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信号分子活性氧和 ＮＯ 在土荆芥化感胁迫诱导蚕豆根
边缘细胞死亡中的调控

何胜利１，谷从璟１，２，马丹炜１，∗，张　 红１

１ 四川师范大学生命科学学院， 成都　 ６１０１０１
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摘要：为了探讨入侵植物土荆芥（Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ．）化感作用如何干扰受体植物的防御功能，以蚕豆（Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ．）为
受体，研究了土荆芥挥发油及其主要成分 ρ⁃对伞花素和 α⁃萜品烯对根边缘细胞活性及其胞外诱捕网厚度的影响，并测定了细

胞内信号分子活性氧（Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）和 ＮＯ 水平的变化。 结果表明：在土荆芥挥发油、ρ⁃对伞花素和α⁃萜品烯作

用下，蚕豆根边缘细胞粘胶层厚度增加，细胞活性下降，而 ＲＯＳ 和 ＮＯ 水平升高，且表现为浓度依赖效应，细胞死亡率、ＲＯＳ 水平

和 ＮＯ 水平三者之间存在着显著的正相关（Ｐ＜０．０５）。 ＲＯＳ 清除剂抗坏血酸（ＡｓＡ）、硝酸还原酶抑制剂（ＮａＮ３）和泛 Ｃａｓｐａｓｅ 抑

制剂 Ｚ⁃ＶＡＤ⁃ＦＭＫ 均可有效缓解挥发性物质的细胞致死效应，表明 ＲＯＳ 和 ＮＯ 诱导根边缘细胞发生了 Ｃａｓｐａｓｅ 依赖性细胞凋

亡。 上述结果表明土荆芥挥发性化感物质诱导蚕豆根边缘细胞内 ＮＯ 和 ＲＯＳ 的水平上升，二者协同作用导致细胞凋亡，引起受

体防御功能障碍，从而抑制了植物根系的生长。
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Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＯＳ ａｎｄ ＮＯ ｉｎ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｉｃ ｓｔｒｅｓｓ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｅａｔｈ ｏｆ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ
ＨＥ Ｓｈｅｎｇｌｉ１， ＧＵ Ｃｏｎｇｊｉｎｇ１，２， ＭＡ Ｄａｎｗｅｉ１，∗， ＺＨＡＮＧ Ｈｏｎｇ１

１ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｓｉｃｈｕａｎ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１０１０１， Ｃｈｉｎａ

２ Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ｍｉｄｄｌｅ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉａｎｇｈｅ Ｃｏｕｎｔｙ， Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｌｉａｎｇｈｅ ６７９２００， Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ （ＲＢＣｓ） ａｒｅ ａ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｓｐｅｃｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｈａｔ ｄｅｖｅｌｏｐｓ ｆｒｏｍ ｒｏｏｔ ｃａｐ ｍｅｒｉｓｔｅｍｓ ａｎｄ ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ
ａｒｏｕｎｄ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｃａｐ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｒｏｏｔ ｔｉｐｓ． Ｔｈｅ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌ－ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒａｐｓ ａｒｅ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ
ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ． Ｔｈｉｓ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｂａｒｒｉｅｒ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｏｉｌ， ａｎｄ ｔｈｕｓ
ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｆｒｏｍ ａｄｖｅｒｓｅ ｆａｃｔｏｒｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａｌｌｅｌｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ． Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒａｐｐｉｎｇ ｎｅｔｓ ａｒｅ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｏｒ ｒｏｏｔ
ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ． Ａｎ ａｌｉｅｎ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｐｌａｎｔ， Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ， ｈａｓ ａ ｓｔｒｏｎｇｌｙ ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｉｔｓ ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ
ｐｌａｎｔｓ． Ｉｔ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｒｏｏｔｓ ａｎｄ ｅｖｅｎ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｐｌａｎｔ ｂｙ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，
ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｌａｎｔｓ ｔｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ａｎｄ ｅｘｃｌｕｄｅ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ． Ｔｏ
ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘｐｌｏｒｅ ｈｏｗ ｔｈｅ ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｙ ｏｆ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｅｆｅｎｓｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｌａｎｔｓ， ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｕｓｅｄ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｖ． ｆａｂａ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｗｉｄｅｌｙ ｐｌａｎｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ ａｒｅａｓ ｏｆ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ ｉｎ ｓｏｕｔｈｗｅｓｔｅｒｎ
Ｃｈｉｎａ， ａｓ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｃｅｐｔｏｒ． Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｍａｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ （ｐ⁃
ｃｙｍｅｎｉｎ ａｎｄ α⁃ｔｅｒｐｅｎｅ）， ｔｈｅ ａｄｈｅｓｉｖｅ ｌａｙｅｒ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ， ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ， ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ （ ＲＯＳ） ａｎｄ



