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血红素加氧酶催化产生的 CO参与 ABA诱导的 
蚕豆气孔关闭及其信号转导 
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摘要  一氧化碳(CO)是哺乳动物中新发现的一种重要的生物活性/信号分子, 其生物学效应往往通过一
氧化氮(NO)和环鸟苷酸(cGMP)信号介导. 本研究发现, 可引起蚕豆叶片气孔关闭的ABA处理能诱导蚕
豆叶片CO释放的增加以及CO合成酶血红素加氧酶(HO)活性的提高; 同时, ABA诱导的蚕豆气孔关闭也
可以被CO合成酶抑制剂ZnPP和CO/NO清除剂血红蛋白(Hb)部分阻断. 进一步的研究表明, 外源添加
CO供体高铁血红素(Hematin)和CO水溶液不仅能促进CO的释放, 还能以依赖于时间进程的形式诱导蚕
豆气孔的关闭, 后者与NO供体SNP处理的结果相类似; NO合成酶硝酸还原酶(NR)的抑制剂钨酸钠
(Tungstate), NO专一性清除剂cPTIO, ZnPP和Hb不同程度地逆转了这一过程. 在 4 h的处理过程中, SNP, 
0.01%饱和度的CO水溶液以及Hematin明显地激发了NO的产生; 反之, 结合cPTIO或Tungstate处理后, 
NO的荧光信号几乎被完全抑制. 此外, 鸟苷酸环化酶(GC)的抑制剂ODQ阻断了CO诱导的气孔关闭, 而
ODQ的作用又被cGMP的类似物 8-Br-cGMP所逆转. 上述结果暗示, HO产生的CO可能参与了ABA诱导
的蚕豆气孔关闭, NO和cGMP则是CO信号通路的下游分子.   
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一氧化氮(NO)已被公认为动物和微生物中激活
多种防护基因表达的可移动细胞间信号分子或第二

信使. 由于其能提高植物抵御外来病原菌侵染的能

力, 对NO的研究在植物领域中也引起了广泛的关注. 

已经证明, NO可以迅速而显著地提高烟草叶片内源
环鸟苷酸(cGMP)的含量, 从而进一步诱导与抗病有
关的苯丙氨酸解氨酶(PAL)基因的表达, 而鸟苷酸环
化酶(GC)的专一性抑制剂则可以抑制PAL的表达 [1]. 
此外 , NO还能参与植物对多种非生物胁迫的响应 , 
包括盐害和干旱胁迫等 [2,3]. 因此, NO也被视为植物
细胞内重要的第二信使.  

对动物的研究表明 , 与NO相类似 , 一氧化碳
(CO)不仅是一种有毒气体 , 更多地则被认为是另一
种重要的内源气体信号分子 [4,5]. 一般认为, CO的生
物合成主要来源于血红素加氧酶系统 (HOs, EC 
1.14.99.3)催化的血红素降解过程中α-甲叉桥的氧化. 

在动物体内已经发现有 3 种形式的HOs, 其中HO-1
是诱导型的, 而组成型表达的HO-2和HO-3的活性则
比较低. 已经知道, CO是一种典型的炎性反应调节
分子, 调控着一系列的生理过程, 包括细胞增殖和细

胞因子以及生长因子的合成等 [5~7]. 动物体中CO的
一些生理作用与NO有类似之处. 例如, CO也可以结
合可溶性GC蛋白中的血红素铁原子, 继而激活GC以
提高细胞内cGMP的含量. 此外, CO还可能增强NO
介导的GC活化作用 [5]. 1997 年, Thom等人[8]发现, 
11~110 nmol/L CO可以渐进式地提高内皮细胞中NO
的释放. 

