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Abstract：To study the function of hydrogen sulfide（H2S）on the photosynthetic physiology of Chinese cabbage[Brassica pekinensis（Lour.）
Rupr.] seedlings under cadmium（Cd）stress, we examined the effects of Cd stress and H2S on photosynthetic characteristics, ribulose-1,5-
hisphpsphate（Rubp）carboxylase activity, and the expression level of RBCSes（small subunits of Rubp）using physiological, biochemical,
and real-time quantitative PCR analyses. Seedling growth, chlorophyll content, photosynthetic fluorescence parameters（e.g., Fv/F0, Fv/Fm,
and PIabs）, and net photosynthetic rate（Pn）were inhibited considerably under 5 mmol·L-1 Cd stress, whereas 5 µmol·L-1 NaHS pretreat⁃
ment alleviated the effects of Cd stress physiologically and up-regulated the mRNA levels of RBCSes under Cd stress. H2S promoted the ac⁃
tivity of seedling Rubp carboxylase without Cd stress. In contrast, the presence of 0.1 mmol·L-1 hypotaurine（H2S scavenger）aggravated the
inhibition effects of Cd stress on the seedlings. Thus, H2S enhanced the photosynthesis of seedlings to alleviate the damage caused by Cd
stress and to maintain the growth of Chinese cabbage under Cd stress.
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摘 要：为了研究H2S对镉（Cd）胁迫下大白菜[Brassica pekinensis（Lour.）Rupr.]幼苗光合生理的调节作用，通过生理生化实验检测

Cd胁迫和H2S对幼苗光合特性指标和Rubp羧化酶（Ribulose-1，5-hisphpsphate carboxylase）活性的影响，利用荧光定量-PCR检测

Rubp小亚基编码基因RBCS表达水平的变化。结果表明：5 mmol·L-1 Cd胁迫会显著抑制大白菜幼苗的生长，降低叶片叶绿素含

量、叶绿素荧光参数（Fv /F0、Fv /Fm、PIabs）和净光合速率（Pn）；5 μmol·L-1 NaHS预处理可以明显缓解Cd胁迫对上述指标的抑制作

用，增加Cd胁迫下RBCS的表达量，促进非Cd胁迫下Rubp羧化酶的活性；0.1 mmol·L-1次牛磺酸（H2S清除剂）与Cd共同处理对幼

苗的损伤比单独Cd胁迫更强。以上结果表明，H2S预处理可以提高大白菜幼苗的光合作用强度，有效缓解Cd胁迫对其造成的损

伤，维持Cd胁迫下大白菜幼苗的生长。
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近年来，随着工农业生产的迅速发展，我国土壤

重金属污染愈演愈烈，造成的农业经济损失越来越严

重[1]，特别是耕地重金属污染会直接影响农产品产量

和品质，危害人体健康，因此了解植物对重金属胁迫

的应答机理成为近几年的研究热点。镉（Cd）是其中

一种毒性强且污染范围广的重金属。已有研究表明，
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Cd能够引起植物体内抗氧化酶系统紊乱，破坏细胞

膜的结构和功能[2]，使植物叶绿素、糖及蛋白质合成

受阻[3]，降低碳同化作用，抑制光合及呼吸作用[4]，甚

至最终导致植物死亡。气体信号分子硫化氢（H2S）被

报道可以缓解重金属对植物的毒害作用[5-6]，而关于

Cd胁迫下H2S对植物光合作用的调节鲜有报道。

H2S 是目前公认的除一氧化氮（NO）、一氧化碳

（CO）之外的第三种气体信号分子，在参与植物生长

发育、调节植物抵抗多种逆境方面我们已取得了诸多

进展[6]。植物在遭受到重金属胁迫时，体内的H2S合

成增加，其能够促进小分子抗氧化剂还原型谷胱甘

肽、抗坏血酸合成，同时增强一系列抗氧化酶活性来

调控细胞内氧化还原状态的平衡，降低胁迫造成的氧

化损伤[7]。H2S 可以通过提高植物细胞膜上 Na+-
ATPase、K+-ATPase和H+-ATPase的活性来减少对Al
的吸收[8]；另外可激活液泡膜上的转运通道，将胞质

