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摘要:研究了沙生芦苇胚性愈伤组织(SREC)和水生芦苇胚性愈伤组织(WREC)在 PEG-6000 的

胁迫及外源 ABA 的影响下一些生理生化特性的变化。结果显示:从相对生长量和细胞活力上

看 , SREC 的抗渗能力大于WREC;WREC 的可溶性蛋白质含量下降幅度大于 SREC。 外源 ABA

对WREC 的作用大于 SREC。 SDS-PAGE 表明 , S REC 在 30%PEG 胁迫下出现了一条 17kD 的

特异蛋白带;在 PEG 胁迫同时施加外源 ABA后 , 二者均出现此蛋白带。
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植物在盐渍 、干旱 、 温度和重金属等环境因子的胁迫下 , 体内蛋白质代谢发生改变 , 一

些蛋白质的合成受到抑制 , 同时又会合成一些新蛋白 , 即逆境蛋白 。近年来 , 关于逆境蛋白

的研究已取得了很大进展 , 细胞水平抗渗透适应蛋白的研究已有不少报道〔1 ～ 3〕 。Singh〔4〕报

告了烟草培养细胞在 NaCl和 PEG胁迫下有 37 kD , 34 kD , 35.5 kD和 26 kD蛋白含量显著

升高的结果;他还报告了脱落酸(ABA)可诱导烟草细胞合成盐适应特有的 26 kD蛋白质 , 由

此ABA在研究渗透调节中的作用愈来愈受到重视。以前关于植物愈伤组织在抗渗透胁迫特

异蛋白的研究多在同一品种人工诱导的耐渗变异细胞系和正常细胞系间进行 , 在不同生态型

细胞系间的比较研究不多 , 同时进行外源 ABA 对其影响的研究更为少见 。本试验通过 PEG

胁迫两种生态型芦苇愈伤组织 , 比较二者的抗渗能力的差异 , 着重研究了 PEG和外源 ABA

对渗调蛋白的影响。

1　材料和方法

芦苇(Phragmites communis)种子采自巴丹吉林沙漠南缘甘肃省临泽县境内的水生芦苇

和沙丘芦苇 。水生芦苇生长在终年积水的水塘中;沙生芦苇生长在 10 m 高的沙丘上 , 土壤

含水量为 18.8%。

1.1　材料培养与处理

芦苇种子经消毒 、水洗后用改良的 MS 培养基(MS+1 mg/L 2 ,4-D+1 mg/L 6-BA+0.5

mg/ L NAA)诱导愈伤组织 , 然后用继代培养基(MS+1 mg/ L 2 , 4-D)进行继代 , 每 3周继
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代 1次 , 继代后得到胚性愈伤组织 。培养条件:温度为(25±2)℃, 光照为 12 h/d , 光强

