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摘要：以大麦（Hordeum vulgare L.）为材料，研究SO2水合物NaHSO3-Na2SO3混合液（1∶3，mmol · L-1: mmol · L-1）对大麦幼苗的氧化损伤效应。结果表明，大麦幼苗的生长受SO2水合物浓度和作用时间的影响，低浓度促进幼苗生长，高浓度抑制生长，抑制效应随作用时间的延长而增强；在胁迫6 d后，大麦叶组织中的超氧化物歧化酶（SOD）和谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）活性增高，还原型谷胱甘肽（GSH）含量上升。加入外源抗氧化剂抗坏血酸（AsA）后，SO2水合物对大麦幼苗生长的抑制效应得到缓解，膜脂过氧化产物丙二醛（MDA）含量降低。研究结果表明：SO2水合物处理能引起大麦幼苗氧化胁迫，诱导抗氧化酶表达增强、活性氧清除能力提高，但活性氧的增加又会引起细胞氧化损伤，SO2对植物的伤害与其对细胞的氧化损伤有关。
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硫是植物必需的元素，低浓度二氧化硫（SO2）能促进植物生长，特别是土壤中含硫不足时。但是，环境中高浓度的SO2能引起植物可见伤害，诱发叶面退绿或坏死斑，抑制光合作用，影响植物的生长发育[1,2]。研究表明，SO2进入植物体后在细胞内首先转化为HSO3-和SO32-，之后SO32-被氧化成SO42-，在此氧化过程中产生活性氧，如·OH，O2-·和H2O2等[3]。生理条件下，植物体内具有一定的保护系统，如酶系统的超氧化物岐化酶（SOD）、过氧化物酶（POD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）和过氧化氢酶（CAT），非酶系统的谷胱甘肽（GSH）、抗坏血酸（AsA）等，它们协同作用使细胞内的活性氧自由基维持在一定水平，维持细胞正常的结构和功能[4]。逆境胁迫时，细胞的抗氧化系统会发生适应性改变，以提高对活性氧的防护作用；但若胞内产生了过多的活性氧自由基，就会对细胞产生一系列毒害作用。多数学者认为，SO2对植物的伤害与活性氧有关，但到目前为止，有关SO2伤害机理缺乏直接的实验证据。
本文根据SO2进入生物体后以它的水合物NaHSO3-Na2SO3(1:3，mmol· L-1：mmol· L-1)的形式对生物体产生作用的事实[5]，研究其对敏感植物大麦幼苗的氧化胁迫效应，为SO2毒性机理提供实验依据。
1  材料与方法

1.1  材料  
大麦(Hordeum vulgare L.)为“晋科571”。

1.2  实验方法 

1.2.1  幼苗培养
  种子用10%的NaClO浸泡0.5 h，蒸馏水冲洗，浸种3 h后用湿纱布包裹，25 ℃暗培养。待种子露白后，采用滤纸法发芽，水培24 h后用于实验。

1.2.2  药物处理
  取生长均匀一致的幼苗随机分组。SO2处理组采用NaHSO3-Na2SO3混合液（1:3，mmol· L-1∶mmol· L-1）培养，浓度分别为0.1、0.5、2.5和10.0 mmol· L-1（以Na2SO3浓度计）。对照组用蒸馏水培养。抗坏血酸（AsA）缓解组选水培5 d的幼苗，用10 mg· L-1 AsA预处理2.5 h后，10 mmol· L-1的NaHSO3-Na2SO3混合液处理12 h，设同期的AsA、SO2水合物及水对照组。12 h换1次新处理液，每处理设3个重复组。处理结束后测量每组20株幼苗的株高、根长及叶片MDA含量。
1.2.3  酶活性、GSH、MDA及蛋白质含量的测定
处理6 d后取幼叶提取酶液。SOD活性测定采用NBT光还原法[6]268-270；CAT活力测定采用紫外吸收法[7]；GSH-Px活性测定参照Flohé和Günzler的方法[8]；GSH含量测定参照E11man的方法[9]；丙二醛（MDA）含量测定采用硫代巴比妥酸（TAB）显色法[6]。蛋白质含量的测定采用考马斯亮蓝G-250染色法[6]159-160，用牛血清白蛋白做标准曲线。
1.3  数据处理
  计算每个处理3个重复组的平均值和标准误，方差分析后采用Duncan法进行处理组与对照组之间的比较，差异显著性表示：*为P<0.05；**为P<0.01。

