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摘要:采用 2 μg/mL 微囊藻毒素-RR(MC-RR)、2 μg/mL MC-RR + 0.5% 二甲基亚砜(DMSO)和 2 μg/mL MC-RR +

2 mmol/ L 抗坏血酸(ASA)分别处理烟草悬浮细胞 ,研究上述各处理对烟草悬浮细胞活性氧(ROS)产生和抗氧化系

统的影响。结果表明 ,与对照相比 ,MC-RR单独处理后烟草悬浮细胞中 ROS 、膜脂过氧化产物丙二醛(MDA)和细胞

内源 ASA的含量及超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化物酶(POD)的活性明显升高 , 还原型谷胱甘肽(GSH)的含量有一

个先降后升的变化过程。在分别加入外源抗氧化剂 DMSO或 ASA 后 ,细胞内 ROS 和MDA 含量下降 , ASA、GSH 含量

和SOD、POD酶活性基本可恢复到对照水平。以上结果说明 , 微囊藻毒素单独处理细胞可造成氧化胁迫 , 其所诱导

的 ROS 的大量积累很有可能是其产生细胞毒害的关键因子 , 外源抗氧化剂 ASA 和 DMSO可缓解 MC-RR对细胞的

毒害作用 ,对细胞起一定保护作用。
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　　近年来水体富营养化已成为一个备受关注的环

境问题 ,过量的氮 、磷营养使藻类过度增殖而形成水

华。藻毒素的产生是蓝藻水华污染所带来的主要危

害之一 。在已发现的各种藻毒素中 ,微囊藻毒素的

毒性较大 ,危害也最严重。铜绿微囊藻(Microcystis

aeruginosa)、鱼腥藻(Anabaena)和颤藻(Oscillatoria)

等是产生微囊藻毒素的主要藻类[ 1] 。在淡水中目前

已发现了 60多种微囊藻毒素(MC),其基本结构是

由7 个氨基酸组成的环状多肽 。目前对微囊藻毒素

作用高等植物的毒性机制的比较经典的解释是 ,MC

可抑制蛋白磷酸酶 1和 2A (PP1和 PP2A)的活性 ,

从而解除 PP1和 PP2A对细胞增殖的正常的制动作

用[ 2] 。但近年来 ,有研究发现 ,MC毒性作用与生物

体内活性氧水平及其诱发的脂质过氧化水平相

关[ 3] 。Pflugmacher 等研究发现 MC-LR可以对大型

水生植物金鱼藻产生氧化胁迫[ 4] ;尹黎燕等研究发

现MC-RR处理烟草悬浮细胞后可以显著提高细胞

内活性氧(ROS)的含量[ 5] ;胡智泉等研究发现用

MC-RR处理细长聚球藻后 , ROS 含量在整个测试阶

段都维持较高水平[ 6] 。

目前已经陆续见到外源抗氧化剂处理可提高微

囊藻毒素胁迫下动物体内活性氧清除能力的报道。

Pinho等发现用维生素 E预处理螃蟹后 ,可以减轻微

囊藻毒素对螃蟹腮的氧化压力[ 7] ; egura 等研究发

现还原型谷胱甘肽(GSH)可以抑制 MC 处理后

HepG2细胞内 ROS 的形成和 DNA 损伤
[ 8]
。但外源

抗氧化剂对微囊藻毒素胁迫下的植物细胞的影响 ,

至今尚未见报道。抗坏血酸(ASA)作为生物体内一

种重要的抗氧化剂 , 它可与单线态氧 、超氧化物 、

H2O2等自发反应 , 缓解氧化压力 。二甲基亚砜

(DMSO)在细胞中可与内源性的羟自由基靶分子相

竞争 ,从而减轻羟自由基的危害。本实验用外源抗

氧化剂ASA 、DMSO分别处理烟草悬浮细胞 ,比较毒

素胁迫下加入与缺失外源抗氧化剂时细胞内 ROS

生成及活性氧清除系统的变化 ,以明确外源抗氧化

剂对毒素胁迫下烟草细胞的作用 ,并进一步论证

MC 对烟草细胞的氧化胁迫机制。

1　材料与方法

1.1 　烟草悬浮细胞的培养 　烟草悬浮细胞
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(Nicotiana.tabacum L.cv.Bright Yellow 2)在改良的MS

