
摘 要：通过盆栽试验比较分析黄瓜发育早期叶片亚显微结构对不同浓度（0、6、10、20、40 mg·kg-1）DEHP胁迫的响应。透射电镜观
察发现，DEHP胁迫对黄瓜叶肉细胞亚显微结构造成了不同程度损伤，随着 DEHP处理浓度的增大，液泡逐渐膨大，细胞的膜结构
消失。当 DEHP达到 10 mg·kg-1时，线粒体嵴数目减少，线粒体呈空泡状；同时叶绿体类囊体膨胀，直至破裂，叶绿体被膜受到破坏，
叶绿体中淀粉粒明显膨大、增多；当 DEHP达到 20 mg·kg-1时，细胞核核仁解体，染色质凝聚，核膜断裂。与亚显微观察结果相一致，
随着 DEHP浓度的增加，黄瓜叶片中的叶绿素 a、b和总叶绿素含量均呈现下降的趋势，而过氧化氢（H2O2）含量则呈上升趋势，表明
DEHP胁迫通过产生过量的活性氧破坏黄瓜叶片正常的亚显微结构。
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黄瓜发育早期对邻苯二甲酸二（2-乙基）己酯（DEHP）
胁迫的亚显微结构及生理响应比较研究
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A Comparative Study of Leaf Ultrastructure and Physiological Changes of Cucumber Seedlings Grown Under
Stress of Di-2-ethylhexyl Phthalate（DEHP）
ZHANG Ying, DUAN Shu-wei, WANG Lei, ZHANG Hui, DU Na
（College of Resources & Environment, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, China）
Abstract：Due to its wide uses, di-2-ethylhexyl phthalate（DEHP）is everywhere in the environment. It has been detected in most agri原
cultural soils in China. It may affect the growth and development of plants. A comparative analysis of the influence of different concentra原
tions of DEHP（0, 6, 10, 20, 40 mg·kg-1）on ultrastructure of cucumber seedling leaves at the early growth stages was performed in a pot ex原
periment. Transmission electron microscope（TEM）was employed to examine the effects of DEHP on the ultrastructure of the leaves. In原
creasing DEHP concentrations led to expanded vacuoles and collapsed structure of cell membrane. At 10 mg·kg-1 of DEHP, mitochondria
became vacuolized, and the number of mitochondrial cristae decreased. Meanwhile, thylakoids of chloroplast swelled gradually, chloroplast
envelopes were destroyed, and the quantity and volume of starch grains in the chloroplast increased. At 20 mg·kg-1 DEHP, the nucleolus be原
came integrated, the chromatin of nucleus was agglutinated, and the nuclear membrane was disrupted. Consistent with the ultrastructure re原
sults, the contents of chlorophyll a, chlorophyll b and total chlorophyll decreased while the content of hydrogen peroxide（H2O2）increased
with increasing concentrations of DEHP, indicating that DEHP stress caused damages to the ultrastructure of cucumber leaves by overpro原
ducing reactive oxygen species.
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邻苯二甲酸酯（PAEs）是工业上最常见的物质，
被广泛应用于塑料、汽车、服装、润滑剂和农药等行

业。PAEs是一种有毒有机污染物，通过各行各业不断

进入环境之后，在环境中大量存在，造成了巨大的污

染[1]。而且 PAEs在环境中难以迅速降解，被植物吸收
后可通过食物链进入人体，对人体健康造成危害并扰

乱生态平衡。其中邻苯二甲酸二乙酯（DEP）、邻苯二
甲酸正二丁酯（DBP）和邻苯二甲酸二（2-乙基己基）
酯（DEHP）等 6种 PAEs类化合物被美国国家环保局
（US EPA）列为优控污染物[2]。

邻苯二甲酸二（2-乙基己基）酯（DEHP），毒性较
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高，具“三致危害”，可以通过食物链在生物体内富集，

