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6-BA对水花生抗氧化酶系Hg 2+毒害的缓解作用

周红卫，施国新，陈景耀，朱 蕾
〔南京师范大学生命科学学院，南京 210097)

摘要:通过外施不同浓度的细胞分裂家类物质6-BA ( 6-节氨基嚓吟)。对Hgl-污染下的水花生

(liternanthera phtl-emides (Mart. )Griseb. )抗氧化酶系的变化进行了研究·结果发现:不同浓度的6 -BA

对重金属毒害均有缓解作用。过氧化物酶(POD),超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)的活性均不

同程度的提高.丙二醛(MDA)及活性氧(Y);)含量的增加变慢。表现在外部形态仁.6-BA延缓了叶片失

绿、腐拦过程，新根生长受抑制的现象在低Hg"浓度下也明显缓解;不同浓度的6-BA作用效果不同:在

H才‘毒害下2 X 10 'mot/L 6-BA对SOD,MDA和();伤害的缓解效果最好，而POD, CAT的破坏在3

X 10-'mol/1浓度下缓解效果最显著 6-BA缓解重金属毒害的作用可能与调节活性氧代谢及蛋白质的表

达有关。

关扭词:6-BA ; H彭十;水花生;抗氧化酶系;毒害缓解

Relieving to H g2+ injury of Alternanthera philoxeroides'antioxidant

enzyme system by sprayed 6-BA
ZHOU Hong-Wei,SHI Goo-Xin,CHEN Jing-Yao,ZHU Lei    (('o7Legeol Lifesdenee.Nanjiag
Nornm! ('niverxity.Nan)ing.210097.('htna ). Aeta Ecologica Siad- 2883.23(2):387̂892.

Abstract:More attention has been paid to Cytomin, one of the activesi members of phytohormone, since

found in 1960s. Recently, the studies on cytomin are mainly focused on the field of tissue culture and

regulation of gene expression, etc. and a few have been done on anti-adversity (such as drought. waterlog

and salt stress) and antiaging. But, because of atmospheric sedimentation, geological leakage, untreated

industrial effluents, and waste dischargement, heavy metals have become one of the primary factors that

bring about global pollution. Among them, heavy metal aquatic pollution can directly affect the growth of

hydrophyte.  Under this adversity, what effects will be produced by foliar spraying of cytomin on

hydrophyte have not been reported in detail until now.

    In the present experiment. after cultivated with distilled water for two days,  Alteraanthera

philor.-des(Mart. )Griseb grows in aquarium containing different gradient concentration of Hg". The

experiment designs are as following: each five aquariums as one group. control group was only added with

Hg1'.and the other three ones were additional foliar sprayed with three different concentration of 6一BA

(IX10  mol/1.,2X10乐mot/L,3X10-0mol/I)，respectively, to study the effect of spraying 6-BA on

protective enzymes system (SOD, POD, CAT ,MDA,Oi-.et al) compared with that of Hg，十treatment
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only. Through this experiment, we manage to find out the mechanism of Alternanthera philoxemides in

resisting heavy metal pollution and to provide methods and data against heavy metal pollution.

    The result shows that the activities of SOD, POD, CAT in Alternanthera philoaeroides rise firstly,

then drop or continue to decrease with the increasing of Hg" concentration, while the content of MDA and

generation rate of O;  have a rising trend. After being sprayed with 6-BA. the obvious changes are

found: the decrease of SOD, POD and CAT activities become much slower，and MDA content and

generation rate of O; - increase a little slower than those of the control. Moreover, among the three

treatments of 6-BA ,the relieving effects of high concentration group (2X 10-'mol/L,3 X 10-'mol/L) are
more obvious than that of 1 X 10-'mol/L.

