
摘 要：为研究植物抗氧化酶活性与重金属复合污染之间的关系，通过土培正交实验考察重金属 Cd（0、10、20、30、40、50 mg·kg-1）、
Zn（0、150、250、350、450、550 mg·kg-1）、Pb（0、100、300、500、700、900 mg·kg-1）复合污染在不同胁迫时间（14、21、28、35 d）对黑麦草
过氧化氢酶（CAT）、过氧化物酶（POD）和超氧化物歧化酶（SOD）活性的影响。结果表明，Cd对 CAT和 POD起激活作用，对 SOD
起抑制作用；Zn和 Pb对 CAT和 POD起抑制作用，对 SOD起激活作用。在重金属复合污染胁迫下，POD和 SOD活性随着培养时间
的延长而显著增加，在 28 d和 35 d时达到最大，分别为对照的 260%和 637.4%。考虑交互作用，SOD活性对 Cd伊Zn、Cd伊Pb、Zn伊Pb
有显著响应（P<0.05）。3种抗氧化酶中，SOD活性对重金属污染反应最敏感，可以作为表征重金属污染的指示指标。
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Abstract：To study the relationship between plant antioxidant enzyme activity and combination heavy metal pollution, the effects of combi原
nation pollution by heavy metals Cd（0, 10, 20, 30, 40, 50 mg·kg-1）, Zn（0, 150, 250, 350, 450, 550 mg·kg-1）, and Pb（0, 100, 300, 500,
700, 900 mg·kg-1）on the activity of the enzymes catalase（CAT）, peroxidase（POD）, and superoxide dismutase（SOD）were investigated for
different periods of stress（14, 21, 28, 35 d）, based on orthogonal and interactive soil culture experiments. The results showed that CAT and
POD were activated by Cd, whereas SOD was inhibited. CAT and POD were inhibited by Zn and Pb, whereas SOD was activated. Under the
contamination stress of a combination of heavy metals, POD and SOD activities significantly increased with incubation time. In addition, at
28 and 35 d, POD and SOD activities were respectively 260% and 637.4% of those of the control. SOD activity significantly responded to
the interactive effects of Cd伊Zn, Cd伊Pb, and Zn伊Pb（P<0.05）and insignificantly responded to CAT and POD activities. The response of
SOD activity was more sensitive than that of the other two antioxidant enzymes. Therefore, SOD activity can be used as an indicative index in
the evaluation of the heavy metal contamination of soil.
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表 2 正交实验设计
Table 2 Design of orthogonal experiment

表 1 实验土壤理化性质
Table 1 The physical- chemical properties of the experimental soil

土壤重金属污染，尤其重金属复合污染，具有影

响范围广，持续时间长，隐蔽性强，不易被发现且不可

逆的特点[1]。植物修复作为清洁、有效的土壤污染修复
方法，被广泛应用，但是重金属也会对植物本身造成

毒害[2]，导致植物枯萎甚至死亡。植物可以通过自身解
毒机制特别是抗氧化酶系统来减轻这种危害，对于具

有一定重金属富集能力的植物，例如龙葵、东南景天

等植物对重金属表现出很强的耐性和抗性[3-5]。国内外
研究表明，植物抗氧化酶系统可以清除重金属产生的

活性氧自由基，其中最主要的抗氧化酶是过氧化氢酶

（CAT）、过氧化物酶（POD）和超氧化物歧化酶（SOD）[6]，
3种抗氧化酶随着重金属种类[7-8]、浓度[9]和植物类型
不同[10]，分别表现为激活或抑制作用。在一定重金属
胁迫水平下 SOD 活性和细胞内的活性氧自由基水
平呈正相关，POD活性与植物体内重金属浓度呈正
相关[11]。

