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　 　 摘要：　 土壤硒（Ｓｅ）污染已受到越来越多的关注。 Ｓｅ 胁迫通常破坏植物体内的抗氧化系统，进而导致 Ｈ２Ｏ２ 被

动累积，多胺氧化酶（ＰＡＯ）代谢多胺产生 Ｈ２Ｏ２ 是植物体内活性氧的重要来源之一。 本研究以不结球白菜（Ｂｒａｓｓｉｃａ
ｒａｐｅ．ｓｓｐ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）幼苗根为研究材料，采用多种生理生化手段，研究了信号分子硫化氢（Ｈ２Ｓ）对 Ｓｅ 胁迫下 ＢｒＰＡＯ１ ／
Ｈ２Ｏ２ 系统的调控方式。 结果表明，（１）Ｓｅ 胁迫导致根内 ＰＡＯ 活性和 Ｈ２Ｏ２ 含量显著上升，而采用 ＰＡＯ 活性抑制剂

（ＧＺＴ）可显著抑制 ＰＡＯ 活性并降低 Ｈ２Ｏ２ 含量，表明在 Ｓｅ 胁迫下导致了依赖于 ＰＡＯ 的 Ｈ２Ｏ２ 产生。 （２）从不结球白

菜体内克隆了 １ 个编码 ＰＡＯ 蛋白的基因 ＢｒＰＡＯ１，将 ＢｒＰＡＯ１ 在烟草叶片中瞬时表达，证明编码蛋白具备产生Ｈ２Ｏ２ 的

能力；Ｓｅ 胁迫可显著诱导根内 ＢｒＰＡＯ１ 的表达。 （３） Ｓｅ 胁迫诱导根内 Ｈ２Ｓ 合成相关基因（ＢｒＬＣＤ１ ～ ＢｒＬＣＤ１０ 和

ＢｒＤＣＤ１、ＢｒＤＣＤ２）表达上调，内源 Ｈ２Ｓ 含量显著提高；Ｈ２Ｓ 供体（ＮａＨＳ）处理可进一步提高 Ｓｅ 胁迫下根内源 Ｈ２Ｓ 水

平，而 Ｈ２Ｓ 的清除剂（ＨＴ）处理可显著降低 Ｓｅ 胁迫下根内源 Ｈ２Ｓ 水平。 （４）ＮａＨＳ 处理可显著抑制 Ｓｅ 胁迫下根内 Ｂｒ⁃
ＰＡＯ１ 基因的表达、ＰＡＯ 活性、Ｈ２Ｏ２ 含量，而 ＨＴ 处理则呈现出相反的作用效果。 表明，Ｓｅ 胁迫可导致 ＢｒＰＡＯ１ 基因表

达上调，进而提高 ＰＡＯ 活性并产生过量 Ｈ２Ｏ２，而内源 Ｈ２Ｓ 则参与调控这一生理过程。
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　 　 硒作为植物和动物不可或缺的微量元素之一，
在动植物生长发育过程中发挥重要的生物学功

能［１⁃４］。 但是伴随着工业的迅速发展，大量硒被排

放到环境中，造成局部土壤硒污染，进而危害植物生

长［５］。 研究发现植物硒毒害的普遍反应为活性氧

（ＲＯＳ）的大量积累造成的氧化损伤［６⁃７］。 Ｈ２Ｏ２ 作为

ＲＯＳ 的主要代表成员之一，具有相对较长的半衰

期，更稳定存在于植物细胞内，易在植物体内造成严

重的氧化损伤反应［８⁃９］。 已有研究结果显示，高浓

度的硒可通过破坏植物体内的抗氧化系统，从而导

致 Ｈ２Ｏ２ 的被动大量累积［１０］。 而硒胁迫如何诱导

Ｈ２Ｏ２ 的过量产生尚不明确。
多胺氧化酶（ＰＡＯ）是植物体内产生 Ｈ２Ｏ２ 的重

要来源之一。 ＰＡＯ 在分解代谢或转化多胺类物质

［如亚精胺（Ｓｐｄ）、精胺（Ｓｐｍ）］的过程中可产生副

产物 Ｈ２Ｏ［１１］
２ 。 ＰＡＯ 分解代谢多胺产生的 Ｈ２Ｏ２ 参与

调控多种植物的生长发育以及胁迫应答，例如：拟南

芥中花粉管的伸长和植株的氧化胁迫反应［１２⁃１３］，玉
米根的发育［１１］， 烟草和棉花对生 物 胁 迫 的 响

应［１４⁃１５］。 硒胁迫是否并怎样调控植物体内的 ＰＡＯ ／
Ｈ２Ｏ２ 系统？ 回答此问题将有助于揭示硒胁迫下植

物体内 Ｈ２Ｏ２ 过量产生的作用机制。
Ｈ２Ｓ 是植物体内一种重要的气体信号分子，参

与调控多种生理过程。 Ｈ２Ｓ 的产生可通过半胱氨酸

脱巯基酶（ＣＤｅｓ）的酶促反应实现，包括 Ｌ⁃ｃｙｓｔｅｉｎｅ
ｄｅｓｕｌｐｈｙｄｒａｓｅ （ ＬＣＤ ） 和 Ｄ⁃ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｄｅｓｕｌｐｈｙｄｒａｓｅ
（ＤＣＤ） ［１６］。 大量研究结果显示，当植物处于重金属

