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水鳖叶片矿质营养、保护酶活性及同工酶对

Cu
2+
胁迫的响应

计汪栋,施国新,徐勤松,许 晔,张 慧,赵 娟

(南京师范大学生命科学学院,江苏南京 210046)

[摘要 ] 通过溶液培养试验研究了不同 C u2+浓度 ( 0、2、4、6、8m g /L)胁迫下,通过溶液培养试验对浮水植物水鳖叶片矿质营

养吸收、活性氧产生、保护酶活性及同工酶的影响.结果表明, ( 1 )随着 C u2+浓度的增加, Cu2+对水鳖的矿质营养吸收产生了影

响,主要是促进对 Ca2+、Fe3+、Mg2+、Zn2+的吸收,降低对M n2+、P、K +的吸收. ( 2 ) SDS - PAGE蛋白电泳图的条带随 Cu2+浓度

增加而逐渐减少,亮度也随之减弱,导致了多肽明显丢失. ( 3)谷胱甘肽还原酶 ( GR)活性和过氧化氢 (H 2O 2 )含量的变化趋势

呈单峰曲线,在 Cu2+浓度为 6m g /L时,均达到最大值,分别为对照的 2 51倍和 3 74倍.超氧阴离子 ( O 2
- )和丙二醛 (MDA)含

量的变化呈先缓慢后讯速上升趋势,当 Cu2+浓度最高时均达顶峰,分别为对照的 342 3%和 334 2% ;超氧化物歧化酶 ( SOD)

的活性呈下降趋势,过氧化物酶 ( POD)的活性呈上升趋势,过氧化氢酶 ( CAT)活性仅略有上升. ( 4)同工酶酶谱分析显示,随着

C u2+浓度的增加, SOD谱带数和表达量均减少. POD谱带数由少逐渐增多,由 4带增加到 7带,表达量也呈现上升趋势. CAT酶

谱带数无明显变化,表达量略存在差异. Cu2+对水鳖的致死浓度范围在 2~ 4 m g/L.
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Effects of Copper Stress onM ineralNutrient, Protective Enzym e Activities

and Their Isozym e Expression in Leaf ofHydrocharis dubia

JiW angdong, Sh iGuox in, Xu Q insong, Xu Y e, Zhang H u,i Zhao Juan

( S chool of L ife S cience, Nan jing Norm alUn ivers ity, N an jing 210046, C h ina)

Abstrac t:Hydrocharis dub ia plants exposed to 0, 2, 4, 6, 8m g /L Cu2+ fo r7 d w ere ana lyzed w ith re ference to its tox ic

im pact on m inera l nutr ient adsorption, active oxygen generation, protec tive enzym e activ ities and the ir iso zym e expres-

s ion. The resu lts showed that, w ith the rise of Cu2+ concentration in culturem edium: ( 1) them ineral nu trien t abso rp-

tion w as affected by Cu2+ stress, as it increased the abso rption of Ca2+、Fe3+、M g2+ and Zn2+ , and reduced tha t o f

M n2+、P and K+ , w ith increasing the concentration o f Cu2+ . ( 2) The am ount and intensity o f prote in / peptide band de-

c reased gradua lly w ith augm ent of Cu2+ concentration w as obse rved in SDS- PAGE, respectively, and m any po lypep-

tides d isappeared sign ificantly in fronds treated w ith Cu2+ stress. ( 3) GR activ ity and H2O2 content change tendency as-

sume the sing le peak curv e, in Cu2+ concentration to 6 m g /L, the ir da tum up to m ax im ize, respec tive ly be tter 2 51

tim es and 3 74 tim es than the con tro .l The O2
- con tent and M DA content change assum e first slow, and then fast trend

o f esca la tion, when Cu2+ concentration to 8m g /L, the ir datum reach ing the c rest, compar ing 342 3% and 334 2% to

the contro;l SOD activ ity assumes the drop tendency, POD ac tiv ity assum es the trend of esca la tion, and CAT activ ity on-

ly has sligh tly rise. ( 4) Their isoenzym ic spectrum analysis demonstra tion, along w ith Cu2+ concentra tion increasing,

the SOD isoenzym ic band number and the expression quan tity reduces. The POD isoenzym ic band number gradua lly in-

c reases, increasing from 4 be lts to 7 be lts, and the expression quantity a lso presen ts the trend o f esca la tion. The CAT

isoenzym ic band number does no t obv iously change, and the expression quantity has slight d iffe rence. The conc lusion

could be reached that the death of plant resulted from destruction of structure founda tion o f physio log ica l function, unba-l
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ance o f ion equilib rium and d iso rder o f physio log ica lm etabo lism. The letha l concentra tion scope of Cu2+ toHydrocharis

dubia was 2~ 4m g /L based on the expe rim en t results.

