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0 引言

Ca2+在植物细胞信号转导过程中起着重要作用[1]，

在植物受到生物和非生物胁迫以及激素刺激时，胞内

游离钙离子浓度（[Ca2+]cyt）就会升高[2]。茉莉酸（JA）被

公认为是一种植物逆境激素[3]，调节植物的生长发育

和各种胁迫反应[4]。利用 JA生物合成突变体 spr22及

JA反应突变体 jai21的研究表明，JA及其衍生物可作

为长距离传输信号分子[5]。当拟南芥叶细胞受 JA刺激

时其胞内钙离子浓度会升高，胞外Ca2+参与了 JA诱导

的钙动员[6-7]。

IP3（Inositol trisphosphate）受体由四个相同的亚基

组成，每一亚基上至少存在一个 IP3结合位点和一个

Ca2+结合位点。而 IP3受体上有激活和抑制两种不同作

用的Ca2+结合位点[8]。肝素是胞内 IP3受体的抑制剂，

可抑制 IP3诱导的胞内Ca2+向胞质的流动[9]。Sun[7]等通

过采用不同类型离子通透性抑制剂（nifedipine 和肝

素）对拟南芥叶细胞的处理，说明 nifedipine敏感的钙

离子通透性通道参与了 JA诱导的钙动员，肝素可降低
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摘 要：以低温导入法将钙离子荧光探针 Fluo-3/AM 导入拟南芥叶片细胞中，利用 LAS AF（Leica

Application Suite-Advanced Fluorescence）软件记录肝素对茉莉酸（JA）诱导的胞内钙离子荧光强度的变

化。结果显示，经不同浓度的肝素预处理后，拟南芥叶细胞中胞内钙离子的荧光强度降低，再用

100 μmol/L JA处理时，其荧光强度升高，但仅与未经肝素处理的荧光强度相当。实验证明，肝素预处理

可抑制 JA诱导的胞内钙离子浓度的升高。
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Abstract: Arabidopsis thaliana leaves were labeled by fluorescent probe Fluo-3/AM under low temperature at
4℃ to measure the fluorescent intensity of intracellular Ca2 + which was pretreated with heparin on jasmonic
acid (JA)-induced. The results showed that the fluorescent intensity of [Ca2 + ]cyt was reduced after pretreated
with different concentration of heparin, and then treated with 100 μmol/L JA, the fluorescent intensity of
[Ca2 + ]cyt was close to the fluorescent intensity which was not pretreated with heparin. The experiment showed
that the pretreatment with heparin could inhibit the increase of the intracellular Ca2+ concentration significantly
which JA-induced in leaves of Arabidopsis thaliana.
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JA诱导的胞内钙离子的荧光强度。本实验以拟南芥

