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基于 mt-roGFP1 探针研究除草化合物对拟南芥

根尖细胞氧化还原电位的影响
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(华南农业大学 植物保护学院/绿色农药全国重点实验室, 广东 广州 510462)

摘要: 【目的】研究几种代表性商品化除草剂以及植物源除草化合物小檗碱及其类似物对拟南芥根尖细胞氧化还

原电位的影响。【方法】以靶向线粒体的氧化还原敏感绿色荧光蛋白（Mitochondria targeted redox-sensitive green

fluorescent protein, mt-roGFP1）标记的拟南芥转基因植株为材料，采用不同质量浓度的化合物处理不同时间后，

测定拟南芥根冠、分生区、过渡区和伸长区的细胞氧化还原电位的变化。【结果】经几种商品化除草化合物处理

后，拟南芥根部分生区的细胞氧化还原电位最小。从分生区到伸长区氧化还原电位逐渐增大，呈现逐渐被氧化

的趋势。其中，光系统 II抑制剂 (莠去津和环嗪酮)的氧化还原电位变化规律最为明显，说明 mt-roGFP1荧光探

针能较好地响应光系统 II 抑制剂。氨基酸生物合成抑制剂草甘膦对拟南芥根尖细胞氧化还原的影响具有明显

的剂量−效应关系，随着草甘膦质量浓度增加，氧化还原电位变化量也逐渐增大，呈正相关关系 (R2 =0.995 6)。

小檗碱及其类似物处理后，大多数处理组的拟南芥根尖细胞的氧化还原电位在分生区达到最大还原值，并从分

生区开始逐渐被氧化。【结论】研究结果可以为应用 roGFP 荧光探针技术研究除草化合物对根系细胞线粒体的

作用机制提供基础。

关键词: 拟南芥；绿色荧光蛋白；氧化还原电位；除草化合物

中图分类号: S482.4 　　　　 文献标志码: A　　　　 文章编号: 1001-411X(2023)04-0539-10

Effects of herbicidal chemicals on redox potentials of Arabidopsis
thaliana root tip cells based on mt-roGFP1 probe
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Abstract: 【Objective】The aim of  this  study was to investigate  the effects  of  several  commercial  herbicides

and  the  botanical  herbicidal  compound  berberine  and  its  analogues  on  the  redox  potential  of  Arabidopsis

thaliana  root  tip  cells.【Method】A.  thaliana  transgenic  plants  marked  with  mitochondria  targeted  redox-

sensitive green fluorescent protein were used as plant materials. The changes of cell redox potential in root cap,

proximal meristem, transition zone and elongation zone were measured after  being treated with different mass

concentrations of herbicides for different time.【Result】The redox potential of the proximal meristematic zone
 

 
 

收稿日期：2022–07–01　　网络首发时间：2023–05–17 13:55:51

首发网址：https://kns.cnki.net/kcms/detail/44.1110.S.20230516.1711.002.html

作者简介：朱雪珍，硕士研究生，主要从事植物源除草剂研究，E-mail: 15093249365@163.com；通信作者： 周利娟，
教授，博士，主要从事植物源除草剂研发，E-mail: zhoulj@scau.edu.cn

基金项目：广东省自然科学基金 (2020A151501858)；广东省科技计划“国际科技合作领域”(2016A050502047)
 

华南农业大学学报 Journal of South China Agricultural University 2023, 44(4): 539-548 DOI: 10.7671/j.issn.1001-411X.202207001

 
 

mailto:15093249365@163.com
mailto:zhoulj@scau.edu.cn


of A. thaliana root cells treated with commercial herbicides was the lowest. From the meristematic zone to the

elongation zone,  the redox potential  gradually increased,  showing a trend of being gradually oxidized.  Among

the tested commercial  herbicides,  the change rule of  redox potential  of  photosystem II  inhibitors  (atrazine and

hexazinone)  was  the  most  obvious,  indicating  that  mt-roGFP1  fluorescent  probe  could  respond  better  to

photosystem II inhibitors. The effect of glyphosate, an amino acid biosynthesis inhibitor, on the redox potential

of A. thaliana root tip cells showed an obvious dose-response manner. With the increase of mass concentration,

the change of the redox potential also gradually increased, showing a positive correlation with R2=0.995 6. After

the treatment of berberine and its analogues,  the redox potential  of A.  thaliana  root tip cells in most treatment

groups  reached  the  maximum reduction  value  in  the  proximal  meristematic  zone,  and  was  gradually  oxidized

from the meristematic zone.【Conclusion】These results provide a basis for applying roGFP fluorescence probe

technology to studying the mechanism of herbicidal compounds acting on root cell mitochondria.