黑麦草（Lolium perenne L.）是我国北方常见的优
质草坪草，种植方便，有很强的再生能力，不仅对多种

重金属有很好的富集能力，而且对重金属胁迫有很强

的耐性和抗性[12-13]。研究表明，黑麦草抗氧化性酶对土
壤重金属污染都有明显响应，单一重金属污染可以激

发 CAT、SOD、POD活性，重金属复合污染对酶活性增
加具有协同作用[14-15]。其中，Cd对黑麦草 SOD、POD
活性都有激活作用，呈现出先增加后降低的趋势[16]，
Pb在低浓度、短时间内可以使黑麦草 SOD活性明显
升高，但 POD活性随着 Pb浓度升高随之降低[17]。以
前的研究多集中在单一重金属或两两复合重金属污

染上，对多种重金属复合污染植物抗性酶响应机制研

究较少，因此可以探索利用黑麦草抗氧化酶对重金属

污染的响应特征，筛选敏感性指示指标来预报土壤重

金属污染程度[18]。
鉴于重金属复合污染在环境中普遍存在，许多环

境效应都无法采用单一污染物机理来解释，因此本研

究选择土壤中污染严重的 Cd、Zn 和 Pb 作为污染来
源，采用复合和交互正交实验方法，以黑麦草为实验

生物，研究重金属复合污染对黑麦草抗氧化酶活性的

影响，以期为土壤重金属污染植物修复和污染识别提

供理论依据。

1 材料与方法

1.1 土壤样品
土壤采自陕北延安镰刀湾地区黄土，采用多点布

设方法采取 0~20 cm表层黄土，装入密封袋中带回实
验室风干，去除碎石、植物残根等。然后过 20目筛，存
放待用。按土壤农化的常规分析法[19]测得土壤的理化
性质见表 1。土壤中重金属含量采用微波消解-ICP-
MS（NexION 350X，PE，美国）测定；称取土壤样品
0.150 0 g，采用 HNO3-HCl-H2O2微波（MDS-10，上海
新仪）法消解，同时制作空白，并用标准液进行校正，

同时采用国家标准土样（GSS-8）进行质量控制，回收
率为 97%~103%，RSD臆5%。所有酸均为优级纯，水
为超纯水（>18.2 M赘）。
1.2 实验设计

选取 3种植物抗氧化酶 CAT、POD、SOD为指示
指标，Cd、Zn、Pb的量和培养时间作为实验因素，设计
正交实验因素和水平表（如表 2）。Cd、Zn、Pb和时间
复合作用实验采用 L16（45）复合正交表，3 种重金属
交互作用实验采用 L8（27）交互正交表。重金属指标水
平设计参照土壤环境质量标准（GB 15618—2008）
和相关文献确定 [ 14，16 -17]，Cd、Zn、Pb 分别以 CdCl2·
2.5H2O、Zn（NO3）2·6H2O和 Pb（NO3）2配制水溶液的形
式加入到土壤中，充分搅拌，平衡 3周后待用，每处理
3个重复。

黑麦草种子先用 1%酒精消毒 2 min，再用去离子
水清洗，然后浇湿放入光照生化培养箱（PGX-450L，
宁波赛福），在光照充足恒温处发芽。待 7 d发芽后移

土壤类型 TN/g·kg-1 TP/g·kg-1 OM/% pH CEC/cmol·kg-1

黄土 1.78 2.53 3.15 8.31 8.90 25.63 66.0 7.27 0.62 12.2 54.1

质地/%
砂粒 粉粒 粘粒

本底值/mg·kg-1

Cd Pb Zn

级别

L16（45）水平 1 0 0 0 14
L16（45）水平 2
L16（45）水平 3

10
30

150
350

100
500

21
28

L16（45）水平 4
L8（27）水平 1
L8（27）水平 2

50
20
40

550
250
450

900
300
700

35

Cd/mg·kg-1 Zn/mg·kg-1 Pb/mg·kg-1 培养时间/d
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表 3 L16（45）复合正交实验结果
Table 3 Results of combined orthogonal experiment，L16（45）

植到花盆中，每盆保留幼苗 30株，每日早晚浇水，保
证含水率为田间含水率的 60%。1周后施入少量 N、P
肥，植物发育吸收后每 7 d对植物叶片进行采样，在
植物生长期 35 d内共采样 4次，按照 1.3测试方法测
试样品。

