了细胞总体代谢的变化，τ

值和β值的变化反映了叶片细胞对 Ｈ２Ｏ２ 胁迫的适

应和损伤过程．
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