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热休克对小麦未成熟种子萌发、生物发光和

抗氧化酶活性的影响

刘红梅.!!廖祥儒!!!吴立峰!!!蒋继志.

!.)河北大学 生命科学学院"河北 保定$/.$$!#!)江南大学 工业生物技术教育部重点实验室"
江苏 无锡!.3$#%$

摘!要!以小麦"!"#$#%&’()*$#+&’4)#品种石3.1"为材料!研究了3"5处理$!.!$678对小麦

未成熟籽粒谷甘 胱 肽 转 移 酶"9:;#$谷 胱 甘 肽 还 原 酶"9<#$过 氧 化 氢 酶"=>;#和 过 氧 化 物 酶

"?@A#活性!超微弱发光!种子萌发和愈伤组织诱导的影响%结果表明!热休克处理使未成熟籽粒

萌发率$愈伤组织诱导率和9:;活性明显增加!且其作用随处理时间的延长而增大&在处理过程

中!=>;活性先减少后增加!热休克对9<活性无明显影响%9:;的活性与蛋白质质量分数呈显

著正相关%
关键词!热休克#谷甘胱肽转移酶#幼胚#小麦#超微弱发光

中图分类号!B23% 文献标识码!>

4((.,0"(5.&0+1",6"%/-"71"0"%&%*8,0-9-0-.:"(8%0-";-*&%04%<3=.:
-%>==&0#$.?1.&0@$&-%:

4CDE’8F06G7.%!4C>@H7,8F0IJ!%!KD470LG8F!%!MC>*9M70NO7.

#.)=’((GFG’L47LG:P7G8PG%EGQG7D87RGIS7T-%U,’V78F$/.$$!%=O78,"!)WG-4,Q’I,T’I-’LC8VJSTI7,(U7’TGPO8’(0

’F-%+787STI-’LXVJP,T7’8%:’JTOGI8Y,8FTNGD87RGIS7T-%KJZ7!.3$#%%=O78,$

8A:0$&,0!;OGGLLGPT’LO7FOTG6[GI,TJIG#3"5$L’I$!.!$678’8TOG,PT7R7T7GS’L9:;%9<%

=>;%?@A %Q7’[O’T’8%SGGVFGI678,T7’8%,8VP,((JS78VJPT7’8’L766,TJIG\OG,T#!"#$#%&’
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!!热休克处理能够提高细胞清除活性氧的能力%
改善植物 细 胞 对 逆 境 的 适 应&植 物 细 胞 内 存 在 多

种活性氧清除的途径’.(%其中起主要作用的是活性

氧的抗氧化酶系统’.(&超氧化物歧化酶#:@A$)过
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氧化氢酶!=>;"和 过 氧 化 物 酶!?@A"等 是 活 性 氧

