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中 文 摘 要 

本論文係以水稻台中在來一號（Oryza sativa L. cv. Taichung Native 1，TN1）

為試驗材料，探討：（一）缺氮狀態下鎘對水稻幼苗之影響；（二）熱休克處理（HS）

幼苗對鎘所誘導 glutamine synthetase（GS）與 protease 活性改變之影響。 

缺氮處理之水稻幼苗，地上部生長受抑制、鮮乾重減少，但不影響根長與根

之鮮乾重。缺氮處理亦造成葉綠素、蛋白質及硝酸根離子含量降低，並出現明顯

葉片黃化現象。水稻幼苗經缺氮處理誘導葉片累積 H2O2，降低抗氧化物 ascorbate

（ASC）含量與抗氧化酵素 ascorbate peroxidase、glutathione reductase、catalase 活

性，但增加 superoxide dismutase 活性。逆境荷爾蒙脫落酸累積於缺氮水稻幼苗葉

片，可能與造成缺氮植株之矮化有關。與正常幼苗相比較，缺氮幼苗經氯化鎘處

理，葉片、地上部與根部會顯著地累積較多鎘，而水稻幼苗鎘毒害加劇。以 ASC

處理缺氮幼苗可減緩氯化鎘之毒害。因此推測缺氮幼苗加劇鎘毒害之可能機制與

缺氮造成抗氧化能力下降及鎘之吸收增加有關。 

鎘處理導致水稻幼苗葉片內 GS 活性下降，protease 比活性上升。HS（45℃黑

暗下3小時）會抑制鎘所誘導GS與protease活性變化。HS對鎘所誘導GS與protease

活性變化之效應可因 NADPH oxidase 抑制劑 imidazole 處理而抵消。Buthionine 

sulfoximine（BSO）為還原態 glutathione（GSH）合成抑制劑。BSO 處理可去除

HS 對鎘所誘導 GS 與 protease 活性改變之效果，而 BSO 作用又可被外加 GSH 抵

消。在無熱休克處理（non-HS）下外加 H2O2 或 GSH，可抑制因鎘誘導 GS 或 protease

活性之改變。L-galactono-1,4-lactone（GalL）為合成 ASC 之前趨物。non-HS 下外

加 ASC 或 GalL 亦可部份恢復鎘所導致之 GS 與 protease 活性改變。說明 HS 可有

效抑制鎘誘導水稻幼苗葉片 GS 與 protease 活性之變化，係經由抗氧化系統作用所

造成。 
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英 文 摘 要 

Rice (Oryza sativa L. cv. Taichung Native 1) seedlings were used to investigate (a) 

the effect of nitrogen deficiency on Cd toxicity and (b) the effect of heat shock (HS) on 

Cd-induced changes in GS activity and protease specific activity. 

The N-deficient treatment caused reduction in length, fresh weight and dry weight 

of shoot, but had no effect on root. Nitrogen deficiency also caused reduction in 

chlorophyll, protein, and nitrate contents, and chlorosis in leaves. Rice seedlings grown 

under nitrogen deficient conditions resulted in an increase in hydrogen peroxide content, 

decrease in ascorbate (ASC) content, ascorbate peroxidase, glutathione reductase, and 

catalase activites, as well as increase in superoxide dismutase activity in leaves. 

Abscisic acid accumulated in N-deficient leaves, this may leads to the reduction of 

shoot growth. The cadmium concentration was higher in the leaves, shoot, and root of 

N-deficient seedlings than that in leaves, shoot, and root of control seedlings. Addition 

of ascorbate to N-deficient rice seedlings alleviated cadmium toxicity. On treatment 

with cadmium chloride, N-deficient rice seedlings had more severe toxic symptoms 

than those of control, which is most likely related to low antioxidant ability and high 

cadmium concentration in leaves of rice seedlings grown under N-deficient conditions. 

CdCl2 treatment resulted in a decrease in GS activity and an increase in protease 

specific activity. HS pretreatment (45℃ for 3 h in the dark) protected against 

Cd-induced changes in GS and protease in rice seedlings. Exogenous application of 

imidazole (NADPH oxidase inhibitor) under HS condition counteracts the effect of HS 

on the activity of GS and the specific activity of protease. Buthionine sulfoximine (BSO) 

is an inhibitor of reduced glutathione (GSH) synthesis. BSO pretreatment reduced HS 
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effect on Cd-induced changes in GS and protease. The effect of BSO was reversed by 

the application of GSH. Exogenous application of H2O2 or GSH under non-HS 

condition was able to inhibit the changes of GS and protease induced by CdCl2. 

L-Galactono-1,4-lactone (GalL) is a precursor of ASC biosynthesis. Pretreatment of rice 

seedlings with ASC or GalL under non-HS condition protected against the Cd effect on 

the activity of GS and the specific activity of protease. In conclusion, HS-reduced the 

changes of GS and protease by CdCl2 is most likely mediated through antioxidant 

systems. 
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前  言 

鎘為現今廣泛存在的一種重金屬污染物。隨著採礦與工業活動的發達，含鎘

污染物之不當排放造成環境污染。台灣的鎘污染問題十分嚴重，水稻田常傳出遭

受鎘金屬污染之情形。鎘污染抑制植物之生長，並會經由食物鏈危害人體健康，

因此研究鎘逆境之機制為當今首要之議題。 

當作物生長在田間時，通常不會只遭遇單一逆境，而是好幾個逆境同時發生。

最近的研究指出，植物對於多重逆境之反應是很獨特的，不能只是簡單地視為不

同逆境之加總，這突顯了多重逆境於研究上之重要性(Mittler, 2006)。鎘逆境可產生

氧化逆境對植物造成毒害。氮素則為植物生長之必需元素，一旦缺乏氮素時會影

響植物之代謝與發育。研究報導指出，植物缺乏營養元素會誘導活化氧族之累積，

改變抗氧化系統之反應(Shin et al., 2005; Molassiotis et al., 2006; Tewari et al., 

2006)。缺氮之水稻幼苗，若再遭遇一個鎘逆境，是否會加強水稻鎘逆境傷害為本

論文所欲探討之主題。 

植物遭受逆境時會造成傷害，但是於短暫時間內使植物曝露於非致死之高溫

（即熱休克處理），卻可以增加對後續遭遇逆境（例如：鹽害、寒害、高溫、乾旱、

重金屬、UV 光、病原菌等）之抗性(Lurie and Klein, 1991; Saltveit, 1991; Gong et al., 

2001; Kang and Saltveit, 2001; Sato et al., 2001; Allan et al., 2006)。鎘逆境可能會改變

glutamine synthetase（GS）活性與 protease 比活性。GS 為氮素同化作用的重要酵

素，GS 活性若降低可能造成銨離子累積，高濃度之銨離子累積則會對細胞產生傷

害。逆境生成之活化氧族會對蛋白質進行修飾，被修飾的蛋白質可經 protease 作用

而降解。文獻指出活化氧族與GS活性調控有關，亦可改變protease之比活性(Casano 

et al., 1990; Casano and Trippi, 1992; Roche et al., 1993; Casano et al., 1994; Stroeher 

et al., 1997; Subbaiah et al., 2000; Balestrasse et al., 2006)。抗氧化系統表現之增加，
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可減緩氧化逆境之傷害。熱休克抑制鎘所誘導 GS 活性與 protease 比活性改變之影

響，很可能與抗氧化系統之作用有所關聯。 

本研究室曾探討許多關於鎘逆境之主題：（一）氯化鎘對水稻切離葉片與乙烯

形成之關係(Hou and Kao, 1993; Chen and Kao, 1995c)；（二）氯化鎘抑制水稻幼苗

根伸長之作用(Chen and Kao, 1995a, 1995b)；（三）氯化鎘對水稻毒害與銨離子累積

之關係(Chien and Kao, 2000; Chien et al., 2002; Hsu and Kao, 2003a)；（四）氯化鎘

使水稻切離葉片產生氧化逆境(Chien et al., 2001; Chien et al., 2002)；（五）脫落酸與

水稻鎘耐受性之關係(Hsu and Kao, 2003c, 2005)；（六）鎘耐受性不同水稻品種之蛋

白質與胺基酸含量變化(Hsu and Kao, 2003b)；（七）活化氧族與水稻鎘耐受性之關

係(Kuo and Kao, 2004; Hsu and Kao, 2007c)；（八）一氧化氮與鎘耐受性之關係(Hsu 

and Kao, 2004)；（九）高溫下氯化鎘誘導銨離子累積與脫落酸之關係(Hsu et al., 

2006)；（十）多元胺與鎘耐受性之關係(Hsu and Kao, 2007a)；（十一）熱休克處理

與鎘耐受性之關係(Hsu and Kao, 2007b)。本論文係延續過去之研究，進一步地探討

缺氮與氯化鎘雙重逆境對水稻幼苗鎘毒害之影響，以及熱休克對鎘所誘導 GS 與

protease 酵素活性改變之影響。 
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前 人 研 究 

在十九世紀末與二十世紀初，由於採礦與工業活動的發達，重金屬對環境產

生的污染日益嚴重。鎘為現今廣泛存在環境中的一種重金屬污染物，只要累積少

量即可對植物造成毒害，並經由食物鏈危害人體健康，因此鎘污染之環境議題在

世界上受到極大的重視。 

鎘一般廣泛使用於合金、鍍金、鎳鎘電池及作為油漆、陶瓷的成份，含鎘污

染物之不當排放使得土地遭受污染。在台灣，鎘污染問題便十分嚴重，水稻田常

有發現受鎘重金屬污染的情形。台灣著名的鎘污染案例有：1988 年，桃園觀音鄉

及蘆竹鄉之高銀及基力化工廠；2001 年，雲林縣虎尾鎮之台灣色料廠；2002 年，

彰化市、和美鎮東西二圳沿岸工廠(張, 2002)。這是由於早期河流沿岸工業廢水排

放不當，含有重金屬之廢水不僅污染週遭環境，農民引用被污染的水灌溉稻田更

造成當地「鎘米」事件之發生。這些受重金屬污染之鎘米被人體食用後，會產生

鎘金屬中毒現象，造成著名之病症－「痛痛病」。此病症早期出現在日本富山縣，

吃了鎘米的當地居民會產生腎小管性蛋白尿、骨軟化及骨骼關節劇烈疼痛等症

狀，使得生病的人十分痛苦，故稱之痛痛病(Fassett, 1975)。稻米為台灣最重要的

糧食作物，再加上土壤之鎘重金屬污染問題，研究水稻之鎘逆境實為當今極其重

要且不可被忽視的研究方向。 

一、  鎘逆境與植物生長 

現今存在於大自然的 90 種元素內有 53 種為重金屬(Weast, 1984)。重金屬的定

義為密度大於或等於 5 g cm-3 之金屬。在常見的幾種重金屬中，有些是植物生長的

必須元素，有些則不被植物需要，且對植物體有或多或少的毒性(Nies, 1999)。鎘

（密度 8.6 g cm-3）為非必須元素且是毒性最強的重金屬之一。一般沒有被污染的
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土壤含有 0.04～0.32 μM 的鎘，當土壤中的鎘濃度如果達到 0.32～1 μM 即視為受

到鎘污染(di Toppi and Gabbrielli, 1999)。由於鎘有很高的毒性又在水中有很大的溶

解度(Pinto et al., 2004)，因此生長在污染土地上的植物就很容易吸收鎘，累積於植

物體內對生長造成抑制。鎘對植物造成之毒害，就型態、生理、生化與構造方面

均會產生不良的影響。 

文獻指出，葉片產生黃化萎凋、捲曲為受到鎘毒害很明顯的外表特徵(Chen and 

Kao, 1995c; Chien and Kao, 2000; Chien et al., 2002; Hsu and Kao, 2003a, 2003b, 

2003c, 2004, 2005, 2007b, 2007c)，本論文亦以葉片黃化程度表示水稻幼苗受鎘毒害

之指標。鎘毒害特徵還包括植株地上部矮化，降低種子萌芽率、鮮乾重、分蘗數、

作物產量(Bingham et al., 1976)。植物根系是最先接觸到鎘的部位，因此鎘對於根

所產生的毒害也是最先發生(Li et al., 2005)，根部變褐色且抑制根之生長皆為鎘毒

害所造成的型態變化(Chen and Kao, 1995a, 1995b; Mattioni et al., 1997; Lagriffoul et 

al., 1998; Moreno-Caselles et al., 2000; Carrier et al., 2003; Yeh et al., 2004)。鎘抑制植

物生長原因可能與抑制細胞分裂，使細胞分裂期延長、染色體斷裂、抑制 DNA 和

RNA 合成酶活性、影響植物基因組模板的穩定度使 DNA 合成受阻等有關(Mo and 

Li, 1992; Liu et al., 2006)。 

鎘逆境下，植物之光合作用會被抑制(Alcantara et al., 1994; di Toppi and 

Gabbrielli, 1999)，以及抑制葉綠素之生合成與降低二氧化碳固定酵素之活性

(Stobart et al., 1985; Defilippis and Ziegler, 1993)。鎘會干擾鈣、鎂、磷、鉀營養元

素之吸收利用(Das et al., 1997)，抑制根部的 Fe(III) reductase 造成缺鐵現象

(Alcantara et al., 1994)，減少硝酸鹽的吸收與轉運(Hernandez et al., 1996)。鎘亦會

使植物水分的狀態產生改變(Das et al., 1997)，影響細胞膜的通透性造成水分含量減

少(Barcelo et al., 1986; Poschenrieder et al., 1989; Costa and Morel, 1994)。豆科植物

之根瘤經鎘處理後，會減少氮素固定與銨的同化作用(Balestrasse et al., 2003)。鎘會
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降低小麥與向日葵根部細胞膜上的 ATPase 活性，並造成脂質過氧化而改變膜的功

