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镉胁迫对镉敏感水稻突变体活性氧代谢
及抗氧化酶活性的影响
何俊瑜1，任艳芳1，朱诚期2，蒋德安2
1. 贵州大学农学院，贵州 贵阳 550025；2. 浙江大学生命科学学院，浙江 杭州 310058
摘要：镉是一种常见的环境有毒重金属元素，不仅影响植物的生长和发育，而且还通过食物链危害人类健康。因此研究镉对植物的影响、分析植物逆境生理过程，对损伤和抗逆机理研究具有重要意义。以镉敏感水稻突变体和野生型（Oryza sativa L.）为材料，采用营养液培养实验，研究了不同浓度镉对水稻叶片活性氧代谢及抗氧化酶化系统的影响。结果表明：镉胁迫使水稻叶片超氧阴离子（O2‾·）、过氧化氢（H2O2）、丙二醛（MDA）含量增加，且突变体的增加幅度明显大于野生型。随着镉浓度的提高，超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化物酶(G-POD)活性均表现为先上升后下降，但SOD活性的变化更明显；过氧化氢酶(CAT)活性则呈一直下降的趋势。在较高镉浓度胁迫下（>5 μmol L-1），突变体叶片的SOD、CAT活性均明显低于野生型。研究结果表明，随着镉胁迫浓度的增加，突变体叶片积累更多的活性氧，产生严重的氧化胁迫，引起了更高程度的膜脂过氧化，这可能是突变体对镉胁迫更敏感的生理原因之一。

关键词：镉胁迫；突变体；水稻；活性氧；抗氧化酶
中图分类号：X173; Q945. 78        文献标识码：A        文章编号：1672-2175（2008）03-1004-05

活性氧(reactive oxygen species, ROS)是植物光合、呼吸、固氮等代谢过程不可避免的产物，在体内的抗氧化酶如SOD、CAT、POD以及抗氧化剂的协同作用下，ROS能不断地产生和被清除，使得正常生理情况下，植物体内ROS可维持于有利无害的极低水平。重金属能直接或者间接地通过形成ROS使植物体内产生氧化胁迫[1-3]，导致细胞膜脂质的过氧化，蛋白质、色素、酶、核酸等的氧化损伤，乃至植物死亡。因此，为减轻植物环境重金属伤害，提高作物产量，探讨植物重金属作用及其耐性机制有重要意义。

镉(Cd)是非必需的有毒元素，是农业环境和农产品的重要污染物质，通过开矿、冶炼、工业的“三废”排放和农事操作等途径进入环境,通过食物链富集，危及人体健康。因此镉污染问题一直是环境生物学和环境保护研究的重点。据不完全统计，我国农田重金属镉污染面积已达2000万hm2，每年生产的镉含量超标的农产品达14.6亿kg，且有日益加重的趋势。多年来，国内外学者对镉胁迫引进植物体内自由基累积，从而导致自由基过氧化损伤方面进行了大量的研究，但结果不尽一致。研究表明不同的植物种类或同种植物不同的基因型对于重金属胁迫忍耐的反应机制不完全相同[1, 4-8]，因此遗传背景不同使研究相当困难。已有学者开始利用具有相同遗传背景的突变体来研究重金属对植物的毒害机理，Howden等从拟南芥突变体中获得了2个镉敏感突变体Cad1和Cad2，通过对突变体的研究发现植物体中植物螯合肽的表达是植物耐受镉胁迫的重要机制[9]。我们从农杆菌介导的T-DNA 插入的水稻突变体库中发现了1个对镉敏感水稻突变体CdSTH1，并对其在镉胁迫下的根系特征进行了研究[10]，但对其在镉胁迫下活性氧代谢了解甚少。本试验以水稻突变体为材料研究Cd胁迫对CdSTH1水稻突变体和野生型叶片膜脂过氧化、ROS及抗氧化酶活性的影响，为从活性氧伤害方面进一步明确镉对植物毒害的作用机制及其生化解毒机理提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  材料

