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ＮａＣｌ 胁迫下交替呼吸途径对烟草悬浮
细胞死亡调节作用的研究
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摘　 要: 盐分胁迫是植物在自然环境中经常遭遇的环境胁迫因素之一ꎬ会引起植物代谢紊乱乃至细胞死亡ꎬ
这严重限制了植物的生长、繁育和生存ꎮ 交替呼吸途径是植物较之动物独特的线粒体呼吸途径ꎮ 该研究在烟

草悬浮细胞中调查了交替呼吸途径对 ＮａＣｌ 胁迫引起的植物细胞死亡过程的调节作用及相应的内在机制ꎬ以
及在 ２００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 处理的烟草悬浮细胞中研究了交替呼吸途径和细胞死亡发生及 Ｈ２Ｏ２之间的关系ꎮ
结果表明:(１)随着 ＮａＣｌ 处理浓度的增加ꎬ烟草悬浮细胞死亡水平逐渐增加ꎬ而交替呼吸途径的容量也逐渐上

升ꎮ (２)与 ＮａＣｌ 处理相似ꎬ外源 Ｈ２Ｏ２的处理也能导致烟草悬浮细胞死亡水平的增加ꎮ ２００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 的
胁迫导致明显的细胞死亡发生和 Ｈ２Ｏ２产量的显著性增加ꎻ 而较之 ２００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 胁迫下的细胞ꎬ用水杨

基氧肟酸(交替呼吸途径的抑制剂)预处理后的细胞再置于 ２００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 的胁迫下导致更高水平的细

胞死亡和 Ｈ２Ｏ２的产生ꎮ 综上表明ꎬ高盐胁迫诱导了烟草悬浮细胞的交替呼吸途径的增加ꎬ而交替呼吸途径则

可能通过抑制活性氧的产生而起到缓解细胞死亡发生的作用ꎮ
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　 　 盐分胁迫是植物在自然环境中所面临的主要环
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的线粒体呼吸途径中ꎬ除了细胞色素呼吸途径外ꎬ还
存在着交替呼吸途径ꎮ 该途径的运行使得电子绕过

了线粒体电子传递链中的复合物Ⅲ和复合物Ⅳ两个

ＡＴＰ 形成位点ꎬ而使得电子从 ＵＱ 库直接传递到氧

分子(Ｍｉｌｌｅｎａａｒ ＆ Ｌａｍｂｅｒｓꎬ ２００３)ꎮ
低温、病原菌侵染、水分缺失等环境胁迫因素均

可导致植物交替呼吸途径水平的上升ꎬ且该交替呼

吸途径的增加有助于植物抵抗上述的环境胁迫

(Ｆｅｎｇ ｅｔ ａｌꎬ ２００８ꎻＢａｒｔｏｌｉ ｅｔ ａｌꎬ ２００５ꎻＳｉｍｏｎｓ ｅｔ ａｌꎬ
１９９９)ꎮ Ｓｍｉｔｈ ｅｔ ａｌ(２００９)和 Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ(２０１０)研究

发现ꎬ盐胁迫会导致拟南芥幼苗或愈伤组织中交替

呼吸途径的增加ꎬ且盐胁迫下交替呼吸途径的增加

能在一定程度上缓解盐胁迫所导致的电子渗漏和生

长速率的下降ꎮ 而目前对于交替呼吸途径在植物抵

抗盐胁迫中的生理学作用的认识较为有限ꎮ 如盐胁

迫特别在较高的水平下ꎬ能导致植物细胞的死亡ꎬ而
交替呼吸途径是否在盐胁迫下也能影响植物细胞死

亡的发生则报道较少ꎮ 基于此ꎬ本文在烟草悬浮细

胞中研究了 ＮａＣｌ 胁迫下交替呼吸途径对植物细胞

死亡的调节作用ꎬ有助于进一步认识交替呼吸途径

在逆境下的生理学作用以及植物在盐胁迫下细胞死

亡发生及调控的机理ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 烟草 ＢＹ￣２悬浮细胞培养

烟草悬浮细胞 ( Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ ｃｖ. Ｂｒｉｇｈｔ
Ｙｅｌｌｏｗ￣２)由香港大学姜里文教授提供ꎮ 悬浮细胞

