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镉、铜和锌胁迫下黑藻活性氧的产生及抗氧化酶活性的变化研究
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摘要 :研究了不同 Cd、Cu、Zn处理浓度对黑藻体内活性氧 ( )产生及对抗氧化酶 (SOD、POD、CAT)活性的分子毒理

学效应以探讨高等水生植物抗氧化酶对重金属胁迫的反应。结果表明 ,三种重金属都不同程度地加快了 产生速

率 ;Cu使 SOD、POD、CAT活性下降 ;Cd也都减弱了 SOD和 POD活性 ,而 CAT活性在 015—5mg/ L处理浓度时增加 ;Zn

对 SOD活性也为抑制作用 ,当浓度为 015—5mg/ L时 POD和 CAT活性都上升。关联度分析发现 Cd、Cu和 Zn胁迫下

黑藻起主要保护作用的分别为 SOD、POD和 CAT ,而 SOD最易受到影响。Cd、Cu处理下的叶绿素含量也都呈下降趋

势 ,而 015—5mg/ L的 Zn浓度刺激了叶绿素合成。所有 Zn处理、015mg/ L的 Cu处理和 015—1mg/ L的 Cd处理的叶

绿素 a/ b值都大于对照值。除了 Cu使可溶性蛋白含量减少外 ,015—5mg/ L的 Zn和 015—1mg/ L的 Cd都使其含量

增加。综合起来 ,Cu的毒性最强 ,其次为 Cd ,Zn最弱。致死阈浓度分别为 :Cu :015—1mg/ L ;Cd :1—2mg/ L ; Zn :5—

6mg/ L。SOD是评价重金属对沉水植物毒性效应的灵敏指标。黑藻对水环境 Cu污染反应敏感。
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　　大量研究认为许多外源性化学污染物都是通过

产生大量活性氧 ,从而诱发机体损害的 ;另一方面 ,

起重要保护作用的抗氧化酶的活性或含量可能会因

为污染物的胁迫作用而发生改变[1 ] .目前 ,就有机污

染物对水生动物抗氧化酶活性影响的研究资料表明

SOD活性的变化可以间接反映环境中有毒有害物质

的存在 ,是分子水平上预报有机毒物对水生态系统

危害的敏感性生物标志物 ,已被用来评价和监测有

机污染物对水生生物的毒性效应[2 ]。贾秀英研究指

出 SOD活性可以作为鱼类逆境生理的一个生化指

标[3 ]。重金属作为水环境污染的重要因子 ,本研究

结果表明重金属污染对高等水生植物的生理指标和

超微结构都能产生一定的毒害影响[4 ]。

本文以不同浓度 Cd、Cu、Zn 为胁迫因子 ,以在

全国分布广泛的沉水植物———黑藻为受试材料。通

过研究其对超氧阴离子 ( )产生速率及对抗氧化

酶———SOD、POD、CAT活性等的影响 ,以期阐明重金

属对高等水生植物抗氧化酶的生态毒理学影响 ,为

水体重金属污染的早期预报和防治筛选灵敏的分子

生态毒理学指标提供参考和依据。

1　材料与方法

111　植物材料 　黑藻 ( Hydrilla verticillata (L. F. )

Royle)采自江苏省苏州市东山镇太湖水域 ,后将其

移种于南京师范大学水生植物培育池中 ,2003 年 9

月 (20—25℃)选取长度为 10cm左右的植株作为实

验材料。

112　实验处理　将受试材料先在实验室无底泥的

13个玻璃缸中用 1/ 20培养液预培养 2d后 ,于上午

8 :00分别在 4个玻璃缸 (2L)中一次性施入 015mg/ L、

1mg/ L、5mg/ L、10mg/ L 的 CdCl2·215H2O (AR) ,同时

在另外的两组玻璃缸 (每组 4个)中分别加入同样梯

度浓度的 CuSO4·5H2O (AR)和 ZnSO4·7H2O (AR) (以

纯 Cd2 +、Cu2 +、Zn2 + 计) ,以在不施加任何金属的

1/ 20Hoagland培养液中生长的黑藻植株为零对照。

全部培养缸置于 Forma23744型 (英国产)全封闭的培

养箱中培养 ,温度为 24℃,光周期为 12h光照 (3500lx)

和 12h黑暗交替。每组设 3个重复 ,培养第 7d取相

同部位的材料 ,去离子水洗净 ,测定生理生化指标。

另外 ,分别设 3种受试金属的浓度梯度依次为 :
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015mg/L ,1mg/ L ,2mg/ L ,3mg/ L ,4mg/ L ,5mg/ L ,6mg/

