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$ 的活度

尹晓明，范晓荣，沈其荣!

（南京农业大学资源与环境科学学院，江苏省固体有机废弃物资源化利用高技术研究重点实验室，江苏南京 !)""*?）

摘要：本文介绍了双阻 @AB
% 选择性微电极的制作方法、工作原理及操作方法。微电极电位响应值与溶液中 @AB

%

的活度呈对数曲线的关系，@AB
% 选择性微电极与其他类型的电极（如 AB、@C$

’ ）最大区别是 DB的干扰，在含有 &!

--70 E F DB的标定溶液中，电极标定曲线的斜率为 %#!?# -G，对 @AB
% 的检出限小于 )"$ % -70 E F，说明电极对 @AB

%

有较高的选择性，受 DB的影响较小，可以用来测定。用以测定 !H? --70 E F @AB
% 培养 !周的水稻叶片，结果表明，叶

片细胞中 @AB
% 活度分布在高低不同的两个区间内，分别代表了细胞质和液泡中的测定，水稻叶片细胞质和液泡

@AB
% 的活度分别为 !H?#!*H’" --70 E F和 ))H’(!!?H!" --70 E F。水稻叶片组织中的 @AB

% 主要来自液泡，流动分

析仪测定的水稻叶片组织的 @AB
% 浓度为 ))H)! --70 E F。@AB

% 选择性微电极为研究水稻对 @AB
% 的吸收利用提供

了技术支撑。
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离子选择性微电极是一种在活体条件下，连续

和瞬时地测定单个细胞内离子活度的技术方法，还

可以测到一个细胞内不同细胞器内离子的活度，如

液泡和细胞质。因此，离子选择性微电极不仅应用

在生物医学和电化学的研究领域，在植物电生理的

研究中更是得到了广泛的应用［!"#］。

$%&
’ 是水稻可利用的重要氮源之一，研究水稻

对 $%&
’ 的吸收常用的方法有吸收动力学方法、同位

素标记法、核磁共振法等。()*+等［,］用!,$研究了
水稻根对 $%&

’ 的吸收，结果表明，当外界 $%&
’ - !

../0 1 2时，$%&
’ 的内流借助于高亲和系统（%345）；

当 $%&
’ 浓度在 !!’6 ../0 1 2，$%&

’ 的内流借助于

低亲和系统（2345）。
近年来，(7008 等［’］首次用 $%&

’ 电极测定了 !
../ 1 2培养的轮藻细胞内 $%&

’ 的浓度在 9! ,6
../0 1 2，但对水稻来说，人们对 $%&

’ 在细胞亚水平

上的分布还缺乏深入的了解。本研究采用双阻离子

选择电极同时测定水稻吸收 $%&
’ 的跨膜电位和细

胞内 $%&
’ 活度，旨在为阐明水稻吸收利用 $%&

’ 的

生理机制提供依据。

! 材料与方法

!"! 供试材料
试验选取的水稻品种为粳稻（武育粳 ,号）。水

稻种子经 ,: %#;#消毒 ,6 .<*，蒸馏水洗净后放入
培养箱（,9 =），出芽后转入光照培养箱，然后在蒸

馏水中生长 >!? @，随后转移到含 # ../0 1 2 $%&
’ 的

营养液（国际水稻所常规营养液）中生长 # 周，营养
液每天更换 #次。
!"# 电极制作
采用 ABC#!型微电极拉制仪，通过设置加热温

度（%7)D7E）、亚磁力（5FG .)+*7D）、磁力（H)<* .)+*7D）
和旋转时间使双管玻璃管拉制成理想的微电极。

!I#I! 双阻 $%&
’ 选择性电极的制备 制备过程参

见文献［>］。制备结束后，将已配制好的 $%&
’ 敏感

剂（$%&
’ 87*8/E）（表 !）灌入双阻玻璃微管的粗管

中，放入硅胶干燥的密闭容器中保存 ’J K以上以使
多余的四氢呋喃蒸发。

表 ! $%&
’ 离子敏感剂的组成

()*+, ! (-, ./01/234/5 /6 $%&
’ 2,52/7

试剂名称

LK7.<M)0 *).7
用量（+）
(7<+K

氨离子载体 $/*)MD<*（)../*<F. </*/NK/E7） 6I6!6
’C氯苯基硼酸钾 A/D)88<F. D7DE)O<8 G/E)D7 6I66!
二丁基葵二酸 P<GFDQ0 87G)M)D7 6I6JR

!I#I# 标定 在使用双阻离子选择性微电极之前
应该进行标定以确保 $%&

’ 敏感剂对 $%&
’ 的敏感

性。$%&
’ 电极与 $;"

