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脱硫废弃物对碱胁迫下油葵幼叶细胞钙分布
及 Ca2+ 鄄ATPase 活性的影响

毛桂莲1,许摇 兴2,*,郑国琦1,肖国举3,岳自慧2,杨摇 涓1

(1. 宁夏大学生命科学学院; 2. 宁夏大学农学院; 3. 宁夏大学新技术应用研究开发中心,银川摇 750021)

摘要:利用脱硫废弃物改良盐碱地对于确保国家粮食安全和生态安全,发展循环经济具有重要意义。 为了探索脱硫废弃物提高

植物抗盐碱机理,采用盆栽试验法, 研究了施入不同量脱硫废弃物和 CaSO4对碱胁迫下油葵叶片细胞钙分布、总钙含量以及质

膜和液泡膜 Ca2+ 鄄ATPase 活性的影响。 结果表明:在碱胁迫下(CK),Ca2+与焦锑酸钾结合成黑色颗粒成团零星分布于叶绿体和

液泡中,叶绿体超微结构受到不同程度的破坏。 施入脱硫废弃物和 CaSO4,叶绿体结构完整,细胞间隙、细胞壁和液泡中的钙颗

粒逐渐增多,同时,质膜和液泡膜 Ca2+ 鄄ATPase 活性随脱硫废弃物和纯品硫酸钙施量的增加而增加,其中液泡膜 Ca2+ 鄄ATPase 活

性无论是对照(CK)还是处理的活性均高于质膜 Ca2+ 鄄ATPase 活性。 叶片细胞内总钙含量也随脱硫废弃物和 CaSO4施用量的增

加呈升高趋势。 说明脱硫废弃物和 CaSO4通过增加 Ca2+ 鄄ATPase 活性,有利于钙通过质膜和液泡膜进入细胞内,维持膜结构的

稳定性,缓解碱对油葵的胁迫。

关键词:脱硫废弃物; 钙分布; Ca2+ 鄄ATPase 活性; 油葵

Effects of desulfurization waste treatment on calcium distribution and calcium
ATPase activity in oil鄄sunflower seedlings under alkaline stress
MAO Guilian1, XU Xing2,*, ZHENG Guoqi1, XIAO Guoju3,YUE Zihui2, YANG Juan1

1 Life Science of School in Ningxia University, Yinchuan 750021, China
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Abstract: Soil salinity is one of the major limiting factors in agricultural productivity. Desulfurization waste could be
recycled to improve saline鄄alkaline soil, and this could provide stability in food production. In this study, desulfurization
waste was applied to oil鄄sunflower seedlings to improve their resistance to saline鄄alkaline conditions. The distribution of
calcium, total calcium content, and calcium ATPase ( Ca2+ 鄄ATPase ) activities in leaves cells were measured after
exogenous treatment with desulfurization waste or calcium sulfate (CaSO4). In control experiments under alkaline stress,
there were few calcium precipitates in the chloroplast and vacuole, and the chloroplast structure was deformed. Calcium
precipitates increased in the cell wall, intercellular space and vacuole, and the chloroplast structure remained intact after
applying desulfurization gypsum or CaSO4 to the sunflowers. The Ca2+ 鄄ATPase activities in the plasma membrane and
tonoplast increased with the desulfurization waste or CaSO4 dose, and activity was higher in the tonoplast than in the plasma
membrane. The total calcium content also increased with the treatment dose. Both desulfurization waste and CaSO4

contributed to calcium influx into the cell through the plasma membrane and tonoplast, which maintained the stability and
integrity of the membrane and cell wall structure and reduced injury to the sunflower under alkaline stress.

