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Effect of titanium dioxide nanoparticles on the uptake of pyrene by soybean（Glycine max L.）roots
MA Xiao-yue1,2, YUAN Bin-bin1,2, FANG Guo-dong1, GAO Juan1, ZHOU Dong-mei1*

（1. Institute of Soil Science, Chinese Academy of Science, Nanjing 210008，China; 2. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing
100864，China）
Abstract：Nanoparticles（NPs） have excellent physicochemical properties, but research on the effect of NPs on the uptake and
accumulation of polycyclic aromatic hydrocarbons（PAHs）by plant roots is still limited. In this study, the roots of soybean were exposed to
TiO2 NPs and pyrene, which were selected as the representative NPs and PAHs, respectively, or both. The results showed that the content of
Ti ions in soybean roots increased by 82.3% in the presence of pyrene, but the addition of TiO2 NPs significantly inhibited the uptake and
accumulation of pyrene by soybean roots, and hence, the accumulation of pyrene in soybean roots decreased by 97.1%. Under pyrene
stress, the presence of TiO2 NPs did not reduce the lipid peroxidation of soybean roots and had no significant effect on the activity of
superoxide dismutase（SOD）, but significantly reduced the content of glutathione（GSH）in soybean roots. This study provides a theoretical
basis for understanding inhibition of the uptake of PAHs by plants and provides a new idea for safe production of agricultural products.
Keywords：titanium dioxide nanoparticles; pyrene; soybean; uptake; antioxidation
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摘 要：为研究纳米颗粒（NPs）对植物根部吸收与累积多环芳烃（PAHs）的影响，分别选择 TiO2 NPs、芘作为NPs和 PAHs的代表，

对大豆植株根部进行不同的处理。结果表明：芘的存在使大豆根部钛含量增加了 82.3%，但TiO2 NPs的添加显著抑制了大豆根部

对芘的吸收与累积，使大豆根部芘的累积量降低了 97.1%；在芘的胁迫下，TiO2 NPs的存在未能减轻大豆根部的脂质过氧化作用，

对大豆根部的超氧化物歧化酶（SOD）活性没有显著影响，而显著减少了大豆根部谷胱甘肽（GSH）的含量。
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多环芳烃（PAHs）由于其致癌、致畸、致突变、生

物蓄积和远距离运输等特性，在 1977年被美国环境

保护署列为优先控制污染物[1]。自然过程和人为活

动产生的 PAHs会通过大气沉降（湿法或干法）、污水

灌溉和污泥施肥等多种途径进入土壤[2]。PAHs作为

一大类持久性有机污染物，具有的脂溶性、疏水性和

抗降解性，导致其在土壤环境中大量残留[3]。2014年

调查显示，我国土壤中 PAHs 的点位超标率高达

1.4%[4]。有文献报道，南京、上海、台州、珠江三角洲、

北京、长春和西安等地的土壤中PAHs含量超过 1 000
μg·kg-1，呈超重度污染状况[5]。植物会通过根部吸收

土壤中的 PAHs，并将其转移到其他组织部位[6]，因此
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土壤生态系统的状况直接关系到全球的粮食安全。

经调查，我国南部地区废水灌溉的土壤上种植的可食

蔬菜含有的 PAHs浓度范围在 158~995 μg·kg-1（16种

PAHs的总浓度）[7]。含有 PAHs的植物可能会被人类

直接摄食[8]，或被昆虫、家禽等动物食用进入到下一

营养级，进而在食物网中累积，随后逐渐进入到肉制

品或乳制品中，最终间接地通过摄食途径进入人体，

从而对人体健康造成巨大的潜在威胁[9]。

截至 2011年 3月，销售市场上已有 1 300多种含

纳米技术的产品，如医疗设备、化妆品、食品包装、环

境修复剂等[10-12]。从原材料的生产到产品的制造，再

到产品的使用和废弃，工程纳米材料在其整个生命周

期中都不可避免地被大量释放到土壤环境中[13-15]。

同时由于纳米材料（NMs）具有尺寸依赖性、比表面积

大和光学性能独特的性质，而在植物保护和营养方面

具有广阔的应用前景，从而吸引了大量研究人员的关

注[16]。例如，有研究显示，植物根部吸收培养介质中

的纳米颗粒（NPs）后表现出对自身生长有益的作用

（就改善根部生长而言）[17]。在土培实验中，纳米二氧化

钛（TiO2 NPs）的施用促进了花生（Arachis hypogaea L.）
根部的伸长，增加了植株根部生物量[18]。但有研究人

员给小麦（Triticum aestivum L.）植株施加 500 mg·kg-1

的 TiO2 NPs发现，TiO2 NPs对其生长状况没有影响，

却增加了其可食用部分的氨基酸含量[19]。Zhang等[20]

