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摘要: 绿豆(Vigna radiata)在硫酸铜胁迫下水培发芽后再移植土种, 观察胚芽和幼苗生长情况; 测定胚芽和幼苗细胞内密度

变化(DANCE反应), 以及胚芽的超氧化物歧化酶(SOD)活性和丙二醛(MDA)含量, 研究萌发期硫酸铜胁迫对绿豆生长的影

响及其DANCE反应。结果显示, 硫酸铜胁迫抑制胚芽生长, 以胁迫3~4 d最为显著, 并出现芽细胞DANCE反应。移植土壤

后, 胁迫组幼苗出现代偿性加快生长, 生长率随萌发期硫酸铜胁迫浓度增加而提高。土种3 d后, 胁迫组幼苗表观生长状态

恢复正常, 但是, 胁迫组幼苗根、茎、叶均出现DANCE反应。根、茎、叶部在土种1~2 d后均发生DANCE反应, 其中根部

反应持续1 d, 茎部反应持续3 d, 而叶部反应则持续至土种第5日。土种6 d后, 各胁迫组幼苗均无DANCE反应。硫酸铜胁迫

还导致胚芽SOD活性和MDA含量显著增高, SOD基因mRNA表达增加, 提示硫酸铜胁迫促进胚芽产生自由基。研究结果表

明, 绿豆的DANCE反应可能是发芽减慢和幼苗代偿性生长所致, 发芽期适当的环境胁迫可能有助于植物幼苗生长。
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环境变化如干旱、高盐、重金属和低温等因

素可严重影响植物的生长发育(Xu等2015)。随着

各国工业化进程, 工厂排放的工业废料不断增加, 
对环境的影响日益严重, 尤其是含重金属污水的

排放可能导致生物圈污染, 而重金属在农作物中

的积累又可能造成人类的健康问题(Xiong和Wang 
2005)。因此, 重金属对农作物的污染问题已引起

各国的高度重视, 国际上对农作物的重金属胁迫

研究逐年增加(Ashraf和Ali2007)。
最近的研究发现, 植物在环境因素胁迫下通

过生理性自我调节作用以适应不良环境(Wahid和
Khaliq 2015)。当重金属污染严重时, 植物通过抑

制自身细胞的分裂和延长分裂周期以减少细胞的

损伤, 表现为一些酶的活性改变和生长减慢。重

金属在植物中严重积累可促使植物体内产生氧自

由基, 从而导致氧自由基积累(Pál等2006; He 2011), 
对植物细胞造成损害, 包括DNA损伤、光合作用

受抑制(Patel等2015; MacFarlane 2003; Małecka等
2001)、细胞表面碳水化合物减少(Luo等2013)
等。作为对重金属毒性的反应, 植物细胞启动一

种防御机制, 包括一些抗氧化酶如超氧化物歧化

酶(superoxide dismutase, SOD)的活性增高(Kumar
等2012), 加快清除植物中的氧自由基, 形成第一道

防线(龚双姣等2008)。此外, 细胞产生的氧自由基

及其积累可导致丙二醛(malondialdehyde, MDA)增
多,后者是一种位于细胞表面的脂溶性产物, 能增

加细胞膜的通透性而损害细胞的正常生理功能

(Hussain等2013)。因此, 植物细胞中SOD活性和

MDA含量变化是研究植物对重金属胁迫反应的重

要指标。

在前期研究中, 我们发现动物和微生物(包括

细菌和真菌)细胞对环境因素和药物发生一种以细

胞内密度改变为特征的反应, 可用不连续蔗糖密

度梯度离心(discontinuous sucrose gradient centri-
fuge, DSGC)法测定。这种反应表现为DSGC条带

发生上移(细胞内物质密度减小)或下移(细胞内物

质密度增加), 称为非生理性细胞内密度改变(den-
sity alteration in non-physiological cells, DANCE反
应)(Liu等2011)。细胞的DANCE反应在倾斜光纤