引起神经、免疫、肝脏、生殖等毒性作用 [3]。目前，
DEHP已成为全球最普遍的污染物之一。在中国大部
分省的农业土壤中均能检测出 PAEs，最高可达 35.62
mg·kg-1，其中 DEHP为主要污染物，检出率为 88.0%，
含量最高为 25.11 mg·kg-1，超过欧盟标准[4-5]。当土壤
PAEs浓度为 40 mg·kg-1时，辣椒果实中 Vc与辣椒素
含量分别下降 20%左右[6]。土壤中 PAEs的存在不仅
影响植物品质，也会对植物种子萌发以及幼苗的生长

产生影响[7]。在丹麦，不同人群从食物中摄入的 DEHP
限量被评定为 4.5 滋g·kg-1 bw·d-1（成年人）、26 滋g·kg-1

bw·d-1（1耀7岁儿童）和 11 滋g·kg-1 bw·d-1（7耀14岁儿
童），欧洲食品安全科学小组确定小鼠饮食 DEHP生
殖毒性的无毒性反应最高浓度（NOAEL）仅为 3.7 mg·
kg-1 bw[8-9]。DEHP已被美国国家环保局和中国环境监
测总站列为优先控制污染物。

DEHP是塑料农膜的主要成分，农用塑料膜在中
国的使用量位居世界前列，中国农业用地年残留量高

达 35万 t，残膜率高达 42%，DEHP污染成为困扰农
业生产的巨大问题[10-11]。

农膜中的 PAEs类物质，如 DEHP有较为独立的
化学性质，可以通过挥发、转移等方式从塑料农膜中

释放，直接污染农业生产环境，而且由于 DEHP不易
溶于水，其固体吸附系数较大，迁移性较差，在自然环

境中的性质非常稳定，不易降解，可以吸附在植物根

系，并通过积累直接影响作物品质，对农作物造成毒

害，导致减产，严重威胁农业生产环境的生态健康。本

研究以典型设施蔬菜黄瓜为试验对象，通过透射电子

显微镜（TEM）观察及生理生化方法，研究 DEHP对黄
瓜发育早期成熟叶片的亚细胞结构及叶绿体和过氧

化氢（H2O2）含量的影响，为 DEHP的植物毒理研究提
供科学依据、为 DEHP的治理提供理论基础。
1 材料与方法

1.1 供试材料
选取黄瓜品种“津研 4号”为试验材料。首先，用

蒸馏水洗净黄瓜种子，55 益温水中浸种过夜，人工气候
箱暗培养发芽后，将黄瓜幼苗移栽到装满蛭石的陶盆

中，Hoagland营养液浇灌，保持湿度为60%。乙醇溶解
DEHP配成 100 mg·L-1的母液，用 Hoagland营养液将
DEHP母液稀释成不同的浓度（30、50、100、200 mg·L-1），
以逐级扩大方法添加到蛭石中，直至混合均匀，使蛭

石中 DEHP终浓度分别为 0、6、10、20、40 mg·kg-1，将

蛭石置于阴凉避光处，使乙醇完全挥发。当黄瓜长到

“三叶一心”期，将黄瓜幼苗移栽到装有不同浓度

DEHP的蛭石的陶瓷盆中，每个浓度处理设 4个重
复。正常培养 14 d之后，取黄瓜茎顶端第三片成熟真
叶作为试验材料[13]。
1.2 叶绿素含量测定

取待测叶片，将叶片材料切成 1 cm的小段，准确
称取 0.2 g叶片放入具塞试管中，加入 4 mL 80豫的丙
酮和 4 mL的二甲基亚砜，盖好塞子摇匀，放在 65 益
的水浴锅中保温提取，直至叶片变白为止，冷却后用

80豫的丙酮将提取液定容到 25 mL的容量瓶中，用分
光光度计分别检测 645、663、652 nm吸光度，以 80%
丙酮为空白对照[14]。
1.3 过氧化氢含量测定

称取新鲜植物组织 2耀5 g（视 H2O2含量多少而定），
按材料与提取剂 1颐1的比例加入 4 益下预冷的丙酮和
少许石英砂研磨成匀浆后，转入离心管下离心 10 min，
上清液即为样品提取液。用移液管吸取样品提取液