（Ｃｕ、Ｃｒ、Ａｌ、Ｃｄ）胁迫下，Ｈ２Ｓ 可以激活植物体内的

抗氧化物酶系统清除产生的过量 Ｈ２Ｏ２，从而减轻氧

化损伤［１７⁃２１］。 在上述调控过程中，Ｈ２Ｓ 亦可与其他

信号分子（如水杨酸和一氧化氮）发生互作［２０⁃２１］。
我们在前期研究中鉴定出了青菜基因组中的 １０ 个

ＬＣＤ 基因和 ２ 个 ＤＣＤ 基因，并进一步发现在硒胁迫

下不结球白菜体内，Ｈ２Ｓ 可通过提高谷胱甘肽含量

来清除过量累积的 ＲＯＳ［１］。 然而 Ｈ２Ｓ 如何调控硒

胁迫下植物体内 Ｈ２Ｏ２ 的产生尚不清楚。
本研究以不结球白菜幼苗根为材料，结合生理

测定、基因克隆、瞬时表达等试验手段，研究硒胁迫

下内源 Ｈ２Ｓ 参与调控 ＰＡＯ 产生 Ｈ２Ｏ２ 的作用方式，
旨在为进一步揭示植物硒毒害的作用机制提供部分

理论基础。

１　 材料与方法

１．１　 材料培养与处理

不结球白菜（Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ ｓｓｐ． ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）购自南

京绿领种业有限公司。 将种子用 １％ ＮａＣｌＯ 消毒 １０
ｍｉｎ 后，用蒸馏水冲洗 ３ 遍，双蒸水浸泡 ３ ｈ，将其播

种于培养皿中于黑暗处催芽。 待根长 １􀆰 ５ ｃｍ 时挑

选生长一致的幼苗，转至不同处理的溶液中，培养条

件是：温度（２５±１） ℃、光周期 １６ ｈ（昼） ／ ８ ｈ（夜），
相对湿度 ７５％，光照度 ２００ μｍｏｌ ／ （ｍ２·ｓ）。 根据本

实验室前期的研究结果［１］，此次试验涉及到的

Ｎａ２ＳｅＯ３浓度为 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ，此浓度给不结球白菜的

生长造成中等程度抑制。 其他试剂分别为硫氢化钠

（ＮａＨＳ，５ μｍｏｌ ／ Ｌ）作为 Ｈ２Ｓ 供体［１］，亚牛磺酸（ＨＴ，
２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 作为 Ｈ２Ｓ 清除剂［１］，双胍盐 （ＧＺＴ，２０
ｎｍｏｌ ／ Ｌ）作为 ＰＡＯ 活性抑制剂。 根据不同的试验设

计，将上述试剂组合搭配成相应的处理液。 其中为

了避免 ＮａＨＳ 与 Ｓｅ 的体外反应，采取预处理方式，
即先用 ＮａＨＳ 预处理根 １２ ｈ，然后再移至 Ｎａ２ＳｅＯ３溶

液中处理 ７２ ｈ。 其他试剂均采用共同处理的方式处

理 ７２ ｈ。
用于基因瞬时表达的植物材料为本氏烟（Ｎｉｃ⁃

ｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ）叶片。 其种子用 １％ ＮａＣｌＯ 消

毒 １０ ｍｉｎ 后，用蒸馏水冲洗 ３ 遍，将其播种于穴盘

中于黑暗处催芽。 光照培养箱的培养条件是：温度
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（２６±１） ℃、光周期 １６ ｈ（昼） ／ ８ ｈ（夜），光照度 ２００
μｍｏｌ ／ （ｍ２·ｓ）。 当烟草长至四叶一心时，用于后续

基因功能的瞬时表达验证。
１．２　 试验方法

１．２．１　 Ｈ２Ｓ 含量测定　 将不结球白菜的根尖清洗干

净，然后于 ＷＳＰ⁃１（Ｈ２Ｓ 特异性荧光探针）中避光染

色 ４０ ｍｉｎ，用双蒸水清洗 ３ 遍，于荧光显微镜（美国

Ｎｉｋｏｎ 公司生产） 下进行观察拍照。 利用软件

Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６．０ 进行荧光密度分析。
１．２．２　 Ｈ２Ｏ２ 含量测定　 取植物组织材料约 ０􀆰 １ ｇ，
在液氮中研磨，加入 ０􀆰 ９ ｍｌ 的磷酸缓冲液，４ ℃、
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎ，上清液用于测量 Ｈ２Ｏ２ 的

