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封面图说: 滇金丝猴是我国特有的世界珍稀动物之一,属国家一级重点保护物种。 仅生活在滇藏交界处的高寒云冷杉林中,是
我国川、滇、黔三种金丝猴中唯一具有和人类一样美丽红唇的金丝猴。 手中的松萝是它最喜爱的食物之一。

彩图提供: 陈建伟教授　 国家林业局　 E-mail: cites. chenjw@ 163. com



第 31 卷第 13 期
2011 年 7 月

生 态 学 报
ACTA ECOLOGICA SINICA

Vol. 31,No. 13
Jul. ,2011

http: / / www. ecologica. cn

基金项目:国家公益性(环保)行业科研项目(200909065;201109056);国家自然科学基金项目(40771181);中国博士后科学基金资助项目

(20080430565);. 中国博士后科学基金特别资助项目(200801119)

收稿日期:2010鄄12鄄22; 摇 摇 修订日期:2011鄄03鄄10

*通讯作者 Corresponding author. E鄄mail: sgxue70@ yahoo. com. cn

梁文斌, 薛生国, 沈吉红, 王萍, 王钧. 锰胁迫对垂序商陆叶片形态结构及叶绿体超微结构的影响. 生态学报,2011,31(13):3677鄄3683.
Liang W B, Xue S G, Shen J H, Wang P, Wang J. Manganese stress on morphological structures of leaf and ultrastructures of chloroplast of a manganese
hyperaccumulator, Phytolacca americana. Acta Ecologica Sinica,2011,31(13):3677鄄3683.

锰胁迫对垂序商陆叶片形态结构及
叶绿体超微结构的影响

梁文斌1, 薛生国2,*, 沈吉红1, 王摇 萍1, 王摇 钧2

(1. 中南林业科技大学 生命科学与技术学院, 长沙摇 410004;2. 中南大学冶金科学与工程学院环境工程系,长沙摇 410083)

摘要:以超富集植物垂序商陆为实验材料,通过温室水培实验,研究不同锰处理条件下垂序商陆叶片受害症状、叶片形态结构和

叶绿体超微结构的变化。 当生长介质中锰供应水平为 1 000 滋mol / L 时,垂序商陆生长良好,叶片未表现出受害症状,其形态结

构和超微结构也没有明显的变化;当锰供应水平为 5 000 滋mol / L 时,叶片开始出现褪绿现象,叶肉细胞排列疏松,栅栏组织细

胞膨胀, 叶绿体数量减少,外膜部分解体,类囊体膨胀, 基质片层扭曲, 淀粉粒颗粒变小;当锰供应水平为 12 000 滋mol / L 时,叶
片发生大量的褪绿现象,伤害率高达 87. 33% ,并且伤害率随着锰胁迫时间的延长明显升高,叶肉细胞发生扭曲变形,叶绿体皱

缩,外膜解体,类囊体空泡化加剧,基质片层严重扭曲,基粒排列紊乱甚至模糊成絮状,嗜锇颗粒增多。 尽管在高锰浓度胁迫条

件下植物叶肉细胞及叶绿体超微结构出现一定程度的毒害特征,但垂序商陆仍能完成部分功能,维持其个体的生长,这进一步

表明超富集植物垂序商陆具有极强的锰耐性。
关键词: 锰胁迫;垂序商陆;形态结构;叶绿体;超微结构

Manganese stress on morphological structures of leaf and ultrastructures of
chloroplast of a manganese hyperaccumulator, Phytolacca americana
LIANG Wenbin1, XUE Shengguo2,*, SHEN Jihong1, WANG Ping1, WANG Jun2

