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摘要  大量研究证明活性氧(ROS)在气孔运动中起信号分子的作用。保卫细胞中ROS的产生依赖于特定的酶, 其中NADPH
氧化酶组分RBOH已得到深入研究, 并已证实其参与生物与非生物胁迫反应。植物激素包括脱落酸(ABA)、水杨酸(SA)、乙

烯、生长素及细胞分裂素等, 它们均通过ROS的介导来调控气孔运动。生物胁迫(如毒性细菌和真菌)也会调控气孔运动。

ROS参与这些调控过程。保卫细胞中存在多层次对ROS产生及其作用的调节, 抗氧化活性物质和ROS敏感蛋白(如蛋白激

酶和磷酸酶)均可传递ROS信号并调节气孔运动。ROS对离子通道调节的证据也越来越多。保卫细胞由于可通过ROS整合

复杂的信号途径, 已成为研究植物ROS信号转导过程的良好模式系统。 
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植物叶片表皮上由2个保卫细胞围成的气孔是光

合作用CO2进入叶片的通道。蒸腾作用水分的散失与

光合作用CO2的吸收之间的平衡调节通过气孔开闭

(对环境变化的感应)而实现。气孔开闭运动又受保卫

细胞的膨压调节(Blatt, 2000)。气孔对多种刺激非常

敏感, 如光照、干旱胁迫以及病原菌攻击等。气孔开

闭失调将对植物产生不利影响。调控气孔运动的信号

途径或网络的复杂性反映了多种外界刺激均可调节

气孔开闭运动。 
活性氧(reactive oxygen species, ROS)产生于

分子氧的不完全还原形成的具活跃化学反应性质的

氧分子, 包括超氧自由基(O2·̄ )、过氧化氢(H2O2)、单

线态氧(1O2)和羟自由基(·OH)等。H2O2由于较为稳定

因而受到广泛研究。传统概念认为, 高浓度ROS对生

命有机体具有毒害作用。然而, 目前认为低浓度的

ROS可作为重要的第二信使分子介导多种环境刺激

反应。最近几十年人们已在多种植物细胞中对ROS
的信号作用进行了广泛研究(Apel and Hirt, 2004)。植
物细胞在应对多种刺激时均会产生ROS, 包括植物

激素、干旱、极端温度、光强变化、空气污染、病原

菌及向地性等发育信号(Desikan et al., 2005a)。保卫

细胞可通过ROS含量变化整合各种外界刺激信号, 

并且气孔对刺激的反应可量化为简单的气孔开度变

化, 因而保卫细胞已成为研究植物细胞信号的模式系

统(Schroeder et al., 2001)。本文概述了保卫细胞产

生ROS的多种途径及诱导气孔关闭的外界环境刺激。 

1  气孔开闭运动机制 

人们对于植物控制气孔开度的细胞学机制已有较清

晰的了解。气孔开度变化通过调节保卫细胞膨压和体

积的变化来实现。保卫细胞膨压升高, 气孔张开; 保
卫细胞膨压下降, 气孔关闭。这种气孔开闭运动通过

调节跨越保卫细胞质膜的离子流动而实现。质膜上的

质子泵(H+-ATPase)被激活时将大量H+外排, 造成胞

外酸化、胞内碱化, 质膜超极化, 进而通过内向整合

K+通道(K+
in)吸收K+, 同时使Cl–进入保卫细胞, 导致

保卫细胞离子浓度增加及膨压升高, 气孔开放。气孔

关闭时, 质膜H+-ATPase活性受抑制, 保卫细胞胞内

Ca2+浓度升高, 导致质膜去极化, Cl–通过慢速(S)或
快速(R)阴离子通道外流, 质膜去极化同时抑制K+

in, 
激活外向整合K+通道(K+

out), 导致K+外流, 保卫细胞

膨压下降, 气孔关闭。Ca2+也参与气孔运动的调节, 
并介导脱落酸(abscisic acid, ABA)诱导的气孔关闭
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过程 (Blatt, 2000; Schroeder et al., 2001; Dasz-
kowska-Golec and Szarejko, 2013)。 

2  活性氧的来源 

植物细胞正常代谢过程中有多条途径可以产生ROS, 
包括叶绿体、线粒体和过氧化物酶体等(Neill et al., 
2002; Desikan et al., 2005a)。除了这种正常代谢产

生的ROS外, 植物还可通过特异的酶途径催化产生

ROS, 以应对各种外界刺激。其中, 对于能够产生

ROS的NADPH氧化酶(NOX)已有较深入的研究。拟

南芥(Arabidopsis thaliana)有10个NOX基因, 由于这

些基因与哺乳动物NOX基因gp91phox同源, 故被命名

为AtrbohA-J(意指拟南芥中的氧化猝发同源物)。这些

基因具有各自特异的组织表达特性(Torres et al., 
1998; Kwak et al., 2003; Sagi and Fluhr, 2006)。这

10个基因中, AtrbohD和AtrbohF在保卫细胞中表达, 
并在ABA诱导的气孔关闭中起重要作用(Kwak et al., 
2003)。Keller等(1998)的研究表明, AtrbohF与质膜结

合。Torres等(1998)发现所有的Atrboh基因序列都含

有质膜定位结构域。早期研究还表明AtrbohD和

AtrbohF参与植物的抗病反应(Torres et al., 2002)。 
除NOX外, 过氧化物酶、黄嘌呤氧化酶、草酸氧

化酶以及胺氧化酶也可作为植物细胞的ROS来源

(del Río et al., 2002; Mittler, 2002; Desikan et al., 
2005a)。过氧化物酶存在于细胞壁中, 并参与水杨酸

(salicylic acid, SA)诱导的气孔关闭 (Mori et al., 
2001), 且在病原菌侵染时诱导ROS的产生(Bolwell 
et al., 2002)。然而, 过氧化物酶的底物还未得到鉴定

