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小麦离体表皮上气孔对若干关键生理因子的应答反应
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摘要: 构建了气孔分析箱系统, 对离体小麦下表皮进行钾离子、pH值和ABA浓度处理, 观察拥有亚铃形保卫细胞的气孔如

何应答不同生理因子, 并与拥有肾形保卫细胞的拟南芥气孔进行了比较。结果表明, 小麦和拟南芥的气孔开度均在钾离子

浓度100 mmol·L-1
时最大, 在0 mmol·L-1

时最小; 小麦在pH值6.2时气孔开度最大, 在pH值5.5时最小, 而拟南芥在pH值5.8时气

孔开度最大, 在pH值7.0时最小; ABA处理后, 小麦和拟南芥的气孔开度均随ABA浓度增加而变小。此外, 小麦气孔对上述

生理因子的应答幅度明显大于拟南芥, 钾离子导致小麦气孔开度最大值比最小值增加了284.99%, 而拟南芥仅增加35.25%, 
pH值使得小麦和拟南芥的气孔开度分别增加94.54%和33.30%, 施加ABA后气孔开度则分别减小81.4%和56.78%。
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Abstract: A stomatal bioassay system has been set up to analyze stomatal responses of detached epidermal strips 
in wheat with dumbbell-shaped guard cells to K+, pH and ABA in comparison with those of Arabidopsis with 
kidney-shaped guard cells. The results showed that the stomata of both wheat and Arabidopsis open following 
the application of KCl and approached to the largest level under 100 mmol·L-1. There were slightly different in 
terms of stomatal responses to pH. Stomatal aperture of wheat reached to the maximal level in pH 6.2 and the 
minimal stomatal aperture in pH 5.5 while the values in Arabidopsis were pH 5.8 and pH 7.0, respectively. Sto-
mata of both wheat and Arabidopsis came to close as ABA concentration increased. In addition, alteration range 
of stomata aperture in wheat was significantly wider than those in Arabidopsis. Compared the maximal stomatal 
aperture with the minimal, K+ caused 284.99% and 35.25% of increase in wheat and Arabidopsis, respectively. 
Those values were 94.54% and 33.30% of increase for pH while 81.4% and 56.78% of decrease for ABA.
Key words: wheat; physiological factors; detached epidermal strips; guard cell forms

植物体的表面分布着许多气孔, 他们都由两个

保卫细胞围成, 是植物体与周围空气进行气体交换

的通道(Hetherington 2001)。CO2通过气孔被植物

体固定, 提供植物体生长发育必需的碳源, 水分通

过气孔散失到空气中, 保持水分平衡, 促进溶解水

中的营养成分在植物体运输(Bunce 2004), 控制CO2

的吸收和水分的散失, 从而参与植物的抗逆应答等

一系列生物学过程。为揭示气孔在不同生理因子

下的应答反应, 已构建了气孔开度研究的方法, 包
括气孔开度间接检测和直接检测法(Darwin和Pertz 
1911; Knight 1915; Lloyd 1908), 两种方法有很好的