在 ＭＳ(Ｍｕｒａｓｈｉｇｅ ＆ Ｓｋｏｏｇꎬ１９６２)液体培养基(ｐＨ 值

５.８) ( Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司) 中生长ꎬ并在其中补充

３％(ｗ / ｖ)蔗糖和 ０.４ ｍｇＬ￣１的 ２ꎬ４￣二氯苯氧乙酸ꎮ
培养物于 ２５ ℃、１３０ ｒｍｉｎ￣１的黑暗条件下振荡培

养(Ｎａｇａｔａ ｅｔ ａｌꎬ １９８１)ꎮ 在 ７ ｄ 生长周期的时间间

隔下ꎬ吸取 １０ ｍＬ 细胞培养物ꎬ加入到 １００ ｍＬ 的新

鲜液体培养基中完成传代培养ꎮ 实验所用细胞为转

入到新鲜培养基中 ４~ ５ ｄ 后的细胞ꎬ所有步骤均在

无菌条件下完成ꎮ
１.２ 细胞处理

吸取一定体积的细胞悬液ꎬ以 １ ∶ ５( ｖ / ｖ)用去

离子水稀释并摇匀ꎬ取 ５ ｍＬ 均匀的稀释悬液过滤ꎬ
再用去离子水洗涤过滤待用ꎮ 在第一组试验中ꎬ将
细胞分别置于 ５０、１００、２００ 和 ４００ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＮａＣｌ
下处理 ５ ｈꎬ以用去离子水处理的细胞作为对照ꎮ 在

第二组试验中ꎬ将细胞用 １ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＳＨＡＭ (水
杨基氧肟酸ꎬ交替呼吸途径的抑制剂)预处理 ５ ｈ
后ꎬ分别置于 ０ 或 ２００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 下处理 ５ ｈꎬ
或以 １ ｍｍｏｌＬ￣１ ＳＨＡＭ 的溶剂预处理细胞 ５ ｈ 后

再置于 ２００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 下处理 ５ ｈꎬ以 １ ｍｍｏｌ
Ｌ￣１ ＳＨＡＭ 的溶剂预处理细胞 ５ ｈ 后再置于 ０
ｍｍｏｌＬ￣１的 ＮａＣｌ 下的细胞作为对照ꎮ 在第三组试

验中ꎬ分别用 ０、５０、１００、２００、４００ ｍｍｏｌＬ￣１的 Ｈ２Ｏ２

处理细胞 ５ ｈꎮ
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１.３ 细胞死亡测定

细胞死亡采用伊文思蓝染色法进行测定ꎮ (１)
将处理后的细胞悬液摇匀ꎬ取 １ ｍＬ 细胞悬液于加入

１００ μＬ ０.０２５％(ｗ / ｖ)伊文思蓝染液中染色 ８ ｍｉｎꎬ
之后先在 １ ０００ ｒｍｉｎ￣１下离心 １ ｍｉｎꎬ去上清ꎬ再用

磷酸缓冲液冲洗沉淀ꎮ (２)加入 １ ｍＬ 裂解液 [含
１％(ｗ / ｖ)的十二烷基磺酸钠(ＳＤＳ)和 ５０％(ｗ / ｖ)的
甲醇] 在 ５０ ℃ 下水浴 ０.５ ｈ 以裂解细胞ꎮ (３)在

８ ０００ ｒｍｉｎ￣１下离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清在 ５９５ ｎｍ 处检

测吸光值ꎬ吸光值可反应细胞的死亡程度(Ｙａｎｇ ｅｔ
ａｌꎬ ２００４)ꎮ
１.４ 呼吸速率测定

将处理后的细胞悬液立即置于测量杯中ꎬ利用

Ｃｌａｒｋ 氧电极(中国科学院上海植物生理生态研究所

制)测量在氰化钾存在下细胞的耗氧速率ꎬ所得值

即为交替呼吸的容量值ꎬ具体操作参照 Ｂｉｎｇｈａｍ ＆
Ｆａｒｒａｒ(１９８９)ꎮ
１.５ Ｈ２Ｏ２含量检测

取处理后的细胞用 ５％(ｗ / ｖ)三氯乙酸(ＴＣＡ)
磨样ꎬ接着在 １２ ０００ × ｇ 条件下离心 １０ ｍｉｎꎮ 取０.９
ｍＬ 上清液与 ０.１ ｍＬ ０.１％ (ｗ / ｖ)硫酸钛形成的 Ｔｉ￣
Ｈ２Ｏ２的复合物用 ２０％ (ｖ / ｖ) Ｈ２ＳＯ４溶解混匀ꎬ测定