中Cd2+转运至液泡，降低胞质内重金属离子的浓度[9]。

外源H2S还可以通过促进细胞内叶绿体类囊体的发

育，增加线粒体数目来缓解Cd胁迫[10]。

光合作用是植物生长和生物量递增所必需的重

要生理过程，对重金属离子的作用较为敏感[11]。Rubp
羧化酶（Ribulose-1，5-hisphpsphate carboxylase）是植

物光合作用过程中固定 CO2的关键酶，RBCS基因编

码Rubp羧化酶的小亚基，小亚基控制Rubp羧化酶的

催化效率，大多数高等植物包含 4~10 个 RBCS基

因[12-13]。大白菜是十字花科芸薹属一年或两年生草

本，栽培面积和消费量居各类蔬菜之首，是北方重要

的经济作物。本研究旨在探讨外源H2S对Cd胁迫下

大白菜幼苗生长、光合特性、叶绿素荧光参数及光合

碳同化效率的影响，为H2S调节植物抗逆在农业生产

中的应用提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 试验植物材料获取

供试材料为津育 75号大白菜。挑选籽粒饱满、

大小均匀一致的大白菜种子，4 ℃浸泡过夜后，将种

子均匀播种在 90 mm培养皿中，培养皿底部铺一层滤

纸，每皿 30粒。23 ℃黑暗培养 2 d，然后在 23 ℃，相对

湿度 60%，光照强度 3000 lx，光照周期 16 h/8 h（昼

夜），每皿每天补充 1/2 MS培养液 5 mL，保证幼苗生

长所需的营养，培养7 d后进行处理。

1.2 Cd胁迫处理

以 CdCl2配制成 1、2.5、5、10、15 mmol·L-1的处理

液，每个浓度 3皿，每皿加 5 mL，对照为蒸馏水处理。

在12 h和24 h后进行生理指标测定。

1.3 H2S相关处理

CK组：蒸馏水处理；CdCl2组：5 mmol·L-1 CdCl2溶
液处理 12 h，光合作用指标在此浓度几乎都为半抑

制；NaHS组：5 μmol·L-1 NaHS熏蒸 12 h，实验室之前

得到的对大白菜Cd胁迫有缓解作用的预处理浓度为

5 μmol·L-1；HT（次牛磺酸，H2S清除剂）组：0.1 mmol·
L-1 HT处理 12 h；NaHS+CdCl2 组：5 μmol·L-1 NaHS熏