1 College of Life Science and Technology, Central South University of Forestry and Technology, Changsha 410004, China

2 Department of Environmental Engineering, Central South University, Changsha 410083, China

Abstract: The toxicity symptoms, changes of leaf morphological structures and chloroplast ultrastructures of Phytolacca
americana under manganese stress were investigated using hydroponic culture with different concentrations of manganese
(Mn). The results indicated that this Mn hyperaccumualator species has a remarkable tolerance to Mn. Under nutrient
culture conditions, P. americana could grow quite well with Mn supplied at a concentration of 1000 滋mol / L. With the
increase of Mn concentration in the culture solution, the leaf morphological structures and chloroplast ultrastructures of P.
americana had some changes. At the Mn concentration reached 5000 滋mol / L, the leaves showed chlorosis and injury
symptoms with yellow鄄brown spots on the leaf surface. When Mn concentration exceeded 12000 滋mol / L, the leaves showed
purple spots on the surface during the 30鄄day Mn exposure, with an injury rate of 87. 33% . Significant changes in leaf
structure were noted, with swollen palisade cells which arranged loosely. When Mn concentration reached above 12000
滋mol / L, the mesophyll and epidermal cells were distorted. With further increase of Mn concentration, the chloroplasts
were shrunk with outer membrane disrupted, and the thylakoids swollen and became heavily hollowed. The stroma lamellae
was distorted and grana disordered or blurred as floc, starch grains became smaller and less, and osmiophilic granules
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increased. Although the leaf morphological structures and chloroplast ultrastructures of P. americana had significant

changes under heavy Mn stress, this species could still survive and grow. All these suggested that P. americana had an

extraordinary tolerance to Mn.

Key Words: manganese stress; Phytolacca americana; morphological structure; chloroplast; ultrastructure

锰是植物生长发育必需的微量元素之一,参与体内多种重要的代谢过程,但锰含量过高将影响酶活性、造
成植物伤害,锰毒害已经成为酸性土壤中限制作物生长的重要因素之一。 锰在化工行业的广泛应用、锰矿的

开采以及污泥农用等人类活动所导致的土壤污染越来越引起人们的广泛关注[1]。 然而,至今尚未找到经济

而有效的锰污染环境治理方法。 利用超富集植物清除土壤和水体环境中的金属和类金属污染的植物修复技

术以其安全、廉价、高效等优点成为环境科学领域研究的热点。 垂序商陆(Phytolacca americana L. )在中国首

次发现为锰超富集植物,具有生长快、易繁殖、生物量大等特点,在锰污染土壤的植物修复技术方面具有巨大

的潜力[1鄄2]。 近年来,垂序商陆的锰积累[3]、锰耐性[4鄄8]、锰胁迫生理[9鄄13]等方面已有研究,但锰对垂序商陆植

株形态结构及超微结构研究的报道很少。 植物受重金属胁迫后,其结构的改变是植物一系列生理活动异常的

细胞学基础,本文拟通过温室培养方法,研究不同锰供应水平对垂序商陆的叶片形态结构和叶绿体超微结构

的影响,以期从组织细胞水平上探讨其锰耐性机理,进而为锰污染环境修复提供参考。
1摇 材料和方法

1. 1摇 供试材料

以垂序商陆(P. americana L. )为实验材料,其种子采自湖南省湘潭锰尾矿废弃地。
1. 2摇 研究方法

1. 2. 1摇 温室培养

将垂序商陆的种子低温处理后置于恒温箱(25+0. 5)益催芽,待种子露白后埋入河沙盆中,长到 2 叶 1 心

时,选取生长一致的健壮幼苗移栽至体积为 20 L 的塑料盆内,采用 Hoagland 营养液进行培养,当幼苗生长至

7 叶时在培养液中添加锰处理(MnCl2·4H2O),处理浓度分别为 1000、5000、8000、12000、15000 滋mol / L,以

Hoagland 营养液中Mn2+正常值 5 滋mol / L 为对照处理(CK)。 每处理为 2 盆计 70 株。 营养液每 5 d 更换 1 次,
用增氧泵通气,pH 控制在 6. 0—6. 2 之间,培养温度平均为 25 益。 在锰处理 30 d 后采集植株顶部第 5 片叶用

