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前言 

乙烯是一種植物荷爾蒙，它在植物的生長發育過程中擔任重要的調

節任務，主要功能包括誘發更年型果實後熟，促進葉片老化，器官脫落，

以及誘使白化幼苗的三相反應 (triple responses) 等 (Abeles et al., 

1992)。對多數葉片而言，乙烯具有促進其老化變黃之作用 (Abeles et al., 

1992; Buchanan et al., 2000)；在採後生理上，乙烯的重要影響之一就是

促進葉菜之黃化 (Saltveit, 1999)。 

從植物生理的立場而言，葉片老化是葉片發育後期細胞緩慢死亡的

階段，係由遺傳控制的細胞自行崩解過程 (Buchanan et al., 2000)。葉片

老化時，會伴隨著一連串生理變化，如可溶性蛋白質分解、葉綠素含量

減少、光合作用效率降低、細胞膜系滲漏情形增加、胞器構造瓦解、

DNA 與 RNA 等遺傳分子發生損傷突變、最後就是細胞死亡 (Taiz and 

Zeiger, 1998)。許多因子都會促使葉片開始進入老化，包括內在的自然

增齡 (aging)、授粉、荷爾蒙，及外在的環境因子如黑暗，與母株分離

(detachment)、乾旱、病菌侵害等 (Nooden, 1988)。在細胞的層面，目前

許多研究認為引起葉片老化的直接作用是與自由基 (free radicals) 所誘

發的氧化逆境 (oxidative stress) 有關 (Leshem, 1988; Thompson, 1988)。 

氧化逆境是指細胞內活性氧 (active oxygen species，AOS) 對細胞

內組成份，尤其是構成細胞膜的脂質所造成的傷害。AOS 是植物體內
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正常代謝過程中可能的生成物，如葉綠體內超氧自由基 (superoxide 

radical，O2-‧) 的產生是由於 O2 接收光系統 Ⅰ (photosystem Ⅰ，PSⅠ)

的電子所致；而粒線體內的 O2-‧ 則是 ubiquinone 的氧化還原失序所

致 (Buchanan et al., 2000)。當細胞內 AOS 的產生與移除失去其穩定狀

態時，會導致 AOS 的累積而引起氧化逆境 (Buchanan et al., 2000)。植

物細胞在正常生長情況下只有少量 AOS 存在，但在生物性 (biotic) 或

非生物性 (abiotic) 逆境如乾旱、淹水、臭氧、鹽分、重金屬、高光強

度、創傷、病蟲害等時，細胞內的 AOS 含量會大量增加 (Hodges and 

Forney, 2000)，同時會導致葉片加速老化 (Philosoph-Hadas et al., 1991; 

Bartoli., 1996)，因此 AOS 被認為與葉片老化的發生有關 (Dhindsa et 

al., 1981; Philosoph-Hadas et al., 1994)。 

植物體內因應 AOS 生成的抗氧化調節機制主要由不同的抗氧化

物及一些抗氧化酵素所組成。抗氧化物包含水溶性與脂溶性的分子，包

括了抗壞血酸 (ascorbic acid)、還原態的穀胱甘肽 (glutathione, GSH)、

α-生育酚 (α-tocopherol) 及類胡蘿蔔素 (carotenoids) 等，可直接清除

細胞質或細胞膜中的自由基。抗氧化酵素主要有抗壞血酸過氧化酶

(Ascorbate peroxidase, APX)、過氧化氫酶 (Catalase, CAT)、穀胱甘肽還

原酶 (Glutathione reductase, GR)、過氧化酶 (Peroxidase, POX)及超氧歧

化酶 (Superoxide dismutase, SOD) 等 (Buchanan et al., 2000)。這些酵素
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中，有些可以直接與自由基反應將其清除，如 SOD、APX、CAT、POX

等；有些則擔任將被氧化的分子還原再生的任務，如 GR。 

不同植物葉片在正常老化或逆境誘導老化過程中，其抗氧化系統的

酵素活性表現不一。在老化速度較快的菠菜品種 ‘Spokane F1’ 中，其

APX 活性比老化較慢的 ‘BJ412 Sponsor’ 品種低；但前者的 CAT 與

SOD 活性較高 (Hodges and Forney, 2001)。在玉米晚生品種 Deccan 103

與早生品種 X 3342 中，各抗氧化酵素在葉片老化過程中均有增加，但

Deccan 103的 Mn - SOD isozyme 一直維持較高活性 (Prochazkova et al, 

2001)。缺水處理會加速水稻葉片老化，降低與 H2O2 代謝相關酵素

(POX、CAT、APX、SOD) 的活性 (林，1996)。在葉綠素降解速率由

小到大依序為 watercress、paresley、sage 的三種可食性藥草中，paresley

的 CAT、POX 活性最高而總還原能力居中 (Philosoph-Hadas et al., 

1994)。因此，不同種類的葉片在老化時，其抗氧化防禦機制的反應各

有不同。 

本研究以對乙烯敏感的芥藍幼苗葉片為材料，探討乙烯所誘導之葉

片老化與自由基所造成傷害間之關係，以明瞭芥藍葉片在受到乙烯影響

而加速黃化的過程中，其抗氧化酵素系統的反應；此一試驗之結果將可

作為未來選育抗老化且耐貯藏之芥藍品種時之參考。 
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前人研究 

老化 (senescence) 是生物發育程序中，最後必然發生的階段。從植

物生理的立場而言，植物在生長發育末期，個體內部的整體合成速率逐

漸小於整體分解速率，細胞會逐漸失去其基本生理功能的能力，最後導

致組織、器官或整個植物體死亡。 

葉片老化是葉片發育後期細胞緩慢死亡的階段，係由遺傳控制的細

胞自行崩解過程 (Buchanan et al., 2000)。葉片老化階段會伴隨著一連串

變化的產生，形態上有胞器構造次序瓦解、細胞膜系滲漏情形增加、核

內含物逐漸凝集、細胞液胞化；生理生化上如可溶性蛋白質分解與新蛋

白質的合成、葉綠素含量減少，光合作用效率降低、DNA 與 RNA 等

遺傳分子發生損傷突變、最後就是細胞死亡 (Taiz and Zeiger, 1998) 。

一般葉片老化常以葉綠素與 (或) 蛋白含量的減少作為指標 (Thomas 

and Stoddart, 1981)。 

許多因子都會促使葉片開始進入老化，包括內在的自然增齡

(aging)、授粉、荷爾蒙，及外在的環境因子如黑暗，與母株分離

(detachment)、乾旱、病菌侵害等 (Nooden, 1988)。在細胞的層面，目前

許多研究認為引起葉片老化的直接作用是與自由基 (free radicals) 所誘

發的氧化逆境 (oxidative stress) 有關 (Leshem, 1988; Thompson, 

1988)。葉片老化何時開始決定了葉片生命週期的長短。 
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一、葉片老化與乙烯之研究 

乙烯 (C2H4) 是一種天然產生的氣態植物荷爾蒙，存在於許多高等

植物的器官，在常溫狀態下為無色無味的簡單烯烴。乙烯在植物的生長

發育過程中擔任重要的調節任務，影響許多植物生長與分化的反應，主

要功能包括誘發更年型果實後熟，促進葉片老化，器官脫落，以及誘使

白化幼苗的三相反應 (triple responses) 等 (Abeles et al., 1992)。 

 

(一)高等植物內乙烯生合成之途徑與作用機制 

植物體內的乙烯生合成路徑主要是 Yang氏 (1985) 及其研究團隊

所完成 (圖 1)。在甲硫氨酸循環 (Methionine cycle或 Yang cycle) 中，

乙烯的前驅物 L-Methionine 經由 AdoMet 合成酶 (S-adenosyl-L- 

methionine synthetase) 催化促使與 ATP 作用轉變為活化態的 S- 

adenosyl-methionine (SAM)，再經由關鍵性酵素 ACC 合成酶 (1- 

aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthase, ACC synthase) 將 SAM 

轉變為主要產物 ACC (1- aminocyclopropane-1-carboxylic acid) 與次要

產物 methylthioadenosine (MTA)。ACC 為乙烯立即前驅物，再進一步

由 ACC 氧化酶 (ACC oxidase) 作用為乙烯，乙烯形成時也會產生 

CO2 與 HCN。小部分 ACC 會經由 ACC N-malonyl- transferase 轉變

為 N-malonyl ACC 貯存在植物體內，而 MTA 會再經由 Methionine  



 

 6

 

 

 

 

圖 1. 乙烯生合成途徑與楊氏循環 

Fig. 1. Ethylene biosynthesis pathway and the Yang cycle (Taiz and Zeiger, 

2002).  
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cycle 重新循環為 Methionine (Yang, 1985)。 

目前對於乙烯生合成機制與其對植物影響的生理反應已有相當程 

度的了解，但對於乙烯如何調控植物生理反應與植物如何感受並利用乙

烯進行訊息傳導，則並為完全明瞭。近年來利用分子生物技術進行研

究，對於植物體存在乙烯受體 (ethylene receptor) 來負責接受乙烯訊息

與調控生理作用的假說，已有不少成果。Bleecker等人 (1988) 利用遺

傳分析法篩選數個對乙烯不敏感的阿拉伯芥突變品系；結果指出，突變

株簇生型葉片的老化比野生型葉片晚，再之後更進一步指出突變株中與

光合作用相關的基因的表現量高於野生型，而與老化相關基因在突變株

葉片中的表現是延遲的，因此乙烯被認為是活化老化相關基因，抑制光

合作用相關基因而達到促進加速老化的結果。之後將在乙烯不敏感突變

品系中篩選出的 ETR1 (ethylene receptor 1) 突變基因 (Chang et al., 

1993)，轉殖在酵母菌載體中表現，該基因產物具有與乙烯結合的能力，

推測此蛋白為乙烯受體 (Chang and Meyerowitz, 1995)。乙烯需與乙烯受

體結合後才有作用，若與乙烯受體無法結合或結合力弱，則降低植物對

乙烯的敏感度，因而對植物生理反應的影響變低。 
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(二)乙烯對葉片老化之影響 

乙烯生成的形式在葉片老化過程中可分為四種 (高, 1994)。第一種

是乙烯生成高峰在葉綠素分解之前，如水稻 (Kao and Yang, 1983)；第 

二種是乙烯形成高峰出現在葉綠素分解時，如菸草和燕麥 (Aharoni et 

al., 1979; Gepstein and Thimann, 1981; Chen et al., 1991)；第三種是乙烯

高峰在葉片老化過程中會出現兩次 (Hachett and Goldthwaite, 1982)；第

四種是乙烯形成量在葉片老化過程中保持恆定，不會有高峰出現，如玉

米等 (Warman and Solomos, 1988; Kao, 1992)。 

對多數葉片而言，乙烯具有加速葉片老化變黃之作用 (Buchanan et 

al., 2000)。外加乙烯處理菸草、菜豆和甜菜葉片，乙烯處理組葉片有加

速黃化的現象 (Aharoni and Leiberma, 1979a; Aharoni and Leiberma, 

1979b)。水稻切離葉片的乙烯高峰出現時間在葉綠素降解之前，外加 

ACC 可促進葉綠素分解，以 AVG、AOA、Co2+ 和 CO2 等乙烯生合

成抑制劑或作用抑制劑處理水稻切離葉片，也能延長緩切離葉片的黃

化，因此推論乙烯可能與葉片老化之控制有關 (Kao and Yang, 1983)。

外加乙烯可以加速細胞膜上脂質降解速率和老化的發生 (Kim and Wills, 

1995; Hodges and Forney, 2000)。乙烯會促使長春藤葉片 nucleotide 增

加，如 ADP、ATP、UDP 與 GDP，其中 ATP 的增加推測可能是負責

將葉片中的養分轉運送到植物母體的工作 (Warman and Solomos, 
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1988)，這與葉片進入老化階段，葉片中的光合作用產物與礦物元素會

