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植物线粒体、活性氧与信号转导
X
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(中国科学院西双版纳热带植物园,云南勐腊 666303)

摘　要: 活性氧( ROS)的产生是需氧代谢不可避免的结果. 在植物细胞中, 线粒体电子传递链( ET C)的复合物Ⅰ和

Ⅲ是 ROS 产生的主要的部位. 交替氧化酶和可能的内源鱼藤酮不敏感的 NADH 脱氢酶通过保持 ET C 的相对氧化

状态限制线粒体产生 ROS. 线粒体基质中的抗氧化酶系统与小分子量的抗氧化剂一道起 ROS 的解毒作用. ROS

除了引起细胞的伤害外, 在植物中还能够作为一种普遍存在的信号分子起作用. 在低浓度时, ROS 能诱导防御基因

的表达和引起适应反应; 在高浓度时,引起细胞死亡. 一氧化氮是植物合成和释放的一种气体,也可作为信号分子

调节植物的生长和发育.
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Plant mitochondria, reactive oxygen species and signaling transduction
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Abstract: The product ion of reactiv e oxygen species ( ROS ) is an unavoidable consequence of aerobic

metabol ism. In plant cells, complexes Ⅰ and Ⅲ of mitochondr ial electr on t ranspor t chain ( ETC) are major

sites o f ROS product ion. T he alternative ox idase and possibly internal ro tenone-insensitive NADH dehy-

drogenase l im it m ito chondrial ROS product ion by keeping the ETC r elat ively o xidized. Ant iox idat ive en-

zyme sy stem in m ito chondrial matrix , to gether w ith small ant iox idants, funct ions detox ification of ROS. Be-

sides causing cellular damage, ROS can act as ubiquitous signal mo lecules in plants. At low concentrat ions

ROS induce expression of defence genes and adapt ive r esponse, at high concentrat ions cell death is init iat-

ed. Nit ric ox ide is a gaseous molecule that synthesized and released by plants, it cont rol growth and devel-

opment o f plants as a signal molecule.
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　　在正常情况下, 植物细胞内活性氧( react ive

oxygen species, ROS)的产生和清除是平衡的; 但

是, 当植物体遭遇外来胁迫(包括生物和非生物胁

迫,如极端温度、水分胁迫、病原菌入侵等)时, ROS

的产生和代谢将失去平衡, 产生氧胁迫[ 1] . 在发生氧

胁迫时, 会产生过量的 ROS,如超氧阴离子自由基

( O
-
·
2 ) , 过氧化氢( H 2O 2) ,羟自由基( HO·) , 一氧化

氮( NO·)等. ROS 能与细胞内各种生物大分子起

反应,导致 DNA、蛋白质的伤害和脂质的过氧化
[ 2] .

对于需氧生物来说, ROS 是代谢过程中不可避

免的产物. 植物细胞中产生 ROS 的部位有叶绿体,

线粒体和过氧化物体等[ 3] ,其中线粒体是产生 ROS

的主要部位. ROS 即可以通过电子传递过程产生,

如线粒体和叶绿体的电子传递;也可以通过代谢产
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生,如脂肪酸的 B-氧化[ 4]
.

研究表明, 在植物细胞内 ROS 不仅与逆境胁

迫
[ 5]
、叶片

[ 6]
和种子衰老

[ 7]
, 以及种子的脱水敏感

性[ 8, 9]有关,而且可以作为信号分子引起植物和细胞

内的分子、生化和生理反应 [ 1, 10, 11] . 目前, 人们普遍

认为, ROS 与植物细胞的程序性死亡( prog rammed

cell death, PCD)有关; 在植物的 PCD 过程中 ROS

可能起两方面的作用, 一是作为信号分子启动引起

细胞死亡的反应
[ 12]
,二是在植物细胞的死亡过程中

起直接的作用
[ 13]
.

1　线粒体是 ROS 产生的主要的细胞

器

线粒体的主要功能是为细胞提供能量, 以及为

其他大分子的生物合成提供碳骨架. 植物组织中耗

费的氧,约有 1%用于ROS的产生
[ 14]
. 在正常情况

下, 哺乳动物细胞内, O
-·
2 和 H 2O 2 的浓度分别为

10
- 1 2
～10

- 11
mol/ L 和10

- 9
～10

- 7
mol/ L, 处于很低

的水平. 关于植物细胞内 ROS 浓度的报道很少,

Puntarulo 等
[ 14]
的研究表明, 在正常条件下, 大豆

( Glycine max )胚轴中 H2O 2 的浓度为 5 Lmol/ L ; 而
当用氨基三唑 ( am inot riazo le) 抑制过氧化氢酶

( catalase, CAT )的活性时, H 2O 2的浓度可达到 50

Lmol/ L , 比哺乳动物的水平高得多; 但这种现象是
否普遍,还有待进一步证实.

