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固着生长的植物面对外界多种多样的刺激，

无法像动物那样采取快速有效的逃避手段，但其

具有独特的感受和应对外界刺激的机制，从而适

应生存环境。近几年的研究大大促进了人们对植

物感受、转导外界刺激机制的认识。其中研究较

为清楚的是，多种生物和非生物因子刺激植物细

胞后，在细胞内往往产生第二信使——钙信号，

进而引发重要的生物学作用。植物细胞感受外界

多种多样的刺激后产生的钙信号是如何变化的呢？

于是，测定钙离子的方法就成为植物细胞钙信号

系统研究的关键与制约因素。

1  钙信号的检测方法

钙信号通常指细胞中游离钙离子的变化，从

理论上讲，细胞内Ca2+ 测定方法有如下要求：(1)

指示剂与Ca2+ 亲和专一性强，亲合力高，可检测

低浓度的 Ca2+；(2)应能获得 Ca2+ 浓度的绝对值；

(3)对Ca2+水平的反应必须比细胞内Ca2+信号引起

的相关反应要快；(4)指示剂与Ca2+ 结合不损害细

胞内正常的生理生化过程；(5)容易进入细胞并在

细胞溶质内扩散，但为了测定胞质部分 Ca 2+ 浓

度，不应跨内膜系统而进入细胞器；(6)有可能显

示胞内 Ca2+ 分布[1]。但在实际工作中，完全符合

上述要求并适合各种实验条件是相当困难的。正

因为如此，所以人们常根据各种测钙方法的优缺

点和具体的实验要求，选择适当的方法，或分别

用不同的方法检测钙离子的变化。

细胞钙离子的测定方法较多，主要分为物理

方法及荧光指示剂测定法。物理方法主要有：原

子吸收光谱法、X 射线微区分析技术、离子选择

性微电极技术、核磁共振波谱技术、同位素示踪

技术等；荧光指示剂测定法是采用一些能与钙离

子特异性结合的化学分子，这些分子与钙离子特

异性结合后，其化学性质发生变化，在一定波长

的激发光下可发出特定波长的荧光，这种荧光的

强弱与溶液中钙离子浓度呈一定的相关性，因

此，可通过测定荧光的强弱来反映细胞中钙离子

浓度的变化。

根据细胞钙荧光指示剂的化学性质可主要分

为两大类：基于钙螯合剂 EGTA 合成的化学荧光

指示剂和基于重组生物发光蛋白的钙指示剂。前

一类钙荧光指示剂由于多为化学小分子，在细胞

内容易扩散，这对细胞内特定部位钙离子的测定

明显不利；而后一类重组发光蛋白可人为构建，

若加各种定位信号序列，更有利于钙信号时空特

性的研究。国内已有多篇综述专门介绍小分子钙

化学荧光指示剂[2~4]，而重组发光蛋白测定是最近

十几年刚发展起来的细胞钙信号测定方法，其在

植物生物学领域中的应用已引起研究人员的广泛关
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注。

2  重组水母发光蛋白

生物发光(bioluminescence)作为一种有意思的

自然现象多年来受到生物学家的广泛关注。20世

纪60年代从深海水母(Aequorin victoria)中分离出

两种在生物测钙中发挥了重要作用的蛋白：水母

发光蛋白(aequorin)和绿色荧光蛋白(green fluores-

cent protein，GFP)。前者与Ca2+结合后发射出可

见光，通过分析发出的光子数进而测定钙离子浓

度变化。用它测钙应用较早，也是目前在测定植

物细胞钙信号中应用较为广泛的方法之一。

2.1  水母发光蛋白的结构及其用于测钙的原理  水

母发光蛋白复合体由三部分组成：脱辅基蛋白

(apoeaquorin，189个氨基酸，分子量为22 kD)、