含量。 采用商业化试剂盒（Ａ０６４⁃１，南京建成生物

工程研究所生产）检测 Ｈ２Ｏ２ 含量。
１．２．３　 叶片 Ｈ２Ｏ２ 原位染色　 将烟草叶片完全浸入

二氨基联苯胺（ＤＡＢ）溶液（１ ｍｇ ／ ｍｌ，ｐＨ ３􀆰 ８）中 １２
ｈ，然后用双蒸水洗净，放置于煮沸的 ９６％酒精中去

除绿色背景，最后用数码相机拍照。

１．２．４　 多胺氧化酶活性检测 　 取不结球白菜根约

０􀆰 １ ｇ，在液氮中研磨，加入 １􀆰 ０ ｍｌ 磷酸缓冲液（０􀆰 １
ｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ６􀆰 ５），离心 ２０ ｍｉｎ（４ ℃，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ），
取上清液于新的离心管中，离心 ５ ｍｉｎ（４ ℃，５ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ）。 此上清液用于 ＰＡＯ 活性的检测。 反应体

系包含 ２􀆰 ５ ｍｌ 磷酸缓冲液，０􀆰 ２ ｍｌ 显色液（磷酸缓

冲液配置：１００􀆰 ０ ｍｌ 磷酸缓冲液中含 １０ ｍｇ ４⁃氨基

氨替吡啉和 ２５ μｌ Ｎ，⁃Ｎ⁃二甲基苯胺），０􀆰 １ ｍｇ 的辣

根过氧化物酶，０􀆰 ２ ｍｌ 的提取液和 ０􀆰 ２ ｍｌ 的底物

（Ｓｐｄ 或 Ｓｐｍ）。 反应体系在 ３０ ℃下反应 ３０ ｍｉｎ，然
后检测 ５１５ ｎｍ 下的吸光值。 以每 １ ｍｉｎ Ａ５１５ 变化

０􀆰 ０１ 为 １ 个酶活单位［２２⁃２３］。
１．２．５　 基因表达分析　 利用总 ＲＮＡ 提取试剂盒提

取烟草叶片总 ＲＮＡ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ 试剂盒（ ＴａＫａＲａ
公司生产）用于合成 ｃＤＮＡ 的第一链。 利用 ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ 试剂盒 （ ＴａＫａＲａ 公司生产） 进行

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增反应。 所用引物序列信息［２４］ 见表 １。
试验结果通过 ＡＢＩ ７５００ 软件进行分析。

表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ

基因名称 基因编号 正向引物 （５′→３′） 　 　 　 反向引物 （５′→３′） 　 　 　

ＢｒＬＣＤ１ Ｂｒａ００１１３１ ＡＣＣＧＧＡＣＡＡＴＴＴＧＧＡＴＴＴＣＡ ＧＣＣＧＴＴＴＴＧＣＣＡＣＣＴＴＡＡＴＡ
ＢｒＬＣＤ２ Ｂｒａ０３７６８２ ＣＡＧＣＣＡＡＴＣＣＣＡＡＧＡＴＴＣＡＴ ＴＴＧＴＧＡＧＧＴＣＣＴＧＧＴＴＴＴＣＣ
ＢｒＬＣＤ３ Ｂｒａ００４７８１ ＣＣＡＣＧＧＡＡＡＧＴＧＣＣＡＴＡＣＴＴ ＴＴＣＡＧＧＴＣＴＣＴＴＴＧＣＣＡＣＣＴ
ＢｒＬＣＤ４ Ｂｒａ０１４５２９ ＧＣＧＡＴＴＴＣＡＡＧＴＧＡＧＧＡＡＧＣ ＴＣＣＣＧＧＡＴＡＧＡＣＴＧＧＡＡＣＡＧ
ＢｒＬＣＤ５ Ｂｒａ０３９７０８ ＧＧＣＡＡＧＧＣＴＴＣＴＴＧＣＴＣＴＴＡ ＣＴＴＴＣＣＴＴＧＴＧＧＣＡＴＣＧＡＡＴ
ＢｒＬＣＤ６ Ｂｒａ０３６９１０ ＣＣＴＧＣＴＡＡＣＣＣＡＡＡＧＡＴＣＣＡ ＴＡＴＡＡＡＡＣＣＡＧＣＧＣＣＡＡＴＣＣ
ＢｒＬＣＤ７ Ｂｒａ００９９８５ ＧＣＧＧＴＧＧＡＡＣＣＴＡＣＡＧＡＧＡＧ ＧＡＧＣＡＡＧＡＡＧＣＴＴＧＧＣＴＧＴＴ
ＢｒＬＣＤ８ Ｂｒａ０２０６０５ ＧＧＡＴＴＧＴＴＧＧＴＧＧＧＣＡＴＡＴＣ ＧＴＣＧＧＣＡＧＡＴＴＣＴＣＴＧＣＴＴＣ
ＢｒＬＣＤ９ Ｂｒａ０３６１１５ ＡＡＡＣＴＣＣＴＧＧＴＧＧＴＴＡＣＡＴＡＣＣ ＣＣＣＴＧＣＴＧＡＡＴＣＴＣＴＣＣＡＴＡＴＣ
ＢｒＬＣＤ１０ Ｂｒａ００６１１４ ＴＧＧＴＣＣＧＧＡＧＡＴＡＴＧＧＡＧＡＧ ＣＣＴＧＧＴＴＣＴＣＣＴＣＣＡＣＴＧＡＧ
ＢｒＤＣＤ１ Ｂｒａ０１８７２６ ＣＡＡＧＧＧＡＧＡＴＴＧＡＧＧＡＧＣＡＧ ＴＴＣＧＧＡＴＣＣＴＴＧＧＴＣＡＴＣＴＣ
ＢｒＤＣＤ２ Ｂｒａ０２５１８４ ＣＡＧＣＡＧＣＴＴＧＧＡＴＡＣＧＡＴＣＡ ＡＣＣＡＡＡＣＡＴＣＣＣＡＡＧＡＧＴＧＣ
ＢｒＰＡＯ１ Ｂｒａ００６２１０ ＧＡＴＴＣＧＣＴＧＣＴＧＡ ＣＴＣＧＴＡＴＡＡ ＡＧＧＡＧＣＴＴＣＴＴＣＡＧＣＴＴＣＴＴＧ
Ａｃｔｉｎ　 Ｂｒａ０２８６１５ ＣＴＡＴＣＣＴＣＣＧＴＣＴＣＧＡＴＣＴＣ ＣＴＴＡＧＣＣＧＴＣＴＣＣＡＧＣＴＣＴ