植物线粒体的电子传递链( elect ron t ransport

chain, ETC ) 包括四种复合物 ( complex , C ) , 即

NADH 脱氢酶( NADH dehydrogenase, CI) ,琥珀酸

脱氢酶( succinate dehydrogenase, CⅡ) , 辅酶 Q -细

胞色素 bc1 还原酶 ( ubiquino l-cy to chrome bc1, C

Ⅲ) , 细胞色素 c 氧化酶( cy to chrome c ox idase, C

Ⅳ) , 它们具有与动物线粒体相似的电子传递特性

(图 1) . 但是, 植物的 ETC 还包括五种在哺乳动物

线粒体中不存在的酶: 1种交替氧化酶( alternat ive

oxidase, AOX)和 4种 NAD( P) H 脱氢酶(图 1) , 这

4种脱氢酶具有与黄素蛋白( f lavoproteins)非常相

似的特性,因此也是 ROS 产生的潜在位点.

图 1　植物线粒体内膜上的电子传递链

图中标明了植物线粒体的专一酶,复合物Ⅰ、Ⅲ和Ⅳ ( 2 e- )的 H+ -泵,复合物Ⅰ、Ⅲ和Ⅳ的抑制剂, 以及在两个主要位点复合物Ⅰ和Ⅲ

ROS 产生. 由于半醌与复合物Ⅲ的两个位点结合,其中一个靠近线粒体内膜的内表面,另一个靠近外表面, ROS可能在内膜的两面形成.

CI.复合物 I. NADH 脱氢酶; CⅡ.复合物Ⅱ,琥珀酸脱氢酶; CⅢ.复合物 Ⅲ,辅酶 Q-细胞色素 b c1 还原酶; CⅣ.复合物Ⅳ,细胞色素 c氧化

酶; cyt .细胞色素; succ.琥珀酸; SHAM .水杨酰氧腭酸[ 15]

F ig . 1　The electr on tr anspo rt chain in t he inner membrane o f plant mit ochondria

a.Also indicated are plant-specif ic en zymes, H+ -pumping of com plex es Ⅰ,Ⅲ and Ⅳ( per 2 e- ) , inhibitors of complexes Ⅰ,Ⅲ and Ⅳ, as

w el l as ROS pr od uct ion at the tw o main s ites , complexesⅠ and Ⅲ. Since UQ· is bound to two sites in complex Ⅲ, one close to the inner

sur face of the inner mitoch ondria membrane ( IMM) , the other clos e to the out surface, ROS m ight be foun d on either side of th e mem-

branes .

CI. Complex Ⅰ; NADH. Dehydrogenas e; CⅡ. Su ccin ate dehydrogenas e; CⅢ. Ubiqu inol-cytoch rome bc1 red uctas e; CⅣ. Cytochr om e c oxi-

dase; cyt. C ytochrome; succ. Succinate; SHAM. Salicylhydroxamic acid[ 15]

　　在线粒体的电子传递过程中, 电子沿着一系列 的电子递体传递到末端氧化酶,然后再传递给氧, 最
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后质子与离子型氧结合生成水. 但是,位于呼吸链底

物端的一些物质 (如黄素蛋白, 非血红素铁蛋白

( non-heme iron proteins) ,醌( quinols) ,尤其是半醌

( sem iquinols)等)发生氧化还原的能障( ener gy bar -

rier) 是很低的, 常常直接启动 O 2 的单电子还原

( one-elect ron r educt ion) ,产生 O
-·
2 . 在电子传递给

末端氧化酶之前漏出呼吸链与氧反应生成超氧自由

基的过程是线粒体产生 ROS 的主要来源. 线粒体

ETC 的 4 种复合物中, CⅠ和 CⅢ是产生 ROS 部

位
[ 15 ]
. CⅠ是质子泵 NADH 脱氢酶( proton-pump-

ing NADH dehydrogenase) , 在哺乳动物的线粒体

中包含 43个不同的亚单位,其中有 1个黄素单核苷

酸( FMN)和 6个 Fe-S 中心
[ 15]
. 植物线粒体的 CⅠ

与哺乳动物没有本质上的区别
[ 16]
. CⅠ的活性可以

被鱼藤酮( r otenone )和二苯基碘( dipheny leneiodonium,

DP I )抑制
[ 17, 18] ; 被 DPI 抑制的原因可能是酶的

NADH 活性位点被共价修饰
[ 19 ] . CⅢ的活性可以被

KCN 完全抑制, KCN 能阻断 Q 循环( Q cycle) , 抑

制泛半醌( ubisemiquinone)的生成. 所以, KCN 的

添加,可以用来区别 CⅠ和 CⅢ对 ROS 生成的不同

贡献. 值得注意的是, CⅢ产生 ROS 受 KCN 的抑

制, 但不影响超氧物歧化酶( SOD)的活性( KCN 抑

制过氧化物酶( POD)的活性) .

