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摘要:土壤添加Ge盆栽试验研究表明，低浓度Ge(<4 mg/kg)对水稻根和地上生物量、叶绿素a含量有促进作用，并整体提高

了作物抗氧化酶能力，使MDA下降，SOD, CAT , POD, GSH-Px活性相应提高。而高浓度Ge(>15 mg/kg)对水稻根和地上生

物量、叶绿素a含量有明显的抑制作用，对抗氧化酶系统产生胁迫效应，使POD明显上升，MDA上升，SOD, CAT酶活性明显

下降。在高浓度Ge胁迫下，植物细胞中抗氧化作用酶系统的受损打破了植物细胞内活性氧产生与清除间的正常平衡状态，积

累过量的活性氧，使活性氧产生并积累，过量的活性氧引起膜脂过氧化程度加重，从而对植物产生毒害。

    各项生理指标与土壤Ge处理浓度之间相关分析表明，土壤Ge浓度与地上部干重相对百分率，根干重百分率、叶绿素a/b,

MDA,SOD,CAT之间有显著相关性。比较胁迫效应10%值的临界指标EC,。值表明，作物地上部干重抑制率和根干重抑制率作

为土壤临界值制定的依据更为可靠，EC,。为7 mg/kg.
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Eco-toxicological effects of germanium stress on rice(Oryza sativa L.)and their

critical value
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Abstract:Germanium (Ge)，a N b group element，exists in soil，rocks，animals，and plants in many organic or inorganic

forms. While germanium dioxide (Ge02)is the main natural inorganic type，the organic type has three subtypes. The

application of both inorganic and organic germanium is increasing in recent years. Germanium has gradually replaced silicon in

modern electronic industry, especially in integrated circuit (IC) manufacturing; germanium tetrachloride (GeCl4) is employed

in making the optical fibres for high speed (digital corresponding) transmission of digital data.

    Germanium compounds are discharged to the environment with solid wastes from the electronic industry causing potential

risks to ecosystem in different levels，i. e.，individual，population，community and ecosystem. Their fate and potential impacts

are so far still unknown. The aim of this study was to determine the eco-toxicology effects of Ge on the growth and scavenging

system of activated oxygen of rice (Oryxa sativa L.).Soil cultures were employed to study the physiological and ecological

responses of rice. Nine concentration levels of Ge (0, 2，4,8,12，15, 30, 50,100mg/kg) were used in the yellow-brown soil

experiments. The test results showed that a low level of Ge(<4 mg/kg)added to soil enhanced rice biomass，chlorophyll a，

and antioxidative enzymes activities and increased SOD, CAT,POD, GSH-Px activity, while decreased MDA content. The
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results also showed a high level of Ge (>15mg/kg) added to soil inhibited the biomass，chlorophyll a and had a stress effect on

antioxidative enzyme system resulting in significantly increased POD activity, increased MDA content, and, at the same time，

significantly decreased SOD and CAT. These results indicated that，under the stress of a high Ge level，the decline of

antioxidative enzyme activities broke the normal balance between production and elimination of active oxygen, resulting in the

accumulation of excessive active oxygen which aggravated lipid peroxidation and thereby caused toxic effects on rice. In pot

experiments，the concentration of Ge in soil showed significant correlation to the physiological indexes (roots biomass，shoots

biomass，chlorophyll a/b,MDA，SOD, CAT). The 10%inhibition rate of shoots biomass，or EC,,，was found to be a good

indicator of the critical value for Ge in soil. For this study, EC,o was 7 mg/kg.

Key wordscgermanium pollution; antioxidative enzymes; ecological effect;critical value
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    Ge资源的开发和利用，特别是在电子工业和医学领域的广泛应用，使Ge的生态风险问题愈来愈受关注，据统计全球每年

