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中文摘要 

 

本論文係以水稻品種台中在來1號 (Oryza sativa L. cv. Taichung Native 1, TN1) 

為材料，探討 (一) 水稻在缺硫與鎘之雙重逆境對鎘毒害之影響與 (二) 水稻幼苗

熱休克前處理對鎘逆境所誘導之銨離子累積與 PAL 活性增加之影響。 

幼苗在缺硫下生長，至第三片葉片完全展開後進行鎘處理。試驗結果顯示，

缺硫處理降低水稻幼苗地上部株高、鮮重和乾重，但不影響根長、根鮮重與根乾

重。缺硫處理也降低水稻幼苗葉片蛋白質和葉綠素含量。不論以 3,3'–diamino– 

benzidine 染色觀察或化學分析都發現，缺硫會導致幼苗葉片與根部 H2O2 累積。

但分析水稻幼苗第二片葉片與根中 ABA 含量，發現對照與缺硫處理間沒有顯著

差異。缺硫處理亦可降低水稻幼苗含硫化合物，如： non–protein thiols、cysteine (Cys) 

與 reduced 型式 glutathione (GSH) 之含量，與降低 ascorbate peroxidase (APX)、

glutathione reductase (GR)、catalase (CAT) 之活性，然而缺硫處理增加 superoxide 

dismutase (SOD) 活性。試驗結果也顯示，缺硫之水稻幼苗會使後續之鎘毒害加重。

外加 GSH、Cys 處理可降低缺硫幼苗所表現之鎘毒害。試驗結果似乎說明缺硫之

水稻幼苗由於抗氧化物 (cysteine 與 glutathione) 含量與抗氧化酵素 (APX、GR、

CAT) 活性之降低，是造成後續鎘毒害加劇的可能原因。 

鎘逆境會誘導幼苗第二片葉片中 NH4
+ 含量與 phenylalanine ammonia– 

lyase (PAL) 比活性增加，而熱休克前處理 (HS，黑暗下 45℃) 則降低鎘所誘導 

NH4
+ 含量與 PAL 比活性增加。在 30℃ 黑暗下 (non–HS) 進行 H2O2 (0.5 mM) 

與 GSH (1 mM) 前處理亦可降低鎘所誘導 NH4
+ 累積與 PAL 比活性之增加。在 

HS 狀況下處理 GSH 合成抑制劑 buthionine sulfoxinine 與 NADPH oxidase 合

成抑制劑 imidazole 可促進 NH4
+ 累積與 PAL 比活性之增加。在 non–HS 狀況

下，外加 ascorbate 及其合成前驅物 galactono–1,4–lactone 可降低鎘所誘導 NH4
+ 

累積與 PAL 比活性之增加。 

 



 

 v

關鍵字：水稻、鎘、缺硫、熱休克、銨離子 
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英文摘要 

 

In this thesis, rice (Oryza sativa L. cv. Taichung Native 1, TN1) seedlings were 

cultivated hydroponically in green house and were used to study Cd toxicity of rice 

seedlings under sulfur deficienct conditions. Also included this thesis is the effect of 

heat shock on Cd–induced accumulation of ammonium ion and increase specific 

activity in leaves of rice seedlings. 

Length, dry weight and fresh weight of shoot and the contents of chlorophyll and 

protein content were reduced under sulfur–deficient conditions. Moreover, sulfur– 

deficient treatment resulted in accumulation of H2O2 in roots and leaves. However, 

sulfur deficiency had no effect on abscisic acid content. Sulfur containing compounds, 

such as non–protein thiols, cysteine and glutathione, were reduced in leaves of rice 

seedlings grown under sulfur–deficient conditions. Sulfur–deficient seedlings had lower 

activity of APX, GR and CAT, but higher activity of SOD than sulfur-sufficient 

seedlings. Exogenous application of glutathione, cysteine to sulfur–deficient rice 

seedlings reduced cadmium toxicity of rice seedlings. Results suggest that decrease in 

the contents of cysteine and glutathione and activities of APX, GR and CAT is the 

possible reasons of increase in cadmium toxicity in of rice seedlings under sulfur 

deficient conditions.  



 

 vii

Cd treatment resulted in an accumulation of NH4
+ and increase in PAL activity in 

leaves of rice seedlings. Rice seedlings were pretreated with heat shock (HS, 45 , dark) ℃

at the time when the third leaves were fully expanded and then treated with CdCl2. The 

results indicated that CdCl2 induced NH4
+ accumulation and increased PAL activities in 

leaves of rice seedlings. HS pretreatment decreased Cd–induced NH4
+ accumulation and 

PAL specific activity. H2O2 (0.5 mM) and GSH (1 mM) pretreatments under non–HS 

conditions also had the same effects as HS pretreatment. Pretreatments with GSH 

inhibitor, buthionine sulfoxinine, or NADPH oxidase inhibitor, imidazole, under HS 

condition resulted in enhancing Cd–induced NH4
+ accumulation and PAL specific 

activity. Under non–HS condition, pretreatments with ascorbate and its precursor 

galactono–1,4–lactone reduced Cd–induced NH4
+ accumulation and decrease PAL 

specific activity.  

 

Key words： rice, cadmium, sulfur deficiency, heat shock, NH4
+ 
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前言 

 

水稻（Oryza sativa L.）是目前重要的禾本科作物之一，也是世界上超過三分

之一人口的主要熱量來源。為了達成未來10~20年食品的安全需求量，目前急切需

要增加產量以及維持糧食供需平衡。然而，作物栽培的生育過程中經常遭遇各種

生物性及非生物性的逆境，進而影響最終收穫產量。在農地不斷循環利用過程中，

土壤肥力必日漸衰退，故以肥料施加方式以補所需元素之不足。然而肥料施用太

過或不足皆會對植物體造成傷害，近年來由於肥料使用習性之改變，因此土壤中

硫含量有日漸匱乏之虞 (Tandon, 1995)，植物因而常生長在缺硫狀況下。硫為大量

元素之一，植物根部以硫酸根 (SO4
2–) 型式吸收硫後，經長途運輸至器官各部進

一步合成利用。硫不僅參與蛋白質及輔酶合成，為胺基酸 methionine 與cysteine 以

及抗氧化物 GSH 之成分，光合作用中光反應所需之 ferredoxin 含有硫元素。硫

並參與重金屬逆境保護作用 (Alscher et al., 1997)，在植物生理中扮演重要角色。

缺乏時，勢必對植物生長發育有所影響。 

重金屬一般泛指比重接近或高於 5.0 g cm–3 的金屬，常見的重金屬有銅、鋅、

鉻、鎘、鉛、砷、鎳等。台灣地區農地土壤污染嚴重，水稻多以水田栽培，灌溉

系統用水常循環利用，然而農地規劃不良，田區附近常有工廠，如此一來灌溉用

水遭工業廢水重金屬汙染機會大增。依據歷年土壤重金屬含量調查顯示，台灣地

區農田約有一千公頃遭受銅、鋅、鉻、鎘、鉛、汞、砷、鎳等八種重金屬污染，

使得表土中含量已達五級，其中以鎘污染最常耳聞 (張尊國, 2002)。土壤中鎘含量

超過 10 ppm 即達環境汙染值。作物栽培於鎘污染農地不僅妨礙作物生長狀況及

產量，累積於稻穀內的鎘經人類攝食後亦會產生不良影響，最著名事件為 1955年

日本富川縣神通川流域的「痛痛病」 (Itai–itai disease) 事件。當地居民因食入鎘污

染之稻米和魚貝，而產生骨質疏鬆、骨頭疼痛及腎小管功能失調等病症 (Watanabe  
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et al., 2000)。鎘逆境會引起水稻葉片抗氧化酵素活性改變，誘導氧化傷害與脂質過

氧化作用發生，造成細胞氧化逆境 (Kuo and Kao 2004)。 

作物栽培於田間必同時面臨多種生物及非生物逆境，逆境間不同交互作用之

結果，或許使植物體產生抗性而更適應環境，也可能使生長受阻，最終造成單位

面積產量下降。因此，研究逆境時不應只針對作物在個別逆境下的生長狀況，而

應綜觀生育過程可能遭遇到之逆境。 

熱休克 (heat shock，HS) 係給予作物高於最適生長溫度 5~15 ℃ 的短時間處

理。 Phenylalanine ammonia–lyase (PAL; EC 4.3.1.5) 為酚類化合物合成的重要酵

素，主要作用途徑是催化 phenylalanine 轉變為 trans–cinnamate，過程中釋放銨離

子 (NH4
+)。鎘逆境所誘導水稻葉片 NH4

+ 含量增加被認為與 PAL 比活性升高有

關 (Hsu and Kao, 2004)。水稻幼苗經熱休克前處理可誘導 H2O2 累積，並進一步

誘導抗氧化物 GSH、ascorbate (AsA) 含量與抗氧化酵素 ascorbate peroxidase 

(APX)、glutathione reductase (GR) 活性增加，提升抗氧化系統能力 (Hsu and Kao, 

2007c)。 

近年來，本研究室致力於水稻幼苗與鎘逆境之相關研究。曾探討過：(一) 氯

化鎘影響水稻幼苗根生長之機制 (Chen an Kao, 1995a; Chen an Kao, 1995b)。(二) 

氯化鎘對水稻切離葉片乙烯形成之影響 (Chen and Kao, 1995c)。(三) 氯化鎘對水

稻切離葉片之毒害與脂質過氧化作用之關係 (Chien and Kao, 2000; Chien and Kao, 

2001)。(四) 氯化鎘對水稻切離葉片之毒害與銨離子之關係 (Chien et al., 2002; Hsu 

and Kao, 2003a)。(五) 水稻品種間蛋白質與胺基酸含量對鎘耐受性之影響 (Hsu 

and Kao, 2003b)。(六) 一氧化氮與水稻切離葉片氯化鎘耐受性間關係 (Hsu and Kao, 

2004)。(七) 抗氧化酵素與氯化鎘耐受性之關係 (Kuo and Kao, 2004)。(八) ABA 與

水稻幼苗鎘耐受性之關係 (Hsu and Kao, 2003c; Hsu and Kao, 2005; Hsu et al., 

2006)。(九) 多元胺與鎘逆境之關係 (Hsu and Kao,2003d; Hsu and Kao, 2007a)。(十) 

過氧化氫累積對水稻幼苗鎘毒害之調控 (Hsu and Kao, 2007b)。(十一) 熱休克與水
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稻幼苗鎘逆境之關係 (Hsu and Kao, 2007c)。而本論文則繼續探討缺硫情況下鎘對

