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胞质 pH 参与 5–氨基乙酰丙酸诱导的苹果叶片

气孔开放 
胡  健，安玉艳，蔡长玉，何莎莎，汪良驹* 
（南京农业大学园艺学院，南京 210095） 

摘  要：为了揭示 5–氨基乙酰丙酸（ALA）调控气孔运动的机制，以‘富士’苹果试管苗叶片下表

皮为材料，研究了 ALA 调节气孔运动与胞质 pH 的关系，发现脱落酸（ABA）和苄胺（弱碱）可以诱导

气孔关闭，并引起胞质 pH 和活性氧（ROS）显著上升；ALA 和丁酸（弱酸）可以抑制 ABA 诱导的气孔

关闭，同时抑制胞质 pH 和 ROS 上升。苄胺能减弱 ALA 对 ABA 诱导气孔关闭的抑制效应，而 ALA 和丁

酸则抑制外源 H2O2 和 Ca2+诱导的气孔关闭。这些结果表明，胞质 pH 处在 ALA 调节气孔运动信号途径的

上游参与气孔调节。qRT-PCR 分析结果显示，ABA 诱导苹果叶片下表皮细胞液泡膜 H+-ATPase 编码基因

Mdvha-c2 和 Mdvha-c3 上调表达，而 ALA 则抑制这种效应，说明 ALA 可能通过抑制液泡膜离子泵活性，

减少胞质 H+向液泡内运输，导致胞质酸化，从而促进气孔开放。因此，ALA 对苹果叶片气孔运动的调节

效应可能经由胞质 pH 途径实现。 
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Cytoplasmic pH is Involved in 5-aminolevulinic Acid（ALA）-induced 
Stomatal Opening in Apple Leaves 

HU Jian，AN Yuyan，CAI Changyu，HE Shasha，and WANG Liangju* 

（College of Horticulture，Nanjing Agricultural University，Nanjing 210095，China） 

Abstract：Stomata is the main channel for CO2 to enter into leaf mesophyll cells，and its aperture 

plays a key role in photosynthetic rate. Previous studies have shown that 5-aminolevulinic acid（ALA）is 

involved in stomatal regulation in apple leaves，but the underlying mechanism has not been fully 

elucidated. In the present work，the effects of ALA on cytoplasmic pH and stomatal movement were 

studied with the abaxial epidermis of leaves of Fuji apple（Malus × domenstica Borkh）. Results showed 

that when stomatal closure was induced by ABA and benzylamine，the fluorescence intensity of 

cytoplasmic pH and reactive oxygen species（ROS）increased significantly. When ALA and butyrate were 

used to inhibit ABA-induced stomatal closure，they also inhibited ABA-induced increase of cytoplasmic 

pH and ROS fluorescence intensity. Benzylamine weakened the effect of ALA on the stomatal closure 

induced by ABA，while ALA and butyrate inhibited stomatal closure induced by exogenous H2O2 and  
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Ca2+. These results suggest that cytoplasmic pH is involved in stomatal regulation at the upstream of the 

signal pathway of ALA regulating stomatal movement. Analysis of qRT-PCR showed that ABA induced 

up-expressions of Mdvha-c2 and Mdvha-c3 which encode subunits of tonoplast H+-ATPase，whereas ALA 

inhibited this effect. These suggest that cytosolic acidification induced by ALA may be related to the 

decrease of ion pump activity in the vacuolar membrane. Based on the above results，the authors conclude 

that the effect of ALA on stomatal movement in apple leaves is mediated by cytoplasmic pH pathway. 