能性(Fodor et al., 1995)。 

在細胞結構方面，隨著水稻處理鎘濃度之提高，葉片細胞的細胞核、葉綠體、

粒線體結構會被破壞(Xiong and Yang, 2006)。如核膜破裂、核仁消失、核內腔擴大、

核出現空泡，葉綠體膜破壞、葉綠餅堆疊鬆散、類囊體受損，粒線體膜結構損壞、

脊突（cristae）解體等皆是鎘毒害所造成結果(Brune et al., 1995; Siedlecka and Krupa, 

1999; Talarico, 2002)。 

二、  氧化逆境與活化氧族 

植物隨時有可能遭受各種不同的逆境，如空氣污染、乾旱、高溫、強光、重

金屬、鹽害、寒害、UV 輻射、營養缺乏等等(Benavides et al., 2005)。在正常代謝

情況下，植物進行呼吸作用或光合作用，會短暫地產生一些活化氧族(Asada and 

Takahashi, 1987)，但是當植物遭受逆境時，可能誘導活化氧族大量增加。活化氧族

（reactive oxygen species，ROS）包括單線態氧（singlet oxygen，1O2）、超氧自由

基（superoxide radical，O2
‧－）、過氧化氫（hydrogen peroxide，H2O2）、氫氧自由

基（hydroxyl radical， ⋅HO ），由氧分子不完全的還原而產生，具有很強的活性。

活化氧族中 H2O2 濃度低的時候，可能作為重要的訊息傳導分子(Kovtun et al., 2000; 

Apel and Hirt, 2004; del Rio et al., 2006)，改變基因表現或調控特殊的防禦蛋白；但

是高濃度的活化氧族會攻擊細胞內的大分子，如蛋白質、脂質、核酸等，而對細

胞造成傷害(Mittler, 2002)。 

三、  植物之抗氧化系統 

對於逆境所誘導活化氧族之累積，植物以抗氧化物與抗氧化酵素來建立防禦

系統。植物體內之抗氧化物主要包括水溶性分子 ascorbate（ASC）、還原態
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glutathione（GSH）(Noctor and Foyer, 1998)，以及脂溶性分子 α-tocopherol、

flavonoids、alkaloids、carotenoids 等。ASC 可以清除 O2
‧－、 ⋅HO 、1O2 (Buettner and 

Jurkiewicz, 1996)，另外還可配合 ascorbate peroxidase（APX）酵素反應，將 H2O2

還原為水，且可以幫助還原態 α-tocopherol 再生成(Padh, 1990)。GSH 可以清除   

O2
‧－、 ⋅HO 、1O2，另外可以參與 ASC 與 NADP+的再生成及保護酵素之硫氫基(Foyer 

et al., 1994)。 

植物的抗氧化酵素主要包括 superoxide dismutase（SOD）、catalase（CAT）、

APX、glutathione reductase（GR）(Bowler et al., 1992; Asada, 1999; Mittler, 2002)。

這些抗氧化酵素的反應式如下： 

2 O2
‧－+ 2 H+ ⎯⎯ →⎯SOD  H2O2 + O2 

2 H2O2 ⎯⎯ →⎯CAT  2 H2O + O2 

H2O2 + ASC ⎯⎯ →⎯APX  H2O + dehydroascorbate（DHA） 

氧化態 glutathione（GSSG）+ NADPH + H+ ⎯⎯ →⎯GR  2 GSH + NADP+ 

SOD 為植物對抗 ROS 的第一道防線。O2
‧－可經由 SOD 作用快速地轉變為

H2O2。在植物體內已知 SOD，可依不同的金屬輔因子（cofactor）分為三類：

Cu/ZnSOD、MnSOD、FeSOD (Bannister et al., 1987)。Cu/ZnSOD 存在於細胞質、

葉綠體基質（stroma），MnSOD 存於粒線體基質，FeSOD 存於葉綠體基質(Bowler et 

al., 1992)。CAT 位於過氧化體（peroxisome），可清除 H2O2。APX 為參與 ASC-GSH

循環（或稱 Halliwell-Asada 循環）之酵素，有多種同功酵素位於細胞質、過氧化

體、葉綠體基質、類囊體膜（thylakoid membrane）、粒線體，可清除 H2O2。CAT
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與 APX 對 H2O2 的親和力不同，APX 親和力較強（μM）為負責一般程度 H2O2之

清除，CAT 的親和力較弱（mM）為負責清除逆境誘導之大量 H2O2 (Mittler, 2002)。

ASC-GSH 循環中，APX 會消耗 ASC，而再生 ASC 時需要 dehydroascorbate reductase

（DHAR）作用並產生 GSSG (Foyer and Halliwell, 1976)。GR 可將氧化態 GSSG 轉

變為還原態 GSH，此酵素主要位於細胞質、細胞壁、與葉綠體。 

四、  鎘可以誘導氧化逆境 

許多重金屬會誘導氧化逆境對植物造成毒害，且參與在許多不同的活化氧族

產生機制。Fe3+與 Cu2+為過渡金屬並具有很高的氧化還原能力，可直接參與在知名

的 Haber-Weiss 反應，把 O2
‧－及 H2O2 轉變為 ⋅HO  (Halliwell, 1982)。沒有氧化還原

能力的金屬，如鎘、鉛、汞，則是會減少抗氧化物 GSH 含量，或干擾電子傳遞鏈

間接地誘導 O2
‧－及 1O2 之產生。當植物遭受鎘逆境時可能會誘導氧化逆境之發生

而造成毒害，經由誘導活化氧族的生成，或減少酵素型或非酵素型的抗氧化物質

(Somashekaraiah et al., 1992; Shaw, 1995; Stohs and Bagchi, 1995; Gallego et al., 1996; 

Balestrasse et al., 2001; Sandalio et al., 2001; Fornazier et al., 2002; Cho and Seo, 

2005)。 

鎘誘導豌豆、白楊、阿拉伯芥、水稻累積 H2O2 (Dixit et al., 2001; Schutzendubel 

et al., 2002; Cho and Seo, 2005; Hsu and Kao, 2007c)。鎘還會造成脂質過氧化現象

（lipid peroxidation），於豌豆、大麥、向日葵、阿拉伯芥、大豆根瘤、菜豆與水稻

均觀察到此現象(Dixit et al., 2001; Groppa et al., 2001; Wu et al., 2003; Balestrasse et 

al., 2004; Kuo and Kao, 2004; Cho and Seo, 2005; Metwally et al., 2005)。然而在豌豆

的過氧化體中脂質過氧化速率是減緩的(Romero-Puertas et al., 1999)，另在胡蘿蔔則

沒有發生脂質過氧化(di Toppi et al., 1998)。 
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鎘逆境發生時，扺禦氧化逆境最重要的抗氧化系統，隨著不同物種會有不同

反應。在向日葵葉子中，鎘造成 SOD、CAT、APX、GR、DHAR 活性改變。鎘處

理增加菜豆 guaiacol peroxidase 與 APX 活性(Chaoui et al., 1997)，抑制 SOD 與 CAT

活性(Somashekaraiah et al., 1992)。植物處理鎘後，CAT 活性通常會降低(Dalurzo et 

al., 1997; Sandalio et al., 2001; Fornazier et al., 2002; Shim et al., 2003)，但在抗性品種

之小蘿蔔（radish）中，CAT、GR、SOD 同功酶的活性會隨著鎘濃度增加而提高

(Vitoria et al., 2001)。豌豆給予鎘處理後，SOD、CAT、APX、GR 活性增加(Dixit et 

al., 2001)，但 CAT、APX 在高鎘濃度時活性降低(Sandalio et al., 2001)，這些抗氧

化酵素的轉錄層次也會產生變化(Romero-Puertas et al., 2004)。松樹根曝露於 50 μM

鎘濃度下 48 小時，SOD、CAT、APX 活性顯著受到抑制(Schutzendubel et al., 2001)。

白楊處理鎘後，APX、CAT 活性被抑制(Schutzendubel et al., 2002)。對鎘敏感水稻

TN1 經鎘處理後，會提高 SOD、APX、GR、CAT、peroxidase（POD）活性(Kuo and 

Kao, 2004)。除了造成抗氧化酵素之變化外，抗氧化物也會有所改變。鎘會造成許

多植物 GSH 含量減少，如向日葵、豌豆、大豆(Rauser, 1995; Balestrasse et al., 2001; 

Dixit et al., 2001)，但在蘆葦的 GSH 含量則是會上升(Iannelli et al., 2002)。鎘誘導

GSH 含量的減少可能是轉變為植物螯合素（phytochelatin，PC），在菸草、燕麥、

小麥分別有觀察到 PC 累積或運移情形(Vogelilange and Wagner, 1990; Salt and 

Rauser, 1995; Stolt et al., 2003)。 

五、  多重逆境之概念 

非生物逆境為全球農業發展帶來巨大的損失(Boyer, 1982)，因此研究非生物逆

境成為一個很重要的議題。實際上在田間所遭遇的非生物逆境不會只是單一逆

境，通常是好幾個同時發生。最近的研究指出作物對於乾旱及高熱的雙重逆境的

反應是很獨特的(Rizhsky et al., 2004)，不單只是簡單地拆開為兩個逆境再把它加總

起來，此突顯了研究多重逆境的重要性。又作物育種方面，發展作物對兩種不同
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逆境的抵抗性更是眾所皆知的育種目標之一。為了更接近實際田間發生情形，研

究作物對於多重逆境的抵抗性是很重要的一件事。 

當植物遭受多重逆境時，有可能會產生衝突性的反應。Mittler (2006)在其文獻

報告舉例說明，在熱逆境發生時，植物會打開氣孔以蒸散作用冷卻葉片；然而熱

逆境與乾旱逆境一起發生時，植物則不能打開氣孔，導致葉溫升得更高(Rizhsky et 

al., 2002)。鹽害或重金屬逆境與熱逆境一起發生時，蒸散作用加強的結果會導致鹽

或重金屬吸收的增加。寒害或乾旱與強光一起發生時，會增加活化氧族的累積

(Mittler, 2002)。乾旱與重金屬逆境同時發生時，會使得毒害的效果加劇(Barcelo and 

Poschenrieder, 1990)。當缺乏養份時，由於能量和資源的不足，植物很難應付高熱、

寒害或乾旱逆境。另外由於鐵、銅、鋅、鎂為一些關鍵酵素所需要的元素（如 SOD

或 APX），限制這些元素的可利用率，會使得植物在遭遇一些非生物逆境時較單獨

只有非生物逆境發生更嚴重的傷害(Ranieri et al., 2001)。植物為了要適應多重逆

境，避免衝突反應的產生，必須得發展出一套獨特的能夠因應每個逆境之反應。 

六、  缺氮逆境對植物之傷害 

氮素是植物生長所不可或缺的元素，氮素的可利用率會影響植物許多代謝與

發育過程。當植物擁有充足的氮源時，會有很好的生長；但是一旦缺氮時，會對

植物造成生長抑制。根據 IRRI 網站上對於水稻缺氮特徵之描述，缺乏氮素會影響

所有產量構造要素、使植株矮化、老葉或整個植株變黃、葉片尖端呈現淡綠色且

黃化、嚴重缺氮時葉片死亡、除了新葉外之葉片為窄短且直立、田間呈現黃色、

減少分蘗、減少榖粒數目(IRRI, 2003)。由於氮素是可移動元素，缺氮時會發生氮

素移動的情形，老葉會發生枯黃，以維持正在發育部位（如：新葉）的功能性。

正常情形下，植物會有較高的地上部／地下部比值，缺氮會誘使根部伸長，而抑

制地上部的生長(Finkemeier et al., 2003)。缺氮還會使鮮乾重下降(Mizrahi and 
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Richmond, 1972; Tewari et al., 2004; Li et al., 2006; Kovacik et al., 2007)，葉面積變

小、葉片黃化並降低葉綠素、蛋白質含量(Mei and Thimann, 1984; Finkemeier et al., 

2003; Huang et al., 2004; Kandlbinder et al., 2004; Erley et al., 2007)，在植物本身的含

氮量方面會減少對氮素吸收(Erley et al., 2007)、amino-N、protein-N 減少(Mei and 

Thimann, 1984)、硝酸態氮及銨態氮含量降低(Darrall and Wareing, 1981; Li et al., 

2006)。 

缺乏氮素可能會誘導H2O2累積於玉米葉片、根以及阿拉伯芥根中(Tewari et al., 

2004; Shin et al., 2005; Zhao et al., 2007)。誘導抗氧化物 GSH 含量下降或不變，ASC

含量增加，抗氧化酵素 GR、DHAR、CAT、APX 活性下降或不變，SOD、POD 活

性發生改變(Finkemeier et al., 2003; Kandlbinder et al., 2004; Tewari et al., 2004)。植

物荷爾蒙脫落酸（abscisic acid，ABA）在逆境發生時扮演重要角色，已知會被萎

凋、鹽害、疾病等逆境所誘導，在缺氮的菸草與向日葵亦有發現 ABA 累積的情形

(Mizrahi and Richmond, 1972; Goldbach et al., 1975)。另一種植物荷爾蒙細胞分裂素

（cytokinin）在缺氮的植株內可能會減少，因而影響植物的生長(Horgan and Wareing, 

1980; Darrall and Wareing, 1981)。 

植物生長所需的數種元素以氮、磷、鉀最為重要，其中氮素可以供給葉片的

生長，一旦缺氮會使光合作用能力下降，導致作物減產(Erley et al., 2007)。缺氮還

可能改變植物體內的 phenylpropanoid pathways，這是由於氮素減少使得蛋白質的

合成量降低，剩餘的碳骨架可能轉向合成酚類化合物（phenolics），並誘導 PAL 活

性上升。酚類化合物是一種重要的抗氧化物，其累積可能會幫助抵抗後續病原菌

之攻擊或強光造成之傷害(Kovacik et al., 2007)。 

其他如氮素代謝酵素，nitrate reductase、GS 的活性在缺氮時會下降，水分含

量在缺氮時也會減少(Li et al., 2006; Kovacik et al., 2007)。 
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七、  氮素與鎘逆境之關係 