水稻毒害之影響，以及水稻幼苗熱休克前處理對鎘逆境所誘導之銨離子累積與 

PAL 活性增加之影響。 
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前人研究 

   

一、鎘危害 

重金屬一般泛指比重接近或高於 5.0 g cm–3 的金屬，常見的重金屬有銅、鋅、

鉻、鎘、鉛、汞、砷、鎳等，其中鎘 (cadmium，Cd) 的工業用途極廣，早在數十

年前已應用於電鍍、鎳鎘電池以及製造塑膠穩定劑原料中，採礦、磷礦生產的肥料

及工業廢水是鎘污染的主要來源。近年來台灣西部沿海地下水的大量抽取利用、再

灌溉，使得鎘污染農地面積有日益擴大的趨勢 (張尊國, 2002)。土壤中鎘含量超過 

10 ppm 即達環境汙染值，依據行政院環保署歷年土壤重金屬含量調查顯示，全台 

116 萬餘公頃農土中，約有一千公頃遭受重金屬污染之威脅，319 公頃農地土壤重

金屬調查與場址列管計畫，其中又以台中及彰化為台灣農地受重金屬污染最嚴重地

區 (鄒裕民, 2007)。 

       作物栽培於鎘污染農地不僅妨礙作物生長狀況及產量，累積於稻穀內的鎘經人

類攝食後亦會產生不良影響，故桃園縣觀音鄉的鎘污染土地強制休耕，以免造成更

大的禍害。鎘經攝取後在人體內具累積性，不易經代謝而排出體外。依聯合國世界

衛生組織 (World Health Organization，WHO) 公告之數據，鎘的每日容許攝取量 

(acceptable daily intakes，ADI) 為 0.05 mg。動物研究證據顯示，鎘中毒可能會造成

呼吸系統、心血管系統病變，並導致腎臟異常，影響腎小管功能，產生蛋白尿、糖

尿等病症。鎘中毒亦會對骨骼產生危害 (Kim et al., 2003)。1955年日本富川縣神通

川流域著名的「痛痛病」 (Itai–itai disease) 事件，便是由於礦山排出之廢水中含鎘，

流入河川後累積於稻米和魚貝體內，農民食用這些食物後累積至鎘中毒劑量，產生

骨質疏鬆、骨頭疼痛及腎小管功能失調病症，中毒者四肢軀幹疼痛終日呻吟哀號，

故名「痛痛病」 (Watanabe et al., 2002)。 
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二、鎘對植物體之生理影響及病徵 

鎘在植物體中主要累積於液胞與 apolast (Cosio et al., 2005)，鎘所誘導產生之

傷害以老葉特別明顯，葉片黃化為鎘毒害最常見之病徵 (Das et al. 1997)。鎘會抑

制植物生長，對根尖產生傷害，降低水份及其他金屬離子 (例如：Fe2+) 吸收，降

低植物體內光合作用效率，同化產物供應減少導致葉片黃化與乾物重下降，及擾

亂微量元素的分配利用 (Das et al., 1997; Sanitádi Toppi and Gabbrielli, 1999; Wu 

and Zhang, 2002; Hsu and Kao, 2007a)。本研究室以水稻為材料所建立的試驗系

統，不論以氯化鎘處理切離葉片或水稻幼苗，皆會導致黃化現象及葉綠素與蛋白

質含量降低 (Chien and Kao, 2000; Hsu and Kao, 2003a, 2005)。除此之外，鎘逆境

引起水稻葉片抗氧化酵素活性改變，造成細胞間氧化傷害與脂質過氧化作用，最

終引起氧化逆境 (Kuo and Kao 2004)。 

 

三、鎘與活化氧族的生成  

自然界中許多因素皆會導致氧化傷害的產生，例如：強光、乾旱、高溫、寒害、

病原菌入侵、重金屬、殺草劑等，皆會導致活化氧族 (reactive oxygen species，ROS) 

生成。ROS 是一群性質極為活潑，氧化能力很強的含氧物的總稱，逆境發生時膜通

透性增大，內膜系統可能膨脹、收縮或破損，引起細胞膜脂質過氧化作用，當膜系

受到破壞時會發生離子滲漏現象，更進一步導致蛋白質變性、核酸降解、老化之氧

化傷害。 ROS 產生之處有五，分別為葉綠體、粒線體、glyoxisomes、peroxisomes 

與細胞壁，並可區分為超氧自由基 (superoxide，O2
–‧)、氫氧自由基 (hydroxyl 

radical，OH˙) 與過氧化氫 (hydrogen peroxide，H2O2) 三類。正常狀態下，葉綠體

行光合作用時在光反應步驟會形成 ATP 與 NADPH。 NADPH 為碳反應利用後形

成 NADP+， NADP+ 再與光反應傳遞之電子結合回復成 NADPH，如此週而復始循

環。逆境下碳反應受阻， NADP+ 減少，光系統中電子無法完全被接受，使 NADP+ 

回復成 NADPH，於是多餘的電子與氧結合，產生 O2
–‧。O2

–‧ 再經由 superoxide  
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dismutase (SOD) 或自發轉換為毒性較弱之 H2O2。 

    H2O2 在植物中的角色視其濃度而定，高濃度時是對植物產生氧化傷害之 

ROS，但於低濃度時則扮演訊息傳遞角色，參與不同的訊息傳導路徑，例如 : 離

層酸 (abscisic acid，ABA) 調節之氣孔開閉機制 (Pei et al., 2000)、生長素 (auxin) 

調控之向地機制 (Joo et al., 2001)、細胞死亡 (de Pinto et al., 2002) 等。鎘所誘導

之細胞死亡或毒害被認為與 H2O2 累積有關 (Fojtova and Kovacak, 2000; Cho and 

Seo, 2005; Hsu and Kao, 2007)。水稻幼苗鎘毒害現象之產生，是由於水稻葉片中 

H2O2 的累積 (Hsu and Kao, 2007b)。此外，H2O2 含量的增加可以誘導植物發生某

些適應性的生理代謝變化，產生交叉保護作用以提高植物抗逆性。Ryoung 和 

Daniel (2004) 研究發現，缺鉀玉米植株中的 H2O2 含量提高，累積部位集中於根

部，並促進鉀離子通道吸收效率。H2O2 亦會誘導水稻發芽種子胚中抗氧化酵素 

APX 的基因表現 (Morita et al., 1999)。 

鎘毒害被認為與氧化逆境相關，因為鎘會誘導 ROS 生成 (Sandalio et al., 

2001; Schützendübel et al., 2001; Kuo and Kao, 2004)，提高 H2O2 (Cho and Seo, 2005; 

Hsu and Kao, 2007b) 與 MDA 含量 (Das et al., 1997; Sanità di Toppi and Gabbrielli, 

1999; Wu and Zhang, 2002; Hsu and Kao, 2007b)。外加鎘處理亦會增加細胞膜脂質

過氧化程度 (Sandalio et al., 2001)，提高細胞間氧化傷害 (Lozano– 

Rodrıiguez et al., 1997; Chien et al., 2002; Kuo and Kao, 2004)，在水稻及菜豆中皆被

觀察到。 

 

四、鎘與植物的抗氧化系統 

為減輕 ROS 的危害，植物體本身具有抗氧化系統以作逆境防禦，抗氧化系

統中含抗氧化酵素與抗氧化物兩大類 (Noctor and Foyer, 1998; Asada, 1999)。抗氧

化酵素包括 superoxide dismutase (SOD)、ascorbate peroxidase (APX)、glutathione 

reductase (GR) 和 catalase (CAT)，催化反應式如下：  
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                     SOD   
2 O2

–‧ + 2 H+            H2O2 + O2 

 

                  APX 
        H2O2  + ascorbate           2 H2O + dehydroascorbate 
 
                             GR 
        GSSG + NADPH + H+          2 GSH + NADP+ 

   
         CAT 

        2 H2O2 
 
              2 H2O + O2 

 

 

常見的抗氧化物則有還原態 glutathione (GSH)、ascorbic acid (AsA)。Neill 等

人 (2002) 認為 O2
–‧ 轉化為毒性較弱之 H2O2

 後，可藉 GSH – AsA cycle 清除 

H2O2。首先 APX 在將 H2O2 代謝為 H2O 的過程，同時將 AsA 轉換為 

dehydroascorbate (DHA)，中間牽涉到 dehydroascorbate reductase (DHAR) 作用，

DHAR 同時催化 GSH 轉變為 GSSG，GSSG 再轉變為 GSH 則需 GR 參與作

用，同時讓 NADPH 氧化成 NADP+。 

逆境下所產生的 ROS，可藉低分子量的抗氧化物及抗氧化酵素清除 (Asada, 

1999; Scandalios, 2002; Mittler et al., 2004)。過量表現 SOD 基因可保護植物，降低

氧化傷害 (Gupta et al, 1993)。鎘處理會改變抗氧化酵素，例如：SOD、APX、GR、

CAT、POX 的活性 (Somashekaraiah et al., 1992; Dixit et al., 2001; Shah et al., 2001; 

Vitoria et al., 2001; Kuo and Kao, 2004)。GSH 為水溶性、低分子量的抗氧化物，GSH 

在細胞間扮演的角色有許多，不僅參與抗氧化系統，在 GSH – AsA cycle 中清除 

ROS (Noctor and Foyer, 1998; Foyer and Noctor, 2003, 2005)，GSH 可視為逆境指標 

(Tausz et al., 2004)。鎘處理會降低水稻、菜豆與向日葵中抗氧化物 GSH 與 AsA

生合成 (Nussbaum et al., 1988; Gallego et al., 1999; Hsu and Kao, 2007b)。鎘對植物
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體造成之毒害，最先會觀察到 GSH 含量之下降 (Schüzendübel and Polle, 2002)。 

 

