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摇 摇 摘要:摇 为了研究硒对农作物胁迫的机理,本试验以小白菜(Brassica rapa chinensis)幼苗为材料,研究了亚硒酸

钠(Na2SeO3)处理下,根中内源信号分子一氧化氮(NO)和硫化氢(H2S)的变化与 BrRbohG1 和 BrRbohG2 表达的关

系。 结果表明:0. 03 ~ 0郾 46 mmol / L的 Na2SeO3显著抑制根的生长,并呈现浓度效应;随着 Na2SeO3处理浓度的升高,
内源 NO 含量逐渐上升,而内源 H2S 逐渐下降,两者呈显著负相关;添加 NO 合成抑制剂( L 鄄NMMA 和 Tungstate)或
NO 清除剂(cPTIO)能够显著抑制 Na2 SeO3对内源 H2 S 的诱导作用; Na2 SeO3处理能够显著诱导根内 BrRbohG1 和

BrRbohG2 的表达,分别添加L 鄄NMMA、Tungstate、cPTIO、H2S 供体 NaHS 均能显著抑制 Na2SeO3对上述两基因表达的

诱导作用。 说明 Na2SeO3处理下,内源 NO 介导了 Na2 SeO3对 BrRbohG1 和 BrRbohG2 的诱导表达,而 H2 S 则可能抑

制了两个基因的表达; NO 也可能作用于 H2S 信号的上游。
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摇 摇 Abstract:摇 Selenium ( Se) has been becoming an emergent pollutant in the agricultural environment. In order to
explore the mechanism of Se鄄induced stress responses in crops, the present study investigated the effect of Na2 SeO3

treatment on two important endogenous signalling molecules, hydrogen sulfide (H2 S) and nitric oxide (NO) , on the
roots of Brassica rapa and the regulation of the expression of BrRbohG1 and BrRbohG2 by H2 S and NO. Results were
achieved as follows. The root growth was significantly inhibited by Na2 SeO3 varying from 0. 03 mmol / L to 0. 46

mmol / L in a dose鄄dependent manner. Compared to the

control group, the root elongation was decreased by
almost 60% in the treatment of Na2 SeO3 at 0 . 06
mmol / L. Treatment with Na2 SeO3 resulted in the in鄄
crease in endogenous NO content and the decrease in
endogenous H2 S content in root in dose鄄dependent man鄄
ners. The correlation analysis suggested that there was a
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significantly negative correlation between NO and H2 S in root with Na2 SeO3 treatment. The inhibition of H2 S induced
by 0郾 06 mmol / L Na2 SeO3 could be significantly attenuated by the addition of both NO synthesized inhibitors
( L 鄄NMMA and Tungstate) and NO scavenger ( cPTIO) . The expressions of BrRbohG1 and BrRbohG2 could be in鄄
duced significantly by Na2 SeO3 at 0 . 06 mmol / L, which could be inhibited by the addition of L 鄄NMMA, Tungstate,
cPTIO, and H2 S donor sodium hydrosulfide (NaHS) , respectively. In conclusion, both endogenous NO and H2 S are
probably involved in the regulation of the expressions of BrRbohG1 and BrRbohG2 in the root of B. rapa under Na2

SeO3 stress. The endogenous NO mediated Na2 SeO3 鄄induced expressions of BrRbohG1 and BrRbohG2 while the endog鄄
enous H2 S might inhibit the expressions of BrRbohG1 and BrRbohG2 in the roots of B. rapa under Na2 SeO3 stress.
And NO might have functioned the upstream of H2 S in the above process.
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摇 摇 硒是动植物必需的微量元素之一,兼具营

