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镉诱导龙葵程序性死亡过程中线粒体的生理响应

肖　 屹ꎬ孙彗博ꎬ胡佳伟ꎬ郁红艳ꎬ滕　 跃

(江南大学环境与生态学院ꎬ江苏 无锡 ２１４１２２)

[摘要] 　 植物对镉的耐受性与其细胞死亡调控密切相关ꎬ线粒体作为能量与死亡信号枢纽ꎬ其响应机制是理解

植物逆境适应的关键缺口. 本研究以镉超积累植物龙葵(Ｓｏｌａｎｕｍ ｎｉｇｒｕｍ Ｌ.)为对象ꎬ探究镉胁迫诱导程序性细

胞死亡(ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈꎬＰＣＤ)过程中线粒体的生理响应机制. 通过营养液培养模拟不同浓度镉胁迫ꎬ对龙

葵线粒体进行生理变化分析及超微结构观测. 结果表明ꎬ镉处理后龙葵线粒体中活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ
ＲＯＳ)含量增加ꎬ线粒体 ＭＤＡ浓度升高ꎬ线粒体膜的完整性被破坏. 特别是在 ２００ μｍｏｌ / Ｌ镉胁迫下ꎬ线粒体膜电

位下降了 ５１.９０％ꎬ线粒体膜通透性转换孔的开放程度扩大了 ４７.６１％ꎬＣｙｔ ｃ / ａ比值降低了 ３０.６６％. 此外ꎬ随着镉

浓度的增加ꎬ线粒体 Ｃａ２＋含量逐步增加ꎬＣａ２＋ ￣ＡＴＰ 酶活性逐渐降低ꎬ导致胞质 Ｃａ２＋失稳. 研究表明ꎬ镉胁迫会造

成龙葵线粒体膜结构和功能严重受损ꎬ诱导线粒体积累大量 ＲＯＳꎬ线粒体细胞色素 ｃ 的释放和 Ｃａ２＋的增加会进

一步激活龙葵细胞内 ＰＣＤ的信号通路ꎬ对龙葵生长和发育产生严重的负面影响.
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磷肥的应用以及城市垃圾处理[１] . Ｃｄ通过抑制植物根系发育和光合作用导致作物减产ꎬ并通过食物链威

胁人类健康[２] . 大量数据表明 Ｃｄ会对植物的生长、代谢和细胞结构造成严重的破坏ꎬ例如抑制光合作用、
诱导氧化应激等[３－４] .

植物为应对 Ｃｄ胁迫进化出复杂应答机制ꎬ其中程序性细胞死亡(ＰＣＤ)既可清除受损细胞以维持整

体存活ꎬ也可能因过度激活加剧组织损伤[５] . 植物 ＰＣＤ是一种基因调控的有序细胞清除机制ꎬ不仅是植物

生长发育的关键过程ꎬ也是其抵御生物与非生物胁迫的核心防御策略. 当植物细胞暴露于多种生物和非

生物胁迫时ꎬＰＣＤ作为植物启动的防御机制的一部分被激活ꎬ从而在细胞水平上协调植物的应激响应ꎬ帮
助植物调节细胞内环境ꎬ减少细胞损伤[６] . 此外ꎬ通过分子标记辅助育种和基因编辑技术ꎬ可以精准地将

与 ＰＣＤ相关的抗逆基因导入作物ꎬ增强其在逆境条件下的生存能力和产量稳定性[７] . 因此ꎬＰＣＤ 机制在

农业和生态修复领域具有重要的潜在应用价值ꎬ尤其是在抗逆作物育种和超富集植物利用方面.
线粒体作为细胞代谢的核心细胞器ꎬ是能量代谢、活性氧(ＲＯＳ)产生和细胞死亡信号的核心场所ꎬ在

ＰＣＤ的调控中扮演着关键角色. 先前的研究揭示了线粒体与植物 ＰＣＤ 之间存在一定的相关性[８]ꎬ环境和

内源刺激引发的线粒体生理变化能够激活影响 ＰＣＤ的信号转导通路[９－１０] . 在植物细胞中ꎬ线粒体稳态是

Ｃｄ响应的核心生物枢纽[１１]ꎬ活性氧的产生、光合功能的损害和线粒体的动态变化是 Ｃｄ 诱导拟南芥细胞

死亡的早期事件[１２] . 因此ꎬ线粒体介导的 ＰＣＤ是植物逆境响应的核心机制ꎬ其生理状态可能直接影响 Ｃｄ
诱导 ＰＣＤ的进程. 尽管已有研究揭示了重金属通过 ＲＯＳ 爆发和钙信号触发 ＰＣＤ 的途径[１３]ꎬ但线粒体在

Ｃｄ胁迫下的动态变化仍不清晰ꎬ尤其是以超富集植物为对象的线粒体生理响应报道较少.
龙葵(Ｓｏｌａｎｕｍ ｎｉｇｒｕｍ Ｌ.)作为 Ｃｄ超富集植物ꎬ对高浓度 Ｃｄ具有独特耐受性ꎬ是研究重金属－ＰＣＤ互

作的理想模型. 然而ꎬ目前对龙葵耐 Ｃｄ机制的研究多集中于重金属转运蛋白和螯合物质[１４－１６]ꎬ而线粒体

生理状态如何调控 Ｃｄ 诱导的 ＰＣＤ还尚未揭示. 本研究聚焦 Ｃｄ 胁迫下龙葵 ＰＣＤ过程中线粒体的生理响

应机制ꎬ通过整合植物生理学(ＰＣＤ调控网络)、环境科学(重金属植物修复)与细胞生物学(线粒体功能)
的多维度研究框架ꎬ旨在解析线粒体在 Ｃｄ诱导龙葵 ＰＣＤ中的核心调控作用ꎬ并系统阐明超积累植物中线

粒体生理失衡(如膜电位崩溃、Ｃｙｔ ｃ释放)与 ＰＣＤ进程的因果关系. 研究结果将填补超积累植物 Ｃｄ￣ＰＣＤ
－线粒体之间的理论空白ꎬ为植物修复技术的优化提供新见解ꎬ同时为培育耐 Ｃｄ作物品种开辟新思路.

