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ABA 诱导的玉米保卫细胞胞质钙离子浓度的变化 

刘子会，张红梅，郭秀林
 

（河北省农林科学院遗传生理研究所/河北省植物转基因中心，石家庄 050051） 

 
摘要：【目的】以玉米第二真叶下表皮为材料，研究 ABA 诱导的保卫细胞胞质 Ca

2+
浓度的变化，并探讨 Ca

2+
来

源。【方法】通过数字激光共聚焦显微镜测定 ABA 诱导的胞质钙离子浓度变化，并通过异搏啶、EGTA[乙二醇双（2--

氨基）乙基醚-N,N,N’,N’四乙酸]药理实验探讨钙离子的来源。【结果】ABA 不能诱导所有的保卫细胞胞质钙离子浓

度的增加，而可被 ABA 诱导的保卫细胞中又表现了不同的钙离子浓度变化形式。异搏啶预处理后，不能改变保卫

细胞对 ABA 的反应，但 EGTA 预处理，则抑制了 ABA 诱导的胞质钙离子浓度升高。此外，气孔运动观察结果显示：

ABA 可以明显的诱导气孔关闭，但 EGTA、异搏啶的预处理延缓了 ABA 诱导的气孔关闭速度。【结论】ABA 作用下，

保卫细胞胞质 Ca
2+
浓度或不发生变化，或持续高浓度，或发生逐渐升高，形成不同的钙信号，最终造成气孔不同

步关闭；ABA 诱导的胞质钙离子升高主要源自胞外钙离子内流。 
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Fluctuation of Cytosolic Calcium in Maize Guard Cell             
Pairs Induced by ABA 

LIU Zi-hui, ZHANG Hong-mei, GUO Xiu-lin 

(Institute of Genetic and Physiology, Hebei Academy of Agriculture and Forestry Sciences/Plant Genetic Engineering Center of 

Hebei Province, Shijiazhuang 050051) 

 
Abstract: 【Objective】The change of cytosolic calcium concentration induced by ABA and the origin of calcium in maize 

pre-treated with EGTA and verapamil are measured. 【Method】 The changes of cytosolic calcium concentration were studied by 
confocal laser scanning microscopy, and the origin of calcium using EGTA or verapamil. 【Result】The addition of 50 µmol·L-1 ABA 
to guard cells did not elicit the increase, or gradual increase or sustained increase in [Ca2+]cyt, and showed that the guard cells 
displayed different sensitivity in response to ABA. Compared with ABA trials, ABA elicits no different reactions after pretreated with 
verapamil for 30 min, but the elevation of [Ca2+]cyt was suppressed after pretreated with EGTA. At the same time, the result of 
stomatal movements showed that ABA may obviously induce the closure of the stoma, and pre-treated with EGTA or verapamil, 
closure of the stoma induced by ABA was delayed. 【Conclusion】The various change of cytosolic calcium induced by ABA caused 
the asynchronous closure of stoma, and the increase of cytosolic calcium was mainly the result of influx of calcium.  
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0  引言 

【研究意义】在植物体内，Ca2+作为第二信使参

与了许多环境刺激引起的信号转导，目前已经发现多

种刺激因素，如机械刺激、低温、红光、植物激素、

真菌激发子、缺氧和水分胁迫等，作用于不同的植物

细胞，最初的反应几乎都是首先引起胞内 Ca2+浓度变

化[1]。【前人研究进展】植物细胞内，Ca2+分布是不

均匀的，静息细胞的 Ca2+浓度保持在 30～ 200 
nmol·L-1，处于一种比较稳定状态。细胞质内 Ca2+浓度

较低，小于或等于 0.1 µmol·L-1，而细胞壁、内质网和

液泡中 Ca2+浓度要比胞质高 2 个数量级以上（液泡

Ca2+浓度为 10-3 mol·L-1、质外体 Ca2+浓度为 10-4～10-3 
mol·L-1）。这些部位或细胞器称为细胞的钙库，胞外
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钙库是细胞壁，胞内钙库包括液泡、内质网、线粒体

