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摘要: 重金属镉进入植物体后会引起一系列的毒害反应, 然而迄今为止有关镉毒害的机制并不明了。本研究综合使用了膜

电势测定、非损伤微测和膜片钳等电生理学实验技术, 检测了镉对水稻根毛细胞钾离子吸收过程的影响。研究结果显示, 
外源施用50 μmol·L-1 CdCl2能明显造成水稻根毛细胞膜的去极化, 抑制根毛细胞质膜内向K+

通道活性, 同时诱导外向K+
通

道开放, 导致根系内K+
外渗, 进而降低了水稻根部K+

含量。通过上述影响, 镉扰乱了水稻根系对钾离子的吸收过程, 造成钾

元素缺失, 成为植物体镉毒害作用的机理之一。
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Abstract: It has been widely documented that Cd entering plants will cause a series of detrimental consequenc-
es, but the mechanisms of Cd toxicity are not clearly understood. Using biophysical techniques including mem-
brane potential measurements, SIET (scanning ion-selective electrode technique) for non-invasive ion flux as-
says, and patch clamp, we monitored the effect of Cd on potassium (K+) uptake in root hair cells of rice. Our 
results showed that K+ contents in roots were significantly reduced when treated with exogenous Cd. Further 
studies revealed that two cellular processes might be affected by Cd, leading to changes in ionic homeostasis. 
First, Cd-induced depolarization of the membrane potential was observed in root epidermal cells, attenuating 
the driving force for K+ uptake. Second, the inward conductance of K+ was partially blocked by Cd, whereas the 
outward K+ conductance was Cd-inducible in the root hair cells, decreasing uptake of K+. We propose that one 
of the mechanisms of Cd toxicity is to impair the uptake of K+ thereby disturbing ion homeostasis in higher 
plants.
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正常生长条件下植物体内重金属镉(Cd2+)的
含量很低, 一般不超过1 mg·kg-1

。由于镉与巯基有

很强的亲和力, 与蛋白质其他侧链及磷酸盐也有

较强的亲和力(陈娟2009), 因此镉几乎对所有生物

都有毒性, 低剂量(0.1~1 mg·kg-1)镉处理即可抑制

动植物的生长繁殖。镉对植物体的毒害在形态上

主要表现为叶片发黄卷曲, 抑制根茎的生长, 进而

影响到作物产量(Aidid和Okamoto 1993); 生理生化

方面主要表现为抑制气孔开放, 从而影响植物蒸

腾作用和光合作用(Poschenrieder等1989; 孔祥生

等1999; Sanita di Toppi和Gabbrielli 1999); 也有报

道指出镉可以抑制某些基因的表达(张建军等2010; 
Krupa 1988; Siedlecka和Baszynsky 1993; Siedlecka

和Krupa 1999)。除此之外, 一些营养物质和矿质

离子的吸收也受到外源镉处理的影响(Benavides
等2005; 杨春刚等2005), 但影响机制并不明了。

水稻是极易富集重金属镉的植物。随着工业

废弃物污染的日趋严重, 镉污染已成为水稻的主

要逆境之一, 严重影响着稻米的产量和质量安全

(杨春刚等2005)。迄今已有大量研究关注于水稻

对镉的吸收、运输以及体内积累过程(Fujimaki等
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2010; Tezuka等2010; Ishikawa等2010; Kashiwagi等
2009; Uraguchi等2009; Tanaka等2007), 也有报道指

出水稻中镉的累积会影响到矿质元素(Fe、Zn、
Mn、Cu和Mg)的吸收(Liu等2003), 但有关镉影响

矿质元素吸收机制的研究尚无人报道。本实验以

水稻品种‘日本晴’为材料, 综合利用膜电势测定、

非损伤微测和膜片钳等电生理学实验技术, 研究

了镉对水稻根毛细胞钾离子吸收过程的影响, 旨
在探明重金属镉抑制钾离子吸收过程的机制。

材料与方法

1  材料与试验设计

水稻品种‘日本晴’ (Oryza sativa L. cv. ‘Nip-
ponbare’)种子由江苏省农科院提供。种子消毒后, 
清水浸泡48 h, 在浸湿的滤纸上发芽2~4 d。该阶

