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应用圆二色光谱研究交变应力对烟草细胞
膜蛋白结构的影响
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摘　要　本文用圆二色光谱 (CD)研究了交变应力对烟草细胞膜蛋白结构的影响 1采用本实
验室研制的强声波发生装置来产生交变应力场 ,研究了不同强度和频率的交变应力场作用

后烟草细胞膜蛋白结构的变化 1研究结果表明 :细胞膜蛋白结构变化与应力的频率和强度

密切相关 ,一定频率和强度范围内的交变应力能使得烟草细胞膜蛋白的二级结构发生明显

的变化 ,表现为α螺旋的增加和β转角的减少 1这反映了细胞膜蛋白和磷脂相互作用的增强
和细胞膜流动性的增加 ,进而为细胞的生长和分裂提供有利的条件 1从细胞和分子水平研
究交变应力对植物生长、发育的影响及其作用机制是一个很有意义的尝试 1
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0　引言

　　植物生长在自然界中 ,会受到各种外界环境

因素包括机械应力的刺激 1人们很早就认识到
机械刺激会对植物生长和形态建成产生明显的

影响 1例如 :攀援植物通过接触敏感的茎、叶柄、

卷须、花柄和根来识别外界环境并沿着一定的路

线伸展爬行 ;某些植株受到敲击后茎变粗 ;植物

茎干受到摩擦后产生乙烯 ,随后茎变短变粗 ;根

受到敲击后 ,生长在几个小时内会受到阻碍 1一
般来说 ,机械振动能使茎变短变粗 ,使得茎干抵

抗振动的能力增强1 ,21
作为交变应力的一种特殊形式 ,强声波对植

物的生长也有明显的影响 1国内外很多科学家
的研究表明 :一定强度的音乐刺激能明显的促进

某些植物的生长和形态发育 1我们实验室的研
究也得到了类似的结果3～51
所有这些研究结果表明 :机械应力信号对植

物的生长发育有一定的影响 1但直到目前为止 ,

关于应力信号作用的分子机制还不十分清楚 1

我们实验室利用细胞和分子生物学的手段研究

应力对植物生长和发育的作用 ,试图从细胞和分

子水平上揭示其作用机制 ,己经取得了有意义的

初步结果 1本文采用圆二色光谱研究交变应力
对烟草细胞膜蛋白结构的影响 ,以期对应力信号

作用的特征和方式作出进一步的解释 1

1　材料和方法

111　烟草细胞原生质体的提取

在直径 9cm的培养皿中置 10mL 新配制的

酶溶液 (112 %纤维素酶 R210 , 014 %离析酶 R2
10 ,014mo1/ L 蔗糖的简化 K3M 溶液 ,p H5. 5) ,

将无菌烟苗的平展幼叶撕去表皮 ,切成 (015 ×1)

cm2小块 ,叶背向下平铺酶溶液一层 ,于 25°C下

避光放置 ,抽真空 3min ,轻轻摇动培养皿 ,释放

原生质体 ,经 200目尼龙沙网过滤 ,转入离心管 ,

加 5mL 0. 8mol/ L 甘露醇溶液 ,1000r/ min 离心
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3min ,将上浮原生质体移入圆底离心管 ,逐滴加

入 2～3mL CPW13 清洗液 ,混匀后再加 CPW13

清洗液至 10～12mL ,混匀 ,500r/ min离心 1min ,

尽量吸去上清液 ,再用 10～12mL CPW13 清洗

液悬浮 ,4°C冰箱自然沉降 ,吸去大部分上清液 ,

定容 ,混匀 ,原生质体密度约为 2×106/ mL1
112　交变应力对烟草细胞原生质体的作用

交变应力场采用北京希必实机电技术公司

提供的强声波装置来实现 1
取上述原生质体溶液 ,分为 10组 ,分别用一

定强度和频率的声波作用 1h1对照组未经过任
何声波处理 1
113　圆二色光谱法检测烟草细胞膜蛋白结构变化

利用清华大学生物系生物膜与膜生物工程

国家重点实验室圆二色光谱分析仪 ,型号 : CD

J2500C1
取上述实验组和对照组的原生质体溶液 ,用

CPW13溶液稀释到 ,取 1mL 加入到 1mm 样品

杯中 ,放入圆二色光谱分析仪 ,在室温、扫描速度

200nm/ min、采样 4次、波长范围 200～250nm条

件下记录圆二色光谱 ,通过曲线拟和分析烟草细

胞膜蛋白二级结构各成分的变化 1

2　实验结果

211　烟草细胞原生质体圆二色光谱

取未经过声波处理和经过 400Hz、100dB 声

波处理 1h的烟草细胞原生质体 ,用 CPW13溶液

稀释 105mL ,测量其圆二色光谱 ,结果如图 1 所

示 1
烟草细胞原生质体的圆二色光谱反映了细

胞膜蛋白的二级结构 1结果表明 :经过 400Hz、

100dB的声波处理后的烟草细胞原生质体 ,细胞

图 1　烟草细胞原生质体的圆二色光谱

Fig. 1　The CD spectra of tobacco protoplast

膜蛋白的结构发生了明显的变化 1其在 213nm

和 215nm的负峰发生了左移 ,且峰形发生了明

显的变化 ,反映出细胞膜蛋白构象的变化61
212　一定强度下不同频率的交变应力场对烟草

细胞膜蛋白结构的影响

声波强度固定为 100dB ,频率分别选用

400Hz、800Hz 和 4000Hz ,作用 1h1 结果如表 1

所示 1

表 1　一定强度 (100dB)不同频率交变应力作用下 (1h)

