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Pb胁迫对紫花苜蓿种子萌发生理及幼苗抗氧化
系统和 Pb积累的影响

李小娥
（白银市林业和草原局， 甘肃  白银  730900）

摘要：为探讨 Pb 胁迫对紫花苜蓿（Medicago sativa L. ）种子萌发生理及幼苗抗氧化系统和 Pb 富集效应的影响，设

置 6 个 Pb 胁迫浓度测定种子萌发生理，设置 3 个 Pb 胁迫浓度测定幼苗抗氧化系统活性及 Pb 含量。结果表明：（1）
Pb 胁迫抑制了种子的吸胀和萌发，淀粉酶和蛋白水解酶活性下降，可溶性糖、还原性糖、游离脯氨酸和游离氨基酸

含量降低。（2）种子萌发期耐 Pb 适宜浓度为≤1. 84 mmol·L-1，半致死浓度和极限浓度为 3. 93 mmol·L-1 和 7. 29 
mmol·L-1。（3）2. 0 mmol·L-1 Pb 胁迫下，幼苗叶片中抗氧化系统活性先升高后下降，4. 0 mmol·L-1 Pb 胁迫导致抗

氧化系统崩溃，氧化损伤加剧。（4）Pb 胁迫下，幼苗体内 Pb 含量显著增加，且根系>茎秆>叶片，仅有少量 Pb 从地

下部向地上部转运。Pb 胁迫抑制了种子萌发，幼苗氧化损伤加剧，抗氧化系统崩溃，Pb 在幼苗根系中大量富集。

研究为利用紫花苜蓿修复 Pb 污染土壤提供了理论依据。
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The Effects of Pb Stress on the Germination Physiology of Alfalfa Seeds， 
Antioxidant System of Seedlings， and Pb Enrichment Effect

LI Xiao-e
（Baiyin Forestry and Grassland Bureau， Baiyin， Gansu Province 730900， China）

Abstract：This study investigated the effects of Pb stress on the physiology of seed germination and the antioxi⁃
dant system and Pb accumulation in seedlings of alfalfa （Medicago sativa）.  Six Pb stress concentrations were 
set to evaluate seed germination physiology， and three Pb stress concentrations were established to assess the 
activity of the antioxidant system and Pb content in seedlings.  The results showed that： （1）Pb stress inhibited 
seed imbibition and germination， reduced the activities of amylase and protease， and decreased the levels of 
soluble sugars， reducing sugars， free proline， and free amino acids.  （2）The suitable concentration for Pb 
during seed germination of alfalfa was ≤1. 84 mmol·L-1， with a half lethal concentration and a limit concentra⁃
tion of 3. 93 mmol·L-1 and 7. 29 mmol·L-1， respectively.  （3）Under 2. 0 mmol·L-1 Pb stress， the antioxidant 
system activity in seedling leaves initially increased and then decreased.  At 4. 0 mmol·L-1 Pb stress， the anti⁃
oxidant system collapsed， and oxidative damage intensified.  （4）Under Pb stress， Pb content in seedlings sig⁃
nificantly increased， with the highest levels in roots， followed by stems and leaves.  Only a small amount of Pb 
translocated from underground to aboveground parts.  This indicates that Pb stress inhibited seed germination， 
exacerbated oxidative damage in seedlings， led to the collapse of the antioxidant system， and caused substantial 
Pb accumulation in seedling roots.  The study provides a theoretical basis for using alfalfa to remediate Pb-con⁃
taminated soils.
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随着工业化和城市化的快速发展，重金属污染

