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① 用同步辐射 X-射线荧光分析法研究感病
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摘　要　用同步辐射X2射线荧光分析 (SRXFA ) 技术分析植物单细胞的微量元素, 研究病毒侵染植物后植物

单原生质体内微量元素的相对变化。用果胶酶和纤维素酶分离烟草叶肉细胞原生质体, 经 3% 戊二醛固定 30

m in 后, 置于杜乐膜上, 干燥后用同步辐射 X2射线荧光法分析。X2射线流强大于 80 mA 时, 停留取谱时间

20 m in, 可从烟草单个原生质体中检测到 C l, Ca,M n, Fe, Cu, Zn, C r, Co, N i, A s, T i 和 Ge。流强低于 80 mA

时, 只可检出C l, Ca, Fe, Cu, T i 和 Ge。结果表明烟草被烟草花叶病毒感染后, Ca, Fe 离子的强度下降, C l, Cu,

Ge 离子变化不显著。其他离子因响应值过低无法比较。
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Abstract 　 T he feasib ility of u sing the energy dispersion synch ro tron radia t ion X2ray

fluo rescence ( SRXFA ) fo r analyzing trace elem en ts in tobacco p ro top lasts w as

demon stra ted. P ro top lasts w ere iso la ted from tobacco leaves, f ixed by 3% glu tara ldehyde

fo r 30 m in, then pu t on D u lar f ilm. A fter drying, p ro top lasts w ere analyzed by SRXFA.

A cqu isit ion t im e last ing 20 m in, C l, Ca, M n, Fe, Cu, Zn, C r, Co, N i, A s, Ge and T iw ere

detected in single p ro top last w hen beam in ten sity w as h igher than 80 mA ; w h ile cu rren t w as

low er than 80 mA , on ly C l, Ca, Fe, Cu, Ge and T i cou ld be detected. O u r data show that,

af ter p ro top lasts w ere infected by tobacco mo saic viru s, the concen tra t ion s of Ca and Fe had

a sign if ican t decrease compared w ith health p ro top last, and C l, Cu and Ge did no t change.
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　　生物样品中微量元素的含量可用仪器法或化学方法测定, X2射线荧光分析 (XFA ) 是最重

要的方法之一, 然而因其灵敏度的限制, 目前仍无法分析单细胞中的微量元素及含量[1～ 3 ]。与

传统X 光源或电子束激发的X2射线分析相比, 同步辐射光源具有高强度、高极化性和天然准

直等特点, 不但使同步辐射X2射线荧光分析 (SRXFA ) 灵敏度和空间分辨率大幅度提高, 而且

其分析光斑可集中在 10 Λm 的范围内, 能够检测微区内含量极低的样品。由于同步辐射X2射
线荧光分析没有韧致辐射, 几乎不损伤样品, 特别适合生物样品的分析。这一方法越来越受到

生物界的重视。小区域内用同步辐射X2射线荧光分析法研究生物样品的微量元素已有报

道[4～ 13 ], 但多见于动物组织和细胞。为了去除植物细胞壁中微量元素的干扰, 应采用原生质体

为分析对象, 其检测难度较大, 尤其单个原生质体的检测未见报道。本研究采用同步辐射X2射
线荧光分析法, 分析烟草单个原生质体中微量元素的变化。从烟草单个原生质体中检测到C l,

Ca,M n, Fe, Cu, Zn, C r, Co,N i,A s, T i 和 Ge。烟草被烟草花叶病毒感染后, Ca, Fe 离子的强度

下降, C l, Cu, Ge 离子变化不显著。这些变化的机理有待进一步研究。

由于微量元素在生理生化反应中起着重要作用, 研究植物单原生质体中微量元素的检测

方法, 对植物生理生化和病理研究有重要意义。本研究发现了感病植物与健康植物细胞内微量

元素的变化, 也为植物病害防治提供理论依据。

1　材料与方法

111　材料

烟 草花叶病毒 ( tobacco mo saic viru s, TM V ) , 普通三生烟 (N icotiana tabacum cv.

