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苹果实生树阶段转变过程中
丝氨酸羟甲基转移酶的变化
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摘要:用酶联免疫( ELISA) 法和免疫组织化学方法( IHC) 检测 5 年生苹果实生树不同节位的丝氨酸羟甲基转
移酶( SHMT) 的变化。结果表明，此酶只存在苹果实生树营养生长期的叶片中，而在童期的叶片和生殖生长期
的叶片中含量极低或检测不到。SHMT在苹果实生树阶段转变过程中存在差异表达。
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Changes of Serine Hydroxymethyltransferase during Phase
Change in Apple ( Malus domestica Borhk． )
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Abstract: Changes of serine hydroxy methyl transferase ( SHMT) in leaves from different nodes of five-
year-old apple seedlings were analyzed with enzyme-linked immunosorbent assay ( ELISA) and immunocyto-
chemistry( IHC) methods． The results showed that SHMT was only prestent in leaves of vegetative phase and
was absent in the same organ of juvenile and reproductive phase．
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丝氨酸羟甲基转移酶( serine hydroxymethyltransferase SHMT，E． C． 2． 1． 2． 1) 普遍存在于真核生物
中，在高等植物的一碳代谢和光呼吸中起着非常重要的作用。由于 SHMT 在植物中具有多种重要而又
普遍的生理功能，因此关于 SHMT的报道日益受到关注，目前大多数报道是 SHMT基因的克隆和表达调
控研究。但迄今为止，关于 SHMT在实生树阶段转变过程中的变化尚未见报道。本试验主要是在前期
工作的基础上即利用双向凝胶电泳( two-dimensional electrophesis 2 － DE) 技术对苹果实生树童期叶片
( J) 、成年营养生长期叶片( V) 和生殖生长期叶片( R) 蛋白质进行分离，发现 2491 号蛋白质点只在实生
树营养生长期出现，而在童期和生殖生长期叶片中检测不到该种蛋白质，肽质量指纹图谱( PMF) 分析
该蛋白质点与 SHMT( 相对分子质量 Mr: 48． 24 ku，等电点 pI: 9． 01) 相匹配。为验证 SHMT在 2 － DE及
质谱鉴定中结果的可靠性，本试验首先采用 ELISA法检测 SHMT在 J、V、R 3 个不同发育时期是否存在
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差异表达，之后再用 IHC方法对 SHMT进行节位定位，探讨光呼吸代谢途径在苹果实生树阶段转变过
程中是否存在差异以及查看与 SDS － PAGE结果的符合程度。

1 材料与方法
1． 1 供试材料

选取 5 年生苹果杂种实生树( “红玉”×“金冠”) 1 株( 株系号为: 02 － 17 － 115) 。2008 年春季萌芽
后每株实生树从根茎部选留基生萌蘖，从树干中部选留旺盛新梢。5 月 12 日分别采集基生萌蘖、与基
生萌蘖有部分节位重叠的树干中部旺盛新梢以及与树干中部旺盛新梢有部分节位重叠的树冠内新梢的
叶片。用于 ELISA检测的样品根据“苹果实生数阶段转变特异蛋白质的 SDS － PAGE分析”［1］进行典型
节位混样，即取童期( J) 、营养生长期( V) 和生殖生长期( R) 3 个样品，采集完毕迅速放入冰盒带回实验
室，以液氮处理后装入保鲜袋中，置 － 40 ℃冰箱中保存。用于 IHC 检测的叶片，从根茎部开始，以每 5
节为一样品，将每个样品叶片切成方形，投入到多聚甲醛固定液中固定过夜，操作步骤为:取样—固定—
脱水—透明—浸蜡—包埋—切片—展片［2］。

丝氨酸羟甲基转移酶多克隆抗体( 第一抗体) 购于 Agrisera ( Sweden) 公司;第二抗体为辣根过氧化
物酶( HRP) 标记羊抗兔 IgG。
1． 2 酶联免疫方法( ELISA)

按照改良的 Tris － HCl 法［3］提取苹果 J、V和 R 3 个时期叶片蛋白质，用 0． 05 mol /L pH 9． 6 的碳酸
盐包被液稀释一抗 ( 1 ∶ 700 ) ，在 40 孔聚苯乙烯凹孔板中每反应孔加 200 μL，37 ℃ 孵育 3 h→PBST
( phosphate buffered solution with Tween － 20 ) 洗 3 次 × 3 min→加入蛋白质样品，先 37 ℃ 孵育 2 h，后
4 ℃冰箱过夜→PBST洗 3 次 × 3 min，加入 HRP标记的二抗( 1∶ 500) ，37 ℃ 孵育 2 h→PBST 洗 3 次 ×
3 min→OPD显色( 邻苯二胺，ο － phenylenediamine) ，避光，室温 30 min→终止反应( 于各反应孔中加入
4 mol /L硫酸 40 μL) →结果判定( 在酶标仪上测波长 492 nm 吸光度值) 。以空白对照孔调零后测各孔
OD值，阳性的判断标准为 OD492nm值大于阴性对照值的 2． 1 倍［4 － 5］。
1． 3 免疫组织化学方法( IHC)

