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ＧＳＨ对铅胁迫下多年生黑麦草幼苗抗氧化系统的调控

赵利清１，２，彭向永３，刘俊祥１，毛金梅４，孙振元１＊

（１．国家林业和草原局林木培育重点实验室，中国林业科学研究院林业研究所，北京１０００９１；２．国家开放大学，北京１０００３９；

３．曲阜师范大学生命科学学院，山东 曲阜２７３１６５；４．新疆林业科学院经济林研究所，新疆 乌鲁木齐８３００６３）

摘要：本试验以１２周龄的多年生黑麦草（Ｌｏｌｉｕｍ　ｐｅｒｅｎｎｅ‘ｃｕｔｔｌｅ’）幼苗为试验材料，用铅（Ｌｅａｄ，Ｐｂ），Ｐｂ＋还原型谷

胱甘肽（Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）和Ｐｂ＋丁硫氨酸－亚砜亚胺（Ｌ－Ｂｕｔｈｉｏｎｉｎｅ－ｓｕｌｆｏｘｉｍｉｎｅ，ＢＳＯ）处理１周，研究ＧＳＨ对Ｐｂ
胁迫下多年生黑麦草抗氧化系统的调控机理，寻求缓解植物Ｐｂ胁迫的有效措施。结果表明：Ｐｂ胁迫下，外源ＧＳＨ
能够显著提高多年生黑麦草Ｐｂ的吸收和 转 运，增 加 抗 氧 化 酶 超 氧 化 物 歧 化 酶（Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ　ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、谷 胱

甘肽过氧化物酶（Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＰＸ）和谷胱甘肽还原酶（Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ　ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＧＲ）活性，显著增加抗氧

化剂ＧＳＨ含量及ＧＳＨ／氧化型谷胱 甘 肽（Ｏｘｉｄｉｚｅｄ　ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＳＧ）比 率，提 高 了 植 物 的 还 原 力。外 源ＧＳＨ也

能够显著降低活性氧超氧阴离子（Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ　ａｎｉｏｎ，Ｏ·－２ ）和过氧化氢（Ｈｙｄｒｏｇｅｎ　ｐｅｒｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２）的产生量、膜的

相对透性（Ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｌｅｃｔｒｉｃ　ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ，ＥＣ）和丙二醛（Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量，保持了细胞的稳定性，减轻了

膜脂的过氧化程度。外源ＢＳＯ作用基本上与ＧＳＨ相反。相关分析表明：ＧＳＨ可通过提高ＳＯＤ和ＧＰＸ等抗氧化

酶的活性，促进ＧＳＳＧ和ＧＳＨ的相互转化，降低活性氧产生量，提高植物抵抗逆境胁迫的能力。
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　　由 于 工 农 业 含 铅（Ｌｅａｄ，Ｐｂ）废 弃 物 的 长 期 排

放，大量Ｐｂ进 入 了 水 体、土 壤 和 植 物 生 态 系 统，导

致环境中Ｐｂ污染日趋严重［１］。Ｐｂ是一种有毒重金

属，能够危害 动 物 的 神 经、消 化 和 心 血 管 等 多 个 系

统，也能诱导植物产生过量的活性氧（Ｒｅａｃｔｉｖｅ　ｏｘ－
ｉｄｅ　ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），如 超 氧 阴 离 子（Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ　ａｎｉ－
ｏｎ，Ｏ·－２ ）、过 氧 化 氢（Ｈｙｄｒｏｇｅｎ　ｐｅｒｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２）、

羟基自 由 基（Ｈｙｄｒｏｘｙｌ　ｆｒｅｅ　ｒａｄｉｃａｌ，·ＯＨ）和 单 线
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态氧（Ｓｉｎｇｌｅｔ　ｏｘｙｇｅｎ，１　Ｏ２）等［２］。这些ＲＯＳ比分子氧

具有更强的氧化性，可引发或者加剧细胞膜脂过氧

化、蛋白质变性以及核苷酸受损等，严重时可导致细

胞死亡［３］。当细胞内ＲＯＳ水平上升时，植物细胞就

会启动抗氧化系统来抵御ＲＯＳ，抗氧化系统由抗氧化

剂类和抗氧化酶类两部分组成，抗氧化剂类有还原型

谷胱 甘 肽（Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）和 抗 坏 血 酸（Ａｓｃｏｒｂｉｃ
ａｃｉｄ，ＡＳＡ）等，抗氧化酶类包括超氧化物歧化酶（Ｓｕ－
ｐｅｒｏｘｉｄｅ　ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、抗坏血酸过氧化物酶（Ａｓ－
ｃｏｒｂｉｃ　ａｃｉｄ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＡＰＸ）和谷胱甘肽过氧化物酶

（Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＰＸ）等［４］。

ＧＳＨ 作 为 植 物 体 内 普 遍 存 在 的 含－ＳＨ 的 还

原 物 质，在 防 御 自 由 基 对 膜 脂 的 过 氧 化 中 起 重 要

作 用［５－６］，它 可 直 接 使 ＲＯＳ还 原，还 可 通 过 抗 坏

血 酸－谷 胱 甘 肽（ＡＳＡ－ＧＳＨ）循 环 完 成 ＲＯＳ的 清

除［７］。外 源ＧＳＨ可 以 诱 导 内 源 ＧＳＨ 分 泌，减 少

了ＲＯＳ的 产 生，增 加 抗 氧 化 剂 的 还 原 能 力 和 抗

氧 化 酶 的 活 性，减 轻 膜 脂 过 氧 化 程 度［３，７－８］。丁 硫

氨 酸－亚 砜 亚 胺（Ｌ－Ｂｕｔｈｉｏｎｉｎｅ－ｓｕｌｆｏｘｉｍｉｎｅ，ＢＳＯ），

ＧＳＨ合 成 酶 抑 制 剂，能 够 抑 制γ－谷 氨 酰 半 胱 氨 酸

合 成 酶（γ－ｇｌｕｔａｍｙｌｃｙｓｔｅｉｎ　ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，γ－ＧＣＳ）的

活 性，使 ＧＳＨ 含 量 减 少 和 抗 氧 化 酶 活 性 降 低

等［９－１０］。目 前ＧＳＨ 调 控 抗 氧 化 系 统 的 研 究 多 集

中 在 外 施ＧＳＨ上，而 将ＧＳＨ和ＢＳＯ同 时 进 行 研

究 的 报 道 较 少。
多年生黑麦草（Ｌｏｌｉｕｍ　ｐｅｒｅｎｎｅ）属禾本科黑麦

草属植物，其生长快、生物量大，根系发达，成坪速度

快，能够多次刈割，可通过一次种植、多次刈割来实

现污染土壤中Ｐｂ的原 位 持 续 清 除［１１］，也 是 利 用 水

培方法开展研究的理想材料。
本研究利用外源的ＧＳＨ和ＢＳＯ处理多年生黑

麦草幼苗，从正反两面分别比较处理前后抗氧化酶

活性、抗氧化剂含量和一些抗性指标的变化，旨在探

讨ＧＳＨ调控抗氧化系统的机理，寻求缓解植物Ｐｂ
胁迫的有效措施。

１　材料与方法

１．１供试材料与培养

以多年生 黑 麦 草 品 种‘卡 特’（Ｌｏｌｉｕｍ　ｐｅｒｅｎｎｅ
‘ｃｕｔｔｌｅ’）为试验材料，将种子均匀地撒 播 于 装 满 营

养土的花盆中，常规养护管理。培养６周后，将其转

移至盛有９Ｌ１／２Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液的水培箱中继续

培养６周，营养液ｐＨ值调为６．０。

１．２　试验设计与处理

挑选 大 小 及 长 势 一 致 的 幼 苗，定 置 于 盛 有

１／２Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液的培养盆中，每盆１２穴，每穴３
株。Ｐｂ（ＮＯ３）２ 直接加入营养液中，为了避免Ｐｂ２＋

与营养液中的 Ｈ２ＰＯ－４ 反应而降低Ｐｂ效应，Ｈｏａｇ－
ｌａｎｄ营养液去除标准配方中 ＫＨ２ＰＯ４，通过叶面喷

施１次２０ｍＬ的０．２％的 ＫＨ２ＰＯ４ 来 补 充 磷 和 钾

元素。ＧＳＨ和ＢＳＯ采用叶面喷施法，每天１次，连

续处理１周，处理期间利用充气泵持续充气。
试验共设ＣＫ，Ｐｂ，Ｐｂ＋ＧＳＨ和Ｐｂ＋ＢＳＯ　４个

处理，通过前期试验筛选出Ｐｂ处理浓度，并根据文

献［１，１２］确定ＧＳＨ和ＢＳＯ的处理浓度。每个处理３
次重复，具体如下：

ＣＫ处 理：１／２Ｈｏａｇｌａｎｄ营 养 液，喷 蒸 馏 水５０
ｍＬ；

Ｐｂ处 理：０．７５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｐｂ（ＮＯ３）２ 的１／２
Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液，喷蒸馏水５０ｍＬ；

Ｐｂ＋ＧＳＨ 处 理：０．７５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｐｂ（ＮＯ３）２
的１／２Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液，先喷蒸馏水２５ｍＬ，再喷施

１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＧＳＨ　２５ｍＬ；

Ｐｂ＋ＢＳＯ处理：０．７５ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｐｂ（ＮＯ３）２ 的

１／２Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液，先喷蒸馏水２５ｍＬ，再喷施１
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＢＳＯ　２５ｍＬ。