(Bolwell et al., 2002)。黄嘌呤氧化酶存在于过氧化物

酶体内, 并催化产生O2·̄和氧化黄嘌呤, 将次黄嘌呤

氧化为尿酸(del Río et al., 2002)。 
保卫细胞叶绿体被认为是具有调节气孔运动功

能的特异细胞器, 保卫细胞叶绿体产生ROS对于气

孔运动调节具有特殊意义。与叶肉细胞叶绿体相比, 
保卫细胞叶绿体更小, 并且类囊体片层更少。保卫细

胞叶绿体的数目只有叶肉细胞叶绿体数目的1/3, 且
每个保卫细胞的叶绿素含量只相当于叶肉细胞叶绿

素含量的1%–4%。生物化学研究表明, 保卫细胞叶绿

体存在卡尔文循环酶。然而保卫细胞中卡尔文循环的

关键酶Rubisco活性极低。考虑到保卫细胞较低的叶

绿素含量和Rubisco活性, 保卫细胞CO2固定能力大

约只有叶肉细胞的2%–4%。转基因烟草(Nicotiana 
tabacum)减少Rubisco含量并抑制光合作用表明光合

能力与高光下气孔导度可能无直接关系。然而, 尽管

保卫细胞叶绿体小、数量少、基粒片层少, 但光合磷

酸化能力高达叶肉细胞的80%。这暗示了过剩的光能

到化学能的转变为产生大量的ROS提供了可能性。因

此保卫细胞叶绿体不仅提供能量, 而且可能作为环境

氧化还原信号的感受体起作用, 使植物更好地适应环

境变化(Wang and Song, 2008)。 

3  引发ROS产生的外界刺激 

从进化的角度看, H2O2无疑是一个古老的信号, 因为

氧化还原反应本身就是生命的基本过程。H2O2在细胞

内许多生理生化过程、信号转导甚至基因转录等方面

起重要作用(Cheng and Song, 2006)。大量 的研究

表明, 多种胁迫刺激均可引发ROS的产生, 因而人们

常把ROS含量升高作为细胞遭受生物与非生物胁迫

的指示剂(Mittler, 2002)。 

3.1  ROS信号与植物激素 

McAinsh等(1996)以鸭跖草(Commelina communis)
为材料, 发现ROS可以诱导气孔关闭, 抑制气孔张

开, 并且这一作用与胞质中Ca2+浓度([Ca2+]cyt)升高

有关。其中低浓度的ROS通过Ca2+调控可逆的气孔运

动; 而高浓度的ROS导致保卫细胞活性丧失, 质膜完

整性受损, 诱导气孔不可逆关闭。这一过程不依赖于

Ca2+, 但此后未见其它关于ROS影响保卫细胞活性

的报道。由于技术的原因, 细胞中ROS的浓度一直无

法准确定量测定, 因此检验外源ROS的作用时只能

控制在一定的浓度范围内。 
众所周知, 干旱胁迫下ABA在调控气孔运动中起

着关键作用, 因而关于保卫细胞中ABA信号转导的研

究积累了大量资料。苗雨晨等(2000)报道了ABA可能

诱导蚕豆(Vicia faba)保卫细胞产生H2O2。随后, Pei
等(2000)进一步证实H2O2通过激活质膜Ca2+通道介

导ABA诱导的拟南芥气孔关闭。Kwak等(2003)进一

步的研究表明 , 拟南芥中AtrbohD和AtrbohF两个

NOX基因参与ABA诱导的气孔关闭过程。尽管

atrbohd和atrbohf单突变体的气孔开度在ABA处理下
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与野生型间的差异并不显著, 然而, atrbohd/f双突变

体显著削弱了ABA诱导的气孔关闭。这一结果也暗示

了AtrbohD和AtrbohF之间存在部分功能冗余。与野生

型相比, atrbohd/f双突变体中ABA诱导ROS产生的量

变少, 而外源施加H2O2处理可恢复atrbohd/f双突变

体的气孔关闭。这一结果将ABA诱导气孔关闭与通过

NOX产生H2O2直接联系起来。Zhang等(2001)在蚕豆

中也证实ABA可通过激活NOX产生H2O2进而诱导气

孔关闭。尽管ABA诱导的气孔关闭作用在atrbohd/f
双突变体中被明显削弱, 但并未完全被阻断(Kwak et 
al., 2003)。因而, 暗示应该还存在来源于其它途径的

H2O2参与ABA诱导的气孔关闭过程。令人兴奋的是, 
在蚕豆保卫细胞中发现来源于质外体铜胺氧化酶产

生的H2O2参与ABA诱导的气孔关闭过程, 而且铜胺

氧化酶产生H2O2的过程独立于质膜NOX。ABA处理

可激活质外体铜胺氧化酶, 通过降解腐胺产生H2O2, 
并引起胞质Ca2+浓度升高, 诱导气孔关闭(An et al., 
2008)。与ROS参与ABA诱导气孔关闭过程相类似, 
ROS也同样参与ABA抑制的气孔张开过程 , 外源

H2O2处理可以抑制气孔张开(Mishra et al., 2006; 
Yan et al., 2007)。但气孔张开与气孔关闭是两个完

全不同的过程, H2O2抑制气孔张开的机制目前还不清

楚。与H2O2类似, 另外一种重要的信号分子一氧化氮

(NO)在植物应答多种环境刺激时参与其中的信号途

径。Bright等(2006)证明在ABA诱导的气孔关闭中, 
NO在H2O2的下游起作用, 并且ABA诱导NO产生又

依赖于ABA激活的AtrbohD和AtrbohF产生H2O2。 
研究显示, 拟南芥中磷脂酶Dα1(PLDα1)及其酶

解产物磷脂酸(PA)也参与ABA诱导的保卫细胞ROS
产生过程(Zhang et al., 2009)。在pldα1突变体中ABA
不能激活其NADPH氧化酶产生ROS, 但磷脂酶Dα1
的酶解产物PA却可以正常激活pldα1突变体NADPH
氧化酶产生ROS。在pldα1突变体中还发现ABA诱导

