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摘 要：为探究不同砷酸盐处理条件下生菜中砷的累积规律，以及腐植酸对生菜砷酸盐毒性的调控作用。分析了生菜自身代谢

对培养液pH的调节作用，以及腐植酸协同砷酸盐作用下培养液中pH的变化，采用高效液相色谱串联电感耦合等离子体质谱法对

生菜体内砷酸盐累积变化规律进行动态监测，同时采用叶绿素分析仪、氨基酸分析仪与最小偏二乘分析相结合的方法，探索生菜

生长表现以及相关品质指标变化，进一步研究腐植酸添加对上述各指标的调节作用。研究表明：非砷酸盐处理组生菜正常生长

会引起培养液 pH显著升高，随着砷酸盐添加浓度的逐渐升高溶液中的 pH逐渐下降，当砷酸盐添加浓度为 10 mg·L-1时，pH下降

最为显著，降低至 3.87，腐植酸添加对砷酸盐的生菜产酸胁迫具有不同程度的缓解作用。同时，研究发现生菜各组织中无机砷的

含量均随着砷酸盐处理浓度的增加而在各生长时期呈现出不同的增加趋势。在CK（不加砷对照处理）及CKHA（不加砷但添加腐

植酸处理）组，生菜根、茎、叶中砷的形态主要以五价砷为主，并且随着腐植酸添加浓度增加，无机砷含量在生菜各生长时期均呈

现不同程度的下降。然而，在不同砷酸盐处理组，各生菜植株内主要以亚砷酸盐As（Ⅲ）形式存在。当砷酸盐添加浓度为 0.5 mg·
L-1时，生物量、株高、根长以及叶绿素的相对含量均高于CK组，说明低浓度的砷酸盐可促进生菜生长，高浓度砷酸盐均不同程度

地对生菜生长产生抑制作用，适量浓度的腐植酸添加则不同程度地促进了生菜生长，并对高浓度砷酸盐的生菜毒性作用有所缓

解。在生菜叶中砷含量未超标的CK、V-0.5（添加0.5 mg·L-1砷酸盐）、V-1（添加1 mg·L-1砷酸盐）处理组中，V-0.5处理组的维生素

C和可溶性糖含量最高，硝酸盐含量最低，说明低浓度砷酸盐提高了生菜的品质。而在砷酸盐处理组，当腐植酸添加浓度为 5 mg·
L-1时，生菜的维生素C、总酚含量最高，硝酸盐含量相较V-10（添加10 mg·L-1砷酸盐）处理组显著降低，具有提高生菜品质的作用。

PLS-DA分析及VIP得分表明，应对砷酸盐胁迫的主要差异表达氨基酸类型为谷氨酸（GLU）和精氨酸（ARG），腐植酸添加使得

GLU和ARG的表达水平明显上调。砷酸盐能降低生菜生长环境的 pH，腐植酸具有降低生菜产酸胁迫的作用，砷酸盐添加浓度低

于 3.5 mg·L-1时，在各生长时期，生菜叶中砷含量均不超过国家限量标准，腐植酸对生菜叶中无机砷含量的调控具有时效性，腐植

酸可上调与抗逆相关的GLU和ARG的表达水平。
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近年来，含砷灌溉水的使用导致砷污染农田大面

