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封面图说: 内地多呈灌木状的沙棘,在青藏高原就表现为高大的乔木,在拉萨河以及雅鲁藏布江沿岸常常可以看到高大的沙棘

林和沼泽塔头湿地相映成趣的美丽景观。
彩图提供: 陈建伟教授摇 国家林业局摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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抑制剂和安全剂对高羊茅根中酶活性
和菲代谢的影响

龚帅帅,韩摇 进,高彦征*,朱雪竹
(南京农业大学资源与环境科学学院,土壤有机污染控制与修复研究所,南京摇 210095)

摘要:以高羊茅(Festuca arundinacea)为供试植物,利用水培体系研究了抑制剂和安全剂对植物根中过氧化物酶(POD)和多酚

氧化酶(PPO)活性以及菲代谢的影响。 供试安全剂为浓度 0. 3%的 NaCl,抑制剂为浓度 2. 00 mg / L 的 Vc。 结果表明,2. 00 mg /
L 的 Vc 作用下,1—16 d,高羊茅根的菲含量显著高于对照处理,而供试安全剂对植物根中菲含量的影响不显著。 抑制剂作用

下植物根部的 PPO 和 POD 活性显著降低;16 d,抑制剂作用下的植物根部 PPO 和 POD 活性为对照组的 1 / 6 和 1 / 9,表现出强抑

制效应。 而安全剂作用下植物根部 PPO 和 POD 活性则略高于对照组,但差异不显著(P<0. 05)。 植物体内酶的初始活性是影

响植物代谢 PAHs 菲的关键因素。 抑制剂主要通过调节酶活性来影响根系代谢菲,其对植物根中 PPO 和 POD 活性的抑制效率

与根部菲代谢抑制效率呈显著正相关。
关键词:菲;安全剂;抑制剂;植物代谢;多酚氧化酶;过氧化物酶

Effects of inhibitor and safener on enzyme activity and phenanthrene metabolism
in root of tall fescue
GONG Shuaishuai, HAN Jin, GAO Yanzheng*, ZHU Xuezhu
Institute of Organic Contaminant Control and Soil Remediation, College of Resource and Environmental Science, Nanjing Agricultural University, Nanjing

210095, China

Abstract: Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are a group of persistent organic contaminants commonly found in the
environment. Due to their highly mutagenic and carcinogenic properties, their behaviors and fate in the soil / water plant
system are of great environmental concern. Because plants form the basis of human and animal food webs, potentially
harmful organic contaminants including PAHs could find their way into human and animal populations via this route.
Clearly, increased understanding of how plants take up and accumulate PAHs from the environment could have considerable
benefit for risk assessments.

In recent decades, considerable interest in the uptake of PAHs by plants has emerged. Plants can be exposed to PAHs
in different ways. Foliage uptake of atmospheric PAHs occurs via the deposition of particle鄄bound compounds and the
retention of vapor鄄phase PAHs on waxy leaf cuticles. The rate and extent of plant root uptake depends on the physiochemical
properties of the PAHs, soil characteristics, and plant species and physiology. Recently, metabolisms of PAHs have been
observed and proven to be related to the enzyme activities in plant bodies. To this end, how to control and regulate the
activity of plant enzymes and PAH metabolism is of worldwide concerns. However, little information is available on this
subject.

In this work, impacts of inhibitor and safener on the activities of PPO (phenol oxidase) and POD (peroxidase) and
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the metabolism of phenanthrene as a representative of polycyclic aromatic hydrocarbons ( PAHs) in roots of tall fescue
(Festuca arundinacea) were investigated utilizing hydroponic cultivation system in a greenhouse. 0. 3% NaCl and 2. 00
mg / L Vc were chosen as representatives of safener and inhibitor. Root concentrations of phenanthrene were found to be
significantly higher with the addition of 2. 00 mg / L Vc in 1—16 d. However, no significant difference was seen for root
concentrations of phenanthrene with the addition test safener. The activities of PPO and POD in root were much lower with
the addition of Vc, and were only 1 / 6 and 1 / 9 of the controls without inhibitor or safener, respectively, indicating the
strong inhibition of test inhibitor on PPO and POD activity. In contrast, no significant difference was observed between the
test enzyme activity with and without the addition of safener (0. 3% NaCl) . The initial activity of enzyme in roots of tall
fescue is a key factor of the phenanthrene metabolism. With the addition of test inhibitor, the inhibition efficiency of
enzyme activity was positively correlated to the inhibition efficiency of phenanthrene metabolism. This indicates that the
inhibitor affected the metabolism of phenanthrene in root mainly by regulating the enzyme activity.

