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［摘　要］　 【目的】探索玉米气孔副卫细胞中Ｈ２Ｏ２ 的来源，以阐明禾本科植物气孔运动过程中保卫细胞和副卫

细胞协同调节的机理。【方法】采用细胞化学方法对 Ｈ２Ｏ２ 进行亚细胞荧光定位，以Ｔｕｂｕｌｉｎ和ＧＡＰＤＨ 为内参基

因，利用ｑＰＣＲ技术，对玉米水孔蛋白基因ＺｍＰＩＰ２；４、ＺｍＰＩＰ２；５和ＺｍＰＩＰ２；６表达量进行分析，从而确定水孔蛋

白协助玉米副卫细胞中Ｈ２Ｏ２ 的跨膜转运。【结果】光暗处理组，加水孔蛋白抑制剂ＡｇＮＯ３ 与不加ＡｇＮＯ３ 副卫细胞

中的 Ｈ２Ｏ２ 积累相反；外源 Ｈ２Ｏ２ 引起副卫细胞中 Ｈ２Ｏ２ 积累，先加入水孔蛋白抑制剂 ＡｇＮＯ３ 再加外源 Ｈ２Ｏ２ 处理

后副卫细胞中Ｈ２Ｏ２ 不积累；短细胞发生后，副卫细胞中的Ｈ２Ｏ２ 开始积累，同时ＺｍＰＩＰ２；５基因的相对表达量上调；

随着水分胁迫程度增加，ＺｍＰＩＰ２；４、ＺｍＰＩＰ２；５、ＺｍＰＩＰ２；６基因的相对表达量随短细胞发生上调。【结论】水孔蛋白具

有转运Ｈ２Ｏ２ 的功能，玉米叶片下表皮副卫细胞中的 Ｈ２Ｏ２ 是外源的，其积累和清除可能与水孔蛋白ＺｍＰＩＰ２；５的转运

有关。
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ＺｍＰＩＰ２；５．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ｓｕｂｓｉｄｉａｒｙ　ｃｅｌｌｓ；ａｑｕａｐｏｒｉｎ；Ｈ２Ｏ２；ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ　ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ

　　气孔是植物蒸腾过程中水蒸气运输的主要通
道，也是光合作用和呼吸作用中植物与外界进行气
体交换的通道，其开关与细胞内的离子、激素、ｐＨ、
信号转导等有关。过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）是植物体内活
性氧（ＲＯＳ）的重要代表之一，是一种多效性分子，在
植物响应生物与非生物胁迫过程中起着重要作用。
在一定浓度范围内，Ｈ２Ｏ２ 作为信号分子转导多种
信号途径、调节气孔开关、控制相关基因表达以及生
理代谢过程。保卫细胞中，气孔开关过程ＲＯＳ的代
谢机制已经形成了较为成熟的分子调控网络［１］，而
副卫细胞中仍缺乏相关方面的研究，仅有报道认为
副卫细胞积累的 Ｈ２Ｏ２ 对气孔运动具有调节或协同
保卫细胞的功能［２］，随着水分胁迫的加剧气孔开度
降低，副卫细胞中的 Ｈ２Ｏ２ 积累增多［３］。因此，研究
玉米气孔副卫细胞中 Ｈ２Ｏ２ 的积累和转运途径，对
于深入揭示 Ｈ２Ｏ２ 介导的气孔运动机制具有重要的
意义。
水孔蛋白（ａｑｕａｐｏｒｉｎ，ＡＱＰ）是较小（２１～３４

ｋｕ）的膜内在蛋白，含有６个跨膜α螺旋，通过５个
环（Ａ到Ｅ）连接起来，在细胞膜上组成同源或异源
四聚物，每个单体都独立行使运输功能［４－６］。现已证
实，在单子叶植物水稻（Ｏｒｙｚａ．ｓａｔｉｖａ　Ｌ．）和玉米
（Ｚｅａ　ｍａｙｓ　Ｌ．），双子叶植物拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ）、马铃薯（Ｃａｐｓｉｃｕｍ　ａｎｎｕｕｍ）和陆地棉
（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ　ｈｉｒｓｕｔｕｍ　Ｌｉｎｎ．）中水孔蛋白大量存
在。ＡＱＰ不仅能够运输水分，还可以运输多种不带
电的小分子物质，如 Ｈ２Ｏ２，从而参与植物的水分代
谢、营养代谢和信号转导过程［７］。研究发现，水孔蛋
白 ＡｔＰＩＰ２；１［８］，ＡｔＰＩＰ２；２、ＡｔＰＩＰ２；４、ＡｔＰＩＰ２；５、

