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摘　要：为阐明大豆对除草剂阿特拉津的耐性机制，利用 ２５０ｍｇ·Ｌ－１（田间使用浓度）阿特拉津处理大豆，在处理

后不同时间分别测定大豆根系与叶片中过氧化物酶、多酚氧化酶和苯丙氨酸解氨酶活性的变化。结果表明：大豆

在接受阿特拉津处理后，３种酶的活性高于未经过阿特拉津处理的大豆。阿特拉津处理后大豆根系的酶活明显高

于叶片的活性，而且大豆根系的酶活力变化要早于叶片酶活力的变化。耐性品种 ３种酶活性远高于敏感性品种。
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　　玉米主要除草剂阿特拉津在土壤中的逐年残
留对大豆产生很深的毒害，影响其正常生长，由于

植物自身的耐性差异，阿特拉津的长期使用使某些

耐性大豆品种体内逐渐形成了一套保护机制
［１］
。

在组织结构、生理生化上产生一系列反应，其中参

与各种代谢酶活性变化最活跃，这些变化与植物的

抗性密切相关。该试验通过对实验室现有的 ４００
余份大豆品种进行筛选，获得对阿特拉津有较强耐

性的 ２个品种，研究过氧化物酶、多酚氧化酶和苯
丙氨酸解氨酶的活性变化规律，为筛选耐阿特拉津

大豆种质提供依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　大豆品种　绥农 ２６为阿特拉津耐性品种，
由黑龙江省农业科学院绥化分院提供；沧豆 ９号为
中等耐性品种，由沧州市农林科学院提供；九三 ０３

４２为敏感性品种，由黑龙江省农垦总局九三科学研
究所提供。以上品种均保存于沈阳农业大学植物

保护学院北方线虫研究所。

１．１．２　阿特拉津　吉林金秋农药有限公司生产，
有效成分含量为３８％，剂型为悬浮剂。
１．２　试验设计

经过长期筛选找出对阿特拉津耐性较强、中等

耐性以及敏感的大豆品种，对其用同一浓度的阿特

拉津处理。阿特拉津浓度的选择是根据植物在受

５００ｍｇ·Ｌ－１除草剂侵害时［２］
，植物酶活性最高。在

此浓度基础上向上延伸至 ２０００和 １０００ｍｇ·Ｌ－１

２个浓度，向下延伸至２５０和 ５０ｍｇ·Ｌ－１２个浓度，
研究阿特拉津对大豆影响的变化情况，最终确定适

宜的处理浓度为 ２５０ｍｇ·Ｌ－１。另外，通过叶片和
根系来对比大豆不同部位对阿特拉津侵害的反应。

大豆采用盆栽种植，塑料钵上口直径 ３０ｃｍ、盆
底直径２０ｃｍ、高２５ｃｍ。每盆装土至１７ｃｍ高。每
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盆种植相同品种的大豆４株，当大豆生长到５～８片
叶时，在尽量不损伤根系的情况下，将大豆从盆土

中取出，将根系用无菌水冲洗干净后，放到 Ｈｏａｇ
ｌａｎｄ植物营养液中，溶液中通入氧气进行水培，每
天更换新的Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液。在４ｄ后有新的根系
长出时，将阿特拉津注入 Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液中，最后
调节浓度为 ２５０ｍｇ·Ｌ－１，每天更换含有阿特拉津
的Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液。水培的目的是防止土壤中的
菌类对阿特拉津有降解作用。而且根系均匀接触，

