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摘　要　　采用土培方法 ,研究了不同 Cd添加 (0、10、20、40、80、160和 240 mg kg - 1)对超富集植物圆锥南芥

叶片中氮素含量以及氮代谢关键酶活性的影响。结果表明 ,随着 Cd添加浓度的增加 ,圆锥南芥的生物量、叶片

数、直径长以及 Cd含量均呈增加趋势。Cd添加浓度为 240 mg kg - 1时 ,生物量增加了 137 % ,叶片数增加了 1102

倍 ,直径较对照增加了 130 % ,叶片中 Cd含量达到 451 mg kg - 1。NO -
3 2N和 NH+

4 2N呈先降低后升高的变化趋势 ,

在 Cd浓度为 240 mg kg - 1时 ,达最大值。在 Cd处理浓度为 10、20、40、80 mg kg - 1时 ,NO -
3 2N和NH+

4 2N含量间无显

著性差异 ( p > 0105)。在 Cd添加浓度为 240 mg kg - 1时 ,硝酸还原酶 (NR)活性只相当于对照的 67 % ,与对照间的

差异显著。在 Cd处理浓度为 10～160 mg kg - 1时 ,NR活性与对照间无显著性差异 ( p > 0105)。谷氨酰胺合成酶

( GS)、谷氨酸合酶 ( GOGAT)活性以及可溶性蛋白质含量在 Cd处理浓度为10～240 mg kg - 1时 ,与对照间无显著性

差异 ( p > 0105)。谷氨酸脱氢酶 ( GDH)活性呈先升高后降低的变化趋势。游离脯氨酸含量在 Cd浓度为 10、20、

40、80、160、240 mg kg - 1时 ,分别为对照的 0167倍、1129倍、1154倍、2138倍、2154倍、1114倍。

关键词　　镉 ;圆锥南芥 ;氮代谢 ;酶活性

中图分类号　　Q94615　　　　　文献标识码　　A

　　根际中 Cd 的存在破坏了植物的氮素代谢、光

合作用、碳代谢、硫代谢以及植物的水分平衡[1 ]。研

究发现 ,Cd污染通过降低植物对硝酸盐的吸收以及

氮代谢关键酶硝酸还原酶 (Nitrate reductase , NR) [2 ]、

谷氨酰胺合成酶 ( Glutamine synthetase , GS) 、谷氨酸

合酶 ( Glutamate synthase , GOGAT) [3 ,4 ]以及谷氨酸脱

氢酶 ( Glutamate dehydrogenase , GDH) [1 ]等酶的活性

来破坏植物的氮素代谢过程 ,其相关规律在玉米[3 ]、

豌豆[4 ]、小白菜[5 ]等农作物中得到证实。

超富集植物生物量较小 ,但能够吸收较一般植

物高 100 倍的重金属而对本身未造成任何伤

害[6 ,7 ]。目前对超富集植物研究较多的是重金属的

吸收、转运、富集机理以及解毒机制[8～10 ] ,很少涉及

代谢途径。在其特别的解毒机制作用下 ,其氮素代

谢过程是否与非超富集植物有不同之处 ,值得深入

研究。因此 ,本文以新发现的多重金属超富集植物

圆锥南芥 ( Arabis paniculata Franch) [11 ]为研究对象 ,

研究了不同 Cd水平培养条件下 ,Cd对圆锥南芥叶

片中铵态氮、硝态氮含量以及氮素代谢关键酶活性

的影响 ,旨在为超富集植物金属解毒机制研究提供

基础。

1　材料与方法

111　土壤处理

本试验共设 7个处理 ,每处理 3 次重复。供试

土壤采自华南农业大学教学菜园 ,将风干、过 2 mm

筛的土壤装入塑料盆中 ,每盆 1 kg ,共 21盆。7个处

理添加 Cd 的浓度分别为 0、10、20、40、80、160、240

mg kg - 1 (以 CdCl2·215H2O加入 ,单 Cd计算 ,设 Cd添

加浓度为 0 的处理为对照 ) 。基肥标准 : N 100

mg kg - 1干土 ,以硝酸铵加入 ; P 80 mg kg - 1 和

K 100 mg kg - 1 ,以 KH2 PO4加入。在种植植物之前 ,

用去离子水使土壤保持湿润 ,平衡 4周。表 1为供
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试土壤的基本理化性质 ,表 2为平衡后土壤中 Cd含 量及 DTPA提取态 Cd含量。

