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摘要: 1-戊烯-3-酮(1-penten-3-one)作为挥发性气体能够诱导拟南芥叶肉细胞早期信号的产生和抗虫性的

增加。为了探究质膜NADPH氧化酶在1-戊烯-3-酮诱导的拟南芥抗虫防御反应中的作用, 本研究以野生

型拟南芥和2种拟南芥质膜NADPH氧化酶的突变体(Atrbohd和Atrbohf)为实验材料, 通过生物学实验的测

定和实时定量荧光PCR技术研究1-戊烯-3-酮诱导的野生型拟南芥与突变体不同的抗虫性。结果表明, 用1-
戊烯-3-酮熏蒸可以诱导拟南芥NADPH氧化酶基因的表达, NADPH氧化酶通过影响小菜蛾的取食行为来

提高拟南芥抵御虫害的能力, 并参与1-戊烯-3-酮熏蒸诱导的拟南芥防御基因Thi2.1、VSP1、PDF1.2和
VSP2的表达。本研究以期为揭示NADPH氧化酶在1-戊烯-3-酮诱导拟南芥抗虫性增强过程中的分子机制

提供一些理论依据。
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Abstract: As a volatile gas, ethyl vinyl ketone (1-penten-3-one) can trigger early signal generation and boost 
the insect resistance of Arabidopsis thaliana mesophyll cells. To investigate the role of plasma membrane 
NADPH oxidase in insect resistance in Arabidopsis induced by 1-penten-3-one, biological tests and real-time 
quantitative PCR were performed in WT Arabidopsis and two mutants of NADPH oxidase in plasma mem-
brane (Atrbohd and Atrbohf). The results showed that fumigation with 1-pentene-3-one could stimulate the 
expression of NADPH oxidase gene in Arabidopsis, and NADPH oxidase may enhance Arabidopsis's capacity 
to resist insect pests by affecting the eating habits of Plutella xylostella. Additionally, NADPH oxidase contrib-
uted to the expression of the defense genes Thi2.1, VSP1, PDF1.2, and VSP2 in Arabidopsis, which are stimu-
lated by 1-pentene-3-one fumigation. This study aims to provide theoretical support for the molecular mech-
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由于自身的不可移动性, 植物更容易在各种逆

境中遭受到侵染或虫害。植物在遭受到昆虫取食或

病菌侵染等生物胁迫时, 会迅速合成并释放叶片挥

发性有机化合物(volatile organic compounds, VOCs) 
(Matsui和Koeduka等2016; Tanaka等2018), 包括氧

化脂质、C5挥发物和绿叶挥发物(green leaf vola-
tile, GLVs)等。这些气体信号能够通过信号交流而

使得周围其他植物提前做好准备以应对昆虫取食、

病菌侵染和冷胁迫等主要伤害(Engelberth和Engel-
berth 2020), 这是植物在面对即将来临的胁迫时

增强自身抵抗力或耐受力的一种基本防御机制

(Farmer 2001)。近年来, 植物氧化脂质(oxylipin)家
族物质参与植物防御机制的研究重新吸引了人们

的兴趣(Pretorius等2021)。这些氧化脂质虽然生物

合成和结构不同, 但是它们大部分的生物活性是

由茉莉酸(jasmonic acid, JA)感知识别或通过反应

性亲电物质来介导的(Farmer和Mueller 2013)。通

常把含有α,β-不饱和羰基结构的物质统称为反应

性亲电物质(reactive electrophilic substances, RES) 
(Farmer和Davoine 2007)。值得注意的是, 邻苯二

胺(12-oxo-phytodienoic acid, OPDA)以及其他含有

α,β-不饱和羰基的环戊烯酮类物质均能诱导与胁迫

响应和次生代谢相关的基因表达(Mueller等2008)。
(E)-2-己烯醛也是一种反应性亲电物质, 研究表明

它能诱导并提升植物对真菌的抵抗能力(Kunishi-
ma等2016), 并且在植物遭受到昆虫取食(Paré和
Tumlinson 1997)或细菌感染(Heiden等2003; Shioji-
ri等2006)时均会快速合成和释放。丙二醛(malon-
aldehyde, MDA)是含有α,β-不饱和羰基的最小分

