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Abstract：In order to better understand the influence of cadmium（Cd）stress on non-protein thiols（NPT）compounds in the seedlings of
high- and low-Cd-accumulating rice cultivars, a pot experiment was conducted. In the experiment, 50 μmol·L-1 Cd2+ was set up, the perox⁃
idation degree and NPT content were to be monitored regularly at before treatment（0 d）, at 1st, 3rd, 5th and 7th d after treatment. The results
showed that the contents of hydrogen peroxide（H2O2）and thiobarbituric acid reactive substances（TBARS）in the two cultivars induced by
Cd showed an increasing trend over time, and the extents of variation for H2O2 and TBARS content in You I2009（low-Cd-accumulating
rice cultivar）were greater than that in Xinrongyou 2045（high-Cd-accumulating rice cultivar）, proving with data that the extents of varia⁃
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摘 要：为研究镉胁迫对高低积累型水稻幼苗非蛋白巯基（Non-protein thiols, NPT）物质含量的动态变化影响规律，利用营养液沙

培盆栽实验，设置镉浓度为 50 μmol·L-1，分别监测处理前（0 d）和处理后第 1、3、5、7 d水稻的过氧化程度和非蛋白巯基物质含量。

结果表明：随镉胁迫时间的延长，两品种水稻的过氧化氢（Hydrogen peroxide，H2O2）和硫代巴比妥酸反应产物（Thiobarbituric acid
reactive substances，TBARS）含量逐渐上升，且镉低积累型品种优 I2009的H2O2和 TBARS含量上升的幅度大于镉高积累型品种欣

荣优 2045，其中欣荣优 2045地上部H2O2和TBARS含量上升的幅度分别为 45%和 74%，其根系上升的幅度分别为 1.14倍和 61%，

而优 I2009地上部H2O2和 TBARS含量上升的幅度分别为 78%和 1.20倍，其根系上升的幅度分别为 1.32倍和 64%，说明镉低积累

型品种优 I2009 遭受的氧化胁迫水平和膜脂过氧化程度大于镉高积累型品种欣荣优 2045。欣荣优 2045 的还原型谷胱甘肽

（Reduced glutathione，GSH）随镉胁迫时间的延长逐渐增加，而优 I2009的GSH呈先升后降的趋势；两品种水稻的NPT、植物螯合肽

（Phytochelatins，PCs）含量和谷胱甘肽硫转移酶（Glutathione S-transferase，GST）活性随镉胁迫时间的延长呈先升后降的趋势，且欣

荣优 2045合成的NPT含量和生成的GST活性更高。研究表明，镉高积累型水稻品种可以通过合成更多的含巯基的非蛋白化合物

与镉络合来清除活性氧，进而增加对镉的耐性。
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镉（Cadmium，Cd）是生物非必需元素，其毒害效

