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钙处理对乙烯诱导的番茄离体花柄脱落的抑制作用
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摘　要 : 以番茄 ‘辽园多丽’的小花为材料 , 研究外源乙烯 ( 20μL·L - 1 ) 处理下 , 花柄脱落过程

中 , 离区微粒体膜 Ca2 + 2ATPase、羧甲基纤维素钠酶 (CMC2Na)、内切多聚半乳糖醛酸酶 ( Endo2PG) 和果

胶脂酶 ( PE) 等活性的变化。结果表明 : 外源乙烯加速了花柄的脱落 , 刺激了其离区的 Ca2 + 2ATPase活性

先升高后下降 , 随后离区 CMC2Na、Endo2PG、PE活性升高 ; 钙离子专一性螯合剂 EGTA和钙调素拮抗剂

TFP均在一定程度上抑制了乙烯诱导的上述反应 , 表明细胞内 Ca2 +与 CaM参与了乙烯反应。
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Abstract: In an experiment, pedicels of L ycopersicon escu len tu rm M ill. ‘L iaoyuanduoli’were used to

study the changes of Ca
2 + 2ATPase activity, abscission rate and the activity of Endo2PG, PE, CMC2Na en2

zymes in abscission zone after the pedicels were incubated in exogenous ethylene (20μL·L - 1 ). The results
showed that ethylene could accelerate the abscission during incubation, Ca2 + 2ATPase activity first rose sharp2
ly and then declined quickly. Subsequently, there was a increase in the activity of Endo2PG, PE, CMC2Na
enzyme in abscission zone. Calmodulin antagonist trifluoperizine ( TFP) and Ca

2 +
chelator EGTA both inhibi2

ted the effects induced by ethylene to a certain extent. It is concluded that Ca2 + and CaM participate in the re2
action of exogenous ethylene.
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器官脱落是自然界中普遍发生的生理现象 , 在番茄 ( Seung2Beom et al. , 2000)、棉花以及菜豆

( Thomp son & O sborne, 1994) 等栽培作物中最引人关注。许多研究者对植物器官脱落进行了深入研

究。

乙烯作为植物衰老进程中的重要调控因子 , 已经明确了其在器官脱落中的重要作用 ( Jacksen et

al. , 1973; Reid, 1985; Roberts et al. , 2000)。现已证明 , 乙烯诱导的脱落与水解酶活性密切相关。

其中 CMC2Na酶 (羧甲基纤维素钠酶 ) 作为纤维素酶之一 , 能水解植物细胞壁中的纤维素、木聚糖以

及其它类型葡聚糖结构中的β21, 4键 , 与其它多种降解酶共同作用 , 导致细胞壁纤维素的完全降解。

Endo2PG (多聚半乳糖醛酸酶 ) 主要参与降解大分子底物上非还原末端的单体。 PE (果胶脂酶 )

能使果胶中的甲脂水解 , 生成果胶酸。
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近些年来研究表明 , 第二信使 Ca2 +不仅参与乙烯诱导生理生化反应和基因表达以及调节植物衰