子, 番茄植株在感染灰霉病(Botrytis cinerea)期间, 
MDA可增加外源JA和水杨酸(salicylic acid, SA)的
含量从而提高了植株抗性(Schmid-Siegert等2012)。
1-戊烯-3-酮(1-penten-3-one)是一种包含有α,β-不饱

和羰基的C5挥发物, 广泛存在于拟南芥、番茄和芒

果等植物中, 冻害损伤的大豆叶片在氧化应激状

态下会释放大量1-戊烯-3-酮(Fisher等2003)。研究

发现当菜粉蝶取食拟南芥后, 1-戊烯-3-酮作为植

物虫害诱导挥发物(herbivoreh induced plant vola-
tive, HIPV)被诱导并释放(Poecke等2001), 并且能

激活拟南芥中的防御基因表达(Alméras等2003)。
活性氧 (reactive oxygen species, ROS)在植物

的防御反应中起着关键作用, 植物在遭遇胁迫后

体内会快速积累ROS作为病菌或昆虫袭击的第一

道屏障(Powell等2006; Kerchev等2012)。H2O2作为

高度稳定的一种ROS在植物防御中起着关键作用, 
它可以通过细胞壁蛋白的氧化交联、调节宿主防

御相关基因, 诱发植物局部及系统防御反应, 最终

减轻植物受昆虫取食的伤害(Maffei等2007; Torres 
2010; Orozco-Cárdenas和Ryan 1999; Zebelo和Maf-
fei 2015)。这表明ROS在植物抗虫响应中起到了

系统性信号的作用(Baxter等2014)。植物细胞膜上

的NADPH氧化酶是哺乳动物呼吸迸发氧化酶(re-
spiratory burst oxidase homologue, RBOHs)的同源

物, 研究证明NADPH氧化酶产生超氧化物以及超

氧化物歧化酶的特定位点与H2O2积累的胞外位置一

致, 同时在拟南芥中发现NADPH氧化酶在响应各

种因非生物和生物胁迫而产生的系统性ROS信号

中发挥了核心作用(Suzuki等2011; Miller等2009)。
拟南芥的RBOH家族有10个成员(AtRBOHA~AtR-
BOHJ), 其中AtRBOHD和AtRBOHF在整个植物体

中表达(Kadota等2015)。RBOH基因的时空差异表

达有助于调节依赖于NADPH氧化酶的ROS的产

生和信号通路(Morales等2016), 已证明RBOHD和

RBOHF参与植物防御反应并诱导ROS的产生(Du-
biella等2013; Suzuki等2011)。

我们前期的研究发现, 1-戊烯-3-酮能够作为

一种防御信号物质诱导拟南芥对小菜蛾抗虫性的

增强(董杉杉等2016), 还发现1-戊烯-3-酮通过激活

拟南芥叶肉细胞质膜NADPH氧化酶的活性从而诱

导细胞防御早期信号的产生(季亚溪等2018)。但

NADPH氧化酶在1-戊烯-3-酮诱导的拟南芥抗虫防

御反应中的作用尚未可知。本研究以野生型拟南

芥和2种拟南芥质膜NADPH氧化酶的突变体(Atr-
bohd和Atrbohf)为实验材料, 通过生物学实验的测

anism of NADPH oxidase in increasing insect resistance in Arabidopsis induced by 1-pentene-3-one.
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定和实时定量荧光PCR技术, 研究1-戊烯-3-酮诱导

的野生型拟南芥与突变体不同的抗虫性, 以期揭

示NADPH氧化酶在1-戊烯-3-酮诱导拟南芥抗虫性

增强过程中的分子机制。

1  材料与方法

1.1  实验材料

本研究用到的植物材料为拟南芥(Arabidopsis 
thaliana L.)野生型(Col-0)幼苗和拟南芥质膜NA-
DPH氧化酶突变体(Atrbohd和Atrbohf)幼苗。将每

