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[摘要 ] � 通过在培养基中添加 N a2 SeO3,研究不同浓度硒对铁皮石斛组织培养拟原球茎的生长及抗氧化系统的

影响. 结果表明:适量加硒 ( � 0�2 mg /L ) 促进了拟原球茎的增殖生长, 而高浓度硒 ( > 0�2 m g /L ) 则抑制了增

殖, 并且发现拟原球茎生长的最佳硒浓度为 0� 05 m g /L. 低浓度硒 ( � 0�05 mg /L )显著增强了拟原球茎 SOD、

CAT、GSH - PX活性, 而使 POD活性降低、O -
�
2
产生速率变小, MDA含量明显下降; 硒浓度过高 ( > 0� 1 mg /L ),

SOD、CAT、GSH - PX活性被抑制, POD活性升高, O -�
2 产生速率变大, MDA含量大幅上升. 总之, 适量加硒可增加

产量, 提高机体抗氧化能力.
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Abstrac t: The a im of th is study w as to investig ate the effects o f d ifferent concentrations of selen ium in m edium on grow th

and antiox idative system in protocorm- like bod ies o fD. officinale. The results showed tha t low concentration of se len ium

( � 0�2 mg /L ) could prom ote the grow th o f pro to co rm- like bod ies, how ever, h igh concentra tion of se lenium ( 0� 2 mg /

L ) showed the oppos ite e ffect. Furtherm ore, them ost appropr ia te selen ium concentration for the g row th o f pro toco rm- like

bod ies was 0�05m g /L. Low concentration o f se lenium could sign ificantly increase the activations o f SOD, CAT and GSH

- PX, however, inh ibite the activation of POD, the rate o f O-�
2 gene ration and the leve l o fMDA. Oppos ite effects were

seen a t high concentra tion o f selen ium. Therefore, itw as ind ica ted that proper se len ium concentra tion cou ld increase the

y ield and antiox idative activ ity o f protocorm- like bodies o fD. off icinale.
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� � 硒是人体和动物生命中必需的微量元素, 人体缺硒是造成癌症、心脑血管疾病等 40多种疾病的主要

原因
[ 1]
, 硒对高等植物的生长也具有重要作用. 富硒食品的研制

[ 2-3 ]
及硒对植物体影响

[ 4-5 ]
的研究也渐渐

成为热点,但硒对植物组织培养物的影响方面尚未见有报道.

铁皮石斛 (D endrobium off icinale K imura etM igo)在�神农本草经 �中被列为上品, 有滋阴清热、生津益

胃、润肺止咳、明目强身等功效
[ 6 ]
,因其特殊的生存环境和卓著的滋补功效而名列 "中华九大仙草 "之首.

近年来,野生石斛资源日渐枯竭,铁皮石斛已处于濒危状态, 人们已开始利用组织培养方法进行快速繁殖.

超氧化物歧化酶 ( Superox ide d ismu tase, SOD )、过氧化氢酶 ( Catalase, CAT )、过氧化物酶 ( Perox idase,

POD)、谷胱甘肽过氧化物酶 ( G lutath ione perox ide, GSH - PX )等是植物中重要的抗氧化酶系, 它们能够清
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除活性氧,在愈伤组织诱导和抗病过程中发挥重要作用
[ 7]
.抗氧化酶还是植物生理代谢的指标酶, 其活性

的变化在一定程度上反映出外植体生理代谢水平的变化
[ 8-9]

.本试验拟以铁皮石斛组织培养中诱导产生的

胚性组织 � � � 拟原球茎为材料,在培养基中添加硒元素,研究不同浓度硒对拟原球茎增殖、生长以及抗氧

化系统等方面的影响,以期探讨硒对组织培养物生理生化的影响, 确定添加硒的适宜浓度, 为铁皮石斛组

织培养的富硒研究提供理论依据,进而为合理开发铁皮石斛富硒保健食品及药材等提供参考.

