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Abstract：Hydroponic experiments combined with differential centrifugation and electron microscopy were used to study the characteristics
and subcellular distribution of lead absorption in Shuchazao tea leaves under lead stress. Differences in the absorption and subcellular
distribution of lead in tea leaves were compared after tea polyphenol and calcium ion addition. Lead stress significantly increased the lead
content and decreased the calcium content in tea leaves. After the addition of tea polyphenols, the lead content in tea leaves decreased
significantly and the calcium content increased significantly；the reduction rate of lead and increase rate of calcium were 30.89% and
11.10%, respectively. The addition of calcium ions had no significant effect on the lead content in tea leaves, but significantly increased the
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摘 要：为研究铅胁迫下添加茶多酚和钙离子对茶树叶片铅吸收和亚细胞分布的

影响，通过水培试验，结合差速离心法和扫描透射电镜技术研究舒茶早茶树叶片铅

吸收特性及铅的亚细胞分布，并比较茶多酚和钙离子两种不同添加剂对茶树叶片

铅吸收和亚细胞分布影响的差异。结果表明：铅胁迫显著增加茶树叶片中铅的含

量，显著降低钙的含量。茶多酚添加后，茶树叶片铅含量显著降低30.89%，钙含量

显著增加 11.10%；添加钙离子对茶树叶片铅含量无显著影响，但使钙的含量显著

增加了 34.57%。铅被茶树吸收后，茶树叶片表面和气孔周围褶皱度增加，铅沉积

于液泡内，造成细胞器的损伤；茶多酚和钙离子的添加减轻了铅对叶片细胞的损害

程度。铅在茶树叶片亚细胞组分中的分布顺序依次是细胞壁、细胞质和液泡、质体

和叶绿体、线粒体。研究表明，茶多酚主要通过减少铅的吸收量来缓解茶树叶片的

铅毒害作用，钙离子主要通过改变铅在茶树叶片细胞不同组分中的含量（增加细胞

壁对铅的截留、降低细胞内铅的含量）来缓解重金属铅对茶树叶片细胞的伤害。
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我国的茶叶生产历史悠久，消费者众多，茶产业