To our knowledge, this is a primary investigation on the inhibitor and safener regulated uptake of PAHs by plant.
Results of this work would be of high values in risk assessments of organic contaminants in the environment.

Key Words: phenanthrene; safener; inhibitor; plant metabolism; PPO; POD

多环芳烃(PAHs)是一类具有致癌、致畸、致突变作用的有机污染物,在环境中分布广泛,性质稳定,难于

降解。 由于脂溶性较强, PAHs 易被植物吸收积累,并可通过食物链最终危害农产品安全和人体健康[1鄄3]。 近

几十年来,环境 PAHs 污染问题在国际上受到广泛关注[4]。
有关植物对 PAHs 的吸收作用,国内外已有较多报道[5鄄8]。 一般认为,PAHs 从环境进入植物主要有 2 种

途径:根系从土壤中吸收、并随蒸腾流沿木质部向茎叶传输;植物地上部分吸收空气中 PAHs。 根系吸收与

PAHs 的辛醇鄄水分配系数(Kow)、根脂肪含量正相关,与土壤有机质含量负相关[9鄄10];茎叶吸收则主要取决于

PAHs 的辛醇鄄气分配系数(Koa)、亨利系数(H)、茎叶比表面积和脂肪含量[7,9]。 然而,有关吸收后 PAHs 在植

物体内的代谢,国内外相关文献仍很少。
从目前已有的报道来看,吸收后 PAHs 可被植物代谢;代谢作用主要是通过植物体内酶来实现[11鄄12]。 其

中,过氧化物酶(POD)和多酚氧化酶(PPO)是植物细胞抵御活性氧自由基伤害的酶系的主要成员,在清除自

由基、阻止自由基形成、提高植物抗逆性、延缓植物衰老等方面起着重要作用[13]。 有报道表明,PPO 能催化

PAHs 开环,生成易降解的中间产物[14];POD 则是逆境条件下植物酶促防御系统的关键酶。 POD 和 PPO 在植

物代谢 PAHs 过程中起关键作用[12,14]。 但至今,能否通过调节植物体内 POD、PPO 等酶系活性、进而调控植物

对 PAHs 的代谢作用,国内外至今尚少有报道。
抗坏血酸(Vc)和氯化钠(NaCl)是报道的常用植物酶抑制剂和安全剂,已证实在植物积累代谢农药类有

机污染物方面有调节作用[15]。 本文以污染环境中检出率较高的菲为 PAHs 代表物,以高羊茅为供试植物,采
用水培试验方法,研究 Vc 和 NaCl 对高羊茅根中 POD 和 PPO 酶活性和菲代谢的影响,试图为进一步调节植物

对有机污染物的吸收积累作用、降低作物有机污染风险、保障污染地区农产品安全等提供基础依据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 试剂与仪器

菲购自 Aldrich Chemical Co. , 纯度>98% 。 聚乙烯吡咯烷酮、愈创木酚、邻苯二酚、二氯甲烷、正己烷、甲
醇(色谱纯)。 培养液选用 Hoagland 营养液[16]。

主要仪器:722 可见分光光度计, HH鄄4 数显恒温水浴锅,KQ300DE 医用数控超声波清洗器,RM鄄3 旋转浓

缩蒸发器,超低温冰箱,LABCONCO7670530 冷冻干燥机,岛津 LC鄄20AT 高效液相色谱仪(HPLC)。
1. 2摇 试验方法

向一系列含有 0. 9L 培养液的玻璃烧杯中加入菲的甲醇储备液(控制甲醇浓度<1译) [17],同时设置 3 个

8204 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 31 卷摇
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处理组:(a)将安全剂 NaCl 加入到培养液中,浓度为 0. 3% ;(b)将 Vc 加入到培养液中,浓度为 2. 00 mg / L;
(c)无 Vc 或 NaCl 对照处理组,即培养液中不加入 NaCl 或 Vc。 各处理均定容至 1. 00 L,制得含 1 mg / L 菲的

培养液。 高羊茅经催芽、育苗后,于温室中以水培方式预培养至株高约 15 cm 左右,选择生长态势较为一致的

植株洗净根部后移入含上述培养液的玻璃烧杯中,每杯 12 株,烧杯外壁用黑塑料袋包裹,保持根系和溶液避

光。 培养期间分别添加水、营养液、等浓度的 Vc 或 NaCl,维持液面高度。 分别于 1、2、4、8、16 d 采集植物样和

水样。 植物样品采集后,用蒸馏水充分淋洗,并用滤纸浸干表面水分后,于-65益下保存待分析。 试验中每个

处理 3 次重复。
1. 3摇 主要分析指标及方法

1. 3. 1摇 多酚氧化酶(PPO)的提取与测定

称取植物根 0. 1 g,置 4益冰箱中预冷。 PPO 的提取及测定采用杨秀清等的方法[18],并略做改进。 取出预

冷的根样,加聚乙烯吡咯烷酮(PVP)0. 05 g,pH 6. 0 磷酸缓冲溶液(PBS)10 mL, 冰浴研磨, 离心(4益) 10
min, 取上清液为提取液, 以上操作均在 4益下进行。 依次向比色管中迅速加入 0. 01 mol / L pH 6. 0 的磷酸缓

