
摘 要：选取台湾黄圣女番茄为供试材料，通过水培试验研究缺Ca/Fe及盐分胁迫三种处理对Pb在番茄中富集的影响,并测定不同

处理下根部CNGC1（环核苷酸门控非选择性阳离子通道）和HMA3（P1B-ATPase酶）基因的相对表达量，进而探究CNGC1和HMA3基

因的表达对番茄吸收累积Pb的影响。结果表明：与对照相比，缺钙处理显著增强了根对Pb的吸收能力并抑制了Pb往地上部转运

过程，缺Fe处理对根吸收能力无显著影响而增加了往地上部转运量，盐分处理同时增强了根部吸收及往地上部转运能力；不同处

理下番茄根部单位质量Pb净吸收量与CNGC1离子通道的活性水平呈现出极显著正相关（P<0.01），说明番茄根部CNGC1离子通道

在不同处理下Pb的吸收可能起着重要作用；番茄Pb转运系数与HMA3的表达量呈现极显著负相关（P<0.01），说明番茄HMA3的高

表达抑制了番茄对Pb的地上转运能力。因此，缺Ca/Fe及盐分胁迫处理对Pb在番茄中富集有不同影响，CNGC1离子通道和HMA3

的表达量在一定程度上决定了Pb在番茄中的分布。
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Relationship between expression levels of critical genes and Pb uptake and translocation by tomato exposed to
Fe-deficiency, Ca-deficiency, and salinity stress
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Abstract：A hydroponic experiment was conducted to investigate the characteristics of lead（Pb）accumulation in tomato（Lycopersicon escul⁃
entum Mill）exposed to Fe-deficiency, Ca-deficiency, and salinity stress. The genes HMA3 and CNGC1 were located by homology compari⁃
son, and their gene expression levels in roots were determined. These results were used to discuss the effect of these two gene expressions on
Pb accumulation. The results showed that：（1）Compared with control groups, the Ca-deficiency treatment significantly increased Pb up⁃
take by roots, but inhibited root-to-shoot Pb translocation. The Fe-deficiency treatment significantly increased the amount of Pb transloca⁃
tion from roots to shoots but did not significantly influence root Pb uptake. The salinity treatment significantly enhanced the uptake and
transportation of Pb.（2）A very significant positive correlation between Pb uptake by per unit root mass and activity level of CNGC1 cation
channel was observed in the three treatments, indicating that CNGC1 cation channel played an important role in Pb uptake. Furthermore,
there was a negative correlation between the expression of HMA3 and Pb translocation from roots to shoots, implying that high expression of
HMA3 restricted Pb transport to the shoots. Hence, Fe-deficiency, Ca-deficiency, and salinity stress have different effects on Pb accumula⁃
tion in tomato, and expression levels of HMA3 and CNGC1 control the distribution of Pb in tomato.
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Pb是一种具有蓄积性、多亲和性的重金属元素，

植物吸收过多的 Pb后不仅会带来粮食减产[1-2]，最终

会通过食物链危害人体健康。 据我国郊区菜地土壤

重金属污染状况研究表明我国土壤重金属Pb污染形

势十分严峻[3-4]，此外相当一部分污染土壤伴随着土壤

盐渍化[5]和营养元素生物有效性低[6]等情况。人们在

关注土壤中重金属污染问题上偏重于对土壤中重金

属含量和形态的关注，而忽视了土壤中其他因素对植

物吸收累积重金属元素可能带来的潜在风险。研究

报道，部分污染土壤盐渍化[7-8]和 Zn、Fe元素缺乏[9-10]

以及Ca元素吸收受到抑制[11]都会影响植物对重金属

的吸收，但目前为止，这类工作大多数仅限于对重金

属Cd的研究，而同样对农产品安全造成严重威胁的

重金属Pb却鲜有报道。

Pb是植物体内非必需元素，主要通过必需金属

元素的运输蛋白进入植物根系细胞和参与地上转运

过程[12]，而在植物元素缺乏或过多时，会通过调控该

类运输蛋白的表达来维持植物体内各个部位的金属

元素平衡，同时也影响着植物对重金属的吸收转运能

力。余丹萍等[13]通过水培实验推断锌铁转运蛋白

IRT1缺 Fe/Zn环境下的高表达增加了白梗尖叶苋菜

对重金属的吸收累积。李楠[14]发现大豆在Cd胁迫下

会降低二价金属转运蛋白 Nramp5 的表达来减少对

Cd的吸收。目前为止研究者通过异源表达，基因沉

默和过表达等分子生物学技术分离并鉴定出与Pb吸

收转运相关的运输蛋白有AtHMA3[15]、NtLCT1[16]、OsH⁃
MA9[17]、AtPDR12[18]、AtCNGC1[19] 和 NtCBP4[20]，其 中