为我国创造了巨大的经济效益，在国民经济和国际贸

易中一直占有重要地位。土壤是茶树生长的基础，显

著影响茶叶的产量和品质，优质安全的茶叶离不开

健康的土壤环境和合理的人为管理。近几年，我国

茶产业的发展迅速且平稳，但茶叶的安全质量问题仍

是制约其发展的瓶颈之一，其中茶叶和茶园土壤的重

金属污染现象一直存在且广受关注。茶叶是我国的

大宗农产品之一，由于工业废弃物排放及化肥农药

使用的不当，茶叶中的重金属污染日趋加重，严重影

响了茶树生长及茶叶品质[1]。目前我国尚未对茶园

土壤中重金属的种类和含量做过系统调查，但区域

性的调查研究结果表明，重金属铅在茶叶中的超标

率较为普遍[2]，目前茶叶中铅的限量标准为 5 mg·kg-1

（GB 2762—2017）。

茶多酚在茶叶中的含量很高（18%~36%），且大

部分溶于水，是茶园土壤多酚的主要来源[3]。茶多酚

可通过络合作用与无机盐类物质发生反应，降低无机

元素的生物有效性。大量研究表明，茶多酚对生物的

重金属胁迫效应具有缓解作用[4-7]。有研究发现，在

酸性条件下，Pb2+可以与茶多酚产生大量络合物，从

而降低铅的生物有效性，缓解茶树植株的铅毒害症

状[2]。也有研究发现，添加外源钙对处于逆境胁迫下

的植物有重要缓解作用，通过钙信使系统可提高植物

对重金属、干旱、高温、低温、盐胁迫等逆境的抵抗能

力[8-13]。钙离子可以增加细胞壁的稳定性，降低细胞

膜透性，从而降低重金属对植物的毒害作用[14]。虽然

茶多酚与多数金属离子均可产生沉淀状态的络合物，

但其与 Ca2+只有在 pH 8.5以上时才会产生大量络合

物[2]。因此，茶园土壤中的钙不会与茶多酚形成络合

物而降低其生物有效性。

为比较添加茶多酚与钙对茶树叶片铅毒害的缓

解效果，本研究通过水培试验，以舒茶早茶苗为材料，

研究铅胁迫下添加茶多酚和钙对茶树叶片铅吸收和

亚细胞分布的影响，研究结果可为茶多酚功能的合理

利用提供理论基础，同时也为茶树铅污染的诊断与防

治提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 试验设计

供试茶树品种为舒茶早，采自安徽省黄山市苗木

基地，为两年生扦插苗。先将茶树苗根系上的土壤用

自来水冲洗干净，再用超纯水清洗 3次。将茶树苗栽

植于塑料盆钵（高 30 cm、内径 25 cm）中，用 1/2霍格

兰营养液预培养 1周，再转移至完全营养液中，培养

期间通氧泵连续通气，每 5 d更换一次营养液，调节

pH值至 6.0，培养约两个月，茶树苗根部长出部分白

色吸收根后进行试验处理。

选择长势良好且生长一致的茶树植株，设置 4个

处理，即对照（CK）、铅处理（Pb，0.5 mmol·L-1 铅）、铅+
茶多酚处理（Pb+TP，0.5 mmol·L-1 铅+0.5 mmol·L-1 茶

多酚）和 铅+钙离子处理（Pb+Ca，0.5 mmol·L-1 铅+0.5
mmol·L-1钙离子），铅以硝酸铅的形式加入，钙源为分

析纯氯化钙，每个试验处理 3个盆钵，每个盆钵定植 4
株茶树苗。培养处理 30 d，期间用通气泵连续通气，

每 5 d更换一次营养液，用 0.1 mol·L-1 HCl或NaOH调

节 pH值至 6.0。茶树苗收获后，先用自来水冲洗整株

茶苗，然后用超纯水清洗干净，吸水纸吸干表面水分，

分别称取质量。取成熟叶（第4片真叶）鲜叶用于扫描

和透射电镜观察，剩余成熟叶（第4~6片真叶）于-20 ℃
下保存用于元素含量及亚细胞分布分析。

1.2 测定方法

1.2.1 茶树叶片铅和钙含量的测定

称取 0.200 0 g 茶树成熟叶片烘干样，用 HNO3-
HClO4（4∶1）消解，先在 90 ℃左右预煮 1 h，然后在

160 ℃下消煮至澄清，180 ℃赶酸至尽干（呈湿润状

态，无明显液体残留），用 1%的稀HNO3定容至 25 mL
容量瓶，溶液摇匀后过 0.22 μm的水系滤膜后待测。

铅和钙的含量利用电感耦合等离子体发射光谱仪

（Thermo iCAP7400 DUO）测定，再计算得到茶树叶片

calcium content under lead stress, with an increase rate of 34.57%. The absorption of lead by tea plants increased the folds on the surface
of leaves and around stomata, and lead was deposited in vacuoles, causing damage to organelles. The addition of tea polyphenols and
calcium ions reduced cell damage due to lead stress. The distribution order of lead in the subcellular components of tea leaves was cell
wall, cytoplasm and vacuole, plastid and chloroplast, and mitochondria. Tea polyphenols primarily alleviate the lead toxicity of tea leaves
by reducing lead absorption, and calcium ions alleviate the toxic effect of lead on tea leaf cells by altering the lead content in different
components of tea leaf cells（increasing the interception of lead by the cell wall and reducing the lead content in cells）.
Keywords：lead; tea polyphenols; calcium ion; tea leaves; subcellular distribution
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中铅和钙的含量。

