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摘　 要： 橡胶树树皮质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 在橡胶树产排胶过程中扮演着重要角色，制备高纯度及高活性的质膜是

研究质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 特性和功能的必要条件。 该研究以一年生巴西橡胶树（Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ）树皮为材料，利
用差速离心法获得粗膜微粒体，通过两相分配法分离纯化质膜，并研究两相体系中不同浓度聚合物（５．９％、
６．１％、６．３％、６．５％、６．７％，Ｗ ／ Ｗ）和 ＫＣｌ（２、５、８、１１、１４ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１）对质膜蛋白得率和纯化效率的影响。 通过

Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法对质膜蛋白得率进行检测，同时采用酶活性检测法对质膜纯度进行检测，分析结果表明选用 ６．４％
（Ｗ ／ Ｗ）聚合物浓度和 ５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ＫＣｌ 组成的两相体系可获得较高纯度和得率的橡胶树树皮质膜。 通过电镜

观察法在形态学上对质膜纯度进一步评价，利用铅铀能侵染全部膜组分使其染色，而磷钨酸只能专一性地侵

染质膜并使其染色这一特性，分别使用铅铀和磷钨酸对切片进行染色，并通过透射电镜对切片染色程度进行

直接观察，结果表明提取的粗膜微粒体中质膜组分较少，存在大量的细胞器膜污染，而纯化后的质膜膜组分较

单一，其他膜组分污染较少，而且质膜大小较均一，可以用于进行后续橡胶树树皮质膜 Ｈ＋ －ＡＴＰａｓｅ 特性和功

能的研究。
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　 　 植物质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ，是一种典型的 Ｐ 型离子

泵，可通过调节细胞内的 ｐＨ 值，驱动物质的次级跨

膜运输，在植物对逆境胁迫的响应、种子萌发、气孔

的开闭、细胞的伸长生长、细胞极性生长等多种生理

过程中发挥着重要作用（Ｓｅｒｒａｎｏ，１９８９）。 同时，质
膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 还能通过多种调节系统，调控基因表

达水平以及自身活性，从而适应外部环境以及自身

生长发育周期的变化（Ｓｅｒｒａｎｏ ｅｔ ａｌ，１９８５）。 橡胶树

作为一种仅在热带地区（如海南、广东、云南等）能

够种植，且与国民生产生活及军用物资储备密切相

关的经济林木，其天然橡胶的产量一直备受关注。
在橡胶树产排胶过程中，往往需要树皮质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴ⁃
Ｐａｓｅ 的参与，质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 通过运输质子，使细

胞膜内外产生电化学梯度，改变胞内 ｐＨ，进而驱动

离子、ＡＴＰ 及糖类等物质向细胞内运输，满足橡胶

树乳管细胞在胶乳合成过程中对各类营养物质的需

求（Ｓｏｎｄｅｒｇａａｒｄ ｅｔ ａｌ，２００４）。
制备高纯度橡胶树树皮质膜，是进行橡胶树树

皮质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 深入研究的必要条件。 现阶段，
已知的质膜提取方法有自由电流法、蔗糖密度梯度

离心法和两相分配法。 由于前两种方法都存在显著

的缺陷，而不能被广泛应用。 两相分配法由于获得

的质膜纯度较高，操作步骤简单，易受科研工作者的

青睐，且已从烟草（ Ｊｉｎ ｅｔ ａｌ，２０１３； Ｍｏｎｇｒａｎｄ ｅｔ ａｌ，
２００４）、拟南芥（ Ｓａｎｔｏｎｉ ｅｔ ａｌ，１９９９）、水稻（Ｃｈｅｎ ｅｔ
ａｌ，２００７； Ｋｏｍａｔｓｕ，２００８； Ｔａｎａｋａ ｅｔ ａｌ，２００４）等数十