处理１周后，于上午９：００—１１：００分别取成熟叶

片和根，先用自来水冲洗植株３次，去除表面杂物，再
用１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｎａ２ＥＤＴＡ 浸泡１５ｍｉｎ，吸附根系表

面附着的矿物离子，最后用去离子水清洗３次，吸干

水分，液氮速冻后于－８０℃冰箱保存，备用。

１．３　测定方法

１．３．１　Ｐｂ含量及转运系数测定　采用湿灰化法测

定Ｐｂ含量，将 用 于 测 定 生 物 量 的 根 和 叶 干 样 品 磨

碎，过４０目筛，精确称取０．１ｇ试样置于三角瓶中，
加１０ｍＬ（ＨＮＯ３∶ＨＣｌＯ４＝４∶１）酸 消 化 液 过 夜，
然后在消煮炉 上１４０～１８０℃加 热 消 解 至 黄 棕 色 烟

雾慢慢挥发，再提高温度至２５０℃，消煮至大量冒白

烟止，消化液呈透明状，冷却后用２％ ＨＮＯ３ 定容至

５０ｍＬ容量瓶，０．２μｍ膜过滤后，用原子吸收分光

光度计火焰法测定Ｐｂ含量。转运系数＝叶Ｐｂ浓

度／根Ｐｂ浓度。

１．３．２　超氧阴离子（Ｏ·－２ ）和过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）组织

化学染色　Ｏ·－２ 染色根 据Ｄｏｋｅ和 Ｏｈａｓｈｉ［１３］的 方

法进行，用 含 有０．１％的 硝 基 氮 蓝 四 唑（ＮＢＴ），１０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＮ３ 和 ５０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＫＨ２ＰＯ４－
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Ｋ２ＨＰＯ４ 的缓冲液（ｐＨ６．４）浸泡叶片３０ｍｉｎ以上，
叶片出现深蓝色聚合物后，蒸 馏 水 冲 洗 叶 片，拍 照。

Ｈ２Ｏ２ 染色按照南京建成生物工程研究所ＤＡＢ染色

试剂盒说明进行，将剪成３ｃｍ左右的叶片浸泡在染

色液中，染色３０ｍｉｎ以上，蒸馏水冲洗叶片，拍照。

１．３．３　可溶性糖（Ｓｏｌｕｂｌｅ　ｓｕｇａｒ，ＳＳ）、可 溶 性 蛋 白

（Ｓｏｌｕｂｌｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＰ）和 丙 二 醛（Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，

ＭＤＡ）和 质 膜 透 性（Ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｌｅｃｔｒｉｃ　ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ，