养、毒性、解毒三重生物学功能,是许多重要生物

酶的主要成分 [1鄄4] 。 研究发现通过对施硒浓度的

调整,选择蔬菜作为生物载体可以保证安全的有

机硒摄入量 [5鄄6] 。 因此近年来,通过施用富硒肥

提高农作物中的硒含量已成为重要的农事操作

之一。 但这亦导致了大量硒在农业环境中的过

量累积,成为一种新的重金属污染源 [7鄄8] 。 硒在

动植物中的营养剂量和毒性剂量范围非常狭

窄 [9] 。 低浓度的硒对植物的生长发育具有保护

和促进作用,但是过量的硒会对植物产生胁迫作

用,致使产量和品质下降 [10] 。 目前为止,硒对植

物产生胁迫的机理主要集中于其通过诱导活性

氧(Reactive oxygen species, ROS)的过量产生,进
而诱发氧化胁迫反应。 但植物硒毒害深入的生

化机理尚不明晰。 已有研究结果显示,由 Rboh
(Respiratory burst oxidase homologues) 基因编码的

膜蛋白 NADPH 氧化酶是植物在多数非生物胁迫

下产生 ROS 的主要来源 [11鄄13] 。 但硒通过何种途

径诱导 Rboh 的表达还不清楚。
一氧化氮 ( Nitric oxide,NO) 是调控植物响

应环境胁迫的重要气体信号分子 [14] 。 最近的

研究结果显示,植物体内 NO 既能通过启动防卫

反应帮助植物抵抗重金属胁迫 [15] ,亦能通过促

进 ROS 的过量产生进而介导重金属的毒害效

应 [16鄄17] 。 已有研究结果显示,过量硒在抑制拟

南芥幼苗生长的同时,能够诱导根内 NO 的过量

产生 [18] 。 但这些过量产生的 NO 在调控植物硒

毒害反应中发挥何种作用尚不明确。 硫化氢

( Hydrogen sulfide, H2 S) 是最近被鉴定出的调

控植物多种生理过程的一种全新气体信号分

子 [19] 。 H2 S可通过减少植物体内 ROS 的过量产

生缓解植物的重金属毒害反应 [19] 。 另外,最近

的研究结果显示,H2 S 与 NO 的互作参与植物对

镉胁迫的响应和调控侧根发育 [20鄄21] 。 因此,明
确硒通过调控 H2 S 与 NO 互作的下游靶标将有

助于进一步揭示硒毒害诱导植物产生过量 ROS
的分子机理。

小白菜属十字花科芸薹属常见蔬菜,在实际生

产中常作为富硒载体,但是外源添加无机硒易造成

小白菜硒中毒。 本试验以小白菜幼苗根为材料,研
究小白菜幼苗硒处理后根内源 NO 和 H2S 的变化情

况,以及这种变化与小白菜体内 2 个 Rboh 基因

(BrRbohG1 和 BrRbohG2)表达的相关性。 以期为进

一步阐明植物硒毒害的分子机理提供部分理论基

础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料与试剂

供试小白菜品种为南京绿领种业生产的五月

慢。 总 NOS 抑制剂L鄄NMMA、NO 清除剂 cPTIO、NO
荧光染料 DAF鄄DA 均购自海门碧云天生物科技有限

公司; NR 抑制剂 Na2 WO4、 H2 S 供体硫氢化钠

(NaHS)购自 Sigma 公司; TaKaRa Prime Script RT
reagent 购自 TaKaRa 公司; Trizol Reagent 购自 In鄄
vitrogen 公司;H2 S 荧光染料 WPS鄄1 [3忆鄄methoxy鄄3鄄
oxo鄄3H鄄spiro ( isobenzofuran鄄1, 9忆鄄xanthen )鄄6忆鄄yl2鄄
(pyridin鄄2鄄 yldisulfanyl) benzoate],由美国华盛顿大

学生化系 Prof. Ming Xian 惠赠。 其余试剂均购自国

药集团。
1. 2摇 试验方法

1. 2. 1摇 幼苗培养和处理 摇 种子经过 1% NaClO 消

毒 10 min 后,用蒸馏水冲洗 3 次,在 25 益 条件下

避光催芽 12 h,然后转入 1 / 2 Hoagland 营养液,在
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光照培养箱(RDN鄄300B鄄3)中培养,培养条件为 25
益 / 22 益(昼 /夜),光照周期 14 h / 10 h(光 /暗),
相对湿度 75% 。 当幼苗根长至 0郾 3 cm 时开始处

理。 挑选生长健壮的幼苗到 1 / 2 Hoagland 营养液

中。 设置营养液中 Na2 SeO3 最终浓度分别为:0
mmol / L、 0郾 03 mmol / L、 0郾 06 mmol / L、 0郾 12
mmol / L、0郾 23 mmol / L、0郾 46 mmol / L,处理 48 h 时

