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摘要:本研究旨在探讨围填海对白骨壤(Avicennia
 

marina)叶片叶绿素含量、呼吸与能量代谢的影响。实验以

围填海不同区域白骨壤的叶片和指状呼吸根为材料,研究围填海对白骨壤叶片叶绿素含量、NAD+/NADH比

值、NADP+/NADPH比值、ATP含量和指状呼吸根活力、细胞色素C氧化酶和乙醇脱氢酶活性的影响。实验

结果表明,围填海使白骨壤叶片叶绿素含量平均下降53%,NAD+/NADH比值下降61%,NADP+/NADPH
比值下降62%,ATP含量下降95%,指状呼吸根活力下降62%,细胞色素C氧化酶活性升高108%,乙醇脱氢

酶活性升高20%。高岭土覆盖在白骨壤叶片表面,使其可利用的光能减少,导致其叶绿素含量降低;白骨壤叶

片和指状呼吸根气孔被高岭土堵塞,呼吸及能量代谢受阻。因此,光照不足及低氧胁迫导致白骨壤死亡。
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0 引言

  红树林具有重要的生态及经济价值,尤其是在固

岸护堤、抵御海啸台风等自然灾害、维持生物多样性、
净化水质、固碳及发展旅游业等方面具有重要作用。
白骨壤(Avicennia

 

marina)是世界上分布最广的红

树植物,在我国主要分布在广东、广西、福建、海南和

台湾等省地。白骨壤为我国常见的先锋红树植物树

种,分布广泛,种子可进行有性生殖,根系发达,适合

生长在贫瘠的裸露沙滩上,因此被称为红树林先锋树

种。

  围填海对海洋生态环境产生了较大的影响,其对

红树的影响主要体现在围垦、养殖污染和淹水胁迫等

方面[1]。1980年以来,围填海造成全国红树林面积

减少12
 

923.70
 

hm2[2],因此研究围填海导致红树林

死亡的具体原因具有重要意义。叶绿素(Chloro-
phyll,Chl)含量是植物生长过程中一个重要的生理

指标,由于其对周围环境很敏感,且与植物的光合作

用密切相关,被广泛用作植物生长的常规测定指标。
光照和低氧胁迫会影响叶绿素的含量。光照不足影
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响植物叶绿素的生物合成[3],所以光照不足是叶绿素

