基于东亚金发藓（Pogonatum inflexum）监测土壤镉污染的生物学机理
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摘要：采用对镉具有高敏感性特征的苔藓植物——东亚金发藓（Pogonatum inflexum）为材料，以不同浓度梯度镉污染基质作为胁迫条件，观测该植物在镉胁迫下的生长发育状况、镉富集能力、叶绿素含量、可溶性蛋白含量及MDA浓度，并分析比较了各项指标变化特征与土壤中全镉含量及有效镉含量的相关性。研究结果显示，供试土壤中有效镉含量约占全镉含量的20%～40%，东亚金发藓对镉的富集能力总体较弱，其最大富集浓度值为1.627 mg kg-1，最高富集系数为63.9%，植株镉富集浓度与土壤有效镉含量之间的相关性高于全镉；东亚金发藓对镉污染表现出显著反应特征，植株孢子体和配子体受害症状明显，1～2 mg kg-1以上的镉胁迫（土壤有效镉含量大于0.559 mg kg-1时）即可使叶部黄化、褐变，5 mg kg-1的镉处理导致蒴柄弯折、植株枯亡；东亚金发藓叶绿素含量、可溶性蛋白含量、丙二醛（MDA）含量等生理指标变化特征受镉胁迫影响明显，且与有效镉含量呈显著相关性，适合作为东亚金发藓监测土壤镉污染及镉生物有效性的指示指标。
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镉（Cd）是一种对生物体具有强毒性的重金属元素，在土壤中较稳定、易于积累和难以消除。当前，土壤镉污染已成为困扰许多国家粮食安全和人类健康的世界性环境问题，受到越来越广泛的关注[1]。如何客观、准确地评价土壤镉污染及其生物有效性，已成为实际操作中需要解决的关键问题。近年来，苔藓植物监测法在大气镉污染监测中得到广泛应用[2-4]，该类植物由于结构简单、细胞分化程度低，植株体表面无角质层、蜡质层覆盖，对环境污染物敏感性强，镉等重金属离子或颗粒可直接通过表层薄壁细胞吸收或吸附进入，导致植株迅速表现出受害症状，因此适于进行环境污染监测。例如：广泛分布于地中海区域的柏状灰藓和侧生藓不仅能有效监测当地大气Cd、Cr、Hg等污染状况，而且可通过植物体中氮同位素标记来识别定位氮排放源[5]；欧洲学者[6-8]研究和比较了灰藓、泥炭藓、大绢藓、青藓对城市郊区大气中镉等重金属的吸附特征，以此作为监测效果的重要依据，并发现了大绢藓茎叶的不同老化程度对监测镉污染有较大影响；利用装有泥炭藓的苔藓袋法在芬兰等国家目前已作为标准化监测手段。同样，利用某种对土壤镉离子具有较低耐受性的植物，通过其生长状况和生理反应来指示土壤镉污染及修复效果，可具有较强的直观性和说服力；充当这一检验标准的植物体，个体大小应适宜，组织进化程度尽可能简单，易受到环境毒害并表现出症状。本研究以前期筛选到的一种对镉具有强敏感性的孢子植物——东亚金发藓（Pogonatum inflexum）为材料，将其植入不同浓度梯度镉污染的土壤中，通过观测其生长反应特征、生理指标变化及其与土壤有效镉含量的“剂量—效应”关系，初步探索镉的生物有效性对植物生长的影响，从而为进一步研究土壤镉污染的生物监测机理提供理论依据和技术参考。
1 材料与方法 

1.1 供试材料

供试植物源材料——东亚金发藓植株及土壤基质均采自南洞庭湖湿地的东南洲附近（28° 52′ 34.14″ N，112° 23′ 39.36″ E），采集方式为小块区域水平铲集法（东亚金发藓基部丛集群生），植株根部带土厚度约2 cm；源材料带回实验室后放置于水箱中的网状支架上，根部浸没于水中并轻微摇动数小时，尽量保障根部结构不受损伤，去除根部泥土后移植于经过处理的浅盘土壤基质中。土壤基本信息见表1。
表1 供试土壤基本理化性质

