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摘  要: 过氧化氢 (Hydrogen peroxide, H2O2) 为活性氧 (Reactive oxygen species，ROS) 的一种，存在于许多

生物体系中并介导植物中多种生理和生化过程。为了探讨 H2O2 作为信号分子在水杨酸 (Salicylic acid, SA) 诱

导丹参培养细胞合成丹酚酸 B (Salvianolic acid B, Sal B)过程中的作用，分别考察了 SA 和 H2O2、过氧化氢酶 

(Catalase，CAT)、二甲基硫脲 (2-(4-carboxy-2-phenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide, DMTU) 及

咪唑  (Imidazole, IMD) 对苯丙氨酸解氨酶  (Phenylalanine ammonia-lyase，PAL) 和酪氨酸氨基转移酶 

(Tyrosine aminotransferase, TAT) 的活性及 Sal B 含量的影响。结果表明，SA 处理可有效地诱导丹参培养细胞

中 H2O2 产生、PAL 和 TAT 活性升高以及 Sal B 合成积累量的增加；外源施加 10~30 mmol/L H2O2 也可以有效

促进 PAL、TAT 活性升高和 Sal B 合成积累量的增加；用 H2O2 的清除剂 CAT 处理发现，CAT 对 SA 或外源

H2O2 诱导的 Sal B 合成积累具有消除作用，说明 H2O2 可能作为 SA 诱导 Sal B 积累过程中的上游信号分子起作

用；用 H2O2 淬灭剂 DMTU 处理，可以有效抑制 SA 对 Sal B 合成的促进作用；用质膜烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

(Nicotinamide vadenine dinucleotide phosphate, NADPH)氧化酶 (H2O2 来源的主要酶) 抑制剂 IMD 处理，可以抑

制 Sal B 的合成，但这种抑制效果可以部分被外源施加的 SA 削弱，说明通过 HADPH 氧化酶产生的 H2O2 受阻

时，SA 诱导的 Sal B 合成积累也会受到抑制。表明 H2O2 是介导 SA 诱导丹参培养细胞中 Sal B 合成积累的信

号分子。 
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Hydrogen peroxide is involved in the signal transduction of  
salicylic acid-induced salvianolic acid B biosynthesis in  
Salvia miltiorrhiza cell cultures 

Hongyan Chen1, Liancheng Liu1, Juan’e Dong1, and Guangdong Xia2 

1 College of Life Sciences, Northwest Agricultural and Forestry University, Yangling 712100, Shaanxi, China 
2 Xi’an Lujun of Technology, Xi’an 710108, Shaanxi, China 

Abstract:  Hydrogen peroxide (H2O2), one of reactive oxygen species, is widely generated in many biological systems, 
and it mediates various physiological and biochemical process in plants. To investigate the role of H2O2 as a signaling 
molecule in the process of salicylic acid (SA)-induced Salvianolic acid B (Sal B) accumulation, we separately inspected the 
cultured cells of Salvia miltiorrhiza with SA, H2O2, Catalase (CAT), 2-(4-carboxy-2-phenyl)-4,4,5,5- 
tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide (DMTU) and Imidazole (IMD) to investigate the influence on the activity of 
phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and tyrosine aminotransferase (TAT) and the accumulation of Sal B. Treatment of S. 
miltiorrhiza cells with SA resulted in an increase of H2O2, the increase of PAL and TAT and accumulation of Sal B. 
Exogenous application of 10~30 mmol/L H2O2 was found to effectively increase PAL and TAT activity as well as the Sal B 
content. CAT, a H2O2 scavenger, eliminated the Sal B-accumulating effects of exogenous H2O2 and SA. These indicated 
that H2O2 may serve as an upstream signaling molecule in the SA-induced accumulation of Sal B signal transduction 
pathway. Disposed by DMTU, a chemical trap for H2O2, as observed to be effective in inhibiting SA-induced accumulation 
of Sal B. IMD strongly inhibits the activity of NADPH oxidase, which is one of the main sources of H2O2 formation in 
plant cells. IMD treatment strongly inhibited the accumulation of Sal B in cultured cells of S. miltiorrhiza, but the effects of 
IMD, can be partially reversed by the exogenous SA. The accumulation of Sal B was blocked once the generation of H2O2 
by NADPH oxidase was inhibited, and H2O2 served as signaling molecule mediated the SA-induced Sal B accumulation.  