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ （ＮＯ） ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｖ． ｆａｂａ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ． Ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＲＯＳ ａｎｄ ＮＯ ｏｎ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｙｐｅ ｏｆ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ａｐｐｌｙｉｎｇ ＲＯＳ
ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｇｅｎｔ （ａｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄ， ＡｓＡ）， ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ （ＮａＮ３）， ａｎｄ ｐａｎ⁃Ｃａｓｐａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ （Ｚ⁃ＶＡＤ⁃ＦＭＫ）．
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｄｈｅｓｉｖｅ ｌａｙｅｒ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ＲＢＣｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＲＯＳ
ａｎｄ ＮＯ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ｔｈｅ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ， ｐ⁃ｃｙｍｅｎｉｎ ａｎｄ α⁃ｔｅｒｐｅｎｅｎｅ， ｗｈｉｃｈ ｓｈｏｗｅｄ ａ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｆｆｅｃｔ． Ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ
ｒａｔｅ， ＲＯＳ ａｎｄ ＮＯ ｌｅｖｅｌｓ （Ｐ＜０．０５） ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｈｅａｔ ｍａｐ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ＲＯＳ
ｓｃａｖｅｎｇｅｒ （ＡｓＡ）， ＮａＮ３， ａｎｄ Ｚ⁃ＶＡＤ⁃ＦＭＫ ｃｏｕｌｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｔｈｅ ｌｅｔｈａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ， ｐ⁃ｃｙｍｅｎｉｎ ａｎｄ
α⁃ｔｅｒｐｅｎｅ ｏｎ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｖ． ｆａｂａ， ｗｈｉｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＲＯＳ ａｎｄ ＮＯ ｉｎｄｕｃｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒｏｏｔ
ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｖｏｌａｔｉｌｅ ａｌｌｅｌｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｆｒｏｍ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｂｙ
ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＲＯＳ ａｎｄ ＮＯ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｔｈｅ ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｙ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ ｃａｕｓｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｌａｎｔ ｂｙ ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｂａｒｒｉｅｒ， ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｌａｎｔ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ．； ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｙ； ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ； ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ

“Ｎｏｖｅｌ Ｗｅａｐｏｎｓ”假说认为，化感作用是外来植物成功入侵的机制之一［１］，扩散到新环境中的入侵植物

比原产地具有更强的化感作用，从而在竞争中占有优势［２］。 它们通过淋溶、挥发、根系分泌、残株腐解等方式

释放到环境中的化感物质，大多数最终将进入土壤，抑制其他植物根系乃至整个植株的生长［３］。 根边缘细胞

（Ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ， ＲＢＣｓ） 是在植物根尖发育过程中由根冠分生组织发育而来并聚集在根冠周围的一群特殊

细胞［４—５］，根边缘细胞及其分泌物质构成的胞外诱捕网（Ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒａｐｓ， ＢＥＴｓ） ［６］共同在根和土

壤之间构筑了一道保护屏障，抵御包括化感物质等在内的外界不良因素对根系的影响［７—９］。 土荆芥

（Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ．）原产于热带美洲，现广泛分布于世界热带、亚热带和温带地区， 凭借其较强的

化感作用［１０］在我国大部分地区形成了优势种群，是一种威胁我国生态安全的外来恶性杂草［１１］。 土荆芥全株

富含的挥发性化感物质具有较强的细胞毒性和遗传毒性［１２—１４］，干扰受体 ＲＢＣｓ 的释放并引起 ＲＢＣｓ 活性降

低［１３］，进而导致根尖细胞出现氧化损伤［１５］ 以及 Ｃａ２＋ 和 Ｃａｓｐａｓｅ 依赖性的细胞凋亡［１６］。 活性氧（Ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）和 ＮＯ 本身具有毒性，另一方面也是植物细胞信号传递的关键组分，在逆境胁迫下，植物

细胞内 ＲＯＳ 和 ＮＯ 增加，其浓度在未达到毒性水平的情况下，会作为信号分子进行传递，触发一系列信号转

导过程以应对逆境胁迫［１７］。 然而，有关土荆芥化感作用诱导 ＲＢＣｓ 死亡及其相关信号调节过程却知之甚少。
本研究以西南地区土荆芥入侵地广泛种植的蚕豆（Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ．）ＲＢＣｓ 为靶标，研究了土荆芥挥发性化感物质

作用下，受体 ＲＢＣｓ 的 ＲＯＳ 和 ＮＯ 等信号分子和粘胶层的变化规律，旨在探讨土荆芥挥发性化感物质诱导受

体 ＲＢＣｓ 死亡的信号转导过程，明确土荆芥化感作用对受体防御功能的干扰机制，为土荆芥入侵机制的研究

提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 材料

成熟期的土荆芥全株采自四川省成都市包江桥附近（１０４°５′５７″Ｅ，３０°３５′３４″Ｎ）；供试蚕豆品种“成胡 １４＃”
购自成都市新都区龙桥镇。 试验所用标准品 α⁃萜品烯购于上海 Ａｌａｄｄｉｎ⁃阿拉丁试剂公司 （≥９０％），ρ⁃对伞花

