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摘 要：以盆栽法研究了不同浓度１，２，４－三氯苯（ＴＣＢ）胁迫对大豆下胚轴膜脂过氧化作用的影响。结果表明，１００—

３００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ胁迫初期（１—３ｄ）促使萌发大豆下胚轴内过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）的积累显著增加，同时伴随质膜电解质渗漏
率和组织自动氧化速率升高，显示发生膜脂质过氧化作用。ＴＣＢ胁迫１—６ｄ使活性氧清除酶功能紊乱，其中过氧化物
酶（ＰＯＤ）活性升高，过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性开始上升后转为下降。推测大豆下胚轴受ＴＣＢ胁迫伤害过程中，活性氧代谢
失衡造成的膜脂质过氧化起着重要作用。
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氯苯、１，２－二氯苯、１，４－二氯苯和１，２，４－三
氯苯等氯苯类化合物在工业、农业、医药生产中用途

很广，但它们亦是重要的环境污染物、国际公认的危

险化学品，美国国家环保局已将２５种氯苯类化合物
列入优先控制污染物黑名单犤１犦。我国该类化合物污染

也非常严重，在沈阳等城市及其周边地区的土壤及地

下水中检测浓度均较高 犤２犦，导致农产品中该类化合物

的积累，并通过食物链危害人类健康。因此，研究这些

污染物对生态系统可能带来的负面影响及其机理具

有重要的理论和现实意义。

在逆境胁迫下，生物体内活性氧的代谢平衡被破

坏，造成活性氧的过量积累，进而引发或加剧膜脂过

氧化作用，使得细胞膜系统的结构和功能变劣，新陈

代谢紊乱，这在由ＮａＣｌ、Ｏ３、ＮＯｘ、ＳＯ２和重金属等逆境
胁迫 犤３－１２犦引起的植物细胞膜伤害过程中已有较多的

报道。但在ＴＣＢ胁迫下，植物细胞内活性氧及其抗氧
化酶系统的变化情况国内外均未有报道。本文研究了

ＴＣＢ对萌发大豆下胚轴膜脂过氧化作用的影响，以探
讨ＴＣＢ胁迫对植物的毒性机理。

１ 材料与方法

１．１试验材料与设计
大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ）品种为沈农９１－４４号。ＴＣＢ

纯度为９９．５％，购自ＦｌｕｋａＣｈｅｍｉｅＡＧ公司。所用土壤
采自中国科学院沈阳生态试验站大豆小区０—２０ｃｍ

农业环境保护 ２００２牞２１牗５牘：４１３－４１６
ＡｇｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＰｒｏｔｅｃｔｉｏｎ
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图１ ＴＣＢ胁迫对大豆下胚轴Ｈ２Ｏ２含量的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＣＢｓｔｒｅｓｓｏｎＨ２Ｏ２ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｓｏｙｂｅａｎｈｙｐｏｃｏｔｙｌｓ

耕层，其有机质含量为２．２１％，全Ｎ含量０．１２％。用
２ｍＬ丙酮溶解的下列浓度 ＴＣＢ加水 ３ｍＬ摇匀后直
接投配至 ６００ｇ土壤中，混匀。大豆种子经 ０．１％
ＨｇＣｌ２表面消毒５ｍｉｎ，去离子水冲洗干净并用滤纸擦
干后，分别播种于０、１００、２００、３００μｇ·ｇ－１（风干土
壤）的塑料杯（口径９．５ｃｍ牞高１０．５ｃｍ）中发芽，以蒸
馏水和丙酮为对照。大豆种子萌发试验在避光、２２℃
下进行。分别取播种后１、２、３、４、５、６ｄ的大豆下胚轴
为材料。每一处理重复３次，所有试验重复２次。
１．２测定指标及方法
１．２．１Ｈ２Ｏ２含量测定犤１３犦

１．０ｇ鲜重大豆下胚轴用 ５ｍＬ冷丙酮研磨成匀
浆，离心（１３０００×ｇ）２０ｍｉｎ。反应液中含０．１ｍＬ体积
比为２０％的 ＴｉＣｌ４的浓盐酸，０．２ｍＬ浓氨水和１ｍＬ
上清液。生成的过氧化物－Ｔｉ复合物用丙酮洗５次，
丙酮挥发后溶于３ｍＬ硫酸（１ｍｏｌ·Ｌ－１）中，测定ＯＤ
牗ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ牘４１０。按同样程序制备 Ｈ２Ｏ２标准曲
线。

１．２．２ＰＯＤ活性测定犤１４犦

取 ２．０ｇ鲜重大豆下胚轴，加入 ５ｍＬ６２．５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲液 （ｐＨ７．８）于冰浴上研磨，于
１３０００×ｇ、４℃离心２０ｍｉｎ，上清液为酶液。测定方法
采用愈创木酚显色法。