不会出现由于喷施不均匀而对试验结果造成误差。

以不加阿特拉津处理为对照。在阿特拉津处理后

第０、２４、４８、７２、９６ｈ采集叶片和根系，用液氮处理
后，放入 －８０℃冰箱保存待用。
１．３　测定项目与方法

１．３．１　酶粗提液的提取　参照薛应龙的方法［３］
，

准确称取１．０ｇ叶片和１．０ｇ的根，放入预冷的研钵
中，加入１．０ｍＬ硼酸缓冲液（０．２ｍｏｌ· Ｌ－１ｐＨ８．８
的硼酸缓冲液含 １×１０－３ｍｏｌ· Ｌ－１ＥＤＴＡ、５ｍｍｏｌ
· Ｌ－１二硫苏糖醇）冰浴充分研磨后，转移至预冷的
离心管中，用１．５ｍＬ上述缓冲液冲洗 ２次，合并倒
入 ５ｍＬ离心管中。１００００ｒ·ｍｉｎ－１，４℃离心
２０ｍｉｎ，上清液即为酶液的粗提取液。将酶粗提液
迅速倒出，放入 －２０℃冰箱中保存待用。
１．３．２　过氧化物酶（ＰＯＤ）活性的测定　参照张志
良的方法

［４］
有所改进，愈创木酚溶液０．１ｍｏｌ· Ｌ－１

ｐＨ５．８，磷酸缓冲液含 ０．０１８ｍｏｌ· Ｌ－１愈创木酚。
称取１．４３２５ｇＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ，７．１７６４ｇＮａ２ＨＰＯ４
·１２Ｈ２Ｏ，用蒸馏水溶解，再加０．５５８６３ｇ愈创木酚，
混合，用蒸馏水定容到 ５００ｍＬ。取 １０μＬ酶粗提
液，与 ３ｍＬ愈创木酚溶液混合。３０℃平衡 １ｍｉｎ
后，加５０μＬ双氧水溶液起始反应，记录４７０ｎｍ处
的光密度值３ｍｉｎ（３ｍｉｎ后的吸光值不超过 １个吸
收单位，则酶反应初始速度与加入的酶液量为线性

关系），以加相同体积的提取磷酸缓冲液为空白对

照。３次重复。ｐＨ７．０，２５℃最佳，约４ｈ后测定。
１．３．３　多酚氧化酶（ＰＰＯ）活性的测定　参照许艳
丽的方法

［５］
，有所改进。ｐＨ６．８的 ０．０２ｍｏｌ·Ｌ－１

邻苯二酚溶液：称取 Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ３．５１０ｇ，
ＮａＨ２ＰＯ·２Ｈ２Ｏ１．５９１ｇ加入 ０．４４０４４ｇ邻苯二酚，

定容至２００ｍＬ。取３ｍＬ０．１ｍＬ·Ｌ－１ｐＨ６．８的含
０．０２ｍｏｌ· Ｌ－１邻苯二酚的磷酸缓冲液，加入 ４０μＬ
酶液，混合均匀，于 ３０℃水浴中反应 ２ｍｉｎ，测量
３９８ｎｍ波长下吸光值的变化，以不加酶液而加相同
体积提取液的磷酸缓冲液为空白对照，以每分钟

ＯＤ３９８值变化 ０．０１为 １个酶活力单位，计算酶比活
力。

１．３．４　苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）活性的测定　参照
Ｗａｎｇ等［６］

的方法有所改进，取 ２支试管，一支加入
０．６ｍＬ０．０５ｍｏｌ· Ｌ－１ｐＨ８．８硼酸缓冲液，０．１ｍＬ
水，另一支加入４０μＬ０．２ｍｏｌ· Ｌ－１ｐＨ８．８提取缓
冲液代替酶液，其它相同，混均，在 ４０℃水浴中反应
１５ｍｉｎ后，于冰浴中终止反应，在２９０ｎｍ处，以不加
酶的为空白对照测吸光值，重复测量 ３次，取平均
值。在上述条件下，每小时 ＯＤ值变化 ０．０１的酶量
定为１个酶活单位。

２　结果与分析

２．１　阿特拉津处理后 ＰＯＤ酶活性变化
２．１．１　根系ＰＯＤ酶活性变化　如图１Ａ所示，在阿
特拉津处理后，第 ２４和 ４８ｈ大豆品种与其对照之
间没有显著的活力增减变化。在阿特拉津处理后

第７２ｈ，３个不同耐性品种到达酶活高峰值。绥
农２６的 ＰＯＤ活性是阿特拉津处理前的 ４２．８６７倍，
是敏感品种九三 ０３４２的 ５．１０３倍，是中等耐性品
种沧豆 ９号的 １．６０４倍。达到峰值时，２个耐性品
种绥农２６和沧豆９号酶活达到峰值时远高于各自
对照 ＰＯＤ酶活力水平。而敏感品种九三 ０３４２略
高于对照。

