
摘 要：为了解镉胁迫下外源钙对白菜生理响应的调控机制，通过水培实验研究了在 Cd（100 滋mol·L-1）胁迫下 Ca（5 mmol·L-1）对
白菜（Brassica pekinensis）叶片钙离子和镉离子含量、ROS和 MDA含量、抗氧化酶活性、还原性谷胱甘肽和内源 NO含量变化的影
响，并使用 0.2 mmol·L-1的三氟拉嗪（TFP）研究了 Ca2+-CaM信号在其中的转导功能。结果表明：（1）Cd胁迫降低了白菜叶片的 Ca
含量，而外源 Ca增加了 Ca含量并降低 Cd含量，但 TFP对叶片 Ca、Cd含量无明显影响；（2）Cd诱导白菜叶片 ROS爆发，引起质膜
过氧化，并抑制了 SOD活性，提高了 APX、CAT和 POD活性及 GSH含量，增加了叶片过氧化压力，施加外源钙后降低了这种压力，
而 TFP的加入却降低了这种缓解作用；（3）Cd抑制了叶片 NO含量，补充外源钙后提高了 NO含量，而 TFP降低了外源钙对 NO的
上调。研究可知，外源钙能降低白菜叶片 Cd含量，增强 Ca含量，并通过 Ca2+-CaM信号途径调节抗氧化酶和 GSH含量，维持叶片
ROS平衡，提高叶片内源 NO的表达，从而增强白菜 Cd的耐性。
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镉胁迫下外源钙对白菜氧化应激和 NO含量的影响
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Abstract：Calcium can alleviate heavy metal stresses in plants. A hydroponic experiment was conducted to investigate the physiological
mechanisms of Chinese cabbage（Brassuca pekinensis）responses to cadmium（Cd）stress under exogenous calcium（Ca）. Concentrations of
Ca and Cd ions, reactive oxygen species（ROS）, malondialdehyde（MDA）, glutathione, and endogenous nitric oxide（NO）as well as antioxi原
dant enzymatic activities in cabbage leaves were determined. Meanwhile, the transduction function of Ca2+-CaM influenced by Trifluoper原
azine（TFP, 0.2 mmol·L-1）was also investigated. Cadmium stress decreased Ca concentrations in cabbage leaves, while exogenous Ca addi原
tion increased Ca but decreased Cd concentrations in the leaves. However, TFP had no significant effects on the concentrations of Ca and
Cd. Cadmium induced ROS outburst in cabbage leaves, resulting in the peroxidation of plasmalemma and also suppressed superoxide dis原
mutase（SOD）activity. However Cd increased the activities of ascorbate peroxidase（APX）, catalase（CAT）, and peroxidase（POD）and the
concentration of clutathione（GSH）, causing an escalated peroxide pressure in cabbage leaves. Exogenous Ca addition alleviated Cd induced
pressure, but such alleviating effect was weakened by TFP addition. Nitric oxide concentrations in cabbage leaves were reduced by Cd but
increased by exogenous Ca. This boosting effect of Ca was depressed by TFP addition. These results suggest that exogenous Ca reduces the
Cd stress in cabbage leaves through decreasing Cd uptake and increasing antioxidant capability by Ca2+-CaM signal pathway.
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镉（Cadmium，Cd）是农田重金属污染的主要元素

之一，具有毒性高、易迁移的特点[1]。镉诱导植物体活性
氧（Reactive oxygen，ROS）的迅速积累或蛋白质、核酸
等生物大分子变性，损伤植物光合作用和营养代谢[2-3]，
同时还能通过食物链危害人体健康[4]。因此，如何缓解
或解除植物中镉毒害已经成为国内外研究的热点。

钙（Calcium，Ca）作为耦联胞外信号与胞内生理
反应的第二信使，能通过与钙调素（Calmodulin，CaM）
结合而激活一系列的靶酶和非酶蛋白，从而调节胞内

的生理生化反应，如活性氧动态平衡[5]、激素合成[6]、一
氧化氮（Nitric oxide，NO）合成 [7]和某些功能蛋白 [8]表
达。ROS和 NO作为植物感知逆境的信号分子，参与
植物对多种逆境的响应。过去已发现在低温[5]、高温[8]、
机械刺激 [7]等胁迫下，Ca2+能通过 CaM 调控 ROS 和
NO信号，提高植物抗逆性。虽然有研究发现外源钙
能缓解重金属如 Cd[9]、Pn[10]等胁迫，提高植物耐受性，
但有关 Cd胁迫下，Ca2+-CaM信号与 ROS、NO分子的
相互关系仍值得探讨。白菜（Brassucapekinensis）作为
我国乃至全球最重要的蔬菜作物之一，其营养元素含

