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摘 � 要: 采用盆栽试验研究土壤中不同施芘水平对菠菜 ( Sp inaci a oleracea L� ) 生长、叶片叶绿素和抗氧化酶

活性的影响。结果表明: 50~ 200 mg� kg - 1施芘水平下菠菜幼苗叶片的各项叶绿体色素含量、不同时期的根长

与对照均无显著差异; 施芘浓度大于 50 mg � kg- 1, 菠菜苗期的株高、根和茎叶的鲜重显著降低; 芘大于 100

mg� kg- 1时, 菠菜收获期的根和茎叶干重显著受到抑制; 芘胁迫导致菠菜幼苗叶片的丙二醛累积量提高, 可溶

性糖含量增加; 同时叶片的 APX、CAT、POD活性和非酶抗氧化剂 AsA 含量均随芘浓度增加而显著增加。
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Effect of pyrene stress on growth, chlorophyll and anti�oxidative enzyme activity in spinach leaf
CAI Shun�x iang1, 2

( 1. I nstitute of Soil and Fertiliz er , Fuj ian Academy of A gr icul tural Sciences , Fuzhou, Fuj ian� 350013, China;

2. R esearch Centr e of A gr icul tural Resour ce and Env ir onment , Fuj ian Acad emy of A gr icultural S ciences ,

Fuz hou, Fuj ian � 350013, China)

Abstract: An experiment w as conduct ed in flow erpots to study the effect of the py rene lev el in soil on the gr ow th

leaf, chlo rophy ll content and anti�ox idative enzyme activit y o f the spinach ( Sp inaci a o ler acea L� ) � No significant

differ ences w ere found on the ro ot length in differ ent g row th periods o r the contents of chlor ophyll a, chlor ophyll b,

chlorophy ll a+ b and ca rotenoid in the leaves, when 50- 200 mg kg - 1 pyr ene w as applied� However, when py rene

applicat ion was gr eat er than 50 mg kg - 1 , signif icant reduct ions on plant height, fresh r oo t, stem and leaf w eights at

the seedling stag e w ere obser ved� As the pyr ene increased beyond 100 mg kg- 1, the dry r oot, stem and leaf weights

at har vesting stag e decr eased significantly� Py rene st ress increased M DA and SS in the leaves of the spinach seed�

ling� It also significantly increased the APX, CAT and POD activ ities, as well as the antio xidant A sA content s in

the leaves�
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� � 多环芳烃 ( Po lycyclic aromat ic hydro carbons,

PAHs) 是指 2个或 2个以上的苯环以稠环形式相

连的化合物, 是环境中普遍存在的一类有机污染

物。PAHs较难降解, 90%以上的 PAHs 最终随

着大气沉降、污水灌溉和污泥等废弃物的使用而进

入土壤
[ 1]
。芘是带有 4个苯环的 PAH s, 在我国许

多城郊地区土壤污染调查中均有检出[ 2- 3] , 通常作

为监测 PAHs 污染的指示化合物 [ 4]。残留在土壤

中的 PAHs不仅影响土壤的正常功能, 不利作物

生长, 而且还可能通过生物富集进入食物链, 危及

人体健康。

近年来, 国内外有关 PAHs 对植物生长及其

生理生化指标影响的研究取得了一些进展
[ 5- 12]

。

尹颖等
[ 8]
研究发现随着芘浓度的增加, 苦草的叶绿

素、谷胱甘肽含量下降, 可溶性糖、POD 活性和

M DA 含量升高, 当污染加重时, 升高现象有减弱

趋势。陆志强等
[ 9]
通过沙培试验研究不同浓度芘处

理对红树植物秋茄幼苗生长的影响, 发现低浓度芘

对幼苗生长有一定刺激作用, 高浓度芘则显著抑制

幼苗的根、茎、叶和总量。杨志峰等
[ 10]
沙培试验

表明: 芘胁迫条件下, 随处理浓度升高, 辣椒生长

受到明显抑制, 生物量、株高及叶绿素含量下降,
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MDA 含量显著增加。但是以上试验所涉及研究对