Keywords：apple；ABA；ALA；Ca2+；cytoplasmic pH；H2O2；stomatal movement 

 

气孔作为植物气体交换的门户，其开度大小与光合积累、水分平衡、生长发育等都有密切关系

（Zeiger，1983；Blatt，2000）。然而，气孔开度受到多种因素调节，ABA（Herde et al.，1997；Pei 

et al.，2000）、CTK（Morsucci et al.，1991；Chen et al.，1996）、IAA（Pemadasa et al.，1982；She & 

Song，2006）、MeJA（Munemasa et al.，2007；Yan et al.，2015）等植物激素都能影响气孔开度，保

卫细胞内的 H2O2（Murata et al.，2001；Zhang et al.，2001a）、NO（Bright et al.，2006）、Ca2+（Macrobbie 

et al.，2000）等信号分子也参与气孔运动调节。 

5–氨基乙酰丙酸（ALA）是所有生物体内卟啉化合物生物合成关键前体。它具有多种生物调

节活性（Akram & Ashraf，2013），能提高植物耐盐性（Watanabe et al.，2000；Naeem et al.，2012），

耐渗透胁迫（Niu & Ma，2018）、耐重金属污染（Ali et al.，2014）等，并增加生物学产量（Hotta et 

al.，1997）。汪良驹等（2004）最早发现，ALA 能促进甜瓜叶片气孔开度，增强光合性能。这一效

应相继被多位学者（苏常红 等，2006；姚素梅 等，2006；徐晓洁 等，2008；Youssef & Award，

2008；Ali et al.，2013）证实。陈令会等（2014）率先系统研究 ALA 促进苹果叶片气孔开放机理，

发现 ALA 通过下调保卫细胞活性氧（ROS）和 Ca2+含量来抑制黑暗/ABA 诱导的气孔关闭。An 等

（2016a）在拟南芥上验证了这一观点。刘龙博等（2016）和 An 等（2016b）分别用苹果和拟南芥

证明，ALA 诱导保卫细胞内黄酮醇积累，清除 H2O2，抑制 ABA 诱导的气孔关闭。Irving 等（1992）

指出，气孔运动时胞质 pH 很早就改变。后来证实，胞质 pH 参与 ABA、IAA 等调节的气孔运动（Suhita 

et al.，2004；Zhu et al.，2014）。但是，胞质 pH 是否参与 ALA 调节的气孔运动尚未见报道。 

苹果作为中国最重要的栽培果树，主要分布在温带，特别是西北干旱、半干旱地区（翟衡 等，

2007）。其气孔开度与光合积累、水分平衡、树体生长、产量品质等都有密切关系（高晶晶 等，2013）。

研究 ALA 调控苹果叶片气孔运动机制既有理论价值，也有实践指导意义。本研究中以苹果试管苗

离体叶片下表皮为材料，通过外源药剂处理、荧光染料染色以及激光共聚焦显微镜（LSCM）观察

等方法，探究了 ALA 诱导气孔开放过程中胞质 pH 的作用，分析了胞质 pH 与 H2O2、Ca2+的关系，

以期为揭示 ALA 调控气孔运动机理提供理论依据。  

1  材料与方法 

1.1  试验材料及其表皮条制备与药剂处理   

试验于 2018 年 6—10 月在南京农业大学进行。材料为‘富士’苹果（Malus × domestica Borkh. 

‘Fuji’）试管苗，由本实验室繁育保存。生长条件为光周期 16 h/8 h（光/暗），温度 25 ℃/20 ℃，

光照强度为 40 μmol · m-2 · s-1。 

选取试管苗上长势良好的完全展开叶片，用镊子撕取其下表皮，避开叶脉，用刀片和毛刷小心
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去除粘附其上的叶肉组织，置于 Mes-KCl 缓冲液（10 mmol · L-1 Mes，50 mmol · L-1 KCl，0.1 mmol · L-1 

