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封面图说: 雄视———中国的金丝猴有川、黔、滇金丝猴三种,此外还有越南和缅甸金丝猴两种。 金丝猴是典型的森林树栖动物,常
年栖息于海拔 1500—3300m 的亚热带山地、亚高山针叶林,针阔叶混交林,常绿落叶阔叶混交林中,随着季节的变化,
只在栖息的生境中作垂直移动。 川金丝猴身上长着柔软的金色长毛,十分漂亮。 个体大、嘴角处有瘤状突起的是雄性
金丝猴的特征。 川金丝猴只分布在中国的四川、甘肃、陕西和湖北省。 属国家一级重点保护、CITES 附录一物种。

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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海藻酸铈配合物对毒死蜱胁迫下菠菜叶片
抗坏血酸鄄谷胱甘肽循环的影响

栾摇 霞1,2,陈振德2,*,汪东风1,曹摇 委2,3

(1. 中国海洋大学食品科学与工程学院,青岛摇 266003;2. 青岛市农业科学研究院,青岛摇 266100;

3. 青岛农业大学园艺学院,青岛摇 266109)

摘要:以菠菜(Spinacia oleracea L. )为材料,研究了毒死蜱胁迫下海藻酸铈配合物对菠菜叶片抗坏血酸鄄谷胱甘肽循环的影响。
结果表明,在毒死蜱胁迫下,菠菜叶片中 H2O2积累量比对照明显增加,非酶促抗氧化物质鄄抗坏血酸 (AsA)和还原型谷胱甘肽

(GSH) 含量明显降低, 抗坏血酸过氧化物酶(APX)、谷胱甘肽还原酶(GR)、脱氢抗坏血酸还原酶(DHAR)和单脱氢抗坏血酸

还原酶(MDAR)的活性明显升高。 在毒死蜱胁迫下,喷施不同浓度的海藻酸铈配合物使菠菜叶片中的H2O2积累量减少,AsA 和

GSH 含量升高,APX、GR、DHAR 和 MDAR 等抗氧化酶活性也有所提高,缓解了毒死蜱胁迫。 试验表明, 适宜浓度的海藻酸铈

配合物处理可使菠菜叶片对毒死蜱胁迫有一定的缓解作用。
关键词:毒死蜱;海藻酸铈配合物;抗坏血酸鄄谷胱甘肽循环;菠菜

Effects of alginate cerium complexes on ascorbate鄄 glutathione cycle in spinach
leaves under chlorpyrifos stress
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Abstract: Pesticides have played an important role in protecting vegetable crops from diseases and insect pests, and
reducing yield loss. However, due to its improper use, the residues of pesticides cause severe food safety accidents, which
has the serious influence on people忆s physical and mental health. In recent years, more attentions have been paid to the
chemical pesticide application and its influences on crops in international trade of agricultural products. Spinach(Spinacia
oleracea L. ) is an important variety of vegetable export in China, so its food safety is increasingly concerned. The
experiment mainly studied alleviative effects of spraying alginate / cerium complexes on ascorbate鄄glutathione cycle in
spinach leaves under chlorpyrifos stress, which in order to discuss the feasibility of cerium complexes as the degradation
preparation applied in leafy vegetables to degrade chlorpyrifos in the safety production process. Under the stress of
chlorpyrifos,the effects of alginate cerium complexes on the ascorbate鄄glutathione circulation system in spinach were
investigated at open鄄field condition. The activities of antioxidant enzymes and H2O2 content were determined under the
stress of chlorpyrifos during 0,1,3,5,7,14 days after spraying different concentrations of alginate cerium complexes on the
spinach leaves. The results showed that, under the stress of chlorpyrifos, there had obviously increased content of H2O2 and
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decreased contents of ascorbic acid(AsA) and glutathione(GSH), and also increased activities of ascorbate peroxidase
(APX), glutathione reductase(GR), dehydroascorbate reductase(DHAR) and monodehydroascorbate reductase (MDAR)
in the spinach leaves, but it would recover after a period of time. The content of H2O2 was decreased, and contents of AsA
and GSH, and the activities of APX,GR,DHAR and MDAR were increased after spraying different concentrations of
alginate cerium complexes on the spinach leaves. To some extent, spraying alginate cerium complexes on the spinach leaves
had alleviated changes of antioxidant metabolites contents and antioxidant enzymes activities caused by the chlorpyrifos
stress, which could make spinach leaves be recovered more earlier from the chlorpyrifos stress to the control level. The
experimental results showed that spraying appropriate concentrations of alginate cerium complexes had an alleviation effects
on spinach under chlorpyrifos stress. The effects of spraying alginate cerium complexes on the contents of H2O2, AsA and
GSH in spinach leaves were more effectively than on the activities of APX,GR,DHAR and MDAR. So finding a method
about degradatin of chlorpyrifos residues to alleviate effects on spinach under chlorpyrifos stress to improve safety of spinach
is meaningful. And further study whether alginate cerium complexes as signal material promoted related activities of
antioxidant enzymes and the antioxidants content in spinach under the chlorpyrifos stress, or cerium complexes hydrolyzing
phosphate key made chlorpyrifos degrade to reduce the chlorpyrifos stress needs to be done.