光栅传感技术研究中得到了证实(Guo等2015), 其
机制涉及细胞的生化与分子生物学改变。动物实

验显示, 荷瘤小鼠(Mus musculus)肝脏组织细胞发

生规律性DANCE反应(朱晓杨等2015), 高剂量肾

上腺素皮下注射则引起小鼠肺组织细胞DANCE反
应(Liu等2016), 提示药物作用和体内的病理变化

均可引起动物体内组织细胞DANCE反应。细菌实

验显示, 氨苄霉素和酮康唑分别引起细菌[大肠杆

菌(Escherichia coli)]和真菌[白念珠菌(Candida 
albicans)] DANCE反应 (Liu等2011), 证明细菌

在抗菌素作用下发生细胞内物质密度改变。然而, 
植物细胞是否在环境因素或药物作用下发生

DANCE反应尚不清楚。最近研究发现, 低浓度硫
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酸铜可延缓马齿苋(Portulaca oleracea)的发芽期

(Mohanapriya等2006), 而高浓度硫酸铜则对绿豆

(Vigna radiata)发芽及其胚芽生长均有显著的抑制

作用(Liu等2007; Sharaff和Archana 2015)。因此, 
我们推测硫酸铜胁迫造成绿豆发芽受抑制与细胞

内的物质代谢改变有关, 其中, 生物大分子的合成

与分解代谢改变可能导致细胞内物质密度的变化, 
即DANCE反应。

本研究以不同剂量硫酸铜对发芽期绿豆进行

胁迫, 再将胚芽移植土壤正常种植; 观察绿豆发芽

和土种后幼苗的生长情况, 分析胚芽细胞中SOD
活性和MDA含量, 测定胚芽和幼苗各部分细胞

DANCE反应, 旨在研究发芽期硫酸铜胁迫对绿豆

生长的影响及其机制。

材料与方法

1  材料与试剂

绿豆[Vigna radiata (L.) Wilczek] ‘白绿8号’购
自广州家乐福超市; 核黄素、l-甲硫氨酸、氯化硝

基四氮唑蓝(nitro-blue tetrazolium chloride, NBT)、
2-硫代巴比妥酸、EDTA-Na2购自美国AMRESCO
公司; 三氯甲烷(分析纯)、二水磷酸氢二钠(分析

纯)、二水磷酸二氢钠(分析纯)、蔗糖(分析纯)、无水

乙醇(分析纯)、异丙醇(分析纯)购自广州化学试剂

厂; 中性红染液购自北京Leagene公司; SOD和MDA
检测ELISA试剂盒购自上海恒远生物科技有限公

司; TRIzol试剂购自TIANGEN公司; DNase1、RNase- 
free试剂盒购自Fermentas公司; cDNA合成试剂盒、

SYBR Green qPCR Master Mix购自Biotool公司。

2  硫酸铜胁迫

绿豆经0.1% (m/V)氯化汞溶液消毒后, 用去离

子水清洗3次, 再以可饮用自来水浸泡24 h, 将其平

放在表面铺有少量细沙的吸水纸上, 置于培养盒

中, 20粒绿豆·盒-1, 共8盒, 分4组(2盒·组-1), 分别以4
种不同浓度硫酸铜胁迫。参照文献(Liu等2007; 
Sharaff和Archana 2015; Pradhan等2015)报道方法, 
硫酸铜用蒸馏水配制成浓度分别为0、50、400和
1 000 mg·L-1的溶液, pH6.2, 4组绿豆分别均匀喷洒

