
书书书

徐文君，程江峰，余向阳，等．多种抑制剂对上海青吸收土壤中邻苯二甲酸二丁酯的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，４８（８）：２７２－２７６．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２０．０８．０５０
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　　摘要：通过添加各种离子通道抑制剂、水通道抑制剂及代谢抑制剂到上海青（Ｂｒａｓｓｉｃａｒａｐａｖａｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）培养液
中，研究植株对水溶液中邻苯二甲酸二丁酯（ＤＢＰ）的吸收机制。结果表明，添加水通道抑制剂、钾离子通道抑制剂、钙
离子通道抑制剂、非选择性阳离子通道抑制剂以及阴离子通道抑制剂对上海青吸收 ＤＢＰ的抑制程度并不显著，添加
代谢抑制剂２，４－二硝基苯酚（ＤＮＰ）、碳酰氰间氯苯腙（ＣＣＣＰ），对上海青吸收 ＤＢＰ的抑制程度降低了 ６９．６％、
６９．１％，使上海青对ＤＢＰ的富集系数降低了７７．４％、９５．２％。说明该水培条件下ＤＢＰ进入上海青体内并非通过不耗
能的各种离子通道或水通道，而是一个依赖能量代谢的过程。
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　　塑化剂，通常也叫增塑剂，是一种在塑料加工
过程中被广泛使用的高分子材料助剂，它可以使塑

料的柔韧性增强［１］。邻苯二甲酸酯（ＰＡＥｓ），又称酞
酸酯，是塑化剂中使用最频繁的一类物质，其中常

见的有以邻苯二甲酸二丁酯（ＤＢＰ）以及邻苯二甲
酸二（２－乙基己基）酯（ＤＥＨＰ）为首的大约３０种物
质［２］。它们的用途广泛，涉及塑料、橡胶、黏合剂、

保鲜膜、化妆品、医疗器械等领域［３－４］。但是由于

ＰＡＥｓ与塑料制品间并非以共价键相连，并不稳定，
所以会非常容易的扩散到外界环境中去［５］。人体

能通过皮肤吸收、呼吸、饮食等多种途径吸收环境

中的 ＰＡＥｓ［６］，它被认为是环境荷尔蒙，具有类雌激
素作用，可严重干扰人类的内分泌系统，影响生殖

系统，甚至会造成基因毒性［７－８］。因此，控制环境中

的ＰＡＥｓ污染是一个亟待解决的重要问题。
近年来，随着塑料大棚、地膜栽培技术的广泛

使用，农田土壤中已经多次被检出含有 ＰＡＥｓ，而土

壤中的ＰＡＥｓ最终会以各种形式进入作物中［９］，对

作物的质量及产量产生极大影响，土壤与作物已经

遭受到ＰＡＥｓ的严重污染［１０］。目前针对土壤－作物
系统中ＰＡＥｓ的治理方法有多种，常见的有以自然
降解和生物降解手段降低土壤中 ＰＡＥｓ的含量，其
中自然降解包括水解和光解，但效果并不理想，无

法做到完全矿化［１１］；微生物降解恰恰相反，因为具

有高效快速、降解彻底等优点，已成为降解环境中

ＰＡＥｓ污染的主要途径［１２－１３］。此外，国内外也有学

者利用其他途径解决这一问题。文勤亮通过向

ＤＥＨＰ污染土壤中添加氧化剂，加速对 ＤＥＨＰ的降
解［１４］。Ｗｕ等通过将冬瓜与其他蔬菜进行套种，利
用冬瓜大量吸收土壤中的ＤＥＨＰ来降低其他蔬菜的
ＤＥＨＰ含量［１５］。但以上方法都具有各自的局限性

及弊端，无法大规模适用，因此针对目前土壤 －作
物系统中的ＰＡＥｓ污染，选择一种全面、合适的治理
方法显得尤为重要。

降低作物对污染物吸收的方法可以作为修复

土壤－作物系统中ＰＡＥｓ污染的另一种途径。植株
吸收、累积ＰＡＥｓ的能力受多种因素影响，目前认为
宏观影响因素主要有土壤类型、植株类型、ＰＡＥｓ污
染程度、生长情况等［１６］。从吸收途径上来讲，植物

对污染物的吸收主要通过叶片气孔的蒸腾作用以

及植物根部的主动吸附和被动吸附，并且在主动吸

收过程中经常需要三磷酸腺苷（ＡＴＰ）的参与［１７］。
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叶片吸收的主要是空气中的蒸汽态污染物，根系吸