１　 材料与方法

１.１　 龙葵培养

挑选优良的龙葵种子于 ７０％的乙醇中表面灭菌 ３０ ｍｉｎꎬ然后转移到 ２％次氯酸钠溶液中浸泡 １０ ｍｉｎꎬ
最后用无菌蒸馏水洗涤三次. １０天后ꎬ将大小一致的幼苗移栽到霍格兰溶液(ｐＨ ５.５)中ꎬ在光照 １６ ｈ /黑
暗 ８ ｈ、相对湿度 ７５％、空气温度 ２２ ℃的温室中生长. 溶液每三天更新一次ꎬ每天曝气 １ ｈ. 生长 ２周后ꎬ分
别在培养液中添加不同浓度的 Ｃｄ(０、５０、１００ 和 ２００ μｍｏｌ / Ｌ 氯化镉) . ７ 天后ꎬ我们分别标记用不同浓度

Ｃｄ处理过的幼苗全叶ꎬ并将其冷冻在液氮中. 样品保存在－８０ ℃超低温冰箱ꎬ以便进一步提取线粒体并进

行分析. 实验设置了 ３个生物重复.
本研究中 Ｃｄ浓度梯度(０、５０、１００ 和 ２００ μｍｏｌ / Ｌ)的设定参考了前期预实验及文献报道的植物线粒

体的耐受范围. 预实验表明ꎬ５０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｄ 即可显著诱导龙葵叶片离子渗漏率的上升(Ｐ < ０. ０５)ꎬ而
２００ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｄ处理下植株虽未完全死亡ꎬ但已出现明显的生长抑制(各生长指标抑制率均≥５０％)和

ＰＣＤ特征ꎬ符合渐进性胁迫响应分析的需求. 此外ꎬ已有研究表明ꎬ植物线粒体对 Ｃｄ的耐受浓度上限约为

２００~３００ μｍｏｌ / Ｌ[１７] . 因此ꎬ选择此梯度可有效模拟轻度至重度 Ｃｄ污染环境下的线粒体生理响应ꎬ同时避

免急性毒性导致的细胞快速坏死ꎬ确保 ＰＣＤ过程的观测.
１.２　 离子渗透率

选取各处理组最下层龙葵叶片 ４片ꎬ使用直径 １ ｃｍ的打孔器ꎬ从叶片非叶脉区域切取 ５ 片大小相同

的小叶圆片ꎬ并转移至 １０ ｍＬ离心管中(管内预先加入 ５ ｍＬ去离子水) . 室温静置 １ ｈꎬ平衡细胞内外渗透

压. 静置完成后ꎬ采用数字电导率仪测定初始电导率ꎬ表征细胞膜完整性受损程度[１８] . 然后将离心管置沸

水浴加热 ２０ ｍｉｎꎬ冷却至室温后测定总电导率ꎬ反映细胞彻底崩解后的离子释放量. 离子渗漏率表示为释

放的总离子百分比.
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１.３　 超微结构观察

取充分展开的叶片中部ꎬ去掉叶脉及其边缘部分ꎬ切 １ ｃｍ×１ ｃｍ大小的样块ꎬ迅速放入 ２.５％的戊二醛溶

液中ꎬ同时抽真空使样品尽量沉浸在固定液底部ꎬ在 ４ ℃冰箱中进行前固定 ２ ｈ以上ꎬ接着用 ０.１ ｍｏｌ / Ｌ磷酸

缓冲溶液冲洗三次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ随后用 １％的四氧化锇进行再固定ꎬ用丙酮进行脱水[１９] . 最后在透射电子显

微镜下观察、拍照.
１.４　 线粒体的分离与纯化

完整的线粒体按照修改后的前人的方案进行分离和纯化[２０－２２] . 用蒸馏水洗涤新鲜的叶片ꎬ然后加入

４ ℃预冷的线粒体提取液在冰面上研磨. 将匀浆以 １ ５００ ｇ离心 １５ ｍｉｎꎬ丢弃沉淀. 将上清液在 １６ ０００ ｇ下
再次离心 ２０ ｍｉｎꎬ保留沉淀. 沉淀物用线粒体悬液缓冲液洗涤 ３次ꎬ然后再次以 １６０００ ｇ离心 ２０ ｍｉｎ. 线粒

体纯化采用蔗糖密度梯度离心的方法进行纯化. 最后ꎬ将含有线粒体的沉淀物用悬浮缓冲液重悬到适当

的体积ꎬ以获得线粒体悬浮液. 分离线粒体的所有步骤均在 ４ ℃下进行ꎬ提取的线粒体在 ２ ｈ 内用完或置

于－８０ ℃冰箱中保存. 线粒体悬浮液的浓度通过测定其蛋白质含量进行标定ꎬ并以 ｍｇ ｐｒｏｔｅｉｎ / ｍＬ表示. 线
粒体蛋白质含量采用考马斯亮蓝法测定[２３] .
１.５　 线粒体中 Ｃｄ 含量的测定

为了测定线粒体中的 Ｃｄꎬ将完整的线粒体按照前人的方案进行分离和纯化ꎮ 将纯化的线粒体悬浮液

(１ ｍＬ)与等体积的浓硝酸混合ꎬ在 １２０ ℃下加热. 将样品冷却至室温ꎬ并加入 ０.４ ｍＬ ３０％(ｗ / ｖ)过氧化

氢. 将该混合物在 １２０ ℃下加热 ２０ ｍｉｎꎬ冷却ꎬ并加入去离子水至最终体积为 ５ ｍＬ. 在线粒体中ꎬＣｄ 通过

火焰原子吸收光谱法(ＡＡＳ)分析ꎬ并通过样品中总线粒体蛋白的量进行标准化[２４] .
１.６　 线粒体中 Ｃａ２＋含量和 Ｃａ２＋￣ＡＴＰ 酶活性的测定

线粒体 Ｃａ２＋含量根据前人描述的方法测定[２５] . 首先将分离的线粒体悬浮于 １.５ ｍＬ的悬浮液中ꎬ随后

加入 ５ ｍＬ浓度为 ９８％(ｗ / ｖ)的硝酸ꎬ并将其置于黑暗环境中反应 ７ 天. 此步骤的目的是通过酸处理使线

粒体中的 Ｃａ２＋释放出来ꎬ以便后续检测. 反应完成后ꎬ将样品稀释至 １０ ｍＬꎬ并加入 １％的氯化镧溶液. 氯化

镧在此处作为释放剂ꎬ有助于提高 Ｃａ２＋的检测灵敏度. 最后ꎬ采用 ＡＡＳ 对 Ｃａ２＋的含量进行测定. 最终结果

以 ｍｍｏｌ / ｍｇ Ｐｒｏ表示.
线粒体 Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰａｓｅ的活性是通过比较 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ硝酸钙存在时和不存在时的酶活性来评估的. 将线