Sam sun) , 纤维素酶、果胶酶 (诺和诺德公司) , 杜乐膜 (杜邦公司)。

112　仪器

同步辐射X2射线荧光装置, 配有A X IL 数据处理软件 (北京正负电子对撞机国家实验室

研制)。

113　实验方法

1. 3. 1　烟草叶肉细胞原生质体的提取　提取方法参照[ 15 ]做如下改动: 选择被病毒侵染的烟

草叶片退绿部位和健康烟草 (均为 80 日龄) 叶片, 撕去下表皮, 切成 2 mm 小条, 置于小烧杯

中。在小烧杯中置 5 mL 新配置的经过滤灭菌的酶液, 酶液内含 2% 纤维素酶、0. 5% 果胶酶及

0. 6 mo lõmL - 1甘露醇。将撕去下表皮的 1 g 鲜叶在酶液上平铺一层, 无表皮的一面向下接触

酶液。放置于摇床上摇动 30 m in (25℃避光, 速度 120 次õm in - 1)。更换酶液, 除去酶液中的破

碎细胞。再加入等量的过滤灭菌酶液, 释放原生质体, 经 200 目尼龙沙网过滤, 进一步除去杂

质, 转入离心管。加入 5 mL 20% 蔗糖溶液, 离心 (500 rõm in - 1) 3 m in, 取上浮原生质体置离心

管中, 加入 5 mL 1 mmo lõmL - 1的磷酸缓冲液 (5 mL , pH 7. 4) 混匀后离心 (500 rõm in - 1 )

3 m in, 弃去上清液, 再洗涤 2 次后, 保存在缓冲液中备用[5 ]。

1. 3. 2　原生质体的固定　将市售 25% 戊二醛配置成 3% 水溶液, 并调pH 值为 7. 0。将原生质

体离心 (500 rõm in - 1) 3 m in, 去上层缓冲液, 加入等体积戊二醛, 静置 30 m in 后, 离心 (500 rõ

m in - 1) 3 m in, 去上层固定液, 用 1 mmo lõmL - 1的磷酸缓冲液洗涤 3 次, 保存在 4℃冰箱, 备用。

1. 3. 3　原生质体的制片　在塑料幻灯片架上, 将杜乐膜粘贴牢固, 并使其平整无皱缩。用 1%

盐酸浸泡 24 h, 软毛刷沾洗涤液清洗, 无菌去离子水冲净、吹干。用微量注射器吸取固定好的

原生质体, 滴于膜表面, 在无菌室中晾干。薄膜上的原生质体保存备用。
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1. 3. 4　同步辐射X2射线荧光分析条件的探讨　选择完整的原生质体用同步辐射X2射线荧

光仪进行测量, 累积成 1 个X2射线荧光光谱 (XR F 谱)。在不同束流强度下, 采用不同停留取

谱有效时间, 探讨最佳分析条件。

1. 3. 5　感病烟草原生质体中微量元素的变化　用所选的分析条件分别测量健康叶片原生质

体和感病叶片原生质体, 用A X IL 软件处理数据。将各元素的峰面积归一化, 比较感病烟草与

健康烟草原生质体中不同元素的变化。

2　结果与讨论

烟草叶肉原生质体的固定与制片是同步辐射X2射线荧光分析中重要环节。一般显微分析

中样品的固定仅限于结构及形态的稳定, 未考虑细胞内外离子的运输与传递。本研究选择戊二

醛做固定剂, 使细胞能瞬间死亡, 尽量保持其离子能停留在胞内, 即杀死原生质时其质膜不破

损。与动物细胞不同, 植物细胞有细胞壁。为了避免细胞壁上离子的影响, 分析时除去了细胞

壁。但去壁后, 植物原生质体处于不稳定状态。用戊二醛处理时间长短直接影响固定效果。经

多次实验得出固定时间 30 m in 为最佳。此外制片时液斑也是影响测量结果的重要因素, 液滴

尽量小 (约 1. 5 mm ×1. 5 mm ) , 内含细胞原生质体应完好无损, 且使原生质体以个体的形式

单独存在, 不互相重叠。所用的杜乐膜应充分洗净, 避免本底干扰同步辐射X2射线荧光检测。

经同步辐射X2射线荧光仪分析, 单原生质体的XR F 谱见图 1。

图 1　烟草原生质体 XRF 光谱图

用A X IL 软件处理数据, 得到细

胞中微量元素的种类, 以及用峰面积

表示的各元素的响应值。改变流强和

测量时间, 探讨最佳分析条件。由于

植物细胞内微量元素含量非常低, 所

以进行同步辐射X2射线荧光光谱检

测时, 束流的强度及采样时间是至关

重要的。当流强低于 80 mA 时, 可检

出C l, Ca, Fe, Cu, Ge 和 T i, 其他元素

信噪比太小, 淹没于噪声中。分析的

取谱时间由 500 s 增加到 1 000 s, 仍

无法获得满意的结果。当流强为 80～ 90 mA , 停留取谱时间为 20 m in 时, 除以上元素外, 检出

了M n, Zn , C r, Co,N i,A s。故用该条件分析健康及感病原生质体, 各重复 5 个样品, 结果见

表 1。

表中A r 与样品无关, 来自空气; C l, Ca,M n, Fe, Cu, Zn 为植物所需营养元素; C r, Co, N i,

A s 为污染元素, 此外还检测到 Ge 和 T i, Ge 的信号很强。由于本身含量低, 或者由于响应值

低,M n, Zn, C r, Co,N i,A s 信号很弱, 有些样品中未检出。

为比较健康细胞和感病细胞中微量元素的差别, 对各样品元素峰面积归一化, 计算它们在

总峰面积中的相对百分比, 结果见表 2。
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表 1　健康与感病烟草细胞中的微量元素峰面积

