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摘　要　利用激光共聚焦显微镜观察低温装载有钙离子荧光探针 fluo23 的百合花粉细胞内游离钙离子与培

养基中硼酸的关系, 发现硼酸处理的百合花粉细胞内游离钙离子浓度明显高于无硼酸处理, 而且硼酸浓度有

关。100 Λmo lõL - 1的硼酸处理在 10 m in 内显著诱导增加细胞内游离钙离子浓度; 而培养某中加入有 Ca2+ 螯

合剂 EGTA 或非特异性质膜钙离子通道抑制剂L a3+ 则不能诱导游离钙离子浓度升高。结果表明硼能促进细

胞外的钙离子进入细胞内, 维持百合花粉细胞内游离钙离子较高的浓度。
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Abstract　T he rela t ion sh ip betw een cyto so lic Ca2+ and H 3BO 3 in incubat ion m edium fo r lily

po llen gra in cells w as invest iga ted via laser confocal scann ing m icro scope. It w as demon str2
ated that H 3BO 3 t rea tm en t cou ld increase cyto so lic Ca2+ concen tra t ion, and such effect w as

do se2dependen t on H 3BO 3 concen tra t ion in incubat ion m edium. M eanw h ile, the t im e2cou rse

of the st rengthen ing effect of H 3BO 3 t rea tm en t on the cyto so lic Ca2+ w as reco rded and

demon stra ted that the addit ion of 100 Λmo lõL - 1H 3BO 3 in incubat ion m edium cou ld rap id ly

increase the cyto so lic Ca2+ concen tra t ion in ten m inu tes. Bu t such cyto so lic Ca2+ increase by

H 3BO 3 addit ion in incubat ion m edium w as no t ob served in the incubat ion m edium of Ca2+

chela t ing agen t EGTA o r un specif ic p lasmo lemm a Ca2+ channel inh ib ito r L a3+ . T aken

together the resu lts above, w e suggest tha t bo ron has a ro le in m ain ta in ing certa in long2term

steady h igher cyto so lic Ca2+ concen tra t ion in the germ inat ing lily po llen gra in cells.
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　　上世纪的二三十年代硼就被证明是高等植物必需的微量营养元素, 但在植物体内的作用

机理还不清楚[1 ]。一般认为硼实现其生物学功能是其与含有顺式邻羟基的化合物如果胶、糖蛋
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白及糖脂等大分子物质形成结构稳定的硼酸酯[2, 3 ]。在质外体中硼绝大多数与细胞壁中的果胶

