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植物体超氧阴离子自由基不同检测方法的比较

汪承润　 何　 梅　 李月云　 姜传军　 田刘敏　 王勤英
（淮南师范学院生命科学系，淮南，２３２００１）

摘　 要　 应用顺磁共振波谱仪（ＥＰＲ）自旋捕获法、羟胺氧化法、二氢乙锭（ＤＨＥ）荧光探针和硝基四氮唑蓝
（ＮＢＴ）原位显色法，分别检测了暴露于梯度镉（Ｃｄ）溶液２ ｄ后的水稻幼苗根叶组织超氧阴离子自由基（Ｏ·－２ ）
的变化水平．结果表明，０—６０ ｍｇ·Ｌ －１ Ｃｄ诱导了Ｏ·－２ 随着Ｃｄ剂量的增加而升高，高于此剂量范围则呈现下
降趋势． ４种方法的检测结果基本一致，但前两种方法更适用于定量Ｏ·－２ 的生成水平，而后两种显色方法仅能
反映Ｏ·－２ 的变化趋势，难以精确定量．因此，可以选择性地应用４种方法揭示暴露于污染物的植物组织Ｏ·－２ 的
响应水平．
关键词　 活性氧自由基（ＲＯＳ），顺磁共振波谱仪（ＥＰＲ），羟胺氧化法，二氢乙锭（ＤＨＥ）荧光探针，原位
显色．

植物体内的活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）通常存在超氧阴离子自由基（Ｏ·－２ ）、过氧化氢
（Ｈ２Ｏ２）、羟基自由基（ＯＨ·）、单线态氧（１ Ｏ２）、氢过氧基（ＨＯＯ·）、脂质自由基（Ｒ·）、脂氧自由基
（ＲＯ·）和脂质过氧自由基（ＲＯＯ·）等类型．其中，Ｏ·－２ 、Ｈ２Ｏ２、ＯＨ·和１Ｏ２等活性氧可以相互转化，通过
协同作用，形成一个复杂的反应网络．在叶片等含有叶绿素的组织和细胞中，在光照条件下，ＲＯＳ主要产
生于叶绿体和过氧化物酶体，而在根部等不含叶绿素的组织和细胞中以及黑暗条件下的绿色组织，ＲＯＳ
主要来源于线粒体［１３］．

大量研究结果表明，当生物体遭受污染物胁迫时，体内活性氧的产生将大大增加，当超出生物体的
抗氧化防御能力时，能够氧化不饱和脂肪酸、蛋白质和核酸分子，导致膜脂质过氧化、酶蛋白失活、ＤＮＡ
损伤，甚至细胞坏死等［４６］．因此，活性氧的大量产生和积累可作为生物体氧化胁迫的信号［７］． ＲＯＳ也因
此被认为是污染物致毒的重要途径和机制．近年来的研究结果还表明，活性氧还参与细胞的信号转导和
生理响应的诱导，是植物组织细胞的一类重要的信号分子［８］．因此，研究植物体活性氧自由基的测定和
定量方法对污染物致毒的早期预警及其微观机理的揭示都具有重要的理论意义．

由于生物体活性氧的寿命极其短暂，如Ｏ·－２ 在水溶液中的存活时间为１ ｓ，·ＯＨ的寿命则仅为
１０ －６ ｓ，加之组织中活性氧的浓度极低，导致其定性和定量极为困难． Ｏ·－２ 是生物体最初生成的自由基，
又是氧自由基的前体，可以转化成其它种类氧自由基［８］．因此，对Ｏ·－２ 的捕获和测定尤显重要．

