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Effects of exogenous calcium L-aspartate nanoparticles on cotton growth and its potential mechanisms
LIU Ya-lin, YAN Lei, ZENG Yu, JIA Zhi-xian, JIANG Cun-cang*

（Microelement Research Center, Huazhong Agricultural University, College of Resources and Environment, Huazhong Agricultural Univer⁃
sity, Wuhan 430070, China）
Abstract：To investigate the effect of calcium L-aspartate nanoparticles[Ca（L-asp）-NPs] on cotton growth after entering the environment,
using cotton（E′kang 8）as the experimental material, and a total of 5 Ca（L-asp）-NPs concentrations set at 0, 25, 50, 75 mg·L-1 and 100
mg·L-1. The pot experiment was carried out in the greenhouse of Huazhong Agricultural University. The dry and fresh weights, root morpho⁃
logical parameters, Ca content, chlorophyll, root antioxidant enzymes, malondialdehyde（MDA）, and electrical conductivity were deter⁃
mined. Compared with the control, Ca（L-asp）-NPs treatments significantly reduced the dry and fresh weights of cotton and inhibited root
elongation. The maximum Ca content in root, stem and leaves were 7905, 13 144 mg·kg-1 and 38 117 mg·kg-1, respectively, which in⁃
creased by 102%, 61% and 51%, respectively when compared with the control; however the Ca transfer factor decreased significantly after
Ca（L-asp）-NPs application. In addition, exogenous Ca（L-asp）-NPs also significantly reduced chlorophyll content, root antioxidant en⁃
zymes activity, and electrical conductivity; in addition, MDA content was also significantly decreased except in 25 mg·L-1 treatment. In con⁃
clusion, it was determined that Ca（L-asp）-NPs can inhibit the physiological activity of cotton and further inhibit cotton growth and that
cotton will increase its root-shoot ratio to adapt to stress.
Keywords：cotton; chlorophyll; calcium L-aspartate nanoparticles; antioxidant enzymes
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摘 要：为探究 L-天冬氨酸纳米钙颗粒[Ca（L-asp）-NPs]进入环境后对棉花生长的影响，以鄂抗 8号棉花为试验材料，设置 0（对

照）、25、50、75、100 mg·L-1共计 5个Ca（L-asp）-NPs处理浓度，于华中农业大学盆栽场进行试验，测定干鲜质量、根系形态、钙含

量、叶绿素、抗氧化酶、MDA、电导率等指标。结果表明：与对照相比，Ca（L-asp）-NPs处理显著降低了棉花的干鲜质量并抑制根系

伸长。根、茎、叶钙含量最大值为 7905、13 144、38 117 mg·kg-1，比对照增加了 102%、61%、51%，但钙的转移因子在施入 Ca（L-
asp）-NPs后显著降低。外源Ca（L-asp）-NPs也显著降低了叶片叶绿素含量以及根系抗氧化酶活性和电导率，除 25 mg·L-1处理

外，MDA含量也显著下降。研究表明，Ca（L-asp）-NPs进入环境后会抑制棉花的生理生长，对棉花生长产生抑制作用，同时棉花

本身会提升根冠比来适应此胁迫。
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由于纳米材料具有比一般材料更加独特、优异的