段的材料用来分离获得根毛细胞原生质体, 以及

用于非损伤性微离子流测定(scanning ion-selective 
electrode technique, SIET)实验和测量根毛细胞膜

电势。发芽3 d的水稻种子移入1/2Hoagland营养液

中生长并放入人工气候箱内, 给予每天12 h强度为

800~900 µmol·m-2·s-1
的光照, 温度为28 ℃/23 ℃(昼/

夜), 营养液每2 d更换一次。当材料长到两叶一心

(约30天苗龄)时, 营养液中添加CdCl2, 处理7 d后检

测株高、叶绿素含量、钾离子含量等。CdCl2处理

的浓度为50 µmol·L-1, 设置空白对照组, 每组设5个
重复。

2  样品采集与分析

2.1  叶绿素含量指数、株高与根长的测定

测定于镉处理7 d后进行。叶绿素含量指数

(chlorophyll content index, CCI)的测量采用KONI-
CA MINOLTA公司的测量仪器SPAD-502。
2.2  钾离子含量测定  

镉处理7 d后, 将水稻植株地上部分与地下部

分分离, 80 ℃烘干至恒重, 研磨取0.1 g干物质, 加
入2 mL酸液(1.5 mL HCl+0.5 mL HClO) 50 ℃恒温

振荡48 h, 过滤后将滤液稀释制备成50 mL样液。

钾离子的浓度采用电感耦合等离子体质谱(ICP-
MS)法测定(PE ELAN 9000 ICP-MS)。
2.3  SIET

使用发芽3 d的水稻种子根, 将根固定于浴液

(0.5 mmol·L-1 KCl和0.1 mmol·L-1 CaCl2, pH 5.6)中

静置至离子流达到稳定, 加入CdCl2, 记录镉对离子

流的影响。测试系统为北京旭月公司(http://www.
xuyue.net)非损伤性微测系统(SIET system BIO-
001A; Younger USA Sci. & Tech. Corp.)。数据处理

软件为旭月公司提供的MageFlux。详细方法参考

文献(Sun等2009)。
2.4  细胞膜电势测定

膜电势测定使用发芽3 d的水稻种子根, 参比

电极采用Ag/AgCl电极, 测试浴液为: 5 mmol·L-1 
Mes、0.1 mmol·L-1 CaCl2、0.1 mmol·L-1 KCl, pH 
6.0。电极液为0.1 mmol·L-1 KCl。电极刺入根毛细胞

后, 稳定50~60 min, 将浴液用灌流装置替换为添加

50 µmol·L-1 CdCl2的溶液, 灌流速度约为5 mL·min-1, 
记录镉对细胞膜电势的影响。详细实验方法参考

文献(尹晓明等2005)
2.5  原生质体提取和分离

根毛细胞原生质体由发芽3 d的水稻种子根部

酶解分离制备。约20颗种子根置于酶解瓶中, 加
入3 mL酶解液, 30 ℃恒温水浴振荡30 min, 消化液

经100 µm孔径滤网过滤后, 10×g离心9 min, 得到原

生质体悬浮液。酶解液成分为: 10 mmol·L-1
氯化

钾、2 mmol·L-1 MES/KOH、1 mmol·L-1
氯化钙、

1.5% (W/V) 纤维素酶(cellulose, Yakult Honsha)、
0.1% (W/V)果胶酶Y-23 (pectolyase Y23, Yakult 
Honsha)、0.1% (W/V)牛血清白蛋白(BSA), 山梨醇

调节渗透势至650 mOsm, pH 5.7。详细方法参考

Zhao等(2007)。
2.6  膜片钳试验

跨膜电流的记录采用全细胞模式, 记录系统

为Axon公司的Multiclamp 700B放大器。数据采集

和处理使用Clampex和Clampfit (Version 10.0)。记

录环境为: 胞外液包含30 mmol·L-1
谷氨酸钾、2 

mmol·L -1 氯化钾、10 mmol·L -1 HEPES (4-[2-
hydroxyethyl]-1-piperazineethanesulfonic acid)、2 
mmol·L-1

