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摘要　　利用Hu和APM双阻断法可以提高小麦分生组织细胞有丝分裂同步化频率, 其中前

期达 20%, 中期达 79%, 后 - 末期达 27%。双向电泳分析结果表明, 小麦分生组织细胞的有丝分裂

周期蛋白质呈现出明显周期性变化, 与间期细胞相比前期中呈现出 5个差异蛋白质斑点, 这5个蛋

白质斑点的分子量和等电点分别为 37 kDa/pI 6.6、38 kDa/pI 6.8、34 kDa/pI 7.2、38 kDa/pI 7.5 和

15 kDa/pI 6.9, 到了中期, 发现有 21 kDa/pI 6.3 的蛋白质斑点存在, 而 51 kDa/pI 7.3 和 23 kDa/pI 6.
1 蛋白质斑点消失, 分生组织细胞进入后 - 末期分裂期时, 又发现有 37 kDa/pI 6.6、51 kDa/pI7.3、
23 kDa/pI 6.1、43 kDa/pI 6.6 蛋白质出现, 蛋白质斑点 21 kDa/pI 6.3 消失。在整个细胞周期运行

中, 蛋白质斑点 37 kDa/pI 6.6、51 kDa/pI 7.3、23 kDa/pI 6.1 和 21 kDa/pI 6.3 发生了明显的周期性

变化,其中有 2 个蛋白斑点经质谱鉴定为 chromosome segregation protein SMC 和 helicase。它们的

功能涉及染色体的形成与分离、DNA复制与能量代谢。
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细胞有丝分裂同步化诱导由于可以得到分裂一

致的细胞群体, 便于研究诸如有丝分裂周期、分裂

调控、染色体显微切割和显微克隆及单条染色体基

因文库构建等[1~7]许多细胞及分子生物学中的基本问

题, 因此, 一直受到许多研究者的高度重视。比较

细胞有丝分裂周期(间期、前期、中期和后 - 末期)
中蛋白质的变化, 揭示与调控相关蛋白及结构组份,
对了解周期调控生化机理有很重要的意义[8], 但这需

要有充足的间期、前期、中期和后 - 末期分裂相细

胞, 而由于植物有丝分裂细胞的不同步, 不能获得不

同分裂期的细胞群体, 故需要诱导出高频率的前期及

后 - 末期同步化分裂细胞。然而, 迄今几乎所有植

物材料细胞有丝分裂同步化诱导都是以悬浮细胞系

为材料且大多侧重于中期[9~11], 直接以根尖为材料诱

导细胞分裂同步化是有一定难度的[12,13]。

本工作中, 我们用Hu和APM 2种可以影响细胞

分裂的药物诱导小麦分生组织有丝分裂不同时期高

频率同步化分裂细胞,  对分裂细胞从间期→前期、

前期→中期和中期→后 - 末期时相转换过程中蛋白

质组的变化及可能与周期调控相关的蛋白质作了比

较分析, 以期从蛋白质组角度, 了解高等植物细胞有

丝分裂周期调控的生化机理, 为今后植物细胞有丝分

裂周期调控生化及分子机理的研究提供一些帮助, 下
面报道的是我们实验所得的初步结果。

1   材料与方法

1.1  小麦分生组织高频率细胞有丝分裂同步化诱

导

1.1.1  中期同步化诱导        小麦(Triticum aestivum)野
二燕1号种子由贵州农业大学提供, 种子在室温下浸

泡 24 h, 1.25 mmol/L Hu中处理16 h~24 h (23 ℃), 蒸
馏水彻底冲洗以除去Hu, 23 ℃下水培3.5 h, 4 μmol/L
APM 中处理 4 h~6 h, 切取经中期同步化诱导的根

尖, 根尖在 70%(V/V)乙醇中固定, 供细胞学观察用,
如用于蛋白质组分析, 则需直接制备各样品。

1.1.2  前期和后 - 末期同步化诱导        利用 Hu 将细

胞阻断在 G1 → S 期, 然后去除 Hu 作用, 恢复生长后

在 1 h~24 h 内连续取材, 检测前期细胞部分同步化
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的最佳时期。在中期细胞同步化诱导的基础上, 去
除 APM 作用, 在恢复生长后的 1 h~24 h 内连续取