象的胁迫时间都不长, 研究方法也多为水培或沙

培。对于人们日常生活必不可少的叶菜类蔬菜, 在

遭受土壤 PAHs 污染时其生长及生理的变化目前

国内鲜见报道。本试验以目前广泛种植的绿叶蔬菜

菠菜为材料, 研究土壤中不同浓度芘对菠菜生长、

叶片叶绿素和抗氧化酶活性的影响, 旨在探讨芘对

叶菜类蔬菜毒害的机制, 为蔬菜的污染生态行为提

供相关的基础理论依据。

1 � 材料与方法

1� 1 � 供试材料
� � 供试菠菜 ( Sp inacia oleracea L. ) 为新西兰

999大叶菠菜, 购自福州华闽进出口有限公司; 芘

购自鞍山市天长化工有限公司, 纯度大于 98% ;

试验用土壤为菜园土, 其基本理化性质: pH

5� 62, 有机质 18� 73 g � kg- 1 , 全氮 1� 27 g �

kg - 1 , 全磷 0� 915 g � kg- 1 , 全钾 35� 02 g � kg - 1 ,

碱解氮 144� 2 mg � kg
- 1

, 有效磷 129� 1 mg �

kg
- 1

, 速效钾 161� 0 mg � kg
- 1

, 芘含量 0� 05
mg � kg- 1。

1� 2 � 试验设计
盆栽试验在福建省农科院土肥所网室内进行。

用 20 cm � 15 cm 塑料盆, 每盆装过 2 mm 筛风干

土 3 kg。试验设 5 个处理, 土壤施芘量分别为 0

mg � kg
- 1
、50 mg � kg

- 1
、100 mg � kg

- 1
、200

mg � kg
- 1
、400 mg � kg

- 1
, 分别用 Py0、Py50、

Py100、Py200和 Py400表示。芘以丙酮溶解后添

加于土壤中, 待丙酮挥发干净, 将土壤搅拌均匀。

每个处理设 6 次重复, 随机排列。每千克土施 N

0� 32 g、P2 O5 0� 10 g、K 2 O 0� 25 g, 氮肥为尿素,

磷肥为过磷酸钙, 钾肥为硫酸钾。全部肥料作基

肥, 在装盆时与土壤混匀一次性施入。

筛选子粒饱满的菠菜种子, 催芽后每盆播种

10粒种子, 常规管理。25 d 时连根挖取苗期菠菜

样品, 根系用清水洗净并吸干水分, 测量菜苗的株

高、根长, 根和茎叶的鲜重, 从菜苗顶部往下数

1~ 2片展开叶测定: 叶绿素 a ( Chl a )、叶绿素 b

( Chl b)、类胡萝卜素 ( Car )、丙二醛 ( M DA )、

可溶性糖 ( SS)、抗坏血酸 ( AsA ) 的含量, 以及

抗坏血酸过氧化物酶 ( APX )、过氧化氢酶

( CAT) 和过氧化物酶 ( POD) 的活性, 每处理 3

个重复。剩余的 3个重复菠菜每盆定植 5株, 不久

之后发现菜苗出现缺硼症状, 于是每盆叶面喷施

0� 2%的硼酸溶液, 每次用量 200 mL, 共喷施 3

次。3个月后收获, 测定菠菜的株高、根长, 根和

茎叶的干重。

1� 3 � 测定方法

生理指标的测定参照陈建勋等 [ 14]的方法: Chl

和 Car 采用 80 %丙酮溶液浸提, 多波长分光光度

法测定; M DA 和 SS 采用硫代巴比妥酸法; AsA

采用 2, 2- 二联吡啶比色法; APX 活性根据 APX

催化 AsA 与 H 2 O2反应, 随着 AsA 被氧化, 溶液

在 290 nm 处的 OD 值减少, 酶活性用 �mo l

( AsA) � g
- 1

( FW) 表示; POD活性采用愈创木

酚法, 以每分钟 470 nm处 OD值增加 0� 01定义为
1个活力单位, 以 U � mg - 1 ( FW ) 表示; CAT

活性采用紫外分光光度法, 将每分钟 240 nm 处

OD值减少 0� 01 为 1 个活力单位, 用 U � mg
