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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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镉胁迫对芥蓝根系质膜过氧化及 ATPase 活性的影响

郑爱珍*

(河南商丘师范学院生命科学学院,河南商丘摇 476000)

摘要:水培条件下,以“香港白花冶芥蓝品种为供试材料,研究 4 种不同浓度镉(0、1. 0、2. 0、4. 0、8. 0 mg / L Cd)处理对芥蓝幼苗根

系质膜过氧化及 ATPase 活性的影响。 结果表明,与对照相比,随着 Cd 处理浓度的增加,芥蓝根系活力呈现降低的变化趋势,而
根系超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化物酶(POD)和过氧化氢酶(CAT)活性以及丙二醛(MDA)、H2O2含量和 O-

2 产生速率表现出

升高的趋势,表明芥蓝受到活性氧物质的胁迫。 1. 0、2. 0 mg / L Cd 浓度处理下的 H2O2含量与对照差异不显著,而 O-
2 产生速率

则在 1. 0 mg / L 浓度处理下与对照差异不显著。 随着 Cd 处理浓度的增加,芥蓝根系质膜 H+ 鄄ATPase 和 Ca2+ 鄄ATPase 活性呈现出

先增后减的变化趋势。 1. 0 mg / LCd 浓度处理时,H+ 鄄ATPase 和 Ca2+ 鄄ATPase 活性与对照差异不显著(P > 0. 05),而在 2. 0、4. 0、
8. 0 mg / LCd 处理时,两种 ATPase 活性显著降低(P < 0. 05),并且与膜脂过氧化水平呈极显著的负相关(R2> 0. 969)。 因此,低
浓度 Cd 处理对芥蓝根系质膜两种 ATPase 活性影响较小,较高浓度 Cd 处理使芥蓝根系活力和质膜 ATPase 的损伤加重。
关键词:芥蓝;根系;镉胁迫;质膜氧化;ATPase 活性

Effects of cadmium on lipid peroxidation and ATPase activity of plasma
membrane from Chinese kale (Brassica alboglabra Bailey) roots
ZHENG Aizhen*

Institute of Life Science, Shangqiu Normal Univeristy, Shangqiu, Henan Province, 476000, China

Abstract: Cadmium (Cd) is among the most widespread and toxic pollutants in the surface soil layer. Its toxicity in soil is
becoming a severe threat to organisms worldwide. It is the most dangerous carcinogen for the human body, and readily
accumulates in kidneys and bones, leading to disruption of kidney function, osteomalacia and bone breakage. Wide areas of
agricultural soil across China are heavily contaminated by Cd and thus it enters the food chain. In soil, Cd is distributed
mainly in the topsoil and, without deposited by soil organic compounds, it is more easily assimilated by crop roots compared
with other heavy metals. However, vegetable cultivars accumulate much more Cd in the shoot, the portion eaten by
humans. In China, total vegetable production is 3. 45 million tones, which ranks as the highest in the world, and most of
the vegetable鄄farming land is located in suburban areas where highly intensive industries are located and thus the lands are
widely contaminated by heavy metal pollutants. As a result, vegetables in most city markets contain Cd at levels two鄄 to
three鄄fold, or in extreme cases 5. 2鄄fold, higher than the National Sanitary Criteria of Cd content in vegetable products.
Economically, the heavy metal problem weakens the international competitiveness of the Chinese vegetable industry,
therefore decontamination of heavy metals from polluted soils, as well as lowering of Cd residues in vegetables, is of great
urgency both for human health and the national economy.

Hydroponic experiments were conducted in a greenhouse to study the effects of Cd on lipid peroxidation and membrane
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proton pump activity of Chinese kale (Brassica alboglabra Bailey) roots, and to explore the toxicity of Cd stress on plants.
Plants were grown under controlled environmental conditions, and subjected to different Cd concentrations ranging from 0 to
8 mg / L. We determined the root activity, rate of O-

2 generation, H2O2 and malondialdehyde (MDA) contents as well as
activities of superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD), catalase (CAT), H+ 鄄ATPase and Ca2+ 鄄ATPase of Chinese
kale roots exposed to five different Cd concentrations for 10 days.