积出现，农田中的砷进一步通过食物链传递对人体健

康造成危害[1-2]。砷的生物毒性不仅取决于生物体中

砷的含量，而且与砷的形态密切相关，砷可分为无机

砷、有机砷和单质砷，其中单质砷溶解度较低，不易被

人体吸收[3]，而无机砷的毒性大于有机砷[1]。在土壤

与水环境中，可溶性砷形态主要为砷酸盐As（Ⅴ）和亚

砷酸盐As（Ⅲ），在有氧条件下，As（Ⅴ）占主导地位[4]，

因此本研究选取砷酸盐作为主要研究对象。生菜具

有重要的食用价值和药用价值，现已成为设施农业和

植物工厂的主要种植对象之一[5]。本研究选取生菜

作为研究对象，采用可以排除复杂土壤环境影响的水

培方式[6]，从砷酸盐的生菜积累以及对其安全品质影

响方面开展研究。

腐植酸（Humic acid，HA）是一种天然存在的高络

合和聚合有机物，其丰富的含氧官能团（例如羧酸、酚

羟基和醌官能团[7]）可以络合许多金属[8]。本研究所

采用的腐植酸中的黄腐酸（富里酸）含量≥90%，其分

子结构中存在含氧活性基团，如羧基和酚羟基，同时还

含有杂氮环，所以有离子交换性和与金属离子形成螯

合物的能力，另外含有的醌基和半醌基具有一定的氧

化还原能力[9]。黄腐酸能使作物根系发达，次生根数

量增多，提高作物吸水力，并能降低叶面蒸腾作用，提

高叶绿素含量，促进光合作用[10]。此外，腐植酸还可以

提高植物肥力，改善植物生长[11-12]。因此，本研究进一

步选取腐植酸对砷的植物毒性进行调节，旨在从生菜

中砷的安全限量的角度，探究蔬菜中砷的累积规律以

及砷和腐植酸对蔬菜的毒性调节作用，为蔬菜质量安

全及品质改善提供数据，对修订相关标准以及蔬菜的

安全生产具有指导意义。

1 材料与方法

1.1 生菜的培养及染毒

本研究选取玻璃生菜 Lettuce（Iceberg L.）作为研

oratory of Environmental Remediation and Pollution Control，College of Environmental Science and Engineering，Nankai University，Tian⁃
jin，300071，China）
Abstract：To explore the accumulation of arsenic in lettuce under different arsenate treatment conditions and the regulation of humic acid
on arsenate toxicity of lettuce, the effect of the metabolism of lettuce on the pH value of culture medium and change of pH value under the
synergistic action of humic acid and arsenate were analyzed. The accumulation of arsenate in lettuce was dynamically monitored by high-
performance liquid chromatography in addition to inductively coupled plasma mass spectrometry. Furthermore, a chlorophyll analyzer, ami⁃
no acid analyzer, and least partial square analysis were used to explore the growth performance and related quality indicators of lettuce and
further study the regulation of humic acid on these indicators. The results showed that the pH value of the medium increased significantly
in the non-arsenate treatment group and decreased with the increase of arsenate concentration. When the concentration of arsenate was 10
mg·L-1, the decrease in pH value was the most significant, with a value of 3.87. The addition of humic acid had a different mitigation effect
degree on arsenate lettuce acid production. At the same time, the study found that the content of inorganic arsenic in lettuce tissues showed
a different increasing trend with the increase of arsenate concentration in different growth stages. In the CK and CKHA groups, the arsenic
species in the lettuce roots, stems, and leaves were mainly pentavalent arsenic. With the increase of humic acid concentration, the inorganic
arsenic content decreased in the different growth stages of lettuce. However, in different arsenate treatment groups, the main form of arse⁃
nite in the lettuce plants was As（Ⅲ）. When the concentration of arsenate was 0.5 mg·L-1, the biomass, plant height, root length, and rela⁃
tive content of chlorophyll were higher than the CK group, indicating that low concentrations of arsenate could promote the growth of let⁃
tuce. High concentrations of arsenate inhibited the growth of lettuce in varying degrees, while the addition of an appropriate concentration
of humic acid promoted the growth of lettuce in varying degrees and alleviated the toxicity of high concentration arsenate in lettuce. In the
CK, V-0.5 and V-1 treatment groups, the content of vitamin C and soluble sugar in the V-0.5 treatment group was the highest and the con⁃
tent of nitrate was the lowest, indicating that a low concentration of arsenate improved the quality of lettuce. In the arsenate treatment
group, when the concentration of humic acid was 5 mg·L-1, the content of vitamin C and total phenols was the highest and the nitrate con⁃
tent was significantly lower than the V-10 treatment group, which could improve the quality of lettuce. Arsenate could decrease the pH of
lettuce growth environment and humic acid could decrease the stress of acid production. When the concentration of arsenate was lower than
3.5 mg·L-1, the content of arsenic in lettuce leaves was not beyond the national limit standard at all growth stages and humic acid had a
time-effect on the regulation of inorganic arsenic content in lettuce leaves. Humic acid could up-regulate the expression of glutamate and
arginine related to stress resistance.
Keywords：arsenate; humic acid; lettuce; growth performance; safety quality
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究对象，采用蛭石将生菜种子培育至四叶一心后，移

