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摘要  对晋麦47 进行外源ABA 的处理 ,用酶联免疫固相抗原吸附法测定ABA 的含量,研究了外源 ABA 对内源ABA 含量的影响。结果
表明,经过外源ABA 处理的小麦较未处理的小麦叶片内的ABA 含量明显增加。在同样环境下未处理的对照组叶片 ABA 含量为0 .301
μg/ g ;经过处理的小麦叶片ABA 含量为3 .46 μg/ g ,内源ABA 含量增加了3 .16μg/ g ,说明增加外源ABA 可以大幅度提高小麦内源ABA 的
含量。
关键词 外源ABA;ELISA;抗逆性
中图分类号  Q945 .78   文献标识码  A  文章编号  0517 - 6611(2007) 10 - 02876 - 01

Effect of Exogenous ABA on ABA Content in Leaf of Wheat
TIAN Shi-linet al  ( Depart ment of A & F Science , Huanghuai College , Zhumadian , Henan 463000)
Abstract  In pot test , Ji nmai 47 was treated by exogenous ABA and the ABA content was determined by enzyme linked i mmunostrbent assay ( ELISA) for
studying the effect of exogenous ABA on endogenous ABAcontent . The endogenous ABA content inleaf of wheat treated by exogenous ABA was obviously
higher thanthat i n untreated wheat . Under same growth conditions the endogenous ABAcontent inleaf of treated wheat was 3 .46μg/ g and that in treated
wheat was 0 .301 μg/ g , increasing by 3 .16 μg/ g , showing that i ncreasing exogenous ABA can greatly raise the endogenous ABA content in wheat .
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  在引进或推广品种时, 必须考虑该品种的适应性。干

旱、寒冷、高温、盐渍和水涝等逆境都会使植物体内ABA 含量

迅速增加[ 1 - 2] 。通过外源 ABA 来提高植物抗性的报道不

少[ 3 - 5] ,但大部分都是对水稻的研究。因此, 通过增加外源

ABA ,观察内源ABA 含量的变化, 进而提高晋麦47 抗逆性 ,

从而为引进和推广品种提供参考。

1  材料与方法

1 .1 材料  供试小麦品种为晋麦47。

1 .2 处理  将小麦籽粒表面消毒、浸种和催芽 ,然后种植于

塑料盆中,用Hoagland 培养法进行水培, 培养室温度为25 ℃ ,

每天光照14 h。当小麦长出第3 片叶片时用ABA 处理根部 ,

外源 ABA 浓度为100μmol/ L。ABA 纯品由美国Sigma 公司生

产。各处理重复3 次,以正常叶片为对照。处理后每天光照

8 h , 连续生长7 d 后选取第2、3 片叶片及完整的根系,液氮速

冻后于 - 20 ℃冰箱中保存。

1 .3 酶联免疫吸附检测技术 

1 .3 .1  标准样的配制。取7 支2 ml 具塞试管编号,按照2 倍

稀释法用 DBI 缓冲液将ABA 原液分别稀释成浓度为31 .25、

62 .5、125、250、500、1 000、2 000 ng/ ml 的标准工作溶液。

1 .3 .2 样品的提取。用1/ 1 000 天平精确称取1 g 样品, 将

材料剪成小段, 置冰冻研钵中研磨,加少许石英砂 ,再加2～3

ml 80 % 甲醇( 冷冻加抗氧化剂) , 快速研磨, 将甲醇加至5 ml ,

转入离心管( 埋入冰中) , 然后放入离心机中( 4 ℃、10 000

r/ min) 离心10 min。最后, 通过C18柱纯化。

1 .3 .3  包被。先将抗原蛋白复合物( ABA- BSA) 包被在微孔

板表面, 使之固相化并形成吸附抗原, 然后加入 ABA 的专一

性抗体( 第一抗体) 、标准ABA 和待测样品( 抗原) , 使样品中

的ABA、吸附抗原与第一抗体结合。当反应体系中 ABA 含

量较高时 ,第一抗体与吸附抗原结合就少, 反之则多。然后 ,

通过酶标激素( 第二抗体) 来检测第一抗体与吸附抗原的结

合量, 间接地计算待测样中 ABA 含量。各孔加入100μl 包被
�
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液,37 ℃温育6 h , 用WB 洗涤3 次甩干 ,加标样、待测液50μl ,

