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秋华柳抗氧化酶系统对镉胁迫的响应①
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摘要:采用水培方式,研究了秋华柳在不同的镉(Cd)质量浓度梯度:0mg/L(CK),2mg/L(T1),10mg/L(T2),

20mg/L(T3),50mg/L(T4)下的氧化胁迫程度及其叶片抗氧化酶系统对Cd胁迫的响应特征.结果表明:1)秋华

柳叶片 MDA质量分数与Cd胁迫质量浓度呈显著正相关关系,胁迫12d后 MDA质量分数极显著增加,表明植物

生理功能早期出现暂时性修复后细胞膜损伤程度显著增加.2)不同质量浓度和时间的Cd胁迫下,植物抗氧化酶活

性表现出不同的变化规律,不同酶活性存在不同的阈值.3)SOD和CAT酶活性随着Cd处理时间的延长和质量浓

度的增加均呈先上升后下降的趋势,与对照相比始终保持着高活性状态;在氧化胁迫前期,APX酶具有较高的酶

活性,在Cd解毒前期中起主要作用;随着Cd胁迫程度的增加,GR酶活性升高,与Cd胁迫质量浓度呈极显著正

相关关系.4)秋华柳叶片中POD酶活性与Cd处理质量浓度间无统计学意义.5)在耐受Cd的阈值内,秋华柳叶片

抗氧化酶系统通过活性变化的协同作用,共同应对Cd胁迫.表明秋华柳抗氧化酶系统对Cd既具有解毒功能,也是

Cd毒性的作用位点.
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重金属污染具有隐蔽性、滞后性等特点,已成为国家实施可持续发展战略的重要瓶颈[1].相对于其它

重金属,Cd极易被植物吸收并在体内富集,对植物的生命代谢活动具有明显的毒害作用,严重时可导致植

物死亡[2-3],成为重金属污染治理的首要目标.利用植物修复的方式达到治理土壤重金属污染的目的是近

年来重金属污染治理领域理论与实践研究的热点.已有研究结果表明,柳属的某些物种具有较好的Cd耐受

和吸附积累能力,是治理和修复Cd污染土壤的潜力物种之一[4-6].
Cd毒害植物的重要机制是引起植物体内活性氧(Reactiveoxygenspecies,ROS)的积累,造成细胞膜

脂质过氧化、酶失活、DNA断裂等[7-10],植物体内抗氧化防御系统失衡,造成的氧化伤害与Cd胁迫程度

呈正相关关系[11-13].研究表明,植物通过启动体内的一系列功能蛋白,如超氧化物歧化酶(SOD)、抗坏血

酸过氧化物酶(APX)、过氧化物酶(POD)、抗坏血酸 谷胱甘肽循环(AsA-GSH)等,清除体内过多的ROS.
重金属富集植物滇苦菜(PicrisdivaricataV.)[14]、龙葵(Solanumnigrum L.)[15]、东南景天(Sedumal-
fredii)[16]等体内的抗氧化酶活性在重金属胁迫下都有不同程度的提高.

秋华柳(SalixvariegataFranch.)是柳属速生灌木树种,生物量大,自然分布广泛[17].孙晓灿等[18]、
贾中民等[19]、刘媛等[20]对秋华柳的Cd富集效应及生理响应的研究表明,秋华柳能耐受水淹和Cd污染并
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对Cd有良好的富集作用且根系活力不会对秋华柳的植物修复造成阻碍,具备修复Cd污染土壤的潜力.但
对于秋华柳的Cd耐受解毒机制尚不明确,值得进一步关注.本研究采用水培的方式,对秋华柳进行Cd梯

度质量浓度处理,分析不同Cd质量浓度对秋华柳叶片的氧化胁迫程度及抗氧化酶系统的应对特征,以期

进一步了解秋华柳应对Cd胁迫的耐受和解毒机制.