的NO产生受阻。在这一信号途径中, PA一方面与

RbohD的N端互作使其激活产生ROS; 另一方面PA
还与ABI1互作, 将其募集于质膜而降低其PP2C磷酸

酶活性, 从而拮抗ABI1对H2O2和NO信号的抑制作用

(Zhang et al., 2009)。 
乙烯 (ethylene)可通过与ABA互作调节气孔开

度。有报道显示 , 乙烯通过其受体 ETR1 激活

AtrbohF(而不通过AtrbohD)产生H2O2并诱导拟南芥

气孔关闭 (Tanaka et al., 2005; Desikan et al., 
2006)。此后, 利用拟南芥中H2O2和H2S合成缺失突

变体结合药理学实验进一步证明, 乙烯诱导的气孔关

闭过程中出现H2O2含量升高, 并伴随胞质碱化, 此后

NO的合成增加, 并进一步诱导H2S合成, 最终导致

气孔关闭(刘菁等, 2010, 2011; 侯智慧等, 2012; 王
兰香等, 2012)。这些结果说明, 乙烯诱导的气孔关闭

过程与ABA诱导的气孔过程可能共享多种信号转导

组分。然而, 令人困惑的是, 乙烯有时可促进气孔关

闭(Pallas and Kays, 1982; Beguerisse-Dıaz et al., 
2012), 有时又促进气孔张开(Madhavan et al., 1983; 
Levitt et al, 1987; Merritt et al., 2001)。这些实验结

果的原因还需要进一步分析。 
除了ABA和乙烯可诱导气孔关闭外, 另外一种参

与植物系统获得性抗性的激素水杨酸也可诱导蚕豆

保卫细胞产生ROS并导致气孔关闭 (Mori et al., 
2001; Khokon et al., 2011)。与ABA诱导气孔关闭不

同的是, SA诱导气孔关闭中ROS来源于细胞壁结合

的愈创木酚过氧化物酶, 而非质膜NOX(Mori et al., 
2001)。这暗示了在植物中针对不同的刺激由不同的

ROS生成酶参与形成ROS, 从而使植物能够区分并

应对多种不同刺激, 进而作出精细的应答反应。然而, 
SA诱导的气孔关闭同样需要胞外Ca2+存在, 尽管未

检测到胞质Ca2+水平升高, 说明ABA与SA诱导气孔

关闭的信号途径可能在ROS产生的下游享有共有成

分(Mori et al., 2001)。最近研究发现NO便是这种共

享组分之一, 其证据是拟南芥noa1突变体可明显抑

制SA诱导的NO产生及气孔关闭(Sun et al., 2010)。
同时, 硝酸还原酶NIA1和NIA2也参与SA诱导的NO
产生及气孔关闭(Hao et al., 2010)。这些结果表明, 
SA通过诱导NO合成而导致气孔关闭。 

此外 , 还发现茉莉酸甲酯 (MeJA)或茉莉酸

(jasmonic acid, JA)同样可通过ROS的介导而诱导气

孔关闭(Suhita et al., 2004)。与ABA类似, JA同样不

能诱导atrbohd/f双突变体产生ROS以及气孔关闭 , 
暗示了NADPH氧化酶RBOH同样参与了JA诱导的气

孔关闭过程。与预期相符, JA不能诱导其不敏感突变

体jar1-1的气孔关闭, 但jar1-1突变体却可响应ABA
诱导的气孔关闭。拟南芥中有5个钙依赖蛋白激酶

(CDPK)CPK3、CPK4、CPK6、CPK10和CPK11参
与了ABA诱导的气孔关闭过程, 其下游信号组分包括
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Ca2+内流、pH值变化、ROS产生、内向及外向K+通

道活性改变以及慢速阴离子通道SLAC1激活等(Zou 
et al., 2010; Munemasa et al., 2011)。大量研究表明, 
ABA和JA在诱导气孔关闭中存在信号交叉与共享, 
但目前只发现CPK6参与MeJA诱导的气孔关闭, 而
其余4个CDPK在MeJA诱导的气孔关闭中似乎不起

作用(Munemasa et al., 2011)。这些结果表明, 尽管

JA与ABA的信号途径在多个中间成分上存在交叉共

享, 但两者在调节气孔运动的信号细节上仍存在某些

特异性。有趣的是, 最近研究发现, 用ABA合成抑制

剂预处理野生型拟南芥可抑制MeJA诱导的气孔关

闭。另外, ABA合成缺失突变体aba2-2也可阻断MeJA
诱导的气孔关闭, 而且MeJA可诱导ABA合成的关键

基因NECD3表达上调。这些结果初步暗示了MeJA可
能通过诱导内源ABA水平升高而使气孔关闭(Hoss- 
ain et al., 2011)。但ABA是否作为MeJA的下游信号

并介导其诱导的气孔关闭还需要更多的研究证据。综

上所述, MeJA/JA与ABA在诱导气孔关闭中的相互关

系还需深入研究。 
如上所述, ABA、乙烯、JA和SA都通过增加ROS

的产生而诱导气孔关闭。那么 , 另外2种植物激素

——细胞分裂素(cytokinin)和生长素(auxin)通过降低

ROS水平而促进气孔张开就不难理解了。细胞分裂素

和生长素不仅参与植物的生长发育, 而且还可促使气

孔张开。最近人们对其促使气孔张开的机制也有所了

解。尽管这2种激素都可通过抑制H2O2产生而阻止暗

诱导的气孔关闭, 但只有细胞分裂素可使已被暗处理

关闭的气孔重新开放, 这一作用通过降低暗处理中积

累的H2O2而实现(Song et al., 2006)。此外还发现, 细
胞分裂素可抑制H2O2诱导的保卫细胞内二氯荧光素

的荧光增强和气孔关闭, 生长素则无此作用。这暗示

了细胞分裂素可在ROS产生后启动H2O2的清除机制, 
而生长素只能在ROS产生的上游起作用(Song et al., 
2006)。有趣的是, Tanaka等(2006)报道细胞分裂素