Key words:  Arabidopsis thaliana; Green fluorescent protein (GFP); Redox potential; Herbicidal compound
   

活性氧 (Reactive oxygen species，ROS)是植物

有氧代谢以及逆境代谢过程中的产物。活性氧参与

植物的生长发育、细胞循环、细胞的程序性死亡、激

素信号等生物过程，是调控各种生物和非生物胁迫

反应的重要信号分子[1-2]。活性氧的性质极为活泼，

它的产生伴随着植物正常的有氧代谢，当植物受到

环境胁迫时，如除草剂等外源化合物的胁迫，会诱

导活性氧的产生[3-4]。活性氧含量一旦超出了植物的

清除能力，就会与蛋白质、脂类和 DNA等大分子物

质发生反应，引起酶活性降低、膜透性增强及突变

增加，造成植物体细胞的氧化损伤甚至死亡[5]。活

性氧水平的内源性变化发挥着信号功能，并在适应

环境变化方面发挥积极作用[6-8]。所以测定植物体细

胞内 ROS 含量的动态变化对研究植物体内活性氧

的具体作用机制、ROS信号转导网络以及植物的生

长发育等具有重要意义。

利用氧化还原敏感绿色荧光蛋白 (roGFP)检测

活体氧化还原电位，是将一个本身不含二硫键且对

生物系统没有影响的蛋白，特异性地表达并定位到

特定的亚细胞结构中的方法，可以无损伤地检测活

细胞内的氧化还原电位。相比荧光染料[9-11]，roGFP
探针因具备非破坏性、局域测定、可逆、实时和动态

的优势，成为评估细胞内氧化还原状态的一种手

段，适用于许多生物和细胞类型[9,12-17]。当 roGFP感

应系统可用于哺乳动物系统后，不同的 roGFPs
(roGFP1~4，roGFP-iX) 已被用作氧化还原传感

器[18-25]，广泛应用于各个领域，从哺乳动物到植物，

尤其是在模式生物拟南芥中。且 roGFP 在线粒体

(Mitochondria-roGFP，mt-roGFP) 中反映氧化还原

电位的能力优于在细胞质 (Cytoplasm-roGFP，c-
roGFP)的[3]。

目前对拟南芥氧化还原电位影响的研究集中

在干旱胁迫、高低温和盐溃等非生物逆境中，研究

除草化合物对拟南芥氧化还原电位影响的相对较

少。本试验测定不同作用机理的几种商品化除草化

合物和具有除草活性的植物源化合物小檗碱及其

类似物[26-27] 对 mt-roGFP1标记的拟南芥转基因植株

根尖的根冠、分生区、过渡区和伸长区在不同测定

质量浓度和时间下的氧化还原电位的影响，以期填

补外源除草化合物胁迫下拟南芥细胞氧化还原电

位变化的研究空白，分析除草化合物处理对植物细

胞氧化还电位影响的变化规律，研究其对植物细胞

起作用的方式，为应用 roGFP探针技术研究除草化

合物的作用机理提供新思路和理论依据。

 1   材料与方法

 1.1    试验材料

拟南芥 Arabidopsis thaliana L. Col生态型，mt-
roGFP1 标记的拟南芥转基因植株由加州大学伯克

利分校 Feldman Lewis J 教授提供。

超净工作台购自苏净集团安泰空气技术有限

公司；LRH-300-GⅡ光照培养箱购自广东省医疗器

械厂；Zeiss Axiowert 荧光显微镜购自德国 ZEISS
公司。

二甲戊灵、草甘膦：浙江新安化工集团股份有

限公司；氟乐灵、草铵膦：江苏辉丰农化股份有限公

司；莠去津：利尔化学股份有限公司；环嗪酮：浙江

欣禾化工有限公司；小檗碱：Sigma-Aldrich(上海)贸
易有限公司；二氢小檗碱：四川省维克奇生物科技

有限公司；次氯酸钠 (分析纯)、赤霉素 (分析纯)、
KNO 3、NH 4NO 3、Ca (NO 3 ) 2、FeSO 4 · 7H 2O、

MgSO 4 ·7H 2O、MnSO 4 ·4H 2O、CuSO 4 ·5H 2O、
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ZnSO4·7H2O、KH2PO4、H3BO3、MnCl2、NaCl、
H 2MoO 4、CaCl 2 ·2H 2O、KI、NaMoO 4 ·2H 2O、