回收至植物體貯藏再利用的現象相吻合。 

利用乙烯反應突變體以及乙烯抑制劑能延緩葉片老化，帶有乙烯生

成酵素反義基因的番茄轉殖株可以將葉片黃化現象延後約達一週才發

生 (Picton et al., 1993)。反義番茄老化葉片中，葉綠體降解前就檢測出 

ACC 氧化酶的表現量增加 (John et al., 1995)。反義抑制 ACC 氧化酶

可以延緩植物細胞的衰老與死亡 (John et al., 1995)。在許多植物中，過

量生成乙烯並不一定促使葉片提早老化與果實後熟，ACC 合成酶的過

量表現對葉片老化也沒有顯著影響 (John et al., 1995)，說明乙烯對老化

的調控並不是獨立的，還需要其他的訊息分子的參與 (Pennel and Lamb, 

1997)。 

 

(三) 1-MCP 對葉片老化之影響 

根據乙烯生合成的特性與對植物產生影響的方式，來達到延緩或抑

制乙烯作用的目的，主要可分成三種控制方法：(1) 抑制乙烯生合成：

抑制 ACC synthase (ACS) 與 ACC oxidase (ACO) 活性，如 AVG 和

AOA 可以抑制 ACS 活性，Co2+、Ni2+ 和 p-chloromercuribenzoate 和

AIB (α-aminoisobutyric acid) 可以抑制 ACO 活性；(2) 避免或降低與

乙烯接觸的機會，利用隔絕 (包裝)、臭氧、紫外線或乙烯吸收劑 (高錳  
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圖 2. 乙烯作用抑制劑 2,5-norbornadiene (NBD)、 

diazocyclopentadiene (DACP)、1-methylcyclopropene (1-MCP) 等

環狀烯類化合物 (Sisler and Serek, 1999). 
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酸鉀) 等降低空氣中乙烯的濃度；(3) 抑制乙烯作用：抑制乙烯與乙烯

受體結合，如乙烯作用抑制劑 CO2、2,5 - norbornadiene (NBD)、STS  

 (silver thiosulfate)、diazocyclopentadiene (DACP)、1-MCP (1- 

methylcyclopropene) 等環狀烯類化合物 (圖 2) (Sisler, et al., 1999)。 

1-MCP 是一氣態的乙烯作用抑制劑，它與乙烯受體的結合力 

(affinity) 較乙烯高 10 倍以上，能以較低的濃度與乙烯受體結合，抑制

內生或外在乙烯的作用 (Blankenship and Dole, 2003)。1-MCP 目前已商

業化，最早用於花卉，商品名為 EthylBloc；其後被准許應用於可食性

作物，商品名為 SmartFresh，二者在美國都是檢驗合格使用的產品

(Blankenship and Dole, 2003)。1-MCP 在台灣商品名為“益其補”，為白

色粉末，需溶於水中才釋放出無色無味的 1-MCP 氣體。標準狀態下，

由益其補粉末釋放出 1-MCP 大約需要 20-30 分鐘，若環境溫度較低

則需要較長時間才能完全釋放，密閉空間處理 24 小時後，1-MCP 濃

度只剩約最初的 1/3 (5℃下)。1-MCP 處理可以抑制胡荽 (parsley) 葉綠

素降解與因乙烯的存在造成葉菜類葉片黃化與葉緣褐化，達到延緩老化

之效 (Able et al., 2002; Jiang et al., 2002)。容易老化的青花菜，以 1 ppm 

1-MCP 處理後在貯藏於 5℃ 環境中，貯放時間可由原來的 16.7 天延

長到 60.6 天 (Ku and Will, 1999)，同時也可以降低呼吸率與敗壞的發

生率 (Fan and Mattheis, 2000a; Fan and Mattheis, 2000b)。青花菜貯存在 
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10℃ 環境中 12 天，不論環境中乙烯是否存在，1-MCP 都能抑制青花

菜葉片黃化，同時降低呼吸速率 (Fan and Matthesis, 2000a)。若以 

1-MCP 預處理之後再處理乙烯，可以防止乙烯阻礙植物組織中的電子

傳遞、增加植物組織蛋白質及膜蛋白質的含量和增加原生質膜上膜脂質

等，防止植物組織老化等傷害 (Serek et al., 1995)。 

 

二、活性氧與葉片老化之研究 

(一)活性氧之形成與種類 

自由基是指一種可單獨存在的分子、原子或離子，其原子最外層軌

域具有不成對電子 (unpaired electron)。反應活性高且極度不穩定的自由

基，半衰期相當短，會迅速與附近分子碰撞搶奪一個電子來形成一個電

子對，達到自己穩定的狀態。失去電子的分子會變成不穩定分子，進一

步造成連鎖反應，促使自由基產生 (Salin, 1987; Thompson et al., 1987; 

Halliwell, 1994; Dat et al., 2000)。 

氧是所有需氧植物所必須，是植物光合作用的副產物，在自然狀態

下是以基態氧分子 (O2或
3O2，又稱三重態) 存在，相當安定，且對生

物體不具毒性。當氧參與化學反應過程而發生電子結構改變時，會轉變

成為帶有不成對電子的不穩定狀態，且反應性高，即所謂的自由基 (free 

radical)。活性氧 (active oxygen species，AOS) 的種類包括超氧自由基 
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(superoxide radical，O2
-)、氫氧自由基 (hydroxyl radical，‧OH)、過氧

化氫 (hydrogen peroxide，H2O2) 等等 (Salin, 1987; Thompson et al., 1987; 

Smirnoff, 1993; Yu, 1994; Alscher et al., 1997)。 

 

(二)活性氧之作用 

超氧自由基 (O2
-) 是最常見的氧自由基，由氧分子還原為水的反應

中進行一電子還原反應形成的最初產物。 O2
- 半衰期很短 (2-4 μs)，反

應活性強，一些特定的胺基酸如 histidine、methionine、tryptophan 容

易被 O2
- 氧化。在細胞環境中， O2

- 容易攻擊細胞膜引起脂質過氧化

作用與造成單股 DNA 斷裂 (Salin, 1987; Thompson et al., 1987; 

Smirnoff, 1993; Yu, 1994; Alscher et al., 1997; Dat et al., 2000)。O2
- 帶有

負電荷，不容易接近細胞膜組成份脂肪酸的負電荷團，因此無法直接透

過細胞膜，與其他活性氧相較，對細胞造成的毒害較低，但 O2
-‧ 的

存在對細胞而言相當重要， O2
- 一旦產生，很容易經由連鎖反應產生

如 ‧OH、H2O2 等其他活性氧。 

過氧化氫 (H2O2) 是氧分子還原為水的反應中進行一電子還原反

應的二級產物，半衰期較長 (1 ms)，與 O2
- 一樣皆具有破壞細胞大分

子的能力，會對含有 SH 基團分子氧化，使含硫的酵素分子失去活性 

(Salin, 1987; Thompson et al., 1987; Smirnoff, 1993; Yu, 1994; Alscher et 
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al., 1997; Vandenabeele et al., 2000)。由於 H2O2 的分子特性，可由產生

的部位通透過疏水性細胞膜擴散至其他處。 H2O2 對細胞的主要毒性是

引發後續自由基毒性更強的 ‧OH 生成。當細胞內存在過渡金屬 

(transition metals) Fe 或 Cu 時，H2O2 與 O2
- 可經由 Haber-Weiss 或 

Fenton 反應形成‧OH： 

O2
-+ Fe3+(Cu2+) → O2+ Fe2+(Cu+) (1)   

Fe2+(Cu+)+H2O2 → ‧OH+OH-+ Fe3+(Cu2+) (2) ………… Fenton reaction 

Overall：H2O2+‧OH +OH-+ O2 (3) ………… Haber-Weiss reaction 

 

氫氧自由基 (‧OH) 是氧分子還原為水的反應中最後產物，為活性

氧中活性最強之物質 (半衰期＜1 ms)，與生化大分子的親和能力很高(K

＞109 M-1s-1)，對細胞內所有組成份進行反應，如蛋白質分子結構進行

修飾導致變性，容易被蛋白質水解酵素分解，誘使 DNA 突變及產生脂

質過氧化作用 (Salin, 1987; Thompson et al., 1987; Smirnoff, 1993; Yu, 

1994; Alscher et al., 1997; Dat et al., 2000)。植物細胞內並不具有清除此

種自由基的酵素機制，因此 ‧OH 過多產生的結果會導致細胞死亡 

(Vranova et al., 2002)。 

活性氧的存在對於細胞雖具有毒性，但在細胞中有時也可以作為訊

息傳導物質 (Vranova et al., 2002)。大豆細胞受到外來病原菌感染時，

植物殺菌素的誘導生成會受到 dipheylene iodonium (DPI, NADPH 
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oxidase 抑制劑) 與 SOD抑制 O2
- 的生成而受阻 (Jabs, et al., 1997 )。

H2O2 或 menadione (O2
- 產生物質) 處理玉米幼苗會誘導耐寒性增加 

(Prasad et al., 1994)。 UV-B 處理菸草葉片誘導 PR-1 蛋白質的產生，

需要 AOS 含量的累積 (Green and Fluhr, 1995)。由 Auxin 誘導的根部

向地性生長與其誘導 AOS 有關 (Joo et al., 2001)。內生或外加 H2O2 

含量越高可以促進枸杞體胚形成 (Cui et al., 1999)。植物細胞中的活性

氧可以扮演重要的訊息傳導分子，低濃度 AOS 可以誘導防禦基因與植

物適應環境的反應，高濃度則誘發細胞死亡，為了維持這雙重角色的平

衡性，AOS 在細胞內的濃度需受到嚴密的調控 (Vranova et al., 2002)。 

 

(三)活性氧之來源 

AOS 是植物細胞一般代謝反應產物，主要產生的胞器是葉綠體

(chloroplast)、粒線體 (mitochondria)、過氧化體 (peroxisome)、

glyoxysome。葉綠體是大部分 AOS 的主要產生胞器，當固碳作用受到

限制時，NADP+ 供給不足導致氧分子接收光系統 Ⅰ (photosystem 

Ⅰ，PSⅠ) 的電子產生 O2
- (Vandenabeele et al., 2000)。粒線體的 O2

- 則

是 ubiquinone 的氧化還原失序所致 (Buchanan et al., 2000)。過氧化體

與 glyoxysome 也會產生 AOS，尤其是過氧化氫。含油份很高的種子

發芽時，glyoxysome 中的脂質 (lipid) 可經由脂肪酸 (fatty acid) 的 β
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-oxidation 和 glycolate 循環，產生碳水化合物作為幼苗生長之用。過

氧化體為避免光氧化作用 (phtooxidation) 而進行光呼吸

(photorespiration) 作用過程中，藉由 glycolate oxidase 的催化，將

glycolate 轉變為 glyoxylate 的反應會伴隨 H2O2 的釋放。另外，細胞

壁在有 Mn2+ 存在下，藉由細胞壁上的過氧化酶消耗 NADH 產生

O2
- 。植物細胞壁上的 amine oxidase 會將二元胺或多元胺氧化後會產

生 H2O2 (Federico and Angelini, 1991)，存在於細胞膜上的 NADPH 

oxidase 可以將 O2 催化為 O2
- 後，再由 SOD 的作用，在細胞壁上將

O2
- 轉變為 H2O2 (Neil et al., 2002)。此外，在高等植物乙烯生合成途徑

中，由 ACC 經由 ACC oxidase 轉變為乙烯的催或過程中，也需要氧

氣的參與 (Yang, 1985)。 

 

(四)活性氧與葉片老化 

西元 1955 年 Harman 提出衰老自由基理論 (free radical theory of 

aging)，認為衰老是活性氧對於細胞傷害攻擊所造成的。當 AOS 的產

生與移除失去細胞內氧化還原的穩定狀態時，會導致 AOS 累積；AOS

反應活性很高，會去攻擊細胞內組成份，尤其是構成細胞膜的脂質所造

成的傷害，引起氧化逆境 (oxidative stress) (Buchanan et al., 2000)。 

AOS 在植物細胞正常生長情況只有少量存在 (240 μMs-1 O2
- 或 
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0.5 μM H2O2)。當植物遭遇到許多生物性 (biotic) 或非生物性 (abiotic) 