除了上述 4种复合物外, 在植物线粒体的内膜

上还存在 4种 NAD( P) H 脱氢酶,外部鱼藤酮不敏

感的 NADH 脱氢酶( ex ternal rotenone-insensit ive

NA DH dehydrogenase, NDex ( NADH) ) , 外部鱼藤

酮不敏感的 NADPH 脱氢酶( ex ternal r o tenone-insen-

sit ive NADPH dehydro genase, NDex ( NADPH) ) , 内部鱼

藤酮不敏感的 NADH 脱氢酶( internal r o tenone-insen-

sit ive NADH dehydrogenase, NDin( NADH) ) ,内部鱼藤酮

不敏感的 NADPH 脱氢酶( int ernal ro tenone-insensitive

NADPH dehydro genase, ND in( NADPH) )
[ 15] ; 其中, NDin

( NADH)和 NDin( NADPH)位于线粒体内膜的内

侧, NDex ( NADH)和 NDex ( NADPH)位于线粒体

内膜的外侧. 它们分别氧化线粒体内膜两侧的NAD

( P) H ,产生 e- 进入 ETC(图 1) . 在这 4种酶中,只有

NDin( NADH)的活性是不依赖 Ca
2+
的,其它3种酶

都需要Ca
2+
活化. 因为具有依赖Ca

2+
的特性,所以,

只有在胁迫的条件下才可能被激活
[ 15]
. 关于这 4种

酶的定位、理化特性、抑制剂及影响因素, 在

M  ller [ 15] 的综述中已有较详尽的阐述; 但是, 这些

酶活性的调节因子仍需要进一步的研究.

2　植物线粒体的氧化胁迫防御策略

低浓度的 ROS 能提高植物细胞的抗氧化防御

机制,从而清除活性氧, 使细胞不受伤害.但 ROS 可

以与蛋白质、脂类和 DNA 作用,引起酶活性降低,

膜透性和突变增大[ 2] . 在植物线粒体中,存在几种减

少 ROS产生的可能机制(表 1) .

表 1　植物线粒体对氧化胁迫的防御策略[15]

Table 1　Str ateg ies for the defence against ox idative str ess in plant mito chondr ia[ 15]

第一道防线 First line of defen se 避免ROS的产生 Avoidance of ROS produ ct ion

通过 By

( a)维持可利用底物和 AT P 需求的平衡 Maintainin g a balance b etw een subs tr ate
availabilit y and AT P requirem ent

( b) AOX 的活化 Act ivat ion of AOX

( c)解偶联蛋白的活化 Activat ion of uncoup ler protein

( d)鱼藤酮不敏感的 NAD(P) H 脱氢酶的活化, ET C被保持在适当的氧化状态 Act iva-
t ion of rotenone-insensit ive NAD( P ) H dehydr ogenases, ETC is kept adequately oxi-
diz ed

第二道防线 Second line of defense ROS的解毒作用 Detoxi ficat ion of ROS

通过 M n SOD 将超氧化物转变成过氧化氢 Superoxide is converted to H2O2 by Mn
SOD

通过 By

( a)过氧化氢酶 CAT

( b)抗坏血酸/谷胱甘肽循环 Th e ascorbate/ glutathione cycle

( c)谷胱甘肽过氧化物酶系统 T he glu tathione peroxidase s ystem

( d)硫氧还蛋白系统,清除H2O 2 T he th ioredoxin system, hydrogen peroxid is detoxif ied

第三道防线 T hird line of d efens e ROS引起的伤害的修复 Rep air of ROS-mediated damage

通过谷胱甘肽过氧化物酶,修复脂肪酸氢过氧化物 Fat ty acid hydroperoxides , by glu-
tathione peroxidas e

通过二硫键的还原,修复蛋白质 Pr oteins, e. g. by reduct ion of disul fide bridges

通过切除修复 DNA DNA, e. g . b y excis ion r epair

2. 1　交替氧化酶

因为 O2 是与还原型的电子传递组分起反应,

所以,减少 ROS产生的途径之一就是阻止 ET C 的

过量还原.避免ROS 的产生被认为是减少其潜在伤
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害效应的第一道防线(表 1) . 长期以来, AOX 被看

作是一种:溢出机制( overflow mechanism )F, 以吸
收细胞色素链饱和后剩下的电子[ 20] . 有实验证明,

在丙酮酸存在时, AOX 能与未饱和的细胞色素链竞

争电子 [ 21] . 用氯霉素处理细胞和组织引起 CⅠ～Ⅳ

的活性降低时, AOX 和 NDex ( NADH)的活性就会

比对照增加数倍[ 22] . Purvis和 Shew felt
[ 23]最早提出

AOX 在 ET C 中起减少 ROS 产生的作用. Wagn-

er
[ 24]报道, 在矮牵牛( P etunia hybrida)的细胞培养

过程中, H2O 2的加入可以诱导 AOX 的合成.

