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,

c d 对药菜冬芽茎
、

叶叶绿素含量

及活性氧清除系统的影响
`

陆长梅 施国新 吴国荣 陈国样 常福辰
(南京师范大学生命科学学院

,

南京 2 1 0 0 9 7)

提 要 本文研究了 H g , 十 ,

c矛
+

对水生经济植物药菜冬芽茎叶叶绿素含量
、

叶绿素
。
b/ 值

、

可溶性蛋白含量
、

0 --2
’

含量以及活性氧清除系统活性 ( SO D
,

C A I
, ,

P O D )的影响
.

实验结果表明
:

叶

绿素含量
、

叶绿素 a/ b 值
、

可溶性蛋白含量随着 H犷
+ ,

c矛
+

处理浓度的加大呈下降趋势 ; 低浓度

H g Z 斗

(镇 i nr m o l
·

L
一 `

)
,

以
, 十

(镇 s m m o一 L
一 `

)对 O2
`

含量
、

s o D 活性
、
C A T 活性有激应升高

,

但随着

H g , 斗 ,

cd
, +

处理浓度的加大又呈下降趋势 ; P O D 活性随着 H g Z 十 ,

c d
, +

处理浓度的加大一直呈上升

趋势
.

药菜冬芽对 H扩
+

的反应较 c d
“ 十

敏感
,

叶片对 H才
` ,

c d
Z `

的反应较茎敏感
.

关键词 H g , 十 c矛
十

纯菜冬芽 叶绿素 活性氧

分类号 X 5 0 3
.

2 3

重金属对水环境造成 的污染 已经 引起人 们的 日益关注
.

H g
,

C d 是水体中主要 金属 污染

物
,

严重影响水生植物的生长发育
.

目前 H g
,

C d 对植物影响的研究
,

主要集中于陆生经济植物

的吸收
、

富集以及对生长发育
、

代谢
、

品质等方面 〔`
一 3 ]

.

对高等水生经济植物的毒害作用研究甚

少
.

药菜 ( B ar s en ia : ch er be ir )属睡莲科
,

茎叶可作蔬菜
,

地下茎富含淀粉和多糖
,

可供药用
,

是

长江中下游重要的野生经济植物
,

在江浙地 区已大面积 栽培 [’]
.

药菜是多年生浮 叶草本植物
,

沉水冬芽是药菜度过寒冷等不良环境而进行营养繁殖的主要方式
.

本文 以药菜冬芽为材料
,

重

点研究了 H g
,

c d 对其茎
、

叶叶绿素含量
、

可溶性蛋 白含量
、

超氧 阴离子 (研
`

)的积累和抗氧化

酶系统的影响
,

以期为 H g
,

c d 等重金属胁迫的机理作一些有益的探讨
.

1 材料与方法

1
·

1 实验材料

药菜冬芽于 1 9 9 7 年 11 月份采 自苏州东山太湖水域
,

实验所用冬芽生理 年龄及生长状 态

基本一致
.

1
.

2 培养及统计方法

实验用重金属试剂为分析纯 H g 1C
2 ,

c d 1C
2 ,

用天然水分别配制成不 同浓度 的金属 处理溶

液
.

根据预实验中植物对 H g, c d的敏感度的差异
,

确定 H g 1C
2

溶液终浓度依次为 0
,

0
.

5
,

1
,

2
,

s m m ol
·

I
J 一 ` ,

C d1C
2

溶液终浓度为 。
,

2
,

5
,

10 m m ol
·

工
J 一 `

,

溶液存放于 41
,

的玻璃缸中
,

将越冬芽

固定于玻璃板上置于处理液中培养
,

各 处理组均设三个重复
,

自然光 照
,

培养温度 10 一 12 ℃
,

国家自然科学基金资助项目 ( 39 77 00 46 )
.

收稿 日期
:
19 98 一 12 一 1 7 ;收 到修改稿日期

: 19 99
一 0 7 一 09

.

陆长梅
,

女
,

1 9 69 年生
,

硕士
,

讲师
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,

c d 对药菜冬芽茎
、

叶叶绿素含量及活性氧清除系统的影响

根据预实验确定取培养 6 一 d8 后的冬芽茎
、

叶分别进行各项测定
.