K ey words:H ydro charis dubia, Cu2+ stress, m ineral nutrient, pro tective enzym e, iso zym e

重金属胁迫对植物有较强的诱变作用, 可诱导产生大量的活性氧 ( Reactive oxygen species, ROS) ,导

致体内的代谢失调.正常生理情况下, ROS是植物光合、呼吸、固氮等代谢过程不可避免的产物,但在体内

的抗氧化酶如 SOD, CAT, POD和 GR以及抗氧化剂的协同作用下, ROS能不断地产生和被清除, 使细胞

内的 ROS的产生和清除维持动态平衡
[ 1]

. 研究表明, 重金属能直接或者间接地通过形成 ROS使植物体内

产生氧化胁迫,导致细胞膜脂质的过氧化
[ 2]

,蛋白质、色素、酶、核酸等的氧化损伤, 乃至植物死亡
[ 3]

. 重金

属对水环境造成的污染已经引起人们日益关注.目前国内外就 Cd
2+
、H g

2+
和 Pb

2 +
等非必需重金属对水生

植物的胁迫影响进行了一定研究
[ 4-6]

,而对 Cu
2+
胁迫高等水生植物研究则相对较少.本文以浮水植物水鳖

为受试材料,通过营养液培养试验,研究了不同 Cu
2+
浓度胁迫下水鳖叶片 O 2

-
、H 2O2、GR、MDA含量以及

SOD、POD、CAT活性的变化趋势以及同工酶谱的差异, 旨在探讨抗氧化酶系统在抵抗重金属胁迫中的作

用,旨在从不同层面揭示 Cu
2+
对水生植物的毒害机理, 为水环境中重金属胁迫效应的诊断,筛选灵敏的水

环境监测植物和指标提供参考依据.

1 材料与方法

1 1 植物材料

水鳖 (Hydrocharis dub ia )为水鳖科水鳖属,分布在欧洲、亚洲及大洋洲,匍匐茎横生, 株高 8~ 12 cm,叶

近基生,圆形或肾形, 全缘, 中央部分膨胀成气室, 花单性, 果卵圆形,喜光线充足, 水质不拘, 生长适温为

18~ 20 ,栽培容易,可供水簇箱中栽培观赏.于 2006年 6月中旬采自江苏太湖水域, 后将其移植于南京

师范大学水生植物培养池中. 7月初 ( 18 ~ 25 )在无底泥玻璃缸中用 10% H oagland营养液进行驯化培

养.选取生长状况一致的植株作为实验材料.

1 2 试验设计

整个试验在 Form a 3744全封闭培养箱 (英国产 )中完成, 光照周期为 12 h 12 h( L D ) , 光照强度为

3 500 lx, 光暗温度为 25 18 ( L D ) .实验材料于上午 8: 00放入含 0, 2, 4, 6和 8m g /L CuSO4 5H2O (以

纯 Cu
2 +
计 )的培养液中.实验设 3次重复,培养第 7天取相同部位叶片, 去离子水洗净, 揩干,进行生理指

标的测定.

1 3 酶活性的测定及同工酶分析

SOD活性测定采用 NBT光化还原法测定
[ 7 ]

. POD活性测定采用愈创木酚方法
[ 8]

. CAT活性测定采用

钼酸盐法
[ 9]

. 同工酶分析采用垂直不连续聚丙烯酰胺凝胶电泳,分离胶质量分数为 7 5% , 浓缩胶质量分

数为 2 5% .上样量均为 30 L,在 4 下进行电泳. POD和 CAT同工酶电泳采用恒压,上层胶为 100 V,下

层胶为 120V. SOD同工酶电泳采用恒流,上层胶为 15mA,下层胶为 20mA.当溴酚兰指示剂移至前沿时,

停止电泳. SOD的活性染色参照罗广华等
[ 10]
方法. POD的活性染色用联苯胺染色方法

[ 11]
. CAT的活性染

色用淀粉 -碘化钾染色法
[ 12 ]

.

1 4 其他生理指标的测定

O 2
-
产生速率用王爱国和罗广华的羟胺氧化反应方法测定

[ 13]
. H2O2含量用一般分光光度法, 用从南

京建成生物工程研究所购买的 H2O2试剂盒测定. GR活性采用 V it ria
[ 14]

. MDA含量用 H eath和 Parker的

硫代巴比妥酸 ( TBA )比色法测定
[ 15]

. 叶片内营养元素含量用电感耦合等离子体原子发射光谱议 ( ICP-

AES) (美国 Leem an公司产 )测定.

