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磺胺甲恶唑对小麦叶片蛋白和叶绿素含量及ＳＯＤ酶
活性的影响

李亚宁１，陈春２，李国东１，＊，刘庆余１，田莉莉３

１．南开大学滨海学院环境科学与工程系，天津３００２７０

２．农业部环境保护科研监测所 农业部产地 环 境 与 农 产 品 安 全 重 点 开 放 实 验 室／天 津 农 业 环 境 与 农 产 品 安 全 重 点 开 放 实 验

室，天津３００１９１

３．南京大学环境学院，南京２１１１０２

摘要：为了探明磺胺甲恶唑（ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ，ＳＭＺ）的生态毒理效应，通过实验室人工控制毒理实验，研究了低浓度ＳＭＺ暴

露对小麦体内超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性、叶绿素（ＣＨＬ）和蛋白质（ＳＰ）含量的影响。结果显示：染毒７ｄ后，各浓度组小麦叶

片的ＳＯＤ活性均被显著诱导（Ｐ ＜０．０１），并且染毒浓度的升高增强了ＳＯＤ的活性，表明ＳＭＺ暴露胁迫下，小麦可启动自身

的保护机制以最大限度地减少自由基损伤。而小麦叶片的ＣＨＬ含量，随着ＳＭＺ染毒浓度的增加而逐渐 降 低。并 且 当ＳＭＺ
暴露浓度较高时，小麦叶片的ＣＨＬ含量被显著抑制（Ｐ ＜０．０５））。当ＳＭＺ染毒浓度为０．０５～０．５０ｍｇ·Ｌ－１时，ＳＰ的含量被

显著诱导（Ｐ ＜０．０１））；１．００ｍｇ·Ｌ－１ＳＭＺ对ＳＰ的含量产生显著（Ｐ ＜０．０１）抑制，这说明ＳＭＺ染毒剂量将对蛋白质的合成

产生严重影响。综上，ＳＯＤ的活性变化可反映出ＳＭＺ暴露对小麦的污染效应及其生态毒性作用，但将其作为评估ＳＭＺ污染

暴露的生物标志物有待于进一步深入研究。
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　　抗生素是由微生物或高等动植物在生活过程中