1.2.2 茶树叶片亚细胞组分分离及铅的测定

茶树叶片亚细胞各组分分离采用差速离心

法[15-16]。准确称取成熟叶鲜样 0.500 0 g，加入 20 mL
细胞组分提取液[0.25 mol·L-1蔗糖+50 mmol·L-1 Tris-
HCl缓冲液（pH 7.5）+1 mmol·L-1二硫赤藓糖醇]，研磨

茶树叶片并匀浆，冷冻离心机 600 r·min-1 下运行 5
min，沉淀为茶树叶片细胞壁组分（F1）；上清液于

2 000 r·min-1下运行 15 min，沉淀为茶树叶片的细胞

核和叶绿体组分（F2）；上清液于10 000 r·min-1下运行

20 min，沉淀为茶树叶片线粒体组分（F3）；剩余上清液

为茶树叶片的细胞膜、细胞质和液泡等可溶性组分

（F4）。匀浆和提取操作在冰盒内进行。茶叶叶片样

品及其各亚细胞组分采用HNO3-HClO4混合消化，铅

含量直接用电感耦合等离子体质谱仪（Thermo X SE⁃
RIES 2）测定。

1.2.3 扫描电镜分析

取铅胁迫 30 d 的茶树苗，用自来水和超纯水将

茶树植株冲洗干净，切取完整的成熟叶片（第 4片真

叶）中部（避开叶脉）4 mm×4 mm，用磷酸缓冲液（0.1
mol·L-1）清洗干净后，快速置于盛有 5%戊二醛固定

液的离心管中固定 12 h，并用真空泵抽气使茶树叶片

下沉到离心管底部（以保证叶片组织完全没入戊二醛

固定液中），期间加入 1%的Na2S溶液，使茶树叶片组

织中的铅元素凝结。用磷酸缓冲液冲洗 3次，再分别

使用 50%、70%、80%、90%、95% 和 100% 的酒精溶液

逐级脱水，每次 15 min。再经 100%丙酮置换 2次，每

次 15 min。二氧化碳临界点干燥后镀金，用 Hitachi
S4800型扫描电镜在1.0 kV的加速电压下观察、拍照。

1.2.4 透射电镜分析

取清洗干净的茶树苗，切取完整的成熟叶片（第

4片真叶）中部（避开叶脉）2~3 cm，快速将茶树叶片

组织投入 5%的戊二醛固定液（0.1 mol·L-1的磷酸缓

冲溶液配制，pH 6.8）中，在 4 ℃黑暗条件下固定 18 h。
固定后的叶片在 0.1 mol·L-1磷酸缓冲溶液（pH 6.8）中

清洗 3次，每次 15 min。转移茶树叶片组织至 1%的

锇酸（0.1 mol·L-1磷酸缓冲溶液配制，pH 6.8）中 1.5 h，
分别使用 30%、50%、70%、80%、90%和 95%的酒精溶

液逐级脱水，每次 15 min，再用 100% 的酒精脱水 2
次，每次 10 min。经 100% 的丙酮置换 2 次，每次 15
min。丙酮与包埋剂 1∶1比例渗透处理 1 h，1∶3比例