抗氧化酶 系 统 的 重 要 保 护 酶#它 们 能 有 效 地 阻 止

活性 氧 的 积 累$防 止 膜 脂 的 过 氧 化 作 用$延 缓 植 物

的衰 老$使 植 物 维 持 正 常 的 生 长 和 发 育 过 程%.&#

?@A和=>;主要存在于植物过氧化物酶体与乙醛

酸循 环 体 中$在 线 粒 体’细 胞 质 及 内 质 网 中 也 有 存

在$是 清 除 E!@! 的 主 要 酶 类%!̂ 3&#谷 胱 甘 肽

!9:E"是 参 与 清 除 活 性 氧 的 重 要 物 质$通 过 9:;
和9<催化可以由氧化态谷胱甘肽!9::9"再生或

与其他化合物的亲电基团反应$生成谷胱甘肽衍生

物以降低 化 合 物 反 应 活 性#生 物 超 微 弱 发 光 在 一

定程度上可以反映细胞的生理状态$周禾和杨起简

等报道了穗上发芽的小麦其超微弱发光现象%"&#
作者以前的研究也证实$热休克处理可以改善

水稻组织 培 养 细 胞 的 生 理 状 态#但 热 休 克 处 理 小

麦未成熟种子$能否改变未成熟胚生理状态还不清

楚$生理状态的改变是否与清除活性氧的能力的提

高有关也待研究#作者以小麦为材料$研究了3"5
高温处理对籽粒细胞培养行为’超微弱发光及各种

酶活性的影响#

D!实验材料

所 取 小 麦!!"#$#%&’()*$#+&’ 4"品 种 为 石

3.1"#开花后.#V剪取小麦穗$放入3"5恒温箱

中分别处理$$$_"$._$$!_$O!以 未 经 处 理 的 小 麦

穗作为对照"后$取出幼胚$用于酶活测定和愈伤组

织诱导#愈伤组 织 诱 导 的 种 子 用 体 积 分 数/$‘的

乙醇溶液浸泡.678后$用.6’((4的 EF=(!溶液

处理%678$无离子水冲洗3遍$接种在诱导培养基

上$每板!$!#$粒#

E!实验方法

EFD!酶液提取

小麦 未 成 熟 籽 粒 经 冰 浴 研 磨$用"$66’((4
;I7S0E=(![E/_1"提 取$在$5’.$$$$I(678下

离心!$678$取上清液用于蛋白质和酶活性测定#

EFE!光子数的测定

生物发光光子数用U?=4超微弱发光仪!中科

院生物物理所提供"进 行 测 定$每 次 用 小 麦 籽 粒.$
粒$实验条件见文献%%&#

EFG!@+H活性测定

9:;酶活 测 定 参 考 ;GI,V,%/&等 方 法$反 应 体

系为). 66’((4!$30二 硝 基 氯 苯!=A*U"$$_.
66’((49:E$"$66’((4;I7S0E=(![E%_""$.
66’((4XA;>#单位 酶 活 性 定 为)每 分 钟 催 化 一

个微摩尔的 谷 胱 甘 肽 参 与 反 应 的 蛋 白 量!.Da.

"6’((678"#

EFI!@J活性测定

9<酶活测定参考 +J([JI7%1&等方法$反应体系

成 分 如 下)3$66’((4XA;>$366’((49::9$

;I7S0E=([E/_1$$_"6F(64*>A?E$E!@$样

品$#$5保温#单位酶活性 定 为)每 分 钟 催 化 还 原

一个纳 摩 尔 的 谷 胱 甘 肽 的 蛋 白 量!.Da.86’((

678"#

EFK!LMN活性测定

?@A活性的测定参照>6,]’等的方法#一个

单位酶活性定为."6’((678
%2&#

EFO!P8H活性测定

=>;活性 的 测 定 参 考 文 献%.$&$反 应 体 系 为

.$66’((4E!@!$[E/_$的"$66’((4磷酸钠缓

冲液$反应温度为#/5$在#a!3$86下测定光吸

收值#酶活性定为)每分钟催化还原一个纳摩尔的

=>;的蛋白量!.Da.86’((678"#

EFQ!蛋白质质量分数的测定

在试管 中 加 入364考 马 斯 亮 兰 90!"$$再 分

别加入不同处 理 的 籽 粒 提 取 液$_.64$"678后$
在"2"86下测光吸收值#此次对照为364考马

斯亮兰 90!"$与$_.64E!@的混合液%..&#

EFR!数据分析

采用:?::1_$进行数据分析#所有数据均来

自#组单独的实验$各有两个重复#

G!实验结果

GFD!热休克对小麦籽粒超微弱发光的影响

热休克对 小 麦 籽 粒 超 微 弱 发 光 的 影 响 与 处 理

时间有关!图."$在#$678以 内$3"5处 理 对 籽 粒

超微弱发光无 明 显 影 响$热 休 克 处 理%$678和2$
678使籽粒超微 弱 发 光 明 显 增 强!."$_$""$结 果

见图.#

图D!热休克对小麦未成熟籽粒超微弱发光的影响

)-2SD!4((.,0"(1.&0:1",6"%A-"71"0"%"(-==&0#$.

C1.&02$&-%:
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GFE!热休克对小麦籽粒种子萌发和愈伤组织形成

的影响

将热休克 处 理 过 的 籽 粒 接 种 于 诱 导 愈 伤 组 织

的培养基上!不同处理愈伤组织形成及种子萌发情

况也有差别"表.#$其 中 热 休 克 处 理%$678和2$
678使籽粒愈伤 组 织 诱 导 率 明 显 增 高"."$_$.#!
但2$678处 理 效 果 明 显 低 于%$678处 理"."
$_$.#$热休克处理%$678和2$678也导致部分籽

粒发芽!其中2$678处理作用显著"."$_$"#%
表D!热休克对小麦 未 成 熟 籽 粒 种 子 萌 发 和 愈 伤 组 织 形 成

的影响

H&ASD!4((.,0"(1.&0:1",6"%:..*2.$=-%&0-"%&%*,&’’#:

("$=&0-"%"(-==&0#$.C1.&02$&-%:

处理
时间&
678

接种
数&粒

产生愈伤组织的种子

粒 比率&‘

萌发的种子

粒 比率&‘

$ .1$ / #_2 $ $

#$ !2$ 2 #_. $ $

%$ #$$ "# ./_/ . $_#

2$ !3$ #1 ."_1 .$ 3_!