光吸收值(ＯＤ４０５)ꎬ以 Ｈ２Ｏ２标准曲线确定样品 Ｈ２Ｏ２

含量(Ｐａｔｔｅｒｓｏｎ ｅｔ ａｌꎬ １９８４)ꎮ
１.６ 数据分析

利用 ＳＰＳＳ 软件对数据采用单因素方差分析ꎬ
再用最小显著差数(ＬＳＤ)法进行两两比较和显著性

差异水平分析(Ｐ<０.０５)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＮａＣｌ 胁迫对烟草细胞死亡的影响

悬浮细胞经 ５０、１００、２００、４００ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＮａＣｌ
处理后细胞死亡水平显著性增加ꎬ且细胞死亡程度

随 ＮａＣｌ 处理浓度增大而增大(图 １)ꎮ
２.２ ＮａＣｌ 胁迫下烟草细胞交替呼吸途径的变化

与细胞死亡的变化相似ꎬ细胞交替呼吸的容量

也随着 ＮａＣｌ 胁迫浓度增大而不断增大(图 ２)ꎮ 与

对照相比ꎬ在 ５０ 和 １００ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＮａＣｌ 处理后交

替呼吸的容量分别增加了 １.１８ 和 １.６８ 倍ꎬ但增加不

显著ꎮ 而 ２００ 和 ４００ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＮａＣｌ 处理后交替

呼吸的容量分别是对照的 １.６８ 倍、２.０６ 倍和 ２.２０
倍ꎬ且均达到了显著性差异(图 ２)ꎮ

图 １　 ＮａＣｌ 胁迫对细胞死亡的诱导　 细胞死亡水平的测

量使用伊文思蓝染色法ꎬ即通过测量在 ５９５ ｎｍ 下所提染液的吸

光值来反映ꎮ 数值为至少 ３ 次独立处理重复试验的平均值±标
准差ꎮ 不同字母表示数值间在 Ｐ<０.０５ 水平有显著性差异ꎮ
Ｆｉｇ. １　 ＮａＣｌ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｅｖａｎｓ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｓｓａｙ ｂｙ ｍｅａｓｕｒｉｎｇ
ｔｈｅ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｄｙｅ ａｔ ５９５ ｎｍ. Ｅａｃｈ ｖａｌｕｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ
ｍｅａｎ ± ＳＤ ｏｆ ａｔ ｌｅａｓｔ ｔｈｒｅｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｍｅａｎｓ ｄｅｎｏｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ Ｐ< ０.０５.

图 ２　 ＮａＣｌ 胁迫对细胞交替呼吸途径的影响　 数值为

至少 ３ 次独立处理重复试验的平均值±标准差ꎮ 不同字母表示

数值之间在 Ｐ<０.０５ 水平上具有显著性差异ꎮ
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ａｌ￣
ｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｐａｔｈｗａｙｓ　 Ｅａｃｈ ｖａｌｕｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｍｅａｎ
± ＳＤ ｏｆ ａｔ ｌｅａｓｔ ｔｈｒｅｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｍｅａｎｓ ｄｅｎｏｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ Ｐ<０.０５.