最终结果取三次重复的平均

值
.

显著性差异分析采用单因素方差分析方法进行分析
.

1
.

3 测定方法

叶绿素含量的测定根据 A m on 的方法 l’ ;] 参照程光宇等的方 法制备 s o D 粗酶液 [’ }
,

s o D

活性测定参照 iG an no po ilt is[
6」等的方法

,

以抑制 N B T 光化还原 50 % 为一个酶活性 单位参 照

Br ad for d 的考马斯亮蓝 G
一

2 50 法 7l[ 测定可溶性蛋白含量 ;按照王爱国
、

罗广华等的方法 〔8〕测定

--Oz
`

含量 ;过氧 化物酶 ( P o D )活性的测定采用 x
.

H 波钦诺克的方法 9[]
,

单位 以 (△o D 4 70 g
一 `

( F w )) 计 ;过氧化氢酶 ( c A T )活性的测定参照 B ee
r S
的紫外分光光度法 〔̀ “ 〕 ,

并加 以改进
.

2 结果与分析

2
.

1 H g Z 十 ,

c d
Z +

对药菜冬芽茎
、

叶叶绿素含量
、

叶绿素
a b/ 比值及可溶性蛋白含量的影响

经 H g Z + ,

c d
Z +

处理后 (图 1)
,

纯菜冬芽茎叶内叶绿素含量
、

叶绿素
a
/b 比值及可溶性 蛋白

含量均发生明显的变化 ; 随着 H g
“ + ,

c d Z十 处理浓度的增加
,

冬芽茎 叶内叶绿素和可溶性蛋 白

含量逐渐下降
,

叶绿素
a b/ 比值也逐渐减小

.

显示 出重金属 H g “ + ,

c d
“ 十

的毒害作用
.

,
t
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一` 一叶叶绿素 一 . 卜 茎叶绿素汕 一今
~

茎蛋白

~ 曰~
叶叶绿素汕 一」卜 - 叶蛋白

- 已尸 茎叶绿素

1 2 3 4 5

臼 浓度 /俐加 L
·

少
一 . - 叶叶绿素 一 , ` 一 茎叶绿素动 一任卜一茎 目卜录素

一进月咔叶绿素的 一刊 . 一 叶蛋白 一. 一
,

茎蛋白

、图 1 H g Z + ,

c矛
十

对药菜越冬芽茎叶叶绿素含量
,

叶绿素
a
b/ 比值及可溶性蛋白含量的影响

F ig
.

1 E f f
e e t S 。

f H g , + ,

e dZ
十 。 n c

h l
o r o p h y ll

c o n t e n t 、 , c
h la/ b

、 a
l
u e s

a n d
、 o

l
u
b l

e p r o t e i n e o n t e n t s in s t e m s a n d le a v e s o
f B ar

s e n 乞a s
hc er b e r i w i n t e r b u

d

从图 1 可以看出药菜冬芽对 H g
“ +

反应敏感
.

就叶片而言
,

低浓度的 H扩
十

就产生显著的影

响
.

在 0
.

5 一 Zm m ol
·

I
J 一 `
之间

,

叶绿素含量
、

可溶性蛋 白含量与 叶绿素 a/ b 比值同步下 降 ; H g
Z +

浓度在 Z m m d
·

L
一 `

时
,

上述指标分别为对照的 23
.

5 %
,

59
.

28 % 和 47
.

92 %
.

叶绿素含量和叶绿

素 a/ b 比值是反映植物光合能力的重要指标
,

叶绿素崩解 了约 3 /4
,

且其中叶绿素
a 的破坏更

为明显
,

这严重影响植物的光合能力
,

而叶组织 内可溶性蛋 白含量大 幅下降则可能与重金属

H g
Z +

对蛋 白质合成系统的抑制有关 〔川
,

说明叶绿素系统破坏后的重建将是缓慢而困难的
.

冬芽短缩茎对 H g
Z十

的敏感程度较叶片低
,

在不同浓度 H g
Z十

处理下叶绿素含量
、

可溶性蛋

白含量与叶绿素
a
/b 比值均缓缓下降

,

下降幅度较 叶片小得 多
.

