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氧化石墨烯对黑麦草根系抗逆生理特性的影响
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生命科学学院,天津市动植物抗性重点实验室,天津
 

300387)

摘 要:该研究通过向土壤中添加不同含量(1%、2%、3%、4%和5%)的氧化石墨烯(graphene
 

oxide,GO),分析其

对黑麦草根系生长及抗逆生理特性的影响。结果表明:(1)低剂量(1%和2%)的GO对黑麦草根系生长没有显著

影响,高剂量(3%~5%)的GO处理显著抑制了黑麦草根系生长。(2)1%
 

GO处理对根体积和根生物量没有影

响,随着GO添加量的增加,黑麦草根体积和根生物量逐渐减小,在5%
 

GO处理下,降至最低,根干重较对照降低

了22.64%。(3)1%
 

GO处理对黑麦草根保护酶活性与丙二醛(MDA)含量影响不显著,随着GO添加量的增加,

过氧化物酶(POD)、超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT)活性显著高于对照组,且 MDA含量也显著增加,

说明GO对黑麦草根系生长产生了氧化胁迫。(4)GO处理超过1%时黑麦草根系活力显著下降,并于5%
 

GO处

理下根系活力降至最小,较对照下降了35.07%。研究认为,低剂量(1%~2%)的GO对黑麦草的生长没有影响,

而高剂量GO则会对根系产生明显的氧化胁迫,从而造成根系损伤。
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Abstract:
 

We
 

carried
 

out
 

pot
 

experiments
 

to
 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

graphene
 

oxide
 

(GO)
 

added
 

in
 

soil
 

with
 

different
 

dosages
 

(1%,
 

2%,
 

3%,
 

4%
 

and
 

5%)
 

on
 

the
 

growth
 

and
 

physiological
 

characteristics
 

of
 

stress
 

resistance
 

in
 

ryegrass
 

(Lolium
 

perenne
 

L.)
 

roots.
 

The
 

results
 

showed
 

that:
 

(1)
 

the
 

root
 

growth
 

was
 

not
 

affected
 

by
 

low
 

dosages
 

of
 

GO
 

(1%
 

and
 

2%),
 

but
 

it
 

was
 

significantly
 

inhibited
 

by
 

high
 

dosages
 

of
 

GO
 

(3%-5%).
 

(2)
 

No
 

significant
 

differences
 

were
 

observed
 

in
 

root
 

volume
 

and
 

biomass
 

between
 

1%
 

GO
 

treatment
 

and
 

the
 

control.
 

With
 

the
 

increase
 

of
 

GO
 

dosage,
 

root
 

volume
 

and
 

biomass
 

of
 

ryegrass
 

de-
creased.

 

Root
 

dry
 

weight
 

was
 

the
 

lowest
 

under
 

5%
 

GO
 

treatment,
 

which
 

was
 

decreased
 

by
 

22.64%
 

com-
pared

 

with
 

the
 

control.
 

(3)
 

1%
 

GO
 

treatment
 

did
 

not
 

affect
 

the
 

activities
 

of
 

protective
 

enzymes
 

and
 

malon-
dialdehyde

 

(MDA)
 

content.
 

The
 

activities
 

of
 

POD,
 

SOD
 

and
 

CAT
 

enzymes
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
  

with
 

increasing
 

GO
 

dosage,
 

and
 

MDA
 

content
 

also
 

increased
 

significantly.
 

(4)
 

When
 

the
 

dosage
 

of
 

GO
 

exceeded
 

1%,
 

the
 

root
 

activity
 

of
 

ryegrass
 

significantly
 

decreased.
 

The
 

lowest
 

value
 

was
 

recorded
 

un-
der

 

5%
 

GO
 

treatment,
 

which
 

was
 

35.07%
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control.
 

