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小麦突变体返白系返白机理研究
‘’

二返白阶段叶蛋白质
、

游离氨基酸变化规律的分析

苏小静
戈 ,

汪沛洪 王永吉

(植物生化研究室 )

摘 要 在返白过程中
,

返白系叶片蛋自氮含量降低
,

蛋白酶活性升高
,

总游离氨基 酸

积累
,

各游离氨基酸组分变化幅度不同
。

变化最大的丝氨酸在全白叶片中可占总游离 氨基酸

量的50 %
。

认为蛋白质含量下降
,
游离氨基酸增多与蛋白酶活性升高有关

。

SD S 一 PA G E 分

析发现
,

叶蛋白质组分没有明显的差异
,

各组分的含量均有下 降
。

R u b isco 减少最多
,

全白

叶中几乎见不到它的条带
。

复绿过程中以上各变化均逆转回复
。

关妞词 游离氮基酸
,

蛋白酶活性
,

突变体
,

小麦

色素突变体伴随叶色的变化
,

其体内的生理生化过程也会发生某些相应的变化
。

前

人对多种类型 的色素突变体蛋白质及酶类
,

如 色素蛋白质复合 体
〔‘’ 2 ’、

类 囊 体 膜 多

肤
〔“〕、

叶可溶蛋 白质
〔‘ 〕和过氧化氢酶

〔”」、

硝酸还原酶
〔6 1
等进行过多方面的研究

。

很

多资料表明
,

突变体的蛋白质代谢及酶活性往往伴随着突变的发生而出现异常
,

研究这

些变化有助于进一步揭示突变发生的内在原因
。

本文报道了我们对小麦突变体返白系在

返白阶段叶片内蛋白质代谢变化的初步研究结果
,

为进一步探讨返 白机理积累资料
。

1 材料和方法

1
。

1 材 料

以冬小麦返白系和矮变 1 号 (作为对照) 为材料
,

详见前文 “ 。了。

1
.

2 侧定项目及方法

( 1 ) 蛋白氮
、

非蛋白氮含量分析
; 采用微量凯氏定氮法

。

0
.

05 9 干材料在蒸馏水

中研磨
,

10 % T CA (三氯乙酸) 沉淀蛋白质
,

过滤
,

沉淀部分用于蛋白氮 分 析
,

滤 液

用于非蛋白氮分析
。

样品消化后在 K JE LT E C A U T o 1 0 3 0 A n o ly : er 上进行含氮量分

析
。

( 2 ) 叶片蛋白质组分分析
:

用 SD S
一

聚丙烯酞胺凝胶电泳 (S D S
一
PA G E ) 进行 分

析
。

提取液为 T ri s 一

H CI (pH S
.

0) 缓冲液
,

内含 10 %蔗糖
、

5 %琉基 乙 醇
、

2 % SD S 及

O
。

1%嗅酚蓝
。

浓缩胶浓度 3
.

75 %
,

分离胶浓度 10 %
。

电泳完毕后
,

凝胶用 25 % 异 丙 醇
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。
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溶液固定
,

考马斯亮蓝 R
一

2 50 染色
,

1 0 % 冰醋酸脱色
。

凝胶片用岛津C S
一

9 30 型薄层扫描

仪在波长 6 0 0 / 6 4 5 n m 下扫描
。

( 3 ) 游离氨基酸组分及含量分析
:

依照西北农业大学中心 实验室的分析方法
,

用

8 0 % 乙醇研磨叶片
,

提取游离氨基酸
。

水溶中 (8 oo C以 下) 蒸干乙 醇
,

加 1 m L 15 %磺

基水杨酸和 3 m L pH 2
.

2柠檬酸缓冲液溶解残渣
。

4 0 0 rP m 离心 10 m in 后
,

上清液用 1 21

M B型氨基酸自动分析仪分析游离氨基酸组 分及含量
。

游 离氨基酸总量根据各组 分 含量

加和而得
。

( 4 ) 蛋白酶活性分析
:

参考 W it t e n b a c h 〔。 J
外源基质法

。

0
.

