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[摘要 ] 通过溶液培养试验, 研究了不同 M n2+浓度 ( 0、0. 09、0. 18、0. 27、0. 36 mm o l/L )胁迫对菹草抗氧化系统、

活性氧产生和亚显微结构的影响.结果表明: 随着 M n2+浓度的增加, 菹草叶片中的叶绿素 a、b和总叶绿素含量

都呈现先升后降的趋势 ;超氧化物歧化酶 ( SOD )活性逐渐上升, 而过氧化物酶 ( POD )和过氧化氢酶 ( CAT )活性

则呈先升后降趋势, 还原型谷胱甘肽 ( GSH )和抗坏血酸 ( A sA )含量呈先升后降趋势,同时超氧阴离子 ( O-
2 )产生

速率、过氧化氢 (H 2O2 )、丙二醛 (MDA )含量均呈逐渐上升趋势; 电镜观察发现, M n2+对叶片细胞器的亚显微结

构特别是叶绿体、线粒体和细胞核造成严重损伤. Mn2+破坏了菹草正常生理活动的结构基础和离子平衡, 并造

成抗氧化系统功能紊乱 ,这些都是 M n2+对菹草产生毒害的重要原因.
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Abstrac t: The tox ic effect of various concentrations ofMn2+ ( 0、0. 09、0. 18、0. 27、0. 36mmo l/L ) w as stud ied on antiox-i

dant system, active oxygen generation and subm icro scop ic structu re ofPo tam og eton crispus. The results show ed that the

content of chlorophy ll a, ch lo rophyll b and to tal ch lorophyll a ll first increased and then decreased w ith increas ing the

concentration o f M n2+ . Superox ide d ism utase ( SOD ) activ ity g enerally increased, peroxydase ( POD ) and catalase

( CAT ) ac tiv ities enhanced a several fo ld, but w ith the m anganese concentration increased continuously, they a ll de-

c reased, wh ich w as po ssib ly the reason o f accumu lation o f O -
2 and H2O2. G lutathione ( GSH ) and antiscorb ic ac id

( A sA ) conten ts changed at the sam e trend o f POD and CAT. The leve l o f lipid perox idation w asm easured as the content

o fm a londialdehyde (MDA), w hich w as a lw ays increased and w as the same as the change o f O-
2 and H 2O2. T ransm is-

s ion electron m icroscopy observation indicates that the h igherM n2+ concentration, the mo re serious dam ages to the leaf

ce lls, especia lly ch lo roplast, m itochondrion and nucleus. The conclus ion could be reached tha t the grow th declin ing e-

ven death of plantw as resu lted from destruc tion o f structure foundation of physiolog ica l function, interruption o f ion and

enzym es equilibr ium and disorde r o f an tiox idant system. But the influences of those aspects a re in different ex ten t in

Po tam ogeton crispus.
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锰是植物生长必需的微量元素之一, 能够直接参与植物光合作用中电子传递系统的氧化还原过程,对

叶绿素维持正常的膜结构具有重要作用
[ 1, 2]

. 但是当锰的浓度较高时, 就表现出对植物的毒害作用
[ 3- 5 ]

.

锰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.研究表明
[ 3- 5]

, 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,蛋白质、色素、酶、核酸等的氧化损伤,乃至植物死亡.目前,对锰胁迫的研究资料较少,且主

要集中在对高等陆生植物代谢过程中保护酶活性的影响
[ 6- 8]

,而锰对高等水生植物的毒害影响资料极少.
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本文以高等水生植物菹草为受试材料,研究了不同锰离子浓度胁迫下菹草叶片的酶促抗氧化系统、非酶促

抗氧化系统、膜脂过氧化程度、活性氧产生以及亚显微结构损伤,并探究了活性氧与酶促抗氧化系统和非

酶促抗氧化系统的关系,以便为高等水生植物的重金属胁迫及抗性原理增加可靠的理论依据,并为下一步

克隆重金属抗性基因,进而得到具有重金属高抗性的高等水生植物转基因植株奠定基础.

1 材料与方法

1 1 供试材料

菹草于 2008年 3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驯养.于

4月初 ( 18 ~ 25 )在无底泥玻璃缸中用 10% Hoag land营养液进行培养,选取生长状况一致的植株作为

实验材料.

