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胁迫时间和胁迫浓度对超积累植物印度芥菜细胞中镉分布的
影响

杨红霞１，张惠娟２，高津旭１，刘　崴１，李　冰１

（１．国家地质实验测试中心，北京 １０００３７；　２．南京农业大学资源与环境科学学院，江苏 南京 ２３００２６）

摘要：超积累植物对重金属的区隔化作用能有效降低

细胞质内金属离子的浓度，是对重金属重要的解毒机制

之一，而细胞内各组织的区隔化作用大小并未取得一致

性结论。本文研究了胁迫浓度和胁迫时间对超积累植

物印度芥菜（ＢｒａｓｓｉｃａＪｕｎｃｅａ）细胞及亚细胞中镉分布的
影响。印度芥菜幼苗分别用 ０．５、１．０、２．０、３．０、５．０
ｍｇ／Ｌ镉胁迫１、５、７、１０、１４天后收获，采用电感耦合等离
子体质谱法测定印度芥菜根系和叶片亚细胞中镉的含

量。结果表明：镉在细胞壁中的比例占５０％～６４％，细胞液占２２％～３８％，细胞器占７％～１７％，镉在细胞壁
中所占比例显著高于细胞液和细胞器，证明细胞壁区隔化在镉的解毒机制中具有重要的作用。随着胁迫时

间和胁迫浓度的增加，根系和叶片中亚细胞各组织中镉含量持续增加，超过７天，镉含量显著升高，说明镉对
植物的危害是一个缓慢过程。印度芥菜对镉胁迫浓度的最大耐受量为１．０ｍｇ／Ｌ，超过此浓度，植物细胞的
破坏症状加重；细胞超微结构研究也表明，镉胁迫浓度超过１ｍｇ／Ｌ后，细胞结构发生了不同程度的损坏，出
现质壁分离、液泡增大甚至空泡化、质膜粗糙等现象，继而影响到细胞的正常功能。因此，在考察重金属对植

物的危害时，要充分考虑时间和浓度梯度两个参数的协同作用。

关键词：镉；亚细胞；胁迫时间；胁迫浓度；电感耦合等离子体质谱法；扫描透射电镜
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近年来，研究重金属在植物细胞中的微区分布

渐渐成为探索植物耐性机理的热点，一方面有利于

在细胞水平上揭示重金属毒害植物机理，在重金属

胁迫条件下，植物细胞结构会发生不同程度的损伤，

主要在细胞膜、细胞核、内质网、高尔基体、叶绿体、

线粒体、液泡等细胞器异常变化中体现出来［１］；另

一方面可通过植物细胞器的损害程度来作为一种监

测手段，为以后可能将植物作为重金属污染指示者

奠定理论基础。

大量研究表明，超积累植物（如印度芥菜、遏蓝

菜、东南景天、美洲商陆等）对镉的区隔化作用能有

效降低细胞质内金属离子的浓度，是对重金属重要

的耐受机制之一［２－４］。已有的研究表明，细胞壁作

为重金属进入植物体的第一道屏障，在植物重金属

耐受机理中的作用倍受关注［５－８］。由于细胞壁含有

大量配体残基，对金属阳离子有高亲和力，通过包括

离子交换、吸附、配位络合等作用结合重金属，进而

影响重金属离子向细胞内扩散速率及吸收，以达到

解毒的作用［９］。而液泡里富含各种蛋白质、糖、有

机酸和有机碱等，都能与重金属结合耐受，常被认为

是重金属离子贮存的主要场所［１０－１１］。通常采用扫

描透射电镜（ＳＥＭ）观察植物细胞超微结构的变化，
反映重金属对植物细胞的危害程度。不同的研究者

对戊二醛、锇酸采用不同的浓度，并用不同的试剂进

行逐级脱水和染色，透射电镜扫描结果显示，在 Ｃｄ
胁迫下，植物细胞形成空的液泡，膜系统遭损坏，细
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胞线粒体和叶绿体也出现不同程度变化，高浓度下，

