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59（!）胁迫对小麦发芽过程中木聚糖酶

活性及基因表达动态变化的影响

李丹丹，李春喜!，邵V 云，冯淑利，张黛静，张蓓蓓，姜丽娜
（河南师范大学生命科学学院，河南新乡V 7#K$$"）

摘要：采用室内水培方法，研究了不同浓度 %F（!）胁迫对小麦发芽过程中籽粒、幼根、幼叶 K 个部位在培养 8;$J 内木聚糖酶活

性的动态变化。并以小麦稳定表达的肌动蛋白基因作为对照，利用半定量 W’9S&W 技术，对小麦木聚糖酶基因的表达进行了研

究。结果表明，小麦发芽过程中 K 个部位木聚糖酶活性平均值大小顺序为籽粒 X 幼芽 X 幼根。随着 %F（!）浓度升高，籽粒中

木聚糖酶活性呈现低促高抑的趋势，幼根和幼叶中木聚糖酶活性呈上升趋势。7 个浓度 %F（!）处理后木聚糖酶基因表达强度

依次为 !#=H Y * X #=H Y * X $=H Y * X $2 8=H Y *。

关键词：%F（!）胁迫；小麦；木聚糖酶；木聚糖酶基因；肌动蛋白基因；半定量 W’9S&W
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重金属是重要的环境污染物，随着工业化的发展及污染物排放量的日益加重，由重金属引起的生态危机

和生态后果已引起人们的高度重视，研究重金属胁迫下作物生长发育的生理生化及分子机理已成为当今的热

点。种子萌发既是小麦生活周期的起点，也是小麦感知外界环境的最初生命阶段，萌发是代谢开始活跃，一系

列蛋白酶及水解酶活性逐渐增强的过程。木聚糖酶是一类半纤维素水解酶，也是萌发过程中一个关键酶，目

前研究较多的是细菌、真菌来源的木聚糖酶［6，8］，对植物来源木聚糖酶的研究报道还很少。G!/,0#’’*0［7，H］等发

现大麦等禾本科植物在种子萌发时木聚糖酶活性在其他水解酶如淀粉酶等活性降低时仍持续升高，I-.,J
等［B］证实了在大麦种子萌发过程中，"C6，H 木聚糖酶在基因表达上晚于（6，7C6，H）C"C葡聚糖酶。另外，在大

麦种子萌发和幼苗形成过程中，糊粉层细胞合成并分泌水解酶到淀粉性胚乳中，给正在生长的胚提供营养，一

旦完成它们的分泌作用，糊粉层细胞立即死亡，G-0#’/0 等［K］通过试验证明细胞质中的一种内源 "C6，H 木聚糖

酶在大麦（!"#$%&’(&)*+#%）糊粉层程序性死亡中起重要作用。I’"!J’［L］等认为 M< 促进糊粉层细胞水解酶的

释放，导致 FGN（F/)+/-::’2 G’** N’-"!）发生，而 <I< 拮抗 M< 作用，抑制水解酶分泌。周建明［?］O’:)")［P］、

;,;［69］等认为干旱、高盐、病害等逆境条件可使小麦 2,* 基因、QRSE 基因（小麦早期盐胁迫响应基因）、几丁质

酶基因和 "C6，7C葡聚糖酶基因表达增强。由此可见，木聚糖酶在种子萌发过程以及植物抗逆方面都有一定的

潜在作用。因此，研究逆境胁迫下小麦籽粒发芽过程中木聚糖酶活性及基因表达的动态变化规律，对我们进

一步探讨糊粉层细胞 FGN 的发生以及研究重金属对植物的危害机理都具有重要意义。本试验选定重金属 <0
（!）为胁迫因素，探讨不同浓度 <0（!）处理后小麦籽粒发芽过程中不同部位木聚糖酶活性的动态变化，同

