
 
第 36卷第 4期                       湖南农业大学学报(自然科学版)                         Vol .36 No.4 

2010 年 8 月              Journal of Hunan Agricultural University (Natural Sciences)                Aug．2010 

 

DOI:10.3724/SP.J.1238.2010.00385 

研磨诱导法建立水稻细胞凋亡体系 
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摘  要：为了建立一种便捷、经济、耗时短并能应用于水稻细胞凋亡研究的体系，运用研磨法建立水稻细胞（团）
体系，该体系经过 500 mg/L水杨酸、250 mmol/LCaCl2、ZnCl2和MgCl2诱导，应用琼脂糖凝胶电泳检测. 结果显示，
体系在水杨酸诱导 6 h后，便出现小于 1 kb的小片段，并随着时间的延长，小片断显著增加．CaCl2、ZnCl2和MgCl2
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诱导 4 h后，均能使DNA片段化，并产生典型的DNA Ladder现象，由此可以初步断定已建立起细胞凋亡体系． 
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Abstract：In order to establish a convenient, economical and short time-consuming system which can be applied for the 
research of apoptosis in rice cell, rice cell (cell mass) system was established by the grinding method, and then was induced 
by 500 mg/L salicylic acid, 250 mmol/L CaCl2, ZnCl2 and MgCl2 respectively. The results were determined by gel 
electrophoresis. This study showed that DNA fragments smaller than 1 kb appeared in the system induced by salicylic acid 
for 6 h, and the number of small fragments increased substantially with the treating time lasting, while the systems induced 
by CaCl2, ZnCl2 and MgCl2

 

 were all able to induce DNA fragmentation in 4 h, producing the typical DNA ladder. 
Therefore, it can be concluded preliminarily that cell apoptotic system has been established successfully. 
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植物细胞凋亡的研究逐步深入，但植物细胞凋
亡的同步性低，凋亡时间短，细胞内各种因子相互
作用，调控机制极其复杂，使分子生物学技术应用
于细胞凋亡的研究仍存在很大困难[1-3]．近年来，建
立悬浮细胞体系和非细胞体系研究细胞凋亡的模
式，弥补了上述不足．这2种体系都需要进行细胞
培养，建立悬浮系统所需时间长，技术要求较高，
特别是对于禾本科植物，如水稻，建立悬浮系统非
常困难．非细胞体系更是需要制备原生质体，周期
长，技术难度大．笔者尝试运用研磨法建立水稻细
胞(团)体系，经过水杨酸、CaCl2、MgCl2、ZnCl2

处理[4-8]

1  材料与方法 

，试图建立一种便捷、经济、耗时短、能应
用于水稻细胞凋亡研究的体系，现将结果报道如下． 

1.1  水稻研磨细胞(团)体系的建立 

水稻新香优80，种子发芽，27 ℃、弱光条件下
水培，至苗长10 cm，选取绿色健康的嫩苗，剪碎，
加入液氮研磨成粉后，转移至4%的蔗糖溶液，在溶
液中加入诱导剂，110 r/min，27 ℃振荡培养. 

1.2  水稻研磨细胞(团)的处理 

(1) 用500 mg/L水杨酸蔗糖溶液处理液氮研磨
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的细胞(团)，以不加水杨酸的蔗糖溶液培养液氮研
磨的细胞(团)为对照，12 h内每隔3 h分别取样提取
DNA，1%琼脂糖凝胶电泳检测. 

(2) 分别用含250 mmol/L CaCl2、250 mmol/L 
MgCl 2、250 mmol/L ZnCl2

1.3  DNA的提取与检测 

的蔗糖溶液处理液氮研
磨的细胞(团)，以蔗糖溶液培养液氮研磨的细胞(团)
为对照，分别于3、6 h后取样，提取DNA，1%琼脂
糖凝胶电泳检测. 

每隔 3 h取 1 组处理与对照，分别用布氏漏斗
抽漏干净，蒸馏水洗 3 次，然后分别再用液氮研磨.

每 0.5 g样品加入 2 mL预热(60 ℃)的DNA提取缓冲
液(2% CTAB，1.4 mol/L NaCl，20 mmol/L EDTA，
100 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0，0.2% β-巯基乙醇，
1% PVP)充分混匀；60 ℃水浴 60 min，其间摇匀
几次；加入等体积氯仿∶异戊醇(24∶1)轻摇混合，
12 000 r/min 4 ℃离心 5 min，取上清；重复上述步
骤 2 次；取上清，加入 2 倍体积的冷无水乙醇轻柔
混匀，12 000 r/min 4 ℃离心 5 min；弃上清，沉淀
用 70%乙醇洗涤 1 次，12 000 r/min 4 ℃离心 1 min；
DNA沉淀干燥，加入TE和RNase，37 ℃水浴 30 min；
加入等体积氯仿∶异戊醇(24∶1)混匀，12 000 r/min 

4 ℃离心 5 min；取上清，加入 2 倍体积冷无水乙醇，
12 000 r/min 4 ℃ 离心 5 min；弃上清，加入 50 
μLddH2

2  结果与分析 

O，离心，备用．1%的琼脂糖凝胶电泳检测
所提取的DNA质量. 