素购自上海 Ａｄａｍａｓ⁃ｂｅｔａ 试剂有限公司（≥９９％）。
１．２　 挥发油和处理母液的制备

将土荆芥材料剪成 １—２ ｃｍ 的小段，参照 Ｓｉｎｇｈ 等［１８］的水蒸气蒸馏法提取土荆芥挥发油，经无水 Ｎａ２ＳＯ４

除水后 ４℃ 保存备用。 该挥发油的密度为 ８４３ ｍｇ ／ ｍＬ，其主要成分 α⁃萜品烯和 ρ⁃对伞花素的含量分别为

１５１ ｍｇ ／ ｍＬ和 １５６ ｍｇ ／ ｍＬ。

９１８　 ２ 期 　 　 　 何胜利　 等：信号分子活性氧和 ＮＯ 在土荆芥化感胁迫诱导蚕豆根边缘细胞死亡中的调控 　
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分别用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）配制土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和 ρ⁃对伞花素的处理母液。 将 １０ μＬ 挥发油用

２５％ 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 ρ⁃对伞花

素的含量，配制二者的处理母液，其终浓度分别为 ０．０２０５ μＬ ／ μＬ 和 ０．０１７９ μＬ ／ μＬ。
１．３　 材料培养及处理

１．３．１　 材料培养和 ＲＢＣｓ 的收集

选择大小一致，饱满无损的蚕豆种子，用 ０．５％的 ＫＭｎＯ４溶液表面消毒 １０—１５ ｍｉｎ，使用蒸馏水清洗 ３—

５ 次，置于 ２５℃培养箱浸种 ２４ ｈ，催芽 ２—３ ｄ，待种子露白后，将种子铺在垫有湿润双层无菌纱布的磁盘中，再
盖上一层无菌纱布，置于 ２５℃培养箱中黑暗条件下继续培养 ２—３ ｄ。 待根长约 ３ ｃｍ 时（此时 ＲＢＣｓ 数量达到

峰值），随机切取长约 ５ ｍｍ 根尖 ５ 个，置于装有 １００ μＬ ｄｄＨ２Ｏ 的 １．５ ｍＬ 离心管中，旋涡振荡 ３０ ｓ，再用 ５０ μＬ
ｄｄＨ２Ｏ 冲洗根尖 ２ 次，移液枪吸打 ３—４ 次，使成团的 ＲＢＣｓ 分散，制得细胞悬液。
１．３．２　 试验处理

Ａ 组：分别取处理母液 １、２、３、４ μＬ 和 ５ μＬ （记为 Ｔ１， Ｔ２， Ｔ３， Ｔ４， Ｔ５），用 ＤＭＳＯ 补足体积至 ５ μＬ，加入

盛有 ２００ μＬ 细胞悬液的离心管，混匀。 溶剂对照组为 ２５％ ＤＭＳＯ ５ μＬ ＋２００ μＬ ｄｄＨ２Ｏ，阴性对照组为 ２０５
μＬ ｄｄＨ２Ｏ；所有处理均置于 ２５ ℃培养箱中黑暗培养 ３０ ｍｉｎ。 每处理重复 ３ 次。

Ｂ 组：分别取挥发油、α⁃萜品烯和 ρ⁃对伞花素处理母液 ５ μＬ，分别加入 ＲＯＳ 清除剂抗坏血酸（ＡｓＡ：０．０５，
０．１０，０．５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 、硝酸还原酶抑制剂叠氮化钠（ＮａＮ３：０．０５，０．２５，１．２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、泛 Ｃａｓｐａｓｅ 抑制剂（Ｚ⁃ＶＡＤ⁃
ＦＭＫ：０．０６３，０．１２５，１．２５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），混匀后加入装有 ２００ μＬ 细胞悬液的离心管，混匀。 溶剂对照组为 ２５％
ＤＭＳＯ ５ μＬ ＋２００ μＬ ｄｄＨ２Ｏ，阴性对照组为 ２０５ μＬ ｄｄＨ２Ｏ；所有处理均置于 ２５ ℃培养箱中黑暗培养 ３０ ｍｉｎ。
每处理重复 ３ 次。 处理结束后，用 ｄｄＨ２Ｏ 漂洗 ２ 次进行指标测定。
１．４　 指标测定

