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摘　要　为研究保卫细胞液泡 ( GCV) 的 p H在气孔保卫细胞渗透调节中的作用及蚕豆 ( V icia f aba)叶片气孔 GCV

中的颗粒物的性质 ,本实验采用激光共聚焦显微术配合 p H荧光探针 BCECF AM的荧光比值法对 ABA诱导的气

孔关闭过程进行观测 ,发现 :蚕豆气孔关闭过程中 GCV的 p H升高约 015 (p H513→518)。分别用 p H513和 518的

Mes/ Tris缓冲液调控离体开放态 GCV的 p H , 透射电镜 (4×104 倍)观察负染片说明 :p H 513对开放态 GCV液所

含颗粒物的线度及分布密度无实质影响 ;而 p H 518的处理使取自开放态 GCV液所含颗粒物的线度明显增大、分

布密度显著减小 ;非特异性蛋白酶 Proteinase K处理可使 GCV中的颗粒物消失。基于 GCV内颗粒物的线度、形状

及对 p H调控和对 Proteinase K处理的响应 ,推测此种颗粒物是蛋白质。
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Study on the property of granule s that reversible disaggregate

regulated by pH in guard cell vacuole s

Li Yanxia , Sun Peng , Zhu Guoli
(College of Biological Science , China Agricultural University , Beijing 100094 , China)

Abstract　The ratio method of dual fluores cent emissions of chemical pH probe BCECF AM with single excitement under

las er s canning confocal micros copy showed that there was a basification about 015 units of pH in the vacuoles of guard

cells during stomatal clos ure that induced by ABA (op en : pH 513 , clos ed : pH 518) . The pH of ectocytic s aps of guard

cell vacuoles were regulated by buffer of Mes/ Tris at pH 513 or 518 resp ectively. The obs ervations under electron mi2
cros cop e to negatively s tained s aps of guard cell vacuoles showed there was almost no effect of pH 513 to the dimen2
sion and dis tribution density of the p articles from guard cell vacuoles of op en stomata . However , pH 518 induced obvi2
ous increas es in the dimension and dis tinct decreas es in the dis tribution density of the p articles from guard cell vacuoles

of op en stomata . The non2sp ecific proteinas e K could make a dis app earance of the p articles from the vacuoles of an

op en stomata . Basing on all of the above findings , We s uppos e that the p articles from the vacuoles of an op en stomata

are protein.

Key words　guard cells ; granules in vacuole s ap ; s tomatal movement ; pH
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个重要生理过程。近百年来 ,气孔运动机理的研究

一直是植物生理学研究的热点[1 3 ]。目前 ,被广泛

接受的气孔运动机理是化学渗透调节假说

(chemiosmotic hypothesis) ,由 Mitchell首先提出[4 ] ,

用于解释线粒体和微生物中的氧化磷酸化及叶绿体

中的光合磷酸化过程 :由于线粒体嵴和叶绿体类囊

体膜上的 H +泵的活动产生了跨膜质子梯度ΔH + ,

A TP 合成与ΔH + 趋动的 H + 跨膜运动相耦联。

Zeiger等[1 ]将该原理应用于气孔运动研究 ,建立了

气孔运动的保卫细胞液泡膨压变化的化学渗透假

说 ,认为在诱导气孔开放因子的作用下 (如光照、低
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CO2等) ,保卫细胞 ( GC)质膜上的质子泵被激活 ,将

