
摘 要：以 Pb超富集植物柳叶箬（Isachne globosa）为研究对象，采用室内模拟 Pb胁迫水培试验，设计不同 Pb浓度（0、250、500、
1000、1500 mg·L-1）胁迫处理，测定柳叶箬体内不同化学形态 Pb、有机酸和非蛋白巯基含量，以及体内 Pb的亚细胞分布，探讨柳叶
箬对 Pb胁迫的响应机理。结果表明：随 Pb胁迫浓度的增大，柳叶箬体内各化学形态的 Pb含量显著增大（P<0.05）；Pb胁迫条件下，
柳叶箬体内的 Pb以盐酸提取态为主，其次为醋酸提取态、NaCl提取态和乙醇提取态，去离子水提取态和残渣态含量较低；柳叶箬
叶片的柠檬酸和苹果酸，以及体内非蛋白巯基含量均随 Pb浓度的增加而显著增加（P<0.05）；电镜观察发现，大部分 Pb2+被束缚在
细胞壁中，细胞区室化作用显著。以上结果表明，有机酸和非蛋白巯基的螯合作用以及 Pb的细胞区室化作用对柳叶箬在 Pb胁迫过
程中具有重要解毒作用。
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Effects of Pb stress on physiological characteristics and subcellular distribution of Pb in Isachne globosa
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Abstract：Isachne globosa, a type of Pb hyperaccumulator, was selected as a study subject. An indoor hydroponic Pb stress experiment was
designed and five different Pb concentrations（0, 250, 500, 1000, and 1500 mg·L-1）were set to identify the concentrations of the different
chemical forms of Pb, organic acids, and non-protein thiols（NPT）and the distribution of Pb, and then to reveal the response mechanism of
Isachne globosa to high Pb stress. The results showed that with the increase in Pb concentration, the concentrations of Pb of different chemi原
cal forms in the shoot and root of Isachne globosa were significantly increased（P<0.05）. Pb primarily existed in roots and leaves of Isachne
globosa as HCl-extractable forms, secondly as HAc-and NaCl-extractable forms, and was barely found as H2O-extractable and residual
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forms. In addition, the citric acid, malic acid, and NPT concentrations of Isachne globosa significantly increased（P<0.05）along with the in原
crease in Pb concentration. Observations through an electron microscope revealed that the most of Pb existed in the cell walls of the root and
shoot of Isachne globosa and an obvious cell compartmentation was detected. We therefore concluded that the chelation of organic acids and
NPT and the cell compartmentation of Pb played important roles in the adaptation of Isachne globosa to the high Pb stress environment.
Keywords：Pb hyperaccumulator；Isachne globosa；organic acid；non-protein thiols；cell compartmentation

随着我国工农业的快速发展，许多富含重金属的

污染物通过地矿渗漏、工业废水、大气沉降、不合理施

用农用物资等途径进入土壤，造成大面积土壤重金属

污染。重金属具有难被植物吸收利用、不能被微生物

降解和在土壤中难迁移等特征，对土壤环境造成严重

破坏，并通过食物链威胁人类健康。因此，重金属污染

土壤修复成为当前研究的热点[1-2]。常见污染物中，Pb
是对植物产生毒性、污染频率高的重金属之一，且具

有导致人体疾病的潜质[3]。土壤重金属污染治理的工
程和物理化学方法一般都存在高能耗、费时、破坏土

壤结构等缺点，影响修复效果[4]。植物修复技术具有安
全经济、绿色环保等优点而备受关注[5]。植物修复技术
的前提是筛选重金属的超富集植物。柳叶箬（Isachne
globosa）是一种在南方矿区筛选出的 Pb超富集植物，
最高可在 Pb含量超过土壤环境质量三级标准近 34
倍的福建尤溪铅锌矿正常生长，且在 Pb浓度为 1000
mg·L-1处理下，其地上部 Pb含量超过 1000 mg·kg-1，
对 Pb的转运系数达 6.5，达到了 Pb超富集植物的标
准[6-7]。柳叶箬对 Pb的耐性和超富集能力是长期适应
高浓度 Pb胁迫环境而造就的，其中可能蕴藏着特殊
的耐性策略和解毒机理。国内外学者在超富集植物对