所产生的，它是具有抗病原体或其他活性的一类次

级代谢产 物，能 干 扰 其 他 生 活 细 胞 的 发 育 功 能［１］。

近年来，抗生素作为全球应用最广泛的药物之一，在
人类医用药物使用量中居第３位，占处方药总量的

６％以 上，兽 药 用 量 中 更 是 占 到７０％以 上［２］。医 用

和兽用抗生素的大量使用已经造成了抗生素在环境

中的广泛暴露。自２０世纪９０年代以来，已有不少

关于 抗 生 素 在 不 同 环 境 介 质 中 暴 露 的 研 究 报

道［３－６］，许多学 者 通 过 对 土 壤、沉 积 物、地 表 水、大

气，甚至地下水的环境监测，发现了抗生素在环境中

的残留问题。并且抗生素大量使用所带来的环境污

染和生态毒理效应也日益严重。可是，与国外研究

相比，我国对抗生素在土壤生态环境中的毒理效应

研究尚处于起步阶段。因此，有必要在这方面开展

更多的研究工作。

　　磺胺类抗生素是应用较早的一类人工合成抗菌

药物。由于其具有抗菌谱广、疗效强、方便安全等优

点而被广泛使用［７－８］。而磺胺甲恶唑是最常用的一

种磺胺类药物，近年来其在各种环境介质中被检出

的报道逐渐增多，但是通常检出的浓度水平很低，如
在越南进行的一项研究显示，虾养殖场和周边水渠

中磺胺甲 恶 唑 的 残 留 量 分 别 为０．０４和５．５７ｍｇ·

Ｌ－１［９］。目前，选择小麦作为生态毒理学 实 验 生 物，

探索低浓度磺胺类抗生素污染物对陆生生物生态毒

性的研究尚未见报导，为此以典型磺胺类抗生素磺

胺甲恶唑为供试污染物，重点研究其胁迫对小麦幼

苗的叶绿素（ＣＨＬ）、蛋白质（ＳＰ）含量以及抗氧化酶

活性的影响，以期为评估磺胺甲恶唑环境效应提供

更为全面的生态毒理学数据。

１　材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　仪器与试剂

　　Ｈｅｔｔｉｃｈ　３２Ｒ低温高速冷冻离心机（德 国 Ｈｅｔ－
ｔｉｃｈ公司），ＴＵ－１９０１双光束紫外可见分光光度计

（北京普 析 通 用 仪 器 有 限 责 任 公 司）。磺 胺 甲 恶 唑

（ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ，ＳＭＺ，纯度９８％）购自ｓｉｇｍａ公

司，丙酮（色谱纯）购自Ａｃｒｏｓ公司，其他酶反应试剂

均为分析纯，购自Ａｃｒｏｓ公司。

１．２　实验方法

　　于直径９０ｍｍ的培养皿中放入２层滤纸，并用

去离子水润湿，此过程要避免气泡产生。加入新配

制的ＳＭＺ受 试 液，挑 选 籽 粒 饱 满 的 小 麦 种 子 置 于

基质表面，放置种子时，保持种子凹面朝下，且种子

胚根末端和生长方向呈一直线，每个培养皿中放置

１０粒种子［１０］。染 毒 浓 度 分 别 为０．０５、０．２５、０．５０、

１．００ｍｇ·Ｌ－１，同时设空白及溶剂对照，每个浓度３
次重复。将小麦置于光照恒温培养箱中（２５±１）℃
下培养，７ｄ后采样待分析测定。

１．３　ＣＨＬ含量测定

　　按 照 Ｈｅｇｅｄüｓ等［１１］经 典 方 法 测 定 小 麦 ＣＨＬ
含量，单位为ｍｇ·ｇ－１（以单位鲜质量计）。

１．４　酶液提取

　　染毒暴露实验结束后，称 取０．５ｇ左 右 小 麦 叶

片，以１∶１０的比例加入５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ｐＨ　７．８磷酸

缓冲溶 液５ｍＬ。研 磨 匀 浆 后，４ ℃下１５　０００ｒ·

ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，上清液用于酶活性的测定。

１．５　ＳＰ含量测定

　　根 据 Ｂｒａｄｆｏｒｄ的 考 马 斯 亮 兰 法 测 定 ＳＰ 含
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量［１２］，用牛血清蛋白作标准曲线。

１．６　ＳＯＤ活性测定

　　采用氮蓝四唑光化还原法［１３］。以每单位时间内

抑制光化还原５０％的氮蓝四唑为１个酶活力单位。

１．７　数据处理

　　实验结果采用ＳＰＳＳ统计软件进 行 分 析，用 平

均数±标 准 偏 差 表 示。采 用 Ｏｎｅ－Ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ
对组间的数据 进 行 差 异 显 著 性 分 析，Ｐ ＜０．０５表

明差异显著，Ｐ ＜０．０１表明差异极显著，Ｐ ＞０．０５
表明差异不显著。

２　结果（Ｒｅｓｕｌｔｓ）

２．１　ＳＭＺ对小麦叶片ＳＰ含量的影响

　　染毒７ｄ后小麦叶片ＳＰ含量变化如图１所示，
当染毒浓度为０．０５、０．２５或０．５０ｍｇ·Ｌ－１时，ＳＰ含

量显著 高 于 对 照 组，而 当 染 毒 浓 度 达 到１．００ｍｇ·

Ｌ－１时，ＳＰ含 量 显 著 低 于 对 照 组；总 体 而 言，随 着

ＳＭＺ暴露浓度的增加，ＳＰ含量呈逐渐降低的趋势。

图１　不同浓度的磺胺甲恶唑（ＳＭＺ）对小麦叶片

蛋白质含量（ＳＰ）的影响

注：＊＊表示ＳＭＺ各浓度处理组与对照组相比较存在

极显著差异（Ｐ ＜０．０１），误差线表示ＳＤ（ｎ＝３），下同。

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＳＭＺ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ＳＰ　ｉｎ　ｗｈｅａｔ　ｌｅａｖｅｓ