１．２．３ＣＡＴ活性测定犤１５犦

酶液制备同 ＰＯＤ。１ｍＬ反应液含磷酸缓冲液
牗ｐＨ７．８牘５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１和Ｈ２Ｏ２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１，加入２
ｍＬ酶液在２５℃条件下反应３ｍｉｎ，立即加入２ｍＬ１．８
ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２ＳＯ４终止反应。用５ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｎａ２Ｓ２Ｏ３
滴定剩余的Ｈ２Ｏ２牞酶活性单位用ｍｇＨ２Ｏ２·ｇ－１ＦＷ·
ｍｉｎ－１表示。
１．２．４组织自动氧化速率测定

按文献犤１６犦的方法。
１．２．５质膜透性

用 ＤＤＳ－１１型电导仪测定大豆下胚轴浸提液的
电导率占煮沸１０ｍｉｎ后电导率的百分比表示。

２ 结果与讨论

２．１ＴＣＢ胁迫对大豆下胚轴中Ｈ２Ｏ２积累、组织自动
氧化速率及质膜透性的影响

植物细胞内的 Ｈ２Ｏ２主要是由Ｏ２·歧化而形成
的。图１显示，在萌发开始的１—４ｄ内，对照组大豆下
胚轴Ｈ２Ｏ２含量逐渐上升，在第４ｄ达到高峰之后略有
降低，并基本维持在一个水平上。１００—３００μｇ·ｇ－１

ＴＣＢ处理１—３ｄ，增加大豆下胚轴Ｈ２Ｏ２含量，且２００
与 ３００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ两个高浓度处理组使 Ｈ２Ｏ２含量
峰值提前至第３ｄ，其最高值分别为对照的１．４倍和
１．６倍，差异显著（Ｐ＜０．０５）。Ｈ２Ｏ２·作为一种活性很
强的活性氧，当它积累到一定水平后，必然会诱发植

物膜脂不饱和脂肪酸发生连锁的过氧化反应，使脂肪

酸发生降解，产生脂质过氧化物犤７犦。

由于膜脂质过氧化作用涉及到多种活性氧及酶

促和非酶促保护系统的复杂平衡关系，其中某一种酶

或某一物质的变化并不能代表机体总的清除活性氧

能力的变化。为了表示机体总的清除活性氧的能力，

在逆境研究中采用了组织自动氧化速率的概念，即将

组织在生理ｐＨ下匀浆，在生理温度（２５℃）暴露于空
气中振荡一定时间，然后测定丙二醛（ＭＤＡ）的积累速
率。一般认为ＭＤＡ积累越多，组织自动氧化速率越
大，表明机体中总的清除活性氧能力越低，即组织的

保护能力弱。研究结果表明（图２），大豆下胚轴组织
自动氧化速率在ＴＣＢ胁迫１—３ｄ内缓慢上升，说明
植株在ＴＣＢ胁迫初期仍维持较强的修复能力；而４—
６ｄ时急剧上升，而且与ＴＣＢ浓度间分别呈显著正相
关关系（ｒ２＝０．９８２—０．９９１）。５ｄ与６ｄ时２００与３００
μｇ·ｇ－１ＴＣＢ处理组与对照组差异极显著 （Ｐ
＜０．０１）。说明机体总的清除活性氧能力在迅速下降，
进一步证实ＴＣＢ胁迫对植物伤害的重要机制之一是
活性氧的过量积累导致膜脂过氧化。

植物细胞质膜的选择透性是植物的重要功能之

一，其大小可反映环境胁迫对植物的伤害程度。图３
表明，大豆下胚轴质膜透性随ＴＣＢ浓度增加和胁迫
时间延长而上升，开始时 牗１—３ｄ牘上升趋势比较平
缓；而４—６ｄ时急剧增加，２００和３００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ处
理与对照组差异极明显（Ｐ＜０．０１）。说明在ＴＣＢ胁迫
下，大豆下胚轴的膜系统受到了严重伤害。

细胞膜是 ＴＣＢ胁迫危害的原初反应基地。如果
在胁迫条件下，细胞膜的性质和结构不受危害，保持
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图２ ＴＣＢ胁迫对大豆下胚轴组织自动氧化速率的影响
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ｏｆｓｏｙｂｅａｎｈｙｐｏｃｏｔｙｌｓ

t

图３ ＴＣＢ胁迫对大豆下胚轴电解质渗漏率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３ ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＣＢｓｔｒｅｓｓｏｎｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｉｃｌｅａｋａｇｅ
ｏｆｓｏｙｂｅａｎｈｙｐｏｃｏｔｙｌｓ

图４ ＴＣＢ胁迫对萌发大豆下胚轴 ＣＡＴ活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４ ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＣＢｓｔｒｅｓｓｏｎＣＡＴａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｓｏｙｂｅａｎ
ｈｙｐｏｃｏｔｙｌｄｕｒｉｎｇｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

其稳定性，即使细胞内部发生变化，其受害程度也是

较轻的，并且危害往往是可逆的。如果细胞膜的性质

和结构遭到破坏，不仅其局部，甚至整体均要受害，最

后导致植株死亡。细胞膜系统有一定的抗性，只有当

ＴＣＢ浓度超过它们的伤害阈值时，才表现出细胞膜透
性的变化（图３）。膜透性的增加和生物体内组织自动
氧化速率的增加有密切的关系（图２、图３），这是因为
活性氧很容易使膜脂发生过氧化作用或膜脂脱脂化

