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摘要
：
高 山离子芥 是一种高抗逆的多年生 高山草本植物 ，具有 特殊的分子及生理抗逆响应机

制 。 磷脂 水解酶磷脂酶 是重要的跨膜信号转导酶 。 以高 山离子芥愈伤组织为试材 ，利用酶联免疫分光光

度计法 优化磷脂酶 活性测定体系 ， 建立了在 反应温度条件下 反应体 系 中 膜蛋 白 的含量 、反

应时间 、
为 的缓 冲液系统最适合高 山离子芥愈伤组织磷脂酶 活性测定体系 分析表明 不 同膜结合

态磷脂酶 的酶动力学特征存在差异 为进
一

步探讨磷脂酶 在高 山离子芥响应逆境胁迫 中的 作用奠定基础 。
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高 山冰 缘植物高 山 离子芥 如 件下生存 ， 高山 离子芥具备 了独特的 分子和生理抗

属于多年生高 山草本 ，
主要分布在新疆海拔 胁迫响应机制 。 作为

一

种天然抗性植物 ， 高 山 离

处的 亚高山草甸 、 草原 、砾石质 山坡 子芥是研究髙 山冰缘植物独特的抗逆响应机制的理

上 ，此 区域属亚 高山 草地类型 ，
具有多个群落类 想材料 。

型 呈现群落多样性 ，群落主要成员 高 山离子芥在改 磷脂酶 ，
属催化磷酸

善土壤 、气候条件 、涵养水源和维持生态平衡等方面 二酯键水解和碱基交换反应 的一类酶的 总称 普遍

有着重要作用 。 高 山离子芥生境气候寒冷 ， 空气稀 存在于生物界中 ， 是重要的细胞磷脂代谢酶 。 磷脂

薄 ，辐射强 ，劲风 ， 经常受到 干旱 、低 温 、辐射等多种 酶 催化磷脂水解生成磷脂酸 （ 和极性

非生物胁迫 。 有研究报道 ，该物种不具有适应胁迫 氨基化合物 ， 例如胆碱或 乙醇胺 。 是一种第

环境的特殊形态学特征 ， 因此 ，在这种极端环境条 信使 ， 它进一步生成的甘油二酯 及溶血磷脂
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酸 ， 也是重要的信号分子 。 除 外 ，磷脂 振荡 无菌水冲洗 次 ， 接种于 加人