CoCl2·6H2O 和 Na2-EDTA(分析纯) 购自广州化学

试剂厂；其他化合物均购自成都瑞芬思生物科技有

限公司。

 1.2    方法

 1.2.1    mt-roGFP1 标记的拟南芥转基因植株的培养

　采用竖直培养皿法[3] 培养 mt-roGFP1标记的拟南

芥转基因植株。配制 1 / 2  MS 培养基，并用 1
mmol/L 的 NaOH 溶液调节 pH 至 5.7~5.8，最后加

入 10 g/L 的琼脂粉，121 ℃ 高温灭菌20 min，放置

干净无菌环境备用。整个种植试验均在超净工作台

进行，先将 mt-roGFP1标记的拟南芥转基因种子放

入无菌的 2 mL 离心管中，用异丙醇溶液清洗消毒

5 min，然后用 1.5%(φ) 的次氯酸钠溶液充分浸泡

10 min，再用无菌水清洗 3~4 次，直至洗出液变为

透明，在 4 ℃ 冰箱放置 2~3 d，使种子春化以备用。

将待用仪器及培养皿、培养基等放入超净工作台紫

外灭菌 30 min。用移液枪吸取 20 mL 加热溶化后

的 1/2 MS 培养基到 10 cm×10 cm 方形培养皿中，

待其完全冷却凝固。用无菌水将春化后的mt-roGFP1
标记的拟南芥转基因种子清洗 3~4次，用移液枪均

匀播种到凝固培养基上，每皿 50颗种子，待水分完

全蒸发后，封口膜封口。将培养皿竖直放置在光照强度

4 000 lx、（22 ± 1）℃、16 h 光∶8 h 暗的光照培养箱培

养 7 d。
 1.2.2    拟南芥根尖透明化　待 mt-roGFP1 标记的

拟南芥转基因植株生长至 7 d，挑选长势一致、健康

的拟南芥幼苗。将拟南芥植株用细胞透明液 (HGG
solution) 透明化[28] 后，使用 Zeiss Axiowert 荧光显

微镜拍摄。细胞透明液的配制：准确称取 80  g
ddH2O和三氯乙醛溶液，加入 10 mL甘油和 30 mL
ddH2O，室温下搅拌混匀并放置 3~5 h。选择长势一

致的 mt-roGFP1标记的拟南芥转基因植株，直接放

入细胞透明液中浸泡 1 min，用镊子轻轻取出，放在

有 1滴 10%(φ)甘油的干净载玻片上，制片，在荧光

显微镜 (DIC通道)下拍摄其明场图片。

 1.2.3    氧化还原电位的测量及分析　参考 Jiang等[29]

的方法，待 mt-roGFP1标记的拟南芥转基因植株生

长 7 d 后，挑选长势一致健康的拟南芥幼苗用作试

验。荧光测量采用 Zeiss Axiowert 荧光显微镜，激

发波长设置为 410nm ( DAPI 通道)  和 470 nm
( GFP通道) ，荧光值为 505~530 nm发射波长。选择

长势一致的 mt-roGFP1 标记的拟南芥转基因植株，

放在含有 1 滴 10%(φ) 甘油的干净载玻片上，制成

玻片，在荧光显微镜 (410 nm / 470 nm通道)下拍摄

荧光图片，测量荧光强度，通过减去相邻无细胞区

域的荧光强度来校正每幅图像的背景荧光强度，计

算 410 与 470 nm 荧光强度比率。将同一拟南芥用

外源化合物处理一定时间，重新测定 410与 470 nm
荧光比率；再将同一拟南芥用 100 mmol/L H2O2 溶液

和 DTT 溶液处理 15 min，重新测定 410 与 470 nm
荧光比率，即为最大和最小氧化还原电位时比率，

最大氧化条件 (100 mmol/L H2O2 溶液)下的最大比

值设定为 1.00，最大还原条件 (100 mmol/L DTT溶

液) 下测得的最小比值设定为 0.00，将最大还原值

和氧化值归一化，然后使用生成的校准曲线将这些

标准化的荧光比率转换成氧化还原电位[29]。这些根

尖的图像在 5 min 或更短时间内被拍摄并测量保

存。在根冠、分生区、过渡区及伸长区中分别测量

根尖的氧化还原电位。以 Schwarzländer 等[30] 的方

法计算氧化还原电位。

OxDroGFP氧化还原程度 ( )计算如下：

OxDroGFP=
R−Rred

(I470red/I470ox) (Rox−R)+(R−Rred)
， (1)