磁、光、电、声、热、力及化学特性，而被广泛应用在工

业、农业、医药等产业领域[1]。在使用过程中，不可避

免地有一部分纳米颗粒（Nanoparticles，NPs）会随工

业废弃物和废水排放到环境当中[2]，对环境造成一定

的影响。随着纳米技术的快速发展，为了应对纳米材

料对环境的危害，纳米材料的毒性评价受到越来越多

的关注。

研究表明，大多数金属NPs如纳米氧化锌（ZnO-
NPs）、纳米氧化钛（TiO2-NPs）、纳米银（Ag-NPs）、纳

米氧化铜（CuO-NPs）等都会改变植物的生长状态，对

植物生长产生影响。对耐铜型海洲香薷的研究表明，

CuO-NPs处理显著抑制了植株根系伸长，使生物量

下降[3]。但高浓度 CuO-NPs（<50 nm）对拟南芥种子

的发芽率并未产生影响[4]。Ag-NPs对黄菖蒲的早期

生长阶段进行处理后发现，其在培养后期能显著降低

黄菖蒲生长速率[5]，同时其也抑制了拟南芥根系的伸

长和叶片的膨大[6]。ZnO-NPs 处理显著抑制了黑麦

草的苗期生长，对其产生毒害作用[7]。TiO2-NPs处理

会使玉米根细胞壁孔径减小，水势减弱，生长速率受

抑[8]。但也有研究表明，添加TiO2-NPs溶液能够提高

叶绿素含量，并促进黄瓜对P、K养分的吸收和根系生

长[9]。Ag-NPs 能显著抑制拟南芥的生长，降低其光

合作用并引起 DNA 损伤[10]，这种现象在一年或多年

生黑麦草的研究中也被发现，CuO-NPs能引起黑麦

草基因突变和氧化修饰[11]，并导致活性氧（ROS）含

量升高，产生氧化胁迫[12]。植物自身会产生一系列

的调节机制，大量的ROS会被 SOD、POD等抗氧化酶

所清除[13]，同时植物本身也会调控叶片光合色素含

量以适应这种胁迫[14]。但也有研究表明，利用纳米

材料开发的纳米肥料可控制释放调节植物生长和增

强靶标活性。

作为新型钙制剂，L-天冬氨酸纳米钙[Calcium L-
aspartate nanoparticles，Ca（L-asp）-NPs]结构稳定、水

溶性好、人体吸收率高，是具有生物活性的有机酸

钙，其作为人体钙营养强化剂已被广泛应用 [15]，但

其进入环境后的风险性评价鲜有报道。本文以南

方常见经济作物棉花为试验材料，设置不同浓度

的 Ca（L-asp）-NPs 处理，测定植株干鲜质量、根系

形态、元素含量、叶绿素、抗氧化酶、MDA、电导率

等指标，以期为深入揭示 Ca（L-asp）-NPs 纳米颗

粒对植物的毒性效应及对环境的影响机理提供理

论依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料和设计

试验材料为华中农业大学棉花遗传育种研究室

提供的鄂抗 8号棉花种子，种子用浓硫酸（98%）脱绒

露出黑色的种壳后随即用清水洗净残留的硫酸，然后

将种子放入 36 ℃烘箱中烘干 48 h以破除种子休眠。

破除休眠的种子，用 60 ℃的温开水浸泡 6 h至种皮发

软，将浸泡好的种子置于纱布上，再用两层纱布覆盖，

转入 30 ℃培养箱暗中催芽 48 h，此过程中不定期浇

水以保持种子湿润。发芽后的种子转入光照培养箱

（温度：白天 30 ℃/黑夜 18 ℃，光强：10 000 lx）进行培

养，待长出两片真叶后，在 4月 22日将其移到 5 L的

黑色塑料桶中进行全营养液培养，每桶移栽两株。

营养液配制参考阿夫多宁和 Arnon 的配方并略有

改 动[16]：0.240 g · L-1 NH4NO3，0.100 g · L-1Na2HPO4 ·
12H2O，0.100 g · L-1 NaH2PO4 · 2H2O，2 mg · L-1 KCl，
0.360 g·L-1 CaCl2·2H2O，0.500 g·L-1 MgSO4·7H2O，0.22
mg·L-1 ZnSO4 ·7H2O，1.81 mg·L-1 MnCl2 ·4H2O，0.09
mg · L-1（NH4）6Mo7O24 · 4H2O，1.2 mg · L-1 H3BO3，0.08
mg·L-1 CuSO4·5H2O，48.5 mg·L-1 EDTA-Fe。

Ca（L-asp）-NPs由三亚百泰生物科技有限公司提

供，纯度＞99%，粒径为 20~80 nm，钙质量浓度（以Ca
计）为12.0%~13.8%，天门冬氨酸含量≥79%，速溶白色

粉末状固体。试验设5个Ca（L-asp）-NPs处理浓度：0
（对照）、25、50、75、100 mg·L-1，完全随机，每个处理 4
次重复，营养液每周更换1次，28 d后各处理出现明显

