
7�水稻红莲型细胞质雄性不育幼穗发育过程中组织型转谷氨
7�酰胺酶活性比较

7�常　逊 7�１ 7�　张再君 7�１，２，＊ 7�　李阳生 7�１，＊ 7�　朱英国 7�１

7�（ 7�１ 7�武汉大学 生命科学学院，植物发育生物学教育部重点实验室，湖北 武汉４３００７２； 7�２ 7�长江大学 农学院，湖北 荆州４３４０２５； 7�＊ 7�通讯联系人，Ｅ-
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7�Ｃ 7�ＨＡＮＧ 7�Ｘｕｎ 7�１ 7�，Ｚ 7�ＨＡＮＧ 7�Ｚａｉ-ｊｕｎ 7�１，２，＊ 7�，Ｌ 7�Ｉ 7�Ｙａｎｇ-ｓｈｅｎｇ 7�１，＊ 7�，Ｚ 7�ＨＵ 7�Ｙｉｎｇ-ｇｕｏ 7�１
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ｃｏｍ；ｚｊｚｈａｎｇ０４５９＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ）
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7�摘　要：以水稻红莲型细胞质雄性不育系粤泰Ａ和保持系粤泰Ｂ的叶片和不同发育时期幼穗为材料，比较分析了水稻
红莲型细胞质雄性不育幼穗发育过程中组织型转谷氨酰胺（ｔＴＧ）酶活性变化，建立了适合水稻ｔＴＧ酶活性分析的酶联免疫
法（ＥＬＩＳＡ）测定反应体系。研究发现ｔＴＧ酶活性受钙离子正调控，并且无论是粤泰Ａ还是粤泰Ｂ，衰老叶片中ｔＴＧ酶活性
都高于新叶片，但粤泰Ａ与粤泰Ｂ之间的差异不明显；不育系粤泰 Ａ自四分体到二核期的幼穗不同发育阶段，ｔＴＧ酶活性
随着花粉发育而增强，在二核期达到最高，而在保持系粤泰Ｂ中，ｔＴＧ酶活性没有随发育进程发生显著变化。推断ｔＴＧ酶
与花粉败育过程中的细胞程序性死亡有关。
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7�　　水稻是我国最主要的粮食作物，杂交水稻的发

展为我国粮食增产发挥了重要作用。水稻杂种优势

利用的基础是细胞质雄性不育系统的发掘和利用，

虽然我国水稻杂种优势利用一直保持世界领先水

平，但是关于水稻雄性不育及其育性恢复的机理研

究还相对滞后，仍有许多问题值得深入探索。

7�近几年有文献报道植物雄性不育与细胞凋亡现

象存在联系，并提出了分子方面的证据。Ｂａｌｋ和

Ｌｅａｖｅｒ 7�［１］ 7�发 现在向日葵细胞质雄性不育类型

ＰＥＴ１-ＣＭＳ里的线粒体基因组突变使得细胞色素

Ｃ释放，最终导致绒毡层细胞凋亡。Ｋｕ等 7�［２］ 7�证实

了温敏雄性不育水稻中绒毡层的早期凋亡与雄性不

育的联系。Ｌｉ等 7�［３］ 7�对红莲型细胞质雄性不育系粤

泰Ａ、保持系粤泰Ｂ不同发育时期的花药组织的

ＤＮＡ断裂现象进行ＴＵＮＥＬ检测，发现在造胞细

胞分裂期和小孢子母细胞时期，不育系粤泰Ａ和保

持系粤泰Ｂ之间未见差异；而当小孢子母细胞发育

到减数分裂期，粤泰Ａ、Ｂ中的结果明显不同，粤泰

Ａ中出现明显细胞核ＤＮＡ断裂现象；电泳检测发

现，自四分体时期开始，在粤泰 Ａ中出现细胞核

ＤＮＡ片段化，单核早期则可见明显的ＤＮＡｌａｄｄｅｒ

现象，粤泰Ｂ则没有观察到类似的现象。

7�通常，转谷氨酰胺酶（ＴＧａｓｅ）家族包括角化细
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7�胞转谷氨酰胺酶（ＴＧ 7�ｋ 7�，ｔｙｐｅⅠ）、组织型转谷氨酰胺

