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菹草对 9+: ; 胁迫的生理和结构应答反应

计汪栋，施国新!，张] 慧，徐勤松，许] 晔，杜开和
（南京师范大学生命科学学院，江苏省生物多样性与生物技术重点实验室，南京] !7##9"）

摘要：研究了不同处理浓度 XE! ^ 对菹草叶片矿质营养吸收、叶绿素含量、可溶性蛋白、丙二醛含量、脯氨酸含量、谷胱甘肽含量

以及细胞超微结构的毒害影响。结果表明，随着 XE! ^ 浓度的增加，（7）菹草叶片叶绿素含量和可溶性蛋白含量逐渐下降，丙二

醛含量和游离脯氨酸含量逐渐上升，谷胱甘肽含量则先升后降；（!）XE! ^ 对菹草的矿质营养吸收也产生了影响，主要是促进对

%@! ^ 、SK4 ^ 、[E! ^ 、_D! ^ 的吸收，降低对大量元素 W、: ^ 的吸收；（4）,V,<W$*’ 蛋白电泳图的条带随 XE! ^ 浓度增加而逐渐减少，

亮度也随之减弱，并且在 8?E ‘ ) 和 "?E ‘ ) XE! ^ 时导致了分子量为 541 6aV@ 和 871 4aV@ 多肽明显丢失；（=）电镜观察发现：随

XE! ^ 浓度的增加，对细胞超微结构的损伤程度也加剧，表现为被膜断裂、消失和叶绿体膨大、解体。XE! ^ 破坏了菹草正常生理

活动的结构基础和离子平衡，并造成功能紊乱。这些都是 XE! ^ 对菹草产生毒害的重要原因。XE! ^ 对菹草的致死浓度范围应在

7 > 4?E ‘ )。
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工业废水和生活垃圾被普遍认为是水环境重金属污染的主要来源。9+: ; 是大量工农业生产中主要的副

产物之一，它毒性高（重金属毒性系数：9+: ; C D0: ; C EF，D3: ; C G）［<］。不但影响水生植物的产量和质量，更

严重的是能通过食物链的生物放大作用最终影响人畜健康。因此，水体重金属污染及由此造成的对水生植物

的毒害已成为各国学者的研究热点之一［: = <<］。而根生沉水植物H菹草，由于其生长快速，生物量大，分布面

广，能积累大量的 I’> ; ，J6: ; ，K,: ; ，L.: ; 和 D3: ; ［M］，对水体重金属污染的植物修复有重要意义。N*, 等人［:］

的研究还证明它具有一定的 9+: ; 耐受性，对 9+: ; 污染水体有很强的净化作用；同时也不可避免的诱导产生

了明显的氧化胁迫。但没有涉及对细胞结构和蛋白质等的影响，鉴于此，本文进一步研究了不同浓度 9+: ; 对

矿质营养元素吸收、光合色素、可溶性蛋白、丙二醛含量、游离脯氨酸含量和谷胱甘肽含量等变化，并用透射电

镜观察了细胞超微结构的损伤，旨在从不同角度全面揭示 9+: ; 对水生植物的毒害机理，为筛选灵敏的水环境

监测植物和指标提供参考依据。

)* 材料与方法

)& )* 植物材料

菹草［!"#$%"&’#"( )*+,-.,］，眼子菜科多年生高等沉水草本植物，喜低温，根状茎细长，多分枝，侧枝短，叶

呈披针形。采自江苏太湖水域，后将其移植于南京师范大学水生植物培养池中。于 :FFO 年 E 月中旬（<P =
:GQ）在无底泥玻璃缸中用 <FR9)-+*-.0 营养液进行驯化培养。选取生长状况一致的植株作为实验材料。