當植物遭受鎘逆境時，許多大量（包括氮素）與微量元素之吸收與分配會因

鎘而受到干擾(Gussarsson et al., 1996; Hernandez et al., 1997; Gouia et al., 2000)。氮

素也可能直接或間接地受鎘影響其代謝過程(Boussama et al., 1999a; Boussama et al., 

1999b)。此外，Maier 等人(2002)發現含鎘土地上對馬鈴薯施加硝酸鈣會比硫酸銨

使塊莖累積更多的鎘，且硝酸鈣會降低塊莖產量，而硫酸銨則對產量有提升的效

果。在油菜和水稻也有類似之情形(Eriksson, 1990; Hassan et al., 2008)，但是對菠菜

施加硫酸銨或是對萵苣施加銨態氮卻增加鎘的累積(Florijn et al., 1992; Willaert and 

Verloo, 1992)。 

上述文獻均指出，隨著添加不同形式之氮肥，會改變鎘毒害的程度。Finkemeier

等人(2003)指出受到重金屬污染的土地，常有缺氮之現象，因此探討缺氮與鎘雙重

逆境對植物之影響很具有生態意義。從多重逆境的角度而言，植物缺乏氮素後，

如果再遭遇一個鎘逆境，是否會增強水稻鎘逆境傷害是本論文想要探討瞭解的問

題。 

八、  熱休克與逆境之關係 

過去許多研究指出，熱休克前處理可以減緩後續遭遇逆境之毒害。一般熱休

克處理是指於短暫時間內使植物暴露在高於生長適溫 5 至 15℃之環境，可以增加

棉花、玉米、小麥於鹽害之耐性(Kuznetsov et al., 1993; Gong et al., 2001; Song et al., 

2005)，保護番茄、小黃瓜、水稻、玉米、蘋果與菸草細胞免於受到後續低溫傷害

(Lurie and Klein, 1991; Saltveit, 1991; Gong et al., 2001; Kang and Saltveit, 2001; Sato 

et al., 2001; Allan et al., 2006)，加強玉米植株對乾旱之耐性(Gong et al., 2001)，減緩

黑豆（Vigna mungo）、水稻幼苗之鎘毒害(Kochhar and Kochhar, 2005; Hsu and Kao, 

2007b)，提供小麥對鎘、鋁、鐵重金屬之耐性(Orzech and Burke, 1988)，抑制荷蘭
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芹於 UV 逆境或遭遇真菌之反應(Walter, 1989)，使番茄增加對病原菌之耐性(Kuun 

et al., 2001)，減少光抑制對大麥之傷害(Stapel et al., 1993)，增加芥菜、阿拉伯芥、

玉米、小麥與蘆薈於高溫之耐性(Dat et al., 1998a; Dat et al., 1998b; Gong et al., 2001; 

Kocsy et al., 2004; Larkindale et al., 2005; Velikova and Loreto, 2005)。 

 熱休克提高植物對後續逆境之耐性，可能作用機制如下：（一）誘導 ABA 含

量增加(Shakirova et al., 1996)；（二）促進H2O2累積(Dat et al., 1998a; Dat et al., 1998b; 

Larkindale et al., 2005; Volkov et al., 2006; Hsu and Kao, 2007b)；（三）增加抗氧化物

GSH 含量(Nietosotelo and Ho, 1986; Orzech and Burke, 1988; Neumann et al., 

1994)；（四）誘導抗氧化酵素活性提高(Lurie and Klein, 1991; Saltveit, 1991; Kang 

and Saltveit, 2001; Sato et al., 2001; Hsu and Kao, 2007b)；（五）促進形成熱休克蛋白

(Heckathorn et al., 2004; Kochhar and Kochhar, 2005; Volkov et al., 2006)。本研究室先

前結果指出，熱休克可以促進 H2O2 少量地累積，藉由 H2O2 作為訊息分子誘導抗

氧化系統反應來抵禦鎘逆境，使得水稻減緩後續鎘逆境之毒害(Hsu and Kao, 

2007b)。 

九、  GS 與 protease 以及氧化逆境之關係 

鎘對植物產生之毒害現象還包括了銨離子之累積(Lauriere and Daussant, 1983; 

Streit and Feller, 1983; Peeters and Vanlaere, 1992)。銨離子是植物氮素代謝的一個中

間產物，高濃度的銨離子累積會對細胞產生傷害。銨離子累積原因可能是鎘逆境

誘導蛋白質分解酵素活性提高，造成胺基酸累積並經由脫銨作用產生銨離子

(Chugh et al., 1992; Boussama et al., 1999a)。另外可能造成植物累積銨離子的原因為

GS 活性之降低，在水分逆境、過量銅毒害、及黑暗下誘導之老化均有觀察到此現

象(Thomas, 1978; Backer et al., 1986; Peeters and Vanlaere, 1992; Chen et al., 1997; 

Chen and Kao, 1998; Lin and Kao, 1998)。本研究室過去研究顯示，鎘逆境會使水稻
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產生銨離子累積，而累積之原因與鎘促使 GS 活性降低有關(Chien and Kao, 2000; 

Chien et al., 2002)。GS 為氨（銨）同化作用中的重要酵素，伴隨 ATP 參與使 glutamate

加上銨離子轉變為 glutamine，其反應式如下： 

 

GS 酵素活性一般是受轉錄層次之調控(Hirel et al., 1987; Walker and Coruzzi, 

1989; Edwards et al., 1990; Roche et al., 1993; Sukanya et al., 1994)，不過也會受到降

解速率之影響。 

在植物中蛋白質之降解通常與各個生長發育階段有關，如種子萌芽、分化及

形態發生、老化、程序性細胞死亡（programmed cell death）(Huffaker, 1990; Vierstra, 

1996; Beers et al., 2000; Palma et al., 2002)。近來有許多文獻指出，蛋白質水解

（proteolysis）亦與活化氧族造成的氧化逆境有關(Solomon et al., 1999)。當細胞內

的蛋白質結構經過自由基之氧化修飾，這些經氧化修飾後的蛋白質會較容易被蛋

白質水解系統辨視而降解(Grune et al., 1997)。通常用來辨認活化氧族對蛋白質氧化

修飾的特徵為分子上羰基（carbonyl group）之形成，一般正常生理作用即會有少

量的產生，但遭遇氧化逆境時蛋白質羰基化程度則會顯著地增加，如玉米於寒害

誘導之氧化逆境(Prasad, 1996; Kingston-Smith and Foyer, 2000)、豌豆與大豆老化之

根瘤(Matamoros et al., 1999)、黃瓜置於誘導自由基產生之系統(Juszczuk et al., 

2008)、馬鈴薯之 Rubisco 萃取液曝露於臭氧逆境(Eckardt and Pell, 1995)、小麥於水

分逆境(Tambussi et al., 2000)、豌豆於鎘逆境(Romero-Puertas et al., 2002)。 
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為了避免被自由基修飾之氧化態蛋白質堆積於細胞內造成毒害(Davies, 2001; 

Shringarpure et al., 2001)，細胞需要蛋白質水解系統來降解氧化態蛋白質。蛋白質

水解酶（protease）屬於植物體內之蛋白質分解系統。玉米於缺氧逆境(Subbaiah et al., 

2000)、油菜於乾旱或寒害逆境(Stroeher et al., 1997)、燕麥於光氧化逆境或是處理

活化氧族(Casano et al., 1990; Casano and Trippi, 1992; Casano et al., 1994)、番茄葉片

與向日葵於鎘逆境(Pena et al., 2006; Djebali et al., 2008)等，這些誘導氧化逆境發生

的狀況皆會提高 protease 之表現或活性。但是綠豆於鹽害逆境或番茄根部於鎘逆境

下，不會改變或降低 protease 活性(Sheoran and Garg, 1978; Djebali et al., 2008)。 

就 GS 而言，細菌 GS 被氧化修飾為 GS 降解的第一個步驟(Levine, 1983; Rivett 

and Levine, 1990)；當電子傳遞鏈功能被抑制後會減少 O2
‧－及 H2O2 之生成(Elstner 

and Frommeyer, 1978)，而豌豆在光照下葉綠體的 GS 降解需要電子傳遞鏈的功能

(Stieger and Feller, 1997)；小麥葉綠體 GS 很容易受到活化氧族攻擊而斷裂，其中

Haber-Weiss 反應可能在 GS 降解過程扮演了重要的角色(Palatnik et al., 1999)；將大

豆富含 GS 之根萃取液加到產生 ⋅HO 自由基的環境中，發現 GS 會產生氧化作用且

氧化態 GS 比起未氧化之 GS 更容易被降解(Ortega et al., 1999)。上述的結果顯示

GS 降解確實是需要活化氧族參與的。 

鎘逆境抑制 GS 活性使得銨離子累積的原因，可能是 GS 結構被自由基修飾，

氧化修飾後的 GS 經 protease 作用分解，無法進行銨離子同化反應，進而產生銨離

子累積現象。由於熱休克可以增加植物對於逆境之耐性，探討熱休克前處理對後

續鎘逆境所導致 GS 與 protease 活性變化的影響為本論文欲進行的另一個研究方

向。 
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十、  本研究室過去對鎘逆境之研究 

關於水稻幼苗與鎘逆境之研究，過去本研究室已探討過的主題包括： 

（一）氯化鎘對水稻切離葉片與乙烯形成之關係。 

氯化鎘會促使水稻切離葉片形成乙烯，其原因為鎘會促進 1-aminocyclo- 

propane-1-carboxylic acid 轉變為乙烯，並可能和多元胺之累積有所關聯(Hou and 

Kao, 1993)。水稻幼苗經高溫 45℃前處理，可減少氯化鎘促進乙烯之形成；相反地，

經低溫 4℃前處理，會增加鎘促進乙烯之形成(Chen and Kao, 1995c)。 

（二）氯化鎘抑制水稻幼苗根伸長之作用 

氯化鎘會抑制水稻幼苗根之伸長，與脯胺酸之累積有關，其可能機制是脯胺

酸會誘導位於細胞壁上之 POD 活性提高，增加細胞壁之堅固性而抑制根部伸長

(Chen and Kao, 1995a)。添加抗氧化物質 GSH 與前趨物 glutamate 或 cysteine 會減

緩氯化鎘對水稻幼苗根之抑制，給予 GSH 合成抑制劑 buthionine sulfoximine（BSO）

則會使鎘之抑制根長程度加劇(Chen and Kao, 1995b)。 

（三）氯化鎘對水稻毒害與銨離子累積之關係 

給予鎘耐受性較差的水稻 TN1 幼苗氯化鎘處理，銨離子會很快發生累積現

象，而鎘耐受性較好的水稻 TNG67 幼苗則不會發生(Hsu and Kao, 2003a)。經鎘處

理之 TN1 水稻切離葉片會有銨離子累積現象，銨離子累積和 GS 活性降低有關，

但鎘對於葉片造成之毒害可能不是由銨離子造成，銨離子之累積應是毒害的結果

(Chien and Kao, 2000; Chien et al., 2002)。 
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（四）氯化鎘使水稻切離葉片產生氧化逆境 

氯化鎘誘導水稻發生氧化逆境，產生脂質過氧化現象，降低抗氧化酵素活性。

添加自由劑清除劑或金屬螯合劑可以減緩鎘之毒害，顯示鎘造成水稻切離葉片毒

害可能與鐵所參與自由基形成有關(Chien et al., 2001)。鎘造成水稻 TN1 銨離子累

積與 GS 活性降低現象，可能機制是鎘誘導氧化逆境發生，使 GS 遭受自由基攻擊

而活性降低(Chien et al., 2002)。 

（五）脫落酸與水稻鎘耐受性之關係 

水稻 TNG67 幼苗對於鎘有較好的耐受性，可能原因是其體內會誘導 ABA 形

成，減低蒸散速率而減少對鎘的吸收，因而降低鎘造成之毒害(Hsu and Kao, 

2003c)。經植物荷爾蒙 gibberellin 合成抑制劑 paclobutrazol 處理之植株會變矮，但

對於鎘逆境有較好之耐性，這是由於 ABA 會發生累積情形，提供了保護的作用(Hsu 

and Kao, 2005)。 

（六）鎘耐受性不同水稻品種之蛋白質與胺基酸含量變化 

水稻 TN1 幼苗對鎘耐受性較差之原因可能與氯化鎘處理會提高 protease 比活

性、增加蛋白質分解速率、造成胺基酸之累積現象有關(Hsu and Kao, 2003b)。 

（七）活化氧族與水稻鎘耐受性之關係(Kuo and Kao, 2004; Hsu and Kao, 2007c) 

水稻 TN1 幼苗給予氯化鎘處理會發生氧化逆境，造成活化氧族累積與脂質過

氧化現象，提高抗氧化酵素活性(Kuo and Kao, 2004)，而誘導氧化逆境發生的原因

主要是由於 H2O2 之累積(Hsu and Kao, 2007c)。 
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（八）一氧化氮與鎘耐受性之關係(Hsu and Kao, 2004) 

一氧化氮參與許多植物生理反應，在水稻切離葉片系統中，發現一氧化氮提

供了抵抗鎘逆境毒害之作用，可能機制與一氧化氮具有捕捉活化氧族之能力有關

(Hsu and Kao, 2004)。 

（九）高溫下氯化鎘誘導銨離子累積與脫落酸之關係(Hsu et al., 2006) 

高溫下水稻幼苗對於鎘之耐受性較差，鎘會增加葉片 ABA 之含量進而誘導銨

離子累積(Hsu et al., 2006)。 

（十）多元胺與鎘耐受性之關係(Hsu and Kao, 2007a)。 

 多元胺在所有生物體內皆可發現，調控許多植物生長生理反應，亦減緩鎘逆

境對水稻造成之毒害，可以避免 H2O2 之累積與減少對鎘之吸收而達到保護的效果

(Hsu and Kao, 2007a)。 

（十一）熱休克處理與鎘耐受性之關係(Hsu and Kao, 2007b) 

短暫的熱休克處理能少量產生 H2O2，以誘導 APX、GR 活性提高，增加後續

對鎘逆境之耐受性(Hsu and Kao, 2007b)。 
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材 料 與 方 法 

本論文共分為二大部份，試驗材料使用水稻台中在來一號（Oryza sativa L. cv. 