收才是植株吸收土壤中污染物的主要途径［１８］。根

系吸收通道包括水通道以及离子通道等，水通道蛋

白在细胞膜转运水分子时表现出特异性，有助于维

持机体水平衡；离子通道在植物各种生理活动中具

有重要作用，它能够帮助植物实现的营养物质的吸

收、叶片运动以及气孔开闭等。因此，针对植物对

污染物的吸收方式，以特定手段进行抑制或阻断将

可能实现对土壤－作物系统中ＰＡＥｓ污染的治理。
本研究以添加抑制剂来降低作物对土壤中

ＰＡＥｓ的吸收为思路，选择 ＰＡＥｓ中经常被大量检出
的成分邻苯二甲酸二丁酯（ＤＢＰ）和常见作物上海
青为研究对象，通过向含有ＤＢＰ的植株水培营养液
中分别添加水通道抑制剂、离子通道抑制剂、代谢

抑制剂，观察在ＤＢＰ污染营养液中生长２４ｈ的上海
青在各类抑制剂影响下对ＤＢＰ的吸收情况，计算植
株在各种抑制剂影响下对ＤＢＰ的富集系数（ＢＣＦ），
以期从中找到合适的抑制剂来降低上海青对 ＤＢＰ
的吸收，为治理土壤 －作物系统中的 ＰＡＥｓ污染提
供一种新的思路和方法。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试材料　上海青青菜种子，购自南京绿领
种业有限公司。

１．１．２　主要试剂　邻苯二甲酸二丁酯，上海安普实
验科技股份有限公司，含量 ＞９８．５％；色谱纯乙腈，
德国默克集团；乙酸乙酯（Ｃ４Ｈ８Ｏ２），德国默克集团；
氯化钠（ＮａＣｌ）氯化钡（ＢａＣｌ２）、氯化钙（ＣａＣｌ２），上
海久亿化学试剂有限公司；无水硫酸镁（ＭｇＳＯ４），成
都市科隆化学品有限公司；Ｎ－丙基乙二胺（ＰＳＡ）、
石墨化炭黑（ＧＣＢ），天津博纳艾杰尔科技有限公
司；甘油（Ｇｌｙｃｅｒｏｌ），广州赛国生物科技有限公司；氯
化汞（ＨｇＣｌ２），山东西亚化学工业有限公司；９－ＣＡ，
阿达玛斯试剂有限公司；４，４－二异硫氰酸基 －２，
２－二苯乙烯磺酸二钠（ＤＩＤＳ），梯希爱（上海）化成
工业发展有限公司；氯化四乙胺、２，４－二硝基苯酚
（ＤＮＰ），酷尔化学科技（北京）有限公司；乙二醇双
（２－氨基乙基醚）四乙酸（ＥＧＴＡ）、氯化钴（ＣｏＣｌ２）、
碳酸氯间氯苯腙（ＣＣＣＰ），合肥博美生物科技有限
责任公司。以上抑制剂利用合适的的溶剂溶解成

合适的浓度低温保存待用。

１．１．３　仪器设备　ＷＨ－３微型漩涡混合仪，上海

沪西分析仪器厂有限公司；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５８０４Ｒ型离心
机，ＥＰＰＥＮＤＯＲＦ公司；ＪＪ２２３ＢＣ型电子天平，常熟市
双杰测试仪器厂；ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ１２００高效液
相色谱仪，美国安捷伦科技公司；ＫＱ－６００Ｅ型超声
波清洗器，昆山市超声仪器有限公司；ＩＫＡ型组织匀
浆机，广州仪科实验室技术有限公司。