    So we can come to the conclusion that 6-BA can effectively improve the activity of antioxidase and

reduce the generation of active oxygen. It is proved that the former depends on the increase of the

antioxidase content and the activity itself. while the latter mainly depends on that 6-BA can improve the

ability of antioxidase to eliminated active oxygen, therefore it indirectly reduces the content of active

oxygen. It is still uncertain whether 6-BA has direct effect on active oxygen, so .some further studies are

needed. Besides. it is also showed that various concentration 6-BA by foliar spraying have different effects

on physiological characters of Alternanthera philo.remides under Hg" pollution: 2X 10-'mol/L is the best

dose of 6-BA for the changes of SOD, MDA and O;一，on the other hand, CAT and POD are significantly

affected under 3 x 10-'mol/I. 6-BA. This may be closely connected with the difference mechanism of 6-BA

on different matter. O; - can be dismutated by SOD to H,O,. In other words. SOD can reduce the

production of O; - which is a poisonous and powerful oxidant. In addition. O;一can cause the membrane

lipid to be peroxidized and promote the production of MDA. Thus we confirm that there are some certain

connections among SOD, MDA and O;一，which is in coincidence with their reaction to the same

concentration of 6-BA. CAT and POD can eliminate H,O, in plant and hold back the reaction of Haber-

Wiess.  Higher concentration of 6-BA is advantageous to activate CAT and POD. What caused the

differences mentioned above may be in that the structure of enzyme and the acting site of each hormone are

both different. But further researches are needed to confirm it.

Key words; 6-BA; Hg'十; Alternanthera philoseroides; antioxidant enzyme systems; injury relieving
文幸幼号:1000-0933(2003)02-0387-06 中圈分类号 Q945.XI71.5,X503 文暇标识码 A

    细胞分裂素作为植物激家中最活跃的成员之一，自20世纪60年代发现以来就受到科学工作者的高

度重视，近年来对它的研究主要集中在组织培养川及对基因表达调控t-)等方面，在抗逆和延缓衰老中的

作用也有一定的研究，主要集中在干早[1+)、水演t5)盐害[[e]等逆境条件下。而对于作为全球环境污染的最主

要因素之一的重金属污染，在此逆境条件下，外施细胞分裂素对植物起什么作用，尚未见到详细报道.

    本文通过人工模拟重金属Hg-污染水环境，以广布性的水生植物水花生(Alternanthera philoreroides

(Mart. )Griseh.)为实验材料，研究了外施不同浓度的6-BA对重金属污染下植物保护酶系统的影响，以探

求6 -BA对水花生抗重金属污染的作用及机理，为重金属污染的防治提供一定的方法和理论依据。

1 材料和方法

LI 材料

    水花生采自于南京师范大学生命科学学院水生生物培育池，10月中旬(平均温度18 C)采集后置于大

缸中，用自来水预培养2a后，取根系发达、长势一致的植株分4组移人2000-1玻璃缸中，一次性分别加人

HgC,(AR)，使每组培养液中Hg2. (Vi纯Hg2+计)浓度为0,4,8,12,16mg/L.在Forma Scientific光照培养
箱中培养(设定光周期12h/12h，白天温度25 C。晚上温度18C)I第2天起，每天18:00分别叶面喷施IX

10-m.1 /L(第1组), 2 X 10-mol /L (第2组), 3 X 10-'-ol/L第3组)的6-BA (Flucka公司的产品)，每次
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喷施量为每缸10.1，对照组喷同量燕馏水，各喷施液均加少量吐温-80。连续4d.第5天取相同部位的叶，蒸

馏水洗净，揩干，测定各生理指标。

1.2 方法

    SOD,POD,CAT酶液的制备 取材于预冷研钵中 加入pH7. 8磷酸缓冲液(0. 05mol/L)，冰浴下研磨

成匀浆.I000Orpm低温离心20min.上清夜即为所需酶液

    SOD活性的测定 化学比色法，按从南京建成生物工程研究所所购买的试剂盒测定，单位NU/gFW.

以SOD抑制率达50%时所对应的SOD量为一个亚硝酸盐单位.