ＥＣ）的 测 定　ＳＳ糖 含 量 测 定 采 用 硫 酸 蒽 酮 比 色

法［１４］。ＭＤＡ 含 量 测 定 采 用 硫 代 巴 比 妥 酸 比 色

法［１４］。ＳＰ含量测定采用考马斯亮蓝法［１５］。质膜透

性采用相对电导率测定法：将多年生黑麦草幼苗的

叶、根用去离子水清洗３～５次后，置于去离子水中

室温下浸泡２ｈ，测定溶液的电导率（Ｃ１），之后沸水

浴３０ｍｉｎ，再次测定电 导 率（Ｃ２），质 膜 透 性 用（Ｃ１／

Ｃ２）×１００％）来表示。

１．３．４　酶活性、过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）、还原型谷胱甘肽

（ＧＳＨ）、氧 化 型 谷 胱 甘 肽（ＧＳＳＧ）含 量 和 ＧＳＨ／

ＧＳＳＧ比率测定　按照南京建成生物工程研究所试

剂盒说明进行，分别精确称取多年生黑麦草叶和根

０．２ｇ，在液氮下研磨成粉末，加入提取液，离心后取

上清液进行测定，ＧＳＨ／ＧＳＳＧ＝ＧＳＨ含量／ＧＳＳＧ含量。

１．４　数据统计

利用ＥＸＣＥＬ　２０１６对 试 验 数 据 进 行 统 计 和 作

图，用ＳＰＳＳ　２０．０进 行 单 因 素 方 差 分 析、Ｄｕｎｃａｎ’ｓ
多重比较和Ｐｅａｒｓｏｎ相 关 性（双 侧）分 析，用 大 小 写

字母来分别表示根和叶在０．０５水平上的差异。

２　结果与分析

２．１　Ｐｂ含量和转运系数

如图１所示，多年生黑麦草根Ｐｂ含量大于叶Ｐｂ
含量。Ｐｂ胁迫下，叶和根Ｐｂ含量显著高于ＣＫ（Ｐ＜
０．０５），但转运系数显著低于ＣＫ，说明多年生黑麦草的

根部可以吸收大量Ｐｂ，但向地上部转运的Ｐｂ量较少。

Ｐｂ＋ＧＳＨ处理下，根和叶片的Ｐｂ含量和转运系数均

显著高于Ｐｂ处理，Ｐｂ＋ＢＳＯ处理下，叶Ｐｂ含量和转运

系数显著减少，但根Ｐｂ含量显著增加。以上这些说明

ＧＳＨ不仅促进了多年生黑麦草根部对Ｐｂ的吸收，而
且也能够提高对Ｐｂ的转运能力，而ＢＳＯ可以促进根

部对Ｐｂ吸收，但抑制了Ｐｂ向上转运。

图１　Ｐｂ，ＧＳＨ和ＢＳＯ处理下多年生黑麦草幼苗Ｐｂ含量和转运系数

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　Ｐｂ　ａｎｄ　ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ　ｉｎ　Ｌｏｌｉｕｍ　ｐｅｒｅｎｎｅ　ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ　ＧＳＨ　ａｎｄ　ＢＳＯ　ｕｎｄｅｒ　Ｐｂ　ｓｔｒｅｓｓ
注：图中不同小字母表示叶处理间差异显著，不同大写字母表示根处理间差异显著（Ｐ＜０．０５），下同

Ｎｏｔｅ：Ｖｅｒｔｉｃａｌ　ｂａｒｓ　ｍａｒｋｅｄ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｏｗｅｒ－ｃａｓｅ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ　ｉｎ　ｌｅａｆ，ａｎｄ　ｖｅｒｔｉｃａｌ　ｂａｒｓ　ｍａｒｋｅｄ

ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｕｐｐｅｒ－ｃａｓｅ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ　ｉｎ　ｒｏｏｔ　ａｔ　ｔｈｅ　０．０５ｌｅｖｅｌ，ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｂｅｌｏｗ

２．２　ＲＯＳ组织化学染色和Ｈ２Ｏ２ 含量

利用ＤＡＢ用ＮＢＴ对多年生黑麦草叶片进行染

色，如图２所示，Ｐｂ胁迫下，Ｈ２Ｏ２ 与Ｏ·－２ 叶片染色点

比ＣＫ明显增多。与Ｐｂ处理相比，Ｐｂ＋ＧＳＨ处理下，

叶片染色点都有所减少，但Ｐｂ＋ＢＳＯ处理下的Ｏ·－２
染色点明显增加，而Ｈ２Ｏ２ 染色点变化不显著。Ｈ２Ｏ２
含量与Ｈ２Ｏ２ 染色图表现出类似的变化趋势。总之，

Ｐｂ胁迫增加了多年生黑麦草Ｈ２Ｏ２ 与Ｏ·－２ 等ＲＯＳ的

生成量，ＧＳＨ可减少由Ｐｂ胁迫导致的ＲＯＳ产生量，而

ＢＳＯ可以增加ＲＯＳ含量。

２．３　ＥＣ和 ＭＤＡ的含量

如图３所示，多年生黑麦草根ＥＣ值大于叶，而

ＭＤＡ含量是叶大于根。Ｐｂ胁迫下，多年生黑麦草

根和叶片中ＥＣ均显著高于对照（Ｐ＜０．０５）。与Ｐｂ
处理比较，Ｐｂ＋ＧＳＨ处理下根和叶片中ＥＣ显著下

降，而Ｐｂ＋ＢＳＯ处 理 下 则 显 著 升 高（Ｐ＜０．０５）。

ＭＤＡ含 量 变 化 规 律 与ＥＣ基 本 一 致。结 果 表 明，

Ｐｂ胁迫提高了多年生黑麦草膜的相对 透 性 和 膜 脂

的过氧化 程 度，ＧＳＨ 可 以 减 少 膜 透 性 和 过 氧 化 程

度，而ＢＳＯ与ＧＳＨ正好相反。
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图２　Ｐｂ，ＧＳＨ和ＢＳＯ处理下多年生黑麦草幼苗Ｈ２Ｏ２ＤＡＢ染色、Ｏ·－２ ＮＢＴ染色和Ｈ２Ｏ２ 含量

Ｆｉｇ．２　ＤＡＢ　ｓｔａｉｎｉｎｇ　ｏｆ　Ｈ２Ｏ２，ＮＢＴ　ｓｔａｉｎｉｎｇ　ｏｆ　Ｏ·－２ ａｎｄ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　Ｈ２Ｏ２ｉｎ　Ｌｏｌｉｕｍ　ｐｅｒｅｎｎｅ

ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ　ＧＳＨ　ａｎｄ　ＢＳＯ　ｕｎｄｅｒ　Ｐｂ　ｓｔｒｅｓｓ