Table 1 Basic physic-chemical properties of the tested soil
	土壤类型

Soil type
	全氮含量
Total N

(g kg-1)
	全磷含量
Total P

(g kg-1)
	全钾含量
Total K

(g kg-1)
	阳离子交换量

Cation Exchange Capacity
(cmol kg-1)
	全镉含量

Total Cd

(mg kg-1)
	pH值

pH 



	壤土
	6.28±1.04
	4.43±0.98
	42.84±6.76
	33.48±4.76
	0.38±0.07
	7.37±1.24


1.2 试验方法
分别称取2.0 kg风干土壤基质，平铺于直径35 cm、高6 cm的聚乙烯浅盘内；溶解一定量的Cd(NO3)2·4H2O（分析纯）施入，充分混匀，使浅盘内土壤基质干重时的Cd添加浓度分别为1.0 mg kg-1、2.0 mg kg-1、3.0 mg kg-1、4.0 mg kg-1、5.0 mg kg-1，以零添加的原土作为对照；每个处理浓度设置5盘作为重复，自然陈化平衡14 d后用于植株移植。东亚金发藓植株移栽至浅盘后，放置于接近自然环境的网室培养架上，视每天的光照、温度、湿度等环境条件，定时喷洒300～500 mL自来水于每盘中。自移植后的第二天开始观察、记录东亚金发藓植株的形态学特征及外观生长反应，包括植株整体长势、叶数量及发育状况、配子体与孢子体受害表征、黄化及致死情况等，直至研究过程结束。
1.3 样品采集与分析
（1）植物样品
在实验第7 d剪取东亚金发藓植株茎叶部，用于镉浓度及叶绿素含量等参数的测定（东亚金发藓叶片由单层细胞构成，叶面轻薄且贴茎生长，生物量小，不易单独剪取；茎细胞构造均一且无真正维管束，主要起支撑和光合作用）：准确称取经烘干、粉碎后的植物样品0.1 g，加入体积比为4∶1的HNO3-HClO4混合液10 mL，WX-4000型微波密闭消解系统进行消解（190 ℃、25 atm、2 min），岛津AA-6300型石墨炉原子吸收分光光度计测定干样品中的Cd含量[9]；采用乙醇-丙酮混合液研磨、提取、过滤后，分光光度计法测定鲜样品中的叶绿素含量[10]；按照“0.1 mmol L-1的磷酸缓冲液（pH为7.8，含1%的聚乙烯吡咯烷酮）研磨、8 000 r min-1离心”的方式制得鲜样品粗提取液后，采用考马斯亮蓝G250比色法测定可溶性蛋白含量，硫代巴比妥酸比色法（TBA法）测定丙二醛含量。
（2）土壤样品
在每一浓度梯度镉处理的土壤样品中，用打孔混合法取少量基质用于全镉及有效镉含量的分析：准确称取粉碎后的土壤干样品0.2 g，加入体积比为3∶1∶1的HCl-HNO3-HF混合液10 mL，WX-4000型微波密闭消解系统进行消解后（220 ℃、35 atm、5 min），岛津AA-6300型石墨炉原子吸收分光光度计测定样品中的Cd含量；参照改良后的Tessier提取法[11]及BCR提取法[12]，样品中加入20 mL浓度为0.1 mol L-1的CH3COOH（有效态Cd萃取剂），充分混匀后，室温振荡12 h，10 000 r min-1离心40 min，重复该过程2次，收集全部上清液进行蒸发后消解，岛津AA-6300型石墨炉原子吸收分光光度计测定样品Cd含量。
（3）质量控制条件

    样品检测过程中，重金属含量分析所用的标准贮备液购买于国家环境保护总局标准样品研究所（C=1 000 mg L-1），所用的标准参比物质型号为GBW07437（土壤）和GBW(E)090066（植物）；原子吸收仪自带GFA-EX7i石墨炉电流发生器和ASC-6100自动进样器，测定次数为3，最大测定次数为5，测定结果相对标准偏差（RSD）设定为3%；所配制标准溶液浓度范围为：0.5，1，2，4，8（ng mL-1），标准曲线线性关系系数保证在99.7%以上；样品加标回收试验的回收率范围为98.1%～102.6%。
1.4 数据处理与统计分析
所测得原始数据用Excel 2010和SPSS 13.0软件进行统计分析，处理后数据以“平均值±标准差”的形式给出，并以不同字母表示出数据间的显著性差异。
2 结 果 
2.1 东亚金发藓对土壤镉胁迫的外观生长反应

