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Ca
2+
和 Ca

2+
-ATPase 在小麦颖果筛分子分化中的动态变化 
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摘要：【目的】探讨 Ca
2+ 
和 Ca

2+
-ATPase 在小麦颖果筛分子（sieve elements，SEs）分化过程中的动态变化

及其在 SEs 的细胞程序性死亡（programmed cell death，PCD）中的作用。【方法】用透射电子显微术观察小麦颖

果韧皮部分化过程中的超微结构变化；用 Ca
2+
特异性荧光染色法和焦锑酸钾沉淀法，对小麦颖果韧皮部分化过程

中的 Ca
2+
进行组织和亚细胞水平的定位；同时用铅盐沉淀法对 Ca

2+
-ATPase 进行定位。【结果】超微结构观察发现，

在 SEs 发育初期，细胞壁逐渐加厚，且内壁呈突起状，随着分化的进行，SEs 细胞壁较以前明显变薄且平滑。Ca
2+

荧光试验表明，花后 6～10 d，SEs 细胞壁中有 Ca
2+
的积累，其中花后 9 d，SEs 细胞壁 Ca

2+
浓度最高；到花后 14 d，

细胞壁 Ca
2+
浓度下降至对照水平。Ca

2+
亚细胞定位表明，在 SEs 中，花后 1～2 d Ca

2+
主要分布在细胞膜上和细胞核

中；花后 4 d，SEs 细胞质中 Ca
2+
浓度增加，并且线粒体中也出现 Ca

2+
颗粒；但到花后 5～8 d，Ca

2+
主要分布在 SEs

细胞壁中，此时线粒体中未发现 Ca
2+
颗粒；在花后 10～18 d，Ca

2+
再次从细胞壁转移到胞内；花后 20 d，SEs 中

Ca
2+
消失。在中间细胞（intermediary cells，ICs）中，花后 1～18 d 始终都有 Ca

2+
颗粒，主要分布在细胞内壁

上和液泡中。在 SEs 发育过程中，Ca
2+
-ATPase 的活性发生显著变化。花后 3 d 时，SEs 中的 Ca

2+
-ATPase 活性最弱；

花后 4～14 d SEs 有较强的 Ca
2+
-ATPase 活性，且主要分布在 SEs 的细胞壁、细胞膜、胞间连丝等部位和线粒体、

细胞核等细胞器上。【结论】Ca
2+
和 Ca

2+
-ATPase 在小麦颖果 SEs 的分化过程中呈动态变化，Ca

2+
可能参与介导了 SEs

的 PCD 过程。此外，Ca
2+
和 Ca

2+
-ATPase 可能对 SEs 细胞壁的加厚和 SEs 的功能实施有一定调控作用。 
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Dynamic Changes of Ca2+ and Ca2+-ATPase in Sieve Elements in 

the Developing Caryopsis of Triticum aestivum L. 
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(College of Life Science and Technology, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070) 

 

Abstract: 【Objective】 Previous study revealed that sieve elements (SEs) in the developing caryopsis of Triticum aestivum L. 
underwent a unique type of programmed cell death (PCD) . In this paper, the dynamic changes and the roles of Ca2+ and Ca2+-ATPase 
in SEs during the PCD were studied. 【Method】 The ultrastructural aspects of phloem cells in wheat caryopsis were examined by 
transmission electron microscopy (TEM). Using specific fluorescence staining and potassium pyroantimonate precipitation method, 
Ca2+ was localized at histological and sub-cellular levels in SEs in the developing wheat caryopsis. TEM and lead nitrate were used 
to locate Ca2+-ATPase in SEs. 【Result】 TEM studies showed that the cell walls of SEs thickened at the beginning of differentiation, 
and then became thinner and smoother. Fluorescence staining showed that the fluorescence due to Ca2+ appeared in cell walls of SEs 
from 6 to 10 d after flowering. The fluorescence due to Ca2+ in cell walls of SEs was most notable on 9 d after flowering and 
disappeared on 14 d after flowering. Sub-celluar localization of Ca2+ showed that Ca2+ was localized on plasma membrane and in 
nuclei from 1 to 2 d after flowering. On 4 d after flowering, Ca2+ was localized in cytoplasm and mitochondria of SEs. From 5 to 8 d 
after flowering, Ca2+ was transported to the cell walls of SEs and no Ca2+ precipitates were observed in mitochondria. From 10 to 18 
d after flowering, Ca2+ was transported into the cytoplasm again from cell walls and no Ca2+ precipitates were observed on 20 d after 
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flowering. In intermediary cells (ICs), Ca2+ precipitates were observed from 1 to 18 d after flowering, and Ca2+ mainly distributed on 
intine and tonoplast. The activity of Ca2+-ATPase changed obviously during the SEs differentiation. There was lowest activity of 
Ca2+-ATPase on 3 d after flowering in SEs. High levels of Ca2+-ATPase activity were found from 4 to 14 d after flowering in SEs, 
and the enzyme was mainly localized in cell walls, cytoplasm, plasmodesmata, mitochondria and nuclei. 【Conclusion】 These 
results showed the dynamic changes of Ca2+ and Ca2+-ATPase in SEs differentiation. Ca2+ might play important roles in SEs during 
the PCD. In addition, Ca2+ and Ca2+-ATPase might be also related to cell wall thickening and functions of SEs. 