类物质鼠李半乳糖醛酸2Ê (R G2Ê ) 形成B 2R G2Ê 二聚体结构, 参与构成细胞壁的果胶网络,

稳定细胞壁的结构[4, 5 ]。硼与果胶类物质结合形成的携带有负电荷的B 2R G2Ê 二聚体复合物可

以作为钙离子结合位点, 而硼亏缺使这些位点减少, 导致细胞壁区域结合钙数量减少, 使游离

钙离子浓度增加[6 ]。细胞内游离钙离子一般保持浓度较低的稳态, 细胞感受外界刺激就会打破

这一稳态, 使钙离子由胞内钙库或胞外钙库进入胞内, 增加细胞内游离钙离子, 然后诱发下游

一系列依赖钙离子的生理生化反应, 引起细胞适应性的反应[7, 8 ]。细胞质钙稳态的变化可以影

响质膜的功能, 如细胞内游离钙离子增加, 可以促进质膜K+ 通道关闭而减少 K+ 的泄漏[9 ]。但

是目前还没有直接实验证实硼与质膜有直接的相互作用。硼与果胶类物质R G2Ê 结合引起胞

外钙库细胞壁区域游离钙离子浓度的变化是否可以影响胞内钙稳态的变化。百合花粉是研究

植物细胞生长发育最常用的实验体系, 且硼是百合花粉萌发所必需的营养元素, 硼亏缺明显抑

制其花粉萌发与花粉管的生长[10 ]。因此本研究采用百合花粉细胞为材料研究硼对细胞内钙稳

态的影响, 以期进一步阐明硼在植物体内的作用机理。

1　材料与方法

1. 1　材料

以兰州产的百合 (L ilium d av id ii D u tchart re) 花粉细胞为实验材料, 用花开但未散粉的花

药收集花粉, 自然干燥后储存于- 75 ℃冰箱内待用。

1. 2　花粉培养

实验前 3 d 从- 75 ℃冰箱内取出花粉放置在- 20 ℃冰箱内待用。先在 4 ℃恒温箱中置

12 h, 在 25 ℃湿盒内水合 1 h, 然后取少量花粉播种在 1. 5 mL 的 EP 管中的培养基上, 低速

振荡以除去花粉分泌的油脂, 最后在 25 ℃的恒温培养箱中培养 1 h。

花粉培养基主要成分: 蔗糖 292 mmo lõL - 1、Ca (NO 3) 2 1. 27 mmo lõL - 1、KNO 3 1 mmo lõ

L - 1、丁二酸 1 mmo lõL - 1双蒸馏水, pH 5. 5。

EGTA (ethylene glyco l2b is (Β2am inoethyl) ether N , N , N ′, N ′2tet raacet ic acid) 处理的培

养基是在去除Ca (NO 3) 2 的上述原培养基上加入浓度为 2. 5 mmo lõL - 1EGTA。

L aC l3 的 2 个浓度处理是在原培养基上分别加入浓度为 200 Λmo lõL - 1和 100 Λmo lõL - 1

的L aC l3。设硼酸浓度 0. 01～ 10 mmo lõL - 1。

1. 3　花粉粒细胞 f luo-3 的装载

f luo23 是一种单波长钙离子荧光指示剂探针, 其结合或未结合钙离子的最大吸收波长和

发射波长均相同。但后者的 f luo23 自身荧光强度比较低, 而结合钙离子后荧光强度大幅度升

高, 且在激光激发后产生强烈的荧光, 荧光探针自身的基础荧光对钙离子测定不会造成明显影

响[12 ]。单纯的 f luo23 不能通过质膜, 因此设计采用 f luo23 脂溶性的 f luo23AM , 可以较容易穿

越质膜并在胞内酯酶作用下水解为 f luo23 的离子形式。但常温下由于细胞壁区域酯酶的水解

作用使装载进去百合花粉细胞内 f luo23 的数量很少, 难以有效检测细胞内游离钙离子变化。因

此本实验采用 Shang 等改进的百合花粉细胞 4 ℃低温孵育装载的方法[11 ] , 使细胞壁酯酶保持

较低的活性, 保证有足够数量的 f luo23 进入细胞内, 以便更准确地反映细胞内游离钙离子的变

化。本实验 f luo23 采用 f luo23AM (M o lecu lo r P robe 产品) , 用 50 ΛL 的无水二甲亚砜 (DM SO )

溶解, 配制成 1 ΛgL - 1的母液, 取 1 ΛL 加入到 50 ΛL 培养过的花粉悬浮液中, 振荡混匀至
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f luo23AM 终浓度为 0. 02 ΛgõL - 1, 置于 4 ℃恒温箱中低温孵育 2 h, 然后用原培养基低速离心

洗涤 3 次, 以去除未装载进细胞内的 f luo23AM , 最后在温度 25 ℃静置 1 h, 使已进入细胞内

的 f luo23AM 在胞内酯酶的作用下充分水解为能与游离钙离子结合的离子形态。

1. 4　激光共聚焦显微镜观察

将装载有钙离子荧光探针 f luo23 的百合花粉细胞悬浮液滴加在载波片上周围涂有聚四乙

烯 ( tef lon) (涂层厚 50 Λm , 直径 5 mm )的小池中, 上面盖盖玻片。

激光共聚焦显微镜 (B io2R ad M RC21024 型) , 采用 K röA r 激光, 激发波长 488 nm , 发射波

长 522 nm ,N ikon 物镜 20×ö0. 5, N ikon 目镜 10×ö25, 步距 4 Λm , 对每一个细胞样品取 10～

20 个连续光学切片。使用L asersharp 2000 软件获取原始图像数据,L aserp ix 图像处理软件分

析荧光强度的变化, 取连续光学切片中荧光强度最大值作为细胞荧光强度的近似值, 重复 3

次, 取 60 个花粉细胞的平均值。获取原始图像数据的光学系统参数为L aser3% Iris6. 0

Gain80% O ffset0. 0, 测细胞内荧光强度的时间进程参数为: 循环时间 30 s, 循环次数 40。

1. 5　花粉萌发率的测定

用培养基在 25 ℃培育花粉 2 h, 然后统计 700～ 1 200 粒花粉计算萌发率, 萌发率= 已经

萌发的花粉粒数ö统计的花粉粒总数。花粉萌发的标准以花粉管的长度超过花粉粒的长轴直径

为准, 为了便于对比, 采用相对萌发率, 它是在所采用不同浓度的硼酸培养基中假定最佳刺激

萌发的萌发率为 100, 其他的萌发率与之相比即为各自的相对萌发率。

2　实验结果

2. 1　硼对百合花粉萌发的影响 (图 1)

