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G 蛋白可能参与细胞外钙调素

促进蚕豆气孔关闭的过程
`
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摘要 存在于蚕豆保卫细胞 质外体 的细 胞外钙调素 ( C a M )具有调控气孔运动 的重要作用
.

以蚕

豆表皮条为材料
,

利用激光共聚焦显微技术以及表皮条的生物分析方法研 究了细 胞外 C a M 促进气

孔关闭的机理
.

实验结果表 明
,

细胞外 C a M 能诱导保卫细 胞 「C a Z 十 ]
。 y t

升高
,

且 升高程度随细 胞外

aC
“ 十

浓度 的升高而增加 ; 使用 C a Z 十 通道抑制剂 的结果表 明细 胞外 C a M 诱 导保卫 细 胞 〔C a Z `

〕
。 y t

升

高的过程 以细胞外 C a Z +

内流为主
.

利用 G 蛋 白抑制剂 P T X 和激活剂 C T X 后发现
,

P T X 能抑制细

胞外 C a

M 诱导的保卫细胞 [ C a Z +

]
C y t

升高和气孔关闭
,

C T X 也能通过诱导保卫细 胞 〔C a Z 十 ]
C y t

升高

来促进气孔关闭
,

且 C a Z +

主要来源于 细胞外
.

说明 G 蛋 白可能参与了细胞外 C a M 促进气孔关闭的

过程
.

根据以上结果我们提出了细胞外 C a M 调控气孔运动 的可能模式
:
细胞外 C a M 可能通过激活

保卫细胞 G 蛋 白打开质膜 C a “ +

通道
,

诱导细 胞外 C a Z 于

内流
,

导致气孔关闭
.

关键词 蚕豆 细胞外 e a M [ e 扩
十

]。
t e T x P T x

在缺水情况下
,

植物可以通过调控气孔的开关

来决定如何充分利用植物体 内的水分
,

既能尽量减

少水分散失
,

又能保证光合作用等代谢过程的正常

进行
.

气孔的开关运动受到多种 因子的调控
,

目前

的研究表 明脱落酸 ( A B A )
,

光
,

C a “ + ,

离子通道
,

细

胞骨架
,

H Z ( ) 2
,

N o
,

蛋白激酶和磷酸酶等都在气孔

开关运动中起到重要的作用 [`
,

2 」
.

我们最近 的研究

表明蚕豆保卫细胞外存在 C a M
,

且细胞外 C a M 能

够促进气孔关 闭过程 3[]
,

但其作用机理 尚待探 讨
.

本文以蚕豆表皮条为材料
,

利用激光共聚焦显微技

术和表皮条生物分析方法
,

研究了 G 蛋 白和 C a Z 十

在细胞外 C a M 促进气孔关闭中的作用
.

根长至 0
.

s c m 时
,

培养在营养土中 (营养土
: 蛙石 =

2 : 1 )
.

温室条件
:

光 /暗周期为 12 h 1/ Z h
,

光照强度

为 2 0 0 群m d
·

m
一 “

·

S 一 ` ,

温度为 22 ℃ / 17 ℃
,

相对湿

度为 70 %
.

培养期间无任何水分胁迫
.

取生长 3 一 4

周幼苗顶端完全展开的叶子进行实验
.

材料和方法

植物材料培养

蚕豆 ( V i e i a af 乙
a L

.

)种子用 0
.

1 0,0 Hg C I消毒后

浸泡 2 4 h
,

然后在 25 ℃ 培养箱中催芽 2 一 3 d
,

待胚

1
.

2 保卫细胞内 e a Z 十

浓度 ( [ C
a Z +

〕
c y t

)测定方法

F I、 3 A M (M 〔〕1e e u la r P (r ) l〕e
,

U SA )溶于二甲基亚

矾
,

使达到 I n u l五刃/ 1
砂

.

选取生长良好 的 3一 4 周幼苗

顶端完全展开的叶片
,

撕取下表皮
,

置于 10 拼mo l/ L

n--uo 3 A M ( 10 m mo l / L M E S/ 肠
S ,

p H 6
.