重金属的富集能力及解毒机制方面已有部分研究[8-9]，
结果表明通过螯合作用固定重金属离子，在组织水平，

细胞的区室化作用、细胞壁的固定作用等在耐性植物

消解重金属毒害方面发挥重要作用[10]。但目前发现的
Pb超富集植物种类较少，对 Pb超富集植物的解毒机
理尚不清楚。

鉴于此，通过室内模拟 Pb胁迫水培试验，测定不
同 Pb浓度处理下，柳叶箬体内 Pb的化学形态以及
非蛋白巯基和有机酸含量，利用电镜分析其体内 Pb
的亚细胞分布，探讨柳叶箬如何通过生理调控来适应

高浓度 Pb胁迫的环境，研究其对 Pb胁迫的响应策
略，以期为揭示 Pb超富集植物的解毒机理提供依据。
1 材料与方法

1.1 材料培养
以采自福建尤溪铅锌矿的柳叶箬种子为基础材

料，置于人工气候箱（温度 27 益、湿度 75%）中，待种
子发芽后，选取长势较为一致的幼苗移栽于 Hoagland
营养液中培养，调节 pH为 6.0，每日蒸发的营养液用
超纯水补足，每 4 d更换一次营养液。待种子生根并
长出新叶，选取苗高为 7耀10 cm的植株用于胁迫试
验。

1.2 试验处理
将柳叶箬植株移入装有营养液的培养桶中，每桶

5株，分别加入 Pb胁迫浓度为 0、250、500、1000、1500
mg·L-1的溶液，每个处理 3次重复。

在 Pb胁迫第 10 d，制备柳叶箬电镜样品。从各组
中随机取 1株幼苗，依次用蒸馏水和去离子水将植株
叶片表面和根系冲洗干净后，用锋利刀片截取植株顶

端第三片叶和白色根尖，叶片取 2 mm伊5 mm的小块，
根尖取 2 mm长，立即放入 2.5%的戊二醛，在黑暗条
件下固定 6 h。在试验第 12 d，采集鲜样进行有机酸和
非蛋白巯基的测定，从培养桶中取出 2株植株用去离
子水反复冲洗后立即置于液氮中保存。试验进行 15 d
后收获植株，用蒸馏水反复冲洗，再用 20 mmol·L-1

Na2EDTA浸泡 15 min，将吸附于根表面的 Pb交换下
来，用去离子水反复冲洗干净并擦干，将地上部与根

分开，置于 105 益烘箱中杀青 10 min，60 益烘干至恒
重，经植物粉碎机磨碎处理后过 0.5 mm尼龙筛备用，
作为柳叶箬体内 Pb化学形态的待测样品。
1.3 测定指标及方法
1.3.1 Pb在柳叶箬体内的化学形态

采用化学试剂逐步提取法测定 Pb在柳叶箬体内
的化学形态[11]，其中 5种提取剂及提取顺序为：（1）FE
为 80%的乙醇提取态，提取醇溶性蛋白和硝酸盐、氨
基酸盐等；（2）FW为去离子水提取态，提取水溶性有
机盐；（3）FNaCl为 1 mol·L-1的 NaCl提取态，提取果
胶酸盐、蛋白质结合态或吸附态重金属等；（4）FHAc
为 2%的醋酸提取态，提取难溶于水的重金属磷酸盐
等；（5）FHCl为 0.6 mol·L-1的盐酸提取态，提取草酸
盐等；（6）FR为残渣态。

称取地上部和根各 0.5 g，加入 20 mL 80%的乙醇
提取液，研磨匀浆后转入 50 mL离心管，在 25 益恒温
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振荡 2 h后，5000 r·min-1离心 10 min，倒出上清液回
收；再加入 20 mL乙醇提取液，浸泡 2 h后回收。集中
2次提取液于 250 mL的三角瓶中，将提取液蒸发至
近干后，用 8 mL硝酸和 2 mL高氯酸加热消煮至澄
清，放置过夜后加热，直至三角瓶中溶液近干，冷却至