含量降低的重要原因之一。低氧胁迫是植物生长过

程中遇到的重要非生物胁迫之一[4]。低氧胁迫下,植
物处于缺氧状态,其生理过程受到干扰,如水分失衡、
膜结构被破坏、有害代谢产物积累等。因此,低氧胁

迫下植物叶绿素含量降低[5],植物光合作用效率降

低,而由于植物种类及胁迫时间、程度的差异使得叶

绿素含量的变化各不相同[68]。低氧胁迫使植物营养

物质利用效率下降、光合作用减弱[9,10],因此植物在

低氧胁迫下呼吸与能量代谢会发生变化,使得植物在

低氧胁迫下能够存活。围填海时,白骨壤的低氧胁迫

耐受能力与其在被高岭土覆盖条件下的能量供应状

况有密切的联系。如果植物体内积累了较多的能量

物质或在低氧胁迫下养分消耗缓慢,植物就有较强的

低氧胁迫耐受能力。而在植物能量产生过程中,细胞

色 素 C 氧 化 酶 (Cytochrome
 

C
 

Oxidase,COX,

EC1.9.3.1)和乙醇脱氢酶(Alcohol
 

Dehydrogenase,

ADH,EC1.1.1.1)发挥了重要的作用,是产生ATP
的关键酶。由于细胞色素C氧化酶和乙醇脱氢酶活

性易受环境变化的影响,研究白骨壤中这两种酶的活

性在低氧胁迫下的变化,对从呼吸与能量代谢方面阐

明围填海对白骨壤的影响具有重要作用。围填海时

白骨壤的指状呼吸根被高岭土覆盖,指状呼吸根缺

氧,因此指状呼吸根是测定细胞色素C氧化酶和乙

醇脱氢酶活性的重要部位。

  铁山港榄根村陆域填土工作始于2012年左右,
至2017年12月榄根村红树林区海域吹填工程已基

本成型,陆域填土工程范围亦完全到达红树林海岸边

缘。在海域吹填过程中,邻近海域吹填工程边缘红树

林生境遭受严重威胁。红树林从这一时期开始受损,
但这一时期红树林受损面积较小,暂发现4个受损红

树林斑块零星分布。随着时间推移,红树林受损面积

增加明显,受损区域呈连片状分布。2018年10月至

2019年6月,海域吹填工程区东南和东北边缘有所

调整,陆域填土工程继续开展。截至2020年4月,监
测区内红树林受损面积已达17.18

 

hm2。围填海工

程导致高岭土覆盖在白骨壤的叶片和指状呼吸根上,
因此本文以围填海不同区域不同生长状态的白骨壤

叶片和指状呼吸根为材料,研究围填海对白骨壤叶片

叶绿素含量、NAD+/NADH比值、NADP+/NADPH
比值、ATP含量和指状呼吸根活力、有氧呼吸关键酶

细胞色素C氧化酶和无氧呼吸关键酶乙醇脱氢酶活

性的影响,以探讨围填海对白骨壤呼吸与能量代谢的

影响,深入研究围填海导致白骨壤死亡的生理机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 样地概况及采样

  铁山港是我国面积最大的天然白骨壤纯林的生

长地,并零星生长有桐花树Aegiceras
 

corniculatum、
秋 茄 Kandelia

 

obovata 和 红 海 榄 Rhizophora
 

stylosa。榄根村现存白骨壤林93.83
 

hm2,群落平均

覆盖度57%、平均密度55株/100
 

m2、平均高度2.08
 

m。铁山港周边缺少河流和淡水调节,滩涂泥沙质、
贫瘠,红树林生态系统脆弱。研究区域经纬度为

21°35'37.14″-21°36'31.63″N,109°36'56.05″-
109°35'54.51″E。以白骨壤为研究对象,采集白骨壤

叶片及指状呼吸根植物材料。分别设置严重受损红

树林区边缘站位6个(ED1-ED6,以下简称ED),项
目监测范围内红树林大斑块中暂未显示枯亡现象仍

然正常生长的红树林调查站位 3 个(尚存活样方

AL1-AL3,以下简称 AL),正常红树林对照站位3
个(对照组CK1-CK3,以下简称CK),研究站位如

图1所示。ED组和AL、CK组的显著差别在于:ED
组出现白骨壤植株全株死亡的现象,红树植株死亡比

例为(60.5�6.3)%,死亡植株均无叶片残留(叶片残

留百分比可在一定程度上反应植株存活情况),有一

定比例的断顶株数;AL、CK组仅出现轻微的叶片掉

落情况和少量的断顶株数。2020年3月6-7日在

榄根村不同组区域取材:CK组,15个独立生物学重

复;AL组,15个独立生物学重复;ED组,30个独立

生物学重复,共60个样品。所有样品均放置于低温

保温箱中带回实验室,-80℃保存待测。测定前将白

骨壤叶片及指状呼吸根用超纯水洗净、擦干并称重。
叶绿素含量、NAD+/NADH比值、NADP+/NADPH
比值和ATP含量用白骨壤的第二对叶测定,根系活

力、细胞色素C氧化酶活性和乙醇脱氢酶活性用白

骨壤的指状呼吸根测定。
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图1 研究站位图

Fig.1 Location
 

map
 

of
 

research
 

station

1.1.2 主要试剂和设备

  辅 酶 ⅠNAD+/NADH 含 量 试 剂 盒 (批 号:

G0801W)、辅酶Ⅱ
 

NADP+/NADPH含量试剂盒(批
号:G0802W)、ATP含量试剂盒(磷钼酸比色法,批
号:G0815W)、植 物 根 系 活 力 试 剂 盒 (批 号:

G0124W)、线粒体复合体Ⅳ细胞色素C氧化酶试剂

盒(批号:G0848W96)、乙醇脱氢酶(ADH)试剂盒(批
号:G0806W)均购自苏州格锐思生物科技有限公司。
主要仪器设备为多功能酶标仪(Molecular

