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摘 要：分别采用水培和土培实验方法，研究了两种培养方式下砷对砷超富集植物大叶井口边草（Pteris cretica var. nervosa）生理生

化的影响。将大叶井口边草分两组培养：一组置于 0、5、20、50 mgAs·L-1 含砷 Hoagland 营养液下，另一组置于 0、50、100 和 200 mg
As·kg-1 土培条件下。培养 14 d 后，测定叶片光合色素、游离脯氨酸、可溶性糖含量、过氧化物酶（POD）、过氧化氢酶（CAT）和超氧化

物歧化酶（SOD）活性等指标。结果表明，砷胁迫导致大叶井口边草叶片叶绿素、游离脯氨酸和可溶性糖含量以及 POD、CAT、SOD 活

性发生明显变化。随着砷浓度增加，无论水培和土培方式，相对于对照，叶绿素 a、a+b 含量均显著减少（P<0.05），但叶绿素 a/b 无显

著差异（P>0.05），游离脯氨酸和可溶性糖含量显著增加（P<0.05），CAT 活性显著降低（P<0.05）。游离脯氨酸和可溶性糖对砷胁迫下

大叶井口边草的砷耐性起了重要作用。
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Abstract：Effects of arsenic（As）on physiological and biochemical properties of Pteris cretica var. nervosa, an As hyperaccumulator, were e－
valuated under two culture conditions（hydroponic and pot trials）. Seedlings of Pteris cretica var. nervosa were divided into two groups. One
group was exposed to Hoagland nutrition solution containing 0, 5, 20 and 50 mgAs·L-1. The other group was exposed to soil spiked with 0, 50,
100 and 200 mgAs·kg-1. After 14 d, concentrations of photosynthetic pigments, free proline, soluble sugar and activities of peroxidase（POD）,
catalase（CAT）and superoxide dismulase（SOD）in plant fronds were determined. Significant changes of the parameters mentioned above
were observed under As treatments. Increased As concentrations under both culture conditions resulted in a significant decrease in chloro－
phyll a, a+b contents and CAT activity, an insignificant change in chlorophyll a/b, and a significant increase in free proline and soluble sugar
contents. It was concluded that free proline and soluble sugar might play an important role in As tolerance of Pteris cretica var. nervosa.
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砷是一种致癌、致畸、致突变的元素，其对水体和

土壤的污染是国内外关注的重要问题之一[1-3]，利用对

砷具有耐性或超富集特性的植物修复砷污染环境是

当前的一大研究热点。目前，砷超富集植物蜈蚣草

（Pteris vittata） 已用于污染土壤和水体的植物修复。
Huang 等[4]运用蜈蚣草去除饮用水中的砷，结果表明

在 24 h 内，蜈蚣草能够将水中的砷浓度从 200 μg·L-1

降至 2.8 μg·L-1。Chen 等[5]成功地运用蜈蚣草修复砷

污染土壤。继蜈蚣草之后，韦朝阳等[6]通过对两个中国

典型的砷矿区（炼砷区）土壤与植物的调查与分析，发

现 10 余种植物对砷具有极强的耐性和不同程度的富

集能力，其中大叶井口边草 （Pteris cretica var. ner－
vosa）是一种能超富集砷的植物。

野外研究结果表明，大叶井口边草地上部的平均

含砷量为 418 mg·kg-1（干重，下同），最高可达 694
mg·kg-1；根的平均含砷量为 293 mg·kg-1，最高含砷量

为 552 mg·kg-1（土壤含砷量为 111～299 mg·kg-1，平均

值为 168 mg·kg-1）[6]。大叶井口边草砷超富集特性的
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发现进一步丰富了砷超富集植物种质资源库，为深入

研究植物富集砷的机理提供了实验材料。Huang 等[7]

运用同步辐射扩展 X 射线吸收精细结构（SR EXAFS）
研究了大叶井口边草中砷的化学形态及其在植物体

中的转化。结果表明，在大叶井口边草中砷主要与 O
配位，根部存在与谷胱苷肽（GSH）结合的砷，但是在

羽叶中未发现这一现象。在 NaAsO2 和 Na2HAsO4 处

理中，植物根系的砷分别以 As（Ⅲ）和 As（Ⅴ）为主，

但在叶柄和羽叶中砷都以 As（Ⅲ）为主。植物根系吸

收的 As（Ⅴ）在向上转运的过程中具有向 As（Ⅲ）转

化的趋势，其转化过程主要发生在根部。聂灿军等[8]