检测根尖中内源 NO、H2S;处理 72 h 后统计根长,
每个处理 10 棵苗,3 次重复,选取抑制率为 50%
左右的处理浓度作为后续试验条件。 为探讨内源

NO 与 内 源 H2 S 上 下 游 关 系 设 置 以 下 处 理:
Na2SeO3 ( 0 mmol / L )、 Na2 SeO3 ( 0郾 06 mmol / L )、
Na2SeO3+L鄄NMMA(200 滋mol / L)、Na2 SeO3 + Tung鄄
state(30 滋mol / L)、Na2SeO3 +cPTIO(100 滋mol / L),
处理 48 h 后检测根尖中 H2S 含量。 然后探讨内源

NO 和内源 H2 S 与 BrRbohG1 / BrRbohG2 表达量关

系,设计以下处理:Na2 SeO3(0 mmol / L)、Na2 SeO3

( 0郾 06 mmol / L )、 Na2 SeO3 +L鄄NMMA ( 200
滋mol / L )、 Na2SeO3 + Tungstate ( 30 滋mol / L )、
Na2SeO3 + cPTIO ( 100 滋mol / L)、 Na2 SeO3 + NaHS
(0郾 5 mmol / L)、NaHS(0郾 5 mmol / L)处理 48 h 后,
取下根部保存于液氮中供后续试验使用。
1. 2. 2摇 H2S 组织荧光检测与分析摇 根内 H2S 采用

特异性荧光探针 WSP鄄1 进行原位检测[21]。 将不同

处理的小白菜幼苗根部用蒸馏水冲洗 3 次,再吸干

表面水分,将根系浸入到 20 滋mol / L WSP鄄1 探针溶

液中,在 25 益、避光条件下装载 40 min。 探针装载

完后用蒸馏水冲洗 3 次,通过在荧光显微镜 ( E鄄
CLIPSE, TE2000鄄S, Nikon)下以 465 nm 为激发波

长、515 nm 为发射波长,并结合使用 Image鄄Pro Plus
6. 0 软件统计根尖中 WSP鄄1 荧光密度,以此来反映

H2S 的相对含量。
1. 2. 3摇 NO 组织荧光检测与分析摇 根内 NO 采用特

异性荧光探针 DAF鄄DA 进行原位检测[22]。 将不同

处理的小白菜幼苗根部用蒸馏水冲洗 3 次,再吸干

表面水分,将根系浸入到 15 滋mol / L DAF鄄DA 探针

溶液中,在 25 益、避光条件下装载 15 min。 探针装

载完后用蒸馏水冲洗 3 次,通过在荧光显微镜(E鄄
CLIPSE, TE2000鄄S, Nikon)下以 490 nm 为激发波

长、525 nm 为发射波长,并结合使用 Image鄄Pro Plus
6. 0 软件统计根尖中 DAF鄄DA 荧光密度,以此来反

映 NO 的相对含量。

1. 2. 4 摇 BrRbohG1 / BrRbohG2 表达分析 摇 首先以

NCBI ( http: / / www. ncbi. nlm. nih. gov / ) 中拟南芥

的 RbohG 序列在小白菜基因组 Brassica database
(BRAD)(http: / / brassicadb. org / brad / index. php)中
进行 BLAST 检索,获得相似性较高的小白菜 BrRbo鄄
hG 类似基因。 然后通过同源比对和序列结构分析

进行确认。 多重比对采用 DNAMAN5. 2. 2;蛋白质

氨基酸序列结构分析采用 SMART ( http: / / smart.
embl鄄heidelberg. de / ) [23];蛋白质亚细胞定位预测

采用 WoLF PSORT (http: / / wolfpsort. org / ) [24];启
动子调控区域分析采用 PLACE (http: / / www. dna.
affrc. go. jp / PLACE / signalscan. html) [25]。

基因表达分析采用 RT鄄PCR。 采用 Trizol 法提

取根总 RNA。 使用 TaKaRa PrimeSriptTM RT reagent
试剂盒合成 cDNA 模板,保存于 4 益条件下。 分别

以 BrRbohG1 ( Bra019189 )、 BrRbohG2 ( Bra19191 )、
Actin 序列设计特异性引物,引物序列分别为:BrRbo鄄
hG1鄄F: 5忆鄄CATGACGGCTATCTGAGCGT鄄3忆, BrRbo鄄
hG1鄄R: 5忆鄄CGTGCTGCGATTTCGTTCAT鄄3忆; BrRbo鄄
hG2鄄F: 5忆鄄TTGGCTTGCGATTTTCCACG鄄3忆, BrRbo鄄
hG2鄄R:5忆鄄GGATAAACCGCAGCGTTCAC鄄3忆; Actin鄄F:
5忆鄄GTGACAATGGAACTGGAATG鄄3忆, Actin鄄R: 5忆鄄
AGACGGAGGATAGCGTGAGG鄄3忆。 PCR 反应体系:
模板 1 滋l,前后引物各 1 滋l,PCR Mix 12 滋l,超纯水