)& +* 试验设计

实验材料于上午 P：FF 放入含 F，<，>，G4+ $ ? 和 M4+ $ ? 9+D*:（以纯 9+: ; 计）的 <FR9)-+*-.0 营养液中，后

将全部玻璃缸放入 I)/4- >MEE 全封闭培养箱（英国产）光照周期为 <:!S<:!（?ST），光照强度为 >GFF*@，光暗温

度为 :GQ S<PQ（?ST）内培养。实验设 > 次重复，培养第 M 天取相同部位叶片，去离子水洗净［<:］，揩干，进行生

理指标的测定。同时取材进行电镜观察。

)& ,* 生理生化指标测定方法

菹草体内营养元素含量用电感耦合等离子体原子发射光谱议（UDJHNVB）（美国 ?’’4-. 公司产）测定。

叶绿素含量按照 N/.).［<>］的方法测定。可溶性蛋白含量采用考马斯亮蓝 WH:GF 法［<E］测定，以牛血清蛋白为

标准蛋白。BTBHJNWV 蛋白电泳采用郭尧君［<G］的方法。丙二醛含量参照 9’-*"! 和 J-(X’/ 的硫代巴比妥酸

（8YN）比色法［<O］。游离脯氨酸含量采用以酸性茚三酮显色法测定［<M］。WB9 含量用一般分光光度法，用从南

京建成生物工程研究所购买的 WB9 试剂盒测定。

)& -* 超微结构观察

处理第 M 天于 P：FF 从各浓度梯度培养缸中取植株相同部位的叶片，洗净，切成 <44> 大小的样块，置于

:& GR戊二醛和 <R锇酸双重固定，丙酮系列脱水，V#).P<: 浸透包埋，?ZY 超薄切片机钻石刀切片，切片经醋

酸双氧铀———柠檬酸铅双重染色后，于 9,"-(!, OFFHNH: 型透射电镜（日本）下观察并拍照。

)& .* 统计分析

每个处理重复 > 次，实验结果为 > 次实验的平均值 [ 标准差。将各生理指标与处理浓度作相关性分析

（相关系数为 /），试验原始数据的处理和制图采用 V@(’* 软件，处理组与对照组之间的差异显著性分析由

BJBB<<& G 统计软件完成，其中 -"F& FG，- \ F& FG 和 - \ F& F< 分别表示无显著、有显著和极显著差异。
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!" 结果与分析

!& #" /+0 1 对菹草营养元素吸收的影响

不同矿质元素受 /+0 1 的影响不同，由表 2 可见，可分成 0 类不同情形：（2）促进菹草对 3-0 1 、4’5 1 、6+0 1 、

7.0 1 的吸收。其中 3-0 1 和 6+0 1 与处理浓度达到极显著正相关［!（3-0 1 ）8 9& :;<;，!（6+0 1 ）8 9& :5=>，" ?
9@ 92］，4’5 1 为显著正相关［!（4’5 1 ）8 9& :2>;，" ? 9& 9=］，7.0 1 没有达到显著程度。（0）显著抑制对 6.0 1 、

6)5 1 、A、B、C 1 、3D0 1 、E- 1 的吸收。其中 A、6)5 1 、3D0 1 、6.0 1 一直呈下降趋势。统计分析表明均达到极显著

负相关［!（A）8 F 9& :>0:，!（6)5 1 ）8 F 9& :=G5，!（3D0 1 ）8 F 9& :>>0，!（6.0 1 ）8 F 9& :05;，" ? 9& 92］，B、

E- 1 、C 1 与处理浓度显著负相关［!（B）8 F 9& :9<;，!（E- 1 ）8 F 9& <>=<，!（C 1 ）8 F 9& <2G0，" ? 9& 9=］。

表 #" $%! & 处理下菹草体内营养元素的含量（# 8 5）

’()*+ #" ,-./0+1. 231.+1.4 01 !" #$%&’(& ./+(.+5 60.7 $%! & （# 8 5）

营养元素

ED"H,’."（!+ $ +）

/+0 1 浓度 ().(’."H-",).（I+ $ J）

9 2 5 = <

2 3-0 1 9& 0G2 K 9& 90 9& 0;5 K 9& 90 9& 0:> K 9& 90 9& 50: K 9& 9G 9& 55; K 9& 90!!

