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摘要：用２０种浙江天台山优势度明显的植物浸提液，从中筛选得到６种对气孔运动效果明显的植物，即醉鱼

草、芒萁、马醉木、革命菜、常春藤和络石，研究了它们对蚕豆保卫细胞 Ｋ＋通道和微丝的调控作用。结果表

明：马醉木浸提液可拮抗微丝解聚剂（ＣＤ）对微丝的解聚，芒萁浸提液中可能存在外向Ｋ＋通道的激活剂，络石

浸提液和常春藤浸提液可以激活内向Ｋ＋通道，络石可以明显抑制外向Ｋ＋通道。而醉鱼草、芒萁、马醉木浸

提液对外向Ｋ＋通道活化有一定的作用，但革命菜浸提液的调控效果不明显。
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　　有研究表明 ＮＯ、Ｈ２Ｏ２、ＡＢＡ、Ｃａ
２＋、细胞外

钙调素、ｐＨ、多胺、茉莉酸和聚酰胺等均可影响气

孔的运动［１８］，它们作用的靶分子主要是Ｋ＋通道

和微丝骨架。植物中含有的非蛋白质氨基酸、多

肽、生物碱、酚类及其衍生物和简单有机化合物等

能否调控Ｋ＋通道和微丝，国内外未见文献报道，

为了揭示气孔运动调控物质的多样性，开展了植

物浸提液对气孔运动影响的试验。植物中含有的

具体化学物质尚未十分清楚，因此，该文筛选出对

气孔运动有明显作用的６种植物，即醉鱼草

（犅狌犱犱犾犲犼犪犾犻狀犱犾犲狔犪狀犪）、芒萁（犇犻犮狉犪狀狅狆狋犲狉犻狊狆犲

犱犪狋犪）、马醉木（犘犻犲狉犻狊犼犪狆狅狀犻犮犪）、革命菜（犌狔狀狌狉犪

犮狉犲狆犻犱犻狅犻犱犲狊）、常春藤（犎犲犱犲狉犪犺犲犾犻狓）和络石

（犜狉犪犮犺犲犾狅狊狆犲狉犿狌犿犼犪狊犿犻狀狅犻犱犲狊）等的全浸提液，

选用蚕豆（犞犻犮犻犪犳犪犫犪）叶片为模式材料，研究了

这６种植物的全浸提液对其气孔保卫细胞Ｋ＋通

道和微丝蛋白的调控作用。以便为进一步分离纯

化非蛋白质氨基酸、多肽、生物碱、酚类及其衍生

物等研究其对 Ｋ＋ 通道和微丝蛋白的调控奠定

基础。

１　材料与方法
１．１　植物材料

２００８年１０月中旬，在浙江天台山采集群落

优势度明显的２０种植物的枝叶带回实验室，在烘

箱中１５０℃杀青４０ｍｉｎ，然后调温至８０℃继续烘

干至恒重。将干燥后的植物枝叶经粉碎机粉碎后

与蒸馏水按质量比１∶９混合放入锥形瓶中，然后

将锥形瓶放入水浴锅，１００℃水浴１２ｈ


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后，过滤，得到全浸提液，分装后，放入４℃冰箱中

待用。蚕豆种子清洗消毒后浸种１２ｈ，２５℃催芽

２４ｈ，播种于营养土中，在营养土中掺入适量蛭

石（２∶１）以增强其透水性，生长室（光／暗周期为

１０ｈ／１４ｈ，光强为２００～３００μｍｏｌ·ｍ
２·ｓ１；昼／

夜温度为２４℃／１８℃；相对湿度为６０％，无任何胁

迫）中培养３周，培养期间保持水分充足。

１．２　浸提液的筛选

２０种植物以全浸提液的浓度记为１００％，分

别选取反应终浓度为０．５％、１．０％、２．０％、５．０％

和１０．０％ 五个浓度梯度，以蒸馏水为对照。取３

周龄蚕豆幼苗的顶端第２～３对完全展开叶，蒸馏

水洗净后，用镊子撕取下表皮，用毛笔小心刷去叶

肉细胞，切成长５ｍｍ的表皮条浸入 ＭｅｓＫＣｌ缓

冲液（５０ｍｍｏｌ·Ｌ１ ＫＣｌ、１０ｍｍｏｌ·Ｌ１ Ｍｅｓ，用

Ｔｒｉｓ调ｐＨ 至６．１５）中，在光下处理３ｈ，或黑暗

处理３ｈ后，以抑制气孔开放或促进气孔开放