10 滋l。 PCR 反应条件:94益 5 min;94益 30 s,BrRbo鄄
hG1、BrRbohG2(50 益 30 s),Actin(58 益 30 s);72益
1 min,28 个循环;72 益 10 min。 PCR 产物用 1%琼

脂糖凝胶电泳进行检测,使用凝胶成像系统(Tanon鄄
3500,上海天能)观察拍照。
1. 3摇 统计分析

每个结果采用 3 次重复的平均值依标准差表

示,首先采用 SPSS 2. 0 对试验数据进行单因素方差

分析 (ANOVA),然后进行 F 检验检测不同处理之

间的差异显著性。

2摇 结果与分析

2. 1摇 Na2SeO3对小白菜幼苗根长的影响

Na2SeO3处理显著抑制了小白菜根的生长(图
1)。 在 Na2 SeO3 浓度为 0. 06 mmol / L处理时平均

根长约为对照组的 36. 9% ,随着 Na2 SeO3增加,根
长逐渐变短,当 Na2 SeO3浓度为 0. 46 mmol / L时根

长最短,抑制率达到 93. 0% ,小白菜根部几乎停滞
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生长,说明,在一定范围内,Na2 SeO3对小白菜幼苗

根部生长有抑制作用,且抑制率与 Na2SeO3浓度呈

正相关。

**表示不同处理与对照在 0. 01 水平上差异显著。
图 1摇 不同浓度 Na2SeO3对小白菜根生长的影响

Fig. 1 摇 Effects of Na2 SeO3 concentrations on the growth of

Brassica rapa root

2. 2摇 Na2SeO3对小白菜幼苗根尖内源 NO 和 H2 S
含量的影响
摇 摇 图 2 为 DAF鄄DA 荧光密度统计图。 随 着

Na2SeO3浓度增加,小白菜根尖中 DAF鄄DA 荧光密度

逐渐增加(图 2)。 低浓度 Na2 SeO3(0郾 03 mmol / L)
处理时,DAF鄄DA 荧光密度与对照组差异不显著;在
0郾 06 mmol / L处理时 DAF鄄DA 荧光密度显著高于对

照组,比对照组增加 42郾 9% 。 Na2 SeO3 浓度为 0郾 12
mmol / L、0郾 23 mmol / L、0郾 46 mmol / L处理时 DAF鄄DA
荧光密度分别为对照组的 2郾 18 倍、2郾 34 倍、2郾 89
倍,与对照组均有极显著差异。 说明 Na2 SeO3 处理

下小白菜根尖内源 NO 含量增加,且随着 Na2SeO3浓

度增加 NO 含量逐渐增加。
摇 摇 图 3 为 WSP鄄1 荧光密度统计。 随着 Na2SeO3浓

度增加,WSP鄄1 荧光密度逐渐降低 (图 3)。 0郾 03
mmol / L 的 Na2SeO3处理时,根尖 WSP鄄1 荧光密度与

对照差异不显著;当 Na2 SeO3 为 0郾 06 mmol / L时,
WSP鄄1 荧 光 密 度 显 著 低 于 对 照 组, 为 对 照 的

71郾 1% 。 当 Na2 SeO3 浓度分别 为 0郾 12 mmol / L、
0郾 23 mmol / L、 0郾 46 mmol / L处理时,WSP鄄1 荧光密