冲液 2 mL, 0. 1 mol / L 邻苯二酚 1. 0 mL,0. 2 mL 粗酶提取液。 反应介质摇匀,30益保温 10 min,在 420 nm 波

长下比色测定。 每个样测取 3 组平均值,酶活性以每分钟 OD 值每增加 0. 01 为一个活力单位。
1. 3. 2摇 过氧化物酶(POD)的提取与测定

称取植物根 0. 1 g,置 4益冰箱中预冷。 POD 的提取及测定采用郝再彬等的方法[19],并略做改进。 取出

预冷的根样,加聚乙烯吡咯烷酮(PVP)0. 05 g,pH 7. 8 磷酸缓冲溶液(PBS)10 mL, 冰浴研磨, 离心(4益) 10
min, 取上清液为提取液, 以上操作均在 4益下进行。 依次向比色管中迅速加入 0. 1 mol / L pH 5. 0 的醋酸缓

冲液 2 mL,0. 25%愈创木酚 1. 0 mL,质量分数为 3% H2O20. 1 mL,0. 2 mL 粗酶提取液。 反应介质摇匀,37益
保温 10 min,在 470 nm 波长下比色测定。 每个样测取 3 组平均值,酶活性以每分钟 OD 值每增加 0. 01 为一个

活力单位。
1. 3. 3摇 植物根的 PAHs 分析[5]

植物根样于-54益冷冻干燥,取一定量样品于 25 mL 玻璃离心管中,用 30 mL 1 颐1 的二氯甲烷和正己烷溶

液分 3 次、每次 10 mL 超声萃取 30 min。 将萃取液收集,转移到旋转蒸发瓶中,40益恒温浓缩至干,用正己烷

定容到 2 mL。 然后取 1 mL 过硅胶柱净化,用一定量的二氯甲烷和正己烷溶液洗脱,洗脱液收集至旋转蒸发

瓶中,40益恒温下浓缩至干,用甲醇定容到 2 mL,过 0. 22 滋m 孔径滤膜后,用高效液相色谱仪(HPLC)分析。
1. 3. 4摇 水样的 PAHs 分析

水样分析参考凌婉婷等的方法[4]。 准确移取一定量水样于 10 mL 比色管中,用甲醇稀释(甲醇与水体积

分数为 7 颐3),过 0. 22 滋m 滤膜后,用 HPLC 分析。
1. 3. 5摇 根中菲代谢的抑制效率(R)

R=(CpVc+phe-Cpphe) / Cpphe

式中,R 为根中菲代谢的抑制效率(酶抑制剂对植物根代谢菲的抑制效率);CpVc+phe为在 Vc 作用下,植物

根中菲含量(mg / kg);Cpphe为无 Vc 作用下,植物根中菲含量(mg / kg)。
1. 4摇 数据处理

利用 Excel 及 SPSS 统计软件进行试验结果的数据整理和统计分析。
2摇 结果与讨论

2. 1摇 植物根中菲的含量

绘制了高羊茅根中菲的含量与时间关系曲线(图 1)。 总体来看,0—16 d,高羊茅根中菲含量呈下降的趋

势。 抑制剂 Vc 作用下,植物根部菲的含量显著高于无 Vc 或 NaCl 的对照植物处理(高 27%—313% ) (P<
0郾 05)。 而安全剂 NaCl 作用下,植物根部菲的含量则比对照略低,但差异不显著(P<0. 05)。 例如,16 d 时,
Vc 处理、NaCl 处理和对照植物根部菲的含量分别为 24. 3、4. 24、5. 88 mg / kg,Vc 处理植物根的菲含量分别为
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图 1摇 菲在植物根内的含量鄄时间关系曲线

