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摘要  采用表皮条生物分析法 ,研究了不同浓度的Cu2 + 、水杨酸以及它们共同处理时对蚕豆叶片气孔运动的影响。结果表明 ,低浓度的
铜离子对气孔开放有明显的促进作用 ;高浓度的铜离子促进气孔关闭 ,且呈现时间效应;不同浓度( 0 .01、0 .1、1 mmol/ L) 的外源水杨酸单
独处理时显著抑制蚕豆表皮气孔开放 , 当浓度达到1 mmol/ l 时 ,处理2～3 h 后 ,气孔几乎完全关闭 ;当0 .01 mmol/ L 外源水杨酸加入到
含各种浓度铜离子的缓冲液中时,气孔孔径急剧增大,随着水杨酸浓度的增加,缓解作用减弱 ,表明一定浓度的水杨酸可缓解高浓度铜
离子对气孔开放的抑制效应。
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Regulation on Stomatal Movements in Broad Bean by InterpositionInduced by Cu2+ with Salicylic Acid
CHEN Zhen et al  ( College of Life Sciences , Taizhou University , Linhai , Zhejiang 317000)
Abstract  The biology analysis on epidermis of broad bean was used to investigate effects of different concentration of Cu2 + and salicylic acid ( SA) i n
single or together treat ments onstomata movements . The results showed that the Cu2 + at the lowconcentration of 0 .05 mg/ L and 0 .1 mg/ L could obvious-
ly promote stoma open . Cu2 + at highconcentration could inhibit stoma openand the i nhibitioni mproved withthe ti me . SAat 0 .01 , 0 .1 and 1 mmol / Li n
single treatment coul d obviously inhibit stoma open. The SA at 1mMfor 2～3 h treatment was al most repressed the stoma to open. When SA at 0 .01
mmol / L was added to the buffers with different concentration of Cu2 + , the stoma size was rapidly increased and the alleviati ng effect reduced withincrease
of SA concentration, showing that SA at some concentration could alleviate the inhi bition of stoma movement caused by Cu2 + stress .
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  植物叶片表皮上密布的气孔是植物与环境进行水分和

气体交换的门户。大量研究表明, 植物对环境刺激的响应 ,

如缺水、CO2 浓度过高、高温等,是通过调控气孔运动( 如开放

和关闭) 而实现的[ 1 - 3] 。研究气孔运动机理对深入探讨植物

对环境的适应机理以及植物细胞信号转导具有重要的理论

意义和现实意义。近几年来,国内外对影响气孔运动因子的

研究较多, 其中包括一些激素类物质、信号类物质、酶、有机

物等[ 4 - 7] 。随着重金属污染的日趋严重, 重金属对气孔运动

的影响也逐渐成为研究的热点[ 8] , 但铜离子对气孔运动的影

响尚未见报道。水杨酸( Salicylic Acid ,SA) 是一种普遍存在于

高等植物体内的内源生长调节物质。研究表明, 水杨酸能够

激活植物过敏反应, 是系统获得性抗性的内源信号分子, 参

与调节植物的许多生理过程[ 9 - 11] 。最近研究表明 ,水杨酸在

抗环境胁迫( 如冷、热、盐、干旱、重金属等) 方面有明显作

用[ 12] 。刘新等研究也表明在植物的抗逆反应中, 水杨酸参

与了对植物气孔运动的调节, 且可能是通过 NO 或 Ca2 + 而实

现的[ 5 ,13] 。为此, 笔者研究了Cu2 + 和水杨酸共同处理时蚕豆

表皮细胞的气孔运动情况,旨在进一步阐明水杨酸缓解重金

属胁迫的机制。

1  材料与方法

1 .1 试验材料 选取籽粒饱满的蚕豆( Vici a faba L.) 种子 ,

经 HgCl 2 灭菌后 ,浸种12 h ,25 ℃催芽2～3 d 后种于土中, 保

持自然光照、温度10～20 ℃土壤水分为田间持水量的( 85 ±

5) % 。培养21～28 d 后,取从茎顶端处第2 片完全展开的叶

片作为试验材料。用镊子撕取叶片下表皮,置于Tris 缓冲液

中,以保持表皮条细胞的活性。缓冲液组成为10 mmol/ L

Tris ,50 mmol/ L KCl ,0 .1 mmol/ L CaCl2 ,pH6 .15。

1 .2 试验处理  用表皮条 Tris 缓冲液配制不同浓度的

Cu2 + 、SA 和( Cu2 + + SA) 处理液。Cu2 + 浓度为0 .05 ,0 .1 ,0 .25 ,
�
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0 .5 ,1 ,5 ,10 ,40 ,100 mg/ L ;SA 浓度为0 .01 ,0 .1 ,1 mmol/ L; 不同