M axw ell等
[ 25]
的研究又表明,在 AOX过量表达的

细胞中, ROS 的量仅为对照细胞的一半; 相反, 在通

过反义技术减少 AOX表达的细胞中,其 ROS 的量

比对照细胞多 5倍. 所以, 作为 1条电子传递支路,

AOX的存在在一定程度上限制了 ROS 的产生.

2. 2　超氧化物歧化酶和过氧化氢酶

ROS 一旦生成, 就必须被有效地清除, 使其伤

害达到最小. 这样, ROS 的清除就构成了减少其有

害作用的第二道防线(表 1,图 2) . O
-·
2 在SOD催化

下转变成 O 2和 H2O 2 . H2O 2又在 CAT 的催化下转

变成 O 2和 H2O. 在植物体内,有 3种形式的 SOD,

Fe-SOD, Mn-SOD和Cu-Zn-SOD;其中, Fe-SOD位

于叶绿体, M n-SOD( KCN不敏感的)位于线粒体和

过氧化物体, 而 Cu-Zn-SOD在叶绿体、细胞质和细

胞间隙都有分布
[ 26]
. 当植物线粒体的Mn-SOD基因

在Mn-SOD 缺乏的酵母菌株( y east st rain)中表达

时, 细胞重新获得了对氧化胁迫的抵抗力
[ 27]
. 动物

线粒体中有 CAT ; 但在植物线粒体内是否有 CAT

还不清楚.

图 2　植物线粒体中可能涉及 ROS 解毒作用的酶系统

Trx .硫氧还蛋白; ICDH.异柠檬酸脱氢酶[15]

Fig . 2　Enzyme systems possibly involved in ROS deto x ification in plant mitochondria

T rx. T hioredoxin; ICDH. Is ocit rate dehydr ogenase [15]

2. 3　抗坏血酸/谷胱甘肽循环

在叶绿体中, 抗坏血酸( ascorbic acid, AsA ) /谷

胱甘肽 ( g lutathione )循环是清除 ROS 的主要系

统
[ 28]
,它包括抗坏血酸过氧化物酶( asco rbat e pero xi-
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dase, APX) , 脱氢抗坏血酸还原酶( dehydro asco rbat e re-

ductase, MDAR ) , 单脱氢抗坏血酸还原酶( monodehy-

droascorbate r eductase, MDAR)和谷胱甘肽还原酶( g lu-

tathione reductase, GR ) , 以及 2 种小分子量的物质

( AsA 和谷胱甘肽) . 在豌豆( P isum satium)叶的线

粒体中,已经有完整的抗坏血酸/谷胱甘肽循环的报

道
[ 29 ]
;但还有待于进一步证实. 在豌豆叶的线粒体

中谷胱甘肽和 AsA 的浓度约分别为 6、24 nmol·

mg
- 1
蛋白

[ 29]
. 植物细胞可以经过几条途径合成

AsA ,但主要途径的最后步骤都包括 1种线粒体酶,

L-半乳糖酸-C-内酯脱氢酶 ( L-galactono-C-lactone
dehydr ogenase)

[ 30, 31] .

2. 4　谷胱甘肽过氧化物酶

谷胱甘肽过氧化物酶( glutathione pero xudase,

GPX)构成了利用谷胱甘肽来减少 H2O2、脂质氢过

氧化物和其他氢过氧化物的另一个酶家族
[ 2, 32]

. 在

哺乳动物的线粒体中, GPX 是清除 H2O 2 的主要

酶[ 2] . 尽管在植物中已经发现了几种 GPX的类似

物,而且其中 1种已经被纯化和鉴定,但在植物线粒

体中还未见相关的报道 [ 32] . 在 GPX 的超家族中,有

1种磷脂氢过氧化物谷胱甘肽过氧化物酶( phos-

pholipid-hydr operox ide glutathione perox idase) ,它

能够直接作用于脂质氢过氧化物, 而不是作用于释

放的过氧羟脂肪酸( hydropero xy fat ty acid) . 因此,

GPX有利于 ROS损伤的修复, 是防御 ROS 伤害的

第三道防线(表 1) .

在线粒体基质中, 氧化型的谷胱甘肽 ( GSSG)

再生成还原型的谷胱甘肽( GSH)可以通过抗坏血

酸/谷胱甘肽循环,或者通过 GPX 产生, 但都需要

NADPH 专一的谷胱甘肽还原酶催化
[ 33]
, 在 ROS

的产生和谷胱甘肽氧化水平都较高的代谢条件下,

GPX可能是主要消耗 NADPH 的酶.