- 1

( FW) 表示, 各项指标测定 3次重复, 取平均值。

1� 4 � 数据统计分析

原始数据的计算采用 EXCEL 软件, 采用 DPS

软件进行方差分析和显著性检验, 数据表示形式为

平均数 � 标准误差 ( n= 3) , P< 0� 05为差异显著,

P< 0� 01为差异极显著。

2 � 结果与分析

2� 1 � 芘胁迫对菠菜生长的影响

2� 1� 1 � 芘胁迫对苗期菠菜株高、根长和生物量的
影响 � 低浓度 ( 50 mg � kg - 1 ) 芘胁迫下, 苗期菠

菜的株高无显著变化。100 mg � kg - 1、200 mg �

kg- 1和 400 mg � kg - 1芘浓度下, 菠菜的株高分别

比对照降低了 24� 68%、33� 30%和 42� 84%, 均极

显著低于对照。同样, 苗期菠菜的茎叶鲜重也随着

土壤中芘浓度的增加而极显著下降, 400 mg �

kg
- 1
处理的菜苗茎叶鲜重比对照下降了 74� 01%

(表 1)。由表 1还可以看出, 50~ 200 mg � kg - 1芘

浓度下苗期菠菜的根长与对照均无显著差异, 施芘

大于 50 mg � kg- 1时, 芘极显著地抑制苗期菠菜根

的鲜重, 400 mg � kg
- 1
处理的菜苗根的鲜重比对

照下降了 50%。根冠比随施芘量的增加呈上升趋

势, 说明芘对菠菜幼苗地上部的抑制大于地下部。

2� 1� 2 � 芘胁迫对收获期菠菜株高、根长和生物量
的影响 � 从表 2可看出, 芘胁迫对菠菜收获时株高

和根长的影响均不显著。超过 100 mg � kg- 1浓度

的芘显著抑制菠菜生长, 表现为茎叶和根的干重显

著低于对照处理。高浓度芘胁迫下, 收获期菠菜的

根冠比较对照明显下降, 表明芘对收获期菠菜根的

影响大于其对茎叶的影响。说明在菠菜整个生长过

程中, 芘对前期 ( 25 d 以前苗期) 的影响远大于
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对生长后期的影响。

表 1 � 芘胁迫对苗期菠菜株高、根长和生物量的影响

Table 1� Effect of pyrene stress on plant height, root length and biomass of spinach at seedling stage

处理
株高

( cm )

根长

( cm)

茎叶鲜重

( g)

根鲜重

( g)

Py0 10� 90 � 0� 38 aA 5� 81 � 0� 31 aA 7� 35 � 0� 23 aA 0�34 � 0� 02 aA

Py50 10� 0 � 0� 34 aA 6� 15 � 0� 50 aA 5� 65 � 0� 44 bB 0�35 � 0� 03 aA

Py100 8� 21 � 0� 44 bB 6� 15 � 0� 51 aA 3� 09 � 0� 16 cC 0�25 � 0� 02 bB

Py200 7� 27 � 0� 32 bcBC 5� 13 � 0� 36 aA 2� 65 � 0� 18 cdCD 0�23 � 0� 01 bBC

Py400 6� 23 � 0� 12 cC 4� 85 � 0� 64 aA 1� 91 � 0� 12 dD 0�17 � 0� 01 cC

� 注:各列数值间不同小写字母表示差异达显著水平,不同大写字母表示差异达极显著水平,下同。

表 2� 芘胁迫对收获期菠菜株高、根长和生物量的影响
Table 2 � Ef fect of pyrene stress on plant height, root length and biomass of spinach at harvesting stage

