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蚕豆类水孔蛋白基因的克隆及表达
’
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’ `

中国农业大学生物学院植物生理 生化 国家重点实验室
,

北京 10 0 0 9 4

摘要 为 了解水孔 蛋 白在 气孔运 动 中的作用
,

通过 5 `

/ 3 `
R A C E ( r a p i d a m p li f i e a t io n o f e D N A

en ds ) 技术从蚕 豆 ( iV ic a

fa b a ) 叶片表皮
c D N A 中克隆出 1 个编码 29 0 个氨基酸的类水孔蛋 白基 因

V j
,

P I P I ( iV
c i a fa b a p l a s m a m e m b r a n e i n t r i n s i e p r o t e i n g e n e )

,

G e n B a n k 登录号为 A Y 6 6 74 3 6
.

应

用计算机软件对 V f P I P I 的氨基酸序列分析表明
,

V f P I P I 含 6 个跨膜 区
,

具有质膜水孔 蛋 白的特

征信号序列 G G G A N X X X X G Y 和 T G I/ T N P A R S L / F G A A I/ V I/ V F / Y N
,

属于 P I P I 亚 家族成员
.

原位杂交及 N or ht er n bl ot 分析 显示
,

竹尹 I尸1 在 保卫 细胞 中有 较强 的表达信 号
,

并 受脱 落酸

( A B A )诱导
.

上述结果为研 究水孔蛋 白 V f P I P I 在 气孔运动中的作用及其活 性调节机 制打 下 了基

础
.

关键词 A B A 水孔蛋白 基因克隆 蚕豆 保 卫细胞

叶片表皮上的气孔 由一对保卫细胞组成
,

其启

闭程度对植物的蒸腾
,

光合作用等具有重要 的调控

作用
.

保卫细胞水分跨膜进人或排 出引起膨压变化

是气孔张开或关闭的最根本原因
.

过去人们一直认

为水分是通过简单扩散作用进出细胞 的
,

然而这种

方式运输水分的速率很小
.

植物 中水孔蛋 白的发现

为气孔运动过程中水分运输 调节的研究提供了新的

思路
.

在植 物中迄今 已分离 了 30 多种水孔蛋 白基

因 〔̀
,

幻
,

详细分析它们编码蛋 白质 的氨基酸序列发

现
,

其中 6 个跨膜区
、

较短的保守氨基酸基序 N P A

和信号序列 S G X H X N P A 是水孔蛋白运输水分所必

需的 3[, 4]
.

根据水孔蛋白的分布及功能
,

可将其分为

4 个 亚 类
:

一 类 是 位 于 质 膜 上 的 内在 蛋 白 IP P s

( p l a s m a m e m b r a n e i n t r i n s i e p r o t e i n s )
,

另一类是位

于液 泡膜 上 的 内在 蛋 白 T l p S ( t o n o p l a s t i n t r in s i e

p r o t e i n s )
,

第三类主要指与大豆 ( G l y c i n e m a x )根瘤

菌周 膜 上 水 通 道 蛋 白 N 0 D 26 类 似 的 通 道 蛋 白

N L M S ( N O D 2 6
一

Iik e i n t r i n s i e p r o t e i n s )
,

还 有 一类

是 S I P s ( s m a l l b a s ie i n t r in s i e p r o t e i n s ) [2
·

5」
.

分 析

G e n B a n k 中水孔蛋白的数据库表 明
,

植物拥有 比哺

乳动物更多的水孔蛋白
,

并且这些水孔蛋白在时空

分布
、

蛋白活性及特定功能等方面存在差异仁6一 8〕
.

虽然目前已分离出多种水孔蛋 白基 因
,

但其研

究主要集中在根 中比
`。〕

,

有关保卫细胞水孔蛋 白的

研究相对较少
.

我们实验室曾用拟南芥 ( A ar ib d oP
-

s乞、 t入a z艺a n a )水孔蛋白 R D 2 8 的 D N A 探针和抗体检

测到蚕豆保卫细胞中有水孔蛋白的存在
口 `」 ,

但究竟

哪些水孔蛋 白在保卫细胞 中存在并起作用至今还不

清楚
.