研究发现，Ｏ·－２ 可以与１，２二羟基苯３，５二磺酸钠（Ｔｉｒｏｎ）快速反应生成一种称之为“Ｔｉｒｏｎ半醌自
由基”的自旋加合物，比较稳定，可在室温下应用电子顺磁共振波谱仪（ＥＰＲ）进行检测，从而解决了生
理条件下水溶液中寿命极其短暂的Ｏ·－２ 的定性和定量问题［９］． ＥＰＲ自旋捕捉技术要求的实验条件比较
严格，而且需要ＥＰＲ这样昂贵的实验仪器，一般研究者很难具备，限制了其推广和普及．王爱国等［１０］研
究报道，Ｏ·－２ 与羟胺反应生成ＮＯ －２ ，ＮＯ －２ 在对氨基苯磺酸和α萘胺作用下生成粉红色的偶氮染料，该
溶液在波长５３０ ｎｍ下有显著性吸收值，根据标准曲线可以计算出样品中的Ｏ·－２ 含量．这种羟胺氧化法
利用普通的紫外分光光度计即可完成测定．除此之外，植物组织Ｏ·－２ 还可应用特异性荧光探针
（Ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ，ＤＨＥ）或普通的捕获剂如氯化硝基四氮唑蓝（ＮＢＴ）进行原位捕获和显色． ＤＨＥ被活细
胞摄入后，在细胞内Ｏ·－２ 作用下脱氢产生溴化乙锭，后者进一步与胞内ＤＮＡ或ＲＮＡ结合产生红色荧
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光．细胞内Ｏ·－２ 越多，生成的红色荧光就越强，反之则较弱．因此，ＤＨＥ可用于检测植物组织细胞内
Ｏ·－２

［１１］． ＮＢＴ显色法的原理是ＮＢＴ与细胞内Ｏ·－２ 反应生成蓝色甲腙的斑点，可原位显示Ｏ·－２ 的存在，而
且其斑点密度与Ｏ·－２ 含量相关，是研究植物叶片组织Ｏ·－２ 的常规方法［１２］．

本实验以水稻幼苗作为受试植物，探讨镉诱导下水稻根叶组织Ｏ·－２ 产量的变化，在此基础上比较
４种不同检测方法的异同点和可行性，为准确测定植物组织Ｏ·－２ 提供方法借鉴和参考．

１　 材料和方法
１． １　 生化试剂

氯化硝基四氮唑蓝（ＮＢＴ）、ＳＯＤ酶标准品购自Ｓｉｇｍａ Ｃｈｅｍｉｃａｌ （Ｓｔ． Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）；１，２二羟基苯
３，５二磺酸钠（Ｔｉｒｏｎ）购自Ａｌｆａ Ａｅｓａｒ（英国）；Ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ （ＤＨＥ）购自威格拉斯生物技术有限公司
（北京）；α萘胺、亚硝酸钠、２（Ｎ环己氨基）乙磺酸、Ｔｗｅｅｎ２０、ＮＨ４ Ｃｌ、ＣｄＣｌ２、对氨基苯磺酸、叠氮钠、
Ｔｒｉｓ等购自上海国药化学试剂公司．
１． ２　 水稻幼苗的培养和污染暴露

水稻种子（Ｏ． ｓａｔｉｖａ）为“丰乐两优六号”，购自淮南种子公司．种子用０． １％次氯酸钠溶液消毒后，
自来水浸泡４８ ｈ，然后转移至石英砂表面继续催芽，种子发芽后补充适量Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液．幼苗长至高
４ ｃｍ左右时开始染毒．实验组包括对照组、１０、２０、３０、６０、１００ μｍｏｌ·Ｌ －１ ＣｄＣｌ２（由Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液稀释
ＣｄＣｌ２母液而成），每个处理组设３个平行，各平行中幼苗数相等．培养条件为：１５ ｈ光照，光照强度
２２０ μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ －１，２６ ℃；９ ｈ黑暗，２２ ℃，湿度７５％—８０％，连续曝气．染毒４８ ｈ后立即取样开展下述实验．
１． ３　 应用顺磁共振波谱法（ＥＰＲ）捕获和定量根叶组织Ｏ·－２

水稻根叶组织Ｏ·－２ 的ＥＰＲ捕获和定量参照相关文献报道进行［１３１４］．称取０． ５ ｇ新鲜水稻根或者叶
片，液氮下速磨成粉末状，立即在Ｏ·－２ 捕获剂（５０ ｍｍｏｌ·Ｌ －１ ２（Ｎ环己氨基）乙磺酸，ｐＨ ８． ６，
１０ ｍｍｏｌ·Ｌ －１ １，２二羟基苯３，５二磺酸钠（Ｔｉｒｏｎ），０． ５％ （Ｖ ／ Ｖ）Ｔｗｅｅｎ２０）中匀浆． ４ ℃和１００００ × ｇ条
件下离心１５ ｍｉｎ．用注射器针头取适量上清液注入一端封闭的毛细管，用ＥＭＸ １０ ／ １２型ＥＰＲ谱仪
（Ｂｒｕｋｅｒ公司）测定Ｏ·－２ 信号．检测条件是：中心磁场３４７６ Ｇ；扫瞄宽度５０ Ｇ；调制频率１００ ｋＨｚ；微波功
率２０ ｍＷ；调制幅度１． ０ Ｇ；扫瞄次数１次．获得的信号强度用于表征自由基含量．
１． ４　 应用羟胺氧化法测定根叶组织Ｏ·－２ 含量

