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  摘要:研究了渗透胁迫下, 玉米品种农大 108(抗旱性较强)和掖单 13(抗旱性较弱)幼苗类囊体膜上非共价结合态

( Noncovalently conjugated, NCC)多胺( Polyamines, PAs)和高氯酸不溶性共价结合态( Perchloric acid insoluble covalently con-

jugated, PISCC)多胺( PA)含量的变化。发现渗透胁迫下,抗旱性弱的掖单 13 的 NCC-亚精胺( Spermidine, Spd)、PISCC-

腐胺( Putrescine, Put)和 PISCC-Spd下降幅度明显大于抗旱性强的农大 108; 掖单 13的 NCC-Put含量明显上升, NCC-精

胺( Spermine, Spm)含量明显下降,而农大108 的 NCC-Put和 NCC-Spm 含量变化不明显。外源 Spd处理明显抑制了渗透

胁迫下掖单 13 类囊体膜上 NCC-Spd 含量的下降, 也提高了掖单 13 玉米幼苗的抗性; Spd 生物合成的专一性抑制剂

) ) ) MGBG处理, 则明显促进了渗透胁迫下农大 108 类囊体膜上 NCC-Spd 含量的下降, 也降低了农大 108 玉米幼苗的

抗性。PISCC-PAs生物合成的专一性抑制剂 ) ) ) o-phen 处理,促进了渗透胁迫下玉米幼苗类囊体膜上 PISCC-PAs 含量

的下降,而且明显降低了玉米幼苗的抗性。表明玉米幼苗类囊体膜上 NCC-Spd、PISCC-Spd和 PISCC-Put 在胁迫条件下

的稳定有利于增强玉米幼苗适应渗透胁迫的能力。
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Abstract:The changes in contents of noncovalently conjugated-polyamines ( NCC-Pas) and perchloric acid insoluble

covalently conjugated-polyamines ( PISCC-Pas) to thylakoid membrane were investigated in seedling leaves of two maize

( Zea mays L. ) cultivars, Nongda 108 ( drough-t tolerant) and Yedan 13 ( drough-t sensitive) under osmotic stress. On

the 7th day after polyethylene glycol ( PEG) -6 000 treatment, the contents of NCC-spermidine ( Spd) , PISCC-putrescine

( Put) and PISCC-Spd decreased more significantly in Yedan 13 than in Nongda 108. In Yedan 13, the contents of NCC-

Put and NCC-spermine ( Spm) decreased more signif icantly, while Nongda 108 showed unaltered levels in both of them.

Under osmotic stress, exogenous Spd treatment inhibited the decrease of NCC-Spd level in Yedan 13 and enhanced its

tolerance to stress. Treatment with ethylglyoxa-l bis (guanylhydrazone) ( MGBG) , which is an inhibitor of Spd biosynthe-

sis, enhanced the decrease of NCC-Spd level in Nongda 108 and decreased its tolerance to stress. Treatment with o-

phen, an inhibitor of PISCC-PAs biosynthesis, enhanced the decrease of PISCC-PAs and decreased the tolerance of

seedlings to stress. The results suggested that the stability of NCC-Spd, PISCC-Put and PISCC-Spd contents in thylakoid

membrane could enhance the adaptation of maize seedlings to osmot ic stress.
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  众所周知, 植物细胞被复杂的骨架结构和膜系

统分隔成不同的细胞器。在长期的进化过程中,每

个细胞器逐渐分化成既相互联系又相互独立的特殊

的结构和功能单位。多胺定位于各种各样的细胞器

中,不同形态不同种类的多胺在各个细胞器的分布

以及所执行的功能各异[ 1]。
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多胺(Polyamine, PA)是生物代谢过程中产生的