Key Words: desulfurization waste; calcium distribution; calcium ATPase activity; oil鄄sunflower
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摇 摇 干旱区土壤盐渍化是困扰农业和林业生产的一大难题,也是减少农业和林业产量的主要非生物胁迫因素

之一。 随着人口的增加和耕地面积减少,我国粮食的有效供给和粮食安全性问题越来越引起人们的重视,土
壤盐害是影响作物产量潜力发挥的主要限制因素之一。 据统计[1鄄2],我国盐渍土面积约 3. 46伊107hm2,黄河河

套地区有灌溉农田 100 万 hm2,但 1 / 3 以上存在不同程度的土壤盐渍化问题。 土壤盐渍化已经严重影响和制

约该地区的生态环境和农业可持续发展。 因此科学改造和利用盐渍化土壤,直接关系到我国的农业发展、粮
食安全和环境保护。

脱硫废弃物是燃煤电厂排出的固体废弃物,其主要成分是 CaSO4·2H2O,其含量占 80% 左右。 近几年

来,我国在黄河河套地区的内蒙古土默川平原、宁夏银北平罗县西大滩等地开展了利用脱硫石膏改良盐碱地

的田间试验研究,试验主要从土壤改良效果上进行了系统的研究,并取得了显著效果。 研究结果显示:脱硫废

弃物能中和土壤碱性,降低土壤 pH 值和土壤碱化度。 降低土壤容重,改善土壤水分物理形状,增加土壤团粒

结构[3鄄6],但脱硫废弃物提高植物抗盐碱机理还不清楚。 为此,本文以宁夏银北平罗西大滩的碱化土壤为主,
从钙信使角度出发,研究外施脱硫废弃物和 CaSO4对碱胁迫下油葵钙分布、总钙含量及细胞膜 Ca2+ 鄄ATPase 活

性的影响,旨在揭示脱硫废弃物提高盐碱地油葵抗逆性机理,同时也为脱硫废弃物大面积改良盐碱地提供理

论基础。
1摇 材料和方法

1. 1摇 试验区概况

宁夏银北平罗县西大滩位于宁夏贺兰山东麓洪积扇边缘,属于黄河中上游灌溉地区,地势平缓低洼,境内

分布有典型代表性的碱化土壤(俗称白僵土) [7]。 一般地下水埋深 1. 5 m 左右,地下水主要含硫酸盐、氯化

物,并且普遍含有苏打。 土壤碱化度在 15%—60%之间,总碱度在 0. 20—0. 65 cmol / kg 之间,pH 值在 8郾 0—
10. 4 之间,全盐在 2. 5—6. 5 g / kg 之间,土质黏重,透水性差。 盐分类型主要有 NaCl、Na2SO4和 Na2CO3。
1. 2摇 材料培养及处理

试验在宁夏大学温室进行,供试材料油葵。 土样来自宁夏银北平罗县西大滩的碱化土壤 (全盐为

0郾 28% ,pH 9. 8)。 土样装入花盆,每盆 4kg,同时施入脱硫废弃物和纯品 CaSO4。 施入量分别为:对照(CK)不
施脱硫废弃物;T1:施脱硫废弃物 0. 8t / 666. 7 m2;T2:施脱硫废弃物 1郾 6t / 666. 7m2;T3:脱硫废弃物 0. 8t /
666郾 7m2折合纯品硫酸钙(按脱硫废弃物含 80% 硫酸钙折算);T4:硫废弃物 1. 6t / 666. 7m2折合纯品硫酸钙。
将种子撒播入盆中,不同处理各 10 盆。 定期浇水,在油葵苗期取叶片以待测定。
1. 3摇 测定项目

1. 3. 1摇 Ca2+的细胞化学定位

Ca 定位参照王风茹[8]的方法。
1. 3. 2摇 质膜和液泡膜 Ca2+ 鄄ATPase 活性的测定

(1)质膜和液泡膜微囊的制备

参考米海莉[9]和 Mandai[10]的方法并加以改进。 取油葵叶 30g 左右,加入研磨液(内含 EDTA 5 mmol / L,
DTT 5 mmol / L,Tris 80mmol / L,5% 甘油,PMSF 1mmol / L,10mmol / L 蔗糖,pH 7. 8),研磨液成匀浆后,研磨后

匀浆液经 10000g 离心 15 min,再经 100000g 离心过滤,沉淀用少量悬浮液(内含 250 mmol / L 蔗糖,Tris鄄MES 5
mmol / L,DTT 1 mmmol / L,PMSF 0. 5 mmol / L,pH7. 0)悬浮,用 22% 、36% 、45% 的蔗糖代替 6%—12% 的葡聚