Taichung Native 1，TN1），第一部份探討在缺氮狀態下鎘對水稻幼苗之影響。第二

部份則探討熱休克處理水稻幼苗對鎘所誘導 GS 與 protease 活性改變之影響。 

一、 植物種植、選取與處理 

第一部份之缺氮試驗，取外形飽滿及大小均一之水稻榖粒，以 2.5% 次氯酸鈉

（sodium hypochlorite）溶液浸泡消毒 15 分鐘後，再以自來水沖洗榖粒至無殘留氣

味。將榖粒均勻播於鋪二層濕潤濾紙之 20 cm 培養皿，置於 37℃黑暗之催芽箱催

芽 24 小時後，撒播已露白種子於 150 mL 燒杯之三腳網架上，燒杯內盛有半量木

村氏水耕液，燒杯外以鋁箔紙包覆避光。種植於自然光照之人工氣候室內，日溫

30℃／夜溫 25℃，相對濕度 80%，每 3 天更換一次水耕液。水稻幼苗生長之水耕

液分為正常（表 1）與缺氮（表 2）二種水耕液。待水稻幼苗生長至第三葉片完全

展開後（約 8~12 天），選取整齊一致植株給予鎘處理（5 μM CdCl2，直接加入水耕

液）6 天。或另於鎘處理前給予 0.5 mM ASC 處理 6 小時，再進行鎘處理。收取處

理之第二葉片、地上部、或根部進行各項化學與酵素分析，以 10 片葉片、10 株地

上部、5 或 10 株根部為一重覆，每一處理重覆 4 次。由於缺氮會導致葉片鮮重改

變與植物水分之損失(Li et al., 2006; Kovacik et al., 2007)進而可能影響結果之判

讀，因此本論文分別以鮮重、10 片葉片、或 5 株根部為基準來表示各項分析結果。 

第二部份之熱休克試驗，催芽及幼苗生長環境同前試驗，給予水稻幼苗正常

水耕液，待水稻幼苗生長至第三葉片完全展開後（約 8~12 天），選取整齊一致植

株進行黑暗下 3 小時 45℃熱休克處理（HS）或 30℃無熱休克處理（non-HS），然

後再給予鎘處理（5 μM CdCl2）6 至 9 天。此外，在鎘處理前同時於熱休克 3 小時
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內分別給予 0.1 mM imidazole（IMD）、0.5 mM BSO 與 1 mM GSH 前處理；或在鎘

處理前同時於 non-HS 3 小時分別給予 0.1 mM 或 0.3 mM H2O2、1 mM GSH、0.5 mM 

L-galactono-1,4-lactone（GalL）、0.5 mM ASC 前處理。收取處理之第二葉片進行各

項化學與酵素分析，以 10 片葉片為一重覆，每一處理重覆 4 次。 

幼苗生長水耕液配製： 

(一) 正常水耕液 

每 1000 mL 正常水耕液（表 1），內含 stock A 液 1 mL、stock B 液 1 mL、stock 

C 液 1 mL，以蒸餾水配製而成，pH 4.7~4.8。 

表 1. 正常幼苗生長用水耕液（half-strength） 
A： in 1 L  → stock A 
(500X) (NH4)2SO4 24.1 g 
 KNO3 9.25 g 
 MgSO4．7H2O 67.5 g 
 KH2PO4 12.4 g 
   
B： in 1 L  → stock B 
(500X) Fe-citrate 7.5 g 
 Ca(NO3)2 30.0 g 
 HCl (1 N) 500 mL 
   
C： in 1 L  → 再稀釋 10 倍為 stock C 
(10,000X) H3BO3 1.55 g 
 MnSO4．H2O 0.34 g 
 ZnSO4．7H2O 0.58 g 

 
CuSO4．5H2O 
H2MoO4 

0.13 g 
0.08 g 
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(二) 缺氮水耕液 

每 1000 mL 缺氮水耕液（表 2），內含 stock A 液 1 mL、stock B 液 1 mL、stock 

C 液 1 mL，以蒸餾水配製而成，pH 4.7~4.8。 

表 2. 缺氮幼苗生長用水耕液（half-strength） 
A： in 1 L  → stock A 
(500X) Na2SO4 25.9 g 
 KCl 6.9 g 
 MgSO4．7H2O 67.5 g 
 KH2PO4 12.4 g 
   
B： in 1 L  → stock B 
(500X) Fe-citrate 7.5 g 
 CaCl2 26.9 g 
 HCl (1 N) 500 mL 
   
C： in 1 L  → 再稀釋 10 倍為 stock C 
(10,000X) H3BO3 1.55 g 
 MnSO4．H2O 0.34 g 
 ZnSO4．7H2O 0.58 g 

 
CuSO4．5H2O 
H2MoO4 

0.13 g 
0.08 g 

   

 

二、 外表性狀分析 

(一) 地上部與地下部之長度與鮮乾重 

取水稻地上部，量測地上部長度（cm）並測量鮮重（FW，mg seedling-1），置

於 65℃烘箱烘乾 2 天後測量地上部乾重（DW，mg seedling-1）。水稻地下部量測根

長（cm）、根鮮重（FW，mg seedling-1）、根乾重（DW，mg seedling-1）。 
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三、 化學成份分析 

(一) 葉綠素含量測定 

葉綠素含量測定係根據 Wintermans and De Mots（1965）之方法修定而成。取

10 片水稻葉片，以 2 mL sodium phosphate buffer（50 mM，pH 6.8）研磨成均質，

從萃取液中取 40 μL 於 1.5 mL 小離心管，並加入 960 μL 乙醇（100%）混合均勻，

放在 4℃黑暗下靜置 30 分鐘後，於 4℃下 1,000 g 離心 15 分鐘，取出上清液。將

上清液利用分光光度計測定波長 665 nm 與 649 nm（A665、A649）之吸光值。空白

試驗以乙醇（95%）代替上清液。葉綠素濃度（μg Chl (40 μL)-1）依公式（6.1 × A665）

+（20.04 × A649）計算而來。每克鮮重之葉綠素含量（mg g-1 FW）為葉綠素濃度× 

50（稀釋倍數）÷ 1000 ÷ 樣品鮮重（g）。每 10 片葉片之葉綠素含量〔mg (10 leaves)-1〕

為葉綠素濃度× 50（稀釋倍數）÷ 1000。 

(二) 蛋白質含量測定 

蛋白質含量測定係根據 Bradford（1976）之方法。取 10 片水稻葉片，以 2 mL 

sodium phosphate buffer（50 mM，pH 6.8）研磨成均質，將萃取液於 4℃下 17,600 g

離心 20 分鐘，取出上清液。取 20 μL 上清液加入 5 mL dye solution，震盪混合均勻

後靜置 10 分鐘，以分光光度計測定波長 595 nm 之吸光值（A595）。空白試驗以 20 

μL sodium phosphate buffer 代替上清液。每克鮮重之蛋白質含量（mg g-1 FW）為

A595 ÷ 0.01 (K，μg-1 cm-1) ÷ 1000 ÷ 樣品鮮重（g）。每 10 片葉片之蛋白質含量〔mg 

(10 leaves)-1〕為 A595 ÷ 0.01 (K，μg-1 cm-1) ÷ 1000。標準曲線以 5~100 μg 小牛血清

蛋白依上述方法製作，得消光係數為 0.01（K，μg-1cm-1）。 

Dye solution 配製方法為秤取 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 加入 50 mL 

乙醇（95%，v/v）且加少許二次蒸餾水攪拌至完全溶解，加入 100 mL phosphoric acid
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（85%，v/v）並用二次蒸餾水定量至 1 L，以 Whatman No.1 濾紙過濾之後存放於

褐色瓶中冷藏備用。 

(三) 硝酸鹽離子（NO3
-）含量測定 

NO3
-含量測定係根據 Catoldo et al.（1975）之方法。取 10 片水稻葉片，以 2 mL

二次蒸餾水研磨成均質，將萃取液於 4℃下 17,600 g 離心 25 分鐘，取出上清液。

取 0.1 mL 上清液加入 0.4 mL salicylic acid〔5%（w/v），溶於濃硫酸〕，於室溫下反

應 20 分鐘。緩慢加入 4.5 mL sodium hydroxide（NaOH，4.2 N），振盪混合均勻後

於室溫靜置 30 分鐘待其完全冷卻，以分光光度計測定波長 410 nm 之吸光值

（A410）。空白試驗以 0.1 mL 二次蒸餾水代替上清液。每克鮮重之 NO3
-含量（μmol 

g-1 FW）為 A410 ÷ 1.229 (K，μmol-1 cm-1) × 20（稀釋倍數）÷ 樣品鮮重（g）。每 10

片葉片之 NO3
-含量〔μmol (10 leaves)-1〕為 A410 ÷ 1.229 (K，μmol-1 cm-1) × 20（稀

釋倍數）。 

(四) 過氧化氫含量測定 

H2O2 含量測定係根據 Jana and Choudhuri（1981）之方法。取 10 片水稻葉片或

5 株水稻根部，以 3 mL sodium phosphate buffer（50 mM，pH 6.8，內含 1 mM 

hydroxylamine）研磨成均質，將萃取液於 4℃下 6,000 g 離心 25 分鐘，取出上清液。

將 2 mL 上清液加入 1 mL titanium chloride〔TiCl4（0.1%，v/v）溶於 H2SO4 （20%，

v/v）〕後振盪混合均勻，於室溫下以 1,000 g 離心 15 分鐘，以分光光度計測定波長

410 nm 之吸光值（A410）。空白試驗以 2 mL sodium phosphate buffer 代替上清液。

每克鮮重之 H2O2 含量（μmol g-1 FW）為 A410 ÷ 0.28 (K，μmol-1 cm-1) × 1.5（稀釋

倍數）÷ 樣品鮮重（g）。每 10 片葉片之 H2O2 含量〔μmol (10 leaves)-1〕為 A410 ÷ 0.28 

(K，μmol-1 cm-1) × 1.5（稀釋倍數）。每 5 株根部之 H2O2 含量〔μmol (5 roots)-1〕為

A410 ÷ 0.28 (K，μmol-1 cm-1) × 1.5（稀釋倍數）。 
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(五) H2O2 組織化學檢測 

H2O2 組織化學分析係根據 Orozco-Cárdenas and Ryan（1999）之方法。切取 10

片水稻葉片，將切口朝下浸入 1 mL 3,3-diaminobenzidine-HCl（DAB，1 mg mL-1）

溶液，置於 27℃光照生長箱下 24 小時。取出葉片放到含有 95%酒精之玻璃試管內，

用 80℃水浴加熱 20 分鐘以除去葉綠素，等到回復室溫後更換新的 95%酒精浸泡

24 小時，然後將處理過之葉片進行掃描分析。DAB 會與 H2O2 產生棕色之沉澱物，

含有 H2O2 的部位會呈現棕色，顏色越深表示含量越高。 

(六) GSH、GSSG 與 GSH + GSSG 含量測定 

GSH 含量測定係根據 Smith（1985）之方法。10 片水稻葉片以 1 mL sulfosalicylic 

acid（SSA，5%，w/v）研磨成均質，將萃取液以 15,000 g 離心 10 分鐘，取出上清

液，分別進行 GSH + GSSG 分析與 GSSG 分析。 

(1) GSH + GSSG 含量分析 

取 10 μL 上清液注入 8×12 個樣本槽之 microplate，加入 15 μL SSA 稀釋後，每

一樣品再依序加入 175 μL sodium phosphate〔143 mM、pH 7.5，6.3 mM EDTA，0.3 

mM NADPH（0.248 mg mL-1）〕、20 μL 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)〔DTNB、

6 mM，溶於 sodium phosphate buffer（0.1 M、pH 7.2，含 0.1 mM EDTA）〕，加入

20 μL GR（25 unit mL-1）後立刻將 microplate 放入 enzyme-linked immunosorbent 

assay（ELISA）microplate reader 測定 600 秒內波長 412 nm 之吸光值變化（ΔA412）。

標準曲線以 10 μM GSH 加蒸餾水配製，再以標準曲線換算出 total glutathione 之實

測含量。每克鮮重之 GSH + GSSG 含量（nmol g-1 FW）為實測含量 × 250（稀釋

倍數）÷ 1000 ÷ 樣品鮮重（g）。每 10 片葉片之 GSH + GSSG 含量〔nmol (10 leaves)-1〕

為實測含量 × 250（稀釋倍數）÷ 1000。 
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(2) GSSG 含量分析 