处理
株高
( cm )

根长
( cm)

茎叶干重
( g)

根干重
( g)

Py0 20� 60 � 0� 10 aA 9� 45 � 0� 16 aA 8� 91 � 0� 28 aA 0� 52 � 0�04 aABC

Py50 20� 10 � 0� 82 aA 9� 47 � 0� 54 aA 8� 62 � 0� 50 abA 0� 56 � 0�02 aAB

Py100 21� 20 � 1� 33 aA 8� 90 � 1� 01 aA 8� 52 � 0� 13 abcA 0� 61 � 0�01 aA

Py200 20� 80 � 1� 73 aA 9� 73 � 0� 55 aA 7� 82 � 0� 34 bcA 0� 36 � 0�05 bBC

Py400 22� 30 � 1� 62 aA 9� 73 � 0� 68 aA 7� 62 � 0� 19 cA 0� 33 � 0�08 bC

2� 2 � 芘胁迫对菠菜幼苗叶片叶绿素含量的影响
叶绿素是植物进行光合作用的重要色素。表 3

显示: 25 d龄菠菜幼苗叶片的 Chl a、Chl b、Car

及叶绿素总量随芘胁迫表现出相同的规律, 低浓度

( 50 mg � kg
- 1

) 胁迫下各叶绿体色素含量略有上

升, 随着土壤中芘浓度的增加, 菠菜幼苗叶片中的

叶绿体色素含量呈下降趋势, 方差分析表明各处理

之间差异不显著。低浓度的芘对叶片的光合作用有

一定刺激作用, 芘浓度增加则对叶片的光合作用不

利。叶绿素 a/ b随芘浓度的增加表现为先上升后下

降的过程, Py100处理的叶片叶绿素比率最高, 与

对照差异极显著, Py400处理的叶片叶绿素比率则

极显著低于对照; 这一现象还表明高浓度的芘对菠

菜幼苗叶片叶绿素 a的抑制程度要大于叶绿素 b。

表 3� 芘胁迫对菠菜幼苗叶片叶绿体色素含量的影响

Table 3� Effect of pyrene stress on chlorophyll contents of spinach seedling leaves

处理
叶绿素 a

m g � g- 1( FW)

叶绿素 b

mg � g- 1 ( FW)

类胡萝卜素

m g � g- 1( FW )

叶绿素 a+ b

mg � g- 1 ( FW)

叶绿素

a/ b

Py0 1� 89 � 0� 06 aA 0�55 � 0� 02 aA 0� 56 � 0� 02 aA 2�43 � 0� 07 aA 3� 44 � 0�02 bC

Py50 1� 93 � 0� 06 aA 0�55 � 0� 02 aA 0� 55 � 0� 01 aA 2�48 � 0� 07 aA 3� 55 � 0�003 aAB

Py100 1� 85 � 0� 10 aA 0�52 � 0� 03 aA 0� 55 � 0� 03 aA 2�37 � 0� 12 aA 3� 57 � 0�02 aA

Py200 1� 81 � 0� 09 aA 0�52 � 0� 02 aA 0� 53 � 0� 02 aA 2�33 � 0� 11 aA 3� 47 � 0�03 bBC

Py400 1� 69 � 0� 07 aA 0�51 � 0� 02 aA 0� 52 � 0� 02 aA 2�21 � 0� 10 aA 3� 32 � 0�02 cD

2� 3 � 芘胁迫对菠菜幼苗叶片 APX、CAT、POD

酶活性的影响

抗坏血酸过氧化物酶 ( APX) 是利用抗坏血

酸作为电子供体的 H 2 O 2的清除剂, 是植物叶绿体

中清除 H 2O 2的关键的酶。芘胁迫下, 25 d龄菠菜

幼苗叶片中的 A PX 活性均高于对照。除 Py50处

理的叶片 APX活性与对照差异不显著外, 其余各

个处理菠菜幼苗叶片中的 A PX活性显著或极显著

高于对照。且随芘胁迫浓度增加而递增, Py400处

理的酶活性比对照增加了 48� 92% (表 4)。
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过氧化氢酶 ( CAT ) 是一种包含血红素的四