1 300 lx左右 。

选取继代 3 ～ 5代生长良好的胚性愈伤组织分别转移到:⑴不含 PEG 、 不含 ABA的继

代培养基;⑵不含 ABA , 但分别含 10%(-0.15 MPa), 15%(-0.3 MPa), 20%(-0.5

MPa),25%(-0.74 MPa)和 30%(-1.05 MPa)PEG-6000的继代培养基;⑶含 10 μmol/ L

ABA , 不含 PEG-6000 的继代培养基;⑷含 10 μmol/L ABA , 且含 10%～ 30%不同浓度

PEG的 4种继代培养基。用于生长量测定的材料培养到第 20 d(基本停止生长)时取样 , 其

他分析测定均在培养第 15 d(此时材料正处于生长旺盛期)时取样 。

1.2　测定方法

生长量测定　用称重法测定愈伤组织生长量 , 以相对生长率表示。

相对生长率(%)=(受不同处理的材料鲜重增长倍数/无ABA无 PEG处理的材料鲜重增

长倍数)×100

细胞生活力测定　以 Tong 等
〔5〕
的 T TC 法进行 , 以相对活力(%)表示 。

可溶性蛋白含量的测定　称取 0.5 g 愈伤组织 , 加入 2 mL Tris-甘氨酸缓冲液(含0.6%

Tris , 2.88%甘氨酸 , pH 8.3),在冰浴中匀浆 , 然后在 TGL -16 型低温高速离心机上以

15 000 r/min离心 10 min , 上清液即为蛋白质提取液。按 Brodfo rd〔6〕法测定蛋白质含量。

可溶性蛋白的电泳分析　称取0.5 g待测材料 , 用0.5 mL样品提取液(25 mmol/L Tris ,

5 mmol/ L EDTA ,pH 7.4)冰浴匀浆 , 经 15 000 r/min离心 20 min后 , 取 1份上清液加 1份

样品缓冲液(由 4 mL H2O , 1.6 mL 10%SDS , 1 mL pH 6.8 Tris-HCl缓冲液 , 0.4 mL α-或

β-巯基乙醇 , 0.8 mL 甘油 , 0.2 mL 0.05%溴酚蓝混合而成)混匀制成电泳样品液 。按朱广

廉 、杨中汉〔7〕方法采用夹芯式垂直板槽进行电泳 , 分离胶浓度为 12.5%, 浓缩胶浓度为

3%, 稳流电泳;浓缩胶中电流为 10 mA , 分离胶中电流为 20 mA , 电泳 4 ～ 5 h , 上样量 50

μL。

每种处理平均分为 3组 , 每组各设 3次平均 , 结果为 9次的平均值。

2　结果与分析

2.1　PEG胁迫和外源 ABA对芦苇胚性愈伤组织生长及细胞生活力的影响

表 1　PEG-6000 及外源 ABA对WREC、 SREC的鲜重增长和细胞活力的影响

PEG浓度(%)
WREC

0 10 15 20 25 30

SREC

0 10 15 20 25 30

生长量 无 ABA 1.61 1.29 0.96 0.35 0.18 0.10 1.66 1.99 1.67 1.60 1.41 1.35

有 ABA 1.45 1.16 0.97 0.92 0.85 0.77 1.49 1.58 1.46 1.49 1.33 1.25

相对活力 无 ABA 0.316 0.253 0.231 0.167 0.161 0.158 0.317 0.379 0.335 0.316 0.294 0.221

有 ABA 0.300 0.298 0.281 0.267 0.205 0.199 0.301 0.379 0.348 0.317 0.310 0.284

　注:生长量指每克鲜重接入材料增加的重量(g);相对活力指 0.2 g材料经 T TC法测得在 485 nm 处的吸光值

　　无ABA的条件下 , WREC在不同浓度 PEG-6000胁迫下生长变缓 , 而 SREC 的生长量

呈现先增加后减少的变化趋势 , 其减少程度也较WREC 轻。加入 10 μmol/ L ABA 后 , 对
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SREC的生长有一定的抑制作用 , 但随 PEG 胁迫程度加强其抑制作用减轻;对WREC 的生

长先是抑制 , 后随 PEG 浓度的升高 , 相对于无 ABA 处理又有一定的促进作用 。外源 ABA

的作用 , 在一定程度上缩小了二者在 PEG 胁迫下的生长量差异(表 1)。

在无 ABA 处理时 , 随 PEG胁迫强度的加大 , WREC的细胞生活力逐渐降低 , SREC表

现出先升高后降低的变化 。PEG胁迫的同时外加 10 μmol/L ABA时 , 使得WREC的细胞生

活力较无 ABA 时有较大幅度的提高 , 20%PEG胁迫时相对升高值为 60.4%, 但对 SREC几

乎没有影响(表 1)。

2.2　PEG胁迫和外源 ABA对芦苇胚性愈伤组织可溶性蛋白含量及电泳图谱中蛋白带的影

响

表 2　PEG-6000 及外源 ABA对WREC、SREC的可溶性蛋白含量的影响 mg·g-1　

PEG浓度(%)
WREC

0 10 15 20 25 30

SREC

0 10 15 20 25 30

蛋白含量 无 ABA 20.1 15.1 14.9 10.1 9.0 8.4 20.0 18.0 15.6 16.2 14.6 12.0

有 ABA 22.1 20.1 19.1 18.5 18.1 17.1 22.0 21.4 21.0 20.0 19.6 19.0

　　在无 ABA 时 , 2种愈伤组织可溶性蛋白含量(以

干重计)的变化趋势是随 PEG 胁迫程度的升高而降

低 , WREC的降幅较大。加入 ABA后 , 它们的这种

变化趋势基本保持不变 , 但各对应值都有所升高 ,

WREC的相对升高值大于 SREC(表 2)。

从可溶性蛋白 SDS电泳图谱中蛋白带的变化(图

1)看 , SREC 在 30%PEG 胁迫下出现了一条 17 kD

的不同于WREC的蛋白带(如图中箭头所示的④, ⑦

及⑨);在 30%PEG胁迫下施加外源 ABA 后 , 二者均

出现 17 kD的蛋白带。但是 , 二者在无 PEG 胁迫时 ,

无论是否有ABA处理均不出现该蛋白带 。

3　讨论

　　从植株水平〔8〕和细胞水平〔9〕上已经证实 , 不同

生态型芦苇的渗透调节能力不同 , 沙生和盐生芦苇的

耐渗能力大于水生芦苇 。本研究表明 , PEG胁迫对

　

