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百 日咳毒素与霍乱毒素对乙酸胆碱

诱导气孔运动的影响
`
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摘要 在动物细胞 中神经 递质乙酚胆碱与其受体结合后
,

通过 G 蛋 白的偶联传递信号
.

在植物

中
,

乙酞胆碱也普遍存在并参与调节许多生理过程
.

乙酞胆碱及其受体参与了气孔运动的调节
,

G

蛋 白的激活剂霍乱毒素与抑制剂百 日咳毒素影响 乙酞胆碱诱导的气孔开放
,

而且仅在含 c a卜 的介

质 中才能起作用 ; 同时用 C a Z +

荧光探针 lF u 。 3 检测保卫细胞胞质 C护
+

动态变化
,

表明乙酞胆碱 的

胞内信号转导中有 C舒
+

的参与
.

由此推测在毒草碱型乙酞胆碱受体介导乙酞胆碱诱导的气孔运动

中
,

可能存在与 G 蛋 白偶联 的信号转导
.

关键词 乙疏胆碱 气孔运动 G 蛋白 百 日咳毒素 彼乱毒素

G 蛋白是一类鸟昔酸结合蛋白质
,

其分子的多

样性和精细调节
,

能将多种复杂的外部信号在细胞

内准确转导
.

所以 G 蛋白作为细胞膜上的重要信号

分子介入 了多种信号传递 [’ 〕
.

由于气孔保卫细胞对

环境因子非常敏感
,

接受刺激后能做出快速反应
,

所

以成为研究细胞信号转导的经典材料
.

在气孔运动的

调节中
,

G 蛋白可能参与介导信号传递的作用
.

在动物 细 胞 中
,

重 要 的 神经递 质 乙 酞 胆 碱

( A C h) 与其受体结合后
,

通过 G 蛋白的偶联
,

激 活

细胞内的磷脂酶 C
、

腺昔酸环化酶
、

鸟昔酸环化酶

等催化产生第二信使
,

继而引起胞内一系列级联放

大反应 2[]
.

和动物一样
,

植物细胞中也存在胆碱能

系统
,

其功能的发挥有烟碱型受体 ( nA c hR )与毒覃

碱 型 受 体 ( m鱿h R ) 介 导 [3 〕
.

T r e t y n
等 14 3 发 现

m A C h R 介导的小麦原生质体膨胀中
,

G 蛋 白抑制

剂可抑制 A C h 诱导 的 C扩
十

依赖的原 生质体膨胀
,

他们的研究说 明
,

乙酞胆碱不仅存在于植物中
,

而

且参与植物的某些生理过程的调节
,

其信号转导机

制也和动物相似
.

我们的研究已经证明 A C h 可通过

其受体的介导诱导气孔开放
,

并发现 nA C h R 功 能

的发挥与介 质中 K
+

有关
,

而 m A C h R 与 C az
+

有

关 5[, “ 〕
.

本文 观察了 G 蛋 白的激活剂和抑制剂对

A C h诱导的气孔运动的影响
,

初步证明 G 蛋白参与

了 A C h 的信号转导途径
.

对保卫细胞胞内 C扩
十

的分

析提示 C扩
+

在 G 蛋白的下游参与保卫细胞内 A C h

的信号转导
.

1 材料和方法

1
.

1 植物材料

蚕豆 ( vi ic a
fa ba L

.

)种子经清洗和表面消毒后

浸种 12 h
,

25 ℃催芽 24 h
,

播种于掺入适量蛙石的

营养土中
,

以增强其透水性
,

在生长室 ( 12 h 光照
,

光强 2 0 0 拜m o l /m
Z

·

S ,

昼 /夜温度为 2 4℃八 s ℃
,

相

对湿度 60 % ) 中培养 3 周
.

1
.

2 气孔孔径的测定

取蚕豆幼苗第 3 对完全展开 叶片
,

用镊子小心

地撕取其下表皮并用毛刷除去上 面粘附的 叶肉细

胞
,

放入 M E S / T r i S 缓冲液 ( 1 0 m m o l/ L M E S / T r i s
,

5 0 m m o l / L K e l 或 1 拼m o l / L e a C 12
,

p H 6
.

0 5 )
,

暗处

理 3 h 以 使 气 孔 完 全 关 闭
,

转 入 含 有 A C h

( 10 拼m ol / )L 和各种试剂的溶液中
,

继续保持在暗中

3 h
.

随机选取 5 个视野
,

每个视野内随机选取 10 个

气孔
,

用显微测微尺测定其孔径
.

以上 处理均在

2 0 0交
一

0 5
一

1 0 收稿
,

2 0 0 2
一

0 7
一

10 收修改稿
,
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2 5 ℃进行
.

重复 3 次
.

1
.