粒体制备物加入反应混合物中ꎬ反应混合物按 Ｈ＋ ￣ＡＴＰ 酶反应系统的体积进行配比. 加入 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＴＰ￣
Ｔｒｉｓ(ｐＨ ８.０)启动反应ꎬ然后在 ３７ ℃水浴中培养 ３０ ｍｉｎ. 加入 ５５％的三氯乙酸(ＴＣＡ)终止反应. 反应过程

中释放的无机磷酸盐(Ｐｉ)用无机磷酸盐测定试剂盒(南京建成生物工程研究所)进行定量. Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰａｓｅ
的活性以释放的无机磷酸量表示ꎬ单位为 μｍｏｌ / ｈ / ｇ ＦＷ.
１.７　 线粒体活性氧和脂质过氧化的测定

线粒体内 ＲＯＳ 含量的测定参考前人的方法[２６] . 通过使用特定染料 ２ꎬ７－二氯二氢－荧光二乙酸酯

(Ｈ２ＤＣＦ￣ＤＡ)在荧光分光光度计上检测其荧光强度. 激发波长为 ４８５ ｎｍꎬ发射波长为 ５３０ ｎｍꎬ狭缝为 １０ ｎｍ.
单位浓度线粒体中 ＲＯＳ的含量表示为 ａ.ｕ / ｍｇ ｐｒｏｔｅｉｎ.

线粒体内丙二醛(ＭＤＡ)的含量参考前人方法进行测量[２５] . 线粒体中 ＭＤＡ 的含量表示为:ｍｍｏｌ / μｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ.
１.８　 线粒体膜电位(ΔΨｍ)、线粒体通透性转换和 Ｃｙｔ ｃ / ａ 比值的测量

为了分析线粒体膜电位的变化ꎬ使用了特异性分子探针 ５ꎬ５′ꎬ６ꎬ６′－四氯－１ꎬ１′ꎬ３ꎬ３′－碘化四乙基氨基

碳菁(ＪＣ－１) [１９]ꎬ并在荧光分光光度计上测量 ＪＣ－１ 单体荧光强度(绿色荧光ꎬ５２５ ｎｍ)和 Ｊ 聚集体荧光强

度(红色荧光ꎬ５９５ ｎｍ)的平均值.
为了研究线粒体膜的通透性的转变ꎬ实验中将分离得到的线粒体悬浮于专门配制的缓冲液中. 该缓

冲液的成分包括 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ琥珀酸钠、７０ ｍｍｏｌ / Ｌ蔗糖、５ ｍｍｏｌ / Ｌ ４－羟乙基哌嗪乙磺酸(ＨＥＰＥＳ)缓冲液以

及 ２２０ ｍｍｏｌ / Ｌ甘露醇ꎬ将 ｐＨ值精确调节至 ７.４ꎬ以确保线粒体在适宜的环境中保持其结构和功能的完整

性. 随后ꎬ添加 １ ｍｍｏｌ / Ｌ丙酮酸和 １ ｍｍｏｌ / Ｌ苹果酸作为复合物的呼吸底物ꎬ并通过添加 １０ ｍｇ 氯化钙引

发线粒体通透性转换孔(ＭＰＴＰ) . 线粒体肿胀被测量为在 ５４０ ｎｍ处吸光度的降低[２５] .
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如先前的一项研究[２７]所述ꎬ为了测定线粒体中细胞色素 ｃ(Ｃｙｔ ｃ)的含量ꎬ将悬浮的线粒体加入 ０.２％
的牛血清蛋白溶液ꎬ使其达到 ０.５ ｍｇ / ｍＬ的最终浓度. 随后ꎬ使用紫外分光光度计在 ５５０ ｎｍ和 ６３０ ｎｍ两

个波长处测量悬浮液的吸光度. 通过计算这两个波长的吸光度值之差ꎬ可以得到 Ｃｙｔ ｃ 的特征吸收值ꎬ进
而用于计算 Ｃｙｔ ｃ / ａ值. Ｃｙｔ ｃ / ａ比值＝Ａ５５０ / Ａ６３０.
１.９　 类半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 ３ 的活性测定

根据制造商的说明书(ＳｏｌａｒｂｉｏꎬＢＣ３８３０)ꎬ采用胱天蛋白酶 ３ 样活性检测试剂盒进行实验操作[１７] . 为
了测量胱天蛋白酶 ３样的活性ꎬ将 ３５ μＬ 提取液与 ６５ μＬ 预先配制完成的反应缓冲液(含 ５ μＬ 浓度为

２ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＤＥＶＤ￣ｐＮＡ底物)于 ９６ 孔微孔板中充分混合ꎬ构建反应体系. 随后将上述混合液置于 ３７ ℃
恒温培养箱中持续孵育 ４ ｈ 以完成酶促反应ꎬ最后用酶标仪在 ４０５ ｎｍ 波长处对反应产物进行吸光度测

定ꎬ通过比色法实现活性值的定量分析.
１.１０　 数据分析

使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.５绘制相关图表ꎬＩＢＭ ＳＰＳＳ ２５进行统计分析(ＡＮＯＶＡ)ꎬ每个数据为三个平行

实验的平均值. 所有数据均基于三次独立重复实验的平均值±标准差(ｍｅａｎ±ＳＤ)ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为有统计学

意义.