3 9 叶片用sm L p H 7
.

5

H e p e s 缓冲液研磨提取蛋白酶
, 4 0 0 0 r p m 离心 1 0 m in

,

上清液通 过 D e x tr a n 2 5 柱
,

外

水休积部分的蛋白用于分析蛋 白酶活性
。

以纯化的菠菜 R u B Pc
a s e
为底物

,

反应液 包 括

o
.

4 m L Zo o m M 柠檬酸缓冲液
, o

.

4 m L粗 酶 蛋 白 及 o
.

Z m L R u B Pe a s e 蛋 白 液 (~ 1 0

m g / m L )
。

反应混合物在 3 8
“

C保温 Z h
,

用 1 m L 10 % T C A 终止反应
,

离心除去沉淀
。

用荀三酮法测定上清液中的氨态氮
仁7 〕,

蛋 白酶液蛋白含量采用考马斯亮 蓝 G
一 2 50 法测

定 〔“〕。

结果及分析

返白阶段叶蛋 白质含蚤与组分分析

在返 白阶段
,

对照矮变 l 号叶片总蛋 自氮含量及非蛋白氮含量均无明显的变化
,

非

蛋白氮含量始终低于总 蛋 白 氮 含

量
。

与对照相比
,

返白系在返白过

程叶片总蛋白氮含量降低
,

非蛋 白

氮含量增高
,

在全 白叶中这两种氮

含量分别达到晨低和最高
,

且非蛋

白氮含量高于总蛋白氮含量
; 在复

绿过程中则相反
,

叶片总蛋白氮含

量上升
,

而非蛋白氮含量下降
,

并

接近相应的对照值 (图 l )
。

返 白

系叶片总蛋白氮含量的变化反映了

叶片总的蛋白质含量的变化
。

在返白系叶片总蛋 白质含量降

低的同时
,

各蛋白质组分量
一

也发生

了相应的变化
。

用 SD S
一

PA G E 分

止
‘乡432

。, /

·’
‘ 、、 一

之一
_ _ _

·
-

一
1 - - - - - ·

- - - - - - -

一
卜 一

么
- - - -

一
二全

八间宁叨\旧日�扣啊之

l / 子 今
/ 3 l d心 1 / 4 1压

尹

4

时间 ( 日 / 月 )

图 1 返白阶段返白系叶片蛋白氮和非蛋白氮含量的变化
]

。

矮变 1号蛋白氮 ; 2 。

返白系蛋白氮; 3
。

返白系 非

蛋白氮 ; 4
。

矮变 1号非蛋白氮

析全白 11卜片的各蛋白组分 (图 2 ) 时发现
,

蛋白质含量的降低
,

反映在各个组分上的降

低幅度不同
。

全白叫
一

中所有的蛋白组分含量都降低
,

其中以 R ub isco 大小 2 个亚基的降

低幅度最大
,

扫描结果仅能见到 2 个小峰
。

电泳结果未见有明显的蛋白组分差异
。

2
.

2 返白阶段叶片总游离氨基酸含量及各组分含最的变化

返白系和矮变 l 号叶片总游离氨基酸含量在返白阶段变化不同
。

返 白系总游离氨基

酸含量始终高于矮变 1 号
,

且在返白过程其含量上升
,

全白叶中 ( 3 月16 日 ) 含 量 最
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图2 返白系全自叶片蛋白质

电泳方向自左 向右

L S
.

R u b i , e o大亚基 , S S
.

R u卜i , e o ,J’亚基 ,

1
。

返 自系 . 2
.

