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拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ对
细胞程序性死亡形态的影响

曾洁媛，徐　娅，李　念，?秋霞，郭丽红

（昆明学院 云南省高校特色生物资源开发与利用重点实验室，云南 昆明 ６５０２１４）

摘要：实验以热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ不同基因型（野生型 Ｗ和沉默型 Ｎ）的拟南芥为材料，诱导其形成愈伤组
织，将愈伤组织进行悬浮培养至单细胞，热激处理后，经过ＤＡＰＩ染色，在荧光显微镜下观察细胞涂片．结果
表明，野生型拟南芥的单细胞均呈大小一致的完整圆形，且染色均匀，为正常的细胞形态．基因沉默型局部
发生细胞质的浓缩，出现凋亡小体，说明拟南芥热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ对细胞程序性死亡有一定的抑制作用．
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　　 植物在高温胁迫下会产生热激反应，热激转录
因子（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ＨＳＦｓ，又称热激
因子）作为真核生物热激反应中最主要的转录调控

因子［１］，在热胁迫下会诱导热激蛋白（ｈｅａｔｓｈｏｃｋ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＳＰ）表达［２－４］．拟南芥中存在２１个 ＨＳＦｓ，
分为ＨＳＦＡ，ＨＳＦＢ，ＨＳＦＣ这３类，有研究［５－７］表明，

ＡｔＨｓｆＡ１ａ是ＨＳＦＡ类中参与逆境调控的重要转录因
子．另外，有大量研究［８－１１］已证明逆境胁迫如热激、

低温、盐害、低氧、金属离子等会引起细胞程序性死

亡（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ，ＰＣＤ）．ＰＣＤ是一个由基
因决定的自动结束生命的过程，它表现出特有的细

胞学特征，具有复杂的生化基础．此外，大量研
究［１２－１４］表明，在逆境胁迫下植物会出现细胞程序性

死亡的形态和生化特征．而关于植物中热激因子与
细胞程序性死亡的关系研究相对较少，且尚不清楚

热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ是否调控ＰＣＤ．



为了研究拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ对高温胁
迫下细胞程序性死亡形态的影响，以热激因子

ＡｔＨｓｆＡ１ａ不同基因型（野生型 Ｗ和沉默型 Ｎ）的拟
南芥为实验材料，诱导其形成愈伤组织，将愈伤组织

进行悬浮培养至单细胞，在热激处理后，用 ＤＡＰＩ进
行染色，制成细胞涂片在荧光显微镜下观察，从而得

出拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ对高温胁迫下 ＰＣＤ形
态的影响．本研究结果可为揭示拟南芥热激因子
ＡｔＨｓｆＡ１ａ的调控机理奠定理论基础，并对研究植物
耐逆境反应的机理有着显著的意义．

１　材料与方法

１１　材料
实验材料为拟南芥哥仑比亚种（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

ｔｈａｌｉａｎａ，ＥｃｏｔｙｐｅＣｏｌｕｍｂｉａ）：ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因沉默的转
基因植株（简称Ｎ）和野生型（简称Ｗ），由昆明学院
郭丽红老师实验室提供．
１２　方法
１２１　拟南芥ＡｔＨｓｆＡ１ａ不同基因型幼苗栽培

用０１％的ＨｇＣｌ２和７０％的乙醇进行种子灭菌

处理后，接种于ＭＳ固体培养基［１５］中，置于２５℃光
照下萌发（如下图１中 Ａ）．待种子长出３或４片真
叶，把小苗移至土壤中，用保鲜膜将盆口遮盖，再放

入生长室（如下图１中 Ｂ所示），遮阴培养３ｄ后将
膜去掉，然后进行恒温培养，如图下 １中 Ｃ～Ｆ所
示，４周后选取生长一致的幼苗作为实验材料．

１２２　拟南芥 ＡｔＨｓｆＡ１ａ不同基因型愈伤组织的
诱导

　　取野生型拟南芥和沉默型拟南芥叶片，用无菌水

冲洗干净后，再依次用７５％乙醇和０１％的ＨｇＣｌ２灭
菌．将灭菌后的拟南芥叶片切成边长为０５ｍｍ的正
方形叶片，将其置于愈伤组织诱导培养基（ＭＳ培养基
添加２，４－Ｄ０００３ｇ／Ｌ，６－ＢＡ００００３ｇ／Ｌ）上，在
２５℃温度条件下光照培养，观察愈伤组织状态．
１２３　拟南芥 ＡｔＨｓｆＡ１ａ不同基因型悬浮细胞的
获得

　　按愈伤组织与液体培养基（以ＭＳ培养基为基本
培养基，添加２，４－Ｄ０００３ｇ／Ｌ，６－ＢＡ００００３ｇ／Ｌ）
１∶５的比例（即Ｖ１∶Ｖ２＝１∶５），置于培养瓶中．在１２０～
１４０ｒ／ｍｉｎ，（２６±０５）℃的摇床中进行振荡悬浮培养，
每周更换新鲜液体培养基两次，每次更换１／３，直至
获得分散的单个悬浮细胞．
１２４　荧光显微镜观察细胞程序性死亡的形态
特征