1 材料与方法

1.1 试验材料

2015年3月从重庆市嘉陵江同兴镇河岸(29°41'2″N,106°26'56″E)剪取长15~20cm,茎径

0.5~1cm的秋华柳扦插条,带回实验室先后用自来水、超纯水冲洗干净,固定于胶合板后插入装有

1/2Hoagland改良营养液的水培箱中转至光照培养箱中培养,每盆5株,每3d更换一次营养液.光照

培养箱参数设定为:相对湿度60%,温度25/20℃,光照强度10000/0lx,光照/无光照时间16/8h.
1.2 试验设计

2015年6月,从中挑选生长基本一致的秋华柳扦插苗(萌条长约40cm)进行试验处理,随机分为5组.
以加入CdCl2·2.5H2O的形式进行Cd质量浓度梯度设置,共5个Cd质量浓度处理水平,分别为0mg/L
(CK),2mg/L(T1),10mg/L(T2),20mg/L(T3),50mg/L(T4),各处理组分别定义为低质量浓度处理

组(T1),中质量浓度处理组(T2),高质量浓度处理组(T3,T4),每个处理4个重复.其中,T1的Cd处理

质量浓度接近矿区等重度污染区土壤的Cd质量浓度[21].分别在Cd处理0d,6d,12d和18d时采集秋华

柳叶片,用超纯水冲洗干净,滤纸擦干后密封保存于自封袋中,置于-80℃冰箱,待取样全部结束后进行

一次性测试.
1.3 测定指标与方法

采用硫代巴比妥酸法测定丙二醛(Malondialdehyde,简称 MDA)质量分数[22];紫外分光光度法测定过

氧化氢酶(CAT)、过氧化物酶(POD)、抗坏血酸过氧化物酶(APX)、谷胱甘肽还原酶(GR)活性;氮蓝四唑

(NBT)光化还原法测定超氧化物岐化酶(SOD)活性[23].
1.4 数据分析

利用SPSS20.0统计分析软件进行数据统计分析,用单因素方差分析(One-wayANOVA)及重复测量

方差分析(Repeatedmeasures)分析不同质量浓度梯度Cd胁迫对秋华柳叶片中 MDA质量分数和SOD,

CAT,POD,GR,APX酶活性的影响;用Duncan多重比较(Duncansmultiplerangetest)检验各处理组之

间的差异;用相关分析探究不同Cd质量浓度与秋华柳叶片抗氧化酶系统各指标间的相关性.采用Origin
8.5软件作图.

图中数据均为平均值±标准误(n=4),

不同小写字母表示不同组间差异有统计学意义(p<0.05).

图1 秋华柳叶片丙二醛(MDA)质量分数

2 试验结果与分析

2.1 不同质量浓度Cd胁迫对秋华柳叶片 MDA质量

分数的影响

MDA作为膜脂过氧化的产物,是表征细胞是否

受到氧化胁迫的重要参数[24].本研究中,秋华柳叶片

MDA质量分数与Cd处理质量浓度和胁迫时间呈正

相关关系(图1),随着胁迫时间的延长,秋华柳叶片

细胞受氧化胁迫程度逐渐加深.处理6d时,各处理

组间差异无统计学意义(T4除外);处理12d时,各

处理组MDA质量分数显著增加;处理18d时,MDA
质量分数增长减缓,各处理组变化趋势与12d时相

似,但T1,T2处理组间差异无统计学意义.
2.2 不同质量浓度Cd胁迫对秋华柳叶片抗氧化酶活性的影响

重复测量方差分析结果表明,不同Cd处理质量浓度对秋华柳叶片抗氧化酶活性在时间、质量浓度及
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时间与质量浓度间的交互效应上均造成了影响(表1).其中,Cd处理时间、时间与质量浓度交互效应均对

POD酶活性产生统计学意义(p<0.01),不同Cd处理质量浓度对POD酶活性存在统计学意义(p<
0.05),而秋华柳叶片中SOD,CAT,APX,GR酶活性均受到Cd胁迫在时间、质量浓度及时间与质量浓度

间的交互效应三方面的差异有统计学意义(p<0.01).
表1 Cd胁迫对秋华柳叶片抗氧化酶活性的影响

SOD
F P

POD
F P

CAT
F P

APX
F P

GR
F P

时间 315.996 ** 4.644 ** 48.281 ** 125.413 ** 151.794 **
质量浓度 59.994 ** 2.587 * 37.104 ** 90.248 ** 37.244 **

时间与质量浓度 24.809 ** 2.640 ** 6.725 ** 16.158 ** 13.988 **

  注:**表示不同组间差异有统计学意义(p<0.01),*表示不同组间差异有统计学意义(p<0.05).

