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商陆耐重金属 -*关键酶抗氧化酶的研究
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摘要!研究商陆"-3’"0$#,,# #4!)*,#.# 4B#对6?胁迫的抗氧化酶响应$对于揭示其耐 6? 机制具有重要意义B商陆幼苗在 ’((
"G7;O4或 F(( "G7;O46?6;’ 营养液中处理 F ?$叶片活性氧自由基和 1W3含量升高$膜透性增加$光合速率降低$表明 6? 胁

迫诱导产生氧化胁迫B随着6?处理含量的提高和时间的延长$商陆叶片 50W和 V0W活性迅速增加$632活性在 F(( "G7;O4
6?6;’ 处理 ) ?后显著上升$表明抗氧化酶在清除 6?毒害产生的活性氧自由基和提高 6?耐性中有重要作用B
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!!我国是煤炭生产(加工和利用大国$煤矸石和粉

煤灰是煤炭开采和加工过程中形成的两大固体废

物$富含6?(6> 和[8 等重金属$这些废物的露天堆

放不仅侵占大量土地$而且其中的重金属通过长期

的风化淋溶进入周边土壤$造成矿区严重的土壤重

金属污染$致使许多土壤成为不毛之地而被废弃$矿

区生态环境进一步恶化B如胜利露天煤矿上覆岩层

的 6? 含量已严重超出土壤环境质量一级标准中规

定的自然背景值$平均超出量为 (‘F"’ GUOIU)"*B焦
作市演马煤矿煤矸石周围土壤的 6? 和 [8 含量远

远超过国家土壤环境质量标准"ZT"*%"&E"##*#中

的三级标准$超出量达 (‘$#* GUOIU$周边土壤植物

中的重金属含量在平面上与煤矸石堆间的距离负相

关)’*B由于土壤重金属污染具有隐蔽性(长期性和

不可逆的特点$不仅严重影响农作物的产量与品质$
而且能通过食物链危害人类的生命和健康))*B目

前$重金属污染已严重影响我国农产品的质量安全

及其市场竞争力$仅 ’((’ 年我国约有包括农产品在

内的 $F 亿美元的出口商品因/绿色壁垒0而受阻B

因此$清除土壤重金属污染是解决食品中重金属超

标和生态恢复问题的关键B
植物修复技术是利用重金属累积植物吸收和累

积重金属的特性清除土壤重金属$与传统的整治技

术相比具有廉价(清洁(生态友好和潜在或显在经济

效益等巨大优势$因而成为当前国际上的一个重要

研究热点和重大科技发展方向B然而$多数自然界的

重金属超累积植物"如遏蓝菜#生长缓慢(生物量

低$限制了植物修复技术的产业化进程B所以$研究

重金属累积植物的耐性机制$对于利用基因工程技

术培育具有速生生物量高的重金属累积植物)F* (绿

化矸石山以及增进人类健康具有重要的现实意义B
重金属毒害导致植物体内累积大量的活性氧自

由基"D@CL9AS@7J<U@8 MN@LA@M$/05#$如超氧阴离子

"01b’ #(羟基自由基"0\1b#和 \’0’$引起膜脂过氧
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化$细胞膜透性的增加$细胞功能失调等B逆境胁迫下

植物抗氧化酶活性提高$可以有效地清除自由基$保

护细胞免受氧化胁迫的伤害B豌豆在 *( "G7;O46?’c

胁迫下$脂 质 过 氧 化 作 用 增 加$超 氧 化 物 歧 化 酶

"50W#(过氧化氢酶"632#和过氧化物酶"V0W#活性

降低)**B辣椒在 ’* a’(( GU1IUb"铜处理下$叶片01b’
的产生加快$丙二醛"1W3#含量升高$50W(V0W和

632活性随 6> 含量的增加表现出先升后降的变化

趋势)%*B遏蓝菜地上部累积的[8 含量与 50W活性成

正相关$表明 50W活性的提高是遏蓝菜超累积[8 的

机制之一)$*B商陆是重金属18 累积植物$也是6? 累

积植物)#* $然而$其6? 的耐性机制报道甚少$抗氧化

酶活性在6?耐性中的作用至今还不清楚B所以$研究

商陆在6?胁迫下的抗氧化酶响应$对于揭示植物的

耐重金属机制和植物修复技术具有重要意义B

<Q材料与方法

<R<Q材料培养与重金属处理

商陆"-3’"0$#,,# #4!)*,#.# 4B#种子用 $*m 乙

醇表面消毒 F* GA8 后$用灭菌水冲洗干净$在 Fo冰

箱中低温处理 ) ?$然后分别铺在含有 "OF 15 培养

基的三角瓶中$在温室放置一周后萌发B温室的温度

是 ’’o l)o$"* : 光照 "%* "G7;O"G’1M#B萌发 ’
a) 周后$在自然光下炼苗 ’ a) ?$然后$转入 "O’
\7CU;C8? 营养液中水培生长$每 F ? 更换一次营养