CaCl2，pH 6.5）中备用。 

将预先制备的下表皮置于盛有 Mes-KCl 缓冲液的培养皿中，在光照培养箱（240 mol · m-2 · s-1，

25 ℃）中悬浮培养 3 h，而后转至含有其他药剂的 Mes-KCl 缓冲液中继续光照哺育培养，2 h 后取

出，参照刘龙博等（2016）的方法观测气孔开度或 pH 和 ROS 荧光强度。每组处理至少有 3 个生物

学重复，每个重复观察 10 ~ 15 个气孔开度，计算平均值。 

为探讨胞质 pH 在 ALA 调节气孔运动中的作用及胞质 pH 与 ROS、Ca2+的关系，分别设立以下

处理，以不含任何药剂的 Mes-KCl 缓冲液为对照。 

（1）10 μmol · L-1 ABA 及其分别与 0.05、0.5、1 和 5 mmol · L-1 丁酸（Butyrate，Bu）处理。 

（2）0.05、0.5、1 和 5 mmol · L-1 苄胺（Benzylamine，Be）处理。 

（3）10 μmol · L-1 ABA 及其分别与 0.05、0.5 和 5 mg · L-1 ALA 处理。 

（4）0.5 mg · L-1 ALA、1 mmol · L-1 Bu、10 μmol · L-1 ABA、1 mmol · L-1 Be 处理，以及 ABA + 

ALA、ABA + Bu、ABA + ALA + Be 处理。 

（5）前 60 min 缓冲液不加任何药剂处理；60 min 时加入 10 μmol · L-1 ABA；120 min 时加入 0.5 

mg · L-1 的 ALA。 

（6） 200 μmol · L-1 H2O2、0.5 mg · L-1 ALA 和 1 mmol · L-1 Bu 处理，以及 H2O2 + ALA、H2O2 + 

Bu 共处理。 

（7）0.5 mg · L-1 ALA、1 mmol · L-1 Bu 和 1 mmol · L-1 Ca2+处理，以及 Ca2+ + ALA 和 Ca2+ + Bu

共处理。 

（8）1 mmol · L-1 Be 和 0.5 mmol · L-1 EGTA（Ca2+螯合剂）处理，以及 Be + EGTA 处理。 

1.2  保卫细胞胞质 pH 和 ROS 相对水平测定 

   pH 相对水平的测定：参照 Irving 等（1992）和 Zhu 等（2014）的方法，把叶片下表皮浸没在含

10 ~ 20 µmol · L-1 BCECF-AM 和 0.1% Pluronic F-127 的负载缓冲液（10 mmol · L-1 Tris，50 mmol · L-1 

KCl，pH 6.4）中，暗中孵育 30 min，使用 LSCM 观测 pH 荧光强度。每个处理至少有 3 次生物学重

复，测定 20 个以上的保卫细胞，取平均值。 

   ROS 相对含量测定：参照陈令会等（2014）的方法，把叶片下表皮转移至负载缓冲液（10 mmol · L-1 

Tris，50 mmol · L-1 KCl，pH 6.4）中，加入 2,7–二氯氢化荧光素二乙酸酯（H2DCF-DA），最终浓

度为 50 μmol · L-1，轻轻摇匀，避光孵育 30 ~ 60 min，用 LSCM 观测荧光强度。每处理至少有 3

次生物学重复，测定 20 个以上保卫细胞，取平均值。 

1.3  植物 RNA 的提取及 qRT-PCR 分析 

将苹果叶片下表皮置于装有 Mes-KCl 缓冲液的培养皿中光照培养 3 h，诱导气孔完全开放后，

分别转移至含有 ALA、ABA 及 ALA + ABA 的 Mes-KCl 缓冲液中，以单纯 Mes-KCl 缓冲液为对

照，光照培养 1 h，液氮冷冻备用。试剂盒法提取 RNA，随后反转录为 cDNA，–80 ℃保存备用。 

用 Primer premier 5.0 软件设计相关基因的引物（表 1），并进行 qRT-PCR，以苹果 Ubiquitin

（UBQ）基因为内参，利用 2-CT 公式计算基因的相对表达量。每次测定至少 3 次生物学重复，

取平均值。 
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表 1  液泡膜质子泵亚基编码基因 qRT-PCR 引物序列 

Table 1  Primer sequences of genes encoding tonoplast H+-ATPase subunits 

基因名称  
Primer name 

正向引物（5′–3′） 
Froward primer 

反向引物（5′–3′） 
Reverse primer 

MdUBQ CTCCGTGGTGGTTTTTAAGT  GGAGGCAGAAACAGTACCAT 
Mdvha-C2 AGCTGGTGATGAAGTCGATCGT GCCACAAGCTAGACCAGAGGAA 
Mdvha-C3 ATTGTTCCGGTTGTTATGGCGG GAAAGTCCGGCAAGTCCACAAG 