五、硫的重要性 

在自然界的眾多金屬元素中，目前已知有十六種元素為植物生長所必需，常

稱為必要元素。依植物所需多寡，可區分為大量元素及微量元素。除碳、氫、氧

之外，多數營養元素來自土壤中。但就栽培觀點而言，沒有可不斷維持高土壤活

力，長期蓄積足量營養元素供作物各生育時期吸收利用之完美田區，因此必須適

時施用肥料以補不足。但植物內部的營養狀態受許多複雜因素影響，例如:根活性、

溫度、光線、通氣性、離子運輸蛋白等因素，皆會影響養份自土壤中吸收效率。

過去，硫元素普遍存在氮、磷、鉀三肥料中，例如：硫酸銨、過磷酸鈣 (single super 

phosphate，CaH4O2P8‧H2O)。過磷酸鈣由硫酸處理磷礦石而得，主要有效成分是

磷酸二氫鈣、磷酸氫鈣和少量磷酸，並含有無水硫酸鈣。但近年來肥料施用型式

改變，尿素及重鈣 (triple super phosphate，CaH6P2O9) 之施用逐漸取代過去慣用之

硫酸銨、過磷酸鈣。重鈣不含硫酸鐵及硫酸鋁，幾乎全部由磷酸鈣組成，因此土

壤中硫含量有日漸匱乏之虞 (Tandon, 1995)，植物因而常生長在缺硫狀況下。 

硫為大量元素之一，以硫酸根 (SO4
2–) 型式為植物根部吸收後，經長途運輸

送到器官各部進一步合成利用。硫參與蛋白質及輔酶合成，蛋白質中若干胺基酸 

(methionine、cysteine) 以及抗氧化物 GSH 之成分亦含硫，光合作用中光反應所

需之 ferredoxin 含有硫元素。硫並參與重金屬逆境保護作用 (Alscher et al., 

1997)，在植物生理中扮演重要角色。 

硫的同化過程中會形成許多重要的含硫化合物，其中 O–acetylserine (OAS) 經 

O–acetylserine(thiol) lyase (OASTL, EC 4.2.99.8) 催化形成 cysteine (Cys)。Cys 和 

glutamine 經 γ–Glutamylcysteine synthetase (γ–ECs) 作用後形成γ–L– 

glutamyl–L–cysteine (γ–EC)，γ–EC 接著與 glycine 經glutathione synthetase 催化

形成 GSH。 
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缺硫時，植物生長受阻，且地上部生長受阻較地下部明顯。缺硫時病徵與缺

氮相似，葉片會有黃化現象產生，不論新葉或老葉皆然，但以新葉較為明顯 (Robson 

and Pitman, 1983)，在水稻 (Cereal Knowledge Bank website, http://www. 

knowledgebank.irri.org/ )、黑胡椒 (Nybe and Nair, 1989)、番茄 (Gupta and 

Sanderson, 1993) 與甘藍 (Stuiver et al., 1997) 皆觀察到此現象。在禾穀類及豆科作

物中，缺硫導致含硫蛋白質及含硫胺基酸含量下降 (Randall and Wrigley, 1986)，以

及 GSH 合成量減少 (Noctor and Foyer, 1998; Asada, 1999)。玉米缺硫時高親合性

硫離子運輸蛋白 ZmST1;1 表現量上升，促進 SO4
2– 自根中吸收 (Quaggiotti et al., 

2003)，以利硫的同化作用順利進行，合成 Cys (Akiko et al., 2003)。 

硫可有效減輕水稻中鎘毒害所引起的生長抑制及氧化傷害現象 (Astolfi et al., 

2004)。水稻生長於缺硫狀態，其韌皮部滲出液中之 GSH 含量降低 (Kuzuhara et al., 

2000)。缺硫狀態下同時遭遇鎘毒害，會誘導硫合成相關酵素如：ATP– 

Sulfurylase 活性升高，以增加抗氧化物 GSH 的合成量 (Nussbaum, 1998)。 

Hassan 等人 (2005) 研究發現，含硫成分較高的水稻種子在鎘逆境下，生長 

出之幼苗比種子含硫成分低的幼苗合成更多 GSH，可抵禦氧化逆境、降低  

MDA 含量，減輕因鎘毒害而產生之生長抑制。於水稻中過量表現菸草的 OASTL  

相關基因，可提高含硫化合物含量而對抗鎘毒害 (Harada et al., 2001)。 

 

六、多重逆境 

        相較於實驗室中固定光照強度、時間、溫度與病蟲害控制等生長條件，作物

在田間栽培的生育過程中經常遭遇各種生物性及非生物性的逆境，進而影響最終

收成產量。常見的生物逆境包括病蟲害、雜草等，非生物逆境主要有溫度（熱害、

寒害）、水分（乾旱和淹水）、鹽分、環境污染（例如重金屬污染、臭氧、 UV 傷

害）。不同逆境因子間通常相互關聯而非單一發生，例如缺水常伴隨著鹽鹼和高

溫逆境。Mittler (2006) 提出多重逆境概念，認為不同逆境間具有交互作用，在不
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同交互作用下植物體或許因產生抗性而更適應環境，也可能因為多重逆境同時發

生使生長受阻，更甚者造成植株死亡。因此，研究逆境時不應只針對作物在個別

逆境下的生長狀況，而應綜觀可能遭遇到的逆境。此概念亦為本篇論文研究的出

發點，欲探討缺硫與鎘雙重逆境同時發生對鎘逆境毒害之影響。 

 

七、PAL 與 NH4
+ 與逆境關係 

Phenylalanine ammonia–lyase (PAL; EC 4.3.1.5) 為酚類化合物合成的重要酵

素，主要作用途徑是催化 phenylalanine 轉變為 trans–cinnamate，過程中釋放銨離

子 (NH4
+)。NH4

+ 為氮素同化作用之中間產物 (Miflin and Lea, 1976)，但是高含量 

NH4
+ 會對植物細胞產生危害 (Marchner, 1995; Givan, 1979)。鎘逆境促使脂質過氧

化作用發生，誘導水稻葉片中 NH4
+ 含量提高 (Hsu and Kao, 2003a)。 NH4

+ 含量

的提高被認為與 PAL 比活性上升有關 (Hsu and Kao, 2004)。PAL 活性之提高可

視作植物體遭受環境逆境的指標 (Sanchez–Ballesta et., 2000a, 2000b 

)。光照下巴拉刈處理所產生之 ROS，會誘導水稻葉片中 NH4
+ 累積以及 PAL 活

性上升 (Chien et al., 2002)。馬鈴薯塊莖中因傷口而誘導提升之 PAL 比活性被認

為與 O2–˙ 形成有關 (Kumar and Knowles 2003)。 

 

八、熱休克反應與逆境抵禦 

熱休克 (heat shock，HS) 處理係指給予作物高於最適生長溫度 5~15 ℃ 的短

時間處理。熱休克前處理對後續逆境如：鹽害 (Harrington and Alm, 1988; Kuznetsov 

et al., 1993)、冷害 (Lafuente et al., 1991; Sebehat et al., 1996)、重金屬 (Wollgiehn 

and Neumann, 1995) 及氧化傷害 (Banzet et al., 1998)，具交叉保護作用 (Lanciloti 

et al., 1996)，有效提高植物對後續逆境的容忍力。熱休克處理後誘導熱休克蛋白 

(heat shock proteins，hsps) 生成，hsps 屬 chaperone 的一種，可修飾蛋白質摺疊

型式，改變蛋白質構型，進而調控下游基因的轉錄及轉譯作用及酵素活性，影響
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作物對逆境耐受性 (Sato and Yokoya, 2008)。 Kang and Saltveit (2003) 研究發現，

hsps 中 hsp 23 的作用與 PAL 活性降低有關。對萵苣進行熱休克處理後可降低原

本因傷口誘導而提升之 PAL 活性，減少 PAL 蛋白質表現以及酚類化合物的累積

量，延緩組織褐化現象 (Loaiza–Velarde et al., 1997; Loaiza–Velarde and Saltveit, 

2001; Saltveit, 2001; Reinaldo et al., 2003)，在菸草中也有相同結果 (Moriwaki et al., 

1999)。熱休克前處理亦可調控荷蘭芹受到紫外線與真菌傷害時，酚類化合物的合

成反應 (Walter 1979)。經熱休克前處理所誘導提升之 SOD、CAT 與 APX 活性，

可抵禦後續逆境 (Kang and Saltveit, 2003)。於鎘逆境發生前先給予熱休克前處理可

增加 H2O2 含量，提高 APX、GR 酵素活性，以及抗氧化物 GSH 含量，因此提

高水稻幼苗對後續鎘逆境毒害之耐性 (Hsu and Kao, 2003)。  

        

九、論文研究方向 

本篇論文共分兩部分，第一部分以多重逆境概念為研究出發點，欲探討 

缺硫與鎘毒害雙重逆境對水稻幼苗生長之影響。第二部分著重於水稻幼苗熱休克

前處理對鎘逆境所誘導之銨離子累積與 PAL 活性增加之影響。 
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材料方法 

 

本論文共分兩大部分，第一部分探討缺硫狀態下水稻幼苗鎘逆境生理之研

究，第二部分著重於熱休克效應與水稻幼苗抵抗鎘逆境之關係。使用材料皆為台

中在來一號（Oryza sativa L. cv. Taichung Native 1, TN1），以水耕方式種植材料。 

 

一、材料種植、處理與採收方式 

挑選飽滿且均一的水稻種子，經 2.5％ 次氯酸鈉酸消毒後，以蒸餾水洗滌，

將種子放置於墊有濕潤吸水紙之培養皿中，於 37℃ 黑暗生長箱中催芽 24 小時

後，將種子鋪於 150 mL 燒杯內之鐵質網架上，燒杯外包裹一層錫箔紙，以水耕

方式種植材料。對照 (即正常) 處理之水耕液採用木村式 (戶刈義次 1963) 水耕液 

(A、B 液半量，C 液全量，不含 Na2Si3O7 ) 栽培，若為缺硫處理 (－S) 則將硫酸

離子以硝酸離子或氯離子取代，水耕液均以二次蒸餾水配置，其配方如下 : 

 

(一) 對照組水耕液之配方 

 
 
A：                in 1 L              即為 Stock A 

（500 X）             (NH4)2SO4                   24.10 g 

KNO 3                  9.25 g 

                                 MgSO4                       33.00 g   

KH 2 PO 4             12.40 g     

 
 

 
B：                in 1 L             即為 Stock B 

（500 X）             Fe–citrate               7.5 g 

                      Ca(NO 3 ) 2             30.0 g     

                      1N HCl               500 mL                
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C：                in 1 L             再稀釋 10 倍為 
Stock C 

（10,000 X）           H 3 BO 3                 1.55 g 

                      H 2 MoO 4               0.08 g 

                      MnSO4．H 2 O           0.34 g  

                      ZnSO4．7H 2 O          0.58 g  

                      Cu SO4．5H 2 O         0.13 g  

 