和生长素通过乙烯来抑制ABA诱导的气孔关闭。总之, 
关于H2O2在气孔内激素信号相互交叉对话中的作用

机制还有待后续的大量研究。 

3.2  非生物胁迫 

植物生长于室外经常遭遇多种环境胁迫刺激, 如光/
暗变化、干旱、UV辐射、臭氧以及CO2水平升高等。

这些胁迫刺激均会诱导植物体内ROS水平升高并调

控气孔运动。 
如前所述, 气孔在光合作用气体交换中发挥重要

作用。植物必须在光合作用CO2吸收与蒸发作用水分

散失之间保持动态平衡。气孔在光下进行光合作用时

张开, 而在黑暗中关闭。室外条件下, 调控气孔运动

的环境刺激常常同时发生, 如光照与干旱常同时存

在, 气孔如何应对这些复合的环境刺激？蓝光是自然

光的组分之一, 可通过磷酸化质膜H+-ATPase的C末

端激活H+-ATPase, 驱动细胞超极化, K+在保卫细胞

内积累, 气孔张开(Schroeder et al., 2001)。蓝光诱导

的气孔开放可被ABA抑制 (Leung and Giraudat, 
1998)。H2O2和NO参与ABA抑制蓝光促进的气孔开放

过程, 它们可阻止蓝光依赖的质膜H+-ATPase的磷酸

化与激活(Zhang et al., 2004, 2007)。因而, ABA信号

可抑制蓝光信号并调控气孔开闭。 
与蓝光一样, UV-B同样是自然光的组分, 并可造

成植物的代谢和生理过程受伤害。UV-B辐射也可影

响气孔行为, 但引起气孔张开还是关闭取决于保卫细

胞的代谢状态(Jansen and van der Noort, 2000)。在

UV-B诱导蚕豆气孔关闭中, 同时依赖于H2O2和NO
信号, 由于H2O2和NO可以相互促进对方的合成并形

成信号的反馈放大, 暗示了H2O2和NO信号途径存在

相互交叉(He et al., 2005)。He等(2011)进一步发现, 
干扰蚕豆乙烯合成和乙烯信号途径可抑制UV-B辐射

诱导的H2O2产生和气孔关闭。同时在研究UV-B诱导

的H2O2产生来源时发现, 过氧化物酶抑制剂可阻断

UV-B诱导的H2O2产生, 而NADPH氧化酶抑制剂则

不影响UV-B诱导的H2O2产生。这些结果表明UV-B辐
射首先诱导乙烯合成, 进而乙烯通过刺激过氧化物酶

产生H2O2, 最终诱导气孔关闭。 
CO2对气孔行为的影响似乎依赖于CO2浓度, 低

浓度CO2诱导气孔张开; 而高浓度CO2诱导气孔关闭, 
但其中的原因还不清楚(Kolla et al., 2007)。在拟南芥

中, 使用重碳酸盐作为CO2供体的高浓度CO2诱导气

孔关闭实验中, CO2的作用与ABA类似, 其诱导气孔

关闭依赖于质膜上AtrbohD/F产生的H2O2(Kolla et 
al., 2007)。但CO2诱导的气孔关闭又与ABA存在差异, 
CO2诱导的H2O2产生慢且浓度低, 因而诱导的气孔

关闭作用稍弱(Kolla et al., 2007)。此外, 与ABA不同, 
CO2诱导的气孔关闭不存在胞质碱化现象, 但存在胞
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质Ca2+水平升高现象。这些结果又印证了植物在应对

不同刺激时ROS及其下游信号的复杂性和细微差异

(Vavasseur and Raghavendra, 2005; Kolla et al., 
2007)。 

大气O3污染可造成细胞伤害, 并引起与病原菌

侵染类似的二次氧化猝发现象(Joo et al., 2005)。在

拟南芥保卫细胞中, O3引起的ROS产生依赖于叶绿

体并可通过激活AtrbohD和AtrbohF将信号扩散至邻

近的表皮细胞(Joo et al., 2005)。O3还可通过抑制K+

通道导致气孔关闭而减少CO2的吸收(Torsethaugen 
et al., 1999)。对O3敏感的阴离子通道对ROS也敏感, 
因而, O3对气孔开放的抑制效应似乎是通过ROS信

号而起作用(Vahisalu et al., 2008)。最近研究发现, 
O3诱导拟南芥气孔关闭伴随着ROS产生, 且在该信

号途径中发现SLAC1与OST1直接互作并被OST1磷
酸化激活(Vahisalu et al., 2010)。 

暗诱导的气孔关闭中同样需要H2O2的参与。

H2O2诱导的气孔关闭与ABA诱导的气孔关闭的早期

事件存在许多相似性, 包括质膜H+-ATPase失活、胞

质pH值升高和K+外流等(Desikan et al., 2004)。由于

H2O2作为ABA诱导气孔关闭的下游信号起作用, 用
NOX抑制剂二甲苯基碘 (dephenylene iodonium, 
DPI)、过氧化氢酶以及抗氧化剂N-乙酰-半胱氨酸