AtHMA3 定位在液泡膜上，将 Pb 区隔于液泡中；

NtLCT1、AtCNGC1和NtCBP4定位在质膜上，转运Pb2+

至细胞质中；OsHMA9、AtPDR12 定位在质膜上，将

Pb2+排出至根际。上述研究基本停留在功能鉴定阶

段，而关于调控这些蛋白的基因在不同环境下的响应

与Pb的吸收累积关系则鲜有报道。将上述基因序列

在 NCBI 番茄基因库 [Lycopersicon esculentum（taxid：
4081）] 中 进 行 同 源 性 比 对 ，仅 获 得 AtCNGC1 和

NtCBP4的同源基因CNGC1以及 AtHMA3的同源基因

HMA3。研究这两个基因的表达与 Pb吸收累积的关

系对揭示不同环境下植物吸收累积Pb的分子机理具

有重要意义。

综上，通过分析不同胁迫下对植物吸收累积 Pb
的影响与CNGC1和HMA3基因表达的关系，探究蔬菜

植物对 Pb分子吸收累积规律，揭示不同胁迫下蔬菜

植物对 Pb的吸收累积机制，对相应环境下农产品安

全具有重要意义。因此，不同胁迫环境下植物对 Pb
吸收转运机制是值得研究的课题。

至今为止，番茄是少有的已经完成全基因组测序

的蔬菜模式植物，选择番茄作为研究对象，为进一步

的分子机理验证提供可能。

1 材料与方法

1.1 试验材料

选择台湾黄圣女品种进行实验，供试种子购于广

州市场。白沙购于河源市英川有限责任公司。

Hoagland 营养液含量为 4.0 mmol·L-1 Ca（NO3）2·
4H2O，2.0 mmol·L-1 MgSO4·7H2O，5 mmol·L-1 KNO3，1
mmol·L-1 NH4NO3，1.0 mmol·L-1 KH2PO4，0.132 mmol·
L-1 MnSO4·4H2O，0.1 mmol·L-1 H3BO3，0.03 mmol·L-1

ZnSO4·7H2O，0.1 μmol·L-1 CuSO4·5H2O，0.1 μmol·L-1

CoCl2，1.0 μmol·L-1 Na2MoO4·2H2O，5.0 μmol·L-1 KI和
0.1 mmol·L-1 EDTA·FeNa[21]。

1.2 试验设计

将洗净经灭菌的白沙铺满在育苗板后放置于塑

料框中，供试种子经 30% 双氧水浸泡 10 min消毒后

用去离子水冲洗数次，并播种于育苗板中。4 d后开

始在塑料框中浇灌 30%的Hoagland营养液；3周后选

取长势均匀的番茄幼苗移于水培盆中，经 9 d的 100%
霍格兰德营养液稳定培养后，其中每 3 d更换 1次营

养液，选取长势均匀的番茄植株开始进行处理，共 3
个处理。缺Ca：全营养液缺Ca（全营养液中不添加Ca
元素）+Pb；缺 Fe：全营养液缺 Fe（全营养液中不添加

Fe元素）+Pb；加盐：全营养液+NaCl+Pb；全液：全营养

液+Pb。其中全液为对照组，其余3组为实验组，Pb以

Pb（NO3）2的形式加入，Pb浓度设置为 0.5 μmol·L-1，盐

分浓度为 0.3%氯化钠。每个处理设 3个重复，每 3 d
更换1次营养液并持续曝气，7 d处理后收获植物。

1.3 样品预处理及测定方法

收获的植物样品用去离子水洗净，并用剪刀把茎

叶和根部分开，取部分根尖的鲜样经液氮速冻后置

于-80 ℃冰箱保存，根部经 10 mmol·L-1 EDTA·Na2浸

泡超声洗涤 5 min，并重复 3次，以除去细胞壁所吸附

Pb等金属元素，茎叶和根部分别用信封包好放置于

60 ℃烘箱中烘干至恒质量。将烘干的组织样经人工

研磨至粉末状后，称取 0.1~0.3 g于消解罐中，加入 10
mL 优级纯硝酸进行微波消解（CEM corporation，
MARS5），经中速滤纸过滤后，用于测定 Pb、Ca、Na等
金属元素的含量。元素测定使用等离子体发射光谱
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仪（美国PE公司，OPTIMA2000DV）测定。