渗透处理 3 h，纯包埋剂过夜，然后纯包埋剂制作胶

囊。胶囊置于 70 ℃烘箱处理 24 h，然后用超薄切片

机切片（厚度 100 nm），分别用醋酸双氧铀染色 20
min、柠檬酸铅染色 15 min。茶树叶片组织结构的改

变及铅的分布特征观察采用透射电镜（Hitachi
HT7700），在80 kV的加速电压条件下完成。

1.3 数据处理

数值均为 3次重复的平均值，使用Excel 2017制

图。应用 SPSS 22.0软件进行单因素方差分析（One-
way ANOVA），采用 LSD 法进行多重比较，P<0.05 表

示差异显著。

2 结果与分析

2.1 添加剂对茶树叶片铅和钙吸收的影响

如图 1所示，铅胁迫显著增加了茶树叶片对铅元

素的吸收。茶多酚添加后，茶树叶片对铅的吸收量显

著降低，Pb+TP处理的铅含量降为Pb处理的 69.11%；

添加钙离子后，茶树叶片对铅的吸收无显著变化。

Pb处理显著降低了茶树叶片对钙元素的吸收（图 2），

与 CK相比，钙含量降低了 27.97%；添加茶多酚后茶

树叶片钙含量较 Pb处理增加了 11.10%，但仍显著低

于CK；铅胁迫下加入钙离子，显著增加了茶树叶片对

钙元素的吸收，Pb+Ca处理的钙含量是Pb处理的 1.35
倍，钙含量增加了34.57%；Pb+Ca处理与CK处理的茶

树叶片钙含量无显著差异。

2.2 添加剂对茶树叶片细胞形态的影响

利用扫描电镜观察茶树叶片表面形态，结果如图

3所示。与CK相比，Pb处理条件下的茶树叶片表面

和气孔周边有较多褶皱。Pb+TP处理的叶片表面褶

皱较 Pb处理少，气孔周边的褶皱较浅。Pb+Ca处理

的叶片表面光滑，气孔周边褶皱较浅，与CK处理的叶

图1 不同处理的茶树叶片铅含量

Figure 1 Lead content of different treatments in tea leaves

不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。下同
Different lowercase letters indicate significant difference among treatments

（P<0.05）. The same below
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片表面形态较为相似。

利用透射电镜观察茶树叶片内部细胞形态，具体

如图 4和图 5。CK处理的茶树叶片细胞内部形态健

康正常；Pb处理的茶树叶片细胞的液泡内存在较多

黑色物质沉积，细胞器较小，部分细胞器消失；Pb+
TP处理的茶树叶片细胞液泡内也有物质沉积，且细

胞器呈萎缩状态，但程度轻于 Pb处理；Pb+Ca处理的

茶树叶片细胞内的细胞器无明显萎缩现象，液泡内

有少量的黑色物质沉积，细胞壁较其他 3 个处理更

厚，细胞壁和细胞器边缘有少量黑色物质沉积，细胞

质和细胞核颜色较深，细胞内部整体形态与CK处理

较为相似。Pb和 Pb+TP处理的细胞，因液泡内黑色

物质沉积显著，细胞器、细胞质和细胞壁的颜色相对

较浅，观察不到明显的黑色物质沉积。

2.3 添加剂对茶树叶片亚细胞组分中铅分布的影响

图 6 和图 7 是铅在茶树叶片亚细胞中的分布情

图3 茶树叶片的扫描电镜图（×300倍）

Figure 3 Scanning electron microscopy（SEM）of tea leaves
（×300 times）

CK Pb

Pb+TP Pb+Ca
图5 茶树叶片的多细胞透射电镜图（×500倍）

Figure 5 Transmission electron microscope（TEM）of multiple
cells in tea leaves（×500 times）

CK Pb

Pb+TP Pb+Ca

图2 不同处理的茶树叶片钙含量

Figure 2 Calcium content of different treatments in tea leaves
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图4 茶树叶片的单细胞透射电镜图（×1 000倍）

Figure 4 Transmission electron microscope（TEM）of single cell
in tea leaves（×1 000 times）
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况，从图中可以看出，铅在茶树叶片亚细胞的分布情