可比性(Ashby 1931)。离体叶片法是直接测量法中

的代表性方法, 最早由Lloyd (1908)首次采用, 此后

在大量研究中被采用, 并且逐渐完善起来。

离体叶片法中较常用的植物材料是双子叶植

物蚕豆和单子叶植物鸭跖草(Fischer和Hsiao 1968; 
Willmer和Mansfield 1969), 随着拟南芥测序工作的



植物生理学报650

开展, 越来越多的研究以拟南芥为研究材料(Arm-
strong等1995; Webb和Hetherington 1997)。小麦、

玉米和水稻等粮食作物中, 气孔开度的变化主要

通过测定蒸腾速率或气孔导度等来间接推测(Brag 
1972; Raschke 1970; Huang等2009)。较早采用离

体叶片法研究的粮食作物是玉米, 但是所用的反

应体系还不完善(Desai 1937; Raschke和Fellows 
1971)。小麦和水稻目前还未见相关的报道。鉴于

此, 本研究拟采用离体叶片法, 直接测量小麦气孔

在不同生理因子的开度。研究表明, 钾离子在保

卫细胞的跨膜流动, 会影响细胞的膨压, 促进气孔

运动(Schroeder等1984); 不同类型缓冲液, 导致气

孔张开的适宜pH值不同, pH值可能通过影响细胞

壁的弹性, 参与气孔运动的调控(Small和Maxwell 
1939; Bittisnich等1987); 植物逆境激素脱落酸

(ABA)会促进气孔的关闭(Kriedemann等1972; 
Zhang等1987; Yoshida等2014)。因而, 选定在植物

气孔运动中起关键作用的生理因子钾离子、pH值

和ABA进行处理, 并与模式植物拟南芥进行比较, 
为深入研究小麦气孔的功能提供理论基础。

材料与方法

1  实验材料

采用的植物材料是小麦(Triticum aestivum 
Linn.)品种‘豫18’和拟南芥野生型Col-0。小麦种植

环境中光照时间为14 h·d-1, 空气相对湿度为50%, 
温度25 ℃。用全Hoagland培养液(3.26 g霍格兰德

粉末溶解到2 L蒸馏水中, 用3 mol·L-1 KOH将pH调

至6.0)水培, 长至三叶期(10~18 d)使用。拟南芥种

植的环境中光照时间为10 h·d-1, 空气相对湿度为

75%, 温度22 ℃。培养4周的植株即可用于实验。

2  气孔生物分析箱

气孔分析箱(图1)由7部分组成: CO2滤除空气

供应系统、气体导流箱、样品托盘、箱体、光学

显微镜、电脑及联控软件、光闸。通过气孔分析

箱将滤除CO2的空气吹入装有培育液的培养皿中, 
促进培养皿中植物叶片下表皮气孔的张开。采用

本气孔生物分析箱, 小麦和拟南芥下表皮的气孔

可在光照下大幅张开(图2)
3  生理实验的准备和施加

100 mmol·L-1 K+培育液: 1.066 g MES (10 

mmol·L-1)和3.728 g KCl (100 mmol·L-1)溶于无菌水

至500 mL, 用3 mol·L-1 KOH调至pH 6.2, 冷藏保存

于4 ℃冰箱。

保存液: 1.066 g MES (10 mmol·L-1)溶于无菌

水至500 mL, 用3 mol·L-1 KOH调至pH 6.2, 冷藏保

存于4 ℃冰箱。

3.1  K+浓度对小麦和拟南芥气孔的影响

配制含有不同浓度(0、50、100和150 mmol·L-1)
钾离子的培育液各500 mL, MES量同上, pH值调到

6.2 (1.066 g MES, 溶于无菌水至500 mL, 用3 
mol·L-1 KOH调至pH 6.2, 4 ℃冰箱冷藏保存)。做

实验前将各浓度培育液取出15 mL分别倒入标好

各浓度的培养皿中, 放入气孔分析箱中, 将种植小

麦的第一片叶剪下, 切成1 cm左右的叶段, 然后剥

离其下表皮放入保存液中, 使下表皮浮于保存液

表面, 并展开。提前30 min向不同钾离子浓度的培

育液吹入滤除CO2的空气, 然后将表皮条转入, 培
育3 h (光照强度810 μmol·m-2·s-1, 20 ℃)促进气孔张

开, 拟南芥实验方法同小麦。利用尼康NIS Ele-
ments软件测量30个气孔的气孔开度(随机挑选不

包括D型或有损伤的细胞), 通过Sigmaplot软件进

行分析和作图。该试验至少重复3次。

3.2  pH值对小麦和拟南芥气孔的影响

配置不同pH值(5.5、5.8、6.2和7.0)的培育缓

冲液(1.066 g MES, 无酸水合物, 溶于无菌水至500 
mL, 用3 mol·L-1 KOH调pH, 4 ℃保存)和与之同pH
值的培育液(1.066 g MES, 无酸水合物, 3.728 g 
KCl溶于无菌水至500 mL (100 mmol·L-1), 用3 
mol·L-1 KOH调pH, 4 ℃保存)然后进行实验, 拟南