时运用半定量 E@CFGE（S’:,CTE@CFGE）方法研究籽粒发芽过程木聚糖酶基因表达的动态变化，为研究逆境胁

迫对小麦木聚糖酶表达的分子机理提供依据。

)* 材料与方法

)& )* 试验材料

供试小麦（,#-.-/&’ +%0.-(&’ ;& ）品种为郑州 P987，供试试剂为 O-<0U8（<& E& ）。

精选粒大饱满的小麦籽粒，用 9& 6VW+G*8表面消毒 K:,.，去离子水充分冲洗后，整齐地摆放在铺有滤纸

的培养皿中，每皿 699 粒，分别加入 9（对照）、9& 6、B、8B :+ $ ; 的 <0（!）溶液，每个处理设 7 个重复，置于

WF6999MSCI 型全智能人工植物气候箱中在（6? X 8）Y，LBV X LV EW，K999*3 条件下培养，每隔半天补充定

量的 <0（!）溶液。从培养 H?! 开始间隔 68! 连续取样，将取得的幼苗洗净，用滤纸吸干，分离成籽粒、幼根、

幼叶 7 个部位，测定木聚糖酶活性；从培养后 PK! 开始间隔 68! 连续取样，提取幼苗叶片的 EO<，反转录为

(NO<，半定量 E@CFGE 法研究木聚糖酶基因表达的动态变化。

)& +* 木聚糖酶活性测定

取一定量新鲜的小麦籽粒、幼根及幼叶研磨，用 #WB& 7，9& 9B:)* $ ; 的柠檬酸缓冲液提取，?999/ $ :,. 离心

69:,.，在试管中加入 8:* 底物（6V桦木木聚糖 I’’(!%))2，S,+:-），6:* 提取酶液，NOS 法测定木聚糖酶活性。

以 #WB& 7 条件下，B9Y时每分钟水解木聚糖释放 6#:)* 木糖所需要的酶量为一个酶活力单位（Z $ +）［66，68］。

)& ,* 小麦木聚糖酶基因表达

用 @EO[)* 试剂（@A<OMRO）提取小麦幼叶的总 EO<。（6）定量：测 8K9、8?9.: 处的吸光值，计算 <8K9 $ <8?9

的值，估计总 EO< 的纯度，通过 <8K9的值分别对不同取样时间的总 EO< 进行定量。（8）EO< 完整性的检测：
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在 /0普通琼脂糖凝胶上分离总 123，若有 4 条清晰无拖尾的带，则说明总 123 完整。（5）第一链 (263 合

成：取等量不同取样时间的总 123，用 7789 第一链 (623 合成试剂盒（上海生工）合成第一链 (623。

根据 小 麦 3(",. 基 因 （:’.;-.< 查 询 号：+,：=>?4@A/@）序 列，设 计 了 一 对 特 异 性 引 物 3(",.BC：DEB
:FFGG33FGF3F:3:::3F3G3G:GB5E，3(",.B1：DEB:33GGFGG3GF:3:33G33G3FF3GGB5E［/5］。HG1 扩增采

用 DI!* 反应体系，分别加入等量不同取样时间的 (623（=!*）模板，/I J HG1 ;KLL’M（/IINN)* $ 8 的 FM,OBPG*，
#P>& 5，DIINN)* $ 8 的 QG*）4& D!*，>I!N)* $ 8 的 R2FH，/& DNN)* $ 8 的 7+G*4，I& 4NN)* $ 8 的 3(",. 基因特异引