２．１．２　叶片 ＰＯＤ酶活性变化　如图１Ｂ所示，叶片
中 ＰＯＤ酶活力要远低于根系中 ＰＯＤ酶活力。根系
中酶活力的高峰值（１３４０．８６８Ｕ·ｇ－１ＦＷ）是叶片
中高峰值（６４．４９１０２Ｕ·ｇ－１ＦＷ）的 ２０．６４７倍。叶
片中 ＰＯＤ最高酶活性是其对照的 １．６８１７倍，而植
株根系中，最高 ＰＯＤ酶活力是其对照的 １０．１７４３
倍。也就是说明叶片受到阿特拉津侵害后酶活力

变化小。在叶片中 ３个不同耐性品种的 ＰＯＤ酶活
性在４８ｈ达到最高峰，耐性品种绥农 ＰＯＤ酶活力
是对照的１．６８１７倍，敏感品种九三 ０３４２略低于对
照。

２．２　阿特拉津处理后 ＰＰＯ酶活性变化
２．２．１　根系 ＰＰＯ酶活性变化　在根系中，耐性品
种绥农２６和敏感品种九三 ０３４２的 ＰＰＯ活力随着
时间的延长而逐渐增大，中等耐性品种沧豆 ９号在
７２ｈ达到了 ＰＰＯ活力峰值，如图 ２Ａ，耐性品种绥
农２６和敏感性品种九三０３４２在９６ｈ时达到峰值。
３个种品种达到 ＰＰＯ酶活力峰值分别是阿特拉津
处理前的４０．３６、１６．７４和１３．７１倍。这说明阿特拉
津处理后耐性品种绥农 ２６ＰＰＯ酶活力的变化幅度
最大。

２．２．２　叶片 ＰＰＯ酶活性变化　叶片中 ＰＰＯ酶活力
要低于根系中 ＰＰＯ酶活力。如图 ２Ｂ，在根系中酶
活力的峰值（０．０１３２２３Ｕ·ｇ－１ＦＷ）是叶片中峰值
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（０．００７７２９Ｕ·ｇ－１ＦＷ）的 １．７１１倍。说明根系中
酶活力高于叶片中酶活力。耐性品种绥农 ２６和敏
感品种九三０３４２ＰＰＯ活力随着时间的延长逐渐增

大。中等耐性品种沧豆 ９号，酶活力出现曲折性变
化。但是３个品种都是在处理后第 ９６ｈ出现酶活
高峰，而且酶活数值相近。

图 １　不同耐性大豆品种阿特拉津处理后根系（Ａ）和叶片（Ｂ）中过氧化物酶活变化

Ｆｉｇ．１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＰＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｏｌｅｒａｎｔｓｏｙｂｅａｎｓａｆｔｅｒａｔｒａｚｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｒｏｏｔｓ（Ａ）ａｎｄｌｅａｖｅｓ（Ｂ）

图 ２　不同耐性大豆品种阿特拉津处理后根系（Ａ）和叶片（Ｂ）多酚氧化酶活变化

Ｆｉｇ．２ＣｈａｎｇｅｓｏｆＰＰＯａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｏｌｅｒａｎｔｓｏｙｂｅａｎｓａｆｔｅｒａｔｒａｚｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｒｏｏｔｓ（Ａ）ａｎｄｌｅａｖｅｓ（Ｂ）

２．３　阿特拉津处理后 ＰＡＬ酶活性变化
２．３．１　根系 ＰＡＬ酶活性变化　如图３Ａ所示，中等
耐性品种沧豆９号和敏感品种九三 ０３４２在阿特拉
津处理２４ｈ后都出现峰值，中等耐性品种沧豆 ９号
ＰＡＬ酶活力达到最高后活性开始下降，但是酶活性
仍然高于敏感品种。而耐性品种绥农 ２６随着时间
增加活性逐渐增高，在４８ｈ酶活性开始高于中等耐
性品种和敏感品种，耐性品种峰值是敏感品种峰值