导致细胞死亡［１２－１８］。由此可见，重金属对植物的毒

害与其在植物体内各组织中的分布有关。同时，不

同植物对镉的耐受程度也不同，胁迫时间和胁迫浓

度是研究重金属毒害效应的两个重要参数。

本研究选取印度芥菜（ＢｒａｓｓｉｃａＪｕｎｃｅａ）为研究
对象，进行室内植物培养，采用电感耦合等离子体质

谱（ＩＣＰ－ＭＳ）对印度芥菜根系和叶片细胞不同部位
中的镉含量进行了测定，初步探讨了胁迫时间和胁

迫浓度对镉在细胞中分布的影响。并借助扫描透射

电镜技术观察了不同镉胁迫浓度下，根系和叶片细

胞超微结构的变化，为进一步研究重金属对植物的

毒害机理提供依据。

１　实验方法
１．１　仪器及主要试剂

Ａｇｉｌｅｎｔ７５００ａ电感耦合等离子体质谱仪（美国
Ａｇｉｌｅｎｔ公司）。工作参数：射频功率 １３５０Ｗ；采样
深度５．７ｍｍ；雾化器类型 Ｂａｂｉｎｔｏｎ型；载气流速
１．１０Ｌ／ｍｉｎ。

透射电镜型号为 ＴＥＭ－１２００ＥＸ（日本 ＪＥＯＬ
公司）。

镉标准储备液：１．０ｍＬ／ｍｇＣｄ。准确称取高纯
０．１１４２ｇ氧化镉于烧杯中，加入５０％的硝酸２０ｍＬ，
加热溶解。冷却后移入１００ｍＬ容量瓶中。以水定
容，摇匀。使用时按需要逐级稀释。

实验中所用的硝酸、高氯酸、磷酸、锇酸、柠檬

酸、醋酸均为优级纯试剂。

水：去离子水再经Ｍｉｌｌｉ－Ｑ装置纯化（＞１８ＭΩ
·ｃｍ）。所有标准溶液和样品制备全部用 Ｍｉｌｌｉ－Ｑ
纯化水。

１．２　植物培养
参照文献［１９－２０］的方法，选取积累型印度芥

菜种子在培养箱中进行植物预培养。植株长成后分

别用０、０．５、１．０、２．０、３．０、５．０ｍｇ／Ｌ镉胁迫１、５、７、
１０、１４天。处理溶液的ｐＨ＝５．８。
１．３　细胞分离

采用 Ｗａｎｇ等［２１］建立的方法处理样品。称取

适量植物根系或叶片，与１０ｍＬ预冷的提取液（内
含 ｐＨ＝７．５的５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ、２５０μｍｏｌ／Ｌ蔗
糖及１．０ｍｍｏｌ／Ｌ二硫代苏糖醇混合后加入少量液
氮研磨成匀浆。匀浆于超高速冷冻离心机（Ｓｉｇｍａ
３Ｋ３０）在３０００ｒ／ｍｉｎ下离心１５ｍｉｎ，所得沉淀物即
为细胞壁组分，其主要成分为细胞壁及其残渣。上

清液在１５０００ｒ／ｍｉｎ下离心３０ｍｉｎ，最后所得上清液
为细胞液（主要为液泡部分）及沉淀物（细胞器部

分，主要为线粒体、叶绿体等）。整个过程全部在

４℃条件下操作。分离后的各部分提取物用 ３～５
ｍＬ硝酸－高氯酸（体积比４∶１）消解后，用２％的硝
酸定容至１０ｍＬ，然后用ＩＣＰ－ＭＳ测定Ｃｄ含量。
１．４　透射电镜切片处理

取１～３ｍｍ根尖，叶片取从顶部往下第５片叶
子去叶柄并切成约１ｍｍ（１ｍｍ大小，包埋在２．５％
的戊二醛溶液中，４℃固定过夜，然后按下列步骤处
理样品：倒掉固定液，用０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ
＝７．０）漂洗样品三次，每次１５ｍｉｎ；用１％的锇酸溶
液固定样品１～２ｈ；倒掉固定液，再用０．１ｍｏｌ／Ｌ磷
酸缓冲液（ｐＨ＝７．０）漂洗样品三次，每次１５ｍｉｎ；之
后用５种梯度浓度（５０％、７０％、８０％、９０％和９５％）
的乙醇溶液对样品进行脱水处理，每种浓度处理１５
ｍｉｎ，再用１００％的乙醇处理一次，每次２０ｍｉｎ；最后
过渡到纯丙酮处理 ２０ｍｉｎ；用包埋剂（２．５％戊二
醛）与丙酮的混合液（体积比１∶１）浸泡１ｈ；用包埋
剂与丙酮的混合液（体积比３∶１）浸泡３ｈ；纯包埋
剂处理样品过夜；将经过渗透处理的样品包埋起来，