1 )中
,

在 4 ℃

细胞壁酷酶活性很低的情况下
,

暗中孵育 Z ;h 再在

室温避光条件下放置 l h
,

在此期间
,

胞内的醋酶将

进入细胞 内的 flu --o 3 A人哎的乙酞 甲醋。狙叭 )水解掉
,

使 fl --uo 3 能与胞内的 自由 aCz
+

结合
,

从而反应其动态

变化 用缓冲液多次冲洗表皮条
,

然后置于 0
.

1
,

1
,

10

nmot
l / I

一

肠 C 12 ( 10

nxnor
l/ I

洲

M E S/ irT
s ,

50

nxnor
l / L

K CI
,

p H 6
.

1) 缓冲液 中 30 m in 以上
,

使细 胞 内外

2 0 0 2
一

l x
一

1 9 收稿
,

2 0 0 3
一

0 1
一
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6
“ 十

达到平衡
.

以后实验溶液的组分均为 50

~
l/ L

KIC
,

l m l扭通/ L aC lCz ( 10 m mo l/ L M ES/ irT
s ,

p H 6
.

1)
.

处理好的表皮条置 于显微镜下观察
,

先在荧光

镜下找到合适 的视野
,

再 用激光共 聚焦显微 镜扫

描
,

并记录荧光变化 图像及数据
.

处理方法
:

( 1)

预 扫描
,

用 1 0 一 “ m o l / x
一

c a M 或 4 0 0 n g / m L c T x

( C a lb i o e
h e m U S A )处理 : ( 2 ) 4 0 0 n g / m L P T x ( C a l

-

b i o e h e m U SA )溶液 预处理 3 0 m i n
,

预扫 描
,

再 用

10
一 ” m o l / x

洲

C a M 处理 : ( 3 ) 2 m nr o l / L E G T A 溶 液

预处理 10 m in
,

用不含 C a Z +

的溶液清洗
,

预扫描
,

再用 10
一 ” m ol / L C a M 处理 ; ( 4) 分别用 1 m m ol / L

I
才a C 13

,

1 拼m o l/ L 尼群地平 ( N I F )
,

2 拜m o l/ I
一

异博

定
,

5 0 拜m ol I/
J

钉红溶液预处理 30 m in
,

预扫描
,

再

用 一。 一 “ m m o l / I
才

c a M 或 4 0 0 n g /m L e T x 处理 ; 继

续记录荧光变化图像及数据
.

在 L as er s h ar p P or ce ss
-

ign
一

下处理 图像
,

在 E xc el 下处理数据
,

作 曲线图
.

激发波长为 4 8 8 n m
,

发射波长为 5 3 5 n m
.

内
,

c a M 引起保卫细胞 [ c
a Z 十 J

C y t

增高的程度不同
:

当细胞外 C a “ 十
浓度为 0

.

1 m m ol / L 时
,

相对荧光强

度增加 4 0
.

7 % ; 细胞外 C a Z +

浓度 为 1 m m ol / L 时
,

相对荧光强度增加 54
.

4 % ; 细胞外浓度为 10 m m ol /

I
J

时
,

相对荧光强度增加 6 3
.

3 % (图 1
,

图版 I A )
.

如果用 C a “ +

鳌合剂 E G T A 将细胞外 C a Z 十 鳌合掉
,

一一

(a )))

___

加入 C a州州

}}} _ _ _

_ 一介乃甲入一一
一一

介上产一 / 一一一
vvv

侧事似米灰孚

1
.

3 表皮条的生物分析

撕取蚕豆下表皮
,

用毛笔轻轻刷去残存的叶 肉

细胞
,

在 5 0 m m o l / L K C I ( 1 0 m m o l / L M E S / T r i s
,

p H 6
.

1) 溶液 中照光 90 m in
,

使气孔完全开放
,

然

后 于室内光照条件下进行不同处理
:

( 1) Z m m o l/ L

E G T A 溶 液 预处 理 10 m in 后
,

用含 及 不 含 10
一 “

m o l / I
,

C a M 的 0
,

0
.

1
,

1
,

1 0 m m o l / I
J

C a C I: 溶液 ( 1 0

m m o l/ L M E S / T r iS
,

5 0 m m o l/ L K C I
,

p H 6
.

1 )处理

Z h : ( 2 ) 用 含 l m m o l / I
一

L a C 13
,

1 拼m o l / L N I F
,

2 肛m o l/ I
“

异博定
,

5 0 拜m o l / I
J

钉红溶液 ( 10 m m o l / L

M E S / T r i s
,

5 0 m m o l / L K C I
,

1 m m o l / I
一

C a C 12
,

p H 6
.

