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摘要　　以 pH 敏感的绿色荧光蛋白拟南芥转基因植物为材料 , 研究了保卫细胞胞质 pH 变化

与外源一氧化氮(nit ric o xide , NO)诱导气孔关闭的关系 , 结果发现 , 与对照相比 , 100μmol/L NO

供体硝普钠(sodium nit roprusside , SN P)可显著增加胞质的 pH(增加约0.29个 pH 单位), 并诱导

气孔关闭.NO 清除剂 c-PTIO 、 弱酸丁酸以及质膜 H
+
-ATP 酶的抑制剂钒酸钠均有效抑制了 SN P

诱导的保卫细胞胞质碱化和气孔关闭 , 而弱碱苄胺的作用与丁酸相反 , 说明保卫细胞胞质碱化介

导了外源 NO 诱导的气孔关闭.另外 , 钙离子的螯合剂 EGTA 、 钙调蛋白激酶抑制剂 ML-7 、 钙调

素的拮抗剂 W7以及激酶抑制剂 K-252a 均可明显抑制外源 NO 诱导的胞质 pH 升高和气孔关闭 ,

说明钙离子及磷酸化在 NO诱导的保卫细胞胞质碱化和气孔关闭中发挥重要作用.

关键词　　一氧化氮　pH　拟南芥　气孔关闭

　　一氧化氮(ni tric ox ide , NO)是植物中重要的信

号分子 , 不仅调节生长发育 、细胞程序性死亡以及

植物应答生物胁迫和干旱 、盐 、 冷 、 紫外辐射 、 臭

氧等非生物胁迫反应[ 1—4] , 而且在脱落酸(ABA)、

茉莉酸甲酯(MeJA)、 水杨酸 、重碳酸盐 、 NO 、 病

原菌等诱导的气孔关闭以及光诱导的气孔开放中发

挥重要作用
[ 4—12]

.在 ABA 诱导的气孔关闭中 , 保

卫细胞中 NO 的积累依赖于质膜 NADPH 氧化酶

AtrbohD和 A trbohF 产生的活性氧(ROS)
[ 13 , 14]

, 而

且 NO 主要来源于硝酸还原酶(NR)[ 15 , 16] .在蚕豆

(Vicia f aba)中已经证明 , NO 能够激活保卫细胞

胞质钙库释放 Ca2+ , 增加胞质 Ca2+浓度 , 进而失

活质膜内向 K +通道和激活 Cl-通道[ 17] .研究也表

明 , 较高浓度的 NO能抑制保卫细胞 Ca2+不敏感的

质膜外向 K
+
通道 , 调节气孔运动

[ 1 8]
.

胞质 pH 能够作为信号或信使调节植物许多生

理过程 , 包括植物适应光强的变化 、 酸生长 、 共生

以及植物对干旱 、 缺氧 、向地性生长 、 病菌侵染以

及植物对赤霉素和 ABA 的反应等[ 19 , 20] .另外 ,

ABA和 MeJA均能诱导保卫细胞胞质碱化 , 激活质

膜外向 K +通道导致气孔关闭 , 而且胞质碱化先于

ROS 的产生和 NO 的积累
[ 21—26]

.

证据表明 , 在植物气孔运动调节过程中 , 保卫

细胞中许多信号的作用关系不是线形的 , 而是网络

状的[ 27] .例如 , 在 ABA 诱导气孔关闭中 , 保卫细

胞胞质碱化先于 ROS 的产生 , 但研究也发现 ROS

能够诱导保卫细胞胞质碱化[ 25 , 28] .另外 , 在保卫细

胞信号转导中 , Ca
2+
既位于 ROS 的上游又在 ROS

的下游发挥作用
[ 29 , 30]

.因此 , 保卫细胞中可能存在

目前尚未发现的其他 NO 信号转导途径.

许多证据表明 , NO 能够促进气孔关闭
[ 16]

, 但

保卫细胞胞质 pH 变化是否与 NO 诱导的气孔关闭

相关还不清楚.我们利用 pH 敏感的绿色荧光蛋白

(GFP)转基因拟南芥(Arabidopsis thaliana)植物研
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究发现
[ 31 , 32]

, 外源 NO 能够通过增加保卫细胞胞质

pH 诱导气孔关闭.

1　材料和方法

1.1　药品和试剂

2-(4-carboxypheny l)-4 , 4 , 5 , 5-tet rame thy-

limidazoline-1-oxy l-3-oxide (c-PTIO)、 苄 胺 、 丁

酸 、 尼日利亚菌素 、 钒酸钠和硝普钠(SN P)购自

Sigma公司 , 其他试剂均购自 Amresco 公司.