应已受到人们的广泛关注[1-2]。Cd进入土壤环境中容

易被植物吸收，可通过食物链进入人体，不仅造成贫

血、高血压、骨痛病等疾病，而且还具有潜在的致癌作

用，严重威胁食品安全、人体健康及农业的可持续发

展[3-4]，是被公认的对人类最具威胁的主要有毒金属

之一。由于Cd的移动性强、毒性高、污染面积大而被

称为“五毒之首”[5]。长期以来，植物对重金属污染的

抗性（耐性）问题一直是污染生态学等研究领域的热

点问题。

水稻（Oryza sativa L.）是我国，尤其是南方地区主

要的粮食作物，且品种繁多[6]。据研究，水稻品种不

同对Cd的吸收积累存在很大差异[7]。Cd胁迫诱导植

株体内产生活性氧（Reactive oxygen species，ROS），使

细胞受到伤害，导致代谢紊乱，因此破坏植物正常的

生理生化功能。为了抵御Cd的毒害作用，植物进化

了一系列抗性机制，如抗氧化酶和抗氧化剂清除活性

氧的毒害；抗坏血酸-谷胱甘肽循环（AsA-GSH）系统

维持细胞氧化还原平衡：液泡的区室化和外排机制；

植物体内螯合物与Cd结合解除Cd的毒害[8-10]。

非蛋白巯基（Non-protein thiols，NPT）化合物主

要包括还原型谷胱甘肽（Reduced glutathione，GSH）、

植物螯合肽（Phytochelatins，PCs）和半胱氨酸（Cyste⁃
ine，Cys）等，是植物体内的一类多肽。植物体内的

GSH、PCs、Cys以及金属硫蛋白（Metallothionein，MTs）
等巯基物质可与细胞内游离的Cd离子配位结合转化

成络合态存在于细胞质或运输到液泡中[11]，从而减轻

细胞质受到的Cd毒害。PCs在对Cd的解毒、防御Cd
引起的氧化胁迫和代谢方面具有重要作用。早在

1990年Verkleij等[12]的报道中就表明，根系所吸收的

Cd至少有 60％是以PC-Cd复合物形式存在[12]。在水

稻（Oryza sativa）、谷子（Setaria italica L.）、拟南芥

（Arabidopsis thaliana）、小麦（Triticum aestivum）、蓖麻

（Ricinus communis）、大豆（Glycine max）等植物中证实

了巯基物质在 Cd 的螯合、固定等方面起着重要作

用[13-18]。PCs是在植物螯合肽合成酶的作用下以GSH
为底物合成的多肽。GSH是低分子量的抗氧化剂，对

植物新陈代谢的维持起到很重要的作用[19]。GSH具

有清除自由基、抵抗过氧化损伤、保护酶和结构蛋白

及膜系统的功能[11]。此外，与GSH代谢密切相关的解

毒酶——谷胱甘肽硫转移酶（Glutathione S-transfer⁃
ase，GST）在 Cd 解毒过程中也发挥了重要作用[20]。

GSH在GST的作用下可与细胞内的Cd离子络合形成

复合物，将有毒物质转移到液泡内[21-22]，以达到缓解

Cd毒害的作用。范业赓等[23]发现，甘蔗叶片在Cd胁

迫下GSH和NPT含量有上升的趋势，产生的GSH和

NPT可以有效地清除活性氧及自由基，阻止膜脂过氧

化。高可辉[24]的研究表明，水稻幼苗体内的GSH含量

随处理时间的延长而逐渐增加，同样说明 GSH对水

稻解除Cd的毒害发挥重要作用。然而，水稻品种不

同在Cd胁迫下的解毒过程不同，巯基物质含量对水

稻 Cd污染较敏感[25]。Cd胁迫对 Cd高低积累型水稻

非蛋白巯基含量的影响机制研究不足，不利于指导解

决水稻种植过程中遭受Cd胁迫的问题。

本实验基于前期研究筛选出的高低Cd积累型水

稻品种[26]，通过营养液沙培的方式，研究高低Cd积累

型水稻品种 Cd 含量与非蛋白巯基化合物之间的关

系，以及在 Cd 胁迫下 NPT（包括 GSH 和 PCs）和 GST
活性的动态变化规律，为揭示不同积累型水稻Cd解

毒的生理机制提供理论依据，也可为耐Cd胁迫且低

Cd积累的水稻品种的选用和选育提供有效的生物学

途径。

1 材料与方法

1.1 实验设计

本实验选取的材料为前期实验筛选出的Cd高积

累型水稻品种欣荣优 2045 和低积累型水稻品种优

I2009[26]。采用营养液沙培方法，探讨Cd胁迫下不同

tion for H2O2 and TBARS contents in Xinrongyou 2045 cultivar were 45% and 74% for shoots, and 1.14 folds and 61% for roots, respective⁃
ly, while they were 78% and 1.20 folds for shoots, and 1.32 folds and 64% for roots in You I2009 cultivar. It indicated that You I2009 suf⁃
fered more oxidative stress and membrane lipid peroxidation than Xinrongyou 2045. An increasing pattern in reduced glutathione（GSH）
content of Xinrongyou 2045 were induced by Cd stress over time while for You I2009, the GSH contents increased first and then decreased.
The NPT content, phytochelatins（PCs）, and glutathione S-transferase（GST）in the two cultivars increased first and then decreased over
time under Cd stress, and the NPT contents and GST activities of Xinrongyou 2045 were higher than that in You I2009. These results indi⁃
cate that high-Cd-accumulating rice cultivar can eliminate reactive oxygen species by synthesizing more sulfhydryl nonprotein compounds
chelating with cadmium.
Keywords：cadmium stress; rice; non-protein thiols compounds; reduced glutathione; phytochelatins; glutathione S-transferase
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耐性水稻中 NPT、GSH、PC、GST、过氧化氢（H2O2）和

