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摘要  [ 目的] 为从Cu 在组织细胞中的分配特征和结合形态的角度揭示紫鸭跖草超积累Cu 的机理。[ 方法] 利用差速离心技术研究Cu
在紫鸭跖草中的亚细胞分配特征 ,并运用化学试剂顺序提取法和酶解法研究Cu 在紫鸭跖草根和叶中的赋存形态。[ 结果] 根部Cu 的分
布位点主要是细胞壁 ,占根部全Cu 的1/ 3 以上 ;而叶部以叶绿体中的Cu 占叶片全Cu 的比例较大 ,约为1/ 4。在高浓度Cu 处理或处理时
间延长的情况下 ,根细胞中Cu 向细胞壁的分配增多 ,向质体中的分配减少;而叶细胞中Cu 向叶绿体中的分配增多 ,向细胞壁的分配减
少。叶片中Cu 主要与氨基酸、小分子色素、蛋白质、多糖等结合 ;而根部Cu 主要与纤维素、膜结合蛋白等细胞壁物质结合。[ 结论] Cu 在
细胞内的分配和存在形态可能是紫鸭跖草超积累Cu 的重要机理之一。
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Study on Distributionand Chemical Characteristics of Copper in Cells of Setcreasea purpurea Boom.
HUANG Chang-gan et al  (Jiangxi Agricultural University ,Nanchang ,Jiangxi 330045)
Abstract  [ Objective] The ai mof this study was to reveal the mechanismof copper hyper-accumulator i n Setcreasea purpurea Boom.fromthe angle of dis-
tribution characteristics and binding formof copper intissue cells .[ Method] The subcellular distribution characteristics of copper in S .purpurea was stud-
ied by the technique of differential centrifugation,and the binding formof copper in roots and leaves of S . purpurea was also investigated bythe sequential
chemical extraction method and the enzymolysis method .[ Result] copper in roots mainly distri buted inthe cell wall which was accounti ngfor one third of
the total copper i nroots ,while copper inleaves mainly distributed inthe chloroplast which was accounti ngfor a quarter to the total copper inleaves .Under
the high concentration of copper or the extended treat ment duration ,the translocation of copper inroot cells into the cell wall increased but the translocation
of copper in root cells i nto the plasti d decreased ,while the translocationof copper inleaf cells into the chloroplast increased but the translocation of copper
in leaf cells into the cell wall decreased .copper inleaves was mainly combi ned with amino acid ,small molecular polymeric pigments ,protein and polysac-
charide ,while copper inroots was mainly combined with cell wall substances such as cellulose and membrane-bound protein.[ Conclusion] The distribution
characteristics and binding formof copper in cells is possibly one of the dominant mechanisms for copper hyper-accumulator in S . purpurea .
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  植物正常的生长发育取决于维持细胞内的必需元素浓

度处于缺乏和中毒水平之间以及使非必需元素浓度低于中

毒水平的能力。超积累植物中重金属元素的分布总是尽量

避免损伤功能相对重要的组织、细胞和细胞器 ,从而表现出

选择性的分配[ 1] 。杨居荣等用差速离心法研究表明, 重金属

Cd 和Pb 主要分布在植物的细胞壁和液胞中[ 2] 。Ni 超积累

植物庭荠属植物 Al yssum serpyllifoli um 细胞中可溶性 Ni 主要

分布在液泡。在非致死的 Ni 供应水平下,Ni 超积累的遏蓝

菜属植物 Thl aspi goesi ngense 比非超积累的 Thl aspi arvense L .

