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春小麦种子脱水蛋白的检测及其积累动态
Ξ

王海庆, 沈裕虎
(中国科学院西北高原生物研究所, 青海西宁 810001)

摘　要: 植物种子对细胞脱水具有高度的耐受性, 研究种子的细胞脱水保护机制对植物的抗旱性改良具有

重要参考价值。为了给种子脱水保护机制的研究提供信息, 以 8 个春小麦品种为试材, 利用免疫印迹方法对种

子中的脱水蛋白成分进行了检测和初步的比较, 结果发现, 在不同春小麦品种间, 种子脱水蛋白成分存在差异,

即具有多态性。春小麦种子脱水成熟过程中, 脱水蛋白从乳熟期开始积累, 到蜡熟期以后脱水蛋白条带数不再

增加, 而只表现为量的增加。
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Immunolog ica l D etection and Tempora l Accumula tion of
D ehydr in s in Spr ing W heat Kernel

WANG Ha i-q ing, SHEN Yu-hu
(Northw est P lateau Institute of B io logy, the Chinese A cadem y of Sciences, Xining, Q inghai 810001, Ch ina)

Abstract: P lan t seed had great to lerance to ex trem e cellular dehydration. E lucidating the m echam ism of

seed to lerance to dehydration would p rovide valuable clues to p lan t drough t to lerance imp rovem en t. D ehy2
drins w ere know n as a group Ê later em bryogenesis abundance p ro teins that function in p ro tection of cellu2
lar m acromoleculars under cellular dehydration caused by abio tic stresses. Imm uno2blo t w h ich using an ti2
bodies against a conserved dehydrin am ino acid sequence w as used to detect dehydrins in kernels from dif2
feren t sp ring w heat cultivars. Po lymorph ism w as found in dehydrins among differen t sp ring w heat vari2
ties. T he temporal pattern of accum ulation during kernel developm en t indicated an increase in dehydrins

from stage of m ilky ripeness and w ith m ax im um levels detected at stage of comp lete ripeness. T he compo2
nen ts of dehydrins reached the culm ination at stage of w axy ripeness.
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干旱是影响植物生长发育及其地理分布的非生物因素之一, 也是农业生产的重要限制因子。提高农

