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摘要　对正常生长和淹水处理的华麦８号胚乳细胞发育过程中Caspase３Ｇlike蛋白酶活性和TaeMCAⅡ基

因表达量进行了研究.结果显示,正常生长条件下,在胚乳细胞发生PCD早期(花后１２d),Caspase３Ｇlike蛋白

酶活性较强,且该酶主要定位于胚乳细胞中的淀粉质体上;整个胚乳细胞PCD过程中TaeMCAⅡ基因表达量变

化不大.在淹水胁迫处理下,胚乳TaeMCAⅡ基因表达量和 Caspase３Ｇlike蛋白酶活性比同期正常处理高.上

述研究结果表明,Caspase３Ｇlike蛋白酶参与了正常生长的胚乳细胞 PCD过程;淹水胁迫会导致TaeMCAⅡ基

因超表达和Caspase３Ｇlike蛋白酶活性升高,这可能是胚乳细胞PCD进程提前的原因之一.
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　 　 细 胞 程 序 性 死 亡 (programmedcelldeath,

PCD)是指生物体内由基因控制的、为适应环境变化

或者发育需求而自发和有序的细胞死亡过程.有关

PCD的研究,最早是在动物中开展的.在动物细胞

凋亡的起始和执行过程中,半胱氨酸蛋白酶家族

(Caspases)起着重要作用[１],其中Caspase３蛋白酶

是多种凋亡信号传递的汇聚点,该蛋白酶的活化成

为细胞凋亡进入不可逆阶段的标志[２Ｇ３].大量研究

指出,Caspase３Ｇlike蛋白酶也参与了植物 PCD 过

程,且与植物的发育相关.通过注射 Caspase３蛋

白酶抑制剂能够在很大程度上抑制豌豆幼苗侧根的

死亡[４].在 UV 诱导的 PCD 过程中,DEVDase能

使拟南芥快速发生细胞程序性死亡,而 Caspase１
和Caspase３蛋白酶抑制剂可以抑制DNA片段化,
从而减少细胞死亡,减缓拟南芥PCD的发生[５].在

罂粟花粉自交不亲和导致的PCD中,Caspase３Ｇlike
蛋白酶迅速被激活,并参与该PCD过程[６].在毛白

杨次生木质部中提取的具有 Caspase３Ｇlike蛋白酶

活性的２０SP蛋白酶与次生木质部发育相关[７].在

致病疫霉菌侵染的马铃薯叶片中也发现具有 DEVＧ

Dase活性的蛋白酶[８].相关研究证明通过Caspase
３Ｇlike蛋白酶的表达量高低能够反映出小麦对于印

度腥黑穗病(karnalbunt)抗性的强弱[９],意味着在小

麦中存在具有Caspase３Ｇlike蛋白酶活性的蛋白酶.
根据植物 CaspaseＧlike蛋白酶碱基序列、作用

位点、酶活性以及与动物Caspase的相似性,可将其

分为 metaCaspase、VPEs和saspases三类.其中,

metaCaspase属于半胱氨酸蛋白内切酶.经序列分

析,metaCaspase含有动物 Caspase家族的保守结

构域,并 且 在 蛋 白 三 维 结 构 上 具 有 较 高 的 同 源

性[１０].大量研究证明,metaCaspase具有 Caspase
蛋白酶活性,其表达量变化和植物 PCD密切相关.

Piszczek等[１１]在小麦叶片中成功提取了一种禾谷

类 metaCaspaseⅡ基因———TaeMCAⅡ,该基因在

小麦叶片热激反应中得到超表达,与小麦叶片超敏

反应相关.

