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摘要：【目的】探索了结实型桂花 Osmanthus fragrans 花瓣衰老过程中，生理生化变化，为提高桂花园林赏花价值与经

济用花价值提供理论依据。【方法】以‘潢川金桂’O. fragrans ‘Huangchuan Jingui’为材料，采用蛋白质印迹法测定

细胞质中细胞色素 c 的释放，高效液相色谱法检测腺嘌呤核苷三磷酸 (ATP)，气相色谱法测定内源乙烯释放，流式细胞

法检测核 DNA 变化，以及检测桂花开放及衰老过程中超氧自由基等生理指标变化。【结果】①桂花花瓣中超氧阴离子

和过氧化氢质量摩尔浓度在初花期达到最高值，随后逐渐下降。②细胞色素 c 的含量在初花期开始积累至盛花期最高，

在盛花末期开始减少至消失，而 ATP 质量分数一直呈下降趋势。③乙烯释放量从盛花末期开始逐渐上升至萎蔫期达到最

大值，此时花瓣中的核物质也基本消失。④桂花花瓣中活性氧的激发、细胞色素 c 释放和 ATP 持续下降明显发生于初花

期，为早期细胞程序性死亡 (PCD) 事件；乙烯跃变、DNA 降解发生在盛花末期之后，为晚期 PCD 事件。【结论】线粒

体功能活性下降可能是桂花花瓣早期 PCD 信号，内源乙烯跃变引起花瓣萎蔫失水和 DNA 降解可能是 PCD 执行的结果。

图 5 参 31

关键词：桂花；细胞程序性死亡；花瓣衰老；细胞色素 c；腺嘌呤核苷三磷酸 (ATP)；乙烯

中图分类号：S722.3            文献标志码：A            文章编号：2095-0756(2023)03-0475-06

Programmed cell death events during the petal senescence of Osmanthus
fragrans ‘Huangchuan Jingui’
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Abstract: [Objective] This study, with an investigation of the physiological and biochemical changes during
the  senescence  of  sweet  Osmanthus  fragrans  flowers,  is  aimed  to  provide  guidance  for  improving  both
ornamental and economical value of O. fragrans. [Method] With O. fragrans ‘Huangchuan Jingui’ selected
as the experimental material, the release of cytochrome c (Cyt c) in the cytoplasm was determined by Western
blotting;  the  content  of  adenosine  triphosphate  (ATP)  was  determined  by  high  performance  liquid
chromatography;  the  endogenous  ethylene  production  was  determined  by  gas  chromatography;  the  content  of
nuclear DNA were detected by flow cytometry and the changes of other physiological  indicators such as free
radicals during the flowering were also detected. [Result] (1) The amount of reactive oxygen species (ROS) in 
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osmanthus  petals  reached  the  highest  value  in  the  initial  flowering  stage,  and  then  it  gradually  decreased;
(2) The content of Cyt c began to accumulate in the initial flowering stage and reached the highest in the full
flowering  stage,  but  decreased  at  the  late  full  flowering  stage  whereas  the  ATP  content  declined  during  the
whole  flowering  stages;  (3)  The  ethylene  release  gradually  increased  from  late  full  flowering  stage  to  the
maximum  in  the  wilting  petals,  at  which  time  the  nuclear  matter  in  the  petals  also  disappeared;  (4)  The
excitation of ROS, the release of Cyt c into the cytoplasm and the continuous decrease of ATP in petals of O.
fragrans ‘Huangchuan Jingui’ mainly occurred in the initial flowering stage, which was an early programmed
cell death (PCD) event while the climacteric of ethylene production and DNA degradation occurred in the late
flowering stage, referred to as late PCD events. [Conclusion] Just as the decrease of mitochondrial functional
activity may be the early PCD signal during the petal senescence of sweet osmanthus, petal wilting and DNA
degradation related to endogenous ethylene production may be the result of PCD execution. [Ch, 5 fig. 31 ref.]
Key  words: Osmanthus  fragrans;  programmed  cell  death;  petal  senescence;  cytochrome  c;  adenosine
triphosphate (ATP); ethylene
 