摇 Fig. 1 摇 Concentrations of phenanthrene in ryegrass root as a

function of time

NaCl 和对照处理的 5. 7 和 4. 1 倍。
据报道,植物对 PAHs 的吸收作用可看作为 PAHs

在水鄄根、根鄄茎叶间一系列连续分配作用的总和,植物

根对 PAHs 的吸收主要与 PAHs 的辛醇鄄水分配系数

(Kow)、根脂肪含量有关[9],而试验中添加的安全剂和

抑制剂对 PAHs 的辛醇鄄水分配系数(Kow)和根脂肪含

量基本无影响。 因此,安全剂和抑制剂对植物根部吸收

和传输菲能力的影响甚微。 供试抑制剂和安全剂作用

下,植物根中 PAHs 含量的差异应取决于植物体内酶活

性的响应;即 Vc 或 NaCl 通过影响根中酶系活性、进而

影响根对菲的代谢作用,导致植物根内残留的母体化合

物菲含量不同。
2. 2摇 Vc 和 NaCl 对植物根中 POD 和 PPO 活性的影响

抑制剂能使酶的活力中心的化学性质发生改变,导
致酶活力下降或丧失。 可分为竞争性抑制剂和非竞争

性抑制剂:前者的结构与酶的底物相似,能与酶的活力中心结合,生成酶鄄抑制剂络合物;后者的结构和酶的底

物并不类似,但它们也能和酶结合形成酶鄄抑制剂络合物。 以往研究发现,Vc 对 POD 活性的抑制作用明显,当
Vc 浓度逸1. 0 mg / L 时,经最小显著极差法检验,酶活性抑制差异显著;同时,Vc 具有较强还原性,可通过改变

PPO 中铜离子的氧化还原态,降低 PPO 活性,进而阻碍植物体内 PAHs 被氧化为醌类,抑制了植物对 PAHs 的

代谢过程。 安全剂(NaCl)能通过产生基因活化作用诱导酶的活性,进而催化 PAHs 的苯环的羟基化反应,促
进 PAHs 在植物根系的代谢。

本试验中,抑制剂 Vc 对植物根部 POD 和 PPO 活性有明显影响(图 2 和图 3)。 Vc 作用下植物根部 POD
和 PPO 活性均显著低于对照处理(无 Vc 或 NaCl)植物根部相应酶的活性(P<0. 05)。 可采用酶活性的抑制

效率(E)来衡量供试抑制剂对植物酶活性的抑制效果。
酶活性抑制效率(E,% )= (Ephe-Ephe+Vc) / Ephe

式中,Ephe为对照处理植物根部酶活;Ephe+Vc为抑制剂作用下植物根部酶活。 由表 1 可得,1—16 d,Vc 对

高羊茅根内 POD 和 PPO 活性的抑制效率随时间延长而快速增大。 1 d 时,Vc 对根中 POD 和 PPO 的抑制效率

分别为 40%和 36% ,表明短时间内 Vc 即可表现出显著的抑制效果;16 d,Vc 对根中 POD 和 PPO 的抑制效率

分别为798% 和481% ,表现出强烈的抑制作用,使酶的活性降低到一个极低水平。对照图1,8—16d,Vc作

图 2摇 不同处理的植物根中 POD 活性

Fig. 2摇 Activities of POD in roots for different treatments

图 3摇 不同处理的植物根中 PPO 活性

Fig. 3摇 Activities of PPO in roots for different treatments
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用下植物根内的菲含量基本不变,在 Vc 对 POD 和 PPO 酶活的强抑制作用下,植物根对菲的代谢作用几乎停

止;表明,POD 和 PPO 对供试植物根代谢菲起关键作用,Vc 则可高效地抑制 POD 和 PPO 活性、进而阻碍根中

菲的代谢。
安全剂 NaCl 作用下,高羊茅根中 POD 和 PPO 活性见图 2 和图 3。 供试时间内,NaCl 处理的植物根中两

种酶的活性显著地高于 Vc 处理,略高于对照处理、但未达到差异显著性水平(P<0. 05)。 1—16 d,与对照处

理的趋势相似,NaCl 作用下高羊茅根中 POD 活性整体呈下降的趋势。 而 PPO 的规律有所不同;1—2 d,NaCl
处理与对照处理的植物根中 PPO 活性增大,而后(2—16 d)则呈下降的趋势。 宋玉芳[20]等发现,低浓度菲污

染没有造成酶功能的损伤,植物体内抗氧化物酶水平反而应激性提高,酶蛋白的抗降解能力增强。 本实验结

果表明,供试菲胁迫下,短期内(1—2 d)植物可激发其自身的防御体系,诱导 PPO 活性增大,以抵抗由于菲胁

迫造成的氧自由基的增加。

表 1摇 Vc 对植物根中 POD 和 PPO 活性的抑制效率

Table 1摇 Inhibition efficiency of POD and PPO activity in plant roots by Vc addition

