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摘要　将玉米同核异质体不育细胞质 CB37及其正常保持系 NB37的离体根冠细胞分为 4组 ,其中 3组分

别用质量浓度 50μg/ mL、100μg/ mL 和 150μg/ mL 的玉米小斑病菌 C小种 ( HMC)毒素诱导 ,1 组用 p H 6. 5

PBS诱导作为对照 ,诱导时间分别为 1 h、4 h和 7 h。然后采用中性红与伊文思蓝染色、吖啶橙 (AO)与溴化乙

啶 ( EB)复染和 Hoechst 33258染色 3种方法检测玉米根冠细胞的凋亡状况。结果表明 : HMC毒素诱导玉米根

冠细胞发生凋亡 ,并出现凋亡小体与染色体边集形态特征。中性红与伊文思蓝染色 ,只能检测出活细胞和死细

胞 ,且在 3种毒素浓度、3种处理时间下 ,CB37的根冠细胞死亡率均高于 NB37 ;采用 AO与 EB复染方法 ,用 150

μg/ mL HMC毒素处理 7 h时 ,CB37细胞凋亡率达到最高值 70. 2 % ,而 NB37仅为 36. 7 % ;经 Hoechst 33258染

色后 ,CB37用 150μg/ mL HMC毒素处理 7 h时达到最大凋亡率为 74. 5 % ,而 NB37为 30. 7 %。专效性 HMC

毒素对 C细胞质敏感 ,在毒素伤害细胞致死过程中 ,C细胞质的细胞死亡率远高于 N 细胞质 ;在诱导细胞凋亡

程序中 ,C细胞质的细胞凋亡率也远高于 N 细胞质 ,且其凋亡率随诱导质量浓度和诱导时间的增加而增加 ;

AO、EB复染与 Hoechst 33258染色两者相比 ,细胞凋亡率接近 ,准确度均高 ,图像清晰 ,且费用相当 ,但前者可以

区分早期和晚期凋亡细胞 ,而后者不能区分。
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　　玉米小斑病是全世界普遍发生的真菌病害之

一。玉米小斑病菌 Hel mi nt hos pori um m ay dis C

小种 ( HMC)是对 C细胞质玉米专化浸染的生理小

种 ,其毒素可专化侵染 C细胞质雄性不育玉米[123 ]。

低浓度毒素在一定的处理时间内能诱导寄主细胞发

生凋亡 ,使其产生抗病反应[4 ]。细胞发生凋亡时会

伴随线粒体通透性的改变 ,根冠细胞原生质体的微

丝结构出现异常等现象 ,细胞形态也随之会发生变

化[529 ]。笔者选用同核异质的玉米材料 B37 的根冠

细胞作为试验材料 ,用 3 个浓度梯度的玉米小斑病

菌 C小种毒素 ( HMC2toxin)分 3 个时间段进行处

理 ,用 3种染色方法进行检测 ,观察了经 C毒素处

理后 C细胞质和 N 细胞质玉米细胞凋亡的形态特

征、凋亡率及其变化规律 ,分析了相同基因型不同细

胞质玉米的根冠细胞对专化性毒素的敏感性以及细

胞产生凋亡现象的影响 ,旨在探索毒素处理时间与

浓度的关系 ,为研究毒素与寄主间的互作机制提供

理论依据。

　材料与方法

　供试材料

供试玉米品种和菌种均由河北省农林科学院遗

传生理研究所提供。玉米 :基因型为 B37的 C型不

育细胞质 CB37及其同核保持系 NB37 ; 菌种 :玉米

小斑病菌 C小种。

　根冠细胞的制备

选用饱满玉米种子 ,用 0. 1 % HgCl2 消毒

5 min ,蒸馏水反复冲洗后 ,在 25 ℃恒温培养箱中浸

泡 48 h ,待初生根长到 1～2 cm时 ,取其根冠备用。

　纯化 2 的制备

在无菌条件下 ,把复壮后的玉米小斑病菌 C小

种接种到 PDA培养基上 ,恒温 25 ℃培养 7 d。然后
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转接到 Fries液体培养基 ,于 25 ℃静置 1 d ,再置于

