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摘要: 利用不同质量浓度的 K 2Cr2 O7 溶液处理烟草种子, 对烟草幼苗的超氧化物岐化酶( SOD)及

过氧化物酶 ( POD)活力和同工酶进行研究。结果表明,随着 Cr6+ 质量浓度的不断增加,烟草幼苗

中抗氧化酶的活性均呈现先升高而后降低的趋势。Cr6+ 胁迫对 SOD及POD活性的影响表现为低

质量浓度促进, 高质量浓度抑制。在 Cr
6+
胁迫下, POD同工酶主要是表达量的变化, 在低质量浓

度 Cr
6+
的诱导下,酶的表达量增多,当 Cr

6+
质量浓度较高时, 酶的表达量减少。SOD 同工酶除了

表达量的变化外,还有酶带数目的变化。当 Cr
6+
质量浓度较低时, 同工酶表达被激活, 有新的酶带

出现, 一部分酶分子表达量增多;而当 Cr
6+
质量浓度较高时, 同工酶表达被抑制,新的酶带消失,酶

分子的表达量减少。
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Abstract: The present study w as conducted to analyze the change o f enzy me activity and

isoenzyme of SOD and POD in tobacco dealing w ith K2 Cr2 O7 under dif ferent concentr at ions. The

enzy me act ivit ies increased at the beginning and then decreased w ith the increasing of Cr
6+

con-

centrat io n. The enzy me act iv it ies could be promo ted w ith low concentr at ion of Cr
6+

, and be inhib-

it ted with high co ncentrat io n o f Cr
6+

. The ex pression level of POD iso zym e increased, fo llow ed by

decreased, under the chromium str ess. T he activity o f SOD iso zym e changed under the chro mium

stress, including the ex pression level and the band number. When the concentrat ion of Cr6+ w as

low , new band appeared and the ex pr ession o f isoenzyme w as increased. W hen the concentr at ion

of Cr6+ w as high, new band disappeared and the expressio n of iso enzym e w as reduced.
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� � Cr6+ 作为工业�五毒�之一, 是环境中一种具有

潜在危害性的污染物,其中 Cr6+ 因其氧化性和对皮

肤的高渗透性, 是一种毒性很强的对人和动物致畸、

致癌剂
[ 1]
。重金属对植物的毒害主要表现在导致植

物体内活性氧大量积累, 膜质过氧化产物大量增加,

导致膜结构的破坏。植物在长期进化过程中形成抗

氧化酶保护系统, 在清除活性氧的过程中起重要作

用,从而使植物在一定程度上能忍耐、减缓或抵抗逆

境胁迫。烟草是我国重要的经济作物之一,也是重

要的模式作物之一, 国内外已经有许多人开展了
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Cr6+ 对植物生长发育的影响作用的研究工作, 但

