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摘 要:为了揭示Cu2+胁迫对小麦种子萌发和幼苗生长的毒害机制,采用水培法,在1/100的 MS培养

基里加入不同剂量的CuSO4[0(CK)、30、60和90mg·kg-1],对小麦进行浸种和幼苗培养,测定小麦种子、

幼叶及种子根的生理指标和生长参数。结果表明,与CK相比,CuSO4 胁迫下小麦种子萌发过程中的淀粉酶

活性、淀粉粒分解速率、可溶性总糖、可溶性蛋白和氨基酸含量、超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT)

活性均显著降低(P<0.05),过氧化物酶(POD)活性显著增加。种子萌发后,种子根内SOD、CAT和POD活

性均随CuSO4 浓度的增加而增加,但呼吸脱氢酶活性、超氧阴离子(O2-· )含量和H2O2 荧光强度均显著下降。

小麦幼苗在CuSO4 胁迫下Cu主要积累于种子根内,导致根尖有丝分裂明显受阻,使株高、根长、种子根数量

和植株干重均显著下降。综上,Cu2+对小麦幼苗的毒害表现出剂量依赖性效应;Cu2+ 通过降低小麦种子萌发阶

段的淀粉酶活性抑制淀粉分解,引起氧化损伤,最终阻碍幼苗生长。
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EffectofCuSO4StressonStarchDecompositioninSeed,Anti-Oxidant
PropertiesandSeedlingGrowthofWheat(Triticumaestivum L.)
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Abstract:InordertorevealthetoxicmechanismofCu2+stressonwheatseedgerminationandseedling
growth,differentdosesofCuSO4[0(CK),30,60,and90mg·kg-1]wereaddedto1/100MSmedi-
umforsoakingandseedlingcultivationofwheatbyhydroponics,andphysiologicalindicatorsand
growthparametersofwheatseeds,youngleaves,andseedrootsweremeasured.Theresultsshowed
thatcomparedwiththeCK,theamylaseactivity,starchgranuledecompositionrate,totalsoluble
sugar,solubleproteinandaminoacidcontent,andantioxidantenzymeactivitiessuchassuperoxide
dismutase(SOD)andcatalase(CAT)activityofwheatseedsduringgerminationunderCuSO4stress
weresignificantlydecreased(P<0.05),whiletheperoxidase(POD)activitywassignificantlyin-
creased.Afterseedgermination,theactivitiesofSOD,CAT,andPODintheseedrootsincreased
withtheincreaseofCuSO4concentration,buttheactivityofrespiratorydehydrogenase,thecontent
ofsuperoxideanion(O2-·),andthefluorescenceintensityofH2O2allsignificantlydecreased.Under
CuSO4stress,Cu2+ wasmainlyaccumulatedintheseedrootsofseedlings,leadingtosignificantinhi-
bitionofroottipmitosis,andresultinginasignificantdecreaseinplantheight,rootlength,number
ofseedroots,andplantdryweight.Insummary,thetoxicityofCu2+towheatseedlingsexhibitsa
concentrationdependentdose-responserelationship.Cu2+inhibitsstarchdegradationduringwheatseed



germinationbyreducingamylaseactivity,causingoxidativedamageandultimatelyhinderingseedlinggrowth.
Keywords:Wheat;Seedlings;CuSO4;Antioxidantactivity

  铜(Cu)是植物生长的必需元素,也是叶绿体

光合电子传递链的重要组分,广泛参与植物体内

多种代谢途径。近年来,由于电子产业等的快速

发展,农田受Cu等重金属的污染也日益加剧。
有研究发现,每年土壤中的Cu2+增幅约为2.5~
9.0 mg·kg-1,远 超 植 物 正 常 生 长 所 需[1-3]。