1.2　植物材料

pH 敏感的GFP 转基因拟南芥(Col-0)植物种子

(N9561)购自 NASC(the No t tingham Arabidopsis

S to ck Centre), 种子在 MS 培养基上生长 2周后移

到培养土中培养 , 培养条件:每天光照 16 h , 光强

0.15 —0.2mmol·m-2 · s-1 , 相对湿度 70%, 温度

(20±2)℃.

1.3　气孔开度测定

按Zhang 等[ 28] 的方法测定拟南芥叶片表皮条气

孔开度.从拟南芥叶片背轴面剥离表皮条 , 刷掉叶

肉细胞 , 将表皮条放在无 CO 2 的 Mes/KCl 缓冲液

中(10mmol/L M es , 50 mmo l/L KCl , 100μmol/L

CaCl2 , pH 6.15), 光下(0.2mmol·m-2·s-1 , 22℃)

放置 2.5 h诱导气孔开放 , 然后将表皮条转移到含

有 NO 供 体 SNP (加 或 不加 各 种 抑制 剂)、

100μmo l/L Fe(Ⅱ)CN 或 Fe(Ⅲ)CN 的上述 Mes/

KC l缓冲液中.使用抑制剂时 , 表皮条先与各种抑

制剂(2 mmol/ L EGTA , 200 μmol/ L c-PT IO ,

1μmol/L K252a , 20 μmol/ L ML7 或 10 μmol/L

W7)温育 30min , 然后再用 SNP 处理.气孔开度用

TE-300显微镜(Nikon , Japan)照相拍照后测定.实

验至少重复 3次 , 每次实验测定约 50个气孔.

1.4　保卫细胞胞质 pH测定

利用激光扫描共聚焦显微镜(O lympus Fluo-

View TM FV1000)检测转基因拟南芥 pH 敏感的GFP

荧光变化 , 根据荧光标准曲线确定保卫细胞胞质

pH
[ 31 , 33]

.该方法的原理是 , 通过改造 GFP 中某些

氨基酸 , 使蛋白质对 pH 变化敏感 , pH 的变化能

导致 GFP 结构改变 , 在激发光下 , GFP 的荧光强

度也发生改变 , pH 在 5—8的范围内 , GFP 荧光强

度越大 , pH 值越小 , pH 与荧光强度呈线性关

系
[ 33]
.测定保卫细胞pH 时 , 将转基因拟南芥表皮条

放在 Mes/KCl 缓冲液(10 mmol/ L Mes , 50mmol/L

KCl , 100 μmo l/L CaCl2 , pH 6.15)中照光 2 h

(0.2—0.3mmol· m-2 · s-1 , 22℃)使气孔完全张

开 , 然后用 100μmol/L SNP 处理(加或不加各种抑

制剂)后 , 检测荧光变化.使用抑制剂时 , 表皮条先

与各种 抑 制 剂 (2 mmol/ L EGTA , 200 μmol/L

c-PTIO , 1 μmol/L K252a , 20 μmol/ L ML7 或

10μmol/ L W7)温育 15 min , 然后再用 SNP 处理.

扫描条件:激发光波长分别为 435 nm 和 488 nm ,

发射光波长为 500—540 nm.每次扫描分别记录

435 nm激发光和 488 nm 激发光下的荧光值 , 并计算

荧光比率(488 nm/435 nm), 根据 pH 标准校正曲线

将获得的荧光值转化为 pH 值.为使不同实验结果

可以互相比较 , 所有的荧光图像都在相同的设置下

获得 , 每次实验至少测定 10个细胞.

1.5　统计分析

所有实验至少重复 3次.数据为平均值±标准

误 , 用 Student' s t检验分析处理与对照的差异显著

性 , P值小于 0.05认为差异显著.

2　结果

2.1　外源 NO诱导保卫细胞胞质 pH升高

尼日利亚菌素是一种 K +/H +交换离子载体 ,

可以使细胞内外的 pH 达到平衡.将撕好的拟南芥

表皮条放在 Mes-KCl缓冲液中 , 充分光照 2 h , 使

气孔完全张开 , 将表皮条置于含有 10μg/ L 尼日利

亚菌素的 Mes缓冲液(10mmol/L M es , 50mmol/ L

KCl , pH 5.5—8)中 , 黑暗中孵育 20 min , 使胞内

外 pH 达到平衡 , 然后通过激光共聚焦成像系统得

到不同 pH 值下的荧光比率(Ex 488/Ex 435), 将荧

光比率和相应的 pH 值作图.研究发现 , 在 pH

5.5—8范围内 , 所得到的荧光比率与胞质 pH 值呈

线性关系(图 1).

