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机械损伤对复叶槭叶片过氧化氢含量的影响
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( 1.北京林业大学生命科学与技术学院,北京 100083 )

摘要:以复叶槭为实验材料,采用 DAB组织染色和分光光度法,定性定量地检测了人为机械损伤和外源茉莉酸甲酯处

理 0、15、30、60、120、240 m in后损伤叶片,系统叶片以及诱导叶片内 H2 O2含量的变化情况。结果显示,机械损伤可诱导

H2O2系统性产生,无论是受伤叶片、系统叶片还是诱导叶片,在伤害处理 60 m in内, H2 O2含量一直增加, 240 m in后含

量达最大值后开始下降。用 1 mo l L- 1茉莉酸甲酯熏蒸健康植株后,叶片 H2 O2含量显著增加。证明茉莉酸甲酯作

为植株体内伤信号的报警信号分子, 能代替机械损伤等外界刺激启动相似的信号防御系统, 起到防御外界伤害的

作用。
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Effect ofM echanicalW ounding on the Content ofHydrogen

Peroxide in Ash leafM aple Seedlings
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*
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Abstract: Using ashleafm aple (Acer negundo ) seed lings as m aterials, DAB tissue co loration and spectropho tom etry

asm ethods, the autho rs exam ined and com pared the dynam ic concentrations o fH 2O2 in d ifferent leaves: the dam

aged leaves, the intact leaves of the ident ical dam aged plant and signa l induced leaves o f the neighboring plants

dam aged by 0, 15, 30, 60, 120, 240 m inutes. The resu lts show ed that them echanicalwound ing cou ld induce the sys

tem ic concentrations ofH 2O 2, the contents susta ining increased in 60 m inutes, and reached the m ax po int at 240

m inutes. A fter using theM eJA ( 1 m o l L
- 1

) to treat the hea lthy p lants, the concen trat ions o fH2O 2 increased dis

t inctly. It could be concluded thatM eJA induced the sim ilar defensive system s instead o fm echan ica lw ounding, by

w ay of initial signa ls in plants, and reached the effects of defending env ironm en tw ound.

Key words:A cer negundo; m echan ical wounding; m ethyl jasm onate; signal translat ion induced de fense

植物体的一生面临各种逆境胁迫,其中伤害是植

物所面临的最为普遍的胁迫之一。为了维持自身的

生命活动,植物体必需对其做出快速而适当的反应,

同遭受其它逆境一样,植物对机械胁迫也有其适应性

机制,通过启动体内防御反应信号系统应答外界的伤

害,产生相应的防御反应, 这些防御反应一方面有助

于受伤部位愈合,另一方面诱导全身反应进一步阻止

伤害的发生
[ 1]
。在对 1年生草本植物进行的研究中
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发现
[ 2]

,植株在受到伤害后不仅在受伤部位产生防御

反应,在伤口远端的组织中也迅速产生类似的反应,

这种作用甚至快速传递到邻近的植物。

茉莉酸及其甲酯 (m ethy l jasm onate, M eJA )对植

物的生理作用是多方面的,特别是作为创伤信号分子

的研究备受关注。在烟草 (N icotiana tabacum L. )
[ 3]
、

蚕豆 ( Vicia faba L. )
[ 4]
、马铃薯 ( Solanum tuberosum

L. )
[ 5]
、番茄 ( Lycopersicon esculentum M il.l )

[ 6 ]
等多种

作物中的研究表明, M eJA可以将创伤信息传递到植

物体内的其它部位,进而激发植物防御基因表达。活

性氧 ( reactive oxygen species, ROS )作为植物抗性信

号分子已经为大量研究结果所证实,生物和非生物胁

迫均可以激活早期防御基因,不同程度的影响植物细

胞氧化还原状态,导致大量 ROS产生并积累。Cham

nongpol等
[ 7 ]
用含一个反义过氧化氢酶基因的转基因

烟草进行了一系列试验,证明了局部活性氧的积累在

植物系统获得性抗性 ( system ic acquired resistance,

SAR) 的系统信号传导中具有一定的作用。H 2O2作

为第二信使将侵染信号传入细胞内, 使依赖于氧化

还原的转录因子被激活, 启动防卫反应基因表达, 从

而使植物产生抗病反应。由于活性氧的寿命十分短,

反应活性特别强,为活性氧检测带来了很大难度。有

关活性氧在植物局部获得性抗性 ( local acqu ired re

sistance, LAR)和系统获得性抗性 ( SAR)中的作用仍

存在很多争论
[ 8]
。本文以复叶槭 (Acer negundo L. )