( 菥謣遏蓝菜) 液泡中 Ni 浓度高2 倍以上[ 3] 。采用 X- 射线衍

射技术研究发现, 天蓝遏蓝菜( Thl aspi caerulescens ) 叶片表皮

细胞和亚表皮细胞液泡中的 Zn 占总 Zn 的80 % [ 4] 。除液泡

外, 其他细胞器如白色体和核糖体等均可作为重金属离子沉

积部位[ 5] 。

Cu 作为植物生长的必需元素, 可以解离状态被吸收, 且

可由根细胞分泌进入疏导组织的浆液中进行迁移[ 6] 。研究

表明,在植物体内 , 低分子量的有机络合态 Cu 占有重要地

位, 其配位基可以是氨基酸或其他有机酸, 且往往可溶于乙

醇或水。王友保等的研究结果显示, 以醋酸和盐酸提取时 ,

难溶于水的磷酸盐或草酸盐及残渣等活性较低的Cu 是结缕

草和三叶草中Cu 的主要存在形式[ 7] 。

紫鸭跖草( Set creasea purpurea Boom.) 对 Cu 有很高的耐

性, 可用于Cu 污染土壤的生态修复, 但目前对其耐铜机制的

研究鲜有报道。该试验利用差速离心技术研究 Cu 在紫鸭跖

草中的亚细胞分配, 并运用化学试剂顺序提取法和酶解法研

究Cu 在紫鸭跖草根和叶中的赋存形态,试图从 Cu 在组织细

胞中的分配特征和结合形态的角度揭示紫鸭跖草超积累 Cu

的机理。

1  材料与方法

1 .1 植物培养 从苗圃园里截剪紫鸭跖草枝条, 洗净, 在自

来水中培养1 周后转至 Hoagland 溶液中培养1 周, 此时已有

1 c m左右的新根长出。随机分成8 组, 第1 组为对照组( 营

养液组) ,CuSO4 浓度为0 .25 μmol/ L , 第2～8 组于1 μmol/ L

CuSO4 的营养液中培育3 d 后把3～8 组转移到10μmol/ L Cu-

SO4 的营养液中,3 d 后再把4～8 组转移到50 μmol/ L CuSO4

的营养液中培养3 d , 依此类推, 直到第8 组的CuSO4 浓度达

到1 000 μmol/ L, 然后维持不同的 CuSO4 浓度梯度( 分别为

0 .25、1、10、50、100、250、500、1 000 μmol/ L) 。在培育30、60 d

时, 对对照组( 0 .25 μmol/ L) 和最高浓度组( 1 000μmol/ L) 进行

取样分析[ 8] 。

根系以5μmol/ L 冷Pb( NO3) 2 溶液通气解吸15 min , 以除

去根表吸附的Cu,随后以蒸馏水漂洗3 次( 各5 min) , 以无灰

吸水纸吸干。分离叶片和根,一部分直接烘干测定Cu 含量 ,

其余鲜样按下述方法分析。所有数据为3 次重复试验的平

均值。

1 .2 测定项目和分析方法

1 .2.1 Cu 在紫鸭跖草根和叶片中的亚细胞分配。采用分级
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离心法分离不同细胞组分。具体方法如下: 新鲜叶片2 g 加

入10 ml 2 mol/ L Tris- HC1 缓冲液( pH 7 .4 , 含2 .5 % 抗坏血

酸) , 迅速碾磨, 得匀浆液, 经过滤离心( J2- HS, BECKMAN) 等

程序分离各细胞组分。每次离心前补充缓冲液至同一体积 ,

所有离心操作均在4 ℃下完成。所得各组分均测量鲜重, 真

空冷冻干燥后称重 ,干灰化后ICP- AES[ 9] 测定Cu 含量。

1 .2.2 Cu 的化学形态( 结合形态) 分析。采用 Morrison 等[ 10]

和Iwasaki 等[ 11] 的方法修改后进行。①叶片中 Cu 的化学形

态分析。2 g 叶片加入10 ml 95 % 乙醇碾磨, 得匀浆液, 后者

依次采用水、乙醇、HCl 、HClO4、NaOH 等提取剂逐级提取分离

含Cu 的不同成分, 各溶剂提取时均采用25 ℃恒温振荡6 h

后离心分离的方法。②根组织中Cu 的化学形态分析。采用

不同提取剂逐级提取分离含 Cu 的不同成分。5 g 根组织以

20 ml 10 mmol/ L Tris- HCl 缓冲液( pH7 .4 ,含2 .5 %抗坏血酸) ,

充分匀浆后5 000 r/ min 离心, 所得沉淀留待后面提取。上清

液中加入100 ml 丙酮使可溶性蛋白沉淀, 再次离心, 取上清

液冷冻干燥浓缩至20 ml , 得丙酮可溶性组分 D1 ; 沉淀用1∶1

( V/ V) 乙醇乙醚洗涤, 真空干燥, 得组分 D2 ;第1 次离心所得

沉淀用20 ml 1 %SDS( 含6 mol/ L 脲) 沸水浴中消化15 min , 冷

却后3 500 r/ min 离心, 取上清液 ,为含结合蛋白质的组分D3 ;