每个处理重复 3次,实验结果为 3次实验的平均值 标准差. 将各生理指标与处理浓度作相关性分析

(相关系数为 r), 试验原始数据的处理采用 Excel软件, 处理组与对照组之间的差异显著性分析由

SPSS11 5统计软件完成,其中 P 0 05, P < 0 05和 P < 0 01分别表示无显著、有显著和极其显著差异.
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2 结果

2 1 Cu
2 +
胁迫对水鳖叶片吸收矿质元素的影响

不同矿质元素受各个 Cu
2 +
浓度的影响不同, 由表 1可见, 可分成 2类不同情形: ( 1)促进水鳖叶片对

Ca
2+
、Zn

2+
、Fe

3+
、B、Na

+
、M g

2+
的吸收.其中 Zn

2+
和 M g

2+
与处理浓度达到极显著正相关 [ r ( Zn

2+
) = 0 997

2, r(M g
2+

) = 0 998 7, P < 0 01] , Na
+
、B为显著正相关 [ r ( Na

+
) = 0 935 4, r ( B ) = 0 921 7, P < 0 05] ,

Ca
2+
、Fe

3+
没有达到显著程度. ( 2)显著抑制对 M n

2+
、P、K

+
的吸收, 统计分析表明,其中 M n

2 +
一直呈下降

趋势,与处理浓度间均达到极显著负相关 [ r(M n
2 +

) = - 0 949 4] , P、K
+
均呈显著负相关 [ r ( P ) = - 0 838

4, r( K
+

) = - 0 872 4, P < 0 05].
表 1 Cu2+处理下水鳖叶片内矿质元素的含量 ( n= 3)

Table 1 Nutrient contents inH. dub ia treated w ith Cu2+ ( n= 3)

金属离子浓度 / ( mg /L ) 0 2 4 6 8

1

Ca2+ ( g /g) 645 12 21 695 10 42 1 157 20 01 1 288 23 82 3 055 55 43

Zn2+ ( g /g) 9 65 0 02 11 3 0 03 15 1 0 03 16 0 0 01 20 9 0 03

Fe3+ ( g /g) 1 53 0 03 3 04 0 02 4 66 0 02 6 54 0 03 21 8 0 02

B( g /g) 0 217 0 001 0 278 0 001 0 342 0 002 0 578 0 003 1 03 0 001

N a+ ( g /g) 257 4 21 529 10 13 572 14 43 1 314 23 14 1 329 24 63

M g2+ ( g /g) 260 4 02 315 6 11 373 7 52 440 8 02 492 9 81

2

Mn2+ ( g /g) 122 2 01 102 2 13 73 7 1 41 68 2 1 23 55 1 1 02

P( g /g) 586 10 02 299 4 02 252 4 62 266 4 22 131 2 42

K+ ( g/g) 3 133 60 02 2 749 54 71 1 779 34 84 1 753 35 41 1 573 30 71

2 2 Cu
2 +
对水鳖叶片可溶性蛋白及其 SDS- PAGE电泳的影响

随着 Cu
2+
处理浓度的增大,水鳖叶片可溶性蛋白含量亦呈下降趋势 (图 1, A ) . 当浓度达到 8 m g /L

时,可溶性蛋白含量达到最低, 仅为对照的 36 44% .统计分析结果表明,可溶性蛋白含量与 Cu
2+
处理浓度

间达到极显著负相关 [ r= - 0 973 2, P< 0 01] . SDS - PAGE蛋白电泳图 (图 1, B)也可以看出, 经 Cu
2 +
处

理后, 明显导致了对照条带图谱中相对分子质量为 16 900和 25 600多肽的表达量的减少. 6 m g /L浓度处

理后, 引起了 25 600多肽表达量的减少. 浓度达到 8 m g /L时, 除了蛋白条带亮度明显减弱外,还导致了 70

300多肽的消失.

