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渗透胁迫下小麦根质膜Ca2+_ATP 。。 

活性及动力学 
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摘 要 在渗透势为一0．5和一1．0 MPa的 PEG溶液胁迫下，小麦抗旱品种陕台 6号 

根质膜(PM)Ca -ATPⅢ活性分别增加59 和25 ，水分敏感品种郑引1号该酶活性是先 

略降 5 而后增加4a 。8mmol几 EGTA髓明显抑制PMCa -ATP． 活性 ，陕合 6号抻制率 

为 43 ～77 ，郑引 1号为 46 ～56 ，其中两品种在 PEG胁迫以后 ．EGTA的抑制率减 

小．经对Ca -ATPo 的动力学分析表明t随着胁迫强度的增加，陕音6号』l(皿值分别下降 

46 和 22 ， 虽略有增加，但变化不大。郑弓f1号 置。值分别下降 75 和 82，i， 一 约降 

低到对照的1／3． 

关键词 堡 重 ，质膜ca 一ATP一，苎 墨 酗 {毛 
中图分类号 Q945．12，Q946．5，$512．1ol 

自从利用蔗糖梯度离心分离技术证明原生质膜制剂存在 ATP 。活性后，关于质膜 

(PM)ATP 的研究一直受到』 们的重视 。目前对于质膜上研究比较清楚的是以100 

kD催化亚基二聚体形式存在的 H ATP 。和以 140 kD多肽存在的Ca'~-ATP． 。但 

因所用材料的不同，也有100和120 kD不等的Ca 一ATP 。报道“ 。存在于质膜和内质 

网膜上的 Ca'+-ATP (钙泵)是 ca 的主动转运系统之一【 ，其以水解 ATP提供能源 

将 ca 泵出胞液，在维持细胞钙稳态和钙信使系统中起着重要的作用。Ca ．ATP 受 

Ca 、CaM 等多种因子调节 。有关外界环境的改变，尤其在渗透胁迫下Ca ．ATP 

活性变化的报道所见甚少，本研究以小麦根为材料，对渗透胁迫下 PMCa ．ATP 活性及 

其动力学变化和钙螯台剂EGTA的抑制作用进行了探讨。旨在为逆境条件下植物细胞中 

的钙泵及钙调节作用研究提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料及处理 

选用冬小麦(triticum aestiz,um L．)抗旱品种陕台 6号和水分敏感品种郑引 1号。种 

子用 2 g／L ngCl：消毒 10 min，自来水冲洗数次，吸水培养约 2O h，待露白后播于尼龙网 

上，25±1℃温箱中萌发培养 5 d，用渗透势为一O．5和一1．0 MPa的PEG溶液处理根系 

24 h，进行下列项目测定 
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1．2 测定项目爰方法 

质膜分离与纯化方法同文献El0]f质膜 Ca 一ATP． 活性测定参照文献[11，12]的方 

法，略加改进：取 0．5 mL反应介质含Tris—HC1(pH7．5)200 mmo]／L，NaCI 50 mmol／L， 

EDTA—Na：0．005 mmol／L，，DTT 10 mmol／L，CaCI：4 mmol／L，ATP 5 mmol／L，0．1 g／ 

L triton x一100，加入适量PM(含 10~30 g膜蛋白制剂)。36℃反应 2O rain，加 100 g／L 

TCA终止反应，测定释放无机磷含量；反应介质中加与不加 ca”引起的酶活之差即为 

CaZ4-ATP 活性。 

2 结果与分析 

2．1 渗透胁迫对PM Ca 一ATPase活性的影响 

由图 l可看出，一0．5 MPa和一1．0 MPa PEG胁迫 24 h，抗旱品种陕合 6号 PM 

Ca 一ATP 活性是先升高(+59 )而后略降(+25 )，但始终高于对照水平。对水分敏 

感的郑引 1号则是先略降(一5 )而后升高(+43 )。除一0．5 MPa处理的郑引 1号外， 

两品种在渗透胁迫下PMCa24-_ATP 活性均升高。另外在正常水分和一1．0MPa胁迫处 

理下，郑引 l号 PM Ca24-ATP一活性高于陕合 6号。 

CK 一0．5MPI 一 1．0M Pa 

处理 
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图1 渗透胁迫对小麦根PMCä 一ATP蚺活性影响 图2 不同浓度EGTA对PMC．ä -ATP． 

宴柱t头台 6号·斜线性，部引 1号 括性 的抻 制 

2．2 EGTA对 PM Ca 一ATPase活性的抑制作用 ． 

用不同浓度的EGTA对小麦根 PM Ca24-ATP． 活性的抑制实验结果表明，8 

mmol／L EGTA抑制率最大(图2)。表1中结果显示：在正常水分条件下，8 mmol／L EG， 

TA对两品种 PM Ca24-ATP 活性的抑制率大于PEG胁迫后的抑制率，随着胁强的增 

加，EGTA的抑制率降低。 

衰 1 渗透胁迫下EGTA对小麦根PMC．ä -ATP—舌性的抑制作用 ~mol／mg·rain 

洼tCa件一ATP⋯活性是以单位膜蛋白每分钟酶反应释放出的无机碑量表示 

0  0  0  0  
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2．3 渗透胁迫下 PM Ca“-ATPase的动力学变化 