早在 1959 年人们就已经发现了植物发育进程中
存在有 CO 释放的现象[9]. 以后, 也有若干报道发现
活体植物中存在有 CO的光合成现象, 其合成速率与
光照强度和大气环境中 CO2/O2呈线性相关

[10,11]. 有

趣的是, 萌发的黑麦、豌豆、黄瓜及莴苣种子可以释
放 10~25 μL/L CO, 而且上述过程中不依赖于光和叶
绿素[12]. 2002年, Muramoto等人[13]首次发现质体血

红素加氧酶基因的融合表达蛋白(AtHO1)具有体外降
解血红素产生 CO以及伴随胆绿素(biliverdin, BV)合
成的能力, 并与光敏色素的生色团合成有关. 进一步

发现 CO还参与不少的植物生理代谢过程. 例如, 它
具有类似于激素的功效 , 包括可以影响种子的休眠
和萌发[14], 甚至促进不定根的发生等[15]. 
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长期以来 , 干旱一直是世界农业生产中的主要
威胁. 一般来说, 植物保卫细胞通过改变气孔孔径来
调节叶片的蒸腾作用和 CO2 吸收. 在对干旱胁迫的

应答过程中 , 植物通常在保卫细胞中还合成脱落酸
(ABA)、NO和过氧化氢(H2O2)来响应干旱胁迫, 进而
使气孔关闭以减少细胞水分散失 [16~18]. 最近的研究

还表明, ABA 诱导的并经 H2O2介导的气孔关闭与硝

酸还原酶(NR)合成 NO有关[19]. 另一方面, 尽管已经
发现外源CO通过抑制细胞色素C氧化酶活性来耗尽
维持气孔活动所必需的 ATP, 进而诱导气孔关闭[20], 
然而关于上述过程的具体机制以及信号转导路径依

然不甚清晰. 本研究结果显示, 能够引起蚕豆叶片气
孔关闭的 ABA 处理也能诱导蚕豆叶片内源 CO 释放
的增加以及 CO合成酶 HO活性的提高, ABA诱导的
蚕豆气孔关闭也可以被 CO 合成酶 HO-1 的抑制剂
ZnPP和 CO/NO清除剂血红蛋白(Hb)部分阻断. 进一

步的结果也支持NO和 cGMP作为潜在的媒介介导了
CO 诱导的蚕豆气孔关闭. 因此, 本研究提供的一些
新颖的证据表明 , 植物细胞在应答非生物胁迫过程
中可能存在的 ABA, CO与 NO之间的相互作用. 

1  材料和方法 
(ⅰ) 材料与处理.  试材为蚕豆(Vicia faba)种子, 

选取籽粒饱满、大小一致的蚕豆种子用 0.2%次氯酸
钠表面消毒 15 min, 蒸馏水冲洗干净, 播于盛有干净
湿滤纸的搪瓷盘中, 25℃下以蒸馏水浸种催芽. 萌发

后播于盆钵中, 并放置于光照培养箱内(光暗周期为
14 h/10 h, 温度(25±1)℃/(20±1)℃, 光照强度为 200 
μmol·m−2·s−1)培养, 大约 4 周后, 取完全展开的第 2 张  
叶片进行各种处理. 此外, 还采用 ABA (50 μmol/L)、 
CO供体 Hematin (1.0 μmol/L)以及 CO水溶液(10%饱
和度)处理离体的第 2 张全展叶片, 分别处理 10, 30, 
60和 90 min时测定 CO的释放和 HO活性的变化. 

(ⅱ) 表皮条生物学分析中所用的试剂及其使用
的终浓度 .  除特别标明外 , 所有的试剂均购自
Sigma公司. 在动物研究中, 高铁血红素Hematin (Ht, 
0.1 μmol/L)常被用作 HO 的活性诱导剂或 CO 供

体[21,22]. 例如, 静脉注射 14C标记的 Hematin 后, 小
鼠会逐步产生同位素标记的胆绿素和 CO[23]. CO/NO
清除剂牛血红蛋白(Hb)购自上海博奥生物有限公司, 
使用浓度为 0.1 g/L[6,21]. HO-1 的专一性抑制剂锌原
卟啉(ZnPP)[21] 50 μmol/L, NO供体硝普钠(SNP) 100 

μmol/L, NR 专一性抑制剂钨酸钠 (Tungstate) 100 
μmol/L, NO 专一性清除剂 2-(4-羧基苯)-4,4,5,5-四甲
基咪唑-1-氧-3-氧化物(cPTIO)使用浓度为 200 μmol/L. 
ABA使用浓度为 25 μmol/L. GC专一性抑制剂 ODQ
为 2 μmol/L, 细胞渗透性 8-溴-环鸟苷酸(8-Br, 购自
Fluka公司)为 50 μmol/L. NO专一性荧光探针二氨基
荧光素二乙酸酯(DAF-2 DA)购自 Calbiochem (San 
Diego, CA, USA), 使用浓度为 10 μmol/L. 