Keywords:  Salvia miltiorrhiza, salvianolic acid B, salicylic acid, hydrogen peroxide, signal transduction 

药材丹参为唇形科鼠尾草属植物丹参 

(Salvia miltiorrhiza Bunge) 的干燥根及根茎，具

有祛瘀止痛、活血通经、清心除烦等功效[1]。丹

酚酸 B (Sal B) 是丹参中的一种酚酸类物质，以

Sal B 为代表的酚酸类成分被认为是丹参中发挥

药效的活性物质[2]。Sal B 的生物合成是植物体细

胞内一系列相关信号、酶及基因调控的复杂的生

理过程，其合成积累具有可调控性。目前普遍认

为，丹参酚酸类次生代谢物主要合成于两条代谢

途径——苯丙烷代谢途径和迷迭香酸代谢途径。

苯丙氨酸解氨酶 (PAL) 是苯丙烷途径的第一关

键酶[3]。在各种生物逆境胁迫下，植物细胞的特

征反应之一是苯丙烷代谢途径的激活[4]。L-苯丙

氨酸被 PAL 催化合成肉桂酸，再由肉桂酸-4-羟

化酶 (Cinnamate-4-hydroxylase，CHA) 催化形成

4-香豆酸，再转化成咖啡酸；L-酪氨酸被酪氨酸氨

基转移酶 (TAT) 催化生成 3,4-二羟基苯丙氨酸，

由羟苯基丙酮酸还原酶 (Hydroxyphenylpyruvate 

reductase，HPPR) 催化生成 3,4-二羟基苯乳酸，

3,4-二羟基苯乳酸和咖啡酸在迷迭香酸合成酶 
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(Rosmarinic acid synthase，RAS) 催化下合成迷

迭香酸，再进一步合成 Sal B。 

水杨酸 (Salicylic acid，SA) 是一种存在于

植物体内的酚酸类物质，被认为是一种内源信号

调控细胞内氧化物水平从而抵御外界胁迫[5]。当

病原体侵害植物时，SA 可以快速积累到较高水

平，且与 CAT 结合并抑制其活性，从而导致细

胞内 H2O2 含量迅速升高。H2O2 可以作为信号分

子诱导病原相关性蛋白表达以及激活系统获得

性抗性活化[6]。已有研究表明，SA 在激活植物

对抗各种外界胁迫的抗性方面具有重要作用，如

外源施加 SA 可以有效提高芥菜的耐高温性[7]，

增加黄瓜的耐寒性[8]、抗盐性[9]及抗重金属胁迫

能力[10]等。SA 还可作为诱导子被广泛用于促进

植物次生代谢物的合成[11-12]。 

H2O2 为活性氧的一种，具有较高的化学反应

活性，长期以来被认为是植物代谢中产生的一种

毒副产品[13]。现在研究表明，由于 H2O2 相对稳

定、可以跨膜运输，且较其他活性氧分子半衰期

长，在配体与受体的相互作用，酶的激活、基因

表达、细胞凋亡等过程中均发挥着作用。因此，

H2O2 被认为是在活性氧中最适合作信号分子的

一种物质，在植物受到各种刺激后介导多种代谢

反应[13]。植物体内 H2O2 有多种来源，一方面来

自于光合作用和呼吸作用中的电子传递过程；另

一方面来源于酶途径，包括烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸 (NADPH) 氧化酶、细胞壁过氧化物酶、胺氧