(二) 缺硫處理水耕液之配方 
 

 
A：                in 1 L              即為 Stock A 

（500 X）             KNO 3                  9.3 g 

KH 2 PO 4              12.4 g     

                      NH 4 Cl                9.8 g    

                      MgCl 2 ．6H 2 O        61.2 g           

 
 

 
B：                in 1 L              即為 Stock B 

（500 X）             Fe–citrate              7.5 g 

                      Ca(NO 3 ) 2             30.0 g      

                      1N HCl              500 mL                 
 
 

 
C：                 in 1 L             再稀釋 10 倍為 Stock C 

（10,000 X）          H 3 BO 3                1.55 g 

                      H 2 MoO 4              0.08 g 

                      MnCl 2 ．4H 2 O         0.40 g  

                      ZnCl 2                 0.27 g  

                      CuCl 2 ．4H 2 O         0.09 g  
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幼苗生長的水耕液中，不論對照組或是缺硫處理，每公升皆含 1 mL Stock A、

1 mL Stock B 與 1 mL Stock C，並將 pH 值調整至 4.7~4.8，栽培期間每隔三天更

換一次水耕液，置於自然光照之人工氣候室中 (日溫 30℃ / 夜溫 25℃) 生長。

第一部分的試驗材料，待第三片葉片完全展開後將材料分成兩部分。一部份材料

切下第二片葉片或植株，分析對照與缺硫植株之差異，另一部分材料則進行鎘處

理，或者先進行一些藥劑之前處理再進行鎘處理。鎘處理是在水耕液中添加氯化

鎘 (5 μM)。鎘處理適當時間 (6 或 7 天) 後，取出幼苗檢視鎘之毒害 (通常是以

黃化程度與葉綠素含量來做為毒害指標)，進行後續分析試驗。切離葉片試驗則於

第三片葉片完全展開時切下第二片葉片 (10 片），葉片置於含有 20 mL 化學藥劑 

[CdCl2 或 paraquat (PQ)] 之培養皿中，於 27℃ 光線下處理 24 小時，然後檢視黃

化程度與測定葉綠素含量。 

    第二部分熱休克試驗之水稻幼苗生長在正常處理之水耕液中，於第三葉片完

全展開後，進行熱休克處理。熱休克處理 (HS) 方式是以水稻幼苗植株自人工氣

候室取回後，置於 45℃ 黑暗生長箱中處理三小時，對照組 (non–HS) 則於 30

℃ 黑暗生長箱中同樣處理三小時。HS 處理或 non–HS 處理後進行添加或不添

加氯化鎘處理。於處理適當時間後切下第二片葉片進行化學分析。上述所有試驗

均以 10 片葉片為一重複、每處理重複四次分析。 

 

二、水稻幼苗生長之分析 

    將水稻幼苗分離成地上部或根部。地上部或根長度以尺丈量，然後將地上部

與根分離後立即秤重為其鮮重 (FW)，秤完重量再將材料放進 65℃ 烘箱中烘乾兩

天，取出秤重即為乾重 (DW) 。 

 

三、化學成分分析 

（一）葉綠素含量測定 
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葉綠素含量測定係以 Wintermans 與 De Mots (1965) 之方法修改。取水稻第

二片葉片 10 片，以 2 mL sodium phosphate buffer (50 mM，pH 6.80 ) 研磨萃取

後，取均質萃取液 40 μL 加入 960 μL ethenol (100%)，混合均勻後於 4℃黑暗中

靜置 30 分鐘，再以 4℃、1000 g 條件離心 15 分鐘，取出上清液。上清液以分

光光度計測定波長 665 nm、 649 nm (A665、A649) 之吸光值，空白組以 ethanol 

(95%) 代替進行相關步驟。 

葉綠素濃度 (mg Chl mL–1) 採 (6.1 × A665  + 20.04 × A649 ) 公式估算，樣品葉

綠素含量 (mg g–1 FW) 為葉綠素濃度 (mg Chl mL–1) × 1 mL × 50 (稀釋倍數) ÷ 樣

品原始鮮重 (g) ÷ 1000。 

 

（二）蛋白質含量測定 

蛋白質含量測定係以 Bradford (1976) 之方法修改而來。取水稻第二片葉片 

10 片，以 2 mL sodium phosphate buffer (50 mM，pH 6.8 ) 研磨萃取後，取均質

萃取液以 4℃、17600 g 條件離心 20 分鐘，取 20 μL 上清液加入 5 mL dye 

solution，攪拌靜置十分鐘後以分光光度計測定波長 595 nm (A595) 之吸光值，空

白組以 sodium phosphate buffer 代替進行相關步驟。 

Dye solution 之配置方法係以 100 mg Comassie Brilliant Blue G–250 粉末

溶於 50 mL ethanol (95%，v/v) 中，加入少許二次水攪拌至完全溶解後，再加入 

100 mL phosphoric acid (85%，v/v)，最後以二次蒸餾水定量到 1 L，並以 

Whatman No.1 濾紙過濾後存放於褐色瓶中 4℃ 冷藏備用。 

樣品蛋白質含量 (mg g–1 FW) 計算方式為 A595 ÷ 0.01 (K，μg–1 cm–1) × 100 

(稀釋倍數) ÷ 1000 ÷ 樣品原始鮮重 (g)。 

 

（三）組織化學法檢定過氧化氫 

      過氧化氫含量之組織化學法分析係根據 Orozco–Cardenas and Ryan (1999) 
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方法修改而成。將處理過後之水稻切離葉片切口浸泡於 2 mL 3,3– 

diamino-benzidine-HCl (DAB，1 μL mL–1，pH 3.8 ) 染劑中，置於 27℃ 及光照

下的生長箱中 24 小時，將葉片取出放入 95% 酒精中並煮沸 30 分鐘，直到綠

色部分退去，將酒精倒掉再將葉片移入新的 95% 酒精中。產生棕色點部位即為

過氧化氫存在部位，顏色越深表示過氧化氫含量越高，並將組織化學染色處理

後的葉片，以掃描方式擷取圖片。 

  

（四）過氧化氫含量測定 

過氧化氫含量測定係以 Jana 與 Choudhuri (1981) 之方法修改而來。取水

稻第二片葉片 10 片，以 3 mL sodium phosphate buffer (50 mM，pH 6.80，內含 

1 mM hydroxylamine) 研磨萃取後，取均質萃取液以 4℃、6000 g 條件離心 25 

分鐘，取 2 mL 上清液加入 1 mL TiCl4 [ 0.1% (v/v) 溶於 20% (v/v) H2SO4]，震

盪均勻於室溫下以 1000 g 條件離心 15 分鐘，以分光光度計測定波長 410 nm 

(A410) 之吸光值，空白組以 sodium phosphate buffer (50 mM，pH 6.80，內含 1 

mM hydroxylamine) 代替進行相關步驟。 

樣品過氧化氫含量 (μmol g–1 FW) 計算方式為 A410 ÷ 0.28 (K，μmol–1 cm–1) 

× 1.5 (稀釋倍數) ÷ 樣品原始鮮重 (g)。 

 

（五）脫落酸 (Abscisic acid, ABA) 含量測定 

  Enzyme–liked immunosorbent assay (ELISA) 

脫落酸含量測定係以 Walker－Simmons (1987) 之方法修改而來。取水稻第

二片葉片 10 片，以 1.5 mL 80% methanol (內含 2% acetic aicd) 冰浴研磨萃取

後，置於 4℃黑暗下 48 小時，之後以 4℃、5000 g 條件離心 10 分鐘，取 1 mL 

上清液以低溫真空壓縮機 (Speed Vac，Savant) 進行抽乾。抽乾後依序加入 0.5 

mL 100% methanol 與 0.5 mL 0.2 N (NH4)H2PO4 後，震盪均勻使其完全溶解，
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於 4℃ 下靜置 10 分鐘後過 polyvinyl polypyrrolidone (PVP) 管柱，接著以 6 mL 

二次蒸餾水清洗 PVP 管柱並收集濾液，並加入 100 μL 100% acetic acid。 

      接下來將濾液緩慢通過 C18 管柱 (Sep–Pak® Catridges, Waters)，以 4 mL 

20% methanol (內含 2% acetic aicd) 清洗 C18 管柱，主要目的為去除雜質，之後

再加入 4 mL 55% methanol (內含 2% acetic aicd)，並收集濾液，濾液即含脫落

酸，將其置於真空壓縮機進行抽乾。加入 200 μL TBS buffer 於抽乾之樣品內，

以溶出樣品中脫落酸。 

      取出 100 μL 樣品或不同濃度脫落酸標準液，加入已塗脫落酸單株抗體之 

well 中，再加入 100 μL tracer，以膠紙密封於 4℃ 黑暗靜置三小時後，將 well 

中液體倒出，以 200 μL wash solution 清洗三次，每次十分鐘，之後將清洗液倒

出，每 well 加入 200 μL reaction buffer，以 ELISA reader 測定 37 ℃ 下波長 

405 nm (A405) 之吸光值，每十分鐘讀值一次，取最適當之讀值計算脫落酸含量。 

      標準曲線係以不同濃度脫落酸溶液，以上述方法波長 405 nm (A405) 之吸光

值後換算結合百分率 (% binding)，求得標準曲線。樣品亦可求得結合百分率，

與標準曲線比對後即可得樣品脫落酸含量，以 pmol g–1 FW 表示。結合百分率

以下列公式估得： 

 

標準 ABA 溶液或樣品在 A405 下吸光值－1 μM ABA 在 A405 下吸光值                       

無 ABA 時在 A405 下吸光值－1 μM ABA 在 A405 下吸光值 

 

TBS buffer、trace solution、wash solution 與 reaction buffer 皆為 agidia® 公

司生產的 Phytodetek® ABA kit，配置方法如下：  

(1) TBS buffer 

50 mM tris、146 mM NaCl、1mM MgCl2、0.02% sodium azide (pH 7.5)。 

(2) trace solution 

× 100%
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一瓶 tracer 先加 1 mL 蒸餾水，五分鐘後每瓶 tracer 再加入 4 mL tracer 

dilute 備用，此溶液應新鮮配置。 

 

(3) wash solution 

1000 mL (pH 7.4) 應含有 8.0 g NaCl、1.15 g sodium phosphate、0.20 g 

potassium phosphate、0.20 g KCl、0.05 g Tween–20、0.20 g sodium azide。  

(4) reaction buffer 

      PNP (p–nitrophenyl phosphate disodium salt) substrate tablet (5 mg/錠) 溶於 

5 mL substrate dilute (pH 9.8，1000 mL 中含有 0.10 g MgCl2、0.20 g NaNO3、

97.0 g diethanolamine)。 

 