酶（ＴＧ 7�ｃ 7�，ｔｙｐｅⅡ）、表皮细胞转谷氨酰胺酶（ＴＧ 7�Ｅ 7�）

和凝血因子�ａ，是一类通常以依赖于Ｃａ 7�２＋ 7�的形式

来催化蛋白质谷氨酰胺残基与赖氨酸残基交联活性

的酶 7�［４］ 7�。转谷氨酰胺酶能通过转氨反应来催化翻

译后蛋白质的修饰，转氨作用能够造成 7�［５］ 7�：１）通过

催化一个蛋白的去质子化的赖氨酸（Ｌｙｓ）残基供体

和另一个蛋白的谷氨酰胺残基受体之间形成Ｎε（γ-

ｇｌｕｔａｍｙｌ）ｌｙｓｉｎｅ异肽键，使蛋白质交联；２）一个氨基

酸 7�（Ｈ 7�２ 7�ＮＲ）通过谷氨酰胺残基与受体蛋白结合起来

（双胺或多胺可以在两个受体分子之间形成双谷氨

酰胺加合物）；３）蛋白质赖氨酸（Ｌｙｓ）一边链的酰基

化；４）酯化反应；５）去氨基作用；６）异肽键的切除。

反应２）和３）竞争抑制１）中蛋白质的交联。转谷氨

酰胺酶只在一些蛋白质和肽键的γ-氨基和特定的

内源谷氨酰胺残基之间起作用。转谷氨酰胺酶能够

特异识别它的赖氨酸和谷氨酰胺供体。转氨作用的

进行可能会引起能量的微弱变化。如果不是发生相

位变化（凝固、沉淀），这种反应是可逆的，４）中的酯

化作用也是如此，但是５）中的去氨基作用和６）中的

异肽键切除则不可逆。

7�转谷氨酰胺酶家族中的组织型转谷酰胺酶具有

结合和水解ＧＴＰ／ＡＴＰ的功能，在信号转导过程中

发挥作用 7�［４］ 7�。现在已经知道，组织型转谷氨酰胺酶

（ｔｉｓｓｕｅｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ，ｔＴＧ）的活性变化是细胞

凋亡中的重要生化特征之一。研究表明，在细胞凋

亡过程中ｔＴＧ酶表达水平都有明显的升高，ｔＴＧ酶

的高表达能增强细胞对凋亡的敏感性，它的表达升

高可作为细胞凋亡的标志之一 7�［４］ 7�。ｔＴＧ酶具有相

对独立的催化蛋白质交联和结合并水解ＧＴＰ／ＡＴＰ

活性。首先，ｔＴＧ酶能通过催化蛋白质谷氨酰胺残

基或多胺与赖氨酸残基间的转谷氨酰胺反应使蛋白

质分子发生交联。Ｃｙｓ 7�２７７ 7�、Ｈｉｓ 7�３３５ 7�、Ａｓｐ 7�３５８ 7�残基构成

了Ｃａ 7�２＋ 7�依赖的转谷氨酰胺活性中心。形成的异肽

键对蛋白水解作用很稳定，增加了组织对物理和化

学作用的抵抗力，其次ｔＴＧ还能与ＧＴＰ或ＡＴＰ以

１∶１比例结合并水解ＧＴＰ或ＡＴＰ。

7�ｔＴＧ酶的研究主要是在动物中，Ｇｒａｈａｍ 等 7�［６］

7�对豌豆、蚕豆、小麦、大麦等材料的研究表明ｔＴＧ酶

在单子叶植物和双子叶植物中也广泛存在。雄性不

育发育过程中细胞凋亡现象有关分子生物学的研究

在本文之前已有报道。为了进一步寻找雄性不育发

育过程中细胞凋亡生理生化方面的证据，深入研究

雄性不育的机理，本研究以ｔＴＧ酶活性为检测对

象，比较了雄性不育水稻材料不育系与保持系不同

发育时期及不同组织的ｔＴＧ酶活性，探讨ｔＴＧ酶

与红莲型水稻花粉败育之间的关系，为证实水稻雄

性不育是一种细胞凋亡现象提供了一定的生理学依

据。

7�１　 材料与方法

7�１．１　试验材料

7�红莲型细胞质雄性不育系粤泰Ａ，相应保持系

粤泰Ｂ的种子由武汉大学遗传研究所繁育、提供。

7�１．２　试剂与器材

7�酶标仪购自吉泰生物科技有限公司。

7�纯化ｔＴＧ 酶、Ｎ，Ｎ’-Ｄｉｍｅｔｈｙｌｃａｓｅｉｎ、Ｎ-（５’