化酶等[13]。H2O2 介导多种生理生化过程，如系

统获得性抗性  (Systemic acquired resistance，

SAR)、过敏反应  (Hypersensitive resistance，

HR) [14-15] 、细胞衰老 [16] 、细胞程序化死亡 

(Programmed cell death, PCD) [17]等，是植物对细

胞内信号及外界刺激反应的重要调节物，并可介

导 ABA 信号来调节气孔开闭[18-19]、黄瓜不定根

的形成和发育[20]、介导金丝桃次生代谢产物合成

的过程[21]。 

有关 SA 与 H2O2 之间的研究主要集中在 SA

作为防御反应过程中的信号物质与 H2O2 之间的

相互关系，如在防御反应中 SA 参与的信号转导

途径与升高的 H2O2 含量水平有关[6]、SA 作为上

游调控物质激活氧化迸发[22]以及外源施加 SA 对

植物细胞内 H2O2 的影响，如外源施加 SA 和稻

瘟病菌诱导水稻细胞内 H2O2 积累及激活防御反

应机制[23]、SA 诱导的 H2O2 参与的信号转导途径

介导水稻根对镉的耐受性[3]。有关 H2O2 是否可

以作为信号分子介导 SA 诱导的次生代谢物合成

积累方面还知之甚少。 

研究表明，以 SA 作为诱导子可以有效提高

丹参培养细胞中 Sal B 的合成[24]。但对于外源施

加的 SA 是如何被丹参细胞内的信号分子感受、

传递并引起酚酸类化合物合成代谢的一系列过

程还不清楚。目前报道的与植物细胞信号转导有

关的生理和生化事件，包括氧化迸发和活性氧积

累、离子跨膜运输、水杨酸的调控作用等有关的

信号分子有 Ca2+、IP3、NO 及 cGMP 等[13]。但对

与植物细胞内次生代谢物合成有关的信号分子

及其信号途径之间的关系了解还不深入。本文

以丹参悬浮培养细胞为材料，探讨 H2O2 在介导

SA 诱导的丹参细胞 Sal B 合成积累过程中的作

用，以期为进一步了解与植物细胞内次生代谢

物合成有关的信号分子及其信号转导途径奠定

基础。 
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1  材料与方法 

1.1  丹参悬浮培养细胞系的建立及培养条件 
丹参种子来源于陕西天士力植物药业有限

公司商洛丹参 GAP 药源基地。 

1.1.1  无菌苗的诱导 

将新鲜丹参种子用自来水冲洗 2~4 h，用纱

布去除表面蜡质层，再用自来水冲洗 3 次，然后

于无菌操作间灭菌。首先，在 70％乙醇 (分析纯，

西安三浦化学剂公司) 中冲泡 30 s，无菌水冲洗

3 次，然后在 0.1％ HgCl2 (分析纯，利祥汞业化

工有限公司) 中灭菌 10~15 min，无菌水冲洗 3

次，接种在 MS 固体培养基上。培养基中含有

5.5 g/L 琼脂  (北京康倍斯科技有限公司 ) 和

30 g/L 蔗糖 (广州市金华大化学试剂有限公司) 

培养条件：培养温度  (25±2) ℃，光照时间

12~16 h，光照强度 2 000~3 000 Lx。培养 2 个月。 

1.1.2  愈伤组织诱导 

取出生长 2 个月的无菌苗，将叶片剪成

0.5 cm×0.5 cm 的小块，接种于 MS 固体诱导培养

基上。培养基中含有 1.0 mg/L NAA (天津博迪化

工有限公司)、1.0 mg/L 6-BA (北京康倍斯科技有

限公司)、1.0 mg/L 2,4-D (北京康倍斯科技有限公

司)、5.5 g/L 琼脂、30 g/L 蔗糖，在光照条件下

诱导出愈伤组织。将愈伤组织每 20 d 继代培养 1

次，2 个月后其形态特征和生长速率稳定。 

培养条件：培养温度 (25±2) ℃，光照时间

12~16 h，光照强度 2 000~3 000 Lx。 

1.1.3  悬浮细胞培养 

取转接后培养 15 d 的愈伤组织，按愈伤组织

与培养液 1︰15 (W/V) 的比例转接到 MS 液体培

养基上  (不含琼脂和植物生长调节物质，含

30 g/L 蔗糖) 悬浮培养。培养温度为 25 ℃，摇床

转速为 125 r/min，黑暗培养。 

1.2  诱导及处理方法 
分别将 H2O2 (分析纯，天津天力化学试剂有

限公司)、DMTU (208-588-2，Sigma 公司)、CAT 

(C-9322，Sigma 公司)及 IMD (B 0074，Sanland 

Chemical 公司) 溶液用 0.22 μm 微孔过滤膜过

滤，按照试验要求向培养基中加入不同浓度的上

述溶液。另一组培养细胞中加入等体积的蒸馏

水 (代替 H2O2、DMTU、CAT 及 IMD) 作为对

照。各种处理试剂的添加时间为 SA 诱导处理

前 30 min。 

1.3  苯丙氨酸解氨酶  (PAL) 和酪氨酸氨基

转移酶 (TAT) 活性检测 
取新鲜培养材料，置定性滤纸上，用抽滤瓶

抽去培养液后，迅速用蒸馏水冲洗，再用抽滤瓶

抽去表面水分备用。 

PAL 活性的测定按文献[25]的方法进行。在

290 nm 下测定吸光度，以每分钟 OD 值变化 0.01

为一个酶活单位 U。 

290 t

s

PAL(U/g FW h)
0.01

A V v
V FW t
× ×

⋅ =
× × ×

 

式中，Vt：酶液总体积 (mL)；FW：样品鲜

重 (g)；Vs：测定时取酶液的体积 (mL)；ν：反

应液总体积 (mL)；t：反应时间 (h)。 

TAT 活性的测定按文献[24]的方法进行。在

331 nm 下测定吸光度，以每分钟 OD 值变化 0.01

为一个酶活单位 U。 

计算公式如下： 

290PAL(U/g FW h)
0.01 t

t

s

A V v
V FW
× ×

⋅ =
× × ×
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331 t

s

TAT(U/g FW h)
0.01 t

A V v
V FW
× ×

⋅ =
× × ×

 

