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[摘要 ]  研究了不同浓度 Ce3+、Nd3+对水花生 ( A lternanthera philox ero ides ( M art. ) G r iseb. )叶片 Cu2+毒害的影

响. 结果表明,在 Cu2+毒害下, 水花生的叶绿素和可溶性蛋白含量下降, 保护酶系统 ( POD、SOD、CAT )活性降低,

O -
#2 产生速率和膜脂过氧化产物 MDA含量上升, H 2O2含量降低,一定浓度 ( 215~ 715 mg /L )的 Ce3+、Nd3+处理,

都能不同程度地缓解这些现象.而更高浓度的 C e3+、Nd3+处理的缓解作用不断减弱, 甚至加重 Cu2+毒害. 相比之

下, 单一 C e3+的作用效果优于单一 Nd3+ .总的看来, C e3+、Nd3+的最适浓度为 5~ 715 mg /L. Ce3+、Nd3+缓解重金

属毒害的作用可能与调节蛋白质的表达及活性氧代谢有关.
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Abstrac t: A lternanthera ph ilox eroides were cultiv ated in so lu tion o f 2m g /L Cu2+ and different concentration of Ce3+ and

Nd3+ for 7 days to investig ate the action of rare earths on the tox ic e ffect of heavy m eta .l Resu lts show that, under the

low concentration of Ce3+ and Nd3+ , the conten t of chlorophy l,l so lub le prote in and H2O2, the activ ity o f pro tective en-

zym es ( SOD, POD, CAT ) are higher than tha t o f single Cu treatm ent, the accum ulation o fMDA and the O-#
2 generating

ra te are less com pa red w ith Cu po ison. H ow ever, w ith h igher concentrations o f Ce3+ and Nd3+ , the re liev ing effec t is

ge tting weaker and w eaker, even aggravates the tox ic effect. Gene ra lly, the optimum concentration o f Ce3+ and Nd3+ is

5~ 715 m g /L forA lternanthera ph ilox eroides, and C e3+ is better than Nd3+ . The expression o f pro te in and m etabo lism o f

ac tive oxygen are responsib le for the reliv ing effect m entioned above.
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  一定浓度的稀土元素 ( rare earths简称 RE)对作物生长有一定的刺激作用, 能提高根系和幼苗的干、

鲜重, 促进种子萌发和幼苗根系增长
[ 1, 2]

. 同时, 越来越多的研究成果表明, 稀土元素对增强植物耐低

温
[ 3]
、高温

[ 4]
、抗病

[ 5 ]
、抗旱

[ 6]
等方面有明显作用,而对抗重金属毒害方面的报道较少

[ 7]
.

本文以广布性的水生植物水花生 (A lternanthera philox eroides (M ar.t ) Griseb. )为实验材料, 以重金属

Cu
2 +
作为毒害因子, 初步研究了稀土元素 Ce

3+
、N d

3+
对 Cu

2 +
毒害下水花生叶片的光合色素含量、保护酶

系统活性、活性氧含量、膜脂过氧化产物等的影响, 以探讨稀土元素促进水生植物生长、增强其抗逆性和缓

解重金属毒害的作用机制,为水环境污染的管理提供科学依据.

1 材料与方法

111 实验设计

  水花生采自南京市江心洲, 2008年 5月上旬采集后置于大缸中,用自来水预培养 3 d, 取长势一致的
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植株,移入 2 000mL玻璃缸中,根据预实验的结果,各实验组标号如下: ( 0) 蒸馏水培养对照组 ( CK ) ; ( 1)

2mg /L ( Cu
2+
) ,即单一 Cu

2+
处理组; ( 2) 2+ 215mg /L ( Cu

2+
+ C e

3+
); ( 3) 2+ 5mg /L ( Cu

2+
+ Ce

3 +
); ( 4)

2+ 715mg /L ( Cu
2+
+ C e

3 +
); ( 5) 2+ 10mg /L ( Cu

2+
+ Ce

3+
) ; ( 6) 2+ 215mg /L ( Cu2+ + Nd

3+
); ( 7) 2 + 5

mg /L ( Cu
2+
+ Nd

3+
) ; ( 8) 2+ 715mg /L ( Cu

2+
+ Nd

3+
) ; ( 9) 2+ 10mg /L ( Cu

2+
+ N d

3+
) .