于叶片显微结构与超微结构的制片。
1. 2. 2摇 叶片伤害率

每处理随机采集分别种植 15、30 d 垂序商陆叶片 20 枚,采用 WinFOLIA 多用途叶面积仪扫描叶片,并使

用其 WinFolia 软件测量叶片上受害面积与叶片总面积,并计算叶片伤害率,即受害面积与叶片总面积比值的

百分数。
1. 2. 3摇 石蜡切片的制备

用双面刀片沿叶片主脉中部横切成约为 0. 5 mm伊0. 5 mm 大小的小块,抽气,采用 FAA 固定液固定。 按

常规石蜡切片法制片,切片厚度为 8 滋m,番红鄄固绿双重染色,中性树胶封片。 采用 Motic 数码显微镜(Motic
B5 Professional Series)观察并拍照

1. 2. 4摇 透射电镜样品制备及观察

沿叶片主脉两侧切成长 2—3 mm,宽 1 mm 的条形小块,放入 2. 5%的戊二醛(AR)溶液固定 24 h 以上,用
磷酸缓冲液清洗,1%的锇酸固定样品 2 h,磷酸缓冲液漂洗,经不同浓度的乙醇对样品进行梯度脱水处理后采

用环氧树脂对样品进行渗透和包埋,用超薄切片机将制备的样品切成 80 nm 的薄片,切片染色后在 JEOL鄄
1230 型透射电镜下观察并拍照。

8763 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 31 卷摇
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2摇 结果与分析

2. 1摇 不同锰处理水平条件下垂序商陆叶片的伤害率

摇 摇 随着锰供应水平的升高,垂序商陆逐渐出现毒害症状,主要表现为叶片褪绿和出现黄褐色斑块,伤害严重

的叶片边缘明显卷曲甚至枯死。 锰处理 15 d 后,垂序商陆处于营养生长旺盛期,对照条件下垂序商陆叶片呈

绿色,5 000 滋mol / L 锰处理水平垂序商陆叶片颜色开始稍变浅,当锰供应水平达到 12 000 滋mol / L 时垂序商陆

叶片出现褪绿现象。 锰处理 30 d 后,垂序商陆植株进入生殖生长期,对照条件下垂序商陆叶片呈深绿色,在 5
000 滋mol / L 锰处理下叶片开始褪绿呈浅黄绿色;在高浓度锰处理下(12 000 滋mol / L),叶片大量褪绿,出现黄

褐色伤害斑快,叶片边缘有枯萎现象;当锰处理浓度达到 15 000 滋mol / L 时,叶片呈灰绿色,并出现大量紫色

伤害斑快,叶片边缘有枯萎现象。 因而,在长时间高锰胁迫下,叶片失绿现象很明显。
锰胁迫对叶片毒害的另一个明显的外部特征是出现伤害斑块。 叶片受伤害的程度以伤害率来表示,不同

锰胁迫条件对垂序商陆叶片的伤害有明显的差异(表 1)。 当生长介质中锰浓度为 1 000 滋mol / L 时,叶片生长

正常。 当锰浓度达到 5 000 滋mol / L 时,叶片开始出现轻微伤害症状,在 15 d 时其伤害率为 8. 24% ,30 d 时为

14. 42% ,随着锰处理浓度的升高和胁迫时间的延长,叶片的伤害率逐渐增加,当生长介质锰浓度达到 15 000
滋mol / L 时,胁迫 15 d 时叶片伤害率为 25. 60% ,在 30 d 时则达到 92. 72% 。 因而锰胁迫时间越长,叶片伤害

越明显。

表 1摇 不同锰浓度胁迫下垂序商陆叶片伤害率 / %

Table 1摇 Injury rate of leaves under Mn stress

胁迫天数 / d
Stress days

锰浓度 Mn concentration / (滋mol / L)