 

Devices;

VERSA
 

max)。

1.2 方法

1.2.1 叶绿素含量测定

  参照顾骏飞等[11]的方法测定叶绿素含量。

1.2.2 呼吸与能量代谢生理指标测定

  NAD+/NADH 比值用辅酶ⅠNAD+/NADH
含量试剂盒测定,NADP+/NADPH 比值用辅酶Ⅱ

 

NADP+/NADPH 含 量 试 剂 盒 测 定,ATP 含 量 用

ATP含量试剂盒(磷钼酸比色法)测定,指状呼吸根

活力用植物根系活力试剂盒测定,细胞色素C氧化

酶活性用线粒体复合体Ⅳ细胞色素C氧化酶试剂盒

测定,乙醇脱氢酶活性用乙醇脱氢酶(ADH)试剂盒

测定。

1.2.3 数据统计与分析

  数据统计及绘图使用Excel软件(Microsoft
 

of-
fice

 

365,Redmond,WA,USA)。图表中的数值用平

均值±SD 的形式表示,显著性分析使用t 检验,

*P<0.05,表示差异显著,**P<0.01,表示差异

极显著。

2 结果与分析

2.1 围填海对白骨壤叶片叶绿素含量的影响

  从图2可以看出,与CK组相比,AL组及ED组

的白骨壤叶片叶绿素总含量均显著减少。与CK组

相比,ED组的白骨壤叶片叶绿素总含量极显著减

少,下降53%;与AL组相比,ED组的白骨壤叶片叶

绿素总含量显著减少,下降31%。说明海岸工程围

填海导致的高岭土溢流淤积对白骨壤叶片产生遮光

影响,使得叶绿素合成减少,进而影响白骨壤的光合

作用。

不同小写字母表示差异显著(P<0.05);FW,鲜重

  Different
 

lowercase
 

letters
 

indicate
 

significant
 

difference
 

(P
 

<
 

0.05);
 

FW,fresh
 

weight
图2 白骨壤叶片叶绿素含量

Fig.2 Chlorophyll
 

content
 

in
 

the
 

leaves
 

of
 

A.marina
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2.2 围填海对白骨壤叶片 NAD+/NADH 比值及

NADP+/NADPH比值的影响

  从图3可以看出,与CK组相比,AL组及ED组

的白 骨 壤 叶 片 NAD+/NADH 比 值 及 NADP+/

NADPH比值均显著降低。与正常生长的白骨壤相

比,ED 组 白 骨 壤 叶 片 NAD+/NADH 比 值 下 降

61%,NADP+/NADPH比值下降62%;与 AL组相

比,ED 组 的 白 骨 壤 叶 片 NAD+/NADH 比 值 及

NADP+/NADPH比值分别下降 45%及 48%。因

此,海岸工程围填海导致的高岭土溢流淤积堵塞了白

骨壤叶片和指状呼吸根的气孔,使得白骨壤可以获取

的氧气量减少,从而减少 NAD+ 及 NADP+ 的合成,
进而使NAD+/NADH比值及NADP+/NADPH比

值下降。

不同小写字母表示差异显著(P<0.05)

  Different
 

lowercase
 

letters
  

indicate
 

significant
 

difference
 

(P
 

<
 

0.05)

