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壳寡糖诱导草莓细胞活性氧代谢的变化
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摘　要 : 以草莓悬浮培养的细胞为对象 , 研究了壳寡糖处理对活性氧代谢的效应。结果表明 , 壳寡糖

可诱导草莓悬浮培养细胞的活性氧迸发 , 其峰值出现于 20～30 min , 同时也可诱导活性氧清除酶活性上升 ,

SOD和 CAT活性的最大值在处理后 60～90 min。
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1　目的、材料与方法

近年研究证实 , 活性氧迸发存在于植物与微生物相互作用产生的防御反应过程中 , 是植物对病原

菌应答的最早期反应之一 , 同时也是引起植物早期抗病反应的重要因子〔1 ,2〕。以动、植物为原料经化

学或生物降解产生的寡聚糖也可诱导烟草、棉花、大豆等对病毒和真菌的抗性〔3 ,4〕。以海洋中的虾、

蟹、贝类等外壳为主要来源经降解而成的壳寡糖 (脱乙酰几丁寡糖) 具有多种生物功能 , 但目前对壳

寡糖诱导抗性的机理尚不清楚。作者以壳寡糖为材料 , 以草莓悬浮培养的细胞为对象 , 研究壳寡糖处

理草莓细胞后活性氧的产生及活性氧清除酶———过氧化氢酶 (CAT) 及超氧化物歧化酶 (SOD) 的变

化 , 进而探讨壳寡糖对草莓细胞产生诱导抗性的可能机制 , 为其作为生防药剂的应用提供理论依据。

草莓悬浮培养细胞在MS液体培养基中摇床培养 , 转速为 120 r·min - 1 , 每 20 d继代培养 1次 , 培

养温度为 (25±1) ℃, 光照 12 h·d - 1 , 光照强度 1500 lx。鲁米诺 (luminol , C8H7N3O2 , 分子量 177117)

为 Nerck公司产品 , 壳寡糖经酶降解法获得 , 过膜 , 聚合度为 4～11〔4〕, NBT购自华美生物试剂公司。

壳寡糖诱导处理 : 以 5000 g离心收集培养细胞 , 然后以B5培养液洗 1次 , 按 1μg细胞 (DM) 每

mL的浓度重新悬浮在相同的细胞培养液中 , 在相同的培养条件下维持 2 h后 , 按 50μg·mL - 1和 75μg·

mL - 1的浓度加入壳寡糖作激发子 , 诱导过程中细胞保持在悬浮状态。

取培养细胞 10 mL , 加入 3 mL的发光试剂 (鲁米诺为 012 mmol·L - 1 , 以 0105 mol·L - 1的碳酸盐缓

冲液配制 , pH 1012) , 以 Beckman公司的LS5801液闪仪测定反应系统内最大发光强度 , 用相对光单位

(relative light unit , RLU) 表示活性氧水平 , 重复 3 次 , 取平均值。CAT活性的测定参照张宪政等方

法〔5〕。SOD活性测定用 NBT光还原抑制法〔6〕。

2　结果分析与讨论

211　壳寡糖对草莓细胞活性氧水平的影响

图 1显示 , 两种浓度壳寡糖处理均引起草莓悬浮细胞活性氧代谢的变化。对照细胞的活性氧代谢

是一个动态的平衡过程 , 而壳寡糖处理后 , 活性氧水平都先迅速增加 , 并在 20～30 min时达到最高

值 , 然后以不同速度缓慢下降。其中 , 75μg·mL - 1壳寡糖处理的活性氧比对照约高出 1倍。

212　CAT活性变化

加入 50μg·mL - 1壳寡糖后 , 草莓悬浮细胞 CAT活性逐渐上升 , 70 min时达到最大值。75μg·mL - 1
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壳寡糖处理后 , CAT活性从 20 min后开始上升 , 60 min时达到最大值 , 以后逐渐下降 (图 2) 。