　 　 条形图上不同小写字母表示不同处理之间存在显著差异

(Ｐ<０.０５) .
图 １　 不同 Ｃｄ 胁迫下龙葵叶片的离子渗透率

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｉｏｎ ｌｅａｋａｇｅ ｏｆ Ｓ􀆰 ｎｉｇｒｕｍ ｌｅａｖｅｓ ｕｎｄｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

２　 结果

２.１　 不同 Ｃｄ 处理浓度下龙葵叶片离子渗透率的变化

离子渗透率反映膜完整性ꎬ膜损伤是 ＰＣＤ 的早期

事件ꎬ导致内容物泄漏和死亡信号激活ꎬ本研究探讨了

不同浓度 Ｃｄ处理对龙葵叶片离子渗透率的影响. 图 １
显示ꎬ随着 Ｃｄ处理浓度的增加ꎬ龙葵叶片的离子渗透

率呈现显著的上升趋势. 具体而言ꎬ当 Ｃｄ 处理浓度为

０ μｍｏｌ / Ｌ时ꎬ龙葵叶片的离子渗漏率约为 ２３.１３％. 当
Ｃｄ处理浓度增加至 ５０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ离子渗漏率显著上

升至约 ３４.２８％ꎬ表明低浓度 Ｃｄ 处理即对叶片离子通

透性产生了影响. 随着 Ｃｄ 浓度进一步增加至 １００
μｍｏｌ / Ｌꎬ离子渗漏率继续上升至约 ４９.３７％ꎬ此时差异

具有统计学显著性. 最终在 ２００ μｍｏｌ / Ｌ 的 Ｃｄ 处理浓

度下ꎬ离子渗漏率达到了约 ６９.０５％ꎬ相较于对照组有

极显著差异.
２.２　 不同 Ｃｄ 胁迫对龙葵线粒体超微结构的影响

如图 ２(ａ)所示ꎬ对照组(０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｄ)的线粒体膜结构完整ꎬ线粒体基质中含有大量清晰的嵴. 在低

浓度 Ｃｄ胁迫下(５０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ线粒体膜部分受损ꎬ出现空腔ꎬ但对整体结构影响不大ꎬ说明线粒体在 Ｃｄ 胁

迫下开始受损(图 ２(ｂ)) . 在中等浓度 Ｃｄ胁迫(１００ μｍｏｌ / Ｌ)下ꎬ线粒体外膜模糊ꎬ开口增加ꎬ嵴减少ꎬ结构

逐渐变形(图 ２(ｃ)) . 高浓度 Ｃｄ胁迫(２００ μｍｏｌ / Ｌ)处理叶片时ꎬ膜双分子层逐渐溶解ꎬ外膜严重破裂ꎬ内
部线粒体开始分裂ꎬ导致线粒体逐渐解体(图 ２(ｄ)) .
２.３　 不同 Ｃｄ 胁迫下线粒体 Ｃｄ 含量的变化

如图 ３所示ꎬ在不同浓度的 Ｃｄ暴露条件下ꎬ龙葵叶片线粒体的 Ｃｄ积累量呈现出显著的差异. 具体而言ꎬ
经过 ５０~２００ μｍｏｌ / Ｌ ＣｄＣｌ２ 处理的龙葵叶片线粒体ꎬ其 Ｃｄ积累量明显高于未暴露 Ｃｄ的对照组. 在设置的

梯度 Ｃｄ处理体系中ꎬ与低浓度组(５０ μｍｏｌ / Ｌ)相比ꎬ中浓度组(１００ μｍｏｌ / Ｌ)和高浓度组(２００ μｍｏｌ / Ｌ)的
龙葵叶片线粒体 Ｃｄ含量分别显著提高了 ２１.４１％和 ２６.４９％. 然而ꎬ值得注意的是ꎬ中浓度组与高浓度组之

间的 Ｃｄ积累量差异并未达到统计学显著性水平. 这表明龙葵线粒体对 Ｃｄ的主动隔离能力可能存在阈值

(约 １００ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ后续高浓度胁迫下 Ｃｄ可能更多分布于液泡或细胞壁等区室.
２.４　 不同 Ｃｄ 胁迫下线粒体 Ｃａ２＋含量与 Ｃａ２＋￣ＡＴＰ 酶活性变化

如图 ４(ａ)所示ꎬ可以看出随着 Ｃｄ处理浓度从 ０增加到 ２００ μｍｏｌ / Ｌꎬ线粒体 Ｃａ２＋含量逐步增加ꎬ呈现
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图 ２　 不同 Ｃｄ 胁迫下龙葵线粒体的超微结构

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｓ􀆰 ｎｉｇｒｕｍ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

图 ３　 不同 Ｃｄ 胁迫下龙葵叶片线粒体的 Ｃｄ 积累量

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｏｆ Ｓ􀆰 ｎｉｇｒｕｍ
ｌｅａｖｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

出显著的剂量依赖性. 当 Ｃｄ处理浓度为 ５０ μｍｏｌ / Ｌ时ꎬ线
粒体 Ｃａ２＋含量显著高于对照组ꎬ但随着浓度的进一步增

加ꎬ线粒体 Ｃａ２＋含量增速下降. 此结果表明ꎬ在低浓度 Ｃｄ
胁迫下ꎬ线粒体通过主动吸收 Ｃａ２＋以缓冲胞质钙离子毒

性ꎻ在高 Ｃｄ 胁迫阶段ꎬ线粒体 Ｃａ２＋超载导致功能崩溃ꎬ胞
质 Ｃａ２＋二次升高ꎬ加速细胞死亡. 图 ４(ｂ)展示了不同 Ｃｄ
胁迫下 Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰ 酶的活性变化ꎬＣａ２＋ ￣ＡＴＰ 酶活性与 Ｃｄ
胁迫强度呈显著负相关. 与对照组相比ꎬ５０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｄ 处

理影响了 Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰ 活性ꎬ使其有所降低. 但在 ２００ μｍｏｌ / Ｌ
Ｃｄ处理下ꎬＣａ２＋ ￣ＡＴＰ 酶活性较对照下降 ６４.３％. 该酶活性

降低直接影响 Ｃａ２＋跨膜转运效率ꎬ导致胞质钙信号紊乱ꎬ
中高浓度 Ｃｄ(≥１００ μｍｏｌ / Ｌ)可能通过取代酶活性中心的 Ｃａ２＋结合位点ꎬ引发酶蛋白构象失活.
２.５　 不同 Ｃｄ 处理浓度下线粒体 ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 含量的变化

为了检测龙葵线粒体在 Ｃｄ胁迫下产生的 ＲＯＳꎬ采用了对 ＲＯＳ 敏感的荧光指示剂 Ｈ２ＤＣＦ￣ＤＡ. 如图 ５
(ａ)所示ꎬ随着 Ｃｄ处理浓度的增加ꎬ线粒体中 ＲＯＳ含量呈显著上升趋势. 与低 Ｃｄ胁迫(５０ μｍｏｌ / Ｌ)相比ꎬ
中、高 Ｃｄ胁迫(１００ μｍｏｌ / Ｌ、２００ μｍｏｌ / Ｌ)下线粒体中的 ＲＯＳ含量分别增加了 ７３.１０％和 ２４９.６２％. 在高浓