入水培盆中，每个水培盆种植生菜 12株。各水培盆

中均装有 5 L 的 Hoagland 营养液，成分组成见表 1。
用 NaOH 调节 pH为 6.0，并及时补充蒸馏水至 5 L水

位线，定期用充氧泵进行曝气处理，定期测定培养液

中砷含量的变化。

为考察不同砷酸盐As（Ⅴ）初始添加浓度对生菜

生长的影响，分别设置 0.5、1、5、10、30 mg·L-1的砷酸

盐浓度（分别表示为V-0.5、V-1、V-5、V-10、V-30，V
代表五价砷，由于V-30处理组在生菜生长至第 10 d
全部死亡，因此不再作分析），同时设置空白对照组

（CK），以及不添加植物空白对照组（NP）。

为研究腐植酸对生菜砷胁迫的影响，选取V-10
处理组，分别添加 1、5、10 mg·L-1的腐植酸（分别表示

为V10HA1、V10HA5、V10HA10，HA代表腐植酸），同

时设置腐植酸的空白添加实验，在不添加砷的营养液

中分别添加腐植酸 5、10 mg·L-1（分别表示为CKHA5、
CKHA10）。其中腐植酸分子式为 C9H9NO6，CAS：
1415-93-6，黄腐酸（富里酸）含量≥90%。为考察不同

生长期生菜生长表现，分别在生菜生长早期（生长至

第 10 d，Day10）、中期（生长至第 20 d，快速生长期，

Day20）、收获期（生长至第 30 d，生长趋于稳定，

Day30）时，随机选取生菜样品 3株，采用便携式叶绿

素仪（SPAD-502，Minolta Camera，Osaka，Japan）对应

测定叶片的 SPAD（Soil and plant analyzer develotrn⁃
ent）值，每个处理组测定 30次取平均值。采集生菜样

品，分别进行植物鲜质量、株高、根长的测定。

1.2 pH、砷总量及砷形态的测定方法

染毒前，统一调节各实验组中培养液 pH为 6.0。
在生菜 3个对应生长期，进行 pH测定，并进一步采集

10 mL培养液，进行适当稀释后，测定培养液中的砷

总量及形态。

在生菜不同生长期，从每个处理组中随机采集生

菜样品 3株，使用陶瓷剪刀将其剪碎并混匀。同时各

植株分别称取根、茎、叶样品 2 g，每个样品制备两份，

其中一份用于生菜中砷形态的测定[13]，将样品研磨后

加入 10 mL 提取剂（磷酸缓冲盐：2 mmol·L-1磷酸氢

二铵和 0.2 mmol· L-1 EDTA），250 r·min-1振荡 20 min，
8 000 r·min-1离心 5 min，上清液经 0.45 μm水系滤膜

过滤后，上机测定。另外一份置于消解管中，加入 10
mL浓硝酸过夜，置于电热消解仪上进行消解，升温至

120 ℃加热 0.5 h，后升温至 150 ℃继续加热 3 h，再调

至 170 ℃赶酸至 0.5 mL，待消煮管内液体冷却后定容

至10 mL，上机测定。

溶液及生菜中砷形态的测定采用HPLC-ICP-MS
（HPLC：Agilent1100；ICP-MS：Agilent Technologies
7700 Series），流动相为 20 mmol·L-1柠檬酸+5 mmol·
L-1己烷磺酸钠，采用NaOH调节 pH为 4.3，进样量为