使用不同浓度的纳米铜（Cu NPs）处理小麦植株，发现

Cu NPs显著诱导了体内抗氧化剂（如脯氨酸）的合

成。然而多数研究都集中在 NMs 单独的利与弊或

有机污染物单独的毒理方面，关于它们联合的生物

学效应研究仍然十分有限[21-22]。有研究表明，添加

100 mg·L-1 TiO2 NPs显著提高了被1 mg·L-1 四环素（TC）
污染的拟南芥（Arabidopsis thaliana L.）的鲜质量[23]。

也有学者研究了镍/铁双金属纳米颗粒（Ni/Fe NPs）对

多溴联苯醚（PBDEs）在大白菜（Brassica pekinensis L.）
体内毒性的影响，发现Ni/Fe NPs的施用显著降低了

PBDEs 对植物的毒性[24]。但 De La Torre-Roche 等[25]

探究富勒烯纳米材料对 1，1-双（对氯苯基）-2，2-二
氯乙烯（DDE）在西葫芦（Cucurbita pepo L.）、大豆（Gly⁃

cine max L.）和番茄（Solanum lycopersicum L.）体内累

积的影响时，却发现富勒烯纳米材料的存在显著增加

了植物对DDE的吸收与累积（30％~65％）。

虽然目前有关于纳米材料对作物吸收有机污染

物（如DDE）影响的研究，但涉及 PAHs的研究仍然有

限。基于以上研究现状，本研究选用 TiO2 NPs（<100

nm）作为纳米材料的代表，因为 TiO2 NPs是目前使用

最广泛的纳米材料之一，特别是在农业、美容、医学和

抗菌剂方面，全球每年产量高达 1×107 kg[26-27]；选择芘

作为代表性 PAHs；选取大豆（Glycine max L.）作为粮

食作物的代表，从农产品的安全生产和保障人类健

康的角度出发，探究排放到土壤中或人为施用的

NMs是否可以抑制植物对 PAHs的吸收与累积。

1 材料与方法

1.1 试验材料

纳米二氧化钛（TiO2 NPs，纯度为 99.0%，尺寸在

15~25 nm）购自南京先丰纳米材料科技有限公司；芘

（标准物质，难溶于水，易溶于有机试剂）购自上海阿

拉丁试剂有限公司；大豆种子购自南京明达种子有限

公司。

1.2 幼苗培养

选取一定量大小一致、外观无破损的大豆种子，

用去离子水浮选筛除瘪粒。使用 0.2%次氯酸钠溶液

消毒 30 min，然后浸泡在去离子水中。24 h后，将大

豆种子均匀地置于底部铺有湿润滤纸的托盘中，放入

人工气候箱，在黑暗、25 ℃的条件下进行催芽。种子

发芽至 2 cm左右，转移到去离子水中培养 4 d。人工

气候箱的条件设置为：白天（光强为 375 μmol·s-1·
m-2）25 ℃、16 h；夜晚（黑暗）20 ℃、8 h；相对空气湿度

为75%。

1.3 水培试验

选取生长状况较一致的大豆幼苗，先后转移到1/2
浓度及全浓度 Hoagland 营养液（H）中分别培养 4 d。
接着用去离子水“饥饿处理”1 d，选取长势一致的大

豆植株，在茎基处剪去地上部，对完整的离体根进行

4 h如下处理：（1）空白对照（HR），培养液中只有大豆

根部；（2）1 mg·L-1芘溶液（HRP）；（3）100 mg·L-1 TiO2
NPs 溶液（HRT）；（4）1 mg·L-1 芘溶液+100 mg·L-1

TiO2 NPs溶液（HRPT）。所有处理各 3个平行，均在包

裹有铝箔纸的玻璃烧杯中进行。处理所用的芘溶液

均用甲醇助溶（为避免甲醇对植物生长产生影响，培

养液中甲醇总浓度需低于 0.1%），所有处理均含有等

量的甲醇溶液。暴露结束后，所有大豆根部用去离子

水冲洗干净，并在甲醇中浸泡 30 s，再用去离子水洗

净，擦干水分，-20 ℃冷冻保存备用。

1.4 根部芘含量测定

取部分大豆根冷冻干燥，研磨至粉末，称取

0.150 0 g样品到 40 mL棕色玻璃瓶中，加 10 mL二氯
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甲烷与正己烷的混合溶液（V∶V=1∶1），超声 1 h，收集

