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拟南芥体内水杨酸对砷积累的影响

刘云霞　 张　 卫　 孙国新

（中国科学院生态环境研究中心，北京，１０００８５）

摘　 要　 采用拟南芥野生型和水杨酸合成缺失突变体ｓｉｄ２，对砷的积累进行了实验研究．发现两种拟南芥地
上部对砷的积累都随着砷暴露浓度的提高和暴露时间的延长而增加，但突变体ｓｉｄ２体内的水杨酸含量低于
野生型，其体内积累的砷浓度明显低于野生型；并且野生型体内水杨酸含量与砷浓度存在显著的线型关系
（Ｒ２ ＝ ０． ７６）．可能是由于水杨酸参与了植物体内砷的转运或参与调节有关重金属转运和积累相关蛋白的合
成，从而造成砷的积累．
关键词　 拟南芥，砷，水杨酸，相关性．

水杨酸（ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ，ＳＡ）作为一种小分子酚类信号物质，广泛存在于植物体中，是植物体内普遍存
在的内源信号分子之一［１３］．当植物受到环境胁迫，如干旱、寒冷、病毒侵害、盐、重金属等胁迫时，水杨
酸就会发挥作用，调节植物生理功能，提高自身对环境胁迫的抗性［４８］．

砷作为一种致癌物质，会导致人类皮肤、肾脏、肺以及膀胱癌的发病率明显提高［９１０］．美国毒物和疾
病登记署（ＡＴＳＤＲ）公布的最具危险性有毒物质中，砷排名第一位．由于砷和含砷矿山的开采、冶炼，含
砷农药的使用，砷化合物作为养殖业饲料添加剂的广泛使用，造成土壤中，特别是农田中砷污染［１１１３］．
中国是受砷污染最为严重的国家之一，特别是我国中南部和西南部的湖南、云南、广西、广东等省区．砷
化合物被植物吸收，经食物链进入人体，对人类健康造成严重威胁［１４１６］．

植物（如拟南芥）在重（类）金属如砷、铅、汞、镍、镉等的胁迫下，体内水杨酸含量会升高［１，１７２０］．一些
研究人员用拟南芥对砷的吸收、积累等方面进行了研究［２１２２］，发现拟南芥暴露在高浓度砷中，体内水杨
酸升高［１８］，对拟南芥的生长也有一定的抑制作用［２３２４］．但到目前为止，水杨酸对植物砷吸收和积累的影
响，以及拟南芥体内水杨酸含量和积累的砷含量之间的关系仍未见报道．本文采用野生型和水杨酸含量
减少的突变体的两种拟南芥，对其吸收和积累砷以及与体内水杨酸含量的关系进行了研究．以期为研究
植物吸收砷的机制，以及水杨酸在植物吸收重（类）金属中的作用奠定基础．

１　 材料与方法
１． １　 拟南芥及培养方法

以模式植物拟南芥野生型（Ｗｉｌｄ Ｔｙｐｅ，ＷＴ）和水杨酸含量减少的突变体（ＳＡ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｄｅｆｉｃｉｅｎｔ，
ｓｉｄ２）两种类型作为供试材料［２５２６］．两种拟南芥在蛭石和花土（１∶１混合）的介质上生长．置于平底托盘
上，放在光照培养箱中（ＭＬＲ３５１Ｈ ｓａｎｙｏ，Ｊａｐａｎ）培养．培养条件如下：温度２２ ℃；相对湿度７０％；１６ ｈ
光／ ８ ｈ暗；光照强度２５０ μＥ·ｍ －２·ｓ － １ ．

生长１个月后，将拟南芥移入营养液中［２７］，开始对其进行砷处理．在营养液中五价砷（Ｎａ３ＡｓＯ４）最
终浓度分别为０、７５、１５０、３００ μｍｏｌ·Ｌ －１，每３ ｄ换一次营养液，每２、４、６ ｄ取地上部，用超纯水清洗干净，
放入－ ８０ ℃冰箱冷冻储存待用．
１． ２　 总砷样品的制备及检测