1 2 研究方法

1 2 1 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 L D 为 12 h 12 h, 光照强度为

3 500 lx,光暗 L D温度为25 18 .实验材料于 8: 00放入含 0、0. 09、0. 18、0. 27、0. 36mmol /L M nSO 4

H2O (以纯 Mn
2+
计 )的培养液中,培养第 10 d取相同部位叶片, 去离子水洗净、揩干, 进行生理指标测定,

实验重复 3次.

1 2 2 酶液提取及活性测定

取鲜重 1 g的叶片,加入 4mL浓度为 50mmol /L的磷酸缓冲液 ( pH 7 8, 含有 1%聚乙烯吡咯烷酮和

10mmo l /L的 -巯基乙醇 )及少量石英砂于冰浴上匀浆, 4层纱布过滤,滤液经 9 807 r/m in, 4 下离心 20

m in,上清液用于测定生理指标.

叶绿素含量按照 A rnon
[ 9]
的方法测定; SOD活性测定采用 NBT光化还原法

[ 10]
; POD活性测定采用愈

创木酚方法
[ 11]

; CAT活性测定采用钼酸盐方法
[ 12]
; O

-
2 产生速率用王爱国等

[ 13]
的方法测定; 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; M DA含量按李合生等
[ 14]
的方

法测定; GSH和 A sA含量用陈建勋等
[ 15]
的方法测定.

1 2 3 超微结构观察

在处理第 10 d 8: 00, 从各浓度梯度培养缸中取植株相同部位的叶片, 洗净, 切成 1mm
3
大小的样块,

置于 2 5%戊二醛和 1%锇酸双重固定, 丙酮系列脱水, Epon812浸透包埋, LE ICA超薄切片机钻石刀切

片,切片经醋酸双氧铀 -柠檬酸铅双重染色后,于 H itach iH - 7650型透射电镜 (日本 )下观察并拍照.

1 3 统计分析

实验结果为 3次实验的平均值 标准差, 试验原始数据的处理和制图采用 Excel和 SPSS 11 5统计软

件完成.将各生理指标与处理浓度作相关性分析,其中 P 0 05, P < 0 05和 P < 0 01分别表示无显著、有

显著和极显著相关.

2 结果与分析

2 1 M n
2+
胁迫对菹草叶片叶绿素含量的影响

叶绿素作为植物光合作用的主要色素, 其含量的高低

与植物光合作用水平的强弱密切相关
[ 9]
. 本试验发现,叶绿

素 a( Ch l a)、叶绿素 b ( Ch l b)以及总叶绿素的变化趋势是

一致的. 低浓度 Mn
2+
处理下, Ch l a、Chl b以及总叶绿素含

量都呈现上升趋势, 在 Mn
2+

0. 18mmol /L时, 开始下降,

0. 36mmol /L时,达到最小值, Chl a、Chl b以及总叶绿素含

量分别仅为对照的 44 3%、51 4%和 46 3%.方差分析结果

表明: Ch l a、Ch l b以及总叶绿素含量与 Mn
2+
处理浓度间的

无显著性相关 [ rCh l a = 0 571 6, p > 0 05; rChl b = 0 554 5, p >

0 05; r总叶绿素 = 0 567 4, p > 0 05].
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2 2 M n
2+
胁迫对菹草叶片 SOD、POD和 CAT活性的影响

SOD广泛分布于细胞各组成部分,催化 O
-
2 或 HO2

.
歧化为 H 2O2,一定程度上控制着 ROS的含量,但

其活性又受 ROS的影响
[ 10]
. 由图 2- A可以看出,在 Mn

2+
胁迫下, SOD活性变化随处理浓度的升高总体

呈上升趋势. 0. 09mmo l /L浓度时为对照的 2 56倍; 0. 36mmo l/L浓度时,其活性为对照的 5 89倍, 达到

最大值. POD可将 H 2O 2转化成 H2O,从而清除过多的 H2O2
[ 8]
.由图 2- B可以看出,在 Mn

2+
胁迫下, POD

活性变化首先随处理浓度的升高呈上升趋势, M n
2+
处理浓度 0. 27mmo l/L时, POD活性逐渐上升, 并在

0. 27mmo l/L时达到最大值; 此后, POD活性开始有所下降,但在 0. 36mmo l/L浓度时仍是对照的 2 21倍.