７０℃加热过夜，即得到包埋好的样品。样品在
Ｒｅｉｃｈｅｒｔ超薄切片机中切片，获得７０～９０ｎｍ的切
片，该切片经柠檬酸铅溶液和醋酸双氧铀 －５０％乙
醇饱和溶液各染色１５ｍｉｎ，电镜观察。

２　结果与讨论
２．１　胁迫时间和胁迫浓度对亚细胞中镉分布的影响

为了研究镉在根系和叶片亚细胞各组织中的分

布，考察胁迫时间和胁迫浓度对亚细胞各组织的区

隔化作用大小的影响，印度芥菜分别用 ０．５、１．０、
３．０、５．０、１０．０ｍｇ／ＬＣｄ标准溶液胁迫１、５、７、１０、１４
天后收割，进行亚细胞组织分离后，观察亚细胞各组

织中Ｃｄ的分布比例。随着胁迫时间的变化，各组
织中Ｃｄ的含量差别不大，但随着胁迫浓度的变化，
根系和叶片中 Ｃｄ的含量都有变化。以刺激时间１
天为例，结果见图１，随着胁迫浓度的增加，镉含量
在根系细胞壁中占 ５０％ ～６２％，细胞液占 ２２％ ～
３２％，细胞器占 １０％ ～１７％。而在叶片中，镉含量
在细胞壁中５３％ ～６４％，细胞液占２７％ ～３８％，细
胞器占６．９％ ～９．０％，可以看出，镉含量在根系和
叶片的细胞壁中所占比例显著高于细胞液和细胞

器，随着胁迫浓度的增加，在细胞器中的比例反而降

低，减少了对细胞的毒害。
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本研究结果表明细胞壁作为重金属进入植物体

的第一道屏障，在植物重金属耐受机制中起重要作

用。而细胞壁对金属的固定作用不是一个普遍的抗

金属毒害的机制。例如抗Ｚｎ毒和Ｚｎ敏感型菜豆的
细胞壁物质表现出相似的亲和力［２２］，而在对黄瓜、

菠菜为材料研究发现，Ｃｄ在细胞壁上结合的量较
少，而主要与细胞内成分结合［２３］。因而细胞壁在超

积累植物起多大作用，有待于进一步研究。

２．２　胁迫时间和胁迫浓度对亚细胞中镉含量的影响
胁迫时间（１、５、７、１０、１４天）和胁迫浓度（０、０．５、

１．０、３．０、５．０、１０．０ｍｇ／Ｌ）对亚细胞中Ｃｄ含量的影响
如图２所示。总体上看，根系和叶片的亚细胞中镉含
量与胁迫浓度和时间成正相关，随着胁迫时间和浓度

的增大，根系和叶片亚细胞组织中镉含量增大，根系

的亚细胞中镉含量远大于叶片亚细胞。说明Ｃｄ在植
物体内的传输过程是由根至茎，再至叶。

图 １　胁迫浓度对细胞不同组织中镉分布的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｐｏｓｕｒｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｃａｄｍｉｕｍｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆｃｅｌｌｓ

图 ２　不同镉刺激浓度和时间下根系和叶片细胞中镉含量分布规律
Ｆｉｇ．２　Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃａｄｍｉｕｍｉｎｒｏｏｔａｎｄｌｅａｆｓａｍｐｌｅｓ
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图 ３　不同镉浓度下印度芥菜根系的显微结构
Ｆｉｇ．３　ＳＥＭｍａｐｓｏｆｓｕｂｃｅｌｌｕａｒｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｄｍｉｕｍｄｉｓｐｏｓａｌｉｎｒｏｏｔｓａｍｐｌｅｓ
Ｃｈｌ—叶绿体；ＣＰ—细胞质；Ｖ—液泡；ＣＷ—细胞壁；Ｍ—线粒体；ＰＭ—细胞质膜；ＳＧ—淀粉粒；ＯＧ—嗜锇颗粒；Ｎ—细胞核。