取 200 μL 上清液加 4 μL 2-vinylpyridine 及 6 μL 30 mM triethanolamine（Tea），

於室溫下至少反應一小時後，以 15,000 g 離心 20 分鐘，取 10 μL 上清液注入 8×12

個樣本槽之 microplate，後面步驟與 total glutathione 含量之測定相同。標準曲線以

10 μM GSSG 加蒸餾水配製，再以標準曲線比對出 GSSG 之實測含量。每克鮮重之

GSSG 含量（nmol g-1 FW）為實測含量 × 250（稀釋倍數）÷ 1000 ÷ 樣品鮮重（g）。

每 10 片葉片之 GSSG 含量〔nmol (10 leaves)-1〕為實測含量 × 250（稀釋倍數）÷ 

1000。 

(3) GSH 含量分析 

樣品 GSH 含量〔nmol g-1 FW、nmol (10 leaves)-1〕為 total glutathione 含量減掉

GSSG 含量。 

(七) ASC、DHA 與 ASC + DHA 含量測定 

ASC 含量測定係根據 Law et al.（1983）之方法。取 10 片水稻葉片，以 1 mL 

trichloroacetic acid（TCA，5%，w/v）冰浴研磨成均質，將萃取液以 15,000 g 離心

20 分鐘，取出上清液，分別進行 ASC + DHA 分析與 ASC 分析。 

(1) ASC + DHA 含量分析 

取 200 μL 上清液加入 200 μL sodium phosphate buffer（150 mM，pH 7.4），室

溫下混合均勻後，加入 100 μL dithiothreitol（DTT，10 mM）靜置 15 分鐘，再加

入 100 μL N-ethylmaleimide（0.5%，w/v），而後加入 400 μL TCA（10%，w/v）、400 

μL phosphoric acid（44%）振盪均勻。加 400 μL 2,2’-bipyridyl〔4%，w/v，先以 100%

乙醇溶解，再以蒸餾水定量使乙醇濃度達到 70%〕，再加 200 μL FeCl3（3%，w/v）
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後，置於 37℃水浴搖晃 1 小時。以 10,000 g 離心 5 分鐘，取出上清液。上清液以

分光光度計測定波長 525 nm 之吸光值（A525）。空白試驗以 200 μL TCA（5%，w/v）

代替上清液。每克鮮重之 ASC + DHA 含量（μmol g-1 FW）為 A525 ÷ 8.092 (K，μmol-1 

cm-1) × 5（稀釋倍數）÷ 樣品鮮重（g）。每 10 片葉片之 ASC + DHA 含量〔μmol (10 

leaves)-1〕為 A525 ÷ 8.092 (K，μmol-1 cm-1) × 5（稀釋倍數）。 

(2) ASC 含量分析 

將上述 ASC + DHA 含量分析加入 100 μL DTT 與 100 μL N-ethylmaleimide 之步

驟改為各加 100 μL 二次蒸餾水，其餘步驟相同。每克鮮重之 ASC 含量（μmol g-1 

FW）為 A525 ÷ 8.092 (K，μmol-1 cm-1) × 5（稀釋倍數）÷ 樣品鮮重（g）。每 10 片

葉片之 ASC 含量〔μmol (10 leaves)-1〕為 A525 ÷ 8.092 (K，μmol-1 cm-1) × 5（稀釋倍

數）。 

(3) DHA 含量分析 

樣品 DHA 含量〔μmol g-1 FW、μmol (10 leaves)-1〕為 ASC + DHA 含量減掉 ASC

含量。 

(八) 脫落酸含量測定 

ABA 測定方法分為 ELISA 法與 OsRab16A 基因表現法。 

(1) ELISA 法 

ABA 含量測定係根據 Hurng et al.（1994）之方法。取 10 片水稻葉片，以 6 mL 

甲醇〔80%（v/v），含 2%冰醋酸〕冰浴研磨成均質，將萃取液靜置於黑暗 4℃下

至少 24 小時（可存放一週）。在室溫下以 2,000 g 離心 10 分鐘，取 1 mL 上清液真
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空乾燥。待完全乾燥後，加入 0.5 mL 甲醇（100%，v/v）、0.5 mL NH4H2PO4（0.2 M，

pH 6.8），振盪使其完成溶解。於4℃下靜置10分鐘，過PVP column（以waters vacuum 

manifold 抽氣），再以 6 mL 蒸餾水流洗管柱，收集濾液後加 100 μL 冰醋酸，共得

濾液 7.1 mL。 

將濾液過 C18 column（以 waters vacuum manifold 抽氣，流量不超過 1.5 mL 

min-1），加 4 mL 清洗液〔甲醇（20%，v/v）、冰醋酸（2%，v/v）〕流洗管柱後濾

液丟棄。樣品於注入 4 mL 萃取液〔甲醇（55%，v/v）、冰醋酸（2%，v/v）〕後洗

出，收集濾液進行真空乾燥（可暫存於 4℃）。 

加入 200 μL TBS buffer 溶解已乾燥之樣品。取 100 μL ABA 標準液或樣品加入

anti-ABA coated plate 之樣本槽中（Agdia®，Phytodetek® ABA kit），於每一樣本槽

加入 100 μL tracer solution，以膠紙密封後在 4℃黑暗下靜置 3 小時。倒出樣本槽中

之液體，以 200 μL wash solution 清洗樣本槽三次，每次 10 分鐘。每一樣本槽加入

200 μL reaction buffer 後立刻放入 ELISA reader 中，每 5 分鐘讀取一次波長 405 nm

之吸光值（A405），待標準 ABA 最低濃度之 A405 達 1.2 以上停止。各種試劑配製方

法見表 3。 

將 ABA 標準濃度測定之吸光值換算成結合百分率（Binding %），以濃度與結

合百分率建立標準曲線，樣品 ABA 也換算成結合百分率後由標準曲線求得 ABA

含量。結合百分率依下列公式估算而得：結合百分率（Binding %）=〔（標準 ABA

溶液或樣品之 A405－1000 pmol mL-1 ABA 之 A405）÷（沒有 ABA 之 A405－1000 pmol 

mL-1 ABA 之 A405）〕× 100% binding。每克鮮重之 ABA 含量（pmol g-1 FW）為 Binding 

%換算之 ABA 含量（pmol）÷ 樣品鮮重（g）。每 10 片葉片之 ABA 含量〔pmol (10 

leaves)-1〕為 Binding %換算之 ABA 含量（pmol）。 
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表 3. ELISA 法之試劑配製 
試劑名 配製方法 

TBS buffer 1000 mL 溶液含有 3.03 g trizma base、5.84 g NaCl、0.2 
g MgCl2．6H2O、0.02 g NaN3，pH 7.5 

Tracer solution 一瓶 tracer 加 1 mL 蒸餾水，5 分鐘後每瓶再加入 4 mL 
tracer diluent 備用，需新鮮配製 

Wash solution 1000 mL 溶液含有 8 g NaCl、1.15 g sodium phosphate
（dibasic， anhydrous）、0.2 g potassium phosphate
（monobasic，anhydrous）、0.2 g KCl、0.5 g tween-20、
0.2 g NaN3，pH 7.4 

Reaction buffer 一顆 p-nitrophenyl phosphate disodium（PNP）substrate 
tablet（5 mg PNP/tablet）溶於 5 mL substrate diluent
（1000 mL 溶液含 0.1 g MgCl2、0.2 g NaN3、97 g 
diethanolamine，pH 9.8） 

 

(2) OsRab16A 基因表現法 

OsRab16A 基因乃對 ABA 敏感之基因（responsive to ABA）(Mundy and Chua, 

1988)，因此水稻 ABA 含量亦可用 OsRab16A 基因表現來檢測。水稻葉片 RNA 之

抽取與分析的步驟為：經正常與缺氮處理之三葉齡水稻幼苗，取 40 片水稻第二片

葉片，加入 1.4 mL TRIzol® reagent（invitrogenTM）萃取 5 分鐘。於 4℃以 13,220 g

離心 10 分鐘後，取上清液加入 0.2 mL chloroform，混合均勻後靜置 5 分鐘。再次

於 4℃以 13,220 g 離心 15 分鐘後，取出上清液並加入 0.5 mL isopropanol，混合均

勻並於-20℃靜置 1 小時。於 4℃以 13,220 g 離心 15 分鐘，去除上清液，分別以 75%、

100%酒精清洗沉澱物，將樣品風乾後取 60 μL 經 diethylpyrocarbonate（DEPC）處

理之蒸餾水溶解 RNA，樣品保存於-70℃。 

水稻 OsRab16A 基因的檢測：RNA 樣品經 DNase Ⅰ處理移除 genomic DNA

後，取 5 μg 已經 DNase Ⅰ處理後之 RNA 進行反轉錄-聚合酶連鎖反應（reverse 

transcriptase-polymerase chain reaction，RT-PCR，SuperScriptTM III First-Strand 
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Synthesis System for RT-PCR，invitrogenTM）。以水稻 OsActin 基因作為控制組。設

計各個基因引子序列（表 4）和 PCR 反應條件（表 5）進行基因檢測。 

PCR 產物以 2%瓊脂膠體進行電泳分離，利用 Gel-Pro® Analyzer 軟體將膠體中

DNA 條帶進行標定後，轉化濃度為數值，把 OsRab16A 數值除以 OsActin 數值進

行標準化。試驗結果之呈現是將對照組的標準化數值作為 1，缺氮組的數值由對照

組轉化而來，再根據量化的數值繒製成圖。 

 

表 4. 基因引子序列 
基因名 引子名 引子序列 (5’ → 3’) 

OsRab16A Rab16A-5’ CGACACACCACCACACCATG 
 Rab16A-3’ TGTGTACATATGCACGATGA 
OsActin Actin-5’ ATGCTCTCCCCCATGCTATC 
 Actin-3’ TCTTCCTTGCTCATCCTGTC 

 

表 5. PCR 反應條件 
基因名 溫度 (℃) 時間 循環次數 

OsRab16A 94 5 分     1 
 94 30 秒 
 62 30 秒 
 72 30 秒 ⎭

⎬
⎫

27 

 72 7 分     1 
OsActin 94 5 分     1 
 94 30 秒 
 55 30 秒 
 72 30 秒 ⎭

⎬
⎫

24 

 72 7 分     1 
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(九) 鎘含量測定 

鎘含量測定係根據 Fuhrer（1982）之方法。取 10 片水稻葉片、10 株地上部、

或 10 株根部，置於 65℃烘箱烘乾 2 天，並測乾重。將樣品剪碎，於 550℃灰化爐

中灰化 4 天（樣品需呈灰白色）。加入 100 μL 濃硝酸及 100 μL H2O2（35%），於

70℃持續加熱至 HNO3 及 H2O2 蒸乾。加入 2 mL 二次蒸餾水後，以原子吸收光譜

儀（atomic absorption spectrophotometer）測定鎘含量。標準曲線以 1000 ppm CdCl2

標準液配製。樣品鎘含量（μg g-1 DW）為 A228.8（μg mL-1）× 2 (樣品體積，mL) ÷ 樣

品乾重（g）。 

四、 酵素活性分析 

(一)  APX 活性分析 

APX 之抽取與活性分析係根據 Nakano and Asada（1981）之方法。取 10 片水

稻葉片，以 4 mL sodium phosphate buffer（50 mM，pH 6.8）冰浴研磨成均質，萃

取液於 4℃下 12,000 g 離心 20 分鐘後，所得到上清液為酵素萃取液。取 0.1 mL 酵

素萃取液依序加入 1 mL potassium phosphater buffer（150 mM，pH 7.0）、1 mL ASC

（1.5 mM，新鮮配製）、0.4 mL EDTA（0.75 mM）、0.5 mL H2O2（6 mM，新鮮配

製），於比色管內混合均勻後，立刻以分光光度計測定一分鐘內波長 290 nm 之吸

光值變化（ΔA290）。空白試驗以蒸餾水或酒精代替酵素萃取液。另取 20 μL 酵素萃

取液利用 Bradford 方法測定蛋白質含量。每一單位酵素活性（Unit）定義為每分鐘

消耗 1 μmol ASC。每克鮮重之 APX 活性（Units g-1 FW）為 ΔA290 ÷ 2.8 (K，mM-1 cm-1-

) × 3（反應體積）× 40（稀釋倍數）÷ 1（min）÷ 樣品鮮重（g）。每 10 片葉片之

APX 活性〔Units (10 leaves)-1〕為 ΔA290 ÷ 2.8 (K，mM-1 cm-1) × 3（反應體積）× 40

（稀釋倍數）÷ 1（min）。 



 