１．４．１　 ＲＢＣｓ 的原位观察

随机取 ２ 个长度约 ３．０ ｃｍ 的根尖，分别置于载玻片上，将其中 １ 个根尖上滴 １ 滴 ｄｄＨ２Ｏ，将根冠浸入水中

数秒后，滴 １ 滴吖啶橙 ／溴化乙锭（ＡＯ ／ ＥＢ）染液；另 １ 个根尖直接滴加 ＡＯ ／ ＥＢ 染液；二者均在室温下避光染

色 ３ ｍｉｎ，用 Ｎｉｋｏｎ ＥＣＬＩＰＳＥ ５５ｉ 荧光显微镜观察并拍照。
１．４．２　 ＲＢＣｓ 形态观察和活性测定

ＲＢＣｓ 的凋亡形态观察参照杨小环等［１９］的方法。 取细胞悬液 ２０ μＬ，加入 ８ μＬ ＡＯ ／ ＥＢ 染液，混匀后避光

染色 １—３ ｍｉｎ，Ｎｉｋｏｎ ＥＣＬＩＰＳＥ ５５ｉ 荧光显微镜观察并拍照，每个处理重复 ３ 次。 统计死亡细胞的数量和细胞

总数，计算 ＲＢＣｓ 死亡率：ＲＢＣｓ 死亡率＝死亡细胞数 ／总细胞数×１００％。
１．４．３　 ＲＢＣｓ 黏胶层厚度的测定

采用杨小环等［１９］的方法略有改动。 取细胞悬液 ４０ μＬ，加入 ８ μＬ 印度墨水均匀混合后染色 １ ｍｉｎ，用
Ｎｉｋｏｎ ＥＣＬＩＰＳＥ ５５ｉ 显微镜明场观察并拍照，测量黏胶层厚度。
１．４．４　 ＲＢＣｓ 中 ＲＯＳ 原位观察和含量测定

采用活性氧检测试剂盒（碧云天，上海）测定，Ｎｉｋｏｎ ＥＣＬＩＰＳＥ ５５ｉ 荧光显微镜观察 ＲＢＣｓ 中 ＲＯＳ 的分布，
酶标仪测定 ＲＯＳ 相对荧光值（激发波长为 ４８８ ｎｍ，发射波长为 ５２５ ｎｍ）。
１．４．５　 ＲＢＣｓ 中 ＮＯ 含量的测定

采用 ＤＡＦ⁃ＦＭ ＤＡ（ＮＯ 荧光探针）试剂盒（碧云天，上海）测定，酶标仪测定 ＮＯ 相对荧光值（激发波长为

４９５ ｎｍ，发射波长为 ５１５ ｎｍ）。
１．５　 数据统计与分析

根据 Ｗｉｌｌｉａｍｓｏｎ 和 Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ［２０］提出的化感作用响应指数（Ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎｄｅｘ， ＲＩ）用于衡量化感

作用强度。

０２８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４２ 卷　
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ＲＩ ＝ １ － Ｃ
Ｔ
， Ｔ ≥ Ｃ( )

ＲＩ ＝ Ｔ
Ｃ

－ １，（Ｔ ＜ Ｃ）

式中，Ｃ 为对照值，Ｔ 为处理值，ＲＩ＜０ 表示抑制效应，ＲＩ＞０ 表示促进效应，其绝对值表示化感作用强度大小；化
感作用综合效应（Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔ， ＳＥ）为 ＲＩ 的算术平均值［２１］。

用 ＳＰＳＳ ２０．０ 对测定指标进行单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）、Ｔｕｋｅｙ 检验多重比较（ＬＳＤ）和 Ｐｅａｒｓｏｎ
相关性分析，Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 作图。

２　 结果与分析

图 １　 蚕豆根边缘细胞的原位观察

Ｆｉｇ．１　 Ｉｎ ｓｉｔｕ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｖ． ｆａｂａ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ

　 Ａ：蚕豆根边缘细胞显微结构图；Ｂ：未浸入水中的根尖；Ｃ：浸入水

中后的根尖

２．１　 土荆芥挥发性物质对蚕豆 ＲＢＣｓ 形态的影响

蚕豆 ＲＢＣｓ 呈现细长的椭圆形（图 １Ａ），明显的细

胞核，细胞质清晰；从图 １Ｂ 可以看出，蚕豆根尖未浸入

水中时，ＲＢＣｓ 紧贴在根冠周围（图 １Ｂ）。 当根尖浸入水

中时，ＲＢＣｓ 就会从根冠周围释放出来，甚至呈片状状态

从根冠周围脱落（图 １Ｃ）。
２．２ 　 土荆芥挥发性物质对蚕豆 ＲＢＣｓ 黏胶层厚度的

影响

本研究中，溶剂对照组和阴性对照组的粘胶层厚度

等各种指标均无显著差异（Ｐ＞０．０５），表明溶剂二甲基

亚砜对 ＲＢＣｓ 影响不大，后续指标对此不再赘述。 与阴

性对照组相比，在土荆芥挥发性物质处理下 ＲＢＣｓ 粘胶

层显著增厚，其中以挥发油处理变化最大（图 ２）。 随着

处理浓度增加，ＲＢＣｓ 粘胶层厚度逐渐增加（Ｐ＜０．０５），
在最大处理浓度下，土荆芥挥发油、ρ⁃对伞花素和 α⁃萜
品烯处理的 ＲＢＣｓ 黏胶层厚度分别为对照组的 ２．２１ 倍、２．１４ 倍和 １．９５ 倍。

图 ２　 土荆芥挥发油、ρ⁃对伞花素和 α⁃萜品烯作用下蚕豆 ＲＢＣｓ黏胶层厚度的变化

Ｆｉｇ．２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ａｄｈｅｓｉｖｅ ｌａｙｅｒ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｖ． ｆａｂａ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ， ｐ⁃ｃｙｍｅｎｅ ａｎｄ

