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随着现代社会的发展及工业活动的增加，砷污染日趋严

重 [1]，砷污染的治理也日益引起人们关注. 传统的砷污染治理

技术由于工程量大，费用昂贵，对大规模、中强度的污染无

能为力，目前亟需研发治理砷污染的新技术. 植物修复是一

种利用植物对污染物的超富集能力来清除或减低污染的新

型环境生物技术 [2~3]，其首要条件是超富集植物的筛选. 20012001

年，Nature上首次报道了第一种能够大量富集砷的植物——

凤尾蕨属蜈蚣草（Pteris vittata L.）[4]，这为从根本上解决土

壤和水体中的砷污染提供了一条重要途径. 但砷污染修复的

长远发展依赖于在细胞、分子和生化水平上砷超富集机制的

阐明，特别是不同化学态砷（包括无机砷、有机砷、三价砷和

五价砷）的吸收、代谢和解毒机制的阐明，并利用生物技术手

段研发新型超富集工程植物. 近年来的研究发现，蜈蚣草孢子

体、配子体和愈伤组织都可以富集高浓度的砷且不表现出受

害症状 [4~7]，暗示蜈蚣草细胞具有特殊的砷解毒机制，因而砷

解毒机制研究也成为蜈蚣草超富集机制研究中的热点[8~12]. 
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Abstract   Pteris vittata L., one of arsenic (As) hyperaccumulators, can accumulate high concentration arsenic and show no 
signs of toxicity, indicating the existence of effective plant-internal detoxification mechanisms. In order to elucidate the role of 
anti-oxidative system in P. vittata arsenic detoxification mechanisms, the concentrations of malonyldiadehyde (MDA), acid-
soluble thiols, chlorophyll and carotenoid, and the activities of catalase (CAT) and peroxidase (POD) in P. vittata callus under 
0, 0.5, 1, and 2 mmol/L arsenate, arsenite and dimethylarsenic acid (DMA) stress were determined. A significant increase 
in MDA concentration was observed under arsenate and DMA exposure, while no significant induction of MDA in 1 mmol/
L arsenite treated callus. Under arsenite exposure, the acid-soluble thiols concentrations were significantly elevated, the 
activities of CAT and POD were enhanced in response to the increasing of arsenic concentration, chlorophyll, and carotenoid 
concentrations. While under arsenate and DMA exposure, the acid-soluble thiols concentrations were significantly reduced, the 
activities of CAT and POD increased with arsenic concentration rising to 0.5 mmol/L, and then decreased. Higher activities of 
anti-oxidative enzymes and lower MDA concentration suggest that the toxicity of arsenite may lower than that of arsenate and 
DMA. These results indicate both acid-soluble thiols and enzymatic antioxidants (CAT and POD) play important roles in P. 
vittata arsenic detoxification system. Fig 4, Ref 22
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摘  要   砷超富集植物——蜈蚣草体内可以富集高浓度的砷且不表现出受害症状，暗示蜈蚣草细胞具有较强的砷解

毒机制. 为探讨抗氧化系统在蜈蚣草砷解毒机制中的作用，测定了0、0.5、1和2 mmol/L的砷酸盐[As(�)]As(�)]、亚砷酸盐
[As(III)]As(III)]和二甲基胂酸盐（DMA）处理下蜈蚣草愈伤组织的丙二醛（Malonyldiadehydealonyldiadehyde，MDA）含量、非酶类抗氧化物

质含量和酶类抗氧化物质的活性. 结果表明，0.5 mmol/L As(�)和DMA就可以诱导氧化胁迫的产生，浓度越高胁迫程

度也越严重. 而1 mmol/L的As(III)仍未使蜈蚣草愈伤组织产生氧化胁迫. 在As(III)处理下，酸溶性巯基含量增加，叶绿

素和类胡萝卜素含量不变，过氧化氢酶（Catalase，CAT）和过氧化物酶（Peroxidase，POD）活性增加. 在As(�)处理下，

酸溶性巯基含量减少，叶绿素和类胡萝卜素含量略有上升；CAT和POD活性先增加后减少. 在DMA处理下，酸溶性巯

基含量减少，叶绿素含量降低而类胡萝卜素含量增加，CAT和POD活性先增加后减少. 与As(�)和DMA相比，As(III)处
理下高酸溶性巯基含量、高氧化酶活性和低MDA含量暗示As(III)对蜈蚣草的毒性可能比As(�)和DMA要小. 这些结果