图３　Ｐｂ，ＧＳＨ和ＢＳＯ处理下多年生黑麦草幼苗ＥＣ和 ＭＤＡ含量

Ｆｉｇ．３　Ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｌｅｃｔｒｉｃ　ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ　ａｎｄ　ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｉｎ　Ｌｏｌｉｕｍ　ｐｅｒｅｎｎｅ　ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ

ＧＳＨ　ａｎｄ　ＢＳＯ　ｕｎｄｅｒ　Ｐｂ　ｓｔｒｅｓｓ

２．４　ＳＳ和ＳＰ含量

渗透调节物质ＳＰ和ＳＳ等是植物抵御胁迫的重要

物质［１６］。如图４所示，多年生黑麦草叶ＳＰ含量高于

根。Ｐｂ胁迫 下，叶 片 中ＳＰ含 量 显 著 高 于ＣＫ（Ｐ＜
０．０５），根中的ＳＰ含量也高于ＣＫ，但无显著差异。与

Ｐｂ处理比较，Ｐｂ＋ＧＳＨ和Ｐｂ＋ＢＳＯ处理叶片中ＳＰ含

量均显著低于Ｐｂ处理（Ｐ＜０．０５），而根中ＳＰ含量变化

不显著。多年生黑麦草叶的ＳＳ含量小于根的含量，叶
和根的含量在Ｐｂ、Ｐｂ＋ＧＳＨ和Ｐｂ＋ＢＳＯ处理下变化

趋势一致，在Ｐｂ胁迫下，显著高于ＣＫ（Ｐ＜０．０５），Ｐｂ＋
ＧＳＨ处理显著低于Ｐｂ处理，Ｐｂ＋ＢＳＯ处理较Ｐｂ处理

没有显著变化。结果表明，Ｐｂ胁迫可提高多年生黑麦

草根和叶中ＳＰ和ＳＳ渗透调节物质含量，外源ＧＳＨ可

以减少Ｐｂ胁迫下叶片ＳＰ和ＳＳ积累量，ＢＳＯ对Ｐｂ胁

迫下渗透调节物质影响较小。

２．５　ＳＯＤ和ＧＰＸ活性

ＳＯＤ和ＧＰＸ是２个 重 要 的 抗 氧 化 酶，如 图５
所示，多 年 生 黑 麦 草 叶ＳＯＤ活 性 大 于 根，Ｐｂ胁 迫

下，根ＳＯＤ活 性 的 较ＣＫ显 著 降 低（Ｐ＜０．０５），而

叶ＳＯＤ活 性 无 显 著 变 化。与Ｐｂ处 理 比 较，Ｐｂ＋
ＧＳＨ处理下根 和 叶 的ＳＯＤ活 性 均 显 著 升 高（Ｐ＜
０．０５）。Ｐｂ＋ＢＳＯ处 理 下，较Ｐｂ处 理 叶ＳＯＤ活 性

显著降低，而根ＳＯＤ则显著增高。ＧＰＸ与ＳＯＤ不

同，活性是根大于叶，Ｐｂ胁迫下的ＧＰＸ活性显著高

于ＣＫ，Ｐｂ＋ＧＳＨ 处 理 下 的 活 性 高 于Ｐｂ处 理 组。
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Ｐｂ＋ＢＳＯ处理下低于Ｐｂ处理组。说明了Ｐｂ胁迫

可使多年生黑麦草ＳＯＤ含量下降，ＧＰＸ含量升高，
外源ＧＳＨ能够 通 过 提 高 这 两 种 酶 的 活 性 缓 解Ｐｂ
胁迫，ＢＳＯ则具有与ＧＳＨ相反的效应。

图４　Ｐｂ，ＧＳＨ和ＢＳＯ处理下多年生黑麦草幼苗ＳＳ和ＳＰ含量

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｓｏｌｕｂｌｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｎｄ　ｓｏｌｕｂｌｅ　ｓｕｇａｒ　ｉｎ　Ｌｏｌｉｕｍ　ｐｅｒｅｎｎｅ　ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ　ＧＳＨ

ａｎｄ　ＢＳＯ　ｕｎｄｅｒ　Ｐｂ　ｓｔｒｅｓｓ

图５　Ｐｂ，ＧＳＨ和ＢＳＯ处理下多年生黑麦草幼苗ＳＯＤ和ＧＰＸ活性

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ　ｄｉｓｍｕｔａｓｅ　ａｎｄ　ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ　ｉｎ　Ｌｏｌｉｕｍ　ｐｅｒｅｎｎｅ　ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ

ＧＳＨ　ａｎｄ　ＢＳＯ　ｕｎｄｅｒ　Ｐｂ　ｓｔｒｅｓｓ

２．６　γ－谷氨酰半胱氨酸合 成 酶 和 谷 胱 甘 肽 还 原 酶

（Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ　ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＧＲ）活性

多 年 生 黑 麦 草 的 γ－ＧＣＳ活 性 是 根 大 于 叶。

Ｐｂ胁 迫 下，γ－ＧＣＳ的 活 性 显 著 低 于 ＣＫ，Ｐｂ＋
ＧＳＨ和Ｐｂ＋ＢＳＯ处 理 下，γ－ＧＣＳ活 性 均 显 著 低

于Ｐｂ处 理（Ｐ＜０．０５）。ＧＲ活 性 相 反，是 叶 大 于

根，Ｐｂ胁 迫 下，根 ＧＲ活 性 显 著 低 于 ＣＫ。与 Ｐｂ
处 理 比 较，Ｐｂ＋ＧＳＨ处 理 下 根 和 叶 片 ＧＲ活 性 显

著 升 高，Ｐｂ＋ＢＳＯ 处 理 下 则 显 著 降 低 （Ｐ＜
０．０５）。说 明 了Ｐｂ和ＢＳＯ均 能 够 降 低γ－ＧＣＳ和

ＧＲ的 活 性，外 源 ＧＳＨ 能 够 提 高 ＧＲ活 性，但 降

低 了γ－ＧＣＳ活 性。

图６　Ｐｂ，ＧＳＨ和ＢＳＯ处理下多年生黑麦草幼苗γ－ＧＣＳ和ＧＲ活性

Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆγ－ｇｌｕｔａｍｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅ　ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ　ａｎｄ　ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ　ｒｅｄｕｃｔａｓｅ　ｉｎ　Ｌｏｌｉｕｍ　ｐｅｒｅｎｎｅ　ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ

ｂｙ　ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ　ＧＳＨ　ａｎｄ　ＢＳＯ　ｕｎｄｅｒ　Ｐｂ　ｓｔｒｅｓｓ

２．７　ＧＳＨ，ＧＳＳＧ含量和ＧＳＨ／ＧＳＳＧ比率

图７显示，Ｐｂ胁 迫 下，多 年 生 黑 麦 草 根 和 叶 片

中ＧＳＨ含量微量上调，根中ＧＳＳＧ含量微量下调，
而叶中则 微 量 上 调，最 终 导 致 叶 中 ＧＳＨ／ＧＳＳＧ微
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量下调，而根中显著上调（Ｐ＜０．０５）。Ｐｂ＋ＧＳＨ处

理下，ＧＳＨ，ＧＳＳＧ含量和ＧＳＨ／ＧＳＳＧ均显著高于

ＣＫ和Ｐｂ处理组（Ｐ＜０．０５）。Ｐｂ＋ＢＳＯ处 理 下，３
者均较Ｐｂ处理下调，但仅根中ＧＳＨ含量差异达到

了显 著 水 平。结 果 说 明 了 Ｐｂ 胁 迫 未 对 ＧＳＨ，

ＧＳＳＧ含量造成显著影响，外源ＧＳＨ可提高Ｐｂ胁

迫下 多 年 生 黑 麦 草 ＧＳＨ 和 ＧＳＳＧ 含 量 和 ＧＳＨ／

ＧＳＳＧ，ＢＳＯ则相反。

图７　Ｐｂ，ＧＳＨ和ＢＳＯ处理下多年生黑麦草幼苗ＧＳＨ，ＧＳＳＧ含量和ＧＳＨ／ＧＳＳＧ

Ｆｉｇ．７　Ｔｈｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ　ａｎｄ　ｏｘｉｄｉｚｅｄ　ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ＧＳＨ　ｔｏ　ＧＳＳＧ　ｉｎ　Ｌｏｌｉｕｍ　ｐｅｒｅｎｎｅ　ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ
ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ　ＧＳＨ　ａｎｄ　ＢＳＯ　ｕｎｄｅｒ　Ｐｂ　ｓｔｒｅｓｓ