５０％以上记为显著（＋＋），然后在显微镜下测量，

随机选取５个视野，每个视野随机选取１０个气

孔，记录终态孔径，每个处理重复３次以上。

１．３　ＰＯＤ活性的测定

准确称取１ｇ样叶，加入磷酸缓冲液（ＰＢＳ，

ｐＨ７．８），冰浴研磨至匀浆。４℃，９０００ｒ·ｍｉｎ
１

离心２０ｍｉｎ取上清液备用。ＰＯＤ活性的测定按

张志良［９］的方法。

１．４　Ｋ
＋通道和微丝对浸提液的敏感性测定

蚕豆表皮条的制备同１．２。先将新制备的表

皮条置于含有不同浓度、不同处理［Ｂａ２＋、Ａｌ３＋、

Ｃａ２＋ 浓度分别为 １０、１０、１ ｍｍｏｌ·Ｌ１、不同

ｐＨ（４．０、５．０、６．０、７．０、８．０和９．０）、解聚剂ＣＤ

（２０μｍｏｌ·Ｌ
１）和Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ（１００μｍｏｌ·Ｌ

１）］

试剂 的 ＭｅｓＫＣｌ缓 冲 液 （５０ｍｍｏｌ·Ｌ１ＫＣｌ、

１０ｍｍｏｌ·Ｌ１ Ｍｅｓ，用Ｔｒｉｓ调ｐＨ 至６．１５）中，在

光下处理３ｈ（以鉴定促进气孔关闭组），及光下

处理３ｈ后黑暗处理（以鉴定抑制气孔关闭组），

对气孔开度的测量同１．２。

２　结果与分析

２．１　对蚕豆保卫细胞气孔运动作用明显的植物

浸提液的筛选

对浙江天台山优势度明显的２０种植物进行

筛选得到６种对蚕豆保卫细胞有明显作用的全浸

提液（见表１），其中醉鱼草、芒萁和马醉木对光诱

导的气孔开放有明显的抑制作用，而革命菜、常春

藤和络石对黑暗诱导的气孔关闭有明显的抑制作

用。为了鉴定这６种植物浸提液对活性蛋白的影

响，选择了植物活性蛋白的代表ＰＯＤ，以便能准

确评价这６种植物浸提液对Ｋ＋通道和微丝蛋白

的调控作用。

表１　对蚕豆保卫细胞气孔运动作用明显的植物浸提液的筛选分析

植物名称　　　　　 植物浸提液浓度／％

０．５ １．０ ２．０ ５．０ １０．０

抑制光诱导的气孔开放组

醉鱼草（犅狌犱犱犾犲犼犪犾犻狀犱犾犲狔犪狀犪） － － ＋ ＋＋ ＋＋

芒萁（犇犻犮狉犪狀狅狆狋犲狉犻狊狆犲犱犪狋犪） － ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

马醉木（犘犻犲狉犻狊犼犪狆狅狀犻犮犪） ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

抑制暗诱导的气孔关闭组

革命菜（犌狔狀狌狉犪犮狉犲狆犻犱犻狅犻犱犲狊） － － ＋ ＋ ＋＋

常春藤（犎犲犱犲狉犪犺犲犾犻狓） － ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

络石（犜狉犪犮犺犲犾狅狊狆犲狉犿狌犿犼犪狊犿犻狀狅犻犱犲狊） － － ＋ ＋＋ ＋＋

　　注：“－”表示无明显现象，“＋”表示有明显现象，“”为选择的工作浓度。

２．２　植物浸提液对蚕豆ＰＯＤ活性的影响

６种植物浸提液对蚕豆叶片ＰＯＤ的活性都

有一定的抑制作用（见图１），其中以马醉木的抑

制效果最为明显。

２．３　植物浸提液对蚕豆保卫细胞气孔运动的调

控作用

为了探明这种抑制气孔开放或关闭的因素是

由于作用于 Ｋ＋通道还是作用于微丝蛋白，选取

了内外Ｋ＋通道阻断剂Ｂａ２＋，内向 Ｋ＋通道阻断

剂Ａｌ３＋和抑制剂Ｃａ２＋以及影响外向 Ｋ＋通道的

关键因素ｐＨ；关于对微丝效应，选用了微丝解聚

