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摘 要 通过研究氯化钠和 多聚物浓度对质膜和各种内膜在 PEG／Dextran两相系统 中 

分配行为的影响、根据其影响膜在 两相 系统中分配系数的试验结果，应用两相分 配纯化法， 

纯 化生 长正 常 和受 旱 条 件下 小麦绿 色组 织 质膜 ．对 匀浆介 质 稍加 修改 ， 加入 

5 mmol／L ZnC1 z’结果在较短的时间得到了两种小麦绿色组织细胞质膜的富集组分 

关键词 两相分配纯化浩，垦 垫 壁l二水分胁迫 、訇相 l自己 
中围分类号 Q242 

植物细胞质膜是原生质体最外层的界面膜，其组成和结构虽已基本清楚，但对其许 

多生理生化特性和基本功能，特别是与抗逆性的关系尚未明确。其中一个重要的原因 

是，难以得到污染少、纯度高的质膜组分。以前质膜分离纯化多用差级离心和密度梯度 

离心等方法，这些方法不但费时、费工，且污染率高，不适用于绿色组织。近年来，国 

内外己开始试用两相分配法分离纯化绿色组织细胞质膜 ，但资料较少；特别是将 

该法用于抗旱方面的研究工作还未见到报道。本文试用两相分配法，分离纯化正常和缺 

水条件下生长的小麦幼苗绿色组织细胞质膜，一方面为分离纯化绿色植物组织质膜提供 

简便有效的方法，另一方面试图为植物抗旱机理的研究提供新的方法和资料 

1 材料和方法 

1．1 材料培养及胁迫处理 

将由西北农业大学农学系提供的小麦品种郑引一号，用Hoagland营养液进行室内 

培养，光照强度 8000~l0000 Ix，光照时 间 14 h／d，温度 l5～20℃．待第三叶完垒展 

开后(苗龄 23 d)，用 PEG 配成一0．9和一1．9MPa的培养液，将幼苗根系进行渗透胁迫处 

理3 d，对照继续用营养液培养。用垒部叶片进行各项目的测定。 

1．2 原生质膜的分离和纯化 

1．2．1 匀莱和 离． 将供 试叶 片洗净 ，吸 干表 面水 分 ，置 于 4t冰箱 中预冷 

0 5 h，切成 小段 ，按 鲜样 ：匀浆液 =1：3的 比例加入预冷 的匀浆 液 ，其 组成为 ： 

0．25tool／L蔗糖，10iTImol／LTrls-HCl(pH7．5)，l0mmol／LKOH 中和的己二二醇 

双乙胺醚一N—N 四已酸(EGTA)．2．5mmol／L偏亚硫酸钾 ，0．叭％牛血清白蛋白， 
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3％聚 乙稀吡咯烷酮，5mmol／L氯化锌。在 ZK 型高速 白控组 织匀浆器中匀浆 60 s， 