1 )预处理 3 0 m i n
,

再用 1 0 一 “ m o l / L e a M 溶液

处理 Z h ; ( 3 ) 4 0 0 n g / m L p T x 溶液预处理 3 0 m i n

后
,

再用 10 一 ” m o l / L c a M 溶液处 理 Z h : ( 4 ) 用

10 0
,

2 0 0
,

3 0 0
,

4 0 0 n g / m r
才

e T x 溶液处理 2 h
.

在光

学显微镜下进行观察
,

测量气孔孔径
.

每个表皮条

选取 5 个视野
,

每个视野测量 10 个气孔的孔径
.

实

验重复 3 次
,

取平均值
,

计算标准偏差
, n = 150

.

一一

(b )))
---

蔚俨妙啊
气气

勺勺 . 111

(((
c
)))

一一户

狱枷
功可

切浏尸丫丫

lll , 1 ...

处理时间 s/

图 1 保卫细胞外 c a Z +

浓度对胞外 c a
M 引起

保卫细胞 〔C a Z十

1
。 yt 增加的作用

( a ) e a Z +

浓度 0
.

1 m m o l/ x ; ( b ) e aZ
+

浓度 1 m m o l / L ;

( c ) e a Z十 浓度 1 0 m mo l/ L

2 结果

2
.

1 细胞外 C a M 对保卫细胞 [ C
a Z 十

]
c y ,的影响

孵育好的表皮条在含 0
.

1
,

1
,

10 m m d / L c a “ 十

的缓冲液中放置 3 0 m i n
,

然后 用 1 0
一 “ m o l / L e a M

处理后
,

细胞外 c a M 能诱导保卫细胞 [ C a “ 十 〕
c y t

升

高
.

日
_

当细胞外 C a Z +

浓度不 同时
,

在处理的 8 00
5

o占
处理时间 s/

图 2 E G T A 处理后
,

细胞外 c a
M 影响

保卫细胞 〔c a Z 十

〕cyt 变化的相对荧光强度
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C赶
I
M 则不能引起保卫细胞 「Caz

+ 」
C yt增高 (图 2

,

图版工

)B
.

提示细胞外 aC M 诱导保卫细胞 〔aCz
+

」
。 、
升高过

程有细胞外 aCz
+

内流
.

表皮条生物分析的结果与保卫

细胞 「aCz
子

] cyt 的测量结果是一致的
.

当保卫细胞外

6
2 十浓度不同时

,

细胞外 恤M 促进气孔关闭的程度

也不同
.

用 E G L入 将细胞外 ( ! a Z +

鳌合掉
,

细胞外加

入的 aCz
十

浓度不同时
,

细胞外 aC M 促进气孔关闭的

程度不同
:

溶液中不含 C a Z +

时
,

细胞外 G
I

M 不能促

进气孔 关闭 ; 当细胞外 aCz
+

浓度为 0
.

l r l l ll lo l/ I 时
,

气孔孔径是对照 的 74
.

8 % ; 当细 胞外 C习 2 卜

浓度为

l mmo lI/
_

时
,

气孔 孔径是对 照的 67
.

3% ; 当细胞外

azC
+

浓度为 10

~
l/ L 时

,

气孔孔径是对照的 57
.

2 %

(图 3 )
.

这一结果初步揭示了细胞外 6 M 促进气孔关

闭的作用机理
,

和其他促进气孔关闭的信号分子如

A B A
,

以毛等相似
,

细胞外 G
胜
M 也能通过诱导保卫

细胞 [aCz
+ 」

C yt 升高促进气孔关闭
,

且在这一过程中

有细胞外 C a Z +

的内流
,

说明在细胞外 aC M 促进气孔

关闭的过程中
,

C a Z +

也能作为第二信使起作用
.

日寻卒常犷麟

o m m o】/ L K C 】 5 0m m o】/L K C I 5 0m m o l/ LK C I 5 0m m o】/L K C I 50 m m 0 1/ L K C】

o m m o l/ [ C aC 12 0 m m o l /L C aC 12 0
.

lm m o l / L C兹 12 l m m o l/ LC a C 12 10 m m o l / L C aC 12

介质不同组分

图 3 不同保卫细胞外 c a Z +

浓度时的胞外 c a
M 促进气孔关闭的程度

2
.