量、光合能力及干重会受到 Cd污染的影响而减低，
其产量和品质难以得到保障[11]，因而研究如何缓解或
解除白菜的镉毒害显得尤为重要和迫切。为此，本研

究以白菜为研究对象，探讨 Cd胁迫下外源 Ca对白
菜氧化应激及内源 NO含量的影响，同时施用 CaM
拮抗剂三氟拉嗪 TFP（可导致 Ca2+-CaM信号功能发
生障碍）抑制叶片 CaM活性，以揭示 Cd胁迫下，CaM
对外源 Ca调节 ROS和内源 NO的介导作用，为发展
绿色食品和无公害蔬菜提供理论依据，同时也为植物

修复 Cd污染土壤提供理论依据。
1 材料与方法

1.1 供试材料与试验设计
试验于 2013年 10月—12月在四川农业大学人

居生态环境研究室进行。选取饱满、大小一致的白菜

种子经 0.1% HgCl2消毒 7 min后，用蒸馏水冲洗数次
至无汞残留，播种于铺有湿润滤纸的培养皿中催芽

72 h，然后将发芽整齐的种子置于装满去离子水的容
器中水培。待幼苗长至两叶一心时，选取生长健壮、长

势一致的幼苗移入新的容器中，换用 1/4 Hoagland
（pH6.0）培养液水培，每天换 1次营养液，7 d后取长
势一致的白菜幼苗进行处理。

试验设置 6个处理（表 1），每处理 3个重复。将
溶液最终 pH调为 6.0，每天定时更换 1次培养液，并

对 T4 和 T5 两处理喷洒浸湿叶片 0.2 mmol·L-1 TFP
溶液 3次。整个过程植物置于 GZ-450-GSII智能人
工气候箱内培养，温度为（25依0.1）益/（20依0.1）益（昼/
夜），光照强度 120 滋mol·m-2·s-1，光周期 14 h，湿度
70%~80%。7 d后取白菜植株测定各项指标。

1.2 测定项目与方法
实施处理 7 d后，开始各项指标的测定。采用打

孔法随机从每个处理植株真叶上取 3个样本，进行生
理指标的平行测定。

1.2.1 离子元素含量测定
取叶片干样研磨，过 1 mm筛，称取 0.2 g的样品

粉末溶解在 HNO3-HClO4（5颐1）溶液中进行消解。采用
电感耦合等离子体-原子发射光谱仪 Iris Advantage
ICP-AES（美国 Lee man公司）测定 Cd和 Ca含量。
1.2.2 生理指标的测定

超氧阴离子（O-2·）含量采用羟胺氧化反应测定[12]；
过氧化氢（H2O2）含量采用碘量法测定 [13]；丙二醛
（Malondialdehyde，MDA）采用硫代巴比妥酸法测定[14]；
超氧化物歧化酶（Superoxide dismutase，SOD）采用氮
蓝四唑光还原法测定 [14]；过氧化物酶（Peroxidase，
POD）采用愈创木酚法测定[14]；过氧化氢酶（Catalase，
CAT）采用紫外吸收法测定 [14]；抗坏血酸过氧化物酶
（Ascorbate peroxidase，APX）采用过氧化氢还原法测
定[14]；还原型谷胱甘肽（Glutathione，GSH）采用试剂盒
（苏州科铭生物技术有限公司提供）测定，标准曲线为

y=0.001 5x。
1.2.3 NO荧光成像

参照 Xu 等[15]的方法，将处理 7 d 后的白菜真叶
切片成约 10 mm2，用 15 滋mol·L-1 NO荧光探针 4，5-
diaminofluorescein diacetate（DAF-2DA）在 37 益培养
箱中黑暗孵化 30 min，取出后用 20 mmol·L-1 HEPES-
NaOH（pH 7.5）缓冲液清洗，然后用激光扫描共焦显
微镜尼康 A1观测（495 nm激发波长，515 nm发射波

表 1 试验设计
Table 1 Experimental design

编号 Number 处理 Treatment
CK 1/4 Hoagland培养液
T1 1/4 Hoagland+100 滋mol·L-1 CdCl2培养液

T2 1/4 Hoagland+5 mmol·L-1 Ca（NO）3培养液

T3 1/4 Hoagland+100 滋mol·L-1 CdCl2+5 mmol·L-1 Ca（NO）3
T4 0.2 mmol·L-1 TFP浸湿叶片+T2培养液
T5 0.2 mmol·L-1 TFP浸湿叶片+T3培养液
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长）。

