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小麦幼苗对镉和１，２，４三氯苯污染的响应

丁 艳１　葛才林２　王泽港２　杜庆才１

（１．蚌埠学院 应用化学与环境工程系，安徽 蚌埠２３３０００；

２．扬州大学 生物科学与技术学院，江苏 扬州２２５００９）

摘　要　应用双向凝胶电泳技术，结合含水率及膜脂过氧化物测定等方法，研究镉（Ｃｄ）和１，２，４三氯苯（ＴＣＢ）污

染对扬麦１３幼苗生长的影响。结果表明：Ｃｄ和ＴＣＢ污染造成扬麦１３幼苗含水率降低，导致膜脂过氧化。Ｃｄ和

ＴＣＢ污染对小麦叶片中的蛋白质组分也有较大影响：与对照相比，污染处理后的叶片蛋白组分中检测出１２个ＴＣＢ

胁迫诱导蛋白和１０个Ｃｄ胁迫诱导蛋白，其中有些蛋白是ＴＣＢ特异性诱导蛋白，也有一些蛋白为Ｃｄ２＋胁迫特异性

诱导蛋白。这些诱导蛋白的产生可能是扬麦１３对Ｃｄ或ＴＣＢ污染的一种适应性响应。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　狑犺犲犪狋；犆犱
２＋；犜犆犅；狆狉狅狋犲狅犿犲；狆狅犾犾狌狋犪狀狋

　　重金属镉（Ｃｄ）和有机物１，２，４三氯苯（ＴＣＢ）

是有毒化学物质，很容易被作物吸收进入食物链中，

对人体造成严重的伤害［１］。其中，Ｃｄ是植物非必需

的有毒重金属，是农业环境和农产品的主要污染物

质；而ＴＣＢ属于长效持久的有机污染物，对人体而

言，ＴＣＢ具有致癌、致畸和致突变的“三致”效应。

有关Ｃｄ和ＴＣＢ对作物毒性机制的研究较多，

如：导致细胞膨压丧失造成细胞壁弹性的降低［２］，进

而抑制细胞的扩展，对光合器官产生伤害；与蛋白质

中的巯基结合或取代蛋白或酶中的金属阳离子，进

而抑制酶活性和导致酶构型的改变［３］。进入作物体

内的ＴＣＢ能干扰细胞的有丝分裂，导致染色体的畸

变，抑制重要酶的活性，并导致 ＤＮＡ 加合物的形

成。有关作物对重金属和ＴＣＢ胁迫的应答过程和

防御机制的研究刚刚起步，相关研究报道很少。

本试验以扬麦１３为材料，探讨不同浓度Ｃｄ２＋

和ＴＣＢ污染对小麦幼苗含水率、膜脂过氧化作用以

及蛋白质组的影响，旨在揭示小麦对不同污染胁迫

的响应；用双向凝胶电泳技术，对叶片所产生的诱导

蛋白进行双向电泳分析，以期为进一步从分子水平
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阐明小麦对化学污染物的耐性和适应机制提供理论