问题已成为全球性环境问题［1］。重金属铅（Pb）因其

高毒性、难降解性和生物累积性，对人类健康和生

态系统构成严重威胁［2-3］。Pb 可通过采矿、冶炼、电

子废弃物、含铅汽油及农药不合理使用等多种途径

进入生态环境，导致 Pb 污染日益加剧［4］。据统计，

我国重金属污染的耕地面积超过 2×107 hm2，其中

Pb 超标率高达 7. 0%，部分地区甚至超过 30%，平

均占比高达 20%，严重影响农业可持续发展［5-6］。

Pb 在土壤中稳定性强，长期滞留不仅破坏土壤微生

物群落结构，还会通过植物吸收进入食物链，最终

危害人体健康［7-8］。因此，研究 Pb 胁迫对植物的影

响及其耐受机制，对土壤修复和农业安全生产具有

重要意义。

紫花苜蓿（Medicago sativa L. ）作为重要的豆

科牧草，具有固氮效率高、适应性强、生物量大、营

养价值高等特点，在饲料生产、土壤改良和生态修

复中广泛应用［9-10］。研究表明，紫花苜蓿对 Pb，Cd，
Zn 等重金属具有一定的耐受性和富集能力，在重金

属污染修复中的潜力巨大［11-12］。目前，关于 Pb 胁迫

对紫花苜蓿种子萌发、幼苗生长及生理代谢影响的

研究，多集中于短期胁迫效应或单一生理指标分

析［13］，但其影响机制尚未完全阐明，且缺乏系统性

分析，尤其是紫花苜蓿幼苗抗氧化系统的响应机制

仍缺乏深入研究，Pb 在其体内的富集规律及其在

Pb 污染土壤中的修复潜力还需进一步深入探讨。

本研究采用紫花苜蓿种子萌发试验和幼苗盆

栽生长试验，通过室内模拟 Pb 胁迫，探讨不同浓度

Pb 处理对紫花苜蓿种子萌发过程中淀粉转化、蛋白

转化的影响，分析紫花苜蓿幼苗抗氧化酶活性及活

性氧含量的变化规律，并测定 Pb 在紫花苜蓿幼苗

根、茎、叶中的富集特征和转移特征，旨在揭示紫花

苜蓿幼苗对 Pb 胁迫的生理适应机制，为紫花苜蓿在

Pb 污染土壤中的修复提供科学依据。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

供试材料为‘甘农 3号’紫花苜蓿（Medicago sativa 
L.‘Gannong No. 3’）。Pb 胁迫试剂为 Pb（NO3）2，分

析纯，购自国药集团化学试剂有限公司。

1. 2　试验设计

种子萌发试验：设置 6 个 Pb 胁迫浓度，分别为

CK（对照，蒸馏水）、T0. 5处理（0. 5 mmol·L-1）、T1. 0处

理（1. 0 mmol·L-1）、T2. 0 处理（2. 0 mmol·L-1）、T4. 0

处理（4. 0 mmol·L-1）、T8. 0 处理（8. 0 mmol·L-1），每

个处理 6 次重复。试验选取成熟度相同、大小一致、

饱满均匀且无病虫害的种子，经 0. 1% HgCl2 消毒

5 min后，置于铺有滤纸的培养皿（直径 9 cm）中，每皿

100 粒种子，每皿加 10 mL 相对应浓度的 Pb（NO3）2

溶液，然后将培养皿转移到种子发芽箱中进行培

养。试验期间，为保证培养皿中 Pb 胁迫浓度稳定，

每隔 24 h 更换一次对应浓度的 Pb（NO3）2 溶液。发

芽期间，每 12 h 观察并记录一次发芽种子数，以胚

根突破种皮作为发芽标准，连续 3 次无种子发芽则

视为发芽结束。于种子萌发第 6，12，24 h，取样测定

种子含水量和吸水速率；于种子萌发第 4 d，取样测

定种子中淀粉转化和蛋白转化相关指标；种子萌发

第 10 d，统计种子的发芽势、发芽率，测定胚芽长、胚

根长和生物量，并计算种子耐 Pb 适宜浓度范围、半

致死浓度和极限浓度。

幼苗生长试验：设置 3 个处理，分别为 CK（对

照，蒸馏水）、T2. 0 处理（2. 0 mmol·L-1）、T4. 0 处理

（4. 0 mmol·L-1），每个处理 6 次重复。将消毒后的

种子播种在装有蛭石的培养钵（钵体深度 15 cm，上

口径 20 cm，下口径 15 cm）中，种子出苗后，每个培

养钵中定植 15 株，然后转移至光照培养室培养，待

苜蓿幼苗高度达 10 cm 左右，正式开始试验。试验

期间，每个培养钵中每隔 2 d 浇灌 1 次相应浓度的

Pb（NO3）2溶液，连续培养 45 d。于幼苗生长的第 0，
2，4，6，8，10 d，取样测定幼苗叶片中抗氧化系统相

关指标；于幼苗生长的第 0，5，10，15，30，45 d，取样

测定幼苗整株及根、茎、叶中 Pb 含量，并计算 Pb 在

幼苗体内的转移系数。

1. 3　测定方法

种子含水量和吸水速率按照尹美强等［14］方法

测定；发芽势、发芽率分别以 4 d，10 d 内正常发芽种

子数计算；胚芽长、胚根长用游标卡尺测量并保留 1
位小数；生物量测定方法为 95℃杀青 10 min，65℃烘

干至恒重并称重；耐 Pb 适宜浓度范围为相对发芽率

达到 75% 以上时相对应的 Pb（NO3）2 溶液浓度范

围，半致死浓度、极限浓度分别为相对发芽率为
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50%，10% 时相对应的 Pb（NO3）2溶液浓度。