作物的抗旱性, 使其在干旱缺水环境下获得较高的产量是雨养地区的主要育种目标之一。植物抗旱机理

的研究, 是农作物抗旱改良的基础。植物在受到干旱胁迫时会在体内发生一系列生理生化上的变化, 来

抵御不利环境所造成的伤害, 如合成脱落酸引起气孔关闭, 产生小分子渗透调节物质以及合成对细胞内

生物大分子具有保护作用的蛋白质等。脱水蛋白属于L EA 蛋白家族, 在植物受到干旱、高盐以及寒冷等

可能引起细胞脱水的胁迫下, 在细胞内广泛表达, 并大量合成[1, 2 ]。脱水蛋白在结构上存在一个保守的具

有兼性的 Α2螺旋结构域, 被称为 K 片段, 在细胞脱水状态下对胞内的生物大分子具有保护作用, 其作用

方式可能与分子伴侣相类似[3 ]。构成 K 片段的氨基酸序列在被子植物中具有高度的保守性, 利用这段

多肽片段为抗原制备的抗体可以广泛识别来自多种植物中的脱水蛋白成分[2 ]。现在已经发现, 脱水蛋白

在体外对反复冻融的酶蛋白的活性具有保护作用, 而且还具有和抗冻蛋白一样的热滞后和抑制冰晶生

长的特性[4 ]。除了脱水胁迫能够引起脱水蛋白的表达外, 在植物器官如花粉和种子的成熟过程中以及外

源脱落酸处理等也能引起脱水蛋白的表达和积累[3 ]。在抗旱作物的选育中, 基因型间的差异是选择的基

础。实际上除了在不同基因型间存在差异外, 在植物同一个体的不同器官之间也存在差异, 这种差异在

Ξ 收稿日期: 2005203229　　　　修回日期: 2005205221

基金项目: 中国科学院西北高原生物研究所所长择优基金项目; 中国科学院西北高原生物研究所知识创新工程重
点领域项目; 中科院、中组部西部之光人才培养计划项目。

作者简介: 王海庆 (1971- ) , 男, 助理研究员, 博士, 从事植物抗逆和抗病生化与分子生物学研究。



© 1994-2009 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

种子上表现得尤为突出。在种子成熟后其含水量低于 10% , 但是在遇到合适的条件后仍然能够重新获

得活力而萌发, 其中必然存在相应的非常完善的细胞脱水保护机制。因此, 以种子作为模式, 研究细胞脱

水保护机制, 对于抗旱育种具有重要的参考价值。本试验对不同小麦品种间脱水蛋白的差异进行了检

测, 并对种子成熟过程中脱水蛋白的积累动态进行了分析, 希望为种子脱水保护机制的研究提供前期的

基本信息。

表 1　供试小麦品种基本信息
Table 1　Spr ing whea t cultivars used

品种　Cultivars 育成地　O rigin

高原 602　Gaoyuan 602 青海　Q inghai

青春 533　Q ingchun 533 青海　Q inghai

高原 338　Gaoyuan 338 青海　Q inghai

互助红　Huzhuhong 青海　Q inghai

和尚头　Heshangtou 甘肃　Gansu

甘麦 8 号　Ganm ai 8 甘肃　Gansu

定西 24　D ingxi 24 甘肃　Gansu

佛手麦　Fuoshoum ai 青海　Q inghai

1　材料与方法
1. 1　实验材料

选自甘肃和青海的春小麦品种 8 份 (表 1) , 以中国春为对

照, 进行成熟种子脱水蛋白的检测。种子成熟过程中脱水蛋白积

累动态变化分析以青春 533 为材料。

1. 2　试剂

兔抗脱水蛋白抗体为 Stressgen 公司产品, 辣根过氧化物酶

偶连的山羊抗兔 IgG 二抗购自北京中山生物技术有限公司。辣

根过氧化物酶荧光底物检测试剂盒为Roche 公司产品。低分子

量蛋白质标准为上海丽珠公司产品。蛋白浓度测定试剂盒为

B io2R ad 公司产品。其余试剂为国产或进口分析纯。

1. 3　实验方法

1. 3. 1　种子抗热变性蛋白提取　小麦种子抗热变性蛋白提取参照W erner2F raczek 等[5 ]的方法进行。单

粒种子研碎后, 加入 500 ΛL 提取缓冲液 (30 mmolöL T ES, 50 mmolöL N aC l, 1 mmolöL PM SF, pH 7. 5)

在冰浴中充分匀浆, 然后在 14 000 röm in, 4℃离心 10 m in。取上清液继续在 14 000 röm in, 4℃离心 10

m in, 弃去沉淀, 保留上清。将最终获得的上清液在沸水浴中加热 10 m in 后在冰上冷却, 14 000 röm in,

4℃离心 10 m in, 取上清液测定蛋白浓度并制备 SD S2PA GE 样品。

1. 3. 2　SD S2PA GE 和免疫印迹检测　SD S2PA GE 参照L aemm li[6 ]的方法, 浓缩胶浓度为 4% , 分离胶

浓度为 12. 5%。电泳结束后参照 Tow bin [7 ]的方法电转移到硝酸纤维膜上。转到膜上的蛋白条带经过丽

春红染色检测转移效果后, 在含有 5% 脱脂奶粉的 TBST 缓冲液中室温下封闭 1 h 或在 4℃冰箱中过

夜。之后经过少量TBST 漂洗, 在含有 0. 5% 脱脂奶粉的TBST 缓冲液中和 1∶2 500 工作浓度的一抗室

温下孵育 1. 5 h, 将硝酸纤维素膜用TBST 漂洗两次, 每次 10 m in。将经过一抗孵育并漂洗过的膜在 1∶

5 000 的二抗中进行孵育, 除了将一抗换为二抗外, 其余条件和一抗孵育时相同。二抗反应结束, 用 TB2
ST 漂洗三次, 每次 30 m in。最后用辣根过氧化物酶荧光底物检测试剂进行检测, 用X 光胶片曝光记录

结果。

1. 3. 3　小麦种子成熟过程中脱水蛋白积累动态分析　开花期对大田种植的青春 533 同一天开花的麦

穗进行标记, 花后一周开始分期取样直至完全成熟。每次取穗中部籽粒, 迅速投入液氮中带回室内, 转到

- 75℃保存。同时取 10 穗中的籽粒测定含水量。在进行种子脱水蛋白检测中, 将提取的种子总蛋白进

行蛋白含量测定后, 调整各样品到相同的蛋白含量, 然后进行沸水浴处理后制备SD S2PA GE 样品。SD S2
PA GE 和免疫印迹条件均同前述。

2　结果与分析
2. 1　不同春小麦品种种子脱水蛋白的差异

由于脱水蛋白具有抗热变性的特性, 因此对提取的种子总蛋白进行沸水浴加热处理, 离心后去除热

敏感的蛋白成分, 然后对获得的抗热变性蛋白成分中的脱水蛋白进行免役印迹鉴定 (图 1)。在实验中使

用的抗体是利用脱水蛋白中保守的 K 结构域片段为抗原制备而成, 可对包括小麦在内的多种植物中的

脱水蛋白成分进行特异性的识别。为了验证结果的可靠性, 在实验中以中国春作为对照, 将获得的结果

和已有文献[5 ]中报道的结果进行比较, 结果表明两者相同。通过对来自甘肃青海两省的 8 个小麦品种的

鉴定, 发现能与脱水蛋白抗体发生反应的条带主要集中在 14～ 25 kD和 41～ 44 kD的分子量范围中。在
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　1. 高原 602; 2. 青春 533; 3. 高原 338; 4. 互助红; 5. 和尚头;
6. 甘麦 8 号; 7. 定西 24; 8. 佛手麦; 9. 中国春
1. Gaoyuan 602; 2. Q ingchun 533; 3. Gaoyuan 338;
4. Huzhuhong; 5. Heshangtou; 6. ganm ai 8; 7. D ingxi 24;
8. Fuoshoum ai; 9. CS