2. 5　硫氧还蛋白和硫氧还蛋白还原酶系统

硫氧还蛋白( thior edoxin)是 1个小分子量的蛋

白,约为 12～14 kD,其活性中心具有两个半胱氨酸

残基,它能形成氧化形式的二硫化物( T rx-( S-S) ) .

硫氧还蛋白还原酶 ( thior edoxin reductase) 利用

NADPH 将 T rx-( S-S) 转化成还原型的二硫化物

( T rx-( SH 2) ) , 与硫氧还蛋白一起作用调节酶的活

性并清除氢过氧化物( hydroperox ide)和H 2O 2
[ 2] . 在

植物线粒体中, 已经鉴定了 2 种硫氧还蛋白
[ 34]
和 1

种硫氧还蛋白还原酶
[ 35]
. 但是,在植物线粒体中这

种酶系统的功能目前还不清楚, 可能类似于酵母和

哺乳动物线粒体中的酶系统, 与氧化胁迫的保护作

用有关[ 15] .

3　活性氧的信号分子作用

ROS除了导致细胞的伤害以外,还可以在植物

细胞中作为一种普遍存在的信号分子起作用. ROS

也是胁迫反应的 1种主要成分,它的水平既取决于

外界的胁迫剂量( st ress dose) (胁迫强度×胁迫时

间) , 也决定于细胞的反应类型;在低浓度的条件下,

能引起细胞的防御和适应反应;而在高浓度的条件

下则引起细胞死亡.

3. 1　在植物防御反应中的信号作用

随着 CAT 作为 1种水杨酸( salicy lic acid, SA)

的结合蛋白被确认,以及在致病相关的( pathogene-

sis-related, PR-1)基因的诱导中 H 2O 2 位于 SA 的

下游 [ 36] ; 这些实验使人们注意到 H2O2 在植物防御

反应中的信号作用. 一系列实验表明,在植物防御基

因例如谷胱甘肽-S-转移酶( g lutat hione-S-transfer ase )

基因( GST )和谷胱甘肽过氧化物酶基因( GPx )的诱

导中, H2O2 确实是 1种可扩散的信号[ 37] . 在玉米

( Zea may s)胚和叶片中,由损伤导致的编码 CA T 基

因的表达是由 H2O 2引起的 [ 38] . 在用无毒病原菌接

种过的大豆( Gly cine max )细胞和未被感染的细胞

之间放置 CA 陷阱( CAT trap) , 可以阻断来源于被

感染细胞的可扩散的信号,而且这种 CAT 陷阱对

防御基因的诱导是必须的
[ 37]
. 经 UV -B 处理过的烟

草( N icotiana tabacum )叶片,其PR-1蛋白的诱导也

需要 ROS 的积累
[ 39]
. 由于葡萄糖氧化酶的组成性

过量表达, 或者过氧化物体中 CAT 活性受抑制而

具有较高 H2O 2水平的转基因植物对病原菌具有较

高的抗性、积累较多的 SA, 以及表达 PR 基因和蛋

白
[ 40]
. 在 CAT 缺乏的烟草植株叶片中, H2O 2的积

累不仅能局部而且系统地诱导防御蛋白( GPx , PR-

1)的产生[ 40] .

将拟南芥( Ar abidop sis thaliana)植株部分地暴

露在过剩的光照中,可导致未暴露叶片对光氧化胁

迫( pho to-ox idativ e str ess)的系统适应. 这种适应与

APX基因( Ap x2)的表达有关, 并认为是由 H2O2 介

导的; 因为 AP x2的诱导对CAT 特别敏感. 用H 2O 2

预处理的拟南芥叶片也表现出对过剩的光照有耐

性[ 41] .在萌发的水稻( Ory z a sat iva)胚中, H2O 2可以

诱导编码 APX 的基因表达
[ 42] . Or ozco-C�rdenas

等
[ 43]
研究表明, 由损伤引起的 H2O 2积累可以作为

第二信使诱导包括蛋白酶抑制剂 ( proteinase in-

hibitor )和多酚氧化酶( polyphenol oxidase)在内的

一亚组防御基因的表达.

