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镉胁迫对小白菜(Brassica campestris L.)抗氧化机理的影响
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摘要：采用水培的方法，研究了不同Cd2+水平（0、1、2.5、5、10、15 mg·L-1）对小白菜（Brassica campestris L.）抗氧化酶（SOD、POD、CAT）活性、非酶物质（SH、GSH、PCs）含量以及生长的影响。结果表明，小白菜叶片和根系SOD活性随Cd处理质量浓度的增加呈降低的变化趋势，POD、CAT活性以及MDA含量随Cd处理质量浓度的增加而增加。小白菜的生物量、根长、株高、叶绿素质量分数随Cd处理质量浓度的增加显著降低（P<0.05），表明Cd抑制了小白菜的生长，破坏了叶绿素的合成。小白菜地上、地下部镉质量分数均随Cd处理质量浓度的增加而显著增加（P<0.05）。当Cd处理质量浓度为15 mg·L-1，小白菜地上、地下部镉质量分数分别达到637.5、1663.0 mg·kg-1，表明小白菜对Cd有良好的富集效果。小白菜根系与叶片中SH、GSH和PCs含量均随Cd处理质量浓度增加而增加的变化趋势，表明SH、GSH和PCs在解毒小白菜Cd毒害中起着重要作用。
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随着矿产资源大量开发利用，各种化学产品、农药、化肥的广泛使用以及城市污泥、污水的农用，土壤镉(Cd)污染日趋严重[1]。20世纪90年代中期我国Cd污染农田达1.4万hm2 [2]，且有上升趋势。在广西2002—2003年部分食品镉含量监测及分析中，27份蔬菜(不合格率24.3%，最大超标倍8.4倍)镉含量超过国家标准[3]。Cd污染不仅影响蔬菜的产量和质量，同时还可以通过食物链进一步危害人类健康[4]。前人研究表明，小白菜(Brassica campestris L.)对镉具有一定的积累作用，是一种具有潜在功能的修复土壤Cd污染的植物[5]。目前对小白菜与Cd相关性的研究主要集中在基因型差异和吸收收机制上，对小白菜如何解毒Cd毒害的研究主要集中在抗氧化酶系统上，如SOD、APX、POD、CAT等是如何消除Cd胁迫的[2,3]，而对非酶系统（SH、GSH、PCs）的研究相对较少[5]。因此，本文通过不同Cd水平处理小白菜，研究镉吸收对小白菜抗氧化酶以及非酶物质的影响，探讨Cd对植物产生的氧化胁迫特征，以及抗氧化酶与非酶物质在解毒Cd毒害中的作用，旨在从理论基础上丰富植物对Cd的富集和解毒机理，同时为发展绿色食品和无公害蔬菜提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  材料

    供试植物为四月慢小白菜（Brassica campestris L.），由广西桂林金利达种子责任有限公司提供。
1.2  试验处理

小白菜种子经消毒后于营养土中育苗，去离子水保持营养土湿润。30 d后，选取长势良好、大小一致的幼苗（4片真叶）移入Hoagland营养液中培养。添加Cd前于营养液中预培养14 d，待生长良好、未出现任何不良症状后，添加Cd继续培养14 d，Cd添加水平为0、1、2.5、5、10、15 mg·L-1（以CdCl2•2.5H2O加入，单Cd2+计算，设Cd添加质量浓度为0的处理为对照）。每盆3株，重复3次。每3 d更换1次营养液，并保持连续通气。整个试验在温室中完成。
1.3  测定方法

1.3.1  酶液的提取与活性测定

称取小白菜根系、叶片0.100 g，加入0.1 mmol·L-1的磷酸缓冲液8 mL（pH=7.0，内含0.1 µmol·L-1的EDTA，w=1%的PVP）和少量石英砂用玻璃研钵研磨成匀浆，在4 ℃ 10 000 g下离心15 min，上清液为粗酶液[6]，用于超氧物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、过氧化物酶(POD)活性的测定。具体过程参照李合生[7]所介绍的方法。
1.3.2  巯基及MDA含量的测定