上述4种浓度硫酸铜溶液各2 mL, 每24 h喷洒一次, 
共4次;避光连续培养, 第5日胁迫结束(Wahid和
Khaliq 2015)。

3  DANCE反应测定

3.1  样本处理

绿豆在硫酸铜胁迫下水培, 每天以列表法从

每组随机收集2~7株胚芽(250~300 mg), 置于玻璃

匀浆器中并加入500 μL生理盐水进行碾磨, 每组碾

磨15次; 碾磨液以DSGC法测定DANCE反应。

经硫酸铜胁迫4 d后, 将剩余的胚芽移栽到土

壤正常种植, 每天浇灌自来水1次, 共种植6 d。每

天分别采集各组幼苗2~5株, 分离叶、茎、根。各

部分称取约250 mg, 加入500 μL生理盐水进行碾

磨, 碾磨液以DSGC法测定DANCE反应。

3.2  DSGC法测定DANCE反应

以蒸馏水配制蔗糖溶液, 浓度分别为30%、

40%、50%、60%、70%和80% (m/V)。按浓度由高

到低顺序, 依次将不同浓度蔗糖溶液沿管壁加入

⌀1 cm×10 cm的离心管中, 每一浓度层560 μL。将

200 μL样品碾磨液小心沿管壁加样到蔗糖浓度梯度

的顶层, 在室温下以水平转子离心机离心, 490×g, 
5 min。目测各样品条带并与对照组比较: 若某条

带消失或减少75%以上, 或比对照组条带增加2倍
量或出现新的条带, 则判断为发生DANCE反应。

4  SOD活性和MDA含量测定

4.1  植物样品处理

量取0.2 mol·L-1磷酸氢二钠228.75 mL、0.2 
mol·L-1磷酸二氢钠21.25 mL, 加37.2 mg EDTA-Na2, 
配制成50 mmol·L-1 pH7.8磷酸缓冲液(phosphate 
buffered saline, PBS)。称取0.5 g绿豆芽, 加3 mL PBS
在冰浴研钵中碾磨5 min。将碾磨液转移至小烧杯, 
以2 mL PBS冲洗研钵, 冲洗液一并转移至小烧杯, 
然后将碾磨液用细胞超声波破碎仪进行破碎, 200 
W, 5 min (每超声5 s间隔5 s, 温度为0°C)。超声波破

碎液用低温高速离心机进行离心(13 000×g, 15 min, 
4°C), 弃沉淀, 上清液(样品提取液)用于SOD活性

(Beauchamp和Fridovich 1971)和MDA含量测定。

4.2  SOD活性检测

取10 mL离心管16支, 其中12支作为样品组

(每一样品3个重复, 共4组), 4支作为对照组(暗对

照、光对照各2个重复)。以PBS配制反应混合液, 
使每管含甲硫氨酸13 μmol·L-1、NBT 75 μmol·L-1、

核黄素2 μmol·L-1。样品组每管含样品提取液0.05 
mL, 各管终体积为5.0 mL。
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将各反应混合液摇匀, 暗对照组置于暗处(加
入核黄素后立刻用双层黑色布遮光), 光对照组和

样品组置于72 μmol·m-2·s-1日光灯下反应30 min, 反
应温度控制在25~35°C之间。反应结束后, 用黑色布

遮盖各组终止反应, 以暗对照组作为空白, 在560 nm
测定吸光度值。SOD活性单位采用抑制NBT光化还

原50%为一个活性单位(Kumar等2012; 王爱国等

1983; Sairam等2011), 活性检测重复3次, 取均值。

4.3  MDA含量测定

参照上海恒远生物科技有限公司ELISA操作

说明书配制标准品, 分设空白孔、标准孔、待测

样品孔。待测样品孔中每孔加样品提取液10 μL 
(设2个复孔), 封板后置于37°C温育30 min。温育

结束后用洗涤液清洗5次, 然后毎孔加入50 μL酶标

试剂温育、洗涤(同上)。洗涤结束后加入显色液

37°C避光显色15 min, 最后加入终止液终止反应。

在450 nm波长下检测各孔的吸光度(OD值), 根据

标准孔所得标准曲线计算样品提取液MDA含量,
重复3次, 取均值。

5  细胞形态观察及绿豆苗生长率测定

在硫酸铜胁迫期间, 每天每组采集约250 mg
绿豆胚芽, 连续4 d, 拍照并比较各组发芽情况。按

前述方法将胚芽制备成碾磨液并测定其DANCE
反应。分别吸出各DSGC条带并转移到EP管中, 
1 300×g离心5 min, 弃上清, 加入1 mL PBS, 离心洗

