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摘  要：对 Pb, Cd 和 Zn 胁迫下芦苇幼苗叶片和根内超氧阴离子自由基(O2
−)和过氧化产物丙二醛

(MDA)的含量、电解质渗漏以及超氧化物岐化酶(SOD)和过氧化物酶(POD)活性进行了研究. 结果
表明，受 3种重金属的影响，叶片和根内 O2

− 积累，MDA含量增加，伴随着电解质渗漏增大，显
示发生了膜脂过氧化，细胞膜系统遭到破坏；作为植物抗氧化系统中的关键酶，SOD和 POD活性
高于对照，说明在重金属胁迫下芦苇幼苗体内的抗氧化能力增强. 可见，在重金属污染下细胞内
O2
− 浓度升高带来的膜脂过氧化增强是重金属伤害植物的主要原因；而保护酶系统 SOD和 POD活
性的升高则可能是芦苇抗过氧化的机理之一. 
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1  前 言 

自McCord和 Fridovich 1969年首次从牛血红细胞中发现超氧化物歧化酶以来，生物活性氧代
谢的研究受到了普遍的重视. 研究表明，在植物遭受逆境胁迫或衰老过程中，细胞内活性氧产生与
清除的平衡会遭到破坏，引起自由基的积累和膜脂过氧化，使膜系统的结构和功能受到损伤，造

成植物细胞伤害[1]. UV 辐射对紫杉针叶内源保护物质，特别是抗坏血酸、胡萝卜素未表现出明显
诱导作用，使紫杉针叶自由基清除能力不足，导致针叶及叶绿体产生的大量活性氧自由基随紫外

线照射时间的延长而增加、膜脂过氧化产物丙二醛(MDA)含量及针叶电解质渗漏逐渐升高，从而
使针叶失绿[1]. Price等[1]发现小麦叶绿体在光下活性氧(O2

−)的产生随干旱处理时间的延长而增加，
同时叶片叶绿素被降解. 与其它形式的胁迫相似，重金属污染也能导致植物体内产生大量的活性氧
自由基，引起蛋白质和核酸等生物活性物质变性、膜质过氧化，使植物受到伤害[2−4]. 研究表明，
在镉和砷的胁迫下，植物叶片中超氧阴离子(O2

−)和 H2O2的积累显著增加，并伴随着 MDA 含量升
高和电解质渗漏加剧[5,6]. 可见，在重金属危害植物的过程中，过多的自由基引起的膜脂过氧化是
关键因素之一. 而由超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化物酶(POD)组成的抗氧化防卫系统能够清除自
由基，可使细胞免受由重金属引起的氧化胁迫伤害[7,8]. 

芦苇属于禾本科芦苇属，为多年生高挺水草本植物. 由于其适应性强，生长快，产量高，可
用于造纸、编织、药材等，具有较大的经济价值；因其对重金属具有很强的抗性，因而被广泛地

用于富含重金属的污水处理[9,10]. 本文主要对芦苇抗重金属污染机理，尤其是重金属污染后，芦苇
体内超氧阴离子含量以及保护酶活性变化进行了相关的研究. 

2  材料和方法 

2.1 植物材料和污染处理 

芦苇[Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steudel]种子(采自山东省寿光市)播种于装有洗净细沙
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的花盆(直径 20 cm、高 25 cm)中. 萌发后，每天浇灌 Hoagland营养液，并使液面保持在细沙面水
平. 二叶期选择生长一致的健壮幼苗每盆保留 5 株. 在第 8 片叶出现时，分别用含 2 和 4 mmol/L 
CdCl2, 10和 15 mmol/L Pb(NO3)2, 10和 15 mmol/L ZnCl2等重金属离子的营养液浇灌芦苇幼苗，每

个处理设置 5个重复组，并且每天分别给上述各个处理组更换含相应重金属离子的营养溶液 2次. 
2.2 超氧阴离子自由基(O2

−)含量的测定
[11]