的差异，此时对棉花进行收获以及相关指标的测定。

1.2 测定项目及方法

1.2.1 生长指标和生物量的测定

植株收获时，每个处理随机选取 3株棉花，用直

尺测量整株植株的高度和主根长度，取其平均值作为

测量值。用Epson Perfection V700型根系分析仪对根

系形态进行扫描，利用WinRHIZO根系分析系统分析

植株总根长（Total length，TL）、根表面积（Total sur⁃
face area，TSA）、根总体积（Total root volume，TRV）、根

平均直径（Average diameter，AD）和根尖数（Forks，F）
等根系形态指标。样品收获后用超纯水冲洗干净，将

植株分为根、茎和叶 3部分，分别测定各部位的鲜质

量，然后将样品放于 105 ℃烘箱中杀青 30 min，然后

在70 ℃下烘干至恒质量，称量干质量[17]。

1.2.2 钙含量的测定

棉花根、茎、叶片的钙含量用干灰化-原子吸收
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分光光度法测定[18]。即将烘干称质量的样品磨碎过

筛，取 0.1 g样品放置于坩埚中，用电炉碳化后转入马

弗炉在 500 ℃条件下干灰化 4 h后移出，用 0.1 mol·L-1

的 HCl 溶解稀释后用原子吸收光谱仪测量钙含量。

钙的转移因子（TF）按照下列公式计算：

TF=Cashoot
Caroots

式中：Cashoot代表地上部钙含量；Caroots代表根部钙含量。

1.2.3 叶绿素含量的测定

称取 0.2 g新鲜叶片，去中脉后剪碎放在 50 mL比

色管中，加入 25 mL 95%的乙醇，封口后黑暗中放置

24 h，摇匀，以 95% 的乙醇为空白测量 665、649、470
nm处的吸光度，色素浓度（mg·L-1）按照下式计算[19]：

（1）叶绿素 a Chl a=13.95A665-6.88A649
（2）叶绿素b Chl b=24.96A649-7.32A665
（3）类胡萝卜素

Ccar=1000A470 - 2.05Chl a - 114.8Chl b
245

1.2.4 根系抗氧化酶活性、MDA含量、电导率的测定

取 0.5 g新鲜根，加入 5 mL 50 mmol·L-1磷酸缓冲

液（PBS，pH=7.8），在预冷的研钵上磨碎后转入 10 mL
离心管中离心成匀浆（20 min，4 ℃，10 000×g），收集

上清液作为酶提取物。超氧化物歧化酶（SOD，EC
1.15.1.1）采用氮蓝四唑光还原法测定，过氧化物酶活

性（POD，EC 1.11.1.7）采用愈创木酚氧化法测定，抗

坏血酸过氧化物酶活性（APX，EC 1.11.1.11）和过氧

化氢酶活性（CAT，EC 1.11.1.6）以及MDA含量在用分

光光度计（UV-1800，Mapada）测量不同吸光度下的光

密度（OD）后计算求得，电导率由电导仪测定并计算

求得[19]。

1.3 数据分析

采用 Excel 2010进行数据处理，Duncan新复极差

法进行单因素方差分析及显著性检验（ANOVA，SPSS
Statistics 20.0），Origin 8.6pro作图。

2 结果与分析

2.1 不同浓度Ca（L-asp）-NPs对棉花生长的影响

不同浓度外源 Ca（L-asp）-NPs对棉花的生长均

产生抑制作用，且随其浓度的增加，抑制作用显著增

强（图 1A）。与对照相比，棉花株高在外源添加 25
mg·L-1 Ca（L-asp）-NPs时便开始出现显著下降，株高

减少约 14%，50、75、100 mg·L-1 处理时，下降率为

37%、30%、35%，均达显著水平，但此 3个处理之间无

明显差异（图 1B）。主根根长在 50 mg·L-1处理以后开

始出现显著差异，在 50、75、100 mg·L-1处理时，根长

减少了 27%、34%、33%（图 1C），说明正常生长的棉花

植株在外源添加Ca（L-asp）-NPs后，其地上部和地下

部生长会受到显著的抑制作用。

2.2 不同浓度 Ca（L-asp）-NPs对棉花植株生物量的

影响

对棉花植株的干鲜质量进行分析发现，Ca（L-

图1 不同浓度Ca（L-asp）-NPs对棉花生长状况的影响

Figure 1 Effects of different concentrations of Ca（L-asp）-NPs
on cotton growth
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表中数据为平均值±标准差（n=3），不同小写字母表示同一指标不同
处理之间差异显著（P<0.05）。下同

