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羊栖菜中微量金属元素的亚细胞分区分布
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摘　要　　运用亚细胞分级方法分析羊栖菜亚细胞组分中６种必需元素Ｃｕ、Ｆｅ、Ｍｎ、Ｚｎ、Ｍｇ、Ｃａ以

及有害元素Ｃｄ、Ｐｂ、Ａｌ、Ａｓ的含量，以揭示羊栖菜中不同微量元素的亚细胞分区分布特征，探讨其特

异性富集砷的特性。研究结果表明，Ｃｕ、Ｆｅ、Ｍｎ、Ｚｎ、Ｃａ、Ｍｇ等必需微量元素主要储存在细胞壁中，

而在胞液和细胞器中的分布特征不同。对于Ａｌ、Ｃｄ和Ｐｂ，细胞壁中的浓度远高于细胞器和胞液，但

是对于Ａｓ，胞液是最主要的储存部位，分布比例约为５８％，其次为细胞壁（约为２６％～２７％），最后为

细胞器（约为１５％～１６％）。通过本研究推断胞液对Ａｓ的区隔化作用很可能是羊栖菜特异性富集

Ａｓ和解毒Ａｓ的重要原因。
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羊栖菜犛犪狉犵犪狊狊狌犿犳狌狊犻犳狅狉犿犲又名海大麦、海菜芽、海茜菜、大麦菜等，属褐藻类马尾科植物，在我国分布

很广，北起辽东半岛、山东，南至浙江、福建和广东，浅海及滩头均有生长，是一种重要的经济海藻资源。羊栖菜

味苦咸，性寒，具软坚散结、利水消肿、泻热化痰之功能。食用羊栖菜可防治高血压、便秘、肥胖、衰老、甲状腺机

能障碍，对促进儿童发育、增强智力、恢复大脑疲劳、保持毛发光泽、皮肤润滑、增强人体免疫力、促进机体活力

等有明显作用。羊栖菜中的岩藻甾醇和马尾藻甾醇还可保持生物内环境稳定、控制糖原和矿物质的代谢、调节

应激反应、防治癌症、明显降低血中胆固醇等（Ｌｅｅ犲狋犪犾．　２００３）。羊栖菜含有较高的微量元素，人称“长寿菜”

（陈耀祖等　１９９６）。但是，羊栖菜能将海水中的砷浓缩３～６万倍，含砷量达１００ｍｇ／ｋｇ以上（安达修一　

１９７１；孙建璋等　２００４）。羊栖菜富集砷的特性引发了对其是否可以安全食用的讨论，英国食品安全局建议消

费者不要食用羊栖菜（ＦＳＡ　２００４；ＣＯＴ　２００４）。

研究元素在超富集植物中的微区分布有助于认识细胞中元素的生理活动和解释重金属富集、解毒机

制。通过亚细胞分级方法分离出亚细胞组分后，用化学分析手段测定重金属元素的浓度，可以提供重金属

元素的亚细胞分布信息。国内外研究者曾先后采用该方法对植物体内重金属的分布进行了研究。Ｒａｍｏｓ

等（２００２）采用亚细胞分级方法对莴苣中Ｃｄ的亚细胞分布进行了研究，万　敏等（２００３）采用该分级方法揭

示了不同镉积累类型小麦中镉的亚细胞分布存在差异，陈同斌等（２００５）采用该方法对蜈蚣草中砷的亚细胞

分布与区隔化作用进行了研究，廖晓勇等（２００７）采用亚细胞分离方法研究了蜈蚣草中砷、钙的亚细胞分布

特征，但是目前尚没有有关羊栖菜中微量元素的亚细胞分布特征研究的报道，因此本研究拟采用亚细胞分

级方法分离出各个亚细胞组分之后，采用化学分析方法测定各亚细胞组分中必需元素Ｃｕ、Ｆｅ、Ｍｎ、Ｚｎ、Ｍｇ、

Ｃａ以及有害元素Ｃｄ、Ｐｂ、Ａｌ、Ａｓ的浓度，以期从亚细胞水平揭示羊栖菜中不同微量元素的分布特征，探讨其

特异性富集砷的特性。

１　材料与方法

１．１　材料

羊栖菜样品于２０１２年５月底采自山东省胶南市某养殖厂，植株先用自来水洗净，再用超纯水冲洗３遍，用

纱布吸干表面水分。分别称取茎、叶鲜样各１．０００ｇ，用于亚细胞分级实验。

１．２　羊栖菜茎和叶亚细胞组分的分离

参照Ｈａｎｓ（１９８０）及Ｐａｔｈｏｒｅ等（１９７２）建立的亚细胞分级方法，采用在４℃预冷的缓冲液中将羊栖菜茎和

叶研磨匀浆。缓冲液组成为：蔗糖２５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．５）５０ｍｍｏｌ／Ｌ，β巯基乙醇１ｍｍｏｌ／Ｌ。所有