式中，Vt：酶液总体积 (mL)；FW：样品鲜

重 (g)；Vs：测定时取酶液的体积 (mL)；ν：反

应液总体积 (mL)；t：反应时间 (h)。 

1.4  过氧化氢 (H2O2) 含量检测 
H2O2 含量检测采用硫酸钛法[26]。称取大约

0.2~0.3 g 的新鲜材料，加入 5 mL 于 4 ℃下预冷

的丙酮 (分析纯，成都科龙)，在冰浴下迅速研磨

成匀浆，在 4 ℃下 10 000 r/min 离心 10 min。取

2 mL 上清液，加入 0.5 mL 5 ％  硫酸钛 

(20044428，分析纯，国药集团) 混匀，再加入

2 mL 浓氨水 (分析纯，四川西陇) 混匀，在 4 ℃

下 10 000 r/min 离心 10 min，弃去上清液。用 5 mL 

2 mol/L 的浓硫酸 (分析纯，四川西陇) 溶解沉

淀，在波长 415 nm 处测定吸光度。 

1.5  Sal B 提取及含量检测 

样品的制备：收获丹参培养物，在 1200 r/min 

离心后收集细胞，然后在 47 ℃真空干燥箱中干 

燥至恒重。取 0.05 g左右干燥细胞置具塞试管中，

用 70∶30 (V/V) 的甲醇 -水溶液超声波提取

45 min。提取液用 0.22 μm 微孔滤膜过滤后待

检测。 

Sal B 含 量 检 测 采 用 高 效 液 相 色 谱 法 

(HPLC) [24]，检测条件进行了适当修改。色谱条件

为：色谱柱，shim-pack VP-ODS (250 mm×4.6 mm，

i.d. 5 μm)；流动相，甲醇-水-冰乙酸 (体积比

43︰56︰1)；流速，1 mL/min；进样量，10 μL；

检测波长，281 nm；柱温，30 ℃。 

2  结果与分析 

2.1  水杨酸诱发丹参培养细胞 H2O2 释放、

PAL 和 TAT 活化及 Sal B 合成 
在水杨酸处理 10 min 后，丹参培养细胞中

H2O2 含量开始明显增加，并在处理 20 min 时达

到第 1 个峰值，随后下降；在处理 50 min 时快

速增加并在 2 h 左右达到第 2 个峰值 (图 1 A)。

丹参培养细胞中 PAL 活性在诱导后 30 min 时出 

  
 

图 1  水杨酸诱导后丹参悬浮培养细胞中 H2O2 含量、PAL 活性、TAT 活性及 Sal B 含量变化 
Fig. 1  Time courses of H2O2 generation, the increase of PAL and TAT activity, as well as Sal B production of S. 
miltiorrhiza suspension cells treated with SA. 8-d-old cells treated with 22 mg/L SA were harvested at the time 
indicated, and the PAL and TAT activity, contents of H2O2 and Sal B were determined. Values are means of three 
independent experiments. The control received vehicle solvent only. Bars represented standard errors. 
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现第 1 个峰值，随后大幅度下降；在 4 h 时快速