然后用 4层预冷 的纱布过滤，滤液在 4℃下依 F列次序离心：l 400 g 10，l5 000× 

g 20，130 000 g 20min，最后一级离心的沉淀即原微粒体组分，用0．5 mmol／L的山 

梨糖，15 mmol／L Tris一马来酸(pH7 4)悬浮液小心悬浮，用于进～步纯化。 

1．2．2 质膜纯化 取 6．0 g两相体系，加入 0．5 mL原微粒体组分，使其最终浓度 

为 ：O 5 mol／L山梨糖 ， 15 mmol／L Tri 马 来酸 (pH7．4)，PEG 6000／ Dextran 

T500浓 度为要 求的 5 6％，6．1％，6．6％；NaC1浓度 为要求 的 l0，20，30，4O和 

50 mmol／L．将装有上述混台物的试管上下颠倒 20次，然后于 4 000r／min离心机上 

离心 4min，置于 4C冰箱 30min，小心吸取 90％的上相(PEG相)，用悬浮液分别稀释 

上相和下相(Dextran相和界面部分)，于 130 000 g离心 30 min，沉淀悬浮后用干测 

定，所得上相悬浮组分即为质膜富集组分。根据研究要求，上相质膜组分可加入新的下 

相，再进行 l～2次纯化。 

1j 测定项目及方法 

l 3 l K+,Mg LATP酶(质膜标记醇) 参照 Sze的方法 ” ，最终反应体系含 

Triton-x-100 0．05％，加入 “L样品后于 30U保温 30 min，用 12．5％三氯乙酸溶液终 

止反应，3000 r／rain下离心 10 min，上清液用以测磷，结果用 nmol Pi·mg ·蛋 

白 · 表示 

l 3．2 细胞色素c氧化酶(线粒体标记酶) 参照 Simon的方法 “)，将样品与反应 

液混合，25℃保温 5 min，加入用连二亚硫酸钠还原的细胞色素 c后，反应开始，每 

30 S记录一次光密度值(550nm)，共 6 rain，用每分钟每毫克蛋白麈还原型细胞色素 c 

减少的量来表示酶活力大小。读数完毕，加入少量固体高铁氰化铁，用作空白。最终反 

应 混 台 液 组 成 为 ： 50retool／L 磷 酸 缓 冲 液 (pH7．4)， 500 tool／L EDTA， 

0．1％Triton-x-100，1．3×l0 mol／L还原型细胞色素 C． 

1l3．3 对抗霉素 A不敏 感，依耥 NADH 的细胞 色素 C还原酶(内织网标记酶) 参 

照 Boss的方法 ，将样液加入反应混合液，使其最终浓度为：50 mmol／L磷酸 缓冲 

液【pH7 4)，2．5mmol／LNaN ，1 ktmol／L抗霉素 A，2×10 tool／L细胞色素 c 

于 25℃保温 5rain，加入 NADH，使反应 浓度为 0．25mmol／L，反 应即开始 ，在 

550nm波长下，每 30 S记一次光密度值，连续 6rain，酶活力用 11tool·mg- 蛋白 - 

rain 来表示 

1．3．4 过 氧化 氢醇 (过 氧化物 酵体标 记) 用 瓦 氏呼 吸 计测 定 。反 应瓶 中加 入 

O．6mL 50mmol／L磷 酸 缓冲 液 ， 中央 小管加 入 0．1mL 2O％KOH， 倒管加 入 

0．3mL 13％H，O ．进样 25 L 用煮沸的酶液作对照。酶活力用 L·O2·m 。蛋 

白 ·min 表示 

1_3．5 酸性磷酸酶(液泡膜标记) 用 口一甘油磷酸钠作反应底物，测定酶作用后释 

放出的无机磷量，结果用 ntoolP．·m 蛋白 ．h )表示 

1 3．6 叶绿素含量测定(叶缘体标记) 用 8O％丙酮提取叶绿素，测定 652 rim波长 

处的光密度值，用mg叶绿素 ·m 。蛋白表示 

I 3 7 膜蛋白测定 用改 良 Loway法测定 。A试剂中加入 1％的] 二烷基硫酸 

钠(SDS)，以溶解膜蛋 白和脂蛋 白。用牛血清白蛋白作标准曲线。 
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2 结 果 

2．1 分相系统中多聚物浓度和盐浓度对膜分配行为的影响 

2．1．1 多聚物浓度的影响 两相系统 中的多聚物浓度对原微粒体膜分配行为影响 

较大(图 1)，随多聚物浓度增加，各种内膜和质膜标记物在上相 中的分配率都程度不同 

60 
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围 1 多聚物浓度对膜分相仃为的影响 

l K Mg ~-ATP酶．2 NADH细胞色素 C还原酶．]叶绿寨，4．对氧化氧酶；5酸性磷酸酶．6_细胞色素 C氧化酶 

分相系统组成 0．5tool／L山梨糖 15 mmol／L Tris一马来酸(pH7 4)．NaC]30 mmol／L 

80 

誊 曲 
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阿 2 氯化钠对分相的影响 

分相系统组成 O 5tool／L山梨培．15retool／LTris 

马束酸[pH7 4)．PEG Dextra~5 6％(w ／W) 

地降低，以质膜和叶绿体标记 下降值 

为最大，分别为 32％的 20％；过氧 

化氢酶 下降值为 1 3％；液泡及内织 

网标记略有下降。可见高浓度的多聚 

物分相系统对质膜的纯化不利，但适 

当高的浓度对除去叶绿体是有利的。 

2．1．2 盐浓度的影响 分相体 

系中加入 NaCI可明显改变膜的分配 

行为(图2)。在多聚物浓度为 5 6％的 

分相 系统 中， 当 NaC1浓 度 以 10 

mmol／L增 加到 50mmol／L时 ， 

各种膜标记在上相分配率都程度不同 

地降低。线粒体、叶绿体、内织网及 

过氧化物酶体等内膜标记上相分配率 

F降最 小的为 25％，最大为 35％； 

液泡标记酶与质膜标记酶下降幅度较 

小，为 18％．可见高浓度的 NaC1可 
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以使大部分内膜组分优先进入下相，减少对上相质膜组分 的污染。这 一结果和文献 