使用 NRAiso Plus Trizol 试剂（宝生物公司）提取

植物根尖总 RNA 并通过凝胶电泳检验 RNA 的完整

性，经 gDNA Erase 处理去除基因组，用 PrimeScript
RT reagent Kit cDNA 反转录试剂盒（宝生物公司）

合成 cDNA第一条链，并以Actin作为内参基因[22]，以

全液处理组作为对照组，通过实时荧光定量 PCR
仪（BioRad，CFX96）测定 CNGC1 和 HMA3 基因的

相对表达水平。引物根据番茄 CNGC1（NCBI Gen⁃
Bank：LOC101244669）基因、HMA3（NCBI GenBank：
XP_010323360）基 因 和 Actin（NCBI GenBank：
LOC101262163）基因的序列设计，并由上海生工生物

工程有限公司合成，采用PAGE纯化方式。

1.4 数据处理

利用 SPSS 19.0软件对数据进行标准方差分析以

及显著性差异分析，显著性差异分析选用Duncan统

计方法。

为了评价根部 Pb吸收能力和 Pb地上转运能力

的大小，分别用单位质量根 Pb净吸收量和转运系数

来表示：

单位质量根Pb净吸收量（μg·g-1）=平均每株植物

Pb净吸收总量（μg）/平均每株根干质量（g）
转运系数=植株地上部Pb含量（mg·kg-1）/植株地

下部Pb含量（mg·kg-1）

CNGC1活性水平=CNGC1相对表达量/根部Ca含量

2 结果与分析

2.1 缺 Ca/Fe及盐分胁迫对植物 Pb富集及生物量的

影响

缺 Ca/Fe 及盐分胁迫对植物生物量的影响主要

在茎叶部分（表 1），与对照组相比，分别下降了

24.8%、10.7%、22.7%；缺Ca处理下根部生物量下降了

21.9%，其他处理均无显著性差异。三种处理下植物

对 Pb富集呈现不同的规律，其中缺 Ca处理下，与对

照组相比较，根部 Pb元素增加了 60.6%，而茎叶中 Pb
下降了 26.6%；缺 Fe 处理下，与对照组相比较，根部

Pb元素下降了 22.8%，而茎叶中 Pb增加了 50%；盐分

胁迫下，根部Pb元素与对照组无显著差异，但茎叶Pb
含量较对照组增加了203.1%。

2.2 缺 Ca/Fe及盐分胁迫下对植物单位质量根 Pb净
吸收量及转运系数的影响

如图 1（a）可见，缺Ca及盐分胁迫下，植物单位质

量根 Pb吸收能力较对照组均有显著提高，其单位质

量根 Pb净吸收量分别增加了 46.9%和 31.0%。而缺

Fe胁迫下，植物单位质量根Pb净吸收量有所下降，但

未达到显著水平。

由图 1（b）可知，Pb 主要富集在根部，番茄对 Pb
的转运能力比较低，不同处理下其转运系数在1.29%~
7.86%之间，其中缺Ca处理植物的Pb转运系数最小，

较对照组下降了 52.5%；缺 Fe及盐分胁迫下，植物的

Pb转运系数显著增大，分别增加了109.4%和190.1%。

2.3 缺Ca/Fe及盐分胁迫对番茄其他金属元素的影响

由表 2可知，缺Ca条件下，根部Ca含量较对照组

并无显著性差异，而茎叶部分 Ca含量则显著低于对

照组，茎叶中Ca含量较对照组下降了 54.26%。盐分

胁迫下，植物根部Ca含量下降了 39.0%，显著低于对

照组，茎叶部分钙含量则与对照组无显著性差异。盐

分胁迫下，植物体内Na+含量较对照组显著增加，其中

根部增加了148.5%，茎叶中增加了约20倍。

2.4 缺Ca/Fe及盐分胁迫下对根部关键基因的表达影

响

由图 2可知，不同胁迫条件会引起植物根部相关

基因差异表达。其中CNGC1基因的表达量在缺钙处

理下，较对照组显著上调了 150%，盐分胁迫下

CNGC1表达量虽有所下调，但未达到显著性差异；根

部HMA3基因的表达量在缺钙处理下较对照组显著

上调 70%，而在缺铁及盐分胁迫下，则较对照组下调

了65%和50%。

表1 不同处理下植物Pb富集及生物量

Table 1 Enrichment and biomass of plant Pb under different treatments

注：不同小写字母代表不同处理间差异显著（P<0.05），下同。

Note：Different lowercase letters indicate significant difference between different treatments（P<0.05）, The same below.

