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摘 要：为了解色氨酸处理是否影响 sscd1的细胞死亡，以拟南芥野生型 Columbia(Col–0)和 sscd1突变体为试验

材料，用色氨酸处理，观察并统计幼苗的死亡情况，检测叶绿素含量，分析酪氨酸降解途径基因 HGO、MAAI和

SSCD1以及活性氧诱导基因 BAP1、OXI1、ZP的表达。结果表明：色氨酸处理能明显抑制 sscd1突变体幼苗死亡，

增加叶绿素的合成，抑制 sscd1突变体中酪氨酸降解途径基因 HGO和MAAI以及活性氧诱导基因 BAP1、OXI1、

ZP的上调。推测色氨酸可能通过增加叶绿素的生物合成，减少活性氧的产生来抑制酪氨酸降解途径突变体 sscd1

的细胞死亡。 
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Abstract: To understand whether tryptophan treatment affects the cell death of sscd1, we treated Arabidopsis thaliana 

wild type Columbia(Col-0) and tyrosine degradation pathway defect sscd1 mutant with tryptophan. We observed the 

phenotypes of seedlings, detected chlorophyll content and analyzed the expression of tyrosine degradation pathway genes 

and reactive oxygen species(ROS) inducible genes. The results showed that tryptophan treatment could significantly 

inhibit the death of sscd1 mutant seedlings, increase chlorophyll biosynthesis, and inhibit the up-regulation of tyrosine 

degradation pathway genes HGO, MAAI and ROS inducible genes BAP1, OXI1 and ZP in sscd1 mutant. This results 

indicated that tryptophan might inhibit cell death of the sscd1 mutant by increasing chlorophyll biosynthesis and reducing 

the production of ROS. 

Keywords: Arabidopsis thaliana; tryptophan; chlorophyll; sscd1 mutant; tyrosine degradation pathway 

 

                                                              
收稿日期：2020–09–21         修回日期：2020–11–29 
基金项目：国家“973”计划前期研究专项(2014CB160308) 
作者简介：曾祥如(1996—)，女，新疆玛纳斯人，硕士研究生，主要从事植物分子遗传学研究，1719809744@qq.com；*通信作者，任春梅，

博士，教授，主要从事植物分子遗传学研究，rencm66@163.com 



 
 

第47卷第4期      曾祥如等 色氨酸对拟南芥酪氨酸降解途径缺陷突变体 sscd1细胞死亡的影响       425 

 

酪氨酸降解途径分为 5步，首先酪氨酸经酪氨
酸氨基转移酶和对羟基苯丙酮酸双氧化酶的催化

生成尿黑酸，然后依次在尿黑酸 1,2–双加氧酶
(homogentisate1,2–dioxygenase，HGO)、马来酰乙酰
乙酸异构酶(maleylacetoacetate isomerase，MAAI)、
延胡索酰乙酰乙酸酶(fumarylacetoacetatehydrolase，
FAH)的作用下形成延胡索酸和乙酰乙酸，最后进入
三羧酸循环彻底分解[1–2]。 

SSCD1 基因编码催化酪氨酸降解途径最后一
步的酶—FAH[3]。动物中 FAH缺失导致酪氨酸降解
途径的中间代谢产物马来酰乙酰乙酸和延胡索酰

乙酰乙酸的积累，产生有毒的异常代谢产物–琥珀
酰丙酮[1]。血红素生物合成途径中，琥珀酰丙酮是

δ– 氨 基 酮 戊 酸 脱 水 酶 (δ–aminolevulinic acid 
dehydratase，ALAD)的抑制剂，而琥珀酰丙酮的积
累造成血红素合成受到抑制，从而引起 I 型遗传性
酪氨酸血症，导致肝脏损害[4–5]。在拟南芥中，编