暴露在空气、水体等环境中的敏感性植物体，在生长过程中受到污染物质的毒害而表现出一系列外观反应症状，是利用苔藓植物进行环境污染监测的基础和依据[13]。本研究观测结果显示，东亚金发藓对根部所处的镉环境表现出了显著反应特征：正常状况下（未施加镉污染）生长的植株，配子体通绿，无明显症状表现（如图1a）；1.0～2.0 mg kg-1镉处理的植株，其最下方叶片开始出现黄化现象，且随着镉处理浓度加大和时间延长，植株叶片受害程度更加明显（如图1b）；植株孢子体受害症状较显著，3.0～4.0 mg kg-1处理下的植株孢蒴及蒴柄发生褐变、弯曲，较多的孢子体最终呈现枯黄萎蔫现象（如图1c）；至实验结束时，4.0～5.0 mg kg-1处理植株的大部分叶已黄化，且边缘呈现枯萎卷曲，整株呈枯亡状态（如图1d）。但整个过程中植株高度变化不明显，叶片数量也未见增多，其原因一方面在于苔藓植物本身生长缓慢，本观测过程持续时间较短，因此未表现出株高及叶片数量的差异；另一方面本实验所用植株处于有性生殖期的孢子体世代，该时期植株生长发育过程基本完成，故长势方面不易受环境胁迫影响。整体而言，东亚金发藓外观性状对镉胁迫表现出了明显的反应特征。国内外相关研究结果[13-14]表明，利用苔藓或其他一些较低等植物（如附生植物铁兰）进行大气污染监测时，植物体外观形态学变化可作为重要监测标准，归因于此类植物的组织进化和器官分化程度低，受到外界污染毒害时能快速、直观地表现出症状。综合本研究材料的表现结果来看，所用东亚金发藓为较理想的镉污染监测植物。
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图1 正常生长状况(a)与镉污染下的植株配子体和孢子体(b-d)
Fig.1 Gametophytes and Sporophytes of plants grown under normal condition(a) and under Cd stress (b-d)
2.2 东亚金发藓植株Cd浓度富集特征
东亚金发藓土壤基质中的全镉含量、有效镉含量以及植株Cd浓度见表2。本研究所采用土壤基质自身含有一定量的镉，故所测得的全镉含量略高于人工施加的镉浓度值；梯度浓度镉处理条件下，所测得有效镉含量约占全镉含量的20%～40%，且随处理浓度增加，有效镉所占比例呈下降趋势；东亚金发藓植株Cd浓度随着处理梯度升高而增加，但整体值较低，为0.115～1.627 mg kg-1；富集系数（即植株镉含量与土壤全镉含量之比）介于29.9%～63.9%，且随镉处理浓度升高而下降。

分别对土壤基质全镉含量、有效镉含量与植株Cd浓度进行了相关性分析（图2），结果显示，东亚金发藓植株Cd浓度与基质全镉含量及有效镉含量均呈正相关，且与有效镉含量的相关性高于全镉（据复相关性系数R2大小判定）。由此可见，东亚金发藓对土壤中镉的富集效率与镉生物有效性密切相关，即植株Cd浓度主要受有效镉含量影响。

表2 不同处理土壤基质Cd含量与植株Cd浓度
Table 2 Cd concentrations in tested soil and plant samples relative to treatment
	土壤Cd处理浓度
Treatment in soil Cd

(mg kg-1)
	土壤基质

soil matrix
	植株Cd浓度

Cd content in plants
(mg kg-1)

	
	全Cd含量

Total Cd

(mg kg-1)
	有效Cd含量

Available Cd

(mg kg-1)
	