种拟南芥种子在4°C春化24 h后均匀播种于育苗盒

中(长3 cm, 宽3 cm, 高5 cm), 并置于拟南芥培养箱

(Percival, I-36VL)中培养, 光照/黑暗=16 h/8 h, 光照

强度80~110 μmol·m−2·s−1, 温度(22±1)°C, 湿度70%。

培养2周后, 选取健康且长势一致的幼苗进行实验。

本实验中所用昆虫材料为小菜蛾(Plutella xy-
lostella L.), 由河南省济源科云生物公司购买虫卵, 
并置于光照强度80~110 μmol·m−2·s−1、温度(26±1)°C、
湿度50%的培养箱中孵化, 2~3 d后幼虫孵出, 用人

工饲料培养1~2 d后, 选取长势一致的小菜蛾幼虫

进行昆虫体长体重和取食拟南芥叶面积的实验。

本实验中所用试剂1-戊烯-3-酮(≥97%)和甲

醇(methanol)均购自Sigma-Aldrich, 取1-戊烯-3-酮
溶于甲醇配制成40 μmol·L−1的1-戊烯-3-酮溶液, 密
封好后置于4oC冰箱中贮存待用。

1.2  实验方法

1.2.1  熏蒸处理

熏蒸处理方法参考董杉杉等(2016)文献, 熏蒸

浓度参照Alméras等(2003)文献。熏蒸处理使用容

积为2 L的钟形透明玻璃罩, 玻璃罩内放置滴加了

50 μL 1-戊烯-3-酮溶液的脱脂棉和4盆长势一致的

拟南芥幼苗, 使得玻璃罩内1-戊烯-3-酮的终浓度

为1 μmol·L−1, 并通过凡士林将玻璃罩与毛玻璃板进

行密封, 对照组内的脱脂棉上只滴加50 μL甲醇。

1.2.2  小菜蛾生长量和取食叶面积测定

小菜蛾处理方法参考董杉杉等(2016)文献。

对植株进行熏蒸处理24 h后分别编号分组, 每株接

种5头孵化1~2 d的小菜蛾幼虫, 接种完毕后立即用

透明塑料罩(高12 cm, 内径8 cm)将每个植株盖住, 
同时用保鲜膜封顶, 并在保鲜膜上扎小孔以保持

塑料罩内气体交换。处理组和对照组各使用20株
拟南芥, 取食7 d后从每组植株上取下100头幼虫进

行称重用于体重变化测定, 并拍照用于体长变化

测量; 对每组被取食后的拟南芥叶片也进行拍照, 
并利用Image J软件测量植株损失的叶面积值。

1.2.3  实时荧光定量PCR检测

对达到熏蒸时长的不同样品进行取样并立即

置于液氮中冷冻, 叶片总RNA的提取采用RNAperp 
Pure植物试剂盒, 购于TIANGEN公司, 提取完成后

检测所提取样品的RNA完整性。cDNA由500 ng总
RNA和Takara公司的逆转录酶(PrimeScript™ II 1st 
Strand cDNA Synthesis Kit)制备。反转录体系为20 
μL, 其中反转录酶混合体系12 μL、ddH2O 6 μL、
RNA 2 μL。样品混合好后放在PCR仪(S1000 Ther-
mal Cycler)中进行反转录(37°C 15 min, 85°C 5 s, 
4°C终止反应)。实时定量RT-PCR用购于Takara公
司的SYBR® Premix Ex TaqTM试剂盒, 将反转录得