叶片为材料，通过低温导入法将钙离子荧光探针

Fluo-3/AM装载到叶细胞中，利用激光扫描共聚焦显

微技术检测 IP3敏感的钙离子通透性通道对 JA诱导的

拟南芥叶细胞Ca2+动员的影响，并为进一步探究 JA诱

导的Ca2+动员在 JA信号传导网络中的作用及其分子

机制奠定了基础。

1 材料和方法

1.1 实验材料、仪器与试剂

本研究以拟南芥（Arabidopsis thaliana ecotype

Columbia）为实验材料，所用到的主要实验仪器及试剂

有钙离子荧光探针 Fluo-3/AM、激光扫描共聚焦显微

镜（Leica SP5）、茉莉酸（Sigma公司产品）、肝素、MS培

养基（按常规方法配制）。

1.2 实验方法

1.2.1 无菌播种 拟南芥种子用75%乙醇表面消毒30 s

后，用 10%次氯酸钠消毒 10 min，再用无菌水洗 3次，

播种于MS固体培养基上。于16 h 光照（26℃），8 h黑

暗（22℃）光周期下培养。

1.2.2 探针低温导入 取生长10天左右的拟南芥，将其

叶片切成约 2~3 mm宽的细条放入新鲜的MS液体培

养基中，加入 1 mmol/L 的 Fluo-3/AM（无水 DMSO 溶

解）至终浓度为 20 μmol/L，DMSO终浓度约为 1%（v/

v）。混匀后于 4℃避光放置 2 h，再用MS洗 2~3次，于

室温下避光放置2 h后可于激光扫描共聚焦显微镜下

观察。

1.2.3 肝素及 JA 处理 将经过低温装载 Fluo-3/AM后

的拟南芥叶片分别经10 ng/mL、50 ng/mL及100 ng/mL

肝素处理 1 h，再用 100 μmol/L JA进行处理并立即于

激光扫描共聚焦显微镜下进行观察和记录。以不作任

何处理的材料为对照，每次实验至少重复6次。

1.2.4 激光扫描共聚焦显微镜观察 经过处理的拟南芥

叶细胞以氩激光激发波长488 nm，发射波长514 nm进

行扫描，记录细胞中钙离子的荧光强度随时间变化的

图像和数据。以图像和数据记录经肝素和 JA处理后

的胞质Ca2+荧光强度的变化和时间曲线。

2 结果与分析

2.1 叶细胞染色结果及 JA处理后Ca2+荧光强度变化

培养 10 天的拟南芥叶片切成细条后放入含

20 μmol/L Fluo-3/AM 的 MS 营养液中，4℃低温装载

2 h后，用新鲜的不含Fluo-3/AM的MS洗两次，然后再

将其放入不含Fluo-3/AM的新鲜MS营养液中，25℃放

置 2 h，在激光扫描共聚焦显微镜下观察。如图 1 所

示，装载钙离子荧光探针Fluo-3/AM的拟南芥叶细胞

结构清晰，内有明亮的绿色荧光。在扫描过程中未出

现荧光猝灭现象，图像采集过程中拟南芥叶细胞稳定

无变化，荧光强度无明显差异。当用100 μmol/L JA处

理装载Fluo-3/AM后的拟南芥叶细胞时，叶细胞内的

荧光由暗逐渐变亮（图2），荧光强度升高，且图像采集

过程中叶细胞稳定。

图片右下角的数字分别表示拟南芥叶细胞经装载Fluo-3/AM后的图像采集的时间（min）。右侧的色柱是采用伪彩的色阶标尺，黑色代表荧光强度的

最小值0，绿色代表最大值255。下同

图1 4℃装载Fluo-3/AM的拟南芥叶细胞[Ca2+] cyt荧光观察
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2.2 肝素对 JA诱导的叶细胞内[Ca2+]cyt变化的影响

肝素为胞内 IP3受体的抑制剂，可抑制 IP3诱导的

胞内钙库中Ca2+向胞质的释放。经装载Fluo-3/AM的

拟南芥叶细胞，用 10 ng/mL、50 ng/mL 及 100 ng/mL

肝素预处理 1 h后，在激光共聚焦显微镜下观察。如

图 3所示，经肝素预处理的拟南芥叶细胞基态荧光较

弱，荧光强度较未用肝素处理的细胞低。图像采集过

程中，叶细胞稳定，荧光强度无明显差异。经肝素预

处理后的叶细胞，再用 100 μmol/L JA刺激时，细胞的

基态荧光开始变亮，钙离子荧光强度缓慢增强

（图4）。

如图5所示，拟南芥叶细胞经10 ng/mL、50 ng/mL

及 100 ng/mL肝素预处理后，胞内游离钙离子荧光强

度均比未经处理的降低，经不同浓度肝素预处理后，再

用100 μmol/L JA刺激时，其胞内钙离子荧光强度逐渐

升高且趋于稳定，这时与未经肝素处理的对照细胞的

荧光强度相当，不及单独用 JA刺激时的叶细胞内钙离

子的荧光强度高。拟南芥叶细胞经三个不同浓度的肝

素处理后的胞内Ca2+荧光强度下降的幅度无明显差

异，且用100 μmol/L JA刺激三者上升的幅度也无明显

变化（p<0.05），因此，本文仅列出了10 ng/mL肝素处理

图(图3、图4)。

图片右下角的数字分别表示叶细胞加入100 μmol/L JA刺激后图像采集时间（min）。

图2 100 μmol/L JA处理对拟南芥叶细胞[Ca2+] cyt的影响

图片右下角的数字分别表示叶细胞经10 ng/mL肝素处理后图像采集的时间（min）。

图3 10 ng/mL肝素预处理对拟南芥叶细胞[Ca2+] cyt的影响
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3 结论与讨论