α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ

Ａ、Ｂ、Ｃ 和 Ｄ 分别是对照、α⁃萜品烯、ρ⁃对伞花素和挥发油的 Ｔ５ 处理组，不同小写字母表示同一处理组中不同处理之间在 ９５％水平上的差异

显著性

１２８　 ２ 期 　 　 　 何胜利　 等：信号分子活性氧和 ＮＯ 在土荆芥化感胁迫诱导蚕豆根边缘细胞死亡中的调控 　
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２．３　 土荆芥挥发性物质作用下蚕豆 ＲＢＣｓ 内 ＲＯＳ 的变化

ＲＯＳ 原位观察显示 （图 ３），阴性对照组中 ＲＢＣｓ 呈现较弱的绿色荧光， ＲＯＳ 主要集中在细胞核中，少部

分分布在细胞壁上，而细胞质中 ＲＯＳ 的分布比较少 （图 ３Ａ）。 α⁃萜品烯处理组中，ＲＯＳ 主要分布在细胞质中

（图 ３Ｂ），而 ρ⁃对伞花素处理组中 ＲＯＳ 更多的集中分布在细胞质中，细胞核中分布较少 （图 ３Ｃ）；挥发油处理

组绿色荧光最强，ＲＯＳ 几乎分布于整个细胞中（图 ３Ｄ）。 综上所述，土荆芥挥发油、ρ⁃对伞花素和 α⁃萜品烯处

理诱导蚕豆 ＲＢＣｓ 内 ＲＯＳ 水平升高。

图 ３　 土荆芥挥发油、ρ⁃对伞花素和 α⁃萜品烯作用下蚕豆根边缘细胞内 ＲＯＳ 的分布

Ｆｉｇ．３　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ， ｐ⁃ｃｙｍｅｎｅ ａｎｄ α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ

　 图 ４　 土荆芥挥发油、ρ⁃对伞花素和 α⁃萜品烯作用下蚕豆根边缘

细胞中 ＲＯＳ 相对含量的变化

Ｆｉｇ．４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＲＯＳ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ Ｖ． ｆａｂａ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ

ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ， ｐ⁃ｃｙｍｅｎｅ

ａｎｄ α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ

Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５ 分别代表 α⁃萜品烯、ρ⁃对伞花素和挥发油的不同

处理浓度

土荆芥挥发油、ρ⁃对伞花素和 α⁃萜品烯均可诱导

ＲＢＣｓ 内 ＲＯＳ 的积累（图 ４），且随着处理浓度的升高，
ＲＯＳ 含量不断增加。 Ｔ５ 处理组的细胞中，ＲＯＳ 积累量

最大，挥发油、ρ⁃对伞花素和 α⁃萜品烯处理组分别为对

照组的 ４．１３ 倍、２．１９ 倍和 ２．０ 倍。
２．４　 土荆芥挥发性物质作用下蚕豆 ＲＢＣｓ 内 ＮＯ 含量

的变化

从图 ５ 可知，随着土荆芥挥发油、 ρ⁃对伞花素和

α⁃萜品烯浓度的升高，蚕豆 ＲＢＣｓ 内 ＮＯ 的含量逐渐增

大。 当浓度达到最大时（Ｔ５），细胞内 ＮＯ 的含量达到最

大值，分别为对照组的 １４．３７ 倍、７．０２ 倍和 ８．１７ 倍。 说

明土荆芥挥发油、ρ⁃对伞花素和 α⁃萜品烯胁迫处理诱导

蚕豆 ＲＢＣｓ 内 ＮＯ 的产生。
２．５　 土荆芥挥发性物质作用下蚕豆 ＲＢＣｓ 活性的变化

２．５．１　 土荆芥挥发性物质作用下蚕豆 ＲＢＣｓ 的形态学

观察

从图 ６ 中可见，土荆芥挥发性物质对蚕豆 ＲＢＣｓ 具有致死效应。 经过 ＡＯ ／ ＥＢ 染色后，对照组（图 ６Ａ）
ＲＢＣｓ 呈现绿色荧光，细胞轮廓清晰，细胞核结构明显，且呈现绿色荧光亮斑；经过挥发性物质处理（图 ６Ｂ， 图

６Ｃ， 图 ６Ｄ）后，ＲＢＣｓ 染色不均匀且细胞呈现浅橘红色荧光，细胞核呈现橘红色荧光亮斑，甚至部分细胞核已

经裂解，表明 ＲＢＣｓ 活性丧失，表现出凋亡特征。
２．５．２　 土荆芥挥发性物质作用下蚕豆 ＲＢＣｓ 的活性变化

图 ７ 显示，蚕豆 ＲＢＣｓ 对土荆芥挥发性物质十分敏感，在低浓度（Ｔ１）处理下，细胞都会大量死亡，随着处

理浓度的增大 ＲＢＣｓ 而增加，呈现浓度梯度效应。 最大处理浓度下（Ｔ５），挥发油、ρ⁃对伞花素和 α⁃萜品烯处理

组的细胞死亡率分别达到了 ７８．２９％、５５．１１％和 ４７．８８％。
２．５．３　 泛 Ｃａｓｐａｓｅ 抑制剂对土荆芥挥发性物质诱导 ＲＢＣｓ 死亡的影响

在处理组中加入泛 Ｃａｓｐａｓｅ 抑制剂 Ｚ⁃ＶＡＤ⁃ＦＭＫ 后，土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和 ρ⁃对伞花素诱导的 ＲＢＣｓ
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　 图 ５　 土荆芥挥发油、ρ⁃对伞花素和 α⁃萜品烯作用下蚕豆根边缘

