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水分胁迫对山黧豆萌发中蛋白质和
游离氨基酸的影响
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　　[摘　要 ]　对山黧豆 (L athy rus sa tivus)进行不同浓度 PEG 胁迫处理,研究水分胁迫对山黧豆种子萌发过程中

蛋白质和游离氨基酸的影响。结果表明,水分胁迫能导致山黧豆根芽和子叶可溶性蛋白质含量增加,非可溶性蛋白

质分解受到抑制;子叶游离氨基酸含量降低,而根芽游离氨基酸含量增高,尤其是丙氨酸、异亮氨酸、脯氨酸和精氨

酸。随着种子萌发时间的延长,根芽 Β2ODA P 含量逐渐增加,而子叶 Β2ODA P 却降低; 在水分胁迫下子叶和根芽 Β2

ODA P 含量均增加。
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　　普通栽培山黧豆 (L a thy rus S a tivus)系一年生

豆科作物,抗旱、抗寒、耐贫瘠,蛋白质丰富 (可高达

230 gökg 以上) , 适于西北高寒、干旱地区种植, 并

有保持水土的作用[1 ]。山黧豆具有较强的抗逆性,是

一种较好的抗性作物材料,但有关渗透胁迫下,山黧

豆种子萌发过程中蛋白质和游离氨基酸的变化与其

抗旱性的关系尚未见报道。研究山黧豆的抗旱机理,

不仅可以为深入研究该作物抗旱基因提供信息[2 ] ,

也为不同植物材料研究植物抗旱机理提供依据。本

研究旨在探讨水分胁迫对山黧豆种子萌发过程中根

芽和子叶蛋白质和游离氨基酸的影响,为进一步研

究山黧豆抗旱机制奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

　　以中毒 ( Β2N 2草酰2L 22, 32二氨基丙酸, Β2N 2
O xalyl2L 22, 32D iam inop ropano ic acid, 缩 写 Β2
ODA P)栽培山黧豆 (品种由陕西省农科院于精忠研

究员提供)为材料, 人工选种, 用 T TC 法测定种子

活力为 90% ,用 2 göL 的H gC l2 消毒 20 m in,然后

用蒸馏水洗 6～ 7次,风干备用。

1. 2　试验处理

设置 3个处理,处理 1用蒸馏水培养作为对照,

处理 2和处理 3分别用不同浓度的 PEG (渗透势为

- 0. 6和- 0. 8 M Pa)溶液胁迫处理。在直径为 15

cm 培养皿中萌发,每皿 100粒,于 25 ℃±1 ℃培养

箱中,定期更换培养液,每 24 h 采样 1次,分离根芽

和子叶进行鲜样分析。

1. 3　蛋白质分析

按杨浚等[3 ]的方法, 称取 0. 20 g 根芽和子叶,

加 1 mL 1 moL öL pH 5. 0 的柠檬酸缓冲液研磨提

取,离心 15 m in,上清液测定可溶性蛋白质,沉淀加

入 1 mL 1 mo löL N aOH 溶解,在 90℃水浴加热 20

m in, 离心, 上清液测定非可溶性蛋白质, 蛋白质含

量采用考马斯亮兰 G250法检测。

1. 4　游离氨基酸和 Β2ODA P 的测定

游离氨基酸的测定依据宋治军等[4 ]的分析方

法; Β2ODA P 的分析采用李天荣等[5 ]的分析方法。

2　结果与分析

2. 1　可溶性蛋白质

　　山黧豆种子在萌发过程中,经不同浓度 PEG 溶

液胁迫处理,根芽和子叶可溶性蛋白质含量变化如

图 1 (a, b)所示。图 1 (a, b)表明,随着胁迫强度的增

加,根芽和子叶中可溶性蛋白质含量增加,胁迫处理

均高于对照。在萌发后前 4 d,根芽中可溶性蛋白含

量降低幅度较大, 4～ 7 d 下降趋于平缓,从 7 d 后含

量又逐渐增加; 子叶中可溶性蛋白质含量在前 4 d
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急剧增加,从 5 d 以后快速下降。