式中，R 为 410、470 nm 时的荧光强度比率；Rred 为

使用 100 m mol/L DTT溶液处理时完全还原的荧光

强度比率；Rox：使用 100 mmol/L H2O2 溶液处理时

完全氧化的荧光强度比率；I470ox 为完全氧化形式

下 470 nm时的荧光强度；I470red 为完全还原形式下

470 nm时的荧光强度。

氧化还原电位 (O)计算如下：

O = E0roGFP−
Å
2.303RT

ZF

ã
lg
Å

1−OxDroGFP
OxDroGFP

ã
, (2)

E0roGFP式中， 为 r oGFP 的中点电位 (−272  mV，

25.15 ℃ ，pH=7)；R 为气体常数 (8.314 J·mol−1·K−1)；
θ 为温度 (298.15 K，25.15 ℃)；Z 为转移电子数 (2)；
F 为法拉第常数 (96 485.34 C·mol−1)。
 1.2.4    除草化合物对拟南芥根尖细胞氧化还原电

位的影响　选取不同作用机理的商品化除草剂 (氨
基酸生物合成抑制剂草甘膦和草铵膦、微管组装抑

制剂二甲戊乐灵和氟乐灵、光系统 II抑制剂莠去津

和环嗪酮) 作为代表药剂，选择相同质量浓度 (20
mg·L−1) 的不同药剂，处理 mt-roGFP1 标记的拟南

芥转基因植株 (15 min)，研究不同作用机理除草剂

对 mt-roGFP1 标记的拟南芥转基因植株根尖细胞

氧化还原状态的影响。测定方法同“1.2.3”。每个

处理 3个重复。

 1.2.5    草甘膦不同质量浓度处理对拟南芥根尖细
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胞氧化还原电位的影响　选择草甘膦为试验药剂，

用相同质量浓度草甘膦、不同时间来处理 mt-
roGFP1 标记的拟南芥转基因植株，研究不同作用

时间对 mt-roGFP1 标记的拟南芥转基因植株根尖

细胞氧化还原状态的影响。用不同质量浓度草甘膦

来处理 mt-roGFP1标记的拟南芥转基因植株，研究

不同质量浓度草甘膦对 mt-roGFP1 标记的拟南芥

转基因植株氧化还原状态的影响。测定方法同

“1.2.3”。每个处理 3个重复。

 1.2.6    小檗碱及其类似物处理对拟南芥根尖细胞

氧化还原电位的影响　选择小檗碱及其 10 种类似

物做测试药剂，用相同质量浓度化合物来处理 mt-
roGFP1 标记的拟南芥转基因植株，研究小檗碱及

其 10 种类似物对拟南芥根尖细胞氧化还原状态的

影响。测定方法同“1.2.3”。每个处理 3个重复。

 1.3    数据处理

用 Excel 2010处理数据，测定的数据均以“平

均数±标准误”表示，试验重复 3次，相关试验数据

均用 SPSS 20.0 统计，方差分析采用邓肯氏新复极

差多重比较法 (Duncan’s multiple ranger test，
DMRT)，数据处理由 Office 2016 及 Origin Pro
9.0完成。