ＡｔＰＩＰ２；７［９］，ＴＩＰ１；１、ＴＩＰ１；２［１０］以及 ＴＩＰ２；３［１１］等
可跨膜转运 Ｈ２Ｏ２。目前仅发现玉米中水孔蛋白

ＺｍＰＩＰ２；５具有运输 Ｈ２Ｏ２ 的功能［１２］，水孔蛋白

ＺｍＰＩＰ２；４和ＺｍＰＩＰ２；６可运输水分，与ＺｍＰＩＰ２；５
均属ＰＩＰ２ｓ系列。Ｈ２Ｏ２ 作为信号分子参与气孔保
卫细胞运动的调节，在只有保卫细胞的一类植物中
已形成经典信号途径，诱导保卫细胞 Ｈ２Ｏ２ 产生主
要源于叶绿体和 ＮＡＤＰＨ 氧化酶的激活。但对于
玉米这类单子叶禾本科植物来说，保卫细胞周围还
有１对副卫细胞，但副卫细胞无叶绿体，不能通过主
要的 活 性 氧 产 生 途 径———米 勒 反 应［１３－１４］产 生

Ｈ２Ｏ２，迄今有关副卫细胞中 Ｈ２Ｏ２ 的来源、转运途

径和清除机理尚缺乏相关报道。本研究运用细胞化
学的方法，对副卫细胞积累的 Ｈ２Ｏ２ 来源及其随气
孔开、关变换的关系进行了研究；采用实时荧光定量

ＰＣＲ 等 技 术，进 一 步 检 测 了 水 孔 蛋 白 基 因

ＺｍＰＩＰ２；４、ＺｍＰＩＰ２；５和ＺｍＰＩＰ２；６的表达量与
玉米副卫细胞中 Ｈ２Ｏ２ 积累间的关系，旨在深层次
阐释禾本科植物气孔运动过程中保卫细胞和副卫细

胞协同调节的机理。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　植物材料　试验在西北农林科技大学中国
旱区节水农业研究院的大棚内进行，供试土壤为西
北农林科技大学节水灌溉试验站的大田耕层土壤

（２０～４０ｃｍ），与蛭石按体积比１∶１混合。试验玉
米（Ｚｅａ　ｍａｙｓ　Ｌ．）种子为“郑单９５８”，每盆播入大小
一致的饱满籽粒４粒，三叶期视苗情长势每盆定苗

２株。试验设定苗期４个水分处理，即对照（ＣＫ，田
间持水量的７５％～８５％）、轻度水分胁迫处理（ＬＳ，
田间持水量的６５％～７５％）、中度水分胁迫处理
（ＭＳ，田间持水量的５５％～６５％）、重度水分胁迫处
理（ＳＳ，田间持水量的４５％～５５％ ），每个处理组６
盆，即各有６个重复。胁迫前，各处理组均灌水至对
照水平，待玉米幼苗长到三叶期（约播种后１４ｄ）时，
每天称量确定灌水量，使ＣＫ、ＬＳ、ＭＳ、ＳＳ　４个处理
保持在相应的水分梯度范围内。播种后８叶期（约
播种后４０ｄ）取样进行试验。

１．１．２　试　剂　ＲＮＡ组织样本保存液，Ｕｌｔｒａｐｕｒｅ
ＲＮＡ　Ｋｉｔ超纯ＲＮＡ提取试剂盒，快速去基因组ｃＤ－
ＮＡ第一链合成试剂盒（ＨｉＦｉＳｃｒｉｐｔ　ｇＤＮＡ　Ｒｅｍｏｖａｌ
ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｋｉｔ）和定量ＰＣＲ　ＵｌｔｒａＳＹＢＲ　Ｍｉｘ－
ｔｕｒｅ试剂，均购自康为试剂公司。荧光指示剂２，７－
二氯氢化荧光素二乙酸酯（Ｈ２ＤＣＦＤＡ）、ＡｇＮＯ３ 和

Ｔｒｉｓ－ＫＣＬ缓冲液（ｐＨ＝７．２，１０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ，５０
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ）等常规试剂，均为国产或进口分析纯
试剂。