Key words: wheat (Triticum aestivum L.); caryopsis; sieve elements; Ca2+; Ca2+-ATPase 
 

0  引言 

【研究意义】小麦颖果（习惯称籽粒）大维管束

处于颖果腹部，称为腹部维管束，它包括韧皮部和木

质部。筛管（sieve tube）是韧皮部的主要成分之一，

它是由筛分子（sieve elements，SEs）相连接形成的管

道。SEs 是光合同化物从植株向籽粒运送的主要通道。

运输通道的建成过程和光合同化物运输效率直接影响

小麦籽粒同化物的积累，进而影响小麦的产量和品质。

【前人研究进展】在前期的工作中，Wang 等[1]通过

TUNEL（terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated 
dUTP nick-end labeling）标记和透射电子显微术已经

证明 SEs 的分化是一种特殊的细胞程序性死亡

（programmed cell death，PCD）过程——细胞程序性

半死亡（programmed cell semi-death）。Ca2+是真核细

胞信号转导的核心组分之一，具有重要的生物学作用，

它参与了植物的发育[2]、衰老[3]和光合同化物运输[4]等的

调节。Hirschi[4]指出高浓度的 Ca2+定位在细胞壁、质

膜、内质网和液泡等部位。细胞内 Ca2+保持低浓度是

其发挥信使功能的前提条件。Ca2+-ATPase 对维持细

胞质内较低的 Ca2+水平起重要作用。它可以将细胞质

中过高浓度的 Ca2+连续不断的转运到胞外或细胞器中

储藏起来，使胞质 Ca2+浓度恢复到正常水平[5]。Lam
等[6] 和 Zuppini 等[7]指出，在植物发生 PCD 的过程中，

细胞内 Ca2+起着重要作用。Jones 等[8]指出，人为改变

Ca2+浓度可使液泡破裂进而导致染色质凝集，最终导

致 PCD 的发生。导管分子分化过程中，Ca2+的内流是

导管 PCD 必需的，内流的 Ca2+最终导致液泡膜解体和

细胞质流动停止，然后解体的液泡和细胞质混合而引

起了细胞的原位自溶[9]。通常，细胞在 PCD 过程中会

出现 Ca2+浓度升高、核 DNA 片段化、蛋白磷酸化、

核异染色质化和活性氧升高等典型特征[10]。【本研究

切入点】目前，对植物果实韧皮部细胞的超微结构和

功能研究报道较多[11-12]，但是在超微细胞化学方面研

究相对较少，其中还未发现小麦颖果腹部韧皮部细胞

Ca2+和 Ca2+-ATPase 的定位，以及二者的时空变化与

韧皮部细胞分化和发育关系的报道。【拟解决的关键

问题】本研究通过对小麦颖果腹部韧皮部细胞 Ca2+和

Ca2+-ATPase 的定位，探讨 Ca2+和 Ca2+-ATPase 在 SEs
分化过程中的动态变化及其在SEs的PCD过程中的可

能作用，为小麦灌浆过程提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
以小麦品种华麦 8 号为供试材料，2007 年种植于

华中农业大学网室，株行距 25 cm×25 cm。10 月 27
日播种，11 月 6 日出苗。2008 年 2 月下旬施复合肥   
（N﹕P﹕K=30﹕10﹕10），用量平均 0.05 kg·m-2。小

麦于 2008 年 3 月 28 日抽穗，4 月 5 日开花。在抽穗

当天挂牌标记抽穗小麦；再在开花当天（记为 0 d）挂

牌标记开花麦穗，用剪芒的方法标记开花小花（仅标

记小穗的第 1、2 位的小花）。从开花当天到花后 10 d，
每天取样 1 次，以后分别在花后 14 、18、20 和 28 d
取样。 
1.2  方法 
1.2.1  显微和超微结构观察  去掉颖果两端，留取中

部，快速剥取颖果腹部维管组织，按常规方法进行电

镜制样[1]。将包埋好的材料在超薄切片机（LKB-2088，
Bromma，Sweden）上进行半薄切片和超薄切片。将

厚约 1 µm 的半薄切片捞在干净的载玻片上，不经过

染色直接在显微镜（Nikon Eclipse 80i，Japan）下观察、

拍照。将厚约 80 nm 的超薄切片，经过铅、铀盐双重

染色后，在 HITACHI，H-7650 型透射电子显微镜

（transmission electron microscope，TEM）下观察并拍

照。 
1.2.2  Ca2+荧光观察  去掉颖果两端，留取中部，快

速剥取颖果腹部维管组织，用 Tissue-Tek OCT 4583 
compound（sakura finetek USA）包埋，在冰冻切片机

（Leica CM1850，Germany）上切片，切片厚度 8 µm。

Ca2+的检测用 Ca2+指示剂 fluo-3 AM（Fluka），参照
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Bouranis 等[13]的方法。切片在 fluo-3 AM（蒸馏水配制，

