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摘  要    利用水稻幼苗离体根，分别研究pH 3.0、pH 5.0和pH 8.0条件下对根系吸收不同形式亚硒酸盐生理机制的影响。结果显示，pH 3.0和pH 8.0时0.10 mmolL-1 DNP, 1.0 m molL-1 NaF 和低温 (4℃)仅能较小程度地抑制水稻根系对亚硒酸盐的吸收，根系随硒浓度变化的吸收曲线为一直线，而pH 5.0时，能够抑制绝大多数亚硒酸盐的吸收，吸收曲线为一饱和曲线。进一步研究显示，pH 3.0时, HgCl2和AgNO3能够抑制绝大多数亚硒酸盐的吸收，pH 8.0时，阴离子通道抑制剂仅能抑制小部分亚硒酸盐的吸收。可见，pH 5.0时，亚硒酸盐主要以主动方式进入水稻根内，而pH 3.0和pH 8.0时以被动方式进入水稻根内，此外，pH 3.0时亚硒酸盐主要通过水通道途径进入水稻根内，而pH 8.0时亚硒酸盐可能不是通过阴离子通道而是通过其他被动方式进入水稻根内。
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硒是人和动物体内必需的微量营养元素，它是以硒代半胱氨酸的形式构成谷胱甘肽过氧化物酶的活性位点而发挥其作用，具有抗氧化、提高免疫力和预防癌症等多种重要的生理功能[1, 2]。人体内的硒主要通过饮食从植物性食物中获得。因此适当提高植物产品可食部分硒含量，对于提高居民的摄硒水平具有实际意义。水稻是我国主要的粮食作物之一，在同样栽培条件下的不同水稻品种，稻米硒含量相差2~3倍，而吸收差异是引起稻米硒含量差异的主要原因之一[3]。因此，深入研究水稻吸收硒机制对于提高稻米硒含量具有十分重要的意义。
在土壤中，硒主要以元素硒（Se0）、硒化物（Se2-）、亚硒酸盐（SeO32-）、硒酸盐（SeO42-）和有机态硒五种形态存在[4，5]。其中可以被植物根系直接吸收利用的无机硒主要有硒酸盐和亚硒酸盐[6]。在淹水还原条件下，土壤的氧化还原电位变化于0~200 mV之间，土壤中硒酸盐可以转化为亚硒酸盐甚至难溶于水的元素硒(Se)及硒化物（Se2-）[7]。水田土壤由于长时间渍水, 土壤透气性差, 土壤中硒主要以亚硒酸盐形态存在[8]。可见，水稻主要吸收和利用亚硒酸盐形式的硒。

人们对植物吸收亚硒酸盐机制已进行了大量研究[9~13]，但是，直到目前仍未明确植物吸收亚硒酸盐的生理机制。本研究通过探索水稻吸收不同形式亚硒酸盐的生理机制，为进一步揭示其分子机制并利用遗传改良途径提高水稻根系吸收亚硒酸盐能力提供理论依据。
1材料和方法
1.1水稻幼苗培养

挑选大小均匀、籽粒饱满、无病斑和机械损伤的秀水48水稻种子，用2%的次氯酸钠消毒15min，然后用蒸馏水反复冲洗干净，浸泡24 h 后放在培养皿中的滤纸上催芽。待水稻胚根长到2~3cm时移到网纱上，先用1/2木村营养液预培养[14]，3d 后换为全量木村营养液。水稻幼苗培养5～7d 后，挑选生长健壮、大小一致的幼苗，分别移到18 L 的长方形容器中培养，容器上方为带有24孔的聚乙烯塑料硬板，每孔植入水稻幼苗5株。每隔3d 更换一次木村营养液，每天用稀NaOH和稀HCl调节营养液pH为5.5。水稻在人工光照生长室内水培。每天光照时间为14 h，光照强度为300 (mol m-2s-1，光照温度为24 ºC，黑暗时温度为18 ºC，相对湿度为67 %。