据文献报道
,

拟南芥质膜水孔蛋白 A t IP P l b
,

蚕豆类水 孔蛋 白 b b a q l
,

向 日葵 ( H
e z i a n t人u 、 a n n -

u u 、
) 液泡膜水孔蛋 白 S u n T I P 7 和 S u n T I P ZO 可能在

保卫细胞中表达 仁̀ 2一 ’ `〕
,

然而具体的情况仍不清楚
.

为此我们以蚕豆叶片表皮为材料
,

分离出 1 个蚕豆

保卫细胞类水孔蛋 白基因 V了
.

尸 I尸1
,

并对其氨基酸

序列的特性
、

转录表达及定位进行了分析
,

初步证

明它在保卫细胞 中表达
,

并具有质膜水孔蛋白的特

征信号 序 列
,

属 于 IP IP 亚家 族 成员
,

其表达 受

A B A 诱导
.

2 00 4一 0 8
一 0 6 收稿

,

2 0 0 4一 10一 1 8 收修改稿

国家重点基础研究发展规划 (批准号
:

通讯作者
,

E
一

m a i l
: x e w a n g@ e a u

.

e d u
.

G 一9 9 9 0 2 17 0 0 , 2 0 0 3 C B l l 4 3 0 7 ) 和国家 自然科学基金 (批准号
:

3 0 3 7 0 1 2 9 )资 助项 目
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l 材料和方法

1
.

1 材料

蚕豆种子种在生长室 中
.

生长条件
:

光 /暗周期

为 1 2 h / 1 2 h
,

光照强度 为 2 0 0 拼 m o l
·

m
一 2 · s 一 ` ,

温度为 2 2 / 17 ℃
.

取 3 周龄展开 的叶片
,

撕取表皮

条
,

用 T ir oz l 法提取蚕豆叶片表皮的总 R N A ( G I B
-

C O
一

B R L 试剂盒 )
.

T C T C T C
一

3 ’

用 p fu D N A 聚合酶从蚕豆 叶片表皮
c D N A 中扩增

出 V ’f
.

尸 I尸1 的全长
c D N A 序列

,

按上述方式克隆和

测序
.

1
.

Z VJ ? IP I c D N A 的克隆

1
.

2
.

1
Vf

p IP I E S T 序列的克隆 以 0 119 0 ( d T )
1。
为

引物
,

用 M
一

M L V 反转 录酶合成
。 D N A

.

通过 比较

几种植物水孔蛋 白的保守氨基 酸序列
,

设计兼并 引

物 l 和 2 [ , 5 ]
.

引物 l : 5气 ( A T ) G G ( T A ) C A C A T ( T C ) A A C
-

C C A G C
一

3 `

引物 2 : 5几 A G ( A G ) C T ( G A ) G C ( C G T ) G G G T
-

T G A T G C C
一

3 `

以该对引物经 P C R 扩增其 E S T 序列
.

将其产物克

隆到 p M D 18
一

T
一 v e e t o r 中

,

由 B io a s i a 公司测序
.

1
.

3 N o r t h e
rn 杂交

将生长 3 周的蚕豆苗用 1 0。 拼 m ol
·

L 一 ’
A B A 分

别处理 0
.

5
,

1
,

2
,

3
,

s h
,

未处理 的作 为对照
,

用

T r i z o l 试 剂 盒 ( G IB C O
一

B R I
泌

) 提 取 总 R N A
.

按 照

T sa n g 等 l6F 口的方法
,

进行 R N A 的凝胶电泳
,

并将

其转移到尼龙膜上 〔` 7丑
.

按照 T a K a R a 随机引物标记

试剂盒的说明
,

用
3 ,

P标记 v f p l尸 1 的 3几 u T R 序列

作为杂交探针
.

6 5℃在 C h u r e h 缓冲液 中 ( o
.

2 5 m o l
·

L 一 ’
N a Z

H P O
4 ,

p H 7
.