（六）AsA 含量測定 

AsA 含量測定係以 Laws et al. (1983) 之方法修改而來。取水稻第二片葉片 

10 片，以 1 mL trichloroacetic acid (TCA，5%，w/v) 研磨萃取後，取均質萃取

液以 15000 g 條件離心 20 分鐘，取 200 μL 上清液加入  200 μL sodium 

phosphate buffer (50 mM，pH 7.40) 於室溫下混合均勻，接著再加入 200 μL 二

次水靜置 15 分鐘後，再依序加入 200 μL 二次水、400 μL TCA (10%，w/v)、

400 μL phosphoric acid (44%) 與 400 μL 2,2–bipyridyl (4%，w/v)，溶於

70%ethanol 中)，震盪均勻後加入 200 μL FeCl3 (3% w/v)，於 37℃ 水浴搖晃一

小時後接著以 10000 g 條件離心 5 分鐘，取上清液以分光光度計測定波長 

525nm (A525) 之吸光值，空白組以 TCA (5%，w/v) 代替進行相關步驟。 

樣品 AsA 含量 (μmol g–1 FW) 計算方式為 A525 ÷ 8.092 (K， 

μmol–1 cm–1) × 5 (稀釋倍數) ÷ 樣品原始鮮重 (g)。 
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（七）GSH 與 GSSG 含量測定 

GSH 與 GSSG 含量測定係以 Smith (1985) 之方法修改而來。取水稻第二

片葉片 10 片，以 1 mL sulfosalicylic acid (SSA，5%，v/v) 研磨萃取，均質萃取

液以 15000 g 條件離心 10 分鐘，進行 total glutathione (GSH + GSSG) 與 

GSSG 含量分析。 

 

1. GSH + GSSG 含量分析 

取上述離心後上清液 10 μL 加入 15 μL SSA 進行稀釋，將總體積 25 μL 

稀釋液注入 8 × 12 Microplate 樣品槽中，每個 well 依序加入 175 μL  sodium 

phosphate buffer (143 mM，pH 7.5，內含 6.3 mM EDTA 與 0.3 mM NADPH)、

20 μL 6 mM 5,5–dithiobis (2–nitrobenzoic acid) (DTNB)，最後加入 20 μL GR 

(0.5 unit well–1) 後，立刻將 plate 放入 ELISA reader 中，測定 600 秒內波長 412 

nm (A412) 吸光值之變化。 

標準曲線之建立則以 GSH 或 GSSG (10 μM) 加二次蒸餾水配置，以標準

曲線換算得樣品中 GSH + GSSG 濃度。樣品 GSH + GSSG 含量  (nmol g–1 FW) 

計算方式為實測含量 × 250 (稀釋倍數) ÷ 1000 ÷ 樣品原始鮮重 (g)。 

   

2. GSSG 含量分析 

取上述離心後上清液 200 μL 加入 4 μL 2–vinylpuridine 與 6 μL 

triethanolamine (TEA，30 mM) 於室溫下至少反應一小時以除去樣品中的 

GSH，之後以 15000 g 條件離心 5 分鐘，取上清液 10 μL 加入 15 μL SSA 進

行稀釋，將總體積 25 μL 稀釋液注入8 × 12 microplate 樣品槽中，每個well 依

序加入 175 μL sodium phosphate buffer (143 mM，pH 7.5，內含 6.3 mM EDTA 

與 0.3 mM NADPH)、 20 μL 6 mM DTNB，最後加入 20 μL GR (0.5 unit well–

1)  後，立刻將 plate 放入 ELISA reader 中，測定 600 秒內波長 412 nm (A412) 
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吸光值之變化。 

標準曲線之建立則以 GSH 或 GSSG (10 μM) 加二次蒸餾水配置，以標準

曲線換算得樣品中 GSSG 濃度。樣品 GSSG 含量 (nmol g–1 FW) 計算方式為

實測含量 × 250 (稀釋倍數) ÷ 1000 ÷ 樣品原始鮮重 (g)。 

 

3. GSH 含量分析 

樣品 GSH 含量 (nmol g–1 FW) 計算方式為 GSH + GSSG 含量減去 

   GSSG 含量。 

 

（八）Cys 含量測定 

Cys 含量測定係以 Gaitonde (1967) 之方法修改而來。取水稻第二片葉片 

10 片，以 5 mL perchloric acid（5%，v/v） 冰上研磨萃取，均質萃取液以 4℃、

17600 g 條件離心 20 分鐘，取 0.5 mL 上清液加入 0.5 mL acetic acid 與 0.5 

mL acid ninhydrin reagent (內含 0.25 g ninhydrin、6 mL acetic acid 與 4 mL 濃鹽

酸，於室溫下混合約 20–30 分鐘），充分攪拌之後試管以塑膠蓋封住，於 100℃ 

水浴中反應 10 分鐘，於自來水中冷卻中止反應。以分光光度計測定波長 560 

nm (A560) 之吸光值，空白組以 5% (v/v) perchloric acid 代替進行相關步驟。 

樣品 Cys 含量 (μmol g–1 FW) 計算方式為 A560 ÷ 14.21 (K，μmol–1 cm–1) × 

10 (稀釋倍數) ÷ 樣品原始鮮重 (g)。 

 

（九）Non–protein thiols 含量測定 

       Non–protein thiols (NPT) 含量測定係以 Del Longo (1993) 與 Rama Devi  

和 Prasad (1998) 之方法修改而來。取水稻第二片葉片 10 片，以 1 mL 

sulfosalicylic acid (5%，v/v) 研磨萃取，均質萃取液以 4℃、8000 g 條件離心 15 

分鐘，取 100 μL 上清液加入 1 mL tris–HCl (0.2 M，pH 8.2) 與 75 μL DTNB 溶
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於 0.2 M tris–HCl，pH 8.2 中)，靜置 20 分鐘後以分光光度計測定波長 412 nm 

(A312) 之吸光值，空白組以 5% (v/v) sulfosalicylic acid 代替進行相關步驟。 

樣品 NPT 含量 (μmol GSH eq g–1 FW) 計算方式為 A412 ÷ 12.58 (K，μmol–

1 cm–1) × 10 (稀釋倍數) ÷ 樣品原始鮮重 (g)。 

 

（十）銨離子 (NH4
+) 含量測定 

NH4
+ 含量分析係以 Weatherburn (1967) 之方法修改。取水稻第二片葉片 

10 片，以 3 mL H2SO4 (0.3 mM，pH 3.5 ) 研磨萃取後，以 4℃、17600 g 條件

離心 30 分鐘， 取 200 μL 上清液加入 3.8 mL H2SO4 (0.3 mM，pH 3.5 ) 後，

再依序加入呈色劑 A 液與 B 液，並於 37℃ 水浴震盪 20 分鐘，最後以分光

光度計測定波長 625 nm (A625) 之吸光值，空白組則以 H2SO4 (0.3 mM，pH 3.5 

取代進行相關步驟。 

呈色劑 A 液是將 5 g phenol 先以二次蒸餾水攪拌溶解至透明狀再加入 20 

mg sodium nitroprusside 中， 最後以二次水定量至 100 mL。呈色劑 B 液是將 5 

g NaOH 加入 40 mL sodium hypochloride 中，以二次水定量至 100  mL。樣品 

NH4
+ 含量 (μmol g–1 FW) 計算方式為 A625 ÷ 3.19 (K，μmol–1 cm–1) × 15 (稀釋

倍數) ÷ 樣品原始鮮重 (g)。 

 

四、酵素活性分析 

（一）SOD 活性分析 

SOD 活性分析係以 Paoletti et al. (1981) 之方法修改。取水稻第二片葉片 

10 片，以 3 mL sodium phosphate buffer (50 mM，pH 7.40 ) 冰浴研磨萃取後，以 

4℃、15000 g 條件離心 30 分鐘，取出上清液。 取 20 μL 上清液以 (Bradford 

1976) 方法得到蛋白質總量。另取 200 μL 上清液依序加入 1.6 mL 

triethanolamine–diethanolamine (TEA–DEA) buffer (100 mM，pH 7.4)、80 μL 
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NADH (7.5mM，新鮮配置)、50 μL EDTA/MnCl2 (100 mM/50 mM，pH 7.4)，最

後加入 1 mL 2–mercaptoethanol (10 mM) 啟動反應後，震盪均勻以分光光度計

測定十分鍾內波長 340 nm (A340) 之吸光值變化量，即樣品 ∆ A340。分光光度計

以空白比色管進行歸零動作，空白組則以 sodium phosphate buffer (50 mM，pH 

7.40 ) 取代進行相關步驟，並以其吸光值變化量作為基準值 (起始        

∆ A340)。 

每單位酵素活性 (Unit) 定義為 : 每分鐘 SOD 抑制 50% NADH 之氧化

速率多寡。樣品 SOD 比活性 (Unit mg–1 protein) 計算方式為 : (起始∆A340) – 

(樣品 ∆ A340) ÷ 10 min × 15 (稀釋倍數) ÷ 蛋白質含量 (mg) 。 

 

（二）APX 活性分析 

APX 活性分析係以 Nakano 與 Asada (1981) 之方法修改。取水稻第二片

葉片 10 片，以 4 mL sodium phosphate buffer (50 mM，pH 6.80 ) 冰浴研磨萃取

後，以 4℃、12000 g 條件離心 20 分鐘，取出上清液。取 20 μL 上清液以 

(Bradford,1976) 方法得到蛋白質總量。另取 100 μL 上清液依序加入 1 mL 

potassium phosphate buffer (150 mM，pH 7.0)、1 mL ascorbate (1.5mM，新鮮配

置)、400 μL EDTA (0.75 mM)，最後加入 0.5 mL H2O2 (5 mM) 後震盪均勻，以

分光光度計測定一分鍾內波長 290 nm (A290) 之吸光值變化量，即樣品  

∆A290，空白組則以蒸餾水取代進行相關步驟。 

每單位酵素活性 (Unit) 定義為 : 每分鐘消耗 1 μmol AsA 表示。樣品 APX 

比活性 (Unit mg–1 protein) 計算方式為 : ∆ A290 ÷ 2.8 (K，mM–1     

cm–1) × 3 (反應體積) × 40 (稀釋倍數) ÷ 蛋白質含量 (mg) 。 

 