将收获已于－ ８０ ℃冷冻的植物样品分出部分（４棵相同处理条件下的拟南芥混合成１个样品，每个
处理３个重复），去离子水洗净，擦干后称量并记录鲜重．将地上部剪下置于烘箱（７０ ℃）中烘至恒重．烘
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干样品置于５０ ｍＬ塑料离心管中，每管加２ ｍＬ浓硝酸（优级纯），放置过夜；之后在微波消煮炉（ＭＡＲＳ，
Ｍａｔｔｈｅｗ Ｉｎｃ．，ＵＳＡ）中进行微波辅助消解，消解程序参照文献［２８］．简述如下：先在１０ ｍｉｎ内温度缓慢
升至５５ ℃，保持１０ ｍｉｎ；然后在１０ ｍｉｎ内升至７５ ℃，保持１０ ｍｉｎ；最后在１０ ｍｉｎ内温度升到９５ ℃，保
持３０ ｍｉｎ．冷却后取出，用双蒸蒸馏水稀释至５０ ｍＬ，混匀，等待检测．

标准物质（灌木枝叶，ＧＢＷ ０７６０３，地矿部物化探研究所）采用相同的方法，与样品同步进行．消解后
样品用超纯水稀释至５０ ｍＬ，待测．

砷含量采用电感耦合等离子体质谱（ＩＣＰＭＳ）（７５００ｃｓ型，安捷伦科技有限公司）进行检测［２８］，
铟（Ｉｎ）（ｍ ／ ｚ １１４）作为内标检测仪器运行中的稳定性，同时检测ｍ ／ ｚ ７７、７８、８２，以确认是否存在生成的
Ａｒ４０Ｃｌ３５干扰物，干扰砷的测定．在所有检测过程中，未发现存在干扰．
１． ３　 水杨酸的样品制备及检测

称取０． ５ ｇ新鲜植物样品，在研钵中用液氮研磨成匀浆，用１ ｍＬ甲醇溶解并转移至１． ５ ｍＬ离心管
中，漩涡混合器振荡１ ｍｉｎ．在４ ℃下离心（１００００ × ｇ）１５ ｍｉｎ，取上清液，在氮吹仪上吹干．加入０． ２５ ｍＬ
的三氯乙酸（５％）溶解，振荡２ ｍｉｎ．加入０． ８ ｍＬ乙酸乙酯与环己烷的混合液（１∶１，Ｖ ／ Ｖ）萃取２次，转移
上层有机相至新的离心管中，将上层有机相氮气吹干，溶解在０． ６ ｍＬ的液相流动相中．下层水相中加入
０． ３ ｍＬ盐酸（８ ｍｏｌ·Ｌ －１），摇匀，密闭，８０ ℃恒温水浴加热１ ｈ，使结合态ＳＡ转变为游离态ＳＡ．加入相同
的萃取剂萃取，氮气吹干，溶解在０． ６ ｍＬ液相流动相中．过０． ４５ μｍ滤膜，置于４ ℃保存，待测．

水杨酸采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）（Ｗａｔｅｒｓ １５２５）检测［２］．色谱柱为Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ ＳＢＣ１８ （２５０ ｍｍ
× ４． ６ ｍｍ，３． ５ μｍ）；流动相以９０％的乙酸钠（０． ２ ｍｏｌ·Ｌ －１，ｐＨ ５． ５）为水相，以ＨＰＬＣ级甲醇（１０％）为有
机相，荧光检测器的激发波长为２９４ ｎｍ，发射波长为４２６ ｎｍ，流动相流速为０． ５ ｍＬ·ｍｉｎ －１，进样体积为
１０ ｍＬ．