1� 材料与方法

1�1� 材料
� � 试验所用的铁皮石斛采自我国石斛主产区广东、福建的原始森林.外植体经过无菌消毒,组织培养诱

导产生拟原球茎,继代保存,并在本试验前经预培养 20 d,达到生长旺盛状态, 再经挑选转入各含硒培养

基.

1�2� 试验设计
试验所用培养基为 N6+ 0�5mg /L NAA + 3%蔗糖. 每瓶培养基中添加 N a2 SeO3, 硒浓度分别为 0、

0�01、0�05、0�1、0. 5、1�0、5�0、10�0mg /L. 培养基 pH 5�6~ 5�8,培养温度 25 � 1� , 每日光照 12 h,光照强

度 1 600~ 2 500 lx.在不同硒浓度培养基上转接生长旺盛的铁皮石斛拟原球茎,培养 30 d后观察比较并取

样测定,分别记录其鲜样质量, 同时取样测定酶活性及其它生理指标.对每个处理的测量数据取平均值,每

个处理各 10瓶,试验重复 3次.

1�3� 指标测定方法
1�3�1� 酶液的制备
� � 取拟原球茎组织, 加入少量 50 mmo l/L H3 PO4缓冲液 ( pH 7�8) , 冰浴中研磨成匀浆, 定容, 4� 下

16 000 r /m in离心 20m in,上清液即为酶液.

1�3�2� SOD、CAT、POD活性的测定 (鲜叶 )

SOD活性测定采用化学比色法,单位 NU /g. CAT活性的测定采用分光光度法,单位 U /g. SOD、CAT试

剂盒购自南京建成生物工程研究所. POD活性测定采用 Maehly ( 1955)的愈创木酚氧化法, 单位 �A 470 /

(m in� g) .

1�3�3� GSH - PX活性测定 (鲜叶 )

GSH- PX试剂盒购自南京建成生物工程研究所. 单位 U /g.

1�3�4� O
-
�
2 产生速率、MDA含量的测定 (鲜叶 )

O
-
�
2 产生速率参照王爱国 ( 1990)等的方法,单位 U /m in� g(A 530条件下检测 ). MDA含量采用 TBA (硫

代巴比妥酸 )法, 单位 nmo l/g.

2� 结果与分析

2�1� 硒对铁皮石斛拟原球茎增殖及生长状况的影响
� � 由表 1可看出,低浓度硒 ( � 0�1mg /L )促进了拟原球茎生长,增重明显, 其中以浓度 0�05mg /L处理

生长最佳.经方差分析, P = 0�027< 0�05, 达显著水平.此浓度下拟原球茎垛叠于培养基表面, 生长旺盛,

结构紧密而饱满.高浓度硒 ( 0�2~ 10�0mg /L )则抑制了拟原球茎的增殖, 其产量随硒浓度升高而下降.硒

浓度上升到 1�0mg /L时,表现出一定的毒害作用,上层拟原球茎虽生长良好, 但贴近培养基的拟原球茎有

白化现象.达到 2mg /L时,拟原球茎基本不增殖; 5�0mg /L时, 有部分白化死亡; 10�0mg /L时,拟原球茎

生长完全受到抑制,大部分已白化死亡.

2�2� 硒对铁皮石斛拟原球茎抗氧化酶系统活性的影响
加硒处理对铁皮石斛拟原球茎抗氧化酶活性的影响因酶种类而有不同程度的调节作用.由图 1可知,

GSH - PX活性呈现先升后降的趋势.在硒浓度 0�01~ 1�0mg /L范围内, GSH - PX活性均高于对照, 硒浓

度在 0�1mg /L时最高, 为对照的 1�77倍, P = 0�000 4< 0�01,极显著.硒浓度大于 1�0mg /L后, GSH - PX

活性明显下降.
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SOD是目前已知的清除 O
-
�
2 的惟一酶类,主要作用是将 O

-
�
2 歧化生成无毒的 O2和毒性较低的 H 2O2.

