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ｉｔｓ ｓｉｇｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ．．Ａｃｔａ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ，２０１７，３７（１７）：５７１３⁃５７２１．

土荆芥挥发性化感物质诱导蚕豆保卫细胞死亡及信号
调节

周　 健，王亚男，马丹炜∗，黄　 素，辛文媛，张　 红
四川师范大学生命科学学院， 成都　 ６１０１０１

摘要：为了探讨入侵植物土荆芥的化感作用机制，以其入侵地广泛种植的农作物蚕豆叶片下表皮为受试材料，通过对保卫细胞

的活性分析，研究了土荆芥挥发油及其两种主要成分 α⁃萜品烯和对伞花素诱导保卫细胞死亡及其信号调节的机制。 结果表

明：土荆芥挥发油、α⁃萜品烯、对伞花素具有显著的细胞毒性，随着处理剂量增加，保卫细胞存活率显著下降，细胞核出现了畸

形、碎裂和降解等程序性细胞死亡的典型特征；活性氧（Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ）、一氧化氮合酶（Ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，
ＮＯＳ）和 Ｃａ２＋的组织化学定位显示，在土芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素作用下，保卫细胞内 ＲＯＳ、ＮＯＳ 和 Ｃａ２＋的水平明显高于

对照组；活性氧清除剂（ＡｓＡ）、Ｃａ２＋螯合剂（ＥＧＴＡ）和硝酸还原酶抑制剂（ＮａＮ３）均可有效缓解土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞

花素的细胞毒性，显著提高了保卫细胞的存活率（Ｐ＜０．０５）。 上述结果表明，ＲＯＳ、ＮＯ 和 Ｃａ２＋参与了土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和

对伞花素诱导蚕豆保卫细胞死亡的信号调节过程。 土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素诱导的保卫细胞死亡，可能是通过 ＲＯＳ
和 ＮＯ 调控保卫细胞内 Ｃａ２＋水平的变化而引起的。
关键词：土荆芥；化感胁迫；保卫细胞；程序性细胞死亡；信号调节

Ｖｏｌａｔｉｌｅ ａｌｌｅｌｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｆｒｏｍ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ． ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌｓ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｉｇｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ．
ＺＨＯＵ Ｊｉａｎ， ＷＡＮＧ Ｙａ′ｎａｎ， ＭＡ Ｄａｎｗｅｉ∗， ＨＵＡＮＧ Ｓｕ， ＸＩＮ Ｗｅｎｙｕａｎ， ＺＨＡＮＧ Ｈｏｎｇ
Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｓｉｃｈｕａｎ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１０１０１， Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｙ ｉｓ ａ ｄｉｒｅｃｔ ｏｒ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｎｅ ｐｌａｎｔ ｏｎ ａｎｏｔｈｅｒ ａｎｄ ｏｃｃｕｒｓ ｂｙ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ａｌｌｅｌｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ
ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ． Ｗｈｅｎ ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｙ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｌａｎｔｓ， ｉｔ ｉｓ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ａ ｂｉｏｔｉｃ
ｓｔｒｅｓｓ ｃａｌｌｅｄ “ ａｌｌｅｌｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ．” Ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｙ ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ａｌｉｅｎ ｐｌａｎｔ ｉｎｖａｓｉｏｎｓ．
Ａｌｌｅｌｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｃａｎ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ （ＲＯＳ） ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ．
Ａｌｌｅｌｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｃａｎ ａｌｓｏ ｓｈｏｗ ｏｂｖｉｏｕｓ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｌａｎｔｓ ｂｙ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，
ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ， ａｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ （ ＰＣＤ）． Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ． （Ｍｅｘｉｃａｎ ｔｅａ） ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｒｏｍａｔｉｃ
ｈｅｒｂａｃｅｏｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ｇｅｎｕｓ， ｎａｔｉｖｅ ｔｏ ｔｒｏｐｉｃａｌ Ｃｅｎｔｒａｌ ａｎｄ Ｓｏｕｔｈ Ａｍｅｒｉｃａ． Ｉｔ ｈａｓ ｒｅｃｅｎｔｌｙ ｂｅｃｏｍｅ ａ ｍａｊｏｒ
ｉｎｖａｓｉｖｅ ｐｌａｎｔ ｉｎ Ｃｈｉｎａ， ａｎｄ ｈａｓ ｓｔｒｏｎｇ ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ ｐｌａｎｔｓ． Ｔｈｉｓ ｐｌａｎｔ ｉｓ ｔｈｒｅａｔｅｎｉｎｇ ｔｈｅ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓｅｃｕｒｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ｉｎ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ２０ ｐｒｏｖｉｎｃｅｓ ａｎｄ ｃｉｔｉｅｓ ｂｙ ｃｒｏｗｄｉｎｇ ｏｕｔ ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｎａｔｉｖｅ ｓｐｅｃｉｅｓ． Ｔｈｅ ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌｓ ａｒｅ
ｈｉｇｈｌｙ ｓｐｅｃｉａｌｉｚｅｄ ｃｅｌｌｓ， ｗｈｉｃｈ ａｒｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ． Ｔｈｅｓｅ ｓｐｅｃｉａｌｉｚｅｄ ｃｅｌｌｓ ｃｏｕｌｄ ｒｅｃｅｉｖｅ ａｎｄ
ｉｎｔｅｇｒａｔｅ ａ ｇｒｅａｔ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｘｔｅｒｎａｌ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔｉｍｕｌｉ ｔｏ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ｒｅｓｐｏｎｄ ｔｏ ｖａｒｉｏｕｓ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ
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ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