 

分别称取 5 g芦苇幼苗的新鲜叶片或根，用 65 mmol/L的磷酸缓冲液(pH 7.8) 6 ml研磨，经 4
层纱布过滤，滤液 5000 r/min离心 10 min. 取上清液 1 ml加磷酸缓冲液 0.9 ml和 10 mmol/L羟胺
氯化物 0.1 ml，在 25oC下放置 20 min. 取上述混合液 0.5 ml加 0.5 ml 7 mmol/L的α−萘胺，25oC
下反应 20 min. 根的显色液用同体积正丁醇充分摇匀，静置分层，取正丁醇相测吸光度 A532，用磷

酸缓冲液作对照；叶片的显色液用同体积乙醚充分摇匀，1500 r/min离心 5 min，吸出粉红色的水
相测吸光度 A530，O2

−的含量(nmol/mg蛋白质)根据 NO2
− 的标准曲线换算获得. 

2.3 MDA含量的测定
[12]

 

称取 0.4 g经不同处理的芦苇幼苗植株的叶片或根，剪成 0.5 cm左右长的小段，放入研钵中，
加少许石英砂和 2 ml 0.1%三甲川(TCA)溶液，研磨成匀浆. 将匀浆转到试管中，用 3 ml 0.1% TCA
溶液分 2次冲洗研钵，合并提取液. 然后加 0.5% 硫代巴比妥酸溶液 5 ml，摇匀，沸水浴 10 min，
立即将试管放入冷水中. 冷却后，3000 r/min离心 15min，取上清液并量其体积，以 0.5%硫代巴比
妥酸溶液为空白测吸光度 A532和 A600. 丙二醛(MDA)的含量(mmol/g 样品)=∆AN/155WF，其中∆A= 
A532−A600，N为上清液总体积，155为 1 mmol TCA溶液在 532 nm的吸光系数，WF为样品鲜重.  
2.4 质膜透性的测定

[13]
 

取不同处理的芦苇幼苗植株的叶片或根用去离子水迅速冲洗干净，用刀片将材料切成小段，

重蒸水迅速冲洗 2次，再用吸水纸吸干表面水份. 称一定量的样品放入试管中，加入重蒸水，用抽
气泵抽气，真空渗入 30 min后，用电导率仪测溶液的电导值. 最后，将样品高温(100oC)杀死(5 min)，
测电导值. 以相对电导率的大小来表示质膜透性，相对电导率=(原电导值/总电导值)×100%. 
2.5 POD活性的测定

[14]
 

称取芦苇幼苗根和叶片 1 g，加 20 mmol/L的 KH2PO4 5 ml，于研钵中研磨成匀浆，4000 r/min
离心 15 min，取清液保存在冷处，残渣再用 5 ml KH2PO4溶液提取 1次，合并上清液，即为酶提
取液. 取酶提取液 1 ml于比色杯中，加适量反应混合液(50 ml 100 mmol/L pH 6.0的磷酸缓冲液中
加愈创木酚 28 µl, 30%过氧化氢 19 µl，混匀保存于冰箱中)，立即用秒表记录时间. 在 470 nm波
长下测 OD值，每隔 1 min读数 1次，以反应混合液 3 ml中加 KH2PO4 1 ml为空白对照. 酶活性以
每分钟吸光度变化值表示 . 
2.6 SOD活性的测定

[15]
 

