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封面图说: 草丛中的朱鹮———朱鹮有着鸟中“东方宝石冶之称。 洁白的羽毛,艳红的头冠和黑色的长嘴,加上细长的双脚,朱鹮
历来被日本皇室视为圣鸟。 20 世纪前朱鹮在中国东部、日本、俄罗斯、朝鲜等地曾有较广泛地分布,由于环境恶化等
因素导致种群数量急剧下降,至 20 世纪 70 年代野外已认为无踪影。 1981 年 5 月,中国鸟类学家经多年考察,在陕
西省洋县重新发现朱鹮种群,一共只有 7 只,也是世界上仅存的种群。 此后对朱鹮的保护和科学研究做了大量工
作,并于 1989 年在世界首次人工孵化成功。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com



第 32 卷第 20 期

2012 年 10 月

生 态 学 报

ACTA ECOLOGICA SINICA
Vol. 32,No. 20
Oct. ,2012

http: / / www. ecologica. cn

基金项目:国家自然科学资助项目(30871727);高等学校博士学科点专项科研基金(200900141100 / 4)

收稿日期:2011鄄12鄄29; 摇 摇 修订日期:2012鄄05鄄31

*通讯作者 Corresponding author. E鄄mail: zhangshj@ bjfu. edu. cn

DOI: 10. 5846 / stxb201112292008

高海波,张淑静,沈应柏. 灰斑古毒蛾口腔反吐物诱导沙冬青细胞 Ca2+内流及 H2O2 积累. 生态学报,2012,32(20):6520鄄6526.
Gao H B, Zhang S J, Shen Y B. Regurgitant from Orgyia ericae Germar induces calcium influx and accumulation of hydrogen peroxide in Ammopiptanthus
mongolicus (Maxim. ex Kom. ) Cheng f. cells. Acta Ecologica Sinica,2012,32(20):6520鄄6526.

灰斑古毒蛾口腔反吐物诱导沙冬青细胞 Ca2+ 内流
及 H2 O2 积累

高海波1,张淑静2,*,沈应柏2

(1. 临沂大学生命科学学院, 临沂摇 276005;2. 北京林业大学生物科学与技术学院, 北京摇 100083)

摘要:植物对昆虫取食活动进行成功防御的关键,取决于对昆虫口腔反吐物的激发子的快速识别。 实验利用无损伤微测系统及

激光共聚焦显微镜,研究了沙冬青细胞经灰斑古毒蛾口腔反吐物诱导后 Ca2+流及 H2O2 的变化。 结果发现:灰斑古毒蛾口腔反

吐物诱导沙冬青细胞 Ca2+内流及 H2O2 的积累,表明 Ca2+内流及 H2O2 的积累是沙冬青细胞对口腔反吐物产生应答的早期响应

事件;Ca2+钙通道阻断剂仅部分抑制 Ca2+内流,说明 Ca2+内流除经过质膜上的 Ca2+通道进入细胞外,尚存在其他的内流途径;灰
斑古毒蛾口腔反吐物中的某些成分与沙冬青细胞的质膜结合后,诱导质膜上形成允许 Ca2+通过的孔道,而 GdCl3 不能抑制这类

孔道的活性。 胞外 Ca2+螯合剂 EGTA 完全抑制 H2O2 的积累,GdCl3 预处理仅部分抑制了 H2O2 的积累,说明灰斑古毒蛾诱导的

沙冬青细胞内 H2O2 的积累依赖于 Ca2+内流;抑制剂实验表明,H2O2 的积累主要来源于质膜上 NADPH 氧化酶的作用。

关键词:沙冬青; 非损伤微测系统; 灰斑古毒蛾; Ca2+流;H2O2

Regurgitant from Orgyia ericae Germar induces calcium influx and accumulation
of hydrogen peroxide in Ammopiptanthus mongolicus (Maxim. ex Kom. ) Cheng
f. cells
GAO Haibo1, ZHANG Shujing2,*,SHEN Yingbai2