图2(a)为秋华柳叶SOD酶活性.随着Cd胁迫时间的延长,秋华柳叶SOD酶活性中低质量浓度处理

T1,T2组呈持续上升,高质量浓度处理T3,T4组呈先升后降的趋势.处理6d时,高质量浓度处理T3,T4
组SOD酶活性显著高于CK,T1和T2组,中低质量浓度处理T1,T2组与CK间差异无统计学意义,但酶

活性均高于CK.处理12d时,T3,T4组酶活性达到峰值.处理18d时,T1,T2组酶活性持续上升,T3,T4
组酶活性有所下降,但维持着高活性状态,与对照相比差异有统计学意义.

除18d时,高质量浓度处理T4组POD酶活性显著高于其它处理组外,随Cd处理质量浓度的增加和

时间的延长,与对照相比,秋华柳叶POD酶活性均无统计学意义(图2(b)).说明在秋华柳叶中POD酶对

Cd胁迫不敏感.
随着处理时间的延长,T1,T2,T3组CAT酶活性均呈现先上升后下降的趋势,高质量浓度T4处理组

酶活性则持续上升(图2(c)).处理6d时,各处理组CAT酶活性出现激增,T2,T3,T4处理组酶活性均显

著高于CK组,但T2,T3,T4处理组间差异无统计学意义.处理12d和18d时,酶活性大小与Cd胁迫质

量浓度呈正相关关系,与对照相比差异有统计学意义.
随着Cd处理时间的延长,高质量浓度处理T3,T4组APX酶活性均呈先增加后降低的趋势,处理

18d时,T3,T4组APX酶活性显著低于T1,T2组;与高质量浓度处理组不同,T1,T2组 APX酶活性

在Cd胁迫期间则持续上升(图2(d)).处理12d时,T4处理组显著高于CK,T1,T2处理组,T1,T2,T3
处理组间差异无统计学意义.处理6d时,高质量浓度T3,T4组 APX酶活性达到峰值,显著高于CK,

T1,T2组;与对照相比,分别增加1.87,2.28倍.中低质量浓度T1,T2组间差异无统计学意义,但均高

于CK组.
如图2(e)所示,秋华柳叶GR酶活性在处理前期增长缓慢,处理6d时,仅高质量浓度处理T3,T4组

显著高于CK组.处理12d和18d时,各处理组酶活性均升高且显著高于对照.处理12d时,各处理组间

酶活性差异无统计学意义.处理18d时,T3,T4组间,T1,T2组间差异无统计学意义.
2.3 Cd胁迫质量浓度与秋华柳叶片抗氧化酶系统各指标间的相关性分析

不同Cd处理质量浓度对秋华柳叶片的氧化胁迫及其抗氧化酶系统各项生理指标的影响程度均不

相同,相关性分析结果很好地反映了不同Cd处理质量浓度对秋华柳叶片抗氧化酶系统各指标的影响

程度(表2).
表2 不同Cd胁迫质量浓度与秋华柳叶片各生理指标间的相关性

胁迫时间/

d
MDA

抗氧化酶活性

SOD POD CAT APX GR
6 0.916* 0.921* 0.236 0.924* 0.976** 0.785
12 0.994** 0.903* 0.268 0.987** 0.966** 0.767
18 0.985** 0.712 0.635 0.990** 0.067 0.976**

  注:**表示不同组间差异有统计学意义(p<0.01),*表示不同组间差异有统计学意义(p<0.05).

结果表明,在Cd处理6d时,秋华柳叶 MDA质量分数与Cd质量浓度呈显著正相关关系(p<0.05),
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12d和18d时呈极显著正相关关系(p<0.01),说明随着Cd胁迫质量浓度和处理时间的增加,秋华柳叶

片细胞膜损伤程度显著增加.

