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本文研究凤眼莲叶片 �� � 活性与低温
、
�� 和衰老等环境和生理因素的关系

。

试验结

果表明
,

凤眼莲叶片主要含 � � 一 �卜� � �
。
� � � 明显抑制 � � � 活性

。

环境 �� 小范围改变

�自中性至弱酸弱碱�对 ��  的影响不大
,
只有当 �� 有较大变化时

,

酶活性才明显下降
, � � �

同工酶酶带数目减少
。

持续低温导致 � � � 活性减弱
,

减弱的程度与低温持续的时间呈正相

关性
。

随着凤眼莲叶片的衰老
, �� � 活性逐渐下降

。

老叶的 �� � 活性显著低于幼叶
,

其同

工酶带的数目也少于后者
。

本文还报道了叶片呼吸强度和葡萄糖
一� 一磷酸脱氢酶活性的变化

。

关键词 凤眼莲
,
超氧物歧化酶

,
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,

低温胁迫

凤眼莲 �� �
� � � � � 二�� �  � ! � ��� � � � �� � 具有极强的抗污能力

,

能够净化污染水体中的

�
、

� 、
�

、

酚
、

氰
、

有机物及重金属等污染物质
,

在污水净化和富营养化水体治理中具有重

要的应 用价值
【�一 �� 。

凤眼莲生长发育和分羹繁殖需要较高的环境温度
,

在我国广大的寒温

带地区
,

自然状态下越冬繁殖较为困难
。

研究凤眼莲的衰老生理和抗性生理
,

具有重要的

理论和实践意义
。

超氧物歧化酶 ��
� � � � � � �� � � ��� � � � �  ,

简称 �� �
,

� � �
,

��
,

�
,

�� 作为活性氧清

除剂
,

对防御机体的衰老和活性氧对机体的伤害有重要作用
。 �� � 与植物叶片衰老

、

种

子老化
、

抗污染
、

抗旱
、

抗寒的关系已有不少报道 �� 。

但这些研究主要集中在农作物上
,

而

对 环境净化植物的研究尚很少报道
。

作者研究了凤眼莲叶片不同生育期
,

不同 � �值和低

温条件下 �� � 活性及同工酶谱的变化规律
。

�
�

材料与方法

� � 自然状态下生长的凤眼莲植株
,

用自来水冲洗干净后
,

进行溶液培养
。

将凤眼莲植

株置 �℃低温下处理 � , � , � � , �� ,

�� �
,

对照为�� 士 �℃
,

暗培养
。

剪取处理后的叶片或常温

下生长的不同生育期的叶片
,

供测试用
。

称取凤眼莲叶片 �� 鲜重
,

加人 � � � � 一 �� �
�� �

声�� � 磷酸钠缓冲液 �不同 �� 值处理时
,

采用相应的碑 值磷酸缓冲液作提取介质�
,

国家自然科学基金资助
。

� � � � 年 � 月 � � 日收到
。
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按鲜重加人 �
�

, � �� �
。

冷冻研磨成浆
,

用双层纱布过滤后
,

滤液于 � � � � �� � � �� 条件下冷

冻离心 �� � ��
。

弃去沉淀
,

上清液即为 � � � 粗提液
。

�
�

� � � � 活性测定参照 � �� � � � � ��� �� 等
〔习的方法

,

测定 �� � 对氯化硝基 四 氮 哇 蓝

�� ��
� � � �� � � � � � � � � ��� �

,

简称 � �� �光化还原的抑制作 用
。

反应混合液的组成为
� �

�

� �

� � 一 ,
� � ��� 甲硫氨酸

� �
�

� � � �一 ,
� � �� � 核黄素

, �
�

� � �� 一�� � �� � � � �
,

� � 一。一 ,
� � �� �

乙二胺四乙酸
, � � � � 一 �� �� � � � � �

�

� 磷酸缓冲液 �测定 � � 对 �� � 的影响时
,

用相应的

�� 值磷酸缓冲液 �
。 �� �反应混合液加人适量的酶液后

,

在 � � � � �� 荧光下光照 �� � ���
,

测

定 � � � � � 处的光密度值 �� � �� � �
,

空白以缓冲液代替酶液
。

酶活性单位采用抑制 � � �

光化还原的百分数表示
。

�
·

� � �  同工酶用聚丙烯酞胺凝胶电泳
,

参照罗广华等�� 的方法进行活性染色
,

凝胶先

在 �
�

� � � � � 一 ,
� � �� � � � � 溶液中浸泡 � � � ��

,

再移入含有 �
�

� � �� 一�� � �� � 四 甲基乙

二胺
, �

�

� � � � 一‘� � �� � 核黄素和 �
�

� � � � 一 ,
� � �� � �� �

�

� 磷酸缓冲液的溶液中 � � � ��
,

最

后将凝胶浸在含有 � � �� 一 � � �� �� 乙二胺四乙酸的 , � �� 一�� �� � � � � �� � 磷酸 缓 冲 液

中
,

光照 �� 一 �� � ��
,

在蓝色背景上出现透明的 ��  活性谱带
。

�
�

� 酶液的蛋白质含量按
·

� � � �� 叨的方法测定 �叶片呼吸强度用氧电极法 �� 测定 �按欧阳

光察
「��
介绍的方法测定葡萄糖

一 � 一磷酸脱氢酶的活性
。

�
。

结果

��  � �  和 � � 值对凤眼莲叶片 ��  的影响

� � � 在光照条件下能迅速还原成蓝甲腊
,

反应最初的 �� � �� 内
,

光化还原率呈直线

上升 �图 �� �
。

凤眼莲叶片 �� � 对 � � � 光化还原有明显的抑制作用
,

抑制的百分率随

酶液量的增加而上升 �图 �� �
。
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加人一定量的 K C N 时
,

S O D 抑制 N BT 光化还原的效应减弱
,

表 明 SO D 活 性
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下降
,

S o D 活性下降的程度与 K C N 的浓度有关
。

K C N 浓度为 0
.
3 X 10一玩ol /L 时

,

酶活性下降 90 呢以上(表 1)
。

表 1 K C N 对凤眼莲叶 片 S O D 活性的影响

,t
a b

.
l E f f e c t o f p o t a s s i um c y a n i d e o n t h e SO D a e t i

v
i t y o f E

. c r a 了s
i P

e s
l
e a w o s
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抑制
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2 1
。

2

用不同 pH 值的磷酸缓冲液作提取介质所得到的酶粗提液
,

其 SO D 活性有差异
。

弱酸和弱碱条件下
,

S O D 活性变化不大
。

但过酸 (pH 3) 或过碱 (pH 12) 都显著降低

S O D 活性(图 z)
。

电泳分析 SO D 同工酶谱表明
,

凤眼莲叶片 SO D 同工 酶 有 7 条 谱

带
。

在 pH , 条件下
,

快带区酶带活性似乎有所增强
。

碱性条件对 SO D 同工酶活性影响

较大
,

p
H 12 时

,

酶带数目减少
,

活性减弱(图 4)
。

宕。护
。�
d

100
50

....r......r加日、,�认吕
卜
�口口口拱想QOS

咖100160卜....1
卜......卜..

宕。‘已d场、日n�合!名衬。璐

暇华9
5

O
Q
切

口
O
口J

Q 1 2 8 4

0 3 6 9 ] 2

不同生长期的凤眼莲叶片 SO D 活性变化
D ifferenee of th e SO D aetivity of

h vac in th lea ves a t d e veloP m en tal

图 2

F 19
·

2

(

P
H )

p H 对凤眼莲叶片 SO D 活性的影响
E ffee of pH in extracting bu ffe r

图 3

F 19
.
3

、甲a t e t

1
.
3 d

a
g
e
d ;

o n
S O D a c t i v i t y i

n w a t e r h y
a e

i
n t

h l
e a v e s

5 t a g e s

龄叶
,

3
一
d
a y a

g
e
d ; 2

.