2. 2　非可溶性蛋白质

山黧豆种子含有大量的蛋白质,为种子萌发提

供了充足的氮源。水分胁迫下,山黧豆萌发过程中根

芽和子叶非可溶性蛋白质含量的变化如图 1 (c, d)

所示。图 1 (c, d)表明,根芽和子叶非可溶性蛋白质

含量随着水分胁迫的增强而增加,而且均高于对照;

根芽非可溶性蛋白质在萌发 5 d 后快速下降, 7 d 后

趋于平缓; 子叶非可溶性蛋白质在萌发前 3 d 逐渐

增加,然后不断降低。

2. 3　游离氨基酸

水分胁迫下,山黧豆种子在萌发过程中,根芽总

游离氨基酸 (F ree Am ino A cid, 简写 FAA )高于子

叶, 二者的变化趋势相似 (见表 1) ,总 FAA 随着种

子萌发逐渐增加。根芽脯氨酸、谷氨酸和丝氨酸最

高,约占总 FAA 的 68%～ 85% ,是其生长的主要氨

基酸,其次是丙氨酸、精氨酸、缬氨酸和天冬氨酸,其

余氨基酸含量较少。子叶氨基酸的变化与根芽相似,

其中脯氨酸、谷氨酸和丝氨酸约占总 FAA 的 65%

～ 71% ,不同的是组氨酸、赖氨酸、苯丙氨酸和异亮

氨酸含量较高,这些必需氨基酸通过蛋白酶水解后

在子叶中以游离态存在,然后进一步代谢,为根芽生
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长提供了含氮化合物。
表 1　山黧豆种子萌发中游离氨基酸含量

T able 1　Conten ts of free am ino acids in L anthy rus S a tivus L. seed germ ination m gög

处理
T reatm en t

部位
Partit ion

丙氨酸
A lan ine

异亮氨酸
Ileu ine

精氨酸
A rgin ine

脯氨酸
P ro line

总游离氨基酸
To tal free am ino acid

2 d 4 d 6 d 8 d 2 d 4 d 6 d 8 d 2 d 4 d 6 d 8 d 2 d 4 d 6 d 8 d 2 d 4 d 6 d 8 d

1 根芽
Sp rout

1. 43 0. 46 0. 35 0. 28 0. 08 0. 018 0. 018 0. 014 0. 29 0. 023 0. 083 0. 16 2. 19 7. 36 9. 57 13. 00 7. 87 13. 09 11. 97 22. 58

子叶
Co tyledon

0. 42 0. 45 0. 18 0. 42 0. 055 0. 094 0. 22 0. 40 0. 18 0. 33 0. 38 0. 43 0. 76 2. 73 74. 36 10. 33 3. 38 9. 17 9. 40 19. 18

2 根芽
Sp rout

1. 84 2. 26 3. 22 2. 40 0. 088 0. 23 0. 18 0. 081 0. 39 0. 43 0. 31 0. 11 3. 62 7. 06 11. 07 19. 82 8. 39 1. 481 18. 38 30. 86

子叶
Co tyledon

0. 27 0. 38 0. 085 0. 54 0. 094 0. 16 0. 14 0. 29 0. 21 0. 36 0. 42 0. 52 0. 73 2. 62 6. 15 9. 65 3. 17 9. 03 9. 24 18. 50

3 根芽
Sp rout

2. 26 2. 52 3. 20 2. 71 0. 17 0. 26 0. 30 0. 14 0. 65 0. 59 0. 80 0. 90 2. 96 11. 88 13. 45 17. 73 8. 81 21. 67 19. 69 28. 06

子叶
Co tyledon

0. 43 0. 55 0. 082 0. 27 0. 10 0. 27 0. 21 0. 16 0. 25 0. 30 0. 34 0. 51 0. 71 2. 08 5. 78 7. 84 3. 07 6. 76 81. 32 15. 52

