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铬胁迫对烟草叶片叶绿素荧光特性

和活性氧代谢系统的影响

吴敏兰１，２，贾洋洋２，李荭荭２，杨林通２，王　果２

（１．漳州城市职业学院生物与环境工程系，福建漳州３６３０００；产２．福建农林大学资源与环境学院，福建福州 ３５０００２）

　　摘要：以福建省主栽烟草品种翠碧１号、Ｋ３２６和云烟８７为材料，采用土培方法研究了铬（Ｃｒ）胁迫对烟草叶绿素
荧光特性和活性氧代谢系统的影响。结果表明，以吸收光能为基础的总性能指数ＰＩＡＢＳ呈显著下降趋势，Ｃｒ胁迫首先

影响了ＰＳⅡ对光能的吸收和电子传递，降低ＰＳⅡ反应中心活性，引起了发生在从ＰＳⅡ供体侧（即ＯＥＣ）到ＰＳＩ末端电
子受体还原整个光合电子传递链的光抑制伤害；铬添加量为３０、６０、９０ｍｇ／ｋｇ时，３种烟草叶绿素荧光诱导动力学曲线
（Ｏ－Ｊ－Ｉ－Ｐ曲线）初始值与对照相比差异不大，未出现明显的Ｋ点；当铬添加量为９０ｍｇ／ｋｇ时，Ｊ－Ｉ－Ｐ段荧光值显
著下降；低Ｃｒ添加量对烟草叶片超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性有促进作用，高添加量则表现为抑制作用；烟草叶片过氧
化物酶（ＰＯＤ）活性和丙二醛（ＭＤＡ）含量随Ｃｒ添加量的增加呈明显上升趋势，表明高浓度Ｃｒ胁迫对烟草叶片膜脂系
统造成了氧化损伤，并超出了细胞内部的活性氧清除能力。铬对３个烟草品种的影响无显著差异。
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　　高等植物的光合作用常受到各种不利环境因素的影响，
重金属污染就是其中因素之一［１］。Ｃｒ是土壤中毒性很强的
重金属污染物，土壤铬污染、农产品铬超标及其安全性问题已

受到国内外广泛关注［２］。叶绿素荧光技术是近年来在光合

作用机理研究中发展的一种新型、快速、简便、准确、无损伤的

检测植物光合作用生理状况的新技术，它包含了十分丰富的

光合作用过程变化的信息，被认为植物光合作用与环境关系

的内在探针，是研究植物逆境胁迫的可靠而有效的工具［３－５］。

烟草是我国主要的经济作物之一，其商品价值主要取决于烟

叶的品质。翠碧１号、Ｋ３２６和云烟８７为福建省烤烟主栽品
种［６］。虽然已有不少关于土壤 Ｃｒ污染对植物的影响的研
究［７－９］，但关于土壤Ｃｒ污染对烟草的影响的研究较少。已有
的关于烟草的研究主要涉及 Ｃｒ污染对组培苗、种子的影
响［１０－１２］，尚未见关于土壤 Ｃｒ污染对不同生长期烟草生理生
化的影响的研究。本试验研究了不同浓度 Ｃｒ胁迫下３种烟
草品种超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、丙二醛
（ＭＤＡ）和叶绿素荧光参数变化，探讨不同浓度 Ｃｒ胁迫对烟
草叶绿素荧光参数以及活性氧代谢系统的影响，以期为烟草

安全生产提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
供试烟草品种为翠碧１号、Ｋ３２６、云烟８７。
供试土壤采自闽侯县的农田表层。土壤基本理化性质如

下：ｐＨ值４．８４，ＣＥＣ值（阳离子交换量）为１２．１３ｃｍｏｌ／ｋｇ，有
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机质含量 １１．３２ｇ／ｋｇ，黏粒 ４３，３５％，粉粒 ３１．４９％，沙粒
２５．１５％。
１．２　方法
１．２．１　土培试验　土培试验在福建农林大学资源与环境学
院盆栽房内进行。每盆装风干土９ｋｇ，一次性施入重铬酸钾
（Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７），各处理 Ｃｒ添加浓度分别为 ０（ＣＫ）、３０、６０、
９０ｍｇ／ｋｇ，每处理重复 ３次。同时每盆施入烟草专用肥
２．９４ｇ，钙镁磷肥０．７０ｇ。烟草幼苗由福建省烟科所培育，当
幼苗生长到２～３片真叶时，移栽到已装土的塑料盆中，每盆
１株。移栽后的管理同一般大田生产。

