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摘要  植物通过不断进化增强对环境中水分缺乏的抵抗能力. 脱落酸在植物干旱和渗透胁迫

反应中起到重要的作用. 组氨酸激酶也被认为是作为感受子和调节子对水分亏缺作出反应. 本

研究结果显示, 组氨酸激酶 1 介入了拟南芥脱落酸诱导的气孔信号转导, 该酶此前被认为是一

种渗透调节因子. ATHK1基因缺失突变体不能表现保卫细胞中正常的脱落酸反应, 包括气孔关

闭、过氧化氢产生以及钙内流. 膜片钳及激光共聚焦结果显示, ATHK1在脱落酸诱导的气孔关

闭过程中可能位于过氧化氢下游, 并通过调节钙通道和保卫细胞钙震荡来起作用.   
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气孔控制着植物体的氧气和二氧化碳交换以及

蒸腾作用. 当环境发生变化时, 植物通过复杂的系统

来 调 控并 维 持自 身 生长 , 其 中 调节 气 孔运 动 也是  

一 种 重要 的 调控 过 程 . 保 卫 细 胞中 存 在多 种 信号  

转 导 途径 , 并 且 这些 途 径可 以 通过 气 孔开 放 或关   

闭来区分 . 因此 , 气孔成为科学研究中的理想细胞  

模型[1]
.   

在高等植物中 , 植物激素脱落酸 (abscisic acid, 

ABA)诱导的气孔关闭是抵抗干旱的一种重要的应激

反应[2]
. 在 ABA 诱导的气孔关闭过程中, 有几种信

号组分参与其中 , 包括过氧化氢(hydrogen peroxide, 

H2O2)以及钙通道、钾通道等离子通道 [3~7]
.  

几种拟南芥组氨酸蛋白激酶 (Arabidopsis thali-

ana histidine protein kinases, AtHKs)被发现在一些 

重 要 抗性 中 作为 调 节子发 挥 作用 , 而 组 氨酸 激 酶

1(AtHK1) 则 对 渗 透 胁 迫 起 特 异 反 应 [8~11]
. Urao 等

人[8,12]克隆了 ATHK1 基因, 该基因编码的异源组氨

酸 蛋 白 激 酶 含 有 两 段 跨 膜 区 域 , 对 环 境 渗 透 压    

变化很敏感 , 与酵母组氨酸激酶很相似 . 研究发现 , 

ATHK1 mRNAs 含量在根部十分丰富 , 远高于其他

组织 . 当盐分和渗透压变化时 , 该基因表达被迅速

诱导并富集其表达产物 . 因此 , 它是一种对环境变

化 非 常 敏 锐 高 效 的 感 受 子 [8,12,13]
. 最 近 研 究 发 现 , 

ATHK1 在调节种子形成的干燥过程中扮演着独一

无二的角色 , 因为超表达该基因会增强呼吸作用和

脱落酸合成的相关基因 . 所以, ATHK1 可能参与了

脱落酸信号途径 [14]
. 尽管有研究发现 ATHK1 与

ABA 间存在某些联系 , 但是 ATHK1 在 ABA 信号转

导中究竟处于哪个位置尚缺乏明确证据 . 此前我们

的一系列研究结果表明 , 第二信使(如 H2O2)和离子

通道(如钙通道)都在 ABA 诱导的气孔运动中发挥重

要作用 [5,6,15]
. 前期研究也发现 , ATHK1 与气孔运动

有一定关联 , 因此 , 本研究拟明确 ATHK1 是否也参

与了 ABA/H2O2 信号传递系统以及它在其中是如何

起作用的.  

1  材料和方法 

( ⅰ ) 药 品 试 剂 .  药 品 试 剂 如 ABA, H2O2, 
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FURA3-AM, H2DCF-DA, DPI 等购自 Sigma 公司 . 

HPLC 提纯物, 其他药品纯度为分析级. 所有化学物

都根据其品质及使用要求用特定溶剂 (如 DMSO)分

别溶解、分装.  