5 µmol·L-1）中染色 1 h（25℃），蒸馏水洗，用荧光

显微镜（Nikon Eclipse 80i，Japan）进行显微结构观察

和荧光观察。荧光观察中，激发光和散射光波长分别

是 450～490 nm（蓝光）和 526 nm（绿光）；部分切

片同时观察了紫外光激发下的自发荧光（激发光波长

365 nm）。对照设置：将未染色的切片放在蒸馏水中，

进行显微结构观察和自发荧光（激发光波长为 450～
490 nm）观察。 
1.2.3  Ca2+的亚细胞定位  去掉颖果两端，留取中部，

快速剥取颖果腹部维管组织，以焦锑酸钾沉淀法（Ca2+

与焦锑酸钾反应生成高电子致密度的焦锑酸钙沉淀，

即观察到的 Ca2+颗粒）进行 Ca2+的亚细胞定位[14]。厚

约 80 nm 的超薄切片不经过染色，直接在 TEM 下观

察。对照设置：固定液和缓冲液中不含焦锑酸钾。 
1.2.4  Ca2+-ATPase 的亚细胞定位  去掉颖果两端， 

留取中部，快速剥取颖果腹部维管组织，以铅盐沉淀

法（Ca2+-ATPase 在有 Ca2+的情况下以 ATP 钠盐为底

物生成的磷酸根与铅离子形成高电子致密度的磷酸铅

沉淀，即观察到的酶反应颗粒）进行 Ca2+-ATPase 的

亚细胞定位[15]。厚约 80 nm 的超薄切片不经过染色，

直接在 TEM 下观察。对照设置：孵育液中含有抑制

剂 NaF。 

2  结果与分析 

2.1  小麦颖果韧皮部显微和超微结构观察  
小麦颖果腹部维管束包括韧皮部和木质部（图

1-A）。韧皮部主要由 SEs、伴胞（companion cells，
CCs）、中间细胞（intermediary cells，ICs）和韧皮薄

壁细胞（phloem parenchyma cells，PPCs）等构成，通

常 CCs 和 ICs 均比 SEs 大，CCs 有浓厚的细胞质，ICs
有中央大液泡（图 1-B）。SEs 在发育早期时，形态

 

 
A 为维管束横切；B 为韧皮部横切；C～F 为 SEs 横切。A：花后 28 d，示维管束主要由韧皮部（P）和木质部（X）组成；NP，珠心突起（Bar=50 µm）； 
B：花后 14 d，示韧皮部的筛分子（SEs）、伴胞（CCs）、中间细胞（ICs）和韧皮部薄壁细胞（PPs）（Bar=2 µm）；C：开花当天，示 SE 细胞核

形态正常，细胞中有小液泡（V）且细胞壁开始加厚（Bar=1 µm）；D：花后 2 d，示 SE 细胞壁厚度增加，染色质凝集，右下角的方框 1 是图中方框

的放大，示核膜变得模糊（箭示）（Bar=1 µm）；E：花后 3 d，示 SE 细胞壁显著加厚且内壁呈突起状（长箭示），分支状的胞间连丝（短箭示）

和细胞内的液泡（V）。右上角方框 2 是图中方框的放大（Bar=1 µm）；F：花后 6 d，示成熟 SE 中无细胞核，线粒体（箭示）沿胞壁周缘分布，细

胞壁较以前变薄而且平滑（Bar=1 µm） 
A is a cross-section of vascular; B is a cross-section of phloem; C-F are cross-sections of SEs. A: 28 d after flowering, vascular is composed of phloem (P) and 
xylem (X); NP, Nucellar projection (Bar=50 µm); B: 14 d after flowering, showing sieve elements (SEs), companion cells (CCs), intermediary cells (ICs) and 
phloem parenchyma cells (PPs) in Phloem (Bar=2 µm); C: The flowering day, a developing SE with a normal nucleus, small vacuoles (V) and slight thickening 
cell wall (Bar=1 µm); D: 2 d after flowering, a developing SE with a chromatin-condensed nucleus and thicker cell wall, the boxed area 1 in the lower 
right-hand corner is the magnification of the boxed area in the image, showing obscure nuclear envelope (Bar=1 µm); E: 3 d after flowering, a developing SE 
with considerably thickened and rough cell wall, branching plasmodesmata (short arrow) and a vacuole (V). The boxed area 2 in the top right-hand corner is the 
magnification of the boxed area in the image (Bar=1 µm); F: 6 d after flowering, a mature SE with mitochondria (arrow) but without nucleus. The cell wall 
becomes thinner and smoother than before (Bar=1 µm) 

 

图 1  小麦颖果维管束及 SEs 结构变化 

Fig. 1  Structure of the vascular tissue and SEs in wheat caryopsis 
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与其它细胞相似，细胞核形态正常，可见许多线粒体