材, 以检测后 - 末期细胞同步化的最佳时间, 制片并

测定前期和后 - 末期细胞同步化的得率。

1.2  细胞学观察

取固定于70% 乙醇中的小麦根尖, 用预冷至4 ℃
的蒸馏水彻底冲洗以除去乙醇, 然后在 60 ℃下用 1
mol/L HCl 酸解根尖 6 min, 洗净后浸入 2.5% (M/V)
纤维素酶和果胶酶的混合液(纤维素酶 RS: 果胶酶

Y23=1: 1, 75 mmol/L KCl, 7.5 mmol/L EDTA, pH 4.0),
23 ℃下酶解30 min, 洗净根尖并用卡宝品红染色, 常
规制片, 观察细胞周期同步化分裂情况, 各组材料所

观察的细胞样本数量至少为 1 000 个。

1.3  蛋白质制备和 2-DE 分析

蛋白质制备按照Yan等[14]方法, 将根尖置于液氮

中研磨, 研磨的匀浆液悬浮在含有0.07% (W/V)DTT
的 10% 冷丙酮中, -20 ℃下温育 1 h, 然后在 3 500g
下离心 5 min, 碎片悬浮在含有 0.07% (W/V) DTT的

丙酮中, 在 -20 ℃下温育 1 h 后, 1 500g 离心 30 min,
这一步骤重复 3 次。将样品冻干, 然后溶解在样品

缓冲夜中 (8 mol/L 尿素, 35 mmol/L Tris, 4% (W/V)
CHAPS, 1% pH 5~pH 7 Ampholine, 0.4% pH 3~pH 10
Ampholine, 1% (W/V) DTT), 实验中测定蛋白质样品

含量参考 Bradford[15]的方法, 并以 BSA 作为标准。

蛋白质的 2-DE 分析参阅 Castro 等[16]的方法。

利用 pH 3~ pH 10 IPG 胶条, 长度为 13 cm, 根据Bio-
Rad 产品说明书操作。每个待分析样品取约 60 μg,
并用样品缓冲夜稀释至300 μl, 将干胶条在含待测样

品的缓冲液中水化 10 h (300V), 使待测蛋白质样品

吸入胶条中。

第一向等电聚焦程序如下: 分别在300 V和1 000 V
下作用 1 h, 然后将电压调至 8 000V 下作用 2 h。电

泳结束后胶条在平衡液(60 mmol/L Tris-HCl, pH 6.8,
1% DDT, 1% 甘氨酸, 2% SDS)中平衡 20 min。电

泳的第二向参考 laemmli[17]12.5% SDS-PAGE。将经

过聚焦后的凝胶条放在垂直板状胶的上面, 用1%的

内含0.15 mol/L Bis-Tris/0.1 mol/L HCl和0.2% (W/V)
SDS 的琼脂糖封胶, 并使其聚合。80 V 下电泳 5 h。
其结果经 3次重复。采用银染法记录电泳结果。MS
分析胶用 GS-800 考马斯亮蓝染色。色谱扫描记录

图像, 用 PDQuest 软件进行凝胶斑点检测、匹配和

差异斑点鉴别, 确定对照和处理组之间有差异的蛋白

质斑点,  进行质谱分析。

1.4  凝胶消化和 MALDI-TOF MS 分析

从制备胶上切下经鉴别有差别的蛋白质斑点, 用
超纯水洗 3次, 50 mmol/L NH4HCO3 脱色 2次, 100%
乙腈干燥, 用0.1%TFA在50%乙腈溶液中37℃消化