２．２　ＳＭＺ对小麦叶片ＳＯＤ活性的影响

　　ＳＯＤ是Ｏ－２·的主要清除者，并在防御有毒的活

性氧自由基（ＡＯＳ）积累方面起重要作用。其存在于

各种细胞室中，并可催化由２个Ｏ－２·转化成 Ｈ２Ｏ２和

Ｏ２的歧化反应［１４］。ＳＯＤ活性的诱导会引起 Ｈ２Ｏ２含

量的增加。由图２可以看出，经过７ｄ的暴露，在０．
００～１．００ｍｇ·Ｌ－１浓度范围内小麦叶片的ＳＯＤ活性

是随着ＳＭＺ浓度的增加呈现逐渐升高的趋势，并且

与对照组相比，各处理组ＳＯＤ活性均被显著诱导，染
毒浓度为１．００ｍｇ·Ｌ－１时ＳＯＤ的活性诱导达到最大。

　　结果说明，在ＳＭＺ胁迫下，小麦叶片中ＳＯＤ活

性的变化能 够 作 为ＳＭＺ污 染 的 生 物 标 记 物，并 且

小麦叶片ＳＯＤ活性与ＳＭＺ浓度之间具有较好的剂

量－效应关系。

图２　不同浓度的ＳＭＺ对小麦叶片ＳＯＤ活性的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＳＭＺ　ｏｎ　ｔｈｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ＳＯＤ　ｉｎ　ｗｈｅａｔ　ｌｅａｖｅｓ

２．３　ＳＭＺ对小麦叶片ＣＨＬ含量的影响

　　染毒７ｄ后，小麦叶片的ＣＨＬ含量变化如图３所

示，随着ＳＭＺ染毒浓度的增加，小麦叶片中ＣＨＬ的含量

逐渐降低。当ＳＭＺ浓度较高为０．５０和１．００ｍｇ·Ｌ－１时，
小麦叶片中ＣＨＬ的含量显著低于对照组。而较低浓度

（０．０５和０．２５ｍｇ·Ｌ－１）的ＳＭＺ暴露对小麦叶片ＣＨＬ

图３　不同浓度的ＳＭＺ对小麦叶片ＣＨＬ含量的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＳＭＺ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ＣＨＬ　ｉｎ　ｗｈｅａｔ　ｌｅａｖｅｓ
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含量的影响并不显著。并且小麦叶片ＣＨＬ含量与