7.0 1 G0& ; K 9& 9G G=& < K 9& 9G G>& > K 9& 9> 5<& < K 9& 9; G:& 0 K 9& 9:L L

4’5 1 =2& : K 9& 9G =;& ; K 9& 9= =>& : K 9& 95 <G& ; K 9& 90 >=& G K 9& 9=! L
0 6+0 1 0>G& 9 K 9& 9G 0:=& 9 K 9& 90 590& 9 K 9& 95 50:& 9 K 9& 92 552 K 9& 92!!

6.0 1 2;& 2 K 9& 95 2=& < K 9& 9= 2<& > K 9& 95 20& G= K 9& 90 29& G K 9& 99!!

6)5 1 9& ;G< K 9& 90 9& =G; K 9& 90 9& 52G K 9& 90 9& 55= K 9& 90 9& 2;G K 9& 9G!!

A（!+ $ +） 0& =< K 9& 90 2& :> K 9& 95 2& ;G K 9& 90 2& 50 K 9& 90 9& :;> K 9& 9G!!

B（!+ $ +） <22 K 9& 92 =20 K 9& 9; 50G K 9& 9< 0:: K 9& 95 595 K 9& 90! L
C 1 G9<2 K 9& 9G 29<; K 9& 9> G:< K 9& 9= 2G9 K 9& 92 >5& = K 9& 92! L
3D0 1 0& 0G K 9& 95 0& 95 K 9& 95 2& ;= K 9& 9; 2& 9; K 9& 9G 2& 02 K 9& 90!!

E- 1 252= K 9& 9= =5< K 9& 95 2;5 K 9& 92 ;2& < K 9& 92 =G& < K 9& 95! L
L L !，!!表示 /+0 1 浓度与各指标显著（极显著）相关L ! -.M !! ,.M,(-"’ ()HH’*-",). N’"%’’. /+0 1 ().(’."H-",). -.M )"!’H ,.M’O’P，P,+.,Q,(-."

-" " ? 9& 9= -.M " ? 9& 92，H’P#’(",R’*S

!& !" /+0 1 对叶绿素含量的影响

由图 2 可见，菹草叶绿素含量随着 /+0 1 处理浓度的升高而逐渐下降。当 /+0 1 浓度为 2I+ $ J 时，叶绿素

含量比对照下降了 G2& :<T。而 <I+ $ J 处理浓度的 /+0 1 则使叶绿素含量比对照减少了 ;5& G<T。统计分析

表明，叶绿素含量与 /+0 1 浓度间达到显著负相关［! 8 F 9$ <>:;，" ? 9& 9=］。与总叶绿素含量变化趋势一致，

叶绿素 - $ N 比值也随着 /+0 1 处理浓度增大而明显降低（图 0），达到极显著负相关［! 8 F 9$ :<5，" ? 9& 92］。

图 2L /+0 1 对菹草叶绿素含量的影响

4,+& 2L UQQ’("P )Q /+0 1 ). (!*)H)#!S** ()."’." ,. %$ &’()"*)

图 0L /+0 1 对菹草叶绿素 - $ N 的影响

4,+& 0L UQQ’("P )Q /+0 1 ). (!*)H)#!S** - $ N ,. %$ &’()"*)

>=>0 L 生L 态L 学L 报L L L 0< 卷L
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!& "/ 0+1 2 对叶绿体超微结构的影响

叶绿体是植物细胞中大而明显的细胞器。正常叶绿体为规则的长椭圆形，基质浓密，被膜清晰，基粒类囊

体片层垛叠规则并和基质片层连成整体，与叶绿体的长轴平行，显示其正常的结构状态，通常还包含着一些淀

粉粒（图 3，’）。0+1 2 处理后，随处理浓度的增大叶绿体损伤越明显。45+ $ 6 0+1 2 处理的叶绿体膨胀，类囊体

排列紊乱（图 3，7）。85+ $ 6 0+1 2 浓度处理后类囊体片层有溶解现象，叶绿体膜多处断裂（图 3，+），这意味着

随 0+1 2 处理浓度的增大对叶绿体的损伤程度加剧。最高 95+ $ 6 0+1 2 浓度处理后，被膜彻底破裂，内含物分

散到细胞质中（图 3，!）。

图 3/ 0+1 2 对叶绿体超微结构的影响

:,+& 3/ ;77’("< )7 0+1 2 ). =*">-<">=("=>’ )7 (!*)>)#*-<"

