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水分胁迫诱导的离体蚕豆叶片与保卫细胞脱落酸积累 ①

张 蜀 秋 ②

中国农业大学生物学院

摘 要 研究了蚕豆离体叶片失水 后
,

叶片与其气孔保卫细胞脱落酸含量的变化及其与叶龄的关系
。

未受

胁迫叶片脱落酸含量在成熟叶片中高于幼嫩叶片
,

保卫细胞中脱落酸含量均在很低的水平
。

在叶片自然失水

的 内
,

叶片的脱落酸含量几乎无变化
,

但保卫细胞的脱落酸含量增加 倍以上
。

后
,

叶片脱落酸

含量也显著增加
,

从最幼嫩叶片到成熟叶片分别达到处理前的
, , ,

和 倍
。

因是离体叶片
,

排除了脱

落酸的其他来源
,

说明叶片在失去膨压时合成并积累脱落酸 所有保卫细胞脱落酸含量都增加 倍以上
,

以第
,

片完全展开叶片的保卫细胞最为敏感
,

其脱落酸含量增加 倍以上
。

失水处理后保持湿润恢复膨压的叶片

和其保卫细胞的脱落酸含量没有增加
。

分析了在水分胁迫下保卫细胞中增加的脱落酸的可能来源
。
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植物叶片上有规律地分布着成千上万的气孔
,

它是植物用以调节 自身与环境中气体和水

分交换的重要机构
,

组成气孔的保卫细胞膨胀或收缩运动引起它们围成的小孔开放或关闭
。

气孔保卫细胞对各种内外因子非常敏感
,

如光照
、

温度
、

湿度
、

等环境因子和内源植物激素

以及外施生长调节物质 〕
。

植物对干旱胁迫的快速反应之一是关闭气孔 以减少蒸腾
、

保持体

内水分平衡
,

植物内源激素脱落酸 作为信使有效地调节气孔关闭
,

大量实验证明了干

早胁迫下植物根系
、

导管汁液和叶片 含量变化和气孔行为间存在一定的相关关系比 〕
。

但是由于实验方法的限制
,

对于 的靶细胞 —气孔保卫细胞 —的 含量变化了解
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却较少
,

目前只有少数实验室做了直接测定川
。

我们用这种超微量的双层固相抗体酶联免疫分

析方法测定了在水分胁迫的短时间内离体叶片和保卫细胞中 含量各 自的变化
,

以了解

在排除根源 的情况下
,

叶片中 特别是气孔保卫细胞中 的动态变化
。

材料与方法

植物材料

蚕豆 播种在营养土中
,

在生长箱中培养
,

温度 白天 ℃ 晚上 相对

湿度 光照 黑暗 适时浇水
。

实验处理和取样

用水分状态 良好的 周令蚕豆幼苗
,

从最幼嫩叶片开始依次向下取 对叶片
,

每对取 小

叶为对照立即置液氮中
,

另 小叶离体后置天平上约
,

待叶片鲜重减少 后立即置

液氮中
,

减少的鲜重被认为是水分丢失
,

此时的叶片失去一定的膨压 另一些叶片在失水

后置塑料袋 内于黑暗中
,

在 下从 到 分批取样置液氮中
,

而一些叶片在失水

后用湿滤纸夹住置塑料袋内于黑暗中 作为复水对照
,

取出置液氮中
。

所有样品从液氮

中取出后立即在一 ℃真空干燥
。

定量秤取叶片或从真空冷冻干燥后的叶片上解剖保卫细胞
,

加 。 甲醇 含 。
,

在 黑暗中提取 川
,

待测定
。

测定

采用双层固相抗体酶联免疫分析加酶循环放大的超微量测定 , 〕
,

其测定的灵敏度可达

到 一 ‘ · 一‘ ,

因此可准确测定几十个保卫细胞的 含量
。

结果与分析

不同叶龄叶片对失水的反应

周龄的蚕豆幼苗共有 一 对叶片
,

第 对是最幼嫩的尚未展开叶片
,

表皮上的气孔正

在分化
,

包括保卫细胞母细胞和正分化的小气孔
,

不易失水 第
, ,

叶是正在展开和完全展

开的功能叶片
,

光合作用和蒸腾作用强烈
,

表皮上的保卫细胞对湿度反应非常敏感
,

气孔运动

调节灵敏 第 对以下的叶片开始衰老
,

气孔运动的调节反应逐渐迟钝 表
。

表 叶片叶龄与其失水与气孔孔径的关系

叶 序 自上而下
贝 日

乙 匕

叶长

鲜重

失水 后气孔关闭程度 ,

失水对不同叶龄叶片 含且的影响

在胁迫处理前
,

从最幼嫩叶片到成熟叶片
,

含量逐渐增多
,

未展开叶 含量低而

成熟叶片含量较高
,

第 对叶片是第 对叶片的 倍 表 中对照
。

一般认为 可在成

熟叶片的叶绿体中大量合成
,

在正常水分状况下也贮存一定量的
。

未展开叶一方面由于

叶绿体发育尚不完善
,

一方面气孔保卫细胞也处于正在分化时期
,

而且其原生质浓厚不易失

水
,

合成和代谢 的能力较低
,

其 含量相对较少
。
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表 失水前后不 同叶龄叶片的 含量 ’ 一 ’ ,