码 FAH的 SSCD1基因突变后引起短日照下琥珀酰
丙酮累积和细胞死亡[3,6]。植物中叶绿素的合成和动

物中血红素的合成具有共同前体物质 δ–氨基酮戊
酸(δ–aminolevulinic acid，ALA)[7–8]。ZHI等[9]研究

发现，sscd1 突变体的死亡是由于琥珀酰丙酮的积
累影响了叶绿素正常合成，诱导活性氧大量产生，

从而诱发细胞死亡。 

色氨酸是具有多方面生理生化功能的芳香族氨

基酸[10]，不仅能参与动物体内蛋白质的合成，还有

助于烟酸及血红素的合成[11]。温燕梅[12]研究发现，

色氨酸能够改善由甲氨蝶呤引起的大鼠肠道损伤，

提高组织抗氧化能力并调节机体代谢。植物中，外

源添加色氨酸能提高香菇受热胁迫后菌丝的恢复能

力[13]；能促进小麦生长，提高它的抗氧化物酶活性

和光合特性[14]。为了解色氨酸处理是否能通过增加

酪氨酸降解途径突变体 sscd1 的抗氧化能力来抑制

细胞死亡，本试验以拟南芥野生型(Col–0)为对照材

料，sscd1突变体为试验材料，用色氨酸处理后对叶

绿素含量进行检测，通过 RT–qPCR，分析酪氨酸降

解途径关键基因及活性氧特异诱导基因的表达。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

拟南芥(Arabidopsis thaliana)野生型 Columbia 

(Col–0)由作物基因工程湖南省重点实验室植物信
号转导课题组提供；sscd1突变体由 HAN等[3]分离。 

1.2 主要试剂与仪器 

色氨酸；丙酮(80%)；种子消毒液(20% bleach + 
0.1% Triton X–100)；人工气候箱(PRX–450B，温度(22 
± 2) ℃，光照强度 80～120 μmol/(m2·s)，相对湿度
65%)；荧光定量 PCR 仪(Bio–RAD CFX connectTM 
optics Module)；紫外分光光度计(UV–1700)。 

1.3 方法 

1.3.1 拟南芥的培养 

表型观察材料的培养：消毒液浸泡拟南芥

Col–0 及 sscd1 突变体种子 10 min，用无菌水漂洗
2~3遍后，分别铺种于含不同浓度(0、0.1、0.5、1.0、
2.0 mmol/L)色氨酸的MS(1% 蔗糖)固体培养基上，
4 ℃春化 3 d，短日照下生长 6 d后观察拍照，并统
计幼苗死亡率。 
酪氨酸降解途径基因表达材料的培养：野生型

Col–0和 sscd1突变体种子灭菌后铺种在 MS(1%蔗
糖)培养基上，4 ℃春化 3 d，长日照下培养 7 d后转
入短日照培养 2 d(每日喷洒 2.0 mmol/L色氨酸)，第
3天光照 4 h后收取材料。 
叶绿素含量及活性氧诱导基因表达量检测材

料的培养：野生型 Col–0 和 sscd1 突变体种子灭菌
后铺种在含 2.0 mmol/L色氨酸的MS(1%蔗糖)培养
基上，4 ℃春化 3 d，短日照下培养 5 d，第 6天光
照 2 h后收取材料。 

1.3.2 叶绿素相对含量的测定 

采用丙酮法对拟南芥幼苗中叶绿素的含量进

行测定[15]。随机取未经色氨酸处理与色氨酸处理后

的材料各 0.05 g，吸干样品上的水分，液氮研磨后
置于装有 1 mL 丙酮(80%)的离心管中，4 ℃黑暗 24 
h，采用紫外分光光度计检测样品在 663 nm和 645 
nm 的吸光值。根据公式分别计算叶绿素 a 和叶绿
素 b浓度，相加即为叶绿素总浓度，再除以材料鲜
质量即得每克叶绿素含量[16]。3次重复，误差用 SE
表示。 

1.3.3 RNA 的提取与 RT–qPCR 分析 

随机选取新鲜叶片0.1 g，采用Trizol法提取材料
总RNA。采用荧光定量试剂盒(罗氏SYBR qPCR 
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Mix)进行RT–qPCR。以两步法程序[17]在荧光定量