度分别为对照组的 57郾 5% 、58郾 1% 、39郾 4% ,差异达

到极显著。 由此发现 Na2SeO3处理后小白菜根尖内

源 H2S 含量下降,且随着 Na2SeO3浓度增加H2S含量

逐渐下降。

*和**分别表示不同处理与对照在 0郾 05 和 0. 01 水平上差异显

著。
图 2摇 不同浓度 Na2SeO3处理下小白菜幼苗根尖内源 NO 含量

Fig. 2摇 Effects of Na2SeO3 concentrations on the content of en鄄

dogenous NO in B. rapa root

*和**分别表示不同处理与对照在 0郾 05 和 0. 01 水平上差异显

著。
图 3摇 不同浓度 Na2SeO3处理下小白菜根尖内源 H2S 含量

Fig. 3摇 Effects of Na2SeO3 concentrations on the content of en鄄

dogenous H2S in B. rapa root

2. 3摇 Na2SeO3胁迫下小白菜根内源 NO 与 H2S 的

互作
摇 摇 相关性分析结果显示,不同浓度 Na2SeO3处理

过程中,根内源 NO 与 H2 S 含量变化成显著负相

关,即:随着 NO 含量的上升,H2 S 逐渐下降 (图

4)。 我们的前期研究结果显示,H2S 可作为 NO 的

下游信号调控侧根发育[21] 。 为了进一步探究 NO
与 H2S 在介导 Na2 SeO3对小白菜幼苗氧化损伤过

程中的上下游关系,本试验外源添加 NO 产生抑制

剂( L鄄NMMA 和 Tungstate)与 NO 清除剂 (cPTIO),
再检 测 根 尖 中 内 源 H2 S 含 量。 由 图 5 可 知,
Na2SeO3处理后根尖 WSP鄄1 荧光密度与对照组相

比显著下降,为对照的 43. 7% ;但是加入 NO 抑制
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剂( L鄄NMMA 和 Tungstate)和清除剂( cPTIO)后,根
尖中 WSP鄄1 荧光密度分别为 Na2 SeO3 处理组的

1郾 43 倍、1郾 37 倍、1郾 78 倍,差异均达到显著水平。
由此发现,通过抑制或清除根尖中 NO,能够增加

根尖内源H2S含量,即外源硒处理条件下,根尖中

内源 NO 抑制 H2S 产生。

图 4摇 不同浓度 Na2 SeO3 处理下小白菜根尖内源 H2 S 含量

(WSP鄄1 荧光强度) 与内源 NO(DAF鄄DA 荧光强度) 相

关性分析

Fig. 4 摇 The correlation analysis between H2 S content(WSP鄄1

fluorescent density) and NO content(DAF鄄DA fluores鄄
cent density) in B. rapa root under the stress of differ鄄
ent concentration of Na2SeO3

不同小写字母表示差异达到 0. 05 显著水平。
图 5摇 不同 NO 抑制剂和清除剂对小白菜幼苗根尖内源 H2 S

的影响

Fig. 5摇 Effects of NO inhibitors and scavenger on the endoge鄄
nous H2S in B. rapa root

2. 4摇 Na2SeO3胁迫下小白菜根内源 NO 与 H2S 互

作对 BrRbohG1 / BrRbohG2 基因表达的影响

摇 摇 目前植物中报道的 Rboh 基因家族主要包含

11 个成员 (RbohA鄄J)。 相比较其他成员,RbohG 的

研究相对较少,其参与调控生理过程的报道也相

对缺乏。 因此,我们以拟南芥中的 AtRbohG 基因序

列在小白菜基因组中进行 BLAST,检索到两条同

源 序 列: Bra019189 ( BrRbohG1 ) 和 Bra019191
(BrRbohG2)。 亚细胞定位预测结果显示,他们均

定位于质膜或类囊体膜,属于膜蛋白。 根据已报

道的植物氧化酶结构[26] ,我们进行了进一步的组

成结构分析,结果表明:BrRbohG1 和 BrRbohG2 中

含有植物 NADPH 氧化酶典型的保守结构特征,如
在 EF鄄1 和 EF鄄2 手型结构域、在 EF鄄1 上游 N 端方

向的 Ca2+互作结构域、Fe3+还原结构域、FAD 结合

域、NAD 结合域 (图 6)。 多重比对结果显示,上
述特 征 性 区 域 的 关 键 作 用 位 点 在 BrRbohG1、
BrRbohG2 和 AtRbohG 中相对保守一致 (图 7)。
摇 摇 图 8 显示为不同处理对 BrRbohG 基因表达量