1 College of Life Science, Linyi University Linyi 276005, China

2 College of Biological Science and Biotechnolog, Beijing Forestry University Beijing 100083, China

Abstract: The battle between plants and phytophagous insects has lasted for hundreds of millions of years. Over time,
plants have evolved sophisticated defence systems to counteract attacks from insects. After being attacked by herbivores,
plants quickly generate herbivory鄄specific signals, and, through complicated networks, these signals then trigger large鄄scale
biochemical and physiological changes. The success of plants in withstanding herbivore attacks depends on their ability to
quickly recognize elicitors in insect regurgitant. When herbivorous insects feed on plants, their regurgitant inevitably comes
in contact with the wounded plant tissue. Thereby, the insects provide chemical signals that might be involved in the
interaction between the attacking insect and the defending plant. In general, the earliest detectable signalling events in
plants defence responses include transmembrane ion fluxes and production of reactive oxygen species. In plant cells, the
calcium ion is a ubiquitous intracellular second messenger involved in numerous signalling pathways. It is widely
acknowledged that calcium flux across cellular membranes plays a key role in triggering and mediating defence mechanisms.
Hydrogen peroxide is a common component of the defence responses of plants against herbivore attacks. The non鄄invasive
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microelectrode ion flux measurement technique, which can monitor ion / molecule鄄specific activities non鄄disruptively, has
become a popular tool for studying adaptive responses of plant cells and tissues to a large number of abiotic stresses. Using a
non鄄invasive micro鄄test system and a confocal laser scanning microscope, Ca2+ influx and variation in hydrogen peroxide
production induced by the regurgitant of Orgyia ericae Germar were investigated in Ammopiptanthus mongolicus (Maxim. ex
Kom. ) Cheng f. cells. Experiments were conducted in the Key Laboratory of Forest Silviculture of the State Forestry
Administration from June 2010 to April 2011. The results showed that Ca2+ influx and hydrogen peroxide accumulation were
induced by the regurgitant, indicating that Ca2+ influx and variation in hydrogen peroxide production were early signalling
events in response to the regurgitant. Ca2+ influx was incompletely inhibited by the Ca2+ channel blocker GdCl3,

demonstrating that the Ca2+ channel on the plasma membrane was not the only route of Ca2+ into the cell. Alamethicin, a
voltage鄄gated ion channel鄄forming peptide mixture derived from the soil fungus Trichoderma viride Pers. , induced Ca2+

influx, but this alamethicin鄄induced Ca2+ influx was not inhibited by the Ca2+ channel blocker GdCl3 . These results provided
indirect evidence that one or more components of regurgitant exhibited ion channel鄄forming activities in the cell plasma
membrane, and that the activity of those channels was not inhibited by GdCl3 . Hydrogen peroxide accumulation was
completely inhibited by the extracellular calcium chelator EGTA, but GdCl3 incompletely inhibited hydrogen peroxide

production, demonstrating that Ca2+ influx was necessary for the production of hydrogen peroxide. Some compounds in oral
secretions from O. ericae induced NADPH oxidase activity. The application of regurgitant from O. ericae resulted in
immediate and rapid hydrogen peroxide accumulation. The accumulation of hydrogen peroxide in cells in response to the
regurgitant of O. ericae was inhibited by the NADPH oxidase inhibitor diphenylene iodonium, demonstrating that hydrogen
peroxide was primarily generated from the activation of NADPH oxidase on the plasma membrane.

Key Words: Ammopiptanthus mongolicus (Maxim. ex Kom. ) Cheng f. ; non鄄invasive micro鄄test system; Orgyiae ricae
Germar; Ca2+ flux; hydrogen peroxide

昆虫取食植物的同时将口腔反吐物中的成分引入受害的植物组织,植物细胞通过对这些来自昆虫的化学

激发子进行识别后触发一系列级联信号事件,产生诱导防御反应[1]。 这些化学激发子可以直接与质膜作用

或与质膜上的受体结合,随后触发细胞发生包括离子流变化、活性氧积累、膜电位变化等早期信号事件[2]。
目前,已经从昆虫口腔反吐物中分离鉴定出多种具有诱导植物产生防御反应的激发子,如葡萄糖氧化酶、茁鄄葡
萄糖苷酶、碱性磷酸酶及诱导素等脂肪酸氨基酸缀合物;从甜菜夜蛾(Spodoptera exigua)口腔反吐物分离出的

诱导素涂抹在机械损伤后的玉米叶片上,幼苗释放出吸引害虫天敌的挥发性有机物,而单纯机械损伤后的幼

苗却不能释放出这样的挥发性有机物[3]。
在玉米(Zea mays)的质膜上已经发现诱导素的受体分子,并证明诱导素是与受体结合后触发了玉米幼苗

防御反应产生;但系统素却不能诱导利马豆(Phaseolus lunatus)及棉花(Gossypium hirsutum)植株产生防御反

应[4],表明昆虫口腔反吐物中的化学激发子诱导的植物防御反应具有特异性。
离子流的变化及活性氧的积累是植物与病原菌及植物与昆虫相互作用的早期信号事件,这些事件直接或

间接触发植物细胞内的多条信号网络途径,起到放大信号并最终诱导植物产生特异的生理响应[5]。 拟南芥

植株遭受病原菌 Pseudomonas syringae 侵染后,胞内 Ca2+浓度迅速升高,随后胞内依赖于 Ca2+的激酶及磷脂酶

被激活,进而将胞内 Ca2+浓度升高的信号转化为植物的防御反应的最终形成[6]。
产生并积累活性氧(Reactive Oxygen Species,ROS)是植物对多种生物及非生物胁迫的响应之一。 ROS 作

为信号分子,在植物与病原菌的相互作用过程中起到的作用已经得以证明[7]。 目前究表明,ROS 也参与了昆

虫取食诱导的植物响应过程[8]。
“非损伤微测系统冶是通过计算机和精密运动控制系统的自动控制,在不接触被测样品的情况下进行三

维、实时、动态地测量,对被测对象不会产生任何伤害的情况下获取进出样品的各种分子 /离子浓度、流速及其

1256摇 20 期 摇 摇 摇 高海波摇 等:灰斑古毒蛾口腔反吐物诱导沙冬青细胞 Ca2+内流及 H2O2 积累 摇
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运动方向信息的设备;非损伤微测技术,以其特有的时间和空间分辨率,对现有的电生理技术如膜片钳技术及

荧光染色技术做出了重要补充,并为鉴定或验证某些生物膜运输系统的功能提供了非常有力的工具[9鄄10]。
灰斑古毒蛾(Orgyia ericae Germar)危害包括沙冬青在内的多种沙生植物,对荒漠地区的防护林构成严重

威胁[11]。 本研究利用非损伤微测系统及激光共聚焦显微镜,检测了沙冬青细胞经灰斑古毒蛾诱导后胞内

Ca2+及 H2O2 两种早期信号的变化情况,并对二者间的作用关系进行了研究。
1摇 材料与方法

1. 1摇 植物材料

沙冬青(Ammopiptanthus mongolicus (Maxim. ex Kom. ) Cheng f. )种子在超净工作台上用 0. 1%升汞消毒

15 min,无菌水冲洗 3 次。 去除种皮,将种子接种在商品固体 B5 培养基(6鄄BA 1 mg / L,NAA 1 mg / L,20 g / L 蔗

糖,pH 值 5. 8)中,暗培养。 待子叶展平后将下胚轴剪成 0. 8—1 cm 的小段接种在 B5 培养基上(成分同上),
持续黑暗,进行愈伤组织的诱导。

沙冬青悬浮细胞的培养:愈伤组织接种于商品液体 B5 培养基(6-BA 1 mg / L、NAA 1 mg / L,20 g / L 蔗糖,
pH 值 5. 8)中,摇床运行条件为:160 r / min,25 益,持续黑暗。 每隔 12 d 按照体积 1颐10 的比例对细胞进行 1
次继代培养。 实验的前 3 d 对所用细胞进行继代培养,以保证实验用细胞处于指数生长期。