逆境時，如乾旱、淹水、臭氧、鹽分、重金屬、高光強度、創傷、病蟲

害等，常會使得葉綠體與粒線體的電子傳遞鏈受阻，無法順利傳送電

子，游離的電子常會與氧結合形成活性氧，因此增加植物細胞中活性氧

含量 (240-720 μMs-1 O2
- 或 5-15 μM H2O2) (Dat et al., 2000; Hodges and 

Forney, 2000; Polle, 2001)，導致葉片加速老化 (Philosoph-Hadas et al., 

1991; Bartoli, 1996)。菸草葉片的老化，可能是自由基累積過多產生脂質

過氧化作用 (lipid peroxidation)，因此 AOS 被認為與葉片老化有關 

(Dhindsa et al., 1981; Philosoph-Hadas et al., 1994)。 

 

(五)脂質過氧化作用與葉片老化之關係  

植物葉片老化過程中，細胞膜或胞內之膜通透性 (membrane 

permeability) 會改變，而膜通透性改變常伴隨著脂質過氧化作用 (lipid 

peroxidation) 的發生 (Ferguson and Simon, 1973)。脂質過氧化作用是植

物細胞老化過程中重要的生理作用之一 (Dhindsa et al., 1981; Kunnert 

and Ederer, 1985; Thompson et al., 1987; Strother, 1988)。天然的多元不飽

和脂肪酸 (polyunsaturated fatty acid, PUFA) 中，常帶有兩個氫鍵夾著一

個甲烯基 (diene) 之構造，這種構造經由 Lipoxygenase (LOX) 催化酵

素性氧化或活性氧引發的非酵素性作用，與氧分子發生過氧化反應生成
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自由基 lipid hydroperoxide，而觸發脂質過氧化反應。脂質過氧化是一

種連鎖反應，會不斷產生自由基，以供觸發進一步的過氧化。脂質過氧

化作用重要的裂解產物有丙二醛 (malondialdehyde，MDA)、乙烷、戊

烷、與乙烯等等。這些有害的碳氫裂解氧化產物會導致細胞膜滲漏 

(Leshem, 1986; Zhuang et al., 1995)。 

    在光線中小麥與黑麥葉片老化時，總過氧化物含量與脂質過氧化作

用產物 MDA 含量會隨著葉片老化程度增加而增加 (Kar and 

Feierabend, 1984)。老化之燕麥切離葉片中，MDA 含量較高，而 SOD

及 CAT 活性有下降之現象 (Dhindsa et al., 1982)。脂質過氧化作用被認

為是由自由基所引起 (Dhindsa et al., 1981; Thompson et al., 1987)。使用

自由基清除劑還原態 GSH 與 sodium benzoate 處理可延緩由 MJ 

(methyl jasmonate) 誘導水稻切離葉片的老化與 MDA 含量的增加 

(Hung and Kao, 1998)。採收後的園產品在貯藏過程中，其綠色組織的老

化亦與脂質過氧化作用有關。10 ppm 乙烯處理會加速菠菜葉片葉綠素

降解，同時也會促進 MDA 含量的累積與產生不穩定的自由基 

hydroperoxide (Yamauchi and Watada, 1991)。洋芫荽切離葉片老化過程

中，脂質過氧化作用與葉綠素、蛋白質含量的變化為負相關關係 (Meir 

et al., 1992)。由於許多研究指出脂質過氧化作用在葉片老化過程中會不

斷發生，因此脂質過氧化作用產物 MDA 含量可用來當作切離葉片老
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化程度的指標與遭受氧化逆境程度 (Hodges et al., 2000)。 

 

三、抗氧化系統與葉片老化之關係 

(一)植物之抗氧化機制 

在正常植物細胞中，或多或少會自行產生一些活性氧，為因應活性

氧產生後對植物細胞之傷害，植物體內有一套很有效率的抗氧化反應機

制來消除活性氧在細胞內之累積，主要由非酵素型 (non-enzymatic) 的

抗氧化物 (antioxidants) 及一些酵素型 (enzymatic) 抗氧化酵素

(antioxidant enzymes) 所組成 (圖 3) 。抗氧化物包含水溶性與脂溶性的

分子，包括了抗壞血酸 (ascorbic acid, AsA)、還原態的穀胱甘肽 

(glutathione, GSH)、α-生育酚 (α-tocopherol) 及類胡蘿蔔素 

(carotenoids) 等，可直接清除細胞質或細胞膜中的自由基。抗氧化酵素

主要有抗壞血酸過氧化酶 (ascorbate peroxidase, APX)、過氧化氫酶 

(catalase, CAT)、穀胱甘肽還原酶 (glutathione reductase, GR)、過氧化酶 

(peroxidase, POX)及超氧歧化酶 (superoxide dismutase, SOD)等 

(Halliwell, 1974; Buchanan et al., 2000)。 

SOD (E.C. 1.15.1.1) 廣泛分佈在有氧呼吸的有機體中，扮演控制細

胞間 superoxide 含量的角色。SOD 在高等植物細胞中，依組織不同而  
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圖 3. 抗氧化防禦系統 

Fig. 3. Antioxidant defense system. (Buchanan et al., 2000) 
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含有不同金屬輔基，CuZn-SOD 主要存在葉綠體與細胞質，Mn-SOD 主

要存在粒線體基質中，Fe-SOD 只存在部分雙子葉植物葉綠體中。當細

胞產生活性氧如 O2
- 時，會經由抗氧化防禦系統的第一道防線 SOD  

負責將 O2
- 岐化成為 O2 與 H2O2 ，防止自由基進一步的生成。 

植物體抗氧化酵素系統中的 CAT (分佈於過氧化體、乙醛酸循環體 

等微體)、POX (分佈於細胞壁、細胞膜、細胞質及其他內質網、高爾基

體、液胞等胞器)、APX (分佈於細胞質、粒線體與葉綠體) 的角色是負

責清除工作將之代謝為 H2O。CAT (EC 1.11.1.6) 是帶有 heme 的四元

體酵素，存在於 peroxisome、glyoxysome 與一些含有產生 H2O2 酵素

(glycolate oxidase) 的胞器中。經由 SOD 歧化而來的 H2O2 會更進一

步經由 CAT 作用 2H2O2 →O2 + 2H2O，保護細胞避免因 H2O2 累積而

引起傷害。 

POX (EC 1.11.1.7) 亦是帶 heme 結構的蛋白質，所催化的反應為

AH2 + H2O2→A + 2H2O。POX 具有不同型的同功異構酵素 (isozyme)，

有些可將 indole- 3-acetic acid (IAA) 氧化分解，有些則具有 ACC 

oxidase 酵素功能。POX 除了具有清除 H2O2 的機制外，在菠菜、芫荽

等葉片中，亦發現具有 peroxidase-hydrogen peroxide 系統，即在有 H2O2 

與酚類物質的存在下，會以葉綠素 a 為基質，參與葉綠素之分解反應 

(Yamauchi and Minamide, 1985; Yamauchi and Watada, 1991)。 
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POX 其中利用 ascorbate 為反應受質的 APX (EC 1.11.1.11，分佈

在細胞質、過氧化體、粒線體、葉綠體內的基質與類囊膜)，所負責清

除 H2O2 的反應，是與 GR (EC 1.6.4.2，分佈在細胞質與葉綠體) 一同  

參與所謂 Halliwell-Asada 循環或直接稱之為 ascorbate-glutathione 循

環 (Asada, 1992)。APX 利用 ascorbate 為反應受質，將 H2O2 還原為 

水，而 ascorbate 則轉變成 dehydroascorbate (DHA) 或

monodehydroascorbate (MDHA)。MDHAR 亦可以自發反應或藉由

MDHA reductase (MDHAR) 催化再生為 ascorbate；DHA 可以自發反應

或藉由 DHA reductase (DHAR) 催化再生為 ascorbate。DHAR 催化反

應需要 GSH 為反應受質，反應後 GSH 被氧化為氧化態 glutatione 

(GSSG)。GSSG 再經由 glutatione reductase (GR) 的催化反應，同時消

耗 NAPH 再生為 GSH。抗氧化酵素的存在除了負責清除 AOS，同時

幫助植物細胞內 ascorbate (ASA/DHA) 與 glutathione (GSH/GSSG) 維

持在很高的氧化還原狀態 (Buchanan et al., 2000)。 

 

(二)葉片老化過程中抗氧化酵素活性之表現 

燕麥葉片與大羊蹄 (Rumex obstusifolius) 葉圓片老化時，MDA 含

量增加，可能是 SOD 與 CAT 活性下降導致自由基累積而促進脂質過

氧化作用的發生，最終細胞膜崩解 (Dhindsa et al., 1982)。不同植物葉片
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在正常老化或逆境誘導老化過程中，抗氧化系統的酵素活性表現不一，

如老化速度較快的菠菜品種 ‘Spokane F1’ 的 APX 活性比老化較慢的 

‘BJ412 Sponsor’ 品種低；但前者的 CAT 與 SOD 活性較高 (Hodges 

and Forney, 2001)。玉米晚生品種 Deccan 103 與早生品種 X 3342 抗氧

化酵素在葉片老化過程中均有增加，Deccan 103 的 Mn-SOD (SOD 

isozyme) 一直維持較高活性 (Prochazkova et al, 2001)。缺水處理會加速

水稻葉片老化，降低與 H2O2 代謝相關酵素 (POX、CAT、APX、SOD) 

的活性 (林，1996)。淹水前處理誘導菸草葉片在復氧環境中產生氧化逆

境時，CAT 與 SOD 活性較對照組低，造成菸草葉片的氧化傷害 

(Hurng and Kao, 1994)。葉綠素降解速率由小到大依序為 watercress＞

parsley＞sage 的三種可食性藥草，paresley 的 CAT、POX 活性最高而

總還原能力居 (Philosoph-Hadas et al., 1994)。因此，不同種類的葉片在

老化時，其抗氧化防禦機制的反應各有不同。 

已有研究利用基因轉殖技術，將抗氧化酵素導入植物體內，觀察其

表現是否可以提高植物對逆境之抗性。菸草轉殖株大量表現 Cu/Zn 

SOD 的結果顯示，對於高光強度及低溫確實具有抗性表現 (Sen Gupta 

et al., 1993)。苜宿轉殖株表現 Mn-SOD 可以在凍害逆境後仍具有生長

勢，而且可以增加在冬天田間的存活率 (McKersie et al., 1996, 1997)。

轉殖阿拉伯芥過氧化體上的 APX 基因至菸草植株中，轉殖植株對於氧
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化逆境的抵抗性有提高的效果，菸草植物轉殖 GR 基因後可以提高對

巴拉刈的抗性 (Creissen et al., 1996)。 
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材料與方法 

一、材料種植與處理 

本試驗以農友‘蕙津’品種芥藍 (Brassica oleracea L. Albograbra 

Group cv. ‘Veg Gin’) 種子為試驗材料。播種前以種子與水 1:100 (w/v) 

的比例在 20℃ 恆溫庫內通氣浸種 48 小時，以提高種子發芽率與發芽

整齊度。播種前預先將蔬菜育苗介質 BVB 4 加水拌濕，將浸種後的種

子以每格三粒的數量播入已填好育苗介質的 128 格穴盤內。播種後將

每一穴盤置入一塑膠淺盤後放在 25℃，70% 濕度的恆溫庫中育苗，光

強度 5000 lux，每日照光 18 小時。澆水原則是要看到介質轉為淺棕色

時才進行澆水，澆水方式是將水倒入塑膠淺盤中，待介質呈現深棕色

後，將多餘的水倒出。 

為取得葉片生長速率一致的葉片，從種子發芽到第二片本葉生長期

間進行兩次除苗手續。第一次為播種後第 4 天，除去子葉未展開的幼

苗。第二次為播種後第 12 天，除去第 2 片本葉尚未長出的幼苗。最

後，每格僅留一株幼苗。播種後第 7 天使用稀釋 3000 倍之 Peter’s 

No.1 (20-20-20) 營養液，把育苗介質完全澆濕，然後用水輕輕洗去葉片

上之營養液，避免發生鹽害。當芥藍苗第一片本葉長出時 (約第 10 

天)，施用稀釋 2000 倍之 Peter’s No.1 (20-20-20) 營養液一次。之後每

隔四天施用一次 1000 倍之同種營養液。當芥藍苗生長到 21 天時，將
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第二片本葉以鋒利的刀片自葉柄切下，以四片葉片互不堆疊的方式插於

