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超富集植物李氏禾对铬诱导的氧化胁迫响应
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摘要：为探讨超富集植物李氏禾(Leersia hexandra Swart)耐受和超富集重金属铬的生理机制，采用水培法，研究不同质量浓度、不同价态的铬处理及不同处理时间对李氏禾幼苗不同部位抗氧化酶（SOD、POD、CAT）活性及丙二醛（MDA）含量的影响。结果表明，随着铬胁迫时间的延长，SOD、POD、CAT三种酶活呈现逐步升高的趋势。随着铬胁迫质量浓度的增加，MDA逐渐升高，3种抗氧化酶先升后降，Cr3+质量浓度为40 mg·L-1和Cr6+质量浓度为20 mg·L-1时分别出现峰值。Cr3+质量浓度低于40 mg·L-1，Cr6+质量浓度低于20 mg·L-1时，抗氧化酶在李氏禾应答铬胁迫的反应中起重要作用，超过此质量浓度范围，抗氧化酶系统将受到损害。
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重金属污染日益严重，已倍受人们的重视[1]。重金属铬(Cr)已被中国及世界大多数国家作为实施总量控制的重要污染物之一[2]。重金属铬以多价态形式存在，铬的化合物最多的是三价和六价[3]。Cr3+是动植物必需的营养元素，是糖和脂肪代谢的必须物质，但是超过一定的限量，便对动植物有害。Cr6+则是一种毒性很大的致畸、致突变剂[4]，其毒性远大于同浓度的Cr3+ [5-6]。

生理条件下植物细胞中活性氧的产生和消除处于动态平衡中[7]。重金属对植物的毒害主要表现在导致植物体内活性氧大量积累，膜质过氧化产物大量增加，导致膜结构的破坏[8]。植物的抗氧化作用是在逆境环境中的适应性表现。植物在长期进化过程中形成抗氧化酶保护系统，在清除活性氧的过程中起重要作用[9]，从而使植物在一定成度上能忍耐，减缓或抵抗逆境胁迫[10]。超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化物酶（POD）、过氧化氢酶（CAT）等是重要的抗氧化酶。SOD清除细胞超氧阴离子，而POD、CAT则清除SOD分解产生的H2O2。大量研究证明[11-14]，抗氧化酶系统维持细胞内的活性氧代谢平衡，保护细胞膜免受重金属破坏或者减弱破坏程度。丙二醛（MDA）是膜脂过氧化物最终分解产物，其含量的高低可反映细胞膜脂过氧化的程度和植物对逆境条件反应的强弱。

李氏禾(Leersia hexandra Swart)，假稻属，多年生禾本科草本植物，具有发达的匍匐茎和地下横支根茎；有节根，可分蘖；叶片扁平或卷折，披针形。产于我国广东、广西、海南、台湾、福建地区的湿生环境中。张学洪等[15-16]首次证实李氏禾为重金属铬的超富集植物，并可用于铬污染的植物修复。

有关重金属离子胁迫下植物体内超氧阴离子自由基的积累，脂膜过氧化水平以及SOD等抗氧化酶类的应激性变化及其作用机制的研究较多[17-20]。目前尚无有关铬超富集植物酶系统受高浓度重金属离子胁迫应激性变化，特别是湿生环境的铬超富集植物受重金属铬胁迫的研究。本实验以李氏禾为材料，研究不同质量浓度、不同价态的铬处理及不同处理时间下抗氧化酶系统（SOD、POD、CAT）活性、丙二醛(MDA)含量的变化，为进一步阐明李氏禾耐受和超富集重金属铬的生理机制，较好地利用其进行铬污染的植物修复提供依据。
1  材料与方法
1.1  材料及处理
于桃花江江边，取长势一致的李氏禾幼苗用蒸馏水冲反复冲洗干净，每10株一组，置于若干含有Hoagland营养液的塑料盆中，温室（光照14 h/d，25 ℃/白天，18 ℃/夜间）条件下培养48 h后，分别用0、5、10、20、40、60 mg·L-1的Cr3+(CrCl3)溶液和Cr6+(K2Cr2O7)溶液处理。各处理组做3个平行样，每2天更换一次铬溶液，取样一次，共培养6 d。将各组植物的根、茎、叶分离，待用。

1.2  测定方法

1.2.1  酶液提取与测定

分别取0.5 g新鲜的叶、茎、根，加入预冷的0.1 mol·L-1磷酸盐（pH=7.0）和少量石英砂，研磨匀浆，4 ℃下13 000 r·min-1离心20 min，上清液即为酶提取液。SOD活性的测定采用氮蓝四唑光化还原反应法[21]；POD活性的测定采用愈创木酚法[22]；CAT活性的测定采用紫外吸收法[23]。