表明，酸溶性巯基和酶类抗氧化物质（CAT和POD）在蜈蚣草细胞砷解毒机制中发挥着重要作用. 图4 参22
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土壤中的砷主 要以砷酸 盐 [As(�)]As(�)]的形式 进 入 蜈 蚣草

体内，随后大部分会很快被还原为亚砷酸盐[As(III)]As(III)] [13]. 在
动物体内，As(III)经甲基 化转化为毒性较弱的一甲基胂酸

（Methylarsenic acid，MMA）和二甲基胂酸（Dimethylarsenic 
acid，DMA），通过总砷毒性的降低来达到对砷的解毒 [14]. 蜈
蚣草体内砷的存在形式以无机砷[As(III)As(III)和As(�)]]为主，但还

存在少量有机胂（MMA、DMA）[15~16]. As(III)、As(�)、DMA
和MMA都可以诱导植物组织活性氧（Active oxygen speciesctive oxygen species，
AOS）的产生，进而产生次生氧化胁迫 [17]. 在植物体中存在着

能够清除AOS的系统，即抗氧化系统，该系统可保持AOS之

间的平衡从而维持细胞的正常生理功能. 抗氧化系统主要包

括酶类和非酶类抗氧化系统，其中酶类抗氧化系统主要包

括超氧化物歧化酶（Superoxide dismutaseuperoxide dismutase，SOD）、过氧化氢

酶（Catalase，CAT）、过氧化物酶(Peroxidase，POD) 和抗坏血

酸过氧化物酶（Ascorbate peroxidase，APX）等，非酶类抗氧

化系统主要包括谷胱甘肽、抗坏血酸和色素等 [18]. 作为一种

砷超富集植物，蜈蚣草的孢子体、配子体和愈伤组织都可以

富集高浓度的砷，其体内的As(III)、As(�)、DMA和MMA是

否会对蜈蚣草细胞产生氧化胁迫，以及蜈蚣草细胞的抗氧化

系统是如何抵抗或清除氧化胁迫的，目前并不清楚.  
本研究利用我们前期建立的蜈蚣草愈伤组织系统 [7]，

通过测定蜈蚣草愈伤组织的抗氧化系统在As(III)、As(�) 和
DMA处理下的反应来探讨蜈蚣草抗氧化系统在其砷解毒机

制中的作用，以期为培育新型工程植物提供理论依据. 

1  材料与方法
1.1  材 料

蜈蚣草（Pteris vittata）采自我国湖北矿区，移栽在温室

培养. 愈伤组织的诱导及培养参见前文 [7]所述. 
1.2  方 法
1.2.1 砷处理   分别在含有0、0.5、1.0和2.0 mmol/L Na3AsO4、

Na3AsO3和DMA的1/2×MS液体培养基中接种4 g愈伤组织，

120 r/min r/min悬浮培养2 d后取样，250 mL 18 Ω的超纯水冲洗两

遍，用Whatman 3 mm滤纸过滤，纸巾吸干水分，用于酸溶性

巯基、色素、TBARS和抗氧化酶活性的测定. 
1.2.1  MDA含量测定    将2 g蜈蚣草愈伤组织样品于液氮中

研磨成粉末状，用于MDA含量的测定. 具体测定参照Singh N
采用的方法 [19]进行. 
1.2.2  总巯基含量测定    称取2 g愈伤组织样品于液氮下研

磨成粉末状，用于总巯基含量的测定. 具体测定参照De �os
采用的方法 [20]进行. 
1.2.3  叶绿素和类胡萝卜素含量测定    将2 g蜈蚣草愈伤组织

样品于液氮中研磨成粉末状，用于叶绿素和类胡萝卜素含量

的测定. 具体测定参照Singh N采用的方法 [19]进行. 
1.2.4  过氧化氢酶（CAT）和过氧化物酶（POD）活性的测定    

将两份2 g愈伤组织样品于液氮中研磨成粉末，分别用于CAT
和POD活性的测定. 具体测定参照Cao X采用的方法 [21]进行. 