（三）GR 活性分析 

GR 活性分析係以 Foster 與 Hess (1981) 之方法修改。取水稻第二片葉片 
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10 片，以 4 mL sodium phosphate buffer (50 mM，pH 6.80 ) 冰浴研磨萃取後，以 

4℃、 12000 g 條件離心 20 分鐘，取出上清液。取 20 μL 上清液以(Bradford 

1976) 方法得到蛋白質總量。另取 200 μL 上清液依序加入 1 mL tris–HCl 

buffer (150 mM，pH 7.5)、0.3 mL MgCl2 (30 mM)、0.5 mL GSSG (3 mM，新鮮配

置)，最後加入 1mL NADPH(5 mM，新鮮配置) 後震盪均勻，以分光光度計測

定一分鍾內波長 340 nm (A340) 之吸光值變化量，即樣品 ∆A340，空白組則以蒸

餾水取代進行相關步驟。 

每單位酵素活性 (Unit) 定義為 : 每分鐘內波長 A340 之變化量。樣品 GR 

比活性 (Unit mg–1 protein) 計算方式為 : ∆ A290 × 20 (稀釋倍數) ÷ 1 (min) ÷蛋白

質含量 (mg) 。 

 

（四）CAT 活性分析 

CAT 活性分析係以 Kato 與 Shimizu (1965) 之方法修改。取水稻第二片葉

片 10 片，以 4 mL sodium phosphate buffer (50 mM，pH 6.80 ) 冰浴研磨萃取後，

以 4℃、12000 g 條件離心 20 分鐘，取出上清液。取 20 μL 上清液以(Bradford 

1976) 方法得到蛋白質總量。另取 200 μL 上清液依序加入 2.7 mL sodium 

phosphate buffer (100 mM，pH 7.0)、0.1 mL H2O2 (1M，新鮮配置) ，震盪均勻後

以分光光度計測定一分鍾內波長 240 nm (A240) 之吸光值變化量，即樣品 ∆ 

A240，空白組則以蒸餾水取代進行相關步驟。 

每單位酵素活性 (Unit) 定義為 : 每分鐘消耗  1 μmol H2O2 表示。樣品

CAT 比活性 (Unit mg–1 protein) 計算方式為 : ∆ A240 ÷ 40 (K，mM–1 cm–1) × 3 

(反應體積) × 20 (稀釋倍數) ÷ 1 (min) ÷ 蛋白質含量 (mg) 。 

 

（五）PAL 活性分析 

PAL 活性分析係以 Hyoto 與 Fujinami (1965) 之方法修改。取水稻第二片
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葉片 10 片，以 4 mL N–(2–Hydroxyethyl) piperazine–N’–3–propane 

sulfonic  

acid (EPPS，50 mM，pH 8.5) 冰浴研磨萃取後，以 4℃、12000 g 條件離心 20 分

鐘，取 20 μL 上清液以 (Bradford 1976) 方法得到蛋白質總量。另取 1 mL 上

清液依序加入 1 mL EPPS (100 mM，pH 8.5)、1 mL L–phenylalanine (30 mM)，

震盪均勻後於 40℃ 水浴 30 分鐘，接著以分光光度計測定波長 290 nm (A290) 

之吸光值空白組則以 EPPS (50 mM，pH 8.5) 取代進行相關步驟。 

每單位酵素活性 (Unit) 定義為每小時 1 nmol tans–cinnamic acid之生成量

表示。樣品 PAL 比活性 (Unit mg–1 protein) 計算方式為 : A290 ÷ 9500 (K，M–1 

cm–1) × 3 (反應體積) × 4 (稀釋倍數) ÷ 0.5 (min) × 106 (換算為 nmol) ÷ 蛋白質含

量 (mg) 。 

 

五、供試藥劑原液之配置 

    供試藥劑原液 PQ、CdCl2、GSH、Cys、OAS、AsA、galactono–1,4–lactone 

(GalL)、H2O2、imidazole (IMD)、buthionine sulfoxinine (BSO)  均以二次蒸餾水配

置所需濃度，唯 Cys 須先以 HCl 溶解後，再以二次水定量至所需體積。 

 

六、數據統計分析 

每一試驗處理均有四個重複，結果取其平均值加上標準偏差 (standard error) 

表示，統計分析以 Student’s t–test 或 least significant difference (LSD) 方法進

行，比較不同處理間平均質之差異。統計分析軟體為 SAS (Statistical Assay System) 

8.2 版進行統計分析。每一試驗結果至少行三次，每次試驗結果均呈現類似趨勢， 

論文中僅以一次試驗結果呈現。 
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結果 

 

一. 缺硫與鎘逆境對水稻幼苗生理之影響 

 本論文以 TN1 幼苗為材料，探討缺硫 (－S) 與鎘逆境對水稻幼苗生理之影

響。缺硫之水稻幼苗地上部長度 (圖 1A)、鮮重 (圖 1B) 與乾重 (圖 1C) 皆下

降，但對水稻幼苗根長度 (圖 1A)、鮮重 (圖 1B) 與乾重 (圖 1C) 影響不顯著。

缺硫並降低水稻幼苗第二片葉片之葉綠素含量 (圖 2A) 與蛋白質含量 (圖 2B)。 

DAB 為大分子聚合物，會與 H2O2 形成褐色沉澱，以 DAB 組織化學法檢測第

二片葉片 H2O2 含量發現，缺硫會造成水稻幼苗第二片葉片 H2O2 累積 (圖 

3A)。而以化學分析法也發現缺硫增加第二片葉片 (圖 3 B) 與根部 H2O2 含量 

(圖 3 C)。分析水稻幼苗第二片葉片與根中 ABA 含量，發現對照與缺硫處理間

沒有顯著差異 (表 1)。  

 進一步分析缺硫對幼苗葉片含硫化合物 NPT、Cys 與 GSH 含量之影響， 

缺硫處理第二片葉片中的 NPT (圖 4 A)、Cys (圖 4 B) 含量皆下降。缺硫對抗氧

化系統之影響，可由抗氧化物含量及抗氧化酵素活性變化窺之。缺硫使 GSH (圖 

4 C) 含量下降，但是對抗氧化物 AsA  (圖 4 D) 影響不顯著。缺硫同時提高抗

氧化酵素 SOD 活性與比活性 (圖 5 A, B)，降低 APX (圖 5C, D)、GR (圖 5E, F) 

與 CAT (圖 5G, H) 活性與比活性。以上試驗結果確認缺硫處理確實改變水稻幼

苗之生理狀態。 

為了解缺硫處理對水稻幼苗逆境生理之影響，先在光照環境下以 PQ (10 μM) 

與氯化鎘 (5 mM) 處理 TN1 水稻第二片切離葉片 24 小時，以了解黃化程度與

葉綠素含量之影響。試驗結果發現，不論是以 PQ 或是氯化鎘處理，缺硫之切離

葉片其黃化與葉綠素含量下降之程度均較對照為嚴重 (圖 6A, 6B, 6C)。進一步以

氯化鎘 (5 μM) 處理缺硫與對照處理之 TN1 水稻幼苗 (6 天)，發現缺硫與鎘同

時處理使第二片葉片黃化程度較對照幼苗經鎘處理為明顯 (圖 7)。以上試驗結 
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圖 1. TN1 水稻幼苗缺硫處理 (－S) 對地上部與根部之長度 (A)、鮮重 (B) 與乾 
重 (C) 的影響。幼苗第三片葉片長到完全展開後進行各項測定。每一處理重複 
數為 4，垂直線距表示標準機差 (standard error，S.E.)，以 t–test 統計方法進行 
顯著性測驗。星號表示有顯著差異 (P < 0.05)。 
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圖 2. TN1 水稻幼苗缺硫處理 (－S) 對第二片葉片蛋白質 (A) 與葉綠素含量  
(B) 之影響。幼苗第三片葉片長到完全展開後進行各項測定。每一處理重複數為  
4，垂直線距表示標準機差 (standard error，S.E.)，以 t–test 統計方法進行顯著 
性測驗。星號表示有顯著差異 (P < 0.05)。 
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圖 3.  TN1 水稻幼苗缺硫處理 (－S) 對第二片葉片 H2O2 含量 (A, B) 與地下 
部 H2O2 含量 (C) 之影響。幼苗第三片葉片長到完全展開後進行各項測定。(A)  
以組織化學法檢測 H2O2。每一處理重複數為 4，垂直線距表示標準機差   
(standard error，S.E.)，以 t–test 統計方法進行顯著性測驗。星號表示有顯著差 
異 (P < 0.05)。 
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表 1. TN1 水稻幼苗缺硫處理 (－S) 對第二片葉片與根 ABA 含量之影響。幼 
苗第三片葉片長到完全展開後進行各項測定。每一處理重複數為 4，以 t–test  
統計方法進行顯著性測驗。對照與缺硫處理間沒有顯著差異。 
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圖 4. TN1 水稻幼苗缺硫處理 (－S) 對第二片葉片 NPT (A)、Cys (B)、GSH (C)  
與 AsA (D)含量之影響。幼苗第三片葉片長到完全展開後進行各項測定。每一處 
理重複數為 4，垂直線距表示標準機差 (standard error，S.E.)，以 t–test 統計方 
法進行顯著性測驗。星號表示有顯著差異 (P < 0.05)。 
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圖 5. TN1 水稻幼苗缺硫處理 (－S) 對第二片葉片抗氧化酵素 SOD (A, B)、 
APX (C, D)、GR (E, F) 與 CAT (G, H) 活性之影響。幼苗第三片葉片長到完全展 
開後進行各項測定。每一處理重複數為 4，垂直線距表示標準機差 (standard  
error，S.E.)，以 t–test 統計方法進行顯著性測驗。星號表示有顯著差異 (P <  
0.05)。 
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圖 6. 光照下 PQ (10 μM) 與氯化鎘 (5 mM) 處理 TN1 水稻幼苗第二片缺硫  
切離葉片 (－S) 對黃化 (A, B) 與葉綠素含量 (C) 之影響。幼苗第三片葉片完全

展開後，切取第二片葉片。切離之第二片葉片在光照下以 PQ (10 μM) 與氯化鎘 (5 
mM) 處理 24 小時。(C) 的每一處理重複數為 4，垂直線距表示標準機差  
(standard error，S.E.)，以 LSD 統計方法進行顯著性測驗，相同字母表示無顯著 
差異 (P < 0.05)。柱內數字為相對值。 
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圖 7. 氯化鎘 (5 μM) 與缺硫處理 (－S) 對 TN1 水稻幼苗的第二片葉片黃化 
之影響。幼苗第三片葉片完全展開後以氯化鎘處理 6 天。紅色箭頭所指為第 
二片葉片。 
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顯示，缺硫之水稻幼苗會使後續之鎘毒害加重。 