GFG!热休克对小麦籽粒蛋白质质量分数的影响

3"5处 理%$678和2$678也 使 小 麦 籽 粒 蛋

白质质量分数 显 著 升 高"."$_$.#!在.!$678以

内处理时间越长活性增加越大!结果见图!%

图E!热 休 克 对 小 麦 未 成 熟 籽 粒 蛋 白 质 质 量 分 数 的

影响

)-2SE!4((.,0"(1.&0:1",6"%7$"0.-%,"%0.%0"(-==&T

0#$.C1.&02$&-%:

GFI!热休克对小麦种子@+H活性的影响

3"5处理#$678即引 起 小 麦 种 子 9:;活 性

显著升高"."$_$.#!处 理%$678时 增 至 最 大!并

维持在较高水平上!结果见图#%

GFK!热休克对小麦种子@J活性的影响

在%$678内热休克 对 小 麦 幼 胚 的9<活 性 变

化没有明显的影响!处理时间的不同9<的活性也

无明显变化!但随后迅速下降并明显低于对照"."
$_$"#!结果见图3%

图G!热休克对小麦未成熟籽粒@+H的影响

)-2SG!4((.,0"(1.&0:1",6"%@+H&,0-9-03"(-==&0#$.

C1.&02$&-%:

图I!热休克对小麦未成熟籽粒@J活性的影响

)-2SI!4((.,0"(1.&0:1",6"%@J&,0-9-03"(-==&0#$.

C1.&02$&-%:

GFO!热休克对小麦种子LMN活性的影响

随热休克处理时间的延长?@A的活性有明显

的降低!并在#$678后明显低于对照"."$_$.#!
结果见图"%

图K!热休克对小麦未成熟籽粒LMN的影响

)-2SK!4((.,0"(1.&0:1",6"%LMN&,0-9-03"(-==&0#$.

C1.&02$&-%:

GFQ!热休克对小麦幼胚P8H活性的影响

在!O内正常温度下!小麦籽粒=>;活性变化

不大!3"5处理小麦籽粒=>;酶活性明显较高!处
理效果随处理时间的延长而增大!结果见图%%
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图O!热休克对小麦未成熟籽粒P8H的影响

)-2SO!4((.,0"(1.&0:1",6"%P8H&,0-9-03"(-==&0#$.

C1.&02$&-%:

I!讨!论

热休克处理能够影响植物细胞的生理状态!从

而改善细胞对逆境的适应"从实验结果可以看出#
在$̂ !O的热休克处理过程 中!9:;的 活 性 随 着

处理时间的延长而稳步增长!但蛋白质质量分数由

图!显示在.O开始明显增大!这说明有其它蛋白

质的大 量 合 成"因 为 9:;和=>;的 活 性 和 蛋 白

质的质量分数 呈 正 相 关$."$_$$.%"其 变 化 趋 势

都是增大的!说明可能是有了9:;和=>;的基因

表达"此时9<的活性没有明显的变化!说明短时

间的热休克对谷胱甘肽还原酶没有影响!高温逆境

所引起的酶活性变化确实不同"
在处理$_"O的样品中?@A的活性较低!但.

O和!O的处理!它的活性又显著增高!说明在高温

处理时?@A活 性 短 时 间 内 是 钝 化 的!而 随 着 时 间

的延长!在高温 的 持 续 刺 激 之 下!又 可 能 有 了?@A
基因的表 达!导 致 了 其 酶 活 性 的 升 高"=>;亦 是

如此"
由结果可以看出#?@A&=>;与9:;是两类不

同性质的酶!它们的蛋白质对热的反应不同"9:;
在热 休 克 处 理 时 其 活 性 一 直 处 于 上 升 趋 势"而

=>;在刚受热时!则发生了钝化!在持续高 温 刺 激

之时才有了蛋白质的表达!活性升高"
经:?::分析!蛋 白 质 质 量 分 数 与 未 成 熟 种 子

的超微弱呈显著 正 相 关$."$_$.%!说 明 了 热 休 克

所引起的蛋 白 质 表 达 可 能 是 引 起 超 微 弱 发 光 增 强

的主要原 因 之 一"这 种 变 化 可 能 也 有 利 于 种 子 的

发芽和愈伤组织的诱导"
另外!从本 实 验 结 果 来 看!蛋 白 质 质 量 分 数 的

增加与=>;!9:;酶 的 活 性 增 加 是 有 关 系 的"但

是这几种酶是否表达尚需在基因水平上进行验证"
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