The data in the table were mean ± SD（n=3）. Different lowercase letters
indicated that there were significant difference among different treatments

（P<0.05）. The same below
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asp）-NPs浓度不同时，植株根、茎、叶的干鲜质量差

异显著（表 1）。根系鲜质量最大出现在 75 mg·L-1处

理，最大干质量出现在 25 mg·L-1处理。随着 Ca（L-
asp）-NPs浓度的增加，茎的干鲜质量显著下降，且在

100 mg·L-1时达到最小值，此时与对照相比干鲜质量

分别减少 66%和 63%。叶的干鲜质量最小值也出现

在 100 mg·L-1，与对照相比分别减少 52%和 50%。但

施入Ca（L-asp）-NPs后，植株的根冠比增大，这可能

是由于棉花对Ca（L-asp）-NPs毒害所作出的适应性

改变。

2.3 不同浓度 Ca（L-asp）-NPs对棉花钙含量及其转

运的影响

如图 2所示，随着外源 Ca（L-asp）-NPs的施入，

棉花植株根、茎、叶的钙含量呈显著先增加后减少的

趋势。根钙含量和叶钙含量最高出现在 75 mg·L-1处

理，分别为 7905 mg·kg-1和 38 117 mg·kg-1，比对照增

加 102% 和 51%，达到显著差异水平，但施入量超过

75 mg·L-1时，钙在根和叶中的含量呈现下降趋势。

茎钙含量最大出现在50 mg·L-1处理时，为13 144 mg·
kg-1，比对照增加 61%，此后钙含量也呈下降趋势。对

钙的转移因子进行计算发现，与对照相比，钙的转移

因子在Ca（L-asp）-NPs施入后显著下降，其最小值出

现在 50 mg·L-1处理时，为 6，这说明施入Ca（L-asp）-
NPs严重抑制了钙向地上部的转移。

2.4 不同浓度Ca（L-asp）-NPs对光合色素含量的影响

如图 3所示，与对照相比，添加 25 mg·L-1 Ca（L-
asp）-NPs对 Chl a、Chl b的含量无显著影响，但显著

提高了Car 的含量。添加量超过 25 mg·L-1时，Chl a、
Chl b的含量显著下降，而Car的含量与对照相比无显

著差异。Chl a/b的值在添加外源Ca（L-asp）-NPs时
有明显提升，这说明外源添加Ca（L-asp）-NPs对棉花

光合色素的影响较大。

2.5 不同浓度Ca（L-asp）-NPs对根系形态指标的影响

TL、TSA、AD、TRV、F 是用来评价根系生长状况

的良好指标，对这些指标分析发现，外源施入Ca（L-
asp）-NPs严重抑制了根系的生长（表 2）。与对照相

比，TL、TSA、TRV、F 的值显著减小，且都在施入 100
mg·L-1 Ca（L-asp）-NPs 时达到最小值，下降率为

71%、68%、62%、81%，而AD的值在显著增大，在施入

100 mg·L-1Ca（L-asp）-NPs 时达到最大，为对照的

120%。

2.6 不同浓度 Ca（L-asp）-NPs对根系抗氧化酶活性

的影响

由图 4可知，根系 SOD、POD、APX、CAT活性在外

处理
Treatments/mg·L-1

0
25
50
75
100

根鲜质量
Root fresh
weight/g

4.00±1.20ab
4.83±1.08ab
3.65±1.09b
5.72±1.20a
2.80±0.57b

根干质量
Root dry weight/g

0.31±0.08bc
0.47±0.17a
0.21±0.07bc
0.36±0.10ab
0.20±0.01c

茎鲜质量
Stem fresh
weight/g

6.21±1.67a
4.40±1.60ab
2.59±0.29b
3.13±0.61b
2.28±0.08b

茎干质量
Stem dry weight/

g
0.95±0.23a
0.67±0.28ab