　　取两种类型拟南芥单细胞在４２℃下热激处理
３０ｍｉｎ后，涂在载玻片上，用０１％的多聚甲醛固定
３０ｍｉｎ，用ＰＢＳ缓冲液洗５ｍｉｎ．将制备好的装片，用
质量浓度为０００５ｍｇ／Ｌ的 ＤＡＰＩ染液染色１０ｍｉｎ，
用盖玻片封片，避光条件下将制作好的装片放到载

物台上，用荧光正置显微镜在３５９ｎｍ激发光下观察
拟南芥细胞形态学变化．

２　实验结果

２１　拟南芥不同基因型愈伤组织的获得
本实验采用 ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因沉默的转基因植

株为实验材料，拟南芥 ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因沉默的表达
构造如下图 ２中 Ａ所示，具体过程为克隆 ＡｔＨｓ
ｆＡ１ａ的近 Ｃ－末端基因片段（Ｃ－ＡｔＨｓｆＡ１ａ），将
两个反向重复的 Ｃ－ＡｔＨｓｆＡ１ａ序列克隆进入植物
发夹 ＲＮＡ表达载体，构建使拟南芥内源 ＡｔＨｓｆＡ１ａ
基因特异性沉默的发夹 ＲＮＡ表达载体．采用农
杆菌介导转基因方法，结合分子生物学方法，如

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ等方法筛选出稳定、有效的内
源 ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因沉默的转基因拟南芥植株．将
ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因沉默的转基因植株（简称 Ｎ）和野
生型（简称 Ｗ）进行培养，下图 ２中 Ｂ所示栽培
的沉默型拟南芥和野生型拟南芥在外部形态特

征上并无较大的差别，表现形式也基本相同，可

以用作后续的实验材料．为了研究拟南芥热激因
子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ对热胁迫下细胞程序性死亡影响，获
得拟南芥单细胞是必要的．因此，取拟南芥叶片
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培养获得愈伤组织（如下图 ２中Ｃ所示），将培养
好的不同基因型的拟南芥（野生型和沉默型）愈

伤组织，放入液体 ＭＳ培养基中，不断继代培养直
至获得单细胞．

２２　拟南芥热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ对细胞程序性死亡
形态的影响

　　不同基因型的拟南芥（野生型和沉默型）的单细
胞，在４２℃下热激处理３０ｍｉｎ后，通过ＤＡＰＩ染色后
封片，在荧光显微镜下观察（如下图３），结果如下．

由图３可以看出，野生型拟南芥的单细胞均呈
大小一致的完整圆形，且染色均匀，为正常的细胞形

态；基因沉默型局部发生细胞质的浓缩，出现凋亡小

体．初步说明热胁迫下拟南芥热激因子ＡｔＨｓｆＡ１ａ对
细胞程序性死亡有一定的抑制作用．

３　讨论

研究结果表明，植物在高温中数小时会快速诱

导一系列热激基因的表达，热激基因的产物热激蛋

白（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＨＳＰ）可以使细胞的机体免
受逆境的伤害．热激蛋白基因的表达是热激转录因
子调控，它在ＨＳＰ基因转录时可以与其一段保守基
因序列—启动子区的热激元件（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｄｅｍｅｎ，
ＨＳＥ）特异性结合，从而起到调控热激蛋白基因的开
启和关闭的作用，完成相应的生物学功能．

为了研究拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ对 ＰＣＤ形
态的影响，本实验采用 ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因沉默的转基因
植株和野生型植株为实验材料，ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因沉默
的转基因植株由于 ＡｔＨｓｆＡ１ａ基因的沉默，则在热激
诱导下不会产生其调控蛋白，不会发生相应的调控

反应．而野生型在热激下则会产生其调控蛋白，从而
发生相应的调控反应．对不同基因型的拟南芥的单
细胞热激后进行 ＤＡＰＩ染色，在荧光显微镜下用
３５９ｎｍ激发光观察结果（结果如图３所示），发现野
生型拟南芥的对照组单细胞均呈大小一致的完整圆

形，且染色均匀，为正常的细胞形态；基因沉默型对

照组局部发生细胞质的浓缩，出现凋亡小体．初步说
明热胁迫下拟南芥热激因子 ＡｔＨｓｆＡ１ａ对细胞程序
性死亡有一定的抑制作用，从而保护植物免受逆境

的伤害．关于ＨＳＦ对 ＰＣＤ的调控，在动物中获得了
一些有价值的研究成果．研究显示，ＨＳＦ１可以调控
肠癌细胞的抗细胞凋亡基因 ＢＡＧ３和 ＸＡＦ－１的表
达［１６－１７］，也可以调控干细胞中与 ＰＣＤ相关基因
ＦａｓＬ的表达［１８］．但是对于植物中 ＨＳＦ与 ＰＣＤ的直
接关系研究则相对较少，且尚不清楚热激因子

ＡｔＨｓｆＡ１ａ是否调控ＰＣＤ相关基因的表达，这还需要
进一步研究．从分子水平鉴定拟南芥热激因子
ＡｔＨｓｆＡ１ａ与逆境中ＰＣＤ的关系，对于揭示热激因子
ＡｔＨｓｆＡ１ａ的调控机理具有重要的意义．本研究将为
进一步研究植物在逆境中的适应机理奠定理论基

础，对改善植物耐逆性具有重要意义．
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