The root activity decreased with increasing Cd concentration, which resulted in a significant increase in O-
2 and H2O2

concentrations and MDA content, compared with the control ( CK). Increasing Cd concentration enhanced activities of
SOD, POD, and CAT (P < 0. 05), which indicated that the Chinese kale plants were stressed by Cd. No significant
difference in H2 O2 content was observed among the CK, 1. 0 and 2. 0 mg / LCd treatments, while a similar trend was
observed in rate of O-

2 generation between the CK and 1. 0 mg / L Cd treatment. The activities of H+ 鄄ATPase and Ca2+ 鄄
ATPase first increased and then decreased with the increase in Cd concentration. In addition, the activities of H+ 鄄ATPase
and Ca2+ 鄄ATPase showed no obvious change (P > 0. 05) in response to 1. 0 mg / L Cd, but significantly decreased with
stress induced by 2. 0, 4. 0 and 8. 0 mg / L Cd (P < 0. 05). A negative correlation existed between the level of membrane
lipids and the two enzymes.

We concluded that there was no noticeable change under a low Cd concentration of ATPase activity in the plasma
membrane of Chinese kale roots, whereas under relatively high Cd stress activity dropped markedly and root growth was
suppressed.

Key Words: Chinese kale; root; cadmium stress; lipid peroxidation; ATPase activity

随着采矿、冶炼工业的发展,农业生产中施用含镉(Cd)的肥料、灌溉含 Cd 的污水、污泥农用等,使得土壤

Cd 污染日益严重[1]。 由于 Cd 进入土壤后很少向下迁移,主要累积与土壤表层,导致农田土壤环境质量不断

恶化[2]。 Cd 在土壤中的积累对植物的危害很大,Cd 被植物吸收后,易导致植物遗传物质损伤和变异,能够破

坏细胞膜,改变叶绿体、线粒体等细胞器的结构与功能,抑制光合及呼吸过程,降低酶的活性,影响植物的生理

代谢活动[3鄄7]。 目前 Cd 胁迫研究主要集中在玉米、水稻、小麦、大豆等作物中,在芸薹属作物上的研究比较

少;此外,根系最先受到土壤重金属影响,而关于 Cd 胁迫下对芸薹属作物芥蓝根系的影响,鲜见报道。 根系

活力和根系质膜 ATPase 活性是影响根系吸收功能的重要因子[8]。 本试验以“香港白花冶芥蓝品种为试材,在
水培条件下,研究芥蓝根系活力、氧自由基和质膜 ATPase 活性对不同 Cd 浓度处理的反应,旨在分析 Cd 对植

物的毒害机理,从而为 Cd 污染地区芥蓝安全优质生产提供理论依据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 材料与处理

所选芥蓝品种为“香港白花冶。 种子经消毒处理后播于湿润的蛙石中,出苗后浇稀释的完全营养液,两周

后挑选生长一致的幼苗移栽到装有 4 L 营养液的塑料桶中进行预培养,每桶 4 株。 全营养液配方为 1 / 2
Hoagland-Arnon 营养液配方。 预培养两周后,选取生长一致、有足量白根的植株,用清水洗净根部,在去离子

水中放置 12 h 后,向营养液中加入固体 CdSO4使营养液中 Cd 的浓度为 1. 0 mg / L(Cdl),2. 0 mg / L(Cd2)、4. 0
mg / L(Cd4)和 8. 0 mg / L(Cd8),以不加 Cd 为对照(Cd0)。 试验期间,营养液每 3 d 更换 1 次,调 pH 值至 6. 5,
并连续通气。 随机区组排列,每处理重复 4 次。 处理 10 d 后植株收获,地上部及根部分开,根用去离子水冲