　　从表 1可以看出,山黧豆种子萌发过程中,随着

PEG 浓度增加,子叶总 FAA 含量降低,说明水分胁

迫抑制子叶贮藏蛋白质的降解,从而减少了营养物

质向根芽的运输。在萌发后前 4 d,根芽总 FAA 含

量随水分胁迫增强而降低, 4 d 后则随着胁迫的增

强而增加,说明水分胁迫抑制根芽蛋白质合成,导致

根芽生长减慢。试验结果 (表 1)表明,根芽游离脯氨

酸随胁迫的加强而增加,子叶脯氨酸含量则随着胁

迫的增强而减少,表明根芽中脯氨酸增加与其他禾

谷类作物一样是适应逆境而合成的,子叶中脯氨酸

的降低是蛋白水解受到了抑制。

根芽 Β2ODA P 是山黧豆非蛋白质氨基酸,图 2a

表明,根芽在萌发的前 5 d 逐渐增加,然后下降; 子

叶 Β2ODA P 在萌发后前 2 d 逐渐增加,并高于根芽,

然后不断下降 (图 2b) ,表明山黧豆种子含有大量的

Β2ODA P (该物质长期食用可引起人下肢瘫痪) , 随

着萌发而降解。在胁迫条件下根芽和子叶中 Β2
ODA P 含量增加。

图 2　水分胁迫对山黧豆萌发中根芽和子叶 Β2N 2草酰2L 22, 32二氨基丙酸 (Β2ODA P)的影响
a. 根芽中 Β2ODA P 的含量; b. 子叶中 Β2ODA P 的含量

——. CK; - ·- ·- . 0. 6 M Pa; - ··- ··- . - 0. 8 M Pa; 2222222. - 1. 0 M Pa

F ig 2　Change of the Β2N 2O xalyl2L 22, 32D iam inop ropano ic acid (Β2ODA P) level in sp rou t and co tyledon of the
L athv rus S a tivuπs seed by w ater stress during the germ ination

a. T he con ten t of Β2ODA P in sp rou t; b. T he con ten t of Β2ODA P in co tyledon
——. CK; - ·- ·- . 0. 6 M Pa; - ··- ··- . - 0. 8 M Pa; 2222222. - 1. 0 M Pa
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3　讨　论