20 μL，流速为 1 mL·min-1，测定过程中，通过添加质

控、监控点以及复测方式进行质量控制。

1.3 生菜品质指标测定方法

为研究不同处理组在生菜快速生长期营养品质

变化，采用维生素 C、可溶性糖、硝酸盐、总酚测定试

剂盒进行生菜品质指标的测定，试剂盒均由南京建成

生物有限公司提供。氨基酸的测定采用 Sykam
S433D型氨基酸自动分析仪进行，氨基酸的提取采用

王丽[14]的方法。

1.4 数据统计分析

除另有说明外，每个实验设置 3 个平行。采用

SPSS 22.0对数据进行单因素方差分析，通过 T检验，

当 P<0.05时，认为具有显著差异。同时采用 SIMCA
14.1软件对氨基酸差异分布进行PLS-DA分析。

2 结果与讨论

2.1 不同处理组培养液pH的变化

如图 1所示，NP组 pH 在各时期基本维持稳定。

当移入生菜后，CK中培养液的 pH呈上升趋势，当生

长至第 30 d 时，溶液中的 pH 达到 8.07，增加了

34.1%。有研究指出，当施用硝态氮肥时，植物根系吸

收的氮素以硝态氮为主，植物根际会释放OH-、HCO-3，

导致根际环境 pH 升高[15]。当外源 As（Ⅴ）浓度在 1
mg·L-1以上时，溶液的 pH在不同生长时期均表现出

明显的下降，说明在As（Ⅴ）的胁迫下，生菜体内产酸

代谢能力增强，而当溶液中As（Ⅴ）浓度达到 10 mg·
L-1时，溶液中 pH在生菜的各生长期均下降至最低，

在生菜生长至第 10 d时达到 3.87，然后随着生菜的生

成分名称
Compound name
Ca（NO3）2·4H2O

KNO3

NH4·H2PO4

MgSO4·7H2O
FeSO4·7H2O
Na2-EDTA

含量
Content/mg·L-1

945
607
115
493

27.85
37.25

成分名称
Compound name

H3BO3

MnCl2·4H2O
ZnSO4·7H2O
CuSO4·5H2O

（NH4）6Mo7O24·4H2O

含量
Content/mg·L-1

28.60
1.81
0.22
0.08
0.02

表1 Hoagland营养液的成分表

Table 1 Formula of Hoagland nutrient solution
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长和适应能力的增强，pH在生菜生长中、后期开始回