沉淀依次用蒸馏水和1∶1( V/ V) 乙醇乙醚洗涤, 真空冷冻干

燥得含细胞壁的组分 D4。所得 D4 再用10 % 纤维素酶或离

析酶( Cellulase or Macerozyme , Sigma Co .) 30 ℃水解24 h , 缓冲

液为5 ml 0 .2 mol/ L 醋酸钠 ( pH5 .5) , 同时作空白( 不含酶液

水解) 。另用5 ml 0 .01 mol/ L HCl 提取组分D4 , 酶水解或HC1

提取后均离心, 测定上清液和沉淀中的Cu 含量。

2  结果与讨论

2 .1 Cu 在紫鸭跖草中的亚细胞分配  重金属离子在细胞

内的区域化是植物内部解毒的重要途径之一,可大幅度减轻

或避免重金属离子对功能性结构单位的损伤和代谢过程的

干扰[ 12] 。Cu 在紫鸭跖草叶片细胞中的分配情况见表1。

0 .25 μmol/ L Cu 处理时,Cu 的绝对浓度在线粒体和核糖体中

保持不变, 其余细胞组分中的Cu 绝对浓度均为60 d > 30 d。

1 000 μmol/ L Cu 处理时,细胞核中Cu 绝对浓度几乎不变, 线

粒体中Cu 绝对浓度略有减少, 其余各细胞器Cu 的绝对浓度

均为60 d > 30 d。然而,Cu 在各细胞组分中的分配率显示 :

0 .25 μmol/ L Cu 处理时,Cu 在叶绿体、线粒体和核糖体中的

分配率均表现为60 d < 30 d ;1 000 μmol/ L Cu 处理时,Cu 在各

细胞器中的分配率随处理时间的延长变化很小, 其中细胞

壁、细胞核、线粒体中 Cu 分配率随时间延长略有降低, 但叶

绿体中Cu 的分配率随时间延长略有升高。从 Cu 处理浓度

对各细胞器中Cu 分配的影响看 ,绝对浓度均是1 000 μmol/ L

Cu 处理时高于0 .25 μmol/ L Cu 处理时 ;但 Cu 的分配率在细

胞壁、细胞核、线粒体、核糖体中呈下降趋势, 而叶绿体中的

Cu 分配率却呈上升趋势。细胞核、线粒体、核糖体和叶绿体

这4 个细胞器是细胞中最核心的细胞器 ,承担着细胞生命活

动的主要功能。叶绿体中 Cu 分配率的上升, 可能导致叶绿

素中的Mg2 + 部分被Cu2 + 取代而失绿, 这与前期研究结果得

到了相互印证,即茎和叶中的 Mg2 + 浓度在500、1 000 μmol/ L

Cu 处理时比对照组( 0 .25 μmol/ L Cu) 要低30 %左右, 也就是

说Cu 盐胁迫阻碍了Mg2 + 向地上部分的运输[ 8] 。Cu 与细胞

器包膜上的- SH 等配位基团具有强烈的亲和力, 在适量浓

度时, 具有维持细胞器结构稳定的功能 ,但在过量时则破坏

膜结构的完整性[ 13] 。在高Cu 处理时,Cu 在这些细胞器中的

分配率下降可能是一种适应性保护机制,以维持它们的正常

功能。同一处理条件下( 相同 Cu 浓度和处理时间) ,Cu 主要

分配在细胞壁、叶绿体和细胞基质的可溶性成分中。在0 .25

μmol/ L Cu 处理时以细胞壁中 Cu 分配率最高, 其次是叶绿

体;而1 000 μmol/ L Cu 处理时, 叶绿体中的 Cu 分配率最高 ,

细胞壁中Cu 分配率次之。因此叶绿体是叶片中Cu 的主要

分配位点[ 14] 。高Cu 处理时细胞核、线粒体和核糖体均维持

在较低的铜水平, 说明所受毒害较小。

表1 Cu2+ 在紫鸭跖草叶片中的亚细胞分配

Table 1 Subcellular distributionof Cu2+ inleaves of Setcreasea purpurea Boom.