(N-acetyl cysteine, NAC)均可抑制暗诱导的H2O2产

生和气孔关闭。这暗示了ABA和暗诱导的气孔关闭可

能在H2O2这个节点上存在信号交叉共享(Desikan et 
al., 2004)。 

3.3  生物刺激 

植物早期应答病原菌或激发子时产生的氧化猝发作

为植物免疫反应的一部分起作用。氧化猝发反应不仅

可抵御病菌侵染, 还作为信号分子启动植物的抗性反

应。此后的抗性反应包括基因表达调节引起超敏反

应、诱导局部程序性细胞死亡及限制病原菌扩散。 
据报道, 植物在遭受不同生物刺激时可通过多种

途径产生ROS。在烟草表皮细胞中发现一种真菌激发

子隐地蛋白(cryptogein)刺激产生的ROS, 其来源于

保卫细胞叶绿体; 而腐胺等多胺触发的ROS产生来

源于质外体。进一步利用ROS产生的酶抑制剂的研究

表明, 隐地蛋白诱导产生的ROS来源于黄素氧化酶, 
腐胺诱导产生的ROS则来源于过氧化物酶或胺氧化

酶(Alllan and Fluhr, 1997)。此后有报道显示, 烟草

BY-2细胞中NOX和铜胺氧化酶分别参与隐地蛋白和

腐胺诱导的ROS产生(Kadota et al., 2004; An et al., 
2008)。 

传统概念认为叶片表面的气孔为病原菌侵染提

供了天然入口。而也有观点对这种概念提出质疑, 当
拟南芥受到细菌或细菌激发子攻击时, 其气孔可主动

关闭(Melotto et al., 2006)。Melotto等(2006)还将气

孔主动关闭与ABA联系起来, 认为ABA的下游信号组

分OST1和NO也参与病原菌侵染诱导的气孔主动关

闭过程。最近研究发现酵母激发子可诱导拟南芥保卫

细胞产生ROS和NO, 并通过胞质Ca2+振荡诱导气孔

关闭。该过程中ROS来源于过氧化物酶, 而非质膜

NADPH氧化酶(Khokon et al., 2010a)。但激发子诱

导的气孔关闭是否与OST1等ABA的下游信号组分有

关还有待进一步研究。 
早在1999年, Lee等(1999)在研究某些植物-真菌

互作中就初步证明了H2O2在其中的作用, 他们在番

茄(Lycopersicon esculentum)和鸭跖草中发现, 植物

细胞壁的一种降解产物寡聚半乳糖醛酸(oligogala- 
cturonic acid, OGA)和真菌细胞壁的一种组分几丁质

可诱导保卫细胞产生H2O2并关闭气孔(Lee et al., 
1999)。除了诱导气孔关闭外, OGA还可抑制气孔开

放。研究显示, 外源过氧化氢酶或抗坏血酸可抑制激

发子诱导的气孔关闭。这一结果暗示了H2O2对于激发

子诱导的气孔关闭是必需的。但遗憾的是, 这些研究

仅仅观察了真菌细胞壁组分几丁质和植物细胞壁组

分OGA对气孔的影响, 而没有研究气孔应对真菌侵

染时的真实情况。最近发现几丁质可诱导拟南芥野生

型及atrbohd和atrbohf突变体保卫细胞产生ROS及气

孔关闭。然而, 过氧化物酶抑制剂可阻断几丁质诱导

的ROS产生及气孔关闭作用 , 表明几丁质诱导的

ROS产生来源于过氧化物酶而不是质膜NADPH氧化

酶(Khokon et al., 2010b)。对豌豆(Pisum sativum)
的研究显示, 与ABA和JA的作用类似, 在几丁质诱导

的气孔关闭中, NO位于ROS的下游起作用, 并且质

膜Ca2+通道也参与这一过程。表明几丁质与ABA和JA
在诱导气孔关闭中共享信号转导途径(Srivastava et 
al., 2009)。进一步研究表明, 几丁质诱导的气孔关闭

过程可被MAPKK抑制剂PD98059阻断, 而且几丁质

不能诱导mpk9/mpk12双突变体的气孔关闭。该双突
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变体不受几丁质诱导而产生ROS、胞质碱化及胞质

Ca2+振荡, 但mpk9和mpk12单突变体的气孔行为与

野生型相同。这些结果表明MPK9和MPK12参与几丁

质诱导的气孔关闭过程, 且可能位于ROS产生的上

游(Salam et al., 2012)。 
在真菌与气孔的互作中, 人们也发现有相反的结

果, 如死体营养型真菌大豆菌核病(Sclerotina scle-
rotiorum)可诱导气孔张开, 然后菌丝可通过气孔侵染

叶片。这种真菌对气孔的操控依赖于毒性因子草酸, 
草酸可能干扰H2O2的产生而抑制ABA诱导的气孔关

闭(Guimarães and Stotz, 2004)。人们发现AtrbohD
和AtrbohF也参与病原菌侵染诱导的植物氧化猝发过

程(Torres et al., 2002)。由于草酸可抑制激发子诱导

的H2O2产生(Cessna et al., 2000), 因而推测草酸在

植物-病原菌互作中也可能通过抑制质膜NOX而阻断

ROS产生并干扰气孔关闭。总之, ROS不仅参与生物

胁迫诱导的气孔关闭过程, 而且还可抑制气孔开放

(Desikan et al., 2004; Mishra et al., 2006; Yan et al., 
2007)。对于植物应答病原菌侵染还有许多令人感兴

趣的问题值得深入探讨。 

4  ROS的产生与作用的调节 

4.1  ROS产生的上游调节 

拟南芥OST1(open stomata 1)Ser/Thr蛋白激酶是较

早得到鉴定的参与ABA信号途径的蛋白激酶。该蛋白

激酶是从干旱胁迫诱导气孔关闭的突变体中鉴定出

来的。OST1基因编码SNF1相关的蛋白激酶(SnRK), 
因此也被称为SnRK2E(Mustilli et al., 2002; Yoshida 
et al., 2002)。OST1基因在保卫细胞和维管系统中表