１．２． ６ 　 ＢｒＰＡＯ１ 的克隆及分析 　 以拟南芥中的

Ａｔ５Ｇ１３７００（ＡｔＰＡＯ１）为靶基因在不结球白菜数据库

（ＢＲＡＤ，ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｒａｓｓｉｃａｄｂ． ｏｒｇ ／ ｂｒａｄ ／ ｉｎｄｅｘ． ｐｈｐ）中进

行 ＢＬＡＳＴ 检 索， 得 到 同 源 基 因 Ｂｒａ００６２１０
（ＢｒＰＡＯ１）。 利用总 ＲＮＡ 提取试剂盒（天根生化科

技有限公司生产） 提取不结球白菜根部总 ＲＮＡ。
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ试剂盒（ＴａＫａＲａ 公司生产）用于合成

ｃＤＮＡ 的第一链。 设计扩增 ＢｒＰＡＯ１ 基因 ｃＤＮＡ 全

长的引物，正向引物：５′⁃ＡＴＧＡＣＧＡＣＣＧＣＣＴＣＣＧＴＡ⁃
ＡＴＴ⁃３′，反向引物：５′⁃ＣＴＡＧＣＴＴＣＴＣＣＣＡＧＡＴＡＴＴＡ⁃
ＡＡＴＴＧＡＣ⁃３′。 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ􀅸 Ｍａｘ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
（ＴａＫａＲａ 公司生产）进行全长扩增，连结至 ＰＭＤ１９⁃
Ｔ 载体并进行测序。 通过分析测序结果，将修正后

的碱基序列通过 ＮＣＢＩ 中的 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 进行氨基酸

序列预测与分析。 利用 ＥｘＰＡＳＹ 中的 Ｃｏｍｐｕｔｅ ＰＩ ／
Ｍｖ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ ／ ）分析等电

９８８王永竹等：Ｈ２Ｓ 对硒胁迫下不结球白菜体内 ＢｒＰＡＯ１ ／ Ｈ２Ｏ２ 的调控作用



点和相对分子质量。 利用 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ． ｊｐ ／ ） 进 行 亚 细 胞 定 位 分 析。 采 用

ＭＥＧＡ ６．０ 将其与拟南芥 ＡｔＰＡＯ１、玉米 ＺｍＰＡＯ、水
稻 ＯｓＰＡＯ６⁃７ 的氨基酸序列进行多重比对分析。
１．２．７　 ＢｒＰＡＯ１ 瞬时表达转化烟草　 采用一步克隆

法，设计包含限制性酶切位点 Ｓｍａ Ｉ 和表达载体同

源臂的引物。 引物如下： 正向引物： ５′⁃ＧＣＴＧＴＡ⁃
ＣＡＡＧＧＧＴＡＣＣＣＣＣＧＧＧＡＴＧＡＣＧＡＣＣＧＣＣＴＣＣＧＴＡＡＴ⁃
Ｔ⁃３′ 反向引物：５′⁃ＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣＧＴＣＧＡＣＣＣＣＧＧＧＣ⁃
ＴＡＧＣＴＴＣＴＣＣＣＡＧＡＴＡＴＴＡＡＡＴＴＧＡＣ⁃３′，划线部分为

表达载体同源臂和酶切位点。 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ􀅸Ｍａｘ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＴａＫａＲａ）扩增 ＢｒＰＡＯ１ 基因的全长，使用

ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ􀅸Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ（南京诺维赞

