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[摘要 ]  研究了不同浓度的 Cr6+对慈姑叶绿素含量、叶绿素 a /b比值、O -#
2 产生速率、MDA含量、超氧化物歧化

酶 ( SOD )、过氧化酶 ( POD )、过氧化氢酶 ( CAT )活性及可溶性蛋白含量的影响.受 C r6+胁迫后,随着 C r6+浓度的

增加, 叶绿素含量、叶绿素 a /b比值、O-#
2 产生速率先升高后降低; MDA含量呈持续上升趋势; SOD活性表现出

先降后升趋势; POD活性则表现出先明显上升后下降的情况; 可溶性蛋白含量变化不明显; CAT活性在根和叶中

所受的影响存在明显不同.研究结果表明, 同种离子对同一植物的不同部位的毒害存在差异.
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Abstrac t: The effects o f C r6+ on ch lo rophy ll content, ch lo rophy ll a /b va lue, generation rate o f O-#
2 , MDA content, ac-

tiv ities of SOD, POD and CAT, so luble pro te in content we re stud ied. The resu lts show tha t ch lo rophyll content, chloro-

phy ll a /b va lue and the generation rate o f O -#
2 increase first and decrease a fterw ards w ith the concen tra tion of C r6+ in-

c reasing. MDA content increase progressively. The activ ity of SOD drops first and inc reases a fterwards, wh ile the activ-i

ty of POD increases apparently first and decrease a t last. The so lub le pro te in conten t does not change obv iously. The ac-

tiv ity of CAT is affected very different by the leaf and root. The resu lts indicate that there are different tox ic effects be-

tw een d ifferen t organs o f a plant stressed by the sam e ion.
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  工农业生产中排放含重金属离子的废水, 导致水体重金属污染日益严重并引起人们的广泛关注.由于

水体中的重金属不仅不能被微生物降解, 而且还能在生物体内累积并在生物体之间进行转移,从而对水生

植物生长发育产生不可忽视的影响, 并且最终通过水生食物链的生物放大作用对更高营养级的生物直至

人类产生毒害,给人类的生命和身体健康造成严重威胁
[ 1]
. C r

6+
是一种常见的工业排放污染物,严重影响

了水生植物的生长发育.本文以太湖流域常见的水生经济植物慈姑 (Sagittaria trifolia)为材料,研究 Cr
6+

对其叶绿素含量、超氧阴离子 O
-
#
2 及 SOD、POD和 CAT活性测定、脂类过氧化物 MDA含量等一系列生理

指标的影响,为进一步研究水生植物抗污染的生物学机理, 探讨重金属污染的治理、环境污染的监测及控

制重金属污染物在生态环境中的迁移提供理论基础.

1 材料和方法

111 材料及处理

  慈姑,采自苏州市吴县东山镇杨湾大田,在室温 ( 15e ~ 20e )下, 于蒸馏水中培养 2 d,选取生长状态
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一致的植株作为实验材料, 分别培养于浓度为 1、3、5、10、20mg /L的 C r
6+
水溶液中, 并用无 C r

6+
水培养作

对照. 处理后第 3天, 取其叶和根,用蒸馏水洗净,揩干,测定各项生理指标. 实验设 3个平行组, 重复 3次.

112 实验方法

11211 叶绿素含量的测定
  取 1 g叶加 100%丙酮和少量石英砂进行研磨,在 4e 下以 6 000 r /m in离心 20m in,取上清液以 100%

丙酮作空白对照,用 UV - 754型分光光度计测定 663 nm和 645 nm下的吸光值. 根据公式计算鲜叶叶绿素

浓度. 单位: mg /g.

11212 SOD、CAT、POD酶液的制备

取材于预冷研钵中,加入 pH710磷酸缓冲液 ( 011mol /L ), 冰浴下研磨成匀浆, 10 000 r/m in低温离心

20m in,上清液即为所需酶液.

11213 SOD(超氧化物歧化酶 )活性的测定

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 Lmol

H2O2的量为一个 U ).

11214 CAT(过氧化氢酶 )活性的测定

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.

11215 POD (过氧化物酶 )活性的测定

愈创木酚法
[ 2]

,将 30 LL酶液与 3mL反应混合液 (愈创木酚与过氧化氢以 28B19混合于 50mL磷酸

缓冲液 ) ,以反应混合液 3mL加同体积的磷酸缓冲液作对照, 在 470 nm下每隔 15 s读 1次吸光值,以每分

吸光值的变化表示酶活性的大小.单位: U / ( m in# g ).