室温后用去离子水定容至 50 mL容量瓶中，作为待测
液。将乙醇提取后的残渣用去离子水提取，依次按以

上方法继续提取直至所有提取剂都完成提取后，残渣

经消化后也定容至 50 mL容量瓶中，作为待测液。采
用 SpectrAA-220原子吸收分光光度计，测定待测液
中 Pb的含量。
1.3.2 柳叶箬叶片有机酸含量

从液氮中取柳叶箬植株相同部位叶片 0.5 g用超
纯水冲洗干净，吸净表面水分，加入 2 mL 0.5 mol·L-1

的 HCl充分研磨成匀浆，于 60 益水浴中提取 1 h，将
样液转入离心管内振荡 15 min，置于 12 000 r·min-1

转速下离心 10 min，过滤提取上清液，用去离子水定
容至 50 mL容量瓶中，取 1 mL过 0.45 滋m微孔滤膜，
放入 4 益冰箱待测。

采用逐级提取-高效液相色谱法[12]，测定待测液
中草酸、柠檬酸、乙酸、苹果酸 4种有机酸的含量。
1.3.3 柳叶箬体内非蛋白巯基（NPT）含量

NPT含量的测定采用 DTNB显色法[13]。称取柳叶
箬相同部位叶片 0.5 g及 2 cm 长根尖 0.5 g，加入 2
mL预冷的 5%（W /V）磺基水杨酸，冰浴研磨，冰浴 30
min后转移到离心管，12 000 r·min-1离心 15 min；取
上清液 0.4 mL，依次加入 3.05 mL 0.25 mol·L -1 的
Tris-HCl（pH8.3）和 0.15 mL 10 mmol·L-1的 DTNB，室
温下放置 20 min，然后用分光光度计（波长 412 nm）
测定样品吸光度值。

1.3.4 亚细胞分布
采用电镜观察法对柳叶箬亚细胞的分布进行测

定。将在黑暗条件下用 2.5%的戊二醛固定 6 h后的
待测样品，用 pH 7.2 的磷酸缓冲液冲洗 4 次（每次
15 min）；洗涤后将样品用 2%的锇酸浸泡过夜；用梯
度浓度酒精逐级脱水（50%、70%、85%、90%、95%各 5
min），最后在 100%酒精中脱水两次，时长分别为 5、
10 min；Spur包埋，70 益聚合 8 h后，用 LKB8800型超
薄切片机切片，在 JEM-100CX 型（上海秉新生物科
技有限公司）透射电镜下观察并拍照。

1.4 数据处理方法
所有数据均采用 SPSS 19.0进行统计分析，图表

中数据用平均值依标准差表示（n=3），采用单因子方

差分析（One-way ANOVA）和多重比较法进行统计分
析，用 Tukey HSD法对处理数据进行差异显著性分
析，以 P<0.05表示处理间数据差异显著。
2 结果与分析

2.1 Pb在柳叶箬体内的化学形态
2.1.1 Pb在柳叶箬叶片中的化学形态

由图 1可知，随着 Pb胁迫浓度的增加，柳叶箬叶
中各提取态 Pb含量均显著增加（P<0.05），且均在 Pb
处理浓度为 1000 mg·L-1时达到最大，之后略有下降，
说明 1000 mg·L-1的 Pb处理可能是柳叶箬的耐受极
限。各提取态 Pb含量表现为盐酸提取态>醋酸提取
态>乙醇提取态>氯化钠提取态>去离子水提取态>残
渣态，说明随 Pb处理浓度的增大，柳叶箬叶片醇溶性
蛋白、氨基酸盐、磷酸盐等含量增加，与 Pb2+螯合转化
为蛋白质结合态、磷酸盐结合态等难迁移的化学形态。

由图 2可知，不同 Pb浓度处理，柳叶箬叶片中盐
酸提取态 Pb 所占比例均最大，达到 33%以上，其次
是磷酸盐结合态 17.5%耀22%、蛋白质结合态 12.5%耀
20.4%和氨基酸盐 9.9%耀17.1%，水溶性有机盐 6.6%耀
11.8%和残渣态 1.0%耀4.5%占比最低。