(ⅲ) CO 气体饱和水溶液的制备.  根据如下反

应进行: H2SO4(l) + HCOOH(l)→CO(g) + H2SO4· 
H2O(l) .当导管口有连续而均匀的气泡逸出时, 将气
体直接通入体积为 300 mL 新鲜制备的无 CO2 BES- 
KCl缓冲液(pH 6.15)中 30 min以上, 以制成 CO气体
饱和水溶液, 并立即用无 CO2的 BES-KCl 缓冲液稀
释至所需饱和度(0.01%和 10%). CO在水中的饱和溶
解度为 0.03 g/L 左右 , 理论上大约相当于 1.07 
mmol/L的浓度. 

(ⅳ) CO含量的气相色谱-质谱联用测定和 HO活
性测定.  根据 Anderson和 Wu[24]的方法测定 CO含
量. 仪器为 Finnigan TraceDSQ气质联用仪, 色谱柱
为 CP-MOLESIEVE 5Å Fused Silica (VARIAN). HO
活性测定参照 Noriega等人[25]的方法, 以每 30 min产
生 1 nmol BV的酶量定义为 1 U. 

(ⅴ) 表皮条生物学分析.  小心地将蚕豆叶片

下表皮撕下, 切成 5 mm × 5 mm的表皮条, 置于无
CO2的 BES-KCl 缓冲液(pH 6.15)中预处理 1 h (温度
(25±1)℃, 光密度 200 μmol·m−2·s−1)确保气孔全部打
开 . 预处理结束后转移到含各种试剂的无 CO2 
BES-KCl 缓冲液(pH 6.15)中处理 2 h 或根据实验目
的进行各种调整, 同时以无其他处理的不含 CO2 的

BES-KCl缓冲液处理作为对照(control).  
(ⅵ) NO荧光信号检测.  NO荧光信号利用激光

扫描共聚焦显微镜检测[16,19]. 经预处理的表皮条转

移到含各种试剂的无 CO2 BES-KCl 缓冲液(pH 6.15)
中进行处理, 接着在含 10 μmol/L DAF-2DA 的孵育
缓冲液(20 mmol/L Tris-HCl, pH 7.2)黑暗下 25℃孵育
20 min, 再用孵育缓冲液清洗 3次以去除多余的探针, 
时间约 20 min. 采用 TCS-SP2型激光扫描共聚焦显
微镜(Leica lasertechnik Gmbh, Heidelberg)检测 NO绿
色荧光信号, 激发光波长 488 nm, 发射光波长 500~ 
530 nm, 中速扫描, 图像使用共聚焦显微镜自带软件 
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处理, 每个处理至少有 20 个样品, 3 次重复实验, 选
取结果一致的图片. 

(ⅶ) 统计分析.  实验数据用平均值±SE 表示, 
采用 SPSS 10.0 软件对实验数据进行统计分析. 不同 

字母表示通过 Duncan’s测验处理间差异达 0.05 显著
水平. 

2  实验结果 

2.1  HO-1的催化产物 CO可能参与 ABA诱导的气
孔关闭 

与对照相比 , 能够引起蚕豆叶片气孔关闭的
ABA (50 μmol/L), 以及 CO供体 Ht (1.0 μmol/L)处理
90 min内能诱导蚕豆幼苗离体叶片的内源CO释放和
HO 活性的上升过程, 其中处理 30~60 min 的效果最
明显(图 1). 此外, 尽管 CO 水溶液(10%饱和度)处理
也具有诱导 CO释放的效应, 但对 HO活性则没有明
显影响. 进一步用 25 μmol/L ABA 处理表皮条 2 h, 
气孔孔径减小 48.3%, 并能够被 HO-1 的专一性抑制
剂 ZnPP 和 CO/NO 清除剂血红蛋白部分逆转(P < 
0.05), 而单独用 ZnPP 或 Hb 处理表皮条则与对照处
理的结果没有明显差异(图 2(a)), 暗示蚕豆叶片HO-1
的催化产物 CO可能参与 ABA诱导的气孔关闭. 