蒸幼苗 12 h后，皿中加 5 mmol·L-1 CdCl2溶液再处理

12 h；HT+CdCl2组：0.1 mmol·L-1 HT处理幼苗 12 h后

加 5 mmol·L-1 CdCl2溶液处理 12 h。熏蒸装置为容积

7 L的透明玻璃罩，将相应浓度的NaHS溶液分别加入

1.5 mL离心管，开盖暴露在玻璃罩内进行熏蒸处理，

其余处理组内放入盛有蒸馏水的离心管。将HT溶液

加入培养皿中，CK组加入等量蒸馏水，所有实验组进

行12 h处理后，去掉玻璃罩进行Cd胁迫。

1.4 光合指标的测定

用乙醇提取法测定大白菜幼苗叶绿素含量；

AquaPen-C AP-C 100 掌上水体叶绿素荧光仪（Pho⁃
ton systems instruments）测定光系统Ⅱ（PSⅡ）最大光

能转化率（Fv /Fm）、PSⅡ潜在活性（Fv /F0）和以吸收光

能为基础的性能指数（PIabs）；在光源充足且稳定的情

况下，使用 SY-1020光合作用测定仪（中国河北省石

家庄世亚科技有限公司）对净光合速率（Pn）、气孔导

度（Gs）、蒸腾速率（Tr）以及胞间二氧化碳浓度（Ci）等

大白菜幼苗的光合特性相关指数进行检测。

1.5 Rubp羧化酶活性的测定

Rubp 羧化酶活性的测定参照王维光等[14]的方

法，以每分钟催化 1 μmol CO2固定所需的酶量为一个

活力单位（U）。

1.6 H2S含量的测定

叶片 H2S 含量测定参考金竹萍等[15]的方法。盐

酸与植物组织匀浆直接反应释放H2S，放出的H2S在

氧化剂 FeCl3作用下，与N，N-二甲基-苯二胺反应生

成的亚甲基蓝在 670 nm处有强吸收峰可被检测，通

过标准曲线计算得到浓度，H2S含量=H2S浓度×测定

体积/鲜质量。

1.7 大白菜幼苗RBCS基因表达量的检测

提取大白菜幼苗的总 RNA，Real-Time PCR 检

测，荧光染料为SYBR GreenⅠ，使用Applied Biosystems
7500 Fast 荧光定量 PCR 仪，2-ΔΔC法分析基因表达

水平。
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1.8 数据的统计学分析

依据 3次独立实验，所有数据用平均值±标准差

表示（M±SD）。使用 SPSS 17.0 软件进行 Duncan 检

验，分析处理组间的差异。

2 结果与分析

2.1 Cd胁迫对大白菜幼苗叶片生长及光合特性的影响

2.1.1 对大白菜幼苗叶片生长的影响

对大白菜幼苗进行不同浓度Cd处理后，发现Cd

胁迫对大白菜幼苗生长有明显的抑制作用（图 1）。

≥2.5 mmol·L-1处理组叶片明显失绿，且萎蔫卷曲；随

着处理时间的延长，Cd对生长的抑制作用加重。

2.1.2 对大白菜幼苗光合特性的影响

如图 2A所示，不同处理时间下，Cd对叶绿素影

响趋势一致，即随着Cd浓度升高（>2.5 mmol·L-1），叶

绿素含量与对照组相比显著降低（P<0.05）。叶绿素

吸收的光能主要流向 3 个方向：光合作用、热耗散、

激发叶绿素荧光，因此检测叶绿素荧光可以间接反

图1 Cd胁迫对大白菜幼苗生长状况的影响

Figure 1 The cabbage seedlings growth status under Cd stress

24 h

12 h

0 1 2.5 5 10 15CdCl2 /mmol·L-1

图2 Cd胁迫对大白菜幼苗叶绿素含量和叶绿素荧光参数的影响

Figure 2 Influences of Cd treatment on chlorophyll content and chlorophyll fluorescence parameters of cabbage seedlings

不同小写字母表示不同处理间差异显著（P<0.05）。下同
Different lowercase letters indicate significant at 0.05 level between different treatments. The same below
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图3 Cd胁迫对大白菜幼苗叶片净光合速率、蒸腾速率、气孔导度和胞间二氧化碳浓度的影响

