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摘要: � 研究了小麦悬浮培养细胞及小麦幼苗高温锻炼过程中钙调素含量的变化规律。结果表

明,小麦悬浮培养细胞或幼苗经 34 � 锻炼均可引起钙调素的积累, Ca2+ 螯合剂 EGTA 对钙调素的

积累具有抑制作用。
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当环境温度升高时, 会引起植物体内编码热激蛋白( HSPs)的 HSmRNA 转录和翻译的改

变,从而使 HSPs合成的数目及数量增加, 有助于植物获得耐热性以抵御更高温度的伤害�1, 2�。

但关于植物对外界高温信号的感受、接收、传递和对其作出一系列反应的过程人们却知之甚

少。近年来, Ca2+ 作为第二信使受到广泛关注, 钙调素( CaM )作为 Ca2+ 信号的受体蛋白, 在

Ca
2+

- CaM 信号系统中起着重要作用。研究发现 Ca
2+
参与感受和调节植物对许多环境胁迫

的反应,如盐渍�3, 4�、触摸�5�、低温�5, 6�、高温�7�等, 但对于高温与 CaM 的关系则研究较少。本

研究以小麦悬浮培养细胞及幼苗为材料,研究了小麦高温锻炼过程中 CaM 含量的变化。

1 � 材料和方法

1�1 � 试验材料
小麦(品种为丰抗 8)悬浮培养细胞, 7 d继代一次,取继代后 4 d的细胞作为试验材料。

小麦(品种为 90- 80)种子分别于 10 mmol/ L CaCl2 或 2 mmol/ L EGTA溶液中浸泡过

夜,排列于铺有 3层滤纸的培养皿中, 22 � 暗培养 3 d。

1�2 � 温度处理
细胞置于所需要温度的水浴摇床上处理一定时间, 耐热性测定时, 再将细胞转入 50 � 水

浴处理 1 h。

幼苗置于 34 � 生长箱中进行热锻炼,锻炼过程中保持箱内湿度恒定。

1�3 � 耐热性测定
处理后的细胞于沙芯漏斗中抽去培养基,再用相同温度的蒸馏水冲洗,然后称取 0�1 g( 3

个重复) , 按 Chen
�8�
的方法( TTC 法)测定细胞活力, 用 50 � 处理后细胞相对活力表示细胞的

� 收稿日期: 1999- 04- 12

� 基金项目:国家自然科学基金资助项目( 39770075) ;河北省自然科学基金资助项目( 397369)

� 作者简介:李晓芝( 1961- ) ,女,副研究员,理学学士,主要从事植物生理生化的研究工作。

华北农学报 2000, 15( 3) : 20~ 23 � � �
Acta Agriculturae Boreali- Sinica� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �



图 3 � 小麦幼苗 34 � 锻炼与 CaM含量的关系

耐热性。

1�4 � CaM含量的测定
细胞于沙芯漏斗中抽去培养基,用相同温度的无离子水洗涤,称取 1 g ( 2份) , 在液氮保护

下研磨, 再加入 2 mL 提取液 (内含 50 mmol/ L T ris- HCl, 1 mmol/ L EGTA, 0. 5 mmol/ L

PMSF, 20 mmol/ L NaHSO3, 0�15 mol/ L NaCl, pH 8. 0) , 超声破碎。一份直接于 10, 000 r/ m in

离心 30 min, 上清液用于可溶性蛋白测定; 另一份先于 90 � 水浴中处理 3 m in,冷却后再于

10, 000 r/ m in 离心 30 m in,用于 CaM 测定, 并同时测定蛋白含量。CaM 的定量用 ELISA方

法�9�。

小麦幼苗剪下来后吸干水分, 称取 1�5 g, 无离子水冲洗后吸干水分, 在液氮保护下研磨,

再加入等体积的提取液, 其他处理同悬浮培养细胞。

2 � 结果与分析

2�1 � 温度对悬浮培养细胞耐热性的影响
通过对继代后培养过程中细胞活力的测定,发现细胞于继代后 4 d活力较高, 故选择此时

� � � � 图 1� 不同锻炼温度对小麦悬浮培养细胞

� � � � � � � � � � 耐热性的影响
� � � �

图 2 � 小麦悬浮培养细胞 34 � 锻炼与

� � � � � � CaM含量的关系

的细胞用于试验。对不同温度锻炼后的细胞

再于 50 � 下处理 1 h, 用 TTC 法进行活力测

定。结果(图 1)表明, 当锻炼温度低于 34 �

时,随着温度的提高,细胞活力增强;当温度高

于34 � 时,随着处理温度的提高, 细胞活力降

低;细胞经 34 � 锻炼活力最高。也就是说细

胞经 34 � 锻炼可获得最高耐热性。故后面的

试验均在 34 � 进行。
2�2 � 34 � 处理对悬浮培养细胞 CaM含量的

影响

研究结果(图 2)显示, 34 � 处理可引起

CaM的积累。随着处理时间的延长, CaM 含

量先呈上升趋势, 处理 1 h 达最高峰, 其含量
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是对照的 249%。之后随着处理时间的延长 CaM 含量下降。由于处理过程中细胞内的可溶

性蛋白含量未发生明显变化, 故图中所示 CaM 含量的增加确为 CaM 的积累。

2�3 � 34 � 处理对幼苗 CaM含量的影响

根据周人纲等
�10�
的工作, 34 � 亦为小麦幼苗的最佳锻炼温度。测定结果(图 3)表明,在

试验范围内, CaM 含量均随着 34 � 处理时间的延长而增加,但增加的程度却有很大不同, Ca�
Cl2处理的幼苗经 34 � 锻炼 CaM 含量有较大幅度的提高, 而经 EGTA 处理的幼苗中 CaM 含

量变化很小;两种处理的 CaM 含量均于 34 � 锻炼 90 min时达到最大值。这一结果进一步证

实了小麦热锻炼过程伴随着 CaM 的积累,且 CaM 的积累受 Ca2+ 的影响。

3 � 讨论

近年来的研究表明, Ca2+ 不仅是植物生长所需的营养元素, 也是重要的胞内信使, 参与调

节许多不同的生理过程, CaM 在 Ca
2+
信使系统中扮演着重要角色

�7, 11~ 13�
。李卫等

�6�
研究了

Ca2+ 与 CaM 对柑橘原生质体抗冻性的影响,结果表明Murcott 橘橙低温锻炼过程伴随着CaM

的积累, Ca2+ 螯合剂 EGTA 及 CaM 拮抗剂 TFP 明显抑制原生质体抗冻力的表达。Gong

等�14�对玉米幼苗耐热性获得的研究也证明,耐热性的获得需要胞外 Ca2+ 进入胞内,以及胞内

CaM的调控。本研究结果表明, 小麦高温锻炼过程亦伴随着 CaM 的积累; 且 CaM 的积累受

Ca
2+
浓度的影响。这与前人的研究结果是一致的。34 � 不仅是小麦的最佳锻炼温度,在此温

度锻炼可获得最高耐热性,它也是小麦 HSPs的最佳诱导温度。小麦幼苗经 34 � 处理后可产
生以 70, 54, 26, 15~ 17KD为主的十几种HSPs�15�。孙旭彤等�16�进行了 HSP70 与 CaM 结合

的研究,发现在 Ca2+ 存在下 HSP70可以与 CaM 结合。Mosser 等�17�的研究表明, Ca2+ 在热激

基因转录调节中起着重要作用。这些结果可能暗示着 Ca2+ , CaM, HSPs及耐热性之间存在着

某种内在的联系。Ca2+ - CaM 信号系统可能通过 HSP70调节热激反应。
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A Study on Relationship Between Heat Acclimation

and Calmodulin Level in Wheat

LI Xiao�zhi1 , ZHOU Ren�gang1, FAN Zhi�he1, BAI Juan2

( 1 � Institute of Ag ro�Physics, Plant Physiolog y and Biochemistr y, Hebei Academy of

Ag ricultural and Forestry Sciences, Shijiazhuang Hebei � 050051, China;

2� Biology Depar tment, Hebei Normal University, Shijiazhuang Hebei� 050016, China)

Abstract: � The calmodulin level was measured in w heat cultured cells and wheat seedlings during

heat acclimat ion at 34 � 。The results showed that the CaM level significant ly increased during

heat acclimat ion w hile Ca2+ was presented. And the Ca2+ chelator EGTA prevented the CaM ac�
cumulat ion.

Key words: � Wheat ; Calmodulin; Heat acclimat ion

233期 � � � � � � � � � � � 李晓芝等:小麦高温锻炼过程中钙调素含量的变化