糖,于 60000g 进行不连续密度梯度超速离心。 2h 后取 22%—36%和 36%—45%界面区带,分别作为液泡膜

和质膜制剂。
(2) Ca2+ 鄄ATPase 活性的测定

采用 Rasi鄄Caldognov 的方法[11]。
1. 3. 3摇 总钙含量的测定

Ca2+含量用原子吸收分光光度计测定[12]。
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1. 4摇 统计分析

数据处理、作图及相关性分析采用 Excel 和 DPS 软件系统辅助完成。
2摇 结果与分析

2. 1摇 不同施量脱硫废弃物和 CaSO4对碱胁迫下油葵叶细胞钙分布的影响

经焦锑酸钾反应后,Ca2+形成焦锑酸钙沉淀,在透射电镜下呈电子不透明的黑色颗粒。 图 1 为外施脱硫

废弃物和 CaSO4对碱胁迫下油葵叶片钙分布的变化。 图 1(A 和 B)为未施脱硫废弃物即碱胁迫下,叶绿体变

形、膨胀、呈圆形,叶绿体超微结构受到不同程度的破坏。 Ca2+与焦锑酸钾结合成黑色颗粒成团零星分布于叶

绿体和细胞质中。 施入脱硫废弃物,叶绿体结构完整,呈梭状。 同时发现随着施量的增加,0. 8t / 666. 7m2脱硫

废弃物,细胞壁沉积的黑色颗粒密度增加,同时细胞间隙中钙颗粒也增多。 液泡中也有钙的沉积(图 1C 和

D);施入 1. 6t / 666. 7m2的脱硫废弃物,细胞间隙、细胞壁和液泡中有大量分布(图 1E、F 和 G)。 加入 CaSO4

后,对叶肉细胞中钙的分布与脱硫废弃物一致,从图 1(H、I、J 和 K)可以看出,钙颗粒在叶绿体、细胞壁和细胞

间隙有大量的分布。 说明钙有利于稳定膜结构的功能,同时钙离子的增加,有利于保持叶绿体结构的完整性。
2. 2摇 脱硫废弃物和 CaSO4对碱胁迫油葵叶片质膜 Ca2+ 鄄ATPase 活性的影响

脱硫废弃物和 CaSO4对碱胁迫下油葵质膜 Ca2+ 鄄ATPase 活性变化(图 2)。 随着脱硫废弃物施量的增加,
质膜 Ca2+ 鄄ATPase 活性呈升高趋势,T1处理酶活性与 CK 相比升高了 77. 9% ;T2处理(即 1. 6t / 666. 7m2的施

量)酶活性与 CK 相比活性提高了 166. 7% ,方差分析显示:T1处理与 CK 达显著水平(P ﹤ 0. 05);在碱胁迫下

加入 CaSO4后,Ca2+ 鄄ATPase 活性的变化趋势与加废弃物变化趋势一致,也呈升高趋势,T3和 T4与 CK 相比其活

性分别升高了 104. 2%和 178. 9% 。 加入纯品 CaSO4与废弃物相比其质膜 Ca2+ 鄄ATPase 活性相对较高,如 T4处

理 Ca2+ 鄄ATPase 活性与 T2的相比,其活性升高了 4. 5% 。 纯品 CaSO4各处理与 CK 差异不显著(P ﹤ 0. 05),T3

处理与 T1处理差异显著,说明脱硫废弃物中对碱胁迫起缓解作用的主要是硫酸钙。
2. 3摇 脱硫废弃物和 CaSO4对碱胁迫油葵叶片液泡膜 Ca2+ 鄄ATPase 活性的影响

图 3 为脱硫废弃物和 CaSO4对碱胁迫下油葵液泡膜 Ca2+ 鄄ATPase 活性变化。 从图可以看出,无论是施入

脱硫废弃物还是 CaSO4液泡膜 Ca2+ 鄄ATPase 活性的变化与质膜的变化趋势基本一致,也呈增加趋势。 T1、T2、
T3和 T4处理其液泡膜 Ca2+ 鄄ATPase 与 CK 相比分别提高了 36. 1% 、59. 6% 、40. 8%和 62. 4% ,T1、T2、T3和 T4处