1.2 不同pH条件下低温和呼吸抑制剂对水稻吸收亚硒酸盐影响试验

待水稻幼苗生长15~20d时，将水稻根从茎基部剪下。取大约0.3 g新鲜离体根放入含100 μmolL-1 KH2PO4、Ca(NO3)2和MgCl2，pH为5.5的无硫溶液中30min，然后迅速移到pH 3.0，含有5 m molL-1 MES，0.5 m molL-1 Ca(NO3)2和2 µmolL-1 Na2SeO3的吸收液中，吸收液分别用0.10 m molL-1DNP, 1.0 m molL-1 NaF 和低温 (4℃)处理，吸收3 h后用含有5 m molL-1 MES，0.5 m molL-1 Ca(NO3)2和0.5 m molL-1 K2SO4，pH为5.5的冰冷溶液清洗，然后在其中浸泡15min以清除根表吸附硒，取出后用滤纸吸干，60℃下烘干备用。分别在pH 5.0和pH 8.0条件下重复上述实验。

1.3 不同pH条件下水稻根系吸收亚硒酸盐动力学试验
按照1.2节所述方法，分别取大约0.3g新鲜水稻离体根，放入pH 3.0，含有5 m molL-1 MES，0.5m molL-1 Ca(NO3)2和依次为0, 0.3、0.5、1.0、1.5、3.0、5.0、10.0 µmolL-1 Na2SeO3的一系列吸收液中，吸收3h，然后按1.2节所述方法处理。同样，将新鲜离体根放入pH 5.0和pH 8.0的Na2SeO3的一系列吸收液中吸收3 h按上述方法处理。pH 5.0时Na2SeO3含量分别为0、0.1、0.3、0.5、1.0、3.0、5.0、10.0 μmolL-1；pH 8.0时Na2SeO3的含量分别为0、0.4、0.8、2.0、4.0、6.0、8.0、12.0、16.0、20.0 μmolL-1。

1.4 pH 3.0和pH 5.0时水通道抑制剂抑制试验
按照1.2节所述方法，将大约0.3g新鲜水稻离体根分别在含有2 μmolL-1 Na2SeO3和分别含有20 µmolL-1 HgCl2, 50 µmolL-1 AgNO3、5 m molL-1 CoCl2, 5 m molL-1 TEACl和 0.1 m molL-1 DIDS pH 3.0的溶液中吸收2 h，按照1.2节所述方法烘干备用。
1.5 pH 8时不同阴离子通道抑制剂抑制试验

按照1.2节所述方法，将大约0.3g新鲜水稻离体根在分别含有100 µmolL-1 NPPB、100 µmolL-1 9-CA、5 m molL-1TEACl、0.2 m molL-1NA、100 µmolL-1DIDS和100 µmolL-1 NPAA，2 μmolL-1 Na2SeO3的吸收液中吸收2 h，按照上述方法，取出后用纸吸干备用。
所用试剂NPPB、9-CA、NPAA、NA、TEACl和DIDS分别购自Sigma公司。
1.6 消化处理

所用玻璃器皿预先在10%HCl中浸泡以去除硒污染。将烘干根样称量后放入100 ml消化管中，然后向消化管中各加入5 ml混合酸（HNO3:HCl=4:1 v/v），25℃下放置过夜后，在150~165℃下消化炉中完全消化。冷却后向每个消化管中加入6 mmolL-1HCl 2.5ml，100℃下还原。冷却后，消化液用重蒸水稀释定容至25ml，用原子荧光光谱法测定硒含量[15]。
分析中所用试剂均为优级纯。茶叶标样(GBW07605 (GSV-4) (0.072 mg kg-1 Se)和空白与被测样品同时消化。Se回收率为89％~93%。

2 结果与分析

2.1 不同pH条件下呼吸抑制剂和低温对水稻吸收亚硒酸盐影响

研究结果（图1）显示，呼吸抑制剂和低温对不同pH条件下水稻吸收亚硒酸盐影响明显不同。pH 3.0时，0.10 m molL-1 DNP, 1.0 m molL-1 NaF和低温 (4℃)对水稻根系吸收亚硒酸盐的抑制程度分别为17%，15% 和12%；pH 5.0时，抑制程度分别达到83%，80%和79%；pH 8.0时，抑制程度分别为18%，13%和20%。可见，pH 5.0时水稻根系吸收亚硒酸盐是一个主要依赖根内能量代谢的过程，而pH 3.0 和pH 5.0时，大部分亚硒酸盐进入水稻根内并非是一个依赖能量代谢的过程。   
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图1 pH 3.0, pH 5.0和pH 8.0条件下呼吸抑制剂和低温对