利用人们广泛使用的 SNP 作为 NO 供体 , 研究

了 NO 对拟南芥保卫细胞胞质 pH 的影响.图 2所

示 , 100μmol/L SNP 处理表皮条约 1min 后 , 保卫

细胞胞质 pH 开始逐渐升高 , 大约 10 min 后 , pH

达到最大值 , 以后逐渐降低 , 胞质pH 升高的最大值
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约为 0.29个单位(从 6.93到 7.22).在 pH 升高的过

程中可看到有小的脉冲峰出现 , 但脉冲的发生没有明

显规律.在 SNP 处理期间 , 保卫细胞胞质pH 以时间

依赖的方式增加.SNP处理也导致保卫细胞周围表皮

细胞的胞质 pH 增加 , 这与 ABA 影响保卫细胞胞质

pH的情况类似.用 100μmol/L SNP 和 200μmol/L

NO清除剂 c-PTIO 共同处理表皮条 , 发现清除剂显

著抑制了SNP导致的胞质 pH 升高(图 2).

SNP 除产生 NO 外 , 也产生氰化物 , 因此我

们利用不产生 NO 的 SNP 结构类似物 Fe(Ⅱ)CN

和 Fe(Ⅲ)CN作为负对照进行研究[ 34] , 结果发现 ,

100μmol/L Fe(Ⅱ)CN 和 Fe(Ⅲ)CN 不能诱导胞质

pH 升高 , 说明是 NO 而不是氰化物增加了保卫细

胞胞质 pH(图 2).以上结果说明外源 NO能够增加

保卫细胞胞质 pH.

2.2　丁酸 、 钒酸钠和苄胺对 NO诱导保卫细胞胞质

pH变化的影响

为了进一步确定外源 NO 对保卫细胞胞质 pH

的影响 , 我们研究了可透过膜的弱酸丁酸
[ 25 , 28]

、质

膜 H+-A TP 酶抑制剂钒酸钠(钒酸钠可阻止保卫细

胞质膜向胞外泵出质子)和可透过膜的弱碱苄胺对

SNP 诱 导胞质 pH 变化的 影响 , 结果 发现 ,

10 mmo l/L丁酸及 50μmol/ L 钒酸钠预处理表皮条

均能有效抑制 SNP 诱导的胞质 pH 升高 , 而苄胺预

处理则促进了 SNP 诱导的胞质 pH 升高 , 说明外源

NO 能够诱导保卫细胞胞质碱化(图 3).

2.3　保卫细胞胞质碱化介导了外源 NO诱导的气孔

关闭

为了进一步确定胞质碱化是否参与外源 NO诱

导的气孔关闭 , 我们研究了气孔对 SN P 、 丁酸 、钒

酸钠和苄胺等的反应 , 如图 4 所示 , 100μmol/ L

SNP 可诱导拟南芥气孔关闭 , 10mmol/ L 苄胺能明

显促进 SNP 诱导的气孔关闭 , 而 100μmol/ L Fe

(Ⅱ)CN 和 Fe(Ⅲ)CN 处理表皮条后 , 气孔开度与

对照没有显著差异.与苄胺的作用不同 , 10 mmo l/

L 丁酸处理表皮条轻微促进了气孔开放 , 但10mmol/

L丁酸部分抑制了 SNP 诱导的拟南芥气孔关闭.用

钒酸钠预处理拟南芥叶片表皮条 , SNP 诱导的气孔

关闭也受到明显抑制.这些结果表明 , 保卫细胞胞

质碱化介导了拟南芥外源 NO 诱导的气孔关闭.
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2.4　钙和磷酸化参与外源 NO诱导的保卫细胞胞质

碱化和气孔关闭

许多研究表明 , 钙和磷酸化在调控气孔关闭中

发挥重要作用 , 因此我们利用药理学方法研究了钙

和磷酸化对外源 NO 诱导保卫细胞胞质碱化和气孔

关闭的影响 , 结果发现 , 2mmol/ L 钙离子的螯合剂

EGTA 、 10μmo l/L 钙调蛋白激酶抑制剂 ML-7 ,

20μmol/ L钙调素拮抗剂 W7均能明显抑制外源 NO

诱导的胞质 pH 升高和气孔关闭.另外 , 1μmol/ L

激酶抑制剂 K252a 也有效抑制了 SN P 诱导的保卫

细胞胞质碱化和气孔关闭 , 暗示钙和激酶在外源

NO 诱导的胞质碱化和气孔关闭中发挥重要作用.

