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摘要：总结了植物细胞及分子水平对重金属耐性和解除其毒性的途径。植物通过避免增加细胞内敏感位点毒物浓度来解除重金属毒性。其途径主要有：一方面通过菌根化、细胞壁吸收及根系分泌物的螯合作用减少根系吸收重金属进入细胞质；另一方面通过体内调节机制解除重金属毒性和提高耐性，主要通过一系列膜蛋白对进入细胞质内的重金属排出细胞质外、隔离于液泡中，或将重金属转变为无毒性形态挥发入大气，或通过细胞质内的植物螯合素、金属硫蛋白、有机酸、氨基酸、多胺等对重金属螯合，解除重金属毒性；同时植物还可以在重金属胁迫下产生热休克蛋白修复胁迫伤害的蛋白质。本文提供了涉及植物重金属解毒和耐性广泛的观点和证据。
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随着现代工业和城市的迅速发展，特别是乡镇企业的蓬勃兴起以及农用化肥、农药的大量施用，土壤污染问题日趋严重。重金属污染是土壤污染的重要方面，已成为严重危害人类健康的重大问题。虽然植物正常生长发育必需一些重金属元素，因为这些重金属是很多酶和其它蛋白质的组成成分，但土壤中高浓度必需的和非必需的重金属可导致中毒症状和抑制大多数植物的生长。然而，一些植物已进化出耐受重金属的特性，使这些植物可以在含金属的土壤中旺盛生长。植物对重金属的耐性是由少数主要基因控制，也许还有多个次要修饰基因的作用[1-2]。植物具一系列潜在忍耐和解除重金属毒性的细胞机制和分子机制，这些机制包括解毒机制及后来对重金属胁迫的耐性。植物主要通过避免增加细胞内敏感位点毒物浓度来避免上述毒害效应，而不是产生能阻止重金属毒性的蛋白质。耐性植物显示出避性和体内平衡机制来避免毒性的产生[3-4]。不同耐性植物避免重金属浓度增加的途径不同。在细胞间，植物可通过菌根化作用减少重金属浓度，或将重金属排出于细胞壁和细胞间，或通过原生质膜减少重金属的吸收，或刺激膜泵出已进入细胞液的重金属。在原生质体内也存在很多机制，例如，用包括热休克蛋白或金属硫蛋白的大量蛋白质修复胁迫伤害，通过有机酸、氨基酸螯合金属，及在代谢过程中把重金属运输到液泡中的隔离作用。近年来，作为污染生态学研究的一个重要课题，已不少综述性文章介绍其进展，但对植物细胞及分子水平的生理耐性和解除毒性方面却鲜见全面的报道，因此，本文主要从近年来细胞和分子水平研究植物重金属耐性和解毒机理的几个方面进行总结，以期对我国重金属污染治理的研究和实践提供帮助。
1  植物忍耐和解除重金属毒性的途径
1.1  菌根化
内、外生菌根化在保护植物根系免受重金属毒害中起到非常重要的作用[5]。对于寄主植物金属耐性，菌根化作用包括疏水性的真菌鞘减少重金属接近寄主根部非共质体的屏障作用，重金属由菌丝鞘吸收的作用，真菌分泌物螯合重金属，以及重金属吸附在外部菌丝体上。
内、外生菌根真菌对重金属的耐受性因菌种、重金属种类和浓度、与宿主植物共生与否以及所生长的土壤条件等而异，同时种内菌株之间也有差异。不同真菌对同一重金属反应不同，同一真菌对不同重金属反应也不同[6]。生态菌根卷伞菌(Paxillus involutus) 阻挡Zn，因此减少了长白松(Pinus sylvestris)中Zn的含量。另一类真菌疣革菌（Thelephora terrestris）几乎不阻挡Zn，甚至增加寄主Zn的含量[7]。同样的，虽然菌根化的粘盖牛肝菌（Suillus bovinus） 和 疣革菌两者都保护长白松对Cu的毒性，但由两种真菌所阻挡的Cu的数量有相当大的差异[8]。Ana等报道在龙葵（Solanum nigrum）中接种近明球囊霉（Glomus claroideum），使根、茎、叶对Zn的吸收和积累量分别增加了58％、44％和 120％；在龙葵中接种根内球囊霉（Glomus intraradices），使根、茎、叶对Zn对吸收和积累量分别增加了54％、39％和122％[9]。