但显著性差异分析显示
:

苑菜

冬芽和 叶内上述指标变化均达极显著水平 ( F 茎 二 1 59
.

1 18 5 “
,

F 叶 = 3 65
.

9 882 ” )
.
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c d
Z +

对药菜冬芽茎
、

叶的影响
,

与 H g
Z 十

相 比
,

表现出以下特点
:

药菜冬芽 的叶绿素含量
、

叶绿素
a
Zb 比值与可溶性蛋 白含量受 c d

Z +

的影响程度较 H g
“ +

轻
,

与某些陆生植物的敏感度相

似 「̀
·

2 ` “

;] 上述指标均随 c d
Z 十

处理浓度增高而逐渐下降
,

且没有明显的转折点 ; c d
Z干

10 m m ol
·

L
一 ’

处理组
,

上述指标下降到对照 的 30 % 一 40 %
.

以上结 果表明药菜对 C d“
十

的敏感性较对

H g Z十

要小
,

表现 出一定的忍受能力 ;同样
,

叶片对 c d
Z 十

的敏感程度高于茎 ( F 叶 = 2 49
.

4 8 28 “
,

F 茎 = 5 5
.

6 6 3 7 9
` ’

)
.

2
.

2 H g
Z + ,

c d
Z +

对药菜冬芽茎
、

叶内 O夕
`

含量与活性氧清除系统的影响

各种浓度 H g Z十 ,

c d “ +

处理药菜冬芽
,

其茎叶内 O牙
’

含量发生显著变化 (图 2 )
:

低浓度范 围

内
,

研
’

含量明显增加
,

在 H g Z 十

浓度为 0
.

s m m ol
·

I一
`

时
,

药菜叶中 。牙
`

含量达最高值
,

为对照

的 21 0
.

11 %
,

而茎 中衡
`

含量在 l m m ol
·

I
J 一 `时达到最高值

,

此时 q
一

`

含量为对照的 2 02
.

5 %
.

c d
Z 十

浓度在 Zm m ol
·

I一
`

时
,

药菜叶中 --Oz
`

含量达最高值
,

为对照的 1 63
.

2 2 %
,

在 c d
Z 十 s m m ol

·

I
J 一 `

时
,

茎 中研
`

含量亦达最高值
,

为对照的 2 41
.

35 %
.

随着 H g
Z 十 ,

c d“
千

处理浓度的加大
,

研
’

含量又逐渐降低
.

H g
Z 十

处理较 c d
Z +

处理下降幅度 大
,

叶中 O玄
’

含量 下降幅度又较茎中的大
.

上述数据表明 H g
Z + ,

c d Z十

在低浓度处理时
,

已对植物机体产生了毒害效应
,

诱导 。牙
`

大量产

生
,

较高浓度下 O牙
’

含量的降低可能与细胞 内代谢速率大幅度降低有关
.

纯菜叶较茎对重金

属敏感
,

H g Z +

较 c d
Z +

对植物细胞 的毒害更显著
,

这与药菜越冬芽茎
、

叶在形态
、

叶绿素含量
、

叶绿素 a/ b 比值以及可溶性蛋 白含量上表现一致
.

ǎ出à
ō l
胃1

.

。g叫如旨

朽3150

ǎ占à
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旨
·

8面如台

2 3

珑浓度 /例了d
·

U

4 6

田 浓度 /n抓 。卜 f
,

图 2 H g Z 十 ,

c矛
+

对药菜越冬芽茎叶 。 牙
’

含量的影响

F ig
.

