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Zn对荇菜叶片保护酶活性、渗透调节物质含量和 Ca
2 +定位分布的影响

徐勤松　施国新　计汪栋　杜开和　许　晔
(南京师范大学生命科学学院 ,江苏省生物多样性与生物技术重点实验室 ,南京　210097)

摘要 :本文以不同浓度 Zn (0、5、10、15、20mg/L)处理荇菜 (N ym phoides pelta tum ( Gmel1) O1Kuntze) 9d,分析了 Zn对

叶片超氧化物歧化酶 ( SOD)和过氧化物酶 ( POD)活性、渗透调节物质 (脯氨酸和可溶性糖 )含量的影响 ,并用焦锑

酸钙沉淀的细胞化学方法观察了 Zn胁迫条件下叶肉细胞内 Ca2 +水平和分布的动态变化 ,以揭示水生植物对 Zn胁

迫的应答机制。研究结果表明 , Zn明显抑制了 SOD活性和刺激 POD活性上升 ;脯氨酸和可溶性糖积累显著。电

镜观察发现 ,正常条件下叶细胞中的 Ca2 +主要定位在胞间隙和液泡中 ,细胞基质和细胞核中较少。添加 Zn后 ,胞

间隙和液泡中的 Ca2 +逐渐进入细胞质 ,使细胞质中 Ca2 +浓度明显升高 ,特别是在质膜内侧和细胞核中出现大量较

大的呈圆环状的钙沉淀颗粒。作者认为与保护酶活性紊乱相比 ,脯氨酸和可溶性糖在荇菜对 Zn胁迫的适应中发

挥更大的作用。同时细胞内 Ca2 +水平的增加 ,可能与许多生理生化过程的改变有关 ,其在质膜和细胞核等局部区

域的大量分布 ,将会引发对植物的伤害 ,直至最终死亡。由此可见 ,荇菜体内多种防御系统同时对 Zn胁迫做出反

应 ,包括诱导胁迫相关酶 ( POD)活性 ,增加渗透调节物质 (脯氨酸和可溶性糖 )合成或含量以及改变疏松结合钙的

亚细胞分布和含量等。
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　　Zn是兼具营养和毒害双重效应的重金属元素 :

一方面 ,作为生物体正常生长发育必需的微量营养

元素 ,对蛋白合成 ,碳水化合物、脂类和核酸代谢等

起到重要作用 [ 4 ]。另一方面 ,高浓度情况下则抑制

种子萌发、植物的生长、干物质积累 ,降低光合色素

含量和破坏光合作用等生理活动 ,并最终导致植物

死亡 [ 1, 2, 6 ]。我们的研究也表明 Zn胁迫导致沉水植

物黑藻体内活性氧产生速率加快和保护酶系统活性

紊乱 [ 21 ] ,细胞的表观形态和超微结构也遭到明显破

坏 ,其毒理学影响显示出明显的剂量效应关系 [ 22 ]。

与此同时 ,越来越多的研究表明 Ca2 +不仅能维

持细胞壁、细胞膜及膜结合蛋白的稳定性 ,参与胞内

稳态和生长发育的调节过程 ,还在细胞内起到第二

信使的作用 [ 3 ]。钙信使系统参与植物对非生物逆

境的应答反应也被广泛证实 ,淹水 [ 9 ]、热激 [ 5 ]、干

旱 [ 16 ]、低温 [ 7, 24 ]等都可引起细胞内的 Ca
2 +水平和分

布发生改变 ,这种变化通过启动胞内生理生化过程 ,

起着传递和放大信号的作用 [ 3 ]。逆境下植物产生

的钙信号可通过调控基因表达或调节一些蛋白或酶

活性而引发有利于植物适应逆境的生理生化反应 ,

从而提高植物的逆境适应性 [ 27 ]。但目前就植物细

胞如何感受、传递和响应外界重金属胁迫信号的研

究报道则相对较少 [ 17 ]。

本文以高等浮水植物 2荇菜为实验材料 ,以 Zn

为胁迫因子 ,主要研究了保护酶 ( SOD和 POD )活性

和渗透调节物质 (脯氨酸和可溶性糖 )含量对不同

浓度 Zn处理的生理响应。同时采用细胞化学方法

(焦锑酸钙沉淀法 )在透射电镜下观察了叶细胞内

Ca2 +亚细胞分布的变化情况 ,以期通过 Zn处理引

起的荇菜叶细胞内 Ca2 +水平变化的细胞化学观察 ,

为进一步阐明 Ca
2 +在植物对重金属逆境反应和适

应中的作用机制及为明确植物的重金属抗性机制提

供依据。

1　材料与方法

111 　植 物 材 料 　荇 菜 ( N ym phoides pelta tum
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( Gmel. ) O. Kuntze)是龙胆科的多年生浮水草本植