在 :交叉耐性( cro ss-tolerance) F中, H2O 2 也可

以作为一种信号分子
[ 44]
. 例如,在亚致死剂量( sub-
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lethal dose)的臭氧或 UV 中暴露以后,增强了对致

病病原菌感染的耐性[ 4 5] ;热胁迫处理诱导对随后病

原菌的抗性[ 46] . 在防御反应中, H 2O 2被普遍认为是

一种信号分子, O
-·
2 (或者其衍生物)也可能起这种作

用. 大豆细胞对病原菌或者诱导物( elicitor )反应产

生植物抗毒素( phytoalexin)被 DPI 或 SOD 抑制,

但不受 CA T 的影响
[ 47] . 同样,在拟南芥伤害刺激的

抗病反应( lesion-simulat ing disease resistance re-

sponse)的突变体( lsdl)中, O
-·
2 是一种必需的因子,

以及足够地诱导伤害的形成和 PR-1 mRNA 的积

累,而 H2O 2 则不能
[ 48]
. 此外,用产生 O

-·
2 的洋地黄

皂 甙 ( dig otonin ) 或 黄 嘌 呤 氧 化 酶 ( xanthine

ox idase)处理后, 1个编码伸展蛋白( ex tension)的番

茄( Ly cop er sicon esculentum )多基因家族成员在转

录水平被诱导;但 H2O 2处理则不能诱导[ 49] . 因此,

O
-·
2 可能在防御反应中作为信号分子起作用, 不需

要 H 2O 2. 相反,在水稻中百叶枯( paraquat )处理通

过 H 2O 2(被 CAT 或者 APX 的抑制作用促进)而不

是 O
-·
2 (被 SOD 抑制剂减少)诱导细胞质 APX 基

因[ 42 ] .

3. 2　在细胞死亡中的信号作用

在植物中,细胞的死亡有两种方式:程序性细胞

死亡( progr ammed cel l death, PCD)和坏死( necro-

sis) . PCD是受遗传控制的;具有动物细胞中细胞凋

亡( apoptot ic cell death)的特征,例如细胞皱缩, 细

胞质和细胞核浓缩,异染色质增加,细胞质空泡化,

以及DNA片段化( DNA fragmentation)等
[ 50] . 而坏

死是由严重且持续的伤害所引起的,被认为不受遗

传控制[ 51] . PCD 和坏死也可能是由同一 ROS 信号

起始的相同过程的两种不同结果 [ 52] .

在大豆细胞的培养物中,一个短的 H2O2 脉冲

就足够活化过敏性的细胞死亡( hyper sensitive cell

death )机制
[ 37]
. 在拟南芥悬浮培养物中, 外源的

H2O 2 ( > 5 mmol/ L )能起始 1条活性细胞的死亡途

径(需要 DNA 和蛋白质的重新合成)
[ 53]
. 在具有较

低的 H 2O 2清除能力的转基因植物,或者在其他过

量产生形成 H 2O 2的酶的植物中,自发地出现细胞

死亡,或者容易地被胁迫诱导[ 40] . CAT 缺乏的烟草

植株短暂暴露到使 H2O2 的稳态紊乱的条件(高光

强)下,足够活化 1个类似于不相容性植物-病原菌

相互作用过程中观察到的 PCD程序[ 11] .

过敏性反应 ( hypersensit ive response, HR)是

一种典型的不相容性的植物-病原菌相互作用
[ 12]
.

在 HR过程中, 在病原菌侵袭的位点氧化突发( ox-

idat iv e burst )与细胞死亡的诱导一致. 这种局部的

细胞死亡限制了侵染病原菌的扩散. 然而,在 HR过

程中, 抗氧化酶活性的调节可能有助于 AOS 的产

生. 在通过真菌诱导物处理的HR 的烟草细胞中, 过

氧化氢酶 Cat1 和 Cat2的 mRNA 和蛋白质水平降

低, 以及酶活性被抑制;这与 H2O 2 的大量积累相平

衡[ 54] . 同样, 病毒诱导的类 HR 细胞死亡伴随着细

胞质 Apx 表达的抑制
[ 55] . 这种抑制可能有助于

H 2O 2的积累和细胞死亡程序的活化.

在拟南芥 lsd1突变体中, 是 O
-·
2 而不是 H 2O 2

起始了 1种不受控制的细胞死亡表型, 这就为 O
-
·
2

在植物细胞死亡中的作用提供了遗传证据[ 48] . 在长

日照下生长的 l sd 1植株自发地在叶片上形成坏死

损伤,以及不能阻止细胞死亡的扩散.在细胞死亡扩

散区域的前沿, O
-·
2 显著地积累. 在自由基诱导的拟

南芥细胞死亡突变体( rcd1)中, 是臭氧和 O
-·
2 , 而不

是H2O 2,诱导细胞的 H2O 2积累和短暂的扩散损伤,

细胞的O
-·
2 积累取决于乙烯. 外源乙烯增加依赖于

O
-·
2 的细胞死亡, 而乙烯感受的损伤阻断 O

-·
2 的积

累和扩散伤害
[ 11]
. 在大麦糊粉层中,由植物激素赤

霉素导致的 PCD也是由 H2O 2 介导的
[ 10]
, 这就暗

示, H2O 2不仅介导病原菌入侵引起的 PCD,而且在

发育的PCD中起作用.