1.3 数据统计分析
数据用 SPSS 17.0软件进行方差分析（ANOVA），

Duncan法检验差异显著性（P<0.05）。
2 结果与分析

2.1 不同处理对白菜叶片 Cd和 Ca含量的影响
如表 2所示，添加外源钙显著降低植物对镉的吸

收。单独施加 Cd（T1）后叶片中 Cd含量最高，Ca含量
降低了 48.31%，与 CK差异显著（P<0.05），表明 Cd会
抑制 Ca吸收；而 T1培养液中加入外源 Ca后（T3），
叶片中 Ca 含量增加了 65.21%，Cd 含量却降低了
38.96%，皆与 T1差异显著（P<0.05），说明外源 Ca能
抑制 Cd吸收增加 Ca吸收。分别在 T3与单一钙处理
（T2）中加入 CaM拮抗剂三氟拉嗪 TFP后，Ca、Cd在
叶片中的含量均没有显著变化，表明抑制叶片 CaM
活性后并不影响白菜对 Cd和 Ca的吸收。

2.2 外源钙缓解镉诱导的白菜叶片活性氧爆发和脂
膜过氧化

如图 1所示，添加外源钙显著降低植物的氧化压
力。与 CK相比，单施 Cd（T1）诱导白菜叶片 H2O2、O-2·

和 MDA 的含量分 别升高了 66.9% 、73.51% 和
58.65%，与 CK差异显著（P<0.05），说明 Cd诱导了叶
片 ROS爆发和脂膜过氧化；而在 T1中补充外源 Ca
（T3）后，H2O2、O-2·和 MDA含量分别下降了 31.33%、
30.61%和 20.66%，与 T1 相比差异达显著水平（P<
0.05），说明外源 Ca能够降低 ROS的蓄积量，缓解 Cd
诱导的氧化压力。T3中使用 TFP浸湿叶片后（T5），
H2O2、O-2·和 MDA含量又分别回升了 36.63%、34.12%

和 18.43%，与 T3 相比差异都达到了显著水平（P<
0.05），说明 CaM介导了 Ca2+的缓解作用；而单施外源
钙处理（T2）中使用 TFP浸湿叶片后（T4），H2O2、O-2·和
MDA含量也上升，与 T2差异显著（P<0.05），说明 Cd
胁迫不是 CaM介导 Ca2+调节氧化压力的诱导因素。

2.3 外源钙调节镉胁迫下白菜叶片抗氧化酶活性和
还原型谷胱甘肽含量

如图 2、图 3所示，添加外源钙显著缓解镉对植
物抗氧化系统的调节。单独施加 Cd（T1）降低了 SOD

处理 Treatment Cd含量 Cd content/
滋g·g-1 DW

Ca含量 Ca content/
mg·g-1 DW

CK 0 0.89依0.02b
T1 48.00依2.00a 0.46依0.23d
T2 0 1.20依0.87a
T3 29.30依1.49b 0.76依0.32c
T4 0 1.13依0.14a
T5 27.03依2.01b 0.69依0.21c

注：表中数据均为平均值依标准差（Mean依SD；n=3），不同小写字母
表示不同处理组间的差异显著（P<0.05）。

Note：Data are mean依standard deviation（Mean依SD；n=3）. Means with
different letters indicate significant differences between treatment（P<0.05）.

表 2 镉胁迫下外源钙和 TFP对白菜叶片 Ca和 Cd含量影响
Table 2 Effects of exogenous calcium and TFP on contents of Ca

and Cd in Chinese cabbage leaves under Cd stress
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图 1 镉胁迫下外源钙和 TFP对白菜叶片 ROS和MDA含量影响
Figure 1 Effects of exogenous Ca and TFP on contents of ROS and

MDA in Chinese cabbage leaves under Cd stress

不同小写字母表示在不同处理之间差异显著（P<0.05），下同
Bars with different small letters indicate significant

differences between treatments at 0.05 level. The same below
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活性，提高了 CAT、APX、POD活性和 GSH含量，与
CK 差异显著（P<0.05）；而在该处理中补充外源 Ca
（T3）后，SOD、CAT 活性和 GSH 含量分别上升了
61.97%、16.73%和 26.36%，APX和 POD 活性分别降
低了 21.48%和 28.24%，皆与 T1差异显著（P<0.05），
说明外源 Ca 能调节 Cd 胁迫下的抗氧化酶活性和
GSH 含量；T3 中使用 TFP 浸湿叶片后（T5），SOD、
CAT活性分别回降 25.98%、9.2%，APX、POD活性分
别回升 9.12%和 27.18%，都与 T3差异显著（P<0.05），