2  结果与分析
2.1  SO2水合物对大麦幼苗生长的影响

SO2水合物对大麦幼苗生长发育的影响依赖于浓度和处理时间（图1）。处理6 d后，0.1 mmol· L-1组幼根最长，浓度大于0.5 mmol·L-1的组根和芽生长抑制；随处理时间延长，处理和对照组间的生长差异增大，不同浓度SO2处理均表现对根生长的抑制，但0.1 mmol· L-1和0.5 mmol· L-1处理能促进芽的生长。对根和芽生长效应的差异可能是因为根部直接暴露于处理液中，而根部吸收的亚硫酸根往上部转移的量较少引起的。处理6 d后对照组芽最长，说明SO2水合物对芽的萌生具有抑制作用；但硫是植物必须元素，低浓度硫能促进芽的生长，所以8 d后0.1 mmol· L-1和0.5 mmol· L-1组的株高超过了对照组。
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图1  SO2水合物对大麦幼苗根长和芽长的影响
Fig.1  Effect of sulfur dioxide hydrates on the length 
of roots and shoots of barley seedlings
2.2  SO2水合物对叶片抗氧化酶活性及GSH含量的影响

经0.1～10 mmol· L-1的SO2水合物处理后，大麦幼叶SOD活性增高。但CAT活性仅在0.1 mmol· L-1组升高，其余处理组降低，2.5 mmol· L-1和10.0 mmol· L-1组降低尤为显著（图2）。研究表明，逆境胁迫时植物细胞内的活性氧自由基大量产生并积累，会导致SOD、POD和CAT等结构的破坏，活性降低[10]，本文中高浓度组SOD、CAT活性降低的结果与此相一致。
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图2  SO2水合物对大麦幼苗叶片抗氧化酶活性及GSH含量的影响
Fig.2  Effect of sulfur dioxide hydrates on antioxidant enzymes activities and GSH content in barley seedling leaves

细胞内CAT、GSH-Px、抗坏血酸过氧化物酶（APX）等均具有清除H2O2的作用[4]，CAT活性的降低与H2O2在体内的积累直接相关[11]。SO2胁迫时，SOD的过量表达可加速O2-·的歧化，使细胞内积累大量的H2O2；此时，若CAT活性较高，可及时清除H2O2，若CAT活性较低，积累的H2O2可与剩余的O2-·反应产生活性更强的·OH，导致植物的氧化损伤[3]。SO2处理后叶片CAT活性改变与大麦幼苗的生长趋势相同，根长与CAT活性显著相关（r=0.9790），说明胁迫引起的H2O2积累可能与植株生长抑制有关。
GSH是胞内主要的小分子抗氧化剂，其巯基参与氧化还原反应，能加速自由基的清除，同时保护蛋白硫醇基团不被氧化、功能稳定。本文中各SO2处理组的GSH含量增加了34%～46%（图2），使胁迫组细胞对活性氧的清除能力显著增强，胞内活性氧的积累减少，从而提高了植物对逆境的耐受性[12]。
GSH-Px以GSH为底物，还原H2O2和烷烃氢过氧化物,减少胞内H2O2和脂质过氧化产物含量，以保护机体免受损害[11]。经SO2水合物处理后，浓度0.1 mmol· L-1以上的各组GSH-Px活性均高于对照，10 mmol· L-1组显著增高，表明SO2胁迫后GSH-Px活性能够诱导性增高，细胞可通过增强GSH-Px系统的功能提高对氧自由基的消除能力，从而增强大麦幼苗对SO2胁迫的适应性。
2.3  外源AsA对SO2水合物处理组大麦幼苗生长和MDA含量的影响