(ⅱ) 表皮条生物分析和失水测定 .  表皮条用镊

子从拟南芥叶片下表皮仔细撕取, 并切成条状(1 cm

×0.5 cm), 然后浸于基本溶液 (MES-KCl, 50 mmol 

L
–1

 KCl, 10 mmol L
–1 

MES)中. 使用 ABA 等处理前, 

表皮条在 0.3 mmol m
–2

 s
–1 的光照条件下照射 2 h, 使

气孔完全开放, 用显微镜观察气孔开度(Nikon TE100, 

400 × ). 然后将它们移入根据实验要求添加了 ABA

等各种不同试剂的 MES-KCl 溶液中处理, 1 h 后记录

气孔开度. 进行失水测定时, 选取生长周期相同的野

生型和突变体的莲座叶各 5 g, 在同等温湿光照条件

下置于分析天平中称量质量 . 在给定时间内分段测

量鲜重, 失水率以最初鲜重的损失百分比来表示.  

(ⅲ) 膜片钳测量钙通道电流.  拟南芥野生型的

突变体植物生长于温室中 , 生长周期中无病虫害及

非生物胁迫发生, 光照条件 16 h/8 h(光照/黑暗). 从

生长 4~6 周的植株上选择形态完整、伸展叶片, 制备

保卫细胞原生质体方法如文献[15]所述. 玻璃电极以

两 步 法 拉 制 (Narishige, 日 本 ). 全 细 胞 电 流 使 用

EPC-9 膜片钳放大器 (Heka Instrument, 德国 )记录 , 

数据分析使用程序为 PULSEFIT 8.7. 钙电流测定使

用电极液为 100 mmol L
–1

 BaCl2, 0.1 mmol L
–1

 DTT,  

4 mmol L
–1

 EGTA, 10 mmol L
–1

 HEPES-Tris, pH 7.1; 

胞外液含 10 mmol L
–1

 BaCl2, 0.1 mmol L
–1

 DTT,   

10 mmol L
–1

 Mes-Tris, pH 5.6. ABA, H2O2 及其他试

剂均现用现配. ABA 激活的 Ca
2+电流测定中, 电极液

加入了 1 mmol L
–1

 NADPH, 电极液和胞外液的渗透

压用 D-山梨醇分别调节到 510 和 490 mmol kg
–1

.  

(ⅳ) 激光共聚焦实验.  H2DCFDA 和 FURA3- 

AM 溶解于二甲基亚砜(DMSO)中, 使它们的终浓度

分别为 50 和 5 mmol L
–1

. 实验时, 直接将它们分    

别 加 入 到 负 载 液 中 , 使 其 终 浓 度 为 10 µ mol L
–1

 

(FURA3-AM)和 50 µ mol L
–1

 (H2DCFDA), 负载温度为

25℃, 负载时间分别为 1 h (FURA3-AM)和 30 min 

(H2DCFDA). 负载时间到达后 , 表皮条需经过新鲜

负载液漂洗以清除冗余探针 . 实验中 , 激发波长为

485 nm, 吸收波长为 515~530 nm.  

2  实验结果 

本文中的 T-DNA 插入突变体 athk1 的生态型分

别为 WS 和 Col-0, T-DNA 插入位点位于启动子序列. 

我们通过对 T-DNA 插入突变体的筛选和观察发现, 

突变体和野生型之间存在着一些差异.   

2.1  野生型与突变体在失水方面存在差异 

为了探究突变体和野生型之间存在差异的原因 , 

我们用远红外成像技术观测 , 发现二者之间存在叶

片温度差异 (数据未给出 ). 进一步的失水实验证明 , 

突变体比野生型的失水迅速, 在 60 min 时 2 种突变体

失水率分别比 2 种野生型高出 10%左右(图１(d)). 这

一现象可能是气孔开度影响了蒸腾失水造成的 , 也

有可能是二者的气孔密度存在差异而造成的.  

对野生型和突变体的气孔密度的观测结果显示 , 

单位面积上的气孔数量并不存在明显的差异 , 说明

失水率差异不是由此原因引起的(图１(c)). 显而易见, 

失水的差异很可能是由于气孔开度的不同而引起的. 

那么 ATHK1 对气孔运动和蒸腾失水的影响是否与

ABA 息息相关呢?  

2.2  ATHK1 参与拟南芥 ABA 和 H2O2诱导的气

孔关闭过程 

测试 ABA 功能的一个典型实验是表皮条生物分

析法. 我们各用 2 种野生型和突变体植物进行实验. 

因为 H2O2 也是 ABA 调节气孔运动的一个中间组分, 

所以也同时用 H2O2处理, 以确定 ATHK1 在信号途径

中的位置. ABA 梯度处理为 0~100 μmol L
–1

 (图 1(a)), 

H2O2 的梯度为 0~500 μmol L
–1

 (图 1(b)).  