亲脂发光辅基(coelinterazine，分子量为423 D)和

氧分子。脱辅基蛋白具有 3 个 EF- 手型 Ca2+ 结合

位点。当蛋白复合体与 Ca2+ 结合后，发光辅基发

生氧化反应而解离下来，同时发射出波长为

469 nm 的蓝光[5](图 1)。在整个反应过程中，水

母发光蛋白发射的光子数与钙离子浓度成正相关。

2.2  水母发光蛋白测钙的沿革及其在植物系统中的

应用  20世纪60年代，Shimomura等[6]从深海水母

中分离并纯化出水母发光蛋白。1 9 6 7 年，

Redgway和Ashley[7]首次将纯化的水母发光蛋白显

微注射到动物细胞中，检测到了肌纤维细胞中钙

信号的瞬时变化。在此后近 30 年间，其应用仅

限于从水母中提取纯化发光蛋白，并显微注射到

细胞内以研究感兴趣的钙信号。由于整个过程涉

及技术操作比较繁琐，加之植物细胞壁的存在，

因而纯化水母发光蛋白在动植物细胞钙离子测定中

的应用均没有得到较大范围的推广。所幸的是，

1985 年，水母发光蛋白的 cDNA 成功克隆[8]，之

后，由于基因重组及转基因技术的日益成熟，水

母发光蛋白在细胞钙离子测定中的应用才翻开了新

篇章。1991年，Knight等[9]首次将水母发光蛋白

引入植物体系，检测了风、冷、触摸等刺激对

拟南芥胞质钙离子浓度的影响。随后，人们相继

应用水母发光蛋白这一测钙手段测定了拟南芥、

烟草、大豆等多种植物细胞在感受外界不同的刺

激过程中细胞质内的钙信号情况[10~35]，从而确立

了水母发光蛋白在检测植物细胞钙信号中的地位。

之后，能准确定位在细胞不同区域中的水母发光

蛋白出现，使这一技术的应用又向前推进了一大

步。通过水母发光蛋白基因与细胞特定区域定位

信号构建成的重组基因和在植物体内重组表达，

使这项技术不仅能检测细胞质内钙离子的变化，

而且还能准确定位到大多数的亚细胞结构中，如

细胞核[25,30,31]、叶绿体[23,24] 、细胞外基质[20]等细

胞器，进而检测这些细胞器中的钙离子变化。这

对植物细胞钙信号的局部与整体变化的研究无疑是

一个推动，大大促进了植物细胞钙信号的研究进

程。如今，人们应用重组水母发光蛋白测定了不

同物理、化学及生物激发子等刺激条件下多种植

物细胞不同区域中钙信号的变化特征(表 1)。

2.3  重组水母发光蛋白测钙的优点与不足  重组水

母发光蛋白之所以在测定植物细胞钙信号中得到这

么广泛的应用，是由于此法有以下优点：(1)一般

对细胞无伤害，不影响其正常的生长发育；(2)测

钙范围广，可以检测10-7~10-5 mol·L-1的 Ca2+浓度

变化；(3)不外泌，不在细胞内区室化或凝集，能

在较长时间内检测；(4)不需光源激发，因而消除

了细胞自发荧光的干扰；(5)加信号肽后能准确定

位到特定的细胞器及亚细胞结构中。此法的不足

之处主要是：(1)需要预先与发光辅基孵育结合；

(2)测钙过程中发光辅基为不可逆消耗；(3)产生的

光信号较弱，需要用高灵敏度的生物发光仪检

测，不适用于单个细胞中钙信号的研究；(4)不能

绝对避免在目的刺激以前由于水母发光蛋白复合体

与胞内较高浓度钙离子作用而造成的损耗。因

此，人们针对水母发光蛋白测钙的不足之处，又

开发出了一类操作简便、可定位到细胞特定部

位，并且可对单个活细胞的特定部位钙进行检测

图1  水母发光蛋白结构模式及其用于测钙的原理[5]
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的重组荧光蛋白。