２　 结果与讨论
２． １　 不同浓度的砷对拟南芥生长的影响

不同砷浓度下两种拟南芥的鲜重变化见图１，与对照（未加砷）相比，两种类型拟南芥ＷＴ、ｓｉｄ２在７５
和１５０ μｍｏｌ·Ｌ －１生长都未受到抑制，而３００ μｍｏｌ·Ｌ －１中两种拟南芥鲜重减少了大约３０％，说明高浓度
砷（３００ μｍｏｌ·Ｌ －１）对两种拟南芥均产生了明显的抑制作用，但品种间没有差别．高浓度砷对植物有一定
毒害作用［２９］． Ｌｅｅ等报道在培养基中添加２５０ μｍｏｌ·Ｌ －１的Ａｓ（Ⅴ），野生型拟南芥的生长被抑制了大约
２０％，与本文的结果一致［４］．其它研究也发现，高浓度的Ａｓ（Ⅴ）对拟南芥的生长和根长都有一定的抑制
作用［２３２４］．

图１　 不同砷浓度下两种拟南芥的鲜重（ｓｉｄ２：拟南芥ＳＡ突变体；ＷＴ：野生型）
Ｆｉｇ． １　 Ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｗｏ ｔｙｐｅｓ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ａｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２． ２　 拟南芥体内水杨酸的积累
较高浓度的砷对拟南芥来说是一种环境胁迫，而这样的环境胁迫会造成植物的防卫反应，导致水杨
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酸的合成．因为ｓｉｄ２为水杨酸合成突变体，即水杨酸合成功能缺失，首先检测在砷胁迫下，两种拟南芥
体内水杨酸的积累情况．如图２显示，对于野生型（ＷＴ），随着培养基砷浓度增加地上部ＳＡ的积累量也
逐渐增加． Ｋｒａｎｔｅｖ等人观察到，在Ｃｄ胁迫下玉米中ＳＡ的含量远高于未做任何处理的对照［５］，其它研究
也发现Ｃｄ、Ｐｂ的暴露增加了植物中水杨酸的含量［１９，１７］，暗示增加的ＳＡ可能与植物降低体内重（类）金
属的毒性有关．据Ｆｒｅｅｍａｎ等人报道，在Ｎｉ的胁迫下，升高的水杨酸含量可以激发丝氨酸乙酰转移酶的
活性，从而提高拟南芥体内谷胱甘肽的含量，进而增加其对Ｎｉ的抗性［２０］．砷作为一种类金属，其造成的
胁迫作用与Ｎｉ相似，推测由于砷浓度增加，砷对拟南芥的胁迫也增强，植物为了增强其对Ａｓ的抗性，会
合成更多的水杨酸．

但随着砷暴露时间的延长，ＳＡ的积累并不是一直增加，与暴露２ ｄ相比，暴露４ ｄ ＳＡ的积累相应增
加，但暴露６ｄ体内水杨酸含量明显降低．这可能是因为砷暴露时间过长，对植物产生了毒性伤害，从而
降低了水杨酸的合成．而ｓｉｄ２体内水杨酸的含量远低于相应的野生型拟南芥．因为该拟南芥为水杨酸
合成缺失株，合成水杨酸的能力很差．对于暴露在不同的砷浓度和不同的时间，地上部水杨酸的含量没
有明显的差别（图２），在０． ２１—０． ５４ ｍｇ·ｋｇ －１范围内变化．
２． ３　 砷浓度和暴露时间对拟南芥地上部砷积累的影响

为了考察不同的拟南芥对砷的积累，检测了拟南芥地上部中的砷含量．无论是ＷＴ还是ｓｉｄ２，体内
积累的砷都随着营养液中砷浓度的增加和培养时间的延长而增加（图３）．在野生型中，当培养基中Ａｓ
达到３００ μｍｏｌ·Ｌ －１时，培养２ ｄ Ａｓ浓度为１４． ６ ｍｇ·ｋｇ －１，培养６ ｄ砷积累达到了５３． ４ ｍｇ·ｋｇ －１ ． Ｄｈａｎｋｈｅｒ
等人用拟南芥在１００ μｍｏｌ·Ｌ －１Ａｓ（Ⅴ）的培养基中暴露３周，地上部砷积累浓度约为４０ ｍｇ·ｋｇ －１ ［２４］．因
添加砷的浓度不同，暴露时间也不相同，而这两个因素是造成拟南芥体内砷积累的主要因素，所以不同
的文献之间拟南芥对砷的积累也不尽相同．可以肯定，野生型拟南芥对砷有一定的耐受和积累能力．