亚硒酸盐吸收的影响

Fig. 1 Effects of respiration inhibitor and low temperature on 

selenite uptake in solution with pH 3.0, pH 5.0 and pH 8.0
2.2  不同pH条件下水稻根系吸收亚硒酸盐随浓度变化曲线

水稻根系吸收亚硒酸盐随浓度变化曲线（图2至图4）显示，在pH 3.0和pH 8.0条件下，在一定浓度亚硒酸盐范围内，随着亚硒酸盐水平的不断提高，水稻根系吸收硒数量呈比例增加，与溶液中硒水平呈良好的线形关系（pH 3.0时，R2=0.981; pH 8.0时，R2=0.981）；在pH 5.0条件下，随着亚硒酸盐水平提高，水稻根系吸收硒数量不断增加，当溶液中亚硒酸盐浓度达到一定水平时，根系对硒的吸收量不再增加而趋于饱和。可见pH 5.0时水稻吸收亚硒酸盐是一个有载体蛋白参与的吸收过程，而pH 3.0和pH 8.0时水稻吸收亚硒酸盐是一个没有载体蛋白参与的吸收过程。
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图2  pH 3.0条件下水稻根系吸收亚硒酸盐随浓度

梯度变化曲线

Fig. 2 Concentration-dependent uptake curves of 

selenite by rice roots in solution with pH 3.0
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图3  pH 5.0条件下水稻根系吸收亚硒酸盐随浓度梯度变化曲线

Fig. 3 Concentration-dependent uptake curves of selenite by rice
roots in solution with pH 5.0
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图4  pH 8.0条件下水稻根系吸收亚硒酸盐随浓度梯度变化曲线

Fig.4 Concentration-dependent uptake curves of selenite by rice         

roots in solution with pH 8.0
2.3  pH 3.0条件下通道抑制剂对水稻吸收亚硒酸盐影响
图5显示，在pH 3.0条件下，与对照相比，HgCl2、AgNO3、TEACl、CoCl2和DIDS对水稻根系吸收亚硒酸盐具有不同程度的抑制效果，分别为81%、76%、19%、13%和12%，可见HgCl2和AgNO3对水稻吸收亚硒酸盐抑制程度最大，而TEACl、CoCl2和DIDS对亚硒酸盐的吸收只有较低程度的抑制。HgCl2和AgNO3是敏感的水通道抑制剂，可见pH 3.0时亚硒酸盐可能主要通过水通道进入水稻根内的，只有小部分通过其他途径进入水稻根内，这与过去的研究结果相一致[15]。此外，K+、Ca2+和阴离子通道抑制剂对对水稻吸收亚硒酸盐抑制程度较低，因此，pH 3.0条件下K+、Ca2+和阴离子通道不是亚硒酸盐进入水稻根内的主要途径。
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图5  pH 3.0条件下通道抑制剂对水稻根系吸收亚硒酸盐影响

Fig.5  Effects of channel inhibitors on the uptake of selenite by 
rice roots in solution with pH 3.0
2.4  pH 8.0时不同类型阴离子通道抑制剂对水稻根系吸收亚硒酸盐影响

