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摘要  利用分子活化分析方法, 将植物原生质体分离技术与中子活化分析相结合, 从细胞水平初

步研究了植物体中稀土元素的赋存状态. 油菜叶片经酶法溶去细胞壁游离出原生质体, EDTA 络

合除去膜外的稀土, 再经不连续密度梯度离心纯化获得纯净原生质体. 用仪器中子活化分析测定

了原生质体中稀土元素的含量. 结果表明稀土元素进入了细胞内部.
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稀土微肥在我国得到广泛应用, 年施用面积 33 105 hm2, 年增产粮食达 10 108 kg, 取

得了巨大的经济效益 [1], 但其机理尚不清楚. 要从根本上解释稀土生物效应, 首先必须了解生

物体内稀土元素在分子水平及细胞水平的赋存状态. 由于稀土元素在生物体内的含量很低 ,

其质量分数一般在 10-10~10-8, 迫切需要灵敏度高 准确度和精密度好的稀土元素分析方法.

近年来, 分子活化分析(molecular activation analysis)得到迅速发展, 该方法是将某些特效

的元素种态分离技术, 如化学分离或生化分离等 , 与具有高灵敏度的中子活化分析等传统核

分析方法相结合, 从分子水平或细胞水平实现元素的种态分析[2]. 本实验室曾利用分子活化分

析方法研究了从天然植物中提取的稀土结合蛋白 多糖和核酸[3~5], 表明植物体内稀土元素与

构成生物体的几种主要生物大分子紧密结合.

对于稀土元素在植物细胞水平的定位一直存在争议. 有人认为稀土元素不能进入细胞内

部, 只存在于细胞壁-细胞间隙-中柱导管所组成的质外体系统中 也有研究者认为稀土进入

细胞并与细胞器结合 [6]. 这些工作一般是用稀土盐溶液处理植物组织再利用电子显微镜观察,

由于受研究方法本身检测稀土的灵敏度所限[7], 而且各研究者所采用的实验条件也不尽相同,

至今不能给出一个确切结论.

本工作利用分子活化分析方法, 以稀土含量较高的生长在稀土矿区的植物为材料 , 测定

了植物原生质体中稀土元素的含量, 以确定稀土元素是否进入细胞内部.

1  实验方法

( ) 材料与试剂.  植物材料选用生长在华南某离子吸附型重稀土矿附近农田中的油菜

(Brassica napus). 我们[8]发现油菜叶具有较强的积累稀土的能力, 在已测定过的当地显花植物

中稀土元素含量最高. 纤维素酶购自上海丽珠东风生物技术有限公司 荧光增白剂(Fluorescent

Brightener 28)为 Sigma公司的产品. 配制试剂用水为超纯去离子水. 所用器皿用 8 mol/L硝酸

浸泡 48 h, 再分别用自来水 去离子水洗涤.

( ) 油菜叶肉原生质体的游离与纯化.  原生质体的游离按照文献[9]的方法并根据本实

验目的做了适当改进. 取叶龄一个月左右 , 已完全展开的油菜叶片, 洗净, 撕去下表皮 . 先在

0.5 mol/L 甘露醇溶液中浸约 1 h, 使之产生质壁分离. 再浸入含有 0.7%纤维素酶, 3 mmol/L
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MES的 0.5 mol/L甘露醇溶液中(pH = 5.6, 用稀氨水调), 1 g鲜叶对应 5 mL酶液, 于 25 黑

暗条件下酶解 12 h.

将酶解液通过孔径为 50 µm的尼龙网, 除去未消化的组织残片, 滤液收集在离心管中. 低

速离心沉淀原生质体, 吸去已失去活性的酶液, 加入新鲜酶液再酶解 4 h. 再次离心沉淀原生

质体, 洗净酶液. 用含有 1 mmol/L EDTA的 0.5 mol/L甘露醇溶液洗涤 4次, 每次 5 min, 去

除膜外的稀土. 蔗糖不连续密度梯度离心获得纯净原生质体. 取一部分原生质体用 0.1%荧光

增白剂染色, 荧光显微镜检验(波长 360 440 nm)去壁效果.