’& 对照叶细胞的超微结构，示叶绿体 ? 48 @@@；7& 45+ $ 6 0+1 2 处理的叶细胞，示膨胀的叶绿体 ? 48 @@@；+& 85+ $ 6 0+1 2 处理的叶细胞，示叶

绿体被膜破裂 ? 48 @@@；!& 95+ $ 6 0+1 2 处理的叶细胞，示解体叶绿体 ? 49 @@@/ ’& A*">-<">=("=>’ )7 ().">)* *’-7 (’**，<!)%,.+ (!*)>)#*-<" ? 48
@@@；7& 6’-7 (’**< ">’-"’B %,"! 45+ $ 6 0+1 2 ，<!)%,.+ >)=.B (!*)>)#*-<" ? 48 @@@；+& 6’-7 (’**< ">’-"’B %,"! 85+ $ 6 0+1 2 ，<!)%,.+ >=#"=>’ )7 (!*)>)#*-<"
’.C’*)#’ ? 48 @@@；!& 6’-7 (’**< ">’-"’B %,"! 95+ $ 6 0+1 2 ，<!)%,.+ B,<-++>’+-",). )7 (!*)>)#*-<" ? 49 @@@

!& #$ 0+1 2 对可溶性蛋白的影响

随着处理浓度的增高，与叶绿素含量变化趋势相同，菹草叶片可溶性蛋白含量亦呈下降趋势（图 D）。其

中 0+1 2 处理浓度#35+ $ 6 时，可溶性蛋白含量略有下降，在处理浓度为 35+ $ 6 时，可溶性蛋白含量比对照下

降了 4D& E3F。0+1 2 处理浓度"85+ $ 6 时，植株中的可溶性蛋白含量显著下降，0+1 2 浓度达到 95+ $ 6 时，可

溶性蛋白含量达到最低，比对照下降了 84& 88F。统计分析表明，可溶性白质含量与 0+1 2 浓度间达到极显著

负相关［! G H @" I33E，# J @& @4］。从 KLKMNOP; 蛋白电泳图（图 8）也可以看出，在低浓度 0+1 2 （#35+ $ 6）处

图 D/ 0+1 2 对菹草叶片可溶性蛋白含量的影响

:,+& D/ ;77’("< )7 0+1 2 ). <)*=Q*’ #>)"’,. ()."’." ,. $" %&’(#)(

图 8/ 菹草可溶性蛋白电泳图

:,+& 8/ ;*’(">)#!)>’")+>-5 )7 <)*=Q*’ #>)"’,. ,. $" %&’(#)(

I8R1/ 9 期 / / / 计汪栋/ 等：菹草对 0+1 2 胁迫的生理和结构应答反应 /



!""#：$ $ %%%& ’()*)+,(-& (.