萃取液，共重复 3次。准确量取 20 mL萃取液旋蒸浓

缩至少于 1 mL，用混合溶液定容至 2 mL。取 0.5 mL
浓缩液至已活化的 SPE小柱进行纯化（SPE小柱从下

向上分别填充有：垫片、0.5 g无水硫酸钠、1.0 g硅胶、

1.0 g无水硫酸钠、垫片。SPE小柱活化流程为：向柱

中依次加入 10 mL二氯甲烷、5 mL正己烷），用 10 mL
混合溶液进行洗脱。将收集到的洗脱液再次进行旋

蒸浓缩，用二氯甲烷定容至 2 mL，再过 0.22 μm有机

滤头，采用气相质谱（GC-MS，GC-MS 2020，日本岛

津）进行测定。

GC-MS测样条件：气相色谱仪使用Rt-max5（30
m×0.25 mm×0.25 μm）气相毛细管柱。进样口温度为

250 ℃，进样体积为 1 μL，采用不分流进样方式。载

气为高纯氦气（99.999%）。程序升温：初始温度

60 ℃，保持 1 min，再以 10 ℃·min-1升温至 280 ℃，保

持 2 min。溶剂延迟 5 min，离子化方式为电子轰击

（EI），离子化能量为70 eV，扫描模式选择SIM模式。

1.5 根部钛元素含量测定

取部分大豆根在 70 ℃下烘干至恒质量，在常温

下加入 6 mL 65% HNO3 和 2 mL H2O2 混合溶液消解

24 h，再在 280 ℃电热板上消解约 6 h至 1 mL左右，且

控制溶液澄清。用 2% HNO3将消解液转移并定容至

10 mL，过 0.45 μm水系滤头，采用电感耦合等离子体

质谱（ICP-MS，Agilent 8800x，美国）测定溶液中钛离

子的浓度。使用植物标准样品（紫菜，GBW10020，中
国地质科学院地球物理化学勘查研究所，中国）作为

质控样同时进行消解测定。

ICP-MS测样条件：仪器功率为 1 550 W，设置雾

化气流量为 1.0 L·min-1，冷却气流量为 14.0 L·min-1，

辅助气流量为 0.8 L·min-1，样品提升量为 4.0 L·min-1，

每次采样深度为7.8 mm，重复采样3 次。

1.6 根部生理指标测定

收集处理后的大豆根部，用去离子水冲洗干净，

擦干水分后，按照质量（g）∶体积（mL）=1∶9的比例加

入匀浆介质，在冰水浴条件下制备组织匀浆液。采

用黄嘌呤氧化酶法（NBT 法）测定超氧化物歧化酶

（Superoxide Dismutase，SOD）活力（U·g-1），以每克组

织在 1 mL 反应液中将 NBT 还原 50% 为一个活力单

位；采用硫代巴比妥酸比色法（TBA 法）测定丙二醛

（Malondialdehyde，MDA）含量（nmol·g-1）；采用二硫代

二硝基苯甲酸显色法（DTAB法）测定还原型谷胱甘

肽（Reduced glutathione，GSH）含量（μmol·g-1prot）[20]。

1.7 统计分析

使用Excel 2016、SPSS 17.0和Origin 8.0软件对试

验数据进行处理、绘图；使用单因素方差分析（One-
way ANOVA）确定各处理之间的差异显著性，然后用

Duncan法进行多重比较检验（α=0.05）。

2 结果与讨论

2.1 大豆根部对钛的吸收

在没有添加TiO2 NPs的处理中，大豆根部的钛含

量都非常低，说明测试仪器运行稳定。单独添加

TiO2 NPs时，大豆根部钛含量为 320 mg·kg -1。由于培

养液中钛离子含量很低，在μg·kg-1数量级，并且在处

理过程中浓度稳定（图 1），可见植物中的钛元素主要

来源于根部对 TiO2 NPs的直接吸收。有文献利用双

稳定同位素示踪法研究水稻对Ag NPs的吸收与转化

时，在植物体内检测到了Ag NPs，暗示了水稻根部直

接摄取Ag NPs的可能性[28]。也有利用同步辐射显微

X射线荧光技术来研究小麦植物组织中NPs的分布，

并通过透射电镜对其进行观察，发现TiO2 NPs在根中

积累并通过整个植物组织分布，没有溶解或晶体相修

饰[29]。通过电子显微镜、单粒子电感耦合等离子体质