达, 并且其表达水平和激酶活性均受ABA诱导和激

活。ost1突变体特异地阻断ABA诱导的气孔关闭和

ABA抑制的气孔开放, 导致水分过度散失和干旱条件

下萎蔫表型 , 表明OST1是ABA信号的正调控因子

(Mustilli et al., 2002; Yoshida et al., 2002)。ABA不
能诱导ost1突变体产生ROS, 外源H2O2可使ost1突
变体气孔关闭, 说明OST1蛋白激酶介导了ABA诱导

的保卫细胞产生ROS。而且 , 已有直接证据表明

OST1可直接与AtrbohF互作 , 磷酸化AtrbohF的

Ser12和Ser174使其激活并产生ROS(Sirichandra et 
al., 2009)。这从分子机制上解释了ABA诱导保卫细胞

产生ROS的途径之一。此外, OST1的C末端包含功能

结构域I和II(Yoshida et al., 2006), 其中结构域I不参

与ABA诱导的OST1激活; 而结构域II可与ABA信号

的重要负调控因子PP2C磷酸酶ABI1互作(Yoshida et 
al., 2006)。这种互作导致OST1激酶活性受ABI1的抑

制。此前有报道显示ABI1可阻断ABA诱导的H2O2产

生(Murata et al., 2001)。因而, ABI1可能正是通过抑

制OST1激酶活性而抑制ABA诱导的H2O2产生。 
ABA和JA诱导ROS产生时均存在胞质碱化现象

(Suhita et al., 2004; Islam et al., 2010)。保卫细胞中

pH值变化与ROS积累的动态过程显示胞质碱化先于

ROS产生(Gonugunta et al., 2008)。有趣的是, ABA
并不能诱导ost1突变体产生ROS及气孔关闭, 而JA
却可以。与此类似 , JA不能诱导 jar1-1突变体产生

ROS及气孔关闭 , 而ABA却可以 (Suhita et al., 
2004)。这些结果暗示ABA和JA可能通过完全不同的

途径诱导产生ROS。 
最近研究表明, 异三聚体G蛋白的α亚单位缺失

突变体阻断了ABA诱导的ROS产生及Ca2+通道激活。

而外源H2O2可正常诱导gpa1突变体气孔关闭并抑制

其气孔开放, 该突变体的Ca2+通道也可被H2O2正常

激活。另外, 该突变体还同时阻断了ABA抑制的内向

K+电流和不依赖于pH值的外向阴离子电流。这些结

果表明, GPA1在ABA诱导气孔关闭中位于ROS产生

的上游(Zhang et al., 2011)。研究表明, 异三聚体G
蛋白参与植物应答O3胁迫时的ROS产生过程, Gα和
Gβ亚基对源于叶绿体的第1相氧化猝发是必需的。然

而, 源于包括质膜RBOH在内的多途径的第2相氧化

猝发过程仅需要Gα亚基的参与(Joo et al., 2005)。 

4.2  ROS作用的下游调节 

如前所述, 决定气孔开度的重要因素是保卫细胞中离

子的浓度。众多证据表明, ROS在ABA(或非ABA)调
节的保卫细胞离子浓度变化中起重要作用。Pei等
(2000)的研究表明, 在H2O2介导ABA诱导的气孔关

闭中, H2O2可激活质膜Ca2+通道, 引起Ca2+内流, 最
终导致气孔关闭。Kwak等(2003)发现, 在atrbohd/f
双突变体保卫细胞中, ABA诱导的胞质Ca2+浓度升高

幅度明显小于野生型。而且, 外源H2O2可正常激活

atrbohd/f双突变体的Ca2+透过性通道(ICa), 表明来源

于质膜RBOH产生的H2O2激活了质膜Ca2+通道并介
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导了ABA信号。然而也有报道显示在诱导气孔关闭中

