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活性氧和一氧化氮在植物抗病反应中的作用
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　　[摘　要 ]　活性氧和一氧化氮是生物体内普遍存在的信号分子, 参与多种生理功能的调控, 对生物体正常生

长发育具有重要意义。最近的研究认为, 在环境条件胁迫下, 植物体也能通过类似哺乳动物体内NAD PH 氧化酶和

一氧化氮合酶途径产生活性氧和一氧化氮。活性氧和一氧化氮在植物抗病反应中具有直接杀伤病原物、参与细胞

壁的氧化交联、激活抗病相关基因的表达和依赖转录的防卫反应、诱导寄主细胞过敏性坏死等重要作用。本文据近

年的研究结果对以上几个方面作一综述。
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　　 近 十 几 年 来, 活 性 氧 (R eact ive ox idat ive

specif ies, RO S) 和一氧化氮 (N it ric ox ide, NO ) 因在

生物体内广泛存在并具有多种生理功能而引起人们

的极大关注[1 ]。广义的RO S 是活泼的氧自由基与具

有氧自由基反应特性的其他含氧物质的总称, 故又

称活性氧类, 包括以自由基形式存在和不以自由基

形式存在的具高度活性的分子氧的代谢中间产物,

即广义的RO S 包括氧自由基和氮自由基。但通常人

们所使用的是其狭义概念, 即通常所指的RO S 仅指

氧自由基 (不包括氮自由基在内) , 本文也沿用其狭

义概念。

动物体研究结果发现[2, 3 ] , 过量的 RO S 和NO

可引起细胞大分子的氧化损伤, 但在一定浓度范围

内却可以作为关键信号和效应分子参与一系列生理

过程, 如酶及转录因子的激活、基因的表达、血管松

弛、神经传导及先天性免疫反应等。随着各种细胞培

养体系和植物与病原物互作体系的建立, 人们对

RO S 和NO 在植物体中的产生和作为信号物质参

与植物抗病反应及其他生理代谢调节的作用已有了

较多的了解。现就其在植物体中的产生和在植物抗

病反应中的作用作一简述, 以期为RO S 和NO 的认

识和利用提供参考。

1　植物体内RO S 和NO 的产生途径

1. 1　植物内源RO S 的产生途径

　　1983 年,Doke 等[4 ]发现无毒菌系P hy top h thora

inf estans 接种马铃薯块茎可以引起超氧阴离子

(O
-
·
2 ) 和过氧化氢 (H 2O 2) 的快速产生, 并引起寄主

细胞过敏性坏死 (H ypersen sit ive respon se, HR ) , 由

此提出O
-
·
2 、H 2O 2 可能是一类不同于以往的信号物

质, 从而掀起了其在植物中的研究热潮。

在植物正常代谢过程中, RO S 可由多种途径产

生。最近的研究[5 ]发现, 位于细胞膜上的NADH 和

NAD PH 氧化酶、非胞质的过氧化物酶、胺氧化酶和

草酸盐氧化酶以及来源于线粒体、叶绿体和过氧化

物体的原生质体等都能产生RO S, 其中与嗜中性粒

细胞相似的NAD PH 氧化酶途径在植物病原物互

作体系中受到了极大的关注。用非亲和菌系 P.

inf estans 或来源于细胞壁的诱导子接种马铃薯块茎

切片, 可以激活细胞膜上NAD PH 依赖型的超氧阴

离子产生体系[6, 7 ]。一定浓度的碘二苯 (D iphenylene

iodon ium , D P I)可以抑制嗜中性粒细胞NAD PH 氧

化酶的活性从而抑制H 2O 2 的产生[8 ] , 用相似浓度的

D P I 处理大豆细胞培养系, 发现其具有相似的效

果[9, 10 ]。T anhaken 等[11 ]在W estern 杂交试验中发

现, 嗜中性粒细胞NAD PH 氧化酶一种特异肽的多

克隆抗体, 可与大豆微粒体膜上分子质量相似的一

条多肽链产生免疫交叉反应。因此, 尽管植物体中

RO S 的来源还存在很多争议, 但人们已倾向于认

为, 植物体中的确存在着与动物相似的RO S 产生体

系——NAD PH 氧化酶途径, 并且认为该途径至少

在植物抗病反应中具有重要意义。
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1. 2　植物内源NO 的产生途径