升至 5.60。有研究指出，在外界环境胁迫条件下，大

部分植物会分泌有机酸，这被认为是对不利条件的适

应[16]。当As浓度达到 30 mg·L-1时，生菜在染毒至第

10 d出现了干枯死亡现象，溶液中 pH与NP组一致，

没有明显变化。

同时，在生菜的空白溶液中添加腐植酸后，溶液

的 pH变化与不添加腐植酸的CK处理中 pH变化趋势

基本相同，说明单纯添加腐植酸并未引起溶液的 pH
发生显著变化，而 pH的升高是由生菜自身代谢作用

引起的。由图 1可看出，在As（Ⅴ）浓度为 10 mg·L-1

的培养液中添加腐植酸，对生菜的砷毒性具有一定的

缓解作用，但是在腐植酸添加量为 1、5 mg·L-1时，作

用并不明显。当腐植酸的添加量为 10 mg·L-1时，生

菜的产酸代谢得到缓解，溶液中的 pH与单纯添加 10
mg·L-1的As（Ⅴ）相比，在生菜各个生长期均有明显的

升高，第10 d时pH回升最明显，达到4.85。
2.2 不同处理组生菜叶中砷的累积变化规律

研究初始在培养液中添加不同浓度的As（Ⅴ），

并在第 10、第 20、第 30 d时对不同处理组的培养液进

行测定，发现各处理组培养液中的砷主要以As（Ⅴ）

存在，未检测到有机砷和As（Ⅲ）。如图 2所示，砷的

积累主要集中在生菜的根部[17]，其次为茎部，叶中含

量最少。在As（Ⅴ）添加浓度为 10 mg·L-1时，根中无

机砷最高累积浓度达到 328.07 mg·kg-1，不同砷酸盐

处理组，生菜各组织中无机砷的含量均随着处理浓

度的增加而在各生长时期呈现出不同的增加趋势。

砷酸盐处理组，生菜体内砷主要是以As（Ⅲ）形态存

在。有研究指出，砷酸盐As（Ⅴ）被植物根吸收后，会

与富含硫醇的肽络合，从而在植物体内很容易还原成

As（Ⅲ），As（Ⅲ）与含硫酰基（-SH）的化合物如植物螯

合素（PC）配位，As-PC 复合物被认为会储存在液泡

中[18]，从而减少了砷对细胞质基质及细胞器中各种生

理代谢活动的影响，达到植物解毒的作用。在CK及

CKHA处理组中砷主要是以As（Ⅴ）形态存在于植物

中。腐植酸富含含氧官能团，可与As（Ⅴ）络合增加

其植物吸收能力。从植物根、茎、叶中砷含量的结果

看，腐植酸的添加降低了根中砷的积累，促进了砷向

生菜茎和叶中的转运。Park等[19]研究表明，添加腐植

酸增加了植物叶中 Pb、Cu、Cd、Ni的积累；Xu等[20]的

研究指出，腐植酸是通过增加植物细胞壁的延展性而

刺激 Pb2+的转运和积累。这是因为腐植酸与植物根

部分泌的有机酸以及根际微生物活动的相互作用会

将腐植酸的超分子结构分解为易被植物吸收的小分

子单元，从而促进植物对腐植酸-重金属络合物的吸

收，增加了植物对重金属的转运[21]。

如图 2A 所示，在 0.5 mg·L-1的 As（Ⅴ）添加浓度

条件下，生菜根部生长早、中期主要以As（Ⅴ）吸附积

累为主，到生长后期，随着植物体内砷的积累，逐渐被

转化为As（Ⅲ）。生菜根部无机砷含量随着砷酸盐添

加浓度的升高逐渐增加，当As（Ⅴ）浓度达到 10 mg·
L-1 时，生菜生长早期根部无机砷含量最高可达

328.07 mg·kg-1，As（Ⅴ）浓度从 0.5 mg·L-1增长到 10
mg·L-1时，生菜根中砷的含量由随时间增加逐渐变为

随时间而减少。有研究指出当植物受砷胁迫较严重

时，根部的膜转运蛋白将砷排出到外部介质中，增强

植物根际As（Ⅲ）的外排能力[22]。在添加腐植酸处理

组中，当腐植酸的浓度为 1、5 mg·L-1时，相比V-10处

理组，无机砷的含量在生菜各生长期整体呈下降趋

势，但是进一步提高腐植酸的添加浓度（10 mg·L-1），

对根部无机砷的积累不但没有降低作用，反而有明显

的回升趋势，所以，适量的腐植酸添加可以降低根部

无机砷的积累。

如图 2B所示，生菜茎部无机砷含量随着砷酸盐

添加浓度的升高逐渐增加，但对于相同砷酸盐处理

组，无机砷的积累均随着生菜生长呈现逐渐降低的趋

势。在添加腐植酸处理组中，随着腐植酸添加浓度的

增加，茎部无机砷含量在生菜各生长期均逐渐下降，

在生菜生长早期，无机砷含量明显高于未添加腐植酸

组，由此推断腐植酸的添加促进了茎部早期无机砷的

积累，并呈现浓度依赖性，而随着生菜生长至中、后

期，腐植酸的作用逐渐消失，各腐植酸处理组与未添

加组无机砷含量基本保持一致。

如图 2C所示，生菜叶部无机砷含量随着砷酸盐

图1 生菜培养液的pH变化

Figure 1 The change of pH of culture solution of lettuce
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添加浓度的升高逐渐增加，当 As（Ⅴ）浓度达到 10
mg·L-1时，生菜生长早期叶部无机砷积累浓度最高可

达 0.68 mg·kg-1。与茎部变化趋势相反，对于相同砷

酸盐处理组，无机砷的积累均随着生菜生长呈现递

增趋势，推断主要与茎部的无机砷向叶部转移有

关。根据《食品安全国家标准 食品中污染物限量》

（GB 2762—2017）[23]，由图 2C可知，当As（Ⅴ）添加浓

度为 3.5 mg·L-1时，生菜生长晚期叶部的无机砷含量

图2 生菜各组织中砷形态的变化

Figure 2 The changes of arsenic species in the lettuce tissues
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已超过国家限量标准。与茎部一致，腐植酸的添加，