PCR仪(Bio–RAD CFX connectTM optics Module)上
完成测序，引物序列见表1[18]，以ACTIN2为内参。
3次生物学重复。 

表 1 RT–qPCR 引物序列 
Table 1 Primer sequences for RT-qPCR 

基因名称 引物序列(5′—3′) 
ACTIN2 F AGCACTTGCACCAAGCAGCATG 

R ACGATTCCTGGACCTGCCTCATC 
HGO F GGAGATTGATTTCGTTGATGGGTT 

R GCGGAGTCTTTCATTCCTGTGTTA 
MAAI F GCTGGACTCTGCTACTGCGA 

R AGGGCGATACGGACACGATG 
SSCD1 F GACTCGCACTTCCCTATCCAG 

R GACCATCGAAAAGCCCAGCT 
BAP1 F ATCGGATCCCACCAGAGATTACGG 

R AATCTCGGCCTCCACAAACCAG 
OXI1 F GTTGAGGAAATCAAGGGTCATG 

R TGGACGATATTCTCCACATCC 
ZP F TACGAAGGAAAGAACGGAGGC 

R GGTATCGGCGGTATGTTGAGG 
 

1.3.4 数据分析 

基因表达数据在Excel中用 2–ΔΔCt 法进行分析。

运用 T–test评估数据间的差异显著性。 

2 结果与分析 

2.1 色氨酸处理对 sscd1 突变体幼苗生长的影响 

从图1可以看出，随着浓度的升高，拟南芥野
生型的幼苗生长受到明显抑制，叶片逐渐变小，茎

部及根部逐渐变短；2.0 mmol/L色氨酸处理后的
sscd1幼苗几乎没有根，浮于培养基表面；sscd1突
变体的萎蔫白化随浓度升高逐渐减少。叶片全部白

化表示细胞完全死亡[19]。从第6天开始，CK及仅添
加0.1 mmol/L色氨酸的处理，sscd1突变体幼苗出现
明显死亡现象；添加0.5、1.0 mmol/L色氨酸时，幼
苗死亡现象受到明显抑制；在添加2.0 mmol/L色氨
酸处理下，sscd1突变体与野生型Col–0表型无明显
差异。随短日照处理时间的增长(图2)，同浓度色氨
酸处理后的幼苗死亡率有所增加；但与对照相比，

当色氨酸浓度为0.5、1.0、2.0 mmol/L时，幼苗的死
亡率显著降低，尤其是2.0 mmol/L色氨酸处理后，
幼苗死亡率降低更加明显。说明色氨酸能够抑制

sscd1突变体的细胞死亡。 

 
a、b、c、d、e分别为色氨酸浓度为 0、0.1、0.5、1.0、2.0 mmol/L时拟南芥野生型 Col–0的表型；f、g、h、i、j分别为色氨酸浓度

为 0、0.1、0.5、1.0、2.0 mmol/L时拟南芥突变体 sscd1的表型。 

图 1 色氨酸处理后拟南芥野生型和 sscd1 突变体幼苗第 6 天的表型 
Fig.1 Phenotypes of seedlings of Arabidopsis thaliana wild type Columbia and sscd1 mutant treated with tryptophan at day 6 

 

 
不同小写字母表示同一时段各处理差异显著(P< 0.05)。 

图 2 不同浓度色氨酸处理下 sscd1 突变体幼苗的死亡率 
Fig.2 The death rate of sscd1 mutant seedlings treated with different 

concentrations of tryptophan 
 

2.2 色氨酸处理对酪氨酸降解途径 HGO、MAAI
和 SSCD1 基因表达的影响 

为了解色氨酸对酪氨酸降解途径的影响，对该

途径关键基因 HGO、MAAI 和 SSCD1 的表达情况
进行分析。从图 3可以看出，野生型拟南芥经色氨
酸处理后，HGO、MAAI和 SSCD1的表达量均明显
增加，与未处理材料相比差异显著；而突变体中，

HGO和 MAAI的表达均明显下调，约为未处理材料
的一半，说明在 sscd1 突变体中，色氨酸处理能抑
制 HGO和 MAAI的上调。 
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“*”表示差异显著(P< 0.05)；“**”表示差异极显著(P< 0.01)。 

图 3 色氨酸处理后酪氨酸降解途径基因 HGO、MAAI 和 SSCD1 的表达 
Fig.3 The expression of the tyrosine degradation pathway genes HGO, MAAI and SSCD1 after tryptophan treated 

 