上述的 2~ 5组为 Cu
2 +

+ C e
3+
处理组, 6~ 9组为 Cu

2+
+ Nd

3+
处理组. 在 Forma Scient ific光照培养箱

中培养 (光周期: 12 h /12 h, 温度: 25e /18e , D /N ) , 7 d后,取每株倒数 3~ 5片叶,蒸馏水洗净, 吸干, 测定

生理生化指标.实验重复 3次,取平均值.

试剂:氯化亚铈 ( C eC l3 )、氯化钕 ( NdC l3 )购于南京生兴生物技术有限公司; CuSO4为上海浦江化工厂

产品 (AR ); 考马斯亮蓝 G- 250为 F luka公司产品;标准牛血清蛋白 ( BSA )为上海生工生物工程有限公司

产品 (AR) .

112 实验方法

11211 叶绿素含量的测定

  按照 A rnon的方法进行测定
[ 8]
, 单位: mg /g.

11212 可溶性蛋白含量的测定

采用 Brad fo rd考马斯亮蓝 G - 250法测定
[ 9]
. 用 754型分光光度计, 在 620 nm下测定吸光值, 以牛血

清白蛋白 ( BSA )为标准蛋白.单位: mg /g.

11213 POD活性的测定

愈创木酚法
[ 10]

,单位 $A 470 nm /( m in /g) .

11214 SOD活性的测定

化学比色法,按从南京建成生物工程研究所购买的试剂盒顺序测定,单位 U /g,以 SOD抑制率达 50%

时所对应的 SOD量为一个亚硝酸盐单位 ( NU) .

11215 CAT活性的测定

可见光分光光度法,按从南京建成生物工程研究所购买的试剂盒顺序测定,单位 U /g, 以每毫升样品

每秒分解 1 Lmo lH 2O2的量为一个活力单位 ( U) .

11216 O
-
#
2 产生速率的测定

可见光分光光度法,按从南京建成生物工程研究所所购买的试剂盒测定, 单位 U /g, 以每毫升样品在

37e 下反应 1m in,使反应体系中 H2O2浓度降低 1mmo l/L为一个活性氧单位 (U ).

11217 H 2O 2含量的测定

分光光度法,按从南京建成生物工程研究所所购买的试剂盒测定, 单位 mmo l/g.

 表 1 不同浓度 Ce3+、Nd3+对 Cu2+毒害下水花生叶片形态的影响

 Tab le 1  M orpho log ies o fAlternanthera philoxero ides leaves under

Cu2+ s tress at different Ce3+ and Nd3+ concen tration

处理

组号
处理浓度 叶片形态

0 CK 叶片翠绿 Norm al

1 2m g /L( C u2+ ) 叶片呈深褐色 Rot

2 2+ 215m g /L( Cu2+ + Ce3+ ) 叶片呈深褐色 Rot

3 2+ 5m g /L( Cu2+ + Ce3+ ) 叶片有黄褐斑 Ch loros is

4 2+ 715m g /L( Cu2+ + Ce3+ ) 叶片褪绿 Ch loros is

5 2+ 10m g /L( Cu2+ + Ce3+ ) 叶片有黄褐斑 Ch loros is

6 2+ 215m g /L( Cu2+ + Nd3+ ) 叶片有深褐色斑块 B row n

7 2+ 5m g /L( Cu2+ + N d3+ ) 叶片有深褐色斑块 B row n

8 2+ 715m g /L( Cu2+ + Nd3+ ) 叶片有黄褐斑 Ch loros is

9 2+ 10m g /L( Cu2+ + Nd3+ ) 叶片有深褐色斑块 B row n

11218 MDA含量的测定

依据 H ea lth和 Parker的硫代巴比妥酸 ( TBA )比色法
[ 11]

,单位 nmo l/g.