元素 健 康 样 品

1 2 3 4 5

感 病 样 品

1 2 3 4 5

C l 315 323 347 138 408 141 286 186 71 151

A r 29 224 20 549 28 526 28 322 23 243 24 214 29 971 25 524 25 217 28 015

Ca 2 798 3 117 3 863 3 210 2 598 1 800 2 631 2 086 1 218 2 697

T i 750 706 379 337 683 135 890 401 1 679 267

C r 116 91 85 140 276 88 193 26 — 125

M n 67 51 36 22 — 110 116 — — 85

Fe 4 082 1 841 5 538 1 352 1 436 577 661 738 704 998

Co 66 83 — 41 46 741 89 150 93 196

N i — 74 68 13 109 300 136 572 113 244

Cu 171 458 201 261 132 877 225 263 190 265

Zn 32 1 553 — 2 196 14 14 716 33 —
Ge 2 300 2 271 2 419 2 145 2 643 2 574 2 231 2 041 1 310 2 081

A s 366 264 123 294 98 132 320 — 351 370

表 2　健康与感病烟草细胞中的微量元素相对峰面积比例

元素 健 康 样 品

1 2 3 4 5

感 病 样 品

1 2 3 4 5

C l 0. 78 1. 03 0. 83 0. 38 1. 28 0. 44 0. 76 0. 57 0. 23 0. 43

A r 72. 54 65. 48 68. 6 78. 07 72. 94 76. 38 79. 37 78. 05 81. 4 78. 93

Ca 6. 95 9. 93 9. 29 8. 85 8. 15 5. 68 6. 97 6. 38 3. 93 7. 6

T i 1. 86 2. 25 0. 91 0. 93 2. 14 0. 43 2. 36 1. 23 5. 42 0. 75

C r 0. 29 0. 29 0. 21 0. 39 0. 86 0. 28 0. 51 0. 08 — 0. 35

M n 0. 17 0. 16 0. 09 0. 06 — 0. 35 0. 31 — — 0. 24

Fe 10. 13 5. 87 13. 32 3. 73 4. 51 1. 82 1. 75 2. 26 2. 27 2. 81

Co 0. 16 0. 26 — 0. 11 0. 14 2. 34 0. 23 0. 46 0. 3 0. 55

N i — 0. 24 0. 16 0. 04 0. 34 0. 95 0. 36 1. 75 0. 37 0. 69

Cu 0. 42 1. 46 0. 48 0. 72 0. 41 2. 77 0. 6 0. 8 0. 61 0. 75

Zn 0. 08 4. 95 — 0. 01 0. 61 0. 04 0. 04 2. 19 0. 11 —
Ge 5. 71 7. 24 5. 82 5. 91 8. 29 8. 12 5. 91 6. 24 4. 23 5. 86

A s 0. 91 0. 84 0. 3 0. 81 0. 31 0. 42 0. 85 — 1. 13 1. 04

从表中可以看出, 由于个体之间的差异, 无论健康细胞还是感病细胞, 各样品同种元素的

相对百分比之间存在很大差别; 但是与健康样品相比, 感病样品中Ca, Fe 相对含量明显减少,

经 t 测验, 显著水平达 0. 05; C l, Cu 相对含量变化不显著。由于M n, Zn 测量数值很低, 无法进

行对比分析, 有待于进一步改进分析方法。Ca, Fe 离子下降的原因和机理有待进一步研究。

得益于同步辐射X2射线荧光光谱技术的发展, 本文首次用同步辐射X2射线荧光法初步

研究了病毒侵染植物后植物单原生质体内微量元素的相对变化。单细胞或原生质体中微量元

素的绝对含量以及某些含量低、响应值低的元素分析, 有待于进一步改进实验方法。

同步辐射光源是宽带谱, 我们采用的是 SR 白光激发, 这样有利于样品的多元素分析。若

利用单色器, 则可以对感兴趣的元素进行选择激发, 提高激发效率, 减小谱线干扰, 突出待测

元素。
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以上我们初步探讨了植物单细胞内微量元素的同步辐射X2射线荧光分析法。从中可以看

出这种方法在植物生理生化和病理研究中具有巨大潜力, 并将随着研究的深入得到更加广泛

的应用。
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