2
,

2 m m o l
·

L 一 ` E D T A
,

7%

S D S
,

1% B S A ) 进 行 预 杂交 和 杂 交
,

用 高 强 度 的

S S C 溶液洗杂交膜 ( 2 x S S C
,

0
.

5% SD S
,

1 x S S C
,

0
.

5% S D S )
,

一 s o oC 曝光 3 d
.

1
.

2
.

2 、 ’j ’P I P I 全长
c D N A 的 克隆 根据 以 上 的

E s T 序列
,

设计 5 `

端 的两条下游特异 引物 ( G S P I

和 G S P 2) 和 3 `

端的 两条 上游 特 异 引 物 ( G S P 3 和

G S P 4 )
:

G S P I : 5 ` 一

C C A C C G C C T T T C G C A C C G A A G A
-

A G G C
一

3 `

G S P Z : 5
` 一

C T T G T T A G A G A C A G T T T C C T C
-

G C C
一

3 `

G S P 3 : 5 ’ 一 T G G A A T C T C T G G G G G T C A C A --T

A A A C C C
一

3 `

G S P 4 : 5 ` 一 G C C A C T G A T G C C A A A C G T A G T
-

G C C A G
一

3 `

用 5 `

3/
’ 一

R A C E 试 剂 盒 ( lC o n T ec h ) 分别 扩 增 Vf
-

尸 I尸1 的 5 `

和 3 ’

端的序列
,

分别将其克隆到 p M D 1 8
-

T ve ct or 中由 iB o as ia 公司测序
.

将测序的序列与其

E S T 拼接
,

根据 拼接 的全长 序列
,

设 计 V fP I 和

V fP Z 两条特异引物
:

V f P :I 5
’ 一

A C G C G G G G A T A G C A T T C A T A T
-

T C
一

3
’

V f P Z : 5 ` 一 G A A T A A A C A C A T G A T C C A G A
-

1
.

4 原位杂交

原位杂交按 照 M ar ir so n 等的方法 〔`时
,

并做了

一些 修改
.

生 长 3 周 的蚕 豆 叶片在 F A A 固定 液

(5 0 % 乙 醇
,

5 % 醋 酸
,

3
.

7% 甲醛 ) 中真 空 抽 气

15 m in
,

室温固定 6 h
.

按照常规方法进行石蜡切片
.

以 P C R 扩增 3 `

末 端
。 D N A 特 异 片段

,

用地 高 辛

R N A 标记试剂盒 ( B o e h r i n g e r M a n n h e im )合成 V j
,

-

尸 I尸 的正义和反义探针
.

将 2 00 一 4 00 gn
·

m L 一 ’
探

针与组织 切 片在杂 交缓 冲液 (6 x S S C
,

3% S D S
,

5 0 % f o r m a m id e ,

1 0 0 拌g
·

m l
洲一 ` t RN A ) 中 5 0℃孵育

2 0 h
.

经用洗脱缓 冲液 ( 2 X S S C
,

5 0 % f o r m a m i d e )

S O oC 洗两次后
,

用含 1 0 拌g
·

m l厂
` R N a s e A 的 2 大

S S C 液 37 ℃处理切片 30 m in ; 50 ℃用洗脱缓冲液处

理 l h ; 经过上述处 理 的切 片在含 0
.

5 % 封 闭液的

T B S 中封闭 l h
,

再在含 l % B S A 和 0
.

3% T r i t o n X
-

10 0 的 T B S 中处理 3 0 m i n ; 然后用 T B S 按 1 / 3 0 0 0

将碱性磷 酸酶结合的抗体稀释成抗体溶液
,

用此抗

体溶液处理材 料 90 m in
.

再 用马来 酸缓冲液 ( 0
.

1

m o l
·

L
一 ’
马来 酸

,

0
.

15
mo l

·

I
J 一 ’

N a C I
,

p H 7
.

5 )洗去

未结合的抗体
,

然后室温下在显色液 ( 100 m m ol
·

L
一 ’

T r i s
一

H C I
,

p H 9
.

5
,

0
.