浓度的( Cu2 + + SA) 处理液为Cu2 + ( 0 .05 ,1 ,40 mg/ L) 添加SA

( 0 .01 ,0 .1 ,1 mmol/ L) 9 种组合。

1 .3 气孔开度的测定方法 将表皮条置于Tris 缓冲液中预

处理3 h ,然后转移到处理液中, 光下或暗中分别培养1 min、

30 min、2h、3h 后, 在10×40 倍显微镜下用测微尺测定气孔孔

径大小。每个处理重复3 次, 每个重复选5～8 个视野, 每次

取30 个气孔进行测定。显微镜下气孔表现不同的开度。以

2 个保卫细胞间可见清晰间隙的 ,视为张开;其余为关闭。数

据取平均值,计算标准偏差。

2  结果与分析

2 .1  不同浓度 Cu2+ 对蚕豆离体叶片气孔运动的影响  由

图1 可知,暗处理时低浓度Cu2 +( 0 .05、0 .1 mg/ L) 均能抑制气

孔关闭 ,且抑制效应随时间的推移而增加,3 h 时气孔孔径达

到最大。由图2 可知, 光处理时 ,低浓度Cu2 + 能促进气孔开

放, 在1 min 时就起到了明显作用。随光照时间的延长 ,气孔

保持开放状态,说明低浓度Cu2 + 能促进蚕豆离体叶片表皮细

胞气孔开放。

图1 暗处理时低浓度Cu2+ 对气孔运动的影响

由图3 可知, 光照处理下 ,随着Cu2 + 浓度的增加, 气孔逐

渐关闭。Cu2 + 对气孔运动的影响不仅呈现浓度效应, 而且呈

现时间效应。Cu2 + 能明显抑制气孔的开放, 且随着时间的延
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长, 抑制作用加强。当Cu2 + 浓度达到40 mg/ L 以上时,3 h 后