  图 3 白 骨 壤 叶 片 NAD+/NADH 比 值 及 NADP+/

NADPH比值

  Fig.3 NAD+/NADH
 

ratio
 

and
 

NADP+/NADPH
 

ratio
 

in
 

the
 

leaves
 

of
 

A.marina

2.3 围填海对白骨壤叶片ATP含量的影响

  如图4所示,与CK组相比,AL组的白骨壤叶片

ATP含量显著减少。与正常生长的白骨壤相比,ED
组的白骨壤叶片ATP含量下降95%,说明海岸工程

围填海导致的高岭土溢流淤积堵塞白骨壤叶片和指

状呼吸根的气孔,使得白骨壤可以获取的氧气量减

少,从 而 减 少 ATP 的 合 成,进 而 导 致 ATP 含 量

下降。

2.4 围填海对白骨壤指状呼吸根活力的影响

  与CK组相比,AL组及ED组的白骨壤指状呼

吸根的活力显著下降;与正常生长的白骨壤相比,ED

组的白骨壤指状呼吸根活力下降62%;与 AL组相

比,ED组的白骨壤指状呼吸根的活力显著下降(图

5)。说明海岸工程围填海导致的高岭土溢流淤积堵

塞白骨壤指状呼吸根的气孔,使得白骨壤可以获取的

氧气量减少,产生低氧胁迫,进而抑制白骨壤根系

活力。

**P<0.01,表示差异极显著

  **P<0.01
 

indicates
 

extremely
 

significant
 

difference
图4 白骨壤叶片ATP含量

Fig.4 ATP
 

content
 

in
 

the
 

leaves
 

of
 

A.marina

**P <0.01,表示差异极显著

  **P<0.01
 

indicates
 

extremely
 

significant
 

difference
图5 白骨壤指状呼吸根活力

Fig.5 Viability
 

in
 

fingerlike
 

pneumetophores
 

of
 

A.marina

2.5 围填海对白骨壤指状呼吸根细胞色素C氧化

酶和乙醇脱氢酶活性的影响

  从图6可以看出,与CK组相比,ED组的指状呼

吸根细胞色素C氧化酶和乙醇脱氢酶活性明显升

高,指状呼吸根细胞色素C氧化酶活性升高108%,
乙醇脱氢酶活性升高20%,说明与CK组相比,ED
组的有氧呼吸活性和无氧呼吸活性均升高。
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不同小写字母表示差异显著(P<0.05)

  Different
 

lowercase
 

letters
 

indicate
 

significant
 

difference
 

(P<0.05)

  图6 白骨壤指状呼吸根细胞色素C氧化酶和乙醇脱氢

酶活性

  Fig.6 COX
 

and
 

ADH
 

activity
  

in
 

fingerlike
 

pneumeto-

phores
 

of
 

A.marina

3 讨论

3.1 围填海对白骨壤叶片叶绿素含量的影响

  光照不足会影响植物叶绿素的生物合成[3],黑暗

中大部分植物无法合成叶绿素[12],而叶片长期遮光

会导致叶绿素含量显著下降[13]。长期遮光降低植物

光合碳同化能力及光合作用关键酶活性,导致叶绿素

合成减少,叶片褪绿。叶绿素酸酯a加氧酶(CAO)
将叶绿素酸酯a

 

(Chlide
 

a)转化为叶绿素酸酯b
 

(Chlide
 

b)。拟南芥CAO 在黑暗下表达量很低,但
在光照条件下表达量显著上调[14]。水稻OsCAO1 在

黑暗和光照条件下的表达模式与拟南芥CAO 相似。
叶绿素合酶(CHLG)将Chlide

 