基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料

扬麦１３（犜狉犻狋犻犮狌犿犪犲狊狋犻狏狌犿，ｃｖ．ＹａｎｇｍａｉＮｏ．

１３），由扬州大学农学院提供。Ｃｄ２＋（ＣｄＣｌ２）和１，２，

４三氯苯（简称ＴＣＢ），均为分析纯。

１．２　试验方法

试验于２００７—２００９年在扬州大学生物物理实

验室进行。

１）植株培养与处理。用 Ｈｏａｇｌａｎｄ完全营养液

在植物生长箱中２０℃培养‘扬麦１３’幼苗，待幼苗

长至 ３ 叶 期左右分别移到含有 Ｃｄ２＋ 和 ＴＣＢ

（犮（Ｃｄ２＋）：０．２５，０．５０，０．７５ 和 １．００ ｍｍｏｌ／Ｌ；

ρ（ＴＣＢ）：２．５，５．０，７．５和１０．０ｍｇ／Ｌ）的培养液中，

在自然光温条件下进行污染胁迫处理，于处理后７

天取小麦叶片，分析化学污染物Ｃｄ２＋、ＴＣＢ对小麦

幼苗生长的影响。

２）含水率的测定。采用差减法，计算公式如下：

含水率＝［（幼苗鲜质量－幼苗干质量）／

幼苗干质量］×１００％

３）丙二醛（ＭＤＡ）质量摩尔浓度的测定。ＭＤＡ

浓度（犮（ＭＤＡ））采用波长为５３２、４５０和６００ｎｍ处

的光密度值表示，方法见文献［４］。ＭＤＡ质量摩尔

浓度犫（ＭＤＡ）为：

犫（ＭＤＡ）＝
犮（ＭＤＡ）犞

犿

式中：犞为提取液体积，ｍＬ；犿为植物组织鲜质量，ｇ。

１．３　叶片可溶性蛋白的提取

本试验采用聚乙二醇（ＰＥＧ）分步提取法，其流

程见图１。具体步骤如下：

１）称取４ｇ小麦叶片，用研钵在液氮冷冻条件

下将样品研成粉末，加入１０ｍＬ蛋白质提取液（包

含：０．５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８．８，１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００，

０．２ｍｏｌ／ＬＭｇＣＬ２，体积分数为２％的β巯基乙醇，

１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１％ＰＶＰ）。研

磨成匀浆，放置１５ｍｉｎ，４℃、１００００犵离心１５ｍｉｎ，

弃去沉淀（本试验中命名为Ｆ１ 组分）后，上清液即为

蛋白质粗提取液。逐级在上清液中加入ＰＥＧ，分别

使其体积分数为８％、１６％和２４％，摇匀、冰浴，离

心，所得沉淀依次命名为Ｆ２、Ｆ３ 和Ｆ４ 蛋白组分。

２）蛋白质的清洗：分别用５ｍＬ三氯乙酸和冷

丙酮的混合溶液（φ为０．８ｍＬ／ｍ
３）溶解Ｆ３ 和Ｆ４ 蛋

白组分，并置于冰浴上 ３０ ｍｉｎ 左右，在 ４ ℃、

１５０００犵离心１５ｍｉｎ，弃去上清；重复此操作３～４

次。沉淀待丙酮挥发干净后，－２０℃保存备用。

图１　小麦叶片蛋白质犘犈犌分步提取流程

Ｆｉｇ．１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｗｏｒｋｆｌｏｗｏｆａｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌＰＥＧ

ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ

ｏｆｐｒｏｔｅｏｍｅｉｎｗｈｅａｔｌｅａｖｅｓ

１．４　蛋白质双向电泳

蛋白质的双向电泳采用ＰＲＯＴＥＡＮ（ＢｉｏＲａｄ

公司）等电聚焦系统（仪器）及ＢＩＯＲＡＤ垂直电泳

系统。试验方法参照ＢｉｏＲａｄ双向电泳试验指南手

册（购仪器附赠）。电泳结束后采用考马斯亮蓝染色

液染色并用超纯水脱色后，用 ＧｅｌＤｏｃＸＲｓｙｓｔｅｍ

扫描图像。ＰＤＱｕｅｓｔ二维分析软件对２ＤＥ胶进行

分析。

２　结果与分析

２．１　犆犱
２＋和犜犆犅污染对小麦幼苗含水率的影响

随ＴＣＢ污染浓度的提高，小麦幼苗中含水率呈

下降趋势（图２（ａ））。当ＴＣＢ质量浓度为１０ｍｇ／Ｌ

时幼苗含水率降到最低（８９％），是ＣＫ的９６．７％。

这表明，ＴＣＢ污染阻碍小麦根系对于水分的吸收，

导致小麦幼苗水分缺乏。在Ｃｄ２＋胁迫条件下，小麦

幼苗含水率与 ＴＣＢ污染有相同的变化趋势（图２

（ｂ）），即随着Ｃｄ２＋浓度的逐渐升高，幼苗含水率逐

渐下降。

９４
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图２　犜犆犅、犆犱２＋污染对小麦幼苗含水率的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＣＢ、Ｃｄ
２＋ｓｔｒｅｓｓｏｎｒｅｌａｔｉｖｅｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔｉｎｗｈｅａｔｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