ABA 和 H2O2 的处理结果有一定的相似性. 2 种

野生型在 ABA 处理后都表现出明显的气孔关闭现象, 

而 2 种突变体的气孔关闭程度远较野生型弱(图 1(a)); 

H2O2 的处理结果与 ABA 类似(图 1(b)). 在 10 μmol 

L
–1

 ABA 或 100 μmol L
–1

 H2O2 处理时, 野生型与突变

体已经表现出了明显的差异(图 1(a)和(b)), 这一点可

以 作 为 后 续 实 验 的 基 础 . 从 以 上 结 果 可 以 推 测

ATHK1 是在 ABA 和 H2O2 的下游起作用的. 那么它

又是如何起作用的呢?  

2.3  ATHK1缺失不能阻止保卫细胞中 ABA诱导

的 H2O2产生 

ABA 诱导 H2O2 产生也是保卫细胞中的一个经

典 反 应 [ 6 ]
.  我 们 同 样 也 用 野 生 型 和 突 变 体 来 做    

实验, 利用 H2DCF 荧光观察 H2O2 的产生过程. 激 



 
 
 

 

  3149 

论 文 

 

图 1  ATHK1参与了 ABA和 H2O2诱导的气孔关闭过程 

(a) ABA 处理前后的野生型(WS & col-0)和突变体(athk1-4 & CS)的气孔开度比较(n≥250). (b) H2O2 处理前后的野生型(WS & col-0)和突变体

(athk1-4 & CS)的气孔开度比较(n≥250). (c) 野生型(WS & col-0)和突变体(athk1-4 & CS)之间气孔密度的比较. 图中每种植物气孔的平均数量

分别来源于 5 次独立的重复实验的数据, 每次在放大 100显微镜下选取 1 个视野观察气孔数目, 然后根据放大比率换算成每平方厘米的气孔 

数量. (d) 突变体(athk1-4 & CS)的失水率比野生型(WS & col-0)植株高(n=5) 

光共聚焦实验结果表明在 ABA 处理 10 min 后, 这些

材料中都能产生 H2O2 (图 2), 且荧光升高幅度达到近

10 倍, 但是 DPI 确实能够有效地抑制 H2O2 产生. 该

结果显示, AtHK1 的突变不影响 ABA 诱导的 H2O2 产

生, 说明 ATHK1 是在 ABA 和 H2O2 的下游起作用.  

2.4  ATHK1 调节 ABA 和 H2O2诱导的保卫细胞

钙通道电流变化  

Pei 等人[4]发现, H2O2 通过调节保卫细胞钙通道

来调控 ABA 的功能. 既然如此, 我们设想在野生型

和突变体中 ABA 或 H2O2 调控的钙通道是否会有什

么不同呢, ATHK1 是否也参与其中? 随即我们做了

全细胞的膜片钳来检验此设想 . 在野生型保卫细胞

中, ABA 处理能明显诱导钙通道的活性. 在处理 10 

min 时, 将内向钙电流增强至 350 pA 以上, 电流值远

高 于 处 理 前 只 有 不 到 70 pA 电 流 的 对 照 ; 同 时

NADPH 氧化酶抑制剂 DPI 能够部分地减弱这种影响, 

使电流降低至 170 pA 左右(图 3(a)和(c)). 而对于突变

体来说, ABA 对钙电流的影响很小(图 3(b)和(c)), 无

论是处理前还是处理后, 钙电流都没有超过 100 pA.  

当使用 H2O2 处理时, 野生型保卫细胞钙通道电

流也表现出明显的增强, 电流值达到 350 pA 以上(图

3(a)和(d)), 而突变体保卫细胞钙电流仍然在 100 pA

以内, 与对照相比变化不明显(图 3(b)和(d)).  
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图 2  H2DCF荧光显示 ABA处理前后 10 min内WS野生型和 athk1突变体保卫细胞中 H2O2的产生情况 

(a) 激光共聚焦(LSCM)图像显示; A~C, WS+ABA; D~F, WS+ABA+DPI; G~I, athk1+ABA; J~L, athk1+ABA+ DPI. (b) H2DCF 荧光变化和统计分

析(n=10). 各种试剂浓度为 ABA 10 μmol L–1, DPI 50 μmol L–1  

 

图 3  保卫细胞质膜上的钙通道受 ABA和 H2O2的影响在WS野生型和 athk1-4中存在差异 

(a) 野生型保卫细胞钙通道在 ABA 和 DPI 处理前后的钙电流变化. (b) 突变体保卫细胞质膜钙通道在 ABA 和 DPI 处理前后的钙电流变化.    