L ,7mg/ L ,8mg/ L ,9mg/ L ,10mg/ L ,以观察其对黑藻的

致死阈浓度。

113　超氧阴离子 ( )产生速率的测定　按照王爱

国等[5 ]的羟胺氧化反应方法。

114　SOD、POD、CAT活性的测定 　取材于预冷的

研钵中 ,加入 0105mol/ L 的磷酸缓冲液 (pH718) ,冰

浴 ,研磨 ,10000r/ min ,低温 (0—4℃)离心 20min ,取

其上清液。SOD、CAT活性用一般分光光度法 ,按从

南京建成生物工程研究所购买的试剂盒的顺序测

定 ;POD活性用愈创木酚法[6 ]测定。

115　叶绿素含量测定　采用分光光度法[6 ]

116　可溶性蛋白含量测定　采用 Bradford[7 ]的考马

斯亮蓝 G2250法测定。

117　数据分析　用计算机系统自带软件分析各测

定指标与处理浓度间的相关性 (R)和不同离子处理

间的差异 ( T2检验) 。以 P < 0105 为差异显著 , P <

0101为差异极显著。结果以均值 ±Sd 表示。灰色

关联度分析用邓聚龙[8 ]的方法。

2　结果与分析

211　 产生速率的变化

研究认为 伤害植物的机理之一是参与启动膜

脂过氧化或膜脂脱酯作用 ,从而破坏膜结构[9 ]。如

图 1所示 ,就对产生速率的影响而言 Cu 表现最突

出 ,其次为 Cd和 Zn。特点是 5mg/ L和 10mg/ L处理

后 3种重金属都使 产生速率急剧加快 ,如 5mg/ L

浓度下 ,Cu、Cd、Zn处理组的 产生速率分别为对照

组的 1519倍、419倍和 116倍。10mg/ L处理浓度

图 1　Cd、Cu、Zn对黑藻 产生速率的影响

Fig. 1　The effect of Cd ,Cu ,Zn treatment on generating rate

图 2—图 6的图例同图 1

的 产生速率则分别达到 2811倍 (Cu) 、617倍 (Cd)

和 413倍 (Zn) 。统计结果表明 产生速率与 3金属

浓度都达到极显著正相关 ,相关系数为 RCu = 01984 ,

P < 0101 ; RCd = 01981 ; P < 0101 ; RZn = 01953 , P <

0101。

212　保护酶的变化

21211　SOD 　由图 2 看出 ,Cd、Cu、Zn 处理后 ,SOD

活性都呈下降趋势。但就下降的程度而言 ,三者间

存在差异 ,最低浓度 015mg/ L 处理后 ,Cd 处理组的

活性为对照的 9012 % ,Cu的为 9016 % ,而 Zn处理组

活性最高 ,为 9113 %。浓度继续增大后 ,Cu处理使

酶活降低的程度明显大于 Cd和 Zn ,如 5mg/ L 处理

浓度时 , Cu 处理的活性是对照的 4117 % , Cd 是

5317 % ,Zn 的抑制效果最差 ,是对照的 8413 %。数

据分析结果表明 SOD活性与 Cd处理浓度为极显著

负相关 , R = - 01967 , P < 0101 ,与 Cu 为显著负相

关 ,R = - 01890 , P < 0105。

图 2　Cd、Cu、Zn对黑藻 SOD活性的影响

Fig. 2　The effect of Cd ,Cu ,Zn treatment on SOD activity

21212　POD　POD活性在 3 种金属处理后变化趋

势不同 (图 3) 。其中 Cd、Cu都使活性下降 ,而 Zn则

在处理浓度为 015—5mg/ L时高于对照酶活性 ,并在

1mg/L 时达到峰值 ,比对照值上升了 2116 %。比较

相同处理浓度 3金属对 POD的影响可以发现 ,Cu的

效果最突出。如 015mg/ L处理后 ,Zn使活性比对照

增加了 9147 % ,Cd使酶活下降了 5142 % ,Cu则使之

减少了 2713 %。10mg/ L 处理后 ,Cd 处理组的活性

为对照的 8216 % ,Zn为 7112 % ,Cu为 5617 %。统计

结果表明 , POD活性与 Cd 处理浓度达到极显著负

相关 ,相关系数 R = - 01932 , P < 0101 ,Cu 与 Zn 处

理和 Cu与 Cd处理间对 POD活性的影响都差异显
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著 ,方差分别为 01048 < 0105和01021 < 0105。

