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乙酰水杨酸对镍胁迫下水稻幼苗中

Ｏ２－水平和膜脂过氧化的影响
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摘 要牶采用室内培养及生理指标测定方法，研究了乙酰水杨酸对镍胁迫下水稻幼苗中部分生理指标的影响。结果表明，

１０μｍｏｌ·Ｌ－１和３０μｍｏｌ·Ｌ－１的镍胁迫下，稻苗叶片中ＳＯＤ活性明显降低，质外体中的 ＮＡＤＨ氧化酶活性显著上升；同
时，细胞中总Ｏ２－和质外体中Ｏ２－产生明显加快，从而导致叶片组织中 ＭＤＡ含量和质膜透性亦明显增加。同样胁迫条件
下，加入０．０５％ ＡＳＡ，ＳＯＤ活性回升，Ｏ２－产生速率回落，ＭＤＡ含量和质膜透性增加的程度亦减小，但乙酰水杨酸牗ＡＳＡ牘
对质外体中 ＮＡＤＨ氧化酶活性无明显影响。这些结果提示Ｏ２－产生与积累导致的膜脂过氧化作用介导了镍对稻苗的毒
害；ＡＳＡ能降低Ｏ２－产生速率，减轻膜脂过氧化损伤程度，因而缓解了镍胁迫对稻苗的毒害。
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镍是近２０年来才确定的植物的一种必需微量元
素，适量的镍促进植物胚胎发育、种子萌发、氮素分

配与利用 犤１犦。镍同时也是一种重金属，过量的镍会对

植物造成毒害。目前，绝大部分工作仍集中在镍作为

必需微量元素对植物生长发育有益的生理效应等方

面，而很少注意植物镍毒、毒害的生理机制以及如何

减轻毒害。业已证明，植物的许多（重）金属毒害如镉

毒 犤２犦、铁毒 犤３犦、铝毒 犤４犦与活性氧代谢平衡破坏、自由

基积累及膜脂过氧化作用密切相关，提示从活性氧

代谢角度研究镍胁迫下植物的一些生理变化，可能

有利于揭示植物镍毒的生理机制。乙酰水杨酸

（ａｃｅｔｏｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ牞ＡＳＡ牘是水杨酸（ＳＡ）的衍生物，研
究犤５犦表明，它具有清除Ｏ２－的作用。本文就镍胁迫下水
稻幼苗叶片中有关Ｏ２－代谢酶活力、Ｏ２－水平的动态变
化以及膜脂过氧化作用和ＡＳＡ对上述生理指标的影
响进行探讨，为揭示植物镍毒的生理机制，以及如何

减轻镍对作物的毒害，提高作物产量及农业环境保

护提供理论依据。
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１材料与方法

１．１水稻幼苗的培养及处理
湘晚籼１５－１由湖南农科院水稻所提供。种子经

０．１％ＨｇＣｌ２消毒１５ｍｉｎ，充分漂洗后，２８℃下浸种、
催芽。播种于１９ｃｍ×１４ｃｍ的尼龙网架上，在人工气
候室中用木材 Ｂ液培养至 ２叶 １心期。光强 ５０
μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１，光照１０ｈ·ｄ－１，温度２８℃（昼）／２０
℃ （夜），相对湿度为８０％。分别用含１０μｍｏｌ·Ｌ－１

Ｎｉ牗ＮＯ３牘２、 ３０μｍｏｌ·Ｌ－ １Ｎｉ牗ＮＯ３牘２、 １０μｍｏｌ·Ｌ－１

Ｎｉ牗ＮＯ３牘２＋０．０５％ ＡＳＡ，３０μｍｏｌ·Ｌ－１Ｎｉ牗ＮＯ３牘２＋
０．０５％ＡＳＡ的木村Ｂ液处理。取第２叶进行各项生
理指标测定。重复３次。
１．２生理指标的测定