一类具有生物活性的低分子量脂肪族含氮碱, 常见

多胺有腐胺 ( Put )、亚精胺 ( Spd) 和精胺 ( Spm )等。

Put 加入氨丙基残基, 生成亚精胺 ( Spd) 和精胺

( Spm) ,氨丙基的提供者是S-腺苷蛋氨酸( SAM)经过

S-腺苷蛋氨酸脱羧酶( SAMDC)催化脱羧而形成的,

SAMDC被甲基乙二醛-双(鸟嘌呤腙)即 MGBG 强烈

的抑制。越来越多的研究证明,多胺可以提高植物

的抗渗透胁迫能力[ 2, 3]。植物体内的多胺除了以游

离态( free: f )形式存在外,还有非共价结合态(Non-

covalently conjugated, NCC)和高氯酸不溶性共价结合

态( Perchloric acid insoluble covalently conjugated, PIS-

CC)等形态。所谓非共价结合态是指在生理 pH 范

围内 PAs充分质子化而带正电荷,可以与生物体内

带负电荷的生物大分子如酸性蛋白质、膜磷脂和核

酸等靠静电结合。所谓高氯酸不溶性共价结合态多

胺是指游离态多胺与生物大分子如蛋白质、糖醛酸

或木质素等共价结合而成, 催化此反应的酶是转谷

酰胺酶 ( TGase) , 此酶的专一性抑制剂是菲咯啉

( Phenanthroline: o-Phen)。免疫化学技术[ 4] 证明,

TGase主要存在于叶绿体内, 说明 PISCC-PAs与叶绿

体的功能稳定有着极为密切的关系[ 5]。

光合作用的细胞器 ) ) ) 叶绿体对各种胁迫的敏

感反应越来越引起学者们的高度重视
[ 6]