 

1.4  统计分析 

所得数据经 SPSS 20.0 软件进行双因素方差分析和 Duncan’s 检验。 

2  结果与分析 

2.1  外源弱酸弱碱对苹果叶片气孔开度的影响 

图 1 显示，外源弱碱苄胺 0.05 ~ 5 mmol · L-1 处理能显著诱导苹果叶片气孔关闭，并且浓度

越高，诱导气孔关闭的效应越强（图 1，A）。在 10 μmol · L-1 ABA 存在时，外源弱碱丁酸 0.5 ~ 

5 mmol · L-1 处理能显著抑制 ABA 诱导的气孔关闭，而且浓度越高，作用越大（图 1，B）。这

些结果说明，外源弱碱可以诱导苹果叶片气孔关闭，而外源弱酸可以抑制 ABA 诱导的苹果叶

片气孔关闭。两者都存在着明显的浓度效应。 

 

 
图 1  外源苄胺（Be）和丁酸（Bu）对苹果叶片气孔开度的影响 

相同小写字母表示该处理在 P = 0.05 水平上无显著差异。下同。 

Fig. 1  Effects of exogenous benzylamine（Be）and butyrate（Bu）on stomatal aperture 

The same letters above bars in each figure represent no significant difference at P = 0.05 level. The same below. 

 

2.2  不同浓度 ALA 以及丁酸、苄碱、ABA 对气孔开度和胞质 pH 的影响 

2.2.1  不同浓度 ALA 对气孔开度和胞质 pH 的影响 

图 2 显示，ABA 单独处理后，苹果叶片气孔开度显著下降，胞质 pH 荧光强度显著升高；添加

0.05 ~ 5 mg · L-1 ALA，则气孔开度显著增大，胞质 pH 荧光强度显著低于 ABA 单独处理，其中 0.5 

mg · L-1 ALA 效果最显著；虽然其胞质 pH 荧光强度仍高于对照，但与 ABA 单独处理相比，降低了

48%。这些结果说明，一定浓度的 ALA 能够抑制 ABA 诱导的气孔关闭，降低胞质 pH 上升幅度。 
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图 2  不同浓度 ALA 对 ABA 诱导的气孔关闭和胞质碱化的效应 

Fig. 2  Effect of different concentrations of ALA on ABA-induced stomatal closure and cytoplasmic alkalization 
 

2.2.2  丁酸、苄碱、ABA 以及 ALA 对气孔开度和胞质 pH 的影响 
图 3 显示，ALA 和丁酸（Bu）单独处理，苹果叶片气孔开度和胞质 pH 都与对照没有明显差异；

ABA 和苄胺（Be）单独处理，则气孔开度均显著下降，比对照降低 55% ~ 56%，而胞质 pH 荧光强

度比对照高出 2.0 ~ 2.3 倍（P < 0.01）。当 ALA 和丁酸分别与 ABA 共处理时，气孔开度比 ABA 单

独处理分别升高 50%和 46%，胞质 pH 荧光强度仅为 ABA 单独处理的 41%和 42%。当 ALA、ABA

与苄胺三者共处理时，气孔开度比 ABA 和 ALA 共处理的降低 17%，pH 荧光强度上升 30%。以上

结果表明，ABA 和苄胺都能诱导胞质碱化和气孔关闭，而 ALA 和丁酸都能抑制 ABA 诱导的胞质

碱化，同时抑制气孔关闭；苄胺能削弱 ALA 抑制 ABA 诱导的胞质碱化，进而减弱 ALA 对 ABA 诱

导的气孔关闭的抑制作用。 

 

图 3  不同药剂处理对苹果叶片气孔开度及保卫细胞胞质 pH 的影响  

ALA 0.5 mg · L-1，丁酸 1 mmol · L-1，ABA 10 μmol · L-1，苄胺 1 mmol · L-1。 

Fig. 3  Effect of different treatments on the stomatal aperture and cytoplasmic pH of guard cell 

0.5 mg · L-1 ALA，1 mmol · L-1 butyrate，10 μmol · L-1 ABA，1 mmol · L-1 benzylamine. 