增加并在 16 h左右达到第 2个峰值 (图 1 A)。TAT

活性在处理后 30 min 开始上升，在 50 min 左右

达到峰值，在 4 h 左右开始下降 (图 1 A)。丹参

培养细胞中 Sal B 含量的升高稍晚于 PAL 活性的

增加。在水杨酸处理 8 h 后细胞中 Sal B 的含量

开始升高，在 2 d 左右达到最高 (图 1 B)。以上

结果表明，水杨酸诱导的 PAL 活性及 Sal B 含量

的升高均发生在 H2O2 产生的峰值之后。说明

H2O2 可能在 SA 诱导丹参培养细胞 Sal B 合成积

累的过程中起重要作用。 

2.2  H2O2 在丹参培养细胞 PAL 和 TAT 活化、

Sal B 合成过程中的作用 
2.2.1  H2O2对培养细胞中PAL、TAT活性和Sal B

含量的影响 

用 H2O2 水溶液单独处理丹参培养细胞后发

现，H2O2 对细胞中 PAL 和 TAT 活性及 Sal B 含

量均具有明显的促进作用 (图 2)。 

H2O2 处理后，细胞中的 PAL 活性在 20 min

出现第 1 个峰值，随后下降；处理 1 h 时，PAL

活性快速增加，并在 8 h 达到第 2 个峰值。TAT

活性在处理后 30 min 开始上升，在 40 min 达到

峰值，在处理后 4 h 左右开始下降 (图 2 A)。 

Sal B 含量的升高稍晚于 PAL 和 TAT 活性的

增加。H2O2 处理 8 h 后，Sal B 的含量开始增加，

在处理 1 d 左右达到最高 (图 2 B)。 

以上结果表明，H2O2 处理后，培养细胞中

PAL 和 TAT 的活化及 Sal B 含量的升高均明显比

用 SA 单独处理时 (图 1 A) 有所提前。说明丹参

细胞对 H2O2 反应快于 SA 诱导。 

2.2.2  培养细胞中酶活性变化和 Sal B 合成对

H2O2 具有浓度依赖性 

用不同浓度的 H2O2 处理后，与对照相比丹

参培养细胞中 PAL 和 TAT 的活化及 Sal B 含量的

增加对 H2O2 具有浓度依赖性 (图 3)。 

H2O2 浓度在 1~10 mmol/L 范围内，与对照组 

(H2O) 相比，丹参细胞中 PAL 和 TAT 活性及 Sal B

含量的变化随着 H2O2 浓度的增加而增加；当

H2O2 浓度超过 10 mmol/L 时，对 PAL 和 TAT 活

性及 Sal B 合成积累具有抑制作用。表明丹参培 

     
图 2  H2O2 对丹参培养细胞 PAL、TAT 活性和 Sal B 含量的影响 
Fig. 2  Time courses of Sal B production and PAL and TAT activity of S. miltiorrhiza suspension cells treated with 
H2O2. 8-d-old cells treated with 10 mmol/L H2O2 were harvested at the time as indicated, and Sal B contents and PAL 
and TAT activity were then determined. Values are means of three independent experiments. Bars represented standard 
errors. 
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图 3  不同浓度的 H2O2 对丹参培养细胞 PAL、TAT
的活性和 Sal B 含量的影响 
Fig. 3  Effects of different H2O2 concentrations on PAL 
and TAT activity as well as Sal B production of S. 
miltiorrhiza suspension cells. 8-d-old cells treated with 
different concentrations of H2O2 were harvested 8 h, 16 h 
and 2 d later, and the TAT and PAL activity as well as 
Sal B contents were then determined. Values are means 
of three independent experiments. Bars represented 
standard errors. 1: H2O; 2: SA; 3: 1 mmol/L H2O2; 4: 
10 mmol/L H2O2; 5: 30 mmol/L H2O2; 6: 50 mmol/L 
H2O2; 7: 70 mmol/L H2O2. 

