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摘要：通过水培实验研究了SDBS、EDTA、Cd、Hg复合污染对水稻幼苗细胞膜透性及部分酶活性的影响。结果表明：SDBS、EDTA、Cd、Hg的共同作用对水稻幼苗的叶片和根部蛋白质的合成的影响均大于对照，但相互之间由于处理的不同产生的影响也不同。不同复合处理水稻幼苗的叶片和根的MDA含量、SOD、POD、CAT活性的影响也不同。水稻通过保护酶系统对伤害有一定的适应和抵抗能力。
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随着人们对环境问题认识的不断深入，环境中出现的污染问题越来越严重[1-2]。在全球环境污染中，农田生态环境污染是人类关心的核心问题之一，而农田生态环境中污染物的主要来源之一是工业和生活污水以及工业废渣和生活垃圾的不当处理。镉（Cd）、汞（Hg）是农田重金属污染中重要的污染源[3]，十二烷基苯磺酸钠（SDBS）是一类重要的表面活性剂，在我国普遍使用的合成洗涤剂洗衣粉中占有较大比重[4]，随污水、垃圾和工业废料等大量排入环境中，严重影响城市周围的农业生产。乙二胺四乙酸（EDTA）作为螯合剂的代表物质能和碱金属、稀土元素和过渡金属等形成稳定的水溶性络合物，其与重金属等污染物形成的复合污染效应应得到重视[5]。重金属表面活性剂胁迫会造成活性氧的积累，使植物体产生氧化胁迫，导致细胞膜脂的过氧化和蛋白质、核酸等的氧化损伤[6-7]乃至植物死亡。土壤中的汞、铅、铬超过一定水平就会在植物体内积累，当作物中汞、铅、铬含量过高时，会引起汞、铅、铬中毒，从而进一步影响到人类健康[8]。
对EDTA加入受重金属污染的水体中的作用有两种不同的观点：（1）螯合剂加入后减低了水中自由金属离子的浓度，从而减轻了重金属的毒性。如马成仓等研究发现[9]，当EDTA加入到含的Hg的污水中时，Hg对小麦萌发代谢的抑制作用减小了，玉米幼苗细胞膜脂质过氧化水平也降低了[10]，这些结果都说明EDTA在代谢水平和细胞水平上存在着减毒机理。前者主要表现在EDTA可诱使植物体内的淀粉酶、脂肪酶和蛋白酶活性升高，从而促进其生长。后者则表现为EDTA诱导过氧化氢酶（CAT）和超氧化物歧酶(SOD)活性增加，使Hg毒害下的细胞透性减小，从而保证其膜通透性的正常。（2）重金属和螯合剂形成螯合物，增加了金属的可溶性，提高了其转移、扩散能力以及潜在毒性。有关的水生生物实验表明，水生生物体内重金属Cd、Pb的毒性较加入EDTA的情况高出两倍。但也有完全不同的结果，如有人研究发现在高铁离子溶液中加入EDTA，其毒性反而增大3倍。其原因在于，不同的重金属离子具有不同的电荷和不同的离子半径，所形成的螯合物具有不同的稳定性，从而造成螯合物进入生物体的难易程度不同，应而其根本原因在于各金属离子的差异。

所以本实验对SDBS、EDTA、Cd、Hg的复合污染进行研究，了解它们的污染对水稻幼苗叶片和根的细胞膜透性及保护酶活性的影响，为进一步了解它们的污染对作物的影响机制，制定保护农田生态环境对策提供一些实验依据。
1  材料与方法

1.1  试验品种与试剂
供试水稻品种: 水稻（Oryza sativa）品种为扬稻6号（籼稻型）; 供试重金属: Cu2+(CuSO4•5H20)，Cd2+(CdCl2•2.5H20)均为化学纯; 供试有机化合物: Na2EDTA•2H2O(乙二胺四乙酸二钠盐)简称EDTA, SDBS(十二烷基苯磺酸钠)。

1.2  实验设计  
水稻种子晒干后，泥水选种，药液（使百克2 g +多菌灵10 g + 3 L水）浸种2 d，清水浸种1 d，催芽至根长一粒谷、芽长半粒谷时将种子播在直径为10 cm培养皿中，28 ℃培养，待长至3叶期选长势一致的苗移至小烧杯中处理，处理液用木村B培养液稀释成所设定的浓度，处理7 d后取样测定，以研究复合污染对水稻耐性机制和短期效应。