度 Ｃｄ胁迫(２００ μｍｏｌ / Ｌ)下ꎬ线粒体中 ＲＯＳ含量的增长率达到最大值.
ＭＤＡ是脂质过氧化损伤的最终产物之一ꎬ其浓度与膜脂质过氧化的程度有关. 如图 ５(ｂ)所示ꎬＭＤＡ

的含量随 Ｃｄ 浓度的增大而增大. 与非 Ｃｄ对照相比ꎬ各浓度 Ｃｄ 胁迫下线粒体 ＭＤＡ的含量分别显著增长

了 ５２.６８％ꎬ１２６.０５％和 ２５１.５１％. 上述结果说明 Ｃｄ 毒害导致的活性氧迸发严重破坏线粒体膜结构ꎬ致使

线粒体膜脂过氧化.
—９２１—
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图 ４　 Ｃｄ 诱导的龙葵线粒体 Ｃａ２＋含量与 Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰ 酶活性变化

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｄ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ Ｃａ２＋ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ Ｓ􀆰 ｎｉｇｒｕｍ

图 ５　 不同 Ｃｄ 浓度诱导下的线粒体 ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 的含量

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＲＯＳ ａｎｄ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｃｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２.６　 不同 Ｃｄ 胁迫下线粒体膜电位、ＭＰＴＰ 和 Ｃｙｔ ｃ / ａ 比值的变化

荧光染料 ＪＣ－１探针具有独特的性质ꎬ在高线粒体电位下自发形成红色荧光二聚体ꎬ而其单体形式普

遍存在于低 ΔΨｍ 细胞中ꎬ发出绿色荧光. 因此ꎬ红 /绿荧光的变化比值反映了膜电位的变化. 如图 ６(ａ)所
示ꎬ随着 Ｃｄ浓度的升高ꎬ线粒体膜电位逐渐下降. 与非 Ｃｄ对照相比ꎬ各浓度 Ｃｄ胁迫下线粒体膜电位显著

下降 ７.６６％ꎬ２６.９６％ꎬ５１.９０％ꎬ呈现典型的阶梯式下降. 各组间显著性差异ꎬ说明 Ｃｄ 对线粒体膜电位的破

坏具有明确的剂量依赖性.

图 ６　 Ｃｄ 胁迫对线粒体膜电位、ＭＰＴＰ 和 Ｃｙｔ ｃ / ａ 比值的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌꎬＭＰＴＰ ａｎｄ Ｃｙｔ ｃ / ａ ｒａｔｉｏ

线粒体光密度降低意味着 ＭＰＴＰ 扩大和开放. 图 ６(ｂ)结果显示ꎬ在对照组中ꎬ膜的吸光度约为 ０.２１. 当
Ｃｄ浓度增加至 ５０ μｍｏｌ / Ｌ时ꎬ膜的吸光度略有下降ꎬ下降了 １２.２４％. 继续增加 Ｃｄ 浓度至 １００ μｍｏｌ / Ｌꎬ膜
吸光度进一步下降了 ３５.５９％. 当 Ｃｄ浓度达到 ２００ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ膜吸光度的下降率达到 ４７.６１％ꎬ与对照组

及较低浓度组之间均有显著差别. 因此ꎬ随着 Ｃｄ浓度的增加ꎬＭＰＴＰ 的开放程度呈现出逐渐扩大的趋势.
图 ６(ｃ)显示了不同浓度 Ｃｄ胁迫下线粒体 Ｃｙｔ ｃ / ａ 比值的变化. 结果表明ꎬ随着 Ｃｄ 浓度的增加ꎬＣｙｔ

ｃ / ａ比值逐渐降低. 具体而言ꎬ在 ０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｄ 处理时ꎬＣｙｔ ｃ / ａ 比值最高ꎬ约为 １.３７ꎻ当 Ｃｄ 浓度升至 ５０
μｍｏｌ / Ｌ时ꎬ比值有所下降ꎬ约为 １.２２ꎻ进一步增加 Ｃｄ 浓度至 １００ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬＣｙｔ ｃ / ａ 比值继续下降至约

—０３１—
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１.１４ꎻ而当 Ｃｄ浓度达到 ２００ μｍｏｌ / Ｌ时ꎬＣｙｔ ｃ / ａ比值降至最低ꎬ约为 ０.９５. 这些数据显示ꎬＣｄ胁迫对线粒体

Ｃｙｔ ｃ / ａ比值具有显著影响ꎬ且该比值与 Ｃｄ浓度之间存在负相关关系. 在 Ｃｄ 胁迫下ꎬ线粒体中 Ｃｙｔ ｃ / ａ 比
值越小ꎬ反映细胞色素 ｃ从线粒体内膜脱落的能力越强ꎬ释放到细胞质基质的可能性越大.

图 ７　 Ｃｄ 胁迫对龙葵叶片 ｃａｓｐａｓｅ￣３￣ｌｉｋｅ 活性的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｃａｓｐａｓｅ￣３￣ｌｉｋｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｆｒｏｍ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｓ􀆰 ｎｉｇｒｕｍ

２.７　 不同 Ｃｄ 胁迫下龙葵 ｃａｓｐａｓｅ￣３￣ｌｉｋｅ 活性

Ｃａｓｐａｓｅ￣３￣ｌｉｋｅ活性通常用于评估植物 ＰＣＤ[２８] . 本
研究通过测定 ｃａｓｐａｓｅ￣３￣ｌｉｋｅ的活性来研究 Ｃｄ胁迫对龙

葵 ＰＣＤ的响应. 实验数据如图 ７ 所示ꎬ随着 Ｃｄ 浓度增

加ꎬｃａｓｐａｓｅ￣３￣ｌｉｋｅ活性也逐渐增大. 具体而言ꎬ当 Ｃｄ 浓

度为 ０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬｃａｓｐａｓｅ￣３￣ｌｉｋｅ 活性最低. 随着 Ｃｄ 浓

度增加至 ５０ μｍｏｌ / Ｌꎬｃａｓｐａｓｅ￣３￣ｌｉｋｅ活性开始上升ꎬ比对

照组高 １２８.４５％. 当 Ｃｄ 浓度进一步增加至 １００ μｍｏｌ / Ｌ
时ꎬｃａｓｐａｓｅ￣３￣ｌｉｋｅ活性继续上升ꎬ表明中等浓度 Ｃｄ 胁迫

对 ｃａｓｐａｓｅ￣３￣ｌｉｋｅ活性的促进作用更加明显. 而在高浓度

Ｃｄ胁迫(２００ μｍｏｌ / Ｌ)下ꎬｃａｓｐａｓｅ￣３￣ｌｉｋｅ 活性达到最高ꎬ
比对照组高出了 ７倍左右ꎬ显示出显著的增加趋势.