且原本被 Ca上调的 GSH含量也下降 9.03%，接近 T1
水平，说明 CaM介导了 Ca2+对抗氧化酶和 GSH的调
节过程；而单一钙处理（T2）中使用 TFP后（T4），
APX、POD和 CAT活性与 T2的差异也达到显著水平
（P<0.05），说明无论有无 Cd胁迫存在，CaM都参与了
抗氧化酶的调节过程。

2.4 外源钙提高镉胁迫下白菜叶片内源 NO含量
如图 4所示，添加外源钙显著缓解镉对植物内源

NO的毒害。单一 Cd处理（T1）显著抑制了 NO的绿色
荧光，而 Cd培养液中添加外源 Ca处理后（T3）荧光
强度显著上升，说明外源 Ca缓解了 Cd对 NO的抑制
作用；T3中加入 TFP抑制叶片 CaM后（T5），NO荧光
强度与 T3 相比明显减弱，说明 CaM 介导了 Ca2+对
NO表达的促进作用；但 CK中补充外源 Ca后（T2），
NO荧光并没有明显变化，而 T2中抑制叶片 CaM后
（T4），NO荧光强度与 T2相比也显著减弱，说明无论
是否存在 Cd胁迫情况，Ca2+-CaM信号途径都参与了
NO的产生。
3 讨论

Ca作为信号分子，参与了植物对外界的多种胁
迫响应[7-10]。王巧玲等[16]研究发现外源 Ca可以促进 Cd

图 2 镉胁迫下外源钙和 TFP对白菜叶片抗氧化酶活性影响
Figure 2 Effects of exogenous Ca and TFP on antioxidant enzyme activities in Chinese cabbage leaves under Cd stress

图 3 镉胁迫下外源钙和 TFP对白菜叶片 GSH含量影响
Figure 3 Effects of exogenous Ca and TFP on contents of GSH in

Chinese cabbage leaves under Cd stress
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图 4 镉胁迫下外源钙和 TFP对白菜叶片内源 NO荧光成像的影响
Figure 4 Effects of exogenous Ca and TFP on endogenous NO fluorescence imaging in Chinese cabbage leaves under Cd stress

胁迫下毛葱的生长及矿质元素吸收，刘丽莉 [17]和高
芳[9]等研究表明外源 Ca能降低 Cd胁迫下油菜、花生
的氧化应激。本研究结果与前人一致，证明施加外源

Ca对白菜 Cd污染有一定解毒作用，可降低叶片中
Cd积累，缓解氧化应激并促进 NO合成，同时还证明
CaM介导了 Cd胁迫下外源 Ca对白菜叶片氧化应激
和 NO分子的调控作用。

过去发现介质中较高浓度的 Cd 能引起植物对
多种营养元素的吸收和转运能力下降[18]。有学者认为
Cd会与一些理化性质相似的金属离子（如 Fe、Cu、Ca
等）竞争转运蛋白，并从它们的吸收系统进入细胞[19]。
这可能是本次研究中 Cd导致 Ca在白菜叶片中含量
下降的主要原因。而当大量补充外源 Ca后提高了 Ca
含量，降低了 Cd 含量（表 2），与之前其他学者在豌
豆、东南景天等植物中的研究结果类似[20-21]。这可能是
由于 Ca2+与 Cd2+竞争吸收运输位点，导致 Cd吸收减
少所致，同时，Ca的存在也有利于根系细胞维持正常
的渗透系统[22]，保证了矿质营养较少受到 Cd的胁迫
作用。过去发现根系中的钙调蛋白参与了植物根系对

