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机械刺激诱导的烟草悬浮培养细胞耐热性及其与过氧化氢的关系

李忠光
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,
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提要
:

机械刺激可诱发烟草悬浮培养细胞中H Zo :

的积累
,

提高烟草悬浮培养细胞在高温胁迫下的存活率和再生能力
,

缓解高温胁迫下的细胞活力丧失和膜伤害
,

外源 H 2 0 2

预处理也可提高烟草悬浮细胞的耐热性
。

这些暗示 H 20 :

作为信号

分子可触发机械刺激诱导的烟草悬浮细胞耐热性形成
。
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机械刺激(m ee ha n ie a l stim u la tio n
,

M S )如风

吹
、

雨淋
、

触摸
、

创伤等是 自然界中普遍存在

而又容易被忽视的一种胁迫因子
。

长期以来
,

人

们多侧重于 M S 对植物生长发育的影响
,

即所谓

的接触形态建成作用及其可能的生理生化机制的研

究(G ar e e s 等 2 0 0 1 ; E n g e lb e r th 2 00 3 ; B r a a m 和

D a v is 19 90 ; B r a a m 2 00 5 )
,

而对于 M s 与植物抗

逆性的关系只有一些初步报道(K e lle r 和 S te ffe n

1 99 5 ; z h a o 等 Zo os a
,

b ;
w a n g 等 2 00 6 )

,

M S

是否可提高植物耐热性
,

以及这些耐性的形成是

否与 H Zo :
有关

,

迄今尚未见报道
。

本文以烟草

悬浮培养细胞为材料
,

证实M S 预处理可提高烟

草细胞的耐热性
,

并且阐明H Zo :
在M s 诱导的耐

热性形成中可能起信号分子作用
。

材料与方法

M S 处理 4 0 m in
,

于 12 0 rpm
、

2 6 oC 下恢复培养

4 h 后
,

转入相同转速的摇床中于 4 3 ℃下分别进

行热胁迫 0
、

3
、

7
、

g h 后用苔盼蓝染色法(d e

Pi n to 等 1 999 )
、

TT C 法和丙二醛(MD A )法(G o n g 等

2 0 0 1)测定细胞的存活率和活力以及膜伤害程度
。

同时
,

将经过高温胁迫后的细胞按前文方法(李忠

光等 ZOO5 a) 接种到新鲜的培养基中
,

培养 7 d 后

测定其鲜重
,

计算其再生能力
。

作外源 H ZO :
预处理和细胞的存活率实验时

,

取培养 s d 的烟草悬浮培养细胞用无菌过滤器分别

加入终浓度为 0
、

0
.

0 5
、

0
.

1
、

0
.

5
、

1 m m o l
.

L
一

,

H ZO Z ,

处理 4 h 后
,

转入 4 3 ℃的摇床中热胁迫

7 h
,

按上述方法测定细胞存活率
。

测定 H Zo :
时

,

将培养 s d 的烟草悬浮细胞转

到 1 50 rp m 摇床中进行 M s 处理
,

每隔 ro m in 按

前文方法(李忠光等2 007 )测定烟草悬浮细胞介质中

烟草(万ic o tia n a t o b a c u m L
.

)品种
‘

B rig h t

Y el fo w
’

