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干旱对小麦幼芽蛋白质组分及等电点的影响 

西 业大 陵 。。 。 ，，．， (1西北农业大 耍 基面辩孽 陵7l2l。o) ’ ’，．， 

摘 要 通过水平薄层变性聚丙烯酰胺凝胶等电聚焦(IEF)、十二烷基硫酸钠聚丙烯酰 

胺凝胶电泳(SDS—PAGE)和双向电泳(IEF×SDS-PAGE)研究表明，干旱引起小麦幼芽蛋白 

质组分及含量变化，主要在分子量为 20~48 kD、等电点(pI)为 5 34～5 65．并且干旱诱导小 

麦幼芽产生41．5 kD蛋白亚基．pI为 5 65f分子量为 36．2(pI 5．35)和 15．8 kD(pI 5．70)的两 

个蛋白亚基含量 ’ 增加· 
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随着分子生物学、细胞生物学、分子遗传学的发展和新研究技术的建立，植物抗逆性 

研究已逐步向细胞和分子水平发展 。有关植物逆境蛋白的研究，已取得了一些进展 。 

据研究，逆境下诱导产生的蛋白质能使植物生化和结构发生变化以适应所在的环境 ，并可 

能是植物抗逆性的一个共同机制 ‘“ 有关干旱引起植物体内蛋白质代谢及组分的变化虽 

有报道 。但对于冬小麦水分胁迫诱导蛋白的研究较少，且均用小麦三叶期、叶片及根 

系为材料。本文以单、双向电泳结合，并利用薄层 IEF电泳，分析了干旱对小麦幼芽蛋白 

质组分变化的影响，研究了小麦幺虹芽等电点分布及其特点，以期为植物逆境蛋白研究奠定 

基础，并为小麦抗旱特性的遗传改良提供参考。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

冬小麦(Triticum aestivum L．)郑引 1号种子，由西北农业大学植物生理研究室提 

供。 

小麦种子经精选，2 g／L HgCl：清毒。籽粒吸涨后置22℃温箱中催芽，露白后，选萌动 

(芽长 0．10 cm，根长 0．1 5 cm)一致的种子置于培养皿中，以一1．2 MPa PEG6 000处理 

48 h，以相应量的无离子水处理为对照。 

1．2 SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE) 

小麦幺虹芽蛋白质提取液参照文献ET]。凝胶浓度为 75～150 g／L线性梯度胶。电泳操 

作参照文献Es]。 

1．3 双向凝胶电泳(IEF×SDS—PAGE) 

蛋白质的提取和制样参照文献[9]，略有改动。取真空干燥后 5 mg干粉，溶于等电聚 

焦尿素变性裂解液[8 mol／L尿素，20 g／L Np一40，体积分数为 4 Ampholine，pH3．5～ 
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10，体积分数为 5 巯基乙醇]中，离心，上清液用于电泳点样。 

电泳操作参照文献[8]方法。第一向经平衡后胶条，用浓缩胶缓l申液热溶的10 g／L琼 

脂糖封固于加样槽。 

标准蛋白标记胶 ，参照文献Elo3方法进行。单，双向电泳后，胶片参照文献[u]银染。 

1．4 薄层聚丙烯酰胺等电聚焦(PAG—IEF) 