物。南北各省均有分布。材料采自江苏省苏州市东

山镇太湖水域 ,后将其移种于南京师范大学水生植

物培育池中。

112　实验处理　2006年 5月中旬选取叶片大小和

颜色较一致的健壮植株 ,先在实验室内无底泥的 5

个玻璃缸 ( 2 L )中用 1 /10 Hoagland培养液预培养

2d后 ,于上午 8: 00在 4个玻璃缸中一次性施入 5、

10、15和 20mg/L的 ZnSO4·7H2 O (AR) (以纯 Zn
2 +

计 )。另以不额外加 ZnSO4·7H2 O的作为对照。对

照和实验组皆用 1 /10 Hoagland培养液配制。全部

玻璃缸置于 Forma 3744培养箱中 ,光周期 : 12h∶12h,

温度 : 25—18℃,光照强度为 70μmol/m
2·s。每隔 2

天更换一次营养液 ,第 9天上午 8: 00取叶片进行生

理分析和电镜观察。

113　超氧物歧化酶 ( SOD )的活性测定　参照文献

[ 12 ]的氯化硝基氮蓝四唑 (NBT)法 ,酶活性单位采

用抑制 NBT光化还原 50%为一个酶活性单位 ,酶活

性以 U /g表示。

114　过氧化物酶 ( POD )的活性测定　采用愈创木

酚法 [ 10 ] ,酶活性以“△OD470nm /g·m in”表示。

115　脯氨酸含量的测定　采用磺基水杨酸提取 ,酸

性茚三酮比色法测定 [ 23 ]。

116　可溶性糖含量的测定 　采用赵世杰 [ 26 ]的方

法 ,可溶性糖 = 1117 ×D450。

117　Ca2 +细胞化学定位　参照文献 [ 14 ]的焦锑酸

盐法。样品用含 1% K2 H2 Sb2 O7·4H2O的 215%的

戊二醛和 1%的锇酸低温双重固定 2h,丙酮系列脱

水 , Epon 812树脂包埋 , LKB超薄切片机切片 ,厚

度为 70nm,切片经柠檬酸铅—醋酸双氧铀双重染色

后 ,于 H itachi 6002A22透射电镜 (日本日立公司 )下

观察并拍照。该方法可显示细胞中的疏松结

合钙 [ 19 ]。

对照为在电镜下已确定有焦锑酸钙沉淀的超薄

切片铜网 ,用 011mol/L EGTA ( pH810 ) , 60℃孵育

1h,以除去切片上的钙沉淀 ,清洗后 ,再置于电镜下

观察、拍照。

118　数据分析　实验重复 3次 ,通过计算机系统自

带软件 (M icrosoft excel 2003)对相关数据进行相关

系数分析 (R ) ,以 p < 0105为相关显著 , p < 0101为

相关极显著。结果以均值 ±SD表示 ,以鲜重作为

单位。

2　结果与分析

211　Zn对荇菜叶片 SOD活性的影响　

当培养液中添加不同浓度的 Zn后 ,明显削弱了

荇菜叶片中的 SOD活性 ,表现为各处理浓度下的酶

活性都低于对照值 (图 1)。其中 , 5mg/L处理浓度

的活性比对照减少了 11146% ,而更高剂量则分别

比对照值丧失了 72152% ( 10 mg/L )、63136% ( 15

mg/L)和 68170% ( 20 mg/L )。统计分析表明 SOD

活性与 Zn浓度间达到显著负相关 (R = - 018642,

p < 0105)。

212　Zn对荇菜叶片 POD活性的影响　

与 SOD活性受抑制不同 ,如图 2所示 , Zn处理

后 ,荇菜叶片内的 POD活性迅速上升 ,各受试浓度

对该酶活性的促进作用接近同一水平 ,分别达到正

常水平的 4122倍 (5mg/L)、4189倍 (10mg/L )、3155

倍 (15mg/L )和 4100倍 ( 20mg/L )。统计分析达到

正相关水平。

　　　　　　　　　　　　　图 1　Zn对 SOD活性的影响　　　　　　　　　　　　　图 2　Zn对 POD活性的影响