２.３ 细胞死亡的发生和过氧化氢水平的上升有关

由于 ２００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 导致了细胞死亡和交

替呼吸途径的显著性上升ꎬ因此检测 ２００ ｍｍｏｌＬ￣１

ＮａＣｌ 胁迫下细胞体内 Ｈ２Ｏ２水平的变化以及交替呼

吸途径的抑制剂对其的影响ꎮ 结果表明ꎬ ２００
ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 胁迫导致细胞 Ｈ２Ｏ２水平的显著性

上升(图 ３)ꎬ提示盐胁迫所导致细胞死亡的发生可

能是 Ｈ２Ｏ２在体内的积累或上升所致ꎮ
ＳＨＡＭ(水杨基氧肟酸)为交替呼吸途径的抑制
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剂ꎮ 与对照相比ꎬ１ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＳＨＡＭ 的单独处理

并未对细胞 Ｈ２Ｏ２水平发生显著性影响ꎮ 而细胞先

经 １ ｍｍｏｌＬ￣１ ＳＨＡＭ 处理后再置于 ２００ ｍｍｏｌＬ￣１

ＮａＣｌ 下则使得 Ｈ２Ｏ２水平显著性高于对照ꎬ也显著

高于 ２００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 胁迫下的细胞ꎬ表明 ＳＨＡＭ
对盐胁迫下 Ｈ２Ｏ２的产生有促进作用ꎮ

进一步用不同浓度外源 Ｈ２Ｏ２对细胞进行处理ꎬ
处理浓度依次为 ５０、１００、２００、４００ ｍｍｏｌＬ￣１ꎮ 结果

表明ꎬＨ２Ｏ２的处理导致了细胞死亡的发生ꎬ且细胞

死亡程度随 Ｈ２Ｏ２浓度的增大而逐渐增大ꎬ分别为对

照组的 １.３４、１.６、２.５ 和 ４.０７ 倍(图 ４)ꎬ表明了细胞

死亡能够被 Ｈ２Ｏ２所诱导ꎮ

图 ３　 不同处理对烟草 ＢＹ￣２ 悬浮细胞 Ｈ２Ｏ２水平的影

响　 将细胞分别置于 １ ｍｍｏｌＬ￣１ 的 ＳＨＡＭ ( ＳＨＡＭ) 或 ２００
ｍｍｏｌＬ￣１的 ＮａＣｌ (ＮａＣｌ)下ꎻ或先经 １ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＳＨＡＭ 处理后

再置于 ２００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 下(ＳＨＡＭ＋ＮａＣｌ)ꎮ 以 １ ｍｍｏｌＬ￣１

ＳＨＡＭ 的溶剂处理后的细胞置于 ０ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＮａＣｌ 下的细胞作

为对照(Ｃｏｎｔｒｏｌ)ꎮ 数值为 ６ 次独立处理重复试验的平均值±标准

差ꎮ 不同字母表示数值之间在 Ｐ<０.０５ 水平上具有显著性差异ꎮ
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｈｙ￣
ｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ (Ｈ２Ｏ２) ｏｆ ｔａｂａｃｏｏ ＢＹ￣２ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｅｌｌｓ
　 Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ １ ｍｍｏｌＬ￣１ ＳＨＡＭ ( ＳＨＡＭ)ꎬ ２００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ
(ＮａＣｌ). Ｏｒꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １ ｍｍｏｌＬ￣１ ＳＨＡＭ ａｎｄ
ｔｈｅｎ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ２００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ (ＳＨＡＭ＋ＮａＣｌ). Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｐｒｅ￣
ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｏｆ １ ｍｍｏｌＬ￣１ ＳＨＡＭ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ０
ｍｍｏｌ  Ｌ￣１ ＮａＣｌ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ( Ｃｏｎｔｒｏｌ ). Ｅａｃｈ ｖａｌｕｅ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｍｅａｎ ± ＳＤ ｏｆ ｓｉｘ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｍｅａｎｓ ｄｅｎｏｔｅｄ ｂｙ
ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ Ｐ<０.０５.

２.４ 交替呼吸途径对 ＮａＣｌ 胁迫下细胞死亡发生的

调节作用

１ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＳＨＡＭ 处理并未对细胞 Ｈ２Ｏ２的

水平发生显著性影响 (图 ３)ꎻ而 １ ｍｍｏｌＬ￣１ 的

ＳＨＡＭ 对盐胁迫下 Ｈ２ Ｏ２ 的产生具有促进作用(图
３)ꎮ 相似地ꎬ对细胞单独用 １ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＳＨＡＭ 处

图 ４　 过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)对烟草 ＢＹ￣２ 悬浮细胞细胞死

亡的诱导　 细胞的死亡水平的测量使用伊文思蓝染色法ꎬ即
通过测量在 ５９５ ｎｍ 下所提染液的吸光值来反映ꎮ 数值为至少 ３
次独立处理重复试验的平均值±标准差ꎮ 不同字母表示数值之