处理Treatments
全液

缺钙

缺铁

加盐

茎叶Pb富集量/mg·kg-1

0.64±0.04a
0.47±0.11a
0.96±0.16b
1.94±2.95c

根部Pb富集量/mg·kg-1

22.51±1.14b
36.17±1.97c
17.38±0.56a
24.61±1.91b

每株根部干质量/g·株-1

0.32±0.02b
0.25±0.02a
0.32±0.03b
0.31±0.01b

每株茎叶干质量/g·株-1

2.42±0.11c
1.82±0.09a
2.16±0.15b
1.87±0.04a
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图1 不同处理下番茄单位质量根Pb净吸收量（a）和Pb地上转运系数（b）
Figure 1 Pb uptake by per unit root mass（a）and Pb translocation factor（b）in tomato under different treatments

表2 番茄茎叶和根部金属元素的含量（mg·kg-1干质量）
Table 2 Content of mineral elements in shoot and roots of tomato（mg·kg-1 DW）

处理
Treatments

全液

缺钙

缺铁

加盐

根部Root
Ca

1 649.93±69.57b
1 541.89±57.03b
1 820.81±86.03c
1 006.25±34.2a

Na
1 338.46±78.66a
1 669.26±205.63b
1 837.97±116.56b
3 326.23±146.41c

茎叶Shoot
Ca

6 765.47±255.45b
3 094.49±159.74a
6 927.44±356.01b
6 958.39±232.10b

Na
1 631.91±16.88a
1 728.18±300.24a
1 599.50±91.7a

34 328.28±1 126.88b

图2 不同处理下植物根部CNGC1和HMA3的相对表达量
Figure 2 Relative expression of CNGC1 and HMA3 in plant roots

under different treatments
2.5 缺 Ca/Fe及盐分胁迫下番茄 Pb吸收转运与关键

基因表达的相关性分析

由表3可知，不同处理下番茄根部单位质量Pb净

吸收量与 CNGC1活性水平呈现极显著正相关（P<
0.01）；番茄 Pb转运系数与HMA3的表达量呈现极显

著负相关（P<0.01），CNGC1活性水平与HMA3的表达

量呈现极显著正相关（P<0.01）。

3 讨论

植物根系通过质外体和共质体两种途径吸收外

界环境中有效态的毒性元素[23-24]。因以被动吸收为机

制的质外体途径受到内、外皮层细胞形成的凯氏带屏

障的限制[25]，使得以主动吸收为机制的共质体途径成

为了最主要的吸收方式。共质体吸收途径包括离子

通道、转运蛋白和内吞作用三种方式，其中以前两者

为主。因而研究 Pb通道蛋白基因的表达与 Pb吸收

转运的关系，对全面掌握蔬菜Pb吸收累积规律，发展

绿色蔬菜，保障人类健康具有重要意义。

CNGC离子通道，定位在细胞质膜上，其核心由 6
个 α-螺旋跨膜区和 CNBD 结合域组成，因其通道的

“门”受到环核苷酸（正调控）和 Ca 调素调控（负调

控），该离子通道被命名为环核苷酸Ca调素门控非选

表3 不同处理下番茄相关指标的相关性分析

Table 3 Correlation analysis of tomato related indexes under
different treatments

注：“*”代表 0.05 水平上的显著相关，“**”代表 0.01 水平上的显
著相关。

Note："*" represents significant correlation on 0.05 level. "**" repre⁃
sents significant correlation on 0.01 level.