随机分布在细胞质中（图 1-C；图 5-A）。到花后 2 d
时，正在发育的 SEs 中可见线粒体、高尔基体和内质

网均匀分布于细胞质中，细胞核中染色质凝集并且边

缘化，部分核膜已经变得模糊，细胞壁稍有加厚（图

1-D；图 5-B，C）。在花后 3 d，SEs 细胞壁显著加厚

且内壁呈突起状，中央有液泡，可见分支状的胞间连

丝，在 SEs 一边为单开口，在 ICs 一边为多开口（图

1-E）。此时，线粒体数量明显减少，SEs 中细胞质变

得稀薄，核染色质严重凝集（图 5-D）。发育成熟的

SEs 缺乏细胞核和液泡，只保留少量线粒体等细胞器，

并且贴近质膜分布，此时 SEs 的细胞壁较以前变薄且

平滑（图 1-B，F）。 
2.2  Ca2+荧光观察 

Ca2+荧光定位中，绿色荧光的强弱代表着 Ca2+浓

度的高低，紫外光激发下细胞壁呈现蓝色自发荧光。

SEs 发育过程中韧皮部细胞 Ca2+荧光发生显著变化。

花后 6 d，SEs 细胞壁有较弱 Ca2+荧光出现，表示细胞

壁中存在较低浓度的 Ca2+（图 2-a）。花后 9 d，检测

到 SEs 细胞壁有较强 Ca2+荧光，说明此时细胞壁中有

较高浓度的 Ca2+（图 2-b）。到花后 10 d，SEs 细胞壁

Ca2+荧光变弱，表示 Ca2+浓度降低（图 2-c）。到花后

14 d 时，SEs 细胞壁 Ca2+荧光消失（图 2-d）。同时，

可观察到果皮细胞中叶绿体发出的火红色自发荧光。 

对照中未观察到 Ca2+荧光（图 2-e）。 
2.3  Ca2+的亚细胞定位 
2.3.1  SEs 中 Ca2+分布的时空变化  花后 1～2 d，正

在发育的 SEs 细胞质浓厚，Ca2+颗粒主要分布在细胞

膜和细胞核上，细胞质中有少量分布（图 3-A，B）。

花后 4 d，在 SEs 的细胞膜和细胞质中有大量细小的

Ca2+颗粒，线粒体上也发现Ca2+颗粒沉积（图 3-C～E）。
此外，在 SEs 中未完全降解的液泡膜上也有 Ca2+颗粒

存在（图 3-C）。花后 5 d，在 SEs 中，Ca2+颗粒主要

出现在细胞壁上，质膜上也有少量分布。此时，线粒

体和其它细胞器中均未见 Ca2+颗粒（图 3-F）。花后    
6 d，SEs 内壁上有大量 Ca2+颗粒（图 3-G），线粒体

“空泡”化。花后 10～18 d，SEs 中的 Ca2+颗粒呈聚

集态分布在细胞质中和一些小囊泡上（图 3-I～K）。

花后 20 d，SEs 中 Ca2+颗粒消失（图 3-L）。在对照

中，SEs 中无 Ca2+颗粒出现（图 3-H）。 
2.3.2  ICs 中 Ca2+分布的时空变化  花后 1 d，ICs 有
一个大液泡和若干随机分布的小液泡，细胞质均匀分

布。Ca2+颗粒主要分布在细胞内壁上、液泡和细胞质

中（图 4-A）。花后 2 d，ICs 中央有一个较大的液泡，

其中含有被包裹进的膜状结构。Ca2+颗粒主要分布在

液泡膜及其内含物上，细胞质也有少量 Ca2+颗粒（图

4-B）。花后 4～5 d，ICs 中有一个中央大液泡，细胞

质沿壁分布。Ca2+颗粒主要分布在液泡膜和细胞内壁 
 

 
 
韧皮部横切照片。A，B，C，D，E 为 a，b，c，d，e 对应的光镜结构照片，箭指示 SEs，Bar=50 µm。a：花后 6 d，示 SE 细胞壁有 Ca2+荧光；b：
花后 9 d，示 SE 细胞壁 Ca2+荧光变强；c：花后 10 d，示 SE 细胞壁 Ca2+荧光减弱，C 图右下角方框 1 中是紫外光激发下的自发荧光照片；d：花后

14 d，示 SE 细胞壁 Ca2+荧光消失；e：花后 10 d，对照，无 Ca2+荧光出现 
Cross-sections of phloem. Structures found on fluorescence microscope images (a, b, c, d and e) correspond to structures observed on the light microscope 
images (A, B, C, D and E). Arrows denote SEs, Bar=50 µm. a: 6 d after flowering, green fluorescence due to Ca2+ appears in cell walls of SEs; b: 9 d after 
flowering, more intensive green fluorescence due to Ca2+ appears in cell walls of SEs; c: 10 d after flowering, less intensive green fluorescence due to Ca2+ 

appears in cell walls of SEs, the boxed area 1 in the lower right-hand corner in C is UV-excited autofluorescence; d: 14 d after flowering, no green fluorescence 
due to Ca2+ appears in cell walls of SEs; e: 10 d after flowering, control, no fluorescence due to Ca2+ appears in cell walls of SEs 

 