葡萄糖和其他一些营养刺激物可以激活体积敏感性阴离子通道[16,17]，此外，Ca2+也能激活细胞膜上依赖钙的阴离子通道[18]。那么葡萄糖、Ca2+等促进亚硒酸盐吸收是否与激活某种类型的阴离子通道有关呢？由于阴离子通道对不同的阴离子通道阻断剂敏感性不同[19]，因此通过选择不同类型的阴离子通道阻断剂，分别抑制不同形式亚硒酸盐吸收，可以明确亚硒酸盐能否通过某种类型的阴离子通道进入水稻根内。图6显示，在pH 8.0条件下，与对照相比，不同阴离子通道抑制剂NPPB、9-CA、NPAA、TEACl、NA和DIDS对水稻吸收亚硒酸盐抑制程度较低，分别为24%、19%、28%、10%、21%和18%。说明pH 8.0时亚硒酸盐对上述不同类型阴离子通道抑制剂不敏感。NA是钙激活和容量敏感型氯离子通道阻断剂，NPPB是容量敏感型氯通道阻断剂，9-CA是氯通道和S-型阴离子通道阻断剂，DIDS是钙激活和容量敏感型氯通道阻断剂。可见，pH 8.0条件下亚硒酸盐主要不是通过上述类型的阴离子通道进入水稻根内。
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图6  pH 8.0条件下阴离子通道抑制剂对水稻根系吸收亚硒酸盐影响

Fig.6 Effects of anion channel inhibitors on the uptake of selenite in solution

with pH 8.0
3 结果与讨论
过去，人们对植物吸收亚硒酸盐的生理机制进行了初步的研究，主要围绕亚硒酸盐吸收是否为一个需要能量的过程来进行的 [9~13]，但直到目前为止仍然未明确亚硒酸盐吸收的生理机制[20]。Ulrich等[9]研究表明，在pH4.0时，100µmolL-1羟胺和DNP对A.lentiginosus 吸收亚硒酸盐的抑制程度分别为72%和86%，对A.crotalariae 吸收亚硒酸盐的抑制程度分别为72%和79%，0℃低温对A.lentiginosus和A.Crotalariae吸收亚硒酸盐的抑制程度分别达到84%和81%。然而Arvy[13]研究表明，低温和呼吸抑制剂对Phaseolus vulgaris吸收亚硒酸盐只能抑制35%。此后Arvy[14]的研究又显示，呼吸抑制剂仅仅抑制20%亚硒酸盐吸收。显然，Arvy与Ulrich等的研究结果截然不同。在亚硒酸盐溶液中，存在着如H2SeO3、HSeO3-和 SeO32-等不同形式的硒[21]。在Arvy与Ulrich等[9,12]的研究中，他们忽视了亚硒酸盐溶液中实际上存在着不同形式的硒，而将亚硒酸盐看作单一硒形式进行研究。不同pH溶液中H2SeO3、HSeO3-和 SeO32-形式的硒数量存在显著差异。pH 3.0时，溶液中硒主要以HSeO3-形式存在，约占72.96%，其次为H2SeO3形式的硒，约占27.02%，SeO32-形式的硒含量很少，仅占0.18%；pH 5.0时，溶液中HSeO3-仍然是主要的硒形式，约占97.21%，其次为H2SeO3形式的硒，约占3.56%，SeO32-形式的硒约占2.43%；pH8.0时，溶液中SeO32-是主要的硒形式，约占96.15%，其次为HSeO3-形式的硒，约占3.85%，H2SeO3形式的硒含量极少[15]。在Ulrich[9]研究中，pH为 4.0，HSeO3-形式的硒占总硒量的96.2%。而Arvy[12]研究中，营养液中pH为6.0，HSeO3-形式的硒占总硒量的80 %，SeO32-形式的硒占20%。随着植物对营养液中硝酸根离子的吸收，根系会分泌大量的OH-到溶液中，如果溶液中pH未及时调节，会导致pH升高。这样会引起HSeO3-形式的硒数量降低，SeO32-形式的硒数量上升。在这种情况下，呼吸抑制剂对水稻根系吸收亚硒酸盐的抑制程度会明显降低。可见实验条件很可能是导致Arvy与Ulrich等研究结果出现分歧的主要原因。
研究表明，在亚硒酸盐溶液中，H2SeO3形式的硒能够通过水通道进入水稻根内[15]。但是另外两种形式的硒（SeO32-和HSeO3-1）如何进入水稻根内仍然不清楚。根据本研究结果，pH 3.0和pH 8.0时，呼吸抑制剂和低温仅能较小程度地抑制水稻根系对亚硒酸盐的吸收；而pH 5.0时抑制程度达到80%左右。可见，pH 5.0时水稻根系吸收亚硒酸盐是一个依赖于根内能量代谢的过程，而pH 3.0 和pH 8.0时，水稻根系吸收亚硒酸盐主要不是一个依赖于能量代谢的过程。在不同pH条件下，水稻根系随硒浓度梯度变化的吸收曲线显示，pH 3.0和pH 8.0时水稻根系吸收亚硒酸盐速率随亚硒酸盐浓度增加趋势为一直线，而 pH 5.0时为一饱和曲线。可见，pH 5.0时水稻吸收亚硒酸盐是一个有载体参与的主动吸收过程。而pH 3.0和pH 8.0时亚硒酸盐主要以被动吸收方式进入水稻根内。进一步研究显示，pH 3.0时, 水通道抑制剂HgCl2和AgNO3对水稻根系吸收亚硒酸盐的抑制程度分别为81%和76%。pH 8.0时，不同类型的阴离子通道抑制剂NPPB、9-CA、NPAA、TEACl、NA和DIDS对亚硒酸盐吸收的抑制程度较低，推测pH 8.0条件下亚硒酸盐主要不是通过阴离子通道进入水稻根内，但至于通过哪种被动方式进入根内仍需进一步研究。与pH 5.0相比，pH 3.0和pH 8.0条件下可能会影响到呼吸抑制剂和阴离子通道抑制剂的有效性，但有效性的降低需要一个时间过程。由于我们在离体根放入前将呼吸抑制剂和阴离子通道抑制剂加入到吸收液中，加上处理时间较短，因此呼吸抑制剂和阴离子通道抑制剂的抑制效果仍然能够较大程度地发挥出来，不会影响试验的最终结果。此外，当根系在pH 3.0、5.0和8.0溶液中培养3h，取出后在溶液中吸收1h亚硒酸盐，发现三者吸收能力并没有显著差异(数据未发表)，可见，短时间内的酸碱胁迫，对根系本身吸收亚硒酸盐能力的影响并不大，而pH对亚硒酸盐形态的影响导致了较大的吸收差异。