接著以外加方式給予水稻幼苗含硫化合物 GSH 與 Cys 處理。對缺硫水稻 

幼苗前處理不同濃度 GSH (0、0.5、1 mM)  6 小時，可有效減輕後續氯化鎘 (5  

μM) 處理 (6 天) 的幼苗第二片葉片黃化傷害 (圖 8)。不同濃度 Cys (0、0.5 mM 

) 前處理缺硫與對照 TN1 水稻幼苗 (6 小時) 後，不論是正常硫處理或是缺硫 

水稻幼苗皆可減輕後續氯化鎘 (5 μM) 處理 (6 天) 的幼苗第二片葉片黃化傷害  

(圖 9)。檢測 Cys (0.5 mM) 與 GSH (1 mM) 處理 缺硫 水稻幼苗 (6 小時) 的 

幼苗第二片葉片中 GSH 含量 (圖 10)，發現 Cys 和 GSH 前處理過後確實提升 

第二片葉片中 GSH 含量。 

 

二. 水稻幼苗熱休克前處理對鎘逆境下 NH4
+ 含量與 PAL 比活性之影響 

    此部分試驗同樣以 TN1 為材料來探討。以氯化鎘 (5 μM) 處理之 TN1 水稻

幼苗，隨處理天數增加，第二片葉片中 NH4
+ 含量 (圖 11A) 與 PAL 比活性 (圖 

11B) 隨之提高。未經氯化鎘 (5 μM) 處理之對照組亦有類似的上升趨勢，唯鎘處

理之 TN1 水稻幼苗第二片葉片中 NH4
+ 含量與 PAL 比活性的上升幅度較大。 

    氯化鎘 (5 μM) 處理誘導提升之第二片葉片中 NH4
+ 含量與 PAL 比活性 

，可經由熱休克 (45℃) 前處理 (3 小時) 而降低 (圖 12A, 12B)，顯示熱休克對水

稻幼苗後續鎘毒害具保護作用。此外，第三片葉片完全展開後，幼苗在無熱休克 

( 30℃ 黑暗進行) 下，以 H2O2 (0.5 mM) 與 GSH (1 mM) 前處理 TN1 水稻幼苗 

3 小時，會降低後續氯化鎘 (5 μM) 處理 (7 天) 的幼苗第二片葉片所增加之 

NH4
+ 含量與 PAL 比活性 (圖 13A, 13B)。 

Imidazol (IMD) 為 NADPH oxidase 合成抑制劑。位於細胞膜上的 NADPH 

oxidase 會促進活化氧族 O2
–． 的形成，O2

–．再自發性或經 SOD 作用轉換為 

H2O2 ，使用 IMD 間接抑制鎘所誘導之 H2O2 累積 (Olmos et al., 2003)。幼苗在熱

休克下前處理 IMD (0.1 mM) 3 小時，造成後續氯化鎘 (5 μM) 處理 (6 天) 的幼

苗第二片葉片所增加之  NH4
+ 含量與 PAL 比活性 ((圖 14A, 14B) 加劇，印證  
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圖 8. 不同濃度 GSH (0、0.5、1 mM) 處理 TN1 水稻幼苗 (6 小時) 對後 
續氯化鎘 (5 μM) 與缺硫處理 (－S) 6 天的幼苗第二片葉片黃化影響。幼 
苗第三片葉片完全展開後進行前處理。紅色箭頭所指為第二片葉片。 
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圖 9. 不同濃度 Cys (0、0.5 mM) 處理 TN1 水稻幼苗 (6 小時) 對後續氯化鎘 
(5 μM) 與缺硫處理 (－S) 6 天的幼苗第二片葉片黃化影響。幼苗第三片葉片完全

展開後進行前處理。 
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圖 10. Cys (0.5 mM) 與 GSH (1 mM) 處理 TN1 水稻幼苗 (6 小時) 對後續氯 
化鎘 (5 μM) 與缺硫處理 (－S) 6 天的幼苗第二片葉片 GSH 含量之影響。每一

處理重複數為 4，垂直線距表示標準機差 (standard error，S.E.)，以 LSD 統計

方法進行顯著性測驗，相同字母表示無顯著差異 (P < 0.05)。 
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圖 11. 氯化鎘 (5 μM) 與缺硫處理 (－S)  TN1 水稻幼苗對第二片葉片 NH4

+  

含量 (A) 與 PAL 比活性 (B) 變化之影響。每一處理重複數為 4，垂直線距表 
示標準機差 (standard error，S.E.)，以 LSD 統計方法進行顯著性測驗。相同字 
母表示無顯著差異 (P<0.05)。 
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圖 12. 熱休克 (45℃) 處理 TN1 水稻幼苗 (3 小時) 對後續氯化鎘 (5 μM) 處 
理 (7 天) 的幼苗第二片葉片 NH4

+ 含量 (A) 與 PAL 比活性 (B) 之影響。幼苗

第三片葉片完全展開後進行處理。每一處理重複數為 4，垂直線距表示標準機差 
(standard error，S.E.)，以 LSD 統計方法進行顯著性測驗。相同字母表示無顯著差

異 (P<0.05)。 
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圖 13. H2O2 (0.5 mM) 與 GSH (1 mM) 處理 TN1 水稻幼苗 (3 小時) 對後續氯化

鎘 (5 μM) 處理 (7 天) 的幼苗第二片葉片 NH4
+ 含量 (A) 與 PAL 比活性 (B) 

變化之影響。幼苗第三片葉片完全展開後，幼苗在 30℃ 黑暗下進行前處理。每

一處理重複數為 4，垂直線距表示標準機差 (standard error，S.E.)，以 LSD 統計

方法進行顯著性測驗。相同字母表示無顯著差異 (P<0.05)。 
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圖 14. IMD (0.1 mM) 處理 TN1 水稻幼苗 (3 小時) 對後續氯化鎘 ( 5 μM ) 處 
理 (6 天) 的幼苗第二片葉片 NH4

+ 含量 (A) 與 PAL 比活性 (B) 變化之影 
響。幼苗第三片葉片完全展開後，幼苗在 45℃ 黑暗下進行前處理。每一處理重 
複數為 4，垂直線距表示標準機差 (standard error，S.E.)，以 LSD 統計方法 
進行顯著性測驗。相同字母表示無顯著差異 (P<0.05)。 
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H2O2 在水稻幼苗克服鎘毒害中所扮演角色之重要性。 

另一方面，前處理 GSH 也可減輕水稻幼苗鎘毒害，BSO 為 GSH 合成抑制

劑，抑制 GSH 合成過程中 γ–ECs 之活性。水稻幼苗在熱休克前處理時添加  

BSO (0.5 mM)，會提高後續氯化鎘 (5 μM) 處理 (7 天) 的幼苗第二片葉片所增

加之 NH4
+ 含量與 PAL 比活性 (圖 15A, 15B) 。但同時前處理 BSO (0.5 mM) 

與 GSH (1 mM) 3 小時，則抵銷 BSO 對使 NH4
+ 含量與 PAL 比活性 (圖 15A, 

15B) 之影響。 

     以另一個抗氧化物 AsA 的合成前驅物 GalL 處理。第三片葉片完全展開之

水稻幼苗在無熱休克下，分別進行 AsA (0.5 mM) 與 GalL (0.5 mM) 3 小時前處

理，可降低後續氯化鎘 (5 μM) 處理 (7 天) 的幼苗第二片葉片所增加之 NH4
+ 

含量與 PAL 比活性 (圖 16A, 16B )。 
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圖 15. BSO (0.5 mM) 與 GSH (1 mM) 處理 TN1 水稻幼苗 (3 小時)，對後續氯 
化鎘 (5 μM) 處理 (7 天) 的幼苗第二片葉片 NH4

+ 含量 (A) 與 PAL 比活性  
(B) 變化之影響。幼苗第三片葉片完全展開後，幼苗在 45℃ 黑暗下進行前處 
理。每一處理重複數為 4，垂直線距表示標準機差 (standard error，S.E.)，以  
LSD 統計方法進行顯著性測驗。相同字母表示無顯著差異 (P<0.05)。 
 
 
 

A 
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圖 16. AsA (0.5 mM) 與 GalL (0.5 mM) 處理 TN1 水稻幼苗 (3 小時)，對後 
續氯化鎘 (5 μM) 處理 (7 天) 的幼苗第二片葉片 NH4

+ 含量 (A) 與 PAL 比 
活性 (B) 變化之影響。幼苗第三片葉片完全展開後，幼苗在 30℃ 黑暗下進行 
前處理。每一處理重複數為 4，垂直線距表示標準機差 (standard error，S.E.)， 
以 LSD 統計方法進行顯著性測驗。相同字母表示無顯著差異 (P<0.05)。 
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討論 

 

一、鎘對缺硫水稻幼苗毒害之影響 

硫為巨量元素 (macro-element) 之一，參與植物生長發育過程，在抵禦環境逆

境中扮演重要角色，其中包含重金屬逆境 (Alscher et al, 1997)。雖然硫對植物體合

成過程中的重要性已受到重視 (Hawkesford, 2000)，但是硫有效性與鎘逆境的相關

研究 (Popovic et al., 1996; Nocito et al., 2002) 目前仍處發展階段。缺硫時 

，不論新葉或老葉皆有黃化現象產生 (Robson and Pitman, 1983)。Stefania 等人 

(2004) 研究發現，缺硫抑制玉米幼苗生長，降低葉片鮮重與乾重，以及葉綠素含

量與硫含量。本論文試驗結果發現，水稻幼苗於缺硫狀態下會抑制地上部生長，

降低蛋白質與葉綠素含量。 

H2O2 在植物中的角色視其濃度而定，高濃度時是對植物產生氧化傷害之 

ROS，但於低濃度時則扮演訊息傳遞角色，參與不同的訊息傳導路徑，其中鎘所

誘導之細胞死亡或毒害被認為與 H2O2 累積有關 (Fojtova and Kovacak, 2000; Cho 

and Seo, 2005; Hsu and Kao, 2007)。缺鉀玉米植株中的 H2O2 含量提高，累積部位

集中於根部 (Ryoung and Daniel, 2004)，本論文試驗結果發現，缺硫時亦有相同結

果，H2O2 累積於水稻幼苗第二片葉片與根部。 

H2O2 含量增加可誘導植物發生某些適應性的生理代謝變化，產生交叉保護作

用以提高植物抗逆性。H2O2 會誘導水稻發芽種子胚中抗氧化酵素的基因表現 

(Morita et al., 1999)。四個抗氧化酵素中，SOD 催化將 O2
–‧ 轉變為 H2O2，而 APX 

與 CAT 催化過程則清除 H2O2 (Gillhan and Dodge, 1984)，GR 催化過程可促進抗

氧化物 GSH 生成。高等植物中，APX 在清除 ROS 避免細胞遭受氧化傷害機制

中扮演重要角色 (Shigeoka et al., 1980)。缺硫時，SOD 活性與比活性提升，APX、

GR、CAT 活性與比活性之降低，應是造成水稻幼苗第二片葉片與根部 H2O2 累

積的主因。 
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近年來，Cys 參與細胞間抵禦逆境的機制逐漸受到重視。Cys 為抗氧化物 