养细胞中 PAL 和 TAT 活性及 Sal B 合成积累对

H2O2 具有浓度依赖性，即低浓度的 H2O2 对 Sal B

合成积累具有促进作用，较高浓度的 H2O2 对细

胞造成伤害甚至杀死细胞，导致 Sal B 的合成积

累受到抑制。 

不同浓度的 H2O2 处理组与 SA 处理组相比，

即使使用最适 H2O2 浓度 (10 mmol/L) 处理，丹

参细胞中 PAL 和 TAT 活性及 Sal B 含量仍低于

SA 处理组，说明 H2O2 并不是 SA 诱导丹参细胞

中 Sal B 合成积累的唯一信号分子，可能还存在

其他途径共同介导 SA 诱导丹参细胞中 Sal B 合

成积累。 

2.3  SA 诱发 Sal B 合成及 PAL 和 TAT 的活

化对 H2O2 具有依赖性 
过氧化氢酶 (Catalase, CAT) 是一种分子量 

(240 kDa) 较大的 H2O2 清除剂，可以有效地清除

细胞质膜外的 H2O2
[19]。二甲基硫脲 (DMTU) 是

一种常用的 H2O2 淬灭剂[27]。活性氧 (ROS) 可以

通过质膜 NADPH 氧化酶把细胞质中 NADPH 的

电子传递给 O2 从而形成 O2
−，O2

−然后通过歧化

作用生成 H2O2
[29]。由质膜 NADPH 氧化酶产生

的 H2O2 作为信号分子已有很多报道[29-30]。在哺

乳动物中性粒细胞中发现的 NADPH 氧化酶复合

物的抑制剂二苯基碘  (DPI) 和咪唑 (IMD) 能

够抑制植物中由病原菌等诱导子诱导产生的

H2O2 的积累[14,31-32]。为了进一步证实 H2O2 是 SA

促进丹参细胞中 PAL 和 TAT 活化及 Sal B 合成所

必需的信号分子，分别考查 H2O2 清除剂 CAT、

H2O2 淬灭剂 DMTU 和 NADPH 氧化酶抑制剂

IMD 对 SA 处理下丹参悬浮细胞中 PAL 和 TAT

活化及 Sal B 合成的影响。 

2.3.1  CAT 在 SA 及外源施加 H2O2 诱导丹参培

养细胞中 H2O2 产生及 Sal B 积累过程中的作用 

100 U CAT 单独处理丹参培养细胞时，CAT

组与对照组 (H2O) 相比，H2O2 及 Sal B 含量均

没有明显变化 (图 4)；当用 CAT 与 22 mg/L SA

或 10 mmol/L H2O2联合处理时，CAT对外源H2O2

诱导的丹参培养细胞内H2O2及Sal B的含量均具

有消除作用，但不影响 SA 诱导丹参培养细胞内

H2O2 的产生及 Sal B 的积累。这一结果说明，外

源施加的 CAT 不影响 SA 诱导的丹参培养细胞

内 H2O2 产生及 Sal B 积累，但可以通过清除细

胞外源 H2O2 从而消除 H2O2 引起的细胞内 H2O2

的产生和 Sal B 的积累。主要是因为 CAT 是非

细胞通透性分子，外源施加不能清除掉细胞内

的 H2O2。 
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2.3.2  DMTU 在外源施加 SA 及 H2O2 诱导丹参

培养细胞中H2O2产生及 Sal B积累过程中的作用 

分别用 100、500 和 700 μmol/L 的 DMTU 单

独处理丹参培养细胞，与对照组 (H2O) 相比，

当 DMTU 的浓度为 100 μmol/L 时，丹参培养细

胞中 H2O2 及 Sal B 的产生受到抑制；当 DMTU

的浓度为 500 μmol/L 时，丹参细胞中 H2O2 及

Sal B 的含量极显著降低 (图 5)；当 DMTU 的浓

度为 700 μmol/L 时，细胞中 H2O2 及 Sal B 的产

生被完全抑制 (数据未显示)。 

分别用 100、500 和 700 μmol/L 的 DMTU 与

22 mg/L SA 或 10 mmol/L H2O2 联合处理丹参培

养细胞，500 μmol/L 的 DMTU 明显抑制了外源

施加的 H2O2 对细胞内 H2O2 及 Sal B 的诱导作用 

(图 5)；700 μmol/L 的 DMTU 完全抑制了外源施

加 H2O2 或 SA 对丹参细胞内 H2O2 及 Sal B 的诱

导作用 (图中未显示)。 

以上结果表明，500 μmol/L 的 DMTU 对丹

参细胞内H2O2及Sal B合成积累的抑制作用可以

被外源施加的 H2O2或 SA所逆转；DMTU对 H2O2

或 SA 诱导丹参培养细胞内 H2O2 及 Sal B 的产生

的抑制作用具有浓度依赖性。 

 

图 4  CAT (100 U) 对SA (22 mg/L) 和外源H2O2 (10 mmol/L) 处理诱导丹参培养细胞产生H2O2及Sal B含量的影响 
Fig. 4  Effects of CAT (100 U) on H2O2 and Sal B content treated with SA (22 mg/L) and H2O2 (10 mmol/L). 8-d-old 
cells treated with CAT before SA treatment 30 min were harvested 8 h and 2 d later, and the H2O2 and Sal B contents 
were then determined. Values are means of three independent experiments. Bars represented standard errors. 

    

图 5  DMTU 对 SA (22 mg/L) 和外源施加 H2O2 (10 mmol/L) 处理诱导丹参培养细胞产生 H2O2及 Sal B 含量的影响 
Fig. 5  Effects of different concentrations of DMTU on H2O2 and Sal B content treated with SA (22 mg/L) and H2O2 
(10 mmol/L). 8-d-old cells treated with DMTU before SA treatment 30 min as indicated were harvested 8 h and 2 d 
later, and the H2O2 and Sal B contents were then determined. Values are means of three independent experiments. Bars 
represented standard errors.1: H2O; 2: SA; 3: H2O2; 4: 100 μmol/L DMTU; 5: 500 μmol/L DMTU; 6: 100 μmol/L 
DMTU+SA; 7: 500 μmol/L DMTU+SA; 8: 100 μmol/L DMTU+H2O2; 9: 500 μmol/L DMTU+H2O2. 
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2.3.3  IMD 在外源施加 SA 及 H2O2 诱导丹参培