硫代巴比妥酸反应产物（TBARS）的动态变化。培养

基质为经干热灭菌的河沙（150 ℃灭菌 2 h，灭菌后

50 ℃烘干备用）。将灭菌后的河沙装入双层嵌套使

用的塑料杯（透明塑料杯的体积为 700 mL，规格为 9
cm×6.5 cm×10.5 cm），其中里面的塑料杯底部穿孔以

方便更换营养液，外层塑料杯四周和底部用黑色遮光

袋包住，以免光照对根系生长造成影响。

挑选饱满的水稻种子用 10% 的 H2O2 消毒 10
min，用无菌水清洗干净，以除去H2O2，再用蒸馏水浸

泡 48 h，期间每日换水 4次。待种子露白后在温度为

25 ℃，相对湿度为 75%的人工气候箱暗箱中催芽 24
h，挑选发芽一致的水稻种子均匀播种于装好河沙的

塑料杯中（1 kg·杯-1）。营养液参照国际水稻研究所

（IRRI）推荐的水稻常规营养液配方配制（表 1）。将

水稻放置于人工气候箱中进行培养，条件为：光照时

间为 14 h·d-1，光照强度为 3000 lx，昼/夜温度为 28 ℃/
25 ℃，昼/夜相对湿度为 80%/75%。每 2 d更换一次营

养液。待幼苗长至四叶一心时，进行CdCl2处理。根

据文献研究设定 Cd2+处理浓度为 50 μmol·L-1。样品

分别在处理前（0，对照）和第1、3、5、7 d收获。每个处

理重复3次，每杯种植水稻2株。

1.2 测定方法

1.2.1 植物样品的前处理

水培实验结束后，小心采集水稻幼苗样品，用自

来水洗净根系河沙及地上部杂物后用去离子水彻底

清洗，然后将幼苗从基部剪开，分为根部和地上部。

样品一部分用于Cd含量的测定，另一部分存于-80 ℃
超低温冰箱冷藏供各项生理生化指标测定。

1.2.2 植物样品中Cd含量的测定

称取 0.1 g鲜样，用硝酸和高氯酸的混酸（4∶1）消

解后，用石墨炉原子吸收（ZEEnit700P，德国耶拿）测

定样品中Cd含量。

1.2.3 GSH和GST活性的测定

GSH和GST活性采用南京建成试剂盒推荐方法

测定。蛋白含量测定用考马斯亮蓝染色法[27]，以结晶

牛血清蛋白（BSA）为标准蛋白。组织中GST活性（U·
mg-1 prot）：规定每毫克组织蛋白在 37 ℃反应 1 min，
扣除非酶促反应，使反应体系中 GSH 浓度降低 1
μmol·L-1为一个酶活力单位。