图中数据均为平均值±标准误(n=4),不同小写字母表示不同组间差异有统计学意义(p<0.05).

图2 秋华柳叶片中抗氧化酶活性

不同质量浓度Cd处理与秋华柳叶片抗氧化酶活性间的相关关系不尽相同.结果显示,POD酶活性与

不同Cd处理质量浓度间始终无显著性相关关系,GR酶活性在长时间Cd处理(18d)下与其呈极显著正相

关关系(p<0.01).而SOD,CAT,APX3种抗氧化酶活性与Cd处理质量浓度间有不同程度的相关关系.处
理6d时,APX酶活性与Cd胁迫质量浓度呈极显著正相关关系(p<0.01),SOD,CAT酶活性呈显著正相

关关系(p<0.05);处理12d时,SOD酶活性与Cd处理质量浓度呈显著正相关关系(p<0.05),CAT,

APX酶活性均呈极显著正相关关系(p<0.01);处理18d时,CAT酶活性与Cd处理质量浓度呈极显著正

相关关系(p<0.01),相关系数r高达0.990.

3 讨 论

Cd对植物造成伤害的重要机制之一是引起植物体内活性氧的积累,质膜正常生理功能受损,细胞内稳

态失衡[25-26],植物生长受阻,严重时可导致植物死亡.MDA是植物膜脂过氧化的主要产物,质量分数的变

化可在一定程度上反映植物体受重金属氧化胁迫的水平[27].本研究结果显示,秋华柳叶片 MDA质量分数
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与Cd胁迫质量浓度间始终呈显著正相关关系.在处理6d时,秋华柳叶片中 MDA质量分数随Cd质量浓

度增加而增加,但各处理组之间除高质量浓度T4处理组(50mg/L)外,秋华柳叶MDA水平与对照相比差

异并无统计学意义,说明秋华柳叶片细胞膜没有完全受损,仍具有较好的生理功能,对Cd具有一定的耐

性.但随着处理时间的延长,MDA质量分数迅速上升,且随着Cd胁迫质量浓度的增加而显著增加,说明

高质量浓度Cd胁迫引起了秋华柳体内活性氧自由基的反应与细胞膜脂质过氧化,Cd与含S或N的基团

和蛋白质形成二硫键,从而破坏了细胞膜离子通道结构[28].这与Cd超富集植物滇苦菜[14]、龙葵[15]、东南

景天[16]等 MDA质量分数对Cd的胁迫响应类似.
重金属进入植物体内诱导产生的大量ROS,若不能被及时清除,会引起一系列对植物体有害的反应.