酸溶性SH 的提取和其含量的测定参照文献[8-10]。取植物样0.02 g，加入2 mL w=5%磺基水杨酸( 6.3 mmol·L-1 DTPA, pH<1) 研磨，匀浆液在10 000 g下离心10 min，所得上清液用于非蛋白SH的测定。取上清液300 µL，加入0.5 mol·L- 1 K2HPO4 630 µL、10 mmol·L-1 DTNB 25 µL ( 0.143 mmol·L-1 K2HPO4，6.3 mmol·L-1 DTPA, pH7.5)，以加0.143 mmol·L-1 K2HPO4为空白，于30 ℃保温反应2 min，测定412 nm 波长下的吸光度值。按上步骤作GSH标准曲线，根据标准曲线计算样品的酸溶性SH总量。还原型谷胱甘肽(GSH) 含量的测定参照文献[11]。植物螯合肽的含量( PCs) 为酸溶性SH含量与GSH含量的差值。

丙二醛(MDA)含量参照李合生[7]的方法测定。以上酶与巯基的提取与测定均在0~4 ℃条件下完成，每处理至少3次平行。
1.3.3  Cd含量测定

称取0.250 g烘干且磨碎的小白菜于l00 mL三角瓶中，加入10 mL HNO3-HClO4(5:1, v/v)，200～220 ℃消煮至澄清[12]，用去离子水定容后采用原子吸收分光光度计（AAS，HITACHI-Z5000）测定，同时用标准样（西红柿叶，ESP-1，中国环境监测总站）进行质量控制。

以上测定至少3次平行，所有数据用Excel和SPSS11.5软件处理。
2  结果与分析

2.1  Cd对小白菜生物量及Cd质量分数的影响
从表1可以看出，小白菜的生物量、根长、株高随Cd处理质量浓度的增加显著降低(P<0.05)，而小白菜地上、地下部镉质量分数显著增加(P<0.05)，15 mg·L-1处理下地上、地下部镉质量分数分别达到637.5、1663.0 mg·kg-1。表明Cd不利于小白菜的生长，但小白菜对Cd表现出良好的富集效果。
2.2  Cd对小白菜叶绿素质量分数的影响

表1  Cd2+对小白菜生长及Cd质量分数的影响*
Table 1  Effects of Cd2+ on the biomass and Cd contents in Brassica chinensis
	ρ（Cd2+）/(mg•L-1)
	w(Cd) (mg·kg-1)
	湿质量/(g·株-1)
	干质量/(g·株-1)
	根长/cm
	株高/cm

	
	地上部
	根系
	
	
	
	

	0
	0.16±0.02 f
	0.29±0.03 f
	2.02±0.03 a
	0.13±0.01 a
	17.50±0.5 a
	10.45±0.08 a

	1
	85.7±5.6 e
	170.6±15.7 e
	0.81±0.04 b
	0.06±0.00 b
	10.82±0.9 b
	8.81±0.07 b

	2.5
	235.7±19.7 d
	480.4±18.3 d
	0.59±0.14 b
	0.04±0.01 bc
	8.85±1.1 bc
	7.92±0.20 c

	5
	349.3±27.4 c
	685.0± 26.7 c
	0.32±0.16 c
	0.03±0.01 c
	8.46±0.4 bc
	7.48±0.18 c

	10
	471.5±15.2 b
	1098.3±105.9 b
	0.28±0.11 c
	0.03±0.00 c
	7.49±0.8 c
	3.37±0.15 d

	15
	637.5±45.7 a
	1663.0±114.1 a
	0.14±0.09 c
	0.02±0.01 c
	5.92±1.5 d
	2.41±0.41 e


*同列的不同字母表示在0.05水平的差异显著，下同
表2  Cd对小白菜叶绿素质量分数的影响（以鲜质量计）
Table 2  Effects of Cd2+ on the chlorophyll contents in
Brassica chinensis leaves                 mg·kg-1
	ρ（Cd2+）
/(mg•L-1)
	w(叶绿素a)
	w(叶绿素b)
	w(叶绿素a+b)
	w(叶绿素a)
/w(叶绿素b)