3. 3　ROS与基因表达的调控

在拟南芥[ 53]和大豆 [ 56] HR 过程中, 由 H2O 2 诱

导的 PCD需要转录和翻译. 一些研究表明在防御反

应中 H2O 2调节基因的表达. 在大豆中, H2O 2 诱导

防御相关基因 GST 和GPX 的表达
[ 37]
. 在拟南芥悬

浮培养物中, H2O 2诱导 GST 和苯丙氨酸解氨酶

( pheny lalanine ammonialyase, PAL)的表达
[ 53] . 在

各种胁迫包括氧化胁迫后, GST 构成了细胞解毒作

用过程中涉及的酶家族
[ 57]
. GPX在抗坏血酸-谷胱

甘肽循环中清除 H2O 2 , PAL 涉及防御相关化合物

的合成[ 58] . 编码 1种蛋白体( pr oteasome)亚基的烟

草基因也被 H2O 2 诱导
[ 59]
. 蛋白体与蛋白质的降解

有关,是 HR细胞死亡过程中的共同特征.

H 2O 2能诱导与 NADPH 氧化酶合成有关的基

因表达[ 53] ,诱导萌发的水稻胚[ 42]和拟南芥叶片 [ 41]

中编码APX的基因表达. 在玉米胚和叶片中,损伤

通过 H2O 2诱导编码 CAT 的基因表达
[ 38]
.

在非生物胁迫条件下, H2O2 也参与基因表达的

调节. 例如, U V-B诱导的基因表达也通过 H2O2 介

导; 在抗氧化剂存在时,暴露到 UV-B中的拟南芥

植株导致由 UV 诱导的基因 PDF 1. 2 被减量调节

( down-regulat ion)
[ 60] . 已经证明 H 2O 2诱导编码过

氧化物体生物发生( perox isome biogenesis)所需要

的蛋白质的基因表达 [ 61] . 过氧化物体是 ROS、抗氧
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化剂和 NO 的重要来源,因此,是细胞氧化还原状态

的重要调节剂. 有趣的是, 编码信号蛋白( signal ing

pr otein)例如转录因子( t ranscription factor )、蛋白

激酶 ( pr otein kinase) 和蛋白磷酸酶 ( prot ein pho s-

phata se)的基因也被 H 2O 2增量调节( up-regulation) ,

这些基因类似于由其他胁迫例如萎蔫、UV 辐射和

细胞诱导物处理诱导的基因; 而编码半胱氨酸蛋白

酶 ( cysteine pro tease ) 的基因则被 H2O 2 减量调

节[ 1] . 1 种烟草蛋白磷酸酶 2C ( tobacco pro tein

phosphatase 2C, NtPP2C1)基因被 H2O 2 和热休克

( heat shock)减量调节,被干旱胁迫增量调节
[ 62]
.

4　NO 的信号作用

植物能合成和释放气体分子一氧化氮 ( nit ro-

gen ox ide, NO)
[ 63] . 早期的研究提出, NO 调控根的

生长, 以及作为一种内源的成熟和衰老因子起作

用
[ 64 ]
. 在动物中, NO 主要是通过一氧化氮合酶( ni-

tr ic o xide synthase, NOS)被合成. 在植物中已经发

现了 NOS 的活性, 哺乳动物 NOS 的抑制剂抑制植

物中 NO的产生
[ 65]
. 此外,由哺乳动物NOS 产生的

抗体能与植物蛋白起交叉反应 [ 66] . 已经从豌豆过氧

化物体中纯化了 1种 NOS
[ 66]
,以及获得了 1条豌豆

NOS 的部分 cDNA 克隆
[ 67] . NO的其他来源包括硝

酸还原酶( nit rate reductase)
[ 68]
;也可能有其他的非

酶促途径, 例如亚硝酸/抗坏血酸相互作用,或者通

过类胡萝卜素由光调节的 NO 2转化为 NO
[ 69]
.

NO 本身是 1种自由基( NO·) ,能够与 O
-·
2 作

用形成高度活化的过氧化亚硝酸阴离子( pero xyni-

t rite anion, ONOO
-
) , 随后由过氧化亚硝酸诱导细

胞反应[ 1] . 在哺乳动物中, NO 与谷胱甘肽反应生成

S-亚硝基谷胱甘肽( S-nit ro sog lutathione, GSNO ) ,

GSNO 能够作为 NO 的释放源( systemic source) ;

植物具有类似的情况
[ 70]
. H2O 2与 NO 通常不是单

独起作用,而是与其他信号分子一道作用.这些信号

分子可能组成性的存在, 或者在胁迫过程中增加浓

度/活性(例如通过改变细胞的敏感性) , 例如 ABA、

茉莉酸、乙烯和 SA(图 3)
[ 1]
.

