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基于核磁共振的水稻根细胞内pH值的测定方法
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摘要: 采用
31P-核磁共振技术(31P-NMR)建立了无损伤测定水稻根系细胞内pH值的方法。通过测定水稻根系细胞内磷酸盐

化学位移间接确定细胞液泡及细胞质内pH, 计算得到正常水培条件下水稻根系细胞液泡及细胞质内pH分别为5.43±0.05和
7.45±0.04。另外, 用该方法还测定了磷饥饿条件下水稻根细胞内pH的变化。

关键词: 31P-核磁共振; 水稻根; 细胞pH值

NMR-Based Measurement of Intracellular pH in Rice Roots 
LIU Yu*

College of Life Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China

Abstract: A 31P nuclear magnetic resonance (31P-NMR) method to measure noninvasively intracellular pH in rice 
roots was described in this paper. The cytoplasmic and vacuolar pH values (pHc and pHv) were estimated indirectly 
from the chemical shift of phosphate (Pi) present in the cytoplasm and vacuole of rice roots. Using the 31P-NMR 
method, pHc and pHv of the rice roots in hydroponic culture were obtained at 5.43±0.05 and 7.45±0.04, respec-
tively. And, changes of intracellular pH in rice root under phosphorus starvation condition were also determined.
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技术与方法  Techniques and Methods

植物细胞内pH值是植物细胞内物理环境最基

本的指标之一, 是控制植物细胞内生物化学反应

的重要调节因素之一(柳参奎等2004)。通常, 大多

数植物细胞胞质内pH相对稳定地维持在中性左

右, 液泡内pH波动在5.0~6.5范围内(Kurkdjian和
Guern 1989; 周文彬和邱保胜2004)。细胞内pH值

的测定可以为研究植物抗逆或转基因功能鉴定等

提供重要参数。胞内pH值的测定方法主要有弱酸

弱碱分布法、核磁共振(nuclear magnetic reso-
nance, NMR)法、微电极法和荧光染料法等(周文

彬和邱保胜2004)。但是, 弱酸弱碱分布法和微电

极法需要破坏组织, 无法避免各种损伤或破坏所

导致的细胞内部生理和代谢变化以及由此产生的

测定结果的偏差; 荧光染料或绿色荧光蛋白(green 
fluorescent protein, GFP)法由于观察手段有限, 很
难活体检测pH或只局限于少量细胞层染色, 无法

对活体根组织整体测定, 同时, 染色方法还可能对

活体细胞的功能有影响。因此, 准确无损伤测定

植物细胞内pH对于深入研究植物细胞代谢与细胞

内pH值的关系及其可能机制有重要意义。

NMR技术是一种在生理条件下无损伤性研究

活细胞等生物样品的主要手段(Shanks 2001), 能在

接近生理状态下动态地研究生命现象。活体(in 
vivo) NMR研究可非损伤地测定细胞内pH值(Moon
和Richards 1973; Roberts等1980; 乔娟等2005), 非
破坏性地间接测定细胞内K+、Mg2+等游离离子浓

度(黄荣清等2004)。Roberts等(1980)和Roby等
(1987)利用31P NMR方法测定植物细胞内的磷, 并
通过磷的不同位移计算出液泡及细胞质内的pH, 
该方法为无损伤测定不同胁迫条件下植物根系细

胞内pH的变化提供了一条重要的途径。此方法的

研究对象主要为悬浮细胞, 而很少应用在植物根

系原位细胞内的分析上。本研究尝试将NMR技术

应用于测定水稻根系细胞内的pH, 在国内尚属首

次。同时, 也第一次报道了磷饥饿胁迫条件下植
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物细胞内的pH变化，为植物细胞应对磷胁迫响应

机制的研究提供了重要的原位数据。

材料与方法

1  水稻根系灌流装置

该装置由核磁管(5 mm)、毛细管(0.5和0.3 
mm)、双通道蠕动泵(Ismatec, 瑞士)、空气泵、聚

四氟乙烯管(内径0.8 mm)及一些连接小管组成(图
1)。重水(D2O)溶液装入2根0.5 mm毛细管, 10 
mmol·L-1亚甲基二磷酸(methylenediphosphoic acid, 
MDP)溶液装入0.3 mm毛细管, 毛细管两端烧封后

