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摘 要：采用室内培养方法，研究了土壤中不同浓度氯苯（ＣＢ）、１，２，４－三氯苯牗ＴＣＢ牘和六氯苯（ＨＣＢ）胁迫对蚕豆幼苗生
长、超氧化物歧化酶 牗ＳＯＤ牞ＥＣ１．１５．１．１牘活性及丙二醛（ＭＤＡ）含量变化的影响。结果表明，５０～３００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ处理

５ｄ后蚕豆幼苗生长受到抑制（Ｐ＜０．０５和 Ｐ＜０．０１）。５０～３００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ胁迫１～５ｄ对蚕豆幼苗ＳＯＤ活性的影响表
现出明显的剂量 －效应关系。ＴＣＢ处理５ｄ后的幼苗恢复培养３ｄ，５０μｇ·ｇ－１ＴＣＢ处理组的ＳＯＤ活性得到恢复，而１００
和３００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ处理组的 ＳＯＤ活性明显高于对照（Ｐ＜０．０５和 Ｐ＜０．０１）。试验亦表明，１００和３００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ处
理３ｄ和５ｄ牞幼苗 ＭＤＡ含量均比对照显著增加 （Ｐ＜０．０５和 Ｐ＜０．０１），并且与 ＴＣＢ浓度之间存在明显的正相关关
系。上述结果表明，蚕豆幼苗ＳＯＤ活性及ＭＤＡ含量可作为短期土壤 ＴＣＢ污染的生物标记物，而５０～１０００μｇ·ｇ－１ＣＢ
或ＨＣＢ处理５ｄ对蚕豆幼苗没有产生明显的毒性效应。
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卤代芳烃化合物具有广泛的应用价值，是化学工

业和农业生产中的重要原料和中间体牞并通过某些
工业途径进入环境。由于其具有致突变、致癌、致畸效

应及在环境中残留持久，美国国家环保局所列１２９种
优先控制污染物中，卤代苯类化合物占２５种犤１犦。研究

表明，氯苯类化合物因其疏水性、辛醇／水分配系数
（Ｋｏｗ）高而易于在生物体内积累，并在代谢过程中参
与机体的氧化还原循环，产生大量活性氧，从而直接

或间接地对 ＤＮＡ、蛋白质及膜脂等生物大分子造成

农业环境科学学报 ２００４牞２３牗３牘：４３２－４３６
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｇｒｏＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔＳｃｉｅｎｃｅ
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氧化损伤，进而引发机体的毒害效应犤２牞３犦。

ＳＯＤ是生物体内重要的抗氧化酶之一，在清除超
氧阴离子自由基（Ｏ－２·）保护细胞免受氧化损伤方面
具有重要作用 犤３～５犦。研究表明，抗氧化酶的活性或含

量随着污染胁迫而发生改变，因此抗氧化酶不仅可作

为监测污染胁迫的生物标记物，也能从一个侧面揭示

污染物对生物的毒性机制，近年来已被应用于监测

污染物对水生生物的毒性效应 犤４～８犦，而陆生植物研究

较少犤９牞１０犦。本文开展了ＣＢ、ＴＣＢ和ＨＣＢ胁迫对蚕豆
幼苗生长、ＳＯＤ活性、ＭＤＡ含量的影响研究，进而探
讨将 ＭＤＡ含量及 ＳＯＤ活性作为氯苯类污染的生物
标记物的可行性。

１ 材料与方法

１．１试验材料
供试蚕豆品种选用松滋青皮豆（ＶｉｃｉａｆａｂａＬ．）。

试验所用ＴＣＢ纯度为９９．５％，购自ＦｌｕｋａＣｈｅｍｉｅＡＧ
公司；ＣＢ纯度为９９．５％，购自Ｓｉｇｍａ公司；ＨＣＢ为化
学纯，购自上海牷清洁的表层土壤采自中国科学院沈
阳生态试验站大豆小区 （０～２０ｃｍ耕层），有机质含
量为２．２１％，全Ｎ含量０．１２％。
１．２化学处理

试验所用ＣＢ（摩尔质量１１２．５６）用丙酮配成浓度
为０牞５０牞５００牞１０００μｇ·ｇ－１牗以风干土壤计牘，ＴＣＢ（摩
尔质量１８１．４５）用丙酮配成浓度为０，５０，１００，３００
μｇ·ｇ－１牗以风干土壤计牘，而ＨＣＢ（摩尔质量２８４．８０）
用苯配成浓度为０，５０，５００，１０００μｇ·ｇ－１，分别投入
６００ｇ土壤中混匀，然后在洁净白纸上牗２３℃牘挥发苯
和丙酮４ｈ。所有处理均重复３次。
１．３取样