然后加第一抗体50μl ,32 ℃温育30 min , 用 WB 洗涤3 次甩

干, 每孔加入酶标第二抗体100μl ,32 ℃温育30 min ,用 WB 洗

涤3 次甩干, 每孔加入100μl OPD 溶液,37 ℃20 min ,显色, 每

孔加入50μl 2 mol/ L H2SO4 终止反应,490 nm 波长下测定吸

光度。在反应过程中, 第一抗体与激素结合物存在于溶液

中, 而吸附抗原与第一抗体结合物则与微孔板表面结合在一

起。当洗板甩干后, 用酶标二抗检测到的就是只有吸附抗原

与第一抗体反应后的结合物。通过空白试验,即可以计算出

ABA 含量。

2  结果与分析

以空白孔的吸光值调零 ,A～G 行1～3 列各孔的吸光值

平均为 Bi( i 为1 ,2 ,3 ,4 ,5 ,6 ,7 号标准孔的吸光值) , 同一待

测样品重复孔的吸光值平均为 Bsj( sj 代表不同的样品) 。以

标准的 ABA 含量的常用对数lg[ ABA] 为横坐标, 对应的ln

[ Bi/( B0 - Bi) ] 为纵坐标, 可以得到一条 y = a + bx 的直线

( 图1) 。

图1 ABA-ELISA 标准曲线

将 Bsj经ln[ Bsj/( B0 - Bsj) ] 换算成 y sj ,然后代入直线 y =

a + bx ,得 x sj。对 xsj 取反对数 , 即可知 sj 样品孔 ABA 浓度。

通过下式,可计算每克鲜重的 ABA 含量。

ABA 含量= ( Cs×Vt ×V1/ V2×1/50) / FW ( 1)

式中, Cs 为样品孔ABA 浓度ng/ ml ; Vt 为提取液总体积(μl ) ;
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动[ 9] 。将含有钙离子螯合剂( 如EGTA) 的琼脂块放在横放玉

米根的根冠上, 无向重力性反应;如改用含Ca2 + 琼脂块,则恢

复向重力性反应[ 9] 。进一步研究发现, 玉米根冠中的钙调素

浓度是伸长区的4 倍。外施钙调素的抑制剂于根冠, 则根丧

失向重力性反应[ 9] 。刘承宪认为, 重力感受的起始过程是根

冠细胞中胞溶性Ca2 + 浓度局部增加。重力诱导胞溶性 Ca2 +

浓度增加的机理, 可能涉及到造粉体和细胞器的沉降。通过

细胞骨架引起磷酸肌醇水解, 胞溶性Ca2 + 浓度增加, 活化钙

调蛋白和刺激 Ca2 + 和 Ca2 + 钙调蛋白依赖型的酶 , 如 Ca2 +-

ATP 酶和蛋白质激酶 , 最后导致胞内和胞外Ca2 + 梯度形成。

不对称 Ca2 + 分布可能有差别地修饰细胞骨架蛋白,改变维管

方位, 影响细胞壁合成和沉积, 结果形成一种非刺激侧的更

快生长的生长梯度, 产生弯曲。无论是 Ca2 + 螯合剂 EDTA、

Ca2 + 通道抑制剂TFP , 还是Ca2 + 本身 , 都对抛秧稻立苗有着

重要的影响。Ca2 + 在植物向重性反应的3 个阶段中都起着

重要作用[ 10 - 12] 。在重力感受阶段, 淀粉体的沉降促进了

Ca2 + 从内质网的释放, 被释放的 Ca2 + 在细胞液内与 CaM 结

合,Ca2 +- CaM复合体激化质膜的 ATPase ,ATPase 活化后分别

把IAA 及Ca2 + 通过不同的途径输送到细胞外[ 13] 。在信号传

导阶段,Ca2 + 为IAA 极性运输所必需。Ca2 + 通过一些Ca2 + 、

Ca2 +- CaM 依赖型酶及蛋白质磷酸化作用而影响IAA 的极性

运输[ 14] 。此外, 钙还可以通过影响植物对IAA 的敏感性而

调节向重性反应[ 13] 。在向重性生长反应阶段, 生长素对生

长的促进作用也需Ca2 + 的参与。与 Ca2 + 促进IAA 极性运输

一样,Ca2 + 或Ca2 +- CaM能激化蛋白质激酶, 促进蛋白质磷酸

化, 进而提高细胞壁的伸展性, 促进植物的生长反应。Lu 等

发现,CaM激酶MCK1 在玉米根尖中大量表达, 参与了光诱导

的植物根的向地性调节[ 15 - 16] 。Kluesener 等又用平面脂双层

技术研究了来自拟南芥的近亲独行菜根尖细胞内膜系统中

的一种钙通道LCC1 ,发现通道是电压依赖性的 ,而且受到严

格的控制, 对钙离子具有高度的选择性[ 17] 。LCC1 在调节根

尖和根冠细胞中钙离子水平中有重要作用。该钙通道可能

在向重力性产生的信号转导途径中也有一定的作用。吕冰

等研究发现, 外源 Ca2 + 处理促进了抛秧稻立苗, 而不利于

Ca2 + 浓度增加的因素, 如Ca2 + 螯合剂EDTA 及Ca2 + 通道抑制

剂TFP 处理都明显抑制了抛秧稻的立苗进程[ 18] 。这进一步

证实了 Ca2 + 在调节植物向重性反应中具有重要作用。

3  讨论

Ca2 + 在向光性和向重性运动的信号转导中起重要的调

节作用。而刺激诱导细胞质Ca2 + 浓度变化, 可能是协调植物

对环境反应的通用机制。笔者用外源Ca2 + 培养稻根时, 发现

低浓度的Ca2 + 对稻根的负向光性运动有一定的促进作用 ,同

时发现 Ca2 + 的抑制物 EDTA 低浓度时对水稻根的生长及其

负向光性都有一定的促进作用。然而 Ca2 + 通道在稻根负向

光性的光受体信号转导过程的作用有待于进一步研究。

参考文献

[1] KIMURA M, KAGAWA T. Phototropin and light-signaling inphototropism[J] .
Current Opinionin Plant Biology ,2006,9 :1 - 6 .