等。研究表明：细胞受刺激后，胞质 Ca2+浓度有一个

短暂的、明显的升高[2]。胞质 Ca2+浓度增加，来源于

胞外和胞内钙库，胞外的 Ca2+可以顺化学势梯度通过

质膜上的 Ca2+通道进入细胞质，胞内 Ca2+也同样可通

过内膜上的 Ca2+通道进入胞质。【本研究切入点】植

物细胞在如此众多因素刺激下，都使用细胞内钙离子

作为第二信使，调节植物生长、发育、抗逆等生理反

应。为什么这种简单的离子变化能够调控如此多的生

理反应？对于干旱信号 ABA 的刺激，胞质钙离子又

是如何反应的呢？【拟解决的关键问题】笔者以玉米

为材料，通过数字激光共聚焦显微镜对保卫细胞胞质

钙离子浓度变化的跟踪测定，试图进一步揭示 ABA
在引起保卫细胞气孔关闭过程中的胞质钙离子变化特

征，同时对钙离子来源进行初步探讨。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  供试材料  玉米（Zea mays L.）杂交种郑单

958。 
1.1.2  玉米幼苗的培养  选取籽粒饱满的种子，用

0.1% HgCl2消毒 10 min，自来水反复冲洗，浸种 24 h
后置于 28℃恒温培养箱中催芽。芽长至 1 cm 时播种

于蛭石中，第二真叶完全伸展时取样。 
1.2  方法 

1.2.1  气孔开度的测定  撕取叶片下表皮，用毛笔

轻轻刷去残存的叶肉细胞，在 50 mmol·L-1 KCl（10 
mmol·L-1MES，pH 6.1）溶液中照光 90 min，使气孔

完全开放，再转入 50 µmol·L-1 ABA 或 ABA+EGTA，

ABA+异搏啶（10 mmol·L-1 MES，pH 6.1）溶液中，

在室内光照条件下，于处理 1 h 后观察、测量孔径；

每个表皮条取 5 个视野，每个视野测量 10 个气孔的孔

径。实验重复 3 次，取平均值。  
1.2.2  荧光染料的负载  选取生长良好的玉米第二

真叶，置于 MES 缓冲液中照光 2 h，使气孔开放。撕

取下表皮，置于 MES 缓冲液中，加入 fluo-3 AM
（molecular probes 产品，无水 DMSO 配母液）使终

浓度达 10 µmol·L-1，在 4℃细胞壁酯酶活性很低的情

况下，黑暗孵育 2 h 左右。 
1.2.3  测量保卫细胞[Ca2+]cyt 过程中的药剂处理方法  
孵育好的表皮条处理方法：（1）直接加入 50 µmol·L-1 
ABA 处理；（2）在 2 mmol·L-1 EGTA 溶液（10 mmol·L-1 
MES，50 mmol·L-1 KCl，pH 6.1）中避光放置 30 min，

再用 50 µmol·L-1 ABA 处理；（3）在 100 µmol·L-1异

博啶（10 mmol·L-1 MES，50 mmol·L-1 KCl，pH6.1）
中避光放置 30 min，再用 50 µmol·L-1 ABA 处理。 
1.2.4  数字离子测定仪记录玉米保卫细胞胞[Ca2+]cyt

的变化  处理好的表皮条置于显微镜下观察，荧光镜

下找到视野，用数字离子测定仪扫描，波长 484 nm 激

发，冷 CCD 接收，在 Time course 下记录不同区域的

荧光变化图像及数据。待扫出平稳曲线后（100 s 左

右），加入药剂处理，继续记录荧光变化图像及数据。

用 Excel 进行数据处理，作曲线图（每个处理至少 10
次重复）。 

2  结果与分析 

2.1  ABA 诱导的气孔孔径的变化 

ABA 能够诱导气孔关闭已经被众多试验所证实。

笔者的试验中以 50 µmol·L-1 ABA 处理玉米表皮时，

60 min 后，与对照相比，ABA 处理过的气孔孔径平均

为对照的 10%（图 1），但气孔孔径的变化并不是一

致的，统计显示，约 85%气孔完全关闭，约 12%气孔

孔径变小，接近 3%的气孔孔径无变化。 
 

 

 

图 1  ABA 诱导的玉米气孔关闭  
Fig. 1  Closure of stoma in maize induced by ABA  

 