表 1　供试土壤理化性质

Table 1　Physico2chemical properties of tested soil

DTPA提取态含量

DTPA2extractable (mg kg - 1)

Mn Zn Mg Pb Cu Fe

总氮

Total N

(g kg - 1)

有机质

Organic matter

(g kg - 1)

pH

(H2O)

4910 8412 4610 8102 1150 6019 2107 2814 5187

表 2　平衡后土壤各处理中 Cd含量

Table 2　Soil Cd contents in the treatments before planting (mg kg - 1)

Cd添加浓度

Cd addition

Cd全量

Total Cd
DTPA2Cd

0 0161±0108 0135±0102

10 1018±015 619±013

20 2112±012 1413±014

40 4217±114 2617±018

80 8419±018 5611±014

160 15810±012 8617±119

240 24110±412 11210±211

112　植物培养

圆锥南芥的种子采自云南省兰坪县金顶镇的铅

锌矿区。种子经消毒后直接撒播在花卉培养土上

(购自中山大学花卉市场) ,待小苗长到 4片叶子时

移入经过处理的土壤 ,每盆留 4株 ,常规管理 ,生长

135 d后收获 ,收获时地上部分为叶 ,无明显的茎的

分化。整个生长培育过程在温室中完成。

113　试验方法

11311　生物量　　将植株从土壤中取出 ,自来水冲

洗干净后 ,用超纯水进一步清洗。吸水纸吸干其表

面水分 ,分别称鲜重。以对角的两片叶子的自然伸

展长度计算直径长。

11312　酶液的提取与活性测定　　硝酸还原酶、谷

氨酰胺合成酶、谷氨酸脱氢酶的提取与活性测定参

照文献[12 ]的方法完成。硝酸还原酶以 1 h 内还原

KNO3生成 NO -
2 的μg数表示酶活性。谷氨酰胺合成

酶活性以 1 h 内形成 1μmolγ2谷氨酰基羟肟酸的酶
量作为 1个酶活性单位。谷氨酸脱氢酶以比活性单

位 NADHμmol min - 1mg - 1蛋白质表示活性。谷氨酸

合酶的提取与测定参照 Sánchez等[13 ]的方法完成 ,

以每分钟反应液减少 1μmol 的 NADH 所需的酶量

定义为 1个酶活性单位。

11313　氮素含量、脯氨酸含量和蛋白质含量的测定

　　圆锥南芥叶片中可溶性蛋白质、铵态氮、硝态氮

以及游离脯氨酸含量的测定 ,参照李合生等[14 ]的方

法完成。

11314　金属含量测定　　称取01250 g烘干且磨碎

的圆锥南芥于 100 ml 三角瓶中 ,加入 HNO32HClO4

(体积比 3∶1) ,消煮至澄清 ,用去离子水定容后采用

原子吸收分光光度计 (AAS , HITACHI2Z5000)测定 ,

同时加做标准样 (西红柿叶 , ESP21 ,中国环境监测

总站) 。土壤 Zn、Cd、Pb 的 DTPA (二乙烯三胺五乙

酸)提取态采用 01005 mol L - 1的DTPA浸提法测定。

土壤 Cd全量测定 ,称取过 100 目尼龙筛土壤样品

01100 g ,加入 2 ml浓 HNO3、1 ml HClO4、1 ml HF ,于

聚四氟乙烯罐中 180 ℃下密闭消化 8 h ,凉后用 2 %

的硝酸溶液定容25 ml。

以上测定至少 3次重复。所有数据用 SPSS1115

软件处理。

2　结果与分析

211　Cd对圆锥南芥生物量的影响

从表 3 中可以看出随着 Cd 添加浓度的增加 ,

圆锥南芥的生物量、叶片数与直径呈增加的变化趋

势。在 Cd添加浓度低于 80 mg kg - 1时 ,Cd对圆锥

南芥生物量的影响不显著。当 Cd 添加浓度为 240

mg kg - 1时 ,生物量增加了 137 % ,叶片数增加了

1102倍 ,直径较对照增加了 130 %。在 Cd处理浓度

为 160、240 mg kg - 1时 ,叶片数、直径与其他处理间

的差异显著 ( p < 0105) ,表明 Cd的添加有利于圆锥

南芥的生长。
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表 3　Cd添加对圆锥南芥生长的影响

Table 3　Effect of Cd addition on biomass of whole plants of Arabis paniculata F1

Cd 添加浓度

Cd addition (mg kg - 1)

株重

Whole plant (g , FW)

对照1)

Control ( %)

叶片数

Leaves (p)

对照1)

Control ( %)

直径

Diameter (cm)

对照1)

Control ( %)

0 0161±0119 b 100 1317±2108 b 100 4116±0135 e 100

10 0159±0126 b 97 1517±0158 b 115 4170±0126 de 113

20 0168±0133 b 112 1613±1115 b 120 5167±0142 cd 136

40 0158±0123 b 95 1617±0158 b 122 6127±0157 c 151

80 0175±0129 b 123 1717±2152 b 129 6133±0121 c 152

160 1119±0137 ab 196 2410±2100 a 176 8100±0187 b 192

240 1144±0169 a 237 2717±2108 a 202 9157±0145 a 230

　　注 :表中的结果为平均值±标准差。1)表示相应处理与对照间的百分比 ,以对照的生物量、叶片数、直径为 100 %。同一列的不同字母表示

用LSD法测试时 5 %水平上的差异性显著。下同。Notes : Results are means ±S1E1 1) Relative ratios of the treatment vs CK in biomass , number of

leaves and plant diameter1 The same letter in the same column meant no significant differences between the treatments at 0105 level1 The same below