　　　　　　　　　　　　Fig11　Effect of Zn on SOD activity　　　　　　　　　　Fig12　Effect of Zn on POD activity



4期 徐勤松等 : Zn对荇菜叶片保护酶活性、渗透调节物质含量和 Ca2 +定位分布的影响 615　　

213　Zn对荇菜叶片脯氨酸含量的影响　

脯氨酸是植物体内一种重要的渗透调节物质 ,

其含量变化可以作为植物对逆境胁迫的一种生理生

化指标。由图 3可见 ,不同浓度 Zn处理后的荇菜叶

片中脯氨酸含量明显增多 ,与对照相比 ,增大的幅度

从 49193%到 142131%不等。数据分析表明达到显

著正相关 (R = 018480, p < 0105)。

图 3　Zn对脯氨酸含量的影响

Fig13　Effect of Zn on p roline content

图 4　Zn对可溶性糖含量的影响

Fig14　Effect of Zn on soluble sugar content

214　Zn对荇菜叶片可溶性糖含量的影响　

可溶性糖是植物光合作用的初级产物 ,也是植

物体内的主要渗透调节物质。如图 4所示 , Zn处理

后荇菜叶片中可溶性糖积累现象比较突出 ,一直随

介质金属浓度的增大而呈上升趋势。其中 5和

10mg/L、15和 20mg/L浓度范围内的增幅为同一平

台。当 Zn浓度为 5mg/L时 ,可溶性糖含量是对照

值的 1114倍。而最大浓度 ( 20mg/L )时则达到了

2101倍。统计分析表明可溶性糖的积累和溶液 Zn

浓度间达到极显著正相关 (R = 019457, p < 0101)。

215　Zn对荇菜叶片 Ca2 +水平的影响

21511　正常培养条件下细胞内的 Ca2 +分布

电镜观察结果表明 ,细胞中疏松结合态的 Ca2 +

经过与焦锑酸钾细胞化学反应后形成黑色颗粒状的

焦锑酸钙沉淀 (图版Ⅰ)。在没有额外施加 Zn的营

养液中正常生长的荇菜叶细胞中 ,显示 Ca
2 +定位分

布的焦锑酸钙沉淀主要分布在液泡和细胞外的胞间

隙中。相比之下 ,液泡中的颗粒较小 ,并大多贴液泡

膜分布 ;而胞间隙中的数量则较多 ,体积较大。在线

粒体、细胞核、细胞壁和细胞质基质中偶尔可以发现

少量的钙沉淀存在。

21512　Zn处理后细胞内的 Ca2 +分布的变化　

与正常情况相比 , Zn处理后导致荇菜叶细胞内

的 Ca
2 +的分布和数量都发生显著变化。当处理浓

度为 5 mg/L时 ,荇菜叶片外部无明显可视毒害症状

(如黄斑等 ) ,但细胞内部 Ca
2 +分布却发生较大改

变。最突出的是细胞间隙中的 Ca
2 +数量急剧减少 ,

而在细胞壁和质膜之间以及质膜内侧都出现了许多

大的 Ca
2 +沉淀颗粒 ,推测这些 Ca

2 +可能是在 Zn胁

迫的影响下通过位于质膜上的 Ca
2 +通道从胞外进

入的。在细胞质基质和细胞核中也形成大量的体积

较大的圆环状的 Ca
2 +沉淀颗粒。随处理浓度的增

大 ,当外界浓度达到 15mg/L时 , Ca2 +分布的最大特

点是细胞核和细胞质基质中的数量明显增多 ,质膜

两侧的数量则显著减少。显示出由外向内移动的趋

势。EGTA是 Ca
2 +的专一性螯合剂 ,本实验中 ,当把

切片用 EGTA处理后 ,原先形成的 Ca
2 +黑色沉淀颗

粒即被消除 ,在原有 Ca2 +分布的区域 ,如质膜等部

位出现了与原来沉淀物形状和大小相似的电子透明

区域 ,这说明利用本方法反映的 Ca
2 +定位分布是真

实的 (图版Ⅱ)。

3　讨　论

研究表明 Zn对植物毒害的一个重要方面是通

过加速活性氧的产生 [ 2 ]和破坏或削弱抗氧化系统

的保护作用 [ 21 ]
,从而诱导植物产生氧化胁迫。因此