1 mL，后加入 5%硫酸钛和浓氨水，待沉淀形成后离
心 10 min，弃去上清液。沉淀用丙酮反复洗涤 3耀5次，
直到去除植物色素。最后向洗涤后的沉淀中加入 2 mol
硫酸 5mL，待完全溶解后，与标准曲线同样的方法定
容并比色[15]。
1.4 叶片亚显微结构观察

从每个处理中随机挑取成熟叶片，采用透射电子

显微镜（TEM）分析叶肉的亚细胞结构。将叶片剪切成
1 mm2样品后，用 2.5%戊二醛前固定，磷酸缓冲溶液
（pH6.8）冲洗干净，2%四氧化锇固定 2 h，梯度乙醇脱
水，Epon-812环氧树脂包埋，超薄切片机切片，乙酸
双氧铀-柠檬酸铅双重染色，在 Hitach-600IV透射电
镜下分析观察叶片细胞全貌、线粒体、叶绿体及细胞

核等结构的变化。

1.5 统计分析
采取完全随机试验，所有的试验数据来自 4个重

复的平均值（每个处理从 3棵长势相同幼苗取 6片叶
子混匀，随机选取），试验原始数据的处理和制图采用

SPSS 19.0，应用 Duncan多重比较法进行 P<0.05水平
的显著性分析。

2 结果与讨论

2.1 叶片表面的亚显微结构
根据 TEM照片，在图 1a中黄瓜幼苗叶肉细胞中

细胞膜结构完整；细胞核核仁清晰，核膜明显；细胞核
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图 1 DEHP对黄瓜幼苗叶肉亚显微结构的影响
Figure 1 Influences of DEHP on ultrastructure of cucumber mesophyll

T：类囊体；N：细胞核；Nc：核仁；M：线粒体；S：淀粉粒；V：液泡；C：叶绿体。标尺=5滋m
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周围分布着结构清晰的液泡及叶绿体，卵圆形的叶绿

体具有清晰可辨的内部结构，其中的基粒及类囊体发

育良好；线粒体数量较多，线粒体膜结构清晰，内部嵴

分布均匀，表明对照叶肉细胞的细胞器结构完整，并

未受到损伤。与 CK相比，梯度 DEHP胁迫对黄瓜叶
肉细胞亚显微结构造成了不同程度损伤，并且随着

DEHP处理浓度的逐步增大，叶肉细胞结构受到的损
伤逐渐增加。当 DEHP为 6 mg·kg-1时，细胞亚显微结
构与 CK相比变化并不明显，只有叶绿体中的淀粉粒
的数目及体积稍有增加（图 1b）；当 DEHP达到 10 mg·
kg-1时，线粒体和叶绿体逐渐膨胀，线粒体嵴数目减
少，叶绿体中的类囊体较对照明显模糊，部分基粒片