在细胞水平，真菌耐重金属的机制可能与一些高等植物的机制相似，即与细胞间的物质结合，或隔离在液泡小室中。在分子水平，真菌基因的表达可能参与重金属耐性与毒性解除[10-11]。由于Cu的胁迫在共生菌丝体珍珠巨孢囊菌（Gigaspora margarita）中的金属硫蛋白基因表达上调[12]，在Zn胁迫下菌丝体根内球囊霉增加了CDF家族Zn运输体基因(GintZnT1)转录水平，说明了该基因的表达有解除Zn毒性的功能[13]。在根内球囊霉的菌丝体中，依赖Cd，Cu上调的ABC 运输体基因GintABC1编码一个多肽链，该多肽链可能涉及到根内球囊霉对Cd，Cu解毒[14]。
重金属Zn、Cd污染土壤中接种灌木菌根的西红柿生长明显好于未接种的。对两种西红柿的分析显示，编码金属硫蛋白的基因Lemt1, Lemt3，Lemt4，和广泛的金属运输体基因LeNramp2的mRNA表达没有明显区别。相反，生长在污染土壤的未接种菌根西红柿Lemt2、LeNramp1基因强烈表达，而接种菌根西红柿的Lemt2及其它一系列重金属运输体基因转录水平明显减少，仅限于少数薄壁组织细胞，因此推断并非所有涉及减少重金属毒性的基因表达，而仅一部分在重金属胁迫下表达，且这些基因在与真菌共生时下调，菌根接种的根可能因为根细胞中重金属浓度的降低而不能诱导这些基因的表达[15]。通过共生菌丝体根内球囊霉体外加入Cd, Cu, Zn的培养显示，不同的重金属诱导表达的涉及增加重金属耐性的蛋白质不同，这些蛋白质包括一个Zn运输体、一个金属硫蛋白、一个90 kD的热休克蛋白、和谷胱甘肽硫转移酶[16、17]。而对生长在污染土壤或加入Zn的截形苜蓿（Medicago truncatula）根分析表明，基因转录水平提高8倍，这些证明了依赖重金属表达的不同灌木菌根基因在子实体内的表达。这些诱导基因表达的蛋白质可能涉及到减少活性氧造成的伤害，因此共生真菌细胞的最初功能是应对重金属的氧化胁迫[15]。
1.2  细胞壁和根系分泌物

细胞壁像一吸附过滤器可结合一定数量的重金属。Bringezu等报道耐性植物（Silene vulgaris）可在表皮细胞壁中积累一系列重金属，这些重金属或是结合在蛋白质上，或是以硅酸盐的形式存在[18]。在虎杖（Polygonum Cuspidatum）中，约90% Cu, Zn, Cd存在于根细胞壁中[19]；禾秆蹄盖蕨 （Athyrium yokoscense） 根细胞中，约70%~90%的Cu, Zn, Cd在细胞壁中[20]。在啤酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）细胞壁中，Hg2+主要通过SH组结合在细胞壁上[21]。Ana等研究表明Zn主要存在于根组织的胞间隙和细胞壁中[9]。
根系分泌物与金属耐性作用有关。根系分泌物是植物根系在生命活动过程中向外界环境分泌的各种有机化合物总称。根系分泌的有机化合物一般在200种以上[22]，这些分泌物主要有低分子的有机酸、糖类、酚类、各种氨基酸及高分子分泌物粘胶和外酶等，其中粘胶有多糖和多糖醛[23]。作为根际微生态系统的根系分泌物，根系分泌物控制重金属吸收的机理包括改变根际pH，改变金属物质的氧化还原状态，与重金属络合以及根际微生物产生根际效应，增加重金属的流动性、固定重金属从而减少其环境风险等，同时还可以为微生物提供丰富的有机营养和能量以促进土壤中的有机污染物生物降解[24]。对Ni富积植物的螯合作用研究发现有螯合Ni的组氨酸和柠檬酸，这些酸有助于减少Ni吸收，因此起到解毒Ni的作用[25]。其它的分泌物可能对别的金属耐性起到作用。从荞麦(Fagopyrum esculentum）根部分泌草酸且在叶中积累无毒性的草酸铝[26]，实现了植物体内和体外的解毒。然而，亦有相反的报道，根系分泌物并不一定增加重金属的溶解度、移动性和生物可用度[27]。小麦（Triticum aestivum）根系分泌物可增加Zn, Cd的移动性，而重金属富集植物遏蓝菜（Thlaspi caerulescens）根系分泌物，并未加强Zn, Cd的移动性[28]。具体机理有待进一步研究。
1.3  细胞膜