移栽８５ｄ后，于２０１２年６月２６日取样。取中部相同叶
位的叶片用面积为０．６０８ｃｍ２的打孔器打孔取样，样品装入
锡箔袋中，密封，迅速放入液氮中，带回实验室置于－８６℃超
低温冷冻存储箱，备用。

１．２．２　叶绿素荧光参数测定　于２０１２年６月２５日夜间，在
各植株中部选取相同部位同一方向且长势相同的无病虫害叶

片，用 ＨａｎｄｙＰＥＡ植物效率仪（英国 Ｈａｎｓａｔｅｃｈ公司）测定叶
绿素荧光参数。准确记录叶绿素荧光诱导动力学曲线的快相

部分，完整测定叶绿素的Ｏ－Ｊ－Ｉ－Ｐ荧光诱导曲线。主要测
定Ｆｏ（初始荧光）、Ｆｍ（最大荧光）、Ｆｖ、Ｆｖ／Ｆｍ（ＰＳⅡ原初光能
转化效率）、ＰＩＡＢＳ等多个荧光参数。
１．２．３　超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性测定　采用氮蓝四唑
（ＮＢＴ）光化还原法测定。取３片小圆叶片，加入１．６ｍＬ提取
液（０．５ｍｏｌ／ＬｐＨ值 ７．８的磷酸缓冲液、０．１ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、
０５％ Ｔｒｉｔｏｎ），冰浴充分研磨，于 ４℃下 １２０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，取上清液备用。ＳＯＤ活性按 Ｇｉａｎｎｏｐｏｌｉｔｉｓ和 Ｒｉｃｅ
（１９７７年）的方法略作修改：反应液为０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲
液、１３０ｍｍｏｌ／ＬＭｅｔ溶液、７５０μｍｏｌ／ＬＮＢＴ、１００μｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ
液。取（１）上清液５０μＬ＋３．８５ｍＬ反应液 ＋１００μＬ核黄素
溶液；（２）提取液５０μＬ＋３．８５ｍＬ反应液＋１００μＬ核黄素溶
液；（３）上清液５０μＬ＋３．８５ｍＬ反应液 ＋１００μＬ核黄素溶
液。（１）、（２）在１２０００ｌｘ光照强度下反应２５ｍｉｎ，以（３）不
照光为对照。用岛津ＵＶ－１７５０双光束紫外可见分光光度计
测定５６０ｎｍ吸光度，并计算ＳＯＤ活性，以抑制ＮＢＴ光化还原
５０％为１个酶活单位（Ｕ）。
１．２．４　过氧化物酶（ＰＯＤ）活性测定　采用愈创木酚法，酶
液提液方法同 ＳＯＤ活性测定。反应混合液为５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷
酸缓冲液（ｐＨ值６．０）、５０ｍｍｏｌ／Ｌ愈创木酚、２％过氧化氢、
Ｈ２Ｏ混合均匀。取比色皿加入９９０μＬ反应混合液 ＋１０μＬ
酶液快速混匀，立即开启秒表，于分光光度计４７０ｎｍ波长下
测吸光度，３ｍｉｎ后再读数１次。以１ｍｉｎ内Ｄ４７０ｎｍ变化０．０１
为１个过氧化物酶活性单位（Ｕ）。
１．２．５　丙二醇（ＭＤＡ）含量测定　采用双波长硫代巴比妥酸
法（ＴＢＡ）法，按史树德改进的方法［１３］略作修改：取３片小圆
叶片加入１．６ｍＬ５％三氯乙酸（ＴＣＡ）提取液，研磨至匀浆，匀
浆在４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。吸取离心的上清液０．８ｍＬ，加
入０．８ｍＬ硫代巴比妥酸法（ＴＢＡ）溶液，摇匀，放入沸水浴中
煮沸１０ｍｉｎ，取出并冷却，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液
用岛津ＵＶ－１７５０双光束紫外可见分光光度计测定４５０、５３２、
６００ｎｍ的吸光度，并计算ＭＤＡ含量（μｍｏｌ／ｍ２）。
１．３　数据分析