2 3 Cu
2 +
胁迫对水鳖叶片 O2

-
、H2O2、GR和 MDA的影响

从图 2(A, D)可以看出, Cu
2+
胁迫下水鳖叶片 O2

-
产生速率和 MDA含量的变化趋势呈单峰曲线.浓

度达到 6 m g /L时,两者均达到最大值,分别为对照的 2 51倍和 3 74倍. 在 8 mg /L时, O2
-
和 MDA均下

降,但仍高于对照.统计分析结果显示,各处理浓度间 O2
-
活性差异不显著 [ r ( O2

-
) = 0 439 2, P 0 05] ,

M DA含量达到差异显著水平 [ r(M DA ) = 0 771 2, P < 0 05]. GR活性和 H2O2含量的变化呈先缓慢后讯

速上升趋势,如图 2( B, C )所示. 当 Cu
2+
浓度 6m g /L时,两者均变化不大.在 8m g /L时, 此时两者变化均

达最高,分别为对照的 342 3%和 334 2%.差异分析结果表明, GR和 H2O2均与处理浓度间达到显著差异
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水平 [ r ( GR ) = 0 877, r(H 2O2 ) = 0 885, P< 0 05] .

2 4 Cu
2 +
胁迫对水鳖叶片保护酶活性的影响

2 4 1 Cu
2+
胁迫对水鳖叶片 SOD活性和同工酶的影响

Cu
2 +
胁迫下, 水鳖叶片的 SOD活性变化呈下降趋势 (图 3). 当 8m g /L时, SOD活性达到最小值, 仅为

对照的 0 57倍.方差分析结果表明, SOD活性与处理浓度间差异显著负相关 [ r= - 0 895 1, P < 0 05] .从

SOD同工酶谱带 (图 4)可以看出,也存在明显的差异. 对照的 SOD有 3条谱带,酶活性的表达量最多,而

各 Cu
2+
浓度处理的 SOD同工酶谱带数均只有 2条谱带,且随着浓度的增加,酶活性的表达量有较为明显

的变化,它们与 Cu
2+
浓度处理也呈负相关性,即随 Cu

2 +
浓度增加谱带数和表达量均减少.

2 4 2 Cu
2+
胁迫对水鳖叶片 POD活性和同工酶的影响

由图 5可知, Cu
2+
胁迫下水鳖叶片 POD活性表现出先迅速后缓慢上升趋势,在 2 m g /L时, POD活性

快速升高,在 Cu
2+

2m g /L时,酶活性变化不大仅略有上升. 8 m g /L时, POD活性达到最大值, 为对照的
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2 29倍,但仅为 2 m g /L时数值的 1 14倍. 统计分析结果表明, POD活性与处理浓度间差异正相关 [ r=

0 679 4, P < 0 05] . POD同工酶谱表明 (图 6) ,与对照相比各处理酶谱带数和表达量上均增多. 它们与

Cu
2 +
浓度处理也呈正相关性,即 POD谱带数由少逐渐增多,由 4带增加到 7带,表达量也呈现上升趋势.

2 4 3 Cu
2+
胁迫对水鳖叶片 CAT活性和同工酶的影响

Cu
2 +
胁迫下, 水鳖叶片的 CAT活性变化略有上升趋势 (图 7) . 2 m g /L时, 叶片 CAT处于激发态, 活性

达到最低为对照的 0 99倍. Cu
2+

4 m g /L时, CAT活性逐渐上升,最高浓度时数值为对照的 1 02倍.统

计分析结果表明, CAT活性与处理浓度间差异正相关 [ r= 0 878 8, P < 0 05] . 从图 8同工酶谱带可以看

出,在处理浓度内 CAT酶谱带无明显变化,仅表达量稍有差异.

3 讨论

重金属胁迫植物的一个重要原因在于其影响了植物对矿质元素的正常吸收
[ 16]

. 本实验中我们发现,

当把浮水植物水鳖培养在含不同 Cu
2+
浓度的培养液中第 7天后,极大的破坏了正常水鳖叶片细胞的离子

平衡: 一方面是明显促进了对 C a
2+
、Zn

2+
、Fe

3+
、B、Na

+
、M g

2 +
的吸收, 而水鳖体内这些元素含量的增加也

可能会对植物产生一定的不良影响, 如 Fe
3+
、Zn

2+
等本身就是重金属元素.另一方面是显著抑制了对大量

元素 P、K
+
的吸收,这可能由于 Cu

2+
抑制了呼吸作用,导致能量减少, 从而不能满足主动吸收时所需的能
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量造成的.