抗氧化系统灭活活性氧的有效性对于植物在逆境中

能否存活至关重要 [ 20 ]。在逆境条件下 ,植物本身具

有的一些防御机制能对胁迫造成的活性氧自由基积

累做出积极反应 ,从而使其维持在一个较低的水平 ,

防止细胞受到氧化伤害。其中 , SOD是植物活性氧
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清除系统中的第一道防线 ,它将 O -
2 ·歧化为 H2 O2 ,

并抑制 Haber2W eiss反应 ,在保护酶系中处于核心

地位 ,保持较高的酶活性对提高植物的抗逆性和适

应性都极为重要。而本文研究结果显示出 Zn胁迫

对荇菜叶片中 SOD活性产生了较强的抑制作用 ,这

意味着 Zn削弱了它的歧化能力和增大了其他活性

氧自由基对植物细胞伤害的可能性 [ 21 ]。POD是植

物体内另一种重要的对逆境胁迫反应非常敏感的抗

氧化酶类 ,它能将 H2 O2分解成 H2O。本实验发现 ,

与 SOD活性一直呈下降趋势相反 ,荇菜叶片中的

POD活性受 Zn的刺激而明显上升 ,这也是植物对

污染胁迫的共同响应 ,毒害剂量的 Zn、Cd、N i、Cu和

Pb等胁迫都能诱导植物体内 POD 总活性升

高 [ 15, 18 ]。对离体水稻的研究结果表明其活性的上

升是在转录水平上通过从头合成介导的 ,与自由基

无关 [ 18 ]。但目前 POD在适应胁迫中的作用还不

清楚。

脯氨酸和可溶性糖是植物体内存在的两种重要

的渗透条件物质。其中 ,脯氨酸含量的增加是植物

对逆境胁迫的一种生理生化反应 ,是植物受到胁迫

的一种信号 ,也是植物对各种逆境条件的适应表

现 [ 1, 2 ]。Schat, et a l1[ 11 ]认为脯氨酸的积累取决于

重金属胁迫诱导植物体内水分缺失的情况。丁海东

等 [ 6 ]的研究指出 Zn处理导致番茄幼苗体内发生水

分胁迫 ,因此 ,脯氨酸积累的意义是作为渗透调节物

质 ,使细胞和组织保持水平衡。也有研究结果表明 ,

脯氨酸具有清除活性氧的功能 [ 2 ]。就对荇菜而言 ,

脯氨酸的明显积累表明本实验情况下 Zn不再是作

为营养元素发挥作用 ,而是构成了比较严重的逆境

胁迫条件。作者认为在保护酶活性紊乱的情况下 ,

这对保护膜结构的稳定性可能显得更加重要。与此

同时 , Zn胁迫也极显著地诱导了荇菜叶片中可溶性

糖的积累 ,这表明 Zn使荇菜遭受了一定的水分胁

迫 ,对番茄幼苗的研究也证明这一点 [ 6 ]。因此可溶

性糖积累的重要意义是通过调节渗透压来增加植物

的抗逆性 ,保护细胞免受伤害和维持原有的生理过

程 [ 6 ]。重金属处理下水生植物体内可溶性糖含量

增加的原因可能是叶片内不溶性糖降解以及光合产

物运输受阻的结果 ,也有可能是葡萄糖酶、蔗糖酶活

性异常所致 [ 13 ]。作者认为也可能与 Zn胁迫损伤了

叶绿体的结构有一定关系 [ 22 ]。

通常情况下 ,植物细胞内的钙 (总钙 )以结合态

和自由离子 (Ca
2 + )两种形式存在。焦锑酸钾沉淀

法作为疏松结合态 Ca
2 +的定位方法被广泛应

用 [ 5, 9, 14, 16, 17, 19, 25 ]。该方法能客观的反映植物细胞

内这些钙的含量及分布变化 [ 14, 19, 25 ]。大量研究表

明 ,各种逆境因子 (淹水 [ 9 ]、热激 [ 5 ]、干旱 [ 16 ]、低

温 [ 7, 24 ]、A l
[ 17 ] )等都能提高植物细胞内的 Ca

2 +水平。

其来源一是细胞外质外体中的 Ca2 + ;二是细胞内细

胞器中 Ca
2 +储存库 [ 27 ]。本文电镜观察结果表明 ,

对荇菜而言 ,液泡是其细胞内的主要钙库。Zn胁迫

与干旱和低温逆境引起的 Ca
2 +变化一致 [ 7, 16, 24 ]