1.2.4 NPT和 PCs含量的测定

称取 1.00 g 水稻鲜样，加 4 mL 5% 磺基水杨酸

（SSA）冰浴研磨，12 000 g离心 15 min（4 ℃），上清液

定容至10 mL。分袋保存。

NPT物质含量测定采用 Rama Devi等[28]的方法：

反应体系为 1 mL 上清液与 1.85 mL 0.2 mol·L-1 的

Tris-HCl（pH 8.2）和 0.15 mL 10 mol·L-1的 5，5-双二

硫（2-硝基苯甲酸）（DTNB），反应 20 min后用多功能

酶标仪于 412 nm 处测定吸光值，以不加 DTNB 为空

白。以GSH为-SH标样，做标准曲线。

PCs含量用差减法计算[29]，即：PCs=NPT-GSH
1.2.5 H2O2和TBARS含量的测定

称取 1.00 g 鲜样，加 4.8 mL 5% 三氯乙酸（TCA）
冰浴研磨，12 000 g离心 15 min（4 ℃），上清液定容至

10 mL。分装保存。

H2O2的测定参照 Jana 等[30]的方法：取 1 mL 上清

液，加 0.3 mL 0.1%（m /V）硫酸钛 [溶于 20%（V /V）硫

酸]，410 nm下读数（25 ℃）。

TBARS含量参照Heath等[31]的测定方法：取 2 mL
上清液，加 2 mL 0.5%（m/V）TCA于试管，摇匀后保鲜

膜封口，95 ℃水浴 30 min，冰浴终止。由 532 nm 和

600 nm下吸收度的差值计算TBARS含量。

1.2.6 数据分析

实验数据以平均数±标准误（Mean±Stand error）
表示，采用Microsoft Excel 2010和 SPSS 17.0进行数据

计算和统计分析，并用Duncan′ s检验法进行显著性

分析。

2 结果与分析

2.1 Cd胁迫下高低积累型水稻品种间Cd吸收积累量

的差异

随Cd胁迫时间的延长，两品种水稻对Cd的吸收

积累均呈显著上升趋势（图 1）。在处理的第 7 d时，

欣荣优 2045和优 I2009地上部对Cd的吸收量均达到

大量元素
Macroelement
硝酸铵NH4NO3

磷酸二氢钠
NaH2PO4·2H2O
硫酸钾K2SO4

氯化钙CaCl2
硫酸镁MgSO4·7H2O

用量
Dosage
114.3
50.4

89.3
158.2
405

微量元素
Microelement

氯化锰MnCl2·4H2O
钼酸铵（NH4）6Mo7O24·2H2O

硼酸H3BO3

硫酸锌ZnSO4·7H2O
硫酸铜CuSO4·5H2O
氯化铁FeCl3·6H2O

柠檬酸（-水合物）Citric acid
九水偏硅酸钠Na2SiO3·9H2O

用量
Dosage
1500
74

934
35
31

7700
11 990
568

表1 水稻常规营养液配方（mg·L-1）

Table 1 Conventional nutrient solution formula for rice（mg·L-1）

2699



农业环境科学学报 第38卷第12期
最大值，分别为 59.80 mg·kg-1 FW 和 20.74 mg·kg-1

FW，与第 1 d 相比，增加了 1.92 倍和 3.10 倍；欣荣优

2045和优 I2009的根系对 Cd 的吸收量也在第 7 d时

达到最大值，分别为 252.84 mg·kg-1 FW和 126.54 mg·
kg-1 FW，与第 1 d相比，增加了 2.26倍和 1.84倍。而

且各个处理时间段，无论是地上部还是根系，欣荣优

2045对Cd的吸收积累均显著高于优 I2009。
2.2 Cd胁迫下高低积累型水稻品种间H2O2含量的差异

如图 2所示，两品种水稻的H2O2含量随处理时间

的延长呈逐渐上升趋势，第 7 d时，欣荣优 2045和优

I2009 地上部的 H2O2 含量达最高值，分别为 6.57
µmol·g-1和 9.19 µmol·g-1，相较于对照，分别上升了

45%和 78%；欣荣优 2045和优 I2009根系H2O2的含量

在第 7 d时也均达到最高值，分别为 4.89 µmol·g-1和

6.28 µmol·g-1，相较于对照，分别上升了 1.14倍和 1.32
倍。综上所述，优 I2009体内H2O2含量上升的幅度大

于欣荣优 2045，说明随处理时间的延长，优 I2009受

Cd的毒害作用更大。

2.3 Cd胁迫下高低积累型水稻品种间TBARS含量的

差异

随时间延长，两品种水稻地上部和根系的

TBARS含量的变化趋势与H2O2相似（图 3）。欣荣优

2045地上部的 TBARS含量在第 1、3、5、7 d比对照分

别增加了 7%、29%、59% 和 74%，优 I2009 地上部的

TBARS 含量分别上升了 12%、56%、72% 和 120%；欣

荣优 2045根系 TBARS的含量在第 1、3、5、7 d比对照

分别上升了 6%、19%、28% 和 61%，优 I2009 根系的

TBARS 含量分别上升了 22%、32%、53% 和 64%。综

上所述，优 I2009体内TBARS含量上升的幅度大于欣

荣优 2045，同样说明优 I2009 水稻品种对 Cd 的耐受

性相较于欣荣优2045更弱。

2.4 Cd胁迫下高低积累型水稻品种间NPT含量的差异

如图 4所示，随Cd处理时间的延长，两品种水稻

地上部和根系NPT的含量呈先升后降的趋势。NPT
含量在第 5 d时达到最大值，与其对照相比，欣荣优

2045和优 I2009地上部的NPT含量分别增加了 107%
和 48%，根系含量增加了 1.38倍和 5.13倍。在第 7 d
时，两品种水稻的NPT含量均显著下降。在各个 Cd
处理时间段，欣荣优 2045的NPT含量（尤其是根系）
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Figure 1 Dynamic changes of Cd accumulation in rice seedling
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图2 Cd胁迫对H2O2含量的影响