2 E ft e e t s o f H g Z 牛 ,

e矛
十 o n
街

`

。 o n t e n t s i n 、 t e m 、 。 n d l
e
va

e s o
f B ar se n i a 、 e人re 占e r i w i n t e r

b
u d

图 3 表明
,

H g “
十 ,

c 矛
十

处理后
,

药菜冬芽茎 叶内 s O D 活性在一定的浓度范 围内较对照有

明显升高
,

但当 H g
, + ,

e d
Z +

浓度继续 加大时
,

s o D 活性 ( H g
Z 十

> Z m m o l
·

I
J 一 ` ,

e a
, +

> s m m o l
·

I
J 一 `

)又迅速或缓慢下降
,

甚至低于对照
,

其活性变化曲线呈现单峰曲线状
,

与 0 --2
`

含量变化相

近
,

但 s O D 活性的峰值滞后于 O 2’
`

含量的峰值
.

s o D 作为超氧阴离子 自由基清除剂
,

其活性高低与植物抗逆性大小有一定相关性 〔`
,
2 ]

.

在

逆境诱导下增加 SO D 活性可提高植物机体适应 能力
,

忍受逆境而得以生存
.

药菜冬芽茎叶在

浓度 H g
Z十 ,

c d
Z +

胁迫下 。玄
`

含量增加
,

致使体内所具有 的防御机能应激加强
,

防御体 系中的



4期 陆长梅等
:

H g
,

c d 对药菜冬芽茎
、

叶叶绿素含量及活性氧清除系统的影响

800600400200

ǎ
.

占à
.

冶`马/妞
、

触ē同门仍

000800600
.

400200
。

ǎ占à
les

省
·

工!nn/塑煦。日

2
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·
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臼 浓度 /n 盯℃】
·
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图 3 H g , 十 ,

c矛
十

对药菜越冬芽茎
、

叶 s 0 D 活性的影响

F ig
.

3 E f f
e e t s o f H才

十 ,

e矛
十 o n S o D a e t i v i t i e 。 in S t e m s a n d l

e a v e s o
f B ar

s e n 艺a : c九
vre

e r i w in t e : b u
d

s O D 活性迅速升高以清除 O子
`

,

从而使植物体免遭伤害
.

但随着 H g
Z + ,

c d
Z 十

浓度继续增加
,

它

们使功能蛋 白变构失活
,

诱导 tR N A 水解
,

导致蛋 白质合成受阻的毒性效应也越来越显著 3[]
,

结果表现为 S O D 活性的降低
.

5 0 1〕歧化 O牙
`

产生 H
Z
O : ,

随后活性氧 H
Z
0

2

由过氧化氢酶 ( C A T )加以清除
,

将其分解成

H
Z
o 和氧

.

在植物机体内
,

c A T 与 s o D 协同起保护作用
.

如 图 4 所示
,

H g
Z十 ,

c d
Z +

对药菜冬芽

叶内 C A T 活性有显著影响 ( F 、 二 3 55
.

6 4 73
` ’ ,

F 。 = 1 4
.

5 4 0 16
’ `

)
,

其活性变化 曲线与 S O D

变化相似
,

低浓度时刺激 C A T 活性升高
,

而当浓 度超过一定范围时则明显抑制其活性
.

C A T

活性下降造成 H
Z
O

:

的积累
,

从而导致植物膜结构的伤害
.

对茎而言
,

C A T 活性变化幅度相对

较小
,

表明茎的忍受力较叶大
.

过氧化物酶 (P O D )是植物代谢的末端氧化酶之一
,

它能催化分解体内玫 O :
等过氧化物

,

其活性亦与植物生化过程及抗逆境能力有关
.

在本实验的处理浓度下
,

H g
“ 十 ,

c d“
+

明显对 P o D

活性有促进作用
,

而未发现抑制效应 (图 5)
,

说明 H扩
+ ,

c d
“ +

等进入植物组织后
,

可能通过影

响一系列生理生化反应产生并积累了一些对植物机体有害的过氧化物
,

随着 P O D 底物浓度 的

增加
,

诱导 P O D 活性提高
.

在 S O D
,

C A T 活性下降的同时
,

P O D 活性仍呈 上升趋势
,

这反 映

P O D 活性的提高对重金属逆境的适应存在较复杂的机制
,

已知植物随着细胞老化
,

体 内 P O D

活性逐渐增加 [` , }
.

作者正就逆境下 P O D 活性与谷胧甘肤和抗坏血酸的关系作进一步 的探讨
.

3 讨论

H g Z 十 ,

c d , 十

等金属离子要对植物体产生影响首先要求被植物体吸附
、

吸收
.

