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大叶桉挥发物对蚕豆细胞毒性效应及信号调节

任雨敏ꎬ 孟巧巧ꎬ 王　 煜ꎬ 马丹炜∗

( 四川师范大学 生命科学学院ꎬ 成都 ６１０１０１ )

摘　 要: 为探讨大叶桉(Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｒｏｂｕｓｔａ)化感作用的细胞学机制ꎬ该研究以大叶桉挥发油及其主要成分

α￣蒎烯和桉油精为供体ꎬ以蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ )的根细胞和叶保卫细胞为靶标ꎬ运用显微技术、细胞化学技术

和 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术ꎬ研究了大叶桉挥发物的毒性效应ꎮ 结果表明:(１)在大叶桉挥发物作用下ꎬ蚕豆幼根生长

受抑制并表现为时间－浓度依赖效应ꎬ其化感效应强弱由大到小依次为挥发油、α￣蒎烯和桉油精ꎮ (２)蚕豆

根边缘细胞活性降低ꎬ分生区细胞微核率升高ꎬ有丝分裂指数下降且大部分细胞的细胞周期被阻滞在分裂

前期ꎮ (３)蚕豆叶保卫细胞内 ＮＡＤＰＨ 氧化酶活性升高ꎬ活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ)爆发ꎬ微丝聚

合ꎬ气孔开度下降ꎻ叶保卫细胞的核畸变率升高ꎬ细胞活性降低甚至发生 ｃａｓｐａｓｅ 依赖性细胞凋亡ꎬ而 Ｃａ２＋通

道阻断剂(ＬａＣｌ３)、活性氧清除剂(ＡｓＡ)和硝酸还原酶抑制剂(ＮａＮ３)均可显著提高保卫细胞存活率ꎬ说明大

叶桉挥发物改变了信号分子 Ｃａ２＋、ＲＯＳ 和 ＮＯ 的信号调节ꎮ 综上表明ꎬ大叶桉挥发物的细胞毒性和遗传毒

性改变了受体细胞的信号转导途径ꎬ诱发了细胞遗传畸变ꎬ导致受体根边缘细胞保护功能障碍和气孔运动

障碍ꎬ从而影响受体根系生长和光合作用ꎬ最终导致受体生长受阻ꎮ 该研究结果为大叶桉种植区的科学种

植和管理提供了理论依据ꎮ
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(Ｍｙｒｔａｃｅａｅ)桉属(Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ)乔木植物ꎬ原产于澳

大利亚ꎬ因其适应性强、生长快而被称为世界三大

速生树种之一(单体江等ꎬ２０１９)ꎮ 大叶桉属于药

源性 植 物ꎬ 其 叶 和 果 实 都 有 抗 菌 ( Ｓａｉｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ
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(Ｊｉａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)等药理活性ꎬ具有极其重要的

社会价值、生态价值和经济价值ꎮ 近年来ꎬ因种植

桉树而引起的生物多样性下降、生态系统功能和

效益丧失、土壤肥力下降等问题受到了学术界和

社会的高度关注(Ｂａｙｌｅꎬ ２０１９)ꎮ 桉叶挥发油及其

主要成分 α￣蒎烯、桉油精等具有明显的化感毒性

作用ꎬ可以通过诱导氧化损伤抑制受体种子萌发

和幼苗生长 ( Ｊａｍｉｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１ꎻ Ｒｉｄａｏｕｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２２)ꎮ 本项目组前期研究发现ꎬ大叶桉叶挥发油

含 α￣蒎烯、β￣蒎烯、桉油精、柠檬烯、松香芹醇和 β￣
松油醇等化学成分ꎬ其中 α￣蒎烯和桉油精是含量

较高的成分(孟巧巧等ꎬ２０２０)ꎮ
气孔是 ＣＯ２、水分和其他物质进出叶片的通

道ꎬ保卫细胞通过膨压变化控制气孔开度ꎬ平衡光

合作用所需的 ＣＯ２和水分ꎬ从而影响植物的蒸腾和

光合作用(陆雯芸等ꎬ２０１６)ꎮ 保卫细胞与表皮细

胞形态差异较大且对化感胁迫反应灵敏ꎬ在鹅掌

楸(Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ ｃｈｉｎｅｎｓｅ) (刘巧丽等ꎬ２０２１)、土荆

芥(Ｄｙｓｐｈａｎｉａ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ)(翁可佳等ꎬ２０１８)和马

缨丹( Ｌａｎｔａｎａ ｃａｍａｒａ) ( Ｓｉｎｇｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)、辣子

草(Ｇａｌｉｎｓｏｇａ ｐａｒｖｉｆｌｏｒａ) (周健等ꎬ２０１６)的化感胁

迫下ꎬ受体的保卫细胞活性降低ꎬ并发生 ｃａｓｐａｓｅ
依赖性的细胞凋亡ꎬ信号分子 ＲＯＳ、ＮＯ 和 Ｃａ２＋ 调

节了细胞凋亡过程(周健等ꎬ２０１７)ꎮ 此外ꎬ植物释

放的化感物质还能干扰受体根尖分生区细胞 ＤＮＡ
复制、染色体分离以及纺锤体的功能(赵红梅和王

慧阳ꎬ ２０１７ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎻ根边 缘 细 胞 ( ｒｏｏｔ
ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓꎬ ＲＢＣｓ)是从根冠表皮游离出来且聚集

在根尖周围的一群特殊细胞ꎬ与其胞外黏胶层在

根际共同构筑了抵御外界胁迫的第一道防线

(Ｄｒｉｏｕｉｃｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 光合作用固定的碳部分

通过根系分泌物的形式释放到土壤中(Ｖｉｖｅｓ￣Ｐｅｒｉｓ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎬ其中 ９８％的根系分泌物为根边缘细

胞及其胞外物质(Ｈａｗｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎬ在根与土壤

微生物的相互作用中起主要作用(Ｒｏｐｉｔａｕｘ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０)ꎮ 当植物受到生物或非生物胁迫时ꎬ根边缘