ａｍｉｎｏｐｅｎｔｙｌ）ｂｉｏｔｉｎａｍｉｄｅ、Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ ＨＲＰＯ-

7�ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ及其底物四甲基联苯胺（Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌ-

ｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＴＭＢ）均来自于Ｓｉｇｍａ公司；ＤＴＴ、ＢＳＡ

及９６孔酶标板均购自武汉市凌飞公司；其余常用试

剂均为分析纯。

7�１．３　材料种植处理

7�取粤泰Ａ，粤泰Ｂ健康成熟的种子用０．１％升

汞消毒１０ｍｉｎ，蒸馏水清洗３次，每次３ｍｉｎ，３７℃

下浸泡２４～４８ｈ，待种子破胸再将其铺在装有蛭石

的培养皿里，温室条件下（温度为３０℃恒温，光照强

度为２６００ｌｘ）生长至５叶期取叶片备用。

7�取粤泰Ａ、粤泰Ｂ干净、无损伤的已抽穗植株

的衰老叶片，蒸馏水洗后，晾干备用。粤泰Ａ、粤泰

Ｂ的穗子按照时期分为四分体（包括减数分裂期）、

单核（包括单核早期和单核晚期）与二核期，穗子上

枝梗部分须清除。

7�１．４　试验方法

7�１．４．１　ｔＴＧ酶蛋白提取 7�［６］

7�取材料３０ｇ左右，在液氮中磨碎，按照１∶１．５

～２．５（Ｗ 7�材料 7�∶Ｖ 7�溶液 7�）的比例加入预冷（４℃）的５０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ-ＨＣｌ（ｐＨ７．４），包含２５０ｍｍｏｌ／Ｌ蔗

糖、１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ 巯基乙醇、１

ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ、５％的聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ），混

合物在一起搅拌，至聚乙烯吡咯烷酮完全溶解后，用

两层纱布过滤，用固体 Ｔｒｉｓ调节ｐＨ 至７．４，于

7�１３０００×ｇ、４℃下离心２０ｍｉｎ，取上清，再于８００００

×ｇ、４℃ 下离 心 ４５ ｍｉｎ，上清 蛋白 加入固 体

7�（ＮＨ 7�４ 7�） 7�２ 7�ＳＯ 7�４ 7�至９０％饱和度来沉淀，沉淀于１３０００×

7�ｇ、４℃下离心２０ｍｉｎ，重悬入大体积（Ｖ 7�缓冲液 7�∶Ｖ 7�样品

7�大于１００∶１）的５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ-ＨＣｌ（ｐＨ７．４），含

１ｍｍｏｌ／Ｌ巯基乙醇的缓冲液中透析。整个操作在
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7�２．２．２　粤泰Ａ与粤泰Ｂ幼穗发育不同时期ｔＴＧ