为实验材料, 采用组织化学原位定位等方法,研究人

为机械损伤与茉莉酸甲酯熏蒸复叶槭后,复叶槭叶片

中 H2O2含量变化的规律,旨在了解 H2O2在树木个体

间伤害防御反应中的作用,并为进一步揭示 M eJA作

为伤信号分子的作用机制提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 材料

1年生复叶槭 (Acer negundo L. )扦插苗。2005年

3月扦插于 25 cm直径的塑料盆中,定期浇水,以避免

产生干旱胁迫影响实验结果;缓苗后每月定期供给 50

g kg
- 1

H ong land营养液,经常挪动花盆以免根长出

盆外对根系造成损伤。

1. 2 损伤处理

实验所用密闭气室 ( 100 cm  50 cm  150 cm )

体积为 750 L,空气通过底部开口进入气室, 开口处

装有经过高温活化的活性炭以过滤空气中的杂质,

内部放置小风扇以保证气室内空气的循环, 避免产

生 CO2胁迫而影响试验结果。密闭玻璃气室放置于

25 ! 、通气良好光线充足的实验室内。用止血钳快
速夹伤 1年生复叶槭扦插苗 (苗高 90 cm )功能叶叶

片,伤及中脉,损伤面积达总叶面积 ( 3 cm  5 cm )的

30% ;迅速与另一长势相同的健康植株放入同一密

闭玻璃器室内, 在玻璃器室外放置一盆长势相同的

复叶槭作对照, 15 m in后采样;再将另一损伤植株与

另一健康植株同时放入密闭气室, 30 m in后采样; 依

次进行损伤 60, 120, 240 m in的采样。分别采集诱

导处理了 15, 30, 60, 120, 240, 360, 480 m in受损伤植

株的损伤叶、同株未受伤害叶片,邻近健康植株的叶

片和对照叶片。采样完毕迅速将叶片投入液氮中,

- 80! 保存备用。每个处理重复 3次, 计算平均值

和标准差。实验设计如图 1。

图 1 损伤处理实验设计图

1. 3 M eJA熏蒸处理

预先以二氯甲烷为溶剂配制 1 mm ol L
- 1
的茉

莉酸甲酯。将用无水乙醇消毒过的蒸发皿放在气室

中,吸取适量的浓度为 1 mm o l L
- 1
的茉莉酸甲酯放

在培养皿中, 使其在气室中的终浓度为 1 m o l

L
- 1
。立即密封气室开始计时, 熏蒸 15 m in后采集

气室内熏蒸叶片;再将另一株健康植株放入气室内

熏蒸 30 m in后采样,依次进行 60, 120, 240 m in的采

样工作。对照实验是分别以扣除了茉莉酸甲酯后所

对应的一定浓度的二氯甲烷熏蒸复叶槭植株的样

品。采样完毕迅速将叶片投入液氮中, - 80! 保存

备用。对照植株与熏蒸植株同期取样。每个处理重

复 3次, 计算平均值和标准差。

1. 4 过氧化氢含量测定

准确称取 0. 5 g复叶槭叶片, 加入少量 PVPP在

液氮下充分研磨, 按 1 /10( w /v)加入预冷的 5% TCA

5 mL, 4! 下 10 000 g离心 20 m in,取 1 mL上清, 加

入 1 mL pH 7. 0的磷酸钾缓冲液, 1 mL 1 mm o l L
- 1

的 K I溶液,混合充分, 在 390 nm处测定其吸光值。

结果以 m ol g
- 1

Fw表示,测定重复 3次取平均值。
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1. 5 过氧化氢原位定位