３　 讨论

作为真核细胞内重要的半自主性细胞器ꎬ线粒体呈现出独特的双膜系统构型ꎬ其结构层次包括外膜、
膜间腔及内膜等组成部分. 它们在多种细胞过程中发挥重要作用ꎬ如细胞代谢、信号转导和细胞死亡调

节. 线粒体结构和功能的异常可触发细胞内信号通路的级联反应和 ＰＣＤ的启动ꎬ这一生理过程与各类细

胞损伤的发生和进展密切相关. 透射电镜结果显示ꎬ高浓度 Ｃｄ胁迫导致线粒体膜双层的溶解和嵴结构的

破坏(图 ２) . 这可能与镉离子(Ｃｄ２＋)的理化特性密切相关:Ｃｄ２＋可通过竞争性结合膜脂质的磷酸基团或取

代 Ｃａ２＋结合位点ꎬ破坏线粒体膜的稳定性. 线粒体膜的主要成分是磷脂ꎬ其磷酸基团通常与 Ｃａ２＋等阳离子

结合以维持膜结构的稳定性[２９－３０] . Ｃｄ２＋由于其较高的亲和力ꎬ能够与这些磷酸基团竞争性结合ꎬ导致膜脂

质的排列紊乱ꎬ从而削弱膜的完整性[３１] . 尽管线粒体中 Ｃｄ 积累量较低(图 ３)ꎬ但其仍足以引发显著的生

理损伤. 此外ꎬ过量 ＲＯＳ的积累(图 ５(ａ))可诱发膜脂过氧化(图 ５(ｂ))ꎬ直接损伤膜完整性. 已有研究证

实ꎬＲＯＳ可通过氧化线粒体内膜的心磷脂导致细胞色素 ｃ与膜的解离ꎬ而嵴结构的解体可能进一步削弱氧

化磷酸化效率ꎬ加剧能量代谢紊乱[３２] . 这表明即使微量 Ｃｄ２＋也可通过干扰 Ｃａ２＋信号或氧化还原稳态间接

破坏线粒体功能. 因此ꎬ龙葵线粒体损伤主要由 Ｃｄ的间接毒性而非直接积累驱动ꎬＣｄ 通过氧化损伤和离

子干扰双重途径破坏线粒体超微结构ꎬ最终导致其功能失活.
植物在胁迫下产生由 Ｃａ２＋通道、转运蛋白和传感器介导的 Ｃａ２＋信号ꎬ影响 Ｃａ２＋的浓度和分布[３３] . 我们

的研究表明(图 ４)ꎬＣｄ胁迫与龙葵 ＰＣＤ中的 Ｃａ２＋信号传导有关ꎬ一定浓度的 Ｃｄ 胁迫能够加速线粒体内

Ｃａ２＋的积累ꎬ并降低 Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰ 酶的活性. 这与 Ｂｒｉｓａｃ等[３４]在脊髓灰质炎病毒诱导的 ＩＭＲ５ 细胞 ＰＣＤ中的

发现一致ꎬ线粒体过度摄取细胞质 Ｃａ２＋后ꎬ线粒体 Ｃａ２＋含量增加ꎬ随后导致 ＩＭＲ５ 细胞线粒体功能障碍和

细胞死亡. 同样ꎬＬｕｏ等[３５]也观察到 Ｃｄ诱导的黄瓜根尖 ＰＣＤ中线粒体 Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰ 酶活性降低ꎬ线粒体依赖

性细胞死亡数量增加. 线粒体充当临时 Ｃａ２＋库ꎬ对 Ｃａ２＋信号传导、细胞命运和生物能量学至关重要[３６] .
Ｗａｎｇ等[３７]观察到ꎬ在经历发育控制 ＰＣＤ的拟南芥根冠细胞中ꎬ细胞内 Ｃａ２＋浓度升高并伴有线粒体断裂

是 ＰＣＤ执行的最早事件.
如图 ６(ａ)所示ꎬＣｄ暴露会导致龙葵叶片线粒体膜电位降低. 这是线粒体功能受损的一个重要指标ꎬ

它与细胞平衡密切相关ꎬ最常用来确定线粒体的代谢状态[３８] . 线粒体膜电位的崩溃标志着电子传递链功

能障碍和质子梯度消散ꎬ这直接诱导 ＭＰＴＰ 的开放(图 ６(ｂ)) . ＭＰＴＰ 是线粒体内外膜之间的一类蛋白质

复合物ꎬ是线粒体通透性转变的结构基础[３９] . 我们的结果表明ꎬＭＰＴＰ 的持续扩大会导致 Ｃｙｔ ｃ 从内膜释

放至胞质ꎬ导致 Ｃｙｔ ｃ / ａ比值降低(图 ６(ｃ))ꎬ进而与凋亡酶激活因子(Ａｐａｆ￣１)蛋白结合形成凋亡体ꎬ激活

ｃａｓｐａｓｅ￣３￣ｌｉｋｅ蛋白酶(图 ７) . 类似机制在动物细胞中已被广泛报道[４０]ꎬ而本研究表明植物 ＰＣＤ 亦遵循这

一经典通路. 值得注意的是ꎬ胞质 Ｃａ２＋浓度的升高(图 ４( ａ))可能通过激活钙依赖性蛋白酶间接增强

—１３１—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉



南京师大学报(自然科学版) 第 ４９卷第 １期(２０２６年)