 2   结果与分析

 2.1    拟南芥根尖细胞氧化还原电位测定

挑选长势一致健康的 mt-roGFP1 标记的拟南

芥转基因植株幼苗，经透明化处理后制片观察，并

按“1.2.3”中的根尖分区测量拟南芥根尖根冠、分

生区、过渡区和伸长区的荧光强度变化 (图 1)。

在 410 和 470 nm通道下拍摄 mt-roGFP1标记

的拟南芥转基因植株根尖的荧光强度图 (图 2A、

2B)、荧光强度—高度转化图 (图 2C、2D)和荧光强

度—高度转化分区图 (图 2E、2F)。从图 2 可以看

出，生长 7 d的拟南芥根尖分生区的荧光强度最大，

根冠和分生区的最远端部分荧光强度较弱，随着近

端分生组织细胞停止分裂并逐渐进入过渡区，荧光

强度逐渐减弱。当从过渡区进入伸长区时，荧光强

度则变得更弱。

 2.2    氨基酸生物合成抑制剂草甘膦和草铵膦对拟

南芥根尖细胞氧化还原电位的影响

草甘膦和草铵膦对拟南芥根尖细胞氧化还原

电位的影响见图 3A、3D。20 mg·L−1 草甘膦处理拟

南芥 15 min 后，根冠、分生区、过渡区和伸长区的

氧化还原电位分别为−350.88、−351.82、−340.72和
−334 . 48  mV，从根冠到分生区呈现被还原趋

势，从分生区到伸长区呈现出逐渐被氧化的趋势

(图 3A)。氧化还原电位变化量分别为 29 . 68、
22.77、19.98 和 11.61 mV，各分区的氧化还原电位

变化量之间存在显著性差异（图 3D）。
20 mg·L−1 草铵膦处理拟南芥 15 min 后，根冠、

分生区、过渡区和伸长区的氧化还原电位分别为

−291.42、−308.04、−313.18 和−310.43 mV，根冠达

到最大电位，从根冠到过渡区呈现出逐渐被还原的

趋势，在过渡区达到最小电位值，各分区的氧化还

原电位值之间存在明显差异。处理前后的氧化还原

电位变化量分别为−3.80、15.32、19.67和 20.43 mV，
各分区的氧化还原电位变化量之间存在显著性差

异 (图 3D)。
 2.3    微管组装抑制剂二甲戊灵和氟乐灵对拟南芥

根尖细胞氧化还原电位的影响

二甲戊灵和氟乐灵对拟南芥根尖细胞氧化还

原电位的影响见图 3B、3E。二甲戊灵处理拟南芥

15 min后，根冠、分生区、过渡区和伸长区的氧化还

原电位分别为−333.02、−342.85、−328.21和−320.24
mV，从根冠到分生区呈现出逐渐被还原的趋势，在

分生区达到最小电位后，从分生区到伸长区呈现出

逐渐被氧化的趋势，在伸长区达到最大电位

(图 3B)，各分区的氧化还原电位之间存在明显差

异。处理前后的氧化还原电位变化量分别为−6.55、
−1.25、−0.86 和−4.57 mV，分生区和过渡区氧化还

原电位变化量之间没有显著性差异 (图 3E)。
20 mg·L−1 氟乐灵处理拟南芥 15 min 后，根冠、

分生区、过渡区和伸长区的氧化还原电位分别为

−352.74、−357.08、−343.61 和−339.95 mV，从根冠
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图 1    mt-roGFP1 标记的拟南芥转基因植株根尖透明化

(A) 及荧光分区 (B)
Fig. 1    Root tip transparency (A) and fluorescence zoning

(B) of mt-roGFP1 labeled transgenic Arabidopsis
thaliana plants
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A、C、E：410 nm (DAPI)通道；B、D、F：470 nm (GFP)通道；A、B: 荧光强度图；C、D: 荧光强度−高度转化图；E、F: 荧光强度−高度转化分区图

A, C, E: 410 nm (DAPI) channel; B, D, F: 470 nm (GFP) channel; A, B: Fluorescence intensity diagram; C, D: Fluorescence intensity-height conversion
diagram; E, F: Fluorescence intensity-height conversion zoning map

图 2    拟南芥根尖荧光强度图

Fig. 2    Fluorescence intensity diagram of root tip of Arabidopsis thaliana
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同种除草剂处理间的不同小写字母表示不同部位差异显著 (P < 0.05，Duncan’s法)

Different lowercase letters of the same herbicide among different parts indicate significant differences (P<0.05, Duncan’s method)

图 3    不同作用机理商品化除草剂对拟南芥根尖细胞的氧化还原电位及变化量的影响

Fig. 3    Effects of commercial herbicides with different action mechanisms on redox potential and its changes of Arabidopsis
thaliana root tip cells
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到分生区呈现出逐渐被还原的趋势，在分生区达到