裝有去離子水的 25 mL三角瓶後，進行後續試驗。  

 

二、試驗方法 

(一) 不同濃度乙烯處理 

每片切離葉片貼上經過編號的小標籤，根據 0、0.1、1、10 ppm 乙

烯濃度處理，依序編號為 A1—A10、B1—B10、C1—C10、D1—D10。

將裝有切離葉片的三角瓶分別放入置於 25℃ 恆溫庫內的容積 16 公

升的四個呼吸缸中，呼吸缸外表被覆鋁箔紙，維持缸內黑暗環境。以含 

0、0.1、1、10 ppm 乙烯的空氣以每小時 8 公升的流速分別通入前述

四個容積 16 公升呼吸缸中，連續 8 天。每日測量不同濃度乙烯處理

的切離葉片葉綠素讀值一次。 

 

(二) 1 ppm 乙烯處理 

每片切離葉片貼上經過編號的小標籤，不含乙烯處理組編號為

C1—C80 (C 代表 CK)，乙烯處理組編號為 E1—E80 (E 代表

Ethylene)。另外再取 20 片葉片將之編號為 O1—O20 代表第 0 天的

葉片。將裝有編號 C1—C80 與 E1—E80 切離葉片的三角瓶分別放入

置於 25℃ 恆溫庫內的容積 16 公升的兩個呼吸缸中，每缸 20 瓶，呼
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吸缸外表被覆鋁箔紙，維持缸內黑暗環境。 

以含 0、1 ppm 乙烯的空氣以每小時 8 公升的流速分別通入前述

兩個容積 16 公升呼吸缸中，連續 4 天。通入空氣的呼吸缸中裝有編

號 CK1—CK80 切離葉片三角瓶，乙烯處理組裝有編號為 E1—E80 切

離葉片三角瓶。每日測量編號 C61—C80 與 E61—E80 的切離葉片葉

綠素讀值一次。處理開始後第 1、2、3、4 天依序取出編號 C1—C20、

C21—C40、C41—C60、C61—C80 與 E1—E20、E21—E40、E41—E60、

E61—E80 的葉片。加上未處理的第 0 天編號為 O1—O20的 20 葉

片，從中選擇外觀表現一致的 10 片葉片，每葉片取出後，經天平秤重

後裝入封口袋，並在袋上紀錄該片葉片重量、處理項目與固定日期，然

後用液態氮固定後置於 -80℃ 凍箱存放，留做之後測定蛋白質、MDA 

與 H2O2 含量與抗氧化酵素活性之用。測定之前從每日凍存的無乙烯與

有乙烯兩處理中之 10 片葉片，以 2 片為一樣品作 1 重複，無乙烯與

有乙烯處理各 5 重複，亦即每處理均有取樣 5 天。 

 

(三) 1-MCP 處理 

每片切離葉片貼上經過編號的小標籤，不含乙烯處理組編號為

AA1—AA20 (A 代表 Air) 與 AE1—AE20 (E 代表 Ethylene)，1-MCP 

處理組編號為 MA1—MA20 (M 代表 1-MCP) 與 ME1—ME20。將裝
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有編號 AA1—AA20、 AE1—AE20 與 MA1—MA20、ME1—ME20 切

離葉片的三角瓶分別放入置於 25℃ 恆溫庫內的容積 16 公升的兩個

呼吸缸中，每缸 10 瓶，呼吸缸外表被覆鋁箔紙，維持缸內黑暗環境。   

分別以密閉處理空氣或 1-MCP 氣體燻蒸 1 天後，AA1—AA20、

MA1—MA20 與 AE1—AE20、ME1—ME20，以不含乙烯或含 1 ppm 

乙烯的空氣的處理方式，連續 3 天以每小時 8 公升的流速分別通入兩

個容積 16 公升呼吸缸中，每缸 10 瓶，呼吸缸外表被覆鋁箔紙，維持

缸內黑暗環境。每日測量切離葉片 SPAD 讀值一次。乙烯處理 3 天

後，從四組處理中選擇外觀表現一致的 10 片葉片，經天平秤重後裝入

封口袋，並在袋上紀錄該片葉片重量、處理項目與固定日期，然後用液

態氮固定後置於 -80℃ 凍箱存放，留做之後測定蛋白質、MDA 與 

H2O2 含量與抗氧化酵素活性之用。測定之前從乙烯連續處理 3 天後凍

存的四處理組中之 10 片葉片，以 2 片為一樣品作 1 重複，各 5 重

複。 

1-MCP 的用量，依使用容積為 16 公升呼吸缸之體積，計算並秤

取 8.8 mg的益奇補粉末 (EthylBloc，是含有 1-MCP 之商業產品，由

利統公司生產。其有效濃度為 0.43%) 置於 50 mL 燒杯中，將燒杯放

入呼吸缸，加入 5 mL 去離子水，迅速將呼吸缸密封，使呼吸缸內濃度

達到 1 ppm，進行燻蒸處理，空氣 (對照組) 則是使用同體積的去離子
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水。1-MCP 用量之計算： 

 

  X ppm     ＝    W / V               W：益奇補粉末重量 

  0.9 ppm         1.5 / 3000             V：呼吸缸內部體積 

 

三、測定項目 

(一) 葉綠素測定 

仿王氏 (2000) 方法，以葉綠素計每日測量留在呼吸缸中的 1 ppm 

乙烯處理編號 C61—C80 和 E61—E80 與 1-MCP 處理編號 AA1—

AA10、AE1—AE10、MA1—MA10 和 ME1—ME10的每一片切離葉片 

SPAD 讀值一次，共測四天。每片葉前端葉脈兩側測兩點後求平均值，

每片葉的 SPAD 平均值代表一個重複之結果。求得之 SPAD 值以下列

公式換算葉片之黃化指數： 

 

葉片第 X 天之黃化指數 ＝ [(葉片第 0 天之 SPAD 值) － (葉片第 

X天之 SPAD 值)] ÷ 該葉片第 0 天之 SPAD 值 × 100%。使用葉綠

素計時應注意葉片是否失水軟垂，此時測得的 SPAD 值會偏高而失去

準確度。 

 



 

 30

(二) 蛋白質含量測定 

蛋白質含量之測定是參考 Bradford (1976 ) 測定方法。取 2 片芥

藍葉片，加入 2 mL sodium phosphate buffer (50 mM，pH 6.8 ) 研磨成均

質後，在 4℃ 下以 17,600 g 離心 20 分鐘。取 20 μL 上清液加入 5 

mL 之 dye solution，靜置約 10 分鐘，測定 595 nm 波長之吸光值。

對照組是以 20 μL sodium phosphate buffer (50 mM，pH 6.8 ) 取代上清

液，再依相同步驟進行呈色反應。蛋白質含量的估計係依據以 5 μg ～

100 μg 小牛血清蛋白 ( BSA，bovine serium albumin ) 依同樣步驟所作

出的標準曲線，求得消光係數為 0.001 μg –1 cm-1。樣品中蛋白質含量 

( mg g-1 )是 A595 ÷ 0.01 (μg –1 cm-1) ÷ 1 (cm) × 100 (稀釋倍數) ÷ 1000 

÷ 樣品原始鮮重 (g)。 

 

(三) Malondialdehyde (MDA) 含量之測定 

MDA 含量，可作為脂質過氧化作用之指標。MDA 含量之測定，

採用 Heath and Packer ( 1968 ) 之方法。取 2 片芥藍葉片，加入 4 mL 

TCA (trichloroacetic acid) (5%，w/v) 研磨成均質後，在 20℃ 下以 10,000 

g 離心 5 分鐘，吸取 1 mL 上清液，加入 4 mL TBA (thiobarbituric acid) 

〔5%，w/v，溶於 TCA ( 20%，w/v ) 中〕 混合均勻。將試管置於 95

℃ 下熱水浴 30 分鐘後，迅速地將試管加入冰中終止反應。冰浴 5 分
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鐘後取出試管，將試管瓶蓋打開以超音波振盪器震盪除去氣泡，在室溫

下以 5,000 g 離心 10 分鐘後，取上清液以光電比色計測定 532 nm、

600 nm 波長之吸光值。空白試驗是以 1 mL 之 TCA ( 5%，w/v ) 代替

萃取液，加入 4 mL TBA (thiobarbituric acid) 進行反應。反應後產物之

消光係數為 155 mM-1 cm-1。樣品中 MDA 之含量 (nmol g-1) 為 (A532

－A600) ÷ 155 (mM-1 cm-1) × 5 (反應體積，mL) ÷ 1 (cm) × 4 (稀釋倍數) 

× 1000 ÷ 樣品原始鮮重 (FW, g)。 

 

 

 

(四) H2O2 含量之測定 

H2O2 含量之測定是參考 Jana and Choudhuri (1981) 方法。其測定

原理是利用過氧化氫與 titanium chloride (TiCl4) 反應後會產生黃色的

複合物，以該複合物在波長 410 nm 下之吸光值來估算過氧化氫含量。

取 2 片芥藍葉片以 3 mL sodium phosphate buffer (50 mM，pH 6.8 ) 研
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磨成均質後，在 4℃ 下以 6,000 g 離心 20 分鐘。取 2 mL 上清液，

加入 1 mL TiCl4 混合均勻，於室溫下以 5,000 rpm離心 15 分鐘後，取

上清液以光電比色計測定 410 nm之吸光值。空白試驗是以 2 mL TiCl4 

sodium phosphate buffer 取代上清液。反應後產物之消光係數為 0.28 

mM-1 cm-1。樣品中所含 H2O2 之含量 (nmol g-1) 為 A410 ÷ 0.28 (mM-1 

cm-1) ÷ 1 (cm) × 1.5 (稀釋倍數) ÷ 樣品原始鮮重 (FW, g)。 

 

(五) 抗氧化酵素活性分析 

1. Ascorbate peroxidase (APX，EC.1.11.1.11) 酵素之抽取及活性分析 

APX 之活性測定是參考 NaKano and Asada (1981) 方法。取 2 片

芥藍葉片於預冷之研缽中，以 4 mL 之 sodium phosphate buffer (50 mM, 

pH 6.8)於冰浴下，將材料研磨成均質，在 4℃ 以 12,000 g 離心 20 分

鐘後，所得上清液即為酵素萃取液 (crude enzyme extract)。取 0.1 mL

酵素萃取液，加入 1 mL potassium phosphate buffer (150 mM, pH 7.0)，1 

mL ascorbate (1.5 mM)，0.4 mL EDTA (0.75 mM)，0.5 mL H2O2 (6 mM) 

於石英管混合均勻後，以光電比色計測定波長 290 nm 之吸光值 (△

A290)反應 1 分鐘，空白試驗以 0.1 mL 萃取緩衝液代替酵素萃取液。

反應後產物之消光係數為 2.8 mM-1cm-1。樣品中 APX 活性 (units g-1 

FW)為 △A290 ÷ 2.8 (mM-1cm-1) × 3 (反應體積，mL) ÷ 1 (cm) × 40 (稀
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釋倍數) ÷ 1 (分鐘) ÷ 樣品原始鮮重 (FW, g)。酵素活性單位 (unit) 為

每分鐘消耗 1 μmol之 ascorbate。其比活性 (units mg-1 protein) 為 APX 

活性 (units g-1) ÷ 萃取液的蛋白質含量 (mg g-1)。 

 

