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作为细胞内重要的第二信使和营养元素，钙在

花粉萌发和花粉管伸长过程中发挥重要作用。近

年来人们发现多种刺激因素，如植物激素、水分胁

迫、低温、缺氧、红光及各种机械刺激均能通过改变

细胞内游离Ca2+，介导一系列依赖Ca2+的细胞适应性

反应[1，2]。镉是环境中主要的重金属污染物之一，它

蓄积性强，易进入食物链，危及人类健康[3，4]。近年

来，国内外有关Cd2+对植物的影响已有大量报道[5-8]，

但对Cd2+毒害植物的作用机理仍不十分清楚。Cd2+

毒害下植物花粉细胞中Ca2+浓度的变化尚未见报

道 。 本 文 以 重 要 的 油 脂 植 物 油 菜（Brassica
campestris L）为材料，探讨了不同浓度Cd2+对油菜花

粉胞质中游离Ca2+浓度的影响，以期为揭示Cd2+对

植物的毒害机理提供依据。

1 材料与方法
1.1 油菜（Brassica campestris L.）花粉

花粉于每天上午9：30采自商丘市郊区大田，均

以花开但未散粉的花药收集，-75℃冰箱中干燥保存。

1.2 花粉处理

实 验 前 3d 从 -75℃ 冰 箱 中 取 出 花 粉 放 置

在-20℃冰箱内备用。先将花粉置于4℃恒温箱中

12h，然后分3组分别移入含5mg/L、10mg/L Cd2+及不

含Cd2+的萌发介质中，25℃水合1h。再分别播种在

含5mg/L、10mg/L Cd2+及不含Cd2+培养基的1.5mL EP

管中，25℃培养1h。所用Cd2+为CdCl2（AR）配制，浓

度以纯Cd2+计。萌发介质与培养基主要成分分别参

照尚忠林[9]和郭光明[10]的配方。

1.3 花粉细胞Fluo-3AM的装载

采用Zhang等[11]改进的低温孵育装载方法，分

别取50μL花粉培养液，加入1mmol/L Fluo-3AM母

液（Molecular Probes产品，无水DMSO溶解）至终浓

度为10μmol/L，混匀后置于4℃冰箱孵育2h，然后

用原培养基离心洗涤3次，以去除未装载进细胞内

的 Fluo-3AM，25℃ 静 置 1h，使 进 入 细 胞 内 的

fluo-3AM在胞内酯酶的作用下充分水解为离子形

式以与Ca2+结合。

1.4 激光共聚焦显微镜观察

将装载有Ca2+荧光探针fluo-3AM的油菜花粉培

养液滴加在载玻片上，盖盖玻片并在激光共聚焦显

微镜（Bio-Rad MRC-1024型）下观察。激光共聚焦

显微镜采用15mW Kr/Ar激光器，激发波长488nm，

发 射 波 长 用 522/35nm 滤 镜 ，使 用 Lasersharp/

Timecourse软件获取实时监测原始图像及数据，系

统参数为Laser30%，以连续采集光学图像中像素荧

光强度最大值作为细胞内Ca2+浓度的表征值，重复3

次，测细胞内荧光强度的时间进程参数为：取样时

间间隔2s，采样周期180s。

2 试验结果
油菜花粉水合后细胞内Ca2+呈极性分布，花粉粒

的萌发沟附近浓度较高，花粉管萌生部位浓度最高

（图1）；在刚刚萌发的花粉粒中，Ca2+在萌发沟中浓度

很高，而刚刚长出的花粉管中Ca2+浓度最高（图2）。

油菜花粉经5mg/L Cd2+处理后，细胞膜系统受

到不同程度的损伤，一些花粉粒细胞壁遭受伤害而

破裂；胞质中Ca2+浓度已明显高于对照，进一步观察

发现Ca2+浓度升高是从原来浓度较高的一端开始逐

渐向另一端推进，最终引起细胞内Ca2+浓度的提高，

而在相对的另一端，Ca2+浓度的变化较小（图3）。

经10mg/L Cd2+处理后，油菜花粉粒细胞膜系统

受损伤程度进一步加剧，花粉粒细胞壁破裂明显，

有细胞内含物外渗；花粉胞质中Ca2+浓度继续升高，

且原来Ca2+浓度较高的一端升高明显（图4）。
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【摘 要】应用激光扫描共聚焦显微系统（LSCM）和fluo-3 AM荧光探针标记技术，观察了不同浓度Cd2+对油菜花粉细胞内