25 ℃、160 r/ min条件下培养 15 d。将培养 15 d后

的菌液用 4层纱布过滤后得毒素培养滤液 ,再将滤

液用 50 ℃真空旋转蒸发进行浓缩 ,加入等量的氯仿

充分摇匀 ,静置分层 ,最后用分液漏斗获取氯仿相。

将氯仿相在 40 ℃条件下用真空旋转蒸发器蒸干 ,所

得褐色粘稠油状物即为毒素粗品。将毒素粗品过硅

胶柱层析 ,用氯仿甲醇梯度洗脱 ( V氯仿 ∶V甲醇 =

9∶1 , 4. 5∶1 , 3∶1 , 1 ∶1) ,分别收集得毒素。把

活性最高的收集液集中在一起重新蒸干 ,并用少许

甲醇溶解 ,贮存于冰箱 ( - 20 ℃)中保存备用[ 10 ]。

　材料处理

将纯化好的毒素分别稀释为质量浓度 50

μg/ mL ,100μg/ mL 和 150μg/ mL 后 (对照用 p H

6. 5的 PBS) ,各取 1 mL 放于 1. 5 mL 的 EP管中。

每管放入 5 根玉米根冠部分 ,充分振荡 ,然后于

25 ℃下分别静置 1 h、4 h、7 h。分别取 300μL 的

处理液于 1. 5 mL 的 EP 管中 ,在 25 ℃、12 000

r/ min条件下离心5 min。用 p H 6. 5的 PBS洗 2次。

然后加入 50μL PBS液 ,缓缓重悬细胞。

　染色方法

1) 中性红 ( neut ral red ) 和伊文思蓝 ( Evans

blue)染色法。取根冠细胞液 10μL 于 0. 5 mL 的

EP管中 ,加 10μL p H 6. 5 的 0. 01 %中性红染色

5 min ,再加 10μL 0. 2 %的 Evans blue染色 5 min ,

光学显微镜下观察并记录活细胞 (红色)和死细胞

(蓝色)的数量[11 ]。

2) Hoechst 33258 染色法。取根冠细胞液

10μL于 0. 5 mL 的 EP 管中 ,加 10μL Hoechst

33258 ( 10μg/ mL ) ,避光处理 10 min 后 ,立即用

N I KON倒置荧光显微镜 (由河北师范大学生命科学

学院细胞实验室提供)进行观察。观察条件 :激发波

段为紫外 UV ; 波光块型号为 UV22A ; 波长参数为

EX 3302380 ,DM 505 ,BA 420。观察活细胞与凋亡

细胞的形态特征并计数。

3)吖啶橙 (AO)和溴化乙啶 ( EB)染色法。取根

冠细胞液 10μL 于 0. 5 mL 的 EP 管中 ,加 10μL

AO (100μg/ mL)和 10μL EB (100μg/ mL) ,立即用

N I KON倒置显微成像系统进行观察。观察条件 :