1.2.2  MDA含量的测定

采用硫代巴比妥酸法[24]。

1.3  数据处理

    本实验中的数据为3个平行样数据的平均值，数据统计采用t检验。

2  结果

2.1  铬胁迫对李氏禾幼苗生长状况的影响

在短时间内（1 d），铬胁迫对李氏禾幼苗植株的长势及形态的影响不明显，随着胁迫时间的延长，6 d后各处理组与对照组相比出现显著变化：Cr3+和Cr6+低质量浓度处理的植株生长状况和对照组无显著差异，Cr3+高质量浓度处理的幼苗叶尖泛黄，茎杆颜色变浅，Cr6+高质量浓度处理的幼苗叶片变黄并出现黑斑，茎秆发灰。  

2.2  铬胁迫对李氏禾幼苗SOD的影响

正常情况下，植物细胞的叶绿体和线粒体在光合作用和呼吸作用过程中会产生[image: image1.png]05



，SOD是植物体内抗氧化酶防御体系的关键酶，可将[image: image2.png]05



歧化成H2O2和O2，减轻膜脂过氧化作用。逆境条件下，植物体内[image: image3.png]05



含量一定程度的增加可诱导SOD活性的提高，保持植物清除氧自由基的生理功能，使细胞免受毒害的一种适应性反应。

图1显示，随着Cr3+质量浓度增加，李氏禾幼苗叶、茎、根3个部位SOD活性呈现逐渐上升的趋势；随着Cr6+胁迫质量浓度梯度，3个部位的SOD活性呈现先升后降的趋势，Cr6+质量浓度在0～20 mg·L-1时，3个部位的SOD活性均高于对照，在20 mg·L-1时均出现峰值，分别为对照的88.44%，76.08%，116.25%；20～60 mg·L-1时，SOD活性急剧下降，60 mg·L-1时分别比对照下降了5.42%，4.94%，6.42%。

同时可以看出，李氏禾幼苗叶、茎、根部的SOD活性不同：茎>叶>根。铬胁迫后3个部位的SOD活性变化幅度不同，Cr3+、Cr6+胁迫使叶、茎、根部SOD活性变化幅度分别为对照的77.64%、88.44%，72.89%、76.08%，113.40%、116.25%。表明3个部位SOD活性对Cr6+较为敏感，且敏感程度为根最强，叶、茎次之。

2.3  铬胁迫对李氏禾幼苗POD的影响
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图1  铬胁迫对李氏禾幼苗不同部位SOD活性的影响

Fig.1  Effects of chromium on the activition of SOD in different 
segments of Leersia hexandra Swart seedlings

POD是一种含Fe的金属蛋白质，是植物体内常见的氧化还原酶，能催化H2O2氧化酶类反应，逆境条件下，POD活性下降导致H2O2积累，活性提高可清除H2O2。

图2显示，随着铬胁迫质量浓度的升高，李氏禾幼苗叶、茎、根3个部位的POD活性呈现先升后降的趋势，Cr3+质量浓度在0～40 mg·L-1时，3部位POD活性均高于对照；在40 mg·L-1时均出现峰值，分别为对照的107.04%，154.73%，70.76%；40～60 mg·L-1时POD活性急剧下降，但仍均高于对照。Cr6+质量浓度在0～20 mg·L-1时，3个部位的POD活性均高于对照，在20 mg·L-1时均出现峰值，分别为对照的111.33%，189.33%，103.98%；20～60 mg·L-1时急剧下降，60 mg·L-1时POD活性分别比对照下降了24.97%，37.35%，23.67%。
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图2  铬胁迫对李氏禾幼苗不同部位POD活性的影响

Fig.2  Effects of chromium on the activition of POD in different 
segments of Leersia hexandra Swart seedlings

同时可以看出李氏禾幼苗叶、茎、根部位的POD活性不同：茎>叶>根。铬胁迫后3部位的POD活性变化幅度分别为对照的107.04%、111.33%，154.73%、189.33%，70.76%、103.98%，表明3个部位POD活性对Cr6+较为敏感，且敏感程度为：茎>叶>根。

2.4  铬胁迫对李氏禾CAT的影响

CAT是一种含Fe的得血蛋白酶类，和POD一样能催化H2O2分解成水和氧，在植物生理代谢活动中起重要作用。
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图3  铬胁迫对李氏禾幼苗不同部位CAT活性的影响