实验以蒸馏水作对照，处理所含浓度为: SDBS 0.015 mmol·L-1; EDTA 0.015mmol·L-1; Cd 0.015mmol·L-1；Hg 0.015 mmol·L-1。处理设8组：CK、SDBS、EDTA、SDBS-Cd、SDBS-Hg、EDTA-Cd、EDTA-Hg、SDBS-EDTA-Cd-Hg，实验设3个重复

1.3  测定方法

(1) 酶液的制备：取待测籽粒0.5 g按1:3(W/V)加入1.5 mL预冷的提取介质（蔗糖11.98 g，Tris0.60 g，抗坏血酸钠0.088 g，半胱氨酸0.030 g，氯化镁0.020 g，定容至100 mL，PH调至7.4），冰浴研磨成匀浆，15 000 r/min，0 ℃离心30 min，上清液为酶提取液，-20 ℃保存备用。

(2) 蛋白质含量测定：采用考玛斯亮蓝（G-250）比色法[11]。 
(3) 丙二醛（MDA）含量测定：采用张宪政[12]方法，以单位鲜质量 MDA质量分数为单位。


[image: image1.wmf]图2  各处理对根丙二醛含量的影响�
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    (4) 超氧化物歧化酶（SOD）活性测定：采用杨居荣[13]等方法，酶活性单位采用抑制氮兰四唑（NBT）还原50%为一个酶活性单位，计算每克鲜质量SOD比活性。

    (5) 过氧化物酶（POD）活性测定：采用比色法[13]，以单位鲜质量每分钟吸光度的变化值表示酶活性大小。

(6) 过氧化氢（CAT）活性测定：采用氧化还原滴定法[14]，以每分钟单位鲜质量叶组织分解H2O2毫克数为酶活性单位。

2  结果与讨论

2.1  各处理对水稻幼苗叶片和根蛋白质含量的影响

表1  各处理对水稻幼苗叶片和根蛋白质含量的影响
Table 1  Effect on protein content in rice leave and root
	处理
	CK
	SDBS
	EDTA
	S-Cd
	S-Hg
	E-Cd
	E-Hg
	S-E-Cd-Hg

	叶片蛋白含量

根蛋白含量
	15.07

4.18
	14.78

4
	13.99

3.28
	14.07

3.07
	13.71

3.03
	14.28

3.25
	14.64

3.16
	13.14

2.78


注：S代表SDBS，E代表EDTA
由表1可知与对照相比各处理的蛋白含量均小于对照，可能是由于胁迫而影响蛋白质的合成，说明实验组都对水稻幼苗叶片和根蛋白质合成有不利影响。其中S-E-Cd-Hg处理项叶片和根的蛋白质含量最低，差值达到了1.83单位和1.4单位，这说明复合污染与单一污染相比毒害作用加大，而从表中可知各类组合之间并无一定的规律，这与各物质的性质及复合后相互间的协同、加和和拮抗作用有关。
2.2  各处理对水稻幼苗叶片和根MDA积累和质膜相对透性的影响

     MDA是TBA（硫代巴比妥酸）反应产物，已被广泛用作衡量膜脂过氧化损伤的指标，MDA含量增加说明膜脂过氧化加剧，表现出膜透性增加。
图1和2可知实验所设处理组中除了S-Hg和E-Hg外MDA含量均增加，这也就说明Cd在与螯合剂结合后能使MDA含量增加，进而说明在重金属镉胁迫下，膜脂过氧化产物MDA的含量增加，会引起膜损伤。

[image: image2.wmf]图1 处理对叶片丙二醛含量的影响
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2.3  各处理对水稻幼苗叶片和根SOD活性的影响

SOD是一种抗性酶，它在高等植物的氧伤害、器官衰老及抗逆性中所起的作用已得到证实。在植物体内有氧代谢过程中产生的氧自由基可使脂质过氧化并且导致膜伤害，这被认为是组织衰老和种子变劣的原因。SOD作为超载自由基清除剂，其活性高低与植物抗性大小有一定的相关性。当外来胁迫(如重金属)导致活性氧大量产生时，它能及时有效清除自由基，保护细胞免受氧化胁迫的伤害。但当活性氧的增加远远超过正常的歧化能力时，细胞内多种功能酶以及膜系统遭到破坏，生理代谢紊乱，SOD活性反而受到抑制而下降[15]。
由图3可知除了S-Hg处理项叶片SOD活性较对比项升高外，其他各处理项SOD活性均降低，尤以S-Cd和E-Cd降幅最大，分别达到91.35和87.29个单位。这些说明SDBS和EDTA处理时叶片功能酶和膜系统受到不同程度的伤害，可能Cd处理项细胞内功能酶和膜系统受到破坏，生理代谢紊乱，SOD活性受到抑制而下降。