的影响。 与对照相比,经 Na2SeO3处理的小白菜根

系中 BrRbohG1 、BrRbohG2 基因表达量均显著上

调,分 别 为 对 照 的 4. 33 倍 和 1. 63 倍。 由 于

Na2SeO3处理能够诱导内源 NO 的产生,因此我们

在 Na2 SeO3 处 理 时 外 源 添 加 NO 合 成 抑 制 剂

L鄄NMMA、Tungstate,或 NO 清除剂 cPTIO 后,BrRbo鄄
hG1 和 BrRbohG1 的表达量分别比 Na2 SeO3单独处

理时下降了46. 7% ~ 61郾 7% 和47. 9% ~ 83郾 6% 。
另外,由于 Na2 SeO3 处理能够抑制内源 H2 S 的产

生,因此在 Na2SeO3处理时通过外源添加 H2S 供体

NaHS 来增加内源 H2S 含量。 结果显示,BrRbohG1
和 BrRbohG1 的表达量分别比 Na2SeO3单独处理时

下降了 57郾 4% 和 78郾 8% 。 由此发现,在 Na2 SeO3

处理条件下,减少根中的 NO 或增加 H2S 均能降低

BrRbohG1 和 BrRbohG2 的表达量。
2. 5摇 BrRbohG1 和 BrRbohG2 基因启动子区域分析

摇 摇 在 BRAD 中定位 BrRbohG1 和 BrRbohG2 基

因,下载起始密码子上游2 000 bp 序列并通过

PLACE ( http: / / www. dna. affrc. go. jp / PLACE / )
进行启动子区域预测分析。 结果 (表 1 ) 显示,
BrRbohG1 和 BrRbohG2 的上游启动子区域包含响

应金属离子调控元件 MRE( TGCACAC)响应 NO
调控元件,如与 bZIP 转录因子结合的 ACGT 框

(ACGT)等;响应生长素调控元件,如生长素响应

因子 ARFAT(TGTCTC) )等。 启动子区域的不同

响应元件说明在 Na2 SeO3 胁迫下, BrRbohG1 和

BrRbohG2 基因可能受金属离子、NO、生长素等调

控。
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从左到右为从 N 端到 C 端;右上端标尺指示长度为 100 个氨基酸;条形框部分表示各个保守功能域的分布与功能;黑色箭头表示跨膜区域。
图 6摇 小白菜中 BrRbohG1 和 BrRbohG2 蛋白质序列保守域 SMART 分析

Fig. 6摇 SMART analysis for the conserved domains in BrRbohG1 and BrRbohG2 protein sequence

黑色和灰色区域分别表示 100%与 60%的相似性;EF hand I 和 EF hand II 分别表示两个保守的 EF 手型结构,其中短线表示任意氨基酸,X、
Y、Z 通常为支链含氧的氨基酸;FAD鄄isoalloxazine、NADPH鄄ribose、NADPH鄄adenine 为保守的催化功能位点;星号*表示保守的用于结合血红

素的组氨酸位点。
图 7摇 拟南芥中 AtRbohG 与小白菜中 BrbohG1 和 BrRbohG2 的多重比对分析

Fig. 7摇 The multi鄄alignment of AtRbohG in Arabdopsis and BrRbohG1 and BrRbohG2 in B. rapa

3摇 讨 论

目前关于硒在植物上的研究大多集中于硒在植

物体受到外界胁迫时起到保护作用[27鄄28],而本试验

则关注在一定浓度时硒会导致植物生长受到抑制。
植物遭受多数外界胁迫都会导致 ROS 积累,打破原

有氧化与抗氧化系统的平衡[29],造成植物体细胞膜

损伤、蛋白质合成受阻和含金属的酶失活等,抑制
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A:抑制清除 NO 对小白菜幼苗根部 BrRbohG1 和 BrRbohG2 表达量变化的影响;B:外源添加H2S 对小白菜幼苗根部 BrRbohG1 和 BrRbohG2 表

达量变化的影响;a:Se;b:Se+L 鄄NMMA;c:Se+Tungstate;d:Se+cPTIO;e:Se+NaHS;f:NaHS。

图 8摇 抑制、清除 NO 或外源添加 H2S 对小白菜幼苗根部 BrRbohG1 和 BrRbohG2 表达量变化的影响

Fig. 8摇 Expression levels of BrRbohG1 and BrRbohG1 in B. rapa root treated with NO inhibitors, scavenger and H2S donor