α-淀粉酶、β-淀粉酶和总淀粉酶活性采用 DNS
（3，5-二硝基水杨酸）比色法测定［15］；淀粉含量采用

蒽酮显色法测定［15］；可溶性糖含量采用蒽酮显色法

测定［15］；还原性糖含量采用 DNS（3，5-二硝基水杨

酸）比色法测定［15］；蛋白水解酶活性参照张志刚

等［16］方法测定；可溶性蛋白含量采用 G-250（考马斯

亮蓝）显色法［17］测定；游离脯氨酸和游离氨基酸含

量采用酸性茚三酮显色法［15］测定；抗氧化酶 SOD，

APX，GPX 和 CAT 活性参考周一凡等［18］方法测定；

O2
·-，OH·，H2O2和 MDA 含量参考任建军等［19］方法

测定。

Pb 含量的测定：将苜蓿植株依次用自来水、

0. 1 mol·L-1 HCl、去离子水冲洗干净，吸干表面水

分，将根、茎、叶分开，105℃杀青 15 min，65℃烘干至

恒重，用研钵磨细并过 0. 25 mm 圆孔筛，用 HNO3-
HClO4 消解后，用 TAS-990 Super 原子吸收分光光

度计测定 Pb 含量。

转运系数的计算：TF=CX/CY，式中：CX为 X 器

官中 Pb 含量，CY为 Y 器官中 Pb 含量。

1. 4　统计方法

采用  Microsoft Excel 2013 进行数据分析和图

表绘制，采用 SPSS 19. 0 统计分析软件进行显著性

分析，其中百分数（%）数据作反正弦转换之后进行

显著性分析，试验结果以“平均数±标准差”表示，

P<0. 05 表示 5% 水平差异显著。

2　结果与分析

2. 1　Pb胁迫对紫花苜蓿种子吸胀和萌发的影响

由图 1 可知，随着 Pb 胁迫浓度的增大，浸种 6 
h，12 h，24 h 时紫花苜蓿种子含水量均呈下降趋势；

同时，浸种 6 h 时紫花苜蓿种子的吸水速率也随着

Pb 胁迫浓度的增大而降低，而浸种 24 h 时紫花苜蓿

种子的吸水速率随着 Pb 胁迫浓度的增大而升高。

Pb 胁迫对紫花苜蓿种子的吸胀有明显的抑制作用，

主要表现为对种子吸水速率的抑制，进而降低种子

含水量，导致紫花苜蓿种子萌发前期水分亏缺。

由图 2 可知，随着 Pb 胁迫浓度的增大，紫花苜

蓿种子的发芽势、发芽率、胚芽长、胚根长和生物量

均呈下降趋势，说明 Pb 胁迫对紫花苜蓿种子的萌发

有明显的抑制作用，且存在显著的浓度效应。以 Pb
胁迫浓度为 x 轴，Pb 胁迫下紫花苜蓿种子的相对发

芽率为 y 轴，作散点图并得出二者之间的回归方程

为 y=-11. 929x+96. 938（R2=0. 9697），根据方程

求得，紫花苜蓿种子萌发期耐 Pb 适宜浓度范围为≤
1. 84 mmol·L-1，耐 Pb半致死浓度为 3. 93 mmol·L-1，

耐 Pb 极限浓度为 7. 29 mmol·L-1。

2. 2　Pb胁迫对紫花苜蓿种子萌发过程中淀粉转化

的影响

由图 3 可知，随着 Pb 胁迫浓度的增大，紫花苜

蓿种子萌发过程中的 α-淀粉酶、β-淀粉酶和总淀

粉酶活性均呈下降趋势，抑制了淀粉的降解，导致

淀粉含量随着 Pb 胁迫浓度的增大而升高，同时也

抑制了可溶性糖和还原性糖的积累，使得可溶性

糖 和 还 原 性 糖 含 量 随 着 Pb 胁 迫 浓 度 的 增 大 而

降低。

图 1　不同 Pb胁迫下紫花苜蓿种子萌发期的含水量和吸水速率

Fig. 1　Water content and water absorption rate of alfalfa seeds during germination under different Pb stress levels
注：图中不同字母表示差异显著（P<0. 05），下同