在有硼培养基中培养的百合花粉萌发率明显高于无硼培养基培养的萌发率, 且生长畸形

的花粉管数量减少。在硼酸低浓度区域随着硼酸浓度的增加花粉的萌发率也随之增加, 当硼酸

浓度增加到 100 Λmo lõL - 1时, 花粉的萌发率也达到了最大值, 此后继续增加培养基中的硼酸

浓度, 花粉萌发率反而开始下降。由此可知, 硼酸浓度在 0. 01～ 10 mmo lõL - 1的范围内对百合

花粉的萌发起促进作用, 其中 100 Λmo lõL - 1是硼酸促进百合花粉萌发的最佳浓度。　

2. 2　硼对百合花粉细胞内游离钙离子浓度的影响 (图 2)

硼处理的百合花粉细胞内游离钙离子浓度明显高于无硼处理的浓度, 并且这种细胞内游

离钙离子变化是剂量依赖型的, 即依赖于培养基中的硼酸浓度, 随硼酸浓度升高而升高。由图

1、图 2 可以看出 100 Λmo lõL - 1硼酸诱导的细胞内游离钙离子浓度是启动百合花粉萌发的最

佳浓度, 高于或低于这一浓度均会抑制花粉的萌发。

　　

图 1　硼酸对百合花粉萌发率的影响

　

　　　　　　

　 图 2　硼酸对百合花粉细胞内游

离钙离子浓度的影响
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2. 3　硼诱导百合花粉细胞内游离钙离子浓度的时间进程变化过程(图 3)

100 Λmo lõL - 1硼酸可以在较短的 10 m in 内诱导百合花粉细胞内游离钙离子浓度升高, 细

胞的相对荧光强度由硼酸处理前较低的 37. 5 增加到 53. 8, 以后就维持这一水平并有轻微波

动。而在对照无硼酸处理的百合花粉细胞内钙离子没有升高, 反而可能由于激光的漂白作用,

细胞的相对荧光强度表现为轻微下降的趋势。由此可见硼酸可以在短时间内诱导百合花粉细

胞内游离钙离子浓度升高。

2. 4　胞外钙离子参与硼酸诱导百合花粉细胞内游离钙离子的增加过程(图 4)

在正常存在钙离子的培养基中加入 0. 1 mmo lõL - 1的硼酸可以明显地增加胞内游离钙离

子浓度, 但是在没有钙离子且存在 2. 5 mmo lõL - 1 Ca2+ 螯合剂 EGTA 或存在非特异性的质膜

钙离子通道抑制剂氯化镧的培养基中, 百合花粉细胞内游离钙离子浓度几乎没有变化, 说明细

胞外的钙离子通过质膜的钙离子通道进入细胞内, 参与了硼酸诱导百合花粉细胞内游离钙离

子浓度增加这一过程。

　
图 3　100 ΛmolõL - 1硼酸处理对百合

花粉细胞游离钙离子浓度
影响的时间进程

　　
　图 4　EGTA 和氯化镧对百合花粉细胞内游离钙离子

浓度的影响 (硼酸 011 mmo lõL - 1诱导百合花粉)

　