的４．９３８倍。
２．３．２　叶片 ＰＡＬ酶活性变化　如图３Ｂ所示，敏感
品种在第４８ｈ出现 ＰＡＬ酶活高峰，是 ４８ｈ对照的
１．５７４倍。２个耐性品种在第 ７２ｈ出现酶活高峰；
耐性品种绥农２６是其对照的 １９．１５６倍；中等耐性
品种沧豆９号是对照酶活性的１．９１５６倍；叶片 ＰＡＬ
酶活力低于根系中 ＰＡＬ的活力，相差１０倍左右。

图 ３　不同耐性大豆品种阿特拉津处理后根系（Ａ）和叶片（Ｂ）苯丙氨酸解氨酶酶活变化

Ｆｉｇ．３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＰＡＬａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｏｌｅｒａｎｔｓｏｙｂｅａｎｓａｆｔｅｒａｔｒａｚｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｒｏｏｔｓ（Ａ）ａｎｄｌｅａｖｅｓ（Ｂ）
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３　结论与讨论

过氧化物酶广泛存在于植物中，是活性较高的

一种酶。它与呼吸作用、光合作用及生长素的氧化

等都有关系，它参与木质素合成的最后一步，是木

质素合成的一个关键酶
［７］
。同时过氧化物酶是测

试植物根系活力的一个重要参数。相见松中等认

为 α萘胺氧化的本质就是过氧化物酶的催化作用，
该酶的活力愈强，根系活性越大。植物经过阿特拉

津处理后，ＰＯＤ酶活力与对照相比明显提高。阿特
拉津处理后，大豆根系 ＰＯＤ酶活性是叶片酶活力的
２０．６４７倍。说明大豆根系受到阿特拉津的损害远
高于叶片受到的损害。根系在受到除草剂阿特拉

津药害后，ＰＯＤ酶活性升高，是因为植物体内大量
合成木质素以保护植物免受阿特拉津的侵害。

多酚氧化酶能进行去甲基化反应，这对于木质

降解是相当重要的，而且 ＰＰＯ在 ＩＡＡ控制的一些过
程中也可能起作用。产生的复合物能提高植物切

割部分的生根能力
［８］
。根系中的 ＰＰＯ酶活性同样

表现出耐性品种酶活高，中等耐性先出现峰值而后

降低的趋势，敏感性品种酶活较弱的特征，多酚氧

化酶可以帮助大豆调节生长素 ＩＡＡ的含量，促进根
系生长，减轻阿特拉津的损害。

苯丙烷类代谢是次级代谢途径中很重要的一

步，在苯丙氨酸解氨酶作用下，苯丙烷类代谢完成

第一步反应，生成香豆酸、阿魏酸、芥子酸等中间产

物，这些化合物进一步转化为香豆素、绿原酸，也可

以形成苯丙烷酸 ＣｏＡ酯，再进一步代谢转化为一系
列苯丙素类化合物，如黄酮体、木质素、生物碱，这

些次生产物对植物生长发育、抵御病虫害、防紫外

线及构成植物支撑系统等方面具有重要意义，苯丙

氨酸解氨酶是植物次生代谢，特别是苯丙烷途径的

关键酶和限速酶
［９］
。在根系中，耐性品种 ＰＡＬ的含

量第２４ｈ就达到了高峰，要比其它２种酶达到高峰
的时间早，这说明 ＰＡＬ是木质素中合成步骤中的关
键酶。

该研究表明，ＰＯＤ、ＰＰＯ和 ＰＡＬ在根系中的酶
活力要远远高于叶片中的酶活力，说明在大豆受到

阿特拉津药害时，根系中防御药害的能力直接发挥

重要的作用。耐性品种 ３种酶活力出现的峰值晚，
酶活性高，这有利于耐性物质的积累和贮藏，达到

耐药害的目。而敏感性品种酶活性低，所以耐性

差。研究大豆品种耐阿特拉津的机制可以为筛选

耐除草剂品种提供一定的理论依据
［１０］
。
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