11216 可溶性蛋白含量的测定

采用 B radfo rd
[ 3 ]
考马斯亮蓝 G- 250法,将样品 100 LL与染料考马斯亮蓝 G- 250溶液 3mL混合,用

754型分光光度计,在波长 620 nm下测定吸光值, 以牛血清的蛋白 ( BSA )为标准蛋白作标准曲线,查得蛋

白质浓度,单位: Lg /g.

11217 O
-
#
2 (超氧阴离子自由基 )产生速率的测定

采用王爱国等的方法
[ 4 ]

. 1 mL样品酶液中加入 019mL 50mmo l/L的磷酸缓冲液 ( pH718)和 011mL

10mmo l /L盐酸羟胺, 摇匀后于 25e 中保温 20m in, 然后再加入 1mL 17mmo l /L对氨基苯磺酸,混匀后于

25e 中保温 30m in,用 UV- 754型分光光度计测定 530 nm下的吸光值,根据标准曲线算出 O
-
#
2 的产生速

率.单位: A530 / ( g# m in) .

11218 MDA (丙二醛 )含量的测定

参照 H ea lth等
[ 5]
的硫代巴比妥 ( TBA )比色法进行. 取 115mL粗酶提取液, 与 215mL 015% TBA的

20%三氯醋酸混匀,在 100e 水浴加热 15m in后, 迅速冷却,过滤,取其上清液, 用 UV - 754型分光光度计

测定 530 nm和 600 nm下的吸光值.

2 结果

211 C r
6+
对慈姑叶叶绿素的含量及叶绿素 a和 b比值的影响

  由图 1和图 2可看出, C r
6+
对叶绿素含量的影响明显,随着处理浓度的增加,叶绿素的含量呈现先上

升后下降的趋势,其中用 5mg /L C r
6+
处理的叶绿素的含量最高,为对照的 1146倍.叶绿素 a和 b的比值

变化不大,表明两者对 C r
6+
敏感性相近.

212 C r
6+
对慈姑 MDA含量、O

-
#
2 产生速率的影响

由图 3可以看出, O
-
#
2 产生速率呈现相似的变化趋势, 都是先升高后降低,但叶在 5mg /L C r

6+
浓度时

达到最高,而根则在 1mg /L时就达到峰值.在根和叶中, MDA含量都是随着 Cr
6+
浓度的增加而升高 (如图

4所示 ),根在 20mg /L C r
6+
浓度时, MDA含量升高到 CK的 2116倍.

213 C r
6+
对慈姑抗氧化酶活性的影响

由图 5可以看出,在叶和根中, SOD活性都是表现为先降低后升高,且都是在 C r
6+
浓度为 3mg /L时,
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达到最低.这说明在低浓度下, C r
6+
处理使 SOD活性受到强烈抑制,随浓度升高,活性有所回升,在 20mg /

L时,活性达到最高, 但仍低于对照. 这与张小兰、施国新等人所做的 Hg
2+
对轮藻毒害中 SOD活性测定结

果相一致
[ 6]
.

POD的活性变化与 SOD不同, 如图 6所示,在叶和根中都表现为先升高后降低,在 C r
6+
浓度为 5mg /L

时,达到最高.

由图 7可以看出,在叶中, CAT活性变化与 POD相似, 表现为先升高后降低, 除了在 C r
6+
浓度为 1~

3mg /L时刺激升高外, 对其他浓度处理不敏感; 而根中, CAT活性变化出现了与 POD不同的趋势, 随着浓

度的增大而持续下降,说明根比叶对 C r
6+
的毒害更敏感.