超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性按王爱国等 犤６犦的方

法测定。质外体的制备和 ６－磷酸葡萄糖脱氢酶
（Ｇ６ＰＤＨ）抽提、酶活性测定均按Ｒｅｉｍｅｒｓ等 犤７犦的方

法。计算同一处理中质外体Ｇ６ＰＤＨ与细胞总Ｇ６ＰＤＨ

活性之比，以判断质外体受细胞质污染的程度。质外

体ＮＡＤＨ氧化酶活性测定按Ｃｈａｒｌｅｓ等犤８犦的方法。以

每分钟变化０．０１个Ａ３４０所需酶量为１个活力单位。
Ｏ２－产生速率的检测按王爱国等 犤９犦介绍羟胺氧化法进

行。丙二醛（ＭＤＡ）含量测定按Ｄｈｉｎｄｓａ等犤１０犦的方法。

叶片质膜透性参照朱诚等 犤１１犦的方法。相对电导率＝
叶片煮沸前电导率／煮沸后电导率×１００％。

２结果与分析

２．１ＡＳＡ处理对镍胁迫下稻苗叶片中酶活性的影响
培养在含１０μｍｏｌ·Ｌ－１和３０μｍｏｌ·Ｌ－１的镍的

营养液中的稻苗，出现叶尖枯死、叶片发黄、稻心伸

长、根生长受抑等镍毒症状（资料未列出），说明此时

的稻苗已处于镍胁迫下。

从图１Ａ可以看出，对照的ＳＯＤ活性随时间略有
上升，在４ｄ内，上升了３．５％。除处理后第１ｄ外，１０
μｍｏｌ·Ｌ－１和３０μｍｏｌ·Ｌ－１的镍能明显抑制 ＳＯＤ的
活性，统计分析表明，均与对照有显著差异 （Ｐ

＜０．０５或０．０１）。在处理第３ｄ，两种浓度的镍使稻苗
叶片中 ＳＯＤ活性至最大降幅，分别比对照下降了
２０．２％和３２．８％。推测镍胁迫第１ｄ稻苗叶片中ＳＯＤ
活性升高是镍诱发Ｏ２－的一种应急反应。０．０５％ＡＳＡ
加入胁迫体系后，ＳＯＤ活性下降的趋势有所缓解，表
明ＡＳＡ能提高稻苗叶片中ＳＯＤ的活性。

对照的质外体 ＮＡＤＨ氧化酶活性较低。镍胁迫
下，此酶的活性明显升高，在各处理时间，３０μｍｏｌ·
Ｌ－１的镍对酶活性的促进程度均比 １０μｍｏｌ·Ｌ－１的
镍大，两者均在处理后第２ｄ达最大升幅，提示ＮＡＤＨ
氧化酶较ＳＯＤ对镍胁迫更敏感，酶活性分别比对照
上升了４３７．９％和４９６．６％，与对照有极显著差异（Ｐ

＜０．０１）。ＡＳＡ对镍胁迫下稻苗叶片中的ＮＡＤＨ氧化
酶的活性的作用无明显规律，且总体上变化不大 （图

１Ｂ）。
Ｇ６ＰＤＨ是细胞质中的标志酶，本实验中检测了

所制备的质外体中和细胞中总Ｇ６ＰＤＨ的活性，发现
各处理下稻苗叶片细胞的质外体中Ｇ６ＰＤＨ活性不超
过总活性的２．３％（数据未列出），说明所制备的质外
体受细胞质污染程度较小，纯度较高。

２．２ＡＳＡ对镍胁迫下Ｏ２－产生速率的影响
镍胁迫能显著加快稻苗叶片中Ｏ２－产生速率，胁

迫浓度愈高，Ｏ２－产生速率增大程度愈大，处理后１—
４ｄ，１０μｍｏｌ·Ｌ－１和３０μｍｏｌ·Ｌ－１的镍使稻苗叶片

图１ＡＳＡ对镍胁迫下的 ＳＯＤ和质外体 ＮＡＤＨ氧化酶活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１ ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡＳＡｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＯＤａｎｄＮＡＤＨｏｘｉｄａｓｅｕｎｄｅｒｎｉｃｋｅｌ－ｓｔｒｅｓｓ
ＣＫ：木村 Ｂ液； Ｉ：１０μｍｏｌ·Ｌ１Ｎｉ牗ＮＯ３牘２＋木村 Ｂ液；Ⅱ：０．０５％ ＡＳＡ＋１０μｍｏｌ·Ｌ１Ｎｉ牗ＮＯ３牘２＋木村 Ｂ液；