Ｏ·－２ 羟胺氧化法参照王爱国等方法进行［１０，１５］．取１ ｇ新鲜叶片，液氮下研磨成粉状，并立即在提取
液（２５０ ｍｍｏｌ·Ｌ －１磷酸缓冲液，ｐＨ ８． ０，含１０ μｍｏｌ·Ｌ －１磷酸吡哆醛，１ ｍｍｏｌ·Ｌ －１ Ｎａ２ ＥＤＴＡ，
５ ｍｍｏｌ·Ｌ －１ ＤＴＴ）中匀浆，４ ℃下，１００００ × ｇ离心２５ ｍｉｎ．上清液立即用于Ｏ·－２ 的测定．分别取
１ ｍｍｏｌ·Ｌ －１ ＮＨ４Ｃｌ（１ ｍＬ）和５０ ｍｍｏｌ·Ｌ －１磷酸缓冲液（ｐＨ ７． ８）（０． ５ ｍＬ），加入０． ５ ｍＬ粗酶液，２５ ℃孵
浴６０ ｍｉｎ．再分别加入１７ ｍｍｏｌ·Ｌ －１对氨基苯磺酸（１ ｍＬ）和７ ｍｍｏｌ·Ｌ －１ α萘胺（１ ｍＬ），２５ ℃继续孵浴
２０ ｍｉｎ，在５３０ ｎｍ波长下比色．以亚硝酸钠作为底物，按上述方法制备标准曲线，根据标准曲线换算出
［ＮＯ －２ ］，再计算出Ｏ·－２ 的含量，结果以ｎｍｏｌ·ｍｉｎ －１·ｍｇ －１ Ｐｒ表示．
１． ５　 应用特异性荧光探针捕获根尖组织Ｏ·－２

水稻根尖组织Ｏ·－２ 的荧光检测参照Ｙａｍａｍｏｔｏ等方法［１６］进行，略加改进．剪取染毒后的水稻根尖
（１ ｃｍ），立即浸入５ μｍｏｌ·Ｌ －１ ＤＨＥ（１０ ｍｍｏｌ·Ｌ －１ ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ ７． ５配制），３７ ℃避光染色３０ ｍｉｎ．用
１０ ｍｍｏｌ·Ｌ －１ ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ ７． ５）避光洗涤１５ ｍｉｎ ×２次，切取０． ５ ｃｍ根尖，排列于载玻片上，在荧光显微镜
下（４９０ ｎｍ激发光和５２０ ｎｍ发射光）拍摄图片．为检测该探针的特异性，取１００ μｍｏｌ·Ｌ －１ ＣｄＣｌ２处理组的
根尖，置于３５ ｍｇ·Ｌ －１ ＳＯＤ酶溶液中于室温下孵育３０ ｍｉｎ，清洗后转移至ＤＨＥ染液，后续步骤同上．
１． ６　 应用ＮＢＴ原位显色法捕获叶片组织Ｏ·－２

叶片组织Ｏ·－２ 的原位显色分析参照ＲｏｍｅｒｏＰｕｅｒｔａｓ等方法［１２］进行．取对照组和Ｃｄ处理组叶片，立
即浸入Ｏ·－２ 显色液（０． １％ ＮＢＴ （Ｗ ／ Ｖ），１０ ｍｍｏｌ·Ｌ －１叠氮钠，５０ ｍｍｏｌ·Ｌ －１ ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液，ｐＨ ６ ５），
真空抽滤２ ｍｉｎ，间歇３ ｍｉｎ，４次循环．取出叶片，培养箱内光照，直至深蓝色斑点出现．再应用９０％乙醇
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煮沸脱色，拍摄照片．为验证该方法的可行性，剪取１００ ｍｇ·Ｌ －１ Ｃｄ处理组叶片，用ＳＯＤ酶液
（３５ ｍｇ·Ｌ －１）同上抽滤，洗净后转移至Ｏ·－２ 显色液，后续步骤同上．
１． ７　 数据处理

