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　　摘要：选择原生长状况基本相同的云南樟半年生实生幼苗为研究材料，进行在不同浓度的铅、镉溶液浇灌下云南
樟幼苗各项生理指标（丙二醛含量、叶片抗氧化酶活性、可溶性蛋白及游离脯氨酸含量）的测定。结果表明：在不同浓

度的Ｐｂ２＋、Ｃｄ２＋胁迫下，ＭＤＡ的含量略高于或显著高于对照，且总体呈上升的趋势；随着Ｐｂ２＋、Ｃｄ２＋处理浓度的增加，
与对照组相比，ＳＯＤ活性变化不显著，ＰＯＤ活性表现为先升高后降低的趋势；低浓度的Ｐｂ２＋胁迫使得云南樟幼苗叶片
内的可溶性蛋白含量明显减少，而在Ｃｄ２＋胁迫下，其可溶性蛋白含量下降不明显；脯氨酸含量总体呈上升趋势；Ｐｂ２＋、
Ｃｄ２＋对云南樟幼苗的毒害作用强度不同，在１０ｍｍｏｌ／Ｌ的浓度下，Ｃｄ２＋胁迫表现出更强的毒害作用。
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　　随着全球经济的发展，重金属污染已经成为一个严重的
问题。在植物方面，重金属通过对植物生理生化过程的影响，

如抑制叶绿素的生物合成，抑制各种参与植物生理生化过程

的酶（如根系还原酶、各种氧化酶）以及影响蛋白质的生物合

成等［１］，导致植物生长发育不良，甚至引起死亡。

云南樟有净化有毒空气的能力，有抗癌功效，能吸烟滞

尘、涵养水源、固土防沙和美化环境，过滤出清新干净的空气，

具有较大的经济价值和观赏价值，因此云南樟成为南方许多

城市和地区园林绿化的首选良木。但是目前关于云南樟在重

金属方面的研究，尤其在铅、镉胁迫方面的研究较少。本试验

通过对健康、原生长状况基本相同的２年生云南樟实生幼苗
进行不同浓度的铅、镉溶液的处理，研究重金属铅、镉处理下

云南樟幼苗生理特性（包括其丙二醛含量、可溶性渗透调节

物质变化及抗氧化酶活性等方面）的变化，以便更好地了解

云南樟幼苗对重金属胁迫的响应机制，为云南樟的扩大栽培

及园林应用提供理论依据和科学指导。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验选取云南樟（Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍｇｌａｎｄｕｌｉｆｅｒｕｍ）２年生

实生苗为研究材料，选取健康并生长一致的苗木于２０１２年８
月１５日移栽到５Ｌ塑料盆中，基质为“红土 ∶珍珠岩 ∶腐殖
土＝３∶３∶２”的混合基质。
１．２　试验设计

本试验共设５个组：对照ＣＫ，Ｐｂ２＋处理Ａ组，Ｐｂ２＋处理Ｂ
组，Ｃｄ２＋处理Ａ组，Ｃｄ２＋处理Ｂ组。每组６盆，每盆１株。试验

大棚内白天温度范围为２０～３０℃，夜间温度范围为９～１８℃，相
对湿度为３５％ ～８０％。处理时间从２０１２年９月１０日至１０
月１０日，共１个月时间。所有指标测定在处理结束时进行，
每株选取从上到下的第三至第五片完全展开的叶作为生理生

化指标的测定样品，每处理至少５株重复。
铅胁迫处理：分别用５ｍｍｏｌ／ＬＰｂ（ＮＯ３）２溶液（Ｐｂ

２＋Ａ
组）和１０ｍｍｏｌ／ＬＰｂ（ＮＯ３）２溶液（Ｐｂ

２＋Ｂ组）进行处理，每处
理１０株，每株隔天均匀浇灌１０ｍＬ处理溶液，对照组用清水
代替，再补充至水分充足。

镉胁迫处理：分别用１０ｍｍｏｌ／ＬＣｄＣｌ２溶液（Ｃｄ
２＋Ａ组）

和２０ｍｍｏｌ／ＬＣｄＣｌ２溶液（Ｃｄ
２＋Ｂ组）进行处理，每处理 １０

株，每株隔天均匀浇灌１０ｍＬ处理溶液，对照组用清水代替，
再补充至水分充足。

１．３　测定项目及方法
１．３．１　丙二醛含量的测定［２］　叶片测定样品约 ０．２ｇ，在
６ｍＬ１０％三氯乙酸中研磨，然后以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。
取上清液２ｍＬ，再加入２ｍＬ０．６％硫代巴比妥酸，充分反应后
将装有反应液的试管置沸水浴３０ｍｉｎ，然后在冰浴中迅速冷
却。然后在１００００ｒ／ｍｉｎ下离１０ｍｉｎ，取上清液用分光光度
计（ＵｎｉｃａｍＵＶ－３３０，ＵＳＡ）测定其在４４０、５３２、６００ｎｍ处的吸
光度。