212　Cd添加对圆锥南芥叶片中 Cd含量的影响

从图 1中可以看出 ,随着土壤中 Cd添加浓度的

增加 ,圆锥南芥叶片中 Cd含量呈增加的变化趋势。

在 Cd的添加浓度低于 20 mg kg - 1时 ,叶片中 Cd含

量低于 10 mg kg - 1。当 Cd 添加浓度为 160、240 mg

kg - 1时 ,叶片中 Cd含量远远高于其他处理 ,分别达

到 242、451 mg kg - 1 ,分别为 Cd添加量为 10 mg kg - 1

时的 43倍和 81倍。表明高浓度的 Cd处理打破了

根系金属跨膜运输的内流与外流平衡 ,有利于 Cd

的吸收。当 Cd添加浓度为 10～80 mg kg - 1时 ,其富

集系数维持在 0150～0159 之间 ;当 Cd 添加浓度为

160、240 mg kg - 1时 ,其富集系数达到 1151 和 1188。

这从侧面证明了圆锥南芥为 Cd的超富集植物。

图 1　圆锥南芥地上部 Cd含量与生物富集系数

Fig1 1　Cd concentrations and bio2accumulation factors in the shoots

of Arabis paniculata F1

213　Cd对圆锥南芥叶片中硝态氮、铵态氮、游离脯

氨酸、可溶性蛋白质含量的影响

　　在 Cd处理下 (表 4) ,圆锥南芥叶片 NO -
3 2N和

NH +
4 2N有一定的变化。随着 Cd 处理浓度的增加 ,

NO -
3 2N和 NH +

4 2N 呈先降低后升高的变化趋势 ,在

Cd添加浓度为 240 mg kg - 1时 ,达最大值 ,其次为

160 mg kg - 1和对照。Cd 处理浓度为 10、20、40、80

mg kg - 1时 ,NO -
3 2N 和 NH+

4 2N 含量无显著性差异

( p > 0105) ,且低于对照。表明 10～80 mg kg - 1的 Cd

加速了圆锥南芥 NO -
3 2N和 NH +

4 2N的同化。可溶性

蛋白质在 Cd处理浓度为 0～160 mg kg - 1间无显著

性差异 ( p > 0105) 。但 160、240 mg kg - 1处理时 ,可溶

性蛋白质含量分别较对照降低了 10 %和 22 % ,表明

此时圆锥南芥蛋白质的合成速率受到了一定的影

响。在 40 mg kg - 1时含量最高 ,较对照提高了 8 % ,

但与对照间的差异不显著 ( p > 0105) 。圆锥南芥叶

片中游离脯氨酸含量呈先降低 ,后升高 ,再降低的变

化趋势。在 Cd浓度为 160 mg kg - 1时 ,含量最高 ,在

Cd浓度为 10、20、40、80、160、240 mg kg - 1时 ,分别为

对照的 0167 倍 ,1129 倍 ,1154 倍 ,2138 倍 ,2154 倍 ,

1114倍。游离脯氨酸含量的增加可有效地防止圆

锥南芥体内水分过分丢失和膜脂过氧化的增强。

214　Cd对圆锥南芥叶片中 NR、GS、GOGAT、GD H