1 m o l
·

I
J 一 ’ N a C I

,

5 0 m m o l
·

L 一 `
M g C I

: ,

1 / 5 0 N B T / B C I P ) 中反应 l o h
,

检 测

V厂尸 I尸 1 的 m R N A 信号
.

用光学显微镜 ( O p t i p h ot
-

2
,

N i k o n )照相
.
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2 结果和分析

2
.

1 蚕豆叶片表皮 v了P IP I 基因的克隆

以引物 1 和 2经 R--T P C R 从蚕豆叶子表皮
e l ) N A

中扩增出一个 。
.

39 k b 的 ES T 序列
.

B LA S T 分析表

明它具有水孔蛋 白的保守 区
.

按照 5
’

/3
`一 RA C E 试剂

盒的 说 明分 别 用 5’ 端 的两 条 特 异 引物 ( G PS I 和

G PS )2 和 3`端的两条特异引物 ( G S P 3 和 G S P )4 扩增出

v f p IP I 的 5`

和 3`末端的序列
.

最后 以 v fP I 和 v 护 2

为特异引物
,

用 p fu DN A 聚合酶从蚕豆叶片表皮 c D
-

N A 中扩增出 V f P I尸 1 的全长 c D N A 序列 (图 1 a( ))
.

序 列分 析表 明
,

它长 1
.

o 3 9 k b
,

包含 4 7 b p 的前导序

A e e e e G e G

姗
e e盯 T e盯。

e e T e e 、 T e o e从 e A e A e T以G A
哑豆咏认A G e A A A e e 从 e A A e A T e T T :

C A C T T G C A G C C A A C A A A T T C C C A C A G A G A C A A C C C A T C C G T A T T G C A G 〔 !T C A G A G C C A T G A C G A C C G A兔A C

C A C T A T A A G G A A C C A C C T C G 气G C A C C G T T G T T C G A G C C T T C T G A A C T C A C T T C A T G G T C 1
,

T T C I
,

A C A G A G C T

G G G A T A C C C G A G T T C G T C G C A A C T T T T C T G T T T C T C T A C A T C A C C A T C T T G A C T G T C A T G C G T G T C A A C A A A

T C T C A G T C C A A C T C T G C
z
灿气C T G T T G G T A T T C

了、 A G G A A T C G C T T G C T C I
,

I T C G G T G G C A T G A T C T T T G C C C T T

G I I I A C T C C A C C G C T G G A A T C T C T G G C G C T C A C A T A A A C C C G C C A C T G A C A T T C G C 1
一

I
一

I C T T t l l
,

G G C G A G

G A
Z
、 A C T C T C T 〔1

,

A A C A A G A G C A G T G T T C T A C A T C G T G A T G C A G G T T C T C G G T G C T A T C T G T G G T G C T G G T G T

A C A C A A A A G G A G A T G G A C T T G G T G C T G A G A I
,

T A T T G G T A C U I
~

I T C T T C T T G T T T A C A C C C T T T T C T C A G C C A

C T G A T G C C A A A C G T A G T G C C A G A G A C T C T C A C G T 1
,

C C T A T T T T G G C T C C I
一

I T C C C A A T T G G G T T T G C I
,

G T C T

T T A T C T T C A A C C A A G A T C G T G G C T G G A A T G A T C A G T G G A T T T T C T G G G T T G G A C C A T T C A T T G G T C C A G C A C

T T G e A G e A c T T T A e
cA 以

e A G T T e T以 T cA G A o e e A T T e e T T T e o e T e e A以 T e ( …
远矛

T T e灯 T T口 T T e T

T l
,

A l
,

A A A A C T T C A I
,

T G T T G C A I
,

C T T C G A I
,

T G I
,

A A I
,

T G A G U l l G A A A A T
之、 1

,

T T G A G A G A I
,

C T G G 内J C 六J G T G T T T

A T T C A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A

(a )

M EA K E Q D V S L G A N K F P E RQ P IG I A A Q S H D D G K D Y K E P P P A P L F E P S E L T S W S F Y R A G IA E F V A T F L F L Y IT l L T V M