胞内质子泵出 ,使质膜处于超极化状态。GC质外

体中钾离子在超极化质膜电势的作用下通过内向钾

离子通道进入 GC。同时 ,在超极化质膜电势的推动

下质外体中的氯离子通过同向共运输载体进入 GC。

该假说虽已被广泛接受 ,但仍存在一些问题如 :1)钾

库问题。目前普遍的观点是与 GC相邻的胞壁中不

足以存放能通过化学渗透机制引起气孔运动的 K+ ,

因而认为该钾库可能是与 GC相邻的表皮细胞的液

泡 ;但是当受到使气孔开放的诱导条件作用时 , GC内

质子泵出 ,使 GC质膜处于超极化状态的同时也使与

GC相邻的表皮细胞的质膜发生超极化反应。因此 ,

从热力学的角度来考虑 ,胞壁中的钾离子倾向于同时

进入 GC和相邻的表皮细胞 , 而不是由相邻表皮细胞

的液泡进入 GC;因而寻找支持化学渗透假说的钾库

仍是一项艰巨的工作。2)从化学渗透假说估计的引

起气孔运动的跨 GC膜的离子流过大 ,以及化学渗透

假说不能合理解释气孔关闭过程等[2 3 , 5 ]。

本课题组发现蚕豆叶片气孔保卫细胞液泡

( GCV)中有若干种颗粒物 ,分布密度在气孔运动过

程中发生可逆变化 , 该分布密度的可逆变化与推动

蚕豆叶气孔运动的 GC渗透压的变化方向一致 ,据

此笔者提出了“GCV渗透调节的高聚颗粒物可逆解

聚模型”[5 ] ,该模型为气孔保卫细胞液泡的渗透调

节的多条途经假说提供了新证据 [6 ]。目前关于

GCV中颗粒物性质与功能的研究在以上工作之外

尚无相关的报道。本实验旨在继续探讨 GCV p H

在气孔保卫细胞渗透调节的信号链中的作用及蚕豆

GCV中颗粒物的性质。

1　材料与方法

111　植物材料

清洗消毒后的蚕豆 ( V icia f aba L . )种子浸种

12 h ,25 ℃催芽 2～3 d ,播种于人造土壤 (草碳土与

蛭石体积比为 2∶1)中。使用“土壤水势自动反馈控

制滴灌滴头”将土壤水势控制在 - 01023～01002

MPa ;生长室中每天光照 12 h ,早 8 : 00—20 : 00 ;光

子亮照度 ( PAR)约为 200μmol/ (m2·s) ,金属卤化物

灯 ;昼夜温度 2312 ℃/ 1612 ℃;相对湿度 50 %。3～

4周龄的蚕豆苗供实验用。

112　荧光染料 BCECF AM的孵育及气孔关闭过程

中 GCV内 pH的跟踪测定

3～4周龄植株蚕豆叶片 , 充分光照使气孔开

放 ,选取生长良好、完全展开的第 3、4 对 (从下端数

起)叶片 ,撕取下表皮置于缓冲液中 (10 mmol Mes/

Tris ,p H 611) ,用毛笔刷去叶肉细胞 ,向该缓冲液加

入BCECF AM ,使其最终浓度为 20μmol/ L。室温

避光孵育 30 min ,将具有众多开放态气孔的表皮条

置于直径 3 cm的薄底小培养皿中 ,向培养皿中加入

ABA诱导气孔关闭 (ABA 处理浓度 10 - 5 mol/ L ,处

理 30 min 左右 ) 。在激光共聚焦显微镜 ( Flu2
oView300 , Olympus)下 , 用 488 nm光激发 ,记录气

孔关闭过程中保卫细胞液泡内的发射荧光比值 (520

nm/ 640 nm ,使 p H敏感和不敏感的波长比值) ,与标

准曲线[7 9 ]相比较 ,求出气孔关闭过程 GCV 中 p H

的变化。

113　GCV的染色

表皮材料在缓冲液 ( 10 mmol Mes/ Tris , p H

611)中用毛笔刷去叶肉细胞 ,用 0103 %中性红溶液

染色 1～2 min。染色效果以在光镜 (Olympus BX-