一

处 理
叶 序 自上而下

对 照 士 士 士 士
,

士

失水 士 士 士 士 士

失水后 士 士 士 士 士

士 士 士 士 士

士 士 士 士 士

士 土 士 士 士

士 士 士 士 士

失水后保湿 士 士 士 士 士

在最初胁迫的
,

第
,

叶片中 含量略有增加
,

但其余叶片则几乎不变 随胁

迫后叶片置于暗中的时间延长
,

所有叶片中 含量都逐渐增加
,

至 后分别是对照的
, , , ,

倍 其中第
, ,

正展开叶 含量达到 一
· 一 ‘ 。

因为是离体

叶片排除了从外运人 的可能性
,

说明在叶片失水
、

膨压下降后的一段时间中
,

叶片 自身

在合成或转化
,

较幼嫩叶片更为敏感
,

而较老的第 叶片在正常情况下虽然含 最

多
,

在失水后 的增加倍数却最少
。

而失水后在保湿条件下
,

叶片恢复膨压
,

其中 含

量不增加
,

和失水 时相当 表
。

失水对不同叶龄叶片气孔保卫细胞 含量的影响

在有充足水分供应时
,

叶片保持一定的膨压
,

所有保卫细胞中 含量都很低
,

随叶龄

增加仅略有增加 失水
,

保卫细胞中 水平即显著上升
,

可达对照的 倍左右 置暗

中
,

第
,

叶片保卫细胞 含量 已达到对照的 一 倍 随叶片在暗中时间加长
,

保卫细胞 含量也逐渐增加
,

在 后
,

各叶片保卫细胞中的 含量均增加 倍以上
,

尤其是第
,

叶片
,

达到 倍以上 而在湿滤纸中
,

比失水 时还略有下降 表
。

表 不 同叶龄叶片失水前后每个保卫细胞对的 含量
,

一

处 理
叶 序 自上而下

门︺曰︸卜曰介乃斗

⋯⋯
︺,件︻了︻了
孟

月

口

口成﹄八,斗曰

⋯⋯
︵日几口﹄乃曰

弓﹄乙

对 照
失水
失水后

失水后保湿

,自月斗

讨论

植物受到水分胁迫时
,

含量增加
,

气孔关闭
,

但是
,

和 川等发现叶片中

含量变化和气孔孔径间的关系有时不明确
,

而木质部汁液中 含量的增加和气孔关

闭有高度的相关性
,

说明在根中合成的 经导管随蒸腾流上运到达气孔保卫细胞
,

传达干

旱信息
,

引起气孔关闭
。

等困则认为成熟叶片中存在 库
,

在一定条件下对发生

的再分配起重要的调控作用
。

本实验用离体叶片
,

排除了根源
,

在叶片失去膨压的
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一定时间内
,

叶片 含量逐渐增加
,

也说明在这种情况下
,

叶片 自身在合成或转化
。

从实验结果可知
,

在叶片失水的 内
,

叶片 含量没有明显增加时
,

保卫细

胞的 含量已经增加了 倍
。

目前对保卫细胞快速增加的 的来源有几种分析 ①叶

肉细胞中合成并贮存大量
,

在不同的条件下
,

按各部分的透性和 值分配和再分配
,

植

物接收到干旱胁迫信号时
,

向气孔保卫细胞再分配阶
’〕。 ②保卫细胞周围表皮细胞或质

外体作为 库
,

可方便有效地和保卫细胞进行交流巨
“一 ‘“口。 ③保卫细胞 自身是否具有合成和

代谢 的能力 等〔“ 〕用渗透剂胁迫蚕豆和豌豆表皮条
,

含量增加了 倍
,

因

预先经超声波处理破碎表皮细胞
,

所 以认为是保卫细胞合成了
。

实际情况究竟怎样
,

还

需做更细致的研究
。

在干旱胁迫时
,

由于保卫细胞是接收 信号的靶细胞
,

所 以 了解保卫细胞 含量

的变化是认识气孔对环境反应中的信号转导的关键之一
。

测定保卫细胞 含量的关键技

术是如何得到纯的保卫细胞
,

现在国际上所采用的有分离保卫细胞原生质体或用超声波破碎

表皮细胞而保留保卫细胞 〕,

这 种方法使 有所损失
。

本实验采用液氮快速冷冻叶片
,

使保卫细胞保持取样时的状态
,

在真空冷冻干燥后
,

将保卫细胞从叶片上切割下来
,

用双层固

相抗体酶联免疫分析加酶循环放大的超微量分析来测定保卫细胞的 含量阵 〕
,

提高了测

定的准确度和稳定性
。

感谢美 国佛罗里达州立大学生物 系教授 提供真空冷冻干燥的 实验材料

并赠送酶联免疫分析所用 的单克隆杭体
。

参 考 文 献

, 一 , ,

一

,

, ,

一

、︺

王学臣
,

任海云
,

娄成后 干旱胁迫下植物根与地上部间的信息传递 植物生理学通讯
, ,

, 一 , 一

一

, ,

, , 一

, ,

一
,

, ,

一
, , ,

, ,

,

, ,

,

, ,

一
, 一 刀

, ,

,

, ‘

, ,

一