研究不同热解气氛和升温速率下大叶井口边草的热

解特征及其与砷含量的关系。在空气气氛条件和 25
℃·min-1 的升温速率下，该植物的热解曲线特征明显

且实验速度适中，热解温度主要集中在 200～500℃之

间。谢飞等[9] 采用室内水培试验方法，研究了砷胁迫

对 大 叶 井 口 边 草 和 非 砷 超 富 集 植 物 剑 叶 凤 尾 蕨

（Pteris ensiformis）叶片的过氧化氢酶（CAT）、过氧化

物酶（POD）、超氧化物歧化酶（SOD）、抗坏血酸过氧

化物酶（APX）活性以及丙二醛（MDA）含量和自由基

O-
2·产生速率的影响，结果表明大叶井口边草比剑叶

凤尾蕨具有更强的抗氧化能力，并且 POD 在其抗氧

化体系中起关键作用。
在实地修复中，水和土壤环境介质不同，在不同

环境介质中生长的同种植物也会出现重金属吸收和

生理生化等方面的差异。据报道，水培条件下高浓度磷

抑制蜈蚣草对砷的吸收和富集[10-12]，相反，土培条件下

磷却能促进蜈蚣草对砷的富集[13-14]。大叶井口边草是

与蜈蚣草同属的砷超富集植物，在不同环境介质中生

长的大叶井口边草生理生化指标是否有变化，是将其

用于砷污染土壤和水体修复必须要加以关注的问题。
加之大叶井口边草在云南广为分布，生态适应性强，

因此本研究运用水培和土培两种培养方式，研究了不

同砷浓度处理下大叶井口边草叶片抗氧化酶、游离脯

氨酸、光合色素和可溶性糖含量的变化，初步探索其

逆境伤害和抗逆机制，重点考查不同培养方式下砷胁

迫对大叶井口边草生理生化的影响，为进一步研究砷

超富集植物对不同环境介质抗逆的生理生化机制提

供背景资料。

1 材料与方法

1.1 供试植物

大叶井口边草（P. cretica var. nervosa）采集于昆

明理工大学校园，用大量自来水洗净后，用 1/10 强度

的 Hoagland 营养液进行适应性培养。3 d 后选择生长

良好、长势一致（5~6 cm 高，带 7~8 片小叶）的幼苗进

行砷处理实验。
1.2 实验处理

大叶井口边草的培养分两组，一组用营养液培养

（水培），另一组用土壤盆栽（土培）。
1.2.1 水培实验

用 1/10 浓度的 Hoagland 营养液培养，将选好的

大叶井口边草分别加入 0（对照）、5、20 和 50 mg·L-1

的含砷营养液培养（以 Na2HAsO4·7H2O 形式加入，砷

离子浓度以纯砷计），各处理重复 3 次，每 3 d 更换一

次营养液。整个培养实验在温室自然光照下完成，室

温 20~25 ℃。培养 14 d 后，采集叶片，用蒸馏水冲洗

干净，然后用滤纸吸干植物表面水分，装入自封袋，放

入冰箱中，-18 ℃保存备用。
1.2.2 土培实验

将选好的大叶井口边草，用自来水将叶片清洗干

净，土培用土采用 2 份土壤（清洁土壤，风干后过 100
目筛）、1 份沙土和 1 份腐殖土配制，分别加入 0（对

照）、50、100 和 200 mgAs·kg-1（以 Na2HAsO4·7H2O 形

式加入，砷含量以纯砷计） 和 N、P、K 营养元素 （N∶
P2O5∶K2O＝0.15∶0.10∶0.15 g·kg-1 土，干重）充分混合均

匀，平衡 2 周后分装 （每盆 0.6 kg），各处理重复 3
次。培养 14 d 后，采集叶片，用自来水、蒸馏水冲洗

干净，然后用滤纸吸干表面，装入自封袋，放入冰箱

冷冻层中，-18 ℃保存备用。
1.3 测定方法

光合色素含量测定采用乙醇浸提法[15]，游离脯氨

酸含量的测定采用茚三酮比色法[16]，可溶性糖含量采

用苯酚法[17]，过氧化物酶（POD）活性的测定采用愈创

木酚法，过氧化氢酶（CAT）活性的测定采用紫外分光

光度法，超氧化物歧化酶（SOD）活性的测定采用 NBT
光化还原法[18-19]。