2 G 蛋 白激活剂 c T x 和抑制 剂 P T x 对细胞 外

C a M 诱导保卫细胞 [ C a Z +

]
c y ,

增加的影响

已有报道表 明 G 蛋 白参与 A B A 促进气孔关 闭

过程
,

但 G 蛋白与 C a Z +

的关系尚无直接证据
.

我们

的实验结果表明 G 蛋白激活剂 C T X 能引起保卫细

胞 〔C a Z 十 〕
c y t

升高
,

在处理的 80 0 5 内相对荧光强度

增加了 55
.

4 %
,

与细胞外 c a M 的作用效果相近 (图

版 4 ( a )
,

图版 工A ) ; 而且 C T X 也能促进气孔关闭
,

作用强度随 C T X 浓度 的增加而增强
,

C T X 浓度 为

4 0 0 n g / m I
J

时
,

处理后 气孔孔 径是对照 的 62
.

0 %

(图 4 ( b)
,

图版 工C )
.

而 如果先 用 G 蛋 白抑制剂

P T X 预处理 30 m in
,

再用细胞外 aC M 处理
,

则保卫

006
J
件,ó三犷全月粼寻

200250100150

侧米濒似霉韧

20 0 4 00 600 80 0

处理时间 / s

O
L一 -
` 一-

-
` 一占

U I U U 2 U0 3 0 0 4 00

c T x 浓度 ( n g
·

m L
一
’ )

图 4 C T x 诱导保卫细胞 [C
a , 十 〕。 t

升高
a

) 相对荧光强度曲线
; ( b ) 气孔关闭程度

.

b a r 二 1 0 拜m
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细胞 「〔二a ? 卜

」
。 y ,

基本不增加 (图 5 ( a ) ) : 而且 p T X 能

抑制细胞外 C a M 促进的气孔关闭过程
,

但 P T X 本

身并不影响气孔开度 (图 5 ( b) )
.

说明 G 蛋白可能参

与了细胞外 C a M 诱导保卫细胞

进气孔关闭的过程
.

C a Z 十 」
c y ,

升高和促

。0zn4
,1八曰

已犷即常韶导
MaAC入

!
加

200250l()0l50

侧攀歌霉粼蕊

曰口n曰
户、

2 0 0 4 0 0

处理时间 s/
C a M P T X P T X + C a

M

不同处理

图 5 P T x 抑制细胞外 C a M 诱导的保卫细胞 〔C a , 十 〕
c yt 升高

(
a

) 相对荧光强度曲线 ;
( b) 气孔关闭程度

2
.

3 e a Z十 通道抑制剂对 e a M 和 e T x 诱导保卫细

胞 [ C a , 十 〕
。 y t

升高过程的影响

C
aM 和 C T X 能诱导保卫细胞 [ C扩

十 〕
c y t

升高
,

但 c a Z ’

是源 于细胞内还是细胞外呢 ? 我们用质膜

c a “ 十

通 道 抑 制 剂 L a cl 3 ,

N IF
,

异博 定和 细 胞 内

C a Z ’

通道抑制剂钉红处理孵育好的表皮条
,

然后再

用 C a M 或 C T X 处理
,

观察保卫细胞 汇C扩
十 〕

Cy ,

的变

化
,

以确定 C a Z ’

的来源
.

表 1显示加入质膜 C a Z +

通

道抑制剂 L a 1C 3 ,

N IF
,

异博定后
,

细胞外 C a M 和

C T X 基本不能引起保卫细胞 [ C a “ + 」
。 y ,

升高
,

说 明

细胞外 C a M 和 C T X 引起的保卫细胞 [ C a , + 〕
c y,

升高

上要来源
一

J
二

细胞外
.

而用细胞内 C a “ +

通道抑制剂钉

红处理后
,

细胞外 C a
M 和 C T X 还能引起保卫细胞

〔C a Z ` 〕
。 y t

升高
,

但升高幅度变 小 ; c a M 和 c T x 处

理后相对荧光强度分别增加 了 21
.

2 % 和 17
.

2 %
,

说

明细胞外 c a
M 和 C T x 诱导保卫细胞 〔C a “ ` 」

c y t

增高

也有来源于细胞内的一部分 C a “ +
.