Fig .3  Effects of chromium on the activition of CAT in different 
segments of Leersia hexandra Swart seedlings

图3显示，随着铬胁迫质量浓度的升高，李氏禾幼苗各部位CAT活性呈现先升后降的趋势，Cr3+质量浓度在0～40 mg·L-1时，3部位CAT活性均高于对照；均在40 mg·L-1出现峰值，分别为对照的77.53%，96.15%，70.83%；40～60 mg·L-1时急剧下降，但仍高于对照。Cr6+质量浓度在0～20 mg·L-1时，3部位CAT活性均高于对照，在20 mg·L-1时出现峰值，分别为对照的89.45%，116.54%，85.83%；后急剧下降，60 mg·L-1L时CAT均低于对照，分别比对照下降了20.41%，22.31%，21.68%。

同时可以看出李氏禾幼苗叶、茎、根部位的CAT活性不同：叶>茎>根。Cr3+和Cr6+胁迫后3部位的CAT活性变化幅度分别为对照的77.53%、89.45%，96.15%、116.54%，70.83%、85.83%，表明3个部位中CAT活性对Cr6+较为敏感，且敏感程度为茎部最强，叶、根次之。

2.5  铬胁迫对李氏禾幼苗不同部位SOD/POD、SOD/CAT活性比值的影响

表1、2分别显示，0～40 mg·L-1 Cr3+胁迫时，叶、茎、根各质量浓度组的SOD/POD和SOD/CAT活性比值与对照无显著差异（P>0.05）。60 mg·L-1 Cr3+胁迫时，SOD/POD、SOD/CAT活性比值均有较大升高。0～20 mg·L-1 Cr6+胁迫时，除根中SOD/CAT比值随中质量浓度升高而增大外，其他均与对照无显著差异。40 mg·L-1和60 mg·L-1 Cr6+胁迫时，SOD/POD、SOD/CAT活性比值均有较大升高。

表1  铬胁迫下李氏禾幼苗不同部位SOD/POD活性比值的影响

Table 1  Effects of chromium on the ratio of SOD/POD in different segments of Leersia hexandra Swart seedlings

	w(Cr)

/(mg·L-1)
	Cr3+
	
	Cr6+

	
	Leaf
	Stem
	Root
	Leaf
	Stem
	Root

	0
	0.27
	0.158
	0.117
	0.27
	0.158
	0.117

	5
	0.288
	0.159
	0.117
	0.316
	0.17
	0.128

	10
	0.271
	0.169
	0.128
	0.32
	0.133
	0.125

	20
	0.271
	0.135
	0.128
	0.241
	0.127
	0.124

	40
	0.231
	0.103
	0.134
	0.356*
	0.238*
	0.142*

	60
	0.413*
	0.257*
	0.158*
	0.341*
	0.239*
	0.143*


注：* 表示与对照比较差异显著P<0.05。* Compared with controls P<0.05
表2  铬胁迫下李氏禾幼苗不同部位SOD/CAT活性比值的影响

Table 2  Effects of chromium on the ratio of SOD/CAT in different 
segments of Leersia hexandra Swart seedlings
	w(Cr)

/(mg·L-1)
	Cr3+
	
	Cr6+

	
	Leaf
	Stem
	Root
	Leaf
	Stem
	Root

	0
	2.325
	2.403
	3.106
	2.176
	2.403
	3.106

	5
	2.404
	2.949
	3.445
	2.329
	2.054
	3.205

	10
	2.526
	2.988
	3.514
	2.353
	2.223
	3.237

	20
	2.234
	2.232
	3.519
	2.313
	2.59
	3.43*

	40
	2.319
	2.019
	3.569
	2.463*
	2.918*
	3.654*

	60
	2.832*
	3.141*
	5.231*
	2.763*
	2.94*
	3.71*


注：* 表示与对照比较差异显著P<0.05。* Compared with controls P<0.05
2.6  铬胁迫对李氏禾MDA的影响

MDA是膜脂过氧化的分解产物，通过影响细胞膜透性及膜蛋白而影响细胞对离子的吸收和积累及活性氧代谢系统的平衡，破坏植物细胞膜的透性。一定重金属胁迫强度内，细胞的各种保护机制可使其保持在一定的水平，但胁迫强度过大时，细胞代谢失调，自由基积累，膜脂过氧化作用加大，MDA含量升高。
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图4  铬胁迫下李氏禾幼苗不同部位MDA含量的影响