Figure 2 Effect of cadmium stress on H2O2 content
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均高于优 I2009。
2.5 Cd胁迫下高低积累型水稻品种间GSH含量的差异

随 Cd 胁迫时间的延长，欣荣优 2045 和优 I2009
体内GSH含量的变化趋势差异很大（图 5）。欣荣优

2045体内的GSH含量呈逐渐上升趋势，第 7 d时达到

最大值，地上部和根系分别为 178.43 nmol · g-1 和

161.97 nmol·g-1，相较于对照分别增加了 2.09 倍和

1.06倍；而优 I2009体内的GSH含量则呈先升后降的

变化趋势，第3 d时达到最大值，地上部和根系分别为

118.35 nmol·g-1和 149.23 nmol·g-1，相较于对照增加

了 86% 和 2.33倍，第 7 d时，地上部和根系含量分别

降为 79.97 nmol·g-1和 64.48 nmol·g-1，相较于第 3 d分

别下降了32%和57%。

2.6 Cd胁迫下高低积累型水稻品种间PCs含量的差异

两种水稻地上部和根系 PCs含量的变化与 NPT
含量的变化趋势一致（图 6）。欣荣优 2045和优 I2009
地上部的 NPT 含量在第 5 d 时达到最大值，分别为

420.35 nmol·g-1和 437.76 nmol·g-1，与其对照相比增

加了 97% 和 47%；而欣荣优 2045 和优 I2009 根系的

PC含量分别为 720.05 nmol·g-1和 508.38 nmol·g-1，与

其对照相比增加了 1.51倍和 8.37倍。在第 7 d时，两

个水稻品种的PCs含量均显著下降。

2.7 Cd胁迫下高低积累型水稻品种间GST活性的差异

随 Cd胁迫时间的延长，两品种水稻地上部 GST
活性都呈先升后降的趋势（图 7），第 3 d时活性均达

到最高，为 145.90 U·mg-1（欣荣优 2045）和 146.67 U·
mg-1（优 I2009），比对照上升了 70%（欣荣优 2045）和

129%（优 I2009），第 3 d后GST活性显著下降，到第 7
d时，下降了31%（欣荣优2045）和51%（优 I2009）。

两品种水稻根系GST活性亦呈先升后降的趋势，

其中 GST 活性最大的是第 3 d 和第 5 d，欣荣优 2045
的 GST 活性分别为 287.33 U·mg-1和 282.20 U·mg-1，

比对照增加了 95%和 91%；优 I2009的GST活性分别

为 264.01 U·mg-1和 266.94 U·mg-1，比对照增加了 1.11
倍和 1.13倍。到第 7 d时，两品种水稻的GST活性均

显著下降，相较于第 5 d，欣荣优 2045和优 I2009分别

下降了36%和50%。

3 讨论

同一条件下，不同品种水稻间和不同器官间 Cd
的吸收和积累存在差异。这种差异主要是由水稻内

外部形态结构的差异、不同品种对Cd的生理生化反

图3 Cd胁迫对TBARS含量的影响

Figure 3 Effect of cadmium stress on TBARS content
图4 Cd胁迫对NPT含量的影响

Figure 4 Effect of cadmium stress on NPT content
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应机制以及水稻植株对 Cd 吸收转运机制的不同所

