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植物病原细菌中超氧阴离子释放及其释放位点的研究
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摘 要：实验发现很多植物病原细菌具有自身释放超氧阴离子的现象，其释放规律与菌株的致病性可能存在一定

的关系。并且植物病原细菌超氧阴离子的释放是多位点的，在细胞膜、细胞壁及无菌滤液中用化学方法及电子自

旋共振法（:’3BF+&C E*,C +3E&C8CB3，:GH）都能够检测到超氧阴离子的释放。无论是自然生理状态下，还是 GIJ酶活性
被抑制后，都显示各组分中无菌滤液的超氧阴离子浓度最高，可能是植物病原细菌超氧阴离子释放的主要位点。
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快速、短暂、大量的活性氧产生称为氧化爆发

（I9,A8F,L3 M@+EF），它是重要的早期植物防御反应［/，#］。
超氧阴离子的产生和释放是氧化爆发中的活性氧的

主体之一［.］，在植物防御反应中超氧阴离子与其他

种类的活性氧相比可能具有更重要的作用［!］，研究

表明超氧阴离子清除剂的加入能够抑制植物的过敏

反应，显示超氧阴离子的产生对植物的过敏反应是

必需的［"，4］。一般认为，植物寄主与病原菌互作中

释放的超氧阴离子主要来自于寄主植物细胞质膜结

合的 -)JNO氧化酶复合物［0，1］。我们以前的实验
发现：植物与病原菌互作发生时产生的超氧阴离子

可能是互作双方超氧阴离子释放的综合结果，不但

寄主植物释放超氧阴离子，病原菌也释放超氧阴离

子［6］。尤其是病原菌中的超氧阴离子释放，是一种

较新的观点。为了深入研究这一现象，我们运用

:GH技术对病原菌自身超氧阴离子的释放现象和释
放机理进行较为系统的研究，这些试验结果将为进

一步研究寄主植物5病原菌相互作用过程中病原菌
超氧阴离子的释放打下基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 药品：2,+&C（ /， #5A,<=A+&9=M3C?3C35.， "5
A,E@’P&C,B 8B,A）购于 G,Q;8公司；对氨基苯磺酸、!5奈

胺、盐酸羟胺、JJR（J,3F<=’A,F<,&B8+M8;8F3）购于上海
G8CQ&C公司。
!"!"# 菌株：本实验采用的 //株植物病原细菌，均
由南京农业大学植物保护学系农业部病虫监测与治

理重点实验室提供。黄单胞菌属水稻白叶枯病菌

（!"#$%&’&#"( &)*+", *L( &)*+",），分别为中国系统菌
株 SG5454、TO:/0.和 IG5/!，日本系统菌株 UVI"和
UVI#，菲律宾系统菌株 NVI14、NVI66 和 NVI//#。
黄单胞菌属条斑病菌（ !"#$%&’&#"( &)*+", *L(
&)*+-.&/"）HG/$"。假单胞菌属菌株 0(,12&’&#"(
(*)-#3", *L( ’".1/-.&/" -R #$.1，标记为 NNW#$.1。欧
文氏菌属马铃薯软腐病菌（4)5-#-" .")&$&6&)" E@ME*(
.")&$&6&)"），标记为 :BB。
采用 -)培养基（*O 0X$）：每升含蔗糖 /$Q，蛋

白胨 "Q，酵母粉 /Q，牛肉浸膏 .Q，琼脂 /4Q。将冻干
保存的下列菌株取干粉划线接种到 -) 平板上，
#1Y培养 !1<以上，挑单菌落于 -)液体培养基中，
#1Y振荡培养至菌液混浊，甘油保存菌种，备用。
!"# 植物病原菌超氧阴离子释放能力曲线的测定
按照文献［/$］的羟胺氧化法（化学法）进行超氧

