
植物生理学通讯  第41卷 第4期，2005年8月502

植物水孔蛋白介导的水分运输及其分析测定技术
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提要  水孔蛋白介导的水分运输具有选择性强、效率高和调节快等特点，在植物生长、发育和胁迫适应中起作用，文章
介绍了水孔蛋白介导的水分运输及其分析测定技术。
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植物中一系列分子量为 26~34 kD、选择性

强、能高效转运水分子的膜蛋白称为水孔蛋白

(aquaporins，AQPs)[1]。关于植物水孔蛋白及其

调节前人已有综述[2~4]。自从1993年Maurel等[5]首

先用爪蟾卵母细胞异源表达体系分析水孔蛋白介导

的水分跨膜运输以后，水孔蛋白分析测定技术有

了很大进展，促进了植物水分代谢生理的研究。

近年来研究表明，水孔蛋白在植物种子萌发、细

胞伸长、气孔运动及逆境应答等过程中调节水分

快速跨膜运输。本文就目前国际上常用的植物水

孔蛋白介导的水分运输及其分析测定技术进行介绍。

水分通过细胞膜的运输有两种途径：一是通

过脂类双分子层的自由扩散；二是由水孔蛋白介

导的集流运输。两者最主要的区别是：后者为

Hg 2+ 抑制，而 DTT 等巯基试剂可恢复 Hg 2+ 的抑

制；前者则不为 H g + 抑制。所以，测定水孔蛋

白介导的水分跨膜运输等一般用HgCl2 处理方法，

根据水分运输是否受抑制和受抑程度来判别。

1  整株水平上的测定

1.1  根部自然伤流法 去除植物地上部分，用硅氧

烷脂把带有一段茎的根密封于锥形玻璃瓶中。

2 h后用细的巴氏滴管收集溢出木质部的汁液并转

移到离心管中，称汁液和根重。液流量( J v) 用

mg·g-1 (FW)·h-1 表示。取 50 mL 汁液放于离心管

中，用冰点渗透压计测汁液渗透势(ys
cell)和根生

长介质的渗透势(ys
soil)，得到木质部汁液和外部溶

液的渗透势差 Dys= (ys
c e l l–ys

s o i l)。根导水力

(hydraulic conductance, Lo)用公式：Lo=Jv /Dys计

算，单位为mg·g-1 (FW)·h-1·MPa-1，这种方法仅适

用于少数能发生自然伤流的植物[6]。

1.2  压力室法  压力室法普遍适用于不能自然收集

到木质部汁液的植物，尤其适合研究干旱、盐碱

等逆境条件下的Lo 值。用压力室对离体根逐渐增

加压力，渗出的木质部汁液收集在离心管中并称

重。按上述公式计算 Jv，以压力为横坐标，Jv 为

纵坐标绘图，斜率即为 Lo 值
[6]。

2  细胞水平上的测定

2.1  原生质体水平上的测定  用酶解法得到原生质

体，然后测定离体原生质体在非等渗溶液中的涨

缩速率并结合HgCl2和DTT处理判别水孔蛋白在水

分跨膜运输中的作用[7]。Martínez-Ballesta 等[6]把

分离的原生质体悬浮液置于低渗溶液中并测定其体

积膨胀，通过与显微镜相连接的计算机和摄像机

记录原生质体体积的改变，记录40~60 s (3 s·次-1)，

并计算出原生质体体积。水渗透度(water permea-

bility, Pf)用公式：Pf=Vo·k/[So·Vw (osmolin–osmolout)]

计算[6]，Vo 是原生质体起始时的体积，So 是原生
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质体起始时的表面积，V w 是水的偏摩尔体积，

osmolin和osmolout分别是原生质体内外溶液渗透摩

尔浓度，k 是膨胀起始阶段(2% 的体积增加发生

前)恒速率的拟合参数。另外，根据原生质体在

低渗溶液中的涨破时间，也可以了解水孔蛋白的

水转运特性。

2.2  质膜和液泡膜水平上的测定  先分离纯化质膜[8]