CAT主要存在于过氧化物酶体,线粒体和胞质中也有存在, 清除 H 2O2不需底物, 但与 H2O2亲和力低
[ 5 ]
.

由图 2- C可以看出,在 Mn
2+
胁迫下, CAT活性变化呈单峰曲线.其首先随处理浓度的升高而急剧上升,

在 0. 18mmo l/L时达到最大值,是对照的 10倍;然后随处理浓度的增大, CAT活性逐渐下降,但仍高于对

照值. 方差分析结果表明: SOD活性与 Mn
2+
处理浓度呈极显著正相关 [ rSOD = 0 979 8, p < 0 01]. POD活性

与 Mn
2+
处理浓度间呈显著正相关 [ rPOD = 0 913 8, p < 0 05]. CAT活性与 Mn

2+
处理浓度间无显著相关性

[ rCAT = 0 639 8, p > 0 05] .

2 3 M n
2+
胁迫对菹草叶片 GSH和 A sA含量的影响

GSH和 A sA是植物体内 2种主要的非酶促抗氧化剂,它们不仅可以作为抗坏血酸 -谷胱甘肽氧化还

原途径的底物,还可以直接猝灭活性氧.如图 3所示,随着 Mn
2+
处理浓度的增加, GSH和 A sA的含量都呈

现先升后降的趋势,存在激发、增长和消耗的过程. 在低浓度 Mn
2+
处理时, GSH和 A sA含量都逐渐升高,

随着处理浓度的增大,两者的变化就不同了.在 0. 27mmol /L时, AsA含量 (图 3- A )就开始下降, 而 GSH

含量 (图 3- B )在 0. 36mmo l/L才开始下降.方差分析结果表明: GSH和 A sA含量与Mn
2+
处理浓度间无显

著相关性 [ rGSH = 0 391 9, p> 0 05; rA sA = 0 547 4, p> 0 05].

2 4 M n
2+
胁迫对菹草叶片 O

-
2 产生速率、H 2O 2含量和 MDA含量的影响

O
-
2 是 O 2接受一个电子后形成的活性氧产物, 可自发地或在 SOD的作用下歧化为 H2O2和 O2. 过氧

化物酶体的光呼吸以及脂酸的 -氧化都能产生大量的 H2O2, O
-
2 或 HO

-
2 的歧化也可产生 H2O2. 由图 4

- A, B可以看出,在 Mn
2 +
胁迫下, 随着处理浓度的升高, O

-
2 产生速率和 H 2O2含量都急剧上升. 在 0. 09

mmo l /L浓度时 O
-
2 产生速率为对照的 1 09倍, H 2O 2含量为对照的 1 01倍; 0. 36mmol /L浓度时,两者均

达到最大值,分别增至对照的 3 76倍和 3 10倍. 由图 4- C可以看出,在 Mn
2+
胁迫下, MDA含量急剧上

升.在 0. 36mmol /L浓度时,其含量为对照的 1 88倍, 达到最大值.方差分析结果表明: O
-
2 产生速率、H2O2

和 MDA含量与 Mn
2+
处理浓度间均达到极显著正相关 [ rO-2 = 0 977 5, p < 0 01; rH2O 2

= 0 968 8, p < 0 01;
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rM DA = 0 983 5, p< 0 01] .

2 5 M n
2+
对菹草叶片超微结构的影响

正常叶绿体为规则的长椭圆形,与叶绿体的长轴

平行 (图 5- 1) . M n
2+
处理后,随处理浓度的增大叶绿

体损伤越明显. 0. 27mmo l/L M n
2+
处理的叶细胞类囊

体膨胀 (图 5- 2) . 0. 36mmol /LM n
2 +
浓度处理后类囊

体膨胀更明显,部分膜破裂 (图 5 - 3), 这意味着随处

理浓度的增大对叶绿体的损伤程度加剧. 正常菹草叶

细胞的线粒体嵴突呈管状, 间质浓密. 0. 27 mmo l/L

M n
2+
处理使部分嵴突消失, 线粒体呈空泡状, 线粒体

被膜也有部分破裂 (图 5- 4).