3  重组cameleon

c a m e l e o n 是一种根据荧光共振能量转移

(fluorescence resonance energy transfer, FRET)原理

人工构建的重组荧光蛋白。所谓 FRET 是一种物

理化学现象，当光谱互相交迭的两个发色团距离

接近到一定程度(一般在2~7 nm范围内)时，受激

发的供体发色团的能量就会传递给受体发色团，

表1  重组水母发光蛋白在植物钙信号测定中的应用

  物种   测定细胞亚区     刺激因素       钙信号特征    参考文献

拟南芥 细胞质 冷 ↑ 14

蓝光 ↑ 11

重力 ↑ 12

镧 ↑ 13

铝 ↑ 14

蔗糖 ↑ 15

谷氨酸 ↑ 16

氧化胁迫 ↑ 17

干旱 ↑ 18

渗透胁迫 ↑ 18

培养介质酸化 ↑ 13,14

培养介质碱化 ↑ 19

盐 ↑ 20

生长素 ↑ 13

胞外基质 干旱 ↑ 20

盐 ↑ 20

烟草 细胞质 风 ↑ 10

冷 ↑ 9

触摸 ↑ 9

热 ↑ 21

蓝光 ↑ 22

黑暗 ↑ 23

昼夜节律 ↑ 24

渗透胁迫 上升呈双峰 18,25

氧化胁迫 ↑ 26

脱落酸 ↑ 27

cA M P , c G M P ↑ 28

激发子 ↑ 9,29

Mastoparan ↑ 25,30

叶绿体 黑暗 ↑ 23

昼夜节律 ↑ 24

细胞核 渗透胁迫 ↑ 25

Mastoparan ↑ 30,31

大豆 细胞质 摆动 ↑ 32

激发子 ↑ 33,34

欧芹 细胞质 激发子 ↑ 35

　　cAMP: 环腺苷单磷酸; cGMP: 环鸟苷单磷酸; Mastoparan：

肥大(细胞)脱粒肽;↑指钙离子浓度升高。

而使后者发出荧光的现象。

3.1  cameleon的结构及其测钙原理  cameleon分子

是由能量供体——蓝色或蓝绿色荧光蛋白(BFP 或

CFP)、钙调素(calmodulin，CaM)、CaM 结合多

肽 M13 及能量受体——绿色或黄色荧光蛋白(GFP

或 YFP)融合而成的重组蛋白(图 2)。当细胞处于

静息状态时，分子中的两个荧光蛋白距离较远，

分别被特定波长的激发光激发而发射出相应波长的

荧光；当外界刺激引起钙离子浓度升高时， CaM

与 Ca2+ 结合而活化，进而结合分子内的 M13，从

而使两个荧光蛋白空间距离拉近。此时，在供体

荧光蛋白(BFP或CFP)受到特定波长荧光激发的条

件下，其发射出的荧光可进一步激发受体荧光蛋

白 (GFP 或 YFP)发出荧光，即发生 FRET 现象。

 3.2  cameleon在钙信号测定中的应用  1997年，

Tsien实验室首先构建了重组cameleon[36]。之后，

在动物系统中，它被转化入多种细胞中，广泛用

于不同刺激条件下细胞不同部位钙信号变化的检测

(表 2)[36~46]。重组 cameleon在植物中的应用起于

1999年，Allen等首次将重组cameleon2.1基因转

入模式植物拟南芥中，测定了无外界刺激时保卫

细胞胞质中钙离子的自主振荡，发现细胞外的高

钙、脱落酸(ABA)均能引起胞质钙离子浓度的瞬

时升高，但是不同刺激因素引起钙信号的变化模

式不同。即使对同一种刺激因素，不同气孔以及

同一气孔的两个单独的保卫细胞的反应也并不完全

一致[42]。这种重组cameleon测钙法使检测同一气

孔的两个保卫细胞各自的钙信号成为可能，从而

大大促进了保卫细胞钙信号的研究。随后在以转

图2  cameleon结构组成及其测钙原理[36]
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表2  cameleon在动植物细胞钙信号测定中的应用比较

  物种         细胞类型            表达部位              外界刺激                                  钙信号特征                 参考文献

