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摘要=研究了芦苇幼苗体内 &N的积累n亚细胞微区分布n存在形态和其诱导蛋白以及植物络合素合成抑制

剂9o-)<对芦苇光合作用和生长的影响C在 &N污染条件下3芦苇幼苗植株和根皮层细胞中可积累大量的

&N3但 &N在芦苇各器官和根皮层细胞亚细胞结构中的分布显著不均A&N在芦苇幼苗体内的分配为=根p
叶片p茎p地下茎3在根皮层细胞中的分布为=细胞间隙p细胞壁p液泡p细胞质C受&N污染的芦苇幼苗

体内的 &N以不同化学形态存在3其中 .5&1提取态的 &N在根和叶片中占的比例均为最大3其次为根内的

醋酸提取态A在叶片中以水提取态为主3其它形态的含量相对较低C层析结果表明3根和叶片中各存在一种

&N结合蛋白3其中根内的&N结合蛋白可能是一种植物络合素聚合体C受&N诱导3芦苇幼苗根中还新合成

了一种小分子蛋白或多肽3但另有一种蛋白因 &N影响而消失C此外3o-)实验证明了植物络合素对 &N的

解毒作用C可见3芦苇的抗 &N机理与以下几个方面有关=根部截留3细胞间隙积累3细胞壁沉淀3液泡区域

化3形成活性较低的难溶化合物3形成 &N结合蛋白C
关键词=芦苇A镉污染A镉的积累A镉的亚细胞分布A镉的化学形态A镉诱导蛋白
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镉是一种土壤中天然存在的痕量元素‘RaB由于工业b三废c的排放d污水灌溉及农药d除草剂和化肥的

使用B使土壤中镉等重金属的含量显著增加‘WBUaQ并且与其它重金属元素相比B土壤中的镉相对容易被植物

吸收‘̂BYae研究证明B被植物体吸收后镉可通过使膜脂过氧化和膜电位去极化影响细胞质膜的组成d结构和

透性‘RB[fTa使细胞质膜的完整性受到伤害B导致细胞内重要的物质大量外渗d外界环境中 有 毒 的 物 质 进 入

细胞B使细胞内的一系列新陈代谢过程发生紊乱‘RSa使植物的生长发育受到抑制e如B镉能通过破坏叶绿体

的结构B抑制光合酶的活性和叶绿素的合成降低植物的光合作用‘RRBRWaQ损伤线粒体的结构和抑制 .gh),’
等其它呼吸酶的活性干扰植物的呼吸作用‘RBRRaQ通过与蛋白质上 ij基团结合破坏蛋白质的结构B进一步

影 响 蛋 白 质 的 活 性B干 扰 k素 代 谢‘RUBR̂aQ与 lk.结 合 干 扰 核 酸 代 谢‘RYaQ镉 还 能 干 扰 7素 和 激 素 的 代