	CK
	0.383 ± 0.075aA
	0.074 ± 0.013aA
	0.115 ± 0.027aA

	1
	1.386 ± 0.265bB
	0.559 ± 0.087bB
	0.887 ± 0.136bB

	2
	2.392 ± 0.445cC
	0.685 ± 0.092cC
	1.041 ± 0.264cC

	3
	3.419 ± 0.626dD
	0.838 ± 0.126dD
	1.221 ± 0.295dD

	4
	4.405 ± 0.874eE
	0.931 ± 0.143eE
	1.535 ± 0.441eE

	5
	5.441 ± 0.968fF
	1.037 ± 0.198fF
	1.627 ± 0.657fF


注：同一列中小写字母不同代表各组数据间的5%显著性差异水平（p＜0.05），大写字母代表各组数据间的1%极显著性差异水平（p＜0.01）；测试重复样本数n=9。Note: The lowercase and uppercase letters in the same column mean significant differences at 5% level and extremely significant difference at 1% level, respectively, between datasets; The number of samples is 9.
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图2植株Cd浓度与土壤全镉(a)、土壤有效镉(b)的相关关系
Fig.2 Correlation between Cd content in plant with total(a) and available(b) Cd content in soil
2.3 镉生物有效性对植株生理状况的影响
不同镉处理浓度下，东亚金发藓植株体内叶绿素、可溶性蛋白及丙二醛（MDA）三种生理活性物质的含量变化见图3。可以看出，不同程度的镉胁迫对植株上述生理指标均产生明显影响，特别是2 mg kg-1以上的镉浓度显著降低了植株叶绿素和可溶性蛋白的含量（最大下降幅度分别为87.2%和53.2%），并较大程度地增加了膜脂过氧化产物丙二醛的含量（最大增加幅度为61.7%）。5 mg kg-1镉处理下的植株已呈枯亡状态，在该浓度下叶绿素和可溶性蛋白的含量呈现出最低值；MDA含量最大值的出现通常预示着活体植株处于逆境胁迫最严重的状态[15-16]，本实验中当镉处理浓度为4 mg kg-1时MDA含量达到最高值，此后因植株枯亡而有所下降。结合前述镉胁迫下植株的外观生长反应结果可知，东亚金发藓对土壤镉污染的耐受限值远较一般的植物种类小[17-19]，3.0～5.0 mg kg-1的土壤全镉浓度可使植株的生长生理受到严重伤害。由此可见，该植物对镉的高敏感性特征适于进行土壤镉污染监测。