１．２　方　法

１．２．１　气孔中 Ｈ２Ｏ２ 荧光定位　细胞化学定位参
照Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ等［１５］的方法：首先撕取对照组８叶
期同一叶位（从基部往上数第７片叶）玉米叶片下表
皮（方法同 ＭｃＡｉｎｓｈ等［１６］并略有改动），分别放入２
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ｍＬ负载缓冲液（ｐＨ＝７．２，１０ｍｍｏｌ　ＭＥＳ－ＫＣｌ缓冲
液）中进行如下处理：①水孔蛋白抑制剂ＡｇＮＯ３ 光
暗处理。光照３ｈ转黑暗３ｈ，光照３ｈ加 ＡｇＮＯ３
３０ｍｉｎ转黑暗３ｈ，黑暗３ｈ转光照３ｈ，黑暗３ｈ加

ＡｇＮＯ３３０ｍｉｎ转光照３ｈ。②外源 Ｈ２Ｏ２ 加 Ａｇ－
ＮＯ３ 处理。光照３ｈ转黑暗３ｈ，光照３ｈ加 Ｈ２Ｏ２
继续光照３ｈ，黑暗３ｈ转光照３ｈ，光照３ｈ加

ＡｇＮＯ３３０ｍｉｎ加Ｈ２Ｏ２ 继续光照３ｈ。然后在其中
加入１μＬ荧光染液２，７－二氯氢化荧光素二乙酸酯

（Ｈ２ＤＣＦＤＡ）使其最终浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ，摇匀后常
温避光孵育１５～２０ｍｉｎ，再用 ＭＥＳ－ＫＣｌ缓冲液漂
洗３次，置于载玻片上，制成临时装片，用Ｏｌｙｍｐｕｓ－
ＢＸ５１荧光显微镜观察并拍照，重复３次。

１．２．２　引物设计　本试验中引物选用 Ｈａｃｈｅｚ
等［１７］的ＺｍＰＩＰｓ基因定量分析所使用的特异性引
物，如表１所示。引物由上海英潍捷基贸易有限公
司合成。

表１　ｑＰＣＲ中所用特异性引物

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒｓ　ｕｓｅｄ　ｉｎ　ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ　ＰＣＲ

基因名称Ｇｅｎｅ　ｎａｍｅ 正向引物Ｆｏｒｗａｒｄ　ｐｒｉｍｅｒ 反向引物Ｒｅｖｅｒｓｅ　ｐｒｉｍｅｒ
ＺｍＰＩＰ２；４ ｔａｃｃｇｇａｇｃａａｃｇｃｃｔａａｇ　 ｇａａａａｃａｇｃａｇｃｇａｇｃｇａ
ＺｍＰＩＰ２；５ ｔｇｔｃｇｔｃｇｔｔｇｇｔｔｇｃｃｔ　 ｃａｃａａｃａａｔｃａｃａｃｔａｇｃｔｔｇｇａａ
ＺｍＰＩＰ２；６ ｔｔｔａａｇｇｔｇａａｃｇｇａｇａａｇｇａｇａ ｇａａａｇｃｔａｃｔｇｃｔｇｃｔｇｔｇｇａｔ
Ｔｕｂｕｌｉｎ　 ｔｃｃｔｇｇａｃａａｃｇａｇｇｃｔａｔｃｔａｔ　 ｔｇｔｇａｇａｔｃａｇｃｃｔｇｔｔｃａａｇｔｔ
ＧＡＰＤＨ　 ａｇｃａｇｇｔｃｇａｇｃａｔｃｔｔｃｇ　 ｃｔｇｔａｇｃｃｃｃａｃｔｃｇｔｔｇｔｃ

１．２．３　实时荧光定量ＰＣＲ　①取样及ＲＮＡ提取。
撕取对照组玉米８叶期第３、４、５、６、７、８叶（从基部
往上数）下表皮，不同水分梯度（ＣＫ、ＬＳ、ＭＳ、ＳＳ）处
理下第７、８叶下表皮，分别收集于装有ＲＮＡ组织
样品保存液中，待收集完毕后，用滤纸将保存液吸干
后液氮保存于－８０℃备用。ＲＮＡ提取过程完全按
照Ｕｌｔｒａｐｕｒｅ　ＲＮＡ　Ｋｉｔ超纯ＲＮＡ提取试剂盒说明
操作。