The
 

findings
 

suggest
 

that
 

low
 

dosages
 

of
 

GO
 

could
 

not
 

affect
 

root
 

growth
 

of
 

ryegrass,
 

while
 

high
 

dosages
 

of
 

GO
 

could
 

induce
 

oxidative
 

stress
 

on
 

roots,
 

resulting
 

in
 

root
 

damage.
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  近些年,氧化石墨烯(graphene
 

oxide,
 

GO)在
光学、生物医学、物理化学等领域的广泛应用[1-2],给
生态环境带来的风险已成为研究新热点。研究发

现[3],GO具有独特的物理化学特性,可以作为吸附

水体中重金属污染物的新型吸附剂,因此GO会残

留在水体中,并随着污水灌溉流入土壤。除此之外,

GO用量的急剧增加,使其在生产加工、使用运输以

及废弃处理过程中,会不可避免地释放到环境中。
这些进入到水体和土壤中的GO,首先会损伤植物根

系,进而对地上部分以及整个植株造成伤害[4]。而植

物在生态系统中至关重要,因此,探究GO对植物根

系抗逆生理特性的影响是很有必要的。
目前,已有较多研究报道了氧化石墨烯对动物、

植物以及微生物生理生化方面的影响[5]。GO对生

物会产生物理损伤,由于其边缘通常较为尖锐,通过

与细胞的相互碰撞,会造成细胞表面受损,破坏细胞

的完整性[6]。另外,GO 能包裹藻类细胞,进入细

胞,损坏细胞器,使细胞分裂减少,染色质聚集,同时

抑制细胞生长,破坏抗氧化酶[7]。GO具有大的比表

面积,与细胞接触后可使活性氧(ROS)增加,从而增

加细胞氧化应激反应,还可能攻击DNA、蛋白质和细

胞膜,导致细胞损伤而产生毒性[8-9]。Zhang等[10]研

究表明,GO能诱导产生大量的自由基和生成氧化细

胞色素C的中间物,从而产生毒性。Yang等[11]发

现,低浓度处理下GO对小鼠红细胞形态和细胞壁完

整性略有影响,在高浓度处理下,部分红细胞膜破裂。

GO对植物影响的研究大多集中在水培条件下

地上部植株的生长情况等方面。Lin等[12]的研究表

明,GO对苔藓的生长具有一定的影响,苔藓的叶绿

素a含量上升,叶绿素b含量下降,导致叶绿素a/b
上升,光合作用效率下降,生物质含量降低。Chen
等[13]报道,高浓度的GO处理导致小麦幼苗的形态

严重丧失,苗长和生物量减少,明显破坏植物组织结

构。Begum等[14]的研究发现,GO 显著抑制了白

菜、番茄和红菠菜的生长及生物量。也有报道,适量

的GO会增加根长度、叶面积、叶片数量,在花蕾的

形成方面具有积极的作用[15]。在抗氧化损伤方面,
多数研 究 也 将 重 点 放 在 植 物 地 上 部 分。Zhang
等[16]的研究指出,GO降低了水稻地上生物量和芽

伸长,对植物造成氧化损伤。GO对植物根部的影

响有少量报道,Cheng等[17]研究表明,在 GO处理

下,植物根长变短,根鲜重减少,MDA含量没有显

著变化。Xie等[18]的研究发现,25
 

mg/L
 

GO处理

会抑制根的发育,产生氧化胁迫。关于土壤中添加

GO对植物根部抗逆生理特性的研究还较少见。
本研究将不同比例的GO添加到土壤中,通过

根系生长指标、抗氧化酶活性、丙二醛含量和根系活

力等的测定,来探究GO对黑麦草根系生长和抗逆

生理特性影响,为揭示GO对植物根系的毒性作用

机制提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 试验材料

试验用土壤取自天津师范大学校园内0~20
 

cm的表层土壤。基本性质:pH
 

7.45,盐含量0.1%,
有机质 含 量4.68%,土 壤 碱 解 氮137.42

 

mg·

kg-1,速效钾71.63
 

mg·kg-1,有效磷22.03
 

mg·

kg-1,饱和含水量0.56
 

mL·kg-1,容重0.87
 

g·

cm-3。黑麦草种子购于宿迁卉艺种业有限公司,品
种名为爱森特(Accent)。氧化石墨烯(GO)购自苏

州恒球石墨烯科技有限公司,为褐黄色粉末,平均厚

度在3.4~7
 

nm,片层直径在10~50
 

μm,比表面积

为100~300
 

m2·g-1。

1.2 试验设计

以黑麦草为培养对象,将种子做催芽处理,待种

子萌发后转移到不同GO浓度的土壤中进行培养,
每盆播种100粒。

将GO 按 一 定 质 量 比(1%、2%、3%、4%和

5%)添加到420
 

g土壤中,混合均匀,装入直径7
 

cm、高8
 

cm的花盆,以不添加GO的为对照(CK),
共6个处理,每个处理4次重复。植物在室内栽培,
培养期间保证充足的水分供应,使含水量保持在最

大持水量的60%。光照为透入室内的自然光,光照

强度在623~33
 

020
 

Lx。在培养过程中定期调换花

盆位置,以确保每盆植物都处于同等的光照条件下。
培养期间的环境温度为20~27

 