H2O2的作用可能与ABA不同(Köhler et al., 2003)。利

用电压钳技术对蚕豆保卫细胞的研究结果表明, 外向

K+通道(K+
out)对于ABA和H2O2的反应不同, ABA以可

逆的方式抑制内向K+通道(K+
in), 1–50 μmol·L–1H2O2

则以不可逆的方式同时抑制K+
in和K+

out。这暗示了与

ABA诱导产生的H2O2不同 , 其它刺激诱导产生的

H2O2可能作用于K+
out。然而, 也不能排除外源施加

H2O2与保卫细胞产生或释放的H2O2具有不同作用方

式的可能性。推测H2O2并非作为ABA信号途径的中间

组分, 而是H2O2信号和ABA信号在激活Ca2+通道这

一节点上存在交叠。尽管在外向K+通道突变体gork1
中, JA通过ROS诱导的气孔关闭受到影响, 但对于

H2O2调节的K+通道与ABA调节的K+通道是否相同还

不得而知(Suhita et al., 2004)。另外一个支持H2O2和

ABA不同作用机理的实验证据如下: 用H2O2处理拟

南芥中一种V-ATPase突变体det3时, 其[Ca2+]cyt振荡

和气孔关闭受阻, 而ABA却能正常诱导det3突变体

[Ca2+]cyt振荡和气孔关闭。这一结果提示在保卫细胞

中 , 不同的刺激具有不同的信号途径(Allen et al., 
2000)。 

如前文所述, Cl–通过快速(R型)和慢速(S型)阴离

子通道外流, 进而引起K+外流, 保卫细胞膨压下降, 
最终导致气孔关闭。直到最近, 控制离子进出的通道

膜蛋白才得以鉴定。其中SLAC1编码一种慢速阴离子

通道, 用O3、CO2、光/暗周期变化、H2O2、NO、Ca2+

和ABA处理时, slac1突变体表现出慢速阴离子电流

缺失和气孔无法关闭的表型(Negi et al., 2008; Va-
hisalu et al., 2008)。最新报道显示, 拟南芥保卫细胞

中快速阴离子通道QUAC1也受OST1的激活而介导

ABA诱导的气孔关闭过程。在abi1-1和ost1-2突变体

中ABA激活的QUAC1通道受阻(Imes et al., 2013)。 
与ABI1类似, 另一个PP2C类磷酸酶ABI2同样作

为ABA信号的负调控因子起作用。abi1-1突变体阻断

了ABA诱导的ROS产生与气孔关闭, 因而ABI1位于

ROS产生的上游。而在abi2-1突变体中阻断了H2O2

激活的Ca2+通道和气孔关闭, 但ABA可正常诱导该突

变体产生ROS, 表明ABI2位于ROS的下游起作用

(Murata et al., 2001)。 
除了蛋白磷酸酶ABI1和ABI2外, MAP激酶MPK3

也参与ABA和H2O2诱导的气孔关闭以及H2O2抑制的

气孔开放(Gudesblat et al., 2006)。在MPK3沉默的转

基因植物中, ABA诱导的H2O2产生不受影响, 表明

MPK3位于H2O2的下游参与ABA诱导的气孔关闭过

程(Gudesblat et al., 2006)。 
乙烯受体ETR1是一种双组分组蛋白激酶, 具有

感受外界刺激和转导信号的功能(Grefen and Harter, 
2004)。ETR1受体在保卫细胞中表达并含有3个结构

域, 即N端信号输入结构域、中间信号传递结构域和C
端信号接受结构域。信号输入结构域感受外界刺激并

启动开始于组蛋白激酶结构域内的保守组氨酸的一

系列磷酸转移反应, 磷酸基团被传递到位于信号接受

结构域中保守的天冬氨酸残基上, 此后进一步被传递

到反应调节元件内保守的天冬氨酸, 最终引发一系列

细胞反应(Hwang et al., 2002; Grefen and Harter, 
2004; Desikan et al., 2005b)。Desikan等(2005b)的
研究表明ETR1的N-端信号输入结构域中的Cys65对
于H2O2诱导的气孔关闭至关重要。当etr1-1突变体中

发生Cys-65-Tyr氨基酸替换时, 该突变体对H2O2诱

导的气孔关闭不敏感 , 而突变体 etr1-3 中发生

Ala-31-Val氨基酸替换时, 并不影响H2O2诱导的气孔

关闭, 说明Cys65对于保卫细胞的H2O2反应是必需

的。尽管ETR1的下游调节元件ARR2参与H2O2诱导

的气孔关闭 , 但ETR1本身的组蛋白激酶活性对于

H2O2 诱导的气孔关闭并非必需 (Desikan et al., 
2006)。通过双组分系统对H2O2信号感受和传递的分

子机制还有待进一步研究。 

4.3  ROS产生与作用的细胞内区室化调节 

如上所述, 定位于保卫细胞中不同位置的多种酶均可

产生H2O2。例如, RBOH定位于质膜; 过氧化物酶定

位于质外体和细胞壁; 黄嘌呤氧化酶定位于过氧化物

酶体。ROS作用的下游靶蛋白同样定位于不同的细胞

器。如ABI1/ABI2定位于细胞质; ETR1定位于内质网; 
SALC1、K+通道蛋白和Ca2+通道蛋白定位于质膜。显

而易见, 这些ROS产生途径间必须精密协调, 并按植

物的生理需求在适当的细胞区室内控制ROS的产生

及其作用。 
H2O2作为细胞内信号分子其自身可以在细胞间

扩散。前期研究表明, 将表皮细胞暴露在白光下, 不
仅可在暴露的细胞中诱导产生ROS, 而且还可以在

邻近的未暴露的保卫细胞中诱导产生ROS。由于保卫
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细胞与周围的表皮细胞间并不存在共质体直接连接, 
因而H2O2可能作为信号分子通过质外体或跨越细胞

质膜在细胞间扩散(Allan and Fluhr, 1997)。研究还发

现O3诱导的叶绿体ROS产生对于表皮细胞间ROS信
号传播是必需的, 但这种ROS信号不在保卫细胞间

传播(Joo et al., 2005)。最近发现H2O2可通过2个来源

于拟南芥的水通道蛋白TIP1;1和TIP1;2跨越细胞膜

进行扩散(Biernet et al., 2007)。遗憾的是, 这一结果

是在酵母细胞中发现的。这2个水通道蛋白在植物细

胞中是否具有同样的功能还不确定。 这2个基因的缺

失突变体是否影响ROS信号的传播将为回答这一问

题提供依据。 
总之, 在亚细胞水平上对各种生物或非生物刺激

产生的H2O2进行定位, 对于理解保卫细胞内H2O2产

生的细胞内区室化调节尤为重要。 

5  ROS的清除 

ROS清除剂除了具备解除ROS毒性的基本功能外, 
也参与ROS信号的精细调控(Mittler, 2002)。因而, 
ROS信号过程必然存在ROS产生及其浓度的区室控

制以及ROS清除三者间的精巧平衡, 其中ROS清除

过程包括细胞内抗氧化剂、ROS清除酶类以及氧化还

原状态调节等。 
超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)

可将O2·̄歧化为H2O2, H2O2进一步被过氧化氢酶

(catalase, CAT)、抗坏血酸过氧化物酶(ascorbate 
peroxidase, APX)、谷胱甘肽过氧化物酶(glutathione 
peroxidase, GPX)等分解, 后两者分别需要还原型抗

坏血酸(ascorbic acid, Asc)和谷胱甘肽(glutataione, 
GSH) 作为还原剂 (Mittler, 2002; Apel and Hirt, 
2004)。而Asc和GSH水平的维持又需要谷胱甘肽还

原酶(glutathione reductase, GR)、单脱氢抗坏血酸还

原酶(monodehydroascorbate reductase, MDAR)以
及脱氢抗坏血酸还原酶 (dehydroascorbate reduc-
tase, DHAR)的参与(Mittler, 2002; Apel and Hirt, 
2004)。通常认为, ROS清除能力缺陷和细胞内氧化还