2.3 色氨酸处理对叶绿素含量的影响 

为探究色氨酸是否通过影响叶绿素的生物合

成抑制 sscd1 突变体的细胞死亡，对拟南芥野生型
(Col–0)和 sscd1突变体叶绿素含量进行测定。从图 4  

 
图 4 色氨酸处理后拟南芥野生型和 sscd1 突变体短

日照 5 d 的叶绿素含量 
Fig.4 The chlorophyll content of Arabidopsis thaliana wild type 

Columbia and sscd1 mutant seedlings treated with 

tryptophan and short sunshine for 5 days  

可知，未经色氨酸处理时，野生型叶绿素含量明显

高于 sscd1突变体；用 2.0 mmol/L色氨酸处理后的
野生型与 sscd1 突变体的叶绿素含量与未经处理的
相比均有极显著差异(P<0.01)，说明色氨酸处理能
增加拟南芥叶绿素的生物合成。 

2.4 色氨酸处理对活性氧诱导基因的影响 

从图 5 可以看出，未经色氨酸处理时，sscd1
突变体中 OXI1、BAP1 及 ZP 的相对表达量都明显
高于野生型的；色氨酸处理后，OXI1和 BAP1的相
对表达量在野生型中略有降低，ZP的相对表达量略
有上升，但差异均不显著；色氨酸处理后的 sscd1
突变体中 OXI1、BAP1 及 ZP 的相对表达量均显著
下降，说明色氨酸处理能抑制 sscd1 突变体中活性
氧诱导基因的上调，减少活性氧的产生。 

 

 
“*”表示差异显著(P< 0.05)；“**”表示差异极显著(P< 0.01)。 

图 5 色氨酸处理后拟南芥野生型和 sscd1 中活性氧标记基因的表达 
Fig.5 The expression of ROS marker genes of Arabidopsis thaliana wild type Columbia and sscd1 mutant treated with tryptophan  

3 结论与讨论 

在 sscd1突变体中，由于 FAH的缺失，阻断了
酪氨酸降解，产生酪氨酸降解途径的异常代谢产物

琥珀酰丙酮。琥珀酰丙酮对生物细胞组织有毒害作

用，从而导致 sscd1突变体的细胞死亡[3]。ZHOU等
[6]研究发现，sscd1 突变体的细胞死亡与琥珀酰丙酮
的积累呈正相关。ZHI等[20]研究发现，sscd1突变体
的细胞死亡会伴随着酪氨酸降解途径基因 HGO 和
MAAI的表达上调，而且其死亡程度与该 2个基因的
表达上调呈正相关。说明 HGO和MAAI表达上调与

琥珀酰丙酮的积累呈正相关。本研究中，外源添加

色氨酸明显抑制了 sscd1突变体幼苗死亡；在 sscd1
突变体中，色氨酸处理后 HGO和MAAI表达与未处
理的相比都显著下降。说明色氨酸的处理减少了琥

珀酰丙酮的积累，从而抑制细胞死亡。 
在植物中，琥珀酰丙酮与叶绿素合成前体 ALA

具有类似结构[4–5]。ZHI 等[9]研究发现，琥珀酰丙酮

能够竞争性抑制 ALAD活性，导致叶绿素合成减少，
降低在短日照下光照–黑暗转换过程中叶绿素合成
途径的反馈抑制，造成 sscd1突变体中在黑暗下过度
积累原叶绿素酸酯(protochlorophyllide，Pchlide)，当
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再次光照时诱导产生大量的活性氧，从而导致细胞

死亡。本研究发现，色氨酸处理后，野生型和突变

体的叶绿素含量均有明显升高，说明色氨酸能促进

叶绿素的生物合成。OXI1是活性氧特异诱导表达的
标记基因，当植物中产生大量活性氧时，OXI1的表
达会迅速上调。单线态氧是活性氧的一种，BAP1和
ZP是单线态氧特异诱导表达基因。黑暗中过量累积
的 Pchlide在进入光照时会立即产生单线态氧，上调
BAP1 和 ZP 的表达[9]。本研究中，色氨酸处理后，

sscd1突变体中 OXI1、BAP1和 ZP的上调受到明显
抑制，推测可能是添加色氨酸后促进了叶绿素的生

物合成，增加了 sscd1 突变体在短日照下光照–黑暗
转换过程中叶绿素合成途径的反馈抑制，从而减少

了黑暗下 Pchlide的合成以及见光后活性氧的产生。 
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