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摘要 : 对模拟 p H4. 5～2. 5 酸雨胁迫 3 个月后木麻黄幼苗小枝质膜离子泵活性测定结果表明 ,木麻黄幼苗嫩枝质膜 H + 2
A TPase 和 Ca2 + 2A TPase 对酸雨非常敏感 ,常随酸雨强度的加大其活性受愈来愈强的抑制. p H4. 5～2. 5 酸雨处理使质膜

H + 2A TPase 活性被抑制 76. 64 %～85. 88 % ,而 Ca2 + 2A TPase 活性仅为对照的 14. 12 %～4. 7 %.在 p H3. 0 酸雨处理组 ,质

膜 H + 2A TPase 和 Ca2 + 2A TPase 活性均出现反弹升高. 酸雨对质膜 H + 2A TPase 和 Ca2 + 2A TPase 活性所产生的相似作用 ,

体现出质膜 H + 2A TPase 和 Ca2 + 2A TPase 对酸雨胁迫信号具有某种程度上相同的活性响应调节机制.
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　　酸雨被喻为“空中死神”,严重影响生物生存和人

体健康 ,已成为重要的国际环境问题. 我国酸雨的主要

致酸物质是燃煤排放的 SO2 ,又称煤烟型酸雨或硫酸

型酸雨. 由于我国硫酸型酸雨的发展与能源消费带来

的酸雨前体物排放量的增长存在着正相关 ,酸雨问题

日趋严重. 我国酸雨区主要位于长江以南. 酸雨是我国

东南沿海地区林业发展所面临的重要环境问题之一 ,

木麻黄防护林是东南沿海最重要的防风固沙林 ,在改

善当地生态环境和促进经济发展上发挥了难以取代的

作用. 酸雨是影响当前木麻黄林更新困难的重要因素

之一.

质膜是植物细胞抵御外界胁迫的第一道屏障 ,严

格而有序地控制着细胞与外界环境之间的物质、能量

和信息交换. 植物细胞对许多无机离子和有机溶质的

吸放主要靠主动运输来完成. 质子泵活动所产生的跨

膜质子电化学势是其它次级运输的驱动力 ,钙泵对维

持钙的第二信使功能具有重要作用等等 ,均显示质子

泵和钙泵作为重要的膜转运系统成员在膜功能研究上

的重要性. 酸雨作为当前全球环境中广为存在的非生

物逆境因子 ,其对植物体的伤害从细胞水平来说首先

要作用于质膜并通过质膜进行传递. 本试验研究了酸

雨胁迫下木麻黄幼苗小枝质膜离子泵活性对酸雨的响

应 ,为明确酸雨胁迫下木麻黄幼苗离子泵的变化机理

及其与木麻黄抗逆性的关系提供理论依据.

1 　材料与方法

1 . 1 　植物材料
试验在厦门大学植物园玻璃温室内进行. 供试普

通木麻黄 ( Casuari na equiset i f ol i a) 为福建泉州惠安

赤湖林场木麻黄种苗生产基地提供的扦插 3 个月的营

养钵小苗. 将扦插苗移入直径 25 cm 的陶盆中 ,每盆装

本地园土 5 kg (土壤 p H :6. 46 ; EC :1. 10 ds/ m ;全 N :

0. 111 % ; 全 P : 0. 088 % ; 全 K: 2. 320 % ; Na + :

0. 010 % ;Cl - :0. 009 %) ,经室内适应性栽培 4 个月后

进行酸雨胁迫处理. 酸雨设 p H4. 5、4. 0、3. 5、3. 0、2. 5

5 组酸度处理 ,以自来水 (p H6. 5) 作为对照 ,每盆种 3

株木麻黄 ,每个处理组 10 盆重复. 酸雨中离子成分模

拟自然降雨中各离子浓度比 ,具体参照严重玲方法[1 ] ,

用稀硫酸配制 ,酸雨的 p H 值用精密 p H 计准确调整 ,

隔 5 d 均匀喷洒 1 次 ,每次每盆喷施酸雨 2 L ,酸雨处

理 3 个月后即采摘木麻黄幼苗小枝作为试验材料.

1 . 2 　试验测定
木麻黄幼苗小枝质膜微囊的分离纯化参考 Zheng

H L [2 ]等方法 ,50 g 幼嫩小枝经匀浆过滤后 ,通过差速

冷冻离心获得微粒体膜制剂 ,然后用水双相分配分离

法获得纯化质膜制剂. 纯膜制剂立即使用或置于超低

温冰箱 - 70 ℃保存待用.