层断裂，叶绿体中的淀粉粒明显膨大（图 1c）。
当 DEHP达到 20 mg·kg-1时，叶肉细胞内部分膜

结构破裂，紊乱的细胞渗透将细胞中其他结构压迫到

细胞壁周围，细胞核核仁开始解体，染色质凝聚；叶绿

体中基质片层消失，类囊体膨胀，部分断裂，叶绿体被

膜受到破坏；叶绿体中淀粉粒明显膨大、增多；线粒体

膨胀，线粒体嵴开始解体（图 1d）。当 DEHP浓度达到

40 mg·kg-1时，细胞膜结构受到严重破坏；细胞核膜
基本消失，只有残余的染色体被巨大的液泡包裹；同

时，虽然叶绿体膜仍有部分残留，但是叶绿体原本排

列规则的片层结构被完全破坏；淀粉粒的体积极度膨

胀，基本占据了叶绿体的大部分空间，使叶绿体严重

变形；线粒体嵴结构消失，大部分线粒体呈空泡状甚

至消失（图 1e）。通过对 TEM图片的分析，不难发现
随着 DEHP处理水平的提高，淀粉粒的数量及体积
表现异常。环境胁迫会导致叶肉细胞中淀粉粒数目

及体积的增加已得到多篇报道的支持[16-17]。淀粉粒数
量异常是代谢机制紊乱的首要信号，也是 DEHP 对
植物毒性作用的一个主要效应[13]。

植物细胞的叶绿体、线粒体和质膜是胁迫条件下

ROS（活性氧）的主要产生区域[18-19]。根据 TEM结果，
DEHP对线粒体产生较大的损害，使线粒体膨胀、呈
空泡状。据 Yamane等[20]报道，盐胁迫会产生大量的
H2O2，破坏线粒体结构，Romero-Puertas等[21]也发现盐
胁迫和 Cd胁迫也会破坏线粒体结构，使其空泡化。
事实上，DEHP 胁迫对叶肉细胞的破坏作用是广泛

（d）20 mg·kg-1 DEHP胁迫处理
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图 3 DEHP对黄瓜叶绿素含量的影响
Figure 3 Effects of DEHP on cucumber leaf chlorophyll
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图 2 DEHP对黄瓜叶片中过氧化氢产量的影响
Figure 2 Production of hydrogen peroxide in cucumber leaves

under DEHP stress
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的，表现为几乎所有亚细胞结构的损伤。李锋民等[22]

关于 EMA（2-甲基乙酰乙酸乙酯）对藻类亚显微结构
影响的研究与之类似，他们发现加入 EMA后，蛋白核
小球藻的细胞膜受到破坏，藻细胞中叶绿体原本排列

规则的片层结构被破坏，多个小淀粉粒合并成为少数

大的淀粉粒，细胞中央的蛋白核在 EMA作用下结构
被破坏，核仁成为不规则的形状，线粒体被破坏成多

个碎块，液泡体积增大。这说明 DEHP对黄瓜的毒性
机理与 EMA对藻类细胞相类似，可能是使细胞产生
过量的 H2O2且无法及时清除，过量的活性氧使细胞
内发生过氧化作用，使细胞的膜系统被破坏（包括细

胞膜和细胞内膜），多种细胞器形态发生变化或解体，

最终导致细胞死亡或破裂[23]。
2.2 DEHP对黄瓜叶片中过氧化氢产量的影响

由图 2可以明显的看出，随着 DEHP浓度的增加，
黄瓜叶片中 H2O2的含量也随之升高。当 DEHP处于
低浓度时（6 mg·kg-1），与 CK 差异并不显著，但是当
DEHP处理水平超过 10 mg·kg-1时，黄瓜叶片中 H2O2
含量显著升高。与 CK相比，当 DEHP浓度为 40 mg·
kg-1时，H2O2含量上升了 88.58%依13.16%。多种有机污
染物胁迫均会使植物叶片中 H2O2的含量升高[24-25]，我
们之前的研究也发现 DBP和 DEP会导致黄瓜根系及
叶片中 H2O2的含量上升[13]。由此可知，H2O2含量的上
升表明逐渐升高的氧化压力与 DEHP胁迫相关，直接
表现为亚显微结构的破坏及叶绿体含量的降低。

与对照相比较，DEHP处理的样品亚显微结构和
H2O2显示了极大的差异，黄瓜对 DEHP胁迫的响应
同时体现在细胞结构及生理生化水平，细胞结构及生

理生化水平均是评价植物应对胁迫压力的主要因素

或指标[26]。本研究结果表明，DEHP胁迫会刺激 H2O2
大量产生，并引发细胞结构的损伤，说明DEHP具有
较高的生物毒性。

2.3 DEHP对叶绿素的影响
叶绿体含量是评价植物光合速率的重要生理指

标。根据图 3可知，与 CK相比较，低浓度的 DEHP处
理条件下（6 mg·kg-1）叶绿素 a、b和叶绿素（a+b）的变
化不大。但是随着 DEHP浓度的升高，叶绿素含量急
剧下降，与对照相比较，40 mg·kg-1处理条件下，黄瓜
幼苗叶片中叶绿素 a、b和叶绿素（a+b）含量分别降低
了 37.05%依8.28%、36.55%依5.76%和 38.038%依4.95%。
该结果说明 DEHP胁迫严重影响了黄瓜叶片中叶绿
素的含量，该结果与 DEHP浓度梯度对黄瓜幼苗叶肉
细胞叶绿体影响变化一致。叶绿素 a、b和叶绿素（a+