选择健康饱满的蚕豆种子，首先经０．１％ＨｇＣｌ２
表面消毒３ｍｉｎ，然后用去离子水冲洗干净，并置于潮
湿石英砂中（２３℃）避光发芽。初生根长至２ｃｍ时，将
其分别播种于含有上述ＣＢ、ＴＣＢ和ＨＣＢ土壤的瓷杯
（直径为９．５ｃｍ牞高为１１．５ｃｍ）中，并在相同条件下生
长。分别取播种后０牞１牞３牞５ｄ的蚕豆幼苗为材料。取
样后立即切下一些幼苗的根系，用液氮冷冻后贮藏于

－８０℃，其它幼苗转移至清洁水中分别进行恢复培
养１ｄ和３ｄ。
１．４测定指标及方法

取２．０ｇ（鲜重）蚕豆幼苗根系，加入５ｍＬ６２．５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲液 （ｐＨ７．８牞含有１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＥＤＴＡ牞２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＤＴ和０．２％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００）于冰

浴中研磨，于１３０００ｇ，４℃，离心２０ｍｉｎ，上清液用于
测定ＳＯＤ、ＭＤＡ及可溶性蛋白质含量。ＳＯＤ活性采用
标准的分光光度法测定 犤１１犦牞可溶性蛋白质含量测定
采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法，以牛血清蛋白为标准犤１２犦。ＭＤＡ含
量测定采用Ｖｅｌｉｋｏｖａ介绍的标准方法 犤１１犦：１ｍＬ提取
液加入 ４ｍＬ含 ０．５％ （ｍ／Ｖ）硫代巴比妥酸的 ５％
（ｍ／Ｖ）三氯乙酸溶液，沸水浴中煮沸３０ｍｉｎ，冷却后
离心（１００００ｇ牞离心２０ｍｉｎ），测定ＯＤ５３２和非特异吸
收值ＯＤ６００。按１５５ｎｍｏｌ－１·ｃｍ－１消光系数计算ＭＤＡ
含量。

植株生长情况的观察牶分别于 ＴＣＢ处理后及恢
复培养后取样幼苗２０株，分别用直尺测定其初生根
的长度和直径。试验数据表示为平均值 ±标准差
牗ｍｅａｎ±ＳＤ牘，用 ｔ－检验法对试验组与对照组进行
差异性显著分析。

２ 结果与讨论

２．１ＴＣＢ胁迫对蚕豆幼苗根系生长的影响
在处理前期（１ｄ），５０和１００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ胁迫对

蚕豆幼苗根系生长的影响甚小 （Ｐ＞０．０５），而３００
μｇ·ｇ－１ＴＣＢ处理的幼苗根系生长明显低于对照 （Ｐ
＜０．０５）；随着处理浓度的增加和处理时间的延长 ，
幼苗初生根的生长受到明显抑制，至处理第５ｄ时，
５０，１００和３００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ处理的幼苗根系生长抑
制率分别为１７．５％（Ｐ＜０．０５）牞４６．２％（Ｐ＜０．０５）和
６５．０％牗Ｐ＜０．０１牘，说明ＴＣＢ对植株影响的明显特征
是抑制根系生长，与前人的工作一致犤１３牞１４犦，见表１。

５０～３００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ处理 ５ｄ的蚕豆幼苗转移
到清洁水中恢复培养 ３ｄ后观察 （表 １），５０和 １００
μｇ·ｇ－１ＴＣＢ处理组幼苗的根尖明显恢复生长 犤与对
照组的差异不明显牗Ｐ＞０．０５牘和明显牗Ｐ＜０．０５牘犦，而
３００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ处理组幼苗根尖恢复生长速率较低
（Ｐ＜０．０１牘。说明在５０～３００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ条件下幼
苗体内存在脱毒机制犤６犦。

２．２ＴＣＢ胁迫下蚕豆幼苗根系ＳＯＤ活性的变化
２．２．１ＴＣＢ胁迫对蚕豆幼苗根系ＳＯＤ活性的影响

１００和３００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ处理蚕豆幼苗１ｄ和３ｄ，
ＳＯＤ活性明显增加。至处理第５ｄ时，５０和１００μｇ·
ｇ－１ＴＣＢ处理组的幼苗ＳＯＤ活性明显增加犤为对照的
１．２５倍 （Ｐ＜０．０５）犦或极明显增加 犤为对照的１．５２
倍 （Ｐ＜０．０１）犦牞而 ３００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ处理组的 ＳＯＤ
活性降低，略高于对照牗Ｐ＞０．０５牘。用回归方法分析
ＴＣＢ对蚕豆幼苗 ＳＯＤ活性影响的剂量 －效应关系，
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能力，可认为是生物对污染物的适应性反应 犤１５牞１６犦；高