    CAT活性的测定 分光光度法，按从南京建成生物工程研究所所购买的试剂盒侧定，单位U/g

FW，以每毫升样品每秒钟分解1pmo1H户:的量为一个活力单位(U)

    POD活性的测定 愈创木酚法PI，单位△470nm/min - gFW

    伙 产生速率的测定 采用王爱国等的方法「巴’，单位U/gFW，以每毫升样品在37C下反应Imin使

反应体系中H,O:浓度降低Immol/L为一个活性氧单位(U)o

    MDA含量的测定 TBA(硫代巴比妥酸)法，单位nmol/gFW

    测定结果均重复3次，取平均值;以统计分析软件SPSS作各处理组与对照组间的差异显著性分析

2 结果

2.1不同浓度6-BA对Hgz+毒害下水花生SOD酶活性的影响

      图1的结果表明 在对照组。随着Hg z十浓度的增
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大，SOD酶的活性呈逐渐降低趋势，在最高浓度16.g/

工Hg 2十的处理下，SOD酶活性仅是无重金属毒害下的

70. 66% .说明SOD酶受到了一定的破坏，其含量或者

活性降低;而其他外施6-BA的3组.SOD酶活性均显

著的提高，同时发现在该系列浓度的Hg，十处理下，

SOD阵活性的变化趋势发生了明显变化，由对照组的

持续下降，变为在低浓度Hg"毒害时突然升高，随后

才逐渐下降 其中在2 X 10-mol/L 6-BA处理下，SOD

醉活性的升高最明显，在4mg/L Hg'+的处理下达到无

重金属毒害下的190. 1 %，差异显著(F=16.68)

2.2 不同浓度6-BA对Hg'+毒害下水花生POD酶活

性的影响

处理浓度(田g/L)
Conmntntwn of uw 吐吐nl

  图1  6-BA和Hg'处理下水花生叶中SOD活性

Fig. I Change of SOD activity in leases of Alternan

thera yhilo,emides treated with 6-BA and Hg"

    在Hg，十毒害下，水花生的POD酶活性在低浓度时出现应急性的升高，在Smg/I时达到顶点，为无毒

害的232.1%.随后逐渐下降。经过外施6-BA处理后，无重金属毒害下，POD酶活性出现了明显升高，而且

与6-BA浓度呈正相关;在Hg'十毒害下，变化趋势依旧是先升后降，但酶活性显著提高，最大值出现在较高

的H彭十毒害浓度(8mg/L)，在较高的浓度((3 X 10-'mol/L)的6-BA处理时，差异最为明显(F=22. 78 )

说明6-BA能明显提高保护酶POD的活性，增强水花生的抗性(如图2)

2.3 不同浓度6-BA对掩21毒害下水花生CAT酶活性的影响

    CAT醉活性的变化趋势类似于POD酶，均为低浓度Hg'十毒害时升高，高浓度时下降。但最大值出现

在4mg/L Hg"毒害浓度，随后逐渐下降，下降幅度也较大，在l6mg/L时CAT醉活性仅有无毒害时的

82.4%;外施6-BA后CAT醉活性均有不同程度的提高，在低浓度的Hg'+处理时.3种浓度的6-BA增强

效果差异不是很明显，但在高浓度的Hg-毒害时，高浓度(0 3 X 10-mol /L)的6-BA对CAT酶活性的提高

效果明显(F=46.69'.)，在l6mg/L Hg"毒害时CAT醛活性仍然和无Hg"毒害时持平(图3)

2.4 不同浓度6-BA对Hg'.毒害下水花生MDA含量的影响

    由图4可以看出，MDA含量随着Hg，十浓度的增大而持续升高，在16mg/L Hg̀ 毒害时MDA含量已

比无毒害时增大229.8%，说明此时水花生的膜脂过氧化程度加剧，破坏严重。而外施6-BA能明显缓解这

热戚is
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一症状，3种浓度的均使MDA含量增加减缓，其中2 X 10 '-.1 /L 6-BA处理下，效果最好(F = It. 93' ) .