(c) 野生型与突变体保卫细胞钙通道数据分析, 显示在 ABA 及 DPI 处理前后连续渐变电压时的钙电流变化趋势(n=10). (d) 野生型与突变体保

卫细胞钙通道的数据分析, 显示在 H2O2 处理前后连续渐变电压时的钙电流变化趋势(n=10). 试剂浓度为 ABA 10 μmol L–1, H2O2 100 μmol L–1,  

DPI 50 μmol L–1  
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2.5  ATHK1 影响 ABA 和 H2O2诱导的保卫细胞

内钙浓度变化 

以前的研究证实 ABA 和 H2O2 都能够诱导保卫

细胞内钙的浓度变化, 进而引起气孔关闭. 保卫细胞

质膜钙通道被认为是细胞内的钙浓度升高的主要

Ca
2+来源, ABA 和 H2O2 通过影响胞质 Ca

2+浓度及其

动态变化来引起气孔关闭. 而 ATHK1 的突变对 Ca
2+

通道的抑制有可能导致胞质 Ca
2+浓度的变化 , 致使  

保卫细胞对 ABA 和 H2O2 的敏感性下降. 为了验证  

这一推测 , 我们检测了气孔保卫细胞 质自由 Ca
2+   

的浓度及其动态变化. 我们运用 FURA3-AM 探针来

观察激光共聚焦显微镜下保卫细胞内钙的浓度变化

情况.   

实验结果表明, ABA 确实能诱导野生型植物保

卫细胞内 FURA3 荧光增强, 但是对突变体内的荧光

强度影响甚微(图 4), 前者荧光强度约为后者的 3 倍. 

当将 DPI 与 ABA 同时处理材料时, 野生型细胞中

FURA3 的荧光略微升高, 但突变体胞内的荧光强度

变化明显小于野生型.  

2.6  ATHK1 调控保卫细胞内钙的浓度波动节律 

钙震荡是许多生理反应中都会出现的表征 . 那

么 ATHK1 能否影响到保卫细胞的钙震荡呢?   

我们用 time-course 实验来进行探索. 实验结果

表明, 在野生型植物中, 当 ABA 处理后, 保卫细胞

内的钙浓度的确出现了有规律地波动(图 5(a)), 但是

在突变体保卫细胞中却没有类似现象发生(图 5(b)). 

并且通过统计发现 , 这种有节律的钙浓度变化(称之

为钙震荡)只在胞内钙浓度高于某个阈值的情况下才

会发生, 而较低的钙浓度下并不会发生这种现象(图

5(c)). 因为在野生型保卫细胞中, ABA 处理后的胞内

钙浓度变化呈现一定节律的高低起伏的波动状态 , 

但总的钙浓度仍维持在较高的水平.  

3  讨论 

本文的结果证明, ATHK1 在 ABA 信号转导中通

过调节保卫细胞质膜钙通道介导 H2O2 诱导的气孔关

闭. 当 ABA 处理时, ATHK1 缺失突变体气孔关闭反

应对 ABA 和 H2O2 敏感性下降; 与野生型相比, 突变

体中 ABA 诱导气孔关闭过程受到很大程度的抑制 , 

同时 athk1 在水分胁迫条件下的失水也比野生型更迅

速(图 1). 以前的研究证明 H2O2 的产生及其对气孔关

闭的影响[4,6]
, 由于在 athk1 突变体中受 ABA 诱导产

生的 H2O2 量并未减弱(图 2), 功能缺失突变体并不影

响 H2O2 的内稳态, 故 ATHK1 可能扮演保卫细胞中

H2O2 的下游调节因子角色 . 所以 , ATHK1 不仅对 

 

 

图 4  FURA3荧光显示在 ABA处理 10 min后WS野生型和 athk1突变体保卫细胞中钙的分布情况 

(a) 激光共聚焦图像显示 FURA3 荧光变化和统计分析(n=10). A~C, WS+ABA; D~F, WS+ABA+DPI; G~I, athk1+ABA; J~L, athk1+ABA+DPI. (b) 

