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摘  要：相对于 NO3
–-N，NH4

+-N 可以缓解植物铝毒害，但其机制还不清楚。铝在细胞膜表面的吸附量受细胞膜

表面电势影响，直接影响到铝毒害。本文采用酶解法提取水稻根尖原生质体，研究了原生质膜表面 zeta (ξ)电势对

NH4
+-N、NO3

–-N、铝和 pH的响应。结果表明，不管是否加铝，NH4
+-N和 NO3

–-N本身并不显著影响原生质膜表面 ξ电

势，但是加铝和降低 pH均可以去极化原生质膜表面 ξ电势。水稻吸收 NH4
+-N一般降低生长介质 pH，吸收 NO3

–-N升

高生长介质 pH。因此，NH4
+-N 缓解水稻铝毒的原因，不是因为 NH4

+-N本身去极化了细胞膜表面电势，而是因为水稻

吸收 NH4
+-N降低了介质 pH，去极化了细胞膜表面电势，从而可能降低了铝在水稻根尖表面的吸附。 
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酸性土壤面积约占我国土地总面积的 22.7%，铝

毒是酸性土壤限制植物生长的主要因子[1]。过去 20

年间，对植物铝毒害和耐铝机制的研究取得了很大进

展[2–3]。利用遗传和分子生物学手段，已经从不同植

物种类中分离和鉴定到十多种与植物铝耐性或毒害

相关的基因。这些基因中有些与耐铝基因型差异有

关，有些则是其本身基本的耐铝基因[4]。这些基因的

分离和鉴定，为通过分子辅助标记育种或基因工程，

提高植物耐铝能力，提供了有力的支持和推动[5]。 

土壤是一个非常复杂的物理、化学和生物体系。

在这个体系中，各种因子之间存在复杂的相互作用，

这些相互作用对铝毒害有非常重要的影响。通过研究

养分对铝毒害影响的机制，可以指导农业生产过程中

的施肥。比如施用石灰可以改善酸性土壤植物生长，

不仅是因为石灰提高了土壤 pH，而且 Ca2+ 也可以缓

解植物铝毒害[6]。另外，钙镁磷肥、硅肥以及硼肥施

用等都可以在一定程度上缓解铝毒害[7–9]，起到使作

物稳产增产的效果。许多研究表明，相对于 NO3
–-N，

NH4
+-N 能够缓解植物铝毒害[10–15]。尽管如此，对于

NH4
+-N缓解植物铝毒的机制还不是特别清楚。 

根细胞膜表面电势被认为是影响植物铝毒害产

生的一个重要指标，前期研究发现 Al3+ 可以吸附在

根尖细胞膜表面，从而增加膜表面电势；Ca2+ 和其

他阳离子如 Mg2+ 等也可以增加根尖细胞膜表面电

势，从而减少了 Al3+ 在膜表面的吸附，缓解了铝毒

害 [6,16–17]。那么，NH4
+-N 缓解植物铝毒是不是因为

NH4
+-N 增加了细胞膜表面的电势？另外，植物吸收

NH4
+-N和 NO3

–-N对生长介质 pH有很大影响。因此，

本文通过研究根细胞膜表面 ξ电势对不同氮形态、铝

和 pH变化的响应，旨在探究 NH4
+-N缓解铝毒害与细

胞膜表面电势变化之间的关系。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料与生长条件 

试验材料选用水稻品种扬稻 6号。选择饱满一致

的水稻种子，用 1%(v/v)的次氯酸钠表面消毒 20 min，

然后用去离子水冲洗干净后，用去离子水浸泡过夜。

将浸泡后的种子置于浸润的滤纸上，30℃避光催芽。

催芽 1天以后，移于盛有 0.5 mmol/L CaCl2 (pH 4.5)

溶液的聚乙烯塑料桶的塑料网上培养。先避光培养两

天，每天更换 CaCl2培养液，所有试验均在恒温培养

室中进行，温度为(25 ±1)℃/10h和 (30 ±1)℃/ 14h昼夜
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循环，相对湿度为 65% ± 1%。  

