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摘要 以 已经停止生长的蚕豆 ( iV ic a
af ab L

.

)成熟叶片为材料
,

利用免疫 印迹
、

体外重组
、

免疫组

织化学定位和药理学实验证 明
:

已经停止 生长的蚕豆 成熟叶片 中存在扩张蛋 白
,

主要分布于保卫

细胞壁中
,

而且 背壁 中较多 ; 蚕豆成熟叶片中的扩张蛋 白除具有扩张蛋 白的一 般特性外
,

其 活性

还可被 K +

激活 ; 用扩张蛋 白处理蚕豆表皮条可以促进光诱导的气孔开放
,

提示蚕豆成熟叶片 中的

扩张蛋 白可能参与了气孔运动 的调控过程
.

以上结果不仅证 明了在 已经停止 生长 的叶片 中存在扩

张蛋 白
,

而且为深入阐明细胞壁调控气孔运动的作用机理 的研 究提供 了新的线索
.

关键词 蚕豆 成熟叶片 扩张蛋白 气孔运动

aR
y le 等于 1 97 0 年提出了生长素作用机理的

“

酸

生长理论
” ,

这是迄今为止较能圆满解释生长素诱导

细胞延伸现象的理论之一 [`
,

2」
.

虽然该理论能够解释

细胞生长中的许多间题
,

但植物细胞延伸过程中的许

多细节仍不清楚
,

特别是细胞壁生长的分子机理至今

仍有待研究 f3, 4〕
.

19 92 年
,

M c

uQ een
一

M aso
n
等 5[] 首先

从黄瓜幼苗下胚轴中分离纯化出一类能够诱导热钝化

的离体细胞壁恢复伸展特性的细胞壁蛋白质
,

命名为

扩张蛋白 ( e x p~
in)

.

近年来
,

有关扩张蛋白的性质
、

功能及其调控机制的研究 日益引起人们的重视 [“ 一 ” 」
.

已有的研究表明
:

扩张蛋白普遍存在于正在生长的组

织和正在成熟的果实中
,

通过打断纤维素与半纤维素

之间的氢键连接
,

改变细胞壁的刚性结构
,

进而促进

膨压驱动的细胞生长和果实软化
.

现已发现扩张蛋白

在细胞生长 [3
,

`0
,

川
、

果 实成熟 [ 9〕
、

形 态建成 [’ 2
·

`3 ]
、

根毛发生 〔̀ 4〕、

花粉管生长 〔̀ 5 」和渗透调节 [`“
,

` 7 ]中起着

重要的作用
.

但是在已经停止生长的成熟叶片中是否

存在扩张蛋白尚未见报道
.

本文以蚕豆 ( iV ic a
fa ba L

.

)为材料
,

对 已经停

止生长的成熟叶片中扩张蛋白的存在
、

特性及其可

能具有的功能进行了研究
,

初步证实蚕豆成熟叶片

中也存在扩张蛋白
,

分子质量约为 25 k u ,

具有扩张

蛋白的普遍特性
,

而且可能参与了气孔运动的调节
.

1 材料和方法

1
.

1 材料

蚕豆 ( vi c ia fa ba L
.

)种子经浸种和 27 ℃催芽后
,

播入营养土中
,

温室生长 20 d 后
,

剪取 已经停止生

长的成熟叶片于 一 80 ℃ 冻存
,

供提取细胞壁蛋白和

测定活性用
.

黄瓜 ( uC cu m i: 。 it vu
s L

.

)种子经浸种和

27 ℃下催芽后
,

播入湿蛙石中
,

27 ℃ 暗培养 s d
,

剪

取子叶下约 3 一 4 Cm 长的下胚轴
,

置于 一 20 ℃ 冰箱

中保存 1一 s d
,

供测定扩张蛋白活性用
.

.

2 细胞壁蛋 白的提取及扩张蛋 白的纯化

1
.

2
.

1 细胞壁蛋白的提取 参照 M e Q u e e n 一

M a s o n

等 [ 5〕和李连朝等 v1[ 报道的方法
,

取
一
80 ℃ 冻存的蚕

豆叶片约 10 0 9
,

加预冷 的匀浆缓冲液 ( 20 m m ol / L
,

N认 c/ H A e ,

1 m m o l / L E D T A
,

p H 4
.