最小电位后，从分生区到伸长区呈现出逐渐被氧化

的趋势，在伸长区达到最大电位，各分区的氧化还

原电位之间存在明显差异 (图 3B)。处理前后的氧

化还原电位变化量分别为 2.96、14.36、11.99 和

−2.64 mV，各分区的氧化还原电位变化量之间存在

显著性差异 (图 3E)。
 2.4    光系统Ⅱ抑制剂莠去津和环嗪酮对拟南芥根

尖细胞氧化还原电位的影响

莠去津和环嗪酮对拟南芥根尖细胞氧化还原

电位的影响见图 3C 和图 3F。20 mg·L−1 莠去津处

理拟南芥 15 min 后，根冠、分生区、过渡区和伸长

区的氧化还原电位分别为−345 .70、−360 .72、
−335.48 和−329.08 mV，从根冠到分生区呈现出逐

渐被还原的趋势，在分生区达到最小电位后，从分

生区到伸长区呈现出逐渐被氧化的趋势，在伸长区

达到最大电位，各分区的氧化还原电位之间存在明

显差异 (图 3C)。处理前后的氧化还原电位变化量

分别为 13.06、10.96、10.99 和 12.47 mV，分生区和

过渡区氧化还原电位变化量之间没有显著性差异

(图 3F)。20 mg·L−1 环嗪酮处理拟南芥 15 min 后，

根冠、分生区、过渡区和伸长区的氧化还原电位分

别为−341.59、−356.23、−329.06 和−319.47 mV，从
根冠到分生区呈现出逐渐被还原的趋势，在分生

区达到最小电位后，从分生区到伸长区呈现出逐渐

被氧化的趋势，在伸长区达到最大电位，各分区的

氧化还原电位值之间存在明显差异 (图 3C)。处理

前后的氧化还原电位变化量分别为 8.92、8.43、
3.61和 1.49 mV(图 3F)。

从不同作用机理商品化除草剂对拟南芥根尖

细胞氧化还原电位的影响可以看出，除草铵膦外的

5 种化合物的氧化还原电位均在分生区达到最小

值，随后从过渡区到伸长区逐渐变大。

 2.5    草甘膦不同处理时间对拟南芥根尖细胞氧化

还原电位的影响

20 mg·L−1 草甘膦不同处理时间对拟南芥根尖

细胞氧化还原电位的影响见图 4A。拟南芥经

20 mg·L−1 的草甘膦处理 24、48、72 h后，24和 48 h
时的拟南芥生长状况良好，处理 72 h 时，拟南芥出

现软化黄化情况。处理 24 h 后，根冠、分生区、过

渡区和伸长区的氧化还原电位分别为−373.88、
−373.39、−371.41 和−369.17 mV，根冠与分生区的

氧化还原电位之间没有显著差异。处理 48 h 后，

根冠、分生区、过渡区和伸长区的氧化还原电位分

别为−367.95、−369.91、−366.36 和−366.33 mV，

分生区与其他 3 个分区的氧化还原电位之间存在

显著差异。处理 72 h后，根冠、分生区、过渡区和伸

长区的氧化还原电位分别为−369.52、−372.26、
−371.51 和−374.43 mV，分生区与过渡区的氧化还

原电位之间不存在显著差异，其他分区间存在显著

差异。

从草甘膦 (20 mg·L−1)处理 24、48、72 h 对拟南芥

氧化还原电位的影响 (图 4A) 中可以看出，24 和
48 h 的氧化还原电位都从分生区到伸长区逐渐呈
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柱子上不同小写字母表示同一时间不同部位处理差异显著，不同大写字母表示同一部位不同处理时间差异显著 (P < 0.05，Duncan’s法)

Different lowercase letters on the columns indicate significant differences among different parts at the same time, and different uppercase letters indicate
significant differences among different treatment time of the same part (P < 0.05, Duncan’s method)

图 4    草甘膦不同处理时间对拟南芥根尖细胞氧化还原电位的影响

Fig. 4    Effect of glyphosate with different treatment time on redox potential of Arabidopsis thaliana root tip cells
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现被氧化的趋势，但 72 h的氧化还原电位从分生区