ｐｌａｎｔ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｓｔｏｍａｔａ ａｒｅ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ａｎ ｏｐｔｉｍａｌ ｍａｔｅｒｉａｌ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ
ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｉｇｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ ａｎｄ ｂｙ α⁃
ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｃｙｍｅｎｅ． Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ． （ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ）， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｗｉｄｅｌｙ ｐｌａｎｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｒｅａｓ ｉｎｖａｄｅｄ ｂｙ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ， ｗａｓ
ｃｈｏｓｅｎ ａｓ ｔｈｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｌａｎｔ． Ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｓｔｒｉｐｓ ｏｆ ｌｅａｖｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｉｎ ２⁃（Ｎ⁃ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ） ｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ （ＭＥＳ）
ｂｕｆｆｅｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ， α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｃｙｍｅｎｅ ｆｏｒ ３０ ｍｉｎｕｔｅｓ ｉｎ ｌｉｇｈｔ ａｔ ２５℃ ｉｎ ａｎ ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｃｕｂａｔｏｒ． Ａｆｔｅｒ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｔｈｅ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｓｔｒｉｐｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｒｉｄｉｎｅ ｏｒａｎｇｅ ／ ｅｔｈｉｄｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ （ＡＯ ／ ＥＢ） ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ
ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｏ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ （ ＲＯＳ）， ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ （ＮＯＳ） ａｎｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎ （Ｃａ２＋） ｌｅｖｅｌｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ， α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ， ａｎｄ ｃｙｍｅｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｌｅａｖｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅｓｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｗｅｒｅ ｄｏｓｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ． Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｆｅａｔｕｒｅｓ
ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｎｕｃｌｅａｒ ｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ｋａｒｙｏｒｒｈｅｘｉｓ， ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ， α⁃
ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ， ａｎｄ ｃｙｍｅｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ． ＲＯＳ， ＮＯＳ ａｎｄ Ｃａ２＋ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＯＳ， ＮＯＳ
ａｎｄ Ｃａ２＋ ｉｎ ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌｓ ｄｅｅｐｅｎｅｄ ｃｏｎｓｉｄｅｒａｂｌｙ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ， α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｃｙｍｅｎｅ． Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ， ｔｈｅ
ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｈｅｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｓｔｒｉｐｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ， α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｃｙｍｅｎｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＲＯＳ ｓｃａｖｅｎｇｅｒ ａｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄ （ＡｓＡ）， ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｓｏｄｉｕｍ ａｚｉｄｅ （ＮａＮ３）， ｏｒ