2. Catalase (CAT，EC.1.11.1.6) 酵素之抽取及活性分析 

  CAT 之活性測定主要是參考 Kato and Shimizu (1985) 方法。取 2

片芥藍葉片於預冷之研缽中，以 4 mL 之 sodium phosphate buffer (50 

mM, pH 6.8) 於冰浴下，將材料研磨成均質，在 4℃ 以 12,000 g 離心 

20 分鐘後，所得上清液即為酵素萃取液 (crude enzyme extract)。取 0.2 

mL 酵素萃取液，加入 2.7 mL sodium phosphate buffer (100 mM, pH 

7.0)，0.1 mL H2O2 (1 M) 於石英管混合均勻後，以光電比色計測定波長

240 nm之吸光值 (△A240) 反應 1 分鐘，空白試驗以 0.2 mL 萃取緩衝

液代替酵素萃取液。反應後產物之消光係數為 40 mM-1cm-1。樣品中

CAT活性 (units g-1 FW) 為 △A240 ÷ 40 (mM-1cm-1) × 3 (反應體積，

mL) ÷ 1 (cm) × 20 (稀釋倍數) ÷ 1 (分鐘) ÷ 樣品原始鮮重 (FW, g)。

酵素活性單位 (unit) 為每分鐘消耗 1 μmol之 H2O2。其比活性 (units 

mg-1 protein) 為 CAT 活性 (units g-1) ÷ 萃取液的蛋白質含量 (mg g-1)。 
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3. Glutathione redutase (GR，EC.1.6.4.2) 酵素之抽取及活性分析 

  GR 之活性測定主要是參考 Foster and Hess (1980) 方法。取 2 片

芥藍葉片於預冷之研缽中，以 4 mL 之 sodium phosphate buffer (50 mM, 

pH 6.8) 於冰浴下，將材料研磨成均質，在 4℃ 以 12,000g 離心 20 分

鐘後，所得上清液即為酵素萃取液 (crude enzyme extract)。取 0.2 mL

酵素萃取液，加入 1 mL TRIS-HCl buffer (150 mM，pH 7.5 )，0.3 mL 

MgCl2 (30 mM)，0.5 mL oxidized form glutathione (GSSG，3 mM)，1 mL 

reduced form nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH，0.45 

mM) 於石英管內混合均勻後。以光電比色計測定波長 340 nm 之吸光

值 (△A340) 反應 1 分鐘，偵測 NADPH 的氧化使得吸收值減少的

量。空白試驗以 0.2 mL 萃取緩衝液代替酵素萃取液。每分鐘吸光度 (△

OD) 之變化，定義為一單位酵素活性 (unit)。樣品中 GR 活性 (units g-1 

FW) 為 △A340 × 20 (稀釋倍數) ÷ 1 (分鐘) ÷ 樣品原始鮮重 (FW, 

g)。酵素活性單位 (unit) 為每分鐘消耗 1 μmol之 H2O2。其比活性 

(units mg-1 protein) 為 GR 活性 (units g-1) ÷ 萃取液的蛋白質含量 (mg 

g-1)。 

 

4. Peroxidase (POX，EC.1.11.1.7) 酵素之抽取及活性分析 

Peroxidase 之活性測定是參考 MacAdam et al. (1992) 方法。取 2
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片芥藍葉片於預冷之研缽中，將葉片放於預冷過的研缽中，以 4 mL 之

potassium phosphate buffer (50 mM，pH 5.8 ) 於冰浴下，將材料研磨成

均質，在 4℃ 以 12,000 g 離心 20 分鐘後，所得上清液即為酵素萃取

液 (crude enzyme extract)。取 0.1 mL 酵素萃取液，加入 1 mL potassium 

phosphate buffer (50 mM，pH 5.8 )，1 mL guaiacol (21.6 mM)，0.9 mL H2O2 

( 39 mM )，於石英管混合均勻後，以光電比色計測定波長 470 nm之吸

光值 (△A470) 反應 1 分鐘，空白試驗以 0.1 mL 萃取緩衝液代替酵素

萃取液。反應後產物之消光係數為 40 mM-1cm-1。每一單位酵素活性 

(unit) 以每分鐘形成 1 μmol之 tetraquauacol 表示。樣品中 POX 活性

(units g-1 FW) 為 △A470 ÷ 26.6 (mM-1cm-1) × 3 (反應體積，mL) ÷ 1 

(cm) × 40 (稀釋倍數) ÷ 1 (分鐘) ÷ 樣品原始鮮重 (FW, g)。其比活性

(units mg-1 protein) 為 POX 活性 (units g-1) ÷ 萃取液的蛋白質含量 

(mg g-1)。 
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5. Superoxide dismutase (SOD，EC.1.15.1.1) 酵素之抽取及活性分析 

SOD 之活性測定是參考 Paoletti et al. (1986) 方法。取 2 片芥藍葉

片於預冷之研缽中，以 3 mL sodium phosphate buffer (50 mM，pH 7.4)

將材料研磨成均質，在 4℃ 以 15,000 g 離心 30 分鐘後，所得上清液

即為酵素萃取液 (crude enzyme extract)。取 0.2 mL 酵素萃取液，加入

1.6 mL Tea-Dea buffer (triethanolamine -diethanolamine，100 mM, 

pH7.4)，0.08 mL reduced form nicotinamide adenine dinucleotide 

(NADH，7.5 mM)，0.05 mL EDTA / MnCl2 (100 mM / 50 mM, pH 7.0 )，

1 mL β-mercaptoethanol (10 mM) 於石英管混合均勻後，以光電比色計測

定波長 340 nm 之吸光值 (△A340) 反應 10 分鐘之吸光值 (A340) ，空

白試驗以 0.2 mL 萃取緩衝液代替酵素萃取液。樣品中 SOD 活性 

(units g-1 FW) 為 (空白試驗△OD－樣品△OD) ÷ 1 / 2 △OD 

(mM-1cm-1) × 15 (稀釋倍數) ÷ 10 (分鐘) ÷ 樣品原始鮮重 (FW, g)。其

比活性 (units mg-1 protein) 為 SOD 活性 (units g-1) ÷ 萃取液的蛋白質

含量 (mg g-1)。酵素活性 (unit) 是以每 10 分鐘 SOD 抑制 NADH 氧

化 50% 的吸光值變化量 (△OD)。 
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四、供試藥劑原液與配置 

1. EthylBloc：利統股份有限公司出品。 

2. Dye solution：以 50 mL 乙醇 (95%，v/v) 將 100 mg 之 Coomassie 

Brillant Blue G-250 完全溶解後，加入 100 mL phosphoric acid 

(85%，w/v)，加入去離子定量至 1 L。以濾紙過濾後之濾液置於褐色

瓶中，存放於 4℃ 中備用。 

3. TiCl4 (titanium chloride，0.1%，v/v)，溶於 20% (v/v) H2SO4：將 20 mL

濃 H2SO4 加入裝有適量去離子水的燒杯中，待冷卻後加入 100 μL 

TiCl4 後，再以去離子水定量至 100 mL。(TiCl4 為劇毒發煙物，配

置時需配戴手套於通風櫥中操作)。 

4. TBA [ 5%，w/v，溶於 TCA ( 20%，w/v ) 中]：取 20 g TCA 加入 80 

mL 去離子水中，加熱並攪拌，待完全溶解後再加入 0.5 g TBA 繼續

加熱及攪拌，溶解完全後待冷卻再以去離子水定量至 100 mL。 

(TCA 為具腐蝕性之強酸結晶粉末，配置時需配戴手套)。 

5. 測定方法中使用到的 TBA、H2O2、ascorbate、GSSG、NADPH、NADH

等藥劑，進行測定時需新鮮配置。 
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五、試驗儀器 

1. 葉綠素計：Minolta SPAD-502 chlorophyll meter 

2. 分光光度計：U2100, Hitachi 

3. 超低溫高速離心機：Super T21, SORVAL 
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結果 

一、乙烯對切離葉片老化之影響 

葉片進入老化生理變化的過程中，在外觀上最明顯的改變就是葉片

黃化，因此一般都以葉綠素含量降低的程度作為切離葉片老化的指標

(Thomas and Stoddart, 1981)。根據紀 (2003) 使用 SPAD 葉綠素測定

法，與使用乙醇或 DMF (N,N-Dimethylformamide) 等有機溶劑萃取出

葉綠素後，再以分光光度計讀取特定波長之吸光值的方法相比較，結果

指出葉片 SPAD 讀值與其葉片中的總葉綠素或葉綠素 a 含量都呈現

高度相關，SPAD 讀值可用來代表葉片的葉綠素含量，因此本試驗利用 

SPAD 葉綠素計測定法的非破壞性特性，連續測定同一片切離葉片的 

SPAD 讀值來代表葉綠素含量，並換算成黃化指數以表現黃化趨勢。 

 

分別以 0、0.01、1、10 ppm乙烯處理芥藍切離葉片觀察葉片在黑

暗環境 25℃ 下之黃化變化。切離葉片經不同濃度的乙烯處理 1 天

後，各處理間 SPAD 值無顯著差異，葉片外觀尚未有黃化發生。乙烯

處理 3 天後，乙烯處理組切離葉片 SPAD 值平均值明顯低於對照組

(圖 4)，亦即黃化程度開始增加，此時葉片外觀開始黃化。隨著乙烯濃

度提高，SPAD 值平均值下降幅度更是顯著，說明乙烯處理確實可以加

速芥藍切離葉片之老化。 
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圖 4. 25℃下‘蕙津’芥藍苗切離葉片以不同乙烯濃度處理對葉綠素計 SPAD 讀值變

化之影響。 
Fig. 4  Changes in readings of SPAD chlorophyll meter of detached leaves of ‘Veg Gin’ 

Chinese kale seedlings treated with fresh air and various concentration of C2H4 at 
25℃. Data represent mean ± S.E. of 10 replications. 
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為了瞭解乙烯促進芥藍切離葉片老化是在何時發生，根據圖 5 結

果指出，以 10 ppm 乙烯處理切離葉片 3 天，對於促進葉片老化現象

的效果過於強烈，即在處理 3 天後葉片已經嚴重老化乾枯；而 0.1 ppm 

與 1 ppm 乙烯處理的 SPAD 值雖無顯著差異，但經 1 ppm 乙烯處理 3

天後，切離葉片的外觀表現會較為一致 (圖 6)，且葉片外觀已出現黃

化，因此之後的試驗採用 1 ppm 乙烯濃度為最適濃度進行 4 天的時程

(time course) 處理及分析。 

以純空氣 (對照) 或 1 ppm 乙烯連續處理芥藍苗切離葉片 4 天

中，前 2 天 SPAD 值無顯著差異 (圖 7A)，葉片外觀尚未有黃化發

生。第 3 天開始乙烯處理組的葉片 SPAD 平均值明顯低於對照組(圖

7A)，黃化指數已經達到 50% (圖 7B)，葉片外觀也開始黃化。對照組

第 3、4 天的 SPAD 值仍維持恆定，葉片外觀變化也不顯著；但乙烯

處理組 SPAD 值持續下降，而到第 4 天時葉片幾乎完全黃化，並有部

分乾枯的現象，此時黃化指數達到 100% (圖 7B)。 

葉片老化中，蛋白質含量的改變也是重要的生理變化之一。由圖 8

結果得知，不論有無乙烯處理，蛋白質含量在處理期間的前 2 天均逐

漸下降，而第 3 天開始乙烯處理組的葉片蛋白質含量明顯低於對照

組。根據葉綠素與蛋白質含量這兩種葉片老化指標的變化，顯示 1 ppm

乙烯連續處理 3 天後，芥藍苗切離葉片開始老化。 
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圖 5. 25℃下‘蕙津’芥藍苗切離葉片以不同濃度乙烯處理 3 天對葉綠素計 SPAD 

讀值變化之影響。SPAD 讀值係於處理第 3 天測定。 
Fig.5  Changes in readings of SPAD chlorophyll meter of detached leaves of ‘Veg Gin’ 

Chinese kale seedlings treated with various concentrations of C2H4 for 3 days at 25
℃. Data represent mean ± S.E. of 10 replications. 
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圖 6. 25℃下‘蕙津’芥藍苗切離葉片以不同濃度乙烯處理 3 天後的黃化變化 
Fig. 6  Yellowing of detached leaves of ‘Veg Gin’ Chinese kale seedlings treated with  

various concentrations of C2H4 at 25℃. 
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圖 7. 25℃下‘蕙津’芥藍苗切離葉片以空氣與乙烯 (1 ppm) 處理對葉綠素計 SPAD 
讀值 (A),黃化指數 (B)。圖 (B) 中第 0 天為葉片剛切離時的黃化指數。 