图 2  Ca
2+
荧光定位 

Fig. 2  Localization of Ca2+ fluorescence 
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A～L 均为 SEs 横切照片，右边角落处的方框 2～13 是 C～K 中相应方框的放大。A：花后 1 d，示 Ca2+颗粒主要分布在细胞膜上（Bar=2 µm）；B：
花后 2 d，示染色质凝集，Ca2+颗粒主要分布在细胞膜（短箭示）和细胞核（长箭示）（Bar=1 µm）；C：花后 4 d，示 SE 中未完全降解的液泡膜上

的 Ca2+颗粒（方框 2，箭头示）上的 Ca2+颗粒。右上角的方框 1 是一张单独放大的照片，示 SE 中的线粒体（长箭示）和囊泡（短箭示）中的 Ca2+

颗粒（Bar=1 µm）；D：花后 4 d，示细胞质中大量细小 Ca2+颗粒（短箭示），线粒体（方框 3，箭头示）和细胞膜（方框 4，长箭示）上也有 Ca2+

颗粒（Bar=1 µm）；E：花后 4 d，示细胞质（箭示）和线粒体（方框 5 和 6，箭头示）中的 Ca2+颗粒（Bar=1 µm）；F：花后 5 d，示细胞壁上的 Ca2+

颗粒，线粒体中未发现 Ca2+颗粒（方框 7）（Bar=1 µm）；G：花后 6 d，示细胞壁上的 Ca2+颗粒，线粒体“空泡”化、膜变得模糊（方框 8）（Bar=2 
µm）；H：花后 3 d，对照，SEs 中未见 Ca2+颗粒（Bar=2 µm）；I：花后 10 d，示细胞质（方框 10）和小囊泡（方框 9）中聚集态的 Ca2+颗粒（Bar=1 
µm）；J～K：花后 14 d 和 18 d，示细胞质中聚集态的 Ca2+颗粒（方框 11～13）（Bar=1 µm）；L：花后 20 d，示 SE 中 Ca2+颗粒消失（Bar=1 µm） 
A-L are cross-sections of SEs, the boxed areas 2-13 in the right-hand corner are the magnifications of the boxed areas in image C-K respectively. A: 1 d after 
flowering, showing Ca2+ precipitates distributed on plasmalemma (Bar=2 µm); B: 2 d after flowering, showing condensed chromatin, Ca2+ precipitates 
distributed on plasmalemma (short arrows) and in nucleus (long arrow) (Bar=1 µm); C: 4 d after flowering, showing the localization of Ca2+ on tonoplast 
fragments (the boxed area 2, arrow heads). The boxed area 1 in the top right-hand corner is a single image, showing the distribution of Ca2+ precipitates in a 
mitochondrion (long arrow) and a vesicle (short arrows) of SE (Bar=1 µm); D: 4 d after flowering, showing the distribution of Ca2+ precipitates in cytoplasm 
(short arrow), mitochondrion (the boxed area 3, arrow head) and on plasmalemma (the boxed area 4, long arrows) (Bar=1 µm); E: 4 d after flowering, showing 
the distribution of Ca2+ precipitates in cytoplasm (arrows) and mitochondria (the boxed areas 5 and 6, arrow heads) (Bar=1 µm); F: 5 d after flowering, showing 
Ca2+ precipitates distributed in cell wall, showing a mitochondrion without Ca2+ (the boxed area 7) (Bar=1 µm); G: 6 d after flowering, showing Ca2+ 
precipitates distributed in cell walls, showing a vacuolated mitochondrion with obscured membrane (the boxed area 8) (Bar=2 µm); H: 3 d after flowering, 
control, SEs without Ca2+ precipitates (Bar=2 µm); I: 10 d after flowering, showing Ca2+ precipitates aggregated in a vesicle (the boxed area 10) and cytoplasm 
(the boxed area 9) (Bar=1 µm); J-K: 14 d after flowering and 18 d after flowering, showing Ca2+ precipitates aggregated in cytoplasm (the boxed areas 11-13) 
(Bar=1 µm); L: 20 d after flowering, a mature SE without Ca2+ precipitates (Bar=1 µm) 
 

图 3  SEs 中 Ca
2+
定位 

Fig. 3  Localization of Ca2+ in SEs 

 