Ⅲ牶３０μｍｏｌ·Ｌ１Ｎｉ牗ＮＯ３牘２＋木村 Ｂ液；ＩＶ牶０．０５％ ＡＳＡ＋１０μｍｏｌ·Ｌ１Ｎｉ牗ＮＯ３牘２＋木村 Ｂ液；下图同

Ａ Ｂ
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中总Ｏ２－产生速率分别提高了５１．４％和６６．３％（平均
而言，图２Ａ），两者处理后２—３ｄ，Ｏ２－产生速率均维
持在较高水平，到第４ｄ有所缓和，但仍分别达对照
的１４０．８％和１５８．１％。０．０５％ＡＳＡ能缓解镍造成的
Ｏ２－产生加快，较１０μｍｏｌ·Ｌ－１和３０μｍｏｌ·Ｌ－１的镍
单独处理来说，Ｏ２－产生速率分别下降了为１５．０％—
２９．５％和８．２％—１９．５％。

镍胁迫亦能明显提高稻苗叶片细胞质外体中Ｏ２－

产生速率，提高的幅度与镍处理的浓度成正相关，均

在处理后第３ｄ达最大值，分别为对照６．６倍和９．０
倍。相同胁迫条件下，加入０．０５％ＡＳＡ，质外体中Ｏ２－

产生速率均低于镍单独处理（图２Ｂ）。ＳＯＤ主要存在
于叶绿体、线粒体、胞质中，质外体很少发现有ＳＯＤ
活性 犤１２犦，因此ＡＳＡ降低质外体中Ｏ２－水平，可能仅由
于它直接清除Ｏ２－的能力 犤５犦。

２．３ＡＳＡ对镍胁迫下稻苗叶片中ＭＤＡ含量和质膜透

增大，加入ＡＳＡ后，叶片相对电导率均有不同程度的
降低，变化规律与镍胁迫基本一致（图３Ｂ）。上述结果
表明ＡＳＡ能够降低镍胁迫对细胞质膜的伤害，从而
缓解了镍毒害。

３讨论

植物体内活性氧的水平取决于其产生和降解之

间的动态平衡。当外界条件发生变化，这种平衡可能

会打破，由此导致的活性氧积累和膜脂过氧化损伤

是需氧生物遭受逆境的重要特征，这已在许多 （重）

金属胁迫下得到了证实。我们的实验表明，镍胁迫下

稻苗叶片中Ｏ２－产生速率明显增大，ＭＤＡ含量和质膜
透性也明显升高，说明此时的稻苗已遭受较严重的

氧化胁迫，进一步证实了活性氧积累和膜脂过氧化

Ｂ

性的影响

镍胁迫条件下稻苗叶片的ＭＤＡ含量比对照明显
提高，且３０μｍｏｌ·Ｌ－１的镍胁迫较１０μｍｏｌ·Ｌ－１增
加的幅度大，ＭＤＡ的最大积累时间在胁迫的第３—４
ｄ，比Ｏ２－产生速率达最大的时间推迟了约１ｄ，说明

Ｏ２－积累可能是ＭＤＡ含量上升的原因，此时胁迫下的
稻苗叶片中ＭＤＡ含量较对照增加了１—２倍，与对照
比均达到了 Ｐ＜０．０１的极显著差异。相同胁迫条件
下加入０．０５％ＡＳＡ，幼苗叶片中ＭＤＡ含量均低于镍
处理（图３Ａ牘。镍胁迫引起稻苗叶片相对电导率明显

图２ ＡＳＡ对镍胁迫下稻苗叶片中Ｏ２－产生速率的影响
Ｆｉｇｕｒｅ２ ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡＳＡｏｎＯ２－ｐｒｏｄｕｃｅｄｆｒｏｍｙｏｕｎｇｒｉｃｅｓｅｅｄｌｉｎｇｌｅａｆｕｎｄｅｒｎｉｃｋｅｌ－ｓｔｒｅｓｓ

Ａ
图３ ＡＳＡ对镍胁迫下稻苗叶片中 ＭＤＡ含量和质膜透性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３ ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡＳＡｏｎＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｓａｎｄｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｌｉｐｉｄｍｅｍｂｒａｎｅ
ｉｎｙｏｕｎｇｒｉｃｅｓｅｅｄｌｉｎｇｌｅａｆｕｎｄｅｒｎｉｃｋｅｌ－ｓｔｒｅｓｓ

Ａ Ｂ
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作用可能是许多 （重）金属毒害植物的机制之一的结