１．２　试验设计
向５０ｍＬ透明玻璃试管中加入５５ｍＬ的营养液

［称取１ｇ花无缺全水溶性肥料（上海全美盛肥料科
技有限公司），溶于１０００ｍＬ纯净水中］，并且配制
成ＤＢＰ质量浓度为１００ｍｇ／Ｌ，同时分别加入各种抑
制剂配制成以下浓度：水通道抑制剂包括 Ｇｌｙｃｅｒｏｌ
１ｍｍｏｌ／Ｌ和ＨｇＣｌ２１μｍｏｌ／Ｌ；阴离子通道抑制剂包
括９－ＣＡ１０μｍｏｌ／Ｌ和 ＤＩＤＳ１０μｍｏｌ／Ｌ；钾离子通
道抑制剂包括 ＢａＣｌ２ ５ｍｍｏｌ／Ｌ和氯化四乙胺
５ｍｍｏｌ／Ｌ；钙离子通道抑制剂包括ＥＧＴＡ２０μｍｏｌ／Ｌ
和ＣｏＣｌ２２０μｍｏｌ／Ｌ；非选择性阳离子通道抑制剂为
ＣａＣｌ２１０ｍｍｏｌ／Ｌ；代谢抑制剂包括ＤＮＰ５ｍｍｏｌ／Ｌ和
ＣＣＣＰ５ｍｍｏｌ／Ｌ，以不加抑制剂为空白对照。供试
植株为温室土壤培养下长势一致（３叶１心）的上海
青。将上海青从土壤中小心取出，尽量保持根部完

整，清洗干净后分别移入含有以上浓度抑制剂的营

养液中，在光照良好的条件下培养２４ｈ后取出，用
清水将根部洗净，样品经前处理后利用高效液相色

谱（ＨＰＬＣ）法检测植株 ＤＢＰ含量，同时检测培养
２４ｈ后营养液的ＤＢＰ含量，以此计算上海青在各种
抑制剂作用下吸收ＤＢＰ的富集系数。以上处理设５
个重复，除营养液中抑制剂种类、浓度不同外，光照

时间、光照度、温度、湿度等其他培养条件均保持

一致。

１．３　ＤＢＰ的提取分析方法
由于植物中含有较多杂质，本试验采用最近研

发的ＱｕＥＣｈＥＲＳ方法提取植物中的ＤＢＰ［１９］，利用吸
附剂来吸附样品中杂质，从而达到提取、净化的目

的。将培养２４ｈ后的植株整株清洗干净后晾干，置
于组织匀浆机中加入液氮均匀打碎后，称取１．０ｇ
样品置于１０ｍＬ玻璃具塞试管中，加入３ｍＬ乙腈，
超声３０ｍｉｎ后，加入１．０ｇ氯化钠涡旋振荡２ｍｉｎ，
取２ｍＬ上清液，加入５０ｍｇ无水硫酸镁、５０ｍｇＰＳＡ
和３０ｍｇＧＣＢ进行净化，涡旋振荡５ｍｉｎ，静置后取
１ｍＬ上清液，经 ０．２２μｍ有机滤膜过滤后进行
ＨＰＬＣ检测。营养液中 ＤＢＰ的提取方法较为简单，
吸取１ｍＬ营养液于 １０ｍＬ玻璃试管中，加入３ｍＬ
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乙酸乙酯，涡旋振荡３ｍｉｎ，静置分层后，吸取２ｍＬ
上清液于１０ｍＬ玻璃离心管中，用氮气吹干后，用色
谱纯乙腈定容至２ｍＬ，取１ｍＬ经０．２２μｍ有机滤
膜过滤后进行 ＨＰＬＣ检测。ＨＰＬＣ条件：色谱柱为
ＺＯＲＢＡ×ＳＢ－ＡＱ柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流
动相为Ｖ乙腈∶Ｖ水 ＝８５∶１５；流速为０．９ｍＬ／ｍｉｎ；检
测波长为２２５ｎｍ；柱温为室温；进样量为２０μＬ；在
上述条件下ＤＢＰ的保留时间为４．２ｍｉｎ。在该方法
下植株的回收率为８３．１％，相对标准偏差（ＲＳＤ）为
３．５％；水样的回收率为９１．５％，ＲＳＤ为４．７％。
１．４　上海青富集系数计算方法