间在 Ｐ<０.０５ 水平上具有显著性差异ꎮ
Ｆｉｇ. ４　 Ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ (Ｈ２Ｏ２)￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｅｘ￣
ａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ ｔａｂａｃｏｏ Ｂｙ￣２ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｅｌｌｓ　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｅｌｌ
ｄｅａｔｈ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｅｖａｎｓ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｓｓａｙ ｂｙ ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｔｈｅ
ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｄｙｅ ａｔ ５９５ ｎｍ. Ｅａｃｈ ｖａｌｕｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ
ｍｅａｎ ± ＳＤ ｏｆ ａｔ ｌｅａｓｔ ｔｈｒｅｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｍｅａｎｓ ｄｅｎｏｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ Ｐ< ０.０５.

理并未对细胞的死亡水平发生显著性影响(图 ５)ꎬ
表明在未受到 ＮａＣｌ 胁迫的条件下ꎬ交替呼吸途径的

抑制不会对 Ｈ２Ｏ２和细胞活力的水平产生影响ꎮ 而

较之 ２００ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＮａＣｌ 的单独处理ꎬ细胞先经 １
ｍｍｏｌＬ￣１ 的 ＳＨＡＭ 处理后再置于 ２００ ｍｍｏｌＬ￣１

ＮａＣｌ 下则导致了细胞死亡程度的进一步上升(图
５)ꎮ 这些结果说明了在盐胁迫下ꎬ抑制交替呼吸的

活性ꎬ可以产生更多的过氧化氢并加剧细胞死亡

程度ꎮ

３　 讨论与结论

本研究发现ꎬＮａＣｌ 的处理导致了植物细胞死亡

的发生ꎮ 通常来讲ꎬ细胞死亡水平的增加会导致细

胞代谢水平的下降ꎻ然而ꎬ细胞交替呼吸途径的水平

却随着细胞死亡水平的增加而不断上升ꎬ这提示交

替呼吸途径可能是细胞抵御外界盐胁迫的一种生理

学反应ꎮ
盐胁迫会导致植物活性氧水平的上升(Ｈｅｓｓｉｎｉ

ｅｔ ａｌꎬ ２００９ꎻＳｋｏｐｅｌｉｔｉｓ ｅｔ ａｌꎬ ２００６)ꎮ 在细胞产生的

活性氧当中ꎬＨ２ Ｏ２ 具有最长的半衰期ꎻ同时ꎬ由于

Ｈ２Ｏ２的弱极性ꎬ其还具有穿膜的功能 (Ｄａｔ ｅｔ ａｌꎬ
２０００)ꎮ 本研究测量了 ２００ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＮａＣｌ 胁迫

８２４ 广　 西　 植　 物　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３６ 卷



图 ５　 不同处理对烟草 ＢＹ￣２ 悬浮细胞细胞死亡水平
的影响　 将细胞分别置于 １ ｍｍｏｌＬ￣１ 的 ＳＨＡＭ (ＳＨＡＭ)或

２００ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＮａＣｌ(ＮａＣｌ)下ꎻ或先经 １ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＳＨＡＭ 处

理后再置于 ２００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 下(ＳＨＡＭ＋ＮａＣｌ)ꎮ 以 １ ｍｍｏｌ
Ｌ￣１ ＳＨＡＭ 的溶剂处理后的细胞置于 ０ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＮａＣｌ 下的细