活性的影响

　　表 5是 Cd添加对圆锥南芥叶片中氮代谢关键

酶活性的影响。在 Cd添加浓度为 40～240 mg kg - 1

时 ,NR活性均低于对照。在 Cd添加浓度为 240 mg

kg - 1的处理中 ,NR活性只相当于对照的 67 % ,与对

照的差异达到显著性水平 ,但其他处理与对照间无

显著性差异 ( p > 0105) 。NR活性的降低可能与其本

身为富含2SH 的酶有关。圆锥南芥叶片中 GS、

GOGAT活性呈先降低后升高 ,再降低的变化趋势。

在 Cd处理浓度为 40 mg kg - 1时 ,活性均最高 ,其次

为 20 mg kg - 1与对照。在 Cd处理浓度为 160和 240

mg kg - 1时 ,两者的活性均低于对照 ,但与对照之间

无显著性差异 ( p > 0105) 。高活性的 GS和 GOGAT
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更有利于 NH +
4 的同化。在 Cd的胁迫下 , GDH的活

性呈先升高后降低的变化趋势 ,且均高于对照 ,表明

GDH在氮素同化过程中起重要作用。

表 4　Cd对圆锥南芥叶片中硝态氮、铵态氮、游离脯氨酸、可溶性蛋白质含量的影响

Table 4　Effects of Cd addition on contents of NO -
3 N , NH+

4 N , free proline and soluble protein in leaves of Arabis paniculata F1

Cd 添加浓度

Cd addition (mg kg - 1)

硝态氮

NO -
3 2N (mg kg - 1)

铵态氮

NH +
4 2N (mg kg - 1)

游离脯氨酸

Free proline (mg kg - 1)

可溶性蛋白质

Soluble protein (mg g - 1)

0 360±11 b 478±118 bc 685±251 b 7174±0167 ab

10 146±59 d 353±145 cd 458±177 b 7194±1149 ab

20 161±41 d 357±112 cd 883±411 b 8136±1132 a

40 178±26 d 283±75 d 1057±360 b 8136±0157 a

80 158±18 d 334±41 cd 1632±221 a 8114±1152 ab

160 280±51 c 560±103 b 1652±358 a 6196±0154 ab

240 437±62 a 765±83 a 782±378 b 6102±1127 b

表 5　Cd对圆锥南芥叶片中 NR、GS、GOGAT、GD H活性的影响

Table 5　Effects of Cd addition on activities of NR , GS , GOGAT and GDH in leaves of Arabis paniculata F1

