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硅对镉、锌、铅复合污染土壤中黑麦草生理生化性质的影响
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1. 北京林业大学水土保持学院，北京 100083；2. 北京林业大学材料学院，北京 100083
摘要：采用正交试验设计L9(34)对黑麦草(Lolium perenne L.)进行温室盆栽试验，观测Cd、Zn、Pb复合污染条件下，硅(Si)对黑麦草生物量、叶绿素含量以及保护酶系统的影响。结果表明，Cd使黑麦草根系发育受阻导致生物量下降，中等水平的Zn和Pb有利于黑麦草生物量的积累；Cd、Zn、Pb复合污染造成黑麦草叶绿体结构的破坏，使叶绿素含量减少；低水平的Cd、Zn、Pb复合污染对黑麦草CAT和POD活性起到激发作用，但随着添加水平提高，两种酶活性受到抑制。Si可以促进黑麦草根系生物量的增加，有利于根系对水分和养分的吸收，保证地上部分的养分供给，使叶片生物量增加；硅化细胞的形成有利于黑麦草叶片对光能的吸收利用，Si也使叶绿素含量增加；Si对CAT和POD有显著激活作用，从而减轻重金属复合污染对黑麦草产生的伤害。
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表1  供试土壤基本理化性质

Table 1  Basic physico-chemical properties of the soil

	培养土
	水分换算系数K
	w/(g·kg-1)

	
	
	有机质
	全氮
	全磷
	全钾

	沙土
	0.99
	1.77
	0.02
	0.08
	5.36

	营养土
	0.86
	161.42
	1.69
	6.45
	244.81

	沙土+营养土
	0.97
	32.85
	0.04
	0.22
	14.81


土壤是自然界养分循环的重要载体，是环境的重要组成部分。当土壤中重金属含量超过其所能承受的阈值，就会导致土壤退化，不仅会使自然环境日趋恶劣，还会因不被分解经食物链进入人体引发疾病[1-2]，威胁人类生存。土壤重金属污染的防治一直是科学研究的热点和难点，20世纪90年代，随着Chaney植物修复思想的逐渐认可，植物修复技术以其投资少、不破坏土壤生态环境、不引起二次污染等优势取代了传统的物理、化学防治方法[3]，成为污染防治领域新兴的前沿性课题。

草类植物生物量大，生长迅速，争光争肥能力强，其中黑麦草(Lolium perenne L.)作为我国北方城市草坪的先锋草种，对重金属有较强的积累能力，发达的根系还可以有效地保持水土。然而，重金属污染会对黑麦草产生伤害[4-6]，降低黑麦草草坪质量和功能，降低其保持水土的能力。因此，如何在重金属污染的土壤中播种黑麦草以改善土壤质量，同时保护黑麦草不被高浓度重金属污染伤害而失去其对重金属的吸收积累能力，成为了亟待解决的问题。

表2  重金属元素水平和施入量
Table 2  Experimental levels of heavy metals    mg·kg-1
	处理水平
	元素种类

	
	Si
	Cd
	Zn
	Pb

	1
	0
	0
	0
	0

	2
	50
	1
	50
	50

	3
	100
	5
	300
	350


关于硅肥能提高植物抗逆性的研究已较为广泛，但对重金属复合污染条件下硅肥与草坪草的相互作用还少有探讨。因此本研究以黑麦草为对象进行盆栽试验，研究重金属复合污染条件下，施用硅肥对其生物量、叶绿素含量、CAT活性以及POD活性的影响，以期为土壤重金属污染防治与修复的实际工作提供参考。

1  材料与方法

1.1  盆栽试验

供试草种为多年生黑麦草，由北林科技提供。供试土壤为混合土，其中沙土(取自北京市大兴区，无重金属污染)与营养土体积比为1∶1。基本理化性质见表1。

试验用塑料花盆每盆装土1.5 kg，每盆施入尿素3.12 g，使土壤氮素水平满足黑麦草正常生长需求。采用正交试验L9(34)（本次试验不考虑交互作用），3次重复。硅、镉、锌、铅分别以Na2SiO3、CdSO4、ZnSO4、PbSO4的形式加入(表2)，充分拌匀，土壤水分保持在田间含水量的60%~70%，平衡7 d。将预处理的种子整齐点入土中，覆盖薄土，分别于30 d和60 d两次收获。
1.2  测定方法[11]
（1）生物量采用称量法；
（2）叶绿素含量采用丙酮法；