烟草细胞膜蛋白结构的变化

结构

Hz )频率 (
对照值 400Hz 800Hz 4000Hz

α螺旋 4113 6111 5416 4017

β转角 5817 3819 4514 5913

从中可以看出 ,不同频率的声波对膜蛋白的

二级结构均产生不同程度的影响 ,随着频率的降

低 ,结构变化明显 1表现为α螺旋的增加和β转
角的减少 1
213 　一定频率不同强度交变应力对烟草细胞

膜蛋白结构的影响

固定声波频率为 400Hz ,强度分别为 90dB、

100dB和 110dB ,作用 1h1结果如表 2所示 1

表 2　一定频率 (400Hz)不同强度交变应力作用下 (1h)

烟草细胞膜蛋白结构的变化

结构

dB)强度 (
对照值 90dB 100dB 110dB

α螺旋 4113 5610 6111 4216

β转角 5817 4410 3819 5714

结果表明 :声波强度对细胞膜蛋白结构的变

化也有重要的影响 1在一定范围内其影响随声
波强度的增加而增强 ,但强度过大时其影响有回

落的趋势 1

3　讨论与结论

311　烟草细胞原生质体的圆二色谱主要反映了

细胞膜蛋白的结构

为进一步确认烟草细胞原生质体的圆二色

光谱主要反映的是细胞膜蛋白的二级结构 1我
们提取了烟草细胞原生质膜 ,检测其圆二色光谱1
结果发现 :原生质体和原生质膜 的圆二色光谱

在我们所检测的波长范围内 (200～250nm)是基
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本重合的 ,而且二级结构的分析也基本一致 1由
此我们认为烟草细胞原生质体的圆二色光谱主

要反映了细胞膜蛋白的二级结构 1
312　交变应力对烟草细胞膜蛋白结构的影响与

其频率和强度有密切的关系

烟草细胞膜蛋白二级结构的变化随声波频

率的降低而增强 ,表现为α螺旋的增加和β转角

的减少 1
对一定频率的声波 (400Hz) ,在一定强度范

围内随强度的增加二级结构的变化增强 1但强
度过高 ,二级结构的变化有回落的趋势 1烟草细
胞对声波的感应有一定的范围 1 强度过高 ( >

110dB)的应力刺激对于细胞来说己不是一种常

规意义的信号刺激 ,而是一种机械性的损伤 1
313　交变应力促进植物细胞生长的机理

很多研究表明 :应力刺激对植物的生长、发

育以及各种生理活动都有明显的影响 1我们实
验室利用 400Hz的强声波处理水稻种子 ,发现发

芽速度明显高于对照组 ,且其幼苗根系发达 1但

关于应力作用的机理人们还所知甚少 1
从细胞和分子生物学角度研究应力的生物

学效应无疑是揭示应力作用机理一个较好的途

径 1我们的实验结果表明 :一定频率和强度的交

变应力刺激后 ,植物细胞膜蛋白的结构发生了明

显的变化 ,表现为α螺旋的增加和β转角的减少1
植物细胞膜主要由磷脂双层、镶嵌蛋白及支撑于

膜内侧的膜骨架蛋白组成 1膜蛋白 (骨架蛋白、

受体、酶、抗原等)的二级结构中的α螺旋伸入到

膜脂双层中 ,其螺旋外侧的疏水基团与脂双层疏

水区的烃链形成疏水键 ,二级结构中的β折叠

和β转角多铺于膜表面与磷脂形成疏水和静电作

用 1膜脂分子及蛋白分子的相互作用及分子结
构的变化影响和调节着整体膜的流动性 1细胞
膜蛋白中α螺旋的增加和β转角的减少反映了

膜脂和膜蛋白分子相互作用的增强、膜流动性的

增加和细胞生理活动的旺盛 1交变应力作用引
起细胞膜流动性的增强是其促进植物生长的原

因之一 1
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THE EFFECT OF ALTERNATIVE STRESS ON THE
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Abstract　In this paper ,the effect of alternative st ress on cultured tobacco protoplasts was studied by Circu2
lar Dichroism spectra (CD) . The field of alternative st ress was generated through a strong sound field system

set up in our lab. We found that the effects of st ress on cells depend greatly on the intensity and frequency of

st ress. In a certain range of intensity and frequency ,the st ress make a significant changes on membrane pro2
tein conformations. It cause a increase inα2helix and decrease inβ2turn. The membrane protein conformation

changes denote the increased interaction between membrane protein and lipids and the increased fluidity of

membrane ,and thus make the cell to grow and divide faster and easier. The enhancement of cell membrane

fluidity might be one of the mechanisms of the promotion of plant growth by alternative st ress.

Keywords　Alternative st ress ;Membrane protein conformation ; Tobacco cells ;Circular Dichroism
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显著增加 ,使得具有 THz带宽的超短电脉冲信号

沿传输线传输毫米量级的距离后就产生明显的畸

变 ,初始电脉冲越窄 ,因带宽的增宽使得脉冲波形

的畸变更严重 1减薄衬底厚度可提高最低阶纵向

模 TE1模的截止频率 ,减小 L T2GaAs衬底共面微

带传输线的模式色散 ,同时还可抑制衬底内辐射

衰减 ,有利于提高 L T2GaAs衬底共面微带传输线

对亚皮秒超短电脉冲的传输性能 1
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Abstract　Based on the dispersion and attenuation data obtained from the semiempirical dispersion formula
for coplanar t ransmission lines , the propagation of ult rashort electrical pulses along coplanar st riplines on

L T2GaAs have been stimulated in the time domain by the fast Fourier t ransform numerically in this paper.

It has been shown that the modal dispersion and Cerenkov electromagnetic radiation in the substrate at the
terahertz regime dominate the evolution of the pulses propagating in the coplanar st riplines ,and the shorter

pulses will experience the more serious distortion that can be greatly reduced by using a superst rate of the

same substrate.
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