种植物组织中，分离得到较高纯度的质膜，但不同植

物材料之间存在很大差异性，造成质膜提取方法也

有很大不同，两相体系的聚合物浓度、ＫＣｌ 浓度、ｐＨ
值等因素均会影响质膜的纯化效率，其中聚合物和

ＫＣｌ 浓度的对质膜纯化效率的影响最为显著。
（Ｈａｔｔｉ⁃Ｋａｕｌ，２００１）。 本研究基于国内外提取植物质

膜的方法，根据橡胶树树皮材料的特点，以质膜蛋白

产率和标志酶纯度为标准，筛选得到两相体系中橡

胶树树皮质膜提取的最适聚合物浓度和离子浓度，
并通过透射电镜观察，进一步对质膜纯化前后在形

态学的差异进行比较，证明橡胶树树皮质膜提取方

法确实得到了优化，为接下来对橡胶树树皮质膜

Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 深入研究打下基础。

１　 材料与方法

１．１ 主要试剂

葡聚糖 Ｔ⁃５００（Ｄｅｘｔｒａｎ Ｔ⁃５００）；聚乙二醇 ３３５０
（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ ３３５０，ＰＥＧ ３３５０）；二硫苏糖醇

（ＤＬ⁃Ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ， ＤＴＴ）； 苯甲基磺酰氟 （ ｐｈｅｎｙｌ⁃
ｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅ， ＰＭＳＦ）；二硫苏糖醇 （ ＤＬ⁃
Ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，ＤＴＴ）；ＡＴＰ⁃Ｎａ２等。
１．２ 材料

于中国热带农业科学院苗圃中心，选取生长情

况基本相同的一年生芽接无性系‘热研 ７⁃３３⁃９７’橡
胶树，快速剥取其芽接处至以上 ３０ ｃｍ 距离的褐化

９８３３ 期 王帆等： 两相法分离纯化橡胶树树皮质膜



树皮，放入液氮中速冻留用。
１．３ 方法

１．３．１ 粗膜微粒体制备 　 称取一定质量的材料，以
１ ∶ ５（Ｗ ／ Ｖ）比例加入提取液：５０ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＭＯＰｓ⁃
ＢＴＰ（ ｐＨ ７． ５）； ０． ３ ｍｏｌ · Ｌ⁃１ 蔗糖； ２ ｍｍｏｌ · Ｌ⁃１

ＥＧＴＡ；２ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＥＤＴＡ；０．２％（Ｗ ／ Ｖ） ＢＳＡ；０．５％
（Ｗ ／ Ｖ）ＰＶＰＰ；５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＤＴＴ；５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１Ｌ⁃抗坏

血酸；０．５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＰＭＳＦ。 低温快速研磨，取匀浆

液，过滤，分装，１０ ０００×ｇ，１０ ｍｉｎ，４ ℃离心。 收集上

清液， 补 加 １ ｍＬ ＰＭＳＦ， 分 装 至 离 心 管 离 心，
１００ ０００×ｇ，３０ ｍｉｎ，４ ℃。 收集沉淀，重悬于少量重

悬液：０．３ ｍｏｌ·Ｌ⁃１蔗糖；５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１磷酸钾缓冲液；
２ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＤＴＴ；０．５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＰＭＳＦ。 液氮速冻，
保存于－８０ ℃备用。
１．３．２ 质膜的纯化　 质膜纯化过程皆在 ４ ℃中进行。
如图 １ 所示，取 ３ ｇ 微粒体加入到 ９ ｇ 两相系统：不

同浓度梯度（５．９％、６．１％、６．３％、６．５％、６．７％，Ｗ ／ Ｗ）
且等浓度的 Ｄｅｘｔｒａｎ Ｔ⁃５００ 和 ＰＥＧ ３３５０；０．３ ｍｏｌ·
Ｌ⁃１蔗糖；５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１磷酸钾缓冲液；不同浓度梯度

（２、５、８、１１、１４ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１）的 ＫＣｌ；无菌超纯水。 上