细胞基因表达改变ꎬ黏胶层厚度进一步增大ꎬ以吸

附和排斥病原体或通过螯合有毒物质ꎬ以缓解胁

迫对根的伤害ꎬ从而保护根尖分生组织(Ｄｒｉｏｕｉｃｈ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１ꎻ何胜利等ꎬ２０２２)ꎮ 因此ꎬ进入土壤的

化感物质只有突破根边缘细胞及其黏胶层构筑的

防御屏障ꎬ才会伤害到根尖细胞ꎬ危及植物根系的

８４９ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



健康生长ꎮ 当挥发性化感物质释放到环境后ꎬ大
部分挥发到空气中作用于植物的地上部分ꎬ小部

分会通过土壤吸附、淋溶、根系分泌等途径进入土

壤ꎮ 保卫细胞构成了物质进出植物体的门户———
气孔ꎬ而根边缘细胞则是根系和土壤之间的屏障ꎬ
二者无疑是挥发性化感物质作用的首要靶标ꎮ 受

体如何响应化感物质是一个十分复杂的问题ꎬ高
等植物机体由多细胞构成ꎬ每一种细胞的生命活

动均会受机体其他细胞制约ꎮ 显然ꎬ以单细胞模

式系统作为研究化感作用的对象ꎬ可以排除其他

细胞生命活动的干扰ꎮ 近年来ꎬ学者们逐渐关注

到根边缘细胞(Ｌａｔｉｆ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻＭａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ
Ｘｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)和保卫细胞(周健等ꎬ２０１７)对化

感胁迫的响应及其机制ꎮ 与以整个植株作为受试

靶标相比ꎬ保卫细胞和根边缘细胞不仅具有反应

灵敏、取材方便、易于控制试验条件、耗费少、周期

短等优势(周健等ꎬ２０１７ꎻＷａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ而且

能够直观地洞察到化感作用这一自然现象的本

质ꎮ 然而ꎬ保卫细胞和根边缘细胞如何响应大叶

桉挥发物的化感效应却鲜有报道ꎮ
大叶桉功能多样化可应用于医药(兰宏伟等ꎬ

２０２０)、生态(田雪晨和陈贤兴ꎬ２０１４)、农业(刘红

芳和邸仕忠ꎬ２０１８)等领域ꎬ而现有研究偏重于大

叶桉挥发性成分的药理作用ꎬ极少关注其种植对

生境内其他植物的毒害作用ꎮ 为进一步挖掘大叶

桉挥发性成分的化感作用ꎬ本研究以其挥发油及

主要成分 α￣蒎烯和桉油精为供体ꎬ以中国大叶桉

种植区广泛分布的农作物蚕豆( Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ) 为受

体ꎬ以叶保卫细胞、根边缘细胞和根尖细胞为靶

标ꎬ运用蚕豆根尖微核技术、光学显微镜技术、细
胞化学技术和 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术ꎬ在评估大叶桉挥发

物化感效应及其对根尖有丝分裂行为影响的基础

上ꎬ进一步分析蚕豆叶保卫细胞和根边缘细胞对

大叶桉挥发物的响应及其信号机制ꎬ以期从细胞

学角度揭示大叶桉化感作用机制ꎬ为大叶桉种植

区的科学种植和管理提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验材料

所用材料大叶桉的叶采自四川师范大学校区

及其附近街道ꎻ蚕豆的种子(成胡 １４＃)购自成都

市龙泉驿区大面镇街道种子市场ꎻ标准品 α￣蒎烯

(≥９９％) 和桉油精 (≥９９％) 购自科赛斯特 (成

都)科技有限公司ꎮ
１.２ 试验方法

Ａ 组:参照周健等(２０１７)的方法培养蚕豆幼

苗ꎬ待幼苗生长 ３ ~ ４ 周时ꎬ取顶端第 １ ~ ２ 对完全

展开的叶片ꎬ用蒸馏水冲洗干净ꎬ选取非叶脉部位

用镊子撕取 １ ｃｍ × ０.５ ｃｍ 的叶下表皮条ꎬ浸泡于

盛有 ＭＥＳ 缓冲液的 ＥＰ 管中ꎮ
Ｂ 组:选取大小均匀且饱满的健康蚕豆种子

(赵红梅和王慧阳ꎬ２０１７)ꎬ在 ０.５％ ＫＭｎＯ４溶液中

浸泡 １５ ｍｉｎꎬ冲洗干净后置于(２５±１)℃培养箱中ꎬ
黑暗条件下浸种 ２４ ｈ 后均匀置于垫有湿润纱布的

瓷盘中ꎬ覆盖一层浸湿的纱布ꎬ继续培养至种子露

白ꎮ 选取长势一致的露白种子ꎬ均匀置于垫有 ２
层滤纸的培养瓶(直径 ６.８ ｃｍ、高度 ９.２ ｃｍ)中ꎬ每
瓶 ３ 颗ꎮ

处理母液的制备:参照孟巧巧等(２０２０)的水

蒸气蒸馏法提取大叶桉挥发油ꎬ得率为 ０.４３％ꎬ质
量浓度为 ８３６.６６７ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ采用 ＧＣ￣ＭＳ 法确定

挥发油主要成分 α￣蒎烯 (≥９９％) 和桉油精 (≥
９９％)的含量ꎮ 用二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)作助溶剂配

制浓度为 ０.１ μＬ􀅰μＬ￣１的大叶桉叶挥发油母液ꎻ根
据 α￣蒎烯和桉油精在挥发油中的含量ꎬ其处理母

液浓度分别设置为 ０.４１９ １、０.０７６ ８ μＬ􀅰μＬ￣１ꎮ
１.３ 试验处理及指标测定

１.３.１ 遗传毒性试验　 分别取处理母液 １、２、３、４、５
μＬꎬ均匀涂抹在 Ｂ 组培养瓶盖中部并旋紧瓶盖ꎬ置
于(２５ ± １)℃ 的培养箱中避光培养 ２４、４８、７２ ｈꎬ
以未涂抹挥发物的处理作为对照ꎬ每处理重复 ５
次ꎬ处理结束后测定参数ꎮ