洗净,称取 10 g 鲜根用于各项指标的测定。
1. 2摇 测定方法

1. 2. 1摇 根系活力采用氯化三苯基四氮唑(TTC)法测定,用四氮唑还原强度(滋g g-1 h-1)表示根系活力[9]。
1. 2. 2摇 O-

2 产生速率和 H2O2含量测定

O-
2 产生速率采用王爱国等的方法测定[10];H2O2含量采用 Uchida 等的方法测定[11]。

484 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 32 卷摇
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1. 2. 3摇 丙二醛(MDA)含量采用硫代巴比妥酸(TBA)比色法测定[12]。
1. 2. 4摇 质膜分离与质膜 ATPase 活性测定

(1)质膜分离摇 参照 Wang 和 Sze[13]的方法并略作改动。 取 1—2 g 根加入 2 倍(w / v)体积预冷的研磨缓

冲液(Hepes鄄Tris 25 mmol / L,pH 值 7. 6,甘露醇 250 mmol / L,EGTA 5 mmol / L,EDTA 5 mmol / L,KCl 10 mmol /
L,PMSF 2 mmol / L,1. 5% PVP,0. 5%BSA,BHT 5滋g / L,K2S2O5 5 mmol / L,DTT 1 mmol / L),冰浴研磨。 研磨液

经 4 层纱布过滤,滤液 13000 g 离心 30 min,取上清液 60000 g 离心 30 min,弃上清液,沉淀悬浮于 1 mL 悬浮

缓冲液(Hepes鄄Tris 2. 5 mmol / L,pH 值 7. 6,甘露醇 250 mmol / L,EDTA 1 mmol / L,DTT 1 mmol / L)中,置于不连

续梯度蔗糖(45% 、36%和 22% )中,经 70,000g 离心 2 h,36%和 45%间带溶液为质膜微囊,取出测定 ATPase
活性。

(2)H+ 鄄ATPase 活性测定 摇 采用 Wang 和 Sze 方法[13] 并作改动,反应体系为 0. 5 mL,含 250 mmol / L
Hepes鄄Tris (pH 值 7. 0),3 mmol / L ATP鄄Na2,0. 1 mmol / L (NH4) 2MoO4,1. 0 mmol / L NaN3,50 mmol / L NaNO3,
0. 01% TritonX鄄100(体积分数)和 50 mmol / L KCl。 在反应体系中加入膜微囊制剂 10—30 滋g,于 37 益下反应

30 min,用 50 滋L 的 55% TCA 中止反应,测定释放的无机磷量。 无机磷采用 Ohnishi 等[14]的方法。 活性单位

为 10-6mol·L-1 Pi·mg-1蛋白质·h-1。
(3)Ca2+ 鄄ATPase 活性测定 摇 参照缪颖等[15] 方法。 反应体系为 0. 5 mL,含 50 mmol / L Tris鄄Mes( pH 值

7郾 6),250 mmol / L 蔗糖,1 mmol / L DTT,2 mmol / L ATP鄄Na2,0. 1 mmol / L (NH4)2MoO4,0. 02% TritonX鄄100(体
积分数),300 mmol / L NaNO3,1. 0 mmol / L NaN3,2. 0 mmol / L Ca(NO3) 2。 在反应体系中加入膜微囊制剂,于
37 益下反应 30 min,用 50 滋L 的 55% TCA 中止反应,测定释放的无机磷量。 加与不加 Ca(NO3) 2引起的酶活

性之差为 Ca2+ 鄄ATPase 活性。
1. 2. 5摇 根系抗氧化酶活性测定

酶液的提取:称取 0. 5 g 左右根系鲜样剪碎,加 0. 05 mol / L,pH 值 7. 8 的磷酸缓冲液(内含 1% 的 PVP)
5郾 0 mL 及少量石英砂,于冰浴中研磨提取,15 000伊g,4 益下离心 15 min,上清液定容至 10 mL,上清液为酶提

取液,用于 SOD、POD、CAT 活性的测定。 SOD 活性测定按照王爱国等[16]的方法,以反应抑制氮蓝四唑(NBT)
光氧化还原 50%的酶量为一个酶活力单位(unit / mg 鲜重)。 CAT 活性测定 用高锰酸钾滴定法[17]测定,以 30
益下每克鲜重样品 1min 内分解 H2O2的毫克数为酶活力单位(滋mol H2O2·g-1·min-1鲜重)。 POD 活性测定用