下颠倒，使其充分混匀，１ ５００×ｇ，５ ｍｉｎ，４ ℃ 离心。
取上相 Ｕ１⁃１，加入未使用下相 Ｌ２⁃１ 中，在剩余下相

Ｌ１⁃１ 中加入未使用上相 Ｕ２⁃１，颠倒混匀，１ ５００×ｇ，５
ｍｉｎ，４ ℃离心。 取上相 Ｕ１⁃２，加入未使用下相 Ｌ３⁃１
中，颠倒混匀，１ ５００ ×ｇ，５ ｍｉｎ，４ ℃ 离心。 取上相

Ｕ２⁃２，加入下相 Ｌ３⁃２ 中，颠倒混匀，１ ５００×ｇ，５ ｍｉｎ，４
℃离心。 收集上相 Ｕ１⁃３ 和 Ｕ２⁃３， 添加重悬液，
１００ ０００×ｇ，１ ｈ，４ ℃超高速离心。 收集沉淀，悬浮于

少量悬浮液：５０ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＭＯＰｓ – ＢＴＰ（ｐＨ７．５）；
０􀆰 ３ ｍｏｌ·Ｌ⁃１ 蔗糖；２ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＤＴＴ；１ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１

ＰＭＳＦ；０．１ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＥＤＴＡ。 将富含质膜的悬浮液

放入液氮中速冻后，放入－８０ ℃冰箱冻存。

图 １　 两相分配法纯化质膜
Ｆｉｇ． １　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｂｙ ａｑｕｅｏｕｓ ｔｗｏ⁃ｐｈａｓｅ ｐａｒｔｉｔｉｏｎ

１．３．３ 蛋白含量测定　 参照 Ｂｒａｄｆｏｒｄ（１９７６）的方法。
１．３．４ 标志酶活性检测　 取质膜蛋白 １５ ～ ４５ μｇ，加
入到酶反应液（ｐＨ 值分别为 ６．５、８．５、８．５）：５０ ｍｍｏｌ·
Ｌ⁃１ ＢＴＰ⁃ＭＥＳ，５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＭｇＳＯ４，５０ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＫＣｌ，
０．０２％ Ｂｒｉｊ ５８（Ｗ ／ Ｖ），１ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ （ＮＨ４） ２ＭｏＯ４分

别加入 ０． １ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ Ｎａ３ＶＯ４，１ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ＮａＮ３，５０
ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＫＮＯ３，加入 ４ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＡＴＰ⁃Ｎａ２启动反

应， ３７ ℃下水浴 ３０ ｍｉｎ； 然后加入 ０．２ ｍＬ 终止液：
１０％ ＳＤＳ 混匀，２ ｍｉｎ 后再加入 １ ｍＬ 显色液：２％浓

Ｈ２ＳＯ４（Ｖ ／ Ｖ），０．７％ （ＮＨ４） ２ＭｏＯ４（Ｗ ／ Ｖ），１ ｍＬ 双

蒸水，５０ μＬ １０％ Ｌ⁃抗坏血酸（Ｗ ／ Ｖ）。 ３０ ℃，水浴

３０ ｍｉｎ 后在波长 ７００ ｎｍ 处比色。 同等条件下，将失

活膜蛋白作为空白对照，制作无机磷标准曲线，对膜

蛋白酶活性进行测定。
１．３．５ 磷钨酸染色 　 参考 Ｒｏｌａｎｄ ｅｔ ａｌ（１９７２）的方

法，稍作修改。 粗膜微粒体和质膜提取液 １００ ０００×
ｇ，１ ｈ，４ ℃离心，除去上清，４％的戊二醛溶液中 ０ ℃
固定 １２ ｈ，磷酸钾缓冲液（ｐＨ７．８）冲洗，１％（Ｗ ／ Ｖ）
锇酸固定 ２ ｈ，磷酸钾缓冲液（ｐＨ７．８）再次冲洗。 使