②反转录合成ｃＤＮＡ。使用 ＨｉＦｉＳｃｒｉｐｔ　ｇＤＮＡ
Ｒｅｍｏｖａｌ　ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｋｉｔ试剂盒反转录ｃＤＮＡ
作为模板，试剂配制均在冰上操作。首先去除基因
组ＤＮＡ，１０μＬ反应体系：１０×ｇＤＮＡ　Ｅｒａｓｅｒ　Ｂｕｆｆｅｒ
１μＬ，ｇＤＮＡ　Ｅｒａｓｅｒ　０．５μＬ，ＲＮＡ　Ｔｅｍｐｌａｔｅ　５０
ｐｇ～５μｇ，加ＲＮａｓｅ－Ｆｒｅｅ　Ｗａｔｅｒ至１０μＬ。其次为
逆转录反应，２０μＬ反应体系：去除基因组 ＤＮＡ反
应液１０μＬ，ＨｉＦｉＳｃｒｉｐｔ（２００Ｕ／μＬ）１μＬ，５×ＲＴ
Ｂｕｆｆｅｒ　４μＬ，Ｐｒｉｍｅｒ　Ｍｉｘ　１μＬ，ＲＮａｓｅ－Ｆｒｅｅ　Ｗａｔｅｒ　４

μＬ。

③实时荧光定量ＰＣＲ。以反转录所得ｃＤＮＡ为
模板进行ｑＰＣＲ，１０μＬ　ＰＣＲ反应体系：２×Ｕｌｔｒａ－
ＳＹＢＲ　Ｍｉｘｔｕｒｅ　２．２μＬ，正向引物０．４μｍｏｌ／Ｌ　１

μＬ，反向引物０．４μｍｏｌ／Ｌ　１μＬ，反转录ｃＤＮＡ模板

ＤＮＡ　２μＬ，加 ＲＮａｓｅ－Ｆｒｅｅ　Ｗａｔｅｒ至１０μＬ。ＰＣＲ
反应程序：９５℃预变性１０ｍｉｎ；９５℃变性１５ｓ，６０
℃退火／延伸１ｍｉｎ，３８个循环。熔解曲线分析：９５
℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，６０℃１５ｓ。通过扩
增曲线和熔解曲线确定引物的特异性。

２　结果与分析

２．１　ＡｇＮＯ３ 光暗处理后气孔中 Ｈ２Ｏ２ 分布的变化

用水孔蛋白抑制剂ＡｇＮＯ３ 对玉米表皮进行光
暗处理后气孔中Ｈ２Ｏ２ 分布情况如图１所示，光照３
ｈ转黑暗处理的对照组，副卫细胞中 Ｈ２Ｏ２ 分布明
显较多（图 １－Ａ），光照 ３ｈ 加水孔蛋白抑制剂

ＡｇＮＯ３后转黑暗处理，副卫细胞中几乎没有 Ｈ２Ｏ２
分布（图１－Ｂ），说明水孔蛋白抑制剂ＡｇＮＯ３ 抑制水
孔蛋白的活性后，Ｈ２Ｏ２ 无法被运入副卫细胞，副卫
细胞中无 Ｈ２Ｏ２ 积累。黑暗处理３ｈ转光照处理的
对照组，副卫细胞中几乎没有Ｈ２Ｏ２ 分布（图１－Ｃ），黑
暗３ｈ加入ＡｇＮＯ３ 转光照处理，副卫细胞中Ｈ２Ｏ２ 分
布明显较多（图１－Ｄ），说明水孔蛋白活性被抑制后，

Ｈ２Ｏ２ 无法被运出副卫细胞，副卫细胞中出现 Ｈ２Ｏ２
积累。

２．２　ＡｇＮＯ３ 处理后加外源 Ｈ２Ｏ２ 气孔中 Ｈ２Ｏ２ 分
布的变化

加水孔蛋白抑制剂ＡｇＮＯ３ 后，用外源Ｈ２Ｏ２ 处
理玉米表皮进行光暗处理，气孔中Ｈ２Ｏ２ 分布如图２
所示。由图２可以看出，光照处理３ｈ后Ｈ２Ｏ２ 只在
保卫细胞中分布，而黑暗处理３ｈ后副卫细胞中的