到伸长区逐渐被还原，在伸长区达到最大还原状态。

拟南芥经 20 mg·L−1 草甘膦处理 24 h后， 在过

渡区达到最大氧化还原电位变化量为 32.05 mV，在
伸长区达到最小氧化还原电位变化量 (22.14 mV)，
根冠与分生区的氧化还原电位变化量之间没有显

著性差异，其他各分区的变化量之间都存在显著性

差异 (图 4B)。处理 48 h 后，在根冠达到最大氧化

还原电位变化量 (28.36 mV)，在伸长区达到最小氧

化还原电位变化量为 18.21 mV，根冠与过渡区的氧

化还原电位变化量之间没有显著性差异，其它各分

区的变化量之间都存在显著差异 (图 4B)。处理

72 h 后，在分生区到最大氧化还原电位变化量

(35.93 mV)，在伸长区达到最小氧化还原电位变化

量 (23.45 mV)，各分区的氧化还原电位变化量之间

都存在显著差异 (图 4B)。每个处理时间的氧化还

原电位变化阈值之间相差约10 mV，氧化还原电位

变化量与处理时间之间未呈现显著的相关性 (图 5)。
 2.6    不同质量浓度草甘膦处理对拟南芥根尖细胞

氧化还原电位的影响

不同质量浓度的草甘膦处理对拟南芥根尖细

胞氧化还原电位影响显著 (图 5A)。处理质量浓度

为 10 mg·L−1 时，在根冠达到最小电位 (−368.72 mV)，
在伸长区达到最大电位 (−338.64 mV)；处理质量浓

度为 2 0  m g · L − 1 时，在分生区达到最小电位

(−351.82 mV)，在伸长区达到最大电位 (−334.48 mV)；
处理质量浓度为 50 mg·L−1 时，在伸长区达到最小电

位 (−367.14 mV)，在根冠达到最大电位 (−361.35 mV)。

10和 20 mg·L−1 的氧化还原电位均在分生区达到最

小，在伸长区达到最大，50 mg·L−1 的氧化还原电位

呈现逐渐降低的趋势。

从氧化还原电位变化量 (图 5B) 来看， 10 和

20 mg·L−1 草甘膦处理的变化量有显著性差异，但在

过渡区和伸长区的氧化还原电位变化量未发生明

显变化 (图 5)，50 mg·L−1 草甘膦处理时，氧化还原

电位变化量变大。3 个质量浓度的氧化还原电位变

化量在根冠及过渡区之间均呈现显著性差异。草甘

膦质量浓度增大，mt-roGFP1 标记的拟南芥转基因

植株的氧化还原电位变化量增大，说明氧化还原电

位变化量与质量浓度大小之间存在相关性，线性回

归方程为 y=0.29x+21.57，R2=0.995 6。
 2.7    小檗碱及其类似物处理对拟南芥根尖细胞氧

化还原电位的影响

20 mg·L−1 小檗碱及其类似物处理拟南芥 15 min
后，拟南芥根尖各分区细胞氧化还原电位和氧化还

原电位变化量如图 6 所示。氧化还原电位的结果

(图 6A)表明，小檗碱及其类似物对拟南芥根尖细胞

的氧化还原电位均有影响。经小檗碱、盐酸血根

碱、白屈菜碱、D−四氢药根碱、罗通定处理后，拟南

芥根部各分区细胞氧化还原电位多数从根冠开始

呈现逐渐被氧化趋势，在伸长区达到最大氧化电

位，且各分区氧化还原电位之间都存在明显差异。

经巴马汀、二氢小檗碱、去亚甲基小檗碱、甲基黄连

碱处理后，拟南芥根部细胞氧化还原电位从根冠到

分生区呈现被还原趋势，且在分生区达到最大还原

值。氧化还原电位的变化量结果 (图 6B)表明，小檗
 

0

10

20

30

40

50

cB

aA
aA

aA

aB

cC

aA

bB
bB

bA

aB

氧
化
还
原
电
位
变
化
量

/m
V

C
h
an

g
e 

o
f 

re
d
o
x
 p

o
te

n
ti

al

aC

伸长区
Elongation

zone

过渡区
Transition

zone

分生区
Proximal

meristem

根尖细胞
Root tip cell

根冠
Root cap

cC

cA

aB

cC

cA

aB

bB

bA

bC

aB

aA

cC

−330

−340

−350

−360

−370

−380

−390

氧
化

还
原

电
位

/m
V

R
ed

o
x
 p

o
te

n
ti

al

A

B

伸长区
Elongation

zone

过渡区
Transition

zone

分生区
Proximal

meristem

根尖细胞
Root tip cell

根冠
Root cap

氧化程度更高
More oxidized

 10 mg/L  20 mg/L  50 mg/L

 
柱子上不同小写字母表示同一质量浓度不同部位处理差异显著，不同大写字母表示同一部位不同质量浓度处理差异显著 (P < 0.05，Duncan’s法)

Different lowercase letters on the columns indicate significant differences among different parts under the same mass concentration, and different upper-case
letters indicate significant differences of the same part among different mass concentrations (P<0.05, Duncan’s method)

图 5    不同质量浓度草甘膦对拟南芥根尖细胞氧化还原电位变化的影响

Fig. 5    Effects of different concentrations of glyphosate on redox potential of Arabidopsis thaliana root tip cells
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碱及其类似物与对照药剂草甘膦的氧化还原电位