实验过程中采用Ca2+荧光探针Fluo-3/AM在低温

下标记拟南芥叶细胞[10-11]，显著增加了Ca2+通过质膜的

内流，且用激光扫描共聚焦显微镜技术准确测定细胞

内[Ca2+]cyt水平的变化。当植物遭受缺氧、冷激、干旱

及盐胁迫时会引起胞内[Ca2+]cyt水平的升高 [12-15]，这既

包括胞内钙库中钙离子的释放也包括质外体钙离子

的流入 [16]。zhang[17]，Blume[18]等的实验结果证实装载

Fluo-3/AM 引起[Ca2 +]cyt水平的升高不是由低温引起

的，低温引起的[Ca2+]cyt水平的升高只是瞬时的，随着温

度的升高这种现象即可逆转。因此，实验中采用的探

针标记方法可完全排除低温对[Ca2+]cyt水平的影响。在

图像采集过程中经Fluo-3/AM装载后的拟南芥叶细胞

稳定且荧光无明显差异，用 100 μmol/L JA刺激时，荧

光强度随着处理时间的变化逐渐升高，在加入 8 min

时荧光强度达到最高，随后开始缓慢下降且趋于稳

定。这证实了孙清鹏[19]的实验结果，说明 JA能诱导胞

内钙离子荧光强度的升高。

肝素作为胞内 IP3受体的抑制剂，可抑制 IP3诱导

的胞内钙库中Ca2+向胞质的释放。实验过程中采用三

个不同浓度（10 ng/mL、50 ng/mL及100 ng/mL）的肝素

预处理后，拟南芥叶细胞中钙离子的基态荧光强度均

降低，说明肝素预处理降低了细胞内钙离子的荧光强

度。当加入100 μmol/L JA时，其胞内钙离子荧光强度

立即升高，但仅与未经肝素处理的荧光强度相当，这说

明肝素预处理抑制了 JA诱导的胞内钙离子荧光强度

的增加。由此可知，肝素既可抑制细胞内[Ca2+]cyt水平

的升高，也可抑制 JA诱导的胞内[Ca2+]cyt水平的升高。

以上分析说明，IP3敏感的胞内钙库抑制剂肝素可抑制

JA诱导的[Ca2+]cyt升高，IP3敏感的钙离子通透性通道参

与了 JA诱导的钙动员。

实验用 10 ng/mL、50 ng/mL及 100 ng/mL肝素预

处理拟南芥叶细胞，钙离子的荧光强度均降低但无明

显差异（p<0.05），而再用 100 μmol/L JA处理时，钙离

子荧光强度升高的程度也是相近的。sun等[7]用不同

浓度的不可过膜的质膜钙离子通道抑制剂 nifedipine

预处理拟南芥叶肉细胞，然后再用 JA进行刺激时，JA

诱导的 [Ca2 + ]cyt 的升高随 nifedipine 浓度的升高而降

低。而实验中并未出现 JA诱导的[Ca2+]cyt随肝素处理

浓度的变化而变化的剂量依赖关系，具体的原因还有

图片右下角的数字分别表示经肝素处理后的拟南芥叶细胞加入100 μmol/L JA刺激后图像采集的时间（min）。

图4 10 ng/mL肝素预处理后，加入100 μmol/L JA对叶细胞[Ca2+] cyt的影响

0

20

40

60

80

100

120

140

160

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19
 时间/min

相
对
荧

光
强
度
(p
ix
el
 n
um
be
r)

a b c
d e

叶细胞经不同浓度肝素预处理1 h后，再用100 μmol/L JA处理。

a：对照（无肝素和 JA处理）；b：单独 JA处理；c：10 ng/mL 肝素预处理；

d：50 ng/mL肝素预处理；e：100 ng/mL肝素预处理。

图中箭头表示加入 JA的时间。

图5 肝素预处理对JA诱导叶细胞[Ca2+]cyt升高的影响
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待于进一步研究。
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