况与透射电镜观察的黑色物质沉积规律一致，因此透

射电镜观察到的黑色物质即为铅在茶树叶片细胞内

的沉积。Pb处理的铅元素在茶树叶片细胞壁中含量

最高，其次是在细胞质和液泡内的可溶性部分中，细

胞 器 中 含 量 相 对 较 低 ；F1 和 F4 组 分 占 总 量 的

72.98%。添加茶多酚后，铅元素在茶树叶片细胞壁

中的含量升高，但与Pb处理相比差异不显著，铅元素

在细胞器中的含量显著减少，在细胞质和液泡中的可

溶性铅含量也显著减少；F1 和 F4 组分占总量的

78.90%。铅胁迫下添加钙离子，铅元素在茶树叶片

细胞壁中的含量显著高于 Pb和 Pb+TP处理；铅元素

在线粒体中的含量有所增加，显著高于 Pb+TP处理，

与 Pb处理差异不显著；铅元素在细胞质和液泡中的

含量显著低于Pb处理，但显著高于Pb+TP处理；F1和

F4组分占总量的74.43%。

3 讨论

铅胁迫下，茶树叶片对铅的吸收显著增加，对钙

的吸收显著降低，说明铅胁迫对茶树叶片吸收钙具有

一定的抑制作用，这与陈国梁等[17]的研究结果一致。

茶多酚加入后，茶树叶片对铅的吸收显著降低，对钙

的吸收显著增加。DUAN等[18]研究发现，土壤中添加

茶多酚后，其与土壤中的铅离子结合，使生物有效铅

转化为有机铅。周琪等[6]的细胞实验结果也表明，茶

多酚可通过络合作用来降低重金属离子的生物毒性，

提高细胞的生存率。茶多酚的加入使一部分铅被络

合而钝化，茶树叶片吸收的铅量显著降低（图 1），铅

胁迫对钙吸收的抑制作用减小，因此茶树叶片吸收的

钙量相对增加。氯化钙加入后，茶树对铅的吸收无显

著变化，但显著增加了钙的吸收。说明钙离子的加入

并不能抑制茶树对铅的吸收，只是增加了茶树叶片对

钙离子的吸收利用。这可能是因为刚开始进行 Pb+
Ca处理时茶树叶片对铅和钙元素的吸收存在竞争机

制，随着培养时间的延长，植物细胞中钙含量增加，植

物细胞对铅的抗性增加，细胞壁对铅的容纳能力增加，

因此铅的吸收总量会缓慢增加，最终Pb+Ca处理的茶

树叶片铅含量与 Pb处理差异不显著。薛艳等[19]的研

究发现钙离子通道抑制剂显著抑制了芦蒿根部对镉

的吸收，但对铅的吸收无显著的抑制作用，可能是因为

芦蒿对镉的吸收通过钙离子通道进行，对铅的吸收则

不通过钙离子通道进行。这与本研究的结果一致，说明

茶树叶片对铅的吸收可能不是通过钙离子通道进行。

铅在茶树叶片中的亚细胞分布情况与透射电镜

观察的茶树叶片细胞内黑色沉积的部位较为一致，表

明铅胁迫下铅元素主要分布在细胞壁和以液泡为主

的细胞液中，这一结果与已有报道[20-22]一致。细胞壁

是外界物质进入细胞的初始屏障，细胞壁中的负电荷

基团与带正电荷的重金属离子络合形成沉淀，减少了

重金属的运移[23-24]。此外，细胞壁中的大分子物质

（果胶、纤维素和木质素等）也对重金属离子具有较强

的络合作用，可减少重金属离子的跨膜运输，降低细

胞内部重金属离子的含量和浓度，保证了植物细胞能

够进行正常的生理代谢[25-27]。铅离子的半径较大，配

位能力较弱，不易透过细胞壁和质膜进入细胞液，茶

树叶片细胞对铅的吸收主要是通过细胞壁吸附和非

共质体沉积等方式，当细胞壁的结合量达到饱和后铅

元素才开始透过细胞壁和质膜进入细胞内部[28]，并与

图7 茶树叶片铅的亚细胞分布

Figure 7 The subcellular distribution of lead in tea leaves

F1、F2、F3、F4分别代表茶树叶片细胞的细胞壁、细胞核和叶绿体、线
粒体、可溶性组分。下同

F1，F2，F3, and F4 represent the cell wall，nucleus and chloroplast，
mitochondria, and soluble components of tea leaf cells，respectively.

