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三种分析水稻 F1代幼苗生长过程中酯酶同工酶变化的电泳方法比较
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提要: 利用聚酯胶片作为凝胶支持物的超薄等电聚焦电泳(UTLIEF)研究水稻F1种子萌发过程中的酯酶同工酶多态性变化

的结果表明, UTLIEF相比非变性不连续聚丙烯酰胺电泳(native-PAGE)和常规等电聚焦电泳(IEF)得到的酯酶同工酶图谱更
清晰, 酶带数目和强弱的多态性变化更高, 用pH 2~9的两性电解质时等电聚焦的电泳效果较好。
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酯酶(esterase, EST)是一类能催化酯类化合物
水解的酶, 多为单体酶, 以单链蛋白或二聚体蛋白
的形式在植物体中广泛存在(Arulsekar等 1986;
Tabaeizaeh等 1986)。同工酶是指能催化相同的化
学反应, 但酶蛋白分子结构, 理化性质甚至免疫学
性质都不同的一组酶。目前发现的酯酶同工酶约

有20余种, 在植物的不同种属和同一植物的不同组
织中, 酯酶同工酶的组成也是不同的, 它具有较高
的组织特异性(Collet等 2005; 丁玲等 2007)。同工
酶是基因表达的产物, Pretová 等(2001)的研究表明,
亚麻中酯酶同工酶的组成具有时间特异性, 即不同
时间段内酯酶的组成也是不同的。而目前水稻中

相关的报道较少, 因此研究水稻种子萌发过程中酯
酶同工酶带的数目和活性变化, 进而揭示水稻中酯
酶的时间特异性, 将会有助于研究水稻的生长发育
过程。

酯酶同工酶的检测方法主要有非变性不连续

聚丙烯酰胺电泳(na t i ve  pol yacr yla mide gel
electrophoresis, native-PAGE)和等电聚焦电泳
(isoelectric focusing electrophoresis, IEF)两种方法。
native-PAGE电泳是根据分子量的不同分离酯酶的,
但电泳时间较长, 电泳时电极发热导致有些酶带模
糊, 以致分辨率降低(Brown等 1995)。IEF电泳是
利用酶蛋白的等电点差异来分离酯酶的, IEF电泳
所用电压较高, 但凝胶在电泳过程中易出现散热不

充分, 对活性较弱的酶带影响较大(Wouters和Booy
2000)。水稻种子萌发过程中酯酶同工酶的变化可
能比较细微, 因而选择合适的电泳方法比较关键。
本文尝试用超薄等电聚焦电泳(ultrathin-layer iso-
electric focusing electrophoresis, UTLIEF)来分离水
稻种子发育过程中的酯酶同工酶, 并与native-PAGE
电泳和 IEF电泳进行比较, 以期能找到一种更准
确、更快速的酯酶同工酶电泳分离方法。

材料与方法

实验材料为水稻(Oryza sativa L.)品种 ‘培矮
64S’×‘EP431’的 F1种子和 ‘培矮 64S’×‘G67’的 F1

种子, 两性电解质为 LKB公司产品, 聚酯胶片为
Pharmacia公司产品, 聚丙烯酰胺为上海伯奥公司分
装,  坚牢蓝、α- 萘乙酸和 β - 萘乙酸为国产分析
纯。取以上种子于25 ℃恒温下在干净的培养皿中
培养, 从种子萌发第 1天, 即当胚芽长度约等于种
子长度一半时, 开始取材, 每天取水稻种粒和幼苗
置于-20 ℃低温冰箱中保存, 直到萌发第 6天。分
别取保存材料, 加适量石英砂在冰浴上快速研磨, 为
尽可能降低温度对酶活的影响, 研钵和研锤在使用
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前预先冷却。将研磨后的溶液转移至离心管中, 于
0~4 ℃低温下保存 5 h, 充分提取酶液后于 4  ℃下
15 200×g离心 20 min, 所得上清液即为酯酶提取
液。

Native-PAGE电泳参照Brown等(1995)文中的
方法并稍加改进, 电泳所用分离胶浓度为 10%, 浓
缩胶浓度为 3%, 电极缓冲液为 pH 8.3的 Tris-Gly-
cine溶液。每孔上样量 20 µL, 电泳于 4  ℃低温下
进行, 浓缩胶电压 200 V, 电泳约 1 h; 分离胶电压
300 V, 电泳约 3 h。IEF电泳凝胶的配制参照胡群
宝等(2004)文中的方法并稍加改进, 取30%丙烯酰
胺贮备液 2.5 mL、蒸馏水 6.5 mL、两性电解质
600 µL、TEMED 20 µL和 10%过硫酸铵 100 µL,
搅匀后转入玻璃板空隙内, 丙烯酰胺聚合完成后将
凝胶平铺于冷却系统的平板上。凝胶两端分别加