 30

(二)  CAT 活性分析 

CAT 之抽取與活性分析係根據 Kato and Shimizu（1987）之方法。取 10 片水稻

葉片，以 4 mL sodium phosphate buffer（50 mM，pH 6.8）冰浴研磨成均質，萃取

液於 4℃下 12,000 g 離心 20 分鐘後，所得到上清液為酵素萃取液。取 0.2 mL 酵素

萃取液依序加入 2.7 mL sodium phosphate buffer（100 mM，pH 7.0）、0.1 mL H2O2

（1 M，新鮮配製），於比色管內混合均勻後，立刻以分光光度計測定一分鐘內波

長 240 nm 之吸光值變化（ΔA240）。空白試驗以蒸餾水或酒精代替酵素萃取液。另

取 20 μL 酵素萃取液利用 Bradford 方法測定蛋白質含量。每一單位酵素活性（Unit）

定義為每分鐘消耗 1 nmol H2O2。每克鮮重之 CAT 活性（Units g-1 FW）為 ΔA240 ÷ 40 

(K，mM-1 cm-1) × 3（反應體積）× 20（稀釋倍數）÷ 1（min）÷ 樣品鮮重（g）。每

10 片葉片之 CAT 活性〔Units (10 leaves)-1〕為 ΔA240 ÷ 40 (K，mM-1 cm-1) × 3（反

應體積）× 20（稀釋倍數）÷ 1（min）。 

(三)  GR 活性分析 

GR 之抽取與活性分析係根據 Foster and Hess（1980）之方法。取 10 片水稻葉

片，以 4 mL sodium phosphate buffer（50 mM，pH 6.8）冰浴研磨成均質，萃取液

於 4℃下 12,000 g 離心 20 分鐘後，所得到上清液為酵素萃取液。取 0.2 mL 酵素萃

取液依序加入 1 mL Tris-HCl buffer（150 mM，pH 7.5）、0.3 mL MgCl2（30 mM）、

0.5 mM GSSG（3 mM，新鮮配製）、1 mL NADPH（0.45 mM，新鮮配製），於比色

管內混合均勻後，立刻以分光光度計測定一分鐘內波長 340 nm 之吸光值變化

（ΔA340）。空白試驗以蒸餾水或酒精代替酵素萃取液。另取 20 μL 酵素萃取液利用

Bradford 方法測定蛋白質含量。每一單位酵素活性（Unit）以每分鐘吸光值之變化

為 1 表示。每克鮮重之 GR 活性（Units g-1 FW）為 ΔA340 × 20（稀釋倍數）÷ 1（min）

÷ 樣品鮮重（g）。每 10 片葉片之 GR 活性〔Units (10 leaves)-1〕為 ΔA340 × 20（稀
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釋倍數）÷ 1（min）。 

(四)  SOD 活性分析 

SOD 之抽取與活性分析係根據 Paoletti et al.（1981）之方法。取 10 片水稻葉片，

以 3 mL sodium phosphate buffer（50 mM，pH 7.4）冰浴研磨成均質，萃取液於 4℃

下 15,000 g 離心 30 分鐘後，所得到上清液為酵素萃取液。取 0.2 mL 酵素萃取液依

序加入 1.6 mL Tea-diethanolamine buffer（Tea-Dea，100 mM，pH 7.4）、0.08 mL NADH

（7.5 mM，新鮮配製）、0.05 mM EDTA/MnCl2（100 mM/50 mM，pH 7.0）、1 mL 

2-mercaptoethanol（10 mM，新鮮配製），於比色管內混合均勻後，立刻以分光光度

計測定十分鐘內波長 340 nm 之吸光值變化（ΔA340）。以空白石英管做歸零之動作，

不含酵素萃取物之 ΔA340 係以 0.2 mL sodium phosphate buffer 代替上清液。另取 20 

μL 酵素萃取液利用 Bradford 方法測定蛋白質含量。每一單位酵素活性（Unit）定

義為每分鐘 SOD 抑制 50% NADH 氧化速率之吸光值變化量。每克鮮重之 SOD 活

性（Units g-1 FW）為〔（不含酵素萃取物所得到之 ΔA340）－（含酵素萃取物所得

到之 ΔA340）〕÷ 1/2（不含酵素萃取物所得到之 ΔA340）× 15（稀釋倍數）÷ 10（min）

÷ 樣品鮮重（g）。每 10 片葉片之 SOD 活性〔Units (10 leaves)-1〕為〔（不含酵素

萃取物所得到之 ΔA340）－（含酵素萃取物所得到之 ΔA340）〕÷ 1/2（不含酵素萃取

物所得到之 ΔA340）× 15（稀釋倍數）÷ 10（min）。 

(五)  GS 活性分析 

GS 之抽取與活性分析係根據 Oak et al.（1980）之方法。取 10 片水稻葉片，以

2 mL extraction buffer〔Tris-HCl（10 mM，pH7.6）、MgCl2（1 mM）、EDTA（1 mM）、

2-mercaptoethanol（10 mM）〕冰浴研磨成均質，萃取液於 4℃下 15,000 g 離心 30

分鐘後，所得到上清液為酵素萃取液。取 0.2 mL 酵素萃取液加入 0.8 mL reaction 

buffer〔Tris-HCl（100 mM，pH 8.0）、L-glutamate（50 mM，monopotassium type）、
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ATP（10 mM）、MgSO4（30 mM）、NH2OH．HCl（20 mM）〕，置於 30℃水浴中反

應 30 分鐘，再加 2 mL 反應終止液〔2.5 g FeCl3 與 5.0 g TCA 溶於 HCl（100 mM，

1.5 N）〕終止反應，在室溫下以 1,000 g 離心 20 分鐘後，取出上清液。將上清液利

用分光光度計測定波長 540 nm（A540）之吸光值。每一處理均應做空白試驗，空

白試驗依不同處理而個別取酵素萃取液配製，但在置入水浴前要先加入終止反應

液。每一單位酵素活性（ Unit ）定義為每分鐘形成 1 μmol L-glutamate 

γ-monohydroxamate。樣品 GS 活性（Units g-1 FW）為 A540 ÷ 0.3816（K，mM-1 cm-1）

× 10（稀釋倍數）× 3（反應體積）÷ 30（min）÷ 樣品鮮重（g）。 

(六)  Protease 活性分析 

Protease 之抽取與活性分析係根據 Sheoran and Garg（1978）之方法。取 10 片

水稻葉片，以 2 mL Tris-HCl（10 mM，pH7.4，含 10 mM 2-mercaptoethanol）冰浴

研磨成均質，萃取液於 4℃下 15,000 g 離心 30 分鐘後，所得到上清液為酵素萃取

液。取 1 mL 酵素萃取液加入 1 mL casein〔1%，w/v，casein 不易溶，先加數滴 NaOH，

再加入 phosphate buffer（0.1 M，pH 6.0）攪拌 20 分鐘後過濾〕以及 1 mL citrate buffer

（0.2 M，pH 5.4），混合均勻後置於 30℃水浴中反應 1 小時，再加 1 mL TCA（20%，

w/v），於室溫下以 1,000 g 離心 20 分鐘，取出上清液。將上清液利用分光光度計

測定波長 280 nm 之吸光值（A280）。空白試驗以 1 mL Tris-HCl buffer（10 mM，pH 

7.4）代替酵素萃取液。另取 20 μL 酵素萃取液利用 Bradford 方法測定蛋白質含量。

每一單位酵素活性（Unit）定義為每小時吸光值之變化。樣品 protease 比活性（Units 

mg-1 protein）為 ΔA280 × 2（稀釋倍數）÷ 1（h）÷ 蛋白質含量（mg）。 
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五、 統計分析 

本論文每一試驗處理均有四個重覆，結果為其平均值加上標準機差（standard 

error，SE）表示。統計分析方法採用 statistical analysis system（SAS）軟體 9.1 版

進行 Student’s t-test 或 least significant difference（LSD）分析（P＜0.05），比較各

處理間平均值之差異。 
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結  果 

一、 鎘對缺氮水稻幼苗毒害之影響 

(一) 缺氮處理對水稻幼苗之生長與葉片葉綠素、蛋白質與硝酸鹽含量影響 

水稻幼苗經缺氮處理，抑制地上部之生長並降低鮮乾重，但不影響根長與根之

鮮乾重（圖 1）。圖 2A 可觀察到水稻幼苗缺氮處理使第二片葉片發生黃化現象。

進一步分析第二片葉片之葉綠素含量，亦發現不論以鮮重或 10 片葉片為基準，缺

氮會使葉綠素含量顯著地下降（圖 2B, C）。缺氮處理可使水稻幼苗第二片葉片之

硝酸鹽與蛋白質含量降低（圖 3）。 

(二) 缺氮處理對水稻幼苗抗氧化系統之影響 

植物缺乏氮素可能造成氧化還原狀態之失衡，而誘導活化氧族生成(Tewari et 

al., 2004; Shin et al., 2005)。以組織呈色法檢測 H2O2，發現缺氮處理之水稻幼苗第

二片葉片，其 H2O2 含量比對照組處理來得高（圖 4A）。以化學含量測定，也發現

缺氮之水稻幼苗其第二片葉片 H2O2 含量高於對照處理之葉片（圖 4B, C），但是缺

氮處理不影響根部之 H2O2 含量（圖 4D, E）。 

在水稻幼苗可以發現缺氮處理不影響抗氧化物 GSH 含量（圖 5A, B）。缺氮處

理降低葉片 ASC 與 ASC + DHA 含量，但增加氧化態 DHA 含量（圖 6）。將 O2
‧－

轉變為 H2O2 之抗氧化酵素 SOD 在缺氮處理下活性會有顯著的增加（圖 7A, B）；

在植物之抗氧化系統中，H2O2 的清除工作可由 CAT 以及參與 ASC-GSH 循環之

GR、APX 來擔任(Mittler, 2002)，這些酵素的活性在缺氮處理下均比對照處理來得

低（圖 7C~H）。 
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圖 1. 缺氮（-N）對水稻幼苗地上部與根部長度(A)、鮮重(B)與乾重(C)之影響。於

第三片葉片完全展開後進行所有測定。垂直線距表示標準機差。*係以 Student’s  
t-test 統計分析方法比較-N 與對照處理間平均值之差異，表示 P＜0.05。 
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圖 2. 缺氮（-N）對水稻幼苗第二片葉片黃化(A)與葉綠素含量(B, C)之影響。B，
以 FW 為基準；C，以十片葉片為基準。於第三片葉片完全展開後進行所有測定。

每一處理重覆數為 4。垂直線距表示標準機差。*係以 Student’s t-test 統計分析方法

比較-N 與對照處理間平均值之差異，表示 P＜0.05。 
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圖 3. 缺氮（-N）對水稻幼苗第二片葉片 NO3

- (A, B)與蛋白質含量(C, D)之影響。A、
C，以 FW 為基準；B、D，以十片葉片為基準。於第三片葉片完全展開後進行所

有測定。每一處理重覆數為 4。垂直線距表示標準機差。*係以 Student’s t-test 統計

分析方法比較-N 與對照處理間平均值之差異，表示 P＜0.05。 
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圖 4. 缺氮（-N）對水稻幼苗第二片葉片(A, B, C)與根部(D, E) H2O2 含量之影響。

A 為以組織化學方法檢測，DAB 染色後呈現棕色，顏色越深表示 H2O2 含量越高。

B、D，以 FW 為基準；C，以十片葉片為基準；E，以 5 株根部為基準。於第三片

葉片完全展開後進行所有測定。每一處理重覆數為 4。垂直線距表示標準機差。*
係以 Student’s t-test 統計分析方法比較-N 與對照處理間平均值之差異，表示 P＜
0.05。 
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圖 5. 缺氮（-N）對水稻幼苗第二片葉片 GSH (A, B)、GSSG (C, D)與 GSH + GSSG 
(E, F)含量之影響。A、C、E，以 FW 為基準；B、D、F，以十片葉片為基準。於

第三片葉片完全展開後進行所有測定。每一處理重覆數為 4。垂直線距表示標準機

差。*係以 Student’s t-test 統計分析方法比較-N 與對照處理間平均值之差異，表示

P＜0.05。 
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圖 6. 缺氮（-N）對水稻幼苗第二片葉片 ASC (A, B)、DHA (C, D)與 ASC + DHA (E, 
F)含量之影響。A、C、E，以 FW 為基準；B、D、F，以十片葉片為基準。於第三

片葉片完全展開後進行所有測定。每一處理重覆數為 4。垂直線距表示標準機差。

*係以 Student’s t-test 統計分析方法比較-N 與對照處理間平均值之差異，表示 P＜
0.05。 
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圖 7. 缺氮（-N）對水稻幼苗第二片葉片抗氧化酵素 SOD (A, B)、GR (C, D)、APX 
(E, F)、CAT (G, H)活性之影響。A、C、E、G，以 FW 為基準；B、D、F、H，以

十片葉片為基準。於第三片葉片完全展開後進行所有測定。每一處理重覆數為 4。
垂直線距表示標準機差。*係以 Student’s t-test 統計分析方法比較-N 與對照處理間

平均值之差異，表示 P＜0.05。 
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(三) 缺氮處理對水稻幼苗葉片脫落酸含量之影響 

ABA 為一種植物逆境荷爾蒙。以 RT-PCR 檢測對 ABA 敏感的 OsRab16A 基因，

結果顯示經缺氮處理之水稻幼苗，其第二片葉片的 OsRab16A 基因表現量會顯著地

增加（圖 8A）。以 ELISA 法測定結果亦發現缺氮葉片之 ABA 含量高於對照組（圖

8B）。 

(四) 缺氮與鎘處理對水稻幼苗鎘毒害之影響 

圖 9A 為低濃度氯化鎘（5 μM）處理之水稻幼苗，發現不論是對照或缺氮處理，

只要是鎘處理的第二片葉片皆有黃化現象，但是缺氮與氯化鎘同時處理比起單獨

氯化鎘處理的黃化程度來得更嚴重。除了外觀上的變化外，實際測定水稻幼苗第

二片葉片之每克鮮重葉綠素含量（圖 9B, C），結果顯示對照處理之葉片，經鎘處

理後葉綠素含量（87%）較未經鎘處理（100%）降低 13%；而缺氮處理之葉片，

經鎘處理後葉綠素含量（69%）較未經鎘處理（100%）降低 31%，此外每 10 片葉

片之葉綠素含量也有類似結果。以上結果顯示缺氮水稻幼苗經短時間氯化鎘處理

後，會使第二片葉片遭受鎘毒害之情形加劇。經氯化鎘長期處理 24 天後，發現缺

氮水稻幼苗經鎘處理後之毒害較對照組經鎘處理更明顯（圖 10）。 

(五) 缺氮處理對鎘含量之改變 

鎘毒害之加劇有可能是由於鎘之吸收增加。因此缺氮處理水稻幼苗經氯化鎘處

理後其體內之鎘含量，是否高於正常幼苗之氯化鎘處理為極欲瞭解之結果。圖 11A

試驗結果確實顯示缺氮幼苗經鎘處理之第二片葉片，鎘含量高於正常幼苗鎘處

理。水稻幼苗之地上部和根部也有類似的情形，缺氮與鎘處理會增加對鎘的吸收

量（圖 11B, C）。 



 