物，/SF-T623 聚合酶。反应程序：?=U预变性 DN,.，?=U变性 /N,.，D@U退火 /N,.，@4U延伸 /N,.，/D 个循

环；@4U延伸 >N,.。小麦 3(",. 基因扩增产物长度为 =44V#。取等体积的 HG1 产物加上样缓冲液经 /0 琼脂

糖凝胶电泳，W; 染色，紫外灯观察照相。

根据已克隆的小麦木聚糖酶基因序列，设计了一对简并引物 X/：D’BG:3:33G:3:3F:33:F::FB5’；

X4：D’B :F:（GF）F:3:（:3）:33::（G:）（FG）3G:B5’。HG1 扩增条件同上，FN 为 D=U，扩增产物长度为

AD4V#。取等体积的 HG1 产物加上样缓冲液经 /0琼脂糖凝胶电泳，W; 染色，紫外灯观察照相。

!" 结果与分析

!& #" 3O（!）处理对小麦萌发过程中木聚糖酶活性的影响

由图 / 可以看出，对 5 个部位而言，木聚糖酶活平均值大小顺序为：籽粒 Y 幼叶 Y 幼根，不同部位酶活平

均值间差异极显著。随着 3O（"）浓度的升高，籽粒木聚糖酶活性呈先上升后下降的趋势，幼根和幼芽中木聚

糖酶活性变化趋势不明显。

从图 4 可得，随着培养时间的延长，= 个浓度 3O（"）处理后，籽粒中木聚糖酶活性都呈先上升后下降的

趋势，I& /N+ $ 8 和对照的酶活在 AI! 和 /4I! 时都有两个较高的点，DN+ $ 8 则在 @4! 和 /4I! 时有两个高峰，

4DN+ $ 8 浓度在 >=! 和 /==! 有两个低谷。对 = 个浓度酶活平均值来说，4DN+ $ 8 浓度比对照低 5I& /@0，和其

他 5 个浓度的差异都达到显著水平，说明 4DN+ $ 83O（"）对籽粒木聚糖酶活性有较强的抑制作用。

图 /Z 3O（"）胁迫对小麦木聚糖酶活性的影响

C,+& /Z 3O（"）O"M’OO ). [\*-.-O’ -(",],"\ )L %!’-"

图 4Z 3O（"）胁迫对籽粒木聚糖酶活性的影响

C,+& 4Z 3O（"）O"M’OO ). [\*-.-O’ -(",],"\ )L O’’R

图 5 显示了随着培养时间的延长，I& /、D、4D N+ $ 8 3O（"）处理后，幼根中木聚糖酶活性均呈先上升后下

降趋势，且都在 AI! 时出现高峰；对照则呈逐渐下降的趋势。对 = 个浓度幼根酶活平均值而言，4DN+ $ 8 Y
DN+ $ 8 Y IN+ $ 8 Y I& /N+ $ 8，4DN+ $ 8 浓度 3O（"）处理后酶活平均比对照高 /& I4 倍，与其它 5 个浓度的差异都

达极显著水平，说明 4DN+ $ 83O（"）对幼根木聚糖酶活性有极大的促进作用。

图 = 表明，随着培养时间的延长，= 个浓度 3O（"）处理后，幼叶中木聚糖酶活性都呈先上升后下降的趋

D@>/Z D 期 Z Z Z 李丹丹Z 等：3O（"）胁迫对小麦发芽过程中木聚糖酶活性及基因表达动态变化的影响 Z
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势。对 / 个浓度幼叶木聚糖酶活平均值而言，012+ $ 3 4 12+ $ 3 4 52+ $ 3 4 5& 62+ $ 3，1、012+ $ 3 平均值比对照

高 07& 859 和 71& 0/9 ，与对照差异达极显著水平，说明随着 :;（!）浓度的升高，幼叶中木聚糖酶活性显著升

高。综上所述，高浓度 :;（!）对籽粒中木聚糖酶活性有抑制作用，对幼根和幼叶中木聚糖酶活性有促进作

用。从时间进程上来看，幼根中木聚糖酶活最高点出现的要早于籽粒和幼叶。

图 7< :;（!）胁迫对幼根木聚糖酶活性的影响

=,+& 7< :;（!）;">’;; ). ?@*-.-;’ -(",A,"@ )B >))"

图 /< :;（!）胁迫对幼芽木聚糖酶活性的影响

=,+& /< :;（!）;">’;; ). ?@*-.-;’ -(",A,"@ )B #*C2C*’

!& !" :;（!）处理对小麦幼叶中木聚糖酶基因表达动态变化的影响

用半定量 DEFGHD 方法对小麦木聚糖酶基因表达动态变化进行分析，结果表明，小麦 :(",. 基因和木聚糖

酶基因分别得到与预期片段大小一致的特异性扩增产物。:;（!）处理后小麦叶片中 :(",. 基因在不同取样

时间扩增条带亮度基本相同。以此为对照，分析了叶片中小麦木聚糖酶基因在不同 :;（!）处理下不同时间

的表达变化。灰度分析结果显示，012+ $ 3:;（!）胁迫下木聚糖酶基因在表达量上高于 5 、5& 6、12+ $ 3，在表

达时间上长于 5 和 5& 62+ $ 3。/ 个浓度 :;（!）胁迫下木聚糖酶基因表达强度依次为 012+ $ 3 4 12+ $ 3 4
52+ $ 3 4 5& 62+ $ 3，这和 0& 6 中木聚糖酶活性的测定结果是一致的。