Cu2+胁迫导致农作物的植株瘦小、根系生长受

阻、叶片变黄、分蘖减少、产量下降等[4]。小麦

(TriticumaestivumL.)是中国主要粮食作物,当
土壤或灌溉水受Cu2+浸染后,小麦生长和产量会

受到影响,而且富集于籽粒内的Cu2+会通过食物

链影响人体健康[5-6]。种子萌发是植物最重要的

生长阶段,只有将贮藏物质(如淀粉)快速分解才

能供给幼苗生长[7]。但 种 子 萌 发 过 程 极 易 受

Cu2+胁迫影响,如100μmol·L-1CuSO4 溶液胁

迫后,粳稻品种春江06的种子发芽率下降到

83%,生根率仅为61%,且芽长、根长以及芽和根

的质量也显著低于对照[8];当Cu2+浓度为50mg·

L-1 时,对水稻根生长的抑制率达54%,若浓度

达600mg·L-1 时,抑制率则高达99%,幼苗根

长与Cu2+浓度呈显著负相关[9]。铜胁迫还可引

起植株氧化伤害[10]。受纳米铜粒子(CuONPs)胁
迫后植物DNA降解,植株生长受阻[11]。5mg·

L-1CuONPs胁迫可导致水稻幼苗活性氧增加,
引起氧化伤害,使控制细胞分裂相关的基因表达

下降,抑制幼苗生长[12-14]。此外,受铜胁迫后,水
稻根系对氮吸收能力下降,并影响光合速率,进而

抑制幼苗的生长[15]。铜胁迫也会使小麦种子萌

发率和萌发势下降,显著抑制植株的生长[16-18]。

Cu2+ 胁迫影响小麦种子萌发的具体生理机制目

前尚不清楚,本研究采用水培法,使用不同剂量

CuSO4 对小麦进行浸种和幼苗培养,探究CuSO4
对小麦种子、幼叶及种子根的影响,探明Cu2+ 胁

迫对小麦种子萌发和幼苗生长的毒害机制,以期

为小麦抗铜胁迫栽培提供理论参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料处理与方法

以小麦品种世纪281(中国科学院遗传与发

育生物学研究所选育)种子为试验材料。试验前

期对CuSO4 浓度进行筛选。为了防止单盐毒害,

用自来水将 MS培养基稀释成1/100MS溶液作

为对照(CK)。再在1/100MS培养基中加入不同

剂量的CuSO4,配制成0(CK)、30、60和90mg·

kg-1的CuSO4 溶液,用于浸种(浸泡12h)和培养

幼苗。在装有两层滤纸的培养皿中,每个培养皿

放置30粒种子,每日更换相同浓度培养液一次,
保证种子根和种子能充分接触到溶液,每处理重

复3次。
在经不同浓度CuSO4 胁迫处理的第2天和

第5天,从培养皿中分别取出小麦种子,参考刘晶

等[19]的方法对小麦种子α-淀粉酶活性表观测定。
取近胚端的种子(保留胚芽和胚根)在种子的中部

横切,将横切面朝下垂直放置于含有淀粉的培养

基上,并保证种子横切面与培养基充分接触。培

养皿封口后置于25℃和90%相对湿度的培养箱

中培养24h,移除种子,用I2-KI溶液对培养皿内

的培养基染色,淀粉酶活性越高,培养基上的透明

圈就越大。取CuSO4 处理后的种子(去掉胚芽和

胚根),用3,5-二硝基水杨酸比色法[20]测定α-淀
粉酶和β-淀粉酶活性;用蒽酮比色法[20]测定种子

内可溶性总糖含量;用茚三酮法[20]测定种子氨基

酸含量;用考马斯亮蓝法[20]测定种子可溶性蛋白

含量;用四氮唑蓝(NBT)法测定种子的超氧化物

歧化酶(SOD)活性;用紫外吸收法测定种子过氧

化氢酶(CAT)活性;用愈创木酚法[20]测定种子的

过氧化物酶(POD)活性。将部分CuSO4 处理后

的小麦种子置于70℃烘箱中充分烘干后,在种子

中部制成横断面,喷金处理后,用扫描电镜观察胚

乳细胞内淀粉粒结构的变化[21]。
由于幼苗种子根直接与CuSO4 溶液接触,进

一步测定了不同浓度 CuSO4 胁迫后种子根的

SOD、CAT和POD的活性;用NBT染色法[19]对

根尖进行染色,检测 O2-· 产生速率;用TTC染色

法[20]检测根尖呼吸脱氢酶的活性;用 H2DCFDA
对根尖 染 色 后,在 荧 光 显 微 镜 下 观 察 根 尖 的

H2O2 荧光强度[20]。当种子根长为0.5cm时,取
根尖2~3mm部分,用盐酸(15%)和酒精(95%)
按1∶1配制裂解液,将根尖裂解20min后,再用

20g·kg-1 龙胆紫溶液染色,显微镜下观察根尖

分生区有丝分裂情况。在培养第5天测量幼苗株
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高及种子根的数量、最大长度和生物量。种子根