GSH 的合成前驅物，亦為含硫胺基酸之一，欲提升細胞間 GSH 含量必先使 Cys 

合成量上升。阿拉伯芥中 Cys 合成量增加為鎘耐受性提升主因 (Dominguez– 

Solis et al., 2001; Howarth et al., 2003; José et al., 2004)。GSH 為細胞間保護物質，

也是非硫基蛋白質 (－SH) 主要儲存源 (Noctor, 2006)，和金屬螯合素 

(phytochelatin) 一樣可與重金屬結合，將鎘、砷、銅等重金屬結合後侷限於液胞中 

(Cobbett, 2000; Pilon－Smits, 2005)。缺硫導致禾穀類及中含硫蛋白質及胺基酸含量

下降 (Randall and Wrigley, 1986)。水稻生長於缺硫狀態，其韌皮部滲出液中之 GSH 

含量降低 (Kuzuhara et al., 2000)。鎘逆境下於含有高濃度硫的水耕液中生長，水稻

幼苗可合成較多 GSH，抵禦氧化逆境，減輕因鎘毒害而產生之生長抑制 

(Muhammad et al., 2005)。本論文試驗結果，缺硫導致水稻幼苗第二片葉片之含硫

化合物 NPT、Cys、GSH 含量下降，與前人研究吻合。Astolfi 等人 (2004) 研究

發現，硫可有效減輕水稻中鎘毒害所引起的生長抑制及氧化傷害現象。本論文中，

缺硫之水稻幼苗遭遇鎘逆境時，加劇葉片黃化現象。但若對缺硫水稻幼苗前處理 

Cys 和 GSH，則可有效減輕後續氯化鎘處理的幼苗第二片葉片黃化傷害，顯示

Cys 與 GSH 對氯化鎘毒害的保護作用。  

Paraquat (PQ) 為殺草劑，會阻斷電子傳遞系統，抑制光合作用，產生 O2
–‧ 及

其他 ROS，造成細胞間氧化逆境，最終造成植物枯死 (Dodge, 1971; Elstner et al., 

1988)。菜豆中缺鎂可提高後續 PQ 毒害之耐受性 (Cakmak and Marschner, 1992 

)。但本論文研究結果，水稻缺硫之第二片切離葉片外加 PQ 處理，則是加強 PQ 

毒害。鎘對植物體造成之毒害，最先會觀察到 GSH 含量之下降 (Schüzendübel and 

Polle, 2002)，缺硫原本便使 GSH 含量降低，故後續遭鎘逆境時更加劇毒害。本論

文結果說明缺硫之水稻幼苗由於抗氧化物 (Cys 與 GSH) 含量與抗氧化酵素 

(APX、GR、CAT) 活性之降低，可能是造成後續 PQ 與鎘毒害 (氧化傷害) 加劇

之主因。  
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高等植物中，ABA 被視作逆境荷爾蒙，許多非生物逆境都會誘導植物體內 

ABA 含量增加 (Zeevaart and Creelman, 1988; Xu et al., 1995)，例如：臭氧、寒害。

冷害、乾旱、鹽害 (Lin et al., 1986; Guy, 1990; La Rosa et al., 1987; Zeevaart and 

Creelman, 1988) 等。向日葵中缺氮及菸草中缺乏鈣、鉀、鎂、磷時也會誘導植物

內生 ABA 含量上升 (Eva et al., 1975; Mizrahi and Richmond, 1972)。ABA 會抑制

植物生長 (Zeevaart and Cradmman, 1988)。缺硫時不影響水稻幼苗第二片葉片及根

中 ABA 含量。該結果說明缺硫對水稻幼苗地上部生長影響不是經由 ABA 所調

控。 

 

二、熱休克對鎘所誘導水稻幼苗葉片銨離子累積與 PAL 比活性增加之影響 

熱休克是指給予作物高於最適生長溫度 5~15 ℃ 的短時間處理。熱休克前處

理與後續逆境處理間，具有交叉保護作用 (Lanciloti et al. 1996)。PAL 催化 

phenylalanine 轉變為 trans–cinnamate，過程中釋放銨離子 (NH4
+)。水稻幼苗於鎘

逆境下葉片中 NH4
+ 含量提高 (Hsu and Kao, 2003)。NH4

+ 含量的提高被認為與 

PAL 比活性上升有關 (Hsu and Kao, 2004)。本論文試驗結果發現，以氯化鎘 (5 μM) 

處理之 TN1 水稻幼苗，隨處理天數增加， PAL 比活性 (圖 13B) 隨之提高，待 

PAL 比活性提升後第二片葉片中 NH4
+ 含量 (圖 13A) 才隨之提升，驗證 NH4

+ 

含量之提高與 PAL 比活性上升息息相關。 

以熱休克前處理方式，確實降低鎘所誘導水稻幼苗葉片銨離子累積與 PAL 比

活性增加。水稻幼苗經熱休克前處理可誘導 H2O2 累積，並進一步誘導抗氧化酵

素 GR 與 APX 比活性提高，以及抗氧化物 GSH 和 AsA 含量增加，因而抵禦

後續鎘逆境 (Hsu and Kao, 2007)。在非熱休克環境下前處理 H2O2，可降低鎘所誘

導水稻幼苗葉片銨離子累積與增加 PAL 比活性，和熱休克前處理有相同效應。為

進一步印證 H2O2 之重要性，論文中於熱休克前處理時同時使用抑制劑 IMD。IMD 

為 NADPH oxidase 合成抑制劑，位於細胞膜上的 NADPH oxidase 會促進活化氧
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族 O2
–． 的形成，O2

–．再自發性或經 SOD 作用轉換為 H2O2 。菸草細胞 (BY–2 

line) 中，使用 IMD 間接抑制鎘所誘導之 H2O2 累積 (Olmos et al., 2003)。在熱休

克狀態下前處理 IMD，造成後續氯化鎘處理的幼苗第二片葉片所增加之 NH4
+ 含

量與 PAL 比活性加劇。 

GSH 本身為重要含硫化物，可做為逆境指標 (Michael et al., 2004)。

Vaidyanathan 等人 (2003) 發現，水稻耐鹽品種中的 GSH 含量會提高。而乾旱逆

境下，小麥劍葉中 GSH 含量提高 (Herbinger et al., 2002)，在玉米寒害容忍機制

研究中亦觀察到此現象 (Leipner et al.,1999)。在非熱休克環境下前處理抗氧化物 

GSH，降低鎘所誘導水稻幼苗葉片銨離子累積與增加 PAL 比活性，BSO 為 GSH 

合成抑制劑，抑制 GSH 合成過程中 γ–ECs 之活性。熱休克前處理時同時處理 

BSO，確實造成後續氯化鎘處理的幼苗第二片葉片所增加之 NH4
+ 含量與 PAL 比

活性加劇，但於前處理 BSO 時補充 GSH，則可抵銷 BSO 對 NH4
+ 含量與 PAL 

比活性之影響。以上試驗結果更加確立 H2O2 與 GSH 對鎘逆境之保護作用。 

除 GSH 外，另一抗氧化物 AsA 亦在 GSH – AsA cycle 中扮演重要角色，

負責清除 ROS (Noctor and Foyer, 1998; Foyer and Noctor, 2003, 2005)。阿拉伯芥突

變體 soz1 中 AsA 合成量下降，使其不耐臭氧逆境，但外加 AsA 及其合成前驅

物 GalL，則可提高對臭氧逆境之耐受性 (Conklin et al., 1996)。菸草中轉入  

ascorbate oxidase，使 AsA 代謝增加，因而不耐臭氧逆境 (de Tullio et al., 2003)。

本論文中，水稻幼苗在無熱休克下進行 AsA 與 GalL 前處理，可降低後續氯化鎘

處理的幼苗第二片葉片所增加之 NH4
+ 含量與 PAL 比活性 (圖 18A, 18B )，顯示 

AsA 與其合成前趨物 GalL 對水稻幼苗鎘毒害亦具保護作用。 

綜合本論文及本實驗室前人研究之結果，熱休克前處理改變鎘所誘導 NH4
+ 

累積與 PAL 比活性增加之可能機制為： 

                                                 
熱休克  H2O2 累積                         降低鎘所誘導 

 

GSH、AsA 含量增加

APX、GR  活性提升

NH4
+ 累積 

PAL 比活性增加 
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目前台灣農業可耕地面積日益減少，作物栽培於鎘污染農地不僅防礙作物生

長狀況及產量，累積於稻穀內的鎘經人類攝食後亦會產生不良影響。綜合上述試

驗結果，吾人發現硫不僅影響水稻幼苗生長發育，在抵禦鎘逆境方面之角色亦不

可忽視，在水稻生育過程中，應於農地與肥料中補充適當硫含量。本研究中，鎘

對植物體產生之危害可經熱休克前處理，或是 H2O2 及抗氧化物外加前處理而獲

得減緩。回歸田間栽培措施觀之，於鎘污染地區噴灑或外加抗氧化物或可減輕重

金屬汙染之害，但是外加劑量與時機則有待進一步研究，最好的辦法當然是避免

汙染地區農作物之栽種。水稻是目前重要的禾本科作物，也是世界上超過三分之

一人口的主要卡路里來源，「提高水稻單位面積總產量」 在一片糧食危機聲浪中

成為農藝人急欲解決之難題，作物生理領域廣闊，相關研究仍待每一位先進及後

輩們共同努力。 
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