桂花 Osmanthus fragrans 为木犀科 Oleaceae园林观赏植物，是中国十大传统名花之一，自古享有

“独占三秋压众芳”的美誉。其树姿优美，在园林中常用作行道树、孤植树；因香气浓郁，被列为中国

重要的天然保健植物和特产经济香花植物，广泛用于食品添加剂及护肤品等产业。关于桂花茶、桂花

(米)酒、桂花糕等鲜花采收加工产业已成熟，近年来新兴的桂花香水、乳液、香熏和精油等高档化妆品

也逐渐打开市场[1−3]。然而，由于桂花花期较短，最佳观赏期和采收期仅 2~3 d，极大地限制了其观赏价

值与经济价值[4−5]。在目前记载的 160多个桂花品种中，大部分由于雌蕊败育不结实，表现为开花后期

脱落型；另一类为结实型桂花品种，开花后期花瓣表现为萎蔫，在树体不脱落[6]。前期研究发现：在不

结实桂花品种‘柳叶金桂’O. fragrans ‘Liuye Jingui’的衰老过程中，当脱落期花瓣出现明显可见的衰

老特征时，花瓣中DNA断裂迅速增加，衰老后期花瓣中出现染色质凝结等典型的细胞程序性死亡 (PCD)现
象[4, 7]。然而，对于结实型桂花衰老过程中的 PCD特征还不清楚。因此，本研究以结实型桂花品种‘潢

川金桂’O. fragrans ‘Huangchuan Jingui’为试材，探索结实型桂花花瓣衰老过程中 PCD特征，为桂花

花瓣衰老机制提供理论支撑。 

1    材料与方法
 

1.1    材料

选取华中农业大学校园内 40~50年生、健康、无病虫害、四周光照均匀的‘潢川金桂’植株，分别

采收不同开花阶段的桂花花朵，收集花瓣后称量，保存在冰盒或者液氮中，立即带回实验室，进行指标

的检测并存至−80 ℃ 超低温冰箱备用。 

1.2    方法 

1.2.1    开花级数的划分    参考 ZOU等[4] 桂花开花级数的划分体系，将 ‘潢川金桂’开花级数划分为：

①铃梗期 (花苞期)，花朵呈紧闭的花苞状，未展开；②初花期，花朵微张，呈半开放状态；③盛花期，

花瓣完全展开，柱头产生黄色黏性物时进行授粉，花径达到最大；④盛花末期，花瓣略微开始失水，有

的花瓣伴随褐斑出现；⑤萎蔫期，花朵失水萎焉并留在树体上，花瓣呈黄褐色，子房略膨大。 

1.2.2    超氧阴离子 (ROS) 和过氧化氢测定    参考 ZOU等 [4] 的方法测定 ROS质量摩尔浓度 (nmol·g−1)，
参考林植芳等[8] 的方法测定过氧化氢质量摩尔浓度 (nmol·g−1)。称取新鲜花瓣组织 0.2 g，按材料与提取

液 1∶1的质量比加入 4 ℃ 下预冷丙酮和少许石英砂研磨成匀浆后，转入离心管 10 000 r·min−1 离心 10
min，弃去残渣，上清液即为样品提取液。用 Ti2(SO4)-浓氨水法制作过氧化氢标准曲线，取样品提取液

1 mL用于反应测定。 

1.2.3    细胞色素 c 和腺嘌呤核苷三磷酸 (ATP) 测定    参考 ZOU等[5] 的方法，以小鼠细胞色素 c单克隆抗

体 (Merck & Co., Inc)作为一抗 (1∶200稀释)，用封闭液按 1∶50 000稀释相应的 HRP标记羊抗小鼠二
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抗。参照 ZOU等[5] 的方法，采用高效液相色谱法检测 ATP质量分数 (ng·g−1)。 