Young等[１２]发现小麦胚乳细胞在发育的中后

期,细胞核降解,DNA 断裂成１８０~２００bp及成其

倍数大小的一系列 DNA 片段,经电泳得到典型的

DNA梯形条带.韦存虚[１３]、李睿等[１４]用透射电镜
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观察小麦淀粉胚乳细胞发育过程时,发现随着胚乳

细胞的发育,胚乳细胞核出现变形、核膜破裂、染色

质凝聚、核质外泄等衰退特征.
笔者所在实验室前期研究结果证明,小麦的正

常发育是特殊的胚乳PCD过程,淹水能导致其进程

提前[１５],并 认 为 ROS 参 与 了 小 麦 胚 乳 PCD 过

程[１６].然而小麦胚乳在PCD过程中信号通路下游

相关功能蛋白的研究尚未见报道.本研究探讨

Caspase３Ｇlike蛋白酶以及TaeMCA Ⅱ基因在正常

生长的小麦胚乳PCD过程中所发挥的作用,进一步

研究在淹水胁迫下 Caspase３Ｇlike蛋白酶活性以及

TaeMCA Ⅱ基因表达量的变化,旨在揭示淹水胁迫

下小麦胚乳PCD提前的原因.

1　材料与方法

1.1　材　料

试验以冬小麦(Triticumaestivum L．)华麦８
号(Hua８)为材料,于２０１１年１０月在华中农业大

学小麦试验田进行盆栽试验,２０１２年４月中旬从开

花当天(０daysafterflowing,０DAF)挂牌标记开花

麦穗,用剪芒的方法标记开花小花(仅标记中部开花

小穗).在０DAF开始进行淹水处理,淹水时间分

为２个处理:淹水７d(７dayswaterloggingtreatＧ
ment,７DWT)和淹水１２d(１２DWT).淹水处理完

成后,将陶盆搬出水池,放入盆栽场所,让淹水小麦

继续生长,直至取样,生长条件同未淹水(０DWT)
处理.
1.2　Evans Blue 染色

取正常生长条件下８ 、１２、１５、１８DAF材料进

行试验.采用 Young等[１７]方法,用锋利刀片将新

鲜籽粒沿横向切成数段,再浸入０．１％ EvansBlue
染液中染色２min,水洗６０min,取出后在体视显微

镜(NIKON,SM２８００,Japan)下观察拍照.
1.3　胚乳细胞 Caspase 3Ｇlike 蛋白酶活性测定

　　按 Caspase３ 蛋白酶活性检测试剂盒(BeyoＧ
time)流程操作.取正常生长条件下８、１２、１５、１８
DAF材料进行试验.首先,按每１５mg胚乳组织加

入２００μL裂解液的比例加入裂解液,液氮研磨,匀
浆液转移至１．５mL离心管,冰浴０．５h.４℃条件

下５２００r/min,离心３０min.取上清,转移至预冷

的离心管中.提取的蛋白液于－７０℃保存.
按１００μL体系中８０μL检测缓冲液、１０μL待

测样品、１０μLAcＧDEVDＧpNA (２mmol/L)的比例

配置反应体系,对照为９０μL检测缓冲液、０μL待

测样品、１０μLAcＧDEVDＧpNA(２mmol/L).３７℃
孵育 过 夜,于 BIOＧTECH 公 司 ELX８００ 酶 标 仪

A４０５测定分光光度值.
1.4　Caspase 3Ｇlike 蛋白酶免疫电镜观察

小心剥取正常生长条件下１０、１２DAF小麦颖

果背部胚乳,样品置于４％多聚甲醛和０．５％戊二醛

的混合固定液中固定,PBS洗３０min×３次.乙醇

梯度脱水(３０ min/次),LRＧWhite(LR WhiteTM
Resin,LondonResinCompany)树脂包埋,－２０℃
紫外光聚合,超薄切片捞于带碳膜的镍网(孔径１４９

μm)上.０．０１mol/LTBS漂洗,BSA 封闭１５min,
兔抗 WAP１工作液,室温孵育３h;０．０１mol/LTBS
清洗３次,每次５min;用胶体金标记的羊抗兔IgG
(GA１０１４,BOSTER)工作液,室温下孵育２h.０．０１
mol/LTBS漂洗５min×２次,双蒸水清洗２次,每
次５min(以上步骤都在免疫染色板上进行).醋酸