　　胁迫时间和胁迫浓度对亚细胞中 Ｃｄ含量的影
响如下：胁迫时间低于７天时，亚细胞中镉含量缓慢
上升，超过７天，亚细胞中镉含量显著升高，说明镉
对植物的危害是一个缓慢过程。而且胁迫浓度低于

１．０ｍｇ／Ｌ时，根和叶片的亚细胞中镉含量相差不
大，结合植物生物量在１．０ｍｇ／Ｌ时最大的结果，推
断植物对Ｃｄ的最大耐受量为１．０ｍｇ／Ｌ，超过此浓
度植物的正常生长将受到影响［１６］。

２．３　胁迫浓度对细胞超微结构的影响
为了研究镉胁迫浓度对细胞超微结构的影响，

对根和叶片用透射电镜分析，结果见图 ３和图 ４。
图３结果表明，对照组（胁迫浓度０ｍｇ／Ｌ）印度芥菜
根细胞的细胞器没有明显的损伤，植物细胞质膜及

细胞壁表面光滑、清晰、连续，细胞质和细胞器丰富

并基本充满整个细胞。不同浓度镉处理后，相比于

对照组均出现了不同程度的结构破坏症状，随着胁

迫浓度的增加，细胞破坏症状加重。１ｍｇ／Ｌ镉溶液
处理后，根细胞的细胞质明显减少，细胞出现空泡

化。５ｍｇ／Ｌ镉溶液处理后，症状进一步加重，并且
发生了严重的质壁分离，质膜变得粗糙，出现许多沉

积物。

图４结果表明，在未经 Ｃｄ处理的对照组（胁迫
浓度０ｍｇ／Ｌ）叶片样品中，细胞完整，叶绿体片层结
构清晰，叶绿体呈椭圆形并有着规则的类囊体膜

（对照）。Ｃｄ处理以后，印度芥菜叶片细胞出现了
一些结构变化。１ｍｇ／Ｌ镉处理时，细胞结构有轻微
的变化，到５ｍｇ／Ｌ镉处理时，开始出现质壁分离，液
泡增大，叶绿体略微肿胀，基粒减少，片层结构松散，

并且出现了一些嗜锇颗粒。随着镉胁迫浓度的增

加，叶片细胞破坏症状表现与根系细胞类似。
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图 ４　不同镉浓度下印度芥菜叶片的显微结构
Ｆｉｇ．４　ＳＥＭｍａｐｓｏｆｓｕｂｃｅｌｌｕａｒｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｄｍｉｕｍｄｉｓｐｏｓａｌｉｎｌｅａｆｓａｍｐｌｅｓ

３　结语
本文研究不同镉胁迫时间和胁迫浓度条件下镉

在亚细胞中的分布比例和规律，结果表明随着胁迫

时间的变化，各组织中 Ｃｄ的含量变化不大；随着胁
迫浓度增加，镉在根系和叶片细胞壁中所占比例显

著高于细胞液及细胞器，而随着胁迫浓度的增加，镉

在细胞器中的比例有所降低，减少了对细胞的毒害。

说明细胞壁作为重金属进入植物体的第一道屏障，

在植物重金属耐受机制中起重要作用。

胁迫时间和胁迫浓度对植物亚细胞中镉含量的

影响说明镉对植物的危害是一个缓慢过程。超微结

构研究也表明，镉胁迫浓度超过１ｍｇ／Ｌ后，细胞结
构发生了不同程度的损坏；随着胁迫浓度的增加，细

胞破坏症状加重。由此，在考察重金属对植物的危

害时，要充分考虑时间和浓度梯度两个参数。重金

属的亚细胞水平相关研究的深入，可望为揭示超积

累植物中重金属的区隔化作用进一步提供理论参

考。然而由于实验条件的限制，对于这些重金属如

何进入相应组织（细胞）以获得区隔或解毒作用仍

缺乏了解。
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