１．３．２　抗氧化酶活性的测定　取约０．２ｇ材料于５ｍＬ提取
缓冲溶液（５０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４ －ＮａＨ２ＰＯ４缓冲液，ｐＨ值
７０，含１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，体积分数 ０．０５％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００，
２０ｇ／Ｌ不溶性聚乙烯吡咯烷酮）中研磨成匀浆。经过
８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清液进行酶活性测定。过氧化
物酶（ＰＯＤ）：取约含１００μＬ的酶提取液加入３ｍＬ酶反应液
中（５０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４－ＮａＨ２ＰＯ４缓冲溶液，ｐＨ值６．０，含
３ｍｍｏｌ／Ｌ愈创木酚和２．５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２）中，充分混匀。于紫
外－可见分光光度计上读取４７０ｎｍ处吸光光度值在 ２ｍｉｎ
内 每 ２ ｓ 中 的 变 化［３］。 根 据 摩 尔 消 光 系 数

３９．４ｍＬ／（ｍｍｏｌ·ｃｍ），计算酶活性。
超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＥＣ１．１５．１．１，
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ＳＯＤ）：本试验依据超氧化物歧化酶抑制氮蓝思唑（ＮＢＴ）在光
下的还原作用来确定酶活性大小［４］。在有氧化物质存在下，

核黄素可被光还原，被还原的核黄素在有氧条件下极易再氧

化而产生氧负离子，氧负离子可将氮蓝四唑还原为蓝色的甲

腙，后者在５６０ｎｍ处有最大吸收。而ＳＯＤ可清除氧负离子，
从而抑制甲腙的形成。于是光还原反应后，反应液蓝色愈深，

说明酶活性愈低，反之亦然。据此可以计算出酶活性大小。

１．３．３　可溶性蛋白含量的测定　以５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲溶
液（ｐＨ值 ７．８）为提取液［其中含 ０．１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ及
２０ｇ／ＬＰＶＰ］。称取０．２ｇ叶片，用液氮研磨后，加入５ｍＬ提
取液，进一步研磨成匀浆，离心１０ｍｉｎ取上清液，加入Ｇ－２５０
反应后在 ５９５ｎｍ处测吸光值，方法参照 Ｂｒａｄｆｏｒｄ等的
方法［５］。

１．３．４　游离性脯氨酸含量的测定　游离脯氨酸的测定采用
Ｂａｔｅｓ等的方法［６］。叶片样品用３％的磺基水杨酸提取，匀浆
在８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，上清液用于游离脯氨酸的测定。
测定反应液包括２ｍＬ提取液、２ｍＬ冰醋酸和２ｍＬ茚三酮，
沸水浴６０ｍｉｎ后在冰盒中终止反应。然后加入４ｍＬ甲苯剧
烈振荡以提取生成的有色产物，取上层有机层测定其在

５２０ｎｍ处的吸光度。标准曲线用Ｌ－脯氨酸制作。
１．４　统计分析

所有的数据分析都利用 ＳＰＳＳ１１．５统计分析软件进行一
元方差分析（ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ），平均数间的多重比较采用
Ｄｕｃａｎｓ检验方法。Ｐ＜０．０５时差异显著。

２　结果与分析

２．１　铅、镉胁迫对丙二醛（ＭＤＡ）的影响
ＭＤＡ是膜脂过氧化作用的最终产物，其含量是反映膜脂

过氧化作用强弱和质膜受破坏程度的重要标志。试验显示

（图１），与对照组相比，Ｐｂ２＋处理下的 ＭＤＡ含量总体呈上升
趋势，且Ｐｂ２＋Ａ处理组的 ＭＤＡ含量上升显著；Ｃｄ２＋胁迫下，
云南樟幼苗中ＭＤＡ含量随着处理浓度的增加而呈上升的趋
势，且与对照组相比，Ｃｄ２＋Ｂ处理组下的ＭＤＡ含量上升显著。