匀浆过程和分离过程温度均控制在４℃。具体步骤如下：用１５ｍｌ缓冲液将组织研磨成浆后，转入５０ｍｌ离心

管中，将组织匀浆液在高速冷冻离心机中于３００×ｇ离心３０ｓ，下部沉淀、底层碎片为细胞壁组分。上清液在

２００００×ｇ离心４５ｍｉｎ，底层碎片为细胞器组分，上层清液为胞液组分（包括细胞质及液泡内大分子有机物及

无机离子）。

１．３　微量元素分析

分离后的细胞壁、细胞器和胞液中加入ＨＮＯ３∶ＨＣｌＯ４（４∶１）的酸混合液，转入１００ｍｌ玻璃消化管中，于

控温消化炉中消化至消化液澄清透明或微带黄色（最后体积约为１～２ｍｌ），冷却后加二次蒸馏水稀释至１００ｍｌ

后待测。样品中的Ｃｕ、Ｆｅ、Ｍｎ、Ｚｎ、Ｍｇ、Ｃａ、Ｃｄ、Ｐｂ、Ａｌ、Ａｓ等微量元素用电感耦合等离子体质谱仪（ＥＬＡＮ

ＤＲＣⅡ，ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ）测定。分析中所用试剂均为优级纯，并采用国家标准参比物质（海带成分分析标准物质

ＧＢＷ０８５１７）进行分析质量控制。亚细胞分离过程中，各微量元素的总回收率为９２％～１０３％。

９１１
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１．４　数据统计方法

计算每一组数据平均值和标准差，运用ＳＰＳＳ１６．０数据分析软件对每种元素在不同亚细胞组分的含量分

布进行单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），差异显著后进行Ｔｕｒｋｅｙ’ｓ多重比较，以犘＜０．０５作为差异显著

水平。

２　结果与分析

羊栖菜茎和叶中必需微量元素Ｃｕ、Ｆｅ、Ｍｎ、Ｚｎ、Ｍｇ、Ｃａ在不同亚细胞组分中的分布特征见表１。从表１中

可见，对于所有元素，茎和叶中各亚细胞组分中细胞壁的含量显著高于细胞器和胞液中（犘＜０．０５）。无论是茎

组织还是叶组织中，Ｍｇ含量顺序均为细胞壁＞胞液＞细胞器，且茎组织细胞壁中的含量显著高于叶组织细胞

壁，但是对于细胞器和胞液组分，两组织中无显著性差异；Ｃａ在茎和叶组织中亚细胞组分中的分布规律与 Ｍｇ

相同；Ｍｎ在茎和叶细胞壁中的含量相似，但是叶组织中细胞器和胞液中的含量均显著高于茎组织中（犘＜

０．０５），另外，在茎组织和叶组织中，３种亚细胞组分中的含量顺序与 Ｍｇ、Ｃａ的分布特征相似，即细胞壁＞胞液

＞细胞器；叶组织细胞壁中Ｆｅ的含量最高，且无论是茎组织还是叶组织中，含量顺序为细胞壁＞细胞器＞胞

液；茎组织和叶组织中Ｃｕ的含量顺序与 Ｍｇ、Ｃａ和 Ｍｎ相似，均为细胞壁＞胞液＞细胞器；而对于Ｚｎ，叶组织

３种亚细胞组分中的含量分别显著高于茎各亚细胞组分（犘＜０．０５）。另外，不同于其他元素，茎和叶中的Ｚｎ

在细胞器和胞液中的含量相似，即细胞壁＞细胞器≈胞液。

表１　羊栖菜中不同必需元素的亚细胞分布

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｅｓｓｅｎｔｉａｌｅｌｅｍｅｎｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｆｒａｃｔｉｏｎｓｏｆ犛．犳狌狊犻犳狅狉犿犲