把切片经二甲苯脱蜡和水化→封闭通透液浸润切片 30 min ( RT避光) 以封闭内源性过氧化物酶→
PBS( phosphate buffered solution) 溶液洗 3 次 × 3 min→滴入 5%羊血清( 与二抗来源一致) 后放入湿盒
中，室温 30 min→一抗孵育( 甩去切片上的羊血清，用滤纸擦干组织周围残留血清，直接加入已稀释的
一抗( 1∶ 400) 后，放入湿盒中室温 1 h，然后 4 ℃过夜，从冰箱中取出需 37 ℃复温 45 min) →二抗孵育
( 将一抗甩掉并用 PBS洗 5 min × 5 次;用滤纸将周围的水吸去，加入已稀释的二抗后( 1∶ 700) 室温孵育
1 h，用 PBS洗 5 次 × 5 min) →DAB( 3，3’-二氨基联苯胺，3，3’－ diaminobenzidine) 显色( 快速滴入，染
色时间 7 min) →复染、脱水、透明、封片→切片观察，记录与拍照( 在 10 × 40 倍显微镜下观察每张切片，
用 Olympus显微镜进行拍照) 。首先观察阴性对照( 第一抗体和第二抗体均加 PBS缓冲液) 与阳性对照
( ELISA结果中阳性明显的样品) ，阴性对照样品 DAB显色后呈现蓝色反应，阳性对照 DAB 显色后有抗
原的部位呈现棕色至棕黑色反应。把待检样品与阴性对照和阳性对照进行比对，不含 SHMT 的记为
“－”，含有 SHMT的记为“+”。

2 结果与分析

2． 1 苹果实生树 J、V、R 3 个不同时期 ELISA的检测结果
用清水调零，将实生树童期 J叶片样品视为阴性对照，加入底物 OPD 30 min 避光显色，取 J、V、R 3

个不同时期叶片样品进行 ELISA检测，并以 P /N值 ( 被测样品孔吸光度值与阴性对照孔吸光度平均值
之比) 判断阳性和阴性。其中，P /N值以 2． 10 为临界值，即 P /N ＞ 2． 10 时为阳性( + ) ; P /N ＜ 2． 10 时
为阴性( － ) 。结果表明( 表 1) ，VOD492nm /JOD492nm ＞ 2． 1，ROD492nm /JOD492nm ＜ 2． 1，因此认为实生树营养
生长期叶片中含有 SHMT，而生殖生长期叶片 SHMT的含量极低或检测不到。
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a、b:实生树童期叶片，成阴性染色 ( 400 × ) ; c、d:实生树成年营养生长期叶片，成阳性染色 ( 400 × ) ; e、f:实生
树生殖生长期叶片，成阴性染色 ( 400 × ) ; g、h:阴性对照 ( 400 × ) ; i、j:阳性对照 ( 400 × ) 。

a，b : Negative staining present in juvenile leaves ( 400 × ) ; c，d: Positive staining present in vegetative leaves ( 400 × ) ;
e，f: Negative staining present in reproductive leaves ( 400 × ) ; g，h: Negative control ; i，j: Positive control．

图 1 实生树叶片不同发育时期的 SHMT变化
Fig． 1 Changes of SHMT in apple seedlings

表 1 ELISA法检测 SHMT的 OD492nm值
Tab． 1 Values of OD492nm detected in ELISA of SHMT

实生树编号
No． seedlings

17 － 115 －童期( 阴性对照)
17 － 115 － J( Negative control)

17 － 115 －营养生长期
17 － 115 － V

17 － 115 －生殖生长期
17 － 115 － R

OD492nm 0． 321 5 0． 848 5 0． 446 5

P /N 2． 64 0． 72

结果判定 Result determination － + －

2． 2 实生树不同节位中的免疫组化定位
利用 IHC对 SHMT在苹果叶片中的变化进行检测，结果

显示 SHMT在实生树叶片中开始出现的节位为 106—110 节，
消失的节位为 126—130 节。在 106—121 节 SHMT呈阳性反
应;在其它节位均表现阴性反应，说明 106—121 节可能为苹
果实生树生理状态的转折点( 图 1，表 2) 。