在生长早期均不同程度地促进了无机砷的叶部积累，

最高积累量也是在腐植酸添加浓度为 1 mg·L-1时，达

到 1.32 mg·kg-1，是未添加腐植酸组的 1.94倍，而在生

菜生长中期，腐植酸的添加均不同程度地降低了无机

砷的积累。当腐植酸添加浓度为 5 mg·L-1时，生菜叶

部无机砷积累量最低为 0.49 mg·kg-1，相比未添加腐

植酸组降低了 33.78%。但生菜生长后期，腐植酸降

低叶部无机砷含量的作用消失，无机砷的积累相比生

长中期随着腐植酸添加浓度的增加产生明显的增加

趋势，最高达到 1.60 mg·kg-1。由此推断，低于 5 mg·
L-1的适量腐植酸添加在生菜生长中期具有明显降低

生菜叶部无机砷积累的作用，均能使生菜早期叶部无

机砷含量降至限量标准附近，但是随着生菜的生长，

腐植酸的作用消失，并随着腐植酸的过量添加，呈现

明显的无机砷吸收积累增加趋势，腐植酸的无机砷去

除作用具有时间和浓度依赖性。

2.3 不同处理组生菜生长表现

如图 3A所示，各处理组生菜鲜质量随生菜生长

逐渐升高，不同处理组生菜的鲜质量随As（Ⅴ）添加

浓度的升高而呈先升高后降低的趋势，当As（Ⅴ）浓

度达到 10 mg·L-1时，生菜生长至第 10、20、30 d时的

生物量较CK组分别下降了 56.22%、68.66%、77.30%。

CKHA与 CK组的生物量并无显著差异，而在 10 mg·
L-1As（Ⅴ）处理组，生菜生物量随着腐植酸浓度的升

高而升高，当腐植酸添加浓度为 10 mg·L-1时，生菜生

物量达到最大 49.77 g，相比 V-10 增加了 227.43%。

说明腐植酸具有明显促进生菜生物量增加的作用，这

与之前的研究报道一致[11-12]。

如图3B和图3C所示，生菜株高、根长的变化与生

物量变化趋势基本一致，相同处理组生菜株高与根长

均随生菜生长逐渐增加，不同处理组生菜株高、根长与

As（Ⅴ）浓度呈负相关，V-10处理组生菜的株高、根长

均达到最低，生菜生长至第30 d时，株高较CK组下降

了11.50%，根长较CK组下降了47.62%。CKHA与CK
组的株高并无显著差异，在 10 mg·L-1As（Ⅴ）处理组，

腐植酸的添加对生菜株高并无显著作用，而对生菜根

的生长具有不同程度的轻微促进作用。

如图 3D所示，相比 CK，各处理组生菜生长早期

随着As（Ⅴ）浓度的增加叶绿素呈递增趋势，而在生

图3 不同处理组生菜的生物量、株高、根长和叶绿素的变化

Figure 3 The fresh weight，plant height，root length and chlorophyll change of lettuce in different treatment groups
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长后期叶绿素含量呈递减趋势，造成不同程度的叶绿

体损伤。当As（Ⅴ）浓度提高到 10 mg·L-1时，在第 30
d时，叶绿素含量降至最低为 19.75，相比 CK 下降了

17.98%。相比CK，单纯的腐植酸添加并未显著引起

生菜叶绿素变化。对于砷酸盐处理组，适当浓度的腐

植酸添加在生菜各生长期均不同程度地增加了生菜

的叶绿素含量，当腐植酸浓度为 5 mg·L-1时，生菜生

长至第 10、20、30 d 时，叶绿素含量分别提高了

10.71%、11.18%、18.41%。而进一步提高腐植酸浓度

到 10 mg·L-1时，叶绿素含量较腐植酸浓度为 5 mg·L-1

时整体呈现不同程度的下降，说明适当浓度的腐植酸

对降低砷酸盐的叶绿体损伤具有缓解作用。姜佰文

等[24]研究指出，适量的腐植酸添加会促进叶绿素合

成，与本文结论一致。

综上，当 As（Ⅴ）添加浓度为 0.5 mg·L-1时，生物

量、株高、根长以及叶绿素的相对含量均高于CK组，

说明低浓度的砷酸盐可促进生菜生长，具有低剂量

兴奋作用[25-26]，高浓度砷酸盐均不同程度地对生菜

生长产生抑制作用[17]，其中地上部的生长会比根的

生长受到更大的影响[27]。已有报道腐植酸对植物生

长以及根系发育具有积极作用[28]，从本文研究结果

可看出，腐植酸对高浓度砷酸盐的生菜毒性作用有

所缓解。

2.4 不同处理组生菜品质指标的变化

2.4.1 基本营养指标的变化

由图4A可知，当添加不同浓度的As（Ⅴ）时，生菜

叶中维生素C的含量均高于CK组，其中As（Ⅴ）添加浓

度为 0.5 mg·kg-1时，生菜叶中维生素 C的含量较 CK
提高了 65.38%。在CK处理中添加腐植酸，生菜维生

素C的含量无明显变化，而在砷酸盐处理组添加腐植

酸可显著提高生菜中维生素C的含量。当腐植酸添加

浓度为 5 mg·L-1时，维生素C含量达到最大，较V-10
处理增加了92.27%。有研究报道，维生素C与植物抗

逆能力呈正相关，不超标情况下，添加适量砷可提高生

菜中维生素C含量，腐植酸促进维生素的积累可能与

光合作用水平提高有关，并且过量的腐植酸添加会引

起叶绿体损伤[29]，这与本文研究结果一致。

如图 4B所示，不同浓度砷酸盐处理组，生菜的总

酚含量无显著差异。而在 10 mg·L-1 As（Ⅴ）的培养液

中添加腐植酸时，生菜中总酚的含量随着腐植酸添加

浓度的升高呈先升高后降低，当腐植酸浓度为 5 mg·
L-1时，相比V-10处理组总酚含量增加了 21.83%，与

图4 不同处理组生菜的维生素C、总酚、可溶性糖、硝酸盐含量的变化

Figure 4 The changes in the content of vitamin C，total phenol，soluble sugar，and nitrate of lettuce in different treatment groups