2.2  Hematin和 CO促进气孔关闭及恢复实验 

Hematin是目前动物研究中常用的 HO活性诱导
物或 CO供体[21~23].以 SNP (100 μmol/L)为阳性对照, 
进一步采用 Ht (0.1 μmol/L)处理蚕豆表皮条, 发现其
能以时间依赖性诱导气孔关闭, 而且 Ht 有效的处理
浓度是 SNP 的千分之一(图 2, 部分数据未显示). 在 

本实验条件下, 0.1 μmol/L Ht大约能释放 17.1 μL/L
的 CO 气体, Ht 处理 2 h 后气孔孔径达到最小
(5.27±0.15 μm, 图 2(c)和(d)), 约为对照处理的 54.3%; 
在处理 4 h后的洗脱实验中, 上述Ht诱导的气孔关闭
效应则完全恢复(图 2(d)).  

进一步研究发现, 结合HO-1专一性抑制剂ZnPP
及 CO/NO清除剂 Hb的处理则逆转了 Ht对气孔关闭
的诱导效应(图 2). 为了进一步确定 CO诱导气孔关闭
的可能性, 我们使用 CO水溶液处理蚕豆表皮条. 结

果发现, 0.01%饱和度的 CO 水溶液(大约能释放 22 
μL/L的 CO气体)具有与 Ht相似的效应, 诱导效应也
在 2 h达到最大(P < 0.05, 图 2(d)). 考虑到该 CO浓
度略大于 Ht 释放的 CO 浓度, 暗示在处理过程中存
在 CO气体从水溶液中逐渐逃逸的现象. 结合 CO水
溶液处理 2 h后诱导效应会逐渐消失, 也从另一方面
暗示这种可能性(在(25±1)℃下, CO 气体从 0.01%饱
和度的 CO水溶液逃逸的半衰期为 210 min). 

2.3  NO可能参与 CO诱导的气孔关闭 

为了探查 CO 诱导气孔关闭过程中存在的与 NO
的互作关系, 研究了 NO专一性清除剂 cPTIO及其合
成抑制剂 Tungstate 对 Ht 或 SNP 诱导气孔关闭的影
响. 图 3(a)的结果发现, cPTIO 和 Tungstate 可以不
同程度地逆转 Ht 的诱导效应, cPTIO 对 SNP 的影响
也已经被证明[16,19], 暗示通过 NR 合成的 NO 可能参
与 Ht 诱导的气孔关闭. 另外, 单独采用 cPTIO 或
Tungstate 处理表皮条对气孔孔径均没有明显影响 ; 
与 SNP单独处理相比较, ZnPP与 SNP同时处理并不
影响气孔的关闭. 上述结果表明, NO可能参与了 CO 

 

图 1  CO释放量和 HO活性的时间进程曲线 
4周龄蚕豆第 2张全展叶片在无 CO2的 BES-KCl缓冲液(pH 6.15)中预处理 1 h后分别转移至对照, 50 μmol/L ABA (ABA), 1.0 μmol/L 
Hematin (Ht)和 10%饱和 CO水溶液(CO)中处理 10, 30, 60和 90 min, 测定 CO释放量和 HO活性. 正常情况下(对照, 0 h), 叶片中

CO释放量为(34.47 ± 0.99) nmol/g FW, HO活性为(0.140 ± 0.026) U/mg蛋白. 其中的数值是 10个(3次)测量值的平均值(±SE) 
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图 2  CO促进气孔关闭及恢复 

(a) ABA诱导气孔关闭(2 h)被血红素加氧酶-1抑制剂 ZnPP和 CO/NO清除剂血红蛋白(Hb)部分逆转; (b)和(c) CO, Ht和 SNP诱
导气孔关闭(2 h)的明场照片和气孔孔径变化; (d) CO和 Ht诱导蚕豆气孔关闭及其恢复的时间进程. 其中的数值是 120个(3次)

测量值的平均值(±SE). 不同字母表示通过 Duncan’s测验处理间差异达 0.05显著水平, 标尺示 25 μm 
 

 

图 3  NO可能参与 CO诱导的气孔关闭 
(a) NO参与 Ht诱导的气孔关闭(2 h); (b) CO和 Ht诱导蚕豆表皮条 NO释放的时间进程. 其中的数值是 120个(3次)测量值的平

均值(±SE). 不同字母表示通过 Duncan’s测验处理间差异达 0.05显著水平 
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诱导的气孔关闭. 