谱仪（sp-ICP-MS）来研究水稻对 TiO2 NPs 的吸收时

发现，5 mg·L-1和 50 mg·L-1浓度下TiO2 NPs的总元素

分析结果与电镜结果一致，表明TiO2 NPs会被吸收到

植物根中[30]。相比于TiO2 NPs处理，芘+TiO2 NPs处理

下大豆根部的钛含量增加了 82.3%（图 2），说明PAHs
会影响植物对 TiO2 NPs的吸收与累积。这有可能是

因为芘的加入改变了TiO2 NPs的表面电荷，使其更易

被细胞表面固定，从而更多地进入到植物体内[31]。但

尚未有明确的手段验证该现象，其产生的具体原因有

待进一步探究。

2.2 大豆根部芘的含量

图 3为不同处理大豆根部的芘含量。没有添加

芘的处理在大豆根部检测到了芘的存在，有可能是因

为植物本身会生成一些内源性 PAHs[32]，也有可能是

仪器自带的系统误差，没有办法做到绝对零含量检

测。但是相比其他处理而言，其含量非常低，可以忽

略不计。与空白对照相比，单独芘处理的大豆根部含

有 27.8 mg·kg-1的芘，可见大豆植株的根部确实会吸

收PAHs，并将其累积在根部组织中。Dupuy等[33]对玉

米根部进行菲暴露，利用荧光显微镜观察玉米根部的

微观结构，发现了菲的存在。本实验结果验证了

PAHs确实会进入植物体内，进而累积在食物网中，对
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人体健康造成潜在的风险[34]。有文献报道PAHs通过

植株的蒸腾拉力经由木质部向地上部迁移[35]。但结

合该试验中去除了大豆植株的地上部分，一定程度上

说明蒸腾拉力并不是植物根部吸收 PAHs的唯一动

力。Zhan等[36]也研究发现，植物可以通过形成 PAHs/
氢质子同向转运体的形式实现对PAHs的主动吸收。

在芘和TiO2 NPs共存的处理下，大豆根部芘含量

为 0.8 mg·kg-1。可见当大豆根部受芘污染时，TiO2
NPs的添加使得芘含量降低了 97.1%，并且与只有芘

的处理相比呈现出显著差异。说明 TiO2 NPs的存在

可以减少大豆根部对 PAHs的吸收与累积。有文献

报道，TiO2 NPs会吸附固定环境中的PAHs，比如菲[37]。

也有文献报道，AgNPs（柠檬酸盐包覆）会吸附重金属

污染物形成大的配合物，从而降低污染物的生物利用

度，并抑制其在水蚤中的生物蓄积性。本研究结果的

原因可能是出现了“特洛伊木马效应”，即培养液中的

部分芘会被 TiO2 NPs 所吸附，而吸附过程通过形成

NPs-污染物复合物在短时间内（4 h）缓解了污染物在

生物体内的进入和运输[38]；也有可能是 TiO2 NPs的存

在破坏了芘进入植物体内的通道，从而抑制了植物根

部对芘的吸收。

2.3 大豆根部的脂质过氧化

生物体暴露于外部刺激（如污染胁迫）时，会产生

过量的活性氧物质（ROS），这可能会扰乱生物体的内

在平衡并引起氧化应激反应，导致毒性效应[39-40]。

MDA作为脂质过氧化的细胞毒性产物通常被看作是

ROS产生与细胞损伤严重程度的衡量指标[41]。暴露

于芘、TiO2 NPs、芘+TiO2 NPs的大豆，其根部MDA含

量分别高出空白对照 317.6%、64.7%、288.2%（图 4）。

TiO2 NPs处理与空白对照之间没有显著差异，可以认

为 TiO2 NPs 在该试验条件下对大豆根部没有毒性。

但是有芘存在的处理与其他处理之间呈现显著差异，

可见芘的存在促进了 ROS的产生，说明芘对大豆根

部细胞的脂质化破坏程度显著。芘+TiO2 NPs处理增

加的MDA含量少于两个单独处理下的增加量之和，

可见芘和 TiO2 NPs对大豆根部细胞的脂质过氧化有

拮抗作用。与芘处理相比，芘+TiO2 NPs处理MDA含

量降低，说明TiO2 NPs的存在可能会缓解芘对大豆根

部的损伤。试验结果没有显著性差异，可能是试验浓

度限制了 TiO2 NPs 的能力。De La Torre-Roche 等[42]