ＳＭＺ浓度之间的剂量－效应关系并不显著。

３　讨论（Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

　　本研究发现了ＳＭＺ对小麦在生化水平上的毒

性效应。结果显示，ＣＨＬ和ＳＰ的含量都发生了显

著变化。并且ＳＯＤ的 活 性 在７ｄ的 暴 露 时 间 内 被

ＳＭＺ显著 诱 导。总 之，小 麦 叶 片 中 的 生 化 过 程 被

ＳＭＺ污染显著 影 响 了。目 前 有 关 磺 胺 类 抗 生 素 污

染的研究已经成为环境学界研究的一个新热点，金

彩霞等［１５］的研 究 显 示 磺 胺 嘧 啶 钠 胁 迫 对 植 物 的 根

长和芽长都产生了明显的抑制，并且小麦对磺胺嘧

啶钠胁迫的反应较为敏感。

　　植物叶绿素是吸收太阳光能并进行光合作用的

重要物质，是绿色植物主要的光合色素，其含量变化

会很大程度地影响到植物的生长。因此，植物的叶

绿素含量是植物生理生化及生态调查中的一个重要

测量参数。它不仅是表达植物生物量的一个指标，
也是检测植 物 健 康 程 度 及 环 境 因 子 影 响 的 关 键 指

标［１６］。除草剂氯嘧磺隆 与Ｃｄ联 合 效 应 的 研 究，以

及从氯嘧磺隆或重金属的单一效应的研究获得的结

果皆证明ＣＨＬ含量的降低可以作为小麦受到污染

物胁迫后生长 受 到 损 伤 的 指 示［１７－１８］。这 与 本 研 究

的结论是相符的。随 着ＳＭＺ浓 度 的 增 加，ＣＨＬ含

量显著 降 低。已 有 研 究 显 示，小 麦 叶 片 中 下 降 的

ＣＨＬ含量要归因于ＣＨＬ生物合成的抑制或“获光

复合物”合成的扰乱，新形成的ＣＨＬ即被光氧化降

解了［１９］。这种现象在Ｃｕ胁迫下的燕麦叶片中也曾

出现 过［２０］。但 是 多 重 比 较 显 示，当 ＳＭＺ浓 度 为

０．０５、０．２５ｍｇ·Ｌ－１时，小麦叶片中叶绿素的含量与

对照 之 间 没 有 显 著 的 差 异（Ｐ ＞０．０５）。这 表 明

ＳＭＺ的存在虽然能够抑制ＣＨＬ的积累，但是，ＳＭＺ
与小麦叶片ＣＨＬ含量之间的剂量－效应关系并不

明显，这与笔者在四溴双酚－Ａ的毒性效应研究中

得出的结论是相似的［２１］。

　　当生物体受到外界胁迫时，其体内蛋白质含量

变化是其生长发育是否受到影响的直接指示。蛋白

质经常参与到各种代谢活动中，其含量是植物总体

代谢的一个重要指标［２２－２４］。已有研究表明，当植物

适应周围的生长环境而进入旺盛的生长期后，其各

种代谢活动随之旺盛，同时可溶性蛋白的合成能力

也会有所增强。但是在重金属、有机物以及寒、旱等

的胁迫下，植 物 体 内 的 蛋 白 含 量 会 有 所 降 低［１９，２５］。
这与本研究得出的结论一致，在ＳＭＺ暴露胁迫下，

小麦叶片中的蛋白质合成会受到抑制。

　　抗氧化防御系统主要包括酶系统与一些小分子

的抗氧化物。其作为活性氧的清道夫，在参与活性

氧的清除以及机体自身的保护性防御反应中发挥巨

大作用，生物体的抗氧化防御系统对污染物的胁迫

相当敏感，特别是ＳＯＤ对多种污染物的反应均很敏

感。ＳＯＤ是唯一以氧自由基（如Ｏ－２·、·ＯＨ）为底物

的酶，在活性 氧 的 代 谢 中 处 于 重 要 地 位，可 终 止 由

Ｏ－２·启动的一系列自由基连锁反应所造成的生物毒

损伤［２６］。在本研究中ＳＭＺ的胁迫导致小麦体内产

生了大量的活性氧自由基，而小麦由于要清除这些

活性氧，ＳＯＤ的活性被诱导。并且出现了染毒浓度

越大，ＳＯＤ酶活性越高的现象。这说明在本实验的

染毒浓度范围内，活性氧自由基的产生量逐渐增多，
从而对小麦产生的氧化胁迫越来越严重，而小麦能

启动自身的保护机制以最大限度的减少伤害。

　　由本研究数据可见，ＣＨＬ含 量 虽 受 到 抑 制，但

是其与ＳＭＺ之间的剂量－效应关系并不明显。而

ＳＰ含 量 先 被 诱 导，后 达 到 最 高 染 毒 剂 量 时 才 被 抑

制。只有ＳＯＤ酶活性在整个染毒时间段内，均被各

处理浓度显 著 诱 导，并 且 与ＳＭＺ浓 度 之 间 具 有 较

好的剂量－效应关系。这表明小麦叶片ＳＯＤ酶活

性有作为磺胺甲恶唑污染的生物标记物的潜力。徐

佳等［２７］研究发 现 新 型 多 烯 大 环 内 酯 抗 生 素 暴 露 胁

迫可显著诱导水稻叶片内ＳＯＤ酶活的水平。这与

本研究的结论相一致。但是，也有研究得到的结论

与本实验 不 同，如 罗 义 等［２８］在 研 究 四 溴 双 酚－Ａ
（ＴＢＢＰＡ）对鲫鱼 的 生 态 毒 性 时，发现ＴＢＢＰＡ胁迫

抑制了ＳＯＤ的活性，这可能是由于实验生物物种、污
染物种类或暴露浓度存在差异。因此，ＳＯＤ能否作

为指示污染物胁迫的生物标志物，以及抗生素磺胺甲

恶唑对小麦的毒作用机制等问题还有待进一步研究。

　　本研究可以得到：磺胺甲恶唑在０．００～１．００ｍｇ·

Ｌ－１暴露剂量下对小麦叶片ＳＯＤ酶活均有显著影响，

１．００ｍｇ·Ｌ－１磺胺甲恶唑对蛋白含量产生显著抑制；０．
５０ｍｇ·Ｌ－１以上磺胺甲恶唑显著抑制叶绿素合成。因

此，磺胺甲恶唑暴露能够导致氧化性损伤，并在较高暴

露浓度下影响光合作用和蛋白质合成。

通讯作者简介：李国东（１９７０—），男，博士，副教授，主要研究

方向为膜科学与技术，发表学术论文２０余篇。
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