液B水培生长 & 周的幼苗分别转至含有 (("(((’(((
F(( 或 %(( "G7;O46?6;’ 处理一周$分析商陆的生长

和毒害症状B最后$确定用 ’(( "G7;O4或 F(( "G7;O4
6?6;’ 处理幼苗 " aF ?$测定叶片的抗氧化酶活性B
<R:!相对电导率和 1W3含量测定

相对电导率和 1W3含量参考文献)#*的方法B
<RSQ抗氧化酶活性测定

酶液提取!称取 (‘* U新鲜植物叶片$加 * G4
冰预冷的含有 (‘" GG7;O4+W23和质量浓度为 "m
N7;<SA8<;N<DD7;A?78@的 "(( GG7;O4磷酸缓冲液"N\
$‘(#于冰浴研磨$Fo F ((( DOGA8 离心 "* GA8$取上

清液进行酶活测定B
酶活性测定!超氧化物歧化酶"50W#(过氧化氢

酶"632#和过氧化物酶"V0W#活性分析$参考文献

)**的方法B
<RU!可溶性蛋白含量测定

可溶性蛋白含量的测定用考马斯亮蓝法B取上

述酶液 (‘" G4$加入 * G4考马斯亮蓝 ZE’*($充分

混合$放置 ’ GA8 后在 *#* 8G下比色$记录吸光度

值$通过标准曲线查得蛋白质含量B
<RVQ自由基的组织化学染色和 \’0’ 含量测定

自由基的组织化学染色!根尖用 ’* "G7;O4氯

甲基二氯二氢荧光素二乙酯"61E\’W6=W3#分子

探针染色 )( GA8$充分洗净后用激光共聚焦扫描电

子显微镜"451*"($[@AMM#观察绿色荧光$激发波长

F&& 8G$发射波长 *’* 8GB
\’0’ 含量测定!取 (‘* U植物叶片$加 (‘"m

"质 量 浓 度 # 冰 预 冷 的 263 研 磨 匀 浆$ Fo
F ((( DOGA8离心 ’* GA8$取上清液测定B) G4反应

混合 液 含 有 (‘* G4样 品 上 清 液( (‘* G4"((
GG7;O4磷酸缓冲液"N\%‘&#和 ’ G4" G7;O4 .̂B将
反应混合液置于黑暗处放置 " : 后$)#( 8G测定反

应液吸光度B根据 \’0’ 标准曲线查得样品中 \’0’
浓度""G7;O4#B
<R!Q数据处理

利用+JL@;进行数据处理分析$图中的数值是 )
次数 据 的 平 均 值 和 标 准 差$处 理 和 对 照 之 间 在

;j(‘(*水平的差异用$表示B

:Q结果与分析

:R<!6? 对商陆生长的影响

数据是平均值和标准差$处理和对照之间在;j(‘(* 水平

的差异用$表示

图 <Q商陆在 -*-4: 胁迫下的光合作用变化

=AUB"!+RR@L97R6?6;’ 78 9:@N:797M<89:@9ALDC9@A8 -B#4!)*,#.#

预实验表明商陆幼苗在 ’(( "G7;O46?6;’ 水培

处理一周时叶色正常$在去除重金属后仍然能恢复

生长’在 F(( a%(( "G7;O46?6;’ 胁迫 * a% ? 时部

分叶片失水萎蔫$而 %(( "G7;O46?6;’ 胁迫症状表

现尤为严重$6? 去除后几乎不能恢复生长B所以$本

实验选用 ’(( "G7;O4"中 度 胁 迫# 和 F(( "G7;O4
6?6;’"严重胁迫#’ 个浓度处理商陆幼苗 " aF ?$分

析其抗氧化酶活性响应B图 " 表明6? 胁迫下光合作

$#&
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用迅速下降$’(( 和 F(( "G7;O46?6;’ 处理 F ? 时光