1980 年, Fu rchgo t t 等[12 ]发现己酰胆碱 (A ch )

作用于血管内皮细胞, 可使其产生舒张血管平滑肌

的物质, 该物质被命名为内皮衍化舒张因子

(EDR F)。Palm er 等[13 ]证明内皮释放的NO 可以解

释 EDR F 的生物学作用, 1988 年证实 NO 即为

EDR F。自此,NO 作为一种 EDR F 引起了人们的高

度重视, 成为当今生物学研究的热点, 并被

《Science》评为 1992 年的年度“明星分子”。

研究发现[14, 15 ] , 植物不仅可以利用大气和土壤

中的NO , 而且能够释放一定量的NO。例如, 亚硝酸

盐与还原剂 (如抗坏血酸等) 在 pH 小于 4. 0 时可自

动释放NO [11 ]。植物体还可以通过氮固定、去硝化或

呼吸作用将N 2O 的氧化副产物——NO 释放到大

气中[16 ]。此外, 植物体内氮代谢的关键酶——硝酸

还 原 酶 (N it ra te reductase, N R ) 可 以 NADH ö

NAD PH 作为电子供体, 通过催化硝酸盐和亚硝酸

盐的单电子还原反应来合成NO [17 ]。

植物体内NO 产生的另一酶促途径, 即植物体

中是否存在类似动物的一氧化氮合酶 (N it ra te

ox ide syn thase,NO S) 已经成为此领域研究的焦点。

越来越多的证据表明, 植物体中很可能存在这种酶。

接种 TM V 后, D u rner 等[18 ] 在抗病植株中发现

NO S 活性升高, 感病植株中却没有这种现象, 在大

豆细胞培养系和拟南芥中也得到了相似的结果。

H uang 等[19 ]发现, NO S 抑制剂可以缓和拟南芥和

经过病原菌诱导处理的大豆悬浮细胞发生超敏反应

和细胞程序性死亡 (P rogramm ed cell death, PCD )