胞作为对照(Ｃｏｎｔｒｏｌ)并以对照值设为 １.０ꎮ 数值为至少 ３ 次独

立处理重复试验的平均值±标准差ꎮ 不同字母表示数值之间在

Ｐ<０.０５ 水平上具有显著性差异ꎮ
Ｆｉｇ. ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅａｔｈ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｔａｂａｃｃｏ ＢＹ￣２ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｅｌｌｓ　 Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ａｓ ｆｏｌ￣
ｌｏｗｓ: ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ １ ｍｍｏｌ  Ｌ￣１ ＳＨＡＭ
(ＳＨＡＭ)ꎬ ２００ ｍｍｏｌ  Ｌ￣１ ＮａＣｌ ( ＮａＣｌ ). Ｏｒꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １ ｍｍｏｌＬ￣１ ＳＨＡＭ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ２００ ｍｍｏｌ
Ｌ￣１ ＮａＣｌ (ＳＨＡＭ＋ＮａＣｌ). Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｏｆ １
ｍｍｏｌＬ￣１ ＳＨＡＭ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ０ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ
ａｓ ｃｏｎｔｒｏｌ (Ｃｏｎｔｒｏｌ) ａｎｄ ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｗｅｒｅ ｓｅｔ ｔｏ １.０.
Ｅａｃｈ ｖａｌｕｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｍｅａｎ ± ＳＤ ｏｆ ａｔ ｌｅａｓｔ ｔｈｒｅｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｍｅａｎｓ ｄｅｎｏｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇ￣
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ Ｐ<０.０５.

下细胞的 Ｈ２Ｏ２水平的变化ꎬ发现该水平的 ＮａＣｌ 胁
迫诱导了细胞明显的 Ｈ２ Ｏ２ 的产生ꎮ Ｍａｘｗｅｌｌ ｅｔ ａｌ
(１９９９)发现ꎬ在非光合组织或器官当中ꎬ植物活性

氧产生的主要位点是线粒体ꎮ 由于本实验采用的

Ｂｒｉｇｈｔ Ｙｅｌｌｏｗ￣２ 烟草悬浮细胞也是无法进行光合作

用的细胞ꎬ故推测 ＮａＣｌ 胁迫下产生的Ｈ２Ｏ２也主要

来自于线粒体ꎮ 本研究进一步调查了细胞Ｈ２Ｏ２水

平的增加是否能够引起细胞死亡ꎬ结果表明ꎬＨ２Ｏ２

可以以剂量依赖的方式诱导细胞死亡的发生ꎮ 同

时ꎬ已有报道 Ｈ２Ｏ２等活性氧水平的增加会对蛋白质

等生物分子造成的损伤ꎬ同时又可以以信号分子的

方式引发程序化细胞死亡相关基因的表达(Ｄａｔ ｅｔ ａｌꎬ
２０００ꎻＲｈｏａｄｓ ｅｔ ａｌꎬ２００６)ꎮ 因此ꎬ我们认为 Ｈ２Ｏ２的产

生可能是 ＮａＣｌ 胁迫下细胞死亡发生的重要原因ꎮ
本研究表明ꎬ１ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＳＨＡＭ 单独处理细

胞并不会影响细胞的生存活力ꎻ相比于 ２００ ｍｍｏｌ
Ｌ￣１ ＮａＣｌ 单独处理ꎬ细胞先经 １ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＳＨＡＭ

处理后再置于 ２００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 下则导致了更高

水平的细胞死亡ꎬ说明在 ＮａＣｌ 的胁迫下交替呼吸途

径的增加能够缓解细胞死亡的发生ꎻ与细胞死亡的

变化相似的是 ＳＨＡＭ 也导致了 ２００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ
的胁迫下 Ｈ２Ｏ２水平的进一步上升ꎬ说明 ＮａＣｌ 的胁

迫下交替呼吸途径的增加能够降低 Ｈ２Ｏ２ 的产生ꎮ
交替呼吸途径是线粒体中的一条电子传递途径ꎬ该
途径的运行可以通过降低线粒体电子传递链的过度

还原而限制线粒体活性氧的产生 (Ｍａｘｗｅｌｌ ｅｔ ａｌꎬ
１９９９)ꎮ 线粒体活性氧既是 ＮａＣｌ 胁迫下细胞 Ｈ２Ｏ２

产生的主要位点ꎬ又是 ＮａＣｌ 胁迫下细胞死亡发生的

重要原因ꎮ 因而ꎬ本研究认为在 ＮａＣｌ 的胁迫下ꎬ植
物细胞交替呼吸途径的抑制会导致更多活性氧的产

生ꎬ从而加剧了细胞死亡的发生ꎮ 故而交替呼吸途

径可能是植物在 ＮａＣｌ 胁迫下维持细胞活力的生理

学机制之一ꎮ
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