	0
	144.1±4.8 a
	69.2±5.6 a
	217.5±7.1 a
	2.10±0.23 a

	1
	135.8±15.6 a
	67.4±6.0 a
	203.2±17.7 a
	2.02±0.25 a

	2.5
	120.9±14.1 ab
	56.8±7.4 ab
	177.7±21.5 ab
	2.13±0.04 a

	5
	96.2±13.7 bc
	46.7±7.5 bc
	142.9±21.2 bc
	2.07±0.04 a

	10
	89.9±24.9 c
	43.0±8.1 c
	133.0±32.9 c
	2.08±0.19 a

	15
	75.2±1.2 c
	36.6±0.1 c
	111.8±1.3 c
	2.06±0.03 a


小白菜在添加1，2.5 mg L-1处理后的第4天出现叶缘轻度褪绿现象，但无萎蔫和死亡迹象；5~15 mg·L-1处理的植株第2天便出现不同程度的萎蔫，且有黄色斑点出现，到第14天时，15 mg·L-1处理的植株死亡率高达50%。从表2中可以看出，随着Cd处理质量浓度的增加，叶绿素a、叶绿素b、叶绿素a+b均呈显著下降的变化趋势(P<0.05)。在Cd处理质量浓度为1 mg·L-1时，叶绿素a、叶绿素b、叶绿素a+b与对照间的差异不显著(P>0.05)，15 mg Cd·L-1处理时，分别比对照下降了47.8%、47.1%、48.6%，表明高质量浓度的Cd破坏了小白菜叶绿素的合成，但叶绿素a与b之间的比值无显著性差异(P>0.05)。
2.3  Cd对小白菜抗氧化酶及MDA含量的影响
小白菜叶片和根系中SOD活性随Cd处理质量浓度的增加呈降低的变化趋势，POD、CAT活性以及MDA含量随Cd处理质量浓度的增加而增加(表3)。在1 mg·L-1处理时，小白菜叶片和根系中的SOD、POD、CAT活性以及MDA含量与对照间的差异不显著(P>0.05)，表明低质量浓度Cd处理对小白菜抗氧化酶的影响不显著。15 mg·L-1处理时，SOD、POD、CAT活性以及MDA含量显著高于对照(P<0.05)，表明小白菜受到了Cd胁迫，引起了小白菜活性氧物质的升高。
2.4  Cd对小白菜巯基含量的影响

小白菜根系与叶片中SH、GSH和PCs含量均有随Cd处理质量浓度增加而增加的变化趋势。在根系中1 mg Cd·L-1处理时，SH与GSH与对照间的差异显著，而在2.5 mg·L-1处理的叶片中则表现出差异显著性(P>0.05)，表明同质量浓度下叶片所受的胁迫要轻于根系。15 mg·L-1处理时，SH、GSH含量分别比对照提高了8.5、3.7倍。PCs在Cd处理质量浓度为2.5~15 mg ·L-1处理时与对照间的差异显著。SH、GSH和PCs含量的增加，表明SH、GSH和PCs在解毒小白菜Cd毒害中起着重要作用。
表4  Cd2+对小白菜酸溶性SH的影响（以鲜质量计）
Table 4  Effects of Cd2+ on the acid soluble SH concentration in Brassica campestris L                     µmol•g-1
	ρ(Cd2+）
/(mg•L-1)
	SH含量
	
	GSH含量
	
	PCs含量

	
	根系
	叶片
	
	根系
	叶片
	
	根系
	叶片

	0
	0.42±0.07 e
	0.21±0.05 d
	
	0.52±0.04 d
	0.19±0.06 d
	
	0.07±0.03 d
	0.02±0.03 d

	1
	2.11±0.12 d
	0.36±0.06 cd
	
	1.71±0.19 c
	0.28±0.04 d
	
	0.38±0.15 cd
	0.08±0.03 cd

	2.5
	3.15±0.15 c
	0.46±0.05 bc
	
	2.50±0.31 b
	0.33±0.04 cd
	
	0.65±0.16 bc
	0.13±0.03 bc

	5
	4.14±0.20 b
	0.62±0.06 b
	
	2.89±0.12 b
	0.52±0.08 bc
	
	1.25±0.18 a
	0.10±0.04 cd

	10
	4.89±0.12 a
	0.86±0.09 a
	
	3.85±0.17 a
	0.59±0.03 ab
	
	1.04±0.26ab
	0.21±0.08 ab

	15
	3.98±0.20 b
	0.97±0.13 a
	
	2.82±0.16 b
	0.76±0.14 a
	
	1.16±0.14 a
	0.27±0.09 a


3  讨论

小白菜作为日常生活中人们主食的蔬菜之一，对土壤中的Cd具有良好的富集效果[5,13]，这与本研究的结果一致。但本研究结果表明，1 mg·L-1处理小白菜的生长受到抑制，并未表现出促进作用，这与前人的研究结果存在一定差异[13]，这可能与小白菜的品种有关。Cd不仅抑制了小白菜的生长，同时破坏了叶绿素的合成。本研究结果表明，小白菜叶绿素质量分数随着Cd处理质量浓度的增加而呈下降的趋势，这可能与Cd取代了叶片中Fe2+、Zn2+、Mg2+等元素，抑制了叶绿素前体的合成，破坏了叶绿体微结构有关[14]。但叶绿素a/b的比值之间无显著性差异(P>0.05)，这表明Cd对小白菜叶片捕光系统中色素的影响速率相似[15]。
表3  Cd2+对小白菜抗氧化酶系统及MDA含量的影响（以鲜质量计）
Table 3  Effects of Cd2+ on antioxidative enzymes activities and the content of MDA in Brassica chinensis
	Ρ(Cd2+)