进一步使用 NO特异性荧光探针 DAF-2DA检测, 
发现在持续 4 h的处理过程中, 外源 CO溶液、Ht以
及 NO供体 SNP可以在处理的 0.5~2 h内诱导 NO的
释放(图 3(b)和图 4), 此后 NO荧光信号逐步减弱, 而

且 NO 荧光信号强弱的时间进程变化(图 3(b))与气孔
关闭与否存在着一定的平行关系(图 2(d)). 在处理 2 h
后, 对照样品中的 DAF-2DA 产生的绿色荧光仅有微
量存在(平均像素亮度[mgpi]: 25.0 ± 5.8); SNP, Ht或
CO 水溶液处理后, 保卫细胞中的荧光信号明显增强
(平均像素亮度分别为 1092.3 ± 4.4, 319.1 ± 6.3 和
340.9 ± 8.8, 图 3(b)和图 4). 

SNP处理产生的 NO信号在 1~2 h达到顶点, 并
主要分布在整个保卫细胞, 后者与 ABA 的结果是一
样的; Ht或 CO水溶液处理后 NO信号则主要位于气

孔中心区域, 并在之后逐渐衰减(图 3(b)和图 4(b)).  
为了确证荧光强度反映了NO含量, 在装载探针时也同
时加入NO专一性清除剂 cPTIO. 图 4(b)的结果还表明, 
结合 cPTIO与 Ht及 CO的各种组合, DAF-2DA荧光强
度与对照处理大致相当. 进一步实验还发现, ABA, Ht
和 CO 溶液诱导的 NO 荧光信号可以分别被 ZnPP, Hb
或 Tungstate 不同程度地减弱. 结合气孔变化的结果, 
我们进一步推测, 血红素加氧酶产生的 CO是通过诱导
NR释放 NO来参与 ABA诱导的气孔关闭. 

2.4  cGMP也可能参与了 CO诱导气孔关闭的信号
转导 

为了评估 cGMP是否介导 CO诱导气孔关闭的信
号通路, 进一步采用GC专一性抑制剂ODQ和 cGMP
的类似物 8-Br 研究其对 CO 溶液诱导气孔关闭(2 h)
的影响. 图 5的结果表明, 2 μmol/L ODQ逆转了 CO

 

 

 
图 4  血红素加氧酶产生的 CO通过诱导 NO的合成参与 ABA诱导的气孔关闭 

处理时间为 2 h. (b)为(a)的放大图 
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图 5  cGMP可能参与了 CO诱导气孔关闭的信号转导 
其中的数值是 120个(3次)测量值的平均值(±SE). 不同字母表示通过

Duncan’s测验处理间差异达 0.05显著水平 

 
对气孔关闭的诱导效应(P < 0.05), 而且后者的诱导
效应在洗脱实验后可以被恢复, 而 ODQ 单独处理时
则对气孔行为没有明显影响. 另外, 50 μmol/L 8-Br
阻断了 ODQ 对 CO 效应的逆转作用, 具有与 CO 处
理相类似的表观. 同时, 8-Br 与 ODQ 共同处理未引
起气孔的显著变化, 8-Br与 CO共同处理则与 CO单
独处理具有相似的表型. 上述结果暗示, cGMP 可能
参与了 CO诱导气孔关闭的信号转导. 

3  讨论 
近来的研究已经表明, CO 是动物体内一种全新

的第二信使. 同时, 尽管从 1959 年以来有不少研究
发现植物在幼苗生长过程中存在着 CO 释放的现象[9], 
但是其合成机理以及生物学意义一直不太清楚. 本

研究结果显示, 能够引起蚕豆叶片气孔关闭的 ABA
处理能诱导内源 CO释放的增加以及合成酶 HO活性
的提高(图 1); ABA诱导的蚕豆气孔关闭也可以被 CO
合成酶抑制剂 ZnPP 和 CO/NO 清除剂血红蛋白(Hb)
部分阻断(图 2(a)). 这是植物中存在有 ABA诱导 CO
释放的首次报道. 最近, Noriega等人[25]的研究发现, 
镉处理后的大豆叶片中也存在有 HO-1过表达的现象, 
并进一步推测植物 HO 也可能参与抗氧化防护系统. 
Yannarelli 等人 [26]也发现 H2O2 信号分子可以参与 
UV-B 紫外线诱导的大豆叶片 HO 表达, 从而降低氧
化伤害. 结合上述结果, 我们进一步提出, 植物在应
答各种非生物胁迫中可能也存在有通过诱导 HO 活
性从而导致 CO迅速释放的现象, ABA, H2O2和 CO等