阴离子浓度测定，并绘出超氧阴离子的释放时间曲

线；再用超氧阴离子的浓度除以病原菌 /$6 的细胞
数，得到每 /$6 BP@ 植物病原菌释放的超氧阴离子
量，即超氧阴离子的释放能力曲线。



!"# 植物病原细菌各组分的分级分离
从超氧阴离子释放时间曲线上比较各个植物病

原细菌，选出超氧阴离子释放强且释放高峰较早的

细菌———黄单胞菌属水稻白叶枯病菌中国系统菌株

!"#$%为植物病原细菌代表菌株，分级分离制备各
组分。对数期菌悬液低速离心（&’%()*+,-，$(+,-）
得到菌体细胞，用等体积无菌水重悬，得到菌悬液样

品。取出一部分菌悬液用 (.’’!+ 微孔滤膜过滤，
制备无菌滤液［/］；余下菌悬液用石英砂破碎细胞，离

心除去未破碎的细胞。上清离心（$%%(()*+,-，
’(+,-）得到细胞壁组分的沉淀［$$］，上清备用。细胞
壁沉淀用 (.$体积水重悬得到 $( 倍浓缩的细胞壁
样品，再稀释 $(倍得到 $倍的细胞壁样品；上清超
速离心（%(((()*+,-，0(+,-）得到细胞膜组分沉
淀［$’］，用 (.$体积水重悬得到 $(倍浓缩的细胞膜样
品。再稀释 $( 倍得到 $ 倍的细胞膜样品。重复 0
次以上分级分离制备各组分，用上述化学法和 1"2
法同时分别检测各组分的超氧阴离子浓度。

将菌悬液平行培养两组。分级分离制备各组分

前 $3，在菌悬液中加入 445［$0，$%］使终浓度为
$++67*8，为处理组。与对照组一起按照上述方法制
备各组分，1"2检测对照组和处理组样品超氧阴离
子浓度变化。

!"$ 电子自旋共振法检测超氧阴离子信号［!%，!&］

对样品中超氧阴离子的信号用电子自旋共振法

（1"2）进行检测。以 9,)6- 为超氧阴离子的特异性
捕捉剂，将 9,)6-加入样品溶液中，使捕捉剂终浓度
为 $(++67*8，混匀，立即吸入一端封闭的玻璃毛细
管中，&+,-时放入德国 :);<=) 12#’((4 型 1"2波谱
仪的样品腔中检测超氧阴离子信号。

测试条件：微波频率，/.%&>?@；微波功率，
$(+A；调制频率，$((<?@；调制，$>BB；增益，& C
$(&；时间响应，(.&D；中心磁场，00E(>；扫场宽度，
’((>。
!"% 稀释与浓缩处理
将!"#$% 对数期菌悬液离心收集菌体，按照

$*’%，$*$E，$*/，$*F，$*0，$*’，$，F，’(，’$，’%倍体积用
无菌水重悬菌体沉淀，(.’’!+微孔滤膜过滤制备无
菌滤液。化学法检测稀释及浓缩处理菌悬液对无菌

滤液中超氧阴离子释放的影响。

!"& 统计学分析
采用 "G""进行统计学分析。

’ 结果

’"! 植物病原细菌超氧阴离子释放能力时间曲线

由于多种植物病原细菌的生长速度不同，在同

一时间菌悬液浓度有一定的差异。因此，简单的比

较菌株的超氧阴离子释放浓度的差异并不能代表植

物病原细菌超氧阴离子的释放能力。用病原菌菌悬

液中超氧阴离子的浓度除以菌浓度，即为每 $(/ HI;
（5676-J#I6)+,-K ;-,LD）病原菌释放超氧阴离子的能
力［$M］（图 $）。

图 ! 植物病原细菌超氧阴离子释放能力曲线
N,KO $ 93= H6-L)PDL ,- L3= L,+= H;)Q=D 6I !R

’ B)6S;HL,6- ,-

B3JL6BPL36K=-,H TPHL=),P

U："L)P,-D V,L3 3,K3 !R
’ K=-=)PL,-K PT,7,LJ；:："L)P,-D V,L3 7,LL7= !R

’

K=-=)PL,-K PT,7,LJ O

由图 $可见，供试病原细菌 !R
’ 的产生能力明显分

为两类，图 $#U类病原菌在对数期之前（( W ’(3）具
有较高的 !R

’ 产生能力。随着菌株的生长，释放能

力降到很低；图 $#:类病原菌 !R
’ 的释放能力在病

原菌的整个生长时期内都很低，基本没有 !R
’ 的释

放。日本系统的 XY!"和 XY!#菌株的释放能力分
属 U、:两类，表现出显著的差异（"G""四种分析方
法全部 ! Z (.(&）。
’"’ 超氧阴离子释放主要位点的确定
为了进一步揭示病原菌超氧阴离子释放的内在

规律和释放位点，我们对分级分离后的植物病原菌

各个组分的超氧阴离子释放进行检测。选择释放能

力曲线结果中显示的超氧阴离子释放较强且释放高

峰较早的菌株———黄单胞菌属水稻白叶枯病菌中国

系统菌株 !"#$%作为植物病原细菌的代表，并以其
为实验对象，检测各组分超氧阴离子的释放情况。

’"’"! 化学法分别测定各个组分超氧阴离子的释
放：!"#$% 的无菌滤液中的 !R

’ 浓度（%.$F& [
(.(($$&&!+67*8）在各个组分中是最高的。同时，细
胞壁（(.0E0 [ (.((0F%%!+67*8）、细胞膜（(.0(’ [
(.((F$$!+67*8）等组分也均检测到少量的 !R