1.3 测试指标与方法
称取 1.0 g 左右新鲜叶片测定抗氧化酶（SOD、

POD、CAT）指标：参照 Marklund等 [20]测定方法，将叶
片放入冷冻钵体中，加入磷酸溶液，在冰浴下研磨成

浆，冷冻离心后取酶上清提取液，由抑制剂氮蓝四唑

（NBT）在光下还原作用来确定 SOD 活性，一个酶活
性单位由 NBT光还原 50%来表示；参照 Polle等[21]测
定方法，用愈创木酚比色法测定 POD活性，以 1 min
内 470 nm吸光度变化 0.01单位来表示酶活性；测量
酶上清液 240 nm下吸光率的变化速度来反映过氧化
氢分解，以 1 min内减少 0.1的酶量为 1个酶活单位，
用紫外分光光度法（DR6000，HACH，日本）测定 CAT
活性[22]。
1.4 数据处理

采用 Excel 2007进行数据处理，采用 SPSS v22.0
进行正交实验方差和差异显著性分析（Duncan，P<
0.05），采用 Origin8.5作图。

2 结果与分析

2.1 Cd、Zn、Pb复合作用对黑麦草抗氧化酶活性的影响
由表 3可知，在表中 16组实验数据中，T6组的

CAT活性值最大，T3组的 POD活性值最大，T4组的
SOD活性值最大。由极差分析可知，各实验因素对
CAT影响顺序依次为培养时间>Cd>Zn>Pb；对 POD
影响顺序依次为培养时间>Pb>Zn>Cd；对 SOD影响
顺序依次为培养时间>Pb>Zn>Cd；由此可见，培养时
间对植物 3种抗氧化酶都是主要影响因素，重金属
Cd对 CAT活性有较大影响，Pb对 POD、SOD活性有
较大影响。

表 4中的复合作用方差分析结果显示，3种氧化
酶活性对 Cd、Zn、Pb均无显著响应（P>0.05）。培养时
间对 CAT活性有较显著影响（P<0.1），对 POD活性和
SOD活性有显著影响（P<0.05）。同时，结合表 3可以
得出，CAT对 Cd、Zn的方差和较大，对 Cd、Zn浓度响
应较敏感，当 Cd为 10 mg·kg-1，Zn为 150 mg·kg-1的
较小浓度时，CAT活性值达到最大 3 731.4 U·min-1·
g-1 FW，表明低浓度的 Cd、Zn 对 CAT活性具有激活
作用；POD、SOD对 Pb的方差和较大，表明 POD、SOD
对 Pb较敏感，当 Pb为 500 mg·kg-1，POD活性值达到

注：数值是平均值与 3次重复的标准偏差，下同。
Note：Values are given as mean 依 SD from triplicate determinations. The same below.

处理编号
实验因素 植物酶活性/U·min-1·g-1 FW

Cd Zn Pb 培养时间 CAT POD SOD
T1 0 0 0 14 344.3依21.1 837.5依28.2 68.9依1.7
T2 0 150 100 21 538.0依2.9 595.8依22.5 262.6依42.0
T3 0 350 500 28 1 046.9依14.2 2 757.6依103.3 319.7依16.7
T4 0 550 900 35 728.4依31.0 145.1依25.7 1 577.8依0.0
T5 10 0 100 28 1 283.0依13.1 2 473.6依21.1 299.8依19.2
T6 10 150 0 35 3 731.4依83.0 931.9依11.5 982.0依61.1
T7 10 350 900 14 375.7依8.0 1 047.0依43.1 225.5依78.2
T8 10 550 500 21 581.6依9.8 427.1依6.7 232.0依56.1
T9 30 0 900 35 2 302.5依18.5 1 593.1依134.4 682.9依158.3

T10 30 150 500 28 1 573.4依6.5 2 468.1依95.9 918.0依49.7
T11 30 350 0 21 523.4依12.5 349.8依72.0 353.5依39.5
T12 30 550 100 14 456.7依2.9 1 104.4依14.0 132.2依23.1
T13 50 0 900 21 613.5依16.3 501.4依14.2 142.3依25.9

