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摘要 以2对同核异质玉米B37和 Mo17叶片的原生质体为试材,并将原生质体随机分为4组,HMC毒素

质量浓度分别为0、50、100、150μg/mL,处理时间分别为1、3、6h。采用吖啶橙(AO)与溴化乙啶(EB)荧光复染

的方法进行检测,观察处理后原生质体的凋亡特征及细胞凋亡率的变化趋势。结果表明:HMC毒素处理玉米原

生质体后发生细胞凋亡,并出现凋亡小体、染色质边集或环状染色质等凋亡特征;经不同浓度 HMC毒素处理

B37和 Mo17玉米原生质体,CB37的最大凋亡率为10.80%,NB37为4.90%,CMo17为21.00%,NMo17为

8.83%;HMC毒素对2种基因型的C、N细胞质所测结果一致,均为C细胞质对毒素敏感,先出现细胞凋亡,N
细胞质出现细胞凋亡的时间相对较晚;C、N之间的细胞凋亡率差异显著,且前者高于后者。当毒素浓度不变

时,细胞凋亡率随毒素处理时间的延长而递增;当处理时间不变时,细胞凋亡率随毒素浓度的增加而上升。
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  植物细胞凋亡中研究最多的是过敏反应,即真

菌或细菌感染植物后,寄主植物发生主动或快速死

亡,同时触发体内受感染处和远处组织的防御反应,
限制病原体生长扩散的现象[1]。玉米小斑病菌C
小种毒素(HelminthosporiummaydisraceCtox-
in,HMC-toxin)是一种寄主专化性毒素,能从寄主

特异性的作用位点诱导其感病。植物细胞凋亡检测

的相关研究已有报道。在实验室通过细胞发生凋亡

时对玉米叶片内过氧化物酶(POD)和苯丙氨酸解

氨酶(PAL)活性、线粒体通透性改变、有害物质丙二

醛(MDA)含量等的检测与对叶片抗病性的鉴定,发
现用纯化的低浓度 HMC毒素处理C细胞质叶片,
可显著提高叶片的抗病性[2-4]。经吖啶橙(AO)与溴

化乙啶(EB)复染、Hoechst33258荧光染色发现C
细胞质和N细胞质玉米的根冠细胞均存在凋亡现

象[5-7],根冠细胞的原生质体微丝结构也出现异

常[8]。Deng等[9]用小麦白粉病菌侵染小麦叶片,发

现小麦的不定根存在细胞凋亡,细胞凋亡的细胞学

和分子生物学特征为 TUNEL阳性、基因组DNA
呈现梯状条带、核染色质固缩;Wang等[10]采用透

射电镜、间接免疫荧光标记等方法,观察到小麦颖果

后生 韧 皮 部 筛 分 子(metaphloemsieveelement,

MSEs)分化是细胞程序性半死亡(programmedcell
semi-death)过程,并存在细胞核变形、染色质凝集

和线粒体内嵴模糊等现象。
笔者在前期利用玉米小斑病菌毒素作为激发子

诱导玉米抗小斑病等研究工作基础上,又以不同同

核异质的玉米原生质体为材料,采用荧光染色法观

察经HMC毒素诱导后,不同细胞质玉米细胞凋亡

的形态特征及凋亡率变化规律,旨在通过荧光显微

观察专效性毒素对相同基因型不同细胞质玉米的敏

感性及其产生凋亡时的形态特征,为进一步探讨寄

主抗病性与细胞凋亡率之间的关系提供科学依据。
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1 材料与方法

1.1 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,基因型为

Mo17的C型不育细胞质CMo17及其同核保持系

NMo17;菌种:玉米小斑病菌C小种。NIKON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。
1.2 HMC 毒素的制备