聚体酶, 存在于所有的植物细胞中, 它可将 H 2O 2

迅速分解为 H 2 O 和 O 2 , 也担负着相当数量的

H 2O2清除任务。表 4 显示, 施芘处理的菠菜幼苗

叶片中 CA T 酶的活性增强, 芘浓度超过 100 mg �

kg
- 1
时, 菠菜幼苗叶片的 CA T 活性极显著增加,

400 mg � kg- 1时, CAT 活性为对照的 2倍以上。

过氧化物酶 ( POD) 广泛存在于植物体内的

不同组织中, 作为活性较高的适应性酶, 能够反应

植物生长发育的特点、体内代谢状况以及对外界的

适应性。在植物生长初期, POD与 CAT、A PX一

样作为植物细胞活性氧保护酶系统的成员之一, 能

够清除植物细胞内产生的 H2 O 2 , 对植物起保护作

用。与 CAT 酶活性的变化趋势相同, POD活性在

低浓度胁迫下增加不显著, 在 200 mg � kg- 1以上

芘浓度胁迫下, 菠菜幼苗叶片的 POD活性极显著

增加 (表 4)。

表4 � 芘胁迫对菠菜幼苗叶片 APX、CAT 和 POD活性的影响

Table 4 � Effect of pyrene stress on APX, CAT and POD ac�
tivities in spinach seedling leaves

处理
APX活性

�molAsA � g- 1( FW )

C AT 活性

U � mg- 1( FW)

POD活性

U � mg- 1 ( FW)

Py0 3� 23 � 0� 39 cB 0� 22 � 0� 01 dD 0� 53 � 0� 04 bB

Py50 3� 51 � 0� 27 bcB 0� 32 � 0� 02 cBC 0� 54 � 0� 02 bB

Py100 3� 98 � 0� 04 bAB 0� 24 � 0� 00 dCD 0� 56 � 0� 02 bB

Py200 4� 12 � 0�04 abAB 0� 39 � 0� 04 bAB 0� 80 � 0� 03 aA

Py400 4� 81 � 0� 21 aA 0� 47 � 0� 02 aA 0� 87 � 0� 02 aA

2� 4 � 芘胁迫对菠菜幼苗叶片 MDA、SS、AsA 含

量的影响

丙二醛 ( MDA ) 是常用的反映膜脂过氧化的

生理指标, 其含量的高低可反映出细胞质膜脂过氧

化的水平和逆境胁迫下质膜受伤害的程度。而可溶

性糖 ( S S) 含量在植物遭受逆境胁迫时通常会增

加。表 5中施芘处理的菠菜幼苗叶片中的 M DA 含

量均高于对照, Py100和 Py400处理的 M DA 含量

比对照显著增加。SS 含量除 Py50处理略低于对

照, 经方差分析与对照差异不显著外, 其余各处理

的可溶性糖含量显著或极显著高于对照, Py400处

理的 SS含量最高, 比对照提高了 32� 72%。

抗坏血酸 ( AsA ) 存在于叶绿体基质中, 它可

以作为抗氧化剂直接清除活性氧, 是植物非酶促清

除系统的主要成员之一。表 5显示, 菠菜幼苗叶片

的 AsA 含量随施芘浓度增加表现为先上升再下降

的趋势, Py100处理的 AsA 含量最高, 之后虽然

AsA含量有所下降, 但仍然极显著高于对照。

表 5 � 芘胁迫对菠菜幼苗叶片 MDA、SS 和 AsA 含量的影响

Table 5 � Effect of pyrene stress on MDA, SS and AsA con�

tents in spinach seedling leaves

处理
MDA

nmol� g- 1( FW)

SS

�mol� g- 1 ( FW)

AsA

m g � 100g- 1( FW)