谢‘R[BR\ae此外B镉还能影响植物对其他养分元素的吸收及 其 在 器 官 中 的 分 布B间 接 地 影 响 植 物 的 生 长 发

育‘RZBRTae但是B在自然界有不少种类的植物可在高浓度的镉环境中生长B表明在长期的进化中植物亦相应

地产生了多种抵抗重金属镉毒害的防御机制‘WSBWRae尤其是B但当镉浓度较低时可增加植物的产量B说明低

浓度的镉对某些植物的生长发育可能有一定的b促进c作用‘WWae
镉在植物体内被限制运输到茎叶B绝大部分保留在根部B一定程度上提高了植物的耐性‘RUae但也有些

镉超量富集植物能通过把镉贮存在叶片的表皮毛中而达到解毒作用‘WUae作为镉进入细胞内部的第一道屏

障B细胞壁的镉沉淀作用可能是一些植物抗镉的原因B这种沉淀作用可以阻止过多的镉进入原生质B免受

其毒害‘Ŵae液泡也能通过区域化作用积累大量的镉B使原生质中的镉含量有所降低B使植物对镉表现出抗

性‘WYBW[ae镉进入原生质体后B细胞内的一些化合物如谷胱甘肽d草酸B组氨酸和柠檬酸盐等一些小分子物质

以 及金属螯合蛋白和植物络合素可以通过与镉反应形成沉淀V磷酸镉沉淀X和螯合物降低自由态的镉B一

定程度上使一些重要的物质和代谢过程免受镉毒害e
总之B镉对植物造成的伤害是多方面的B而植物对镉胁迫也有多方面的防卫机制e但何为关键因素至

今还不清楚e基于此B本工作以对重金属污染抗性较强的芦苇为材料B研究其镉的吸收d亚细胞分布d化学

形态和其诱导蛋白以及 min对芦苇光合作用和生长的影响来进一步探讨芦苇的抗镉性e

o 材料与方法

opo 植物材料和污染处理

opopo 溶液培养 选择均匀健壮的芦苇V8q=9NO?<P;9:;<=9>?;V7)0-Xg1*+-Prs<P:tP>X种子V采自山东省

寿光市XB播种于装有洗净细砂的塑料盆V长 US&@B宽 WS&@B高 WY&@X中e萌发后B每天浇灌j%)3()+4营养

液ê 叶期选择生长一致的健壮幼苗移栽到盛有 j%)3()+4营养液的小塑料盆中B盆口用打孔的塑料泡沫固

定植株B每板 Y个孔B每孔植苗一株B根侵入营养液中B苗基部用脱脂棉固定B每隔 R"通气 W"e在第 Z片叶

出现时B用含 SpY@@%(uv747(Wj%)3()+4溶液和含 SpR@@%(uvminV/2$"*%+*+’,2(6%5*@*+’B一种植物

络合素合成的抑制剂X与 SpY@@%(uv747(W的 j%)3()+4混合溶液分别处理芦苇幼苗B以不含 747(W的两

种 处理作对照e每个处理 U个重复e处理 \4后B测定芦苇植株的光合速率BR̂ 4后B测定芦苇植株的干重e

o-o-w 砂基培养 芦苇种子V采自山东省寿光市X播种于装有洗净细砂的花盆V直径 WS&@B高 WY&@X中e
萌发后B每天浇灌j%)3()+4营养液eW叶期选择生长一致的健壮幼苗每盆保留 Y株e在第 Z片叶出现时B用

U@@%(uv747(W溶液处理芦苇幼苗B每天换 W次溶液e每个处理 Y个重复e处理 \4后B取样测定各项指标e

o-w 测试内容和方法

o-w-o 光合速率的测定 用美国产 v*E[̂SS光合测定一测定叶片的净光合速率B光强为 RWSS(5B温度为
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%&’&’ ()含量测定 收获整株植物*用蒸馏水冲洗干净*吸水纸吸干表面水分*小心分成根+地下茎+茎

以及叶片 ,部分*放入 "-#烘箱中烘干*称重后放入马伏炉中 -./#灰化 ,"0*室温冷却后用 .12浓 3456
消化*去离子水定容后*用日立 78"///原子吸收光谱仪测定 ()含量$