2.1  水杨酸处理对水稻研磨细胞(团)DNA 的影响 

由图1可以看出，未经水杨酸处理的水稻研磨
细胞(团)均无明显降解(2、4、6、8泳道)．而经500 

mg/L 水杨酸处理 3 h后，水稻研磨细胞(团)的DNA

出现了降解，只是此时DNA片段较大(3～5 kb)(1泳
道)．随着处理时间的延长，DNA降解加剧．6 h后
出现少量1 kb以下的小片段(3泳道).9 h以后，小片段
显著增加(5、7泳道)．但水杨酸处理并没有诱导水
稻产生典型的DNA Ladder现象． 

 

 

 

 

 
 

1、3、5、7 分别是 3、6、9、12 h 处理组 DNA ladder 检测；2、4、
6、8 分别是 3、6、9、12 h 对照组 DNA ladder 检测；M  Ladder marker. 

图 1  水杨酸处理水稻研磨体系后 DNA 的变化 
Fig. 1  The changes of DNA in the grinded rice cell (cell mass) treated 

with SA 

2.2  Ca2+和Mg2+及Zn2+

根据杨征等

对水稻研磨细胞(团)DNA的

影响 
[6]的研究，250 mmol/L CaCl2处理

水稻愈伤组织，其DNA在4 h后发生明显降解，因而
选择250 mmol/L的CaCl2、MgCl2、ZnCl2处理水稻
研磨细胞(团)，4 h后提取DNA，并检测DNA的变化
情况，由图2可以看出，250 mmol/L CaCl2、ZnCl2

和MgCl2处理4 h后，DNA均发生降解，形成典型的
DNA Ladder带，而且CaCl2和MgCl2

 

诱导效果大致
相当． 

 
 
 
 
 
 

1  ZnCl2处理；2  CaCl2处理；3  MgCl2

图 2  CaCl

处理；4  对照；M  Ladder 
marker. 

2和MgCl2及ZnCl2

Fig.2  The changes of DNA in the grinded rice cell (cell mass) treated 
with CaCl

处理水稻研磨体系后DNA的

变化  

2，MgCl2，ZnCl
 

2 

3  讨  论 

研究[8-10]揭示，经历细胞凋亡过程的细胞会呈
现体积缩小，染色质凝集、断裂、趋边化，细胞器
解体、消失，细胞膜发泡形成凋亡小体(其中包含有
凝集的细胞断片和细胞器)等变化．分子生物学证据
也逐步被阐明：细胞染色质DNA 在核小体连接部位
断裂，其片段大小为200 bp的倍数，经琼脂糖凝胶
电泳可见到特征性的DNA 梯度 [11]．本试验中

 1    2    3   4    5    6   7    8   M 
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CaCl2、MgCl2以及ZnCl2均诱导水稻研磨细胞(团)
产生典型的DNA Ladder现象，表明CaCl2、MgCl2

及ZnCl2能诱导水稻细胞凋亡．而杨征等[6]报道，受
Ca2+、Mg2+

研究发现，在动物的凋亡中还存在不形成DNA 
Ladder的降解途径

诱导的水稻愈伤组织产生DNA片段化，
但并不形成DNA Ladder.笔者分析认为，水稻愈伤组
织中各细胞同步性差，细胞凋亡时染色质DNA 降解
程度不一致．而采用液氮研磨时的低温在一定程度
上促使细胞同步化，从而呈现典型的DNA Ladder
现象. 

[12]，这在植物细胞凋亡的研究中
也有同样的发现．大量证据表明，DNA降解为180 bp
或180 bp倍数的寡核苷酸并非是所有细胞凋亡特有
的现象，某些凋亡细胞并不出现梯状DNA图谱[13].
水杨酸生物合成能被各种逆境激发的活性氧激
活[3-4]．它接受上游活性氧信号、cAMP信号、Ca和
H+的浓度信号而作为信使.在下游可以通过调节一氧
化氮合成菌酶(NOS)和乙烯来导致凋亡，也可以直接
导致凋亡[14]．另一方面，它也可以通过MAPK级联
反应或其他途径来调控防御基因表达[15]

笔者参考杨征等

．本试验结
果也进一步证实了这一观点，即水杨酸能诱导水稻
细胞产生DNA片段化，但并不形成DNA Ladder． 

[6]的研究，以水杨酸、CaCl2、
MgCl2以及ZnCl2处理水稻研磨细胞(团)，可以初步断
定应用研磨诱导法已建立起细胞凋亡体系．将水稻幼
苗液氮冷冻研磨成小的细胞团，确实造成了一些细胞
的坏死．但由于液氮的速冻作用，大量的细胞得以存
活．细胞凋亡是多细胞生物体在发育过程中或在某些
环境因子的作用下发生的受基因调控的主动死亡方
式．细胞凋亡中染色体DNA的断裂是个渐进的过程，
染色体DNA先在内源性的核酸水解酶的作用下降解
为50~300 kb的大片段，然后大约30%的染色质DNA
在Ca2+和Mg2+

应用研磨法建立细胞凋亡体系，有以下优点：
1) 周期短．从种子萌发到研磨体系的建立大概只需
7~9 d. 2) 技术要求低．只需种子发芽成苗后研磨成
小细胞团．3) 所需药品少，不需要特殊仪器设备．研

磨诱导法获得的凋亡细胞与其他体系诱导获得的
凋亡细胞在细胞形态建成、生理生化变化等方面情
况是否一致还需比较，因此该体系能否可以直接用
于研究细胞凋亡机制还有待进一步的探讨． 

依赖的核酸内切酶作用下，在核小体单
位之间被随机切断，形成180~200 bp核小体DNA多聚
体．在琼脂糖凝胶电泳检测时表现为Ladder带．而细
胞坏死则不会出现这种现象．也正由于这一特殊性，
可以忽略研磨造成的坏死细胞的影响． 
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