5 ) 高 速 匀 浆

后
,

用孔径为 70 拼m 尼龙 网过滤
,

残渣经充分洗涤

后加入扩张蛋 白提取液 ( 20

~
l/ L eH pes

,

2 m mo l / L

E D T A
,

3 m m o l / L N a SZ 味
,

1 m o l / L N a C I
,

p H 6
.

5 )
,

4 ℃ 下 提 取 2 4 h
,

过 滤
,

滤 液 加 固 体

( N氏 ) 2 5 0 4 ( 0
.

3 9 9 / m L )
,

沉淀 2 4 h 左右
,

4 ℃ 下离

2 0 0 3
一

0 3
一

0 4 收稿
,

2 0 0 3
一

0 4
一

2 8 收修改稿
*

国家重点基础研究发展规划 (批准号
:
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心 ( 2 50 0 0 90 ) 1m n i
,

沉 淀 用 少 量 酸 性 缓 冲液

( 5 0 m m o l / L N a-A
e / H A e ,

p H 4
.

5 )复 溶
,

4 ℃ 透析
,

透析液离心后
,

上清液即为细胞壁蛋白提取液
.

1
.

2
.

2 扩张蛋 白的纯化 用高效阳离子交换色谱

将细胞壁蛋白的提取液分离纯化
.

所用高效液相色谱

仪为美国 W at esr H o }d ign Icn 产 品
.

首先进行分析分

离
,

柱 子 为 P R O T E IN P AK 5 1
〕一
5 PW汗 7

.

5 ~
,

75 ~
,

10 脚 ) 流动相 A 为 20
~

以L N a A c
八 U止

,

p H 4
.

5
,

B 为 2 0 mmo l / L N aA
e / H A C ,

6 0 0

morn
l/ L

N a CI
,

州 4
.

5
.

先用 1 00 % 流动相 A 洗脱 14 而
n ,

然

后 用 10 0 % A 和 10 0% B 线 性 洗 脱 40 而
n ,

流 速

0
.

8 m l丫而
n ,

在 2 8 0 ~ 下检测 A 毛FJ S ( 0
.

1)
,

进样量

为 0
.

5 一 1
.

o mL
; 然 后 进行 半 制备 分 离

,

柱 子为

P R ( ) T E IN P A K S P
es

s PW (价2 1
.

s mn
,

15 0
mm )

,

流动

相 A 为 2 0

~
l/ L N aA

e / H户cL
,

p H 4
.

5
,

B 为 20

~
丫L N aA

e / H A c ,

60 0 n m l o l / L N
aCI

,

p H 4
.

5
.

先用

10 0% A 洗脱 19 而
n ,

然后用 100 % A 和 100 % B 线性

洗脱 40 而
n ,

流速 6
.

0 m L/ 而
n ,

在 2 80 mn 下检测

A U F S ( 2
.

0)
,

进样量 10 一 15 m L
,

洗脱液按 1 管 /而
n

收集 ; 最后 用 高效体 积排阻 色 谱分级
,

柱子为

PR ( ) T E IN P AK I 一 12 5 + I 一 6 0 ( 7
.

s nm
X 3 0 0 nnr

,

1 0

脚 )
,

流 动相为 20

~
l/ L N aA

e / H A c ,

Zoo
n
翻

0 1/ L

N
aCI

,

pH 4
.

5
,

流速为 0 5 n 1L /而
n ,

在 2 80 nnr 下检测

A L JF S ( 0
.

1)
,

进样量 0
.

2 一 0
.

4 m L
,

洗脱液按 1 管 /

而
n
收集

,

直接用于相关研究
,

蛋 白质浓度测定方法

参照汪家政的方法 [ 1“ 1
.

朱果利副教授指导下设计安装 (另文发表 )
.

离体下

胚轴 ( 1
.

5 。 m 长 )放在一个有机玻璃槽中
,

材料一端

用一个可动的有机玻璃片固定
,

另一端通过一细丝

线经滑轮与动片相连
.

下胚轴伸长时
,

动片向下运

动
,

动片与传感器之间的距离发生变化
,

这种变化

经传感器转变为电信号
,

经台式 自动记录仪记录
.