Ge产量为30-80沪〕。由于Ge原子比Si传导效果好得多，现代电子工业特别是集成电路逐渐用Ge替代Si, GeCl,作为光纤材

料在高速度数字通信的今天被大量应用[E21。电子垃圾等含Ge废物的增加，含Ge废物对水体和土壤及生态影响倍受人们关注。

在亚洲和欧洲含Ge食品和饮料被用于抗癌药物[[3,4]，然而Ge的生理毒性逐渐被证实[E5,61。而高浓度Ge对苗期作物生长影响，

对叶绿素及抗氧化酶体系的影响，国内外报道较少。在生物系统进化进程中，细胞内形成了防御活性氧毒害的保护机制，包括酶

性的和非酶性的防御系统。它们在生物体抗氧化胁迫、保持机体正常的结构和功能方面起着重要作用〔7一”〕。目前，有关环境胁

迫对植物抗氧化体系影响的研究大多集中在干早、涝渍、温度、强光和紫外光、盐度等方面C9,12̂177，而污染物的影响多为重金属、

表面活性剂和农药C18-471，有关土壤Ge污染对作物的生理生化影响的研究尚未见报道[E48,491。本文主要通过土壤Ge对代表作物

水稻苗期生长，叶绿素含量及SOD,CAT ,POD ,MDA , GSH-Px影响的研究，建立Ge对作物的生化影响及生态毒理数据库，为

土壤一植物系统中新化学物质生态毒理效应的研究和资源开发应用中生态风险评价提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 供试材料

    试验为黄棕壤土，取自省农科院试验田，供试土壤理化性状pH 6.46，有机质24. 11 g/kg，全氮1. 06 g/kg，全磷1.62

g/kg，全钾15.8 g/kg, CEC 11. 23cmo1(+1)/kg，碱解N 85. 2mg/kg，速效P 55. 2mg/kg，速效K 151.2 g/kg，有效硅142.5

mg/kg，全Ge 0. 82 mg/kg。供试作物早稻中组一号。试验用氧化锗为光谱纯，由中国有色金属研究院提供。

L2 试验设计

    盆栽试验在省农科院土肥所盆栽试验场进行，试验设计每种设9个浓度，Ge处理为:CK,2,4,8,12, 15,30,50,l00mg/kg,

4次重复。试验采用35 X 28cm3的塑料桶装土，每盆装土14kg，将氧化锗配制成一定浓度的溶液，然后均匀喷施在过5mm筛的

土中，充分混匀，然后装盆，施复合肥(N:P:K为15:15，15)2. Og，肥料与土壤混合均匀，土壤淹水7d后，移栽水稻秧苗，每

盆 4穴。

1.3 分析与测试方法

    水稻秧苗移栽30 d后，分别取各处理组同一功能区的鲜叶。. 25g，研磨匀浆，用721A型光光度计分别测定440,645,663nm

处吸光值，计算叶绿素a，叶绿素b，叶绿素a+b和类胡萝卜素含量(mg/g FW)Eso7。超氧物歧化酶(SOD)活性测定，按

Gianno曲tis和Ries方法[5l〕,酶活力单位用抑制氮蓝四哇(NBT)光化还原50%时所需酶量表示。过氧化酶(CAT)活性测定，采

用的方法，活性单位用在20℃条件下lmin内lg植物材料分解过氧化氢的微摩个数表示。过氧化物酶(POD)活性测定，采用愈

创木酚作底物，加人H,O:后，在波长470nm处用GBC-911A紫外可见分光光度计进行时间扫描，zIA/(g " min)Esal。丙二醛

(MDA)测定，采用Health和Packer方法〔521，按△Emol (532̂  600nm) =1. 55X 105换算，单位nmol/g FW。谷胧甘肤过氧化物

酶(GSH-Px)活性测定，按Paglia DE法[531，以酶单位/g鲜重(U/g)表示酶活性。

2 结果与讨论

2.1 土壤Ge污染对水稻生长的影响

    土壤Ge污染对拔节期水稻的影响研究结果(图1)表明，低浓度Ge(2~  4mg/kg)对水稻地上部生长有轻微促进作用。当土

壤Ge浓度大于8mg/kg时，对水稻产生负影响，与对照相比，地上部(干重)抑制率分别为9.16%。当土壤Ge浓达到15mg/kg

时，对水稻的地上部(干重)抑制率为37.58%. Ge对水稻根的危害稍轻于地上部的危害(图1)，低浓度Ge (2- 4mg/kg)对根部

生长有轻微促进作用。当土壤Ge浓度大于8mg/kg时，产生抑制作用，此时，与对照相比，Ge对水稻的抑制率为9.16%。而当

土壤Ge浓度为12mg/kg时，水稻根抑制率较对照有明显差异，抑制率达10.13%，达到极显著水平(P < 0. 01)。当土壤Ge浓
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度为30mg/kg时，水稻根部(干重)抑制率达71.82%。而当土壤Ge浓度为100mg/kg时，水稻完全死亡。Ge与其他重金属污染