种子萌发吸水与生命代谢活动密切相关,干旱

影响种子吸水,推迟种子萌发生长。M cgrain 等[6 ]认

为,大豆种子含有蛋白酶抑制剂,种子吸胀开始就启

动了蛋白酶抑制剂的降解过程,通常种子蛋白酶抑

制的启动和降解早于种子贮藏蛋白。不同的豆类启

动的时间不同, 绿豆种子吸胀 48 h, 其主要抑制剂

组分大量消失[7 ] ,大豆种子萌发 5 d 左右[8 ] ,稗草种

子萌发 7 d [9 ] ,所有参与蛋白酶抑制剂降解的蛋白水

解酶,在种子萌动后均开始表现活性,并在萌发过程

中逐渐增加。山黧豆种子在萌发过程中非可溶性蛋

白质在萌动后前 3 d 增加,尔后下降,表明该种子蛋

白酶主要抑制剂萌动 3 d 后开始消失,使贮藏蛋白

逐渐降解。另外水分胁迫能抑制蛋白酶抑制剂的解

离[10 ] ,水分胁迫愈大, 种子萌发过程中子叶非可溶

性蛋白质含量愈高 (见图 1d)。

种子萌发是贮藏蛋白质在蛋白酶作用下水解为

游离氨基酸的过程,氨基酸通过脱羧或转氨作用进

一步转变为可溶性氮化物及能量。Palm iano 等[11 ]对

水稻种子萌发的研究表明,不溶性蛋白质含量显著

下降,可溶性氨基酸和可溶性蛋白质不同程度增加,

山黧豆子叶非可溶性蛋白质降解为游离氨基酸,运

输到根芽中重新合成新的蛋白质和其他物质。

Belo ley 等[12 ]对小麦胚乳蛋白质降解的研究认为,

Glu, P ro , A rg 和 Gln 为小麦幼苗蛋白质合成提供

了 90%氮源, 并且A la, Gly, L ys, A sp 和A rg 是以

氮素形式运输到幼苗供其生长, 山黧豆萌发中,

Glu, P ro 和 Ser 含量最高时约占总游离氨基酸的

70% (表 1) ,是代谢的主要氮源,与禾谷类种子萌发

相似。水分胁迫使山黧豆根芽游离氨基酸增高,这些

游离氨基酸的增加,对维持植物水势起到渗透调节

作用,同时,也是胁迫下植物贮存物质和能量的一种

形式,以免造成过多的损害消耗并缓解分解产物引

起的毒害[13 ]。在水分胁迫下,山黧豆子叶游离氨基

酸的含量降低,表明胁迫抑制根芽蛋白质合成的同

时也阻止子叶蛋白质的分解。Khadem i[14 ]对正在萌

发的豌豆种子的研究认为,水分胁迫抑制种子贮藏

蛋白质的降解,这与笔者对山黧豆种子萌发的研究

结果相似,说明山黧豆种子在萌发过程中,水分胁迫

的程度直接影响贮藏蛋白质降解为游离氨基酸的含

量,导致萌发时间延长,代谢缓慢,影响生长。山黧豆

Β2ODA P 是一种非蛋白质氨基酸,是植物氮代谢中

次生物质之一,其具体的代谢作用未报道。在种子正

常萌发中, 子叶中 Β2ODA P 含量逐渐减少; 在水分

胁迫下, Β2ODA P 含量增加与其他 FAA 变化相似,

表明水分胁迫也影响 Β2ODA P 的代谢, Β2ODA P 与

游离氨基酸在植物体内的代谢和功能可能相似。

[参考文献 ]
[ 1 ]　H ussain M , Chow dhury B, Hogue R , et al. Effect of w ater stress, salin ity, in teraction of cation, stage of m atu rity of seeds and sto rage

devices on the ODA P con ten ts of L a thy rus sa tivus [A ]. Redda T ak le H aim ano t, Fernand L am bein. L athyrus and lathyrism a decade of

p rogress[C ]. Belgium: Pub lished by U niversity of Ghen t, 1995. 107- 110.

[ 2 ]　沈黎明. 林生山黧豆体内游离氨基酸与土壤水势关系[J ]. 中国草地, 1996, (4) : 43- 46.

[ 3 ]　杨　浚,俞炳果. 精胺对离体大麦叶片中叶绿素和蛋白质含量的影响[J ]. 植物生理学通讯, 1989, (2) : 42- 44

[ 4 ]　宋治军,纪重光. 现代分析仪器与测试方法[M ]. 西安:西北大学出版社, 1994.

[ 5 ]　李天荣,路　苹,张林生,等. 用氨基酸分析仪测定山黧豆BOAA [J ]. 生物化学与生物物理进展, 1984, 11 (6) : 73- 74.

[ 6 ]　M egrain A K, Chen J C,W ilson, et al. P ro teases catalysing p rocessing and degradation of Kunit2 soybean tryp sin inh ib ito r during seeds

m atu ration[J ]. Phytochem istry, 1992, 31 (2) : 421- 428.

[ 7 ]　L o renean E, P revo sto R ,W ilson K A. T he appearance of new active fo rm of tryp sin inh ib ito r in germ inating m uny bean (V ig na rad ia te)

seeds[J ]. P lan t Physio l, 1981, 68: 88- 92.

[ 8 ]　W ilson K A , T an2W ilson A L. Characterization of the p ro teinase that in it iates the degradation of the tryp sin inh ib ito r in germ inating m ung

beans (V ig na rad ia te) [J ]. P lan t Physio l, 1987, 84: 93- 98.