Cd敏感水稻突变体是由中国水稻研究所孙宗修研究员以粳稻中花11（Oryza sativa L. subsp. Japonica, cv. Zhonghua 11）为受体，通过农杆菌介导法构建的T-DNA插入的水稻突变体库中，随机选1500份独立的T2代转基因株系在0.5 mmol L-1镉胁迫下筛选出的一个镉敏感株系，并经过4代自交后得到的纯系（CdSTH1）[10-11]。

1.2  试验处理

粳稻中花11野生型和CdSTH1突变体的种子经5%次氯酸钠溶液消毒25 min后，浅播入水稻育秧盘中，温度保持在30±1 oC，蒸馏水培养15 d后将水稻幼苗移至含8 L营养液的塑料桶中，每桶种16株。营养液按国际水稻研究所（IRRI）推荐配方配置[11]。营养液每5天换一次，pH值为5.0~5.1。将生长一致的35天苗龄幼苗移入含0、1、5、20、50、200 μmol L-1（CdCl2）的营养液中进行培养，培养液每隔3 d换一次，用0.1 mol L-1NaOH 或0.1 mol L-1HCl调节pH值为5.0~5.1。试验设三次重复。处理12 d后取样，进行活性氧、抗氧化酶活性等测定。

1.3  测定方法

植株样品用磷酸缓冲液(pH 7.8)于冰浴中研磨，匀浆在15000 r/ min下离心20 min，取上清液，即为MDA和几种酶的粗提液。SOD活性、CAT活性、G-POD活性参照Shah等[3]的方法；MDA积累量参照Gallego等[1]方法测定。

O2‾·产生速率参照王爱国和罗广华方法测定[12]；H2O2 含量采用林植芳等方法测定[13]。
1.4  数据分析

所有生理生化指标测定重复3次，实验结果为3次实验的平均值±标准差，突变体与野生型之间差异显著性分析由SPSS统计软件完成，在图中表示为“*”和“**”分别代表有显著性差异(p < 0.05) 和极显著性差异( p < 0.01)。

2  结果与分析

2.1  CdSTH1突变体叶片O2‾·产生速率和H2O2的累积
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图2  Cd胁迫下CdSTH1水稻突变体和野生型叶片中MDA含量
Fig. 2  The MDA content in leaves of CdSTH1 mutant and wild type rice seedlings under Cd treatment
O2‾·是O2接受一个电子后形成的活性氧产物，可自发地或在SOD的作用下歧化为H2O2和O2。从图1可知，O2‾·的产生速率随处理Cd浓度的提高不断提高。在1、5、20、50和200 μmol L-1 Cd胁迫12d后，CdSTH1叶片中O2‾·产生速率分别增加了27.4、64.9、123.8、173.5和184.6 %。在5、20和50 μmol L-1Cd胁迫12 d后，CdSTH1叶片内O2‾·产生速率都显著高于野生型，而在200 μmol·L-1Cd胁迫下两者叶片内O2‾·产生速率差异不显著。统计分析表明，O2‾·的产生速率与Cd胁迫浓度呈显著的正相关(rCdSTH1= 0.875，rWT=0.776)。
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图1  Cd胁迫对CdSTH1水稻突变体和野生型(WT) O2‾·
产生速率和H2O2含量的影响
Fig. 1  Effects of Cd on O2‾· formation and H2O2 levels in leaves of 
CdSTH1 mutant and wild type rice seedlings
过氧化物酶体的光呼吸以及脂酸的(-氧化都能产生大量的H2O2，O2‾·或HO2·.的歧化也可产生H2O2。从图1可知，H2O2的含量变化与O2‾·的变化大体一致，也随Cd浓度的上升不断提高。在5、20和50 μmol L-1 Cd胁迫下，CdSTH1叶片中H2O2的积累量明显高于野生型，分别比野生型高15.7、17.2、15.2 %。CdSTH1和野生型叶片的H2O2含量分别与Cd胁迫浓度呈显著的正相关(rCdSTH1=0.843，rWT=0.740)。