Fig. 7  Changes in readings of SPAD chlorophyll meter (A) and yellowing index (B) of 
detached leaves of ‘Veg Gin’ Chinese kale seedlings treated with fresh air and C2H4 
(1 ppm) at 25℃. Data represent mean ± S.E. of 10 replications. 
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圖 8. 25℃下‘蕙津’芥藍苗切離葉片以空氣與乙烯 (1 ppm) 處理對蛋白質含量變化

之影響。 
Fig. 8  Changes in protein content of detached leaves of ‘Veg Gin’ Chinese kale 

seedlings treated with fresh air and C2H4 (1 ppm) at 25℃. Data represent mean ± 
S.E. of 5 replications. 
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二、脂質過氧化作用、H2O2 含量與切離葉片老化之關係 

許多學者認為葉片之所以會老化，主要是由於葉片遭受氧化逆境而

引起老化 (Dhindsa et al., 1981；Leshem, 1986；Philosoph-Hadas et al., 

1994)，而 MDA 與 H2O2 含量是一般常用來當作氧化逆境的指標，當

葉片遭受氧化逆境時，兩者的含量通常會增加。以純空氣或 1 ppm 乙

烯連續處理芥藍苗切離葉片 4 天中，乙烯處理組的 H2O2 含量在處理 

1天後即開始明顯高於對照組 (圖 9A)，隨著處理天數增加，H2O2 含

量僅有些微下降；對照組的 H2O2 含量在處理 2 天內並無顯著變化，

之後明顯下降。 

對照與乙烯處理組切離葉片的的 MDA 含量，在處理 1 天後均略

有下降 (圖 9B)。對照組在芥藍切離葉片老化過程中，MDA 含量並無

顯著變化。乙烯處理組的 MDA 含量自處理第 2 天開始增加並高於對

照組，且隨著處理天數增加，MDA 含量也逐漸增加。此結果說明乙烯

處理芥藍苗切離葉片，會促使活性氧含量增加，加速脂質過氧化作用發

生，顯示切離葉片遭受到由乙烯誘導的氧化逆境傷害。以 1 ppm乙烯

誘導芥藍切離葉片老化的發生，究竟是先促使葉綠素降解還是MDA 含

量先增加，可以由圖 7(A) 及圖 9(A、B) 的結果得知葉片的葉綠素含

量 (即 SPAD 值) 在處理 3 天後開始低於對照組，而 H2O2 與 MDA 

含量，則早在乙烯處理 1、2 天後就比對照組略高，表示芥藍切離葉片 
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圖 9. 25℃下‘蕙津’芥藍苗切離葉片以空氣與乙烯 (1 ppm) 處理對 H2O2 (A) 與 
MDA (B) 變化之影響。 

Fig. 9  Changes in H2O2 (A) and MDA (B) level of detached leaves of ‘Veg Gin’ 
Chinese kale seedlings treated with fresh air and C2H4 (1 ppm) at 25℃. Data 
represent mean ± S.E. of 5 replications. 
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經乙烯處理後，是先遭受氧化逆境，然後葉片老化 (SPAD 值下降) 才

開始表現。 

 

三、抗氧化酵素與切離葉片老化之關係 

當植物遭受到氧化逆境時，其本身通常會誘導相關抵抗氧化逆境的

機制來因應。以純空氣或 1 ppm 乙烯連續處理芥藍苗切離葉片 4 天，

觀察切離葉片內 SOD、APX、GR、CAT 與 POX 等酵素的比活性變

化。由結果得知，對照組與乙烯處理組的抗氧化酵素中的 SOD 比活性

在最初 3 天皆增加，但是到第 4天時乙烯處理組繼續增加，而對照組

卻下降 (圖 10A)，兩處理間 SOD比活性的開始出現變化時間較晚，且

變化差異不大。對照組與乙烯處理組的 APX比活性在最初 2 天無大

變化，但乙烯處理組在第 3、4 天開始高於對照組 (圖 10B)，但變化

不大。對照組葉片的 GR 比活性在 4 天內變化很少，但乙烯處理組自

第 2 天開始增高，顯著高於對照組 (圖 10C)。CAT 與 POX 兩種清

除過氧化氫的酵素中，CAT 比活性在對照組與乙烯處理組間無差異，

比活性均自第 1 天開始略有增高，至第 4 天開始下降 (圖 11A)，而

乙烯處理組之 POX 比活性自第 2 天開始上升，且顯著高於對照組 

(圖 11B)。由此得知，切離葉片經乙烯處理後，SOD、APX、GR 與 POX

的比活性會因乙烯所誘發的氧化逆境而增加，SOD 與 CAT 則並不會 
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圖 10. 25℃下‘蕙津’芥藍苗切離葉片以空氣與乙烯 (1 ppm) 處理對 SOD (A)、APX 
(B)與 GR (C) 比活性變化之影響。 

Fig. 10  Changes in the specific activities of superoxide dismutase (A), ascorbate 
peroxidase (B) and glutathione reductase (C) of detached leaves of ‘Veg Gin’ 
Chinese kale seedlings treated with fresh air and C2H4 (1 ppm) at 25℃. Data 
represent mean ± S.E. of 5 replications. 
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圖 11. 25℃下‘蕙津’芥藍苗切離葉片以空氣與乙烯 (1 ppm) 處理對 CAT (A)與 

POD (B) 比活性變化之影響。 
Fig. 11  Changes in the specific activities of catalase (A) and peroxidase (B) of 

detached leaves of ‘Veg Gin’ Chinese kale seedlings treated with fresh air and C2H4 
(1 ppm) at 25℃. Data represent mean ± S.E. of 5 replications. 
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受到氧化逆境程度的影響而改變其比活性。 

圖 12是將抗氧化酵素以鮮重為分母的活性單位 (units g-1FW) 來

表示的結果。在葉片老化時，SOD、GR (圖 10A、C)與 POX (圖 11B) 

等三種酵素的比活性 (units g-1protein) 會隨時間而增加。對照組與乙烯

處理組的 SOD 活性亦是隨著處理時間增加而增加的趨勢，但兩處理組

間的活性差異不大 (圖 12A)。對照組的 GR 活性隨著處理時間而逐漸

降低 (圖 12B)，乙烯處理組的 GR 活性在第 1 天開始高於對照組，

且隨著處理時間增加而增加。乙烯處理組的 POX 活性從第 1 天開始

高於對照組，兩處理組間的 POX 活性均逐漸增加 (圖 12C)。CAT 不

論是以比活性或活性單位表示，均無顯著差異 (圖 11A、12D)。APX 的

比活性在乙烯處理第 3 天才增加，對照組與乙烯處理組的 APX 活性

在處理 1 天後均下降，但對照組的 APX 活性下降較多，第 2 天之後

下降更多，但乙烯處理組的 APX 活性則維持一穩定狀態 (圖 12E)。 
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圖 12. 25℃下‘蕙津’芥藍苗切離葉片以空氣與乙烯 (1 ppm) 處理對 SOD (A)、GR 

(B)、POX (C)、CAT (D) 與 APX (E) 活性變化之影響。 
Fig. 12  Changes in the activities of superoxide dismutase (A), glutathione reductase 

(B), peroxidase (C), catalase (D) and ascorbate peroxidase (E) of detached leaves of 
‘Veg Gin’ Chinese kale seedlings treated with fresh air and C2H4 (1 ppm) at 25℃. 
Data represent mean ± S.E. of 5 replications. 
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四、乙烯與 1-MCP 對切離葉片抗氧化酵素反應之影響 

1-MCP 為一氣態的乙烯作用抑制劑，許多研究指出 1-MCP 處理

可以延緩葉片老化與抑制葉綠素降解 (Ku and Wills, 1999; Fan and 

Matthesis, 2000; Able et al., 2002; Jiang et al., 2002)。根據圖 7 之結果，

乙烯會促進切離葉片的黃化，而乙烯連續處理 3 天後，空氣組與乙烯

處理組切離葉片在葉綠素含量 (SPAD 值) (圖 7A) 才出現明顯差異，

所以採用 1-MCP 密閉處理 1 天後再乙烯連續處理 3 天的方式，來觀

察 1-MCP 對切離葉片老化的影響。 

以 1-MCP 密閉燻蒸處理 1 天後再 1 ppm 乙烯流通處理 3 天，

芥藍切離葉片的葉綠素含量 (SPAD 值) 明顯的比只以乙烯處理( 即無

1-MCP 處理) 來的高 (圖 13A)，葉片外觀也明顯黃化 (圖 14)。而

1-MCP 密閉燻蒸處理 1 天後，不論再以空氣或乙烯流通處理 3 天，

其葉綠素含量變化與以空氣密閉處理 1 天再空氣流通處理 3 天均無

明顯差異。空氣組與乙烯處理組切離葉片在葉片黃化指數變化方面，在

乙烯連續處理 3 天後才出現明顯差異 (圖 13B)。1-MCP 前處理切離

葉片的蛋白質含量變化也比只以乙烯處理 (即無 1-MCP 處理) 來的高

(圖 15)。 
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圖 13. 25℃下 1-MCP 與乙烯對‘蕙津’芥藍苗切離葉片葉綠素計 SPAD 讀值 (A)
與葉片黃化指數 (B) 之影響。 
Fig. 13  Effect of 1-MCP and ethylene on readings of SPAD chlorophyll meter (A),  

yellowing index (B) in detached leaves of ‘Veg Gin’ Chinese kale seedlings at 25℃. 
Detached leaves were pretreated with air or 1-MCP (1 ppm) for 24h and then treated 
with air and ethylene (1 ppm) for three days, respectively. Data represent mean ± 
S.E. of 10 replications. 
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圖 14. 25℃下 1-MCP 與乙烯對‘蕙津’芥藍苗切離葉片黃化之影響。 
Fig. 14  Effect of 1-MCP and ethylene on yellowing in detached leaves of ‘Veg Gin’ 

Chinese kale seedlings at 25℃. Detached leaves were pretreated with air or 1-MCP 
(1 ppm) for 24h and then treated with air and ethylene (1 ppm) for 3 days. 
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圖 15. 25℃下 1-MCP 與乙烯對‘蕙津’芥藍苗切離葉片蛋白質含量之影響。 
Fig. 15  Effect of 1-MCP and ethylene on protein content in detached leaves of ‘Veg 

Gin’ Chinese kale seedlings at 25℃. Detached leaves were pretreated with air or 
1-MCP (1 ppm) for 24h and then treated with air and ethylene (1 ppm) for three 
days, respectively. Data represent mean ± S.E. of 5 replications. 
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乙烯處理會使得芥藍切離葉片遭受氧化逆境，導致 H2O2、MDA 含

量與抗氧化酵素比活性增加，因此藉由使用乙烯作用抑制劑 1-MCP 驗

證前處理 1-MCP 是否可以減輕由乙烯所引起的氧化逆境程度。密閉空

氣處理 1 天後再 1 ppm 乙烯流通處理 3 天，芥藍切離葉片內的 H2O2 

與 MDA 含量明顯的比只以空氣處理 (即無乙烯處理 3 天) 來的高 

(圖 16A、B)，若密閉處理 1 ppm 1-MCP 1 天後再乙烯處理 3 天，則 

H2O2與 MDA 含量與只處理空氣 (無 1-MCP 處理)、1 ppm 1-MCP 處

理再乙烯處理的芥藍切離葉片無明顯差異，顯示前處理 1-MCP 會使得

氧化逆境程度的減輕，並保護切離葉片不受乙烯的傷害。 

前述結果顯示，當氧化逆境增加時， GR 與 POX 比活性是較早

增加的酵素 (圖 10A、10C 與 11B)，所以沿用同樣的方式來探討前處

理 1-MCP 後再乙烯處理對這兩種酵素比活性之影響。1-MCP 1 天再乙

烯處理 3 天後，其 GR 與 POX 比活性皆比只處理空氣(即無 1-MCP 

處理)之酵素比活性來的低 (圖 17A、B)。密閉處理 1 ppm 1-MCP 1 天

後再乙烯處理 3 天，則 GR 與 POX 比活性與只處理空氣 (無 1-MCP 

處理)、1 ppm 1-MCP 處理再乙烯處理的芥藍切離葉片無明顯差異。結

果顯示處理 1-MCP 會降低氧化逆境程度，不會促使負責防禦工作的抗

氧化酵素比活性增加。 
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圖 16. 25℃下1-MCP與乙烯對‘蕙津’芥藍苗切離葉片H2O2 (A)與MDA (B)含量之影
響。 
Fig. 16  Effect of 1-MCP and ethylene in MDA level in detached leaves of ‘Veg Gin’ 