致[32]。本研究中，随Cd胁迫时间的延长，两品种水稻

对Cd的吸收积累量为欣荣优 2045>优 I 2009，且根部

>地上部，这与我们前期的研究一致[26]。

在Cd胁迫下，植物体内产生的大量ROS导致植

物体内代谢紊乱。植物细胞产生的H2O2是ROS的主

要产物，其含量可反映机体内脂质过氧化程度和细胞

损伤程度，而 TBARS是植株体内脂类过氧化物的最

终产物，其含量水平通常可用来反映植株遭受氧化胁

迫的水平。随 Cd 胁迫时间的延长，两品种水稻的

H2O2 和 TBARS 含量逐渐上升，而 Cd 低积累品种优

I2009体内的 H2O2和 TBARS含量上升的幅度大于欣

荣优 2045（图 2和图 3），说明优 I2009受Cd的毒害作

用比欣荣优2045更大。

为抵御 Cd胁迫，植物体内产生的非蛋白巯基物

质（GSH、PCs、Cys 等）络合 Cd 是重要的解毒机制之

一[11]。巯基物质与Cd形成的络合物减少了细胞质中

自由Cd离子的浓度，或将其运输到液泡中区隔，形成

区室化作用[21-22，33]。GSH是植物体内重要的抗氧化剂

和信号物质[11]，是在生物体胞内代谢过程和遭受氧化

胁迫时产生的H2O2的最有效清除剂之一[34]。本研究

中，随 Cd胁迫时间的延长，欣荣优 2045的GSH含量

逐渐上升，与 H2O2活性呈正相关，而优 I2009表现出
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Figure 6 Effect of cadmium stress on PCs content
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Figure 5 Effect of cadmium stress on GSH content
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Figure 7 Effect of cadmium stress on GST content
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先升后降的趋势，说明欣荣优 2045在清除活性氧的

功能方面表现出更强的解毒能力，而优 I2009在Cd胁

迫前期表现出对Cd胁迫的应激反应，但在Cd胁迫后

期可能是因为过多 ROS的生成超出了其清除范围，

因此GSH含量逐渐下降。两品种水稻随Cd胁迫时间

的延长，NPT和 PCs含量呈先上升后下降的趋势，说

明 Cd 胁迫后水稻幼苗可通过诱导前期（1~5 d）NPT
和 PCs的合成来减轻 Cd对水稻幼苗的毒害作用，这

属于水稻幼苗应对Cd胁迫的自救机制。并且欣荣优

2045的NPT含量高于优 I2009，说明Cd高积累型品种

合成更多的NPT与Cd络合，解毒能力更强[25]。Cd胁

迫后期，NPT和 PCs的含量下降，可能的原因是随Cd
胁迫时间的延长，Cd引起的过氧化损伤不断加剧，打

破了植物体内 ROS产生和清除的动态平衡，使其诱

导NPT和PCs合成的能力下降，说明两种水稻NPT和

PC的合成能力存在一个Cd胁迫时间的阈值。

GST是生物体内重要的解毒酶，与GSH代谢密切

相关，可保护细胞免受Cd的毒害[20]。GST还具有过氧

化物酶的功能，能平衡H2O2的产生和清除[35]。本研究

中，两品种水稻随Cd胁迫时间的延长，GST活性呈先

上升后下降的趋势，因为在Cd胁迫下，H2O2等活性氧

不断生成，而在植物防御机制中起着重要作用的GST
活性也随之升高，以减轻 Cd的毒害作用，但随 Cd胁

迫时间的延长，GST活性下降，表明水稻抗氧化系统

对Cd的耐受性有一定的时间限值，超过这一时间限

值时，未被清除的活性氧会对细胞产生不可逆的损

伤，GST的解毒作用被抑制，致使其酶活性下降。通

过比较两品种水稻的GST活性（图 7）发现，同一时间

段欣荣优 2045 高于优 I2009，说明不同 Cd 积累型水

稻的GST活性对Cd胁迫的应答机制存在一定的基因

型差异，这可能与两品种GST同功酶的组成、表达和

功能不同有关[20，36-37]。

4 结论

随 Cd 胁迫时间的延长，两品种水稻的 H2O2 和

TBARS含量逐渐增加，同时也不同程度地刺激了两

品种水稻 NPT（包括 GSH和 PCs）的合成和 GST的生

成，且 Cd 低积累型品种优 I2009 遭受的氧化胁迫水

平和膜脂过氧化程度大于 Cd 高积累型品种欣荣优

2045。但是，当 Cd 胁迫超过一定的时间限值时，两

品种水稻所合成的 NPT 和生成的 GST 活性均被抑

制。此外，Cd 高积累型水稻品种欣荣优 2045 可以

通过合成更多的 NPT 与 Cd 络合来清除活性氧，相

较于 Cd 低积累型水稻品种，优 I2009 表现出更强的

解毒能力。
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