2.2  CdSTH1突变体叶片MDA含量

植物在逆境条件下，能启动抗氧化系统来减少ROS对自身的伤害，但是这种启动能力是有限的。胁迫严重情况下，O2‾·在溶液中部分以HO2. 存在，且体内累积的O2‾·和H2O2可以直接发生Haber-Weiss反应，或者在Fe2+、Cu2+ 等的作用下发生Feton型Haber-Weiss反应生成氧化性更强的·OH，而·OH、HO2·在细胞膜脂质的过氧化过程中起氧化作用。MDA的含量如图2。MDA含量的增加与Cd胁迫浓度之间有明显的剂量效应关系，MDA含量与Cd胁迫浓度呈极显著正相关(rCdSTH1=0.931，rWT =0.881)。同一Cd浓度(≥5 μmol L-1)相比，CdSTH1突变体叶片中MDA明显高于野生型。可见，在Cd胁迫下CdSTH1叶片中膜脂过氧化程度更深。
2.3  CdSTH1突变体叶片SOD的活性
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图3  Cd胁迫对CdSTH1水稻突变体和野生型叶片SOD活性的影响
Fig. 3  SOD activities in leaves of CdSTH1 mutant and wild type rice seedlings with Cd treatment for 12 days
SOD广泛分布于细胞各组成部分，催化O2‾·或HO2·歧化为H2O2，一定程度上控制着AOS的含量，但其活性又受ROS的影响。图3表明，CdSTH1叶片的SOD活性首先随Cd胁迫浓度的提高而上升，在20 μmol L-1Cd下达到最高，其后随着胁迫浓度的提高，SOD活性开始下降，而野生型叶片SOD只是很高浓度胁迫下才下降。在较低Cd浓度胁迫下，CdSTH1叶片SOD活性高于野生型，其中在5、20 μmol L-1Cd下CdSTH1叶片的SOD活性分别比野生型高23.1、11.1%，达到显著水平。但大于20 μmol L-1Cd胁迫，CdSTH1叶片的SOD活性明显低于野生型。
2.4  CdSTH1突变体叶片的CAT和G-POD活性

表1  橡胶林生物量回归模型
Table 1  Effect of Cd treatment on ratios of SOD/G-POD 
     and SOD/ CAT of CdSTH1 mutant and wild type rice
	Cd/(μmol L-1)
	SOD/G-POD
	
	SOD/CAT

	
	WT
	CdSH1
	WT
	CdSH1

	0
	1
	1
	1
	1

	1
	1.02
	1.03
	1.06
	1.09

	5
	1.05
	1.12
	1.27
	1.63

	20
	1.03
	1.20
	1.46
	2.09

	50
	1.11
	1.16
	1.93
	2.38

	200
	1.19
	1.15
	2.11
	2.41


CAT主要存在于过氧化物体，线粒体和与乙醛酸循环体中,可专一清除在光呼吸和脂肪酸(-氧化生成的H2O2。由图4可知，Cd胁迫后CdSTH1突变体和野生型叶片CAT酶活性明显受到抑制。在较低浓度Cd（<5 μmol L-1）下CdSTH1叶片的CAT活性下降不明显，而野生型在1 μmol L-1Cd处理下对CAT表现出微弱的促进效应。较高浓度Cd胁迫（>20 μmol L-1），CAT活性明显低于对照，且CdSTH1叶片CAT活性显著低于野生型。叶片的CAT活性与Cd胁迫浓度呈极显著的负相关(rCdSTH1=-0.952，rWT= -0.875)。

G-POD定位于胞质、液泡、细胞壁和胞外空间，以愈创木酚作为受体，清除各种生物和非生物胁迫过氧化产生的H2O2。图4显示，在Cd胁迫下，G-POD活性与SOD活性的变化趋势相似，突变体和野生型叶片G-POD 活性随镉胁迫浓度先上升后下降趋势。但在任一浓度下CdSTH1突变体和野生型之间无明显差异。
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表4  Cd胁迫对CdSTH1水稻突变体和野生型叶片