图 1 显示，未加 :;（!）处理的小麦幼叶的木聚糖酶基因在培养后 670! 开始有表达，但是表达时间很短，

只在第 I J 8 天，第 K 天开始已不表达。图 I 中，5& 62+ $ 3:;（!）处理后，小麦幼叶的木聚糖酶基因在培养后

第 1 天开始就有表达，但是从第 8 天开始已不表达，在表达时间上早于对照，表达量上低于对照。图 8 表明，

12+ $ 3:;（!）胁迫下幼叶木聚糖酶基因从培养第 1 天已开始表达，持续至第 8 天后才开始下降，同一时间木

聚糖酶基因在表达量上较对照低，表达时期上比 5 和 5& 62+ $ 3 长。图 K 中，012+ $ 3:;（!）胁迫下木聚糖酶基

因也是从第 1 天开始表达，延续至第 8 天仍很高，第 K 天时开始逐渐不表达，012+ $ 3:;（!）胁迫下小麦幼叶

木聚糖酶基因在同一时间表达量上高于对照和其他两个浓度的处理。

图 1< 52+ $ 3:;（!）胁迫下小麦木聚糖酶基因表达动态变化

< =,+& 1< L@.-2,( (!-.+’ )B %!’-" ?@*-.-;’ +’.’ ’?#>’;;,). ). 5 2+ $ 3
:;（!）;">’;;

:(",.：肌动蛋白基因< M@*-.-;’：木聚糖酶基因

图 I< 5& 62+ $ 3:;（!）胁迫下小麦木聚糖酶基因表达动态变化

< =,+& I < L@.-2,( (!-.+’ )B %!’-" ?@*-.-;’ +’.’ ’?#>’;;,). ). 5& 6
2+ $ 3 :;（!）;">’;;

:(",.：肌动蛋白基因< M@*-.-;’：木聚糖酶基因
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!" 讨论

木聚糖酶作为一种半纤维素水解酶，它和 !/淀粉酶一样，在种子萌发和幼苗生长的过程中，分解胚乳营

养物质提供植物生长所需的碳源及代谢中间产物［01 2 03］。如本试验中 1 个浓度 45（"）处理后，籽粒中木聚糖

酶活都有一个先上升后下降的趋势，由试验可得，小麦幼苗 6 个部位木聚糖酶活性大小顺序为籽粒 7 幼叶 7
幼根，因为籽粒在小麦萌发初期是主要的营养源，呼吸代谢比较旺盛，相应酶的活性也较高。89:+ $ ;45（"）

处理下幼根和幼叶中木聚糖酶活性显著高于其他 6 个浓度，这一点从分子水平上可以加以验证。由不同取样

时间幼叶中木聚糖酶基因表达情况来看，随着 45（"）浓度的升高，幼叶中木聚糖酶基因表达出现得早，结束

的晚，在表达量上低浓度的 45（"）抑制木聚糖酶基因的表达，当 45（"）浓度"89:+ $ ; 时，木聚糖酶基因表

达量高于对照，说明高浓度 45（"）对叶中木聚糖酶基因的表达有促进作用。45（"）如何影响木聚糖酶基因

的表达，这一点可以从以下两方面进行推测：

图 <= 9:+ $ ;45（"）胁迫下小麦木聚糖酶基因表达动态变化

= >,+& <= ?@.-:,( (!-.+’ )A %!’-" B@*-.-5’ +’.’ ’B#C’55,). ). 9 :+ $ ;