和液泡膜微囊[ 9 ] ，用停流光散射分光光度计

(stopped-flow light scattering spectrophotometer)测

定微囊在非等渗溶液中的体积改变[10]，并计算Pf

值。根据质膜和液泡膜微囊的Pf 值、涨破时间和

在非等渗溶液中体积改变图像，可以了解质膜和

液泡膜上的水孔蛋白的水转运特性。与整株水平

上的测定相比，方法 2.1 和 2.2 两种方法更加精

确，并能获得原生质体涨破全过程的图像，而且

能够分别了解质膜和液泡膜上的水孔蛋白的水转运特

性，但要求提取高纯度并且完整性较高的膜微囊。

2.3  脂质体重组技术 用脂质体重组技术可用于研

究单一膜蛋白的功能和特性。分离纯化得到的水

孔蛋白可用脂质体重组实验研究水的转运特性。

这种方法在动物水孔蛋白研究中应用较多，Zeidel

等[11]将纯化的 CHIP28 重构于人工合成的脂质体

中，脂质体对水表现出极高的通透性(是对照的11

倍)和选择性。植物水孔蛋白中用脂质体重组技术

较少，只有 NOD26 曾有人作过此类分析[12]。

3  分子水平上的测定

3.1  异源表达分析 有关水孔蛋白功能的研究大多

用非洲爪蟾卵母细胞异源表达体系进行。将编码

水孔蛋白的 mRNA 注射到卵母细胞中，培养 2~3

d，让其蛋白质得以合成并整合到质膜中。对照

用的卵母细胞只注入水，后放入低渗溶液中，根

据其与对照卵母细胞Pf 的比较和发生破裂的时间

来判别水孔蛋白的水转运特性[4,5]。

3.2  基因敲除突变体或反义基因技术 专一的编码

水孔蛋白基因的敲除突变体，可以精确地检测某

种水孔蛋白的功能。拟南芥PIP2敲除突变体根皮

层细胞的Lo下降[13]。反义基因技术，即通过减少

某一水孔蛋白中 mRNA 和蛋白质的合成量来研究

该水孔蛋白的生理功能，观察不同发育阶段由于

某一特定水孔蛋白的表达受抑而引起表型及水转运

特性的相应变化。Kaldenhoff等[14]用反义技术下

调AtPIP1b 表达后，拟南芥突变体根细胞质膜的

Pf值仅为野生型的1/3，转基因植物根量却是野生

型的 5 倍，根系吸水能力与野生型相似。这两种

方法的优点在于不需要通过异源表达体系而更加直

接地阐明水孔蛋白的运输特性和生理功能。

3.3  Northern blot分析  用RNA杂交技术检测水孔

蛋白基因在转录水平上的变化，间接分析水孔蛋

白变化及其与环境之间的关系。如在200 mmol·L-1

N aCl 胁迫条件下，冰叶日中花液泡膜水孔蛋白

MIP-F 表达丰度下调(液泡内的水分流失减少)，

而质膜水孔蛋白MIP-C的表达则上调(植物体对外

界水分的吸收加强)，这种不同水孔蛋白的调控模

式可能与植物对逆境的适应性有关[15]。

3.4  Western blot分析 Western blot分析可以对水

孔蛋白进行定位和其表达量检测。Vera-Estrella

等[16]用不连续的蔗糖密度梯度方法分离到的膜微囊

与抗冰叶日中花MIPs 的几种抗体进行杂交的结果

表明，只有MIP-F 完全分布在液泡膜上，MIP-C

则主要分布在质膜上，液泡膜上也有少量分布，

MIP-B在质膜中的免疫信号很弱，液泡膜中则有几

条免疫反应带，其中有一条被认为是MIP-B的二聚

体形式；未发现与MIP-A 相应大小的免疫反应带。

3.5  融合基因技术 用报告基因与水孔蛋白基因融

合也是检测水孔蛋白亚细胞定位的一种有效方法。

Cutler等[17]用绿色荧光蛋白(green fluorescent pro-

tein，GFP): cDNA融合表达载体检测拟南芥PIP2a

和 b-TIP的亚细胞定位。Chaumont等[18]用融合基

因技术发现拟南芥水孔蛋白RD28-PIP可以在真菌

如Dictyostelium discoideum和前孢子(pre-spore)中

起作用，并影响其正常的生长发育过程。

4  结束语

上述种种水孔蛋白介导水分运输及其分析测

定技术在水孔蛋白功能及其调节机制研究中已得到

人们的注视，并已从不同研究问题的角度广泛采

用。今后，用这些方法研究的热点问题可能是：

(1)水孔蛋白在植物逆境应答过程中的作用；(2)质

膜和液泡膜以外的其它细胞膜水孔蛋白的特性和功

能；(3)质膜和液泡膜上的两类水孔蛋白如何协调

并共同完成调节细胞水分吸收和平衡的机制。
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