3　结论与讨论

1) 细胞内的游离钙离子是细胞感受刺激的第二信使, 它的浓度可以响应外界环境刺激而

迅速变化, 进而引起钙离子下游的靶蛋白如CaM (钙调素) 、CD PK (CaM 依赖的蛋白激酶) 等

活性的变化, 调节细胞内许多生理生化反应, 从而转导细胞感受的胞外刺激, 以适应环境[13 ]。

花粉的萌发与花粉管的伸长生长是一个复杂的生理生化反应过程, 该体系已被越来越多地用

作研究细胞生长的分子调控机理, 近年来的许多研究结果证明细胞外的钙离子参与了这一过

程[14, 15 ]。硼对质外体结合钙离子和游离钙离子有影响, 硼有可能对细胞内游离钙离子也产生

影响。本研究利用性能稳定的钙离子荧光探针 f luo23AM 和激光共聚焦显微镜技术, 首次检测

了外界硼酸对百合花粉细胞内游离钙离子的影响, 发现硼酸处理可以明显增加细胞内游离钙

离子浓度, 而且其增加量与培养基中的硼酸浓度呈剂量依赖关系, 随着硼酸浓度增加细胞内游

离钙离子浓度也随之增加。同时为了确定硼酸对花粉萌发的影响, 还测定了硼酸对花粉萌发率

的影响, 发现 100 Λmo lõL - 1硼酸的促进作用最大, 缺硼培养的花粉萌发率很低可能与细胞内

此时较低的游离钙离子浓度有关, 而 100 Λmo lõL - 1硼酸维持了细胞内最佳的启动花粉萌发的

游离钙离子浓度, 因此, 花粉的萌发率也表现为最高。

2) 为了探索硼的原初作用机理, 研究重点越来越注意集中在硼对植物细胞作用的早期效

应。过去人们对硼对植物的效应研究持续的时间很长, 一般为几个小时、几天甚至几个月, 这很
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难区分究竟那些效应是原初反应, 观察到的结果往往是一些次级的, 或者 3 级、4 级的效应。为

了观察硼对细胞内游离钙离子浓度影响的短期效应, 本实验在短时间内跟踪了硼对细胞内游

离钙离子浓度影响的时间变化过程, 发现外加 100 Λmo lõL - 1的硼酸可以在短时间内 (10 m in)

即可明显增加细胞内游离钙离子, 使其达到启动花粉萌发的最佳浓度, 然后维持这一浓度并伴

有稍微的波动, 由此可见, 细胞内游离钙离子变化也是硼对细胞作用的早期效应。

3) 为了进一步证明是否细胞外的钙离子参与了硼酸诱导的百合花粉细胞内游离钙离子

浓度增加这一过程, 对百合花粉做了 2 种处理: 一个培养基中没有钙离子且存在Ca2+ 螯合剂

EGTA , 另一个培养基中存在非特异性的质膜钙离子通道抑制剂L a3+ , 发现这 2 种处理可以

明显抑制硼酸诱导百合花粉细胞内游离钙离子浓度增加的效应, 由此可以说明细胞外的钙离

子参与了这一过程, 并且硼酸是作用于质膜上的钙离子通道使钙离子进入细胞内的。但是目前

还不能确定硼酸诱导增加的细胞内游离钙离子是全部来源于细胞外的钙离子, 也可能有部分

甚至大部分来自于细胞内的钙库, 因为细胞内还存在着一种钙动员钙的机制, 即细胞外少量钙

离子进入细胞启动这一机制, 细胞内钙库打开释放出钙离子[16 ] , 于是细胞内外的钙离子共同

组成硼酸诱导而增加的细胞内游离钙离子。由此推测硼可能借助于细胞内游离钙离子的变化

引起钙离子下游靶蛋白、靶酶活性的变化, 进而可能调节细胞的多种生理反应。这一研究结果

为进一步探索硼在植物细胞中的原初作用机理提供了新的实验证据。

本研究的大部分工作在河北师大细胞生物学重点实验室完成, 期间受到中科院孙大业院

士的指正, 谨表感谢。
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简讯

科技部正式批准建设植物生理学与生物化学国家重点实验室

为进一步加强基础研究工作, 完善国家重点实验室总体布局, 科技部决定在植物生理生化

开放实验室和作物水分养分高效利用分子生理学实验室的基础上组建并重点建设“植物生理

学与生物化学国家重点实验室”。依托单位为中国农业大学、浙江大学。聘任武维华教授为实

验室主任, 匡廷云院士为学术委员会主任, 建设时间为一年。

我校申报成功两个教育部重点实验室

我校两个实验室被批准为教育部重点实验室: 植物2土壤相互作用实验室, 主任张福锁教

授, 学术委员会主任石元春院士; 现代精细农业系统集成研究实验室, 主任韩鲁佳教授, 学术委

员会主任汪懋华院士。
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