HMC毒素的制备详见马春红等[7]的方法。
1.3 原生质体的制备

将玉米不同细胞质的5~7d黄化苗叶片,切成

长短相等的片段,去中脉,称取0.5g,剪碎。清水洗

净,75%乙醇浸泡5min,无菌水冲洗3次。25%蔗

糖溶液浸泡15~20min,使细胞发生质壁分离,便
于原生质体的提取。用细菌滤器加入5mL的酶解

液进行第一次酶解,于30℃下静置1h。弃第一次

酶解液,加入漂洗液,于30℃下静置10min。用细

菌滤器加入5mL酶解液进行第二次酶解,于30℃
下静置2.5~3h。弃第二次酶解液,加入漂洗液,
抖动叶片使原生质体释放出来。将漂洗液放入

2mL的EP管中,4℃下10000r/min离心5min,
弃上 清。用25%的 蔗 糖 溶 液 重 悬 沉 淀,4 ℃下

10000r/min离心5min,弃沉淀,得到上清液用去

离子水稀释3倍,4℃下10000r/min离心5min,
弃上清后得到的沉淀即为原生质体[11]。
1.4 纯化 HMC 毒素的处理

将原生质体随机分为4组。以纯化好的毒素用

漂洗 液 作 为 等 渗 液 分 别 稀 释 至 0、50、100、150

μg/mL,对照用漂洗液,再分别取1mL于1.5mL
的EP管中(内有原生质体)。每种浓度设3个重

复。缓缓重悬原生质体,分别于25℃下静置1、3、

6h。取300μL的处理液于1.5mL的 EP管中,

4℃下10000r/min离心5min,用漂洗液洗2遍,
最后一次离心后吸去大部分液体保留约50μL液

体,再缓缓悬起细胞。
1.5 玉米原生质体的染色

采用吖啶橙(AO)和溴化乙啶(EB)染色法[12]:
取玉米原生质体液10μL于0.5mL的EP管中,加

10μLAO(100μg/mL)和10μLEB(100μg/mL),
立即用NIKON倒置显微成像系统进行观察,条件:

激发波段为蓝B;波光块型号为B-2A;波长参数为

EX450-490,DM505,BA520。处理后观察细胞形

态并计数[13]。每组试验设3次重复,每次重复计数

200个细胞。
1.6 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%

2 结果与分析

2.1 B37 玉米叶片原生质体的凋亡

用3种浓度梯度的HMC毒素处理玉米雄性不

育细胞质CB37和其同核保持系 NB37的原生质

体。经AO和EB染色后,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透过破损的核膜,嵌入细胞核

DNA,使之发出橙红色荧光。在荧光显微镜下进行

观察,能清晰地分辨出4种细胞:活细胞、坏死细胞、
早期凋亡细胞和晚期凋亡细胞。活细胞的细胞核呈

均匀绿色荧光,形状为圆形或椭圆形,细胞质也呈绿

色荧光,且较为均匀(图1-Ⅰ中 A 带0的箭头所

示);.坏死细胞的细胞核呈均匀橙色荧光,细胞质呈

均匀的绿色荧光或橙色荧光,形状为圆形或椭圆形

(图1-中B和C带3的箭头所示);早期凋亡细胞的

细胞核呈浓染的绿色荧光,形状为新月形或碎片或

环形,细胞质呈绿色荧光,染色均匀或呈颗粒状(图

1-Ⅰ中C带1的箭头所示);晚期凋亡细胞的核染

色质呈浓染的橙色荧光,形状为新月形或碎片或环

形,细胞质为橙色荧光,染色均匀或呈颗粒状(图1-
Ⅰ中 B 和 C 带2的 箭 头 所 示)。对 比 CB37与

NB37,其试验组和对照在形态特征上表现较为相

似,故只列出1组图片,其他的处理与此相同。
由图2可知,B37的C、N2种细胞质用3种浓

度的毒素诱导处理并经AO与EB复染后,原生质

体细胞凋亡在3个时间段内(1、3、6h)的动态变化。
当毒素质量浓度为50μg/mL时,处理1、3、6h后,

3个时间段细胞凋亡率的平均值CB37为5.40%,

NB37为1.40%;当毒素质量浓度升至100μg/mL
时,CB37为7.90%,NB37为2.40%;当毒素质量

浓度再升至150μg/mL时,则 CB37为10.80%,

NB37为4.90%。综上所述,3种浓度毒素在3个时

间段内对原生质体细胞凋亡率的影响,均表现出

CB37细胞质的凋亡率远高于NB37细胞质,且与对

照相比差异极显著(P<0.01)。
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  Ⅰ:A.玉米(CB37,NB37)原生质体经等渗液处理后,用AO和EB荧光染色后,细胞核呈均匀的绿色荧光,细胞质呈均匀绿色

荧光(×200)。Detachedcorn(CB37,NB37)protoplaststreatedbyisotonicsolutionanddyedbyAOandEB,Nucleiarefluorescent

greenuniform,cytoplasmarefluorescentgreenuniform;B.HMC毒素处理C细胞质玉米(CB37)原生质体,用AO和EB荧光染色

后,出现晚期凋亡细胞和坏死细胞(×200)。DetachedcornprotoplastsofCcytoplasm(CB37)treatedbyHMCtoxinanddyedby

AOandEB,appearthelateapoptoticcellanddiedcell;C.HMC毒素处理N细胞质玉米(NB37)原生质体,用AO和EB荧光染色

后,出现早期凋亡细胞、晚期凋亡细胞和坏死细胞(×200)。DetachedcornprotoplastsofNcytoplasm(NB37)treatedbyHMCtox-
inanddyedbyAOandEB,appearapoptoticbodyanddiedcell.