富集系数指的是生物体内污染物的平衡浓度

与其生存环境中该污染物浓度的比值，是描述污染

物在生物体内累积趋势的重要指标。本试验中上

海青的生存环境可以认为是营养液，因此上海青对

ＤＢＰ的ＢＣＦ等于植株ＤＢＰ质量浓度与营养液 ＤＢＰ
质量浓度的比值。计算公式为

ＢＣＦ＝植株ＤＢＰ质量浓度
营养液ＤＢＰ质量浓度。

２　结果与分析

２．１　添加离子通道抑制剂后上海青对ＤＢＰ的吸收
情况

离子通道是帮助植物调节生长发育、进行营养

吸收和适应不良环境的重要部分［２０］，不同的离子通

道抑制剂对离子通道的影响不尽相同。水培前将

长势一致的３叶１心上海青取出，并利用 ＨＰＬＣ法
检测植株ＤＢＰ含量，结果表明，植株中并没有 ＤＢＰ
存在；水培２４ｈ后对整株及营养液ＤＢＰ含量进行检
测并计算富集系数。从图１可以看出，９－ＣＡ、ＤＩＤＳ
对上海青吸收 ＤＢＰ的抑制程度分别为 １０．６％、
１７．６％，９－ＣＡ、ＤＩＤＳ的添加分别使上海青对 ＤＢＰ
的富集系数降低了２．２％、９．７％，但阴离子通道抑
制剂对上海青吸收 ＤＢＰ的影响不显著。钾离子通
道抑制剂ＢａＣｌ２、氯化四乙胺对上海青吸收 ＤＢＰ的
抑制程度分别为２．７％、２４．２％，添加 ＢａＣｌ２后上海
青对ＤＢＰ的富集系数提高了９．８％，添加氯化四乙
胺使上海青对 ＤＢＰ的富集系数降低了 ２８．５％，但
它们对上海青吸收 ＤＢＰ的影响均不显著。钙离子
通道抑制剂ＥＧＴＡ、ＣｏＣｌ２对上海青吸收ＤＢＰ表现出
激活作用，激活程度分别为 １１．８％、１０．８％；添加
ＥＧＴＡ、ＣｏＣｌ２提高了上海青对 ＤＢＰ的富集系数，分
别提高３．０％、３．７％，但它们对上海青吸收 ＤＢＰ的
影响不显著。非选择性阳离子通道抑制剂ＣａＣｌ２对
上海青吸收ＤＢＰ同样表现出激活作用，激活程度为
２１．６％，添加ＣａＣｌ２使上海青对 ＤＢＰ的富集系数提
高了１５．２％，但没有达到显著性水平。综合来看，
在本研究中的水培条件下 ＤＢＰ并不是通过上面几
种离子通道进入上海青体内的。
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２．２　添加水通道抑制剂后上海青对 ＤＢＰ的吸收
情况

水通道抑制剂 Ｇｌｙｃｅｒｏｌ、ＨｇＣｌ２对上海青吸收
ＤＢＰ的抑制程度分别为４．８％、７．７％，添加 Ｇｌｙｃｅｒｏｌ
后上海青对 ＤＢＰ的富集系数提高了 ２．３％，添加
ＨｇＣｌ２使上海青对 ＤＢＰ的富集系数降低了８．５％，
它们对上海青吸收ＤＢＰ的影响均不显著，而且富集
系数也没有显著降低（图２），说明在本研究中的水培
条件下ＤＢＰ并不是通过水通道进入上海青体内的。

２．３　添加代谢抑制剂后上海青对ＤＢＰ的吸收情况
代谢抑制剂能够抑制机体产生 ＡＴＰ，从而抑制

需要能量的代谢的进行。从试验结果（图３）可以看
出，ＤＮＰ、ＣＣＣＰ对上海青吸收ＤＢＰ的抑制程度分别
为６９．６％、６９．１％，ＤＮＰ、ＣＣＣＰ的添加分别使上海
青对ＤＢＰ的富集系数降低了７７．４％、９５．２％。２种
代谢抑制剂都能够极显著地抑制上海青对 ＤＢＰ的
吸收（Ｐ＜０．０１），且２种代谢抑制剂的添加极显著
降低了上海青对 ＤＢＰ的富集系数（Ｐ＜０．０１）。表
明代谢抑制剂极显著地抑制了上海青根系对 ＤＢＰ
的吸收，同时说明在本研究中的水培条件下上海青

吸收ＤＢＰ是一个依赖能量代谢的过程。

３　讨论与结论

２０世纪３０年代，樟脑球因为气味大、易挥发等

不足而被ＰＡＥｓ所取代［２１］，并且开始被大规模应用

于工业生产［３］，目前 ＰＡＥｓ已经被认为是第２个全
球性多氯联苯（ＰＣＢ）污染物［２２］。为了防止ＰＡＥｓ的
过度使用，我国于２００８年开始实行“限塑令”，然而
效果并不理想，至２０１４年 ＰＡＥｓ产量已经高达５８０
万ｔ，并且以每年 ３．９％的速度持续增长至今［２３］。