发现，大豆根部受DDE暴露时，Ag NPs的添加没有引

起 MDA 含量的增加。而且 Ma 等[31]通过研究发现

TiO2 NPs可以显著减缓水稻根部的氧化应激反应。

2.4 大豆根部的抗氧化系统

植物体内的ROS可以被 SOD通过歧化作用转化

为过氧化氢（H2O2）和分子氧（O2），这是对过量ROS的

图1 培养液中钛离子浓度随时间的变化

Figure 1 The change of titanium ion concentration in culture
medium with time

图2 不同处理大豆根部钛含量
Figure 2 Titanium content in soybean root under

different treatments

图中不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。下同
Different letters indicate significant differences among the

treatments（P<0.05）. The same below

溶
液

中
钛

离
子

含
量

Ion
ofT

ico
nte

nti
ns

olu
tion

/（μ
g·k

g-1 ）

HHRHRPHRTHRPT
0 5 10 15 20 25

时间Time/h

140

120

100

80

60

根
部

钛
含

量
Tic

ont
ent

ofr
oot

/（m
g·k

g-1 ）

HRPT
处理Treatments

5 000
4 500
4 000
3 500
3 000

500

0 HRTHRPHR

a

b
bb

图3 不同处理大豆根部芘含量

Figure 3 Pyrene content in soybean root under
different treatments

根
部

芘
含

量
Pyr

ene
inr

oot
/（m

g·k
g-1 ）

HRPT
处理Treatments

36
34
32
30
28
26
0.8
0.6
0.4
0.2

0 HRTHRPHR

b

b

a

b

2722



马晓玥，等：二氧化钛纳米颗粒对大豆根部吸收芘的影响2020年12月

第一道防御，也是最重要的抗氧化途径[43]。如图 5，与
空白对照（HR）相比，HRP、HRT、HRPT处理大豆根部

的 SOD酶活性分别降低了 87.2、223.7、64.4 U·g-1，可

见无论是单独的芘、TiO2 NPs还是芘和 TiO2 NPs共存

都抑制了 SOD的活性。其中 TiO2 NPs处理与其他处

理间呈现出显著差异，但 TiO2 NPs处理的MDA含量

与空白对照相比没有显著差异，说明TiO2 NPs有可能

是通过提高抗氧化酶活性来保护植物根部的。有研

究表明，TiO2 NPs可以增加黄瓜植株内的过氧化氢酶

活性[27]。当大豆根部受芘污染时，TiO2 NPs的添加对

SOD活力的提高没有显著作用，可能是TiO2 NPs的试

验浓度不够高，效果不明显。TiO2 NPs是否可以用来

保护植物免受芘的胁迫需要进一步设置系列浓度来

探究。

当植物受到外界胁迫时，体内产生的 ROS 除了

被酶促反应清除以外，也有以 GSH为代表的非酶促

反应起作用[44]。当ROS诱导产生氧化损伤时，为了保

持细胞的正常状态，GSH充当质子供体，清除ROS并被

氧化成二硫化物形式[45]。与空白对照相比，TiO2 NPs
处理对大豆根部GSH含量没有显著影响，但单独芘处

理显著增加了GSH含量（图 6），说明刺激大豆根部产

生GSH的程度为芘>TiO2 NPs。有文献报道，烟草受

Cd胁迫时，GSH 的含量呈增加趋势[44]。Ma等[46]发现

Ag NPs会通过增加海甘蓝中GSH的含量来降低植物

毒性。虽然芘刺激了大豆根部中GSH的生成，但是单

独芘处理下，大豆根部的MDA含量显著增加，说明该

试验条件在清除ROS的过程中其他抗氧化物质的能

力十分有限。芘+TiO2 NPs同时处理下，其GSH含量

与芘处理相比显著降低，可见TiO2 NPs的存在可以明

显抑制芘引发大豆根部的非酶促反应，说明对于GSH
的生成，两者之间存在拮抗作用。

3 结论

大豆根部的钛主要来源于对 TiO2 NPs的直接吸

收，蒸腾作用并不是大豆吸收 PAHs 的唯一动力。

PAHs会促进植物根部对TiO2 NPs的吸收与累积。但

TiO2 NPs的添加使大豆根部芘含量降低了 97.1%，说

明TiO2 NPs的存在可以显著减少大豆根部对PAHs的
吸收与累积。TiO2 NPs在本试验条件下对大豆根部

没有毒性，但芘的存在促使了ROS的产生，对大豆根

部细胞的脂质化破坏程度显著。TiO2 NPs的存在会

缓解芘对大豆根部损伤，抑制大豆根部的 SOD活性。

芘处理显著刺激了大豆根部GSH的生成，而MDA含

量显著增加，可见本试验条件下其他抗氧化物质的能

力十分有限。TiO2 NPs的存在可以明显抑制芘引发

大豆根部的非酶促反应，两者对 GSH的生成存在拮

抗作用。
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