和幼叶经80℃烘干、消煮并定容后,取上清液采

用电感耦合等离子体光谱仪ICP-AES测定Cu
含量。

1.2 数据处理

用SPSS17.0软件对数据进行方差分析,并
在0.05水平上进行多重比较。

2 结果与分析

2.1 不同浓度CuSO4 处理对小麦种子淀粉酶活

性和胚乳细胞淀粉粒结构的影响

与CK相比,CuSO4 胁迫导致α-淀粉酶和β-
淀粉酶活性均显著下降,下降程度均随CuSO4 浓

度的增加而增大(图1)。30、60和90mg·kg-1

小麦种子α-淀粉酶活性在CuSO4 胁迫处理2d
后分别下降了23.88%、42.77%和53.68%,在胁

迫处理5d后分别下降了18.86%、40.61%和

56.69%;β-淀粉酶活性在CuSO4 胁迫处理2d后

分别下降了22.33%、41.49%和66.21%,在胁迫

5d后分别下降了13.10%、24.40%和41.57%。

进一步通过定性分析发现,CuSO4 胁迫后α-
淀粉酶的透明圈明显比CK小(图2),且随Cu-
SO4 浓度的增加而变小,有些还出现棕褐色的现

象(图2c和图2d),说明CuSO4 胁迫使小麦种子

淀粉酶对淀粉的分解能力减弱。
通过扫描电镜观察小麦种子腹部胚乳细胞结

构也发现,胁迫处理2d后,CK的淀粉粒表面出

现了许多小孔(图3a);30mg·kg-1CuSO4 胁迫

下只有少数小孔出现(图3b);60和90mg·

kg-1CuSO4 胁迫下淀粉粒表面光滑,无小孔(图

3c和图3d)。在胁迫处理5d后,CK处理的大量

淀粉粒已被降解,小孔形态变得更加不规则,淀粉粒

间全部凹陷且粘连在一起(图3e)。30mg·kg-1

CuSO4 胁迫下淀粉粒表面的小孔变大,内部开始

变成空洞(图3f);60mg·kg-1CuSO4 胁迫下淀

粉粒的表面才开始有小孔出现(图3g);90mg·

kg-1CuSO4 胁迫下淀粉粒表面出现的小孔数量

相对较少(图3h)。这说明CuSO4 胁迫下小麦

淀粉粒的分解受阻,且随CuSO4 浓度的增加面

加重,这是因淀粉酶活性下降导致。

  同一时期图柱上不同字母表示不同处理间差异显著(P<0.05)。图4~6、9和10同。
Differentletterabovethecolumnsofsamestageindicatesignificantdifferencesamongdifferenttreatmentsat0.05level.Thesame

infigures4-6,9and10.
图1 不同浓度CuSO4 胁迫下小麦种子淀粉酶活性的差异

Fig.1 DifferenceofamylaseactivitiesinwheatseedsunderdifferentconcentrationsofCuSO4

  a:CK;b:30mg·kg-1CuSO4;c:60mg·kg-1CuSO4;d:90mg·kg-1CuSO4.
图2 不同浓度CuSO4 胁迫对小麦种子α-淀粉酶活性的影响

Fig.2 EffectofdifferentconcentrationsofCuSO4stressonα-amylaseactivitiesinwheatseeds
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  a、e:CK;b、f:30mg·kg-1CuSO4;c、g:60mg·kg-1CuSO4;d、h:90mg·kg-1CuSO4;a、b、c和d为胁迫处理后2d;e、f、g和h为

胁迫处理后5d。

a,e:CK;b,f:30mg·kg-1CuSO4;c,g:60mg·kg-1CuSO4;d,h:90mg·kg-1CuSO4;a,b,canddare2daysafterstress;e,f,

gandhare5daysafterstress.