生物科技有限公司生产）进行载体构建，将目的基

因和植物表达载体 ＰＣＡＭＢＩＡ⁃２３００ 进行连结，然后

转至大肠杆菌感受态 ＤＨ５α，随后将含有测序正确

的重组质粒的 ＤＨ５α 进行扩大培养、提质粒并转至

农杆菌感受态 ＧＶ３１０１，最后将含有目的基因的农杆

菌菌液侵染烟草，进行后续鉴定。 农杆菌侵染缓冲

液制备方法：将含有少量重组质粒的农杆菌菌液添

加至 ＬＢ 培养基（含利福平 ５０ ｍｇ ／ ｍｌ，卡那霉素 ５０
ｍｇ ／ ｍｌ）过夜摇菌（２００ ｒ ／ ｍｉｎ，２８ ℃），将扩培后的农

杆菌菌液４ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，收集菌体，弃上清

液，然后加入适量的侵染缓冲液（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２，
１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ２⁃吗啉乙磺酸，１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 乙酰丁香酮）

４ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，收集菌体，弃上清液，最后

加入适量的侵染缓冲液调节 ＯＤ 值至 ０􀆰 ４，室温放置

３～４ ｈ，用于侵染烟草叶片。 以正常生长的烟草叶

片（ＣＫ）和注射不含有目的基因的空载体（ＥＶ）为阴

性对照。 将烟草植株在 ＤＮＡ 和 ｍＲＮＡ 水平分别进

行检测（采用引物参照方法 １．２．６），用于验证和筛选

烟草阳性植株。 侵染 ６０ ｈ 后检测烟草叶片的

ＢｒＰＡＯ１ 表达和 Ｈ２Ｏ２ 产生情况。
１．２．８　 统计分析　 每个试验数据至少取 ３ 次重复。
ＳＰＳＳ６．０ 对试验数据进行单因素随机分组方差分析

及显著性差异分析（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

２　 结果与分析

２．１　 硒处理对不结球白菜体内 ＰＡＯ 活性及 Ｈ２Ｏ２

含量的影响
　 　 分别以 Ｓｐｄ 和 Ｓｐｍ 为底物测定 Ｓｅ 处理下根内

ＰＡＯ 活性。 结果显示：单独 Ｓｅ 处理能够诱导 ＰＡＯ
活性显著增加（图 １Ａ），同时伴随着 Ｈ２Ｏ２ 含量的显

著升高（图 １Ｂ）。 在 Ｓｅ 胁迫下，ＰＡＯ 活性抑制剂

ＧＺＴ 处理后，能够显著降低 ＰＡＯ 活性（图 １Ａ） 和

Ｈ２Ｏ２ 含量（图 １Ｂ），说明 Ｓｅ 胁迫诱导了依赖于 ＰＡＯ
的 Ｈ２Ｏ２ 产生。 值得注意的是，Ｓｅ 胁迫下，ＧＺＴ 对以

Ｓｐｄ 为底物的 ＰＡＯ 活性抑制程度高于以 Ｓｐｍ 为底

物的 ＰＡＯ 活性（图 １Ａ）。 这表明 Ｓｅ 胁迫可能主要

通过诱导 ＰＡＯ 代谢 Ｓｐｄ 产生 Ｈ２Ｏ２。

ＣＫ 为不结球白菜幼苗在单蒸水下处理 ３ ｄ，Ｓｅ 为不结球白菜幼苗在 Ｓｅ（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）下处理 ３ ｄ，Ｓｅ＋ＧＺＴ 为不结球白菜幼苗在 Ｓｅ（ ２０
μｍｏｌ ／ Ｌ）和 ＧＺＴ（２０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）下处理 ３ ｄ。 不同小写字母代表处理间有显著差异（Ｐ＜０．０５）。

图 １　 ＧＺＴ 处理对硒胁迫下不结球白菜根内 ＰＡＯ 活性和 Ｈ２Ｏ２ 含量的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＧＺＴ ｏｎ ＰＡＯ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ Ｈ２Ｏ２ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｏｆ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ ｕｎｄｅｒ ｓｅｌｅｎｉｕｍ （Ｓｅ） ｓｔｒｅｓｓ

２．２　 硒处理对不结球白菜体内 Ｈ２Ｓ 合成酶基因表

达及 Ｈ２Ｓ 含量的影响
　 　 Ｓｅ 处 理 下 对 根 中 负 责 产 生 Ｈ２Ｓ 的 基 因

（ＢｒＬＣＤ１～ ＢｒＬＣＤ１０ 和 ＢｒＤＣＤ１、ＢｒＤＣＤ２）进行表达

分析。 结果（图 ２）显示，除 ＢｒＬＣＤ１ 下调，ＢｒＬＣＤ９ 保

持不变外，其他基因的表达量在 Ｓｅ 处理下均显著上

调。 其中以 ＢｒＬＣＤ６ 上调幅度最大，约为对照的 ４
倍。 采用特异性荧光探针 ＷＳＰ⁃１ 对根中的 Ｈ２Ｓ 水
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平进行原位荧光检测，发现 Ｓｅ 处理导致根内 Ｈ２Ｓ 含