Note： Different letters in the figure indicate significant differences at the 5% level， the same as below
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2. 3　Pb胁迫对紫花苜蓿种子萌发过程中蛋白转化

的影响

由图 4 可知，随着 Pb 胁迫浓度的增大，紫花苜

蓿种子萌发过程中的蛋白水解酶活性呈下降趋势，

抑制了可溶性蛋白的水解，导致可溶性蛋白含量随

着 Pb 胁迫浓度的增大而升高，同时也抑制了游离脯

氨酸和游离氨基酸的积累，使得游离脯氨酸和游离

氨基酸含量随着 Pb 胁迫浓度的增大而降低。

2. 4　Pb 胁迫对紫花苜蓿幼苗叶片抗氧化系统的

影响

由图 5 可知，和 CK 相比较，随着 Pb 胁迫时间的

增加，T2. 0 处理的紫花苜蓿幼苗叶片中 SOD，APX

和 GPX 活性呈先升高后下降的趋势，T2. 0处理的紫

花苜蓿幼苗叶片中 CAT 活性及 T4. 0 处理的紫花苜

蓿幼苗叶片中 SOD，APX，GPX，CAT 活性均呈下

降的趋势；同时，T2. 0 和 T4. 0 处理的紫花苜蓿幼苗叶

片中 O2
·-，OH·，H2O2，MDA 含量均呈上升的趋势。

2. 5　Pb 胁迫对紫花苜蓿幼苗体内 Pb 含量及转运

的影响

由图 6 可知，和 CK 相比较，随着 Pb 胁迫时间的

增加，T2. 0和 T4. 0处理的紫花苜蓿幼苗体内（根、茎、

叶及整株）Pb 含量均呈增加的趋势，且根系中的 Pb
含量显著高于茎秆中，茎秆中的 Pb 含量显著高于叶

片中。

图 2　不同 Pb胁迫下紫花苜蓿种子的萌发指标

Fig. 2　Germination indices of alfalfa seeds under different Pb stress levels
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由图 7可知，和CK相比较，随着Pb胁迫时间的增

加，T2. 0和T4. 0处理的紫花苜蓿幼苗体内Pb由根系向茎

秆、由茎秆向叶片的转运系数均呈先升高后降低的趋

势，且由根系向茎秆的转运系数显著低于由茎秆向叶片

的转运系数，T4. 0处理的紫花苜蓿幼苗体内Pb由根系向

茎秆、由茎秆向叶片的转运系数均显著低于T2. 0处理。

3　讨论

种子萌发是植物生命周期的关键阶段，也是对

外界环境最敏感的阶段之一。水分亏缺是影响种

子萌发的最主要外部因素，重金属胁迫会直接影响

种子的吸胀、酶活性及激素平衡，进而抑制胚根伸

长和幼苗生长［20］。研究表明，Pb 胁迫能够抑制紫花

苜蓿种子吸水，干扰淀粉酶、蛋白水解酶活性，从而

延缓或阻碍胚根伸长［21］，Pb 胁迫也能导致种子的线

粒体功能破坏，膜脂质过氧化加剧，萌发率显著降

低［22］。本研究结果表明，Pb 胁迫显著降低紫花苜蓿

种子的吸水速率和含水量，抑制种子吸胀，导致紫

花苜蓿种子萌发前期水分亏缺，进而抑制紫花苜蓿

种子的萌发，回归分析得出紫花苜蓿种子萌发期耐

Pb 适宜浓度为≤1. 84 mmol·L-1，半致死浓度和极

限浓度分别为 3. 93 mmol·L-1和 7. 29 mmol·L-1，说

明 Pb 胁迫存在显著的浓度效应，这与符卓旺等［21］和

魏学玲等［22］的研究结果一致。

重金属胁迫会诱导植物体内产生大量的活性

氧（ROS），ROS 过量积累导致氧化损伤［23］。植物体

产生氧化胁迫后，抗氧化防御系统会被激活，抗氧

图 3　Pb胁迫对紫花苜蓿种子萌发过程中淀粉转化的影响

Fig. 3　Effect of Pb stress on starch conversion during the germination process of alfalfa seeds
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化酶活性显著提高［24-25］。随着重金属胁迫浓度的增