过夜, 将制备物混匀、冻干。将冻干的制备物溶解

在含有 1%TFA 和 50% 的 5 mg/ml CHCA 中。利用

ABI 4700型(USA)正离子生物质谱仪进行MALDI-TOF
MS 分析。以胰蛋白酶自动降解片段为内部标准校

正。通过 MASCOT 软件(http://www.matrixscience.
com), 在NCBInr绿色植物数据库(Viridiplantae)进行查

询, 为了表明新鉴定的蛋白质的可靠性, 除个别功能

未能确定的推测蛋白质斑点外, 每个被鉴定的蛋白质

序列覆盖率至少达 15%, 得分在 35 以上, 肽质量数

误差范围为 ±0.1 Da, 未水解酶位点数为 1。

2   结果

2.1  利用 Hu 和 APM 诱导小麦根尖分生组织细

胞高频率有丝分裂同步化

我们的实验表明, 当用 1.25 mmol/L Hu 处理小

麦 18 h~24 h后, 去除Hu作用, 恢复生长 10.5 h~11.5 h
后, 小麦根尖前期细胞得率达到 20%(图 1B)。而中

期分裂细胞的诱导则是在 1.25 mmol/L Hu 溶液中,
23 ℃下培养 24 h, 再水培 3.5 h以解除Hu作用后, 再
用 4 μmol/L APM 处理 4 h~6 h时, 效果较理想, 中期

细胞得率为 79%。另外, 从经同步化后的根尖分生

组织细胞压片检查发现, 此时的中期细胞染色体形

态较好, 染色体缩短、变粗, 分散性较好(图 1C)。
植物细胞有丝分裂后 - 末期同步化的诱导比较

困难, 我们曾经预测, 具有较高频率的中期同步化细

胞在解除APM的药物抑制后, 可能会有较多的中期

细胞恢复周期运行进入后-末期, 但实际结果与预测

不符。由Hu和APM双阻断后同步的中期细胞去除

APM 作用, 转入水培使其恢复生长后, 根尖中, 后 -
末期细胞的出现频率很低, 而经 Hu 处理的细胞, 去
除其作用, 水培使根尖恢复正常生长后, 10 h~24 h内
连续取材, 可以检测到较高频率的后 - 末期细胞(图
1D)。这些后 - 末期细胞形态正常, 推测它们中至少

有一部分可能是用Hu同步在G1→S期的分裂细胞,
在去除 Hu 的抑制作用后恢复正常生长的结果。Hu
对细胞分裂作了第一次阻断, 使细胞大量累积在G1→

S 期, 当去除 Hu 作用后, 细胞恢复正常周期运行, 因
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此有较多的后 - 末期细胞, 后 - 末期细胞得率达到

27%。这样看来, Hu 在后 - 末期细胞的同步化方面

也起着一定的作用。

2.2  小麦分生组织细胞有丝分裂周期蛋白质的变

化

图 2 所示为小麦野二燕 1 号根尖分生组织细胞

有丝分裂不同时期蛋白质变化的分析结果, 在间期细

胞中约有300种蛋白质组分被检测到, 分子量约处于

10 kDa~110 kDa 之间, 等电点的范围在 4.5~8.6, 靠
近酸性一侧的蛋白质组分较为丰富。与间期相比,
前期蛋白质组发生了明显变化: 有1种蛋白质组分消

失, 为斑点 1 (28 kDa/pI 5.2); 5 种新的蛋白质组分被

诱导, 它们分别为斑点 2 (37 kDa/pI 6.6)、斑点 3
(38 kDa/pI 6.8)、斑点 4 (34 kDa/pI 7.2)、斑点 5
(38 kDa/pI 7.5)和斑点 6 (15 kDa/pI 6.9)。中期有 2
种蛋白质消失, 为斑点 7 (51 kDa/pI 7.3)和斑点 8 (23
kDa/pI 6.1); 有 1 种蛋白质组分被诱导, 为斑点 9 (21
kDa/pI 6.3)。后 - 末期有 4 种蛋白质组分被诱导, 它
们分别为斑点 2 (37 kDa/pI 6.6)、斑点 7 (51 kDa/pI

7.3)、斑点 8 (23 kDa/pI 6.1)和斑点 10 (43 kDa/pI 6.6);
斑点 9 (21 kDa/pI6.3)消失。由此可见, 上述小麦周