Ｃａ２＋ ｃｈｅｌａｔｏｒ ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ （ＥＧＴＡ）． Ａｌｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ＲＯＳ，ＮＯ， ａｎｄ Ｃａ２＋ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ ｉｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ， α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ， ａｎｄ ｃｙｍｅｎｅ ｉｎ Ｖ． ｆａｖａ ｓｔｏｍａｔａ ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌｓ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ Ｃａ２＋ ｌｅｖｅｌｓ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＲＯＳ ａｎｄ ＮＯ ｍａｙ ｍｅｄｉａｔｅ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ， α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ， ａｎｄ ｃｙｍｅｎｅ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ．； Ａｌｌｅｌｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ； ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌｓ； ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ； ｓｉｇｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

入侵植物土荆芥（Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ．）为藜科藜属 １ 年生或多年生芳香性草本植物，原产热带美

洲，现广泛分布于我国 ２０ 多个地区，严重破坏了我国生态系统的结构与功能［１］。 土荆芥全株富含挥发油，当
这些挥发油释放到周围环境后，对受体植物具有强烈的化感作用，可诱导受体植物根细胞内活性氧（Ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ）爆发，干扰细胞有丝分裂和基因表达，导致微核率和畸变率增加，引起氧化损伤和细胞死

亡［２⁃５］，表现出较强的遗传毒性和细胞毒性。 植物释放到环境中的挥发性化感物质除了一小部分通过淋

溶［６］、根系分泌［７］或腐解［８］进入土壤外，很大一部分会挥发进入大气作用于植物的地上器官，尤其是叶片。
气孔是存在于植物茎和叶表面由一对保卫细胞围成的小孔，是大气中物质进入植物体的主要门户，控制着外

界环境和植物内部的气体交换［９］。 气孔保卫细胞能够接受和整合一系列内外刺激并做出准确的响应［１０］，以
此减轻环境胁迫程度和提高植物的抗性［１１］，是研究环境胁迫的良好材料，也是研究单个细胞内信号转导的模

式系统［１２］。 研究表明，气孔保卫细胞对植物的化感胁迫十分敏感，在马缨丹（Ｌａｎｔａｎａ ｃａｍａｒａ） ［１３］ 和狗牙根

（Ｃｙｎｏｄｏｎ ｄａｃｔｙｌｏｎ） ［１４］的化感胁迫下，受体植物的气孔导度显著下降。 本研究室前期研究发现，土荆芥挥发油

及其两个主要成分 α⁃萜品烯和对伞花素处理导致蚕豆（Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ．）气孔保卫细胞发生 Ｃａｓｐａｓｅ 依赖性的细

胞凋亡［１５］。 信号分子 ＮＯ、ＲＯＳ 和 Ｃａ２＋在胁迫诱导的植物程序性细胞死亡中起着重要的调节作用，如参与了

ＳＯ２诱导气孔保卫细胞凋亡的信号转导过程［１６⁃１７］，但是否参与土荆芥化感物质诱导保卫细胞凋亡的信号转导

过程却知之甚少。 本研究模拟土荆芥挥发途径产生的化感作用，使土荆芥挥发油及其主要成分 α⁃萜品烯和

对伞花素与蚕豆叶片表皮条充分接触，通过分析叶片保卫细胞活性并运用 ＲＯＳ、一氧化氮合酶（Ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ
ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ， ＮＯＳ）和 Ｃａ２＋的组织化学定位法，进一步研究了土荆芥挥发途径化感胁迫诱导蚕豆保卫细胞死亡

相关的信号调控机制，为深入揭示土荆芥化感作用机制提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 供试材料

　 　 供试植物土荆芥采自四川省成都市包江桥。 采用水蒸气蒸馏法［１８］ 提取挥发油，用无水 Ｎａ２ＳＯ４除去水
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分，得到淡黄色具有强烈芳香味的挥发油，测得密度为 ８４３ ｍｇ ／ ｍＬ。 ４ ℃保存备用。 经四川大学测试中心分