氯化镁、2 mmol·L-1
氯化钙(pH 5.8, 山梨

醇调节渗透势至5 0 0  m O s m ) ;  电极液包含9 0 
mmol ·L -1

谷氨酸钾、10  mmol ·L -1
氯化钾、1 

mmol·L-1
氯化镁、1 mmol·L-1

氯化钙、1.4 mmol·L-1 
EGTA、1.5 mmol·L-1 Mg-ATP、2 mmol·L-1 HEPES 
(pH 7.2, 山梨醇调节渗透势至550 mOsm)。电流大

小用电流密度(电流强度/电容, pA·pF-1)表示。
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实验结果

1  镉处理对水稻植株生长状态和钾离子吸收的影响

土壤中重金属镉的含量起伏很大, 变化范围

大致在0.001~5 mmol·L-1
之间(Rout等2000; Hsu和

Kao 2004; Tanaka等2007)。综合已有文献中有关

镉的毒性浓度设计(张建军等2010; 关丽和刘湘南

2009; 杨春刚等2005; Ciecko等2004), 我们选择50 
µmol·L-1

作为镉的处理浓度来检测镉对水稻幼苗生

长的影响。如图1所示, 50 µmol·L-1 CdCl2处理7 d

极显著抑制了水稻地上部的生长(P<0.01), 叶片叶

绿素含量显著降低(P<0.01), 植株整体呈现出黄萎

现象, 说明该浓度的CdCl2对水稻植株的生长具有

明显的毒害作用。ICP分析表明, 镉处理后水稻植

株体内钾离子含量明显降低(P<0.01), 其中根部降

低幅度大于地上部(图2)。
2  镉处理对水稻根毛细胞表面K+

流动的影响

为进一步探讨镉影响水稻植株中钾离子含量

的原因 ,  我们采用非损伤微测技术检测了5 0 
µmol·L-1 CdCl2处理对水稻根毛细胞表面K+流动的

图1  镉对水稻生长及叶绿素含量的影响

Fig.1  Effects of exogenous application of cadmium at 50 µmol·L-1 on growth and chlorophyll content of rice
A: 镉处理对叶绿素含量指数的影响; B: 镉处理对水稻株高和根长的影响; C: 隔处理后水稻表现出叶片黄萎症状。**代表通过LSD方

法比较差异达到极显著水平。
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影响。如图3所示, 浴液中加入CdCl2后, 根毛细胞

表面K+的流动发生显著逆转, K+表现出明显的外

排现象。

3  镉处理对水稻根毛细胞膜电势的影响

为了进一步分析上述实验中K+流变化的原因, 
我们检测了根毛细胞膜电势对镉处理的响应。结

果显示, 将达到稳定状态后的系统浴液中镉浓度

由0逐渐升至50 µmol·L-1 (浓度改变在5 min内完

成), 结果造成了细胞膜明显的去极化; 大约15 min
后, 细胞膜电势达到稳定状态, 此时根毛细胞膜电

势由-(110±7) mV升至-(73±4) mV (图4-A, n=8)。
用不含镉的浴液清洗组织可以使膜电势重新恢复

到原始水平, 表明镉对水稻根细胞膜电势的去极

化作用是可恢复的(图4-B)。

图2  镉处理对水稻植株体内钾离子含量的影响

Fig.2  Effects of exogenous application of cadmium 
on K+ content in rice plants

图3  镉处理对水稻根毛细胞表面净钾离子流动的影响

Fig.3  Effect of cadmium on kinetics of net K+ flux in surface of rice root hairs
A: 显微镜下的水稻根毛和记录电极图示; B: 50 µmol·L-1 CdCl2对水稻根毛细胞表面净钾离子流的影响(n=10)。

图4  镉诱导的水稻根毛细胞膜电势的变化

Fig.4  CdCl2-induced changes in membrane potential (Em) of rice root hair cells
A: 镉对细胞膜电势的影响; B: 去除溶液中的镉可使膜电势重新恢复。
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4  镉处理对水稻根毛细胞钾离子通道活性的影响