到的cDNA稀释5倍作为模板, 20 μL体系中包括混

合体系9 μL、上下游引物(相关基因和引物序列见

表1)各0.5 μL、cDNA 2 μL和ddH2O 8 μL。采用两

步法进行PCR: 95°C 30 s; 95°C 5 s, 60°C 30 s, 40个
循环。选取ACTIN2为内参基因, 利用StepOnePlusTM  

Real-Time PCR仪(Applied Biosysteme公司)提供的

软件对结果进行分析。对照组目的基因表达量定

为1, 计算各处理组目的基因的相对表达量。

1.3  数据统计与分析       
数据进行处理和分析利用Excel软件和SPSS 

22。P<0.05为差异显著, P<0.01为差异极显著。结

果以平均值±标准差表示。使用Origin软件作图。

2  实验结果

2.1  1-戊烯-3-酮熏蒸诱导拟南芥NADPH氧化酶基

因的表达

为了研究NADPH氧化酶是否参与1-戊烯-3-酮
信号诱导的拟南芥抗虫防御反应, 对1-戊烯-3-酮处

理后拟南芥NADPH氧化酶基因RBOHD和RBOHF
进行荧光定量PCR验证, 分别检测拟南芥这两个基

因在1-戊烯-3-酮处理10 min、0.5 h和2 h后相对于

对照处理的基因表达量变化。结果表明, 与对照处

理相比, RBOHD (图1-A)和RBOHF (图1-B)基因在
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表1  实时定量PCR基因和引物序列

Table 1  qRT-PCR genes and primer sequences

基因名称	               正向引物(5′→3′)	                 反向引物(5′→3′)

RBOHD	 GATGGGAGACAGCAGGAT	 TTTCGACAAACAGGCAAC
RBOHF	 CCAATGTCCTGCGGTTTC	 TTGTTGTTTCGTCGGCTC
VSP1	 CGTATCCGTCACCTCCTCAT	 CGCCAAAGGACTTGCCCTAA
VSP2	 GTTAGGGACCGGAGCATCAA	 AACGGTCACTGAGTATGATGGGT
PDF 1.2	 CCATCATCACCCTTATCTTCGC	 TGTCCCACTTGGCTTCTCG
THI 2.1	 GTTCGTATACGTGAAGGGAGTA	 CACACACTACATATTATCGACT
ACTIN7	 CCATTCAGGCCGTTCTTTC	 CGTTCTGCGGTAGTGGTGA

1-戊烯-3-酮处理0.5和2 h后表达量均显著升高。

2.2  NADPH氧化酶增强1-戊烯-3-酮熏蒸诱导的拟

南芥抗虫性

为了探究NADPH氧化酶在1-戊烯-3-酮诱导的

拟南芥抗虫性增强过程中的作用, 本研究分别对

野生型拟南芥、突变体Atrbohd和Atrbohf进行1-戊
烯-3-酮熏蒸处理24 h, 之后用于小菜蛾喂养, 并在

小菜蛾取食不同植株1周后进行体长、体重变化的

测量。结果表明: 取食对照处理与1-戊烯-3-酮处理

的野生型拟南芥后, 小菜蛾体长增长量差异显著

(图2-A)。而取食对照处理与1-戊烯-3-酮处理的

Atrbohd和Atrbohf突变体后, 小菜蛾体长增长量在

两组间均未达到显著(图2-A)。幼虫体重也有同样

的变化趋势, 与对照处理相比, 取食1-戊烯-3-酮处理

的WT幼苗组的幼虫体重增长明显下降; 而取食突

变体Atrbohd和Atrbohf后, 1-戊烯-3-酮处理的幼虫

体重与对照处理的幼虫体重变化不明显(图2-B)。
在小菜蛾取食对照处理与1-戊烯-3-酮处理的

拟南芥1周后, 对WT、Atrbohd和Atrbohf三种基因

型拟南芥叶面积进行统计。结果如图2-C所示, 熏
蒸1-戊烯-3-酮的野生型拟南芥被取食面积显著低

于对照处理。而与对照处理的突变体组叶片叶面

积相比, 熏蒸1-戊烯-3-酮的Atrbohd和Atrbohf突变

体叶面积略微减少, 但均未达到差异显著。

2.3  NADPH氧化酶参与1-戊烯-3-酮熏蒸诱导的拟

南芥防御基因表达

我们之前的研究(董杉杉等2016)表明, 拟南芥

中防御基因的激活与抗虫防御反应的产生受到1-
戊烯-3-酮处理的强烈诱导。为了进一步证实1-戊
烯-3-酮诱导的拟南芥抗虫反应中是否有NADPH氧

图1  1-戊烯-3-酮处理后拟南芥中RBOHD和RBOHF基因的相对表达量

Fig. 1  Relative expression levels of RBOHD and RBOHF genes in Arabidopsis treated with 1-pentene-3-one

