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褪黑素通过抑制细胞程序性死亡延缓甜瓜叶片衰老提供证据
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二、检测离子 / 分子指标

K+

三、样品信息

甜瓜叶片叶肉细胞

四、中文摘要

叶片早衰限制作物生长而降低作物产量和

品质。褪黑素已被证明可以延缓叶片衰老；然而，

其潜在的机制仍然不清楚。我们发现褪黑素可

以抵消脱落酸（ABA）的作用，保护了光系统

II，延缓在光照下附着的成熟叶片的衰老。褪黑

素诱导了甜瓜 respiratory burst oxidase homolog 

D（CmRBOHD）的表达，促进 H2O2 积累。褪

黑素和 H2O2 都诱导了细胞质中自由 Ca2+ ( [Ca2+]

cyt) 的积累，而 Ca2+ 通道抑制剂抵消了褪黑素

和 H2O2 延缓 ABA 诱导叶片衰老的作用。在拟

南芥中过表达甜瓜 CmRBOHD 会诱导 [Ca2+]cyt

积累并延缓叶片衰老，而缺失 CmRBOHD 的同
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源基因 AtRBOHD 则会抑制褪黑素诱导的 [Ca2+]

cyt 积累并延缓 ABA 诱导的拟南芥叶片衰老。此

外，褪黑素、H2O2 和 Ca2+ 减弱了 ABA 诱导的

K+ 外排和细胞死亡。CmRBOHD 异源过表达和

AtRBOHD 基因缺失分别抑制和促进 ABA 诱导

的 K+ 外排。综上所述，我们的研究揭示了一种

新褪黑素延缓衰老的机制，褪黑素诱导 RBOHD

的表达和 H2O2 的产生，促进 [Ca2+]cyt 积累，抑

制 K+ 外流和细胞程序性死亡，进而延缓 ABA

诱导的叶片衰老。

五、离子 / 分子流实验处理方法

甜瓜幼苗和拟南芥用 100 μM 褪黑素、1 

mM H2O2 和 20 mM CaCl2 预处理甜瓜幼苗 12 h，

检测 K+ 离子时，先在测试液中检测 5 分钟作为

对照，然后替换含有 1 mM ABA 的测试液中进

一步记录 K+ 流速 10 分钟

六、离子 / 分子流实验结果

1 mM ABA 刺激显著诱导了甜瓜叶片叶肉

细胞内 K+ 外排，褪黑素、H2O2 和 CaCl2 处理减
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弱了 ABA 诱导的 K+ 外排。在 ABA 刺激下，

褪黑素、H2O2 和 CaCl2 预处理的叶肉细胞最

大 K+ 外排流速分别比对照低 63.2%、81.1% 和

78.0%（图 A）。另外，1 mM ABA 刺激还显著

诱导拟南芥叶片叶肉细胞内 K+ 外排，AtRBOHD

突变体明显促进 ABA 诱导的 K+ 外排，而

CmRBOHD 在拟南芥中过表达减弱了 ABA 诱导

的 K+ 外排。在 ABA 刺激下，atrbohd 突变体的

最大 K+ 流出量增加了 2.3 倍，而 CmRBOHD 过

表达系 #1、#2 和 #3 的最大 K+ 外排流速分别比

野生型拟南芥低 255.1%、63.0%和 23.4%（图B）。

七、其它实验结果

● 褪黑素通过拮抗 ABA，增加光合能力，延缓

附着的成熟叶叶片的衰老。

● Ca2+ 信号在褪黑素拮抗 ABA 延缓叶片衰老中

起着关键作用。

● RBOHD 介导的 H2O2 信号是褪黑素诱导的

[Ca2+]cyt 积累和拮抗 ABA 所必需的。

图 1. 褪黑素、H2O2 或 Ca2+ 对 ABA 处理下细胞 K+ 流速的影响。
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八、结论

褪黑素诱导 CmRBOHD 的表达和 H2O22 的

积累，H2O2 的增加诱导了 [Ca2+]cyt 积累，进一步

抑制了 K+ 的外排和细胞程序性死亡，从而延缓

ABA 诱导的附着成熟叶片的衰老，该项研究首

次表明 RBOHD‐ 依赖的 H2O2 信号和 [Ca2+]cyt 信

号通路参与了褪黑素拮抗 ABA 的作用以延缓叶

片衰老。

九、测试液

0.2 mM CaCl2, 0.5 mM KCl, pH 5.8
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