双氧铀染色３０min,温热双蒸水冲洗;柠檬酸铅复

染５min,温热双蒸水洗;干燥后透射电镜(Hitachi
HＧ７６５０,Japan)下观察与拍照.
1.5 　Caspase 3Ｇlike 蛋白酶荧光活性检测

Caspase３Ｇlike蛋白酶活性原位荧光染色是利

用Caspase３Ｇlike蛋白酶抑制剂 DEVDＧFMK 与荧

光染料FITC偶联作为探针,探针自由进入细胞后

能不可逆地结合活化的Caspase３Ｇlike蛋白酶,其荧

光的强弱能反映酶活性变化.本研究采用 Caspase
３Ｇlike蛋白酶冰冻切片活性原位荧光染色的方法对

Hua８胚乳细胞进行染色.按 Caspase３蛋白酶荧

光活性检测试剂盒操作.剥取０、７ 和１２DWT 处

理下８、１２、１５、１８DAF 的小麦颖果背部胚乳,用

TissueＧTekOCT４５８３compound(SakuraFinetek,

USA)进行包埋,在冰冻切片机(LeicaCMl８５０,

Germany)上切片(横切),切片厚度为２０μm.荧光

显微镜(NikonEclipse８０i,Japan)观察,激发光波长

为４５０~４９０nm.
1.6　 TaeMCAⅡ 基因表达量检测

利用SYBRGreenRealtimePCR MasterMix
试剂盒(Toyobo),以βＧactin 为内参基因,在１７０Ｇ
８７９２iCycleriQCalibrationKit(BioＧrad,USA)荧光

PCR仪上检测TaeMCAⅡ 基因相对表达情况.２０

μL反应体系为:１μLcDNA 模板,内参与目标基因

引物(表１)各０．５μL,８μL 双蒸水,１０μLSYBER
GreenⅠ.

２
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表１　用于分析目标基因表达的引物序列

Table１　Sequencesofprimersusedtoanalyze

thetargetgeneexpression

基因 Gene
引物

Acc．No
引物序列

Primersequence
产物/bp
Product

TaeMCA Ⅱ GU１３０２４８

[F]５′ＧATGAAGGTGCATＧ
CAGGTGAGＧ３′

１３０
[R]５′ＧCCCATATCTTGTＧ
TCTATCGCCGＧ３′

βＧactin AB１８１９９１

[F]５′Ｇ CAGCAATGTATＧ
GTCGCAATCＧ３′

１３５
[R]５′ＧTAGCATGAGGAAＧ
GCGTGTATＧ３

2　结果与分析

2.1　小麦胚乳发育过程中 PCD 和 Caspase 3Ｇlike
蛋白酶活性

　　１)EvansBlue染色.EvansBlue只对死细胞

着色,细胞着色后显示蓝色反应,可用来检测植物细

胞PCD进程.如图１,花后８d(８DAF),小麦果皮

染上明显的蓝色,胚乳中只有微弱的蓝色反应(图１
A、E);１２DAF,小麦胚乳中呈现出明显的蓝色反

应,但着色部位随机分布在胚乳细胞中(图１B、F).

１５DAF,胚 乳 细 胞 中 蓝 色 较 １２ DAF 有 所 加 深

(图１C、G);１８DAF,胚乳细胞蓝色较１５DAF蓝色

反应更为明显(图１D、H).结果显示,小麦胚乳经

EvansBlue染色后在１２DAF开始出现明显的蓝色

反应,说明此时胚乳细胞开始发生PCD.之后随着

小麦胚乳细胞发育的进行,胚乳着色逐渐加深,胚乳

细胞中死亡的细胞逐渐增多,PCD随之逐渐增强.

２)胚乳细胞 Caspase３Ｇlike蛋白酶活性.由

图２可知,华麦８号胚乳细胞从１０~２０DAF ,均能

检测到 Caspase３Ｇlike蛋白酶活性.１０~１２DAF
胚乳细胞Caspase３Ｇlike蛋白酶活性逐渐增强,并在

１２DAF(胚乳细胞刚开始进行PCD时)达到最高峰.