液体培养基(MS盐 ,0.5 mg/L肌醇 ,1.3 mg/L维生素

B1 ,200mg/L KH2PO4和3%(W/V)蔗糖 ,0.2mg/L 2 ,4-

D和 0.1 mg/L 激动素)中培养 ,调节培养基 pH 至

5.8。将细胞放置在摇床中振荡培养 ,摇床设置为振

荡速度 130 r/min ,温度(25±1)℃,24h 黑暗。

1.2　微囊藻毒素 MC-RR 的获得　称取一定量的

干藻粉 ,加入 5%冰醋酸室温下搅拌抽提 3h ,所得提

取液 8000 r/min 离心 30min ,取出上清液置瓶中待

用。残渣按上述方法重复提取 2次 ,将 3次提取上

清液合并 ,过自制 C18 柱 ,将 90%甲醇洗脱液在旋

转蒸发仪上蒸发至干 ,所得干粉即为微囊藻毒素粗

提物 ,用一定体积纯甲醇溶解后由制备型 HPLC 进

行纯化 ,然后分析定量。

1.3　实验设计　实验共设以下 3个处理和正常对

照。实验处理 1:2μg/mL MC-RR ,具体染毒方式为:

在改良 MS 液体培养基中加入经抽滤灭菌的 MC-

RR ,使其终浓度为 2 μg/mL。处理 2:0.5%DMSO+

2 μg/mLMC-RR ,具体染毒方式为:在改良 MS 液体

培养基中加入经抽滤灭菌的MC-RR和经高压灭菌

的DMSO ,使其终浓度分别为 2 μg/mL和 0.5%。处

理3:2 mmol/LASA+2μg/mLMC-RR ,具体染毒方式

为:在改良MS液体培养基中加入经抽滤灭菌的MC-

RR和 ASA ,使其终浓度分别为 2 μg/mL 和 2 mmol/

L。以正常的培养基为对照 。各处理及对照分别设

置3个平行 。取对数生长期的烟草细胞接种于上述

各处理及对照培养基中 ,按上述 1.2中的方法进行

培养 ,每天取样对下述指标进行测定。

1.4 　检测方法 　ROS 含量测定利用荧光探针

DCFH-DA进行检测[ 9] ;膜脂过氧化产物 MDA 含量

测定采用 TBA 法
[ 10]
;SOD 酶活测定参照 Prochazko-

va[ 11]和李合生[ 12]的方法;POD 酶活测定参照李合

生[ 12]的方法;ASA 含量的测定参照陈建勋等[ 13] 的

方法;GSH 含量的测定参照Griffith
[ 14]
和李合生

[ 12]
的

方法;可溶性蛋白质含量的测定使用考马斯亮蓝G-

250法 ,以牛血清蛋白(BSA)为标准蛋白 。

1.5　数据处理　实验结果表示为平均数±标准误

差。采用SPSS 统计软件对数据进行One-Way ANO-

VA检验分析 。

2　结　果

2.1　各处理对烟草悬浮细胞 ROS生成的影响

由图 1可见 ,在整个实验周期期间 ,各处理 ROS

的含量变化很相似 ,都呈先降低再升高的趋势 。四

组 ROS 含量在处理的 0—4d 相差不大 , 到第五天

时 ,MC-RR组 ROS 含量开始明显上升 ,而对照组 、

MC-RR+DMSO 组和 MC-RR+ASA 组 ROS 含量

则维持在较低水平 。

图 1　各处理对烟草悬浮细胞 ROS 含量的影响

Fig.1　Effects of different treatments on ROS content in tobacco

BY-2 suspension cells

2.2　各处理对烟草悬浮细胞MDA含量的影响

由图 2可见 ,在实验周期的 0—3d ,各处理组间

MDA含量相差不大 ,到第五天时 ,MC-RR组MDA含

量开始急剧增加 ,MC-RR+DMSO组和MC-RR+ASA

组的MDA含量也有所上升 ,但低于MC-RR组MDA

含量。到实验结束时 ,MC-RR组MDA含量显著高于

MC-RR+DMSO组和MC-RR+ASA组的MDA含量。

图 2　各处理对烟草悬浮细胞MDA 含量的影响

Fig.2　Effects of different treatments onMDA content in tobacco

BY-2 suspension cells

2.3　各处理对烟草悬浮细胞 SOD酶活性的影响

由图 3可见 ,各处理组在 0—5d 时酶活性相差

很小 ,到第六天时 ,MC-RR组 SOD酶活性与对照组
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相比大幅度升高 ,MC-RR+ASA组和 MC-RR+DMSO