%9’9: ()分布的电镜观察 在离根尖 .9-;1处切取 /9-;1长的根段*放入一个铝网制成的小袋中*迅

速投入用液氮冷却的异戊烷和丙烷<体积比为 .=6>中快速冷却*然后转入冷却干燥机中进行冷冻干燥$将

干燥好的根段转入 ?型真空渗透管中*用乙醚在真空中 !@#下进行渗透 !,0$然后再将材料用苯乙烯8甲

基丙烯酸丁酯在常压下渗透后*转入小胶囊中在 A/#下聚合 @)$包埋后的材料用超薄切片机干刀切片*切

片厚度为 .B1$切片在喷碳后在配有 CDEF8G.//能谱仪的日立 38"//型透射电镜下进行测定*加速电压

为 .-/HI*取出角为 !-J*样品的测量计数时间为 A/K*测出的数值分别表示扣除背底后的每种元素的 F8

LMN计数值<(OP>$在检测时*对每一组织区域所测定的微区*至少测试 @个点*求出其平均值Q!@R$

%9’9S ()的化学形态分析 用逐步提取法研究芦苇幼苗根部和叶片内 ()的化学形态Q.6*!"R*提取剂及提

取顺序为 "/T乙醇+去离子水+.1U2VW4M(2溶液+!T<IVI>醋酸+/9A1U2VW盐酸$
分别称取 !9///X芦苇幼苗根和叶片新鲜样品*剪成 .Y!11!的碎片*置于烧杯中*加入 6@9-12提取

剂*在 6/#恒温箱中放置过夜<.@Y."0>*次日回收提取液*再加入同样体积该提取液*浸取 !0后再回收

提取液*重复 !次*即在 !,0内提取 ,次*集 ,次提取液<共 .-/12>于烧杯中$提取液经蒸发近干后*用一

定比例硝酸Z高氯酸消化*用 ./T硝酸定容*用日立 78"///原子吸收光谱仪测定溶液中 ()的含量$

表 % [\在芦苇不同部位中的含量

]̂_‘a% [\‘aba‘cde\dffagaehîghcjfk&lmnoplqrn

caa\‘desc

处理

CtuvLw1vxyK

芦苇不同部位中的 ()含量<BXVXDz>
(UxyvxyU{()wx)w{{vLvxyuMLyKU{

|&}~!"#}$%!Kvv)2wxXK
根

&UUyK

地下茎 Pyv1K
’x)vLvMLy0

茎

Pyv1K

叶

WvM(vK
对照 (UxyLU2 .6&6- @&!, "&.. 6&"/
611U2VW().G!A&/" ./!&!, ../&6.!.-&A!

表 ’ [\在芦苇幼苗根皮层细胞中的微区分布

]̂_‘a’ [\)j*îgh*aeĥ‘d+̂hdjedegjjh)jgha,)a‘‘cjf
k&lmnoplqrncaa\‘desc

处理

CtuvLw1vxyK

芦苇幼苗根皮层细胞不同部位中的 ()含量

(UxyvxyU{()wx)w{{vLvxyuMLyKU{LUUy
;ULyvt;v22K<(OP>

细胞壁

(v22-M22

细胞质

(NyUu2MK1

液泡

IM;’U2v

细胞间隙

.xyvL;v22’2ML
对照 (UxyLU2 / / / /
611U2VW() -/&./ !"&/! ,/&"/ @,&66

/(OP F8LMN计 数 单 位 (U’xyuvLKv;Ux)的 缩 写 (OPwK

y0vM00Lv(wMyvU{F8LMN;U’xyuvLKv;Ux)

%9’91 蛋白的层析分离 芦苇幼苗用 611U2VW()(2!溶液培养 @)后*分别取根和叶片*用蒸馏水冲洗干

净*吸水纸吸干表面水分*称重*用 ./11U2VW?LwK83(2<u3"9A>缓冲液在研钵中磨成匀浆<材料与缓冲液

的比为 .2!>*匀浆在 ,#低温下 .!///X离心 ,-1wx$上清液经 Pvu0M)vt38@-柱<.9-4.//>分离*上柱样

品 为 612*流速为 ,/12V0*按 A9A@12V管分部收集洗脱液*平 衡 及 洗 脱 液 为 ./11U2VW?LwK83(2<u3"9/>$
洗脱液中 ()含量用日立 78"///原子吸收光谱仪测定$分子量鉴别用标准蛋白质为牛血清蛋白<A@///>+
卵清蛋白<,,///>+胰蛋白酶<!6-//>细胞色素 (<.!6//>和胰岛素<A///>Q!GR$