5(CK) 1000 5000 8000 12000 15000

15 0. 00依0. 00d 0. 00依0. 00d 8. 24依2. 74c 10. 55依2. 37c 16. 47依3. 52b 25. 60依6. 34a

30 0. 00依0. 00d 0. 00依0. 00d 14. 42依3. 23c 33. 63依5. 68b 87. 33依9. 80a 92. 72依10. 31a

摇 摇 同一行不同小写字母表示数值间差异显著(P < 0. 05)

2. 2摇 锰胁迫对垂序商陆叶片显微结构的影响

对照条件下,垂序商陆叶片栅栏组织仅由一层细胞组成,排列紧密、整齐,海绵组织排列相对疏松 (图 1鄄
A)。 1 000 滋mol / L 锰处理条件下,叶片未出现明显变化,栅栏组织排列相对较疏松(图 1鄄B)。 当锰供应水平

达到 8 000 滋mol / L 时,叶肉细胞排列疏松,栅栏组织细胞膨胀,形态极不规则(图 1鄄C、图 1鄄D)。 在高度锰胁

迫下(12 000 滋mol / L 和 15 000 滋mol / L),叶肉细胞及表皮细胞发生收缩扭曲,尤其是上表皮收缩扭曲程度大

(图 1鄄E、图 1鄄F)。
2. 3摇 锰胁迫对垂序商陆叶片叶绿体超微结构的影响

当锰胁迫浓度达到 12 000 滋mol / L 时,垂序商陆叶片表面出现大量伤害斑块、叶缘枯萎、叶肉细胞和表皮

细胞发生收缩扭曲。 当锰浓度不超过 8 000 滋mol / L 时,垂序商陆的锰毒害特征则容易从叶绿体超微结构反

映出来(图 2)。
对照条件下,垂序商陆叶肉细胞中叶绿体紧贴细胞壁单行排列,多呈梭形或椭球形,叶绿体膜平滑,靠近

细胞壁的一面较平直,面向中央液泡的一面凸起,叶绿体中淀粉粒较多(图 2鄄A)。 叶绿体内基粒和基质片层

较丰富、清晰,片层结构发达,排列整齐,且基粒片层和基质片层的排列方向与叶绿体长轴基本平行(图 2鄄B、
图 2鄄C)。

生长介质锰供应水平为 1 000 滋mol / L 条件下,叶绿体数目、形态和排列未发生变化,叶绿体中淀粉粒正

常(图 2鄄D),表明叶绿体光合能力没有下降。 部分基粒和基质片层发生肿胀或微空泡化,由于类囊体片层产

生的肿胀是不均匀的,所以此时的类囊体片层往往呈波状(图 2鄄E、图 2鄄F)。
生长介质锰供应水平为 5 000 滋mol / L 时,叶绿体数目减少,叶绿体形状开始发生变化,由原来的梭形或

椭球形变成球形,叶绿体中部分淀粉粒颗粒变小,数量也开始减少(图 2鄄G),表明叶绿体光合能力有所下降。
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图 1摇 不同锰浓度处理对垂序商陆叶片形态结构的影响

Fig. 1摇 Effects of different manganese concentrations on leaf morphological structures of Phytolacca americana

A. 对照(5 滋mol / L),伊400;B. 1000 滋mol / L,示栅栏组织排列较疏松,不整齐,伊400;C. 5000 滋mol / L,示栅栏组织形态极不规则,排列杂乱,伊

400;D. 8000 滋mol / L,示栅栏组织形态极不规则,排列杂乱,表皮细胞变小,伊400;E. 12000 滋mol / L,示叶肉细胞扭曲变形,伊400;F. 15000

滋mol / L,示叶肉细胞和表皮细胞扭曲变形,伊400; UE:上表皮;LE:下表皮,PT:栅栏组织;ST:海绵组织;CC:结晶体(见g处)