期蛋白质组的差异斑点主要集中在中低分子量(15
kDa~55 kDa)区。此外, 蛋白质斑点 2 (37 kDa/pI 6.6),
斑点 7 (51 kDa/pI 7.3)、斑点 8 (23 kDa/pI 6.1)和斑

点 9 (21 kDa/pI 6.3)发生了明显的周期性变化。其

中, 斑点 2 (37 kDa/pI 6.6)、斑点 7 (51 kDa/pI 7.3)和
斑点 8 (23 kDa/pI 6.1)存在于前期和后 - 末期中, 中
期消失; 斑点6 (15 kDa/pI 6.9)在间期未发现, 而在细

胞分裂的前期、中期和后 - 末期一直存在; 斑点 9
(21 kDa/pI 6.3)只存在于中期, 不存在于前期及后 -
末期。

2.3  呈现有丝分裂周期时相变化相关蛋白质的质

谱鉴定

在细胞有丝分裂周期中, 共有 14种蛋白质斑点

发生变化。为了探讨这些变化的蛋白质斑点与细胞

有丝分裂周期调控间可能存在的关系, 我们对发生明

显周期变化的 5 种蛋白质斑点做了质谱分析。但只

有2种蛋白质的归属得到鉴定, 它们是在间期没有出

图 1　小麦根尖分生组织的有丝分裂同步化细胞 (500×)
A: 间期; B: 前期; C: 中期; D: 后 - 末期。

Fig. 1　Mitoticsynchrony cells of root meristems in wheat (500×)
A: interphase; B: prophase; C: metaphase; D: anaphase-telophase.



145王　炼等: 小麦高频率分生组织细胞有丝分裂同步化诱导及分裂周期蛋白质组变化分析

现, 但在细胞分裂前期、中期和后 - 末期均存在的

斑点 6 和在中期出现, 在后 - 末期消失的斑点 9, 其
中斑点 6 为 chromosome segregation protein SMC, 斑
点 9 为 helicase(表 1 和图 3)。

3   讨论

Hu和秋水仙素是常被用来诱导同步化的药物。

已知 Hu 能够抑制核苷酸还原酶( r ibonucleot ide
reductase), 因此能将细胞分裂阻止在 G1 → S。秋水

仙素则能扰乱纺锤丝的正常功能, 使细胞分裂阻断

在中期。但已有一些研究表明, 用秋水仙素诱导中

期同步化, 染色体的分散性不够理想, Met.I (有丝

分裂指数)的频率也偏低, 这样, 对诸如用流式分离

方法研究单条染色体形态、结构等方面造成困难,
因此近年来, 很多研究者常采用APM来替代秋水仙

素[18~20], 收到了很好的效果。在植物中, 我们曾经

利用高度自然同步化的百合花粉细胞研究减数分裂

不同时期蛋白质组的变化[21,22]。而在植物有丝分裂

周期蛋白质组的研究中, 由于没有自然同步化的分裂

细胞, 因此, 我们利用Hu和APM的双阻断法分别获

图 2　小麦根尖分生组织细胞分裂周期蛋白质组变化的 SDS-PAGE 分析

A: 间期; B: 前期; C: 中期; D: 后 - 末期。

Fig. 2　2D SDS-PAGE analysis of proteome changes in the root meristems cell division cycle of wheat
A: interphase; B: prophase; C: metaphase; D: anaphase-telophase.
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表 1　蛋白质斑点的 MS/MS 质谱鉴定

Table 1　Identification of protein spots by MS/MS
斑点号 登录号 分子量(kDa) 等电点 序列覆盖率(%) 得分 蛋白质名称 生物学功能

No. spot No. accession Molecular Isoelectric Sequence coverage (%) Mascot score Protein name Biological function
weight (kDa) point