以上结果表明，Pb胁迫条件下，柳叶箬叶片中
Pb主要与磷酸根离子、草酸根离子等形成稳定难容、
难迁移的螯合物，以此避免 Pb对柳叶箬的毒性。
2.1.2 Pb在柳叶箬根系中的化学形态

由图 3可知，随着 Pb处理浓度的增加，柳叶箬根
系中各提取态 Pb 含量先呈显著增加的趋势（P<
0.05），除残渣态以外，其他提取态均在 Pb浓度为1000

不同字母表示处理间在 0.05水平差异显著。下同
图 1 Pb胁迫下柳叶箬叶片中不同化学形态 Pb含量

Figure 1 Concentrations of different chemical forms of Pb in leaves
of Isachne globosa under Pb stress
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mg·L-1处理时达到最大，然后有所下降；各提取态 Pb
含量表现为盐酸提取态>醋酸提取态>氯化钠提取
态>乙醇提取态>去离子水提取态>残渣态，表明 Pb
在柳叶箬根系以盐酸提取态为主要存在形式。随着

Pb胁迫浓度的增加，根系中草酸盐、果胶盐及蛋白质
结合态的含量增加，与 Pb2+螯合形成难溶于水的盐酸
提取态、氯化钠提取态。

由图 4可知，不同 Pb浓度处理，柳叶箬根系中醋
酸提取态 Pb所占比例最大，占 26.3%耀41.1%，其次是
盐酸提取态 25.4%耀35.9%，氯化钠提取态 14.1%耀
17.7%和乙醇提取态 12.1%耀17.8%，去离子水提取态
2.1%耀3.4%和残渣态 2.5%耀2.9%最低。这说明进入柳
叶箬根系的 Pb除磷酸盐形式外主要以草酸盐结合
态、蛋白质结合态等迁移活性较弱的形态存在，从而

避免Pb对柳叶箬根系的伤害。
2.2 Pb胁迫下柳叶箬叶片中有机酸含量

由表 1可得，随着 Pb处理浓度的增加，柳叶箬叶

片中各有机酸的含量均呈增加的趋势。不同 Pb胁迫
处理下，柳叶箬叶片中苹果酸、草酸和柠檬酸含量均

显著大于对照（P<0.05），而乙酸不同处理间均无显著
差异（P>0.05）；不同 Pb胁迫处理下，柳叶箬叶片中的
有机酸含量表现为草酸>苹果酸>柠檬酸>乙酸，说明
Pb胁迫可促进柳叶箬叶片苹果酸、草酸和柠檬酸的
分泌，螯合进入体内的 Pb，从而避免 Pb的毒害作用。
2.3 Pb胁迫下柳叶箬体内非蛋白巯基的含量

由表 2可得，随着 Pb处理浓度的增加，柳叶箬根
部和叶片的 NPT含量均呈逐渐增加的趋势，并在 Pb
处理浓度为 1500 mg·L-1时达到最大，分别为对照的
2.76、3.06倍；不同 Pb 胁迫条件下，柳叶箬根系和叶
片的 NPT含量差异达显著水平（P<0.05），且均显著
大于对照（P<0.05）。
2.4 Pb胁迫下柳叶箬亚细胞 Pb的分布研究
2.4.1 Pb在柳叶箬叶片细胞中的分布

由电镜图 5a和图 5b可以清楚的看到柳叶箬叶
片中完好无损的各细胞器，在无 Pb胁迫条件下细胞
壁及细胞质膜表面清晰、光滑且连续，细胞核双层膜

结构清晰，核仁完整，染色质均匀。从放大 1000倍的
图 5a中没有看到黑色颗粒沉淀。在 Pb处理浓度为
1000 mg·L-1条件下，与图 5a 和图 5b相比，图 5c 和
图 5d可以明显看出 Pb胁迫对柳叶箬叶片的亚细胞
结构产生了一定损伤，部分细胞壁细胞膜被破环，在