（3）CAT活性测定采用高锰酸钾滴定法；

（4）POD活性采用紫外吸收法测定。
2  结果与讨论

两次收获后各项指标测定结果如表3所示(见附)。用EXCEL软件进行整理分析与作图。
2.1  生物量

表3  不同处理对黑麦草生理生化指标的影响结果

Table 3  Effects of treatments on physiological and biochemical properties of ryegrass
	处理
	因子（列数）
	30 d
	
	60 d

	
	1
	2
	3
	4
	w(叶绿素)
/(mg·g-1)
	CAT活性

/(mg·g-1·min-1)
	POD活性

/(µg·g-1·min-1)
	
	叶片生物量
/(g·株-1)
	根生物量
/(g·株-1)
	w(叶绿素)
/(mg·g-1)
	CAT活性

/(mg·g-1·min-1)
	POD活性

/(µg·g-1·min-1)

	
	Si
	Cd
	Zn
	Pb
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	1
	1
	1
	1
	1
	4.90±0.49
	52.92±2.88
	191.56±6.22
	
	0.033±0.00
	0.019±0.00
	5.47±0.12
	42.58±0.84
	254.55±32.58

	2
	1
	2
	2
	2
	4.02±0.30
	46.38±3.38
	273.49±10.98
	
	0.032±0.00
	0.018±0.00
	7.00±0.55
	39.94±3.07
	317.11±17.75

	3
	1
	3
	3
	3
	2.53±0.16
	43.02±1.93
	247.90±17.15
	
	0.029±0.00
	0.017±0.00
	5.36±0.09
	24.46±3.18
	392.06±21.07

	4
	2
	1
	2
	3
	5.74±0.95
	44.92±0.65
	416.31±6.96
	
	0.037±0.00
	0.020±0.00
	7.86±0.42
	37.33±1.65
	212.68±11.24

	5
	2
	2
	3
	1
	3.88±0.42
	40.48±3.75
	434.25±5.27
	
	0.035±0.00
	0.018±0.00
	6.81±0.51
	42.58±0.47
	257.57±13

	6
	2
	3
	1
	2
	4.51±0.30
	37.54±1.74
	393.49±13.81
	
	0.033±0.00
	0.019±0.00
	5.69±0.39
	44.09±0.75
	295.36±22.36

	7
	3
	1
	3
	2
	3.54±0.61
	56.58±1.27
	308.91±20.81
	
	0.040±0.00
	0.022±0.01
	6.64±0.16
	49.75±0.85
	182.81±38.64

	8
	3
	2
	1
	3
	3.86±0.40
	71.58±10.90
	380.91±5.16
	
	0.038±0.00
	0.021±0.00
	7.36±0.42
	46.55±0.30
	134.85±20.48

	9
	3
	3
	2
	1
	3.94±0.28
	63.50±2.51
	348.66±5.66
	
	0.038±0.00
	0.021±0.00
	6.72±0.58
	44.41±0.32
	93.71±21.01
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图1  不同处理对黑麦草生物量的影响

Fig. 1  Effects of different treatments on the biomass of ryegrass
重金属复合污染对黑麦草生长的影响表现在生物量上，进入黑麦草体内的重金属含量积累到一定程度，就会使黑麦草矮小株黄，生物量下降。Cd有很强的生物毒性，Cd胁迫使植物根系内脱氢酶减少，降低根系活力；Zn、Pb胁迫对植物毒害也首先表现在根部，使侧根发育严重受阻，随后蔓延到地上，导致植株矮化、生物量下降，其中Pb对草坪植物根系影响极大[6, 8-10]。本次试验中，随着Cd质量分数的提高，黑麦草叶片和根系生物量均呈下降趋势；Zn、Pb质量分数在50 mg·kg-1时，根系生物量有所增加，但超过该质量分数后生物量减少(图1)。徐卫红等人认为，Zn是植物必需元素之一，适宜的Zn浓度可以促进黑麦草生物量的积累，但超过一定阈值就会对生物量产生抑制[10]。也有研究表示一定浓度的Pb可以迫使植物体内游离脯氨酸的积累，有利于维持植物体内代谢平衡而促进生长[11]，浓度过高则会对生物量产生抑制。利用极差法计算表3中RPb值可以得出：Pb在复合污染中，对黑麦草生物量有害影响最小。