原状态失衡都会影响细胞内ROS的水平和ROS调控

的植物生理反应。然而, 也有相反的研究报道。拟南

芥GSH合成缺陷突变体ch1-1表现出ABA诱导的气孔

关闭作用比野生型增强, 但ROS水平未受影响。同时, 

ABA抑制的气孔张开过程不受GSH含量降低的影响。

这一结果暗示GSH或许位于ROS的下游而参与ABA
诱导的气孔关闭(Jahan et al., 2008)。在拟南芥中进

行药理学处理使保卫细胞中GSH含量降低, 不影响

保卫细胞中ROS的含量、胞质碱化和胞质Ca2+振荡, 
但会增强ABA和JA诱导的气孔关闭 (Akter et al., 
2012)。总之, GSH与ROS的上下游关系还需进一步

确认。 
Asc是植物细胞内含量最丰富的抗氧化剂之一, 

Asc除了清除ROS外, 其本身也可能参与保卫细胞的

ROS信号过程。人们发现烟草中H2O2的含量和Asc的
氧化还原状态随昼夜周期而变化, H2O2水平的最高峰

出现在午后, 并伴随着气孔关闭, 而在早晨、傍晚和

夜里较低。Asc的氧化还原状态则与H2O2水平的变化

正好相反, 暗示两者间存在某种联系。APX1基因的

缺失突变体不能对光/暗周期变化作出响应, 而且其

叶片中含有比野生型更高的H2O2水平, 进一步暗示

了APX和Asc之间的联系对气孔行为的调控(Pnueli 
et al., 2003)。研究表明Asc氧化还原状态可影响气孔

反应, 过表达DHAR可导致Asc氧化还原状态升高, 
降低H2O2水平并削弱ABA和H2O2诱导的气孔关闭

(Chen and Gallie, 2004)。由于过表达DHAR可提高

DHA水平, 并有利于DHA向Asc的转化, 而不是提高

Asc本身, 这暗示了Asc氧化还原状态本身(也就是

Asc和DHA之间的平衡)对气孔行为的重要性(Chen 
and Gallie, 2004)。 

拟南芥ATGPX3基因在保卫细胞中强烈表达 , 
atgpx3突变体对ABA和H2O2不敏感, 暗示ATGPX3
可能作为桥梁连接了H2O2和ABA诱导气孔关闭的下

游事件。在酵母双杂交和GST pull-down实验中发现, 
ATGPX3可与ABI1和ABI2互作并抑制其活性, 因而

削弱了ABI1和ABI2对ABA信号的负调控作用, 导致

气孔关闭。H2O2还调控了ATGPX3和ABI2的氧化还

原状态, 使两者结合得更紧密。atgpx3突变体中ABA
和H2O2诱导的Ca2+电流被削弱。暗示ATGPX3可感受

和转导H2O2信号, 并与ABI2互作启动Ca2+内流, 最
终导致气孔关闭(Miao et al., 2006)。 

6  研究展望 

从人们第一次认识到ROS可调控气孔运动时起(McAinsh 
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图1  气孔保卫细胞中的ROS信号(引自Pham and Desikan, 
2009, 并做修改) 
 
Figure 1  ROS signaling in guard cells (modified from Pham 
and Desikan, 2009) 
 
 

et al., 1996), 对于气孔运动中的ROS信号的研究经

历了漫长的过程。图1总结了保卫细胞中的ROS信号。

一方面, 多种刺激分别通过不同的途径诱导保卫细胞

产生ROS; 另一方面, 保卫细胞中的抗氧化剂及氧化

还原信号在调控气孔行为中也发挥了重要作用。已鉴

定的一系列蛋白组分不仅调节ROS的产生, 而且调

控ROS信号的转导与传播 , 保卫细胞不同区域内

ROS产生与清除的精确调控对于气孔的开闭反应至

关重要。然而, 对气孔运动中的ROS信号的研究不仅

揭示了一些表象, 而且为后人留下了许多问题。例如, 
保卫细胞如何区分不同的刺激并通过特异的途径产

生ROS, 最终作出相应的生理反应。其中H2O2特异感

受子和受体至今尚未确定。也就是说, 我们仍不确定

细胞如何感受H2O2, 也不清楚在细胞感受H2O2信号

转导过程中, 哪些细胞过程是最主要的或是限速步

骤。又如, 保卫细胞是否存在有别于其它细胞类型的

特异的ROS信号组分; 或者目前已知的参与保卫细

胞ROS的信号组分是否在其它类型细胞中也具有同

样的功能。气孔利用ROS整合多种环境刺激是一个令

人兴奋的研究领域。气孔如何通过灵敏的开闭运动帮

助植物更好地适应胁迫环境, 这一问题对于理解当前

多变的全球气候环境显得十分重要。鉴定不同植物物

种间共有的ROS信号关键组分对于农业育种和提高

作物耐(抗)性将大有裨益。若能在细胞水平绘制和预

测应对环境变化时细胞内的变化细节, 无疑将加速未

来的研究进程。 
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Reactive Oxygen Species Signaling in Stomata 
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Abstract  Reactive oxygen species (ROS) act as signaling molecules in stomata guard cells. ROS generation occurs in 
guard cells via specific enzymes. The most-studied enzymatic source is the NADPH oxidase component RBOH, which is 
involved in both abiotic and biotic stresses. Hormones, such as abscisic acid, salicylic acid, ethylene, auxin, and cytokinin, 
affect ROS-mediated responses in stomata. Biotic stresses, such as virulent bacteria and fungi, also affect stomata 
movements, where ROS likely play a role. Regulation of ROS production and action occurs at various levels, including 
antioxidant activities as well as ROS-sensitive proteins, such as kinases and phosphatases, which transduce ROS to 
affect stomatal closure. Evidence is gradually emerging of the ROS regulation of ion channels in stomata. Guard cells are 
an attractive model to study ROS signal transduction because of a complex integration of signaling pathways mediated 
via ROS. 
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