理后蛋白条带和亮度均与正常情况差异不明显，在 /+0 1 浓度达到 23+ $ 4 和 53+ $ 4 后，除了蛋白条带亮度明

显减弱外，还导致了分子量为 67& 89:- 和 2;& 79:- 多肽的明显丢失。

!& "# /+0 1 对丙二醛（<:=）含量的影响

如图 8 所示，随着 /+0 1 处理浓度的增高，膜脂过氧化产物 <:= 含量急剧上升。在 /+0 1 浓度为 ;3+ $ 4 处

理时，<:= 含量比对照上升了 >& ?6 倍。增至 53+ $ 4 时，菹草叶片的 <:= 含量达到最高峰，比对照上升了

0@ >2 倍。统计分析结果显示，<:= 含量与 /+0 1 浓度达到显著正相关［! A >" ?7;8，# B >& >;］。

!& $# /+0 1 对游离脯氨酸（CD)）含量的影响

作为小分子重要的渗透调节物质，/+0 1 处理后菹草叶片中游离脯氨酸积累极明显（图 5）。其中当 /+0 1

处理浓度为 73+ $ 4 时，CD) 含量比对照增加了 28& >8E。而当 /+0 1 处理浓度达到 53+ $ 4 时，CD) 含量达到最高

峰，比对照上升了 ;66& ;0E。统计分析结果表明，CD) 积累与 /+0 1 浓度达到极显著正相关［! A >" ?FF6，# B
>@ >;］。

图 8G /+0 1 对菹草丙二醛含量的影响

H,+& 8G IJJ’(" )J /+0 1 ). <:= ()."’." ,. $" %&’(#)(

图 5G /+0 1 对菹草游离脯氨酸含量的影响

H,+& 5G IJJ’(" )J /+0 1 ). JD’’ #D)*,.’ ()."’." ,. $" %&’(#)(

!& %# /+0 1 对谷胱甘肽（KL/）含量的影响

图 6G /+0 1 对菹草谷胱甘肽含量的影响

H,+& 6G IJJ’(" )J /+0 1 ). KL/ ()."’." ,. $" %&’(#)(

作为小分子保护物质之一的 KL/ 含量随着 /+0 1

处理浓度的增加先升后降，但含量都高于对照，存在激

发、增长和消耗的过程（图 6）。/+0 1 处理浓度#73+ $ 4
时，KL/ 含量讯速上升，并在 73+ $ 4 时达到最大值，比

正常值增加了 ;80& 00E。此后 KL/ 含量缓慢下降，在

53+ $ 4 浓度时，仍比对照高 F0& 00E。

&# 讨论

重金属毒害植物的一个重要特征就是引起叶绿素

减少、蛋白质含量降低，从而使植物失绿，产生毒害现

象［?］。叶绿素作为植物光合作用的主要色素，其含量

的高低与植物光合作用水平的强弱密切相关。本实验

中发现，/+0 1 处理后菹草叶褪绿现象极明显，叶片出现

黑褐色斑点，这与其叶绿素变化相一致。电镜观察也发

现在 ;3+ $ 4 /+0 1 处理时已表现出明显下降趋势，53+ $

4 /+0 1 对叶绿体破坏更加显著。L")M-D" = N［?］等认为，叶绿素含量降低的原因：一是重金属抑制原叶绿素酸

>860 G 生G 态G 学G 报G G G 05 卷G
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酯还原酶；二是影响了氨基/0/酮戊酸的合成。施国新［12］认为这两种叶绿素生物合成的必需物质主要是影响