图3 不同浓度CuSO4 胁迫对小麦淀粉粒结构变化的影响

Fig.3 EffectofdifferentconcentrationsofCuSO4stressonthestructureofstarchgranulesinwheatendospermduringgermination

2.2 不同浓度CuSO4 处理对小麦种子内可溶性

总糖、可溶性蛋白和氨基酸含量的影响

随着CuSO4 胁迫时间的延长,小麦种子内

可溶性总糖出现先升后降趋势(图4A)。CK的

可溶性糖含量在不同时间均显著高于各CuSO4
处理,且随着CuSO4 浓度的增加,可溶性总糖含

量较CK的下降幅度增大。在胁迫处理第5天

时,30、60和90mg·kg-1CuSO4 处理的可溶

性总糖较CK分别下降了36.45%、62.50%和

69.42%。
从图4B可知,在胁迫处理的前2d,CK的可

溶性蛋白含量显著高于各CuSO4 处理;胁迫处理

第3和第4天则无显著性差异;而在胁迫处理第

5天时,CK的可溶性蛋白含量又显著高于各Cu-
SO4 处理,30、60和90mg·kg-1CuSO4 处理较

CK分别下降10.38%、21.92%和38.21%。
随着萌发时间的延长,种子内总氨基酸含量

呈先上升后下降趋势(图4C)。CK的总氨基酸含

量在不同时间均显著高于各CuSO4 处理,且随着

CuSO4 浓度的增加,总氨基酸含量下降更显著。
胁迫处理第5天时,30、60和90mg·kg-1Cu-
SO4 处理较CK分别下降了26.92%、33.31%和

48.87%。

2.3 不同浓度CuSO4 处理对萌发小麦种子抗氧

化酶活性的影响

随着萌发时间的延长,种子内SOD活性持续

下降,CAT活性呈先上升后下降的趋势,而POD
活性则在胁迫处理前4d变化不大,胁迫处理第5
天时开始急剧升高(图5)。SOD活性除胁迫处理

第1天在不同处理间没有显著性差异外,其余时

图4 不同浓度CuSO4 处理对小麦种子可溶性总糖(A)、可溶性蛋白(B)和氨基酸(C)含量的影响

Fig.4 EffectofdifferentconcentrationsofCuSO4stressonthecontentsoftotalsolublesugar(A),

solubleprotein(B)andaminoacid(C)inwheatseedsduringgermination
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图5 不同浓度CuSO4 处理对小麦种子SOD、CAT和POD活性的影响

Fig.5 EffectofdifferentconcentrationsofCuSO4stressonSOD,CATandPODactivitiesinwheatseedsduringgermination

间各CuSO4 处理SOD活性均显著低于CK;在胁

迫处理第5天时,30、60和90mg·kg-1CuSO4
处理的SOD活性分别较 CK 下降了37.11%、

54.06%和49.56%。
在同一时间,30、60和90mg·kg-1CuSO4 处

理的CAT活性均明显低于CK,其中在胁迫第5天

时降幅分别为25.44%、51.38%和62.12%。
在胁 迫 处 理 第5天 时,各 CuSO4 处 理 的

POD活性均显著高于CK。

2.4 不同浓度CuSO4 处理对小麦幼苗种子根抗

氧化酶活性及 MDA含量的影响

随着萌发时间的延长,小麦幼苗种子根内

SOD活性不断增加,CAT活性呈先升后降趋势,

POD活性则变化平稳,且在同一时间各CuSO4

处理的三种酶活性均显著高于CK(图6)。在胁迫处

理第5天时,30、60和90mg·kg-1CuSO4 处理SOD
活性分别比CK增加了37.11%、54.06%和49.56%,

CAT活性分别增加了77.85%、30.08%和166.77%,

POD活性分别增加了17.40%、78.83%和119.34%。
随CuSO4 浓度的增加,幼苗种子根和地上部

分 MDA含量均显著大于CK。在胁迫处理第5
天时,30、60和90mg·kg-1CuSO4 处理下种子

根的 MDA含量分别较CK增加了1.83倍、2.62
倍和2.96倍(图6D)。此外,种子根内 MDA含

量远大于地上部分幼叶的 MDA含量(图6E),如

90mg·kg-1CuSO4 处理5d后,种子根的MDA
含量是地上部分的2.53倍,说明种子根受到

Cu2+的氧化伤害要大于幼叶。

图6 不同浓度CuSO4 处理对小麦种子根SOD、CAT和POD活性及根和幼叶 MDA含量的影响

Fig.6 EffectofdifferentconcentrationsofCuSO4stressonactivitiesofSOD,CATandPOD
andMDAcontentinwheatseedlingrootsandleaves
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2.5 CuSO4 胁迫对小麦幼苗根尖呼吸脱氢酶活