AsA作为一种非酶促小分子抗氧化剂，在防御细胞氧化损伤中具有重要作用。它主要通过APX的催化作用与H2O2反应，将H2O2还原为H2O，降低植物细胞的H2O2含量[3]，还能与GSH、抗氧化酶一起清除O2-·、单线态氧和·OH[13]，减轻细胞的氧化胁迫。本研究中，外源AsA预处理2.5 h后，缓解了SO2水合物处理对大麦植株的生长抑制，降低了叶细胞中MDA的含量（图3），说明AsA能提高植物细胞活性氧清除能力，防止SO2胁迫对膜脂的过氧化及生理毒性。
3  讨论
硫是植物的必需元素，植物主要是通过根系从土壤中吸收硫，部分可来自空气中的SO2。SO2进入细胞后转化为H+、HSO-3和HSO2-3，直接导致细胞pH值的降低，影响酶催化活性，从而干扰细胞的代谢过程；随后HSO-3和HSO2-3被氧化为SO2-4，该反应主要是在光照下由叶绿体产生的O2-·启动的，在此氧化过程中产生大量的活性氧（ROS）[3]。植物在受到逆境胁迫时，能通过细胞内的酶促和非酶促抗氧化系统来消除ROS，维持细胞的正常生理活动。酶促抗氧化体系主要通过SOD、CAT、GSH-Px等多种抗氧化酶，从不同角度、不同环节清除ROS。其中，SOD将O2-·歧化为H2O2，防止O2-·对机体产生直接和间接的损伤作用；CAT，APX，GSH-Px可催化H2O2转变为H2O和O2，阻止H2O2转变为·OH；GSH-Px还能还原烷烃氢过氧化物[11]。
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图3  外源AsA对SO2处理组大麦幼苗生长和叶片MDA含量的影响
Fig.3  Effect of exogenous AsA on seedlings growth and MDA 
content in leaves of barley incubated in SO2 hydrates
A: 蒸馏水; B: 10 mg· L-1 AsA; C: 10 mmol· L-1 NaHSO3-Na2SO3; 
D: 10 mg· L-1 AsA+10 mmol· L-1 NaHSO3-Na2SO3
研究表明，较低浓度的SO2对拟南芥SOD和CAT活性没有影响，但APX的活性和mRNA量增加[14]，较高浓度SO2暴露能引起地衣SOD、POD活性改变[15]。本研究中，SO2水合物处理后大麦叶片SOD、GSH-Px活性诱导性增高，GSH含量上升，说明SO2处理能引起植物细胞的氧化胁迫，并通过某种途径（如H2O2信号途径）诱导某些基因的表达，以增强植物的逆境适应性。加入外源抗氧化剂后能同时缓解SO2对细胞膜脂的氧化损伤效应和生长抑制，进一步证明SO2对大麦幼苗的生长抑制与其氧化损伤效应有关。大麦根长、SOD活性等生理指标对环境SO2较为敏感，根长呈剂量依赖性缩短，SOD活性在一定浓度范围内呈剂量依赖性增高，有望作为环境SO2污染的监测指标。
SO2胁迫导致胞内ROS增加，ROS可能诱导相关基因表达，增强细胞的抗逆能力，提高植株的适应性；同时，ROS可直接攻击DNA分子中的碱基和核糖，导致共价键断裂[16]；ROS还能引起蛋白质氧化损伤，使DNA修复相关的酶结构和功能异常，DNA损伤不能及时修复，从而导致姊妹染色单体交换率、染色体断裂率增大[2]。姊妹染色单体交换发生在两条DNA分子链间，可能具有位置效应，能改变相邻基因的表达方式；而染色体断裂可能引起必须基因的缺失或突变，会诱发细胞异常或死亡,从而减少有丝分裂的细胞数目，影响植株的生长。最近我们发现，SO2暴露能诱发拟南芥叶细胞中与逆境适应相关的基因表达增强，抗氧化酶SOD、POD和CAT的活性与同工酶谱带改变[17]，从转录和转译水平证实了SO2对植物的氧化胁迫效应。
4  结论

SO2水合物处理诱使叶细胞中多种抗氧化酶活性增高、GSH含量增加，说明SO2能引起植物细胞氧化胁迫，细胞的氧化损伤可能是其抑制植株生长的原因。加入外源抗氧化剂AsA后，能缓解SO2对大麦幼苗生长的抑制作用，降低膜脂过氧化产物MDA水平，表明SO2对植物的生长抑制与其对细胞的氧化胁迫有关，减轻氧化胁迫可以提高植物对SO2的耐受性。
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Oxidative damage induced by sulfur dioxide in barley seedlings

Yi Huilan , Li Xiujuan , Liu Jing

School of Life Science and Technology, Shanxi University, Taiyuan 030006, China

Abstract: Effects of sulfur dioxide (SO2) hydrates on seedling growth and antioxidant enzymes activities were investigated in barley (Hordeum vulgare L.). A mixture of sodium bisulphite and sodium sulfite (1:3, mmol· L-1: mmol· L-1, pH 7.0), at various concentrations from 0.10 to 10 mmol· L-1, was used for the treatments. The results showed that seedling growth was dependent on treatment concentrations and duration. The inhibition of root and shoot growth occurred in concentration- and period- dependent manners after seedlings exposed to the hydrates at concentrations of 2.5 to 10.0 mmol· L-1, while the inhibition on root growth is stronger than that on shoot. However, the shoot growth was accelerated after exposure to the hydrates at concentrations of 0.1 to 0.5 mmol· L-1. SOD activity increased and showed significant increase in barley exposed to the hydrates at concentrations of 0.1 mmol· L-1 or 2.5 mmol· L-1 for 6 d, while CAT activity increased in 0.1 mmol· L-1 treatment group but decreased significantly in 2.5 mmol· L-1 and 10 mmol· L-1 SO2 treated groups, GSH-Px activity and GSH content increased in all SO2 treated groups. The pretreatment with exogenous ascorbic acid can alleviate oxidative damage caused by the hydrates, leading to decreases in both malonic aldehyde (MDA) content and seedling growth inhibition in barley. Present results indicate that exposure to higher concentration of sulfur dioxide can cause seedling growth inhibition and oxidative stress. The inhibition of seedling growth is associated with oxidative damage induced by SO2 stress.  
Key words: sulfur dioxide; Hordeum vulgare; oxidative stress
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