上电极条, 样品点在靠近阴极处的滤纸条上。IEF
电泳过程参照Wouters和 Booy (2000)文中的方法,
从 25 mA、300 V开始恒流电泳, 待电压升至1 000
V时, 进行恒压电泳, 当电流达到最低值时停止电
泳, 整个电泳过程约 3 h。UTLIEF电泳参照 Zhao
等(2005)文中的蛋白质电泳方法, 取Gel-Fix聚酯胶
片放在下层玻璃板上, 将配好的凝胶溶液滴到胶片
中央, 将上盖玻璃板缓慢放下并防止气泡出现, 使
凝胶溶液均匀分布到上下玻璃板之间的间隙中。

凝胶聚合后, 用小刀将下层玻璃板撬开, 将带有凝
胶的聚酯胶片从上盖玻璃板上取下。UTLIEF电泳
时, 将带有凝胶的聚酯胶片放到电泳槽的冷却板上,
电泳温度设定为 10 ℃, 电压在 70 min内由 200 V
上升至 1 000 V, 整个电泳过程约 70 min。上述 3
种电泳方法使用的均是同一酯酶提取液, 每孔点样
量均为 25 µL。

酯酶同工酶染色液的配制参照Wouters 和
Booy (2000)文中的方法, 取 100 mg固蓝、50 mg
α-醋酸萘酯和 50 mg β-醋酸萘酯用 10 mL丙酮溶
解, 再加入 90 mL 0.1 mol·L-1 pH 6.5的磷酸缓冲溶
液混匀, 待溶液变为砖红色时即可用于染色, 染色
液现配现用。电泳后的胶片在染色液中染色, 褐色
酶带清晰后停止染色, 约需 30 min。

实验结果

1  酯酶同工酶电泳图谱
从用 native-PAGE电泳分离水稻种子 ‘EP431’

得到的酯酶同工酶图谱(图1)可以看到, 在水稻种子
萌发 1~6 d的过程中, 各泳道的图谱没有出现大的
差异。B带是一条弱带, 在种子萌发的过程中并没
有观察到明显变化。A带是一条强带, 但随着种子
萌发时间的延长, 可以看到A带下方的拖尾发生一
定程度的变化, 这些变化可能反映了种子萌发过程
中酯酶同工酶种类和数目的相应变化。从图 1可
以发现native-PAGE电泳对变化最显著的A带附近
的一些可能条带上并没有有效分离。

图 1  水稻 ‘培矮 64S’×‘EP431’的 F1种子萌发过程中酯酶

同工酶 native-PAGE电泳图谱
1~6 号泳道分别对应萌发 1~6  d的水稻种子。

  图2为利用IEF电泳得到的酯酶同工酶图谱,
从中可以观察到, 在水稻种子萌发过程中, 存在 3
条酶带, 其中 2条酶带较明显, 1条酶带不够明显。
从图 2还可以看出, 在种子萌发的过程中A带和B
带的强弱变化不大, 而 C带在第 3天和第 4天较为
明显, 在其他萌发时间内却较弱或观察不到。

图 2  水稻 ‘培矮 64S’ ×‘EP431’ 的F1种子萌发过程中酯酶

同工酶等电聚焦电泳图谱

1~6 号泳道分别对应萌发 1~6  d的水稻种子。

图3是用UTLIEF电泳得到的酯酶同工酶图谱,
从该图能观察到, 在水稻种子 1~6 d的萌发过程中
利用该法共分离出 4条酶带, 且酯酶同工酶存在较
大的多态性变化。A带和 B带在水稻种子萌发的
6天内没有发生明显的变化; C带在萌发的1~3 d内
逐步增强, 第 3天和第 4天的强度相当, 在第 5天
和第 6天又减弱; D带在种子萌发的第 1~2天内不
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存在, 而在第 3天以后出现, 且条带的强度保持稳
定。另外, 我们又利用UTLIEF电泳分析了水稻 ‘
培矮64S’×‘G67’的F1种子萌发时的酯酶同工酶变

化情况, 结果如图 4所示。可以看出该品种在萌发
第 1天时最少, 有 4条带; 而第 6天最多, 有 8条带;
从该图还可发现酯酶同工酶除数目发生变化外, 其
酶带的强弱也在发生着变化。