　AＧD为胚乳横切结果.A:８DAF,未观察到蓝色反应;B:１２DAF,在胚乳组织中观察到明显的蓝色反应;C:１５DAF,胚乳组织中蓝色

反应增强;D:１８DAF,蓝色反应更加强烈.EＧH 为 AＧD胚乳纵切结果.AＧD:Crosscuttingofwheatendosperm．A:８DAF,nobluestaiＧ

ningwasobserved;B:１２DAF,weaklybluestainingwasobserved;C:１５DAF,stronglybluestainingwasobserved;D:１８DAF,more

stronglybluestainingwasobserved．EＧH:LongitudinalcuttingofwheatendospermcorrespondingtoAＧD．

图１　小麦胚乳EvansBlue染色

Fig．１　EvansBluestainingofendospermcells

图２　小麦胚乳细胞Caspase３Ｇlike蛋白酶活性检测

Fig．２　Caspase３Ｇlikeproteaseactivitydetection
inwheatendospermcells

１２~１８DAF胚乳细胞 Caspase３Ｇlike蛋白酶活性

逐渐降低,但１５~１８DAF依然保持较高的Caspase
３Ｇlike蛋白酶活性.由此可知,当小麦胚乳刚开始

进行细胞程序性死亡时,Caspase３Ｇlike蛋白酶活性

最强.

３)小麦胚乳细胞 Caspase３Ｇlike蛋白酶免疫电

镜观察.小麦胚乳细胞有大、中、小３种类型淀粉质

体[１８].采用免疫胶体金技术对１０DAF和１２DAF
胚乳细胞中Caspase３Ｇlike蛋白酶进行超微定位,同
时对淀 粉 质 体 形 态 进 行 观 察.结 果 显 示,在 １０
DAF胚乳细胞中能够观察到少量的胶体金颗粒,定
位于小淀粉质体中(图３C),而在胚乳细胞的细胞

壁、线粒体以及细胞核附近没有观察到胶体金颗粒

的存在.１２DAF,胚乳细胞中出现少量且体积较小

的蛋白体,淀粉质体数量增多、体积变大;在淀粉质

体 中观察到少量胶体金颗粒出现(图３DＧI),在胚乳

３
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　A:胚乳细胞整体示意图(bar＝１０μm);B:对照组,未加一抗(bar＝１μm);C:１０DAF,胚乳细胞小淀粉质体中,胶体金颗粒较少

(bar＝０．２μm);D:１２DAF,胚乳细胞中淀粉质体有所增大,且胶体金颗粒明显增多(bar＝０．４μm);E:１２DAF,胚乳细胞中出现蛋白

体 (bar＝１μm);F:１２DAF,淀粉质体上出现胶体金颗粒(bar＝０．２μm);G:１２DAF,单个的淀粉质体形态(bar＝０．２μm);

H:１２DAF,正在进行出芽增殖的淀粉质体(bar＝０．２μm);I:１２DAF,正在进行缢缩增殖的淀粉质体(bar＝０．２μm).am:淀粉质体;

pb:蛋白质体;sam:小淀粉质体.箭头所指为胶体金颗粒.A:Overallobservationofendospermcells(bar＝１０μm);B:Control,withＧ

outprimaryantibody (bar＝１μm);C:１０DAF,fewgoldparticlesexsitedinthesmallamyloplastwasobserved (bar＝０．２μm);

D:１２DAF,theamyloplastbecamebiggerandthegoldparticlesincreasedobviously(bar＝０．５μm);E:１２DAF,manyproteinbodies

wereobservedintheendospermcells(bar＝１μm);F:１２DAF,goldparticlesexsitedintheamyloplastwereobserved(bar＝０．２μm);G:１２

DAF,singleamyloplast(bar＝０．２μm);H:１２DAF,theproliferationofamyloplastbybuddingwasobserved(bar＝０．２μm);I:１２DAF,the

proliferationofamyloplastbyconstrictionwasobserved(bar＝０．２μm)．am:Amyloplast;pb:Proteinbody;sam:Smallamyloplast．

图３　胚乳细胞Caspase３Ｇlike蛋白酶免疫电镜观察

Fig．３　ImmuneelectronmicroscopyoberservationofCaspase３Ｇlikeproteaseinendospermcells
细胞其他位置没有观察到明显的胶体金颗粒.还可