( ) 稀土元素分析方法.  样品中稀土含量用中子活化分析(NAA)测定. 将纯化的原生质

体冷冻干燥, 准确称重后连同分离过程中得到的各组分在红外灯下烤至完全炭化 , 用高纯铝

箔包好, 用于中子活化分析 . 油菜叶和根部土壤的制样方法见文献[8]. 将人工配制的稀土元

素混合标准作为分析质量控制的标准参考物质, 我国的 GBW07605(茶叶)与美国的 NIST

SRM-1575(松叶)和 NIST SRM-1632a(煤粉)与制备好的样品一起送入中国原子能科学研究院

的游泳池反应堆中照射, 照射时间为 24 h, 热中子注量率为 2 1013 cm-2 s-1. 经分别冷却 7

和 20 d 后, 在相同几何条件下, 用 HPGe 探测器测量样品和标准的 γ 放射性, 用相对法求得

样品中 8个稀土元素( La, Ce, Nd, Sm, Eu, Tb, Yb和 Lu )的含量. 探测器的分辨率为 1.80 keV

(对于 60Co的 1 332 keV能峰). 本分析方法的精密度及准确度对大多数稀土元素好于 10%.

2  结果与讨论

2.1  细胞壁酶解及细胞膜外稀土的去除效果

测定植物原生质体中的稀土元素, 确定稀土是否进入细胞 , 在保证完整原生质体有较高

收率的同时还要做到 (1) 细胞壁必须酶解完全 (2) 确保洗净细胞膜外的稀土.

由上述方法得到的原生质体用荧光增白剂染色后置荧光显微镜下观察, 未发现细胞壁产

生的绿色荧光, 表明细胞壁去除完全.

细胞膜主要由膜蛋白和膜脂两部分组成. 膜蛋白及膜脂的主要成分 磷脂均可与稀土

元素形成配合物 , 其稳定常数多在 2~6 之间 [10~12]. 为了除去细胞膜外表面的稀土 , 一般采用

等渗的 EDTA溶液洗涤的方法[13]. 我们用含有 1 mmol/L EDTA 的 0.5 mol/L甘露醇溶液多次

洗涤原生质体, 中子活化分析测定洗液中的稀土含量. 洗涤到第 3 次时洗液中稀土含量降至

原生质体中稀土总含量的 1%, 第 4 次与第 3 次基本平行. 增加洗涤次数不再使洗液中的稀土

含量明显降低. 由于洗涤过程中失去细胞壁保护的原生质体会有一部分破裂并释放出其中的

稀土, 此时洗液中的稀土可能主要来源于细胞内. 所以有理由认为, 洗涤 4次基本可以达到除

去细胞膜外稀土的目的.

2.2  原生质体中稀土元素的含量及分布特征

3次平行实验获得的原生质体及油菜叶(干)和母土中 8个稀土元素(La, Ce, Nd, Sm, Eu, Tb,

Yb 和 Lu)含量的测定结果列于表 1. 根据球粒陨石归一化曲线(见图 1)内插法[15]估算出未测元

素(Pr, Gd, Dy, Ho, Er和 Tm)含量, 并得到样品中的总稀土(La Lu)含量. 结果表明, 油菜叶肉

原生质体中稀土元素含量为每克蛋白质中(68.3 4.3) µg.

植物中的稀土主要来自土壤. 由图 1可见, 原生质体和原叶的稀土分布模式曲线反映了

母土的特征,即呈轻稀土相对富集的负斜率分布. 但在稀土元素从土壤进入植物根系并向各器
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表 1  原生质体 原叶及母土中的稀土含量 (单位 µg/g)
样品 La Ce Nd Sm Eu Tb Yb Lu 总稀土含量 a) 轻稀土/重稀土 b)

原生质体 1c) 21.0 20.5 13.0 2.33 0.294 0.27 0.46 0.07 64.8 11.5

原生质体 2c) 24.6 24.0 13.7 2.03 0.238 0.28 0.64 0.1 73.1 11.7

原生质体 3c) 22.6 20.4 13.6 2.05 0.258 0.27 0.61 0.09 67.0 11.0

油菜叶(干) 15.1 18.6 10.8 1.65 0.206 0.24 0.56 0.08 53.4 9.95

母土 44.7 85.7 38.9 9.06 1.33 1.39 8.14 1.12 228.4 4.73

a) 14个稀土元素含量之和; b) 无量纲; c) 蛋白质用定氮法测定(预先用 5 三氯乙酸除去非蛋白氮)

官输送过程中, 也会发生分异现象 [8]. 从表 1

和图 1 可以看出, 叶片对轻稀土的富集比土壤

更显著 (叶片中轻重稀土比为=9.95, 土壤中轻

重稀土比为= 4.73), 说明植物更易吸收和输送

轻稀土. 我们发现原生质体中的稀土元素模式

表现与原叶基本一致.

3  结论

利用分子活化分析方法 , 测定了植物原生

质体中的稀土元素, 结果表明稀土进入细胞内

部 . 原生质体中的稀土分布模式与原叶相似 .

稀土元素进入细胞后究竟与何种细胞器结合

正在研究中.
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图 1  原生质体 原片和母土中的稀土分布模式