２．２　铅、镉胁迫对叶片抗氧化酶活性的影响
试验显示（表１），铅、镉胁迫对云南樟幼苗的叶片抗氧化

酶活性的影响存在差异。与对照组相比，５ｍｍｏｌ／ＬＰｂ２＋处理
下的过氧化物酶（ＰＯＤ）活性上升了２５．０％，随着Ｐｂ２＋胁迫浓
度的进一步增大，ＰＯＤ活性呈下降趋势，１０ｍｍｏｌ／ＬＰｂ２＋处理
下的ＰＯＤ活性相比５ｍｍｏｌ／ＬＰｂ２＋处理下的ＰＯＤ活性下降显
著。与对照组相比，１０ｍｍｏｌ／ＬＣｄ２＋处理下的 ＰＯＤ活性上升

显著，随着Ｃｄ２＋胁迫浓度的进一步增大，ＰＯＤ活性显著下降，
２０ｍｍｏｌ／ＬＣｄ２＋处理下的ＰＯＤ活性相比对照组和１０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｃｄ２＋处理下的ＰＯＤ活性分别下降了３０．３０％和４０．９２％。重
金属胁迫会引起超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性发生改变，但在
本试验中Ｐｂ２＋、Ｃｄ２＋处理的ＳＯＤ活性变化幅度较小。

表１　铅、镉胁迫下超氧化物歧化酶和过氧化物酶活性的变化

处理组
超氧化物歧化酶

（Ｕ／ｍｇ）
过氧化物酶

［μｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｍｇ）］

ＣＫ ７２７．４６±１８．０２ａ １８６０．９０±１０１．６６ｂ
Ｐｂ２＋Ａ ７３３．１０±３０．５４ａ ２３２５．６１±２４２．８２ｃ
Ｐｂ２＋Ｂ ７１８．３１±２６．２２ａ １７７１．３０±１３３．５３ｂ
Ｃｄ２＋Ａ ７２８．８７±９．３１ａ ２１９５．４９±４０１．５４ｂｃ
Ｃｄ２＋Ｂ ７３６．１５±８．６１ａ １２９６．９９±２２０．２１ａ
Ｐ ０．８１８ｎｓ ０．００２

　　注：同列数据后不同字母表示差异显著，Ｐ＜０．０５。每个值代表
５个重复的平均值±标准误；下表同。

２．３　铅、镉胁迫对叶片可溶性渗透调节物质的影响
２．３．１　铅、镉胁迫对叶片可溶性蛋白含量的影响　可溶性蛋
白含量变化可以作为检测植物叶片功能和衰老的一个指

标［７］。由图２可以看出，在受到 Ｐｂ２＋胁迫时，云南樟幼苗叶
片内的可溶性蛋白含量显著下降，且 Ｐｂ２＋Ａ和 Ｐｂ２＋Ｂ处理组
之间的可溶性蛋白含量差异显著。在受到Ｃｄ２＋胁迫时，可溶
性蛋白含量下降不明显。随着 Ｐｂ２＋、Ｃｄ２＋浓度的进一步增
大，云南樟幼苗可溶性蛋白含量变化不明显。

２．３．２　铅、镉胁迫对叶片脯氨酸含量的影响　试验显示（图
３），在Ｐｂ２＋胁迫下，与对照组相比，Ｐｂ２＋处理的云南樟幼苗叶
片中脯氨酸含量总体呈上升趋势，且Ｐｂ２＋Ａ处理组脯氨酸含
量相比对照组上升明显。在Ｃｄ２＋胁迫下，随着Ｃｄ２＋浓度的增
加，云南樟幼苗叶片中的脯氨酸含量均显著上升。表明云南

樟幼苗在受到 Ｐｂ２＋、Ｃｄ２＋胁迫时，可以通过自身脯氨酸含量
的积累提高细胞的渗透势，并进行渗透调节以减少逆境胁迫

下细胞组织的失水。
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３　结论与讨论

ＭＤＡ是脂质过氧化产物之一，其含量高低可以反映植物
遭受逆境伤害的程度，含量越高，植物遭受到的伤害越大［８］。

本试验中，与对照组相比，不同浓度的 Ｐｂ２＋、Ｃｄ２＋胁迫下，
ＭＤＡ的含量略高于或显著高于对照，且总体呈上升的趋势。
这在覃勇荣等研究镉胁迫下的桑树幼苗叶片丙二醛含量动态