以观察到淀粉质体可以通过出芽以及缢缩２种方式

进行增殖(图３H、I).由此可见,小麦胚乳细胞中存

在Caspase３Ｇlike蛋白酶,且该蛋白酶主要定位在胚

乳淀粉质体内,并具有高度特异性.
2.2　淹水胁迫下小麦胚乳中 Caspase 3Ｇlike 蛋白

酶活性及其基因表达量检测

　　１)胚乳细胞 Caspase３Ｇlike蛋白酶活性荧光测

定.由图４可知,在８DAF,正常处理下在小麦籽粒

外果皮能够观察到明显的绿色荧光,而胚乳组织中

只能够观察到极其微弱的绿色荧光(图４B);７DWT
处理下,胚乳组织中的绿色荧光有所增强(图４C).
正常生长条件下,在１２DAF,胚乳组织中能够观察

到明显的、均匀分布的绿色荧光,细胞结构较为清晰

(图４D),说明胚乳中有明显的Caspase３Ｇlike蛋白

酶活性;７和１２DWT处理下,小麦胚乳组织中绿色

荧光加强(图４E、F),说明 Caspase３Ｇlike蛋白酶活

性在淹水胁迫下增强,并且随着淹水时间的延长,效
果更为明显.在１５DAF,正常生长条件下胚乳组

织中能够观察到绿色荧光,绿色荧光几乎覆盖了整

个胚乳,细胞结构较为模糊(图４G);７和１２DWT
处理下,绿色荧光加强,胚乳糊粉层细胞周围出现绿

色荧光(图４H、I).在１８DAF,正常条件下生长的

胚乳细胞中还能够观察到绿色荧光,已经观察不到

完整的细胞结构,糊粉层周围细胞出现较亮的绿色

荧光(图４J);７和１２DWT处理下,绿色荧光信号加

强,胚 乳 糊 粉 层 细 胞 周 围 出 现 明 亮 的 绿 色 荧 光

(图４K、L).对照组看不到荧光信号(图４A).

２)小麦胚乳细胞TaeMCAⅡ基因相对表达量.
正常生长条件下,小麦胚乳细胞TaeMCAⅡ基因相

对表达量基本保持不变.７DWT 处理下,８~１２
DAF该基因表达量要高于正常处理的表达量;１５~
１８DAF,该基因表达量要低于正常处理.１２DWT
处理下,胚乳细胞在１２DAF时,表达量最高,且高

于同时期０和７DWT 处理,随后TaeMCAⅡ基因

表达量呈逐渐降低的趋势.结果显示,淹水胁迫下

该基因在８~１２DAF得到超表达;胚乳发育的中后

期 的１５和１８DAF,淹水处理下,该基因表达量不

４
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　A:对照组,８DAF、０DWT,胚乳细胞内无绿色荧光出现;B:８DAF、０DWT,胚乳细胞内显示微弱绿色荧光;C:８DAF、７DWT,胚乳

细胞内显示略强绿色荧光;D:１２DAF、０DWT,胚乳细胞内显示较强绿色荧光;E:１２DAF、７DWT,胚乳细胞内显示很强绿色荧光;

F:１２DAF、１２DWT,胚乳细胞内显示更强绿色荧光;G:１５DAF、０DWT,胚乳细胞内显示较强绿色荧光;H:１５DAF、７DWT,胚乳细胞

内显示很强绿色荧光;I:１５DAF、１２DWT,胚乳细胞内显示非常强绿色荧光;J:１８DAF、０DWT,胚乳细胞内显示较强绿色荧光;

K:１８DAF、７DWT,胚乳细胞内显示很强绿色荧光;L:１８DAF、１２DWT,胚乳细胞内显示非常强绿色荧光.en:胚乳;al:糊粉层;pe:果

皮;所有标尺＝１００μm.A:Control,８DAF,０DWT,nofluorescence;B:８DAF,０DWT,greenfluorescencewasveryweakinwheatendoＧ

sperm;C:８DAF,７DWT,greenfluorescencewasstrongerinwheatendosperm;D:１２DAF,０DWT,greenfluorescencewasstrongerin

wheatendosperm;E:１２DAF,７DWT,greenfluorescencewasstrongerinwheatendosperm;F:１２DAF,１２DWT,greenfluorescencewas

strongerinwheatendosperm;G:１５DAF,０DWT,greenfluorescencewasstrongerinwheatendosperm;H:１５DAF,７DWT,greenfluoＧ

rescencewasverystronginwheatendosperm;I:１５DAF,１２DWT,greenfluorescencewasstrongerinwheatendosperm;J:１８DAF,