113 数据处理

实验数据以统计分析软件 SPSS作不同处理间

的差异显著性分析,以 P < 0105为差异显著.

2 结果与分析

211 不同浓度的 Ce
3+
、Nd

3 +
对 Cu

2+
毒害下水花生

叶片形态的影响

  Ce
3+
、Nd

3
对 Cu

2+
毒害下水花生叶片形态的影

响如表 1所示.

由表 1可见, 单一 Cu
2+
毒害组处理 7 d后,水花

生叶片呈深褐色,毒害严重.单一 Ce
3+
、Nd

3+
处理基

本都能不同程度的缓解这种毒害, 分别以 715mg /L

的 Ce
3+
和 Nd

3+
处理后, 叶片破坏程度明显减轻,仅

表现为部分叶片失绿,都有最好的效果.过高或过低

)100)
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浓度的稀土都达不到此效果.因此,一定浓度的单一 Ce
3+
、Nd

3 +
处理均可以缓解 Cu

2+
对水花生的毒害.

212 不同浓度的 Ce
3+
、Nd

3+
对 Cu

2+
毒害下水花生叶片中叶绿素含量的影响

由图 1看出:与对照相比,单一 Cu
2+
处理降低了叶绿素含量,为正常值的 62110%.而施用 Ce

3+
、Nd

3+

后的叶绿素含量总体上均高于单一 Cu
2+
处理,随着稀土元素处理浓度的加大, 叶绿素含量呈先升后降的

趋势, 且 2个处理组都在 715 mg /L时, 达到最大值. 其中, Ce
3+
处理时叶绿素含量高于单一 Cu

2+
处理

2917%, Nd
3+
处理则使之增加了 1513% . 一定浓度的单一 Ce

3+
、Nd

3+
处理能减轻 Cu

2 +
毒害对叶绿素的

降解.

213 不同浓度的 Ce
3+
、Nd

3+
对 Cu

2+
毒害下水花生叶片中可溶性蛋白含量的影响

实验结果表明 (图 2), 单一 Cu
2+
的毒害使得水花生的可溶性蛋白含量大大低于对照组, 而 Ce

3+
、Nd

3+

处理组的可溶性蛋白含量明显高于单一 Cu
2+
处理.随着处理浓度的提高, C e

3+
处理组与 Nd

3+
处理组可溶

性蛋白含量的变化趋势也不完全相同, Ce
3+
处理组可溶性蛋白含量呈下降的趋势,而 Nd

3+
处理组的可溶

性蛋白含量则呈现出先升后降的趋势, 在 5mg /L时达到最大值. 215mg /L Ce
3+
处理的蛋白含量为单一

Cu
2 +
处理的 17916%, 5mg /L处理的蛋白含量为单一 Cu

2+
处理的 13513% .可知, 一定浓度范围内的 Ce

3+

和 Nd
3+
促进了蛋白的合成, 能缓解 Cu

2+
毒害造成的蛋白降解效应.

214 不同浓度的 Ce
3+
、Nd

3+
对 Cu

2+
毒害下水花生叶片中保护酶系统活性的影响

21411 POD活性的变化

在重金属 Cu
2+
的毒害下, 水花生的 POD酶活性急剧下降, 只有正常条件下的 4612% ,加入 2种稀土

元素后,其 POD活性有明显的提高,基本随着稀土元素作用浓度的升高呈现为先升后降的趋势 (图 3) ,其

中, Nd
3+
处理组比 Ce

3 +
处理组变化趋势浮动更大. Ce

3+
、Nd

3+
处理组的最大值分别出现在 715mg /L和 5

mg /L处理浓度处,分别比单一 Cu
2+
处理组高出 85%和 10810% .

21412 SOD活性的变化

由图 4可知,单一 Cu
2 +
处理的 SOD酶活性比正常生长条件明显下降, 这说明 SOD受到了一定破坏,

其含量或者活性有明显降低,而稀土元素处理组的 SOD酶活性有了不同程度的提高,都在 715mg /L时达

到最大值, 分别高出单一 Cu
2+
处理 5413%和 813%. 与 Nd

3+
处理组相比, C e

3+
处理组的作用效果更加

明显.