如O2-和H2O2 在一定条件下可以通过哈伯·韦斯反应(O2-+H2O2→·OH+OH-+O2)和芬顿反应

(Fe2++H2O2→Fe3++OH-+·OH)生成 ·OH.·OH可以引起植物体细胞膜受损及细胞质渗漏,导致

细胞快速脱水死亡[29].为了减少ROS对植物体造成的损害,植物抗氧化系统是逆境胁迫下抵御不良影响

的重要机制,以此清除体内过多的 ROS.
SOD是植物抗氧化系统的第一道防线,可将O2-歧化为毒性较弱的 H2O2 和O2,减轻O2-对植物体

的毒害作用,是植物清除O2-的主要酶[30],CAT和POD均有清除H2O2 的能力[31].已有研究表明,Cd超

富集植物滇苦菜在Cd胁迫下抗氧化酶活性均有所提升,尤其SOD,POD在高质量浓度Cd胁迫下,活性仍

显著上升.CAT酶活性虽变化不明显,但仍高于对照组[14].本研究中对秋华柳叶片SOD酶活性与Cd胁迫

强度的相关分析结果显示,低质量浓度Cd诱导了秋华柳叶SOD酶活性的升高,而高质量浓度Cd或长时

间的Cd胁迫则使SOD酶活性降低[32],SOD酶活性存在一个阈值,既在一定质量浓度Cd处理或处理时间

内,酶活性得以提升和维持,超过这个阈值范围,酶活性下降[33].在重金属超富集植物圆锥南芥[34]、短毛

蓼[35]、富集生态型龙葵[15]中,SOD酶活性在应对逆境胁迫时也呈现出了相同的响应趋势.这有可能因为

SOD酶含有巯基,可与Cd发生络合反应,导致其失去活性,也有可能因为Cd与其金属同工酶的Fe-SOD,

Cu/Zn-SOD,Mn-SOD等的金属辅助因子间相互竞争离子通道,从而抑制了金属辅助因子对金属的吸

收[36].SOD酶活性在Cd胁迫下的这种低升高抑效应也有可能是因为高质量浓度的 H2O2 使Fe-SOD,Cu/

Zn-SOD和 Mn-SOD失活所致[37].另一方面,秋华柳叶CAT酶活性与Cd处理质量浓度间始终呈显著正相

关关系,且随着Cd处理时间的延长,高质量浓度处理组酶活性一直呈上升趋势,中、高质量浓度处理组的

酶活性在处理后期有所下降,可能因为Cd干扰了其分子结构或改变了其空间结构[38],但与对照相比仍保

持着高活性状态.CAT酶在秋华柳叶中的高活性可能因为CAT酶不直接参与 H2O2 的分解过程,而是酶

的血红素铁先与H2O2 反应生成铁过氧化物活性体,CAT酶再将1分子的 H2O2 氧化,从而完成分解过

程[39].而CAT酶和 H2O2 亲和力较弱,对 H2O2 的米氏常数 Km 值较大,因此为了除去低质量浓度的

H2O2 就需要植物体提供相当高活性的CAT酶才能实现[40].
通常情况下,植物体内过多的 H2O2 主要由AsA-GSH循环清除,而GSH,GR和APX是AsA-GSH

循环的主要参与者[41].Cd能直接或间接诱导GR酶活性中心的巯基氧化,也可诱导酶蛋白的重新合成[42],
进而提高GR酶的活性,GR酶活性的提高可使植物细胞内GSH/GSSG的比值维持在较高的水平,使植物

体免受氧化伤害[43].本研究中,相关性分析结果显示,秋华柳APX酶活性与GR酶活性表现出不同的变化

特点,APX酶活性对早期的H2O2 清除效果较明显,而GR酶主要在 H2O2 的后期清除中发挥作用.说明

在Cd处理前期,GSH及APX酶在Cd解毒中起主要作用,随着胁迫时间的延长,秋华柳体内Cd诱导植

物螯合态(PhytochelatinsPCs)的合成,作为PCs合成前体的GSH及其衍生物质量分数下降,GR酶开始

发挥更重要的作用.同时,含有硫醇的GR酶因硫醇被Cd结合而减少,后期活性也相应受到抑制,因此

AsA-GSH循环对H2O2 的清除效果因GSH质量分数的减少和GR酶活性的降低而减弱,造成了H2O2 在

细胞内的大量累积,进而导致膜脂过氧化产物的进一步积累.
在整个试验期间秋华柳叶POD酶活性差异无统计学意义(18d时,T4除外),说明在秋华柳叶中POD

酶对Cd胁迫不敏感,与其它重金属富集植物在Cd胁迫处理下POD酶活性的变化规律不完全一致.这可

能与POD酶的双重作用性有关,一方面,POD酶作为细胞抗氧化酶系统的成员之一,表现为POD酶对
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H2O2 的拮抗作用,可在逆境或衰老初期表达,清除体内过多的 H2O2;另一方面,POD酶可作为衰老指

标,表现为POD酶对H2O2 的协同作用,可在逆境或衰老后期表达,参与活性氧的生成、叶绿素的降解,
并能引发膜脂过氧化作用[44],具体机制有待进一步研究.