涤3次; 再加入中性红染色液(活细胞专用) 200 μL
染色30 min, 离心, 弃染液, 加入1 mL PBS, 离心洗

涤1次;最后加入200 μL PBS并混匀, 在显微镜下观

察各条带细胞形态并拍照(王珂等2007)。
经硫酸铜胁迫4 d, 胚芽称重后移栽土壤, 每天

浇水1次, 观察幼苗生长状态并拍照。土种6 d后结

束实验, 称重各组绿豆苗, 按下式计算生长率: (绿
豆苗湿重−胚芽湿重)/胚芽湿重×100%。

6  实时定量PCR分析

实验发现, 硫酸铜胁迫第3日绿豆芽的DANCE
反应比较显著,因此, 选择硫酸铜胁迫绿豆芽3 d, 以
实时定量PCR (real-time quantitative PCR, qPCR)分
析SOD基因mRNA相对表达水平(Nair和Chung 
2014; Borges等2011; Sairam等2011)。
6.1  总RNA提取和cDNA合成

取绿豆芽根部100 mg, 加入1 mL TRIzol试剂, 

按说明书提取总RNA。采用DNase1 RNase-free试
剂盒纯化RNA, 以分光光度计检测RNA纯度和浓

度(1.8<A260/280<2.0)。按照Biotool使用说明书, 取1 
μg样品RNA合成cDNA。

6.2  qPCR反应

绿豆芽SOD三个同工酶和内参基因的qPCR
引物通过生工(Sangon Biotech)设计和合成, 碱基

序列如下: Mn-SOD (正向: 5′-CCAGAAAAACCC-
TAGCATCG-3′; 反向: 5′-AGTCCAGATCAG GT-
AGCGTGT-3′) (GenBank: XM_014634528.1)、Fe-
SOD (正向: 5′-GAGGGTCCAAAAGTCAA TGC-3′; 
反向:  5′-CATAAGTCCTGTGGTGCTTCC-3′)
(GenBank:XM_014656720.1)、Cu-Zn-SOD (正向: 
5′-ACTGGCACTCTTGCTGGTCT-3′; 反向: 5′-GG-
CACCATGCTCCTTGTTAT-3 ′ )  (GenBank : 
HQ259253.1)、β-actin (正向: 5′-CCTGGCA TCCA-
C GAGACAAC-3′;  反向 :  5 ′-ATCAGCAA TG-
CCTGGGAACA-3′) (GenBank: NM_001317309.1)。
qPCR反应体系: 1 μL cDNA、1 μL引物、10 μL 
2×SYBR Green qPCR Master Mix, 总体积为20 
μL。反应在荧光定量PCR仪(Bio-Rad)中进行。反

应程序: 预变性95°C 10 min; 变性95°C 15 s, 退火/
延伸60°C 60 s, 共40循环; 溶解曲线采用95°C 15 s, 
60°C 60 s, 95°C 15 s, 每分钟升高0.5°C。每样品设

2个复孔。实验重复3次, 取均值。

7  统计学处理

数据处理使用SPSS统计软件, 以平均数±标准

差表示。采用单因素方差(one-way ANOVA)分析

各组数据间差异显著性, 以P<0.05为显著性差异。

实验结果

1  硫酸铜胁迫对绿豆发芽的影响

水培条件下, 硫酸铜胁迫对绿豆发芽的影响

随着胁迫时间和硫酸铜浓度增加而加重。硫酸铜

胁迫48 h对胚芽的影响不明显, 但胁迫72 h以后, 高
浓度组(400和1 000 mg·L-1)胚芽的根和茎较正常对

照组显著短小; 胁迫96 h后, 高浓度组茎的生长基

本停滞, 但对根须生长的表观影响较小(图1)。
2  萌发期硫酸铜胁迫对土种绿豆苗生长的影响

萌发期经硫酸铜胁迫4 d后再转栽土壤正常种

植, 可见高浓度胁迫组幼苗的早期生长较对照组
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慢。土培1 d后, 茎部仍然较短, 叶未完全打开; 土
种2 d后1 000 mg·L-1浓度组可见叶的发育慢于其它