V10HA10

维
生

素
C含

量
Vit

am
inC

con
ten

t/m
g·k

g-1

1 000

800

600

400

200

0

A.维生素C Vitamin C

V10HA5
V10HA1

CKHA10CKHA5CK V-10V-5V-1V-0.5

V10HA10

可
溶

性
糖

含
量

Sol
ubl

esu
gar

con
ten

t/g·
kg-1

36
30
24
18
12
6
0

C.可溶性糖Soluble sugar

V10HA5
V10HA1

CKHA10CKHA5CK V-10V-5V-1V-0.5
V10HA10

硝
酸

盐
含

量
Nit

rate
con

ten
t/g·

kg-1

3

2

1

0

D.硝酸盐Nitrate

V10HA5
V10HA1

CKHA10CKHA5CK V-10V-5V-1V-0.5

V10HA10

总
酚

含
量

Tot
alp

hen
olc

ont
ent

/mg
·kg

-1

0.6

0.4

0.2

0

B.总酚Total phenol

V10HA5
V10HA1

CKHA10CKHA5CK V-10V-5V-1V-0.5

1202



王 琦，等：腐植酸调节砷酸盐生菜毒性作用研究2020年6月
前述营养指标类似，进一步提高腐植酸浓度到10 mg·
kg-1时，总酚的含量下降。

如图 4C所示，生菜中可溶性糖含量随着砷酸盐

浓度的升高呈现先升高后降低的趋势，在添加 0.5
mg·L-1As（Ⅴ）后，生菜的可溶性糖含量显著升高，相

较 CK组升高了 61.62%，而 As（Ⅴ）浓度高于 0.5 mg·
L-1时，生菜的可溶性糖含量相较 CK处理组下降，当

As（Ⅴ）浓度为 10 mg·L-1 时，生菜可溶性糖下降了

18.67%。在砷酸盐处理组添加腐植酸会使生菜中可

溶性糖含量下降，在加入 10 mg·L-1的腐植酸后，与

V-10处理组相比，可溶性糖含量下降了 22.30%。刘

华琳[30]的研究指出，砷毒害使植物还原糖、非还原糖、

可溶性总糖含量增加，α-淀粉酶、β-淀粉酶、蔗糖磷

酸化酶活性下降，蔗糖合成酶、酸性转化酶、淀粉磷酸

化酶活性升高，进而导致水稻幼苗碳代谢紊乱。

如图 4D所示，随着外源砷酸盐添加浓度的升高，

生菜所含硝酸盐的含量呈先降低后升高的趋势，当

As（Ⅴ）添加浓度为 0.5 mg·L-1时，生菜中硝酸盐含量

最 低 为 216.89 mg · kg-1，相 比 CK 处 理 组 下 降 了

53.73%，随着砷酸盐浓度进一步提高，生菜中硝酸盐

的含量显著升高，在 10 mg·L-1处理组，生菜中的硝酸

盐含量较CK组升高了 391.83%。Mao等[31]研究发现，

硝酸盐转运蛋白在植物响应重金属胁迫中具有重要

作用，植物吸收NO-3可提高对重金属的耐受性。所以

重金属胁迫会促进植物对硝酸盐的吸收。从添加腐

植酸的结果看，相比CK，添加腐植酸对生菜中硝酸盐

的含量没有显著影响，在含As（Ⅴ）的培养液中添加腐

植酸时，生菜中硝酸盐随着腐植酸添加浓度的增加呈

显著下降趋势，当腐植酸的添加浓度为5 mg·L-1时，生

菜中的硝酸盐含量最低为 775.42 mg·kg-1，较V-10处

理组降低了 66.37%，进一步提高腐植酸添加量，生菜

中硝酸盐的含量具有回升趋势，说明适量的腐植酸添

加，可以显著降低生菜中硝酸盐的含量。

维生素C是一种还原剂，可使 SOD酶活性增强，

从而提高机体免疫力，对人类防癌和抗衰老有重要作

用[32]。可溶性糖可以维持植物细胞的结构，调节细胞

的渗透压，而摄入硝酸盐含量较高的蔬菜会增加人体

患肠胃癌等疾病的几率[33]。从本文的结果看，V-0.5
处理组的维生素C和可溶性糖含量最高，硝酸盐含量