 

2.3  ALA 诱导气孔开放过程中胞质 pH 与 ROS 的关系 

图 4 显示，ALA 和丁酸单独处理的叶片气孔保卫细胞 ROS 荧光强度与对照无显著差异；ABA

和苄胺单独处理的 ROS 荧光强度极显著上升，分别为对照的 3.4 倍和 3.2 倍。ALA 和丁酸分别与

ABA 共处理后，ROS 荧光强度与 ABA 单独处理分别下降 51%和 45%；ALA、ABA 和苄胺三者共
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图 5  ABA 和 ALA 对苹果叶片保卫细胞胞质 pH 和 

ROS 荧光强度的影响 

ABA 和 ALA 浓度分别为 10 μmol · L-1 和 0.5 mg · L-1。 

Fig. 5  Effect of ABA and ALA on the fluorescence of 

cytoplasmic pH and ROS in the guard cells of apple leaves  

The concentrations of ABA and ALA are 10 μmol · L-1 and 0.5 

mg · L-1，respectively.  

 

处理与 ALA 和 ABA 共处理相比，ROS 荧光强度上升 33%。这表明，ABA 和苄胺都能诱导苹果叶

片保卫细胞内 ROS 含量显著上升，而 ALA 和丁酸处理都能显著抑制 ABA 诱导的 ROS 荧光强度上

升，苄胺则显著减弱 ALA 对 ABA 诱导 ROS 积累的抑制作用。 

 

图 4  不同药剂对苹果叶片保卫细胞 ROS 荧光强度的影响 

ALA 0.5 mg · L-1，丁酸 1 mmol · L-1，ABA 10 μmol · L-1，苄胺 1 mmol · L-1。 

Fig. 4  Effect of different chemicals on ROS in the guard cells of apple leaves  

0.5 mg · L-1 ALA，1 mmol · L-1 butyrate，10 μmol · L-1 ABA，1 mmol · L-1 benzylamine. 

 

图 5 显示，在未加入试验药剂的 60 min

内，苹果叶片保卫细胞胞质 pH 荧光和 ROS 荧

光相对稳定。加入 ABA 后 10 min，胞质 pH 荧

光显著上升（P < 0.05），至加入后 40 min 时趋

于稳定。虽然其后也有少量波动，但没有显著

差异。保卫细胞 ROS 荧光在加入 ABA 后的 20 

min 内未出现明显变化；30 min 时才显著升高，

并在 60 min 时达到最高值。此时添加 ALA，

则胞质 pH 在 10 min 内迅速下降，30 min 后逐

渐平稳；而保卫细胞 ROS 在加入 ALA 后的 20 

min 内没有出现明显变化，其后开始下降，30 

min 时差异显著，50 min 后趋于稳定。这些数

据表明，胞质 pH 比 ROS 对 ABA 和 ALA 的反

应更为敏感。添加 ABA 或 ALA 后，都是胞质

pH 先变化，20 min 后 ROS 才出现变化。 

图 6 表明，ALA 和丁酸单独处理，气孔开

度与对照无显著差异；外源 H2O2 处理的气孔开度仅为对照的 41%；ALA 和丁酸分别与 H2O2 共处理，

则气孔开度比 H2O2 单独处理分别上升 71%和 65%，说明 ALA 和丁酸都能抑制 H2O2 诱导的气孔关

闭，因此 ALA 可能通过胞质酸化来清除 ROS，进而引起气孔关闭。 
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图 6  ALA 和丁酸对 H2O2 引起的苹果叶片气孔关闭的影响 

ALA、丁酸和 H2O2 浓度分别为 0.5 mg · L-1、1 mmol · L-1 和 200 μmol · L-1。 

Fig. 6  Effect of ALA and butyrate on stomatal closure of apple leaves induced by H2O2  

The concentrations of ALA，butyrate and H2O2 are 0.5 mg · L-1，1 mmol · L-1 and 200 μmol · L-1，respectively.  

