
中国农业科学  2007:40(2):352-357 
Scientia Agricultura Sinica 

草莓果实采后 NAD 激酶活性与 NAD（H）、NADP（H）           

含量及活性氧代谢的关系 

顾采琴
1，2

，朱冬雪
3
，李  棋

1 

（1贵州大学食品科学系，贵阳 550025；2广州大学食品科学系，广州 510405，3贵州大学农业生物工程重点实验室，贵阳 550025） 

 
摘要：【目的】研究草莓采后成熟衰老过程中NADK活性与NAD（H）、NADP（H）及活性氧代谢和膜氧化产物变

化的关系，以探讨NADK在非跃变型果实成熟衰老过程中的作用，为调控果实的成熟衰老提供理论依据。【方法】将

从果园采回的草莓果实贮藏于不同的温度下并进行每天取样，研究草莓果实在低温（4℃）、常温（20℃）贮藏期

间成熟衰老过程中NAD激酶（NADK）活性及其底物NAD（H）、产物NADP（H）以及超氧阴离子O2
- ·过氧化氢（H2O2）、膜

氧化产物丙二醛（MDA）含量的变化并分析NADK 与上述指标的关系。【结果】草莓果实在低温（4℃）贮藏时，其

NADK活性比常温（20℃）贮藏的高，NAD（H）含量则相应比常温贮藏的低，NADP（H）含量则高于常温下的；同时，

在常温贮藏期间果实O2
- ·生成速率和H2O2含量、膜氧化产物MDA含量均比低温贮藏的高，暗示NADK可能通过影响NAD

（H）、NADP（H）的含量及比例来调控O2
- ·生成速率和H2O2含量，从而调控果实的成熟衰老。【结论】非跃变型果实草

莓采后成熟衰老过程中，保持较高的NADK活性有利于延缓果实的成熟衰老，降低NADK活性可导致NAD和NAD（H）含

量的积累，进而加速电子传递，产生大量的活性氧O2
- ·和H2O2，从而促进膜过氧化作用和积累较多的MDA，最终导致

果实衰老变质。  
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 Abstract: 【Objective】 Studies on the relationship between NAD Kinase and NAD(H), NADP(H) and active oxygen during 
ripening and senescence of post-harvested strawberry fruit were conducted to investigate the function of NADK during ripening and 
senescence of non-climactic fruit. 【Method】Strawberry fruit was harvested from the orchard and stored at different temperature. The 
changes of NADK activity，the content of NAD(H) , NADP(H), H2O2 and malondialdehyde(MDA), and O2

- · production rate during 
ripening and senescence of post-harvested strawberry fruit at 4℃ and 20℃ were investigated by sampling everyday and analyzing 
the relationship between NAD Kinase and others. 【Result】The NADK activity and the NADP(H) content of strawberry fruit at low 
temperature（4℃） were higher than those at 20℃, however, the NAD（H）content at 4℃ was lower than that at 20℃. Meanwhile, 
the O2

- · production rate and the H2O2 and MDA content at 4℃ were lower than those at 20℃. The results suggested that NADK 
might be involved in ripening and senescence of post-harvest strawberry fruit by regulating the content and proportion of NAD（H）

and NADP(H) , the O2
- · production rate and content of H2O2.【Conclusion】 Keeping high activity of NADK was beneficial to 

postpone the ripening and senescence of non-climactic fruit after harvested. Reducing activity of NADK led to probably 
accumulation of NAD and NAD（H）to promote transduction of electron, to produce large amount of active oxygen O2

- · and H2O2 , to 
enhance super-oxidation of membrane , to enhance accumulation of MDA and in the ripening and senescence of fruit . 
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0  引言 