析鉴定，该挥发油中 α⁃萜品烯和对伞花素的含量分别为 １５１ ｍｇ ／ ｍＬ 和 １５６ ｍｇ ／ ｍＬ；试验用 α⁃萜品烯和对伞花

素的标准品购自成都市锐可思生化试剂公司。
受体植物蚕豆种子（成胡 １４＃）购于成都市五块石种子市场。

１．２　 试验方法

１．２．１　 材料培养和准备

挑选大小均一、饱满的蚕豆种子，用 ０．５％ＫＭｎＯ４浸泡 １５ ｍｉｎ，浸种 ２４ ｈ，避光 ２５ ℃催芽 ２—３ ｄ，出芽后播

种于盛有石英砂的花盆（直径 １０ ｃｍ，高度 ６ ｃｍ）中，置于光暗周期 １４ ｈ ／ １０ ｈ（光周期 ２５ ℃，暗周期 １８ ℃）的
条件下培养。 培养期间盆内 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液（ＣａＮＯ３·４Ｈ２Ｏ ９４５ ｍｇ ／ ｍＬ， ＫＮＯ３ ５０６ ｍｇ ／ ｍＬ， ＮＨ４ＮＯ３ ８０ ｍｇ ／
ｍＬ， ＫＨ２ＰＯ４ １３６ ｍｇ ／ ｍＬ， ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ４９３ ｍｇ ／ ｍＬ，铁盐溶液 ２．５ ｍＬ，微量元素液 ５ ｍＬ，ｐＨ ６．０）保持在

０．２％。 待蚕豆生长 ４—５ 周时取顶端完全展开的叶片，撕取 １ ｃｍ×０．５ ｃｍ 的叶下表皮，置于含有 ５ ｍＬ ＭＥＳ 缓

冲液［５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ， ０．１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ， １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ２⁃（Ｎ⁃ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ） ｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ（ＭＥＳ），
ｐＨ ７．０］的 ＥＰ 管中。
１．２．２　 试验处理

用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）配制挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素处理母液。 将 １０ μＬ 挥发油用 ＤＭＳＯ 稀释至

１００ μＬ 得到 ０．１ μＬ ／ μＬ 的挥发油处理母液。 根据 １０ μＬ 挥发油中 α⁃萜品烯和对伞花素的含量，配制二者的

处理母液，其终浓度分别为 ０．０１６９ μＬ ／ μＬ 和 ０．０１８６ μＬ ／ μＬ。
分别取处理母液 ２，４，６，８，１０ μＬ（分别记为梯度 １、２、３、４、５），用 ＤＭＳＯ 补充至 １０ μＬ，分别加入 １．２．１ 的

ＥＰ 管中处理表皮条，其中 ＭＥＳ 缓冲液和 ＤＭＳＯ 作为对照；缓解组在 １．２．１ 的 ＥＰ 管中分别加入 ０．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 和

２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的活性氧清除剂抗坏血酸（ＡｓＡ）、Ｃａ２＋螯合剂乙二醇双四乙酸（ＥＧＴＡ）和硝酸还原酶抑制剂 ＮａＮ３

１０ μＬ，１０ ｍｉｎ 后加入梯度 ４ 的处理液母液，以 ＭＥＳ 缓冲液和梯度 ４ 处理液为对照。 所有处理均置于 ２５ ℃光

照 ３０ ｍｉｎ。 每处理重复 ３ 次。
１．２．３　 细胞活性检测和细胞核形态观察

细胞活性检测采用马丹炜等［１９］的方法略有改进。 处理结束后将表皮条用 ＭＥＳ 缓冲液清洗后，平铺在载

玻片上，滴加少许吖啶橙 ／溴乙锭（ＡＯ ／ ＥＢ）染液，避光染色 ３ ｍｉｎ，用 ＬＥＩＣＡ ＤＭ３００ 荧光显微镜观察并拍照。
具有绿色荧光的为活细胞，具有橘红色荧光的为死细胞。 每个处理组观察 １０００ 个细胞，统计保卫细胞的存