’ 存
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在。这个结果与在动物病原菌———肠球菌中检测到

胞外 !"
# 的产生

［$%］等研究结果是一致的。

!"!"! &’(法检测各个组分的超氧阴离子信号：由
于化学法易受多种因素的干扰［$)］，而且对细胞壁、

细胞膜等部位微量超氧阴离子无法精确检测，我们

采用更为直接、敏感性更高的电子自旋共振（&’(）
方法对植物病原细菌 !’*$+各个组分的超氧阴离子
释放进行检测，以进一步明确病原细菌中超氧阴离

子释放的规律和主要位点。

信号显示，在分级分离得到的 !’*$+ 各个组分
中，菌悬液、无菌滤液中检测到的超氧阴离子的 &’(
信号较强，而且相差不大。细胞壁和细胞膜中的超

氧阴离子信号较弱，显示病原菌超氧阴离子释放的

主要是在无菌滤液中（图 #）。,-(./等［$0，$1］对 23456
和 7,8!的比较研究结果显示，捕捉剂 23456比通常
使用的 7,8!的灵敏性高，能够特异性捕捉超氧阴
离子，并产生更稳定的信号，所以本实验采用 23456
为捕捉剂。9 次重复的 &’( 检测具有稳定的结果
（图 #）：各个组分中，无菌滤液很可能是超氧阴离子
释放的主要位点。这一结果和化学法的结论是一致

的。

图 ! #$%&’各个组分 ($)信号的比较
:3;<# &’( =>/-?4. 5@ !"

# 36 -/AABA.4 @4.-?356= 5@ !’*$+

C：D56?45A；E：E.-?/43.A =B=>/6=356；D：:3A?4.?/；7：D/AA F.AA；&：

DG?5H/HI4.6/<

!"!"* 77D处理对各组分超氧阴离子释放的影响：
为了排除各组分中超氧阴离子清除酶 ’!7对 !"

# 释

放的干扰，用 ’!7酶的特异性抑制剂 77D处理 !’*
$+各组分，检测各组分 !"

# 释放的真实能力。77D
处理后各组分的 !"

# 浓度均略微下降。但无菌滤液

仍是 !"
# 释放最高的组分。植物病原细菌的无菌滤

液很有可能是 !"
# 释放能力最强的组分，即 !"

# 释

放的主要位点。

!"!"’ 病原菌超氧阴离子释放的自我调节：稀释处
理并不能按照稀释倍数降低无菌滤液超氧阴离子的

释放浓度，浓缩处理也不能有效的提高无菌滤液中

超氧阴离子的释放。在 $J$K L #)倍之间，无菌滤液
中的超氧阴离子浓度能够维持大致稳定的水平

（9M0$# N $M%19!H5AJO）。同时，相应的超氧阴离子
释放能力也随着稀释倍数的加大上升，随浓缩倍数

的提高降低。暗示植物病原菌对其自身超氧阴离子

的释放具有一定的调节能力，使超氧阴离子的浓度

维持在一个大致稳定的水平。

图 * 稀释及浓缩处理对无菌滤液中超氧阴离子的影响
:3;< 9 2P/ /@@/-? 5@ -56-/6?4.?356 .6Q Q3AB?356 56 !"

# -56-/6?4.?356 36

@3A?4.?/

25 =P5F ?P/ @3;B4/ H54/ -A/.4AG，?P/ $1*@5AQ，#)*@5AQ，#$*@5AQ，#+*@5AQ

-56-/6?4.?36; ?4/.?H/6?= F/4/ >A.-/Q 36 $M1，#M)，#M$，#M+ >536?=，

4/=>/-?3R/AG<

!"* 各个组分超氧阴离子信号特性的差异
菌悬液中的 &’(信号图谱中有复杂的超氧阴

离子的信号裂分，可能包含两种或两种以上的不同

S值的超氧阴离子存在；此外，菌悬液中的超氧阴离
子信号的衰减速度非常快，甚至在检测完 $次信号
之前就有明显的信号峰的降低。无菌滤液中的 &’(
信号衰减速度与菌悬液相比要慢得多。

