
书书书

刘广志，陈炳佑，侍福梅．ＭＡＰ１８参与了脱落酸调控的拟南芥气孔关闭及根生长［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（１１）：５５－５７．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．１１．０１５

ＭＡＰ１８参与了脱落酸调控的拟南芥气孔关闭及根生长
刘广志，陈炳佑，侍福梅

（聊城大学生命科学学院，山东聊城２５２０５９）

　　摘要：以拟南芥野生型、ＧＦＰ－α－ｔｕｂｕｌｉｎ－６转基因拟南芥及微管结合蛋白ＭＡＰ１８相关突变体为材料，利用药理
学试验及激光扫描共聚焦显微技术研究了在脱落酸（ＡＢＡ）诱导叶片气孔关闭过程中保卫细胞微管骨架的动态变化、
根生长情况及其可能的调控因子。结果表明，微管结合蛋白 ＭＡＰ１８过表达拟南芥 ＯＥ的叶片气孔关闭现象敏感，
ＭＡＰ１８ＲＮＡｉ沉默株Ｒ１８现象相对不敏感。外源ＡＢＡ抑制拟南芥幼苗初生根的生长试验中，突变体 ＯＥ根伸长减慢
的现象显著，伸长速率由０．６０ｃｍ／ｄ降低至０．１２ｃｍ／ｄ，未处理时ＷＴ、ｍａｐ１８的伸长速率都要低于ＯＥ的伸长速率，而
用５μｍｏｌ／ＬＡＢＡ处理之后，ＷＴ、ｍａｐ１８的伸长速率高于ＯＥ的伸长速率。在此基础上研究了参与其中的作用因子，推
测ＭＡＰ１８通过影响微管的动态重组参与到ＡＢＡ诱导拟南芥气孔关闭和根伸长的生理过程。
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　　脱落酸（ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ，ＡＢＡ）是一种重要植物激素，有多
种生物功能，在气孔关闭和开放［１］、侧根发生［２］、初生根伸长

生长［３］过程中有重要作用。微管是植物细胞骨架成分之一，

在维持细胞形态与结构、参与胞内物质运输、信号转导［４－５］上

有重要作用。现在越来越多的证据表明微管骨架的组装与解

聚在气孔运动中发挥着作用［５－９］，并有研究报道保卫细胞微

管骨架直接参与调节气孔运动［１０］，Ｇ蛋白作为调节因子参与
到气孔运动中［１１］，是否还有其他蛋白也参与其中？

微管是由微管蛋白组成，而微管蛋白在结合蛋白的影响

下，进行着微管的组装与解聚，微管结合蛋白中的 ＭＡＰ１８是
一种植物微管的去稳定因子，可以影响周质微管的排列方式，

进而影响细胞的生长［１２］。ＭＡＰ１８在花粉的生长中起着作
用［１３］，并且有研究表明ＡＢＡ可能通过 ＭＡＰ１８共同调控花粉
的生长［１４］。本研究以拟南芥为研究对象，探讨研究微管骨架

在 ＡＢＡ诱导气孔关闭过程中的动态变化、根伸长情况及
ＭＡＰ１８在其中的作用，为进一步了解 ＡＢＡ影响气孔运动及
根生长发育的生理过程提供很多信息。

１　材料与方法

１．１　材料
供试植物为拟南芥野生型拟南芥 ＷＴ、ＧＦＰ－α－

ｔｕｂｕｌｉｎ－６转基因拟南芥及微管结合蛋白 ＭＡＰ１８相关突变
体：ＭＡＰ１８过表达植株 ＯＥ、ＭＡＰ１８沉默株 Ｒ１８和 ＭＡＰ１８
Ｔ－ＤＮＡ插入突变株ｍａｐ１８。