Ｈ２Ｏ２ 明显增多；光照处理３ｈ后加入外源 Ｈ２Ｏ２ 继
续光照，保卫细胞和副卫细胞中的 Ｈ２Ｏ２ 均明显增
多，光照３ｈ加水孔蛋白抑制剂ＡｇＮＯ３ 处理后再加

Ｈ２Ｏ２ 继续光照，此时副卫细胞中并未有 Ｈ２Ｏ２ 分
布。说明外源 Ｈ２Ｏ２ 可引起副卫细胞 Ｈ２Ｏ２ 的积
累，当水孔蛋白的活性被抑制后，外源 Ｈ２Ｏ２ 无法引

６３ 西北农林科技大学学报（自然科学版） 第４５卷



起副卫细胞中 Ｈ２Ｏ２ 的积累。

Ａ．光照处理转黑暗处理对照；Ｂ．光照处理后加 ＡｇＮＯ３转黑暗处理；

Ｃ．黑暗处理转光照处理对照；Ｄ．黑暗处理后加ＡｇＮＯ３转光照处理

Ａ．Ｌｉｇｈｔ　ｔｈｅｎ　ｄａｒｋ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｂ．Ｌｉｇｈｔ　ｗｉｔｈ　ＡｇＮＯ３ｔｈｅｎ　ｄａｒｋ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；

Ｃ．Ｄａｒｋ　ｔｈｅｎ　ｌｉｇｈｔ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｄ．Ｄａｒｋ　ｗｉｔｈ　ＡｇＮＯ３ｔｈｅｎ　ｌｉｇｈｔ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图１　ＡｇＮＯ３ 光暗处理对气孔中 Ｈ２Ｏ２ 分布的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＡｇＮＯ３ｏｎ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｈ２Ｏ２

Ａ．光照处理转黑暗处理对照；Ｂ．光照处理后加外源 Ｈ２Ｏ２继续光照处理；

Ｃ．黑暗处理转光照处理对照；Ｄ．光照处理加ＡｇＮＯ３再加外源 Ｈ２Ｏ２继续光照处理

Ａ．Ｌｉｇｈｔ　ｔｕｒｎ　ｄａｒｋ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｂ．Ｌｉｇｈｔ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｔｈｅｎ　ａｄｄ　ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ　Ｈ２Ｏ２；

Ｃ．Ｄａｒｋ　ｔｕｒｎ　ｌｉｇｈｔ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｄ．Ｌｉｇｈｔ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｔｈｅｎ　ａｄｄ　ＡｇＮＯ３ａｎｄ　ｔｈｅｎ　ａｄｄ　ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ　Ｈ２Ｏ２

图２　外源 Ｈ２Ｏ２ 处理对气孔中 Ｈ２Ｏ２ 分布的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ　Ｈ２Ｏ２ｏｎ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｈ２Ｏ２
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２．３　ＺｍＰＩＰ２；４、ＺｍＰＩＰ２；５和ＺｍＰＩＰ２；６基因
的相对表达量

２．３．１　 不 同 叶 位 ＺｍＰＩＰ２；４、ＺｍＰＩＰ２；５、

ＺｍＰＩＰ２；６基因的相对表达量　分别撕取对照组玉
米第３、４、５、６、７、８叶下表皮后，以 Ｔｕｂｕｌｉｎ 和

ＧＡＰＤＨ 为内参基因进行实时荧光定量ＰＣＲ分析，
结果如图３所示。由图３可以看出，ＺｍＰＩＰ２；４、

ＺｍＰＩＰ２；６基因在不同叶位的相对表达量无显著差
异；而ＺｍＰＩＰ２；５基因的相对表达量在不同叶位间
差异显著，与无短细胞发生的第３、４叶相比，短细胞
半发生的第 ５、６ 叶和完全发生的第 ７、８ 叶，

ＺｍＰＩＰ２；５基因的相对表达量显著上调。说明伴随
短细胞的发生玉米叶片下表皮水孔蛋白基因

ＺｍＰＩＰ２；５ 的表达量显著提高，与副卫细胞中

Ｈ２Ｏ２ 的分布变化吻合。由此可知，副卫细胞中

Ｈ２Ｏ２ 的变化与水孔蛋白ＺｍＰＩＰ２；５有关。

３ｔｈ～８ｔｈ分别表示玉米第３叶至第８叶（从基部往上数）下表皮；

＊表示表达量差异显著。下图同

３ｔｈ－８ｔｈ　ａｒｅ　ｍａｉｚｅ　ｌｅａｖｅｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ　３ｔｏ　８，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；

＊．Ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ｉｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　Ｆｉｇ．４