将不同处理的芦苇幼苗叶片或根 1 g放入预冷的研钵中，加提取介质 10 ml(50 mmol/L pH 7.0
磷酸缓冲液，内含 1%聚乙烯吡咯烷酮)，研磨成匀浆，4oC温度下 15000 r/min离心 10 min，上清
液为酶提取液. 取 80.2 µmol/L核黄素溶液(以含 0.1 mmol/L EDTA 的 50 mmol/L pH 7.8磷酸缓冲液
配制)0.1 ml、反应介质(50 mmol/L pH 7.8的磷酸缓冲液内含77.12 µmol/L的硝基四唑蓝、0.1 mmol/L 
EDTA和 13.37 mmol/L 蛋氨酸)3.9 ml和酶提取液 0.01 ml于试管中，在 3000 Lux灯下放置 10 min，
在 560 nm波长处测 OD值，以 0.01 ml 50 mmol/L pH 7.8的磷酸缓冲液作空白. 酶活力，即 SOD
活力(U/g)=60∆AN/(0.01×50%A0tWF)，式中 A0为空白对照吸光值，∆A为 A0与加入酶反应液的吸光

值差，N为酶提取液的总体积，t为光照时间，0.01为加入酶液的体积. 
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3  实验结果 

3.1 O2
− 含量与膜脂过氧化 

表 1显示，2 mmol/L Cd和 10 mmol/L Zn处理后根和叶片中的 O2
− 含量增加，但 2 mmol/ L Cd

的影响不显著，4 mmol/L Cd和 15 mmol/L Zn的影响明显，且与处理时间呈正相关. Pb对叶片和根
内 O2

− 含量的影响不十分显著，仅表现为在第 4 d用 15 mmol/L处理与对照组有一定的差异. 

表 1 铅、镉和锌对芦苇叶片和根中 O2
−含量的影响 

Table 1  Effects of Pb, Cd and Zn on O2
− contents in the leaves and roots of P. australis (nmol/mg) 

Time (d) Organism Treatment (mmol/L) 
0 0.5 1 2 4 

Control  0 6.20 6.35 6.09 6.88 6.16 
10  5.01 5.30 5.82 4.99 5.48 Leaf 
15  5.01 5.78 6.94 7.22 13.22 
10  6.43 5.99 6.87 7.10 7.36 Root 

Pb 

15  6.43 6.99 7.79 8.01 10.01 
2  5.01 4.96 5.6 6.86 7.02 Leaf 
4  5.01 8.18 14.23 19.15 28.14 
2  6.43 6.55 6.43 7.93 8.11 Root 

Cd 

4  6.43 7.06 7.74 10.52 15.66 
10  5.01 5.50 6.77 10.50 12.47 

Leaf 15  5.01 5.46 16.54 20.71 30.24 
10  6.43 7.16 7.88 9.94 9.97 Root 

Zn 

15 6.43 7.29 9.08 13.20 19.85 

在 Zn 和 Cd 作用下，叶片和根内大量积累 MDA，并且胁迫浓度越大、时间越长，叶片和根
内积累的MDA就越多；4 mmol/L Cd和 15 mmol/L Zn污染的叶片和根内MDA含量分别比对照组
高 20%以上. 10 mmol/L Pb处理后叶片和根内的MDA含量变化不显著，但 15 mmol/L Pb处理后，
MDA的含量随处理时间的延长逐渐增加(表 2). 可见，用 Cd和 Zn处理对芦苇体内 O2

− 和MDA含
量的影响比用 Pb处理影响大；而受 3种重金属胁迫的芦苇叶片中积累的 O2

− 和MDA较根部多. 

表 2 铅、镉和锌对芦苇叶片和根中 MDA含量的影响 

Table 2  Effects of Pb, Cd and Zn on MDA contents in the leaves and roots of P. australis (µg/g) 
Time (d) Organism Treatment (mmol/L) 

0 0.5 1 2 4 
Control  0  15.66 15.51 15.82 15.01 15.55 

10  15.54 15.37 16.49 15.61 17.06 Leaf 
15  15.54 15.75 18.11 25.60 30.02 
10 18.73 17.25 18.77 18.64 19.15 

Root 

Pb 

15 18.73 18.99 19.12 20.56 23.41 
2 15.54 17.01 16.68 17.16 18.02 Leaf 
4 15.54 17.99 25.10 34.17 58.62 
2 18.73 18.94 18.81 19.11 20.09 