1.2.4    乙烯释放量测定    参考 ZOU等[4] 的方法测定桂花乙烯释放量 (nL·g−1)。 

1.2.5    DNA 相对含量测定    参考 YAMADA等[9] 的方法，采用流式细胞法测定不同衰老时期桂花花瓣中

核含量 (DNA团块)的变化。将桂花花瓣置于细胞核提取缓冲液中，将提取物通过 50 μm尼龙网过滤，

收集分离介质和 DNA凝聚物，DAPI染色后，将溶液旋涡混合，用流式细胞仪分析从细胞核中分离出

的 DNA，计算并分析 5 000个样品细胞中所含有核的 DNA相对含量。流式细胞仪的仪器型号为

BECKMAN COULTER (Cell Lab QuantaTM)，仪器条件为：Ev 2.36；FL1 5.12、5.9；SS 5.12；5 000个细胞。 

1.2.6    数据统计分析    每处理 3次生物学重复，数据为平均值±标准误。用 SAS v.8.0.软件进行方差分析

和多重比较分析 (Duncan, P=0.05)。 

2    结果与分析
 

2.1    超氧阴离子和过氧化氢质量摩尔浓度的变化

在‘潢川金桂’桂花开花至衰老过程中，超氧阴离子质量摩尔浓度在初花期显著上升到最大值，为

344.6 nmol·g−1，其后逐渐降低至 200 nmol ·g−1(图 1 A)。在‘潢川金桂’初花期花朵刚开放时，过氧化

氢的质量摩尔浓度也显著地迅速上升到最大值，为 437 nmol·g−1，此时过氧化氢质量摩尔浓度是花苞期

的 3倍。在随后衰老过程中，过氧化氢又下降到花苞期的水平 (图 1 B)。
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图 1    ‘潢川金桂’开放及衰老过程中超氧阴离子 (A) 和过氧化氢 (B) 质量摩尔浓度的变化
Figure 1    Changes in content of free radicals (O2 ·−, A) and hydrogen peroxide (H2O2, B) in petals of O. fragrans ‘Huangchuan Jingui’ at each developmental

stage
  

2.2    细胞色素 c的释放

如图 2所示：从线粒体释放细胞质中的细胞色

素 c在初花和盛花期变得明显，表明此时已经发生

了线粒体细胞色素 c的泄漏；在盛花末期开始逐渐

减弱，在萎蔫期的花瓣中则逐渐消失，可能与此时

花瓣衰老细胞膜功能逐渐丧失有关。 

2.3    ATP质量分数的变化

如图 3 所示：在‘潢川金桂’的铃梗期花瓣中测量到较高的 ATP水平 (63.9 ng·g−1)，但随着花朵的

开放至萎蔫期时，‘潢川金桂’花瓣中的 ATP质量分数为 31.8 ng·g−1，只有花苞期的一半。由此可见，

在桂花花瓣衰老过程中 ATP消耗或缺乏可能是 PCD发生的早期信号。 

2.4    乙烯释放量的变化

在‘潢川金桂’开放及衰老过程中，乙烯释放量从盛花期开始逐渐上升；盛花末期花瓣出现可见的外

观衰老特征时，其释放量显著增加到 35.9 nL·g−1·h−1，而在萎蔫期时上升至最大值，为 91.2 nL·g−1·h−1(图 4)，
因此乙烯释放类型表现为典型的末期上升型，其释放量的增加可能与花瓣晚期 PCD事件的发生相关。 

2.5    核 DNA相对含量的变化

如图 5所示：DNA相对含量在开花早期相对稳定，而随着花瓣衰老进程的发展，核 DNA相对含量

 

铃梗期 初花期 盛花期 盛花末期 萎蔫期

图 2    ‘潢川金桂’开放及衰老过程中细胞色
素 c 的释放

Figure 2    Release  of  cytochrome  c  during  the  petals  senescence  of O.

fragrans ‘Huangchuan Jingui’ at each developmental stage
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逐渐降解，直到萎蔫期花瓣的核 DNA基本消失，暗示着核 DNA完全降解。 