参照文献[12]方法，略有改动，制样同双向电泳。制胶模板规格：20 cmXlO cm×0．05 

cm．pH梯度测定；在 LKB Ampholine·PAG plate塑料模板衬托下，按从正极端到负极端 

的顺序，等距离依次切下小片，浸泡于具有双蒸水的小瓶中，用贝克曼 70型pH计测量每 

瓶内浸泡液的pH值，绘制pH梯度曲线图。 

2 结果及分析 

2．1 干旱对小麦幼芽蛋白质等电点分布的影响 

小麦幼芽蛋白质等电聚焦结果见图 1．从图 1a中可 看出，在 pH3．5～8．9范围内， 

pH值和凝胶长度线性关系良好 水平平板薄层凝胶， 

由于其本身的聚焦优点(胶薄，时间短)，可使小麦幼芽 

蛋白质等电点相差小的组分充分分离开。特别是在 

pH3．86～6．31范围内，众多组分清晰分离，从而可确 

定各组分的等电点。 

小麦幼芽蛋白质亚基的等电点(pI)从酸性区到碱 

性区都有分布(图 lh)，在 10 cm脏板上可分辨出近 5。 

条谱带。无论是干旱胁迫还是正常供水的小麦幼芽谱 

带基本相似。在碱性区(pH7．23～9．0)，有少量谱带分 

布，在酸性 区(pH4．86～6．31)具有三处谱带密集区 

(高含量区)，pH分别为 5．72～6．31，5．18～5．68和 

4．86～4．95．从图lb的结果不难看出，小麦幼芽蛋白 

亚基的 pI主要在偏酸性范围内(pH4．86～6．31)分布。 

凝胶距离(cm 

图 la 薄屡等电聚焦电泳的pH棒度 

从胶片(图 lb)上可以看出，在偏酸性区，干旱胁迫下小麦幼芽蛋白质亚基等电点分 

布较对照多出两条pI为 3．69和 3．87的蛋白谱带，尤其pI 3．87谱带含量高。由图 lb中 

还可以看出，在 pH5．18～5．68，处理与对照谱带略有差异(处理 7条，p1分别为 5．34， 

5．37，5．42，5．46，5．48，5．57和 5．65，比对照多出pI为5．42的蛋白谱带) 

2．2 干旱对小麦幼芽蛋白质组分的彰响 

由SDS-PAGE图谱(图2)可见，小麦幼芽蛋 白质约有 20多条谱带。在干旱胁迫 

(一1．2MPa)48 h后，明显诱导产生分子量为 41．5 kD新蛋白。图 2扫描结果表明，胁迫 

后的小麦幼芽蛋白质组分无论在高分子量或低分子量区域，含量均增加，并且干旱也引起 

小分子量(14~25 kD，箭头表示)蛋白组分的变化。但可溶性蛋白含量在胁迫48 h时呈下 

降趋势“ ，表明干旱时小麦幼芽正常的蛋白质合成受到抑制，而使植物在适应逆境过程 

中，调节基因表达，以诱导产生新的蛋白质。这与已报道的结果一致 。 
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图 1b 小麦幼芽蛋白质薄层聚丙烯酰胺凝脏等电聚焦 

十照F 3．6：一1．z MPa胁迫 {8 h F 1．z，3：点样 3O F 4，5，6：点样 25．uL 

S CK T；B 

处理 

图2 小麦幼芽蛋白质SDS—PAGE图谐及扫描结果 

S．标准蛋白FCK．对赚FT 一1．2MPa处理 48 hIl_分子量3B．6 kD：2．分子量 4l_5 kDI箭头示新诱导蛋白 

2．3 干旱下小麦幼芽蛋白质组分变化与等电点分布的关系 

从小麦幼芽蛋白质的 IEF×SDS—PAGE染色胶片(图 3)上可以观察到 100多个 邑 

斑，从高分子量到低分子量，pH由低到高均有分布，但偏酸性区分布较多；干旱处理的小 

麦幼芽蛋白质斑点比正常供水的分布密集，且明显多出 3个蛋白点：蛋白 1，36·3 kD(pI 

5．35)；蛋白2，41．5 kD(pI 5．65)}蛋白3，15．8 kD(pI 5．70)。比较小麦幼芽蛋白质的双向 
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电泳(图 3)、IEF(图 lb)和 SDS—PAGE(~2)的结果可以看出，在 SDS—PAGE图谱及扫描 

图中，干早引起小麦幼芽蛋白质组分及含量变化，主要分布在 pI为 5．34～5．65，分子量 

为 20~48 kD，薄层 IEF显示出 pH5．18～5．68区域内是一个谱带密集区，双向电泳图谱 

中也表明，该区蛋白斑点胁迫处理比对照密集。 
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图3 小麦幼芽蛋白质双向电埭图谱 