 43

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Control -N

Le
af

 A
B

A
 (p

m
ol

 g
-1

 FW
) 

0

60

120

180

240
B

∗

 

         
           

 
圖 8. 缺氮（-N）對水稻幼苗第二片葉片脫落酸含量之影響。以 RT-PCR 檢測

OsRab16A 基因表現(A)與 ELISA 法(B)測定脫落酸含量。於第三片葉片完全展開後

進行所有測定。每一處理重覆數為 4。垂直線距表示標準機差。*係以 Student’s t-test
統計分析方法比較-N 與對照處理間平均值之差異，表示 P＜0.05。 
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圖 9. 缺氮（-N）與氯化鎘處理對水稻幼苗第二片葉片黃化(A)與葉綠素含量(B, C)
之影響。B，以 FW 為基準；C，以十片葉片為基準。待對照與-N 處理之幼苗生長

至第三片葉片完全展開後，移到含與不含 5 μM 氯化鎘水耕液，6 天後進行各項分

析。每一處理重覆數為 4。垂直線距表示標準機差。以 LSD 統計分析方法進行顯

著性測驗。相同字母表示無顯著差異（P＜0.05）。柱內數字表示相對值。 

( )d 6 μM, 5
CdCl2  - + - + 
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圖 10. 缺氮（-N）與氯化鎘長期處理（24 天）對水稻幼苗植株外觀之影響。待對

照與-N 處理之幼苗生長至第三片葉片完全展開後，移到含與不含 5 μM 氯化鎘水

耕液 24 天。每一處理重覆數為 4。 
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圖 11. 缺氮（-N）與氯化鎘處理對水稻幼苗第二片葉片(A)、地上部(B)與根部(C)
鎘含量之影響。待對照與-N 處理之幼苗生長至第三片葉片完全展開後，移到含與

不含 5 μM 氯化鎘水耕液，6 天後進行各項分析。每一處理重覆數為 4。垂直線距

表示標準機差。以 LSD 統計分析方法進行顯著性測驗。相同字母表示無顯著差異

（P＜0.05）。 

 ( )d 6 μM, 5
CdCl2  - + - + 
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(六) 外加 ASC 減緩缺氮水稻幼苗之鎘毒害 

ASC 為植物體內重要的抗氧化分子(Noctor and Foyer, 1998)。由於缺氮會造成

水稻幼苗第二片葉片的 ASC 含量下降（圖 6A, B），且缺氮幼苗經鎘處理之葉片的

黃化現象與正常幼苗鎘處理相比之下是更為嚴重的（圖 9、10），說明 ASC 在鎘耐

性間可能扮演了重要的角色。因此，進一步地外加 ASC，是不是可以提高缺氮水

稻幼苗對於鎘逆境之耐性呢？圖 12 之結果顯示 ASC 前處理確實能夠減少鎘對缺

氮葉片造成之黃化現象。 

ASC 前處理可以提供缺氮水稻幼苗於鎘逆境之保護，然而這樣的作用是否真的

是藉由改變水稻體內的 ASC 含量而達到保護效果。實際地去分析缺氮葉片之 ASC

含量（圖 13），發現缺氮葉片在 ASC 前處理 6 小時後，ASC 含量雖然沒有明顯的

改變，但是可提高 ASC / DHA 比例。 
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圖 12. 缺氮（-N）後外加 ASC 前處理於後續-N 與氯化鎘處理對水稻幼苗第二片葉

片黃化(A)與葉綠素含量(B, C)之影響。B，以 FW 為基準；C，以十片葉片為基準。

待-N 處理之幼苗生長至第三片葉片完全展開後，水耕液中添加 0.5 mM ASC，6 小

時後再移到含與不含 5 μM 氯化鎘水耕液 6 天。每一處理重覆數為 4。垂直線距表

示標準機差。以 LSD 統計分析方法進行顯著性測驗。相同字母表示無顯著差異（P
＜0.05）。柱內數字表示相對值。 

Pretreatment    
ASC (0.5 mM, 6 h) - - + 

Treatment    
CdCl2 (5 μM, 6 d) - + + 
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圖 13. 缺氮（-N）後外加 ASC 前處理對水稻幼苗第二片葉片 ASC 含量(A)與 ASC 
/ DHA 比值(B)之影響。待-N 處理之幼苗生長至第三片葉片完全展開後，水耕液中

添加 0.5 mM ASC，6 小時後取樣分析。每一處理重覆數為 4。垂直線距表示標準

機差。*係以 Student’s t-test 統計分析方法比較-N 與對照處理間平均值之差異，表

示 P＜0.05。 
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二、 熱休克對水稻後續鎘逆境誘導 GS 與 protease 活性變化之影響 

(一) 熱休克前處理對鎘誘導水稻幼苗葉片 GS 活性與 protease 比活性變化之影響 

GS 為銨離子同化作用中的一員，將水稻幼苗分別給予或不給予氯化鎘處理

0、2、4、6 天，發現第二片葉片之 GS 活性會隨著時間有下降的趨勢，水稻幼苗

在鎘逆境第 6 天 GS 活性明顯低於未經鎘處理（圖 14A）。隨著處理天數增加，水

稻幼苗第二片葉片 protease 活性逐漸上升，到第 6 天時經鎘處理葉片之 protease 比

活性明顯高於未經鎘處理之葉片（圖 14B）。圖 15 結果顯示水稻幼苗進行 HS 前處

理能夠有效地抑制因鎘所誘導 GS 活性降低與 protease 比活性增加。 

(二) 過氧化氫對鎘誘導水稻幼苗葉片 GS 活性與 protease 比活性變化之影響 

Hsu and Kao (2007)發現 HS 處理可導致 H2O2 增加。在 non-HS 狀態下以 H2O2

前處理水稻幼苗，發現 H2O2 可以抑制後續氯化鎘處理所引起的 GS 活性下降與

protease 比活性增加（圖 16）。 

IMD 為 NADPH oxidase 之抑制劑(Auh and Murphy, 1995)。水稻幼苗給予 IMD

處理，會降低 HS 前處理所增加之 H2O2 (Hsu and Kao, 2007b)。本論文結果顯示 HS

前處理時添加 IMD，會抵消 HS 減緩後續鎘處理所引起 GS 活性與 protease 比活性

變化（圖 17）。 

(三) GSH 抑制鎘誘導水稻幼苗葉片 GS 活性與 protease 比活性變化之影響 

GSH 在保護植物抵禦逆境方面扮演了重要的角色(Xiang and Oliver, 1998)，本

研究室未發表資料認為 HS 可減緩水稻幼苗鎘毒害，係藉由誘導 GSH 累積所導致。

在 non-HS 狀況下添加 GSH 可以抑制後續幼苗葉片所引起的 GS 活性下降與

protease 比活性增加（圖 18）。 
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圖 14. 氯化鎘處理對水稻幼苗第二片葉片 GS 活性(A)與 protease 比活性(B)變化之

影響。待水稻幼苗生長至第三片葉片完全展開時，移到含與不含氯化鎘（5 μM）

水耕液處理 0、2、4、6 天後進行各項分析。每一處理重覆數為 4。垂直線距表示

標準機差。以 LSD 統計分析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 15. HS 前處理與氯化鎘處理對水稻幼苗第二片葉片 GS 活性(A)與 protease 比活

性(B)變化之影響。待水稻幼苗生長至第三片葉片完全展開時，黑暗下 HS（45℃）

或 non-HS（30℃）前處理 3 小時，再移到含與不含 5 μM 氯化鎘水耕液處理 6 天

後進行分析。每一處理重覆數為 4。垂直線距表示標準機差。以 LSD 統計分析方

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 16. non-HS 與 H2O2 前處理對水稻幼苗第二片葉片 GS 活性(A)與 protease 比活性

(B)變化之影響。待水稻幼苗生長至第三片葉片完全展開時，在 non-HS（30℃）下

添加 0、0.1、0.3 mM H2O2 3 小時，再移到含與不含 5 μM 氯化鎘水耕液處理 8 天

後進行分析。每一處理重覆數為 4。垂直線距表示標準機差。以 LSD 統計分析方

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 17. HS 與 IMD 前處理對水稻幼苗第二片葉片 GS 活性(A)與 protease 比活性(B)
變化之影響。待水稻幼苗生長至第三片葉片完全展開時，在 HS（45℃）下添加或

不添加 0.1 mM IMD 3 小時，再移到含與不含 5 μM 氯化鎘水耕液處理 9 天後進行

分析。每一處理重覆數為 4。垂直線距表示標準機差。以 LSD 統計分析方法進行

顯著性測驗。相同字母表示無顯著差異（P＜0.05）。 

 

Pretreatment     
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Treatment     
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圖 18. non-HS 與 GSH 前處理對水稻幼苗第二片葉片 GS 活性(A)與 protease 比活性

(B)變化之影響。待水稻幼苗生長至第三片葉片完全展開時，在 non-HS（30℃）下

添加或不添加 1 mM GSH 3 小時，再移到含與不含 5 μM 氯化鎘水耕液處理 9 天後

進行分析。每一處理重覆數為 4。垂直線距表示標準機差。以 LSD 統計分析方法

進行顯著性測驗。相同字母表示無顯著差異（P＜0.05）。 
 

Pretreatment     
   HS (3 h) - - - - 

GSH (1 mM, 3 h) - - + + 
Treatment     

CdCl2 (5 μM, 9 d) - + - + 
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BSO 為 GSH 生合成抑制劑，會抑制催化合成 GSH 第一個步驟之 γ-EC 

(γ-glutamylcysteine) synthetase，降低細胞內 GSH 含量(Griffith, 1982)。研究室未發

表之資料也顯示 HS 狀態下添加 BSO 可降低葉片內 GSH 含量。圖 19 指出在 HS

處理下，處理 BSO 會使得後續鎘誘導 GS 活性降低與 protease 比活性增加較不添

加 BSO 處理之幼苗葉片為大。而 BSO 之效應可因 GSH 之添加而消失（圖 19）。 

(四) GalL 和 ASC 對鎘誘導水稻幼苗葉片 GS 活性與 protease 比活性變化之影響 

本研究室未發表之研究顯示，HS 前處理水稻幼苗可增加葉片內 ASC 含量。在

植物中，GalL 可經 GalL dehydrogenase 作用轉變為 ASC (Valpuesta and Botella, 

2004)。因此，本論文將水稻幼苗於 non-HS 前處理同時添加 GalL 或 ASC，觀察是

否可以改變後續鎘逆境所造成 GS 活性降低與 protease 比活性增加。圖 20 結果顯

示，在 non-HS 狀況下前處理 GalL 或 ASC，其第二片葉片受鎘所誘導 GS 活性與

protease 比活性變化，均少於單獨只有 non-HS 前處理之葉片。 
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圖 19. HS 與 BSO 或 GSH 共同前處理對水稻幼苗第二片葉片 GS 活性(A)與 protease
比活性(B)變化之影響。待水稻幼苗生長至第三片葉片完全展開時，在 HS（45℃）

下添加或不添加 0.5 mM BSO 或 1 mM GSH 3 小時，再移到含與不含 5 μM 氯化鎘

水耕液處理 6 天後進行分析。每一處理重覆數為 4。垂直線距表示標準機差。以

LSD 統計分析方法進行顯著性測驗。相同字母表示無顯著差異（P＜0.05）。 
 

Pretreatment     
HS (3 h) + + + + 
BSO (0.5 mM) - - + + 
GSH (1.0 mM) - - - + 

Treatment     
CdCl2 (5 μM, 6 d) - + + + 
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圖 20. non-HS與 GalL或ASC前處理對水稻幼苗第二片葉片GS活性(A)與 protease
比活性(B)變化之影響。待水稻幼苗生長至第三片葉片完全展開時，在 non-HS
（30℃）下添加或不添加 0.5 mM GalL 或 ASC 3 小時，再移到含與不含 5 μM 氯化

鎘水耕液處理 8 天後進行分析。每一處理重覆數為 4。垂直線距表示標準機差。以

LSD 統計分析方法進行顯著性測驗。相同字母表示無顯著差異（P＜0.05）。 

 

Pretreatment       
   HS (3 h) - - - - - - 

GalL (0.5 mM) - - + + - - 
ASC (0.5 mM) - - - - + + 

Treatment       
CdCl2 (5 μM, 8 d) - + - + - + 
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討  論 

一、 鎘對缺氮水稻幼苗毒害之影響 

許多文獻指出，缺氮會抑制植物地上部，影響根部生長(Darrall and Wareing, 

1981; Finkemeier et al., 2003; Li et al., 2006; Erley et al., 2007; Tewari et al., 2007)。本