组; 但是, 土种3~6 d后, 各胁迫组与对照组相比, 表
观生长情况基本无显著性差别, 提示萌发期硫酸

铜胁迫对转栽土壤幼苗的后期生长表观影响基本

消除(图2)。
萌发期硫酸铜胁迫后转栽土壤种植的绿豆苗, 

其生长率亦有不同的表现。对照组经土种6 d后生

长率为16.81%, 而萌发期经硫酸铜(浓度分别为

50、400和1 000 mg·L-1)胁迫, 移植土壤6 d后生长

率分别为80.51%、121.21%和161.71%。因此, 萌
发期经硫酸铜胁迫的绿豆芽在土壤的生长率较高, 
且硫酸铜胁迫浓度越高, 土种幼苗生长率越高, 呈
显著性剂量依赖关系(表1)。结果表明, 萌发期硫

酸铜胁迫导致绿豆发芽减慢, 但土种后绿豆苗的

生长出现代偿性加快。

3  硫酸铜胁迫与绿豆的DANCE反应

DSGC梯度离心结果显示, 对照组(无胁迫)绿
豆在水培1~2 d后出现S30~S80共6条细胞带, 随着

水培时间增加而改变: S80在水培3 d (72 h)后消失, 
S70在4 d (96 h)后消失(图3, 各组第1管), 提示胚芽

的正常生长发育导致DSGC条带上移。低浓度(50 
mg·L-1)硫酸铜胁迫组(图3, 各组第2管)与对照组的

表现基本一致, 在各时间点均未见DANCE反应, 提
示该浓度硫酸铜胁迫对发芽期绿豆不能引起明显

的DANCE反应, 与图1的表观生长状态一致。高浓

度(400和1 000 mg·L-1)硫酸铜胁迫1~2 d未发现

DANCE反应, 但是, 高浓度硫酸铜胁迫3 d (72 h)后, 
胚芽较对照组多出S80条带; 4 d (96 h)后, 400 mg·L-1

浓度组较对照组多出S70条带, 而1 000 mg·L-1浓度

组则多出S70和S80二条带(图3, 各组第3、4管); 提
示高浓度硫酸铜胁迫3 d后导致绿豆芽的DANCE

图1  水培养条件下不同浓度硫酸铜胁迫后绿豆发芽情况

Fig.1  Mung bean sprouts cultured in water under stress of copper sulphate at different concentrations
1: 对照组; 2: 50 mg·L-1硫酸铜; 3: 400 mg·L-1硫酸铜; 4: 1 000 mg·L-1硫酸铜。图2和3同。
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表1  萌芽期硫酸铜胁迫对绿豆土培后生长率的影响

Table 1  Effect of copper sulphate stress during germination on the growth rate of mung bean seedlings after transplant to soil

硫酸铜浓度/mg·L-1      0 (对照)           50         400           1 000

平均土培前湿重/g  0.357±0.008  0.236±0.027*   0.198±0.001**   0.175±0.003**

平均土培后湿重/g  0.417±0.008  0.426±0.006   0.438±0.010   0.458±0.005**

平均生长率/% 16.81 80.51** 121.21** 161.71**

　　*: 与对照组相比有显著差异(P<0.05); **: 与对照组相比有极显著差异(P<0.01)。图6和7同。

图3  水培条件下不同浓度硫酸铜胁迫后绿豆芽的DANCE反应

Fig.3  DANCE response determined in mung bean sprouts after water culture under stress of copper sulphate at different concentrations
红色箭头表示DANCE反应(与对照组相比出现新的条带)。

图2  水培条件下不同浓度硫酸铜胁迫96 h后转栽土壤绿豆苗的生长状态

Fig.2  Mung bean seedlings transplanted to soil after water culture for 96 h under stress of copper sulphate at different concentrations
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反应(图3, 红色箭头所示)。
水培条件下硫酸铜胁迫4 d后再移植土种的绿