酶的活性比较

7�从不育系粤泰Ａ和保持系粤泰Ｂ幼穗发育四

分体、单核和二核期ｔＴＧ酶活性的比较结果看（图

４），很明显，粤泰Ａ四分体时期的ｔＴＧ酶活性最低，

7�而二核期的ｔＴＧ酶活性最高，处于发育中间阶段的

单核期的ｔＴＧ酶活性介于四分体和二核期之间，这

也说明随着发育的进程，从四分体到单核期，再到二

核期，ｔＴＧ酶活性逐渐增加。从幼穗发育四分体时

期到二核期，粤泰Ｂ中的ｔＴＧ酶活性一直保持较低

状态；而且，与粤泰Ａ相比，粤泰Ｂ幼穗发育各时期

ｔＴＧ酶活性低很多。

7�３　讨论

7�３．１　 红莲型细胞质雄性不育水稻粤泰Ａ、粤泰Ｂ

中ｔＴＧ酶与叶片衰老

7�ｔＴＧ酶活性增加是细胞凋亡的生化特征之一。

在生长细胞中，ｔＴＧ酶活性很低；在发生凋亡的细

胞中，ｔＴＧ酶活性逐渐增强。植物细胞程序性死亡

的研究落后于动物，关于动物细胞程序性死亡过程

中ＴＧａｓｅ的文献报道很多，而植物细胞程序性死亡

的类似文献几乎没有。已经知道，ｔＴＧ酶在植物中

广泛存在，在植物细胞分裂、茎尖顶端生长及植物胁

迫反应中发挥重要作用。叶片衰老是植物叶片发育

的最后阶段，是一个复杂的过程，其中包含着细胞的

大量死亡。叶片的衰老是紧随细胞凋亡之后的生理

过程，与细胞凋亡具有很多类似的代谢特征 7�［９］ 7�。叶

片衰老被认为是属于程序性细胞死亡（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ

ｃｅｌｌｄｅａｔｈ或ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）现象已有多年，但是分子生

物学证据依然很少见。本试验研究证实，ｔＴＧ酶在

相对衰老的叶片组织中活性较高，而在幼嫩的叶片

组织中活性较低。这说明在ｔＴＧ酶活性表现方面，

叶片衰老过程与程序性死亡具有相同特征。另外，

粤泰Ａ、粤泰Ｂ叶片中ｔＴＧ酶活性比较也说明，花

粉发育与叶片中ｔＴＧ酶的活性没有直接联系，推测

这可能与红莲型雄性不育属于配子体不育类型有

关。

7�３．２　红莲型细胞质雄性不育水稻粤泰Ａ花粉败育

与ｔＴＧ酶活性

7�有研究表明，红莲型水稻细胞质雄性不育属于

配子体不育类型，小孢子败育时期较迟，多发生在二

核或三核期 7�［１０］ 7�，其小孢子败育过程中细胞程序性死

7�亡发生在小孢子母细胞时期 7�［３］ 7�。本试验结果与此

一致（如图４），不育系粤泰Ａ在幼穗发育阶段，从四

7�分体到单核期再到二核期，ｔＴＧ酶的活性在不断上

升，二核期达到最高，表明败育程度在不断加深。相

对而言，在保持系粤泰Ｂ的幼穗发育不同时期，ｔＴＧ

酶活性没有显著变化；而且与粤泰Ａ相比，粤泰Ｂ

幼穗中ｔＴＧ酶的活性要低很多。比较叶片和幼穗

中ｔＴＧ酶的活性的变化还说明：红莲型细胞质雄性

不育属于配子体不育类型。虽然幼穗的主要组成部

分是体细胞组织，但是叶片试验结果说明，ｔＴＧ酶

活性在粤泰Ａ与粤泰Ｂ的体细胞组织中没有显著

差异，因此，ｔＴＧ酶在粤泰Ａ、Ｂ幼穗中的差异代表

着花药或花粉中的差异。

7�多胺，主要是腐胺（ｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅ）、亚精胺（ｓｐｅｒ-

ｍｉｄｉｎｅ）和精胺（ｓｐｅｒｍｉｎｅ），在细胞生长及分化中起

着重要作用 7�［１１］ 7�。ｔＴＧ酶主要是通过催化蛋白质分

子的谷氨酰胺残基或多胺与赖氨酸残基间的转谷氨

酰胺反应使蛋白质分子发生交联，形成对蛋白水解

作用很稳定的异肽键，增加组织对物理和化学作用

的抵抗力。梁承邺等 7�［１２］ 7�对三系杂交水稻研究表明，