[image: image3.emf]图3 各处理对叶片SOD活性的影响

 Fig.3 Effect on SOD Activity in leave
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由图4可以看出除SDBS处理项外其他处理组根SOD活性均大幅下降，E-Cd处理项甚至达到了117.5个单位，这说明这些处理项根细胞功能酶和膜系统受到不同程度的伤害，尤以E-Cd处理项受到伤害最为严重。

[image: image4.wmf]图4 各处理对根OD活性的影响
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2.4  各处理对水稻幼苗叶片和根POD活性的影响
表3  各处理对水稻幼苗叶片和根CAT活性的影响
Table 3  Effect on CAT activity in rice leave and root
	处理
	CK
	SDBS
	EDTA
	S-Cd
	S-Hg
	E-Cd
	E-Hg
	S-E-Cd-Hg

	叶片CAT活性
	237
	280
	286
	191
	202
	176
	188
	170

	根CAT活性
	4.08
	13.87
	8.16
	6.12
	13.06
	16.32
	18.77
	7.34


表2  各处理对水稻幼苗叶片和根POD活性的影响
Table 2  Effect on POD activity in rice leave and root
	处理
	CK
	SDBS
	EDTA
	S-Cd
	S-Hg
	E-Cd
	E-Hg
	S-E-Cd-Hg

	叶片POD活性
	206
	263
	215
	327
	251
	316
	273
	325

	根POD活性
	145
	124
	90
	59
	99
	49
	101
	50


POD是一种含Fe的金属蛋白质，它能催化过氧化氢氧化酚类的反应，其作用如同氮的接受体一样，在植物呼吸代谢中起重要作用。由于重金属进入植物体内，通过一系列生化反应产生一些对植物有害的过氧化物，并且随浓度的增大，有毒物质在体内逐渐增加，而POD具有催化这些对自身有害的物质的氧化分解的功能，所以，随着植物体内其底物浓度的增大，诱使活性上升，当有毒物质超过其分解能力时活性则开始降低。因此，可以认为Cd，Hg对植物的伤害影响使其呼吸代谢紊乱是很重要的一方面。POD活性的维持和提高是植物耐受重金属胁迫的物质基础之一。重金属对植物毒害机理之一是它可以影响植物的呼吸作用，而呼吸作用酶类活性的维持和增加可以减缓其不利影响，使植物免受毒害。同时，POD也是植物抗氧化酶防护系统组成成分之一，其活性大小能反映植物抗氧化能力的强弱和植物受毒害的严重程度，能在一定范围内催化有毒物质的分解[16]。
由表2可知各处理项叶片POD活性相对于对照项均有不同程度的上升，说明无论是SDBS、EDTA单独还是与Hg、Cd复合处理均会使叶片内有毒物质增加，从而叶片POD活性升高，说明它们相互间有加和作用。还可以看出含Cd项的升高幅度尤大，说明它对叶片的毒害程度更大。各处理项根的POD活性相对于对照项均有不同程度的下降，含Cd项的降低幅度最大，说明它对根系的毒害程度比较大，与其他三种物质间有拮抗作用。
2.5  各处理对水稻幼苗叶片和根CAT活性的影响

CAT是植物体内一种重要的氧化还原酶，可以清除植物通过呼吸代谢或者光合作用等途径产生的H2O2和植物体内过多的活性氧，维持活性氧代谢的平衡，保护细胞膜的完整性。过氧化氢酶(CAT)普遍存在于植物体内的所有组织中，它是生物氧化过程一系列抗氧化酶的终端，是植物在逆环境因子的作用下，通过自身的酶机制，对毒物做出的保护性反应。根据重金属在植物体内的生物学作用机制不同，植物体内的CAT对不同重金属所产生的生态效应也不相同。
由表3可知，各处理叶片CAT活性均小于对照，而根CAT活性均大于对照，而且对于根EDTA-Cd和EDTA-Hg复合处理的促进作用很大，酶活性值很高。