变化量之间存在明显差异，小檗碱 4 个分区的变化

量之间有明显差异，各化合物的变化量各不相同。

 3   讨论与结论

roGFP感应系统在检测植物细胞内氧化还原状

态变化具有快速、可逆、动态和实时等优点，尤其是

对拟南芥、烟草等模式植物的研究可探测从细胞到

组织的氧化还原水平[31-32]。本研究在 mt-roGFP1标
记的拟南芥转基因植株根尖细胞中检测到 mt-
roGFP1探针响应外源氧化剂 (H2O2)和外源还原剂

(DTT) 引起的氧化还原状态的变化，证明了 mt-
roGFP1 探针的灵敏性和可逆性[33]。用外源氧化剂

处理拟南芥时，mt-roGFP1探针被氧化，其荧光强度

比率升高，用外源还原剂处理时，mt-roGFP1探针被

还原，荧光强度比率降低，证明 mt-roGFP1 探针能

够响应组织中氧化还原状态的改变，试验结果与前

人的研究结果[33] 相一致。

基于 mt-roGFP1探针，通过测定 6种不同靶标

商品化除草化合物对 mt-roGFP1 标记的拟南芥转

基因植株根尖的根冠、分生区、过渡区和伸长区

4个区域的氧化还原电位的影响，结果表明：氨基酸

生物合成抑制剂 (草甘膦和草铵膦) 和微管组装抑

制剂 (二甲戊灵和氟乐灵) 处理后的细胞氧化还原

电位变化规律呈现为：在分生区达到最大还原值，

并从过渡区开始呈现被氧化的趋势，在伸长区达到

最大氧化值。Jiang 等[34] 也曾指出在伸长区 2 种形

式的 roGFP1(c- roGFP1和 mt- roGFP1)都显示出比

分生区更氧化的静息氧化还原状态，且伸长区更氧

化的状态可能与细胞壁疏松和植物细胞扩张等因

素有关。光系统 II 抑制剂 (莠去津和环嗪酮) 处理

后的氧化还原电位呈现规律性变化，在分生区达到

最小值，并从分生区开始，以逐渐被氧化的趋势在

伸长区达到最大值，说明 mt-roGFP1荧光探针能更

好地响应光系统 II 抑制剂。另外，通过不同质量浓

度草甘膦处理拟南芥不同时间后发现，草甘膦对拟
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图 6    小檗碱及其类似物对拟南芥根尖细胞氧化还原电位及其变化量的影响

Fig. 6    Effects of berberine and analogues on redox potential and its changes of Arabidopsis thaliana root tip cells

  546 华南农业大学学报 (https://xuebao.scau.edu.cn/zr/hnny_zr/home) 第 44 卷  

 

 
 



南芥根细胞氧化还原电位和电位变化量的影响具

有明显的剂量−效应关系，即草甘膦质量浓度增大，

氧化还原电位值变化量也逐渐增大，呈现正相关关

系 (R2=0.995 6)。植物源化合物小檗碱及其类似物

对拟南芥根尖的氧化还原电位影响的结果表明，经

盐酸血根碱、白屈菜碱、D−四氢药根碱、罗通定和

二氢小檗碱处理后，各分区氧化还原电位之间存在

显著差异；且大多数化合物处理后的氧化还原电位

在分生区达到最大还原值，并从分生区到伸长区逐

渐被氧化，在伸长区达到最大氧化值。此外，通过

6种不同作用机理的除草化合物和小檗碱及其类似

物对氧化还原电位产生的不同影响也可说明，小檗

碱的作用机理不同于前述 6 种商品化除草化合物，

这与以往对小檗碱机理的研究[35]相符。

综上，经几种除草化合物和小檗碱及其类似物

不同时间和不同质量浓度处理后，拟南芥根尖细胞

氧化还原电位呈现规律性变化，即氧化还原电位均

从根冠开始逐渐被还原，在分生区达到最大还原

值，从分生区到伸长区逐渐被氧化，说明植物根部

分生区氧化还原电位响应不同化合物的胁迫时表

现出更明显的被还原趋势，因此，测定分析拟南芥

根尖荧光强度和氧化还原电位的变化情况时，可选

取分生区为主要观察区域。这为采用 roGFP 探针

技术研究除草化合物对根系细胞线粒体作用的机

制提供了基础。

　致谢：感谢加州大学伯克利分校 Feldman Lewis J教授和

Jiang Keni博士给予的技术指导和帮助！
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