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摘要    利用全液泡膜片钳技术, 在液泡上研究了氯化铜对钙离子激活的慢液泡阳离子通道电

流特性的影响. 外液中加入氯化铜后, 在高浓度时, 抑制通道电流, 并且抑制率随浓度增大而增

大, 并随电压的变化而变化; 而在低浓度时, 则促进通道电流, 对SV通道电流的促进率随着刺激

电压增大而减小; 而且通道电流的激活时间常数明显减小, 且当刺激电压在 20 ~ 120 mV 时, 激
活时间常数减小的幅度比较大; 而当大于 120 mV 时, 则不太明显. 这些提示 SV 通道上可能存在

着铜离子的结合位点, 此结合位点结合铜离子后, 可能会改变通道的一些特性. 

关键词    膜片钳技术  SV 通道  铜离子 

液泡是成熟的植物细胞和许多真菌、藻类(原核

细胞除外)的重要组成部分. 不仅仅是细胞内被动地

单纯贮藏、避毒的场所, 而且是能够参与调节细胞新

陈代谢, 控制多种细胞物质的合成、积累和运输, 维
持细胞内环境稳定, 缓冲外环境对植物生长发育的

影响, 提高物种适应环境变化和生存能力, 帮助正常

繁衍等的多功能细胞器, 已引起越来越多的重视[1]. 
研究表明, 离子通道和离子泵是许多离子和代谢产

物跨液泡膜的运送途径[2].  
离子通道(即通道蛋白)在生长发育以及细胞感

受外界环境的过程中起着非常关键的作用 [3]. 液泡 
膜上普遍存在着慢液泡离子通道 (Slow Vacuolar 
channel, 即SV通道), 其为阳离子选择性通道, 且具

有电压和时间依赖性, 液泡外液中的钙离子可以激

活该通道[4,5].  
铜是植物正常生命活动所必需的 7 种微量元素

之一, 参与植物生长发育过程中的多种代谢反应. 但
由于绝大多数植物对其具有敏感性, 因此铜的吸收

一旦超过正常量即可造成毒害. 铜盐毒害往往造成

植株生长缓慢或停止生长, 甚至死亡[6]. 过量铜离子

通过提高质膜的非选择性电导和抑制质子泵

(H+-ATPase)活性而改变质膜通透性 [7]; 且大量的铜

会破环细胞质膜, 造成胞内离子泄漏[8]和水分代谢失

调[9], 这可能是过量铜对植物造成毒害的机理之一[10]. 
但是有关铜元素对植物影响的研究国内多集中在植

物的地理分布、种群学的调查、含量测定等方面, 而
对其分子电生理方面及膜片钳方面的研究很少见报

道.  
在这之前, 我们初步研究了铜离子对萝卜液泡

膜SV通道电流的影响 , 实验结果表明在低浓度(约
<5.5×10−5 mol · L−1)时, 促进通道电流, 而在高浓度

(约>5.5×10−5 mol · L−1)时, 则抑制通道电流[11]. 而关

于其对通道的促进率、抑制率以及激活时间常数的影

响, 及其与浓度、刺激电压之间的关系未进行深入的

研究. 本文中用膜片钳全液泡记录方式深入研究了

氯化铜对萝卜液泡膜SV通道电流特性的的影响, 得
到了一系列结果, 如外液中加入低浓度氯化铜时, 对
SV通道电流的促进率随着刺激电压的增大而减小; 同
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时通道的激活时间常数明显减少, 而且当刺激电压

在 20 ~ 120 mV时, 减少的比较明显, 大于 120 mV时, 
则不太明显. 而高浓度时, 对  SV 通道电流的抑制率

随浓度增大而增大, 且随电压的变化而变化(先增大

而后又有所减小). 这表明SV通道蛋白上可能存在着

铜离子的结合位点, 此结合位点结合铜离子后, 可能

会改变通道的一些特性, 进而影响信号传导等, 从而

对植物的生长发育产生直接或间接的影响. 

1  实验部分 

1.1  试剂及溶液配制 

KCl, CaCl2, MgCl2 以及CuCl2 均为国产分析纯, 
HEPES, MES, Tris-base以及D-山梨醇均购自Sigma公
司 . 用于记录 SV 通道电流的电极内液含 100 
mmol · L−1 KCl, 2 mmol · L−1 MgCl2, 5 mmol · L−1 MES, 
用Tris碱调溶液pH = 5.5; 液泡外液含 100 mmol · L−1 
KCl, 10 mmol · L−1 HEPES, 用Tris碱调溶液pH = 7.3[5], 
CaCl2, CuCl2在外液中所加的浓度在文中有详细说明, 
加入D-山梨醇调电极内液和液泡外液渗透压分别为

460 mmol · kg−1 和 390 mmol · kg−1. 