性、O2
-· 含量和H2O2 含量的影响

随着CuSO4 浓度的增加,根尖呼吸脱氢酶活

性、O2-· 和 H2O2 含量均呈下降趋势(图7)。经

TTC、NBT和荧光染色后,CuSO4 处理的根尖较

CK分别表现染色范围明显变少、着色明显变浅

和荧光明显减弱,说明根尖的 O2-· 也变少。荧光

染色结果表明,随着CuSO4 胁迫对小麦根尖呼吸

脱氢酶活性及O2-· 和 H2O2 产生和积累量产生抑

制作用。

  A:TTC染色结果;B:NBT染色结果。a~h为H2O2 荧光强度,其中a和e为对照;b和f为30mg·kg-1CuSO4;c和g为60mg·
kg-1CuSO4;d和h为90mg·kg-1CuSO4;a~d为白光;e~h为荧光。

A:TTCstainingresult;B:NBTstainingresult.a—h:H2O2fluorescenceintensity.aande:CK;bandf:30mg·kg-1CuSO4;
candg:60mg·kg-1CuSO4;dandh:90mg·kg-1CuSO4;a—d:Inbrightfield;e—h:Influorescenceprobefield.

图7 不同浓度CuSO4 处理对小麦幼苗根尖脱氢酶活性、O2
-· 和H2O2 含量的影响

Fig.7 EffectofdifferentconcentrationsofCuSO4stressondehydrogenaseactivity,O2
-· andH2O2contentinwheatseedlingroot

2.6 CuSO4 胁迫对小麦乳苗期根尖有丝分裂的

影响

观察发现,CK的根尖分生区内有大量细胞正

在进行有丝分裂,且有丝分裂的前、中、末和间期细

胞均有分布(图8a中箭头所示)。在30mg·kg-1

CuSO4 处理下,根尖细胞有丝分裂明显减少,仅
极少量细胞处于有丝分裂期(图8b中箭头所示),

整个视野只有一个细胞处于有丝分裂中期(图8f
中箭头所示)。60和90mg·kg-1CuSO4 处理

下,没有出现有丝分裂,且处于分裂间期的细胞染

色程度加深,细胞核变成了不规则形状(图8c、图

8d、图8g和图8h中箭头所示),说明受高浓度的

CuSO4 胁迫后,根尖的细胞核形态发生凝聚,无
法进行有丝分裂。

  a和e:CK;b和f:30mg·kg-1CuSO4;c和g:60mg·kg-1CuSO4;d和h:90mg·kg-1CuSO4;a、b、c和d:400倍;e、f、g和h:1000倍。
aande:CK;bandf:30mg·kg-1CuSO4;candg:60mg·kg-1CuSO4;dandh:90mg·kg-1CuSO4;a,b,candd:400×;e,

f,gandh:1000×.
图8不同浓度CuSO4 处理对小麦乳苗期根尖细胞有丝分裂的影响

Fig.8 EffectofdifferentconcentrationsofCuSO4stressonmitosisinwheatseedlingroottip
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2.7 CuSO4 胁迫对小麦乳苗期种子根和芽中Cu
含量的影响