图 1　不同浓度壳寡糖处理时活性氧的变化

Fig. 1　The changes of active oxidant treated with

different contents of oligochitosan

图 2　不同浓度壳寡糖处理时 CAT酶活性的变化

Fig. 2　The changes of CAT activities with

different contents of oligochitosan

213　SOD活性的变化

　　图 3表明壳寡糖处理能诱导细胞 SOD活性上

升 , 50μg·mL - 1壳寡糖处理细胞在 70 min时达到

峰值 , 而 75μg·mL - 1的壳寡糖处理细胞在 90 min

时酶活性最大 , 两者酶活性峰值相近。

已有研究表明 , 在病原菌与植物的非亲和性

互作诱导中 , 局部和系统抗性可能与活性氧有因

果关系〔7〕。植物对病原物侵染的早期抗性反应之

一是产生活性氧的迸发 , 也有人认为 , 活性氧可

能作为抗性信号参与植物防卫反应的发生〔8〕。本

试验中壳寡糖处理草莓细胞 , 在 20～30 min时活

性氧即达到峰值 (图 1) 。由于活性氧的增加既可

来自于 O·2 产生速率的直接增加 , 也可来自因清

除系统受抑而引起的 O·2 被动积累 , 但通过对清

图 3　不同浓度壳寡糖处理的 SOD酶活性的变化

Fig. 3　The changes of SOD activities treated with

different contents of oligochitosan

除酶活性的测定 (图 2 , 图 3) , 可以认为壳寡糖处理能直接诱导活性氧产生速率的早期直接增加。这

可能有利于启动活性氧信号系统 , 并引起抗性信号的转导〔2〕。而在处理后期活性氧清除酶———CAT和

SOD活性显著增加 , 可以清除过多活性氧 , 避免活性氧积累对细胞的伤害作用。因而壳寡糖处理草莓

细胞可以诱导发生与植物抗病反应类似的活性氧变化 , 活性氧释放先期增加 , 后期活性氧清除酶活性

增加 , 以防止过多的活性氧的伤害作用。
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The Effect of Oligochitosan on Active Oxygen Metabolism of Suspension Stra w2
berry Cells
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Abstract : To study the mechanism of inducing resistance on plant cells , the suspension strawberry cells were

treated with different concentrations of oligochitosan. The results showed that oligochitosan could induce the changes

of active oxygen metabolism in strawberry cells and the oxidative burst appeared in 20～30 minutes ; while the ac2
tivities of the eliminated enzymes such as CAT and SOD increased gradually , the maximum changes of SOD and
CAT activities happened in 60～90 minutes.
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试验于 2001年 8月 11日～9月 10日进行。千屈菜选用整齐健壮的 6月份扦插苗 (株高约 20 cm) , 用清水洗净后

置于总 P浓度不同的营养液中 (以 NaH2PO4·2H2O配制)。选用能净化富营养化水体的凤眼莲为对照植物 , 置于总 P浓

度为 0105和 014 mg·L - 1的水体中。植株用打孔的泡沫板固定在培养箱中 , 每框用水均为 10 L , 定期以蒸馏水补足蒸发

失去的水分。3次重复 , 完全随机排列。塑料温室内空气流通 , 光照为自然散射光。试验共 30 d , 每 5 d采集水样 1

次 , 用钼酸铵分光光度法测定总 P浓度。

从试验结果 (表 1) 可以看出 , 在总 P 0～014 mg·L - 1的浓度范围内千屈菜都具有较强的适应性。总 P浓度与根系

鲜样质量、植株鲜样质量、植株总干样质量之间均呈显著正相关。

千屈菜和凤眼莲水体中总 P浓度的下降均十分明显。生长 30 d后 , 千屈菜对水体中总 P的去除率达到 98135 % ,

去除效果与对照凤眼莲近似 , 说明千屈菜在降低富营养化水体中总 P浓度的整体效应方面与凤眼莲没有明显的差异。

从表 1中看出 , 在最初 10 d , 千屈菜具有“快速”吸收 P的净化特性 , 水体中总 P浓度呈直线下降 , 此后速度逐

渐减慢。但总 P浓度为 0的水体中总 P含量呈先上升后下降的变化趋势 , 这是否由于植株体内的 P释放到水体中并达

到某种平衡所致尚需进一步探讨。

表 1　总 P浓度不同的水体中千屈菜生长量和对水中总 P的去除作用

Table 1　Comparison of plant growth and total phosphorous removal at different concentrations of total phosphorous in purple loosestrife

材料
Materials

总 P浓度 Concentrations of total phosphorous(mg·L - 1)

0 5 d 10 d 15 d 20 d 30 d

根系鲜样质量
Root fresh mass(g)

植株鲜样质量
Plant fresh mass(g)

总干样质量
Total dry mass(g)

千屈菜 0 01057 01039 01014 01011 01007 3193±0160 18127±3149 2115±0107

Purple loosestrife 0105 01032 01028 01015 01013 01009 4179±0174 20192±4148 2137±0116

0110 01045 01036 01012 01007 01003 4124±0119 19151±1162 2150±0111

0120 01065 01016 01012 01011 01004 5122±1105 19177±3199 2161±0150

0130 01031 01017 01014 01012 01009 6159±0141 22100±1169 2174±0103

0140 01189 01027 01017 01011 01007 6164±0181 23128±1160 2160±0119

凤眼莲 0105 01031 01013 01013 01009 01004

Water hyacinth 0140 01061 01025 01014 01011 01002
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