图 1　春小麦成熟种子脱水蛋白的免疫印迹鉴定
F ig. 1　Immunoblot ana lysis of dehydr in s in kernels

from differen t spr ing whea ts

41 kD 左右处除了佛手麦只存在一条带之外, 其

余品种均存在两条明显的条带。在不同春小麦品

种间, 种子脱水蛋白免疫印迹条带数和分子量大

小上均存在差异。佛手麦为四倍体小麦, 染色体组

成为AABB, 而其它染色体组成均为AABBDD 的

六倍体小麦, 因此 43 kD 分子量脱水蛋白条带可

能与D 组染色体有关。

2. 2　春小麦种子成熟进程中脱水蛋白的积累变

化特点

脱水蛋白在种子发育过程中, 伴随着种子的

脱水而积累。通过对青春 533 不同时期种子中抗

热变性蛋白的 SD S2PA GE 电泳检测, 发现在相同

含量的种子总蛋白中, 小麦种子成熟过程中抗热

变性蛋白成分含量呈现逐步上升的趋势, 而且条

带数量也明显增多 (图 2)。对这些抗热变性蛋白

利用脱水蛋白抗体进行免疫印迹结果表明脱水蛋

白也呈现逐步积累的趋势, 在种子含水量降低到

50% 左右时就已经开始合成积累, 到种子完全成

图 2　种子成熟进程中抗热变性蛋白的 SD S-PAGE
F ig. 2　SD S-PAGE prof ile of hea t toleran t

prote in s dur ing kernel developmen t
　　　　

图 3　种子成熟进程中脱水蛋白的免疫印迹鉴定
F ig. 3　Immunoblot ana lysis of dehydr in s

dur ing kernel developmen t

图 4　种子含水率变化曲线。
F ig. 4　Wa ter con ten t dur ing kernel developmen t

熟时达到最高 (图 3, 图 4) , 此时种子发育进入乳熟

期, 一般已经具有萌发能力。从脱水蛋白不同成分来

看, 伴随着种子含水量的降低, 首先出现约 25 kD 的

条带, 然后在含水量降低到 45% 左右时 43 kD 条带

出现。到含水量为 35% 时种子已经达到农艺学上的

蜡熟期, 免疫印迹条带数目与完全成熟时种子基本

相同, 而只表现出量上的差别 (图 3, 图 4)。

3　讨 论
脱水蛋白作为在高温或低温、高盐、干旱以及发

育过程中随着植物细胞脱水而产生的一类蛋白, 现

在普遍认为在细胞脱水情况下, 对生物大分子和细

胞膜具有保护作用。此外, 还发现脱水蛋白具有抑制冰晶生长、降低溶液冰点的抗冻特性[4 ]。在经过了冷

适应锻炼的植物中, 脱水蛋白呈现大量积累[8, 9 ]。成熟植物种子含水量降低到 10% 以下后, 在经受极端

脱水过程后, 细胞仍然能够保持活力。因此种子可以作为研究植物细胞脱水保护机制的一个模式系统。

在本研究中, 小麦种子在成熟脱水过程中, 抗热变性蛋白的相对含量逐步提高, 脱水蛋白成分只是其中
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的一部分。这些除了脱水蛋白以外的对热不敏感的蛋白质成分在种子脱水保护中发挥何种功能, 是非常

令人感兴趣的问题。

在小麦、玉米和大麦中发现脱水蛋白和春化反应、生育期、植株高度以及抗寒性等性状相连

锁[10～ 14 ]。在本试验中发现春小麦种子脱水蛋白的电泳条带在不同品种间存在差异, 即存在多态性。那么

是否可以通过将种子脱水蛋白和小麦的抗旱性相联系, 作为筛选抗旱品种的一个指标或标记, 是值得探

讨的问题。由于本试验中只对少数几个春小麦品种的种子脱水蛋白进行了检测, 尚不能对此给予明确回

答。因此对此还需要对大量小麦品种的样品进行检测和统计分析。
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括优良家畜品种, 牧草种子, 各种饲料添加剂, 肉、乳、蛋、毛、皮畜产品, 兽药和疫苗, 仪器设备, 牧业机械及各种情报信
息。热忱欢迎各地广大广告客户来人来函联系广告业务。

欢迎订阅　欢迎赐稿　欢迎惠登广告
广告经营许可证: 新工商广字: 6501024000031 号　　　帐　号: 00440104001279

开户银行: 中国农行新疆分行乌鲁木齐友好路支行营业室　银行行号: 103881000445 (也可直接汇款至本刊编辑部)

地　址: 乌鲁木齐市克拉玛依东路 21 号 新疆畜牧科学院《草食家畜》编辑部

邮　编: 830000　　　　　电话: (0991) 4843824　　　　　　联系人: 刘金定

·99·5 期 王海庆等: 春小麦种子脱水蛋白的检测及其积累动态