激发波段为蓝 B ;波光块型号为 B22A ;波长参数为

EX 4502490 ,DM 505 ,BA 520。观察活细胞与凋亡

细胞的形态特征并计数[12 ]。每组试验设 3次重复 ,

每次重复计数 200个细胞。

　凋亡率的计算

凋亡率 ( %) =
凋亡细胞

凋亡细胞 +坏死细胞 +活细胞×100

　结果与分析

　中性红和伊文思蓝染色的观察

从图 12A～C可以看出 ,经中性红和伊文思蓝

复染后 ,有活性的玉米根冠细胞呈现红色 ,无活性的

根冠细胞被染成蓝色 ,在光学显微镜下清晰可见。

因为毒素处理过的 CB37、NB37 中 ,染色结果形态

表现几乎相同 ,所以只选用 1种对照即可 ,其它染色

类似。从形态上可以看出 ,C细胞质经毒素处理后

出现了明显的原生质体固缩现象 ,N 细胞质经毒素

处理后原生质体出现轻微的固缩。

观察结果表明 ,随着 HMC 毒素质量浓度从

50μg/ mL到 150μg/ mL 的增加 ,CB37、NB37 的死

亡细胞也不断增加 ,其中 CB37 的死亡率从 30. 0 %

增加到 99. 2 % , NB37 的死亡率从 24. 0 %增加到

95. 5 % ;3个浓度梯度下 ,都保持着 CB37 的细胞死

亡率高于 NB37。这说明 HMC毒素有诱导玉米根

冠细胞死亡的作用 ,而且 B37的 C型细胞质的质量

不如其同核保持系。

　 染色的观察

从图 12D～ F 可以看出 ,荧光显微镜下检测到

正常细胞的核染色质呈均匀的蓝色荧光 ,细胞呈圆

形或椭圆形 ( 图 12D 中带有 0 的箭头所示) 。凋亡

细胞的染色体也呈蓝色荧光 ,且核染色体聚集成碎

片或新月状 (图 12E , F中带有 1的箭头所示) ,呈致

密浓染。坏死细胞核染色质呈絮状或颗粒状蓝色 ,

颜色淡且结构疏松 (图 12F中带有 2 的箭头所示) 。

部分细胞膨大呈鲜红色 ,为晚期凋亡细胞。随着处

理时间的延长可见许多细胞碎片。B37 的 C和 N

细胞质的玉米根冠细胞经毒素处理后均出现上述染

色特征。C细胞质表现出荧光染色较深 ,多为新月

状的致密浓染。N 细胞质荧光染色较浅 ,坏死细胞

较多。

观察结果表明 , HMC毒素能诱导玉米根冠细

胞发生凋亡 ,诱导玉米根冠细胞发生凋亡的 3 个不

同浓度下 ,当诱导时间相同时 ,诱导质量浓度大的细

胞凋亡率高。当诱导时间为 1 h、4 h 和 7 h 时 ,

CB37的根冠细胞最大凋亡率依次为 9. 0 %、62. 3 %

和74. 5 % ; NB37 的根冠细胞最大凋亡率依次为

5. 7 %、19. 3 %和 30. 7 %。当诱导浓度相同时 ,玉米

931
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　A.细胞经 PBS处理 ,用中性红和伊文思蓝染色后 ,有活性细胞被染成红色 ( ×400) 。Cells t reated by PBS and dyed by neu2

t ral red and Evans blue ,t he living cells were dying red ; B. HMC毒素处理 C细胞质玉米根冠离体细胞 ,用中性红和伊文思蓝

染色后 ,出现死亡细胞 ,原生质体固缩 ( ×400) 。Detached corn root cap cells of C cytoplasm t reated by HMC2toxin and dyed

by neut ral red and Evans blue ,apper died cell ,protoplast dyeing homogeneous ; C. HMC毒素处理 N细胞质玉米根冠离体细

胞 ,用中性红和伊文思蓝染色后 ,出现死亡细胞 ( ×400) 。Detached corn root cap cells of N cytoplasm t reated by HMC2toxin

and dyed by neut ral red and Evans blue ,apper died cells ; D.细胞经 PBS处理后 ,用 Hoechst 33258荧光染色后 ,细胞核呈均

匀蓝色荧光 (×200)。Cells t reated by PBS and dyed by Hoechst 33258 , Nuclei are fluorescent blue uniform ; E. HMC毒素处

理 C细胞质玉米根冠离体细胞 , Hoechst 33258荧光染色后 ,出现凋亡小体 ( ×200) 。Detached corn root cap cells of C cyto2

plasm t reated by HMC2toxin and dyed by Hoechst 33258 ,appear apoptotic body ; F. HMC毒素处理 N细胞质玉米根冠离体

细胞 , Hoechst 33258荧光染色后 ,出现凋亡小体和坏死细胞 ( ×200) 。Detached corn root cap cells of N cytoplasm t reated by

HMC2toxin and dyed by Hoechst 33258 ,appear apoptotic body and died cell ; G.细胞经 PBS处理后 ,用 AO和 EB荧光染色

后 ,细胞核呈均匀的绿色荧光 ,细胞质呈均匀橙红色荧光 (×200)。Cells t reated by PBS and dyed by AO and EB , Nuclei are

fluorescent green uniform ,cytoplasm are fluorescent orange2red uniform ; H. HMC毒素处理 C细胞质玉米根冠离体细胞 ,用

AO和 EB荧光染色后 ,出现晚期凋亡细胞 ( ×200) 。Detached corn root cap cells of C cytoplasm t reated by HMC2toxin and

dyed by AO and EB ,appear t he late apoptotic cell ; I. HMC毒素处理 N细胞质玉米根冠离体细胞 ,用 AO和 EB荧光染色后 ,

出现凋亡细胞和坏死细胞 ( ×200) 。Detached corn root cap cells of N cytoplasm t reated by HMC2toxin and dyed by AO and

EB ,appear apoptotic body and died cell .