由图 2 可以看出，EGTA+ABA，异搏啶+ABA 处

理玉米表皮后，都使气孔孔径变小，但与 ABA 处理

结果相比，EGTA+ABA、异搏啶+ABA 处理减缓了气

孔的关闭速度，处理1 h后，EGTA+ABA、异搏啶+ABA
处理的气孔平均孔径分别是 ABA 处理后孔径的 2 倍

和 1.5 倍。这说明 Ca2+（EGTA 可以螯合质外体的 Ca2+，

异搏啶是质膜钙通道的抑制剂，影响 Ca2+的内流）在

ABA 诱导气孔关闭中具有一定的作用。 
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图 2  EGTA、异搏啶抑制了 ABA 诱导的气孔关闭 
Fig. 2  EGTA, verapamil suppressed the closure of stoma 

induced by ABA 

 

2.2  保卫细胞[Ca2+]cyt的变化 
2.2.1  正常状态下保卫细胞[Ca2+]cyt 的变化  将装载

了 fluo-3 AM 的表皮条置于载玻片上，在数字激光共

聚焦下观察保卫细胞的荧光变化。在 10 min 之内玉米

保卫细胞相对荧光强度稳定，相对荧光强度变化仅发

生在±5%范围内（图 3）；图 7-Ⅰ显示了保卫细胞

[Ca2+]cyt变化过程中荧光变化图像。这说明在无外界刺

激时保卫细胞[Ca2+]cyt相对稳定。 
 

 
 
图 3  正常状态下保卫细胞[Ca

2+
]cyt的动态变化曲线 

Fig. 3  Dynamic curve of [Ca2+]cyt in guard cells in natural 

condition 

 

2.2.2  ABA 处理后保卫细胞[Ca2+]cyt变化  加入 ABA
观察测定。观察发现，加入 3 µl ABA 处理保卫细胞后，

少数保卫细胞荧光强度不发生变化，大部分细胞荧光

强度明显变强；相对荧光强度数据分析表明，约有 13%

的保卫细胞荧光强度在加入 ABA 后无明显的反应（图

4-a）；87%的保卫细胞荧光强度有明显的变化，而这

些保卫细胞对 ABA 的反应又表现出不同的特性，一

部分细胞在 ABA 处理后，相对荧光强度迅速升高，

200 s 后相对荧光强度达到 163%，600 s 内能维持此荧

光强度；另一部分细胞在 ABA 处理后，相对荧光强

度则逐渐缓慢升高，600 s 内荧光强度达到 124%。这

些结果暗示：玉米下表皮不同的保卫细胞对 ABA 的

敏感性存在差异，ABA 诱导的保卫细胞胞质[Ca2+]cyt

的变化呈现多样性（图 4-b，c，图 7-Ⅱ）。 
 

 
 
a：ABA 未引起保卫细胞[Ca2+]cyt 变化；b：ABA 引起保卫细胞胞质

[Ca2+]cyt 逐渐的升高；c：ABA 引起保卫细胞胞质[Ca2+]cyt 持续的升高 
a: The addition of ABA to guard cell pairs elicits no increase in [Ca2+]cyt; b: 
The addition of ABA to guard cell pairs elicits a gradual increase in [Ca2+]cyt; 
c: The addition of ABA to guard cell pairs elicits a sustained increase in 
[Ca2+]cyt 

 

图 4  50μmol·L-1
 ABA 处理后保卫细胞［Ca

2+
］cyt的变化 

Fig. 4  [Ca2+]cyt changes in guard cell pairs challenged with 50 

µmol·L-1 ABA 

 

2.2.3  钙通道抑制剂异搏啶对保卫细胞[Ca2+]cyt 的影

响  异搏啶为 Ca2+通道的抑制剂，一般应用此抑制剂

处理细胞来观察胞质钙离子升高过程中是否存在钙离

子内流问题。本试验中异搏啶预处理玉米表皮条后，

荧光强度图像显示，ABA 仍能诱导保卫细胞的荧光强

度增强，与单独 ABA 处理结果相同（图 7-Ⅲ）；相

对荧光强度数据结果显示，异搏啶预处理后，ABA 诱

导的保卫细胞相对荧光强度的变化仍存在 3 种形式：

（a）少数保卫细胞荧光强度无明显变化，仅有微小振

荡；（b）加入 ABA 后，300 s 内相对荧光强度达到

122%，并且 600 s 内能够维持此荧光强度；（c）加入

ABA 后，荧光强度逐渐升高，600 s 内相对荧光强度
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达到 132%（图 5）。这些结果说明：异搏啶预处理未