上，细胞质中也有少量 Ca2+颗粒（图 4-C，D）。花后

6 d，ICs 中 Ca2+主要定位在细胞内壁上，细胞质和细

胞膜上也有少量分布，但液泡中未见有 Ca2+颗粒（图

4-E）。花后 8 d，ICs 的中央大液泡中有电子致密度

较高的内含物，Ca2+分布与花后 6 d 时相似，但液泡

中出现少量 Ca2+颗粒（图 4-F）。花后 14 d，ICs 中的

Ca2+颗粒出现在细胞内壁上（图 4-G）。花后 18 d，ICs 

的液泡中有大量 Ca2+颗粒的聚集（图 4-H）。 
2.4  Ca2+-ATPase 分布的时空变化 

在韧皮部发育过程中，SEs 中的 Ca2+-ATPase 活

性发生显著变化。开花当天，正在发育的 SEs 中，

Ca2+-ATPase 活性产物主要分布于细胞膜、胞间连丝、

线粒体和细胞质中（图 5-A）。花后 2 d，酶活性产物

主要分布在细胞核中，线粒体中也有少量分布（图 
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A～H 均为 ICs 横切照片。A：花后 1 d，示液泡膜（短箭）和细胞内壁上（长箭）的 Ca2+颗粒（Bar=1 µm）；B：花后 2 d，示液泡膜（箭）及其内
吞物（箭头）上的 Ca2+颗粒（Bar=2 µm）；C～D：花后 4～5d，示液泡膜（箭头）和细胞内壁（箭）上的 Ca2+颗粒（Bar=2 µm）；E：花后 6 d，示
细胞内壁（箭）上的 Ca2+颗粒，液泡中未见 Ca2+颗粒（Bar=2 µm）；F：花后 8 d，示细胞内壁（箭）和液泡膜（箭头）上的 Ca2+颗粒（Bar=1 µm）；
G：花后 14 d，示细胞内壁（箭）上的 Ca2+颗粒（Bar=2 µm）；H：花后 18 d，示液泡（箭）中有 Ca2+颗粒的聚集物（Bar=1 µm） 
A-H are cross-sections of ICs. A: 1 d after flowering, showing Ca2+ precipitates distributed on tonoplast (short arrows) and intine(long arrow) (Bar=1 µm); B: 2 
d after flowering, showing Ca2+ precipitates distributed on tonoplast (arrow) and in residues of vacuole (arrow head) (Bar=2 µm); C-D: 4-5 d after flowering, 
showing Ca2+ precipitates distributed on tonoplast (arrow heads) and intine (arrows) (Bar=2 µm); E: 6 d after flowering, showing Ca2+ precipitates distributed 
on intine (arrows), and there is no Ca2+ precipitate in vacuole (Bar=2 µm); F: 8 d after flowering, showing Ca2+ precipitates distributed on tonoplast (arrow 
heads) and intine (arrow) (Bar=1 µm); G: 14 d after flowering, showing Ca2+ precipitates distributed on intine (arrow) (Bar=2 µm); H: 18 d after flowering, 
showing Ca2+ precipitates aggregated in vacuole (arrows) (Bar=1 µm) 
 

图 4  ICs 中 Ca
2+
定位 

Fig. 4  Localization of Ca2+ in ICs 
 

  
A～I 均为 SEs 横切照片，右边角落处的方框 1～3 和 5～8 是 A～B 和 E～H 中相应方框的放大。A：开花当天，示 Ca2+-ATPase 活性产物分布于胞间
连丝（方框 1）、线粒体（方框 2）、小囊泡（箭头示）、细胞质中和细胞膜上（Bar=1 µm）；B：花后 2 d，示 Ca2+-ATPase 活性产物分布于细胞核
中（方框 3）（Bar=1 µm）；C：B 中方框 4 的放大，示 SE 中的高尔基体（箭头示），Ca2+-ATPase 活性产物分布于线粒体（箭示）中（Bar=0.5 µm）；
D：花后 3 d，示细胞膜（箭示）和细胞核（箭头示）酶活性下降（Bar=1 µm）；E～F：花后 4 d 和 7 d，示 Ca2+-ATPase 活性产物分布于线粒体（方
框 5 和 6，箭示）、细胞壁、小囊泡（箭头示）中和细胞膜上（Bar=1 µm）；G～H：花后 10 d 和 14 d，示酶活性产物分布于细胞膜和分支状的胞间
连丝（方框 7 和 8，箭示）上（Bar=1 µm）；I：花后 4 d，对照，无 Ca2+-ATPase 活性产物。（Bar=2 µm） 
A-I are cross-sections of SEs, the boxed areas 1-3 and 5-8 in the right-hand corner are the magnification of the boxed areas in image A-B and E-H respectively. 
A: The flowering day, showing Ca2+-ATPase active products distributed in plasmodesmata (the boxed area 1), mitochondria (the boxed area 2), vesicles (arrow) 
and cytoplasm as well as on plasmalemma (Bar=1 µm); B: 2 d after flowering, showing Ca2+-ATPase active products distributed in nucleus (the boxed area 3) 
(Bar=1 µm); C: Magnification of the boxed area 4 in B, showing a Golgi body (arrow head) and Ca2+-ATPase active products distributed in mitochondria 
(arrows) (Bar=0.5 µm); D: 3 d after flowering, showing reduced active products of Ca2+-ATPase in plasmalemma (arrow) and nucleus (arrow head) (Bar=1 µm); 
E-F: 4 d after flowering and 7 d after flowering, showing the active products of Ca2+-ATPase distributed in a mitochondrion (the boxed areas 5 and 6, arrows), 
cell wall, vesicles (arrow heads) and on plasmalemma (Bar=1 µm); G-H: 10 d after flowering and 14 d after flowering, showing the active products of 
Ca2+-ATPase distributed on plasmalemma and branching plasmodesmata (the boxed areas 7 and 8, arrows) (Bar=1 µm); I: 4 d after flowering, control, showing 
SE without active products of Ca2+-ATPase (Bar=2 µm) 
 