的进程。另外, 用来源于兔脑或小鼠噬菌体的NO S

进行抗体免疫杂交分析表明[20 ] , 烟草和玉米提取物

中都有很高的NO S 活性。因此有人提出, NO 和

NO S 在激活植物抵御病原菌的抗病反应中可能起

主导作用。但到目前为止, 还没有克隆到任何植物

NO S 基因, 植物基因文库中也找不到与哺乳动物

NO S 基因相似的序列。有关NO 在植物体内的产生

机制还存在很多争议[21, 22 ]。

2　RO S 与NO 在植物抗病反应中的
作用

RO S 通常被认为是植物正常代谢过程中的有

毒副产物, 随着对其研究的深入, 发现其在植物与病

原物互作的防卫反应中具有重要作用。首先, RO S

具有直接的抗微生物功能, 其存在本身就可对病原

菌造成伤害[23, 24 ]; 其次, RO S 还参与细胞壁木质化

及富含羟脯酸的糖蛋白的交联, 这有利于抵御病原

菌侵染[25 ]; 另外, RO S 很可能作为第二信使调控抗

病相关基因的表达, 并启动植物抗毒素合成基因的

转录, 引起过敏性细胞死亡[26, 27 ]。其中, H 2O 2 是近年

来RO S 众多分子中倍受关注的一个。

对植物体内NO 的研究是最近几年才开始的,

对其在植物体中的存在形式和功能了解得还很少。

先前的研究发现, NO 具有调节植物生长发育[28 ]和

植保素积累的功能[29 ]。 1998 年, D elledonne 和

D u rner 的研究[28, 30 ]首次确立了NO 在调控植物生

理病理反应中的地位。

2. 1　直接杀伤病原物

W u 等[31 ]在对真菌培养液中所含物质的分离筛

选中, 发现了一种有效的抗菌蛋白, 这种蛋白就是葡

萄糖氧化酶。体外试验发现, 这种蛋白可与O 2 反应

产生 H 2O 2, 从而有效抵抗多种植物病原真菌和细

菌。将黑曲酶 (A sp erg illus n ig er)的葡萄糖氧化酶基

因导入马铃薯中, 发现后者抵抗胡萝卜欧氏杆菌

(E rw in ia ca ra tovora)的能力增强[31 ]。另外, 在接种

丁香假单孢菌烟草变种 (P. sy ring ae pv. T abaci) 的

烟草叶片上喷施外源O
-
·
2 清除剂, 可使细菌在较大

程度上恢复活性[32 ] , 而且 H 2O 2 也可抑制多种真菌

病原物孢子的萌发[33 ]。而NO 可与O
-
·
2 反应产生毒

性更强且具有膜通透性的过氧亚硝基 (ONOO
-
· ) ,

后者不仅可以杀伤病原物, 而且对脂类、蛋白和

DNA 都有损害作用[34, 35 ]。值得一提的是, 病原物对

此并不是消极接受的, 其也已进化到能够产生一系

列酶并利用抗氧化剂和自由基清除剂等物质, 以抵

抗寄主的这些抗病反应, 病原物与寄主互作的结果

表现为寄主是抗病还是感病。

2. 2　细胞壁的氧化交联

1992 年, B radley 等[36 ]在研究经诱导处理的大

豆和菜豆细胞表面的早期反应中, 发现了两种固化

的细胞壁蛋白, 并命名为 p 33 和 p 100。这种固化现

象开始于诱导后 2～ 5 m in, 并在 20～ 30 m in 完成。

在接种非亲和菌系 P. sy ring ae pv. g ly cinea 的菜豆

细胞中, 也发现了 p 33 和 p 100 的固化现象, 而在亲

和反应中却没有这种现象[37 ]。p 33 是一种富含酪氨

酸和脯氨酸的蛋白, 研究发现这种蛋白的固化是非

亲和反应诱导的H 2O 2 引发的[36 ]。H 2O 2 抑制剂——

过氧化物酶 (Cata lase, CA T ) 或抗坏血酸和外源

H 2O 2 试验都证实了这一结论[36 ]。p 33 的低分子质量

降解产物和 p 33 二聚体、四聚体为该蛋白的氧化交
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联提供了强有力的证据[36 ] , 试验发现[37 ] , 用真菌诱

导子处理, 可提高细胞壁对微生物分泌的细胞壁降

解酶的抵抗能力, 从而在诱导后 30 m in 内抑制原生

质的释放。

细胞壁蛋白的氧化交联就像一个自动封闭的轮

胎, 可以在依赖转录的防卫反应开始之前减缓病原

物的入侵和扩展速度, 并将病原物限定在自杀性的

寄主细胞中。有趣的是, 真菌诱导子和机械损伤都抑

制编码含低酪氨酸的细胞壁结构蛋白基因的表达,

但却刺激编码富含酪氨酸的基因表达[38, 39 ]。这种现

象可以提高细胞壁进行氧化交联的能力, 以防止二

次侵染等。系统观察发现[38 ] , 细胞壁中羟脯氨酸和

过氧化物酶的水平都有提高。另外, 用非亲和菌系

P uccin ia corona ta f. sp 接种大麦叶片, 发现在病原

菌试图侵染的位点都会引起细胞壁的变化[40 ]。

2. 3　基因激活和依赖转录的防卫反应

氧爆发所产生的RO S, 不仅启动了细胞壁蛋白

的氧化交联, 还作为可扩散的信号分子诱导了临近

细胞防卫基因的表达。抗氧化酶或自由基清除剂可

以降低植保素的积累, 而外源H 2O 2 可以在没有激

活子的情况下刺激植保素的积累, 但实际上植保素

的积累与氧爆发途径是分离的[41 ]。一般来说, 抗氧

化处理对植保素积累的影响随物种不同而不同, 调

控植保素积累的主要途径是不依赖氧爆发的。谷胱

苷肽2S2转移酶 (Glu ta th ione2S2t ran sgerase, GST )