对于水杨酸合成突变株ｓｉｄ２，与野生型相似，营养液中砷的浓度和暴露时间对其体内的砷浓度有很
大影响，随着培养时间的延长和砷浓度的增加而增加．但与野生型相比，ｓｉｄ２地上部积累的砷浓度要低
得多（图３）．例如在３００ μｍｏｌ·Ｌ －１Ａｓ（Ⅴ）中暴露６ ｄ，ｓｉｄ２中砷的积累同样达到最大值２３． ４ ｍｇ·ｋｇ －１，但
这只是对应的野生型ＷＴ中砷积累量的４４％，明显低于野生型对砷的积累．因为ｓｉｄ２突变体是由于植
物体内产生水杨酸所需基因ｉｃｓ的缺失，导致水杨酸合成路径受阻碍，引起体内水杨酸含量减少的一种
突变体［２５２６］．砷积累减少可能与ＳＡ合成有关．但具体原因仍不清楚，需进一步研究．这是首次采用水杨
酸合成缺陷的拟南芥研究其对砷的积累，发现其积累能力远低于野生型．

图２　 在不同浓度Ａｓ（Ⅴ）和不同暴露时间下
拟南芥地上部水杨酸的积累

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＡ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈｏｏｔｓ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ａｓ（Ⅴ）ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｔ ０，７５，１５０，

３００ μｍｏｌ·Ｌ －１ ｉｎ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ

图３　 营养液中砷浓度和暴露时间
对拟南芥地上部砷积累的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （０，７５，１５０，
３００ μｍｏｌ·Ｌ －１）ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅ ｏｎ
Ａｓ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈｏｏｔｓ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ （ＷＴ ａｎｄ ｓｉｄ２）

２． ４　 水杨酸浓度与积累的砷浓度相关性
在野生型拟南芥的地上部中，砷的积累量与水杨酸浓度呈现较好的线性关系（图４）．随着砷积累浓
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度的提高，体内水杨酸含量也逐渐增加，其相关系数Ｒ２达到了０． ７５６７，显示了较好的相关性．据报道，水
杨酸与重金属在体外可以形成复杂化合物［２７］，但这一过程没有在植物体内被证实．可能的原因是，水杨
酸参与了植物体内重金属的运输和积累；或者水杨酸作为一种信号分子，参与调节有关重金属转运和积
累相关蛋白的合成．体内水杨酸合成增加，合成的相关蛋白也增加，并呈现一定的相关性，从而与地上部
砷的积累也呈现相关性．而在水杨酸合成缺失株ｓｉｄ２中，则没有显示出相关性，可能是因为水杨酸合成
的缺失，造成体内水杨酸含量的减少，重金属转运或积累相关蛋白合成也降低，从而抑制了拟南芥对砷
的吸收和积累，造成拟南芥对砷积累的降低（图２、３）．

图４　 拟南芥地上部水杨酸浓度与积累的砷浓度相关性
Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄ Ａｓ ｉｎ ｔｈｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｓｈｏｏｔｓ

３　 结论
拟南芥野生型在Ａｓ（Ⅴ）胁迫下，地上部体内水杨酸的含量随Ａｓ（Ⅴ）浓度的提高和暴露时间的延长

而增加，但水杨酸合成突变体ｓｉｄ２中水杨酸含量很低，并保持恒定．而二者体内砷含量均随Ａｓ（Ⅴ）浓度
提高和暴露时间的延长而增加，虽然ｓｉｄ２中砷的浓度比野生型中砷浓度低很多．在野生型拟南芥中，砷
的浓度与水杨酸含量之间存在明显的线性关系，说明水杨酸可能参与了砷的转运或参与调节有关重金
属转运和积累相关蛋白的合成．
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