实验前对沙冬青细胞悬浮进行离心洗涤,消除细胞培养液对测量结果的影响。 5 mL 沙冬青悬浮细胞 300
g 离心 5 min 后,去上清;然后分别加入 5 mL 测试液,对细胞进行离心洗涤 2 次;最后加入 5 mL 测试液平衡 2
h 后备用。
1. 2摇 昆虫口腔反吐物的收集

灰斑古毒蛾(Orgyiae ricae Germar)由宁夏盐池森防站提供。 口腔反吐物的收集方法:镊子轻压灰斑古毒

蛾四龄幼虫(2—3 cm)头部,用玻璃毛细管(I. D. 0. 9—1. 1 mm)收集挤压出来的口腔反吐物,10000 r / min、
4 益离心 10 min,取上清每管 10 滋L(每头虫子约收集 1. 5—2 滋L 上清)分装,保存在-80 益低温冰箱中直至

使用时取出[12]。 实验过程中,每管 10 滋L 的昆虫口腔反吐物稀释至 3 mL 后使用。
1. 3摇 Ca2+流测定方法

Ca2+流测定采用非损伤微测技术中的扫描离子选择电极技术( SIET) (SIET 系统型号为 BIO鄄IM鄄008,
Younger USA Sci. &Tech. Corp. ,USA)。 扫描离子选择电极方法的具体操作步骤如下:提前拉制好并经过二

甲基三甲基硅胺硅烷化处理的毛细管(尖端直径 2—4 滋m,XYPG120鄄 2;Xuyue Sci. 和 Tech. Co. , Ltd. )的后

端灌入距离毛细管尖部长度约 1 mm 的 Ca2+的灌充液(Ca2+:100 mmol / L CaCl2);然后通过离子选择性微电极

制备装置在毛细管的前端吸入长度约 20 滋m 的相应液态离子交换剂(LIXs,Liquid Ion Exchanger) ( Sigma
21048,Sigma鄄Aldrich);制作好的离子选择性电极套入 Ag / AgCl 电极线基座(XYEH01鄄 1; Xuyue Sci. and
Tech. Co. , Ltd. ),使氯化好的银丝与灌充液接触;参比电极为 MI鄄 402(Microelectrodes, INC. )。 测量前对制

作好的离子选择性电极进行校正。 校正液的成分:0. 05 mmol / L 和 0. 5 mmol / L 的 CaCl2;测试液的成分:0郾 1
mmol / L KCl,0. 1 mmol / L CaCl2,0. 1 mmol / L MgCl2,0. 5 mmol / L NaCl,0. 2 mmol / L Na2SO4,0. 3 mmol / L
MES,0. 1% Sucrose,pH 值 5. 8。 使用能斯特斜率大于 25 mV 的离子选择性电极。

测量前,首先使细胞粘附在玻璃底培养皿(Glass bottom dishes,P35G鄄 1. 5鄄 10鄄C, MatTek Corporation)底
部,以避免测量过程中由于中间进行药物处理或测定过程中电极的往返运动造成细胞的移动。 玻璃底培养皿

使用前需要进行处理:玻璃底培养皿用酒精浸泡 2 h 后,去离子水反复冲洗,然后在烘箱中 50 益烘 2 h 烘干。
玻璃底培养皿的底部滴约 10 滋L 浓度为 0. 0008 mg / mL 的多聚赖氨酸(Poly鄄L鄄lysine,P7890鄄 25MG,sigma)水
溶液,5 min 后用移液器吸走多聚赖氨酸,用去离子水清洗玻璃底培养皿的底部 3 次,然后 50 益烘 2 h 烘干,
室温储藏在干燥器中备用。 50 滋L 洗涤后的沙冬青悬浮细胞滴在玻璃底培养皿的中部,约 20 s 后用测试液洗

涤皿底部 3 次,去除没有粘附的细胞。
细胞贴壁后,玻璃底培养皿加入 3 mL 相应离子的测试液,放入非损伤微测系统的载物台上。 通过调节系
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统的铅制螺杆并结合显微镜的焦距调节,使离子选择性电极的尖端靠近被测细胞。 然后,通过扫描离子选择