a和Chlide
 

b转化为

叶绿素a和叶绿素b。拟南芥CHLG 在见光后表达

量逐渐上调。长期遮光不利于植物转绿,光通过调控

叶绿素生物合成途径中的关键基因影响叶绿素生物

合成。氧气充足时植物叶绿素含量维持在一个较高

的水平,低氧胁迫时叶绿素含量下降[15]。围填海导

致白骨壤叶片气孔被高岭土堵塞,光照被高岭土阻

断,叶绿素生物合成减少,叶绿素含量下降。

3.2 围填海对白骨壤呼吸与能量代谢的影响

  低氧胁迫往往造成糖酵解及三羧酸循环的代谢

过程变缓甚至停滞,导致还原型辅酶Ⅰ(NADH)向
氧化型辅酶Ⅰ(NAD+)的再生过程受到抑制进而阻

止ATP的产生
 [16]。植物细胞在低氧胁迫条件下,正

常有氧呼吸产生ATP的途径受阻,转而通过乙醇发

酵和乳酸发酵途径产生少量的ATP。围填海导致严

重受损区的白骨壤叶片ATP含量下降95%(图4),
其原因是ATP合成减少。

  在逆境条件下,细胞器结构会被破坏,最终将导

致细胞相关生理功能的降低乃至丧失[17]。对黄瓜的

研究结果表明,低氧胁迫下根尖细胞受到伤害,线粒

体内嵴减少
 [18]。本研究结果表明,受损白骨壤指状

呼吸根活性下降(图5),可能是随着细胞器结构的逐

渐降解,化学反应效率不可避免地下降,使得同化力

减弱,并最终导致根活力下降,究其原因正是由于线

粒体抗氧化系统的异常所导致。

  当白骨壤指状呼吸根刚被高岭土覆盖时,白骨壤

指状呼吸根还可以利用胞间氧进行氧化磷酸化。随

着胞间氧的消耗,氧分压下降,植物表现出通过上调

细胞色素C氧化酶的活性来有效地利用不断减少的

氧气进行有氧呼吸。氧作为电子传递链的最终电子

受体,低氧胁迫直接影响以氧为底物的细胞色素C
氧化酶。白骨壤指状呼吸根被高岭土覆盖,使得植物

氧化磷酸化过程受到很大的影响,通过氧化磷酸化产

生的ATP有限,必须通过无氧呼吸生成 ATP,为维

持能量供应,就需要提高指状呼吸根乙醇脱氢酶

活性。

4 结论

  高岭土溢流淤积,使其附着于白骨壤叶片和指状

呼吸根上,白骨壤叶片被遮光,叶片和指状呼吸根的

气孔被堵塞。叶片被遮光导致叶绿素含量下降,叶片

和指状呼吸根的气孔被堵塞导致白骨壤遭受低氧胁

迫,因此叶片NAD+/NADH比值及NADP+/NAD-
PH比值下降,叶片ATP含量下降,指状呼吸根活性

下降,细胞色素C氧化酶和乙醇脱氢酶活性上升。
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Abstract:This
 

study
 

aimed
 

to
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

reclamation
 

on
 

chlorophyll
 

content,respiration
 

and
 

en-
ergy

 

metabolism
 

in
 

leaves
 

of
 

Avicennia
 

marina.In
 

the
 

experiment,the
 

leaves
 

and
 

fingerlike
 

pneumetophores
 

of
 

A.marina
 

from
 

different
 

areas
 

of
 

reclamation
 

were
 

used
 

as
 

materials.The
 

effects
 

of
 

reclamation
 

on
 

the
 

chlorophyll
 

content,NAD+/NADH
 

ratio、NADP+/NADPH
 

ratio,ATP
 

content,fingerlike
 

pneumetophores
 

viability,the
 

activities
 

of
 

cytochrome
 

C
 

oxidase
 

and
 

alcohol
 

dehydrogenase
 

of
 

A.marina
 

leaves
 

were
 

studied.
The

 

experimental
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

reclamation
 

decreased
 

the
 

average
 

chlorophyll
 

content,NAD+/

NADH
 

ratio,NADP+/NADPH
 

ratio,ATP
 

content
 

and
 

fingerlike
 

pneumetophores
 

viability
 

by
 

53%,61%,

62%,95%,62%,respectively.And
 

activities
 

of
 

cytochrome
 

C
 

oxidase
 

and
 

alcohol
 

dehydrogenase
 

increased
 

by
 

213
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108%
 

and
 

20%,respectively.The
 

results
 

showed
 

that
 

kaolinite
 

was
 

covered
 

on
 

the
 

leaf
 

surface
 

of
 

A.marina,
 

which
 

reduced
 

the
 

available
 

light
 

energy
 

and
 

led
 

to
 

the
 

decrease
 

of
 

chlorophyll
 

content.The
 

stomata
 

in
 

leaves
 

and
 

pneumetophores
 

of
 

A.marina
 

were
 

blocked
 

by
 

kaolinite,and
 

the
 

respiration
 

and
 

energy
 

metabolism
 

were
 

blocked.Therefore,insufficient
 

light
 

and
 

hypoxia
 

stress
 

lead
 

to
 

the
 

death
 

of
 

A.marina.
Key

 

words:Avicennia
 

marina,reclamation,chlorophyll,cytochrome
 

C
 

oxidase,alcohol
 

dehydrogenase
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