根长测定:将根尖用蒸馏水洗净ꎬ用滤纸吸干

水分ꎬ用直尺测量根长ꎬ每个处理作 １５ 个平行

测定ꎮ
有丝分裂指数和微核率测定:待处理结束后

更换干净的培养瓶盖ꎬ继续恢复培养 ２４ ｈ 后ꎬ截取

长约 ０. ５ ｃｍ 的根尖ꎬ用卡诺固定液固定 ２４ ｈ、１
ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ＨＣｌ ６０ ℃ 解离 ８ ｍｉｎ、改良苯酚品红染液

染色ꎬ压片ꎬ用 Ｎｉｋｏｎ Ｅ２００ 摄影显微镜镜检且拍

照ꎮ 每个根尖计数 １ ０００ 个细胞ꎬ每个处理 ５ 个根

尖ꎮ 计算微核率(ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙꎬＭＣＮ)和

有丝分裂指数(ｍｉｔｏｔｉｃ ｉｎｄｅｘꎬＭＩ)ꎮ 计算公式如下:
ＭＣＮ＝ (微核数 /观测细胞数) ×１０００‰ꎻ
ＭＩ＝ (Ｍ 期细胞数 /观测细胞数) ×１００％ꎮ

９４９５ 期 任雨敏等: 大叶桉挥发物对蚕豆细胞毒性效应及信号调节



１.３.２ 叶表皮条试验 　 将 Ａ 组表皮条随机分为 ３
组:第 １ 组ꎬ分别取 ２、４、６、８、１０ μＬ 处理母液ꎬ用
ＤＭＳＯ 补足体积为 １０ μＬ 后ꎬ加入装有表皮条的

ＥＰ 管中ꎬ以 １０ μＬ ＭＥＳ 缓冲液为对照ꎻ第 ２ 组ꎬ分
别加入 １０ μＬ 泛 ｃａｓｐａｓｅ 抑制剂 Ｚ￣ＶＡＤ￣ＦＭＫ(１０、
４０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)、Ｃａ２＋ 通道阻断剂 ( ０. １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１

ＬａＣｌ３)、活性氧清除剂抗坏血酸 ( ０. １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１

ＡｓＡ)和硝酸还原酶抑制剂(０.１ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ＮａＮ３)
处理 ５ ｍｉｎ 后ꎬ加入 ８ μＬ 处理母液和 ２ μＬ ＤＭＳＯꎬ
设置阴性对照( ＣＫ 为 ＭＥＳ 缓冲液)和阳性对照

(处理母液 ８ μＬ)ꎻ第 ３ 组ꎬ置于 ２５ ℃、４ ０００ ｌｘ 的

光照培养箱 ２ ｈ 后ꎬ用 １０ μＬ 的微丝聚合抑制剂细

胞松弛素 Ｂ(ＣＢꎬ１０、２０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)、ＮＡＤＰＨ 氧化

酶抑制剂二联苯碘(ＤＰＩꎬ１、２ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)和活性氧

清除剂抗坏血酸(０.１ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)分别处理 ５ ｍｉｎ
后ꎬ加入 ８ μＬ 处理母液和 ２ μＬ ＤＭＳＯꎮ 以不加

ＣＢ、ＤＰＩ 和 ＡｓＡ 的 ＭＥＳ 缓冲液为 ＣＫ 阴性对照ꎬ以
８ μＬ 处理液单独处理为阳性对照ꎮ ３ 组处理混匀

后均置于 ２５ ℃、４ ０００ ｌｘ 光照培养箱处理 ３０ ｍｉｎꎬ
待处理结束后测定气孔开度、细胞核形态、保卫细

胞活性、胞内 ＲＯＳ、ＮＯ 和 Ｃａ２＋水平以及 ＴＵＮＥＬ(黄
素等ꎬ２０１９)等指标ꎮ

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析:取第 １ 组叶表皮条ꎬ用液氮充

分研磨ꎬ按照武汉塞维尔生物科技有限公司的植

物总 ＲＮＡ 提取试剂盒操作说明提取蚕豆叶表皮

条的总 ＲＮＡꎻ用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 引物设计软件ꎬ
设计蚕豆 ＮＡＤＰＨ 氧化酶基因(Ｒｂｏｈ)和内参基因

(ＥＦ￣１￣ａｌｐｈａ)特异性引物ꎬ序列如下:
Ｒｂｏｈ Ｆ:５′￣ＧＧＧＴＡＴＴＴＧＣＴＣＴＧＴＧＧＡＴＴＧＧ￣３′ꎻ
Ｒｂｏｈ Ｒ:５′￣ＣＣＴＧＡＧＣＣＡＡＧＴＡＡＴＧＧＴＧＴＴＴＣ￣３′ꎻ
ＥＦ￣１￣ａｌｐｈａ Ｆ:５′￣ＡＣＧＡＧＧＣＴＣＴＣＡＣＴＧＡＧＧＣ

ＴＣＴＴＣＣ￣３′ꎻ
ＥＦ￣１￣ａｌｐｈａ Ｒ:５′￣ＣＣＴＴＧＧＣＡＧＧＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧ

ＧＡＧＴＴＧ￣３′ꎮ
引物均由武汉塞维尔生物科技有限公司合

成ꎮ 使用荧光定量 ＰＣＲ 仪( Ｓｔｅｐｏｎｅ ｐｌｕｓꎬＡＢＩ)进

行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析ꎮ 反应体系为 ２５ μＬꎬ含 ｑＰＣＲ
Ｍｉｘ １２.５ μＬ、７.５ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１基因引物 ２.０ μＬ、反转