电极系统自带的 ASET 软件并结合显微成像系统,精确调节选择离子电极的尖端距离被测细胞 2—5 滋m。 首

先进行 5 min 稳态 Ca2+流的测量,然后加入含有相应浓度药物或昆虫口腔反吐物的测试液 3 mL 后继续测量

约 30 min。
通过 SIET 系统自带的 ASET 软件,控制运动控制器(CMC鄄 4)来调节选择离子电极尖端接近细胞的表面

约 2—5 滋m,利用预先设置好的程序使电极的移动距离为 10 滋m,测量两点间的电位差值,采样频率为 0郾 2
Hz。 采集的数据导入 EXCEL 表格,利用原点电位及电极移动的两点间电位差值,通过旭月公司的软件

MageFlux 进行离子流的计算。 药物处理后开始测量的前 2 min 采集的信号在数据处理时删除,以便消除加药

干扰对 Ca2+的影响[13]。
1. 4摇 H2O2 的测定

通过 H2O2 特异的荧光探针 H2DCF鄄DA(2忆,7忆鄄Dichlorofluorescein diacetate)检测沙冬青细胞内 H2O2 含量

的变化[14]。 不发光的 H2DCF鄄DA 进入细胞后,经酯酶的作用脱去二酯(DA),生成不发光的 H2DCF,H2DCF
被 H2O2 氧化生成发荧光的 DCF;H2O2 含量与 DCF 荧光强度成正比,因此可以通过检测 DCF 的荧光强度,定
性及定量监测细胞内 H2O2 的动态变化[15]。

每个处理,首先进行 0 时间的对照测量,随后加入含有相应浓度药物或昆虫口腔反吐物的测试液 3 mL 后

立即开始计时,每隔 5 min 进行 1 次 DCF 荧光测量,测量 30 min。
激光共聚焦荧光显微镜(Leica TCS SP5)的扫描参数为:激发波长 488 nm,发射光波长 510—530 nm,扫描

速度 512伊512 像素。 沿 Z 轴进行层面厚度 3 滋m 的层面扫描,用 Lecia ApplicationSuit Adanvance Fluorescence
软件采集荧光图像, 三维重建图像获得每个细胞的最大荧光强度。 Lecia ApplicationSuit Adanvance
Fluorescence 软件采集的荧光图像,用 ImageJ 软件进行荧光像素值(0—255)的测量[16]。 每次独立测量的 0 时

间荧光强度为 100% ,计算处理后同一细胞其他各时间相对荧光强度值。
2摇 结果与分析

2. 1摇 Ca2+流变化

灰斑古毒蛾口腔反吐物处理沙冬青细胞后,与对照相比在测量时间内 Ca2+持续内流;100 滋mol / L Ca2+通

道抑制剂 GdCl3 预处理沙冬青细胞 30 min 后,仅部分抑制了灰斑古毒蛾口腔反吐物触发的 Ca2+内流(图 1)。
丙甲甘肽(ALA,Alamethicin)是来自绿色木霉(Trichoderma viride)的一种电压门控的离子通道形成肽的

混合物,可作为激发子通过激活茉莉酸信号转导途径促进利马豆(Phaseolus lunatus)植挥发性有机物的合成

与释放;ALA 与人工膜或与轮藻植物(Chara corallina)的液泡膜结合后,具有在膜上形成跨膜运输离子的孔道

能力[17]。
2 滋mol / L 的 ALA 瞬时处理沙冬青细胞后诱导快速 Ca2+内流,流速明显高于灰斑古毒蛾口腔反吐物的处

理(图 1),100 滋mol / L GdCl3 预处理后,并未抑制 ALA 引起的 Ca2+内流。
2. 2摇 H2O2 含量的变化

灰斑古毒蛾口腔反吐物处理沙冬青细胞后,H2O2 含量在处理后的 5 min 内快速升高,在测量的时间内一

直维持较高的水平(图 2)。 结果表明,灰斑古毒蛾口腔反吐物处理沙冬青细胞后,快速激活了胞内的 H2O2

的合成系统导致 H2O2 含量的升高。
二苯基氯化碘盐(DPI,Diphenyleneiodonium chloride)是质膜上 NADPH 氧化酶的专一性抑制剂。 DPI 预