对东亚金发藓生理状况与镉生物有效性之间的关系作了相关性分析（图4），结果显示，镉胁迫能较大程度地影响植株叶绿素与可溶性蛋白含量，二者均与土壤全镉及有效镉之间呈显著负相关，且与有效镉之间的相关性更强（复相关性系数R2分别为0.9732和0.9672）；MDA的增加与植株所受镉胁迫程度呈正相关，且与有效镉的相关性相对较强（R2=0.7392﹥0.4319）。相对土壤中的全镉，土壤有效镉是影响植物生长过程和生理状况的主要因素。
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图3 不同浓度Cd处理植株叶绿素(a)、可溶性蛋白(b)及丙二醛(c)含量
Fig.3 Contents of chlorophyll(a), soluble protein(b) and MDA(c) in plants grown under Cd stress 
relative to Cd concentration
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图4 植株叶绿素、可溶性蛋白、丙二醛含量与土壤全镉(a, c, e)及有效镉(b, d, f)的相关关系
Fig.4 Correlation between contents of chlorophyll, soluble protein and MDA in plant
with total(a, c, e) and available(b, d, f) Cd content in soils
3 讨 论 
3.1 生物监测法在环境镉污染监测中的应用
如何对土壤镉污染及其生物有效性进行科学、有效地评价，是当前土壤镉污染修复领域面临的一个现实问题。特别是经修复治理后的土壤镉含量是否达到安全浓度标准，最终应以生存于其中的动植物生长发育状况予以评判。该方面研究多见于动物毒理学实验，例如通过观测蜗牛、蚯蚓、弹尾目昆虫以及陆生等足类软体动物的生理和行为特征，可有效检验重金属污染土壤的修复效果[20-21]；对鲶鱼的生长状况及各部分器官中重金属的蓄积情况进行分析，能较好地反映出浮萍、满江红等水生植物对尾矿污水及底泥的处理质量[22]。而对于苔藓植物来讲，由于其自身具有结构简单、组织分化程度低等特征，对环境中污染物质的敏感性较强，近年来广泛用于环境污染监测的研究。例如苔藓、地衣、菌类，以及一些附生植物（如铁兰等），此类植物表面无角质层、蜡质层覆盖，污染物可直接通过表层薄壁细胞吸附进入，故它们对大气中的重金属粉尘颗粒、汞蒸汽等物质极为敏感，一直作为大气污染监测的理想植物[3, 8, 23-26]。此外，苔藓植物原位监测法还具有对环境扰动性小、操作简单、耗费低、可进行长短期动态实时监测等优点，进一步提高了其应用价值[8]。但这些植物能否用于监测土壤中的重金属，目前为止少有人研究。理论上讲，这些植物的假根对表层土壤也具有较强的感应能力，土壤重金属离子也可迅速通过假根薄壁细胞而对植物体造成伤害，与利用其地上部分监测大气污染在原理上具有相似性，该方面值得进行探索性试验。
本研究所选用的东亚金发藓具备适于监测土壤镉污染的一系列特征：对土壤中的镉具有较强敏感性，易受到镉离子毒害并在较短时间内表现出症状；植株大小适宜，其孢子体世代的成熟植株高度可达10 cm，易于进行生长指标观测；植株结构较简单，无真正的维管束分化，孢子体寄生于配子体上，各器官的细胞构造均一且多为单细胞层，这些特征均适于进行显微观察。国内外研究资料中，顶生藓属和侧生藓属[7]对Cd等重金属的低吸收值和高灵敏度特征为其监测大气重金属污染提供了应用依据；鳞叶藓和尖叶美喙藓[27]的膜脂过氧化程度、抗氧化酶防御系统活性受Cd影响明显，且叶绿素荧光值、花青素含量等在Cd胁迫下亦有显著变化，据此可辨别Cd、Hg等重金属的污染类别及毒性大小。结合本研究结果认为，东亚金发藓植株耐Cd浓度低，易受到镉离子伤害，植株外观形态、叶绿素含量、可溶性蛋白含量及MDA浓度等生理参数均对镉毒较敏感，且各项指标的反应状况较好地对应了土壤中的镉浓度变化，因此这些指标参数适合用于指示东亚金发藓监测土壤镉污染。
3.2 环境镉污染及其生物有效性的评价方法
重金属长期存在于土壤中，各种化学形态之间不断发生相互转化，并伴随着吸附-解吸、溶解-沉淀、氧化-还原、甲基化-去甲基化等多种动态理化过程，生物有效性不断发生变化，其毒性大小和生态风险程度也处于不断变化中[28]。较多的研究[29-31]认为，土壤中镉全量虽可作为衡量其污染程度和生态风险的依据，但镉生物有效性则是更科学的评价参数。原因在于，土壤中真正对植物生长造成影响的重金属，取决于能被生物体吸收利用的那部分有效态含量。
对镉生物有效性的评价，多见于利用有机酸、螯合剂等化学淋洗剂提取有效态的方式进行[28-30]。相对于此类化学检测法，生物测试法则可借助生物体自身特征来反映镉生物有效性，如欧洲赤松在修复土壤镉污染时，其松针中的镉含量能较好地指示土壤中镉的生物可利用性，同时也能反映出土壤理化性质[32]；利用玉米植株处理含镉废液后，可根据其叶片中叶绿素荧光值变化及废液对青藻菌光合效应的抑制程度来评测废水中镉的生物有效性[33]；也有研究表明，在运用化学测定法与生物测试法评价土壤重金属的生物有效性时，二者在结果上具有统一性，但相比而言后者灵敏度更高，甚至可用以区别添加不同改良剂后的效果[20, 31]。综合来看，建议优先考虑生物监测手段，或将两种方法相结合，互为补充，共同评价土壤重金属的生物有效性。本研究中，以提取的有效态镉含量作为土壤镉生物有效性的指示参数，并探析其与东亚金发藓生长发育状况、植株Cd浓度、叶绿素含量、可溶性蛋白含量、MDA含量等指标之间的量效关系，结果表明镉生物有效性与上述指标变化密切相关，进一步证实了镉生物有效性在较大程度上影响植物生长和生理，因此可作为综合反映土壤镉污染及生态安全性的重要依据。
4 结 论 
东亚金发藓植株对土壤中镉的富集能力低、耐受性差、敏感性强，易感应镉污染并在短时间内表现出症状，可作为有效监测土壤镉污染的植物材料；植株外观形态、叶绿素含量、可溶性蛋白含量及MDA浓度能直接反映土壤的镉胁迫程度，可作为东亚金发藓监测土壤镉污染的指示指标；植株Cd浓度、生长发育状况及生理指标变化均与土壤中有效镉含量呈显著相关关系，且相关性大于土壤中全镉含量，因此镉生物有效性在很大程度上影响植物生长，并可用于反映土壤镉污染及生态安全性。
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Biological mechanisms of using Pogonatum inflexum to monitor soil Cd pollution 