45（"）5"C’55

4(",.：肌动蛋白基因= D@*-.-5’：木聚糖酶基因

图 E= 89:+ $ ;45（"）胁迫下小麦木聚糖酶基因表达动态变化

= >,+& E = ?@.-:,( (!-.+’ )A %!’-" B@*-.-5’ +’.’ ’B#C’55,). ). 89

:+ $ ; 45（"）5"C’55

4(",.：肌动蛋白基因= D@*-.-5’：木聚糖酶基因

表 #" 电泳图谱灰度分析结果

$%&’( #" $)( *+(,-.%’( %/%’,-0- 12 (’(.3+14)1+(-0- +(-5’3

浓度 F).(’."C-",).（:+ $ ;）
时间 G,:’（!）

H3 0IE 08I 068 011 03E 0EI

I 肌动蛋白基因 4(",. +’.’ E8& 13 E6& 89 E1& 0E E1& 88 E6& H9 E8& EI E6& 99
木聚糖酶基因 D@*-.-5’ +’.’ 98& E< 68& 6E 16& 18
灰度比值 J-",) )A "!’ +C’@5(-*’ I& 36 I& 6H I& 98

I& 0 肌动蛋白基因 4(",. +’.’ EI& 0H EI& 39 EI& 69 E1& 86 E0& H9 <E& 8< <H& 9<
木聚糖酶基因 D@*-.-5’ +’.’ 09& 9< 66& 9H 8H& 90
灰度比值 J-",) )A "!’ +C’@5(-*’ I& 0H I& 1I I& 63

9 肌动蛋白基因 4(",. +’.’ E1& 66 E0& 91 E6& 60 E1& 1I E8& H3 E8& 19 E6& 86
木聚糖酶基因 D@*-.-5’ +’.’ 66& 39 18& 0< 80& <3 6H& <9
灰度比值 J-",) )A "!’ +C’@5(-*’ I& 1I I& 9I I& 83 I& 1E

89 肌动蛋白基因 4(",. +’.’ E6& 01 E8& <9 E1& 36 E8& I0 E8& 0E E0& 19 E8& II
木聚糖酶基因 D@*-.-5’ +’.’ 68& 66 91& 13 66& 00 33& 9<
灰度比值 J-",) )A "!’ +C’@5(-*’ I& 6E I& 33 I& 1I I& E8

（0）植物的生长发育受到各种酶的调节，在种子萌发过程中，酶的形成有两个来源，一是由已存在的蛋白

质释放或激活；二是重新合成［0<］。籽粒中木聚糖酶可能属于前者，即束缚态酶的释放，在高浓度 45（"）胁迫

下，小麦根部生长受阻［0E 2 8I］，籽粒不能很好的进行吸胀吸水，相应的呼吸代谢中间酶活性也下降；根和叶中木

聚糖酶可能是重新合成的酶，高浓度的 45（"）通过影响木聚糖酶基因合成过程中的一些关键因子，使根和叶

中木聚糖酶基因表达量增加，酶活性增高。

（8）在小麦等禾本科植物种子萌发和幼苗形成过程中，糊粉层细胞合成并分泌水解酶到淀粉性胚乳中，

给正在生长的胚提供营养，一旦完成它们的分泌作用，糊粉层细胞立即死亡［80］。分析大麦、小麦糊粉层与玉

米花粉等来源木聚糖酶结构特性发现，它们拥有许多共同点：它们具有高度同源性（10K ），同属于 A-:,*@0I，

没有信号肽，无法通过正常途径分泌到细胞外，而是通过细胞进入程序性死亡，细胞破碎后释放到细胞外；最

初由 :JL4 翻译成的蛋白质大小分别为 31M?（糊粉层）和 3IM?（花粉），大小相近，且酶活性很小或者检测不

<<E0= 9 期 = = = 李丹丹= 等：45（"）胁迫对小麦发芽过程中木聚糖酶活性及基因表达动态变化的影响 =
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到酶活，随着细胞进入程序性死亡，蛋白的 / 端和 0 端在酸性蛋白水解酶的作用下多次剪切，最终形成约

1234 的具有木聚糖水解酶活性的蛋白［55，51，6］，高浓度的 78（!）可能作为一种信号分子诱发了细胞的程序性

死亡，使小麦叶片中木聚糖酶基因表达量增加，酶活性升高，具体原因有待进一步探讨。
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