的愈伤组织来源于其幼嫩的茎髓
,

悬浮

细胞的具体培养方法见前文(李忠光等 2 O0 5 a)
。

培养 s d 的烟草悬浮培养细胞从 120 rp m
、

26 ℃

的摇床中转到 1 5 0 rP m
、

2 6 ℃的另一摇床中进行
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的 H ZO :
含量

。

所有实验均重复 3 次
,

每次实验的测定重复

2 次
,

图中数据均为平均值 士 标准 误
。

实验结果

1 机械刺激对烟草悬浮培养细胞耐热性的效应

培养 s d 的烟草悬浮细胞经过 M S 处理并恢复

4 h 后
,

与未经 M S 处理的相 比
,

经 M S 处理的

烟草悬浮细胞其在高温胁迫下的存活率和再生能力

提高(图 1
一 a 、

b)
,

其在高温胁迫过程中活力下降

和膜伤害程度有所缓解(图 l
一
c

、

d)
。

这些表明 M S

可提高烟草悬浮细胞的耐热性
。

2 H 2 0 2
与 M s 诱发烟草悬浮细胞细胞耐热性形成

的关系

从图 2 和 3 可以看出
,

烟草悬浮细胞在 MS 处

理过程中可诱发 H 20 :
的积累

,

MS 处理 50 m in 达

到最高峰
,

为未经 M S 处理的近 34 倍
,

而后缓慢

下降(图 2)
。

这 与我们实验室的热激初期可诱发玉

米幼苗内源 H Zo :
含量的迅速 1 升的结果(G

o n g 等

2 0 0 1)是相似的
。

培养s d 的烟草悬浮细胞用不同浓度的H ZO Z
预

处理后
,

与未经 H Z o Z 处理 的相比
,

0
.

0 5 和 0
.

1

mm ol. L
一

’H ZO Z
预处理可以不同程度地提高高温胁迫

下的烟 草悬浮 细胞存活率
,

尤其 以后者 更为明

显 : 而经 0
.

5 和 1
.

0 m m ol
·

L
一

’ H 20 :
预处理的烟草

悬浮细胞则可不同程度地削弱其在高温胁迫下的存

活率(图3)
,

表明适宜浓度的H ZO :
预处理可提高烟

草悬浮细胞的耐热性
。

讨 论

烟草悬浮培养细胞经过 M S 处理 (1 5 0 印 m )

后
,

其在高温胁迫过程中的存活率和再生能力均

提高
,

细胞活力的下降和膜伤程度也得到缓解(图

l)
,

表明 M S 可 诱导烟草悬浮细胞耐热性的形成
。

触摸作为一种M S 可诱导番茄幼苗耐冷性的

形成(K e lle : 和 s te ff e n 19 95 )
,

机械压力也可诱导

黄瓜产生抗病性(w a n g 等 2 0 0 6 ; Z h a o 等 2 o0 5 a
,

b)
,

但这些耐性形成的机制仍然了解甚少
,

一般
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图 l 机械刺激对高温胁迫下烟草 悬浮培养细胞存活率
、

再生能力
、

了舌力和膜伤害的影啊
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浮细胞的耐热性(图3)
,

这从另一个侧面为作为信

号分子的H Zo Z
可触发烟草悬浮细胞耐热性形成的

说法提供了又一个证据
。
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图 3 高温胁迫下外源 H 20 :
预处理对烟草

悬浮培养细胞存活率的影响
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都认为可能与触摸基因(T c H )的表达(B r a a m 和

D a v i s 199 0 ; B r a am 2 00 5 ; L e e 等 2 00 5 )和抗氧化

酶系统活性的增强(w an g 等 200 6 ; Z h ao 等 Zo osa
,

b) 有关
。

近年来的研究表明
,

H 20 :
在植物对环境

胁迫 的信号感受
、

传 导与适应过程 中起作用

(Fo ye r
等 199 7 ; N e i ll等 2 0o 2 a

,

b )
。

我们实验室

以前和本文结果也表明
,

热激或 M S 初期也会诱

发 H Zo :
的积累 (G o n g 等 2 0 0 1

,

图 2 )
,

这暗示热

激或MS处理初期迅速的H 2 0 2
积累可能是诱导植物

耐热性形成的生理基础之一
。

此外有实验表明
,

外源 H Zo :
预处理可提高玉米和水稻幼苗的耐热

性
、

耐冷性
、

耐旱性和耐盐性 (F o y e r
等 19 9 7 ;

G o n g 等 2 00 1 ; U chi d a 等 2 0 0 2 ;
李忠光等 Zoosb )

。

本文结果也表明
,

外源 H 20 :
预处理可提高烟草悬