2  结 果
2.1  MDA含量变化

MDA含量被广泛用作诊断组织伤害和脂过氧化程度的

指标 . 为检测3种砷化合物对脂质过氧化的毒性，测定了经

过As(�)、As(III)和DMA处理的蜈蚣草愈伤组织MDA含量的

变化，结果见图1. 从图中可以看出，与As(III)相比，相同浓度

的As(�)和DMA处理下愈伤组织MDA含量明显增高，表明
As(�)和DMA比As(III)更容易引起蜈蚣草悬浮培养愈伤组织

的氧化胁迫. 对于As(III)来说，只有浓度达到2.0 mmol/L时
MDA含量才高于对照，表明氧化胁迫只有在浓度较高时才会

产生. 1.0 mmol/L1.0 mmol/L的DMA已使细胞死亡而无法检测到MDA含

量，因此随后相应的酸溶性巯基、色素、和抗氧化酶活性也

不再检测. 

2.2  酸溶性巯基含量变化
As(III)、As(�)和DMA对蜈蚣草愈伤组织中酸溶性巯基

含量的影响如图2所示. 1.0 mmol/L As(III)会导致蜈蚣草愈伤

组织酸溶性巯基含量显著增加，As(�)则会引起蜈蚣草愈伤

组织酸溶性巯基含量降低，而0.5 mmol/L DMA引起的蜈蚣草

愈伤组织酸溶性巯基含量降低的速度比As(�)更快. 

2.3  色素含量变化
对经过不同浓度As(III)、As(�)和DMA处理的悬浮细胞

色素含量的分析表明，DMA会降低叶绿素含量而增加类胡
萝卜素含量，而As(�)则使叶绿素和类胡萝卜素含量略有上
升，As(III)则对两种色素的含量没有明显的影响（图3）. 经
0.5 mmol/L的DMA处理的悬浮细胞颜色变淡，1.0：2.0 mmol/
L的DMA则会使悬浮细胞颜色变褐死亡，经As(�)处理的悬
浮细胞颜色略有变淡，而经As(III)处理的悬浮细胞颜色则没
有变化. 
2.4  抗氧化酶活性变化

POD和CAT结合SOD能将O2转变成无毒的H2O2，使细胞

图1  砷对蜈蚣草愈伤组织中MDA含量的影响（x -- ± s，N = 3）
Fig. 1  Effect of As (III), As(V) and DMA on malondialdehyde content in the 

calli of P. vittata (x -- ± s, N = 3) 

图2  砷对蜈蚣草愈伤组织中酸溶性巯基含量的影响（x-- ± s，N = 3）
Fig. 2  Effects of As(III), As(V) and DMA on the concentrations of acid 

soluble-SH in the calli of P. vittata (x-- ± s, N = 3)  
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内自由基维持在一个低水平，防止细胞受自由基的毒害. 不

同浓度的3种化学态的砷对CAT和POD活性的影响见图4. 从
图中可以看出，0.5 mmol/L的As(�)、As(III)和DMA都会导

致CAT活性升高. 但随着砷浓度提高，CAT活性逐渐下降 . 
As(�)和DMA导致CAT活性下降更为迅速，在1.0和2.0 mmol/
L下活性低于对照. 而As(III) CAT活性下降得较慢，在1.0和

2.0 mmol/L下CAT活性仍高于对照. 0.5 mmol/L的As(�)会导

致POD活性升高，随之POD活性迅速下降. 0.5和1.0 mmol/L 
As(III)都会导致POD活性升高，但随之POD活性也迅速下降. 
DMA则抑制POD活性. 

3  讨 论
我们的前期工作发现蜈蚣草愈伤组织同其孢子体和配

子 体一样可以富集高浓度的砷，且具 有易于培养、生长 迅

速、同质性好，易于操作，为脱分化的细胞等优点 [7]. 用愈伤

组织来研究酶类和非酶类抗氧化系统在砷解毒机制中的作

用时可以排除砷的转运过程带来的误差，而直接模拟蜈蚣草

细胞在不同化学态的砷的胁迫下酶类和非酶类抗氧化物质

的变化. 因此，以愈伤组织代替蜈蚣草的孢子体、配子体作为

研究系统是一个更好的选择. 
植物的细胞膜是重金属伤害的主要部位，膜的完整性

受到破坏主要是由于膜上不饱和脂肪酸中所发生的一系列

活性氧反应导致膜脂相分离. 而MDA含量是衡量细胞是否

产生氧化胁迫的主要标志 . 本研究发现DMA使蜈蚣草愈伤

组织产生氧化胁迫的能力最强，As(�)次之，As(III)最弱. 0.5 

mmol/L As(�)和DMA就可以诱导氧化胁迫的产生，并且随其

浓度提高胁迫也越严重. 与二者不同的是，即使是2.0 mmol/Lmmol/L 
As(III)处理下，蜈蚣草愈伤组织组织也并没有产生氧化胁迫. 
在生物砷解毒机制中，首先要把砷酸盐还原为亚砷酸盐，然