图 5  SEs 中 Ca
2+
-ATPase 定位 

Fig. 5  Localization of Ca2+-ATPase in SEs 
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5-B，C）。花后 3 d，SEs 中的 Ca2+-ATPase 活性最低，

在细胞膜和细胞核中有极少量酶活性产物（图 5-D）。

花后 4～7 d，大量的酶活性产物分布于 SEs 细胞膜、

线粒体、细胞壁和一些小囊泡上（图 5-E，F）。花后

10～14 d，SEs 细胞壁中分枝状的胞间连丝上有较强

的 Ca2+-ATPase 活性。此时，细胞膜上也有较多酶活

性产物分布（图 5-G，H）。在对照中，SEs 中均未见

到有 Ca2+-ATPase 活性产物出现（图 5-I）。 

3  讨论 

3.1  Ca2+在 SEs 分化中的作用 

3.1.1  Ca2+可能介导了 SEs 的 PCD  Ca2+是真核细胞

信号转导的核心组分之一，对调节植物的生长、发育、

生理代谢和功能有重要意义。一般情况下，细胞内自

由 Ca2+浓度必须保持在较低的稳态平衡，细胞才能进

行正常的生理活动。焦锑酸钾沉淀法可用来定位细胞

中的疏松态结合 Ca2+ [16]。Ca2+荧光定位中，所用染料

fluo-3 AM（Fluka）是一种高度特异性 Ca2+荧光探针，

可以灵敏地反应游离 Ca2+浓度变化。试验过程中，由

于试验材料的特殊性和显微镜的分辨率有限，笔者只

能观察到细胞壁 Ca2+荧光的变化。 
Wang 等[1]已经证实，SEs 发育是一种特殊的细胞

程序性死亡过程。本试验中，胞质 Ca2+浓度的动态变

化恰好与 SEs 的 PCD 发生相对应。Ca2+亚细胞定位发

现，在 SEs 发育的早期，胞质 Ca2+浓度较低。到花后

2～4 d 时，胞内 Ca2+浓度由低变高，即此时 Ca2+在 SEs
胞质中大量积累。Wang 等[1]通过 TUNEL 检测发现在

花后 3～4 d 时，SEs 出现阳性反应，说明此时 SEs 中
DNA 已经片段化。对导管分子的研究表明，导管分子

分化的启动和程序性死亡过程的调节都需要 Ca2+的参

与，Ca2+在细胞内长期大量滞留，激活核酸内切酶和

其它水解酶，进而导致导管发生 PCD [9,17-18] 。

McConkey 等[19]研究证实细胞质中 Ca2+浓度的增加激

活了核酸内切酶，导致 DNA 片段化，致使 PCD 的发

生；当加入核酸内切酶抑制剂时 DNA 片段化消失。

因此笔者推测，SEs 胞质中 Ca2+浓度的升高可能介导

了 SEs 的 PCD 过程。 
对 Ca2+亚细胞定位观察发现，花后 4 d 时，线粒

体中出现了 Ca2+颗粒，之后线粒体中 Ca2+颗粒减少直

至消失。线粒体中 Ca2+的动态变化可能与 SEs 的 PCD
有关。动物细胞中，关于线粒体介导 PCD 发生的研究

较多[20-22]。细胞受到刺激时，活化质膜上的钙通道使

Ca2+顺浓度梯度进入细胞质中，导致细胞质中 Ca2+浓

度增加。高浓度的 Ca2+刺激线粒体摄入 Ca2+，导致线

粒体内出现 Ca2+超载[2, 23]。线粒体内过高的 Ca2+则可

促进线粒体膜上的 PTP 孔（permeability transition 
pore）开放，使线粒体外膜通透性增加，导致线粒体

肿胀、破裂，并释放出诱导凋亡的因子，如细胞色素

c 等[24]。细胞色素 c 可以激活 caspases，破坏核染色质，

促发细胞凋亡级联反应[20, 25]。因此，线粒体是动物细

胞 PCD 信号转导的重要参与者，但它在植物细胞 PCD
中的作用不是很清楚。植物中有功能类似于动物细胞

中 caspases 的蛋白酶，称为 caspase-like proteases[26]。

植物细胞 PCD 的过程中也伴随有细胞色素 c 的释   
放[27-28]。在植物发生 PCD 时，有两种核酸酶的活性与

线粒体有关，这两种核酸酶最终都可以导致 DNA 片

段化和染色质凝集[28]。Li 等[14]和 Lacomme 等[29]指出

线粒体在植物细胞 PCD 中的作用很可能类似于动物

细胞。本试验结果表明，在 SEs 中，花后 1～2 d，Ca2+

主要分布在细胞膜上和细胞核中；花后 4 d，SEs 细胞

质中 Ca2+浓度增加，并且线粒体中也出现了 Ca2+颗粒；

当 SEs 分化完成，即 PCD 停止时（花后 5～8 d），Ca2+

完成其使命从 SEs 的胞内转移到细胞壁中储存起来，

此时线粒体中未发现 Ca2+颗粒，同时 Ca2+荧光检测也

发现了 SEs 细胞壁中有大量 Ca2+积累。因此笔者推测，