[ 9 ]　U dupe S L , Pattab iram an T N. P ro tease inh ib ito rs in germ inating Ech inocloa ( E ch inocloa trunsu tacea ) Seeds: Changes in p ro tease

inh ib ito ry activit ies during germ ination[J ]. J Sci Food A gri, 1987, 38: 187- 193.

[ 10 ]　文方德,傅家瑞. 植物种子的蛋白酶抑制剂及其生理功能[J ]. 植物生理学通讯, 1997, 33 (1) : 1- 9.

[ 11 ]　Palm iano E P, Ju liano B O. B iochem ical changes in the rice grain during germ ination[J ]. P lan t Physio l, 1972, 49: 751- 756.

[ 12 ]　Bew ley J D , B lack M. Physio log and B iochem istry of Seeds in Relation to Germ ination [M ]. H eidelberg, Germ any: Sp ring2V erlag Berlin

L , 1978. 106.

28 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 29卷



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

[ 13 ]　 Ingram J , Bartels D. T he mo lecu lar basis of dehydration to lerance in p lan ts[A ]. Russell L J. A nnu Rev P lan ts Physio l and P lan ts M el

[C ]. Califo rn ia, U SA :M anagem ent of A nnual Review s Inc, 1996. 377- 403.

[ 14 ]　Khadem iM , Ko ransk i D S, H annapel D J , et al. W ater stress and sto rage2p ro tein degradation during germ ination of impatien ts seed[J ].

J Am er Sco Ho rt Sci, 1991, 116 (2) : 302- 306.

Effects of w ater st ress on the p ro te in s and free am ino acid of the L a thy rus

S a tivuπs seed du ring the germ ina t ion

XUE Song, ZHANG L in - sheng, CAO Rang,W ANGM ing-hua ,W ANG Pe i-hong
(Colleg e of L if e S ciences, N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , S haanx i, Y ang ling 712100, Ch ina)

Abstract: T he effects of w ater st ress on the p ro tein s, free am ino acids and Β2ODA P of the L a thy rus

S a tivuπs seed du ring the germ inat ion w as studied. T he resu lts show ed that the so lub le p ro tein level in

sp rou t and co tyledon w as increased, and the decompo sit ion of the non so lub le p ro tein level in sp rou t and

co tyledon w as inh ib ited. T he amoun t of free am ino acid w as decreased in co tyledon bu t increased in sp rou t.

D u ring the p roceeding of the germ inat ion, the level of Β2ODA P w as increased in sp rou t, bu t decreased in

co tyledon. T he mo re severe the w ater st ress w as sub jected, the h igher the level of Β2ODA P w as increased in

bo th co tyledon and sp rou t.

Key words: w ater st ress; L a thy rus S a tivuπs; seed germ inat ion; free am ino acid

·简　讯·

旱地小麦新品种“西农 794”通过陕西省审定

由西北农林科技大学谢惠民研究员主持选育的旱地小麦新品种“西农 794”于日前通过陕西省农作物品

种审定委员会的正式审定。

“西农 794”的选育在抗旱、抗逆、优质、稳产等综合农艺性状改进方面均取得较大进展。该品种为冬性,

株型紧凑,分蘖力中等,株高 80～ 90 cm ,较西农 1043降低了 10 cm ; 抗倒伏性强,抗旱,抗逆,抗条锈病达到

免疫或高抗水平; 籽粒饱满,品质优良,属中筋小麦,千粒重 40 g 左右; 落黄好,成熟期比长武 134晚熟 1～ 2

d。1998～ 2001年陕西省旱地 20点中试中,平均单产 4 873 kgöhm 2,比对照长武 134增产 6. 1%。该品种适

宜在陕西渭北旱塬和黄淮冬麦旱地类似生态条件地区推广种植。 (温晓平　供稿)
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