1.4 数据处理

实验结果用 SPSS 14.0 软件进行单因素方差分析

（One-Way ANOVA），并采用 Tukey 法进行多重比较。
显著性差异水平 P 取 0.05。

2 结果与分析

2.1 砷对叶片光合色素含量的影响

水培条件下，大叶井口边草叶片叶绿素 a、叶绿

素 b 和类胡萝卜素含量如表 1 所示。从表 1 可知，低、
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图 1 不同培养条件下大叶井口边草叶片中游离脯氨酸含量

Figure 1 Free proline contents in fronds of P. cretica var. nervosa
under different culture conditions

图中小写字母表示 4 个砷处理浓度（含量）之间的关系，字母相同

表示差异不显著（P>0.05），字母不同表示差异显著（P<0.05）。误差线表

示标准差，n=3，下同。

表 1 不同培养条件下大叶井口边草叶片中的光合色素含量

Table 1 Photosynthetic pigment contents in fronds of P. cretica var. nervosa under different culture conditions

中、高砷浓度处理下叶绿素（a+b）和叶绿素 a 含量与

对照相比，显著降低（P<0.05）。类胡萝卜素也随着营

养液中砷含量的增加而减少，但在 20 mg·L-1 和 50
mg·L-1 砷处理下没有显著差异（P>0.05）。各个处理浓

度下叶绿素 a/b 差异不显著（P>0.05）。
另外，土培条件下对照处理（0 mg·kg-1）的大叶井

口边草，叶绿素（a+b）含量最高，加砷处理使叶绿

素（a+b）含量显著下降（P<0.05），但 50 mg·L-1 和 100
mg·kg-1 处理之间无显著差异（P>0.05）。叶绿素 a 也

随着土壤中砷含量的增加而显著减少，与对照相比降

低显著（P<0.05），但叶绿素 b、a/b 和类胡萝卜素的含

量在不同含量砷处理下没有显著差异（P>0.05）。
随着砷浓度（砷含量）的提高，叶绿素含量显著

降低，特别是在砷处理浓度最高时，处理 14 d 后，叶

片失绿 、枯黄并生长萎缩。砷胁迫条件下叶绿素含

量减少，表明砷对叶绿素的合成产生了抑制作用。
2.2 砷对叶片游离脯氨酸的影响

不同培养方式下大叶井口边草叶片游离脯氨酸

含量如图 1 所示。从图 1A 可以看出，水培条件下，随

着砷浓度的升高，大叶井口边草叶片中游离脯氨酸含

量均呈显著升高的趋势（P<0.05）。当砷浓度达到 50
mg·L-1 时，游离脯氨酸含量达到最高。

从图 1B 可以看出，在土培条件下加砷处理，大

叶井口边草叶片中的游离脯氨酸含量也均有显著积

累 （P<0.05），这表明砷胁迫有利于游离脯氨酸的生

成。本结果与水培情况一致。
2.3 砷对叶片可溶性糖含量的影响

不同培养方式下大叶井口边草叶片可溶性糖含

量如图 2 所示。由图 2A 可见，水培条件下随着砷浓

度升高，可溶性糖含量显著增加（P<0.05）。
由图 2B 可知，土培条件下，低砷胁迫时，大叶井

口边草叶片中的可溶性糖含量与对照相比无显著差

异（P>0.05）。但当砷胁迫加重时，可溶性糖含量持续

显著增加（P<0.05）。从总体上看，随着砷浓度（砷含

量）的升高，可溶性糖的含量显著增加（P<0.05）。
2.4 砷对 CAT 活性的影响

不同培养方式下大叶井口边草叶片 CAT 活性如

注：表中同一行中，不同字母表示同一培养方式下（水培或土培）各砷处理浓度间存在显著差异（P<0.05），相同字母则表示差异不显著（P>
0.05），表中数据以平均值±标准差表示，n=3。