G v N K s Q s KcA T v e , o e o ws 邓
e . F̂ L v v e T A e l匹亘画巫画 F e L F

~
K I泪L To v 。 ,

。 Q v L e * Ie e A e

v v K G F E e o r F e E
岖巫巫画巫囚

r K e n e L o A E , ,e T F v L

o
v F s ^ T n A K雌弘nR s H v P , L A p L P le F A v F L v

H L A T : P I T c匝亘巫画亘巫亚巫
n R e w N D Q w l

,
v e P Fl e o L A A Lv H Tv v l R A, P F心。
(b )

图 1 、 了P I IP
c D N A 序列和氨基酸序 列

( a ) V了尸 I尸 1 的全长 c D N A 序列 ; ( b) V了尸 I尸 l 相应 的氨基酸序 列
,

框 内分别表示 M IP 家 族信号 序列 S G x H x N -

P A V T 和典型的质膜信号序列 G G G A N X X X X G Y 及 T G I / T N P A R S L / F G A A I / V l / V F / Y N ,

框 中 S 分别表示 一个潜

在的 P K A 磷酸化位点 ( S e r 1 3 1 ) 和一个潜在的 P K C 磷酸化位点 ( S e r 2 0 5 )

,一l只6

:

l八U八U

哥鬓

4
,乙
ù

U

:
nCù

列
、

5 7 0 b p 的开放 阅读框及 12 2 b p 的 3几非编码 区
.

Vf
尸 I尸 I c D N A 序 列 已 递 交 eG

n
aB

n k
,

登 录 号 为

A Y 6 6 74 3 6
.

编码 29 0 个氨基酸的 V印 IIP 具有 6 个跨

膜区 ( 图 2 )
,

MI P 家族的信号序列 SG
X H X N P户八

r T
,

植物质膜水孔蛋白的特征信号序列 G G G A N X X X X G Y

和 T G I/ T N P A R S L / F G A A I/ vi 八
产

下 / Y N ( 图 1 ( b ) )
,

分子量约 30
.

7 k u
.

此外
,

V fP IP I 具有 1 个磷酸激酶

A ( P K A ) 的磷酸化位点 ( eS r 13 1 ) 和 1 个磷 酸激 酶 C

( P K C )的磷酸化位点 ( S e r 2 0 5 ) (图 1 ( b ) )
.

与 4 种植物

水孔蛋 白 (拟南芥 A tP IP l b
,

蚕豆 C A B 9 3 9 59
,

烟草

( N i c o t i a n a at ba c u m ) N t A Q P I 和玉 米 ( Z己口 anz
y s

)

Zm P IP I
一

2) 的氨基酸序列进行 比较
,

发现它们的同源



自大并手落展 第 1 5 卷 第 5期 2 0 0 5年 5月

性都在 8 1%以上 (分别为 84
.

4 8 %
,

84
.

1 4%
,

8 1
.

1%和

87
.

24 % )
,

并且在水孔蛋 白的功能区
,

氨基酸序列都

是高度一致的
,

序列差异主要出现在 N 端 (图 3 ( a) )
,

A七P工P l b

V f P I户 1

N T入Q户 1

C八三 9 3 9 5 9

2川任 I P工一 2

C O O 5 e n 5 U 3

A t P J P l b

V f p T P I

N T入Q分几

仁入兰 9 3 9为 9

2角 P T p l 一 2

C O n 白白 n 3 U S

入七P了P 1 1,

V f F 上户土

N T AQ P I

C入白 9 3 9 5 9

Z!心工尸工 2

C o 了, s e n 5 U S

A t P工P王b

V f P I习1

N T AQ P I

C A日 9 3 9 5 9

Z m P I P I 一 2

C ` u二, e 几 , u 乃

A t 户 1日 { b

V f P 工户 1

日
`

队Q P土

C八习 9 3 9 5 9

Z m E I P工一 2

C C p 已e n S U S

A t P I P工b

V f P I P生

材了入Q P I

e 八E g 3 9呜 )

Z m P l p工一 2

C介 T 只e p 月 1 ]只

人屯尸 I P工b

V f P I户1

N T A QP I

C入乃 , 3 9 5 〕

Z爪 P I P I一 2

N T AQ P I

C入 B 9 3 9 5 9

Z r逮呼p I P I 一 2

C o n , e n 引』
A七 P I P l b

V f P I P I

N T子嘟二P l

月 A只9 几9 5 q

Z m P I P工一 之

C 仁兀几 , 曰 11 5 1 `

3 6

3 9

3 7

3 6

3 9

这可能与亚细胞定位有关
.