FLA ,目镜×10 ,物镜 50 ×/ 0150)的自然透射光下

明显观察到 GCV的形态为宜。

114　离体 GCV内含颗粒物形态及分布密度的 pH

调控

在显微操作系统 Narishge ONM- 1的协助下用

充满硅油的玻璃毛细针管吸取 GCV 液 , 然后适当

加压将 GCV 液挤出并展铺在包被有聚乙烯甲醛

( Formvar)膜的铜网上。该铜网倒扣在 1滴 10 mmol

Mes/ Tris缓冲液上 (p H513～518) 4 min ,进行常规

电镜负染及观测。

115　负染与电镜观察

采用 Smith[10 ]方法 :将载有来自 114 处理的样

品的铜网倒扣在 1滴 1 %(体积分数)的醋酸铀中染

色 1 min ,用滤纸从铜网的边沿吸去染液 ,重复 3 次

后将铜网放入干燥器中。用透射电镜 ( Hitachi H-

7500)观察样品 ,放大倍数 4×104。

116　GCV内含颗粒物对蛋白酶 K( Protease K)处

理的反应

负染前将载有来自 114处理的样品的铜网倒扣

于 1滴蛋白酶 K溶液上 (2 mg/ mL ,溶剂为 10 mmol

Mes/ Tris ,p H 611 ) 。用不含蛋白酶 K的缓冲液作

对照。样品和对照均于 37 ℃下保温约 315 h。每隔

20 min更换酶液 1 次 ,然后取出 ,吸干酶液 ,用双蒸

水冲洗数次 ,同法进行负染与电镜观察 (见 114 和

115节) 。
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117　GCV内含颗粒物平均线度及分布密度的估计

在电镜观察下 GCV 中可见颗粒的分布密度用

方程 (1)估算[5 ]

N s = N 0/ [ ( S / S G)·V m ] (1)

式中 : N s为估计的 GCV 内含颗粒物分布密度 ,个/

L ; N 0为特定面积上测算的颗粒数量 ; S 为单张电

镜照片 (4×104倍)的面积 ,m2 ; S G为从 GCV中取出

的液体在 Formvar包裹的铜网上复盖的总面积 ,m2 ;

V m为毛细管尖中取出的 GCV液体的容积 ,m3。

2　结果与分析

211　气孔关闭过程中 GCV pH的变化

本实验用 p H荧光探针 (BCECF AM)的发射荧

光比值法揭示了 ABA ( 20μmol/ L , 10 mmol/ L

Mes/ Tris , p H 611)诱导的蚕豆叶片气孔关闭过程

中 GCV p H的变化。GCV光切片水平扫过 GCV的

中部 ,在所有的光切片中 GCV 都显示了较强的

BCECF的绿色荧光。各时刻 GCV 的 p H由该时刻

发射荧光的比值 (520 nm/ 640 nm)与标准曲线比较

而确定。图 1显示了蚕豆气孔关闭过程中 GCV 的

荧光图和相应的透射图以及在同一时间坐标上的

GCV p H的动力学曲线。在气孔由开到关的过程中

GCV的 p H经历了约 015 单位的碱化。从 ABA 处

理到 GCV 内 p H开始上升需约 10 min , 而完成这

015单位 p H的上升需另外 10 min ,总共约 20 min。

GCV p H开始上升前约 7 min时 488 nm激发光开始

扫描 ,每 min 1次。图 1显示伴随 GCV p H的升高 ,

液泡体积减小 ,气孔逐渐关闭。

图 1　ABA诱导的蚕豆气孔关闭过程中保卫细胞液泡中 pH的动态变化

Fig. 1　Dynamic p H change of guard cell vacuole during stomatal closure induced by ABA