剂量ＴＣＢ牗３００μｇ·ｇ－１处理５ｄ牘对ＳＯＤ活性的抑制
作用是生物体产生中毒反应的前兆，可能是因为高浓

度ＴＣＢ胁迫引起ＳＯＤ失活速率增加，从而导致机体
失去对污染胁迫的适应能力犤８牞１６犦。

目前的研究表明，生物对污染物质进行转化的结

果，可能生成危害性更大的活性中间产物，而且往往

伴有大量活性氧（如Ｏ－２·、ＯＨ·和Ｈ２Ｏ２）的产生，后者
可直接或间接对机体造成氧化胁迫，引起ＤＮＡ、蛋白
质、膜脂质等氧化损伤以及干扰某些酶的活性 犤３～８犦。

而抗氧化酶的作用是清除活性氧保护生物体，其活性

变化可间接反映环境中污染物质的存在，是分子水平

上监测污染物质的敏感生物标记物犤３～８犦。余群等报道

真鲷幼体内ＳＯＤ活性与其体内石油烃含量呈现出明
显的剂量－效应关系犤８犦。其它类似的研究结果在植物

幼苗中亦得到证实 犤１０犦。本试验中牞蚕豆幼苗ＳＯＤ活
性对土壤ＴＣＢ污染胁迫的反应敏感，而且表现出明
显的剂量 －效应关系，表明蚕豆幼苗 ＳＯＤ活性可以
作为土壤ＴＣＢ污染监测的生物标记物。但在其它研
究工作中发现植物幼苗在逆境条件下的ＳＯＤ活性并
没有变化 犤１６犦，说明ＳＯＤ活性在监测ＴＣＢ污染方面还
需要进一步探索，仍需同时参照其它生物化学参数

（如蛋白质、ＤＮＡ及其它抗氧化酶活性）的异常变化
情况犤１７犦。

２．２．２ＴＣＢ胁迫解除后蚕豆幼苗根系ＳＯＤ活性变化
表２表明牞将５０～１００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ暴露５ｄ后的

蚕豆幼苗，恢复培养１ｄ后，其ＳＯＤ活性均明显高于
对照 （Ｐ＜０．０５和 Ｐ＜０．０１），而３００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ处
理组的ＳＯＤ活性略高于对照（Ｐ＞０．０５）。恢复培养
３ｄ后，５０μｇ·ｇ－１ＴＣＢ处理组的ＳＯＤ活性恢复到对
照水平 （Ｐ＞０．０５）；而１００和３００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ处理
组的ＳＯＤ活性均明显高于对照 （与对照相比分别增

加 ３２．４％和 ４５．８％）牞后者的 ＳＯＤ活性也显著高于
３００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ暴露 ５ｄ时的 ＳＯＤ活性 （增加

２３．９％，Ｐ＜０．０５）。表明蚕豆幼苗可能存在ＳＯＤ基因
表达等一系列生理生化适应性机制牞从而使短期
ＴＣＢ胁迫对幼苗 ＳＯＤ的影响具有可逆性；同时也说
明恢复培养 １～３ｄ，幼苗仍受到某种程度的氧化胁
迫，与盐胁迫解除后豌豆幼苗ＳＯＤ活性的变化趋势
一致犤１３犦。

２．３ＴＣＢ胁迫对蚕豆幼苗根系ＭＤＡ含量的影响
蚕豆幼苗体内ＭＤＡ含量在１００μｇ·ｇ－１ＴＣＢ处

理１ｄ后略有上升趋势 （Ｐ＞０．０５），在３００μｇ·ｇ－１

ＴＣＢ处理１ｄ后明显增加（Ｐ＜０．０５）。３－５ｄ后显著

表２ ＴＣＢ胁迫对蚕豆幼苗 ＳＯＤ活性的影响（Ｕ·ｇ－１ＦＷ）

Ｔａｂｌｅ２ ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＣＢｓｔｒｅｓｓｏｎＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｂｒｏａｄｂｅａｎｓｅｅｄｌｉｎｇｓ（Ｕ·ｇ－１ＦＷ）

ＴＣＢ浓度 ／μｇ·ｇ－１ ０ １ｄ ３ｄ ５ｄ ５ｄ＋１ｄ ５ｄ＋３ｄ
０ １９０．５±１６．５ １８９．３±１４．６ １９１．３±１７．０ １９０．８±１４．２ 牗１８９．６±２０．３牘１ 牗１９１．２±１４．６牘３