Figure 3 The cabbage seedlings Pn，Tr，Gs and Ci under Cd stress

0 mmol·L-1 1 mmol·L-1 2.5 mmol·L-1 5 mmol·L-1 10 mmol·L-1 15 mmol·L-1

映光合作用的情况。受到 Cd 胁迫后，大白菜幼苗

叶绿素含量、叶绿素荧光参数 Fv/Fo、Fv/Fm在处理浓

度为 1、2.5 mmol·L-1 时与对照组相比变化不显著

（P>0.05），当处理浓度达到 5 mmol·L-1 时，Fv/Fo 和

Fv /Fm 分别下降 18.7% 和 20.2%（P<0.05）（图 2B、图

2C）。叶绿素荧光参数 PIabs 从 Cd 处理浓度为 1
mmol·L-1 时就开始随着处理浓度的增加而逐渐下

降，在 Cd浓度为 15 mmol·L-1时，与对照组相比下降

了 46%（P<0.05）（图 2D）。以上结果表明，高浓度

Cd 胁迫对大白菜幼苗光能的吸收和光化学反应都

有抑制作用。

大白菜幼苗叶绿素含量和叶绿素荧光在Cd胁迫

下均受到影响，因此叶片光合作用速率也必然受到影

响。测定光合作用相关指标后发现，在不同处理时间

段内，当 Cd浓度达到 5 mmol·L-1时，Pn、Tr和 Gs 3个

指标均开始显著降低（P<0.05），分别下降为对照组的

20%、42%和65%（图3），而Ci呈现逐渐升高的趋势。

2.2 H2S对 Cd胁迫下大白菜幼苗叶片生长及光合特

性的影响

2.2.1 H2S对Cd胁迫下大白菜幼苗内源H2S含量的影响

药理学处理后检测大白菜幼苗叶片中的H2S含

量（图 4）。单独 Cd 和单独 H2S 处理后 H2S 含量显著

升高（P<0.05）；HT能有效清除大白菜幼苗体内H2S，
HT+Cd处理组与单独Cd处理组相比H2S含量显著降

低了 56.9%（P<0.05）。

2.2.2 H2S对Cd胁迫下大白菜幼苗叶片生长的影响

从图 5可以看出，对照组和H2S、HT单独处理组

的大白菜幼苗生长无明显变化，H2S熏蒸再经Cd胁迫

的幼苗与单独Cd处理组相比，叶片的萎蔫卷曲程度

有明显缓和，相对长势较好，而经HT预处理后Cd胁

图4 不同处理对大白菜幼苗H2S含量的影响

Figure 4 The content of H2S in cabbage seedlings with
different treatments
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图5 H2S对Cd胁迫下大白菜幼苗生长状况的影响

Figure 5 Influences of H2S on growth statu of cabbage seedlings under Cd stress

Cd H2S HTCK HT+CdH2S+Cd

迫下的大白菜幼苗与单独Cd处理组相比长势较弱，

叶片萎蔫卷曲严重。Cd胁迫会显著抑制大白菜幼苗

的生长，施加外源H2S在一定程度上可以显著促进Cd
胁迫下大白菜幼苗的生长。

2.2.3 H2S对Cd胁迫下大白菜幼苗光合特性的影响

H2S减轻Cd毒害大白菜幼苗的萎蔫缺绿，可能是

通过提高叶绿素含量和叶绿素荧光强度来实现。实

验结果与预期一致，叶绿素含量和叶绿素荧光参数经

不同处理之后变化趋势相似，二者在经H2S预处理后

显著升高（图 6）。H2S+Cd处理后的相关指标均较单

独 Cd处理组显著提高（P<0.05），其中叶绿素含量升

高了 50%，Fv /F0、Fv /Fm 和 PIabs 分别升高了 19.4%、

14.6%和 69.4%，而在HT+Cd处理下无显著（P>0.05）
变化。结果表明H2S可以提高Cd胁迫下大白菜幼苗

叶绿素含量和叶绿素荧光参数，从而增强Cd胁迫下

大白菜幼苗的光能吸收和转化。

外源施加H2S能够提高Cd胁迫时大白菜幼苗光

合作用色素的含量，那么是否有助于光合速率的提

高？进一步检测发现，H2S预处理使大白菜幼苗叶片

净光合速率 Pn显著升高了 66.7%（P<0.05）；与 Cd胁

迫相比，大白菜幼苗叶片Pn在H2S+Cd处理下升高了

3.5倍（P<0.05），而在 HT+Cd 处理下无显著变化（P>
0.05）（图 7A）；H2S和HT处理大白菜幼苗叶片Tr和Gs

与对照组在同一水平，同时H2S+Cd和HT+Cd处理组

与单独 Cd处理组相比差异也不明显，表明 H2S对大

白菜幼苗叶片Cd胁迫下的 Tr和Gs没有影响（图 7B、
图 7C）。H2S和 HT处理叶片后 Ci没有变化，Cd胁迫

后 Ci显著升高（P<0.05），进而抑制了大白菜的光合
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图6 H2S对Cd胁迫下大白菜幼苗叶绿素含量和叶绿素荧光参数的影响