１．２　方法
１．２．１　拟南芥的种植　用 ７５％乙醇处理野生型拟南芥、
ＧＦＰ－α－ｔｕｂｕｌｉｎ－６转基因拟南芥和相关突变型拟南芥种子
２ｍｉｎ，０．５％次氯酸钠浸泡８ｍｉｎ，无菌水漂洗４～６次，用移
液枪点播在 ＭＳ培养基上，４℃放置３ｄ，置于温度为（２１±
２）℃、光－暗周期为１４ｈ－１０ｈ的光照培养箱中培养。
１．２．２　微管骨架动态排布的观察　ＭＳ培养基中生长７ｄ的
ＧＦＰ－α－ｔｕｂｕｌｉｎ转基因拟南芥幼苗分别在 ０、１．０、２．５、
５．０μｍｏｌ／ＬＡＢＡ溶液中浸泡３０ｍｉｎ后，每隔１５ｍｉｎ在激光共
聚焦显微镜（奥林巴斯，ＦｌｕｏＶｉｅｗＦＶ１２００）下观察气孔保卫细
胞的微管排布的变化（物镜６０×油镜；４８０ｎｍ激发光激发）。
１．２．３　拟南芥气孔的观察　将于ＭＳ培养基中生长７ｄ的野
生型拟南芥和突变体幼苗分别放入０、１．０、２．５、５．０μｍｏｌ／Ｌ
ＡＢＡ溶液中浸泡９０ｍｉｎ后，取叶片观察下表皮气孔的关闭
情况。

１．２．４　对拟南芥在 ＡＢＡ诱导下根生长的分析　ＭＳ培养基
中生长７ｄ的野生型拟南芥和突变体幼苗转移至 ＡＢＡ浓度
为０、１．０、２．５、５．０μｍｏｌ／Ｌ的ＭＳ培养基上倒置培养，转移至
光照培养箱中培养，幼苗生长４ｄ后进行拍照及长度统计。
１．２．５　数据统计分析　在 ＡＢＡ浓度为 ０、１．０、２．５、
５．０μｍｏｌ／Ｌ的ＭＳ培养基上倒置培养野生型拟南芥和突变体
４ｄ后，测量弯根后的长度，分析数据得出伸长速率。重复３
次，每次重复２０组。平均日伸长速率（ｃｍ／ｄ）＝弯根伸长长
度（ｃｍ）／弯根时间（ｄ）。
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２　结果与分析

２．１　ＡＢＡ和微管特异性药物诱导拟南芥幼苗气孔关闭的
情况

将于ＭＳ培养基中生长７ｄ的野生型拟南芥幼苗分别放
入０、１．０、２．５、５．０μｍｏｌ／ＬＡＢＡ溶液中浸泡９０ｍｉｎ，发现在５
μｍｏｌ／ＬＡＢＡ处理下，气孔关闭更显著，随 ＡＢＡ浓度的升高，
叶片气孔关闭越来越显著（图１）。为了探究微管骨架是否主
动参与到ＡＢＡ诱导气孔关闭过程，用氨磺乐灵和 ＡＢＡ处理

拟南芥幼苗叶片表皮细胞，发现在ＡＢＡ和氨磺乐灵共同处理
下，气孔关闭更显著（图１－Ｅ）。
２．２　ＡＢＡ对气孔保卫细胞微管骨架的影响

对拟南芥叶片未作处理的情况下，通过激光扫描共聚焦

显微镜可以清楚地观察到保卫细胞周质微管长纤维丝由细胞

背壁到腹壁辐射排列（图２－Ａ）。随后用５μｍｏｌ／ＬＡＢＡ处
理拟南芥叶片，随时间增长，越来越多的微管发生解聚（图

２－Ｂ至图２－Ｅ），９０ｍｉｎ后，可见气孔关闭，其保卫细胞微管
骨架基本解聚，弥散状荧光随机充满整个细胞（图２－Ｆ）。

２．３　ＡＢＡ诱导微管结合蛋白ＭＡＰ１８相关突变体气孔关闭情况
为了研究ＭＡＰ１８是否参与调控 ＡＢＡ诱导气孔关闭，分

别用 ５μｍｏｌ／ＬＡＢＡ处理野生型拟南芥和突变体的叶片
９０ｍｉｎ，发现在ＡＢＡ诱导拟南芥叶片气孔关闭过程中，野生
型叶片气孔很少完全关闭，７５％的 ＯＥ叶片气孔完全关闭，