用不同浓度梯度的酒精对样品进行脱水处理，丙酮

浸泡 １２ ｈ。 环氧树脂包埋，４５ ℃聚合 ２４ ｈ、６０ ℃聚

合 ２４ ｈ、７０ ℃聚合 ８ ｈ。 Ｌｅｉｃａ ＵＣ６ 型超薄切片机切

片，使用铅铀与磷钨酸对切片进行染色，并使用

ＨＴ７７００ 型透射电镜观察并拍照，鉴定质膜纯度。

２　 结果与分析

２．１ 筛选聚合物浓度与 ＫＣｌ 浓度的最佳配比

２．１．１ 聚合物浓度的筛选 　 两相体系在 ５ ｍｍｏｌ． Ｌ⁃１

ＫＣｌ 浓度下，以不同浓度聚合物（５．９％、６．１％、６．３％、

０９３ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



６．５％、６．７％，Ｗ ／ Ｗ）纯化橡胶树树皮粗膜微粒体，通
过获得质膜的蛋白产率及 Ｐ 型 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 对特异

性抑制剂 Ｎａ３ＶＯ４的敏感性，筛选出两相体系的最适

聚合物浓度。 如图 ２ 所示，当聚合物浓度由 ５．９％上

升至 ６．７％时，质膜蛋白产率降低，而对抑制剂的敏

感性升高，综合分析表明，两相体系纯化橡胶树树皮

质膜的最适聚合物浓度为 ６．４％。

图 ２　 不同聚合物浓度对质膜纯化效率的影响
９ ｇ 两相体系的 ＫＣｌ 浓度为 ５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１。 聚合物浓度为

６．７％（Ｗ ／ Ｗ）的两相体系纯化质膜，设其对 ＶＯ３
３⁃ ⁃ＡＴＰ

酶特异性酶活为 １００％ 求得相对酶活。
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｅｒｅｎｔ ｐｏｌｙｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ　 ９ ｇ ｔｗｏ⁃ｐｈａｓｅ ｓｙｓｔｅｍ
ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ＫＣｌ． ＶＯ３

３⁃ ⁃ＡＴＰａｓｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ Ｕ３ ｉｎ ６．７％ （Ｗ／ Ｗ） ｔｗｏ⁃ｐｈａｓｅ ｓｙｓｔｅｍ ａｓ １００％．

２．１．２ ＫＣｌ 浓度的筛选 　 选择 ６．４％聚合物浓度，以
不同浓度 ＫＣｌ （２、５、８、１１、１４ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１）对橡胶树

树皮微粒体进行分离纯化，通过获得质膜的蛋白产

率及 Ｐ 型 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 对特异性抑制剂 Ｎａ３ＶＯ４的敏

感性，筛选出两相体系的最适 ＫＣｌ 浓度。 如图 ３ 所

示，当 ＫＣｌ 浓度由 ２ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１上升到 １４ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１

时，质膜蛋白产率逐渐下降，对抑制剂的敏感度逐渐

升高。 综合分析表明，两相体系纯化橡胶树树皮质

膜的最适 ＫＣｌ 浓度为 ５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１。 选用 ６．４％（Ｗ ／
Ｗ）聚合物和 ５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＫＣｌ 的两相体系纯化质膜

后，可以得到较高产率的橡胶树树皮质膜。
２．２ 质膜纯度的鉴定

６．４％（Ｗ／ Ｗ）聚合物浓度和 ５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＫＣｌ 浓
度的两相体系 ３ 次纯化粗膜微粒体提取物，对纯化前

后的质膜 Ｈ＋⁃ＡＴＰ 酶活力检测，如表 １ 所示，通过差

速离心获得的粗膜微粒体提取液中质膜的纯度仅为

４４．１６％，而线粒体膜和叶绿体膜的污染达到了６．１０％，

图 ３　 不同 ＫＣｌ 浓度对质膜纯化效率的影响
９ ｇ 两相体系的聚合物浓度为 ６．４ ％（Ｗ ／ Ｗ）。 ＫＣｌ 浓度为

８ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１的两相体系纯化质膜，设其对 ＶＯ３
３⁃ ⁃ＡＴＰ

酶特异性酶活为 １００％求得相对酶活。
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｅｒｅｎｔ ＫＣｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ　 ９ ｇ ｔｗｏ⁃ｐｈａｓｅ ｓｙｓｔｅｍ
ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ６．４％ （Ｗ／ Ｗ） Ｄｅｘｔｒａｎ Ｔ⁃５００ ａｎｄ ＰＥＧ ３３５０．