21413 CAT活性的变化

水花生在受到 Cu
2+
毒害时, CAT活性下降幅度极大,只有对照的 3112% ,而稀土元素 Ce

3+
、N d

3+
对提

高 CAT活性有很突出的作用. 从图 5可知, Ce
3+
、Nd

3+
处理的 CAT活性均高于单一 Cu

2+
处理, 其中, C e

3+

处理组的变化幅度较大,而 Nd
3 +
则较为缓和. Ce

3+
处理组在 715mg /L时达到峰值, 是单一 Cu

2+
处理的

46614%, Nd
3 +
处理组在 5mg /L时达到最大值,为其 26310%.

215 不同浓度的 Ce
3+
、Nd

3+
对 Cu

2+
毒害下水花生叶片中活性氧含量的影响

21511 O
-
#
2 产生速率

加入 Cu
2+
后,水花生 O

-
#
2 的产生速率急速增加, 比对照组高 15310% ,加入稀土元素后,其产生速度明

显降低,但不同稀土元素,不同浓度作用效果不同: 二者都在 715mg /L时达到最小值,其中, Ce
3+
处理组为

单一 Cu
2+
处理的 5215% , Nd

3 +
处理组为 5011% .两处理组比较来看, Nd

3+
处理组变化趋势较为和缓, 处理

效果更稳定.

21512 H 2O 2含量

从 图 7可见,在受到 Cu
2 +
毒害时,水花生叶片中的 H2O2含量会明显下降, 降幅达 2815% ,一定浓度

的稀土元素,则对此有很强的缓解作用. Ce
3+
和中等浓度的 Nd

3 +
( 5~ 715mg /L )处理都能明显提高 H2O2

含量. 在 Ce
3+
、Nd

3+
处理组中, H2O2含量在稀土元素作用浓度上升的过程中,呈先升后降的趋势. 5 mg /L

Ce
3+
处理的 H 2O 2含量高于单一 Cu

2 +
处理 4513% , 715mg /LNd

3+
处理则高出 6910%.

216 不同浓度的 Ce
3+
、Nd

3+
对 Cu

2+
毒害下水花生叶片中 MDA含量的影响

作为膜脂过氧化产物, MDA是细胞膜受伤害程度的重要指标之一.由图 8可知, 2 mg /L Cu
2+
的作用,

使水花生的 MDA含量提高了 44178% ,说明此时水花生的膜脂过氧化程度加剧,破坏严重,而稀土元素的

)101)
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作用, 使得 MDA的含量有所降低. Ce
3+
和 Nd

3+
处理基本都能减少 MDA含量, Nd

3 +
处理组变化趋势起伏

较大, 10mg /L处理时,已无缓解作用. 5 mg /L的 Ce
3+
、N d

3+
浓度都最大程度的缓和 MDA含量增加的趋

势,其中, Ce
3+
使之比单一 Cu

2 +
处理减少了 4318%, N d

3+
减少了 4116% .

)102)
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  图 1~ 8的处理浓度:

0: CK; 1. 2m g /L( C u2+ ) ; 2: 2 + 215mg /L ( Cu2+ + C e3+ ) ; 3: 2+ 5mg /L ( Cu2+ + C e3+ ) ;

4: 2 + 715m g/L( Cu2+ + C e3+ ) ; 5: 2+ 10mg /L ( Cu2+ + C e3+ ) ; 6: 2+ 215 m g /L( Cu2+ + Nd3+ ) ;

7: 2 + 5m g /L( Cu2+ + Nd3+ ) ; 8: 2 + 715mg /L ( Cu2+ + Nd3+ ) ; 9: 2+ 10m g /L( C u2+ + Nd3+ )

图上字母不同表示差异显著 P < 0105.