测定指标

水培 土培

砷浓度/mg·L-1 砷含量/mg·kg-1

0 5 20 50 0 50 100 200

叶绿素 a/mg·g-1 1.80±0.08a 1.53±0.03b 1.38±0.15bc 1.15±0.09c 2.19±0.20a 1.58±0.03b 1.51±0.06b 1.33±0.10b

叶绿素 b/mg·g-1 0.58±0.01a 0.50±0.03ab 0.46±0.02bc 0.39±0.06c 0.55±0.38a 0.69±0.23a 0.81±0.02a 0.39±0.08a

叶绿素 a+b/mg·g-1 3.57±0.10a 3.04±0.08b 2.75±0.23bc 2.31±0.22c 4.60±0.44a 3.40±0.30b 3.47±0.08b 2.59±0.10c

叶绿素 a/b 3.12±0.20a 3.10±0.18a 3.02±0.29a 2.99±0.26a 2.61±0.78a 2.51±0.90a 1.87±0.11a 3.48±0.85a

类胡萝卜素/mg·g-1 0.37±0.03a 0.30±0.01b 0.25±0.02c 0.22±0.003c 0.26±0.10a 0.25±0.09a 0.18±0.02a 0.24±0.06a
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图 3 所示。根据图 3A 可知，在水培条件下，CAT 活性

呈先降低后升高的规律。在低、中砷浓度胁迫下，CAT
活性与对照相比显著降低（P<0.05）；高浓度砷胁迫

下，CAT 活性又有所回升，但并未回到与对照持平的

水平。
从图 3B 可知，土培条件下，中、高含量砷胁迫

下，CAT 活性显著降低（P<0.05），但不同砷处理浓度

之间 CAT 活性未出现显著差异（P<0.05）。
2.5 砷对 POD 活性的影响

不同培养方式下砷处理对大叶井口边草 POD 活

性的影响如图 4 所示。从图 4A 可以看出，水培条件

下，随砷浓度的升高，POD 活性未出现显著差异（P>
0.05）。

从图 4B 可知，土培条件下，低砷处理对 POD 活

性无显著影响（P>0.05）。但与 CAT 类似，不同加砷处

理之间没有显著差异（P>0.05）。
2.6 砷对 SOD 活性的影响

不同培养方式下大叶井口边草叶片 SOD 活性如

图 5 所示。由图 5A 可知，在 5 mg·L-1 砷处理下与对

照相比 SOD 活性无显著变化（P>0.05）。但当砷浓度

升至 20 mg·L-1 时，SOD 活性显著降低（P<0.05）；高砷

浓度下的大叶井口边草 SOD 活性又显著升高（P<
0.05），回到与对照持平的水平。

由图 5B 可以看出，土培条件下，随砷含量增加，

SOD 活性有显著增加，与对照相比差异显著 （P<
0.05）。但中、低含量砷处理之间，SOD 活性变化不显

著（P>0.05）。

3 讨论

3.1 砷对大叶井口边草生理生化的影响

叶绿素和类胡萝卜素是影响植物光合速率的重

要因素，植物体内的叶绿素水平可以作为衡量光合能

力强弱的一个指标。本实验结果表明砷胁迫使大叶井

口边草叶片叶绿素含量下降，可能是由于 As 进入植

物体内使叶绿体酶活性失调，致使叶绿素分解加快。
同时，由于 As 局部积累过多，与叶绿体中蛋白质巯基

结合或取代其中 Fe2+、Zn2+、Mg2+致使叶绿素蛋白中心

离子组成发生变化而失活。这与 Cu、As 对小麦的生

理生化影响是一致的[20]。
脯氨酸是植物重要的渗透调节物质，它的积累有

着对逆境适应的意义[21]。因此脯氨酸含量的变化，可

以作为反映植物对逆境胁迫的一种生理生化指标。本
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实验结果表明，可溶性糖及游离脯氨酸的含量均随着