Ⅱ:A.玉米(CMo17,NMo17)离体原生质体经等渗液处理后,用AO和EB荧光染色后,细胞核呈均匀的绿色荧光,细胞质呈

匀绿色荧光(×200)。Aftertheprotoplastsfromcorn(CMo17,NMo17)treatedbyisotonicsolutionanddyedbyAOandEB,the

nucleiandcytoplasmexhibiteduniformgreenfluorescence;B.HMC毒素处理C细胞质玉米(CMo17)原生质体,用AO和EB荧光

染色后出现早期凋亡细胞和坏死细胞(×200)。AftertheprotoplastsfromcornCMo17treatedbyHMC-toxinanddyedbyAOand

EB,appearedtheearlyapoptoticcellanddiedcell(×200);C.HMC毒素处理N细胞质玉米(NMo17)原生质体,用AO和EB荧光

染色后,出现晚期凋亡细胞和坏死细胞(×200)。AfterprotoplastsfromcornNMo17treatedbyHMC-toxinanddyedbyAOand

EB,appearedthelateapoptoticcellanddiedcell.

图1 AO和EB染色法检测B37和 Mo17玉米原生质体的凋亡

Fig.1 B37andMo17apoptosisindetachedmaizeprotoplastsstainedbyAOandEB

图2 B37经AO和EB染色后原生质体的凋亡率

Fig.2 Therateofapoptosisindetachedmaize(B37)protoplaststainedbyAOandEB

图3 Mo17经AO和EB染色后原生质体的凋亡率

Fig.3 Therateofapoptosisindetachedmaize(Mo17)protoplaststainedbyAOandEB

2.2 Mo17 玉米叶片原生质体的凋亡

HMC毒素处理玉米雄性不育细胞质CMo17
及其同核保持系NMo17的叶片原生质体时,2种细

胞质均发生了不同程度的凋亡,通过AO和EB荧

光染色能清晰分辨出活细胞、坏死细胞、早期凋亡细

胞和晚期凋亡细胞。特征:活细胞的细胞核发均匀

的绿色荧光,呈圆形或椭圆形,细胞质也呈均匀的绿

色荧光(图1-ⅡA中带0的箭头所示);坏死细胞的

核染色质呈橙色荧光,圆形或椭圆形(图1-Ⅱ中C
带3的箭头所示);凋亡细胞的形状为新月形或碎

片或环形,有些细胞存在出泡现象,其中早期凋亡细

胞的细胞核呈现浓染的绿色荧光(图1-ⅡC中带1
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的箭头所示),晚期凋亡的细胞核呈现浓染的橙色荧