, 多胺和叶

绿体关系的研究也引起了学者们的广泛关注。He

等[ 7]报道,经过外源 Spd预处理的黄瓜幼苗叶片的

类囊体膜上比对照在冷胁迫下有较高的 Spd水平和

较高的生长速率, 并发现黄瓜幼苗叶片经 Spd 预处

理可以缓解叶绿素荧光产量( Fv/ Fm)、类囊体膜的

光合电子传递活性和碳代谢酶活性的下降以及类囊

体膜脂过氧化水平的增高。他们推测叶绿体内高水

平的 Spd有助于提高黄瓜叶片光合结构的冷适应能

力。我们以前的研究发现,质膜、液泡膜和线粒体膜

上的结合态多胺与植物的抗旱性有明显关系[ 8- 10]。

然而,目前尚缺乏渗透胁迫下类囊体膜上 NCC-PAs

和PISCC-PAs含量变化的研究。本研究旨在探讨玉

米幼苗类囊体膜上这两种结合态多胺与抗水分胁迫

的关系以及外源多胺与多胺合成抑制剂对这种关系

的影响。

1  材料和方法

1. 1  材料培养与处理

玉米种子(掖单 13和农大 108)用 0. 1%的 Hg-

Cl2消毒 5min,用流动的自来水浸种 24 h,在 25 e 下

催芽后,选取一致的种子均匀播在底部有孔、装有石

英砂的小型硬质、不透明的塑料杯中 ( 10 粒/杯)。

1/2 Hoagland 营养液培养, 昼夜温度分别是 ( 20 ?
5) e 和( 10 ? 5) e ,自然光照,每 2 d 换一次营养液,

培养至第二叶片充分伸长, 分别用含以下 5组试剂

的 1/ 2 Hoagland 营养液进行处理 ( 对照用 1/ 2

Hoagland营养液培养) : ¹ PEG-6000( 20% ) ; º PEG-

6000( 20% ) + Spd( 1 mmol/ L) ; » PEG-6000( 20% ) +

MGBG ( 1 mmol/L ) ; ¼PEG-6000 ( 20%) + MGBG ( 1

mmol/ L) + Spd( 1 mmol/L ) ; ½PEG-6000( 20% ) + o-

Phen( 1 mmol/L ) , 同时第 º , » 和¼, ½组分别用 1

mmol/ L的 Spd, MGBG, MGBG+ Spd和 o-Phen早晚各

叶面喷施 1次, 每次喷施的量为 5 mL/杯,对照喷施

清水。以上处理 7 d后充分洗幼苗 3次, 叶片取样。

1. 2  类囊体膜的提取

按刁丰秋等[ 11]方法,稍加修改。将提取的叶绿

体沉淀用低渗缓冲液 ( HEPES-Tris 25 mmol/ L, pH

8. 0)清洗2次, 再用低渗溶液悬浮后4 e 静置 5 min,

20 000 @ g 离心 15 min, 用 2 mL 研磨缓冲液悬浮沉

淀, 即得类囊体膜微囊制剂。

1. 3  类囊体膜微囊蛋白的分离与检测
将提取的类囊体膜微囊一部分加入 TritonX-100

至终浓度为1% ,用 150 W超声波于冰浴上破碎30 s

( 2次) , 冰浴上放置 30 min, 20 000 @ g 离心 30 min

( 4 e )。上清液为可溶性膜蛋白溶液。蛋白质含量

测定按 Bradford[ 12]方法进行。

1. 4  2种类囊体膜上结合态多胺的提取与检测

向提取的膜微囊制剂中加入 PCA 至终浓度为

5%,以沉淀去除蛋白质部分。27 000 @ g 离心 40

min,类囊体膜微囊上非共价结合的多胺就位于上清

液中。

将上述 1. 3提取的可溶性膜蛋白液中加入 PCA

至终浓度为 5%, 27 000 @ g 离心 40 min, 沉淀为蛋白

质部分(其上含有 PISCC-PAs) ,按 Kiriakos等[ 13]方法

检测 NCC-PAs和 PISCC-PAs。

2  结果与分析

2. 1  渗透胁迫对玉米幼苗类囊体膜上 NCC-PAs含

量的影响

渗透胁迫下, 2个品种的NCC-Spd(图 1-B)含量

都明显下降, 而且抗旱性强的农大 108 的 NCC-Spd

含量下降幅度明显小于抗旱性弱的掖单 13; 掖单 13

的NCC-Put (图1-A)含量明显上升,NCC-Spm(图1-C)

含量明显下降; 而农大 108 的 NCC-Put (图 1-A) 和

NCC-Spm(图 1-C)含量变化不明显。

2期 刘怀攀等: 渗透胁迫对玉米幼苗类囊体膜上结合态多胺含量的影响 87   



  图中的小写字母代表用 Duncan法多重比较的差异性显著水平,

P < 0. 05,下同

Means with different letters in lowercase ( a- c) are signifi cantly differ-

ent at P < 0. 05 on Duncan. s mult iple range tests, the same as follows

图 1 PEG、Spd和MGBG对玉米幼苗类囊体膜上

非共价结合态多胺 NCC-Put( A) , NCC-Spd( B)