0.32±0.09b
0.49±0.18b
0.32±0.02b

叶鲜质量
Leaves fresh

weight/g
12.83±3.37a
12.24±3.76a
7.20±1.13b

10.20±2.14ab
6.42±0.35b

叶干质量
Leaves dry
weight/g

1.61±0.40a
1.56±0.55a
0.82±0.19b
1.23±0.36ab
0.77±0.07b

根冠比
Root-shoot ratio

0.12±0.01b
0.18±0.06a
0.19±0.02a
0.21±0.02a
0.18±0.01a

处理
Treatments/mg·L-1

0
25
50
75
100

总根长
Total length/cm
1 195.20±7.19a
987.49±154.27b
456.16±62.00cd
591.00±18.87c
348.38±70.39d

根表面积
Total surface area/cm2

366.91±64.32a
329.38±34.96a
163.88±20.78c
230.78±19.98b
117.34±17.67c

根平均直径
Average diameter/mm

0.90±0.04c
1.07±0.07b
1.15±0.15ab
1.24±0.07a
1.08±0.06ab

根总体积
Total root volume/cm3

8.28±1.80a
8.76±0.57a
4.73±1.03b
7.19±1.01a
3.15±0.31b

根尖数
Forks

6 138.67±1 851.90a
3 927.00±1 021.09b

1 707.67±97.21c
2 150.50±163.50c
1 163.00±46.00c

表2 不同浓度Ca（L-asp）-NPs对根系形态指标的影响

Table 2 Effects of different concentrations of Ca（L-asp）-NPs on root morphological parameters

注：表中数据为平均值±标准差（n=3），不同小写字母表示同一指标不同处理之间差异显著（P<0.05）。下同。
Note：The data in the table were mean ± SD（n=3）. Different lowercase letters indicated that there were significant difference among different treatments

（P<0.05）. The same below.

表1 不同浓度Ca（L-asp）-NPs对植株生物量的影响

Table 1 Effects of different concentrations of Ca（L-asp）-NPs on plant biomass
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图3 不同浓度Ca（L-asp）-NPs对叶绿素 a、叶绿素b、类胡萝卜素含量及叶绿素 a/b的影响

Figure 3 Effects of different concentrations of Ca（L-asp）-NPs on chlorophyll a，chlorophyll b，caroteneoid content and chlorophyll a/b
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图2 不同浓度Ca（L-asp）-NPs对棉花钙积累及转运的影响

Figure 2 Effects of different concentrations of Ca（L-asp）-NPs on Ca accumulation and transport in cotton
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源输入Ca（L-asp）-NPs后显著下降，SOD、POD、APX
活性在 100 mg·L-1处理时活性最低，而CAT活性最低