表 1摇 BrRbohG1 与 BrRbohG2 基因上游启动子区域不同信号响应

元件

Table 1摇 Signal responsive elements in the promoters of BrRbohG1
and BrRbohG2

响应元件 响应元件序列 位点

BrRbohG1 (Bra019189) MRE TGCACAC 159 (-)

NO ACGT 861 (+)

921 (+)

861 (-)

921 (-)

TTGAC 429 (+)

648 (+)

AUXIN TGTCTC 236 (+)

430 (+)

BrRbohG2 (Bra019191) MER TGCACTC 323(+)

AUXIN ACGT 264 (+)
53 (+)

264 (-)

353 (-)

TGACG 59 (-)

植物生长。 目前在拟南芥和水稻中分别发现 10 条

和 9 条 Rboh 基因,它们都与 ROS 产生有关。 前期

试验发现在小白菜中有 12 条具有 NADPH 氧化酶

功能的基因,并发现在硒胁迫下根中 BrRbohG1 和

BrRbohG2 的表达量明显上调。 通过对 BrRbohG1 和

BrRbohG2 两基因的启动子区域分析得出二者启动

子区域包含 NO、生长素和金属离子响应元件,结合

本试验中硒抑制小白菜根生长并导致 BrRbohG1 和

BrRbohG2 基因表达上调,说明硒可能通过直接或间

接的方式使小白菜中 Rboh 基因的表达量上调,继而

导致 ROS 积累。
NO 和 H2S 是当下植物生理学的研究热点。 经

过近 20 年的研究,发现 NO 几乎在植物生长过程中

的各个时期、部位都有调节作用[30]。 NO 在植物中

有信号和毒害双重作用,大部分文献阐述了 NO 作

为信号分子对植物受逆境胁迫时的保护作用。 有文

献从 NO 与 ROS 互作方面解释了 NO 存在的毒害作

用[31]。 在本试验中发现硒处理后内源 NO 含量明

显上升,继而通过一系列信号传递调节下游的 Rboh
基因最终导致植物受到胁迫作用,这一发现可能是

内源 NO 对植物产生毒害的又一个新的途径。 相比

于 NO,H2S 作为气体信号分子在植物中的研究时间

较短,通过外源添加或清除 H2S 证明了 H2S 参与了

植物气孔运动、光合作用、衰老以及对生物和非生物

胁迫的调节作用[32鄄33]。 对于 H2 S 的研究也大都集

中于其正面效应,在本试验中外源硒导致小白菜根

中内源 H2 S 含量下降,当外源补充 H2 S 时,BrRbo鄄
hG1 和 BrRbohG2 表达量相比硒处理有明显下降,说
明低浓度的 H2S 可能介导了硒诱导植物 Rboh 基因

表达造成植物受到抑制。 已有研究发现 NO 与 H2S
有上下游关系,Lisjak[34] 发现 H2 S 在调节拟南芥气

孔张开过程中使 NO 含量下降;而 Li[35] 发现 NO 能

够诱导下游 H2S 产生提高玉米幼苗耐热性,说明在

不同物种或不同处理条件下 NO 的上下游关系不是

固定的。 本试验中降低内源 NO 含量能够缓解 Na2
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SeO3对 H2S 产生的抑制作用,且增加内源 NO 或降

低内源 H2S 均能诱导 BrRbohG1 / G2 表达上调,说明

H2S 的产生受上游 NO 含量调控,而 H2 S 能够直接

或间接的调控 BrRbohG1 / BrRbohG2 表达。
至于植物中 NO 与 H2S 间的相互调控机理还不

是很清晰。 研究发现在人体中发现 NO 和 H2S 能够

发生生物化学反应,形成 RSNO 类化合物[36];而且

在大鼠中外源添加 NO 能够改变 CBS(Cystathionine鄄
茁鄄lyase)活性和 H2 S 水平[37]。 那么植物中 NO 与

H2S 也可能有类似的生化反应和调节机制,即过量

的 NO 可能与 H2S 反应降低了内源 H2S 水平,也有

可能抑制 LCD 或 DCD 基因表达,使内源 H2S 含量

保持较低水平。 因此 NO 与 H2S 在植物中的相互作

用还需要更深入研究。
总之,本研究结果表明,Na2SeO3处理下,小白菜

根尖产生过量的内源 NO 可能抑制下游内源 H2S 产

生,且低浓度的 H2 S 能够诱导 BrRbohG1 和 BrRbo鄄
hG2 的表达。
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