1.2  根尖原生质体的提取 

上述培养的两天苗龄幼苗用于根尖原生质体的

提取，提取方法参考文献[18]。具体操作是：用刀片

将根尖 0 ~ 10 mm切成 0.5 mm小碎段，操作过程使

用新刀片，避免对根产生压伤或因刀口老化对根有刮

擦。最后将大约 3 g左右的 0.5 mm根段在 30 ml 含

有 1.5% 纤维素酶 Onozuka RS-10(w/v)、0.75% 离析

酶 (w/v)、0.6 mmol/L 甘露糖醇、10.0 mmol/L MES、

1.0 mmol/L CaCl2、5.0 mmol/L β-巯基乙醇、0.1% 牛

血清 (w/v) 中酶解 8 h，酶解液 pH调到 5.7。将酶解

8 h 的含有根尖的酶解液通过用 100 µm 细胞筛(BD 

Falcon，CA，U.S.A.)过滤。将得到的滤液在水平转

子离心机以 200 g离心 5 min。弃去沉淀，上清液中

的原生质体用 10 µm(Millipore，MA，U.S.A.)尼龙网

过滤，接着用 5 ml、pH 5.7的含有 0.5 mol/L甘露糖

醇、4 mmol/L MES、20 mmol/L KCl的洗液连续清洗

3次后，转移到 50 ml离心管。用细胞壁计数器计算

溶液中的原生体含量，并在冰浴中保存待测。 

1.3  根尖原生体表面电势的测定 

测定前，原生质体液和测试用溶液先在 25℃暖

孵 1 h。吸取 150 µl原生质体液后，悬浮于含有不同

铝浓度(2、5、10、15 和 20 µmol/L AlCl3)和不同

NH4
+-N(NH4Cl)、NO3

–-N(NaNO3)浓度的测试溶液中。同

时测定不同 pH(4.5、5.0、5.5、6.0 和 6.5)对根原生质

体膜表面 ζ 的影响。所有测试液都含有 0.25 mmol/L 

CaCl2和 0.5 mol/L 甘露糖醇。根原生质体表面 ζ 电

势测定使用 NanoBrook Zeta Plus ζ 电势分析仪

(Brookhaven Instruments，Holtsville，NY，U.S.A.)。 

1.4  统计分析 

所有进行单因素方差分析的数据都先检测其正

态性及方差是否齐性。处理间多重比较采用 Duncan

多重比较检验，显著性水平 P=0.05。所有分析都使

用 SAS 9.1软件 (SAS Institute Inc.，Cary，NC，USA)

进行分析。 

2  结果与分析 

2.1  铝处理对原生质膜表面电势的影响 

我们通过酶解法提取了水稻根尖 0 ~ 10 mm原 

生质体。如图 1所示，提取的原生质体饱满，这些提

取的原生质体用于随后的测定试验。 

 

图 1  提取的原生质体显微照相(图中标尺为 50 μm) 
Fig. 1  The isolated protoplasts 

 

随着铝处理浓度的升高，原生质膜表面 ζ电势

逐渐从铝处理浓度 2 µmol/L 时的 –20.05 mV升至

20 µmol/L时的 –18.03 mV(图 2)，表明铝提高了原

生质膜表面 ζ电势。对其去极化程度分析表明，铝明

显地去极化原生质膜表面 ζ 电势(表 1)。通过非线性

方程拟合得到的方程中的系数为 1.35(图 2)，说明铝

浓度升高与原生质膜表面 ζ电势呈正比，即加铝处理

去极化了原生质体表面 ζ电势。同时拟合的曲线 R2 = 

0.98(图 2)，说明拟合所得到的方程可以很好地反映

加铝处理对原生质膜表面 ζ 电势去极化的剂量效应

过程。 

 

图 2  不同浓度铝对原生质膜 ξ电势的影响 
Fig. 2  Effects of different concentrations of Al on ξ potential at root 

protoplast membrane 

表 1  不同浓度铝对水稻原生质膜产生的去极化 
Table 1  Depolarization of rice protoplast exposed to different Al concentrations 

Al处理浓度(mol/L) 2 5 10 15 20 

去极化程度 0.74  0.8 b 1.68  0.9 ab 2.26  1.5 a 2.58  0.7 a 2.75  0.6 a 

注：表中数据小写字母不同表示差异显著(P<0.05)，下表同。 
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2.2  NH4
+-N 和 NO3

–-N 对铝胁迫下原生质膜表面 ζ

电势的影响  

结果表明，在不加铝的条件下，原生质膜表面 ζ

电势从 10 µmol/L NO3
–-N和 NH4

+-N时的 –20.79 mV

和 –20.13 mV，分别变化至 500 µmol/L时的 –19.69 mV

和 –19.59 mV，表现出一定的去极化作用，但效果不

明显(图 3)。在加铝条件下，10 µmol/L NO3
–-N 和

NH4
+-N 的原生质膜表面 ζ 电势分别为 –19.95 mV 和 

–18.92 mV，较不加铝时有所提高，说明加铝对原生

质膜表面 ζ 电势有一定的去极化作用(图 4)。加铝条

件下，随着氮处理浓度升高，原生质膜表面 ζ电势保

持稳定，即使在 500 µmol/L NO3
–-N和 NH4

+-N时，膜

表面 ζ电势也分别保持在 –19.50 mV和 –19.04 mV 

(图 4)。不管是否加铝，NH4
+-N和 NO3

–-N之间膜表面

ζ电势均没有显著差异(图 3、图 4)。 

 

图 3  不同浓度 NH4
+-N 和 NO3

–-N 对原生质膜 ξ电势的影响 
Fig. 3  Effects of different concentrations of ammonium and nitrate 

on ξ potential at root protoplast membrane 

 

图 4  不同浓度 NH4
+-N 和 NO3

–-N 加铝对原生质膜 ξ电势的

影响 
Fig. 4  Effects of different concentrations of ammonium and nitrate 

with addition of Al on ξ potential at root protoplast membrane 

 