植物质膜是原生质体的最外层，也是重金属毒性的第一个目标。细胞膜是控制离子渗漏的，然而重金属可迅速地影响质膜的功能，主要通过诱导膜脂过氧化反应，改变膜脂的不饱和度[29]，蛋白质硫醇的交连，抑制关键膜蛋白如H＋－ATPase[30]，或者是改变膜的组成和膜脂流动性而影响质膜的功能，如Cd导致K＋渗漏[31]。细胞膜对植物重金属耐性的机理可能涉及到：首先，通过细胞膜防止或减少重金属进入细胞。其次，通过活跃的金属离子流出机制维持重金属的体内平衡[32]。金属离子流出主要依赖于质膜上金属传递体，这些传递体与金属的吸收和动态平衡有关。第三，对重金属损坏质膜的完整性保护。维持质膜完整性的因素可能是在膜损伤后加强膜的修复[33]，这些可能涉及到热休克蛋白或金属硫蛋白。Magdalena报道了在黄瓜（Cucumis sativus）根部质膜运输系统参与Cd, Pb, Mn 和Ni从细胞质流出的过程与质子运输相关的动力学特性显示该运输是可饱和的且对不同金属有不同的亲和性。用100 μm Cd预处理黄瓜根，与对照相比，质膜小泡的反向运输提高250％，而当Cd浓度减少到50 μm，仍增加150％反向运输。此外，外部溶液中加入50 μm Cd，不仅刺激质膜反向运输Cd，而且也刺激其它金属反运输。用50 μm Ni也起到相同的作用，该结果说明质膜反向运输体是由外因引起[34]。参与重金属运输的细胞膜蛋白主要有以下9种。
1.3.1  COPT(Copper transporter )

定位于细胞膜上的金属运转蛋白家族有多种。COPT是真核生物中Cu运转家族，已鉴定出拟南芥（Arabidopsis thalianaz）中5个蛋白COPT1、2、3、4、5都具有运转Cu的能力[35-36]；COPT1是由169个氨基酸残基组成，有三个跨膜结构域，其第44个残基显示出与三个细菌Cu结合蛋白的富甲硫氨酸和组氨酸的Cu结构域相似[37]。酵母中COPT1的表达与对Cu毒性的敏感性直接相关；CTR2是酵母中Cu低亲和性的运输体，COPT1与CTR2在序列上高度相似，两者均是广泛的生物真核Cu运输家族成员。酵母还具有位于质膜的高亲和性Cu运输体CTR1，CTR3[38]。对拟南芥的研究发现，COPT1在胚胎、腺毛、气孔、根尖、花粉中均表达，且COPT1参与Cu的吸收和积累，在Cu有限时调节根的生长和花粉的发育[39]。
1.3.2  Nramps (Natural resistance associated macrophage proteins)
Nramps是高度保守的膜主要组成蛋白家族，参与多数金属运输过程，可高效运输Cd，Fe，Mn，Zn；且在植物、动物、细菌、真菌中普遍存在。植物中首先在水稻（Oryza sativa）中发现3个蛋白（OsNramps1-3）[40-41]。已鉴定了高等植物中一系列基因，拟南芥中已鉴定出6种[42]。植物Nramps可明显的分成2个亚组，一组是At Nramps1-6，另一组是Nramp2-5[43-42]。水稻的OsNramps1和OsNramps3属于第一亚组，OsNramps2属于第二亚组。植物Nramps在进化上是高度保守的，含有12个跨膜结构域（TMs），第一个鉴定的细菌运输蛋白位于TM-8与TM-9之间[44-45]。已发现酵母中3个Nramps蛋白，SMF1-3 调节Mn、Cu、Co、Cd、Fe的吸收[46-47]。At Nramp3明显与Fe和Cd的吸收有关[43]。At Nramp3在拟南芥根、茎、叶的维管束中表达，可能与长距离金属运输有关[48]。值得注意的是大麦（Hordeum vulgare）在充足氮供应且Cd存在时Nramp转录下调，但当缺少氮时强烈上调[49]。总的来说，不同的Nramps家族起的作用不同，但至少一些Nramps涉及到Fe和Cd但吸收。
1.3.3  Zip家族（ZRT IRT-like protein）

Zip家族是涉及运输Fe、Zn、Mn和Cd的蛋白，这些蛋白在运输底物及特性方面不同。已经从细菌及真核生物中鉴定出85个成员，在Arabidopsis鉴定出15个基因。对推测的氨基酸序列排列显示，Zips可分成4个亚家族，所有的高等植物基因显示属于一个组[42]。推测Zips有8个跨膜结构域，且氨基和羧基位于质膜外侧表面[50]。由于在TM-3、TM4之间的变化，因此，Zips全长非常长，TM-3、TM-4之间区域位于细胞质侧，是潜在的金属结合位点，且富组氨酸残基，这些蛋白质最保守的区域是TM-4，推测TM-4形成一个含全部保守组氨酸两性分子的螺旋，该保守组氨酸可能形成涉及运输的跨膜金属结合位点[42]。Mizuno等分离出ZIP家族同族体，通过对酵母细胞研究发现，ZIP基因同族体为CsZIP1，编码一个450氨基酸长度的蛋白，CsZIP1并非是Zn、Fe的运输体，但其表达增加了Cd但敏感性和Ni但耐性[51]。在遏蓝菜中Zip家族运输体也参与Cd、Zn的富集[52]。