游离Ca2+的影响。发现油菜花粉经水合培养后，胞内Ca2+呈极性分布，萌发沟附近浓度较高，花粉管萌生部位浓度最高；胞外环

境中Cd2+可使细胞内游离Ca2+的浓度升高，表明油菜花粉受重金属Cd2+毒害后，可通过调动胞质内游离Ca2+的变化而做出对外

界刺激的应答。这一实验结果为探索重金属对植物的毒害机理提供了新的证据。
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3 讨论
细胞内游离Ca2+浓度的变化与调控对参与维

持存在于细胞质膜或细胞器膜两侧的跨膜Ca2+浓

度梯度差，介导细胞对外界刺激的应答反应，实现

信息跨膜转导具有重要的调节作用[12，13]。许多研

究表明，花粉细胞质中游离Ca2+浓度与花粉萌发和

花粉管伸长密切相关[14-16]，因此在完整油菜花粉细

胞中测定胞内游离Ca2+的浓度及分布方式具有重

要意义。在使用激光共聚焦显微镜测定植物细胞

内Ca2+浓度和分布时，能否将荧光指示剂成功装载

到细胞内部是决定实验成败的关键步骤。Zhang和

Rengel 利用低温条件抑制细胞壁中的酯酶，将酯化

型钙离子荧光指示剂导入了完整植物细胞[11]。参

照这一方法，笔者在低温下将Ca2+探针fluo-3AM成

功地导入完整油菜花粉粒细胞。用激光共聚焦显

微术观察结果显示，油菜花粉经水合培养后，胞质

内Ca2+荧光分布不均匀，荧光强度表明萌发沟附近

细胞质中Ca2+浓度较高，花粉管萌生部位Ca2+浓度

最高，这可能与花粉管伸长生长过程中需要大量

Ca2+参与重建细胞壁并调控复杂的代谢过程有关
[17]。因此，一般认为花粉萌发沟和萌发孔部位的

Ca2+浓度升高有利于启动并促进花粉萌发[18]。在培

养基中加入Cd2+后，花粉粒细胞壁受到一定程度的

伤害，且受伤害的程度与Cd2+存在明显的剂量关

系，说明油菜花粉受镉毒害后在细胞壁上大量富集

Cd2+，从而导致细胞壁边缘的壁物质松散[19，20]。笔

者在实验中发现，在培养基中加入Cd2+后花粉细胞

内Ca2+浓度明显升高，表明胞外环境中的Cd2+可使

花粉细胞调动胞内钙库中的Ca2+进入胞质，因而推

测花粉粒细胞受到Cd2+毒害后是通过升高胞质内

游离Ca2+浓度，诱发一系列依赖Ca2+的生理生化反

应，从而引起细胞对重金属毒害的适应性应答，这

一实验结果为探索重金属对植物的毒害机理提供

了新的证据。
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Effect of Cadmium on the Cytosolic Ca2+ Concentration
in Brassica campestris L. Pollen

HU Jin-zhao
（School of Agricultural Sciences，Xichang College，Xichang，Sichuan 615013）

Abstract: Effects of different concentrations of Cd2+ on the cytosolic Ca2+ concentration in Brassica campestris
L. pollen were investigated via laser scanning confocal microscopy and the calcium ion-fluorescence indicator
fluo-3AM. It is found that the Cytosolic Ca2+ distributed polarly in Brassica campestris L. pollen after water culture.
The cytosolic Ca2+ concentration was higher near the germ furrow and the highest at pollen tube germinating site. The
exogenous Cd2 + could elevate the intracellular Ca2 + concentration，showing that the Brassica campestris L. pollen
made the responsion to exoteric stimulative factor by regulating the cytosolic Ca2+ concentration. The results provide
a new evidence for exploring the toxic mechanism of heavy metal to plant.
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