叶绿体中类囊体空泡化明显,叶绿体外膜部分解体,基质片层严重扭曲,基粒类囊体膨胀,基粒排列紊乱(图
2鄄H、图 2鄄I)。

当生长介质锰供应水平达到 8 000 滋mol / L 时,叶绿体破坏较严重,叶绿体皱缩,淀粉粒颗粒数量明显减

少(图 2鄄J),表明叶绿体光合能力下降明显。 叶绿体中类囊体发生极端空泡化,外膜解体较严重,基粒模糊成

絮状,所含嗜锇颗粒有增大、增多趋势(图 2鄄K、图 2鄄L)。
3摇 讨论

锰是植物生长必需的微量元素之一。 锰含量过高则抑制根系对 Fe、Mg 等元素的吸收和活性,引起氧化

性胁迫导致氧化损伤,导致叶绿素的合成下降、叶绿体结构破坏及光合速率降低[8]。 随着锰胁迫浓度升高和

时间延长,垂序商陆叶绿体数目减少,叶片褪绿严重,叶片伤害率增大。 叶片褪绿是由于在高锰胁迫下垂序商

陆叶片叶绿素含量下降[13]。 叶绿素含量降低可以认为是当垂序商陆生长介质中锰离子处理浓度超过一定阈

值时,抑制了叶绿素合成必需元素 Mg、Fe 等的吸收,使叶绿素合成受阻[14鄄15],同时,叶片中叶绿素成为自由基

攻击的靶分子,造成叶绿素结构破坏,加速了叶绿素的降解。
垂序商陆叶肉组织在低锰供应条件下其结构不受影响,随着锰处理浓度升高,叶肉组织形态和排列发生

改变,甚至导致细胞的死亡。 垂序商陆在高锰胁迫条件下叶肉细胞排列疏松,栅栏组织细胞增大,有利于光合

作用产生大量的有机酸,同时增加植物的蒸腾作用使锰大量运输到叶片与有机酸等物质结合,以提高植物的

锰积累能力,这与他人研究结果一致[16鄄18]。 在高锰胁迫条件下叶片上表皮细胞发生扭曲变形,可能是由于受

蒸腾作用使得锰在上表皮沉积较多,这可从徐根娣[7]等的研究中得到证实。
叶绿体是植物进行光合作用的主要细胞器,其类囊体结构的完整性和有序性对叶绿体中进行正常而有效

的光能转换是非常必要的,叶绿体的破坏将直接影响光合电子传递链的正常功能。 研究发现在低锰供应水平

条件下,垂序商陆叶片的叶绿体结构未发生明显变化,基本上不影响光合作用。 随着生长介质中锰供应水平

的升高,叶绿体开始出现不同程度的变化,叶绿体变形、皱缩,甚至外膜部分解体,基质片层扭曲,基粒模糊,类
囊体空泡化明显等,表明高度锰胁迫对叶绿体结构已产生明显影响。 锰胁迫下垂序商陆叶片叶绿素总量随着

锰浓度的升高逐渐减少,光合速率降低[13],这与本研究中随锰浓度的增高,叶绿体结构逐渐破坏的结论一致。

0863 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 31 卷摇



http: / / www. ecologica. cn

<<

<<
Ch

Sg

A

D

G

J

W

Ch

Sg

B

Ch
W

E

Sg

H

W

K

Ch

O

W

L

I

Ch

W

F

Ch

W

Ch

S

G 

C

图 2摇 不同锰浓度处理对垂序商陆叶绿体超微结构的影响

Fig. 2摇 Effects of different manganese concentrations on structures of Phytolacca americana leaves

A. 对照条件的叶肉细胞,示梭形或椭球形的叶绿体紧贴细胞壁单行排列,叶绿体中淀粉粒较多,伊6000;B. 对照条件的叶绿体,示类囊体丰

富、清晰,排列整齐,伊40000;C. 对照条件的叶绿体,示基粒片层和基质片层清晰,排列有序,伊40000;D. 1000 滋mol / L,示叶绿体紧贴细胞壁

排列及较多淀粉粒,伊6000;E. 1000 滋mol / L,示叶绿体部分基粒和基质片层发生肿胀,伊50000;F. 1000 滋mol / L,示类囊体微空泡化(见g),