体外重 组实验 参 照 李 连 朝等 7[] 的 方 法
,

取

一 20 ℃冻存的黄瓜幼苗下胚轴
,

用金钢砂 ( 4 5 拌m )

擦破表皮
,

沸水中煮 20
5 ,

切取上端 1
.

s m m
,

置于

已注入 1
.

s m L 中性缓冲液 ( p H 6
.

8) 或酸性缓冲液

( p H 4
.

5) 的样品槽中
,

下胚轴无伸展活性后 (约需

l h)
,

加入扩张蛋 白提取液 (约 6 陀 / m L )
,

测定下

胚轴在不同缓冲液 中的生长情况
,

所有伸展实验均

重复 3 次
.

研究无机离子和二硫苏糖 醇 ( D T T )对扩张 蛋白

活性影响的方法同上
,

不同的是在酸性缓冲液 中分

别加入了同为 1 0 m m o l/ L 的 e u s认
,

A le l 3
,

M g e l Z
,

K C I
,

C a C I: 和 D T T
.

1
.

5 扩张蛋 白在蚕豆叶片中的免疫组织化学定位

参照余炳生 〔20] 的方法制 作蚕豆 叶片的石蜡切

片
,

并按 c ho 2l[ 〕的方法进行免疫组化学染色
,

第一

抗体为本实验室制备的抗拟南芥扩张蛋 白 A tE X PI

抗体
,

二抗为碱性磷酸酶标记羊抗兔 Ig G
.

1
.

3 S D -s P A G E 及免疫印迹鉴定

参照 eH 〔̀ ” 〕的方法进行
,

分离胶浓度为 12 %
,

转

膜后
,

用封闭液 ( 3% 的 BS A 于 T B S T ) 37 ℃ 封闭 1一

1
.

5 h 或 4 ℃过夜 ; 倒 出封闭液
,

用 T B S T 清洗 5而 n,

重复 3次然后用稀释好的抗体 ( 1 : 200 于 10 m L l卫 ST )

37 ℃孵育 l ;h 倒出一抗
,

用 T B s l
,

清洗 5 而
n ,

重复

3 次 ; 用稀释好的二抗 ( 1 : 5 00 于 10 m L T BST ) 37 ℃孵

育 l ;h 倒 出二抗
,

用 飞王石T 清洗 5 而
n ,

重复 3 次 ;

加入 10 m L N B T/ B CI P 显色液
,

混匀显色 2 一 5 而
n 至

条带出现
,

取出 N C 膜
,

置于 20 m L 重蒸水中
,

终止

反应并清洗 2 一 3 次
.

二抗
、

显色液和标准分子量均

为华美公司生产
,

抗体为本实验室制备的抗拟南芥扩

张蛋白 IA E
XP

I 的多克隆抗体 (待发表 )
.

1
.

6 扩张蛋白对光诱导气孔开放的影响

撕取生长 良好的蚕豆叶片下表皮
,

用毛刷轻轻

刷去 残 存 的 叶 肉 细 胞
,

浸 入 表 皮 条 缓 冲液

( 10 n 1m( 〕1/ L M E S
,

50 m mO I/ L K CI
,

10 0拼m O I/ L Ca C 12
,

p H 6
.

1) 中置黑暗处 90 m in
,

使气孔关闭
.

将此处理

后的表皮条放入含 6 滩 / m L 扩张蛋 白的缓冲液 ( 10

m m o丫L M E S
,

5 0 m m o l / L K C I
,

10 0 拌m o l / L C a C 12

p H 4
.

5) 中
,

用冷光处理
,

在相同的缓冲液中加入相

同浓度 (6 拌g / m L )的正常兔血清作为对 照
,

在处理

的不同时间测量气孔孔径
.

每个表皮条取 5 个视野
,

每个视野测量 10 个气孔
,

实验重 复 3 次
,

取平均

值
,

计算标准偏差
.

1
.

4 细胞壁伸展活性的体外重组及扩张蛋 白活性

的测定

测定生长用的伸展仪在中国农业大学生物学院

2 结果与分析

2
.