了新叶绿素的产生，而在成熟叶中叶绿素含量的降低更主要是因重金属毒害破坏细胞内膜结构引起。徐勤

松［13］研究认为重金属对叶绿体超微结构的损伤是引起叶绿素含量降低的结构原因。本实验结果也证明，

4+5 6 胁迫对叶绿体超微结构产生明显的破坏作用。如叶绿体膨胀，类囊体片层肿胀，双层膜破裂、叶绿体解

体等。由此反映出重金属 4+5 6 对菹草叶片内的主要光合色素和光合作用细胞器都造成严重的破坏作用，因

此最终必将影响到植物光合作用的有效进行。

重金属毒害植物的另一重要原因在于其影响了植物对矿质元素的正常吸收［57］。当把菹草培养在不同

4+5 6 浓度的培养液中后，极大的破坏了正常菹草叶细胞的离子平衡：一方面是明显促进了对 8-5 6 、9’: 6 、

;+5 6 、<.5 6 的吸收，其中 4+5 6 促进菹草对 9’: 6 的吸收是由于它与 =>?@ 络合的稳定性显著高于 9’: 6 ，从而使

培养液中的 =>?@/9’: 6 盐中的 9’: 6 更易于被吸收造成的［51］，而菹草体内这些元素含量的增加也可能会对植

物产生一定的不良影响，如 9’: 6 、<.5 6 等本身就是重金属元素。另一方面是显著抑制了对大量元素 A、B 6 、

C-5 6 的吸收，这可能由于 4+5 6 抑制了呼吸作用，导致能量减少，从而不能满足主动吸收时所需的能量造成的。

作为植物对重金属毒害的一种应答反应，前人研究表明重金属毒害后，植物体可以通过诱导合成植物络

合素［55］、金属硫蛋白［5:］和胁迫蛋白［5D］来螯合进入体内的重金属或在损伤蛋白的修复和保护中起作用。但

研究却发现，各 4+5 6 处理浓度都使菹草叶片内的可溶性蛋白含量不断下降。周长芳等［5E］的研究认为，这可

能是由于其与/F4 基结合导致蛋白变性而降解，也可能是蛋白质合成酶的失活或 >C@ 转录翻译途径受阻，影

响了蛋白质的合成。从 F>F/A@G= 蛋白电泳（图 E）结果也证明，低浓度 4+5 6 （#:H+ $ I）处理的蛋白条带和亮

度均与正常情况差异不明显，而当 4+5 6 浓度达到 EH+ $ I 和 JH+ $ I 后，除了蛋白条带亮度明显减弱外，还导致

了分子量为 2:& KL>- 和 E1& :L>- 蛋白的明显丢失。这说明重金属 4+5 6 胁迫不仅抑制了菹草体内新蛋白的产

生，还加强了原有蛋白质的降解。这也是菹草对 4+5 6 毒害非常敏感的一个重要原因。

;>@ 是膜脂过氧化的主要产物之一，其在生物体内的含量可用以表明生物体所受的氧化压力，间接反映

细胞损伤的程度［5K］。本文研究发现菹草中 ;>@ 含量随 4+5 6 浓度增大一直呈上升趋势，说明菹草叶片的膜

系统遭受到越来越严重的损伤，这可能是由于 4+5 6 和膜蛋白中的/F4 直接结合以及氧化膜的不饱和脂肪酸

引起膜结构的破坏。也与其明显抑制叶细胞内的 FM>、AM>、8@? 等保护系统，使对活性氧的清除能力减弱有

关，从而造成膜透性增大和选择性的丧失，这也是 4+5 6 破坏菹草叶细胞离子平衡的重要原因。本实验电镜观

察结果也从细胞学角度提供了佐证，随培养液中 4+5 6 浓度的增加，细胞膜系统的破坏程度也越严重，例如叶

绿体和细胞核的被膜以及类囊体膜等都出现断裂等。A0) 作为重要的渗透调节物质，它的积累可能一方面是

细胞结构和功能遭受伤害时机体做出的反应，另一方面也是植物在逆境下的适应性表现，系一种防护效

应［5J］。菹草在受到 4+5 6 处理后 A0) 含量上升，与清除体内因胁迫而产生的大量活性氧作用有关，可以作为鉴

定植物相对抗性的指标。GF4 是抗氧化系统中重要的非酶系统，也是植物体内还原型硫长距离运输的主要

形式。GF4 通过抗坏血酸的转换发挥作用，去除细胞中由于环境压力诱导的自由基 M4 N ，将 45M5 还原成水

和 N M4 基团，自身则转化为氧化型谷胱甘肽（GFF4）［52］。作为一种小分子保护物质，本试验表明，GF4 含量

随着 4+5 6 处理浓度的增加先升后降，但含量都高于正常值。由于无论从生理学还是细胞学的角度菹草叶细

胞都受到了明显的破坏作用，因此作者认为单独 A0) 和 GF4 的保护作用都是有限的。

本文研究结果证明重金属 4+5 6 对菹草的毒害是对光合作用、矿质营养等生理生化反应和内膜系统的整

体伤害，破坏了植物进行正常生理代谢所必需的生理和结构基础，最终导致植物的死亡。鉴于游离脯氨酸含

量和 ;>@ 含量变化明显，本文作者建议将其作为沉水植物受重金属污染的生态毒理学指标，用于监测和评

价环境污染物对水生植物的影响。4+5 6 对菹草的致死浓度范围在 1 O :H+ $ I。
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