酶 水解反应产物 中 的 自 由 头 部基 团也具有许 多

调控功能⑷ 。 在植物的 生长过程 中起重要作 蔗糖 琼脂 ，？ 的初代培养

用
，例如种子萌发 、 植株衰老等 。 也可增强 植 基中诱导愈伤组织 ， 获得 的愈伤组织在

物对不 良环境胁迫 的抵御能力 ，
已 在多种环境胁迫

刺激 ，如水分胁迫 、冷胁迫 、盐胁迫 、 机械损伤 、病原 蔗糖 琼脂 ，

菌侵染 、 磷酸盐饥饿 以及 等激素处理 中发现 的继代培养基 中进行愈伤组织增 殖
°

、

基 因转录及活性增加 ， 并且 逆境蛋 白 导 光周期为 条件下培养 。 获得的 愈伤组织经至

致胁迫耐受性发生改变 ， 引起植物体 产生相关的 变 少 次 以 上传 代 后 ， 用 于磷 脂酶 制 备 及 活 性

化 ，来减缓受 害程度或对胁迫刺激产生适 应性 。 测定 。

作为逆境响应蛋白 ， 与天然抗性植物髙 山离子

芥有密切 的关系 ，
因此研究此酶对揭示高 山离子 方法

芥响应胁迫的作用机制有重要作用 。 高 山 离 子芥磷脂酶 的 制 备 高 山 离子芥

当前 ， 大量用来测定 活性的 方法都是 以 磷脂酶 的制备依照 等⑷ 的方 法 ， 并加 以 改

催化 自 然的或人工合成 的磷脂水解 ，通过直接 进 。 取 高 山离子芥愈 伤组织 ， 加 人

或间接生成的产物为基础而进行的 。 磷脂酰胆碱生 提取缓冲液 含 蔗

成的胆碱在胆碱氧化酶作用后 ， 可利用分光光度法 糖 ，
， 和 于 液氮 中

或化学发光法测定反应 中生成 的过氧化氢 ，反应 中 研磨 ，制成 的匀浆 ， 转人离心管 中 以

生成的 可 以通过滴定法或电导率来测定 ； 或者 离心 去除细胞碎片 ，
上清液再 以

可通过对底物的直接标记法如底物放射标记法和底 离心 获得 沉 淀 即 为 线 粒 体 膜 蛋 白 。 经

物荧光标记法来测定 。 这些方法 中有的需要放射性 离心获得 的上清液再经 超速

底物 ，有的 费用不菲 ， 有 的操作费时 。 活性 离心 ，获得沉淀即为微粒体膜蛋 白 （包 括细胞质

测定方法的选择因材料 、 目 的不同而有所差异 ，
在多 膜 、 内 质网 膜 、液泡膜 ） 。 将沉淀溶 于 ，

种测定方法 中酶联免疫分光光度计法 因其简单 、 方 的 中 ， 即为 酶液 。 所有蛋 白 的提取

便 、实用而被广泛采用 。 分离步骤于
°

下进行 。

尽管对植物 研究 已 有许多报道 ，但到 目 前 磷脂酶 活性测定 磷脂酶 活性用酶联

为止 ，对高 山冰缘植物 研究仅见于本课题组 的 免疫法测定
⑴

。 于离心管中配制 的磷脂酶

少量报道 。 对于高 山 冰缘植物 应激胁迫 的 活性反应体系 ，其 中含 。

作用机制 尚 处于探究阶段 。 本研究 以具有高抗逆性
， ， 亚油酸 ，

高山离子芥作为试验材料 通过优化 活性测定 酶液 （ 空 白 中 加 入等 体 积 母 液 替 代 酶

的酶联免疫分光光度计法 ，建立适合高山离子芥愈 液 ） ， 以 及 最后 加 人 ） 。 反应 体 系 于

伤组织 制备和活性测定的技术体系 ，分析研究 反应 ，沸水浴 终止反应 ，冷却后

不同膜结合态磷脂酶 的酶动力 学特征 ， 为进一步 加人显色液 含

探讨磷脂酶 在高 山离子芥细胞响 应逆境胁迫 中 个单位胆碱 氧化酶 ， 单位 ，

的作用奠定 了 技术基础 ， 对深人研究和利用高抗逆 和 重蒸 酚 ） 。

。

反应 ， 色

性植物高 山 离子芥中逆境 响应蛋 白 ， 揭示其响 泽稳定后加入 内含

应逆境胁迫机理及维持草地生态系统的稳定具有重
，

， 用 孔径 的滤膜 滤去

夂 。 杂蛋 白 ， 处 比色 。 空 白 调零 ，从胆碱标准 曲

线查 出 相应胆碱含量 。 以 比色法测定可

材料与方法 溶性蛋 白 的含量 。

不 同 蛋白 含 量对磷 脂 酶 活性 的 影 响

材料 反应 体系 中加 入不同 含量 的蛋 白 （

采用野生高 山 离子芥成熟种子去皮于 乙 测定不同蛋 白含量对磷脂酶 活性的影响 。

醇中浸泡 ，取出 后放人 升汞溶液 中 连续 不 同反应 时 间对磷脂酶 活性 的 影 响 选
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取不同反应时间点 （ 〉测 定酶活性 ， 以测定 反应 时 间对高 山 离子芥 活性的影响