矮变1号

高
,

在复绿过程又迅速下降 ; 矮变 l

号总游离氨基酸含量除在 3 月 8 日有

l 个小峰外
,

没有多大的变化
。

矮变

1 号在 3 月 8 日出现含量上升可能与

其生育期及环境因素的影响有关 (见

图 3 )

返白阶段
,

游离氨基酸各组分的

含量也有变化 ( 图 4 )
。

在返白过程

中
,

多数氨基酸无论是绝对量 (氨基

酸含量 / 叶干重 )
,

还是相对量 ( 氨

基酸含量 / 总游离氨基酸含量 ) 都趋

于增加
,

如丝氨酸 ( Se v )
、

组 氨 酸

( H is )
、

亮氨酸 ( L e u )
、

异亮氨酸

(I Le)
、

赖氨酸 ( L ys ) 和 撷 氨 酸

( V al) , 有的如谷 氨 酸 ( G lu )
、

丙氨酸 (A la)
、

天 冬 氨 酸 (A s
P)

绝对量增加而相对量却降低
, 其余的

氨基酸如 苏 氨 酸 (T h e)
、

脯 氨 酸

( Pr o )
、

酪氨 酸 ( T yr )
、

精氨 酸

( A r g )
、

甘氨 酸 ( G ly )
、

蛋 氨酸

(M e t ) 和 苯 丙 氨 酸 ( P he ) 在 返

白阶段或含量较少
,

或变化没有明显

规律 (表 l )
。

上述前两部分氨基酸

一 返白系

~ 一 烦变 l 号

/户

l
,

_ 1 _

1 / 3

、 - - - - - -

一
_

.
_ _ - - - - - - -

一
.

1 _ _ 一
~

一一一- - 一一J一

凡/ 3 1 1吞电 l/ 4

时 间 ( 日/ 月)

拍/ 4

返白阶段返白系叶片总游离氨基酸含量的变化

琳
l

soF赫淤|咐研刹芍抖l0t
,

酗

阁十叻001\切日

的变化在复绿过程均有逆转回复

的趋势 ( 图 4 )
。

游离氨基酸中变化幅度最大

的是丝氨酸
,

它在全白叶片中可

以占到总游离氨基酸含量的50 %

以上
。

2
.

3 返白阶段蛋 白醉活性 的变

化

从表 2 中可以看到
,

与矮变

1 号相比
,

在返白过程中返白系

叶片内蛋 白酶活性上升
,

全白叶

中活性最高
,

而复绿时随着叶色

的恢复
,

蛋白酶活性又 迅 速 下

降
。

这种规律与叶片总蛋白氮含

量变化规律相反
。
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, 2

。

绝对含盈
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衰1 返白阶段返白系叶片内部分游离氨基酸组分含t 的变化 ( m g八00 9鲜重 )

氮基酸

名 称

返 白 及 复 绿 时 间

2 月1 1 日 2月 2 3 日 3 月2 日 ( 最白 ) 3 月 1 0 日 3 月 16 日

麦系小品

微微返 白系
苏氮酸

矮变 1号

返 白系

矮变 1号

微

55
。

9 8 7

微 微 微 微

L
_

7 5 5 微 微 徽
脯 氨酸

1 2 8
。 93 4 6 9

。

0 2 3

璐氨 酸
返 白系

矮变 1号

。

1 5 5

。

0 26

微

0
。

9 6 8

1
。

0 5 6

微

微

1
。

2 6 1

0
。

6 6 0

1 。

1 0 5

无无无无无无
精氮酸

返 白系

矮变 1号

无

。

07 6

1 1
.

0 9 7

无

返 白系

矮变 1号

1
。 3 3 4

蛋 氨酸
0

。

7 96

。

7 2 1

。

7 0 7

2
。

6 9 9

1 。 1 9 2

7 8 1

16 5

3 9 1

0 1 4

d‘二,1

甘 氨酸
返 白系

矮变 1号

.