Ｏ·－２ 信号强度应用ＳＰＳＳ １３． ０和Ｏｒｉｇｉｎ ７． ５软件进行数据处理．应用单因素方差分析法（ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）进行显著性分析，Ｐ ＜ ０． ０５表示差异显著，Ｐ ＜ ０． ０１表示差异极显著．

２　 结果与讨论
２． １　 ＥＰＲ自旋捕获法和羟胺氧化法定量Ｏ·－２ 结果的比较

Ｏ·－２ 与Ｔｉｒｏｎ反应形成稳定的“Ｔｉｒｏｎ半醌自由基”自旋加合物，经ＥＰＲ检测，呈现Ｏ·－２ 的特征性波
谱［１０，１６］．本实验结果表明，在０—６０ ｍｇ·Ｌ －１剂量范围内，根叶组织Ｏ·－２ ＴｉｒｏｎＥＰＲ的信号强度均随Ｃｄ
剂量的增加而升高；在１００ ｍｇ·Ｌ －１剂量组，该信号强度虽然呈现下降趋势，但仍然显著高于对照组
（图１，图２Ａ）．羟胺氧化法检测结果也表明，０—６０ ｍｇ·Ｌ －１外源Ｃｄ诱导了根叶Ｏ·－２ 产量呈现增长趋势
（图２Ｂ），而１００ ｍｇ·Ｌ －１ Ｃｄ则导致Ｏ·－２ 的下降．同时也发现，Ｔｉｒｏｎ捕获剂本身也出现了较小的ＥＰＲ信
号，这可能是该捕获剂捕获了溶剂中溶解的氧所致［１４］．在图２中，尽管相同剂量组中根叶之间Ｏ·－２ 含量
相差程度不同，但Ｏ·－２ 的增长趋势相同．相关性分析结果亦表明，两种检测方法所得到的叶片组织Ｏ·－２
之间高度相关（ｒ ＝ ０． ９８８，Ｐ ＜ ０． ０１），根部Ｏ·－２ 之间也高度相关（ｒ ＝ ０． ９８４，Ｐ ＜ ０． ０１）．因此，这两种检测
方法的结果是一致的，存在线性关系．

图１　 暴露于梯度Ｃｄ的水稻叶（Ａ）和根（Ｂ）组织Ｏ·－２ 的ＴｉｒｏｎＥＰＲ信号
Ｆｉｇ． １　 Ｏ·－２ ＴｉｒｏｎＥＰＲ ｓｉｇｎａｌｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ （Ａ）ａｎｄ ｒｏｏｔｓ （Ｂ）ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｃｄ

图２　 ＴｉｒｏｎＥＰＲ （Ａ）和羟胺氧化法（Ｂ）测定水稻根叶组织Ｏ·－２
（ｎ ＝ ３， Ｐ ＜ ０． ０５，Ｐ ＜ ０． ０１）

Ｆｉｇ． ２　 Ｏ·－２ ＴｉｒｏｎＥＰＲ ｓｉｇｎａｌ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ （Ａ）ａｎｄ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｍｉｎｅｏｘｉｄｉｚｅｄ Ｏ·－２ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ （Ｂ）ｉｎ ｒｏｏｔｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ
ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｃｄ



　 ５期 汪承润等：植物体超氧阴离子自由基不同检测方法的比较 ７２９　　

２． ２　 ＤＨＥ、ＮＢＴ原位显色法与ＥＰＲ自旋捕获法和羟胺氧化法定量Ｏ·－２ 的比较
ＤＨＥ可用于检测植物组织细胞内Ｏ·－２ 的产生水平［１１，１６］．由图３Ａ可见，在０—６０ ｍｇ·Ｌ －１剂量范围