(2)的报道相一致 

2．2 上相组分 ATP酶的性质 

植物细胞 中存在有 3种类型的 ATP酶：质膜 ATP酶、线粒体 ATP酶和液泡膜 

ATP酶，它们都与相应的细胞器相联系，均可水解 ATP释放出无机磷。为证实与上相 

K 一Mg -ATP酶联系 的膜组分确是质膜富集组分，必须用各种酶的专一性抑制剂来 

鉴定 Noi是液泡膜 ATP酶的专一性抑制剂，只能抑制上相组分 l0％的 ATP酶活 

性，表 明上相组分有少量的液泡膜污染；NaN 是线粒体 ATP酶专一性抑制剂，对上 

相 ATP酶抑制很 少(14％)，表明有 少量线粒体污染(表 1)；已稀雌酚(DES)和 Na VO 

显著抑制质膜 ATP酶，40mmol／L DES或 50pmol／L的 Na VO 可使上相 ATP酶 

受到半量抑制f50％)，证明上相ATP酶确是与质膜联系的。 

表 1 抑制剂对上相组分K 一Mg2+ATP酶活性的影响 

2．3 ATP酶在质膜囊泡上的定位 

在匀浆时破裂的植物细胞质膜碎片，由于内聚力的作用可 自发形成小囊泡。质膜 

ATP酶是一种内在膜蛋白，在完整的细胞中，定位于质膜内侧，靠近细胞质。匀浆形 

成的囊泡可以是外倒向外型，也可以是内侧向外型，通过潜在 ATP酶活性可以确定囊 

泡类型和ATP酶在膜上的定位。给试样中加入去污剂 Triton-x-100，破坏膜的脂双层 

而释放 出内层蛋白质，ATP酶活性从不加去污剂的 47猛增到 269nmolPi·mg 蛋 

白 ·h～，潜在 ATP酶活力从 0增 到 83％(表 2)，表明上相质膜囊泡是外侧向外型， 

ATP酶定位于囊泡内侧，和文献 (7)报道结果一致。不加去污剂时，仍有少量酶活性 

表现，这可能是部分囊泡破损所致 。从表 2还可以看出，测定质膜 ATP酶活性时，必 

须加入台适浓度的去污剂，过低，酶活性表现不完垒，过高，则对酶活性有抑制。 

表 2 Trltorr-x一10O对 K M。g2+-ATP酶活性的影响 

注 潜在 ATP酶活力= (加 Triton酶话力一无 Triton酶活力)／加Triton酶活力) x10O％ 
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2．4 两相分配法纯化在小麦绿色组织质膜 中的应用 

植物受旱时细胞膜透性增强，细胞内物质向外渗漏，显然是由于质膜成份或结构受 

到损坏，但缺乏足够的实验证据。利用分离提纯的质膜进行研究，有助于解决迭一问 

题 两相分配系统可否分离纯化受旱植物细胞质膜须用实验来证实 选用经--0 9MPa 

和一1．9MPa PEG 培养液处理 3 d的小麦幼苗叶 ．按前述的方法用两相分配法分离纯 

化质膜并加以鉴定，结果如表 3所示 

寰 3 渗奄胁迫对小麦叶片膜 系统上相中分配事的影响 

洼：I)为对抗霉素A t巷 依赖NADH的细胞色素C还原酶，2)2次重复．4次测定，P<0 05；3】分相系统组 

成 ：PEG／D~xttmm 5 8％，30mmol／LNaCI．0 5mol／L山梨糖．15mmol／LIris一马来酶(pH7 4) 

从表 3中可以看出，受胁迫材料线粒俸和液泡膜标记酶在上相分配率变化不显著； 

随胁迫程度的增加，内织网标记酶上相分配率增大，过氧化物酶体和叶绿体标记则呈相 

反的变化，质膜也有 F降的趋势，但差异不显著。尽管各种内膜在两相体系中的分配行 

为都程度不同地有所变化，但质膜在上相中仍占绝对优势 

3 讨论和结论 

1980年，widell成功地把晒相分配纯化法引八植物研究 ，得到了低污染的燕麦 

根质膜组分 用 Widell的分相系统纯化绿色植物组织细胞质膜，却因在上相发现大量 

的叶绿体、线粒体等内膜，未能得到质膜富集上相。1983年，Uernura和 Yoshida等 

改进匀浆介质配方和分相系统组成 ，从黑麦绿色组织得到了理想的质膜组分 可见 

匀浆介质配方和分相系统组成对膜分相行为的影响极大。本文用两相分配法纯化受旱条 

件下小麦绿色组织细胞质膜，对匀浆介质稍加修改，加入 5mmol／LZnCl2，以稳定质 

膜，防止膜脂过氧化，并加速内膜的聚集和沉淀。用修改后的匀浆液匀浆，可以缩短离 

心所用的时间，加快了分离纯化速度 在影响分相体系分配系数的很多因素中，以多聚 

物浓度和盐浓度影响最大。NaC1对 PEG和 Dextran具有不同的亲合力，可使 t下瞬 

相阀产生电势差，从而对其中带电颗粒产生一定的影响，使质膜和内膜的分相行为改 

变。 

初步的试验结果表明，所用的匀浆液配方和分相系统也适合 F水分胁迫条件下生长 

的小麦绿色组织，并可以得到质膜富集的上相。但随干旱程度的增加，各种膜在两相中 

的分配系数都程度不同的有所变化，这究竟是单纯受水分胁迫影响，膜组分、结构变化 

所致，还是在分离过程中受其它因素影响所致，尚有待于进一步研究。 
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