图 5　钙离子螯合剂和激酶抑制剂对 NO诱导胞质

pH变化和气孔关闭的影响

(a)抑制剂对 NO 诱导胞质 pH 变化的影响;(b)抑制剂

对 NO 诱导胞质 pH 变化的影响;(c)抑制剂对 NO 诱导

气孔关闭的影响.Con , 对照;S , 100μm ol/ L SNP 处理;

S+E , 100μm ol/ L SNP 与 2 mm ol/ L EGT A 处理;E , 2

mmol/ L EG T A 处理;S+M , 100μmol/ L SNP 与 20μm ol/

L M L7 处理;M , 20 μm ol/ L M L7 处理;S +W , 100

μmol/ L SNP 与 10μmol/ LW7 处理;W , 10μmol/ L W7 处

理;S+K , 100μmol/ L SNP 与 1μm ol/ L K252a 处理;K ,

1μmol/ L K252a 处理
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3　讨论

NO在调控植物气孔运动过程中发挥重要作用 ,

它主要通过影响 Ca
2+
, Cl

-
和 K

+
通道活性调节气

孔开闭[ 16—18] .证据表明 , 保卫细胞胞质 pH 变化与

气孔运动密切相关 , 在 ABA , MeJA 和 H 2O 2 诱导

的气孔关闭中 , 胞质 pH 升高是关键步骤之

一
[ 25 , 28]

, 但保卫细胞胞质 pH 变化是否与 NO 诱导

的气孔关闭相关还未见报道.本研究中 , 我们发现

外源 NO 能明显增加保卫细胞胞质 pH , 增加的幅

度随 SNP 处理浓度的增高而增大 , 用丁酸或钒酸钠

抑制胞质 pH 升高后 , NO 诱导的气孔关闭也受到

抑制 , 说明保卫细胞胞质 pH 变化介导了 NO 诱导

的气孔关闭 , 该结果结合胞质 pH 在 ABA , MeJA

和 H 2O2 信号中的作用 , 说明保卫细胞胞质 pH 变

化可能是气孔关闭前的一个普遍信号.Zhang 等[ 28]

报道 , H 2O 2 诱导蚕豆保卫细胞胞质 pH 升高的同

时 , 液泡中 pH 降低 , 推测气孔关闭前质子从胞质

进入了液泡 , 但我们未观察到 SNP 诱导保卫细胞液

泡 pH 降低的现象.我们也利用 pH 荧光探针研究

了外源 NO对蚕豆保卫细胞液泡 pH 的影响 , 但未

发现液泡 pH 明显降低(待发表).推测可能的原因

有两个 , 一是液泡溶液的缓冲能力强 , SNP 诱导进

入液泡的质子不足以引起液泡 pH 的明显降低;二

是SNP 诱导的保卫细胞胞质中的质子可能未进入液

泡或进入液泡的较少.气孔关闭前保卫细胞质子的

另一个去向可能是胞外 , 因为质膜上存在许多 H
+

转运体 , NO 可能激活或抑制某些 H+转运体活性 ,

导致保卫细胞胞质 pH 升高.另外 , NO 也可能作用

于调节胞质 pH 平衡的代谢物或代谢过程导致保卫

细胞胞质碱化[ 20] , 其具体的机制有待于今后深入研

究.

以前的研究表明 , 在 A BA 诱导的气孔关闭中 ,

胞质碱化先于 NO 的积累[ 26] , 而我们的研究证明

NO能够诱导保卫细胞胞质碱化 , 这说明在保卫细

胞中 , 胞质碱化既可位于 NO 信号的上游又可在

NO信号的下游发挥作用.

钙和 pH 在 ABA 及 MeJA 诱导的气孔关闭中

起重要作用[ 25] .在保卫细胞中 , Ca2+与 pH 信号是

否相互影响一直存在争议 , 有人认为二者诱导气孔

关闭的机制不相同 , 原因有两个 , 一是 pH 的变化

不能明显改变胞质中 Ca
2+
的浓度;二是 pH 对 K

+

电流的影响是电压不依赖的 , 而胞质 Ca
2+
的作用对

电压显著敏感[ 20 , 35] .但也有人认为二者存在相互作

用 , 因为降低保卫细胞胞质 pH 能够增加胞质 Ca2+

浓度
[ 20]
.我们研究发现 , Ca

2+
的螯合剂 EG TA 明

显抑制外源 NO 诱导 的保卫细胞胞质 pH 升高和气

孔关闭(图 5), 说明 Ca2+参与 NO 对胞质 pH 的调

控.

钙调蛋白和激酶在 ABA 及 MeJA 诱导的气孔

关闭中起重要作用
[ 25]

, 因此我们研究了这些成分对

外源 NO诱导胞质碱化和气孔关闭的影响 , 发现激

酶抑制剂和钙调素拮抗剂均能有效抑制 NO 引起的

胞质 pH 升高和气孔关闭 , 说明磷酸化作用在 NO

诱导的保卫细胞胞质 pH 升高和气孔关闭中发挥重

要作用.这与 Suhita等[ 25] 在研究 ABA 和 MeJA 诱

导气孔关闭时得到的结果类似 , 其详细的机理有待

于深入研究.
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