养细胞中 H2O2 产生及 Sal B 积累过程中的作用 

NADPH 氧化酶是植物细胞内 H2O2 产生的

主要来源[14,33-34]。IMD 是 NADPH 氧化酶特异性

抑制剂，能够有效抑制 NADPH 氧化酶活性[22-23]。

前文证明了细胞内的 H2O2 由 SA 诱导产生且对

Sal B 合成积累具有一定的作用，为了进一步明

确 H2O2 为 SA 诱导产生的细胞内的信号分子在

诱导次生代谢物合成积累中的作用，用 IMD 抑

制丹参培养细胞内 H2O2 的产生，考察 H2O2 的

作用。 

用 100~300 μmol/L 的 IMD 单独处理时，与

对照组 (H2O) 相比，IMD 可以有效抑制培养细

胞中 H2O2 及 Sal B 的产生；用 100 μmol/L 的 IMD

与 22 mg/L 的 SA 或 10 mmol/L 的 H2O2 联合处理

时 (图 6)，100 μmol/L 的 IMD 的抑制作用可以

被外源施加的 H2O2 或 SA 逆转。当 IMD 的浓度

高于 100 μmol/L 时，IMD 的抑制作用不会被外

源施加的 H2O2 或 SA 逆转 (图中未显示)。原因

是当用较高浓度的 IMD 处理时，IMD 通过抑制

NADPH 氧化酶活性从而抑制 H2O2产生，而 H2O2

又是介导 Sal B 产生的信号分子，从而导致 Sal B

合成量降低；当用较高浓度的 IMD 与 SA 联合处

理时，由于 NADPH 氧化酶的活性完全被抑制，

SA 又无法诱导 NADPH 氧化酶活化，从而无法

诱导H2O2产生，最终导致Sal B的合成积累受阻。 

综上所述，SA 在诱导丹参培养细胞 Sal B 合

成积累过程中依赖于 NADPH 氧化酶产生的

H2O2，H2O2 在介导 SA 诱导 Sal B 合成过程中起

着信号分子的作用。 

 

   

图 6  IMD (100 μmol/L) 对 SA (22 mg/L) 和外源施加 H2O2 (10 mmol/L) 处理诱导丹参培养细胞产生 H2O2 及

Sal B 含量的影响 
Fig. 6  Effects of IMD (100 μmol/L) on H2O2 and Sal B content treated with SA (22 mg/L) and H2O2 (10 mmol/L). 
8-d-old cells treated with IMD before SA treatment 30 min as indicated were harvested 8 h and 2 d later, and the H2O2 
and Sal B contents were then determined. Values are means of three independent experiments. Bars represented standard 
errors. 

3  讨论与结论 

在诱导子胁迫下，植物细胞可以活化多种生

理和生化反应[13]，包括系统获得抗性 (SAR) 和

过敏反应 (HR)，衰老、细胞程序化死亡、气孔

关闭、细胞壁发育等[14]。其中通过过敏反应生成

次生代谢物来缓解外界胁迫是植物细胞最典型

的防卫反应之一。SA 作为诱导子可以有效提高

丹参培养细胞中过氧化物酶 (POD)、多酚氧化酶 

(PPO) 及苯丙氨酸解氨酶 (PAL) 的活性[35]，而
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这些酶与植物抗逆性密切相关，是植物防卫和生

化反应的重要指标，酶活性的增高在一定程度上

表征了植物细胞次生代谢能力的增强，有利于次

生代谢产物的合成和积累。SA 有效地诱导丹参

培养细胞中与次生代谢相关的酶类，如 PAL 和

TAT活化及次生代谢产物咖啡酸和丹酚酸B的合

成积累[24,35]。本研究观察到，SA 处理丹参培养

细胞后，PAL 和 TAT 活性均有所升高，二者在作

用时间上互补，共同起着促进丹参培养细胞中

Sal B 合成积累的作用。 

SA 在诱导防御反应中的作用机制是通过上

游调控活性氧水平 (如 H2O2 含量) 来完成[22]，

如外源施加 SA 可以有效诱导烟草和拟南芥叶片

中 H2O2 的积累[22,36]。SA 诱导丹参培养细胞 Sal B

合成积累过程中伴随有抗氧化酶类如 POD、

SOD、CAT 活性的变化[24]，表明 SA 诱导 Sal B

积累过程中有活性氧的参与。本研究结果显示，

SA 诱导丹参培养细胞中 H2O2 的产生先于 PAL

活化及 Sal B 合成加强，说明丹参细胞中 H2O2

的产生位于 PAL 活化和 Sal B 合成途径激活的上

游。这与 Hung 等[16]对 ABA 诱导水稻细胞花青

素合成积累的研究结果相一致。 

本实验中，外源施加低浓度的 H2O2 可以有

效促进丹参培养细胞中 PAL 和 TAT 活化和 Sal B

的合成积累 (图 2)，表明 H2O2 是触发丹参细胞

中 PAL 和 TAT 活化及 Sal B 合成加强的充分条

件，且 Sal B 的合成积累对 H2O2 具有浓度依赖性 

(图 3)，但即使是在最适 H2O2 浓度 (10 mmol/L) 