【研究意义】草莓是典型的非跃变型果实，其采

后成熟衰老非常迅速，探讨草莓采后成熟衰老过程中

NADK活性与NAD（H）、NADP（H）及活性氧代谢

和膜氧化产物变化的关系，对于认识NADK在非跃变

型果实成熟衰老过程中的作用以及为进一步调控果实

的成熟衰老具有重要意义。【前人研究进展】 NAD
激酶（NADK）是目前所发现的生物体内惟一催化

NAD磷酸化生成NADP的酶 [1]。生物体内的NAD和

NADP至少参与 300 多个不同的氧化还原反应。

NADH、NADPH在电子传递过程中，均会产生O2
- ·和

H2O2，促进膜的氧化[2，3]，从而加速植物的衰老。生

物氧化是果实成熟衰老过程中的主要生理活动之一，

大量研究表明，活性氧代谢失调是导致果实衰老的重

要原因[4,5]。据报道，草莓果实采后常温下O2
- ·产生速

率比低温下快[5]；其成熟衰老过程与NADK有关[6]。      
【本研究切入点】NADK是否与活性氧代谢有关尚未

见报道。【拟解决的关键问题】本研究在原有研究的

基础上进一步探明草莓采后成熟衰老过程中NADK与

活性氧代谢的关系，以期明确NADK在非跃变型果实

成熟衰老过程中的作用，也为活性氧的产生和调控提

供依据。  

1  材料与方法 

1.1  材料及处理 
2005 年 4 月从花溪磊庄温室大棚采回新鲜草莓

（Fragaria ananassa Duch.），品种为香甜。经挑选

后，将单果分别置于纸托盘的洼坑中，每盘装约 50
个，共装 26 盘。再将托盘分别直接放入 20℃和 4℃
环境下贮藏（每种温度下放 13 盘），相对湿度约为

90%。每天取样 1 次，直到果实出现轻微腐烂为止。

每次随机取果 250 g，去皮后捣碎，混匀，称重，然后

用液氮速冻，放入-80℃冰箱中保存备用。 
1.2  方法 
1.2.1  NADK活性的测定  取 10 g草莓，在冰浴下用

10 ml提取液（Tris-HCl，50 mmol·L-1
，pH 7.8）研磨，

在 4℃ 、39 000×g离心 30 min，取 0.1 ml上清液加

0.4 ml 反 应 液 （ 0.1 mol·L-1 Tris-HCl ，  10 
mmol·L-1MgCl2，3 mmol·L-1ATP，2 mmol·L-1NAD，pH 
8.0）于 37℃下保温 60 min后，煮沸 5 min，经 5 000
×g离心后待用。生成物NADP测定参照文献正常进

行。所有测定至少重复 3 次。 

1.2.2  蛋白含量测定  参照Bradford [8]的方法，以

BAS为标准蛋白。重复 3 次。 
1.2.3  NADP、NADPH、NAD和NADH的测定  均
参照文献[7]并作适当修改：取样液 10 μl，加入 200 μl
混合液（1 mol·L-1tricine-NaH、40 mmol·L-1EDTA、4.2 
mmol·L-1MTT、16.6 mmol·L-1PES  25 mmol·L-1G-6-P或
5.0 mol·L-1乙醇），再加入 150 μl 0.1mol·L NaCl，于

37℃怛温水浴中保温 5 min，取出放入冰浴中加入 50 
μl 6-磷酸葡萄糖脱氢酶或乙醇脱氢酶，再于 37℃恒温

水浴中培养 40 min，取出加入 200 μl  6 mol·L-1NaCl
溶液终止反应，接着离心（12 600×g，常温 15 min），

弃掉上清液，沉淀用 1.5 ml  95%乙醇溶解，待沉淀

振荡完全溶解后于 570 nm处测定OD值。 
1.2.4  H2O2、超氧阴离子（O 2 - ·）和丙二醛的测定参

照文献[9]进行。 

2  结果与分析 

2.1  草莓果实采后成熟衰老过程中 NADK 活性的变化 
由图 1 可见，采后草莓果实在低温（4℃）下贮藏

时 NADK 活性呈逐渐下降趋势，到第 7 天时，酶活性

下降了 36.3%，第 8 天以后又回升到起始值； 在 20
℃下时果实 NADK 活性也表现为下降趋势，而且酶活

性始终比 4℃的低，二者差异达显著水平（P<0.05），

说明低温贮藏抑制了草莓果实 NADK 活性的下降。 
2.2  NAD 含量的变化 

NAD 是 NADK 作用的底物，在 NADK 催化下发

生磷酸化反应生成 NADP。由图 2 可知，采后草莓果

实在 20℃下贮藏，其 NAD 含量比低温（4℃）的高，

二者差异达显著水平（P<0.05），两种温度下 NAD
的变化趋势与 NADK 的变化趋势相反。 
2.3  NADP含量的变化

NADP 是 NAD 磷酸化的产物。由图 3 可见，草

莓采后在低温（4℃）下贮藏时，由于 NADK 活性比

常温（20℃）贮藏的高，所以其 NADP 的含量也相应

高于常温下的，二者差异达显著水平（P<0.05）,图 1、
图 2 和图 3 均表现出较好的吻合性。 
2.4  NADH 含量的变化 

NADH 是 NAD 从电子传递体上获得电子后的还

原态形式，在电子传递过程中又继续将电子传给电子

受体。由图 4 知，采后草莓果实在低温（4℃）贮藏时

NADH 含量比常温（20℃）贮藏的低，前 4 d 持续保

持上升趋势，高于初始值 23%，第 5 天后表现下降趋

势；常温（20℃）下 NADH 的变化趋势与低温（4℃）
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下相似，到采后第 3 天，比初始值高出 40%，以后则