时间 Time / d 1 2 4 8 16

POD 抑制效率 Inhibition efficiency of POD / % 40 151 139 707 798

PPO 抑制效率 Inhibition efficiency of PPO / % 36 77 77 358 481

摇 摇 抑制效率(E,% )= (Ephe-Ephe+Vc) / Ephe,式中 Ephe为对照处理植物根部酶活;Ephe+Vc为抑制剂作用下植物根部酶活

2. 3摇 植物根部 POD 和 PPO 活性与 PAHs 代谢的关系

以往研究表明,根是植物代谢 PAHs 的活跃部位[21],植物体内酶系活性与植物代谢 PAHs 之间关系密切。
可以用植物根部酶活动力学来表征酶活和代谢的关系。 绘制了根中 POD 和 PPO 活力与菲代谢的关系曲线,
如图 4 和图 5 所示。 由图可得,在 Vc 处理、对照处理、NaCl 处理的根中 POD 活性动力学线性回归方程分别为

K=0. 0002U-0. 0808 (R2 =0. 9496),K = 0. 0002U-0. 5188 (R2 = 0. 978),K = 0. 0002U-0. 5974 (R2 = 0郾 936);
PPO 活性动力学线性回归方程分别为 K = 0. 0004U -0. 0509 (R2 = 0. 9409),K = 0. 0002U -0. 4607 (R2 =
0郾 8891),K=0. 0002U-0. 3297 (R2 =0. 9091)。 式中 K 为处理时间的倒数;U 为植物根内酶的活性。

图 4摇 不同处理植物根中 POD 活性动力学

Fig. 4摇 Kinetic activity of POD in root for different treatments

图 5摇 不同处理植物根中 PPO 活性动力学

摇 Fig. 5摇 Kinetic activity of PPO in root for different treatments

进一步分析可得,不同处理下 PPO 和 POD 活性动力学方程的斜率差异不大,说明添加了供试安全剂和抑

制剂,植物体内对应酶的活性变化趋势基本一致。 抑制剂 Vc 短时间内表现出对酶活性的显著抑制,可以看

作酶的初始活性降低,减弱了植物代谢菲的能力,导致植物体内残留的母体化合物菲含量高于对照处理或
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图 6摇 植物根中菲代谢的抑制效率

Fig. 6摇 Inhibition efficiency of phenanthrene metabolity in root

NaCl 处理。 安全剂 NaCl 作用下植物根内酶活在短时

间内变化不大,可以看作酶的初始活性基本不变,对植

物代谢菲的能力影响不大,16 d,植物根内菲残留含量

与对照接近。 由上可见,植物根内酶的初始活性是菲代

谢的关键。
可用根中菲代谢的抑制效率(R)来反映抑制剂对

植物代谢菲的影响。 R = (CpVc+phe -Cpphe) / Cpphe,式中 R
为根中菲代谢的抑制效率;Cpphe为对照植物根中菲含量

(mg / kg);CpVc+phe 为抑制剂处理植物根中菲含量(mg /
kg)。 R 值越大,表明抑制剂对植物根部 PAHs 代谢的

抑制作用越强。 由图 6 可得,供试时间内,随着时间延

长植物根部菲代谢的抑制效率逐渐增大。 例如,16 d 植

物根中菲代谢的抑制效率为 313% ,表现出强烈的抑制

效果。 这些结果表明,供试抑制剂对酶活持续抑制、酶活连续下降,导致植物根部菲代谢过程受阻且程度增

强。 统计分析可得,抑制剂 Vc 对植物根中 POD 和 PPO 活性的抑制效率(E)与根部菲代谢抑制效率(R)呈正

相关;这进一步表明,供试两种酶在根代谢菲中起关键作用,抑制剂主要通过调节酶活性来影响根系代谢菲。
3摇 结论

3. 1摇 2. 00 mg / L 的 Vc 作用下,1—16 d,高羊茅根的菲含量显著高于对照处理,表明供试抑制剂能显著抑制

植物根中菲的代谢,而供试安全剂对植物根中菲含量的影响不显著。
3. 2摇 抑制剂显著降低了高羊茅根部 PPO 和 POD 的活性,16 d,供试抑制剂作用下植物根部 PPO 和 POD 活性

分别为对照的 1 / 6 和 1 / 9,表现出强抑制效应。 安全剂作用下植物根部 PPO 和 POD 的活性略高于对照,但差

异未达到显著水平(P<0. 05)。
3. 3摇 植物根内酶的初始活性是影响植物代谢菲的关键,根内初始酶活越高、代谢菲的能力越强。
3. 4摇 抑制剂对植物根中 POD 和 PPO 活性的抑制效率与根部菲代谢抑制效率显著正相关。
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