Chinese kale seedlings at 25℃. Detached leaves were pretreated with air or 1-MCP 
(1 ppm) for 24h and then treated with air and ethylene (1 ppm) for three days, 
respectively. Data represent mean ± S.E. of 5 replications. 
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圖 17. 25℃ 下 1-MCP 與乙烯對‘蕙津’芥藍苗切離葉片 GR (A)與 POX (B) 比活
性之影響。 
Fig. 17  Effect of 1-MCP and ethylene in the specific activities of GR (A) and POX (B) 

in detached leaves of ‘Veg Gin’ Chinese kale seedlings at 25℃. Detached leaves 
were pretreated with air or 1-MCP (1 ppm) for 24h and then treated with air and 
ethylene (1 ppm) for three days, respectively. Data represent mean ± S.E. of 5 
replications. 
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討論 

一、乙烯對切離葉片老化之影響 

乙烯在切離葉片老化上扮演的重要角色早有報告，外加乙烯處理可

以加速葉片黃化與葉綠素降解 (Aharoni and Lieberman, 1979; Kao and 

Yang, 1983; Abeles et al., 1992; Buchanan et al., 2000)。根據 Yamauchi 

and Watada (1991; 1993) 的報告指出，乙烯促進黃化的途徑與自然的老

化並無不同，葉綠素的代謝途徑並不會受到乙烯處理的干擾，只是加速

其分解速率，原因是兩者處理的葉綠素代謝產物並無不同，所以乙烯處

理只是加速葉片老化的表現。 

不同植物材料與不同的乙烯處理條件所引起的黃化反應速率也不

盡相同 (高，1987; 高，1994)。唐氏 (1997) 以數種葉菜類作物之葉片

在有乙烯存在的環境下，觀察到小白菜、蕹菜和芥藍等作物葉片的黃化

速率會加快，因而認定這些葉菜類屬於對乙烯敏感的作物種類。芥藍切

離葉片對於乙烯處理引起的反應與處理的濃度、時間有很大的關連，乙

烯處理時間越長、濃度越高，對芥藍切離葉片的促進黃化效果越顯著。 

圖 4、5 說明葉綠素降解速率與乙烯濃度確有正相關關係，與之前的研

究結果相符合 (紀，2003)。 

0.1 ppm 與 1 ppm 乙烯對於促進黃化的效果雖然相似，然而 

0.1ppm 乙烯促進試驗材料老化的表現並不一致，推測其原因，可能是
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切離葉片個體本身的差異，以及對於低乙烯濃度 (0.1 ppm) 反應略微遲

鈍，因此乙烯不容易促使對乙烯似乎較具有耐受性的葉片產生老化作

用。 

芥藍切離葉片在 25℃下以 1 ppm 乙烯連續處理切自 3 週苗齡之

芥藍苗第二片本葉，乙烯處理組葉片的 SPAD 平均值在處理 2 天後開

始明顯低於純空氣 (對照) 組 (圖 7A)，處理 3 天後的葉片黃化指數已

達為 60% (圖 7B)；同樣苗齡的芥藍切離葉片在 20℃環境中，以 1 ppm

乙烯連續處理 3 天後，葉片的黃化指數約為 40% (紀，2003)。溫度是

影響植物呼吸作用及其他生理代謝的最重要的一項環境因子。葉片老化

時，胺基酸和醣類等呼吸作用的基質會增加，會促使呼吸率上升 (Tetley 

and Thimann, 1974)。切離葉片黃化速率較快的原因可能是因為在溫度較

高 (25℃) 的環境當中，與老化相關的生理代謝反應速率比較快所致。  

 

二、H2O2 含量、脂質過氧化作用與切離葉片老化之關係 

葉片老化是需氧的過程 (Tetley and Thimann, 1974; Sarkar and 

Choudhuri, 1981)。植物細胞中產生的活性氧在低濃度時可以誘導防禦基

因抵抗病原菌與非生物性逆境，高濃度則誘發細胞程序性死亡，因此

AOS 在細胞內的濃度需受到嚴密的調控 (Vranova et al., 2002)。活性氧

中的 H2O2 是一種具有氧化力的細胞代謝產物，對細胞不具有很高的毒
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性，在生物或非生物逆境中可作為訊息傳導分子，引起植物反應；但細

胞中有鐵離子或銅離子存在時，會與 O2
－
‧ 經由 Haber-Weiss 反應產

生毒性較強的 OH‧，能對細胞造成嚴重傷害，因此 H2O2 在調節植物

抗氧化系統中的其他 AOS 濃度非常重要 (Salin, 1988; Hodges and 

Forney, 2000)。葉片老化亦會造成內生 H2O2 含量的累積 (Mondal and 

Choudhuri, 1982)。在芥藍切離葉片黃化過程中，乙烯處理組之 H2O2 含

量在處理 1 天後即開始高於對照組，而對照組在處理 2 天後下降。本

試驗結果說明乙烯處理可以增加芥藍切離葉片在處理期間 H2O2 含

量，但對照組之內生 H2O2 的含量不僅未增加或維持一穩定狀態，反而

開始降低，可能是切離葉片在自然老化過程的初期 (處理 4 天期間)，

植物細胞仍具有調控內生活性氧含量的能力；由於乙烯處理可加速老化

現象的發生，因此在葉片正常老化後期，H2O2 含量也可能會有增加的

趨勢。 

脂質過氧化作用是植物細胞老化的重要生理特性之一，在葉片老化

中扮演重要的角色 (Leshem, 1988)。前人報告外加乙烯可以加速細胞膜

上脂質降解速率和老化的發生 (Kim and Wills, 1995; Hodges and Forney, 

2000)。葉片老化也被認為與自由基引起的脂質過氧化作用 (lipid 

peroxidation) 有關；脂質過氧化作用會使膜系降解、滲漏增加、失去完

整性 ( Dhindsa et al., 1981)。許多研究指出脂質過氧化作用在葉片老化
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過程中會不斷發生 (Dhindsa et al., 1981; Hurng and Kao, 1994)，因此脂

質過氧化作用的產物丙二醛 (malondialdehyde，MDA) 含量的多少可用

來當作切離葉片脂質過氧化作用程度的指標 (Heath and Packer,1968; 

Hodges et al., 1999)，並代表遭受氧化逆境的程度 (Hodges et al., 1999)。

MDA 含量也被認為與葉片老化的進行有正相關的關係 (Dhindsa et al., 

1981; Kunert and Ederer, 1982; Hurng and Kao, 1994; Hung and Kao, 1998; 

Hodges et al., 1999; Hodges and Forney, 2000)。 

本研究對照組與乙烯處理組切離葉片在處理 1 天後 MDA 均有

下降現象，應是由於黑暗處理使葉片光氧化現象停止所致。乙烯處理使

MDA 含量自第 2 天開始高於對照組，且在第 3、4 天持續增加 (圖

9A)，顯示乙烯所促進的切離葉片老化也同樣與脂質過氧化作用有關。

對照組與乙烯處理組之 SPAD 讀值到第 3 天後才見明顯差異，而

H2O2、MDA 含量表現之差異出現在第 1 天與第 2 天 (圖 2)，說明葉

片先表現出遭到氧化逆境的變化而後葉片才出現老化。由於葉片老化與

自由基引起的脂質過氧化作用 (lipid peroxidation) 有關，因此 H2O2 與

MDA 含量開始增加的時間可以做為芥藍切離葉片老化程度的指標 

(Dhindsa et al., 1981; Leshem, 1988; Hodges and Forney, 2000)。 
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三、抗氧化酵素與切離葉片老化之關係 

植物老化過程中會伴隨自由基的增加，當植物體受到氧化逆境引起

的傷害時，會誘導或增強自身防禦機制中的抗氧化酵素活性來負責清除

自由基的工作 (Leshem, 1988)，此一系統包含了 superoxide dismutase、

catalase、peroxidase、ascorbate peroxidase、gutathione reductase 等抗氧

化酵素。SOD 為植物抗氧化系統的第一道防線，SOD 能將具有毒性的

O2
－
‧ 轉換成 H2O2 後再經由其他具有清除植物體內過氧化氫的反應機

制的抗氧化酵素 (APX、CAT與 POX) 清除。 

本試驗中的對照與乙烯處理組抗氧化酵素 SOD 的比活性差異並

不顯著 (圖 10A)，且兩處理間 SOD 比活性的開始出現變化時間較

晚，可能乙烯處理芥藍切離葉片老化過程中，O2
－
‧不是大量累積的活

性氧，因此負責清除工作的 SOD 比活性不會隨著氧化逆境程度增加而

被誘導表現。POX 與 CAT 是負責催化 H2O2 分解的酵素，所催化的

作用是將細胞中累積的 H2O2 轉變為 O2 與 H2O，避免 H2O2 累積對

細胞造成毒害。在本試驗的結果顯示，乙烯處理葉片老化過程中，CAT 

比活性並沒有顯著的差異 (圖 12A)，而 POX 的比活性最早增加 (圖 

11B)，可能在芥藍切離葉片中 POX 是主要清除 H2O2 的酵素而非 

CAT，似乎說明芥藍切離葉片中 CAT 活性的高低與老化程度無關，與

其他葉片老化時 CAT 活性降低的結果不同 (Dhindsa et al., 1981; 林，
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1996; Hodges and Forney, 2000)。 

在 Ascorbate-glutathione 循環之酵素系統中，GR 之比活性在乙烯

處理後第二天開始增加 (圖 10C)；推測芥藍切離葉片在遭受氧化逆境

時，還原態的 glutathione 最先用於清除 O2
－
‧ 與 H2O2 等 AOS，因

此需要 GR 將氧化態之 GSSH 還原為 GSH。APX 的比活性在第 3、

4 天增加 (圖 10B)，推測此時 ascorbate 開始參與清除活性氧的機制，

將 H2O2 還原為 H2O。在本試驗中，芥藍切離葉片老化過程中，未測

定 ascorbate 與 glutathione 二種抗氧化物的含量變化，因此其參與清

除活性氧的機制與維持氧化還原狀態平衡的能力，尚待後續的研究證

明。 

脂質過氧化作用與活性氧被認為與葉綠素降解 (degradation) 或褪

色 (bleaching) 有關 (Heath and Packer, 1968; Orthoefer and Dugan, 1973; 

Imamura and Shimizu, 1974; Zhuang et al., 1995; Hodges et al., 1996)。植

物組織內的抗氧化酵素系統活性減少，會導致其喪失自身調節活性氧含

量的能力，因此很容易出現黃化徵狀 (Toivonen and Sweeney, 1998)。乙

烯處理導致芥藍切離葉片老化的試驗中，葉綠素含量減少的原因，可能

是乙烯促進脂質過氧化作用的結果，產生了具有破壞葉綠體膜完整性的

能力的 hygroperoxide，造成葉綠素降解，APX、GR、POX活性增加的

幅度並不足以克服活性氧攻擊植物光合作用系統所引起的傷害，因此葉
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片發生老化。 