Root 

Cd 

4 18.73 19.28 19.69 23.48 28.97 
10 15.54 15.11 14.98 16.61 20.12 Leaf 
15 15.54 17.66 23.15 30.59 49.00 
10 18.73 19.26 18.67 20.88 21.10 

Root 

Zn 

15 18.73 19.72 21.84 23.75 26.89 

3.2 质膜透性 

相对电导率的变化是植物组织电解质渗漏的表观现象. 图 1 和 2 的结果表明，Zn 和 Cd 对芦
苇幼苗根和叶片的电解质渗漏影响显著，且随着 Zn和 Cd处理浓度的增加和处理时间的延长而加
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重. 而 Pb对芦苇幼苗根和叶片的电解质渗漏影响不显著，除在 15 mmol/L Pb污染条件下芦苇根和
叶片的电解质渗漏在第 4 d明显大于对照外，其它 Pb污染条件下皆无显著变化(图略). 
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图 1 镉和锌对芦苇叶片电解质渗漏的影响        
Fig.1 Effects of Cd and Zn on electrolyte leakage     

in the leaves of P. australis                  
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图 3 镉和锌对芦苇叶片 SOD活性的影响       
Fig.3 Effects of Cd and Zn on SOD activity       

in the leaves of P. australis                

.3 SOD和 POD活性  

从所获得的数据可见，Cd 和 Zn 对芦苇幼苗根
mol/L Cd和 10, 15 mmol/L Zn的胁迫下，芦苇幼苗
其是在 4 mmol/L Cd和 15 mmol/L Zn的处理条件
叶片内 SOD活性随时间延长则表现为先升高后下
芦苇幼苗根和叶片内 SOD活性的影响不显著(图
从图 5和 6可见，镉和锌的处理可使芦苇幼苗

越高叶片和根内 POD活性越大，但它们的动态变
下降、然后又升高的趋势. 而在本实验条件下 P
(图略). 
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   图 2 镉和锌对芦苇根电解质渗漏的影响 
   Fig.2 Effects of Cd and Zn on electrolyte leakage 
        in the roots of P. australis 
 

略

b

0 2 4 6 8
100

200

300

400
  Cd    Conc. (mmol/L)     

      0                     
      2                     
      4                      

   Zn
      0
     10
     15

SO
D

 a
ct

iv
ity

 (U
/g

)

Time (d)

       图 4 镉和锌对芦苇叶片 SOD活性的影响 
      Fig.4 Effects of Cd and Zn on SOD activity 
            in the roots of P. australis 

和叶片内 SOD 活性的影响比较显著. 在 2, 4 
根和叶片内 SOD活性均与胁迫时间呈正相关；
下，芦苇根内 SOD活性也随时间延长不断升高，
降的趋势(图 3, 4). 但是，在本实验条件下 Pb
). 
叶片和根内 POD活性升高，并且表现为处理浓
化较为复杂，呈现随胁迫时间的延长先升高、

对芦苇幼苗根和叶片内 POD 活性的影响不显
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图 5 镉和锌对芦苇叶片 POD活性的影响              图 6 镉和锌对芦苇叶片 POD活性的影响 
Fig.5 Effects of Cd and Zn on POD activity              Fig.6 Effects of Cd and Zn on POD activity 

in the leaves of P. australis                            in the roots of P. australis 

4  讨 论 

正常生长条件下植物体内活性氧产生处于动态平衡，自由基浓度较低，不会引起植物伤害. 当
处于各种逆境胁迫条件下或衰老时，植物体内活性氧产生和消除的平衡遭到破坏，有利于活性氧