L．分于量 36．2 kD，pI5．35 F2．分于量 41．5 kD，p[5．65}3．分于量 15．8 kD．pI 5．70 

T 一1．2 MPa处理 48 htCK．对照 

3 讨 论 

在多种逆境胁迫下，如温度过高或过低、淹水或干早、盐分过高、污染物、病菌侵染等， 

植物体内正常的蛋白质合成常会受到抑制。但也会发现一些被诱导出新的蛋白或原有蛋 

白质含量的明显增加。本实验结果也证实这一点。干旱可引起小麦幼芽蛋白质组分变化， 

而这些诱导产生的蛋白质，均在低分子量范围变化，其等电点均为偏酸性范围。这与巳报 

道的干旱诱导蛋白的部分性质具有相似之处““。研究表明“ ，无论是ABA还是渗透胁迫 

都能诱导抗旱性不同的冬小麦叶片产生分子量为 15～20 kD，pl 4．7～5．7的一些新蛋 

白。本文通过薄层水平平板等电聚焦(图 lb)显示，受干旱胁迫小麦幼芽 比对照多出pI 

3．87和 3．69两条谱带，即表明偏酸性蛋白增多，推测可能是对水分胁迫的一种响应。贺 

道耀等 报道了盐胁迫引起水稻愈伤组织蛋白图谱发生很大的变化，主要表现在蛋白组 

分等电点的分布上，相比之下在分子量分布上的变化要小得多。这个现象指示了当盐胁迫 

时细胞蛋白质的次级结构变化比较大，而一级结构变化相对较小。经盐胁迫后蛋白质电泳 

图谱中等电点的变化在水稻高脯氨酸细胞变异系和原型之间存在的差异是，变异系蛋白 

图谱向偏酸性端位移，即偏酸性蛋白质增加，相反，原型蛋白图谱向碱性端移动，移动幅度 

较大，表明其碱性蛋白质增多。由这种结果可以看出，变异系在盐胁迫下细胞的蛋白质相 

对比较稳定，这种稳定性可能是其脯氨酸含量增高，脯氨酸对蛋白质结构有保护作用所 
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致。作者曾对分子量为 41．5 kD，pI 5．65的诱导蛋白氨基酸组成进行分析(待发表)，该蛋 

白中脯氨酸占总氨基酸残基 38．5 ．酸性氨基酸占总氨基酸残基 17．16 (Asp，Glu)，而 

碱性氨基酸占4．65 ．表明该蛋白具有高强度的带电性。这与已研究较清楚的LEA(Late 

embryogenesls aboundant protein，水分胁迫诱导的胚胎发生后期富有蛋白)蛋白性质很 

相似，均具有较高的亲水性及热稳定性的特点，代替水起保护膜结构的功能 。因此， 

推测干旱诱导 41．5 kD蛋白，有可能起到保护细胞结构以防脱水的功能。 

将IEF，SDS—PAGE以及IEF~SDS PAGE的三种电泳技术的结合研究表明，水分 

胁迫能显著的引起小麦幼芽蛋白质组分的分子量及等电点的分布的变化。实验中通过 

IEF还发现丁单肽链具有电荷多态性。但诱导蛋白41．5 kD其内部的结构特点又怎样呢? 

还需要深入研究 
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Effect of 0smotic Stress on Isoeleetrie Point and 

Subunit Composition of Proteins in Shoots of Wheat 

LI NIya Gao Juntegg 

( c州I栩l 6， 砷̂删m Asricu~“ un如 j‘， H ， d舡f 712100) 

Abstract Studies of proteins in shoots of wheat with isoeleetrie foeusing，sodium 

dodecylsufate—polyaerylam[de gel electrophoresis (SDS—PAGE )and two—dimensional 

electrophoresis(IEF×SDS—PAGE)show that changes in protein~rofiles and level of 

protein occur mainly with the molecular weight of'20~ 48 kD。pl values of 5．34～ 5．65 

and osmotic stress．and the predominant protein(subunit)with apparent MW  of 41．5 

kD can be induced also．While，the level of two proteins[36．2 kD(pI5．35)、1 5 8 

kD(pI 5．70)]increased greatly． 

Key words shoot of wheat，osmotic stress，protein composition，isoeleetrie focus一 

{rig，two—dimensional eIectr0phoresis 
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