3　讨　论

植物的生长过程中将受到一系列不利因素的影

响[15 ]。对于大部分植物来说 ,重金属胁迫 ,尤其是

Cd ,将阻碍植物对必需营养元素的吸收 ,造成光合

作用、碳、氮以及硫代谢的紊乱[1 ] ,从而抑制植物的

生长 ,降低植物的生物量[16 ]。本研究发现 ,Cd培养

圆锥南芥 ,生物量、叶片数、直径长随着 Cd 添加浓

度升高而增加 ,表明 Cd 不但没有抑制圆锥南芥的

生长 ,还促进了生长 ,这可能是超富集植物的共性。

如 Zn超富集植物 T1 caerulescence在土壤 Zn含量由

0 增加到 75 mg kg - 1时 ,地上部生物量增加约 4

倍[17 ]。Zn的超富集植物长柔毛委陵菜在 Zn 处理

浓度为 160 mg L - 1 (水培)时生物量较对照增加了

6616 %[18 ]。研究发现 GS活性与生物量之间存在负

相关[19 ,20 ] ,本研究也发现圆锥南芥叶片中 GS活性

与生物量之间的相关系数为 - 0134 ,但无显著相关

性 ( p > 0105) ,表明 GS在植物生长过程中有着重要

作用 ,但对于超富集植物圆锥南芥来说 ,Cd才是影

响生物量的最主要因素。

Cd抑制 NR 活性在菜豆和其他植物中已有报

道[1 ,3～5 ]。植物中 Cd 的累积不仅影响 NR活性而且

还影响硝酸盐还原成亚硝酸盐的过程 ,NR 活性的

高低与硝酸盐含量密切相关[21 ,22 ]。Cd 显著影响植

物对硝态氮的吸收以及硝酸盐的转运效率[1 ] ,Cd 对

硝酸盐吸收以及转运速率的抑制导致 NR基因转录

速率的降低。NO -
3 含量的降低将抑制 NR mRNA水

平 ,从而不利于 NR的合成[23 ]。植物吸收的硝酸盐

在一系列反应之后被还原成铵 ,而铵的初始同化发

生在 GS2GOGAT循环中 , 高等植物体内 95 %以上的

NH +
4 通过 GS2GOGAT循环同化[24 ]。Cd 显著抑制 GS

和 GOGAT活性[3～5 ]表明 Cd有可能抑制了氮同化 ,

因为 GS 和 GOGAT 参与光呼吸产生的铵循环[25 ]。

GS与 GOGAT活性降低后 ,会抑制谷氨酸的产生 ,此

时 ,GDH可补充谷氨酸库 ,降低铵的毒害。Cd胁迫
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会产生活性氧类物质 ,植物可通过提高体内脯氨酸