豆苗, 其叶茎根各部分DANCE反应具有时空特

点。土种1 d后各胁迫组均有DANCE反应, 表现为

茎部(stem, S)多出S70和根部(root, R)多出S50条带; 
而高浓度组(400和1 000 mg·L-1)叶部(leaf, L)的S40
和S50二条带则明显减少或缺失, 提示叶部发育滞

后。土种2 d后各胁迫组的茎部较对照组多出S50
条带, 而1 000 mg·L-1浓度组茎部还多出S60和S70
二条带。土种3 d后, 低浓度组恢复正常(无DANCE
反应), 而高浓度组茎部仍然较对照组多出S50和
S60二条带, 提示茎部发育处于较早期状态。土种

4~5 d后, 高浓度组叶部较对照组明显多出S50条
带。土种6 d后, 各胁迫组均未检出DANCE反应, 
提示细胞已恢复正常的生长状态(图4)。上述结果

显示, 萌发期硫酸铜胁迫可致绿豆移植土壤后发

生DANCE反应, 以土种1 d后最明显。其中, 根部

DANCE反应1 d后恢复正常, 茎部反应持续3 d, 而
叶部DANCE反应时间最长, 持续到土种第5日。

4  硫酸铜胁迫对绿豆芽细胞形态的影响

萌发期高浓度硫酸铜(1 000 mg·L-1)胁迫4 d后, 
绿豆芽研磨液经DSGC离心可见S30~S80六条带

(图3, 第4管), 较对照组(图3, 第1管)多出S70和S80
二条带。各细胞条带经洗涤和活细胞染色后, 镜

图4  水培条件下不同浓度硫酸铜胁迫96 h后转栽土壤绿豆苗的DANCE反应

Fig.4  DANCE response determined in mung bean seedlings transplanted to soil after water culture for 96 h under stress of 
copper sulphate at different concentrations

L: 叶; S: 茎; R: 根。红色箭头表示DANCE反应(与对照组相比缺失或出现新的条带)。

下可见不同密度的植物细胞(图5)。对照组S60和
胁迫组S30的细胞数较少, 但对照组和胁迫组各条

带细胞形态无显著性差异, 提示萌发期高浓度硫

酸铜胁迫对胚牙细胞的形态影响较小。

5  硫酸铜胁迫对绿豆芽SOD活性和MDA含量的影响

水培条件下硫酸铜胁迫对绿豆芽SOD活性和

MDA含量均有刺激作用。各胁迫组胚芽的SOD活

性和MDA含量显著增高, 提示胚芽的氧自由基增
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加。胚芽的SOD活性在胁迫24 h后最高, 但与硫酸

铜胁迫浓度无显著的剂量依赖关系。但是, 胚芽

MDA含量则与硫酸铜胁迫浓度有关, 在同一胁迫

时间内, 硫酸铜胁迫浓度增加MDA含量随之增高, 
表现出明显的剂量依赖关系(图6)。

6  硫酸铜胁迫对绿豆芽SOD基因mRNA表达的影响

由于重金属对植物细胞的毒性作用导致SOD
活性增高, 因此, 本研究测定了硫酸铜胁迫3 d后绿

豆芽SOD三个同工酶的mRNA相对表达水平, 包括

Mn-SOD、Fe-SOD和Cu-Zn-SOD的mRNA。结果

图5  水培条件下1 000mg·L-1硫酸铜胁迫96 h后绿豆芽匀浆各DSGC条带细胞染色

Fig.5  Stained cells of DSGC bands from mung bean sprout homogenates after water culture for 96 h under stress of 
copper sulphate at 1 000 mg·L-1