老和脱落等凋亡过程中的信号转导 , 而且脱落过程中水解酶类如纤维素、多聚半乳糖醛酸酶以及果胶

酯酶等也受到钙的调控 (R iov, 1974; del Camp illo & Bennett, 1996; Kwak, 1997)。依赖 CaM调节

的 Ca
2 + 2ATPase是 Ca

2 +恒态调控系统重要组分之一 , 它可以将细胞质内由于刺激升高的 Ca
2 +源源不

断地转运到胞外或细胞器贮藏起来 , 使胞质恢复到刺激前的水平 , 维持细胞质内的低 Ca2 +浓度 , 以

便钙发挥其信使作用和保持细胞正常生理活动 (孙大业 等 , 2003)。

作者在室内可控条件下 , 通过外源施用 Ca
2 +专一螯合剂 EGTA和钙调素抑制剂 TFP处理 , 研究

了乙烯条件下钙对番茄离体小花柄的脱落和脱落过程中微粒体膜 Ca
2 + 2ATPase活性、CMC2Na、Endo2

PG以及 PE活性的影响 , 以探讨细胞内 Ca
2 +和 CaM是否参与乙烯诱导脱落的过程。

1　材料与方法

111　材料

供试番茄品种为 ‘辽园多丽’。2004年 2月 18日播种 , 4月 9日定植于日光温室内 , 正常栽培管

理。5月上旬 , 当植株第 1花序处于开花期时 , 取各株相同或相近位置花序上的小花 (小花花柄离层上

下长度和子房、雌雄蕊大小均正常 , 花瓣全部呈 90°打开或者只有一瓣未打开 , 花瓣呈新鲜的黄色 ) , 剪

去花柄上端花冠 , 只留小花柄部分 (4 cm) , 插入事先准备好的装有 1%琼脂培养基的培养皿中。

培养基分别设 10 mmol·L
- 1

EGTA、500μmol·L
- 1

TFP和无离子水 3个处理 , 并将其放入 39 cm

×24 cm ×20 cm底部开口的玻璃培养箱中 , 底部用水密封。以空气为对照 , 乙烯处理浓度为 20μL·

L
- 1。将这些气体从玻璃培养箱侧壁的小孔注入。每个培养皿插入 50个小花柄 , 3次重复。

112 　调查与测定

定时记录脱落花柄数量 , 计算脱落率。用镊子沿花柄上段弯曲的方向轻碰一次就断裂者即被认为

脱落 (王彦昌 等 , 2003)。

剪切长度为 115 cm左右的离区样品 , 经液氮速冻 , 于 - 75℃保存 , 用于酶活性测定。

Ca
2 + 2ATPase活性的测定 : 参照樊秀彩和关军锋 ( 2003) 的方法有改动 , 微粒体膜经过研磨匀

浆 , 4层纱布过滤 , 离心后 , 悬浮匀浆得到微粒体悬浮液 , 用于蛋白浓度测定和微粒体膜 Ca
2 + 2

ATPase活性测定 , 使用 20%的三氯乙酸终止反应 , 用考马斯 G250亮蓝法测定蛋白质含量。Endo2PG

活性的测定 : 以 016%柑橘果胶为反应底物 , 每克组织每小时内黏度下降 1%作为一个酶活单位

(R iov, 1974)。

PE测定方法 : 以柑橘果胶 (Citrus pectin) 为底物 , 反应液为 : 9 mL 1%柑橘果胶 + 1 mL酶液 ,

每克组织每小时内维持 pH 714所需要的 1 mmol·L
- 1

NaOH的体积作为一个酶活单位 (A rtes et al1,

1996)。

CMC2Na的测定方法 : 以 112% CMC2Na为反应底物 , 每克组织每小时内黏度下降 1%作为一个单

位 ( Kondo et al. , 2002)。

2　结果与分析

211　不同处理对番茄外植体脱落率的影响

图 1表明 , 随着离体培养时间的延长 , 花柄脱落率不断提高 , 外源乙烯处理的花柄脱落率提高速

度最快 , 处理 8 h以后 , 明显高于空气对照 , 处理 16 h的脱落率高达 70%以上 , 处理 24 h以内

100%脱落 , 而空气对照在处理 16、24和 32 h的脱落率分别为 40%、62%和 87% , 乙烯处理 16 h和

24 h较对照分别提高 80%和 61%。与乙烯处理相比 , 乙烯 + EGTA和乙烯 + TFP处理明显降低了脱落

率 , 但与空气对照差异不明显 , 表明钙离子专一螯合剂 EGTA和钙调素抑制剂 TFP可以抑制外源乙烯
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促进花柄外植体脱落的作用 , 进而可以说明番茄小花柄外植体中的钙及钙调素参与了乙烯促进花柄脱

落的调控作用。

212　不同处理对番茄外植体离区 Ca2 + 2ATPa se活性的影响

从图 2可以看出 , 乙烯处理 8 h可以显著提高番茄小花柄微粒体膜 Ca
2 + 2ATPase的活性 , 随后活

性迅速下降 , 酶活性的峰值较空气处理提前了 8 h。

乙烯 + EGTA和乙烯 + TFP处理明显降低了活性 , 在整个脱落过程中均较空气对照的低 , 但变化

趋势与对照相一致。

与单纯乙烯处理相比 , 乙烯 + EGTA和乙烯 + TFP处理 8 h, 明显抑制了对微粒体膜 Ca
2 + 2ATPase

活性提高的促进作用。

213　不同处理对番茄外植体离区 PE活性的影响

从图 3可以看出 , 乙烯处理 PE活性均高于其他处理 , 乙烯 + EGTA和乙烯 + TFP处理的与空气

对照无明显差异 , 而且变化趋势与空气处理也相似。说明番茄花柄外植体中的 EGTA和 TFP抑制了乙

烯促进 PE活性升高的作用。

214　不同处理对番茄外植体离区 Endo2PG活性的影响

如图 4所示 , 番茄小花柄 Endo2PG活性随着处理时间的延长呈上升趋势。乙烯处理的活性明显高

于空气对照。

EGTA和 TFP抑制了乙烯的作用 , 乙烯 + EGTA和乙烯 + TFP处理 24 h时 , Endo2PG酶活性仅为

乙烯处理的 5411%和 6719%。
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215　不同处理对番茄外植体离区 CM C2Na酶活