从这两方面的结

果看
,

细胞外 C a “ 十

内流在细胞外 C a M 和 C T X 引起

保卫细胞内升高的过程中起着决定作用
,

因为在质

膜 C a Z 斗 通道被抑制时
,

即使细胞内 C a “ +

通道仍正

常开放
,

细胞外 C a M 和 C T X 也不能诱导保卫细胞

[ C a Z `

」
〔
一

y ,

升高 ; 细胞外 C a Z `

进入细胞后
,

还能引起

细胞内 C a Z `

库的 C a Z +

进一步释放
,

因为如果仅抑

制胞内 C a ZI 通道
,

质膜 C a “ +

通道仍正常开放 时
,

虽 然 细 胞 外 C a Z 十

仍 能 正 常 进 入
,

保 卫 细 胞

[ C扩
`

〕
。 y t

升高幅度不能达到不使用 c 扩
+

通道抑制剂

的水平
.

气孔孔径测量结果表明
,

I启 c1
3 ,

N IF
,

异

博定能抑制细胞外 C a
M 和 C T X 诱导 的气孔关 闭

,

而钉红只能部分抑制细胞外 C a

M 和 C T X 诱导的气

孔关闭 (图 6 )
.

这与保卫细胞内 C a Z 谙

浓度的测定结

果一致
.

表 1 c a Z +

通道抑制剂对细胞外 c a M 和 c T x 诱导

保卫细胞 比扩
+

]
。 yt 增加的影响

不同处理
C a

M (相对荣光强度 )
处理前 处理后

C T X (相对荧光强度 )

处理前 处理后

l a ( 13

N I F

异博定

钉红

1 7 1 0 士

L4 9
t

0 士

1 7 6 2 士

1 3 8 5 士

::
1 75 9 士 9 4

1 4 1 4 士 1 5
.

5

1 7 8 1 士 8 6

1 6 7 7 土 1 1
.

8

1 1 3
.

0 士

1 2 2 0 士 :: :

几几
1 ] 0 2 士 9 8

1 8 3 3 土 5 ()

1 0 6 〔) 士 14
.

3

1 1 8 4 士 1 3 4

1 1 1 4 士 1 ( ) 2

2 1 4 7 士 5 〔)

3 讨论

近年来的研究表明
,

有些多肤类物 质能在植物

细胞外作为信号分子调节植物的生长
、

发育和对外

界刺激的反应等
.

其 中细胞外钙调素作为多肤信使

在植物细胞外的存在及对细胞增殖
、

花粉萌发
、

基

因表达的影响已进行 厂广泛的研究 〔4
一 “ ]

,

但这些研

究主要集 中在植物的发育过程中
.

气孔的开关运动

受多种因子调节
,

研究多肤类物质作为细胞外信使

调节气孔运动一方面可丰富我们对细胞外 C a
M 功

能的认识
,

另一方面能使我们对气孔运动机理的理

解更深入
、

也更全面
.

我们 已经用免疫胶体金标记

电镜及免疫荧光显微技术
,

证 明了蚕豆下表皮的保

卫细胞和表皮细胞外都存在 C a M
,

而且 内源细胞外

ca M 能抑制气孔开放
,

促进气孔的关闭过程 [ 3 〕
.

本
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对照 C a M C a
M C a

M

异博定 L Ca I

C a M

N I F

C a
M

钉红

对照 C T X C T X C T X C T X C I X

异博定 LCa 卜 M F 钉红

不同处理 不同处理

图 6 c a Z +

通道抑制剂对细胞外 c a
M 《 a) 和 c T x( )b诱导气孔关闭的影响

文对细胞外 C a

M 促进气孔关闭的机理进行 了研究
.

保卫细胞 [ C a Z ’

]
C y ,

能 作为多种刺激的第二信

使调节气孔运 动
,

它能 否在细胞外 C a M 促进气孔

关闭的过 程 中起 作用 呢 ? 为此 我 们记 录 了细 胞外

ca M 处理后保卫细胞 [ c a Z +

〕
c y ,

的变化
.

结果表明
,

细胞外 C a

M 能诱导保卫细胞 〔C a Z ’ 〕
Cy t

增加
,

这和

细胞外 C
a

M 诱导百合花粉 { C扩
’ 」

C y t

升高的结果相

似 9[]
.