组SOD酶活性与对照相比也略有所上升 ,但活性最

终低于MC-RR处理组SOD酶活性 。

图 3　各处理对烟草悬浮细胞 SOD酶活性的影响

Fig.3　Effects of different treatments on SOD activity in tobacco

BY-2 suspension cells

2.4　各处理对烟草悬浮细胞 POD酶活性的影响

在整个实验周期中 ,MC-RR组POD酶活性一直

高于对照 ,到第六天时表现出显著性差异(图 4)。

MC-RR+DMSO 组和 MC-RR+ASA 组 POD 活性在

0—5d时与对照组接近 ,第六天开始略有升高 ,不过

与对照组相比 ,没有显著性差异。到实验结束时 ,加

入外源抗氧化剂的两组 POD酶活性仍低于 MC-RR

处理组。

图 4　各处理对烟草悬浮细胞POD酶活性的影响

Fig.4　Effects of different t reatments on POD activity in tobacco

BY-2 suspension cells

2.5　各处理对烟草悬浮细胞 GSH含量的影响

由图 5可见 ,各组 GSH 含量变化都呈现出先降

低再升高又降低再升高的变化趋势。四组 GSH 含

量到第五天时开始出现差异 ,MC-RR组GSH含量大

幅度上升 ,第六天时显著高于对照;MC-RR+DMSO

组和MC-RR+ASA组的GSH 含量略高于对照组(无

显著性差异),远低于MC-RR组GSH含量。

图 5　各处理对烟草悬浮细胞GSH 含量的影响

Fig.5　Effects of different treatments on GSH content in tobacco

BY-2 suspension cells

2.6　各处理对烟草悬浮细胞内源 ASA含量的影响

由图 6可见 ,到第五天时 ,MC-RR组内源 ASA

含量开始上升 ,远高于对照组;MC-RR+ASA组内源

ASA含量一直维持在较稳定水平;MC-RR+DMSO

组 ASA含量在实验结束时有小幅度上升 ,不过在实

验结束时仍远低于 MC-RR组ASA含量。

图 6　各处理对烟草悬浮细胞内源 ASA 含量的影响

Fig.6　Effects of different treatments onASA content in tobacco

BY-2 suspension cells

3　讨　论

在正常情况下 ,植物细胞内 ROS的产生和清除

是平衡的。但是 ,当植物体遭受外来胁迫时 ,ROS的

产生和清除则失去平衡 ,会产生过量的 ROS ,导致

氧胁迫
[ 15]
。在本实验中 ,当刚接种时 , ROS 含量很

高 ,可能是由于环境的变化 ,细胞还不能适应 ,胞体

内代谢失去平衡产生了较多 ROS 。第二天后 , ROS
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含量略有下降 ,此后对照组 ROS含量缓慢升高 ,MC-