PM H + 2A TPase 活性测定参照章文华[3 ] 方法 :

0. 5 mL 反应体系中含 MgSO4 3 mmol/ L , K2 SO4 25

mmol/ L , Triton X2100 0. 02 % (体积分数) , Tris2Mes

50 mmol/ L ,p H6. 5 ,A TP2Na2 3 mmol/ L ,加膜制剂 20

μL ,37 ℃保温 30 min ,加入 20 % ( mg/ mL ) TCA 200

μL 终止反应 ,测定无机磷的释放量 ,酶活性即用 A TP



酶解产生的无机磷计算. PM Ca2 + 2A TPase 活性测定

参考李新民[4 ]方法 :1. 1 mL 反应体系中含 10 mmol/ L

咪唑 ,MgCl2 5 mmol/ L ,CaCl2 50μmol/ L ,A TP2Na2 3

mmol/ L ,p H 7. 0 ,加入 20μL 膜制剂 ,酶反应步骤与

PM H + 2A TPase 活性测定方法相同. 无机磷的测定参

照 Ohnishi [5 ]方法 ;膜蛋白含量的测定按 Bradford[6 ] ,

用考马斯亮蓝 G2250 显色法测定. 以上实验均作 6 次

重复测定. 实验数据的多重方差分析运用 SPSS Dun2
can 程序.

2 　结果与分析

2 . 1 　木麻黄幼苗小枝质膜 H + 2A TPase 活性

对酸雨的响应
研究表明木麻黄质膜 H + 2A TPase 对酸雨非常敏

感 (表 1) . 与无酸雨处理的对照组相比 ,在经过 3 个月

的酸雨胁迫培养后 ,除 p H3. 0 处理组外 ,其它酸雨处

理组的木麻黄幼苗小枝质膜 H + 2A TPase 活性受酸雨

强烈抑制 ,抑制程度达 76. 64 %～85. 88 % ,方差分析

表明其活性均极显著低于对照组. p H4. 5 时活性比对

照低 76. 64 % ,p H2. 5 时活性最受抑制 ,仅是对照组活

性的 14. 12 %. 其中 p H4. 5 处理分别与 p H4. 0、p H3. 5

及 p H2. 5 三种之间均存在极显著差异 ,而 p H4. 0、

p H3. 5、p H2. 5 处理之间无显著差异. 至于 p H3. 0 处

理组 ,质膜 H + 2A TPase 活性出现了异常的反弹升高 ,

其活性极显著高于其它处理组 ,比对照组 H + 2A TPase

活性高出 175. 32 %. 这种现象的产生可能是木麻黄2
盆土体系经一定强度和一定时间的酸雨累积胁迫后 ,

在木麻黄质膜 H + 2A TPase 上体现出的一种显著的抗

逆性应激反应. 具体机理尚待进一步研究.

2 . 2 　木麻黄幼苗小枝质膜 Ca2 + 2A TPase 活性

对酸雨的响应
从表 2 可见 ,木麻黄幼苗细胞质膜 Ca2 + 2A TPase

对酸雨亦非常敏感 ,其活性对系列酸度模拟酸雨的响

应方式与质子泵相似. 除 p H3. 0 处理组外 ,其它酸雨

处理组的木麻黄幼苗小枝质膜 Ca2 + 2A TPase 活性受

酸雨强烈抑制 ,而且随酸度的加大受抑制的程度愈来

愈大 ,其活性均极显著低于无酸雨胁迫的对照处理组

活性. 酸雨 p H 值为 4. 5 时 ,Ca2 + 2A TPase 活性是对照

组的 24. 12 % ,至 p H2. 5 时活性仅有对照组的 4. 7 %.

木麻黄幼苗在受 p H3. 0 酸雨处理 3 个月后 ,相比于其

它酸雨胁迫组 ,其质膜 Ca2 + 2A TPase 活性表现出反弹

升高 ,其活性提升至 C K的 191 % ,与对照有极显著差

异. 当酸雨作用于木麻黄幼苗时 ,细胞质膜是原初受害

部位 ,位于质膜上的 H + 2A TPase 和 Ca2 + 2A TPase 活

性首先对酸雨信号做出极敏感的响应. 酸雨对二者活

性所产生的相似作用 (表 1 ,表 2) ,可能体现出质膜

H + 2A TPase 和 Ca2 + 2A TPase 对酸雨胁迫信号具有某

种程度上相同的活性响应调节机制.