芥藍切離葉片 POX 比活性的增加與葉綠素的減少也可能有關；因

為 POX 除了具有清除 H2O2 的機制外，在菠菜、芫荽等葉片中，亦發

現具有 peroxidase-hydrogen peroxide 系統，即在有 H2O2 與酚類物質

的存在下，會以葉綠素 a 為基質，參與葉綠素之分解反應 (Yamauchi 

and Minamide, 1985; Yamauchi and Watada, 1991)，Kato 與 Shimizu 

(1986) 在菸草老化葉片中也發現 POX 活性，而且 peroxide 與 total 

phenolic 含量均比年輕葉片高，但目前並未完全瞭解此代謝途徑之角

色。 

在葉片老化過程中，蛋白質含量會有逐漸下降之現象。以活性單位

來表示抗氧化酵素時，若比活性是增加或不變，而酵素活性表現出下降

的現象，此表示在葉片老化時，抗氧化酵素是屬於原本就存在於葉片

中，且不容易因為蛋白質的水解而被降解掉，因而隨老化之進行，在整

體的蛋白質組成中的比例提高。若比活性是增加，而酵素活性表現出增

加，則表示在葉片老化時，此種抗氧化酵素原本就存在於葉片中，且會

在受到乙烯處理而產生的氧化逆境中變得更多，因此使此抗氧化酵素在

整體蛋白質組成中之比例亦增加。綜合圖 10、11、12 的結果，推論芥

藍切離葉片中的 SOD、APX、GR 與 POX 屬於原本就存在，且在氧

化逆境中會被誘導增加的酵素。 



 

 67

葉片遭受氧化逆境進入老化時，抗氧化酵素活性的改變通常是其同

功異構酵素之組成發生了改變 (del Rio, et al., 1998; Prochazkova et al, 

2001)。芥藍切離葉片老化中，抗氧化酵素 APX、GR 與 POX 比活性

之變化與各自同功異構酵素的活性表現所代表的生理意義，仍有待進一

步研究證明。 

 

四、乙烯與 1-MCP 對切離葉片抗氧化酵素反應之影響 

1-MCP 是一氣態乙烯作用抑制劑，能明顯抑制花卉之老化及保護

花卉不受乙烯傷害，延緩更年性果實的更年期上升和增加青花菜的貯藏

壽命，是一種很有效的乙烯作用抑制劑 (Fan et al.,1999; Jiang et al., 1999; 

Ku and Wills, 1999; Porat and Shlomo, 1995; Serek and Sisler, 1995)。以 1 

ppm 1-MCP 前處理 1 天後，不論在空氣或乙烯處理 3 天的切離葉

片，葉綠素、蛋白質含量與空氣前處理 1 天者，並無顯著差異，顯示

乙烯促進葉綠素降解的作用受到 1-MCP 的抑制，並且有效延緩葉片的

老化。芥藍苗切離葉片以 1-MCP 前處理 1 天再處理乙烯 3天時，葉

綠素含量會略低於空氣或乙烯處理 3 天的切離葉片，可能原因是 

1-MCP 雖然已經先與葉片上的乙烯受體結合，但可能 1-MCP 的處理

濃度不高、處理時間不長，與乙烯受體結合未達飽和狀態，而葉片又產

生新的乙烯受體與乙烯結合，因此切離葉片仍會受到乙烯的影響而黃
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化。 

1-MCP 處理芥藍切離葉片後，會降低脂質過氧化作用的進行與過

氧化氫的含量，因而保護切離葉片不受乙烯引起的氧化逆境傷害。由於

1-MCP 抑制乙烯對芥藍切離葉片的作用，切離葉片為因應乙烯所引發

的氧化逆境而誘導出的抗氧化酵素 GR、POX 等抗氧化酵素的比活

性，在各 1-MCP 處理組的表現與對照組無顯著差異，而只做乙烯處理

的切離葉片，GR、POX 等抗氧化酵素的比活性均高於其他處理。有一

些研究指出，乙烯可以誘導 POX 活性增加 (Gahagan et al., 1968; Ku et 

al., 1970)，被誘導出的 POX 活性也可促進乙烯生合成 (Boyer and de 

Jaegher, 1986)。Gong 與 Mattheis (2003) 以 1-MCP 處理青花菜的小花

蕾後再做乙烯處理，原本由乙烯誘導增加的 chlorophyllase 及 POX 酵

素活性均受到抑制，說明青花菜小花蕾存在著 peroxidase-hydrogen 

peroxide 系統，其葉綠素代謝反應受到乙烯調控；本試驗亦有相似的結

果，表示芥藍切離葉片可能也具有此一系統存在。 

乙烯處理芥藍切離葉片老化過程中，觀察到葉綠素與蛋白質含量下

降、過氧化氫與 MDA 含量增加、抗氧化酵素 APX、GR、POX 比活

性增加等現象，而 1-MCP 處理可以抑制上述之變化，由此結果可以推

論，乙烯處理所加速的芥藍切離葉片老化，可能是由於自由基含量增

加，脂質過氧化作用程度加劇，誘發氧化逆境促使抗氧化酵素比活性增
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加，但是所誘導出的抗氧化酵素比活性仍無法抵抗嚴重的氧化逆境，葉

片最終還是邁向老化。 
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結論 

本論文以對乙烯頗為敏感的‘蕙津’品種芥藍 (Brassica oleracea L. 

Albograbra Group cv. ‘Veg Gin’) 切離葉片為材料，探討 25℃ 黑暗環境

下，乙烯促進葉片老化時，脂質過氧化作用、H2O2 含量及抗氧化酵素

活性之變化，並以乙烯作用抑制劑 1-MCP 處理切離葉片，驗證這些變

化是否確實由乙烯處理所引起。 

分別以 0、0.01、1、10 ppm 乙烯處理芥藍切離葉片 3 天後，乙

烯處理組切離葉片 SPAD 值平均值明顯低於對照組；隨著乙烯濃度提

高，SPAD 讀值下降幅度更是顯著，說明乙烯處理確實可以加速芥藍切

離葉片之老化。芥藍切離葉片以 1 ppm 乙烯處理 4天中，對照組與乙

烯處理組切離葉片 H2O2、MDA 含量早於 SPAD 讀值表現出差異，說

明乙烯連續處理對芥藍切離葉片造成氧化逆境而加速葉片老化，H2O2 

與 MDA 含量開始增加的時間可以做為芥藍切離葉片開始老化的最初

指標。 

乙烯加速芥藍切離葉片老化過程中，抗氧化酵素系統中的 SOD 之

比活性差異並不顯著，可能切離葉片老化過程中，O2
－
‧ 不是大量累積

的活性氧，因此負責清除工作的 SOD 比活性不會隨著氧化逆境程度增

加而被誘導表現。CAT 與 POX 是負責催化 H2O2 分解的酵素，CAT 

比活性並沒有顯著的差異，而 POX 的比活性最早增加，可能在芥藍切
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離葉片中 POX 是主要清除 H2O2 的酵素而非 CAT，說明芥藍切離葉

片中 CAT活性的高低與老化程度無關。     

Ascorbate-glutathione 循環中，GR 比活性則在乙烯處理後第二天

開始增加，推測在芥藍切離葉片遭受氧化逆境時還原態 GSH最先用於

清除 O2
－
‧ 與 H2O2 等 AOS。APX 比活性隨後增加，推測此時

ascorbate 開始參與清除活性氧的機制。 

葉片老化過程中，蛋白質含量會有逐漸下降現象。乙烯處理的芥藍

切離葉片中，SOD、GR 與 POX 比活性增加，而活性增加或不變，表

示芥藍切離葉片中 SOD、GR 與 POX 屬於原本就存在，且受氧化逆

境被誘導增加的酵素。APX 比活性增加，而活性下降，屬於不容易被

水解的酵素。 

乙烯作用抑制劑 1-MCP 前處理芥藍切離葉片，乙烯處理所造成的

切離葉片老化，脂質過氧化作用、過氧化氫含量及 GR、POX 比活性

等之增加現象都會被 1-MCP 所抑制，顯示氧化逆境與抗氧化酵素比活

性之改變確實由乙烯作用所引起，然而所誘導出的抗氧化酵素比活性仍

無法抵抗氧化逆境，導致葉片老化。 

本論文之結果顯示，乙烯處理誘導芥藍切離葉片開始老化，是由於

乙烯促使內生 H2O2 含量的增加，造成脂質過氧化作用程度加劇，誘發

氧化逆境，促使切離葉片抗氧化酵素 APX、GR與 POX 比活性增加，
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但是所誘導出的抗氧化酵素比活性仍無法抵抗嚴重的氧化逆境，加速切

離葉片老化。 
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中文摘要 

本試驗以對乙烯頗為敏感的葉菜類作物‘蕙津’芥藍 (Brassica 

oleracea L. Albograbra Group cv. ‘Veg Gin’) 3週苗齡的第二片本葉之切

離葉片為試驗材料，研究乙烯促進切離葉片老化時抗氧化酵素之活性的

反應，以及乙烯所促進的葉片老化是否與氧化逆境有關。 

芥藍幼苗第二片本葉切離後在 25℃ 黑暗中以 1 ppm 乙烯處理 4

天中，明顯加速葉片黃化。乙烯處理第 3天葉綠素與蛋白質含量顯著低

於對照(空氣)組。過氧化氫 (H2O2) 與 malondialdehyde (MDA) 含量在

乙烯處理第 1、2 天開始增加並高於對照組。植物抗氧化防禦系統的抗

氧化酵素 ascorbate peroxidase (APX)、glutathione reductase (GR) 與

peroxidase (POX) 等抗氧化酵素比活性在乙烯處理 2 天後顯著增加，

但 superoxide dismutase (SOD) 與 catalase (CAT) 則無顯著變化。此結

果表示，乙烯連續處理誘導芥藍切離葉片開始老化，是由於乙烯促使內

生 H2O2 含量的增加，造成脂質過氧化作用程度加劇，導致 MDA 含

量的累積；在引起葉片氧化逆境增加時，APX、GR 與 POX 等抗氧化

酵素比活性也被誘導增加。 

在乙烯處理之前先以乙烯作用抑制劑 1-MCP 處理芥藍切離葉

片，會完全抑制葉片之老化反應以及由乙烯所造成之各項反應，包括葉

綠素蛋白質含量降低，H2O2、MDA 含量增加及 APX、GR、POX 比
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活性增加等現象。此結果進一步顯示乙烯會使葉片發生氧化逆境而加速

葉片老化。在本試驗中，切離葉片的抗氧化酵素比活性雖因氧化逆境發

生而增加，但由於持續的乙烯處理仍造成無法抵抗的氧化逆境，葉片最

後變黃老化。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 75

Summary 

The purpose of this research was to study the changes in enzyme 

activities of antioxidant system in excised leaves in response to ethylene, 

and to find out the relationship between oxidative stress and 

ethylene-induced leaf senescence. Plant material used in this study was the 

second fully developed leaf of 3-week old seedling of the ethylene-sensitive 

‘Veg Gin’ Chinese kale (Brassica oleracea L. Albograbra Group).  

Incubating the excised leaves of Chinese kale in dark at 25℃in the 

presence of 1 ppm ethylene for 4 days greatly accelerated the process of leaf 

yellowing. The ethylene treated leaves, in comparison with the air-treated 

control, had significantly lower chlorophyll and protein content on the third 

day. The hydrogen peroxide (H2O2) and malondialdehyde (MDA) content 

started to increase on the 1st and 2nd day after ethylene treatment, and were 

much higher than the control. Specific activities of three antioxidant 

enzymes within the plant’s antioxidant defense system: the ascorbate 

peroxidase (APX), the glutathione reductase (GR) and the peroxidase 

(POX), all showed significant increase after two days in the ethylene-treated 

leaves. On the other hand, the superoxide dismutase (SOD) and the catalase 

(CAT) changed very little in these leaves. The above results suggested that 

in excised leaves of Chinese kale, ethylene induced its rapid senescence first 

by an increase in H2O2, which caused an increase in the lipid peroxidation of 
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the membrane systems and resulted in the accumulation of MDA. When the 

oxidative stress progressed, enzymes in the cellular antioxidant system 

including APX, GR and POX responded by increasing its specific activities.  

Treating excised leaves with the ethylene action inhibitor 

1-methylcyclopropene (1-MCP) before ethylene treatment, inhibited 

ethylene induced leaf senescence as well as all the ethylene-induced 

responses, including the accumulation of H2O2 and MDA, and the increase 

in enzyme activities of APX, GR and POX. These results further support the 

suggestion that ethylene accelerates leaf senescence through enhancement 

of oxidative stress in treated leaves. Although the cellular antioxidant 

system responded to the stress by increasing the activity of antioxidant 

enzymes, the presence of ethylene in the atmosphere caused an irresistible 

oxidative stress that eventually led to the final senescence and yellowing of 

the leaf.  
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