6 gi|255566821 111333 5.53 58% 7 5 Chromosome Chromosome formation

segregation and segregation
protein SMC

9 gi|5541663 80415 7.20 50% 4 4 Helicase DNA duplication
and energy metabolism

图 3　斑点 6、斑点 9 部分氨基酸序列的 MS/MS 质谱鉴定

Fig. 3　The partial amino acid sequences of spot 6 and spot 9 which were identified by MS/MS
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得前期、中期和后 - 末期高频率分裂细胞, 为我们

进行植物有丝分裂周期蛋白质组研究提供了可能。

蛋白质组分析表明, 有 14种蛋白质斑点在小麦

根尖分生组织细胞不同分裂期呈现出变化, 我们对其

中5个蛋白质斑点进行了质谱分析, 但有3个蛋白质

斑点由于含量偏低或所得出的结果得分值偏低, 而另

外 2 种斑点的归属得到鉴别, 其中斑点 6 为 chromo-
some segregation protein SMC, 斑点 9 为 helicase。
斑点 6 在间期不存在, 但进入细胞分裂的前期, 这个

蛋白质斑点被检测到, 并且在中期和后-末期始终存

在。斑点 9 则在前期、中期出现,  后 - 末期消失。

从这2个蛋白质基本生化功能分析, 它们是与染色体

组装、染色体分离、DNA 复制和能量产生有关的。

而这一功能是与细胞分裂周期事件相吻合的, 如在间

期细胞中, 我们不能观察到染色体的形态结构, 但到

了前期, 由于染色质凝集、染色丝经折叠组装成染

色体, 然后进一步折叠和螺旋化后形成明确可辨的染

色体, 最后着丝粒分裂, 2个姐妹染色体形成, 细胞分

裂进入后 - 末期。但目前我们还不能够确切了解这

2 个以及其它 12 个在实验中揭示的呈周期变化的蛋

白质在有丝分裂周期调控中的作用机理。

虽然蛋白质组学技术已经被用于很多生命科学

研究领域并取得很多进展[23~29], 但由于蛋白质技术高

度依赖数据库, 使得很多研究者新发现的蛋白质并不

能鉴别其归属, 本研究中也有类似的情况, 该工作中

新鉴定的 2 种蛋白质以及在细胞有丝分裂过程中新

检测到的蛋白质变化这一实验结果是以往没有报道

的, 因此对于研究植物细胞有丝分裂周期调控机理有

一定的参考意义。
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Inducement of High Frequency Mitotic Synchronization and Studies on
Cell Division Cycle Proteome of Root Meristem in Wheat
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Abstract        In this study, Hu and APM are utilized to increase the frequency of mitotic synchronism on
meristematic tissue in wheat. The frequency of induced synchronous prophase is 20%, metaphase is 79%, anaphase-
telophase is 27%. 2D SDS-PAGE analysis showed that the composition of mitotic cyclin in wheat was changed
periodically. In comparison with the map of interphase, 5 different protein spots (37 kDa/pI 6.6, 38 kDa/pI 6.8, 34
kDa/pI 7.2, 38 kDa/pI 7.5 and 15 kDa/pI 6.9) appeared in the map of prophase, 1 protein spot (28 kDa/pI 5.2)
disappeared. In the map of metaphase, 1 protein spot (21 kDa/pI 6.3) appeared and 2 different protein spots (51
kDa/pI 7.3 and 23 kDa/pI 6.1) disappeared. After meristematic cells turned into anaphase-telophase, 4 different
protein spots (37 kDa/pI 6.6, 51 kDa/pI 7.3, 23 kDa/pI 6.1 and 43 kDa/pI 6.6) appeared, and 1 protein spot (21 kDa/
pI6.3) was lost. In the whole cell cycle, 4 protein spots (37 kDa/pI 6.6, 51 kDa/pI 7.3, 23 kDa/pI 6.1 and 21 kDa/
pI 6.3) appeared and disappeared periodically. 2 protein spots were identified by MS/MS. spot 6 was identified as
chromosome segregation protein SMC, and spot 9 was identified as helicase protein. These identified protein spots
involved in chromosome formation and segregation, DNA duplication and energy metabolism.
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