含量来进行保护[26 ]。活性氧的产生会使酶分解量

增加 ,自由基能通过与活性氧反应直接引起蛋白质

分解或通过增加蛋白水解酶活性间接引起蛋白质分

解 ,降低蛋白质含量[27 ]。不仅如此 ,Cd离子也可能

通过与2SH 结合而影响一些酶的活性 ,使酶失

活[28 ]。对超富集植物圆锥南芥的研究结果表明 ,在

Cd添加浓度为 0～80 mg kg - 1时 ,叶片中 Cd含量低

于 45 mg kg - 1 ,在 Cd添加浓度为 160和 240 mg kg - 1

时 ,叶片中 Cd 含量分别达到 242 和 451 mg kg - 1。

NO -
3 2N和 NH +

4 2N 呈先降低后升高的变化趋势 ,这

与 Cd处理豆类植物 ,铵态氮含量成倍增长的结果

不一致。在 Cd处理浓度为 10～160 mg kg - 1时 ,NR

活性与对照间无显著性差异 ; GS与 GOGAT活性在

Cd处理浓度为10～240 mg kg - 1时 ,与对照间无显著

性差异 ,这与 Cd 显著抑制玉米 [3 ]、豌豆[4 ]、小白

菜[5 ] GS、GOGAT、NR活性的结论不一致。圆锥南芥

的可溶性蛋白质含量在 Cd处理浓度为 10～240 mg

kg - 1时与对照间的差异不显著 ,这与 Cd处理显著降

低水花生可溶性蛋白质的研究结果相矛盾[29 ]。在

高浓度 Cd 处理时 (240 mg kg - 1) ,圆锥南芥的 NR、

GS、GOGAT等酶的活性均低于对照 ,而圆锥南芥的

生物量此时达到最大值。这些结果证明与超富集植

物的独特解毒机制一样 ,其代谢过程与普通植物也

存在明显的差别。超富集植物通过将体内大部分重

金属储存于细胞壁中 ,或与有机酸和蛋白质络合 ,或

通过叶片非生理活动区的区室化来减少金属对其的

毒性和对正常代谢过程的影响[8～10 ]。除此之外 ,还

可能与植物体内的 N、P、S、C等元素的组成变化相

关 ,这有待进一步深入研究。

4　结　论

1) 10～240 mg kg - 1的 Cd处理促进了超富集植

物圆锥南芥的生长 ,提高了圆锥南芥的生物量。

2) 10～160 mg kg - 1的 Cd处理不会影响超富集

植物圆锥南芥的氮素代谢 ,240 mg kg - 1的 Cd处理降

低了叶片中硝酸还原酶的活性 ,造成了超富集植物

圆锥南芥叶片中铵态氮与硝态氮的累积。
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EFFECTS OF CADMIUM ON ACTIVITIES OF KEY NITROGEN METABOLISM

ENZYMES IN LEAVES OF ARABIS PANICULATA FRANCH

Yu Fangming1　Qiu Rongliang1 ,2­　Zhou Xiaoyong1　Ying Rongrong1　Tang Yetao1 ,2　Zhao Xuan1

Hu Pengjie1　Zeng Xiaowen1

(1 School of Environmental Science and Engineering , Sun Yat2Sen University , Guangzhou　510275 , China)

(2 Guangdong Province Key Laboratory for Environmental Pollution Control and Remediation Technology , Guangzhou　510275 , China)

Abstract　Effects of cadmium (Cd) on activities of key nitrogen metabolism enzymes in leaves of Arabis paniculata F.

were studied. Arabis paniculata F. , a newly identified hyperaccumulator , was grown in soils varying in Cd content (0 , 10 , 20 ,

40 , 80 , 160 and 240 mg kg - 1) for 135 days. Plants were analyzed for contents of NO -
3 2N , NH+

4 2N , soluble protein , proline

and activities of nitrate reductase (NR) , glutamine synthetase ( GS) , glutamate synthase ( GOGAT) , glutamate dehydrogenase

( GDH) . Results show that the biomass of Arabis paniculata F. increased with the Cd concentration in the soil and reached the

highest in the treatment of 240 mg kg - 1 . In the treatments with Cd content varying from 10 to 80 mg kg - 1 , the contents of NO -
3 2

N and NH+
4 2N in plant shoots were lower than in the control but did not show any significant variance ( p > 0. 05) , while in the

treatments above 80 mg kg - 1 Cd , both the contents of NO -
3 2N and NH+

4 2N increased with the Cd concentration. Compared with

the control , the treatments of Cd varying between 10～160 mg kg - 1 did not show any significant variance ( p > 0. 05) in NR ac2
tivity , but NR activity reduced sharply to 67 % of the control in Treatment 240 mg kg- 1 Cd. Furthermore , the activities of GS ,

GOGAT and soluble protein in all the Cd treatments showed no significant variance ( p > 0. 05) from the control . The GDH activ2
ity increased with the Cd concentration from 10 to 80 mg kg - 1and then decreased dramatically when above 80 mg kg- 1 . Com2
pared with that of the control , the contents of free proline increased obviously in the Cd treatments except in treatment 10

mg kg - 1 Cd.

Key words　Arabis paniculata F. ; Cadmium; Nitrogen metabolism; Enzyme activity
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