ｃａｓｐａｓｅ活性ꎬ共同推动 ＰＣＤ进程[３６] .
尽管 Ｃｄ 胁迫对龙葵线粒体造成显著损伤ꎬ但作为超积累植物ꎬ龙葵可能通过多种机制缓解毒性. 例

如ꎬ线粒体通过上调抗氧化酶活性以清除过量 ＲＯＳ[４１]ꎬ或利用植物螯合肽隔离游离 Ｃｄ２＋ꎬ减少其对膜蛋白

的直接攻击[４２] . 此外ꎬ线粒体自噬也会选择性清除受损线粒体ꎬ维持细胞稳态[４３] . 与非积累植物(如黄

瓜[１７]、花生[２５])相比ꎬ龙葵在线粒体层面对重金属胁迫表现出的显著差异主要体现在离子稳态调控方面:
龙葵线粒体 Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰ 酶活性虽受抑制(图 ４(ｂ))ꎬ但其基础活性显著高于非积累植物ꎬ这可能是由于其通

过液泡区隔化缓解胞质 Ｃａ２＋超载. 其次ꎬ与烟草悬浮细胞相比[４４]ꎬ龙葵在重金属胁迫下激活的 ｃａｓｐａｓｅ￣３￣
ｌｉｋｅ蛋白酶活性要显著高于非积累植物. 这些差异表明ꎬ龙葵线粒体通过增强抗逆能力与精准调控 ＰＣＤ
信号ꎬ实现了对 Ｃｄ毒性的独特耐受.

４　 结论

综上所述ꎬＣｄ胁迫通过诱导 ＲＯＳ爆发与脂质过氧化ꎬ破坏线粒体膜完整性ꎬ导致膜电位崩溃及 ＭＰＴＰ
开放. 值得注意的是ꎬ尽管线粒体中 Ｃｄ积累量较低ꎬ但其通过干扰 Ｃａ２＋稳态与氧化还原平衡的“低剂量高

毒性”效应仍显著触发线粒体功能障碍. 此外ꎬ线粒体损伤直接导致 Ｃｙｔ ｃ释放与 ｃａｓｐａｓｅ￣３￣ｌｉｋｅ活性上升ꎬ
证实植物 ＰＣＤ遵循“线粒体－Ｃｙｔ ｃ￣ｃａｓｐａｓｅ”经典通路. 本研究首次阐明超积累植物线粒体在 Ｃｄ￣ＰＣＤ中的

枢纽作用ꎬ为解析植物重金属耐受机制提供了新视角. 然而ꎬ本研究集中于线粒体 Ｃｄ 胁迫的稳态响应ꎬ未
探讨时间动态性对线粒体功能的影响. 未来需结合多时间点动态分析与分子调控网络解析ꎬ进一步揭示

线粒体自噬、修复途径与 ＰＣＤ执行的互作关系ꎬ以推动植物修复技术与抗逆育种的协同发展.
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ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｃａｄｍｉｕｍ ｈｙｐｅｒａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｕｃｋｗｅｅｄ[Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｏｔａｌ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ２０２３ꎬ８５９(２):１６０３８９.

[２０] Ｙｉｎ ＢꎬＺｈａｎｇ Ｊ ＸꎬＬｉｕ Ｙ Ｄꎬｅｔ ａｌ. ＰｔｏｍｔＡＰＸꎬａ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｓｃｏｒｂａｔｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ
ｒｅｄｏｘ ｂａｌａｎｃｅ ｏｆ Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｏｍｅｎｔｏｓａ Ｃａｒｒ[Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ２０１９ꎬ９:１９５４１.

[２１] Ｚｈｏｎｇ Ｙ ＨꎬＧｕｏ Ｚ ＪꎬＷｅｉ Ｍ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｓｕｌｆｉｄｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｍａｎｇｒｏｖｅ ｐｌａｎｔ
Ａｖｉｃｅｎｎｉａ ｍａｒｉｎａ ｔｏ ａｔｔｅｎｕａｔｅ ｗａｔｅｒｌｏｇｇｉｎｇ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ａ ｃａｌｃｉｕｍ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ
[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ ＆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ２０２３ꎬ４６(５):１５２１－１５３９.

[２２] Ｘｕ ＹꎬＬｉ ＸꎬＨｕａｎｇ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｉｓｏｌａｔｅ ｒｉｃｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ２０２０ꎬ１６:１－１０.
[２３] Ｇｒｉｎｔｚａｌｉｓ ＫꎬＧｅｏｒｇｉｏｕ Ｃ ＤꎬＳｃｈｅｉｄｅｒ Ｙ Ｊ. Ａｎ ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ Ｂｌｕｅ Ｇ￣２５０￣ｂａｓｅｄ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０１５ꎬ４８０:２８－３０.
[２４] Ａｇｒａｗａｌ ＢꎬＣｚｙｍｍｅｋ Ｋ ＪꎬＳｐａｒｋｓ Ｄ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｉｎｆｌｕｘ ｏｆ ｎｉｃｋｅｌ ｉｎ ｒｏｏｔ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｏｒｇａｎｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ

ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｎｉｃｋｅｌ ｈｙｐｅｒａｃｃｕｍｕｌａｔｏｒ Ａｌｙｓｓｕｍ ｍｕｒａｌｅ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０１３ꎬ２８８
(１０):７３５１－７３６２.

[２５] Ｚｈａｎ ＪꎬＬｉ ＷꎬＨｅ Ｈ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｄｕｒｉｎｇ Ａｌ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＰＣＤ ｉｎ ｐｅａｎｕｔ ｒｏｏｔ ｔｉｐｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０１４ꎬ７５:１０５－１１３.

[２６] Ｅｓｐｏｓｔｉ Ｍ Ｄ. Ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ[Ｊ] . Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ２００２ꎬ２６(４):３３５－３４０.
[２７] Ｌｉ ＪꎬＨｅ ＹꎬＭａ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｖｏｌａｔｉｌｅ ａｌｌｅｌｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ. ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｃａ２＋￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｌａｎｔ ｃｅｌｌｓ[Ｊ]. Ｐｌａｎｔ ａｎｄ Ｓｏｉｌꎬ２０１８ꎬ４２５:２９７－３０８.
[２８] Ｒｅｎ ＲꎬＬｉ ＺꎬＺｈｏｕ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ａｎｄ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ

ｐｏｌｌｅｎ ｆｒｏｍ Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ ＣｅｌｌꎬＴｉｓｓｕｅ ａｎｄ Ｏｒｇａｎ Ｃｕｌｔｕｒｅꎬ２０２０ꎬ１４０(２):３５７－３６８.
[２９] Ｋｏｕｒ ＪꎬＫｈａｎｎａ ＫꎬＳｉｎｇｈ Ａ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｃａｌｃｉｕｍ􀆳ｓ ｍｕｌｔｉｆａｃｅｔｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ:Ｆｒｏｍ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｔｏ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ ｄｕｒｉｎｇ ｓｔｒｅｓｓ[Ｊ] .