Key Words: chlorpyrifos; alginate cerium complexes; ascorbate鄄 glutathione cycle; spinach

菠菜是山东出口的重要蔬菜品种之一,其中山东冷冻菠菜的出口量约占我国出口日本的 90% 。 2003 年

5 月,日本以毒死蜱残留超标为由对我国输日冷冻菠菜采取“进口自肃冶措施,造成我国输日冷冻菠菜屡屡受

挫,农药残留作为“技术壁垒冶在农产品国际贸易中的作用越来越大。 毒死蜱是一种广谱性有机磷杀虫杀螨

剂,广泛应用于叶菜类和瓜果类蔬菜的害虫防治。 在菠菜生产中,常用毒死蜱用来防治菠菜斑潜蝇、斜纹夜蛾

等害虫。 农药在防治病虫害的同时,表观上对作物本身没有造成药害,但其生理生化指标却发生着明显的变

化[1]。 植物体中存在的抗氧化物质和抗氧化防御酶系统对环境胁迫下植物体内活性氧清除起到极其重要的

作用[2]。 植物体内存在酶促和非酶促两类活性氧自由基清除系统,其中 SOD、POD、CAT、GR、APX 在抗氧化

酶系中起关键作用,APX、DHAR、MDAR、GR 是植物 AsA鄄GSH 氧化还原途径中的重要酶组分,GSH、AsA 等是

重要的非酶促抗氧化物质[3]。
目前,关于农药胁迫对蔬菜抗氧化酶系统及活性氧代谢的影响报道较多[4鄄9],但有关农药胁迫下蔬菜叶

片谷胱甘肽抗氧化酶循环系统的研究尚少。 在近年来开展的稀土配合物降解农药残留的研究发现,铈配合物

对有机磷农药的降解具有明显的效果[10鄄14],但铈配合物对植物体内谷胱甘肽抗氧化酶自由基清除系统的影

响尚不清楚。 本试验以菠菜为材料,研究不同浓度的海藻酸铈配合物对毒死蜱胁迫下菠菜谷胱甘肽抗氧化酶

循环系统及 GSH、AsA 等非酶促物质的影响,以期探讨海藻酸铈配合物对菠菜毒死蜱胁迫的缓解作用。
1摇 材料与方法

1. 1摇 试验材料

菠菜品种为日本大叶菠菜。
48%毒死蜱乳油,山东胜邦鲁南农药有限公司;海藻酸铈配合物(铈浓度 2. 17% )、壳聚糖铈配合物(铈浓

度 2. 17% ),由中国海洋大学生物工程开发有限公司提供。
1. 2摇 试验方法

试验在青岛市农业科学研究院综合试验场大田中进行。 整地前取土样分析土壤养分,有机质 1. 35% ,速
效 N 138. 6 mg / kg,速效 P2O5 185. 5 mg / kg,有效 K2O 160. 0 mg / kg,pH 值 5. 52。 于 2010 年 4 月 22 日干籽直

