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　　摘要：酪氨酸蛋白激酶（ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＰＴＫ）参与多种植物生理过程，但在气孔运动中的研究相对较少，且
与过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）在脱落酸（ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ，ＡＢＡ）诱导气孔关闭中的关系尚不清楚。通过ＰＴＫ激酶的抑制剂和Ｈ２Ｏ２
的清除剂及合成抑制剂的使用，初步研究了ＰＴＫ在ＡＢＡ诱导气孔关闭中的作用及与Ｈ２Ｏ２的相互关系。酪氨酸蛋白

激酶抑制剂木黄酮（ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ）和ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎＡ２３抑制ＡＢＡ和外源Ｈ２Ｏ２诱导的气孔关闭，且能够促进ＡＢＡ诱导关闭的

气孔重新开放。ＰＴＫ参与ＡＢＡ诱导的气孔关闭，且通过调控保卫细胞内Ｈ２Ｏ２水平进而调控气孔运动。
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　　酪氨酸蛋白激酶（ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＰＴＫ）是一种能
有选择性地使不同底物的酪氨酸残基磷酸化的一种酶。正常

情况下，细胞的酪氨酸激酶磷酸化作用是由酪氨酸激酶和酪

氨酸磷酸酶拮抗调节维持平衡的。相对于动物细胞中的研究

而言，植物中的蛋白酪氨酸激酶起步较晚，仅有少量报

道［１－２］。Ｚｉ等证实酪氨酸蛋白磷酸酶抑制剂ＰＡＯ和酪氨酸蛋
白激酶抑制剂木黄酮能够抑制花粉萌发和花粉管的生长，并且

导致花粉管不同程度的畸变［１］。随后Ｙｅｍｅｔｓ等证明，ＰＴＫｓ抑
制剂（除莠霉素Ａ、木黄酮及ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎＡＧ１８）均可能通过影响
根毛中的皮质微管结构进而改变根毛的生长和发育［２］。然而

Ｇｈｅｌｉｓ等的结果提示了ＰＴＫｓ抑制ＡＢＡ诱导的气孔关闭，但是
关于其机制却不清楚［３］。因此，本试验就 ＰＴＫ在脱落酸
（ＡＢＡ）诱导气孔关闭中与Ｈ２Ｏ２的相互关系进行初步研究。

１　材料与方法

木黄酮、ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎＡ２３、过氧化氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）、ＤＰＩ
（二苯基氯化碘盐，ｄｉｐｈｅｎｙｌｅｎｅｉｏｄｏｎｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ）、ＭＥＳ［２－
（Ｎ－吗啉）乙磺酸，２－（Ｎ－ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ）ｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ］
均购自 Ｓｉｇｍａ公司，Ｈ２ＤＣＦ－ＤＡ（２′，７′－二氯荧光素 －３′，
６′－二乙酸酯，２，７－ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ）购自Ｂｉｏｔｉｕｍ
公司，ＤＭＳＯ（二甲基亚砜，ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ）购自 Ａｍｒｅｓｃｏ公
司，其他均为国产分析纯试剂。

１．１　材料培养
蚕豆（ＶｉｃｉａｆａｂａＬ．）种子经消毒、催芽后培养于光照培养

箱中。培养箱光—暗周期设定为 １４ｈ—１０ｈ，光照度为
３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），温度为２５℃／１８℃，相对湿度７５％。幼
苗生长期间浇水１次／ｄ。取４周龄植株茎顶端完全展开的第

１对叶片用于试验分析。
１．２　气孔分析

气孔分析参照ＭｃＡｉｎｓｈ等的方法［４］进行。测量时随机选

取５个视野，每个视野随机选取６个气孔。每个处理重复３
次，所得数据计算平均数和标准误差。

２　结果与分析

２．１　ＡＢＡ诱导气孔关闭
由图１可见，ＡＢＡ能明显促进光下的气孔关闭。随ＡＢＡ

浓度的增加，抑制程度增大。与对照相比，１、５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ
分别抑制了 ２３．５％、３５．５％、４７．９％、５１．５％。考虑到
１０μｍｏｌ／Ｌ已对气孔产生很好的抑制效果，随后的试验中均
采用此浓度。