3 讨 论
SDS － PAGE［1］结果表明，02 － 17 － 115 实生树特异蛋白质出现的节位在 71—75 节，消失的节位在

121—125 节; ELISA和 IHC结果表明，SHMT 出现的节位在 106—110 节，消失的节位在 126—130 节。
但是，SDS － PAGE 只是说明有特异蛋白质的存在，ELISA 说明 SHMT 在 J、V、R 3 个发育阶段表达量存
在差异，IHC把上述差异定位在具体节位了，这是一个逐步深入研究的过程。
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表 2 实生树不同节位的 SHMT免疫组化定位
Tab． 2 Immunohistochemistry of SHMT in apple seedlings

节位
Node

丝氨酸羟甲基转移酶
SHMT

节位
Node

丝氨酸羟甲基转移酶
SHMT

节位
Node

丝氨酸羟甲基转移酶
SHMT

6—10 － 61—65 － 106—110 +

16—20 － 66—70 － 111—115 +

26—30 － 71—75 － 116—120 +

31—35 － 76—80 － 121—125 +

36—40 － 81—85 － 126—130 －

41—45 － 86—90 － 131—135 －

46—50 － 91—95 － 136—140 －

51—55 － 96—100 － 141—145 －

56—60 － 101—105 － 146—150 －

阳性反应记为“+”，阴性反应记为“－”。
Positive reaction signed“+”，negative reaction signed“－”．

ELISA和 IHC证明 SHMT的 2 － DE和质谱鉴定结果为阳性，光呼吸代谢途径在苹果实生树阶段转
变过程中存在显著差异。上述研究结果进一步证明 J、V、R 3 个发育阶段在代谢特点上是有明显不同
的，这与 Zhang等［6］指出苹果实生树个体发育过程中童期、成年营养生长期和生殖生长期分别出现多酚
的变化及随着节位升高，苹果实生树叶片、芽和韧皮部中内源细胞分裂素含量有明显变化［7］的研究结
果一致，证明阶段转变与成花是两个相互独立的过程。

高等植物阶段转变过程存在着特异蛋白质的变化，许多植物上曾发现童期特异蛋白质。如巨杉
( Sequoiadendron giganteum) 童期组织中有一种与膜相关的蛋白质 J16，相对分子质量为 16 ku，在成龄期
组织中却检测不到该相对分子质量蛋白质［8］。相反，有些植物上存在成龄期特异蛋白质。板栗成龄区
枝条组培苗中有 38 ku和 43． 6 ku的 2 条特异蛋白质带，童期枝条的组培苗中没有检测到［9］。另一些
植物既检测到了童期特异蛋白质，又检测到了成龄期特异蛋白质。Hackett等［10］在洋常春藤( Hedera he-
lix) 童期叶柄中鉴定出了相对分子质量 25 ku、等电点 PI 9 的特异性多肽，而在成龄期叶柄中检测到相
对分子质量 28 ku、等电点 PI 5． 3 的专一性多肽。在北美红杉 ( Sequoia sempervirens) 中发现磷酸化的
32 ku蛋白质仅在成熟期出现，而在童期的细胞中却检测到了被磷酸化的相对分子质量为 31 ku 的特异
蛋白质［11］。还有许多植物中虽未能检测到与童期、生殖生长期相关的特异蛋白质的定性差异，但检测
到了某些蛋白质含量的变化。Besford等［12］在甜樱桃( Prunus avium) 童期茎尖上发现过量表达的 12 ku
蛋白质。而 Hand等［13］在甜樱桃上发现 28 ku的多肽在童期茎尖含量丰富。在柑桔成龄组织中多量表
达的是 59． 7 ku的蛋白质［14］。Garcia等［15］在橄榄( Olea europaea) 上发现 29 ku的多肽在童期叶片组织
中多量表达，而 35 ku蛋白质在成龄组织中高量表达。Huang 等［16］在北美红杉的童期组织中发现 36，
44，46 ku蛋白质大量表达，29 ku蛋白质含量较少，成龄期组织中含有更多量的 34 ku 蛋白质。由此可
见，前人研究与阶段转变相关的特异蛋白质时，通用的方法是分别取某实生单株童期、成龄期样品进行
比较，寻找差异蛋白质，结果比较的只是 J和 R之间的差异，象本次试验中只在 V期出现的差异本来检
测不到，结果却检测到了。
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