量显著上升。 外源 ＮａＨＳ（Ｈ２Ｓ 供体）处理可显著提

高 Ｓｅ 胁迫下根内 Ｈ２Ｓ 水平，而 ＨＴ（Ｈ２Ｓ 清除剂）则

可显著降低 Ｓｅ 胁迫下根内 Ｈ２Ｓ 水平（图 ３）。 这些

结果表明，Ｓｅ 胁迫可通过诱导 ＢｒＬＣＤｓ 和 ＢｒＤＣＤｓ 的
表达，进而刺激根中 Ｈ２Ｓ 的产生。

∗代表处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。
图 ２　 硒胁迫对不结球白菜根内 ＢｒＬＣＤｓ和 ＢｒＤＣＤｓ表达的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＢｒＬＣＤｓ ａｎｄ ＢｒＤＣＤｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｏｆ Ｂ． ｒａｐａ

ＣＫ 为不结球白菜幼苗在单蒸水下处理 ３ ｄ，Ｓｅ 为不结球白菜幼苗在 Ｓｅ（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）下处理 ３ ｄ，ＮａＨＳ→Ｓｅ 为不结球白菜幼苗在 ＮａＨＳ（５
μｍｏｌ ／ Ｌ）下预处理 １２ ｈ，然后转移至 Ｓｅ（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）下处理 ３ ｄ。 Ｓｅ＋ＨＴ 为不结球白菜幼苗在 Ｓｅ（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）和 ＨＴ（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）下处理 ３ ｄ。

图 ３　 ＮａＨＳ 和 ＨＴ 对硒胁迫下不结球白菜根内 Ｈ２Ｓ 含量的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮａＨＳ ａｎｄ ＨＴ ｏｎ Ｈ２Ｓ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｏｆ Ｂ． ｒａｐａ ｕｎｄｅｒ Ｓｅ ｓｔｒｅｓｓ

２．３　 Ｈ２Ｓ 对硒胁迫下不结球白菜根内 ＰＡＯ 活性及

Ｈ２Ｏ２ 含量的影响
　 　 为了研究 Ｈ２Ｓ 水平变化对 Ｓｅ 胁迫下 ＰＡＯ⁃Ｈ２Ｏ２

系统的影响，测定了 ＮａＨＳ、ＨＴ 处理下根 ＰＡＯ 活性和

Ｈ２Ｏ２ 的变化。 结果显示，ＮａＨＳ 处理能够显著降低

Ｓｅ 胁迫下根内 ＰＡＯ 活性，而 ＨＴ 处理则显著增加了

Ｓｅ 胁迫下根内 ＰＡＯ 活性（图 ４Ａ、图 ４Ｂ）。 在上述相

同处理条件下，根内 Ｈ２Ｏ２ 含量呈现出与 ＰＡＯ 活性相

似的变化趋势（图 ４Ｃ）。 本试验结果表明，Ｓｅ 胁迫

下，Ｈ２Ｓ 能够抑制根内依赖于 ＰＡＯ 的 Ｈ２Ｏ２ 产生。

ＣＫ 为不结球白菜幼苗在单蒸水下处理 ３ ｄ，Ｓｅ 为不结球白菜幼苗在 Ｓｅ（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）下处理 ３ ｄ，ＮａＨＳ→Ｓｅ 为不结球白菜幼苗用 ＮａＨＳ（５
μｍｏｌ ／ Ｌ）预处理 １２ ｈ，然后转移至 Ｓｅ（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）下处理 ３ ｄ。 Ｓｅ＋ＨＴ 为不结球白菜幼苗在 Ｓｅ（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）和 ＨＴ（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）下处理 ３ ｄ。
不同字母表示处理间差异显著。

图 ４　 ＮａＨＳ、ＨＴ 对硒胁迫下不结球白菜根内 ＰＡＯ 活性和 Ｈ２Ｏ２ 含量的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮａＨＳ， ＨＴ ｏｎ ＰＡＯ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ Ｈ２Ｏ２ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｏｆ Ｂ． ｒａｐａ ｕｎｄｅｒ Ｓｅ ｓｔｒｅｓｓ
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２．４　 ＢｒＰＡＯ１ 的克隆与分析

通过 ＰＣＲ 扩增（图 ５）与序列比对分析，获得不

结球白菜 ＢｒＰＡＯ１ 的全长 ｃＤＮＡ 序列，长度为１ ４１６
ｂｐ。 该基因编码 ４７１ 个氨基酸的蛋白质，预测该蛋

白质分子量为５２ ９００，理论等电点为 ４􀆰 ９４，亚细胞定

位预测其可能位于质外体。 多重比对分析结果（图
６）显示：ＢｒＰＡＯ１ 与拟南芥、玉米、水稻中已经鉴定

出的同源蛋白质序列（ＡｔＰＡＯ１、ＺｍＰＡＯ、ＯｓＰＡＯ６ ／
７）具有较高的相似度。 根据植物 ＰＡＯ 的功能保守

位点［２５］，我们在 ＢｒＰＡＯ１ 中也发现保守的黄素结合

位点（图 ６）和 ＰＡＯ 活性催化位点（图 ６）。

图 ５　 ＢｒＰＡＯ１ 基因全长扩增

Ｆｉｇ．５　 Ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢｒＰＡＯ１ ｇｅｎｅ

方框表示酶催化位点， 横线表示黄素结合位点。 ＯｓＰＡＯ６： ＬＯＣ ＿ Ｏｓ０９ｇ２０２６０； ＯｓＰＡＯ７： ＬＯＣ ＿ Ｏｓ０９ｇ２０２８４； ＺｍＰＡＯ： ＮＭ ＿ ００１１１１６３６；
ＡｔＰＡＯ１：Ａｔ５ｇ１３７００。

图 ６　 ＢｒＰＡＯ１ 氨基酸序列多重比对

Ｆｉｇ．６　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＢｒＰＡＯ１
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２．５　 ＢｒＰＡＯ１ 瞬时表达验证其产生 Ｈ２Ｏ２ 的功能

为了验证 ＢｒＰＡＯ１ 催化产生 Ｈ２Ｏ２ 的能力，将
ＢｒＰＡＯ１ 的全长 ｃＤＮＡ 序列转入烟草叶片中进行瞬

时表达，未构建 ＢｒＰＡＯ１ 空载体（ＥＶ）作为阴性对

照。 将含有 ＢｒＰＡＯ１ 载体的农杆菌侵染烟草叶片 ７２
ｈ 后，ＢｒＰＡＯ１ 在 ＤＮＡ 和 ｍＲＮＡ 水平检测结果显示：
载体成功携带 ＢｒＰＡＯ１ 转入烟草并且表达（图 ７Ａ、

图 ７Ｂ）。 通过 ＤＡＢ 原位染色叶片中的 Ｈ２Ｏ２，发现

对照和注射空载体的烟草叶片有少量染色，而表达

ＢｒＰＡＯ１ 的烟草叶片中染色较深（图 ７Ｃ）。 进一步检

测烟草叶片中的 Ｈ２Ｏ２ 含量，对照和注射空载体处

理之间无显著差异，而表达 ＢｒＰＡＯ１ 的烟草叶片中

Ｈ２Ｏ２ 含量较对照显著上升（图 ７Ｄ）。 本试验结果表

明，ＢｒＰＡＯ１ 具备催化产生 Ｈ２Ｏ２ 的能力。

ＣＫ 为正常生长的烟草叶片，ＥＶ 为注射有空载体的农杆菌菌液叶片，ＢｒＰＡＯ１ 为注射含有 ＢｒＰＡＯ１ 基因载体的农杆菌菌液叶片。
图 ７　 烟草叶片瞬时表达 ＢｒＰＡＯ１ 及 Ｈ２Ｏ２ 含量分析

Ｆｉｇ．７　 Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢｒＰＡＯ１ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ ｃｏｎｔｅｎｔ

２．６　 Ｈ２Ｓ 对硒胁迫下不结球白菜根内 ＢｒＰＡＯ１ 表

达的影响
　 　 基因表达分析结果显示， Ｓｅ 处理后根内

ＢｒＰＡＯ１ 的表达水平相较于对照显著上调。 与单独

Ｓｅ 处理相比较，ＮａＨＳ＋Ｓｅ 处理显著抑制了 ＢｒＰＡＯ１
的表达，而 Ｓｅ＋ＨＴ 处理则显著提高了 ＢｒＰＡＯ１ 的表

达（图 ８）。 这说明 Ｈ２Ｓ 可能参与调控 Ｓｅ 胁迫诱导

的 ＢｒＰＡＯ１ 表达。

３　 讨 论

Ｈ２Ｏ２ 过量累积是植物 Ｓｅ 胁迫的重要表征，然
而 Ｓｅ 胁迫诱导 Ｈ２Ｏ２ 产生及其调控机制仍不明确。
本研究通过一系列试验，发现 Ｈ２Ｓ 参与调控不结球

白菜根中 ＢｒＰＡＯ１ ／ Ｈ２Ｏ２ 系统。 首先，Ｓｅ 诱导依赖

于 ＰＡＯ 活性的 Ｈ２Ｏ２ 产生；其次，内源 Ｈ２Ｓ 信号响应

Ｓｅ 胁迫并参与调控 ＰＡＯ 活性和 Ｈ２Ｏ２ 产生；再次，
Ｈ２Ｓ 信号参与调控 Ｓｅ 胁迫诱导的 ＢｒＰＡＯ１ 基因表

达；最后，烟草叶片瞬时表达 ＢｒＰＡＯ１，并通过 ＤＡＢ

ＣＫ、Ｓｅ、ＮａＨＳ→Ｓｅ、Ｓｅ＋ＨＴ 处理见图 ３。
图 ８　 ＮａＨＳ 和ＨＴ 对硒胁迫下不结球白菜根内 ＢｒＰＡＯ１ 表达的

影响

Ｆｉｇ．８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮａＨＳ ａｎｄ ＨＴ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢｒＰＡＯ１ ｉｎ
ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｏｆ Ｂ． ｒａｐａ ｕｎｄｅｒ Ｓｅ ｓｔｒｅｓｓ