/(mg•L-1)
	SOD活性/(U·g-1)
	
	POD活性/(U·g-1·min-1)
	
	CAT活性/(mg·g-1·min-1)
	
	MDA含量/(nmol·g-1)

	
	叶片
	根系
	叶片
	根系
	叶片
	根系
	叶片
	根系

	0
	274.5±15.0 a
	338.0±16.8 a
	1535.4±66.5 c
	1601.8±164.9 d
	5.1±0.8 c
	8.9±0.5 d
	5.9±0.5 d
	11.2±3.8 c

	1
	252.1±18.4 ab
	333.3±14.3 a
	2035.1±180.2 bc
	1747.9±187.7 cd
	5.9±1.0 bc
	9.2±0.3 d
	6.4±0.5 cd
	13.2±3.0 c

	2.5
	235.4±17.9 bc
	262.2±83.3 b
	2431.4±138.7 ab
	1848.0±641.3 cd
	6.3±1.0 bc
	10.2±0.9 cd
	7.2±0.5 c
	13.5±4.2 c

	5
	224.0±23.6 bc
	175.2±13.0 c
	2449.3±672.9 ab
	1960.1±126.0 c
	7.1±0.3 b
	11.5±1.4 bc
	8.2±0.4 b
	13.5±2.9 c

	10
	207.2±10.5 c
	160.6±39.1 c
	2461.0±202.5 b
	5017.6±227.7 b
	7.3±0.7 b
	12.6±0.6 b
	9.6±0.5 a
	21.9±1.2 b

	15
	153.3±22.7 d
	138.8±12.5 c
	3162.7±165.2 a
	6902.7±318.0 a
	8.5±0.3 a
	14.4±1.0 a
	10.1±0.7 a
	34.9±5.1 a