愈创木酚法[18]测定,以吟OD470g-1鲜重 min-1表示酶活力单位。

图 1摇 不同镉浓度下芥蓝根系根系活力的变化

Fig. 1摇 Root activity of Chinese kale under different Cd levels

各柱上的字母不同表示在 P < 0. 05 水平差异显著

1. 3摇 数据分析

所有数据采用 SPSS 12. 0 (SPSS Inc. , Chicago, IL, USA) 软件统计,采用 Duncan 法进行差异显著性检

验。 文中小写字母 a、b、c 表示不同处理在 0. 05 水平上

的差异显著性。
2摇 结果与分析

2. 1摇 Cd 对芥蓝根系活力的影响

图 1 可以看出,“香港白花冶芥蓝根系活力在镉处

理浓度为 1. 0 mg / L(Cd1)、2. 0 mg / L(Cd2)时与对照

(Cd0)无显著差异。 4. 0 mg / L(Cd4)、8. 0 mg / L (Cd8)
浓度时与对照处理差异显著(P < 0. 05),根系活力分别

下降了 38. 0%和 72. 4% 。
2. 2摇 Cd 对芥蓝根系质膜及抗氧化活性的影响

表 1 表明,在 Cd 胁迫条件下,芥蓝根系活性氧代谢

受到影响。 MDA、O-
2、H2O2等含量增加,引起膜脂过氧

化或膜脂脱脂作用,膜结构损伤。 随着 Cd 处理浓度的
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增加,芥蓝根系 MDA 含量均逐渐上升,与对照(Cd0)相比,Cd1、Cd2、Cd4、Cd8 处理下根系 MDA 含量分别上

升了 0. 28、0. 73、1. 5 倍和 2. 2 倍 (表 1)。
芥蓝根系 H2O2含量在 0—2. 0 mg / LCd 处理时与对照(Cd0)没有显著差异(P > 0. 05),在浓度为 4. 0 和

8. 0 mg / L 时 H2O2含量显著升高,分别为 Cd0 处理的 3. 3、4. 0 倍,与 Cd0 及其他处理(Cd1、Cd2)间的差异达

显著水平(P < 0. 05)。 类似的,O-
2 产生速率除 Cd1 处理与对照(Cd0)处理差异不显著外,而与 Cd2、Cd4、Cd8

处理均达显著水平。 与对照相比,芥蓝根系 O-
2 产生速率在 Cd2、Cd4、Cd8 各处理下分别提高了 0. 38、1. 18 倍

和 1. 44 倍(表 1)。

表 1摇 Cd 浓度对芥蓝根系细胞膜生理特性的影响

Table 1摇 Effects of Cd on several characteristics associated with plasma membrane of Chinese kale

Cd 浓度
Cd Concentration

/ (mg / L)

丙二醛含量
MDA content
/ (滋mol / g)

H2O2含量

H2O2 content
/ (滋mol / g)

O-
2 产生速率

O-
2 production rate

/ (nmol g-1 min-1)

SOD 活性

SOD activity
/ (unit / mg 鲜重)

POD 活性
POD activity
/ (吟OD470 g-1

鲜重 min-1)

CAT 活性
CAT activity

/ (滋mol H2O2·
g-1·min-1鲜重)

0 (Cd0) 6. 3 依 0. 18e 11. 4 依 1. 42c 30. 8 依 2. 74d 2. 7依 0. 12d 13. 4依 1. 02e 3. 2依 0. 27e

1. 0 (Cd1) 8. 1 依 0. 37d 12. 7 依 2. 0c 31. 27 依 1. 97d 3. 0依 0. 17d 18. 7依 0. 93d 4. 2依0. 18d

2. 0 (Cd2) 10. 9 依 0. 18c 13. 5 依 1. 6c 42. 4 依 4. 18c 3. 8依 0. 18c 22. 9依 1. 6c 5. 3依 0. 18c