1 蚕豆成熟叶片细胞壁蛋白免疫印迹鉴定及活

性检测

提取的蚕豆成熟叶片的细 胞壁 蛋 白
,

经 12 %

S D S
一

P A G E 分离
,

电转移至硝酸纤维 素膜上
,

然后

用拟南芥扩张蛋 白 A tE X P I 的多抗孵育并进行酶显
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扩张蛋白 一
PH 4万

~
p H 4石十扩张蛋白

-刁卜 - PH 6
.

8

一 PH 68 + 扩张蛋白

500050005000500
,j,、ù,̀,ù--

三二、侧平

色反应后
,

在约 2 5 k u 处 出现一特异条带 (图 1)
,

说

明在蚕豆成熟叶片中存在扩张蛋 白
.

M l

橇感

30
.

O ku

一
翻吻

嫉嘴爵麟

一
25 ku

10 2 0 3 0 4 0 5 0

时间 / m in

6 0 7 0 8 0

20
.

I ku

— 鞘嘿

图 1 蚕豆成熟叶片细胞壁蛋白免疫印迹

M 蛋白分子质量标准
; 1 细胞壁蛋白

图 3 不同 P H 条件下扩张蛋白对热钝化黄瓜下

胚轴伸展活性的影响

2
.

2 蚕豆叶片扩张蛋 白的提取
、

纯化 及免疫印迹

鉴定

提取蚕豆成熟叶片的细胞壁蛋 白
,

利用高效液

相色谱法提取
、

纯化扩张蛋 白
,

免疫印迹鉴定证明

所纯化的蛋白是扩张蛋白
,

分子质量约 25 k u
.

电泳

检测结果表明所纯化的蛋白纯度较高
,

可以用来进

行相关研究 (图 2 )
.

2
.

4 不同浓度扩张蛋白对下胚轴伸展活性的影响

用不同浓度的扩张蛋 白和热钝化黄瓜下胚轴进

行的细胞壁伸展活性重组实验发现
,

即使蛋 白提取

液浓度降低到 1 拼g / m L
,

热钝化下胚轴仍然能够 明

显伸展
,

但当浓度超过 6 昭 / m L 时
,

伸展活性几乎

不再增加 (图 4)
,

说明重组细胞壁的伸展活性对扩

张蛋白浓度具有依赖性
,

最适浓度为 6 拼g / m L
.

l 4

l 2

日导侧事

3 0
.

0 ku

l馨瓢{

一
25 ku

2 0
.

I ku
4 6

蛋白浓度 /(林g
·

m L
一

l)

图 2 蚕豆叶片扩张蛋白电泳及免疫印迹鉴定

M 蛋白分子质量标准
; 1 S D S

一

P A G E 后 ; 2 免疫印迹后

图 4 不同浓度扩张蛋白对热钝化黄瓜下

胚轴伸展活性的影响

2
.

3 扩张蛋白的活性检测

以热钝化的黄瓜幼苗下胚轴伸长 区为材 料
,

在

p H 4
.

5 和 6
.

8 条件下
,

测定了下胚轴生长变化
.

结

果表 明
:

热钝化的黄瓜下胚轴在中性和酸性条件下

均不再伸长
.

在 p H 4
.

5 时
,

外加扩张蛋 白 (4 拼g /

m L )可以使热钝化的黄瓜下胚轴恢复伸展活性
,

伸

展特性与活体下胚轴伸展特性相 似 ; 而 在 p H 6
.

8

时
,

即使加入扩张蛋 白
,

下胚轴仍然不再伸长 (图

3 )
,

说明所纯化的蛋白质是具有生物活性 的扩张蛋

白
,

且其活性与环境的酸碱性明显相关
,

在酸性环

境下其催化活性较强
,

而在 中性条件下催化 活性几

乎完全消失
.

2
.

5 无机离子和 D T T 对扩张蛋白活性影响

用 1 0 m m o l / L C u S 0 4 ,

A IC 13
,

M g C 12
,

K C I
,

ca cl : 和 D T T (含 6 拼g / m L 扩张蛋白 )分别处理热钝

化的黄瓜 下胚轴
,

发现 c u “ + ,

1A
3 +

和 c 护
+

对扩张

蛋白的活性均具有抑制作用
,

这与 M c Q ue en
一

M as on

等 5[] 的研究结果一致 ; 而 D T T 对扩张蛋 白的激活

作用不很明显
,

这与 M c
Q ue en

一

M as on 〔“ 〕等的研究结

果不一致
,

而与 K ell er 〔22] 的研究结果 一致 ; K
+

和

M g Z +

对扩张蛋 白具有明显的激活作用 (图 5)
.