理与 CK 相比差异达显著水平(P ﹤ 0. 05)。 外施脱硫废弃物和 CaSO4对液泡膜酶活性提高的幅度低于质膜

的,但是液泡膜 Ca2+ 鄄ATPase 的活性总体高于质膜的活性,说明液泡膜 Ca2+ 鄄ATPase 活性增加有促于调控细胞

液泡和细胞质 Ca2+的变化。
2. 4摇 脱硫废弃物和 CaSO4对碱胁迫油葵叶片总钙含量的影响

图 4 显示总钙含量的变化。 从图 4 可以看出外施脱硫废弃物后,土壤钙离子浓度增加影响胞质内钙离子

浓度的变化,致使油葵叶片钙离子含量升高,但升高的幅度不大,其中 T1 和 T2 与对照 CK 相比含量升高了

5郾 16%和 12. 9% ; T1和 T2与对照 CK 之间差异显著,T1与 T2差异不显著(P ﹤ 0. 05)。 加入 CaSO4后,叶片总

钙含量有所增加,T3和 T4与对照 CK 相比分别升高了 0. 64%和 24. 5% ,T4与 CK 之间差异显著(P ﹤ 0. 05)。
3摇 讨论

Ca2+作为植物生长发育的第二信使已得到广泛的认可[13鄄14]。 越来越多的研究表明[15鄄16], Ca2+参与了植

物对逆境胁迫的应答反应,盐胁迫、干早、低温和热激以及氧化胁迫均可引起细胞质内的 Ca2+浓度升高,即诱

发植物产生钙信号, 诱导不同基因表达,适应相应逆境。
利用脱硫废弃物改良碱化土壤的原理,就是利用脱硫废弃物中含有的 Ca2+对土壤胶体吸附的 Na+进行置

换,并通过淋洗将其排出土体,达到治碱改土的目的[17]。 土壤中吸附的钙对植物来讲,不仅是植物生长发育

所需的一种大量元素,对植物细胞的结构和生理功能具有重要作用。 能维持细胞壁、细胞膜及膜结合蛋白的

稳定性,同时 Ca2+对保持生物膜选择性具有重要作用,参与胞内稳态和生长发育的调节过程[14]。
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图 1摇 脱硫废弃物和 CaSO4对碱胁迫油葵叶片钙离子分布的影响

Fig. 1摇 Effects of desulfurization waste and CaSO4 on calcium distribution of leavers cells of oil鄄sunflower under alkali stress

V: 液泡; CW: 细胞壁; Chl: 叶绿体; IS: 细胞间隙; CP: 细胞质

(A)未施脱硫废弃物, 碱胁迫对油葵叶片钙离子分布的影响, 伊3000; (B) 未施脱硫废弃物, 碱胁迫对油葵叶片叶绿体结构和细胞质钙离

子分布的影响, 伊3000; (C), (D) 施 0. 8t / 666. 7m2脱硫废弃物对碱胁迫油葵叶片细胞壁和液泡钙离子分布的影响, 伊2500; (E), (F),

(G) 施 1. 6t / 666. 7m2的脱硫废弃物对碱胁迫油葵叶片细胞间隙、细胞壁和液泡钙离子分布的影响,伊5000; (H), (I) 0. 8t / 666. 7m2脱硫废

弃物中折算纯品 CaSO4对碱胁迫油葵叶片细胞壁和细胞间隙钙离子分布的影响,伊5000; ( J), (K) 1. 6t / 666. 7m2脱硫废弃物中折算纯品

CaSO4对碱胁迫油葵叶片叶绿体、细胞壁和细胞间隙钙离子分布的影响, 伊3000
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摇 图 2摇 脱硫废弃物和 CaSO4对碱胁迫油葵质膜 Ca2+ 鄄ATPase 活性