℃,相对湿度17%
~54%,共培养40

 

d。

1.3 指标测定

1.3.1 生长指标的测定 根系体积的测定:采用排

水法。向量筒中加入适量的水并记下刻度值,然后

将根的表面水分吸净,浸没于量筒中,用玻璃棒小心

搅动以排除根间的气泡,再记下刻度值,两次刻度值

之差即为根的体积。
根生物量的测定:植株根用清水洗净,用滤纸吸
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去水分后,称重,为根鲜重,之后于108
 

℃下杀青20
 

min,80
 

℃烘干至恒质量,称量,为根干重。

1.3.2 保护酶活性的测定 酶提取液的制备:在每

个盆栽的相同部位,取0.5
 

g新鲜的植物根,剪成小

段放于研钵中,加入3
 

mL提取液(由pH
 

7.0的50
 

mmol·L-1 磷酸缓冲液和1
 

mmol·L-1EDTA配

制而成)和石英砂,将研钵放置于冰盒中,进行研磨。
研磨完全后将研磨液倒入离心管中,再用2

 

mL提

取液洗涤研钵,同样转移至离心管中,
 

4
 

℃
 

10
 

000
 

r
·min-1 离心20

 

min。上清液用于酶活性的测定。

POD活性用愈创木酚法测定[19]:在烧杯中依

次加入50
 

mmol·L-1 的磷酸缓冲液(pH
 

7.0)、0.1
 

mmol·L-1EDTA、2%
 

H2O2 和50
 

mmol·L-1 愈

创木酚,配制反应溶液。取一石英比色皿加入磷酸

缓冲液,用于分光光度计调零。另一石英比色皿加

入2.9
 

mL反应混合液和0.1
 

mL酶提取液并混匀,
测定OD470。取0.5~3.5

 

min时间段(反应时长共

计3
 

min),每30
 

s读数1次计算酶活性。以每分钟

OD470 增加0.01的酶量为1个酶活单位,单位为U
·min-1·g-1。

CAT活性采用紫外分光光度法测定[20]:先在

烧杯中加入0.1
 

mol·L-1H2O2,再加入50
 

mmol
·L-1 磷酸缓冲液(pH

 

7.0),混匀备用。在一个比

色皿中加入3
 

mL磷酸缓冲液调零,另一比色皿加

入2.9
 

mL反应混合液和0.1
 

mL酶提取液,混匀,
在波长240

 

nm下测定吸光度,取0.5~3.5
 

min时间

段,每隔30
 

s读数1次。以每分钟OD240 减少0.1的

酶量为1个酶活单位,单位为U·min-1·g-1。

SOD活性采用比色法测定[21]:依次在比色皿中

加入3.0
 

mL
 

50
 

mmol·L-1 磷酸缓冲液(pH
 

7.8)、0.6
 

mL
 

130
 

mmol·L-1 甲硫氨酸、0.6
 

mL
 

750
 

μmol·

L-1 氮蓝四唑、0.6
 

mL
 

0.1
 

mmol·L-1EDTA、0.2
 

mL酶提取液、1.0
 

mL蒸馏水和0.6
 

mL
 

20
 

μmol·

L-1 核黄素,混匀,将对照管放置于暗处,避免光的

照射。其他各管置于30
 

℃,光照为4
 

000
 

Lx日光

灯下,进行20
 

min照射,使其发生化学反应,20
 

min
后用黑布盖住试管,使反应终止。避光处理组作为

对照管进行调零,在波长560
 

nm 下测定吸光度。
以降低50%的NBT光还原反应为1个酶活单位,
单位为U·g-1。

1.3.3 丙二醛含量的测定 丙二醛含量采用硫代

巴比妥酸法测定[22]:取0.5
 

g植物根,剪碎,加入

10%
 

TCA
 

2
 

mL,石英砂研磨;再加入 TCA
 

8
 

mL
研磨,匀浆液4

 