3 百日咳毒素 ( P T X)和霍乱毒素 ( C x T)的活化

P Tx活化 [7 ]
:

P x T溶解于 5 0 m mo l/ L的 H e p e s

缓冲液 中 ( pH 7
.

5
,

含 2 0 m m ol / L D T T
,

1 m g /m L

B
SA

,

0
.

1% S D S )
,

3 0℃ 下 保 温 3 0 m in
,

母 液

(1 00 拼g / m )L 于 4℃ 保存
.

使用 时稀释到适 宜浓度

( 10 0 n g /m L )
,

加入 N AD
+

使最终浓度为 5 “ m o l / L
,

作为 G 蛋白 A D P 核糖基化的底物
.

CT x 活化 [ 7 1
:

CT x 溶解于 1 0 m m o l / L 的 H e p e s

缓冲液中 ( p H 7
.

3
,

含 1 0 0 m m o l / L N a C I
,

5 m m o l / L

D T T
,

0
.

5 % SD S )
,

3 0℃ 下 保 温 3 0 m i n
,

母 液

(1 m g / m L ) 于 4℃ 保存
.

使用 时稀释 到 适宜 浓 度

( 10 0 gn /m L )
,

并 加 入 N A D +

使 最 终 浓 度 为

5 拼mo 丫L
,

作为 G 蛋 白 A l〕 p 核糖基化的底物
.

1
.

4 胞质 c 扩
十

测定

将表皮条放于缓冲液 中
,

加入 10 仁m ol / L lF uo
-

3
一

A M ( B i o
一

R a d
,

溶于二甲基亚矾 )及 P l u r o n i c F
一

12 7

( 0
.

1 % )
,

2 5℃ 下避光孵育 Z h 左右
,

取 出后用表皮

条缓冲液冲洗 多次
,

除去吸附的染料 8[]
.

将冲洗好

的表皮条置于载玻片上
,

用 4 8 8 n m 蓝光激发
,

经激

光共聚焦扫描显微镜 ( B io
一

R a d
,

M R C
一

r o 2 4 ) 扫描
,

共聚焦 系统 由 iB 。 一

R ad 公 司提供的软件控制
,

在

P e n it u m 3 3 3 D el l 计算机下进行
.

荧光染料在细胞中

的静态分布 图像在 L a s e r s h a r p A e q u i s it i o n
软件包下

获得
.

荧光强度随时间变化的数据在 iT m e

oC ur s e 面

板下获得
,

数据处理在 E x
ce l 下进行 8[]

.

2 结果和讨论

前期的工作 已经证明
,

乙酞胆碱诱导的气孔开

放与介 质 中一 定 浓 度 的 K +

和 C a Z +

相 关
.

在 含

5 0 mm ol / L K 十

的介质中
,

一定浓度的 A C h 及其激

活剂烟 碱 可诱 导 蚕 豆 叶片 气孔 开 放
,

而 在 含

1 拼m ol / L C a CI :
的介质中

,

一定浓度的毒覃碱也可

诱导气孔开放〔5
,

6 〕
.

说明两种乙酸胆碱受体介导的

乙酞 胆碱 对气孔运 动 的影 响有 不 同的作用 机理
.

P T X 与 C T X 分别是 G 蛋 白的抑制剂与激活剂
.

由

图 1 可以看出
,

在含有 K 十

的介质中
,

P T x 和 C T x

对乙酞胆碱诱导的气孔开放都没有影响
,

推测在含

K
+

介质中
,

乙酸胆碱诱导 的气孔开放过程可能不

涉及 G 蛋白的转导信号作用
、
而直接与 N 型乙酞胆

碱受体介导的 K
十

通道有关
.

在含 C扩
+

的介质中 (图

2)
,

P T X 和 C T X 单独处理 比对照的气孔孔径略大
,

C T x 的作用稍大于 P T X
,

但经 t 检验
,

与对照相比

均没有达到显著差异 ; 然而
,

P T X 和 C T x 与 A C h

共同处理时
,

分别降低了 A C h 诱导气孔开放作用的

35 % 和 3 3 %
.

由此初步判断
,

G 蛋白介入了 A C h 作

用的信号转导
.
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对照 户〔 1
、

献二h 十 1
,
I X P I X 对照 献 {h A口 、 十 C IX C r K

图 1 在含 K
+

的介质中
,

P T x 《a) 与 c T x ( b )对 A c h 诱导的气孔开放的影响
, *

所示与对照
、

P T x 或 c T x 相比差异显著
,

t 检验 p < 0
.

01

c 扩
十

作为细胞 内第二信使系统 中的重要 成员
,

在气孔保卫细胞对刺激的反应中起重要作用 〔9〕
.

有

证据表明 G 蛋白介导调控保卫细胞离子通道的活性

可能依赖于 C a Z 十 〔̀ “ 〕
.