Figure 6 Influences of H2S on chlorophyll content and chlorophyll fluorescence parameters of cabbage seedlings under Cd stress
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作用，H2S+Cd 处理下的白菜幼苗与单独 Cd 处理相

比 Ci有显著的降低（P<0.05，图 7D）。该结果表明

H2S 预处理可以提高 Cd 胁迫下大白菜幼苗的净光

合速率。

2.3 H2S对Cd胁迫下大白菜幼苗Rubp羧化酶活性及

RBCS基因的影响

从图 8可以看出，H2S处理可以显著提高Rubp羧

化酶的活性，HT单独处理与对照组相比无显著变化，

Cd胁迫下大白菜幼苗叶片 Rubp羧化酶活性与对照

组相比下降了 55.7%，受到显著抑制（P<0.05），H2S+
Cd处理组与单独Cd处理组相比无显著变化，HT+Cd
处理组与对照组相比 Rubp 羧化酶活性显著下降了

67%（P<0.05），相对单独Cd处理组降幅更大，该结果

表明内源 H2S 参与了大白菜幼苗响应 Cd 胁迫的过

程，可以在一定程度上缓解 Cd 胁迫对大白菜幼苗

Rubp羧化酶活性的抑制作用。

在 Cd 胁 迫 条 件 下 ，大 白 菜 幼 苗 RBCS1A、

RBCS1B-1、RBCS1B-2、RBCS3B-1、RBCS3B-2的表

达 量 被 显 著 抑 制（P<0.05），而 H2S + Cd 处 理 中

RBCS1A、RBCS1B-1、RBCS1B-2、RBCS2B、RBCS3B-

1、RBCS3B-2的表达量显著高于 Cd 处理（P<0.05），

HT+Cd处理对 RBCS1A基因表达的抑制作用较单独

Cd 胁迫程度更强。外源 H2S 可以提高 RBCS基因家

族 中 RBCS1A、RBCS1B-1、RBCS1B-2、RBCS2B、

RBCS3B-1、RBCS3B-2的表达量，并且可以在一定程

度上缓解由于Cd胁迫造成的表达抑制（图9）。

3 讨论

本研究发现正常生长条件下 H2S预处理通过提

高大白菜幼苗Pn增加其叶片光合作用速率，这一结

图7 H2S对Cd胁迫下大白菜幼苗叶片净光合速率、蒸腾速率、气孔导度和胞间二氧化碳浓度的影响

Figure 7 Influences of H2S on Pn，Tr，Gs and Ci in cabbage seedling leaves under Cd stress

图8 H2S对Cd胁迫下大白菜幼苗叶片Rubp羧化酶活性的影响

Figure 8 Influences of H2S on rubisco carboxylase activity in
cabbage seedling leaves under Cd stress
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图9 H2S对Cd胁迫下大白菜幼苗叶片RBCS基因表达量的影响

Figure 9 Influences of H2S on the expression of RBCS genes in cabbage seedlings under Cd stress
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果与 Chen等[16]的研究中H2S提高光合作用的结果一