000
 

g离心10
 

min,取上清液,即为

样品提取液。取提取液4
 

mL,加0.6%
 

TBA
 

4
 

mL,混匀,在100
 

℃水浴煮沸15
 

min,迅速冷却后

离心。对照管以4
 

mL水代替提取液。用紫外分光

光度计分别测定上清液在450、532和600
 

nm处的

吸光度值,计算 MDA浓度,折算成单位鲜重组织中

的 MDA含量(μmol·g
-1)。

1.3.4 根系活力的测定 根系活力的测定采用氯

化三苯基四氮唑(TTC)法[23]:称取1
 

g植物根,在37
 

℃下置于盛有10
 

mL等体积0.4%
 

TTC和66
 

mmol
·L-1 的磷酸缓冲溶液(pH

 

7.0)混合液中,保温3
 

h,
然后加入2

 

mL
 

1
 

mol·L-1 的硫酸终止反应。取出

根,吸干水分,切根,将已显色的根放入试管中,再加

入10
 

mL甲醇,使根尖完全浸于甲醇中,在室温下静

置24
 

h,直到根部呈白色,测定485
 

nm波长下的OD
值,计算TTC的还原量(μg·g

-1·h-1)。

1.4 数据处理

所得数据以平均值±标准差(n=4)表示。采

用SPSS
 

20.0软件,对不同GO处理下的样本差异

进行单因素方差分析(One-way
 

ANOVA),并采用

Tukey法,在P=0.05水平下进行数据的差异显著

性检验。

2 结果与分析

2.1 GO对黑麦草根体积的影响

如图1所示。1%
 

GO处理下,黑麦草根体积最

大,但与对照差异不显著(P>0.05);2%
 

GO处理略

低于对照(P>0.05)。随着GO比例的增加,根体积

显著降低(P<0.05),在5%
 

GO处理下达到最小值。

2.2 GO对黑麦草根鲜重与干重的影响

如图2所示,与对照相比,1%
 

和2%GO处理

对黑麦 草 根 系 鲜 重 和 干 重 没 有 显 著 影 响(P>
0.05),但3%~5%

 

GO处理对根鲜重与干重均具有

不同字母表示处理间差异显著(P<0.05);下同

图1 GO对黑麦草根体积的影响

Different
 

letters
 

indicate
 

significant
 

differences
 

among
 

treatments
 

(P<0.05);
 

The
 

same
 

as
 

below

Fig.1 Effect
 

of
 

GO
 

on
 

root
 

volume
 

of
 

ryegrass
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显著的抑制作用(P<0.05),且抑制作用随GO含

量增加而增大。

2.3 GO对黑麦草根系保护酶活性和丙二醛含量

的影响

2.3.1 GO对POD活性的影响 由图3,A可知,

1%GO处理组黑麦草根系POD活性与对照相比无

显著差异(P>0.05);当GO添加比例超过1%时,
 

POD活性均显著高于对照(P<0.05),且随GO比

例增加呈现出逐渐升高趋势。

2.3.2 GO对SOD活性的影响 从图3,B可知,

1%
 

GO 处理SOD活性与对照无显著差异(P>
0.05);当GO比例大于1%时,SOD活性均显著高

于对照(P<0.05)。随GO比例增加,SOD活性先

增加后下降,4%
 

GO处理下达到了最大。

2.3.3 GO对CAT活性的影响 如图3,C所示,

1%和2%
 

GO处理对CAT活性无显著影响(P>

0.05);当GO的添加比例达到3%
 

时,CAT活性较

对照均显著增加(P<0.05),在3%
 

GO处理CAT
活性最大,较对照增加了32.70%。

2.3.4 GO对 MDA含量的影响 如图3,D所示,

2%~5%
 

GO处理 MDA含量显著高于对照(P<
0.05);且随着GO添加量的增加,含量逐渐升高,在

5%
 

GO处理最大。

2.4 GO对黑麦草根系活力的影响

如图4所示,黑麦草根系活力随着GO添加含

量的增加而逐渐下降。GO添加比例大于1%时,根
系活力均显著低于对照(P<0.05),5%

 

GO处理根

系活力较对照下降了35.07%。

3 讨 论

植物根系是吸收水和养分的主要器官,可以为

地上组织输送水分和营养物质。根系越发达,植物所

图2 GO对黑麦草根鲜重(A)与干重(B)的影响
 

Fig.2 Effects
 

of
 

GO
 

on
 

fresh
 

weight
 

(A)
 

and
 

dry
 

weight
 

(B)
 

of
 

ryegrass
 

roots

图3 GO对黑麦草根系POD(A)、SOD(B)、CAT(C)活性和 MDA含量(D)的影响
 

Fig.3 Effects
 

of
 

GO
 

on
 

the
 

activities
 

of
 

POD
 

(A),
 

SOD
 

(B),
 

CAT
 

(C)
 

and
 

MDA
 

content
 

(D)
 

of
 

roots
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图4 GO对黑麦草根系活力的影响

Fig.4 Effect
 

of
 

GO
 

on
 

root
 

vigor
 

of
 

ryegrass

吸收的营养元素越多,其自身的生长发育越好[24]。
本研究中,1%和2%

 