Si在Cd、Zn、Pb复合污染条件下对黑麦草生物量的作用显著（表4），尤其对叶片生物量的促进作用各水平之间的差异极显著(表5)。随着Si浓度的增加，黑麦草叶片以及根系生物量都有所增加（图1）。
施入土壤中的硅酸根离子与Cd、Pb等重金属发生化学反应，形成不易被植物吸收的硅酸化合物而沉淀下来，从而降低重金属毒害[12]，Si还可以通过影响根际氧化还原能力、降低土壤pH值等途径降低黑麦草对有害元素的吸收[13]。另外，Si可以促进根系生长，增加根系活力，改善通气组织[14]，从而提高黑麦草对土壤中水分和养分的吸收，使根系吸收更多的养分运输到地上部分，进而促进地上部分的生长，最终使黑麦草根系以及叶片的生物量得到显著积累。

2.2  叶绿素含量

表5  Cd、Zn、Pb复合污染下Si对黑麦草生理生化性质影响的多重比较（LSD法均值）
Table 5  LSD of silicon levels on physiological and biochemical properties of ryegrass under Cd, Zn and Pb compound pollution
	处理水平
	30 d
	
	60 d

	
	w(叶绿素)/(mg·g-1)
	CAT活性/(mg·g-1·min-1)
	POD活性/(µg·g-1·min-1)
	
	叶片生物量/(g·株-1)
	根生物量/(g·株-1)

	3
	3.78a 
	63.89a 
	346.16A 
	
	0.039a 
	0.021a 

	2
	4.71a 
	40.98b
	414.68B
	
	0.035b
	0.019b

	1
	3.82b
	47.44b
	237.65C 
	　
	0.031c 
	0.018b


注：1）同一列不同小写字母表示差异显著(ɑ=0.05)，不同大写字母表示差异极显著(ɑ=0.01)；2）表中数据为均值
光合作用是植物进行物质积累的重要过程，叶绿素是光合作用的主要色素，其含量高低在一定程度上反映了光合作用的强弱。叶绿素含量的降低是衡量叶片衰老程度的重要指标[15]。

表4  Si、Cd、Zn、Pb对黑麦草生理生化性质影响的方差分析（F值）
Table 3  Variance analysis of the effects of Si, Cd, Zn and Pb on physiological and biochemical properties of ryegrass

	变差来源
	30 d
	
	60 d
	Fɑ

	
	叶绿素
	CAT
	POD
	
	叶片
	根
	叶绿素
	CAT
	POD
	

	Si
	19.3*
	22.8*
	52.9*
	
	22.0*
	82.0*
	3.6
	4.0
	18.2
	F0.05=19.0

	Cd
	21.3*
	2.3
	5.5
	
	17.0
	16.0
	4.3
	1.3
	
	F0.01=99.0

	Zn
	32.3*
	1.9
	
	
	3.0
	1.0
	4.1
	
	2.7
	

	Pb
	
	
	1.2
	
	
	