图 3　Cd、Cu、Zn对黑藻 POD活性的影响

Fig. 3　The effect of Cd ,Cu ,Zn treatment on POD activity

21213　CAT　Cd、Cu、Zn 对 CAT活性的影响不同

(图 4) 。低浓度 Cd、Zn 都诱使活性上升 ,其中 ,

015mg/L 处理浓度下 Zn 使其比对照值增加了

5110 % ,Cd 处理的比对照酶活增加了 8915 % ,并且

都到 10mg/ L 浓度后 ,CAT活性才低于对照 ,分别是

对照的 7912 %(Zn)和 9318 %(Cd) 。而 Cu处理则使

酶活性随浓度增大而减弱 ,015mg/ L 时就比对照降

低了 7016 % ,当浓度为 10mg/ L 时 ,酶活只有对照值

的 3016 %。比较相同浓度下酶活的大小证明 Cu对

CAT的抑制作用最强。统计分析表明 CAT活性与

Cu处理浓度为显著负相关 ,R = - 01872 , P < 0105。

Cu与 Zn处理和 Cu与 Cd处理对 CAT活性的影响也

图 4　Cd、Cu、Zn对黑藻 CAT活性的影响

Fig. 4　The effect of Cd ,Cu ,Zn treatment on CAT activity

都达到显著程度 ,方差分别为 01021 < 0105和01039 <

0105。

213　叶绿素含量和叶绿素 a/ b的变化

叶绿素含量和叶绿素 a/ b比值是光合器官生理

状况的重要指标。如图 5所示 ,Cu、Cd处理后叶绿

素含量都呈现递减趋势 ,而 Zn处理组则在 015mg/ L

浓度时达到峰值 ,比对照值高 2811 % ,并且直到浓

度为 10mg/ L时才低于正常值。Cu对叶绿素含量的

影响最大 , Cd、Zn 次之。如在 1mg/ L 处理浓度时

Cu、Cd、Zn分别使叶绿素含量变为对照值的 6114 %、

9112 %和 11310 %。5mg/ L 处理的依次为 5114 %

(Cu) 、6217 (Cd)和 10810 %(Zn) 。统计分析表明叶绿

素含量与 Cd 处理浓度为极显著负相关 ,相关系数

R = - 01929 , P < 0101 ,Cu与Zn、Cu与 Cd和 Cd与 Zn

处理间对叶绿素总含量的影响都差异显著 ,方差分

别为 01030、01046和 01048。

图 5　Cd、Cu、Zn对黑藻叶绿素含量的影响

Fig. 5　The effect of Cd ,Cu ,Zn treatment on chlorophyll content

由图 6可以看出 ,与叶绿素含量不同的是 ,Cu、

Cd、Zn都在 015mg/ L 浓度时 a/ b 值增大 ,分别较对

照上升了 3417 %、2213 %和 1919 %。随浓度增大 ,

Cu、Cd处理的都呈下降趋势 ,而 Zn则在 1mg/ L时达

到最大 ,其后降低但都大于正常值。

214　可溶性蛋白含量的变化

图 7表明 ,三种金属元素处理后 ,只有 Cu处理

组的可溶性蛋白含量一直下降 ,相关系数 R =

- 01838 , P < 0105 ,为显著负相关。而 015mg/ LCd浓

度和 1mg/ L Zn浓度则刺激了蛋白的合成 ,含量达到

最大 ,分别比对照增加了 5712 %和 7715 %。继续加

大金属浓度后 ,蛋白含量逐渐减少 ,其中 ,5mg/ L Zn
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图 6　Cd、Cu、Zn对黑藻叶绿素 a/ b的影响