参照 M. C. ROMERO PUERTAS方法并加以改

进
[ 9]
。取人为机械损伤处理和茉莉酸甲酯熏蒸处理

的完整植株叶片, 迅速浸入 pH 值 6. 5浓度为 10

mmo l L
- 1
的 MES缓冲液 (含 1%的 DAB)中, 放入

真空干燥器真空渗透抽滤植物叶片 30 m in, 保证植

物叶片沉入缓冲液液面以下, 再将浸有叶片的溶液

在室温下避光孵育 8 h, 直至叶片出现褐色斑点, 光

照射溶液后用 95%的乙醇对叶片进行脱色, 使褐色

斑点更加明显, 然后将叶片浸泡在蒸馏水中。为了

检验 H 2O 2反应的专一性, 将处理叶片先浸泡在 1

mmo l L
- 1
抗坏血酸溶液中 2 h, 然后将其浸泡到含

1% DAB的 MES缓冲液中, 真空渗透、孵育、乙醇脱

色。目测叶片中红褐色沉淀量并照相。

1. 6 数据分析

用 STATIST ICA 6. 0软件对数据作 Students∀ t检

验、方差分析和相关性分析,并对同一机械损伤处理

时间内的损伤叶、系统叶和诱导叶中 H 2O2的含量进

行差异显著性检验。

2 结果与分析

2. 1 不同处理后叶片 H2O2含量的变化

2. 1. 1 机械损伤对叶片过氧化氢含量变化的影响

从图 2可以看出, 对复叶槭叶片进行人为伤害后, 其

损伤叶、系统叶及诱导叶中过氧化氢含量与对照叶

( 0. 17 m ol g
- 1

)相比均有显著的增加。 15 m in时

损伤叶中的 H 2O2含量便迅速增加,达到 0. 85 m ol

g
- 1

,表明植株在短期内即可对伤害做出反应, 30 m in

时叶片过氧化氢含量仍在持续增加,损伤 60 m in达到

一个峰值 ( 2. 13 mo l g
- 1

),随后在 120 m in时有所

下降,直至伤害 240 m in时,叶片过氧化氢含量出现最

大值 2. 48 m ol g
- 1

,此后含量一直呈下降的趋势。

系统叶片 H 2O2含量在 60 m in内也略有增加,说明植

株对伤害的反应是由伤口部位向远处传递的,所以未

受损伤叶片的反应相对于损伤叶有所滞后, 在 240

m in时 H2O2含量达到最大值 1. 66 mo l g
- 1

, 低于

损伤叶 H2O2含量峰值,之后随着时间的增长含量逐

渐下降。远端诱导叶片 H 2O2含量变化趋势与系统叶

片相同,但峰值出现的时间明显较损伤叶片和系统叶

片滞后;损伤叶 H2O2含量一直高于同株的系统叶和

不同株的诱导叶。这说明,机械损伤不仅可以使受伤

害叶片迅速产生 H2O2、防止进一步伤害,受伤植株还

可以释放某种挥发性物质充当报警信号的作用
[ 10]

,

作为移动的信号分子诱导未感染叶片中相关抗性基

因的转录与表达,从而影响 H 2O2的含量。

图 2 机械损伤不同时间叶片过氧化氢含量变化 (图中同一处理时间

内三种不同叶片以 A, B, C标记者差异极显著

(P < 0. 01 ) , a, b, c标记者差异显著 ( P < 0. 05 ) ,相同

字母标记者差异不显著 (P > 0. 05 ) )

图 3 茉莉酸甲酯熏蒸不同时间后叶片过氧化氢含量变化

2. 1. 2 外源茉莉酸对叶片过氧化氢含量变化的影

响 用茉莉酸甲酯熏蒸健康植株后, 叶片也产生与

机械损伤相类似的反应。由图 3可以看出, 熏蒸叶

片的 H2O2含量在 60 m in内呈一个逐渐上升的趋

势,在此时达到峰值,含量为 1. 05 m o l g
- 1

, 随后

便开始有所下降, 但熏蒸叶片 H2O2含量一直明显高

于对照叶片。这说明, 茉莉酸甲酯能代替机械损伤

等外界刺激启动相似的信号防御系统, 作为植株体

内伤信号的报警信号分子, 诱导健康植株叶片中间

信号物质 H2O2含量的增高,从而启动植物体内一系

列的抗病基因的表达, 起到防御外界伤害的作用。

2. 2 不同处理后叶片 H2O2原位定位照片

为了检验机械损伤和外源茉莉酸甲酯对复叶槭

叶片过氧化氢产生情况的影响, 参照 M. C. Rom ero

Puertas方法并加以改进
[ 9]
。用 1% 的 DAB溶液对

叶片进行组织化学原位检测, 由于 DAB可以与过氧

化氢在产生处发生反应,并且有红褐色斑点产生, 而

预先经抗坏血酸 ( Vc)溶液浸泡 2 h处理的叶片上几

乎无斑点,说明 H 2O2的产生具有专一性, 通过观察

产生的斑点便可观察过氧化氢聚集的情况。运用这

种方法, 可以更加直观地对 H2O2的产生进行定性

分析。
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将不同条件处理过的复叶槭叶片在避光条件下浸于 1% DAB溶液中 8 h直至斑点产生,再用无水乙醇煮至叶片颜色褪去。VC处理损伤

叶是为了检验 DAB对 H 2O 2的特异性,将人为机械损伤 30 m in的叶片在其浸入 DAB溶液中染色前,先在 1 mm ol L- 1抗坏血酸溶液

中浸泡 2 h。A.机械损伤不同时间复叶槭叶片过氧化氢原位定位照片; B.机械损伤 30 m in叶片与诱导叶片过氧化氢原位定位照片;