加硒处理后,在硒浓度 0�01~ 0�1mg /L范围内, SOD活性迅速上升, P < 0�01. 在 0�1mg /L时, 达到最大

值,比对照提高了 39�68% ;而后活性开始下降, 0�5mg /L时,仍比对照提高 21�61%, P = 0�022< 0�05.在
10�0mg /L时, SOD活性到达最低值,为对照的 59�21%.

表 1� 硒对铁皮石斛拟原球茎生长的影响

Table 1� Effects of selenium on the grow th of protocorm s ofD. officinale

硒浓度 / ( mg /L ) 平均始重 /g 平均鲜重 / g 增殖倍数 拟原球茎生长状况

0 3�079 11�755 3�818 生长正常

0�01 3�062 12�380 4�043 生长正常

0�02 2�984 12�754 4�274 生长正常,拟原球茎饱满

0�05 3�047 13�140 4�312 生长正常,拟原球茎饱满

0�1 2�974 11�981 4�028 生长正常,拟原球茎饱满

0�2 2�563 10�035 3�915 生长正常

0�5 2�309 8�408 3�641 生长正常

1�0 2�243 6�985 3�114 有白化

2�0 1�863 4�014 2�155 有白化

5�0 3�084 2�817 0�913 部分白化死亡

10�0 3�045 1�535 0�504 大部分白化死亡

� � CAT和 POD是植物体内担负清除 H 2O2的主要酶类,它们将 H 2O2分解成水和氧.不同硒处理下 CAT

活性也表现为先升后降.在 0�01~ 0�05mg /L处理下, CAT活性迅速上升,至 0�05mg /L时达到高峰, 比对

照提高 57�27% , P = 0�009< 0�01,极显著;浓度继续增大, CAT活性开始下降, 达 1�0mg /L后, CAT活性

迅速降低.

POD活性随硒浓度的升高先缓慢降低后快速上升再小幅下降. 加硒后, POD活性低于对照,在处理浓

度 0�01~ 0�1mg /L范围内, POD活性随硒浓度上升而下降,在 0�1mg /L时降到最低,为对照的 80�64% ,

P = 0�000 9< 0�01,极显著. 当浓度大于 0�1mg /L后, POD活性逐渐增加,在 2�0mg /L处理浓度, 有最大

值是对照的 1�17倍, P = 0�033 < 0�05, 显著. 之后 POD活性开始下降, 在 10�0mg /L处仍比对照高

6�65%.

2�3� 硒对铁皮石斛拟原球茎活性氧代谢的影响
试验表明 (图 2) , O

-
�
2 产生速率随硒浓度的升高呈先降后升的趋势.在 0�01~ 0�5mg /L范围内, O

-
�
2 产

生速率明显低于不加硒的对照, 0�05mg /L硒浓度下其产生速率, 降到最低为对照的 67�77%, P = 0�002<
0�01,极显著. 硒浓度超过 0�5mg /L后, O

-
�
2 产生速率大幅升高, 在 10�0 mg /L上升到最高峰,为对照的

1�56倍, P= 0�004< 0�01,极显著.
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加硒处理 MDA含量变化趋势类似 O
-
�
2 产生速率, 两者相关系数 R= 0�938 7,为极显著正相关. 均为低

浓度下降低,高浓度时上升.但最低值出现在 0�05mg /L硒浓度下, P = 0�011< 0�05,显著; 随后逐渐升高,

在 2�0mg /L时有较大幅度上升, 在 10�0mg /L硒浓度下, MDA含量是对照的 2�07倍, P = 0�000 7< 0�01,
极显著.