Fig. 6　The effect of Cd ,Cu ,Zn treatment on chlorophyll a/ b value

处理时仍比对照上升了 2014 %。统计分析表明 Cd

处理浓度与蛋白含量达到显著负相关 , R =

- 01834 , P < 0105。Cu与Zn处理对蛋白含量的影响

差异显著 , P = 01036。

图 7　Cd、Cu、Zn对黑藻可溶性蛋白含量的影响

Fig. 7　The effect of Cd ,Cu ,Zn treatment on soluble protein content

215　外观生长结果

培养 7d ,1mg/ L Cu 处理浓度和 2mg/ L Cd 处理

的植株都褪绿明显。高于 5mg/ L 浓度的 Cu 和 Cd

处理的黑藻植株则完全失绿。尤其是 10mg/ L Cu处

理的植株甚至腐烂 ,植株极易断裂。转移至不含金

属离子的培养液中后都不能正常生长而死亡。当浓

度大于 5mg/ L 后 , Zn 处理的黑藻植株出现萎黄现

象 ,转移至培养液中也逐渐死亡 ,低于 5mg/ L 则生

长基本正常。对照植株则都健壮 ,叶色碧绿。在整

个处理期间 ,就同一离子处理而言 ,高浓度比低浓度

更先出现毒害现象。就每植株而言 ,老叶比嫩叶受

的毒害重。根据浓度间黑藻植株外观所表现出的受

毒害程度 ,Cu处理的最显著 ,Cd次之 ,Zn最轻。

3　讨　论

正常情况下 ,作为保护酶系统的重要组成部分 ,

超氧化物歧化酶 (SOD) 、过氧化物酶 ( POD) 、过氧化

氢酶 (CAT)等能维持体内活性氧产生和清除的动态

平衡 ,从而防止自由基的毒害。而逆境条件则往往

使植物细胞中活性氧产生增多或清除能力减弱 ,在

这种情况下活性氧清除能力的高低也就成为植物抗

逆境能力大小和能否在逆境中生存的关键。本实验

结果表明 ,当把黑藻培养在含 Cd、Cu、Zn污水中后 ,

该平衡随即被打破 ,这种失衡首先是由于 产生速

率的急剧上升 ,尤其是高浓度处理更明显 (图 1) ;另

一方面 ,负责将其歧化为 H2O2和 O2的 SOD活性并

没有发生应激性的增强 ,酶活性都随金属浓度的增

大而下降 (图 2) 。对 POD 和 CAT活性而言 ,只有

015—5mg/ L的 Zn处理刺激了 POD活性增加 ,低于

10mg/ L的 Cd和 Zn浓度也诱使 CAT活性有所增强 ,

而 Cu则都始终显示出抑制效应。前人研究认为抗

氧化系统 (SOD、CAT、POD)清除 H2O2 和 功能的削

弱 ,将会导致形成高反应活性的·OH[10 ]。根据灰色

关联度分析 ,3个抗氧化酶对 Cd、Cu、Zn胁迫起作用

的主次顺序为 :Cd :POD(01746) > CAT(01740) > SOD

(01468 ) ; Cu : POD ( 01684 ) > CAT ( 01683 ) > SOD

(01598 ) ; Zn : CAT ( 01702 ) > POD ( 01702 ) > SOD

(01575) 。由此反映出 SOD是黑藻体内的 3个保护

酶中对 Cd、Cu、Zn 最敏感和最易失活的酶类 ,其解

毒作用弱于 POD和 CAT。

黑藻由于叶片极薄 ,且沉入污染水中 ,所以叶片

受害均匀 ,整个叶片由深绿色变为淡绿色 ,最后完全

失绿[11 ]。实验中观察到由于 Cd、Cu、Zn的毒性强弱

差异 ,所导致的植株褪绿的程度也不同 ,在受试金属

浓度和时间内 ,Cu处理样本的失绿程度最明显 ,其

次为 Cd ,最高 Zn处理浓度下的黑藻也仅变为浅黄

绿色。叶绿素含量的变化与此一致 ,Cu使叶绿素含

量下降得最多 ,Cd 次之 ,而 Zn 则在 015—5mg/ L 浓

度时刺激了叶绿素的生物合成。由此说明叶绿素含

量也能反映植物受重金属胁迫程度的差异。已有研

究表明 ,与叶绿素含量减少直接相关的机制包括重

金属抑制参与叶绿素合成的酶[12 ]。重金属原位替
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换叶绿素中央Mg2 +也是重要的损伤机制[13 ]。作者