’ 实验结果

’9% ()污染对芦苇幼苗体内 ()水平的影响

在 ()(2!污 染 条 件 下*芦 苇 幼 苗 根+地 下 茎+茎

以 及叶片内的 ()水平极显著升高$但其不同 器 官

吸收和积累 ()的能力 明 显 不 同*()在 根 中 的 分 布

高于其它部位*具体地说*根中 ()水平分别是 地 下

茎 的 ."9",倍*茎 的 .@9,A倍*叶 片 的 "9G6倍

<表 .>$

’&’ ()在芦苇幼苗根皮层细胞中的微区分布

用 F8LMN分别测定了芦苇幼苗根皮层细胞的细

胞 壁+细胞质+液泡以及细胞间隙中 的 ()含 量$结

果 表 明*对 照 植 株 根 细 胞 及 细 胞 间 隙 中 的 ()含 量

可 能太低而没有测出$但是 ()处理的芦苇幼 苗 根

细胞的细胞壁+细胞质+液泡和细胞间隙中积累了大

量的 ()*但各部分中的 ()含量明显不同*大小顺序

为=细胞间 隙5细 胞 壁5液 泡5细 胞 质*具 体 来 讲*
细 胞 间 隙+细 胞 壁 和 液 泡 中 的 ()含 量 分 别 是 细 胞

质中的 !9A-+.9@G和 .9,@倍<表 !>$

’&: ()污染对芦苇幼苗 根 和 叶 片 内 ()化 学 形 态

的影响
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镉污染的芦苇幼苗根和叶片内 !"化学形态的实验结果表明#从不同形态镉含量占总量的比例来看#
根和叶片内均以 $%!&提取态镉占绝对优势#根内所占的百分比为 ’()*+,#叶片内占 -*)+.,/其次在根

内为醋酸提取态#占总镉量的 +’).*,#在叶片内为水提取态#占总镉量的 0.)-+,/其它形态的含量相对

较 低#它 们 的 大 小 顺 序 在 根 内 为123%456728!&7294:%;<&7 2=5>?"@5#在 叶 片 内 为 28AB7 28!&7 294:%;<&7 2=5>?"@5

C表 (D/
表 E 芦苇幼苗根和叶片内不同 FG化学形态的含量

HIJKLE FMNOLNOPMQGRQQLSLNOFGTULVRTIKQMSVPRNWXYZ[\]Ŷ_[PLLGKRN‘KLIaLPINGSMMOP

器官

b6c;?>d>

处理

9ef56?d5;4>

不同 !"化学形态的含量 Cgchci3D
!<;45;4><j"?jj565;4B:5d?B%&!"j<6d>?;&5%k5>%;"6<<4>

294:%;<& 23%456 2$%!& 28AB 28!& 2=5>?"@5
根 对照 !<;46<& * *X’l +Xm( mX’0 +X.’ 0X*m
=<<4> (dd<&hn!" -oX0’ +(0Xom oo*Xo’ m.+X+* .mXm. oX0-

叶 对照 !<;46<& * *X*. *Xlo +X0- *Xml *X’(
n5%k5> (dd<&hn!" -X.’ m+X.( 0(.X-m +lX-* 0*X.- (X+m