6 扩张蛋 白在蚕豆叶片中的免疫组织化学定位

目前认为扩张蛋白普遍存在于正在生长的组织或
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一
KKK

霹霹幸幸
日乌侧平

时间 /m i n

图 5 D T T 和无机离子对扩张蛋白活性的调节

正在成熟的果实中
,

通过打断纤维素和半纤维素之间

的氢键连接
,

破坏细胞壁的刚性结构
,

促进细胞的膨

大或果实软化〔23]
.

而在 成熟的叶片中
,

生长 已经完

全停止
,

扩张蛋白起什么作用呢 ? 为了进一步研究扩

张蛋白在成熟叶片中的功能
,

我们对蚕豆成熟叶片中

的扩张蛋 白进行了免疫组织化学定位 (图版 D
.

结果

发现
,

扩张蛋白主要存在于保卫细胞壁中
,

而且在背

壁分布较多
,

腹壁相对较少
,

除保卫细胞外
,

微管束

和叶肉细胞中也存在扩张蛋白
,

但量比较少
.

2
.

7 扩张蛋白对光诱导气孔运动的影响

撕取生长 良好的蚕豆下表皮
,

用毛刷轻轻刷去

残存的叶肉细胞
,

暗处理使气孔完全关闭
,

再移至含

6 拜岁m L 扩张蛋白的缓冲液中
,

用冷光处理使气孔开

放
,

在相同的缓冲液中加入相 同浓度 (6 阔mL )的正

常免血清作为对照
,

然后在处理的不同时间观察并记

录气孔孔径变化 (图 6)
.

观察结果表明
,

扩张蛋 白明

显地促进了光照诱导的气孔开放
,

说明在成熟叶片中

扩张蛋白可能参与了气孔运动的调节过程
.

n,O八ō z

~ -今 -
.

对照
- 闷卜一 扩张蛋白处理

6
J̀
41
à,乙l已必犷峪麟导

“
扩一

~

布亏一- 一幸一一六
时间爪

图 6 扩张蛋白促进光诱导的气孔开放

3 讨论

扩张蛋 白是近年来发现的一类细胞壁蛋 白
.

自

发现 以 来
,

已 相 继 从 拟 南 芥 2[’ 〕
、

番 茄 25[ ]
、

草

毒 〔2 6 ]
、

棉 花 [2 7 ]
、

水 稻 [ 2 8 ]
、

玉 米 [ 2 9 ]
、

燕 麦 胚 麦

鞘〔“
,

3“ 〕和离体培养的括楼根尖 [川等多种植物中发现

扩张蛋白的存在
.

目前
,

已从 2 0 多种植物中克隆到

10 0 多个扩张 蛋白基 因
,

因此
,

扩张蛋 白普遍存在

于双子 叶和单子叶植物中 9[]
.

由于扩张蛋白在植物

生长发育过程中起着极为重要的作用
,

已越来越多

受到研究者的注意
,

但是成熟叶片中是否存在扩张

蛋 白国内外 尚未见报导
.

本文对蚕豆成熟叶片扩张

蛋 白进行初步鉴定
,

证实蚕豆成熟叶片中也存在扩

张蛋白
,

分子质量约为 25 k u
.

co gs or ve 〔3“ 〕早在 1 9 8 9 年就发现在 酸性 环境中

D T T 能稳 定和提 高离体黄 瓜 细胞 壁的 内源 延伸
,

I ) T T 可能激活了扩张蛋白
,

提高了重组的黄瓜细胞

壁的延伸活性 ; C u “ +

和 1A
3 +

对内源酸诱导延伸具有

强烈的抑制性
,

可能同样地抑制了扩张蛋白重组的

细胞 壁 延 伸活性
.

另一方 面
,

他们的结 果 表 明
,

iA
3 +

和 C u Z +

通过结合到扩张蛋白而不是结合到细胞

壁的其 他结构组分 上发挥对细 胞壁 延伸的抑制作

用
.