从图9可知,在30、60和90mg·kg-1Cu-
SO4 处理5d后,小麦根中Cu含量比CK分别增

加了3.83、4.91和5.96倍,差异著性;叶片Cu
含量也显著大于CK。同一CuSO4 处理下种子根

积累的Cu要远大于幼叶,这可能与根直接接触

CuSO4 有关。

2.8 CuSO4 胁迫对小麦幼苗生长参数的影响

随着CuSO4 处理浓度增加,小麦株高、种子

根的最大长度和根数均显著低于CK(图10A~
图10C)。在胁迫处理5d后,30、60和90mg·

kg-1CuSO4 处理的株高比CK分别下降了27.71%、

50.27%和60.02%,种子根的最大长度分别下降

了55.23%、66.37%和69.93%,种子根的数量分

别下降了4.17%、16.89%和26.83%,除30mg·

kg-1CuSO4 处理的种子根数量与CK无显著差

异外,各处理的三个指标与 CK差 异 均 显 著。

CuSO4 处理后,幼苗鲜重和干重均显著低于CK,

在胁迫处理5d后,30、60和90mg·kg-1CuSO4 处

理的幼苗干重分别比CK下降了35.96%、46.07%
和60.11%(图10D)。由此可见,CuSO4 胁迫会

抑制小麦幼苗的生长发育,抑制程度随CuSO4 浓

度的增加而增大。

图9 不同浓度CuSO4 处理对小麦种子根和

芽Cu含量的影响

Fig.9 EffectofdifferentconcentrationsofCuSO4stress
onCucontentinrootandbudofwheatseedling

图10 不同浓度CuSO4 处理对小麦幼苗生长参数的影响

Fig.10 EffectofdifferentconcentrationsofCuSO4stressongrowthparametersofwheatseedling
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3 讨论

本研究表明,CuSO4 胁迫可降低小麦种子萌

发过程中淀粉酶活性,使淀粉分解能力减弱,导致

种子内可溶性总糖、可溶性蛋白质及氨基酸含量

减少,也相应地降低幼苗从库端即种子内快速获

得养分供应的能力,抑制幼苗生长,这与前人发现

Cu2+胁迫导致水稻植株矮小的结果相似[22]。且

受CuSO4 胁迫后,小麦幼苗根尖分生区细胞核出

现固缩,变成不规则形状并导致核物质凝聚,从而

使根尖细胞有丝分裂受阻,这与前人发现Cu2+胁

迫可诱导小麦根尖细胞空泡化,出现细胞核、核仁

及细胞器消失的现象类似[23-24]。由此说明,Cu2+

胁迫直接影响细胞核遗传物质的功能。本研究还

发现,Cu2+胁迫对种子根生长的抑制作用远大于

地上部分,可能与种子根直接接触CuSO4 溶液有

关,而且Cu2+在根部的积累量也远大于叶片,这
可能是Cu2+经根部吸收后不易于向地上部分运

输所致[4,23]。与此同时,Cu2+胁迫下种子内SOD
和CAT活性显著降低,而种子根的SOD、CAT
和POD活性则显著高于CK,说明小麦种子根对

Cu2+胁迫更为敏感,并能通过提高的抗氧化酶活

性来清除过多的活性氧。这与前人在海州香薷上

得出的研究结论相似[25]。但在本试验中,随着

Cu2+浓度的增大,小麦幼苗根尖内ROS荧光强

度则相应的减弱。究其原因,一方面可能是抗氧

化酶活性增加对其清除作用增强;另一方面可能

是ROS的产生量减少,因为ROS主要源于根尖

线粒体呼吸链,受高浓度Cu2+ 胁迫后,根尖细胞

呼吸速率下降,从而造成ROS产生速率减少,说
明Cu2+可能对线粒体产生胁迫作用。有研究结

果显示,受Cu2+胁迫后,在玉米根尖的细胞核、线
粒体和叶绿体等细胞器内均有Cu2+的分布,推测

小麦幼苗根尖内的线粒体和细胞核对Cu2+ 胁迫

也非常敏感,导致ROS正常形成和根尖分生区的

有丝分裂均受阻[26]。ROS如 H2O2、·OH 和

O2-·可使细胞壁松弛,在促进细胞伸展和细胞生

长中有重要作用[27],当ROS产生量过度减少后,
可能也会导致小麦种子根的生长受阻。有研究证

实,当ROS合成受阻后,水稻种子萌发速率会显

著降 低,幼 苗 的 生 长 被 抑 制[28-29]。本 研 究 中,

Cu2+ 胁迫不但对小麦种子萌发和幼苗生长造成

生理性毒害,还能引起细胞遗传性毒害。Cu2+在

根部过度积累,导致膜脂过氧化加剧,致使 MDA

含量增加,使根尖细胞有丝分裂受阻无法形成新的

细胞,抑制幼苗生长。但Cu2+ 降低淀粉酶活性和

根尖有丝分裂的生理与分子机制还需要深入研究。
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