1.3.4  CNGC (Cyclic nuclotide gate channel)
CNGC位于质膜上, 可使质膜非选择性通过二价和单价的阳离子[53]；已经在拟南芥中鉴定20个基因组的CNGC序列，推测这些蛋白质有6个跨膜结构域及一个结合钙调蛋白的位点，这些渠道位于质膜上且是非选择性，可通过单价和二价阳离子[42, 54]。转基因烟草（Nicotiana tabacum）过表达NtPBT4蛋白显示改变Ni的耐性及对Pb的超敏性，该蛋白与减少Ni的积累及加强Pb的积累有关[55]。
1.3.5  ABC（ATP-binding cassette）

植物中ABC（ATP-binding cassette）运输体是一具有很强运输能力的超级家族，大多数蛋白位于膜上。ABC运输蛋白具有共同的两个基本结构特点，一个疏水的跨膜域，细胞质侧外围的ATP结合域或核苷结合。大多数ABC的运输由ATP水解驱动，运输广泛的包括磷脂、糖、脂质、肽连、色素、异型生物质、抗生素等物质。已鉴定了植物中20多个ABC蛋白序列，包括P-糖蛋白的同族体、MRP、PDR5等运输体[56]。迄今为止，在植物中发现了该超家族的2个主要亚级MRPs（multidrug resistence-associated proteion）和MDRs（multidrug resistenc proteion）[57]。在拟南芥和水稻中有120多个ABC蛋白成员，且具有运输植物激素、生物碱及调节气孔运动的功能。对豆类植物百脉根（Lotus japonicus）基因组分析鉴定出该植物中有91个推测的ABC蛋白[58]。ABC载体在液泡吸收Cd过程中是以重金属螯合物的形式发挥作用的，MRPs被认为可能是参与跨液泡膜转运Cd螯合物或GS—Cd复合体[59-60]。Bovet等发现拟南芥经过Cd处理后根部4种MRPs在转录水平上有所增高，并且AtMRP3显著增加[61]。在拟南芥中，由于Cd或Pb处理，AtPDR8基因表达上调，细胞质膜上ABC载体AtPDR8蛋白是作为Cd的流出泵发挥作用[62]；AtPDR12位于质膜上，是一ABC运输体，其功能是排除细胞质中Pb及Pb有毒化合物。拟南芥中AtPDR12过表达对Pb有抵抗能力且积累较少Pb[63]。
1.3.6  阳离子反向运输器Antiporter-CAX (Cation exchanger)
Antiporter-CAX主要定位于液泡膜上，参与Cd等二价阳离子从细胞质中转移到液泡积累的过程。CAXs家族是五个阳离子反运输超级家族之一，已发现在细菌、真菌、植物等生物中有CAX基因。主要有三种CAXs，第一种存在于植物、细菌、真菌及低等脊椎动物中；第二种，存在于在真菌及低等脊椎动物中，其N－末端有一个长的亲水区；第三种，存在于细菌中。在Arabidopsis thaliana中，CAX1在Ca2+动态平衡中起重要作用。CAX1调整Ca2+/H+反向运输体的活性。转基因表达CAX1的植物显示出增加Ca2+的积累及加强液泡Ca2+/H+反向运输。CAX1可能也运输Cd，因为当过量的Cd存在CAX1运输Ca性质的被抑制[64]；早期用富液泡膜等小泡研究显示Cd2+/H+反向运输体涉及Cd在液泡等小泡中积累[65]。CAX2在烟草中表达积累了更多Ca、Cd、Mn及提高了Mn耐性[66]。最近从大豆（Glycine max）和水稻的研究显示CAXs位于质膜上[67]。已鉴定出CAX基因，在拟南芥基因组中显示存在大量这些运输体的相似物[42]。
1.3.7  P-type ATPase