气孔开度仅为0 .54 μm, 但即使100 mg/ L Cu2 + 处理也未使气

孔完全关闭。

图2 光处理时低浓度Cu2+ 对气孔运动的影响

图3 光处理时Cu2+ 浓度对蚕豆气孔运动的影响

2 .2  不同浓度水杨酸对蚕豆离体叶片气孔运动的影响 由

表1 可知,在浓度为0 .01～1 .0 mmol/ L 范围内, 外源水杨酸

在光照处理时0 .05 水平显著抑制蚕豆叶片表皮细胞气孔开

放, 而且抑制作用随着时间的延长而增强; 当外源水杨酸浓

度达到1 mmol/ L 时 ,处理2～3 h 后,气孔几乎完全关闭。

  表1 不同浓度水杨酸对气孔运动的影响 μm

处理时间

min

水杨酸浓度∥mmol/ L

0 0 .01 0 .1 1

  1 5 .29±0.93 3 .38±0 .51 3 .42±0 .85 1 .96±1 .02

30 5 .33±1.16 2 .38±0 .77 2 .32±0 .88 2 .58±0 .79

120 4 .59±0.97 1 .63±0 .93 2 .75±0 .92 0

180 5 .70±1.16 1 .54±1 .40 2 .44±1 .14 0

2 .3  Cu2+ 和水杨酸共同处理对蚕豆离体叶片气孔运动的

影响 由表2 可知 ,虽然外源水杨酸处理能抑制气孔开放 ,

但当0 .01 mmol/ L 水杨酸加入到含各种浓度Cu2 + 缓冲液中

时,气孔孔径急剧增大,1 min 时就达到了对照水平, 且随着

时间的延长气孔孔径保持最大开度。这表明0 .01 mmol/ L 水

杨酸处理能缓解高浓度Cu2 + 对气孔开放的抑制作用,两者的

共同处理促进了气孔的开放。由表3 可知, 随着水杨酸浓度

的增加, 这种缓解作用减弱。由表4 可知,1 mmol/ L 水杨酸

添加到含铜离子的缓冲液时 ,2 种物质的共同处理几乎完全

抑制了气孔开放。

3  讨论

铜是植物体内必需的微量元素, 也是铜- 锌SOD 的组成

成分[ 14] 。研究已证实 , 重金属在高浓度时会引起植物膜损

  表2  0.01 mmol/L 水杨酸对气孔运动的影响 μm

处理时间

min

Cu2 + 浓度∥mg/ L
0 .05 1 .00 40

   1 5 .36±0 .77 5 .21±0 .79 5 .06±0 .77

30 4 .92±0 .63 6 .23±0 .77 4 .46±0 .90

120 5 .98±0 .81 5 .97±0 .62 5 .65±0 .84

180 6 .00±0 .82 6 .42±0 .80 6 .06±0 .99

  表3  0.1 mmol/L 水杨酸对气孔运动的影响 μm

处理时间

min

Cu2 + 浓度∥mg/ L
0 .05 1 .00 40

   1 1 .71±0 .76 3 .30±0 .62 4 .25±0 .62

30 3.4±0 .77 3 .98±1 .28 4 .03±0 .62

120 2 .65±0 .76 3 .63±0 .82 3 .90±0 .53

180 3 .38±0 .68 5 .40±0 .93 2 .92±1 .30

  表4 1.0 mmol/L 水杨酸对气孔运动的影响 μm

处理时间

min

Cu2 + 浓度∥mg/ L

0 .05 1 .00 40

   1 5.31±0 .92 5 .03±0 .75 5 .82±0 .80

30 0 2 .36±0 .77 2 .85±1 .10

120 0 0 0

180 0 0 0

伤而致死或半致死[ 15 - 16] 。高浓度Cu2 + 对植物的毒害主要是

通过影响酶促生理活动,进而对植物光呼吸代谢功能产生不

良影响[ 17] 。最近研究发现,Cu2 + 对植物的生长存在着低促

高抑的现象,但其真正的作用机制目前仍不是很清楚[ 17 - 18] 。

有人研究了重金属对气孔运动的效应机制, 但其机理尚

不清楚。於丙军等认为 ,稀土离子镧对气孔运动的影响是通

过对Ca2 + 通道的阻断而起作用[ 6] 。有研究表明,Cd 强烈抑

制气孔开放可能与Cd 强烈干扰 K+ 、Ca2 + 及保卫细胞中脱落

酸的代谢有关[ 19] 。Yang 等认为, 不同重金属可能以不同方

式影响蚕豆保卫细胞气孔运动 ,Hg2 + 、Pb2 + 和Zn2 + 通过抑制

水通道而影响气孔运动,而La3 + 则可能通过抑制离子通道起

作用[ 7 - 8] 。Mathe 等研究表明,0 .01 mmol/ L 水杨酸可使蚕豆

气孔开度降低50 % ,0 .1 和1 .0 mmol/ L 水杨酸诱导气孔完全

关闭[ 20] 。这和该试验结果一致。水杨酸在抗环境胁迫方面

的正负效应可能与其诱导的过氧化氢水平有关。低浓度的

水杨酸可能诱导适度 H2O2 的积累, 进而诱导防卫反应的产

生; 而高浓度的水杨酸或细胞内高水平的水杨酸均可诱导细

胞内高水平的 H2O2 积累,产生重度氧化胁迫, 加剧了环境胁

迫伤害[ 6 ,9] 。水杨酸通过诱导 H2O2 的积累而引发胞内 Ca2 +

水平上升, 由于钙离子的升高会阻断钾离子流入通道, 从而

抑制气孔开放。Kawano 等以烟草悬浮细胞培养液为材料, 表

明在诱导产生超氧阴离子之前, 水杨酸引发Ca2 + 浓度瞬间增

加, 并证明增加的 Ca2 + 来自外源 Ca2 + [ 21] 。张丽平等发现外

液中加入氯化铜后, 在低浓度时可促进通道电流, 而在高浓

度时则抑制通道电流 ,并且抑制率随浓度增大而增大。Cu2 +

和Ca2 + 都属二价阳离子, 因此当外源铜离子存在时, 低浓度

水杨酸引发的外源钙离子的内流可能受到干扰, 抑制了胞内

钙离子浓度的升高, 从而缓解了气孔关闭效应; 当水杨酸浓
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( 2) 试验的采样对象系从东北引种至南方并经长期驯化

图2 东北梅花鹿染色体高分辨G 带带型

图3 东北梅花鹿染色体高分辨G 带模式

已能完全适应南方气候和生活环境的东北梅花鹿, 由于分

布于不同地域的同一物种可能具有染色体多态性[ 10] , 其结

构异染色质的改变也有可能是长期环境驯化的结果。所以

对于东北梅花鹿C 显带的不同结果,是由于东北梅花鹿亚种

水平上固有的多态性造成的、还是由于长期环境驯化以致某

些遗传物质改变造成的、或者是由于试验条件的差异造成

的, 有待进一步大样本深入研究。

( 3) 为了能从染色体水平上分析东北梅花鹿与其他亚种

的进化关系、梅花鹿染色体畸变与其性状的关系, 以及基因

定位等, 还需要更高分辨力的染色体显带。试验显带数目并

未最大限度的增加, 可能是由于秋水仙素加入的时间和细胞

收集的时间不够提前导致染色体已经进入前中期造成的。

因此, 要得到更高分辨率的染色体显带 ,应该将加入胸腺�

�核苷继续培养的时间缩短。
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度升高, 诱导高水平的 H2O2 积累, 引发生物膜的破坏 , 抑制

气孔开放, 也抑制了低浓度铜对气孔开放的促进效应。不

少研究表明, 水杨酸可以缓解重金属对植物的毒害作用 , 但

是其缓解机制还有待进一步研究。试验表明 , 虽然外源水

杨酸处理能抑制气孔开放, 但当0 .01 mmol/ L 水杨酸加入到

含各种浓度铜离子的缓冲液中时, 能明显促进气孔开放 , 而

且在一定时间内持续最大开放状态。这可在较大程度上缓

解高浓度铜离子的毒害作用。
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