	
	2.6
	2.2
	


注：**表示差异极显著(ɑ=0.01)，*表示差异显著(ɑ=0.05)
由图2可以看出，复合污染最终引起黑麦草叶绿素含量的下降。当Cd、Zn、Pb等重金属离子进入植物体内以后，会通过蛋白质上的巯基结合或者取代叶绿体中的Mg2+和Fe2+，从而作用于叶绿素生物合成途径中的叶绿素酯还原酶和胆色素原脱氨酶等，改变其结构，抑制酶的活性，阻碍叶绿素的生成。另有研究证明，重金属胁迫对植物细胞上的主要部位是膜系统[16-17]，因此Cd、Zn、Pb能使叶绿体被膜消失，造成叶绿体不可逆损伤，导致叶绿素含量降低。Zn对黑麦草幼苗叶绿素含量的影响呈现出先升高后降低的趋势，对于这种低浓度增加的应激效应，Patra. J等把这种现象解释为低浓度重金属对植物积极的“刺激作用”[18]。Pb引起叶绿素含量逐渐增加，这与高羊茅对铅的响应一致[11]，但其机理有待进一步研究。利用级差法分别计算R值得到3种重金属对叶绿素含量的影响由大到小的次序为：Cd，Zn，Pb，其中Cd和Zn对黑麦草叶绿素含量抑制作用显著(见表4)。

通过表4、表5可以看出，Si在Cd、Zn、Pb复合污染条件下对黑麦草幼苗叶绿素含量的影响显著，且水平2、3与水平1之间的差异显著。黑麦草生长到一定阶段，随着Si水平的提高，叶绿素含量不断增加，二者呈正相关(图2)。Si在重金属复合污染条件下使黑麦草叶绿素含量增加的原因可以归结为：Si进入黑麦草体内后，在细胞壁、细胞间及某些细胞内沉淀(硅质化)，还会在叶片表皮细胞上形成具有“角质双硅层”的细胞壁，形成成行排列的矩形硅化细胞[19]，这种硅化细胞对散射光的透过量为绿色细胞的10倍，Si还使叶绿体增大，基粒增多[20]，从而增加了黑麦草叶片对阳光的吸收。另有研究显示Si能使植物体内蛋白质与叶绿素结合的牢固度提高，原叶绿素酸酯还原酶活性上升，降低了叶绿素被破坏的程度[9]。因此，在Cd、Zn、Pb复合污染条件下，Si可以缓解黑麦草的重金属毒害，显著提高叶绿素含量，利于光合作用的进行。

[image: image5.emf]图2 不同处理对叶绿素含量的影响

Figure 2 Effects of different treatments on chlorophyll content
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2.3  过氧化物酶活性(POD)、过氧化氢酶活性(CAT)

Fridovich[21]自由基学说认为，逆境条件下植物体同时存在膜保护系统，能够清除体内多余的自由基，其活性氧自由基代谢是一个动态的变化过程。这一保护系统实际上是一个抗氧化系统，由许多酶和还原性物质组成。其中SOD、POD、CAT是重要的抗氧化酶。POD是活性较高的适应性酶，能够反映植物生长发育的特性、体内代谢状况以及对外界环境的适应性。重金属胁迫能诱导植物组织中POD活性升高，这是植物对所有污染胁迫的共同响应。CAT是含Fe的蛋白酶，能将SOD的歧化产物H2O2分解成H2O，避免因过氧化氢积累而对细胞造成的氧化破坏作用，其活性的高低与植物的抗逆性直接相关[22]。
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图3  不同处理对CAT、POD活性的影响

Fig. 3  Effects of different treatments on CAT and POD activities
Cd、Pb使黑麦草CAT活性大体呈先上升后下降的趋势，这是由于复合污染使黑麦草体内产生了大量有害的过氧化物，打破了活性氧代谢平衡，因此POD和CAT被大量激活，通过对有害物质的氧化和分解来维持自身正常代谢，所以在一定重金属浓度范围内黑麦草CAT和POD的活性有所加强以适应外界环境变化，这是黑麦草对污染产生的响应，但当胁迫过重时黑麦草体内脂膜过氧化作用加剧，两种酶的活性被抑制而降低。从图3看出Zn质量分

数在50 mg·kg-1时，CAT和POD活性都有所下降，当Zn水平提高，CAT活性继续下降，而POD活性逐渐增加，两种酶活性的变化差异，可能是黑麦草POD对Zn更为敏感，而CAT对Zn反应滞后造成的，此结果也与徐卫红等人的研究结果一致[10]。