C.茉莉酸甲酯熏蒸不同时间复叶槭叶片过氧化氢原位定位照片。

图 4 不同处理后复叶槭叶片 H2O 2原位定位照片

从图 4A中可以看出,在复叶槭叶片受到人为的

机械伤害后,叶片会迅速在受伤部位累积 H 2O2, 产

生红褐色斑点的聚集,并且随着伤害时间的延长, 叶

片上红褐色斑点的数量逐渐增多, 斑点主要集中分

布在叶片受伤部位以及主叶脉周围, 损伤叶上下邻

近叶片上也有红褐色斑点的产生。与损伤叶同株的

系统叶片及不同株的诱导叶片上都不同程度的出现

了红褐色斑点 (见图 4B)。

用茉莉酸甲酯对健康植株进行熏蒸后, 其不同

熏蒸时间点的叶片进行染色后, 未熏蒸叶片上几乎

没有斑点出现;熏蒸 15 m in叶片上开始有少量的细

小斑点出现;熏蒸 60 m in及 120 m in后, 满叶均布满

了斑点 (图 4C )。用此方法目测了机械损伤及茉莉

酸甲酯熏蒸后复叶槭叶片过氧化氢产生的情况。

3 讨论

3. 1 H2O2在植株间的信号转导作用

植株在遭受逆境时, 组织体内会发生许多生理

生化变化,既在受伤叶片发生局部反应, 又在位于受

伤位点的末端未受伤叶片发生整体反应, 因而引发

了受伤信号的产生、运转、感知接收和传导等以激活

受伤诱导基因的表达
[ 11]

, 大多数的受伤诱导反应发

生在受伤后几分钟到几小时之间。植物首先会在受

伤部位产生大量的活性氧, 包括在损伤组织的超氧
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化
[ 12]

,局部的、系统的产生
[ 13]
。高浓度的活性氧对

植物细胞有毒害作用,而低浓度时, 由于植物体内的

清除系统将其不断清除,并不表现出机体的损伤, 而

且还可以充当信号分子参与植物的某些反应过程。

其防御系统被激活, 促使过氧化氢含量增加以起到

传递伤信号的作用。 #氧化迸发 ∃产生的活性氧是
植物防御反应的标志。H 2O 2是植物体内一种最稳

定的活性氧, H2O 2在细胞壁蛋白的交联、信号传导

中作为 PR基因表达的调节因子以及在植物细胞的

死亡过程中都有作用。

研究表明:复叶槭在受到机械伤害后 15 m in便出

现 #氧化迸发∃现象,受伤叶片过氧化氢含量在处理后

的 60 m in出现了一个峰值, 至 120 m in时有所下降,

此后含量又开始有所增加, 4 h左右 H2O2达最大量,

然后随着时间的推移下降。分析其原因为病原菌或

其激发子诱导过氧化氢的产生分为两个阶段,第一阶

段产生的过氧化氢量很少, 出现时间早,持继时间也

很短,亲合性与非亲合性反应都可以诱导这一阶段过

氧化氢的产生。而第二阶段产生的过氧化氢最多,持

续时间也长, 同时出现时间晚,并且这一阶段过氧化

氢的产生只有在非亲合性反应中才会产生。

实验发现人为损伤复叶槭叶片后, 其同株未受

损叶片中 H2O2的含量在一定的时间内也有所提高,

但其叶片的反应滞后于损伤叶片。这表明植株整体

的抗性反应,即对于受伤刺激,植物会合成一类信号

分子, 这种信号分子可以长距离运输到植物全身的

各个部位,包括未受伤的叶片,从而诱导抗性相关基

因的表达。同时还发现与损伤复叶槭邻近的健康植

株叶片中 H2O2的含量受损伤植物的影响也有升高,

说明复叶槭损伤后释放出了某种物质, 这种物质充

当了报警信号的作用,由它通知邻近的植株进入警

戒状态。H2O2的迸发作为叶片细胞内应答伤信号

的信号分子,先于其他抗性反应起作用,可以作为一

种重要的早期诱导抗性信号分子, 起到保护健康植

株免受伤害的预先报警作用。

3. 2 M eJA在植株间信号传递中的作用

茉莉酸甲酯可诱导植物体蛋白酶抑制剂、营养

贮存蛋白、病程相关蛋白的合成及防御基因的表达,

从而调控着植物的一系列连锁防御反应。近来对烟

草和拟南芥 ( Arabidopsis thaliana ( L. )H eynh. )等草

本植物的研究发现, 伤诱导使草本植物体释放大量

的茉莉酸甲酯,由它 #通知 ∃未受伤部位和邻近植物
进入 #警戒状态 ∃以抗御害虫和致病菌的入侵。茉
莉酸甲酯作为抗病信号的传递体之一, 在植物抗病

中参与了局部和系统的抗性
[ 13, 14]