加，抗氧化酶活性呈现逐渐上升的趋势，当胁迫浓

度过高时，保护酶系统受到破坏，酶活性下降［26-27］。

本研究结果表明，随着时间的增加，2. 0 mmol·L-1

和 4. 0 mmol·L-1 Pb 胁迫下，O2
·-，OH·，H2O2，MDA

含量均呈上升的趋势，说明 Pb 胁迫对紫花苜蓿幼苗

造成了氧化胁迫，同时 2. 0 mmol·L-1 Pb 胁迫下，

SOD，APX 和 GPX 活性呈先升高后下降的趋势，

CAT 活性呈下降的趋势，而 4. 0 mmol·L-1 Pb 胁迫

下，SOD，APX，GPX，CAT 活性均呈下降的趋势，这

和周美利等［28］的研究结果一致，说明 2. 0 mmol·L-1 
Pb胁迫能够刺激抗氧化酶活性增强，而 4. 0 mmol·L-1 
Pb 胁迫则导致抗氧化系统崩溃，加剧紫花苜蓿幼苗

的氧化损伤。重金属胁迫下，抗氧化酶系统缓解氧

化损伤是一个复杂的生理过程，受植物种类、生长

阶段、重金属类型和浓度等多方面因素影响，因此

不同 Pb 浓度下紫花苜蓿抗氧化系统的动态变化规

律及其与 Pb 耐受性的关系仍需作进一步深入研究。

植物对 Pb 的吸收和转运能力因植物种类和器

官而异。研究表明，大多数重金属在植物体内的分

布呈现根>茎>叶的规律［29］。本研究结果表明，

2. 0 mmol·L-1 和 4. 0 mmol·L-1 Pb 胁迫下，紫花苜

蓿幼苗体内（根、茎、叶及整株）Pb 含量均呈增加的

趋势，且根系>茎秆>叶片，说明 Pb 主要积累在紫

花苜蓿幼苗的根部。此外，4. 0 mmol·L-1 Pb 胁迫

下，紫花苜蓿幼苗体内 Pb 由根系向茎秆、由茎秆向

叶片的转运系数均显著低于 2. 0 mmol·L-1 Pb 胁

迫，说明随着 Pb 浓度的增加，紫花苜蓿幼苗体内 Pb
从地下部向地上部的转运也受到抑制，这可能与细

胞壁固定、液泡区隔化及螯合蛋白的结合作用有

关。也有研究发现，在特定条件下紫花苜蓿可促进

Pb 向茎叶转运，表明紫花苜蓿可能具备一定的 Pb
富集潜力［30］。因此，研究 Pb 在紫花苜蓿不同器官的

分布特征及其可能的解毒机制，对利用紫花苜蓿进

行 Pb 污染土壤修复能够提供新的视角。然而，与超

富集植物相比，紫花苜蓿的 Pb 积累量仍然较低，这

和王新等［11］研究结果相符，说明在实际应用中利用

紫花苜蓿修复 Pb 污染土壤可能还需要结合其他修

复技术。

图 4　Pb胁迫对紫花苜蓿种子萌发过程中蛋白转化的影响

Fig. 4　Effect of Pb stress on protein transformation during the germination process of alfalfa seeds
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4　结论

Pb 胁迫显著抑制了紫花苜蓿种子的吸水速率

和吸胀作用，同时淀粉降解和蛋白水解受阻，种子

萌发受到抑制；紫花苜蓿种子萌发期耐 Pb 适宜浓度

为≤1. 84 mmol·L-1，半致死浓度和极限浓度分别

为 3. 93 mmol·L-1 和 7. 29 mmol·L-1；Pb 胁迫导致

紫花苜蓿幼苗的抗氧化系统崩溃，氧化损伤加剧，

Pb 在紫花苜蓿幼苗根系中大量富集，仅有少量 Pb
从地下部向地上部转运。

图 5　Pb胁迫对紫花苜蓿幼苗叶片抗氧化系统的影响

Fig. 5　Effect of Pb stress on the antioxidant system of alfalfa seedling leaves
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