活率。
细胞核形态检测采用 Ｆｅｕｌｇｅｎ 染色法［１９］。 用 Ｓｃｈｉｆｆ 试剂对处理后的表皮条避光染色 ３０ ｍｉｎ，光学显微镜

下观察细胞核形态并拍照。
１．２．４　 保卫细胞内 ＲＯＳ、ＮＯＳ 和 Ｃａ２＋组织化学定位

ＲＯＳ 定位参照焦成瑾［２０］的方法，用 ０．１％二氨基联苯胺（ＤＡＢ）［１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭＥＳ（ｐＨ ６．５）， ０．０１％Ｔｗｅｅｎ⁃

２０］和 ０．１％硝基四唑氮蓝（ＮＢＴ）［５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭＥＳ（ｐＨ ６．４）， ０．０１％Ｔｗｅｅｎ⁃２０］分别对表皮条中的 Ｈ２Ｏ２和Ｏ·－
２

进行染色，染色后用 ９５％的乙醇 ９０ ℃水浴脱去叶绿素。
Ｃａ２＋定位参照 Ｌｉ 等［２１］的方法，用 ０．０１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｃａ２＋荧光指示剂（Ｆｌｕｏ⁃３ ／ ＡＭ）暗孵育 ６０ ｍｉｎ。
由于 ＮＯ 半衰期短，对其定位较难，因此本研究在胁迫处理后，通过对 ＮＯＳ 染色来推测保卫细胞内 ＮＯ 的

生成。 参照曹冰等［２２］的方法略有改进，用含有 ０．０５％β⁃ＮＡＤＰＨ、０．０１％ＮＢＴ、０．３％ ｔｒｉｔｏｎ ｘ⁃ １００ 的 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
磷酸缓冲液（ｐＨ ７．４）孵育 ６０ ｍｉｎ，用 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的磷酸缓冲液清洗。

上述定位试验均用 ＬＥＩＣＡ ＤＭ３００ 荧光显微镜观察拍照。
１．３　 数据统计与分析

采用 ＳＰＳＳ１７．０ 对数据进行 ＡＮＯＶＡ 方差分析和 Ｄｕｎｃａｎ 法进行多重比较，Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２００７ 作图。

５１７５　 １７ 期 　 　 　 周健　 等：土荆芥挥发性化感物质诱导蚕豆保卫细胞死亡及信号调节 　
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２　 结果与分析

２．１　 土荆芥挥发油及其两种主要成分对蚕豆保卫细胞活性的影响

　 　 经 ＡＯ ／ ＥＢ 染色后，对照组中保卫细胞细胞核呈均匀的亮绿色荧光（图 １ｄ），土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对

伞花素 ３ 个处理组中保卫细胞细胞核出现橘红色荧光（图 １ｅ， ｆ），表明保卫细胞活性丧失。 随着处理剂量的

增加，呈橘红色荧光的细胞核数目也随之增加（图 １ａ—ｃ），且细胞核出现明显的畸变特征，如碎裂（图 ２ｂ， ｆ）、
畸形（图 ２ｃ， ｇ）和降解（图 ２ｄ， ｈ）等，由此推测保卫细胞可能发生了细胞程序性死亡。

图 １　 土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素对蚕豆保卫细胞活性的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ．， ｃｙｍｅｎｅ ａｎｄ α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ｏｎ ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｉｎ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ．

ａ： 对照组；ｂ：低剂量药物处理；ｃ：高剂量药物处理；ｄ： 对照组； ｅ：气孔单保卫细胞活性丧失；ｆ： 气孔双保卫细胞活性丧失

从图 ３ 可以看出，ＤＭＳＯ 处理组保卫细胞存活率与对照组相比无显著差异，而土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和

对伞花素处理组中，保卫细胞存活率不同程度的降低。 挥发油处理组中，细胞存活率随着挥发油处理剂量的

增加呈显著下降的趋势，在最高剂量处理下细胞存活率为 ５．０％，仅为对照组的 ５．５％；α⁃萜品烯和伞花素处理

处理组中，随处理剂量的增加保卫细胞存活率与挥发油处理组相似均呈显著下降的趋势，在最高剂量处理下，
α⁃萜品烯处理组中细胞存活率为 １８．０％，对伞花素处理组中细胞存活率为 ３４．８％，分别为对照组的 １９．７％和

３８．１％。 由此可见，土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素对蚕豆保卫细胞产生了明显的细胞毒性，且具有剂量

依耐性，其中土荆芥挥发油的毒性最大，α⁃萜品烯次之，对伞花素的毒性最小。
２．２　 ＲＯＳ 参与土荆芥挥发油及其两种主要成分诱导的蚕豆保卫细胞死亡

ＤＡＢ 溶液染色结果显示（图 ４），土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素处理后保卫细胞中生成的棕色化合

物明显多于对照组，表明土荆芥挥发油及其两种主要成分诱发了蚕豆保卫细胞中大量生成 Ｈ２Ｏ２。 其中，挥发

油处理组中棕色化合物分布最多，α⁃萜品烯和对伞花素处理组中差异不明显。
ＮＢＴ 溶液染色结果（图 ５）与 ＤＡＢ 染色结果类似，土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素处理后的保卫细胞

中生成的蓝色化合物要明显多于对照组，表明土荆芥挥发油及其两种主要成分处理导致蚕豆保卫细胞中 Ｏ·－
２
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图 ２　 土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素对蚕豆保卫细胞核形态的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ．， ｃｙｍｅｎｅ ａｎｄ α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ｏｎ ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｕｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｉｎ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ．

ａ： 对照组；ｂ： 核碎裂；ｃ： 核畸形；ｄ： 核降解（ａ—ｄ ＡＯ ／ ＥＢ 染色）ｅ： 对照组；ｆ： 核碎裂； ｇ： 核畸形；ｈ： 核降解（ｅ—ｈ Ｓｃｈｉｆｆ 试剂染色）

　 图 ３　 土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素对蚕豆保卫细胞活性

的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ．，

α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｃｙｍｅｎｅ ｏｎ ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｉｎ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ．

的大量生成。
经 ＡｓＡ 预处理的蚕豆表皮条中，土荆芥挥发油、α⁃

萜品烯和对伞花素诱导的保卫细胞死亡明显减少（图
６）。 不同浓度的 ＡｓＡ 均能减少细胞死亡，ＡｓＡ 浓度越

高，这一效应更为显著。 由此可见，土荆芥挥发油、α⁃萜
品烯、对伞花素诱导的保卫细胞死亡与 Ｈ２Ｏ２和 Ｏ·－

２ 水

平升高有关。
２．３　 Ｃａ２＋参与土荆芥挥发油及其两种主要成分诱导的

蚕豆保卫细胞死亡

Ｃａ２＋定位显示（图 ７），对照组中保卫细胞呈现较弱

的绿色荧光，挥发油处理组绿色荧光最强，而 α⁃萜品烯

和对伞花素处理组的荧光强度介于对照组和挥发油处

理组之间。 表明在土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素

胁迫下蚕豆保卫细胞内 Ｃａ２＋水平升高。 由图 ８ 可以看

出，Ｃａ２＋螯合剂 ＥＧＴＡ 减少了土荆芥挥发油、α⁃萜品烯

和对伞花素诱导的保卫细胞死亡。 其中，０．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＥＧＴＡ 有效地提高了挥发油和 α⁃萜品烯胁迫下保卫细

胞的存活率（Ｐ＜０．０５），但对伞花素处理组细胞存活率变化不明显；２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＥＧＴＡ 对 ３ 个处理组细胞死

亡均具有抑制效应。 由此可见，土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素诱导的细胞死亡与细胞内 Ｃａ２＋水平的升