一样，通过影响酶促生理活动，而对植物的光合呼吸代谢功能产生不良影响，从而对水稻生长产生抑制[[23,29,34,38,45̂47]

2.2 土壤Ge污染对水稻叶绿素含量的影响

    重金属元素能引起植物的“黄化症”已被许多实验所证实[[21-24,28,29,34,381。由图2可知，低浓度Ge有轻微促进作用，高浓度时

产生抑制。当土壤Ge浓度为15mg/kg时，对水稻的叶绿素a含量有明显抑制作用，达到极显著水平(P<0. 01)。当Ge浓度为

。Ge对叶绿素b影响不大。由图2可知，作物叶绿素a/b也随着土壤Ge
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图1  Ge对水稻地上部生物量影响

Fig. 1  Effect of Ge added to soil on biomass of rice

a 地上部生物量Shoots biomass; b 根部生物量Root biomass

              图2  Ge对水稻叶绿素含量的影响

    Fig. 2  Effect of Ge on chlorophyll contents of rice leaves

a 叶绿素a Chlorophyll a; b 叶绿素b Chlorophyll b; c 叶绿

素a+b Chlorophyll a+b; d 叶绿素a/b Chlorophyll a/b

    Ge对水稻影响，苗期表现叶色黄一段、绿一段，及水稻叶尖、叶缘铁锈斑，都是叶绿素破坏结果。因为诱导这些黄化症的主

要原因是叶绿素的合成受阻，因为植物光合作用主要靠其作用中心的叶绿素分子。叶绿素中又以叶绿素a为重要色素，因此叶

绿素a含量的多少直接标志着作用生长能力的强弱。徐金森等[48」采用水培法研究Ge,Si对水稻营养生长的影响表明，随着水培

液GeO:浓度增加，水稻叶片叶绿素含量也随之下降，两者呈显著负相关，Ge浓度。.02mg/L时基本无影响，Ge浓度大于

0. 2mg/L时产生抑制作用。许崇山等[[50〕水培法研究Ge浓度与水稻功能叶片叶绿素含量呈显著负相关，当Ge浓度为0. 4mg/L

时，分栗期叶绿素抑制率达7.30o，孕穗期抑制率为13.100，乳熟期为26. 70o。这表明Ge对水稻叶绿素含量的影响在水稻后期

较苗期大。以上研究与本文比较一致。Cd污染后的番茄的叶绿素a和b含量均随Cd浓度增大而减少，a/b值随Cd浓度增大而

增大，表明Cd对番茄叶绿素b的影响比叶绿素a大[[197。许多实验表明，作物叶绿素总和、叶绿素a、叶绿素b的含量随着土壤

Cu,Pb,Cd,Hg,As含量增加而降低[[23,24,28,29,34,383。曾青等[45,46}曾报道高浓度La对油菜叶绿素a有明显抑制作用，对叶绿素b

影响不大，叶绿素a/b随着土壤La浓度增加而下降，其研究与本文比较一致。

2.3 土壤Ge污染对水稻叶细胞膜脂质过氧化水平的影响

    环境胁迫诱发的活性氧自由基伤害生物膜过程中，最重要的脂质过氧化产物是MDA，它是一种高活性的脂质过氧化产

物，能交联脂类、核酸、糖类及蛋白质，也可使蛋白质的SH基氧化[25.261 < SH基对于维持蛋白质和细胞膜的正常构像很重要，如
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加外源MDA，会导致SH基加快氧化，含量降低，伴随细胞质膜

受损伤，电解质泄漏严重[25]。本实验研究表明(图3)，低浓度Ge

(1-12mg/kg)胁迫下，植物体叶细胞MDA含量明显下降，其中

Ge浓度4mg/kg时，下降最为明显，水稻MDA比对照下降了

20. 73 0 o。随着土壤Ge浓度的升高，植物体内叶细胞MDA含量

开始上升，当土壤Ge浓度15mg/kg时，水稻叶细胞MDA含量

比对照上升了17.100，达极显著水平(P<0.01)。当土壤Ge浓

度为 50mg/kg时，与对照相比，水稻叶细胞 MDA增加了

87.400。高浓度Ge处理使植物体内MDA高度积累，其含量的

增加显示膜脂过氧化水平升高，造成膜透性增大，膜结构受损伤

CK  2    4    8   12   15   30   50   100

土坡Ge浓度Ge content (mg/kg)