在16-日1, Hg'十毒害时MDA含量仅比无毒害时增大127. 1 0Xo
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  图2  6-BA和Hg'十处理下水花生叶中POD活性

Fig. 2 Change of POD activity in leaves of Alter-

theta户hiloseroides treated with 6-BA and Hg"
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      图3  6-BA和Hg'十处理下水花生叶中CAT活性

    Fig. 3  Change of CAT activity in leave. of Alternaa

    theta phi[.--id,, treated with 6 -BA and Hgt'

2.5 不同浓度6 -BA对Hg'十毒害下水花生O』 产生

速率的影响

    O; 产生速率随着Hg，十毒害浓度的增大而加快

如图5所示，在16.g/1, Hg"毒害时O; 产生速率比

无毒害时高出40.4%;外施6-BA后，这一趋势有所减

缓，但不同浓度作用效果不同:1 X 10-'mol/l. 6-BA处

理下.O;产生速牢有所降低，但与对照组差异不显

著;2X 10-0mol/I. 6-BA处理时，O; 产生速率明显减

缓(F=21.08' );而3 X 10-'mol/L6-BA处理时，效果

和2 X 10-̀mol/L处理相似，二者差异不大。
3 讨论

    前人已经证明，细胞分裂素在植物的抗逆和延衰

的过程中有着重要的作用川，其中对活性氧系统的调

节是其机理之一nnl。而在重金属毒害下.这方面的结果

还未见报道。实脸结果证明，在Hg'污染逆境下，6-BA

能有效的提高抗氧化酶的活性和减缓活性氧的产生

它们之间形成了如下关系:

抗氧化酶的活性增强 ，~~~

专
6-BA
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                                                而且还发现在Hg，十毒害F，不同浓度的外源6BA

  图56 -BA和H扩十处理水花生叶中。牙 产生速率 对不同生理指标的作用效果不同:对SOD, MDA和

Fig. 5 Change of generating rate of 0‘一，n leaves of O; 伤害的缓解，2 x 10-'mol/I, 6 -BA浓度下作用效
Alt..... th... ghi[o.rer.id,, treated with 6 -BA and果最好，而对CAT与POD破坏的缓解作用，3 X 10-

  Hgz.                                            mol/L浓度下最显著 这与6-BA对不同物质的作用机

制的差异可能有密切关系，SOD能把具潜在危害的O;一歧化为H,O,，而O;一能够导致膜脂过氧化产生

MAD，可见SOD,MDA和O;一三者之间存在着较为密切的关系 所以它们对6-BA浓度的反应效果也是

;羲赢巍“、‘
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在小麦叶片中SOD酶活性的变化也是在较低浓度的6-BA作用下较为明显仁,s)。 CAT和POD可消

除植物体内的H,O，阻止Haber-Wiess反应的发生『:s[。较高浓度6-BA对它的作用效果较好.这可能与酶

的结构和激素作用位点不同有关 这些差异产生的根本原因还有待于进一步研究

    因此，可以认为抗氧化酶活性的增强与两个因素有关 (I)抗氧化酶量的增加。外源的细胞分裂素可调

节叶绿休蛋白基因的表达，增加蛋白的含量[z-。而且在盐胁迫下外施激动素可提高春小麦谷蛋白的含

量，’]在本试验中也发现 在有6-BA处理的重金属毒害组，顶部叶片由对照组的绿色变为紫红色，这与叶

片中色素组成比例的变化和糖与蛋白质含量的变化可能有密切关系，因此可推测细胞分裂素类物质6-BA

也能增加抗氧化酶的含量以增强抗性;(2)抗氧化酶自身活性的增强。外施6-BA有这种效应，这一点在水

涝，、于早「’OJ等逆境中已被证明，但在离体的水稻细胞培养中6-BA却能降低POD的活性[n�。本文实验证

明在重金属毒害下，外施6-BA可增强在体植物抗氧化酶的活性

    活性氧含量的增加是逆境胁迫下的一个普遍现象，它是诱发细胞凋亡〔PCD)的重要因素之一[[ill。在重

金属毒害下.Oz产生速率随Hg'污染浓度的增加而逐渐升高，但外源6-BA的加人可明显减缓Oi产生

速率及其过氧化产物MDA的含量，从而使得水花生抗逆的能力显著增强。而且，在多种激素对MDA含量

的比较研究中，6-BA的作用效果是最好的{’，].这与6-BA提高抗氧化酶的活性更有效的清除活性氧从而

间接地减少了活性氧的含量是相符的。6-BA对活性氧有没有直接作用还缺乏证据 仍需研究。
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