可见，在亚硒酸溶液中，不同形式的亚硒酸盐具有不同的吸收机制。pH 5.0条件下，溶液中主要为HSeO3-形式的硒， 这种形式的硒主要以主动吸收方式进入水稻根内。pH 3.0条件下，尽管溶液中HSeO3-形式的硒约占72.96%，H2SeO3形式的硒占27.02%，但是低温和呼吸抑制剂并不能抑制亚硒酸盐进入水稻根内，可见进入水稻根部的主要不是HSeO3-形式的硒，而只能是H2SeO3形式的硒，可见H2SeO3主要是通过水通道的方式进入水稻根内。pH 8.0条件下，溶液中主要是SeO32-形式的硒，因此这种形式的硒主要以阴离子通道以外的其他被动方式进入水稻根内。
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Effects of pH on the physiological mechanism of selenite 

uptake by excised roots of rice seedlings
Zhang Lianhe 1, 2  Li Youjun1  Miao Yanfang1  Yu Feiyan 1  Shi Weiming 2
(1 Agricultural Faculty, Henan University of science and technology, Henan Luoyang 471003, China)
(2 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, Nanjing  210008, China)

Abstract    Effects of pH（pH 3.0、5.0 and 8.0）on mechanism of selenite uptake by rice roots were studied using excised roots of rice seedlings. Results indicate that in solutions of pH 3.0 and pH 8.0, 0.10 m molL-1 DNP, 1.0 m molL-1 NaF and low temperature (4°C) could only inhibit selenite uptake to a small extent, and selenite uptake varied with selenite concentration, showing a linear curve. However, pH 5.0 inhibited uptake of most selenites, showing a saturation curve. Further study revealed that both HgCl2 and AgNO3 inhibited uptake of most selenites at pH 3.0, while anion channel inhibitors did that of a few at pH 8.0. Apparently, selenites infiltrated into roots actively at pH 5.0 and was absorbed passively by the roots at pH 3.0 and pH 8.0. Furthermore, selenites were absorbed into the roots through aquaporins at pH 3.0 but absorbed into the roots via other routes than anion channels at pH 8.0.
. 

Key words  pH；Selenite；Rice roots；Active absorption；Passive absorption
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