P-type ATPase形成各种各样的运输超级亚家族，其功能是使一系列阳离子穿过细胞膜。在所有的生物中都有P-type ATPase用于改变不同离子包括H+, Na+/K+, H+/K+, Ca2+、可能还有脂质的位置[68-69]。典型的P-type ATPase有8-12跨膜域且有一个大的细胞质侧环，该环通常位于TM4与TM5之间，含有几个包括磷酸化位点且高度保守的特点。然而重金属ATPase有8个跨膜域，在TM6与TM7之间有一个大的细胞质侧环[70]。该超级家族中的离子泵均有一个相同的水解ATP帮助离子跨膜运输的机理。P-type ATPase主要位于叶绿体膜、高尔基体膜、质膜及内质网上，使无机阳离子输入或排出细胞。P-type ATPases被划分为5类，根据运输底物的不同每类再根据它们的传输功能划分为2个或更多个亚类[68, 71]。P1B-type重金属ATPases是一个跨膜的金属运输蛋白，主要运输Cu、Ag、Cu、Zn、Cd、Pb、Co，在金属动态平衡中起重要作用。P1B-type重金属ATPases还可以分成两个组，Cu组负责对Cu和Ag的运输，而Zn组负责对Zn和其它重金属的运输。水稻（Oryza sativa）OsHMA9基因由高浓度的Cu、Zn、Cd诱导而表达，OsHMA9 蛋白位于质膜上，且主要在维管束和花粉囊中的质膜表达。研究证明OsHMA9 蛋白对Cu、Zn、Cd、Pb的流出起作用[72]；CPx ATPase即P-type ATPase的一个亚组，具有一个保守的膜内半胱氨酸-脯氨酸-半胱氨酸-组氨酸-丝氨酸主链，这些蛋白质在第六跨膜区有一个结合阳离子的CPx序列及细胞质侧N末端金属结构域，涉及到P-type ATPases或阳离子－H＋反运输体，其生理功能主要是重金属的跨膜运输以保持细胞内必需和非必需金属的动态平衡[73]。已鉴定出Cu、Cd、Zn、Co和Ni的泵出系统[74-75]。
1.3.8  阳离子扩散装置家族CDF(Cation diffusion facilitator ) 
CDF是一个与膜结合的蛋白家族，大部分定位于细胞质膜上，但也有存在于液泡膜、高尔基体膜等。CDF蛋白与一系列生物Zn、Cd、Co、Ni 的耐性有关，其机制可能是通过在细胞内螯合金属离子或从细胞内排出金属离子[76]。CDF家族广泛分布在植物中，相近的家族成员通常有相似的离子选择性，但具有不同的亚细胞位置，在Arabidopsis中有12个CDF成员[77]。MTP11是拟南芥和白杨的阳离子扩散装置家族，Peiter报道了拟南芥 mtp11突变体对高浓度Mn敏感，而过表达MTP11的植物则具有高Mn耐性。AtMTP11在根尖、叶缘、排水器表达最高，但并不在表皮细胞和腺毛这些Mn积累处表达。MTP11蛋白既不在质膜也不在液泡膜上，而是位于点状内膜小室中，这在很大程度上与高尔基体标记物唾液酸转移酶的分布一致。在高尔基体积累Mn可能是通过小泡的运输和胞外分泌而解毒。因此由高尔基体调节的胞外分泌产是植物重金属耐性的一个机理[78]。
1.3.9  膜蛋白merA、merB 与Hg的耐性
merA、merB基因表达的质膜蛋白merA、merB与Hg的耐受性及体内Hg含量有关。其中，merB表达的有机Hg裂解酶将有机Hg还原为挥发性毒性较小的Hg2+，merA编码的Hg离子还原酶可将Hg2+进一步还原为Hg原子[79]；Hussein报道，转入merA和merB基因烟草叶绿体基因组与对照相比，转基因植物可在高于对照三倍浓度条件下生长良好，且在叶片中积累的有机和无机Hg超过土壤中的含量，枝叶中Hg的含量超过对照100倍。merAB在叶片中同时表达加强了Hg2+转变成Hg0，通过迅速挥发和增加吸收不同形态的Hg而提高其耐性[80]。Schue研究发现，细菌中对Hg2+阻抗需要把Hg2+运输到细胞质中隔离，且在细胞质中把汞还原成为毒性较小的Hg0，汞还原酶的N-末端区域与细胞质面的Hg2+运输体相结合，运输高浓度Hg2+需要细胞质面的Hg2+运输体蛋白的半胱氨酸残基，但其并不与汞还原酶相互作用[81]。
1.4  热休克蛋白HSP（heat shock protein）