和谷胱苷肽过氧化物酶是细胞内重要的保护酶类。

研究发现[42 ] , 二者的编码基因可被外源H 2O 2 诱导

而快速产生; 而D P I, CA T , H 2O 2 清除剂处理或调控

氧爆发特定的信号转导途径都可扰乱诱导子对其的

诱导作用。

H 2O 2 是一种小的可扩散分子, 虽然接种无毒菌

系的大豆细胞引起的细胞坏死只发生在挑战细胞

上, 但在与这些挑战细胞以 2 层透析膜相隔的未受

侵染细胞中也有 g st 转录产物的积累。透析膜之间

CA T 的存在, 可以抑制未受侵染细胞中 g st 和谷胱

苷肽过氧化物酶基因的诱导 [42 ] , 因此有人提出,

H 2O 2 是植物抗病反应中相关基因激活的主要信号

物质。在动物细胞中, H 2O 2 是免疫和炎症反应中的

激活子, 此反应由转录因子N F2ϑB 中介, 但还未在

植物细胞发现N F2ϑB 同源物的存在。

研究发现[30 ] , 在植物抗病反应中, 植物体内NO

主要通过依赖于 cGM P (环化鸟苷酸) 和不依赖于

cGM P 两条途径介导其信号转导作用。前者通过与

其可溶性受体鸟苷酸环化酶 (GC) 的铁离子结合, 改

变 GC 的立体结构从而提高其活性, 并进一步导致

细胞内第二信使 cGM P 生成的增加, 激活依赖于

cGM P 的蛋白激酶, 最终导致 PAL (Phenyla lan ine

ammon ia lyase, 氨 基 联 苯 氨 裂 解 酶 ) 和 PR 21

(Pathogenesis2rela ted 1 gene, 病程相关基因21) 等

抗病相关基因的表达[30 ]。NO 还可能通过 cGM P 诱

导 cAD PR 合成, 调节体内钙离子参与植物抗病反

应。在不依赖于 cGM P 途径中,NO 通过抑制剂顺乌

头酸酶等含非血红素铁类酶的活性来参与植物抗病

反应。一方面,NO 抑制线粒体顺乌头酸活性可导致

柠檬酸的积累, 进而诱导与抗病有关的交替氧化酶,

同时植物胞质顺乌头酸酶同工酶被NO 氧化失活后

可能转变为铁调节蛋白, 进而调节体内铁稳态来影

响与植物抗病有关的·OH 的生成[43 ]。另一方面,

NO 还可能通过影响过氧化氢酶、抗坏血酸过氧化

物酶和细胞色素C 氧化酶等含血红素铁的酶活性,

参与植物体内的生理代谢[44 ]。

2. 4　过敏性坏死反应

过敏性坏死反应 (HR )是一个主动的过程, 病斑

模拟突变体在无病原菌存在时出现的并发性细胞死

亡说明其是由基因控制的。玉米抗病基因Rp 1 特定

位点突变体的表型与m lo 为隐性时接种白粉病菌的

大麦相同[45 ]。在接种 P. sy ring ae pv. sy ring ae 的烟

草细胞中, 具有调节功能的 h rm A 基因的突变会造

成烟草细胞中 H 2O 2 的积累, 但只引起微弱的 HR

反应, 表明单独氧爆发本身可能并不引发寄主细胞

的过敏性死亡, HR 反应需要RO S 与其他细胞因子

的互作[46 ]。有的研究者[47 ]发现, 通过调控外源氧化

剂的水平, 可以控制HR 反应的强度, 从而提出氧爆

发和细胞坏死之间有因果关系。因此, 有人提出[42 ] ,

当不同的无毒信号诱导时, 寄主可通过几个不同的

系统阻遏细胞的坏死。

研究者在很多试验体系中都发现, 只有H 2O 2

积累到能检测的程度寄主才会发生过敏性死亡, 因

此, 人们推测植物中最可能启动HR 的因子是氧爆

发。然而, D elledonne 等[48 ]在大豆细胞HR 反应过

程中发现, 单独NO 或RO S 的产生都不能引起细胞

的过敏性死亡, 只有当NO 和RO S 的产生处于一定

程度的平衡时, 才会激活HR。另外, 他还发现[48 ] , 与

NO 互作引起过敏性细胞死亡的信号分子是由 SOD

催化O
-
·
2 产生的H 2O 2, 而非O

-
·
2 本身。另外, 植物体

内NO 和 H 2O 2 也可能相互调节彼此含量的消长,

且与植物细胞不同的生理条件有关, 不论是RO S 还

是NO , 单独过量产生时都会抑制HR 的发生。因此
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提出, 尽管动植物抗病过程中有着非常相似的信号