与已 鉴定的拟南芥质膜

水孔蛋 白氨 基 酸 序 列 比较
,

发 现 V f IP P I 与 A t
-

P I P l b 的 同源性最 高 ( 8 4
.

4 8 % ) ( 图 3 ( b ) )
,

并 且

V f P I P i 的 N 端 比 A t P IP Z 长 1 6 个 氨基 酸
,

因此属

于 IP P I 亚家族成员
.

7 6

7 9

7 7

l 6

7 勺

2
.

2 v f p l p l 的表达特性

以 Vf 尸 I尸1 的 3 `

非编码区作为探针
,

用 N or t h
-

er n bl ot 杂交研究了 V j
,

P I P I m R N A 在根
、

茎和叶

中的表达
.

结果表明
,

V f P J P I 在根
、

叶中的表达

较茎中的高 ( 图 4 a( )
.

用 N or t h er
n 杂交进一步分析

A B A 处理的蚕豆叶片总 R N A
,

发现 A B A 处理 l h

时 V了P l尸 1 转录开始增 加
,

随着处理时间的延长
,

转录继续增加
,

s h 达到最大
,

如图 4 ( b)
.

这表明

V f P J尸1 是一个受 A B A 上调的基因
.

1 2 3

月 .~

一
, .

.

-闷卜

一

V印 IP I

2 8 S r R N A

18 S r R N A

(
a )

2 3 4 5 6

. ~ ~ ~ ~

一

必~
-

目

一

. ~ ,

-

V印 IP I

2 8 S rR N A

1 S S r R N A

渐119117116娜渐159157渐防肋199196195198235翔236拼239扔279挑扔27B276扔川秘剐琳渊扔

A tP I P3

A tP IP Z a

图 4 N or t h er n bl ot 杂交分析叮月1P 在蚕豆 中的转录表达

(a ) 1一 3 分别为 根
、

叶
、

茎 ; ( b) A B A 处理的叶 片 v f p I IP 的

m R N A 信号
.

1 ,

对照 ; 2
,

处理 0
.

s h ; 3
,

处理 l h ; 4
,

处理 Z h ; 5 ,

处理 3 h ; 6
,

处理 s h

A t P I P Zb

A tP IP l b

A亡PI P Ia

A tP I P I C

A tP I P I

2
.

3 VJ , J p l 的定位

用原位杂交对 V厂P l尸 1在叶中进行了组织定位

(图 5)
.

观察发现 V厂尸 I P I m RN A 在保卫细胞中的

信号最强
,

叶肉细胞 中信号较弱
,

而在表皮细胞 中

没有检测到信号
.

图 3 V f P I P I 与其他植 物 P I P 的氮甚酸序列 比较

(所有序列均来自晓
n
aB kn )

( a ) V fP IP I 分别与拟 南芥 A t P I P l b
,

蚕 豆 C A B 9 3 9 ,

烟草

Nt A Q IP 和玉米 Zm IP IP
一2 的氨基 酸序列 比较

.

黑色部分代

表 5 种蛋白序列 中保守的氨基 酸序列
,

灰色部分代表 5 种

蛋 白序 列 中有 差 异 的氨基 酸序 列 ; ( b) V fP IP I 与 拟南芥

P I P s 的氨基酸序列 比较

3 讨论

保卫细胞中水孔蛋 白的发现为研究气孔运动调

控 的机理提供了新的思路
.

在此我们克 隆了一个新

的蚕豆保 卫细 胞类 水 孔蛋 白基 因 vf 尸 I P 2
.