212　离体 GCV液内含颗粒物对 pH调控的响应

气孔关闭过程中 GCV的 p H发生了变化 ,开放

态气孔 GCV 的 p H 约为 513 , 而关闭态为 518 左

右[5 ]。用 p H 513 和 518 的缓冲液 (10 mmol Mes/

Tris ,p H 513或 518)分别对离体 GCV液进行 p H调

控。电镜 ( HITACHI H- 7500 ,4 ×104 倍)观测结果

表明 :未经 p H调控的开放态气孔 GCV 的内含颗粒

物的分布密度为 (310～915) ×1022 L - 1 , 线度约为

10～80 nm (图 2A ,细胞数 = 6 , 总观测数 = 9) 。经

p H 513处理 4 min (图 2B ,细胞数 = 3 ,总观测数 =

8)的开放态气孔 GCV 液所含颗粒物的线度及分布

密度与未经缓冲液处理的开放态气孔 GCV 的图片
(图 2A)所显示的颗粒物线度及分布密度很接近。

来自开放态气孔 GCV内含颗粒物经p H 518的缓冲

液处理 4 min (图 2C ,细胞数 = 3 ,总观测数 = 6)所含

颗粒物的线度明显增大 , 分布密度显著减小 :未经

p H调控的负染结果 (图 2A)颗粒物的线度约为 10

～80 nm , p H518调控后 (图 2C)颗粒物的线度显著

增大 , 约为 30～150 nm ,而分布密度则比 p H调控

前减小了许多 (p H 518调控前 N s (310～915) ×1022

L - 1 , 调控后 N s减小到 (110～214) ×1020 L - 1) 。

213　蛋白酶 K处理

非特异性蛋白酶 (proteinase K) [11 ]处理蚕豆

( V . f aba L)叶片气孔 GCV 内含颗粒物的负染图 :

图 3A (对照 1)为开放态气孔 GCV 内含物的负染结

果 (未经任何处理 ,细胞数 = 3 ,总观测数 = 8) 。图

3B为开放态气孔 GCV 液经 2 mg/ mL proteinase K

37 ℃处理 315 h后的负染图 (缓冲液 10 mmol Mes/

Tris ,p H 611 ,细胞数 = 4 , 总观测数 = 9) 。图 3C(对

照 2) :经不含 proteinase K的缓冲液 (10 mmol Mes/

Tris ,p H 611 ,细胞数 = 3 ,总观测数 = 7) 37 ℃处理
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315 h的负染图 ,该图显示了与图 2类似的结果 : 颗

粒物线度明显增大而分布密度显著下降 ,颗粒物的

形态变化可能是受所用缓冲液的 p H (611)调控的

结果 (与 p H 518 调控的结果相似) 。观测结果表明

proteinase K的处理 (图 3B)几乎完全除去了 GCV

内含颗粒物。

A　未经 p H处理的负染图 (对照)

B　经 p H 513 处理 4 min (10 mmol/ L Mes/ Tris p H 513)的负染图

C　经 p H 518 处理 4 min (10 mmol/ L Mes/ Tris p H 518)的负染图

图 2　GCV内含颗粒物对 pH( 513和 518)调控的响应 (图中标尺为 250 nm)

Fig. 2　Response of particles in GCV to p H , Bar = 250 nm

A　取自开放态气孔 GCV液的内含物负染图 (对照 1)

B　取自开放态气孔 GCV液经蛋白酶 K处理 315 h内含物负染图

C　取自开放态气孔 GCV液仅经缓冲液处理 315 h的内含物的负染图 (对照 2)

图 3　Proteinase K处理 GCV液内含物的结果 (图中标尺为 250 nm)