放入5 mm的核磁管内; 称量0.05~0.07 g水稻根系

放入核磁管, 连接在蠕动泵上的两根聚四氟乙烯管

上, 排空气泡后, 一根插入到核磁管底部, 另一根

在根系上层, 使灌流液液面维持不动, 然后用胶带

将聚四氟乙烯管固定在核磁管口上; 灌流液流速为

3 mL·min-1。此外, 将空气泵管插入灌流液烧杯中以

增加灌流液中的溶解氧。灌流液组成成分为: 5 
mmol·L-1葡萄糖、10 mmol·L-1硝酸钾、0.5 mmol·L-1

硝酸钙、1 mmol·L-1氯化钾、0.5 mmol·L-1硫酸镁、

0.2 mmol·L-1磷酸二氢钾、2 mmol·L-1 2-(N-吗啉)乙
磺酸一水合物(MES), pH 5.5 (Stefanovic等2011)。

图1  水稻根系灌流装置图

Fig.1  Perfusion system of rice roots

2  31P-NMR波谱测定

采用600 MHz超导核磁共振波谱仪(AVANCE 
III, Bruker, 瑞士), 配备5 mm BBFO探头采集波

谱。参数设置如下: 31P共振频率242.9 MHz, 单脉

冲门控去偶方式测定, 脉冲倾斜角为30º, 脉冲宽度

3.96 µs, 采样时间0.33 s, 数据点16 k, 谱宽24 kHz, 
扫描4 500次, 线增宽因子20 Hz, 采样温度298 K。

将85% H3PO4的化学位移(δ)规定为0 ppm, 并以此

作为相对标准。D2O锁场, 不匀场, 以10 mmol·L-1 
MDP外标作为确定δ的参考标准(Quiquampoix等
1993)。采用Bruker TopSpin 3.2和MestReNova 8.1
软件处理图谱及数据。

3  标准曲线绘制

配制一系列不同pH (4.5~8.5)的KH2PO4溶液, 
依次移入到核磁管内, 加入分别含有D2O和MDP溶
液的毛细管后, 盖上核磁管盖, 放入核磁波谱仪中

进行测定, 以获得不同pH时的31P-NMR图谱, 得到

δ。然后, 以pH为横坐标, 不同pH值时Pi的δ为纵坐

标, 绘制标准曲线。

4  水稻培养及磷饥饿处理

粳稻日本晴(Oryza sativa L. ssp. japonica var. 
Nipponbare)种子用0.66%稀HNO3处理16 h后破休

眠, 37 ℃催芽至露白, 浮在水稻营养液的尼龙网上

培养5 d后 ,  转移到10 L正常水稻营养液(Ma等
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2001)中培养10 d, 每3 d调一次pH值至5.5。磷饥饿

处理时, 将10 d苗龄的水稻幼苗转移到完全缺磷的

营养液中培养1、3、7 d, 再恢复为正常磷处理2 d, 
其他营养元素不变。

实验结果

1  水稻根系31P-NMR谱图指认

参考相关文献(Aubert等1998; Espen等2004; 
Gout等2011), 对水稻根系的31P-NMR谱的谱峰进

行了指认(图2)。水稻根系的31P-NMR谱主要由无

机磷(液泡和细胞质)、磷酸葡萄糖、磷酸果糖和

三磷酸核苷等共振峰组成。磷酸盐主要储存在液

泡中, 因此液泡磷酸盐(vac-Pi)峰最高。

2  pH值的计算

在近中性条件下, 无机磷(H2PO4
-和HPO4

2-)的
pKa约为7.2, 在31P谱中只能看到一个共振峰, δ为这

两种无机磷离子相对浓度的平均权重(黄荣清等

1998)。pH的改变会影响这两种离子的相对浓度, 
从而改变Pi的δ。分析31P-NMR图谱中Pi的δ, 得出

数值后, 利用亨德森-哈塞尔巴尔赫(Henderson- 

Hasselbach)方程式计算pH值。Henderson-Hassel-
bach方程式如下: 

 (1)

其中, pK1为Pi的表观解离常数, 和

分别为磷酸根在碱性和酸性环境中δ的极值, δPi为

实验测定的Pi峰的δ。以pH为横坐标, 不同pH值时

Pi的δ为纵坐标, 绘制标准曲线(图3), 将标准曲线的

不同pH值及Pi的δ代入公式(1)。然后, 用Matlab 6.5
软件计算得到公式: 

 (2)

图2显示, 正常条件下水稻根系细胞液泡Pi的δ
为0.64±0.01, 细胞质Pi的δ为2.60±0.03。由公式(2)
计算得到液泡内pH值为5.43±0.05, 细胞质内pH值

为7.45±0.04。本方法测定的细胞内pH值与已报道

的有关文献数据一致(Kurkdjian和Guern 1989; 周
文彬和邱保胜2004), 说明该方法结果可靠。

图2  水稻根系31P-NMR图谱

Fig.2  31P-NMR spectra of rice roots
MDP: 参考物, 亚甲基二磷酸(methylenediphosphoic acid); glc-Pi: 6-磷酸葡萄糖(glucose 6-phosphate); fru-Pi: 6-磷酸果糖(fructose 6-phos-

phate); cyt-Pi: 细胞质磷酸盐(cytoplasmic phosphate); vac-Pi: 液泡磷酸盐(vacuolar phosphate); NTP: 三磷酸核苷(nucleoside triphosphate); 
UDP-glc: 尿苷二磷酸葡萄糖(uridine diphosphate glucose)。
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(Glycine max cv. A2012)根系细胞中pHc和pHv分别