图 3  Ge对水稻叶片丙二醛(MDA)含量的影响

Fig. 3 Effect of Ge on contents of MDA in leaves of rice

程度加深，使植物的抗逆能力减弱。许多实验表明，随着Cu,Pb,Cd,Hg含量增加植物体内MDA高度积累，膜结构受损伤程度

加深[23�30̂33,38,391，这些研究与Ge比较一致。
2.4 土壤Ge污染对水稻SOD, CAT, POD活性的影响

    SOD, CAT, POD共同组成植物体内一个有效的活性氧清除系统，三者协调一致的共同作用，能有效清除植物体内的自由
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基和过氧化物[[25,26,321。过氧化氢酶在机体内的作用一般是与SOD协同起保护作用，将由SOD歧化产生的HZO:降解为H2O和

0,，以清除H2O。的毒害[8,16]，并通过减少Fenton反应和Haber-Weiss反应的底物H2O:和O:限制OH·的生成。由图4可知，

低浓度Ge对作物SOD活性有刺激作用。当土壤Ge浓度为4mg/kg时，水稻SOD活性比对照增加了32.60o，达极显著水平。而

当土壤Ge浓度为8mg/kg时，水稻SOD活性开始下降。当土壤Ge浓度为12mg/kg时，水稻SOD活性比对照下降了12.9%>

与对照相比达极显著水平(P<0. 01)。当土壤Ge浓度为50mg/kg时，水稻SOD活性下降了57. 560o 0
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    由图4可知，Ge污染对水稻CAT活性的影响比较明显。当

土壤Ge浓度为2mg/kg时，CAT上升13.300。当土壤Ge浓度

为4mg/kg时开始下降，当土壤Ge浓度为12mg/kg时，下降明

显，与对照相比有显著差异，达 13.470o。当土壤 Ge浓度为

50mg/kg时，下降达48. 04 0 o 0

    过氧化物酶(POD)是叶琳环中含有铁的金属蛋白质，它是

一种选择性分泌酶，呈现同工酶的伤诱导特性，是植物代谢的末

端氧化酶之一[E7,81。过氧化物酶能与过氧化氢形成一种化合物，

在这种化合物中过氧化氢被激活，并能氧化酚和芳香胺，其作用

如同氢的受体，而H2O:被转化为H2O和02。而过量的过氧化氢

及氰酸钠，叠氮化钠、氢氧化铁，一氧化氮等抑制POD活性。

CK   2 4    8   12   15   30

Ge浓度Ge content(%)

50   100

图4 土壤Ge污染对水稻叶片SOD,CAT,POD的影响

Fig. 4   Effect of Ge added to soil on SOD, CAT and POD in leaves

of rice

Wise等[[22〕研究了POD活性与水生植物随污染胁迫的能力之间

的关系，发现POD在清除体内活性氧方面有重要作用。Ge污染对作物POD活性的影响研究表明(图4)，随着土壤Ge浓度增

加，水稻POD活性也逐渐升高，当土壤Ge浓度为50mg/kg时，水稻POD增高了3600。许崇山等X49〕水培试验证实Ge (0-

0. 5mg/L)胁迫水稻POD持续升高。徐金森等[9,161水培试验也证实Ge (0̂-3. Omg/L)胁迫水稻POD持续升高，并证明，锗浓度

越高，叶片过氧化物酶活性越强，越在生育后期，高浓度Ge引起的POD增加幅度越大[[49] , Ge可能促进器官衰老。许多学者研

究表明，随着Cu,Pb,Cd,Hg含量增加植物体内CAT明显下降，SOD下降不明显，POD升高[[23..30,31.39-41]，这些研究与Ge比较

一致。
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2.5 土壤Ge污染对水稻谷胧甘肤过氧化物酶(GSH-Px )的影响

    Ge对水稻谷胧甘肤过氧化物酶(GSH-Px)的影响表现在土

壤Ge浓度8mg/kg时，出现最高值，Ge浓度大于12mg/kg时，

又开始下降，50mg/kg时，达到最小。Ge污染对作物抗氧化酶系

统的影响表现为MDA的持续升高，还表现为POD升高，SOD

和CAT下降。由图5可见，低浓度Ge促进GSH-Px的活性，当

土壤Ge浓度为8mg/kg时，水稻GSH-Px活性比对照增加了

54.6%，而随着Ge浓度的逐渐增加，GSH-Px逐渐下降。当土壤

Ge浓度为50mg/kg时，水稻GSH-Px活性下降到比对照水平。

2.6 土壤Ge浓度与水稻生理指标的相关分析

    土壤Ge处理浓度与作物生理生化指标相关分析表明，土壤

Ge浓度与叶绿素b, POD, GSH-Px无相关性，而与地上部干重Fig. 5

CK   2    4

土坡Ge浓度

  12   15   30   50  100

Ge content (mg/kg)