Cd胁迫不仅破坏叶绿素的合成，同时还会产生活性氧类物质(ROS)——O2−，1O2，H2O2，•OH等抑制植物的生长，植物通过抗氧化酶(CAT、SOD、POD等)与非酶物质(抗坏血酸、GSH等)消除活性氧类物质[6]。在所有抗氧化酶中，SOD在消除ROS过程中起重要作用，SOD是消除ROS的第一道屏障，将O2-1转变成为H2O2[6]。本研究发现在Cd处理下，小白菜根系与叶片中的SOD活性均随Cd处理质量浓度的增加呈下降的趋势。这与Sun等[16]的结果一致，与Hou等[17]的结果相反。SOD活性的降低可能是植物体中H2O2含量的降低造成的[18]。另外，SOD是一种富含-SH的酶，Cd与SOD酶蛋白中的-SH结合将导致催化中心或酶结构受损，使得SOD活性降低[19]。Cd胁迫下植物体中的H2O2通过POD，CAT分解便是有效途径之一。POD、CAT能有效地清除生物体内的H2O2对生物分子的氧化作用，因此，生物体内CAT的存在是其保护自身免受·OH毒害的关键。POD亦能清除植物体内的H2O2，但其作用机理有别于CAT。CAT可直接催化H2O2的分解，而POD则是通过催化H2O2与其它底物反应以消耗H2O2。本研究发现，在Cd胁迫下，小白菜根系与叶片中POD、CAT活性随着Cd处理质量浓度的增加而增加，表明POD、CAT在消除H2O2过程中起重要作用。细胞内POD、CAT活性升高一般是高浓度H2O2累积的表现，可能还与Cd胁迫因子诱导了小白菜POD和CAT酶基因的大量表达有关。另一种可能是，在Cd胁迫条件下，小白菜能合成包括有机酸在内的特殊物质，这些物质的存在有助于稳定根系POD和CAT酶基因的转录产物或者促进了酶活力提高[20]。植物在污染、低温、干旱、高盐和强辐射等逆境中都可以增强膜脂质过氧化作用的进程，增加植物体内的活性氧，打破活性氧的代谢平衡，从而启动膜脂质过氧化作用或膜脂脱脂作用，破坏膜的结构，影响膜的功能。因而MDA含量可反映膜脂过氧化作用的强弱，膜的伤害或变性程度[21]。本研究发现，小白菜根系与叶片中MDA含量随Cd处理质量浓度的增加而增加，表明Cd胁迫使得小白菜的膜受到了Cd伤害或Cd引起了膜的变性。
植物体不仅仅通过抗氧化酶系统来消除活性氧物质的危害，非酶物质在消除Cd毒害中也起重要作用。本研究结果表明，随着Cd处理质量浓度的增加，小白菜中的SH、GSH、PCs含量呈增加的变化趋势，说明Cd胁迫诱导了SH、GSH、PCs的合成，表明SH、GSH、PCs在消除Cd毒害过程中起着重要作用，这与Luís等[22]的结果一致。植物体中含有大量的-SH，且-SH可与Cd结合、限制Cd的自由态存在，从而减轻Cd对植物的毒害。GSH是由谷氨酸、半胱氨酸(Cys)和甘氨酸组成的富含-SH的三肽，其含量的提高将有利于缓解Cd的毒害，GSH在A. tetracladia中起到了良好的解毒Cd毒害的作用，且GSH含量与Cd质量浓度成直线相关[23]。同时，GSH还可通过AsA-GSH循环代谢(Halliwell-Asada途径)参与H2O2的清除，也可以直接清除活性氧自由基[24]。研究表明，PCs也是植物组织内富含-SH的多肽，PCs与Cd络合被广泛认为是植物解Cd毒的重要机制[25]。Salt等[26]发现，印度芥菜根系中的Cd绝大部分以PCs形态存在，说明PCs与Cd形成Cd-PC螯合物在解毒Cd毒害过程中起重要作用。同时，PCs能与Cd直接结合并在细胞的液泡内形成区室化以减少重金属对细胞的损害[27,28]。本研究结果表明，Cd胁迫下小白菜中PCs含量显著增加，说明小白菜已受氧化胁迫并启动了PCs合成机制，使Cd2+在小白菜细胞内形成区室化以阻止Cd2+对小白菜的进一步损伤。
4  结论
（1）小白菜对Cd有良好的富集作用，是一种很好的修复Cd污染水体与土壤的材料。
（2）1~15 mg·L-1Cd胁迫抑制了小白菜的生长，破坏了叶绿素的合成；提高了小白菜中POD、CAT酶的活性以及MDA的含量，引起了小白菜的膜脂过氧化。
（3）Cd胁迫提高了小白菜中SH、GSH和PCs含量，说明小白菜在受氧化胁迫中启动了PCs合成机制，有力的缓解了小白菜Cd毒害作用。
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Responses and resistance mechanism of Brassica
 campestris L. to cadmium stress
Liu Kehui1, Yu Fangming2, 3, Li Mingshun2,3, Zhou Zhengming2,3, Chen Bin2,3, Lan Dian2,3, Sun Shuangyu2,3
1. College of Applied Science and Technology, Guilin University of Electronic Technology, Guilin 541004, China;
2. College of Resource and Environment, Guangxi Normal University, Guilin 541004, China;
3. The Guangxi Key Laboratory of Environmental Engineering, Protection and Assessment, Guilin 541004, China
Abstract: A hydroponic experiment was carried out to study the effects of different cadmium levels (0~15 mg L-1) on various enzymatic antioxidants and non-enzymatic antioxidants in Brassica campestris L., including superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD), catalase (CAT) and malondialdehyde (MDA), glutathione(GSH), phytochelatins(PCs) and total acid soluble SH. The results showed that with the increase of Cd in the solution, the activity of SOD decreased, but the activity of POD, CAT was increased. Under the stress of Cd, the content of MDA increased too, the enhanced of MDA which indicated that Brassica campestris L., was stressed by Cd and have a lot of ROS has not be eliminated. The content of GSH, PCs, SH were increased and a large number of phytochelatins was induced by the exposure of Cd, but in roots higher than leaves, it may related to the higher Cd concentration in the roots. Under the stress of Cd, the biomass, shoot high and root high of Brassica campestris L., was significantly decreased. Under 15 mg L-1 Cd, the concentration of Cd in the shoots and roots were reached 637.5 and 1663.0 mg kg-1, respectively. These results showed that under oxidative stress caused by Cd, the phytochelatins were induced and the activities of the antioxidative enzymes were enhanced to increase the tolerance of Brassica campestris L.
Key words: Cd; Brassica campestris L.; antioxidative enzymes activities; non-enzymatic antioxidants
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