２．８　ＧＳＨ含量与各指标相关性分析

Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数是衡量两组数据相关程度强弱

的指标，统计学认为，相关系数越接近于１和—１，则
相关程度越强，而相关系数越接近于０，相关程度越

弱。如表１显示，ＧＳＨ与各指标相关性在根和叶中

表现出相似的规律。叶和根ＧＳＨ与Ｐｂ含量分别呈

极显著和显著正相关，说明ＧＳＨ可提高多年生黑麦

草吸收和转运重金属Ｐｂ的能力。ＧＳＨ与ＳＯＤ，ＧＰＸ

酶活性呈极显著或显著正相关，而与 Ｈ２Ｏ２ 含量呈负

相关，说明ＧＳＨ可通过提高抗氧化相关酶活性，降低

ＲＯＳ产 生 量 来 缓 解 Ｐｂ胁 迫。ＧＳＨ 与 ＧＳＳＧ 和

ＧＳＨ／ＧＳＳＧ比值呈极显著或显著正相关，同时与ＧＲ
活性呈极显著正相关，而与γ－ＧＣＳ活性呈极显著或

显著负相关，说明了ＧＳＨ可以促进ＧＳＳＧ和ＧＳＨ的

相互转化，且处于不断变化的相对稳态，这种稳态可

通过ＧＲ和γ－ＧＣＳ等酶的活性变化进行调节。
表１　多年生黑麦草幼苗ＧＳＨ与各指标相关系数

Ｔａｂｌｅ　１　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ＧＳＨ　ａｎｄ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ　ｉｎ　Ｌｏｌｉｕｍ　ｐｅｒｅｎｎｅ　ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

还原型

谷胱甘肽

ＧＳＨ

铅

Ｐｂ

过氧化氢

Ｈ２Ｏ２

相对

电导率

ＥＣ

丙二醛

ＭＤＡ

可溶性

蛋白

ＳＰ

可溶

性糖

ＳＳ

超氧化

物歧化酶

ＳＯＤ

谷胱甘肽

过氧化物酶

ＧＰＸ

谷胱甘肽

还原酶

ＧＲ

γ－谷氨酰

半胱氨酸合成酶

γ－ＧＣＳ

还原型谷胱甘肽／

氧化型谷胱甘肽

ＧＳＨ／ＧＳＳＧ

氧化型

谷胱甘肽

ＧＳＳＧ

叶还原型

谷胱甘肽

ＧＳＨ　ｉｎ　ｌｅａｆ

１　 ０．８９４＊＊ －０．４６３ －０．５１９ －０．３２０ －０．０９４ －０．２６１　０．５９６＊ ０．７４４＊＊ ０．８７７＊＊ －０．７１２＊＊ ０．９２７＊＊ ０．８６３＊＊

根还原型

谷胱甘肽

ＧＳＨ　ｉｎ　ｒｏｏｔ

１　 ０．５９５＊ －０．４３０ －０．４６４ －０．４６１　０．０２９ －０．０９６　０．５７４＊ ０．７７６＊ ０．８２５＊＊ －０．６１２＊ ０．６０４＊ ０．９１２＊＊

　　注：＊＊表示极显著相关（Ｐ＜０．０１），＊表示显著相关（Ｐ＜０．０５）

Ｎｏｔｅ：＊＊ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ａｔ　ｔｈｅ　０．０１ｌｅｖｅｌ，＊ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ａｔ　ｔｈｅ　０．０５ｌｅｖｅｌ
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３　讨论