图 3　植物 NO 信号

灰色箭头表示NO 的潜在合成途径和生化反应,黑色箭头表示潜在的细胞反应和 NO 的靶子. PIOX.病原菌诱导的氧化酶; GS-FDH.

依赖谷胱甘肽的甲醛脱氢酶基因[ 1]

F ig . 3　NO signa lling in plants

Gray ar rows repres ent potent ial s ynthes is an d biochemical interact ions, black arrow s represent poten tial cellu lar effect s and target s of

NO. PIOX. Pathogen-induced oxygen as e; GS-FDH. Glutathione-dependent formaldehyde dehydrogenas e[ 1]

　　NO 的细胞内靶子还不清楚. NO 可能通过亚

硝基化( nit rosylat ion)直接与蛋白质作用
[ 70] . 已经

证明 NO 抑制顺乌头酸酶 ( aconitase )的活性
[ 71]
.

NO 也抑制CAT 和APX 活性
[ 72] . 在植物-病原菌相
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互作用过程中, NO 激活防御相关基因 PA L 1、PR-1

和 GS T 的表达 [ 73, 74] .另 1个NO 的潜在靶基因是病

原菌诱导的过氧化物酶 ( pathogen-induced oxyge-

nase, PIOX)基因,该基因在植物防御反应过程中涉

及氧化还原信号(图 3) .

已经证明,在烟草中 NO 信号需要环鸟苷一磷

酸 ( cyclic guano sine monophosphate, cGMP )的合

成[ 74 ] . NO 处理诱导 cGMP 含量的瞬时增加, cGMP

合成的抑制剂通过鸟苷酸环化酶 ( g uanylate

cyclase )抑制 NO 诱导的 PAL 的活化. 在拟南芥

NO诱导的 PCD过程中也需要 cGMP 的合成. 鸟苷

酸环化酶的抑制阻止 NO 调节的 PCD,这种抑制作

用能够被添加 1种可渗透细胞的 cGMP 类似物 8-

溴 cGMP( 8-bromo cGMP)恢复
[ 75] . 然而,单独用8-

溴 cGMP 处理不诱导 PCD, 表明对于 NO 的反应

cGMP 的合成是需要的, 但不是足够的. 目前, 在植

物中鸟苷酸环化酶和依赖于 cGMP 的蛋白激酶( 1

种 cGMP 的潜在靶子)都没有被分离和克隆. 在哺

乳动物中, cGMP 也通过环-ADP 核苷( cy clic ADP

ribose, cADPR)起作用. 已经证明 cADPR涉及 NO

诱导的 PA L 和 PR-1的活化
[ 74]
. 此外, NO 激活烟

草
[ 76 ]
和拟南芥

[ 75]
中分裂素活化的蛋白激酶( m ito-

gen-act ivated pr otein kinase, MAPK) . 在烟草中,

NO 活化的 MAPK 也能被其他信号例如 SA
[ 76]
和

H2O 2
[ 77]活化.

5　结束语

线粒体是植物细胞中产生 ROS 的一个主要部

位,它们含有许多清除 ROS 的酶
[ 1]
; 然而,这些研究

仍然是不完整的. 关于 ROS 的产生, NDin、NDex、

AOX 和解偶联蛋白在 ROS产生中的调节作用还需

要进一步研究. 在植物线粒体中, 尽管有一些使

ROS 解毒作用的机制, 但只有 Mn-SOD 被真正确

认.

除了引起细胞的伤害外, ROS 在植物中还能够

作为一种普遍存在的信号分子. 在低浓度时, ROS

能诱导防御基因的表达和引起适应性反应;在高浓

度时, 引起细胞死亡[ 11] , 但细胞如何感受和控制

ROS的水平,以及引起细胞伤害的阈值等仍然知之

甚少.亚致死量的 ROS能使植物适应生物和非生物

的胁迫以及减少生长,可能是作为适应机制的一部

分.

尽管已经证明许多基因的表达和酶的活性都受

ROS的影响,但其影响的分子和生化机制仍然不清

楚. 已经发现 ROS在植物生长和形态发生中作为信

号分子起作用,表明 ROS 不仅是胁迫信号分子, 而

且在植物生长和发育过程中可能是一种内在的信

号
[ 11]
,但 ROS 的信号途径仍是个谜. 在 ROS 的信

号作用研究中, H2O 2 的研究较多, O
-·
2 和 NO 有少

量报道,但其它类型的 ROS还未见涉及. 为了定位

转导途径中的 ROS信号以及了解这些信号怎样被

感受和转导到下游反应, 除了生理研究外还需要遗

传分析.
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