     SOD/G-POD和SOD/CAT活性比值的影响
Fig. 4  CAT (A) and G-POD (B) activities in leaves of CdSTH1 mutant 
  and wild type rice seedlings with Cd treatment for 12 days
2.5  CdSTH1水稻突变体叶片的SOD/G-POD、SOD/CAT
SOD/CAT或SOD/G-POD的正常酶活性比不平衡可诱导ROS的增加，导致植物的氧化损伤[14]。设对照SOD/G-POD、SOD/CAT为1，从表1可知，镉胁迫下，CdSTH1突变体叶片SOD/G-POD、SOD/CAT与对照比较明显增加，特别是SOD/CAT。对于野生型来说，SOD/G-POD、SOD/CAT比值分别在Cd处理浓度高于50、5 μmol L-1时才明显升高。

3  讨论

在正常情况下，植物体内活性氧的产生与清除处于平衡状态，不会导致植物细胞受到伤害。许多研究表明Cd能够导致植物体内O2‾·、H2O2、.OH和1O2的产生[1-3]。本研究结果显示较高浓度Cd（>5 μmol L-1）胁迫都能导致野生型和CdSTH1突变体水稻体内O2‾·和H2O2累积。O2‾·和H2O2可以反应生成羟自由基(·OH)，它能转化脂肪酸为有毒的过氧化物，破坏生物膜，造成MDA累积，其积累随胁迫浓度的增加而升高，且CdSTH1突变体叶片MDA积累量极显著地高于野生型，说明在Cd毒害植物的过程中，过多的自由基引起的膜脂过氧化充当了重要角色，这一结果与Wu等对4个小麦基因型的研究中发现3个耐受基因型比相对敏感的基因型更少积累MDA相一致[15]。MDA可以与膜上的蛋白质、酶等结合，引起蛋白质分子内和分子间的交联，最终可以导致膜完整性的破坏和选择透性的丧失，同时它还可以与核酸反应修饰其特性，从而抑制蛋白质的合成。目前普遍认为环境胁迫所引起的自由基累积与膜伤害关系密切。本实验结果表明Cd胁迫引起的膜伤害可能包含着一种活性氧自由基的伤害机制。

关于Cd胁迫导致植物体内ROS 含量的增加，目前说法不一[6-7, 14, 16-17]。本实验表明，低浓度胁迫下SOD活性和O2‾·含量同时上升(图1、3)，故O2‾·的增加可能不是SOD活性下降所致。

近年来，许多研究者认为，活性氧可以作为第二信使,启动细胞的防御反应,SOD是保卫植物细胞免受自由基伤害的第一道防线[6]。研究结果显示，随Cd胁迫浓度的增加, O2‾·产生速率增加，同时SOD活性增加，且在较低Cd处理浓度下CdSTH1突变体SOD提高的比野生型多，SOD活性的增加是酶蛋白的从头合成过程[3]。对于CdSTH1突变体，随着胁迫加重，SOD活性随着Cd胁迫浓度的增加呈现先增加后下降的趋势，这意味着在Cd2+ 胁迫下CdSTH1突变体叶片SOD的抗氧化胁迫能力是有限的。这与Sandalio等的结果相一致[16]。邵国胜等也报道粳稻两个基因型在Cd胁迫下生长受抑制较严重的基因型（秀水63）叶片中SOD活性比耐性基因型（丙97252）受抑制程度更加显著[18]。SOD活性的下降可能是由于在高浓度的Cd胁迫下，影响了植株对Cu、Zn、Fe和Mn的吸收，从而影响到含有这些金属的SOD同工酶的合成，抑制了SOD活性[2]，另一方面，在高浓度Cd胁迫下，大量的活性氧产生，而活性氧清除系统来不及清除，过剩的活性氧会攻击酶，造成活性下降[17]。
CAT不仅是植物中清除H2O2的关键酶，而且是植物耐受胁迫所必需的保护酶[3]。本研究表明Cd胁迫导致水稻叶片CAT活性的下降，CdSTH1突变体叶片CAT活性明显低于野生型。然而Cd并不是直接影响到CAT活性，免疫印迹分析CAT抗体显示，在大豆植物中CAT活性的降低是因为CAT蛋白含量的降低。Shah等报道水稻在Cd胁迫下CAT活性显著下降，认为Cd引起的CAT活性下降可能与酶合成的抑制或酶亚单位组装上的改变有关，并且H2O2过多累积可能抑制了CAT的活性[3]。虽然我们现在还不是很清楚CdSTH1突变体叶片CAT活性极显著低于野生型的原因，但这可能就是其表型上对Cd更加敏感的生理原因之一。
在植物体内，G-POD也有降解H2O2的能力，在重金属毒害下它被作为一个潜在的生物标记[15]。Shah等也报道了水稻两个基因型随Cd胁迫浓度增加而G-POD活性增强，并且认为G-POD能作为Cd敏感水稻基因型的生物学指标[3]。本研究表明，随Cd胁迫浓度增加，CdSTH1突变体和野生型叶中的G-POD显著提高，且在较低Cd浓度下CdSTH1突变体叶中的G-POD提高的较多。这可能是低浓度下CdSTH1突变体SOD的过量表达歧化O2˙   －为H2O2和O2，并且CAT活性的下降，引起体内H2O2累积的结果。
植物细胞内的SOD、POD、CAT等抗氧化酶可以在一定程度上抵御各种环境因子造成的氧化胁迫，SOD/CAT或SOD/POD比值的增加能导致植物体的氧化胁迫[19]。本研究表明，在1 μmolL-1Cd时, CdSTH1突变体叶中SOD/CAT的活性比值随胁迫浓度的增加与对照无显著差异(P >0.05)。这表明1 μmolL-1Cd胁迫下，叶片没有受到明显的氧化胁迫。CdSTH1突变体植株在高于5 μmolL-1Cd胁迫，虽然也存在SOD活性显著升高(P < 0.05)，但SOD/CAT也升高，可能导致·OH的形成，致使氧化胁迫程度更加严重。尽管在高于20 μmolL-1Cd处理时SOD/POD比值下降，但G-POD不能满足严重氧化胁迫的需求。