表 1 　酸雨对木麻黄幼苗小枝质膜 H + 2A TPase 活性的影响

Tab. 1 　Effect s of acid rain on plasma membrane H + 2A TPase activity of Casuarina equiseti f ol ia seedling twigs

不同 p H 值模拟酸雨处理

CK p H4. 5 p H4. 0 p H3. 5 p H3. 0 p H2. 5

H + 2A TPase 活性

/ (μmol ·mg - 1 ·h - 1 )

272. 08

±7. 34

63. 56

±2. 57

45. 97

±3. 06

41. 32

±4. 81

749. 10

±11. 56

38. 41

±3. 87

多重比较 Bb Cc Dd Dd Aa Dd

　　注 :多重比较结果中小写字母表示 95 %显著水平 ,大写字母表示 99 %显著水平.

表 2 　酸雨对木麻黄幼苗小枝质膜 Ca2 + 2A TPase 活性的影响

Tab. 2 　Effect s of acid rain on plasma membrane Ca2 + 2A TPase activity of Casuarina equiseti f ol ia seedling twigs

不同 p H 值模拟酸雨处理

CK p H4. 5 p H4. 0 p H3. 5 p H3. 0 p H2. 5

Ca2 + 2A TPase 活性

/ (μmol ·mg - 1 ·h - 1 )

219. 94

±6. 17

53. 07

±8. 06

33. 17

±0. 83

28. 33

±11. 80

420. 71

±7. 92

10. 36

±4. 36

多重比较 Bb CDc CDd Dd Aa Ce

　　注 :多重比较结果中小写字母表示 95 %显著水平 ,大写字母表示 99 %显著水平.
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3 　讨　论

酸雨对植物细胞的生理刺激和伤害首先要作用于

质膜并通过质膜进行传递 ,跨膜功能蛋白 PM H + 2
A TPase 和 Ca2 + 2A TPase 在转变构象完成细胞对无机

离子和有机溶质的吸收运输任务之时 ,也势必接受并

传递酸雨信号的作用 ,进而影响细胞内部的生理生化

过程. 研究表明木麻黄幼苗小枝 PM H + 2A TPase 和

Ca2 + 2A TPase 对酸雨非常敏感 ,一般都随酸雨强度的

加大其活性受愈来愈强的抑制 ,p H2. 5 酸雨胁迫 3 个

月后 ,PM H + 2A TPase 活性只有 C K活性的 14. 12 % ,

而 PM Ca2 + 2A TPase 活性仅是 C K 活性的 4. 7 % ,特

殊情况是 p H3. 0 酸雨胁迫组的木麻黄幼苗小枝 PM

H + 2A TPase 和 Ca2 + 2A TPase 活性都出现异常升高现

象 ,可能是木麻黄2土壤体系在经过一定强度和一定时

间的酸雨胁迫累积后 ,在 PM H + 2A TPase 和 Ca2 + 2
A TPase 上体现出的抗逆性应激适应表现. 离子泵作

为质膜功能蛋白的重要组成 ,在对逆境应答过程中有

着重要地位. Hodges[7 ]研究表明离子泵活性受离子强

度影响. 酸雨中 H + 、SO2 -
4 、NO -

3 、Ca2 + 、N H +
4 等酸性

离子和碱性离子随 3 个月的浇灌行为作用于木麻黄2
土壤盆土体系 ,已经干扰了木麻黄的正常培育生长 ,严

重抑制离子泵活性 ,势必导致细胞对离子及有机溶质

的吸收运输等功能受阻 ,植物体物质代谢等生理活动

受干扰. PM H + 2A TPase 和 Ca2 + 2A TPase 活性对酸

雨胁迫具有相似的响应方式 ,在一定意义上反映 PM

H + 2A TPase 和 Ca2 + 2A TPase 对酸雨信号的响应具有

相似的调节机制. 关于离子泵活性调节的机理目前尚

不清楚 ,这是当前植物生理学研究的热点问题之一.

目前对胁迫处理后 PM H + 2A TPase 活性变化规

律的问题很难得到统一结论. PM H + 2A TPase 活性因

不同材料、不同生长部位、不同胁迫处理方法和程度而

活性变化情况差异很大. 主要有两种结论 ,一是胁迫后

PM H + 2A TPase 活性下降 ,二是胁迫后 PM H + 2A T2
Pase 活性上升. 逆境导致 PM H + 2A TPase 活性变化

的原因很复杂. 如 Schaller [8 ] 研究所言 :凡是影响细胞

质 Ca2 + 含量和 p H 的因子都可能通过影响蛋白激酶

的活性间接影响质膜 H + 2A TPase 的磷酸化及其活

性. 中国的酸雨属硫酸型酸雨 ,硫酸根在植物细胞质膜

上的转运受 H + 2A TPase 向外排出一个质子产生的电

化学势梯度所驱动 ,硫酸根转运蛋白将一个硫酸根离

子协同三个质子主动共转运进入细胞内 ,结果硫酸根

离子的进入使双倍的质子流入胞内 ,由此导致胞质

p H 值下降 (细胞质 p H 值通常稳定在 7. 3～7. 5) [9 ] .