RR处理组细胞从第四天时 ROS 含量急剧上升 。这

表明细胞内氧化与抗氧化失去平衡 ,ROS开始大量

积累。ROS能与细胞内各种生物大分子起反应 ,导

致DNA 、蛋白质的伤害和脂质的过氧化 。MC-RR+

DMSO组和MC-RR+ASA组 ROS含量在实验后期也

有小幅度上升 ,不过最终含量低于 MC-RR组 ,表明

ASA和 DMSO可以一定程度的清除掉过量积累的

ROS ,维持细胞内 ROS 在较低水平 ,缓解 MC-RR诱

导的氧化胁迫 ,避免细胞内 DNA 、蛋白质受到伤害 ,

使细胞可以正常的生长分裂。膜脂过氧化是毒素诱

导氧化损伤的另一个表征
[ 16]
。本实验中对照组

MDA含量一直在较低范围内波动 ,MC-RR 组 MDA

含量在第五天时开始大幅度升高 ,其出现增长高峰

的时间要慢于 ROS 的积累高峰 ,这与 Ding 报道的一

致[ 17] ,MC 先诱导了 ROS 的生成 ,随后 ROS 导致膜

脂过氧化 ,促使MDA 大量生成。MC-RR+DMSO 组

和MC-RR+ASA组MDA含量基本可恢复到对照组

水平 ,表明一定浓度的外源抗氧化剂 ASA 、DMSO 能

减轻氧化胁迫导致的膜脂过氧化作用。

针对MC-RR诱导产生的大量 ROS ,细胞也做出

了氧化应激反应 ,启动了抗氧化防御系统。在本实

验中作者主要检测了两种抗氧化酶 SOD 和 POD及

两种抗氧化剂GSH 和ASA的变化情况。SOD 主要

催化两分子的 O
2-
形成一个分子 H2O2和 1 个分子

O2 ,POD是清除H2O2的重要保护酶。它们的共同作

用是把体内具有潜在危害的 O2-和 H2O2转化为无

害的 H2O和 O2 ,从而有效地阻止H2O2在体内积累 ,

使细胞内自由基维持在较低水平 ,防止细胞受自由

基的毒害。在本实验后期 ,MC-RR组 SOD和 POD

酶活性都显著上升 ,远高于对照 ,分析原因为细胞暴

露于微囊藻毒素之后 ,活性氧被诱导大量产生 ,膜脂

过氧化作用增强 ,胞内过氧化物浓度增加 ,SOD 、POD

的底物浓度增加 ,从而诱导 POD酶 、SOD酶活性上

升。MC-RR+DMSO 组和 MC-RR+ASA 组 SOD 和

POD酶的活性在实验后期也有小幅度上升 ,不过与

对照相比无显著差异 。与前面分析结果相联系 ,加

入的外源抗氧化剂 ASA 和 DMSO 清除了胞内一部

分 ROS ,使胞内过氧化物的积累相应减少 ,酶作用底

物浓度降低 ,酶活也相应降低 。

GSH 是细胞内重要的抗氧化剂 ,它具有多重生

物学功能 。一方面 ,GSH可直接与 OH·、HOCl 等自

由基反应 ,另一方面 ,GSH 还可在 GST 转移酶的作

用下与有毒物质结合进而解毒。ASA 可与单线态

氧 、超氧化物 、H2O2自发反应 ,维持体内活性氧的平

衡 。本实验中从刚接种到第一天 GSH 含量有一个

快速下降的过程 ,与 ROS 变化情况相联系 ,我们可

推测 GSH是由于参与了 ROS 的清除活动而导致其

含量快速减少。MC-RR处理组细胞 GSH 含量在第

五天时急剧上升 ,远高于对照 ,推测是细胞在应激状

态下主动产生大量GSH 来清除 MC-RR诱导产生的

高浓度 ROS。MC-RR+DMSO组和 MC-RR+ASA组

的GSH和ASA含量介于对照组和 MC-RR组之间 ,

推测加入外源抗氧化剂后 ,细胞可能不用应激产生

大量的内源抗氧化剂来清除活性氧 。总之 ,从细胞

活性氧的产生和抗氧化系统的反应来看 ,一定浓度

的MC-RR确实对烟草细胞产生了氧化胁迫 ,而适当

浓度的外源抗氧化剂 ASA 和 DMSO可减少 ROS 的

积累并减弱细胞的氧化应激反应 ,这更进一步地说

明了微囊藻毒素的毒性与氧化损伤是相关的 ,其中

ROS 可能是MC-RR导致细胞氧化损伤的重要因素 。
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EFFECTS OF EXOGENOUS DMSO AND ASA ON FORMATION OF REACTIVE OXYGEN

SPECIES AND ANTIOXIDANT SYSTEMS OF TOBACCO SUSPENSION CELLS UNDER

　　　　 MC-RR STRESS

HUANG Wen-Min
1 , 2 ,XING Wei

3 ,LI Dun-Hai1and LIU Yong-Ding1

(1.Institute of Hydrobiology , Chinese Academy of Sciences ,Wuhan　430072;2.Graduate School of Chinese Academy of Sciences , Beijing　100039;

3.Wuhan Botanical Garden , the Chinese Academy of Sciences , Wuhan　430074)

Abstract:Microcystins are a family of toxins produced by freshwater cyanobacteria.They are cyclic heptapeptides , composed of sev-

en amino acids.They exert a toxic effect by being specific inhibitors of the protein phosphatases 1 and 2A(PP1 and PP2A), but re-

cent evidences also indicate its potential to generate oxidative stress.Oxidative stress is a general term used to describe the steady

state level of oxidative damage in cells ,tissues , or organs , caused by the reactive oxygen species(ROS).In this experiment , the toxic

mechanism of MC-RR inducing oxidative stress was evaluated in tobacco BY-2 suspension cells.Changes of ROS formation and an-

tioxidant system of tobacco BY-2 suspension cellswere studied under the treatment of 2μg/mLMC-RR ,2 μg/mLMC-RR +0.5%

DMSO and 2μg/mLMC-RR +2 mmol/L ASA.Under the treatment of 2μg/mL MC-RR ,the contents of ROS ,MDA and ASA as

well as the activities of SOD and POD were higher than those in control after 5 days treatment.GSH content first decreased and then

increased , and at the 6th day of treatment GSH content significantly increased compared with the control.The abundant accumulation

of ROS and the change of antioxidant system both indicated that the cells suffered from oxidative stress induced by MC-RR.ROS

may play an important role in its toxic effect on the cells.The MC-RR-induced oxidative stress in cellswas further confirmed by ex-

posing the cells to MC-RR in the presence of two ROS scavengers ,ASA or DMSO.ASA has significant capacity of scavenging O-2

and H2O2 , and DMSO is a kind of hydroxyl radical scavengers.When tobacco BY-2 suspension cells were exposed to 2μg/mLMC-

RRwith 0.5%DMSO or 2 mmol/L ASA , the formation of ROS and MDA were prevented and the contents of GSH ,ASA and activi-

ties of SOD and POD all decreased in contrast to MC-RR treatment.It concluded that tobacco BY-2 suspension cells suffered oxida-

tive stress after MC-RR treatment and the exogenous ASA and DMSO can protect the cells fromMC-RR induced oxidative stress.

Key words:Microcystin-RR;Tobacco BY-2 suspension cells;Reactive oxygen species;Antioxidant system;ASA;DMSO
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