伊25000;G. 5000 滋mol / L,示变成球形叶绿体,部分淀粉粒颗粒变小,数量也开始减少,伊6000;H. 5000 滋mol / L,示类囊体空泡化明显(见g

),伊15000;I. 5000 滋mol / L,示叶绿体外膜部分解体(见<<),叶绿体基质片层严重扭曲,基粒类囊体膨胀,基粒排列紊乱,伊60000;J. 8000

滋mol / L,示淀粉粒颗粒数量明显减少,伊6000;K. 8000 滋mol / L,示类囊体发生极端空泡化(见g),伊40000;L. 8000 滋mol / L,示叶绿体外膜解

体较严重(见<<),基粒模糊成絮状,嗜锇颗粒增多(见g),伊60000; Ch:叶绿体;G:基粒片层,S:基质片层;Sg:淀粉粒;O:嗜锇颗粒
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当锰胁迫浓度在 5 000 滋mol / L 以上时,叶绿体由原来的梭形或椭球形变成圆球形,这可能是由于锰进入细胞

后,引起膨压增大,导致叶绿体发生膨胀[18]。
随着生长介质锰含量升高,叶绿体嗜锇颗粒增多,淀粉粒含量不断下降。 一般植物叶绿体内含大量淀粉

粒,且淀粉含量有昼夜的变化,白天气孔张开时淀粉含量下降,夜间气孔关闭时淀粉积累。 淀粉降解为合成有

机溶质提供碳骨架参与渗透调节[19]。 随着锰胁迫程度的加强,淀粉粒的数量减少说明植物体对胁迫采取了

积极的防御措施,促进淀粉粒降解,合成更多的有机溶质,以调节渗透压,这与叶宝兴等[20] 的研究结果一致。
随着锰供应水平增加垂序商陆叶绿体中嗜锇小体数量增多,这与徐信兰等[21]的研究结果一致,这是否与垂序

商陆的高锰耐性机制相关还有待进一步研究。
陈燕珍[10]、沈吉红[12]研究发现垂序商陆的抗氧酶化系统对其机体在锰胁迫下起着重要的抵御作用,但

在长时间的高度锰胁迫下抗氧酶化系统的功能达到极限,机体遭到破坏,引起一系列生理生化紊乱,导致垂序

商陆生长受到抑制[9]。 低锰供应条件下,垂序商陆叶片形态结构及叶绿体超微结构未发生变化,这可能是由

于细胞膜的结构和功能进行一定的自我抵御,特别是抗氧化系统在清除锰胁迫引起的活性氧自由基方面具有

重要功能。
4摇 结论

(1) 随着生长介质锰供应水平升高和胁迫时间的延长,垂序商陆叶片开始出现褪绿现象和伤害症状;当
锰浓度达 12 000 滋mol / L、胁迫 30 d 时,叶片大量褪绿,叶肉及表皮细胞发生扭曲变形,叶片伤害率达

87. 33% 。
(2)高锰胁迫导致叶肉细胞中叶绿体数目减少和叶绿体超微结构不可逆转的损伤。 随着锰处理水平的升

高,叶绿体开始皱缩,外膜发生部分解体,类囊体发生膨胀及空泡化加剧,基质片层扭曲,基粒排列紊乱甚至模

糊成絮状,淀粉粒颗粒变小、减少,嗜锇颗粒增多。
(3)尽管在高锰胁迫条件下植物叶肉细胞及叶绿体超微结构出现一定程度的毒害特征,但垂序商陆仍能

维持其个体的生长,这进一步表明超富集植物垂序商陆具有极强的锰耐性。
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