p2 是状态Cj<6dD的英文缩写 !qr?>4:5%ss65k?%45<jj<6d

t)u 蛋白质凝胶层析

利用 r5f:%"5evwl’凝胶柱层析分离的结果表明#!"污染的芦苇幼苗根提取液的 r5f:%"5evwl’凝

胶柱层析在层析分离的第 -’分钟出现一个含 !"的蛋白质峰#与相同条件下标准蛋白质层析曲线对照#这

该蛋白质的分子量大约为 0m***左右x在同等条件下#叶片提取液在第 +0*分钟处出现一个分子量大约为

.l***的含 !"蛋白质峰/与正常对照芦苇根的分离结果相比#还发现在 !"胁迫下的芦苇根在层析分离的

第 +l’分钟处出现了一种由 !"诱导而合成的分子量分别约为 0***的新蛋白质或多肽#而分子量为 l+***
的另一种蛋白质可能是受 !"影响而消失/

t)y zrb对!"胁迫下芦苇幼苗光合作用和生长的影响

从图 0和表 m可以看出#*)’dd<&hn!"处理后#芦苇幼苗光合速率和生长明显下降/zrb对正常生

长芦苇的光合作用和生长影响不显著#却能进一步抑制 !"胁迫下芦苇的光合作用和生长/

图 0 zrb对 !"胁迫下芦苇幼苗光合作用的影响

2?cX0 9jj5B4<jzrb<;f:<4<>{;4:5>?><j|X}~!"#}$%!

>55"&?;c>@;"56!">465>>

表 u &’(对 FG胁迫下芦苇幼苗生长的影响

HIJKLu )QQLTOMQ&’( MNOUL‘SM*OUMQWXYZ[\]Ŷ_[

PLLGKRN‘P+NGLSFGPOSLPP

不同处理条件下每株芦苇的干重Cchf&%;4D
i6{,5?c:4<j|X}~!"#}$%!>55"&?;c>@;"56!">465>>

*dd<&hn
!"

*dd<&hn
!"-zrb

(dd<&hn
!"

(dd<&hn
!"-zrb

*X(+ *X(( *X+m *X0o

p处理 +周后的数据 .:5B@&4@654?d5,%>4,<,55/>

E 讨论

重 金 属 对 植 物 的 毒 害 作 用 及 植 物 的 耐 受 性#主 要

与 植 物 对 重 金 属 的 吸 收 与 运 输0在 植 物 体 内 各 部 位 的

分配以及 与 植 物 体 内 物 质 的 结 合 形 态 等 因 素 有 关1+o2/
本 实 验 结 果 表 明#在 !"胁 迫 下#进 入 芦 苇 幼 苗 体 内 的

绝 大 部 分 !"被 富 集 在 根 部#而 迁 移 至 其 它 部 位 的 较

少x该结果 与 35的 研 究 结 果 相 似1(*2/由 于 大 部 分 !"
积累在芦苇根部#从而减轻了地上部分各器官的毒害作用#一定程度上提高了芦苇的耐!"性/根据z6<</>
对 超富集植物C:{f56%BB@d@&%4<6f&%;4D的定义#地上部分能富集 0**dch/ci3 以上镉的植物为 超 富 集

植物1(02/本文研究表明镉在芦苇叶片中的水平可达 +0’)-+dch/ci3#在 (dd<&hn镉污染条件下#芦苇
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幼苗除了生长稍下降外!没有表现出明显受害症状!故芦苇对处理镉含量较高的工业污水具有很大的应用

价值"
从 #$%&’微区分析结果可见!()在芦苇幼苗根皮层细胞内的微区分布明显不同"绝大部分的 ()都沉

积在质外体中!表明在 ()胁迫下芦苇根部细胞的质外体是 ()离子重要的贮存场所"由于 ()被局限在活

性较低的区域!阻止其过多地 ()进入原生质体!从而使细胞质内的一些重要物质和代谢活动在一定程度

上免受 ()的毒害!使芦苇对 ()表现出耐性"

()污染条件下芦苇幼苗体内 ()的存在形态分析显示!在芦苇的根部和叶片内!镉都以 *&(+提取态

占绝对优势!表明进入芦苇体内的()多附集在蛋白质周围"这是因为()对蛋白质的巯基和其它一些侧链

有很强的亲合力!在植物体内 ()常与蛋白质发生结合,-.!./0"这种结合形态一方面可减少游离 ()的含量!
使 其 有 效 性 和 移 动 性 降 低!从 而 避 免 其 对 植 物 产 生 伤 害1但 另 一 方 面!()可 能 与 体 内 的 酶 和 功 能 蛋 白 结