录产物 ２. ５ μＬ、ｄｄＨ２ Ｏ ８. ０ μＬꎮ ＰＣＲ 扩增程序:
９５ ℃ １０ ｍｉｎꎬ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ ６０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ每
处理重复 ３ 次ꎬ以 ＭＥＳ 缓冲液为 ＣＫ 对照ꎻ使用

ＳｔｅｐＯｎｅ Ｓｏｆｔｗａｒｅ ｖ２. ３ 软件分析 ＰＣＲ 过程的 ＣＴ
( ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｃｙｃｌｅ)值ꎮ

１.３.３ 根边缘细胞活性测定 　 将 Ｂ 组根培养至长

约 ２ ｃｍ 时ꎬ随机截取 ５ 个根尖ꎬ置于 ＥＰ 管中ꎬ向
其中加入 １００ μＬ ｄｄＨ２Ｏꎬ涡旋振荡 ３０ ｓꎬ取出根尖

用 ｄｄＨ２Ｏ 冲洗 ２ 次ꎬ每次 ５０ μＬꎬ移液枪吹打使细

胞分散ꎬ得到根边缘细胞悬液ꎻ分别取处理母液 １、
２、３、４、５ μＬꎬ用 ＤＭＳＯ 补足体积为 ５ μＬ 后ꎬ分别

加入 ２００ μＬ 细胞悬液ꎬ以 ＤＭＳＯ 为溶剂对照组、
ｄｄＨ２Ｏ 为阴性对照组ꎬ置于(２５±１)℃ 的培养箱中

避光培养 ３０ ｍｉｎꎬ每处理重复 ３ 次ꎻ处理结束后ꎬ
分别取 １０ μＬ 细胞悬液ꎬ加入 ４ μＬ ＡＯ / ＥＢ 染料ꎬ
暗处染色 ２ ~ ３ ｓꎬ荧光显微镜镜检ꎬ统计死细胞和

活细胞的数量ꎬ并计算根边缘细胞死亡率ꎮ 计算

公式如下:
死亡率 ＝ (死细胞 /总细胞计数) ×１００％ꎮ

１.４ 数据统计分析

使用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 软件进行数据统计

和作图ꎬ用 ＳＰＳＳ ２０.０ 软件对数据进行 ＡＮＯＶＡ 单

因素方差分析和 Ｔｕｋｅｙ 法进行多重比较分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 大叶桉挥发物的化感效应及其遗传毒性

２.１.１ 大叶桉挥发物对蚕豆的化感效应　 由图 １ 可

知ꎬ大叶桉挥发油、α￣蒎烯和桉油精对蚕豆幼根伸

长具有显著抑制效应(Ｐ<０.０５)ꎬ并表现为时间－
浓度依赖效应ꎮ 用最大浓度处理 ７２ ｈ 后ꎬ大叶桉

挥发油、α￣蒎烯和桉油精处理组的蚕豆根长比对

照组分别减少了 ８０.６２％、７６.７４％和 ７５.１９％ꎮ
２.１.２ 大叶桉挥发物的遗传毒性 　 在大叶桉挥发

油、α￣蒎烯和桉油精的作用下ꎬ蚕豆根尖分生区细

胞的有丝分裂指数下降(图 ２)ꎮ 在 １ μＬ 处理母液

作用下ꎬ有丝分裂指数升高ꎬ其中 ２４ ｈ 处理组的变

化最为显著ꎮ 当处理母液大于 １ μＬ 时ꎬ与对照组

相比ꎬ随着处理母液浓度增加和处理时间延长ꎬ有
丝分裂指数显著下降(Ｐ< ０. ０５)ꎮ 在各处理组 Ｍ
期(有丝分裂期)的各时相(前、中、后、末)细胞数

目中大部分细胞的细胞周期被阻滞在分裂前期ꎻ
当挥发油处理母液高于 ４ μＬ 时ꎬ有丝分裂指数趋

于平稳ꎬ表明该浓度下蚕豆根尖已严重受损ꎮ
各处理组的微核率均显著高于对照组 ( Ｐ <

０.０５)ꎬ呈先升高后降低的趋势(图 ３)ꎬ在处理母

液为 ３ μＬ 时微核率达到最大值ꎬ以 ４８ ｈ 处理组的

变化最显著ꎬ其挥发油、α￣蒎烯和桉油精微核率分
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别为 １２.２４％、１０.８９％和 ７.４８％ꎮ 大叶桉挥发物诱

导蚕豆根尖发生染色体畸变ꎬ如染色体断片、粘连

和出现染色桥、微核等现象(图 ４)ꎮ

Ａ. ２４ ｈꎻ Ｂ. ４８ ｈꎻ Ｃ. ７２ ｈꎮ 不同字母表示在 ０.０５ 水平上的
差异显著性ꎮ 下同ꎮ
Ａ. ２４ ｈꎻ Ｂ. ４８ ｈꎻ Ｃ. ７２ ｈ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 大叶桉挥发油、α￣蒎烯和桉油精作用下蚕豆根长的变化
Ｆｉｇ. １　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｒｏｂｕｓｔａ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌꎬ α￣ｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｅｕｃａｌｙｐｔｏｌ

２.２ 大叶桉挥发物对蚕豆叶保卫细胞活性的影响

由图 ５ 可知ꎬ在大叶桉挥发油、α￣蒎烯和桉油

精作用下ꎬ蚕豆叶保卫细胞活性降低ꎬ细胞核畸变

Ｔ１. ０ μＬ 母液处理组ꎻ Ｔ２. １ μＬ 母液处理组ꎻ Ｔ３. ２ μＬ 母
液处理组ꎻ Ｔ４. ３ μＬ 母液处理组ꎻ Ｔ５. ４ μＬ 母液处理组ꎻ
Ｔ６. ５ μＬ 母液处理组ꎻ Ｖ. 挥发油ꎻ Ｐ. α￣蒎烯ꎻ Ｅ. 桉油精ꎮ
Ｔ１. ０ μＬ ｍｏｔｈｅｒ ｌｉｑｕｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎻ Ｔ２. １ μＬ ｍｏｔｈｅｒ ｌｉｑｕｏｒ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎻ Ｔ３. ２ μＬ ｍｏｔｈｅｒ ｌｉｑｕｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎻ Ｔ４. ３
μＬ ｍｏｔｈｅｒ ｌｉｑｕｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎻ Ｔ５. ４ μＬ ｍｏｔｈｅｒ ｌｉｑｕｏｒ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎻ Ｔ６. ５ μＬ ｍｏｔｈｅｒ ｌｉｑｕｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎻ
Ｖ. Ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌꎻ Ｐ. α￣ｐｉｎｅｎｅꎻ Ｅ. Ｅｕｃａｌｙｐｔｏｌ.

图 ２　 大叶桉挥发油、α￣蒎烯和桉油精作用下
蚕豆根尖细胞有丝分裂指数的变化

Ｆｉｇ. ２　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｍｉｔｏｔｉｃ ｉｎｄｅｘ ｏｆ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ｒｏｏｔ ｔｉｐ
ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｒｏｂｕｓｔａ ｖｏｌａｔｉｌｅ

ｏｉｌꎬ α￣ｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｅｕｃａｌｙｐｔｏｌ

率升高ꎬ并表现为浓度依赖效应ꎮ 其化感效应强

弱由大到小依次为挥发油、α￣蒎烯和桉油精ꎮ 在
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图 ３　 大叶桉叶挥发油、α￣蒎烯、桉油精作用下
蚕豆根尖细胞微核率的变化

Ｆｉｇ. ３　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｒｏｏｔ ｔｉｐ ｃｅｌｌ ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓ ｒａｔｅｓ ｏｆ
Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｒｏｂｕｓｔａ ｖｏｌａｔｉｌｅ

ｏｉｌꎬ α￣ｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｅｕｃａｌｙｐｔｏｌ

最大处理浓度下ꎬ挥发油、α￣蒎烯、桉油精 ３ 个处理

组的保卫细胞活性为对照组的 ７. ０１％、２９. ４８％、
５９.５６％ꎬ细 胞 核 形 态 异 常 率 分 别 为 ９６. ９６％、
６８.７８％、２４.７４％ꎮ