表现下降趋势。总的趋势看，常温（20℃）贮藏的NADH
含量比低温（4℃）贮藏的高，二者差异达显著水平（P 
<0.05），与图 2 NAD 的变化趋势一致。 
 

 
 

图 1  草莓采后成熟衰老过程中 NADK 活性的变化 

Fig. 1  The changes of NADK kinase activity during ripening 

and senescence of postharvest strawberry fruit 

 

 
图 2  草莓采后成熟衰老过程中 NAD 含量的变化 

Fig. 2 The changes of NAD content during ripening and 

senescence of postharvest strawberry fruit 

 

2.5  NADPH 含量的变化 
NADPH 也是 NADP 从电子传递体上获得电子后

的还原态形式，继续将电子传给电子受体。由图 5 可

见，草莓采后在低温（4℃）贮藏时，其 NADPH 的含

量明显高于常温下的，二者差异达显著水平（P <0.05）,
前 4 d 均高于初始值，呈逐渐上升趋势，最高时超出

初始值 35%，然后，呈下降趋势；常温（20℃）贮藏

时 NADPH 含量总的呈下降趋势。 
2.6  O2

- ·生成速率的变化 
O2

- ·和H2O2均属活性氧，被认为是植物代谢过程中

的毒副产品，能引起植物体内大分子物质如脂类、 

 

图 3  草莓采后成熟衰老过程中 NADP 含量的变化 

Fig. 3 The changcs of NADP contnent during ripcning and 

senescence of postharvest strawberry fruit 

 

 

图 4  草莓采后成熟衰老过程中 NADH 含量的变化 

Fig. 4  The changes of NADH content during ripening and 

senescence of postharvest strawberry fruit 

 

 

图 5  草莓采后成熟衰老过程中 NADPH 含量的变化 

Fig. 5  The changes of NADPH content during ripening 

andsenescence of postharvest strawberry fruit 

 

蛋白质及DNA 的损伤[10]。由图 6 可见，在 4℃下贮藏

时，前 2 d，O2
- ·的生成速率变化缓慢，第 3、4 天突然

上升，比初始值高约 30%，第 5、6 天下降至初始值，

后期又略有上升；常温（20℃）贮藏时O2
- ·的生成速率
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明显高于低温下的，变化趋势与低温下的相似。采后

前 4 d呈上升趋势，高峰值比初始值高出 1 倍，然后快

速下降。可见，低温贮藏能明显抑制O2
- ·的生成速率，

二者差异达显著水平（P <0.05）。 
 

 

 

图 6  草莓采后成熟衰老过程中O2
- ·生成速度的变化 

Fig. 6  The changes of O2
- · production ratc during ripcning and 

senescence of postharvest strawberry fruit 

 
2.7  H2O2含量的变化 

由图 7 可见，草莓采后低温（4℃）贮藏时H2O2含

量比常温贮藏的低，但二者差异不明显（P≥0.05）,

随着果实的衰老，两种温度下H2O2的含量均呈缓慢上

升趋势，但变化幅度不如O2
- ·。可见，草莓果实衰老过

程活性氧的产生以O2
- ·为主。 

2.8  MDA 含量的变化 
由图 8 可见，草莓在低温（4℃）贮藏时，MDA

的含量比常温贮藏的低，整个贮藏期变化较平缓。常

温（20℃）下，前 3 d MDA 的含量保持上升趋势，第

3 天高于初始值约 30%，之后下降，贮藏第 6 天与低

温下的接近。可见，常温贮藏时草莓果实膜脂过氧化

作用比低温下的强，二者差异达显著水平（P <0.05）。 
 

 
 

图 7  草莓采后成熟衰老过程中H2O2含量的变化 

Fig. 7  The changes of H2O2 content during ripening and 

senescence of postharvest strawberry fruit 

 

图 8  草莓采后成熟衰老过程中 MDA 含量的变化 

Fig. 8  The changes of MDA content during ripening and 

senescence of postharvest strawberry fruit 

 