ＶＯ３
３⁃ ⁃ＡＴＰａｓｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ８ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１

ＫＣｌ ｔｗｏ⁃ｐｈａｓｅ ｓｙｓｔｅｍ ａｓ １００％．

表 １　 粗膜微粒体和纯化后质膜的纯度比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｍｉｃｒｏｓｏｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ

ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ

标志酶敏感性∗
Ｍａｒｋ ｅｎｚｙｍｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

特异部位
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｆｒａｃｔｉｏｎ

粗膜微粒体
Ｍｉｃｒｏｓｏｍｅ

质膜组分
Ｐｌａｓｍａ

ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｆｒａｃｔｉｏｎ

ＶＯ３
３⁃－ＡＴＰａｓｅ（ｐＨ６．５） 质膜

Ｐｌａｓｍａ
ｍｅｍｂｒａｎｅ

４４．１６ ± ２．６８ ７８．０５ ± ２．１７

ＮＯ３⁃－ＡＴＰａｓｅ（ｐＨ８．５） 液泡膜
Ｔｏｎｏｐｌａｓｔ

１９．３７ ± ２．２６ ７．１８ ± １．２４

ＮａＮ３－ＡＴＰａｓｅ（ｐＨ８．５） 线粒体
叶绿体膜

Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ
ａｎｄ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

ｍｅｍｂｒａｎｅ

６．１０ ± １．５８ １．０８ ± ０．８７

　 注： 表中数据为 ３ 次实验的平均值±标准差表示。 两相体系由 ６．４％（ｗ ／ ｗ）
聚合物和 ５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＫＣｌ 构成。 ∗． 敏感性（％）＝ 被抑制的 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活
力 ／ 总 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活力×１００％。
　 Ｎｏｔｅ： Ｔｈｅ ｄａｔａ ｓｔａｎｄ ｆｏｒ ｘ±ｓ， ｎ＝ ３． Ｔｗｏ⁃ｐｈａｓｅ ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ６．４％ （ｗ ／ ｗ）
Ｄｅｘｔｒａｎ Ｔ⁃５００ ／ ＰＥＧ ３３５０ ａｎｄ ５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＫＣｌ ∗． Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ （％）＝ Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ／ ｔｏｔａｌ ＡＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ×１００％．

液泡膜的污染更是达到了 １９．３７％。 通过两相法 ３
次纯化后的质膜悬浮液质膜纯度达到了７８．０５％，线
粒体膜和叶绿体膜的污染减少到 ７．１８％，液泡膜的

污染也减至 １．０８％，得到了纯度较高的质膜。
铅铀能侵染所有膜组分（质膜、细胞器膜等）使

其染色， 而磷钨酸只能特异性地侵染质膜囊泡并使
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图 ４　 橡胶树树皮膜组分的电镜图　 Ａ． 铅铀染色； Ａ１． 微粒体； Ａ２． 质膜； Ｂ． 磷钨酸染色； Ｂ１． 微粒体； Ｂ２． 质膜。
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｒｕｂｂｅｒ ｔｒｅｅ ｂａｒｋ 　 Ａ． Ｓｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｕｒａｎｙｌ ａｃｅｔａｔｅ⁃ｌｅａｄ

ｃｉｔｒａｔｅ； Ａ１． Ｍｉｃｒｏｓｏｍｅ； Ａ２． ＰＭ ｆｒａｃｔｉｏｎ； Ｂ． Ｓｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｏｓｐｈｏｔｕｎｇｓｔｉｃ ａｃｉｄ； Ｂ１． Ｍｉｒｏｓｏｍｅ； Ｂ２． ＰＭ ｆｒａｃｔｉｏｎ．