Ca2 + 和 H + 均是酸雨的主要离子组成 ,随着一段时期

的酸雨输入后 ,木麻黄小枝细胞质的 Ca2 + 含量和 p H

均会受到影响 ,从而通过影响木麻黄细胞蛋白激酶的

活性间接影响了质膜 H + 2A TPase 的磷酸化及其活

性. 又如 Kunihiro [10 ] 研究认为 :脂类双分子层组成的

变化可能影响 H + 2A TPase 的 Km、活化能和转换数.

Yan 等[11 ]曾研究认为酸雨会使膜脂发生过氧化等致

伤行为 ,酸雨胁迫使细胞膜膜脂的结构和功能受到影

响. 由 David 等[ 12 ] 的有关脂类调节 PM H + 2A TPase

活性的假说可推测 ,由酸雨导致的膜脂变化改变了膜

的流动性 ,从而引起 PM H + 2A TPase 的构象和活性

变化 ;或 H + 2A TPase 分子中结合在环形部位的磷脂

分子脂肪酸长链与非环形部位相互作用 ,改变了质膜

H + 2A TPase 疏水基团的构象 ,从而影响 H + 2A TPase

活性. 质膜质子泵是植物生命活动的“主宰酶”,对植物

细胞营养物质的吸收、细胞生长、气孔运动、细胞内

p H 调节、渗透调节等生理过程有重要调控作用 ,酸雨

可能通过影响 PM H + 2A TPase 的构象和活性将伤害

信号放大作用于植物细胞的生理代谢过程.

因不同植物对象、不同作用器官以及不同胁迫类

型和强度等 ,胁迫处理后 PM Ca2 + 2A TPase 的活性升

降变化规律亦无统一结论. 分析酸雨导致 PM Ca2 + 2
A TPase 活性变化的原因 ,除了相似于酸雨导致 PM

H + 2A TPase 活性变化的原因 ,如酸雨可以通过影响

相应的蛋白激酶和膜脂组成等导致 PM Ca2 + 2A TPase

构象和活性的改变. 由于植物细胞质膜 Ca2 + 2A TPase

和 H + 2A TPase 一样属于 P 型 A TPase 家族 ,都能利

用水解 A TP 获得能量或质子电化学势能 ,催化阳离

子逆浓度梯度转运 ,并同时生成磷酸化中间产物 ,但除

A TP 外 ,PM Ca2 + 2A TPase 还能以 GTP 或 ITP 为水

解底物. 因此 ,酸雨还可以通过影响 GTP 或 ITP 达到

对 PM Ca2 + 2A TPase 活性的影响. 如酸雨诱发活性

氧 ,影响了 Ca2 + 2A TPase 的硫氧基 ,降低该酶对这些

底物的亲和力 ,从而降低 Ca2 + 2A TPase 活性. 伴随着

Ca2 + 2A TPase 对 Ca2 + 的绑定与释放 ,其跨膜螺旋发生

很大的重新排列 ,横穿于质膜磷脂双分子层结构的

Ca2 + 2A TPase 有特定的结构域和膜脂规律性联系 ,因

此酸雨对膜脂的伤害势必会干扰 Ca2 + 2A TPase 正常

构象 ,而使其活性受到抑制. 从细胞信号转导方面分

析 ,值得一提的是 ,Ca2 + 2A TPase 属于 CaM 结合蛋白

的一种 ,植物细胞质膜 Ca2 + 2A TPase 的氨基酸序列末

端含有 CaM 结合区域 ,属于自我抑制区域[13 ] , Ca2 + 2
A TPase 的活性依赖于钙2钙调素 ( Ca2CaM) 复合体和

P KC(钙激活的蛋白激酶) 调节. 正常情况下 ,当胞质

Ca2 + 浓度升高时 ,Ca2CaM 激活 Ca2 + 2A TPase 而增强
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其对钙的敏感性和对钙的转运效率. P KC 可使 Ca2 + 2
A TPase 蛋白磷酸化 ,进一步提高 Ca2 + 2A TPase 对钙