①WREC , 无 PEG 胁迫 、 无 ABA 处理;②
WREC, 有 PEG 胁迫 、 无 ABA 处理;③SREC ,
无PEG 胁迫 、 无 ABA 处理;④SREC , 有 PEG
胁迫 、 无 ABA处理 , 出现 17kD特异蛋白;⑤低
分子量标准蛋白;⑥WREC , 无 PEG 胁迫 、 有
ABA处理;⑦WREC , 有 PEG 胁迫 、 有 ABA 处
理 , 出现 17kD特异蛋白;⑧SREC , 无 PEG 胁
迫 、 有 ABA 处理;⑨SREC , 有 PEG 胁迫 、 有
ABA处理 , 出现 17kD 特异蛋白

图 1　可溶性蛋白的 SDS-PAGE图谱

SREC生长的抑制作用明显小于WREC , 施加外源 ABA后显著改善了WREC 的生长状况 ,

二者的生长差异变小 。随 PEG 的胁迫强度加大 , WREC 的细胞生活力逐渐下降 , 而 SREC

的细胞生活力则有所升高 , 只在高浓度 PEG 胁迫下才出现下降;PEG 胁迫的同时外加

ABA , WREC 的细胞生活力明显升高 , 而对SREC 影响不大 。这进一步证明了SREC的抗渗

透能力大于WREC , 同时还说明外源 ABA可以提高WREC的抗渗透能力 , 与我们以前的试

验结果〔9 ,10〕一致。

任东涛
〔11〕
等证实沙生芦苇在适应干旱环境时出现 11.7 kD特异蛋白 。我们的试验表明 ,
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在 PEG胁迫下 , 虽然 SREC , WREC总可溶性蛋白含量下降 , 但 SREC的 SDS 电泳图谱出

现了一条 17 kD新蛋白带;外加 ABA可减缓 PEG 胁迫下总可溶性蛋白的下降速度 , 同时使

2种生态型芦苇愈伤组织均出现 17 kD蛋白带 。可溶性蛋白含量的降低使细胞代谢降低 , 而

低的代谢速率使愈伤组织对渗透胁迫适应力增强 。新的 17 kD蛋白可能作为渗调蛋白参与基

质的渗透调节 , 在耐高渗胁迫中起作用 。

ABA作为逆境的信号 , 在胁迫条件下植物组织能快速而大量地积累 ABA〔12〕 。耐旱性强

的植物体内 ABA含量高于耐旱性弱的植物
〔13 ～ 15〕

。外源 ABA可以引发植物中渗调蛋白的合

成 , 经 ABA处理过的烟草细胞渗调蛋白的 mRNA含量是对照的 15倍以上 , 且在渗透胁迫

下其内源 ABA 随之大量增加〔4〕。我们的试验表明 , 17 kD 渗调蛋白的产生依赖于渗透胁迫

和高浓度 ABA 的协同作用。对芦苇整株水平的研究也有类似的结果〔8 ,11 , 15〕 。SREC 和

WREC在产生 17 kD蛋白上的差异可能与其自身的 ABA 水平有关 , 从而造成感受渗透(干

旱)信号上的不同。SREC自身 ABA 水平高 , 无需外加 ABA 即能感受胁迫信号 , 而WREC

则不同 , 需外加 ABA才能感受胁迫信号 。
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Response of Protein in Calluses from Reed Ecotypes

to Osmotic Stress and Exogenous ABA

CHEN Long1 , LIU Huai-pan1 ,ZHANG Cheng-lie2

(1.Department of Biology , Zhoukou Normal College , Zhoukou　466000 , China;

2.College of Life Sciences , Lanzhou University , Lanzhou　730000 , China)

Abstract:Physiological and biochemical response of the embryogenic calluses of sand reed(SREC)

and w ater reed(WREC)to PEG-6000 osmotic st ress and exogenous ABA was studied.The re-

sult show ed that the ability of osmotic stress resistance of SREC was obviously greater than that of

WREC while the decrease of soluble pro tein in WREC was more than that in S REC.The response

of WREC to exogenous ABA(10 μmol/ L)was much more sensit ive than that of SREC.SDS-

PAGE analy sis show ed a new 17 kD pro tein band when SREC was t reated w ith 30%PEG-6000

osmot ic stress o r w hen SREC and WREC was t reated w ith 30%PEG-6000 osmo tic stress and

exogenous ABA simultaneously.

Key words:Reed ecotypes;Embryogenic calluse;Osmo tic stress;ABA;Protein
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