4. 0 (Cd4) 15. 6 依 0. 43b 49. 5 依 0. 9b 67. 5 依 3. 73b 4. 7依 0. 43b 27. 8依 0. 94b 6. 4依 0. 39b

8. 0(Cd8) 20. 4 依 0. 84a 57. 3 依 3. 7a 86. 7 依 6. 40a 6. 1依 0. 84a 38. 4依 3. 7a 8. 2依 0. 64a

摇 摇 同列数据后标不同字母者表示差异显著(P < 0. 05)

2. 3摇 Cd 对芥蓝根系抗氧化酶活性的影响

随着 Cd 处理浓度的增加,芥蓝根系 SOD、POD、CAT 活性呈增加的趋势(表 1)。 在 Cd 处理浓度为 8. 0
mg / L 时,SOD、POD、CAT 活性分别比对照(Cd0)处理提高了 1. 25、1. 86 和 1. 56 倍。 芥蓝根系 SOD 活性在

1郾 0 mg / LCd 处理(Cd1)与对照(Cd0)无显著差异(P > 0. 05)。 SOD、POD、CAT 活性与营养液中外源添加的

Cd 浓度呈极显著的正相关。
2. 3摇 Cd 对芥蓝根系质膜 H+ 鄄ATPase、Ca2+ 鄄ATPase 活性的影响

图 2摇 不同镉浓度下芥蓝根系质膜 H+ 鄄ATPase 和 Ca2+ 鄄ATPase 活性的变化

Fig. 2摇 H+ 鄄ATPase and Ca2+ 鄄ATPase activities of the plasma membrane in Chinese kale root under the different Cd level in solution

质膜 H+ 鄄ATPase、Ca2+ 鄄ATPase 为植物细胞质膜上 2 种重要的功能蛋白。 从图 2 可以看出,随着 Cd 处理

浓度的增加,芥蓝根系质膜 H+ 鄄ATPase 和 Ca2+ 鄄ATPase 活性变化较为明显,且都呈现出先增后减的变化趋势。
与对照(Cd0)相比,1. 0 mg / L (Cd1)处理的 H+ 鄄ATPase 和 Ca2+ 鄄ATPase 活性分别增加了 4. 8%和 3. 6% ,但差

异并不显著(P > 0. 05)。 而其他处理(Cd2、Cd4、Cd8)的 H+ 鄄ATPase 和 Ca2+ 鄄ATPase 活性与对照相比均显著降
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低(P < 0. 05)。 这说明低浓度 Cd 对 H+ 鄄ATPase 和 Ca2+ 鄄ATPase 活性影响较小,而当 Cd 浓度较高时,其对二

者的活性有抑制作用此时生物膜上的物质转运和能量代谢受到影响,引起代谢紊乱,使细胞受到伤害。 在水

培条件下,营养液中添加不同浓度的 Cd 与芥蓝根系质膜 H+ 鄄ATPase 和 Ca2+ 鄄ATPase 活性呈极显著的负相关

(P < 0. 01)。 质膜 H+ 鄄ATPase 和 Ca2+ 鄄ATPase 活性与 Cd 处理浓度回归方程和相关系数分别为 y(H+ 鄄ATPase
活性)= -0. 51x(Cd 处理浓度) +8. 56(R2 = 0. 927**);y(Ca2+ 鄄ATPase)= -0. 66x(Cd 处理浓度) +5. 86(R2 =
0郾 938**)。
3摇 讨论

质膜是细胞与环境之间物质交换的屏障,各种逆境对细胞的影响均首先作用于细胞膜,最先对逆境作出

反应的也是质膜及其功能蛋白[19]。 质膜 H+ 鄄ATPase 建立跨膜质子驱动力,与 Ca2+行使其第二信使功能有密

切关系,在植物对环境胁迫的响应中起着重要作用[17];质膜 Ca2+ 鄄ATPase 控制细胞内 Ca2+的分布和浓度,在维

持胞内 Ca2+的低稳态方面发挥着重要作用,二者活性对植物逆境下的存活可能起主要调节作用[20, 21]。
Cd 对植物伤害的重要机制之一是活性氧(ROS)的过量积累导致质膜过氧化,MDA 是脂类物质过氧化的