的转运效率[14 ] . 酸雨所携带的大量 SO2 -
4 、H + 和 Ca2 +

等酸碱离子可以通过干扰细胞质 Ca2 + 含量和胞质 p H

值影响 Ca2CaM 和 P KC 的活性而改变质膜 Ca2 + 2A T2
Pase 的磷酸化及其活性. 酸雨中高含量的 Ca2 + 也可能

使 Ca2 + 2A TPase 对钙的敏感性钝化、亲和力下降而导

致 Ca2 + 2A TPase 活性的降低. 鉴于胞内蛋白激酶活性

受胞质 Ca2 + 含量和胞质 p H 值的影响 ,再从 cAMP2
P KA 信号通路作分析 ,依赖于 cAMP 而活化的 P KA

催化亚基可以通过胞内的转位而接近不同的底物蛋

白 ,P KA 通过对底物蛋白激酶或转录因子的磷酸化反

应 ,调节基因的转录或翻译 ,cAMP2P KA 信号通路通

过 P KA 对其底物的磷酸化 ,介导细胞的抗逆性信号 ,

调节细胞对外界刺激的反应. Xu 等[15 ] 提供证据表明 ,

P KA 可以通过磷酸化钙泵调节蛋白 (Ca2 + p ump2reg2
ulatory protein)2p hosp holamban 使细胞的钙摄入增

加 ,从而激活了 Ca2 + / Camodulin 依赖的蛋白激酶

(CaM kinase) . 由此蛋白激酶 P KA 受酸雨影响后必

然也使 Ca2 + 2A TPase 的磷酸化及活性受影响. 从以上

分析可以发现 ,植物体内信号传递系统具有立体网络

性 ,紧密联系相互调控 ,共同介导植物对酸雨逆境的应

答反应.

4 　小　结

(1) 木麻黄幼苗小枝质膜 H + 2A TPase 和 Ca2 + 2
A TPase 对酸雨非常敏感 ,常随酸雨强度的加大其活

性受愈来愈强的抑制 ,在 3 个月 p H4. 5～2. 5 酸雨胁

迫下 , PM H + 2A TPase 活性被抑制达 76. 64 %～

85. 88 % ,而 Ca2 + 2A TPase 活性仅为对照的 14. 12 %～

4. 7 %. 在 p H3. 0 酸雨处理组 ,质膜 H + 2A TPase 和

Ca2 + 2A TPase 活性出现异常的反弹升高 ,这可能是木

麻黄2盆土系统经一定强度和一定时间的酸雨累积胁

迫后 ,木麻黄表现出的抗逆应激生理反应.

(2)酸雨对质膜 H + 2A TPase 和 Ca2 + 2A TPase 活

性所产生的相似作用 ,体现出质膜 H + 2A TPase 和

Ca2 + 2A TPase 对酸雨胁迫信号具有某种程度上相同

的活性响应调节机制. 植物体内信号传递系统具有立

体网络性 ,紧密联系相互调控 ,共同介导植物对酸雨逆

境的应答反应.

在实验中得到厦门大学生命科学学院潘文、刘景春、张瑞

峰、薛博、梁洁等同学的帮助 ,特此致谢 !
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Responses of the Plasma Membrane Ion2pumping Activities of
Casua rina equiseti f olia Seedling Twigs to Acid Rain

L I Yu2hong1 ,2 , YAN Chong2ling1 3

(1. School of Life Sciences ,Xiamen University ,

2. State Key Laboratory of Marine Environmental Science (Xiamen University) ,Xiamen 361005 ,China)

Abstract : The plasma membrane ion2pumping activities were investigated in Casuarina equiseti f ol ia under simulated acid rain

st ress with p H4. 5～2. 5 for 3 months. The plasma membrane H + 2A TPase and Ca2 + 2A TPase of Casuarina equiseti f ol ia seedling

both were sensitive to acid rain ,and their activities were inhibited more and more st rongly with increasing acidity of acid rain general2
ly. About 76. 64 percent to 85. 88 percent activities of the PM H + 2A TPase were inhibited ,while the PM Ca2 + 2A TPase activities de2
creased to 14. 12 %～4. 7 % of CK by acid rain st ress with p H4. 5～2. 5 for 3 months. But p H3. 0 acid rain enhanced H + 2A TPase and

Ca2 + 2A TPase activities. The similar effect s of acid rain on the plasma membrane H + 2A TPase and Ca2 + 2A TPase suggest that there is

same mechanism to modulate the responds of both the ions2pumping activities to acid rain in some way.

Key words : Casuarina equiseti f ol ia ;plasma membrane H + 2A TPase ;plasma membrane Ca2 + 2A TPase ;acid rain
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