1~6: 分别为S30~S80条带。

显示, Mn-SOD的mRNA水平在硫酸铜胁迫3 d后无

显著性改变, 而Fe-SOD和Cu-Zn-SOD二种SOD同

工酶的mRNA表达显著增高, 其中Cu-Zn-SOD的

mRNA表达水平增加幅度最大, 提示硫酸铜胁迫主

要引起胚芽中Fe-SOD和Cu-Zn-SOD二种SOD同工

酶表达增加(图7)。

讨　　论

重金属铜是动植物体内重要的微量元素, 为
农作物和禽畜正常生长所必需。然而, 高浓度铜离

子对植物产生毒害作用, 当铜离子浓度达到2 000 
mg·kg-1时, 植株出现萎蔫甚至死亡。因此, 我们选

图6  水培条件下硫酸铜胁迫不同时间对绿豆芽SOD活性和MDA含量的影响

Fig.6  Effect of copper sulphate stress on the activity of SOD and content of MDA in mung bean sprouts after water culture
under copper sulphate stress for different time intervals

CK: 对照组(无硫酸铜胁迫); D1: 胁迫时间24 h; D2: 胁迫时间48 h; D3: 胁迫时间72 h; D4: 胁迫时间96 h。
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用硫酸铜作为绿豆发芽期的胁迫药物, 研究硫酸