作用下，丹参细胞中 Sal B 含量仍低于 SA 处理

组，且 TAT 活性升高起始于 H2O2 和 PAL 的第 1

个峰值出现之后，结束于 H2O2 第 2 个峰值出现

之后 (图 1)，说明 H2O2 是介导 Sal B 合成的重要

信号分子，但不是唯一的决定因子。在丹参细

胞中除了 H2O2 外，可能还存在着其他信号分

子或信号途径共同参与介导 SA 诱导丹参细胞

中 Sal B 合成。 

CAT 是 H2O2 的有效清除剂，只能清除细胞

外的 H2O2，对细胞内的 H2O2 没有清除作用[4,13]。

本实验中，CAT 对外源施加的 H2O2 诱导丹参培

养细胞内H2O2的产生及Sal B含量的积累具有消

除作用，但不影响 SA 诱导丹参培养细胞内 H2O2

的产生及 Sal B 的合成积累，说明 CAT 对丹参培

养细胞内 H2O2 产生及 Sal B 的合成并无作用，但

是可以通过清除细胞外源 H2O2 从而消除 H2O2

对丹参细胞内H2O2的产生和Sal B合成的促进作

用。由于 CAT 不能透过细胞质膜，所以对 SA 诱

导丹参细胞内H2O2产生及Sal B合成积累没有产

生影响，进一步说明 H2O2 是由 SA 诱导后在丹

参细胞内产生并起作用。  

DMTU 作为一种 H2O2 淬灭剂可以有效清除

细胞内的 H2O2，如 DMTU 可以有效抑制 ABA

诱导水稻细胞中花青素的产生 [28]。本实验用

500 μmol/L 的 DMTU 处理可以抑制丹参细胞

内 H2O2 及 Sal B 的产生，且这种抑制作用可以

被外源施加的 H2O2 或 SA 逆转；但较高浓度 

(700 μmol/L) 的 DMTU 可以完全抑制外源施加

的 H2O2 或 SA 对丹参细胞内 H2O2 及 Sal B 的诱

导作用，且抑制作用不可被 SA 或 H2O2 逆转，

表明一定浓度的 DMTU 可以削弱 H2O2 或 SA 对

丹参细胞中 Sal B 合成的诱导作用，说明 SA 诱

导丹参培养细胞合成Sal B是通过H2O2所介导的

信号转导途径。 
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NADPH 氧化酶是植物细胞产生 H2O2 的主

要酶类[31,37]。IMD 能够有效抑制 NADPH 氧化酶

的活性，从而抑制 H2O2 的产生。用 0.1 mmol/L

的 IMD 处理可以有效清除 ABA 诱导的水稻叶片

中由 NADPH 氧化酶产生的 H2O2
[15]；100 μmol/L 

的 IMD 降低了 ABA 诱导的水稻叶片中花青素的

合成，说明 H2O2 可能作为信号分子介导花青素

的合成[16]。本实验用 100 μmol/L IMD 与 22 mg/L

的 SA 或 H2O2 联合处理丹参培养细胞，发现 IMD

对细胞内H2O2和Sal B的抑制作用可以被外源施

加的 H2O2 或 SA 逆转。当用浓度大于 100 μmol/L

的 IMD 处理时，IMD 完全抑制了 NADPH 氧化

酶的活性，以致完全阻断了 SA 诱导 Sal B 的合

成。说明 IMD 对丹参培养细胞内 Sal B 合成积累

的抑制作用依赖于由 NADPH 氧化酶所产生的

H2O2，H2O2 作为信号分子在 SA 诱导丹参细胞合

成 Sal B 中起重要作用。 

综上所述，水杨酸可以诱导丹参悬浮细胞中

PAL 和 TAT 活化、Sal B 合成及 H2O2 产生，且水

杨酸诱导丹参细胞中 H2O2 的产生先于 PAL 活化

及 Sal B 合成加强，说明丹参细胞中 H2O2 的产生

可能位于 PAL 活化及 Sal B 合成途径激活的上

游。外源H2O2单独处理也能提高丹参细胞中 PAL

和 TAT 的活性及 Sal B 含量，表明 H2O2 是触发

丹参细胞中 PAL 和 TAT 活化及 Sal B 合成加强的

充分条件。H2O2 清除剂 CAT、H2O2 的淬灭剂

DMTU 和 NADPH 氧化酶抑制剂 IMD 阻断了水

杨酸对丹参悬浮细胞中H2O2及Sal B合成的促进

作用，又表明 H2O2 是水杨酸诱导子诱发丹参细

胞中 Sal B 合成加强的必要条件。但由于 SA 和

外源H2O2在诱导丹参培养细胞Sal B合成积累过

程中，H2O2 的产生和 TAT 的活化没有时间上的

相关性，且即使在最佳浓度 H2O2 诱导下，H2O2

诱导的 Sal B 的合成量也未达到 SA 处理组，说

明丹参细胞中还存在着其他信号分子或其他信

号途径共同参与介导 SA 诱导 Sal B 合成积累。

以上结果说明，H2O2 是水杨酸促进丹参培养细胞

中 Sal B 合成、PAL 和 TAT 活化信号转导途径中

所必需的信号分子，但不是唯一的信号分子。 
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