砷浓度的增加而增加，说明砷超富集植物能够积累渗

透调节物质，减少膜伤害，适应外界环境变化，这与水

稻、枸杞的相关研究结果一致[22-24]。至于砷胁迫下大叶

井口边草是否还有其他一些渗透调节物质，比如无机

离子等在起着渗透调节的作用，这方面的研究有待于

完善。
植物在逆境胁迫下，通常会产生高度反应性的氧

自由基，引起生物膜的过氧化损伤，导致膜通透性增

加，膜功能受损。相应地，植物体内也有一套复杂的活

性氧清除系统来保护植物细胞免受活性氧的损伤。其

中 SOD、POD 和 CAT 等是植物体内活性氧防御系统

的 3 个重要保护酶，协同起保护作用。本实验结果显

示，水培和土培条件下，CAT 活性相对于对照均有明

显降低，这说明 CAT 对砷胁迫具有敏感性。高浓度

（含量）砷胁迫均能够刺激 SOD 活性，使之显著升高。
几种抗氧化酶通过相互协调，协同抗氧化，消除体内

氧自由基，使酶系统免受破坏，促使植物生长。
3.2 水培和土培对大叶井口边草影响的差异

土培和水培是植物生理学研究中两种重要的方

法，两种方法各有利弊，比如在水培条件下营养液中

养分的形态、种类、浓度、供应时间均由人工控制，这

在土培实验中是难以做到的，但营养液的缓冲性能

小；土培实验是一种更接近于自然条件的生物试验方

法，但很难单独研究某个对植物生长发育起作用的因

子[25]。
本研究结果表明，土培条件下砷含量较低时，叶

绿素 a 含量便低于对照，当砷含量为 100、200 mg·kg-1

时，叶绿素 a 的含量与低浓度相比无显著差异，但叶

绿素 b 和类胡萝卜素含量在各处理间均无显著差异

（P>0.05），叶绿素 a+b 含量随砷含量升高而显著降

低，但中、低砷处理下没有显著变化。总体看来，土培

条件下叶绿素含量的变化没有水培条件下显著。相对

于水培，土培条件下可溶性糖含量的变化也较为缓

和，低砷处理和对照、中度和高砷处理之间，差异不显

著（P>0.05）。这可能是由于栽培在土壤中的植物对砷

的吸收具有缓冲性，通过土壤中真菌、细菌、酶等的反

应释放出营养物质后而缓慢吸收的，或者可能是因为

土壤中的某些基团吸附在砷离子上，减少了砷的生物

可利用态，进而减少砷对植物体的胁迫。
Cao 等[26]在土培条件下研究了砷胁迫下蜈蚣草的

抗氧化反应机制。结果表明砷含量不大于 20 mg·kg-1
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条件，砷能提高 CAT、POD、SOD 活性，但砷含量超过

20 mg·kg-1 时，酶活性没有明显变化。Srivastava 等[27]和

Liu 等[28]研究表明，水培条件下高浓度砷促使 CAT 和

SOD 活性的升高，作为蜈蚣草解毒机制之一。本研究

得出水培和土培条件下，砷胁迫使 CAT 活性相对于

对照均有明显降低，CAT 对砷的存在有敏感反应。土

培条件下 CAT 活性变化要比水培缓和。水培条件下

POD 活性没有明显变化，这与谢飞等[9]的研究结果有

所不同，可能因为培养时间不同所致。谢飞等[9]在 25
mg·L-1 砷处理下培养 21 d 后 POD 活性才显著增加，

本实验全部实验时间只有 14 d，因此培养时间对酶活

性有很大影响。土培条件下低含量的砷促使 SOD 活

性升高，但中含量相对于低含量没有明显变化，而水

培条件下中浓度明显降低 SOD 活性，但高浓度下

SOD 活性显著升高。这也许是由于水培条件下砷胁

迫促使植物活性氧自由基增多，由于活性氧自由基的

过多积累已经使 POD、CAT 的产生机制和部分细胞

功能受到损伤，降低了 POD、CAT 的活性，而且不同

酶对活性氧自由基的耐受临界点不同，所以不同培养

条件下 POD、CAT 和 SOD 的变化规律和应激措施不

同。大叶井口边草属于陆生植物，改陆生环境为水生

环境，对其生长有直接影响，这也可能是各生理指标

在水培条件下比在土培条件变化明显的原因之一。

4 结论

无论水培和土培方式，加砷处理使大叶井口边草

叶绿素 a、a+b 含量均比对照显著减少，但叶绿素 a/b
无显著差异；游离脯氨酸和可溶性糖含量则显著增

加，CAT 活性显著降低。游离脯氨酸和可溶性糖对砷

胁迫下大叶井口边草的砷耐性起了重要作用。
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