０DWT,greenfluorescencewasstronginwheatendosperm;K:１８DAF,７DWT,greenfluorescencewasstrongerinwheatendosperm;

L:１８DAF,１２DWT,greenfluorescencewasverystronginwheatendosperm．en:Endosperm;al:Aleurone;pe:Pericarp;bars＝１００μm．

图４　小麦胚乳细胞Caspase３Ｇlike蛋白酶荧光活性检测

Fig．４　FluorescencedetectionofCaspase３Ｇlikeproteaseinwheatendosperm

　采用实时定量PCR分析,以βＧactin为内参基因,Errorbars显

示的是标准偏差.DAF:开花后天数.DWT:淹水处理的天数.

AssayedbyrealＧtimePCR．ErrorbarsrepresentstandarddeviaＧ

tion．TheβＧactingenewaschosenasthereferencegene．

图５　淹水条件下小麦胚乳细胞TaeMCAⅡ
基因相对表达量变化

Fig．５　RelativeexpressionofTaeMCAⅡinendospermcells
underdifferentperiodofwaterloggingtreatments

仅没有提高,反而有所下降.

3　讨　论

Caspase３Ｇlike蛋白酶是动物细胞凋亡过程中

的主要效应因子.在细胞凋亡因子诱导下,线粒体

释放细胞色素c,然后在 Caspase９蛋白酶、凋亡激

活因 子 １(ApafＧ１)以 及 ATP 共 同 作 用 下 导 致

Caspase３Ｇlike蛋白酶的激活[１９Ｇ２１].该蛋白酶的活

化成为细胞凋亡进入不可逆阶段的标志.近年来,
大量研究证明在植物中存在Caspase３Ｇlike蛋白酶,
并且参与植物PCD和植物发育相关过程.