芥实验方法同小麦。

3.3  ABA浓度对小麦和拟南芥气孔的影响

先利用含100 mmol·L-1 KCl和10 mmol·L-1 
MES (pH 6.2)的培育液促进小麦及拟南芥叶片气

孔打开, 方法同3.1节, 然后将表皮条分不同时段转

移至对照和ABA处理(0、10和100 μmol·L-1)的培育

液中培育2 h (光照强度810 μmol·m-2·s-1, 温度20 ℃)
处理后进行观察, 拟南芥实验方法同小麦。

实验结果

1  小麦和拟南芥气孔开度对K+的应答

实验结果表明小麦与拟南芥的下表皮气孔开
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图1  气孔生物分析箱系统组件

Fig.1  Components of stomatal bioassay system

图2  小麦和拟南芥的气孔开闭

Fig.2  Open and closed stomata in wheat and Arabidopsis
A、B: 小麦; C、D: 拟南芥。
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度对不同的K+浓度的应答趋势相近(图3)。K+浓度

从0升到50 mmol·L-1, 小麦与拟南芥气孔平均开度

分别增加213.56%与26.64%; K+浓度从50 mmol·L-1

升到100 mmol·L-1时小麦和拟南芥气孔开度分别增

加22.78%和6.80%; K+浓度从100 mmol·L-1升到150 
mmol ·L-1时 ,  小麦和拟南芥气孔开度分别减少

22.84%和14.3%; 当K+浓度处于100 mmol·L-1时, 拟
南芥和小麦气孔开度都呈现最大, 与0 mmol·L-1相

比, 气孔开度分别增加284.99%和35.25%, 此时拟

南芥气孔开度小于小麦气孔开度。因而, 尽管小

麦与拟南芥气孔对K+的应答趋势相近, 小麦的气

孔开度变化幅度明显高于拟南芥。

常接近(图5)。研究结果表明, ABA浓度从0增加到

10 μmol·L-1时, 小麦和拟南芥气孔开度分别减少

54.85%和34.34%; ABA浓度从10 μmol·L-1增加到100 
μmol·L-1时, 小麦和拟南芥的气孔开度分别减少

58.19%和34.18%, 对比未加ABA时最大的气孔开度

到施加100 μmol·L-1 ABA时的最小平均开度, 小麦

和拟南芥叶片下表皮气孔开度分别减小81.4%和

56.78%。上述结果表明, 随着ABA浓度的增大, 拟
南芥气孔开度和小麦气孔开度均呈现下降趋势。但

小麦气孔比拟南芥气孔对ABA的应答幅度更大。图3  K+浓度对小麦和拟南芥气孔开度的影响

Fig.3  Effects of K+ on the stomatal aperture in wheat and 
Arabidopsis

图4  pH值对小麦和拟南芥气孔开度的影响

Fig.4  Effects of pH on the stomatal aperture in wheat and 
Arabidopsis

图5  ABA浓度对小麦和拟南芥气孔开度的影响

Fig.5  Effects of ABA on the stomatal aperture in wheat and 
Arabidopsis

2  小麦和拟南芥气孔开度对pH值的应答

小麦与拟南芥气孔开度对不同的pH值的应答

趋势不尽相同(图4), 小麦气孔开度对不同pH值的

反应仍然比拟南芥显示的更剧烈, 在4个不同的pH
值中, 从5.5到5.8时小麦和拟南芥气孔开度呈上升

趋势, 分别增加56.89%和10.82%; 从5.8到6.2时, 小
麦气孔开度增加24.00%, 而拟南芥气孔开度开始

呈现下降趋势, 减小3.56%; 从6.2到7.0时, 小麦和

拟南芥气孔开度呈下降趋势, 分别减少33.34%和

22.22%。小麦气孔开度在pH 6.2时最大, pH 5.5时
最小, 而拟南芥气孔开度在pH 5.8时最大, pH 7.0时
最小。pH值导致小麦和拟南芥气孔开度的最大变