Fig .4  Effects of chromium on the content of MDA in different 
segments of Leersia hexandra Swart seedlings

图4显示，随着铬胁迫质量浓度的升高，李氏禾幼苗各部位MDA含量呈现逐渐升高的趋势，Cr3+质量浓度高于40 mg·L-1，Cr6+质量浓度高于20 mg·L-1后，MDA含量增加显著。Cr3+和Cr6+胁迫后，叶、茎、根MDA含量变化幅度分别是对照的2.16倍、3.47倍，1.92倍、3.14倍，2倍、3.33倍。表明铬迫质量浓度越高，对李氏禾的伤害越大，受损程度为叶>根>茎。

2.7  李氏禾幼苗叶片抗氧化酶活性随铬胁迫时间的变化

    图5显示，40 mg·L-1三价铬或20 mg·L-1六价铬胁迫下，3种酶活随胁迫时间的延长而升高，呈现相似的变化。以20 mg·L-1的六价铬胁迫为例，SOD酶活在2 d、4 d、6 d时分别比对照提高了158.83%、174.12%、188.44%。

3  讨论

植物体内由SOD、POD、CAT等组成的抗氧化酶系统可以清除体内有害的活性氧，保护植物膜系统的稳定，在一定程度上抵御各种环境因子造成的氧化胁迫。李氏禾对重金属铬的耐受和富集比一般植物高10～100倍，但要使其体内抗氧化酶系统能够正常发挥作用，其植株正常生长代谢，对铬的耐受也是有一定限度的。

本实验中随着铬毒害引起氧自由基的大量出现，Cr3+胁迫质量浓度在0～60 mg·L-1时，李氏禾可通过调节体内SOD的活性以消除过多的超氧阴离子自由基
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，最大限度的减少铬毒害；当Cr6+胁迫质量浓度超过20 mg·L-1时，铬毒害引起李氏禾自身调节系统受到影响，从而导致SOD活性有所下降，可能是铬与酶蛋白中的-SH结合，导致酶催化中心或酶结构受损[25]。低质量浓度铬胁迫时，李氏禾也可通过调节自身POD、CAT活性，正常发挥对SOD歧化反应产物的分解作用，但Cr3+质量浓度高于40 mg·L-1，Cr6+质量浓度高于20 mg·L-1时，氧自由基浓度大量增加，氧自由基的产生与清除平衡打破，毒害作用逐渐增加。李氏禾幼苗不同部位SOD/POD、SOD/CAT活性比值表明Cr3+质量浓度在0～40 mg·L-1，Cr6+质量浓度在0～20 mg·L-1时，3种抗氧化酶能够协同作用，维持李氏禾体内活性氧产生与清除的平衡，Cr3+质量浓度超过40 mg·L-1，Cr6+质量浓度超过20 mg·L-1后，抗氧化酶系统紊乱，活性氧产生与清除的平衡打破，铬对植物的毒害作用显著增大。
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图5  铬胁迫下李氏禾叶片SOD、POD、CAT活性的变化

Fig.5  Effects of chromium on the activition of SOD、POD、CAT in 
leaves of Leersia hexandra Swart seedlings

李氏禾叶、茎、根部SOD、POD、CAT活性均对Cr6+较为敏感，该结果与Liu等[26]在洋葱，张义贤[27]在大麦中得到的实验结果相似。但不同部位，3种酶对铬的敏感程度不同。说明不同部位，起主导作用的抗氧化酶不同，根部的SOD活性对Cr6+较为敏感，叶、茎次之。说明SOD主要在李氏禾根部起作用。此结果可能与李氏禾根系的形态、生长和分布有关。李氏禾具有发达的根系，稠密的根毛，地下伸展广，易于吸取重金属铬，和茎、叶相比，根在吸收重金属铬的过程中首先受到铬胁迫，致使根部做出较大的应激性变化——SOD活性变化幅度显著。Lannelli 等在镉胁迫芦苇（Phragmites australis）的实验中对根部SOD活性显著升高做出类似解释[28]。另外，SOD同功酶在不同器官中的分布、含量和表达存在一定差异[29]，也可能导致李氏禾不同器官中的SOD活性对铬的敏感性存在差异。与SOD不同，茎部的POD活性对Cr6+较为敏感，叶、根次之。说明POD主要在李氏禾茎部起作用，这可能与POD功能不专一以及重金属铬的富集过程有关。POD具有多功能性，除了作为抗氧化酶之一外，还参与木质素的合成，叶绿素降解[30]。李氏禾的根能够不断的吸收重金属铬，通过木质部导管由根向茎、叶输送，在匍匐茎中的长距离运输中，POD活性除受铬胁迫做出应激性变化外，还积极参与木质部中木质素的合成，因而其活性在李氏禾不同器官中表现出差异。另外，POD同功酶在不同器官中的分布、含量及其表达的差异性[31]也可能是原因之一。CAT活性对Cr6+的敏感性在茎部表现的最为明显，叶、根次之，说明CAT在李氏禾茎部发挥的作用较大。原因可能为CAT的同功酶在不同器官中的分布和含量不同，其表达模式及其生物学功能存在一定的差异[32]，因而其活性对铬的敏感性在李氏禾不同器官中表现出差异。