为了分析镉对水稻根毛细胞表面K+流变化的

影响是否与跨膜K+通道活性改变有关, 我们采用

全细胞膜片钳技术记录了镉对水稻根毛细胞跨膜

K+电流的影响。如图5-A所示, 在全细胞step记录

模式下, 命令电压以20 mV的越阶从-190 mV增至

90 mV, 水稻根毛细胞原生质体的跨膜钾通道电流

表现出良好的内向整合性。浴液中加入50 µmol·L-1 

CdCl2显著抑制内向钾电流的大小, 在-190 mV的

命令电压刺激下 ,  镉处理使得细胞内电流密度

从-(22.0±2.3) pA·pF-1
减小到 -(12.5±1.1) pA·pF-1 

(图5-D, n=12); 与此同时, 细胞出现明显的外向钾

电流活性(图5-B)。

讨　　论

进入植物体内的镉能够引起一系列的毒害反

应(Sanita di Toppi和Gabbrielli 1999), 然而迄今为

止有关镉毒害的机制并不十分明了。本试验中我们

检测了镉处理对水稻根毛吸收钾离子过程的影响, 
结果显示: 外源镉处理可以导致根毛细胞膜电势

的去极化, 从而降低根毛细胞吸收钾离子的驱动

力; 此外, 镉能抑制根毛细胞内向钾通道活性, 同
时诱导外向钾通道开放 ,  导致根系内钾离子外

排。通过上述影响, 镉扰乱了水稻根系对钾离子

的吸收和在根系内的分布, 成为植物体镉毒害作

用的机制之一。

图5  镉处理对水稻根毛细胞质膜钾通道活性的影响

Fig.5  Effect of extracellular cadmium on the activity of K+-channel in rice root hair cells
A: 根毛细胞质膜上典型的内向整合钾电流(膜电容为5.5 pF); B: 浴液中加入50 µmol·L-1 CdCl2 30 min后的根毛细胞钾电流改变; C: 电

压-电流密度曲线(n=18); D: 命令电压分别在-190 mV和90 mV下镉处理前后的电流变化。Mean±SD (n=21)。记录过程中的holding poten-
tial设置为-52 mV, 命令电压从-190~90 mV, 越阶为20 mV。**代表通过LSD方法比较差异达到极显著水平。
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钾是活细胞主要的大量元素之一, 钾缺失会

严重影响植物的生长发育。本试验中外源镉处理

后水稻植株生长明显受到抑制, 叶片发黄卷曲, 与
此同时, 植株体内钾离子含量明显降低(图1和2), 
因此, 可以推测镉处理引起的大量元素钾的缺失

是镉生理毒害的原因之一。

环境中的镉通过根系的吸收进入植株体内, 
然后经由木质部导管被转运到地上部的籽粒中

(Uraguchi等2009), 所以最先接触到镉的是根部的

表皮细胞。通常情况下, 根毛部位的吸收是整个

根系吸收营养元素的主要来源。本试验中我们使

用非损伤性离子流检测技术检测了根毛表面钾离

子的净流动过程, 发现镉处理后根毛细胞内钾离

子迅速外流(图3)。通过对膜电势进行检测发现, 
镉诱导的细胞膜去极化是导致钾离子外流的原因

之一(图4)。本试验中镉诱导细胞膜去极化的结果

与Llamas等人(2000)的报道完全一致。可见镉抑

制植物根系钾离子吸收的原因之一是诱导了细胞

膜电位的去极化, 从而降低根毛细胞对钾离子吸

收的动力。

在膜片钳试验中, 浴液中加入镉会明显抑制

根毛细胞质膜上的内向钾通道活性, 与此同时出

现明显的外向钾电流活性(图5), 说明根毛细胞钾

离子吸收受到镉的明显抑制, 而出现了钾离子的

外排, 这与膜电势的去极化及非损伤微测的实验

结果完全一致(图3和4)。用哺乳动物细胞所进行

的实验显示, 镉处理能抑制细胞质膜上外向钾电

流活性(Wang等2008), 然而迄今未见有关于高等

植物中镉对钾离子通道活动影响的报道。在本试

验中, 外源施用镉能显著抑制根毛细胞质膜内向

钾通道活性, 同时诱导外向钾通道开放, 造成植物

体内钾元素的缺乏。目前尚不清楚造成哺乳动物

细胞和植物细胞之间差异的原因, 一种可能是由

于不同的有机体中钾离子通道分子结构存在差

异。此外, 有关植物细胞中镉与钾通道蛋白的作

用机制还有待进一步的研究, 相信通过这些研究, 
最终将阐明高等植物中重金属镉的毒害机制。
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