５０ １９０．５±１６．５ ２０１．５±１８．３ ２３０．７±１５．１ａ ２３９．１±１２．８ａ 牗２４３．５±１１．２牘１ａ 牗２０８．５±１９．５牘３

１００ １９０．５±１６．５ ２２８．６±１９．７ａ ２６１．３±１９．７ｂ ２９０．７±２０．４ｂ 牗３０１．７±２０．１牘１ｂ 牗２５３．１±２２．８牘３ａ

３００ １９０．５±１６．５ ２７１．５±１９．０ｂ ２９５．７±２９．１ｂ ２０３．１±１８．３ 牗２１０．４±１７．６牘１ 牗２７８．７±２３．７牘３ｂ

表１ ＴＣＢ胁迫不同时间对蚕豆幼苗根系长度的影响牗ｃｍ牘

Ｔａｂｌｅ１ ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＣＢｓｔｒｅｓｓｏｎｒｏｏｔｌｅｎｇｔｈｏｆｂｒｏａｄｂｅａｎｓｅｅｄｌｉｎｇｓ牗ｃｍ牘

ＴＣＢ浓度 ／μｇ·ｇ－１ １ｄ ３ｄ ５ｄ ５ｄ＋１ｄ ５ｄ＋３ｄ
０ ３．３±０．２３ ５．８±０．３９ ８．０±０．６０ 牗９．１±０．４６牘１ 牗１１．２±０．４９牘３

５０ ３．０±０．１７ ４．９±０．２５ ６．６±０．３０ａ 牗７．５±０．３７牘１ａ 牗９．６±０．８０牘３

１００ ２．５±０．１２ ３．５±０．２１ａ ４．３±０．３１ｂ 牗４．８±０．３８牘１ｂ 牗６．３±０．５１牘３ａ

３００ ２．３±０．２０ａ ２．７±０．１７ｂ ２．８±０．３４ｂ 牗２．８±０．２３牘１ｂ 牗３．０±０．１４牘３ｂ

注：ａ表示处理组与对照组之间差异显著牗Ｐ＜０．０５牘；ｂ表示处理组与对照组间差异极显著牗Ｐ＜０．０１牘；（）１和牗牘３内的数值分别表示ＴＣＢ处理５

ｄ后，恢复培养１ｄ和３ｄ的幼苗根系长度牞下同。

结果表明，蚕豆幼苗 ＳＯＤ活性对 ５０～３００μｇ·ｇ－１

ＴＣＢ胁迫表现出明显的剂量－效应关系，胁迫１ｄ和
３ｄ时为线性关系，第１ｄ，ｒ２＝０．９７０；第３ｄ，ｒ２＝
０．８５８；胁迫５ｄ时则表现为抛物线型，ｒ２＝０．９００，见
表２。

研究表明，抛物线型剂量－效应关系是生物对污
染胁迫反应的常见形式，其顶点所对应的污染物浓度

可以认为是生物对污染从适应性反应到中毒性反应

的临界值 犤８犦。本试验中ＴＣＢ暴露对蚕豆幼苗ＳＯＤ的
诱导作用，以增强蚕豆消除活性氧（或衍生物）的解毒
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污染物
浓度 根系长度 ＳＯＤ活性 ＭＤＡ含量
／μｇ·ｇ－１ ／ｃｍ ／Ｕ·ｇ－１ ／ｎｍｏｌ·ｇ－１ＦＷ

ＣＢ ０ ８．１±０．３４ １８８．３±２５．５ ８．１±０．５７
５０ ８．０±０．５０ １９１．７±１３．５ ７．４±０．５４
５００ ８．３±０．５４ １９０．６±１５．３ ７．９±０．６７
１０００ ８．７±０．２６ １８９．２８±１３．４ ７．８±０．３５

ＨＣＢ ０ ８．４±０．４３ １８９．１±１３．８ ８．３±０．４５
５０ ８．２±０．２９ １９０．７±１３．１ ７．３±０．５４
５００ ８．６±０．５１ １８５．３±１６．３ ８．０±０．５８
１０００ ８．１±０．６５ １８９．７±１３．７ ７．９±０．４９

表４ＣＢ和ＨＣＢ污染暴露５ｄ后对蚕豆幼苗根系生长、

ＳＯＤ活性和 ＭＤＡ含量的影响

Ｔａｂｌｅ４ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＢａｎｄＨＣＢｐｏｌｌｕｔｉｏｎｏｎｒｏｏｔｇｒｏｗｔｈ牞ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙ
ａｎｄＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｏｆｂｒｏａｄｂｅａｎｓｅｅｄｌｉｎｇｓａｆｔｅｒ５ｄｅｘｐｏｓｕｒｅ