图３　不同叶位ＺｍＰＩＰ２；４、ＺｍＰＩＰ２；５、ＺｍＰＩＰ２；６
基因相对表达量的变化

Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ　ｏｆ　ＺｍＰＩＰ２；４，ＺｍＰＩＰ２；５ａｎｄ

ＺｍＰＩＰ２；６ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｅａｖｅ－ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ

２．３．２　不同水分梯度下ＺｍＰＩＰ２；４、ＺｍＰＩＰ２；５、

ＺｍＰＩＰ２；６基因的相对表达量　以 Ｔｕｂｕｌｉｎ 和

ＧＡＰＤＨ 为内参基因，不同水分梯度（ＣＫ、ＬＳ、ＭＳ、

ＳＳ）处理下玉米第７、８叶（短细胞发生后）下表皮的
实时荧光定量ＰＣＲ结果见图４。图４显示，短细胞
发生后，随着水分胁迫程度的增加，ＺｍＰＩＰ２；４、

ＺｍＰＩＰ２；５、ＺｍＰＩＰ２；６基因的相对表达量均呈增
加趋势。ＺｍＰＩＰ２；５基因的相对表达量均显著增
加，ＺｍＰＩＰ２；４基因的相对表达量在重度水分胁迫
下显著增加，ＺｍＰＩＰ２；６基因的相对表达量在中度
和重度水分胁迫时显著上调。

图４　短细胞发生后不同水分梯度下ＺｍＰＩＰ２；４、

ＺｍＰＩＰ２；５、ＺｍＰＩＰ２；６基因的相对表达量

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｏｉｌ　ｗａｔｅｒ　ｃｏｎｔｅｎｔｓ　ｏｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ　ｍａｉｚｅ　ａｑｕａｐｏｒｉｎｓ（ＺｍＰＩＰ２；４，

ＺｍＰＩＰ２；５，ＺｍＰＩＰ２；６）ａｆｔｅｒ　ｓｈｏｒｔ　ｃｅｌｌｓ

３　讨　论

Ｈ２Ｏ２ 在玉米气孔开关过程中发挥着重要的信
号作用。目前研究普遍认为，气孔关闭时保卫细胞
的 Ｈ２Ｏ２ 大量积累［１８－１９］，而近期研究发现，在单子叶
植物玉米中，不仅保卫细胞中 Ｈ２Ｏ２ 对气孔的运动
有调节作用，副卫细胞中 Ｈ２Ｏ２ 也有作用，但调节机
理不完全相同［２］。气孔张开时，保卫细胞有少量

Ｈ２Ｏ２ 积累，而副卫细胞没有；当气孔关闭时，保卫
细胞和副卫细胞中 Ｈ２Ｏ２ 均积累，且副卫细胞中积
累更显著。但副卫细胞中 Ｈ２Ｏ２ 如何积累尚未见详
细报道。

ＨｇＣｌ２ 是水孔蛋白抑制剂，通过与位于孔区域
的Ｃｙｓ残基的巯基结合，致使水孔蛋白构象发生变
化，通道关闭，但毒性较强可能会对植物造成胁
迫［２０］。而Ａｇ＋作为植物水孔蛋白的抑制剂，可抑制
的底物较少，作为水孔蛋白抑制剂具有更高的特异
性［２１－２２］，且对植物毒性较弱。经研究对比后，本研究
选取ＡｇＮＯ３ 作为水孔蛋白抑制剂，对玉米表皮进
行光暗处理后加入抑制剂ＡｇＮＯ３，发现玉米气孔中