动物 Hela 细胞 细胞质 组氨酸、 ATP 钙离子浓度迅速上升 36,37

海马细胞 核 组氨酸、A T P 钙离子浓度瞬时升高 37

Hela细胞 内质网 组氨酸、A T P 、毒胡萝卜素 在很短时间的延迟后，钙离子浓度下降 36

小鼠骨骼肌细胞 线粒体 神经刺激 升高并很快下降 38

Hela细胞 线粒体基质 组氨酸 钙离子浓度瞬时升高 39

内皮细胞 质膜 Ca 2 +、A T P 等 近质膜区钙波 40

胰腺 b 细胞 分泌泡 A T P 分泌泡内钙离子浓度升高 41

内皮细胞 衣被小窝 EGTA、Ca 2+、ATP、离子霉素等 胞内钙库调节的钙流入 40

植物 拟南芥保卫细胞 细胞质 A B A、细胞外高 C a 2 +、H 2O 2、 胞质钙离子浓度升高，钙振荡 42~4 6

低温、N a C l

cameleon基因的拟南芥保卫细胞为材料的胞内钙信

号研究中发现：A B A 、过氧化物、低温、胞外

高钙等刺激都是通过胞内钙信号的变化调节气孔关

闭的[43]。胞质钙信号通过短期钙反应关闭(short-

term calcium-reactive closure)和长期永久性关闭

(long-term steady-state closure)两种机制调节气孔

的关闭[44 ]。后来，有的报道表明：盐胁迫、低

温、H2O2等刺激也可引起细胞质钙信号的变化[44~46]。

相对于动物系统来说，cameleon在植物细胞钙信

号测定中的应用还有待进一步开拓，尤其是针对

不同生长发育阶段和外界刺激条件下的不同细胞类

型和不同细胞器中钙信号的检测(表 2)。

3.3  cameleon测钙的优点、不足和改进  与荧光指

示剂及水母发光蛋白测钙相比，cameleon测钙具

有更大的优越性：(1)测钙范围更广，可以检测

10-8~10-2 mol·L-1 的 Ca2+ 浓度变化；(2)荧光更强，

可长时间检测而不分解；(3)钙依赖的荧光反应可

逆，且无需其他辅助因子；(4)表达浓度不影响其

钙结合特性和测钙的灵敏度；(5)可定位于细胞器

中，不扩散，不渗漏。此种测钙方法以其独具

的优势引起植物细胞钙信号研究人员的关注，它

的应用将大大促进植物细胞钙信号的研究。

与其他测钙方法相比，cameleon虽然有诸多

优势，但其本身也有不足之处，主要为：(1)钙

结合后荧光信号变化幅度相对较小；( 2 ) 由于

F R E T 荧光供体和受体蛋白的光谱学特性，因

此，即使在不发生 FRET 的情况下，也会有部分

的背景荧光；(3)构成cameleon分子的大部分GFP

突变蛋白的荧光强度对 pH 敏感；(4)重组分子较

大，在某种程度上可能影响其定位效率。

针对cameleon 重组蛋白测钙中的不足之处，

对其进行的进一步改进主要集中在以下几方面：

(1)采用荧光强度更强、对 pH 更不敏感的 GFP 突

变蛋白[37]，以增强信号强度，避免细胞不同部位

中pH变化的影响。 (2)选择具有更高亲和力的钙调

素和结合肽对。例如，对钙调素的钙结合域进行

改进[37]或者选择亲和力更高的钙调素结合多肽[47]

以提高测定钙信号的灵敏度与准确性。 (3)连接不

同的信号肽将cameleon定位到更多的细胞特定区

域，以检测钙信号变化的时空特征。

4  展望

正是由于钙信号的复杂性和广泛性，通常要

从以下几个方面着手对其进行研究：它的来源、

浓度以及随时间变化的模式等[48]。理想的测钙方

法应该具有较大的安全性、较高的钙结合能力、

较强的灵敏度、较高的准确性和特异性(对钙的测

定不受其他因素如pH等的影响)以及能准确定位到

不同的细胞结构，从而精确地测定不同刺激条件

下钙离子浓度的时空特征。

在过去的30年间，对钙荧光指示剂的开发和

利用虽然已取得了巨大进展，已有众多的测钙方

法可应用于植物钙信号的研究，尤其是重组荧光

蛋白这种无损伤、简便而有效的测钙方法，解决

了钙信号研究中最难解决的细胞钙定位测定问题，

从而大大推动了植物钙信号研究的进程。但无论

是用水母发光蛋白，还是用cameleon测钙，都还

远远称不上完美，尚有待进一步改进。例如，迄

今为止，关于cameleon测钙的优点和不足还没有

作详细的方法学上的验证。另外，虽然有结果显

示在cameleon分子内的CaM和 M13会优先的彼此
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表3  植物中现有钙指示剂和理想钙指示剂的比较

   指示剂          荧光强度        　钙结合特性          细胞毒性    　定位    　是否对pH敏感                       检测

理想指示剂 强 特异性高，结合可逆 无 能 否 易检测

钙荧光指示剂 强 特异性好，结合可逆 低 多数不能 酸性环境下不敏感 单或双通道激光共聚焦显微镜

水母发光蛋白 弱 特异性好，结合可逆 无 能 否 生物发光检测仪

cameleon 强 特异性好，结合可逆 未测定 能 多数敏感，但cameleon- 双通道激光共聚焦显微镜、显微数

YC2.1 不敏感 字成像系统

结合[37]，但是众所周知，CaM 是植物信号转导网

络中的重要元件，事实上还需要更有力的证据证

明cameleon分子内的CaM不会干扰植物正常的信

号转导通路。再者，鉴于cameleon分子量较大的

特点，如何开发出分子量较小的检测钙信号的重

组荧光蛋白已成为一种需要。在动物体系中，虽

然现在也有用单个 GFP 突变蛋白和 CaM 分子构

建而成的新的测钙指示剂——Camgaroos [49]和

Pericams[50]，并且也已得到应用，但在植物系统

中的应用尚未见报道。从表 3 可见，植物中目前

应用的测钙指示剂与理想指示剂相比尚有这样或那

样的不足，但随着细胞生物学和分子生物学技术

的不断发展，相信不久的将来一定会有更多、更

理想的钙指示剂尤其是测钙重组荧光蛋白涌现出

来，它们的应用将有助于我们了解不同刺激条件

下，不同生长发育阶段植物细胞中的钙信号特

征。
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