1 43

。

0 27

2
。

6 5 3

19
。

2 1 6

2
。

9 5 3

8
。

0 2 5

。

16 2

。

0 6 3

。

6 8 9

。

0 1 4

,二11

苯 丙 氨酸
返 白系

矮变 1号

3
。

3 7 0

2
。

4 8 6

1
。

9 0 5

3
。

7 1 1

。

2 9 8

。

3 8 0

2
。

3 3 5

3
。

9理6

0 9 5

3 8 5

表2 返白阶段返白系叶片内蛋 白酶活性的变化

返 白 过 程 复 绿 过 程
叶色变化

绿 ( 对照 ) 浅 绿 白 叶 浅 绿 绿 叶

蛋白酶活性

( 声g N / g 蛋白
·

Zh )

4
。 8 0 8 6

。

9 2 9

士 0
。

5 2 6

2 0
。

9 3 9

士 0
。

2 6 7 士 1

19 9

8 8 4 士 O

。 6 3 5

.

47 6

3 讨 论
返白系在返白过程叶蛋白含量降低

,

总游离氨基酸含量增多
,

各游离氨基酸组分含

量也有一定改变
。

与此同时
,

蛋白酶活性升高
; 在复绿过程中

,

这些变化都可逆转
。

这

种特性和叶细胞结构
￡‘“ 1 及色素代谢变化相一致

。

用 SD S
一

PA G E 分析全白压卜片蛋白质组分的结果表明
:

返白系全白叶中多数蛋 白 组

分含量均有变化
,

基本趋势是降低
,

其中以 R ub isCo 大
、

小 2 个亚基降低的幅度最大
,

变化也最明显
。

R ub is C o 是一种重要的叶
·

蛋白
,

占叶可溶蛋白的 5。% 左右
,

它催化光 合

CO
Z

的固定
。

因此
,

R u bi s“。 量的减少及叶绿体内部结钩的破坏
二 ’。 J ,

会影响光合 作 用

的进行
。

蛋白酶活性变化是返白阶段值得注意的一个现象
。

在返白过程中
,

随着返 白程度的
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加深
,

蛋白酶活性上升 (表 2 ) ; 而复绿时蛋白酶活性又下降
。

有趣的是这种变化趋势

恰好与叶片总蛋白质含量的变化趋势相反
。

许多研究者认为
, R ub is。。 是植物蛋白水 解

酶的最佳底物
,

该酶活性的升高可能导致了 R ub is C 。 的大量水解
。

因此
,

我们 认 为 返

白系蛋白酶活性的变化 与叶蛋白含量灼变化可能有一定的联系
。

但 是
,

什么原 因促使细

胞内蛋 白酶活性发生这种变化
,

目前 J王不清楚
。

返白过程中蛋白质降解
,

导致了非蛋 白氮及氨荃酸 “库” 容量的增加
,

从而 出现游

离氨基酸的积累
。

由于 各种蛋白质 的氨基酸组成不 同
,

以及在蛋 白酶作用下各种蛋白质

降解的量不同
,

而且各种氨基酸 自身代谢也不尽相同
,

因此 出现了各种游离氨基酸组分

含量变化上的差异
,

有的增加
,

有的减少
。

关于产生 氨基酸绝对量和相对量变化不一致

(图 4 ) 的原因
,

估计与每种氨基酸积累的幅度和总游离氨基酸积累的幅度 不一 致 有

关
。

在游离氨基酸中
,

丝氨酸的变化最为明显
,

在全 白叶中它可 以占到总游 离氨基酸的

5 0% 以上
。

丝氨酸对蛋白酶活性有诱导
、

促进作用 〔“ ”
’ 〕 ,

返白系叶片中也可能
’

存 在

这种正反馈作用
。

至于产生丝氨酸大量积累的原 因以 及更进一步的生理作用
,

还需详尽

研究
。

返白系在返白过程中蛋 白质含量及蛋白酶活性的变化与 衰 老 叶 片 中 的 变 化 相

似 〔 ’“ 〕 ,

但游离氨基酸的变化则与衰老叶片不同
,

衰老叶片中不积累游离氨基酸
。

这是

由于衰老叶片中蛋 白质水解所产生的游离氨基酸外运 至其它组织器官的缘故
。

返白系叶

片积累游离氨基酸
,

说明蛋白质水解产物可能未发生转移
。

这究竟是什么原因造成的
,

以及有什么生理意义
,

是值得注意的问题
,

有待进一步研究
。
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