试验数据的处理和分析采用ＤＰＳ和Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ软件。

２　结果与分析

２．１　土壤Ｃｒ对叶片叶绿素荧光参数的影响
２．１．１　Ｃｒ胁迫对叶片叶绿素荧光参数ＰＩＡＢＳ的影响　高等
植物的光合作用是在叶绿体内进行的，大多数光合色素都存

在于捕光天线的外围色素蛋白（ＰＳⅠ）之中。色素分子由于
吸收光量子转化为激态，从外围的天线系统传递到更接近反

应中心（ＲＣ）的光系统Ⅱ（ＰＳⅡ）。室温下绝大多数叶绿素荧
光都来自ＰＳⅡ。Ｆｖ／Ｆｍ为开放的 ＰＳⅡ反应中心捕获激发能
的效率，Ｆｖ／Ｆｍ的变化代表 ＰＳⅡ光化学效率的变化，而以吸
收光能为基础的性能指数 ＰＩＡＢＳ可以更为准确地反映植物光
合机构的状态［１４］，是光抑制程度的一个重要指标，其比值越

高表明光抑制的程度越低，是研究植物胁迫的重要参数。由

图１可知，随着Ｃｒ胁迫浓度的升高，烟草 ＰＩＡＢＳ呈下降趋势。
翠碧１号ＣＫ处理叶片的 ＰＩＡＢＳ为１．１９９０，９０ｍｇ／ｋｇＣｒ处理
叶片为０．６１２７，仅为对照的 ５１．１０％，显著低于 ＣＫ处理。
Ｋ３２６对照ＰＩＡＢＳ为１．１９７７，Ｃｒ添加浓度６０、９０ｍｇ／ｋｇ处理叶
片ＰＩＡＢＳ分别为对照的５６．０％、２６．３８％，说明当土壤 Ｃｒ浓度
升高时，光合反应中心的活性显著下降。当 Ｃｒ添加浓度为 ０
（ＣＫ）、３０ｍｇ／ｋｇ时，云烟 ８７叶片的 ＰＩＡＢＳ分别为 １．０８３３、
０９２５７；当 Ｃｒ添加浓度为９０ｍｇ／ｋｇ时，叶片的 ＰＩＡＢＳ已低至
０６５７３，为对照的６０．７％。云烟８７较翠碧１号和Ｋ３２６下降
幅度较小。上述结果表明，在 Ｃｒ胁迫下，烟草叶片光合反应
中心的活性显著下降。

２．１．２　土壤Ｃｒ对叶片叶绿素荧光诱导动力学曲线（Ｏ－Ｊ－
Ｉ－Ｐ曲线）的影响　叶绿素荧光诱导动力学曲线反映了光合
电子传递链的传递情况，有４个重要的拐点，即 Ｏ－Ｊ－Ｉ－Ｐ
拐点，分别为（１）Ｏ（２０～５０μｓ），说明植物光系统（ＰＳⅠ）释
放的荧光量可以理解为ＰＳⅠ的光合效率；（２）Ｊ（２×１０３μｓ），
指示光反应中电子受体的氧化情况；（３）Ｉ（３×１０４μｓ时的荧
光强度值）；（４）Ｐ（３～１０５μｓ），为最大荧光值。Ｉ和Ｐ阶段反
映光驱动下氧化铁还原蛋白情况［１４－１５］。图２、图３、图４分别
为翠碧１号、Ｋ３２６和云烟８７不同浓度Ｃｒ胁迫下Ｏ－Ｊ－Ｉ－Ｐ
曲线的变化情况。Ｃｒ添加量为０ｍｇ／ｋｇ（对照）时，为标准的
叶绿素荧光诱导曲线。由图 ２可见，与对照相比，３０、６０、
９０ｍｇ／ｋｇ胁迫下Ｏ－Ｊ－Ｉ－Ｐ曲线形状变化不大，尤其是起
始部分的影响不大，说明此时荧光值升高是因为电子传递受