胞质 Ca2+的增加促进了 SEs 的 PCD 进程，一方面通

过激活核酸内切酶，引起 SEs 细胞核 DNA 片段化，

进而导致 PCD；另一方面，高浓度的 Ca2+使线粒体释

放细胞色素 c，进而导致 PCD。 
3.1.2  Ca2+可能是韧皮部功能的调节者  Ca2+亚细胞

定位表明，花后 10～18 d，Ca2+从 SEs 的细胞壁转移

到胞质中，而且以聚集态存在的。游离 Ca2+检测发现，

SEs 细胞壁上的绿色荧光减弱，说明细胞壁中的 Ca2+

浓度降低，可能是被转运到了胞质中。此时 Ca2+在胞

质中聚集的作用还不是很清楚，可能是 Ca2+聚集在某

些物质上，作为长距离运输的信号被利用。Van Bel
等[30]指出Ca2+可能是韧皮部远距离运输的一种信号分

子。尹增芳等[31]在研究杨树韧皮部筛管/伴胞复合体功

能时发现筛管内游离 Ca2+含量的增加以及松弛结合

Ca2+的减少促进了筛管结构的解体和功能的丧失。在

小麦颖果韧皮部中，花后 20 d 时，SEs 中线粒体、P
型-质体和内含物明显减少[32]。因此笔者推测，花后

20 d 时 SEs 中疏松态结合 Ca2+的消失可能标志着 SEs
功能已经开始衰退。 
3.2  Ca2+-ATPase 的作用 

Ca2+-ATPase 对维持细胞质内较低的 Ca2+水平起
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重要作用。它是一个高亲和、低容量的 Ca2+运输系统，

可以将胞质过高浓度的Ca2+连续不断的转运到胞外或细

胞器中储藏起来，使胞质 Ca2+浓度恢复到正常水平[5]。 
Groover 等[9]发现质膜和细胞内膜上 Ca2+-ATPase

活性的减弱，导致 Ca2+在胞内长期大量滞留，核酸内

切酶和其它水解酶被激活，进而导致细胞发生 PCD。

本试验结果表明，在 SEs 发育过程中，Ca2+-ATPase
的活性有明显的动态变化。花后 3 d 时 Ca2+-ATPase
活性最弱，同时，Ca2+亚细胞定位显示在花后 2～4 d
时，胞内 Ca2+浓度由低变高，Ca2+在 SEs 中大量积累。

说明在 SEs 分化过程中，Ca2+-ATPase 通过调节细胞质

中 Ca2+浓度，从而对 SEs 的 PCD 起着调节作用。 
Ca2+具有调节胞间连丝口径大小的作用，Ca2+含

量高时，胞间连丝口径缩小或封闭[33]。在 SEs 发育成

熟后，细胞膜、胞间连丝和线粒体上始终都有

Ca2+-ATPase 活性，特别是胞间连丝上始终有较强的

Ca2+-ATPase 活性。推测 Ca2+-ATPase 可能参与了对韧

皮部运输功能和细胞间物质及信息交流的调节过程。 
3.3  Ca2+与 SEs 细胞壁加厚的关系 

在小麦根的原生韧皮部 SEs 分化过程中，细胞骨

架成分——微管与细胞壁的加厚方式有关[34]。微管在

SEs 发育早期开始增加，当细胞壁开始加厚时达到最

大值，并且始终维持较高浓度；当细胞壁停止加厚时，

微管的量迅速下降到零，此时 SEs 发育成熟[34-35]。本

研究结果表明，花后 5 d 时小麦颖果大部分 SEs 已经

发育成熟，据前期试验结果，此时 SEs 的细胞壁厚度

达到最大值[15]，这与 Eleftheriou[34-35]的试验结果一致。

Ca2+可以诱导微管蛋白解聚，当使用抗 CaM 的药物时

能减少 Ca2+诱导的微管解聚[36]。Ca2+在导管和纤维细

胞次生壁加厚的过程中起了重要的作用[28,37]。本研究

Ca2+的亚细胞定位显示，在 SEs 细胞壁加厚的过程中

（花后 1～4 d），SEs 细胞壁上几乎没有 Ca2+颗粒的沉

积。笔者推测，正在加厚的 SEs 细胞壁需要大量的微

管参与 SEs 细胞壁加厚，而细胞壁上 Ca2+的缺乏可以

避免微管的解聚，从而保证成壁物质能持续的沉积，

使细胞壁不断的加厚。当 SEs 细胞壁加厚完成时（花

后 5 d），Ca2+颗粒又开始积累和储藏在细胞壁中。 

4  结论 

在小麦韧皮部 SEs 分化过程中，Ca2+在 SEs 细胞

质中呈现出从无到有再到无的变化规律，Ca2+-ATPase
活性的高低与 Ca2+浓度变化密切相关，而且这两者的

动态变化与 SEs 的 PCD 过程（染色质片段化，细胞壁

加厚等）相关联。上述结果表明，Ca2+和 Ca2+-ATPase
可能参与介导了 SEs 的 PCD 过程，而且可能与线粒体

介导的信号途径相关。同时，它们还可能对 SEs 细胞

壁的加厚和 SEs 的功能进行了调控。 
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