内参基因为ACTIN7且定义其表达量为1, 计算出各组基因的相对表达量(平均值±标准误, n=3)。图中不同小写字母表示

不同处理间的显著差异(P<0.05)。
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图2  小菜蛾取食不同处理的拟南芥后体长和体重的增长量及拟南芥叶面积的变化

Fig. 2  Growth in body length and body weight of Plutella xylostella after feeding on wild-type Arabidopsis  
under different treatments and changes in leaf area

A: 小菜蛾体长增长量; B: 小菜蛾体重增长量; C: 小菜蛾取食后的拟南芥叶面积变化。柱形图上方小写字母代表差异

显著性(独立样本t检验, P<0.05)。

化酶的参与, 本文探究了1-戊烯-3-酮处理8和16 h后
WT、Atrbohd和Atrbohf拟南芥中防御基因Thi2.1、
VSP1、PDF1.2和VSP2的表达情况。结果如图3-A
所示, 与对照处理相比, 1-戊烯-3-酮处理8 h诱导了

WT中Thi2.1的高表达量; 在Atrbohd中Thi2.1的表达

随处理时间的增加而减小, 而在Atrbohf中Thi2.1的
表达量则均显著低于对照处理。VSP1和VSP2是茉

莉酸防御响应基因, 参与影响植物的抗虫性(Gueri-
neau等2003)。由图3-B和D可知, 1-戊烯-3-酮处理8
和16 h均显著增强了WT中VSP1和VSP2的表达量; 
相反, 在Atrbohd和Atrbohf中防御基因VSP1和VSP2
的表达量都显著低于WT中的表达量。类似地, 1-
戊烯-3-酮处理8和16 h均引起WT中PDF1.2的表达

量显著增强, 而同等时间下在Atrbohd和Atrbohf中
PDF1.2的表达量均显著低于WT (图3-C)。

3  讨论

植物氧化脂质类化合物积极参与植物防御机

制, 在植物抵御病原体和害虫的防御机制中发挥作

用, 被认为是植物抵抗病原体和害虫的关键(Guim-
arães和Venâncio 2022), 其中含有α,β-不饱和羰基

结构的C5挥发物1-戊烯-3-酮也被发现能够诱导拟

南芥的抗虫防御反应(张庆花等2019)。植物在遭受

昆虫取食后会快速积累ROS (Torres 2010)。植物

NADPH氧化酶(呼吸迸发氧化酶同源物RBOHs)是
植物生物胁迫过程中ROS的主要来源(Wu等2013), 



植物生理学报  www.plant-physiology.com1032

图3  1-戊烯-3-酮处理后拟南芥叶片防御基因的表达

Fig. 3  Expression of defense genes in leaves of Arabidopsis treated with 1-pentene-3-one

A: Thi2.1; B: VSP1; C: PDF1.2; D: VSP2。内参基因为ACTIN7, 相对表达量表示为平均值±标准差(n=3)。不同小写字母

表示同一时间不同处理间的显著差异(P<0.05)。

先前的研究发现NADPH氧化酶RBOHD和RBOHF
在调节拟南芥芜菁花叶病毒(TuMV)感染周期中的

重要性(Otulak-Kozie等2020)。Maruta等(2011)从遗

传学角度上揭示了RBOHD和RBOHF对拟南芥叶

片响应JA过程中产生的ROS极其重要。拟南芥中

依赖于RBOHD的ROS产生能够用于响应病原体攻

击、损伤相关的分子模式和防御性代谢物; 真菌几

丁质也会诱导拟南芥中产生依赖于RBOHD的ROS 
(Lozano-Duran等2014; Monaghan等2014)。我们之

前的研究表明1-戊烯-3-酮通过诱导胞内H2O2含量

的增加而参与了拟南芥叶肉细胞响应其产生的早

期信号事件(季亚溪等2018)。本研究表明, 经1-戊
烯-3-酮熏蒸0.5和2 h后, 拟南芥中RBOHD和RBOHF
基因表达量显著提高(图1), 表明1-戊烯-3-酮熏蒸