染色和 Ｈ２Ｏ２ 含量检测证实了 ＢｒＰＡＯ１ 产生 Ｈ２Ｏ２ 的

能力。
ＰＡＯ 代谢多胺产生的 Ｈ２Ｏ２ 是植物体内 ＲＯＳ 产

生的一个重要途径［２６］。 本研究发现，Ｓｅ 胁迫导致

了不结球白菜根内 ＰＡＯ 活性和 Ｈ２Ｏ２ 含量的显著上
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升，而加入 ＰＡＯ 活性抑制剂则显著降低了 ＰＡＯ 活

性和 Ｈ２Ｏ２ 含量。 这说明 Ｓｅ 胁迫下 Ｈ２Ｏ２ 累积部分

来自于 ＰＡＯ 导致的 Ｈ２Ｏ２ 过量产生。 进一步克隆到

不结球白菜体内 １ 个 ＢｒＰＡＯ１ 基因，其表达受 Ｓｅ 胁

迫显著诱导，表明 Ｓｅ 胁迫诱导了 ＢｒＰＡＯ１ ／ Ｈ２Ｏ２ 系

统。 Ｈ２Ｏ２ 和超氧阴离子（Ｏ２
·－）是 ＲＯＳ 的 ２ 种典型

代表，而位于质膜的 ＮＡＤＰＨ 氧化酶（ＲＢＯＨ）是 Ｏ２
·－

产生的重要来源［２７］。 我们的前期研究发现，Ｓｅ 胁

迫能够通过上调不结球白菜根内 ＲＢＯＨ 的表达，刺
激 Ｏ２

·－ 过量产生［１］。 在烟草细胞中，质外体中的

ＰＡＯ 可与 ＲＢＯＨ 相互循环调控，进而导致盐胁迫下

ＲＯＳ 爆发［２８］。 本研究预测到 ＢｒＰＡＯ１ 可能定位于

质外体。 因此，进一步确认 ＢｒＰＡＯ１ 的亚细胞定位，
并研究 ＢｒＰＡＯ１⁃Ｈ２Ｏ２ 与 ＲＢＯＨ⁃Ｏ２

·－之间可能存在的

相互作用模式，将有助于深度解析 Ｓｅ 胁迫下植物体

内 ＲＯＳ 过量产生的分子机理。
作为一种防御型信号分子，Ｈ２Ｓ 能够积极响应

Ｓｅ 胁迫。 通过外源 Ｈ２Ｓ 处理提高 Ｓｅ 胁迫下根内

Ｈ２Ｓ 含量，抑制 ＢｒＰＡＯ１ ／ Ｈ２Ｏ２ 系统。 这表明，Ｓｅ 胁

迫下 Ｈ２Ｓ 作为一种应激性信号分子通过调控

ＢｒＰＡＯ１ 的表达和 ＰＡＯ 活性，进而参与调控 Ｈ２Ｏ２ 产

生。 Ｈ２Ｓ 在调控植物逆境胁迫的过程中，可以与多

种激素信号分子发生互作，如赤霉素、生长素、茉莉

酸等［２９］。 我们在 ＢｒＰＡＯ１ 的上游启动子区域发现

有响应赤霉素和茉莉酸的特异性响应元件。 由此可

推测 Ｈ２Ｓ 可能通过 ＢｒＰＡＯ１ 启动子的激素响应元

件，进而调控 ＢｒＰＡＯ１ 的表达。 另外，Ｈ２Ｓ 在调控胁

迫信号过程中，还可以通过 Ｓ⁃硫基化作用（Ｓ⁃Ｓｕｌｆｈｙ⁃
ｄｒａｔｉｏｎ）直接对蛋白质进行修饰［３０］，在本研究中，Ｓｅ
胁迫下 Ｈ２Ｓ 是否通过这种作用直接对 ＰＡＯ 活性进

行调控还需要进一步研究。
总之，本研究初步发现了 Ｓｅ 胁迫下植物体内

Ｈ２Ｏ２ 过量产生的作用机理及其调控方式，即 Ｈ２Ｓ 参

与调控 ＢｒＰＡＯ１ ／ Ｈ２Ｏ２ 系统，为进一步深度解析植物

Ｓｅ 毒害的信号调控网络提供了部分工作基础。
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５９８王永竹等：Ｈ２Ｓ 对硒胁迫下不结球白菜体内 ＢｒＰＡＯ１ ／ Ｈ２Ｏ２ 的调控作用