3    讨论

花瓣衰老标志着花朵生命的最后阶段，是发育相关的 PCD[9]。PCD的诱发和执行过程都常常伴随一

系列典型的生理、生化、形态学上的变化以及特征事件[10−11]。在动物细胞 PCD进程中，ROS可以作为

信号分子激活线粒体上非特异性的通透性孔道 (PTP)开放[11−17]，从而造成线粒体中细胞色素 c和凋亡诱

导因子 (AIF)释放到细胞质中，而后细胞色素 c与凋亡酶激活因子 (Apaf-1)结合，从而促使细胞发生

PCD[10]。在本研究中,‘潢川金桂’活性氧含量在初花期急剧增加，可能是桂花花瓣 PCD早期诱导因

子。作为线粒体中电子传递链的重要组成成分，细胞色素 c泄露会导致电子传递链受阻，线粒体功能活

性下降，从而导致 ATP减少[18]，最终加快花瓣衰老。在‘潢川金桂’花瓣衰老过程中，细胞质中细胞

色素 c逐渐积累，至盛花期达到最大，ATP水平从初花期开始持续下降，说明此时线粒体功能活性已逐

渐丧失。在郁金香花瓣中，能量损耗也被认为是诱发细胞程序性死亡的早期信号[15]。

有些不结实的桂花栽培品种，盛花后 2~3 d，在花瓣仍然具有膨压时便脱落[5−6]；而在大多结实的桂

花栽培种中，通常以花瓣萎蔫为衰老特征。乙烯是一种促进成熟与衰老的激素，也是导致花瓣发生细胞

程序性死亡的因素之一，在促进 DNA片段化、导致花瓣脱落和枯萎等方面发挥着作用[12]。研究表明：

大多数植物的花瓣脱落都对乙烯敏感，且受到内源乙烯的调控[19−20]。在‘柳叶金桂’衰老过程中，乙烯

的增加导致花瓣细胞中液泡结构损坏，在外观上表现为花瓣褐化和失水萎蔫[4]。也有研究发现：花瓣明

显可见的萎蔫常常伴随着乙烯峰骤变，该乙烯骤变多又与授粉结实有关[21−23]。在本研究中，当结实型桂

花品种‘潢川金桂’萎蔫期花瓣内乙烯释放量增加到最大值时，对应的外观形态上表现出枯萎、褐化，

细胞内部发生核 DNA的降解等现象，说明乙烯可能是导致结实型桂花花瓣衰老的主要执行因子。在月

季 Rosa × hybrida 花瓣程序性死亡的研究中发现：施用外源乙烯可以诱导 ACC 基因的表达，促进内源乙

烯的生物合成，从而加速 PCD进程[24]。
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图 3    ‘潢川金桂’开放及衰老过程中 ATP 质
量分数的变化

Figure 3    ATP content in petals of O. fragrans ‘Huangchuan Jingui’ at
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图 4    ‘潢川金桂’开放及衰老过程中乙烯释放
Figure 4    Ethylene  production  in  petals  of O.  fragrans  ‘ Huangchuan

Jingui’ at each developmental stage
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Figure 5    DNA content the petals senescence of O. fragrans ‘Huangchuan Jingui’ at each developmental stage
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DNA断裂和降解作为 PCD发生的标志性特征之一[25]，常表现出经典的“DNA ladders”，如唐菖蒲

Gladiolus、六出花 Alstroemeria 和飞燕草 Delphinium belladonna[9, 26−27]；而有些植物衰老过程中并没有出

现“DNA ladders”，如矮牵牛 Petunia[28−29]。在‘柳叶金桂’的花瓣衰老过程中也未检测到“DNA
ladders”，但通过原位末端标记法 (TUNEL)发现：其花瓣在盛花末期开始发生明显的 DNA断裂和降

解；且其 DNA降解受内源乙烯调控[4, 7]。在本研究中，花瓣衰老后期乙烯的骤变与后期 DNA相对含量

的下降，说明乙烯可能促进了“潢川金桂”花瓣 DNA的降解，在矮牵牛[30] 和豌豆 Pisum sativum[31] 中也

有类似报道。 

4    结论

本研究探索了结实桂花品种‘潢川金桂’衰老的 PCD特征，表明 ROS激发、细胞色素 c释放和

ATP质量分数下降是早期 PCD诱导因子；乙烯跃变可能作为晚期作用因子促进花瓣细胞的失水、萎蔫

和 DNA降解。
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