最低。可见，在生菜叶内砷含量不超标的条件下，外

源砷浓度为 0.5 mg·L-1会提高生菜的品质。腐植酸可

促进根系生长，提高根系活力，同时促进植物的光合

作用，以此增强作物抗逆性，提高作物品质和产量。

在高浓度砷处理组中，V10HA5处理组的维生素C含

量最高，硝酸盐含量最低，说明添加适量腐植酸可以

提高生菜的品质，过量的腐植酸不仅造成资源浪费，

对蔬菜品质的改善效果也会降低。

2.4.2 游离氨基酸的变化

图 5A为根据砷处理组与CK组生菜氨基酸含量

做 PLS-DA分析得到的VIP图。由图可看出，应对砷

酸盐胁迫的主要差异表达氨基酸类型为谷氨酸

（GLU）和精氨酸（ARG），其中不同砷处理组生菜ARG
表达水平均有不同程度的下调，V-10处理组相比CK
组，GLU表达水平下降了 19.69%，ARG表达水平下降

了90.31%。

图 5B主要表示腐植酸对生菜中氨基酸表达水平

的影响，结合 PLS-DA 分析及 VIP 得分可知，GLU 和

ARG同时也是腐植酸添加后所引起的主要差异表达

氨基酸类型。其中腐植酸上调了 GLU的表达水平，

与CK组相比，CKHA5处理组GLU的表达水平提高了

34.71%，与V-10处理组相比，V10HA1处理组GLU的

表达水平提高了 44.55%；同时腐植酸的添加也引起

了 ARG 表达水平的提高，与 CK 组相比，CKHA5 的

ARG表达水平升高了 62.84%，与V-10处理组相比，

V10HA1的ARG表达水平升高了801.26%。

在细胞质和叶绿体中，GLU在△1-吡咯琳-5羧

酸合成酶（P5CS）和 △ 1 -吡咯琳 - 5 羧酸还原酶

（P5CR）的作用下合成脯氨酸，脯氨酸在植物细胞中

起着重要作用，可以作为渗透剂、羟自由基清除剂，还

可以作保护酶的相溶性溶质[34]。植物体内的P5CS通

常有两个同源的P5CS基因编码，这两个同源的P5CS
在不同胁迫条件下的表达水平存在差异[35]。砷胁迫

下，植物中脯氨酸的含量通常会增加[36]，则作为底物

的 GLU降低，这与本文结果相符。而在腐植酸处理

组中，腐植酸的添加增加了植物中GLU的含量，表明

腐植酸在一定程度上降低了植物的胁迫。从本研究

也可看出，ARG在砷胁迫下受到显著影响。ARG是

抗氧化性氨基酸，具有良好的清除自由基能力[37]，是

生成多胺、一氧化氮和GLU等的前体物质，而多胺、

一氧化氮是植物体内重要的信使分子，参与生长发

育、抗逆等几乎所有的生理生化过程[38]。Capone等[39]

的研究表明，ARG代谢有利于植物对逆境的感知和

识别。砷胁迫下，ARG含量不同程度降低，表明ARG
可能生成了许多作为信使分子的多胺和一氧化氮。

而腐植酸的添加在一定程度增加了ARG的含量，降

低了植物的砷胁迫。
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3 结论

（1）随着砷酸盐添加浓度的增加，生菜产酸代谢

增强，添加腐植酸能够明显缓解生菜的产酸胁迫作用。

（2）当砷酸盐添加浓度低于 3.5 mg·L-1时，在生菜

各生长时期，可食部分叶中的砷含量均不超国家限量

标准。腐植酸在生菜生长初期会促进砷在茎和叶中

的积累，中期会显著降低叶中砷的含量，后期会增加

叶中砷的积累。

（3）当砷酸盐添加浓度为 0.5 mg·L-1时，可促进生

菜的生长，同时会增加生菜叶中的叶绿素含量。而添

加腐植酸可以显著改善由于高浓度砷胁迫导致的生

菜生长抑制作用。

（4）腐植酸可上调由于砷胁迫而降低的与抗逆相

关的GLU和ARG含量，适量的腐植酸添加可显著改

善生菜的营养品质，在砷酸盐处理组，5 mg·L-1的腐

植酸添加对改善生菜营养品质具有较好的效果。
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