亚细胞

Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｆｒａｃｔｉｏｎ

元素浓度（湿重）Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｍｇ／ｋｇｆｒｅｓｈｗｅｉｇｈｔ）

Ｍｇ Ｃａ Ｍｎ Ｆｅ Ｃｕ Ｚｎ

茎Ｓｔｅｍ
细胞壁

Ｃｅｌｌｗａｌｌ
（４．０９±０．１６）×１０３ａ （１．２１±０．０１）×１０３ａ １７．２±０．４５ａ ６６．６±２．５ｂ １．０１±０．０５ａ ２．４１±０．１４ｂ

细胞器

Ｃｅｌｌｏｒｇａｎｅｌｌｅ
３１６±２２ｄ ７８．８±５．６ｄ １．１５±０．０２ｅ １０．２±０．５１ｃｄ ０．１６０±０．０１ｅ ０．７０７±０．０２ｄ

胞液

Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
（２．９０±０．０８）×１０３ｂｃ １７７±１５ｃ ６．２７±０．１３ｃ ７．４８±０．２６ｄｅ ０．５８０±０．０２ｃ ０．６６９±０．０２ｄ

总计

Ｓｕｍ
７．３１×１０３ １．４６×１０３ ２４．６ ８４．３ １．７５ ３．７９

叶Ｌｅａｆ
细胞壁

Ｃｅｌｌｗａｌｌ
（２．９３±０．１２）×１０３ｂ （１．１１±０．０３）×１０３ｂ １７．１±０．０５ａ ７８．７±１．４ａ ０．８０７±０．０２ｂ ３．２６±０．１１ａ

细胞器

Ｃｅｌｌｏｒｇａｎｅｌｌｅ
３１４±１５ｄ ８６．１±５．２ｄ １．９５±０．０８ｄ １２．５±０．８８ｃ ０．２２５±０．０１ｅ ０．９２７±０．０２３ｃ

胞液

Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
（２．６６±０．１０）×１０３ｃ １９９±１１ｃ １０．６±０．０４ｂ ５．９２±０．２３ｅ ０．４８０±０．０１ｄ ０．９３２±０．０１９ｃ

总计

Ｓｕｍ
５．９０×１０３ １．４０×１０３ ２９．６ ９７．１ １．５１ ５．１２

　　注：不同英文小写字母表示数值之间差异显著（犘＜０．０５）

Ｎｏｔｅ：Ｖａｌｕｅｓｄｅｓｉｇｎａｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＜０．０５）

羊栖菜茎和叶组织中各种必需元素在不同亚细胞组分中所占的相对比例见图１。从图１中可见，Ｍｇ分布

在茎组织细胞壁的比例为５６％，胞液中的分布比例为４０％，分布在叶组织细胞壁和胞液中的比例分别为５０％

和４５％。而Ｃａ和Ｆｅ分布在茎和叶组织细胞壁的比例均为８０％左右，但是Ｃａ分布在胞液中的比例大于细胞

器组分，Ｆｅ在细胞器组分中的比例大于胞液。对于 Ｍｎ和Ｃｕ，３个亚细胞组分的分布比例均是细胞壁＞胞液

＞细胞器，而对于Ｚｎ，分布在茎和叶细胞壁中的比例均为６３％，分布在胞液和细胞器中的比例相似，均为１８％

左右。
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图１　羊栖菜中不同必需元素在不同亚细胞组分中分布的相对比例

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｓｓｅｎｔｉａｌｅｌｅｍｅｎｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｆｒａｃｔｉｏｎｓｏｆ犛．犳狌狊犻犳狅狉犿犲

各亚细胞组分中Ｃｄ、Ｐｂ、Ａｌ、Ａｓ等有害元素的含量见表２。从表２中可见，茎和叶细胞壁中Ａｌ、Ｃｄ和Ｐｂ

的浓度远高于细胞器和胞液中的含量（犘＜０．０５），但是对于Ａｓ，胞液组分中的浓度最高。叶组织细胞壁Ａｌ中

的含量显著高于茎组织细胞壁（犘＜０．０５），且茎和叶组织亚细胞组分中的分布顺序为细胞壁＞细胞器＞胞液；

对于Ａｓ，叶组织胞液中的含量最高，且显著性高于茎组织胞液中的含量（犘＜０．０５），Ａｓ在茎和叶组织亚细胞

组分中的分布顺序为胞液＞细胞壁＞细胞器；茎和叶细胞壁中Ｃｄ的含量相似，且均显著高于细胞器和胞液，

在茎和叶组织亚细胞组分中的分布顺序为细胞壁＞细胞器≈胞液；茎和叶组织亚细胞组分中Ｐｂ的分布顺序

为细胞壁＞胞液＞细胞器。

表２　羊栖菜中主要有害元素的亚细胞分布

Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｈａｒｍｆｕｌｅｌｅｍｅｎｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｆｒａｃｔｉｏｎｓｏｆ犛．犳狌狊犻犳狅狉犿犲