为7.55和5.76。此外, Gout等(2011)在使用31P-NMR
谱图分析植物细胞对缺碳的早期响应中发现, 悬
铃木(Acer pseudoplatanus)和拟南芥(Arabidopsis 
thaliana)悬浮培养细胞在碳源存在的条件下, 胞质

和液泡中的pH值分别为7.40和5.20。为了更加准

确地获得培养的细胞或者某个组织中胞质和呈酸

性环境的细胞器内的pH值, Culcasi等(2015)研发出

了一系列α-氨基磷酸酯(α-aminophosphonates)化合

物, 并选用其中的DEPMPH和mito-DEP-C4检测了

D66绿藻(Chlamydomonas reinhardtii)细胞胞质中

的pH值。实验结果显示, 黑暗厌氧条件下培养的

细胞pHc为6.97和6.98, 对照内源Pi探针得到的pHc

为7.02; 当细胞在光照条件下培养时, Pi、DEP-
MPH和mito-DEP-C4作为检测探针得到的pH值分

别为7.20、7.14和7.13。本研究中, 以正常水培条

件下生长15 d的水稻根系为材料, 采用31P-NMR方
法, 计算得到了水稻根系细胞内pHc和pHv分别为

7.45±0.04和5.43±0.05, 说明水稻根部组织胞质内

pH值接近中性, 液泡内pH在5.0~6.5范围之内, 这
与有关文献(Kurkdjian和Guern 1989; 周文彬和邱

保胜2004)所报道的大多数植物细胞胞质和液泡内

的pH数值相吻合。

磷饥饿条件下水稻根系细胞内pH的变化(图
4)表明, 植物长时间缺磷后, 植物pH调控系统可能

下调, 导致pH值的降低, 是植物对于低磷胁迫的一

种应答响应, 是植物为提高磷的吸收利用等的一

系列生理、分子过程的细胞内反应或生理应急反

应; 这与柳参奎等(2004)认为细胞内pH调控系统是

植物在长期的进化过程中获得的抗逆机制的理论

一致。在逆境下, 提高细胞内pH调控系统的调控

图3  不同pH值时Pi的δ标准曲线

Fig.3  Standard curve of Pi chemical shift (δ)
under different solution pH

图4  磷饥饿条件下水稻根系细胞内pH值的变化

Fig.4  Changes of intracellular pH values in rice roots under phosphorus starvation
n=3。

3  磷饥饿条件下水稻根系细胞内pH的变化

采用该方法测定了经不同时间磷饥饿处理后

细胞内pH的变化, 结果显示, 液泡和细胞质内的pH
在缺磷处理1 d后变化不大, 但是在缺磷3和7 d后均

显著降低。细胞质内pH在缺磷7 d后比正常生长时

的pH降低了0.25左右(图4-A), 而液泡内的pH则降

低更多, 降低了约0.5左右(图4-B)。恢复供磷2 d后, 
根组织细胞质内pH基本恢复到原来水平(图4-A), 
但是液泡内pH依然表现为降低状态(图4-B)。

讨　　论

迄今为止, 对于利用31P-NMR技术分析植物细

胞液泡和胞质内pH值的研究仅有少量报道。其中, 
Espen等(2000)在研究缺铁条件下黄瓜(Cucumis sa-
tivus)代谢方面的变化时发现, 在含0.1 mmol·L-1 
Fe-EDTA的水培液中生长5、10、15 d的黄瓜根细

胞质内pH (pHc)分别为7.66、7.69和7.69, 液泡内

pH (pHv)分别为5.62、5.62和5.75。而在同样培养

情况下, Zocchi等(2007)报道具有14 d苗龄的大豆
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能力能够提高植物的抗性。

总之, 直接利用31P-NMR技术测定植物根系细

胞内pH, 优点在于无损伤、技术简单及不需要培

养大量愈伤组织来获得植物细胞。此方法为研究

野生型与突变体的根系细胞内pH值的差异及在不

同胁迫条件下的细胞内pH变化提供了一条方便而

有效的途径。此外, 借助该方法, 在国内首次研究

了低磷胁迫对水稻根系组织细胞内pH的影响, 发
现长时间缺磷后水稻根系组织细胞液泡及细胞质

内pH均明显下降; 在恢复供磷后, 细胞质内pH值

会恢复到原来的水平。这将为进一步研究低磷胁

迫与细胞内pH的变化间的关系提供很好的参考。
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