T16 50 550 0 28 1 475.9依37.5 2 551.4依172.9 518.4依98.3

T14
T15

50
50

150
350

500
100

14
35

425.0依2.9
2 398.9依89.1

949.1依8.1
1 992.4依49.2

120.1依41.6
243.1依10.5
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表 6 L8（27）交互作用正交实验方差分析
Table 6 ANOVA for interaction orthogonal experiment，L8（27）

最大 2 757.6 U·min-1·g-1 FW，当 Pb为 900 mg·kg-1，
SOD活性值达到最大 1 577.8 U·min-1·g-1 FW，表明中
浓度的 Pb对 POD活性具有激活作用，高浓度的 Pb
对 SOD活性具有激活作用。
2.2 Cd、Zn、Pb的交互作用对黑麦草抗氧化酶活性的
影响

如表 5可知，在交互正交实验 8组数据中，S3的
CAT活性值最大，S8的 POD活性值最大，S4的 SOD
活性值最大。由极差分析可知，各实验因素对 CAT影
响顺序依次为 Zn伊Pb>Cd伊Zn>Pb>Cd伊Pb>Zn>Cd；对
POD影响顺序依次为 Zn>Pb>Cd伊Pb>Cd伊Zn>Cd>Zn伊
Pb；对 SOD影响顺序依次为 Cd伊Zn>Zn伊Pb>Pb>Cd伊
Pb>Cd>Zn。

由表 6中方差分析结果可知，Cd、Zn、Cd伊Zn、Pb、
Cd伊Pb、Zn伊Pb 这些因素都对 SOD 活性有显著影响
（P<0.05），对 CAT活性和 POD活性无显著影响。

2.3 Cd、Pb和 Zn主效应对黑麦草抗氧化酶活性的影响
重金属浓度对抗氧化酶活性影响如图 1A~图 1C

所示，不同培养时间对抗氧化酶活性影响如图 1D所
示。图 1A表明，CAT活性在 Cd不同浓度水平均与对
照有显著差异（P<0.05），在 Cd浓度为 10 mg·kg-1时
酶活性最高，为对照的 225%，后随 Cd浓度增加酶活

性逐渐降低趋于平稳。POD活性在 Cd浓度为 30、50
mg·kg-1时与对照有显著差异（P<0.05），分别为对照
的 127%和 138%。SOD活性在 Cd不同浓度下均比对
照值低，在 Cd浓度为 10、50 mg·kg-1时明显小于对照
（P<0.05），分别为对照的 78%和 56%。说明随着 Cd
浓度增加，CAT、POD 活性逐渐升高，起激活作用，
SOD活性总体呈降低趋势，有明显的抑制作用。

图 1B表明，Zn浓度在 150 mg·kg-1时 CAT活性
最高，为对照的 138%，在 550 mg·kg-1时为最低，是对
照的 71%。POD活性在 Zn浓度 350 mg·kg-1时最高，

表 4 L16（45）复合作用正交实验方差分析
Table 4 ANOVA for combined orthogonal experiment，L16（45）

变异

来源
自由度

方差和 显著性

CAT POD SOD CAT POD SOD
Cd 1 211 65 1859 P<0.05
Zn 1 396 27 627 1251 P<0.05

Cd伊Zn 1 2895 5128 40 569 P<0.05

总计 7

Pb
Cd伊Pb

1
1

803
519

13 411
8997

7036
5547

P<0.05
P<0.05

Zn伊Pb
误差

1
1

5493
619

35
3179

10 217
3

P<0.05

变异来源 自由度
方差和 显著性

CAT POD SOD CAT POD SOD
Cd 3 1 454 690 394 432 217 169
Zn 3 1 173 154 486 763 366 550
Pb 3 988 611 642 074 521 122

培养时间 3 8 973 160 9 612 908 1 282 345 P<0.1 P<0.05 P<0.05
误差 3 1 086 661 568 196 119 178
总计 15