The same below
图6 不同处理的茶树叶片铅亚细胞分布

Figure 6 The subcellular distribution of lead in tea leaves
under lead stress

铅
含

量
Lea

dc
ont

ent
/（m

g·k
g-1 ）

b

F1 F2 F3 F4
亚细胞组分Subcellular component

25

20

15

10

5

0

a
a

a

Pb
Pb+TP
Pb+Ca

b a

c b
b

a
b

c

亚
细

胞
组

分
百

分
比

Per
cen

tag
eo

fPb
sub

cel
lula

rco
mp

one
nts

/%

F1 F2 F3 F4

处理Treatment

100

80

60

40

20

0 Pb Pb+TP Pb+Ca

1686



葛高飞，等：茶多酚和钙离子添加对茶树叶片铅吸收和亚细胞分布的影响2022年8月

www.aes.org.cn

细胞液中的有机酸络合，以减轻重金属铅对植物叶片

细胞的毒害[29]，因此铅胁迫下液泡内有大量铅沉积。

赵腾飞等[30]研究发现铅胁迫使小麦幼苗细胞的膜透

性显著增加，外源钙使细胞的膜透性相对降低，使铅

对小麦幼苗细胞的毒害作用有所缓解。肖细元等[14]

通过研究砷胁迫下蜈蚣草对钙的吸收指出，钙在细胞

中的含量增多并主要分布在细胞壁中，其增加了细胞

壁的稳定性，维持了细胞的正常结构和功能，提高了

蜈蚣草对砷胁迫的耐受力。茶树叶片细胞壁中铅的

含量表现为Pb+Ca处理>Pb+TP处理>Pb处理，而铅在

细胞质和液泡中的含量表现为Pb处理>Pb+Ca处理>
Pb+TP处理。在铅胁迫下，茶树叶片细胞壁对铅的吸

纳值饱和后，因膜透性增加，铅进入液泡中与有机酸

络合，以减轻铅对细胞的毒害作用。茶多酚加入后，

叶片中钙含量显著增加，细胞壁可以吸纳较多的铅元

素，细胞膜透性相对降低，因而茶树叶片细胞的液泡

中铅沉积减少。周琪等[6]的研究也表明，抗氧化剂

EGCG（茶多酚的主要成分）可以明显缓解 8种重金属

混合污染物对水生生物细胞的毒害作用。王萌等[31]

的研究表明，钙肥能显著提高毛桃果实内的钙含量，

并增加果实细胞壁的强度。铅胁迫下加入钙离子，茶

树叶片钙含量显著高于 Pb和 Pb+TP处理，因为钙离

子使细胞壁强度增加，更多的铅元素被固定在细胞壁

中，细胞膜透性更低，铅进入细胞液的量减少，液泡内

的铅沉积显著减少。蒋艺等[10]研究发现，添加外源钙

后，旱柳根和叶各亚细胞组分中的镉含量均显著降

低，且细胞液中镉的比例有所增加，而细胞壁和细胞

器组分中镉的比例有所下降。这与本研究的结果不

一致，可能是因为植株对镉的吸收通过钙离子通道进

行，对铅的吸收则不通过钙离子通道进行[15]，也可能

归因于植物品种、栽培环境及钙水平的差异。

4 结论

（1）铅胁迫显著增加了茶树叶片中铅元素的含

量，显著降低了钙元素的含量。铅与茶多酚处理的茶

树叶片铅元素含量显著降低，钙元素含量显著增加；

铅与钙离子处理对茶树叶片铅元素含量无显著影响，

但显著增加了钙元素的含量。

（2）铅胁迫下，茶树叶片表面和气孔周围褶皱增

加，细胞内部（主要在液泡中）铅沉积显著；茶多酚和

钙离子添加后茶树叶片表面和气孔周围的褶皱程度

减轻，铅在细胞壁中的累积增加，在细胞质和液泡内

的沉积减少。

（3）茶多酚主要通过钝化铅离子来减少铅的吸

收，降低铅对茶树叶片的毒害作用；钙离子通过增加

叶片对钙的吸收，增强叶片细胞的强度和抗性，增加

细胞壁对铅的截留，减少铅进入细胞内部，降低铅对

茶树叶片细胞的毒害作用。
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