环 境 中 的 重 金 属 可 以 进 入 植 物 体 内 并 累

积［１７－１８］，还会导致 植 物 产 生 过 量 的 ＲＯＳ，使 膜 脂 过

氧化 水 平 加 剧、稳 定 性 下 降，细 胞 内 物 质 大 量 外

渗［１９］，也可诱导渗透调节物质产生［２０］，调控抗氧化

酶活性和抗氧化剂含量［２１－２２］。本研究结果与前人一

致，Ｐｂ胁迫能使多年生黑麦草Ｐｂ，Ｈ２Ｏ，ＭＤＡ，ＳＳ，

ＳＰ和ＧＳＨ 含 量 增 加，ＥＣ值 增 大，叶 片 ＲＯＳ染 色

点增多，还能够提高ＧＰＸ活性，抑制ＳＯＤ和γ－ＧＣＳ
活性，这表明Ｐｂ胁迫能够导致多年生黑麦草Ｐｂ的

累积、氧化损伤和代谢异常。

ＧＳＨ作为一种抗氧化剂和重金属螯合剂的合成

前体，在植物重金属吸收转运及抗氧化调控方面发挥

着重要的作用［２３－２４］。叶面施用的ＧＳＨ可由筛管传输

到根部，促进根部对重金属的吸收和转运，吸收和转

运能力与ＧＳＨ含量显著正相关［２４－２６］。本研究中，叶
面喷施ＧＳＨ后的多年生黑麦草叶和根中Ｐｂ含量显

著增高，相关系数分别为０．８９４和０．５９５，而 且 转 运

系数也 显 著 增 加，这 说 明 了 ＧＳＨ 能 够 促 进 多 年 生

黑麦草对Ｐｂ吸 收 和 转 运。有 研 究 表 明，ＢＳＯ能 够

增加油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａ　ｎａｐｕｓ）茎叶镉含量、降低根中镉

含量，还有研究表明ＢＳＯ能够降低玉米（Ｚｅａ　ｍａｙｓ）
根砷含量但对茎叶砷含量没有影响［２８］，本研究与前

人研究结果有所不同，ＢＳＯ处理后多年生黑麦草根

中Ｐｂ增 加，叶 中 却 减 少，这 可 能 是 植 物 种 类、重 金

属种类和施用方式不同导致的。

ＧＳＨ 能 够 降 低 重 金 属 Ｐｂ和 镉 胁 迫 下 植 物

ＭＤＡ含量、ＥＣ值、Ｏ·－２ 的 产 生 速 率 以 及 Ｈ２Ｏ２ 的

累积量［２９－３０］。本研究结果与前人类似，Ｐｂ处理下多

年生黑麦草叶面喷施ＧＳＨ后，根和叶 ＭＤＡ，Ｈ２Ｏ２
和ＥＣ都降 低，叶 片 Ｈ２Ｏ２ 与 Ｏ·－２ 染 色 点 减 少，说

明了ＧＳＨ可清除多年生黑麦草ＲＯＳ，缓解Ｐｂ的毒

害。喷施ＢＳＯ后，多 年 生 黑 麦 草 Ｈ２Ｏ２ 和 Ｏ·－２ 等

ＲＯＳ积 累 量 增 多，ＭＤＡ和ＥＣ增 高，表 明 了 ＧＳＨ
缺乏会导致Ｐｂ胁迫加剧。

ＳＯＤ和ＧＰＸ可以清除机体内的Ｏ·－２ ，Ｈ２Ｏ２，有
机氢过氧化物及脂质过氧化物，阻断ＲＯＳ对机体的

损伤［３１－３３］。本研究中，ＧＳＨ处理后多年生黑麦草根

和 叶 ＳＯＤ 和 ＧＰＸ 活 性 增 高，与 刘 传 平［３４］ 和

Ｈａｓａｎｕｚｚａｍａｎ［３］的研究结果一致，进一步证明了外源

ＧＳＨ具有提高抗氧化酶活性和抗氧化能力的作用。
逆境胁迫下ＢＳＯ能够降低ＧＰＸ活性［１０］，同样，ＢＳＯ
处理下多年生黑麦草ＧＰＸ下降。ＢＳＯ能 增 加 逆 境

胁迫下植物 叶 片ＳＯＤ活 性［１２］，多 年 生 黑 麦 草 结 果

与其有差异，ＢＳＯ处理后叶中ＳＯＤ显著降低，但是

根中ＳＯＤ显著增高，原因有待进一步研究。
植物能够通过细胞调节维持内外ＧＳＨ的平衡，

因此外施ＧＳＨ会使内源ＧＳＨ的增加。内源ＧＳＨ的

增加对γ－ＧＣＳ活性存在抑制作用［２３］，但能够提高ＧＲ
的活性［３０］，使ＧＳＨ／ＧＳＳＧ保持较高的水平［３５］。与之

相似，叶面施用ＧＳＨ显著提高了多年生黑麦草内源

ＧＳＨ含量、ＧＲ活性和ＧＳＨ／ＧＳＳＧ比值，与此同时

也抑制了γ－ＧＣＳ活性。ＧＳＨ／ＧＳＳＧ提高意味着还

原力水平 提 高，ＲＯＳ清 除 能 力 提 升，抗 逆 性 增 加。
本研究使 用ＢＳＯ处 理 多 年 生 黑 麦 草 后，γ－ＧＣＳ和

ＧＲ的活性下 降，ＧＳＨ 含 量 减 少，ＧＳＨ／ＧＳＳＧ比 值

下降，这与前人的研究结果一致［９－１０，１２］，也从相反的

角度证实了ＧＳＨ的功效。

４　结论

多年 生 黑 麦 草 叶 面 喷 施 外 源 ＧＳＨ 能 够 改 变

ＧＲ和γ－ＧＣＳ的 活 性、增 加 内 源 ＧＳＨ 含 量、提 高

ＧＳＨ／ＧＳＳＧ的比率、提高抗氧化酶ＳＯＤ和ＧＰＸ的

活性、降低由 于Ｐｂ胁 迫 导 致 增 加 的ＲＯＳ和 ＭＤＡ
含量、增 加 膜 透 性、促 进 植 株 对Ｐｂ的 吸 收 和 转 运；
而ＧＳＨ合成抑制剂ＢＳＯ对Ｐｂ胁迫多年生黑麦草

的作 用 与 ＧＳＨ 相 反。综 上 所 述，ＧＳＨ 通 过 提 高

ＳＯＤ和ＧＰＸ等抗氧化酶活性、促进ＧＳＳＧ和ＧＳＨ
的相互转化、降低ＲＯＳ产生量及膜质过氧化程度，
提高植物抵抗逆境胁迫的能力。
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