播,每穴 3—5 粒,小区面积 7. 2 m2(1. 2 m伊6 m),株行距 20 cm 伊 30 cm。 按照田间常规管理,生长期间不施肥

不施药。 于 2010 年 5 月 23 日(菠菜长有 6—7 片叶),每个小区叶面喷施 1500 倍毒死蜱约 0. 67 L,2 d 后,分
别喷施等量的清水和稀释 100 倍、300 倍、500 倍的海藻酸铈配合物,以未喷毒死蜱,只喷等量的清水组作为对
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照组。 每个处理重复 3 次,每个重复 1 个小区,随机排列。 喷施海藻酸铈配合物后第 0、1、3、5、7、14 天取样,
除第 0 天在喷施海藻酸铈配合物后 2 h 取样外,其余均在取样当天 8:00 取样,样品采用多点混合采样法。 取

第 3 片展开叶测定菠菜中抗坏血酸(AsA)、还原型谷胱甘肽(GSH)和H2O2 含量以及抗坏血酸过氧化物酶

(APX)、谷胱甘肽还原酶(GR)、脱氢抗坏血酸还原酶(DHAR)、单氢抗坏血酸还原酶(MDAR)活性。
1. 3摇 测定方法

AsA 含量测定采用 2,4鄄二硝基苯肼比色法[15],GSH 含量测定参照陈建勋等[16] 的方法,H2O2含量测定参

照林植芳等[17]的方法;APX 活性参照 Nakano 等[18] 的方法测定,GR、DHAR 、MDAR 活性参照宋松泉等[19] 的

方法测定,GR 活性以 1 min 内 OD340变化 0. 01 定义为 1 个酶活性单位,DHAR 活性以 滋molAsA·min-1·mg-1蛋

白质表示,MDAR 活性以 nmol NADH·min-1·mg-1蛋白质表示。 各指标测定均重复 3 次,取平均值。 计算结果

均以菠菜鲜重计。
1. 4摇 数据处理

采用 Excel、DPS2000 数据处理系统进行试验数据统计分析,差异显著性比较采用 LSD 法。
2摇 结果与分析

2. 1摇 海藻酸铈配合物对毒死蜱胁迫下菠菜叶片中 AsA 含量的影响

由图 1 可见,单喷毒死蜱处理组的菠菜叶片中 AsA 含量与对照组相比,有不同程度的降低。 如在第 0 天

和第 3 天,单喷毒死蜱处理组的菠菜中 AsA 含量分别比对照组低 19. 01% 和 17. 01% ,差异显著(P<0. 05)。
而喷施 100、300、500 倍的海藻酸铈配合物处理组与单喷毒死蜱处理组相比,菠菜叶片中 AsA 含量都有不同程

度的增加,且在第 0、1、3、5 天,差异显著(P<0. 05)。 如第 1 天和第 3 天,喷施 300 倍海藻酸铈配合物处理组

菠菜叶片中的 AsA 含量比单喷毒死蜱处理组分别提高 13. 08%和 16. 08% ,差异显著(P<0. 05)。 到第 7 天,
各处理组 AsA 含量已基本恢复到对照水平,毒死蜱对菠菜叶片中 AsA 含量的影响基本消除。 综上看来,一方