Si对CAT活性也有显著影响(见表4)，但CAT活性整体变化不大，活性略有上升，可能原因是Si对CAT活性具有较为持续的激发作用。各个Si水平均对POD活性有极显著影响(见表5)，表现为先提高后降低的变化趋势。Koves曾提出Si是过氧化物酶的离子活化剂[23]，在一定浓度范围内有利于提高POD活性。而随着Si浓度的继续，POD活性明显下降，这与宫海军[32]的研究结果一致。虽然POD

活性降低，但其活性代表某一阶段或某一时刻幼苗体内的物质代谢状况及抗逆性的变化，可把其活性高低作为衡量黑麦草幼苗受胁迫程度轻重的条件之一，因此，随着Si浓度的增加，POD活性的降低也能理解为黑麦草幼苗受污染胁迫程度的相对降低，从而证明Si有效缓解了Cd、Zn、Pb复合污染对黑麦草幼苗产生的过氧化伤害。

3  结论

Cd会阻碍植物根系发育，使黑麦草根系的生物量减少，同时也导致黑麦草叶片生物量的降低；适量的Zn和Pb对黑麦草地上和地下部分生物量的积累有一定的促进作用，但若过量，则同样阻碍黑麦草的生长。3种重金属中，Pb对黑麦草叶绿素含量的影响最小，适量的Cd和Zn对黑麦草叶绿素含量的提高存在“刺激作用”，但过量则会显著抑制叶绿素含量，并最终影响光合作用。一定程度的复合污染会激发过氧化氢酶和过氧化物酶的活性，这是黑麦草启动的自我保护机制，对黑麦草抵御重金属毒害是有利的，若污染程度过大，则会抑制CAT和POD的活性。当黑麦草吸收Si后，叶绿体的结构得到改善，叶绿素合成过程中酶的活性得到提高，加之硅化细胞对散射光较强的透射能力，这就让黑麦草生长初期的叶绿素含量有了显著的提高，从而有利于光合作用的进行。Si的施入增加了黑麦草生物量，可以理解为Si能促进其根系发育，通过加强根系对土壤中水分和养分的吸收，保证根系向地上部分养分需求的供给，同时通过改善光合条件，提高光能利用率，使更多的光合产物得到积累，根系与叶片之间的养分得到相互补给。Cd、Zn、Pb复合污染会使黑麦草幼苗体内产生大量高度反应性的氧自由基，引起细胞膜的过氧化伤害，而Si能激发过氧化氢酶以及过氧化物酶的活性，从而清除体内自由基和过氧化物等有害物质，缓解复合污染对黑麦草幼苗的过氧化伤害。

因此，在Cd、Zn、Pb复合污染条件下，Si可以通过增加生物量的积累，提高叶绿素含量，激发抗氧化酶的活性等途径，缓解重金属污染对黑麦草的毒害，使黑麦草坪水土保持的功能得到最大限度的发挥。
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Effects of silicon on physiological and biochemical properties of 
ryegrass under the compound pollution of Cd, Zn and Pb

Wang Chen1, Wang Haiyan1*, Zhao Kun1, Hu Wen2
1. School of Water and Soil Conservation, Beijing Forestry University, Beijing 100083, China;
2. School of Material Science and Technology, Beijing Forestry University, Beijing 100083, China
Abstract: Pot experiments with an orthogonal experimental design L9(34) were conducted in the greenhouse to investigate the effects of silicon on the biomass, chlorophyll content and protective enzyme system of ryegrass(Lolium perenne L.)under the compound pollution of Cd, Zn and Pb. Results showed that the biomass of ryegrass decreased with increasing Cd application due to the inhibition of Cd to roots growth, but it increased at medium Zn and Pb application; the chlorophyll content of ryegrass decreased under Cd, Zn and Pb compound pollution which may destroy the structure of chloroplast; CAT and POD were activated at low Cd, Zn and Pb application, but were inhibited with the increasing application. Silicon increased the leaf biomass by increasing the root biomass of ryegrass which helped to uptake sufficient water and nutrients to keep it growing healthy; The formation of siliceous cells promoted the absorption and effective use of light energy by the leaves of ryegrass and also increased the chlorophyll content; Silicon significantly activated CAT and POD so as to alleviate the damage from Cd, Zn and Pb compound pollution.
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