已有报道表 明
,

保卫细胞 〔c a Z + 〕
c y t

增 加后
,

可以抑制 内向 K +

通道活性
,

激活外向 K +

通道和阴

离子通道
,

导致 K 十 ,

lC
一

等离子外流
,

促进气孔关

闭 [` 〕
.

从本文的结果可以推测
,

c a Z +

很 可能作为第

二信使介导了细胞外 C a M 促进气孔关闭的过程
.

这

一结果和其他促进气孔关 闭的物质如 A B A 的情况

相似
,

也说明细胞外 C a M 促 进气孔关闭的信号成

分和 A B A 的有共同之处
.

关于保卫细 胞 〔aC
“ `

」
。 y t

增加 的来源
,

不同刺

激可能是 不同的
.

如 M ac R ob ib e
等 [` o ]在研究 A B八

诱导保卫细胞液泡 K +

释放的过程 中
,

发现 A B A 启

动 K
苦

外流要求 仁C扩
千 」

c yl
达到一定的域值

,

但高浓

度 A B A ( 10 0 拜m o l / I
一

)主要诱导细胞外 ca
Z +

内流
,

低

浓度胡A ( 10 拼m ol I/
,

)主要诱导细胞 内 c a Z 十

库释放

ca
Z +

.

w oo d 等 [川报道不同的刺激如 A B A
,

机械刺

激
,

低温等都诱导保卫细胞 「ca Z ` 」
。 y ,

变化
,

但不同

刺激诱导保卫细 胞 t c 扩门
c y t

变 化的 c 扩
+

来源也是

不 同 的
: A 13 A 和 机 械 刺 激 诱 导 的 保 卫 细 胞

〔aC
Z 十

〕
c yt 增加主要 源于细胞内

,

低温诱导保卫细胞

〔C a “ + 」
c y t

增加主要源于细胞外 本实验中
,

细胞外

aC M 诱导保卫细胞 t C a Z 十 〕
c y t

增加的幅度及促进气

孔关闭的程度都依赖于细胞外 c a Z 十 浓度
,

暗示细胞

外 C a M 诱导保卫细胞内增 加的 C a Z 子

主要源于细胞

外
.

我 们用 C a Z 十 通道抑制剂进 一步研 究 了细胞外

aC M 诱导保卫细胞 仁C a Z +

]
c y ,

增加的来源
:

当质膜

上 C扩
十

通道被阻断
、

细胞内 C a Z+

通道 仍正常打开

时
,

细胞外 aC M 不能诱导保卫细胞 〔aC Z +

]
。 v 。

增加 ;

在细胞内 C a Z 十通道被抑制
、

质膜 C a “ +

通道仍打开

的 情 况 下
,

细 胞 外 C a
M 仍 能 诱 导 保 卫 细 胞

〔aC “ + 」
。 y ,

增加
,

但增加幅度下降 说明细胞外 ca M

诱导保 卫细 胞 仁c 扩
+

I
C y ,

增 加 主要 来源 于细 胞外
,

但进 入细 胞 内的 C a Z +

可能 还要 进 一步 引起 胞 内

C a Z 十

库释放 C a “ +
.

异三聚体 G
一

蛋白在动物和微生物的信号转导途

径中起着重要作用
.

目前很 多证据都表 明植物细胞

中也存在异三聚体 G
一

蛋 白
.

一些植物的微囊泡或质

膜对 G T P 有高亲和性
,

含有能被 A D P 核糖基化的

多肤
,

并能与 G 。
亚基 的抗血清起交叉反应 [` 2 1

.

现

在 已从几种植物中分离出编码 G 蛋白的基因
,

可能

至少存在 10 种以上 G
。
亚基

,

6 种 以上 G俘亚基
,

2

种 G下亚基 「̀ 3 」
.

关于植物细胞中 G
一

蛋白的功能
,

目

前已证 明 G
一

蛋 白参与调节细胞 外 C a M 促进花粉萌

发和诱 导不 依赖光的
r b cs 基因表达 的过程 「̀ 4

,

” 〕 ;

也有 报道表 明 G 蛋 白能调 节苔 鲜 细胞 的 C a Z `

通

道 l ’ 6〕
.