阻，而并非天线色素细胞或放氧复合体被破坏［１６］，这与张谧

等对沙冬青的研究［１４］相类似。在Ｃｒ最高浓度９０ｍｇ／ｋｇ胁迫
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下，翠碧１号、Ｋ３２６和云烟 ８７Ｊ－Ｉ－Ｐ段荧光值显著下降。
由此可见，在９０ｍｇ／ｋｇ浓度胁迫下，翠碧１号、Ｋ３２６和云烟
８７的光合电子传递链的传递已受到显著影响。
２．２　土壤Ｃｒ胁迫对烟草叶片膜系统和酶活性影响

从图５可看出，翠碧１号和云烟８７经不同浓度 Ｃｒ胁迫
后，低浓度Ｃｒ对烟草叶片超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性有促进
作用，高浓度则表现为抑制作用。在 Ｃｒ添加量为６０ｍｇ／ｋｇ
时，翠碧１号ＳＯＤ活性上升了６．３８％（相当于对照处理）；在
Ｃｒ添加量为３０ｍｇ／ｋｇ时，云烟８７ＳＯＤ活性上升了９．９０％；
在 Ｃｒ添加量为 ９０ｍｇ／ｋｇ时，翠碧 １号 ＳＯＤ活性下降了
３２５％，云烟８７ＳＯＤ活性下降了１９．６５％；而Ｋ３２６在不同浓
度Ｃｒ胁迫下ＳＯＤ活性一直呈现下降趋势，６０、９０ｍｇ／ｋｇ胁迫
下，ＳＯＤ活性分别下降了２７．９１％、２８．７３％。
　　过氧化物酶（ＰＯＤ）是植物细胞中活性较高的一种酶，与
光合作用、生长素的氧化和呼吸作用都有关系。在Ｃｒ胁迫条
件下，烟草叶片的过氧化物酶（ＰＯＤ）活性随Ｃｒ添加量的增加
呈明显的上升趋势（图６）。在 Ｃｒ添加量为３０ｍｇ／ｋｇ时，翠
碧１号叶片的ＰＯＤ活性升高，云烟８７降低，均与对照没有显

著差别，但当Ｃｒ添加量为６０ｍｇ／ｋｇ时，其ＰＯＤ活性与对照有
极显著差别（Ｐ＜０．０１）。当 Ｃｒ添加量为９０ｍｇ／ｋｇ时，Ｋ３２６
叶片ＰＯＤ活性与对照相比上升了１７．２６Ｕ／ｍ２，但无显著差
异（Ｐ＞０．０５）。
　　供试烟草叶片丙二醛（ＭＤＡ）含量随 Ｃｒ添加量的增加而
升高，Ｃｒ添加量愈大升高愈快（图 ７）。当 Ｃｒ添加量为
６０ｍｇ／ｋｇ时，翠碧１号、Ｋ３２６和云烟８７的 ＭＤＡ含量分别比
对照上升 ７６．０７％、２３．９０％和 ８９．３８％；而当 Ｃｒ添加量为
９０ｍｇ／ｋｇ时则分别上升了１５５．５０％、８９．５１％和１０２．５８％。
这说明Ｃｒ胁迫超过一定浓度后，细胞膜受到破坏，产生了大
量的ＭＤＡ，这与石贵玉等的研究结果［１０］是一致的。丙二醛

（ＭＤＡ）是植物受到逆境胁迫时膜脂过氧化作用的最终产物，
其含量的高低和膜质透性同时反映 ＲＯＳ对植物细胞膜伤害
的程度。

３　讨论

叶绿素荧光与光合作用中各个反应过程紧密相关，任何

逆境对光合作用的影响都可通过叶绿素荧光诱导动力学参数

的变化反映出来［１７－１８］。本研究指标参数Ｆｖ／Ｆｍ、ＰＩＡＢＳ和叶绿
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素荧光诱导动力学曲线均反映了植物叶片光合系统Ⅱ对光能
的吸收和利用情况。参数 Ｆｖ／Ｆｍ和 ＰＩＡＢＳ是光抑制程度的重
要指标。本研究结果表明，随着 Ｃｒ胁迫浓度升高，３种烟草
Ｆｖ／Ｆｍ和ＰＩＡＢＳ均呈下降趋势，烟草叶片光能吸收利用效率下
降，均受到光抑制。可见 Ｃｒ胁迫首先影响了烟草叶片 ＰＳⅡ
对光能的吸收和电子传递，进而降低了 ＰＳⅡ反应中心活性，
使光合机构及活性中心受损。