热休克蛋白是各种生物生长在高于其最佳温度情况下增加表达的蛋白质。目前，在所有的生物中发现有热休克蛋白，可根据分子量的大小将它们分类，且在各种胁迫条件下表达而著名[82]。在正常蛋白质折叠组装时，它们代替分子基。但它们在胁迫条件下也起到保护和修复蛋白质的作用。热休克蛋白可加强蛋白质稳定性及重新折叠由于重金属诱导的活性氧而导致变性的蛋白质，而氧化胁迫可能是几个重金属毒性的主要原因。水稻在热胁迫和重金属胁迫下增加了mRNA的含量[83]，生长于富Cu土壤上的多年生植物海石竹（Armeria maritima）根部表达了HSP17[84]。对野生秘鲁番茄（Lycopersicon Peruianum）的细胞培养研究显示，大的HSP（HSP70）对Cd胁迫作出反应。抗体定位显示HSP70 呈现在核和细胞质中，但也存在于质膜上。这意味着HSP70可能涉及到膜蛋白对Cd损伤的阻止[85]。当玉米种植于不同浓度的Cu、Ni、Pb和Zn土壤中，所有的重金属增加叶绿体小热休克蛋白量。在体外，由于在类囊体中加入纯化的叶绿体小热休克蛋白，光合电子传递免受Pb（非Ni）的影响。在有机体内，由于增加耐热的匍匐翦股颖（Agrostis stolonifera）基因型表达的小热休克蛋白，这些蛋白不同于相近热敏感基因型表达的小热休克蛋白，净光能合成未受Pb和Ni的影响[86]。在重金属胁迫下根内球囊霉菌丝体的热休克蛋白基因上调[87] 。
1.5  植物螯合素PCs（Phytochelatins）
细胞质中由高亲合性配位体对金属的螯合作用是潜在的非常重要的重金属解毒和忍耐机制。可能潜在的配位体包括氨基酸和有机酸两类肽链，即植物螯合素和金属硫蛋白[89]。在植物中，特别是与Cd耐性有关的植物螯合素已被广泛研究。植物螯合素（PCs）是一金属复合肽链家族。这些肽链有一普遍的（r-Glu-Cys）n－Gly结构，n＝2-11，在重金属胁迫植物中这些肽链可迅速被诱导出[89]。植物螯合素PCs利用GSH作为底物由PC合酶催化合成[90]。PC合酶是一在金属离子存在时被激活的酶[89]，已确认了PC合酶基因[91-92]。Howden 等分离了一系列Cd敏感拟南芥突变株，这些突变株积累PCs的能力不同，且积累量与对Cd敏感度相关[93-94]。通过对芥菜（Brassica Juncea）的研究表明，Cd积累与PC迅速地生物合成相伴[95]。拟南芥的植物螯合素合酶基因AtPCS1在Cd非富集植物烟草幼苗中过表达，导致根部和地上部Cd积累增加两倍。而在成株中与Cd相关的PCs相应增加。AtPCS1的过表达而导致的Cd积累和耐性增加是直接与GSH的可用性有关[96]。

1.6  金属硫蛋白MTs (Metallothioneins)
    MTs是一低分子量、高度保守、富半胱氨酸、普遍存在的与胁迫反应密切相关的蛋白质，与各种各样的细胞自动调节相关，在维持细胞平衡中起重要作用。金属硫蛋白是细胞在各种胁迫下合成的，MTs涉及到调节必需重金属元素（如Cu和Zn）和强烈干预非必需重金属元素和自由基[97-99]。MTs既存在于细胞内，也存在于细胞外。细胞内的MTs可起到必需重金属元素库的作用，且是活性氧和活性氮清除剂。作为有毒重金属的克星和转录因子活性的调节因素，由于细胞外胁迫而产生的MTs意味着在应对细胞遭受危害的影响中起到重要作用。传统的观点认为MTs的产生是因为细胞死亡或被胁迫细胞的渗漏，然而，很多实例证明MTs是选择性的释放，且细胞外的MTs库代表了各种细胞功能调节器的作用。基因编码的MTs多肽链分为两组，第一组MTs具有半胱氨酸残基与一哺乳动物马肾的MTs相配，第二组，MTs也具有相似的一群半胱氨酸。在高等植物中，已证实了多种MT基因，除了第一类、第二类MT基因，MT3、MT4型已识别出[100]。
MTs在植物体内参与重金属解毒和体内平衡也已经得到证实。当来自于拟南芥中MT1和MT2基因在一缺乏MT酵母突变体中表达时，两种基因补充该突变体且强烈阻挡Cu。Van等研究显示MT基因可由Cu诱导，且在拟南芥的Cu敏感突变体中增加了MT2的RNA表达，该突变体可积累高浓度Cu[101]；对拟南芥的10个生态型调查显示，幼苗Cu敏感型和MT2的RNA表达存在一个明显的相关关系[102]。拟南芥的MT基因AtMT2a和AtMT3与植物细胞Cd抗性有关，表明Cd抗性提高与AtMT2和AtMT3减少了细胞表面活性氧物质有关[103]。