综上认为,Cd胁迫对秋华柳叶片造成氧化胁迫,引起脂质过氧化,致使 MDA质量分数升高,且其质

量分数与Cd胁迫质量浓度呈显著正相关关系.在氧化胁迫的细胞微环境中,秋华柳叶片的抗氧化酶系统作

出应激反应,清除细胞内过多的ROS.不同质量浓度和时间的Cd胁迫下,秋华柳叶片抗氧化酶活性分别表

现出不同的变化规律.其中SOD,CAT是2种高活性酶,随着Cd胁迫质量浓度的增加和处理时间的延长

始终维持着高活性状态.在氧化胁迫前期,APX具有较高的酶活性,随着Cd胁迫程度的增加,GR酶活性

升高,通过AsA-GSH循环清除ROS.而秋华柳叶中POD酶对Cd胁迫不敏感.不同的抗氧化酶活性存在

不同的阈值,植物在耐受Cd质量浓度的阈值内,抗氧化酶系统通过活性变化的协同作用,共同应对Cd胁

迫.同时也说明抗氧化酶系统对Cd既具有解毒功能,也是Cd毒性的作用位点.
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ResponseoftheAntioxidantEnzymeSystemof
SalixvariegataFranchtoCadmiumStress

ZHOU Cui, ZHANG Wen, WANG Ting,
LIU Yuan, MAWen-chao, WEI Hong

SchoolofLifeSciences/KeyLaboratoryofEco-EnvironmentsinThreeGorges
ReservoirRegion(MinistryofEducation)/ChongqingKeyLaboratoryofPlantEcologyandResources
ResearchinThreeGorgesReservoirRegion,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China

Abstract:Thedegreeofoxidativestresscanbedeterminedthroughtheamountofmalondialdehyde
(MDA)presentwithintheleaf,whileinformationabouttheanti-oxidativedefensesystemswithintheleaf
canbeobtainedthroughtheabundanceofsuperoxidedismutase(SOD),peroxidase(POD),catalase
(CAT),ascorbateperoxidase(APX)andglutathionereductase(GR).Ahydroponicexperimentwithdif-
ferentcadmiumtreatments(Cd2+0,2,10,20and50mg/L)wasconductedover18daysinordertoin-
vestigatetheeffectsofcadmiumonoxidativestressandtheresponseoftheanti-oxidativedefensesystems
intheleafofSalixvariegatatocadmiumstress.TheconcentrationsofMDAandtheaforementioneden-
zymeswerethenanalyzedoncetheexperimentwascompleted.Asignificantpositivecorrelationwasshown
toexistbetweenMDAcontentintheleafofS.variegataandcadmiumconcentration,MDAcontentbeing
significantlyhigherafter12daysoftreatment,whichimpliedthatthedegreeofoxidativestressincreased
significantlyafteratemporaryrepairoftheplantphysiologicalfunction.Theenzymesthatmadeupthean-
ti-oxidativedefensesystemintheleafplayeddifferentroleswhenS.variegatawasundercadmiumstress.
Thisimpliedthatdifferentenzymesoftheanti-oxidativedefensesystemhaddifferentthresholds.Theac-
tivitiesoftheSODandCATshowedasimilartrendinchange:theyfirstincreasedwithincreasingCd
treatmentconcentrationandtime,followedthenbyadecline,alwaysmaintainingarelativelyhighactivity
incomparisonwiththeCK.Intheearlystageoftheoxidativestress,theactivityofAPXmaintainedrela-
tivelyhighactivities,suggestinganimportantroleindefendingagainstthetoxicityofcadmium.Theactiv-
ityofGRintheleafofS.variegataincreasedsteadilywithincreasingcadmiumstress,exhibitingahighly
significantpositivecorrelationbetweenthem.NosignificantcorrelationwasdetectedbetweenPODactivity
andcadmiumconcentration.ThereweredifferentthresholdsforCdtoleranceoftheanti-oxidativedefense
system,inwhichdifferentenzymeshelpedtocopewithvaryingdegreesofcadmiumstress.Thesedefense
mechanismsalsoworkedinconjunctionwithplantsynergy.TheantioxidantenzymesystemofS.variega-
tawasusefulindefendingagainstthetoxicityofthecadmiumion.Moreover,theenzymescouldalsoactas
anactivesiteforthecadmiumionandbesubsequentlyharmedfromthisinteraction.
Keywords:variegatedwillow(Salixvariegata);cadmiumstress;antioxidantenzyme
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