 

2.4  ALA 调节气孔运动过程中胞质 pH 与 Ca2+的关系 

图 7 显示，Ca2+单独处理使得气孔开度下降 59%，胞质 pH 荧光强度上升 1.8 倍；ALA 和丁酸

分别与 Ca2+共处理，则气孔开度较钙单独处理高出 50% ~ 57%，胞质 pH 下降 34% ~ 39%，说明 Ca2+

诱导苹果叶片气孔关闭与胞质 pH 上升密切相关。 

 

图 7  ALA 和丁酸对钙诱导的苹果气孔关闭和胞质 pH 的影响 

ALA、丁酸和钙浓度分别为 0.5 mg · L-1、1 mmol · L-1 和 1 mmol · L-1。 

Fig. 7  Effect of ALA and butyrate on cytoplasmic pH and stomatal closure of apple leave induced by calcium 

The concentrations of ALA，butyrate and Ca2+ are 0.5 mg · L-1，1 mmol · L-1 and 1 mmol · L-1，respectively. 

 

图 8 显示，Ca2+螯合剂 EGTA 本身不影响苹果叶片气孔开度，但它能显著抑制苄胺诱导的气孔

关闭。以上结果说明，外源 Ca2+能诱导胞质碱化和气孔关闭，而 ALA 和丁酸通过抑制 Ca2+诱导的

胞质碱化来抑制气孔关闭。 
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图 8  EGTA 对苄胺诱导的苹果叶片气孔关闭的影响 

EGTA 和苄胺浓度分别为 0.5 和 1 mmol · L-1。 

Fig. 8  Effect of EGTA on benzylamine-induced stomatal closure of apple leaves.  

The concentrations of EGTA and benzylamine are 0.5 and 1 mmol · L-1，respectively.  

 

2.5  ALA 和 ABA 对苹果叶片下表皮细胞液泡膜 H+-ATPase 基因表达的影响 

qRT-PCR 结果显示，外源 ALA 或 ABA 处理 60 min 后的苹果叶片下表皮细胞液泡膜 H+-ATPase

大多数编码基因，如编码 A、D 和 E 等亚基的基因的表达量没有观察到规律性变化（未列出），只

有编码 C 亚基的 Mdvha-c2 和 Mdvha-c3 表现一定的规律性（图 9）。与对照相比，ABA 处理使得这

两个基因表达量分别上升 1.19 倍和 1.32 倍；而 ABA 和 ALA 共同处理后，其表达量虽仍高于对照，

但显著低于 ABA 单独处理。表明 ABA 上调 Mdvha-c2 和 Mdvha-c3 表达可能促进胞质 H+被泵到液

泡，从而诱导胞质碱化，而 ALA 使其表达下调，不利于 H+-ATPase 活性提高，进而抑制 ABA 诱导

的胞质碱化，从而有利于气孔开放。 

 

 
 

图 9  ALA 和 ABA 对苹果叶片下表皮细胞液泡膜 H+-ATPaseg 亚基编码基因相对表达量的影响 

Fig. 9  Effect of ALA and ABA on the gene expression coding tonoplast H+-ATPase subunits in the abaxial epidermis of apple leaves  

 

3  讨论 

ALA 作为一种新型植物生长调节剂，低浓度时能提高作物产量和抗逆性（Akram et al.，2012），

高浓度时作为环境友好型天然除草剂（汪良驹 等，2003；Xu et al.，2015）、疏花剂（申明 等，2011）

或果实增色剂（Xie et al.，2013），在农业生产上具有广阔应用前景。汪良驹等（2004）最早发现

ALA 能增大甜瓜叶片气孔开度，提高胞内 CO2 浓度，促进光合速率，增强抗低温弱光能力。在高温
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（马娜 等，2015）、弱光（安玉艳 等，2016）、盐渍（吴雯雯 等，2017，Wu et al.，2019）等逆境

