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保卫细胞液泡活体标记方法的比较
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摘要 液j色的活体标记是研究保卫细胞液泡动态的前提。 结合作者的研究，介绍了利用 丫

吱橙 (acridine orange, AO) 、 Lysotracker Red DND-99 、 二乙酸荧光素(fluorescein diacetate , FDA) 、

2' , 7'-二(戎 乙基)-5 (6)- 我基荧光黄(BCECF-AM)以及绿色荧光蛋白 (green fluorescent protein , GFP) 

转基因等活体标记保卫细胞液泡的方法。 研究结果表明 ， AO可以方便和快捷的标记保卫细胞液泡;

FDA 标记可以显示液j色的边界， 也可以用于保卫细胞液泡的标记。 利用转染 GFP 融合基因的方法

也是标记保卫细胞液泡的最好选择。
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液泡参与植物的多种生理活动过程 Il]，也是保卫

细胞调节气孔运动的重要的细胞器之一。气孔运动

过程中保卫细胞的液泡是一个动态的结构，液泡的动

态对气孔的运动是必须的 [2 ] 。 液 j包动态的研究依赖

于液泡的活体标记。 观察液泡的动态多是采用活体

标记然后在显微镜下观察。 中性红是较早用于植物

液泡标记的试剂，为弱碱性染料， 专一在酸性的细胞

器中积累 。 在中性或微碱性环境中，机物活细胞的

液泡吸收中性红 。 进入液泡的中性红解禹山阳离子1

而呈现红色， 因此可以清楚的在普通光学显微镜 F观

察到液泡的分布 。 随着荧光显微镜的应用，特别是

共聚焦显微镜的发明，使光学显微镜的分辨率和图像

质量大大提高。 因此利用荧光染料和荧光蛋白标记

亚细胞结构成为研究活细胞首选的方法。 本文结合

我们在研究保卫细胞液泡过程中积累的一些荧光标

记的经验， 着重比较了几种不同液泡活体标记方法的

适用范围和优缺点 。

1 材料与方法

实验材料为蚕豆(Viciafaba L.)和烟草(Nicotiana

tobacum L.)，种植在光 / 暗周期为 12 h 112 h，光照强

度为 200μmol /(m2.s)，温度为 22 'C I1 7 'C ， 相对湿度

为 70% 的温室中 。 取蚕豆和烟草生长幼苗顶端完全

展开的叶片，撕取下表皮放入缓冲液中进行实验 。

缓冲液为 10 mmol/L 2-(N- 吗琳代)乙磺酸(MES， pH 6. 

1 ) 、丫 1'í.È橙 (acridine orange, AO , Fluka 公司)、 二乙

股尖克亲(f1 uo rescein diacetate, FDA , Sigma 公司)、

Lysotracker Red DND-99(Molecular Probes 公司)、

2' , 7'- 二(竣乙基)δ (6) - 援基荧光黄(BCECF-AM， Mo­

lecular Probes 公司)均用 MES缓冲液配制或者稀释到

所需要的浓度。 叶片下表皮用 AO、 FDA、 Lysotracker

Red DND-99 、 BCECF-AM 染色后， MES 缓冲液冲

洗。荧光标记的材料均在 Zeiss LSM51 0 MET A 型共

聚焦激光扫描显微镜观察。经 AO 、 FDA 、 BCECF­

AM 标记的材料均用 48 8 nm 氧离子激光激发，

505-530 nm 滤光片检测信号。 Lysotracker Red DND-

99 标记的材料用 543 nm He/Ne 激光激发， 580-615

nm 滤光片检测信号 。 保卫细胞液泡绿色荧光蛋白

(green fluorescent protein , GFP)的标记， 采用农杆菌

介导的方法将 35S-GFP-KCOl 转入烟草， 经 PCR 鉴

定，阳性苗用于保卫细胞液泡的观察。 Zeiss LSM 510 

META 型共聚焦激光扫描显微镜观察， 488 nm 激光激

发， 505-530 nm 滤光片检测信号 。 图像先经 LSM 5 

Image Browser (Zeiss)处理， 输出为 TIFF 图像后， 用

Adobe Photoshope 6 . 0 处理 。

2 结果

2.1 AO 标记保卫细胞的液泡

AO 是一种弱碱性染料， 可以在酸性的细胞器中

积累，这个积累过程可能依赖液泡膜质子泵 V-AT­

Pases 的作用 [3] 0 AO 被广泛的应用于标记各种植物
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组织的液泡。 标记蚕豆下表皮气孔时\用 10 阳nol/L AO，