影响到 ABA 诱导的保卫细胞胞质[Ca2+]cyt 的变化形

式，但却造成其[Ca2+]cyt的升幅减小。 
 

 
 
a：异搏啶预处理后， ABA 未引起保卫细胞[Ca2+]cyt 变化；b：异搏啶

预处理后，ABA 引起保卫细胞胞质[Ca2+]cyt 持续的升高；c：异搏啶预

处理后， ABA 引起保卫细胞胞质[Ca2+]cyt 逐渐的升高 
a: ABA elicits no increase in [Ca2+]cyt in guard cell pairs after pretreated 
with verapamil for 30 min; b: ABA elicits a sustained increase in [Ca2+]cyt in 
guard cell pairs after pretreated with verapamil for 30 min; c: ABA elicits a 
gradual increase in [Ca2+]cyt in guard cell pairs after pretreated with 
verapamil for 30 min 

 
图 5  异搏啶预处理 30 min 后 ABA 诱导保卫细胞[Ca

2+
]cyt的

变化 
Fig. 5  ABA elicits [Ca2+]cyt change in guard cell pairs after 

pretreated with verapamil for 30 min 
 
2.2.4  EGTA对保卫细胞[Ca2+]cyt的影响  EGTA 作为

二价阳离子的螯合剂，可以很好的螯合细胞壁及质外

体的钙离子。当用 ABA 处理表皮条时，可使保卫细

胞[Ca2+]cyt增加，但是 ABA 处理以前，用 EGTA 预处

理玉米表皮条 30 min，ABA 诱导的保卫细胞荧光强度

增加完全被抑制，其荧光强度变化曲线近乎一条直线

（图 6，图 7-Ⅳ）。这说明 EGTA 螯合了胞外钙离子，

ABA 引起的保卫细胞[Ca2+]cyt 升高受到抑制，暗示

[Ca2+]cyt升高过程中钙离子可能主要来源于胞外。 

3  讨论 

3.1  ABA 诱导的气孔关闭与保卫细胞［Ca2+］cyt升高 

钙离子作为第二信使，在植物细胞中调控着许多

生理过程，如气孔关闭、植物趋向性生长、花粉管生

长、某些基因的表达及一些依赖钙离子的酶的活性变

化。本试验中，50 µmol·L-1 ABA 处理后，保卫细胞

[Ca2+]cyt 对其反应出不同的敏感性：部分细胞对 ABA
不敏感，而对 ABA 敏感的保卫细胞中，其[Ca2+]cyt 变

化又表现出不同的动态曲线。在气孔运动观察过程中，  

 

 

图 6  EGTA 预处理 30 min 后 ABA 不能诱导保卫细胞[Ca
2+
]cyt

的升高 

Fig. 6  ABA elicits no increase in [Ca2+]cyt of guard cell pairs 

after pretreated with EGTA for 30 min 

 
不同的气孔对 ABA 的反应也表现出不同，ABA 处理

后，大部分气孔关闭，少数气孔仍然开放。McAinsh
在 1990 年就已证实保卫细胞[Ca2+]cyt 升高先于 ABA
诱导的气孔关闭[3]。那么这就暗示：不同保卫细胞