植物重金属伤害及抗性机理十分复杂，其耐性性状可能是由多个基因控制的。前人认为抗氧化酶活性的维持和提高及生物膜的稳定性是作物耐受镉胁迫的物质基础之一[14, 20]。本研究仅从活性氧代谢方面的差异分析了镉敏感突变体对镉敏感的原因，但其深入的毒害机制还需从细胞、分子水平上作进一步研究。
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Effects of cadmium stress on reactive oxygen species metabolism and antioxidant enzyme activities in Cd-sensitive mutant rice seedlings

He Junyu1, Ren Yanfang1, Zhu Cheng2, Jiang Dean2
1. College of Agriculture, Guizhou University, Guiyang 550025, China; 2. College of Life Science, Zhejiang University, Hangzhou 310035, China

Abstract: Cadmium (Cd) is one of the most common environmental poisonous heavy metal elements, which not only affects adversely the plant growth and development, but also causes harmful effects on human health by food chains at high concentration. It is important to study the mechanism for resistance to Cd damage in plant. The reactive oxygen species metabolism and antioxidant enzyme system in the leaves of Cd-sensitive mutant and wild type rice (Oryza sativa L. subsp. Japonica, cv. Zhonghua 11) were studied with a hydroponic experiment under different Cd concentrations. The results showed that the addition of Cd in the nutrient solution increased the contents of superoxide dismutase (O2‾·), H2O2 and malondialdehyde (MDA), which would be more pronounced in the mutant than those of wild type. The activities of SOD were firstly increased, then decreased with the increased concentration of Cd, while the activities of catalase (CAT) were decreased. The activities of SOD and CAT in the mutant were significantly lower than those in the wild type under relative higher Cd treatment (>5 μmol L-1). Our results indicated that Cd caused more accumulation of reactive oxygen species and oxidative stress and more level of lipid peroxidation in the mutant at higher Cd concentrations, which might be a physiological explanation for sensitiveity to Cd.
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基金项目：国家重点基础研究发展规划（973）项目（2002CB410804）；贵州省自然科学基金（20072058）；贵州大学人才基金（X060036）
作者简介：何俊瑜(1975－), 男, 副教授, 博士, 主要从事环境生理生态及土壤污染防治方面的研究。E-mail: junyuhe0303@126.com
收稿日期：2007-11-25(

_1275487920.bin

_1275488458.bin

_1275488533.bin

_1275487885.bin