细胞 ＮＯ 相对含量的变化

Ｆｉｇ．５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＮＯ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ Ｖ． ｆａｂａ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ

ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ， ｐ⁃ｃｙｍｅｎｅ ａｎｄ

α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ

死亡明显减少（图 ８），且 Ｚ⁃ＶＡＤ⁃ＦＭＫ 浓度越大，死亡率

越低（Ｐ＜０．０５）。 在 Ｚ⁃ＶＡＤ⁃ＦＭＫ 处理浓度最大时，细胞

死亡率较 Ｔ５ 处理组显著下降，挥发油、ρ⁃对伞花素和 α⁃
萜品烯处理组的细胞死亡率分别降低为 １０．５６％、９．３１％
和 １２．２８％。 结合荧光染色试验结果可见，土荆芥挥发

性物质诱导 ＲＢＣｓ 死亡形式为 Ｃａｓｐａｓｅ 依赖性的细胞

凋亡。
２．５．４　 抗坏血酸对土荆芥挥发性物质诱导 ＲＢＣｓ 死亡

的影响

施加 ＲＯＳ 清除剂 ＡｓＡ 处理 ＲＢＣｓ 后，土荆芥挥发

油、α⁃萜品烯和 ρ⁃对伞花素诱导的 ＲＢＣｓ 死亡明显减少

（图 ９）。 即使施加低浓度 ＡｓＡ（０．０５ｍｍｏｌ ／ Ｌ），细胞凋亡

率也会显著降低（Ｐ＜０．０５），并且 ＡｓＡ 浓度越高，这一效

应更为显著，呈现浓度梯度效应。 当 ＡｓＡ 浓度最大时

图 ６　 土荆芥挥发油、ρ⁃对伞花素和 α⁃萜品烯胁迫下蚕豆根边缘细胞荧光图像

Ｆｉｇ．６　 Ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｖ． ｆａｂａ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ， ｐ⁃ｃｙｍｅｎｅ ａｎｄ α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ

（０．５０ｍｍｏｌ ／ Ｌ），土荆芥挥发性物质对蚕豆 ＲＢＣｓ 致死的缓解效应最强，与 Ｔ５ 处理组相比，挥发油、ρ⁃对伞花素

和 α⁃萜品烯处理组细胞死亡率显著下降，分别降低为 １２．４９％、１０．４１％和 １５．１９％，表明在土荆芥挥发性物质处

理诱导的细胞死亡与细胞内 ＲＯＳ 诱导的氧化损伤密切相关。

　 图 ７　 土荆芥挥发油、ρ⁃对伞花素和 α⁃萜品烯作用下对蚕豆根边

缘细胞活性的变化

Ｆｉｇ．７　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｖ． ｆａｂａ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｏｓｅｄ

ｔｏ ｔｈｅ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ， ｐ⁃ｃｙｍｅｎｅ ａｎｄ α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ

　 图 ８　 Ｃａｓｐａｓｅ 抑制剂对土荆芥挥发油、ρ⁃对伞花素和 α⁃萜品烯诱

导蚕豆根边缘细胞死亡的缓解效应

Ｆｉｇ．８　 Ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｎ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ

Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ， ｐ⁃ｃｙｍｅｎｅ ａｎｄ α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｅａｔｈ ｏｆ ｒｏｏｔ

ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｖ． ｆａｂａ

３２８　 ２ 期 　 　 　 何胜利　 等：信号分子活性氧和 ＮＯ 在土荆芥化感胁迫诱导蚕豆根边缘细胞死亡中的调控 　
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２．５．５　 ＮａＮ３对土荆芥挥发性物质诱导 ＲＢＣｓ 死亡的影响

施加 ＮＯ 清除剂叠氮化钠（ＮａＮ３）处理 ＲＢＣｓ 后，土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和 ρ⁃对伞花素诱导的 ＲＢＣｓ 死亡

明显减少（图 １０）。 即使施加低浓度 ＮａＮ３（０．０５ｍｍｏｌ ／ Ｌ），细胞凋亡率也会显著降低（Ｐ＜０．０５），并且 ＮａＮ３浓度

越高，这一效应更为显著，呈现浓度梯度效应。 当 ＮａＮ３浓度最大时（１．２５ｍｍｏｌ ／ Ｌ），对蚕豆 ＲＢＣｓ 的缓解效应

最强，与单独施加 α⁃萜品烯、ρ⁃对伞花素和土荆芥挥发油的对照相比，细胞凋亡率分别降低为 ２２．２５％、２２．５５％
和 ３６．５４％。

　 图 ９　 抗坏血酸对土荆芥挥发油、ρ⁃对伞花素和 α⁃萜品烯诱导的

蚕豆根边缘细胞凋亡的缓解效应

Ｆｉｇ．９　 Ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｔｈｅ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ Ｃ．

ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ， ｐ⁃ｃｙｍｅｎｅ ａｎｄ α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｅａｔｈ ｏｆ ｒｏｏｔ

ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｖ． ｆａｂａ

　 图 １０　 ＮａＮ３对土荆芥挥发油、ρ⁃对伞花素和 α⁃萜品烯诱导的蚕

豆根边缘细胞凋亡的缓解效应

Ｆｉｇ．１０　 Ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮａＮ３ ｏｎ ｔｈｅ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｆｒｏｍ Ｃ．

ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ， ｐ⁃ｃｙｍｅｎｅ ａｎｄ α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｅａｔｈ ｏｆ ｒｏｏｔ

ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｖ． ｆａｂａ

图 １１　 土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和 ρ⁃对伞花素作用下蚕豆根边缘细胞参数相关性热图

Ｆｉｇ．１１　 Ｈｅａｔ Ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ Ｖ． ｆａｂａ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ， α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ

ａｎｄ ｐ⁃ｃｙｍｅｎｅ

２．５．６　 土荆芥挥发性物质作用下蚕豆 ＲＢＣｓ 相关参数之间的相关性分析

从图 １１ 相关性分析可知，ＲＢＣｓ 死亡率与 ＲＯＳ 和 ＮＯ 呈显著正相关；在土荆芥挥发油作用下，ＲＢＣｓ 死亡
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率与 ＲＯＳ 和 ＮＯ 的相关系数较大，分别达到 ０．６８５ 和 ０．９５。 在 ρ⁃对伞花素和 α⁃萜品烯作用下，ＲＢＣｓ 死亡率与

ＲＯＳ 和 ＮＯ 也存在极显著的相关性（Ｐ＜０．０１）。 此外，在 α⁃萜品烯和挥发油处理中，ＲＢＣｓ 中 ＲＯＳ 水平和 ＮＯ
水平的变化存在着极显著的正相关关系（Ｐ＜０．０１）。 上述结果表明，土荆芥挥发性物质诱导 ＲＢＣｓ 死亡与 ＲＯＳ
和 ＮＯ 之间有着紧密的相关关系，且 ＲＯＳ 和 ＮＯ 二者协同作用的结果。
２．６　 土荆芥挥发油与两个主要成分化感效应的比较

本研究综合分析不同梯度处理下的细胞死亡率、粘胶层厚度、ＲＯＳ 水平、ＮＯ 水平 ４ 个指标化感响应指数

发现，土荆芥挥发油及其两个主要成分的化感综合效应指数（ＳＥ）从大到小依次是挥发油（０．７８２） ＞α⁃萜品烯

（０．５４１）＞ρ⁃对伞花素（０．５３６）。 由此可见，挥发油化感效应最强，挥发油的两个主要成分的化感效应比挥发油

小，两个单体成分的化感效应差异不大。

３　 讨论

３．１　 土荆芥化感胁迫对蚕豆根边缘细胞的致死效应

ＲＢＣｓ 及其 ＢＥＴｓ 是根系与土壤之间的一道生物屏障［２２］。 当一种植物通过各种途径释放的化感物质进入

土壤后，会刺激受体植物加速释放根边缘细胞并增加 ＢＥＴｓ 厚度来抵御化感胁迫，如在肉桂酸作用下，黄瓜

（Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌ．）和西葫芦（Ｆｉｇｌｅａｆ Ｇｏｕｒｄ）ＲＢＣｓ 数量增加，ＢＥＴｓ 厚度增大［２３］；在 ρ⁃对羟基苯甲酸刺激下，
葡萄 ＲＢＣｓ 通过增加数量、提高次生代谢物质和水杨酸的积累，激活了细胞的抗氧化防御系统［２４］；大豆

［Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ （Ｌｉｎｎ．） Ｍｅｒｒ．］ ＲＢＣｓ 受到土荆芥根系分泌物化感胁迫时，可能通过加速死亡并分泌一些物质螯

合土荆芥根分泌物，以缓解根系分泌物对根尖组织的伤害［２５］；豌豆（Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌ．）ＲＢＣｓ 受到土荆芥挥发

油化感胁迫时，根尖通过上调 ＰＭＥ 活性，加速释放根边缘细胞来抵御化感胁迫［２６］。 但这种缓解效应是有限

的，随着处理时间延长、处理强度增大，ＲＢＣｓ 活性下降而导致其保护根尖的功能减弱甚至丧失。 本研究中，在
土荆芥挥发油及其主要成分 α⁃萜品烯和 ρ⁃对伞花素作用下，蚕豆 ＲＢＣｓ 粘胶层厚度增大，随着处理强度增加

ＲＢＣｓ 活性下降，与上述研究结果和本实验室之前的研究成果［７，１４］ 相吻合。 在泛 Ｃａｓｐａｓｅ 抑制剂 Ｚ⁃ＶＡＤ⁃ＦＭＫ
作用下，土荆芥挥发油、α⁃萜品烯和 ρ⁃对伞花素诱导对 ＲＢＣｓ 的致死效应明显减弱，表明蚕豆 ＲＢＣｓ 的死亡形