6 d 龄叶
,

6
一
d
a y

3

.
g d 龄叶

, 9
一
d
a y a g e

d ; 4
.

3 0 d 以

上叶
,

3 0 + 一
d
a y a

g
e
d

2 .2 不同生长时期的凤眼莲叶片 S O D 活性变化

分别采取生长发育 3
、

6

、

g d 龄叶和老叶叶片
,

测定 SO D 活性
。

由图 3 的结果 可 以

看出
,

凤眼莲 3d 龄幼叶(叶片刚展开 ) So D 活性最强
,

6
,

9d 龄叶片次之
,

老叶的 SO D

活性最低
。

S O D 同工酶分析也显示出
,

幼叶的同工酶带最丰富(肉眼可辨认出 7一 9条酶

带 )
。

不同生长期的叶片酶带宽窄和染色强弱不同
,

s O D 活性随叶片的衰老而递减 (图

4 )
。
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,
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,

老叶的 SO D

活性最低
。

S O D 同工酶分析也显示出
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较后者为小
。

这是否表明 SO D 对低温胁迫更为敏感
,

尚有待进一步研究
。

3

.

讨论

so D 的种类有 e u 一 z n 一
S o D

、

M

n 一
S o D 和 Fe一 S O D

,

以 e u 一 z n 一
S O D 较普遍地存在

于动植物体中
,

不同种类的 SO D 对环境 声 改变的敏感性不 同
。

研究表明
,

M
n 一

s o D

对 pH 改变的稳定性最差
,

环境 pH 变化对其有严重影响
,

而 c u 一 z n 一
s o D 只有在 声

变化较大时
,

其活性才有所下降
【
10,

11] 。

而且
,

C
u 一

z
n 一

S O D 对 K c N 敏感而 Mn
一
s o D 不

敏感
,

可用 K c K 对 SO D 的抑制程度来判断 C u一 z
n 一

S O D 的活性高低
。

在本试验中
,

环境 pH 的改变对凤眼莲叶片 SO D 活性影响较小而 K C N 显著抑制其活性
,

这表明凤

眼莲叶片主要含 c u 一 z n 一
S O D

。

我国地域广大
,

水资源丰富
,

水环境也十分复杂
,

水体 pH

变化具有多样性
。

研究不同 pH 条件下凤眼莲 SO D 活性变化
,

对于利用和提高凤眼 莲

的净化效率
,

具有一定的实践意义
。

在低温条件下
,

植物体内 SO D 等酶活性下降
,

活性氧含量增加
,

番茄叶片在 。℃ 和

黑暗中贮藏 3d 后
,

S O D 活性极端下降[12]
。

在 5℃下
,

水稻叶片的 SO D 活 性 下 降 10

一30 多
L, 3] 。

低温导致黄瓜子叶 SO D 活性下降 11
.
6一21

.
7多

【
14]

。

我们的实验也证明
,

低

温对凤眼莲 SO D 等活性有较大的影响
,

S O D 活性降低的程度与低温持续的时间有关
。

由于 SO D 等活性氧清除剂的活性或含量下降
,

影响植物体内活性氧代谢系统的平衡
,

促

进活性氧在细胞内大量积累
,

启动和加速细胞膜脂过氧化作用
,

从而使植物体受到伤害
,

代谢活动逐渐减弱
【巧一’71 ,

这与本研究结果是一致的
。

凤眼莲叶片生长发育过程中
,

S O D

活性下降
,

细胞内活性氧不能及时清除
,

可能导致细胞膜脂过氧化
,

破坏细胞膜的结构
,

促

进叶片的衰老死亡
。

可以认为
,

S O D 活性不断下降的过程标志着凤眼莲叶片逐渐衰老的

过程和抗寒能力逐渐减弱
。

无疑
,

S O D 活性可以作为凤眼莲叶片衰老的一项生理指标
。
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