。作者用 1 m o l

L
1
外源茉莉酸甲酯对健康复叶槭植株进行处理

后,发现其可以提高健康复叶槭叶片中 H2O2的含

量,代替机械损伤等外界刺激启动相似的信号防御

系统,作为植株体内伤信号的报警信号分子,这可为

M eJA在木本植物系统抗性中作为进行长距离运输

的信号分子提供有力的证据。

参考文献:
[ 1 ] L e n J, Rojo E, Sanch ez S errano J J. W ound sigm alling in p lants

[ J] . Journal ofE xperim ental Botany, 2001, 354 ( 52 ): 1~ 9

[ 2] W ierstra I, Kloppstech K. D ifferent ial effects ofmethyl jasm onate on the

exp ression of the early ligh t indu cib le protein s and other light regulated

genes in barley[ J]. Plan t Phys io,l 2000, 124: 833~ 844

[ 3 ] B aldw in I T, Zhang Z P, D iab N. Quant ification, correlat ion s and

m an ipu lations ofw ound indu ced changes in jasm on ic acid and n ico

tine inN icotiana sylvestri s[ J] . P lan ta, 1997, 201: 397~ 404

[ 4 ] L iu X, Zhang S Q, Lou C H, et al. E f fect of local ized scorch on the

transport and d istribut ion of exogenous jasm on ic acid in Viciafaba

[ J] . A cta Botan ica S in ica, 2002, 44 ( 2) : 164 ~ 167( in Ch inese)

[ 5 ] C ohen Y, G is i U, N iderman T. Local and system ic p rotection a

gainst phytoph thora in fes tan s induced in potato and tom ato p lants by

jasm on ic acid and jasmon ic m ethylester [ J ]. Phytopanthology,

1993, 83: 1 054~ 1 062

[ 6 ] Orozco C ardenasM L, N arvaezV asquez J, Ryan C A. H ydrogen

perox ide acts as a second m essenger for the induction of defen se

genes in tom ato p lants in reponse to w ound ing, system in and m ethyl

jasm onate[ J] . P lan t Cel,l 2001, 13: 179~ 191

[ 7 ] Ch amnongpo.l Defense activation and enhanced path ogen tolerance

induced by H2 O2 in tran sgen ic tobacco [ J] . Proc Natl A cad Sci

USA, 1998, 95: 5 818 ~ 5 823

[ 8 ] 江静.植物胁迫信号转导过程中活性氧和促细胞分裂原活化蛋

白激酶的调节作用 [ J] .植物生理与分子生物学学报, 2005, 31

( 1 ) : 1~ 10

[ 9 ] Rom ero PuertasM C, Rodrigues Serran oM. C adm ium induced sub

cellu lar accumu lat ion of O 2
- and H2 O 2 in pea leaves [ J ] . P lan t,

C ell and Environm en t, 2004, 27: 1 122 ~ 1 134

[ 10] A rmi ura G I, Ozawa R , H oriuch i J I, e t a l. Plan t plant interact ions

m ediated by volat iles em itted from plan ts infested by sp iderm ites [ J].

B iochem icalSystem at ics and Ecology, 2001, 29(10): 1 049~ 1 061

[ 11] 刘丽艳.番茄受伤信号传导及诱导抗性的研究进展 [ J] .黑龙江

农业科技, 2004 ( 6) : 38 ~ 41

[ 12 ] 孔垂华, 胡飞. 植物化学通讯研究进展 [ J ]. 植物生态学报,

2003, 27 ( 4) : 561 ~ 566

[ 13] Dok eN, M iu raY, ChaiH B . Involvem en t of act ive oxygen in induc

tion of plan t defense response against in fection and in jury[ A ]. In :

Pelle, S teffen K. Act ive Oxygen /0xidat ivestress and P lantMetabolism

[M ]. Am erican Society ofP lant Physiologists , 1991, 184~ 196

[ 14 ] Orozco CardenasM , Ryan C. A. H yd rogen perox ide is generated

system ically in p lant leaves by w ound ing and system in via the oct

adecanoid pathw ay[ J] . P roceed ings of the National A cadem y of

Sciences , USA , 1999, 96: 6 553 ~ 6 557

129