MDA含量随铬质量浓度梯度逐渐升高，Cr3+质量浓度在40～60 mg·L-1，Cr6+质量浓度在20～60 mg·L-1时，MDA含量增加显著，这与此质量浓度下SOD、POD、CAT活性下降，SOD/POD、SOD/CAT比值有著差升高相吻合。

不同价态、不同质量浓度的铬胁迫下，3种抗氧化酶在李氏禾不同器官的变化规律不同。同一价态、同一质量浓度的铬，胁迫时间不同，3种酶活性也相应地发生变化。3种酶活性随铬的质量浓度、形态、价态的变化而变化。这说明三种酶能在铬胁迫李氏禾过程中做出应激反应，以调控植物体内过多氧自由基，保护植物免于重金属铬的毒害。

4  结论 

1）随着铬胁迫质量浓度梯度，李氏禾体内3种抗氧化酶先升后降，Cr3+质量浓度为40 mg·L-1和Cr6+质量浓度为20 mg·L-1时分别出现峰值。Cr3+质量浓度在0～40 mg·L-1，Cr6+质量浓度在0～20 mg·L-1时，叶、茎、根中的3种抗氧化酶作为内源活性剂，协同作用，一定程度上清除植物体内过量的活性氧，维持活性氧代谢平衡，降低脂质过氧化作用，减轻铬毒害。超过此质量浓度范围，抗氧化酶的系统受损而功能紊乱，致使保护酶活性下降，清除超氧阴离子自由基等活性氧自由基的功能就丧失，氧化胁迫程度加重，植物的细胞膜机构和功能受到损坏。

2）叶、茎、根部SOD、POD、CAT活性对铬的敏感性不同，SOD主要在李氏禾根部作用，POD、CAT主要在茎部作用，与茎、根部相比，3种酶在叶片中的作用稍弱。

3）MDA含量随铬质量浓度梯度逐渐升高，Cr3+质量浓度在40～60 mg·L-1，Cr6+质量浓度在20～60 mg·L-1时，MDA含量增加显著，植物受重金属毒害症状明显。

4）随着铬胁迫时间梯度，李氏禾叶片内3种氧化酶活性也呈现逐步升高的趋势。

5）铬的毒性强度主要依赖于胁迫质量浓度，无论是Cr3+ 还是Cr6+，质量浓度过高，均可破坏植物的抗氧化酶系统，进而毒害植物。在相同的处理条件下，Cr6+对李氏禾抗氧化酶系统的毒害效应显著大于Cr3+。
植物抗重金属机制，除了抗氧化酶活性机制外，还包括细胞壁沉淀、重金属螯合效应、细胞区室化等机制等[33]。李氏禾作为铬的超富集植物，其耐受重金属的生理机制是复杂而非单一的，深入了解李氏禾抗氧化酶系统的防御机理，对全面阐明李氏禾耐受和富集重金属铬的生理机制，具有十分重要的意义。
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Response of Leersia hexandra Swart to chromium-induced oxidative stress

Yan Yan, Li Jianping, Zhang Xuehong

Department of Material and Chemical Engineering, Guilin University of Technology, Guilin 541004, China

Abstract: A hydroponic experiment was carried out to investigate the effects of chromium on antioxidant enzymes activities and MDA content of Leersia hexandra Swart. It was observed that with the increasing of time and chromium concentrations, MDA content increased continuously, antioxidant enzymes activities reached a peak at 40 mg·L-1 of Cr3+ and 20mg·L-1 of Cr6+, then decreased. The results suggest that the antioxidant enzymes may play important roles to Leersia hexandra Swart to chromium stress under 40 mg·L-1 of Cr3+ or 20 mg·L-1 of Cr6+, otherwise the antioxidant enzymes will be destroyed.
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