亚细胞

Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｆｒａｃｔｉｏｎ

元素浓度（湿重）Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｍｇ／ｋｇｆｒｅｓｈｗｅｉｇｈｔ）

Ａｌ Ａｓ Ｃｄ Ｐｂ

茎Ｓｔｅｍ 细胞壁 Ｃｅｌｌｗａｌｌ ８３．９±３．８ｂ ８．１２±０．４２ｃ ０．２７８±０．０２１ａ ０．６２１±０．００４８ａ

细胞器 Ｃｅｌｌｏｒｇａｎｅｌｌｅ ２９．３±１．０ｃ ５．０３±０．２８ｄ ０．０５０３±０．００１１ｂ ０．０８４５±０．００２１ｅ

胞液 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ １１．０±１．０ｄ １８．１±１．２ｂ ０．０５５９±０．００２０ｂ ０．１２５±０．０１０ｄ

总计 Ｓｕｍ １２４ ３１．２ ０．３８４ ０．８３０

叶Ｌｅａｆ 细胞壁 Ｃｅｌｌｗａｌｌ １３０±５．８ａ １０．２±０．８６ｃ ０．２５３±０．０１４ａ ０．５５８±０．０２１ｂ

细胞器 Ｃｅｌｌｏｒｇａｎｅｌｌｅ ３６．７±２．６ｃ ５．７１±０．２２ｄ ０．０５９３±０．００１０ｂ ０．１２５±０．０１１ｄ

胞液 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ２．８２±０．２６ｄ ２１．８±１．５ａ ０．０５６４±０．００１６ｂ ０．１７３±０．００２４ｃ

总计 Ｓｕｍ １７０ ３７．７ ０．３６９ ０．８５６

　　注：不同英文小写字母表示数值之间差异显著（犘＜０．０５）

Ｎｏｔｅ：Ｖａｌｕｅｓｄｅｓｉｇｎａｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＜０．０５）

各有害元素在不同亚细胞组分的分布比例见图２。从图２中可见，茎和叶组织细胞壁中Ａｌ的百分比最

高，分别是６８％和７７％，细胞器中所占的百分比例均为２２％左右。茎和叶细胞壁中Ｃｄ的百分比最高，为７０％

左右，而细胞器和胞液组分中的所占比例相似。茎和叶细胞壁中Ｐｂ的百分比分别为７５％和６５％。但是 Ａｓ

在胞液组分中的分布比例最高，茎和叶中的百分比均为５８％，其次为细胞壁，百分比为２６％～２７％，最后为细

胞器，所占百分比为１５％～１６％。

３　讨论

植物为尽量避免损害功能性相对重要的组织如细胞器，会对重金属元素表现出选择性的分配。重金属元

素在非原生质体部位的积累以及细胞内的区隔化分布是重要的两个途径。因此重金属的亚细胞分布研究有助
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图２　羊栖菜中主要有害元素在不同亚细胞组分中分布的相对比例

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｍａｉｎｈａｒｍｆｕｌｍｅｔａｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｆｒａｃｔｉｏｎｓｏｆ犛．犳狌狊犻犳狅狉犿犲