和 NCC-Spm( C)含量的影响

Fig. 1 Effect of PEG, Spd and MGBG on the levels of

noncovalently conjugated PAs (NCC-PAs) : NCC-Put(A) ,

NCC-Spd( B) and NCC-Spm( C) in thylakoid membrane

prepared from maize seedling leaves

2. 2  渗透胁迫下外源的 Spd和MGBG对玉米幼苗

类囊体膜上 NCC-PAs含量的影响

外源 Spd处理明显抑制了渗透胁迫下两品种类

囊体膜上 NCC-Spd的下降(图 1-B)。与 PEG处理比

较, PEG+ MGBG处理明显增加农大 108类囊体膜上

NCC-Put含量(图 1-A) , 明显降低其 NCC-Spd(图 1-

B)和 NCC-Spm(图 1-C)含量, 对掖单 13影响不大。

2. 3  渗透胁迫和 o-Phen 对玉米幼苗类囊体膜上

PISCC-PAs水平的影响

渗透胁迫使得两品种的 PISCC-Put (图 2-A) 和

PISCC-Spd(图 2-B)都明显下降, 但抗旱性强的农大

108的下降幅度明显小于抗旱性弱的掖单 13。类囊

体膜上 PISCC-Spm 含量极低, 而且渗透胁迫对其的

影响不大。o-phen处理更加明显促进了渗透胁迫下

农大 108玉米幼苗类囊体膜上 PISCC-Put(图 2-A)和

PISCC-Spd(图 2-B)的下降。

3  讨论

3. 1  渗透胁迫与玉米幼苗类囊体膜上 NCC-PAs的

关系

玉米幼苗叶绿体类囊体膜上的 NCC-PAs 变化

趋势明显不同于质膜、液泡膜和线粒体膜, 除了掖单

13NCC-Put上升外, 2 个品种的 NCC-Spd 都明显下

降,并且抗旱性强的农大 108的 NCC-Spd 下降幅度

明显小于抗旱性弱的掖单 13,掖单 13的NCC-Put含

量明显上升, 而农大 108的 NCC-Put 和 NCC-Spm 含

量变化不明显。这些结果说明, 类囊体膜上的 NCC-

Spd有助于增强玉米幼苗对渗透胁迫抗性。外源

Spd和 Spd合成抑制剂 MGBG处理试验结果也与此

一致: 外施 Spd在明显抑制掖单 13 在胁迫下 NCC-

Spd水平降低的同时,也明显增强其对水分胁迫的

图 2  PEG和 o-Phen对玉米幼苗类囊体膜上 PISCC-Put( A)和 PISCC-Spd(B)含量的影响

Fig. 2 Effect of PEG and o-Phen on the levels of PISCC-Put( A) PISCC-Spd( B) in thylakoid membrane

prepared from maize seedling leaves
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抗性[ 3] ;而 MGBG是 Spd生物合成关键酶 S-腺苷蛋

氨酸脱羧酶( SAMDC)的抑制剂, MGBG明显促进农

大108在胁迫条件下 NCC-Spd水平的降低, 也降低

了其对胁迫的抗性[ 3]。叶片光合能力的下降与叶绿

体超微结构的变化有关, 武玉叶等
[ 14]
报道, 水分胁

迫导致叶绿体外形变圆, 类囊体肿胀, 片层间距加

大,基质片层模糊,最终导致叶绿体的解体。叶绿体

超微结构的变化又导致叶绿体活性下降, 叶绿体活

性的降低涉及电子传递、光合磷酸化以及光合碳还

原有关酶的活性的降低等,其中,尤以光合磷酸化对

水分胁迫的反应最为敏感[ 15- 17]。可以推测, 渗透

胁迫条件下 Spd靠自身的多聚阳离子特性通过与类

囊体膜上的带负电的磷脂、蛋白质等非共价结合, 阻

止叶绿素的丧失和保持完善的类囊体结构, 从而维

护类囊体的光合功能。前人的研究结果也从不同侧

面支持这一观点: He 等
[ 7]
还发现, 经过冷锻炼的菠

菜叶片比对照有较高的 SAMDC活性,从而有较高的

Spd水平和较高的抗冷胁迫能力,MGBG处理则引起

抗性下降,而外源 Spd又可逆转MGBG的生理效应。

3. 2  渗透胁迫与玉米幼苗类囊体膜上 PISCC-PAs

的关系

Dondini等[ 5]的研究证明,多胺可以共价结合到

叶绿素 a/ b 天线复合体, CP24, CP26 和 Rubisco的

大亚基上。在此研究结果的基础上,我们研究发现,

渗透胁迫使得 2 个品种的 PISCC-Put 和 PISCC-Spd

都明显下降,而且抗旱性强的农大 108 的下降幅度

明显小于抗旱性弱的掖单 13。据此推测,类囊体膜

上的 PISCC-Put和 PISCC-Spd有利于提高幼苗的抗

渗透胁迫能力。o-Phen处理试验也可以间接证明这

一推测, 因为 o-Phen明显促进了渗透胁迫下玉米幼

苗类囊体膜上 PISCC-Put和 PISCC-Spd水平下降,也

明显降低了玉米幼苗的抗性[ 3]。PAs和类囊体膜上

蛋白质以共价键结合后形成PISCC-PAs, 可能增强渗

透胁迫下类囊体膜蛋白结构和功能的稳定性。这与

我们以前在质膜、液泡膜和线粒体膜上的研究结果

是一致的[ 8- 10]。
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