[Ca2+]cyt 对 ABA 的不同变化模式可能造成了气孔对

ABA 反应的差异，ABA 处理后，[Ca2+]cyt无明显变化

的保卫细胞，气孔不关闭；ABA 处理后，[Ca2+]cyt 升

高（无论哪种形式的升高），气孔关闭。对于同一刺

激为什么植物会表现出不同的 [Ca2+]cyt 变化呢？

Trewavas 的解释是：叶片上的保卫细胞不是同步发育

完成的，每一个保卫细胞发生的时间，以及在发育过

程中遇到的外界环境都与其它细胞不同，所以每个成

熟的气孔保卫细胞都含有其独有的信号转导蛋白组成

方式，并采用其特有的方式感受外界刺激，并作出反

应。因而，即使同一刺激笔者也可以看到不同的 Ca2+

信号。虽然在某些气孔保卫细胞内 ABA 不能诱导钙

信号的产生，但是这些细胞并不是终生不会产生，它

们将最终“学会”使用钙信号，并“记住”如何对付

外界的环境变化，产生相应的钙信号，即在细胞发育

过程中乃至成熟之后，细胞状态总是随着外界环境条

件的改变，被迫进入新的、使用钙信号的状态，以提

供充足的信息，激发气孔关闭[4]。 
3.2  ABA 诱导［Ca2+］cyt变化过程中 Ca2+的来源 

Ca2+信号可以直接由胞外钙离子内流产生，也可

由胞内钙库释放产生，还可以两方面共同作用形成

Ca2+信号。目前研究中，探索[Ca2+]cyt升高的 Ca2+来源

问题，人们大多选用药理学试验。目前试验中花粉管 
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图 7  保卫细胞[Ca
2+
]cyt荧光变化图像 

Fig. 7  Image of [Ca2+]cyt in guard cell pairs 

 

（Franklin-Tong）的生长[5]，缺氧[6]、冷击[7]过程中的

胞质 Ca2+变化主要是胞内 Ca2+库的 Ca2+释放。而在目

前为止的植物防卫反应中，所有的试验结果则都表明

胞外钙离子发挥了重要作用。比如，大豆[8]、胡萝卜[9]

和烟草[10]中，胞外钙离子的降低，使植保素合成受到

部分抑制。而在冷刺激、干旱、缺氧和盐胁迫的条件

下诱发的[Ca2+]cyt的升高，主要来源是胞外钙离子内流

和胞内钙库钙离子的释放共同作用造成的[7,11~14]。现在

由于膜片钳技术的发展，人们可以更直接的检测质  
膜钙通道的电流特征，更深入的研究钙信号产生、调

控[15~17]。 
本文试验结果表明，当用 50 µmol·L-1 ABA 处理

玉米下表皮保卫细胞时，可诱导大多数保卫细胞

[Ca2+]cyt升高。异搏啶预处理 30 min 后，ABA 诱导的

[Ca2+]cyt 升高仍能发生，与未用异搏啶处理过的 ABA
诱导的[Ca2+]cyt 相比，[Ca2+]cyt 的变化形式未变，但升

高幅度却有降低。对此存在两种可能性：ABA 诱导的

[Ca2+]cyt升高，Ca2+可能来源于胞内钙库的 Ca2+释放，

或质膜钙通道对异搏啶不敏感，因而异搏啶不能完全

抑制胞外 Ca2+的内流。对此又以 2 mmol·L-1 EGTA 预

处理玉米表皮条 30 min 进一步试验，结果显示，EGTA
抑制了 ABA 诱导的[Ca2+]cyt 升高，这暗示 ABA 诱导

的[Ca2+]cyt升高可能主要是胞外钙离子内流造成的，同

时也间接说明质膜钙通道对异搏啶不敏感，因而还需

进一步研究（其它钙通道试剂或膜片钳技术），但本

文的试验结果可以初步断定：50 µmol·L-1 BA 诱导的

[Ca2+]cyt 升高主要源于胞外钙离子的内流。这虽与

Wood 的报道结果不同[18]，但由于[Ca2+]cyt产生的复杂

性，也许 ABA 浓度的不同或者试验材料的不同都会

造成保卫细胞[Ca2+]cyt 变化时钙离子来源和动态变化

的不同。  

4  结论 

ABA 诱导下，约 13%玉米保卫细胞［Ca2+］cyt不

发生变化，约 87%的保卫细胞［Ca2+］cyt 发生了变化，

但保卫细胞［Ca2+］cyt 的变化表现出持续高钙离子浓

度和逐渐升高钙离子浓度两种形式； 正是由于 ABA
诱导的保卫细胞［Ca2+］cyt 的多种变化形式，产生了

不同的“钙信号”，最终造成了 ABA 处理下气孔的

不同步关闭；同时，ABA 诱导的［Ca2+］cyt升高过程

中钙离子可能主要来源于细胞外。 
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