面毒死蜱胁迫在一定程度上影响菠菜叶片中 AsA 含量的积累,可能是由于菠菜在受到毒死蜱胁迫后, H2O2

大量积累,AsA 作为植物体内重要的抗氧化剂,通过一系列氧化还原反应来清除大量的H2O2,导致 AsA 含量

明显低于对照水平。 另一方面喷施海藻酸铈配合物能够促进毒死蜱胁迫条件下 AsA 含量的积累,对毒死蜱

胁迫有一定的缓解作用。

图 1摇 海藻酸铈对毒死蜱胁迫下菠菜叶片中 AsA 含量的影响

Fig. 1摇 Effects of alginate / Ce on AsA content in spinach leaves under chloryrifos stress

图中字母 a、b、c 分别表示 P<5%差异显著水平

2. 2摇 海藻酸铈配合物对毒死蜱胁迫下菠菜叶片中 GSH 含量的影响

从图 2 可以看出,毒死蜱胁迫条件下,菠菜叶片中 GSH 含量有所降低,在第 0、7 天处理与对照比较存在

显著性差异(P<0. 05)。 喷施 100 倍、300 倍、500 倍的海藻酸铈配合物处理组菠菜叶片中 GSH 含量在整个处

理期间都高于单喷毒死蜱处理组,第 1、3、7、14 天存在显著性差异(P<0. 05),如第 1、3 天,300 倍海藻酸铈配
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合物处理组 GSH 含量分别比单喷毒死蜱处理组提高 13. 93%和 32. 98% 。 上述结果说明,毒死蜱胁迫条件下

喷施海藻酸铈配合物缓解了由于毒死蜱胁迫造成的 GSH 含量的下降,但总体上毒死蜱胁迫对菠菜中 GSH 含

量的影响的持续时间较长。

图 2摇 海藻酸铈对毒死蜱胁迫下菠菜叶片中 GSH 含量的影响

Fig. 2摇 Effects of alginate / Ce on GSH content in spinach leaves under chloryrifos stress

2. 3摇 海藻酸铈配合物对毒死蜱胁迫下菠菜叶片中H2O2含量的影响

在逆境条件下,植物细胞内H2O2等活性氧大量积累,使细胞质膜过氧化加剧,导致膜系统产生损伤,细胞

受到伤害。 从图 3 可以看出,从第 0 天到第 14 天取样期内,单喷毒死蜱的菠菜叶片中H2O2含量明显高于对照

组,分别比对照增加 27. 13% 、33. 58% 、26. 91% 、45. 70% 、26. 82% 和 9. 97% ,达到显著差异水平(P<0. 05)。
喷施 100、300、500 倍的海藻酸铈配合物处理组与单喷毒死蜱处理组相比,菠菜中H2O2含量都有不同程度的

降低,如从第 0 天到第 14 天,500 倍处理组比单喷毒死蜱处理组分别降低了 8. 29% 、47. 17% 、15. 10% 、
33郾 98% 、14. 87% 、13、67% ,差异显著(P<0. 05)。 由此可见,海藻酸铈配合物处理可有效降低毒死蜱胁迫下

菠菜叶片 H2O2的积累。

图 3摇 海藻酸铈对毒死蜱胁迫下菠菜叶片中H2O2含量的影响

Fig. 3摇 Effects of alginate / Ce on H2O2 content in spinach leaves under chloryrifos stress

2. 4摇 海藻酸铈配合物对毒死蜱胁迫下菠菜叶片中 APX 活性的影响

如图 4 所示,在整个取样期内,单喷毒死蜱处理组与对照组相比,菠菜叶片的 APX 活性明显提高,从第 0
天到第 7 天分别比对照增加了 60. 16% 、18. 57% 、10. 34% 、95. 31% 、67. 17% ,差异显著(P<0. 05),第 14 天

仅增加了 2. 83% ,差异不显著。 在第 5 天,300 倍海藻酸铈配合物处理的菠菜叶片 APX 活性接近对照水平;
到第 7 天,300、500 倍海藻酸铈配合物处理的菠菜叶片 APX 活性接近或低于对照水平;第 14 天取样测定,各
处理组菠菜叶片的 APX 活性才基本恢复到接近对照水平。 这说明喷施适宜浓度的海藻酸铈配合物在一定程