处理后的沙冬青细胞,基本抑制了灰斑古毒蛾口腔反吐物诱导的 H2O2 积累。 结果表明,灰斑古毒蛾诱导的

细胞内 H2O2 合成与质膜上 NADPH 氧化酶有关(图 2)。
为了研究灰斑古毒蛾口腔反吐物诱导的沙冬青细胞 H2O2 的积累是否与 Ca2+内流有关,采用 2 mol / L 胞

外 Ca2+螯合剂 EGTA 和 100 滋mol / L 质膜 Ca2+通道抑制剂 GdCl3 预处理沙冬青细胞 30 min。 EGTA 预处理,彻
底抑制了灰斑古毒蛾口腔反吐物诱导的 H2O2 的积累,在测量时间内 H2O2 含量持续下降,30 min 后基本检测
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摇 图 1摇 灰斑古毒蛾口腔反吐物诱导的沙冬青细胞 Ca2+流的变化

Fig. 1摇 Changes of Ca2+ fluxes induced by regurgitant of Orgyiae

ricae Germar in Ammopiptanthus mongolicus (Maxim. ex Kom. )

Cheng f. Cell Suspensions

箭头指示灰斑古毒蛾口腔反吐物加入时间;在所有离子流测量的

实验中,离子内流为负值,外流为正值;数据为平均值依标准误( n

=9—12);Or:灰斑古毒蛾口腔反吐物;CK:对照;ALA:丙甲甘肽

不到 DCF 荧光;广普型胞外 Ca2+ 通道抑制剂 GdCl3 预

处理沙冬青细胞后,仅部分抑制了灰斑古毒蛾口腔反吐

物诱导的 H2O2 含量的升高(图 2)。 实验结果表明,灰
斑古毒蛾口腔反吐物诱导的 H2O2 积累依赖于胞外介

质中 Ca2+的存在。 GdCl3 具有广普型的特点,对不同类

型的质膜 Ca2+ 通道均产生抑制作用[18鄄19],实验结果说

明,灰斑古毒蛾口腔反吐物诱导的 Ca2+内流不完全是通

过质膜上的 Ca2+通道来完成的;胞外介质中 Ca2+内流在

灰斑古毒蛾口腔反吐物诱导的 H2O2 积累中起到关键

作用。
3摇 讨论

跨膜离子流在触发及调节植物防御反应中起着重

要的作用[20]。 多种环境刺激可以快速地调节质膜上离

子通道的活性,跨膜离子流动是植物对病原菌侵染及对

昆虫取食活动进行识别后产生的早期的信号事件。
Ca2+作为植物体内普遍存在的第二信使分子参与了植

物生长发育过程中的各种信号事件的转导过程,胞质内

Ca2+浓度的变化起到传递并放大信号的作用[21],从而

将植物细胞表面接受的信息传递给细胞质内的靶分子

摇 图 2摇 灰斑古毒蛾口腔反吐物诱导的沙冬青细胞 H2O2 的时序性

变化

Fig. 2 摇 Time course of H2O2 induced by regurgitant of Orgyiae

ricae Germar of Ammopiptanthus mongolicus (Maxim. ex Kom. )