, 电极不同之处就是要减小

S&的干扰。一般来说，正常生长的植物细胞内的

S&浓度约为 9# ../0 1 2，因此标定溶液中 S&浓度设

为 9# ../0 1 2［’］，标定溶液的配制见表 #。

表 # $%&
’ 离子标定液的组成

()*+, # 8/01/2343/5 /6 2/+943/5 92,: 6/7 .)+3*7)43/5 /6 $%&
’ 2,+,.43;, 03.7/,+,.47/:,2（6/7 !<= 0> ./54)35,72）

$%&
’ 活度 $%&

’ )MD<T<DQ
（../0 1 2）

" 0/+!6（)$%&
’
）

（../0 1 2）
%BAB5

（!66 ../0 1 2）
$%’L0

（!## ../0 1 2）
S#%A;’

（! ./0 1 2）
!66 ! 9I> .2 !RI> .2 ! ../0 1 2 $%’L0 含 9# ../0 1 2 S& N% ?I6
!6 # 9I> .2 !> .2 含 9# ../0 1 2 S& N% ?I6
! , 9I> .2 !I> .2 含 9# ../0 1 2 S& N% ?I6
6I! ’ 9I> .2 6I!> .2 含 9# ../0 1 2 S& N% ?I6
6I6! > 9I> .2 6I6!> .2 含 9# ../0 1 2 S& N% ?I6

用经计算机软件计算得到的三个参数（A!、A#、
A,）来表示电极对 $%&

’ 的专一选择性。A!为微电
极参比电位；A#为电位差对 " 0/+!6（)$%&

’
）作图所得

曲线的斜率，即标定溶液中 $%&
’ 离子活度每改变一

个数量级，所产生的电位的差值；A,为选择性离子
电极的检出限浓度。标定的电极其 A#应在 ’J!>J
.U之间，A, - !I6!!6 " ’../0 1 2，说明电极对 $%&

’

有比较高的选择通透性。同时还应配制不含 S&的

标定溶液，电极在含 S&和不含 S&的标定溶液如有

相近的标定曲线，说明 S&对电极的干扰较小，可以

用于测定。标定曲线如图 !所示。在测定之后，还
应该对微电极进行标定，以证实微电极敏感性和完

好性。测定前后所计算得到相近的 A!、A#、A,才作
为可靠的数据保留。
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图 ! "#$
% 选择电极的标定曲线

&’()! *+,’-.+/’01 23.45 06 + "#$
% 785,52/’45 9’2.05,52/.0:5

［图中显示了 !" ##$% & ’ ()对标定曲线的影响。*+, -./01, 2+$3 4+, ,-5

-,64 $- !" ##$% & ’ () $7 4+, 68%.9184.$7 601:,］

;<"<= 测定 其原理为细胞膜电位（!"#）的产生
主要是来自细胞膜上的 >*?582, 的工作以及来自细
胞膜对不同阴、阳离子（如 ()）的通透性不同而产

生的电位差，这种电位差具有细胞内为负、细胞外为

正的特征。当双阻离子选择性微电极插入细胞后，

由于微电极中所灌溶液的离子浓度和插入位点细胞

中离子的浓度间存在着浓度梯度，因此，会产生离子

及其所带电荷的移动，所产生的电流通过信号放大

仪的放大并转化成电压输出到计算机，就可以实时

地检测到细胞膜电位的变化。

当充灌 @A)
B（或 A)、@CD

= 等）敏感膜的微电极

插入细胞后，由于细胞中待测离子如 @A)
B 的浓度和

微电极中所充灌溶液中的 @A)
B（或 A)、@CD

= 等）的

浓度间存在着浓度梯度；并且 @A)
B 敏感剂对 @A)

B

有专一的选择通透性，理论上只会允许细胞内的

@A)
B 专一性地穿过电极的敏感膜，因此在原来细胞

膜电位的基础上加上了由于 @A)
B 移动产生的膜电

位，得到!"7。因此，单一的由于 @A)
B 跨膜所产生

的膜电位（!#@A
)
B ）应该是!#7 减去细胞膜本身的

电位（!"#）。由于所得到的!#@A
)
B 和 @A)

B 的活

度（8@A)
B
）间存在着对数曲线的关系，离子的活度

（8@A)
B
）可以通过修正后的能斯特方程 E（!#75!"#）

F ?; ) ?" G［（%$/（8@A)
B
）］) ?=［"］计算得出，因为标

定电极的三个参数 ?;、?"、?=可以计算得出，而 E可
以测定出来。植物叶片进行细胞内纪录的主要障碍

是叶片的稳定固定，可将水稻叶片固定于一斜面上，

在测定时与微电极呈约 HIJ夹角。由于植物叶片较
薄，针尖过硬很容易会穿透叶片，且水稻等作物的叶

片表面存在着硅质层，不利于微电极的插入。因此，

可以通过设定不同的制作参数，调节拉针仪工作条

件 A,84,1、K8.7 K8/7,4 和 L09 K8/7,4，使针尖够细且
有一定的硬度，使其可以插入细胞内纪录而不至于

破坏叶片细胞乃至整个叶片。用电极测定叶片膜电

位、离子活度的操作方法见图 "。

图 ; 双阻离子选择微电极结构以及测定植物叶片细胞离子活度的示意图
&’(); <=5 2018/.32/’01 06 :03-,5 -+..5,5: 85,52/’4579’2.05,52/.0:5 +1: 8>5/2= 06 95+83.5951/ 06 ’01 +2/’4’/? ’1 @,+1/ ,5+6 25,,