讨　　论

植物生长发育过程中同工酶电泳图谱的变化

反映了其特定时期的生理活动特点, 因而准确和深
入地研究水稻种子萌发时酯酶同工酶的变化, 对于
进一步揭示水稻种子的生命活动规律是有意义的。

目前用于同工酶检测的电泳方法较多, 主要用同工
酶分子量或等电点的差异进行分离, 如native-PAGE
电泳、等电聚焦电泳、复性电泳(G-PAGE)和十
二烷基磺酸锂电泳(LDS-PAGE)等(王爽和陈卫良
2006)。

Native-PAGE电泳时间较长, 且酶活性会有一
定程度的丧失, 如图 1所示, 染色后酶带常出现拖
尾现象, 而且染色后胶片常有较深的背景, 对于较
弱的酶带这种影响较严重。此外此法对于分子量

相近或分子量相同但等电点不同的酶蛋白, 则不能
有效分离, 上述这些因素都限制了其在水稻种子萌
发时的酯酶动态变化研究中的应用。Native-PAGE
电泳不破坏酶蛋白的结构, 并在一定程度上可以保
证同工酶的生物学活性, 因而该法目前仍用于鉴定
一些物种的亲缘关系和植物的抗逆生理研究, 如豌
豆和玉米等(Pošvec和Griga 2000; Mohamed 2005)。
常规 IEF电泳由于在制胶和电泳操作中的局限性,
得到的结果可能不很理想, 如图 2所示, 整个电泳
图谱中共显示出 3条酶带, 且不同萌发时间的酶带
未表现出差异, 这可能是由于某些酶带没有分离出
来, 这种分辨率上的局限性也影响了常规 IEF在水
稻种子萌发时酯酶同工酶研究中的应用。UTLIEF
电泳是对常规 IEF的一种改进, 它使用聚酯胶片做
为薄层聚丙烯酰胺凝胶的载体, 凝胶质量更好些, 聚
焦电泳时致冷效果更好, 电泳时间也更短, 因而能

图 4  水稻 ‘培矮 64S’ ×‘G67’ 的 F1种子萌发过程中酯酶同

工酶超薄等电聚焦电泳图谱

1~6 号泳道分别对应萌发 1~6  d的水稻种子。

图 3  水稻 ‘培矮 64S’ ×‘EP431’ 的F1种子萌发过程中酯酶

同工酶超薄等电聚焦电泳图谱

1~6号泳道分别对应萌发 1~6 d的水稻种子。

2  不同pH范围内两性电解质对酯酶同工酶超薄等
电聚焦电泳的影响

电泳时两性电解质在凝胶中形成稳定和线性

的 pH梯度, 因而不同等电点的同工酶可在凝胶中
形成不同的酶带。以萌发第 9天的水稻种子 ‘ 培
矮64S’×‘EP431’的F1种子为材料, 研究不同pH范
围(2~11、2~9、4~7、6~9)对超薄等电聚焦的
影响, 得到的电泳图谱如图 5所示。从该图可以
看出, 当两性电解质的 pH范围为 2~11和 pH 4~7
时, 能找到的同工酶标记带较少; 而pH范围6~9的
电泳图谱中, 同工酶带又不清晰; 比较而言, 当两
性电解质的 pH范围为 2~9时, 同工酶标记带较明
显和丰富, 且条带清晰, 可以作为适宜的两性电解
质。

图 5  不同 pH范围下酯酶同工酶超薄等电聚焦电泳图谱



植物生理学通讯  第 44卷 第 5期，2008年 10月980

得到更好的电泳图谱。采用与 IEF电泳相同 pH范
围的两性电解质, UTLIEF电泳能够分离出 4条酶
带。从图 3可以观察到, 在水稻种子萌发的 1~6 d
内, 酯酶同工酶的数目变化较明显, 同一酶带在不
同萌发天数里的有无和活性强弱也较常规IEF更为
明显, 酯酶的这些变化可以间接地反映种子萌发时
相关基因表达的差异。另一品种 ‘培矮64S’×‘G67’
的杂种F1研究表明, 不同品种间酯酶同工酶的数目
和活性强弱的差异也很大, 从图 4可以观察到 ‘培
矮 64S’×‘G67’的杂种F1酶带数萌发第 1天有 5条,
而第 6天有 8条, 这进一步说明水稻种子萌发时酯
酯同工酶具有较高的多态性。

目前用上述方法分离同工酶用以鉴定植物亲

缘关系和检测品种纯度的研究较多, 而分析植物种
子发育过程的研究较少。本文用这 3种方法研究
了水稻种子发育过程中酯酶同工酶的变化, 根据电
泳结果和操作过程的比较, 认为UTLIEF电泳分辨
率更高、更快速, 是研究水稻种子萌发时酯酶同工
酶变化中比较好的方法。
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