拟南芥 G a 亚基插入 突变能导致保卫细胞的
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内向 K 十

通道对 A B A 的反应减弱
,

而且 A B A 不 能

激活阴离子通道
,

导致这种突变体的水分丢失远远

高 J
:

野生型
,

为 G
一

蛋 白参与保卫细胞 A B A 信号转

导提供 厂直接证据 上̀ 7 ]
.

药理学实验结果表明 G
一

蛋白

激活剂 G T P y S
,

C T X
,

m as 7 能抑制内向 K +

通道的

活性 [ ’ “
,

’ ” 〕
,

但如果将细胞内的 c a “ +

浓度缓冲到 比

较低的水平
,

这种抑制作用将被消除
,

说明 G 蛋 白

可能通过诱导 [ C a Z 十 〕
。 y ,

升高来抑制内向 K 十

通道的

活性
.

但目前尚无 G 蛋白与保卫细胞内 C a Z +

增加相

关的直接证据
,

也有少数证据表明 G 蛋白可能不通

过第二信使而直接调节 K +

通道活性 [“。 〕
.

我们的实

验结果表 明
,

G
一

蛋自激活剂 C T X 也能诱导保卫细

胞 [ C a Z ’ 」
。 y ,

升高
,

而 G
一

蛋 白抑制剂 P T X 能抑制细

胞外 c a M 诱导的保卫细胞 [ c a “ 十 」
C y t

升高过程 ; 同

时 C T X 能促进气孔关闭
,

P T X 能抑制细胞外 C a M

促进的气孔关闭
.

这些结果说明 G
一

蛋 白激活后能通

过诱导保卫细胞 〔c a “ 十

〕
c y t

升高促进气孔关 闭
,

而

G
一

蛋自活性被抑制后
,

细胞外 C a M 不能促进 气孔

关闭
,

表 明 G
一

蛋 白介导 了细胞外 C a M 促进气孔关

闭的过程
.

C a Z 十 通道 抑制剂使 用结果 表明
,

质 膜

c a Z 十

通道抑制剂 L a cl 3 ,

N IF
,

异博定都抑制 c T x

诱导 保
一

卫细 胞 〔C a Z + 」
C y ,

升 高 的过 程
,

而 细 胞 内

C a Z 十 通道抑制剂钉红部分抑制 C T X 诱导保卫细胞

〔aC Z ` 〕
c y ,

的升高
.

这种效果和它们对细胞外 c a M 作

用的影响是一致的
,

进一步说明 G
一

蛋白参与了细胞

外 C a
M 诱导气孔关闭的过程

.

本研究初步证 明细胞外 C a M 通过诱 导保卫 细

胞 〔C a 加 〕
。 y ,

升高促进气孔关闭
,

且 C a “ +

主要源于

细胞外 ; G
一

蛋 白可能通过诱导保卫细胞 「C a “ + 」
。 yt

升高介导了细胞外 C a M 促进气孔关闭的过程
.

在细

胞外 C a M 诱导气孔关闭的过 程中
,

通过 哪些途径

动员细胞内 C a “ 斗

库释放 C a Z + ,

另外
,

还有哪些信

号分子参 与 了细胞外 C a M 促进 气孔关 闭的过 程
,

这些问题还有待于进一步研究
.
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陈 玉玲
.

等 : G蛋 白司能参与细胞外钙调素促进蚕豆气孔 关闭的过程

. . . . . -

. 圈圈圈圈圈
困E 困圈函国 }…

图版

C a Z十

5 0闷 1 5 05 〕 0 05 45 0 5 6 0 05 75 05

A 保卫细胞 外〔 『 浓股 不同时
,

细胞 外 C aM 引起 保卫细胞四沪坛变化的 图像

饱 ) 〔 a气农度。 l m 11] 川 L
,

`b) 〔 纷
卜

浓 }岌1 rn m ol 儿
.

( c) c a升浓了变}。 m l粗 ) I L b盯 一 10 卜mI

……
}

C a Z

低 C a 、

】2 0 5 24 0 5 飞6( )s 4 8 05 6 00 5

B 巨G T A 处理后细胞外 C a M 影响保 卫细 胞匡 ` 坛变化的 图像

. . . . 一圈}低
〔 (

’

T X诱导保 1川 1[J 脚 C子 .1c 升 llJ }rlJ 冬{侈