214 C r
6+
对慈姑可溶性蛋白含量的影响

如图 8所示,根和叶的可溶性蛋白含量随 Cr
6+
浓度的增高变化不明显.
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3 讨论

叶绿素是类囊体膜色素蛋白复合体的主要成分,是植物进行光合作用的主要色素,其含量的高低直接

影响植物光合效率的强弱.严重玲等认为叶绿素含量的减少是衡量植物衰老或受伤程度的重要生理指

标
[ 7]

.孙赛初等提出 Cd
2+
对水生维管植物叶绿素 a和 b的影响中, 叶绿素 a的下降幅度更大

[ 8]
.陈国祥等

通过用 Hg
2+
、Cd

2+
分别处理莼菜冬芽茎叶

[ 9 ]
, 任安芝等用 Cr、Cd、Pb处理青菜叶片测定叶绿素含量和

Chla /b值
[ 10]
也得出相类似的结论.本研究中,慈姑在低浓度 Cr

6 +
毒害下,叶绿素含量有略微上升, 表明一

些酶应激性地增高活性,而随着浓度的增加,处理时间的增长, 叶绿素曲线下降,叶绿素含量明显降低,这

和上述研究结果是一致的.但本研究中叶绿素 a、b对 Cr
6 +
毒害的敏感性相似和前人的研究结果有差异,

造成这种差异的原因尚有待进一步研究.

生物自由基 ( F ree Rad ica l)伤害学说,自 Fridovich 20世纪 60年代末提出以来,就被广泛应用于需氧

生物细胞毒害机理的研究和用于解释重金属对植物的毒害机理
[ 11 ]

.在正常情况下,植物体内活性氧清除

系统能有效地清除体内的活性氧自由基, 从而使细胞免受伤害.但在逆境下, 植物体内活性氧自由基的产

生速度超出了植物清除活性氧的能力,便会引起伤害
[ 8]

. O
-
#
2 离子是机体内代谢过程中产生的重要自由

基, MDA则是其攻击生物膜中不饱和脂肪酸, 引发脂质过氧化形成的过氧化物的产物, 二者存在相关关

系.本研究中,在 C r
6+
胁迫下, O

-
#
2 含量在低浓度时上升,表明慈姑体内的活性氧自由基清除系统已不能有

效地发挥作用,以至 O
-
#
2 等活性氧自由基诱发膜脂不饱和脂肪酸发生连锁的过氧化反应,导致脂肪酸发生

降解产生脂质过氧化物,使得膜脂过氧化
[ 12]

, 随着 C r
6+
浓度增大, O

-
#
2 含量下降, 可能表明慈姑受到不可

逆转的伤害,细胞内代谢速率大幅度下降, 由于 MDA是一种重要的脂质过氧化产物,其含量增大可表明

膜系统受伤害的程度.前人的实验表明, MDA含量曲线多滞后于 O
-
#
2

[ 13]
.本研究中, M DA含量曲线一直呈

上升趋势,在 20mg /L C r
6+
时还没有达到峰值,可能是由于处理浓度偏低所造成.

植物体内活性氧的清除主要由某些酶系统和抗氧化物质来完成, 其中 SOD、CAT和 POD是一个重要

的活性氧清除酶系统,它们能清除细胞内过多的超氧阴离子自由基, 以保护细胞膜的结构完整. SOD将

O
-
#
2 歧化成 H2O2,再由 CAT和 POD将 H 2O 2分解成 H2O和 O2. 因此在逆境条件下,这 3种酶协同作用消

除这些自由基对植物细胞膜结构潜在氧伤害的可能性,是植物耐受逆境胁迫的重要物质基础之一
[ 14]

.尤

其是 SOD,它作为一种重要的防御酶, 在提高植物抗逆性方面起关键作用.在本研究中, 慈姑在用 1mg /L

C r
6+
处理时, SOD活性即开始下降,这说明慈姑 SOD活性中心的空间结构极易受到 C r

6+
离子的破坏而降

低活性或丧失活性,也就意味着削弱了抗氧化酶对活性氧的消除能力和增加了活性氧对植物细胞伤害的

可能性.而高浓度 C r
6+
处理的慈姑,有部分叶片死亡, 这在一定程度上避免了整株植物的死亡, 起到了缓

解毒害的作用, SOD活性的回升, 可能是存活的叶片继续发挥清除活性氧的作用.

POD是一种含 Fe的金属蛋白质,其作用如同氢的接受体一样, 在植物呼吸代谢中起重要作用. 研究

表明, 重金属对植物毒害机理之一是它可以影响植物的呼吸作用, 而呼吸作用酶类活性的维持和增加,可

以减缓其不利影响,使植物免受毒害.低浓度的 C r
6+
处理使慈姑 POD活性上升,说明慈姑在一定范围内对
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C r
6+
有耐受的作用.在同样的浓度处理的慈姑中,根的 POD活性上升幅度大于叶.而 CAT活性,根中表现

出更强的敏感度,这种差异可能是由于根作为植物主要的吸收器官, 其吸收的重金属离子较多,也可能是

根部富集的重金属离子较多,具体原因还需进一步分析.