[2] BAUMG, LONGJ C, JENKINS GI .Sti mulation of the blue light phototropic
receptor NPH1 causes atransient increase in cytosolic Ca2 + [J] .PNAS,1999 ,
96:13554- 13559 .

[3] BABOURINA O, GODFREY L, VOLTCHANSKII K. Changes in ion fluxes

duringphototropic bending of etiolated oat coleoptiles[J] . Annals of Botany ,
2004,94 :187 - 194.

[4] WHITE P J, BROADLEY MR. Calciumin plants[J] .Annu Bot ,2003 ,92 :487
- 511 .

[5] CHANDRAKUNTAL K, KUMAR P G, LALORAYA M. Direct involvement of
hydrogen peroxide in curvature of wheat coleoptile in blue-light-treated and
dark-grown coleoptiles[J] .Biochemical and Biophysical Research Communica-
tions ,2004,4:1190 - 1196 .

[6] STOELZLES, KAGAWA T, WADA M. Blue light activates calcium-permeable
channels in Arabidopsis mesophyll cells via the phototropin signaling pathway
[J] .PNAS,2003,100 :1456 - 1461 .

[7] HARADA A, SAKAI T, OKADA K. Phot1 and phot2 mediate blue-light-in-
ducedtransient increases incytosolic Ca2 + differentlyin Arabidopsis leaves[J] .
Proc Natl Acad Sci USA,2003,100:8583 - 8588 .

[8] FOLTA K M, LIEG E J, PURHAM T, et al . Pri mary inhibition ofhypocotyl
growth and phototropismdepend differently onphototropin- mediated increasesin
cyptoplasmic calciuminduced by bluelight[J] .Plant Physiol ,2003 ,133 :1464 -
1470.

[9] 李孟军,王长春. 植物的向性运动及机理简介[J] .生物学通报,2003 ,38
(5) :23- 24.

[10] CHATTERJEE A, PORTERFIELD D M, SMITHP S, et al . Gravity-directed
calciumcurrent in germinating spores of Ceratopteris richardii [ J] . Planta ,
2000,210:607- 610 .

[11] PLIETH C. Plant calciumsignaling and monitoringpros and cons and recent
experi mental approaches[J] .Protoplasma,2001,218:1 - 23 .

[12] PLIETHC, TREWAVAS AJ.Reorientationof seedlings inthe earth’s gravita-
tional fieldinduces cytosolic calciumtransients[J] .Plant Physiology,2002 ,129 :
786 - 796.

[13] PLIETHC, SATTELMACHER B, HANSENUP, et al . LowpH- mediated el-
evations incytosolic calciumare inhibited by aluminum:a potential mechanism
for aluminumtoxicity[J] .Plant J ,1999 ,18:643- 650 .

[14] FRIEDMANN M, POOVAIAB B W.Plant cell physiol[J] .1991 ,32( 2) :299 -
302 .

[15] LU Y T, FELDMAN L J. Light-fegulated root gravitropism:a role for ,and
characterization of a calcium/ cal modul m-dependent protein kinase homolog[J] .
Planta,1997 ,203 :891 - 897.

[16] LU Y T, HIDAKA H, FELDMAN L J. Characterization of a calcum/
cal modul m-dependent protein kinase hormolog from maze roots showing light-
regulated gravitropism[J] . Planta,1996 ,199 :18 - 24 .

[17] KLUESENER B, WEILERE W. Acalciumselective channel fromroot tip en-
domembranes of gardencress[J] .Plant Physiol ,1999,119 :1399 - 1405 .

[18] 吕冰,朱华伟,梁建生,等. 外源Ca2 + 及其相关物质对抛秧稻立苗的
影响[J] .作物学报,2001 ,27(1) :55- 58.

( 上接第2876 页)

V1 为从滤液中取出吹干的体积(μl ) ; V2 为向微孔板中加样

的体积(μl ) ; FW 为样品的鲜重( g) 。

研究表明 , 对照组在同样环境下的叶片 ABA 含量为

0 .31μg/ g , 经过处理的小麦叶片 ABA 含量为3 .46μg/ g。可

以看出, 经过外源 ABA 处理的小麦叶片 ABA 含量明显增

加, 内源ABA 含量增加了3 .16 μg/ g。

3  结论与讨论

研究表明, 当施用外源 ABA 时 , 小麦叶片中 ABA 含量

急剧增加, 而且增加的幅度很大 , 说明增加外源 ABA 可以

大幅度提高小麦内源ABA 含量。通过外源 ABA 处理 , 晋麦

47ABA 含量增加近11 倍。由此可见 ,外源ABA 可以刺激叶

片中内源 ABA 含量的增加, 从而提高晋麦47 的适应性。
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