Py0 13� 63 � 0�08 aA 76� 22 � 3� 83 cCD 57� 85 � 0� 16 dC

Py50 14� 25 � 2�76 aA 69� 43 � 4�73 cD 62� 66 � 0� 08 cC

Py100 19� 78 � 3� 54 bA 91�10 � 2� 05 bAB 100� 06 � 0� 25 aA

Py200 14� 35 � 1�58 aA 86� 88 � 0� 09 bBC 87� 16 � 2� 13 bB

Py400 21� 04 � 4� 72 bA 101� 16 � 0� 41 aA 87� 02 � 1� 94 bB

3 � 讨 � 论

研究结果表明, 芘浓度超过 50 mg � kg- 1 , 25

d苗期菠菜的株高、茎叶鲜重和根鲜重均显著受抑

制, 且随胁迫程度加强受抑制也越明显。到菠菜收

获时, 各个处理之间的株高差异不显著, 茎叶干重

和根干重也只有在高浓度 ( 200 mg � kg
- 1
和 400

mg � kg- 1 ) 芘胁迫下才显著下降。说明芘对菠菜

地上部分的影响主要在苗期阶段, 根冠比上升显示

了芘对苗期菠菜地上部的抑制大于对地下部分的抑

制, 这与杨志峰等[ 10] 在辣椒沙培上的试验结果相

一致。到收获时, 高浓度芘胁迫下菠菜的根冠比下

降, 此时芘对菠菜茎叶部分的抑制不明显。因此,

在植物的不同生长时期, 芘胁迫对植物生长的影响

可能得出不同的结论, 原因可能是苗期植物的根系

不发达, 土壤中的有机污染物直接影响根系的生长

致使幼苗的胁迫症状显著。随着植株的生长, 体内

抗氧化酶活性增强, 胁迫产生的活性氧被清除, 根

系生长得以恢复, 植株又恢复到正常的生长状态;

另一方面, 土壤中的微生物能以多环芳烃作为碳源

和能源, 并与其他有机质进行共代谢, 从而导致土

壤中施加的芘随着植株的生长而被微生物降解大部

分, 所以芘对收获期菠菜的影响远小于对苗期菠菜

的影响。

芘胁迫对25 d龄菠菜幼苗叶片的叶绿素 a、叶

绿素 b、叶绿素 a+ b 和类胡萝卜素的含量有所抑

制, 但差异不显著。笔者之前研究发现芘胁迫 10 d

的小白菜幼苗叶片各项叶绿素含量随芘浓度的增加

显著降低[ 11] , 尹颖等[ 8] 通过芘溶液培养 10 d后苦

草的叶绿素含量下降, 杨志峰等
[ 10]
也得出沙培 10

d后辣椒叶片叶绿素下降的结论。结论看似相左,

实则反映了有机污染对植物影响的动态变化规律,

这与芘胁迫对小白菜叶片叶绿素含量的动态影响结
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果[ 6]相一致。说明芘对植物叶片叶绿素含量的影响

受胁迫时间的影响很大, 胁迫早期, 叶绿素含量显

著下降, 随生长进行, 中后期各个处理之间的叶绿

素含量没有明显差别。

当植物处于逆境条件时, 会导致活性氧在体内

的过量积累, 从而对植物造成伤害。而植物体为保

护自身免受活性氧的伤害, 形成了内源保护系统,

包括植物细胞膜的酶保护系统和非酶抗氧化剂 [ 13]。

本研究发现: 芘胁迫导致菠菜幼苗叶片的膜脂过氧

化, 叶片丙二醛累积量加大, 可溶性糖含量显著增

加。同时叶片的内源保护系统也随之启动, 抗氧化

酶 ( APX、CAT 和 POD) 活性均显著上升, 非酶

抗氧化剂 AsA含量显著增加。这些与水生植物
[ 7]
、

拟南芥[ 12]、辣椒 [ 10]和小白菜 [ 11]对多环芳烃胁迫的

生理反应相一致。
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