的确诱导了NADPH氧化酶的表达。 
研究发现, NADPH氧化酶活性的丧失会影响

免疫反应和细胞死亡, 寄生线虫侵染拟南芥后, 可
以激活NADPH氧化酶RBOHD和RBOHF产生ROS, 
而缺乏RBOHD和RBOHF的植物在线虫感染时则

表现出更大的细胞死亡区域, 营养细胞的形成也

大大减少(Siddique等2014)。经1-戊烯-3-酮熏蒸处

理后, 被接种在野生型拟南芥上的小菜蛾与其对
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照组相比, 小菜蛾的体长和体重都受到明显的抑

制(图2), 说明1-戊烯-3-酮预处理可能诱导了拟南

芥的防御反应, 并通过影响小菜蛾的取食和抑制

它的生长来提高拟南芥的抗虫性。而接种在同样

是1-戊烯-3-酮熏蒸处理的2种突变体拟南芥Atr-
bohd和Atrbohf上的昆虫体长和体重却与对照无差

异, 表明NADPH氧化酶参与了1-戊烯-3-酮预处理

诱导的拟南芥抗虫防御反应。

茉莉酸(JA)是植物控制抗虫防御反应中最重

要的激素和中心防御信号, 昆虫取食后, 植物中JA
合成被迅速触发, 诱导大量防御相关基因表达(Li等
2022)。在水稻中发现受到褐飞虱(Nilaparvata lu-
gens)攻击后, 植株体内H2O2的含量随JA浓度急剧

增加而增加(Qi等2015)。本实验探究1-戊烯-3-酮
熏蒸处理野生型拟南芥Maruta和2种突变体拟南芥

Atrbohd和Atrbohf后防御基因Thi2.1、VSP1、PD-
F1.2和VSP2的表达情况。经典的JA响应基因包括

PDF1.2 (PLANT DEFENSIN1.2)和VSPs (VEGETA-
TIVE STORAGE PROTEIN), PDF1.2编码防御素, 
THI2.1编码一种硫蛋白, VSP1和VSP2是茉莉酸防

御响应基因(Guerineau等2003), 它们都参与昆虫诱

导的植物防御反应(张瑞鑫等2014)。在本研究中, 
与对照相比, 用1-戊烯-3-酮熏蒸处理的野生型植

物中JA相关基因的表达增加(图3), 这表明1-戊
烯-3-酮诱导的JA相关基因的上调使植物处于更具

抗逆性的状态, 以增强植物的防御能力。在Atrbohd
突变体中, Thi2.1在处理8 h的表达量较WT显著下

调, 而在处理16 h的表达量明显高于WT, 这揭示了

Thi2.1可能参与短时间内1-戊烯-3-酮处理诱导的拟

南芥防御反应。由图3-C可知, WT中PDF1.2在处

理8和16 h的表达量均显著高于对照, 而在2种突变

体中表达量则显著低于WT; 同时与WT相比, 2种突

变体中1-戊烯-3-酮处理8和16 h后VSP1和VSP2的
基因表达量均产生显著下降(图3-B和D)。以上结

果证明RBOHD和RBOHF的功能缺失整体抑制了

1-戊烯-3-酮诱导的防御基因的上调表达, 说明1-戊
烯-3-酮首先激活了NADPH氧化酶的活性, 进而作

用于JA防御信号途径, 诱导防御基因表达, 从而引

起拟南芥抗虫性的增强。

综上所述, 用1-戊烯-3-酮熏蒸可以诱导拟南芥

NADPH氧化酶基因的表达, RBOHD和RBOHF在经

1-戊烯-3-酮熏蒸后表达量显著升高, 说明NADPH
氧化酶参与了1-戊烯-3-酮诱导的拟南芥抗虫防御

反应; NADPH氧化酶通过影响小菜蛾的取食行为

来提高拟南芥抵御虫害的能力, 并参与1-戊烯-3-酮
熏蒸诱导的拟南芥防御基因Thi2.1、VSP1、PDF1.2
和VSP2的表达, 从而增强拟南芥抗虫防御反应。
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