半胱氨酸蛋白酶( ｃａｓｐａｓｅ)是一组与细胞凋亡

密切相关的蛋白水解酶ꎬ当用泛 ｃａｓｐａｓｅ 抑制剂 Ｚ￣
ＶＡＤ￣ＦＭＫ 与大叶桉挥发物共处理后ꎬ各处理组保

卫细胞活性均较挥发物处理组升高且与 Ｚ￣ＶＡＤ￣
ＦＭＫ 浓度呈正相关(图 ６:Ｂ)ꎬ表明大叶桉挥发物

处理导致保卫细胞发生凋亡ꎮ ＴＵＮＥＬ 法检测结果

发现ꎬ挥发物处理组叶保卫细胞的绿色荧光强度

大于 ｃａｓｐａｓｅ 抑制剂＋挥发物共处理组(图 ６:Ａ)ꎬ
表明大叶桉挥发物诱导蚕豆叶保卫细胞发生了

ｃａｓｐａｓｅ 依赖性细胞凋亡ꎮ
应用 ＲＯＳ、ＮＯ 和 Ｃａ２＋荧光定位试验和三者抑

制剂＋挥发物共处理试验ꎬ验证了大叶桉挥发物作

用下蚕豆叶保卫细胞的 ＲＯＳ、ＮＯ 和 Ｃａ２＋水平的变

化ꎮ 由图 ７ 可知ꎬ对照组保卫细胞具有较弱的绿

色荧光ꎬ即胞内 ＲＯＳ、ＮＯ 和 Ｃａ２＋水平均较低ꎻ处理

组保卫细胞内 ３ 种荧光信号均明显高于对照组ꎬ
说明大叶桉挥发物诱导保卫细胞内 ＲＯＳ、ＮＯ 和

Ｃａ２＋水平升高ꎮ ＮａＮ３＋处理液、ＡｓＡ＋处理液 ２ 个共

处理组中ꎬＲＯＳ、Ｃａ２＋ 和 ＮＯ 水平低于挥发物处理

组ꎬ而 ＬａＣｌ３＋处理液共处理组保卫细胞内的 Ｃａ２＋

水平低于挥发物处理组(图 ８)ꎬ说明在大叶桉挥

发物诱导的细胞死亡过程中ꎬＲＯＳ 和 ＮＯ 能调节胞

内 Ｃａ２＋水平ꎮ
由图 ９ 可知ꎬ与挥发物处理组相比ꎬ用 Ｃａ２＋通

道阻断剂(ＬａＣｌ３)、活性氧清除剂抗坏血酸(ＡｓＡ)
和硝酸还原酶抑制剂(ＮａＮ３)分别与处理母液共同

作用时ꎬ保卫细胞存活率显著升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 这

进一步证明大叶桉挥发油、α￣蒎烯和桉油精诱导

的细胞死亡与细胞内 ＲＯＳ、ＮＯ 和 Ｃａ２＋有关ꎮ
２.３ 大叶桉挥发物对蚕豆气孔运动的影响

大叶桉挥发物导致蚕豆叶气孔开度呈浓度依

赖性逐渐下降(图 １０)ꎬ在最大浓度处理下ꎬ挥发

油、α￣蒎烯和桉油精 ３ 个处理组的气孔开度分别较

对照 组 下 降 了 ８６. ６５％、 ７８. ３１％ 和 ７５. ３８％ꎻ 当

ＮＡＤＰＨ 氧化酶抑制剂二联苯碘(ＤＰＩ)、活性氧清

除剂抗坏血酸(ＡｓＡ)和微丝聚合抑制剂细胞松弛

素 Ｂ(ＣＢ)分别与大叶桉挥发物共处理时ꎬ保卫细

胞气孔关闭现象显著降低(Ｐ<０.０５)(图 １１)ꎬ表明

大叶桉挥发物诱导的 ＲＯＳ 水平和 ＮＡＤＰＨ 氧化酶

活性的升高以及微丝聚合是导致气孔关闭的原

因ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果(图 １２)显示ꎬ在大叶桉挥发物

作用下ꎬ蚕豆叶片内 ＮＡＤＰＨ 氧化酶基因 Ｒｂｏｈ 表

达显著上调ꎮ
２.４ 大叶桉挥发物对根边缘细胞活性的影响

由图 １３ 可知ꎬ蚕豆根边缘细胞活性随大叶桉

挥发物处理浓度升高而降低ꎬ死亡率显著增加(Ｐ<
０.０５)ꎮ 与阴性对照组(０ μＬ)相比ꎬ溶剂对照组

(ＤＭＳＯ)的根边缘细胞活性差异不显著(Ｐ>０.０５)ꎬ
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Ａ. 间期单微核ꎻ Ｂ. 间期双微核ꎻ Ｃ. 后期染色体断片ꎻ Ｄ. 末期染色体粘连ꎻ Ｅ. 末期染色体桥ꎻ Ｆ. 纺锤体多极分裂ꎮ 比例尺为
２０ μｍꎮ 下同ꎮ
Ａ. Ｓｉｎｇｌｅ ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓ ｉｎ ｉｎｔｅｒｐｈａｓｅꎻ Ｂ. Ｄｏｕｂｌｅ ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓ ｉｎ ｉｎｔｅｒｐｈａｓｅꎻ Ｃ. Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｎ ａｎａｐｈａｓｅꎻ Ｄ. Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ
ｉｎ ｔｅｌｏｐｈａｓｅꎻ Ｅ. Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｂｒｉｄｇｅ ｉｎ ｔｅｌｏｐｈａｓｅꎻ Ｆ. Ｓｐｉｎｄｌｅ ｍｕｌｔｉｐｏｌａｒ ｄｉｖｉｓｉｏｎ. Ｔｈｅ ｓｃａｌｅ ｉｓ ２０ μｍ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ４　 大叶桉树叶挥发油、α￣蒎烯和桉油精作用下蚕豆根尖细胞的染色体畸变图
Ｆｉｇ. ４　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ａｂｅｒｒａｔｉｏｎ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ｒｏｏｔ ｔｉｐ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ

Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｒｏｂｕｓｔａ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌꎬ α￣ｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｅｕｃａｌｙｐｔｏｌ

图 ５　 大叶桉挥发油、α￣蒎烯和桉油精作用下蚕豆叶保卫细胞活性和核形态的变化
Ｆｉｇ. ５　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ａｂｅｒｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ｌｅａｖｅｓ

ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｒｏｂｕｓｔａ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌꎬ α￣ｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｅｕｃａｌｙｐｔｏｌ
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Ａ. ＴＵＮＥＬ 原位标记荧光图ꎻ Ｂ. 细胞存活率ꎮ ｔ１. ＣＫꎻ ｔ２. 处理液ꎻ ｔ３. 处理液＋１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｚ￣ＶＡＤ￣ＦＭＫꎻ ｔ４. 处理液＋４０ μｍｏｌ􀅰
Ｌ￣１ Ｚ￣ＶＡＤ￣ＦＭＫꎮ 比例尺为 ２０ μｍꎮ
Ａ. ＴＵＮＥＬ ｉｎ ｓｉｔｕ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅꎻ Ｂ. Ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ. ｔ１. ＣＫꎻ ｔ２. Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｌｉｑｕｉｄꎻ ｔ３. Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｌｉｑｕｉｄ＋１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｚ￣ＶＡＤ￣
ＦＭＫꎻ ｔ４. Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｌｉｑｕｉｄ＋４０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｚ￣ＶＡＤ￣ＦＭＫ. Ｔｈｅ ｓｃａｌｅ ｉｓ ２０ μｍ.

图 ６　 大叶桉挥发油、α￣蒎烯和桉油精作用下 ｃａｓｐａｓｅ 抑制剂对蚕豆叶保卫细胞活性的影响
Ｆｉｇ. ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ｌｅａｖｅｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ

ｔｈｅ Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｒｏｂｕｓｔａ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌꎬ α￣ｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｅｕｃａｌｙｐｔｏｌ

图 ７　 ＮａＮ３、ＡｓＡ 和 ＬａＣｌ３与大叶桉挥发物共处理下蚕豆叶保卫细胞内 ＲＯＳ、ＮＯ 和 Ｃａ２＋荧光定位图

Ｆｉｇ. ７　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＲＯＳꎬＮＯ ａｎｄ Ｃａ２＋ ｉｎ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ｌｅａｆ ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌｓ
ｃｏ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＮａＮ３ꎬ ＡｓＡꎬ ＬａＣｌ３ ａｎｄ Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｒｏｂｕｓｔａ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ
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图 ８　 ＬａＣｌ３、ＡｓＡ 和 ＮａＮ３与大叶桉挥发物共处理下

蚕豆叶保卫细胞 ＲＯＳ、ＮＯ 和 Ｃａ２＋水平的变化

Ｆｉｇ. ８　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＲＯＳꎬ ＮＯ ａｎｄ Ｃａ２＋ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Ｖｉｃｉａ
ｆａｂａ ｌｅａｆ ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌｓ ｃｏ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬａＣｌ３ꎬ
ＡｓＡꎬ ＮａＮ３ ａｎｄ Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｒｏｂｕｓｔａ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ

表明助溶剂 ＤＭＳＯ 对根边缘细胞活性没有显著影

响ꎮ 当处理浓度达到 ５ μＬ 时ꎬ挥发油、α￣蒎烯、桉

图 ９　 大叶桉挥发物与 ＲＯＳ、ＮＯ 和 Ｃａ２＋抑制剂
共处理下蚕豆叶保卫细胞存活率的变化

Ｆｉｇ. ９　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ｏｆ Ｖｉｃｉａ
ｆａｂａ ｌｅａｖｅｓ ｃｏ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＲＯＳꎬ ＮＯ ａｎｄ Ｃａ２＋

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ａｎｄ Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｒｏｂｕｓｔａ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ

图 １０　 大叶桉树挥发油、α￣蒎烯和桉油精
对蚕豆叶片气孔开度的影响

Ｆｉｇ. １０　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｒｏｂｕｓｔａ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌꎬ α￣ｐｉｎｅｎｅ
ａｎｄ ｅｕｃａｌｙｐｔｏｌ ｏｎ ｓｔｏｍａｔａｌ ａｐｅｒｔｕｒｅ ｏｆ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ｌｅａｖｅｓ

油精处理组根边缘细胞死亡率分别比对照组( ０
μＬ)增加了 ５.６５、４.１３、２.１２ 倍ꎮ

３　 讨论

植物释放到环境中的化感物质会影响其他植

物的生长和生态功能(Ｏｌｎ ＆ Ｋｏｃｅꎬ ２０２１)ꎬ如降低

植物吸收水分、无机盐、有机质等养分的能力ꎬ降
低对资源的利用率ꎬ从而影响该植物的生长发育

(马光宗等ꎬ２０２２)ꎮ 桉叶中含有对植物有化感作

用的挥发性成分ꎬ如 α￣松果醇ꎬ可以抑制种子萌发

和植物生长( Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 本研究结果表明ꎬ
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图 １１　 大叶桉挥发油、α￣蒎烯和桉油精作用下
ＤＰＩ、ＡｓＡ 和 ＣＢ 对蚕豆气孔开度的影响

Ｆｉｇ. １１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＰＩꎬ ＡｓＡ ａｎｄ ＣＢ ｏｎ ｓｔｏｍａｔａｌ ａｐｅｒｔｕｒｅ
ｏｆ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｒｏｂｕｓｔａ

ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌꎬ α￣ｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｅｕｃａｌｙｐｔｏｌ

在大叶桉挥发物作用下ꎬ蚕豆幼根生长受抑制且

表现为时间－浓度依赖效应ꎬ其中大叶桉叶挥发油

图 １２　 大叶桉挥发油、α￣蒎烯和桉油精作用下
ＮＡＤＰＨ 氧化酶基因 Ｒｂｏｈ 相对表达量的变化

Ｆｉｇ. １２　 Ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＡＤＰＨ
ｏｘｉｄａｓｅ Ｒｂｏｈ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｒｏｂｕｓｔａ

ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌꎬ α￣ｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｅｕｃａｌｙｐｔｏｌ

图 １３　 大叶桉叶挥发油、α￣蒎烯、桉油精作用下
蚕豆根边缘细胞死亡率的变化

Ｆｉｇ. １３　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ
ｏｆ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｒｏｂｕｓｔａ

ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌꎬ α￣ｐｉｎｅｎｅ ａｎｄ ｅｕｃａｌｙｐｔｏｌ

的化感效应最强ꎬα￣蒎烯次之ꎬ桉油精最弱ꎮ 植物

根的生长与根尖细胞的分裂和伸长密切相关ꎬ当
蚕豆幼根受到大叶桉挥发物作用时分生区细胞有

丝分裂指数下降ꎬ表现出与根长相似的变化规律ꎬ
表明大叶桉挥发性化感物质作为非生物胁迫对蚕

豆根的抑制效应与其干扰根尖细胞有丝分裂行为

有关ꎮ 处理浓度较低时ꎬ绝大多数根尖细胞有丝

分裂被阻滞在前期ꎬ但随着处理浓度增大前期细

胞比例逐渐减少ꎬ推测大叶桉挥发性化感物质可

６５９ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



能抑制了细胞 ＤＮＡ 的复制和蛋白质的合成ꎬ阻碍

了细胞周期的进程ꎬ使细胞不能进入下一次的分

裂期ꎬ从而导致分生区有丝分裂指数下降ꎬ根生长

受到抑制(Ｖａｓｃｏｎｃｅｌｏｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 同时ꎬ蚕豆

根尖细胞内微核率上升并出现染色体断片、纺锤

体多极分裂、染色体粘连等多种染色体畸变现象ꎬ
表明大叶桉树挥发油、α￣蒎烯和桉油精抑制了蚕

豆根尖细胞纺锤体的形成并干扰了某些染色体运

动而导致染色体断裂和损伤ꎬ断裂的染色体在机

体免疫保护作用下形成染色体桥ꎬ无着丝粒的形

成会引起微核的出现ꎬ造成不可逆的遗传毒性效

应ꎮ 本研究结果与 Ａｒａｇａｏ 等(２０１５)研究发现大叶

桉挥发油及其单萜烃类能够导致莴苣 ( Ｌａｃｔｕｃａ
ｓａｔｉｖａ)根尖分生区细胞死亡ꎬ染色体变异这一结果

相似ꎮ 根边缘细胞及其胞外黏胶层是植物根和土

壤之间的保护屏障(Ｒｏｐｉｔａｕｘ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻＤｒｉｏｕｉｃｈ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎬ在抵抗生物和非生物胁迫中对根尖