論文亦於地上部有相同結果，但不影響根部（圖 1）。缺氮另一項重要特徵為老葉

會先出現黃化(Mei and Thimann, 1984; Tewari et al., 2007)。本論結果顯示缺氮水稻

三葉齡幼苗之第二片葉片確有此現象發生，且減少葉綠素含量（圖 2）。在水稻本

身含氮量方面，缺氮水稻幼苗葉片會降低硝酸鹽含量，且由於氮素為構成蛋白質

之主要元素，缺氮亦會造成蛋白質含量減少（圖 3）。其他研究報告亦有同樣的結

果(Darrall and Wareing, 1981; Finkemeier et al., 2003; Huang et al., 2004; Kandlbinder 

et al., 2004; Li et al., 2006; Tewari et al., 2007)。上述結果皆顯示水稻幼苗在缺氮處理

時，確實是處於缺氮狀態。 

所有的抗氧化酵素和抗氧化物 GSH，結構上皆含有氮素。因此限制氮素來源，

可能會降低植物抗氧化系統之表現。本論文結果發現缺氮水稻幼苗會降低抗氧化

酵素 GR、APX、CAT 活性，以及減少抗氧化物 ASC 含量，不影響 GSH 含量（圖

5、6、7）。文獻中亦曾報導相同結果，缺氮促使阿拉伯芥 APX 與 CAT 活性下降、

GSH 含量不變，以及大麥 GR 活性下降(Finkemeier et al., 2003; Kandlbinder et al., 

2004)。而其他文獻則有不同情形，可能造成抗氧化酵素活性不變、比活性增加，

抗氧化物 GSH 含量下降，增加 ASC 含量(Finkemeier et al., 2003; Huang et al., 2004; 

Tewari et al., 2004; Tewari et al., 2007)。 

學者指出，植物於缺氮、缺磷、缺鉀、缺硫、缺鎂、缺鐵等營養元素時會誘

導H2O2累積(Shin et al., 2005; Molassiotis et al., 2006; Tewari et al., 2006; Schachtman 
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and Shin, 2007)。本研究結果亦發現缺氮會造成葉片 H2O2 含量增加（圖 4A, B, C）。

H2O2 之生成與解毒與植物抗氧化酵素有關：SOD 可將毒性較強的 O2
‧－轉變為

H2O2，CAT 與 ASC-GSH 循環之成員 APX、GR 則是負責 H2O2 之清除工作。缺氮

處理會提高水稻幼苗葉片 SOD 活性，以及降低 GR、APX、CAT 活性（圖 7），顯

示缺氮水稻幼苗造成葉片 H2O2 之累積可能是因抗氧化酵素活性改變所致。 

植物遭遇許多逆境時，會誘導逆境荷爾蒙 ABA 之大量累積，如遭受萎凋、病

原菌、鹽害等(Steadman and Sequeira, 1970; Mizrahi et al., 1971)。本論文結果發現，

缺氮會誘導 ABA 含量累積（圖 8）。文獻指出，ABA 會抑制植物地上部之生長(Watts 

et al., 1981; Biddington and Dearman, 1982)，因此缺氮造成水稻幼苗地上部矮化（圖

1A）可能與 ABA 之累積有關。其他植物於缺氮狀況下亦發現有 ABA 含量增加之

情形(Mizrahi and Richmond, 1972; Goldbach et al., 1975; Daie et al., 1979; Radin and 

Boyer, 1982)。 

當水稻幼苗缺氮與鎘逆境同時發生的時候，屬於雙重逆境研究之範疇。雙重

逆境不只是單獨兩個不同逆境的反應加總起來，而是有一套特別的反應方式。研

究指出雙重逆境對於植物之效果可能有正有反：植物曝露於 UV 光照或臭氧環境，

可提高內生水楊酸與病程相關蛋白（pathogenesis-related proteins）含量，因而加強

抵禦病原菌之能力(Yalpani et al., 1994; Sharma et al., 1996)。乾旱逆境降低植物氣孔

導度，減少臭氧吸收量而減緩逆境傷害(Paakkonen et al., 1998)。但是當熱逆境與乾

旱逆境同時發生，植物則不能打開氣孔散熱，使得傷害加劇(Rizhsky et al., 2004)。

本論文發現，同時處以缺氮與鎘逆境之結果，會造成水稻幼苗鎘毒害更加嚴重（圖

9、10）。缺氮處理水稻幼苗會誘導 H2O2 之累積，抗氧化物 ASC 含量之減少，以

及抗氧化酵素 GR、APX、CAT 活性之降低，SOD 活性之提高（圖 4、6、7）。顯

示缺氮與鎘雙重逆境於水稻幼苗之負面效果，與缺氮處理造成抗氧化能力之下降

有關。其他學者亦發現缺氮與鎘逆境同時發生會加重植物傷害(Finkemeier et al., 
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2003)。 

ASC 可清除 O2
‧－、 ⋅HO 、1O2，亦可配合 APX 作用清除 H2O2，為具有良好清

除自由基能力之抗氧化物(Padh, 1990; Buettner and Jurkiewicz, 1996)。缺氮處理水稻

幼苗會降低葉片 ASC 含量（圖 6）。因此若提高缺氮水稻幼苗體內 ASC 含量，理

論上應可以增加對鎘逆境之耐性。本論文結果發現，於缺氮水稻幼苗前處理 ASC，

葉片 ASC 含量雖然沒有明顯改變，但是可提高 ASC/DHA 比值，顯示外加 ASC 可

提升缺氮水稻幼苗自身還原之狀態。且外加 ASC 確實能夠減少鎘逆境之毒害（圖

12、13）。此結果可進一步地佐證前段論點，缺氮水稻幼苗加劇鎘毒害之現象，是

由於缺氮處理造成抗氧化能力低落，而對鎘逆境較不具耐受性。 

缺氮之水稻幼苗經氯化鎘處理，會顯著於葉片、地上部與根部累積鎘（圖 11），

顯示缺氮水稻幼苗加劇鎘毒害之機制亦可能與增加鎘之吸收有關。一般非植物生

長必需元素，是透過較非專一性之陽離子轉運蛋白進入植物細胞。近年來，許多

金屬轉運蛋白（metal transporter）陸續在植物中被發現(Maser et al., 2001)。通常鎘

離子是以鋅、鐵、鈣的轉運蛋白運送到細胞內(Clemens, 2001)。然而缺氮時可誘導

大麥鐵運送蛋白（Hv-Nramp）基因表現，但並不會增加鎘之吸收量(Finkemeier et al., 

2003)。水稻幼苗在缺氮下是否能影響轉運蛋白目前並不瞭解，有待進一步之研究。 

本部份論文結果顯示缺氮水稻幼苗加劇鎘毒害，可能機制與缺氮造成抗氧化

能力下降及鎘之吸收增加有關（圖 21）。 
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圖 21. 缺氮水稻幼苗鎘毒害加劇之可能機制 

 

二、 熱休克對水稻後續鎘逆境誘導 GS 與 protease 活性變化之影響 

本研究室過去研究結果顯示水稻幼苗遭遇鎘逆境，可誘導氧化逆境發生而造

成 GS 活性之降低(Chien and Kao, 2000)，亦可促使 protease 比活性之提高(Hsu and 

Kao, 2003b)。本論文亦有相同結果，水稻幼苗以氯化鎘（5 μM）處理會誘導葉片

GS 活性下降與 protease 比活性上升（圖 14、15、16、18、20）。 

HS 前處理可以增加植物對於後續逆境之耐受性，如鹽害、寒害、高溫、乾旱、

重金屬、UV 光、病原菌等。本論文結果亦顯示經 HS 前處理之水稻幼苗，能夠有

效抑制鎘逆境所誘導 GS 活性降低與 protease 比活性增加（圖 15、17、19）。 

H2O2 為一種穩定且可擴散之活化氧族。前人研究指出低濃度之 H2O2 可作為訊

息傳導分子，誘導抗氧化系統之表現(del Rio et al., 2006)。本研究室亦發現 HS 前

處理可增加水稻幼苗於後續鎘逆境之耐受性，係藉由早期 H2O2 之累積，誘導抗氧

-N 

抗氧化能力↓

Cd 毒害↑ 

Cd 含量↑

+CdCl2
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化物 GSH、ASC 含量，以及抗氧化酵素 APX、GR 活性之增加(Hsu and Kao, 2007b; 

本研究室未發表資料)。H2O2 之來源在植物體可能有許多不同產生方式，Hsu and 

Kao (2007)發現 HS 前處理誘導 H2O2 之累積，為 NADPH oxidase 作用之結果。

NADPH oxidase 為位於細胞膜上之酵素，以 NADPH 作為電子提供者還原氧分子，

使生成 O2
‧－後再進一步經由自發性或 SOD 作用，形成 H2O2 (Apel and Hirt, 2004)。

IMD 則為 NADPH oxidase 之抑制劑(Auh and Murphy, 1995)。水稻幼苗處理 IMD 會

降低 HS 前處理誘導葉片 H2O2 之累積(Hsu and Kao, 2007b)，同時抵消 HS 對鎘所

誘導 GS 活性與 protease 比活性變化之效應（圖 17）。於 non-HS 狀態水稻幼苗添

加 H2O2 可增加葉片 H2O2 含量(Hsu and Kao, 2007b)，同時亦可部份恢復因鎘誘導

GS 活性與 protease 比活性之改變（圖 16）。因此，HS 前處理可抑制鎘所誘導 GS

活性與 protease 比活性變化，H2O2 係在過程中扮演了重要的角色。 

GSH 為重要的抗氧化物，於幫助植物抵禦逆境提供了極大作用。GSH 合成步

驟的第一個酵素 γ-EC synthetase，可受 BSO 藥劑所抑制。本研究室未發表資料指

出 HS 前處理可誘導 GSH 累積，提供水稻幼苗於後續鎘逆境之耐性。在 non-HS

狀態下添加 GSH 可增加水稻幼苗葉片之 GSH 含量，HS 前處理時添加 BSO 會降

低葉片內 GSH 含量(本研究室未發表資料)。本論文結果指出，HS 前處理水稻幼苗

可抑制鎘所誘導 GS 活性之降低與 protease 比活性之上升，與 GSH 含量之增加有

關。主要的證據為：（一）在 non-HS 處理下外加 GSH，可恢復因鎘誘導所改變之

GS 活性或 protease 比活性（圖 18）；（二）BSO 處理會去除 HS 對鎘所誘導 GS 活

性與 protease 比活性改變之效果（圖 19）；（三）BSO 之作用可因添加 GSH 所抵消

（圖 19）。 

抗氧化物 ASC 亦可能參與於 HS 前處理提供對後續鎘逆境耐性之作用。本研

究室未發表資料顯示，HS 前處理水稻幼苗可增加葉片 ASC 之含量。因此在 non-HS

狀態下添加 ASC 或 GalL（ASC 合成之前趨物），理論上應可抑制鎘所誘導 GS 活



 

 64

性之降低與 protease 比活性之上升。本論文之結果確實發現，添加 ASC 或 GalL 於

non-HS 水稻幼苗，可抑制鎘所誘導 GS 活性與 protease 比活性之變化（圖 20）。 

鎘可誘導氧化逆境發生，造成活化氧族之累積。前人研究指出，活化氧族可

對 GS 蛋白進行氧化修飾(Levine, 1983; Balestrasse et al., 2006)，並參與 GS 蛋白之

降解(Rivett and Levine, 1990; Stieger and Feller, 1997; Ortega et al., 1999; Palatnik et 

al., 1999)，造成 GS 酵素活性之降低(Chien and Kao, 2000)。經活化氧族修飾之 GS，

會變得較容易被 protease 降解。活化氧族亦可誘導 protease 之表現，增加蛋白質之

分解速率(Stroeher et al., 1997; Yano et al., 1999; Subbaiah et al., 2000)。對水稻幼苗進

行鎘處理，會誘導 GS 活性下降與 protease 比活性上升（圖 14），根據上述文獻之

結果暗示鎘造成酵素活性改變可能與活化氧族有關。HS 前處理可促使 H2O2 少量

地增加，作為訊息分子誘導抗氧化物與抗氧化酵素之表現，使提升水稻幼苗抵抗

氧化逆境之能力。因此，HS 前處理可抑制鎘所誘導水稻幼苗葉片 GS 活性下降與

protease 比活性之上升，可能與抗氧化能力之提升有關。整體而言，HS 可改變鎘

所誘導之 GS 與 protease 活性變化的可能機制為（圖 22）： 

 

圖 22. HS 抑制鎘所誘導 GS 與 protease 活性變化之可能機制 

HS

H2O2↑

GSH↑ 
ASC↑ 
APX↑ 
GR↑ 

鎘誘導 GS 與 protease 之改變 
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三、 未來研究方向 

本論文研究結果顯示，缺氮水稻幼苗於鎘逆境會有毒害加劇之效果，係由於

抗氧化系統表現下降之因。關於氮素與水稻幼苗鎘逆境之關係，未來仍有可繼續

探究之方向。缺乏氮素時，大麥與阿拉伯芥之抗氧化酵素基因表現有所改變

(Finkemeier et al., 2003; Kandlbinder et al., 2004)。缺氮之水稻幼苗會降低抗氧化酵

素活性，此酵素活性是否與基因表現層次上之調控有關。在缺氮狀態下，水稻幼

苗於鎘逆境會增加鎘之吸收量，是否經由影響轉運蛋白之表現。此外，若進一步

給予水稻幼苗不同氮量或氮源，是否會改善水稻幼苗對鎘之耐性。這些問題皆值

得未來進一步地深入探討。而熱休克對後續鎘逆境之影響，係以提高抗氧化能力

增加對鎘之耐性。Volkov 等人(2006)指出熱休克可能經由 H2O2 誘導 APX 與熱休克

蛋白基因表現。就熱休克處理增加對後續逆境耐性而言，促進熱休克蛋白之形成

為其中一種作用機制。熱休克是否會改變水稻幼苗抗氧化酵素以及熱休克蛋白基

因之表現，亦為未來極有趣之研究方向。 
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