Cr
6+
对烟草萌发种子中过氧化物酶活性影响的研究

还不多。为此, 研究了烟草抗氧化酶在 Cr
6+
胁迫下

的变化,从而实现对 Cr6+ 污染的预测、评价和防治,

对于保证烟草产量、品质, 防止 Cr6+ 的危害及废弃

物的处理有一定意义。

1 � 材料和方法

1. 1 � 试验材料

供试烟草品种为豫烟 6号。选取粒大、饱满、未

萌发、不染霉菌的烟草种子。

1. 2 � 试验方法

1. 2. 1 � 烟草种植方法和 Cr6+ 胁迫处理 � 用 5%的

双氧水消毒 5m in,蒸馏水冲洗 3~ 4次, 加蒸馏水超

过种子最上层 2 cm 左右, 浸种 3 d。然后将烟草种

子分散排列在铺有滤纸的培养皿中, 每皿 100粒。

加入不同质量浓度的 K 2Cr2O 7 溶液( 1、2、4、6、8、9、

10、12、14、16 mg/ L)各 5 mL,对照用蒸馏水培养, 每

个处理 3 次重复。置室温自然光照下发芽, 处理

15 d。每天补液, 保持滤纸湿润。

1. 2. 2 � 酶液的提取 � 培养 4 d 后, 取发芽烟草, 吸

干水分,称质量。置研钵中, 加入 1 mL 4 � 预冷的
的磷酸缓冲液( pH 7� 8)和少量石英砂研磨成匀浆

后,转入 5m L 离心管中,将离心管至 4 � 冰箱中静

置 10 min, 8000 r/ min 离心 30 min, 上清液 4 � 下保
存备用[ 2]。

1. 2. 3 � 酶活测定的方法 � 参照文献 [ 3-4]进行测

定。超氧化物歧化酶( SOD)活性采用 NBT 光化还

原法测定, 以抑制 NBT 光化还原 50%为 1 个酶活

单位。过氧化物酶( POD)活性采用愈创木酚法测

定, 以每分钟 A470 变化 0� 01 为 1 个 POD 活性

单位。

1. 2. 4 � 同工酶测定方法 � 采用 PAGE 法, 分离胶

质量浓度为 10% , 浓缩胶质量浓度为 4% , 在 80~

100 V 稳压下电泳约 2h。POD采用联苯胺染色法

测测定, SOD采用氮蓝四唑( NBT)法染色测定。

2 � 结果与分析

2. 1 � 不同质量浓度 Cr
6+ 处理后烟草 SOD和 POD

活性的变化

在 Cr
6+
作用下, 烟草幼苗中 SOD活性随质量

浓度增加呈先升高而后降低的趋势(图 1)。添加低

质量浓度的 Cr6+ 后, SOD活性大于对照,并且随着

Cr
6+
增加活性逐渐增加, 当 Cr

6+
为 8 mg / L 时酶活

性达到峰值,随后酶活性逐渐下降。Cr6+ 质量浓度

大于 10 mg/ L 时, 酶活性低于对照组。可以看出,

Cr
6+
胁迫对 SOD活性的影响表现为低质量浓度促

进,高质量浓度抑制。

图 1 � 不同质量浓度 Cr6+ 对烤烟 SOD活性的影响

从图 2可以看出, 随着 Cr6+ 质量浓度的不断变

化,烟草幼苗叶片 POD活性,呈现出先升高而后降

低的趋势, 从添加低质量浓度的 Cr
6+
离子开始,

POD活性逐渐增加, Cr6+ 质量浓度为 8m g/ L 时酶

活达到峰值,而后酶活逐渐下降, 当 Cr6+ 质量浓度

大于 12 mg/ L 时,酶活低于对照水平。Cr
6+
胁迫对

POD活性的影响表现为低质量浓度促进, 高质量浓

度抑制。

图 2� 不同质量浓度 Cr6+ 对烤烟 POD活性的影响

2. 2 � 不同质量浓度 Cr
6+ 处理后烟草 POD和 SOD

同工酶的变化

从图 3可以看出, A 区和 B 区都只有 1条带,

在不同质量浓度 Cr
6+
组和对照组之间没有明显差

异; C区有 2条带,添加低质量浓度( 1~ 2m g/ L )的

Cr6+ 后,条带的颜色加深, Cr6+ 质量浓度继续增加,

在 4~ 9m g/ L 时条带的颜色变浅, 随着 Cr
6+
质量

浓度的进一步加大, 10~ 16 m g/ L 时, 条带的颜色比

对照组和低浓度组的颜色更深。由此可知,在 Cr6+

胁迫下, POD同工酶主要是表达量的变化。

从图 4可以看出, 在 A 区和 B 区各有 1条带,

条带在对照组与处理组中都存在, 添加低质量浓度

的 Cr6+ 后,谱带逐渐变深变亮, 随着 Cr6+ 质量浓度
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从左向右 Cr6+ 质量浓度依次为 0、1、2、4、6、8、

9、10、12、14、16 mg/ L

图 3 � 不同质量浓度 Cr6+ 处理对烟草中

POD 同工酶活性的影响

的继续增加, 谱带逐渐变窄变暗, Cr6+ 质量浓度在

2~ 6 mg / L 时,谱带的亮度最大, 宽度也最大; C 区

对照组和 1 mg / L 处理组没有条带, 2~ 12 mg/ L 处

理组有 1 条明亮条带, 14~ 16m g/ L 处理组也没有

该条带。在 Cr6+ 胁迫下, SOD同工酶除表达量改变

以外,还有新的酶带出现。

从左向右 Cr6+ 质量浓度依次为 0、0、1、2、4、

6、8、9、10、12、14、16、16 m g/ L

图 4 � 不同质量浓度 Cr6+ 处理对烟草中

SOD同工酶活性的影响

3 � 讨论

植物在长期的系统进化过程中, 细胞内形成了

防御活性氧、自由基毒害的保护机制。当烟草受到

Cr6+ 胁迫时,细胞内启动了包括超氧化物歧化酶、过

氧化物酶等的保护酶系统[ 5-6]。Cr6+ 对植物的毒害

可使植物中的过氧化氢酶等的活性发生明显变

化
[ 7]
。本试验中,在 Cr

6+
胁迫下,随着 Cr

6+
质量浓

度的增高,抗氧化酶的活性出现先升后降的趋势。

在低质量浓度的 Cr6+ 刺激下, 烟草体内活性氧大量

增加,促使细胞分泌更多的抗氧化酶, SOD 清除细

胞超氧阴离子, 而 POD 则清除 SOD 分解产生的

H 2O2 ,在酶的协同作用下清除体内过多的活性氧,

此时检测到的是酶活性的不断升高,也就是低质量

浓度的 Cr
6+
对 SOD及 POD 活性有促进作用。当

Cr6+ 增加到一定范围后,抗氧化酶的活性逐渐下降,

可能是 Cr6+ 胁迫下产生过量的活性氧自由基对酶蛋

白的破坏所致。在高质量浓度 Cr
6+
胁迫下, 抗氧化

物酶系( SOD、POD)的活性很低
[ 8]

,保护酶系统对活

性氧的清除能力大大削弱,已不能阻止自由基在细胞

内的积累,使膜脂发生氧化,膜透性增加,导致膜系统

的伤害,对植物生长产生抑制效应甚至毒害作用。

Cr6+ 胁迫下黑小麦及小麦幼苗和根内的 POD

及 SOD同工酶谱带颜色深浅和条数均有变化[ 9]。

本研究中, SOD及 POD 同工酶在 Cr6+ 胁迫下均发

生不同程度的改变。POD同工酶主要是表达量的

变化,在低质量浓度 Cr6+ 的诱导下, 酶分子的表达

量增多,当 Cr6+ 质量浓度较高时, 酶分子的表达量

减少。SOD同工酶除了表达量的变化外, 还有酶带

数目的变化。当 Cr6+ 质量浓度较低时,同工酶表达

被激活,有新的酶带出现, 一部分酶分子表达量增

多;而当 Cr6+ 质量浓度较高时, 同工酶表达被抑制,

新的酶带消失,酶分子的表达量减少。
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