采用Lineweave-Burk法，以Is] 与 作图(见图 3)，经回归分析和偏差计算，得出 

小麦根 PM Ca 一AT P_ 的表观 及 ～值。由表 2中可看出：在一0．5和一1．0 MPa 

PEG胁迫下，陕合 6号 PMCa 一ATP⋯V． 变化不大，略有增加。而郑引1号 v 比对照 

下降了近 z13．陕合 6号 jl，皿值在一0．5和一1．0 MPa处理时分别降低了46 和 22 ． 

郑引1号分别下降了75 和 82 ，下降幅度大干陕合 6号。表明渗透胁迫下 Ca 一ATP． 

与底物 ATP的亲和力增强。 
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图 3 ATP浓度对 PMCa。+一ATPase活性的影响 

‘A)跌舍 6号·(B)邦引 l号}I／'V单位为酶活性的饿敦，l 单位是底锚ATP难度的博数。 

①CK．@--0．5 MPa．@--I．0 MPa 

表2 渗透胁迫对小麦根PM Cal+一ATPo 表现五。和y山。的 响 

3 讨 论 

目前，对钙泵在钙诱导、钙调节信使功能中的作用已被公认。位于质膜上的 ca 一 

ATP⋯ 是Ca 的主动转运系统，Ca“一ATP 活性的 t化也反映了外界环境对质膜结掏 

与功能的影响 “ 。薛刚等利用棉花研究表明 一0．3 MPa胁追处理下，随着时间的延长 

(0～27 h)，PM Ca 一ATP。 活性呈“V”字形变化；而一1．1 MPa处理时，该酶活性下 

降 。郝鲁宁等用NaCI处理大麦幼苗根时，Ca“一ATP| 活性和 H ／Ca 反向传递系统驱 

动的 ca“转运活性在幼苗发生伤害时，ca 转运系统 Ca 一ATP 对底物 ATP的 值 

增大，V一减小 。本研究表明：PEG溶液渗透胁迫 24 h，两小麦品种 PMCa 一ATP 活 

性增加(图 1)。其中随着胁强的增加，不抗旱的郑引 1号变化与文献[9]棉花(水分敏感品 

种)的结果一致。由此说 明渗透胁迫对Cat--_ATP 活性有促进表达的作用(除郑引 1 

号在一0．5 MPa处理时稍有降低)。动力学分析表明 ：随着胁迫强度的增加，抗旱品种陕 
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合 6号Ca2 4-_ATP．。 一略有增加 抗旱的郑引 1号则下降明显，约为对照的 1／3．两品 

种该酶的米氏常数( )随胁强增加均变小，其中郑引 1号的下降幅度大于陕台 6号(表 

2)，由此可以看出，Ca2-ATP K 值下降，酶活性增大(图 1，表 2)。另外， 值的降低， 

表明渗透胁迫下该酶对底物 ATP亲和力增强，尤其对水分敏感的郑引 1号表现更为突 

出。这可能是小麦根细胞质膜感受外界胁迫信号刺激，表现出对干旱的一种响应。表 1中 

EGTA与PM Ca抖一ATP一活性关系表明；①EGTA有调节Ca 一ATP一活性的作用(使酶 

活降低)I②渗透胁迫下，EGTA对Ca 一ATP,．所起的抑制作用降低，两个品种表现有差 

异。随着胁强的增加，EGTA的抑制率降低，可能是胁迫后PM Ca 一ATP 活性表达增强 

的缘故。到目前为止，除了肯定Ca 一ATP． (钙泵)在钙转运中所起的主要作用外，也有一 

些实验证据证明质膜上的钙通遭和 H ／Ca“反向传递系统在消除胞质过量钙的过程中 

起着重要作用Ca,ts,lsl。关于逆境条件下三者之间对钙转运的协同关系，以及各自所起的作 

用，还有待进一步探讨。 
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The Ca 一ATPase Activity and Kinetics of W inter W heat 

Root Plasma Membrane U nder Osmotic Stress 

Lu Jinyin Gao Junfcng。 Cao Culling 

(1TheCentraI Lab·2Department Basic Science·N h n  ̂

^ ict|王“ nl Unit siq，Yaagl1．~·Shaan~ 7121001 

Abstract Under一0．5 and一1．0 MPa of osmotic potential PEG stress．the wheat 

root plasma membranee (PM )Ca“-ATP~ activity ineresed by 59 and 25 respee— 

tively in drought—resistant Shaanhe No．6，and the activity dropped by 5 firstly，and 

then ineresed by 43 in drought-serrsitive Zhengyln No．1．The PM Ca 一ATP was in— 

hibited obviously by 8 mmol／L EGTA．The inhibition rite was between 43～ 77 in 

Shaanhe NO．6 and between 46～56％ in Zhengyin No．1，while EGTA inhmition rate re— 

dueed in the tWO cultivars when PEG stressed．The results of PM Ca“一AT‘P|。with ki— 

netic analysis showed that Shaanhe No．6 K decreased by 46 and 22 respectively 

and — increased little or change little with the stress strength increasing．Zhengyin 

No．1 K dropped by 75 and 82 respectively and the V approximately reduced 1／3 

as much as the contro1． 

Key words osmotic stress，plasma membrane Ca 一ATPm ，winter wheat 
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