致。在逆境中，主要通过Ci值的大小判断植物Pn降

低是由气孔限制还是非气孔限制因素引起的：当Pn、

Gs、Ci同时减小时，Pn的下降是由气孔限制因素引起

的；当 Pn、Gs减小，Ci增大时，Pn的下降是由非气孔

限制因素引起的[17]。在本实验中，H2S增强Cd胁迫下

大白菜幼苗的光合作用强度可能是通过非气孔限制

因素作用的，这与王鸿蕉等[18]的研究结果H2S仅通过

直接影响白菜幼苗叶片的Pn和Ci来提高冷胁迫下白

菜幼苗的光合作用强度一致。而有研究[19]报道，H2S
通过诱导干旱胁迫下拟南芥气孔关闭维持较高的Ci，

从而提高光合作用强度，与我们的结果相矛盾，初步

推测可能是由于植物在响应不同的环境胁迫时，H2S
对气孔运动的调控有所差异，从而导致光合作用强度

与气孔开度之间并没有特定的相关性。

叶绿素是光合作用的主要色素，叶绿素含量与

光合作用强弱直接相关。叶绿素荧光参数分别代表

PSⅡ反应中心光合量子转换和光化学效率，两者可

以反映植物光合作用强弱及生长状态，是研究环境胁

迫对植物光合作用影响的重要参数 [20]。本研究中，

外源H2S预处理可以显著提高Cd胁迫下大白菜幼苗

Fv/Fo、Fv/Fm、PIabs的值和叶绿素含量，说明外源H2S可

以通过调控 PSⅡ反应中心的电子传递，提高荧光强

度，同时促进叶绿素合成，提高Cd胁迫下大白菜幼苗

1014



车 涛，等：硫化氢对镉胁迫下大白菜幼苗光合生理的影响2019年5月
的光合作用强度，促进白菜的生长。

Rubp羧化酶是光合作用的限速酶。实验结果表

明，HT+Cd处理下大白菜幼苗的Rubp羧化酶活性与

单独Cd胁迫处理相比受到的抑制作用更为明显，表

明内源H2S通过参与调节大白菜幼苗Rubp羧化酶的

活性来增强光合作用。Rubp羧化酶在拟南芥中有 4
个小亚基，分别为 1A、1B、2B、3B，用拟南芥的小亚基

序列在大白菜数据库中比对出 6条编码小亚基的基

因序列。外源 H2S 处理后，大白菜 5 个小亚基 RBCS

的表达量上调，但是Cd胁迫下大白菜Rubp羧化酶的

活性却没有显著提高。有研究发现Rubp羧化酶的活

性是由大小亚基共同决定的 [13]。这一实验结果可能

是因为H2S虽然提高了小亚基的表达量，但是缺乏足

够量大亚基的匹配，造成整体活性的不足；也可能是

Cd毒性对酶活性有强烈的影响，即使在酶总量增加

的情况下，这种毒性仍然抑制了Rubp羧化酶的活性。

Chen等[16]研究发现，正常生长条件下生理浓度的H2S
可以通过促进Rubp羧化酶活性以及其大亚基蛋白表

达来提高光合作用速率。这一结论与本研究的结论

有不同之处，可能是不同物种间存在差异，也可能是

研究方法间的差异，值得深入探讨。

H2S的作用机制一直是H2S领域的研究热点，目

前已经揭示的H2S的作用机制有涉及到蛋白质硫巯

基化修饰、与其他信号的互作以及通过 ROS发挥作

用等方面。关于H2S对光合作用的影响，就已有文献

来看可能有以下几方面的作用方式：NO信号能增强

冷胁迫下大白菜幼苗的光合作用强度[21]，H2S与NO之

间存在互作关系也已经有研究报道证实[22]；外源H2S
可以增强水杨酸（SA）对植物应对Cd胁迫的耐受，SA
对 Cd 胁迫下叶绿素含量的缓解作用需要 H2S 的参

与[23]；H2S通过巯基化修饰目的蛋白来调节其活性[24]，

因此其作用方式除了对光合相关基因转录水平影响，

极有可能还通过翻译后修饰的方式介导光合相关蛋

白的活性调节。在本研究中，我们只探讨了 H2S 对

Rubp羧化酶小亚基转录水平表达量的影响，对其他

影响植物光合作用的因素进行系统深入的探讨仍是

一个令人好奇和充满挑战的研究领域。

4 结论

（1）H2S可以促进Cd胁迫下大白菜幼苗叶绿素合

成，提高叶绿素荧光强度。

（2）Cd胁迫下，H2S通过调节Pn和Ci增加大白菜

幼苗的光合作用速率，促进其生长。

（3）H2S调节Rubp羧化酶活性并不完全依赖于小

亚基。
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