细胞间隙、细胞膜与细胞壁之间存在许多黑色颗粒，

细胞中叶绿体基粒类囊体膨胀，基质片层排列无序，

被膜结构模糊。黑色颗粒主要沉淀于细胞壁中，液泡、

叶绿体中没有发现颗粒沉淀，表明大部分黑色颗粒被

细胞壁固定。黄玫英等[14]、徐劼[15]通过 EDS分别探讨
Pb在类芦组织和茶树组织及亚细胞中的毒害效应，
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图 2 柳叶箬叶片中各提取态 Pb占总量的比例
Figure 2 Percentage of each extractable forms of Pb in leaves

Isachne globosa in concentration

图 3 Pb胁迫下柳叶箬根部各化学形态 Pb含量
Figure 3 Concentrations of different chemical forms of Pb in roots

of Isachne globosa under Pb stress

图 4 柳叶箬根部各提取态 Pb占总量的比例
Figure 4 Percentage of each extractable forms of Pb in roots

Isachne globosa in concentration
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表 1 Pb胁迫下柳叶箬叶片中有机酸含量

Table 1 The concentration of organic acid in the leaf of Isachne globosa under Pb stress
Pb处理/mg·L-1 苹果酸/滋mol·g-1 草酸/滋mol·g-1 柠檬酸/滋mol·g-1 乙酸/滋mol·g-1

0 33.69依2.11b 122.72依1.13b 3.22依0.45c 2.16依0.13a
250 40.48依1.77a 126.30依1.00a 4.53依0.39b 2.33依0.17a
500 41.21依0.17a 125.12依1.08a 5.75依0.25a 2.47依0.18a

1000 42.80依0.45a 125.84依0.54a 5.98依0.19a 2.40依0.43a
1500 42.26依0.88a 124.14依0.51ab 6.09依0.20a 2.26依0.10a

证实了大量沉淀于类芦细胞壁以及叶绿体等细胞器

中的黑色颗粒的主要成分是 Pb。因此，可以推断 Pb

胁迫条件下，柳叶箬叶可将 Pb2+固定在细胞壁，从而
对减少 Pb的毒害起到重要作用。
2.4.2 Pb在柳叶箬根细胞中的分布

由电镜图 6a和图 6b中可以看出，在对照柳叶
箬根细胞中细胞壁、线粒体、液泡清晰可见，各细胞

器结构无损伤，从放大 2500倍的图 6a中没有发现
黑色颗粒沉淀。与对照相比图 6c和图 6d明显可以
看出线粒体被膜出现破裂，内部出现空泡化现象，脊

突排列无序。细胞中有黑色颗粒沉淀，且沉积密集，

形成黑斑。黑斑主要沉淀于细胞壁中，与叶片细胞相

比，液泡、细胞质中含有少量的黑斑。这说明 Pb胁迫
条件下，柳叶箬根细胞壁对 Pb的区室化作用在减轻
Pb的毒害时有一定作用，但 Pb胁迫也对柳叶箬根系
产生了危害。

3 讨论

重金属对植物的毒害程度与重金属在植物体内

的化学形态有密切关系[16]。本试验发现，Pb胁迫条件
下，柳叶箬叶片和根系的 Pb均以草酸结合态、磷酸盐
结合态和蛋白质结合态等难溶、迁移能力弱、毒性低

的结合态存在。杨素勤等[17]研究发现，Pb胁迫条件下，
在小麦百农 160和偃展 4110体内 Pb以醋酸提取态
和盐酸提取态为主，其次是氯化钠提取态，并随 Pb浓
度增加难溶的草酸盐等含量增多，有效降低了 Pb的
毒害。崔研等[18]研究证实了芦苇体内重金属以不同的
化学形态存在，其迁移能力和从基质分离的难易程度