合!干扰它们的功能!造成生理生化代谢过程紊乱!而影响植物的生长发育"在根内!醋酸提取态 ()占的比

例也相当大!仅次于 *&(+提取态!为根部总 ()量的 /23456!也就是说!芦苇根内相当大一部分 ()能与

一些物质结合形成活性较低的难溶性化合物!相应地自由态的 ()含量相对较低!以致它的毒害作用也比

较小"另外!由于富集在芦苇根部的()有一部分是以难溶的形态存在!所以它就不容易由根部向地上部分

迁移!这也可能是芦苇根部积累()的机制之一"因为不同形态重金属镉的溶解度差异很大!所以芦苇的耐

()性和 ()在芦苇体内的移动性也与 ()在其体内的存在形态密切相关"
在 重 金 属 镉 胁 迫 下!植 物 能 迅 速 合 成 类 金 属 螯 合 蛋 白789:&++;:<=;>9=>$?=@9A和 植 物 络 合 素

7B<’:;C<9+&:=>A,/-!..0"研究表明!金属螯合蛋白和植物络合素能通过多个重金属结合位点与镉离子螯合!
形成无毒的化合物!降低了细胞内游离的镉离子浓度!防止镉敏感酶变性失活!从而能够减轻镉对植物的

毒害作用,.D!.20"尤其是植物络合素可以作为载体把细胞质中的镉转运到液泡中!降低了细胞质中镉的浓

度!达到解毒的目的,.E0!同时它还能保护细胞内一些酶的活性!间接地提高植物的抗性,.F0"本实验的结果

也表明!()处理的芦苇根和叶片内分别各存在一种 ()结合蛋白!但是它们是芦苇本身就有的蛋白质还是

受 ()诱导产生的还需要进一步研究"据报道!类金属结合蛋白的分子量大约是 -5555!G%=++用高压液相色

谱法分析了从 %9)C&HH&I9叶片中得到的分子量大约为 -5555的 ()结合物!该物质是由几种植物络合素

组成的聚合体,.40"本实验用J9K<)&LG$F2层析分析了被()污染的芦苇幼苗根提取液中的蛋白质!得到了

一个分子量为 -D555左右含大量 ()的蛋白质!因此!被认为它也可能是一类植物络合素的聚合体"但从

()处理芦苇幼苗叶片提取液中用 J9K<&)9LG$F2凝胶柱并没有分离出这种蛋白质!这也可能与植物络合

素是在根部合成有关,.M0"因为该物质具有结合大量 ()的能力!所以它能在一定程度上解除 ()对芦苇的

毒害作用"同时还发现植物络合素的合成抑制剂7NJOA能进一步抑制 ()胁迫下芦苇幼苗的光合作用和生

长!这也暗示植物络合素能提高芦苇耐 ()的作用"叶片提取液中得到的分子量为 4FPQ蛋白质就不可能

是重金属结合蛋白或植物络合素!其性质和作用还有待进一步研究"
重金属不仅能诱导植物合成类金属结合蛋白或植物络合素!而且还能诱导其它不结合重金属的胁迫

相关蛋白合成"研究表明!重金属能诱导 B%;+=>9$%=C<K%;:9=>RB&:<;I9>9S=S$%9+&:9)K%;:9=>和 G+’C=>9$%=C<

K%;:9=>等一些蛋白合成!并且一些专家还认为这些重金属胁迫诱导蛋白可能具有保护植物细胞免受重金

属毒害的作用,D5TD/0"本实验结果表明!镉除诱导芦苇合成一种新的不结合镉的分子量约为 -555的小蛋白

质或多肽外!还导致一种分子量大约为 F/555的蛋白质消失"这两种蛋白质至今还未见报道!所以它们的

物理和化学性质也不清楚!尚需进一步研究"
总之!芦苇耐()的手段很多!导致它的耐()机理也十分复杂!并且可能是由多基因控制的"所以不能

用单一的耐性机理来解释芦苇对 ()的耐性!只有全面考虑重金属离子在细胞内的活动!才能弄清楚它的

耐性机理"
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