起到一定的保护作用ꎮ 何胜利等(２０２２)研究发

现ꎬ土荆芥挥发油及其主要化感物质下根边缘细

胞活性下降ꎬ黏胶层厚度增加ꎬ在一定程度上抵御

了挥发物化感胁迫对根尖的伤害ꎮ 在大叶桉挥发

物作用下ꎬ蚕豆根边缘细胞活性呈浓度依赖性下

降ꎬ由此降低且削弱其保护功能ꎬ进而干扰根尖细

胞的有丝分裂ꎬ抑制根的伸长生长ꎮ
气孔是植物气体交换、水分蒸腾和病菌入侵

的主要门户(Ｑｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻＭａ ＆ Ｂａｉꎬ ２０２１)ꎬ气
孔开度的调节通过保卫细胞的运动来实现ꎮ 细胞

骨架、Ｃａ２＋、ＲＯＳ 和 ＮＯ 等因子通过不同的方式、信
号途径调控气孔运动ꎬ 使气孔能灵活地响应各种

环境(胡子英等ꎬ２０１７)ꎮ ＲＯＳ 在植物感知胁迫、整
合各种环境信号、激活胁迫响应网络中起着关键

作用(Ｍｉｔｔｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎬ细胞内 ＲＯＳ 的产生与

ＮＡＤＰＨ 氧化酶和微丝动态调控密切相关(Ａｇｕｒｌａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ )ꎮ 微 丝 动 态 的 变 化 会 引 起 胞 内

ＮＡＤＰＨ 氧化酶发生改变( Ｓｔａｎｌｅｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ
本研究结果表明ꎬ在大叶桉挥发油及其主要成分

作用下ꎬ蚕豆叶保卫细胞内 ＮＡＤＰＨ 氧化酶基因

Ｒｂｏｈ 表达上调ꎬ酶活性增加ꎬＲＯＳ 爆发ꎬ保卫细胞

核畸变率升高ꎬ保卫细胞发生 ｃａｓｐａｓｅ 依赖性凋

亡ꎬ气孔开度下降ꎬ上述现象具有浓度依赖效应ꎮ
这与黄素等(２０１９)对土荆芥挥发油作用于玉米保

卫细胞的研究结果相似ꎮ 当用微丝聚合抑制剂细

胞松弛素 Ｂ(ＣＢ)处理后ꎬ大叶桉挥发油及其主要

成分诱导的气孔关闭现象明显阻滞ꎬ表明微丝可

能通过调节 ＮＡＤＰＨ 氧化酶在保卫细胞质膜不同

部位的分布ꎬ控制 ＲＯＳ 在细胞壁上的产生部位ꎬ
从而精确调控不同位置细胞壁的松弛而参与气

孔运动(胡子英等ꎬ２０１７) ꎮ 当植物受到逆境胁迫

时ꎬ通过 ＮＯ、ＲＯＳ、Ｃａ２＋ 等信号分子相互协调ꎬ调
控不同的信号途径使保卫细胞的膨压变化来响

应所受的逆境胁迫 ( Ｆｉｃｈｍａｎ ＆ Ｍｉｔｔｌｅｒꎬ ２０２０) ꎮ
在逆境胁迫下ꎬＲＯＳ 和 ＮＯ 之间的平衡对调控细

胞凋亡至关重要( Ｐｅｔｒｏｖ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５) ꎮ ＮＯ 能够

作为一种抗氧化剂直接淬灭 ＲＯＳꎬ减少膜脂过氧

化ꎬ而高浓度的 ＮＯ 可以导致 ＲＯＳ 爆发ꎬ引起细

胞产生氧化损 伤 而 凋 亡 ( Ｈａｓａｎｕｚｚａｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８ꎻ何胜利等ꎬ ２０２２) ꎮ Ｃａ２＋ 通道能够被 ＲＯＳ
激活ꎬ引起胞外 Ｃａ２＋内流ꎬ胞内 Ｃａ２＋水平升高ꎬ从
而导致 ＤＮＡ 在核小体的连接点被激活了的 Ｃａ２＋

依赖性核酸内切酶切割ꎬ继而引发细胞凋亡( Ｐｅｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００) ꎮ 本研究结果发现ꎬ在大叶桉挥发

油及其主要成分 α￣蒎烯和桉油精诱导的保卫细

胞死亡过程中ꎬ保卫细胞内 ＲＯＳ、ＮＯ 和 Ｃａ２＋水平

明显升高ꎬ加入 ＡｓＡ、ＮａＮ３ 和 ＬａＣｌ３ 时ꎬ保卫细胞

存活率显著上升ꎬ表明在大叶桉挥发油、α￣蒎烯

和桉油精处理下保卫细胞内 ＲＯＳ 的爆发引起胞

内 Ｃａ２＋ 水平升高ꎬ诱发了蚕豆保卫细胞的死亡ꎮ
此外ꎬＮＯ 参与了大叶桉挥发油、α￣蒎烯和桉油精

诱导蚕豆保卫细胞的死亡ꎮ ＲＯＳ、ＮＯ 和 Ｃａ２＋ 信

号系统调控程序性细胞死亡是植物抵御逆境胁

迫的一种基本机制(周健等ꎬ２０１７) ꎮ 以上结果表

明ꎬ大叶桉挥发油、α￣蒎烯和桉油精诱导的保卫

细胞死亡ꎬ可能是通过 ＲＯＳ 和 ＮＯ 调控保卫细胞

内 Ｃａ２＋水平的变化而引起的ꎮ

４　 结论

综上所述ꎬ大叶桉挥发性化感物质具有细胞

毒性和遗传毒性ꎮ 一方面ꎬ通过降低蚕豆根边缘

细胞活性削弱受体保护屏障ꎬ干扰分生区细胞有

丝分裂行为并引起遗传畸变ꎬ从而抑制根的生

长ꎻ另一方面ꎬ诱导蚕豆叶保卫细胞 ＲＯＳ 爆发ꎬ干
扰细胞骨架功能而改变气孔运动ꎬ引起保卫细胞

核畸变并发生 ｃａｓｐａｓｅ 依赖性凋亡ꎬ在此过程中ꎬ
胞内 ＲＯＳ 和 ＮＯ 的水平上调引起胞内 Ｃａ２＋ 水平

增加ꎮ
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