及活性有明显差异，水溶性的有机酸盐、氯化物的迁

移能力比难溶于水的重磷酸盐、草酸盐强，其毒性也

更强。这些研究结果与本研究一致，说明将体内 Pb转
化为难溶性的结合态可能是柳叶箬耐 Pb的重要机理
之一。

NPT是植物抵抗重金属胁迫的主要物质之一[19]，
巯基（-SH）与重金属离子可以形成无毒或低毒的络
合物存在于植物体内，是植物解毒机理之一[20]。如 Cd

表 2 Pb胁迫下柳叶箬体内非蛋白巯基含量
Table 2 The concentration of nonprotein thiols in Isachne globosa

under Pb stress
Pb处理/mg·L-1 柳叶箬体内非蛋白巯基含量/mmol·kg-1

根部 叶片

0 61.10依0.83e 67.55依0.83e
250 112.63依1.80d 142.64依2.30d
500 117.61依2.18c 152.66依0.83c
1000 159.09依0.41b 190.33依2.18b
1500 168.64依2.58a 206.55依2.58a

a伊1000，b伊1200，c伊2500，d伊1200
a、b为对照；c、d为 Pb 1000 mg·L-1处理

CW.细胞壁 Cell Wall；Ch.叶绿体 Chloroplast；Mi.线粒体 Mitochondria；
N.细胞核 Nucleus；V.液泡 Vacuole；IS.细胞间隙Istercellular space。下同

图 5 不同处理下的柳叶箬叶细胞透射电镜图
Figure 5 Ultrastructure of leave cells of Isachne globosa in the

different control treatment

注：平均值依标准差（n=3）；同列不同字母表示处理间差异显著（P<0.05）。下同。
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a伊2500，b伊1200，c伊1500，d伊1200
a、b为对照；c、d为 Pb1000 mg·L-1处理

图 6 不同处理下的柳叶箬根细胞透射电镜图
Figure 6 Ultrastructure of root cells of Isachne globosa in the

different control treatment

胁迫诱导了两个品种水稻体内 NPT含量的增加，部
分 Cd2+与大分子量蛋白质结合，大部分与植物螯合肽
（PCs）结合，从而降低 Cd的毒害性[20]。本研究发现，随
着 Pb处理浓度的增大，柳叶箬根系和叶片的 NPT含
量显著增加，与前人的研究结果一致[21]。同时，有机酸
对重金属胁迫下植物抵抗重金属毒害具有重要意

义，低分子有机酸与多种重金属离子形成不同的可

溶性络合物，抑制重金属的跨膜运输，降低植物体内

的重金属浓度，减轻伤害[22-23]。在本研究中，Pb胁迫下
柳叶箬叶片中柠檬酸、苹果酸、草酸等有机酸含量增

加，与 Pb2+发生螯合作用，形成可溶性的低毒或无毒
的螯合态，此可能为柳叶箬耐 Pb的重要机理之一。

细胞壁由含有负电基团（羧基、醛基、氨基及磷酸

基）的纤维素、半纤维素和果胶组成，其代谢能力弱、

活性低，并易与金属离子发生各种物理、化学反应，可

有效防止植物体内重金属离子的跨膜转运[24-25]。徐义
昆等[26]通过对 Pb胁迫下香蒲细胞超微结构的观察发
现，随着 Pb胁迫的增加，其对香蒲亚细胞中各细胞器
造成不可逆的损伤，叶绿体数目减少、线粒体结构破

裂、核膜破损、核仁消失。从柳叶箬叶片和根部亚细胞

结构中也发现，各细胞器在 Pb处理下受到损伤以及
大部分 Pb2+被束缚于细胞壁中，细胞壁中亲金属离子
的配位基团与进入植物体内的 Pb2+相互作用形成稳

定的螯合物。这对提高柳叶箬对抗 Pb毒害具有重要
意义，其各细胞器沉积的 Pb含量还有待进一步研究。
4 结论

Pb胁迫条件下，柳叶箬体内的 Pb主要以草酸盐结
合态、磷酸盐结合态和蛋白质结合态等难迁移的形态存

在。Pb胁迫可诱导柳叶箬体内柠檬酸和苹果酸的增加，
与 Pb2+发生螯合作用，以降低 Pb2+的毒害。Pb胁迫显著
增加了柳叶箬体内非蛋白巯基含量。柳叶箬叶片和根内

大部分 Pb2+被束缚在细胞壁中，细胞区室化作用显著，
避免了 Pb对柳叶箬植株的进一步伤害。因此，有机酸和
非蛋白巯基对 Pb的螯合作用以及 Pb的细胞区室化作
用对柳叶箬在 Pb胁迫过程中具有重要解毒作用。
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