图 1　玉米离体根冠细胞染色后的形态特征

Fig. 1　Morphological character of detached corn root cap cells by dyeing

根冠细胞的凋亡率随着诱导时间的增加而增加。当

诱导质量浓度为 50μg/ mL、100μg/ mL 和 150

μg/ mL时 , CB37 的根冠细胞最大凋亡率依次为

32. 5 %、58. 7 %和 74. 5 % ;而 NB37 的凋亡率分别

为 7. 5 %、22. 3 %和 30. 7 %。即随着处理时间与毒

素浓度的增加 ,细胞凋亡率也不断增加 ,且 CB37的

凋亡率远远高于 NB37。CB37和 NB37最大凋亡率

分别为 74. 5 %和 30. 7 % , 其最大凋亡率差值为

041
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43. 8 %。两者之间的差距在 4 h 时增加迅速 ,在 7 h

时增加幅度下降。HMC毒素对 CB37 有专化致死

作用 ,凋亡细胞发生细胞核降解 ,染色质固缩 ,核内

DNA断裂 ,形成凋亡小体。从中性红与伊文思蓝复

染和 Hoechst 33258染色这 2 种结果看出 ,同一浓

度相同处理时间 ,细胞的死亡率远远高于凋亡率。

这说明在外界环境不适时可使细胞致死 ,但是

HMC2toxin则可使细胞发生凋亡。

　 和 染色的观察

从图 12G～ I可以看出 ,有活性的细胞其细胞核

染色质被染成绿色 ,发均匀的绿色荧光 (图 12G中

带有 0的箭头所示) 。早期凋亡细胞其细胞核为浓

染的绿色荧光 ,染色体固缩成新月形和颗粒状 ,细胞

质呈黄绿色或绿色 (图 12I中带有 1 的箭头所示) 。

晚期凋亡细胞其细胞核被染成橙色荧光 ,染色体固

缩成新月形和颗粒状 ,有的核染色质偏向细胞一侧

(图 12H ,I中带有 2的箭头所示) 。坏死细胞的细胞

核呈淡染松散的颗粒状或新月状绿色或橙色荧光 ,

有的呈橙色均匀的荧光 (图 12I中带有 3 的箭头所

示) 。随着处理时间的延长可见许多的细胞碎片。

观察结果表明 , HMC毒素能诱导 CB37根冠细

胞发生凋亡。当 HMC 毒素诱导质量浓度为 50

μg/ mL 时 , CB37 的根冠细胞凋亡率随处理时间

(1 h、4 h、7 h)的不断增加 ,凋亡细胞也在不断增

加 ,最大凋亡率达到 24. 8 % ;当诱导质量浓度为 100

μg/ mL 时 ,细胞凋亡率随着时间的延长任在不断增

加 ,最大凋亡率为 58. 2 % ;当质量浓度为 150

μg/ mL、诱导时间为 7 h时 ,得到 CB37玉米根冠细

胞最大凋亡率为 70. 2 %。

经 HMC毒素诱导的 NB37 的玉米根冠细胞 ,

其凋亡率的变化趋势与 CB37 相同 ,在 3 个诱导质

量浓度下 ,诱导 7 h时分别达到最大凋亡率 ,依次为

11. 0 %、25. 7 % 、36. 7 %。在检测玉米根冠细胞发

生凋亡的 3 个诱导质量浓度下以及每个浓度下的

3个诱导时间内 ,NB37的凋亡率远远小于 CB37 ,凋

亡率最大差值可达 40. 5 %。

与上述 2种染色相比 ,AO和 EB染色的凋亡率

与 Hoechst 33258染色的凋亡率较为接近 ,说明这

2种凋亡的检测方法比较可靠。染色结果表明 ,随

着时间的增加 ,毒素不断积累 ,C细胞质的凋亡率不

断增加且远远高于其同核保持系。这是由于 HMC2
toxin为 C细胞质寄主专化选择性决定的。

　讨　论

本试验结果表明 ,中性红和伊文思蓝染色能清

晰区分活细胞与死细胞 ,检测方法简便 ,在光学显微

镜下就可进行 ,但是这种染色方法不能区分凋亡细

胞和坏死细胞。Hoechst 33258 染色、AO 和 EB 复

染均属于荧光染色 ,在荧光显微镜下可以清楚区分

活细胞、坏死细胞和凋亡细胞 ,并且这 3种细胞在细

胞质和细胞核等方面的形态特征均较明显 ,图片清

晰美观。AO和 EB染色还可区分早期和晚期的凋

亡细胞。其中 Hoechest 33258 荧光染色观察到的

形态结果 ,与商闯等用 Hoechst 33342 的荧光染色

结果一致[ 13 ]。随 HMC毒素浓度的增加和处理时

间的延长 ,B372C和 B372N 细胞的凋亡率在逐渐增

加 ,且 C细胞质的凋亡率远远高于 N 细胞质。另

外 ,通过 HMC毒素对根冠细胞微丝结构及细胞膜

影响的观察 ,发现 N 型玉米细胞原生质体只是轻度

收缩 ,仍可见微丝网络分布[4 ] ; 经 HMC毒素处理

后 ,C细胞质的苯丙氨酸解氨酶 ( PAL)活性要高于

N细胞质[6 ] ; 经低浓度 HMC毒素培养滤液预处理

的玉米叶片 ,C细胞质的丙二醛 (MDA)含量的下降

比 N细胞质的下降幅度明显[7 ]。

检测细胞凋亡可从形态特征、生化及分子生物

学等方面进行。Hoechst 33258 是一种与核 DNA

特异性结合的荧光染料 ,属于特异性检测凋亡细胞。

AO能透过完整的细胞膜 ,与 DNA 特异性结合 ,呈

现绿色荧光 ,与 RNA结合呈橙红色荧光。EB不能