分子——RO S 和NO , 但这些信号分子引发细胞死

亡的途径却可能大相径庭。

3　植物体中的其他信号分子

RO S 和NO 亦可与水杨酸 (Saliccylic acid, SA )

共同作用, 通过激活 SA 信号转导途径来增强植物

抗病防卫反应。RO S 可与 SA 协同作用, 通过阻滞

细胞周期进行而诱导细胞程序性死亡[49 ]。烟草叶片

经NO 处理后, 可迅速诱导 SA 含量的增加, 而 SA

是诱导 PR 21 基因表达所必需的信号, 它也能通过

选择性机制来介导和增强NO 的作用。

脱落酸 (A b scisic acid, ABA ) 是普遍存在于高

等植物的内源生长调节物质。近几年的研究发

现[50 ] , ABA 是防御基因诱导表达信号转导过程中

的主要组分, 调控着 150 多种基因的表达。ABA 对

基因的表达调控分为ABA 依赖型和ABA 非依赖

型两类。ABA 可通过多种途径引起胞内物质代谢的

变化并诱导相关基因的表达, 如蛋白可逆磷酸化、第

二信使 (Ca2+ 、磷酸激醇、阴离子通道与 H + 等)

等[51 ]。另外, ABA 还影响着植物体内茉莉酸

(Jasmon ic acid, JA ) 和乙烯 (E thylene) 的合成及含

量, 并通过后者间接地调控相关基因的表达[52 ]。

除以上信号分子外, 细胞分裂素、硫堇、磷酸激

醇和钙调节蛋白等物质也参与了植物抗病反应中相

关基因的表达, 他们在植物体中形成非常复杂的信

号传递网络, 并通过多种途径调控植物体相关基因

的表达, 在植物的正常发育和抗逆反应中具有重要

作用。

4　结　语

RO S 和NO 是近几年生命科学的研究热点之

一, 它们不仅在生物体中广泛存在, 影响着生物的生

长发育、组织分化, 而且在生物体抗病反应过程中担

任着关键角色。进一步探讨二者在细胞中的产生途

径和作用机制, 对了解继而控制生物生长发育和免

疫反应具有重要意义。

有关植物体中RO S 和NO 的研究才刚刚开始,

对其了解得还很少。RO S 和NO 在植物体中的存在

是毫无疑问的, 问题是它们究竟是如何产生的?除了

已经发现的信号分子, 如乙烯、水杨酸、茉莉酸、脱落

酸等外, 植物体中是否还存在其他信号分子?如果存

在, 他们是什么? 他们又是如何与RO S 和NO 共同

形成细胞信号转导网络的? 另外, RO S 和NO 分子

在植物体内的长距离运送和信号猝灭机制至今还有

很多不清楚之处, 其在植物中具体的信号传导途径、

作用靶位点以及与其他信号分子的互作而产生的信

号级联放大机制等, 也有待于进一步研究。
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Ro le of RO S and NO in p lan t d isease resistance respon ses

DONG Ha i- l i, J ING J in -xue
(Colleg e of P lan t P rotection,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: D ue to the diversity of its physio logica l funct ion and genera l ub iqu ity, n it ric ox ide (NO ) and

react ive oxygen specif ies (RO S) have at t racted a great deal of a t ten t ion. R ecen t ly studies p rovided evidence

fo r the p resence of an im al2like n it ric ox ide syn thase and NAD PH ox idases in p lan ts. NO and RO S p lay key

ro les in the disease resistance respon se in p lan ts. 1) D irect an t im icrob ia l act ivity; 2) O x idat ive cro ss -

link ing in the cell w all; 3) Gene act iva t ion and tran scrip t ion2dependen t defen ses; 4) H ypersen sit ive cell

death. T h is review m ain ly discu sses these aspects based on the recen t studies.

Key words: react ive oxygen specif ies (RO S ) ; n it ric ox iede (NO ) ; d isistance resistance respon se;

ox idat ive cro ss2link ing; hypersen sit ive respon se (HR )
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