后通过亚砷酸盐与富含巯基的解毒物质络合或者通过区域

化进行解毒. 通常认为亚砷酸盐的毒性大于砷酸盐的毒性，

这一步会增加总砷的毒性. 前人的工作表明在蜈蚣草中不同

价态砷的含量为As(III) > As(�) ≥ DMA [15~16]，我们的实验

结果显示As(III)使蜈蚣草愈伤组织产生氧化胁迫的能力小

于As(�)，更小于DMA（图1），暗示蜈蚣草可能存在一种对
As(III)的特殊解毒机制，而这一机制则可能是蜈蚣草对砷解

毒和超富集机制的核心部分. 
Srivastava等的研究 [22]表明，蜈蚣草比一般的蕨类植物

具有更高的抗坏血酸和谷胱甘肽含量以及较高的还原态和

氧化态的比率，使其具有较大的抗氧化潜力. 当受到砷胁迫

时，蜈蚣草体内抗氧化物质和抗氧化酶的活性也随着体内砷

浓度而变化. Tu等发现砷的胁迫会导致蜈蚣草孢子体酸溶性

巯基增加，推测酸溶性巯基可能在抵抗砷引起的氧化胁迫中

发挥重要的作用 [23]. 在本工作中，我们发现As(III)会导致蜈

蚣草愈伤组织细胞中酸溶性巯基含量增加，这与前人的结果

一致；然而As(�)和DMA则会引起酸溶性巯基含量降低，且
DMA引起的下降速度更快（图2）. 蜈蚣草愈伤组织在As(III)
处理下高酸溶性巯基含量和低的活性氧产生以及 As(�)和
DMA处 理下低酸 溶性巯 基含量和高的活性氧 产生是 一致

的. 这些结果证实酸溶性巯基在清除砷引起的活性氧过程

图3  砷对蜈蚣草愈伤组织中叶绿素和类胡萝卜素含量的影响（x-- ± s，N = 3）
Fig. 3  Effects of As(III), As(V) and DMA on the concentrations of chlorophyll and carotenoids in the calli of P. vittata (x-- ± s, N = 3)  

图4  砷对蜈蚣草愈伤组织中POD和CAT活性的影响（x-- ± s，N = 3）
Fig.4   Effects of As(III), As(V) and DMA on the activities of POD and CAT in the calli of P. vittata (x-- ± s, N = 3)  
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中起着重要的作用. DMA和As(�)使类胡萝卜素含量略有上

升，其中类胡萝卜素含量在DMA处理下要略高于As(�)的处

理；As(III)处理下类胡萝卜素含量变化不大（图3），暗示类

胡萝卜素参与了清除DMA和As(�)引起的氧化胁迫反应. 而
As(III)处理下类胡萝卜素含量变化不大，也与As(III)的处理

并没有引起氧化胁迫相一致. 
为了调控AOS的水平，抗氧化酶催化的解毒反应同样在

蜈蚣草砷解毒过程中发挥作用. SOD能将O2
-歧化为H2O2，由

POD将H2O2分解成H2O，同时CAT将H2O2分解为H2O和O2，将

有毒的超氧阴离子转变成无毒的H2O2，使细胞内自由基维持

在一个低水平，防止细胞受自由基的毒害. 在As(III)、As(�)
和DMA胁迫下，CAT和POD活性在砷处理时先增加后下降

（图4），这与其它有害重金属如镉对植物胁迫时引起氧化爆

发的趋势一致 [24]，符合植物对胁迫反应的典型特征. 
本研究发现DMA使蜈蚣草愈伤组织产生氧化胁迫的能

力最强，As(�)次之，As(III)最弱；在As(III)胁迫下，酸溶性巯

基含量增加，CAT和POD活性增加；而在As(�)和DMA胁迫

下，酸溶性巯基含量减少，CAT和POD活性先增加后减少. 这
些结果暗示酸溶性巯基和酶类抗氧化物质（CAT和POD）在

蜈蚣草细胞砷解毒机制中发挥着重要作用. 
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