药菜冬 芽叶为

扁平形器官
,

其表面积 /质量 比要 比圆柱形茎的表面积 /质量 比大得多
,

表 明叶有可能 比茎 吸附

吸收较多的金属离子
,

造成 叶所受的伤害 比茎大
.

其次
,

植物体 内活性氧的产生多集中于与植

物光合
、

呼吸有关的细胞器叶绿体
、

线粒体中 [` 4 〕
,

而叶绿体主要存在于光合作 用的主要器官叶

中
,

茎中含量相对较少
;
作者另有研究显示 H g

,

c d 对纯菜越冬芽光合膜光化学活性及多肤组

分等均产生影响
,

而且叶较茎敏感 〔` , }
.

叶所受的伤害较茎大
,

导致叶中尤其是叶绿体中产生较
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茎中更多 的活性氧
,

活性氧的增加又诱导活性氧清除酶系统活性的激应增加
,

最终结果显示 为

叶中各项指标的变化较茎 中显著
.

前人认为因 H g 有较高的扩散性和脂溶性
,

对植物 的伤害主要表现在 H g
Z十

与细胞膜相互

作用
,

并能改变细胞膜的透性
,

致使亚细胞 的破裂 ; 另一方面
,

H g , +

属于软酸
,

还对蛋 白酶中
-

S H 有较大的亲和性
,

可抑制或提高某些酶的活性
,

干扰膜的结构与功能
.

而 C矛
+

属于细胞原

浆毒
,

可直接抑 制 含有 竣基
、

氨基 和琉基 的酶系尤其 是含琉基的酶
,

造成机体组 织代谢障

碍 〔川
.

从影响范 围和作用对象看
,

可见 H g 对植物的伤害要 比 c d 大
,

这与严重玲等的试验 ! ` 6 )

以及作者的试验结果相符
.

参 考 文 献

严重玲
,

付舜珍
,

方重华等
.

H g
,

c d 及其共同作用对烟草叶绿素含量及抗氧化酶系统的影响
.

植物生态学报
.

1 9 97
,

21 ( 5 )
:



4 期 陆长梅等
:
H g

,

C d 对药菜冬芽茎
、

叶叶绿素含量及活性氧清除系统的影响 3 2 7

4 6 8 一 4 7 3

2 罗立新
,

孙 铁
,

靳月华
,

锅胁迫对小麦叶片细胞膜脂过氧化作用的影响
.

中国环境科学
.

1 9 98
,

18 ( 1 )
:
7 2 一 7 5

3 程光宇
,

魏锦城
,

邹玉珍等
.

构果实铜锌超氧化物歧化酶的纯化及其性质研究
.

南京师范大学报 ( 自然科学 )
,

1 9 91
,

14 ( 2)
:

8 2 一 9 2

4 文 明主编
.

长江中下游水域洲滩野生经济作物
.

长沙
:

湖南科学技术出版社
,

1 9 9 3

5 A r n o n D L
.

OC p p e r e n z ym e s i n iso l a t e d e h lO ro p l a s t s , P o ly p h
e n o l o x id a s e i n B e t a v

gul
a r

i S
.

R 口 n t

llP 岁￡0 1
,

19 4 9
,

2 4 :
1 一 1 5

6 G ian n o
脚 l i t i s C N

,

R i e s S K
.

S u p e r o x id e d i s m u t a s e ( I )
:

( ) e e u r r e n e e i n h ig h e r p la n t
.

P al n t }P 四 s艺0 11
,

19 7 7
, 5 9 ( 2 )

:
3 0 9 一 3 14

7 B r a d of
r
d M A

.

R a p id a n d s e n s i t i v e m e t h o d f o
r t h e q u a n t i t at 1o n o f m i e r o g r a m q u a n t i t i e s o f P r o t e i n u t i1i z i n g t h e p r i n e ip l e o f p r o

-

t e i n
一

d y e b i n d i n g
.

A n a l B i o e h e m
,

1 9 7 6
, 7 2 ( 1 )

:
2 4 8 一 2 5 4

8 王 爱国
,

罗广华
.

植物的超氧自由基与经胺的定量关系
.