光(图1-ⅡB和C中带2的箭头所示)。
由图3可知,当处理浓度相同时,原生质体凋亡

率随时间的增加而显著增加。毒素质量浓度为50、

100、150μg/mL,处理6h时,Mo17均达到最大凋

亡 率,其 中 CMo17 分 别 为 9.17%、14.83%、

21.00%;NMo17分别为2.67%、4.83%、8.83%。
处理时间相同时,其凋亡率随处理浓度的增加而增

加。将处理时间设为1、3、6h,HMC毒素质量浓度

为150μg/mL时,Mo17均达到最大凋亡率,其中

CMo17分别为8.83%、13.00%、21.00%,NMo17
分别为5.17%、6.33%、8.83%。用相同浓度的

HMC毒素处理相同的时间后,CMo17的玉米原生

质体的凋亡率均显著性高于NMo17,且与对照相比

差异极显著(P<0.01)。

3 讨 论

本试验用 HMC 毒素不同浓度处理 B37和

Mo17的C、N细胞质玉米叶片原生质体时,均出现

不同程度的细胞凋亡。通过荧光显微镜检测到核小

体、染色质边集和环状染色质等凋亡特征,不同细胞

质的玉米均存在相似的形态特征。C与 N间凋亡

率的相同之处在于不同基因型玉米原生质体发生凋

亡的趋势,即随 HMC毒素浓度和处理时间的增加

而增加;同一种基因型不同细胞质玉米叶片原生质

体的凋亡程度存在显著性差异,即C细胞质的凋亡

率显著高于N细胞质,两者差异极显著。HMC毒

素对C细胞质的专效性在原生质体系统内获得证

实。这与早期用 HMC毒素分别处理20种基因型

成对C、N细胞质玉米的离体根冠细胞时,两者细胞

死亡百分率(C为19.5,N为7.3)差异极显著的结

果吻合[7]。HMC毒素对同核的C细胞质的线粒体

等结构和功能损伤程度比 N细胞质严重[4]。许多

研究显示,线粒体的通透性改变,导致各种凋亡因子

从线粒体释放到细胞质中,它们或破坏核染色质,或
激活Caspase,使细胞表现出核染色质断裂、染色质

边集 等 凋 亡 现 象,最 后 细 胞 膜 内 陷 形 成 凋 亡 小

体[14]。笔者在前期的试验观察到细胞凋亡时细胞

质的固缩程度CB37大于 NB37 [7】,这进一步证实

HMC毒素诱导处理C、N细胞质的原生质体时,C
细胞质玉米对 HMC毒素的敏感性显著高于 N细

胞质[8】。本试验改用玉米叶片的原生质体,使之更

接近于田间常在叶片上感病的实际情况。路艳艳

等[12]用AO和EB复染法检测人肝细胞的凋亡现象

时指出,其细胞凋亡率与流式细胞仪测出的结果一

致,说明本试验采用该染色法精确度较高。
病原菌与寄主之间的相互关系,如萎蔫型病斑

与细胞坏死、细胞凋亡三者病理反应的机制是否相

同? HMC毒素对C细胞质的杀伤属于亲和反应,
脂膜过氧化基本不发生。笔者前期的研究结果表

明,由于C毒素显著抑制C细胞质线粒体SOD活

性,并使膜透性增强,膜内离子严重泄漏,叶片产生

萎蔫型病斑,被动地结束生命[4]。Greenburg[15]也
认为这种萎蔫而死亡的细胞膜很快破裂。林久生

等[13]指出细胞内大量离子外泄是细胞萎蔫死亡的

一个重要标志。但当C小种接种于N细胞质叶片,
则将启动膜脂过氧化,细胞产生 Necrosis现象,也
称为过敏性坏死反应(HR),细胞内出现DNA-lad-
der,该染色质及胞质浓缩[16]。Wang等[17]证实抗

病植株的 HR反应具有细胞凋亡的典型特征。过

氧化物自由基是诱导萎蔫型细胞死亡的关键信号,

H2O2 则可能是植物细胞程序性死亡的触发因子。
换言之,寄主通过识别并限制病原物在侵染处诱发

局部的细胞过敏性坏死反应以及植物的细胞凋亡,
均是为了更好地适应生存环境而采取的程序死亡,
完全不同于细胞萎蔫型被动结束生命的坏死反应。
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DetectionofapoptosisinhostprotoplastsinducedbyHMC-toxin
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  Abstract ApoptosisinprotoplastsfromhomokaryonmaizeB37(CB37,NB37)andMo17(CMo17,

NMo17)inbredlinestreatedbyHMC-toxinwerestudied.HomokaryonmaizeB37andMo17inbred
linesweretestedandtheprotoplastsmaybestainedbyAOandEB.Theprotoplastsweredividedinto4
groups.3groupsweretreatedby0,50,100,150μg/mLofHMC-toxinastheexperimentalgroups,and
theinducedtimewere1,3,6htostudythefeatureofapoptoticandtherateofapoptosis.Theapoptotic
featuressuchasapoptoticbodies,chromatinmarginationorringchromatinwerefoundafterthetreat-
ment.WhentreatedbyHMC-toxinwithdifferentconcentrations,theapoptosisratesofCB37,NB37,

CMo17andNMo17maizeprotoplastswere10.80%,4.90%,21.00%,and8.83%.Accordingtothe
abovestudy,aconclusioncanbereachedasfollows:apoptosisinprotoplastsfromhomokaryonmaize
B37werethesameasthatofMo17;CB37andCMo17weremoresensitivetoHMC-toxinthanNB37and
NMo17,respectively;whentreatedbythesameconcentrationofHMC-toxin,theapoptosisratesof
CB37andCMo17maizeprotoplastsweresignificantlyhigherthanNB37andNMo17respectively;the
ratesofapoptosisweresignificantlydifferentbetweenCandN,andtheformerwassignificantlyhigher
thanthelatter.Inaddition,theapoptosisrateincreasedwhenthetreatmenttimeandtheconcentration
increased.

Keywords HelminthosporiummaydisraceC(HMC);toxin;protoplast;apoptosis;detection
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