铜胁迫对其发芽和生长的影响以及DANCE反应, 
对于进一步研究绿豆的培育和种植技术将具有重

要的农业科学意义。

我们发现, 水培条件下硫酸铜胁迫对绿豆发

芽具有显著的抑制作用, 尤其是茎和根生长显著

减慢。但是, 在胚芽转移到土壤正常种植后, 解除

胁迫的幼苗生长呈代偿性加速, 其生长率高于对照

组。因此我们推测, 植物发芽期适当的环境胁迫可

能有利于淘汰质差的种子和提高幼苗生长率。

从绿豆芽及其幼苗的DANCE反应情况看 , 
DANCE反应主要是由于胚芽生长减慢所致。在正

常情况下, 绿豆发芽初期出现细胞内密度较高的

条带(S70和S80), 提示细胞的生物大分子合成旺

盛, 处于发育分裂期的细胞较多。随着胚芽和幼

苗的生长, 较高密度的条带逐渐消失(S60~S80), 呈
现细胞条带上移现象, 说明从胚芽到幼苗的生长

过程中细胞分化增加, 分化后细胞内物质密度减

小。相比之下, 发芽期因硫酸铜胁迫导致芽胚细

胞分裂和分化过程减慢, 更多细胞仍停留在早期

发育阶段, 因而出现较高细胞内密度的DSGC条带

延迟消失。

硫酸铜胁迫导致绿豆DANCE反应具有时空

特点。发芽期硫酸铜胁迫主要造成S70和S80条带

延迟消失, 可能是由于茎根生长减慢所致。当胚

芽移植土壤1 d后, 高浓度硫酸铜胁迫组叶部条带

很弱或不显现, 提示叶部的发育生长滞后。茎部

的高密度条带(S60~S80)在土种1 d后明显较多, 可
能是茎部生长代偿性加快的结果, 提示土种1~3 d
可能是茎部代偿性加快生长期。高浓度硫酸铜胁

迫组幼苗叶部在土种第2日开始出现S40和S50, 且
持续到土种第5日, 较对照组多出S50, 提示叶部代

偿性快速生长期可能在土种第2~5日。从硫酸铜

胁迫引起绿豆不同部位和不同时期DANCE反应来

看, 根部的代偿性加快生长最早、持续时间最短

(1 d), 茎部次之(3 d), 而叶部较迟, 但持续时间最长

(4 d)。有趣的是, 在发芽期硫酸铜胁迫后, 幼苗经

土种3 d其表观生长状态与对照组无显著差别, 但
是, 在土种第3~5日幼苗仍然可检测出DANCE反
应,这种现象说明, 植物表观“正常”之下仍然存在

细胞反应。因此, 测定植物细胞的这种DANCE变
化是否可用于研究植物对环境因素或药物反应值

得进一步研究。

细胞的DANCE反应是细胞内物质密度改变

所致。导致细胞内物质密度改变的直接原因是细

胞内物质代谢或细胞膜功能变化, 前者可引起细

胞内物质组成成分或含量变化, 后者可能造成细

胞内外物质交换的改变, 两者均可能造成细胞内

物质密度改变。不仅细胞的生长、分化、发育、

衰老可能引起胞内物质密度改变, 物理、化学、

药物、毒物、微生物等环境因素和疾病也可能造

成细胞内密度改变; 后一类情况属于非生理性或

病理性改变, 称为DANCE反应。理论上, 上述的所

有因素造成的细胞内物质密度变化均可定性或定

量检测, 因而测定细胞内物质密度变化或DANCE
反应可能应用于研究细胞的很多生理性和非生理

性(包括病理性)改变。我们的研究发现, 硫酸铜胁

迫抑制绿豆发芽和引起土种后幼苗代偿性生长, 
同时导致绿豆不同部分在不同时间DANCE反应, 
具有明显的时空特征, 可能为研究植物不同部位

和不同时间对致病因素的反应机制提供一种新的

实验手段。

环境因素对植物的影响是可导致植物细胞的

SOD活性和MDA含量改变(王建华等1989; Lee等
1982; 蒋明义等1990)。SOD的主要作用是清除植

图7  水培条件下不同浓度硫酸铜胁迫3 d后绿豆芽3种SOD
同工酶mRNA相对表达水平

Fig.7  Relative mRNA levels of the three SOD isoenzymes in 
mung bean sprouts cultured in water for 3 d under stress of 

copper sulphate at different concentrations
CK:对照组(无硫酸铜胁迫); E1: Mn-SOD; E2: Fe-SOD; E3: 

Cu-Zn-SOD。
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物体内氧自由基, 对细胞具有保护作用, 而MDA则

由氧自由基的氧化作用产生, 反映细胞受到有害

物质的影响。我们发现, 绿豆芽在硫酸铜胁迫下

MDA含量显著增高, 说明细胞可能因硫酸铜胁迫

而致氧自由基增加, 继而引起SOD基因高表达, 细
胞内SOD含量增高, 加快清除过氧化物以保护细

胞免受损伤(Malecka等2001), 但是, 硫酸铜胁迫引

起的氧自由基增加是否与绿豆细胞的DANCE反应

有关尚有待进一步研究。因此, 硫酸铜胁迫可能

激发豆芽细胞的自身防护系统, 增强植物对有害

环境因素的抵抗能力, 并通过减慢细胞分裂和生

长而保存能量。从另一角度看, 适当的环境胁迫

可能是增强植物生命力的一种有效途径。
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Effect of copper sulphate stress during germination on the growth of mung 
bean and the intracellular density change response
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Abstract: Mung beans were cultured in water for germination under stress of copper sulphate and then trans-
planted to soil, in order to study the effects of copper sulphate stress during germination on the growth of mung 
beans in soil and the intracellular density change (DANCE response). Mung bean germination in water and the 
seedling growth in soil were observed, and growth rates of the seedlings were calculated. Mung bean sprouts 
and seedlings were determined for DANCE response, and the sprouts were determined for the levels of super-
oxide dismutase (SOD) activity and malondialdehyde (MDA) contents. The results show that copper sulphate 
stress inhibited mung bean germination, significantly in day 3 and 4, with DANCE response in the cells. After 
transplantation to soil, all seedlings of the stressed groups showed compensatory growth, and the growth rates 
increased with the concentration of copper sulphate. In day 3 after transplantation to soil, the seedlings of all 
stressed groups apparently recovered normal growth. Seedlings of all stressed groups showed DANCE response 
in roots, stems and leaves in day 1 after transplantation, which lasted for 1 day in roots, 3 days in stems, and 5 
days in leaves. However, in day 6 all seedlings showed no DANCE response. SOD activity and MDA content 
significantly increased in the sprouts after copper sulphate stress, with elevated levels of SOD mRNAs, indicat-
ing increased production of free radicals. The present study suggests that DANCE response in the mung beans 
might be a result of delayed germination in water and compensatory growth after transplantation; appropriate 
stress during germination might promote the growth of plantseedlings.
Key words: mung bean; copper sulphate; stress; DANCE
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