GO对黑麦草根系生长没有显

著影响,当GO添加量达到3%时,根体积、根生物

量和根系活力均显著降低,且随GO添加量的增加

逐渐减小,说明GO会抑制黑麦草根系的生长,从而

影响整个植株的生长发育,且随着施加量的增加,抑
制作用也逐渐增强,存在着一种剂量效应。有研究

报道[25],GO会对根系结构造成损伤,经GO处理过

的种子,其幼苗的根分生组织细胞中能检测到GO
的存在,且根部形成了规则的孔隙结构;高浓度的

GO处理后会使根和茎长、茎鲜重下降。Shen等[26]

的研究同样也发现,高浓度的
 

GO会影响植株根部

的生长,包括抑制了植株侧根的发育。也有研究发

现 GO 会在植株幼苗的根细胞中积累[27]。Chen
等[28]研究也表明,小麦可以通过根毛吸收GO,在高

浓度GO处理下根细胞受损。这些均与本研究的结

果一致。GO抑制植物根系生长的原因可能有两

个:其一,GO会对根细胞产生物理伤害,对其细胞

结构造成损伤;其二,植物根系会吸收并积累GO,
当浓度过高就会使细胞受损。另外,还有研究报

道[29],GO会对植物根系的养分吸收造成影响,不
仅降低了根吸收面积和根系活性,而且抑制了植物

根部硝酸盐转运蛋白的表达,因此,GO会影响根部

吸收硝酸盐的速率,从而导致植物在逆境中不能很

好地积累硝酸盐。

SOD是生物体内重要的抗氧化酶,能清除生物

体内自由基,最先与O
-·

2 发生作用,把O
-·

2 歧化生成

H2O2 和O2,所以,SOD的诱导与植株体内 O
-·

2 的

含量有着密切关系。POD和CAT的反应底物是

H2O2,两者都能够清除植物体内产生的 H2O2,在
抑制植 物 膜 脂 过 氧 化 方 面 发 挥 着 重 要 作 用[30]。

MDA含量可间接反映植物细胞膜脂过氧化程度,

MDA含量越高,表明膜透性越大,膜脂过氧化程度

越强[31]。本研究中,GO添加量达到3%时,SOD、

POD和CAT活性均显著增加,说明GO诱导植物

根部产生了大量活性氧,激活了根系的保护酶防御

系统。同时,在2%GO处理及以上,MDA含量也

显著升高,表明高含量GO处理下黑麦草根系受到

了氧化胁迫。Li等[32]研究发现,经过GO处理的苹

果根系SOD、POD、CAT活性增加。Hatami等[25]

的研究也获得了相似的结果,GO会造成植物保护

酶活性及 MDA含量升高,进而对植物产生氧化胁

迫。Vochita等[27]的研究发现,500~2
 

000
 

mg·

L-1
 

GO 的处理表现出剂量效应,GO 浓度在500
 

mg·L-1 时SOD、POD、CAT的活性达到最大值,
对小麦产生了氧化胁迫损伤;GO浓度在1

 

000和

2
 

000
 

mg·L-1 时抑制了酶活性的增高,加剧了氧

化损伤。本研究在4%GO处理下SOD活性达到了

最大值,5%GO处理又出现下降,可能是因为高添

加量下生成的活性氧不能被及时清除而导致了酶失

活。碳纳米材料会使植物体内ROS增多,当抗氧化

酶不足以清除ROS时,残余的ROS会使膜质过氧

化[33]。因此,GO很有可能通过诱导植物体内产生

ROS,致使膜质过氧化,进而使 MDA含量增加,最
终使植物产生氧化损伤。

综上所述,低添加量GO对黑麦草根系生长发

育、保护酶活性、丙二醛含量和根系活力没有显著影

响,而高添加量GO会抑制根系生长,降低了根系活

力,提高了SOD、POD和CAT 酶活性,使 MDA含量

升高,对黑麦草产生氧化胁迫,使植物根系受到损伤。
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