表３ＴＣＢ胁迫对蚕豆幼苗 ＭＤＡ含量的影响牗ｎｍｏｌ·ｇ－１ＦＷ牘

Ｔａｂｌｅ３ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＣＢｓｔｒｅｓｓｏｎＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｏｆｂｒｏａｄｂｅａｎｓｅｅｄｌｉｎｇｓ
牗ｎｍｏｌ·ｇ－１ＦＷ牘

ＴＣＢ浓度 ／μｇ·ｇ－１ ０ｄ １ｄ ３ｄ ５ｄ
０ ７．６±０．３ ７．６±０．４ ８．６±０．５ ８．０±０．４
５０ ７．６±０．３ ７．７±０．５ ８．９±０．４ １０．７±０．３
１００ ７．６±０．３ ７．８±０．５ １３．５±０．８ａ １８．９±１．６ａ

３００ ７．６±０．３ １２．４±０．７ａ １８．７±１．３ｂ ３２．５±２．５ｂ

注：各符号同表 １。

增高，与对照组的差异显著（Ｐ＜０．０５）或极显著（Ｐ
＜０．０１），并且与 ＴＣＢ浓度之间分别表现为正相关
（ｒ２＝０．９３８～０．９７５），表明ＴＣＢ胁迫下幼苗体内发生
了膜脂质过氧化作用，见表３。

研究表明，逆境条件下生物体内活性氧的累积进

而引发膜脂过氧化作用牞ＭＤＡ是膜脂质过氧化作用
的产物，其含量高低可反映植物膜系统遭受氧化胁迫

的程度 犤３牞１８犦。本试验中，蚕豆幼苗体内ＭＤＡ含量与
ＴＣＢ浓度之间存在明显的剂量 －效应关系。因此
ＭＤＡ含量可作为ＴＣＢ污染胁迫下的生物标记物牞与
Ｍｅｒｅｎｄｉｎｏｅｔａｌ犤１９犦和Ｒｅｑｕｅｎａｅｔａｌ犤２０犦的报道一致。

本试验中，在ＴＣＢ胁迫下，蚕豆幼苗体内ＳＯＤ活
性显著升高（表２），ＭＤＡ含量亦同时增加（表３），表
明 ＴＣＢ胁迫诱导了植物幼苗的氧化胁迫。比较表 １
和表３可以看出，ＴＣＢ胁迫３～５ｄ后，ＭＤＡ积累与幼
苗生长量呈负相关，两者相关系数 牗ｒ２牘为０．８９９～
０．９１７。说明ＴＣＢ污染对蚕豆幼苗的毒害作用很可能
是通过激发活性氧而造成氧化胁迫产生的。

２．４ＣＢ和 ＨＣＢ胁迫对蚕豆幼苗生长、ＳＯＤ活性、
ＭＤＡ含量的影响

表 ４表明牞５０～１０００μｇ·ｇ－１ＣＢ处理 ５ｄ对蚕
豆幼苗生长、ＳＯＤ活性及ＭＤＡ含量无产生明显的抑
制作用 （Ｐ＞０．０５），类似的研究结果在ＨＣＢ胁迫的
蚕豆幼苗中亦得到证实。表明５０１～０００μｇ·ｇ－１ＣＢ
或 ＨＣＢ处理５ｄ对蚕豆幼苗没有产生明显的毒性效
应，见表４。

Ｋｏｎｇ等 犤２犦报道，ＣＢ、ＴＣＢ和ＨＣＢ处理４８ｈ对绿
藻产生明显的毒性效应，其毒性顺序为ＨＣＢ＞ＴＣＢ＞
ＣＢ。 小于 ２００μｇ·ｇ－１ＣＢ可以刺激土壤呼吸作用、
尿酶和脱氢酶活性，增加细菌及真菌数量，但抑制氨

化细菌、硝化细菌及脱硝化细菌犤２１犦。本试验中，５０～
１０００μｇ·ｇ－１ＣＢ或 ＨＣＢ处理 ５ｄ对蚕豆幼苗生长、
ＳＯＤ活性及丙二醛含量均没有产生明显影响，表明
ＣＢ或ＨＣＢ处理５ｄ对蚕豆幼苗无产生明显的毒性效

应。其原因可能是ＣＢ或ＨＣＢ未被蚕豆幼苗吸收，或
者是土壤和植物中的ＣＢ和ＨＣＢ以结合态存在。上述
结果亦可能与绿藻、蚕豆细胞对ＴＣＢ、ＣＢ和ＨＣＢ的
反应性能及敏感性不同有关，有待于进一步研究。
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