1.7  有机酸和氨基酸

作为重金属元素的配基，有机酸与重金属配位结合，参与重金属元素的吸收、运输、积累等过程，从而促进植物对重金属的超积累，达到解毒植物体内重金属的目的[104]。超积累植物根系能够分泌大量有机酸。植物体内或根际区域螯合重金属的有机酸主要包括：草酸、苹果酸、柠檬酸等[105]。Miyasaka等报道，耐铝型菜豆（Phaseolus vulgaris）品种根系分泌的柠檬酸是铝敏感型菜豆的10倍[106]。Cd处理导致小麦幼苗根和茎中游离氨基酸的积累[107]。然而重金属胁迫和有机酸量的关系并不清楚。与对照相比，转基因的绿藻莱茵衣藻（Chlamydomonas reinhardtii）中脯氨酸的积累提高了80％，结合的Cd比对照增加了4倍，且可在100 µM浓度的Cd溶液中迅速生长，提高了对Cd耐性致[108]；在Ni富集植物Algssum LesbiaCum中木质部汁液中组氨酸的含量增加了36倍，对非富集Ni植物供以组氨酸，极大地增加了耐性和Ni的向枝条运输[105]。
1.8  液泡隔离作用

耐性植物具有减少细胞质中重金属含量的功能，其主要的机理是将重金属从质膜上流出或运输到液泡中将其隔离，早期的研究显示液泡在金属积累方面可能很重要，是积累各种金属的场所，且积累过程涉及到液泡膜系统[109]。燕麦根部细胞液泡膜上的Cd2+/H+-反向运输及依赖ATP的ABC运输体将Cd－PC到运输液泡[110]。用Zn处理紫羊茅（Festuca rubra）根分生组织细胞后显示出液泡化加强[111]，用Zn65施于大麦叶的分析显示出Zn迅速的被隔离进入液泡中，是对高浓度Zn耐性的重要机制，然而在根部未检测到隔离作用[112]。Mn的解毒过程是首先由质膜吸收Mn，在细胞质中与苹果酸结合，Mn与苹果酸盐复合体通过液泡膜运输到液泡中，在液泡中Mn与苹果酸盐分离，然后与草酸盐结合，苹果酸盐的功能是作为一个通过细胞质的运输载体，而草酸盐作为液泡中的末端受体[113]。Verkleij等从狗筋麦瓶草的耐Zn和对Zn敏感生态型的根分离出质膜小泡，这些小泡显示出在高Zn浓度下耐性系中Zn传递到小泡中的量高于敏感系中传递到小泡中Zn量的2.5倍，这显示出液泡膜在重金属离子区室化分隔中的重要作用[114]。
1.9  多胺Polyamines (Pas)
多胺是所有生活细胞中普遍存在的一种含氮化合物。它们影响植物生长和发育的各种过程而被认为是植物生长调节剂和第二信使[115]。多胺由于在细胞质中的质子化作用而呈阳离子，这些说明了它们与核酸的结合能力及与细胞质膜磷脂的密切关系。多胺包括腐胺（Put）、尸胺(Cad)、亚精胺(Spd)、精胺(Spm)，它们参与从促进生长、细胞分裂、抑制乙烯释放和细胞衰老的不同细胞过程[116]。多胺也是植物解毒重金属的一个明显途径[117-118]。胁迫下植物中多胺的积累与减少与膜和蛋白质损害有关，多胺的合成与缓解细胞质的过酸有关，且可能维持NADP+/NADPH比率与新陈代谢相一致，在缓解胁迫方面多胺的分解代谢可能提供了一些物质和能量，这些物质维持线粒体氧化磷酸化，而能量用于防御胁迫产生的伤害[119]。多胺减少重金属毒性的机理各种各样，游离态多胺被认为是渗透保护剂[120]、蛋白质稳定剂[121]、金属螯合剂[122]、膜质过氧化抑制剂[123]、羟基自由基的清除剂、单线态氧去氧剂[124]。多胺可能通过抑制NADPH氧化而淬灭活性氧，保护大分子[125]。Kumar等认为胁迫条件下多胺的积累是由于精氨酸脱羧酶(ADC)活性的提高[126]。在Cd胁迫下，由于涉及多胺合成的精氨酸脱羧酶(ADC)、鸟氨酸脱羧酶(ODC)活性的增加而导致小麦叶片中腐胺含量高于对照280％，而在Cu胁迫下，只有小麦叶中鸟氨酸脱羧酶(ODC)活性增加，导致腐胺含量高于对照89％，亚精胺的含量未受重金属胁迫的影响，精胺稍微减少，研究显示精氨酸起到抗氧化功能[127]。多胺可能通过蛋白质激酶激活及转录因子涉及到与胁迫相关的信号转导途径[128-129]。
2  研究展望