组分

Component

细胞器

Organelle

Cu2 + 处理浓度∥μmol/ L Cu2 +treatment concentration
0 .25

30 d 60 d

1 000

30 d 60 d
A1 细胞壁Cell wall   22 .5 (26 .5)   34 .0(31 .2)   135 .0(14 .0)   143 .0(13.0)
A2 叶绿体Chloroplast 20 .0 (23 .5) 23 .0(21 .1) 232 .0(24 .0) 275 .0(25.0)
A3 细胞核Cell nuclear 7 .5 (8 .9) 11 .0(10 .1) 48 .0(5 .0) 48 .0(4 .4)
A4 线粒体Mitochondrial 10 .0 (11 .8) 10 .0(9 .2) 39 .0(4 .0) 35 .0(3 .2)
A5 核糖体Ribosome 7 .0 (8 .2) 7 .0(6 .4) 77 .0(8 .0) 85 .0(7 .7)
A6 细胞基质Cell matrix 18 .0 (21 .2) 24 .0(22 .0) 434 .0(45 .0) 517 .0(47.0)
总Cu2 + ∥mg/ kg DWTotal Cu2 +   85 .0  109 .0    965 .0   1 100 .0
回收率∥% Recoveryrate 89 .0 90 .0 88 .0 92 .0

 注 :括号外的数据为绝对浓度( mg/ kg DW) ,括号内的数据为分配率( %) ,下同。

 Note :Data outside the brackets were absolute concentration ( mg/ kg DW) and the data in the brackets were distribution rate ( %) .The same as follows .

  紫鸭跖草根细胞中Cu 的分配情况见表2。Cu 处理水平

和处理时间对其在各细胞器中的绝对浓度和分配率的影响

模式与叶片中比较有所不同。首先表现在0 .25 μmol/ L Cu 培

养时, 根细胞中核糖体内Cu 的分配率最高, 其次是细胞壁和

质体;1 000 μmol/ L Cu 培养时,细胞壁中和可溶性 Cu 的分配

率最高, 各占总 Cu 量的1/ 3 以上, 而核糖体中 Cu 的分配率

大幅度下降。根细胞壁具有大量的阳离子配位基团, 是重金

属的重要停留部位, 也是Cu 分布的重要部位[ 15] 。有报道认

为根系中1/ 2 以上的Cu 结合在细胞壁上[ 11] 。该试验结果也

证实了这一点。质体是叶绿体的前体 ,在根中主要作为储藏

细胞器,在功能上的重要性不能与叶绿体相提并论[ 16 - 17] , 故

Cu 的分配率明显下降。无论是低铜还是高铜培养, 根细胞核
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中Cu 的分配率始终维持在同一水平;细胞基质中可溶性Cu 成

分大幅增加可能与某些低分子量 Cu 的配位体合成增加

有关[ 18] 。

表2 Cu2+ 在紫鸭跖草根中的亚细胞分配

Table 2 Subcellular distribution of Cu2+ intheroots of Setcreasea purpurea Boom.

组分

Component

细胞器

Organelle

Cu2 + 处理浓度∥μmol/ L Cu2 +treatment concentration
0 .25

30 d 60 d

1 000

30 d 60 d
B1 细胞壁   17 .0(16 .2)   17 .0(15 .2)   345 .0(34 .0)   381 .0(35.0)
B2 质体 14 .0(13 .3) 13 .0(11 .4) 142 .0(14 .0) 138 .0(12.7)
B3 细胞核 6 .0(5 .8) 8 .0(7 .0) 66 .0(6 .5) 72 .0(6 .6)
B4 线粒体 9 .0(8 .6) 11 .0(9 .6) 41 .0(4 .0) 44 .0(4 .0)
B5 核糖体 21 .0(20 .0) 22 .0(19 .3) 35 .0(3 .5) 34 .0(3 .1)
B6 细胞基质 38 .0(36 .5) 43 .0(37 .7) 385 .0(38 .0) 415 .0(38.1)
总Cu2 + ∥mg/ kg DWTotal Cu2 +  105 .0  114 .0  1014 .0  1089 .0
回收率∥% Recoveryrate 89 .0 88 .0 89 .0 90 .0