的影响

Fig. 2 摇 Effects of desulfurization waste and CaSO4 on plasma

membrane Ca2+ 鄄ATPase activity of oil鄄sunflower under

alkali stress

摇 摇 在植物细胞内, 通常存在 3 种类型的 Ca2+库:紧密

结合型 Ca2+库、松散结合型 Ca2+库和细胞质自由态 Ca2+

库, 3 种 Ca2+库间处于动态平衡状态, 随着细胞生理生

化状态及环境刺激的变化,可以相互转化。 本试验研究

了碱胁迫下油葵叶片总钙含量和细胞中松散结合型钙

的分布。 结果发现:总钙含量无论是施脱硫废弃物还是

CaSO4都呈升高趋势(图 4),植物体内增加的钙可能是

自由态钙和松散结合型钙。 自由态 Ca2+的变化采用荧

光显微镜(CCD)做了检测,电镜观察到松散结合型钙

随着施脱硫废弃物和 CaSO4施量的增加,在细胞壁和液

泡大量沉积(图 1)。 由此推断油葵叶总钙含量的升高

一部分可能与细胞壁的果胶酸盐结合形成了果胶钙,维
持碱胁迫下细胞壁结构的稳定性和完整性[18]。

a
a

b

a
a

0

1

2

3

4

5

CK             T1              T2             T3              T4

处理 Treatment/(t/666.7m2)

摇 图 3摇 脱硫废弃物和 CaSO4对碱胁迫油葵液泡膜 Ca2+ 鄄ATPase 活

性影响

Fig. 3摇 Effects of desulfurization waste and CaSO4 on tonoplast

Ca2+ 鄄ATPase activity of oil鄄sunflower under alkali stress
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摇 图 4摇 脱硫废弃物和 CaSO4对碱胁迫油葵总钙含量影响

Fig. 4 摇 Effects of desulfurization waste and CaSO4 on total

calcium content of oil鄄sunflower under alkali stress

Ca2+信使系统在植物细胞中的重要作用已被确认[14,19]。 细胞中的 Ca2+平衡是由膜上的转运蛋白控制的,
Ca2+由钙库和细胞外进入胞质内是通过钙库膜和质膜上的 Ca2+通道,由胞质进入钙库或转运到细胞外,则是

通过膜上的 Ca2+ 鄄ATPase 以及 H+ / Ca2+交换蛋白的主动运输。 Ca2+ 鄄ATPase(又称 Ca2+泵),主要位于质膜和液

泡膜上,是将细胞质中的 Ca2+ 主动运输到胞外或钙库中的转运蛋白,其活性直接影响到细胞中 Ca2+ 的分

布[20]。 本试验研究结果表明,施入脱硫废弃物,细胞中钙在液泡和细胞间隙有大量的钙分布,同时在质膜和

液泡膜上确实表现出很高的 Ca2+ 鄄ATPase(图 2—图 3),并且液泡膜 Ca2+ 鄄ATPase 活性高于质膜活性,说明高的

质膜和液泡膜 Ca2+ 鄄ATPase,能将外界刺激引起的胞质高浓度 Ca2+转运到液泡内,维持细胞质 Ca2+浓度的稳

态[21]。 由于外界刺激引起细胞内这种 Ca2+浓度的升高多是瞬间的, 并且本实验只是浓度梯度试验,没有设

时间的变化,所以无法观察到细胞质 Ca2+浓度的升高,观察到的结果已经是细胞质钙离子回复到钙稳态的结

果,大量的钙离子分布与液泡和细胞间隙和细胞壁中。 为了验证脱硫废弃物提高植物抗逆性的物质是否是主

要成分 CaSO4,模拟脱硫废弃物占 80% CaSO4增设了纯品 CaSO4对油葵的对比试验。 试验结果显示:总钙含

量、细胞中钙分布和质膜和液泡膜 Ca2+ 鄄ATPase 活性呈现的趋势与脱硫废弃物的趋势一致(图 1H、I、J、K 和图

2—图 4),且各项指标均高于脱硫废弃物的,充分说明脱硫废弃物中起缓解碱胁迫的主要物质是 CaSO4。 Ca2+
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浓度的增加有利于维持膜结构和细胞壁结构的稳定性和完整性,从而缓解碱胁迫造成的伤害。
致谢:感谢中国农业大学陈其军老师和电子显微镜室的刘海虹老师和贾君镇老师在切片和电镜观察中提供的

帮助。
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