认为 ,重金属 Cd、Cu、Zn 胁迫后黑藻抗活性氧伤害

的能力减弱 ,致使叶绿体膜系统破坏也是叶绿素减

少的重要原因 (未发表资料) 。作为光合作用的主要

色素 ,叶绿素含量下降的越多 ,对植物光合作用的抑

制程度也越重。

重金属对蛋白质含量变化的影响差异也比较显

著 ,其中 Cu使之呈下降趋势 ,这可能是由于其与—

SH基结合导致蛋白变性而降解 ,也可能是蛋白质合

成酶的失活或 DNA转录翻译途径受阻 ,影响了蛋白

质的合成[14 ]。而 Cd、Zn 都能在一定浓度范围内

(Cd :015—1mg/ L ;Zn :015—5mg/ L)刺激其合成 ,从而

使其含量上升。作者认为这也是 Cu 毒性比 Cd 和

Zn更强和各金属对黑藻毒害的浓度效应不同的原

因之一。大量研究都表明重金属毒害后 ,植物体可

以通过诱导合成植物络合素[15 ]、金属硫蛋白[16 ]和

胁迫蛋白[17 ]来螯合进入体内的重金属或在损伤蛋

白的修复和保护中起作用。

众所周知 ,Cd是植物非必需的重金属元素 ,而

Cu和 Zn是兼具营养和毒害的金属元素。虽然表现

出相同抑制效应的浓度大小不同 ,但就其对黑藻活

性氧代谢和叶绿素含量的影响来看 ,它们具有共同

的作用机制 : (1)加速活性氧自由基的生成。(2)抑

制抗氧化酶活性。从而导致活性氧的累积和对膜系

统的伤害 ,对细胞膜结构的损伤也证明这一点[11 ]。

(3)对光合色素含量产生影响。综合各指标的变化 ,

Cu的毒性最大 ,Cd次之 ,Zn最弱。由此看出 Cu的

环境生态效应不容忽视。从自由基的角度分析 ,Cu

的毒性之所以最强 ,其一因为 Cu是非常活跃的氧化

还原型过渡金属元素 ,它能吸收或释放一个电子

(Cu2 + / Cu + ) ,从而产生自由基导致损伤[18 ]。其二

它是 Haber2Weiss反应生成·OH等活性氧的非常有

效的催化剂[19 ]。虽然 Zn也是过渡金属 ,但它的化

学性质比 Cu要弱的多。

本研究为急性毒害实验 ,结合外观表现和生理

指标的变化 ,Cu对黑藻的致死阈浓度为 015—1mg/

L ,Cd 为 1—2mg/ L , Zn 为 5—6mg/ L。黑藻的 Cu 致

死剂量已经达到了国家环保总局制定的地面水环境

质量标准 (Cu :1mg/ L) ,说明其对水体 Cu 污染极敏

感。
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GENERATION OF ACTIVE OXY GEN AND CHANGE OF ANTIOXIDANT ENZYME

ACTIVITY IN HYDRILLA VERTICILLATA UNDER Cd , Cu AND Zn STRESS

XU Qin2Song ,SHI Guo2Xin ,WANG Xue and WU Guo2Rong
( College of Life Sciences , Nanjing Normal University , Nanjing　210097)

Abstract :It is well known that the unbalance between production and elimination of the active oxygen often caused by many

chemicals and the antioxidant systems play an important role in the resistance to the stress. Heavy metal is a major pollutant in

water body ,but little work has been done on the response of antioxidant enzyme activity in aquatic plants to heavy metals. In order

to investigate the molecular toxicological effects of heavy metals on antioxidant enzyme activity in higher hydrophytes , Hydrilla

verticillata (L. f . ) Royle ,a wide spread submerged macrophyte in China is selected and cultivated in nutrient solution containing

different concentration of Cd ,Cu ,Zn for 7days. The results showed that three heavy metals accelerated the generation rate of to

certain extent ;Cu inhibited the SOD , POD and CAT activity ; Cd decreased the SOD and POD activity ,while CAT activity in2
creased under 5mg/ L ;Zn had a similar influence with Cu and Cd on SOD ,but both POD and CAT activity were enhanced by

015—5mg/ L concentration. Evaluation with the method of grey relational grade analysis suggested that POD , POD and CAT

played an important role in protection against the injury resulting from active oxygen under Cu ,Cd and Zn stresses ,respectively.

SOD was the most susceptible to the adversity. Chlorophyll content decreased when treated with Cd and Cu ,and augmented when

Zn concentration was 015—5mg/ L. Chlorophyll a/ b value was higher than that of the control under all Zn concentration ;015mg/

L Cu and 015—1mg/ L Cd treatment . The soluble protein content ascended when treated with 015—5mg/ L Zn and 015—1mg/ L

Cd ,but descended by all Cu treatment . In general ,the toxicity of Cu was the most serious following by Cd and Zn. The lethal con2
centration was 015—1mg/ L for Cu ; 1—2mg/ L for Cd and 5—6mg/ L for Zn. Therefore , SOD activity served as a sensitive

biomarker to evaluate the toxic effect of heavy metal on submerged macrophytes and H. verticillata was impressible to the Cu pol2
lution in water environment .

Key words :Cd ;Cu ;Zn ;Stress ; Hydrilla verticillata ;Active oxygen ;Antioxidant enzyme ;Toxicity
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