为 了进一步证明经 G 蛋 白转

换 A C h 信号后
,

是否有 C a Z +

信号参与
,

本实验用

荧光探针并借助激光共聚焦扫描显微镜观察了保卫

细胞胞质 C扩
+

的动态变化
.

结果表明外源 A C h 可

引起保卫细胞 C扩
+

的短时间增加后下降 (图 3)
,

而

A C h 的类似物丙酞胆碱 ( P C h) 却没有效应 (图 4)
,

说明 A C h 的信号是特异 的 ; 用 P T X (图 5) 和 C T X

(图 6) 预处理后
,

胞质 C扩
+

基本上没有变化
,

即抑

制了 G 蛋白的活性就抑制了 A C h 引起的保卫细胞

胞质 C扩
+

的增加
,

可见 G 蛋白参与 m A C h R 介导的

A C h 诱导气孔运动与 C a “ +

信号系统有关
.
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图 2 在含 c 矛
+

的介质中
,

P T x ( a) 与 c xT (b) 对 cA h 诱导的气孔开放的影响
* 二

所示与对照相比差异显著
, t 检验 p < 0

.

01
,

,

与 A c h 相比差异显著
,

但与 P T X 或 C T x 差异不显著
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G蛋 白是细胞中一类具有重要生理调节功能的

蛋白质
,

是偶联细胞膜受体与其所调节的相应生理

过程之间的主要信号传递者 〔川
.

植物细胞 G 蛋白的

研究始于 20 世纪 80 年代中后期
,

近些年来的研究

不仅证明了 G 蛋白在高等植物中普遍存在
,

而且发

现 G 蛋白参与植物对光或激素的生理反应
、

植物细

胞跨膜离子运输
、

植物组织和器官的形态建成等信

号转导过程 〔̀ “ 〕
.

用 G 蛋白的激活剂或抑制剂处理可

提供 G 蛋 白是否参与信号转导 的药理学证据
.

M a

等 [` 3〕证明百合花粉质膜上存在 G 蛋 白
,

且在细胞

外 C a M 启动花粉萌发和促进花粉管伸长过程中起

重要作用
,

他们的实验显示 ( 100 一 2 00 ) gn / m L CT X

可促进花粉萌发而 P T X 则明显抑制
.

F ia ir ey 等 [` 4〕

利用膜片钳技术研究发现
,

蚕豆保卫细胞质膜上的

内向 K +

通道受膜上的 G 蛋白调控
.

w
u
等 7[] 在分离

膜片上的检测结果进一步表明 P T x 和 c T x 均抑制

K
十

的内流而影响气孔运动
.

他们推测植物中 G 蛋白

可能与动物中的有所不同
,

有多种 G 蛋 白参与气孔

运动的调节
.

w an g 等 [” 〕发现拟南芥的 G 蛋 白一个

亚基基因 G P A I 突变
,

则对 A BA 抑制保卫细胞 K +

通道作用 不敏感
,

直接证明 G 蛋 白参与保卫细胞

K
+

通道调节
,

他们认为活化的 G 蛋 白使 K
+

通道关

闭而抑制气孔开放
.

看来 G 蛋 白参与了花粉萌发或

气孔运动的信号转导
,

但 P T X 和 C T X 的作用却不

尽相同
,

这可能与 C a “ 十
变化在花粉萌发和气孔运动

中的行为不同有关
,

仍有待更广泛深入的研究
.

A C h 的毒覃碱型受体 (m A Ch R )是跨膜 7 次的糖

蛋白
,

从结构与功能上看
,

属于 G 蛋白偶联的受体

家族
,

其在胞内的第三区段的某些氨基酸
,

可能是

G 蛋 白的激 活部位 2[, ’ 6]
,

在配基存在时
,

m A c hR

首先与 G 蛋白结合
,

再通过第二信使或直接调节细

胞膜上的离子通道的功能状态 2[]
.

本实验结果表明
:

G 蛋白的激活剂 C T X 和抑制剂 P T X 可以在不同程

度上减小乙酸胆碱诱导气孔开放的作用
,

而且这种

作用要求介质中 6 早
+

的存在 ; A C h 引起的胞质 。 早
+

变化也被 G 蛋 白抑制剂 P T X 或激活剂 (万X 基本抑

制
.

表明毒覃碱型受体介导 A C h 的作用由 G 蛋白偶

联的第二信使中有 公
2 十

的参与
.

据此推测
,

乙酞胆碱

与其毒覃碱型受体结合及其功能的发挥依赖于 G 蛋

白与下游事件的偶联
,

而 azC
+

作为其中的第二信使

之一
,

但其信号传递途径的细节需要进一步研究
.

致谢 感谢中国农业大学作物学院王 昌贵帮助

进行差异显著性的检验
.
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