条件下证明，ALA 都能提高植物光合性能，且与气孔开放有关。在植物光合午休期，ALA 处理叶

片光合性能显著高于对照，其原因之一是气孔开度增大（孙新娥 等，2011）。An 等（2016a）提出，

ALA 在抑制 ABA 诱导的气孔关闭的同时还能增加植株抗旱性。最近，本课题组用 ALA 溶液浇灌

PEG 处理的草莓，发现 ALA 处理植株气孔导度增大，蒸腾作用增强，但植株水分状态显著好于单

纯 PEG 处理。ALA 的这种效应值得深入研究。 

有关植物气孔开度调节机理的研究多集中于气孔关闭，如 ABA（Herde et al.，1997；Pei et al.，

2000）、MeJA（Munemasa et al.，2007；Yan et al.，2015）、黑暗（She et al.，2004）等，都会诱导气

孔关闭。陈令会等（2014）最先提出 ALA 通过下调保卫细胞 ROS 和 Ca2+含量来诱导黑暗中的苹果

叶片气孔开放或抑制 ABA 诱导的气孔关闭。刘龙博等（2016）进一步证明，ALA 下调苹果保卫细

胞内 ROS 含量经由黄酮醇积累来实现。熊丽君（2018）等论证了 ALA 和 ABA 调节气孔运动与保

卫细胞微管骨架和 PP1/PP2A 蛋白磷酸酶的关系，认为 ALA 可能通过促进苹果叶片保卫细胞 

PP1/PP2A 蛋白磷酸酶活性，抑制 ABA 诱导产生 H2O2，促进微管蛋白基因表达和微管聚合，起到抑

制 ABA 诱导气孔关闭的效应。这一调节过程在拟南芥上得到验证（An et al.，2019）。本研究则揭

示，ALA 促进苹果叶片气孔开放涉及胞质 pH，也与 ROS 和 Ca2+含量下降有关。目前获得的证据有：

①弱碱性化合物苄胺与 ABA 一样，都能诱导苹果叶片气孔关闭，暗示 ABA 可能通过诱导保卫细胞

胞质碱化以促进气孔关闭。这一结果与前人报道相似（Zhang et al.，2001b；Suhita et al.，2004；

Gonugunta et al.，2008；Gonugunta，2009）。②丁酸与 ALA 一样，都能促进 ABA 存在条件下叶片

气孔开放（陈令会 等，2014）。丁酸是一种弱酸，能以分子形态透过质膜进入保卫细胞，然后解离

出 H+，导致胞质酸化（Irving et al.，1992）。Huang 等（2013）提出，丁酸可以酸化蚕豆叶片保卫细

胞胞质，清除或降低 NO 水平，抑制 ABA 或 SNP 诱导的气孔关闭。本文没有检测苹果叶片保卫细

胞 NO 水平，但本课题组观察到盐胁迫下 ALA 处理显著抑制草莓叶片 NO 含量上升，因而推测 ALA

诱导苹果叶片气孔开放的作用原理可能与蚕豆（Huang et al.，2013）相似。③我们用胞质 pH 特异

染料染色结合 LSCM 观察，发现苄胺和 ABA 诱导苹果叶片保卫细胞胞质 pH 上升，而 ALA 和丁酸

抑制 ABA 诱导的胞质 pH 上升，而且不同药剂之间存在着清晰的互作效应。它们都与气孔开度密切

相关。因此，ALA 抑制 ABA 诱导的苹果叶片气孔关闭涉及到胞质 pH 酸化应该是可信的。④丁酸、

苄胺、ALA 和 ABA 参与苹果叶片气孔运动调节时，都会影响保卫细胞 ROS 水平，其中苄胺和 ABA

导致 ROS 上升，而 ALA 和丁酸显著抑制 ABA 诱导的 ROS 上升。在 ALA-ABA 调节气孔运动过程

中，无论是开放还是关闭，胞质 pH 在处理后 10 min 内出现变化，胞质 ROS 在 30 min 内变化，两

者存在 20 min 时间差。这意味着胞质 pH 信号在通路的上游，ROS 变化在 pH 下游。但 Zhu 等（2014）

提出，ROS 对胞质 pH 有反馈调节作用，pH 与 ROS 之间可能存在反馈调节效应，只是本试验条件