3 讨论

叶绿素是光合作用的主要色素, 叶绿素的破坏与降解会直接导致光合作用效率的降低.重金属污染导

致叶绿素含量下降,其原因主要是重金属离子抑制叶绿素酸酯还原酶和影响氨基 - C-戊酮酸的合成
[ 12 ]

,

也与重金属离子直接破坏叶绿体结构及功能和干扰植物对 Fe、Zn的吸收有关
[ 13]

. 本实验中, C e
3 +
、Nd

3+
处

理组的叶绿素含量高于单一 Cu
2+
处理组,这说明, 一定浓度的 Ce

3+
、Nd

3 +
都能缓解重金属离子对于叶绿

素的破坏作用,但是这种缓解作用随着处理浓度的上升而有所减弱,说明高浓度的稀土元素对重金属污染

的缓解能力不断减弱,甚至加重污染.有研究表明, 稀土离子是通过促进叶绿体蛋白质的合成或者是延缓

叶绿体衰老,从而提高叶绿素含量
[ 14]

. 另外,稀土离子与叶绿体色素的结合, 可能加强了光合色素对光的

捕获能力,或者是提高了叶绿体中的二磷酸核酮糖羧化加氧酶的活性, 从而提高对 CO 2的同化作用, 最终

表现为较高的光合能力
[ 15]

.

重金属毒害下,蛋白质含量下降的主要原因是由于重金属影响氨基酸的形成造成的
[ 16 ]

:一是重金属

进入酶的活性中心,与部分基团结合,破坏酶结构, 毒害加强其分解;二是抑制新蛋白质的合成
[ 17 ]

,最终导

致蛋白质含量的降低.实验表明, Ce
3+
、N d

3+
都能明显提高 Cu

2+
毒害下植物体内可溶性蛋白含量. 也有研

究认为,稀土元素是从转录水平提高了 iPA (异戊烯基嘌呤 )的水平, 从而促进了叶绿素和蛋白质的合

成
[ 18]

,增强植物抗毒害的能力.而高浓度稀土可与 ATP形成络合物,从而抑制己糖激酶的催化反应而使

糖酵解受阻,导致质膜通透性增大,电解质和细胞质外渗,从而降低和破坏植株的抗逆、抗病能力
[ 19]

.

POD、SOD、CAT等是植物体内抗氧化酶系统中几种主要的保护酶. 植物体内的保护酶系统的抗毒害

能力是决定植物对逆境胁迫响应特征的关键因素. SOD催化由 O
-
#
2 合成 H 2O 2的反应, CAT和 POD则是负

责清除其它的氧自由基
[ 20]

.由本实验可见, 在重金属离子的作用下, 这三种保护酶的活性受到抑制, H2O2

含量下降, 而 O
-
#
2 产生速率以及膜脂过氧化产物 MDA的含量则逐渐增加,从而使得植物体清除活性氧的

能力减弱,膜脂过氧化程度加剧.加入稀土元素之后,各项生理指标的变化趋势均有不同程度的缓解.这主

要是由于,一方面是稀土元素提高了 SOD和 CAT的活性而消除了自由基; 另一方面,稀土离子直接参与

了消除 O
-
#
2 , 生成 H2O2的作用,以保护生物膜不被逆境破坏

[ 21]
.一些研究认为,稀土离子能取代 Ca

2+
在细

胞膜上的位置,并在一定条件下产生与 Ca
2+
相似的作用, 这对维持细胞膜的稳定性及对养分的吸收、运转

均起了一定的促进作用
[ 22]

.同时, 在各稀土元素处理组中,从减轻毒害的程度和作用的稳定性来看, C e
3+

的作用效果要优于 Nd
3 +
,但高浓度的 Ce

3+
和 N d

3+
处理都会加重重金属毒害的效果.
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总的来说,稀土元素 Ce
3 +
、Nd

3+
都能在一定程度上减缓 Cu

2 +
对叶绿素与可溶性蛋白的破坏, 提高植

物体内保护酶系统的活性,减少活性氧的产生或含量, 减缓膜脂过氧化进程,抑制 MDA的积累,从而提高

植物体抵抗重金属毒害的能力. 且 Ce
3+
的缓解效果好于 Nd

3+
, 其中 715mg /L Ce

3+
作用效果最为明显,

Nd
3+
则是 5mg /L作用效果最为明显.
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