25 .C染色 15 min, MES 缓冲液冲洗 3 次， 每次 5 min 。

共聚焦显微镜下可以清晰的观察到蚕豆保卫细胞中

的小液泡发出 明亮的绿色荧光(图 lA) 。 由于 AO 也

能够与核酸结合发出荧光，因此在利用 AO 标记蚕豆

保卫细胞液泡时需要注意试剂的浓度和标记的时

间 。 如果条件不合适，不仅保卫细胞的液泡呈现绿

色， 细胞核也出现绿色荧光，妨碍对液泡的观察(医I lB) o

2.2 L ysotracker Red DND-99 标记保卫细胞的

液泡

由于 AO在标记液泡时也能标记细胞核，有时会

对实验结果造成影响，人们叉开发了多种专门用于标

记酸性细胞器的荧光染料 。 Molecular Probes 公司

开发的 Lysotracker 系列荧光探针可以特异的在酸性

细胞器中积累，荧光的颜色有绿 、 红 、 黄、蓝等 。

Ly sotracker 是一种可以 自 由跨膜的试剂，在动物细

胞和酵母细胞中研究证明，在 37 .C条件下，浓度是

50 nmol/L Lysotracker 在 30 min 内就能标记酸性的

细胞器问 。 我们利用 50 nmo l/L Ly sotracker Red 

DND-99 在 25 .C条件下温育蚕豆保卫细胞时， 短时

间内很难标记液泡，即使标记的时间延长到 2 h 很难

得到理想的结果 。 我们推测保卫细胞增厚的细胞壁

可能是标记效果不好的原因 。 此外，由于担心 37 .C

条件下标记可能会影响保卫细胞的活性，所以我们在

标记时温育的温度较低也可能是原因之一。最后，

， 技术与方法 .

我们利用 100 nmollL Lysotracker Red DND-99 染色 一

40 ---60 min，能够标记保卫细胞的液泡(图 1C) 。 但是

长时间标记和高浓度染料，处理，可能会产生非特异的

标记， 经常会产生类似于图 lD 的标记结果，从图中

观察，染料标记在细胞质中的结构上 。

2.3 BCECF-AM 标记保卫细胞的液泡

BCECF是Molecular Probes公司开发的用于测定

pH 的荧光试剂， 其自旨化的形式 BCECF-AM 能够自由

跨膜 。 进入细胞后被酶酶水解为 BCECF ， 发 出荧

光。 最初 BCECF-AM 是被用于测定动物细胞的胞质

pH 值 。 尽管有的研究表明 BCECF在细胞质中积累，

而且也被用于测定保卫细胞细胞质的 pH [5 ] 。 但是也

有研究发现， BCECF 在液泡内积累I61 ， 而且也被用于

保卫细胞液泡pH值的测定[η 。 可能的原因是BCECF­

AM 需要在细胞质中被酶酶水解为 BCECF， 然后再进

入液泡[8] 。 的确，我们利用 20μmol/L BCECF-AM 溶

液 25 .C染色 列 min ， 有时观察到类似图 1E 的标记结

果，可以清楚得观察到液泡 。 但是， 有时也经常观

察到整个保卫细胞的细胞质中都充满绿色荧光(图 1日 。

2.4 FDA 标记保卫细胞的液泡

FDA 是一利!可以 自 由跨膜的荧光染料 ， FDA 进

入细胞质后，被细胞质中的脂酶分解， 释放出荧光

素 。 死细胞中酶的活性丧失 ， FDA 不被分解，细胞

不会呈现绿色荧光，所以FDA经常用于鉴定细胞的活

性 。 由于 FDA 被排除在液泡扑不能进入液泡[9]，因

图 1 保卫细胞液泡的荧光标记

A: AO 标记的蚕豆未开放气孔保卫细胞的液泡 ; B:AO 标记的蚕豆开放气孔保卫细胞的液泡，保卫细胞的细胞核也被标记; C : Lysotracker 

Red DND-99 标记的蚕豆半开放气孔保卫细胞的液泡; D: Lyso tracker Red DND-99 标记蚕豆未开放气孔的保卫细胞，细胞质被标记; E

BCECF-AM 标记的蚕豆未开放气孔保卫细胞的液泡 ; F: BCECF-AM 标记的蚕豆保卫细胞 ; G: FDA 标记的蚕豆半开放气孔保卫细胞的液

泡; H: 35S- GFP - KCOJ 标记的烟草关闭气孔保卫细胞的液泡膜(箭头} . V: 液泡 ; N: 细胞核 ; Bar=IOμm 。
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此液j包内没有荧光，只有细胞质中呈现绿色荧光，细