Cheng f. Cell Suspensions

每个数值为 6—9 个细胞(至少 3 次重复)所测得的平均值依标

准误

后,激活植物的防御响应[22]。
无损伤微测技术可以实时、无损伤的研究离子进出

细胞的情况,结果更加直观。 本次实验通过该技术研究

发现,灰斑古毒蛾口腔反吐物诱导沙冬青细胞 Ca2+ 内

流。 药理学实验表明,GdCl3 部分抑制了灰斑古毒蛾口

腔反吐物诱导的 Ca2+内流;说明灰斑古毒蛾口腔反吐物

触发的 Ca2+内流,除了通过质膜上的 Ca2+通道进入沙冬

青细胞外,还有另外进入细胞的途径。
海灰翅夜蛾(Spodoptera littoralis)口腔反吐物中的

肽分子与丙甲甘肽类似,能与轮藻植物液泡膜结合形成

跨膜的离子通道,并且证明昆虫口腔反吐物中的寡肽分

子具有与质膜结合后形成允许离子通过的孔道的能力;
多种鳞翅目昆虫口腔反吐物中的成分具有与人工膜结

合形成离子孔道的特点[12]。 海灰翅夜蛾口腔反吐物处

理表达了 Ca2+敏感水母发光蛋白的大豆悬浮细胞后,细
胞内 Ca2+浓度持续快速升高;并证明昆虫口腔反吐物中

的未知成分与质膜结合后,在膜上形成了跨膜的离子孔

道,从而引起的 Ca2+内流、质膜发生去极化反应,膜电位

的变化又激活了质膜上的电压依赖型 Ca2+通道蛋白,进

而引起 Ca2+通过该类通道蛋白持续内流[23]。
ALA 处理沙冬青细胞后 Ca2+内流,说明非损伤微测技术测量沙冬青细胞 Ca2+流的可行性。 灰斑古毒蛾

口腔反吐物诱导沙冬青细胞 Ca2+内流,表明 Ca2+内流是沙冬青细胞对口腔反吐物产生应答的早期信号。 由于
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GdCl3 具有广谱性的特点,对细胞质膜上不同类型的 Ca2+通道均产生显著抑制作用[18鄄19]。 GdCl3 处理后未能

彻底抑制灰斑古毒蛾口腔反吐物诱导的沙冬青细胞 Ca2+内流,说明部分 Ca2+的内流不是通过质膜上的通道来

完成的,间接表明灰斑古毒蛾口腔反吐物中的某种 /些成分,具有与沙冬青细胞的质膜结合后诱导质膜上形成

允许 Ca2+通过的孔道,而 GdCl3 不能抑制这类孔道的活性。
多种胁迫条件均引起植物持续产生 ROS,不同类型 ROS 分子激活植物体内不同的信号途径[24]。 植物细

胞内存在 ROS 分子感受器,在这些感受器的作用下,将 ROS 中包含的信息通过一些列级联信号事件转化为植

物的生理响应[25]。 病原菌侵染或昆虫取食均激活质膜上 NADPH 氧化酶复合体,引起细胞膜的外侧产生超

氧阴离子(O·-
2 ),O·-

2 随后快速被超氧化物歧化酶歧化为 H2O2,H2O2 可以积累在胞外基质或扩散进入胞内,
引起包括质膜去极化在内的早期防御事件[26]。

H2O2 在植物细胞内具有双重作用,较低浓度的 H2O2 可作为信号分子诱导植物产生抵御生物或非生物

胁迫的抗性反应,高浓度的 H2O2 会破坏胞内的蛋白质、脂类及核酸等大分子的结构,引起细胞程序性死

亡[27]。 灰斑古毒蛾口腔反吐物处理引起沙冬青细胞内 H2O2 的持续积累,然而用 NADPH 氧化酶专一性抑制

剂 DPI 预处理后,虽然很大程度上抑制了昆虫口腔反吐物触发的 H2O2 积累,但仍高于对照。 说明灰斑古毒

蛾口腔反吐物诱导的 H2O2 积累除了主要与质膜上 NADPH 氧化酶的作用有关外,尚存在其他的合成途径。
但 ROS 的产生与 Ca2+内流之间存在着复杂的关系,Ca2+信号可以位于 ROS 信号的上游或者下游,与植物

的种类和激活的信号途径有关;昆虫取食诱导的 Ca2+内流是否是 ROS 产生的必要条件尚不清楚[28]。 钙离子

螯合剂 EGTA 显著抑制了灰斑古毒蛾引起的 H2O2 的积累;GdCl3 预处理仅部分抑制了 H2O2 的积累。 结合前

面灰斑古毒蛾激发的 Ca2+内流的药理实验,说明灰斑古毒蛾诱导的沙冬青细胞内 H2O2 的积累依赖于 Ca2+内

流;Ca2+内流是作用于 H2O2 的积累上游的信号。
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