出现在 50 mg·L-1处理。4种抗氧化酶的活性都随着

外源Ca（L-asp）-NPs的施入而呈现减弱的趋势，但在

施入 50、75、100 mg·L-1 Ca（L-asp）-NPs 时，POD、

APX、CAT的活性未出现显著变化。

2.7 不同浓度Ca（L-asp）-NPs对根系MDA含量及电

导率的影响

MDA含量常用来表示质膜的过氧化程度。如图

5所示，添加 25 mg·L-1 Ca（L-asp）-NPs时，棉花根系

MDA含量与对照相比显著增高，而超过 25 mg·L-1时，

则显著降低，说明外源Ca（L-asp）-NPs施入量达到一

定值时，会显著降低质膜过氧化程度。对根系电导率

的测定也更加验证了这个结果。

3 讨论

NPs进入环境被植物吸收后会对植物产生一系

列的作用，根系是吸收NPs的第一器官。我们对棉花

的试验也发现，作为纳米材料的Ca（L-asp）-NPs被施

入后，显著抑制了棉花生长，造成其株高和根长随着

浓度的增加而减小，并因此导致植株生物量下降，但

在施入 75 mg·L-1 Ca（L-asp）-NPs时，根鲜质量出现

最大值，这可能与此时Ca（L-asp）-NPs的浓度、形状

和粒径有关[20]，还有待进一步探究。

植物的根冠是一个动态平衡系统，依赖与竞争并

存，良好的根冠比能够使植物更好地利用水分和营

养，促进自身生长[21]。本研究表明，棉花的根冠比、AD
在施入Ca（L-asp）-NPs后显著增加，而TL、TSA、TRV、

F等根系形态指标显著减少，这可能是根系的适应性

反应。同时根系是植物吸收和转运营养的主要部位，

Ca（L-asp）-NPs处理后，植物根、茎、叶中的钙含量都

随着处理浓度的增加呈先增加后减少的趋势，说明一

定浓度的Ca（L-asp）-NPs处理会增加棉花植株对钙的

吸收，但超过一定浓度后，即会抑制植物对钙的吸收，

这与氧化铈纳米颗粒（CeO2-NPs）施入土壤后根部铈

含量的吸收情况相同[22]，而与对 CuO-NPs 的研究不

同，其研究表明根、茎、叶中的铜浓度随着CuO-NPs浓
度的升高而升高[3]，这可能是由于不同纳米颗粒其本

身性质不同造成的。钙的转移因子（TF）定义为根冠

钙含量比[23]。研究表明，纳米颗粒如CeO2-NPs、ZnO-
NPs等处理会使植物的元素TF显著降低[7，22]，本试验结

果也与此相同，这可能是由于大部分NPs吸附在根表

或Ca（L-asp）-NPs较Ca2+更难运输到地上部相应部位

所导致的[7]。

叶绿素含量的高低能反映植物光合作用的强弱，

而Chl a/b的高低能反映植物对光能吸收的强弱，其值
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图4 不同浓度Ca（L-asp）-NPs对根系抗氧化酶活性的影响

Figure 4 Effects of different concentrations of Ca（L-asp）-NPs on root antioxidant enzyme activities
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越高，越不利于吸收光能[24]。本试验表明，Ca（L-asp）-
NPs处理后，Chl a和Chl b含量显著下降，Chl a/b的比

值升高，抑制了棉花的光合作用，从而抑制了其地上

部的生长。大多数试验证明，外源钙的添加能够减缓

植物所遭受的逆境胁迫并提高叶绿素的含量[25-26]。

但是对于NPs而言，Shi等[3]用CuO-NPs处理耐铜型海

洲香薷后发现，随着CuO-NPs浓度升高，叶绿素含量

显著降低。张传玲等[27]研究发现，Ag-NPs处理拟南

芥后能显著减少叶绿素含量，降低其光合作用。本试

验结果也表明，Ca（L-asp）-NPs对植物生长的影响不

仅是由其在溶液中析出的 Ca所决定，很大一部分是

与其NPs的性质有关[3]。

抗氧化酶 SOD、POD、APX、CAT是植物体内产生

的抵抗外界胁迫的防御酶[28]。研究表明，Fe2O3-NPs、
CuO-NPs等NPs处理植物后会通过显著升高抗氧化

酶活性清除产生的 ROS等有害物质，进而维持植株

的正常生长[29-30]。本试验研究发现，随着Ca（L-asp）-
NPs浓度的增加，根系 4种抗氧化酶活性显著降低，使

质膜的过氧化作用增加，从而产生更多的MDA，但试

验发现根系MDA除在 25 mg·L-1处理时显著升高外，

其余浓度与对照相比均降低。这可能是由于低浓度

的Ca（L-asp）-NPs更容易被根吸收；浓度较高时，纳

米颗粒的团聚现象使其不能轻易进入根细胞中，此时

只有Ca（L-asp）-NPs析出的Ca2+进入，另外也可能是

由于Ca（L-asp）-NPs吸附在根表，使渗漏的离子不能

进入溶液中[31]。

4 结论

（1）Ca（L-asp）-NPs进入环境中后会对植物生长

造成一定的影响，抑制棉花生物量的积累和根系的生

长，棉花自身通过形成良好的根冠比来适应此胁迫。

（2）一定量的Ca（L-asp）-NPs处理会促进棉花对

钙的吸收，但 Ca（L-asp）-NPs 会降低叶片叶绿素含

量，同时降低根系抗氧化酶活性、MDA 含量和电导

率，但其深入机制需要进一步探究。
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