指标

单位质量Pb净吸收量

CNGC1活性水平

HMA3表达量
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1
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择性阳离子通道[26]。故该离子通道运输金属离子的

能力不仅受到表达量的影响，还受到了细胞内环核苷

酸和钙调素作用的影响，而其中 Ca调素起着主要的

调控作用。研究报道，细胞中过高的 Ca浓度会激活

Ca调素并与环核苷酸竞争 CNGC 离子通道的 CNBD
结合域，阻碍了该通道“门”的打开，从而降低了该蛋

白对金属离子的跨膜运输能力[27]。因此引入 CNGC1
离子通道活性水平来表示 CNGC离子通道在根部细

胞中运输金属离子能力的大小。目前为止 CNGC家

族在拟南芥中已经发现了 20个家族成员，其功能大

多数已经被分离鉴定，在抗病、花粉管生长、对Ca2+响

应、抵抗重金属离子毒害和抗盐等多种信号中发挥着

重要作用[28]。其中 AtCNGC1 离子通道被鉴定出与

Pb、Ni元素的吸收相关[19]。本次试验，通过同源性比

获得了番茄中 AtCNGC1的同源基因 CNGC1，并分析

了缺Ca/Fe及盐分胁迫下植物根部 Pb吸收能力与植

物根部CNGC1离子通道活性水平的关系，结果显示，

不同胁迫处理下，植物根部 Pb吸收能力与CNGC1活

性水平呈极显著正相关（P<0.01），推测 CNGC1离子

通道活性的增加促进了植物对Pb的吸收。但CNGC1
离子通道并不是植物吸收 Pb唯一运输蛋白，Sunkar
等[19] 在拟南芥中通过 T - DNA 插入技术，获得了

AtCNGC1缺失植株，结果显示AtCNGC1缺失植株吸收

Pb较对照组显著下降，但下降幅度不超过 50%。故

笔者认为，缺 Ca/Fe及盐分胁迫下，CNGC1离子通道

在番茄的Pb吸收过程起着重要作用。

HMA又称 P1B-ATPase，重金属转运ATP酶，属于

运输蛋白中的离子泵，它既能选择性地输入和泵出植

物必需的金属离子，也能转运重金属离子，它能够通

过水解ATP获得能量，为跨膜转运阳离子提供能量，

该家族成员在植物抗逆机制中起着重要作用[29]。余

刚[30]发现对四翅滨藜进行重金属（Fe、Cu、Ni、Cd 和

Pb），PEG6000和NaHCO3等胁迫处理可高度诱导四翅

滨藜中 AcHMA1转录水平上调，但是低温和 NaCl胁
迫使四翅滨藜中 AcHMA1的表达受到抑制。在酵母

表达系统中过表达 AcHMA1能够显著增加酵母细胞

对过量 Fe离子的抗性。AcHMA1同时也对提高酵母

细胞应对盐、碱、干旱和氧胁迫等胁迫的能力起到重

要作用，其中AtHMA3被鉴定出参与 Pb区隔过程[15]。

本次试验中，番茄根部HMA3在缺Ca条件下被诱导高

表达，增强了Pb区隔于液泡中的能力，从而阻碍了Pb
往地上转运；缺 Fe及盐分胁迫下，HMA3在根部的表

达受到抑制，降低了根部细胞对Pb的区隔能力，间接

地增强了 Pb地上转运的能力，从而促进了植物地上

部 Pb的累积。试验中发现盐分胁迫较缺 Fe处理 Pb
转运能力强，这可能是由于细胞中 Pb的迁移性增强

导致的结果，侯晓龙等[31]通过透射电子显微镜（TEM）

发现 Pb进入到植物根部细胞后，会以难溶态形式聚

集在液泡膜表面，降低了Pb在胞内的可迁移性，阻碍

了 Pb木质部装载过程。徐劼等[32]通过化学试剂逐步

提取法，提取不同处理茶树根中各种形态的Pb含量，

各个处理中的氯化钠提取态仅次于盐酸提取态，占了

Pb总量的 34.7%~41.4%，其结果表明氯化钠溶液会增

加 Pb的迁移性。当植物受盐分胁迫时，大量的Cl-进
入到根系细胞体内与 Pb 形成[PbCl4]2-可迁移态络合

物[33]，增加了Pb在根部细胞内的迁移性，使更多的Pb
可以参与木质部的装载过程，从而促进 Pb的地上转

运。

4 结论

（1）缺 Ca胁迫更容易导致 Pb在根部的累积，缺

Fe胁迫促进 Pb往地上部累积，而盐分胁迫显著增强

了Pb在不同组织中的含量。

（2）缺Ca及盐分胁迫显著增强了根对 Pb的吸收

能力，而缺Fe胁迫则表现出了显著的抑制效应。

（3）HMA3 离子泵的高表达导致更多 Pb 转入根

部液泡中，从而显著抑制其往地上部转运过程。

CNGC1离子通道的高表达显著促进Pb的根部吸收过

程，且CNGC1的活性受细胞内的Ca浓度负调控。
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