性的影响

乙烯处理可以明显提高番茄小花柄 CMC2Na

酶的活性 , 随着脱落反应的进行 , CMC2Na酶活

性逐渐增加并高于对照。与乙烯处理相比 , 乙烯

+ EGTA和乙烯 + TFP处理的活性明显降低 , 在

处理后 16 h, 活性分别为乙烯处理的 76%和

79% , 但与空气对照差异不明显。该结果说明 ,

EGTA和 TFP处理能抑制外源乙烯对外植体 CMC2
Na酶活性提高的诱导作用 (图 5)。

图 5 　不同处理对番茄离体花柄外植体 CM C2Na活性的影响

F ig. 5 　Changes of CM C2Na activ ity of ped icels

in d ifferen t trea tm en ts

3　讨论

Iwahori和 Kai (1994) 利用 X -射线能谱技术定位分析证明 , 柠檬叶片外植体脱落时 , 离层细胞

壁与液泡中 Ca
2 +总量降低 , IAA延缓脱落时 , 离层维持高的 Ca

2 +含量。

现已证明外源钙抑制多种水解酶的活性 , 并减少乙烯释放量 (Conway & Sam s, 1984; 叶钢 等 ,

1993)。Tirlapur和 Costa (1995) 利用 CTC2Ca2 +荧光方法测定膜结合态的 Ca2 +分布变化表明 , 桃果实

在脱落前 , 离层细胞与花柄近轴端花梗的 CTC2Ca2 +荧光程度相似 ; 脱落开始时 , 离层细胞中膜结合

态的 Ca
2 +瞬时增多 , 这时可能刺激某些水解酶 (如激活 PG, 纤维素酶 ) , 由此进一步促发了离层细

胞解离。

此外已有很多试验证明 , 作为第二信使的胞内钙信使系统参加了乙烯信号的传导过程 ( Raz &

Fluhr, 1992)。胞内钙可能是作为一种媒介参与乙烯对加速器官衰老脱落的全过程。

前人研究发现 , 外源施钙对植物器官的脱落 , 因所使用的钙浓度以及植物种类不同而效果不同。

Elmo等 (1974) 研究发现 , 棉花和菜豆在栽培条件下补充钙 , 即使离区中的钙显著增加 , 其在乙烯

诱导的条件下也没有抑制脱落的效果。而 Poovaiah和 Leopold (1973) 在用浸泡法钙处理菜豆叶柄外

植体后 , 发现钙可以延缓其在乙烯条件下的脱落进程。分析这些结果不同的原因主要是由于施用钙的

方法不同 , 以及不同的植物对钙和乙烯刺激有不同的反应所造成的。

本试验中 , 施用钙及钙调素的抑制剂延缓了乙烯诱导的脱落进程 , 可能是抑制剂阻止了乙烯钙信

号的产生和传递 , 降低了乙烯对脱落的加速作用 , 从而延缓了脱落的进程。

由于 Ca
2 + 2ATP在维持细胞质 Ca

2 +稳态方面发挥重要作用 , 推测 Ca
2 + 2ATP的下降将使细胞内的

Ca
2 +水平升高 , 干扰细胞正常代谢以及钙信使的运转 ( Poovaiah, 1988; B rown, 1997)。联系到水解

酶活性的上升和脱落率的增加 , 结果显示 Ca2 + 2ATP活性上升在前 , 而水解酶活性和脱落率显著升高

在后 , 推断 Ca
2 + 2ATP活性上升是脱落的一个早期信号。

此外由于植物细胞中存在不同类型的 Ca
2 + 2ATPase, 钙调素抑制剂 TFP对番茄离区的 Ca

2 + 2ATP

活性有抑制作用 , 表明番茄花柄离区的 Ca
2 + 2ATPase对 CaM敏感 , 反映出番茄存在着 PM型 Ca

2 + 2
ATPase。

本试验中 , 外源乙烯处理可以刺激水解酶活性的升高 , 加速番茄花柄的脱落。而钙调素拮抗剂

TFP和钙离子专一螯合剂 EGTA可在一定程度上逆转这一作用 , 间接证明乙烯对外植体脱落的诱导与

胞外 Ca
2 +内流引起的胞质 Ca

2 +浓度增加密切相关 , 同时也暗示 CaM参与了乙烯的诱导过程。
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