1.2  萝卜液泡的分离 

液泡由萝卜(Raphanus Satirus L.)新鲜主根分离

得到[2,5]. 用单面刀片切开萝卜部分组织, 则切开组

织表面的一部分细胞的细胞壁被切破, 液泡暴露于

组织表面, 然后滴少许液泡外液于刚切开的组织表

面上, 用移液枪吹吸组织表面溶液数次, 则液泡脱离

细胞壳、被冲入溶液中, 最后将溶液移入记录槽中待

用.  

1.3  膜片钳实验 

记录模式根据Hamill等人 [12]改进的膜片钳技术

进行. 将玻璃毛细管(北京BJ-40), 用两步拉制仪(日
本Narishige, PP-830 型)制备成内径 1 ~ 2 μm的玻璃微

电极, 并用抛光仪抛光．临实验前, 充灌电极内液, 
尖端阻抗为 5 ~ 7 MΩ, 在 20 ~ 25℃的室温下, 利用 
Axopatch 200B 膜片钳放大器(Axon Instrument, USA)
进行全液泡膜片钳记录, 当电极尖端与液泡膜之间

形成高阻抗封接(GΩ)后, 负压破膜, 即形成全液泡记

录模式．在电压钳模式下记录电流．使用膜片钳放大

器 (Axopatch 200B)、数模转换装置(Digidata 1200)、
Pclamp 6.0 软件采集数据, 所得数据采用 Clampfit 及

Microcal-Origin (5.0)分析及绘图．激活时间常数τ 值
采用一次指数方程拟合得到.  

2  结果 

2.1  SV 通道电流 

萝卜液泡外液分别在含 0, 1, 2 mmol · L−1的 CaCl2

时, 保持电压设为 0 mV, 从−40 mV 开始以 20 mV 阶

梯跃迁至 180 mV 的电压刺激, 持续时间 4.1 s, 记录

SV通道电流(n > 5). 内外液其他成分见实验部分. 外
钙离子可以激活 SV 通道, 是该通道的一大显著特征, 
当外液 CaCl2浓度为 2 mmol · L−1时, 电流基本上达到

最大. 外液 CaCl2 浓度为 1 mmol/L 时的 SV 通道电流

如图 1 所示. 不同浓度 CaCl2 的 SV 通道电流的电流-
电压关系曲线见图 2. 以上结果验证了 SV 通道的钙

依赖性和电压依赖性. 
 

 
 

图 1  电压依赖性的 SV 通道电流 
 

 
 

图 2  不同浓度 CaCl2 的电流-电压关系曲线 
(其中 1, 0 mmol · L−1; 2, 1 mmol · L−1; 3, 2 mmol · L−1) 

 

2.2  不同浓度 Cu2+对 SV 通道电流特性的影响 

保持电压设为 0 mV, 从−40 mV 开始以 20 mV
阶梯跃迁至 180 mV的电压刺激, 持续时间 4.1 s, 内
外液成分见实验部分. 在液泡外液中加入 2 mmol · L−1
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的CaCl2, 再分别加入低浓度 1×10−8, 1×10−7, 1×
10−6 mol · L−1 CuCl2(分别对应于Cu1,Cu2,Cu3)时记录

通道电流(n > 5), 并与不加入CuCl2(作为control)时相

对照, 可发现低浓度的CuCl2 对电流有明显的促进作

用图 3(a). 低浓度Cu2+促进SV通道电流, 从而增强液

泡膜的通透性. 研究表明: 1×10−7 mol · L−1 时CuCl2

对电流的促进作用基本上达到了最大[9], 当继续增大

浓度时 , 促进作用又有所降低图  3(a). 将不同浓度

Cu2+对SV通道电流的增加值与其相应的空白对照电

流值相比, 求出对电流的促进率, 然后对刺激电压作

图(图 3(b)). 从图 3(b)中可以观察到Cu2+对SV通道电

流的促进率随着刺激电压增大而减小, 且在低刺激

电压时减小得比较快. 

然后对刺激电压作图(如图 4(b)). 可发现抑制率随着

浓度的增大而增加, 并且随着刺激电压的增大先增

加而后又有所减小. 