7�不育花药中腐胺、亚精胺和精胺含量均低于可育花

药。根据本试验结果推测，不育花药中多胺含量低

可能与ｔＴＧ酶的作用有关。自四分体到单核期，再

到二核期的幼穗发育阶段，ｔＴＧ酶活性逐渐增强，

谷氨酰胺残基或多胺参加交联反应越多，必然导致

组织中的多胺的减少，形成凝聚态蛋白质，最终导致

花粉败育。因此，本试验结果与多胺含量变化的研

究结果 7�［１１］ 7�是一致的。

7�３．３　Ｃａ 7�２＋ 7�对红莲型细胞质雄性不育水稻粤泰Ａ

花粉发育的影响

7�ｔＴＧ酶是细胞凋亡（程序性死亡）的重要特征

酶之一 7�［４］ 7�，随着凋亡过程的发展，ｔＴＧ酶活性逐渐

增加；ｔＴＧ酶是依赖于Ｃａ 7�２＋ 7�的酶，在生活的正常细

胞中，由于Ｃａ 7�２＋ 7�浓度较低（＜１μｍｏｌ／Ｌ），ｔＴＧ酶的

活性很低；当凋亡起始时，Ｃａ 7�２＋ 7�浓度上升，从而使

ｔＴＧ酶活化。为什么红莲型细胞质雄性不育水稻

粤泰Ａ在幼穗发育过程中ｔＴＧ酶活性会逐渐增强

呢？利容千等 7�［１３］ 7�利用焦锑酸钾沉淀法研究水稻红

莲-粤泰不育系及其保持系花药发育过程中Ｃａ 7�２＋ 7�的

分布变化的结果表明，当红莲-粤泰Ｂ花粉发育至二

核期时，在花粉外壁周围分布着许多Ｃａ 7�２＋ 7�的沉淀颗

7�粒，花粉内除积累大量淀粉外，胞内无Ｃａ 7�２＋ 7�沉淀颗

粒。而不育系粤泰Ａ败育花粉在这个时期突出的

特点是：花粉不仅在外壁分布着许多Ｃａ 7�２＋ 7�沉淀颗

粒，而且在液泡中也有大量Ｃａ 7�２＋ 7�的沉淀颗粒分布；

同时花粉细胞质不断液泡化，花粉最终空瘪。据此

7�７８１ 7�常　逊等：水稻红莲型细胞质雄性不育幼穗发育过程中组织型转谷氨酰胺酶活性比较
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我们推测，红莲型细胞质雄性不育花粉败育过程中，

花粉细胞质Ｃａ 7�２＋ 7�对花粉发育影响的主要方式之一

是通过对ｔＴＧ酶发生作用。随花粉发育进程，花粉

细胞质中Ｃａ 7�２＋ 7�浓度的增加，花粉中ｔＴＧ酶活性增

加，导致花粉中蛋白质发生交联反应，形成凝聚状态

的蛋白质，最终表现败育。

7�另一方面，对于光敏核不育水稻农垦５８Ｓ的研

究表明，在雌雄蕊形成期和花粉母细胞形成期这两

个对光最敏感的时期，长日照会引起细胞内Ｃａ 7�２＋ 7�含

7�量增加。长日照下的农垦５８Ｓ经ＥＧＴＡ（Ｃａ 7�２＋ 7�螯合

剂）处理后，花粉育性部分恢复；喷施Ｃａ 7�２＋ 7�后，可育

花粉率和结实率为零。在光敏核不育水稻中研究认

为，Ｃａ 7�２＋ 7�含量与花粉败育及育性恢复存在着很大的

相关性。在光温敏核不育类型的水稻中，花粉败育

过程确实存在细胞凋亡现象。目前认为Ｃａ 7�２＋ 7�与光

信号传递关系密切，在光敏核不育水稻中，Ｃａ 7�２＋ 7�是

否也能通过对ｔＴＧ酶活性的调节来改变花粉发育

还需要深入研究。

7�水稻花粉败育是一个极其复杂的过程，在这个

过程中涉及到一系列基因精密有序时空性表达，而

对雄性不育与育性恢复机理的研究尚未达成一致性

的结论。本试验结果表明ｔＴＧ酶参与了花粉的败

育过程，ｔＴＧ酶活性的变化作为细胞凋亡的标志之

一，从另一个角度也辅证了花粉败育过程是一种细

胞凋亡的观点。同时，在植物叶绿体和线粒体中也

存在不同功能的ｔＴＧ酶，叶绿体和线粒体都是细胞

质中重要的细胞器，那么，细胞质中Ｃａ 7�２＋ 7�是通过叶

绿体还是通过线粒体中的ｔＴＧ酶的作用影响花粉

发育还需要更多的实验依据。
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