不同反应时 间对磷脂酶 活性的影响 。 由 图 可知 ，在 ： 反应温度下 ， 微粒体膜结

不 同 缓冲 液 的 配置 配置 醋酸 合态 活性高 于线粒体膜 结合态 活性 ，且

缓冲 液 （ ， 磷 酸缓 冲 液 （ 线粒体膜及微粒体膜结合 态 活性 的变化趋 势

， ，
基本

一

致 ， 在反应起始 内 ， 酶活 增长缓

不 同 浓度 对磷 脂 酶 活性 的 影 响 慢 ； 当反应时间在 内 ，酶 活开始呈线性

反应 体 系 中 加人 不 同浓 度的 增长 ，并在反应 时达到 最大值 ， 之后 随着反

测定对磷脂酶 活性的影响
。 应时间 的延长 ， 酶活性有所下降 。

不 同 底物 浓度 对酶动 力 学 的 影 响 不 同底

物浓度碟脂酷胆滅 （ 加人反应体系 ，

—

研究底物浓度对酶动力 学的影 响 。

“

数据处理

每个试验至少重复 次 ， 结果以 士
°°

表示 。 采用 软件进行统计分析 。

言
。

结果与分析 ‘
―

■ ■ ‘

“
■

“— ——

时 间

蛋 白 含量对高 山 离子芥 活性 的影 响 图 反应 时间 对高 山 离子芥线粒体 膜和

通过对高 山离子芥线粒体膜及微粒体膜结合态 微粒体膜结合态 活性的影响

活性测 定 发现 ， 在 蛋 白 含 量条 件

下 ， 活性随反应体系 中蛋 白 含量 的增加 而呈逐

渐增长趋势 ；
当蛋白 含量达 时 线粒体膜 条件对高 山 离子芥 活性的 影 响

及微粒 体膜 的 活性均达 到 峰值 ， 分 别 为 通过使用不同 的缓冲液系统 ，获得不同 条件

和
；
当蛋 白 对高 山离子芥线粒体和微粒体膜结合态 活性 的

含量超过 时 ，线粒体膜 及微粒体膜 影响 图 。 对线粒体和微粒体膜结合态 而言 ，

的活性逐渐下降 （ 图 。
条件的影响显而易见 ，线粒体膜碟脂酶 和微粒体

膜磷脂 酶 在 值为 时活性均最高 ，分别达到

画
‘

和 咖 『
。

一

“

一

—

：
！ 广

乂
蛋白含量

图 蛋 白 含 量对 高 山 离子芥线粒体膜和

微粒 体膜结合态 活性的 影响

图 不 同 条件对高 山离子芥 线粒体 膜和

微粒体膜 结合 态 活性的影 响

注 ： 图 中数据结果来 自 于 次独立 的重复试验 ， 下同

： 士
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不 同浓度 对 活性的影 响 膜结合态 相 比具有较高 的催化活性 ，微粒体和