,都

表现为质膜内侧和细胞核中 Ca2 +沉淀颗粒较正常

情况下明显增多。这表明 Zn胁迫条件下荇菜叶细

胞内 Ca
2 +水平的上升具有相同的来源 ,并且 Ca

2 +系

统对 Zn胁迫也有相似的调节机制 [ 7, 16, 24 ]。而为了

维持细胞内较低的 Ca
2 +水平 ,需要质膜和液泡膜上

的 Ca2 + 2ATPase不断把细胞质中的 Ca2 +泵出去 ,现

有研究表明胁迫明显降低了位于细胞质膜和其他膜

结构上的 Ca
2 + 2ATPase的活性 ,从而使细胞质中有

过多的 Ca
2 +。细胞内 Ca

2 +水平的提高一方面可以

通过诱导脯氨酸合成酶 [二氢吡咯羧酸合成酶

( P5CS) ]的转录来增加脯氨酸的生物合成 ,控制植

物细胞的渗透调节作用 [ 8 ]
,以对外界刺激做出积极

响应。而另一方面高浓度的胞内钙会破坏膜结构、

抑制能量代谢和破坏遗传物质的合成与表达 ,导致

植物体内物质平衡的破坏及代谢的紊乱 ,最终引起

植物逆境伤害和死亡 [ 24 ]。

本实验结果表明 ,在荇菜叶片内的保护酶中 ,

SOD对 Zn胁迫反应最敏感 ,遭受到严重的抑制作

用 , POD活性则上升。相比之下 , Zn诱导渗透调节

物质脯氨酸和可溶性糖显著增多 ,二者应该在荇菜

对 Zn胁迫的适应中发挥更大的作用。Zn胁迫也使

叶细胞中 Ca
2 +数量、分布发生明显改变。这可能与

一系列生理活动的改变有关 ,如促进脯氨酸合成等。

但其在局部区域的明显富集和分布的明显改变最终

会导致植物死亡。
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EFFECT O F ZN O N PRO TECT IVE ENZYM ES ACT IV ITY, O SMOLY TES CO NTENT AND

CA2 + D ISTR I BUT IO N I N L EAVES O F N YM PHO I D ES PEL TA TUM

XU Q in2Song, SH I Guo2Xin, J IW ang2Dong, DU Kai2He and XU Ye
( College of L ife Sciences, N anjing N orm al U niversity, J iangsu Key Lab of B iodiversity and B iotechnology, N anjing　210097)

Abstract: Zinc ( Zn) is an essential m icroelement for normal growth and development of p lants at low concentration; how2
ever, it is also an important environmental pollutant due to anthropogenic p ressure as well. In the p resent study, N ym 2
phoides peltatum , a rooted2floating aquatic macrophyte, was cultivated with elevated concentration of Zn (0, 5, 10, 15 and

20mg/L) for 9d respectively. The response of activities of superoxide dismutase ( SOD) and peroxidase ( POD ) , osmolytes

(p roline and soluble sugar) to Zn stress was investigated and Ca
2 +

ultrastructural distribution in leaf cells was exam ined

with the cytochem ical method of calcium antimonate p recip itation. The results indicated that Zn decreased SOD activity by