高有关。
２．４　 ＮＯ 参与土荆芥挥发油及其两种主要成分诱导的蚕豆保卫细胞死亡

由图 ９ 可以看出，处理组中蓝色颗粒要明显多于对照组，说明保卫细胞内 ＮＯＳ 活性升高。 因此，土荆芥

挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素可能诱发了蚕豆保卫细胞中 ＮＯ 的大量生成。 其中挥发油处理组蓝色颗粒最

多，α⁃萜品烯处理组次之，对伞花素处理组最少。
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图 ４　 土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素处理后保卫细胞内 Ｈ２Ｏ２的定位

Ｆｉｇ．４　 Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ ｉｎ ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌ ｕｎｄｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｂｙ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ．， α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｃｙｍｅｎｅ

图 ５ 土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素处理后保卫细胞内 Ｏ·－
２ 的定位

Ｆｉｇ．５　 Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｏ·－
２ ｉｎ ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌ ｕｎｄｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｂｙ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ．， α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｃｙｍｅｎｅ

　 图 ６　 ＡｓＡ 对土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素诱导的蚕豆保

卫细胞死亡的缓解效应

Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡｓＡ ｏｎ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ

Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ．， α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｃｙｍｅｎｅ ｉｎｄｕｃｅｄ

ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｉｎ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ．

ＮａＮ３可减少土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素

诱导的保卫细胞死亡（图 １０）。 低浓度的 ＮａＮ３有效地

缓解了挥发油和 α⁃萜品烯诱导的细胞死亡（Ｐ＜０．０５），
而对对伞花素诱导细胞死亡的缓解效果并不显著；高浓

度的 ＮａＮ３处理显著提高了 ３ 个处理组的细胞存活率。
由此可见，土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素诱导的

细胞死亡与细胞内 ＮＯ 水平的升高有关。

３　 讨论

３．１　 土荆芥挥发油及其两种主要成分对蚕豆保卫细胞

的毒性效应

入侵植物能够通过根系分泌、淋溶、挥发和腐解等

途径将酚酸、生物碱、萜类等化感物质释放到环境中，其
中部分化感物质具有明显的细胞毒性［２３⁃２５］。 在白花丹

素等萘醌类化感物质的作用下，细胞出现了典型的凋亡

特征，如核畸形、碎裂和降解等［２６⁃２７］。 酚酸类化感物质阿魏酸通过破坏细胞膜和增加 Ｏ·－
２ 含量等抑制藻细胞

的生长［２８］。 此外，化感物质还具有强烈的遗传毒性，导致受体细胞 ＤＮＡ 损伤、染色体畸变和有丝分裂受阻

等［２９］。 如入侵植物香丝草［Ｃｏｎｙｚａ ｂｏｎａｒｉｅｎｓｉｓ （Ｌ．） Ｃｒｏｎｑ．］水浸提液干扰了受体植物根尖细胞有丝分裂，造
成染色体的多种畸变和不可逆的遗传损伤［３０］。 又如土荆芥挥发油干扰蚕豆根尖细胞有丝分裂过程，导致微

核率和畸变率增加［３］。 本研究结果表明，土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素导致蚕豆叶片保卫细胞活性显

著下降，细胞出现了核畸形、碎裂和降解等特征。 因此，土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素具有细胞毒性和
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图 ７　 土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素处理后保卫细胞内 Ｃａ２＋的定位

Ｆｉｇ．７　 Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃａ２＋ ｉｎ ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌ ｕｎｄｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｂｙ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ．， α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｃｙｍｅｎｅ

　 图 ８　 ＥＧＴＡ 对土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素诱导的蚕豆

保卫细胞死亡的缓解效应

Ｆｉｇ．８　 Ｔｈｅ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＧＴＡ ｏｎ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ

Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ．， α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｃｙｍｅｎｅ ｉｎｄｕｃｅｄ

ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｉｎ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ．