合分别下降 )&m和 F$m$表明 6? 胁迫明显地抑制

商陆的生长B
:R:Q6? 胁迫诱导氧化损伤

1W3是植物体膜脂过氧化产物$其含量反映细

胞膜的氧化伤害程度B图 ’ 结果表明!商陆叶片的

1W3含量随6? 浓度和处理时间的增加显著上升B
’(( "G7;O46?6;’ 处理 F ? 时 1W3含量较对照提

高 )*m$F(( "G7;O46?6;’ 处理下 1W3含量提高

F$m$表明6? 毒害引起商陆产生了氧化胁迫$氧化

损伤随 6? 胁迫浓度的增加而加强B电导率是反映

细胞膜系统完整性的重要指标之一B

图 :Q商陆在-*-4: 处理下的T5?含量和电导率变化

=AUB’!1W3L789@89C8? +;@L9D7;<9@;@CICU@A8 ;@CS@M7R

-%#4!)*,#.# 9D@C9@? PA9: ?ARR@D@896?6;’ L78L@89DC9A78M

图 ’ 结果表明商陆叶片的电导率随 6? 浓度处

理的增加和时间的延长迅速上升$说明 6? 胁迫导

致商陆细胞膜系统受伤害B
:RS!抗氧化酶活性分析

50W主要将植物体内的超氧阴离子"01b’ #自由

基歧化为 \’0’ 和 0’$632进一步将 \’0’ 分解为

\’0和0’$V0W则通过氧化还原反应清除过氧化

物$从而减轻 /05 对细胞的毒害作用B图 ) 结果表

明6?6;’ 胁迫下商陆 50W和 V0W活性随处理浓度

图 SQ-*-4: 处理时商陆叶片抗氧化酶活性的影响

=AUB)!3L9ASA9<7RC89A7JA?C9AS@@8g<G@MA8 ;@CS@M7R

-%#4!)*,#.# 9D@C9@? PA9: ?ARR@D@896?6;’ L78L@89DC9A78M

和处理时间的增加而显著提高$表明重金属累积植

物具有较高的 01b’ 和过氧化物清除活性B632活性

在 ’(( "G7;O46?6;’ 胁迫下基本维持在对照水平$
在 F(( "G7;O46?6;’ 处理 ) ? 后才迅速升高$表明

在中度胁迫下商陆的 632活性足以清除 6? 胁迫产

&#&
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生的 \’0’B

SQ讨论

重金属 6? 对植物的毒害作用因胁迫时间和浓

度(以及体内积累的 6?’ c浓度的不同而不同B本实

验结果表明商陆能够忍耐 ’(( "G7;O46?6;’$而烟

草在 "(( "G7;O46?6;’ 胁迫下受伤严重)** $表明高

的 6? 耐性可能是重金属累积植物商陆累积重金属

的机制之一B6?’ c诱导细胞膜脂质过氧化作用$导

致膜系统损伤$膜透性增加B在 6? 胁迫下假马齿苋

和印度芥菜的电导率明显增加)#$"(* $细胞电解质外

渗增加B6? 胁迫下商陆叶片的 1W3含量和电解质

渗漏均显著升高$并且电解质渗漏量与 1W3含量

和 6? 处 理 浓 度 的 增 加 成 一 定 的 正 相 关 性$
表明 6? 胁迫对商陆造成了氧化伤害B重金属累积

植物能在重金属胁迫下生长$暗示其可能具有更高

的抗氧化酶活性$从而可以减轻重金属诱导产生的

氧化损伤B

"C# 6?6;’ 胁迫 % : 根尖的活性氧自由基组织化学染色分析’"Q# 6?6;’ 胁迫 F ? 叶片的 \’0’ 含量

图 UQ商陆在 :;; "6+4[Y-*-4: 处理下累积的自由基

=AUBF!/05 CLL>G>;C9A78 A8 -%#4!)*,#.# M@@?;A8U>N78 ’(( "G7;O46?6;’ M9D@MM

!!50W(632和 V0W是主要的抗氧化系酶$三者

协同作用可有效地清除 /05B6? 胁迫下印度芥菜(
庭荠属"K$’22E4$!2>*#,E4#和龙葵等重金属累积植

物的 50W和 632活性增加)"( a"’* ’而菜豆和绿豆等

非累积植物中 632活性却下降)")$"F* ’多种植物的

V0W活性在逆境胁迫下升高$推测 V0W活性升高可

能是植 物 对 逆 境 的 响 应)"**B本 实 验 结 果 显 示 在

6?6;’ 胁迫下商陆叶片 50W和 V0W活性均显著上

升$6? 胁迫强度越高$酶活性增加幅度越大’但是$
632活性在 F(( "G7;O46?6;’ 处理 ) ? 后才显著升

高$表明高浓度的 6? 可能导致体内累积了大量的

/05$所以需要更多的抗氧化酶来清除 /05B组织化

学染色分析)图 F"C#*显示 ’(( "G7;O46?6;’ 处理

% : 时商陆根尖中的绿色荧光增强$表明 /05 的累

积量明显高于对照’\’0’ 含量分析)图 F"Q#*进一

步显示6? 胁迫 F ? 时叶片\’0’ 累积量显著高于对

照$表明6? 引起/05 的累积可能是6? 毒害的主要

机制之一$而高水平的 50W和 632活性能有效淬

灭 6? 诱导产生的 /05$保护商陆免受 6? 引起的氧

化损伤B6? 胁迫下遏蓝 菜 和 印 度 芥 菜 的 50W和

632活性均显著上升$非累积植物烟草虽然 50W的

活性也显著上升$但 632活性显著下降)"%* ’同样$
在 18 胁迫下$商陆的 50W和 632活性升高$且

50W升 高 幅 度 大 于 烟 草$烟 草 632活 性 显 著 下

降)"$* $推测 632可能是重金属累积植物耐重金属

关键的抗氧化酶B转基因研究表明转印度芥菜 632
基因的烟草 632活性明显高于野生型烟草$且 6?
胁迫下幼苗的根伸长速率也大于野生型)F* $进一步

证实了 632的抗氧化活性在提高植物的重金属耐

性方面具有重要作用B

##&
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6? 胁迫诱导商陆 /05 累积$致使细胞膜透性

增大$电解质泄露$生长受抑制$氧化损伤可能是 6?
毒害的主要机制之一’高水平的抗氧化酶活性可能

是商陆耐重金属 6? 的重要机制之一B
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