其染色，通过透射电镜直观地观察切片的染色程度，
根据不同切片中染色膜组分的复杂程度，可以判断出

质膜纯度。 本研究为进一步评价提取质膜的纯度，对
橡胶树树皮粗膜微粒体和纯化后的质膜分别进行染

色及电镜观察，磷钨酸染色检测质膜纯度结果如图 ４
所示，Ａ１、Ｂ１ 为粗膜微粒体提取物，由铅铀染色可以

看出其组分比较复杂，存在着大量的细胞器膜污染，
磷钨酸染色能够观察到，只有少量着色质膜囊泡，说
明粗膜微粒体提取物中的质膜囊泡含量较少。 Ａ２、
Ｂ２ 为质膜提取物，其膜组分比较单一，大部分囊泡能

被磷钨酸侵染并染色，且囊泡分布较均一，大小较一

致，表明此方法提取的质膜纯度较高。

３　 讨论

目前对橡胶树树皮质膜的提取方法鲜有报道，

本研究取一年生芽接无性系橡胶树‘热研 ７⁃３３⁃９７’
树皮，通过聚合物浓度为 ６．４％（Ｗ ／ Ｗ），ＫＣｌ 浓度 ５
ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１的两相体系的纯化，能提取得到纯度及产

率均较高的质膜。 同为落叶乔木的桑树，选用聚合

物浓度为 ５．６％（Ｗ ／ Ｗ），ＫＣｌ 浓度为 ３０ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１的

两相体系对树皮质膜纯化，可获得纯度和产率都较

高的质膜（Ｙｏｓｈｉｄａ，１９８４），即不同植物的相同部位，
其质膜提取的条件可能存在较大差异。 而同一植物

的不同部位，由于质膜类型不同，其分离纯化质膜的

所适宜的两相体系也有所不同（王建华等，１９９４），
如玉米幼苗叶片生长部位 （胡章立和荆家海，
１９９８）、玉米精细胞（徐恒平和曹宗巽，１９９７； 张一洪

等，１９９５）等的提取方法，因此针对不同植物，或者

相同植物的不同部位，需要针对性地建立合适的分

离纯化体系，从而获得较高纯度和产率的质膜。
常用的质膜纯度检测方法有酶活性测定法，电
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镜观察法，免疫印迹法等，由于质膜提取过程容易被

其他内膜系统（ 如液泡膜、内质网膜和高尔基体膜

等）污染。 通常采用 ２ 种或 ２ 种以上的检测方法评

价质膜的纯度。 酶活性测定法结合电镜观察法是一

种较为常用的质膜纯度检测方法，该方法已被用于

南极红酵母（刘均玲等，２００８）、水稻叶片（何磊等，
２０１２）、地被菊叶片（沈漫，２００４）等质膜纯度的检

测。 酶活性检测法利用不同抑制剂能够专一性地抑

制不同囊泡上的标志酶这一特性，对不同囊膜上的

标志酶活性进行检测，并计算出提取的质膜纯度和

其他细胞器囊膜的污染程度。 电镜观察法是形态学

上检测质膜纯度的强有力手段，可直接观察膜结构，
检测膜组分的复杂程度。 本研究结果表明两相体系

纯化 ３ 次的质膜， 其质膜标准酶 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 对

Ｎａ３ＶＯ４敏感性很高，而对 ＫＮＯ３、ＮａＮ３ 的敏感性很

低，说明该提取物中的质膜纯度较高，其他细胞器囊

膜较少。 同时电镜观察法表明质膜膜组分较均一，
其他膜组分污染较少，质膜纯度较高。

橡胶树树皮质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 在橡胶树的生命过

程中发挥着重要的调节作用，本研究通过对两相体

系中聚合物浓度和 ＫＣｌ 浓度进行筛选，确立了橡胶

树树皮质膜分离纯化的方法，为橡胶树树皮质膜特

性及质膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 功能的后续研究奠定了基础。
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