式是 Ｃａｓｐａｓｅ 依赖性的细胞凋亡，荧光染色的细胞结构特征也映证了这一论断。 由此可见，化感作用通过诱

导受体植物 ＲＢＣｓ 凋亡而干预了受体植物的防御功能。
土荆芥挥发油成分较为复杂，含有萜类及其氧化物、酯类、酮类、醇类和酚类等化合物［１３］，并且其成分也

随着分布区而变化，在不同地区的土荆芥挥发油中普遍存在 α⁃萜品烯和 ρ⁃对伞花素这两种主要成分［２７⁃２８］。 Ｌｉ
等［１６］研究发现，土荆芥挥发油诱导的细胞凋亡效应显著高于 α⁃萜品烯和 ρ⁃对伞花素同时诱导的细胞凋亡效

应，挥发油诱导的化感应激是其多种化学成分协同作用的结果。 本研究通过分析综合化感效应发现，α⁃萜品

烯略大于 ρ⁃对伞花素的化感效应，但二者的化感效应小于挥发油，与上述研究结果基本一致。 这一结果说明，
土荆芥挥发油对 ＲＢＣｓ 作用的物质除 ρ⁃对伞花素和 α⁃萜品烯外，还存在着其他的化感活性物质。 由此可见，
土荆芥通过挥发途径对蚕豆根系生长所产生的化感作用应该是包括 α⁃萜品烯和 ρ⁃对伞花素在内的多种化感

活性物质协同作用的结果。 后续研究尚需进一步挖掘主效化感物质。
３．２　 ＲＯＳ 和 ＮＯ 对土荆芥化感胁迫诱导蚕豆根边缘细胞凋亡的影响

细胞凋亡是一种在环境刺激下消除特定细胞的可控机制。 当外界胁迫程度超过植物自身的承受范围时，
植物就会以 ＲＯＳ、ＮＯ 等作为信号分子，诱导植物特定部位发生程序性死亡，从而避免胁迫对其他组织的伤

害，由此获得不良环境的适应［２９⁃３０］。 本研究结果表明，在土荆芥挥发油及其主要成分 α⁃萜品烯和 ρ⁃对伞花素

化感作用下，蚕豆 ＲＢＣｓ 内 ＲＯＳ 和 ＮＯ 水平均大幅度升高，且呈现浓度依赖效应，尤其是挥发油处理组的涨幅

最为剧烈。 另一方面，ＲＢＣｓ 却随着处理浓度的增大而死亡率逐渐增加。 相关性分析表明，α⁃萜品烯和 ρ⁃对伞

花素 ２ 个处理组中，ＲＢＣｓ 死亡率与 ＲＯＳ 和 ＮＯ 水平呈极显著的相关性。 挥发油处理组中，ＲＯＳ 水平与 ＲＢＣｓ
死亡率和 ＮＯ 水平之间均存在着呈极显著的正相关性。 通过施加 ＲＯＳ 和 ＮＯ 的清除剂后，土荆芥挥发性化感

５２８　 ２ 期 　 　 　 何胜利　 等：信号分子活性氧和 ＮＯ 在土荆芥化感胁迫诱导蚕豆根边缘细胞死亡中的调控 　
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物质对蚕豆 ＲＢＣｓ 的致死效应得到显著缓解。 综合上述结果可以说明，ＲＯＳ 和 ＮＯ 参与了土荆芥化感胁迫诱

导 ＲＢＣｓ 凋亡的信号调节过程。 在逆境胁迫下，ＲＯＳ 和 ＮＯ 同时产生，二者之间存在着复杂的互作关系［３１］。
ＮＯ 可以作为一种抗氧化剂，在氧化应激过程中淬灭 ＲＯＳ，减少膜脂过氧化［３２］，而高浓度的 ＮＯ 能导致 ＲＯＳ 爆

发，诱导氧化损伤而引起细胞死亡［３３］。 ＲＯＳ 和 ＮＯ 协同作用触发了细胞快速死亡，是凋亡样细胞死亡和自噬

细胞死亡的触发器［３４］。 本研究结果表明，在 α⁃萜品烯处理组和挥发油处理组中，ＲＯＳ 水平变化和 ＮＯ 水平变

化之间具有极显著的关联性，表明二者协同作用调控了蚕豆根边缘细胞凋亡（图 １２）。

图 １２　 土荆芥挥发性化感物质对受体植物根生长的作用机制示意图

Ｆｉｇ．１２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅ ａｌｌｅｌｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｆｒｏｍ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｒｅｃｉｐｉｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｒｏｏｔ

４　 结论

土荆芥挥发油及其主要成分 α⁃萜品烯、ρ⁃对伞花素具有较强的化感胁迫，导致蚕豆 ＲＢＣｓ 粘胶层厚度增

加，细胞内 ＲＯＳ 和 ＮＯ 水平升高，二者协同作用，诱导 ＲＢＣｓ 出现 Ｃａｓｐａｓｅ 依赖性的细胞凋亡，导致受体植物防

御功能障碍，影响植物根系发育。
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