胞质明亮的荧光和液泡的暗区域形成对比，也能反映

出液泡的轮廓。 标记的结果与特异标记液泡膜的染

料 FM4-64 [N -(3-triethy lammoniumpropy 1)-4-( 6-(4-

(diethylamino) phenyl ) hexatrienyl ) pyridinium 

dibromide] 标记结果[IOJ类似，也能够标记液泡的边

界。 我们用 lμmol/L FDA 溶液 25 .C染色 1 -5 min , 

MES缓冲液冲洗，也能清楚的标记蚕豆保卫细胞的液

泡的边界(图 lG) ， 在开放气孔的保卫细胞中，通常只

有几个大的液泡。标记的结果与在透射电镜上观察

的结果相似[2J 。

2.5 GFP 标记保卫细胞的液泡

GFP 是海洋生物水母(Aequoria victoria)体内的

一种发光蛋白 。 人工改造的 GFP 基因能在活细胞内

稳定表达而且对受体细胞无毒性，可以很方便的进行

活体观察。 GFP 标记在细胞生物学研究中的应用越

来越广泛[川 。 已经有多个利用 GFP 标记植物细胞液

泡成功的例子。 AtKCOl 是定位在保卫细胞液泡膜

上的 K+ 通道蛋白 [12J 。 在烟草中表达 35S-GFP-KCOl ，

能清晰的观察到保卫细胞液泡膜的分布状态(图 lH) 。

3 讨论

研究液泡的动态变化，要求标记染料对细胞活力的

影响要小，标记时间也要尽量缩短。 尽管 Lysotracker

已经被证明在标记动物和酵母以及植物细胞原生质体

的酸性细胞器方面是有效的闷，但是我们的实验结果表

明，用 Lysotracker 系列试剂标记保卫细胞的液泡，需

要较长的标记。此外标记的浓度要比在动物细胞的

标记浓度高。 但是 Lysotracker 试剂有一个优点，就

是在活体标记后，即使用甲醒固定杀死细胞，染料

仍然保持在原来的位置，荧光特性也不改变，因此适

于需要进行免疫定位的组织中液泡的研究 。 尽管

AO 也可以结合核酸，使细胞核发出荧光。 但是，有

很多实验证据表明， AO 可以标记植物液泡[13 ， 14J 。 与
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BCECF-AM标记保卫细胞的液泡， 研究BCECF-AM的

运动和水解的机制以及合适标记的条件是必要的 。

液泡动态研究的主要内容在于研究液泡膜的动

态，因此在研究中更注重的是液泡膜的标记。 Molecu­

lar Probes 公司开发的 FM4-64 是目前最常用的膜标

记试剂 。 FM4-64 已经成功地标记多种植物组织的

液泡膜 。 但是，研究发现，利用 FM4-64 保卫细胞液

泡膜时，即使标记时间达到 4 h，保卫细胞内液泡膜的

荧光强度也比质膜的亮度低的多，而且细胞质中的其

他结构也被标记[1 坷 。 此外长达 4-6 h 浸泡在染色

溶液中，对保卫细胞的活力也会造成很大的影响，必

然影响到液泡膜的动态也就失去了在研究液泡膜动

态方面的应用价值。 因此 FM4-64 可能不适于标记

保卫细胞的液泡膜。 相比之下， FDA 能在短时间内

标记到保卫细胞的细胞中，而且能够显示液泡的边界

轮廓[IOJ 。 对于粗略研究液泡来讲， FDA 染色不失为

一种标记液泡的简便方法。 我们用 FDA 标记蚕豆保

卫细胞，可以清楚地观察到液泡的边界，对研究保

卫细胞液泡的动态过程，特别是液泡膜的动态有一定

的帮助[2J 。 自从被证明可以用于植物细胞标记以来 ，

GFP 标记就成为活体标记细胞结构首选的方法。 通

过转染 GFP 基因的方法来标记植物细胞结构己经是

很成熟的方法[11 ， 16J o GFP 标记液泡有两种策略， 一是

利用特异在液泡膜上表达的基因和 GFP 基因序列克

隆在一起I 1 71，用于标记液泡膜。 另一种方法是把特

异在液泡腔中积累的蛋白质的基因序列和 GFP 基因

序列克隆在一起IIB]，用于标记液泡腔。前一种策略

可以用于液泡膜的研究。 AtKCOl 是定位在保卫细

胞液泡膜的蛋白质，我们转染35S-GFP-KCOl 的烟草

保卫细胞的荧光也证实了这←点，对我们进一步研究

保卫细胞液泡膜动态有很大帮助 。

感谢导师王学臣教授的指导. 感谢 Katrin Czem­

pinski 教授 (Potsdam University , Germany) 提供 35S-GFP-

Lysotracker 相比较而言， AO 可以在较低的浓度、短 KCOl 质粒 。

时间内标记保卫细胞的液泡。 我们发现只要控制标
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M ethods for Vital Fluorescent Labeling of Guard Cells Vacuole 

Xin-Qi Gao *, Qiu-Ping Ren " Zhuan-Bin Wang 2 

(State Key Lab of Crop Biology, College of Life Sciences, Shandong Agricultural University， 而i'an 271018, China; 

'Agricultural College, Liaocheng Uniνersi纱" Liaocheng 252029, China; 

2College of Life Sciences, Qujμ Normal Universi砂， Qufu 273165, China) 

Abstract Vitallabeling of vacuole is required for the study of vacuolar dynamics. Several methods for 

vacuole labeling of guard cells in vivo were introduced in this paper by using of acridine orange, Lysotracker Red 

DND-99, BCECF-AM, fluorescein diacetate and GFP fusion protein. We found that the procedures of vacuolar 

labeling by acridine orange and fluorescein diacetate are simple and the results are better. In addition, GFP fusion 

protein might be the best strategy for vital vacuolar labeling in the future. 
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