剂ＣＤ和微丝稳定剂Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ。浸提液按表１

的筛选结果，选取醉鱼草５．０％、芒萁２．０％、马醉

木１．０％、革命菜１０．０％、常春藤２．０％和络石

９
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５．０％。在光照和黑暗处理后将表皮带转入含浸提

液的 ＭｅｓＫＣｌ溶液中，进行时间关联分析。结果

表明，马醉木浸提液能促进气孔开放（见图２），

表１的结果表明，马醉木浸提液抑制光诱导的Ｋ＋

内流气孔开放，但在Ｋ＋通道被Ｂａ２＋阻遏时，仍表

现出对气孔开放的促进作用，且在此处理中加了

微丝解聚剂ＣＤ，由此表明，马醉木浸提液可拮抗

ＣＤ对微丝的解聚。芒萁浸提液也抑制光诱导的

Ｋ＋内流气孔开放，但存在Ｋ＋通道阻遏剂Ｂａ２＋和

微丝解聚剂ＣＤ的情况，其能进一步抑制气孔的

开放，由此证明芒萁浸提液中存在外向 Ｋ＋通道

的激活剂。

图１　６种植物浸提液对蚕豆叶片ＰＯＤ活性的影响

图２　６种植物浸提液对蚕豆气孔微丝的调控

缓冲液中含ＣＤ和Ｂａ２＋

　　在Ｂａ
２＋与Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ组合的处理中（见图３）

进一步表明，马醉木浸提液使微丝的聚合更趋于

稳定，因而气孔开得较大，而芒萁仍表现出促进气

孔关闭的效应。

通过浸提液对 Ｋ＋通道的调控研究，首先选

择了内向Ｋ＋通道阻断剂Ａｌ３＋，在存在微丝解聚

剂ＣＤ的情况下（见图４），发现络石浸提液和常春

藤浸提液可促进气孔开放，且可抑制暗诱导的气

孔关闭（见表１），由此证明它们可激活内向Ｋ＋通

道。而芒萁和醉鱼草浸提液则抑制气孔开放，由

图３　６种植物浸提液对蚕豆气孔运动微丝的调控

缓冲液中含Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ和Ｂａ２＋

图４　６种植物浸提液对蚕豆气孔运动内向Ｋ＋通道的调控

缓冲液中含ＣＤ和Ａｌ３＋

图５　６种植物浸提液对蚕豆气孔运动内向Ｋ＋通道的调控

缓冲液中含Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ和Ｃａ２＋

图６　６种植物浸提液对蚕豆气孔运动外向Ｋ＋通道的调控

此得出，它们的浸提液中存在内向 Ｋ＋通道的抑

制剂。在内向Ｋ＋通道抑制剂Ｃａ２＋与微丝解聚剂

ＣＤ共存的实验中（见图５），也有力地证明了这一
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点，络石和常春藤浸提液促进气孔开放，芒萁和醉

鱼草促进气孔关闭。

浸提液如何调控外向Ｋ＋通道，结果表明，络

石可以明显抑制外向 Ｋ＋通道，而醉鱼草、芒萁、

马醉木浸提液对外向Ｋ＋通道活化有一定的作用

（见图６）。在这些分析中未检测到革命菜浸提液

对Ｋ＋通道和微丝的调控作用。Ｍｉｃｈａｅｌ
［１０］报道

ｐＨ直接影响外向 Ｋ
＋通道的活性，高ｐＨ 激活，

低ｐＨ抑制。

以上的结果是用全浸提液得出的，具体是什

么物质在起作用，有待对这些植物浸提液进行成

分分析，并结合气相液相色谱连用和核磁共振等

方法分离纯化有效物质，进而细化６种植物浸提

液中对 Ｋ＋ 通道和微丝的调控有明显作用的

物质。
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