3  结论
    有研究表明[12]，Cd2+对植物的毒害是由于Cd2+诱发高活性的自由基而自由基是导致膜脂过氧化的主要原因。生物体内的保护酶系统具有清除自由基的作用，如果保护酶活性较强就减少自由基等毒害物质的积累，膜脂过氧化水平就稳定，反之，如果保护酶活性下降，自由基大量积累，加剧细胞膜的损伤。本实验用Cd和表面活性剂（EDTA）、EDTA-Hg处理对叶片和根系的MAD含量产生影响，从而使SOD、SOD活性明显发生变化。Hg和Cd复合离子对水稻的保护酶系统具有伤害和破坏作用，而植物内源保护系统能够的抗胁迫能力对此做出了反应。在两种离子的作用下，超氧阴离子产生速率加快，启动了细胞的防御反应，植物体内SOD、CAT 、POD等保护酶活性发生了应激性的提高以清除、分解超氧阴离子，从而维护膜系统的稳定性。但这种对膜系统的保护作用是有一定限度的，超过这个限度，平衡被打破，保护酶活性降低，细胞的防御系统不能完成对细胞的保护作用，膜的完整性遭到破坏，细胞受害加剧。
    3种抗氧化酶对离子毒害的敏感性也有差异：SOD和POD对Hg2+，Cd2+的浓度变化较为敏感，CAT的变化则不是很大。

综上所述，复合处理通过影响蛋白合成、细胞膜通透性对水稻幼苗造成一定程度的伤害，而水稻本身通过保护酶系统对伤害有一定的适应和抵抗能力。
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Effect of combined pollution on cell membrane penetrability
and protection enzyme activity of rice seeding
Zhu Hongxia1,3, Zhou Xiaodong1, Ge Cailin 2, Chen Xiaomin3
1. Nanjing University of Information Science and Technology, Nanjing 210044, China;
2. Yangzhou University, Yangzhou 225009, China;
3. Nanjing Agricultural College, Nanjing 210095, China
Abstract: The effect of SDBS, EDTA, Cd, Hg combined pollution on cell membrane penetrability and the partial enzyme activity of rice seedling through water treatment. The result indicated: SDBS, EDTA, Cd, the Hg combined action effect leaves, root protein synthesis is higher than the comparison, but differently combination cause t different result. The result of MDA content, SOD, POD, CAT active were different because of different processing. The rice has certain adaptation and resistance through the protection enzyme system to the injury. 
Key words: rice seedling; combined pollution; cell membrane penetrability; enzyme activity
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图2  各处理对根丙二醛含量的影响 
 Fig2 Effect of MDA content in rice rooot
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		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		叶片蛋白含量		13.14		10.89		13.57		11.86		9.46		9.21		7.93		7.46

		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		根蛋白含量		2.16		1.66		2.34		1.91		1.52		2		1.93		1.29

		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		叶片丙二醛含量		313		314		323		349		309		315		268		322

		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		根丙二醛含量		281		283		286		291		270		286		259		284

		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		叶片POD活性		90.75		125.25		121.35		163.5		109.65		149.55		141		173.4

		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		根POD活性		61		89.2		83.4		59.4		58.5		99.45		99.8		51

		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		叶片CAT活性		252.96		314.16		320		240.72		244.8		318.24		257.04		195.84
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图3 各处理对叶片SOD活性的影响
 Fig.3 Effect on SOD Activity in leave
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		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		叶片蛋白含量		15.07		14.78		13.99		14.07		13.71		14.28		14.64		13.14

		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		根蛋白含量		4.18		4		3.28		3.07		3.03		3.25		3.16		2.78

		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		叶片丙二醛含量		342		343		350		374		339		325		330		353

		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		根丙二醛含量		281		283		263		288		269		275		256		270

		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		叶片POD活性		206		263		215		327		251		316		273		325

		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		根POD活性		145		124		90		59		99		49		101		50

		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		叶片CAT活性		237		280		286		191		202		176		188		170

		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		根CAT活性		4.08		13.87		8.16		6.12		13.06		16.32		18.77		7.34

		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		叶片SOD活性		144.13		89.32		115.71		52.78		168.49		56.84		93.38		69.02

		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		根SOD活性		139.5		177.75		52.8		45.9		49.06		22		45.9		65.25
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 Fig.4 Effect on SOD Activity in root
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		叶片蛋白含量		15.07		14.78		13.99		14.07		13.71		14.28		14.64		13.14
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图1 处理对叶片丙二醛含量的影响 
  Fig1 Effect of MDA content in rice leave
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		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		叶片蛋白含量		13.14		10.89		13.57		11.86		9.46		9.21		7.93		7.46
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		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		叶片丙二醛含量		313		314		323		349		309		315		268		322

		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		根丙二醛含量		281		283		286		291		270		286		259		284
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		根POD活性		61		89.2		83.4		59.4		58.5		99.45		99.8		51

		处理		CK		SDBS		EDTA		SDBS-Cd		SDBS-Hg		EDTA-Cd		EDTA-Hg		SDBS-EDTA-Cd-Hg

		叶片CAT活性		252.96		314.16		320		240.72		244.8		318.24		257.04		195.84
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