由于

V f P I P I 具 有 水 孔 蛋 白典 型 的 6 个 跨 膜 区
,

与



自
、

毅辞乎选展 第 , 5 卷 第 5 期 2 0 0 5 年 5 月

9 C E n G C

图 5 原 位杂 交在蚕 豆叶组织 中定位 V少l u尹 2 m R N A

( a) 刘照用正义 R N A 探针杂交
; ( b) 反义 R N A 探针杂交的信号

,

G C
,

保卫细胞 ; M e ,

叶肉细胞
; E p ,

表皮细胞

A t P IP l b
,

Z m P I P I
一

2 和 N t A Q P I 水孔蛋白功能区的

氨基酸序列完全一致
,

并且还具有植物质膜水孔蛋

白典型的特征信号序列 G G G A N X X X X G Y 和 T G I/

T N P A R S L / F G A A I/ V I/ V F / Y N
,

因此 V f P IP I 应

属于 IP P I 亚家族成员
.

尽管我们实验室曾报道保卫细胞 中存在水孔蛋

白并参与了气孔运动调节 l[ ’ 〕 ,

然而至今报道保卫细

胞水孔 蛋 白的文 献仍 然很 少
.

K al de
n h of f 等呻

」将

tA 尸 I lP b 基因的启动子与 汗葡糖昔酸酶 ( G U )S 基 因

构建成融合基因转化拟南芥
,

发现 A t IP P lb 主要存

在于分化的细胞及新形成 的组织中
,

且在保卫 细胞

中也发现 了 G U S 的存在
.

S u n 等 〔` 3〕和 S a r d a

等 [“ 〕

分别利用原位杂交技术证明在蚕豆和 向日葵保卫细

胞 中有类水孔蛋 白基因 bb a 解
,

液泡膜水孔蛋 白基

因 S u n T I尸 7 和 S u n T I尸 2 0 的 m R N A 信号
.

上述研

究更进一步确证了保卫细胞 中存在水孔蛋 白
.

在此

我们从研究气孔运动的模式材料蚕豆 中分离出一个

类质膜水孔蛋白基 因 V fr 尸 I尸 1
,

组织表达分析表明

它不是一个特异表达的基因
,

根和叶中的表达较茎

中的高
.

在叶中的定位研究表明
,

它在保卫细胞 中

有较强的表达信号
,

这意 味着 V f IP P I 可能在保 卫

细胞的水分跨膜运输中起重要作用
.

水孔蛋 白活性的调节是水分运输调节 的重要因

素
.

研究表 明
,

植 物水孔蛋 白的活性受 环境 因子
、

激素
、

磷酸化
、

C a Z十和 p H 等因素的调节 19[ 一 2 4」
.

我

们分离的 V了尸 I尸 l 受激素 A B A 诱导
、

A B A 是植物

体内极重要的逆境响应激素
,

它既是环境胁迫信号

的诱导产物
,

又是胁迫信号的传导者
,

最终通过调

节气孔的开度来维持植物水分平衡哪
,

2 6〕
.

由于 V f
-

p l尸 2 与 z m P IP I
一

Z E 环上被激活 的几个 氨基 酸一

致 , 〕
,

它可能与 Zm IP P I
一

2 的活性 调节方式相似
,

即通过与其他水孔蛋 白的亚基形成杂多聚体 的形式

被激活
.

此外
,

V f IP P I 具有 1 个 P K A 的磷酸化位

点和 1 个 P K C 的磷酸化位点
,

可能存在着磷 酸化

的活性调节机制
.

并且已有研究表明在 A B A 调节的

气孔运 动 过程 中有 蛋 白激 酶 和蛋 白磷 酸 酶 的参

与 28[
〕

.

上述分析表明 Vf 尸 I p l 基因既在保卫细胞 中

表达又受 A B A 诱导
,

并且序列分析支持它还具有

潜在的被激活 的序列特征
,

可能参与了 A B A 调节

的气孔运动
.

但其具体功能还需要用转基 因的材料

进一步验证
.
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