植物生理学通讯
,

1 9 90
,

2 6( 6)
:
5 5 一 5 7

9 X H 波钦诺克
.

植物生物化学分析方法
.

北京
:

科学出版社
,

1 9 8 1

10 B e e r s R F
, e t a l

.

A s p e e t r o p h o t o rn e t r i e m e t h o d of r m e a s u r i n g t h e br e e k d o w n o f h y d or g e n p e
or

x id e b y e a t己 a s e
.

J BO
z
l lC]

e , n
,

1 9 5 2
,

1 9 5 :
1 3 3 一 14 0

n E l 奥西埃著
.

生物无机化学导论
.

北京
:

化学工业出版社
,

1 9 8 7

12 胡勤海
,

叶 畅
,

叶兆杰
.

稀土元素斓对金鱼藻生长生理及细胞叶绿体结构的影响 环境科学学报
.

19 97
,

17 ( 1 )
:
8 2 一 86

13 李振国
,

吴有梅
,

刘 愚等
.

植物对二氧化硫的反应和抗性的研究
.

植物生理学报
.

1 9 81
, 7 ( 14 )

:
3 63

一 3 7 0

14 王爱国
,

罗广华
,

邵从本等
.

植物的氧化代谢及活性氧对细胞的伤害
.

中国科学院华南植物研究所集刊 (第 4 集 )
.

北京
:

利
·

学出版社
,

19 8 9

15 陈国祥
,

施国新
,

何 兵等
.

H g
,

c d 对药菜越冬芽光合膜化学活性及多肤组分的影响
.

环境科学学报 (待刊 )
.

16 严重玲
,

付舜珍
,

方重华等
.

H g ,

C d 及其共同作用对烟草叶绿素含量及抗氧化酶系的影响
.

植物生态学报
.

1 9 97
.

2 5 ( 5 )
:

4 6 8 一 4 7 3

E r r e e t s o r H g Z + ,

e d Z +
o n e h l o r o p h y l l e o n t e n t

a n d S c a r e n g i n g S y s t e m s o f A c t i v a t e d O x y g e n i n S t e m s a n d L e a v e s

o f B r a s e n i a S c h r e b e r i W i n t e r B u d

I
洲

U C }, a n g m e i S H I G u o x i n W U G u o r o n g C H E N G u o x i a n g C H A N G F u e h e n

(肠 l l e g e
of L价 S c i e n ce

,

Na 勺 i n g No
r m a l U n ive rs i t y ,

aN 勺 i n g 2 10 0 9 7 )

A b s t r a C t

T h i:弓 p a p e r d e a ls w i t h t h e im p a e t o f H g
Z + ,

e d
Z + o n e h l o r o p h y ll e o n t e n t s a n d s e a r e n g i n g s y s -

t e nr s o f a e t iv a t e d o x y g e n i n s t e m s a n d l e a v e s o f B ar
s e n i a s c h er b e r i w i n t e r

b u d
.

T h e r e s u l t s i n d i
-

e a t e t h a t
, a s i n e r e a s i n g o f t h e e o n e e n t r a t io n o f H g

Z + a n d c d
Z 十 , e h lo r o p h y l l e o n t e n t s , e h zo r o p h y ll

a /b v a lu e s a n d S o l u b l e p r o t e in C o n t e n t S d e e r e a s e d
, t h e a e t iv i t i e s o f S O D a n d C A T i n e r e a s e d f i

r s t

a n d d e e r e a s e d a f t e r w a r d s a n d t h e a e t iv i t y o f P O D i n e r e a s e d f r o m b e g i n n i n g t o e n d
.

T h e r e s u l t s a l
-

5 0 s h o w t h a t B ar s e n i a s e人er 占e r i w i n t e r b u d 15 m o r e s e n s i t i v e t o H g
Z十 t h a n t o e d Z + ,

i t s le a v e s 15

m o r e s e n s i t i v e t h a n i t s s t e m s
.

K e y w
o r d s H g Z + ,

e d
Z十 ,

B ar s e n i a s c人er 占
e r i

,

w i n t e r b u d
, e h l o r o p h y ll

, a e t i v a t e d o x y g e n