最终产物,故常作为植物逆境胁迫的重要指标[22]。 在 Cd 胁迫下,ROS 的产生和清除失去了平衡,导致 ROS
积累,膜脂过氧化加剧。 植物体将通过抗氧化酶系统(SOD、CAT、POD 等)来消除或减少 ROS 带来的伤害。
在一定范围内,SOD、CAT 共同作用能把 O-

2 和 H2O2转化为 O2和 H2O,并能减少其毒性和高活性﹒ OH 的形

成,SOD 是抗氧化系统中的第一道屏障,是防御细胞膜脂过氧化的主要酶,是一种清除超氧离子自由基的酶,
与植物的抗逆性密切相关。 有研究表明,SOD 活性的怎样,有利于超氧离子的清楚。 POD 是植物体内普遍存

在、活性较高的一种酶,其与呼吸、光合作用有密切关系。 本研究表明,在 Cd 胁迫下,脂膜过氧化作用增强,
POD、CAT 活性均升高(表 2),这有利于活性氧物质的清除,是细胞膜免受伤害。 MDA 含量高低是反映细胞

膜脂过氧化作用强弱和质膜破坏程度的重要指标。 本研究表明,随着 Cd 处理浓度的增加,芥蓝根部 MDA 含

量、O-
2的产生速率以及 H2O2含量增加(表 1),这与前人的研究结果相似[22鄄23]。 当大量 Cd 离子进入细胞后,

植物体内产生了过量自由基,而自由基具有极强的氧化能力,能通过氧化反应来攻击细胞膜、酶蛋白和核酸

等,其与细胞膜蛋白的-SH 或磷脂分子层的磷脂类物质发生反应,造成膜蛋白的磷脂结构改变,致使细胞膜

结构发生变化,严重干扰包括呼吸作用在内的各种代谢过程[3, 24],从而出现生物量下降和叶片褪绿情况,使
植株表现出受害症状,这可能是 Cd 对芥蓝生理伤害的机制之一。

吸收是根系的主要功能,这包括主动吸收和被动吸收,而主动吸收需要 ATPase 催化 ATP 水解而提供能

量[23]。 本研究用 TTC 法测定的根系活力是以呼吸链中脱氢酶的活性来表征的,它实际是根系呼吸强度的一

种反映[9],而呼吸作用是产生 ATP 等生物能量的主要过程。 4. 0 mg / L Cd 浓度显著抑制根系活力(图 1),必
然干扰 ATP 等生物能量的产生,并进而影响根系的主动吸收。 质膜结构与功能的改变,在一定程度上可能会

影响到其结合蛋白的结构与功能,细胞膜的完整性与 H+ 鄄ATPase、Ca2+ 鄄ATPase 活性密切相关。 其中,质膜 H+ 鄄
ATPase 建立的跨膜质子梯度,是根系主动吸收营养元素的重要驱动力[25]。 本研究表明,在 1. 0 mg / L Cd 浓度

处理下,H+ 鄄ATPase、Ca2+ 鄄ATPase 活性均较对照略有升高,但差异不大(图 2)。 而在高浓度下(2. 0、4. 0、8. 0
mg / L),H+ 鄄ATPase、Ca2+ 鄄ATPase 活性显著降低,质子驱动力减弱(图 2)说明高浓度 Cd 氯化镉破坏了细胞质

膜的功能,同时也损伤了根系主动吸收的功能,这与根系活力反映的问题一致。 因此,不论根系活力还是质膜

ATPase 活性都与根系主动吸收有关,高浓度 Cd 导致芥蓝根系活力、质膜 H+ 鄄ATPase、Ca2+ 鄄ATPase 活性的显著

降低,表明高浓度 Cd 已损伤了芥蓝根系主动吸收的功能。 这与前人的研究不悖[20,23]。
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