而我国农田土壤也被检测到 ＰＡＥｓ严重超标，土
壤－作物系统在ＰＡＥｓ的污染下已经岌岌可危。
　　利用微生物降解土壤中的ＰＡＥｓ，以缓解作物对
其吸收是目前治理土壤 －作物系统中 ＰＡＥｓ的主要
方法，目前已经有大量的降解菌在污染土壤、污水

底泥等中被分离出来。金德才等分离的 ＪＤＣ－１１
能够在ＤＢＰ浓度为１０００ｍｇ／Ｌ的条件下２４ｈ内完
全降解ＤＰＢ［２４］。Ｆｅｎｇ等从植物中分离到１株能在
５ｄ内对 ＤＢＰ的降解率达到 ８２．５％ 的内生
菌ＹＪＢ３［２５］。

通过添加通道抑制剂来抑制植物对污染物的

吸收的方法在近几年被大量运用。施翔研究发现，

添加钙离子通道抑制剂和蛋白合成抑制剂后，盐肤

木根系吸收的铅显著减少［２６］。张福发现，苹果

酸、柠檬酸、草酸的添加以及钾离子的存在可显著

促进单一抑制剂对水稻吸收铊的抑制作用［２７］。本

研究结果表明，上海青对ＤＢＰ的吸收并没有受到各
种通道抑制剂的影响，说明在本研究中的水培条件

下上海青对ＤＢＰ的吸收并不依赖于这些通道。
ＤＮＰ和ＣＣＣＰ是非常典型的解偶联剂，它们能

够使呼吸链中电子传递所产生的能量不能用于二

磷酸腺苷（ＡＤＰ）的磷酸化，而只能以热的形式散
发，进而抑制 ＡＴＰ的形成，从而影响需要 ＡＴＰ参与
的各种代谢。华海霞发现，添加ＤＮＰ对水稻在硅浓
度较低的培养液中吸收硅抑制效果比在硅浓度较

高的培养液中更明显［２８］。马恒亮发现，添加 ＤＮＰ
对培养液中吸收硅小麦吸收苯丙氨酸（ＰＨＥ）有显
著的抑制作用，且抑制作用随其浓度的增大而增

强［２９］。本研究发现，ＤＮＰ、ＣＣＣＰ对上海青吸收ＤＢＰ
的抑制作用极强，并且可以看到，使上海青对 ＤＢＰ
的富集系数极显著下降，说明在本研究中的培养条

件下上海青对ＤＢＰ吸收的主要途径是需要能量的。
但吸收途径并非一成不变，不同的培养条件会导致

不同的吸收途径，张联合等发现，在不同的 ｐＨ值条
件下水稻根系吸收亚硒酸盐的途径并不一致［３０］。

关于不同培养条件下上海青对 ＤＢＰ的吸收途径还
有待进一步研究。
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治理和修复土壤－作物系统的 ＰＡＥｓ污染对农
产品质量安全以及人类健康有极其重要的意义。

本研究发现，通过添加代谢抑制剂可以有效地降低

上海青对土壤中 ＤＢＰ的吸收，结果可对 ＰＡＥｓ污染
土壤上的作物种植和植物修复提供新的研究思路。
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［２５］ＦｅｎｇＮＸ，ＹｕＪ，ＭｏＣＨ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｄｉ－ｎ－ｂｕｔｙｌ

ｐｈｔｈａｌａｔｅ（ＤＢＰ）ｂｙａｎｏｖｅｌｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃＢａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍｓｔｒａｉｎ

ＹＪＢ３［Ｊ］．ＴｈｅＳｃｉｅｎｃｅｏｆｔｈｅＴｏｔａｌＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，２０１８，６１６／６１７：

１１７－１２７．

［２６］施　翔．盐肤木对铅的吸收累积及耐性机制［Ｄ］．北京：中国

林业科学研究院，２０１７．

［２７］张福．水稻根系吸收重金属铊的初步机理研究［Ｄ］．广州：

广州大学，２０１８．

［２８］华海霞．水稻对硅元素吸收特性研究［Ｊ］．安徽农业科学，

２０１７，４５（３５）：２３－２５．

［２９］马恒亮．多环芳烃（菲）跨小麦根系界面的传输机制［Ｄ］．南

京：南京农业大学，２００９．

［３０］张联合，李友军，苗艳芳，等．ｐＨ值对水稻离体根系吸收亚硒酸

盐生理机制的影响［Ｊ］．土壤学报，２０１０，４７（３）：５２３－５２８．
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