=I!=期 尹晓明，等：双阻 @A)
B 选择性微电极测定水稻叶片细胞中 @A)

B 的活度



!"# 水稻叶片组织水平 $%&
’ 浓度的分析

称取 !"# $的水稻叶片剪碎，研磨后加入 %! &’
去离子水，置入沸水浴中 (! &)*后取出，用自来水
冷却，定容至 +! &’，加入 !"# $无磷活性碳脱色，过
滤后取约 , &’过滤液用流动分析仪（-./0 1*123456(，
761* 8 ’.59925 :&9;，:56&1*3）进行测定。
数据用 <=>?@ 软件计算 AB8

, 活度的参数 C%、
C+、C(，根据公式 ? D C% 8 C+ E［20$（1AB8

,
）］8 C(计

算得到 AB8
, 活度。实验记录的数据用 >)$&1F20/

（G"!）软件作图。

( 结果与分析

("! 水稻叶片的细胞膜电位和 $%&
’ 活度

由于植物的活细胞 H!I以上的空间为液泡，而
电极插入细胞是随机的，在测定过程中膜电位的数

值变化较大。但是，AB8
, 活度基本集中在两个范围

（表 (），两类数据点的膜电位也存在显著差异，这两
类数据点群应分别代表了电极在细胞质和液泡中的

测定。当外界浓度 AB8
, 在 %!+ &&02 J ’时，细胞质

中的 AB8
, 可在 !"!%!KG &&02 J ’［G］，而轮藻液泡中

AB8
, 浓度可达 G!GG &&02 J ’。图 ( 显示了双微电
极在细胞内的跟踪记录，分别测得水稻叶片细胞膜

电位!"& D L M+ &<，（图 (，上）、AB8
, 膜电位!"*

D L %!+ &<（图 (，下）。标定的此电极三个参数分
别为 C% D %K("#、C+ D G+"HH、C( D L +"M#+!%!LK，根
据公式 ? D C% 8 C+ E［ 20$（1AB8

,
）］8 C( 计算得到

AB8
, 活度 D +"#H &&02 J ’。根据细胞膜电位和计算
值，判断这是细胞质内的测定。微电极在细胞内的

整个记录保持了 G &)*。

表 # 水稻叶片细胞膜电位和 $%&
’ 活度

)*+,- # .-/+0*1- 234-145*, *16 $%&
’ *7458549 3: 057- ,-*:

膜电位 N5&961*5 F0/5*/)12
（&<）

AB8
, 活度 AB8

, 1O/)P)/3

（&&02 J ’）
L ,!! L ,#（* D G） %%"(G!+#"+（液泡 <1O.025）
L #M! L %,G（* D G） +"#H!M"(K（细胞质 Q3/0F21R&）

图 # $%&
’ 选择双电极测定水稻叶片 $%&

’ 活度示意图

;5<=# .-*>?0-/-14 3: $%&
’ *7458549 51 ,-*8-> 3: 057- @54A 63?+,-B+*00-,-6 $%&

’ /5703-,-74036-
｛水稻预先用含有 +"# &&02 J ’ AB8

, 的营养液培养 ,H ;。图中显示微电极在细胞内的记录保持了 G &)*，测得叶片膜电位!"& D L M+ &<（上

图）、AB8
, 膜电位!"* D L %!+ &<（下图）。根据公式 ? D C% 8 C+ E［20$（1AB8

,
）］8 C(计算得到 AB8

, 活度为 +"#H &&02 J ’。N5&961*5 F0/5*/)12 1*S

AB8
, 1O/)P)/3 )* /;5 251T O522 0T 6)O5 $60U)*$ )* +"#&&02 J ’ AB8

, T06 ,H ;V W;5 65O06S)*$ U1R &1)*/1)*5S T06 G &)* U)/; &5&961*5 F0/5*/)12!"& D L M+&<（/;5

.F T)$.65），AB8
, &5&961*5 F0/5*/)12!"* D L %!+&<（ /;5 S0U* T)$.65）V -O/)P)/)5R 0T AB8

, U565 +"#H &&02 J ’ 1OO06S)*$ /0 ? D C% 8 C+ E［20$（1AB8
,
）］8 C(｝
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!"! 水稻叶片组织的 #$%
& 浓度