度上能起到缓解毒死蜱胁迫下 APX 活性的作用,使菠菜叶片 APX 活性指标在毒死蜱胁迫下能较早地恢复到
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对照水平。

图 4摇 海藻酸铈对毒死蜱胁迫下菠菜叶片中 APX 活性的影响

Fig. 4摇 Effects of alginate / Ce on APX activity in spinach leaves under chloryrifos stress

2. 5摇 海藻酸铈配合物对毒死蜱胁迫下菠菜叶片中 GR 活性的影响

GR 是植物细胞内将 GSSG 还原为 GSH 的关键酶,也是清除植物细胞内部H2O2的酶催化系统的组分之

一[20]。 由图 5 可见,菠菜受到毒死蜱胁迫后,菠菜叶片 GR 活性在胁迫初期较对照组明显提高,如在第 0、1、
3、5 天,单喷毒死蜱处理组分别比对照组增加 22. 01% 、19. 13% 、23. 47%和 47. 94% ,差异显著(P<0. 05);到
胁迫后期,基本恢复到对照水平。 这表明在胁迫初期,植物体通过自身防御体系对毒死蜱胁迫作出应激反应,
以增强其清除H2O2等活性氧的能力。 喷施 300、500 倍海藻酸铈配合物处理组与单喷毒死蜱处理组相比,有
一定的提高 GR 活性的作用。 到第 7 天,各处理组菠菜叶片的 GR 活性都接近对照水平。

-1
-1
蛋
白
质

图 5摇 海藻酸铈对毒死蜱胁迫下菠菜叶片中 GR 活性的影响

Fig. 5摇 Effects of alginate / Ce on GR activity in spinach leaves under chloryrifos stress

2. 6摇 海藻酸铈配合物对毒死蜱胁迫下菠菜叶片中 DHAR 活性的影响

从图 6 可以看出,毒死蜱胁迫条件下,菠菜叶片 DHAR 活性升高。 在整个取样期内,单喷毒死蜱处理组

菠菜叶片的 DHAR 活性比对照组明显提高,差异显著(P<0. 05)。 毒死蜱胁迫下,喷施 100、300、500 倍海藻酸

铈配合物对 DHAR 活性有促进作用,但不明显。 如第 3、7、14 天,300 倍海藻酸铈配合物处理组与单喷毒死蜱

组相比,DHAR 活性分别提高 8. 67% 、12. 84% 、2. 32% ,说明毒死蜱胁迫下喷施海藻酸铈配合物对提高菠菜

叶片 DHAR 活性的作用不很明显。
2. 7摇 海藻酸铈配合物对毒死蜱胁迫下菠菜叶片中 MDAR 活性的影响

从图 7 可以看出,从第 0 天到第 14 天整个取样期内,单喷毒死蜱处理组菠菜叶片 MDAR 活性较对照组分
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图 6摇 海藻酸铈对毒死蜱胁迫下菠菜叶片中 DHAR 活性的影响

Fig. 6摇 Effects of alginate / Ce on DHAR activity in spinach leaves under chloryrifos stress

别提高 16. 91% ,8. 18% 、17. 39% 、7. 63% 、36. 87% 和 3. 73% ,除第 1 和 14 天外,均达到显著性差异(P<
0郾 05)。 喷施适宜浓度的海藻酸铈配合物较单喷毒死蜱处理组有提高 MDAR 活性的作用,如在第 3、5、14 天,
喷施 300 倍海藻酸铈配合物处理组菠菜叶片 MDAR 活性分别比单喷毒死蜱组增加了 19. 46% 、16郾 14% 、
16郾 40% ,差异显著(P<0. 05)。 上述结果说明喷施适宜浓度的海藻酸铈配合物在一定程度上能起到缓解毒死