Ｈ２Ｏ２ 分布与对照组不同，即当ＡＱＰ活性受到抑制
后，副卫细胞中 Ｈ２Ｏ２ 无法正常转运，从而出现与对
照组相反的积累方式，由此推断副卫细胞中的

Ｈ２Ｏ２ 为外源，ＡＱＰ具有转运 Ｈ２Ｏ２ 的功能。加入
外源 Ｈ２Ｏ２ 后，副卫细胞中的 Ｈ２Ｏ２ 积累，而先加入
水孔蛋白抑制剂ＡｇＮＯ３ 后再加外源 Ｈ２Ｏ２ 处理的
表皮副卫细胞中未出现 Ｈ２Ｏ２ 的积累，即水孔蛋白
参与了副卫细胞中 Ｈ２Ｏ２ 的积累与清除。综上所
述，玉米叶片下表皮气孔中水孔蛋白活性被抑制后，
副卫细胞中 Ｈ２Ｏ２ 无法正常转运，不能正常的清除
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和积累，说明副卫细胞中的 Ｈ２Ｏ２ 是外源的，可能由
水孔蛋白转运而来，通过水孔蛋白活性的变化改变
气孔中 Ｈ２Ｏ２ 的含量及分布变化，从而参与气孔开
关、水分代谢等信号调节过程。据报道，ＲＯＳ、Ｃａ２＋、
电子、ＲＢＯＨＤ、ＡＴＰ等通过信号整合，在细胞之间
可通过一定的信号途径将ＲＯＳ从一个细胞转运给
另一个细胞，正是水孔蛋白协助 ＲＯＳ的转运［２３］。
本研究也证明副卫细胞中的 Ｈ２Ｏ２ 是外源的，水孔
蛋白协助其跨膜转运。
有报道发现，玉米叶片下表皮所有植株第７新

生叶，极少数植株第５叶、大部分植株第６叶从叶基
部同时开始发生短细胞，１～４叶无短细胞发生；短
细胞发生前，无论何种条件下，副卫细胞中均无

Ｈ２Ｏ２ 的积累，而短细胞发生后，暗处理即气孔关闭
时，副卫细胞开始出现 Ｈ２Ｏ２ 积累［２４］。本研究发
现，与未发生短细胞的叶位相比，发生短细胞的叶位
水孔蛋白基因ＺｍＰＩＰ２；５的相对表达量显著上调，
与此同时ＺｍＰＩＰ２；４、ＺｍＰＩＰ２；６的相对表达量在
发生与不发生短细胞的叶位无显著差异。即短细胞
发生后，气孔关闭时副卫细胞中 Ｈ２Ｏ２ 开始积累与
短细胞发生后水孔蛋白基因ＺｍＰＩＰ２；５的相对表
达量显著上调是一致的。研究发现，ＺｍＰＩＰ２；５突
变体不能跨膜转运 Ｈ２Ｏ２，而野生型可以跨膜转运

Ｈ２Ｏ２［１２］，细胞膜上的水孔蛋白决定了细胞间 Ｈ２Ｏ２
跨 膜 转 运 的 效 率［２５］。由 此 可 知，水 孔 蛋 白

ＺｍＰＩＰ２；５可能参与了玉米叶片下表皮气孔副卫细
胞中 Ｈ２Ｏ２ 的转运，调节 Ｈ２Ｏ２ 在副卫细胞中的积
累与清除，从而协助保卫细胞调节气孔的开关。
李真真等［３］报道，随着水分胁迫程度的加大，保

卫细胞中 Ｈ２Ｏ２ 的积累增多，而且副卫细胞中 Ｈ２Ｏ２
积累变化也很大，即随着水分胁迫的不断加大，副卫
细胞中 Ｈ２Ｏ２ 的积累也不断增多。本研究表明，随
着水分胁迫的加剧，水孔蛋白基因 ＺｍＰＩＰ２；４、

ＺｍＰＩＰ２；５、ＺｍＰＩＰ２；６的相对表达量在完全发生
短细胞的第７、８叶显著上调，ＺｍＰＩＰ２；５基因的上
调与副卫细胞中 Ｈ２Ｏ２ 的积累一致，进一步表明玉
米副卫细胞中 Ｈ２Ｏ２ 积累与ＺｍＰＩＰ２；５的转运有
关。
综上可知，玉米叶片下表皮副卫细胞中的

Ｈ２Ｏ２ 是外源的，其积累和清除可能由水孔蛋白

ＺｍＰＩＰ２；５跨膜转运。光暗处理条件下，副卫细胞
中 Ｈ２Ｏ２ 的积累与清除，短细胞发生后气孔开关时
副卫细胞中 Ｈ２Ｏ２ 的积累与清除，以及水分胁迫下
副卫细胞中Ｈ２Ｏ２ 的积累，均与水孔蛋白ＺｍＰＩＰ２；５

的跨膜转运相关，但具体的转运机制有待进一步的
研究证实。

４　结　论

玉米水孔蛋白具有跨膜转运 Ｈ２Ｏ２ 的功能，玉
米气孔副卫细胞中的 Ｈ２Ｏ２ 是外源的，其积累和清
除可能依赖于水孔蛋白ＺｍＰＩＰ２；５的跨膜转运。
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