２．２　犜犆犅和犆犱
２＋污染对叶片和根系中丙二醛含量

的影响

随着ＴＣＢ和Ｃｄ２＋污染浓度的增高，小麦叶片

和根系中的 ＭＤＡ 质量摩尔浓度均持续增加（图

３）。当Ｃｄ２＋的浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，小麦叶片中

ＭＤＡ质量摩尔浓度达到０．７８μｍｏｌ／ｇ，相当于ＣＫ

的１７５％；相同浓度下，根系中 ＭＤＡ的质量摩尔浓

度相当于ＣＫ的２１３％。这表明，随ＴＣＢ和Ｃｄ２＋污

染浓度的不断升高，小麦幼苗膜脂质过氧化程度加

剧，使幼苗因膜脂质过氧化而受到严重伤害，并且可

以明显的看出随着污染物浓度的增大，根部的膜质

化程度大于叶片。

图３　犜犆犅、犆犱２＋污染对小麦幼苗根系和叶片丙二醛质量摩尔浓度的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＣＢ、Ｃｄ
２＋ｓｔｒｅｓｓｏｎＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｉｎｗｈｅａｔｒｏｏｔｓａｎｄｌｅａｖｅｓ

２．３　犆犱
２＋和犜犆犅污染对小麦叶片蛋白质组分的

影响

Ｃｄ２＋和ＴＣＢ污染均能诱导小麦叶片中蛋白质

的表达（图４（ａ））。其中在小麦叶片Ｆ３ 蛋白组分

中，主要有Ｆ３Ｔ１～Ｆ３Ｔ１２这１２个ＴＣＢ胁迫诱导蛋

白，其中１１个在对照中不能被检出或丰度极低，仅

有Ｆ３Ｔ１２在对照中明显可见，但其表达受到ＴＣＢ污

染的显著诱导。同时图４中还标出了１０个Ｃｄ２＋污

染显著诱导蛋白（Ｆ３Ｃ１～Ｆ３Ｃ１０）。这１０个蛋白在对

照中未被检出或表达水平极低。

由图４（ｂ）可知，除Ｆ３ 组分中的Ｃｄ
２＋和ＴＣＢ诱

导蛋白在Ｆ４ 组分中得到进一步证实外，还发现相当

数量的蛋白质在Ｃｄ２＋和ＴＣＢ污染下其表达水平显

著上调。在Ｆ４ 组分中，可发现 ＴＣＢ诱导Ｆ４Ｔ４～

Ｆ４Ｔ５、Ｆ４Ｔ１１、Ｆ４Ｔ１２这４个蛋白的表达受到ＴＣＢ污

染的诱导，它们在对照中未能检测到或其表达水平极

低，其他蛋白的表达水平在ＴＣＢ污染下显著上调。

比较小麦叶片中的Ｃｄ２＋和ＴＣＢ污染诱导蛋白

可知，有的诱导蛋白为Ｃｄ２＋和ＴＣＢ污染的共同诱

导蛋白，即这些蛋白质的表达既受到Ｃｄ２＋污染的诱

导，也受到ＴＣＢ污染的诱导。有的为Ｃｄ２＋或ＴＣＢ

特异性诱导蛋白，如Ｆ３ 组分中的Ｆ３Ｔ１、Ｆ３Ｔ６、Ｆ３Ｔ１１
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为ＴＣＢ特异性诱导蛋白，而Ｆ３Ｃ４、Ｆ３Ｃ８ 和Ｆ３Ｃ９ 为

Ｃｄ２＋污染特异性诱导蛋白。Ｆ４ 组分中的 Ｆ４Ｔ４、

Ｆ４Ｔ５和 Ｆ４Ｔ１２为 ＴＣＢ特异性诱导蛋白，而 Ｆ４Ｃ３、

Ｆ４Ｃ７ 和Ｆ４Ｃ８ 为Ｃｄ
２＋胁迫特异性诱导蛋白。

ＩＥＦ，等电聚焦电泳；ＳＤＳ，十二烷基硫酸钠。

图４　小麦叶片蛋白组分犉３ 和犉４ 中的主要化学污染诱导蛋白

Ｆｉｇ．４　Ｃｄ
２＋ａｎｄＴＣＢｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｆｒａｃｔｉｏｎＦ３ａｎｄＦ４ｏｆｗｈｅａｔｌｅａｆｐｒｏｔｅｏｍｅｐｒｏｔｅｉｎｓ