作用形成ＭＤＡ，后者与质膜内的氨基酸、蛋白质、不
饱和脂肪酸和硫氢基等生物大分子发生反应，破坏硫

氢基，从而阻止新脂类的合成，使膜的一定部位受到

损伤，并破坏细胞超微结构 牗另文发表牘，这也是ＴＣＢ
胁迫４—６ｄ时大豆下胚轴Ｈ２Ｏ２含量下降的主要原因
之一。

２．２ＴＣＢ胁迫对大豆下胚轴中抗氧化酶活性的影响
过氧化氢酶是植物体内含铁的血红蛋白酶类，与

植物代谢强度及抗逆境能力密切有关。从图４可知，
在正常条件下，大豆种子萌发后第１—２ｄ其下胚轴的
ＣＡＴ活性很低，随着生长日龄延长而迅速上升，至第
３ｄＣＡＴ活性达到峰值，之后出现平台效应，保持在一
个比较稳定的水平上。１００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ处理３—６ｄ
对大豆下胚轴ＣＡＴ活性有促进作用，说明萌发大豆
幼苗产生了应激反应；２００和３００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ处理
短期内（１—２ｄ）亦有促进作用，但处理３ｄ后即表现

出明显的抑制作用，与对照组的差异极明显 （Ｐ
＜０．０１）。
ＣＡＴ能够清除植物组织中的Ｈ２Ｏ２，阻止Ｈ２Ｏ２在

体内的积累，限制潜在的活性氧伤害。在本实验中，

ＣＡＴ活性的下降，势必造成Ｈ２Ｏ２的积累，从而导致细
胞膜结构的损伤。

ＰＯＤ是植物呼吸代谢的末端氧化酶之一，可催化
有毒物质的氧化分解，是一种对环境因子比较敏感的

酶，它和ＣＡＴ不同的是需要另一个底物。研究结果表
明（图５），ＴＣＢ处理后６ｄ，大豆下胚轴ＰＯＤ活性随着
处理浓度的增加而升高。相关分析表明，ＰＯＤ活性与
ＴＣＢ处理浓度表现出显著正相关，ｒ２＝０．９９１。２００和
３００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ两个处理组大豆下胚轴的 ＰＯＤ活
性为 ＣＫ组的 １５２％和 １７０％，差异极显著 （Ｐ
＜０．０１）。与罗立新等 犤７犦报道小麦叶片受镉胁迫的

ＰＯＤ活性增加的变化规律相似。

ＰＯＤ活性的增加是由于 ＴＣＢ进入植物体内后，
通过一系列代谢反应产生了对自身有害的过氧化物

（ＰＯＤ底物）浓度的增加而诱导。ＰＯＤ利用Ｈ２Ｏ２来催
化这些过氧化物的氧化分解，从而消除Ｈ２Ｏ２及有害
中间产物的毒性效应犤１７犦。已有研究表明犤１７、１８犦，ＰＯＤ活
性与器官老化有关，并且与生长速率呈负相关。环境

毒物通过诱导ＰＯＤ活性的增加，促进植物细胞壁中
的半纤维素、伸展素或果胶质等发生交链，形成木质

图５ ＴＣＢ胁迫６ｄ对萌发大豆下胚轴ＰＯＤ活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＣＢｓｔｒｅｓｓｏｎＰＯＤａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｓｏｙｂｅａｎｈｙｐｏｃｏｔｙｌ
ｄｕｒｉｎｇｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎａｆｔｅｒ６ｄｔｒｅａｔｍｅｎｔ
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素，增加木质化程度，使细胞壁硬化，阻止细胞伸长。

这是由于ＰＯＤ具有吲哚乙酸 （ＩＡＡ）氧化酶功能，在
ＴＣＢ胁迫下ＰＯＤ活性的剧烈增加可导致ＩＡＡ含量下
降，从而抑制幼苗的生长犤８、１１、１７犦。

３ 结论

在正常条件下，萌发大豆下胚轴内活性氧的产生

和清除维持动态平衡。ＴＣＢ胁迫诱导了Ｈ２Ｏ２的代谢
失衡和过量积累，又使ＣＡＴ活性总体水平下降，ＰＯＤ
活性逐渐增加，致使活性氧清除酶系统功能紊乱，不

能有效地消除细胞内的活性氧。在ＴＣＢ胁迫下，萌发
大豆下胚轴质膜透性及组织自动氧化速率升高，表明

机体膜脂质过氧化进程加剧，使植物因膜脂质过氧化

而受到严重伤害。
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下仍具有较好的除磷效果，将其应用于高浓度含磷废

水处理工艺中前景看好。

牗３牘球形红杆菌在微好氧培养过程中能达到与厌
氧－微好氧培养过程相似的除磷效果，从而提示只要
废水中存在足够的碳源（本试验中的碳源为苹果酸），

即使全部是微好氧过程，球形红杆菌也能有效地摄取

磷酸盐而达到较好的除磷效果，从而增加了将该菌应

用于实际含磷废水处理工艺的可行性。
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