分析中有类似报道［９］。说明在 Ｐｂ２＋、Ｃｄ２＋胁迫下，云南樟幼
苗叶片细胞内的活性氧增加，打破活性氧的代谢平衡，导致膜

脂过氧化严重，膜结构遭到破坏，使细胞受到伤害。

ＳＯＤ是植物体内抗氧化系统中的主要保护酶，能减少活
性氧自由基对细胞膜系统的伤害［１０－１２］。本试验中，随着

Ｐｂ２＋、Ｃｄ２＋处理浓度的增加，ＳＯＤ活性变化不显著。这在前
人研究中有过类似报道［１３］。ＰＯＤ的主要作用是清除氧代谢
中产生的 Ｈ２Ｏ２，以及由此产生的有机过氧化物 ＲＯＯＨ，在植
物体内抗氧化代谢中起重要作用［１４］。本试验中，在 Ｐｂ２＋、
Ｃｄ２＋胁迫下，ＰＯＤ活性表现为先升高后降低的趋势，这说明
当ＰＯＤ活性随着胁迫浓度的增大而上升时，植物通过提高保
护酶的活性来清除体内的自由基，当胁迫浓度达到一定值时，

ＰＯＤ活性开始降低，这可能是由于其伤害程度超过了植株防
御反应的阈值，酶的结构或合成受到破坏，从而使 ＰＯＤ的活
性丧失［１５］。ＳＯＤ和ＰＯＤ活性的差异也说明了在逆境胁迫下
不同抗氧化酶所起的作用及机制并不相同，而在本试验中，云

南樟幼苗主要通过提高 ＰＯＤ的活性来清除 Ｐｂ２＋、Ｃｄ２＋胁迫
下产生的自由基及缓解其膜脂过氧化作用。

可溶性蛋白是重要的渗透调节物质。重金属毒害能够刺

激蛋白酶的水解活性，使可溶性蛋白变性、降解，从而使酶参

与的许多生理活动紊乱［１６］。在本试验中，低浓度的Ｐｂ２＋胁迫
使得云南樟幼苗叶片内的可溶性蛋白含量明显减少，而在

Ｃｄ２＋胁迫下，其可溶性蛋白含量下降不明显，这可能是不同
重金属胁迫下，可溶性蛋白含量的变化趋势不同，其原因有待

于进一步研究。脯氨酸含量是反映植物受逆境胁迫的重要指

标，对维持细胞水分平衡起着重要的作用，并具有清除活性氧

的功能［１６－１８］。在本试验中，与对照组相比，Ｐｂ２＋、Ｃｄ２＋胁迫下
的脯氨酸含量总体呈上升趋势，且 Ｐｂ２＋Ａ、Ｃｄ２＋Ａ、Ｃｄ２＋Ｂ处
理组的脯氨酸含量显著上升，这与崔大练等的研究结果［１９］一

致，说明云南樟幼苗通过提高脯氨酸含量来提高细胞渗透势，

维持细胞水分平衡。此外，相同浓度下，Ｃｄ２＋Ａ处理组脯氨酸
含量明显高于Ｐｂ２＋Ｂ处理组的含量，说明此时Ｃｄ２＋对植物的
伤害更加严重，植物会产生更多的脯氨酸来耐受重金属的

伤害。

综上所述，云南樟幼苗在 Ｐｂ２＋Ａ处理下，所测的生理指
标大多数与对照差异显著，而在 Ｐｂ２＋Ｂ处理下，所测的所有
生理指标与对照无明显差异，分析低浓度的 Ｐｂ２＋胁迫下，是
否对云南樟幼苗的生理指标影响较大，而高浓度的Ｐｂ２＋胁迫
下对其生理指标无明显影响这一问题仍有待进一步研究。

Ｃｄ２＋胁迫下，与对照相比，Ｃｄ２＋Ｂ处理组所测的生理指标相对
于Ｃｄ２＋Ａ处理组的生理指标更加显著，综合各项指标看出，
高浓度的Ｃｄ２＋胁迫对云南樟幼苗的伤害程度更大。而同一
浓度的重金属离子Ｐｂ２＋、Ｃｄ２＋对云南樟幼苗的胁迫程度也不

同，在１０ｍｍｏｌ／Ｌ的浓度下，Ｃｄ２＋胁迫对云南樟幼苗的伤害
更大。
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