Ｒ１８相对来说现象不显著（图３），处于半关闭状态。
２．４　ＡＢＡ诱导拟南芥幼苗的弯根生长

将生长７ｄ的野生型和突变体幼苗转移至含不同浓度
ＡＢＡ的ＭＳ培养基中进行弯根培养。如图４－Ａ所示，野生型
及突变体在ＡＢＡ浓度升高后，ＯＥ的根伸长明显减慢，Ｒ１８在
ＡＢＡ浓度５μｍｏｌ／Ｌ的 ＭＳ培养基上根伸长几乎停止。对根
的伸长做数据统计（图４－Ｂ），在未加 ＡＢＡ时 ＯＥ的根伸长
速率为０．６０ｃｍ／ｄ，比 ＷＴ、Ｒ１８、ｍａｐ１８的伸长速率都要高。
随着ＡＢＡ的浓度升高，ＯＥ的伸长速率降低至０．１２ｃｍ／ｄ，比
ＷＴ、ｍａｐ１８的伸长速率小。

３　讨论

３．１　ＡＢＡ诱导的叶片保卫细胞微管骨架的解聚与重组
ＡＢＡ诱导气孔关闭作为一个经典体系，被广泛关注并应

用到很多试验，并且很多证据表明，在气孔开关运动中保卫细

胞的微管骨架组装发生了解聚与重组［７－８，１５］。ＡＢＡ与微管在
气孔关闭运动中是否存在联系尚不清楚。本试验发现，正常

气孔保卫细胞中微管骨架呈纤维状从腹壁到背壁辐射状排

列，这与Ｙｕ等的研究结果［１５］相一致。进一步用外源ＡＢＡ处
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理ＧＦＰ－α－ｔｕｂｕｌｉｎ－６转基因拟南芥叶片，激光扫描共聚焦
显微镜观察发现ＡＢＡ处理引起微管骨架的排布发生变化，整
齐的辐射状排列逐步散乱，推测微管排布的动态变化可能参

与了ＡＢＡ诱导气孔关闭的信号转导的过程。
３．２　ＭＡＰ１８参与ＡＢＡ诱导的叶片保卫细胞微管骨架降解、
根伸长减慢的过程

微管是植物细胞的骨架，在植物生理方面有许多重要作

用，周质微管排列的变化显著影响细胞形态及生长方向，在快

速伸长的细胞中，周质微管以横向排列为主，而在伸长比较缓

慢或停止伸长的细胞中，周质微管以斜向或纵向排列为

主［１６－１８］。当用ＡＢＡ处理拟南芥幼苗初生根时，根生长减缓，
其微管骨架也会随之发生变化，且微管结合蛋白ＭＡＰ１８过表
达植株ＯＥ的生长速率降低显著，ＷＴ和突变株 ｍａｐ１８没有
ＯＥ敏感，由此推测，ＭＡＰ１８在 ＡＢＡ抑制根伸长中起着一定
的促进作用。在 ＡＢＡ诱导气孔关闭的试验中，ＯＥ更敏感，
ＭＡＰ１８ＲＮＡｉ沉默株Ｒ１８相对来说不敏感，推测 ＡＢＡ在诱导
气孔关闭中，ＭＡＰ１８促进ＡＢＡ降解气孔保卫细胞微管骨架。

本研究深入探讨了ＡＢＡ在诱导气孔关闭中的作用和可
能的作用机制，为微管骨架参与气孔运动提供了又一新思路；

但是在 ＡＢＡ诱导气孔关闭和抑制根生长过程中，ＭＡＰ１８如
何与ＡＢＡ相互作用的机制等一系列问题尚需进一步研究。
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