通过在 反 应体 系 中 加人 不 同 浓 度 的 线粒体 存在酶动力 学特征的 明显差异 。

研究不同 浓度 对 活性 表 不同 底 物浓度对 酶动 力学 的影响

的影响 。 如 图 所示 ， 当反应体 系 中 为

时依然可 以测 得酶活性 ，说明 的存在并非酶活

的必须条件 ，但是 当有 存在时 的酶活性 明显提
微雌麟站 雑體鮮

高 ，说明 对 酶活性提 高 有促进作用 。 其 中 ， 当

为 时线粒体膜磷脂酶 酶活性最高 ， 。 。
」

° ‘

达到 ； 当 为

时微 粒 体 膜 磷 脂 酶 酶 活 性 最 高 ， 达 到

讨论与结论
—

’
“

， 本研究糊酶联免疫法测定 活性 ，活性测

定体系 中 以 为反应底物 ， 催化水解其磷酸

二酯键生成磷 脂酸和胆碱 。 利用 在 催化

作用下生成胆碱 和 ， 其 中 前者 在胆 碱氧化酶催

化下产生甜菜碱和 。 的浓度与 线性

相关 ， 因 此采用 反应进行测定 ， 即 在过 氧化

物酶 （ 的催化下 氨基 安替 比林 （ 和酚

被氧化 ，生成红色醌亚胺 化合物 （

该化 合物在 波长

的 值 与 浓 度线 性相关 。 因 而 可用 特定
微粒体膜 结合态 活性的 影响

浓度对应的 值来计算胆碱生成量 ，继而通过

胆碱标准 曲线换算 出 的催化速率 。

等
⑴ 研究草蕃 （ 纖膨 果实

的活性 时利用 液体闪 烁记 数仪测 定反 应 中释
不 同 底 物 浓度 对 薛动 力学 的影 向

放 出 的 胆碱 ， 发现草萄 果实 的 活性测 定
细胞 中 存在细 胞 质 和 膜结合态 ’ 而

体系 中 蛋 白 含量 以 为 宜 ， 与 玉 米 （

只有 膜 结 合 态 具 有 活 性 ， 并 且 只 有膜 结 合
中 膜 结 合 态 的 活性 研 究 体 系 结 果 类

会遇 到 各 种 的 磷 脂 ’ 进 而 选 择 酶 促 反 应 底 似⑷ 。 本研究中 ，高 山离子芥 的 活性测定体系

。

中蛋 白 含量 以 为宜 。 草莓果 实 活性 的

等 「 提 出 只有在 活体 条件下 ， 分析 细 胞 测定 中 ，起始反应后 胆碱 的 释放 量就达

膜结合态的 分子才能获得 的酶学动力 参 到最高水平 ，而在玉米 粒 活性 的测 定中 ，起

数 然而 在 离体条件下对底物浓度与反应速度的研 始反 应后 胆 碱 的 释放 量 就达 到 最 高水

究也会有助于 了 解不同 细胞组分中 的酶动力 平 ，高 山离子芥 的 活性测 定体 系 中 ， 线粒体

学特征 。 在本试验 中 ，将线粒体和微粒体膜孵育于 膜结合态 和微粒体膜结合态 活性测定 以

含不同浓度 的 反应体系 中进行酶促反应 以研究 反应时间 为宜 ，酶的作用趋于稳定 。 研究结

酶动 力学特征 ，结果 如表 所示 。 酶 动力 学分 果存在差异 ， 可能是 由 于 酶联 免疫测定法与液体闪

析结果表 明 ，

°

时微粒 体 的 为 烁记数仪测 定法的 测定精 度不 同 以及 反应存
—

， 比 线 粒 体 的 在种属差异有关 。

高 作为 细胞信号分子在许多生命 过程 中 调

倍 。 微粒体和 线 粒体 的 值 分别 为 节植物的 生长和发育 ， 同时它还应答各种环境胁迫 。

和 。 微 粒体 膜结合态 与线粒体 对植物 活性 有 明 显影 响 。 对
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的激 活作用 存 在 多种 作用机 制 ： 首先 ， 促 进 参考文献

与细胞膜的结合 ，从而增加 与底物相
阿依吐尔汗 谭敦炎 李志军 等 高 山离子芥 营养器 官的结构

作用 的 机会 ； 另 外 ， 对 有 激 活 作 用 与环境的关系研究 新壢农业大学学报

引起了 的 结构域构象改变从而细胞

质 中 的可溶性 转移至细胞膜上 。

和 的 结构域包含的 个酸修饰位点可
…

能参与了结合 。 这些结构特征使 在微
。。— ， ， 。 。

摩尔水平 存在时就能被激活 。 正 常生理状态 黄勇 吴兴 中 陈惠黎 用藤联比 色法测定肝脏播脂 跣胆减专

下 ， 位于细胞质 、质膜 、 内质 网膜 、 线粒体膜 以 性磷脂酶 及其应 用 上海 医科大 学学 报 ，

及囊泡上 。 在果实发育过程 中可 以看到结合在各种

膜上的 增加 ，这可 能是受到 了细胞质 中
’

含量增加的影响 。 等 报道膜结合态
°

‘“

：

与细胞质中 的增加有关 ， 在信号转导 中的
，

作用也与因应答激素和环境信号所引起 的细胞质中

的增加有关 。 本研究中 当反应体 系 中 为

时依然可 以测得 酶活性 说 明 的存
’ 。

在并非 酶活的 必须条件 ， 但是当 有 存在

时 的酶活性 明显提髙 ，说明 对酶活性提高有促
：

进作用 ，且不同 膜结合 态 活性 的 反应不

同 。 高山离子芥愈伤组织细胞中 活性增加与 ，

反应体系 中 含量
—

者之间具有相关性

是多功能基因 ，在植物育种方面有很大 的
° °

：

目
丨 景 。

旱 、抗寒 、抗病或抗盐等单个性状或兼具多个性状的

品质 ，从而大大降低各种生物胁迫和非生物胁迫破

坏程度 。 在多年生髙山草本植物高山离子芥 中研究 ， ， ⑺

逆境响应蛋 白 ，对揭示其响应逆境胁迫机理及
’

’

维持草地生态系统的稳定具有潜在的价值 。 本研究 ■

以高 山离子芥愈伤组织为试材 ，利用解联免疫分光

光度计法 ，筛选出 活性测定时反应体系 中适宜

的蛋 白 用 量 、 反应 时间 、 反应 最 适 以及 最适 ，

浓度 ，建立了适合 制备及活性测定的技术
—

：

体系 ，分析研究了不同膜结合态磷脂酶 的酶动力

学特征 ，为进
一

步探讨磷脂酶 在高 山 离子芥响应
、

逆境胁迫中 的作用奠定 了基础 。