植物重金属耐性一直是重金属污染研究中的重要课题，对这一问题的透彻研究和应用，将会为治理重金属污染土壤提供快速、经济的有效手段。本文主要总结了近年来植物细胞及分子水平植物耐受重金属和解毒的机理。植物一般通过避免在细胞质中积累过多重金属以避免毒性症状发生，不同植物避免重金属积累的机理不同，这些机理可能多数是重金属的体内平衡。对于一个重金属，可能有多于一个解毒或耐受的途径。然而，没有一个统一机理可以解释各种各样的重金属的耐性。在不同的植物种中，对于不同的金属有不同的机制，包括通过在非共质体中截留减少吸入细胞质中；在细胞质中由一系列配位体鳌合金属，或从细胞质中流出，即流入非共质体或流入液泡，对于减少个别金属的毒性可能涉及到多个机理。虽然最近已鉴定出很多重金属运输家族，但只是集中在少数的几种重金属和少数的植物中，且不同蛋白运输金属离子的类型，细胞、组织中的定位都有待进一步研究，相关基因在植物基因工程中的应用也有待进一步研究，而只有彻底了解植物耐性机理，才能为研究植物的耐性关键因子提供理论指导。相信随着技术手段的进步和越来越多相关蛋白质和基因被分离鉴定出来，应用转基因等生物工程手段，培育出具有耐性和富集性特征的工程植物越来越成为可能，将为高效、经济的治理重金属污染奠定基础。 
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Advance for heavy metal tolerance and detoxification research in plants

Yuan Zuli, Sun Xiaonan, Liu Xiuming
College of Life Sciences, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, China
Abstract: It was summarized that plant endured and detoxificated the toxicity of heavy metals. The main mechanism was to reduce concentration of heavy metals in sensitive parts in plants to avoid the toxicity of heavy metals. The main ways may be involved in mycorrhizas, binding heavy metals to the cell wall and exudates of root, chelating heavy metals to reduce heavy metals into cytoplasm. On the other hand, plants detoxificated the toxicity of heavy metals by reducing uptake or pumping out heavy metals at  the plasma membrane, chelating heavy metals in the cytosol with phytochelatins, metallothioneins, organic acids and amino acids, changing toxic type of heavy metal into non toxic type and volatilizing into air, compartmentalizating heavy metals in the to vacuole. At the same time plants could produced heat shock proteins to repair the stress-damaged proteins. This review provides a broad overview of the evidence for an involvement of each mechanism in heavy metal detoxification and tolerance.
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