3  讨论 

非跃变型果实草莓成熟过程与多种生理生化变化

有关[11]。图 1 结果表明，草莓果实采后成熟衰老过程

中NADK活性呈下降趋势，而低温（4℃）贮藏的比常

温（20℃）贮藏的果实保持较高的NADK活性，这暗

示保持较高的NADK活性有利于延缓果实的成熟衰

老，这可能是低温延缓草莓采后成熟衰老的原因之一。

NAD 激酶是受钙调素（CaM）激活的重要酶之一[12]，

因此 草莓在低温下贮藏后期NADK 活性回升可能与

草莓CaM 含量的升高[5]有关，其生理机制有待于进一

步探讨。  
NADK催化NAD与ATP生成NADP[1]。NAD 与

NADP 是细胞溶质中起关键作用的氧化剂，它们含量

的改变不仅引起细胞氧化还原状态的改变，而且引起

细胞信号转导途径的改变[13]。NAD主要参与糖酵解

（EMP）和三羧酸循环（TCA），NADP则主要参与

磷酸戊糖途径（ppp）[14]。有研究表明，NAD能促进

三羧酸循环中苹果酸的氧化[15]。图 2、图 3 显示，低

温贮藏的NAD含量比常温贮藏的低，NADP含量则比

常温贮藏的高，由此可推测低温可能诱导了草莓的ppp
途径提高，常温下的呼吸则可能以EMP、TCA途径为

主，这与高温能提高甜樱桃休眠芽EMP比率、降低ppp
比率、低温下ppp途径得以活化的结论相似[16]。由于

EMP和TCA是呼吸作用的主干线，ppp是支路，所以，

低温下草莓呼吸若以ppp途径为主，其呼吸强度必定比

常温下以EMP、TCA为主要途径的呼吸强度低[17]，呼

吸消耗少，相应贮藏寿命得以延长。可见，NADK通

过改变草莓的NAD与NADP比例可能改变其呼吸途

径，从而改变呼吸代谢速率。 
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NADH是NAD获得电子后的还原态形式，作为电

子供体进一步参与电子传递。同理，NADP 与NADP
（H）的关系亦如此。研究认为，植物处于氧化胁迫

时，NADPH在平衡植物细胞氧化还原方面起很重要的

作用[18]。通常NADH、NADPH 的含量高低可被分别

用来评价糖酵解和PPP 途径代谢的强弱[19]。NADH、

NADPH在电子传递过程中，均会产生O2
- ·和H2O2，促

进膜的氧化[2，3]。有报道表明，在玫瑰培养细胞中，

加入NADH 和酚类化合物（如水杨酸）能刺激H 2O 2 
的产生 [20]。但 NADH比NADP（H）传递电子的速率

快[2]。有研究观察到，当NADPH含量下降时，导致细

胞的抗氧化机理遭到破坏，引起细胞逐渐死亡或凋亡
[21]。图 4、图 5 结果显示，常温下 NADH含量比低温

下高，而NADP（H）却比低温下低，这可能导致常温

下草莓电子传递的速率比低温下快，抗氧化能力降低，

产生的活性氧也比低温下多，图 6、图 7 的结果显示，

草莓采后常温下活性氧O2
- ·的产生速率和H2O2含量均

比低温下高，进一步证明了这一结论。这些结果表明，

当NADH和NADPH的比例发生变化时，细胞的氧化速

率也随之改变。 
O2

- ·和H2O2均可引起细胞膜发生过氧化和植物体

内大分子物质如脂类、蛋白质及DNA损伤[ 9 ]。最近，

人们发现O2
- ·也是植物细胞死亡过程中的信号分子，它

在植物体死亡区的积累已有人观察到 [22]。丙二醛

（MDA）是膜脂过氧化的产物，其含量的高低反映了

膜发生过氧化的程度。研究结果（图 8）表明，由于

常温下草莓的O2
- ·、H2O2含量比低温下的高，相应MDA 

含量亦高，因此，常温下膜受损程度和果实衰老程度

也相应比低温下的高。 

4  结论  

非跃变型果实草莓采后成熟衰老过程中，保持较 
高的NADK活性有利于延缓果实的成熟衰老，降低

NADK活性可导致NAD和NAD（H）含量的积累，进

而加速电子传递，产生大量的活性氧O2
- ·和H2O2，从而

促进膜过氧化作用，积累较多的MDA，最终导致果实

衰老变质。  
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