透过完整的细胞膜 ,可以透过破损的核膜 ,嵌入细胞

核 DNA ,使之发出橙红色荧光。这 2种染色方法在

动物细胞的凋亡检测中较常用 ,且统计的凋亡率与

流式细胞仪的结果一致[12 ]。为探讨凋亡率与寄主

抗性间的关系 ,笔者将继续观察 HMC毒素对玉米

叶片原生质体凋亡诱导的作用 ,并从分子生物学方

面进行深入研究。
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　　Abstract　The root cap cells of CB37 and NB37 were divided into 4 group s ,in which 3 group s were

induced by 50μg/ mL ,100μg/ mL ,150μg/ mL of Hel mi nt hos pori um m ay dis C toxin ( HMC2toxin) as t he

experimental group , and one group induced by p H 6. 5 PBS as t he cont rol group . The inducing time was

1 h , 4 h and 7 h. The apoptosis of root cap cell was examined with 3 methods : neut ral red and Evans

blue staining , AO and EB staining and Hoechst 33258 staining. In t he process of induction with HMC

toxin , apoptotic bodies appeared in root cap cells and the chromosome morp hology became marginate.

Living and death cells could be clearly detected af ter Neut ral red and Evans blue staining and t he ratio of

deat h in CB37 cells t reated wit h 150μg/ mL HMC2toxin was higher t han t hat of NB37 wit h t he maxi2
mum deat h rates of 99. 2 % and 95. 5 %. Living , necrosis and apoptosis cells could be distinguished clear2
ly by AO and EB complex staining and Hoechst 33258 staining. The ratio of apoptosis in cells of CB37

was much higher t han t hat of NB37 , t he max ratio of apoptosis cells of CB37 and NB37 were 70. 2 % and

36. 7 %. In cont rast , t he max ratio of apoptosis cells of CB37 and NB37 were 74. 5 % and 30. 7 % stained

by Hoechst 33258 respectively. The max ratio of apoptosis in CB37 and NB37 occurred in 150μg/ mL

HMC2toxin t reated for 7 h. Therefore , a conclusion can be made as follows : during the process of the "

harm" by HMC2toxin , apoptosis appeared in t he root cap cells , t he ratio of apoptosis in C cytoplasm was

higher t han t hat in N cytoplasm. Along wit h t he increase of t he toxin concent ration and t reating time ,

t he ratio of apoptosis became higher . In spite of the different staining met hods by AO and EB or by Ho2
echst 33258 , t he ratio of the cell apoptosis was similar . But t he early and late apoptotic cells can be dis2
tinguished only by AO and EB complex staining.

Key words　Hel mi nt hos pori um m ay dis C( HMC) ; toxin ; apoptosis ; detection

(责任编辑 :陈红叶)

241