2 .2 Cu 在紫鸭跖草中的化学形态  采用不同浸提剂顺序

性提取紫鸭跖草中不同成分可以判断 Cu 的化学形态( 结合

形态) ,叶片中的Cu 形态如表3 所示。无论是高铜还是低铜

供应时 ,30 和60 d 处理各相应组分间绝对浓度和分配率没有

明显差异。0 .25 μmol/ L Cu 供应时, 与蛋白质、多糖结合的

Cu 超过40 % ,60 d 处理时高达46 .7 % ,这些Cu 结合蛋白一部

分是Cu 的运输蛋白, 另一部分则是与Cu 结合的酶蛋白如超

氧化物歧化酶( SOD) 和多酚氧化酶( PPO) 等[ 19] ; 与细胞壁上

惰性物质结合的Cu 以及与纤维素、木质素结合的Cu 总计约

占总Cu 的1/ 3 , 其余各组分均不足10 % 。随着Cu 供应量的

增加及供应时间的延长, 与小分子色素和氨基酸结合的 Cu

显著增加,达到了30 %左右。色素分子和氨基酸分子均能与

Cu 螯合, 这是紫鸭跖草解除铜毒而具有耐铜性的机制之一。

另外, 与酸溶性极性化合物类、蛋白质/ 果胶类以及细胞壁上

惰性物质结合的Cu 均超过10 % , 与水溶性极性化合物类、纤

维素/ 木质素类、蛋白质/ 多糖类以及核酸类物质结合的 Cu

均低于10 % , 其中与核酸类物质结合的Cu 量最低,只有3 % 。

这再一次证明Cu 的积累并没有危害到紫鸭跖草的细胞核和

遗传功能。总体而言, 随着叶片中 Cu 浓度的提高,Cu 与氨

基酸、小分子色素、蛋白质、果胶等物质的结合量提高。

表3 Cu2+ 在紫鸭跖草叶片中的化学形态

Table 3 Chemical formof Cu2+ inleaves of Setcreasea purpurea Boom.

组分

Component

化学形态

Chemical form

Cu2 + 处理浓度∥μmol/ L Cu2 + treatment concentration

0 .25

30 d 60 d

1 000

30 d 60 d
C1 小分子色素和氨基酸    4 .3(5 .0)    5 .3(4 .8)    276 .0(29 .0)    346 .0(32 .0)
C2 水溶性极性化合物类 4 .5(5 .3) 5 .9(5 .4) 86 .0(9 .1) 85 .0(7 .9)
C3 酸溶性极性化合物类 6 .0(7 .0) 7 .9(7 .2) 143 .0(15 .1) 151 .0(14 .0)
C4 蛋白质、果胶类 2 .6(3 .0) 3 .3(3 .0) 124 .0(13 .0) 138 .0(12 .8)
C5 纤维素、木质素类 12 .0(14 .1) 17 .1(15.5) 71 .0(7 .5) 84 .0(7 .8)
C6 核酸类 4 .3(5 .0) 5 .2(4 .7) 29 .0(3 .0) 27 .0(2 .5)
C7 蛋白质、多糖类 35 .7(41 .9) 51 .4(46.7) 90 .0(9 .5) 102 .0(9 .4)
C8 细胞壁上惰性物质 15 .7(18 .4) 15 .2(13.8) 133 .0(14 .0) 146 .0(13 .5)
总Cu2 + ∥mg/ kg DWTotal Cu2 +   85 .1   110 .0    950 .0   1080 .0
回收率∥% Recoveryrate 89 .5 92 .0 86 .0 90 .0

表4 Cu2 + 在紫鸭跖草根中的化学形态

Table 4 Chemical formof Cu2+ inroots of Setcreasea purpurea Boom.under thetreatment of 1000 Mmol/L Cu2+

组分

Component

化学形态

Chemical form

Cu2 + 处理浓度∥μmol/ L Cu2 + treatment concentration

0.25

30 d 60 d

1 000

30 d 60 d

D1 丙酮和缓冲液可溶性组分Cu 37(36) 44(38) 163(16) 174(16)