内，ＤＨＥ与根尖组织Ｏ·－２ 反应后的荧光强度基本呈现上升趋势，而１００ ｍｇ·Ｌ －１剂量组的荧光强度低于
６０ ｍｇ·Ｌ －１ ．同时也发现，根尖组织Ｏ·－２ 的ＤＨＥ荧光强度与根尖组织Ｏ·－２ 的ＥＰＲ信号强度和羟胺氧化法
的检测结果也基本一致．在本实验中，经过ＳＯＤ酶预处理后的１００ ｍｇ·Ｌ －１剂量组的荧光强度明显减弱，
证明了根尖组织ＤＨＥ荧光强度与其Ｏ·－２ 产量大小有关．

ＮＢＴ原位显色法常用于检测植物组织暴露于污染物后的Ｏ·－２ 变化水平［１２］．本研究结果表明，叶片
上蓝色斑点的密度与叶片Ｏ·－２ 的ＥＰＲ信号强度和羟胺氧化法的检测结果也基本一致（图３Ｂ）．然而，这
两种显色方法只能从整体上显示各处理组Ｏ·－２ 信号强度的变化趋势，而不能精确定量．

Ｃｄ等重金属能够通过ＲＯＳ的作用机制介导植物体的氧化胁迫与损伤［１２，１７１８］．本实验结果也证明，
２０—１００ ｍｇ·Ｌ －１ Ｃｄ诱导了水稻幼苗根叶组织Ｏ·－２ 的显著性升高．与此同时，本实验所应用的４种检测
方法均能从不同水平上揭示和反映Ｃｄ诱导水稻幼苗根叶组织Ｏ·－２ 的产生水平，其中ＴｉｒｏｎＥＰＲ自旋捕
获法为研究植物体暴露于污染物后Ｏ·－２ 的产生、代谢和作用机制提供了一个新的研究平台和手段．

图３　 ＤＨＥ荧光探针（Ａ）和ＮＢＴ原位显色法（Ｂ）分别检测暴露于梯度Ｃｄ的水稻根和叶片组织Ｏ·－２ 的结果
Ｆｉｇ． ３　 ＤＨＥｄｅｔｅｃｔｅｄ Ｏ·－２ ｉｎ ｒｏｏｔ ｔｉｐｓ （Ａ）ａｎｄ ＮＢＴｖｉｓｕａｌｉｚｅｄ Ｏ·－２ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ （Ｂ）

ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｃｄ

２． ３　 注意事项
在应用ＥＰＲ自旋捕获Ｏ·－２ 的过程中，需要注意如下事宜：在配制Ｔｉｒｏｎ捕获剂时，尽量减少捕获剂

暴露于空气的机会和时间，试剂配好后宜抽真空，并密封保存．尽量减少液氮下研磨植物组织和应用捕
获剂的匀浆时间，有条件最好在充满氮气的密封箱内研磨和匀浆植物样品．在应用羟胺氧化法定量植物
组织Ｏ·－２ 时，也应该尽量减少研磨、匀浆以及匀浆液暴露于空气的时间，最好应用新鲜提取液及时测定
Ｏ·－２ 产物．

在应用ＤＨＥ和ＮＢＴ原位显色法检测植物根叶组织Ｏ·－２ 时，捕获剂最好现配先用，尽量减少暴露于
空气的时间． ＤＨＥ探针见光易分解，务必避光染色和清洗． ＮＢＴ显色后的叶片应置于适宜强度的日光灯
下光照一定时间，不宜在阳光下照射．另外，在取样时，尽量采集生长周期和生长部位一致的叶片或根部
组织，降低因生长周期和器官不同对实验结果的影响．

３　 结论
应用ＥＰＲ自旋捕获法、羟胺氧化法和ＤＨＥ荧光探针法分别检测了暴露于梯度Ｃｄ溶液的水稻根尖

组织Ｏ·－２ 产物的变化，其结果的变化趋势基本一致．同时也发现，ＥＰＲ自旋捕获法、羟胺氧化法和ＮＢＴ
原位显色法检测上述各处理组水稻叶片Ｏ·－２ 的结果也基本一致．因此，这４种方法能够从不同水平检测
暴露于污染物的植物幼苗根叶组织Ｏ·－２ 的变化水平．其中，ＤＨＥ荧光探针和ＮＢＴ原位显色结果只能从
整体上反映Ｏ·－２ 的变化趋势，不能精确定量Ｏ·－２ 的实际水平，而ＥＰＲ自旋捕获法为研究植物体Ｏ·－２ 的产
生、代谢和作用机制提供了一个新的研究平台和手段．
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