于确定该元素对细胞活动的影响。本研究发现，羊栖菜中的Ｃｕ、Ｆｅ、Ｍｎ、Ｚｎ、Ｍｇ、Ｃａ、Ａｌ、Ｃｄ、Ｐｂ等微量元素主

要储存在细胞壁中，所占相对比例约在６０％～８０％之间。该研究结论与以前的研究结论相似，如对于禾秆蹄

盖蕨犃狋犺狔狉犻狌犿狔狅犽狅狊犮犲狀狊犲，大约有７０％～９０％的Ｃｕ、Ｚｎ、Ｃｄ贮存在细胞壁中（Ｎｉｓｈｉｚｏｎｏ犲狋犪犾．　１９８７）。并且

对于Ｃｄ超富集植物犜．犮犪犲狉狌犾犲狊犮犲狀狊及非超富集植物犖犻犮狅狋犻犪狀犪狋犪犫犪犮狌犿，大部分Ｃｄ分布在细胞壁中（Ｂｏｏｍｉ

ｎａｔｈａｎ犲狋犪犾．　２００３）。对于砷超富集植物蜈蚣草，各亚细胞组分中钙含量的分布为：细胞壁最高，胞液其次，

细胞器最低（廖晓勇等　２００７）。这是因为在以细胞壁为主体的非原生质体中，多糖分子和蛋白质分子含有大

量羟基、羧基、醛基、氨基和磷酸基等亲金属离子的配位基团（Ｈａｙｅｎｓ　１９８０），可与金属离子配位而储藏部分

金属，减少这些离子的跨膜运输，降低原生质体的金属浓度，以维持细胞的正常生理代谢（Ａｌｌｅｎ犲狋犪犾．　

１９８９），因此羊栖菜细胞壁是大部分重金属元素的主要贮存部位。

比较本研究羊栖菜茎和叶组织中１０种元素在各亚细胞组分中的分布比例可见，不同元素在亚细胞组分中

的分布特征不同。对于 Ｍｇ、Ｃａ、Ｍｎ、Ｃｕ、Ｐｂ，３个组分中的分布顺序相同，均为细胞壁＞胞液＞细胞器，而Ｆｅ

和Ａｌ的分布顺序为细胞壁＞细胞器＞胞液。Ｍｇ、Ｃｕ、Ｍｎ、Ｆｅ、Ｚｎ、Ｃａ等是植物生长的必需微量元素，是植物

生命活动的调节物质，作为酶和植物生长物质的组分，是许多酶的组分和激活剂，并且起电化学的作用，维持细

胞的渗透势等功能，因此不同元素的分布特征与其不同的生理功能密切相关。Ｆｅ和Ｃａ是植物体内移动能力

较弱的元素，再加上细胞壁是植物细胞最大的钙库，因此羊栖菜茎和叶组织细胞壁中的Ｃａ和Ｆｅ所占相对比

例最高，为８０％左右。另外，由于Ｃｄ、Ｚｎ是流动性比较强的离子，在电镜下观察时发现，植物细胞的细胞壁、质

膜和液泡膜以及部分细胞器和细胞质中都有分布（徐勤松等　２００２）。本研究也证明羊栖菜茎和叶组织细胞中

Ｚｎ、Ｃｄ在细胞器和细胞胞液中的分布比例相似。

与其他元素的分布特征不同，胞液是羊栖菜中 Ａｓ的主要贮存部位。Ａｓ在羊栖菜胞液中的分布比例为

５８％。陈同斌等（２００５）也指出砷超富集植物蜈蚣草羽片胞液是砷的主要储存部位，整株植物累积的砷有６１％

富集在羽片胞液中。植物的胞液组分由细胞液和液泡泡液两部分组成，细胞液是细胞新陈代谢的主要场所，液

泡的主要功能是参与细胞的水分代谢，同时也是植物细胞代谢副产品及废物囤积的场所（汪良驹等　１９９８）。

因此细胞液中的重金属浓度应低于液泡泡液，以保证细胞正常的生理代谢活动（Ｈａｌｌ　２００２）。前人在研究镍、

锌等超富集植物的解毒机理时发现，超富集植物犃犾狔狊狊狌犿狊犲狉狆狔犾犾犻犳狅犾犻狌犿 细胞中７２％的镍分布在液泡中

（Ｂｒｏｏｋｓ犲狋犪犾．　１９８１），通过比较超富集植物犜犺犾犪狊狆犻犵狅犲狊犻狀犵犲狀狊犲Ｈáｌáｃｓｙ和非超富集植物犜．犪狉狏犲狀狊犲Ｌ．的

液泡对镍的区隔化效应发现，前者液泡内的镍含量是后者的两倍（Ｋｒａｍｅｒ犲狋犪犾．　２０００）；锌在超富集植物犜．

犮犪犲狉狌犾犲狊犮犲狀狊中主要分布于表皮细胞的液泡中（Ｆｒｅｙ犲狋犪犾．　２０００）。因此推断羊栖菜胞液中的Ａｓ可能主要被

隔离在液泡中。羊栖菜对砷具有超富集作用，能将海水中的砷浓缩３万倍～６万倍。当细胞壁结合的Ａｓ离子

达到饱和点时，进入细胞内的大部分离子就被转移到液泡中贮存起来，即把Ａｓ区隔化。综上所述，细胞胞液

对Ａｓ的区隔化作用以及细胞壁的沉淀作用可能是羊栖菜在亚细胞水平上对Ａｓ的超富集和高耐性的主要机

制。
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