铅等重金属离子的吸收作用[23]，而本研究在抑制叶片
CaM活性后，并没有明显改变叶片中 Cd和 Ca的含
量。这可能是由于本试验与过去研究的处理方法不同

造成的：以往研究是直接抑制根系中的 CaM活性[23]，
本试验只抑制了叶片中的 CaM活性，而植物对 Cd的
吸收主要是依赖于根系转运蛋白，并在根压和蒸腾流

的动力下被转运到叶片中的，因而本试验中 Cd和 Ca
含量并没有明显改变。

在逆境胁迫信号转导中，ROS是植物细胞信号调
控和转导的重要组成部分，可通过改变细胞氧化还原

状态参与环境胁迫的应答。本研究发现 Cd诱导了白
菜叶片 ROS和 MDA大量积累（图 1），提高了植物的
过氧化压力，说明 Cd进入细胞会诱发 ROS的形成，
从而对细胞造成氧化伤害。大量研究表明，Ca能调节
ROS代谢，并参与植物体对多种生物或非生物胁迫的
响应[7-8]，包括 Cd胁迫[24]。本研究结果也显示，外源 Ca
的添加减少了 Cd 胁迫下 O -2·、H2O2和 MDA 的上升
幅度（图 1），减轻了过氧化压力，表明 Cd诱导的白菜
叶片 ROS 过度产生及脂质过氧化可能与Ca 缺乏有
关。而 CaM拮抗剂 TFP的加入逆转了外源Ca的保护
作用，可见 CaM介导了外源 Ca对 Cd胁迫下白菜叶
片 ROS的调节。

抗氧化酶和抗氧化剂都是植物体内氧化防御的

关键组分，它们能将有毒的 ROS转化为无毒分子，使
细胞内 ROS维持在低水平，防止细胞受毒害。过去发
现 Cd诱导了玉米幼苗 SOD、CAT、APX活性[25]和水稻
GSH含量提高[26]，但降低了互花米草 CAT活性[27]和豌
豆 SOD活性[20]，说明 Cd对不同植物的抗氧化系统组
分的影响可能不同。本研究发现，Cd胁迫下白菜叶片
POD、CAT和 APX活性及 GSH含量显著增高（图 2、
图 3），而 SOD 活性受到严重抑制（图 2），添加外源

CK T1 T2

T4T3 T5
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Ca则提高了 Cd胁迫下 SOD、CAT和 GSH活性，降低
了POD和 APX活性（图 2、图 3），表明外源 Ca对氧化
伤害的缓解作用与抗氧化系统活性的诱导有关，说明

Ca能在 Cd胁迫下通过调节抗氧化系统缓解植物叶
片氧化伤害。而当抑制叶片 CaM活性后，Cd胁迫下
外源 Ca 对抗氧化系统各组分的调节能力明显降低
（图 2、图 3），表明 Ca2+-CaM信号途径可能参与了外
源 Ca对抗氧化酶和 GSH的调控。

NO是植物体内感知外界的信号分子，参与植物
对多种逆境的响应[18]。试验结果表明，Cd显著降低了
白菜叶片 NO 的荧光强度（图 4），这与过去在苜蓿
（Medicago truncatula）[15]中的研究结果相符，说明 Cd
会毒害植物体内 NO信号转导。有研究发现 NOS（NO
合成酶）的活性依赖于 Ca和 CaM[28]，因此 Cd导致的
NO信号受阻可能与 Ca缺乏有关。本研究在 Cd胁迫
下补充外源 Ca后，提高了体内 Ca含量（表 2），显著
增强了 NO荧光强度（图 4），印证了这一观点。而在
Cd-Ca 处理中加入 TFP 后，NO 绿色荧光强度降低
（图 4），进一步证明了 CaM参与了 Ca对 NO合成的
调控。过去发现 NO是一种能与 O-2·反应并调节 O-2·

在器官中积累的自由基[28]。实验结果表明，在单一 Cd
胁迫下会同时出现 NO含量下降与 O -2·含量上升现

象，而加入外源 Ca后又同时出现 NO含量上升与 O-2·

含量下降现象，说明 Cd胁迫下 O-2·积累可能与 NO
含量减少有关。胞内 Ca含量下降、ROS产生速率升
高以及 NO含量降低等都是细胞衰老的常见现象[20]，
表明 Cd胁迫可能会诱导白菜细胞的衰老程序。而补
充外源 Ca能抑制 Cd诱导的细胞衰老，提高植物 Cd
耐性，且 CaM参与了这一调控途径。
4 结论

本研究表明，100 滋mol·L-1 Cd胁迫降低白菜叶片
Ca含量，提高 Cd含量，诱导质膜过氧化，干扰活性氧和
一氧化氮代谢。施加 5 mmol·L-1外源钙可以缓解 Cd
对白菜的毒害作用，其可能机理为：（1）增加白菜叶片
中 Ca含量并降低 Cd含量；（2）通过 Ca2+-CaM信号途
径调控 Cd胁迫下抗氧化酶（CAT、SOD、POD、APX）活
性和抗氧化物质（GSH）含量，消除或平衡细胞中的活
性氧水平；（3）通过 Ca2+-CaM信号途径促进一氧化氮
合成，保护 Cd胁迫下的一氧化氮信号转导。
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