本实验直接在扩张 蛋白溶液 中加入 K
+ ,

c 扩
十 ,

M g Z + ,

c u “ + ,

lA
“ +

和 D T T
,

然后进行离体细胞壁

伸展活性体外重组试验
,

结果表 明
,

K
十

和 M g Z +

对

扩张蛋白具有激活作用
,

可提高蛋 白活性
,

促进细

胞壁延伸
,

特别是 K
+

对扩张 蛋白的激活作 用非常

明显
,

而 1A
3 +

和 c u Z +

对扩张蛋 白的抑制作用显著
,

可降低蛋 白活性
,

抑制 细 胞壁 延 伸
,

证实 K +

和

M g Z +

很可能是细胞壁扩张蛋 白的辅因子
,

1A
3 十 和

C u “ 十
是细胞壁扩张 蛋白的抑制剂

,

而 D T T 对扩张

蛋 白的激活作用不显著
,

这与 M c Q ue en
一

M as on 〔5〕的

研究结果不太一致
,

但是与 K ell er 〔221 的研究结果一

致
,

可能是 由于 扩张 蛋 白的来源不 同所致
,

M c -

Q ue e -n M as on 所用 的扩张蛋 白从黄 瓜下胚 轴提取
,

而 K ell
e r
从番茄生长的叶片中提取

.

此外
,

本研究

首次发现 K
+

对扩张蛋白具有激活作用
.

植物酸生长学说是迄今为止较能圆满地解释生

长素诱导细胞延伸生长现象的一种理论
.

目前
,

尽

管有关该理论的争论仍很激烈 〔’
,

2 1
,

但对植物 生长

过程中细胞壁的偏酸性环境 ( p H 4 一 6) 却达成共识
,

恰好与扩张蛋 白的最适 p H 范围相符
,

所 以植物细

胞壁 内源伸展的生 物化学过程可 能有扩 张蛋 白介

导
.

在成熟组织中
,

生长 已经完全停止
,

细胞不再

膨大
,

其中不应该存在扩张蛋 白
,

但我们却发现蚕

豆成熟叶片中仍然存在扩张蛋白
.

那么扩张蛋白在

成熟叶片 中起什 么作用 呢 ? 是否与 生长 有关系呢 ?
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扩张蛋 白是否还有其他未被发现的功能? 这些 问题

仍然有待于进行深入细致的研究
.

本研究利用免疫

组织化学定位方法证 明蚕豆叶片中扩张蛋 白主要定

位于保卫细 胞壁
,

而且在 背壁分布较 多
,

腹 壁较

少
,

意味着扩张蛋 白可 能参与 了气孔运动的调节
.

用扩张蛋白处理蚕豆表皮条
,

促进 了光诱导的气孔

开放
,

说明扩张蛋 白可能参与了气孔运动的主动调

节过程
.

同时
,

研 究结果表明 K 十

可以大大提高扩

张蛋白的活性
,

而 K +

33[
,

34 ]在气孔运动过程中具有

重要的调控作用
,

因此
,

K +

对气孔运动的调节作

用可能是双重的
,

即促进细胞吸收水分膨压增加和

激活扩张蛋 白
.

扩张蛋白一旦被激活
,

保卫细胞的

细胞壁可能在扩张 蛋白的调控下可以主动
、

适时地

改变自身的弹性模量
,

增加其可塑性
,

从而更有利

于气孔的启闭运动
.

至于扩张蛋白如何调控保卫细

胞壁的弹性模量
,

进而调节气孔的启闭运动尚需进

一步的研究
.
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陈 苏 等 :蚕豆成熟叶片中扩张蛋 白的存在及其功能研 究
图版 I

/

声
一

伙

蚕豆叶片扩张蛋自免疫组织化学定位
叻 和沙 )分别为横切和平切处理

.

用 杭和二抗孵 育
,

N BTI B cl P 染色:

h) 和〔d) 分别为横切和平切 对照
,

用未免疫兔血清孵育
,

其他步骤同〔时 和〔训

a) 和 〔b) 图中箭头所示为保卫细胞
.

〔c) 和 ( d) 图中箭头所小为保 }」细胞壁