前人研究表明重金属胁迫后,植物体可以通过诱导合成植物络合素
[ 17]
、金属硫蛋白

[ 18]
和胁迫蛋白

[ 19]

来螯合进入体内的重金属或在损伤蛋白的修复和保护中起作用.但我们的研究却发现,各 Cu
2+
处理浓度

都使水鳖叶片内的可溶性蛋白含量不断下降. 周长芳等
[ 2]
的研究认为, 这可能是由于其与 - SH基结合导

致蛋白变性而降解,也可能是蛋白质合成酶的失活或 DNA转录翻译途径受阻,影响了蛋白质的合成.从

SDS- PAGE蛋白电泳 (图 1, B)结果也证明, 经 Cu
2+
处理后,明显导致了对照条带图谱中相对分子质量为

16 900和 25 600多肽的表达量的减少. 6m g /L浓度处理后,引起了 25 600多肽表达量的减少.浓度达到 8

m g /L时,除了蛋白条带亮度明显减弱外, 还导致了 70 300多肽的消失. 这说明重金属 Cu
2+
胁迫不仅抑制

了水鳖体内新蛋白的产生,还加强了原有蛋白质的降解.

重金属胁迫的另一个重要原因是造成体内 ROS的积累, 引发生物膜脂的过氧化, 并由此产生脂质过

氧化产物 MDA, 从而破坏膜系统的结构和功能. SOD是 M eh ler反应产物 O 2
-
的关键性清除酶,其催化 O2

-

发生歧化反应,转化成氧化性较弱的 H2O2
[ 20]

, H2O2又在 CAT和 POD酶的作用下生成 H2O
[ 21]

,以降低活

性氧对植株的毒害作用. 三者的活性协调一致, 维护膜系统的稳定性. 但是由于酶的活性有一个阈值,

SOD, POD和 CAT对膜系统的保护作用是有一定限度的. 本实验中, 经过 Cu
2+
处理后, 水鳖叶片中的保护

酶失去了原有的平衡,导致体内 H2O2过度积累, 造成膜质过氧化物 MDA迅速升高,即证明 Cu
2 +
打破了活

性氧产生和清除的平衡,诱导产生氧化胁迫. MDA累积反过来又加剧了植物细胞的伤害, 因为 MDA可与

蛋白结合,引起蛋白质分子内和分子间交联,从而使它们的结构功能和催化功能发生变化. Cu
2+
胁迫下叶

片 GR活性显著上升,这将有利于 GSH含量提高、促进 PC的合成, 或者激活 A sA-GsH循环途径使 APX活

性得以提高
[ 21]

,这些生理生化反应都能减缓 Cu
2 +
造成的氧化损伤,从而增强水鳖对 Cu

2 +
毒害的耐受性.

与其它保护酶相比, Cu
2 +
胁迫后水鳖抗氧化酶系统中 GR活性的上升趋势最为明显,为此我们推测 GR可

能在水鳖对 Cu
2 +
的耐性中起关键作用, 这将有待对其它浮水植物比较实验后证实.

同工酶作为植物体内最活跃的酶系之一, 它的合成和活性始终受到体内遗传基因的控制和调节.外界

不良环境常常通过引起基因的变异而导致酶结构及活性的改变
[ 22 ]

,这种改变反映在同工酶的酶谱上,出

现了不同数量及表达量的谱带,通过同工酶的分析可以初步了解植物对不良环境的适应及基因的变异情

况.金属胁迫对 POD、SOD同工酶表达的影响已有报道,如 Cu
2+
可诱导水花生叶中 SOD同工酶的表达

[ 2 ]
,

Zn
2+
影响水鳖叶中 POD、SOD同工酶的表达

[ 23]
. 本试验研究表明, 不同浓度 Cu

2 +
处理水鳖叶片的同工酶

及其活性的测定结果是一致的. SOD随 Cu
2+
浓度增加其活性下降, 谱带数及表达量均减少. CAT活性变化

趋势不大,同工酶谱上表达量略作改变而无酶带变化, 说明 CAT对 Cu
2+
胁迫不敏感. 而 POD活性表现出

迅速上升的变化趋势,酶谱带数和表达量上均增多,这可能是水鳖叶片 POD对 Cu
2+
胁迫的应激反应,这

与前人
[ 20]
的研究结果 (重金属胁迫下植物叶片的 POD活性总是显著增加 )相吻合.相比之下, Cu

2 +
胁迫下

水鳖叶片的 3种抗氧化酶中只有 POD起关键性作用.因此本文作者认为, 水鳖叶片在遭受 Cu
2 +
胁迫后,

活性氧代谢系统失调的主要产物为 O 2
-
, 而非 H2O2,具体机制尚需进一步试验证实.

本文研究证明,重金属 Cu
2+
对水鳖的毒害是对矿质营养、保护酶系统等生理生化反应和细胞的整体

伤害, 破坏了植物进行正常生理代谢所必需的生理基础,最终导致植物的死亡. Cu
2+
对水鳖的致死浓度范

围在 2~ 4m g /L.
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