表 5 L8（27）交互作用实验结果
Table 5 Results of interaction orthogonal experiment，L8（27）

处理编号
实验因素 植物酶活性/U·min-1·g-1 FW

Cd Zn Cd伊Zn Pb Cd伊Pb Zn伊Pb CAT POD SOD
S1 1 1 1 1 1 1 416.1依8.1 753.9依21.3 126.7依51.2
S2 1 1 1 2 2 2 482.2依10.6 804.4依6.8 168.5依18.5
S3 1 2 2 1 1 2 538.2依16.3 856.5依5.6 173.9依19.0
S4 1 2 2 2 2 1 464.3依3.3 835.7依28.1 356.1依83.8
S5 2 1 2 1 2 1 477.6依2.5 670.4依10.2 353.5依39.5
S6 2 1 2 2 1 2 476.2依6.4 775.2依15.3 287.5依25.8
S7 2 2 1 1 2 2 488.4依11.4 794.4依20.5 113.4依11.3
S8 2 2 1 2 1 1 417.5依16.1 987.5依10.0 192.8依15.4
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为对照的 114%，550 mg·kg-1时最低，为对照的 78%。
SOD活性在 Zn浓度 150、550 mg·kg-1时与对照有显
著差异（P<0.05），分别为对照的 191%和 206%。说明
随着 Zn浓度的增加，总体来看，对 CAT、POD活性为
先升高后降低，起抑制作用，对 SOD先升高然后降低
再升高，起激活作用。

图 1C表明，CAT活性在 Pb浓度为 100、500、900
mg·kg-1时与对照有显著差异（P<0.05），分别为对照
的 77%、72%和 54%。POD 活性在 Pb 浓度为 100、
500 mg·kg-1时与对照有显著差异（P<0.05），分别为对
照的 132%和 123%。SOD活性在 Pb浓度为 100、500、
900 mg·kg-1时与对照有显著差异（P<0.05），分别为对
照的49%、70%和 149%。说明 CAT活性随 Pb浓度升
高逐渐降低，起抑制作用，POD活性在低浓度升高，
高浓度降低，为先促后抑作用；SOD活性先降低后升
高，在高浓度下表现为激活作用。

图 1D表明，从 14 d到 35 d，CAT和 SOD活性随
着时间增长，酶活性一直在升高，起激活作用，CAT和

SOD活性在 35 d时达到最高，分别为对照的 527.5%
和 637.4%。对 POD活性来说，在第 21 d时酶活性下
降。在第 28 d时酶活性明显升高，达到对照的 260%，
第 35 d时酶活性又下降，POD活性随时间的变化先
低后高，随着时间上下波动并逐渐平稳。

3种抗氧化酶和重金属浓度之间的多元回归方
程如式（1）~式（3）所示。从式（1）~式（3）可得，Cd对
CAT、POD、SOD活性的回归系数分别为 141.2、140.2、
-81.7，Cd 表现为对 CAT、POD 活性的激活作用，对
SOD活性的抑制作用。同理，Zn、Pb表现为对 CAT、
POD活性的抑制作用，对 SOD活性的激活作用。多元
回归方程的分析结果与以上方差分析结果相符。

Y CAT=90.2+141.2cCd2+-145.6cZn2+-216.8cPb2++645.0t（1）
Y POD=553.8+140.2cCd2+-58.2cZn2+-49.1cPb2++263.7t（2）
Y SOD=-339.6-81.7cCd2++66.4cZn2++80.9cPb2++247.0t （3）

式中：Y CAT、Y POD、Y SOD分别代表 CAT、POD、SOD 3种植
物抗氧化酶值。

不同小写字母表示各处理水平之间在 P<0.05水平差异显著
Different lowercase letters indicate significant differences between treatments at the P<0.05 level
图 1 不同 Cd、Pb、Zn浓度及时间对黑麦草 3种抗氧化酶活性的影响

Figure 1 Effect of different cadmium，zinc，lead and time on three antioxidant enzyme activities in ryegrass
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3 讨论