细胞壁中超氧阴离子的 &’( 信号较弱。在相
同的检测条件下，细胞壁浓缩 $)倍后，大幅增强的
信号峰证明细胞壁中的确有较弱的超氧阴离子存

在，而且衰减较慢。与细胞壁类似，细胞膜超氧阴离

子的信号也较弱。浓缩后大幅增强的信号峰同样证

明细胞膜中超氧阴离子的存在，并具有较高的稳定

性。

* 分析和讨论
我们研究植物病原细菌自身特性的目的是为了

更好的了解互作情况下植物病原细菌超氧阴离子的

释放特性和这些超氧阴离子对超氧阴离子释放互作

的贡献。实验显示，植物病原细菌自身完全具备超

氧阴离子的释放功能，其主要释放位点是细菌滤液，

也就是病原菌的泌出物上。
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供试菌株分成了两类。一类供试菌株超氧阴离

子释放能力很强，另一类供试菌株则基本没有超氧

阴离子释放能力（图 !）。其中与水稻 "#$%发生非亲
和反应的黄单胞菌属水稻白叶枯病菌日本系统的

&’()菌株处于第一类，而与之发生亲和反应的 &’(

!在 (*
$ 释放上处于另一类，而对于水稻早生爱国 +

号，二者正好相反；中国系统，菲律宾系统菌株也出

现类似的现象，即针对某一特定寄主植物的亲和菌

株与非亲和菌株恰好都分布在上述 (*
$ 释放规律不

同的两个菌株类群中。这是个非常有意思的实验现

象。它使我们有理由猜测某一病原细菌的致病菌株

和非致病菌株的种种本质差别中可能包含了 (*
$ 释

放方面的差别。动物病原菌研究显示：离体条件下，

动物病原菌能够检测到 (*
$ 释放并发现其产生与病

原菌侵染有一定的联系［!,］。根据上述结果我们猜

测，植物病原细菌中 (*
$ 的产生有可能和其致病性

存在一定的联系。

--.处理后，无菌滤液仍然是 (*
$ 浓度最高的

组分，与 --.处理前的结果一致。无论在 (*
$ 的释

放能力上，还是在细胞自然状态下维持的 (*
$ 浓度

上，显示无菌滤液很有可能都是植物病原细菌释放

(*
$ 的主要位点。--.处理后各组分的 (*

$ 浓度均

下降，并没有因为对 /(- 清除 (*
$ 作用的抑制而出

现 (*
$ 浓度的升高。这样，/(-酶的作用就很有可
能不仅仅是清除 (*

$ ，而 (*
$ 的产生也不仅仅是被动

的被 /(-酶清除这么简单。
在大肠杆菌中的研究显示，/(-对大肠杆菌有

非常重要的作用。0123 等［!4］提出正常细胞新陈代
谢中足够的 (*

$ 的产生就是为了保证充足的 /(-的
合成的观点。很有可能 /(-的合成不是简单为了
清除 (*

$ ，反而由于 /(-在胞内的重要作用，细胞释
放 (*

$ 促进 /(-的合成，维持正常的细胞生理生化
环境，/(-的活性很可能对胞内的 (*

$ 具有反馈调

节的作用。

0123等［!4］指出，大肠杆菌中 (*
$ 主要是氧和呼

吸链还原组分间的反应形成的，一般维持在 $ 5
!6* !67189:的稳定水平。"78;<等［!=］也提出，大肠杆
菌正常细胞内的 (*

$ 的积累被限制在 $ 5 !6* !67189:
内。我们有关 --.的实验结果初步验证了 0123及
"78;<等多个学者提出的假设。不同倍数的稀释及
浓缩处理菌悬液后制备无菌滤液，释放的 (*

$ 维持

在一定的水平，也显示无菌滤液乃至菌悬液具有

(*
$ 释放自我调节能力。表明植物病原细菌细胞内

可能也存在一个稳定的 (*
$ 环境。

初步的研究表明，本实验中植物病原菌分泌到

胞外的能释放 (*
$ 的功能分子可能是一类非酶分子

———有机酸类（未公开数据），蛋白质酶类并没有参

与胞外组分———无菌滤液中 (*
$ 的释放及其调控。

暗示植物病原菌胞外 (*
$ 可能是通过非酶途径释

放，与胞内受酶类调控的 (*
$ 释放可能具有截然不

同的机理。文献［$6，$!］指出，大肠杆菌胞内 (*
$ 释

放与肠球菌胞外 (*
$ 释放也存在酶类调控及非酶途

径的差异。以前的许多研究表明，有机酸是一类重

要的与植物病原菌致病性紧密相关的分子［$$ > $?］，但

对其作用机理一直不清楚，本实验可以为其作用机

理以及病原菌胞内胞外不同途径的 (*
$ 释放及其调

控的研究提供一些新的思路。
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