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Abstract  【Objective】How to monitor and assess soil Cd pollution and bioavailability is currently an issue of great concern. However, measurements of soil available Cd contents using the conventional chemical methods may only serve as certain reference, because they are not good enough to intuitively and truly reflect the damages soil Cd2+ does to plants. Bryophyta are simple in structure, free of any cuticle on their surface and quite sensitive to pollutants, so they are usually used in monitoring environmental pollution. In this paper, an effective method was preliminarily studied to monitor and evaluate soil Cd pollution and Cd bioavailability using Pogonatum inflexum, a species of bryophyte highly sensitive to soil Cd. A mature plant of the sporophytic generation of Pogonatum inflexum could be as high as 10 cm. Besides, it is simple in surface structure with no vascular bundle differentiation, but with sporophytes parasitizing on gametophytes. Furthermore, the various organs of Pogonatum inflexum are homogeneous in cell structure and mostly monolayer cells.【Method】In the experiment to validate effectiveness of the method, the tested soil was prepared into media, different in Cd contamination degree (1~5 mg kg-1), for culture of Pogonatum inflexum. Growth, Cd enrichment, chlorophyll content, soluble protein content and MDA concentration of the bryophyte was observed and/or determined. Soil available Cd contents extracted with acetic acid were cited as indicator parameter for soil Cd bioavailability, and then analysis was done of correlations of the above described indices with content of soil total Cd and content of soil available Cd, separately.【Result】Results show that in the test soil, bioavailable Cd accounted for about 20%-40% of total Cd. All the indexes of Pogonatum inflexum mentioned above were closely related to soil Cd stress, especially when soil Cd concentration was higher than 3 mg kg-1. Pogonatum inflexum was low in Cd enrichment and in tolerance to Cd as well. It could enrich as high as 1.627 mg Cd kg-1, with enrichment coefficient being 63.9% and Cd concentration in Pogonatum inflexum was more closely related to soil bioavailable Cd than to soil total Cd. Pogonatum inflexum responded quite apparently to soil Cd pollution, with visible symptoms such as damaged sporophytes and gametophytes. When soil Cd concentration was higher than 1~2 mg kg-1 (available Cd concentration was higher than 0.559 mg kg-1), leaves of Pogonatum inflexum turned yellow and brown; when soil Cd concentration got up to 5 mg kg-1, seta softened and kinked, till the plants withered dead. Changes in physiological and biochemical indexes of the tested plants, such as contents of chlorophyll, soluble protein and MDA, were apparently related to soil Cd stress, especially to soil bioavailable Cd contents, and corresponded well to changes in soil Cd pollution level.【Conclusion】Therefore, the contents of chlorophyll, soluble protein and MDA in Pogonatum inflexum can be used as indicators to monitor and evaluate soil Cd pollution and bioavailabilty. Pogonatum inflexum is an ideal material to be used to effectively monitor soil Cd pollution thanks to its high sensitivity to soil Cd2+ and its readiness and intuitiveness in displaying damage symptoms.
Key words  Pogonatum inflexum; Biomonitoring; Cd-contaminated soil; Bioavailability of Cd
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