2.3  Cu2+对 SV 通道激活时间常数的影响 

对 2 mmol · L−1 CaCl2 和不同低浓度 CuCl2 (Cu1, 
Cu2, Cu3)条件下的 SV 通道电流进行指数方程拟合, 
求得不同浓度条件下的 SV 通道电流的激活时间常数

τ, 然后对刺激电压作图(图 5). 结果发现加入 CuCl2

后, 激活时间常数τ 在 20 ~ 120 mV 区间内显著减小

了, 即加快了通道的激活; 而当刺激电压继续增大时, 
减少的不明显. 同时可以观察到各浓度下, 激活时间

常数τ 都随着刺激电压的增大而变小.  
当外液中加入高浓度(Cu4: 1×10−4 mol · L−1, Cu5: 

5×10−4 mol · L−1)的 Cu2+时, 对 SV 通道电流又表现出

抑制作用. 从图 4(a)中可看到随着 CuCl2 浓度的增大

抑制作用明显增强. 将不同浓度 Cu2+抑制掉的电流

值与其相应的空白对照的电流值相比, 求得抑制率,  

3  讨论与结论 
液泡是高等植物的储存库, 在营养离子和代谢

物富足时, 多余成分被储存到液泡中去, 而当植物缺

乏某营养时, 该营养物又能及时释放出来, 从而维持 
 

 
 

图 3  低浓度 CuCl2 对 SV 通道的影响 
(a) 促进 SV 通道的电流-电压关系曲线(其中 1, control; 2, Cu1; 3, Cu2; 4, Cu3); (b) 促进率-电压的关系曲线(其中 1, Cu1; 2, Cu2; 3, Cu3) 

 

 
 

图 4  高浓度 CuCl2 对 SV 通道的抑制作用 
(a) SV 通道电流-电压曲线; (其中 1, control; 2, Cu4; 3, Cu5); (b) 抑制率-电压曲线(其中 1, Cu4; 2, Cu5) 
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图 5  低浓度 CuCl2 通道激活时间常数的影响 
(其中 1, control; 2, Cu1; 3, Cu2; 4, Cu3) 

 

植物的正常生理功能. SV通道作为植物液泡膜最先

被发现的离子通道[13], 参与了对阳离子的储存和释

放, 对调节胞质内的阳离子浓度具有重要的作用. 许
多一价阳离子 (K+, Na+, Cs+)和二价阳离子 (Mg2+,  
Ca2+, Ba2+)等都可通过此通道[5]. 而Ca2+作为胞内第

二信使, 通过浓度的变化, 引发细胞一系列反应, 调
节细胞内的许多功能, 对外界的各种刺激做出及时

的响应. 所以SV通道对植物细胞生理功能的正常发

挥起着重要的作用. 
本文研究了 CuCl2 对 SV 通道电流特性的影响. 

实验发现, 低浓度 CuCl2 对 SV 通道电流的促进作用

随着浓度增加而增加, 当增加到一定程度时又变小; 
而对电流的促进率随着刺激电压增大而减小, 表明

刺激电压增大可以加快通道的激活; 同时通道的激

活时间常数比不加入 CuCl2 时有明显的降低, 特别是 
刺激电压在 20 ~ 120 mV 区间时; 而刺激电压在 120 ~ 
180 mV 之间激活时间常数减小的幅度不大. 这提示

SV 通道蛋白上可能存在 Cu2+的结合位点, 此位点上

结合了 Cu2+后, 使通道的结构发生了变化, 从而增强

了膜的通透性. 同时低浓度 Cu2+减少了通道的激活

时间常数, 从而加快了通道的激活, 这有可能加快细

胞对外界刺激的响应, 提高细胞的耐胁迫性. 而高浓

度时, Cu2+又抑制通道电流, 且抑制率随浓度的增大

而增大. 这可能是高浓度的Cu2+对通道蛋白上的Ca2+

结合位点(激活 SV 通道)产生了一定的竞争作用, 从
而引起通道电流的减小; 而且抑制率随电压的变化

而变化, 先增大后又有所变小. Cu2+可能通过影响通

道电流大小、通道激活过程对植物产生直接的影响或

间接的影响胞内 Ca2+浓度, 进而影响胞内信号传导, 
从而对植物的生长发育产生影响. 这些都为进一步

研究铜离子对植物生理活动的影响以及铜肥对农作

物的影响在通道水平上提供重要的理论依据.  
对于Ba2+对SV通道影响的研究也得到了类似的

结果, 即低浓度促进通道电流, 而高浓度抑制通道电

流[14]. 这些结果与法国科学家Bertrand提出的最适营

养定律(植物缺少某种必需元素时不能成活, 当该元

素适量时就能茁壮成长, 但过量时又转为有害[15]作

用)之间有怎样的联系？以及产生这种特殊效应的机

理, 还待于进一步的深入研究. 金属离子对植物生理

过程的作用机理是一个复杂的过程, 还需要从多个

角度, 选择多种方法加以论证和完善.  
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