FURA3 荧光变化试剂浓度为 ABA 10 μmol L–1, DPI 50 μmol L–1  
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图 5  FURA3荧光显示在 ABA处理后WS野生型和 athk1突变体保卫细胞内钙离子浓度的波动 

(a) 激光共聚焦图像显示野生型保卫细胞内的荧光波动情况. (b) athk1 突变体保卫细胞内荧光变化情况. (c) 以 FURA3 荧光像素显示野生型和

突变体中钙离子浓度震荡的情况(n=5). 试剂浓度为 ABA 10 μmol L–1. 记录是 ABA 处理后 1~12 min 

H2O2 产生, 而且对 ABA 诱导气孔关闭的整个信号通

路都至关重要. ATHK1 介入到 ABA 信号途径的推论

又引起了疑问: 究竟如何传递到 ATHK1, 又有哪些

级联组分参与其中呢?  

以前的研究证实了在蚕豆和拟南芥中 H2O2 受

ABA 的诱导产生, 通过激活质膜钙通道引起 Ca
2+内

流, 最后导致气孔关闭[4,5,15]
. 本研究发现, AtHK1 在

ABA 和 H2O2 的下游和质膜 Ca
2+通道的上游发挥作用, 

使 ABA 通过诱导 H2O2 产生驱动的气孔关闭信号途

径更为清晰. 突变体中 ABA 诱导的气孔关闭和质膜

钙通道激活过程受到抑制 , 钙电流并不像野生型细

胞中那样受到 ABA 和 H2O2 的影响(图 3). 造成这种

情况的一种可能是 athk1 缺失突变体影响了 ABA 信

号途径中位于 H2O2 下游的某个事件, 因此阻止了保

卫 细 胞 质 膜 钙 通 道 的 激 活 并 使 气 孔 关 闭 被 扼 制 . 

ATHK1 与钙通道活性之间的关系暗示保卫细胞的内

环境稳定态有可能受到 ATHK1 的调控.  

本实验室研究发现, ABA 可以诱导 H2O2 产生, 

进而调控保卫细胞钙离子内流 , 钙内流又引起保卫

细胞渗透状态变化从而使气孔形态发生变化 , 导致

气 孔 关 闭 [5,6,15]
. 通 过 膜 片 钳 实 验 , 本 研 究 发 现

ATHK1 也能调节钙通道 , 并且调控 H2O2 产生的

NADPH 氧化酶的抑制剂 DPI 能够逆转其功能. 在

WS 野生型中, 受到 H2O2 调控的通道也能被 ATHK1

控制, 但在突变体中却没有类似现象(图 3).  

我们也运用激光共聚焦技术来证明 ABA, H2O2, 
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钙通道与 ATHK1 之间的关系. 利用 2 种生物探针

H2DCFDA 和 FURA3-AM 的研究发现野生型保卫细胞

中 H2DCFDA 荧光在 ABA 处理 10 min 内持续增强, 

比处理前高出近 10 倍, 并且加入 DPI 能有效抑制

H2O2 的产生(图 2). 对于钙, 在 ABA 处理 10 min 后, 

野生型细胞内 FURA3 探针的荧光强度也大幅升高 , 

而 athk1 突变体则变化很小(图 4). 可以推测, ATHK1

可能是位于钙信号上游的调控者.  

此 外 , 我 们 还 发 现 一 个 有 趣 的 现 象 , 那 就 是

ATHK1 不仅调控保卫细胞内钙离子浓度 , 而且调控

胞内的钙浓度变化节律, 即调节钙震荡. 从图 5 中, 

我们发现钙震荡只发生在胞内钙高浓度情况下(如野

生型保卫细胞), 而不会出现于低浓度时(如 athk1 突

变体保卫细胞), 所以看起来钙震荡的产生可能需要

一个比较高的阈值, 而 ATHK1 可能控制钙浓度是否

达到这个阈值.  

4  结论 

在以前的研究及本研究结果的基础上 , 我们可

以用一个模型来描绘 ATHK1, ABA, H2O2 和 Ca
2+

 通

道之间的信号途径. ATHK1 的功能与 NADPH 氧化酶

有密切关系, 因为它控制着 H2O2 的产生以及影响钙

通道活性. 因此, ATHK1 可能接受到 H2O2 信号并将

它传递到下游. ATHK1 通过调控保卫细胞质膜上的

钙通道来影响胞内 Ca
2+浓度变化, 形成有节律的钙

震荡, 借此传递信号并调节气孔关闭.  
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