论。ＡＳＡ是水杨酸的衍生物，在植物体内经过芳香酯
酶的催化，水解成水杨酸，具有与水杨酸类似的作

用犤１３犦。研究表明，水杨酸能激活ＳＯＤ活性犤１４犦。因此可

以推测，ＡＳＡ激活镍胁迫下稻苗叶片中ＳＯＤ酶活性，
可能是最终通过其水解产物——— 水杨酸而起作用。体

外实验证明和通过体内实验间接推断，ＡＳＡ具有直接
的清除Ｏ２－的作用，同时亦能通过提高水分亏缺下小
麦叶片中ＳＯＤ活性，降低Ｏ２－水平，从而避免或减缓
水分亏缺对小麦的伤害 犤５犦。本实验表明，同样胁迫条

件下加入ＡＳＡ，能明显降低Ｏ２－产生速率和稻苗叶片
膜脂过氧化程度，这可能与ＳＯＤ活性升高和ＡＳＡ本
身的清除作用有关。

绿色植物中，Ｏ２－的产生部位主要是叶绿体中光
合电子传递和线粒体呼吸电子传递链犤１５、１６犦，另外质膜

ＥＳ面 （靠质外体侧）也是Ｏ２－产生的位点之一 犤１７犦。

ＮＡＤＨ氧化酶参与了此过程。它是一类过氧化物酶的
同工酶，以ＮＡＤＨ和Ｈ２Ｏ２为底物，形成的·ＮＡＤ将
电子转移给Ｏ２，产生Ｏ２－。Ｃｈａｒｌｅｓ等 犤８犦证明质外体中

存在此酶活性，其底物之一 ＮＡＤＨ靠跨膜的苹果酸
－草酰乙酸穿梭系统提供。我们检测的结果表明，镍
能刺激稻苗叶片质外体 ＮＡＤＨ氧化酶的活性，而
ＡＳＡ对酶活性无明显影响，提示镍通过提高此酶活
性，加速胞外Ｏ２－产生速率 （尽管胞外Ｏ２－水平比细胞
中总Ｏ２－水平低一个数量级），是细胞中总Ｏ２－含量升
高的一方面原因；同时表明 ＡＳＡ不能通过调节
ＮＡＤＨ氧化酶活性去影响植物体内Ｏ２－水平。另外，
Ｍｎ２＋可刺激 ＮＡＤＨ氧化酶催化的反应，那么同属于
过渡金属的二价镍离子是否通过相似的机制来促进

ＮＡＤＨ氧化酶活性，值得探讨。
虽然Ｏ２－能否作为膜脂过氧化的直接启动者，尚

有不同看法，但它作为膜脂过氧化作用的介导者是肯

定的。Ｏ２－和Ｈ２Ｏ２通过Ｈａｒｂｅｒ－Ｗｅｉｓｓ反应转化成更
攻击性的·ＯＨ，直接启动脂质过氧化作用。镍胁迫
下，稻苗叶片组织中Ｈ２Ｏ２（未发表的资料）和Ｏ２－大量
产生，表明此时具有发生Ｈａｒｂｅｒ－Ｗｅｉｓｓ反应的物质
条件，在疏水膜区隔附近产生·ＯＨ，启动膜脂过氧
化，导致质膜透性增大。统计分析表明，不同浓度镍处

理下稻苗叶片中 ＭＤＡ含量、质膜透性与Ｏ２－产生速
率之间有如下的回归方程：ｙ（相对 ＭＤＡ含量牘＝
－５９．１７０８＋１．８２３０ｘ牗相对Ｏ２－产生速率）， ｒ＝
０．８３１５，ｄｆ＝１４牗牶ｐ＜０．０１牘；ｙ（相对电导率）
＝－３０．９６０５＋３．４８１６ｘ（相对Ｏ２－产生速率），ｒ＝

０．８７７８，ｄｆ＝１４。这表明Ｏ２－积累是膜脂过氧化和质
膜透性增大的原因，Ｏ２－积累和膜脂过氧化介导了镍
对稻苗的毒害。ＡＳＡ能促进ＳＯＤ的活性，降低Ｏ２－产
生速率，因而减轻了膜脂过氧化和质膜损伤程度，缓

解了镍胁迫对水稻幼苗的毒害，提示在考虑其它因素

的情况下，可通过施用ＡＳＡ减轻镍污染 （如工业废

水）土壤作物的毒害，达到提高作物产量的目的。
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