11. 46%—75. 22% and the inhibition action reached significant level (R = - 0. 8642, p < 0. 05) compared with that of

control; while it stimulated POD activity and increased by 2. 55—3. 89 fold over that of control; in response to Zn pollu2
tion, N. peltatum exhibited a enhancement in p roline level and increased by 49. 93%—142. 31% in comparison to con2
trol; the same tendency was also recorded in soluble sugar level under Zn stress, its accumulation showed p rogressive in2
crease with the rise of external Zn concentration and enhanced by 13. 83% to 100. 64% , respectively. Electron m icroscope

observation showed that Ca
2 +

mainly distributed within intercellular space and vacuole, some calcium deposits could be

random ly found in cytop lasm ic matrix and nucleus under normal conditions, when different dose of Zn was added into the

culture solution, and the calcium level in these compartments lowered while that in cytop lasm increased remarkably, espe2
cially bigger particles of calcium deposits appeared at the inner aspect of p lasmalemma and cell nucleus, which m ight be

attributed to the opening of the calcium channels in p lasmalemma and tonop last and the loss of activity of the Ca
2 +

pump,

this, in turn further enhanced the calcium level of cell interior. The rise of Ca
2 +

level in cytop lasm and cell nucleus maybe

related to the changes of a series of physiological and biochem ical p rocesses. The dense distribution of Ca
2 +

in inner aspect

of p lasmalemma and in cell nucleus m ight lead to the damage to the p lant cell or the death in the end. Based on observa2
tions in the p resent investigation, it can be concluded that several defense system s are activated simultaneously when af2
fected by Zn, including the induction of stress enzymes ( POD) , increase of synthesis or content in osmolytes (p roline and

soluble sugar) and changes in the distribution and content of loosely2bound Ca
2 +

.

Key words: Zn; N ym phoides peltatum ; SOD; POD; Proline; Soluble sugar; Calcium; Response
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图版Ⅰ　正常条件下生长的荇菜叶细胞中的 Ca2 +定位分布

Pla teⅠ　The loca liza tion of ca lc ium in leaf cells of N. pelta tum under norma l cond ition

11细胞内 Ca2 +定位分布的焦锑酸钙沉淀主要在液泡 (V)内 ( ×10000) ; 21显示在细胞质基质和细胞核中只有少量的 Ca2 +分布 ( ×

10000) ; 31显示细胞间隙观察到大量分布 ( ×15000) ; 41显示少量 Ca2 +分布在细胞壁 ( ×17000)

11The calcium was localized mainly in vacuole (V, ×10000) ; 21Smaller amounts of calcium was seen in cytop lasm and nucleus; 31A great amounts

　　　　　　of calcium was distributed in intercellular spaces ( IS, ×15000) ; 41Some calcium p recip itates resided in cell wall (CW , ×17000)

图版Ⅱ　荇菜经 Zn处理后叶细胞内 Ca2 +水平的变化

Pla teⅡ　The change of ca lc ium level in leaf cells of N. pelta tum trea ted w ith Zn

5. 5mg/L Zn处理的叶细胞 ,显示质膜内侧和细胞质基质出现大量较大的钙沉淀颗粒 ( ×17000) ; 6. 5mg/L Zn处理的叶细胞 ,显示细胞核

(N)和质膜内侧内出现较大的同心圆钙颗粒沉淀 ( ×15000) ; 7. 15mg/L Zn处理的叶细胞 ,显示细胞核内 (N)钙颗粒沉淀较胁迫前明显增多

( ×15000) ; 8. 15mg/L Zn处理的叶细胞 ,显示细胞质基质中钙颗粒沉淀增多 ( ×15000 ) ; 9.切片经过 EGTA处理后 ,在质膜内侧出现与

　　　　　　原来沉淀物形状相似的电子透明区域 ( ×17000) ; 10. 15mg/L Zn处理的叶细胞 ,显示细胞质基质中钙颗粒沉淀增多 ( ×17000)

5. The bigger calcium p recip itate particles appeared at the inner aspect of p lasmalemma and cytop lasm in leaf cells treated with 5mg/L Zn ( ×17000) ;

6. The deposits with multiring structure exhibited at the inner aspect of p lasmalemma and nucleus (N) in leaf cells treated with 5mg/L Zn ( ×15000) ; 7.

The amounts of calcium particles increased obviously in nucleus (N) compared with normal condition and lower concentration in leaf cells treated with

15mg/L Zn ( ×15000) ; 8. The amounts of calcium precip itates increased remarkably in cytop lasm in leaf cells treated with 15mg/L Zn ( ×15000) ;

9. The transparent region with same shape sim ilar to original p recip itates appeared in inner aspect of p lasmalemma after the sections were treated with

　　　　　　EGTA ( ×17000) ; 10. The amounts of calcium p recip itates increased remarkably in cytop lasm in leaf cells treated with 15mg/L Zn ( ×17000)