Ｓｏｕｔｈ Ａｆｒｉｃａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｏｔａｎｙꎬ２０２３ꎬ１５２:２４７－２６３.
[３０] Ｂａｌａｎｔｉｃ ＫꎬＷｅｉｓｓ Ｖ ＵꎬＡｌｌｍａｉｅｒ Ｇꎬｅｔ ａｌ. Ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｂｉｌａｙｅｒｓ ａｓ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎａｌｏｇｕｅｓ [ Ｊ] .

Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０２２ꎬ１４３:１０７９８８.
[３１] Ｒｏｍａｎｏｖａ ＮꎬＳｕｌｅ Ｋꎬ Ｉｓｓｌｅｒ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｄｍｉｕｍ￣ｃａｒｄｉｏｌｉｐｉｎ ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｐｉｒａｓｏｍｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ ａｎｄ ｒｅｄｏｘ ｂａｌａｎｃｅ ｔｈｒｏｕｇｈ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｉｇｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｌｉｐｉｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０２５ꎬ６６(３):１００７５０.
[３２] Ｐｅｔｒｏｓｉｌｌｏ ＧꎬＲｕｇｇｉｅｒｏ Ｆ ＭꎬＰａｒａｄｉｅｓ Ｇ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｃａｒｄｉｏｌｉｐｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ ｆｒｏｍ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ[Ｊ] . Ｔｈｅ ＦＡＳＥＢ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ２００３ꎬ１７(１５):２２０２－２２０８.
[３３] Ｒｅｎ ＨꎬＺｈａｏ ＸꎬＬｉ Ｗꎬｅｔ ａｌ. Ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ[Ｊ] . Ｃｅｌｌｓꎬ２０２１ꎬ１０(５):１０８９.
[３４] Ｂｒｉｓａｃ Ｃꎬ Ｔｅｏｕｌｅ ＦꎬＡｕｔｒｅｔ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｌｃｉｕｍ ｆｌｕｘ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ

ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ２０１０ꎬ８４(２３):１２２２６－１２２３５.
[３５] Ｌｕｏ ＳꎬＴａｎｇ ＺꎬＹｕ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｓｕｌｆｉｄｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｃａｄｍｉｕｍ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｏｆ ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｒｏｏｔ ｔｉｐｓ ｂｙ ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｇｒｏｗｔｈ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎꎬ２０２２ꎬ４１(８):３４２１－３４３２.
[３６] Ｒｕｂｅｒｔｉ ＣꎬＦｅｉｔｏｓａ￣Ａｒａｕｊｏ ＥꎬＸｕ Ｚꎬｅｔ ａｌ. ＭＣＵ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｄｏｍｉｎａｔｅ ｉｎ ｖｉｖｏ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ Ｃａ２＋ ｕｐｔａｋｅ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｒｏｏｔｓ[ Ｊ] .

Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ２０２２ꎬ３４(１１):４４２８－４４５２.
[３７] Ｗａｎｇ ＪꎬＢｏｌｌｉｅｒ ＮꎬＢｕｏｎｏ Ｒ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｌｙ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｅｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔａｌｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｅｘｅｃｕｔｅｓ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ

—３３１—
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ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｉｎ ｔｈｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｒｏｏｔ ｃａｐ[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ２０２４ꎬ３６(４):９４１－９６２.
[３８] Ｄｕ ＲꎬＢｅｉ ＨꎬＪｉａ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｌｏｗ￣ｃｏｓｔꎬａｃｃｕｒａｔｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｒｅｔｉｃｕｌｏｃｙｔｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ

ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｉｃａｌ Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ２０２０ꎬ１０１:
１０６６６４.　

[３９] Ｃｕｉ ＹꎬＰａｎ ＭꎬＭａ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｒｅｃｅｎｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｐｏｒｅ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅ ｔｈｅｒａｐｉｅｓ[Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０２１ꎬ４７６(１):４９３－５０６.

[４０] Ｖｒｉｎｇｅｒ ＥꎬＴａｉｔ Ｓ Ｗ. Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ ＆ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎬ２０２３ꎬ３０(２):
３０４－３１２.

[４１] Ｋｏｗａｌｃｚｙｋ ＰꎬＳｕｌｅｊｃｚａｋ ＤꎬＫｌｅｃｚｋｏｗｓｋａ Ｐꎬｅｔ ａｌ. Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ:ａ ｃａｕｓａｔｉｖｅ ｆａｃｔｏｒ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｉｎ
ｍａｎｙ ｄｉｓｅａｓｅｓ[Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２０２１ꎬ２２(２４):１３３８４.

[４２] Ｂｅｌｌｉｎｉ ＥꎬＢａｎｄｏｎｉ ＥꎬＧｉａｒｄｉｎｉ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ａｎｄ ｐｈｙｔｏｃｈｅｌａｔｉｎｓ ｊｏｉｎｔｌｙ ａｌｌｏｗ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ｃａｄｍｉｕｍ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒｗｏｒｔ Ｍａｒｃｈａｎｔｉａ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ[Ｊ] . Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ２０２３ꎬ２０９:１０５３０３.

[４３] Ｌｉｕ ＬꎬＬｉ ＹꎬＣｈｅｎ Ｇꎬｅｔ ａｌ. Ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ｔｏ ｍａｉｎｔａｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ
[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０２３ꎬ３０(１):８６.

[４４] Ｋｏｂｙｌｉｎｓｋａ ＡꎬＰｏｓｍｙｋ Ｍ Ｍ. Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｔｏｂａｃｃｏ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｅｌｌｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｐｂ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ[ Ｊ] .
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２０２１ꎬ２２(２４):１３３６８.

[责任编辑:杜忆忱]

—４３１—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉


