
铜胁迫对紫花苜蓿幼苗叶片抗氧化系统的影响*

王松华
1**摇 张摇 华

2 摇 何庆元
1

( 1安徽科技学院生命科学学院, 安徽蚌埠 233100; 2合肥工业大学生物与食品工程学院, 合肥 230009)

摘摇 要摇 采用 1 / 4 强度 Hoagland 营养液培养法研究了不同浓度 Cu 处理(0、10、30、50、100
mmol·L-1 CuSO4 ) 对紫花苜蓿幼苗叶片生理生化特性的影响. 结果表明: 30、 50、 100
mmol·L-1 Cu 处理使叶片中过氧化氢(H2O2)、羟基自由基(OH·)和丙二醛(MDA)含量升
高;随 Cu 浓度的增加,愈创木酚过氧化物酶(POD)、谷胱甘肽还原酶(GR)和抗坏血酸过氧化
物酶(APX)的活性逐渐上升,过氧化氢酶(CAT)和葡萄糖鄄6鄄磷酸脱氢酶(G6PDH)的活性先
上升后下降;30、50、100 滋mol·L-1Cu 处理增强 Fe鄄SOD 和酯酶(EST)的活性,使叶片中谷胱
甘肽(GSH)和抗坏血酸(AsA)含量显著升高. >10 滋mol·L-1的 Cu 处理下,叶片中抗氧化系
统清除活性氧的能力上升,以防止叶片在 Cu 诱导的氧化胁迫下受到伤害.
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Effects of copper stress on Medicago sativa seedlings leaf antioxidative system. WANG Song鄄
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Abstract: This paper studied the effects of different concentration (0, 10, 30, 50, and 100
mmol·L-1) CuSO4 on the leaf physiological and biochemical characteristics of Medicago sativa
seedlings cultured with 1 / 4鄄strength Hoagland nutrient solution. In treatments 30, 50, and 100
滋mol·L-1 of CuSO4, the leaf H2O2, OH·, and MDA contents and Fe鄄SOD and EST activities in鄄
creased, and GSH and AsA contents increased significantly. With increasing concentration Cu, the
POD, GR, and APX activities increased gradually, and the CAT and G6PDH activities decreased
after an initial increase. In treatments >10 滋mol·L-1 of Cu, the capacity of leaf antioxidative sys鄄
tem in reactive oxygen species scavenging increased to prevent the injury from copper鄄induced oxi鄄
dative stress.
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摇 摇 随着全球经济的高速发展,重金属土壤和水体

污染己经成为一个全球性的问题[1-2] . 土壤重金属

(Cd、Cu、Zn 等)污染是影响我国农业可持续发展和

生态环境质量的一个重要因素. 重金属容易被作物

吸收,不仅干扰作物的生长发育,还能通过食物链危

及人类健康[3-5] . 因此,研究重金属污染对作物的伤

害机理,是在污染条件下保护生物多样性、管理生物

圈的理论基础,也是保持农业生产的高产、优质、高
效及安全的科学依据[5] . Cu 是植物必需的微量元素

之一,然而过量的 Cu 抑制植物光合作用、干扰细胞

代谢和离子平衡. Cu 扩散到细胞核内则诱发 DNA
和蛋白质之间发生分子内和分子间交联,以及 DNA
链重排、DNA 期外合成和甲基化异常等遗传毒害,
而且 Cu 胁迫还能诱导植物细胞产生大量活性氧,
引起膜脂过氧化,膜透性增大,细胞内容物大量外

渗,甚至发生细胞死亡[5-6] .
紫花苜蓿(Medicago sativa)为豆科苜蓿属多年

生植物,其生活史短、地上部和根系生物量大,且能

同时积累 Cd、Cu、Se 等多种重金属元素,因而成为

治理污染土壤的首选植物材料[7-8] . 迄今,紫花苜蓿

对 Cu 诱导的氧化胁迫机制的研究在国内外鲜见报

道[7-8] . 本试验以紫花苜蓿阿尔冈金(Algonquin)为
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材料,研究了铜胁迫对紫花苜蓿幼苗叶片抗氧化系

统的影响,旨在为铜污染土壤修复植物的利用提供

科学依据.

1摇 材料与方法

1郾 1摇 供试材料及处理

紫花苜蓿品种阿尔冈金的种子在 5% NaClO 中

消毒 10 min,去离子水冲洗,于 22 益培养箱内的塑

料网上催芽培养 3 d郾 . 选取长势一致的幼苗转至1 / 4
强度 Hoagland 营养液中培养 4 d,pH 5郾 5依0郾 1. 用含

0(CK)、10、30、50、100 mmol·L-1CuSO4的 1 / 4 强度

Hoagland 处理液培养,隔 1 d 更换一次处理液,每处

理 3 个重复. 7 d 后,收集等量的各叶位叶片,液氮速

冻,待用.
1郾 2摇 测定项目和方法

1郾 2郾 1 物质含量测定 摇 参照 Wang 等[9] 的方法,测
定紫花苜蓿幼苗的株高、生物量和铜含量,以及叶片

中过氧化氢(H2O2)、丙二醛(MDA)、蛋白质、还原

型谷胱甘肽(GSH)和还原型抗坏血酸(AsA). 参照

Liu 等[10]的方法,测定 OH·含量,OH·产生速率用

每克样品的吸光值表示.
1郾 2郾 2 酶活性测定摇 取 1 g 叶片,按 1 颐 3 的比例加

入酶提取液(50 mmol·L-1 pH 7郾 0 Tris鄄HCl 缓冲液,
含 1 mmol·L-1 AsA、1 mmol·L-1 二硫苏糖醇、1
mmol·L-1 GSH 和 5 mmol·L-1 MgCl2 ),研磨至匀

浆,4 益 冷冻离心(10000伊g,30 min),取上清液作

为谷胱甘肽还原酶(GR)和葡萄糖鄄6鄄磷酸脱氢酶

(G6PDH) 待测酶液. 采用紫外分光光度法测定

GR[1 1 ]和 G6PDH 活性[12] .
取 1 g 叶片,按 1 颐 3 的比例加入酶提取液

[0郾 05 mmol·L-1pH 7郾 8 PBS,含 2 %聚乙烯吡咯烷

酮和 5 mmol·L-1 茁鄄巯基乙醇,抗坏血酸过氧化物

酶(APX)提取液包括 2 mmol·L-1 AsA],研磨至匀

浆,4 益 冷冻离心(10000伊g,30 min),取上清液作

为酯酶(EST)、过氧化氢酶(CAT)、APX、超氧化物

岐化酶(SOD)和过氧化物酶(POD)待测酶液. CAT、
SOD、POD、APX 活性测定参照 Wang 等[9]方法. POD
活力用 470 nm 吸光值的变化表示,消光系数为

26郾 6 mmol·L-1·cm-1 . CAT 活力用 A240的连续变化

值表示,消光系数为 40郾 0 mmol·L-1·cm-1 . SOD 活

力的测定以氮蓝四唑光化还原反应 50%抑制率所需

的酶量作为一个酶活力单位. APX 活性用 290 nm 吸

收值的连续变化表示,消光系数为 2郾 8 mmol·L-1·
cm-1 . 采用分光光度法测定 EST 活性[13],用 490 nm

吸光值的变化表示. 在 pH 7郾 5,30 益 条件下,每分钟

释放 1 滋mol 萘酯所需的酶量定义为 1 个酶单位.
1郾 2郾 3 同工酶电泳摇 POD 同工酶采用联苯胺溶液染

色[14] . SOD 同工酶用磷酸缓冲液(50 mmol·L-1 pH
7郾 8,内含 0郾 01% VB2 ) 和 1% 氯化硝基四氮蓝唑

(NBT)作为染色剂,在 4000 lx 下曝光 20 min[14] .
SOD 同工酶鉴定方法参照文献[15],将相同的 3 块

胶分别放入蒸馏水、5 mmol·L-1 H2O2 和氯仿乙醇

(1 颐 3,V / V)中浸泡 1 h 后用蒸馏水冲洗 2 次,再染

色. CAT 同工酶电泳凝胶先用 H2O2浸泡 20 min,2%
铁氰化钾和 2% 氯化高铁染色 3 ~ 4 min. EST 同工

酶电泳以醋酸鄄琢鄄萘酯和醋酸鄄茁鄄萘酯为底物,坚牢

蓝为染料,酶带染成褐色和桃红色酶[16] . APX、GR、
G6PDH 染色方法参照 Anderson 等[17] 的方法. APX
电极缓冲液含 2 mmol·L-1 ASA,GR 电泳分离胶含

有 1%淀粉,G6PDH 电泳分离胶加 0郾 5%淀粉.
1郾 3摇 数据处理

采用 SPSS 10郾 0 软件进行数据统计,采用单因素方

差分析(one鄄way ANOVA) 进行差异显著性分析.

2摇 结果与分析

2郾 1摇 不同浓度 Cu 处理对幼苗生长、抗氧化物质及

Cu、MDA 含量的影响

由表 1 可以看出,随 Cu 处理浓度的增大,紫花

苜蓿幼苗地上部 Cu 含量逐渐增大 (P <0郾 05);10
滋mol·L-1 Cu 处理下,各项指标与对照无显著差异;
30、50、100 mmol·L-1 Cu 处理下,紫花苜蓿的株高

和株生物量逐渐降低,叶片中的 H2O2、 OH·和

MDA 含量则逐渐升高.
2郾 2摇 不同浓度 Cu 处理对紫花苜蓿叶片中抗氧化

酶活性的影响

由表 2 可以看出,随 Cu 处理浓度的增大,紫花

苜蓿叶片中 SOD 活性无显著变化;CAT 和 G6PDH
活性呈先上升后下降的趋势,10 滋mol·L-1 Cu 处理

下 CAT 活 性 达 到 峰 值, 此 后 逐 渐 下 降, 100
滋mol·L-1 Cu 处理为对照的 64郾 5% ,30 滋mol·L-1

Cu 处理下 G6PDH 活性达到峰值,100 滋mol·L-1 Cu
处理下比对照低 29郾 8% . POD、GR 和 APX 活性均随

Cu 处理浓度的增大而逐渐上升,100 滋mol·L-1 Cu
处理下分别为对照的 1郾 7、1郾 5 和 1郾 5 倍.
2郾 3摇 不同浓度 Cu 处理对紫花苜蓿叶片中抗氧化

物酶同工酶的影响

由图 1 可以看出,GR 同工酶谱有 5 条酶带,Cu
处理诱导同工酶GR鄄3、GR鄄4和GR鄄5的表达,并且
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表 1摇 不同浓度 Cu 处理下紫花苜蓿幼苗的株高、株生物量及 Cu、H2O2、OH·和 MDA含量
Table 1摇 Shoot length, shoot biomass, and the contents of Cu, H2O2, OH· and MDA of Medicago sativa leaves in different
Cu treatments (mean依SD)
Cu 处理
Cu treatment
(滋mol·L-1)

株高
Shoot length

(cm)

株生物量
Shoot biomass

(mg·plant-1FM)

Cu
(mg·g-1DM)

H2O2

(mmol·g-1FM)
OH·

(u·g-1FM)
MDA

(nmol·g-1FM)

CK 6郾 8依0郾 4a 416郾 2 依18郾 4a 23郾 9依2郾 6e 0郾 33依0郾 02c 147郾 2依14郾 1c 1郾 4依0郾 2d
10 6郾 0依0郾 4a 375郾 6依24郾 8a 49郾 6依5郾 8d 0郾 38依0郾 02c 176郾 2依23郾 2c 1郾 5依0郾 2d
30 5郾 1依0郾 2b 319郾 5依12郾 3b 111郾 1依9郾 6c 0郾 64依0郾 04b 219郾 5依9郾 4b 1郾 7依0郾 1c
50 4郾 6依0郾 2c 209郾 8依31郾 1c 309郾 2依12郾 3b 0郾 78依0郾 04a 240郾 8依11郾 2b 2郾 9依0郾 2b
100 2郾 1依0郾 4d 167郾 2依23郾 8d 342郾 6依15郾 9a 0郾 86依0郾 04a 268郾 4依16郾 7a 4郾 6依0郾 3a
同列不同小写字母表示处理间差异显著(P<0郾 05) Different small letters in the same column indicated significant difference among different treatments
at 0郾 05 level郾

表 2摇 不同浓度 Cu 处理下紫花苜蓿叶片中抗氧化酶的活性
Table 2摇 Activities of anti鄄oxidative enzymes of Medicago sativa leaves in different Cu treatments (U·mg-1 protein)

Cu 处理
Cu treatment

SOD 活性
SOD activity

CAT 活性
CAT activity

POD 活性
POD activity

GR 活性
GR activity

APX 活性
APX activity

G6PDH 活性
G6PDH activity

CK 141郾 2依12郾 5a 30郾 4依1郾 4c 28郾 4依2郾 0d 3郾 1依0郾 2d 2郾 5依0郾 1c 9郾 4依0郾 4b
10 138郾 4依9郾 8a 41郾 6依2郾 1a 29郾 5依3郾 5d 3郾 5依0郾 2c 2郾 6依0郾 1c 11郾 2依0郾 3a
30 136郾 4依18郾 4a 35郾 7依2郾 4b 37郾 8依2郾 2c 3郾 7依0郾 4c 3郾 0依0郾 2b 11郾 6依0郾 3a
50 136郾 8依6郾 7a 37郾 2依1郾 3b 43郾 3依3郾 8b 4郾 2依0郾 3b 3郾 2依0郾 2b 10郾 8依0郾 5a
100 128郾 7依16郾 2a 19郾 6依1郾 5d 49郾 3依1郾 7a 4郾 5依0郾 3a 3郾 7依0郾 2a 6郾 6依0郾 2c

图 1摇 不同浓度 Cu 处理下紫花苜蓿叶片中 GR、APX、G6PDH、CAT 和 POD 同工酶
Fig. 1摇 Isoenzymes of GR, APX, G6PDH, CAT and POD in different Cu treatments郾

随 Cu 浓度的增大而逐渐增强;APX 同工酶谱仅有

一条酶带,随 Cu 浓度的增大,酶带的亮度逐渐增

强;G6PDH 同工酶谱有 4 条酶带,与对照相比,除
G6PDH鄄3 外, 其 他 酶 带 的 亮 度 在 10、 30 和 50
滋mol·L-1 Cu 处理下均增强,100 滋mol·L-1 Cu 处

理则显著抑制酶带 G6PDH鄄1 和 G6PDH鄄2 的表达;
CAT 同工酶谱有 4 条酶带,10 滋mol·L-1 Cu 处理诱

导酶带 CAT鄄3 的表达最明显,100 滋mol·L-1 Cu 处

理则显著降低 CAT鄄1 和 CAT鄄3 的表达;POD 同工酶

谱有 8 条酶带,30、50 和 100 滋mol·L-1 Cu 处理诱

导同工酶 POD鄄5 和 POD鄄7 的表达,同时增强酶带 2、
3、4、6、8、9 和 10 的表达.
摇 摇 由图 2 可以看出,SOD 同工酶谱有 7 条酶带,其
中,SOD鄄2 的亮度随 Cu 浓度的增大逐渐增强,其他

酶带的亮度与对照无显著差异. SOD 的抑制剂鉴定

结果表明,SOD鄄1为Mn鄄SOD,SOD鄄2为Fe鄄SOD,酶
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图 2摇 SOD 同工酶的鉴定
Fig. 2摇 Identification of SOD isoenzyme郾

带 3 ~ 7 为 Cu,Zn鄄SOD.
2郾 4摇 不同浓度 Cu 处理对紫花苜蓿叶片中酯酶

(EST)活性及其同工酶的影响

与对照相比,30、50 和 100 滋mol·L-1 Cu 处理

显著提高了 EST 活性(图 3A). 由图 3B 可以看出,
EST 同工酶谱中,对照组存在褐色的酶带 1、2、8 和

紫褐色的 9. 与对照相比,30、50 和 100 滋mol·L-1

Cu 处理下,EST鄄8 的表达减弱,EST鄄2 的表达增强,
并且诱导出 5 条新的酶带 ( EST鄄3、EST鄄4、EST鄄5、
EST鄄6、EST鄄7),其中呈现桃红色的 EST鄄3、EST鄄4、
EST鄄5 和 EST鄄6 的活性随着 Cu 浓度的增大逐渐增

强.
2郾 5摇 不同浓度 Cu 处理对紫花苜蓿叶片中 GSH 和

AsA 含量的影响

由图 4 可 以 看 出, 与 对 照 相 比, 10 和 30
滋mol·L-1 Cu处理的紫花苜蓿叶片中GSH含量无显

图 3摇 不同浓度 Cu 处理下紫花苜蓿叶片中 EST 活性(A)及
其同工酶(B)
Fig. 3摇 Activity of EST (A) and its isoenzyme (B) in different
Cu treatments郾

图 4摇 不同浓度 Cu 处理下紫花苜蓿叶片中 GSH 和 AsA 的
含量
Fig. 4摇 Contents of GSH and AsA in different Cu treatments.

著差异,50 和 100 滋mol·L-1 Cu 处理的 GSH 含量分

别高 40%和 65% . 30、50、100 滋mol·L-1 Cu 处理下

AsA 含量均增加 40%左右.

3摇 讨摇 摇 论

Cu 是植物生长发育必需的微量元素之一,广泛

参与植物的各种生物化学和生理过程[18-19] . 然而,
过量的 Cu 会对细胞产生毒害,甚至导致细胞死亡.
Cu 毒害主要通过直接或间接诱导产生的活性氧

(ROS)攻击蛋白质、脂质等生物大分子,使其发生氧

化或降解,导致生物膜透性增大、酶失活[5] . 植物细

胞在长期进化过程中形成了两套清除生物和非生物

8822 应摇 用摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 22 卷



胁迫诱导产生的过量 ROS 系统,即由 GSH、AsA 和

硫辛酸[20]等抗氧化剂组成的非酶系统,以及 SOD、
POD、APX 和 CAT 等抗氧化酶组成的酶系统[21-22] .

本研究中,30、50、100 滋mol·L-1Cu 处理下,随
着 Cu 浓度的增大,Fe鄄SOD 活性逐渐升高(图 2),但
SOD 活性无显著变化,POD 和 APX 活性逐渐升高,
CAT 活性则先上升后下降(表 2),这与菜豆(Phase鄄
olus vulgaris) [23] 和印度芥菜(Brassica juncea) [9] 的