２．２　木黄酮和ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎＡ２３抑制ＡＢＡ诱导的气孔关闭
木黄酮和 ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎＡ２３是 ＰＴＫ激酶的专一性抑制剂。

图２结果表明，不同浓度的木黄酮（图２－ａ）和ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎＡ２３
（图２－ｂ）均可明显抑制 ＡＢＡ诱导的气孔关闭。与对照相
比，最低浓度１０μｍｏｌ／Ｌ的木黄酮和ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎＡ２３促进气孔
开放分别达２４．１％和２６．６％。且随浓度升高，抑制 ＡＢＡ的
程度呈剂量依赖型增大。至１５０μｍｏｌ／Ｌ，木黄酮和 ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎ
Ａ２３分别促进程度达７１．３％和５４．３％。
２．３　木黄酮和ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎＡ２３抑制Ｈ２Ｏ２诱导的气孔关闭
　　由图３可知，Ｈ２Ｏ２能明显促进气孔关闭，其清除剂抗坏

—７７—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第５期



血酸ＡＳＡ和过氧化氢酶 ＣＡＴ能明显抑制该过程，而过氧化
氢产生酶ＮＡＤＰＨ氧化酶的抑制剂 ＤＰＩ却不能抑制该过程。
该结果表明，清除保卫细胞中的 Ｈ２Ｏ２能够促进气孔开放。
而Ｈ２Ｏ２诱导的气孔关闭同样被木黄酮和ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎＡ２３所抑
制，表明木黄酮和ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎＡ２３可能通过类似清除的方式促
进气孔开放。

２．４　木黄酮和 ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎＡ２３促进 ＡＢＡ诱导关闭的气孔重
新开放

研究表明，ＡＢＡ能够促进保卫细胞的产生和 Ｈ２Ｏ２的积
累进而诱导气孔关闭［５］。而图４显示，１００μｍｏｌ／Ｌ木黄酮和
ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎＡ２３不仅抑制 ＡＢＡ诱导的气孔关闭，且能够促进
ＡＢＡ已经诱导关闭的气孔重新开放。同样，Ｈ２Ｏ２的清除剂
抗坏血酸ＡＳＡ和过氧化氢酶ＣＡＴ也能逆转ＡＢＡ关闭的气孔
重新开放，而Ｈ２Ｏ２产生酶－ＮＡＤＰＨ氧化酶的抑制剂 ＤＰＩ却
不能逆转该过程（图４）。结果表明，木黄酮、ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎＡ２３与
Ｈ２Ｏ２的清除剂ＡＳＡ和ＣＡＴ二者作用结果相似，推测木黄酮、

ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎＡ２３可能通过清除保卫细胞内部Ｈ２Ｏ２的方式逆转
ＡＢＡ诱导关闭的气孔重新开放。
　　木黄酮和 ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎＡ２３作为２种特异的 ＰＴＫ激酶抑制
剂，能够有选择地抑制 ＰＴＫ激酶的活性［６－７］。本研究结果显

示，ＡＢＡ诱导的气孔关闭可被 ＰＴＫ激酶的抑制剂木黄酮和
ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎＡ２３抑制，表明 ＰＴＫ激酶参与 ＡＢＡ诱导的蚕豆气
孔关闭（图１、图２）。该结果与 Ｇｈｅｌｉｓ等在拟南芥中的研究
结果［３］一致。