３　讨　论

３．１　犆犱
２＋和犜犆犅污染对小麦幼苗含水率的影响

化学污染物被幼苗根系吸收进入植物体后，可

从地下部运转到地上部而使地上部污染物含量增

加。有研究认为，植物地上部分的Ｃａ２＋浓度取决

于其由根系向地上部的运输［５６］。小麦幼苗地下部

分的 Ｃａ２＋ 浓度明显高于地上部分
［７］。也就是说，

ＴＣＢ和Ｃｄ进入植物体后大多数积累在根的生长部

位，当根部积累的 ＴＣＢ和 Ｃｄ超过一定浓度时，

就会破坏根系细胞膜结构，从而抑制其正常的生长

发育，也因此阻碍根系对水份的吸收，导致体内含

水率下降［８９］。本研究的结果也表明，随着ＴＣＢ和

Ｃａ２＋浓度的增加小麦幼苗含水率下降，与相关文

献报道一致。

３．２　犆犱
２＋和犜犆犅污染对幼苗体内犕犇犃含量的影响

植物体内产生的活性氧自由基可引发膜脂过氧

化作用，ＭＤＡ作为植物体内膜脂类过氧化的最终

产物，与膜上蛋白质结合会引起蛋白质分子间和分

子内的交联，导致细胞膜系统受损，透性增强，因此，

ＭＤＡ含量水平可反映膜受损程度
［１０］。本试验中，

小麦幼苗叶片和根系 ＭＤＡ含量在Ｃｄ和ＴＣＢ污染

处理下显著上升，这同前人的研究结果一致［１１１２］。

３．３　犆犱
２＋和犜犆犅污染对小麦叶片蛋白质表达的

影响

植物在逆境胁迫下，体内会被诱导出一些新的

蛋白或原有蛋白质的含量会明显增加，以适应逆境

胁迫［１３］。本试验中，化学污染物（Ｃｄ、ＴＣＢ）处理的

小麦幼苗叶片，其可溶性蛋白的凝胶图谱与对照的

不同，说明污染影响小麦幼苗可溶性蛋白质的含量

与组分。本试验设定了２种不同污染物处理小麦幼

苗。试验结果表明，Ｃｄ和ＴＣＢ污染抑制了一些蛋

白质的表达，但同时也诱导１２个ＴＣＢ诱导蛋白和

１０个Ｃｄ诱导蛋白的蛋白质表达，其中，既有Ｃｄ

和ＴＣＢ污染的共同诱导蛋白，也有为Ｃｄ或ＴＣＢ

特异性诱导蛋白，这与已有研究结果基本一致［１４］。

其次，植物在由正常生长转到一个污染环境下生长

后，体内的部分蛋白表达会受到抑制［１５］，但随着

时间的延长，植物本身的逆境应答机制就会做出反

应，一些新的蛋白被诱导出，这些蛋白很有可能是
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与抗逆密切相关的蛋白。这种随环境的变化小麦叶

片蛋白质组成发生变化是事实存在的，但还要通过

蛋白质组学的研究 （蛋白质序列分析、相关基因的

研究、蛋白质功能的分析等）进一步阐明小麦抗逆

性的分子机制。

４　结　论

１）本试验中，采用ＰＥＧ分步提取法提取叶片的

可溶性蛋白，与传统的冷丙酮／三氯乙酸沉淀蛋白质

相比较，提高了蛋白质的纯度和电泳图谱的清晰度，

同时一些低丰度蛋白得以体现。

２）ＴＣＢ和Ｃｄ污染处理使小麦幼苗体内含水率

减少，且造成膜脂过氧化程度加剧。

３）ＴＣＢ和Ｃｄ污染诱导小麦体内产生相应的诱

导蛋白质，对这些诱导蛋白的类型和功能进行分析，

再根据诱导蛋白的氨基酸序列可能确定与胁迫适应

性密切相关的候选基因，进而为耐化学污染作物品

种的选育提供基因资源。
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