信号分子在细胞各组分中可以形成更加紧密的通讯

系统, 并与其耐性有关. 
已有研究表明, ABA 参与气孔关闭可能是通过

位于质膜上或者叶绿体内的受体. 例如, 张大鹏教授
的研究小组最近发现的一个 ABA受体 ABAR是定位
于质体内且参与催化叶绿素合成和质体-核信号转导
的蛋白质镁螯合酶的 H 亚基(CHLH)[27], 而 CO 合成
酶 HO也定位于质膜上或叶绿体内[13], 考虑到 HO和
镁螯合酶分别是原卟啉Ⅸ插入 Fe2+以及 Mg2+从而降

解生成亚铁血红素和光敏色素生色团以及 Mg-原卟
啉的代谢酶[28], HO 的代谢产物 CO 具有诱导种子萌
发和幼苗生长[14]、气孔关闭以及侧根发生的激素类似

特性[29], 因此HO, 镁螯合酶和ABA受体之间的可能
关系值得进一步研究. 

本研究进一步通过药理学、生理学及解剖学证据

发现, 外源添加 CO 可以显著诱导蚕豆气孔的关闭
(图 2), 并且该过程由两种重要的第二信使 NO 和
cGMP 介导(图 3~5). 这一结果不仅可以部分增加目
前并不完全被我们所了解的植物 CO 生理作用的知
识[14,15], 而且也进一步验证了 NO在植物信号转导网
络中重要的中心作用[30]. 在动物研究领域业已证明, 
CO可以放大 NO介导的GC活化作用[31,32]. 此外, CO
的生物活性亦可以通过其对 NO的影响来实现, 低浓
度的CO也能诱导动物细胞内的血红素结合库中释放
NO[8,33,34]. 在本研究有以下的实验证据验证了 NO 可
能参与 CO诱导的气孔关闭: (ⅰ) 外源 NO供体 SNP
可以诱导气孔关闭(图 2(b)和(c)); (ⅱ) 外加诱导气孔
关闭的外源 CO可以诱导蚕豆表皮条释放 NO(图 3(b)
和 4); (ⅲ) NO 专一性清除剂 cPTIO 及其合成酶 NR
抑制剂 Tungstate 可以逆转 CO 诱导的气孔关闭以及
下调NO信号的强度(图 3(a)和图 4); (ⅳ) 保卫细胞中
NO 的释放情况与气孔关闭行为相一致(图 2(d)和图
3(b)). 

众所周知, cGMP 在植物胞外信号向胞内代谢行
为转化中扮演重要角色. 已经知道, cGMP 可以调节
植物蛋白激酶、磷酸二酯酶和离子通道的活性, 调控
基因表达, 如糊粉层中的α-淀粉酶基因[1]. 进一步的
实验证据(图 5)指出, CO可能以通过 cGMP通路来诱
导气孔关闭. 例如, GC专一性抑制剂 ODQ明显地逆
转了 0.01%饱和度的CO溶液对气孔关闭的诱导效应, 
而 ODQ 的作用又被 cGMP 的类似物 8-Br-cGMP 所 
阻断.
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图 6  血红素加氧酶催化产生的 CO参与 ABA诱导气孔关闭的可能信号转导模式 

 
总之 , 本研究结果提供了有关血红素加氧酶催

化产生的 CO 参与 ABA 诱导气孔关闭的可能信号转
导模式 , 这是一个 NO 介导的并依赖于 GC 合成
cGMP的信号转导过程. 图 6初步概括了 ABA, CO, 
NO和 cGMP几者之间的关系. 通常, ABA可上调 HO
的活性, 催化合成的 CO会导致 NR合成 NO, 从而激
活依赖于 cGMP的信号转导途径, 最终引起气孔关闭. 
此外, CO和 NO均有可能通过抑制细胞色素 C氧化
酶的活性来耗尽维持气孔活动所必需的 ATP[20,35]. 
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