本研究结果显示,正常生长条件下,从１２DAF
开始,胚乳细胞 EvansBlue染色着色明显,说明胚

乳PCD在此时开始进行;同时 Caspase３Ｇlike蛋白

酶生理活性检测结果显示,胚乳细胞中 Caspase３Ｇ

５
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like蛋白酶活性也很强,说明在胚乳PCD刚发生时

Caspase３Ｇlike蛋白酶活性最强,此后 Caspase３Ｇ
like蛋白酶活性有所下降,但依然较高.淹水胁迫

下,在小麦胚乳发育的早期,Caspase３Ｇlike蛋白酶

活性也很强.说明 Caspase３Ｇlike蛋白酶不仅参与

了正常生长条件下的胚乳细胞PCD进程,而且淹水

胁迫下该蛋白酶表达提前,可能诱导了胚乳PCD的

整体性提前.
禾谷类植物种子中糊粉层在 PCD过程中不发

生细胞死亡,仍具有较强生命力.在种子萌发过程

中,糊粉层细胞发挥着重要作用,合成各种水解酶以

降解胚乳中的营养物质,为胚的生长提供营养.但

是在本研究中发现,在胚乳细胞发育的中后期,淹水

处理下１５~１８DAF小麦胚乳糊粉层细胞中存在较

强的Caspase３Ｇlike蛋白酶活性,而在胚乳正常发育

的前期以及淹水处理强度较小的情况下,糊粉层细

胞中几乎观察不到Caspase３Ｇlike蛋白酶活性,这一

现象仍需进一步研究.
近期研究发现,metaCaspase蛋白在由 H２O２

诱导的 PCD 的信号途径中起到关键作用,例如

H２O２ 能够诱导啤酒酵母发生 PCD,但酵母 metaＧ
Caspase蛋白(YCA１)的敲除使这一过程无法完

成[２２];在灰葡萄孢菌(Botrytiscinerea)侵染番茄叶

片导致番茄叶片发生 PCD 的过程中,metaCaspase
Ⅱ mRNA转录水平上调[２３].在 UVＧC和 H２O２ 等

作用下,拟南芥 metaCaspaseＧ８(AtMC８)基因超表

达,导致原生质体PCD进程加快,且敲除该基因之

后细胞死亡程度降低[２４].本研究结果也验证了这

一点,正常生长条件下,小麦胚乳TaeMCAⅡ基因

表达量基本保持不变;与未淹水处理相比,淹水胁迫

下,胚 乳 PCD 开 始 之 前 (８ DAF)以 及 开 始

(１２DAF)时,TaeMCAⅡ基因表达量显著升高;胚
乳发育的中后期,该基因表达量比未淹水处理显著

下降.笔者所在实验室前期研究结果已证明小麦

PCD过程中淹水处理导致小麦胚乳细胞壁、细胞

膜、线粒体处 H２O２、O２
Ｇ含量升高[１５Ｇ１６],淹水胁迫下

小麦胚乳细胞中ROS的大量积累与TaeMCAⅡ基

因超表达的上下调控网络有待进一步研究.
本研究中,在正常发育的小麦胚乳细胞发生

PCD的初期,CaspaseＧ３like蛋白酶活性明显增强.
淹水 胁 迫 使 得TaeMCAⅡ 基 因 得 到 超 表 达,且

CaspaseＧ３like蛋白酶活性与同时期正常处理均上

升.推测CaspaseＧ３like蛋白酶参与正常胚乳细胞

PCD进程;淹水胁迫下,Caspase３Ｇlike蛋白酶活性

升高及TaeMCAⅡ基因的超表达与胚乳细胞 PCD
进程提前密切相关,但具体调控机制有待进一步

研究.

Caspase属于半胱氨酸蛋白酶,是细胞凋亡过

程中最主要的终末剪切酶.非活性状态的 proＧ
CaspaseＧ３和活性状态的cleavedＧCaspaseＧ３存在于

细胞质中,当proＧCaspaseＧ３被剪切后剩下 p１７和

p１２２个亚基,而产生活性.然而,本研究显示,小
麦胚乳细胞中的 Caspase３Ｇlike蛋白酶主要定位于

细胞中的淀粉质体表面,细胞质基质中胶体金颗粒

出现不明显,其中原因有待进一步研究.
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EffectsofCaspase３ＧlikeproteasesandTaeMCAⅡontheprogrammed
celldeathofwheatendospermunderwaterlogging

GUOYueＧjing１　YANG WenＧli１　ZHOUZhuＧqing１

YU Min１　MEIFangＧzhu２　ZHOUGuangＧsheng３

１．CollegeofLifeSciencesandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China;
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HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;
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Abstract　TheCaspase３ＧlikeproteaseactivityandTaeMCAⅡ geneexpressionduringtheprocess
ofprogrammedcelldeath (PCD)inwheat(Hua８)endospermundernormalandwaterloggingtreatＧ
mentswerestudiedinthispaper．Theresultsindicatedthat,undernormaltreatments,theactivityof
Caspase３ＧlikeproteasewashigherinthepreviousphaseofendospermPCD(１２DAF),andtheprotease
wasmainlylocatedinamyloplastsofwheatendospermcells,whiletheexpressionofTaeMCAⅡ gene
wassimilar during endosperm PCD．The Caspase３Ｇlike proteaseactivity andtheexpression of
TaeMCAⅡgenewerehigherinwheatendospermafterwaterloggingthancontrolgroupsinsamedays
afterflowering．Aboveall,theCaspase３ＧlikeproteaseparticipatesinthePCDprogressionofcontrol
wheatendosperm．TheriseoftheoverexpressionofTaeMCAⅡ geneandCaspase３Ｇlikeactivitymay
causetheendospermPCDhappenedearlierunderwaterlogging．

Keywords　wheat;waterlogging;endospermPCD;Caspase３Ｇlikeprotease;TaeMCAⅡgene
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