研究结果一致. Cu 处理可以启动苜蓿叶片中抗氧化

酶系统,但抗氧化酶不足以清除 Cu 诱导产生的

H2O2 和 O2
-· . 另外,Cu 的氧化还原性较强,可以导

致 Haber鄄Weiss 和 Fenton 型反应的发生,使细胞中

氧化性极强的 OH·水平升高,从而诱导膜脂过氧

化,产生大量 MDA(表 1),发生氧化胁迫. 为了降低

氧化程度以维持生存,苜蓿将光合作用产生的大量

有机物和能量用于合成 POD、APX 等抗氧化酶. 这
可能是导致植株的株高和株生物量显著降低的原因

之一. 100 滋mol·L-1 Cu 处理下,紫花苜蓿叶片中

CAT 活性与对照相比显著下降,其原因可能是:1)
高浓度 Cu 直接抑制 CAT 活性,或者抑制 CAT 酶基

因的转录、翻译[23];2)细胞中高浓度 Cu 取代 CAT
酶血红素辅基中的 Fe,使 CAT 活性下降[9];3)细胞

中高浓度 Cu 诱导产生了大量 O2
-·,而此时 SOD 活

性并未升高(表 2),导致细胞中 O2
-·水平升高从而

抑制 CAT 活性[9] .
普遍存在于植物细胞质和叶绿体中的抗坏血

酸鄄谷胱甘肽循环也是清除 H2 O2 的重要途径,APX
和 GR 为该途径的关键酶,GSH 和 AsA 还原剂的再

生主要由 G6PDH 催化产生的 NADPH 负责[22] . 有
研究表明,在重金属 Cu 胁迫下,菜豆根系和叶片抗

的坏血酸鄄谷胱甘肽循环清除 H2O2能力升高[23] . 本
研究中,30、50、100 滋mol·L-1 Cu 处理下,紫花苜蓿

叶片 APX 活性与对照相比显著升高,并消耗大量的

AsA 以清除 Cu 诱导产生的 H2O2;但此时 GSH 和

AsA 含量也显著升高,这可能与该浓度 Cu 处理下

G6PDH 和 GR 的 活 性 较 高 有 关 ( 表 2 ). 100
滋mol·L-1 Cu 处理下,G6PDH 活性显著下降,而此

时还原态 GSH 和 AsA 达到高值(图 4),其原因可能

是:1)此时细胞中抗氧化剂硫辛酸水平升高,氧化

态和还原态硫辛酸均具有抗氧化能力,可供电子给

氧化型的抗坏血酸和谷胱甘肽使之还原为 AsA[20];
2)细胞中生物合成的 AsA 增加;3)非 G6PDH 途径

产生的 NADPH 增加.
EST 是生物体内催化羧酸酯类化合物水解与合

成的一类生命活动的基础代谢酶. 植物大多数酯酶

都对有机磷化合物敏感,属于 B 类的羧酸酯酶[24] .
植物 EST 具有水解并释放结合态植物激素(如水杨

酸、茉莉酸、吲哚乙酸、赤霉素等)、调控天然产物的

转化、加速细胞木质化和抗病解毒等功能. 研究表

明,2 ppm Cu 和 40 ppm Pb 抑制小麦叶片 EST 的表

达,20 ppm Cr 则增强 EST 的表达[25];一定浓度的

Cd 可诱导平菇、柱状田头菇等真菌菌丝 EST 同工酶

的表达[14,16] . 本试验中,同工酶活性电泳中,以醋酸鄄
琢鄄萘酯为底物的酶带染成褐色,为 琢鄄EST,以醋酸鄄
茁鄄萘酯为底物的酶带染成桃红色,为 茁鄄EST. 从图

3B 可以看出,对照组紫花苜蓿叶片中只存在 琢鄄EST
同工酶,30、50、100 滋mol·L-1Cu 处理可以显著提高

琢鄄EST 活性,而且可以诱导 茁鄄EST 的表达,茁鄄EST 的

表达随 Cu 浓度的增大逐渐增强. 由此可见,茁鄄EST
为胁迫响应同工酶. 目前,植物 茁鄄EST 的生理功能

尚未见报道,推测其作用可能是: 1)在 Cu 胁迫下通

过提高 EST 的活性加速脂类化合水解而增加细胞

中有机酸的数量,以螯合更多的游离 Cu 离子,从而

起到解 Cu 毒的作用[16];2)加速结合态的水杨酸、茉
莉酸等植物激素的释放,使细胞中水杨酸、茉莉酸等

水平升高,以增强植物抗逆性[26-27] .
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