Ｈ２Ｏ２作为一种重要的信号分子参与多种环境因子和植
物激素诱导的气孔关闭［８－９］。本试验研究结果表明，木黄酮

和ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎＡ２３是通过类似于 Ｈ２Ｏ２清除剂 ＡＳＡ和 ＣＡＴ清
除保卫细胞内Ｈ２Ｏ２的方式抑制外源过氧化氢诱导的气孔关
闭，而不是通过抑制Ｈ２Ｏ２生成的方式参与气孔运动（图３、图
４）。该结果表明，ＰＴＫ激酶的活性可能通过促进 Ｈ２Ｏ２的积
累进而参与ＡＢＡ诱导的气孔关闭。此外，木黄酮和ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎ
Ａ２３能够逆转 ＡＢＡ诱导已关闭的气孔重新开放，效应也同
ＡＳＡ和ＣＡＴ相似，异于ＤＰＩ（图４）。该结果不仅进一步证实
了上述推测，还表明木黄酮和ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎＡ２３可能具有清除细
胞内Ｈ２Ｏ２的功能，与ＰＴＫ通过磷酸化肌动蛋白参与花粉的
萌发和花粉管的伸长机制不同［１］。

３　结论

ＰＴＫ激酶可能通过调节Ｈ２Ｏ２水平参与ＡＢＡ诱导的气孔
关闭。木黄酮和ｔｙｒｐｈｏｓｔｉｎＡ２３通过清除细胞内Ｈ２Ｏ２的方式
不仅能抑制外源Ｈ２Ｏ２诱导的气孔关闭，还能逆转 ＡＢＡ诱导
关闭的气孔重新开放。
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１０Ｎ的处理下最高，１５Ｎ的处理下次之；Ｐ累积量在施用氮肥
１０Ｎ的处理下最高，１５Ｎ的处理下次之；Ｋ累积量在施用氮肥
１０Ｎ的处理下最高，１５Ｎ的处理下次之。此时期的养分吸收
量为：钾含量＞氮含量＞磷含量。

２．７　高粱最佳施氮量的确定
通过上述分析可知，适当的施氮量可以促进高粱对氮、

磷、钾养分的吸收。不施氮肥或施氮肥较少的高粱植株养分

积累量最低，而较低的养分积累量不利于高粱产量的形成，高

施氮量也不能使高粱植株体内获得较高的养分积累量，过多

的氮肥不仅不能被植株吸收利用，反而容易造成浪费和环境

的污染，在施氮量为１５０ｋｇ／ｈｍ２的中等水平可以明显提高植
株体内的养分积累量，并获得最高的产量为６５２９．５ｋｇ／ｈｍ２。

３　结论与讨论

（１）在高粱的整个生长发育过程中，不同处理高粱植株
氮素积累量的变化趋势基本一致，均表现为苗期积累量小，拔

节期迅速增大，孕穗期达到高峰，抽穗期有所降低。高粱苗期

由于根系不发达，营养体弱小，苗期的氮吸收能力弱，表现为

不同处理的苗期植株氮养分含量均较低。从播种后７７ｄ的
拔节期，高粱进入营养生长和生殖生长并进时期，氮素的迅速

增加为后期的孕穗提供了充足的养料，也为高粱获得高产打

下了物质基础。

（２）植物体内磷素的积累十分重要，植物吸磷量与根系
总长度之间存在正相关关系［９－１０］，并且磷素能增强作物对不

利因素的抵抗能力。高粱植株各处理磷素的积累量总的变化

趋势与氮素积累量基本一致，但是在施氮量相同条件下，不同

生育时期，其磷积累含量变化不大。

（３）植物体内钾素含量总的变化趋势与氮、磷积累基本
一致，但是在整个生育期中，钾素的积累量比氮、磷要多，说明

高粱是喜钾作物。而钾元素可以提高作物的抗旱抗寒性，是

获得高产的必要条件。

（４）无论是在前期还是后期，高粱植株体内的 Ｋ含量最
高，Ｎ含量次之，Ｐ含量最少，这与董二伟等的研究结果［１１］一

致。随着生育进程的增加，其氮、磷、钾积累量均在增加。增

施氮肥有利于植株对氮、磷、钾养分的吸收，与尹新华等对夏

高粱的研究结果［１２］一致，本试验研究显示，氮、磷、钾吸收总

量随施氮量增加先增加后减少，在１０Ｎ处理下达到产量和Ｎ、
Ｐ、Ｋ积累量达到最大，说明适宜的 Ｎ、Ｐ、Ｋ肥配比，有助于糯
高粱黔高８号提高肥料利用率。
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