遗传毒性。
３．２　 ＲＯＳ、ＮＯ 和 Ｃａ２＋参与土荆芥挥发油及其两种主要

成分诱导的保卫细胞死亡

植物体受到各种生物或非生物胁迫时细胞内平衡

的自我调节就会被扰乱，同时伴随着 ＲＯＳ 的大量生成。
当细胞内 ＲＯＳ 的水平超出机体所承受的范围时，细胞

就处于氧化胁迫状态，并引发脂质过氧化、酶失活、核酸

损伤，甚至是激活细胞的程序性死亡［３１⁃３２］。 酚酸类化

感物质肉桂酸和咖啡酸导致莴苣（Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ）体内

大量产生和积累 ＲＯＳ，使其根尖细胞的死亡数明显增

加［３３］。 ＲＯＳ 能激活质膜上的 Ｃａ２＋通道，使胞外 Ｃａ２＋内

流，引起胞内 Ｃａ２＋水平升高，从而激活了 Ｃａ２＋依赖性的

核酸内切酶，切割 ＤＮＡ 在核小体的连接点，致使细胞发

生程序性死亡［３４⁃３５］。 本研究结果表明，土荆芥挥发油、
α⁃萜品烯和对伞花素处理组中蚕豆保卫细胞内 ＲＯＳ 和 Ｃａ２＋水平明显升高，同时细胞存活率显著降低，当加入

外源性 ＲＯＳ 清除剂 ＡｓＡ 和 Ｃａ２＋螯合剂 ＥＧＴＡ 时，保卫细胞的死亡得到了有效遏制，细胞存活率显著上升。 这

些现象说明，在土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素的胁迫下保卫细胞内 ＲＯＳ 的爆发引起了胞内 Ｃａ２＋水平升

高，诱发了蚕豆保卫细胞的死亡。

图 ９　 土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素处理后保卫细胞内 ＮＯＳ 的定位

Ｆｉｇ．９　 Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＯＳ ｉｎ ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌ ｕｎｄｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｂｙ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ．， α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｃｙｍｅｎｅ

ＮＯ 是一个气体型的信号分子，可修饰 ＲＯＳ 信号。 当细胞受到外界胁迫时随着 ＲＯＳ 瞬间爆发，ＮＯＳ 活性

随之增强而使 ＮＯ 合成到达高峰，因此大多情况下 ＲＯＳ 和 ＮＯ 几乎是在细胞的同一个区室内同时爆发

的［３６⁃３７］。 ＮＯ 和 ＲＯＳ 及抗氧化剂之间的化学反应会形成大量的活性氮（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＮＳ），当细
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　 图 １０　 ＮａＮ３对土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素诱导的蚕豆保

卫细胞死亡的缓解效应

Ｆｉｇ．１０　 Ｔｈｅ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＮａＮ３ ｏｎ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ

Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ．， α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｃｙｍｅｎｅ ｉｎｄｕｃｅｄ

ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｉｎ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ．

胞内平衡失控，ＲＯＳ 和 ＲＮＳ 信号不受控制的自我放大

可能会激起氮化应激，最终导致程序性细胞死亡［３５⁃３７］。
本研究结果表明，土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和对伞花素

处理组中蚕豆保卫细胞内 ＮＯＳ 的活性明显高于对照

组，表明 ＮＯ 的合成量增加，当加入外源性的硝酸还原

酶抑制剂 ＮａＮ３时，保卫细胞死亡得到了有效遏制，细胞

存活率显著上升，表明 ＮＯ 参与了土荆芥挥发油、α⁃萜
品烯和对伞花素诱导蚕豆保卫细胞的死亡。

植物体通过复杂的信号调控网络控制着细胞内的

各种生理过程，其中 ＲＯＳ 和 ＮＯ 通过 Ｃａ２＋信号系统调控

程序性细胞死亡是植物体抵御环境中非生物或生物胁

迫的一种基本机制［３７］。 由此可见，土荆芥挥发油、α⁃萜
品烯和对伞花素诱导的保卫细胞死亡，可能是通过 ＲＯＳ
和 ＮＯ 调控保卫细胞内 Ｃａ２＋水平的变化而引起的。
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