下没有观察到。此外，ALA 处理能够提升多种植物在逆境下的抗氧化酶活性，同时降低叶片 H2O2

含量（Nishihara et al.，2003；康琅 等，2006；Li et al.，2011；Akram et al.，2012）。因而，ROS 含

量下降可能是经由抗氧化酶活性提高来实现。但是刘龙博等（2016）证明，ALA 下调苹果叶片保卫

细胞 ROS 含量与其诱导黄酮醇积累有关。本研究中没有特意观察 ALA 调节苹果叶片保卫细胞胞质

pH 后如何影响 ROS 水平。这一点今后继续探究。⑤ 陈令会等（2014）提出，ALA 诱导气孔开放

与其诱导的胞质 Ca2+浓度下降有关。本研究观察到，外源 CaCl2 诱导苹果叶片气孔关闭过程中存在

胞质 pH 荧光强度成倍上升。外源 ALA 和丁酸都能抑制 Ca2+诱导的气孔关闭和胞质 pH 荧光上升，

而外源苄胺诱导的气孔关闭能被 Ca2+螯合剂 EGTA 抑制，说明胞质 pH 调节气孔运动位于 Ca2+上游。
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假如不是这样，即 Ca2+处在 pH 调节上游，那么苄胺诱导气孔关闭就不应该被 EGTA 抑制。但 Ca2+

作为细胞第二信使（Blatt，2000），具有多种调节功能。本研究不能完全排除钙信号反馈调节胞质

pH 的可能性。⑥ALA 为何能影响植物叶片气孔保卫细胞胞质 pH？这一问题以前从未被试验阐明。

前文提到的 Irving 等（1992）关于弱酸弱碱以分子形态进入细胞然后参与胞质 pH 调节。但是，测

定不同药剂溶液 pH 后获知，缓冲液 pH 6.50，添加 0.5 mg · L-1 ALA 或 10 μmol · L-1 ABA 不改变 pH，

而添加 1 mmol · L-1 丁酸或苄胺，缓冲液 pH 变为 6.29 和 6.70。因而，ALA 或 ABA 对气孔开度的作

用不是自身溶液 pH 的直接效应，而是一系列信号转导后的间接效应。Barkla 等（1999）提出，ABA

处理激活松叶菊液泡膜 H+-ATPase 活性，从而使更多的 H+泵入液泡，导致胞质碱化。本研究中利用

qRT-PCR 技术分析不同处理后苹果叶片下表皮细胞质膜 H+-ATPase 编码基因 MdAHA1、MdAHA4、

MdAHA9和MdAHA11表达特性，没有观察到有规律性变化（数据未列出），但在检测液泡膜H+-ATPase

编码基因表达时则观察到 ABA 处理上调 Mdvha-c2 和 Mdvha-c3 表达量，而 ALA 处理则抑制 ABA

的诱导效应。这暗示，ALA 可能通过下调叶片下表皮细胞液泡 H+-ATPase 基因表达，降低质子泵活

性，减少胞质 H+运往液泡，导致胞质 pH 酸化，进而促进气孔开放。这一观点还需要更多证据支持。 

综上所述，本研究以苹果叶片下表皮细胞为材料，证明 ALA 能够降低保卫细胞胞质 pH，抑制

外源 Ca2+和 ABA 诱导的气孔关闭，其中，胞质酸化和 ROS 含量下降是 ALA 抑制 ABA 诱导气孔关

闭的前提条件。结合本研究结果以及前人的报道，我们把 ALA 参与苹果叶片气孔调节的可能过程

汇总为图 10。这些结果可以丰富 ALA 提高植物光合效率理论，并为其在农业增产增效上的应用提

供理论依据。 

 

 
图 10  ALA 调节气孔运动过程中的信号通路 

Fig. 10  The signal pathway during stomatal movement regulated by ALA 
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