Fig. 3　Vacuoles sap of guard cells treated with Protease K , Bar = 250 nm

3　结论与讨论

311　GCV气孔运动过程中 pH的作用

前人已报道的工作说明气孔运动过程中保卫细

胞 (胞质或液泡 ) 的 p H 有 011～ 015 单位的变

化[5 ,12 14 ] ,但没有指出该 p H变化诱导的 GCV 中颗

粒物可逆解聚与 GCV的渗透调节。

笔者用激光共聚焦成像系统 (fluoview 300 ,

OL YMPUS)配合化学荧光探针 BCECF AM的单光

激发双发射光比值法的工作证实 :在蚕豆气孔开放

过程 (关闭态→开放态)中 GCV经历了 015 p H单位

的酸化[5 , 7 8 ]。本实验证实 :ABA (20μmol/ L , 溶于

10 mmol/ L Mes/ Tris , p H 611)诱导的蚕豆叶片气

孔关闭过程 (开放态 →关闭态)中 GCV 的 p H有约

015 p H单位的碱化。这些结果说明了在蚕豆气孔

运动 (开放 ,关闭)过程中 GCV 有约 015 p H单位的

变化 , 实验数据表明 GCV 内颗粒物的可逆解聚与

GCV p H变化之间可能有某种联系[5 ] (图 1 ,2) 。用

电镜观测经 p H调控 (10 mmol Mes/ Tris p H 513 ,或

518)的 GCV 内含颗粒物的负染样本 ,说明与开放

态气孔 GCV相对应的 p H 513不能使取自开放态气

孔 GCV内含颗粒物的线度和分布密度有实质变

化 , 而对应于关闭态气孔 GCV的 p H 518的调控则

使取自开放态气孔 GCV 内含颗粒物的线度和分布
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密度有显著变化 (图 2) 。p H 518调控前颗粒物的线

度为 10～80 nm , 分布密度为 ( 310～915) ×1022

L - 1 , 调控后线度增加为 30～150 nm ,分布密度显

著减小为 (110～214) ×1020 L - 1。到目前为止已获

得的实验数据表明 : 1) GCV 颗粒物分布密度的可

逆变化与气孔运动的方向一致 (图 1 ,2) ,且该颗粒

物分布密度的可逆变化对 GCV 的渗透调节有不可

忽视的贡献[4 , 9 ]。2) GCV 的 p H可能是诱发其内

颗粒物可逆解聚的信号链中重要的一环。

312　GCV内含颗粒物性质分析

GCV中颗粒物线度约为 15～250 nm ,植物细

胞内可能达到该线度的颗粒有聚合的蛋白体 ,淀粉

粒和无机盐晶体。植物中的淀粉颗粒存在于细胞质

内的叶绿体及淀粉体 (白色体)中 , 不会大量出现于

GCV中 ,同时从形态学的角度可基本排除 GCV 的

颗粒物是无机盐晶体 ;因而 GCV 中的颗粒物可能

是蛋白体。该颗粒物可能是蛋白体的实验证据来自

于 1) GCV内含颗粒物对 p H变化的反应 : 众所周知

p H变化对蛋白质构像有重要影响[15 ] (图 2) 。本实

验用 p H调控离体蚕豆 GCV内含颗粒物获成功 ,实

验结果证明 GCV 颗粒物可逆解聚行为与 GCV 的

p H密切相关[4 ] (图 2 ,3) 。不同的 p H (513 及 518)

使该颗粒物在形态 (分布密度 ,线度)方面发生显著

变化 :p H 518使取自开放态气孔 GCV 内含颗粒物

的分布密度显著减小 ,而其线度明显增加 (图 2) 。

由该颗粒物形态与 p H的关系推测 GCV 内含颗粒

物有可能是蛋白质。2) Proteinase K处理。蛋白酶

K是一非特异性蛋白酶[16 ] , 经常用于去除核酸提

取物中蛋白质的污染 , 是一种广谱蛋白酶。蛋白酶

K(2 mg/ mL 于 10 mmol Mes/ Tris 中 ,p H 611) 对

GCV内含颗粒物的处理结果显示 :用蛋白酶 K于

37 ℃处理 315 h后 GCV内含颗粒物被完全降解 (图

3B) ;而对照 (图 3C)用不含蛋白酶 K的缓冲液 (10

mmol Mes/ Tris ,p H 611)处理得到了用高于关闭态

GCV p H临界值 (p H 518)的预期结果 :该颗粒物的

线度显著上升 ,而密度明显下降 (图 3C) 。蛋白酶 K

的处理结果 (图 3B)说明蚕豆 ( V . f aba L . )叶片气

孔 GCV中的颗粒物可能是蛋白质。
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