2.3  pH对原生质膜表面 ζ电势的影响 

随着 pH的升高，在 pH 4.5、5.5及 6.5时原生质

膜表面 ζ电势分别是 –20.52、–21.89和–23.50 mV，

说明随 pH升高使得原生质膜表面 ζ电势趋向带更多

负电荷(图 5)。对其去极化程度分析后发现 pH 升高

显著超极化了原生质膜表面 ζ 电势(表 2)。通过非线

性方程拟合得到的方程中的系数为 –7.43，说明 pH

升高与原生质体表面 ζ 电势成反比，pH 升高，原生

质膜表面 ζ电势变得更负，且拟合曲线 R2 = 0.96，说

明拟合所得到的方程可以很好反映 pH变化对原生质

膜表面 ζ电势的影响(图 5)。  

 

图 5  不同 pH 对原生质膜 ξ电势的影响 
Fig. 5  Effects of different pH on ξ potential at root protoplast 

membrane 

表 2  不同 pH 对水稻原生质膜产生的去极化 
Table 2  Depolarization of rice protoplast exposed to different pH 

pH 5.0 5.5 6.0 6.5 

去极化程度 –0.62  0.5b –1.05  1.0 ab –1.52  1.15 ab –2.72  1.8 a

3  讨论 

铝在根尖细胞膜表面的吸附被认为是铝毒害产

生的机制之一，而细胞膜表面电势在这个过程起重要

作用[6]。原生质膜 ζ电势是紧接于膜表面约几微米滑

动面的电势值，能较好地反映膜表面电势[19]。本文

结果表明铝可以明显地去极化细胞膜表面电势，这与

之前的研究结果一致[16–17]。铝对含氧基团的细胞膜

表面具有极高的亲和性[20]，细胞膜表面电势的去极

化可能是由于铝在细胞膜表面的吸附引起。铝吸附在

细胞膜表面可能会有多种效应：①通过信号途径影响

根伸长，同时也影响营养元素的吸收；②铝通过离子

通道进入细胞，与核酸或 ATP等结合影响细胞代谢；

③铝堵塞离子通道如 Ca2+、K+ 通道，影响细胞的信

号传导[21]。 

虽然很多研究表明，相对于 NO3
–-N，NH4

+-N 能

减轻植物铝毒害，但是该文结果表明NH4
+-N和NO3

–-N

本身对原生质膜表面电势去极化程度不明显。这与之

前采用非损伤技术测定的 NH4
+-N和 NO3

–-N对根表面

电势的研究结果一致，去极化的原因可能与植物吸

收 NH4
+-N和 NO3

–-N的过程有关，即吸收蛋白或质子

泵[22–23]。这些结果表明，本研究所设一定浓度的NH4
+-N

和 NO3
–-N其本身并不能改变原生质膜表面电势。 

虽然 NH4
+-N和 NO3

–-N本身不能影响细胞表面电

势，但是植物吸收 NH4
+-N 和 NO3

–-N 会引起根际 pH
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的变化，即 NH4
+-N降低生长介质 pH，NO3

–-N升高介

质 pH[24–25]。因此本文研究了 pH 对原生质膜表面电

势的影响。结果表明，pH 升高超极化原生质膜表面

ζ电势，反之，pH降低去极化细胞膜表面 ζ电势。因

此，NH4
+-N 和 NO3

–-N 引起的 pH 变化影响了细胞膜

表面电势从而影响铝毒害。NH4
+-N处理降低 pH，去

极化细胞膜表面电势，减少铝在细胞膜表面吸附，缓

解铝毒害；反之，NO3
–-N处理增加 pH，超极化细胞

膜表面，增加铝在细胞膜表面吸附，加重铝毒害。相

关的研究结果也表明，低 pH时引起细胞膜表面较低

的负电势，可能减轻铝毒害，而较高 pH 5.0左右时，

加重铝毒害[26]，本文的结果与此一致。 
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Responeses of Zeta Potential of Protoplast Membrane Isolated  
from Rice Root Tips to Ammonium, Nitrate, Aluminum and pH 

WANG Wei1,2, SONG Wen-feng1,2, ZHAO Xue-qiang1, SHEN Ren-fang1* 
(1 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture (Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences), Nanjing  

210008, China; 2 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing  100049, China) 

 

Abstract: The phytotoxicity of aluminum ions to rice (Oryza sativa) can be alleviated by ammoniumn compared with 

nitrate. However, the exact mechanisms underlying this phenomenon are poorly understood. The membrane surface zeta (ζ) 

potential plays an important role in aluminum adsorption on plant roots and consequently affects aluminum toxicity. Here, the 

responses of membrane surface ζ potential of isolated protoplasts from rice root tips to ammonium, nitrate, aluminum and pH 

were examined. It was shown that, ammonium and nitrate themselves did not change the membrane surface ζ potential 

regardless of Al stress or not. However, both low pH and more Al could significantly depolarize membrane surface ζ potential. 

Because ammonium could decrease but nitrate could increase medium pH, we concluded that the decreased medium pH induced 

by ammonium uptake by rice roots depolarized the membrane surfaceζ potential and thereby alleviated rice Al toxicity compared 

with nitrate. 

Key words: Rice; Membrane surface potential; pH; Ammonium; Nitrate 

 

 