D2 丙酮不可溶缓冲液可溶组分Cu 33(32) 38(33) 184(18) 164(15)

D3 细胞壁结合蛋白和膜结合蛋白Cu 15(14) 14(12) 275(27) 305(28)

D4 细胞壁结合Cu 19(18) 19(17) 398(39) 447(41)

总Cu2 + ∥mg/ kg DWTotal Cu2 + 104 115 1 020 1 090

回收率∥% Recoveryrate 88 89 88 89

  在该试验提取条件下,Cu 在根组织中的化学形态可区

分为4 个组分( 表4) 。在0 .25 和1 000μmol/ L Cu 供应时 ,30、

60 d 处理各相应组分中 Cu 的分配率没有明显差异。0 .25

μmol/ L Cu 供应时 ,丙酮和缓冲液均可溶性组分 Cu 以及丙酮

不可溶而缓冲液可溶组分 Cu ( D1 和 D2) 占绝对优势, 接近

70 % ,其余30 % 为蛋白结合 Cu 和细胞壁结合 Cu。与0 .25
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μmol/ L Cu 处理相反,在1 000 μmol/ L Cu 供应时,细胞壁结合

态Cu 分配率 ( D4) 最高,其次是蛋白结合态 Cu( D3) , 二者合

计达65 %。因此,Cu 浓度对各组分 Cu 分配率的影响情况

是: 高铜培养使丙酮和缓冲液可溶态Cu ( D1) 、丙酮不可溶而

缓冲液可溶态Cu ( D2) 分配率降低,而细胞壁结合态Cu ( D4)

和蛋白质结合态Cu ( D3) 分配率增加。

  对细胞壁结合态Cu 做进一步分析发现 ,60 % 左右的 Cu

是与纤维素或果胶等相结合的, 能够被纤维素酶或离析酶所

溶解( 表5) 。用0 .05 mol/ L HCl 水解后,80 % ～90 %的 Cu 被

从细胞壁上溶解下来 ,高于用酶解离的 Cu ,这与 HC1 的浸提

能力较强有关,这部分 Cu 的差额可能也是与纤维素等细胞

壁物质结合的。组分 D3 主要是细胞壁结合蛋白或膜结合蛋

白, 由于提取程序的缘故, 这部分所含有的 Cu 也可能包含少

量本属于组分D4 的Cu, 即Cu 在组分 D4 中的分配率实际上

高于表4 中所示的39 %和41 %。

表5 1000μmol/L Cu2+ 处理下紫鸭跖草根细胞壁不同组分中Cu2+ 含量

Table 5 Cu2+ content indifferent components of the cell wall of rootsin Setcreasea purpurea Boom.under thetreatment of 1000μmol/L Cu2+

提取剂

Extraction agent

处理时间∥d

Treatment ti me

Cu2 + 含量Cu2 + content

可溶性成分Soluble component 不可溶性成分Insoluble component

回收率∥%

Recovery rate
纤维素酶Cellulase   30       261(63)       146(37)      92

60 278(62) 170(38) 99
离析酶Macerozyme 30 226(58) 164(42) 95

60 267(59) 185(41) 98
空白Blank 30 44(11) 354(89) 97

60 40(9) 410(91) 99
HCl 30 353(88) 48(12) 97

60 380(85) 67(15) 101

3  结论

研究结果表明,在叶片和根系中,细胞壁均是Cu 在紫鸭

跖草中分布的主要位点之一。叶绿体是重要的功能细胞器 ,

其所含Cu 占叶片全Cu 的比例较大,是叶片中除细胞壁外的

另一重要Cu 分布位点。在高铜处理或处理时间延长的情况

下,根细胞中 Cu 向细胞壁的分配增加, 向质体中的分配减

少, 而叶细胞中Cu 向叶绿体中的分配增多, 向细胞壁的分配

减少。运用化学试剂顺序提取法和酶解法研究了Cu 在紫鸭

跖草根和叶片中的赋存形态, 结果显示,叶片中 Cu 主要与氨

基酸和小分子色素、蛋白质、多糖等结合, 而根中Cu 则主要

与纤维素、膜结合蛋白等细胞壁物质相结合。Cu 在细胞内

的分配和存在形态可能是紫鸭跖草超积累 Cu 的重要机理

之一。
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