3� 讨论

3�1� 硒对拟原球茎生长的影响
� � 本试验结果表明,适量浓度硒 ( � 0�2mg /L )促进了铁皮石斛拟原球茎的增殖生长, 而高浓度硒 (�

0�2mg /L ) 则抑制了增殖,并且发现拟原球茎生长的最佳硒浓度为 0�05mg /L.由此推断, 硒对植株生长发

育具有剂量效应,适量浓度起到促进作用, 增加产量, 但过量硒对植株有毒害作用,这与前人研究结果一

致
[ 4, 10]

.其机理可能是适量硒进入体内提高了某些酶活性,增强了植株体内的抗氧化能力; 而高浓度硒处

理,过饱和的硒取代了硫氢键中的硫,影响了正常的蛋白质代谢,从而抑制了某些酶的生理活性,表现为抑

制生长,降低产量.

3�2� 硒对拟原球茎抗氧化系统的影响
硒参与生物体酶促或非酶促抗氧化过程, 更主要是通过 GSH - PX酶促抗氧化反应来实现的

[ 11, 12]
.本

试验研究结果表明,在不同浓度硒处理下, 铁皮石斛组织培养拟原球茎体内均检测到 GSH - PX活性,其

活性大小随硒浓度的升高呈现先升后降的趋势.说明硒对植物体内该酶存在一定的剂量效应,在一定的硒

浓度范围内,硒促进该酶活性, 而超过一定硒浓度,植株体内游离硒增加,硒与 GSH - PX结合过饱和,则

抑制该酶活性,产生毒害,植物生长受到抑制. 这与在小麦、水稻、丝瓜、黄瓜、大白菜等萌发种子和幼苗
[ 13]

以及菠菜
[ 10]
中的研究结果一致.

前人研究表明,适量硒对不同植物不同时期的抗氧化酶活性作用不同,可增强大蒜 SOD、CAT活性, 使

POD活性降低
[ 12]

;可促进汕优 50水稻幼苗 SOD活性提高, 而降低 CAT、POD活性
[ 14]

;可提高菠菜 SOD、CAT

活性
[ 10]

;可促进早稻中组 1号秧苗 SOD、CAT、POD活性相应提高
[ 15]

,但都促进 GSH - PX活性.本试验结果

表明,硒对铁皮石斛拟原球茎的抗氧化酶活性和膜系统有显著影响.适量加硒 ( 0�01~ 0�05mg /L )能显著增

强拟原球茎 SOD、CAT、GSH - PX活性, 而 POD活性降低, O
-
�
2 产生速率, MDA含量明显下降.

由以上可推断,由于 GSH - PX与 CAT有共同的底物 H2O2,因此 GSH- PX活性的改变直接影响了 CAT

活性,在低浓度硒时 ( 0�01~ 0�05mg /L ), GSH - PX活性的提高还不足以清除体内 H 2O2,使部分 H2O2进入过

氧化体,诱导 CAT活性上升,两者协同作用有效清除植物体内 H2O2,阻止了 H2O2在体内与 O
-
�
2 经 H aber-

W eiss反应产生毒性更强的 � OH, 并使得 POD反应底物明显减少, 因此 POD活性有所下降. 当硒浓度达到

0�1mg /L时, GSH - PX活性继续升高,清除 H2O2的能力也进一步增强,进入过氧化体中的 H2O2开始减少,

导致 CAT活性开始下降.随着硒浓度继续上升, GSH - PX活性下降, CAT活性持续下降,导致 H2O2增多,

POD底物增加,其活性也有所回升.过高浓度的硒 ( 5�0~ 10�0mg /L )也抑制了 POD的活性.

硒促进抗氧化反应的作用方式具有多样性, 主要通过 GSH - PX来实现, 而 GSH - PX活性的变化会

对植物体内整个保护酶系统产生影响,抗氧化酶作用底物的相互关联及在细胞内分布的区间性等因素,决

定了硒对不同抗氧化酶活性影响的差异
[ 16]

. SOD、POD、CAT、GSH - PX协同作用,共同防御活性氧或其他
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过氧化自由基对细胞膜的伤害,抑制膜脂过氧化.本试验也进一步说明硒参与了植物体内的新陈代谢,增

强了组织培养物的抗氧化能力以及抗逆性.
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