叶片是同化利用 !"#
$ 的主要部位。本研究中

用流动分析仪测定的水稻叶片为 %%&%’ () * +)，高于
根系 !"#

$ 含量 ,&$’ () * +)（表 $）。据报道，植物体
中的 !"#

$ 因材料和培养条件的不同而有很大差异。

% ((-. * /培养的轮藻细胞内 !"#
$ 的浓度在 0!12

((-. * /［0］，’&, ((-. * / !"#
$ 培养 $ 3的水稻叶片和

根系组织水平 !"#
$ 含量分别在 %,2!’,2和 ,2!

%22 () * +)［4］。

表 & 水稻叶片和根系组织 #$%
& 、’%浓度

()*+, & #$%
& )-. ’% /0-/,-12)130-4 3- 13445, 06

+,)6 )-. 2001 06 23/,

水稻组织

567789 -: ;6<9
!"#

$ 浓度（() * +) ）
!"#

$ <-=<9=>;?>6-=
@#浓度（() * +)）
@# <-=<9=>;?>6-=

叶片 /9?: %%&%’ A 2&B2 2
根系 C--> ,&$’ A 2&DB 2&D, A 2&20

注：表中数据为 $次重复的平均值。

!->9：E?.897 ?;9 >F9 (9?= -: :-8; ;9G.6<?>97 A HI

7 讨论

7"8 影响微电极专一性选择离子的因素
’2世纪 02年代初，J?.+9;［D］首次研制出了以液

态离子交换剂为敏感膜的 @#、K. L离子选择性微电
极，到 D2年代初期，离子选择性微电极在植物营养
研究领域得到广泛的运用［%2L%’］。但是在实际运用

过程中有些因素会影响微电极对特定离子的专一性

选择，如电极顶端的外部形状，特定离子感应剂的组

成等。尽管离子选择性微电极对植物材料具有活体

动态测定、可瞬时变化检测等优点，但是在实际测定

中受到待测定离子以外的其他离子不同程度的干扰

影响，如 K.M1
L对 K. L、@#对 !"#

$ 选择性电极的干

扰。就 !"#
$ 选择性电极来说，主要干扰来自细胞中

的 @#。一般情况下，植物细胞质中 @#的浓度维持

在大约 02 ((-. * /，只有严重缺 @#时才会降低，而液

泡中 @#的浓度随培养介质中 @#的浓度不同而改

变［$］。本试验中所用水稻营养液含 @# 2&, ((-. * /，
而对水稻样品中的 @#进行测定的结果发现，水稻

根系组织中的 @#为 2&D, ((-. * /，叶片组织中没有
检测到 @#（表 $）。就电极的专一选择性来说，所用
标定溶液含有 0’ ((-. * /的 @#，如果待测溶液含有

的 @#不超过 0’ ((-. * /并且电极对 !"#
$ 有较好的

选择性，那么对样品中 !"#
$ 的测定应该是可信的。

因此，对 !"#
$ 选择性电极来说，如何把 @#的干扰减

到最小，进一步提高电极对 !"#
$ 的专一选择性是今

后应解决的一个问题。

7"! 电极在细胞内的定位
在本研究中用流动分析仪测定的水稻叶片组织

!"#
$ 的浓度为 %%&%’ () * +)，用 !"#

$ 选择性电极测

定的水稻叶片液泡中 !"#
$ 的活度在 %%&1B!’,&’

() * +)，高于组织中的 !"#
$ 浓度，这是由于流动分析

仪测定的是整个叶肉组织 !"#
$ 浓度的平均值，而

!"#
$ 选择性电极测定的是特定细胞内 !"#

$ 的活

度。贾莉君等［,，%1］用离子选择性电极（如 !ML
1 ）对

水稻、小白菜等作物 !ML
1 的含量进行的测定也得到

类似的结果。另外，用双阻离子选择性电极进行细

胞内的测定有时难以判断电极在细胞内的定位（细

胞质或液泡），特别是当培养介质中的离子浓度较低

或液泡不积累离子的时候。虽然在双阻离子选择性

电极的基础上另外加了 G"电极组成三阻离子选择
微电极可以帮助解决这一问题，但是三阻电极在制

作上和测定上有较大的技术难度，要广泛地运用它

还有许多问题。

本研究介绍了双阻 !"#
$ 选择性微电极的制作

过程、工作原理和测定方法，以及用这一方法测定水

稻叶片细胞中的 !"#
$ ，这在国内尚属首次。随着人

们对微电极的不断开发和改进，这一技术将为研究

作物对氮素的吸收利用提供技术支撑。
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