重金属污染对植物抗氧化酶的影响已经有所报

道[23-27]。CAT、POD、SOD抗氧化酶是植物适应外部污
染胁迫的保护性酶，在外部重金属胁迫下可以协同清

除由其产生的活性氧基团（Reactive Oxygen Species，
ROS），从而保护植物细胞不受到破坏[28-29]。在本研究
中，单一变异源 Cd、Zn、Pb对 3种植物抗氧化酶活性
影响变化不大，但 Zn和 Pb相比较 Cd来说，对 POD
活性影响较显著，当 Zn浓度为 550 mg·kg-1时，POD
活性仅比对照下降了 21.7%，当 Pb浓度为 900 mg·
kg-1时，POD活性仅比对照下降了 10.9%，无显著变
化，表明 POD在去除 Zn和 Pb引起的自由基中起主
要作用 [16]，这与徐卫红等 [14]、王晨等 [30]的研究结果一
致。本研究中，正交复合实验设计下，低浓度 Cd、Zn
对 CAT酶活性具有较大影响，中、高浓度的 Pb对
POD、SOD酶活性具有较大影响，而培养时间对 3种
抗氧化酶活性具有显著影响，随着培养时间的延长，

CAT和 SOD活性呈升高趋势，表明这 2种抗氧化酶
一直都在起着清除植物体内自由基的作用。且在长时

间（28 d和 35 d）重金属胁迫下，CAT和 SOD都显著
高于对照（P<0.05），表现为随时间的激活效应。在正
交交互实验中，CAT活性对 Zn伊Pb、Cd伊Zn 交互作用
最敏感，POD活性对 Zn、Pb及 Zn伊Pb 交互作用最敏
感，SOD活性对 Cd伊Zn、Zn伊Pb交互作用最敏感，这与
单一重金属胁迫下黑麦草抗氧化酶活性变化有所不

同[8，16-17]，表明在复合重金属污染下，酶活性并非单一
重金属影响之和，而是表现为协同或拮抗作用，激发

了植物抗氧化酶长期处于较高水平，防止膜脂过氧化

作用而导致细胞死亡。重金属交互明显增强了 CAT、
SOD酶活性响应，这一结果可能与黑麦草细胞解毒机
制以及重金属之间的交互作用相关[31]。

植物在重金属胁迫下，可以通过多种机制和途径

消除重金属产生的毒害，特别是通过抗氧化酶清除过

量的 ROS，达到解毒的目的[32]。本研究交互实验的结
果显示，重金属 Cd、Zn、Pb复合污染对 SOD活性影响
最显著（P<0.05），尤其是 Cd伊Zn，其次是 Zn伊Pb，Zn的
存在可以加大 Cd、Pb对植物抗氧化酶的影响，尤其
是增强 SOD 酶活性，这与董冰冰研究黑麦草得出
SOD是重金属耐性敏感指标结果一致[33]。SOD对 3种
重金属复合污染具有明显的响应，这可能是因为抗氧

化酶 SOD最先被激活用来去除氧化自由基 O -2·，其

去除产物 H2O2进一步被抗氧化系统中 CAT、POD转

化 [34]，因此黑麦草抗氧化性酶 SOD对重金属污染敏
感性大于 CAT和 POD。
4 结论

（1）Cd、Zn、Pb复合污染下，黑麦草抗氧化酶产
生了不同程度的响应。Cd表现为对 CAT、POD活性的
激活作用，对 SOD活性的抑制作用。Zn、Pb表现为对
CAT、POD活性的抑制作用，对 SOD 活性的激活作
用。相对于 3种重金属来说，培养时间对 CAT、POD、
SOD活性影响显著，特别是对 POD活性的影响最大。
（2）在 Cd、Zn、Pb污染胁迫下，SOD活性对 3 种

重金属及其交互作用最敏感（P<0.05），尤其是 Cd伊
Zn、Zn伊Pb共同作用时，因此在黑麦草抗氧化酶中可
以选取 SOD作为重金属单独或复合污染程度的指示
指标。
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