蜱胁迫对 MDAR 活性影响的作用。
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图 7摇 海藻酸铈对毒死蜱胁迫下菠菜叶片中 MDAR 活性的影响

Fig. 7摇 Effects of alginate / Ce on MDAR activity in spinach leaves under chloryrifos stress

3摇 讨论与结论

植物在逆境下或衰老时H2O2 发生累积并氧化胞内核酸、蛋白质等生物大分子,使细胞膜遭受损害,加速

细胞衰老和解体[21]。 APX 被认为是植物细胞中有效分解 H2O2 的重要酶之一[22]。 孙锦等[23] 研究发现海水

胁迫下,耐海水品种“荷兰 3 号冶菠菜中 APX 活性显著提高,对H2O2有较强的清除能力,从而使叶绿体膜氧化

损伤较轻。 本试验研究表明,APX 对毒死蜱胁迫非常敏感,胁迫初期(药后前 7d)菠菜叶片中 APX 活性明显

提高,此时 APX 促进了 AsA 将H2O2转化成 H2O,从而减轻了H2O2对菠菜的伤害,这是植物体受到非生物胁迫

后的一种应激反应,是自我修复的保护机制;随着处理时间的延长,菠菜中毒死蜱的残留量逐渐减少,毒死蜱

胁迫对 APX 活性的影响也逐渐减弱,H2O2含量也开始慢慢降低,逐渐恢复到对照水平。 这说明 APX 在清除

因毒死蜱胁迫而导致 H2O2含量升高的过程中发挥着重要的作用。
在 AsA鄄GSH 循环中, APX 利用 AsA 将 H2O2还原成 H 2O, 同时形成 MDHA, MDHA 很不稳定, 一部分

被 MDAR 还原为 AsA,另一部分进一步氧化生成脱氢抗坏血酸(DHA )。 DHA 以 GSH 为底物, 在 DHAR 的

作用下生成 AsA,此反应产生的氧化型谷胱甘肽 (GSSG) 又在 GR 的催化下被还原成 GSH[24鄄25]。 在植物体

内,GR 通过使胞内谷胱甘肽库保持在还原状态而在氧化胁迫响应中具有重要作用[26鄄27]。 GR 活性直接影响
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细胞 GSH 库的水平,高 GR 活性可使细胞内 GSH 维持在高浓度状态,较高的 GSH 含量可使膜蛋白结构稳定,
GSH 含量及 GR 活性水平被认为是机体抗氧化状态的重要标志[28鄄30]。 本研究表明,在毒死蜱胁迫下,菠菜叶

片中 H2O2大量积累,此时酶促系统与非酶促系统共同作用清除菠菜体内的活性氧。 一方面非酶促抗氧化物

质 AsA 和 GSH 被大量消耗用以清除因农药胁迫产生的H2O2,导致 AsA 和 GSH 含量降低;另一方面,APX、
GR、DHAR、MDAR 等抗氧化酶系统的活性升高,促进菠菜体内H2O2的清除,减轻了毒死蜱胁迫对植物体造成

的伤害。 喷施海藻酸铈配合物处理组与单喷毒死蜱处理组相比,H2O2积累量减少, AsA 和 GSH 含量升高,说
明海藻酸铈配合物缓解了毒死蜱胁迫造成的H2O2含量的积累,能更快地使菠菜叶片的活性氧代谢及相关的

抗氧化酶系统恢复到对照水平。 就缓解毒死蜱胁迫的效应而言,APX、GR、DHAR、MDAR 等抗氧化酶的酶促

系统对毒死蜱胁迫的缓解效应不及非酶促抗氧化物质的缓解作用明显。 而关于海藻酸铈配合物是否作为信

号物质促进毒死蜱胁迫下菠菜体内相关抗氧化酶活性及非酶促抗氧化物质含量的提高,还是铈配合物水解磷

酯键使得毒死蜱被降解导致胁迫作用减弱的结果,有待于进一步研究。
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