另外,可溶性蛋白含量的变化,是植物在逆境中受伤害程度的一个重要指标.前人的实验证明,重金属

可引起可溶性蛋白含量增加,而可溶性蛋白含量的提高,很可能是植物抵抗毒害的一种解毒机制, 例如能

诱导产生重金属结合蛋白, 从而降低重金属的毒性
[ 15]

; 此外, 蛋白质含量的提高,还会增加细胞渗透浓度

和功能蛋白的数量,有助于维持细胞正常代谢
[ 16]

. 本研究中慈姑根、叶中可溶性蛋白含量变化不明显,和

另外的研究结果有明显不同,这是否能说明慈姑在 C r
6+
诱导下难以产生重金属结合蛋白, 而是以其它途

径来对抗 C r
6+
产生的毒害,这也是我们进一步研究的重点.

[参考文献 ]

[ 1]  徐勤松, 施国新, 杜开和, 等. Cd2+处理对菹草叶片保护酶活性和细胞超微结构的毒害影响 [ J]. 水生生物学报,

2003, 27( 6): 584-586.

[ 2]  张志良. 植物生理学实验指导 [ M ]. 北京: 高等教育出版社, 1990: 154-155.

[ 3]  Brad fo rd M M. A rap id and sensitivem ethod fo r the quantity of pro te in dye bind ing[ J] . Ana l B iochem, 1976, 72: 248-254.

[ 4]  王爱国, 罗广华. 植物的超氧自由基与羟胺反应的定量关系 [ J]. 植物生理学通讯, 1990, 6: 55-57.

[ 5]  H eath R L, Parker L. Photope ritation in iso la ted chlorop lasts k inetics and sto ich iom etry of fatty acid perox ida tion [ J]. A rch

B iophys, 1968, 25: 189-198.

[ 6]  张小兰, 施国新,徐楠, 等. H g2+、Cd2+ 对轮藻部分生理生化指标的影响 [ J]. 南京师大学报: 自然科学版, 2002, 25

( 1): 38-42.

[ 7]  严重玲, 李瑞智,钟章成 . 模拟酸雨对绿豆、玉米生理生态特征的影响 [ J]. 应用生态学报, 1995, 6(增刊 ): 124-131.

[ 8]  孙赛初, 王焕校. 水生维管植物受镉污染后的生理生化变化及受害机制初探 [ J] . 植物生理学报, 1995, 11( 2): 113-

121.

[ 9]  杨丹慧. 重金属离子对高等植物光合膜结构与功能的影响 [ J] . 植物学通报, 1991, 8( 3): 26-29.

[ 10]  陈国祥,施国新, 何兵, 等. H g、Cd对莼菜纯冬芽光合膜光化学活性及多肽组分的影响 [ J]. 环境科学学报, 1999, 19

( 5): 521-525.

[ 11]  黄玉山,罗广华, 关棨文. 镉诱导的自由基过氧化损伤 [ J]. 植物学报, 1997, 39( 6) : 522-526.

[ 12]  Chris B, M a rc V H, D irk I. Superox ide dismutase and stress tolerance[ J]. Annu Rev P lan tM ol B io,l 1992, 43: 83-116.

[ 13]  常福辰,施国新, 丁小余,等. Cd2+、H g2+复合污染下金鱼藻的细胞膜脂过氧化和抗氧化酶活性的变化 [ J]. 南京师

大学报:自然科学版, 2002, 25( 1) : 44-48.

[ 14]  杨居荣,贺建群, 张国祥,等. 不同耐受性作物中几种酶活性对 Cd胁迫的反应 [ J]. 中国环境科学, 1996, 16( 2): 113-

117.

[ 15]  张玉秀,柴团耀, G erard B. 植物耐重金属机理研究进展 [ J]. 植物学报, 1999, 41( 5): 453-457.

[ 16]  张金彪,黄维南. 镉对植物的生理生态效应的研究进展 [ J]. 生态学报, 2000, 20( 3): 514-523.

[责任编辑:孙德泉 ]

)112)

南京师大学报 (自然科学版 )                              第 32卷第 2期 ( 2009年 )