3 讨论

在研究中发现菹草叶片在低浓度 Mn
2+
毒害下,

叶片中叶绿素含量应激性升高, 表明低浓度 Mn
2+
能

刺激叶绿素合成,这可能是植物的一种保护性适应现

象
[ 16]

.而高浓度处理时叶绿素含量下降
[ 17]
, 并最终导

致叶片失绿.叶绿素含量下降的原因, 可能有以下原

因:一是重金属抑制原叶绿素酸酯还原酶 ( protoch loro-

phy llide reductase)活性
[ 18]
,二是影响氨基 -酮戊酸 ( am inolaevu lin ic acid)的合成

[ 19 ]
,这二者分别是叶绿素

合成所必需的酶和原料.另外, 叶绿素含量的下降还可能与 Mn
2+
在细胞内局部积累过多, M n

2+
与叶绿体

中蛋白质上的 - SH基结合,或取代其中的 Fe
2+
、Zn

2 +
、M g

2 +
等离子,破坏了叶绿体结构和功能活性有关.

SOD将 O
-
2 歧化成 H 2O2,抑制 H aber- W e iss反应,再由 CAT和 POD将 H 2O 2分解成 H 2O,从而阻止

O
-
2 和 H2O2的积累

[ 20]
. 只有三者协同才有利于清除过多的 ROS并使之维持在较低水平. 本实验结果表

明,低浓度 Mn
2+
能使菹草叶片内的酶促抗氧化剂 SOD、CAT和 POD活性逐渐增加,可能与许多抗氧化酶

都是诱导酶有关,是植物对防止 ROS伤害的一种保护性适应; 同时, A sA和 GSH含量也应激性的上升,与

酶促抗氧化剂协同作用, 共同参与 ROS的清除
[ 21]

.但在高浓度 Mn
2 +
时, 由于菹草叶片内 O

-
2 和 H 2O 2逐渐

增多, POD和 CAT活性以及 A sA和 GSH含量开始逐渐下降, CAT比 POD活性下降得快, AsA比 GSH下降

得快, 而 SOD活性仍然保持上升趋势. 一方面由于 SOD的高活性不断的将 O
-
2 歧化成 H2O2, H2O2是

CAT、POD的作用底物,它的大量增加超过了 CAT、POD的作用能力, 不仅没有使 H2O2含量降低, 反而抑

制了 CAT和 POD的酶活性;另一方面,可能是未被清除的 ROS与酶分子中的金属离子起反应而导致酶分

子失活. A sA和 GSH含量后期的下降,说明单独的 A sA和 GSH的保护作用是有限的. 可见,高 Mn
2+
浓度

时, SOD起主要的保护作用.而 CAT、POD、AsA和 GSH都是 ROS清除系统中的重要保护剂,它们的活性及

含量的下降又在一定程度上加重了 ROS对膜的伤害.

M DA是膜脂过氧化的主要产物之一,其含量可用以表示膜脂过氧化的程度
[ 22]
, 本实验结果表明,在
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Mn
2+
胁迫下,菹草叶片内的 MDA含量随着 Mn

2+
胁迫浓度的加大而急剧升高,这与植物体内清除 ROS的

能力减弱是一致的.一方面是由于 O
-
2 和 H 2O2的大量积累直接导致膜脂过氧化,使植物体内的膜系统遭

到了严重破坏;另一方面是由于 SOD的过量表达加速了 O
-
2 的歧化, 导致 H 2O 2的大量产生, 但是清除

H2O2的酶 (即 CAT和 POD )活性并没有相应提高, 致使生成的 H2O2与剩余的 O
-
2 反应产生活性更强的

OH
. [ 23]

,进一步加剧了对膜系统的破坏. 电镜观察结果发现, M n
2+
对叶绿体和线粒体也造成明显损伤,它

们是两个能量转化细胞器,将能量转换为驱动细胞进行正常生命活动所必需的能量, 对植物进行正常的生

理代谢具有非常重要的意义.高浓度的 Mn
2+
处理菹草叶片后,造成这些细胞器的破坏.

综上所述, M n
2+
对植物的毒害并不是破坏某一种酶或某一种物质的含量,而是对植物体内生理生化

和细胞结构造成整体伤害,导致体内活性氧清除系统被破坏, ROS大量积累,使植物的生理代谢紊乱并最

终衰老和死亡.
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