图5   Ge对水稻叶片GSH-Px活性的影响

Effect of Ge on the activity of GSH-Px in leaves of rice

相对百分率，根干重相对百分率，叶绿素a/b,SOD,CAT有极显著的负相关(表1),

土壤Ge污染的增加，代表作物产量的生理指标随之下降，而抗氧化酶系统的((SOD

与MDA有极显著的正相关。由此可见，随着

,CAT)随之下降，MDA随之上升。

                    表1 土坡Ge浓度与水稻生理指标回归方程

Table 1  The interrelation among the physiological indexes of rice and Ge concentration

    生理指标(Y)

Physiological indexes

回归方程

Equation

临界值

地上部干重

根干重

叶绿素a/b

MDA含量

SOD活性

CAT活性

Shoots biomass

Root biomass

Chlorophyll a/b

MDA content

SOD activity

CAT activity

一2. 10X+105

一1. 99X+105

一0. 0lX+1. 98

0. 16X+5. 96

一1. 25X+96

一5. 97X+524

一 0. 96

一0.96

一 0.89

  0. 96

一0.89

一 0.92

Y=

Y=

y=

7. 8

18

15

15

10

Y

Y

Y
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2.7 土壤Ge污染的比较污染生态学研究

    应用作物苗期生理指标作为污染物临界指标制定的依据国

内外开展较少，国内有学者提出用POD作为鉴别环境污染对植

物毒性及临界含量的指标E45,461。此外有学者提出叶绿素含量和

叶绿素a/b也是衡量叶片生长状况的重要指标[24,35.45,461。本文对

各项生理指标与土壤Ge处理浓度之间进行了相关分析，确定了

土壤Ge浓度与地上部干重相对百分率、根干重百分率、MDA,

SOD, CAT之间有相关性，并按抑制或增加10%值作为临界指

标EC10值。由此对各生理指标敏感度的比较结果表明，由图6

和表1可知，水稻各生理指标土壤Ge临界值大小顺序为叶绿素

a/b>MDA>SOD>CAT。由此可知CAT为最敏感生理指标，Fig. 6

eo
息 10
。1勺
H

a       b      c      d      e      f

      图6 水稻生理指标土壤Ge临界值比较

Comparison of Ge criteria for physiological indexes of rice

而地上部干重抑制率与CAT最敏感生理指标比较更为敏感。由a.地上部生物量Shoots biomass, b.根部生物量Root biomass,c,

于各种作物本身存在差异，很难用统一的某项指标作为临界值叶绿素a/b Chlorophyll a/b,d.

确定的依据，而相对而言，作物地上部干重抑制率作为土壤临界活性SOD activity, f. CAT活性

MDA含量 MDA content, e. SOD

CAT activitv.

值制定的依据更容易获得。试验表明，若按地上部干重抑制10%作为Ge的土壤临界指标，EC,。为7. lmg/kg o

3 结论

    土壤添加Ge盆栽试验研究表明，低浓度Ge + 4 mg/kg)对水稻根和地上生物量、叶绿素a含量有促进作用，并整体提高了

作物抗氧化酶能力，使MDA下降，SOD, CAT , GSH-Px活性相应提高。而高浓度Ge(>15 mg/kg)对水稻根和地上生物量、叶

绿素a含量有明显的抑制作用，对抗氧化酶系统产生胁迫效应，使POD明显上升，MDA上升，SOD,CAT酶活性明显下降。在

高浓度Ge胁迫下，植物细胞中抗氧化作用酶系统的受损打破了植物细胞内活性氧产生与清除间的正常平衡状态，积累过量的

活性氧，过量的活性氧引起膜脂过氧化程度加重，从而对植物产生毒害。

    各项生理指标与土壤Ge处理浓度之间相关分析表明，土壤Ge浓度与地上部干重相对百分率，根干重百分率、叶绿素a/b,

MDA, SOD, CAT之间有显著相关性。比较胁迫效应10%值的临界指标EC,。值表明，作物地上部干重抑制率和根干重抑制率作

为土壤临界值制定的依据更为可靠，EC,。为7 mg/kg,
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