b）含量的降低，可以认为是黄瓜幼苗对 DEHP胁迫的
一种生理响应，并最终导致叶绿体的破坏而阻碍光合

作用，影响植物的正常发育[27]。DEHP对叶绿体结构的
胁迫压力也证明了该结论。

研究表明，各种胁迫压力，如重金属、盐胁迫和有

机污染物等，均会破坏植物光合系统，如叶绿体膜结

构的完整性、叶绿素含量等，最终导致植物光合作用

无法正常进行，严重影响植物正常生长发育[28-29]。Yuan
等[30]研究了 Ca（NO3）2胁迫对黄瓜幼苗叶绿素含量、光
合性质及叶绿体亚显微结构等的影响，发现 Ca（NO3）2
会显著降低叶绿素含量及阻碍光化学活性，影响光合

系统及膜结构，并损害类囊体层。蒋明义等[31]研究渗
透胁迫对水稻幼苗中叶绿素影响时，发现水分胁迫可

导致叶绿素含量降低，随着胁迫强度的增加和时间的

延长，叶绿素降解加剧；吴楚等[32]关于磷胁迫对水曲
柳幼苗叶绿素合成影响的研究也得到了相同的结果；

魏国强等[33]发现不同品种黄瓜幼苗的叶绿素含量也
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图 4 DEHP对黄瓜叶绿素 a/b的影响
Figure 4 Effects of DEHP on cucumber leaf chl.a/chl.b
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会随 NaCl浓度增加呈下降趋势。
值得一提的是，随着 DEHP胁迫水平的升高，叶

绿素（a/b）表现为先升高后降低的趋势（图 4），在
10 mg·kg-1的处理条件下，叶绿素（a/b）比 CK增加了
20.99%依6.73%，而在较高浓度的 DEHP处理条件下，
叶绿素（a/b）逐渐减低至 CK水平，说明相对于叶绿素
a，叶绿素 b 对 DEHP 胁迫压力更加敏感，而较高
DEHP 浓度对叶绿素 a 和 b 的压力表现较为一致。
Horn 等 [34]研究发现叶绿素 b 与光捕获系统的结合
要明显慢于叶绿素 a，因此更容易受到环境变化的
影响。

本研究中，DEHP胁迫使叶绿素含量显著降低，
同时 DEHP会导致 H2O2含量明显升高，因此 H2O2含
量增加可能会导致叶绿素生物合成受到抑制，引起色

素缺乏和叶绿体结构的改变，而从 TEM图也可清晰
看出细胞结构遭到破坏，尤其是叶绿体的膜结构受到

损害，类囊体破裂，基粒片层逐渐消失，叶绿体中淀粉

粒明显膨大、增多导致叶绿体膨胀变形。这一结果也

与叶绿体含量的降低相符。

3 结论

（1）通过 TEM分析，DEHP胁迫对黄瓜幼苗叶肉细
胞的亚显微结构产生了极大的损伤，表现为线粒体和

叶绿体膜结构破坏，线粒体逐渐呈空泡状，叶绿体类

囊体逐渐消失，淀粉粒数量和体积明显增加，细胞核

结构受到破坏。

（2）DEHP胁迫使黄瓜幼苗叶片中产生了大量的
H2O2，并随着DEHP浓度的增加，H2O2的产量明显增加。
（3）DEHP胁迫抑制了黄瓜幼苗叶片中叶绿素 a、

b和叶绿素（a+b）的含量，当 DEHP逸10 mg·kg-1时抑制
作用显著，叶绿素 b对DEHP的胁迫较叶绿素 a敏感。
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