叶绿素荧光诱导动力学曲线包含着大量关于 ＰＳⅡ供体
侧、受体侧以及反应中心的信息，当ＰＳⅡ受体侧受到伤害时，
荧光诱导动力学曲线上３００μｓ处叶绿素荧光强度就会上升，
出现明显的Ｋ点，Ｋ点的出现表明电子从ＰＳⅡ供体侧的放氧
复合体（ＯＥＣ）到Ｙｚ的电子传递受到抑制，常被用作 ＯＥＣ受
伤害的标志，此时 Ｏ－Ｊ－Ｉ－Ｐ变为 Ｏ－Ｋ－Ｊ－Ｉ－Ｐ［１９］。本
研究结果显示，Ｃｒ胁迫对翠碧１号、Ｋ３２６和云烟８７叶绿素荧
光诱导动力学曲线（Ｏ－Ｊ－Ｉ－Ｐ）起始部分的影响不大，最高
浓度９０ｍｇ／ｋｇ胁迫下，Ｊ－Ｉ－Ｐ段荧光值显著下降，光合电子
传递链的传递已受到显著影响，ＰＳⅡ反应中心活性受到明显
抑制，但与ＣＫ相比均没有明显的 Ｋ点出现，表明 Ｃｒ胁迫下
烟草叶片ＰＳⅡ活性受到抑制，而供体侧 ＯＥＣ没有受到伤害，
意味着烟草叶片ＯＥＣ对Ｃｒ胁迫并不敏感，有较高的稳定性。

植物在长期的系统进化过程中，细胞内形成了防御活性

氧、自由基毒害的保护机制。当烟草受到 Ｃｒ６＋胁迫时，细胞
内启动了包括超氧化物歧化酶、过氧化物酶等的保护酶系

统［２０－２１］。ＳＯＤ是植物活性氧酶促清除系统中的关键酶，可催
化超氧阴离子歧化成 Ｈ２Ｏ和 Ｏ２。本研究中，低浓度 Ｃｒ对烟
草叶片超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性有促进作用，高浓度则表
现为抑制作用，呈现先促后抑的趋势。低浓度 Ｃｒ胁迫下，烟
草体内活性氧大量增加，导致酶系统分泌更多的酶，ＳＯＤ清
除超氧离子，ＰＯＤ清除ＳＯＤ产生的Ｈ２Ｏ，此时ＳＯＤ和ＰＯＤ活
性均上升，显示出低浓度Ｃｒ胁迫对二者的促进作用。这与宋
威等对烟草种子铬处理的结果［１２］一致。当 Ｃｒ胁迫继续增
强，ＳＯＤ活性开始下降，说明烟草ＳＯＤ酶活性对Ｃｒ胁迫具有
浓度效应。尽管 ＰＯＤ活性仍然保持上升趋势，但活性氧
（ＲＯＳ）清除能力大大削弱，从而造成 ＲＯＳ积累［１９］，致使膜脂

过氧化，膜透性增加，抑制植物生长发育。翠碧１号、Ｋ３２６和
云烟８７在Ｃｒ胁迫下叶片中 ＭＤＡ含量明显提高，说明 Ｃｒ胁
迫对烟草叶片膜系统造成了明显伤害，而这种伤害可能与

ＳＯＤ酶活性下降、ＲＯＳ的积累有关，而 ＲＯＳ的积累可能是烟
草叶片光抑制的原因［１９］。

植物的生长发育离不开铬（Ｃｒ），铬的不足会导致作物生
长受抑制，但过量的铬也会使作物受到毒害。一般认为，低浓

度的金属对烟草生长有利，高浓度则对烟草生长有抑制作

用［２２］。Ｐａｒｒ等研究认为，低浓度的 Ｃｒ会促进烟草的生长，高
浓度的 Ｃｒ则可抑制烟叶生长［２３］。宋威等的研究也表明铬能

抑制烟草的生长和光合作用［８］。综上所述，本研究中土壤 Ｃｒ
胁迫已经对烟草翠碧１号、Ｋ３２６和云烟８７的光系统电子传
递和活性氧代谢系统造成严重损伤，从而抑制了烟草正常的

生长发育；铬对３个烟草品种的影响无显著差异。
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