的产生. 当活性氧浓度超过一定阈值时，植物细胞内的大分子物质发生过氧化，特别是膜脂中的不
饱和脂肪酸受到自由基的攻击，引起膜脂相分离，膜的完整性受到破坏，导致植物生长异常[16]. 膜
质过氧化是膜上不饱和脂肪酸中所发生的一系列活性氧反应，其最重要的产物是MDA，它是一种
高活性的脂质过氧化产物，能交联脂类、核酸、糖类及蛋白质，破坏膜的结构，导致细胞质膜受

损伤，电解质渗漏严重. 因此，MDA含量是反映脂质过氧化作用强弱的一个重要指标，而电解质
渗漏又是膜损伤的直接证据. 本实验结果表明，在 Pb, Zn和 Cd三种重金属胁迫下，芦苇幼苗叶片
和根中 O2

−积累，伴随MDA含量升高，膜透性增大，说明由于 O2
−的过氧化伤害，细胞膜组成发生

变化，结构遭到破坏，揭示了重金属胁迫下芦苇细胞膜系统伤害的机制，证明了重金属毒害植物

的过程中，过多的自由基引起的膜脂过氧化充当了重要角色. 
SOD 和 POD 是细胞内清除活性氧系统中的重要酶. SOD 能将 O2

−歧化为 H2O2，抑制 Haber− 
Weiss反应，再由 POD将 H2O2分解成 H2O，将有毒的超氧阴离子转变成无毒的 H2O，使细胞内自
由基维持在一个低水平，防止细胞受自由基的毒害. 本研究表明，在三种重金属污染条件下，POD
活性随胁迫时间的延长先升高、再下降、然后又升高，这可能是芦苇对重金属胁迫的应激反应，

具体机理还有待于进一步研究. 4 mmol /L Cd和 15 mmol/L Zn处理后，芦苇叶片内 SOD活性随时
间的延长表现为先升高后下降的两阶段反应，这符合植物对胁迫反应的典型特征，即当胁迫发生

后，植物体就会采取各种措施，提高抗性以适应不良环境，但如果胁迫时间过长或胁迫程度过大，

超过植物所能忍耐的极限，其防御措施也就相应地减弱，乃至死亡. 总体而言，SOD和 POD活性
均随胁迫时间的延长和胁迫强度的增加而升高，在一定程度上减轻了膜脂过氧化程度. 尽管两种保
护酶活性与胁迫时间和胁迫强度正相关，但植物体内 O2

−积累、MDA 含量以及质膜透性也随胁迫
时间的延长和胁迫强度的增加而增大，导致产生的自由基总量减去清除的自由基总量后净余量不

断上升，说明 SOD 和 POD 对膜系统的保护作用有一定的限度，即保护酶活性升高尚不足以弥补
膜脂过氧化作用所引起的伤害. 

可见，在重金属污染下细胞内 O2
−浓度升高带来的膜脂过氧化增强是重金属伤害植物的主要原

因，而保护酶系统 SOD和 POD活性的升高则可能是芦苇抗过氧化的主要机理之一. 
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Effects of Pb, Cd, and Zn on Oxidative Stress and                    
Antioxidative Ability in Phragmites australis 
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Abstract: Superoxide anion radical, MDA, electrolyte leakage, as well as activities of SOD and POD in the leaf and 
root cells of Phragmite australis were investigated under the conditions of Pb, Cd, and Zn stresses. Under these 
conditions, the accumulation of superoxide anion radical and MDA, and the electrolyte leakage of the cell membrane 
increased in the plant cells, which indicated that the peroxidation of cell membrane lipid was induced and the 
membrane system was damaged. Higher activity of SOD and POD, two key enzymes of the antioxidative system, 
was observed in all Pb, Cd, and Zn treated plant cells. These results suggest that the enhancement of peroxidation of 
membrane lipid induced by superoxide anion radical may be one of the heavy metal injury mechanisms in P. 
asutralis. Furthermore, the accumulation of the two enzymes would be part of general defense strategies to cope with 
oxidative stress. 
Key words: Phragmites australis; Pb; Cd; Zn; oxidative stress; antioxidative ability 
 