化幅度分别为94.54%和33.30%。

3  小麦和拟南芥气孔开度对ABA的应答

小麦和拟南芥气孔开度对ABA应答的趋势非

讨　　论

气孔是植物与周围环境进行气体交流的通道, 
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由两个保卫细胞围成, 气孔的开度大小由保卫细

胞所处的内外环境信号共同决定, 决定植物在不

同环境条件下的生长发育状态(Fairley-Grenot和
Assmann 1993)。各种环境因子会在保卫细胞外形

成不同的生理条件, 影响保卫细胞的膨压, 乃至气

孔开度(钱宝云和李霞2013)。不同物种的气孔复

合体结构不同, 小麦保卫细胞呈哑铃型, 而拟南芥

保卫细胞呈肾形(图2)。目前对拥有肾型保卫细胞

的拟南芥气孔ABA信号通路的研究较深入: 发现

细胞质中的ABA受体PYR1/RCAR结合ABA, 形成

ABA-PYR/RCARs-PP2C复合体(Ma等2009; Merilo
等2013), 降低了PP2C磷酸酶对OST1蛋白激酶的

抑制(Yoshida等2006; Vlad等2009; Lee和Luan 
2012), OST1蛋白激酶通过磷酸化级联反应,导致保

卫细胞失水, 气孔开度变小(Vahisalu等2010; Lee等
2009)。而小麦等拥有哑铃型保卫细胞的植物的相

关研究进展缓慢。

综上所述, 小麦与拟南芥对生理因子的应答

反应相似, 但小麦因具有哑铃形的保卫细胞, 在不

同生理因子处理下, 气孔开度的变化幅度较大, 表
明小麦气孔的调控更加精细和有效。由于气孔结

构对植物生长发育的重要性, 哑铃形保卫细胞出

现有可能是小麦进化史上一个重要过程。本研究

中建立了气孔应答生理因子的研究体系, 对小麦

和拟南芥的气孔开度随生理因子的变化进行了分

析。发现两种类型的气孔在不同K+浓度、pH值、

ABA浓度处理下响应规律相近 ,  但也有不同之

处。拟南芥和小麦叶片下表皮气孔对不同梯度K+

浓度有相似的应答反应, 气孔开度表现为先增大

后减小, K+浓度大于100 mmol·L-1后, 气孔开度减小

(图3), 这与Fischer等(1968)在蚕豆上的研究结果相

一致; 拟南芥叶片的气孔较小麦叶片气孔更适宜

在偏酸性的环境下打开, 而小麦叶片气孔则适合

偏中性环境下打开(图4), 表明导致最大气孔开度

的pH值在不同物种间相差较大, 这与Small和Max-
well (1939)的结果相近; ABA是植物应答逆境胁迫

而合成的逆境激素, 本研究中小麦和拟南芥气孔

开度在ABA处理后均减少, 但小麦气孔开度的变

化幅度更大(图5)。
本研究结果表明, 与拥有肾形保卫细胞的拟

南芥相比, 拥有哑铃形保卫细胞的小麦在应答生

理因子时变化幅度更大, 气孔的调控更精细, 这可

能与哑铃形气孔复合体中副卫细胞的功能密切相

关(Raschke和Fellows 1971; Edwards等1976)。从进

化学的角度来看, 气孔发生于4亿年前(Raven 2002), 
哑铃形和肾形保卫细胞的形态差异是如何进化, 保
卫细胞的形状在进化上的意义有待探讨。此外, 本
研究采用的方法也适用于对其他生理因子, 例如, 
钙离子、过氧化氢和一氧化氮(NO)等的气孔应答

研究, 对于水稻和高粱等粮食作物的相关研究也有

很好的借鉴意义, 因而有广阔的应用前景。
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